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1. Uvod

Hlavnim cilem této prace je detekovat zbytky potravin v porézni sttedovéké keramice
z prelomu 13. - 14 stoleti. Prace se zamétuje na skladbu potravy ze strazniho hradku a
porovnava vysledky s podhradim na téze lokalité. Da se predpokladat, ze ve skladbé
potravin nalézanych v keramice na sledované lokalité, piipadné na jinych lokalitach by mél

byt patrny socialni ptivod majitelt.

V dnesni dobé se stale vice setkavame s rozvojem védeckych identifikacnich metod,
at’ uz na biologické urovni (chromatografie, elektroforéza), na imunologické trovni (EIA,
RIA), nebo na molekuldrni arovni (PCR). Identifika¢ni metody na molekularni Grovni
(PCR) jsou uz mnoho let Siroce pouzivanou metodou. Tyto metody jsou s technologickym
vyvojem dale zlepSovany tak, aby mohly plnit svoji funkci ve zdravotnictvi, v laboratotich

nebo v pramyslu.

Zéakladni metoda piedkladané prace se oznacuje jako ELISA. (z angl. EnzymeLinked
ImmunoSorbent Assay). Tato metoda byla jiz pouzita v nékterych konkrétnich publikacich
(Pavelka a Vareka 2008, Pavelka a Orna 2011, Ciperové et al. 2015, Pavelka et al. 2016,
Pavelka et al. 2020, Hejnova 2020) a touto praci bych na tyto studie chtéla navazat.
Studium potravnich zvyklosti v minulosti miize prohloubit pouze vétSi mnozstvi dat z
riznych obdobi a prostfedi a teprve tato komplexita vysledki mitize dat objektivné;si
predstavy o skladbé potravin v minulosti v riznych prostiedich. Testované vzorky pochazi
ze stfedovékym lokalit z okoli hradu Hausburgu. V této diplomové praci proveétuji
historické poznatky o skladbé jidelnicku mezi vojaky ze strdzniho hradku a obycejnych

lidi, ktefi bydleli v chudSich lokalitach v podhradi.

Pouzivim zde metody analyzy, které jsou zaloZzeny na schopnosti protilatek
analyzovat historické archeologické proteiny. Na akademické piidé ZCU existuji nékteré
odborné archeologické publikace nebo i1 kvalifikaéni prace, které se zamétuji na podobné
téma, zejména na téma detekce potravin ve sttedovéké keramice (napt. Hejnova 2020)
nebo odliSovani plivodnich proteini od kontaminaci (napf. Slana 2018). V jiz
publikovanych studiich byly zaznamenany signifikantni mnozstvi ptivodnich historickych
proteinii 1 obvykle neZadoucich kontaminaci. Vysledky dokazuji vyskyt Zivocisnych
proteind, které¢ je mozno diky jejich epitoptim, pomoci protilatek ur€it do druhl a jako
vhodny typ pro analyzy potravin se také ukéazalo testovani mastnych kyselin (Pavelka et al.
2016).



Pro vyzkum je nejlepsi porézni keramika, protoze absorbuje organické zbytky a dobte je
uchovava. Zbytky jsou zde chranény pied destrukénimi vlivy prostiedi (Craig a Collins

2000, Eerkens 2005, Baker 2010).

Stiredoveké pozustatky potravin a nadoby jsou jeden z nejptesnéjSich zdroji
informaci o vyzivé uzivateli této keramiky, které vérohodné vypovidaji o daném
historickém kontextu. Pomahaji ndm nahlédnout do tehdejsi situace at’ jiz ekonomické ¢i
jiné. Pfiblizuji ndm poméry tehdejsi doby v dané lokalité. DalS$im zdrojem informaci o
stravé v minulosti jsou zejména archeozoologické nalezy, které prozrazuji druhy zvifat na
zkoumané lokalité. S analyzou potravnich zbytkli v keramice se mohou dopliovat, ale z

ruznych divodi nemusi byt zavéry spolu v souladu.

