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Hammaskiilteen sukupuolidimorfisten amelogeniinien

peptidianalyysi osana osteoarkeologista menetelmapakettia

Tiina Vare, Mikko Finnila & Sanna Palosaari

Tutkimme kiillettd muodostavan amelogeniinin sukupuolidimorfisten isoformien peptidisekvenssien esiin-
tymistd kahden arkeologisen yksilon hammaskiilteessi happoetsauksen ja nestekromatografia-massa-
spektrometrian avulla. Morfologisesti, eli rakenteellisesti naiseksi mddritetyn vainajan kiilteestd loydettiin
ainoastaan X-kromosomissa sijaitsevan geenin koodaaman amelogeniinimuodon peptideji. Mieheksi mdd-
ritetyn vainajan kiille sisdlsi lisdksi Y-kromosomissa sijaitsevan AMELY-geenin koodaamien amelogeniini-
en peptideji. Menetelmd tarjoaa luotettavan vaihtoehdon perinteisten osteologisten sukupuolenmddritys-
menetelmien rinnalle.

Analys av peptiderna i emaljens konsdimorfa amelogeniner
som del av det osteoarkeologiska metodpaketet

Vi undersokte framtridandet av de konsdimorfa isoformernas peptidsekvenser i det emaljproduceran-
de amelogeninet i tvd arkeologiska individers emaljer genom etsning med syra och vitskekromatogra-
fi-masspektrometri. I det morfologiskt, dvs. strukturmdssigt faststillda kvinnliga likets emalj patriffades
enbart av den i X-kromosomen beldgna genen kodade amelogeninformens peptider. Det till man faststdillda
likets emalj inneholl dven av den i Y-kromosomen beligna AMELY-genen kodade amelogeninernas pepti-
der.

Johdanto

Arkeologiassa aikuisten osteologinen suku-
puolenmidritys perustuu perinteisesti kallon
ja lantion luiden sukupuolidimorfiaan, eli sa-
man lajin kahta sukupuolta erottaviin piirtei-
siin (Bass 1987; Buikstra & Uberlaker 1994).

luumateriaalit ovat ldhes tyystin kadonneet.
Usein parhaiten séilyvit hampaat ja erityisesti
niissé oleva epdorgaaninen, mineraalikidepi-
toinen Kkiille (vrt. Hillson 1996: 181). Proteo-
miikan menetelmien kehityksen (kts. Stewart

Piirteiden havainnointi ja luokittelu tapahtuu
péadsadntoisesti laadullisin, subjektiivisin kei-
noin. Esimerkiksi luiden huono séilymisaste
heikentdd menetelmien luotettavuutta. Luu-
materiaalit sdilyvdt happamassa maaperds-
samme varsin kehnosti (Gordon & Buikstra
1981; Lavento 2011). Useimmilla vanhem-
milla arkeologisilla kohteillamme - kenties
poisluettuna erityisen kalkkipitoiset alueet -

et al. 2016; 2017; Lugli et al. 2019; 2020) an-
siosta Suomenkin arkeologisilta kaivauksilta
l6ytyneiden hampaiden kiille on useimmiten
riittdvan hyvin séilynytta sukupuolen méarit-
tamiseksi.

Lapsuudessa, amelogeneesin aika-
na, kiilletta luovat solut, ameloblastit, erittavat
amelogeniineiksi kutsuttuja proteiineja. Ne
osallistuvat kiilteen kehitys- eli mineralisaa-
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tioprosessiin ja vaikka niiden tarkkaa tehtavaa
ei toistaiseksi tdysin tunneta, uskotaan niiden
toimivan soluviliaineen rakenneproteiineina
tukien ja erotellen mineraalikiteiden kasvua ja
jarjestymistd hammaskudoksessa. Hampaan
mineralisoitumisen seurauksena ne kuiten-
kin pédasiassa héviavit ja kiille saa lopullisen
muotonsa. Thmisen amelogeniinit esiintyvit
kahtena erilaisena versiona eli isoformina, joi-
den synteesid ohjaavat sukupuolikromosomit.
Naisten perima siséltda tavallisesti kaksi kopio-
ta X-kromosomista; miehen taas yhden X-kro-
mosomikopion lisaksi yhden Y-kromosomin.
Niiden sisaltimid amelogeniinin synteesi
ohjaavia geenejd kutsutaan vastaavasti nimilld
AMELX ja AMELY. Molemmilta sukupuolilta
loytyvat AMELX-geeni on tirkedmpi amelo-
geneesin kannalta'. AMELY-geenin ameloge-
niinin® tuotanto taas ei ole valttimatontd ham-
maskiilteen muodostuksen onnistumiselle ja
sen toiminta on verraten marginaalista. (Niel-
sen-Marsh et al. 2009; Porto et al. 2011; Stewart
etal. 2016;2017.)

