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INCONTINENTIA PIGMENTI -
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- IP-MLPA-kitin soveltuvuus genetiikan laboratorion kayttoon

Incontinentia pigmenti on dominantisti periytyvd kromosomaalinen sairaus. Sairauden aiheuttaa
toiminnaltaan vaillinainen X-kromosomissa sijaitseva IKBKG-geeni. Yleisin kromosomimuutos
geenissa on 4-10 eksonien deleetio. IKBKG-geeni on tarkeassda osassa elimistdon
proteiinituotannossa. Incontinentia pigmenti on jo kohdussa letaali poikalapsille. Tytt6lapset
selviavat toisen terveen X-kromosomin toiminnalla. Incontinentia pigmentin taudinkuvaan kuuluu
nelivaiheinen lapsuuden iho-oireilu. Harvinaisempia oireita ovat hampaiden ja hiusten
kasvupoikkeamat.

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli selvittda, onko MLPA-menetelma pitkan templaatin PCR-
menetelmaa parempi Incontinentia pigmentin diagnostisena tydkaluna. Opinnaytetyd tehtiin
Turun ylipistollisen keskussairaalan |daketieteellisen genetiikan laboratoriolle. Opinnaytetydn
tarkoituksena on parantaa laaketieteellisen genetiikan laboratorion tekemaa tutkimusta.
Opinnaytetydn tekija perustelee lahdekirjallisuuden ja menetelmavertailun avulla MLPA-
menetelman paremmuuden pitkdn templaatin PCR- menetelmaan nahden.

Tutkimus toteutettiin syksylla 2016 1a3ketieteellisen genetiikan laboratorion tiloissa. Kuusitoista
valmiiksi eristettyd DNA-naytettd valittin tutkimukseen tulostensa perusteella laboratorion
naytevalikoimasta. Naytteet ovat vuosilta 2003— 2015, ja niille kaikille on tehty pitkdn templaatin
PCR Incontinentia pigmenti -tutkimuksena. Naytteille tehtiin MLPA-tutkimus, jonka tuloksia
verrattiin edellisiin pitkdn templaatin PCR-tutkimuksen tuloksiin. Taman jalkeen valittiin kaksi
MLPA naytetta, joille tehtiin pitkdn templaatin PCR-tutkimus.

Tulokset kertovat, ettd MLPA-menetelma on valtamutaation (4—10 deleetio) suhteen tarkempi
kuin pitkdn templaatin PCR. MLPA-menetelma karsii kuitenkin IKBKG-geenin pseudogeenistd
joka aiheuttaa pahimmillaan vaaria positiivisia tuloksia. Pitkan templaatin PCR pystyy erottamaan
IKBKG-geenin ja sen pseudogeenin toisistaan alukkeidensa avulla. Kaikille MLPA-positiivisille
naytteille tulee tehda pitkdn templaatin PCR varmistuskokeena. Naiden tulosten perusteella
|aaketieteellisen genetiikan laboratorio jatkaa Incontinentia pigmenti -tutkimusta pitkan templaatin
PCR:aa kayttaen.
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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 X-chromosome. The most common symptom of
the disease is a four-phased adolescence skin-condition. 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 pre-extracted 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 4-10. However, MLPA suffers majorly from the IKBKG-
pseudogene and cannot tell the difference between a normal IKBKG-gene 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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1 JOHDANTO

Incontinentia pigmenti on geneettinen sairaus, jonka taustalla on virhe X-kromosomin
puutteellisessa IKBKG-geenissa. IKBKG-geeni tuottaa proteiinia jota solut tarvitsevat toi-
miakseen oikein. Incontinentia pigmenti nayttaytyy erilaisina iho-ongelmina varhaislap-
suudessa. Yleisin oire on nelivaiheinen rakkulaisuudesta viivatyyppiseksi ihottumaksi
muuttuva iho-oireilu, joka arpeutuu aikuisikdan mennessa. Sairaus sai alkujaan nimensa
oletuksesta, etteivat ihottuma-alueet voineet muodostaa luonnollista pigmenttia. Nyky-
aan tiedetaan, etta varinmuunnos johtuu geenivirheesta. Incontinentia pigmentia sairas-
tavat ovat lahes aina naispuoleisia, silla tauti on miespuoleisille yksildille letaali jo siki6-
vaiheessa. Tautia sairastava miespuoleinen siki® kuolee yleensa jo kohdussa. (Inconti-
nentia Pigmenti International Foundation, 2016.) Muita Incontinentia pigmentin oireita

ovat silma-ongelmat, sekd hampaiden ja hiusten kasvupoikkeamat (Heikkila, 2010).

Incontinentia pigmentin dermatologiset 10ydokset varmistetaan DNA-tutkimuksella. Ylei-
sin Incontinentia pigmentin kaytdssa oleva tutkimusmenetelma on pitkdn templaatin
PCR. Pitkan templaatin PCR hyddyntaa kahta DNA-polymeraasia perinteisen yhden si-
jaan pidemman DNA-jakson monistamisessa. (Haiying ym. 2014.) Toinen mahdollinen
menetelmd on MRC Hollandin kehittdma MLPA (multiplex ligation-dependant probe
amplification). MRC Hollandin Incontinentia pigmentin tutkimukseen tarkoitettu salsa-
MLPA-kitin IKBKG-koetinseos tuli markkinoille helmikuussa 2016. (MRC Holland, 2016.)

Taman opinnaytetydn tarkoitus on vertailla keskendan Turun yliopistollisen keskussai-
raalan laaketieteellisen genetiikan laboratorion kayttdmaa Rochen Long Extend PCR-
kittia ja sen kanssa kaytettavaa in house -alukeparia 3FH ja JF3R, seka kayttéonotetta-
vaa MRC Hollandin salsa-MLPA-kittia ja sen IKBKG-koetinseosta. Jalkimmainen myds
validoidaan laboratorion kayttéon, jos se todetaan kelvolliseksi korvaamaan vanha me-
netelma. Opinnaytety6 tehdaan juuri nyt, sillda MLPA IKBKG-seos tuli markkinoille helmi-
kuussa 2016 ja sitéa halutaan kokeilla heti. Tutkimusaineistona kaytetaan genetiikan la-
boratorion naytemateriaalista 16 valmiiksi DNA-eristettya potilasnaytetta. Tarkoituksena
on todentaa menetelmavertailun avulla uuden menetelman kelvollisuus vanhan korvaa-
misessa. Taman opinnaytetydn tavoitteena on parantaa genetiikan laboratorion tekemaa

tutkimusta.
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2 INCONTINENTIA PIGMENTI

Incontinentia pigmenti on harvinainen kromosomaalinen sairaus, joka tunnetaan myds
nimilla Siemens-Bloch-tyypin pigmentidermatoosi ja Bloch-Shultzbergerin oireyhtyma
(Harvinaiset-verkosto, 2016). Se periytyy dominantisti, joten vain toisen vanhemman
kantajuus riittda aiheuttamaan sairauden. Sairauden yleisin ilmenemismuoto on nelivai-
heinen lapsuusajan iho-oireilu. Incontinentia pigmentiin sairastuvat ovat naispuoleisia,
koska miespuoleinen sikid kuolee yleensa jo kohdussa. Poikkeuksia on havaittu somaat-
tisen mosaikismin muodossa. Incontinentia pigmentia esiintyy kaikkialla maailmassa. Ita-
lialaisen tutkimusryhman vuosina 2000-2013 suorittaman 386 IP-tapausta kattavan
esiintyvyystutkimuksen mukaan noin 90,4 prosenttia tutkituista oli naisia ja yleisin ge-
neettinen poikkeus IKBKG-geenin eksonien 4-10 deleetio. Tutkimuksessa todettiin
myads, etté IP:n esiintyminen on hyvin harvinaista ja tapaukset satunnaisia. (Fusco ym.
2014.)

2.1 Geneettinen tausta

X-kromosomi on Y-kromosomin ohella toinen ihmisen genomin sukupuolta maarittavista
kromosomeista. Poikkeustilanteita lukuun ottamatta ihmisella on aina kaksi sukupuolta
maarittavaa kromosomia: naisilla kaksi X-kromosomia ja miehilld yksi X-kromosomi ja
yksi Y-kromosomi. (U.S. National Library of Medicine, 2016). Incontinentia pigmentissa
toinen X-kromosomi on toiminnaltaan vaillinainen. Naispuoleinen siki6 perii kummaltakin
vanhemmalta yhden X-kromosomin: toisessa kromosomissa on virheellinen geeni ja toi-
nen on normaali toimiva kromosomi. Miespuoleinen sikié perii yhden X-kromosomin ja
yhden Y-kromosomin. IKBKG-geeni sijaitsee X-kromosomissa. Geenivirhe Incontinentia
pigmentin taustalla on hairi6 IKBKG-geenin toiminnassa. (Incontinentia Pigmenti Inter-
national Foundation, 2016). Geenivirheella tarkoitetaan kromosomin osan puuttumista
tai kromosomiluvun muutosta joka aiheuttaa sairauden (Tieteen termipankki, 2016).
Miespuoleinen siki6 tarvitsee toimivan IKBKG-geenin, ja siksi kohdunsisainen kuolema
on hyvin yleinen geenivirheen omaavilla sikiéilla. Muutama poikkeus mahdollistaa mies-
puoleisen sikidn eloonjaamisen ja niistd kerrotaan myéhemmin tassa opinnaytetydssa.
Naispuoleinen sikid tulee toimeen normaalin X-kromosomin toimivalla IKBKG-geenin

proteiinituotannolla. (Incontinentia Pigmenti International Foundation, 2016.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen
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IKBKG-geeni sijaitsee X-kromosomin pitkassa kasivarressa kohdassa 28 (Kuva 1). Ta-
man kohdan nimi on Xq28. IKBKG-geeni sisaltda ohjeet IKK-kompleksin yhden kappa-
leen valmistukseen. IKBKG-geeni aktivoi muut kompleksin geenit ja yhdessa ne vastaa-

vat elimistdn tautivasteen muodostamisesta. (U.S. National Library of Medicine, 2016.)
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Kuva 1 X-kromosomin rakenne ja IKBKG-geenin sijainti. (Ldhde: Genome Decoration
Page/NCBI)

Brasilialainen tutkimusryhman mukaan X-kromosomin eksonien 4-10 deleetio on yleisin
Incontinentia pigmentin kromosomipoikkeavuus. Tutkimusryhma painotti myods IP-ta-
pausten jalkiseurantaa, silla geenivirhe altistaa useille muille sairauksille. Naita ovat ryh-
man mukaan Willmsin tuumori eli nefroblastooma ja Stillsin syndrooma. (Poziomczyk,
ym, 2016). Muita Incontinentia pigmentia aiheuttavia geenivirheita ovat IKBKG-pistemu-
taatio ja IP-lokuksen uudelleenjarjestaytyminen (Fusco, ym. 2014). Pistemutaatiossa
yksi emas vaihtuu toiseksi geenin sisalla, eika aina aiheuta oireita kantajassaan (Solu-
netti, 2017).

2.1.1 Somaattinen mosaikismi IP-tapauksissa

Somaattinen mosaikismi tarkoittaa kahden geneettisesti poikkeavan solupopulaation
esiintymista yhdessa elavassa olennossa. Tilanteen on aiheuttanut posttsygoottinen mu-
taatio. Posttsygoottinen mutaatio ei ole peritty vaan se muodostuu tietyssa kasvuvai-
heessa. Se voi olla koolta yhden nukleotidin tai jopa yhden kromosomin laajuinen. Mu-
taation voimakkuus riippuu juuri kasvuvaiheesta ja se vaikuttaa vain osaan elimistosta.
Mitd aiemmassa kehitysvaiheessa mutaatio syntyy, sitd laajempaan kehon alueeseen
se vaikuttaa. Mosaikismi 16ydetaan yleensa vain silloin, jos se manifestoituu ulkoisesti.
(Freed ym. 2014.)

Posttsygoottisen mutaation esiintyminen mahdollistaa poikalapsen hengissa selviytymi-

sen IKBKG-geenin vaikutuksesta huolimatta (Hull ym. 2015). Somaattisen mosaikismin
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lisaksi karyotyyppi 47, XXY voi varmistaa eloonjaamisen. Karyotyyppi XXY tarkoittaa ti-
laa jossa siki® perii vanhemmiltaan kolme sukupuolikromosomia. (Scheuerle ja Ursini,
2015.)

2.1.2 IKBKG-pseudogeeni

Pseudogeeni on tietyn geenin peilikappale, joka l16ytyy yleensa samasta kromosomista
kuin geeni itse. Pseudogeeni on rakenteeltaan hyvin samanlainen alkuperaisen geenin
kanssa. Se ei kuitenkaan toimi samalla tavalla tai on vaillinainen toiminnaltaan. Tama
vaikeuttaa tutkimusta ja voi pahimmillaan antaa vaaran positiivisen tuloksen. (Gerstein
Laboratory, 2016.)