Rizné druhy keramiky slouzily k tepelné tpravé a ptipravé fady pokrmii, V obdobi
sttedovéku v Evropé se predpoklada predevsim konzumace obilnych, ¢i pohankovych kasi,
ale jist¢ byly také tepelné zpracovavany zivocisné produkty. Keramika se nékdy
dochovala celd, Castéji bohuzel jen ve zlomcich (stfepy). V predklddané praci jsou pouzity
pouze vzorky ziskané z keramické matrix, SeSkraband keramika z vnittku nddob obsahuje
puvodni proteiny a lipidy z potravin. Podatilo se dokazat, ze neni nutno oddélovat proteiny
od keramiky, jemné nadrcend keramika pfi analyzach a detekcich piivodnich proteinti nijak
nevadi a reakce antigenii a protilatek dava relevantni vysledky (Ciperova et al. 2015). V
pfedchozich pracich byly také zpracovany zuhelnatélé zbytky potravin (pfiskvarky)
(Pavelka Vareka 2008). Avsak téchto zbytkd se nachdzi pomérné malo, naproti tomu
porézni keramika je velmi Casto nalézana pii nejriznéjSich archeologickych exkavacich. Z
vétSiny téchto keramickych zlomku lze ziskat néjaké informace o ptivodnich historickych

potravinach, které byly v této keramice zpracovany, nebo umistény.

Predkladana prace se pokousi kromé ptispévku k poznani stravy na strdznim hradku a
v podhradi také o hlubsi analyzu driibeZich proteind, V minulosti se podafilo odlisit tepelné
zpracované proteind prasat (Sus scrofa) od praseciho trusu, ktery obsahuje také proteiny
pochézejici ze stfevnich bukalnich sliznic. Proteiny z trusu zvifat mohou sekundarné
kontaminovat keramiku a piinaSet faleSné vysledky o vyskytu proteini domnéle
pochézejicich z potravin (Slana 2018, Pavelka et. al 2020). Tyto proteiny mohou pochazet
z trusu historickych zvifat, nebo ze soucasného zemédélského hnojeni. Nicméné ditkaz
existence trusu hospodarskych zvifat na archeologickych lokalitach mize byt v n€kterych

ptipadech rovnéZ cennou informaci.



Podobné rozliSeni tentokrat driibezich protein ptedstavuje dal$i moznosti ohledné
analyz potravin z archeologické keramiky. Nové kolekce kit s protilitkami na
denaturované dribezi proteiny ptredstavovaly moznost ziskdni dalSich informaci ze
sttedovéké keramiky. Proto byly uskute¢nény pokusy na stfedovéké keramice, ale i na
praveké (Hons v piiprave). Dritbez v pravéku nebyla ve stiedni Evropé pfili§ rozsifena, i
kdyz nejstarSi nalezy patii do pozdni doby kamenné a do doby bronzové, nejde vSak o
casoveé dobfe urcené doklady (Beranova 2005). Lépe je driibez doloZena v halstatu u Keltt,
ale 1 tam ji bylo pomérn¢ malo, az Slované chovali driibez ve vétsi mife. Ibrahim ibn Jakb
ktery navstivil Prahu v desatém stoleti pise, Ze se dalo koupit za jeden denar deset slepic,
coz v kontextu doby neni pravé levné, protoze za stejnou castku se tehdy dala poftidit
pSenice, kterd stacila ke stravé pro jednoho Clov€ka na mésic (Beranova 2005). Ale z
obdobi o které ndm v této praci jde, tedy konec stiedovéku 13. - 14, stoleti se uz zachovalo

1 mnozstvi receptil a driibez zfejmé byla na jidelnim stole Casté;si.

V tomto obdobi se nejvice se konzumovaly slepice, tedy samice kura domaciho
(Gallus gallus), proto také pro kontrolni experimenty byl vybran Cerstvy trus kura. Ze
slepic se varily polévky a do jidel se Casto ptridavala slepi¢i krev (Beranova 2005). Slepice
se také vyuzivala na ptipravu oblibenych kasi a varmuzi, (obdoba kaSe, pro n¢které by se
dal pouzit soucasny vyraz hasé). Tyto kaSe a varmuze se vyrabély z vafeného 1 syrového
masa, 1 kosti, krkti a nozicek, které se roztloukly v hmozdifi (Beranova 2005). Prestiznim
jidlem byly rtizn€ nadivané slepice 1 kurata, nebo ,,slepice bez kosti* (viz Beranova 2005).
Kohouti se pfipravovali méné ¢asto a zachovalo se fada receptl i na ptipravu kufat, které
se vSak na rozdil od soucasné doby jedly méné nez slepice (Beranova 2005). Pouzity kit s

protilatkami vSak detekuji i jinou dribez.

Musime vzit v Uvahu, Ze tyto testy nejsou vyrabény pro potieby archeologie a
biologie, ale pro detekci kvili antigenim nebezpecnym pro alergiky, nebo na rozliSeni
masa z nabozenskych diivodii a v neposledni fadé se pomoci nich ovétuje, zda vyrobek
opravdu obsahuje deklarované sloZeni. Pro naSe potfeby jsou ale tyto testy znacné
divéryhodné a pro vysokou spolehlivost a je také zarucena opakovatelnost vysledk.
Nicméné u testll na dribezi proteiny je nutno pocitat, Ze nemusi jit pouze o kura doméciho
(Gallus gallus), ale také o jiné druhy jako je kachna domaci (Anas platyrhynchos), husa
domaci (Anser anser domesticus), nebo kruta domaci (Meleagris gallopavo domesticus).

