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РЕФЕРАТ
Отчет 38 с., 7 рис., 2 табл., 19 источн, 3 прил.
МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ, ПЕПТИД, ЗООМС, ПРОТЕОМИКА, КОЛЛАГЕН
Объектом исследования является биоматериал (кости) овец с поселения бронзового века Токсанбай (Западный Казахстан).
Цель работы – охарактеризовать биомолекулы из археологических останков овец, найденных на территории Западного Казахстана, с помощью методов протеомики и молекулярной генетики.
Методы исследования. В процессе работы использовались такие методы, как выделение белков, метод электрофоретического разделения белков, ПЦР, масс-спектрометрический анализ.
Полученные результаты. В результате исследований была оптимизирована технология выделения белковой фракции из костного материала овец, а также оптимизирован протокол трипсинолиза белковой фракции в растворе для последующего получения масс-спектра триптических пептидов целевого белка – коллагена. Получены пептидные последовательности коллагена из сорока одного коллекционного образца древних овец с помощью масс-спектрометрии. Выделено палеоДНК из четырнадцати коллекционных образцов костных останков овец. Из четырнадцати образцов древних овец поселения бронзового века Токсанбай восемь принадлежали к гаплогруппе А (57%), пять – к гаплогруппе В (36%) и один – к гаплогруппе С (7%).
Новизна полученных результатов заключается в изучении белков и ДНК из костных останков овец, найденных в местах археологических раскопок поселений бронзового века Западного Казахстана.
Степень внедрения, основные конструктивные и технико-экономические показатели. Так как проект фундаментальный, степень внедрения результатов и основные технико-экономические показатели являются низкими.
Экономическая эффективность – так как у работы фундаментальная направленность ее экономическая эффективность является низкой.
Область применения – археология.


ТҰЖЫРЫМ
Есеп 38 бет, 7 сурет, 2 кесте, 19 әдебиет көзі, 3 қосымша
МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ, ПЕПТИД, ЗООМС, ПРОТЕОМИКА, КОЛЛАГЕН
Зерттеу нысаны – қола дәуірінің Тоқсанбай (Батыс Қазақстан) қонысынан алынған қойлардың биоматериалдары (сүйектері).
Жұмыстың мақсаты – протеомика және молекулалық генетика әдістерінің көмегімен Батыс Қазақстан аумағында табылған қойлардың археологиялық қалдықтарынан алынған биомолекулаларды сипаттау.
Зерттеу әдістері. Жұмыс барысында біз ақуыздарды бөлу, белоктарды электрофоретикалық бөлу әдісі, флюорометриялық анализ сияқты әдістерді қолдандық.
Зерттеу нәтижелері. Зерттеулер нәтижесінде қойдың сүйек материалынан ақуыз фракциясын бөліп алу технологиясы оңтайландырылды, сондай-ақ ақуыз-коллаген трипптикалық пептидтерінің масс – спектрін кейіннен алу үшін ерітіндідегі ақуыз фракциясының трипсинолиз хаттамасы оңтайландырылды. Коллаген пептидтерінің реттілігі масс-спектрометрияны қолдана отырып, ежелгі қойлардың қырық бір коллекциялық үлгілерінен алынды. ДНҚ қой сүйегінің қалдықтарының он төрт коллекциялық үлгілерінен бөлініп алынды. Қола дәуіріндегі Тоқсанбай қонысынан алынған ежелгі қойлардың он төрт үлгісінің сегізі А гаплотобына тиесілі (57%), бесеуі В гаплотобына тиесілі (36%), біреуі С гаплотобына тиесілі (7%).
Алынған нәтижелердің жаңалығы Батыс Қазақстанның қола дәуіріндегі қоныстардың археологиялық қазба орындарынан табылған қойлардың сүйектерінен алынған ақуыздар мен ДНҚ-ны зерттеу болып табылады.
Енгізу деңгейі, негізгі конструктивтік және техникалық-экономикалық көрсеткіштері. Жоба іргелі ғылымға қарасты болғандықтан, енгізу деңгейі қазіргі сатысында төмен.
Экономикалық тиімділігі – жұмыстың негізгі бағыты болғандықтан, оның экономикалық тиімділігі төмен.
Қолдану саласы – археология.
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ТЕРМИНЫ И Определения
В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями
	Гаплогруппа
	–
	группа схожих гаплотипов, имеющих общего предка, у которого в обоих гаплотипах имела место одна и та же мутация

	Ген
	–
	транскрибируемый участок хромосомы, кодирующий функциональный белок либо тРНК или рРНК

	Мутация
	–
	стойкое (то есть такое, которое может быть унаследовано потомками данной клетки или организма) изменение генотипа, происходящие под влиянием внешней или внутренней среды

	Полимеразная цепная реакция
	–
	метод молекулярной биологии, основанный на амплификации фрагментов нуклеиновых кислот in vitro

	Праймер
	–
	короткий фрагмент нуклеиновой кислоты (олигонуклеотид), комплементарный ДНК или РНК мишени, служит затравкой для синтеза комплементарной цепи с помощью ДНК-полимеразы, а также при репликации ДНК
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ 
В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения
ДНК		– дезоксирибонуклеиновая кислота
ЗКО		– Западно-Казахстанская область
мтДНК	– митохондриальная ДНК
МС		– масс-спектрометрия
МРС		– мелкий рогатый скот
ПЦР		– полимеразная цепная реакция
ЭДТА		– этилендиаминтетрауксусная кислота
TE		– Tris-EDTA (трис-ЭДТА)