IKBKG:n pseudogeeni IKBKGP1 on lasna X-kromosomissa. IKBKG ja IKBKGP1 ovat X-
kromosomissa 22 kb:n paassa toisistaan, ja asettuneet toistensa peilikuviksi (Kuva 2).
Pseudogeeni vaikeuttaa erityisesti kopiolukumaarityksia, silla kaikki tutkimusmenetelmat

eivat erota sitd IKBKG-geenista. (Scheuerle ja Ursini, 2015.)

IKBKG IKBKGP1
e e cee kb gt

Kuva 2. IKBKG ja IKBKGP1 suhteessa toisiinsa X-kromosomissa.

2.2 Taudinkuva

Yleisin Incontinentia pigmentin oire on nelivaiheinen ihottuman kaltainen iho-oireilu joka
alkaa, kun lapsi syntyy. Harvinaisempia oireita ovat silma- ja naké-ongelmat, kynsien,
hampaiden ja luuston poikkeamat, ja paanahan alueen epamuodostumat. My6s neurol-
ogisia ongelmia esiintyy. (U.S. National Library of Medicine, 2016). IP-diagnoosi perus-
tuu yleensa dermatologisiin |16ydoksiin. Ihosta voidaan ottaa koepala, josta osoitetaan
molekyyligeneettisella tutkimuksella IKBKG-geenin lasnaolo. Myés vanhemmat voidaan

testata, jos epailldan taudin periytyvan perheessa. (Scheuerle ja Ursini, 2015.)

Vaikka nelivaiheinen iho-oireilu on IP:lle ominaista, ei ihottuma aina kulje tasaisesti nel-
jan vaiheen lapi. Vaiheita voi jaada valista, ne voivat tapahtua eri jarjestyksessa, tai ne

tapahtuvat paallekkain. Ihottuma sijoittuu padosin raajojen ja paanahan alueelle. Lapsilla
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tama ihottuma nakyy harmaina tai ruskeina juovina, aikuisilla taas viiva-arpeumana. lho-
oireilu alkaa vastasyntyneella ihon punoituksena ja rakkuloina. Ihomuutos voi olla lasna
lapsen syntyessa tai muodostua pian syntyman jalkeen. Tdma ensimmainen ihomuutos
on lasnd 90 prosentilla potilaista. Muutaman kuukauden sisalla ihottuma-alue alkaa
muuttua syylamaiseksi ja markivaksi. Kun ihottuma-alue umpeutuu ja paranee, se jattaa
jalkeensa tummapigmenttisia viiva-alueita. Noin puolitoistavuotiaana ihottuma muuttuu
tummemmaksi ja markiminen loppuu. Hiljalleen iho arpeutuu ja jaljelle jaa viiva-arpeuma
joka nakyy usein aikuisellakin. |ho-oireita voidaan hoitaa aivan kuten normaaleissa

oloissa ilmenevia ihottumia. (Heikkila, 2010.)

Incontinentia pigmentin harvinaisemmat oireet ovat moninaisia. Silma- ja nakdongelmat
ovat yhteydessa Incontinentia pigmentiin. Erityisesti silman rakennepoikkeavuuksia
esiintyy paljon. Brasilialaistutkimusryhman esimerkkitapauksessa tutkittiin kahta Inconti-
nentia pigmenti -tapausta, joissa molemmissa esiintyi silma- ja nakdé-ongelmia. Molem-
missa tapauksissa IP-diagnoosi oli saatu ihokoepalasta, ja potilaiden nakékyvyn muu-
toksia seurattiin useita vuosia. Léydoksena silmatutkimuksissa olivat silman verkkokal-
vonpoikkeamat. Toisella potilaista silman verkkokalvo oli irronnut kokonaan. Tutkimus-
tuloksena ehdotetaan, ettéd naké-ongelmat IP-tapauksissa ovat paljon oletettua yleisem-

pid ja etta niiden seuranta on hyvin tarkeaa. (Neto, ym. 2014.)

Luuston erilainen muodostuminen liittyy myo6s Incontinentia pigmentiin. Eniten tama na-
kyy hampaissa, mutta myos raajojen eripituisuutta on havaittu. Myds kynsien kuoppai-
suutta esiintyy Incontinentia pigmentin vaikutuksesta. (Genetic and Rare Diseases Infor-
mation center, 2017). Iranilaisessa esimerkkitapauksessa kymmenvuotiaan tyton IP-ta-
pauksesta tytdn hampaat olivat muotoutuneet kartiomaisiksi ja hampaiden juuret olivat
poikkeuksellisen muotoiset. Tytolla oli todettu pian syntyman jalkeen Incontinentia pig-
menti iho-oireilun perusteella. Tutkimuksissa todettiin, ettd hanelta lisaksi puuttui ham-
paita, mika teki hammasvaleista poikkeuksellisen suuret. (Rafatjoo ja Taghdisi Kashani,
2016). Hiuspohjan ongelmia ovat ihottuman lisaksi hiuksettomat kohdat paalaella ja hiuk-

sien elottomuus ja karheus (Heikkila, 2010).

Epilepsia ja migreeni ovat osana Incontinentia pigmentin neurologisia oireita. Muut neu-
rologiset ongelmat liittyvat yleensa kehityksen hitauteen ja kehitysvammaisuuteen. (In-
continentia Pigmenti International Foundation, 2016). Neurologiset oireet ovat yleisem-
pia miespuoleisilla potilailla. Alankomaalainen genetiikan tutkimusryhma yhdistaa IP:n
neurologisten oireiden katsauksessaan oireet keskushermoston piilevaan vaskuliittiin.

(Meuwissen ja Mancini, 2012).
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3 POLYMERAASIKETJUREAKTIO

Koska PCR eli polymeraasiketjureaktio on molempien vertailtavien menetelmien poh-
jana, kdydaan sen peruspiirteet tédssa lapi. PCR on todella monipuolinen molekyylige-
neettisen tutkimuksen tyokalu. PCR:stéa on kehitetty paljon menetelmavariaatioita, joita
kaytetdan nykydan enemman kuin perusmenetelmaa. PCR:n joustavuus onkin yksi sen
parhaista puolista. PCR:n tarkoitus on monistamaan DNA:ta tulevien tutkimusten kayt-
téon. Sen avulla voidaan monistaa liki loputtomiin DNA:ta DNA-templaatin, DNA-poly-

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

E EIEl dNTP:t

& :
S’ @
I Alukkeet
]
DENATURAATIO ANNERLING EKSTENSIO m ;
oNA 95 c ss C 220 @3
“ -polymeraasi *
3’ &l
Puskurilivos @®
i}
@ *°

Kuva 3 PCR:n kulku ja komponentit.

PCR:n komponentit toimivat yhdessa tuottaen optimaalisen maaran DNA:ta tutkimustar-
koituksiin (Kuva 3). DNA-templaatti eli Iaht6-DNA on aines, josta DNA:ta halutaan mo-
nistaa lisda. Laboratorio-olosuhteissa se on usein potilasnayte, jonka rakennetta halu-
taan selvittda. Alukkeet ovat pienia emasjaksoja jotka maarittdvan monistettavan DNA-
kohdan. Alukkeista toinen maaraa aloituspaikan ja toinen lopetuskohdan. DNA-polyme-
raasi havaitsee aloitusalukkeen ja alkaa rakentaa uutta DNA-juostetta dNTP:sta el
nukleotideista adeniini (A), tymiini (T), sytosiini (C) ja guaniini (G). Nukleotidit pariutuvat
saanndlla A-T ja C-G. A-T-parin valiin muodostuu kaksinkertainen vetysidos, C-G-parin
valiin kolminkertainen vetysidos. Muita PCR-komponentteja kaytetaan parantamaan lop-
putuotteen laatua. Yleisin lisakomponentti on magnesium, joka pitda huolta DNA-poly-
meraasin toimivuudesta ja varmistaa ettei vaaria positiivisia tuloksia synny ainakaan po-

lymeraasin vaaranlaisen vaikutuksen suhteen. Erilaisia pesuliuoksia voidaan kayttaa,
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jotta DNA-polymeraasi ei kiinnity itseensa tai nayteastian seindmiin. (US. National Lib-
rary of Medicine, 2016.)

Jotta PCR-ajo voidaan suorittaa, komponentit sekoitetaan ja pipetoidaan kuoppalevylle
tai nayteputkeen. Polymeraasiketjureaktiota varten tarvitaan laite, jonka lampétilaa voi-
daan saadella ja johon kuoppalevy voidaan laittaa. PCR:n kolme vaihetta ovat denatu-
raatio, alukkeiden kiinnittyminen (annealing) ja ekstensio-vaihe (kuva 3). Denaturaatio-
vaiheessa DNA:n kaksijuosteinen rakenne aukeaa kahdeksi juosteeksi. Tahan vaihee-
seen tarvitaan korkea lampatila, noin 95 astetta. Toisessa vaiheessa alukkeet kiinnittyvat
tutkittavaan DNA-alueeseen vetysidoksin. Kiinnittymisen onnistumiseksi [ampdétilaa las-
ketaan 50-65 asteeseen. Kolmannessa eli ekstensiovaiheessa lampdtilaa nostetaan
noin 72-asteeseen, ja polymeraasientsyymi luo uuden DNA-juosteen alukkeiden vali-
seen kohtaan. Uusi juoste rakentuu 5’-3’-suuntaan. Naitd kolmea vaihetta toistetaan
useita kertoja optimaalisen DNA-monistuman aikaansaamiseksi. Kun DNA:ta on tar-
peeksi, valmis tuote viedaan post-PCR-tilaan. Jatko tasta eteenpain voi olla esimerkiksi
tuotteen varjays ja geeliajo, kuten pitkan templaatin PCR:ssa tapahtuu. (Your Genome,
2016.)

3.1 MLPA

MLPA (multiplex ligation-dependant probe amplification) on MRC Hollandin kehittama
PCR-pohjainen tyokalu. MLPA poikkeaa muista markkinoilla olevista menetelmista silla,
ettd se monistaa PCR-reaktiossa koetinpareja eikd 1ahto-DNA:ta. TAma ominaisuus te-
kee siita tarkemman ja minimoi PCR:n virheita. MLPA hyddyntaa myoés vain yhta aluke-
paria. MRC Holland tekee kullekin tutkimukselle erilliset koetinseokset: Incontinentia pig-
menti-koetinseos on nimeltddn P073-A1 IKBKG-probe mix. MLPA on todella hyva me-
netelma suurien kopiolukumaarien maarittdamiseen. Sen avulla voidaan analysoida yli 50

koetinparia samassa reaktiossa. (MRC Holland, 2016.)

MLPA:ta varten tarvitaan |8ht6-DNA ja koetinseos. Koettimeen on kiinnitetty fluoresoiva
merkkiaine tulosten myohempaa lukemista varten. Koetinseos pipetoidaan 1aht6-DNA:n
paalle ja denaturaatio-vaiheen jalkeen koettimet hybridisoituvat tutkittavaan DNA:han
(Kuva 4). Vasta ligaatiovaiheessa koettimet kKiinnittyvat toisiinsa, mika vahentaa epa-
spesifistd monistumista. Taman jalkeen suoritettavassa PCR-ohjelmassa kopioituvat
nain kokonaiset koettimet. Analyysi tehddan 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 maaria tietoa yhdessa reaktiossa jonka tu-
lokset ovat valmiina 24 tunnin sisalla. Itse menetelma on halpa ja helposti suoritettava.
MLPA on kyvykas tunnistamaan hyvin pienia DNA-jaksoja (50-70 nukleotidia). Tallaiset
yhden geenin pienet muunnokset ovat liilan pienia esimerkiksi FISH-menetelman (fluo-
rescent in situ hybrization) havaittavaksi. Multippelin myelooman suhteen MLPA huomaa
geenivirheen, jos noin 50 prosenttia tutkittavista soluista kantaa sitd. (Zhang, M, ym
2015.) Tama viidenkymmenen prosentin saantd patee myos syodpatutkimuksessa. Tule-
vaisuudessa MLPA-menetelmaa voidaan kayttda suurien kopiolukujen maarityksessa,
silla tutkimukset ovat osoittaneet juuri geenin kopiolukumuunnoksilla olevan osansa mo-
nimutkaisten sairauksien synnyssa, ja etta tietyt kopiolukumuunnokset ovat oletettua

yleisempia. (Stuppia ym. 2012.)

