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Zooarchaeology by Mass Spectrometry (ZooMS)

A) Oplgsning af proteiner fra knogleprave Kollagen er et protein som
1. Tilsaet 100 uL AmBic til raret med knogleprgven. Vortex praven i 5 L'”des | bindevaev, som fx
ud, knogler og brusk. Det
sekunder. bestar af peptidkeeder som
er arrangeret i lange fibre
10 . . . eller flader.
2. Markeér laget af jeres prgve med overstregningstuschen, der ligger Kollagen kan findes i
pé_ jeres bord. forskellige produkter sdsom
ansigtscremer, kosttilskud
og shampoo.
3. Aflever prgven i den grgnne holder pa bordet, hvor den skal sta Na&r kollagen oplgses
natten over ved stuetemperatur. gennem kogning kaldes det

gelatine. Gelatine bruges
bl.a. til at lave slik, cheese
Du skal nu arbejde videre med en ny prgve, som en anden elev tidligere cake og medicinkapsler.

har forberedt.
Skriv gruppens prgvenumre pa tjeklisten og marker laget med farvet overstregningstusch.

4. Vortex prgven 5 sekunder. Centrifugér prgven i 1 minut ved 13.000
omdrejninger/minut (rpm).

5. Sug langsomt de 100 uL AmBic (eller s& meget som muligt) op fra rgret uden at fa
knoglestykker med op i pipettespidsen. Kassér pipettespids med AmBic i
skraldespanden.

6. Tilseet 100 uL frisk AmBic til raret med knoglestykket og vortex 5 sekunder. Seet rgret
i varmeblokken ved 65° C i en time. Varmeblokken star pa bordet ved centrifugerne.

Knoglen blev fgrst renset med AmBic. Varmebehandling samt AmBic har derefter medfart,
at kollagen-proteinet nu er i en vandig proteinoplgsning.

B) Fordgjelse af protein til peptider
1. Brug den lille bord-centrifuge til at centrifugere rgret med trypsin i 5 sekunder.

2. Tilseet 5 uL trypsin direkte til vaesken i rgret med proteinoplgsningen. Brug samme
pipettespids til at suge vaesken op og ned i pipetten 5 gange. Slut af med at skyde
vaesken ud i rgret og kassér den tomme pipettespids.

3. Seet rgret med kollagenoplgsning i varmeblokken

ved 37° C i minimum 12 timer. Trypsin er en serinprotease som
katalyserer hydrolyse (klgvning) af

peptidbindinger ved carboxyl-enden
Trypsin-enzymet klgver/fordgjer kollagen-proteinet til af Lysine og Arginine. Trypsin findes
mindre dele (peptider). Prgven bliver faerdiggjort senere af naturligt i de fleste hvirveldyrs

fordgjelsessystem.
en anden klasse.
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Du skal nu arbejde videre med en ny prgve, som en

Grisens kropsdele havde mange muligheder til

anden elev tidligere har behandlet fra del A-B. Skriv brug i tidligere samfund. Hud/skind blev brugt

gruppens nye prgvenumre pa tjeklisten.

til pergament, sadler, seletgj, vinbeholdere,
tapet, mgbelbetraek, handsker og bogbind.
Skomageren brugte bgrster/har som sytrad.

C) Standsning af proteinfordgjelse ved pH-gendring Bleeren blev brugt til opbevaring af bl.a. fedt.
Den nye prgve du skal arbejde med har staet i

varmeblokken ved 37° C i minimum 12 timer. Kollagen-proteinet er nu klgvet til peptider. Det

er denne peptidoplgsning du skal arbejde videre med. Inden du far prgven med

peptidoplgsning er den blevet centrifugeret i 1 minut ved 13.000 omdrejninger/minut (rpm).

1. Tag et nyt, tomt eppendorf-rar med en hvid mzaerkat pa toppen.

2. Indstil en pipette pa 100 pL og sug langsomt veesken med kollagenoplasning op fra
dit pravergr, men uden at fa knoglestykker med op i spidsen. Overfar veesken til det
tomme eppendorf-rar.

