Paleopatolégias emberi maradvanyok tomegspektrometrias

vizsgalata

Doktori (Ph.D.) értekezés

Béna Agnes

Programvezet6: Prof. Dr. Simegi Balazs, D.Sc.

Témavezeto: Dr. Mark Laszlé, Ph.D.

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar

Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

2014



Bevezetés

Az oszteoszarkdbma a leggyakoribb rosszindulatu csontdaganat, melyet az
oszteoblaszt progenitor sejtekbdl szarmazd tumoros sejtek csont-jellegl sejtk6zotti
allomanyanak (oszteoid) termelése jellemez. Leggyakrabban gyermekek, fiatal
felnbttek hosszu csdves csontjainak novekedési tartomanyaban (metafizisében)
alakul ki. Miutan a mezenchimalis mutacidok kiszabadulnak a sejtbél, mértéktelendl
burjanzani kezdenek, azonban ezen sejtek nem kilonboztethetbk meg a normal
oszteoblaszt sejtekt6l a sejtciklus soran. A tudbéattét a leggyakoribb ennél a
rosszindulatu daganat tipusnal.

Az oszteoszarkdma korai diagnosztizalasa igen nehéz, mivel az attétek a
legtobb esetben mar a klinikai diagndzis elbtt kialakulnak. Az uj terapias
gyoégymodokkal kapcsolatos intenziv kutatas ellenére, az elérehaladott stadiumban
levé betegek tulélési rataja igen alacsony.

A tumoros sejtekbél kiextrahalhatd, a rosszindulatu elvaltozasra jellemzé
fehérjék, feltételezhetéen véraram utjan szallitédnak, majd a csont hidroxiapatit
rétegeiben abszorbealédnak. Az oszteoszarkdma mint tumoros megbetegedés,
hagyomanyos  morfoldgiai  vizsgalatokkal  torténd  azonositasa  régészeti
csontmintakbol nem konnyl feladat. A csonttani vizsgalatok mellett sok esetben
biomolekularis vizsgalatok is szukségesek lehetnek. A human tumorok modern
proteomikai vizsgalata lehetévé teszi a neoplasztikus elvaltozasok patogenezisének
megeértését valamint Uj, a korai diagnozishoz szukséges biomarkerek azonositasat.

A tuberkulozis a legrégebb o6ta ismert, a forgalomban levé véddoltasok és
antibiotikumok ellenére a mai napig a legtébb aldozatot kovetel§ kronikus, fert6zé
megbetegedés. A tuberkulézist a Mycobacterium tuberculosis komplex (MTC)
okozza, azonban human eredetli megbetegedések esetén a betegség legfébb
kivaltéi a Mycobacterium tuberculosis és a Mycobacterium bovis.

A Mycobacterium tuberculosis az emberi testben vérarammal valamint a
nyirokrendszerrel terjed, osztdédasa a csontszovetben torténik, ezaltal jellemz6
csontszoveti karosodast okoz. A betegségben leginkdbb a gerincoszlop, a csip6- és
térd izllet, a kar illetve a Iab csontjai érintettek. A paleoproteomikai vizsgalatok mint
fluggetlen, robosztus, nagy hatékonysagu moédszerek jelentés szerepet jatszhatnak a
human patogén mikobaktérium fajok azonositasaban.



Célkitliizések

megfelel6 fehérje extrakcios moddszer kifejlesztése oszteoszerkomas illetve
tuberkuloid régészeti csontmintakra

az extrahalt fehérjék tdmeg szerinti elvalasztasa SDS PAGE gélelektroforézis
segitségeével

a kontroll mintatol eltér6 bandek gélbdl valé kivagasa, triptikus emésztése
valamint tomegspektrometrias analizise (MALDI TOF/TOF MS)

rosszindulatu csonttumorra jellemz6 biomarkerek illetve mikobaktériumra
jellemzé fehériek azonositasa kilonbdz6 keresdé szerverek (Mascot,
ProteinScape) segitségével.

