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ABSTRAKT

V této bakalaiské praci je pomoci imunologické metody ELISA testovdno, zda se na
urc¢itych archeologickych nélezech z hradist¢ Knézi Hora nachézi zbytky po potravinach
v podobé proteinii. Sledovanymi proteiny mlécné proteiny kasein a B-lactoglobulin,
pSeni¢ny protein gliadin a proteiny hovéziho a vepfového masa. Specialni ELISA sadou
urenou na vaiené bilkoviny je pak experimentem ovéfeno, zda jsou proteiny nachazejici

se na lokalité archaické, nebo pochézi z pozdéjsi kontaminace okolni ptdy.

ABSTRACT

In this bachelor thesis, using the ELISA immunological method, it is detected whether
there is a protein residue in some of the archaeological finds from Knézi Hora. The
monitored proteins are milk proteins casein and B-lactoglobulin, wheat protein gliadin and
bovine and pork proteins. A special ELISA kit for cooked protein is then verified by the
experiments if the proteins found in the site are archaic or derived from later

contamination of the surrounding soil.



I UVOD et 1
| B O 1 o) Lo R TSRR 1

2 DENATUROVANE HISTORICKE PROTEINY .......ccccoviiiiriieeeneeereeeseeeeeneseesesneene 1
2 B o (0] <111 PSP 2
2.2 Proteiny vV archEOlOgii......cccuieruiieriieriieeiieiie ettt ettt ettt et e e e saeeaeeennas 2
2.3 Degradace Proteinll V CASE ....c.ueerveerureerieriieeiieniieeteensiesseenseessseenseesseesseessesnseessnes 4
23,1 DENATUTACE ..c.uveeiiieiiieeiieeieeeite ettt ettt ettt et et san e e e e 4
2.3.2  DEAMINACE ...c.veeuveiieiieieeiteie ettt ettt sttt et sttt et sbe ettt sbe et e naes 5
2.3.3  Hydrolyza peptidovyCh Vazeb .........cccooiiiiiiiiiiiieieceeeeeece e 5
234 Maillardova 1€aKCE .......evueeriieiiiiieieeiesiteeee e 5

2.4 TeStOVANE PIOTCINY ..ueeecurieeruiieeieieeeeireeeitteesieeesseeessseeessseeessseessseesseeesseeesseeesssessnns 6
24,1 KSCIM ettt ettt et e sttt e e b e eaees 6
2.4.2  Beta-laktoglobUlin ........cccoeeiiiiiiiiiece e 6
243 GHAIN .ttt et be e 7

3 POUZITA METODA ...ttt 8
KN B = £ 1 (o) o (O OO RRUPRUPORTRRO 8

R TN o011 Te11 o SRR 11
3.3 Slozky testovaci sady ELISA .......cccooiiiiiiiiieeeee e 12
3.3.1  Mikrotitracni deStiCKa.......coeevuiriiriiniiiienieeeeeeee e 12
3.3.2  ANTIZEN 1ottt ettt e b tbeetaesnse e 12
333 ProtildtKa. ..o e 13
3.3.4  BSA (hoveézi sérovy albumin) ..........c.ccceerieiiiieniieiieeieeiecee e 15
3.3.5 Avidin-biotin KOMPIEX .....cccvieviiiiiiiiiiieiieie et 16
3.3.6  KTenova PeroXidazZa........ccccccverieeiiienieeiieniieeiiesieeeiee e eeeesareeseessneeseesnee e 16

R 2R S ) ) PSRRI 17



4

5

6

10

3.42  Nepfima ELISA .. ..ot 18

3.43  Sendvi€ova ELISA ....ccooooiiiiiiiieeee e e 19
344  Kompetitivid ELISA ...oooiiiii et 20
3.5 VYUZith ELISA tEStU..c.eiiiiiiiiiieiiieieriteteeteeieste ettt s 21
ARCHEOLOGICKY KONTEXT ......c.oooiuiimiiieereeseeseessesesseseeseseseesessssssessessenenes 22
PRIPRAVA MATERIALU ....coooouiieiiieeiiieeiseise it 24
POSTUP PRI DETEKCI PROTEINU ..o, 25
6.1  Potup pii detekci proteinit veprovEeho Masa...........eeeeuveervieeeciieeeiiieeeie e 25
6.2  Postup pii detekci B-lactoglobulinu............cooevieeiiiiiiiiiiiieceeee e 26
6.3 Postup pii detekCi KaSCINU ....ccuviieiiiiieiiieciiecee e 27
6.4  Postup pii detekci gliadinu ........cocveieiiiieiiiicieceeeeeee e 28
VY SLEDKY ..coomiiuiiimeieneiisessessseessessse st eses st 30
DISKUZE ...ttt ettt ettt ettt ettt st b et saaenas 32
ZAVER ...t 35
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...cvoumiimiimriirreseresesssssssseessesssesssesssessseeens 37
10.1 EleKtronicke ZAT0J@ .......oevuiiieiieiieiie ettt 42
10.2 SezNam ODTAZKI .......ocueiiiriiiieieiieeeee e e 44

10.3 SEZNAM LADULEK ... e 44



1 UvoD

V soucasnosti probihd v archeologickych vyzkumech velky zdjem o studium
organickych rezidui, zejména se jednd o porézni keramické naddoby a nastroje, kde jsou
Castokrat zachovany proteiny a lipidy zpotravin stiedovékého stafi(Craiga kol.
2000, Copley a kol. 2005, Pavelka a Vareka 2008, Roffet-Salque 2015, Ciperové 2015,
Pavelka a kol. 2016). Cilem téchto vyzkumi je osvétlit, které zdroje potravy byly
vyuzivany riznymi populacemi a jaké zivotni strategie prevazovaly v riznych podminkach

(Oudemans and Boon 1991).

1.1 Cil prace

Cilem mé prace je aplikace imunologické metody ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) na detekci denaturovanych proteinil, které predstavuji zbytky po
potravinach nasaklych do porézni keramiky z archeologickych nélezii. Tato metodika by
méla pfinést nova publikovatelnd data pro potfeby archeologickych praci a pozdéjsich
vyzkumi a rozs$ifit povédomi o stravovani vymielych populacic na konkrétni

archeologické lokalité.

2 DENATUROVANE HISTORICKE PROTEINY

Kromé kosti nebo fosilizovanych kosti, u kterych jiz bylo diive prokazéano, ze
obsahuji fragmenty bilkovin ve vzorcich, které jsou i stiedovékého stafi, se v posledni
dobé¢ staly cilovym materialem pro vyzkum archeologickych proteinii keramické nastroje a
nadoby. Keramické artefakty, kromé toho, Ze se bézné vyuzivaji v archeologickych
souvislostech, byly ¢asto pouzivany jako nastroje na vafeni, coZ znamena, ze s velkou
pravdépodobnosti obsahuji zbytky prehistorické stravy. Diky jejich porézni struktute jsou
idealnimi pfedméty pro absorpci a uchovani organickych zbytkti (Craig a Collins 2000).

Analyza organickych zbytkli v organickych materialech miize byt rozdélena zhruba
do ctyt kategorii, které jsou zalozeny na studovanych slouc¢eninach. Témito slouceninami
jsou: proteiny, lipidy, alkaloidy a DNA. Ackoli studie zalozené na archeologickych
reziduich je mozné dohledat az do roku 1960 (i pro fosilni proteiny dinosaurt), s prvnimi
vyznamnymi publikacemi ptiSel az Svante Pddbo, ktery vroce 1985 popsal lidskou
genetickou evoluci pomoci DNA ziskané zegyptské mumie. Po jeho objevu je

zaznamenan vysoky narlst zajmu o rezidua a nasledné publikace. Nicméné studie zalozené



na staroveékych residuich nejsou bezproblémove, o ¢emz svéd¢i mnozstvi ¢lanki, které se

tykaji interpretace vysledkl a pouzitelnosti velmi starych vzorki (Baker 2010).

2.1 Proteiny

Proteiny neboli bilkoviny jsou makromolekularni latky, které vznikaji spojenim
100 a vice (typicky protein jich obsahuje 200 az 300) molekul riznych aminokyselin za
pomoci peptidické vazby. Obsahuji atomy uhliku (50 — 55 %), vodiku (6 — 7 %), kysliku
(20 — 23 %), dusiku (12 — 17 %) a dalSich prvka. Struktura proteinti vychazi z uspotfadani
aminokyselin v fetézci a je dulezitd pro funk¢nost bilkoviny. Primarni struktura je
definovana piesnym potfadim aminokyselin v fetézci. Sekundarni struktura je dana
prostorovym usporadanim aminokyselin v fetézci a stabilizaci vodikovych mustki, existuji
dvé zékladni sekundarni struktury: a-helix (pravotociva Sroubovice) a [-skladany list.
Terciarni strukturu charakterizuji dal$i intramolekularni vazebné interakce, jako jsou
disulfidické mustky, iontové vazby a van der Waalsovy sily. Kvarterni struktura vznika u
proteinil, které se skladaji ze dvou a vice polypeptidovych fetézct, tato struktura se

vyskytuje napiiklad u hemoglobinu [1].

Proteiny jsou diilezitou a nezbytnou slozkou vyzivy zZivocichl. Potraviny, které
obsahuji bilkoviny jsou pfedevsim mléko, maso, vejce, ale téz lusténiny (Doubrava a kol.

1984).

2.2 Proteiny v archeologii

Vyzkum proteinti byl zprvu kritizovan, jelikoz proteiny nebyly povazovany za
dobie zachovatelné v archeologickych souvislostech. Proteinové zbytky jsou v ¢asovém
useku podrobeny tadé transformaci véetné¢ hydrolyzy peptidovych vazeb, deaminace,
denaturace a napadeni mikroorganismy Hlavni problémy studia archeologickych
proteinovych zbytkli souvisi s extrakci bilkovin, kterd brani komplexni souhie vSech sil
véetné hydrofobnich interakei, vodikovych vazeb, iontovych a Van der Waalsovych sil.
Tyto sily vazou protein na keramiku a zplsobuji to, Ze je extrakce velmi obtizna (Baker
2010). Jak viak prokazala Ciperova (2015) pro identifikaci proteinti pomoci ELISA stadi

analyzovat keramiku i s ptivodnimi proteiny jako jemnou suspenzi.

