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Tassa Helsingin yliopiston ladketieteellisen genetiikan laitoksella tehdyssa
tutkimuksessa yhdistyi tdysin uudella tavalla dysleksia ja musikaalisuus, joita on
aikaisemmin tutkittu erillisina ominaisuuksina. Dysleksia eli lukihdirid on tiedetty
periytyvaksi sairaudeksi jo pitkdan (Hallgren 1950) ja siihen assosioituvia yhden
emdksen polymorfioita (SNP) tunnetaan useita. Pullin ym. 2008 julkaisemassa
tutkimuksessa |6ydettiin viitettd tiettyjen periman alueiden liittymisesta seka
musikaalisuuteen ettd lukihdirioon. Tutkimustulos sopii yhteen aivotutkimuksissa
saatujen tulosten kanssa, joissa on todettu, etta kielen ja musiikin kasittely aivoissa
tapahtuu osin samoilla alueilla (mm. Jentschechken 2008).

Tutkimuksen hypoteesina oli, ettd musikaalisuudella ja dysleksialla saattaisi olla
yhteisia geeneja ihmisen perimdssa. Tyossa analysoitiin tunnettujen dysleksian
ehdokasgeenien polymorfioita suomalaisissa suvuissa, joissa tutkittavat oli testattu
kolmella musikaalisuustestilld. Paaasiallinen tutkimusmenetelma oli yli 12-vuotiaiden
koehenkildiden verestd eristetyn DNA:n tutkiminen polymeraasiketjureaktion (PCR)
avulla. Koehenkildiden genomista monistettiin kiinnostavien SNP:iden alueet ja
analysoitiin alleelit suorasekvensoinnin avulla. Musikaalisuuspisteitd ja koehenkildiden
genotyyppeja seka nadiden periytymista suvussa analysoitiin QTDT- ja FBAT-ohjelmilla
(Abecasis ym. 2000). Tulokset antavat viitteitd KIAA0319- ja/tai DCDC2-geenin
assosioitumisesta musikaalisuuteen. Paras p-arvo em. geenin/geenien kytkoksesta
saatiin Seashoren musikaalisuustestin tuloksiin (p=0.019493), kun merkitsevana
pidetdan alle 0,05 p-arvoja.

Tutkimusmateriaali oli pienehkd (n=395), joten parempien ja luotettavampien
tulosten saamiseen tarvitaan suurempi tutkimusmateriaali. Tulokset antavat tietoa
musiikin ja kielenkehityksen evoluutiosta ja ihmisen aivojen toiminnasta. Myds
musiikin merkitys biologisena ominaisuutena kasvaa saatujen tulosten myo6ta.

Hakusanat musikaalisuus, dysleksia, geeni, SNP
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This research was executed at the Helsinki University Department of Medical
Genetics. It combined in a totally new way dyslexia and musical aptitude, which have
previously been studied a lot as separate traits. Dyslexia (also known as reading
disability) has been known as a heritable trait for decades (Hallgren 1950) and several
single nucleotide polymorphisms (SNP) have been found to have an association to
dyslexia. Pulli et al. found in 2008 that there are several regions in our genome that
have a strong association to musical aptitude. One of those regions has earlier been
discovered to be susceptibility gene for dyslexia. It has been also discovered that the
processing of music and language takes place partly in the same regions of the brain
(e.g. Jentschechken 2008). These observations suggest that there could be a common
genetic background for musical and linguistic development.

The hypothesis was that there could be genes that control both musical aptitude and
dyslexia. In this study we analyzed the occurrence of known dyslexia-SNPs in Finnish
families. The members of these families were tested with three tests that indicate
musical capability. All study subjects over 12 years of age gave a blood sample from
where DNA was extracted and then the alleles of the SNPs were analyzed by PCR and
direct sequencing. After that, the subjects’ musicality points, genotypes and
inheritance of the genotypes were analyzed with QTDT and FBAT programs (Abecasis
et al. 2000). The results show that KIAA0319 and/or DCDC2 gene could be associated
with musical aptitude. The best p-value for this association was found in the Seashore
pitch test (p=0.019493). We considered p-values lower than 0.05 as significant.

The size of the study material was relatively small (n=395), and for more reliable
results, a larger material is needed. Results give information on the evolution of music
and language development and also more accurate information on how the human
brain is working. Also the significance of the music as a biological trait increases.
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LYHENTEET JA TERMIT

FBAT = Family Based Association Tests, assosiaatiotestit perhemateriaaleille
KMT= Karma Music Test, Karman musikaalisuustesti
PCR = Polymerase Chain Reaction, polymeraasiketjureaktio

QTDT= Linkage Disequilibrium Analyses for Quantitative and Discrete Traits,

kytkentdaepatasapainoanalyysi kvantitatiivisille ja diskreeteille ominaisuuksille

QTL = Quantitative-Trait Loci, kvantitatiiviseen ominaisuuteen vaikuttava genomin alue
SNP = Single Nucleotide Polymorphism, yhden emadksen polymorfia

SP= Seashore Pitch Test, Seashoren savelkorkeuden tunnistamistesti

ST= Seashore Time Test, Seashoren savelen keston tunnistamistesti



1 JOHDANTO

Nyky-yhteiskunnassa kommunikointi kaikissa eri muodoissaan on normaalin elaman
edellytys. Yksilolta odotetaan sujuvaa kielellistda osaamista ja ihmisen oletetaan
tietdvan paljon hantd itseddn koskevista sekd globaaleista asioista. Tietoyhteiskunta
vaatii kaikkeen toimintaansa kielen monipuolista ymmartamista kirjoitetussa ja
kuullussa muodossa. Kuitenkin n. 10 % vaestosta karsii kehityksellisesta lukihairidsta,
dysleksiasta (Kaminen-Ahola 2007). Nama ihmiset joutuvat paivittdin tilanteisiin, joissa
heiddan kykynsa eivat kohtaa vaatimuksia. Lievdna dysleksia saattaa hidastaa
kirjoittamista ja vaikeuttaa hieman esimerkiksi tentteihin vastaamista, mutta
pahimmillaan se voi tehda tydelaman ldahes mahdottomaksi ja syrjayttda myods

sosiaalisista kontakteista.

Eraat dysleksian ilmenemismuodot liittyvat puutteisiin danteiden prosessoinnissa
(Kaminen-Ahola 2007, Lyytinen ym. 2002). Tasta on syntynyt ajatus, ettd musiikin ja
kielen prosessointi aivoissa voisi olla osittain yhteisilla alueilla ja tapahtua osin samoilla
mekanismeilla. Tutkimuksissa on saatu tasta todisteita (Jentschechken 2008, Karma
2007) ja lisdksi on l6ytynyt viitteitd, ettda genomissa olisi alueita, jotka koodaisivat seka

musiikin etta kielen prosessoinnin kannalta tarkeitda molekyyleja (Pulli ym. 2008).

Taman tutkimuksen tarkoituksena on selvittda, onko |6ydetyilld dysleksiageeneilld
yhteyttda musikaalisuuteen tai oikeammin sen puutteeseen. Hypoteesina on, etta
musikaalisuus periytyy yhdessa tunnettujen dysleksian ehdokasgeenipaikkojen kanssa.
Tulokset saattavat avata ovia jatkotutkimusten ohella nopeampaan diagnosointiin ja
paremmin kohdistettuun terapiaan. Lisdksi tutkimus valottaa ihmisen varhaista
kehitystd uudesta nakokulmasta: onko mahdollista, ettd musiikki on ollut kielen ohella
tarked ominaisuus, joka on antanut yksildlle valintaedun evoluutiossa? Aiheeseen
liittyen on tehty viime aikoina jonkin verran tutkimusta, mutta nyt ensimmaista kertaa

tutkitaan musiikin ja kielen yhteista geneettista taustaa.



2 KIRJALLINEN OSA

2.1 Thmisen periman muuntelu

Ihmisten keskindinen eroavaisuus genomin suhteen johtuu padasiassa kolmesta eri
syysta: mutaatiosta, joka voi olla joko yhden emaksen vaihtumista/haviamista tai
isompien alueiden muuttumista kromosomeissa, (kuva 1) kromosomien
trisomioista, (esimerkiksi 21-trisomia) tai geneettisestd rekombinaatiosta, joka

tapahtuu lisddntymisen yhteydessa (Sammalisto 2008.)
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Kuva 1. Mutaatiotyypit



2.2 Sairauksien periytyminen

2.2.1 Yhden geenin aiheuttamat sairaudet

Suurin osa tunnetuista perinndllisista sairauksista on monogeenisia eli yhden geenin
aiheuttamia. Talldin virhe joko geenin saatelyalueella tai proteiinia koodaavalla
alueella vioittaa geenituotetta niin pahasti, ettda se vaikuttaa johonkin tarkedan
aineenvaihduntareittiin ja voi aiheuttaa ihmisen sairastumisen. Monogeeniset
sairaudet jaetaan peittyvasti periytyviin ja vallitsevasti periytyviin. Peittyvasti
periytyvat sairaudet vaativat kaksi viallista geenialleelia (yksi isdltd ja yksi aidilta)
ilmentyakseen, silla yksi normaali alleeli riittda tuottamaan tarpeeksi oikeaa proteiinia.
Vallitsevasti periytyvassa sairaudessa jo yksi viallinen alleeli sairautta aiheuttavassa
geenissa aiheuttaa taudin (Aula ym. 1998.) Albinismi on peittyvasti periytyva sairaus,
jossa geenivirhe aiheuttaa melaniinin puuttumisen kehosta. Huntingtonin tauti on
vallitsevasti  periytyvd sairaus, jossa geenivirhe ilmenee keskushermoston

rappeutumisena. (Hartl ym. 2002.)

2.2.2 Monitekijaiset sairaudet

Suuri osa ihmisen ominaisuuksista, kuten pituus, ihonvari ja useat sairaudet, periytyvat
monitekijdisesti. Yksilollisiin ominaisuuksiin vaikuttavat genomin alueet (quantitative-
trait loci, QTL) ovat osatekijoind nadiden ominaisuuksien synnyssa. Tietty QTL ei
kuitenkaan yksin riitd muodostamaan ominaisuutta, eikd sen puuttuminen esta

ominaisuuden ilmenemistad. (McGrath ym. 2006.)
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Kuva 2. Periman ja ympariston vaikutus ihmisen ominaisuuksiin

Monitekijdisten sairauksien taustalla on selvd geneettinen vaikutus, mutta
ymparistotekijoilla on usein voimakas vaikutus sairauden puhkeamiseen.
Ymparistotekijoita ovat mm. ravinto, lddkkeet, sosiaalinen ymparistd, odottavan aidin
terveydentilan vaikutus sikioon, liikunta, harrastukset jne. Suomessa hyva esimerkki
monitekijdisestd sairaudesta on sepelvaltimotauti, jonka puhkeaminen on pitkalti

elintavoista riippuvainen. Myds dysleksia on monitekijdinen sairaus.

Monitekijdisten sairauksien synty ja ilmeneminen on monimutkainen prosessi, mutta
karkeasti voidaan sanoa, ettd sairaus puhkeaa, kun on tarpeeksi alttiusgeeneja

huonoihin ymparistovaikutuksiin yhdistettyna.



2.3
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Periman tutkiminen

Tutkimustuloksista luettaessa on hyva ymmartaa myds menetelmat tulosten takana.