ВВЕДЕНИЕ
[bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK7]Изучение палеонтологического материала с использованием молекулярно-генетических методов позволяет лучше понять эволюционные процессы, происходившие с людьми и сопровождавшими их животными в прошлом. Работы по изучению древних биоматериалов мамонта, мастодонта, лошади, собаки и др. были опубликованы в высокорейтинговых журналах Nature и Science, что еще раз подтверждает их важность и актуальность. Молекулярно-генетические исследования эволюции животных, в том числе и домашних, раскрывают нам основы механизмов отбора и появления новых пород.
В последнее время особое внимание уделяется методам изучения палеонтологического материала, не основанных на сопоставлении морфологических признаков. Эти молекулярно-генетические методы включают в себя анализ биомолекул ДНК и белков. Изучению древней ДНК посвящено большое количество работ, в том числе выполненных на археологическом материале, собранном в Казахстане [1-4]. Одной из таких работ было установлено, что на территории Северного Казахстана около 5,5 тысяч лет назад была впервые одомашнена лошадь. Именно с одомашниванием лошади кочевой образ жизни постепенно стал традиционным в степных зонах. Появление же одомашненных овец на территории Казахстана и их генетическое разнообразие не было изучено до настоящего времени. 
Биомолекулы ДНК и белков представляют собой биополимеры, состоящие из составных частей (нуклеотидов или аминокислот), расположенных в определенном порядке. Уникальность этих повторяющихся в каждом живом организме последовательностей позволяет определить его принадлежность путем считывания и сравнения биологической информации имеющимися техническими средствами, такими как секвенаторы или масс-спектрометры. Одним из преимуществ белкового анализа перед ДНК является более длительный временной диапазон исследуемого биоматериала, возраст которого может достигать сотни тысяч лет [5].
Сама концепция определения принадлежности биоматериала, основанная на изучении белковых последовательностей, имеет сравнительно недавнюю историю. Одним из основателей этого метода является Клаус Холлемейер (Саарский университет, Германия). Его исследовательская группа использовала масс-спектрометрию для обнаружения различий в последовательности белка кератина, выделенного из меха животных [6]. Кератин, который присутствует в больших количествах в волосах и перьях, подвергали трипсинолизу, а массы образовавшихся пептидов определяли с помощью масс-спектрометрии. Таким образом, создав библиотеки кератина, можно было определить, какое животное служило источником меха. Кроме того, Холлемейер и его коллеги успешно применили аналогичный метод для определения происхождения одежды 5300-летней ледяной мумии Эци [7]. Спустя некоторое время д-р Асара (Гарвардский университет, США) обратил внимание на белок коллаген, который является основным компонентом костной ткани. Коллаген (COL1) – это медленно эволюционирующий белок, состоящий из трех цепей, закрученных в тройную спираль. У млекопитающих и большинства других групп позвоночных две нити происходят от одного и того же гена COL1A1, а третья, нить COL1A2 является более быстро эволюционирующей. Доктор Асара и его коллеги извлекли и идентифицировали методом масс-спектрометрии фрагменты коллагена из костей мамонтов и мастодонтов, что показало перспективность этого белка при работе с археологическим материалом [8, 9]. 
ДНК-баркодинг был первым методом молекулярной идентификации, позволившим с помощью коротких генетических маркеров в ДНК определить принадлежность организма к определенному таксону [10, 11]. Использование метода идентификации белков для работы с древним археологическим материалом, в частности костными останками животного происхождения, стало возможным лишь недавно с развитием современных методов протеомики и масс-спектрометрии. Следует отметить, что среди методов, не основанных на сравнении морфологических особенностей организма, белковое штрихкодирование имеет преимущество перед генетическим анализом за счет большей сохранности целевого белка (например, коллагена) по сравнению с ДНК, которая более подвержена деградации с течением времени. Одним из ярких примеров, иллюстрирующих превосходство белкового метода, является палеопротеомный анализ челюсти человека в возрасте 160 тысяч лет [12]. Масс-спектрометрический анализ челюсти гоминина, найденной в центральном Китае в 1980 году, показал, что она принадлежит ныне вымершим денисовцам, в то время как анализ ДНК был невозможен из-за ее полной деградации. Несмотря на это, применение данного метода является наиболее эффективным в сочетании с ДНК-анализом, а также методами, основанными на изучении морфологических признаков.
Сегодня Казахстан располагает богатыми палеонтологическими ресурсами, опытными историками и археологами, а также современной материально-технической базой для молекулярно-генетических исследований. В настоящее время использование масс-спектрометрии и полимеразной цепной реакции для идентификации и систематизации костных останков особенно актуально. 
Наличие большого количества археологических памятников на территории Казахстана являлось основной предпосылкой для реализации данного проекта. В частности, Западный Казахстан был выбран в качестве одного из объектов исследования при работе над грантовым проектом МОН РК «Генетическая история овцы в Центральной Азии» (0389/ГФ4), выполненным в период 2015-2017 гг. Западный Казахстан – один из уникальных культурных центров бронзового века в Евразии. Именно здесь расположены уникальные поселения и могильники, культовые и ритуальные объекты бронзового века, такие как Токсанбайское городище. Поселение эпохи бронзы Токсанбай расположено на плато Устюрт Западного Казахстана и датируется второй половиной III - первой половиной II тысячелетия до н.э. Огромное количество остеологического материала, отложившегося в многометровых культурных слоях поселения, свидетельствует о том, что скотоводство и охота, связанные с сезонными миграциями охотничьих животных, составляли основу хозяйственной деятельности населения Устюрта в эпоху бронзы. Материалы изучения этих памятников уже давно прочно вошли в научный оборот, ежегодно пополняясь новыми открытиями и фактами.
Тема «Биомолекулярный анализ археологических останков овец из Западного Казахстана» является логическим продолжением грантового проекта МОН РК «Генетическая история овцы в Центральной Азии» (0389/ГФ4), выполненного в сотрудничестве с отечественными археологами РГКП «Институт археологии им А.Х. Маргулана», в рамках которого были собраны костные останки овец в местах археологических раскопок бронзового века. В ходе проекта был получен уникальный опыт работы с древней ДНК и проведения генотипирования методом ПЦР. Установлено преобладание гаплогрупп мтДНК А и В в исследуемых образцах древних овец из Западного и Центрального Казахстана. Изучение ДНК палеонтологических остатков костей овец вкупе с обширными палеонтологическими и историческими позволяет более точно определить происхождение домашней популяции овец, возможность проследить возможные пути их одомашнивания, определить, обладали ли древние скотоводы опытом и методами селективного отбора наиболее продуктивных пород овец. Эта информация особенно актуальна для среднеазиатского региона, в свете многовекового кочевого образа жизни проживающих здесь людей.
Необходимо более подробно остановиться на истории Западного Казахстана. Научные исследования Устюрта активизировались только во второй половине прошлого века. Археологические исследования в 90-е годы XX века установили, что пустынное плато было густонаселенным регионом в древности. Поселение Токсанбай расположено на выступах мыса края чинка, который граничит с солончаком Шомыштыколь. Под влиянием природно-климатических процессов происходило постепенное отделение мысов чинка от массива плато, превращение их в более или менее самостоятельные останцы. Подземные воды являются единственным источником водоснабжения территории, как в прошлом, так и в настоящем. Огромное количество остеологического материала, отложившегося в многометровых культурных слоях поселения, свидетельствует о том, что скотоводство и охота, связанные с сезонными миграциями охотничьих животных, составляли основу хозяйственной деятельности населения Устюрта в эпоху бронзы. В остеологическом материале поселения преобладают представители охотничьей и промысловой фауны. Также жители поселка питались мясом диких животных.
В рамках проекта проводился анализ белков и ДНК из археологических останков овец, найденных на территории Западного Казахстана, с использованием методов протеомики и генетики. Для этого с помощью масс-спектрометрии была проанализирована коллекция костных останков овец, ранее найденных в Западном Казахстане, а также проведено генотипирование полиморфизмов митохондриальной ДНК для определения гаплогруппы. Кроме того, проведено сравнение с результатами анализа костей овец поселения бронзового века Кент, находившегося в Центральном Казахстане.
Таким образом, для достижения прогресса в этом актуальном направлении была сформулирована главная цель нашего исследования и определены его задачи.
Цель проекта – охарактеризовать биомолекулы из археологических останков овец, найденных на территории Западного Казахстана, с помощью методов протеомики и молекулярной генетики.
В соответствии с поставленной целью, на 2020 год были запланированы следующие задачи (приложение А):
1) Оптимизировать протокол выделения белковой фракции из костной ткани.
В соответствии с поставленной целью, на 2021 год были запланированы следующие задачи (приложение А):
2) Получить пептидные последовательности целевого белка коллекционных образцов с помощью масс-спектрометрии.
3) Выделить палеоДНК из коллекционных образцов костных останков овец.
4) Опубликовать на основании полученных результатов не менее одной статьи или обзора в рецензируемом научном издании по научному направлению проекта, входящем в 1 (первый), 2 (второй) либо 3 (третий) квартили в базе Web of Science и (или) имеющем процентиль по CiteScore в базе Scopus не менее 50 (пятидесяти), либо находящейся в печати в указанных изданиях. А также опубликовать не менее 1 (одной) статьи в рецензируемом зарубежном и (или) отечественном издании с ненулевым импакт-фактором (рекомендованном КОКСОН).
Метрологическая обеспеченность НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований, прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах – ТОО «KazMedServiceGroup». Исследования проводятся на базе лаборатории протеомики и масс-спектрометрии, а также Национальной научной лаборатории биотехнологии коллективного пользования РГП «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК. Для выполнения данного проекта имеются необходимые соответствующие помещения и коммуникации. Лаборатории исполнителя оснащены всем необходимым оборудованием: масс-спектрометры Bruker Impact II и Microflex, платформы секвенирования нового поколения, ламинарные боксы, ПЦР-амплификаторы, центрифуги, секвенаторы, камеры для электрофореза, холодильники и морозильные камеры.
Патентные исследования. В результате проведенного патентного поиска на веб-ресурсе www.kazpatent.kz, содержащего реестр казахстанских патентов, способов биомолекулярного анализа древних костей найдено не было.
Промежуточный отчет за 2020 г. – инвентарный № 0220РК01539.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Выбор направления исследований
В настоящее время протеомика и масс-спектрометрия практически не используются в области археологических исследований, проводимых в Казахстане. Белковая дактилоскопия, основанная на масс-спектрометрии, может быть использована в сочетании с анализом ДНК для идентификации и изучения костей древних диких и домашних животных. Известно, что территория Казахстана была заселена людьми и сопровождающими их животными уже в бронзовом веке, о чем красноречиво свидетельствует большое количество археологических памятников и объектов, расположенных на территории Казахстана. Использование белковой дактилоскопии в этом проекте позволило охарактеризовать коллекцию костей, собранных ранее в поселении бронзового века Токсанбай (Западный Казахстан). На основе анализа митохондриальной ДНК определены гаплогруппы овец, а также проведен анализ полученной информации.
При достижении поставленных целей и задач использованы методы молекулярной биологии, масс-спектрометрии и протеомики. Для выполнения задачи создания библиотеки пептидных последовательностей целевого белка использовалась тандемная масс-спектрометрия LC-MS/MS, в частности, масс-спектрометр Impact II (Bruker). Первым шагом в этой задаче является трипсинолиз выделенной белковой фракции в растворе и очистка полученных пептидов. Для выполнения задачи получения пептидных последовательностей целевого белка из коллекционных образцов использовалась коллекция древних костных останков животных, ранее найденных на территории Республики Казахстан (Западный Казахстан). Ранее оптимизированный протокол выделения, основанный на использовании гуанидина тиоцианата и оксида кремния, был использован для выполнения задачи выделения палеоДНК из коллекционных образцов костных останков овец. Таким образом, древняя ДНК была выделена из коллекционных образцов костных останков овец. С помощью специфических праймеров и зондов были определены гаплогруппы митохондриальной ДНК отобранных образцов. Полученные данные были проанализированы.
Основная идея проекта заключается в использовании протеомики и генетики для комплексного изучения останков овец, ранее найденных в археологических памятниках Западного Казахстана. Для Казахстана использование масс-спектрометрии и полимеразной цепной реакции для идентификации и систематизации костных останков особенно важно, так как это позволит лучше понять процессы миграции животных и человека на территории Казахстана в эпоху бронзы.