oszteoszarkdomas, patoldgias (tuberkuloid) valamint nem-patolégias (kontroll)

mintacsoportok statisztikai vizsgalata



Anyagok és modszerek

Régészeti csontmintak

Oszteoszarkdémas régészeti csontmintak

A vizsgalt oszteoszarkbmas minta egy 25-35 év Kkoruli, toredezett ndi
csontvazbol szarmazott, melyet Szombathely (Savaria) kés6é romai kori teruletein
tartak fel. A mintavétel helye a jobb felkarcsont kortikalis része volt.

Az antropoldgiai (kor- és nem meghatarozas, makroszkopikus és morfologia
vizsgalatok) valamint a paleopatoldgiai (rontgen) vizsgalatok Knussmann és Jozsa
leirasa alapjan torténtek. Kontrollmintaként, egy szintén ebbdl a temetébél szarmazo
nem tuberkuloid ndéi felkarcsont minta szolgalt. A statisztikai analizishez, az
oszteoszarkdmas mintakon kivul tovabbi, a korabbi proteomikai méréseink soran is

vizsgalt kontroll (nem-patoldgias), valamint tuberkuloid mintakat hasznaltunk fel.

Tuberkuloid régészeti csontmintak

Tobb kilénb6z6 régészeti korbdl szarmazd Mycobacterium tuberculosis
baktériummal fert6zott valamint morfoldgiailag ‘egészseges” emberi
csontmaradvanyt vizsgaltunk. A vizsgalt paleopatologias mintakat az 1. tablazat

tartalmazza.

No. Location Grave Age Sex Anatomy Date

1 Bélmegyer-Csémoki domb 65 30-40 | Female vertebra 700-800 AD

2 Csongrad-Ellés 183 40-45 Male vertebra 1000-1200 AD

3 Bacsalmas-Homokbanya 39 40-50 Male vertebra 1500-1600 AD

1. Tablazat: A M. tuberculosis baktériummal fert6zott régészeti csontmintak

antropolégiai adatai



A paleopatoldgias mintakat (Csongrad-Ellés kivételével) DNS tesztnek vetettik ala
Mycobacterium tuberculosis komplexre, a teszt minden esetben pozitiv volt. A
mikolsavak mint lipid biomarkerek, a mikobakterialis fert6zés tovabbi bizonyitékaként
a kutatocsoport el6z6 cikkében leirt médon kimutathatok voltak. A kontroll mintakbal

mikolsavat nem tudtunk detektalni.

Fehérjeextrakcid régészeti mintakbol

A vizsgalt csontdarabokat foszfat —pufferes soéoldattal (PBS) és desztillalt
vizzel mostuk le. A csontokat achat mozsarban elporitottuk (~0,2 mm
szemcsemeéret). 100 mg csontport 1.00 ml 0.5 M EDTA-val (pH=8,0) dekalcifikaltuk,
majd az uledékhez 100 ul 6 M guanidine-HCI 0.1 M Tris (pH=7,5) oldatat adtuk. A
fehérjék extrakcidja 4°C-on 8 6ras allandd razatas mellett, proteaz inhibitor (Sigma
Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) jelenlétében tortént.

A fehérje extraktumot C18 alléfazisu toltet segitségével tisztitottuk, ehhez a
lépéshez a kutatdcsoportunk 4ltal készitett 5 um szemcseméreti 120 A
porusatmeérdji C18 allofazist hasznaltunk. Az alléfazist 0,1% TFA oldattal aktivaltuk,
az allofazisra juttatott a fehérje extraktumot haromszor 100 ul 2% acetonitril 0,1%
TFA oldattal mostuk. A fehérjéket veégil 50 ul 50% acetonitril 0,1% TFA oldattal
elualtuk.

A kapott oldatot liofilizaltuk, a tovabbi mérésekig -86°C-on taroltuk.



