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PROTEOMIC DIFFERENTIATION OF BONES OF VARIOUS ANIMAL SPECIES

Vertebrate bones or their fragments are, together with fragments of ceramic vessels, among the most common finds

at archaeological sites in the Czech Republic. There has been an increased interest in determining the animal origin

of bones both in the field of archaeology and palaeontology, as well as in the field of food safety or criminal investigations.
Methods based on proteomic analysis are also used today to identify animal species of the given material. In the case

of archaeological bone samples, this is ZooMS (Zooarchaeology by Mass Spectrometry), where the basis is the analysis

of collagens, which represent the most abundant bone proteins. Recent bones from nine animal species and three bones
dated to the Early Middle Ages were analysed. The samples were enzymatically cleaved, and the resulting peptides were
analysed using the MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of Flight) mass spectrometry
technique. The evaluation of the mass spectra was carried out using the mathematical method of PCA

(Principal Component Analysis).
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Uvod

O metodu, ktera by umoznila identifikaci zvifeciho druhu kosti (véetné
jejich fragment( a dlomkd), je zdjem nejen v oboru archeologie

i paleontologie, ale také v oblasti bezpe¢nosti potravin (napf. pfi
padélani a falSovani surovin, kontrole dodrZovéni obchodnich norem)
a v rdmci forenzniho zkoumani kostnich vzorkd. V archeologické
praxi kosterni poziistatky obratlovcl (pocitaji se do toho savci, ptéci,
plazi, obojZivelnici a ryby) pFedstavuji nejhojné&j3i organické nalezy

na archeologickych lokalitach. Identifikace zvifeciho pivodu kostnich
vzorkd je dileZita napt. pro posouzeni klimatickych podminek v minu-
losti, pochopeni postupil chovu v dané lokalité nebo pro zjisténi vlivu
lidské ¢innosti na Zivotni prostfedi v historickych dobach.!"!

Identifikace kosternich nalezd se zpravidla provadi na zakladé charak-
teristickych morfologickych znakd, ale fragmentarni zbytky tyto znaky
v nékterych pfipadech nemaji. Metody na zakladé analyzy DNA se
¢asto pouzivaji pro uréeni zvitecich druhd,!?! aviak tento zptsob
identifikace je velmi obtizny, pfipadné neni ani proveditelny. Molekuly
nukleovych kyselin jsou totiz pomérné nestabilni a jejich struktura
méZe byt poruena riiznymi vlivy vnéjsiho prostiedi (vysokou teplotou,
chemickymi latkami, vlhkosti) a vlivem &asu.l**! Archeologické vzorky
mohou byt také kontaminovany exogenni DNA nachézejici se na
pouzivanych nastrojich, rukavicich, rypadlech, taktéZ v3ak v rémci celé
fady pfirodnich faktord, které ¢lovék neovlivnil atd.!*!®!

OBR. 1 Procentualni porovnani podobnosti kolagenu typu | u savci; svétle Sedou
barvou je vyznacena podobnost pro fetézce alfa-1, bilou - pro Fetézce alfa-2. Bos
(cow) - krava, Ovis (sheep) - ovce, Sus (pig) - vep¥, Felis (cat) - kocka, Canis (dog) -
pes, Myotis (bat) - netopyr, Ictidomys (squirrel) - veverka, Mus (mouse) - my3,
Rattus (rat) - potkan, Nomascus (gibbon) - gibon, Pan (chimpanzee) - Simpanz,
Homo (human) - &lovék. Zdroj: Buckley, Zooarchaeology (pozn. 14).