Seuraavassa kdydaan lapi yleisimmat genomin tutkimuksessa kadytetyt tyokalut.

Periytyvyystutkimuksella selvitetddn, onko kyseisella ominaisuudella
ylipadtaan geneettista pohjaa. Yleensa pelkastaan [ahisukulaisten tutkiminen ei
anna tarpeeksi luotettavaa vastausta, silla perheenjdsenilld on yleensa hyvin
samankaltainen ymparisto, joka voi vaikuttaa joihinkin ominaisuuksiin geeneja
enemman. Luotettavampi tapa tehda periytyvyystutkimus on kaksostutkimus.
Kaksostutkimuksessa kartoitetaan identtisten kaksosten ja erimunaisten
kaksosten fenotyypit. Jos identtisilla kaksosilla ominaisuuden esiintyvyys on
selvasti erimunaisia kaksosia korkeampi, voidaan sen katsoa olevan periytyva.
Tama selittyy silla, etta kaikilla kaksosilla on ollut keskendaan sama ymparisto,
mutta identtisilld kaksosilla on enemmédn vyhteisid geenejd; geneettinen
ominaisuus on todennakodisesti molemmilla kaksosilla, kun taas erimunaisilla

kaksosilla ominaisuus saattaa olla vain toisella. (Gibson ym. 2008)

Karyotyyppianalyysi on kehittyneen geenitekniikan takia jo pikkuhiljaa
vanhanaikaiseksi jddava menetelma. Karyotyyppauksella voidaan selvittaa suuret
kromosomimuutokset, kuten siirtymat, haviamat ja kahdentumat.
Mikroskoopilla voidaan nahdda 10 M:n ja in situ-hybridisaatiolla 100 ep:n
kokoiset alueet. Ndillda menetelmilld ei kuitenkaan saada mitdan tietoa DNA-
alueen sekvenssistd. Karyotyyppaus on edelleen kaytossa kliinisessa
genetiikassa, mutta tutkimustydssa sita ei yleisesti kayteta. Tassa tutkimuksessa
mainitut dysleksian ehdokasgeenit DYX1C1 ja ROBO1 ovat l6ytyneet alun perin
karyotyyppauksen avulla. (Gibson ym. 2008.)
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Kytkentaanalyysin  tavoitteena on [6ytdda perinndlliseksi  todettuun
ominaisuuteen kytkeytyvat periman alueet. Menetelmadssa kaytetaan hyvaksi
geenimerkkeja, jotka ovat kahden, kolmen tai neljan nukleotidin toistojaksoja.
Geenimerkkien periytyminen on yleensa analysoitu perhemateriaaleilla, jossa
tutkittavan ominaisuuden periytymistapa tunnetaan. Tutkittavaan tautiin
kytkeytynyt periman alue, lokus, paikannetaan siten, ettd analysoidaan
terveiden ja sairaiden koehenkildiden tietyt geenimerkit, yleensd noin 1000
SNP:ta. Geenimerkit monistetaan PCR:lla ja erotetaan geelielektroforeesilla.
Ndin saadaan kerdttya tieto terveen ja sairaan ihmisen geenimerkeista.
Tutkimuksessa lasketaan kytkentd-arvo, ns. LOD score-luku (logaritminen
todennakoisyyssuhde), joka ilmoittaa, kuinka usein tietty alleeli periytyy
sairauden kanssa verrattuna saman alleelin sattumanvaraiseen periytymiseen

tutkimusmateriaalissa. (Aula ym. 2006.) LOD-score lasketaan kaavalla 1.

p(periytyy _yhdessd sairauden kanssa)

LOD =log,, Kaava 1.

plei _periydy sairauden kanssa)

Kytkennan katsotaan olevan tilastollisesti merkittdvda LOD-score-arvon ollessa

yli 3. Tama vastaa suunnilleen p-arvoa 0,0002. (Ollikainen ja Uimari 2001-2004.)

Geenimerkki itsessddn ei aiheuta sairautta, vaan sen ldheisyyteen kytkeytynyt
tautigeeni, jota etsitdan assosiaatioanalyysilla. Kytkentda perustuu
olettamukseen, etta tarpeeksi lahekkdin olevilla periman alueilla ei tapahdu
tekijdinvaihdosta eli rekombinaatiota meioosissa, vaan alueet ja niiden
sisdltamat geenimerkkien alleelit periytyvat yhdessa. Juuri tdman takia voidaan
olettaa tautigeenin sijaitsevan kytkentdanalyysissa |6ytyneen geenimerkin
laheisyydessa ja ldhialueiden sekvensointi ja tautiin kytkeytyneen alleellin

etsiminen voidaan aloittaa. (Aula ym. 2006.)
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Geenitekniikka kehittyy jatkuvasti, ja nykyaan kaytettavat DNA-sirut ovat avanneet
uusia mahdollisuuksia. DNA-sirujen avulla voidaan jo osittain jattaa kytkentdaanalyysikin
vdliin. DNA-siruilla on mahdollista tehda jopa miljoonan SNP:n haravointi nadytteista
(Genome-Wide Association Studies, GWASs), jolloin tautigeeni voidaan |6ytda ilman
monimuotoisia geenimerkkeja. (Gibson ym. 2008.) Tallainen tutkimus tehdaan yleensa

suurissa, tuhansien tapausten ja verrokkien materiaaleissa (ns. case-control-tutkimus).

2.4 Kielen Kasittely aivoissa

Ei voida nimetda yhta tiettya aivoaluetta, jossa kieli prosessoitaisiin. Kieli kasittaa
kuuloaistimisen, = ndkoarsykkeen  (kirjaimet) aistimisen,  muistin,  sanojen
muodostamisen, puhekyvyn jne. Karkeasti voidaan kuitenkin jaotella kielen kasittely
aivoissa siten, ettd vasen aivopuolisko ohjaa puhetta, foneemista analyysia ja
oikeakatisilla my0s kirjoittamista. Lisdksi vasen aivopuolisko tallentaa sanat muistiin.
Oikeassa aivopuoliskossa tapahtuu visuaalinen aistiminen, ja siten se on tarkea

lukemisessa ja kirjoittamisessa. (Ahvenainen & Holopainen 1999.)

Lukemisen kannalta téarkeitd aivotoiminnan komponentteja ovat fonologinen
tietoisuus, fonologinen koodaus, ortografinen koodaus ja nopea nimedaminen. Nama
muodostavat lukijalle kokonaiskuvan sanasta kirjaimina, danteina ja merkityksellisena

kokonaisuutena.

Fonologinen tietoisuus on kyky jakaa sana aanteiksi eli foneemeiksi. Jokaista kirjainta

vastaa tietty ddnne, foneemi.

e Fonologinen koodaus on kyky lausua sanoja (= kirjainsarjoja), joita ei ole ennen
kuullut. Kyky perustuu opittuun kirjain-foneemiyhteyteen, joka on mahdollista
oppia myo6s paljon poikkeuksia sisaltavissa kielissa, kuten englannissa. Tata
kykya mitataan usein pseudosanoilla, jotka ovat testattavan aidinkielen

rakennetta vastaavia kirjainsarjoja, jotka eivat tarkoita mitaan.

e Ortografinen koodaus on kyky tavata sanoja. Esim. englannin kielessa yhteys

kirjoitusasun ja lausumisen valilla on monimutkainen, ja lisdksi kieli sisaltaa
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sanoja, jotka lausutaan samalla tavalla, mutta kirjoitusasu on eri. Normaalilla

lukutaidolla pystyy kuitenkin tavaamaan myos tallaisia sanoja.

e Nopea nimedminen on kyky nimeta ndhty asia valittomasti. Kykya testataan
nayttamalla koehenkildlle sarja numeroita, kirjaimia, esineita tai vareja. Tama
kyky korreloi usein lukemisen sujuvuuden kanssa. Tama onkin loogista, silla
lukijan pitdd sanan varsinaisen lukemisen lisdksi hahmottaa mielessaan, mita

sana oikeastaan tarkoittaa. (McGrath ym. 2006.)

Kielen ymmartaminen sekd puhutussa, etta kirjoitetussa muodossa on korvan, silmien
ja aivojen monimutkaista yhteistyota. Aivot ovat prosessointikeskus, jonka rakenteen
taytyy olla oikein jarjestaytynyt, jotta kirjaimet ja foneemit saavat oikean muodon.
Aivojen kyky varastoida tietoa ja toistaa opittuja asioita perustuu oikein

muodostuneeseen hermosoluverkostoon.

Kuvassa 3 on havainnollistettu lukemiseen tarvittavat tapahtumat ja niiden

sijoittuminen aivokuorella.

PHOMOLSGIC AL FROCESSING -
;HUH.;._.ﬁ,H.TLlH:' WORD N:I_nNING ‘
5 |
|

LETTER IDEMTIFICATICMN
(AT

Kuva 3. Lukemisessa esiintyvat tapahtumat aivokuorella
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2.5 Musiikin Kasittely aivoissa

Vaikka musiikin tunnistus ja kasittely ovat aivojen monimutkaista toimintaa, kuuloaisti
on tirked &inen ja musiikin tunnistamisessa ja siitd nauttimisessa. A3ni on
ilmanpaineen vaihtelua, joka valittyy korvan tarykalvon kautta eteenpadin aivosillalla
sijaitseviin ylempiin oliivitumakkeisiin. Oliivitumakkeissa otetaan vastaan tieto danen
tulosuunnasta ja saapumisajasta kumpaankin korvaan. Aistiarsyke kulkee
oliivitumakkeisiin molemmista korvista, ja saatu informaatio kasitellddn sopivaan
muotoon keskiaivojen molemmilla puolilla sijaitsevissa alakukkuloissa (inferior
colliculi). Alakukkuloista informaatio siirtyy sisempien polvekenystyjen kautta

kuuloaivokuorelle, jossa lopullinen aistiminen tapahtuu. (Psykonet.)

Vasen aivopuolisko aistii musiikin rytmin seka savelten keston ja ajallisen jarjestyksen.
Oikealla puolella taas painottuu musiikin melodian, savelkorkeuden ja savyjen

aistiminen. (Psykonet.)