Archeologicka keramika je vSak vzhledem ke svému relativné mladému véku
idedlnim kandiddtem na konzervaci bilkovin, navic navzdory vySe zminénym

modifikacim, ke kterym dochdzi pii vystaveni teplu, se piedpoklada, Ze vafeni zvySuje



pfeziti proteinii v Case tim, Ze inhibuje mikroorganismy, které by jinak konzumovaly
zbytky bilkovin (Barnard a kol. 2007). Toto tvrzeni vSak nebylo v archeologickych

materidlech dostatecné popsano, coz potvrzuje potiebu dalSich laboratornich kontrol.

V archeologii se proteiny v posledni dobé ukazuji jako velmi slibné materialy,
jelikoz préace s nimi je jednodussi nez s archaickou DNA. Jejich struktura je odvozena od
genetického kodu a diky tomu poskytuji lepsi a presnéjsi vysledky nez napiiklad lipidy,
tato skutecnost je vyznamné zejména pro taxonomii. Pfestoze jsou proteiny omezenéjsi a
DNA miize obsahovat celkovou informaci o pivodnim organismu je jejich informacni
hodnota velmi vysokd. proteiny vSak nachazeji v archeologii obdobné vyuziti jako DNA

jelikoz se nachdzi ve vétSim mnozstvi na nastrojich a na naddobach (Gerlach a kol. 1995).

V soucasné dobé se ELISA, kterd je vyuzita v této préci, pouzivad zejména ve
vyzkumu a mediciné k detekci virovych a bakteridlnich onemocnéni. Pro bliz§i duhovou
specifikaci, pro ureni pohlavi a podobné je jiz nevyuzitelnd, pro tento druh testd je
v dnesni dobé& vyZivana metoda PCR (Polymerase Chain Reaction)' nebot prace s DNA je
rychlejsi a levngjsi. Tyto testy je vSak mozné aplikovat pouze na recentni biologicky
material. Pracovat s archaickou DNA je komplikované, jelikoz vlivem cCasu hydrolyzuje,
oxiduje, rozpada se a je snadno kontaminovana (Hofreiter a kol. 2001). Nové sekvencni
metody vyuzivaji krat$i iseky DNA, které jsou pro analyzu zachované archaick¢ DNA
vhodnéjsi (Keller a kol. 2012). Aby se vSak mohlo s DNA pracovat, musi se né¢jaka
zachovat. Zde se prokazalo, Ze proteiny jsou pro archeologicky vyzkum vyhodnéjsi, prave
proto zZe se del§im Casovém useku 1épe zachovaji naptiklad v kostech (Collins a kol. 2002),
ve fosiliich (Schwiezter a kol. 2009), v keramice (Craig a kol. 2005), na kamennych
nastrojich (Kooyman a kol., 2001), v sedimentech (Belluomini a kol. 1986) nebo
v malifské barvé (Tokarski a kol. 2006, Kuckova a kol. 2007, Fremout a kol. 2009).
Sekvenovat proteiny je také mozné, ale vyuziti protilatek se prokdzalo jako velice Gi€inna
metoda. DalSi vhodnou metodou v archeologii je Western blot, ktery je zaloZzeny na
vyuziti specifickych protilatek. Timto zplGsobem byly popsany archaické bilkoviny
imunitniho systému a kolagenni bilkoviny (Schmit a Schultz 2004).

" PCR neboli polymerazova fetézova reakee je technika vyuzivana v molekularni biologii, jejiz principem je
opakovana fizend denaturace dvouietézcové DNA a nasledna denaturace osamocenych fetézcii se se
specifickymi oligonukleotidy, které slouzi nasledné jako primery pro syntézu nového fetézce DNA. Cilem
PCR je namnozit uréity isek DNA. Metodu PCR vymyslel Kary Mullis v roce 1983, ¢imz zpusobil pievrat
v molekularni biologii , za sviij objev ziskal Nobelovu cenu [2].

3



2.3 Degradace proteinti v case
Proteiny v pribé¢hu casu podléhaji pfirozenym procesim degradace jako jsou
denaturace, deaminace, hydrolyza peptidovych vazeb, Maillardova reakce nebo také

Mrwe

kterych se proteiny nachazi. Pokud jsou proteiny ve vétsi koncentraci na jednom misté,
nebo se vyskytuji s jinymi latkami (Skroby, sacharidy), je velice pravdépodobné, ze pteziji
velmi dlouhé Casové useky. Je zde 1 velka Sance, ze se timto zpisobem ubrani napadeni

mikroorganismy (Baker 2010).

2.3.1 Denaturace

Denaturaci se rozumi ireverzibilni (nevratné) zmény v biologickych (ztrata
enzymového a hormondlniho Uc¢inku), chemickych a fyzikalnich (ztrata rozpustnosti
ptvodni pfirodni bilkoviny) vlastnosti bilkovin. Denatura¢né pusobi, kromé& vysokych
teplot (70 az 100°C) naptiklad chemické latky jako jsou mineralni a organické kyseliny
nebo zadsady a organicka rozpoustédla (aceton, alkohol), které uvoliuji iontové vazby,
které podminuji terciarni strukturu bilkovin. Mimo jiné jsou bilkoviny citlivé k fyzikalnim
faktorim, kterymi jsou napiiklad ultrafialové paprsky nebo rentgenové zafeni. Vlivem
téchto uvedenych faktort bilkoviny ztraceji hydrofilni vlastnosti a stavaji se hydrofobnimi.
Pfevedeni piivodni bilkoviny do denaturovaného stavu provazi zmény vysSich struktur

(Obr. 1), pouze primarni struktura zistava zachovana (Doubrava a kol 1984).

Obr. 1. Denaturace proteinii, a) pivodni protein, b) denaturovany protein (Hodecek 2016)



2.3.2 Deaminace
Deaminace je proces, pfi kterém je odebrana aminova (-NH;) skupina

z molekuly aminokyseliny.

2.3.3 Hydrolyza peptidovych vazeb

Peptidova vazba (nebo také peptidicka vazba) je kovalentni chemicka vazba
spojujici dva po sob¢ nésledujici aminokyselinové monomery v peptidovém nebo
bilkovinném fetézci (Obr. 2). Peptidova vazba muze byt degradovana hydrolyzou, neboli
piidanim molekuly vody. V pfitomnosti vody se peptidova vazba rozpadne a uvolni se
energie. Tento proces je extrémn¢ pomaly: polo¢as rozpadu je pti 25°C mezi 350 a 600

lety na jednu vazbu (Valenta 2009).
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Obr. 2 Peptidova vazba (Valenta 2009)

2.3.4 Maillardova reakce

Mailardova reakce je neenzymatické reakce mezi redukujicimi sacharidy nebo
produkty jejich degradace a aminokyselinami a bilkovinami v potravinadch. B€hem , ktera
probiha pfti teplotach 140°C az 165°C, této reakce vznikaji velmi dalezité senzoricky
aktivni slouceniny. Diky této reakci maji potraviny po tepelné pravée charakteristické

nahnédlé zbarveni (Marxova 2011).



2.4 Testované proteiny

V této praci je nezbytné stanovit konkrétni proteiny, které se mohou uchovat

v archeologické keramice, a kterymi se vyzkum v této praci zabyva.

2.4.1 Kasein

Kasein je hlavnim mléénym proteinem tvoii asi 80 % vSech mléénych bilkovin,
zbyvajici Cast je tvofena rlznymi syrovatkovymi proteiny. Je dilezitym zdrojem
aminokyselin, vapniku a fosfati a diky tomu je velmi dilezity pro rozvoj a rist mlad’at.

Svym chovanim, kter¢ je dané jeho unikatni strukturou, se kasein lisi od ostatnich proteint.

Kasein je slozen s nékolika podobnych proteint, které tvoifi multimolekularni
zrnitou strukturu, nazyvanou kaseinova micela (Obr. 3). Tato struktura kaseinu v mléce je
dalezitou soucasti traveni mléka v zaludku a ve stieve, jelikoz micely vytvoii urcitou
formu gelu a diky tomu je trdven pomaleji nez jiné mlécné proteiny. Elektronova
mikroskopie ukazala, ze velikosti kaseinovych micel jsou v rozmezi od 50 do 300 nm

(Cockburn 2001).

Obr. 3 Kaseinova micela (Dalgleish a kol 2004)

2.4.2 Beta-laktoglobulin

Beta-laktoglobulin je nejhojnéjSim syrovatkovym proteinem, tvoii 7-12 %
celkového mnozstvi mlécnych bilkovin. Vyskytuje se zejména v kravském a v ovéim
mléce nikoli v§ak v mléce lidském. Jedna se o globularni protein s primarni strukturou 162

aminokyselinovych zbytka (Ciperova 2015). Kompletni aminokyselinovou sekvenci a



disulfidové ktizové vazby popsal Whitney a kol. (1976). V této praci byl pouzit ELISA test

urceny specialné pro detekci beta- laktoglobulinu obsazeného v kravském mléce.

Obr. 4 Stavba beta-laktoglobulinu (Swaisgood, 1996)

2.4.3 Gliadin

Gliadin je monomerni protein, ktery se sklada z polypeptidu s jednim fetézcem a
tvoii 30 — 40 % celkového obsahu mouc¢nych bilkovin. Gliadiny jsou polymorfni smési
rozpustné v 70% alkoholu (Anderson a Greene 1997). Vazby, které se v gliadinu tvofi,
jsou cystein disulfidové mustky, které vedou k jejich mén€ nebo naopak vice globularnimu
charakteru (Shewry a kol. 2003). Gliadiny jsou rozdélovany do Ctyt skupin: a, B, y a ® na

zaklad€ molekularni pohyblivosti pii nizkém pH.

