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1 Uvod

V archeologii se posledni dobou stale vice prosazuji analyzy orga-
nickych zbytka. Velkou oblasti vyzkumu na tomto poli je studium kerami-
ky, ve které se mohou uchovat zejména lipidy a proteiny (Craig — Collins
2000; Solazzo a kol. 2008). V této praci bych se struéné chtéla zminit
o obecné pouzivanych metodach pro analyzy organickych zbytku
z keramiky. Konkrétnéji je prace zaméfena na problematiku mlécnych
produktd. Uvadim prehled hlavnich dosazenych poznatk( na tomto poli,
zejména z evropskych vyzkumu a doplnuji je o vysledky vilastnich analyz
ziskanych z nékolika lokalit jihozapadnich a stfednich Cech. Diskutuji da-
ta, ktera potvrzuji pfitomnost mléénych zbytkl s daty z literatury na ar-
chaické (ancient) DNA, ktera prekvapivé prokazuji nemoznost traveni

laktézy u vétSiny obyvatel pravékych populaci Evropy.

1. 1 Cile prace

Prvnim cilem mé prace je zaméfit se na problematiku potravin
v archeologii, zpracovat vétSinu dostupnych informaci a utfidit je pfehled-
nym zpusobem. Béhem pInéni dalSiho cile, kterym je zajiStovani souboru
keramiky, se zaméfim na vypracovani nové a jednoduché metodiky pro
analyzy keramiky na pfitomnost mléénych zbytk( na bazi pfitomnosti pro-
teind a jeji aplikace na vzorky z naseho uzemi. Jedna se o nékteré inova-
ce pfi analyzach potravnich zbytki pomoci systému antigen-protilatka.
Pro testovani bude vybrana praveka keramika z obdobi, kdy je pouzivani
mlécnych produktl uz vSeobecné predpokladano, pfipadné i dolozeno
historicky a také bude jednorazové pouZita stfedovéka keramika. Analyzy
budou zaméfeny na dukaz pfitomnosti, & nepfitomnosti mléénych pro-
duktd na neolitické keramice, protoze tento dukaz potvrzujici zaCatky ze-

médélstvi na nasem uzemi zatim chybi. Prace se okrajové dotkne i pfi-
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pravy vzorkd pro méfeni na hmotnostnim spektrometru. Pfipravim vzorky,
které budou dale zpracovany pomoci hmotnostni spektrometrie, pro veri-
fikaci metodiky antigen-protilatka, pfimo z keramické matrix. Ziskana data
budou v ramci posledniho cile interpretovana z nékolika hledisek, zejmé-
na pro pochopeni nékterych aspektu, jak byla pavodni keramika pravdé-
podobné obecné pouzivana. V zavéru bude také diskutovana problemati-
ka vyskytu mléénych produktd na keramice v kontextu traveni laktozy.
Vyuziti ddkazi mléénych proteinl pro lepsi pochopeni funkce a ucelu né-
kterych konkrétnich nadob nebude cilem prace, ale predstavuje moznost

dalSiho vyzkumu.

2 Problematika potravin v archeologii

Bézné nalézané keramické artefakty, které jsou pouzivany v radé
archeologickych kontextl, slouzily plvodné pfevazné jako nadoby pro
pfipravu jidel a je proto pravdépodobné, Ze obsahuji zbytky pravékeé stra-
vy (Baker 2010). Samotna porézni keramika je vhodna k absorpci
a uchovani organickych zbytk(l a zaroven je chrani pfed mnohymi tafo-
nomickymi procesy (Craig — Collins, 2000; Eerkens 2005; Baker 2010).

Analyzy organickych zbytkl se mohou provadét na vice urovnich a
s nékolika hlavnimi komponentami. Jedna se zejména o archaickou DNA,
proteiny, lipidy a alkaloidy. Samoziejmé& mnohé dulezité poznatky mohou
prinést i tradi¢ni analyzy, napf. ur€eni druht pylu ve zbytcich potravy.
Vzhledem k obrovskému rozvoji metod a studia DNA (z anglického deo-
xyribonucleic acid), se také zacaly provadét extrakce a analyzy DNA
z archeologickych vzorku. V poc¢atcich zpUsobilo nejvétsi zajem uspésné
klonovani DNA extrahované z egyptské mumie (Paabo 1985). OvSem
vysledky byly Casto zpochybrovany a napadany, zejména kvali mozné
kontaminaci souCasnou DNA, ktera je v archeologii velikym problémem
(Pruvost a kol. 2005).



Prace s DNA z organického materialu starého stovky az desetitisi-
ce let je poznamenana fadou problému, zejména degradaci (rozpadem
na stale mensi Casti), pak také dochazi k modifikaci spontannimi chemic-
kymi reakcemi, hlavné hydrolyzou a oxidaci (Hofreiter a kol. 2001). Vel-
kym nebezpecim je rovnéz kontaminace vzorku cizorodou DNA. Toto rizi-
ko je zfejmé& nejvaznéjsi v pfipadé studia lidskych pozistatki. Nadéje na
ziskani prokazatelné Cisté DNA izolaci z vnitfku kosti nebo zubl nebyly
asi opravnéne (Gilbert a kol. 2005). Tim vS§im zminéné vyhody, které jsou
patrné na recentnim materialu, silné ustupuji do pozadi. Naproti tomu za-
chovalost proteinU pro reakci se specifickymi protilatkami je i pfes bakte-
rialni kontaminaci Casto lepsi nez v pfipadé DNA. Uz dfive bylo poukaza-
no na to, Ze se mohou vyskytovat rozdily v analyze DNA extrahované ze
starych organickych zbytkl analyzované pomoci metody PCR a na dru-
hou stranu pomoci imunochemické detekce. Je to zfejmé tim, Ze hydroly-
tické Stépeni Fetézcl dlouhych molekul, je mnohem fatalnéjSi pro useky
DNA, které jsou nutné pro PCR reakce, nez pro kratké useky DNA, které
mohou byt detekovany imunochemicky (Waite a kol. 1997). Protilatky zU-
stavaji i v sou€asnosti vhodnym nastrojem pro archeologii. Vhodnou me-
todikou pro vyzkum archaickych proteinl je také tzv. Western blots za
pomoci specifickych protilatek. Touto cestou byly detekovany proteiny
imunitniho systému a kolagennich bilkovin (Schmidt-Schultz — Schultz
2004). Rovnéz samotna imunodetekce a kvantifikace byla uspésna u ne-
kolagennich proteinl v kostech z archeologickych nalezist (Brandt a kol.
2002). Dokonce se podafilo identifikovat a sekvenovat protein stary
65 miliénu let (Asara 2007) a 80 miliona let (Schweitzer a kol. 2009).
OvSem i proteiny podléhaji celé fadé transformaci, jako jsou kupfikladu
denaturace, hydrolyzy peptidovych vazeb, deaminace, napadeni mikroor-
ganismy a podobné (Barnard a kol. 2007). OvSem prace s proteiny je ku-
jako takové se kazdy chovaji velmi odlisné (Barker 2010). B&zné nacha-

zeny kolagen je hydrofobni, zatimco bovinni sérovy albumin se snadno
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rozpousti ve vodé (Barker 2010). Nelze tedy pouzit jednu metodu
k extrakci a identifikaci vdech proteint (Barker 2010). Problém extrakce je
velmi dulezity a proto se k nému jesté vratim v dalsi kapitole.

Jsou dvé hlavni moznosti jak detekovat proteiny v keramice. Prvni
je pomoci protilatek a druha pomoci hmotnostni spektrometrie (zkrat-
ka MS z anglického Mass spectrometry). Metoda pomoci protilatek je po-
nékud diskreditovana Spatnym pristupem v minulosti. PfedevSim diky za-
sadni chybé, které se dopoustéli mnozi ztéch, ktefi ji pouzivali
v archeologii. A to jsou cross-reakce (nespecifické reakce mezi antige-
nem a protilatkou), které vznikaji mezi protilatkou a jinymi antigeny. Do-
chazi k reakci jinde, nez jsou specifické cile, proti kterym byly protilatky
vytvofeny (Child — Pollard 1992; Brandt a kol. 2002). Protilatky nebyly
vytvoreny proti proteinim ve formé, v jaké se vyskytuji v archeologickych
nalezech, ale proti podobé v jaké se vyskytuji v Cerstvém nativnim stavu.
Pak nékdy mohou na staré proteiny fungovat, ale ¢asto ne, nebo funguji
nepresné. Lze tomu Celit pfipravou protilatek proti denaturovanym protei-
num, ale je nutno mit znalosti o jejich formé (Craig — kol. 2000). Nicméné
tyto problémy nejsou uspokojivé feSeny (Barker 2010). Lze je v8ak vhod-
né obejit vyuzitim specialnich komerénich sad pro identifikaci potravin
(Pavelka — Varfeka 2008; Pavelka — Orna 2011). V tomto pfipadé jsou
k dispozici protilatky, které jsou pouzivany na detekci proteind
v potravinach. Jsou tedy pfipraveny proti tepelné upravenym denaturova-
nym formam, Casto se vyskytujicich jen v malych koncentracich (viz
Bjorklund a kol 2001). Pro detekci proteinu je v sou€asnosti uznavanéjsi
metodou hmotnostni spektrometrie. Jedna z prvnich praci analyzujici
zbytky potravin z archeologické keramiky pomoci hmotnostni spektrome-
trie spolu s pyrolyzou-plynovou chromatografii, identifikovala ve zbytcich
na vnitfnich stranach nadob fadu organickych sloucenin. Jednalo se pre-
vazné o mastné kyseliny, ale byly také zjistény markery charakteristické
pro proteiny a polysacharidy (Oudemans — Boon 1991). Pfi pfipravé na