2 Материалы и методы исследования
2.1 Коллекция биоматериала
Коллекция биоматериала, используемая в настоящей работе, была собрана в 2015-2017 гг. Сбор коллекции проходил в рамках проекта грантового финансирования «Генетическая история овцы в Центральной Азии» (0389/ГФ4), выполненного в сотрудничестве с отечественными археологами РГКП «Институт археологии им А.Х. Маргулана» в 2015-2017 гг. В частности, в 2016 г. была проведена совместная экспедиция к древнему поселению времен бронзового века Токсанбай (Бейнеуский район, Мангистауская область). Отобранные палеозоологом костные останки овец документировались, помещались в отдельные пакеты с замком и хранились в темном сухом месте. Всего был отобран 41 образец костных останков овец.

2.2 Выделение белковой фракции
Для подготовки поверхность образца кости протирали чистой тканью при необходимости смоченной водой. Затем с помощью низкоскоростного сверла был удален верхний слой кости. Затем отпиливали фрагмент кости размером около 1 см3. При работе с зубом корень зуба отсекали. Затем образец измельчали в мелкий порошок с помощью ступки и пестика. 200-500 мг порошка взвешивали и помещали в пробирку объемом 15 мл. Полученный порошок использовали сразу после приготовления.
Белковую фракцию выделяли следующим образом. Образец кости измельчался с помощью металлической ступки и пестика в мелкодисперсный порошок. Экстракция белка проводилась с использованием 75 мг костного порошка. Далее образец ресуспендировали в 1 мл 0,5 М ЭДТА pH 8,0 и инкубировали в течении ночи при 4°C при осторожном перемешивании. После центрифугирования в течение 15 мин. на максимальной скорости с охлаждением 4-8°C супернатант удаляли. Далее осадок дважды промывали 0,5 мл дистиллированной воды (аналитической чистоты), затем ресуспендировали в 800 мкл 50 мМ бикарбоната аммония pH 7,40 и инкубировали 24 часа при 75°C при осторожном перемешивании. На следующий день фракцию супернатанта собирали и хранили при -20°C (фракция A) после центрифугирования в течение 15 мин. на максимальной скорости с температурным режимом 4-8°C. Оставшийся осадок ресуспендировали в 800 мкл 50 мМ бикарбоната аммония pH 7,40 и дополнительно инкубировали в течение 24 часов при 75°C при осторожном перемешивании. После центрифугирования в течение 15 мин. на максимальной скорости при 4-8°C супернатант (фракция B) и осадок (фракция C) собирали отдельно и хранили при -20°C. Фракцию C ресуспендировали в 500 мкл 50 мМ бикарбоната аммония, pH 7,40.