SDS-PAGE gélelektroforézis és enzimatikus emésztés

A régészeti mintakbol szarmazé liofilizalt fehérje extraktumokat 100 yL 3 mM
EDTA, 5 mM bétamerkaptoetanol és 1% natrium dodecilszulfat (SDS) tartalmu 20
mM Tris/HCI, (pH=7,4) pufferben oldottuk. 1% brémfenolkék hozzaadasa utan a
mintakat 2 percig forraltuk majd lecentrifugaltuk (8000 g, 2 perc).

A natrium dodecilszulfat poliakrilamid gél elektroforézist (SDS PAGE) 12%-0s
gélen, Laemmli modszere alapjan végeztuk. A molekula tomegek becslésére mélsuly
standardot hasznaltunk. Az elvalasztds min6ségének ndvelése, bandek jobb
elkilonulésének érdekében a gélfuttatast 4 °C-on végeztik. A gélt Coomassie
Brilliant Blue R-250 festékkel festettik meg, a felesleges festéket 5% (v/v) ecetsav,
16% (v/v) metanol oldataval tavolitottuk el.

A kontroll régészeti mintatél eltérd, intenziv fehérje bandeket a gélbdl
pengével kivagtuk, feldaraboltuk majd Eppendorf csébe raktuk. A gél darabokat 10-
10 percig haromszor 200 yL 50 mM NH4HCO3 tartalmu 50% (v/v) acetonitril oldattal
mostuk. A fehérjében jelen levé diszulfidhidakat 50 yL 20 mM ditiotreitolt (DTT) 100
mM NH;HCO3-ot és 5% acetonitrilt tartalmazé oldattal redukaltuk 55°C-on, 1 6ran at.
Az alkilalast 50 yL 20 mM jédacetamid-oldattal végeztik. Az oldészert Speed Vac
készllék (Speed Vac Plus, SC100A, Savant) segitségével tavolitottuk el a mintakbal,
szobah&mérsékleten. Az emésztéshez 10 pL, 2.5 mM Tris pufferben (pH=8.5) oldott
modositott tripszint (Promega, Madison, WI, sequencing grade) (0.04 mg / mL)
hasznaltunk, a hémérsékletet egy éjszakan at 37 °C-on tartottuk.

Az emésztést 15 pL acetonitril, hangyasav vizes oldataval allitottuk le (60/1/49

v/viv). A mintakat ezutan szobahémérsékleten 60 percig inkubaltuk, maijd liofilizaltuk.



Régészeti csontmintak MALDI TOF/TOF MS alapu azonositasa

A liofilizalt mintakat 0,1%-0s TFA oldatban oldottuk fel, majd C18 ZipTip SPE pipetta
heggyel (Millipore Kft, Budapest, Magyarorszag) koncentraltuk illetve sétalanitottukaz
egyes mintakat. A kovetkez6 lépésben a peptideket kdzvetlen a mintatarté lemezre
(MTP 384 massive target T, Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) cseppentettik 3
ML telitett, a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (CHCA) matrix jelenlétében, melyet elé6zbleg
acetonitril/ 0,1% TFA-ban (1/2, v/v) oldottunk fel. A mérések soran egy Autoflex Il
TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) tipusu tdomegspektrométert
hasznaltunk, mely reflektron Gzemmddban madkodott PMF  (peptide mass
fingerprinting) mérések és LIFT Uzemmddban LID (lézer indukalta disszociacid)
valamint CID (Utk6zés indukalta disszociacid) fragmentacido esetén. A gyorsitd
feszlltség 20,00 kV volt. A mérések soran alkalmazott lézer egy 337 nm
hullamhosszusagu nitrogén lézer (modell MNL-205MC, Lasertechnik Berlin GmbH.,
Berlin, Németorszag) volt. A vizsgalt peptid tomegtartomany 700-5000 m/z volt. Egy
minta mérése soran legalabb 500 Iézerloves atlagat vettuk. A készulék vezérlésére
FlexControl 2.4 (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag), a spektrumok
kiértekelésére FlexAnalysis 2.4 szoftvert (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag)
hasznaltunk. Az egyszeresen t6ltott monoizotdpos peptidtomegeket Swiss-Prot illetve
NCBInr adatbazisban kerestetttk Mascot keresé szerver (version 2.2)
(www.matrixscience.com, Matrix Science Ltd., London, UK), Bruker BioTools 3.0
szoftver (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) illetve ProteinScape szerver 2.1
(Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) segitségével. A keresési beallitasoknal
maximum egy kihagyott triptikus hasitasi helyet illetve 80ppm hibahatart adtunk meg.
Globalis  poszttranszlacios  moddositasként  karbamidometilaciot, varialhato
poszttranszlaciés modositasként metionin oxidaciot allitottunk be. Egyes fehérjék
azonositasanak tovabbi bizonyitékaként LID as CID fragmentaciot végeztink MALDI
TOF/TOF MS segitségével.