Ovis St_«s Felis | Canis | Myotis Ictia!omys Mus Rattus No_mascus (cf:;z:lp_ Homo
(sheep)| (pig) | (cat) | (dog) | (bat) | (squirrel) [(mouse) | (rat) (gibbon) anzee) (human)

956 | 93.8 | 94.0 92.2 92.3 90.4 91.3 93.5 93.5 933

93.6 | 939 92.0 91.9 89.8 90.5 93.5 93.5 933

Sus 98.0 95.6 91.8 94.1 91.3 92:1 94.3 94.2 94.2

Felis 98.2 97.8 92.4 94.6 91.4 92.7 94.7 94.6 94.6

Canis 98.3 Gl || CEI 94.6 915 92.7 94.5 94.6 94.6

Myotis 96.9 | 969 [ 97.0 | 97.8 90.5 91.6 92.1 923 92.1

Ictidomys | 97.4 | 97.3 | 974 | 98.0 | 979 94.8

Mus OS98I0 ST ROS 7N IIO6 28 I 61l 9515
Rattus 96.1 | 96.1 | 96.1 | 96.5 | 96.4 96.0
Nomascus | 98.1 [ 98.0 [ 984 | 984 | 985 97.1
Pan 983 | 981 | 981 | 984 | 985 96.8
Homo OB S| IO ROSHIN ORIAE WORLS 96.8
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Proteiny jsou slibnym prostfedkem pro identifikaci Zivocisného piivodu
kostnich vzorkd. Kolageny (zejména kolagen typu I) jsou dominant-
nimi proteiny v kostech obratlovct. Tyto bilkoviny maji vysoky obsah
glycinu (Gly), tfetinu prolinu (Pro) a stejné mnoZstvi hydroxyprolinu
(HyPro). Molekula kolagenu se skladé ze tFi viaken (tzv. o-fetézcd)
obsahuijicich kolem 1000 zbytkd aminokyselin.!®!”! Jednotlivé o-fetéz-
ce (napk. alfa-1 a alfa-2) se lidi zastoupenim jednotlivych aminokyselin
a jejich posttransla¢nimi modifikacemi.lé! Kolagenové vldkna chréani
pfed degradaci a negativnimi vlivy vn&jsiho prostiedi mineralni ,plést”,
ktery je umistény na jejich povrchu. Ten zpisobuje, Ze protein je
odolny jak via¢i vysokym teplotam a vihkosti, tak i viidi starnuti.!®!®!

V soucasné dobé se pro identifikaci Zivocisného pivodu kolagenu ¢im
dél tim Casté&ji vyuzivd hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry,
MS), 111111 kterd umoZiiuje zmé&Fit hmotnost molekul peptidd a identi-
fikovat v nich pfitomné aminokyseliny. Na zakladé této techniky byla
vytvofena metoda peptidového mapovéni (Peptid Mass Fingerprint).
B&hem analyzy vznikaji pro kazdy piitomny protein, pomoci enzyma-
tického 3tépen, specifické peptidové fragmenty tvofici peptidovou
mapu neboli otisk prstu, ktery je charakteristicky pro kazdy jednotlivy
protein./"2!

V piipadé uréovanf zvifeciho druhu kosti ziskanych v rémci archeo-
logickych vyzkumd se tento pFistup nazjvé ZooMS (Zooarchaeology
by Mass Spectrometry) a charakteristické peptidy (markery) pochézi
z kolagenu typu |, ktery je dominantnim kostnim proteinem.!1013
Metoda je méné nachylna k problémim kontaminace (na rozdil od
technik zaloZenych na analyze DNA) a vyZaduje mald mnoZstvi vzorku
(4-10 mgq kosti). ZooMS dokaze identifikovat zviteci druh z fragmentti
kosti, tavené masokostni moucky nebo kostnich vzorkd ziskanych pfi
archeologickych vyzkumech, prestoze savéi kolagen typu | (Fetézce
alfa-1 a alfa-2) mé vysoky stuperi mezidruhové podobnosti [Obr. 1],

OBR. 2 Princip metody Zooarchaeology

by Mass Spectrometry; zviteci piivod vzorku F M
maze byt identifikovén na zékladé rozdilu “’
v hmotnosti peptidu (m/z) zpisobeného

substituci aminokyselin. Zdroj: Collins et al.,
ZooMS (pozn. 13).
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OBR. 3 Kosterni nalezy z archeologickych
vyzkumi datovanych do 9. stoleti aZ prvni polo-
viny 10. stoleti a 18. stoleti. Foto: Alena Meledina

Metoda se skladé ze tfech krokd, které jsou uvedeny na Obr. 2.