Kritu doméci, ale mizeme v obdobi evropského stfedoveéku vyloucit.



DalSimi testovanymi proteiny byly proteiny prasat. Zde byla vyuzita jiz zmifiovana
metodika vyvinutd diive (Sland 2018, Pavelka et. al 2020), kterd umoznovala rozlisit
tepeln¢ upravené proteiny od neupravenych, coz predstavovalo proteiny z trusu, ktery byl v
zeming, kde byly keramické zlomky ulozeny. Ve starSich dobach byly nebyly prasata tak
¢asto konzumovany jako skot, ale u Keltd a Slovant se podil prasat ve vyzivé zvySoval. Ve
sttedovéku a v novoveéku se opét zvysila konzumace hovéziho masa, ale spiSe mezi
Slechtou a bohatymi méstany, u chudsiho a tedy vétSinového obyvatelstva konzumace
veptového prevladdala (Beranova 2005). Ovsem diky tomu se zachovalo méné receptli na
veprové, ziejmé proto, ze psani knih, tedy i kuchatskych, nepatfilo k béznym ¢innostem

chudsich lidi.

Proteiny skotu (Bos primigenius f. taurus) nebyly testovany i kdyz je 1ze v keramice
také ocekavat. Je to proto, Ze metoda na rozliSeni proteint prasat a driibeze nefunguje v
pfipadé protilatek proti proteinim skotu. Protilatky reaguji stejn€ na proteiny tepelné
upravené i neupravené. Diky zemédélskému hnojeni, pisobeni spodnich vod a vétru jsou
vysledky téméf vzdy pozitivni, (v jinych zemich ale mize byt situace jind, napiiklad ptida
ze Syrie se ukazal na proteiny skotu jako témét negativni). Pozitivni vysledky se ukazuji v
pud¢ do hloubky 50cm, (niZsi nebyla testovana) i v hlin¢ na skalach pod mechem blizko
zemédélskych poli (Pavelka et. al. nepublikovéano). Proto bylo od testovani téchto proteinti
upusténo. V této souvislosti jsou také zpochybnény pozitivni vysledky na hovézi proteiny
ziskané z keramiky pomoci hmotnostni spektrometrie.

Dalsi byl testovan kasein, coZ je hlavni protein sav¢ich bilkovin, Obsahuje vice typl
molekul, které se od sebe lisi strukturou a vlastnostmi. Zde nebylo testovano, zda se jinak
detekuje tepeln€é upraveny a neupraveny kasein, jednak se vychazelo z ptedpokladu, ze
kasein neni tak Castou sloZzkou zeméd¢€lskych hnojiv a také proto, Ze se jedna o znacné
termostabilni protein, kde nedochazi k denaturaci teplem, napt. mléko se vafenim nesrazi.
Nicméné je mozno kasein destabilizovat jinak. Destabilizaci, v tomto piipadé mluvime o
srazeni molekul kaseinu, se da docilit v kyselém prostiedi, nebo pomoci nékterych enzymu
(vyroba syrt). AvSak testy jsou vyvinuté na kasein v jakékoliv formé&. Kasein byl proto
testovan pouze na piitomnost ¢i nepfitomnost, kterd prozrazuje pfitomnost mléka, nebo
mlécnych vyrobkil. Jak moc se na dané lokalité pouzivalo mléko a mlécné vyrobky se
doklada vétSinou podle osteologického materidlu, kde se pfedpokladd, Ze pokud byli
porazeni stafi byci a voli, tak pfedtim slouzili k tahu, pfipadné jako plemenici a kravy

porazené piiblizn€ ve v€ku osmi let a vy$s$im slouZily ptedtim na mléko.