Statisztikai analizis

Tomegspektrometrias eredményeink 6sszehasonlitasara ClinProTools 2.2 (Bruker
Daltonics, Bréma, Németorszag) szoftvert hasznaltunk. TObb oszteoszarkomas, nem
patolégias (kontroll) illetve tuberkuloid mintat vizsgaltunk egyidében. A spektrumok
kalibralasa, Osszehasonlitdsa, a csucsok normalizalasa, detektalasa valamint a
csucs alatti terulet kiszamitasa automatikusan, a ClinProTools program segitségével
tortént. A statisztikailag jelentés csucsok azonositasanal logisztikus regresszios
modellt alkalmaztunk, a normalizalt csucs alatti tertileteket felhasznalva. A kilonb6z6

mintacsoportok nem parametrikus vizsgalatahoz Wilcoxon tesztet hasznaltunk.



Eredmények és megbeszélésuk

Oszteoszarkoma

Tudomanyos kutatasunk részeként, tobb, potencialis tumor biomarkert sikerult
azonositanunk egy 2000 éves oszteoszarkomas regészeti csontmintabdl. A
mintakbdl szarmazd fehérjéket 1D gélelektroforézis segitségével valasztottuk el,
majd a megfeleld, gélbdl kivagott bandeket enzimatikusan emésztettuk. Az igy nyert
triptikus peptideket MALDI TOF/TOF tdomegspektrométerrel analizaltuk, PMF illetve
MS/MS keresés alapjan tébb, az irodalomban leirt, tumoros elvaltozasra illetve
oszteoszarkomara jellemz6 fehérjét azonositottunk patolégias régészeti
csontmintabdl (1. Tablazat).

Az azonositott annexin (ANX) fehérje, mint kalcium és foszfolipid koté fehérje
jelentés szerepet jatszik az exocitdézis és endocitdzis transzport folyamataiban, a
sejtek ndovekedésének szabalyozasaban, proliferaciéjaban valamint apoptézisaban.
Szamos tudomanyos munka igazolia az ANXA10 fehérje expressziojanak
novekedését tumoros elvaltozas esetén. A B sejt limfoma 2 (BCL2) fehérje csaladba
tartoz6 BCL2A1 fehérje felelds a proapoptotikus BCL2 fehérjék elvalasztasaért.
BLC2A1 fehérjeszint ndvekedését figyeltek meg leukémia valamint limféma esetén,
azonban nagy valdsziniséggel az autoimmunitasban valamint a kemoterapia
rezisztanciaban is szerepet jatszik. A kalciumkotd fehérjék csaladjaba tartozo
calgizzarin (S100A11) sejtek novekedésében, a sejtmozgasban és osztédasban
jatszik szerepet. Ezen fehérje a tumor ndvekedésével, metasztazisaval hozhato
Osszefuggésbe. A DLC1 (deleted in liver cancer 1) egy ismert tumor szupresszor
fehérje, mely a Rho GTPaz aktivaldo (RhoGAP) fehérjéken keresztil fejti ki hatasat,
jelents szerepet jatszva ezzel a tumoros sejtek ndvekedésében és migracidjaban, in
vitro apoptoézist el6idézve. A hésokkfehérjék termelédése hd altal okozott, fiziologiai
vagy barmely mas stressz hatasra megnd, ezaltal elésegitve a sejtek tulélését nem
megfelel6 korulmények kdzott. A hdsokkfehérjék meghatarozo szerepet jatszanak az
apoptozisban, a sejthalal kulonbdzé folyamataiban (a kaszpaz aktivacié gatlasa
altal). Az irodalomban tobb helyen is megndvekedett HSP béta -6 szintet detektaltak