vlastni analyzu hmotnostni spektrometrii se proteiny extrahuji pomoci
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riznych roztokl, nebo fyzikalnich postupl pfipadné i za pouziti gelové
elektroforézy (Barnard a kol. 2007). Pak je nutno pouzit €inidla Stépici
proteiny do mensich kusl ve specifickych mistech, napfiklad enzymem
trypsinem. Tak vznikaji mensSi peptidy, které jsou identifikovany pomoci
vysokotlaké kapalinové chromatografie-hmotnostni spektrometrie. Vzorky
se nejprve oddéli na zakladé jejich chemickych vlastnosti pomoci vysoko-
tlaké kapalinové chromatografie. Nasledné se vzorky rozpusténé
v roztoku vedou pfes kapilarni trubice se specialnimi povlaky, které maji
afinitu  k nékterym substratim. Slouc€eniny, které maji vétsi afinitu
k substratum, jsou zachyceny, ty které maiji afinitu menSi, prochazi dal.
Pak mohou byt jednotlivé slouceniny analyzovany pomoci hmotnostni
spektrometrie (Pollard a kol. 2007; Barker 2010). Hmotnostni spektrome-
trie je metoda, ktera stanovuje hmotnosti molekul a atomud po jejich pre-
vedeni na ionty. Podstatou hmotnostni spektrometrie je separace iontl
produkovanych v iontovém zdroji pfistroje na zakladé jejich efektivni
hmotnosti (m/z, kde m-hmotnost iontu a z-nabojové ¢islo), a pak nasledu-
je jejich detekce. Postup ma nékolik nezbytnych krokd. VSechny procesy
probihaji v uzavieném prostoru, ve kterém je pomoci systému pump kon-
tinualné udrzovano vakuum. Nejdfive je vzorek umistén do pfistroje, kde
podstoupi odpafovani. Slozky vzorku jsou ionizovany jednim z mnoha
zpusobu (napf. dopadem elektronového paprsku), coz ma za nasledek
vytvofeni nabitych &astic — iontl. lonty jsou oddéleny podle m/z poméru
v analyzatoru elektromagnetického pole. lonty jsou poté detekovany, ob-
vykle kvantitativni metodou a zpracovany hmotnostnim spektrometrem.
Hmotnostni spektrometry se skladaji ze tfi moduld. Prvnim modulem je
zdroj iontd, jimzZ Ize pfevést molekuly plynu na ionty. Druhym modulem je
hmotnostni analyzator, ktery tfidi ionty podle jejich hmotnosti s pouzitim
elektromagnetickych poli. Tfetim modulem je detektor, ktery méfi hodnotu
indikatoru mnozstvi, a tak poskytuje data pro vypocet hojnosti kazdého
iontu v realném cCase. Mezi hlavni pouziti patfi identifikace neznamych

latek, nebo uréovani izotopového slozeni prvki v molekule a stanoveni
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struktury slou€eniny (viz Karasek — Clement 1988; Lee 2012). Pomoci
hmotnostni spektrometrie se také analyzuji lipidy a alkaloidy.

Vyhodou hmotnostni spektrometrie oproti imunologickym techni-
kam jsou vice reprodukovatelné a presnéjSi vysledky. Také je schopna
pokryt SirSi spektrum zkoumanych latek. Nevyhody jsou obtizna dostup-
nost vhodnych zafizeni, specialni upravy vzorku, které mohou byt u ar-
cheologického materialu problematické (Barker 2010), mnohdy také nut-
nost vypracovani specialnich postupu pro archeologické vzorky, které se
liSi od bézné analyzovanych (Konik, laboratof hmotnostni spektrometrie
JU, ustni sdéleni). Pro téma mé prace je ale podstatné, Ze hmotnostni
spektrometrie nedokaze spolehlivé rozlisit mléko kravské od jinych typd,
zejména od koziho. Je to zfejmé proto, ze zachyti a rozliSi peptidy, které
se vyskytuji ve vSech druzich mléka, ale ne ty druhové specificke.
V tomto jsou protilatky vyhodnéjsi (viz Pavelka — Vareka 2008; Pavelka —
Orna 2011).

Proti lipidim je v odborné literatufe malo vyhrad. Pfetrvavaji dobfe
v keramice, ktera je chrani pfed nepfiznivymi vlivy, zejména slunecnim
svétlem, vlhkosti a dalSimi zdroji zvétravani (Evershed, 1993; Eversheda
— ovce, kozy, dobytek, prasata (Mottram a kol. 1999). Pomoci hmotnostni
spektrometrie byla jiz analyzovana data z vice lokalit. Testovani lipidu na
keramice z lokalit ostrovl v severovychodnim Atlantiku (blizko Britanie)
prokazalo, ze obyvatelé ziejmé s nastupem zemeédélstvi opoustéli stravo-
vani z morskych zdroju a pfechazeli na zemédélské produkty (Cramp a
kol. 2014). Zajimaveé jsou vysledky mlé€nych lipidd. Copley a kol. (2003)
zpracovali vzorky z 958 archeologickych keramickych nadob ze 14 brit-
skych lokalit od ¢asného neolitu do pozdni doby Zelezné. Vysledky potvr-
dily pouzivani mléka uz od neolitického obdobi a autofi to pokladaji za
dikaz dobfe vyvinutého zemédélstvi v patém tisicileti pfed naSim leto-
pocétem (Copley a kol. 2003). Podobné zkoumani lipid na keramickych

zlomcich z nékolika britskych lokalit doby bronzové a Zelezné prokazalo
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u 25% keramickych zlomku pfitomnost mlé€nych lipidi (Copley a kol.
2005).

Alkaloidy jsou dosud zkoumany méné a s menSim vztahem
k potravinam. Na zbytcich dymek v severni Americe z obdobi 1000 pf. n.
l. — 1 n. I. (Middle Woodland), byl pomoci plynové chromatografie / hmot-
nostni spektrometrie prokazan alkaloid nikotin (Rafferty 2002). Pomoci
plynové chromatografie / hmotnostni spektrometrie byl také prokazan
harmin, z rostliny Banisteriopsis campi,z nalezisté Azapa, severni Chile,
500-1000 n. 1., tim bylo potvrzeno nejen pouzivani psychoaktivnich rostlin
v indianskych spole¢nostech, ale i rozsahly obchod, protoze podél pobfe-
Zi Atakama rostlina neroste (Ogalde a kol. 2009).

Kromé vySe uvedenych analyz se pro zbytky potravin také pouZziva-
ji metody plynové chromatografie / hmotnostni spektrometrie, pro detekci
dalSich latek. Napf. v amforach Tutanchamonovy hrobky byla identifiko-
vana kyselina tartarova a swingova a barvivo malvidin, které byly urCeny

jako pozustatky bilého vina (Guasch-Jané a kol. 2006).

2.1 Vyvoj metodiky pro detekci proteint z archeologic-
ké keramiky pro ELISA testy (enzyme-linked immuno-
sorbent assay)

v s

Prace zacina cilenym odbérem vzorku, nejvyhodnéjsSi je odebrat
material tak, aby byla vylou¢ena kontaminace sou¢asnymi proteiny a, po-
kud jeto mozné, je vhodné uskutecCnit odbér na vice Castech jedné nado-
by pro kontrolni analyzy. Odbér se €asto provadi vrtanim (Craig — kol
2000; Copley a kol. 2003), nicméné jsem zvolila Skrabani ostrym kovo-
vym nastrojem, protoze se domnivam, Ze nejvice proteind je
v povrchovych vrstvach a pro imunologické analyzy je nutné ziskat vétsi
podil proteind, nez pro hmotnostni spektrometrii.

Dalsim krokem méla byt extrakce. Pravé extrakce jsou popisovany

jako nejvétsi problém (Baker 2010). Pouzila jsem stejné detekCni sady
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jako Pavelka — Vareka (2008) a Pavelka — Orna (2011), avSak v téchto
pfipadech Slo o karbonizované zbytky potravin — pfiSkvarky, extrakce pro-
to nebyla nutna, nebot proteiny nebyly v keramice, ale na ni. Musela jsem
pouzit jiny zplsob. Pro planované imunotesty byl uz zplsob extrakce pro-
teind z keramiky publikovan (Craig — Collins 2002). V této praci jsou
popsany ruzné extrakéni roztoky a jejich vliv na ELISA testy. Prace je
ukazkou vyvoje experimentalni metody pro potfeby archeologie. Na Cis-
tou drcenou keramiku byly aplikovany proteiny bovinniho séra (BSA),
smés se vairila po dobu jednoho tydne v 85 °C a pak byla dvakrat promyta
100 ml milli-Q vody. BSA proteiny pak autofi zkusili vyextrahovat riznymi
Cinidly a identifikovat imunologicky. Ve vSech testech byla pouzita filtro-
vana a sterilizovana milli-Q voda a hojné pouzivany komer¢ni BDH pufr.
Pro extrakci byly postupné pouZzivany tyto Cinidla: SDS (dodecylsiran
sodny) (2%) [pH 6-4]), BDH; guanidin-HCI (6 M[pH 5-6]), BDH; mocovina
(8 M [pH 8-5]), BDH; fosfatovy pufr (10 mM fosfatu, 0,149MNaCl[pH 7-4]);
voda (Milli-Q [pH 7-1]); amoniak (5% hmotnost / objem[pH 11-5]), BDH;
K-EDTA(di-draselna ethylendiamintetraoctovakyselina) (10% hmotn. /obj.
[pH 10-0]), BDH (CraigaCollins 2002). Extrakce byly rovnéz provadény
rizné dlouhou dobu. Autofi dokumentuji, Zze pouze tfi extrakéni Cinidla,
nenaruSily imunologickou identifikaci. Jednalo se o 6 hodin extrakce po-
moci mocoviny, 48 hodin pomoci guanidin-HCI a 48 hodin pomoci SDS
(Craig — Collins 2002).

Bylo mozné nékterou z téchto uspésnych extrakénich metod pouzit.
Avsak jednoducha uvaha mé vedla k tomu, Ze Castice keramiky nikterak
nenarusi imunologickou reakci antigenu a protilatky, takZze nebude na
prekazku, pokud tam zlstanou a protilatka dokaze rozlisit i protein nava-
zany na keramice. Proto postaci, pokud bude archeologicka keramika ve
formé jemné drti. Navic vybrané komercni sady jsou pfipravené pro te-
pelné zpracované, tedy denaturované a poskozené proteiny a obsahuji
uz pfipraveny extrakcni roztok, ktery by mél do urcité miry uvolnit proteiny

I z keramiky. Proto misto slozité extrakce postaci odbér keramiky Skraba-
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nim kovovym ostrym nastrojem, tim se docili jemné drti a naslednym dal-
Sim drcenim v plastikové zkumavce se odebrané Castice keramiky jesté

vice zjemni.

2. 2 Testovaci sady
Analyza kravského mléka se provadéla diky identifikaci proteinu [3-

laktoglobulinu skotu pomoci komeréni sady (kitu) BIOKITS BLG (B-
Lactoglobulin) Assay od firmy Neogen (dfive Tepnel BioSystems).

Pritomnost koziho mléka byla testovana kitem od spolecnosti RI-
DASCREEN® GIS (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany), ktery se
osvédcil i v minulosti (Pavelka — Orna, 2011; Pavelka — Vareka, 2008).
Specificita testu je zaloZzena na imunologické detekci koziho IgG (imuno-
globulinu tfidy G), ktery se vyskytuje v kozim mléku.

Testy byly zalozené na metodé ELISA (z angl. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay), nékdy je metoda také oznaovana jako
EIA (Enzyme Immunoassay). Pfes problematické a nevhodné pouZziti
v archeologii v minulych letech je v jinych oborech jednou z nejpouziva-
néjSich imunologickych metod, pomoci které je mozno identifikovat jak
protilatky, tak antigen (specificky protein, ktery je bud dopfedu pfipraveny
— pro identifikaci protilatky, nebo naopak je detekovan pomoci dopfedu
pripravené protilatky). Metoda vyuziva nékolika vlastnosti imunoglobulind,
predevsim jejich schopnost vazat se na povrch nékterych plastl, druha
véc je schopnost vazat na svou ¢ast enzymy (jedna se tzv. FC fragment,
kterym se normalné protilatky vazou na povrch leukocytll na jim odpovi-
dajici FC receptory). Tim je mozné imunoglobulin ,pfilepit® k povrchu mi-
krotitraCnich jamek, nebo k nim pfidat znaCeni, které reakci zviditelni.