Zatorren tutkimus (2003) valottaa, kuinka kuuro Beethoven kykeni sdveltamaan
huipputeoksia. Jo aikaisemmin Zatorre oli selvittanyt (Zatorre 2002), mitka aivoalueet
aktivoituvat musiikkia kuunnellessa. Menetelmana oli tutkia potilaita, joilla oli
aivovamma tietylld alueella. Potilaat, joilla vaurio oli ohimolohkon kuuloalueella,
karsivat hahmottamisongelmista musikaalisissa tehtdvissa. Merkillepantavaa oli, etta
ongelmat olivat vaikeampia, kun vaurio oli oikealla aivopuoliskolla. Tutkimuksessa
selvitettiin, ovatko nama alueet oleellisia myods silloin, kun koehenkild kuvittelee
kuulevansa musiikkia. Tulokset olivat hyvin samanlaisia kuin oikean musiikin aistimisen
yhteydessa. Lisaksi testattiin terveita koehenkiloita toiminnallisen
magneettikuvauksen, fMRI:n (functional Magnetic Resonance Imaging) avulla.
Koehenkildille annettiin sekd kuultuun ettad kuviteltuun musiikkiin liittyvia tehtavia ja

fMRI:1I3 kuvattiin aivojen aktiiviset alueet. Seka kuultu etta kuviteltu musiikki nakyivat
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aktiivisuutena kuulokuorella, ja lisaksi todettiin, ettd oikean puolen kuulokuori oli

vasenta aktiivisempi kummassakin tapauksessa.
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Kuva 4. Adnen aistiminen kuuloelimiss3 ja aivoissa

2.6 Musiikki

Musiikki on yleismaailmallinen ilmio, eikd sen harrastaminen jossain muodossa
(kuuntelu, soittaminen, laulaminen, saveltdaminen) ole sidottu kulttuuriin, ikdan tai
sukupuoleen. Musiikki on historioitsijoille vaikea kohde, silla konkreettiset todisteet
musiikin harjoittamisesta alkavat vasta vanhimmista sadilyneista nuottikirjoituksista ja
tatd vanhempaa todistemateriaalia on vaikea |6ytda. Kuitenkin esim. Ranskasta on

l6ytynyt huilunkappaleita, jotka ovat idltddn n. 50 000 vuotta (McDermott ja Hauser
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2005), ja aina tahan paivaan asti on olemassa |6ydoksid, jotka tukevat olettamusta,
ettd musiikkia on harjoitettu ihmiskunnan alusta asti. Loydodkset tukevat myos ajatusta
siitd, etta musiikin harjoittaminen ei ole perdisin yhdeltd maantieteelliselta alueelta,
vaan musiikkia on alettu harjoittaa itsenaisesti eri kulttuurialueilla. Eri kulttuureilla on
erilainen tapa toteuttaa musiikkia, mutta tutkijat ovat I6ytdneet erilaiselta
kuulostavien musiikkikulttuureiden takaa yhtenevia alueita. Naiden tietojen pohjalta
voidaan esittda kysymys: onko kyky harjoittaa musiikkia meissa sisasyntyista, eli onko

musiikilla biologinen tausta ja siten merkitys ihmisen evoluutiossa?

Musiikin tutkimisessa on yleensa painotettu musiikin kulttuurista merkitysta yksilolle ja
yhteisoille. Viime aikoina musiikkia on ruvettu ajattelemaan myds biologisena
ominaisuutena, jolla on voinut olla merkitystd myos ihmisen evoluutiossa. Pullin ym.
(2008) tutkimus oli ensimmainen, jossa kartoitettiin musikaalisuuteen kytkeytyvia
geeneja ja tutkimustulokset osoittivat, ettd ihmisen musikaalisuuteen vaikuttavat
vahvasti useat periman alueet. Tulokset viittaavat siihen, ettd mieltymys musiikkiin ja
sen harrastamiseen on osittain synnynnaista, ja taman vuoksi voidaan olettaa silla
olevan myds jokin tehtdva evoluutiossa. Darwin esitti jo vuonna 1817, ettd musiikin
tarkoitus olisi houkuttaa kumppania paritteluun ja tdman teorian vahvisti Miller (2000)
esittamalla, etta musiikki on tapa tuoda esille yksilon aivotoimintaa ja siten periman
laadukkuutta. Eihdan Odysseuskaan voinut vastustaa seireenien laulua. Yleisemmin

musiikki ndhdaan kuitenkin kommunikointivalineena yhteisotasolla.

Musiikki on kautta aikojen ollut yhteis6a yhdistava tekija, sen avulla voi ilmaista
tunteita ja kommunikoida seka tunnistaa tiettyyn ryhmaan kuuluva yksilé. On siis
aiheellista ajatella, ettda ihmisen kehityksen alkuvaiheessa musiikki on antanut sita
toteuttamaan kykeneville yksildille etulyontiaseman ja siten musikaalisuus olisi
ominaisuutena yleistynyt. (Peretz 2006). Pinker (1997) esitti, ettd musiikki on
"kuulojarjestelman juustokakku”. Vertaus tarkoittaa sita, ettd ihminen on mieltynyt
juustokakkuun sen sisdltaman, ihmiselle tarkeiden rasvan ja sokerin takia, mutta itse

juustokakku ja sen hyva maku eivat ole ihmiselle elintarkeitd. Samoin kuulo ja
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kommunikointi ovat ihmisen selviytymisen kannalta tarkeitd, mutta musiikki ja sen
ymmartaminen olisivat vain sivutuotteita, eivat elintarkeita ihmiselle. Pinkerin teoria ei
ole kovin suosittu, ja tuntuukin suoranaiselta vahattelylta olettaa, etta aistikyky, joka
on jo vastasyntyneelld ja jota ihmiset ikdan, kansalaisuuteen ja sosiaaliseen taustaan
katsomatta ovat toteuttaneet kymmenia tuhansia vuosia, olisi vain sattumaa tai

merkityksetontad ihmisen kehityksessa.

Musiikin aistimista on tutkittu vastasyntyneilla ja vauvoilla. (Trehub 1984, 2001, 2003,
2006). Tutkimukset osoittavat, ettd ihmiselld on syntymastdan asti kyky oppia
tunnistamaan melodioita ja prosessoida musiikkia ja sen osia. Vauvoilla ja aikuisilla on
osittain eridvat mekanismit musiikin prosessointiin, mutta hyvin suurelta osin ne ovat
yhtenevaisia. Imevaisikdiset kykenevat esimerkiksi erottamaan tutun kappaleen milta
tahansa savelkorkeudelta soitettuna samoin kuin aikuiset (Trehub 2006).
Vastasyntyneiden on todettu kuuntelevan musiikkia mieluummin kuin puhetta (Trehub
2001), ja aidit ovat laulaneet hyvin samantyyppisia tuutulauluja lapsilleen kautta
aikojen, ympari maailmaa. Nama tutkimukset vahvistavat ajatusta siita, ettd mieltymys

musiikkiin on meissa biologisesti ohjelmoitu eika se ole turha ominaisuus.

2.6.1 Musikaalisuustestit

Musikaalisuutta voidaan mitata useilla eri tavoilla. Tahan tutkimukseen valittiin testit,
jotka mittaavat ennemmin henkildn synnynndistd musiikin  ymmartadmistd kuin

harjoittelun tuloksena syntynytta osaamista.

Seashoren musikaalisuustestit

Seashoren savelkorkeuden (Seashore pitch, SP) ja Seashoren savelen keston (Seashore
time, ST) ovat testejd, jotka mittaavat henkilon kykya erottaa yksittdisten savelten

korkeuden ja keston eroja. Testit koostuvat sdavelpareista ja henkilén tehtava on
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havaita savelparin savelien mahdolliset erot sdvelkorkeudessa tai pituudessa.

Molempien testien maksimipistemaara on 50 (Pulli ja muut 2008.)

Kai Karman musikaalisuustesti, Karma Music Test

Henkilon  mahdollisuus  hahmottaa  musiikin  rakenteita riippuu  pitkalti
kuulojarjestelman kyvysta tunnistaa eroja savelien korkeudessa ja kestossa (Karma

2007).

Kai Karman musikaalisuustesti (Karma Music Test, KMT) mittaa henkilon kykya
hahmottaa musiikin rakenteita. Harjoittelun vaikutus testin tulokseen on
todennadkdoisesti vahdinen. Siten myods henkild, joka ei harjoita musiikkia saanndllisesti,
voi saada hyvat pisteet KMT:sta. Testi soveltuu yli 7-vuotiaille, ja sitda kaytetdan

yleisesti musiikkioppilaitosten paasykokeissa, esimerkiksi Sibelius-Akatemiassa.

Testi koostuu 40:sta kahdeksan savelen sarjasta. Jokainen sarja soitetaan ensin
kolmesti. Lyhyen tauon jdlkeen sarja soitetaan vield kertaalleen. Viimeisella kerralla
sarja on joko samanlainen kuin kolmella ensimmaiselld kerralla tai hieman muutettu.
Testattavan henkilon on erotettava sarja joko samaksi tai muutetuksi. Pisteytys
tapahtuu oikeiden vastausten perusteella, ja maksimipistemdara on 40. (Pulli ym.

2008.)

2.7 Dysleksia

Dysleksia eli lukihdirid on yleinen lukemiseen ja kirjoittamiseen liittyva hdirio, josta
karsii 5-10 % (jopa 17,5 %) vaestosta. Lukihairio ilmenee, vaikka potilaalla on riittdva
alykkyys, koulutus ja sosiaalinen ymparisto eli hyvat edellytykset sujuvaan lukemiseen.

Suuri esiintyvyyden vaihtelu johtuu osittain epéatarkasta diagnosoinnista ja
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perinndllisen dysleksian monista ilmenemismuodoista. Dysleksian esiintyvyys vaihtelee
myos kielialueittain, esimerkiksi suomalaisista aikuisista 6 % karsii dysleksiasta.
Oletetaan, etta dysleksian biologinen tausta on kaikilla alueilla sama, mutta dysleksian
ilmeneminen riippuu kielen kirjoitusjarjestelmasta. Suomi on helppolukuinen kieli, silla
kirjoitettua kirjainta vastaa yleensa tietty danne. Esimerkiksi englannin kielen
lukeminen on vaikeampaa, silla kirjaimen ja danteen yhteys on monimutkaisempi.
Aikaisemmin on ajateltu, ettda dysleksia olisi miehilld naisia yleisempdd, mutta
uusimpien tutkimusten mukaan sukupuolitekija on luultua heikompi. (Kaminen-Ahola

2007.)

Dysleksia todistettiin periytyvaksi sairaudeksi 1950 (Hallgren 1950). Sen jalkeen on
todettu, ettd molemmat identtiset kaksoset karsivat dysleksiasta useammin kuin
molemmat ei-identtiset, josta my6s voidaan paatella dysleksian olevan voimakkaasti
perinndllinen sairaus (Defries 1996). Dysleksian on todettu olevan monitekijdinen,
perinndllinen ominaisuus, joka ei periydy Mendelin periaatteen mukaan, joitakin
poikkeuksia lukuun ottamatta. (Kaminen-Ahola 2007). Sen syntyyn vaikuttavat myos

ymparistotekijat. Lisaksi sairauden vaikeusaste riippuu altistavien alleelien maarasta.

Dysleksian selittaminen fysiologisesti tai kognitiivisesti jonkin tarkan mallin mukaan on
vaikeaa juuri monimuotoisen ilmentymisen takia, ja lisdksi tietdmys dysleksian
molekyylitason muutoksista on vield puutteellista. On kuitenkin esitetty teorioita,
joiden avulla dysleksiaan liittyvia ilmidita voidaan selittda. Dysleksian selittamiseksi on
kehitetty teorioita, joista tarkeimmat ovat fonologinen héirio, magnosellulaarinen

hairid ja ndiden yhdistelma.

2.7.1 Fonologinen hiirio

Erityisesti kielissd, joissa kirjain-dannevastaavuus ei ole tarkka, on havaittu

fonologisessa tietoisuudessa olevien puutteiden johtavan usein lukihdirioon.
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Lukihairiosta karsivat lapset ovat menestyneet huonosti testeissd, joissa on pitanyt
osittaa sanoja ja yhdistaa osia uudelleen, muistaa lyhyitd dannesarjoja ja riimitella
sanoja. Fonologiseen hairioon liittyy myos vaikeudet erottaa toisistaan lausutut,
toisiaan muistuttavat kirjainyhdistelmat. Nama ongelmat voivat johtua puutteista

primaarisessa kuulohavainnoinnissa. (Kaminen-Ahola 2007, Lyytinen ym. 2002.)