oszteoszarkdmas betegeknél.



A DJ1, egy mitogen-figgé onkogén altal terrmelt, Ras jelatviteli folyamatokban
résztvevd fehérje, melynek overexpresszioja tumoros elvaltozast jelez. A RhoGAP
csaladba tartoz6 fehérjék fontos szerepet jatszanak a sejtek migracidjaban,
morfolégidjaban és citoszkeletalis organizacidjaban. A RhoGap fehérjék gatlasa a
tumor szupressziv hatast csokkenti. A transzferrin, mint a vaskoété vérplazma
glukoprotein, els6sorban a vér szabad vas tartalmanak szabalyzasaért felel6s. A
transzferrin megndvekedett szintje, tObbek kozott tumoros elvaltozassal, példaul
oszteoszarkdmaval hozhaté Osszefliggésbe. A citoszkeletalis intermedier filament
fehérje, a vimentin (VIM), oszteoszarkdma esetén megndvekedett expresszioja illetve
tumor biomarker szerepe valdszinUsithetéen a tumoros sejtek metasztazisanak
el6segitésébdl kovetkezik. Kutatasaink soran tobb keratint is azonositottunk, ezen
fehérjék jelentésége azonban nem pontosan ismert, feltehetéen jelenkori vagy
korabeli  szennyez6désbdl  szarmaznak. Mindazonaltal a  citokeratinok
mennyiségének novekedését mutattak ki U20S oszteoszarkoma specifikus