Testy jsou zaloZené na reakci substratu (antigenu) a protilatky, tyto
testy jsou velmi citlivé a kalibrované, jejich reakce jsou garantované. Pu-

vodné jsou uréeny pro testovani alergenu! v rizné tepelné upravenych

!Alergen — antigen, ktery je schopen u vnimavych jedinct vyvolat patologickou imunitni reakci
— alergii.
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potravinach, to znamena, Ze jsou schopny detekovat v potravinach i pou-
hé kontaminace protein(, proto jsou citlivé i na archeologické zbytky, kde
musime navic pocitat s fadou zmén a poskozeni ve struktufe proteind.
Klicové detekCni protilatky jsou pfichyceny na dné jamek mikrotitracni
destiCky a ty zachycuiji pfislusné proteiny z testovaného vzorku. Mnozstvi
zachycenych proteind, tedy intenzitu reakce je vSak nutno zviditelnit a
k tomu se pouzivaji dalSi tzv. sekundarni druhové specifické protilatky,
které jsou biotinylové? znaceny. Béhem prace se pouziva nékolik promy-
vacich kroku. Metody ELISA se déli podle zpusobu provedeni a detekce
do nékolika kategorii. Pfima ELISA — pro detekci antigenu, nepfima ELI-
SA — pro detekci specifickych protilatek, pfima sendvi¢ova ELISA — pro
detekci antigenu, nepfima sendviCova ELISA — pro detekci specifickych
protilatek (viz Crowther 2001). V této praci pouzivany test BIOKITS BLG
Assay ELISA spada do kategorie kompetitivni, coz znamena, Ze u tohoto
typu soutézZi o vazbu na omezeny pocet vazebnych mist, na pevném po-
vrchu imobilizovanych protilatek, neoznaCeny antigen s antigenem ozna-
¢enym enzymem. Reakce se necha inkubovat a poté se odmyji nenava-
zané molekuly. Nasledné je pfidan substrat (latka, ktera reaguje s enzy-
mem a tim zméni svou barvu). Tento substrat pfeméni enzym pfitomny
ve vazané frakci na barevny produkt (viz Crowther 2001). V tomto pfipa-
dé, ¢im vice je reakce zbarvena, tim méné vzorek obsahoval proteinu -
lactoglobulinu skotu. Tedy negativni reakce je zbarvena a silné pozitivni
vubec (zbarveni viz obr. 4). Proto je naprosto nezbytna pozitivni a nega-
tivni kontrolni reakce, aby bylo umozZnéno srovnani. Pro vyhodnocovani
je mozna opticka detekce pouhym okem, ale mnohem pfesnéjsi je detek-

ce spektrofotometricka®. V méfenych vzorcich byla ve vSech pfipadech

2 Biotinylace — proces vazby biotinu (vitamin H) k molekule proteinu pomoci NH, skupiny

% Spektrofotometry — piistroje, které umoziuji méfit Cast absorpéniho spektra v ur¢itém tseku
vinovych délek, pti¢emz monochromatické svétlo prochazi vzorkem. VétSinou se pracuje s roz-
toky, které se plni do standardnich kyvet s optickou drahou 1 cm.

10



pouzita detekce na spektrofotometru. Méfeni bylo provadéno na ELISA
readeru VERSAmax™ (Molecular Devices) pfi 450 nm (obr 5).

2. 3 Priprava vzorku( a prubéh testu
Z vybranych ¢asti nadob a keramickych zlomkl byla seSkrabana

vrstva 2— 5 cm? do hloubky 1 — 3 mm (viz obr. 1). Kvali mozné kontami-
naci recentnimi proteiny byla mnohdy prvni povrchova vrstva vyhozena a
nepouzita pro testy. SeSkrabané vzorky keramiky byly po odebrani rozdé-
leny do dvou plastikovych zkumavek (viz obr. 2), aby mohla byt jedna po-
uzita pro testovani proteint kravského miéka a druha pro kozi. Keramika
po odbéru vzorku vykazuje poskozeni jen do pomérné malé hloubky
(obr. 3 a, b). Smés drcené keramiky v plastikovych zkumavkach byla po-
sléze v laboratofi nadrcena jesté jemnéji v extrakénim roztoku od vyrobce
komercéniho kitu (v objemu cca 200 - 400ul; v pfipadé koziho IgG $lo o
destilovanou vodu). U testu na B-laktoglobulin skotu byla pouzita vySsi
koncentrace, nez uvadi vyrobce pro recentni potraviny a to v poméru
1:10, nebo 1:15. DalSi postup byl podle instrukci vyrobce.

Vzorek pro hmotnostni spektrometrii byl odebran obdobnym zp(-

sobem jako vzorky pro testy pomoci protilatek.

2. 4 Detekce proteinti mléka

2. 4.1 Postup pri detekci proteiniti mléka skotu.
1. V prvnim kroku je nutno pfipravit a nafedit extrakénich a promy-

vacich roztoky a patficny pocet plastikovych jamek pro testovani (obr. 4).

2. Do jamek se napipetuje automatickou pipetou 100 ul extrakéniho
roztoku (0,05 M karbonatovy/bikarbonatovy pufr pH 9,6; pouziva se jako
negativni standard), dale BLG (B-laktoglobulin) kontrolniho standardu a

nafedéné a pfipravené vzorky proteinl spole¢né s keramikou. Je nutno
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meénit Spicky na pipetovani a ve vSech krocich dbat na to, aby se zabrani-

lo vzajemné cross-kontaminaci.

3. Na rozdil od jinych typt ELISA analyz je nutno okamzité pfidat

do kazdé jamky 50 ml BLG biotinu (s navazanou sekundarni protilatkou).

4. Nasledné je mikrotitracni destiCka umisténa na tfepacku a inku-

buje se za intenzivniho tfepani pfi pokojoveé teploté po dobu 60 minut.

5. Obsah jamek je odstranén a jamky jsou pétkrat promyty pomoci
specialniho promyvaciho roztoku, ktery je pfedem pfipraveny. Desticka je
dikladné zbavena zbytku roztoku a pfipadnych bublin nékolikerym silnym

klepnutim na vrstvé buniciny.
6. Pak je nutno do vSech jamek pfidat 50 ml avidin peroxidazy.

7. MikrotitraCni destiCka je opétovné umisténa na tfepacku a inku-

buje se za intenzivniho tfepani pfi pokojové teploté po dobu 15 minut.
8. Na konci inkubace, je nutno dalSi promyvani, které opakuje
postup popsany v bodu 5.

9. Po promyvani je pfidano do kazdé jamky 100 ul TMB substratu
(3,3',5,5-Tetramethylbenzidin).

10. DestiCka je opatrné pfenesena na rovnou plochu a ponechana
nejlépe ve tmé 45 minut pfi pokojove teploté, bez tfepani. Rychlost vyvoje
reakCéniho zabarveni je zavisla na laboratornich podminkach, musi byt
postupné monitorovana, aby se dosahlo vhodné urovné pro méfeni pfi
OD 450 nm. V pokusech na proteinech z archeologické keramiky se

osvédcilo interval inkubace protahnout na 2 hodiny.

11. V zavére€Cném kroku se do kazdé jamky pfidava 50 ml STOP
roztoku na zastaveni reakce. STOP roztok je tvofen zfedénou kyselinou-
fosfore€nou. Desticka je v ruce jemné protfepana a tim je zabranéno dal-

Simu vyvoji. Barva se méni z modré na Zlutou a postupné se zintenziviu-
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je. I vtomto pfipadé se osveédcilo protahnout inkubacni ¢as na 1 — 2 hodi-

ny, pfestoze firma doporucuje jako limit 10 minut.

12. Po posledni inkubaci je mikrotitraCni destiCka méfena, méfi se
absorbance roztokl v kazdé jamce pfi 450 nm, v tomto pfipadé na ELISA
readeru VERSAmax™ (Molecular Devices). Ciselné naméfené hodnoty
jsou diky pfislusnému software zaznamenany na pfipojeném pocitaci
v tabulce v programu Microsoft EXCEL (viz Tab 4). Protoze se jednalo
o ELISA kompetitivni test, specifickym zabarvenim se projevi negativni

reakce.

Pro potfeby identifikace B-lactoglobulinu skotu je nutno vychazet
z pozitivni a negativni kontroly a z nich vzdy pro konkrétni pfipad stanovit
limitni hodnoty. Tedy hodnoty blizici se negativni (<X ppm4) kontrole vy-
hodnotit jako negativni a blizici se pozitivni (> X ppm) vyhodnotit jako po-

zitivni, pfipadné mirné pozitivni, pokud se jedna o slabsi reakce.

2. 4. 2 Postup pri detekci proteinti koziho miéka

1. Nejdfive je nutno opét pripravit potfebny pocet testovacich jamek
pro pfislusné standardy, negativni kontrolu a vzorky. Je tfeba provést fe-
déni a pripravu promyvaciho roztoku. Kit obsahuje nékolik koncentraci
standardnich roztokli, pro méfeni byla vybrana nejmenSi mérfitelna
0,0625 pg/ml (0,005% koziho mléka). Vzorek proteinl s keramikou byl

nadrcen podle navodu misto v pufru, pouze v destilované vodé.

2. Do jamek se napipetuje 100 pl pozitivni kontroly (standardniho
roztoku), negativni kontroly (destilované vody) a sada vzorku. Nasleduje

30 minut inkubace pfi pokojove teploté (20 - 25° C).

4Z fyzikalniho hlediska bezrozmérna jednotka. Parts per million (z angli¢tiny, ¢esky ,,dilii ¢&i
¢astic na jeden milion®), zkracené téz ppm, je vyraz pro jednu miliontinu (celku); nékdy je tento
vyraz odvozovan i z latinského pars per milion. Je bézné uzivana pii méfeni absorbance pfi
spektrometrickém méfeni.
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3. Roztoky z jamek je po inkubaci nutno odstranit, vzorky je mozno
v tomto pfipadé uchovat pro dal$i analyzy. Desti¢ka je dukladné zbavena
zbytkd roztoku a pfipadnych bublin nékolikerym silnym klepnutim na vrst-

vé buniCiny. JamKky jsou tfikrat promyty 250 pl promyvaciho roztoku.

4. Rychle je nutno nafedit protilatku (konjugat, coz je sekundarni
protilatka s navazanym enzymem) s pfilozenym pufrem, protoZe narfedé-
na je nestabilni. 100 pl nafedéného roztoku konjugatu enzymu se pak
napipetuje do kazdé jamky a necha inkubovat 30 minut pfi teploté mist-
nosti 20 — 25 °C.