2.7.2 Magnosellulaarinen hairio

Magnosellulaarinen hermosolu on nakdjarjestelman suuri hermosolu, joka on herkka
muuttuville ja liikkuville arsykkeille laajassa ndakdkentassa. Dysleksiaan liittyy puutteita
nakdhavaintojen tekemisessd, ja tdmad tukee magnosellulaarista teoriaa. Myds
kuulojarjestelmdssa on magnosoluja ja taman jarjestelman puutteellinen toiminta voi
liittya dysleksiaan ja etenkin foneemisen tietoisuuden puutteellisuuteen. (Kaminen-

Ahola 2007, Lyytinen ym. 2002.)

2.7.3 Fonologisen ja magnosellulaarisen hdirion yhdistelma

Edelld mainitut teoriat dysleksian selittamiseksi on yhdistetty usealla tavalla
perusteltuina. Yksi selitys on, ettda aivojen kyky kasitelld nopeaa informaatiovirtaa
(3dnen muutokset, lukemiseen liittyva informaatio) on puutteellinen. Tama selittaisi
sekda visuaaliseen etta kuuloaistimiseen liittyvan dysleksian ja lisaksi foneemisen
tiedostamisen puutteeseen liittyvat dysleksian muodot. (Stein ja Walsh 1997, Lyytinen

ym. 2002.)

Ns. bottom-up (alhaalta ylos) -teoria (Rasmus 2004) ehdottaa, ettd muutokset
talamuksessa johtavat tiettyjen aivokuorialueiden (ks. kuva 5) epdnormaaliin
rakenteeseen. Tama selittdisi kuuloaistimisen puutteellisuuden vaikutuksen
fonologiseen tiedostamiseen ja myo6s nakoaistimisen poikkeuksellisen toiminnan

aiheuttamat muut ongelmat. (Rasmus 2004.)
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Ns. top-down (ylhdaltd alas) -teorian vaikutusreitti on painvastainen bottom-up-
teorialle. Tassa teoriassa hypoteesina on se, ettd aivokuoren epdnormaali rakenne
johtaa muutoksiin myds talamuksessa ja siten vaikeuksiin kuulo- ja ndkoaistimisessa.

Tata tukevat eldimilla tehdyt tutkimukset. (Kaminen-Ahola 2007.)

Aivokuori

Kuva 5. Aivokuoren ja talamuksen sijainnit aivoissa

Dysleksian mekanismien tarkempi tuntemus olisi tarpeen, jotta voitaisiin kehittaa
entistd yksilollisempid ja paremmin kohdennettuja terapiamuotoja. On mahdollista,
ettd molekyyligeneettiset tutkimukset antavat uutta tietoa lukihdirion synnysta
molekyylitasolla, silld alttiusgeenien tunnistamisen avulla voidaan selvittda niiden

koodaamien molekyylien rakenne ja vaikutuspaikka.
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2.7.4 Dysleksiageenit

Dysleksiaan liittyvida ehdokasgeenipaikkoja on tunnistettu tdhdn mennessd 11 ja

ehdokasgeeneja kuusi (taulukko 1).

Taulukko 1. Tunnetut dysleksia- ehdokasgeenit ja —paikat.

Ehdokasgeeni SNP Lahde
DYX1C1 rs11629841 Taipale ym. 2003
rs3743205
ROBO1 6483 Hannula-Jouppi ym. 2005
6651
DCDC2 rs793862 Meng ym. 2005
rs807701
KIAA0319 rs2038137 Cope ym. 2005
rs2143340
rs4504469
MRPL19 Anthoni 2007
C20RF3 rs714939 Anthoni 2007
ROBO1

ROBO1 sijaitsee kromosomissa 3 lokuksessa DYX5. Se loydettiin alun perin
tutkimuksessa, jossa kartoitettiin aivopuoliskoja yhdistaviin aksoneihin vaikuttavia
geeneja. ROBO1:n geenituotteella on tehtdva prosessissa, jossa neuronit suuntaavat
aksonit tietylle reitille. ROBO1-geenilla on siis suora vaikutus hermosoluverkoston
rakentumiseen aivoissa. Suomalaisessa dysleksiaperheessa on todettu kromosomien
vilinen siirtyma tdssa geenissd. Siirtyman seurauksena syntyneen haplotyypin
genomissa ROBO1-tuotteen ilmeneminen on vahentynyt tai puuttuu kokonaan. Taman
oletetaan aiheuttavan muutoksia aivopuoliskojen viélisten aksonien muodostumisessa

ja sen seurauksena potilaalle vaikeuksia lukemisessa. (Hannula-Jouppi ym. 2005.)
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DCDC2

DCDC2 sijaitsee lokuksessa 6p22, joka on eniten tutkittu dysleksiaan liitetty periman
alue. DCDC2 (Schumacher ym. 2006) koodaa proteiinia, jonka uskotaan vaikuttavan
hermosolujen migraatioon. Hermosolujen migraatio tarkoittaa hermosolun siirtymista
syntykohdastaan lopulliselle paikalleen. Migraatio on oleellinen osa aivojen kehitysta.
DCDC2:n geenituote ilmenee seka sikidilld ettd aikuisilla. Tutkimuksen mukaan
voidaankin pitdaa loogisena, etta hermoston migraatioon vaikuttavan geenin toiminta
on hairiintynyt dyslektikoilla, joiden hermoston migraatio ja kypsyminen on
epanormaalia. Tutkimuksessa havaittiin taman geenin vahva assosiaatio dysleksiaan,
erityisesti vaikea-asteiseen. My0Os Haying ym. (2005) totesivat tutkimuksessaan, etta

geenin ilmenemisen heikkeneminen johti hermosolujen migraation muutokseen.

KIAA0319

KIAA0319 sijaitsee lokuksessa 6p21, aivan DCDC2:n ldheisyydessa. Kytkenta
dysleksiaan on todettu geenin edessd olevalla sdatelyalueella, joka sdatelee geenin
ilmenemisen ajoitusta ja voimakkuutta. Copen ym. tutkimuksessa (2005) todettiin, etta
dysleksiaan  kytkeytyneet yhden emadaksen polymorfiat (single nucleotide
polymorphism, SNP) vdhensivat KIAA0319:n transkriptiota. Samaan tulokseen
paatyivat Harold ym. (2006) ja Luciano ym. (2007). (Gibson ym. 2008.)

KIAA019:n l3dhetti-RNA ilmenee suurissa madrin ldhinnd visuaalisen aistimisen ja
padlaen alueella aivoissa. Tutkimuksissa, joissa geenituotteen normaali
muodostuminen on estetty, on todettu epanormaalia migraatioita kasitellyissa
hermosoluissa. Geenituotteen tarkkaa molekyylitason toimintatapaa aivoissa ei viela
tunneta, mutta viimeaikaiset tutkimukset viittaavat siihen, etta se toimii hermosolujen
solukalvolla ja saattaa olla yhteydessa hermosoluja tukeviin glia-soluihin. (Parrachini

ym. 2006, Gibson ym. 2008.)
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DYX1C1

DYX1C1 sijaitsee lokuksessa 15g21. Suomalaisesta perheesta on |oydetty talla alueella
tapahtunut kromosomisiirtyma, jonka on todettu vioittavan DYX1Cl-geenid ja
periytyvan yhdessa dysleksian kanssa (Nopola-Hemmi ym. 2000). Geeni ilmenee
useissa kudoksissa, mm. aivokuoren hermosoluissa ja valkoisen aineen glia-soluissa.
Tarkempaa tietoa proteiinin tehtdvasta ei ole. Taipale ym. (2003) tutkivat, onko talla
geenilla yhteytta dysleksiaan myos niilla potilailla, joilla siirtymaa ei ole tapahtunut.
Tutkimuksessa l0ytyi kaksi SNP:td, jotka kytkeytyivat dysleksiaan. Tulokset eivat olleet
tdysin selvid ja kiistattomia, mutta kuitenkin suuntaa antavia. Toinen SNP on geenin
translaation aloitusalueella ja toinen muodostaa ennenaikaisen lopetuskoodin, tosin
tdman takia jda vain nelja aminohappoa muodostumatta. Useissa tutkimuksissa on
kuitenkin epdonnistuttu toistamaan Taipaleen ja kumppaneiden tutkimustuloksia ja
joissakin tutkimuksissa on saatu ristiriitaisia tuloksia. Toistaiseksi ei ole pystytty
osoittamaan, ettda naiden riskialleelien vaikutus olisi yleista dysleksiassa. Yksi selitys
ristiriitaisille tuloksille voisi olla ldheisen geenin tai joidenkin DNA-muutosten
kytkeytymien |6ydettyihin riskialleeleihin, jolloin tutkimus pitdisi kohdentaa ko.
geenialueisiin. DYX1C1 ei siis ole kiistaton dysleksiageeni, mutta ilman muuta

lisatutkimuksen arvoinen kohde. (McGrath ym.)

C20RF3

C20RF on uusi 16yd6s, ja sen toiminnasta tiedetdan vasta vahan. Yksi hypoteesi
(Anthoni ym. 2007) on, ettd kauempana itse geenistd olevalla geenien viliselld,
alueella sijaitsevat muutokset saattaisivat vaikuttaa geenin toimintaan. Geenituote
ilmenee sekd sikion ettd aikuisen aivoissa useilla alueilla, mutta tarkempaa
toimintamekanismia  ja kohdemolekyyleja ei  tunneta. Riskihaplotyypin
heterotsygoottisilla kantajilla geenituotteen ilmeneminen on selvasti alentunut.

Anthonin ja kumppaneiden tutkimuksessa loydetty riskihaplotyyppi assosioitui myos
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MRPL19-geenin alentuneeseen ilmenemiseen, ja todenndkoistda on, etta

riskihaplotyyppi sijaitsee ndita molempia geeneja sadtelevalla saatelyalueella.

2.8 MusiikKi ja dysleksia

On suhteellisen uusi ajatus, ettd musiikin ja kielen kasittely olisivat osin paallekkaisia
prosesseja, ja tutkimuksia aiheesta on vahan. Toisaalta, kuten lukihairiota tutkittaessa
on todettu, kielen kasittelyn ongelmiin liittyy usein puutteet fonologisessa
prosessoinnissa, joka puolestaan liittyy tiiviisti danteiden ymmartamiseen ja
kokonaisuuden muodostamiseen danteista. Lisdksi heikentynyt kuulo ja vaikeudet
kasitelld nopeaa aani-informaatiota ovat mahdollisia syita lukihdirioon. Voidaan

olettaa, ettd edelld mainitut ongelmat vaikuttavat myos musiikkidanten prosessointiin.

Musikaalisuuden geneettistd taustaa selvittdvassa tutkimuksessa (Pulli ym. 2008)
havaittiin, etta erds voimakkaasti kytkeytyva ehdokasgeeni yhdistyy myds lukihdirioon:
netriinireseptori UNC5C:n esiaste on vuorovaikutuksessa netriinien kanssa. Netriinit
ohjaavat hermosolujen migraatiota seka aksonien leviamista ja toimivat yhteistydssa
ROBO-geeniperheen  kanssa. @ Tama  aineenvaihduntareitti antaa  aihetta
musikaalisuuden ja kielenkehityksen geneettisen ja neurologisen yhteyden

tutkimiselle.