Na zad4tku jsou vzorky 3tépeny enzymem (obvykle trypsinem), a poté
jsou vzniklé peptidy izolovany. Nasleduje méreni pomoci techniky
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/lonization - Time of Flight).!"°"?l Ve své studii Hickinbotham

et al. pouZili ZooMS k Zivocisné klasifikaci pergamentd z exemplare
Evangelia podle Lukase, které bylo sepsano kolem roku 1120 n.l.

Zde se podafilo uréit spravné pivod 80 z 81 vzorkd.!™!

V této préci bylo testovano proteomické rozliSeni recentnich kosti
deviti Zivocisnych druhd a kostnich fragmentd datovanych do 9.-10.

a 18. stoleti. Analyza vzorkd byla provedena pomoci techniky hmot-
nostni spektrometrie MALDI-TOF a ziskana hmotnostni spektra byla
déle vyhodnocena pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA, Principal
Component Analysis).

7 ws

Experimentalni cast
Vzorky

Analyzované recentni kostni vzorky kapra, krélika, kravy, krity, kura,
ovce, psa, pstruha a vepre véetné jejich zdrojl jsou uvedené v Tab. 1.
Zviteci kosti ziskané na zékladé archeologického vyzkumu [Obr. 3]
(dodany PhDr. Petrem Men3ikem, Ph.D., ze Zapado&eské univerzity
v Plzni) jsou datované do 9.-10. a 18. stoleti a pochazi z vysinné
opevnéné lokality na k. 4. Katovice!"®! a lokalit mé&stského cirkevniho
prostfedi jimky v prostoru klaStera na k. 4. v Plasich (Plasy, jimka).
Vzorky [Tab. 2] byly o&islované a jejich zvifeci pivod byl dodavatelem
sdélen az po dokondeni prace.

Kosti byly vrtany modelaiskou vrtatkou a ze ziskaného prasku bylo
pfipraveno pét navazek, kazdé o hmotnosti 5,0 + 0,5 mg. Kosti

z obou uvedenych archeologickych lokalit byly zpracovany analogic-
kym zpGsobem.

Pfiprava vzorkid k méreni pomoci MALDI-TOF MS

Pracovni postup je uveden na Obr. 4. Ke kazdé navazce o hmotnosti

5,0 + 0,5 mg bylo pfiddno 200 pl 0,1M HCI pro odstranéni mineralni

slozky kosti. Demineralizace probthala pfi pokojové teploté po dobu
24 hodin. Vzniklé pelety byly resuspendovéany pomoci 400 pl 50mM

hydrogenuhli¢itanu amonného. Nasledna inkubace probihala pfi
65 °C po dobu 24 hodin. Ke $tépeni a analyze byl pouZit supernatant.
Vzorky byly 3tépeny trypsinem pfi teploté 37 °C po dobu ¢tyF hodin.
Vzniklé peptidy byly precistény pomoci mikrokolonky ZipTip C18,
jejiz reverzni faze je tvofena chemicky modifikovanym silikagelem
se zakotvenym alkylem obsahujicim 18 uhlikd (Millipore, Thermo

Fisher Scientific).

TAB. 1 Zviteci kosti pouZité pro pfipravu referenénich vzorkd.

Zvite PoufZita kost Zdroj

Kapr Zebra Makro

Kralik Stehenni kost Rohlik.cz

Krava Stehenni kost Reznictvi MUUU
Krita Stehenni kost Rohlik.cz

Kur Stehenni kost Rohlik.cz

Ovce Zebro a ¢ast pétere Reznictvi MUUU
Pes (pudl) Kost nartu Veteringrni klinika
Pstruh Zebra Makro

VepF Zebro Rohlik.cz

TAB. 2 Archeologické kostni vzorky.

Cislo | Zvite Lokace Datace
3 Vepf Katovice, sonda 5/A2, vrstva 5002, sektor A2, hradisté 9. - pol. 10. stol.
4 Kure Plasy, jimka ZK 44, vrstva 15, klaster 18. stol.
5 Kur Plasy, jimka ZK 41, vrstva 14, klaster 18. stol.