Kokonaiset proteiinimolekyylit ovat
kaytdnnossd kadonneet mineralisoituneesta
kiilteestd, joka sisaltda hyvin vahdn orgaani-
sia aineita. Kiilteen kiderakenteen sisddn
kuitenkin jda vahéisid maérid lyhyitd peptidi-
sekvensseja lahinna proteiinin amino- ja kar-
boksiterminaaleista, eli proteiiniketjun paista.
Nédm4 osat ovat erilaiset AMELX- ja AMELY-
geenien muodostamissa amelogeniineissd,
jolloin ne voidaan massaspektrometrian avul-
la erottaa toisistaan ja sukupuoli tunnistaa
nédiden Kkiilteen ominaisuuksien perusteella
(Stewart et al. 2016). Tassa artikkelissa esit-
telemme lyhyesti kahden yksilon hammas-
kiilteelle nestekromatografia-massaspektro-
metrian (LC-MS/MS) avulla suorittamamme
amelogeniinin sukupuolidimorfisten isofor-
mien koeluonteisten analyysien tulokset.

Materiaali ja metodi

Tutkimukseen valittujen yksiloiden RH122
(nainen) ja RH166 (mies) luujdannokset ovat

perdisin Rauman Vanhan hautausmaan kaiva-
uksilta (Uotila & Lehto 2016). Molemmat heis-
td olivat kuolleet nuorina aikuisina oletettavasti
1800-luvun alkupuolella ja heiddn sukupuo-
lensa on luustojen perusteella arvioitu seki
taman artikkelin ensimmadisen kirjoittajan, ettd
kaivauksilla toimineen osteologi Anne-Mari
Liiran toimesta (Liira 2017).

Proteiinit eristettiin tutkimuskoh-
teiden ensimmidisten pysyvien etuhampaiden
kiilteestd ainoastaan kiilteen pintaa syovytta-
vallg, ja sellaisenaan lahes kajoamattomalla, ai-
noastaan mikroskooppisia vaurioita aiheutta-
valla happoetsausmenetelmalld (acid eching),
jonka tarkka kuvaus 16ytyy Stewartin ja kolle-
goiden (2016) artikkelista. Lyhyesti kuvattuna
prosessi on seuraava: hampaita pestiin 3 %
vetyperoksidilla 5 minuutin ajan, huuhdeltiin
vedelld, pestiin 10 % suolahapolla 1 minuutin
ajan ja sen jalkeen annettiin hampaiden kruu-
nuosan seistd 5 minuutin ajan 5 % suolaha-
possa (100ul) ja kerdttiin liuos talteen. Tdman
jalkeen hampaiden kruunuosat upotettiin
minuutiksi 20 % asetonitriilid ja 0,1 % trifluo-
rietikkahappoa siséltdvdan liuokseen (100pl)
ja yhdistettiin edellisen kanssa. Naytteitd kon-
sentroitiin alipainehaihduttimella (Speed-vac),
kunnes liuosta oli jéljelld noin 100 pl. Naytteet
sidottiin kiintedan C18 RP faasiin (Supelco-
Tips C18), josta ne pesun jalkeen irrotettiin 2
x 5 pl:1la 70 % asetonitriilid, jossa oli 0,1 % trif-
luoroetikkahappoa. Kéytetyt reagenssit olivat
massaspektrometria laatua.