MLPA-menetelmaa ei voi kayttaa koko genomin sekvensointiin, eika se tunnista IP-lii-
tannaisia translokaatioita tai tuntemattomia pistemutaatioita. Pistemutaatiot kattavat noin
20-25 prosenttia IP-tautitapauksista. Sen avulla ei voi tutkia vain yhta solua kuten FISH-
menetelmalla. MLPA ei mydskaan erota IKBKG 4-10 deleetiota IKBKG-pseudogeenista.
Tasta voi pahimmillaan seurata vaaria positiivisia tuloksia. MLPA-menetelmaa kaytta-
essa on siis tarkeaa itse tietda mita ollaan tutkimassa, jotta tuloksia voidaan tulkita.
MLPA on hyvin herkka kontaminaatiolle, ja siksi DNA:n puhtauteen tulee kiinnittda eri-
tyisetd huomiota. (MRC Holland, 2017.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen



16

3.2 Pitkan templaatin PCR

Pitkan templaatin PCR on herkempi versio perinteisesta PCR:sta. Menetelma on herkis-
tetty kayttdmalld kahta DNA-polymeraasia perinteisen yhden sijaan. Toinen polymeraasi
korjaa toisen virheet ja on nain spesifimpi tutkimukseen nahden (kuva 5). Parhaimmil-
laan DNA:ta saadaan monistettua talla menetelmalla 30-50 kb. Pitkan templaatin PCR-
ohjelmassa sykleja toistetaan useasti, jotta lopputuotetta saadaan riittavasti. (Haiying
ym, 2014.)

s" 3’ s" 3’ s" 3’

Kuva 5 Pitkan templaatin PCR:n kulku.

Pitkan templaatin PCR:ssd PCR-vaiheita toistetaan 20-40 kertaa. Ekstensiovaiheessa
juostetta rakentaa Taqg-polymeraasi, joka kulkee suunnassa 5-3’. Tag-polymeraasi ra-
kentaa juostetta emaksista, ja toinen spesifinen eksonukleaasi-polymeraasi seuraa sita
3’-5’ suunnassa (kuva 5). Jos Tag-polymeraasi lisda virheellisen emaksen juosteeseen
spesifinen polymeraasi poistaa emaksen seuraavassa ekstensio-vaiheessa ja korjaa
nain virheen. Tag-polymeraasi on tassa vaiheessa hypannyt virheellisen emasparin yli,
eli juosteen rakentaminen on loppunut (kuva 5). Juosteen rakentaminen voi jatkua seu-
raavalla ekstensio-kierroksella korjatun kohdan yli ja DNA-jakso monistuu pidempana.
(Sighma Aldrich, 2017.)

Pitkan templaatin PCR erottaa IKBKG-geenin sen pseudogeenista spesifisten aluk-
keidensa avulla. (Ming-Jun Song, ym, 2010). Pitkan templaatin PCR:33 kaytetdan suu-
rimolekyylisten tuotteiden valmistelemiseen kloonaamista, geenikartoitusta ja sekven-
sointia varten. Alukkeiden kiinnittymisajan ja ekstensio-ajan muutoksilla saadaan aikaan
optimaaliset olot kullekin reaktiolle. Entsyymin toiminta on hyvin tarkeda PCR-reaktion

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

Taman opinnaytetydn paatarkoituksena on vertailla keskendan Incontinentia pigmenti -
tutkimuksesta nykyista pitkan templaatin PCR-menetelmaa (Roche Long Extend PCR-
kitin ja in house alukepari 3FH ja JF3R) ja sen tilalle suunniteltua MLPA-menetelmaa
(MRC Holland salsa MLPA-kitti ja P073-A1 IKBKG-koetinseos). Menetelmavertailu teh-
daan validoinnin ja nykyisen menetelman testauksen perusteella, perustellen tulokset

alan kirjallisuudella ja aiemmilla tutkimustuloksilla.

Tama opinnaytetyd on luonteeltaan kvantitatiivinen eli maarallinen tutkimus. Maarallinen
tutkimus on numeerisiin arvoihin perustuvaa ilmion selittamista, kuvaamista ja tulkitse-
mista (Jyvaskylan yliopisto, 2017). Tassa opinnaytetydssa on tarkoitus tutustua kahteen
molekyyligeneettiseen menetelmaan ja ymmartaa niiden toimintaa menetelmavertailun
kautta. Tarkoitus on myds vertailla keskenddn menetelmien laatua ja sopivuutta Inconti-
nentia pigmentin tutkimiseen. Potilas-aineisto on valittu Incontinentia pigmentin esiinty-
vyyden mukaan, joten kyseessa on harkinnanvarainen otanta. Nama seikat tuovat tyo-
hdén hiukan kvalitatiivista nakdkulmaa. Taustatietoa on keratty juuri pohjustamaan mene-
telmavertailua, jonka tulokset esitetdan lopuksi yhteenvetona taulukossa. Tutkimustulos-
ten avulla pyritdan tarkentamaan ja parantamaan laboratoriodiagnostiikkaa Incontinentia
pigmentin suhteen. Jos tassa onnistutaan, tutkimus on validi ja tukee kvantitatiivisen tut-

kimuksen tavoitteiden saavuttamista.

Taman opinnaytetydn tutkimuskysymyksena on Onko MLPA kelvollinen korvaamaan pit-

kan templaatin PCR:n Incontinentia pigmentin diagnostiikassa?

Taman opinnaytetyon tavoitteena on pystyttda diagnostinen menetelma Incontinentia
pigmentin geenitestaukseen. Tavoitteeseen paastaan validoimalla MLPA-menetelma oi-
keaoppisesti esimerkin ja tydohjeiden mukaisesti. Tavoite toteutuu vain jos MLPA tode-
taan pitkan templaatin PCR:aa paremmaksi menetelmaksi. Tavoitteen tayttyessa labo-
ratorion tutkimustoimivuus parantuu ja potilaan hoidon taso sailyy ennallaan. Opinnay-
tetyon tehtavana on edistaa tyon tekijan tietoutta MLPA-menetelmasta ja pitkan temp-
laatin PCR-menetelmasta. Tekija esittaa tieteelliset perustelut MLPA-menetelman pa-
remmuudelle Incontinentia pigmenti -tutkimuksessa. Opinnaytetydn tekija sitoutuu teke-

maan tutkimuksen noudattaen hyvia eettisia periaatteita.
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5 TUTKIMUKSEN KAYTANNON TOTEUTUS

Menetelmavertailun laboratorio-osuus suoritettiin Turun yliopistollisen keskussairaalan
|aaketieteellisen genetiikan laboratorion tiloissa syksylla 2016. Ensin kaikille kuudelle-
toista naytteelle tehtiin MLPA-tutkimus. Taman jalkeen 11valittiin kaksi MLPA naytetta,
joille tehtiin pitkan templaatin PCR.

5.1 Tutkimusaineisto

MLPA-naytteina kaytettiin kuuttatoista valmiiksi DNA-eristettya naytetta laaketieteellisen
genetiikan laboratorion naytevalikoimasta. Naytteet on keratty vuosina 2003-2015. Ne
on lahetetty laaketieteellisen genetiikan laboratorioon eri puolilta Suomea. Naytteista 1-
11 ovat veresta eristettyd DNA:ta (Taulukko 1). Nayte 12 on sikiokudoksesta eristetty
DNA ja nayte 13 istukasta eristetty DNA. Naytteet 14 ja 15 ovat veri-eristettya DNA:ta.
Nayte 16 on fibroblasti-DNA:ta. Naytteet on valittu tutkimukseen harkinnanvaraisesti. Nii-
den joukossa on IP-positiivisia kantajanaytteitd ja normaaleja potilasnaytteita. Kaikille
naytteille on aiemmin tehty pitkan templaatin PCR, joten tulokset tiedetdan etukateen.
Laaketieteellinen laboratorio nimeaa tutkimusvaiheessa naytteet suoritettavan kokeen,
potilaan nimikirjaimilla ja ndytenumerolla joka sisaltaa naytteenottovuoden ja juoksevan
numeroinnin. Tassa tapauksessa etuliite IKBKG kertoo, ettd kyseessa on Incontinentia
pigmentin geenitutkimus. Potilaiden anonymiteetin sailyttamiseksi tadssa opinnayte-
tydssa naytteet nimetaan vain naytenumeron avulla. Naytteet on jaettu ryhmiin DNA:n
eristysmenetelman mukaan: kitti-eristys, Maxwell-laite-eristys ja fenolikloroformiuutos-
eristys. Kittieristys-sarja on jaettu kahteen osaan. Tassa opinnaytetydssa naytteen esi-
tetdan taulukossa (Liite 1), josta ilmenee naytteen numero ja sille tehtava tutkimus ja
myohemmin MLPA-tulostaulukkona (taulukko 1). MLPA-sarjassa on mukana CMT-vali-

dointisarja, jonka tarkoitus on kertoa pipetointivirheista, jos tulokset ovat epaselvat.
5.2 Laitteet ja tilat

Tutkimus suoritettiin kokonaisuudessaan laaketieteellisen laboratorion tiloissa. Suurin
osa tydsta tehtiin DNA-laboratorion puhdastilassa. Pipetoinnit tehtiin puhdastilan lami-

naarivirtauskaapissa. Laminaarikaapin ilmanvaihto pitda ilman kaapissa puhtaana ja kun
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kaappi ei ole kaytdssa se puhdistetaan UV-valolla mikrobeista (Solunetti, 2016). Geeli-
ja sekvensointiajo suoritettiin laboratorion sekvensaattorihuoneessa. MLPA:ssa kaytet-
tava PCR-kone on puhdastilan Applied Biosystems 9700-laite ja pitkdn templaatin
PCR:ssa samanmerkkinen laite DNA-laboratoriossa. Geelina kaytettiin Bio-Radin yksi-
prosenttista kahdeksankaivoista valmisgeelia. Pitkdn templaatin PCR:n geeliajotuote ku-
vattiin UV-transluminaattorilla BIO-Rad Gel Doc 2000.

5.3 MLPA

MLPA-tutkimus suoritettiin ensimmaisella kerralla tydohjeen mukaan. Koska saaduissa
tuloksissa oli liilan paljon taustaa, joka hairitsi niiden tulkintaa, tutkimus paatettiin tehda
uudestaan. MLPA on hyvin herkkd kontaminaatioille, mutta DNA:n uudelleenpuhdistus
auttaa yleensa saavuttamaan hyvan lopputuloksen (MRC Holland, 2017). Seuraavan
sarjan tuloksissa ei ollut taustaa ja ne hyvaksyttiin. Tyd seurasi alla kerrottua tapaa mo-

lemmilla suorituskerroilla.

Tyon aikana noudatettiin 1adketieteellisen genetiikan MLPA-tydohjetta. Viisitoista DNA-
naytettad laimennettiin konsentraatioon 50 ng/ul. Yksi nayte (DN15-1586) laimennettiin
konsentraatioon 10 ng/ul, silla 1&8ht6-DNA:ta ei ollut riittavasti. Laskukaava 50ng/ul:n

DNA-laimennoksille oli
50/ X ng/pl x50 ng = X ul

Tulokseksi saatiin 1aht6-DNA:n mikrolitramaara, johon lisattiin laboratoriovetta siihen

asti, ettd kokonaismaara on 50 pl. Esimerkiksi naytteen DNO7-913 tulos pydristettyna
3,1l + 46,9 yl H20 =50 pl

MLPA-validoinnista tehtiin tydlista laaketieteellisen genetiikan laboratorion valmiille poh-
jalle (Liite 1). IKBKG-naytteita oli kontrollit mukaan lukien 26. Mukaan lisattiin neljan kont-
rollin CMT-sarja, jonka tarkoitus oli varmistaa tulosten paikkansapitavyys ja poissulkea
pipetointivirheet, jos tuloksissa olisi poikkeavuuksia. Naytteet on eristetty kolmella eri ta-
valla: kitilla, Maxwell-eristyslaitteella ja fenoli-kloroformilla. Naille kaikille haettiin kolmen
kontrollin sarjat. Kontrollit ja vesi mukaan lukien naytteita oli 30. Naytelista eristysmene-

telmineen l6ytyy tdman opinnaytetydn liitteesta 1.

DNA-laimennokset haettiin jadkaapista ja kontrollit etsittiin pakkasesta. Nayteputkiin (0,2

ml) merkittiin juokseva numerointi ja ne jaettiin telineeseen kahdeksan riveihin tydpohjan
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mukaan. GeneAmp PCR-laite (Applied Biosystems9700) avattiin ja ohjelmaksi valittiin
MLPA-denaturaatio. Putkiin pipetoitiin laminaarikaapissa 5 pl:aa DNA-laimennosta ja
kontrolleja. CMT ja IKBKG-sarjoilla oli molemmilla myos vesikontrolli. Pipetoinnin jal-
keen putkien korkit varmistettiin ja putket siirrettiin laitteeseen. Putkien on erityisen tar-
keaa pysya kunnolla kiinni, silla PCR-koneen kuumuus haihduttaa nestetta hyvin tehok-
kaasti. Viiden minuutin denaturaatio-ohjelman aikana valmistettiin hybridisaatioliuos. De-
naturaatio-ohjelman jalkeen PCR-koneen kansi avattiin ja naytteiden paalle pipetoitiin
hybridisaatioliuosta varovasti pipetilla sekoittaen. Putket otettiin kasittelyyn yksi kerral-
laan ja pistettiin takaisin PCR-koneeseen heti kun pipetointi oli tehty. Naytteet jaivat yon

yli hybridisaatio-ohjelmalle ja ty6ta jatkettiin seuraavana paivana.