Na maso se obvykle porazely kusy po dosaZeni dospélosti (Beranova 2005). Zde
pfedstavuje analyza keramiky dalsi z dokladi konzumace mléka, V tomto piipad¢ se jedné
o piimy, nikoliv odvozeny dikaz. U kaseinu neni mozno rozliSit za jakého savciho druhu
pochézi. Beranova (2005) uvadi, ze kozy byly v pravéké a stiedovéké Evropé malo
rozsifeny a mléko téchto savcll nehrdlo ve vyzivé velkou roli. S timto zavérem jsou v
rozporu pravé nékteré analyzy keramiky, kde zejména v méstské zastavbé ve stiedoveku
bylo detekovano az na fidké vyjimky vylu¢né pouze kozi mléko (Pavelka a Vaieka 2008,
Pavelka et al. 2016). Tyto analyzy je bohuzel nemozné provadét v soucasné dob¢. Diive
byly k dispozici velmi kvalitni protilatky na testovani koziho mléka, slouzici k jeho
odliSeni od ostatniho mléka. Bohuzel firma pfestala tyto detek¢ni sady vyrabét a protilatky
od jinych firem na identifikaci koziho mléka se ukazaly pro archeologicky materidl jako
nevhodné.

Posledni sledovanou potravinou bylo obili, testoval se protein gliadin, ktery je
soucasti lepku. Lepek se uplatiiuje pii kynuti tésta. Testy byly vyvinuté kvili lidem
postizenym celiakii, kteti maji zdvazné problémy s travenim lepku. V potravinach je nutné
testovat pfitomnost lepku, aby se predchazelo potizim, které¢ nastanou pti nepldnovaném
poziti lidmi s celiakii. Z hlediska testovani potravin v keramice se tim nabidla moznost
snadného urcovani pfitomnost obilnin. Gliadin ma oproti jinym testovanym proteinim
jednu velkou vyhodu, nerozpousti se ve vodé, ale v alkoholu, takze spodni vody nemohou
gliadinem kontaminovat studovanou keramiku a tak navodit faleSné pozitivni vysledky.
Testy na gliadin tedy potvrzuji pfitomnost n¢které z téchto obilnin: je¢men sety Hordeum
vulgare, pSenice plana jednozrnka Triticum boeoticum, pSenice kulturni jednozrnka T.
monococcum, pSenice tvrda T. durum, psenice Spalda T. spelta, pSenice seta T. aestivum, Je
nutno mit na pameti, Ze nereaguji na ryzi (Oryza), (skupina ryzovitych Oryzeae obsahuje
asi 21-25 druhti a velké mnozstvi taxonu nizSich nez druh), proso (Panicum miliaceum),

ale také ani na oves (Avena sativa).
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2. Historie metody ELISA

V 70.-80. letech 20. stoleti byly vynalezeny metody ELISA a EIA, na jejichz objeveni
se podilely vyzkumné tymy z Nizozemska a ze Svédska (Enzyme ImmunoAssay). Obd
metody vychazi z metody RIA ((RadiolmmunoAssay) a jsou zaloZeny na stejném principu,

a to na principu imunotestu s vyuzitim enzymu (Strakova 2011).

Metoda RIA byla vyvinuta v 50 letech 20. stoleti v USA. V roce 1960 byla metoda
popséna Rosalyn Sussman Yalow a Solomonem Bersonem. Metoda RIA je imunologicka
metoda, pfi které se pouzivad radioaktivni latka. Snahou bylo zesilit bezpecnost vSech
pracovnikii, dale zde panovalo znepokojeni spojené s problémy s radioaktivnim odpadem,
pofizovanim drahého zafizeni a také kvili budovani dalSich budov (Strakova 2011). Pti
rozmachu této metody se nejcastéji pracovalo s jodem-131, ktery ma polocas rozpadu 8,02
dni a také i B a y- zafeni. Pozd¢ji zacali vyrobci distribuovat jod-125, ktery ma slabsi y-
zateni, dostatecné vysokou specifitu a také i ¢istotu. Diky slabé&jSimu y-zafeni se predeslo
mnohym zdravotnim problémiim. Touto metodou byla poprvé zmétfena hladina inzulinu
v krvi (Yalow a Berson 1960, Strakova 2011). Jednalo se o prvni stanoveni hladiny
hormont v krvi. Rosalyn Sussman Yalow za tento objev v roce 1977 dostala Nobelovu
cenu za medicinu. Tim, ze bylo mozné stanovit hladinu inzulinu v krvi, se 1écba diabetu

melites posunula rapidné dopiedu.

Na zacatku 70. let 20 stoleti se na sjezdu v Basileji ERIAC (European
RadiolmmunoAssay Club), bylo zpochybnéno vyuziti enzymu. Ugastnici se zabyvali tim,
zda je mozné, aby se tak rozmérna a velka molekula navazala na protilatku nebo antigen,
bez toho, aby nedoSlo k nespecifickym reakcim probihajici mezi nimi. VSechny tyto

obavy byly odiivodnény a vyvraceny sérii naplanovanych experimenti (Lequin 2005).