sejtvonalbal.
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Accession Name [IEAI;/Z] Peptides ;;/3
AK1A1l_HUMAN Alcohol dehydrogenase (NADP+) 36,5 5 14,2
gi|225939 aldehyde reductase 36,3 5 14,2
Qi|48762937 annexin A10 37,3 8 27,2
0i|62087532 arginine/serine-rich splicing factor 6 variant 31,8 6 27,6
ARI5B_HUMAN AT-rich interactive domain-containing protein 5B 132,2 11 13,0
gi|33878074 BAT2 protein 17,1 5 29,9
gi|49456879 BCL2A1 20,3 7 44,0
VMDL3_HUMAN Bestrophin-4 76,1 7 14,5
gi|882391 bone morphogenic protein type Il receptor 59,9 6 13,2
S10AB_HUMAN Calgizzarin (S100 calcium-binding protein A11) 11,7 4 43,8
CAN7_HUMAN Calpain-7 92,6 7 12,3
K1C10_HUMAN Cytokeratin 10 59,5 14 23,1
0i|33188433 deleted in liver cancer 1 isoform 1 170,5 13 7,9
gi|28704113 DHX8 protein 138,7 13 13,8
G59435 DLC-1 122,7 10 10,9
DNL3_HUMAN DNA ligase 11l 102,6 10 16,3
TDT_HUMAN DNA nucleotidylexotransferase 58,4 9 22,2
MP2K6_HUMAN Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 6 37,5 7 23,4
DTNA_HUMAN Dystrobrevin alpha 83,9 6 10,5
gi|15010856 galectin-12 isoform d 30,0 5 30,5
GCC2_HUMAN GRIP and coiled-coil domain-containing protein 2 184,5 18 12,3
0i|40555827 heat shock factor protein 2 isoform ¢ 27,0 7 23,9
HSPB6_HUMAN Heat-shock protein beta-6 17,1 5 35,0
CAC10772 Immunoglobulin heavy chain variable region 12,4 5 65,5
0i|17318569 keratin 1 66,0 15 25,8
Q8N175_HUMAN Keratin 10 58,8 14 23,5
gi|31559819 keratin 25C 49,8 8 17,2
gi|47132620 keratin 2a 65,4 9 16,4
CAA82315 keratin 9 62,1 11 16,9
A44861 keratin, 67K type Il epidermal 65,8 9 16,3
K1C9_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 9 61,9 11 20,7
AAP97338 Methyl-CpG-binding domain protein 4 60,9 13 16,3
NEBL_HUMAN Nebulette 116,4 14 16,7
NRAP_HUMAN Nebulin-related-anchoring protein 197,0 24 14,9
gi|[4506335 parvalbumin 12,1 8 56,4
PRVA_HUMAN Parvalbumin alpha 11,9 8 56,9
0i|39653323 PHD finger protein 20-like 1 isoform 1 47,7 7 15,8
0i|39653321 PHD finger protein 20-like 1 isoform 3 16,6 6 42,0
gi|31873386 phospholipase C 39,7 7 30,7
gi|346323 phosphoprotein phosphatase (EC 3.1.3.16) X catalytic chain 35,1 6 26,1
PDIP2_HUMAN Polymerase delta-interacting protein 2 42,0 7 22,0
CAF00150 Proteasome subunit beta type 3 16,6 5 34,9
gi|565647 proteasome subunit HsC10-I1 22,9 5 25,4
PARK7_HUMAN Protein DJ-1 (Oncogene DJ1) 19,9 5 32,3
gi|55859594 PTARL1 protein 32,4 7 30,1
gi|[4960030 Rab GDP dissociation inhibitor beta 41,0 6 22,0
0i|39841018 RAB GTPase activating protein 1-like 92,5 8 10,3
gi|537327 receptor tyrosine kinase 18,5 6 30,0
gi|2665850 rheumatoid factor RF-ET7 10,9 6 74,5
RHGO7_HUMAN Rho GTPase-activating protein 7 122,7 10 10,9
gi|41152086 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 6 42,6 9 29,3
gi|38382764 SET-binding protein isoform b 26,4 7 25,6
gi|46250431 Transcription factor NRF 77,7 11 20,4
0i|62088924 Transducin-like enhancer of split 3 splice variant 1 variant 22,9 6 37,1
Qi|37747855 Transferrin 77,0 10 21,9
gi|[4507659 translocated promoter region (to activated MET oncogene) 265,4 24 12,0
gi|[4827050 ubiquitin specific protease 14 56,0 8 20,6
Qi|71774197 ubiquitin specific protease 47 147,1 10 13,4
Qi|34532272 unnamed protein product (homolog of CCDC144A protein) 56,3 12 21,9
Qi|21754902 unnamed protein product (homolog of Zinc finger protein 781) 17,8 7 48,7
0i|57471648 vimentin 26,8 8 38,2
wBP4_HUMAN WW domain-binding protein 4 42,5 7 15,7
ZN224 HUMAN Zinc finger protein 224 82,2 10 19,4
gi|74355161 Zinc finger protein 624 85,6 11 22,5

1. Tablazat: A 2000 éves oszteoszarkdmas mintabdl azonositott fehérjék.
(Mascot score > 50)
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Az egészséges (kontroll), a patologias (tuberkuloid) valamint az
oszteoszarkdmas mintakat statisztikai analizis segitségével tudtuk elkiloniteni, kettd,
a vizsgalt oszteoszarkbmas csontmintabdl szarmazo csucs segitségével (m/z 1180,
1385). Az oszteoszarkdmas mintak statisztikai profilja Iényegesen eltért a masik két

vizsgalt csoporttél (1. abra).