2.3 Качественный и количественный анализ выделенных белков
Концентрацию белковой фракций оценивали с использованием спектрофотометра Nanodrop 1000 (Thermo) и набора для измерения концентрации белков Qubit Protein Assay Kit (Invitrogen), следуя инструкциям производителя. Для проведения электрофоретического анализа белков выделенные образцы растворяли в загрузочном буфере TruPAGE LDS (Sigma-Aldrich) с 10 мМ ДТТ, инкубировали в течение 5 мин при 90° С и наносили на 4-12% градиентный гель TruPAGE Precast Gels (Sigma-Aldrich). После разделения белков SDS PAGE гель окрашивали кумасси.

2.4 Масс-спектрометрический анализ
Масс-спектрометрический анализ включал трипсинолиз образцов в полиакриламидном геле, экстракцию образцов из полиакриламидного геля, очистку, проведение хроматографического разделения образцов градиентом H2O/ACN длительностью 75 минут, снятие масс-спектров образцов с ионизацией электрораспылением в режиме тандемной масс-спектрометрии MS/MS на квадрупольно-времяпролетном масс-спектрометре Impact II (Bruker).
Подготовка образцов проходила по следующему протоколу. Белковые бэнды в геле разрезались скальпелем на несколько частей, затем отмывались в растворе 10 мМ аммония бикарбоната/50% ацетонитрила при 37°C в течение 1 часа при постоянном перемешивании. Затем полученные фрагменты геля были регидратированы 100 мМ бикарбонатом аммония, содержащим 5 мМ ДТТ, с дальнейшей инкубацией при 60°С в течение 15 мин. Далее образцы обрабатывали 10 мМ бикарбонатом аммония, содержащим 100 мМ йодацетамид, инкубируя в течение 30 мин в темном месте со встряхиванием. Затем образцы геля инкубировали в 50 мМ бикарбонате аммония в течение 5 мин с последующим добавлением 100% ацетонитрила. Эту стадию повторяли дважды, чтобы удалить избыток йодацетамида из геля. Затем высохшие фрагменты геля регидратировали с использованием 50 мМ бикарбоната аммония, содержащего 10 нг/мкл трипсина, и инкубировали в течение 14 часов при 37°С.  После инкубации полученный раствор переносили в другую пробирку, а кусочки геля инкубировали с 50 мМ бикарбонатом аммония при 37°С в течение 15 мин. Затем оба раствора объединяли и сушили в течение 50 мин в концентраторе SpeedVac (Eppendorf) при 30°С, с последующим ресуспендированием в 10 мкл растворе, содержащем 0,1% трифторуксусную кислоту.
Перед масс-спектрометрическим анализом белков образцы очищались при помощи микроколонки ZipTip-C18 (Millipore) в соответствии с инструкциями производителя. Элюированные образцы высушивали в концентраторе SpeedVac (Eppendorf), ресуспендировали в 0,1% трифторуксусной кислоте и переносили в новые пробирки.
Для хроматографического разделения образцов использовали систему ВЭЖХ Ultimate 3000 RSLC nanoSystem с аналитической колонкой Acclaim PepMap С18 100 (150 мм х 75 мкм) (Thermo Scientific) и предколонкой Acclaim PepMap C18 100 (5 мм х 300 мкм, Thermo Scientific). Для анализа использовали растворители А и B (Растворитель A: 0,1% HCOOH в воде; Растворитель B: 0,1% HCOOH в 90% растворе ацетонитрила в воде). Скорость потока была установлена на значении 300 мкл/мин. Температура в отделении с аналитической колонкой поддерживалась на значении 60° C. Для калибровки прибора использовали калибровочную смесь для электроспрея (Agilent) в режиме расширенной квадратичной калибровки. 

2.5 Выделение и анализ ДНК
Выделение древней ДНК из костного порошка проводилось по методу Rohland N. [13]. Концентрацию ДНК измеряли на флуориметре Qubit (Thermo). Для длительного хранения образцов древней ДНК использовался температурный режим минус 80 0C.
Для определения нуклеотидной последовательности использовался амплификатор с детекцией в режиме реального времени CFX96 (Bio-Rad). В отдельных пробирках были приготовлены реакционные смеси на пять полиморфизмов контрольного региона мтДНК (15459, 15476, 15484, 15509 и 15512), позволяющие определить гаплогруппу мтДНК овцы. Реакционная смесь включала в себя сиквенс-специфические праймеры и зонды, показанные в таблице 2, 10-кратный буфер с (NH4)2SO4, 25 мМ MgCl2, смесь дНТФ (концентрация 2 мМ каждого), ДНК полимеразу и деминерализованную воду. Для каждого образца анализировались кривые накопления флуоресцентного сигнала по каналам VIC и FAM. Анализ результатов проводился с помощью программного обеспечения CFX Manager 3.1 (Bio-Rad). Наличие фрагментов ДНК овцы в выделенной суммарной палеоДНК проверяли посредством амплификации гена хемокинового рецептора-2 (CCR-2) посредством ПЦР в режиме реального времени на приборе CFX96 (Bio-Rad). Для этого использовались специфичные праймеры и зонды (FAM-CTGGGCTCCCTACAACATCGTCC-BHQ, F-CAAAGATTTCCTGGAAGGTGC, R-GTGATCATGATTGTCTACTTTCTCT).