Seuraavana paivana valmistettiin aluksi ligaatioseos ty6ohjeen mukaisesti ja ligaatio-oh-
jelma kaynnistettiin. Kun lampdotila laski 54:n asteeseen ohjelma pysaytettin ja 32 pl li-
gaatioseosta pipetoitiin suoraan koneessa oleviin putkiin. Samalla varmistettiin, ettei put-
kista ollut yon aikana haihtunut seosta pois. PCR-laite antaa tyén suorittajalle 10 minuut-
tia aikaa suorittaa pipetointi ennen ohjelman jatkamista, joten pipetointi suoritettiin nope-
asti. Taman jalkeen ohjelma jatkettiin loppuun asti. Ohjelman loppumisen aikana valmis-
tettiin PCR-seos, joka pipetoitiin (10 pl) ohjelman loputtua putkiin. Pipetoinnin aikana
putket nostettiin pois koneesta yksi kerrallaan. Taman jalkeen putket vietiin pois puhdas-
tilasta DNA-laboratorion PCR-koneeseen. PCR-ohjelman (kuva 6) jalkeen naytelista
syotettiin ABI 3730-laitteen paatteelle ohjeiden mukaisesti. Naytteet pipetoitiin putkista
kuoppalevylle (1 pl) joka toiselle rivile DNA-laboratorion vetokaapissa. LIZ 500 ko-
kostandardista ja Hi-Di-formamidista tehtiin seos, jota lisattiin pipetoidun naytteiden
paalle 14 ul. Loput kuopat taytettiin Hi-Di-formamidilla levyn tasapainottamiseksi. Levy
siirrettiin PCR-koneeseen ja seitseman minuutin kestoinen denaturointi-ohjelma kayn-
nistettiin. Denaturointi-ohjelman jalkeen levy syotettiin sekvensaattoriin joka ohjelman

valmistuttua lahettda vastaukset suoraan sairaalageneetikkojen analysoitavaksi.

Vaihe Lampdtila Kesto Toisto

1. Denaturaatio a95°C 30s

2. Annealing 60 °C 30s 1.-3.x35
3. Ekstensio 729¢C 60 s

4. Loppuelongaatio 72°C 20 min

5. Hold 15°C hold

Kuva 6 MLPA PCR-ohjelma. (Lahde: Laaketieteellisen genetiikan laboratorion MLPA-
tyéohje.)
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5.4 Pitkan templaatin PCR

Pitkan templaatin PCR:aa varten valittiin kaksi MLPA-positiivista naytetta: DN07-913 ja
DNO03-584. Tydn aikana noudatettiin 1a8ketieteellisen genetiikan PCR-tydohjetta. Mo-

lemmat DNA-naytteet laimennettiin konsentraatioon 100 ng/ul. Kaava laskulle on
100/ X ng/pl x 100 ng = X pl

Pitkan templaatin PCR:ssa laboratoriovetta lisattiin 100 pl:aan asti. PCR-reaktio pipetoi-
tiin puhdastilan laminaarivirtauskaapissa kuoppalevylle. Tydn aikana varottiin kontami-
naatioita. Levylle pipetoitiin jarjestyksessa kaksi kontrollia, nayte ja vesi, kutakin 1 mik-
rolitraa. Kaikkien paalle lisattiin 15 yl PCR-reaktioseosta. PCR-reaktioseos tehtiin erik-
seen tutkimusta varten ja se sisaltaa alukkeet 3FH ja JF3R, reaktiopuskurin, SequalPrep

Long-polymeraasin 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 AGCA-3

Pipetoinnin jalkeen levy tuotiin pois puhdastilasta ja laitettiin DNA-laboratorion PCR-lait-
teeseen IP-ohjelmalle (kuva 7). PCR-ohjelma sisaltda useita sykleja, jotta tutkittavaa
DNA:ta saadaan paljon. PCR-ohjelman jalkeen 10 uyl PCR-tuotetta ja 1 pl latauspuskuria
yhdistetaan. Pipetointi suoritettiin DNA-laboratoriossa. Valmis purppurainen seos pipe-
toitiin 1 prosenttiselle agaroosigeelille. PCR-tuotteiden jalkeen geelin kuudenteen kuo-
paan lisatadan molekyylipainomarkkeri. Molekyylipainomarkkeriin vertaamalla selvitetdan
PCR-tuotteen koko. Geeliajo tehtiin 80 voltin jannitteelld ja ajo kesti noin tunnin. Ajon

jalkeen geeli kuvattiin UV-transluminaattorilla.

Vaihe - Lampiitila Kesto B Toisto
. Alkudenaturaatio 94“{: 2 min |
. Denaturaatio 94 °C 10s
. Annealing 66 °C 30s 2-4.x10
4. Ekstensio 68 °C 10 min
5. Denaturaatio 94 °C 10s 5.-7.x20
6. Annealing 66 °C 30s ekstensioon +20 s joka
7. Ekstensio 68 °C 10 min syklilla
8. Loppuekstensio 72°C 7 min
9. Hold 4°C hold

Kuva 7 Pitkan templaatin PCR-ohjelma. (Lahde: Laaketieteellisen genetiikan laborato-
rion IP-ty6ohje.)
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6 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Teoriatieto kertoo MLPA-menetelman olevan tarkempi ja herkempi IKBKG-valtamutaa-
tion maarittamisessa. Silti IKBKG-pseudogeenin tiedetdan jo tassa vaiheessa vaikutta-
van paljon tulosten laatuun, silla MLPA ei erota sita IKBKG-geenista. Muita tulosten laa-
tuun vaikuttavia tekijoitd ovat DNA:n laatu ja puhtaus, kontrollindytteiden laatu, eristys-
menetelman toimivuus, mahdolliset kontaminaatiot ja pipetointitarkkuus (MRC Holland,
2017). MLPA-tuloksia verrataan naytteille aiemmin tehtyihin pitkan templaatin PCR:n tu-
loksiin. Tuloksena on ollut joko negatiivinen tai positiivinen nayte IKBKG-geenin 4-10

deleetion suhteen.

6.1 MLPA

Sekvensaattori lahettda tiedot tutkimuksesta suoraan Genemarker-ohjelmaan jonka
avulla tulokset tulkitaan. Tulosten analysointi aloitettiin vertaamalla koettimien piikin
pinta-alaa muiden naytteiden vastaaviin piikkeihin, saman naytteen kontrollikoettimen
piikkiin ja synteettisen kontrollinaytteen piikkiin. Tulokseksi saadaan analysaattorin las-
kema suhdeluku, joka osoittaa koettimen kohdealueen maaraan suhteessa saman nayt-
teen muihin alueisiin. Normaali kopioluku on 1. Tall6in geenissa ei ole havaittu kopiolu-
vun muutoksia ja potilas ei sairasta tai kanna Incontinentia pigmentia. Tulos joka jaa alle
0,75 tarkoittaa deleetiota. Geeni on homotsygootti, jos tulos on 0 ja heterotsygootti jos
tulos on noin 0,75. Jos suhdeluku on 1,3-1,7 kyseessad on kolmen kopion muutos, eli
heterotsygootti duplikaatio. Suhdeluku 1,8-2,5 kertoo, etta kopioita on nelja ja kyseessa
on hemitsygootti duplikaatio. Laatu heikkenee sitd mukaan mitd enemman kopioita on.
(Toivonen, M, 2015)

Analysoinnin alussa CMT-sarja tarkistettiin. Tassa tutkimuksessa CMT-sarja oli onnistu-
nut hyvin. Tama takaa, ettd IKBKG-sarjan mahdolliset virheet eivat liity pipetointitarkkuu-
teen. Arvot suhteutetaan, ja analysaattori valmistaa A4-kokoisen sivun josta tuloksia voi
tarkastella. Poikkeavat tulokset nakyvat tulossivun oikeanpuoleisessa taulukossa har-
maalla taustalla (Soft Genetics, 2016). Tulossivut I6ytyvat kokonaisuudessaan taman
opinnaytetyon liitteesta 2. MLPA-tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa (Taulukko

1). Tuloksena on joko positiivinen, eli MLPA on l6ytéanyt eksonien 4-10 deleetion tai
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negatiivinen, eli deleetiota ei ole I0ytynyt naytteesta. Taulukon ensimmaisessa sarak-
keessa on juokseva numerointi 1-16, toisessa naytteen numero, kolmannessa pitkan

templaatin PCR:n tulos edelliseltéd tutkimuskerralta, neljannessa tdman opinnaytetydn

MLPA-tulos ja viidennessa tulossivun numero liitteissa.

Naytenumero Edellinen tulos MLPA-tulos
“ DN07-913 positiivinen positiivinen 2(1)
n DN12-498 positiivinen positiivinen 2(2)
n DNO08-1206 positiivinen positiivinen 2 (3)
“ DN15-1096 negatiivinen negatiivinen 2 (4)
“ DN13-482 negatiivinen negatiivinen 2 (5)
n DN13-256 negatiivinen negatiivinen 2 (6)
DNO08-465 positiivinen positiivinen 2(7)
“ DNO03-584 positiivinen negatiivinen 2(8)
“ DN15-566 negatiivinen negatiivinen 2(9)
“ DN14-1058 negatiivinen negatiivinen 2 (10)
n DN15-1586 Ei tulosta positiivinen 2 (11)
n DN15-689 positiivinen Ei tulosta 2(12)
“ DN08-1201 positiivinen Ei tulosta 2 (13)
n DN13-915 positiivinen positiivinen 2 (14)
“ DN15-1179 positiivinen positiivinen 2 (15)
“ DN03-979 positiivinen negatiivinen 2 (16)

—

aulukko 1 MLPA-tulokset ja edellisen tutkimuksen pitkan templaatin PCR:n tulokset.

DNA:n sailytys ja ika eivat nayta vaikuttaneen tuloksiin, silla vanhemmistakin naytteista
on saatu sama tulos. Tydn suorittajan kokemattomuus pipetoijana nakyy tuloksista epa-
tasaisuutena. Tulokset ovat kuitenkin hyvaksyttavia. Naytteiden DN15-689 ja DNO08-
1201 tulokset eivat ole onnistuneet. Syyna voi olla pipetointivirhe, tai DNA:n laatu ja al-
kupera. Naytteet oli alun perin eristetty sikitkudoksesta (DN15-689) ja istukasta (DNO8-
1201), eika veresta kuten muut naytteet. Fibroblasti-nayte DN03-979 antaa MLPA-nega-
tiivisen tuloksen. Kyseessa on kuitenkin vanhan tutkimuksen perusteella somaattista
mosaikismia IKBKG-geenin suhteen sairastava poika. DN15-1586 josta ei ollut aiemmin
saatu tulosta, sai positiivisen MLPA-tuloksen. Tassa opinnaytetydssa tarkastellaan tar-
kemmin DNO7-913 kantajapotilaan tuloksia verraten niitd DN13-482 normaaliin potilaa-

seen. Nayte DN03-584 tuodaan esille erikoisuutensa vuoksi, silla kyseessa on poika.
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21 [KBKGex3  [1649 1.079
22 |IKBKGex8  [1712 1.034
23 |IKBKGex1 1417 1.066
24 |IKBKGex10 |2667 1.007
25 |IKBKG ex10__ |319.7 1.017
26 |IKBKG ex10.. |372.7 1.076
27 |KBKGex?  |1904 0.967
28 |IKBKGex3  |2206 1.046
25 |KBKGexd  |2074 0.950
30 |KBKGexs  |417.0 1.050
31 |IKBKG ext.  |4248 0.519
: : : , - [32 [KBKGex7  |353.8 0.990
T ERREE. R b e e e | [33 |KBKGexd  |2398 0.997
: . : i || [34_[¥-chromosome [101.1 1.083
Eh —— ioen s s oo oo il s | [EE [Xpld 159.9 0.962
] : : : ; | [ [Xp22 1347 1019
S S— | S— —— | — —— |37 _[Xp22. 178.2 0.575
: : : : 1 [38 [Xp2z. 2915 0.979
! o : ' g I ENETE 399.0 1.020
4 . “Hihw'i’q*““‘“ﬁ“”mm il ol I T oY 4346 0,981
e 0 o Eosocio Mo Sy (41 [Xa21 226.7 1.578
- ; ; ; ; 0 [42_[%a26 346.4 1.019
! ! ! ! | (43 [¥g27 3636 7.010
< R AR i A d| [ [vchromosome|1056 0.000

T T T T T

100 200 300 400 500
Size (bps)

Kuva 8. DN13-482, normaali nayte. Tuloksista voidaan paatella, ettei naytteesta 16ytynyt
IKBKG-geenin 4-10 deleetiota.