Gliadin je hlavni protein v potravinach obsahujicich lepek jako je je¢men, Zito,
pSenice a dal$i, oves misto gliadinu obsahuje glutin. V této praci byl vyuzit ELISA test,

ktery je urceny specialné k detekci gliadinu v obsaZeného v obili [3].



Obr. 5 Stavba gliadinu ( [21])

3 POUZITA METODA

K ziskani podkladii & vysledki do této prace byla pouzita imunochemickd metoda
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), ktera je znama také pod nazvem EIA
(Enzyme Immunoassay). EIA 1 ELISA jsou biochemické testovaci metody urcené
k detekci a kvantifikaci peptidii, proteini, protilatek a hormonti. V testu ELISA je antigen
imobilizovan na pevném povrchu (mikrotitracni desticka) a poté je komplexovan
s protilatkou, kterd je spojena s enzymem. V komer¢nich ELISA soupravéch je obvykle na
povrch v jamkach desticky imobilizovana protilatka, kterd reaguje s antigenem testovaciho
vzorku. Detekce se provadi vyhodnocenim konjugované enzymové aktivity inkubaci se
substratem. Zakladem celého testu je vysoce specificka interakce mezi protilatkou a

antigenem.

3.1 Historie

Prvni publikované systémy EIA a ELISA se liSily v navrhu testu, ale obé techniky
jsou zaloZeny na stejném principu imunotestu s vyuzitim enzymu. Dva vyzkumné tymy
nezéavisle na sobé a soucasné vyvinuly tuto myslenku a provedly nezbytné experimenty,

aby prokazaly proveditelnost testu (Lequin 2005).

Technika ELISA byla koncipovana a vyvinuta Petrem Perlmannem , hlavnim

vynalezcem, a Evou Engvallovou na Stockholmské univerzité ve Svédsku. EIA byla

* Imunochemické metody jsou metody vyuZivajici interakce mezi specifickymi in vitro protilatkami a
antigeny (Kas a kol. 2006).



vyvinuta ve vyzkumnych laboratofich NV Organon v Nizozemsku Antonem Schuursem a
Bauke van Weemenem. Ob¢ techniky vychazeji z metody RIA (Radio Immuno Assay),
ktera se pouzivala pted objevem ELISA/EIA (Lequin 2005).

RIA byla poprvé popsana vroce 1960 Solomonem Bersonem a Rosalyn Yalow
v New Yorku a byla primarn€ vyuzivana pro méieni insulinu v plazmé. Za tento objev byla

vroce 1977 Rosalyn Yalow ocenéna Nobelovou cenou v oboru medicina a psychologie

[4].

RIA je star$i imunologickd metoda, kterd funguje na podobném principu jako
ELISA, s rozdilem, Ze namisto enzymu se pouziva radioaktivni izotop. V tehdejsi dob¢ byl
pirevazné vyuzivan jod-131 (poloCas rozpadu 8,02 dni, beta a gama zafeni), jelikoz
neexistovaly jiné alternativy. S pouzivanim radioaktivniho jédu vSak souvisela tada
problémil souvisejici s radioaktivnim odpadem a hlavné s bezpecnosti pracovnikd, ktefi
s metodou RIA pracovali. Pozdéji ptisel na trh méné skodlivy jod-125, ktery vyzaiuje

slabé gama zaieni a s tim se znacné snizilo riziko zdravotnich problémi (Lequin 2005).

Na pocatku 70. let 20. stoleti byl v Basileji pofadan sjezd ERIAC (European
RadiolmmunoAssay Club), kde byla zpochybnéna myslenka vyuziti enzymu namisto
radioaktivni latky. Nikdo nevéfil tomu, Ze je mozné aby tak velka molekula, jako je enzym,
byla schopna navéazat antigen nebo protilatku bez toho aby zabranil specifickym reakcim
mezi nimi. VSechny pochybnosti byly vSak vyvraceny velmi dobife naplanovanymi

experimenty (Lequin 2005).

Na konci 60. let 20. stoleti byly vyzkumnym tymem (S. Avrameas, G.B. Pierce)
z Pafize UspéSn€ navazany enzymy (napi. alkalickd fosfatdza, gluk6zo-oxiddza) na
protilatky a antigeny. Avrameas popsal navazani enzymii pomoci glutaraldehydu
(Avrameas a Uriel 1966). Cilem jejich prace bylo za pomoci enzymové znaceného
antigenu nebo protilatky detekovat pfitomnost antigenu nebo protilatky ve vzorku
imunofluorescenci. Jejich experimenty byly tspéSné a technika, kterou vyvinuly, byla dale

vyuzivana v histopatologii a histochemii (Engvall 1977).

Prvni publikace o vysledcich metody ELISA vydali Perlmann a Engvallové v roce
1971. Tyto vysledky popisovaly méfeni mnozstvi IgG (imunoglobulin G) v kralicim séru
s pouzitim alkalické fosfatdzy (Engvall a Perlmann 1971). Ve stejném roce byla

publikovana i1 prace vyuzivajici EIA, jeji autoii (van Weemen a Schuurs) pfisli na to, Ze



metodou EIA Ize urcit koncentraci gonadotropinu v moc¢i. Jako enzym byla pouzita avidin-

peroxidaza (van Weemen a Schuurs 1971).

Na konci 60. a poc¢atkem 70. let byla vétSina RIA testd vyvinuta ,,po domécku,,
jednotlivymi védci a vyzkumniky. Ti vSak nedokazali udrzet krok s velkymi firmami, jako
jsou BoehringerMannheim (Némecko), Abbott (USA), Organon Teknika (Nizozemsko),
kteti zah4jili komer¢ni prodej testovacich souprav ELISA/EIA. Dochdzelo ke zdokonaleni
techniky, laboratofe byly 1épe vybaveny, coz vedlo k automatizaci pipetového zafizeni,
k pipetam s vice kanalky, ¢teckam mikrotitra¢nich desti¢ek apod. (Lequin 2005).

Ptevratny objev metod ELISA a EIA vedl k vyvoji celych sérii testovacich sad a

vvvvvv

sendvicové testy (Bosh a kol. 1975).

Na pocatku 70. let 20. stoleti se pro screening krve nebo pro testovani virovych
onemocnéni pouzival bud’ poloautomaticky test RIA, nebo neradioaktivni ale ponékud
tézky hemaglutinacni test. Vroce 1976 spolecnost Organon Teknika (Nizozemsko)
vyvinula a uvedla na trh vysoce UspéSny systém EIA pro antigen hepatitidy B, ktery byl
vybaven mikrotitracni destickou s 96 jamkami. (Wolters a kol. 1976). Tento test se stal
prvnim komercné dostupnym EIA. Kratce poté pfisly na trh dalsi testy naptiklad pro
detekci protilatek proti zardénkam a toxoplazmdzy. V roce 1980 byl na trh uveden test na

detekci protilatek viru HIV (van der Waart a kol 1978).

Obr. 6. Promocni foto prvniho EIA testu pro testovani hepatitidy B, Organon Teknika (Lequin 2005)
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3.2 Princip
ELISA se obvykle provadi v krystalovych polystyrenovych mikrotitracnich

destickach, které¢ maji 96 jamek. Na dné kazdé jamky je pasivné navazana protildtka nebo
antigen. Proteiny jsou ve vét§iné piipadii na povrch desticky navazany za pomoci

hydrofobnim interakcim mezi nepoléarni strukturou proteinu a plastovou destickou.

Testovani mize byt provedeno ve dvou hlavnich variantich: bud’ je pouzivana
k detekci pfitomnosti antigend, které jsou identifikovany protildtkou, nebo se vyuziva

k testovani protilatek, které rozpoznaji antigen (viz obr. 2).

Znaceni protilatek je provedeno za pomoci enzymu, ktery je schopen katalyzovat
obarveni nebo zménu barvy substratu. VétSinou se jako enzym pouziva alkalicka fosfataza,
kterd reaguje s para-nitrofenyl fosfatem nebo kienova peroxiddza, kterd reaguje
s tetramethylbenzudunem (TMB). Pfi téchto reakcich dochazi k obarveni substratu, diky

¢emuz je ELISA test snadno vyhodnocen jiz vizualnég.

Coating i =,
* Polystyrene plate is treated G o
with a solution of elther i
antigen ar antibody -C'._-_' -
liquid and
Blocking —
= An unfelated protein-based e
solution is used to cover all f&
unbound sites on the plate :
- Uy
Detaction T —
* Enzyme-conjugated antibody or — 4
antigen binds specifically to the o i
target antigen or antibody - |
u__{'_',i‘ -

Read Results

+ Subsirate is added and the signal
produced by the enzyme-
substrate reaction is measured

Obr. 7. obecny princip metody ELISA ([7])
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3.3 Slozky testovaci sady ELISA

3.3.1 Mikrotitracni desticka
Mikrotitracni desticka je deska, ktera obsahuje rGzny pocet jamek (96 a vice).

V nasem vyzkumu jsme pouzili desticku s 96 jamkami.

Jako vyrobni materidl na desti¢ky je pouzit standardni krystalicky polystyren diky
jeho dobré adsorpci biologickych sloucenin a pohlcuje jen malé mnozstvi optického zéfeni,
je odolny vii¢i mnoha chemikaliim a v neposledni fad¢ je jeho vyroba nenaro¢na. Barva
desticky se pro testy voli podle znackovaci latky bud’ ¢ernd, nebo bila. Povrch desticky
musi byt dokonale hladky a neporuseny zaddnou vadou. Byva také Casto chemicky nebo
fyzikaln¢€ upraven, pro dalsi zlepSeni jeho vlastnosti. Jednotlivé jamky mohou mit riizny
tvar: jamky s plochym dnem maji nejlepsi optické vlastnosti, jamky s dnem do V jsou
vhodné pii testech, kdy se vyuzivéa centrifugace nebo koncentrace vzorkd a jamky s dnem

do U se snadno proplachuji (Cvréek 2012).