3 Результаты и их обсуждение
Для сбора биоматериала совместно с сотрудниками филиала «Института археологии имени А.Х. Маргулана» в городе Нур-Султан в 2016 году была проведена экспедиция к древнему поселению эпохи бронзы Токсанбай (ЗКО). Сотрудники филиала археологии имеют большой опыт анализа палеонтологических источников и материалов по истории ЗКО, а также опыт использования, наряду с традиционными гуманитарными подходами, ряда естественнонаучных методов (палеогенетические исследования, радиоуглеродное датирование).
В результате экспедиции на месте археологических раскопок были отобраны костные останки овец. Отобранные костные останки относятся к бронзовому веку, что подтверждается радиоуглеродным анализом. Радиоуглеродный анализ образца из культурного слоя поселения, соответствующего уровню сооружений, возведенных в нижней части остатка после пожара, дал возраст (некалиброванный) 3780 + 80 лет назад. Образцы костей, взятые у мелких жвачных животных из слоя периода пожара, дали калиброванную дату 2133-2075 гг. до н. э., которая на сегодняшний день является самой древней из серии радиоуглеродных дат поселения. Всего было отобран 41 образец костей древних овец, как показано в таблице 1. Три фрагментированных кости, которые по результатам масс-спектрметрического анализа также принадлежали овце, в таблицу не включены. Хотелось бы отметить, что на месте раскопок было найдено на порядок больше костей МРС, но предпочтение отдавалось костным останкам, собранным в разных частях древнего поселения. Видовую идентификацию костей проводил к.б.н., зав. лабораторией исторической экологии Института экологии растений и животных (Екатеринбург) Косинцев П.А., который также принимал участие в экспедиции. На основе собранного материала были отобраны кости для выделения белков и палеоДНК. К началу выполнения текущего проекта была успешно выделена ДНК из восьми образцов древних овец поселения бронзового века Токсанбай.

Таблица 1 – Костные останки овец с поселения Токсанбай
	Название кости
	Квадрат
	Примечание

	1
	2
	3

	Пясть
	Г8-Д8
	Разборка бровки 220-230 см

	Зуб (нижняя челюсть)
	Г8-Д8
	Разборка бровки 220-230 см

	Зуб (нижняя челюсть) М1
	Г8-Д8
	Разборка бровки 230-240 см

	Карпальная кость
	Г8-Д8
	Разборка бровки 230-240 см

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3

	Берцовая кость
	Г8-Д8
	Разборка бровки 230-240 см

	Тазовая кость
	Г8-Д8
	Разборка бровки 230-240 см

	Нижняя челюсть
	Г9-Д9
	Разборка бровки 230-240 см

	Лучевая кость
	А9
	Под вертикальными плитами

	Зуб (отдельно)
	А'9
	Под вертикальными плитами

	Метаподий
	Г8-Г9
	Разборка бровки 220 см, 
светло-коричневый суглинок

	Лучевая кость
	Г8-Г9
	Разборка бровки 220 см

	Лопатка
	Г9-Д9
	Разборка бровки 230-240 см, в горизонтальной кладке

	Лучевая кость
	А'9
	Зольно-костный слой 520 см

	Метаподий (нижний эпифиз)
	Г8-Д8
	Разборка бровки 170 см, светло-коричневый суглинок

	Зуб (нижняя челюсть)
	А'9
	530 см, под вертикальными плитами

	Плюсна
	Г8-Г9
	-

	Берцовая кость
	Г8-Д8
	-

	Лучевая кость
	Г8-Д8
	-

	Метаподий
	А'9
	520-530 см

	Таранная
	А'9
	525-530 см

	Таранная
	А'9
	520-530 см в светло-коричневом с золой слое

	Таранная
	А'9
	Разборка бровки 220-230 см

	Зуб
	Г8-Д8
	Разборка бровки 170 см

	Зуб
	Г8-Д8
	Разборка бровки 190-200 см

	Лучевая кость
	Г9-Д9-Г8-Д8
	Разборка бровки под вертикальными плитами 250-260 см

	Таранная
	А'8-А'9
	Бровка в съехавшей кладке, в светло-коричневом с золой слое

	Зуб
	А'8
	В съехавшей кладке, в светло-коричневом с золой слое

	Таранная
	А'9
	В съехавшей кладке, в светло-коричневом с золой слое

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3

	Таранная
	А'9
	525-530 см

	Таранная
	А'9
	530 см под кладкой

	Таранная
	Г8-Г9
	Разборка бровки 200-210 см

	Плюсна
	Г8-Д8
	Разборка бровки 190-200 см

	Пяточная
	Г8-Д8
	Разборка бровки 220-230 см

	Таранная
	А'9
	525 см. От основания нижней кладки 90 см

	Нижний моляр
	Г8-Д8
	Разборка бровки 260-270 см

	Таранная
	Г8-Г9-Д8
	Разборка бровки 250-260 см, под вертикальными плитами

	Таранная
	Г7
	310 см, восточная часть квадрата до кладки

	Лопаточная кость
	Г7-Г8
	Из отвала, разборка бровки



3.1 Оптимизация выделения белковой фракции из костной ткани
Для оптимизации выделения белковой фракции из костной ткани были отобраны два метода на основе проведенного анализа литературы. Метод №1 был описан van Doorn et al. в 2011 г. и заключается в использовании бикарбоната аммония без применения деминерализации костного материала [14]. Метод №2 был описан Cappellini et al. в 2012 г. и также заключается в использовании бикарбоната аммония [15]. Основным его отличием от метода №1 является проведения деминерализации костного материала до использования бикарбоната аммония. 
Выделение белковой фракции из образца лучевой кости проходило двумя методами в двух повторностях. Далее проводили электрофоретическое разделение выделенных образцов на градиентном полиакриламидном геле, как показано на рисунке 1. 
Более эффективным в плане выхода белка является метод №2. На полосах 4 и 5, где показана белковая фракция А, выделенная в двух повторностях, и полосах 7 и 8, где показана белковая фракция В, выделенная в двух повторностях, можно визуально увидеть наибольшее количество белка, который окрасился кумасси. Эти данные подтверждаются показаниями флуориметра Qubit. Интересно отметить, что белковые профили, полученные в результате электрофоретической детекции представлены в виде «шмеров». В первую очередь это можно объяснить частичной деградацией выделенных белков, чей возраст превышает 3500 лет. Для древних белков нехарактерны электрофоретические профили с отчетливыми, хорошо разрешенными полосами, характерными для интактных,
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1 – белковый маркер размером 10-250 кДа; 2, 3 – белковая фракция, выделенная по методике №1 в двух повторностях; 4, 5 – белковая фракция А, выделенная по методике №2 в двух повторностях; 7, 8 - белковая фракция В, выделенная по методике №2 в двух повторностях; 10, 11 – белковая фракция С, выделенная по методике №2 в двух повторностях

Рисунок 1 – Электрофоретическое разделение выделенной белковой фракции образца лучевой кости овцы А’9 двумя методами