21 |KBKGex3 [1649 0.995
22 |KBKGexs  [171.2 0.763
23 |IKBKG ext 1417 1.015
24 |KBKG ex10 |266.7 0.776
25 |IKBKG ex10. [319.7 0.771
78 |IKOKG ex10.. |372.7 0.81%
27 |IKBKG exz 190.4 0.955
T8 |KOKG ex3  |2205 1.008
78 |KOKG exd  |2072 0.793
30 |IKBKG exs 4170 1.006
31 |IKBKG exs.  |2248 0.775
; ; ; - < [32 [IKBKG ex? 353.8 0.80%
P N I . i T R | [33 |KBKGexd  |2388 0.764
: : | i /| [32_|*-chromosome [101.1 1,141
T Vit Vi Wi U || [35 [xptd 1589 0.979
= 5 5 | ; || [36_[Xp22 1347 1.000
= PO P, | s o s o E—— | [37_[%p22. 178.2 1017
. ; : ! : | [z8 [xpzz. 2015 1.034
5 : : i I REEETE 389.0 0.953
L e 2 i 5o i i s A T[40 |Xq1s. 3346 7.010
o - e 7 A |41 [Xad1 2267 1.045
i : : ! ; [ [42_|%q26 346.4 0.988
: : ! : | [EE (%27 3635 1014
. P e e TSR SR A| [ [v-chromosome 1056 0.000

T 1 T T T

100 200 0 400 500

3
Size (bps)

Kuva 9. DN0O7-913, positiivinen nayte. Tulosten perusteella ndhdaan, etta naytteesta 16y-
tyy IKBKG-geenin 4-10 deleetio.
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Molemmissa naytekuvissa (kuvat 8 ja 9) on tulostaulukko oikealla ja tulokset kuvaajaan
havainnollistettuna vasemmalla. Taulukon ensimmaisessa sarakkeessa nakyy tutkitta-
van alueen nimi, toisessa koko ja kolmannessa tulos. Kuvaajassa kontrollit on merkitty
sinisella, normaalit tulokset vihrealla ja tulokset jotka eivat ole normaalivalilla 0,25-1,25
punaisella (Soft Genetics, 2017). Kuvaajaa tarkasteltaessa nayte on normaali, kun vih-
reat merkit pysyvat viitealueella ja arvo on noin 1 eli normaali tulos (Kuva 8). Optimaali-
sissa oloissa merkit olisivat samalla viivalla. Arvot pysyvat silti normaali-alueella, joten
niitd voidaan tulkita ja niihin voidaan luottaa. Taulukossa poikkeavat arvot nakyvat har-
maalla taustalla. Naytteessa jossa deleetio on havaittavissa, arvo laskee (kuva 9) ja na-
kyy kuvaajassa punaisella. Arvon ollessa noin 0,75 kyseessa on deleetio. Referenssi-
taulukko kertoo normaalista poikkeavien tulosten olevan 4-10 deleetio. Kuitenkaan vain
MLPA-tuloksen perusteella ei voi tehda IP-diagnoosia, vaan tulos tulee aina tarkistaa
toisella PCR-menetelmalla (MRC Holland, 2017). Molemmissa kuvissa vasemmassa
alakulmassa nakyva punainen tulos on Y-kromosomi, jota ei siis ole havaittu naytteessa.

Tutkittavat ovat nain molemmat naispuoleisia.

19 |GBPDex3 301.1 0.362
20 |G6PDexd 3902 0.955
21 |KBKGex3 1649 0,998
32 |IKBKGex8 _ |1712 0.926
23 |IKBKG exi 1417 1.017
24 |IKBKG ex10 2667 0.857
35 |IKBKG ex10._ 3197 0,898
26 |IKBKG ex10._ 3727 0.878
27 |KBKGex2 1904 0,955
78 |IKBKG exa  |2206 0,897
79 |IKBKG exd  |2074 0,930
30 |KBKGexs  [217.0 1,081
31 |IKBKG ex5. |4248 0.875
. . . . < [32_[WKBKGex7 _ [353.8 0.873
bl A i S LR, | (33 |[KEKGexs  [2396 0,931
] ; ; : | |38 [X-chromosome [101.1 1.019
ol =e e e i s bae e e B ey bae il (R R 158.9 0.968
: : : : | (3 |¥pzz 1347 0.858
T s A— L — [— | [B7_|¥p22. 1782 1.000
= St : ; : | |38 [|xp2z. 2915 1.003
% & : | [38 [Xai3 399.0 1.042
i %"Wﬁ%“f“%ﬂﬁw """ | [20 [¥ata. 4346|0989
; = R B T R | [F [¥az 3767 0.552
a : ; . ! | [#2_]xaz6 3464 1.032
; ; : ! | [33 a7 3636 1,001
;5 et s g o T d| (32 [v-chromosome 1056 7207

T T A T T X X T

100 200 300 400 500
Size (bps)

Kuva 10. DNO3-584, poika. MLPA ei tunnista deleetiota IKBKG-geenin suhteen.

DNO03-584-nayte on Incontinentia pigmentia sairastavan pojan DNA-nayte (kuva 10).

Poika on pysynyt hengissa somaattisen mosaikismin vaikutuksesta. Pojan on todettu
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olevan heterotsygootti taudinkantaja. TAma tarkoittaa, ettd puolesta pojan soluista 16ytyy
IKBKG-geein vajautta ja puolet soluista ovat normaaleja. MLPA ei pysty tunnistamaan
tallaisia poikkeavia mutaatioita, ja siksi tulos olisi helppo mieltdd negatiiviseksi vain
MLPA:n perusteella. Edellisten tutkimusten tuloksista tiedetdan kuitenkin pojalla olevan
somaattinen mosaikismi. MLPA on sen sijaan havainnut deleetion IKBKG-geenin vierei-
sen geenin G6PD-geenin eksonissa 3. Kyseessa on kuitenkin hyvin varmasti pipetointi-
virhe. Kuvaajassa Y-kromosomi nakyy punaisena merkkina, eli MLPA tunnistaa kromo-

somin heterotsygoottiseksi.

6.2 Pitkan templaatin PCR

Pitkan templaatin PCR:83 varten valikoituivat MLPA-positiivinen nayte DN07-913 ja
DNO03-584, jonka tiedetaan olleen aiemmassa PCR-tutkimuksessa positiivinen. MLPA ei
havainnut tassa naytteessa poikkeavuutta. Molempien naytteiden aiemmat tulokset tar-
kistettiin ja geelikuvat kaytiin 1api. Talla tavalla varmistettiin, ettd myos edellisessa tutki-
muksessa naytteet olivat olleet positiiviset. Geeli oli jaanyt haaleaksi. Vaikka tutkimuksen
nahtiin onnistuneen haaleudesta huolimatta, on tdssa opinnaytetytssa esitetty geeliku-

van rinnalla kaaviokuva siita, milta tulosten kuuluu nayttaa (kuva 10).

1 2 3 4 5 6 7 8 |wWwoa

1: NORMAALT KONTROLLI
3 = =2 3 =3 = 3 | 2:POSITIIVINEN KONTROLLI
3 & 4: NAYTTEET

5.H20

6. KOKOMARKKERI

I 0000000

Kuva 11. Pitkdn templaatin PCR geelilla. Naytteet DN07-913 ja DN03-584.

Valmiista geelista otetaan kameralla kuva ja siimamaaraisesti tarkistetaan, etta kontrollit

ovat onnistuneet. Geelissa ensimmaisella rivilld on normaali kontrolli, toisella positiivinen
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kontrolli, kolmannella ensimmainen potilasndyte DN07-913, neljannelld toinen potilas-
nayte DN03-584, viidennella vesikontrolli ja kuudennella kokomarkkeri (kuva 11). Jos
nayte on positiivinen, nayte piirtyy samalle kohdalle positiivisen naytteen kanssa. Jos
nayte on normaali ja Incontinentia pigmentia ei esiinny, nayte jaa normaalin kontrollin
tasolle. Molemmat tutkittavat naytteet olivat pitkén templaatin PCR:n mukaan positiivisia,
eli naytteista 16ytyi IKBKG-geenin 4-10 eksonien deleetio. Vaikka naytteen DN03-584
kohdalla kyse on somaattisesta mosaikismista, pitkédn templaatin PCR havaitsee sen ja
tulos on positiivinen. Alukkeiden spesifisyyden takia voidaan olla varmoja tulosten tar-

koittavan IKBKG-geenin deleetiota, eika sen pseudogeenia.

6.3 Lopputulos

Taman opinnaytetyon tutkimuskysymyksena oli Onko MLPA kelvollinen korvaamaan pit-
kdn templaatin PCR:n Incontinentia pigmentin diagnostiikassa? Tutkimustuloksista ja
valmistajan ohjeista kay ilmi, etta pitkdn templaatin PCR tarvitaan varmistamaan kaikki
positiiviset MLPA-naytteet. Nain ei ole mahdollista, ettd MLPA yksin korvaisi pitkan temp-
laatin PCR:n, vaan optimaalisissa olosuhteissa ne toimivat rinnakkain tdydentaen toisi-

aan.

MLPA:n suurin haitta Incontinentia pigmenti -tutkimuksessa on, ettei se tunnista eroa
IKBKG-geenin ja IKBKG-pseudogeenin valilla. Koska jopa 2 prosenttia normaalivaes-
tosta voi kantaa IKBKG-pseudogeenia, positiivinen MLPA-tulos on aina varmistettava
muulla menetelmalld (MRC Holland, 2017). MLPA ei mydskaan tunnista somaattista mo-
saikismia, kuten DN03-584 kohdalla voidaan havaita. Tutkimustuloksia tarkasteltaessa
huomaa MLPA:n antavan tarkemman vastauksen eksonideleetiosta eritellen jokaisen
eksonin, siind missa pitkan templaatin tulos on joko positiivinen tai negatiivinen. MLPA:n
etu on siis sen antamissa herkemmissa tuloksissa. MLPA-tutkimus sisaltaa paljon pienia
pipetointimaaria, mika tekee siita teknisesti haastavamman kuin pitkan templaatin PCR.
Tulosten perusteella paatettiin kuitenkin, ettei laaketieteellisen genetiikan laboratorio
luovu pitkan templaatin PCR-menetelmasta, eika MLPA-menetelmaa oteta sen tilalle tai
rinnalle Incontinentia pigmenti -tutkimuksessa. Kliinisissa oloissa tehdylla taudinmaari-
tyksella yksittaisilla eksonideleetioilla ei ole kovin suurta painoarvoa, kun etsitaan suu-
rempaan deleetiota, kuten Incontinentia pigmentin 4-10 deleetio. Nain pitkan templaatin
PCR kykenee antamaan tarpeeksi tarkan tutkimustuloksen ja takaamaan potilaan oike-

anlaisen hoidon.
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7 POHDINTA

MLPA ja pitkdn templaatin PCR ovat molemmat toimivia menetelmia Incontinentia pig-
menti-tutkimuksessa. Pitkan templaatin PCR on toki nopeampi tutkimus suorittaa, mutta
sen tulokset eivat ole yhta tarkkoja kuin MLPA:n. MLPA on haastavampi pipetoida, mutta
varmasti helppo suorittaa kun tydhdn rutinoituu tarpeeksi. llman pseudogeenin vaiku-

tusta tuloksiin MLPA olisi parempi tutkimusmenetelma Incontinentia pigmentin suhteen.

Opinnaytety0 edisti bioanalytiikkakoulutuksessa opittuja taitoja molekyyligeneettisten
tutkimusten suhteen, ja auttoi ymmartamaan menetelmavertailun periaatteet. Tutkimuk-
sen aikana sovellettiin koulussa opittua PCR-menetelmien ja molekyyligeneettisen labo-
ratoriotydskentelyn suhteen. Teoriatiedon prosessoinnin aikana oppi soveltamaan aiem-
pia tutkimuksia tyohonsa ja vertailemaan kriittisesti tutkimustuloksia. Molempien mene-
telmien tydstdminen ja oppiminen kehittivat pipetointitaitoja ja kykya hallita isompikin la-
boratorioprosessi. Vaikka MLPA-menetelma ei otettu kayttoon, tydon tekeminen antoi pal-
jon uutta varmuutta laboratoriotydhdn ja antoi tekijalleen kallisarvoista kokemusta DNA-
laboratoriotydskentelysta. Opinnaytetydn tekija sai tydn aikana opetella kayttdamaan Ge-
nemarker-ohjelmaa, joka on laaketieteellisen genetiikan laboratoriossa vain geneetikko-
jen kaytéssa. Talla tavalla varmistettiin, etta tyon tekija saa MLPA-tutkimuksessa mah-

dollisimman kokonaisvaltaisen kuvan ja osaa ndin ymmartaa menetelmaa paremmin.