OBR. 4 Pracovni postup pouZity v této praci. Autor: Alena Meledina
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MéFeni vzorkd pomoci MALDI-TOF MS a zpracovavani dat pomoci
analyzy hlavnich komponent (PCA)

K 6 pl matrice (2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (DHB)) byly pfidany
2 pl vzorku. Obdobné byl smichén s matrici i standard (Pepmix), ale
v poméru 1 pl standardu a 6 pl matrice. Na ocelovou méfici desku
byly ve tfech opakovanich naneseny 2 pl vzorku a po 1 pl standardu.
Z toho vyplyva, Ze vzorek kazdého zvitete byl nanesen na desticku
15krat (5 navézek od vzorku byly naneseny ve tfech opakovanich).
Po vykrystalizovani smési byla destitka vloZzena do hmotnostniho
spektrometru MALDI-TOF/TOF (Autoflex Speed, Bruker Daltonics,
Némecko) a bylo na ni nastaveno napéti 19 kV. Pro méfenf byl pouZit
pozitivn{ reflektorovy méd s mezi detekce 900-4500 Da. Ziskana
spektra byla sumarizovana do jednoho vysledného spektra s po¢tem
3000 laserovych shotd.

K vyhodnoceni ziskanych spekter byl pouZit pocitacovy software
mMass a matematicky software R pro analyzu hlavnich komponent
(PCA) s vyuzitim skriptu multiMS-toolbox.!"71"®l Pomoci softwaru
ms-alone (mass spectrum analysis and data conversion tool) byla
extrahovana data z hmotnostnich spekter do soubor( ,peaklist”

a ,spectrum”. Nasledné probéhla normalizace dat za pouZiti softwaru
multiMS-toolbox pro sumarizaci v3ech pfirazenych pikd na stejnou
hodnotu. Tento krok umoznil sledovani zmén intenzit pikd u jednot-
livych vzorkd. Na zavér byla provedena samotné PCA analyza, ktera
transformuje pivodni proménné (v naem pfipadé hodnoty m/z

a intenzity pikd) do hlavnich komponent. Tyto komponenty popisuji
miru variability a rozptylu celého souboru dat. Komponenty jsou
uspoféadany tak, Ze prvni komponenta (PCT) obsahuje v&t3i ¢ast
informace o celkové variabilité dat. Kazda nésledujici komponenta

(PC2 a PC3) popisuje co nejvétsi ¢ast ze zbyvajici celkové variability.

Vysledky a diskuse

Na zacatku bylo zjistovano, je-li mozné odlisit od sebe vzorky recent-
nich kosti pochazejicich z rdznych zvitecich druhd (kapra, krélika,
kravy, krity, kura, ovce, psa, pstruha a vepie). Z Obr. 5 vyplyva, ze
po vyhodnoceni analyzou hlavnich komponent vzorky vytvofily Sest
nepfekryvajicich se skupin: preZvykavi sudokopytnici (krdva, ovce),
ptéci (krita, slepice), ryby (kapr, pstruh), krélik, pes a vept. Rozdily