Mezi lety 1966 - 1969 doslo k Gispésnému navazani enzymu (gluko-oxidaza a
alkalické fosfatdza) na antigeny a protilatky a to diky vyzkumnému francouzského tymu z
PafiZze (S. Avrameas, G.B. Pierce). Avrameas a jeho vyzkumny tym popsali navazani
molekul pomoci glutaraldehydu (Avrameas a Uriel 1966). Zamér jejich prace sméfoval
k detekci ptitomnosti protilatky nebo antigenu imunofluorescenci za pomoci enzymoveé
znalené protilatky nebo antigenu. Tato technika byla pouzivana a déle rozvijena

V histopatologii a histochemii diky tuspéSnosti téchto experimenti (Engvall 1977).
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Vroce 1971 védci ze Stockholmské university ve Svédsku Petr Permann a Eva
Engvallova vydali prvni publikace o vysledcich metody ELISA. Vysledky byly postaveny
na méfeni hodnoty IgG (imunoglobulin G) v krali¢im séru s aplikaci alkalické fosfatazy
(Strakova 2011). Ve stejném roce védci van Weemen a Schuurs zvetejnili jejich dalsi
publikace tykajici se metody EIA. Objevili, ze metodou EIA je mozné urcit koncentraci
gonadotropinu v moci. Avidin-peroxiddza spojend se stanovenym mnozstvim

glutaraldehydu byla vyuzita jako detekéni enzym (van Weemen a Schuurs 1971).

Na pielomu 60. a 70. let mnoho védct a vyzkumniki zacalo testy RIA vyrabét doma.
Tito védci vSak nemohli udrzet tempo s velkymi firmami, a proto zatal komercni prodej
EIA/ELISA kitd. V prubéhu let se technika zdokonalovala a vylepSovala, laboratoie se
technicky zdokonalovaly, coz pomohlo k rozvoji a automatizaci pipetovani, k rozvoji
ctecek mikrotitracnich desticek a kromé dalSich inovaci vznikly napf. pipety s vice
kandlky. K plné automatizaci téchto piistroji doSlo v 80. letech, tyto pfistroje se

prednostné uplatnily hlavné v 1ékatskych laboratofich (Lequin 2005).

Objev metod EIA A ELISA zplsobil kompletni ptfevrat ve vyvoji celych sérii
testovacich sad. Testovaci sady se vyvijely od nejjednodussich (imunoenzymové méteni)
Nizozemska vyzkumna skupina, kterd uspésné zdokonalila metodu EIA pro reprodukéni
endokrinologii v€etné vyzkumu lidského gonadotropinu, lidského laktogenu a celkového

mnozstvi estrogenu (Strakova 2011).

S postupnym rozvojem se na zacatku 70. let zacala pouzivat poloautomatickd metoda
RIA pro screening krve na riznd virova onemocnéni (hepatitida B). K zjisténi
povrchového antigenu hepatitidy B (HbsAg) v roce 1976 Organon institut navrhl velmi
pfinosny EIA kit. Tento vynalezeny test vyuZivajici metodu EIA je povazovan za prvni
komer¢né dostupny kit (Strakova 2011). Po tomto objevu nasledovaly dalsi virologické a

(13

mikrobiologické testy napt. detekce protilatek k zardénkdm, detekce ,,e* antigenu

hepatitidy B, dale i toxoplasmoze a viru HIV (Strakova 2011).
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3. Princip imunoenzymatickych testi

3.1 Pevna faze

V poslednich letech je zaznamenén vzristajici zdjem pouzivani pevnych fazi pfi
enzymatickych imunotestech. Dfive se jako imunosorbéni povrch pouzivaly materialy
jako agaroza, celu6za nebo polyakrylamid s kovalentné navdzanym antigenem c¢i
protilatkou (van Weemen a Schuurs 1974). Postupem casu se postupy zjednodusily a
antigen mohl byt adsorbovédn na nosice jako napf. polyvinyl, polypropylen, polykarbonat,
sklo nebo silikon, a to diky pouziti pevnych fazi jako zkumavky, desti¢ek, kuli¢ek atd.

(Strakova 2011).

Pro vizualni pozorovani se mohou pouzivat destiCky s kulatym dnem, ale pro
spektrofotometrii se doporucuji vyuzivat mikrodesticky s plochym dnem. Vznikd zde
kovalentni vazba mezi protildtkou (antigenem) a pevnou fazi za pomoci bifunkéniho
reagentu napi. glutaraldehydu, bromidu kyanovodiku nebo molekuly imunoglobulinu
ptichycujici se na pevnou fazi vodikovymi vazbami. K velké uspéS$nosti navazani vede
pfidani imunoglobulinu nebo séra ziedéného na 1-10 ug/ml v patfi¢ném pufru (0,06M
uhli¢itan s pH 9,6). Mikrotitraéni desticka se musi promyvat tekutinou obsahujici

detergent, aby se zamezilo vzniku nespecifickym reakcim (Yolken 1978).