Obr. 8. Mikrotitracni desticka (Cvrcek 2012)

3.3.2 Antigen
Antigen je makromolekularni latka umélého nebo pfirodniho piivodu, kterd neni
télu vlastni. V organismech stimuluji tvorbu protilatek nebo specifickou imunitni reakci,

ktera se pfirozen¢ snazi antigen znic¢it nebo neutralizovat (Obr. 9).
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Antigenem mohou byt napiiklad viry, bakterie, alergeny (pyly a prachové castice),
toxiny, ale i krvinky darce pfi transfuzich (Cvréek 2012). VSechny tyto latky jsou schopny
vazat se na specifické protilatky. Oblast antigenu, kterd reaguje s protildtkou, se nazyva

epitop.

Antigen-
binding
sites

Antigenic determinants

Antibody A

Antigen .

Antibody B

Antibody C

Obr. 9. Antigen s navazanou protilatkou (Cvréek 2012)

3.3.3 Protilatka

Protilatky, také zndmé jako imunoglobuliny, jsou heterogenni skupinou sérovych
bilkovin. Patfi mezi y-globuliny a ¢astecné mezi a a  globuliny. Z chemického hlediska se
jednd o glykoproteiny, které jsou z82-96 % polypeptidy a ze 4-18 % sacharidy
(Vorackova 2010). Organismus tyto latky pfirozené produkuje v reakci na invazivni cizi
Castice (antigeny), jako jsou naptiklad viry a mikroorganismy. Jsou produkoviany B
lymfocyty a hraji dalezitou roli v imunitnim systému, jelikoz brani organismus pied

infekci a nemocemi (Milstein a Kéhler 1975).

Molekula imunoglobulinu ma tvar pismene Y (monomer), slozeného ze Ctyft
polypeptidovych fetézcl, a to ze dvou kratkych (lehkych fetézci) a dvou dlouhych
(t€zkych fetézct), které jsou spojeny disulfidovymi miistky. Oznaceni lehké a té¢zké tetézce
vychdzi z jejich relativni molekulové hmotnosti. Oba fetézce jsou tvoreny konstantni a
variabilni casti. Horni Cast neboli Fab (fragment antigen-binding) region je slozen
z variabilni a konstantni ¢4sti obou typti fetézctl, narozdil od spodni ¢asti tzv. Fc (fragment
crystallizable) regionu, ktery je slozen z konstantnich ¢asti dvou tézkych fetézci. Konce
kazdého tézkého tetézce se spoji s jednim lehkym fetézcem, timto spojenim vzniknou dvé

domény schopné vazat antigen (Milstein a Kéhler 1975).
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Obr. 10. Struktura imunoglobulinu IgG (Cvréek 2012)

3.3.3.1 Monoklondlni protilatky

Monoklonalni protilatka je imunoglobulin, ktery je produkovan jednim klonem
aktivovanych B lymfocytli poté, co se setka s konkrétnim antigennim epitopem a diky
tomu jsou zcela homogenni a maji jednoznacné definovanou specificitu. V organismu se
protilatek tohoto typu vyskytuje jen nepatrné mnozstvi, vyjimkou jsou patologické stavy,
kdy mohou naopak prevladat. Tato situace nastdva v piipadé nadoru z plazmatickych
bunék (plazmocytomu/myelomu), kdy se nadorové zménény plazmocytom
nekontrolovatelné¢ déli, ale je stdle schopen produkovat protilatky, které maji jednu,

obvykle neznamou, specificitu (Hotejsi a Bartinkova 2009).

Takzvanou technikou in vitro® je mozné ziskat monoklonalni protilatky izolaci
klonii B lymfocyti, které produkuji pozadované protilatky, a jejich péstovanim v bunécné

kultute. Poprvé se to podafilo biologim Césaru Milsteinovi a Georgi Kohlerovi v roce

3 In vitro (angl. in glass) ,,ve zkumavce,, je technologie, kdy se v laboratofich pracuje s &astmi organismi,
které byly izolovany z jejich obvyklého biologického prostiedi (Hofejsi a Bartinkova 2009).
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1975, kteii pomoci technologic bun&énych hybridomd* umozZnili vyrobu

monoklonalnich protilatek, coz znamenalo pfevratny objev v biologii.

Hybridomové monoklonalni protilatky jsou velice vyznamnym ndastrojem
v biologickém vyzkumu, v klinické praxi jako diagnostika a terapeutika a
v biotechnologii, kde maji velky komer¢ni vyznam (Hoiej$i a Bartinkova 2009).
Diky jejich vysoké specifi¢nosti a homogenité se staly vhodnym prostiedkem pro
presnou diagnostiku (hepatitida, rakovina, AIDS, chiipka a jiné). Dnes je k dostani jiz
vice nez 100 druhti monoklonalnich protilatek produkovanych in vitro, které se
vyuzivaji pro rutinni testy, jako je PCR nebo pravé ELISA. Tyto testy umoznuji
presnou identifikaci proteint, sacharidi a nukleovych kyselin (Saleem a Kamal

2008).

3.3.3.2 Polyklondlni protilatky

Polyklonélni protilatky jsou produkovany b&hem imunitni odpovédi, kdy je
aktivovan velky pocet B lymfocytd, které umi rozpoznat nékolik riznych antigennich
determinantli. Vysledkem této imunitni odpovédi je tvorba heterogennich imunoglobulint
vice tfid a podttid, které jsou schopny mifit proti riiznym druhtim epitopt, maji rliznou

schopnost se vazat a jsou tvofeny velkym mnoZzstvim B lymfocytt (Stites a Terr 2004).

Heterogenita tohoto typu protildtek zpiisobuje velkou komplikaci pii nékterych
imunochemickych testech. Ta spociva ve vyskytu nizkoafinnich protilatek a v ptfitomnosti
zktizené reaktivity protilatek se Spatnymi epitopy Vyroba polyklonalnch protilatek probiha

nejcastéji imunizaci zvirat lidskymi lymfocyty (Sites a Terr 2004).

3.3.4 BSA (hovézi sérovy albumin)
Albumin patii mezi nejdéle znamé a nejvic prozkoumané proteiny. Je hlavnim
dalezitym rozpustnym proteinem krevni plasmy vSech savci a vtéle zastavd velké

mnozstvi funkci (transport mastnych kyselin, vitamini, 1é¢iv) (Hynkova 2010).

Hovézi sérovy albumin je albumin separovany z krve hovéziho dobytka. Diky svym
vlastnostem je hojn€ vyuzivan v biochemickych analyzach. V ELISA testu je pouzit jako

blokovaci puft, ktery zablokuje volnd mista na desticce (Cvrcek 2012).

* Hybridom je buiika, ktera vznikd um&lym spojenim rychle se mnoZici nadorové buiiky s buitkou, ktera tvoii
protilatku proti ur¢itému antigenu (Hofejsi a Bartinkova 2009).
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3.3.5 Avidin-biotin komplex

Avidin je jednoduchy glykoprotein, jehoz specifickou vlastnosti je vysoka afinita
k nizkomolekularnimu biotinu, coz je ve vod¢ rozpustny vitamin B7. Ten miize byt
konjugovan né¢kolika rznymi biomolekulami, vcetné protildtek a zaroven muze byt
pripojen ve velkém mnozstvi k jedné molekule bilkoviny. Biotinylovany protein se tak
muze vazat na vice nez jednu molekulu avidinu. Nicméné ma avidin dvé velké nevyhody,
pokud je vyuzivim v imunotestech: ma vysoky izoelektricky bod (10) a je tedy nabity
kladnym nébojem pfti neutralnim pH, proto se mize vazat na zdporn¢ nabité struktury, jako
je naptiklad jadro. Druha nevyhoda spociva v tom ze avidin jakoZzto glykoprotein reaguje
s molekulami (napf.: lektin) pies uhlovodikovou skupinu. Tyto dva problémy jsou feSeny
nahrazenim avidinu za streptavidin, coz je protein izolovany z bakterie Streptomyces
avidinii. Streptavidin ma stejné jako avidin Ctyii vysoce afinitni vazebnd mista pro biotin.
Izoelektricky bod streptavidinu je blizko neutralnimu pH a neni glykoproteinem, a proto
se nevaze na molekuly lektinu. Tyto fyzikdlni vlastnosti ¢ini ze streptavidinu velice

zadouct protein pro pouziti v imunochemickych testech.[5]

Streptavidin se za vhodnych koncentraci smicha s biotinylovanou peroxidazou,
v pokojové teploté se necha 30 minut inkubovat, aby vznikl komplex. Tento komplex je
pak pfipojen k biotynilované protilatce. Stechiometrickd kontrola zajistuje, Ze néktera
vazebna mista zlstanou volna. To umoziiuje, aby se vytvoreny komplex vazal a poskytoval

velmi vysoky signdl v misté vazby antigenu.[6]

e® ——
@

Streptavidin — biotin
complex

Streptavidin Biotin
Obr. 11. Avidin-biotin komplex ([6])
3.3.6 Krenova peroxidaza
V imunochemickych metodach se Casto vyuziva znaceni protilatek. To se d€la
nejcastéji pomoci enzym, biotinu, radioizotopu nebo koloidni Castice. Pfevdzné se znaci

sekundarni protilatky a v metodé ELISA se pouziva pro znaceni protilatky enzym (kienova
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peroxidaza nebo alkalicka fosfatdza). Diky oznafeni enzymem v této metod¢ dojde
k enzym — substratové reakci, jejiz vysledkem je pfeména bezbarvych chromogenti na
barevné latky (Cvrcek 2012).