Jentschechken (2008) tutkimuksessa tutkittiin lukihdiridisten lasten musikaalista
prosessointia, ja verrokkiryhmana oli kielellisesti normaalisti kehittynyt, muuten
koeryhmaa vastaava joukko lapsia. Hypoteesina oli, ettd lukihdiridisilla lapsilla olisi
puutteita my6s musiikin kasittelyssa. Tutkimuksessa koehenkildille soitettiin
sointusarjoja ja mitattiin niiden aikaansaamat vasteet aivoissa. Mitattavat vasteet,
EARN ja N5, ovat nopeita, automaattisia heijasteita, jotka liittyvat kokonaisuuden
rakentamiseen danteista. Tulokset olivat yksiselitteisia: verrokkiryhmassa vasteet

muodostuivat odotetusti, mutta lukihadiridisilla lapsilla vasteita ei muodostunut.
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Tutkimuksessa saatiin useita todisteita musiikin ja kielen kasittelyn yhteisista

aivoalueista.

Karman tutkimuksessa (2007) todettiin, ettd KMT:n avulla voidaan merkittavalla
todennakoisyydelld havaita dysleksia. Matalat pisteet KMT:ssd ennustavat mahdollista
taipumusta  dysleksiaan. Tama tukee ajatusta, ettd lukihdiric liittyy
kuuloaistinvaraiseen kielen oppimiseen, joka on helpompaa synnynnaisesti
musikaalisille. Se puolestaan viittaa musikaalisuuden ja kielenkehityksen yhteiseen
biologiseen taustaan. Musikaalisuuden perinndéllisyyden tutkimuksessa (Pulli ym. 2008)
[6ytyi positiivinen alue kromosomissa 18q, josta on aikaisemmin l6ydetty dysleksiaan
kytkeytynyt alue (Fisher ym. 2002). Tutkimustulos viittaa siihen, ettd alueella saattaa
sijaita geeni, jolla on vaikutus sekda musikaaliseen kykyyn ettda lukihdiriolle

altistumiseen.
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3 KOKEELLINEN OSA

Tutkimuksen tavoitteena oli etsia mahdollinen yhteys tunnettujen dysleksiaan

altistavien geenimuotojen ja musikaalisuuden valilla.

Tahan tutkimukseen otettiin mukaan taulukossa 2 esitetyt ehdokasgeenipaikat.

Taulukossa on myds tdssa tydssa kdytetyt lyhenteet geenipaikkojen nimista.

Taulukko 2. Ehdokasgeenipaikkojen mutaatiot ja nimien lyhenteet

SNP Nimen lyhenne | Kromosomi Emas Mutaatio
KIAA0319 rs2038137 K_20 6 24645943 | C—A
KIAA0319 rs2143340 K_21 6 24659071 | A-G
KIAA0319 rs4504469 K_45 6 24588884 | C—oT

DCDC2_rs793862 DC_79 6 24207200 | A-G
DYX1C1_rs11629841 DX_11 15 55777638 | TG
DYX1C1_rs3743205 DX_37 15 55790530 | C—HT
C20RF3 rs714939 C2_71 2 75835107 | G—A

Lisdksi kromosomisiirtyman aiheuttama mutaatio geenissa ROBO1 oli mukana

tutkimuksessa.

Tutkimus aloitettiin maarittamalld koehenkildiden (ks. kohta 3.1.1 Perhemateriaali)
musikaalisuus kolmella musikaalisuustestilld (ks. kohta 2.6.1 Musikaalisuustestit).
Henkildiden verindytteista eristettiin DNA, josta sekvensoitiin suoralla PCR-
sekvensoinnilla  tunnetut dysleksiaan liitetyt geenimuutokset tutkittavien
ehdokasgeenien alueilta. Kun koehenkildiden alleelit ndissa geeneissa oli selvitetty,
tutkittiin erilaisten haplotyyppien ja musikaalisuustason periytymistda yhdessa.
Analysointivilineend kaytettiin seuraavia ohjelmia: assosiaatiotestit

perhemateriaaleille (Family Based Association Tests, FBAT), haplotyyppitestit
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(Haplotype Based Association Tests, HBAT) ja kytkentdepatasapainoanalyysi
kvantitatiivisille ja diskreeteille ominaisuuksille (Linkage Disequilibrium Analyses for

Quantitative and Discrete Traits, QTDT)(Abecasis ym. 2000).

3.1 Materiaalit ja menetelmait

3.1.1 Perhemateriaali

Taman tutkimuksen otos oli tutkimuksen alkaessa yhteensd 405 henkil6d. Naytteet
koostuvat kahdesta eri ryhmadsta. Ensimmdinen ryhma on Pullin musikaalisuus-
tutkimuksen materiaali, joka kasittda 234 henkil6d. Nama henkil6t valittiin koko maan
alueelta musiikkia harrastavista perheista. Tavoitteena oli saada mukaan sukuja, joissa
esiintyy paljon musikaalisuutta, ja tarkoitus oli koota yhdesta suvusta koehenkil6ita
kolmessa eri sukupolvessa siten, ettad lasten molemmat vanhemmat, serkukset ja muut
Iahisukulaiset saataisiin mukaan. Kuvassa 6 on yhden suvun sukupuu. Kuvassa henkilén
kohdalla olevat numerot tarkoittavat seuraavaa: vasemmalla Seashoren savelen keston
testin (ST) pisteet, ylhdalla Karman musikaalisuustestin (KMT) pisteet ja oikealla
Seashoren sdvelkorkeuden testin (SP) pisteet. *-merkki tarkoittaa, ettd henkilostd on

DNA-nayte.
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Kuva 6. Esimerkki tutkimukseen osallistuvasta suvusta. Suvun 1 sukupuu.

Toinen koehenkiloryhma on koottu myohemmin, alkaen vuodesta 2007. Otos on

keratty ympari Suomea ja mukana on runsaasti myos ei-musikaalisia koehenkil6ita.

3.1.2 DNA:n eristys

Suurin osa koehenkildiden naytteistd oli jo eristetty DNA:ksi. Osa tutkimukseen
osallistuneiden verindytteista eristettiin tutkimuksen aikana. Kun kaikki naytteet oli

eristetty, niistd tehtiin 4 ja 40 ng/ul laimennokset 96-kuoppaisille levyille.

Materiaalit ja laitteet:

- A-puskuri (pH 7,6)

Sukroosi, MP 194018 0.32 M
Trizma Base, Sigma T-1503 0.01M
MgCl2 x 6H20, Merck 105833 0.005 M
Triton-X, BDH 30632 1%

Deionisoitu vesi
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- B-puskuri (pH 8,0)

NaCl, Riedel 31434 0.075 M
EDTA=Idranal lll, Riedel 34549 0.025 M
Trizma Base, Sigma T-1503 0.01 M

Deionisoitu vesi

- Absoluuttinen EtOH, Altia
- Fenoli, Finnzymes/Amresco
- Proteinaasi K (20 mg/ml), Finnzymes
- Natriumdodekyylisulfaatti (SDS)( 20 %)
- Fenoli(pH 7,9)
- Kloroformi/isoamyylialkoholi (24:1)
- KCl (2 M)
- TE-puskuri (pH 8,0)
o 5 ml 2M Tris-puskuri
o 2 ml 500 mM EDTA
o Lisataan MQ-vetta litran tilavuuteen asti, autoklavoidaan

- Faasilukkogeeliputkia, Eppendorf

- Sentrifugi

- Spektrofotometri

Verindytteet tulivat laboratorioon EDTA:ta sisadltdvissa putkissa. EDTA hajottaa
verisolujen seindmia ja estaa veren hyytymista. 10 ml verta kaadettiin 50 ml:n Falcon-
putkiin, joihin lisattiin 40 ml A-puskuria. Putkia pidettiin 10 minuuttia jdissa, jotta A-
puskurin hajottamista soluista vapautuvat, DNA:ta tuhoavat entsyymit lakkaisivat
toimimasta. Tama jalkeen sentrifugoitiin putkia 1200 x g, 4 “C: ssa 15 minuutin ajan.
Sentrifugoimalla saatiin putken pohjalle solumateriaalista muodostunut pelletti, jossa
DNA oli mukana. Supernatantti kaadettiin pois ja toistettiin A-puskurikasittely ja
sentrifugointi mahdollisimman tarkan talteenoton saavuttamiseksi. Supernatantti

kaadettiin jalleen pois ja putkiin lisattiin 2 ml B-puskuria. Tassda vaiheessa pelletti
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sisdltdaa runsaasti proteiineja, jotka ovat peraisin soluista. Naitd hajottamaan lisattiin

50 ul proteinaasi K:ta ja 100 pl SDS: &3a. Putkia inkuboitiin yon yli 56 °C:ssa.

Seuraavana paivana putkien sisaltd kaadettiin faasilukkoputkeen, lisattiin 3 ml fenolia
ja 3 ml kloroformi/isoamyylialkoholia ja sekoitettiin 15 minuuttia sekoittajassa. Fenoli-
kloroformikasittely saostaa hajonneet proteiinit ja isoamyylialkoholi estda fenolin
vaahtoamisen. Orgaanisen ja vesifaasin erottamiseksi sentrifugoitiin putkia 1500 x g
10 minuuttia. Faasilukkoputkessa DNA:n sisaltava vesifaasi jaa ylimmaksi, ja se voitiin
kaataa suoraan 15 ml:n Falcon-putkeen. DNA saostettiin liuoksesta lisaamalla 200 pl
kaliumkloridia (2 M) ja 5 ml absoluuttista etanolia. Saostettu DNA sentrifugoitiin
putken pohjalle (2000 rpm, 5 minuutin ajan), minka jalkeen supernatantti kaadettiin
pois. Pelletin annettiin kuivua 30-60 minuuttia, minka jalkeen se liuotettiin 500 pl:aan

TE-puskuria.

DNA-ndytteiden laatu varmistettiin Nanodrop-laitteella, joka mittaa DNA:n puhtauden
ja pitoisuuden spektrofotometrisesti. Nukleiinihappojen maksimiabsorbanssi on
aallonpituudella 260 nm. Proteiineilla taas maksimiabsorbanssi on aallonpituudella 280
nm. Naiden kahden absorbanssin suhde puhtaalla DNA:lla on 1,8. Tasta paljon
poikkeava arvo on merkki huonosti puhdistuneesta DNA:sta. Proteiinijaamat voivat
inhiboida PCR-reaktiota. PCR voi onnistua jopa silloin, kun puhtaudesta kertova
suhdeluku on noin yksi, mutta talléin vaarien negatiivisten tulosten riski on suuri.

Naytteen tiedot tallennettiin tietokantaan (taulukko 9, s. 38).