7.1 Tutkimuksen luotettavuus

Aineisto rajattiin sisaltdmaan mahdollisimman tuoretta tutkimusaineistoa. Lahdemateri-
aalista suurin osa on vuosilta 2012-2016. Nain pidetaan huolta, ettd tutkimustulokset
ovat tuoreita ja palvelevat tdman opinnaytetydn ajankohtaisuutta. Suomenkielisen ai-
neiston vahaisyyden vuoksi tutkimusaineisto on suurimmaksi osaksi englanninkielista.
Muutamia tutkimuksia jouduttiin jattamaan pois niiden maksullisuuden takia. Nama kor-
vattiin mahdollisimman samankaltaisella tiedolla maksuttomasti saatavilla olevasta ma-

teriaalista.

Tutkimus suoritettiin tydohjeiden mukaan, ja paivan paatteeksi kirjattiin muistiin mita pai-
van aikana oli tehty. Aikaisempia tutkimuksia hyddynnettiin tutkimuksen suorittamisessa

ja teoriatietopohjan luomisessa. Erityisesti MLPA-tuloksissa nakyy selvasti tutkimuksen
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tekijan kokemattomuus pipetoijana. Tulokset ovat silti hyvaksyttavissa rajoissa. Tutki-
muksen katsottiin tayttdvan asetetut vaatimukset, silld MLPA-menetelman pipetoinnit
ovat hyvin haastavia vasta-alkajalle. Tutkimus suoritettiin aseptisia periaatteita noudat-
taen. Tutkimuksen pipetoinnit tehtiin suurimmaksi osaksi laminaarikaapissa ja DNA-la-
boratorion puhdastilassa kontaminaatioiden valttamiseksi. Laboratoriotakki ja kasineet

edistivat aseptista tyoskentelya.

7.2 Tutkimuksen eettisyys

Tutkimustytssa tulee noudattaa rehellisyytta, yleistd huolellisuutta ja tarkkuutta tutki-
mustydssa seka tulosten tallentamisessa ja esittdmisessa (Tutkimuseettinen neuvotte-
lukunta, 2017). Tutkimuksen tekija noudatti hyvaa eettista kaytantéa parhaan ymmar-
ryksensd mukaan koko opinnadytetydprosessin ajan. Teoriapohja luotiin plagioimatta
muiden teoksia ja merkitsemalla [&hteet oikein, ndin kunnioittaen toisten tutkijoiden tyéta.
Tutkimuksessa kaytettiin edellisia tutkimuksia mahdollisimman laajasti lahteena niin, etta
kaytettavien menetelmien vahvuuksia ja heikkouksia tarkasteltiin muidenkin kuin valmis-
tajan nakdkulmasta. Tietoa haettaessa yritettiin 10ytda mahdollisimman paljon luotetta-

vaa tutkimustietoa seka Incontinentia pigmentista, etta kaytettavista menetelmista.

Tutkittavien anonymiteettia suojeltiin kasittelemalla naytteet ilman henkilétietoja. Nayt-
teet on keratty vuosilta 2003—-2015, ja ne on tutkittu jo kerran Incontinentia pigmentin
suhteen. Uutta tietoa tutkittavien terveydentilasta ei siis ole odotettavissa. Tydn tekija
tietda tutkittavien sukupuolen ja nimikirjaimet mutta ei padse missaan vaiheessa ty6ta
kasiksi muihin potilastietoihin. Nimikirjaimet poistetaan valmiin opinnaytetydn tuloksista
ja on todettu, ettei potilaiden henkildllisyytta voida nain jaljittaa. Talle opinnaytetyolle ha-
ettiin tutkimuslupa Turku CRC:lta.

7.3 Jatkotutkimusaiheet

MLPA-menetelman soveltuvuutta voi kokeilla toiselle geneettiselle sairaudelle jonka
pseudogeeni ei hallitse kromosomissa niin voimakkaasti kuin IP-tapauksessa. Esimer-
kiksi Duchennen lihasdystrofian geenimaarityksessa on saatu ladketieteellisen genetii-
kan laboratoriossa MLPA:n avulla hyvia tuloksia. Myds Incontinentia pigmentin taudin-
kuvan ja muiden siihen vaikuttavien tai sen avulla laukeavien sairauksien ominaisuuksia

voi tutkia.
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2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_008.2. fsa M 20116-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M
_021.2 fza /N 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_019.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORME_-F_017.2 fza /i 2015-10-06_IKBKG_NORM

2016-10-06_IKBKG_DN13-482_013.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DM13-482
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

Peak Ratio

200 300
Size (bps)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio
1 82 79.3 1000
2 88 87.5 0.836
3 92 1.4 0.653
4 a7 87.0 0.634
5 CTAG1A 147.9 1.020
L] CTAG1A up 183.8 0.987
7 CTAG1ABexZ |232.4 0.545
8 CTAG1Adown |257.0 0.993
9 CTAG1a down |380.6 0.961
10 [CTAGZdown. |408.4 1.000
1 CTAGZup 336.8 1.067
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 0.972
13 [FAMZZ3Bup 309.3 0.5977
14  |FAM3Aex1 282.4 0.956
15 |G6PD ex13 153.3 1.022
16 [GBPD ex5 196.3 1.048
17 |G6PDex1 275.2 0.875
18 [GBPDex2 J28.4 1.065
19 |G6PDex3 301.1 1.023
20 |G6PDex8 380.2 1.017
21 IKBKG ex 3 164.9 1.079
22 |IKBKG ex 8 171.2 1.034
23 |IKBKG ex1 141.7 1.066
24 |IKBKG ex10 266.7 1.007
25  |IKBKG ex10. 319.7 1.017
26 |IKBKG ex10.. [372.7 1.076
27 |IKBKG ex2 180.4 0.967
28 |IKBKG ex3 2208 1.045
29 |IKBKG exd4 207.4 0.8950
30 |IKBKG ex5 417.0 1.050
3 IKBKG ex5. 4248 0.918
32 |IKBKG ex7 353.8 0.550
33 |IKBKG ex8% 239.6 0.957
34  [X-chromosome |101.1 1.083
35 |¥pii 158.9 0.962
36 [Xp22 1347 1.019
37 |Xp22. 178.2 0.975
38 [Xp22. 2915 0.979
39 |¥Xgi3 3585.0 1.020
40 |Xgl3. 434 6 0.581
41 [Hg2 226.7 0.578
42 |Xg28 345.4 1.018
43 |Xg27 363.6 1.010
44 [¥-chromosome |105.6 0.000

DN13-482

Liite 2 (5)



MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GensMarker WV2.6.7 Analysis Type: MLPA

Project: Untitled Compare Type: MLP& Ratio

Technician: Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 10/10/2016 - 14:24:49 Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916 Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain
Control: Synthetic Control Sample Report Value Type: Height Ratic

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fsa /i 2016-10-06_IKBKG_NORM2_002.2 fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.
2.fsa /if 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_009.2 fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2 fsa /i 2015-10-06_IKBKG_NORME_-M
_021.2 fza I 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_(19.2.fsa i 2016-10-06_IKBKG_NORMS__F_017.2 fza /I 20156-10-06_IKBKG_NORM
9_-F_031.2.fsa

2016-10-06_IKBKG_DMN13-256_012.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DM13-255
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Peak Ratio

Date Initial

Authorization 1

-
Authorization 2 o Size (bpS}UD

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio
1 82 79.3 1000
2 88 87.5 0.830
3 92 1.4 0.837
4 a7 87.0 0.643
5 CTAG1A 147.9 1.000
L] CTAG1A up 183.8 0.998
7 CTAG1ABexZ |232.4 0.574
8 CTAG1Adown |257.0 1.004
9 CTAG1a down |380.6 1.021
10 [CTAGZdown. |408.4 0.545
1 CTAGZup 336.8 1.008
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 0.950
13 [FAMZZ3Bup 309.3 0.5972
14  |FAM3Aex1 282.4 0.934
15 |G6PD ex13 153.3 1.050
16 [GBPD ex5 196.3 1.011
17 |G6PDex1 275.2 0.942
18 [GBPDex2 J28.4 1.036
19 |G6PDex3 301.1 1.062
20 |G6PDex8 380.2 0.966
21 IKBKG ex 3 164.9 1.027
22 |IKBKG ex 8 171.2 1.003
23 |IKBKG ex1 141.7 1.002
24 |IKBKG ex10 266.7 0.579
25  |IKBKG ex10. 319.7 1.028
26 |IKBKG ex10.. [372.7 1.0458
27 |IKBKG ex2 180.4 0.977
28 |IKBKG ex3 2208 1.028
29 |IKBKG exd4 207.4 0.581
30 |IKBKG ex5 417.0 1.038
3 IKBKG ex5. 4248 0.952
32 |IKBKG ex7 353.8 1.038
33 |IKBKG ex8% 239.6 0.554
34  [X-chromosome |101.1 1.077
35 |¥pii 158.9 0.981
36 [Xp22 1347 1.004
37 |Xp22. 178.2 1.015
38 [Xp22. 2915 0.956
39 |¥Xgi3 3585.0 1.008
40 |Xgl3. 434 6 0874
41 [Hg2 226.7 0.570
42 |Xg28 345.4 0.857
43 |Xg27 363.6 0.975
44 [¥-chromosome |105.6 0.000

DN13-256

Liite 2 (6)



MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GeneMarker V2.6.7

Analysis Type: MLPA

Project: Untitled

Compare Type: MLPA Ratio

Technician:

Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 10M10/2016 - 14:24:49

Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916

Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain

Control: Synthetic Control Sample

Report Value Type: Height Ratic

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fza

9_-F_031.2.fsa

Nl 2016-10-06_IKBKG_NORNMZ_002.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.

2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_008.2. fsa M 20116-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M
_021.2 fza /N 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_019.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORME_-F_017.2 fza /i 2015-10-06_IKBKG_NORM

2016-10-06_IKBKG_DM08-465_011.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DM08-465
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

Peak Ratio

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio

1 82 79.3 -1

2 88 87.5 1.270
3 92 1.4 1.124
4 a7 87.0 1.081
5 CTAG1A 147.9 0.932
L] CTAG1A up 183.8 1.066
7 CTAG1ABexZ |232.4 0.574
8 CTAG1Adown |257.0 0.872
9 CTAG1a down |380.6 0.836
10 [CTAGZdown. |408.4 1.000
1 CTAGZup 336.8 1.310
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 0.951
13 [FAMZZ3Bup 309.3 0.804
14  |FAM3Aex1 282.4 1.136
15 |G6PD ex13 153.3 0.853
16 [GBPD ex5 196.3 1.502
17 |G6PDex1 275.2 1.078
18 [GBPDex2 J28.4 1.071
19 |G6PDex3 301.1 0.756
20 |G6PDex8 380.2 0.540
21 IKBKG ex 3 164.9 1.422
22 |IKBKG ex 8 171.2 1.346
23 |IKBKG ex1 141.7 1.580
24 |IKBKG ex10 266.7 1.012
25  |IKBKG ex10. 319.7 0.823
26 |IKBKG ex10.. [372.7 0.904
27 |IKBKG ex2 180.4 1.161
28 |IKBKG ex3 2208 1.235
29 |IKBKG exd4 207.4 0.869
30 |IKBKG ex5 417.0 1.153
3 IKBKG ex5. 4248 0.538
32 |IKBKG ex7 353.8 0.740
33 |IKBKG ex8% 239.6 1.235
34  [X-chromosome |101.1 1.051
35 |¥pii 158.9 0.822
36 [Xp22 1347 1.083
37 |Xp22. 178.2 0.862
38 [Xp22. 2915 0.951
39 |¥Xgi3 3585.0 1.003
40 |Xgl3. 434 6 1.081
41 g2 226.7 0.821
42 |Xg28 345.4 0.967
43 |Xg27 363.6 1.035
44 [¥-chromosome |105.6 1.083

DNO08-465

Liite 2 (7)



MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GeneMarker V2.6.7

Analysis Type: MLPA

Project: Untitled

Compare Type: MLPA Ratio

Technician:

Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 10M10/2016 - 14:24:49

Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916

Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain

Control: Synthetic Control Sample

Report Value Type: Height Ratic

9_-F_031.2.fsa

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fsa if 2016-10-06_IKBKG_MORNMZ_002.2 fza // 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.
2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_008.2. fsa M 20116-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M
_021.2 fza /N 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_019.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORME_-F_017.2 fza /i 2015-10-06_IKBKG_NORM

2016-10-06_IKBKG_DM03-584_010.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DM03-584
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

L8 % i g S oe e e

Peak Ratio

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio

1 82 79.3 -1

2 88 87.5 1227
3 92 1.4 1.155
4 a7 87.0 1.074
5 CTAG1A 147.9 0.987
L] CTAG1A up 183.8 0.952
7 CTAG1ABexZ |232.4 0.943
8 CTAG1Adown |257.0 1.002
9 CTAG1a down |380.6 1.048
10 [CTAGZdown. |408.4 1.045
1 CTAGZup 336.8 1.039
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 1.008
13 [FAMZZ3Bup 309.3 0.586
14  |FAM3Aex1 282.4 0.936
15 |G6PD ex13 153.3 0.9388
16 [GBPD ex5 196.3 1.028
17 |G6PDex1 275.2 0.968
18 [GBPDex2 J28.4 1.045
19 |G6PDex3 301.1 0.362
20 |G6PDex8 380.2 0.955
21 IKBKG ex 3 164.9 0.953
22 |IKBKG ex 8 171.2 0.926
23 |IKBKG ex1 141.7 1.017
24 |IKBKG ex10 266.7 0.957
25  |IKBKG ex10. 319.7 0.953
26 |IKBKG ex10.. [372.7 0.978
27 |IKBKG ex2 180.4 0.955
28 |IKBKG ex3 2208 0.957
29 |IKBKG exd4 207.4 0.830
30 |IKBKG ex5 417.0 1.084
3 IKBKG ex5. 424 8 0.8975
32 |IKBKG ex7 353.8 0.973
33 |IKBKG ex8% 239.6 0.5931
34  [X-chromosome |101.1 1.018
35 |¥pii 158.9 0.968
36 [Xp22 1347 0.958
37 |Xp22. 178.2 1.000
38 [Xp22. 2915 1.003
39 |¥Xgi3 3585.0 1.042
40 |Xgl3. 434 6 0.989
41 g2 226.7 0.852
42 |Xg28 345.4 1.032
43 |Xg27 363.6 1.001
44 [¥-chromosome |105.6 1.207

DNO03-584

Liite 2 (8)



MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GeneMarker V2.6.7

Analysis Type: MLPA

Project: Untitled

Compare Type: MLPA Ratio

Technician:

Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 1010/2016 - 14:24:50

Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916

Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain

Control: Synthetic Control Sample

Report Value Type: Height Ratic

2. fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_0098 2 fsa I/ 2016-

9_-F_031.2.fsa

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fsa if 2016-10-06_IKBKG_MORNMZ_002.2 fza // 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.