Kienova peroxidaza je enzym, ktery je ziskany z kotene kienu selského (Cochlearia
armoracia). Obsahuje hematin, ktery vytvoii komplex s peroxidem vodiku, ktery se poté
rozlozi ve vodé za vzniku kysliku. Tento enzym je nejCastéji vyuzivanym markerem
v imunochemickych metodéch, lze jim oznacit protilatky (primarni i sekundarni) nebo

streptavidin (Cvrcek 2012).

3.4 Typy
ELISu lze aplikovat n€kolika rGznymi postupy, které se od sebe lisi poctem a
znaCenim pridanych protilatek. Mezi zakladni metody patii pfima, nepfimd, sendvicova a

kompetitivni ELISA.

3.4.1 Prima ELISA

Piim& ELISA je povaZovéna za nejjednodussi variantu testu. Spociva v tom, ze
antigen je pfimo adsorbovan v jamce plastové desticky a za pomoci nadbytku jiného
proteinu (BSA) dojde k zablokovani ostatnich vazebnych mist. Poté se ptfidd oznacend
primarni protilatka a tim je antigen detekovan. Komplex enzymu a protilatky je navazan na

antigen a po pridani substratu se zbarvi vzorek v jamce [7].

V porovnéni s ostatnimi variantami testu je piima ELISA nejrychlejsi metodou,
protoze je pouzita pouze jedna protilatka a je provadéna v méné krocich. Tento typ je

bézné vyuzivan v imunohistologii k obarveni histologickych preparath tkani a bunék [8].
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Substrate

) Prnimary Antibody
/ Conjugate

DIRECT ELISA

Obr. 12. P¥ima ELISA ([7])

Vyhody
e Rychlost testu diky pouziti jen jedné protilatky a provedeni méné krokl nez u
ostatnich typt,

e Eliminovani kiizovych reakei (angl. crossreaction) [9].

Nevyhody
e Imunoreaktivita primarni protilatky miize byt negativné ovlivnéna enzymy,
e Oznaceni primarnich protilatek pro kazdou specifickou ELISu je ¢asov€ narocné a

velmi nakladné [10].

3.4.2 Neprima ELISA

Nepitiméd ELISA je dvoufazovy test, kdy jsou antigeny detekovany ve dvou
vrstvach. Nejprve se pfida neznaCena protilatka, kterda je specificka pro antigen. Tyto
protilatky maji funkci cile pro sekundarni protilatky. Sekundarni protilatky jsou enzymové

znacen¢ a vazi se na protilatky primarni [11].

Tento typ je vyuzivan v diagnostice, a kdyz se testuje velké mnozstvi vzorkt [12].
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Obr. 13. Nepiima ELISA ([7])
Vyhody
e Velka skala znaCenych sekundérnich protilatek je komercéné dostupna,
e Je zachovana maximalni imunoreaktivita primarni protilatky, protoze neni
oznacena,
e C(Citlivost testu se zvysuje, protoZze kazda primérni protilatka obsahuje nekolik
epitopti, které mohou byt vdzadny znaCenou sekundarni protildtkou umoznujici

zesileni signalu [13].

Nevyhody
e Po pridani sekundarni protilatky mutze dojit ke kiizové reakci, coz vede
k nespecifickému signalu,

e V postupu je nutna dalsi inkubac¢ni doba [14].

3.4.3 Sendvicova ELISA
Tato metoda je mén¢ obvykld varianta tesku, ale je vysoce ucinni pii detekci
antigenu ve vzorku. Na této metod¢ je také zaloZena vétSina komerénich ELISA kit [15]
Sendvicova ELISA kvantifikuje antigeny mezi dvéma vrstvami protilatek —
detek¢ni a zachycovaci (odtud nazev sendvicova ELISA). Méfeny antigen musi obsahovat

alespon dva antigenni epitopy schopné vazat se na protilatku [16]
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Vyhody

e Vysoka specifi¢nost: antigen je specificky zachycen a detekovéan,
e metoda je vhodna pro slozité nebo necisté vzorky (pfed méfenim antigeny
nevyzaduji ¢isténi),

o flexibilita a citlivost (Ize pouzit jak ptimé tak nepiimé metody detekce) [17].

Substrate

- J &

V/ A\
/A
O

Capture Antibody

SANDWICH ELISA

Obr. 14. Sendvi¢ova ELISA ( [7])

3.4.4 Kompetitivni ELISA
Klicovym procesem v kompetitivni ELISe je konkurenceschopnost reakce mezi
antigenem vzorku a antigenem vazanym v jamce mikrotitracni desticky s primarni

protilatkou [18].

Primérni protildtka se nejprve inkubuje s antigenem vzorku a vysledny komplex
protilatka-antigen se pfiddva do jamek, které byly potazeny stejnym antigenem. Po
inkubaéni dobé je veskera nenavazana protilatka vymyta. Cim vice je antigenu ve vzorku

tim vice primarni protilatky bude navézano [19].
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Vyhody

e Vysoka citlivost na kompozitni rozdily v komplexnich smésich antigenti [20].

o Substrate
Inhibitor o ‘ %:%

Antigen

/\
® /\

—  ©®

COMPETITIVE ELISA

Obr. 15.. Kompetitivni ELISA ([7])

3.5 Vyuziti ELISA testu
e Screening darct krve na virové infekce
o HIV
o Hepatitida C
o Hepatitida B
e Hormonalni hladiny
o HCG (Human chorionic gonadotropin/choriovy gonadotropin) — test
téhotenstvi
o LH (Luteinizing hormone/luteinizacni hormon) — urceni ovulace
o TSH (Thyroid-stimulating hormone/thyreotropni hormon) — funkce §titné
zlazy
o HGH (Human growth hormone/lidsky ristovy hormon) — u sportovcti
doping
e Detekce infekei
o Sexudlné¢ ptenosné (HIV, syfilis, chlamydie)

o Hepatitida B,C
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o Toxoplasma gondi
e Detekce alergenti v jidle a prachu
e Stanoveni revmatoidniho faktoru, autoprotilatek u autoimunitnich onemocnéni
e Detekce drog

o Opiaty

o Kokain

o A-9-tetrahydrocannabinol

4 ARCHEOLOGICKY KONTEXT

Archeologické ndlezy keramickych nadob a znich ziskané vzorky, které jsou

pouzité v této praci, pochazi z archeologického nalezist¢ Knézi Hora.

Knézi hora u Katovic se nachézi 7 kilometrti severozapadne od mésta Strakonice a
1,5 kilometrii od obce Katovice na vyrazném kopci s pfevysenim 70 metra nad tokem feky
Otavy. Nejvyssi bod hradisté dosahuje vysky 493 metri nad mofem. Toto stiedovekeé
hradiité je jednim z nejlépe zachovanych lokalit tohoto typu na tizemi Cech. Opevnéna
plocha ma rozlohu 8 ha a jeji soucasti je akropole s minimaln¢ dvéma predhradimi. Slozité
opevnéni, které je také velice dobfe dochované ma tvar elipsy s rozméry 380 x 220 metra.
Vzhledem k vyhodné poloze nad fekou a slozitému c¢lenéni se da fict, ze hradisté bylo ve

své dobé centralnim mistem (Mensik 2016).

Knézi hora fungovala jako shromazd'ovaci misto, ale pievazné meéla funkci
obrannou. K vyhodnému umisténi hradiSt¢ piispéla i poloha u vodniho toku, ktery

znamenal dilezitou obchodni cestu (Mensik 2016).

Momentalné vegetaci kopce tvoti teplomilna acidofilni doubrava, kde prevlada
dub zimni, borovice lesni a smrk ztepily. Bylinné patro tvofi pokryv pouze 5 %.
Z geologického hlediska je kopec tvoren biotitickou a sillimanit-biotitickou pararulou se
zastoupenim kvarcitu a erlanu. Na jihozapad¢ je na tyto horniny vazan grafit, ktery zde byl
v prvni tfetiné 20. stoleti téZen. Pldni pokryv je zde tvofen kyselou kambizemi a na
svazich rankerem. Co se tyka nerostného bohatstvi, v okoli hradist¢ se nachazi druhotna

loziska zlata v naplavach vodnich tokl vyskytujicich se v tésné blizkosti (Mensik 2016).
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Knézi hora byla vyznamnym centrem stfedniho Pootavi. Na izemi hradisté byly
nalezeny stopy po dfivejSim osidleni, konkrétné po kultufe mohylové zmladsi doby
halstatské a po kultufe slovanské (Ctverak a kol. 2003). P¥i vyzkumech, které zde
probihaly, byly objeveny vice nez 7500 let staré Stipané kameny, které dokazuji osidleni
hradisté¢ lovci a sbéraci ve stfedni dobé kamenné. Mezi dalsi ndlezy patii i zlomky
z keramickych nadob z obdobi mladsiho praveku. Nejintenzivngji byla Knézi hora osidlena

v obdobi raného stiedoveku, kdy toto uzemi poprvé osidlili Slované (Mensik 2016).

Obr. 16. Schéma hradi§té KnéZi hora (Ctverik a kol 2003)
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5 PRIPRAVA MATERIALU
Keramicky material byl odebran z kulturni vrstvy ptudy z hloubky 20 — 30 cm pod

soucasnou urovni terénu. Tato vrstva spada stejné jako analyzované keramické néalezy do
obdobi raného stfedovéku, konkrétné¢ pak do 9. stoleti az prvni poloviny 10. stoleti.
Recentni kontaminace je méalo pravdépodobna, nalezend keramika byla ihned po objeveni

odebrana a nepfisla do styku s recentni ptidou na hradisti.

Samotny odkryv byl proveden pomoci nékolika sond na vrcholové ¢asti hradisté
(na akropoli). V soucasné dob¢ je kopec porostly smiSenym lesnim porostem, kde
prevazuje buk a dub. Podle mapovych podkladii z druhé poloviny 18. — 19. stoleti a
poloviny 20. stoleti se zalesnéni kopce téméf nezménilo. Z jizni strany, kde je pfevyseni
okolo 70 metrii, kopec obtéka feka Otava, ze vSech ostatnich stran se pod kopcem nachazi

pole, ktera jsou od sond vzdalena okolo 300 metrti.