v proteinovém, respektive v peptidovém sloZeni vzorkd zplsobuji
oddalenf jednotlivych skupin od sebe. Nasledné byly vyhodnoceny
pouze vzorky prezvykavych sudokopytnikd, kde se podafilo rozdélit
vzorky krévy a ovce [Obr. 6]. Poté byly zvl&st vyhodnoceny vysledky
ptakad, které se rozdélily celkem na dvé neprekryvajici se skupiny
[Obr. 6]. Nakonec, oddé&lené od ostatnich zvifat, byly vyhodnoceny
ryby, jejichZ vzorky také vytvofily dvé oddélené skupiny [Obr. 6].
Analyza hlavnich komponent hmotnostnich spekter z MALDI-TOF MS
ukazala dobré rozlideni mezi savci, prestoze kolagen typu | je velmi
konzervativnim proteinem.!"3!
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Predpokladem pro uréeni Zivocisného pavodu archeologického vzorku
bylo, jestli bude béhem analyzy hlavnich komponent zafazen do
nékteré skupiny vytvorené z referenénich vzorkd recentnich kosti.
Bylo proto rozhodnuto, Ze se pomoci PCA bude souc¢asné vyhodnoco-
vat jeden archeologicky vzorek spolu s vybranymi referen¢nimi vzorky
(napk. krélikem, krévou, kritou, kurem, ovci a vepFem). Jak je patrno
z Obr. 7, referenéni vzorek vepre (fialovy) a archeologicky vzorek &islo
3 (modry) se pFekryvaji. Z toho Ize usoudit, Ze tento vzorek pravdé-
podobné pochazi z prasete. Archeologicky vzorek ¢. 4 (je vyznacen
Zlutou barvou) a €& 5 (svétle modra barva) vytvorily klastry s referené-
nimi vzorky ptékd (slepici a kritou). Avak dal3i pokus zjistit pomoci
PCA, z jakého ptéka, jestli z kraty nebo kura doméciho, vzorky 4

a 5 pochazeji, nebyl uspokojivy. S ur¢itosti ale Ize oba archeologické
vzorky zafadit do skupiny ptékd.

Pro presnéjsi druhovou identifikaci archeologickych vzorkd ¢. 4 a ¢. 5
ze souboru hmotnostnich spekter recentnich kostnich vzorkd byly
vyhodnoceny charakteristické hodnoty m/z pro vybrané zviteci druhy
[Tab. 3]. Obé charakteristické hodnoty pro kura (1489,8 a 1620,9)
byly nalezeny v hmotnostnich spektrech archeologickych vzorkd, které
béhem PCA byly zaFazeny do klastru ptéka [Obr. 8]. Z toho Ize usou-
dit, Ze s velkou pravdépodobnosti oba vzorky maji ptivod spiSe z kura
nez z kraty. Spravné uréeni zvifeciho pivodu viech tfi archeologickych
vzorki bylo potvrzeno jejich dodavatelem, PhDr. Petrem Men3ikem,
Ph.D., ze Zdpadoceské univerzity v Plzni na zékladé vysledkd druho-
vého uréeni Mgr. Z. Stivové. Dale bylo upfesnéno, zZe vzorek 4 pochézi
z kufete, a vzorek 5 patif dospélému jedinci kura domaciho.

OBR. 5 Vysledky analyzy hlavnich komponent (PCA); rozd&leni vzorki recentnich kosti kapra, kralika, kravy, krity, kura, ovce, psa, pstruha a vepre.

Cervené ovaly vyznacuji klastry prezvykavych sudokopytniki (krévy a ovce), ptakd (kriity a slepice) a ryb (kapra a pstruha). Autor: Alena Meledina
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OBR. 6 Vysledky analyzy hlavnich komponent
(PCA); rozdé&leni jednotlivych klastri z Obr. 5
po odebrani ostatnich zviFat; (A) rozdéleni
vzorkd kréavy a ovce; (B) rozdéleni vzorki krity
a kura; (C) rozdéleni vzorki kapra a pstruha.
Autor: Alena Meledina
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OBR. 7 Vysledky analyzy hlavnich komponent (PCA);
(1) archeologicky vzorek éislo 3 (modra); (2) archeo-
logicky vzorek 4 (Zluta); (3) archeologicky vzorek 5
(svétle modra). Autor: Alena Meledina
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TAB. 3 Charakteristické hodnoty m/z ziskané pomoci MALDI-TOF MS pro zkoumané zviteci druhy; Zluté jsou vyznaceny hodnoty nalezené
v archeologickych vzorcich.