3.2 Komponenty reakce

3.2.1 Antigeny

Antigeny jsou latky zpravidla bilkovinné povahy. Konkrétné se jedna o struktury
bunky, proteiny, DNA nebo nizkomolekularnich latek, které pomoci nekovalentnich vazeb
vzajemné pusobi a ovliviiuji specifickou protilatku. Tyto bilkovinné latky jsou
vyhodnocovany jako  cizi latky organismu. Stimuluji buiky imunitniho systému
k produkci protilatek. Imunitni systém cizorodou latku identifikuje a reaguje na ni.
Protilatky jsou vazany na nékolika oblastech specifického antigenu formou interakce.
Timto procesem je antigen neutralizovan nebo dokonce poskozen. Oblast molekuly
antigenu, kterou identifikuji imunitni receptory, se nazyva epitop (Hofejsi 2002). Mezi
nejvyznamnéjsi antigeny patii proteiny, lipidy, lipoproteiny, nukleové kyseliny a rizné
komplexni polysacharidy. VSechny tyto latky pochazeji ptevazné z vnéjSiho prostiedi,

nejcastéjsi antigeny jsou infekéni mikroorganismy nebo jejich produkty.
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3.2.2 Protilatky (Imunoglobuliny)

Protilatky patii mezi nezastupitelnou soucast imunitniho systému. Jedna se o
proteiny, které dokazi identifikovat a zneSkodnit cizi objekty jako jsou bakterie a viry
vtéle. Vteéle vznikaji v mizni tkani, jsou produkovdny plazmatickymi buikami
(diferencované B-lymfocyty).V nasem téle se nachédzeji pfedevSim v krevnim séru.
Z celkového séra proteinli tvofi imunoglobuliny 20%. Jednd se o heterogenni
glykoproteinové molekuly, které lze elektroforeticky charakterizovat a popsat.
Imunoglobuliny se specificky vazi na antigen, coz patii mezi jejich zékladni vlastnost

(Strakova 2011).

Zakladni jednotka imunoglobulinu se skladd z 4 polypeptidovych fetézci. Dva
fetézce jsou oznaceny jako L (lehké) a zbylé dva se jsou oznacovany jako H (t€zké). Tézké
fetézce jsou kovalentné spojeny disulfidickymi vazbami. Misto, kde jsou spojeny tézké
fetézce disulfidickymi vazbami se ozna¢uje jako pantova oblast. Retézec L je disulfidickou
vazbou pfipojen ke kazdému H fetézci. Tézké fetézce jsou nejcastéji slozeny ze Ctyf
strukturné¢ podobnych domén. Kazda tato doména je vytvoiena souborem sekvenci 110-

120 aminokyselin (Strakova 2011).

3.3 Konjugaty a substraty

Aby byla specificka reakce antigenu a protilatky detekovatelna je tieba ji zviditelnit.
Na antigen ¢i protilaitku je nutno kovalentné navazat enzym, ktery bude schopen
katalyzovat néjaky substrat, kterd je do reakce pfiddn a zménit ho na barevny. Nejcastéji
timto enzymem je peroxidaza nebo alkalicka fosfatdza. Intenzita zbarveni je pfimo imérna
koncentraci preménéného substratu a to odpovida koncentraci oznacené protilatky, nebo
antigenu. Dulezité je, aby protilatka, nebo antigen, které se nespoji byly fadné z reakce
vymyty a nevytvorily faleSny barevny signal. Intenzita zbarveni se da urcit pouhym okem,
ale je mnohem piesnéjsi stanoveni spektrofotometrické, nebo fluorimetrické, to zalezi na

pouzitém substratu a typu enzymu (Hejnova 2020).

3.3.1 Alkalicka fosfataza (ALP)

Alkalicka fosfataza je enzym katalyzujici hydrolyzu monoestert kyseliny fosforecné
v alkalickém prostredi (pH 9,5 — 10,5) na kyselinu fosfore¢nou a alkohol. Napomaha
transportu anorganickych fosfati pfes bunéénou membranu a plsobi na metabolismus
fosfatovych vazeb. Béhem tzv. defosforylace je alkalickd fosfataza schopna odebrat

fosfatovou skupinu z mnoha typi molekul. Mnohdy se ji fika bazickéd fosfataza, protoze