Vnitini povrch vybranych vzorkii ranné stiedoveéké keramiky byl pomoci
smirkového papiru odstranén do hloubky asi 0,5 mm. Poté bylo ztohoto mista
(vyc¢isténého od povrchovych necistot skalpelem nabrano malé mnozstvi keramické hmoty.
Tyto vzorky byly nasledné rozpustény ve fyziologickém roztoku a vortexovany po dobu 5
minut v Eppendorfovych zkumavkéch, aby byl pevny materidl odd€len a usazen na dné
zkumavky. Zde nebyla pouzitd zadna specialni metoda extrakce proteinti adsorbovanych
na keramickou hmotu, protoze tento krok by mohl poskodit proteinové struktury dilezité
pro nasi metodu detekce (Baker 2010). Po tomto kroku byly 1,5 ml plastikové zkumavky
(eppendorf) 3 minuty ponechdny stat v klidu aby byl zbyly keramicky material usazen na
dné. Z horni ¢asti zkumavky byl nepipetovan vznikly roztok o objemu 100 pl, ktery byl

pouzit pro naslednou analyzu.

Vzorky plidy byly odebrany zvykopané kulturni vrstvy pady v Katovicich
z hloubky 20 — 30 cm, dalsi kontrolni vzorek byl odebran v prostoru pro prasata, ktery byl
opustén po dobu péti let (z hloubky asi 5 cm). Pfiprava vzorkl pady probihala ve stejnych
krocich, jako byly popsany vysSe pro vzorky keramiky.

Pted druhym cyklem imunologické analyzy byly vzorky vatfeny pfi teploté 97°C
po dobu 15 minut za pomoci termostatu. 1,5 ml zkumavky musely byt pfi vareni
v termostatu otevieny, aby nedoslo k poskozeni expanzi plynd. Tento krok byl proveden,
aby byly proteiny ptfitomné ve vzorcich tepelné¢ denaturovany, protoze souprava ELISA
pouzita v této praci je specificky zaméfena na proteiny v této formé.
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6 POSTUP PRI DETEKCI PROTEINU

6.1 Potup pri detekci proteini vepirového masa

Identifikace proteinii pochdzejicich zmasa domacich zvifat byla provadéna
pomoci ELISA souprav pro identifikaci vepfového masa, které¢ dodava spolecnost Neogen.
[4] Tento test je uren specialné pro detekci varenych bilkovin. Protilatky obsazené v testu

maji silnou interakci s proteiny denaturovanymi tepelnou upravou.

1. V prvnim kroku je potieba nachystat si potfebny pocet testovacich jamek

(mikrotitracni desticka) a vzorky, které budeme testovat.

2. Poté si pfipravime promyvaci roztok (wash).

3. Na pipeté¢ nastavime 140 ul a napipetujeme dané¢ mnozstvi promyvaciho roztoku do

vzorku.

4. Z takto ptipravenych vzorki nepipetujeme do 100ul do jamek. Dale dame do jedné
jamky pozitivni a do jedné negativni kontrolu. V tomto kroku je dulezité pouzivat

pro kazdy vzorek novou pipetovaci Spicku, aby nedoslo k vzajemné kontaminaci.

5. Po tomto kroku nasleduje jedna hodina inkubace pii pokojové teploté.

6. Obsah jamek odstranime a 4 krat promyjeme promyvacim roztokem, aby byly
z jamek odstranény vSechny zbytky roztoku s antigeny. Tento krok probihal tak, Zze
byl do jamek nepipetovan promyvaci roztok, ktery byl ndsledné prudkym pohybem
vylit a poté byl jeste vyklepan do papirové utérky, aby byl z jamek dikladné
odstranén. Mezi kazdym promytim je potfeba vyménit papirovou utérku aby

nedoslo ke kontaminaci.

7. Dale je nutno piidat sekundéarni protilatku, které se podle instrukci vyrobce piidava
0 objemu 50ul, po 15 minutach inkubace je opét vymyta promyvacim roztokem

obdobnym zplisobem, jako v ptfedchozim kroku.

8. V poslednim kroku testu je do kazdého vzorku ptidano 100ul TMB substratu.
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9. Nasleduje opét inkubace, ktera trva 45 minut ve tmé.

10. V zavérecném kroku je pfiddna nékterd slaba kyselina, oznacend jako ,,stop
solution,,, kterd zastavi vSechny probihajici reakce a s TMB vytvoii pfi pozitivni
reakci jasné zluté zbarveni, jehoZ intenzita se méfi na spektrometru ELISA reader
VERSAmax'™ (Molecular Devices) pii 450 nm a v porovnani s pozitivni a

negativni kontrolni reakci se ur¢i mnozstvi antigenu v testovacim vzorku.

6.2 Postup pri detekci -lactoglobulinu
Pti identifikaci B-lactoglobulinu je potfeba vychdzet z pozitivni a negativni

kontroly a podle nich vyhodnocovat, zda je reakce pozitivni ¢i negativni.

1. V prvnim kroku si nachystame mikrotitra¢ni desticku s potiebnym poctem jamek a

vzorky, které budeme testovat.

2. Poté si pfipravime promyvaci roztok (wash).

3. Na pipeté nastavime 100ul a napipetujeme extrakéni roztok (negativni kontrola)

4. V tomto kroku je nutné hned ptidat do kazdé jamky 50 pl BLG biotinu s navazanou

sekundarni protilatkou.

5. Poté nasleduje inkubace pii pokojové teploté 60 minut.

6. V tomto kroku je obsah jamek 5x promyt promyvacim roztokem , ktery jsme si

piedem pfipravili.

7. Poté je do kazdé jamky pfidano 50 pl avidin peroxidazy.

8. Zde nasleduje opét inkubace, ktera trva 15 minut v pokojové teploté.

9. Po inkubaci je obsah jamek promyt promyvacim roztokem obdobné jako v bodu 6
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10. Po promyti jsme do kazdé jamky ptidali 100 ul TMB substratu

11. Poté nasleduje opét inkubace, tentokrat ve tmé po dobu 45 minut pii pokojové

teploté.

12.V poslednim kroku je do kazdé jamky pfidano 50 pl stop solution, ktery zastavi

reakci. Desticku lehce protfepeme aby bylo zabranéno dalSimu vyvoji. Nasleduje
op¢t inkubace, ktera podle pokynii vyrobce trva 10 minut, nam se ale osvédcilo tuto

dobu protahnout. Barva vzorkil se méni z modré na zlutou .

13. Nasleduje m&feni na ELISA readru VERSAmax™ (Molecular Devices). Jednotlivé

hodnoty jsou diky specidlnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky. Jelikoz
se v tomto piipad¢ jednalo o kompetitivni ELISu, zbarveni se projevilo u

negativnich reakci.

6.3 Postup pri detekci kaseinu

1.

V prvnim kroku je nutné, stejné jako v ptfedchozich testech, nejprve pfipravit
potiebny pocet jamek a vzorky, které¢ budeme testovat, vzorky keramiky byly

nadrceny pouze v destilované vodé.

Poté je potteba pfipravit promyvaci roztok, pro ktery byla zvolena nejmensi mozna

koncentrace z nabizenych moznosti.

Do prvnich dvou jamek nejprve nepipetujeme 100 pl pozitivni a negativni kontroly

a do ostatnich nepipetujeme testované vzorky.

Nasleduje inkubace po dobu 30 minut pti pokojové teplote.

Jamky promyjeme promyvacim roztokem, v tomto kroku jsme promyvani

opakovali 3x.
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10.

11.

Pot¢é je nutné hned natedit protilatku (konjugat) s pufrem, jelikoz nafedéna je
nestabilni. 100 pl tohoto piipraveného roztoku konjugatu enzymu nepipetujeme do
jamek a nechame inkupovat po domu 30 minut pfi pokojové teploté.

Promyjeme 3x promyvacim roztokem.

Do kazdé jamky ptiddme 50 pl chromogenu a 50 pl substratu, které zptisobi

specifické zbarveni reakce. Tyto roztoky je nutno po pfidani jemné protiepat.

Poté nésleduje posledni inkubace v pokojové teploté po dobu 30 minut.

V poslednim kroku se ptida stop solution ktery zastavi reakci.

Nésleduje méfeni na ELISA readru VERSAmax '™ (Molecular Devices). Jednotlivé

hodnoty jsou diky specidlnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky.

6.4 Postup pri detekci gliadinu

Pted samotnou laboratorni procedurou je nejprve nutné piipravit vzorek, ktery je v tomto

vvvvvv

etanolem.
1. Nejprve si pfipravime 55 % extrakéni roztok etanolu.
2. Do cisté zkumavky dame 1g namletého vzorku keramiky a pfidame extrakéni
piisadu.
3. V dal8im kroku pfiddme do zkumavky 10ml 55 % etanolu, té€sn€ uzavieme vicko na
zkumavce a diikladné protiepeme.
4. Vzorek umistime na 10 minut do tfepacky pro dikladnou extrakci.
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5. Poté kazdy vzorek zifedime v poméru 1:50 tak, Ze odebereme 100 pl horni vrstvy
extraktu, ptfeneseme do zkumavky, ve které¢ je jiz pfipraveno 4,9 ml fediciho
roztoku.

6. Pro dikladné promichéni vortexujeme po dobu 5 s.

ELISA test:

1. Nejprve je nutné pfipravit potfebny pocet jamek a vzorky, které budeme testovat se
vzorky v roztoku a nepipetovat 100 pl vzorkt a kontrol do jamek s protilatkami.

2. Poté nasleduje michani po dobu 20 s a néasledné inkubace, kterd trva 10 minut pfi
pokojové teploté (dobu inkubace je mozno zvysit na 30 minut).

3. Vzorky promyjeme promyvacim roztokem péetkrat.

4. V dalsim kroku piidame 100 pl sekundarni protilatky a 20s promichame. Poté opét
nasleduje 10 minut inkubace (tuto dobu je mozné zvysit na 30 minut) pii pokojové
teplote.