свежеденатурированных белков [16]. Возможно, это связано со спонтанным расщеплением пептидного остова и образованием ковалентных поперечных связей между белками и, возможно, другими органическими соединениями, такими как углеводы и липиды. Деградация белков часто происходит из-за спонтанного неферментативного расщепления основной цепи пептида на карбоксильной группе аспарагина и глутамина.
После того, как протокол выделения белковой фракции из костной ткани по методу №2 был выбран наиболее оптимальным для проведения дальнейших работ по проекту был оптимизирован протокол трипсинолиза в растворе для получения триптических пептидов из выделенной белковой фракции. 
Для проведения трипсинолиза образцы растворяли в денатурирующем буфере (8 M мочевины, 2 M тиомочевины, 10 мM Tris-HCl, pH 7,5) и инкубировали в течение 20 минут при комнатной температуре. Далее для восстановления дисульфидных связей белков образцы инкубировали в растворе 5 мM DTT в течение 30 мин и затем проводили алкилирование, инкубируя образцы в растворе 10 мM йодацетамида при комнатной температуре в течение 20 мин в темноте. Пептиды после алкилирования были разбавлены раствором 50 мM бикарбоната аммония в соотношении 1:4; далее к образцам добавляли раствор трипсина (0,01 мкг трипсина на 1 мкг белка), и инкубировали их при 37°C в течение 12 ч. После проведения трипсинолиза реакцию останавливали добавлением муравьиной кислоты до финальной концентрации ее в растворе 5%. Далее полученные триптические пептиды были обессолены с использованием микроколонок С18 (Thermo), высушены в вакуумном испарителе, и хранились при -20°C. Трипсинолиз является необходимым этапом для последующего масс-спектрометрического анализа.

3.2 Масс-спектрометрический анализ
Масс-спектрометрический анализ проводился в двух режимах: режим MS и режим MS/MS. Сначала полученные пептидные смеси анализировали в режиме MS, что позволило получить пептидный фингерпринт тотальной белковой фракции костных белков древних овец. Пример масс-спектра триптического расщепления коллагена из археологического образца лучевой кости овцы показан на рисунке 2. Полученный фингерпринт можно использовать для определения видовой принадлежности ископаемых костей животных (зоомассспектрометрия, ZooMS), с помощью которой специалисты анализируют видовую принадлежность белка коллагена. Масса компонентов коллагена различается у разных видов, поэтому этот белок хранит «отпечаток пальца» данного вида в ископаемых костях.
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[bookmark: _Hlk84601248]Рисунок 2 – Масс-спектр триптического расщепления коллагена из археологического образца лучевой кости со специфическим для овец маркерным пептидом GPSGEP(Ox)GTAGPP(Ox )GTP(Ox)GPQ(De)GLLGAP(Ox)GFLGLP(Ox)GSR (m/z, 3034,6; заряд +1)

Помимо MS анализа, также был проведен масс-спектрометрический анализ в режиме MS/MS на приборе с режимом ионизации электроспрей. Всего был проведен анализ 41 набора спектров в программе DataAnalysis 4.1 и Mascot 2.6, созданы и проанализированы *.mgf файлы для каждого анализируемого образца. Для поиска совпадений была использована база данных NCBInr либо SwissProt. В результате были идентифицированы различные белки в образцах, и установлены их массы. 
Спектр MS/MS фрагментации родительского иона с m/z 1517,7413 и зарядом +2, принадлежащий пептиду GPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGFLGLPGSR, представляющему белок collagen alpha-2 (Ovis aries) представлен на рисунке 3. У этого пептида были идентифицированы посттрансляционные модификации, включая пять гидроксилированных остатков P (Ox) и один дезамидированный остаток Q (De), характерные для археологических образцов. Гидроксипролин является известной модификацией аминокислоты пролин, которая наиболее часто обнаруживается при анализе костного коллагена у всех видов животных. Коллаген относится к белкам животного происхождения, которые содержат остатки нестандартных аминокислот: около 21 % приходится на гидроксипролин.
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Рисунок 3 – Тандемный MS/MS масс-спектр со специфическим для овец маркерным пептидом GPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGFLGLPGSR

Дезамидированный глутамин является ранее описанной модификацией, которая была обнаружена при анализе древних костных останков. Дезамидирование глутамина (Q), является характерной модификацией археологических образцов [17].
Результаты идентификации белка коллагена, полученного в результате проведения масс-спектрометрического анализа образцов, представлены на рисунке 4 и 5. 
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Рисунок 4 – Идентификация белков в образце А’9 при помощи программы Mascot и базы данных NCBInr (показана первая группа совпадений по мере убывания Score)
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Рисунок 5 – Идентификация белков в образце А’9 при помощи программы Mascot и базы данных NCBInr (показана вторая группа совпадений по мере убывания Score)

При изучении протеомов дентина и костей овец была замечено преобладание коллагена 1-го типа (COL1) среди других белков [18]. Анализ последовательностей пептидов COL1 различных видов показал отличия по аминокислотам. Например, пептид из 33 аминокислот коллагена овцы и козы различался в двух положениях. Аминокислотная последовательность, пептидного маркера овцы с наблюдаемым m/z 3033,3±0,2 была идентифицирована как GPSGEOGTAGPOGTOGPQGLLGAOGFLGLOGSR (подчеркнутые аминокислотные остатки отличаются от остатков козьего пептида). Для сравнения, последовательность выделенного пептида из образцов домашней козы с наблюдаемым m/z 3093,3±0,1 в современных образцах (m/z 3094,3 в археологических образцах) был идентифицирована как GPSGEOGTAGPOGTOGPQGFLGPOGFLGLOGSR (подчеркнутые остатки отличаются от остатков пептида овцы). Данный метод был применим к древним образцам неолитического поселения на юге центральной части Турции [18]. Позже те же авторы расширили метод коллагенового масс-фингерпринтинга, дополнительно исследовав больше современных образцов таксонов, включая человека. Впоследствии разработанный метод применили на древних образцах неолитического поселения Домузтепе на юге Турции для идентификации костных останков [19].
При анализе полученных данных по всех исследуемых образцах костей овец был обнаружен пептидный маркер GPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGFLGLPGSR, по наличию которого можно утверждать, что видовая принадлежность собранного костного материала была определена правильно, и все кости в количестве 41 образца принадлежат овце. Во всех исследуемых образцах превалировало два белка. Это collagen alpha-1 и collagen alpha-2, оба принадлежащих виду домашняя овца (Ovis aries). Покрытие аминокислотной последовательности этих белков представлено на рисунках 6 и 7.
[image: ]
Рисунок 6 – Идентификация белка collagen alpha-1 (Ovis aries) в образце А’9 при помощи программы Mascot и базы данных NCBInr
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Рисунок 7 – Идентификация белка collagen alpha-2 (Ovis aries) в образце А’9 при помощи программы Mascot и базы данных NCBInr
Таким образом, в рамках выполненных работ был проведен масс-спектрометрический анализ белковых последовательностей образцов овец.