Naytteet pipetoitiin sailytystd varten 1,5 ml:n Eppendorf- putkiin ja lopullinen sailytys

on pakastimessa -80 °C:ssa.
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3.1.3 PCR

Materiaalit ja laitteet:

- Alukkeet. Sekvenssit on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Kdytettyjen alukkeiden sekvenssit

SNP fwd-alukkeen sekvenssi rev-alukkeen sekvenssi

KIAA0319_rs2038137 5-CTT TCC TGA ATGCCC AGA AG-3 5-ACG ACG AGG AGG AAC AAG TG-3’

KIAA0319_rs2143340 5-TCA GAA TAA AAC ATG GCT TTG C-3’ | 5'-ATG GGG ATG CAA GTC ATC AG-3’

KIAA0319_rs4504469 5-GTG CCT GGA GGG AAT GAG TA-3 5'-AAA AGC CCA GTG CTC ACA GT-3’
DCDC2_rs793862 5'-CAA ATC AGC AAA GCT CAA CG-3' 5'-AAA TTC TAG TAG GCC TAT CAC AAA GG-3'
DYX1C1_rs11629841 5-TGG CAAAGC AGT TCATTG TG-3’ 5-AGT GCATTT TTC TGC TGT GG-3
DYX1C1_rs3743205 5-GAA CAC GTC CGT GTC TCT GA-3’ 5'-CAG CTT CCC TAG CAA CCA AG-3’
C20RF3_rs714939 5-AAC AAG AAA CCC ACC CAC TG-3’ 5'-TCC ATG TTG GAA GAG GAA GG-3

- Dynazyme |l DNA-polymeraasientsyymi, Finnzymes

- Puskuriliuos (tulee entsyymin mukana, koostumusta ei kerrota),

Finnzymes
- Steriili MQ-vesi

- dNTP-seos (pitoisuus jokaisen nukeleotidin suhteen 10 mmol/l),

Finnzymes

- DNA-nayte (4 tai 40 ng/ul, ks. taulukko 10)

- UV-kaappi

- PCR-laite

Alukkeet tilattiin Oligomerilta, joka valmistaa synteettistd DNA:ta ja RNA:ta

tutkimustarpeisiin. Taulukon 4. mukaista ohjelmaa kaytettiin lapi koko tutkimuksen, Ta
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ja reagenssisekoituksen koostumus madritettiin optimoinnissa (ks. kohta 4.2 PCR:n

optimointi).

Taulukko 4. PCR-ohjelma

94 °C | 4 min | alkudenaturaatio
Entsyymin lisdys manuaalisesti
94 °C 30s denaturaatio
Ta 30s sitoutuminen } x 35
72°C 30s pidennys
72 °C 10 min loppupidennys
10 °C oo sailytys

3.1.4 Geelielektroforeesi

Materiaalit ja laitteet

PCR-tuotetta

- 100 emasparin kokostandardi, New England Laboratories

- 6 xajovdri, New England Laboratories

- Agaroosigeelijauhe, Euroclone

- TBE puskuri (Tris-boorihappo-EDTA)

5 x TBE-puskuri

54 g Tris

- 27,5 g boorihappo

4,75 g EDTA

Taytetadan MQ-vedella litran tilavuuteen

- Geelielektroforeesilaite (ajo 400 mA. 160 V, 20 min.)

- UV-lampulla varustettu kamera geelin kuvaamiseen
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Valittiin geelille ajettavat naytteet siten, ettd 96-kuoppalevyn ldhes jokaiselta rivilta ja
sarakkeelta oli mukana vahintaan yksi nayte. Pipetoitiin uudelle kuoppalevylle ndytetta
ja ajovaria suhteessa 6:1. Pipetoitiin geeliin rivin ensimmaisiin kaivoihin kokostandardi,

loppuriville varjatyt ndytteet ja kdynnistettiin elektroforeesilaite.

3.1.5 Sekvensointi

Materiaalit ja laitteet

alukkeet (taulukko 3)

- eksonukleaasina ExoSAP-IT, Affymetrix

- leimana Big dye ® Terminator v3.1, Applied Biosystems

- laimennospuskurina BigDye Dilution buffer v3.1, Applied biosystems
- Steriili MQ-vesi

- PCR-tuotetta

- PCR-laite

ExoSAP-it on eksonukeleaasientsyymi, joka hajottaa ylijadneet alukkeet ja nukleotidit
PCR-tuotteesta, jotta ne eivat hairitsisi sekvensointia, ja tekee templaatista
yksijuosteista. BigDye® Terminator on DNA-polymeraasi, ja valmiissa
reagenssisekoituksessa on mukana tavallisia nukelotideja seka leimattuja
dideoksinukleotideja. Dideoksinukelotidilla ei ole hydroksyyliryhmada nukleotidin
sokerikomponentissa, jolloin seuraava nukleotidi ei paase kiinnittymaan siihen (kuva

7).
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Kuva 7. Dideoksinukleotidin ja deoksinukleotidin ero

DNA-polymeraasi rakentaa uutta juostetta templaatin rinnalle, ja leimatun nukleotidin
liittyessa juosteeseen monistus lopetetaan. Jokainen emas (A, T, C, G) on leimattu eri
aallonpituudella fluoresoivalla leimalla. Ndin saadaan eripituisia DNA-patkia, jotka
paattyvat leimattuun A-, B-, C- tai D-emdkseen. Sekvenssi luetaan
kapillaarielektroforeesilaitteella. Menetelma on siis periaatteeltaan sama, kuin
Sangerin menetelma. Varsinainen sekvensointi tehtiin SeqlLab:issa, SeqlLab on Helsingin
Yliopiston, HUS:n ja Kansanterveyslaitoksen yhteispalveluyksikkd, joka tuottaa DNA:n

sekvensointipalveluja. Tulokset analysoitiin omassa laboratoriossa.

Taulukko 5. PCR-tuotteen puhdistusreaktio

Eksonukleaasi (ExoSAP-IT, Affymetrix) |2 ul
PCR-tuote 5 ul

Taulukko 6. Puhdistusreaktio-ohjelma

37 °C 15 min
80 °C 15 min

Taulukko 7. Leimausreaktio

H20 5,2ml
Puskuri (BigDye ®) 1,8 ml
Aluke (vain toisen suunnan) 0,65 ml
Polymeraasi/leimaaja (BigDye

Terminator, AB) 0,35 ml
Puhdistettu DNA 2ml
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Taulukko 8. Leimausreaktio-ohjelma

96 °C 1 min

96 °C 10 s

55 °C 5s x 25
60 °C 4 min

10 °C sailytys

3.1.6 Tilasto-ohjelmat

Ped-check

Ped-check-ohjelmaan (O’Connell 1998) syotetdan tiedot koehenkildiden valisista
sukulaisuussuhteista ja genotyypit. Ohjelma halyttdad, jos annetut tiedot eivat ole
mahdollista. Esimerkiksi tietyn alleelin suhteen homotsygoottiset vanhemmat eivat voi
saada taman alleelin suhteen heterotsygoottista lasta. Tallaisen virheen kohdalla syy
voi olla tydskentelyvirhe tai biologisen isyyden epaselvyys. Tietoa PedCheck- ja muista
geenikartoitukseen liittyvista ohjelmista |6ytyy myos teoksesta Geenikartoitusopas

(Ollikainen ja Uimari 2004).

QTDT

Kytkentdepdtasapainoanalyysi  kvantitatiivisille ja diskreeteille ominaisuuksille
(Analyses for Quantitative and Discrete Traits, QTDT) (Abecasis, www-sivut), on
ohjelma, jonka avulla lasketaan, onko ominaisuuden periytyminen yhdessd tietyn
geenimerkin kanssa sattumaa vai onko kytkentd olemassa. Tassa tutkimuksessa
huomioitiin lissmuuttujina henkilon sukupuoli ja ika. QTDT ei pysty laskemaan
monimutkaisten haplotyyppien kytkeytymistda ominaisuuteen. Talla ohjelmalla

laskettiin jokaisen SNP:n assosioituminen kuhunkin ominaisuuteen erikseen.
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FBAT/HBAT

Assosiaatiotestit perhemateriaaleille -ohjelmat (Family/Haplotype Based Association
Tests, FBAT/HBAT) (Harvardin www-sivut bioinformatiikalle) on rakennettu
perheaineistojen assosiaatioanalyysien tekemiseen. Nama ohjelmat hyvéaksyvat
bindadriset, kategoriset ja jatkuvat muuttujat, ja geenimerkkiaineisto voi olla minka
tyyppinen tahansa. Siten ne sopivat mm. perheaineiston analysoimiseen ja pystyttiin

laskemaan tulokset myo6s usean eri geenimerkin muodostamille haplotyypeille.



4 TULOKSET

4.1

DNA:n eristys
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Koehenkildiden verestd eristettiin DNA ja sen puhtaus mitattiin. Naytteiden tiedot

koottiin tietokantaan, josta ote on esitetty taulukossa 8. Tutkimuksia varten naytteet

pipetoitiin kuoppalevyille ja laimennettiin pitoisuuksiin 4 ng/ul ja 40 ng/ul. Puhtaan

DNA:n 260/280-absorbanssien suhde on 1,8. Mittausten perusteella proteiinit oli

poistettu suhteellisen tarkasti ja kaikki ndytteet olivat eristyksen jdlkeen tarpeeksi

puhtaita PCR:n tekemiseen.

Taulukko 9. DNA-eristysten tietokantaa

DNA- DNA

Nayte eristys liuotettu | kons. puhtaus:
Proj_ID sample_ID huom otettu pvm 1xTE ng/ul 260/280
MUSGEN 433a 4.4.2008 | 14.touko | 600l 433 1,78
MUSGEN 434a 5.4.2008 | 14.touko | 600yl 800 1,78
MUSGEN 435a 5.4.2008 | 14.touko | 600l 714 1,77
MUSGEN 436a 5.4.2008 | 14.touko | 600yl 216 1,65
MUSGEN 437a 5.4.2008 | 14.touko | 600yl 342 1,75
MUSGEN 438a 5.4.2008 | 14.touko | 600yl 267 1,70
MUSGEN 439a 5.4.2008 | 14.touko | 600yl 233 1,69
MUSGEN 440a 11.4.2008 | 14.touko | 600yl 672 1,81
MUSGEN 441a 13.4.2008 | 14.touko | 600yl 638 1,79
MUSGEN 442a a-putki hajosi | 29.4.2008
MUSGEN 443a 4.4.2008 | 22.5.2008 | 500l 1478 1,81
MUSGEN 444a 5.4.2008 | 22.5.2008 | 500yl 265 1,67
MUSGEN 445a 11.4.2008 | 22.5.2008 | 500l 672 1,73
MUSGEN 446a 11.4.2008 | 22.5.2008 | 500yl 1789 1,83
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4.2 PCR:n optimointi ja tuotteen laatu

Alukkeille piti maarittaa sopivat PCR-olosuhteet kontrollihenkilén DNA:ta kayttden,
ennen kuin arvokkaita potilasndytteita otettiin kdayttoon. Tama tehtiin niin sanotulla
gradienttimenetelmalld; ajettiin PCR-ohjelma neljalla erilaisella reagenssisekoituksella
(taulukko 10) siten, etta jokaisella rivilla oli hieman eri Ta . Ta on lampotila, jossa puolet
kaksijuosteisen DNA:n vetysidoksista ovat katkenneet ja DNA-polymeraasi alkaa liittaa
nukleotideja juosteen 3’-pdahan. T4 on noin viisi astetta alukkeen sulamislampdtilaa,
Tm , alhaisempi. PCR-reaktion jalkeen naytteet ajettiin geelielektroforeesissa (kuva 7),

jolloin nahtiin, mika T ja mika reagenssisekoitus antaa parhaat tulokset.

Taulukko 10. Reagenssisekoitusten koostumus.

Reagenssi A-sekoitus | B-sekoitus | C-sekoitus | D-sekoitus

10 x buffer (Dynazyme, Finnzymes) 1Xx 1x 1Xx 1x

dNTP (Finnzymes) 0,3 uM 0,3 uM 0,3 uM 0,3 uM

Fwd primer 0,3 uM 0,6 uM 0,3 uM 0,6 uM

Rev primer 0,3 uM 0,6 uM 0,3 uM 0,6 uM

DNA 5 ng/ pl 5 ng/ pl 2 ng/ul 2 ng/ul
Dynazyme Il DNA-polymeraasia lisattiin alkudenaturaation jalkeen siten, etta

loppukonsentraatio oli 0,02246 U/pul.