5. Vzorky pétkrat promyjeme obdobné jako v kroku 3.

6. V tomto kroku ptfidame 100 ul TMB, 20s promichdme a ddme na 10 inkubovat pii
pokojové teplote.

7. Narozdil od doporuceni vyrobce se osvédcila jako stop solution 50 pul H,SOg.

8. Nasleduje méfeni na ELISA readru VERSAmax'™ (Molecular Devices). Jednotlivé

hodnoty jsou diky specidlnimu softwaru zaznamenany do excelové tabulky.
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7 VYSLEDKY

Tab. 1 Vysledky imunologickych analyz

k:]rz;lflillz betaL ACTO- Nevarené Varené
ey GLIADIN GLOBULIN v L
Z vnitiku o KASEIN L s veprové maso | veprové maso
. (obili) (kravské mléko)
nadoby
K1 0 ++ 0 0 ++
KI1R 0 ++ 0+ +
K2 0+ ++ 0 + ++
K2R 0 ++ 0 +
K3 0 ++ 0 + +
K3R 0 ++ 0 +
K4 + ++ 0 0 +
K4R 0 ++ 0 0+
K5 0 ++ 0 0 +
K5R 0 ++ 0+ +
K6 0+ ++ 0 0 +
K6R ++ 0 +
K7 0 + 0 0 0+
K7R 0+ 0 0t
K8 0 0 0 + +
K8R 0 ++ 0+ +
Trus prasete
vhlme?let 0+ St
stary
Legenda:

0 negativni vysledek

0+ slaba detekovatelnost

+ slabsi pozitivni reakce

++ pozitivni reakce

+++ extra siln€ pozitivni reakce

K keramické vzorky

R kontrolni keramika odebrana z rubu nadoby ke kazdému vzorku

Prazdna bunka

nebyla provedena zadna analyza
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Pouzité testy byly v minulosti n¢kolikrat aplikovany a ve vétSin€ piipadech se

osvédcily (Pavelka a Vareka 2008, John a Pavelka 2010, Pavelka a Orna 2011).

Dle instrukci vyrobce testu miize velmi slabd reakce znamenat, ze byla analyza
nespravné provedena. Hlavnim davodem je, Ze byl vzorek nedostatecné promyt a

v disledku tohoto byl kontaminovan, coz zptisobilo zbarveni reakce.

V tabulce je zndzornéno osm testovanych vzorki keramiky (K1 — K8), z nichz ke
kazdému byl testovan kontrolni vzorek pudy (K1R — K8R). Kontrolni vzorky byly
odebrany z bezprostiedni blizkosti kazdého z piislusnych vzorki. Pro interpretaci vysledkt

je velice dulezité porovnat reakci vzorku pted a po tepelné uprave.

Co se tyce gliadinu byly vysledky u vétSiny vzorkli negativni (0) vcetné
kontrolnich vzorkli. Pouze u vzorkii K2, K4 a K6 byly vysledky rozdilné. U K2 a K6 se

objevila slaba detekovatelnost a u vzorku K4 byla reakce slab¢ pozitivni (Tab.1)

U mlécného proteinu kaseinu, ktery se vyskytuje v kozim mléce, byly vysledky ve
velké mife pozitivni. Pouze vzorky K7 a K8 reagovaly odliSn€ nez ostatni a to slabsi reakci

a u vzorku K8 byla reakce negativni avSak u kontrolniho vzorku byla reakce pozitivni.

Beta laktoglobulin, protein kravského mléka, mél u vSech vzorkl negativni reakci.
Z financ¢nich diivodd zde nebyla testovana kontrolni hlina, avSak v tomto piipad¢ se zda

testovani kontrolni pudy zbytecné.

U testovaci soupravy na vepirové maso byly velmi rozdilné vysledky, pokud se
jednalo o vafené a nevaiené vzorky. Vzorky K1, K4, K5, K6 a K7 reagovaly odlisn¢, kdyz
byly testovany ve vafené a v nevafené varianté. Zadné nebo velmi slabé vysledky byly
v ptipadé, Ze vzorky nebylo uvaiené a slabsi nebo normalni pozitivni vysledky vykazovaly

vzorky po tepelné denaturaci.
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8 DISKUZE

Asi nejvetsi a nejvyznamnéjsi soucasti stredoveké stravy byly obiloviny, které
byly ptipravované fadou zpiisobll predevsim k peceni chleba a k ptiprave riznych obilnych
kasi. Kase byly velmi oblibenym pokrmem, vatily se bud’ z pSeni¢né nebo zitné mouky a
to jak na slany tak na sladky zpisob. Obiloviny patfily na stiil bohatych i chudSich
obyvatel. Dalsi nedilnou slozkou stiedovékého jidelnicku bylo proso, z kterého byly
vafeny polévky, kase, ale také s nim byla krmena doméci zvifata. Maso se ve stfedovéku
ptipravovalo ve vodé¢ v hrnci a nebo se peklo na ohni,v nékterych piipadech ho lidé i udili.
Velkou soucésti bylo maso na jidelnicku predevsim vyssich vrstev. Co se tyce piipravy,
byly zpracovany téméi vSechny c¢asti zvirete. Chov domacich zvirat poskytoval lidem také
mléko, které bylo vyuzito na vyrobu mnoha mléénych vyrobki nebo na pifimou

konzumaci. Mimo maso a mléko patfilo do potravy také ovoce a zelenina (Jilkova 2015).

Proso, jako dal§i vyznamnou potravinovou slozku stfedoveéku, stejné jako
lusténiny a ovoce, neni zatim mozno testovat, protoze komeréni ELISA kity jsou zamétené
predevsim na nejriiznéjsi alergeny. Tyto sady maji vyhodu, Ze se jednd o dobie vyzkousSené
a certifikované protilatky a pii spravném vybéru zaméfeném na denaturované proteiny, lze
mnohdy s tspéchem detekovat historické bilkoviny. Bohuzel, ani za téchto piedpokladd,
neni vzdy mozné vSechny takto vybrané komercni sady s uspéchem aplikovat na
archeologicka organicka rezidua (viz Pavelka a kol. 2016). Moznosti dostupnych souprav
(kitd) a jejich schopnost zachytit historické proteinové antigeny je nutno testovat, aby
mohlo byt definovéano jejich §ir§i vyuziti. ProtoZe se jednd o komer¢ni sady, jsou testy
dostupné a opakovatelné. V ptipad¢ ovoce a zeleniny je vSak nutno se spoléhat pouze na
vysledky hmotnostni spektroskopie, ktera je v soucasnosti uzivanéj$i metodou, i kdyz v
posledni dob¢ je mnohdy jeji citlivost stale nizsi, nez je tomu u detekce pomoci protilatek
(viz Pavelka a kol. 2016). Samoziejm¢ identifikace historickych rezidui pomoci
hmotnostni spektrometrie, at’ uz se jedna o proteiny, nebo o lipidy, pfinasi spolehliva data
pro pochopeni skladby potravin v minulosti, ale véts$i objem informaci pfindsi analyzy, kdy
na stejnou sadu vzorkll jsou nardz vyuzity vSechny uvadéné metody. Tato prace by méla

piinést dalsi metodiky a aplikace na poli vyuziti ELISA kith pro potieby archeologie.

Jako prvni byl testovan obilni antigen gliadin.Vyskyt gliadinu na archeologickych
nadobéch neni nijak ptekvapivy, jelikoz je znamo, Ze ve sttedoveku se konzumovalo velké

mnozstvi obilnych kasSi. Proto bylo ocekdvano vyssi zastoupeni pozitivnich vysledka,
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avsak pouze jedna pozitivni a dvé slabé detekované pozitivni reakce z osmi testovanych

vzorkl keramiky je ndpadné malo.

Sled vysledki u gliadinu mlze znamenat, ze obili pfichdzelo s keramickymi
nadobami méné do styku a bylo skladovano nebo pfipravovano jinym zplisobem. DalSim
divodem pro¢ je vyskyt gliadinu na nddobach zastoupen méné miize byt fakt, ze Knézi
hora byla hradistém, ktera fungovala jako shromaZzd’ovaci misto, nebo kde se stahovali lidé
spiSe v dobé& krize a neprobihala zde normalni kuchynska produkce, tedy nedochazelo
k bézné piiprave a konzumaci obilnych kasi, ale jinde piipravovaného chleba, ktery neni
na nalezené keramice detekovatelny. AvSak konkrétni zavéry jsou predCasné. Test na
gliadin v porézni keramice byl dosud provadén dosti omezené, je proto nutné ziskat dalsi a

rozsahlejsi vysledky z jinych lokalit.

V ptipadé detekce gliadinu je namisté zddraznit jeho velkou vyhodu, a to ze se
rozpousti etanolem a ne vodou jako tomu je v piipad€ jinych proteinti. Diky tomu neni

roznasen na nezadouci mista a obilniny je mozné detekovat bez rizika kontaminace.