3. Tag klistermaerket med pravenummeret af laget fra prgvergret (som nu kun
indeholder sma knoglestykker), og seet klistermaerket oven pa den hvide meerkat pa
rgret med selve kollagenoplgsningen (vaesken). Dette rar skal du bruge fremadrettet.
Det oprindelige rar med knoglestumperne kasseres.

4. Brug den lille bord-centrifuge til at centrifugere rgret med TFA i 5 sekunder.

5. Tilseet 10 yL TFA (syre) til peptidoplgsningen for at inaktivere trypsinet. Brug samme

Tilseetning af TFA medvirker
at trypsin bliver inaktiv. TFA
er desuden med til at ggre
vaesken mere kompatibel sa
peptiderne bedre kan binde
til sgjlematerialet i zip-
tippen, som er naeste skridt.

Aktiviteten af trypsin er hgjest ved neutral pH. Ved tilseetning af syre

pipettespids til at suge veesken op og ned i pipetten 5 gange. Slut af
med at bruge samme pipettespids til at suge en lille drabe (omkring
2 uL) fra peptidoplgsningen op i spidsen.

6. Dryp de 2 uL peptidoplgsning pa et lille stykke pH-

indikatorpapiret. Kassér pipettespidsen. Aflees _
For middelalderen var

pH-veerdien og notér denne pa tjeklisten. hestekad altid tilstede ved
offermaltider og hgijtider.

I middelalderen blev hesten
brugt i krigsfarelse og

inaktiveres trypsin, og derved standses klgvning af kollagen til peptider. senere brugte kongelige og

adelige mere elegante
heste til jagt og parader,

D) Isolering af peptider via Zip-tipping hvor den ansas som et
Pragven er nu en oplgsning af peptider og mange andre organiske og statussymbol. Efter

uorganiske elementer. For at isolere peptiderne, og “rengare” vaesken,

kristendommens indfarelse
blev det anset som

skal prgven igennem metoden Zip-tipping. ukristent at spise hesteked.

1. Sarg for at du har alle rar Kklar til brug (Praven med
peptidoplgsning, start-buffer, 2 x vaske-buffer, final-buffer og affaldsrer) sa du kan
udfare efterfglgende punkter i én bevaegelse. Du kan se forlgbet af zip-tipping vist i
tegningen pa naeste side.

2. Indstil en gul pipette pa 100 uL, tag en zip-tip pa pipetten. OBS! behold samme zip-
tip pa pipetten under hele del D!
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3. Sug startbuffer op i zip-tippen. Skyd veesken ud i rgret med ‘Affald’, men serg for at
filteret akkurat er deekket af buffervaeske.

4. Gentag punkt 3.

5. Sug vaskebuffer op i zip-tippen. Skyd veesken ud i rgret med ‘Affald’, men sgarg for at
filteret akkurat er deekket af buffervaeske.

6. Gentag punkt 5.

7. Placer zip-tippen i rgret med prgven med peptidoplgsningen. Sug op og ned 10
gange i vaesken, men sgrg for at filteret hele tiden er deekket af vaeske.
Afslut med at skyde vaesken ud af zip-tippen ned i rgret med peptidoplgsningen igen,
men sgrg for at filteret akkurat er deekket af vaeske. Nu er peptiderne bundet i filteret.

8. Sug vaskebuffer op i zip-tippen. Skyd veesken ud i
reret med ‘Affald’, men sgrg for at filteret akkurat er Zip-tipping er en mini-udgave af

deekket af buffervaeske. sgjlekromatografi, som er en teknik
der bruges til at isolere proteiner og
peptider. Peptiderne i oplgsningen er
9. Gentag punkt 8. hydrofobisk og bindes til det hvide
filter-materiale i zip-tippen. Der er

oo . . tilsat kemikaliet acetonitril til bade
10. Placer zip-tippen i raret med finalbuffer. Sug op og ned Startbuffer og Final (elueringsbuffer).