Kuvassa 7 on esitetty optimointiolosuhteet 96-kuoppalevylle tehtyna. Jokaisella rivilla
on 12 kuoppaa, ja joka riville tuli eri sekoituksella tehdyt PCR-reaktiot. DNA-ndyte oli
joka kuopassa sama, jotta erot naytteiden valilla eivat vaikuttaisi tulokseen. PCR-kone
ohjelmoitiin siten, ettd ensimmdisen sarakkeen T, oli 50 °C, ja lampdtila nousi
tasaisesti joka sarakkeessa. Viimeisessa sarakkeessa lampétila oli korkein, 65 °C. Nain

saatiin kattava otos PCR-reaktioista, jotka oli tehty eri sekoituksilla ja lampdtiloilla.
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v

50 °C 65 °C
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A-sekoitus
B-sekoitus
C-sekoitus
D-sekoitus

Kuva 7. Kaavakuva alukkeiden optimointiolosuhteista 96-kuoppalevylla

Kuvassa 8 on geelille ajetut naytteet C20RF3 rs714939:n alukeparin optimoinnista.
YIhaalla vasemmalla olevalla rivilla (A) on A-sekoituksella tehdyt naytteet, kuvan 7
osoittamassa lampotilagradientin jarjestyksessa. Vastaavasti rivit B, C ja D on tehty
omalla sekoituksellaan ja samassa gradientissa. Kuvasta nahdaan, ettd A-sekoituksella
ei saatu yhtdan onnistunutta PCR-reaktiota. B-, C- ja D-sekoituksilla tuli seka
onnistuneita ettd epdonnistuneita reaktioita. Tasaisin tulos tuli B-sekoituksella, joten
valittiin se jatkossa talla alukeparilla tehtaviin PCR-reaktioihin. Ympyroéity DNA-juova
on nayte, jonka Tp oli 58,6 °C. Onnistuneen reaktion ja aiemman kokemuksen
perusteella valittiin jatkoreaktioihin T, 60 °C. Kaikki alukkeet optimoitiin samoja

menetelmia kayttden.

A

20

<

Kuva 8. Geelille ajettu gradientti-PCR C2ORF3_rs714939:n alukkeille

Taulukossa 11 on esitetty optimoinnin tuloksena saadut parhaat olosuhteet kullekin

alukeparille.
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Taulukko 11. Optimoidut PCR-olosuhteet

SNP Mix | Ta(°C)
KIAA rs2038137 C 58,5
KIAA rs2143340 C 62
KIAA rs4504469 C 62
DCDC2 rs793862 D 55
DCDC2_rs807701 C 56,5
DYX1C1 rs11629841 |C 60
DYX1C1 rs3743205 |B 60
C20RF3 _rs714939 B 60

Taman tutkimuksen aikana tormattiin seka toimimattoman PCR:n ongelmaan, ettd
kontaminaatioihin. Jostain syystda aiemmin hyvin toimineet PCR-reaktiot eivat yhtakkia
toimineetkaan eikd tuotetta syntynyt lainkaan. Taman vuoksi vaihdeltiin hieman
reagenssi-sekoituksen koostumusta, ilman tuloksia. Lopulta reaktiot alkoivat jalleen

tuottaa tulosta vanhalla reseptilla.

DCDC2:n kohdalla oli valilla hankaluuksia saada PCR tuottamaan oikeaa tuotetta
tarvittava maara. Alukkeet optimoitiin kuten muutkin, ja tietyt olosuhteet nayttivat
toimivan hyvin. Kuitenkin potilasndytteilld tehdyt PCR -reaktiot tuottivat tulosta
epavarmasti. Paadyttiin vaihtamaan Dynazyme |l DNA-polymeraasin Phusion DNA-
polymeraasiin. (Finnzymes). Phusion on tehokkaampi entsyymi ja lisdksi se ei vaadi
manuaalista hot-starttia, kuten Dynazyme Il. "Hot-start” on termi, joka tarkoittaa
DNA:n denaturoimista korkeassa lampotilassa usean minuutin ajan. Dynazyme ll:sta
kdytettdessa suositellaan hot-startin tekemista ilman entsyymia, jotta entsyymi ei
denaturoidu. Phusion on huomattavasti kalliimpi, ja siksi kaytettiin ensisijaisesti
Dynazymea. Phusion osoittautui kuitenkin jopa liian tehokkaaksi ainakin kaytetyilld
DNA-maarilla; epdspesifista sitoutumista esiintyi paljon, joten tuotetta ei voitu
sekvensoida. Lopulta PCR-reaktio saatiin toimimaan alkuperdisilla resepteilla

Dynazyme ll:lla, tosin syyta aikaisempiin ongelmiin ei tassakdan tapauksessa loydetty.
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Kontaminaatio-ongelma oli ty6laampi ratkaista. Jo tutkimuksen alussa todettiin, etta
noin kaksi vuotta vanhoilla kuoppalevyilld olevissa vesikontrolleissa oli DNA:ta. Nailla
levyilla vesikontrollit olivat ndytteiden seassa omassa kuopassaan. Tdma on kuitenkin
huono tapa tehda vesikontrolli, silla on yleisesti tiedossa, ettd ajan myota korkkeja
avatessa hyvin pienid maaria DNA:ta voi roiskua vaaraan kaivoon. Maara on kuitenkin
niin pieni, ettd se ei vaikuta kaivossa olevan DNA:n koostumukseen kaytdnnossa
lainkaan. Vesikontrollit tulisi tehda siten, ettda PCR-reaktioita pipetoitaessa tehdaan
koneeseen meneville levylle muutama vesinayte, jossa on reagenssisekoitus ja DNA-
ndytettd vastaava maard sekoitukseen kaytettyd vettd. Na&in varmistetaan, etta

reaktion valmistamiseen kdytetyt reagenssit ovat puhtaita.

Mahdollisesti kontaminoituneet naytteet uusittiin, jotta tutkimuksen tulosten
oikeellisuutta ei voitaisi epdilld lainkaan. Vanhat naytelevyt heitettiin pois ja tehtiin

uudet. Vesikontrollit tehtiin siita eteenpdin ylla kerrotulla, paremmalla menetelmalla.

4.3 Geelielektroforeesi

PCR-ajon jalkeen kaikki vesikontrollit ja osa muista naytteistd ajettiin
geelielektroforeesissa. Menetelma erottelee DNA-molekyylit niiden koon perusteella ja
kun naytteiden vieressa ajetaan tunnettu kokostandardi, ndhdaan, onko saatu PCR-
tuote oikean kokoista. Vesikontrollien tulee luonnollisesti olla tyhjia. Jos vesikontrollin
todetaan sisdltavan DNA:ta, tulokset ovat arvottomia mahdollisen kontaminaation
vuoksi. Lopuksi geeli kuvattiin UV-valolla valaisevalla kameralla, jotta saatiin kuva DNA-
paikoista. Kuvassa 9 geelille on ajettu nadytteita KIAA_rs4504469- ja KIAA_rs2143340-
PCR:std. Kuvasta ndahdaan, ettad saatu tuote on oikean kokoista ja vesikontrollit ovat

puhtaita.



Kuva 9. Geelille ajetut naytteet kahdesta eri PCR:sta

4.

4 Sekvensointi

Naytteet vietiin Seqlabiin sekvensoitaviksi. Tulokset analysoitiin itse. Sekvenssissa

oleellinen kohta oli geenissda tunnettu mutaatiokohta. Kuvassa 10 on kolmen eri

ndytteen sekvenssia SNP:sta KIAA_rs2038137 ja itse mutaatiokohta nakyy kuvassa

mustalla maalattuna. Ylimmastd sekvenssistd nahdaan, ettd kyseinen henkilod

(ndytenumero tekstirivilld ensimmaisend) on taman SNP:n suhteen G-homotsygootti.

Keskimmadinen ndyte on heterotsygootin henkilon ja alin on T-homotsygootti.

10-135_KZ0_r_B12 Fragment base #-31. Base 136 of 250
e ¢ T s T T T cT c6 6 ¢ ca s 66 cHc T G & A 6 T & G A T:m C C G
A 1 d T 11 d 1 a4 1 d AT dITT T 1 T 1T d 1
~
E |
~10-136_F20_r_G11 Fragment base # 31. Base 136 of 253 +
e ¢ T AT T T ¢ T ce ¢ oca s oc 6 cHUC Te 56 4 a6 T A G oATiA C C oG
d d ATAAA A4 T T4 47T 11T d T dMd AT 2T T T ITAT ITTART d a8 1
~
E|E]
=10-162_K20_r_H10 Fragment base #-31. Base1360f253
oElc ¢ T oA T T T GGCCAGGCGC-CTGGG
I ATARAR 11 17174 1 a8 A a8 A
~
i\ ATV
NAVAAA AV

Kuva 10. Kolmen koehenkilon DNA-sekvenssi KIAA rs2038137:n mutaatioalueella
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4.5 Tietokannan luominen

Seqlab:sta saatu sekvenssi analysoitiin. Koska tassa tutkimuksessa oli tarkoitus tutkia
tunnetussa kohdassa tapahtuvaa yhden nukleotidin muutosta, ei koko alueen
sekvenssia tarvinnut lukea. Sekvenssin laatu tarkistettiin ja luettiin haluttu kohta.
Ndyte voi olla nukleotidin suhteen heterotsygootti tai homotsygootti joko
harvinaisempaa tai yleisempaa muotoa. Esimerkiksi DC_80:n yleisempi muoto on A ja

harvinaisempi G, jolloin koehenkilon sekvenssi tdassa kohtaa on muotoa AG, AA tai GG.

Koehenkildiden kantama alleeli merkittiin Excel-taulukkoon, jossa jokaiselle henkildlle
oli oma rivi. Riville tuli omaan sarakkeeseensa jokaisen tutkittavan SNP:n muoto

(taulukko 12).

ROBO1:n kaksi SNP: ta jatettiin pois tutkimuksesta jo ennen varsinaista tilastollista
kasittelya. Yli puolet naytteista sekvensoitiin ndiden SNP:den alueelta, eikd yhtdan
mutaatiota (edes heterotsygoottia) l0ydetty. Mutaatiota onkin aikaisemmin loydetty
ainoastaan yhdestd suomalaisesta dysleksiaperheesta (Hannula-Jouppi ja muut 2005),

joten on hyvin mahdollista, etta sita ei muualta vaestdsta |oydy.
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Taulukko 12. Genotyyppitietokantaa

SNP K_20 K_21 K_45 DC_79 DX_11 DX_37 c2_ 7
Koodinumerot | G=1,T=2 | A=1,G=2| C=1,T=2 | G=1, A=2 | T=1,G=2 | C=1,T=2 | A=1, G=2
Perhe HIo

1 174 GG AA CT GG 1T CcC GG
1 175 GG AA CC GA GG CcC GG
1 176 AA CC GA TG CcC GG
1 177 GG AA CC GG TG CC

1 178 GT AA CT AA TT CC AA
1 179 GT AA T GG GG CcC AA
1 180 GT AA CT GA TG CC AA
1 181 GG AA CT GA TG AA
1 189 GG AA CC GG TG GG
2 100 T AA 1T GG GG CcC AA
2 118 T AA T GG CcC AA
3 153 GT AA CT GG TG CcC AA
3 154 GT AA CT GG TG CC AA
3 155 GT AA CT GG TG CcC AG
3 158 GG AA CC GA TG CT AA
3 198 GG AG CC GG T CcC AG
3 200 GG AA CC GA T CT AA
4 102 GT AG CT GG TG CC AG
4 103 GT AA CT GA TG CcC AA
4 104 GT AA CT GG T CT AG
4 105 GT AA CT GA TG CT AA
4 106 GT AA CT GG TT CT AA
4 107 GT AA CT GG TT CT AG
5 183 GT AA CT GG GG CcC GG
5 184 T AA GG TG CC GG
5 185 GT AA T GG TG CC GG
5 186 GT AA CT GG CC GG
5 187 GT AA T GG TT CC AG

Tilastollista kasittelyd varten tehtiin vield jokaiselle SNP:lle erikseen Excel-taulukko,
jossa alleelit koodattiin numeroilla 1 ja 2. Tama tehtiin, koska tilastolliseen kasittelyyn
kaytettdvat ohjelmat ymmartavat ainoastaan numerot. Taulukossa 12 on rivilla

"koodinumerot” esitetty kunkin SNP:n eri alleelien numerointi.