10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2 fsa /i 2016-10-06_IKBKG_NORME_-M

_021.2 fza /N 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_019.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORME_-F_017.2 fza /i 2015-10-06_IKBKG_NORM

2016-10-06_IKBKG_DN15-566 _-M_024.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DN15-366_-M
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

1
g o0y
a . a

Peak Ratio

[

T
100 200 3
Size (bps)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio

1 82 79.3 -1

2 88 87.5 0.454
3 92 1.4 0.508
4 a7 87.0 0.428
5 CTAG1A 147.9 1.038
L] CTAG1A up 183.8 1.064
7 CTAG1ABexZ |232.4 1.105
8 CTAG1Adown |257.0 1.012
9 CTAG1a down |380.6 1.416
10 [CTAGZdown. |408.4 0.962
1 CTAGZup 336.8 0.578
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 1.081
13 [FAMZZ3Bup 309.3 1121
14  |FAM3Aex1 282.4 1.146
15 |G6PD ex13 153.3 1.017
16 [GBPD ex5 196.3 0.839
17 |G6PDex1 275.2 1.088
18 [GBPDex2 J28.4 0.856
19 |G6PDex3 301.1 0.939
20 |G6PDex8 380.2 0.833
21 IKBKG ex 3 164.9 0.5950
22 |IKBKG ex 8 171.2 0.958
23 |IKBKG ex1 141.7 0.542
24 |IKBKG ex10 266.7 0.858
25  |IKBKG ex10. 319.7 1.058
26 |IKBKG ex10.. [372.7 0.952
27 |IKBKG ex2 180.4 1.014
28 |IKBKG ex3 2208 0.954
29 |IKBKG exd4 207.4 1.168
30 |IKBKG ex5 417.0 0.858
3 IKBKG ex5. 424 8 1.438
32 |IKBKG ex7 353.8 1.110
33 |IKBKG ex8% 239.6 1.043
34  [X-chromosome |101.1 0.845
35 |¥pii 158.9 1.030
36 [Xp22 1347 0.503
37 |Xp22. 178.2 1.056
38 [Xp22. 2915 1.912
39 |¥Xgi3 3585.0 0.660
40 |Xgl3. 434 6 0.989
41 g2 226.7 1.038
42 |Xg28 345.4 1.116
43 |Xg27 363.6 0.972
44 [¥-chromosome |105.6 0.000

DN15-566

Liite 2 (9)



MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GensMarker WV2.6.7 Analysis Type: MLPA

Project: Untitled Compare Type: MLP& Ratio

Technician: Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 10/10/2016 - 14:24:49 Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916 Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain
Control: Synthetic Control Sample Report Value Type: Height Ratic

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fsa /i 2016-10-06_IKBKG_NORM2_002.2 fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.
2.fsa /if 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_009.2 fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2 fsa /i 2015-10-06_IKBKG_NORME_-M
_021.2 fza I 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_(19.2.fsa i 2016-10-06_IKBKG_NORMS__F_017.2 fza /I 20156-10-06_IKBKG_NORM
9_-F_031.2.fsa

2016-10-06_IKBKG_DMN14-1058_SE_022.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DN14-1058_-W
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Peak Ratio

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio

1 82 79.3 -1

2 88 87.5 0.583
3 92 1.4 0.598
4 a7 87.0 0.568
5 CTAG1A 147.9 1.044
L] CTAG1A up 183.8 1.008
7 CTAG1ABexZ |232.4 1.051
8 CTAG1Adown |257.0 0.813
9 CTAG1a down |380.6 1.150
10 [CTAGZdown. |408.4 0.808
1 CTAGZup 336.8 0.887
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 1.038
13 [FAMZZ3Bup 309.3 1.001
14  |FAM3Aex1 282.4 1.051
15 |G6PD ex13 153.3 0.963
16 [GBPD ex5 196.3 0.837
17 |G6PDex1 275.2 1.032
18 [GBPDex2 J28.4 0.807
19 |G6PDex3 301.1 0.959
20 |G6PDex8 380.2 0.977
21 IKBKG ex 3 164.9 1.018
22 |IKBKG ex 8 171.2 1.186
23 |IKBKG ex1 141.7 0.931
24 |IKBKG ex10 266.7 0.964
25  |IKBKG ex10. 319.7 1.204
26 |IKBKG ex10.. [372.7 1.138
27 |IKBKG ex2 180.4 0.967
28 |IKBKG ex3 2208 0.952
29 |IKBKG exd4 207.4 1.283
30 |IKBKG ex5 417.0 0.788
3 IKBKG ex5. 4248 1.546
32 |IKBKG ex7 353.8 1.212
33 |IKBKG ex8% 239.6 1.210
34  [X-chromosome |101.1 1.015
35 |¥pii 158.9 1.002
36 [Xp22 1347 0.500
37 |Xp22. 178.2 1.008
38 [Xp22. 2915 1.028
39 |¥Xgi3 3585.0 0.656
40 |Xgl3. 434 6 0.852
41 [Hg2 226.7 0.578
42 |Xg28 345.4 1.037
43 |Xg27 363.6 0.836
44 [¥-chromosome |105.6 0.000

DN14-1058
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MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GensMarker WV2.6.7 Analysis Type: MLPA

Project: Untitled Compare Type: MLP& Ratio

Technician: Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 100102016 - 14:24:50 Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916 Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain
Control: Synthetic Control Sample Report Value Type: Height Ratic

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fsa /i 2016-10-06_IKBKG_NORM2_002.2 fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.
2.fsa /if 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_009.2 fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2 fsa /i 2015-10-06_IKBKG_NORME_-M
_021.2 fza I 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_(19.2.fsa i 2016-10-06_IKBKG_NORMS__F_017.2 fza /I 20156-10-06_IKBKG_NORM
9_-F_031.2.fsa

2016-10-06_IKBKG_DN15-1586 _-M_020.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DN15-15856_-W
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

p=l
b
o
Conclusion p
[+ O '
Date Initial e n ; [ . ;
Authorization 1 e Loy ;
! 4 . A
T T T T ~ T
Authorization 2 100 <00 Size (bps} A0 =00

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio

1 82 79.3 -1

2 88 87.5 0.620
3 92 1.4 0812
4 a7 87.0 0.579
5 CTAG1A 147.9 1.034
L] CTAG1A up 183.8 1.018
7 CTAG1ABexZ |232.4 1.045
8 CTAG1Adown |257.0 1.004
9 CTAG1a down |380.6 1.263
10 [CTAGZdown. |408.4 0.945
1 CTAGZup 336.8 0.552
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 1.042
13 [FAMZZ3Bup 309.3 1.098
14  |FAM3Aex1 282.4 1.045
15 |G6PD ex13 153.3 1.022
16 [GBPD ex5 196.3 0.887
17 |G6PDex1 275.2 1.017
18 [GBPDex2 J28.4 0.869
19 |G6PDex3 301.1 0.878
20 |G6PDex8 380.2 0.830
21 IKBKG ex 3 164.9 0.5950
22 |IKBKG ex 8 171.2 0.988
23 |IKBKG ex1 141.7 0.954
24 |IKBKG ex10 266.7 0.873
25  |IKBKG ex10. 319.7 1.061
26 |IKBKG ex10.. [372.7 0.982
27 |IKBKG ex2 180.4 0.961
28 |IKBKG ex3 2208 0.577
29 |IKBKG exd4 207.4 1.082
30 |IKBKG ex5 417.0 0.948
3 IKBKG ex5. 4248 1.265
32 |IKBKG ex7 353.8 1.081
33 |IKBKG ex8% 239.6 1.002
34  [X-chromosome |101.1 1.028
35 |¥pii 158.9 1.034
36 [Xp22 1347 0.581
37 |Xp22. 178.2 1.043
38 [Xp22. 2915 1.105
39 |¥Xgi3 3585.0 0.744
40 |Xgl3. 434 6 0.8953
41 [Hg2 226.7 1.054
42 |Xg28 345.4 1.044
43 |Xg27 363.6 0.920
44 [¥-chromosome |105.6 0.000

DN15-1586
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MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GeneMarker V2.6.7

Analysis Type: MLPA

Project: Untitled

Compare Type: MLPA Ratio

Technician:

Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 1010/2016 - 14:24:50

Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916

Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain

Control: Synthetic Control Sample

Report Value Type: Height Ratic

9_-F_031.2.fsa

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fsa if 2016-10-06_IKBKG_MORNMZ_002.2 fza // 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.
2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_008.2. fsa M 20116-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M
_021.2 fza /N 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_019.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORME_-F_017.2 fza /i 2015-10-06_IKBKG_NORM

2016-10-06_IKBKG_DMN15-689_-F_018.2 fsa
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5,000
5,000
|
4,000 i
I 111 1 4 |
3,000 | | Dk I P . i
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|1‘E;;:;;104||<1£q7|1||<1r.1u1qm1|1c*r1|§rr:-'r:]'||< 1FAr:11TF;r.;21-qCTAJquCTAm[CTAKE.KGxm 3.]

Sample Name: IKBKG_DM15-889_-F
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

Peak Ratio

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio

1 82 79.3 -1

2 88 87.5 1.281
3 92 1.4 1.012
4 a7 87.0 0.877
5 CTAG1A 147.9 0.807
L] CTAG1A up 183.8 0.953
7 CTAG1ABexZ |232.4 0.574
8 CTAG1Adown |257.0 0.874
9 CTAG1a down |380.6 0.735
10 [CTAGZdown. |408.4 0.918
1 CTAGZup 336.8 1.088
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 0.863
13 [FAMZZ3Bup 309.3 0.750
14  |FAM3Aex1 282.4 1.069
15 |G6PD ex13 153.3 0.834
16 [GBPD ex5 196.3 1.241
17 |G6PDex1 275.2 1.128
18 [GBPDex2 J28.4 1.080
19 |G6PDex3 301.1 0.787
20 |G6PDex8 380.2 0.000
21 IKBKG ex 3 164.9 1.192
22 |IKBKG ex 8 171.2 0.588
23 |IKBKG ex1 141.7 1.184
24 |IKBKG ex10 266.7 0.529
25  |IKBKG ex10. 319.7 0.000
26 |IKBKG ex10.. [372.7 0.000
27 |IKBKG ex2 180.4 1.053
28 |IKBKG ex3 2208 1.037
29 |IKBKG exd4 207.4 0.000
30 |IKBKG ex5 417.0 1.082
3 IKBKG ex5. 4248 0.000
32 |IKBKG ex7 353.8 0.000
33 |IKBKG ex8% 239.6 0.532
34  [X-chromosome |101.1 0.844
35 |¥pii 158.9 0772
36 [Xp22 1347 0.9593
37 |Xp22. 178.2 0.808
38 [Xp22. 2915 0.895
39 |¥Xgi3 3585.0 1.053
40 |Xgl3. 434 6 0.989
41 g2 226.7 0.773
42 |Xg28 345.4 0.916
43 |Xg27 363.6 0.520
44 [¥-chromosome |105.6 0.946

DN15-689
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MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GensMarker WV2.6.7 Analysis Type: MLPA

Project: Untitled Compare Type: MLP& Ratio

Technician: Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 10/10/2016 - 14:24:49 Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916 Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain
Control: Synthetic Control Sample Report Value Type: Height Ratic

2.fsa /if 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_009.2 fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2 fsa /i 2015-10-06_IKBKG_NORME_-M
_021.2 fza I 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_(19.2.fsa i 2016-10-06_IKBKG_NORMS__F_017.2 fza /I 20156-10-06_IKBKG_NORM
9_-F_031.2.fsa

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fsa if 2016-10-06_IKBKG_MORNMZ_002.2 fza // 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.