5. Po inkubaci je nutno dalSi promyvani. Opakuje se krok 3.

6. Po promyti jsou do kazdé jamky pfidany dalSi pfipravené roztoky
z kitu, které zpusobi identifikaCni zabarveni reakce. Jedna se o 50 pl
substratu a 50 pl chromogenu, které je nutno napipetovat do kazdé jamky
a jemné promichat ruCnim tfepanim. Nasleduje zavéreCna inkubace

30 minut v pokojovou teploté 20-25 °C a ve tmé.

7. Po 30 minutach je nutno pfidat 100 yl STOP roztoku. Opét je

nutné jemné rucni promichani.

Nasleduje méfeni absorbance pfi 450 nm. Podle riaznych standardd
je mozno vypocist koncentraci koziho mléka ve vzorku, ale pro potfeby
archeologie, a protozZe je nutno pocitat s vysokou degradaci proteinu, po-
staCi stanoveni pfitomnosti, €i nepfitomnosti. ProtoZe se jedna o pfimou
metodu ELISA, nikoliv kompetitivni jako u stanoveni mléka skotu, je vy-
hodnoceni snazSi. Reakci vyssi nez X ppm negativni kontroly bylo mozno

definovat jako pozitivni, pfipadné podle kontextu jako slabé pozitivni.
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2. 5 Lokality a casova datace odebranych vzorkii

Pro provéfeni nové metodiky byly zvoleny vzorky s Sirokym Caso-
vym rozptylem. Proto bylo odebrano nékolik vzorkd z pravéku a jeden
z pfelomu raného a vrcholného stfedovéku, souhrnné z obdobi, kdy se
obecné pfijima za skutenost, Ze pouzivani mléka a mlécnych vyrobkd
bylo soucasti kazdodenniho jidelniCku. Lokality, z kterych byly odebrany
vzorky s prislusnymi datacemi, jsou pfehledné uvedeny v Tab. 1.

Veskera keramika, ze které byly odebirany vzorky, vykazovala za-
chovaly povrch, bez eroze, se zachovalou puvodni silou materialu. Veli-
kost zlomkl se pochybovala pfiblizné od péti do deseti centimetrd
v primeéru, material z doby bronzové byl nékdy vétsi, z neolitu zas o néco
mensi, ale nikdy nebyly pro odér vzorkld pouzity drobné kusy o pruméru
pod dva centimetry.

Vzorky byly poskytnuty vice institucemi. Soubor pro testovani me-
todiky pochazel z Jihogeského muzea v Ceskych Budé&jovicich a Pra-
chenského muzea v Pisku. Stfedni doba bronzova byla zastoupena vzor-
ky z lokality Repeé (okr. Tabor). V&tsi poget vzork(l byl ziskan z mladsi
doby bronzové a $lo o jeden keramicky zlomek z depotu z katastru obce
Podoli, tfi dna nadob, cednik a dvakeramicé zlomky z lokality Rataje IlI
(okr. Tabor). MladSi obdobi jsou zastoupena vzorky ze starSi doby Zelez-
né (doba halStatska), jedna se keramicky zlomek pochazejicim z hrobu
z lokality Bfeznice (okr. Tabor), a o keramické zlomky z lokality Albrechti-
ce nad Vltavou (okr. Pisek), zde Slo o zlomek ze sidlistniho objektu, druhy
byl z mohyly na pohfebisti. Pro zajisténi vétsiho Casového rozptylu byl
pouzit jeden vzorek z pfelomu raného a vrcholného stfedovéku z lokality
Hefman, kde se jednalo o jeden keramicky vzorek ze sidliStniho objektu.

Kli€ové pro testovani byly vzorky z neolitu, protoze vysledky by mé-
ly pfispét do kontextu vyzkumi pocatki zemédélstvi v Evropé (Tab. 2).
Byly vyuzity nedavno vyzvednuté keramické zlomky z lokality Mazice ze

sidliStniho objektu (mlada faze kultury s linearni keramikou — volutoveé),
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ze sbirek JihoCeského muzea. Kromé neolitickych keramickych zlomk
byl jako urcita kontrola (pudni podminky), vyuZzit stfedovéky vzorek z téze
lokality. DalSi neoliticky material byl ziskan ze ZapadoCeského muzea
v Plzni. Byly to keramické zlomky z Oddéleni zachrannych archeologic-
kych vyzkuma z kultury s linearni keramikou faze llc z lokality Radobycice
(okr. Plzen-mésto) (Smetana 2010). Z Oddéleni pravéku ZapadoCeského
muzea byl testovan vzorek z neolitické lokality Kfimice, jednalo se
0 bombovitou nadobu. Z lokality Kfimice-Balici posta (okr. Plzeri-mésto),
byl odebran vzorek z poharku nalezeného v détském hrobé. Jako dalSi
geograficky odliSna neoliticka lokalita byly vyuzity dosud nepublikované
keramické zlomky ze Stfednich Cech z katastru obce Horoméfice (okr.
Praha-zapad; linearni keramika faze ll-1ll), ovSem charakteristika lokality
jiz publikovana byla (Novy — Ridky 2005).

2. 6 Obecna charakteristika neolitické keramiky kultury
s linearni keramikou

Nalezy keramiky predstavuji nejzasadnéjsi artefakty pro relativni
datovani. Hlavnim sledovanym znakem je pfitom jeji vyzdoba. Béhem
faze la az Ic nejstarSiho stupné LnK se méni pomér Zlabkované a stfedné
ryté vyzdoby (meandry, klikatky, oblou¢ky, vinice i spiraly) a to ve pro-
spéch jemnéji ryté vyzdoby. Nejstarsi stupen konci kratkou fazi I/ll, ve
které se v Cechach objevuje tzv. ,ackovy* styl a na zapadni hranici se
objevuje tzv. styl flombornsky. Stfedni stupen zahrnuje faze lla az lld a
prezentuje klasickou podobu LnK. Keramika z tohoto obdobi je typicky
zdobena rytou linii kreslenou Siroku paskou (typicka pro severozapadni
Cechy), ktera je v nékterych pripadech vyplné&na vpichy (typické pro stie-
doCeskou oblast). V pribéhu doby se tato paska zuzuje, mize byt vypl-
néna tfeti linii a v pozdéjSim obdobi pfip. také svazkem linii. Motivy vy-
zdoby jsou typicky obézné a jedna se o spiralu a klikatku, které se vysky-

tuji v pfiblizné stejném poctu pfipadd. Doplikové pak nachazime orna-
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menty pod okrajem a dale rizné formy trojuhelnikd a oblouc¢ku. Objevuje
se také tzv. notova vyzdoba (typicka zejm. pro vychodni Cechy), ktera
béhem doby prochazi taktéz vyvojem. ZpocCatku jsou noty, vytvarené
napf. vpichem, nebo otiskem nehtu, vétsi a fidCeji vysazené na linii, po-
stupné se pak noty zmensuji a na konci tohoto obdobi mizeme fici, Ze
jsou noty stfedné husté fazeny na linii. V nasledujicim mladSim stupni
(faze llla az lllb) kulminuje notova vyzdoba ve stfednich a vychodnich
Cechach a vypliovana paska v Cechach severozapadnich. Notova vy-
zdoba dale spé€je k stale vétSimu zahustovani not na linii. Vyplfiovana
paska se postupné zuZuje a zCasti dochazi k jejimu nahrazeni uzkou
paskou, ktera je vyplnéna bud vpichy, nebo pfickami (tzv. Zebficek). Ve-
dle téchto zakladnich motivi se znovuobjevuje v uzké formé trojlinkova
paska. V pozdnim tzv. Sareckém stupni (faze IVa az I1Vb) vétSinou pfeva-
Zuje notova vyzdoba vytvarena notami umisténymi tésné u sebe nad hus-
té pfesekavanou linii. Obecné dochazi ke zhustovani vyzdoby na nado-
bach, ktera pokryva v podstaté cely jejich povrch (Pavli — Zapotocka
2007, 28 — 34, 66).

Pokud jde o tvary keramickych nadob LnK, v nejstarSim obdobi se
podobaji ttm znamym z kultury starCevsko-kriSské (Balkan). Typické jsou
jednoduché polokulovité nadoby s mirné esovité rozevienym ustim a hlu-
boké misky. Velké amfory se vyskytuji méné Casto. Ve stifednim stupni
dominuji polokulovité oproti miskam a lahvim, pfiCemz tento pomér je na
rozdil od vyzdoby ve vSech regionech obdobny (zfejmé se jedna o dusle-
dek podobného funkéniho slozeni keramickych soubort). Ve stfednim
stupni se také objevuji na polokulovitych nadobach esovité prohnuté
okraje. V mladSim stupni dochazi ke zvySovani podilu misek, ale stale
prevaZzuji polokulovité nadoby. Objevuji se dale nadoby s mirné esovité
prohnutym okrajem. V pozdnim Sareckém stupni se nové objevuji nadoby
hrugkovitého tvaru. Tento typ v8ak neni znam z jiznich Cech. B&zné jsou
v tomto obdobi polokulovité tvary s esovité prohnutym okrajem (Pavld, I.
— Zapotocka, M. 2007, 31 — 34, 66).
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Neni bez zajimavosti, Ze v nejstarSim obdobi se v keramické hliné
objevuje typicky organicka pfimés, podobné jako v nejstarSich nadobach
z Pfedniho vychodu (Pavll — Zapotocka 2007, 66).

3 Vysledky testu — analyzy zbytki pomoci meto-
dy antigen-protilatka

Pouzité testy se dobfe v minulosti osvédcily na archeologickém ma-
terialu (Pavelka — Vareka 2008, John — Pavelka 2010, Pavelka — Orna
2011), ov8em jednalo se pfimo o zbytky potravin. Nyni se jednalo o tes-
tovani  protein0 v keramické hmoté. Pouziti testt na pB-
laktoglobulin kravského miéka prokazalo plnou pouzitelnost i tomto pfipa-
dé, kdy se jednalo o mlé¢né zbytky z porézni keramiky. V pfipadé ovéro-
vaci série se z po€tu 12 vzorkl podafilo u 4 prokazat pozitivni reakce
(Tab. 1, konkrétni naméfené hodnoty viz Tab. 4). VSechny Ctyfi pochazely
z mladSi doby bronzové, jednalo se o lokality Bfeznice, Podoli a dvakrat
Rataje. V navaznosti na tuto praci byla metodika také ovéfovana hmot-
nostni spektrometrii, kdy byl vzorek ziskan z ¢asti keramiky obdobnym
zpusobem jako vzorky vtéto praci, ale vtomto pfipadé z amforky
z knovizského obdobi (Hlasek a kol. v pfip.). Rovnéz tak byl pro hmot-
nostni spektrometrii vybran jeden vzorek z neolitické lokality Radobycice.
Proteiny byly extrahovany na pracovisti hmotnostni spektrometrie
v Ceskych Budg&jovicich (Jihoeska univerzita), kde byla také provedena
analyza, vysledky odpovidaly udajim ziskanym pomoci testl na zakladé
komercCnich protilatek (Hlasek, a kol. v pfip.). Stejné komercni sady byly
pouzity i v této praci. Proto je mozno metodiku povazovat za prukaznou a
vysledky za opakovatelné.