Pk 62. 1385 Da

~ X X

T
0 200 400 600 800 1000 1200
Pk 23 1180 Da

1. abra: A kulonb6zé mintacsoportok nem—parametrikus Wilcoxon statisztikai
analizise. Oszteoszarkémas (zdld), egészséges, kontroll minta (piros) és tuberkuloid
(kék) minta csoportok klaszter analizise, az m/z 1180 és 1385 csucsok alapjan. Az x

és y tengelyek a peptid csucsok relativ intenzitasat mutatjak.
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Tuberkulozis

Kutatasaink tovabbi célja 6&si, mikobaktériumbdl szarmazd fehérjek régeészeti
csontmintakbdl valdé azonositasa volt. A kivagott protein bandeket tripszinnel
emeésztettlk, az igy kapott peptideket pedig MALDI TOF/TOF MS
tomegspektrometrias mérésnek vetettik ala. A mikobaktérium specifikus fehérjék
azonositasa PMF keresés illetve a triptikus peptidek szekvenciaja alapjan tortént,
mely minden vizsgalt, tuberkulézisos régészeti csontminta esetén sikeres volt. A
legrégebbi csontminta (Bélmegyer-Csomoki domb) proteomikai analizisének

eredményeit a 2 tablazat tartalmazza.

Theoretical . Sequence
Protein ID Accession no. MW Mascot | Peptides coverage
score matched

(Da) (%)
?ﬁe?gg)aetﬁ:ﬁ;gg: gi|15607873 20113 263 14 65
H{&"iﬁiﬁifggﬁ'” gi|254232569 50448 71 8 15
LysR fam'(',{/ltrt"’l‘;k‘)s‘;gﬂfg’g:‘)' regulator | 115607518 33616 68 8 29
Z‘jﬁiﬂ‘é@gﬁ';gg‘;‘; gi|260187090 111734 113 19 25
Tra”s'a(t,'\jl’”tl:”b'g?g&gsf?s‘;tor IF-2 gi215431780 54012 95 10 32

2. Tablazat: Az Bélmegyer-Csomoki domb 65.sirjabol szarmazé régészeti

csontmintabdl azonositott mikobakterialis fehérjék proteomikai paraméterei

Ezen mintabdl tobb mikobaktériumbdl szarmazoé fehérjét is azonositottunk, agymint
adenilat kinadz, LysR csaladba tartozé transzkripcidos szabalyzé fehérje, putativ
helikaz, transzlacié iniciator faktor IF-2 fehérje, valamint szintén a vizsgalt

baktériumbdl szarmazé hipotetikus fehérje.
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A masik két régészeti csontmintabdl (Csongrad-Ellés valamint Bacsalmas-
Homokbanya) szarmazd proteomikai eredmények 3. és 4. tablazatban talalhatok.

A vizsgalt mintakbol tobb mikrobakteridlis enzimet (katalaz-peroxidaz-
peroxinitritaz-T katG, dehidrogenaz/reduktaz, fumarat reduktaz flavoprotein alegység,
glikozil transzferaz, oxidoreduktaz, peptid szintaz nrp) valamint egyéb mikobakterialis

szabalyzo6- és hipotetikus fehérjét sikerllt azonositanunk.

Theoretical

. Sequence
. MW Mascot Peptides
Protein ID Accession no. score matched cov(g/r;age
(Da) ’
Catalase-peroxidase-peroxinitritase-T
katG 0i[219557862 51220 62 8 24
(M. tuberculosis)
Fumarate reductase flavoprotein
subunit gi|15608690 63723 163 18 34
(M. tuberculosis)
Hypothetical protein
0i|15843166 37267 85 10 28
(M. tuberculosis)
Oxidoreductase
0i|15610689 36808 86 10 28
(M. tuberculosis)
Peptide synthetase nrp
0i|254233496 269241 122 23 11
(M. tuberculosis)

3. Tablazat: Csongrad-Ellés 183. sirbdl szarmazé régészeti csontmaradvanybdl

azonositott mikobakterialis fehérjék proteomikai paraméterei.
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Theoretical Sequence
. Accession MW Mascot | Peptides q
Protein ID coverage
no. score matched (%)
(Da) °
Dehydrogenase/reductase

0i|218751933 32749 101 10 40

(M. tuberculosis)

Fumarate reductase flavoprotein
subunit .