3.3 Анализ нуклеотидной последовательности ДНК овцы	
В дополнение к восьми образцам ДНК древних овец поселения бронзового века Токсанбай было проанализировано еще шесть образцов ДНК древних овец. Все четырнадцать образцов представлены в таблице 2 вместе с их гаплогруппами, установленными в результате генотипирования методом ПЦР в режиме реального времени.

Таблица 2 – Генотипирование ДНК древних овец с поселения Токсанбай
	Номер образца 
	15459
	15476
	15484
	15509
	15512
	Гаплогруппа мтДНК

	TKS-02
	C
	T
	G
	A
	T
	B

	TKS-04
	C
	T
	G
	A
	T
	B

	TKS-07
	C
	T
	G
	G
	T
	C

	TKS-08
	C
	T
	G
	A
	T
	B

	TKS-09
	T
	T
	A
	A
	T
	A

	TKS-10
	T
	T
	A
	A
	T
	A

	TKS-17
TKS-20
TKS-23
	C
T
T
	T
T
T
	G
A
A
	A
A
A
	T
T
T
	B
A
A

	TKS-27
TKS-31
	T
T
	T
T
	A
A
	A
A
	T
T
	A
A

	TKS-34
	T
	T
	A
	A
	T
	A

	TKS-39
	C
	T
	G
	A
	T
	B

	TKS-41
	T
	T
	A
	A
	T
	A



Эффективность выделения древней ДНК была подтверждена амплификацией гена домашнего хозяйства Ccr. Образцы со значениями порогового числа циклов (Ct) менее 35 циклов считались положительными. Четырнадцать ПЦР реакций дали положительный результат, а 27 реакций ПЦР были отрицательными. Таким образом, из 41 образца ДНК древних овец, подтвержденных коллаген-пептидным маркером, ДНК была успешно выделена из 14 образцов древних овец. Гаплогруппы митохондриальной ДНК были установлены с использованием пяти специфических зондов TaqMan, нацеленных на положения контрольной области мтДНК овцы 15459, 15476, 15484, 15509 и 15512 контрольного генома (AF010406). Результаты генотипирования были подтверждены прямым секвенированием указанного участка мтДНК (15391–15534). 
Из четырнадцати образцов древних овец поселения бронзового века Токсанбай восемь принадлежали к гаплогруппе А (57%), пять – к гаплогруппе В (36%) и один – к гаплогруппе С (7%). Гаплогруппы D и E в исследованных образцах не обнаружены.
Для того, чтобы понять, насколько отличается генетическое распределение древних овец в период бронзового века в Казахстане нами было дополнительно изучено 14 образцов из поселения бронзового века Кент, которое находится в Центральном Казахстане. В рамках исследования было проанализировано 14 костей древних овец поселения Кент. Данное поселение характеризуется одним культурным слоем.
Кент – одно из наиболее изученных поселений Бегазы-Дандыбаевской культуры. Памятник находится в 220 км к ВЮВ от г. Караганды и расположен в Кентском горнолесном массиве, на берегах реки Кызылкеныш. Он относится к культуре Бегазы-Дандыбай (Саргары-Алексеевка) и датируется XIV-X веками до новой эры.
В древности Кент был крупным культурно-хозяйственным центром.  Он имел сельскохозяйственную округу из шести небольших поселений.  На огромной для того времени площади располагались жилые дома, хозяйственные постройки, ремесленные (металлургические) кварталы, площадки для проведения общественных собраний и религиозных обрядовых действий. Вокруг города были устроены кладбища: обнаружено восемь могильников того же времени, что и Кент. Вероятно, возникнув как поселение достаточно многочисленной общины, Кент быстро разросся и стал крупным культурно-хозяйственным и административным центром. Экономической основой существования кентского общества было отгонное скотоводство и торговля металлом на большие расстояния.
Главными видами домашних животных в Кенте были овца – 51,5%, корова – 26,74%, лошадь – 18,42% (в процентах от общего количества костей, найденных при раскопках). Кентские охотники добывали диких животных: бык Bos cf. primigenius Boj., джейран Gazella subgutturosa Guld, сайга Saiga tatarica L., благородный олень Cervus elaphus L., косуля Capreolus capreolus L., лось Alces alces L., кулан Еquus hemionus Pall и других. 
Орудийный комплекс средств жизнеобеспечения и остеологические данные недвусмысленно указывают на скотоводство как основное хозяйственное занятие обитателей Кента. Для Кента реконструируется скотоводство отгонного типа. Пища была преимущественно мясной и молочной. В сосудах установлено содержание остатков молока жвачных животных. В Кенте найдены каменные плитки для растирания растительных продуктов, зернотёрки и бронзовые серпы для сбора урожая и заготовки корма для домашних животных.
Митохондриальная ДНК была успешно проанализирована в останках древних овец из двух поселений позднего бронзового века, расположенных в центральной и западной частях Казахстана. Распределение гаплогрупп было идентичным в исследованных поселениях, с преобладанием гаплогруппы A овец (57%), за которой следовали гаплогруппа B (36%) и гаплогруппа C (7%) в обеих областях.
Сходные закономерности распределения гаплогрупп в двух исследованных поселениях, расположенных на расстоянии 1500 км друг от друга, могут указывать на раннее появление овец в регионе. Оба населенных пункта были заселены скотоводами и охотниками. Поселок Токсанбай относится к Северо-Восточному Прикаспийскому региону, а Кент расположен в горах Кент, в 250 км к юго-востоку от города Караганда в центральной части Казахстана. Кент известен как быть самым большим поселением эпохи бронзы в Казахстане, тогда как Токсанбай – относительно компактное поселение. На обоих участках преобладали животные, адаптированные к кочевому образу жизни. Высокая доля овец и лошадей в этих двух поселениях приближает состав стада к видовой структуре современных кочевых стад в евразийских степях. Переход к кочевому скотоводству мог начаться в евразийских степях не в начале раннего железного века, а в позднем бронзовом веке.
Первым возможным источником интродукции домашних овец является Прикаспийский Кавказский регион, который считается одним из основных районов овцеводства после Плодородного Полумесяца. Раннее появление овец из Понтийско-Каспийской степи в Западный Казахстан скорее всего через Афанасьевскую культуру. Второй и более поздний источник интродукции может быть связан с маршрутом, исходящим из восточной части Центральной Азии. Оба источника скорее всего внесли свой вклад в генетическое разнообразие древних овец бронзового века в Казахстане.



ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Согласно поставленной цели и задачам исследования в 2020 гг. были получены следующие основные результаты:
На основе собранных образцов костного материала овец была оптимизирована технология выделения белковой фракции из костей, а также оптимизирован протокол трипсинолиза в растворе для получения масс-спектра триптических пептидов целевого белка – коллагена. Основным отличием выбранного метода выделения белковой фракции из костей является проведения деминерализации костного материала до проведения экстракции бикарбонатом аммония. Данный метод показал себя, как более эффективный в плане количественного выхода белка, что подтверждалось показаниями флуориметра. Таким образом, метод №2 был выбран, как наиболее оптимальный для проведения дальнейших работ, связанных с выделением белков из костей. 
Был проведен литературный обзор, включающий анализ опубликованных статей с целью поиска данных масс-спектрометрического анализа пептидных последовательностей образцов овец. Было установлено, что пептид из 33 аминокислот коллагена овцы и козы различался в двух положениях, что достаточно для точной идентификации вида.
Согласно поставленной цели и задачам исследования в 2021 гг. были получены следующие основные результаты:
Получены пептидные последовательности целевого белка коллагена из сорока одного коллекционного образца древних овец с помощью масс-спектрометрии. Выделено палеоДНК из четырнадцати коллекционных образцов костных останков овец. Из четырнадцати образцов древних овец поселения бронзового века Токсанбай восемь принадлежали к гаплогруппе А (57%), пять – к гаплогруппе В (36%) и один – к гаплогруппе С (7%). 
Согласно запланированным задачам исследования выполнены в полном объеме. По результатам исследований была подготовлена научная статья «Mitochondrial DNA analysis of ancient sheep from Kazakhstan: evidence for early sheep introduction», которая опубликована в журнале Heliyon, чей процентиль CiteScore по базе Scopus равняется 75 (Приложения Б и В).
Научно-технический уровень выполненного исследования является высоким, что подтверждается новизной данного научного направления. В частности, была показана возможность применения масс-спектрометрического анализа для идентификации древних костных останков.


Cписок использованных источников
[bookmark: _ENREF_1]	1 Damgaard P.D., Marchi N., Rasmussen S. et al. 137 ancient human genomes from across the Eurasian steppes // Nature. - 2018. - Vol.557, №7705. - P.369.
	2 Damgaard P.D., Martiniano R., Kamm J. et al. The first horse herders and the impact of early Bronze Age steppe expansions into Asia // Science. - 2018. - Vol.360, №6396. - P.1422.
	3 Fages A., Hanghoj K., Khan N. et al. Tracking Five Millennia of Horse Management with Extensive Ancient Genome Time Series // Cell. - 2019. - Vol.177, №6. - P.1419.
	4 Gaunitz C., Fages A., Hanghoj K. et al. Ancient genomes revisit the ancestry of domestic and Przewalski's horses // Science. - 2018. - Vol.360, №6384. - P.111-114.
	5 Rybczynski N., Gosse J.C., Richard Harington C. et al. Mid-Pliocene warm-period deposits in the High Arctic yield insight into camel evolution // Nature Communications. - 2013. - Vol.4. - P.1550.
	6 Hollemeyer K., Altmeyer W., Heinzle E. Identification and quantification of feathers, down, and hair of avian and mammalian origin using matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry // Anal Chem. - 2002. - Vol.74, №23. - P.5960-5968.
	7 Hollemeyer K., Altmeyer W., Heinzle E. et al. Species identification of Oetzi's clothing with matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry based on peptide pattern similarities of hair digests // Rapid Commun Mass Spectrom. - 2008. - Vol.22, №18. - P.2751-2767.
	8 Asara J.M., Schweitzer M.H., Freimark L.M. et al. Protein sequences from mastodon and Tyrannosaurus rex revealed by mass spectrometry // Science. - 2007. - Vol.316, №5822. - P.280-285.
	9 Schweitzer M., Hill C.L., Asara J.M. et al. Identification of immunoreactive material in mammoth fossils // J Mol Evol. - 2002. - Vol.55, №6. - P.696-705.
	10 Hebert P.D., Cywinska A., Ball S.L. et al. Biological identifications through DNA barcodes // Proc Biol Sci. - 2003. - Vol.270, №1512. - P.313-321.
	11 Lahaye R., van der Bank M., Bogarin D. et al. DNA barcoding the floras of biodiversity hotspots // Proc Natl Acad Sci U S A. - 2008. - Vol.105, №8. - P.2923-2928.
	12 Chen F., Welker F., Shen C.-C. et al. A late Middle Pleistocene Denisovan mandible from the Tibetan Plateau // Nature. - 2019. - Vol.569, №7756. - P.409-412.
13 Rohland N., Hofreiter M. Ancient DNA extraction from bones and teeth // Nat Protoc. - 2007. - Vol.2, №7. - P.1756-1762.
14 van Doorn N.L., Hollund H., Collins M.J. A novel and non-destructive approach for ZooMS analysis: ammonium bicarbonate buffer extraction // Archaeological and Anthropological Sciences. - 2011. - Vol.3, №3. - P.281.
15 Cappellini E., Jensen L.J., Szklarczyk D. et al. Proteomic analysis of a pleistocene mammoth femur reveals more than one hundred ancient bone proteins // J Proteome Res. - 2012. - Vol.11, №2. - P.917-926.
16 Cappellini E., Prohaska A., Racimo F. et al. Ancient Biomolecules and Evolutionary Inference // Annual Review of Biochemistry. - 2018. - Vol.87, №1. - P.1029-1060.
	17 Smith C.I., Chamberlain A.T., Riley M.S. et al. The thermal history of human fossils and the likelihood of successful DNA amplification // Journal of Human Evolution. - 2003. - Vol.45, №3. - P.203-217.
18 Buckley M., Whitcher Kansa S., Howard S. et al. Distinguishing between archaeological sheep and goat bones using a single collagen peptide // Journal of Archaeological Science. - 2010. - Vol.37, №1. - P.13-20.
19 Buckley M., Kansa S.W. Collagen fingerprinting of archaeological bone and teeth remains from Domuztepe, South Eastern Turkey // Archaeological and Anthropological Sciences. - 2011. - Vol.3, №3. - P.271-280.





ПРИЛОЖЕНИЕ A
Календарный план работ на 2020-2021 гг.
[image: ]
[image: ]
[image: ]


ПРИЛОЖЕНИЕ Б
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По результатам исследований были опубликованы следующие работы:
1 Tarlykov P., Atavliyeva S., Auganova D., Akhmetollayev I., Loshakova T., Varfolomeev V., Ramankulov Ye. Mitochondrial DNA analysis of ancient sheep from Kazakhstan: evidence for early sheep introduction // Heliyon. - 2021. - Vol.7, №9. - P.e08011. Процентиль по CiteScore в базе Scopus - 75.
2 Atavliyeva S., Tarlykov P. Paleoproteomics studies of ancient caprinae: a review // Вестник КазНУ. Серия биологическая. - 2021. - Vol.89, №4. В печати. Импакт-фактор по казахстанской базе цитирования - 0,043.
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