Velmi slaba reakce muze podle instrukci vyrobce znamenat také
Spatné provedeni analyzy, zejména nedostate¢né promyvani, které zane-

cha nékteré kontaminace latkami, které vyvolavaji zbarveni reakci. Jedna
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se predevsSim o substrat TMB a Avidin peroxidazu. Proto jsem pfipadné
velmi slabé reakce brala jako negativni vysledky.

Jako nepouzitelna se metoda ukazala v pfipadé, Ze proteiny
v keramice jsou odmyty, nebo vyrazné poskozeny (Hlasek a kol. in prep.).
Proteiny jsou uvnitf keramiky pomérné chranény a pres vlivy pudniho
prostifedi a degradace v ¢ase je mozno stale detekovat jejich puvod a za-
kladni slozeni. AvSak pokud je keramika Cisténa kyselinou chlorovodiko-
vou a tekutym mydlem, jsou zfejmé proteiny odstranény, nebo nenavrat-
né poskozeny (Hlasek a kol. v pfip.).

Neolitické vzorky vykazovaly rizné zastoupeni zbytk( mléka na od-
liSnych lokalitach (Tab. 2, naméfené hodnoty viz Tab. 4). JihoCeska lokali-
ta Mazice (mladSi faze kultury s linearni keramikou), neobsahovala na
testovanych keramickych zlomcich stopy mléka skotu, i kdyz kontrolni
stfedovéky vzorek z téhoz mista slabou pozitivitu vykazoval. Podobné na
stfedoCeské neolitické lokalité Horoméfice (linearni keramika faze Il — Ill),
byl z péti vzorkl pouze jeden, kde byl slaby signal, ovSem na takové
arovni, Ze je zde pozitivita sporna. Zapadoceska lokalita Radobycice (li-
nearni keramika faze Il)pfinesla odliSné vysledky. Z péti keramickych
zlomku byl jeden pozitivni, dalSi slabé pozitivni a tfi byly pro mléko skotu
negativni (Tab. 2). Negativni vzorek byl do urcité miry kontrolni, protoze
se jednalo o pfiSkvarek jako v dfive publikovanych pracich (Pavelka —
Vareka 2008, Pavelka — Orna 2011), ostatni vzorky byly ziskany striktné
z keramické hmoty. Vzorky z obou lokalit v Kfimicich byly oba na B lak-

toglobulin skotu pozitivni, i kdyz reakce byla slabsi.
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V pfipadé testd na pfitomnost koziho miéka se prekvapivé ukazalo,
Zze kozi mléko je na testované keramice vysoce zastoupeno. Z Ctrnacti
testovanych vzorku bylo tfinact pozitivnich. V8echny testované vzorky
z lokalit Horoméfice a Mazice byly pozitivni a pouze jeden vzorek
z Radobycic byl negativni a odpovidal kontrole. Negativni kontrola byla
zcela shodna s jednim z testovanych vzorku, to vylu€uje pfipadnou fales-
nou pozitivitu testu, ktery vySel prekvapivé v takovém rozsahu pozitivné.
Z finan€nich davodu byly testovany pouze vzorky z neolitu. Bohuzel diky
nedostatku prostfedkd nebylo mozno testovat dva vzorky z Kfimic, které
byly pozitivhi na mléko skotu. Jako kontrola byl zvolen standard s velmi
malym obsahem koziho mléka (0,05%). VSechny zaznamenané vysledky
toto hodnotu vysoce prekraCovaly. Pro pfesnéjSi odhad mnozstvi koziho
mléka v keramice, by v8ak byla zapotiebi dalSi série testd. Pro potieby
archeologie je v8ak dostateCny dukaz pfitomnosti kozich IgG na témér
kazdém testovaném keramickém zlomku.

Pomoci hmotnostni spektrometrie se v mém pfipadé bohuzel ne-
podafilo pfimo potvrdit néktery mlécny protein jako v pfedchozim testo-
vaném pfipadé (Hlasek a kol. v pfipravé), nicméné o proteinech kozy asi
svédcCi ribozomalni protein, ktery byl zachycen v signifikantnim mnozstvi
(Tab. 3). Je ur€en pomoci databaze jako protein skotu, ale pro konzerva-
tivnost téchto proteinl nelze vyloudit, Ze je kozi, nebo jiného blizkého zvi-
fete. Také by mohlo jit o zbytek né&jakého pokrmu. Rovnéz je vyznamny
lidsky, nebo zvifeci keratin, ktery pravdépodobné pochazi z kize nékte-
rého z archeologu a byly zachyceny téz bakterialni proteiny. Uvedeny try-
psin je pfidavan do smési pfed reakci kvuli $tépeni, nejedna se tedy o
puvodni protein z keramiky. Vysledky svédcCi pro velkou citlivost protila-
tek, které jsou schopny detekovat i velmi malé stopy proteind, na rozdil

od hmotnostni spektrometrie.
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Tab. 3. Identifikované proteiny pomoci hmotnostni spektrometrie ve vzorku

z neolitické lokality Radobycice (vzorek €. 3).

mwW

Test Popis (Da) Obsah (%)
Keratin type | cytoskeletal 10 OS Homo sapiens

K1C10_ HUMAN |GN KRT10PE1SV6 58791 14,3836
Keratin type Il cytoskeletal 1 OS Homo sapiens

K2C1_HUMAN GN KRT1PE1SV6 65998 5,9006
Keratin type Il cytoskeletal 5 OS Bos taurus GN

K2C5_BOVIN KRTSPE1SV1 62898 4,3261

TRYP_PIG Trypsin OS Sus scrofa PE1SV 1 24393 7,7922
Keratin type Il cytoskeletal 75 OS Rattus nor-

K2C75_RAT vegicus GN Krt75 PE3 SV 2 58990 4,428
Keratin type Il cytoskeletal 7 OS Bos taurus GN

K2C7_BOVIN KRT7PE2SV 1 51546 6,867
Keratin type Il cytoskeletal 75 OS Bos taurus

K2C75_BOVIN GN KRT75PE2SV 1 58999 4,0516

TRY1_CANFA Cationic trypsin OS Canis familiaris PE 2 SV 1 26152 8,9431
Keratin type Il cytoskeletal 6A OS Rattus nor-

K2C6A RAT vegicus GN Krtéa PE1SV 1 59212 3,6232
Keratin type Il cytoskeletal 6A OS Mus muscu-

K2C6A_MOUSE |lus GN Krt6a PE 2 SV 3 59298 3,9783

3. 1 Vyhodnoceni metodiky

Metoda se ukazala jako uspéSna a byla potvrzena verifikaci na hmot-
nostnim spektrometru (Hlasek a kol. v pfipr.). Mnou odebrany vzorek pro
hmotnostni spektrometrii sice prokazal lidskou kontaminaci, bakterialni zbytky,
nicméné pfritomnost kozich bilkovin také nepfimo podporuje. Tim dosSlo
k zasadnimu zjednoduSeni oproti publikovanym pracim (Craig — Collins 2002).
Proto muze byt snadno vyuzitelna pfi pouziti vhodnych komerénich sad, nebo
pomoci nové vytvorfenych protilatek pro potfeby archeologie, které vSak musi
splfovat urcité dfive opomijené naroky. PfedevSim musi byt vytvofeny proti
odolnym druhové specifickym proteinim v jejich poSkozenych a denaturova-
nych formach. Vyhodou metody je, Ze ji mUze v budoucnu snadno provadét
zaSkoleny archeolog, nebo technicky personal. Z pristrojového vybaveni je

nutny pouze spektrofotometr (Reader), ale je mozZné metodu provadét i
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v terénnich podminkach, pokud se spokojime pouze s konstatovanim, zda tes-
tovany protein je, €i neni pfitomny a slabsi reakce budeme ignorovat.

Z vysledku se zda pravdépodobné, Zze pro imunologické ELISA testy
jsou naroc¢né a nejednotné extrakce proteinu zbyte€¢né a jen se pomoci nich
zvysSuje riziko poskozeni proteinu, protoZze jemné nadrcené zbytky keramiky,
slouzici jako jakési nosiCe proteinu, nemaji na reakci antigen — protilatka za-

sadni vliv.

4. Interpretace ziskanych dat a v kontextu vyzivy v

neolitu
Diky uvedenym vysledkum (viz Tab. 2) je mozno otevfit diskuzi o puvo-

du mléka, protoze predchozi studie (Craig a kol. 2004; Craig a kol. 2005a,;
Craig a kol. 2005b; Craig a kol. 2011), nebyly pavod mléka schopny rozliSit.

Z dosavadnich vysledkl se zda, Ze se uzivani kravského miléka, respek-
tive mléénych vyrobkd, mohlo liSit v jednotlivych regionech, ovSem oproti jinym
studiim (napf. Copley a kol. 2003; Craig a kol. 2005a; Craig a kol. 2005b;
Craig a kol. 2004) je zpracovano malo udaji z jednotlivych lokalit. Na druhou
stranu, tolik pozitivnich vysledkl na kozi mléko asi nebude pouha nahoda.
| kdyz pocet testovanych vzorl neni velky, tak vysoké zastoupeni mozna na-
znacuje vSeobecné pouzivani koziho mléka, nebo z ného pfipravenych vyrob-
kd. Je otazka nakolik v lokalitach, kde nebylo mléko skotu identifikovano, sku-
teCné pouzivané nebylo. Nebo, zda je to spiSe shoda okolnosti, Ze nebylo za-
znamenano. Nelze ani vyloucit moznost, Zze mléko a mlécné vyrobky skotu by-
ly pouzivany stejné, ale keramika byla vyuzivana spiSe pro kozi mléko. Nepfi-
tomnost stop mlé€nych proteind skotu na nékterych lokalitach (Mazice), nebo
minimalni (Horoméfice) a naopak témér vSeobecna pfitomnost kozich I1gG na
keramice, byla neoCekavana. V obdobi kultury s linearni keramikou je skot na
nasem uzemi v osteologickych nalezech zastoupen hojné (Kovacikova a kol.
2012) a byl zfejmé vyuzivan i jako zdroje sekundarnich produktd, tedy i mléka

(Kovacikova a kol. 2012). Pokud akceptujeme, Zze na sledovanych lokalitach
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pfevazovalo kozi mléko, pfipadné netestované ovci, je tento zavér v rozporu
s osteologickymi nalezy. V obdobi linearni keramiky prevladal na testovanych
lokalitach bez vyjimky skot, zatimco ovce/koza prevysSila skot ojedinéle na né-
kterych lokalitach az pozdéji, v obdobi kultury s vypichanou keramikou (Kova-
Cikova a kol. 2012). DalSi vyzkum na toto téma, zvlasté na keramice z lokalit,
kde byl proveden podrobny osteologicky vyzkum, by mohl pfesnéji poodhalit
strukturu potravni ekonomiky raného zemédélstvi. Zvlasté kdyz lov mizeme
v podstaté zanedbat (Kovacikova a kol. 2012).