Zvite m/z
Kralik 974,7; 1235,8; 1437,9; 1452,9; 1502,0; 1632,3; 1841,1; 1948,2; 2027,3; 2129,4; 2525,5; 2727,6; 2836,7;
2957,9; 4219,7, 4477 ,4

Kréva 1493,1; 2781,7

Kur 1489,8; 1620,9

Krita 1438,8; 1622,9

Ovce 1503,1; 2485,6; 2501,6; 3414,4; 3496,3; 3535,6; 3652,5

Pes 1454,4; 2004,4; 2041,4; 2104,3; 2613,7; 2911,9; 2975,8; 3000,1; 4364,9

Vept 971,6; 1273,8; 1353,8; 1482,9; 1926,9; 1962,2; 2013,2; 2188,2; 2811,7; 2987,7; 3226,2; 3409,3; 4140,6
vzorek ¢. 4 |2 vzorek ¢. 5
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OBR. 8 Hmotnostni spektra archeologickych ZAavér
vzorkd €. 4 a €. 5; Cervené jsou oznadeny

charakteristické hodnoty m/z pro kura. | . L. ; . .
Autor: Alena Meledina Na zakladé dosazenych vysledkd Ize shrnout, Ze metoda MALDI-TOF

MS v kombinaci s PCA mé potencial pro analyzu archeologickych
kostnich nalezd, jelikoz tyto vzorky poskytuji rizné vysledky v zavis-
losti na svém proteinovém sloZeni. Proteiny zodpovédné za rozdéleni
vzorkd (zejména kolagen typu [) maji dlouhou Zivotnost, a diky tomu
je mozné analyzovat i vzorky archeologickych kosti pochazejicich

i z daleké minulosti.l"01"31

V této praci se podafilo prokazat, Ze pomoci metody MALDI-TOF MS
a analyzy hlavnich komponent (PCA) Ize rozlisit vzorky jak cerstvych,
tak i archeologickych kosti. Uréeni archeologickych vzorkd bylo prove-
deno na zakladé jejich zafazeni do pfislusné referen¢ni skupiny a nale-
zenim charakteristickych m/z hodnot. Podafilo se ur¢it, Ze archeolo-
gicky vzorek ¢. 3 pochézel z vepre (podle informace od dodavatele
vzorek skutedné pochézel z prasete). Pfi spoledné analyze Eerstvych
a archeologickych vzorkd kosti ptakd je sice nebylo mozné rozdélit
podle jednotlivych druhd, ale ptaci vzdy tvofili svij vlastni klastr
neprekryvajici se se vzorky savci. Archeologické vzorky ¢. 4 a ¢. 5 byly
pavodem ze slepice. Z toho vyplyva, Ze sou¢asné usporadani metody

Podékovani umozfuje rozlidit zvifeci plivod ptakd na drovni Eeledi (rodiny).

Tato préce byla podporena granty

pod spravou Interni grantové agentury

VSCHT - A2_FPBT_2023_034 nutné urdit charakteristické peptidy a jejich m/z hodnoty zodpovédné

a A1_FPBT_2023_001. za mezidruhové rozlideni pomoci LC-MS/MS (Liquid Chromatography
with tandem Mass Spectrometry).
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SUMMARY

PROTEOMIC DIFFERENTIATION OF BONES OF VARIOUS ANIMAL SPECIES

Determining the animal origin of bones is needed in the field of archaeology and palaeontology, as well as in the field
of food safety (checking compliance with commercial standards for meat and bone meal) and for forensic examination.

The goal of this work was to test the proteomic methodology suitable for differentiating the animal origin of bones based
on their protein composition.

This work dealt with the proteomic analysis of bone samples using the mass spectrometry (MS) technique - MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time of Flight). Ground bone samples after demineralisation were enzymat-
ically digested with trypsin and purified using reverse phase ZipTip C18. Mass spectra obtained from MALDI-TOF MS were
processed by PCA (Principal Component Analysis).

MALDI-TOF MS with PCA evaluation was able to distinguish recent bone samples from five species of mammals
(cow, rabbit, sheep, dog, and pig), two birds (chicken and turkey) and two fish (carp and trout). An animal species origin
of archaeological bones dating back to the Middle Ages was also identified.

From the obtained data, it can be concluded that this approach has the potential to determine the origin of bone samples
based on differences in their protein composition. This information can be used to determine the animal species from which
the found archaeological bone material comes.
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