0i|15608690 63723 113 15 30

(M. tuberculosis)

Glycosyl transferase

0i|218754716 20715 91 9 47

(M. tuberculosis)

Hypothetical protein

0i|215428650 36324 93 12 31

(M. tuberculosis)

Regulatory protein
0i|126436787 28284 119 8 43

(M. sp. JLS)

4. Tablazat: Bacsalmas-Homokbanya 39. sirb6él szarmazé régészeti
csontmaradvanybél azonositott mikobakteridlis fehérjék proteomikai

paraméterei.

A proteomikai profilok kozotti kalonbség egyik f6 oka valdszinilsithetéen a
tuberkuloid csontmintak kulonb6zé eredete és eltérd kora.

A morfoldgiailag egészséges kontroll mintakbdl tobb kalonbdzé tipusu keratint
illetve kollagéneket azonositottunk, azonban tuberkuldzisra utald fehérjét egyik
mintabdl sem tudtunk kimutatni.

A tandem tdmegspektrometria alkalmazéasa (aminosav szekvencia
meghatarozas), idealis eszkdz lehet a kuldonbdz6 fajok egymastdl vald elkulonitésére.
Az 6sszes azonositott bakteridlis fehérje, kizarélag human patogén mikobaktérium
fajpol szarmazott, kdvetkezésképp a talajpan el6forduld mikobaktériummal vald
szennyezés kizarhat6 a kulonb6zd aminosav szekvenciakat figyelembe véve. A fajok
szerinti elkulonités kdénnyen megvaldsithatd, ha a kapott aminosav szekvencia

toredékek alapjan homologia keresést hajtunk végre (NCBI BLAST szoftver).
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Uj eredmények dsszefoglalasa

Egyedulallo extrakcios eljarast fejlesztettink ki, mely lehet6éveé teszi
kulonboz6 jellegl betegségekhez (tumor illetve baktérium altal okozott
fert6zés) kothetd protein biomarkerek kinyerését.

A betegségekre jellemz6 biomarkereket, tomeg szerint, SDS PAGE
geélelektroforézis segitségével elkulonitettuk.

A kontroll, morfologiailag egészséges mintaktdl eltérd, intenzivebb
fehérjesavokat a gélbdl kivagtuk, tripszinnel emeésztettik, a kapott
triptikus peptideket MALDI TOF/TOF MS PMF illetve MS/MS
tomegspektrumok alapjan analizaltuk.

Tébb kulénb6zé tumor biomarker fehérjét (ANXA10, BCL2, DJ1, DLCA1,
HSP béta-6, RhoGTPaz-aktivald protein 7, S100A11, transzferrin, VIM)
sikerult azonositanunk, egy kozel 2000 éves oszteoszarkbmas
csontmaradvanybol, az MS illetve MS/MS témegspektrumok alapjan,
Mascot fehérje adatbazis keres6 szerver alkalmazasaval.

Az irodalomban szintén el6szor, kutatécsoportunknak sikerdlt
Mycobacterium tuberculosis fert6zésre jellemz6 fehérjék leirnia
paleopatolégias mintakbol, MALDI TOF/TOF MS mérést kovetd
adatbazis keresés alapjan.

Bemutattuk, hogy az oszteoszarkomas, egyéb patoldgias (tuberkuloid)
illetve a nem-patolégias (kontroll) mintacsoportok statisztikailag

egyedulallok, ezaltal egymastdl elkulonithetdk.
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