Nelze vyloucCit, ze rozdily mezi jednotlivymi lokalitami mohly vzniknout
nevhodnym vybérem vzorku, avSak zda se pravdépodobné, Ze ve fazi Ceské-
ho neolitu LnK Il a LnK Il se nékteré nadoby pouzivaly na mléko skotu a velmi
Casto na mléko kozi. DalSim logickym zavérem je, Ze pokud se z néjakych du-
vodl nepouzivala na mléko skotu keramika (musime vzit v Uvahu, Ze napf. na
mléko skotu byly upfednosthiovany dfevéné nadoby, nebo kozené méchy), tak
mohlo jit skute€né o mensi vyuzivani kraviho mléka oproti kozimu. OvSem fe-
Seni mUze byt i pomérné prosté. Kozim mlékem se pfikrmovaly déti, proto je
v keramickych nadobach, zatimco kravské mléko se v kozenych mésich zpra-
covavalo na syr, pfipadné na se kvasilo na napoj podobny kobylimu kumysu.
Podavani koziho mléka détem je znamo zlidové tradice a muze souviset
s jeho lepsSi stravitelnosti pro ¢lovéka (Devendra — Burns 1983). DalSi mozny
divod vysokého zastoupeni je technicky, neglazovana keramika oSetfena ko-
zim mlékem vykazuje lepSi vlastnosti, neprotéka a vyrazné Iépe tésni. Mohla
byt i pfimo vmichana do keramiky, nebo jesté horka keramika mohla byt pro-
plachnuta kozim mlékem a to bylo vysuseno. Takovéto technické feSeni pod-
poruji analogie i experimenty s replikami neolitické keramiky (Kovarnik J.
1982). Kozi mléko se da s uspéchem vyuzit i k pfikrmovani prasat (Sus scrofa
f. domestica), v této dobé je mozna presnéjsi mluvit jesté o malo domestikova-
nych formach (Sus scrofa) (Gorgan a kol. 2011). Podle nékterych lidovych tradic
je takové pfikrmovani vhodné a prase pfibyva rychleji na vaze. OvSem je otaz-
kou, zda je mozné takové nedavné poznatky aplikovat na chovy v neolitu a Ize

téZko predpokladat, Ze by pro krmeni prasat bylo nutno uchovavat v keramice
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spi$ kozi, nez kravské mléko. Zvazovala jsem také, zda se kozi a kravské
mléko vzajemné nevyluCuji. Protoze jediny negativni vzorek na kozi mléko
z lokality Radobycice, vykazuje pfitomnost kravského mléka, které je
v keramice zastoupeno jen ob¢as. OvSem pravé dalSi vzorek z Radobycic ne-
se jak mléko kravské tak kozi. Podobné i jeden vzorek z lokality Horoméfrice.
Zda se, ze se obé mléka vzajemné v keramice nevylucuji. Zpracovani vétsiho
mnozstvi vzorkd v budoucnu by mohlo nékteré hypotézy podpofit. Napf. pokud
by bylo mléko detekovatelné, na prfevazné vétsSiné keramiky, nebo i pomérné
hluboko v keramické matrix, mohla by nabyt na dulezitosti teze o nutnosti pou-
Ziti mléka pro zmenseni propustnosti porézni keramiky. LepSi pohled na danou
problematiku mohou pfinést data i z pozdéjSich obdobi, zvlasté analyzy na po-

rézni keramice podobné struktury jakou mizeme nalézt v neolitu.

4.1 Rozpor v keramickych nalezech identifikujicich mléko

s vysledky sekvenace archaické DNA

4. 1.1 Mutace 13910 * T pro schopnost traveni laktézy v dospélosti
Na archeologické keramice uz z obdobi neolitu, je mozno identifikovat
stopy po mléku, Ci jeho produktech, coz kromé této studie potvrzuji mnohé
prace z dalSich evropskych region (Copley a kol. 2003; Craig a kol. 2005;
Craig a kol. 2011). Na druhou stranu ze zkoumani archaické DNA (aDNA) po-
chazejici z kostni tkané je zfejmé, Ze lidé v neolitu nebyli schopni laktdzu travit
(Burger et al., 2007). To bylo dokumentovano sekvenovanim 10 vzorku
z mezolitu a neolitu z nékolika evropskych regiont a 23 vzorkd (UspéSnych 13
analyz), z dneSniho Madarska z obdobi od neolitu do doby Zelezné (Burger a
kol. 2007; Gamba a kol. 2014). Pouze vjednom a to nejmladSim vzorku
z doby Zelezné byla identifikovana mutace 13910 * T pro traveni laktozy
v dospélém véku (Gamba a kol. 2014). Podobné vysledky pfinasi i dalSi roz-
sahla studie (Witas et al. 2015) zkoumajici alelu pro perzistenci laktazy
v archeologickém kosternim materialu z polskych Kujav. Podafilo se urcit DNA

sekvence ze 131 jedincl datovanych od neolitu (9 vzork() pfes konec doby
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bronzové az starSi dobu Zeleznou (8 vzorkl), dale dobu fimskou (34 vzork()
az po stfedovék (80 vzorku). U Zadného neolitického vzorku nebyla identifiko-
vana mutace pro traveni laktézy v dospélém véku, teprve DNA z halStatského
obdobi nesla u dvou z osmi zkoumanych alelu 13910 * T, u jednoho uz
v homozygotnim stavu. Na lokalitach z doby fimské a stfedovéku byla perzis-
tence laktazy detekovana pomérné ¢asto, na ruznych lokalitach se oviem liSila
vrozsahu 46 — 86 %. To priblizné odpovida i dalSim pracim (Kruttli a kol.
2014, Nagy a kol. 2011). Muzeme pifedbézné shrnout, ze mutace se zacina
vyznamnéji projevovat az v halstatském obdobi, minimalné v oblasti stfedni
Evropy a Polska. AvSak je zarazejici, ze byla zaznamenana vysoka frekvence
tolerance laktdzy (27 %) v Baskicku na severu Iberského poloostrova uz nékdy
po roce 3000 pf. n. ., tedy jesté v tamnim zavéru neolitu. Nicméné se v této
fazi vyzkumu zda nepravdépodobné, Ze se alela Sifila spole¢né s vinou pfi-
chozich neolitickych zemédélct do Evropy z Pfedniho vychodu (Witas a kol.
2015).

Naskyta se nékolik otazek, které feSi néktera evropska pracovisté: 1)
kde mutace vznikla, 2) jak a kdy se $ifila, 3) jak mléko lidé zpracovavali, pokud

nedovedli travit mlécny cukr laktozu.

4. 1. 2 Oblast vzniku mutace

S nejvétsi pravdépodobnosti mutace vznikla v Evropé v jednom regionu,
z kterého se Sifila, protoze v Evropé je jedna jedina mutace oznaCovana
13910 * T. Naopak v Africe jsou 4 znamé varianty (mozna vice), které zahrnuji
i evropskou mutaci, proto se da pfedpokladat nezavisly vznik u populaci, které
se uz zabyvaly zemédélstvim (Itan a kol. 2009). Podle sou€asnych pfedstav
pripadaji v uvahu dvé oblasti vzniku. Je to oblast stfedni Evropy, ktera je takto
urena z matematického modelu, ktery Sifeni ze stfedoevropského centra

predpoklada uz v neolitu (Itan a kol. 2009)°. OvS§em tomuto pojeti odporuji data

® Matematicky model je abstraktni model, ktery vyuziva matematického zapisu k popisu chovéni sys-
tému. Matematicky model transformuje model do matematického zapisu, ktery ma nasledujici vyhody:
a) formalizaci z&pisu danou historickym vyvojem, b) ptesnd pravidla pro manipulaci s matematickymi
symboly. Matematicky model obvykle popisuje systém s pomoci mnoziny proménnych a mnoziny
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ziskana z archaické DNA z kosti tehdejSich obyvatel, z kterych je jasné, ze se
mutace nevyskytovala v evropském neolitu vibec, nebo velmi sporadicky
(Burger a kol. 2007; Malmstrom a kol. 2010; Gamba a kol. 2014). Z analyz
vzorku z na Uzemi Madarska zaujima zvlastni misto, pravé jediny pozitivni na-
lez mutace 13910 * T z doby Zelezné, protoze podle dalSich genovych marke-
rd je zde nezanedbatelna souvislost s koCovniky a také hrobové vybaveni po-
ukazuje na stepni puvod (Gamba a kol. 2014). Koc€ovnici, ktefi v této dobé
mohli byt na uzemi dneSniho Madarska, se obvykle fadi k indoevropskym
Kimmerijcam a Skytham (Chochorowski 1993). Proto Ize uvazovat, Ze mutace
vznikla ve stepich, odkud se pfirozenym genovym tokem Sifila do Evropy. To
nevyluduje ani nalez mutace z dnedniho Svédska z mistni lovecko-sbéradské
kultury (Pitted-Ware Culture, asi 3200 BC — 2300 BC) (Zvelebil 2004), kde tato
mutace byla u jednoho z deseti vzorkl v heterozygotnim stavu, tedy ve frek-
venci 5%, na rozdil od sou€asnosti, kdy je na tomto uzemi vysoka frekvence
74% (Malmstrom a kol., 2010), dalSi prameny uvadi jesté vysSi udaje, kolem
90 % (Witas a kol. 2015). K narazovému zvySovani frekvence mutace by pak
dochazelo béhem opakovanych indoevropskych migraci z vychodu. OvSem je
také mozné diky vysledkim z Baskitska, Ze se mutace mohla Sifit z Afriky pfres
Gibraltar na Ibersky poloostrov a dale severozapadni Evropou (Witas et al.
2015). AvS8ak zadna z pracovnich hypotéz zatim nebyla pfesvédcivé podpore-
na empirickymi daty.

Nelze také zatim vylou it tfeti moznost, Ze mutace vznikla v mnohem
davnéjSich lovecko-sbéraCskych dobach a velmi sporadicky se vyskytovala
v evropské populaci a postupné jeji frekvence narostla. PfedevsSim v obdobi

kdy se pro jeji nositele stala selekéné vyhodna.

rovnic, které uréuji vztahy mezi nimi (Hfebicek a Skrdla 2006). V praci Itan a kol. (2009) byl vyuzit
bayesiansky zpisob vypoctu (ABC) a soubor metod umoziujici odhad parametrii v ramei modelu,
ktery je prili§ slozity pro béznou metodumaximalni vérohodnosti. Pfi porovnani popisné statistiky
S pozorovanymi daty, které byly generované simulovanymi datovymi sobory, ABC umoznila autorim
kli¢ové demografické a evolucni parametry, véetné oblasti, kde zacala v Evropé koevoluce schopnosti
travit laktézu a mlékarenstvi.
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Tuto problematiku s velkou pravdépodobnosti vyfeSi dalSi analyzy ar-
chaické DNA z riznych evropskych regiont a ¢asovych obdobi, v€etné dat ze
stepi vychodni Evropy. Zvlasté je vhodné, aby bylo mozno porovnat data ze

stejnych ¢asovych obdobi.