Seuraavaksi amelogeniinin suku-
puolidimorfisten isoformien peptidit tun-
nistettiin néytteistd nanonestekromatogra-
fia-massaspektrometrilld (Lumos Orbi trap,
Thermo, Biocenter Oulu, Oulun yliopisto)
kayttden kadnteisfaasikromatografiaa. 4 ul
néytettd injektoitiin analysoitavaksi kdan-
teisfaasinanoLC-MS:1ld nestekromatografilla
(EASY-nLC 1000, Thermo Fisher Scientific),
joka oli kytketty ioniloukkumassaspektromet-
riin (Orbitrap Fusion Lumos, Thermo Fisher
Scientific). Peptidit ladattiin ensin esikolon-
niin (AcclaimPepmap 100, Thermo; 75um x
2 mm; C18, 3um 100A hiukkaskoko) 0,1 %
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TFA:lla virtausnopeudella 2 pl/min. Peptidit
eroteltiin analyyttisessd kolonnissa (PepMa-
PRSLC; 15 cm x 75 pm;) virtausnopeudella
300 nl/min asetonitriiligradientilla, joka al-
koi 3 %:sta, nostettiin 35 %:iin 90 minuutin
aikana, sitten 90 %:iin 5 minuutin aikana ja
pidettiin vakiona 90 %:ssa 5 minuutin ajan,
palattiin 3 %:iin ja tasapainotettiin 6 minuu-
tin ajan. MS-skannaus keréttiin Orbitrapissa
(375-1500 m/z; R = 120 000). MS:n koko-

naismittausaika oli 100 minuuttia. Laitteiston
kontaminaatio poissuljettiin nollanaytteilla.
Toisistaan eroavat peptidit tunnistettiin ja nii-
den suhteellinen osuus médritettiin tarkkojen
massojen perusteella SIC, 5mmu ikkunalla
taajuuksilla 440,2233 m/z ja 540,2796 m/z.
Koe suoritettiin sokkona, eli aiemmin mari-
tetty sukupuoli ei ollut naytteiden esikasittelyn,
massaspektrometriajon tai tulosten tulkinnan
suorittaneiden tutkijoiden tiedossa.
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Kuvio 1. RH122 ja RHI66 kiilteistd eristettyjen peptidindiytteiden massaspektrit.
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Tulokset ja keskustelu

Massaspektrometrian tulokset vastasivat os-
teologista sukupuolen arviota. Naytteestd
RHI122 oli mahdollista havaita ainoastaan
AMELX-isoformin  peptidid (SIRPPYPP-
SY [(M + 2H)2+=540.2796 m/z]) kun néyte
RH166 sisdlsi ndiden lisdksi my6és AMELY-iso-
formin peptidid (SM[ox]IRPPY [(M + 2H)2+
=440.2233 m/z]; Kuviot 1. ja 2.)

RT: 0.00 - 100.01

Peptidimadrityksen perusteella voidaan koh-
tuullisella varmuudella olettaa, ettid osteologi-
nen sukupuolen arvio vastasi yksiléiden biolo-
gista sukupuolta. On kuitenkin huomioitava,
ettd. AMELY-isoformin maird kiilteessi on
alkujaan vdhéisempi ja sen on lisdksi todettu
voivan hapettua vanhoissa naytteissé, jolloin
se on kiytannossa voinut havita kiilteestd - tai
ainakin sen vahdinen osuus néytteessi saattaa
estdd havainnot siitd. Naissd tapauksissa kiil-
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Kuvio 2. Amelogeniinin dimorfisen peptidin Y ja X isoformien SM(0x)IRPPY ([M + 2H]2+=440.2233
m/z) ja SIRPPYPPSY ([M + 2H]2+=540.2796 m/z) suhteellinen osuus ndytteissi. Ndytteessi RH122
havaittiin ainoastaan X-isoformin peptidid ja ndytteessi RH166 sekd Y- etti X-isoformien peptideji.
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teestd loytyy ainoastaan AMELX-isoformia,
jolloin biologisten miesten sukupuolen mai-
ritys epdonnistuu. Menetelmd ei myoskdan
tavoita sukupuolen biologista moninaisuutta
tai sukupuolikromosomien anomalioita, kuten
XO-, XYY- tai XXY-genotyyppejd (Stewart et
al. 2017).