Na zéklad¢ vysledkt, které mame k dispozici u obou mlécnych proteinti, je mozné
spekulovat, ze v hradisti v Katovicich bylo vice vyuzivano kozi mléko nez mléko kravské.
Je pravdépodobné, ze obyvatelé tohoto hradisté nechovali kravy viibec anebo byla tato
zvitata ukryta v lese, aby nedoslo k jejich odcizeni. Chov koz je daleko snadnéjsi, jelikoz
nemaji velké naroky na ustajeni a je snazsi je uzivit. U kaseinu vSak nejsme zatim schopni
rozlisit, zda se jedna o archaicky zbytek bilkoviny, nebo jde o pozd¢jsi kontaminaci, ktera
néma se stiedovekou stravou nic spolecného. Vysoké pozitivni reakce u keramiky i u
kontrolni pidy svéd¢i pro kontaminaci a neprukaznost vysledkd. AvSak negativni reakce u
vzorku K8 a naopak siln€¢ pozitivni reakce u kontrolni okolni zeminy K8R muze
naznacovat, Zze kontaminace pudy nemusi zpravidla vzdy realné¢ nasaknout do
archeologické keramiky. Stejné¢ tak nepfitomnost beta laktoglobulinu v keramice
nasvédcuje tomu, Ze keramika neni zasaZena kontaminaci z okolni plidy kravskym
mlékem. Tento problém s interpretaci muze rozhodnout o pouziti protilatek, které
spolehlivé detekuji archaické proteiny z koziho mléka (viz Pavelka a Vareka 2008,
Ciperova 2015). Tento ELISA kit, uréen k detekci proteinu koziho mléka, byl na trhu,
avSak v soucasné dobé jiz neni k dispozici a je nutné za néj najit odpovidajici nadhradu. Pak
by bylo jasnéjsi, zda se v keramice nalézaji proteiny koziho mléka, které by svédcily pro

sttedovékou stravu. AvSak vysoky vyskyt kaseinu vpadé naznacuje s velkou
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pravdépodobnosti kontaminaci zemé&délskym hnojenim, jelikoz se v posledni dobé kasein
pfidavad do organickych hnojiv (Suaréz a kol 2004). Na tomto misté¢ se také nabizi
spekulace, zdali nedoslo v historické dob¢ k vyliti zkazeného mléka na néjaké misto, které
slouzilo jako odpad, kam se vyhazovala i rozbitd keramika. Toto by pomohly potvrdit dalsi
testy na kasein v riznych vzdalenéjsich archeologickych sond na téze lokalité, pfipadné

podobné testy na keramice a ptidé na dalSich lokalitach.

Testované vzorky prokdzaly jednoznacné piitomnost proteini vepfového masa
v keramice a zdrovenl kontaminaci v ptid¢é. Zde nastdva otazka, zda tyto nezpracované
bilkoviny ptfedstavuji piivodni obsah, nebo by mély byt povazovany spiSe za kontaminaci,
ktera chronologicky nesouvisi s analyzovanou keramikou. V prvé tfadé je tfeba zodpovédet
otazku, zda veptové bilkoviny v keramickych vzorcich byly vafené ¢i nevarené. Protoze
test zamétfeny na tepelné zpracované vzorky by nemél byt uspéSny na nevafené proteiny.
Proto byly testované ty samé vzorky na pfitomnost praseCich proteini dvakrat a to jednou

nevarené a podruhé varené.

Testy pudy, kterd bezprostiedné obklopuje testované vzorky, poskytly v tomto
ohledu dtlezité informace. Ve vSech osmi piipadech vykazovaly vzorky pudy (KIR —
K8R) bud’ zadné, nebo velmi slabé reakce protilatek na prase¢i antigeny v substratu
vzorku. Avsak po tepelné denaturaci vykazovaly nizké pozitivni, ale dobfe rozpoznatelné
reakce. Pouze vzorek K4R reagoval po uvareni velmi slabé(viz. Tab. 1). Pfedpokladame,
ze toto chovani vzorkd je zplsobeno pfitomnosti slizni¢nich/epitelovych bunék prasat
zijicich v zalesnéné oblasti v okoli Knézi Hory, které se spolecné s trusem dostavaji do
pudy. Vyskyt téchto divokych zvitat je nejpravdépodobnéjSim vysvétlenim, proc se tyto
syrové proteiny vyskytuji v pudnim sloupci. Jako dals$i kontamina¢ni zdroj je moZzno
povazovat zemedélské hnojeni. Tento faktor je tfeba vzit vice v ivahu prave s ohledem na
dalsi vzorky, zejména na silnou pfitomnost kaseinu v pad€. Nelze ocekavat, ze se kasein
do pidy dostal pfirozenym zpusobem, napf. z mistni fauny. A pokud pomineme lokalni
kontaminace vyhazovanym organickym materidlem, jevi se jako pravdépodobny zdroj
kontaminace zemé&dé€lské hnojeni. Hnojeni trusem hospodatskych zvifat v minulosti i
v soucasnosti piedstavuje velky problém pro vyzkumy organickych zbytkl. Proteiny se
mohou S§ifit vodou i prachem na Sirokych plochach a béhem casu zasahnout pudu i tam,
kde k hnojeni ptfimo nedoslo a tak kontaminovat i archeologickou keramiku ulozenou pod
povrchem. Je mozno piedpokladat, ze tyto proteiny jsou vétSinou relativné mladého stafi a

diky tomu mohly pfezit v pid¢ v detekovatelné koncentraci. Pokud ano, je mozné je
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povazovat za moderni kontaminujici archeologické vrstvy, coz piispiva k vyskytu bilkovin
v porézni archeologické keramice. Pokud by tato skutecnost nebyla dikladné zvazena,
byly by vysledky archeologickych analyz nespravné interpretovany. Podobné podminky
ovlivitujici obsah bilkovin v archeologickém plidnim archivu, jsou pomérmné bézné a
v budoucim vyzkumu si zaslouzi odpovidajici pozornost. Je mozné napiiklad testovat
vzorky z rizné hloubky a zjistovat zda nekteré typy pad prekryvajici nalezy jsou schopné
kontaminaci zadrzet. Stejné tak je zddouci provadét vlastni testy v terénu na kiopiich

archeologické keramiky.

Jako ptiklad feSeni interpretacnich nejasnosti je provedeny experiment, kdy byla
testovana puda z nedavného praseciho vybehu, ktery se nepouzival poslednich 5 let. Zde je
samoziejmé, Ze je puda intenzivné kontaminovana prase¢im trusem. Neuvaieny vzorek
vykazoval velmi slabou reakci na detekcni limit testu ELISA. AvSak po tepelné denaturaci
tohoto vzorku byla pozorovana reakce na protilatky velmi silna. Tento experiment s velkou
pravdépodobnosti vysvétluje, co se stalo na archeologické lokalité v Katovicich, kde lesni
puda reaguje s imunologickou soupravou stejnym zptisobem, i kdyz mén¢ silnym. To mutze
jednoduse naznacovat nizsi koncentraci prasecich proteinti v lesni ptidé kvili vétsi plose
rozptyleni zvifat a vétSi hloubce, ze které byly odebrany vzorky archeologickych
sedimentli, pfipadné¢ omezengjSi kontaminaci prachem ¢i spodni vodou hnojivy ze
zemédé@lstvi. Nalezy v archeologickych sondach byly uskute¢nény na kopci a zemédélské

pole je v soucasnosti vzdalené ptiblizné¢ 300 metra.

Celkov¢ predlozena prace tesi nékteré problémy s kontaminacemi archeologické
keramiky, zejména v pfipadé¢ praseciho hnoje. Jinde prokazuje zanedbatelné riziko
kontaminaci, a to v pfipad¢ obilnin, respektive testované¢ho gliadinu. Naopak u mlécnych

proteint nastoluje dosud nevyfesené otazky a nastiiiuje vyzkum do budoucnosti

9 ZAVER

Mnoho studii prokéazalo potencidl konzervace proteini v celé Skale rtznych
historickych pozustatk a nalezli jako naptiklad v kostech, ve fosiliich, v malifské barve,
v sedimentech a tak dale. Jini, napfiklad Craig a Collins (2002) se pokouseli 1épe
porozumeét potencialu konzervace bilkovin testovanim experimentdlné vyrobenych
komplext protein-keramika. Ackoli jsou tyto studie cenné, jsou zalozeny na nerealnych

modelech. Naptiklad pfiprava testovanych vzorkd zahrnovala ptfevazné purifikované
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proteiny nez skute¢né potraviny (Barbard a kol. 2007). V redlném prostiedi je
pravdépodobné, Ze uchovani proteinii bude z ¢asti zprostfedkovano i piitomnosti jinych
sloucenin (lipidy nebo alkaloidy), které by mohly zvysit pravdépodobnost konzervace
inhibici rtstu mikroorganisml nebo vytvorenim vodotésné bariéry. Jiné studie (Solazzo a
kol. 2008, Tokarski a kol 2006) podporuji nazor, ze v uchovani bilkovin hraje roli
prostiedi, kterému jsou vystaveny, avSak pfesné limity téchto podminek nebyly dikladné

prozkoumdany (Baker 2010).

Pro potieby této prace byla pouzita diive jiz osvédcena metoda ELISA, kterd na
zaklad¢ reakce antigenu s protilatkou dokéze detekovat proteiny na archeologické
keramice. Tato metoda se ukazala vzhledem ke své jednoduchosti a nenarocnosti jako
velmi vyhodna. Na rozdil od hmotnostni spektrometrie’ je identifikace bilkovin pomoci
protilatek citlivéjsi. Timto zplisobem bylo prokazano, Ze se na archeologickych nalezech
z hradist¢ Knézi Hora nachézi mlécné proteiny (pfevazné kasein), gliadin a proteiny

vepfového masa.

Déle byl navrzen metodologicky pfistup zalozeny na identifikatnim souboru
vatenych zivociSnych druhd, ktery ukazuje schopnost rozlisit syrové (biologicky aktivni) a
vafené zivoCisné bilkoviny. Toto zjisténi nabizi novy zplsob rychlé identifikace
zivoc¢isnych proteiny pochdzejicich z vybranych druhti (v tomto ptipadé to byla prasata) a
rozliSeni mezi vafenymi a syrovymi proteiny tohoto druhu. Tato schopnost ma hluboky
dopad na spravnost vykladu mezi vafenymi zivo€iSnymi proteiny, které nejspiSe
pfedstavuji zbytky potravin adsorbovanych v porézni keramice a syrové tepelné

neupravenymi proteiny.

> Hmotnostni spektrometrie je analyticka technologie, ktera ionizuje chemické slougeniny a tiidi ionty na
zaklade jejich poméru hmotnosti k naboji. Jinymi slovy méii hmotnost uvnitt vzorku (Broskevickova 2014)
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