4. 1. 3 Sifeni mutace

Jakym zpusobem se mutace v Evropé Sifila, neni pfili§ jasné, ze sou-
Casnych vyzkumu se v8ak uz daji tvofit prvni zavéry a hypotézy. Neni to pouze
uvadény pripad z Uzemi Svédska, kde byla frekvence v neolitu 5% a nyni je
74% (Malmstrom a kol. 2010), eventualné kolem 90 % (Witas a kol. 2015),
existuji i data ze stfedovéku. Byly osekvenovany vzorky z kostni tkané ze
stfedovékého hrbitova v Dalheimu v Némecku, datované kolem roku 1200 na-
Seho letopoctu. Extrakce byla provadéna u 36 jedincl a z toho u 18 Uspésné.
Frekvence mutace pro traveni laktézy byla 70%, coz se blizi sou€asnosti, kdy
je v Némecku a Rakousku frekvence mutace 71 az 80% (Kruttli a kol. 2014).
Autofi uvadéji, ze minimalné do roku 1200 naseho letopoctu stoupla tolerance
k laktéze oproti starSim dobam na téméf souCasné hodnoty, minimalné ve
sledované lokalité (Krattli et al., 2014). Ale v nepfilis starSi lokalité z dnesSniho
Madarska, z 10. — 11. st. n. |., kde se podafilo analyzovat 23 jedincu, se pro-
kazalo, ze mutantni alela tam byla pouze ve frekvenci 11% (Nagy a kol. 2011).
Zda se, ze se jednotlivé regiony pomérné liSily. Néktefi autofi spekuluji, ze
zvySeni Cetnosti mutace mohl zpuUsobit selekéni tlak a geneticky drift za moro-
vych epidemii (Kruttli et al. 2014). Tento argument by si zaslouZil vice rozvést,
protoze nejen morové epidemie, ale i dalSi krize jako valky a migrace mohly
zpusobit pfechodné snizeni lokalnich populaci a tak se mohl uplatnit geneticky
drift i zvySena selekce. ZhorSené zivotni podminky a demografické zmeény
mohly byt zpasobeny v minulosti také klimatem (Kaniewski a kol. 2013), nebo
socialné-ekonomickymi faktory (Shennan a kol. 2013). Pravé v extrémnich
podminkach dochazi k vétsi vyméné genl mezi populacemi, a jestlize by také
dochazelo k selekénimu tlaku, pfi kterém by obtiznéji pfezivali jedinci ne-

schopni travit laktdézu, Cetnost mutace pro jeji traveni by se zvySovala. Je také
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nutno vzit v Uvahu soucasny stav, kdy je nejvétsi frekvence mutace na seve-
rozapadé Evropy (Leonardi a kol. 2012), ovSem to muzZe uUzce souviset
s pfirodnim podminkami®.

| kdyZ je dat ziskany na zakladé studia aDNA zatim malo a evropské
regiony nejsou vhodné geograficky a ¢asové zmapovany, je zcela jasné, Ze
Cetnost alely pro traveni laktézy se béhem &asu zvySuje. Pochopeni zplsobu
Sifeni by napf. pomohlo analyzovat lokalni populace pfed nastupem velkych
krizi a po nich, avSak extrakce a sekvenace aDNA by nemély byt omezeny na

jednu lokalitu, ale na reprezentativni pocCet.

4. 1. 4. Zpracovani mléka a keramika

Zavaznou otazkou zustava, jak bylo syrové mléko zpracovavano a
v ¢em. Zda to byla dochovana keramika. Pokud ano, pak by po takovych pro-
cesech na ni mohly zustat stopy. Jak je zifejmé z uvedenych vysledkl na lid-
ské aDNA (Burger a kol., 2007; Malmstrom a kol. 2010; Nagy a kol. 2011,
Gamba a kol. 2014), vétSina populace v neolitu i dlouho pozdéji laktdézu
v dospélém véku travit nemohla, presto jsou na keramice stopy po mlécnych
produktech. Laktéza tedy musela byt z mléka v néjaké mife odstranovana
(Curry 2013). Co se stane, pokud nejsou lidé schopni travit laktézu, a presto ji
konzumuji, je pomérné znamo. Pacienti, ktefi nejsou schopni hydrolyzovat ne-
bo absorbovat laktézu, trpi nadymanim, kie€emi v bfichu a prijmem (Preger —
Amberg 1967). | kdyz vysledky v této praci naznacuji v neolitu vysSi konzuma-
ci koziho mléka, které je sice stravitelnéjSi nez kravské (Devendra — Burns
1983), intoleranci laktdézy vSak nefeSi, protoze laktéza je obsazena i v kozim

mléce.

®Mléko je vyznamnym zdrojem vitamind D (kalciferolfl), které jsou dllezité pro hospodateni
s vapnikem. Vitaminy skupiny D se v téle vytvaii piirozené pomoci zafeni slunce, avSak pfi jeho ne-
dostatku je potiebné ho télu dodavat v potrave, tedy nejlépe v mléku. Proto je vyhoda travit laktdzu
praveé na severu Evropy. To ovSem nevysvétluje zvySenou frekvenci vyskytu mutace v nékterych ob-
lastech polozZenych blizko rovniku, jako je zapadni Afrika a jihozapadni Asie (Check 2006). Zda se, ze

vvvvvv

jak naznacovaly star$i studie.
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Prvni zemédélci tedy museli nalézt zpUsob jak ucinit mléko stravitelnym.
Jako nejsnazsi se jevi kysnuti mléka. Neolit zaCal v jiznich oblastech, kde
mléko kysne rychle, proto se prvni postup nabizel sam. Kysnutim se mize ob-
sah laktézy snizit o 20 — 50% (Alm 1982). Postup vyroby syra uz byl obtiznéj-
Si, zemédélci museli pouzit n€jaké syridlo, zfejmé obsah teleciho zaludku. Ten
obsahuje enzym chymozin, ktery v prvé fadé slouzi je sraZzeni mléka. Rozklad
laktézy zprostfedkuji laktobacily a bifidobaktérie, které Ize pfedpokladat jako
kontaminaci. Pokud se syr necha dobfe zrat, nemusi laktézu obsahovat vibec
i kdyz zalezi na podminkach (teplota, pomér soli a vihkosti) (Turner — Thomas
1980). Je ale otazka, zda k takovym procesum byla pouzivana nalezena ke-
ramika a tak vyvstava problém, zda vibec Ize tento pfedpokladany postup po-
tvrdit. Navic v souCasné dobé& metodika, pomoci které by bylo mozné
v keramice stanovit stopy po laktobacilech a bifidobaktériich, neexistuje. Stej-
né tak se jesté nikdo nepokousel najit v archeologické keramice stopy enzymu
chymozinu. Obdobna je situace, pokud bylo mléko kvaseno. Keramika nemusi
byt vhodna ani pro kvaseni mléka, napf. Kazasi na Altaji pro vyrobu kumysu
pouzivaji vyhradné kozené méchy (Pavelka, ustni sdéleni), podobné proteiny
kvasinek z keramiky také jesté nikdo extrahovat, nebo se nepokousel urcit.
Vytvofeni metodiky na detekci proteinu laktobacill, bifidobaktérii a kvasinek by
vSak predstavovalo dalSi krok k poznani zpracovani mléka, protoze pokud se
na keramice stopy mlécnych produktd nachazi, mélo by jit o produkty uz néja-
kym zplUsobem zpracované a proto je Sance na identifikovani stop dulezitych

mikroorganismda.

4. 1.5 Proteiny v archeologii

Proteiny jsou pro archeologické studie v budoucnu pomérné slibné. Je
to zejména proto, Ze s nimi nejsou takové problémy jako s archaickou DNA,
pfitom jejich struktura je odvozena z genetického kodu, takze mohou poskyt-
nout specifi¢téjSi informace nez tfeba lipidy, zejména po taxonomické strance.
Samoziejmé DNA mlze obsahovat mnohem vice informaci o celém plvodnim

organismu, proteiny jsou mnohem omezengjsi, nicmeéné jejich informacni hod-
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nota je stale pomérné vysoka. DNA na sebe pfitahuje vétSi pozornost odborné
i laické vefejnosti, avSak proteiny jsou pro archeologii stejné tak dulezité, pro-
toze se nachazi hojnéji a to na nejriznéjSich artefaktech v€etné kamennych
nastroji (Gerlach a kol. 1996).

Metoda ELISA, ktera byla v praci aplikovana, se v sou¢asné dobé pou-
ziva prfedevsim k detekci virovych a bakterialnich patogend ve vyzkumné praxi
i v praktické mediciné, avSak pro druhovou determinaci, uréovani pohlavi
a podobné jiz nikoli. Takto zaméfené testy zaznamenaly nejvétSi uspéch
v osmdesatych letech dvacatého stoleti, pak byly s pfichodem metody PCR
(Polymerase Chain Reaction) nahrazeny testy na DNA, nebot testovani na
DNA je rychlejSi, levnéjSi a spolehlivéjsi. To vSak plati u recentniho biologic-
kého materialu. Prace s DNA z archeologického materialu je mnohem kompli-
kovanéjsi, DNA se rozpada, hydrolyzuje, oxiduje, snadno je kontaminovana a
podobné (Hofreiter a kol. 2001). V poslednich letech nastava zména situace,
protoze tzv. nové sekvenacCni metody pracuji s kratkymi useky, které jsou
vhodné pro analyzu archaické DNA (napf. viz Keller a kol 2012). Nicménég, aby
néjaka DNA mohla byt zpracovana, musi se zachovat a tady zustava vyhoda
na strané proteind. Mnohé studie prokazaly, Ze proteiny se zachovavaiji I1épe
nez DNA, at uz v kostech (Collins a kol. 2002), a to i ve fosilnich kostech sta-
rych miliony let (Schwiezter a kol. 2009), keramice (Craig a kol. 2005a; Craig a
kol. 2005b), malifské barvé (Tokarski a kol. 2006; Kuckova a kol. 2007,
Fremout a kol. 2009), v sedimentech (Belluomini a kol. 1986), nebo na po-
vrchu kamennych nastroju (Kooyman a kol. 2001). Proteiny lze samoziejmé
také sekvenovat, nicméné protilatky zUstavaji i v sou€asnosti vhodnym nastro-
jem pro archeologii. Vhodnou metodikou pro vyzkum archaickych proteinQ je
také Western blot zaloZzeny na specifickych protilatkach. Touto cestou byly de-
tekovany archaické proteiny imunitniho systému a kolagenniho typu (Schmidt-
Schultz — Schultz 2004). Studie sekvence proteint fosilnich hominidl (neandr-
talci) pfinasi vysledky napf. pro osteokalcin (Nielsen-Marsh a kol. 2005). Rov-
néz samotna imunodetekce a kvantifikace byla uspésna u nekolagennich pro-

teinl v kostech z archeologickych nalezist (Brandt a kol. 2002). Zajimavé vy-
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sledky z hlediska vyZivy plynou také z vyzkumu rozdild kostniho kolagenu del-
ta N-15 lidi a domacich zvirat od neolitu po dobu fimskou v severozapadni Ev-
ropé (Hedges — Reynard 2007).