2016-10-06_IKBKG_DMN08-1201_-F_032.2 fsa

[ Blue1
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|1‘:-:|: :J$o4ux|£q7q7§ﬁ |:1 aFii'q c.T] I;ETIIKE‘TF;I‘:H&:PB# qcTAlXa2Xq27 || CT/KBKG Xa13. |

Sample Name: IKBKG_DNO08-1201_-F
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Peak Ratio

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio
1 82 79.3 1000
2 88 87.5 1.389
3 92 1.4 1.129
4 a7 87.0 1.005
5 CTAG1A 147.9 0.877
L] CTAG1A up 183.8 1.325
7 CTAG1ABexZ |232.4 1.119
8 CTAG1Adown |257.0 0.887
9 CTAG1a down |380.6 0.000
10 [CTAGZdown. |408.4 0.9599
1 CTAGZup 336.8 1.382
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 0.522
13 [FAMZZ3Bup 309.3 0.000
14  |FAM3Aex1 282.4 1.126
15 |G6PD ex13 153.3 0838
16 [GBPD ex5 196.3 1.862
17 |G6PDex1 275.2 1.237
18 [GBPDex2 J28.4 1.170
19 |G6PDex3 301.1 0.579
20 |G6PDex8 380.2 0.000
21 IKBKG ex 3 164.9 1.879
22 |IKBKG ex 8 171.2 0.823
23 |IKBKG ex1 141.7 2.086
24 |IKBKG ex10 266.7 0.547
25  |IKBKG ex10. 319.7 0.000
26 |IKBKG ex10.. [372.7 0.000
27 |IKBKG ex2 180.4 1.508
28 |IKBKG ex3 2208 1.385
29 |IKBKG exd4 207.4 0.000
30 |IKBKG ex5 417.0 1.308
3 IKBKG ex5. 424 8 0.000
32 |IKBKG ex7 353.8 0.000
33 |IKBKG ex8% 239.6 0.715
34  [X-chromosome |101.1 0.886
35 |¥pii 158.9 0.689
36 [Xp22 1347 1.1594
37 |Xp22. 178.2 0.960
38 [Xp22. 2915 0.926
39 |¥Xgi3 3585.0 1.209
40 |Xgl3. 434 6 1.036
41 g2 226.7 0.758
42 |Xg28 345.4 0.888
43 |Xg27 363.6 0.856
44 [¥-chromosome |105.6 1.016

DN08-1201
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MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GeneMarker V2.6.7

Analysis Type: MLPA

Project: Untitled

Compare Type: MLPA Ratio

Technician:

Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 10M10/2016 - 14:24:49

Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916

Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain

Control: Synthetic Control Sample

Report Value Type: Height Ratic

9_-F_031.2.fsa

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fsa if 2016-10-06_IKBKG_MORNMZ_002.2 fza // 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.
2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_008.2. fsa M 20116-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2.fsa M 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M
_021.2 fza /N 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_019.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORME_-F_017.2 fza /i 2015-10-06_IKBKG_NORM

2016-10-06_IKBKG_DN13-915_-F_030.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DN13-915_-F
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

Peak Ratio

200 300
Size (bps)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio
1 82 79.3 1000
2 88 87.5 0.852
3 92 1.4 0872
4 a7 87.0 0.542
5 CTAG1A 147.9 1.7
L] CTAG1A up 183.8 0.939
7 CTAG1ABexZ |232.4 0.952
8 CTAG1Adown |257.0 1.0585
9 CTAG1a down |380.6 0.939
10 [CTAGZdown. |408.4 1.058
1 CTAGZup 336.8 1.104
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 0.871
13 [FAMZZ3Bup 309.3 0.504
14  |FAM3Aex1 282.4 0.973
15 |G6PD ex13 153.3 0.975
16 [GBPD ex5 196.3 1.125
17 |G6PDex1 275.2 1.028
18 [GBPDex2 J28.4 1111
19 |G6PDex3 301.1 0.925
20 |G6PDex8 380.2 0.745
21 IKBKG ex 3 164.9 1.164
22 |IKBKG ex 8 171.2 0.838
23 |IKBKG ex1 141.7 1471
24 |IKBKG ex10 266.7 T3
25  |IKBKG ex10. 319.7 0762
26 |IKBKG ex10.. [372.7 0.724
27 |IKBKG ex2 180.4 1.056
28 |IKBKG ex3 2208 1.102
29 |IKBKG exd4 207.4 0.708
30 |IKBKG ex5 417.0 1.088
3 IKBKG ex5. 4248 0.581
32 |IKBKG ex7 353.8 0678
33 |IKBKG ex8% 239.6 0774
34  [X-chromosome |101.1 1.025
35 |¥pii 158.9 0.986
36 [Xp22 1347 1.086
37 |Xp22. 178.2 1.027
38 [Xp22. 2915 0.584
39 |¥Xgi3 3585.0 1.070
40 |Xgl3. 434 6 1.004
41 [Hg2 226.7 0.957
42 |Xg28 345.4 0.982
43 |Xg27 363.6 1.011
44 [¥-chromosome |105.6 0.000

DN13-915
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MLPA Analysis Report - SoftGenetics Probe Name Bin Size Height Ratio
Software: GensMarker WV2.6.7 Analysis Type: MLPA 1 82 79.3 =
Project: Untitled Compare Type: MLPA Ratio 2 |88 87.5 1.064
Technician: Normalization By: Pepulation Mormalizafion i g? :;g 3;?
Report Time: 100102016 - 14:24:50 Quantification By: Peak Height A CTAGIA 14'7 3 1ll356
Panel: IP_ZUUB'1§ Classification: Loss < U..EU <= Equmalent <= 1,20 = Gain 5 CTAGIA up 1338 0.954
Control: Synthetic Control Sample Report Value Type: Height Ratic 7 CTAGIA/Bex? |232.8 0,843
Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004 2 fea 1 2016-10-06_IKBKG_NORM2_D02.2 fsa /if 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016. 5 |CTAGIAdown |257.0 10711
2.fsa Ml 2016-10-06_IKBKG_NORM4_-M_009.2.fsa M/ 20116-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2.fsa /I 20116-10-06_IKBKG_NORMS_-M 9 CTAG1a down |380.6 1.041
_021.2.fza M 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_019.2.fza M 2016-10-06_IKBKG_NORME_-F_017.2.fza /¥ 2016-10-06_IKBKG_NORM 10 CTAGZ2down. |408.4 1.167
§_-F_031.2.fsa 14 CTAGZup 336.8 0.858
12 [FAM2Z23Bdown|213.9 1.000
2016-10-06_IKBKG_DMN15-1179_-F_029.2 fsa 13 |FAM223Bup _ |309.3 1.070
14 [FAM3Aex1 282.4 0.924
| Blue1 15 |G6PDex 13 153.3 0.881
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 16 [GBPD ex5 196.3 0.977
P LA L L B BB B L 17 [G6PDex1 275.2 0.840
=000 18 |G6PDex2 328.4 0.848
1l 19 [GBPDex3 301.1 0.940
4,000 1 | 20 535PDex8 390.2 0.850
|‘ | | | 21 IKBKG ex 3 164.9 0.987
3,000 i | FPA o [ | | . B | ‘ 2?7 [IKBKGex8 [171.2 0.734
‘ Il | | L | | I I | ! ‘ ! 23 |IKBKG ex1 141.7 0.989
2000 | ‘ k | | | 24 |IKBKG ex10 286.7 0.670
| | 25 |IKBKG ex10. 397 0.781
i | | 256 |IKBKG ex10.. |372.7 0.823
1,000 | | | 27 |KBKGex2  [1904 0.998
| | AL I } I 28 |KBKGex3  [2206 0.924
0= AL i AL 29 |KBKGexd  |2074 0.841
ot i el il M W e e e el W e e e a1 D e W e 30 |IKBKG ex5 7.0 0.512
|x-chrumu54n<16q||1n<1c1|h1qFA1||r.T K] cT{KE{FANIFAIKE[GCT]KEIICTA{G]CT. IKBK Xa13. ] 31 |IKBKG ex5.__ |424.8 0.868
32 [IKBKG ex7 353.8 0.806
3 c 33 [IKBKG ex8 239.6 0.741
Samp.le Name: IKBKG_DMN15-1179_-F 34 cheomosome 1011 55T
Machine: 1522-034-1522-034 3B |wpld 1565 1108
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41 36 |Kp22 1347 1.085
37 [¥p22. 178.2 1.084
2 38 [Xp22. 291.5 1.108
E 35 [Xg13 399.0 1.044
Conclusion - 40 |Xql3. 4346 1.160
g i 41 |¥g21 226.7 11T
P I 42 |Xg26 J46.4 0.888
Date Intial r 23 |%q2r 36 1106
e 44 [¥-chromosome |105.6 0.000
T 1
Authorization 2 100 <00 Size (bpss}nn A0 =00

DN15-1179
TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen



MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GeneMarker V2.6.7

Analysis Type: MLPA

Project: Untitled

Compare Type: MLPA Ratio

Technician:

Normalization By: Pepulation Mormalizafion

Report Time: 10M10/2016 - 14:24:49

Quantification By: Peak Height

Panel: IP_ 200916

Classification: Loss < 0.80 == Eguivalent <= 1.20 = Gain

Control: Synthetic Control Sample

Report Value Type: Height Ratic

Synthetic Used: 2016-10-06_IKBKG_NORM1_004.2 fza
2 fsa /il 2016-10-06_IKBKG_NORK4_-N_008.2 fsa it/

9_-F_031.2.fsa

Nl 2016-10-06_IKBKG_NORNMZ_002.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORM3_016.
2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M_023.2 fsa /i 2016-10-06_IKBKG_NORMS_-M

_021.2 fza /N 2016-10-06_IKBKG_NORMT_-F_019.2 fsa /f 2016-10-06_IKBKG_NORME_-F_017.2 fza /i 2015-10-06_IKBKG_NORM

2016-10-06_IKBKG_DM03-979_-F_028.2 fsa
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Sample Name: IKBKG_DM03-579_-F
Machine: 1522-034-1522-034
Run Time: 10/06/2016 - 13:08:57 -= 10/06/2016 - 13:40:41

Conclusion

Date Initial

Authorization 1

Authorization 2

Peak Ratio

200 300
Size (bps)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Aurora Vilkkinen

Probe Name Bin Size Height Ratio

1 82 79.3 -1

2 88 87.5 1.369
3 92 1.4 1.129
4 a7 87.0 1.044
5 CTAG1A 147.9 0.988
L] CTAG1A up 183.8 1.026
7 CTAG1ABexZ |232.4 1.07%
8 CTAG1Adown |257.0 1.004
9 CTAG1a down |380.6 0.5914
10 [CTAGZdown. |408.4 AT
1 CTAGZup 336.8 1.235
12 [FAMZZ3Bdown|213.9 1.000
13 [FAMZZ3Bup 309.3 0.550
14  |FAM3Aex1 282.4 1.184
15 |G6PD ex13 153.3 1.008
16 [GBPD ex5 196.3 1.287
17 |G6PDex1 275.2 1.129
18 [GBPDex2 J28.4 1.168
19 |G6PDex3 301.1 0.528
20 |G6PDex8 380.2 0.853
21 IKBKG ex 3 164.9 1.231
22 |IKBKG ex 8 171.2 0.881
23 |IKBKG ex1 141.7 1.193
24 |IKBKG ex10 266.7 0.962
25  |IKBKG ex10. 319.7 0.506
26 |IKBKG ex10.. [372.7 0.578
27 |IKBKG ex2 180.4 1.128
28 |IKBKG ex3 2208 1.158
29 |IKBKG exd4 207.4 0.830
30 |IKBKG ex5 417.0 1.267
3 IKBKG ex5. 424 8 0.680
32 |IKBKG ex7 353.8 0.860
33 |IKBKG ex8% 239.6 0.995
34  [X-chromosome |101.1 0.914
35 |¥pii 158.9 0.885
36 [Xp22 1347 1.008
37 |Xp22. 178.2 0.842
38 [Xp22. 2915 0.980
39 |¥Xgi3 3585.0 1213
40 |Xgl3. 434 6 1.148
41 g2 226.7 0.854
42 |Xg28 345.4 1.062
43 |Xg27 363.6 0.974
44 [¥-chromosome |105.6 1.051

DNO03-979
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