14



jeji reaktivita je nejvyssi v bazickém prostiedi (Tomas et. al. 2002). V imunotestech se
nejvice pouziva fosfatdza, kterd pochazi ze stfevni sliznice hovéziho dobytka nebo
z Escherichia coli a ob¢ maji rozdilné vlastnosti. U Escherichia coli je 0,1 M Tris-HCI
pufr a pro bovinni enzym 10% dietanolamin. P-nitrofenylfosfat (pnpp) se povazuje za
nejcastéjsi substrat pro ALP. Tento substrat se s nepasterizovanym mlékem zabarvuje zluté
na rozdil od pasterizovaného mléka, se kterym se nevyskytuje zadné zbarveni. Alkalicka
fosfataza podléha varu. Dal§imi substraty mohou byt chromogenni substraty. Mezi tyto
substraty patii fenolftalein monofosfat, B- glycerofosfat, uridin fosfat a tymoftalein
monofosfat. Za flurogenni substraty se povazuje B-naftylfosfat, 4- methylumbelliferyl
fosfat a 3-omethylfluorescein (Ngo 1991). V zasaditém prostiedi je aktivni alkalicka
fosfatdza nejlépe pii pH 8, avsak jsou nutné hotfecnaté ionty pro enzymatickou aktivitu.

Mezi nejpouzivangjsi pufry se fadi dietanolamin/HCIl v pH 9,6 (Ngo 1991, Strakova 2011).

3.3.2 Avidin-peroxidaza (horseradish peroxidase (HPR)
Jedna se o modifikovanou peroxidazu, na které je kovalentné pfipojen protein avidin
pochazejici z vaje¢ného bilku. Tento enzym je nejcastéji ziskdvany ze kienu selského

(Armoracia rusticana).

Tento holoenzym se Casto pouziva k vizualizaci riznych biochemickych interakci
(protein- proteinovych, protein - sacharidovych). Jeden z komponenti této interakce je
modifikovan biotinem. Avidin je schopny silné vazat biotin a pomoci avidin-biotinového
mustkl dokéze pripojit peroxidasu k interagujicim latkdm. Po ptidani vhodného substratu
(jenz oxiduje a ovliviiuje jeho vlastnosti- rozpustnost, barva) a zdroje peroxidu (H,O,,
NaBOj3) vizualizuje tuto interakci. Mezi vhodné substraty patii 4-chloro-1-naftol, po jehoz
oxidaci dochazi ke vzniku nerozpustné fialové latky a a ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonat), ktery tvofi stabilni, zelené zbarvené rozpustné radikaly
(Strakova 2011).
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4. Degradace proteini

Mezi zasadni problémy pii zachovani zbytkli potravy nebo pii uchovavani proteini je
moznost jejich denaturace. Jednd se o zménu tercidlni struktury a kvartérni struktury
(Pavelka a Orna 2011). Tercialni struktura udava orientaci bilkoviny v trojrozmérném
utvaru a kvartérni struktura popisuje zptisob propojeni bilkovinnych pfednostek do vétSich

celkd.

Pfi denaturaci proteinii jde o nevratné ztraty biologické aktivity a ztratu prostorové
struktury. Postupem cCasu jsou proteiny ovliviiovany fadou pfirozenych procesi degradace.
Mezi tyto procesy patii denaturace, deaminace, hydrolyza peptidovych vazeb nebo miize
dochazet k jejich rozkladu pasobenim mikroorganismi (Slana 2018). Retézce
aminokyselin jsou uspofadany do prostorovych struktur. Tyto prostorové struktury
vypadaji jako tzv. klubi¢ka a vlivem vné&jSiho prostiedi dochédzi k jejich vyraznému

poskozeni (Bollag 1990).

Vnéjsi podminky mohou neptiznivé bilkovinnou strukturu ovlivnit plisobenim
fyzikélnich, chemickych ¢i bilkovinnych vlivii. Jednim z fyzikalnich procest, které dokazi
zpusobit denaturaci bilkoviny, je jeji zahtati na teplotu vyssi nez 80 °C. Je to nejb&znéjsi
zpusob denaturace potravy Clovékem, v ptipadé, Ze se jedna o bilkovinu ZivociSného
puvodu. S touto denaturaci se setkdvame pii ohiivani a piipravé pokrmd. Principem
chemické denaturace proteinii je pusobeni chemickych latek na peptidické vazby,
chemikaliemi, které mohou tyto vazby rozbijet jsou napiiklad rtizné anorganické i
organické kyseliny (McMurry 2007). S chemickou denaturaci se setkavame i pfi
uchovavani keramiky. Co se ty¢e historickych peptidd na ty mohou piisobit rtizné

chemické latky obsazené v ptd¢, at’ uz anorganického ¢i biologického piivodu.