Pokud se na problematiku proteinl zaméfime z hlediska zaméreni této
prace, bude nutné stanovit, jaké proteiny se mohou zachovat v keramické
matrix, a jakymi nejefektivnéjSimi zplasoby je bude mozné analyzovat. Imuno-
logicky test je zfejmé& vhodny zpusob, pokud je protilatka spravné pripravena,
ale je nutno stanovit obecnou metodu izolace proteinti z keramiky pro hmot-
nostni spektrometrii. V nasich podminkach se pro analyzu pomoci hmotnostni
spektrometrie ukazala jako nejvyhodnéjSi izolace proteinl z keramické drti
u jednoho vzorku pfidanim 50 pl 1 % kyseliny mravenci (od firmy Fluka) a in-
kubace pfi teploté 4 ° C po dobu 18 hodin. Kapalina je nasledné odsata a ne-
utralizovana pomoci100 mM hydrogenuhli¢itanu amonného (Fluka). Nasledné
se nutno vytvofit tzv. proteticky stupen, na coz je vyuzit trypsin(Sigma), ktery je
pridan v koncentraci10 ng/ul a roztok se inkubuje pfi teploté37 °C po dobu 12
hodin (Hlasek a kol. v pfipravé). Pak teprve dochazi k izolaci jednotlivych pep-
tidu z roztoku, ale popis pfesahuje zaméreni této prace. Kazda laboratof pou-
Ziva ponékud jiné metody. Pro obecné srovnani by zfejmé byla lepSi unifikace,
protoze jinak nemusi byt vysledky zcela srovnatelné.

Pokud jsou proteiny ve vétS§im mnozstvi, nebo s dalSimi latkami jako
jsou Skroby a cukry, zvySuje se pravdépodobnost, ze proteiny preckaji dlouha
C¢asova obdobi, mimo jiné mohou byt takovym zpusobem chranény pfed mi-
kroorganismy (Baker 2010). Je takeé kriticke, jakému prostfedi byly proteiny
v archeologickych nalezech vystaveny. Pfirozené procesy degradace proteind,
(enzymatické Stépeni, dekarboxylace, deaminace apod.), probihaji odlisné za
riznych podminek (Baker 2010). Prostfedi zifejmé hraje nejduleZitéjsi roli pfi
uchovani protein(, proto jedna o pole pro dal$i vyzkum experimentalniho cha-
rakteru i vyzkumu pfimo z nalezi. Je pravdépodobné, Ze velky dlraz by mél
byt kladen na zplsob exkavace a nasledné zpracovani nalez(. Napfiklad né-
které konzervacni techniky by rozhodné mély byt revidovany, zejména Cisténi

keramiky kyselinou chlorovodikovou, coz proteiny spolehlivé odstrani.
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5. Zaver

V ramci rozvijeni vyzkumu potravin v minulosti byla vytvofena funkéni
metodika na zakladé reakci antigen-protilatka, ktera se ukazala jako pouzitel-
na pro detekci mléénych proteint v porézni archeologické keramice. Jeji vy-
hody jsou oproti hmotnostni spektrometrii zfejmé, je to jednoducha pouzitel-
nost s omezenym vybavenim a relativné snadna zvladnutelnost. ldentifikace
proteinu v keramice pomoci protilatek je pravdépodobné citlivéjsi, nez detekce
proteind v keramice pomoci hmotnostni spektrometrie. Pomoci této techniky
byla prokazana pfitomnost mléka skotu v testované keramice, zajiSténé pro
potfeby prace, pochazejici pfevazné z doby bronzové a stejné tak byla proka-
zan existence kravského a koziho mléka v neolitické keramice. Soucasné se
béhem zpracovani dat ukazaly rozdily mezi jednotlivymi keramickymi zbytky,
které mohou vypovidat o rozdilné mife vyuzivani mléCnych vyrobk( mezi regi-
ony, nebo svédci o odliSném pouzivani keramiky. AvSak tyto zavery potvrdi, Ci
zpfesni az dalsi analyzy, protoze pocty zatim zpracovanych vzorkl jsou ome-
zené. Na rozdil od pfedchozich praci detekujicich zbytky mléka v neolitické
keramice se podairilo urCit, Ze v keramice jde prevazné o zbytky mléka koziho.
Podezfeni, Ze by mohlo jit o faleSnou pozitivitu testu, vyvraci negativni kontro-
la a jeden zcela negativni neoliticky vzorek. MIéko skotu je zastoupeno vyraz-
né méné. Je navrzeno nékolik hypotéz, které by toto skute€nost mohly vysvét-
lovat, jako jedna z nejpravdépodobnéjSich se z mého pohledu jevi pouzivani
keramiky pro krmeni déti kozim mlékem, protoze je lépe stravitelné (Devendra
— Burns 1983), zatimco kravské mléko mohlo byt zpracovano takovym zpUso-
bem, Ze pfichazelo do kontaktu s keramikou méné, coz ale také mohlo zalezet
na konkrétnich mistnich tradicich. Alternativni a také velmi pravdépodobné
vysvétleni je pouzivani mléka jako technického Cinidla, které mélo zamezit vy-
soké propustnosti porézni keramiky.

Vztah mutace pro traveni laktézy v dospélém véku a existence zbytku
mlécnych zbytkd na neolitické keramice, zfejmé neni v pfimé souvislosti, lidé
se pravdépodobné naucili pro konzumaci mléény cukr odstranovat, nebo vy-

razné omezovat. ReSeni problém( ohledné mutace pro traveni laktézy a jeji
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Sifeni v evropské populaci bude zfejmé vyzadovat dalSi vyzkum. Stejné jako

studium zpUsobu zpracovani mléka v minulosti.
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7 Resumé
While developing the research of food strategies in the past a new

methodology of antigen-antibody reaction has been established and verified
for the detection of milk proteins in the porous surfaces of archaeological ce-
ramics. We demonstrate the presence of cow and goat milk in the examined
Neolithic pottery and the presence of cow milk in the Bronze Age pottery. Con-
trary to the previous published research we show that goat milk prevails
among the samples of Neolithic pottery; the cow milk is much less frequent. |

prefer to suggest the hypothesis

The most likely hypothesis explaining my view seems to reside in the
use of pottery for feeding babies with goat milk, which is much easier to digest,
whereas cow's milk could have been be processed more often in non-ceramic
vessels. The variations recorded in our assemblage may indicate the various
extend of dairy production in researched regions, or they may suggest the dif-

ferent use of various ceramic vessels.

The presence of milk residues within Neolithic pottery and the lactose
tolerance mutation by adults does not seem to be related. Neolithic people
probably learned to reduce or eliminate the content of milk sugar. Neverthe-
less, the further research is necessary for solving the problems of the lactose
tolerance mutation and its spreading within European populations. As well as

the study of the ways of diary production in the past.
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8 PFilohy

Rejstfik ptiloh:

Tab. 4 Naméfené hodnoty z jednotlivych méfeni

Obr. 1 Odbér vzorku keramiky pro analyzu

Obr. 2 Ukladani odebraného vzorku do plastikové zkumavky

Obr. 3a. Detail keramiky po odbéru vzorku — neumyty keramicky zlomek
Obr. 3b. Detail keramiky po odbéru vzorku — umyty keramicky zlomek

Obr. 4. Mikrotitracni desti¢ka pfed méfenim absorbance

Obr. 5. Pristroj na méfeni absorbance vyslednych reakci na mikrotitracnich

destiCkach - ELISA reader VERSAmax™ (Molecular Devices)
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Tab. 4 Namérené hodnoty z jednotlivych méreni

Kazdé méfeni je urlitym zplsobem nezavislé, proto jsou data uvedena

v konkrétnich oddélenych tabulkach s vlastni pozitivni a negativni kontrolou,

jak byla ziskana.

Measurement
mode:

Measurement wavelength:
Reference wavelength:

Read mode:

Dual wave data (difference)

Jednotliva méreni:

Cattle BLG

1,0880
0,6410
1,3330
0,9940
1,4700
1,4630
1,5040
1,3940

0,0180
1,9320
1,7130
0,2830
1,7110
1,6070
1,5810
1,5010

0,0050
1,3470
0,3470

0,3140
1,3960

Repeé 1
Ratajel
Bfeznice
Rataje2
Rataje3
Rataje4
Albrecht285
Albrecht43

pozitiv

negativ
Mazice1
Mazice2
Mazice3
Mazice4
Mazice5
Mazice6

pozitivni
negativni
Kfimice 96
Radobycice 4
Radobycice 1

0,0370
1,4500
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,2360
0,1860
1,3290
0,1900
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000

pozitiv
negativ
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

Rataje5
RatajCed
Hefmarni
Podoli
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000

450
620
Normal

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
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Goat

0,3210
0,6670
0,0000

0,0160
2,5360
2,1070
1,8530
2,1180
1,5460
1,8600
0,0000

0,0090
0,8770
0,9890
1,3670
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

I9G

0,7660
0,0970
2,6200
2,3890
1,4740
0,4650
3,6210
3,4700

Radobycice2
Kfimice 1
0,0000

Pozitivni
negativni
Horom1l
Horom2
Horom3
Horom4
Horom5
0,0000

pozitivni
negativni
Radoby¢3
Radoby¢5
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

Pozit. 0,005%
negat. H20
Radobycice1
Radobycice2
Radobycice3
Radobycice4
Radobycice5
Horomé.1

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

3,2700
3,4520
3,3310
3,6180
0,6910
0,3650
0,4240
0,5030

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

Horomé.2
Horomé.3
Horomé.4
Horomé.5
Mazice1
Mazice3
Mazice4
Mazice5

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
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Obr. 1 Odbér vzorku keramiky pro analyzu
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Obr. 2 Ukladani odebraného vzorku do plastikové zkumavky
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Obr. 3a. Detail keramiky po odbéru vzorku — neumyty keramicky zlomek

(Rataje Ill — mladSi doba bronzova)
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Obr. 3b. Detail keramiky po odbéru vzorku — umyty keramicky zlomek

(Radobycice 3, LnK II)
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Obr. 5. Pfistroj na méfeni absorbance vyslednych reakci na mikrotitrac-

nich destiCkach - ELISA reader VERSAmax™ (Molecular Devices).

.

53