Lopulliseen tilastolliseen kasittelyyn ei saatu jokaisen koehenkilon genotyyppia
jokaisesta SNP:std. Osa sekvensseistda oli epdselvdda ja esimerkiksi etenkin
KIAA rs2143340:n kohdalla sekvenssi oli usein niin tulkinnanvaraista, ettd suuri osa
naytteista joudutaan uusimaan. Tahdn tyohon uusittujen ndytteiden tulokset eivat

ehtineet.
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Taulukko 13. Kunkin SNP:n puuttuvien genotyyppien osuus alkuperdisestd mddrdstd

SNP Puuttuvat genotyypit
KIAA rs2038137 3,00 %
KIAA rs2143340 38,40 %
KIAA rs4504469 8,70 %
DCDC2 rs793862 16,60 %
DYX1C1 rs11629841 10,90 %
DYX1C1 rs3743205 18,10 %
C20RF3 rs714939 8,90 %

Toiseen tietokantaan kerattiin koehenkildiden saamat pisteet musikaalisuustesteista

(taulukko 14). Lopuksi laskettiin mahdollinen yhteys musiikkipisteiden ja genotyyppien

valilla.

Taulukossa 14 on esitetty osa musikaalisuuspisteet sisdltavasta tietokannasta. Karman
musikaalisuustestissa (KMT) maksimipistemaara on 40 ja Seashoren testeistd (SP ja ST)
50. Tilasto-ohjelmat tarvitsevat keskendan vertailukelpoiset tiedot, ja siksi KMT-pisteet
korjattiin siten, ettd niidenkin maksimipistemaara on 50. "KMT_korj”-sarakkeessa ovat

nama korjatut pisteet. Viimeisessa sarakkeessa on kaikkien testien yhteenlasketut

pisteet.

Taulukko 14. Osa musikaalisuuspisteet sisdltévdstd tietokannasta

FamID |dnalD sex age KMT_korj | SP ST comMmB
1 174 1 48 46,25 47 49 142,25
1 175 2 68 46,25 47 39 132,25
1 176 1 40 50 48 39 137
1 177 1 67 32,5 38 34 104,5
1 178 1 71 43,75 29 25 97,75
1 179 2 62 42,5 32 40 114,5
1 180 2 35 47,5 49 48 144,5
1 181 1 38 43,75 49 32 124,75
1 189 2 42 48,75 46 34 128,75
1 1000 2 16 37,5 48 46 131,5
1 1001 2 15 40 46 39 125
1 1002 2 12 27,5 44 34 105,5
1 1003 1 12 25 27 32 84
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4.6 Tulosten tilastollinen Kkasittely

Tulosten laskeminen ilman tietokoneohjelmaa olisi erittdin tyolastd, ellei mahdotonta.
Muuttujina on emadsmuutosten periytyminen perheissa ja niiden muodostamat eri
haplotyypit, musikaalisuustestien pisteet yhdessa ja erikseen jne. Naiden kaikkien
valiset yhteydet laskettiin seuraavilla tietokoneohjelmilla:
Kytkentdepatasapainoanalyysi kvantitatiivisille ja diskreeteille ominaisuuksille (Linkage
Disequilibrium Analyses for Quantitative and Discrete Traits, QTDT) ja Assosiaatiotestit
perhetutkimuksiin (Family/Haplotype Based Acossiation Tests, FBAT/HBAT) (Abecasis
ym. 2000.)

Ensimmaiseksi tietokannat muunnettiin tilasto-ohjelmille ymmarrettaviksi. Alleelit
merkittiin numeroilla 1 ja 2 (normaali muoto 1 ja mutaatio 2). KMT:ssa eri osioissa
maksimipistemaarat vaihtelevat, joten eri osioiden pisteytykset muutettiin toisiaan

vastaavaksi.

Genotyyppien oikeellisuus tarkistettiin PedCheck-ohjelmalla (O’Connell 1998) ennen
tietojen syottamista QTDT-ohjelmaan. QTDT:n avulla laskettiin yksittdisten SNP:den

mahdollinen assosioituminen musikaalisuustasoon ja sen periytymiseen.

FBAT/HBAT:lla laskettiin mahdollinen assosioituminen SNP:den muodostamien

erilaisten haplotyyppien ja musikaalisuuspisteiden periytymisen valilla.

Seka QTDT:n etta FBAT/HBAT:n tuloksista merkittaviksi katsottiin ne, joiden p-arvo oli

korkeintaan 0,05.
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4.7 FBAT- ja QTDT-tulokset

FBAT:lla loydettiin merkitsevyyttd osoittavia p-arvoja tiettyjen ominaisuuksien ja
haplotyyppien vilille. QTDT:Ila sen sijaan ei saatu merkitsevyytta. Taulukossa 15 on
esitetty kaikki ominaisuudet ja niihin alle 0,05:n p-arvolla assosioituvat haplotyypit.
Tulostaulukossa ”Frekvenssi/Perh. #” tarkoittaa haplotyypin suhteellista osuutta

naytemateriaalista/kuinka monessa perheessa sita esiintyy.

Taulukko 15. FBAT:ssa merkitsevyyttd osoittavat haplotyypit

Frekvenssi/Perh.

Ominaisuus Haplotyyppi # p
K 20 K 21 K 45 DC_79

KMT 1 2 1 1 0.059/10 0.028948

2 1 1 1 0.054/9 0.03
SP 1 2 1 1 0.059/10 0.038207
2 1 1 1 0,054/9 0.019493
ST 1 2 1 1 0.059/10 0.021626
2 1 1 1 0.054/9 0.038279
Yhdistetyt pisteet 2 1 1 1 0.054/9 0.025246

K20 K21 K 45

KMT 1 2 1 0.079/13 0.022384

SP 1 2 1 0.079/13 0.035398

ST 1 2 1 0.079/13 0.020695
Yhdistetyt pisteet | 1 2 1 0.079/13 0.034716

FBAT:n mukaan haplotyypin K 20 K 21 K 45 DC_79 muoto 1211(h1=GGCG)
assosioituu musikaalisuuteen, jota mitataan KMT:lla, SP:lld ja ST:ld. Suurin
merkitsevyys (p= 0.021626) on ST:n kohdalla. Myds muoto 2111(h2=TACG) nayttaa
merkitsevyytta jokaisen testin kohdalla ja lisdksi testien yhteenlasketut pisteet antavat
merkitsevyyden p= 0.038279. Paras merkitsevyys (p=0.019493) on hl:n

assosioitumisella Seashoren sdvelkorkeuden tunnistamistestiin (SP).
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Haplotyyppi K 20 K 21 K_45 genotyypilla 121 (h3=GGC) osoittaa merkitsevyytta
kaikkien testien ja yhdistettyjen pisteiden kohdalla. Paras merkitsevyys (p=0.020695)

on h3:n assosioitumisella Seashoren sdvelen keston tunnistamistestiin (ST).
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5 TULOSTEN TARKASTELU

Tassa tutkimuksessa etsittiin ensimmaista kertaa yhteistda geneettista komponenttia
musikaalisuudelle ja kielelliselle kyvykkyydelle, kahdelle ominaisuudelle, joita on
pidetty erillisind ja toista jopa turhana. Kieli on ihmiskunnan kehityksen ja sdilymisen
kannalta elintarked, ja jos voidaan vyhdistdd musikaalinen kyvykkyys samoihin

geeneihin, musiikin arvo saa uuden merkityksen.

Saadut tulokset antavat viitteitd KIAA0319:n ja/tai DCDC2:n assosioitumisesta
musikaaliseen kyvykkyyteen. Geenit sijaitsevat lahekkdin ja siten periytyvat usein
yhdessa. Taman vuoksi on vaikea sanoa ilman tarkempia tutkimuksia, kummalla on
suurempi vaikutus. Kuitenkin KIAA0O319:n genotyyppi h3 nayttda assosiaatiota myos

itsendisend, joten voidaan olettaa ainakin silld olevan merkitysta.

Seka KIAA0319:n ettd DCDC2:n vaikutus nakyy aivoissa. KIAA0319:n ldhetti-RNA:ta
esiintyy runsaasti aivojen visuaalisen aistimisen ja paalaen aivokuoren alueilla. Kokeet
ovat osoittaneet epanormaalia hermosolujen migraatiota aivoissa, jos normaali
transkriptio on estetty. Myds DCDC2:n geenituote on yhdistetty aivojen hermosolujen
migraatioon. (Parrachini ym. 2006, Gibson ym. 2008.) Taman tutkimuksen tulos tukee
olettamusta, etta kielenkehityksen kannalta tarkeat molekyylit ja aineenvaihduntareitit

ovat osallisena myos musiikin hahmottamisessa.

Musikaalisuuden mahdollinen kytkeytyminen kielelliseen kyvykkyyteen avaa uusia
mahdollisuuksia mm. dysleksian hoitoon ja diagnosointiin, jos jatkotutkimukset
tukevat saatuja tuloksia. Musiikkiterapia voisi kehittdad potilaan kykya hahmottaa
puhetta (ja siten myods kirjoitusta) kokonaisuutena. Taman tutkimuksen hypoteesi
tukee toteutuessaan erityisesti fonologisen hairion merkitystd dysleksian

kehittymisessa.
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Saadut tulokset ovat vasta viitteellisid, sillda ndytemateriaali oli liian pieni (n=395) taysin
vakuuttaviin tuloksiin. Tutkimusta kuitenkin kannattaa jatkaa, silld aihe on uusi ja
alustavat tulokset Ilupaavia. Tutkimusta tullaankin jatkamaan siten, etta
ndytteenantajia olisi vahintaan tuhat, ndin tulokset painottuvat selkeammin oikeaan

suuntaan.

Dysleksia esiintyy eriasteisena ja potilaiden vaikeudet ovat eri alueilla. Tarkempi
diagnosointi on askel parempaan hoitoon, ja sitd varten tarvitaan lisda tietoa
dysleksian syistd. Tarkemmat molekyylitason tutkimukset voisivat valottaa
assosioituvien geenien tehtdvda aivoissa ja antaa mahdollisuudet jopa dysleksian

|adkehoitoon.
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