10 gange i veesken, men sgrg for at filteret hele tiden Acetonitril bryder hydrofobiske

er deekket af vaeske. Afslut med at skyde vaesken ud af | Pndinger, og serger for at peptider
L . . . ikke kan binde sig til zip-tippen.

zip-tippen ned i rgret med finalbuffer. Herefter kan zip-

tippen kasseres i skraldespanden.

11. Tag klistermeerket fra laget af raret med peptidoplgsning og saet det pa laget af final-
raret. Aflever final-raret til underviseren.

Zip-tippen blev klargjort med startbufferen saledes at sgjlematerialet blev frigjort for alle
bindinger. Startbufferen blev vasket vaek med Vaskebufferen, saledes at peptiderne kan
binde til sgjlematerialet ved gentagende gange at pipettere i peptidoplgsningen. Rester af
ubundne peptider og andre stoffer blev herefter vasket veek med Vaskebuffer. Peptidernes
binding til sgjlematerialet blev frigjort vha. bufferen i final. Nu er peptiderne fra kollagen
isoleret i finalbufferen og klar til videre forlab med massespektrometri.
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Ordliste

Acetonitril. Poleer organisk solvent. Kan oplgse en raekke ioniske og ikke-poleere

ACN stoffer. Acetonitril bryder bindinger mellem ikke-poleaere, hydrofobiske overflader
(peptiderne) og sgjlematerialet.

Ambic Ammoniumbicarbonat, NHsHCOs er ogsa kendt som hjortetaksalt. Ved hgj varme vil
AmBic Igsne proteiner fra laederet.

Aminosyre Molekyle der indeholder en aminogruppe og en carboxylsyregruppe (-COOH).

Buffer Veeske indeholdende forskellige kemikalier.

Centrifuge f\\?agzlr(ae}r hvor centrifugalkraften udnyttes til at bundfeelde vaesker eller komponenter
Er en blanding af ACN og TFA. Final buffer er en elueringsbuffer som sgrger for, at

Finalbuffer alle bindingerne mellem sgjlematerialet og peptiderne i zip-tippen brydes. Ordet
"eluering’ deekker over at udtreekke et @nsket stof.

Kollagen Protein der findes i bindeveev, som fx. hud, knogler og brusk. Bestar af peptidkaeder

g som er arrangeret i lange fibre eller plader.

MS Massespektrometri. Analysemetode hvor stoffer ionoseres og afskilles pa baggrund
af masse/ladningsforhold (m/z).

NaOH Natriumhydroxid eller kausisk soda. Staerk base der bruges som oplgsningsmiddel,
bl.a. i aflgbsrens til at oplgse har og fedt.

Pentid Sma keeder af aminosyrer, der er bundet sammen af peptidbindinger. Peptider

P bestar typisk af op til 50 aminosyrer.

Protein Store molekyler der er essentielle for alle levende organismer. Er bygget op af
aminosyrekaeder.
Er en blanding af ACN og TFA. Startbufferen er en forberedelsesbuffer som sgrger

Startbuffer for, at alle bindinger mellem sgjlematerialet og eventuelle peptidbindinger der matte
veere pa zip-tippen brydes.

TEA Trifluoroacetic acid, CF3COOH. Staerk syre der bl.a. bruges som pesticid. Sgrger
for at peptider nemmere binder til zip-tippen.

Trvpsin Enzym, der klgver proteiner til peptider via. hydrolyse. Findes i menneskers

yp tolvfingertarm, og bruges i forbindelse med fordgjelsen af proteiner.
3 - -
Vaskebuffer Izri1de_holder 0,1% TFA. Bruges til at vaske ACN og eventuelle kontaminanter ud af
p-tippen.

Vortex Apparat der bruges til at omryste mindre rar.
Zip-tippen fierner kontaminanter og gar, at peptiderne er i optimal tilstand til Masse

Zip Tip Spektrometri. Dette sker ved at hydrofobiske peptider bliver tilbageholdt i
sgjlematerialet indtil der elueres med acetonitril.

Z700MS Zooarchaeology by Mass Spectrometry. Metode til at undersgge kollagen i nogle

typer af organisk arkaeologisk materiale med henblik pa at artshestemme det.
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