Paleoproteomiikan kehityksesta huo-
limatta, perinteisilld osteologisilla sukupuolen
arviomenetelmilld on edelleen paikkansa ja
osaavissa kisissd ne ovat yleisesti luotettavia.
Etenkin ajallisesti ja maantieteellisesti toisis-
taan poikkeavien populaatioiden vililld tapah-
tuva, luuston mittojen vertaamiseen perustuva
biologisen sukupuolen arviointi voi kuitenkin
johtaa harhaan. Eri viestdille tyypilliset piir-
teet (vrt. esim. allometria) voivat sekoittaa su-
kupuolidimorfisiin piirteisiin perustuvaa jakoa
(Giles & Elliot 1963), sukupuolten monimuo-
toisuudesta puhumattakaan (vrt. Moilanen et
al. 2021).

Suurin puute perinteisten osteolo-
gisten sukupuolenmédritysmenetelmien kay-
tossd on ollut se, ettd niitd ei voida soveltaa
lasten luustojen sukupuolen arvioimisessa.
Selkeimmit sukupuolipiirteethdn ilmaantuvat
vasta murrosidssd tapahtuvien hormonaalisten
muutosten my6ta (Buikstra & Uberlaker 1994;
Lewis 2007). Molekyylibiologian menetelmié
on menestyksekkédasti sovellettu arkeologi-
seen tutkimukseen. Arkeologiassakin lasten
luurankojen sukupuolten maérittiminen on
jo muutamien vuosikymmenten ajan ollut
mahdollista DNA-tutkimuksella (esim. Sulli-
van et al. 1993; Faerman et al. 1995). Vaikka
muinais-DNA-teknologia on edistynyt aimo
harppauksin tehden siiti paitsi varmemman,
my0s aikaisempaa edullisemman tyokalun,
on sen kaytolle edelleen rajoituksensa. DNA-
molekyylit ovat suhteellisen herkkid ulkois-
ten olosuhteiden aiheuttamalle hajoamiselle
(esim. Allentoft et al. 2012) ja muutoinkin
yksi merkittdvimmistd rajoituksista lienee
sama kuin erityisesti suomalaiselle osteolo-
giselle tutkimukselle yleensikin: luuaineistot
— kiillettd lukuun ottamatta — sdilyvit keh-
nosti (esim. Lavento 2011). Tdhidn ongelmaan

kiilteen sukupuolidimorfisten amelogeniinin
peptidisekvenssien tutkimuspotentiaali on
tuonut merkittdvin helpotuksen.

Yhteenveto

Tamian artikkelin tavoitteena oli tarkastella
hammaskiilteen muodostumiseen osallistu-
van proteiinin, amelogeniinin sukupuolidi-
morfisista isoformeista jadneiden peptidisek-
venssien esiintymistd kahden arkeologisen
yksilon hammaskiilteessd. Suoritimme koh-
detta minimaalisesti tuhoavan hammaskiil-
teen happoetsausmenetelman ja nestekro-
matografia-massaspektrometrian ~ (LC-MS/
MS) avulla amelogeniinianalyysin kahdelle
yksilolle, jotka oli aiemmin mééritetty naisek-
si (RH122) ja mieheksi (RH166). Tulokset oli-
vat yhtenevit aiempien sukupuoliméritysten
kanssa. RH122:n kiilteesta l6ydettiin ainoas-
taan X-kromosomin AMELX-geenin koodaa-
man amelogeniinimuodon peptidejd, mutta
RHI166:n kiille sisdlsi niiden lisaksi myos
AMELY-geenin koodaamien amelogeniini-
en peptidejd. Menetelma tarjoaa luotettavan
vaihtoehdon aikuisten yksiloiden tutkimuk-
siin kaytetyille perinteisille osteologisille su-
kupuolenmairitysmenetelmille ja lasten su-
kupuolen maérityksen, joka on aiemmin ollut
DNA:n (huonon) sdilymisen varassa.

Kiitokset

Kiitimme massaspektrometrianalyyseistd Ul-
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opisto. Tutkimuksen on rahoittanut Suomen
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Loppuviitteet

1 Peptidi ~ SIRPPYPPSY  (monoisotopic
[M +2H]+2 mass =540.2796 m/z).

2 Peptidi SM(ox)IRPPY  (monoisotopic

[M+2H]+2 mass 440.2233 m/z).
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