V dnesni dob¢ se mlize jednat o latky, které se do pudy dostavaji vlivem zemédélstvi
(hnojiva, pesticity aj.), prumyslu a uplatiuji se i dal$i antropologické vlivy. K rozpadu
peptid mohou dale ptispét latky vytvorené ¢innosti ptidnich mikroorganismi (Barnard et
al. 2007).
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4.1 Typy degradace

4.1.1 Denaturace

Pti denaturaci dochézi k nevratné ztraté hormonalniho a enzymového G¢inku. Zméni
se celkové prostorové uspotradani molekuly (bilkoviny nebo nukleové kyseliny). Chemické
latky, které jsou schopné uvolnit iontové ptisobi denatura¢né. Jedna se o latky jako jsou
kyseliny, zésady, organicka rozpoustédla (alkohol, aceton). Denaturaci mizou zapficinit i
vysoké teploty. Dale jsou bilkoviny nachylné na rtizné fyzikalni faktory, patii mezi né
ultrafialové paprsky a rentgenové zatreni. Dusledkem téchto faktort pfijdou o hydrofilni

vlastnosti (Slana 2018, Hejnova 2020).

4.1.2 Deaminace
Pti deaminaci je odstranéna aminoskupina (-NH;) od molekuly. Timto procesem jsou
aminokyseliny rozebirany. Aminokyselina se pfeméni na amoniak (¢pavek) za vzniku 2-

oxo- (o-keto-) kyseliny.
RCH(NH2)COOH + H20 — RCOCOOH + NH3

Zbytek aminokyseliny je tvofen nejcastéji vodikem a uhlikem. Enzymy zméni
amoniak na kyselinu mocovou nebo na mocovinu ptidanim molekul oxidu uhli¢itého
v mocovinovém cyklu, ktery probihd i v jatrech. Kyselina mocovad a mocovina piejde

bezpecné do krve a nasledné je vyloucena moci (Hejnova 2020).

4.1.3 Hydrolyza peptidovych vazeb

Peptidova vazba (kovalentni vazba) obsahuje uspofadani atomii —CO-NH-. Tato
vazba spojuje dv€ skupiny aminokyselin. Hydrolyzou nebo pfiddnim molekuly vody
dochazi k degradaci peptidové vazby. Pidanim molekuly vody se uvolni energie a

peptidova vazba se rozpadne. Tento proces trva n€kolik stoleti (Hejnova 2020).

4.1.4 Maillardova reakce

Jedna se o neenzymatickou reakci mezi redukujicimi sacharidy a aminoslou¢eninami
(aminokyseliny a bilkoviny). Pfi pribéhu reakci se vytvaii mnoho reaktivnich
karbonylovych slou€enin, které vzajemné reaguji také s pfitomnymi aminoslouc¢eninami,

coZ zpusobuje tzv. neenzymatické hnédnuti potravin. Pritbéh reakce zacind okolo 150°C.
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4.2 Problematika uchovani potravin

Na uvedenych stanovistich byly objeveny keramické nadoby, které se ziejmée
vyuzivaly k ptipravé pokrmu, je proto pravdépodobné, ze se na nich zachytily stopy
puvodni stravy z minulosti (viz Baker 2010). Z archeologickych vzorkt se dasledkem
novych metod a technik zacaly realizovat analyzy a extrakce ancienit DNA (ancient
deoxyribonucleic acid). Vzhledem k pravdépodobné kontaminaci, ktera v archeologii
zpusobuje vyrazny problém byly vysledky ostfe zkritizovany a zpochybnény (Pruvost et al.
2005). Problémy s kontaminaci do uréit¢ miry vyfeSily metody sekvenovani nové
generace, zde mizeme detekovat vétSinu sekvenci ve vzorky a mnohdy rozeznat ancient
DNA od novych kontaminaci. AvSak DNA podléha snadnéji degradaci a zvlasté v piipadé
potravinovych zbytkli na keramice nelze pocitat s jejim uchovanim. AvSak dlouhd doba

uchovani ptisobi i na proteiny.

V prubéhu ¢asu proteiny podléhaly mnohym pfeménam, mezi které patii hydrolyza
peptidovych vazeb, deaminace, denaturace nebo také napadeni mikroorganismy (Barnard
et al. 2007). Jednd se o velmi slozité a rozmanité makromolekularni latky, proto je prace
snimi naro¢na. Kazdy protein se diky této struktuie chova odlisné. K identifikaci a

extrakci vSech proteinti nelze zvolit pouze jednu metodu (Barker 2010).
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6. Material a metody

6.1 Priprava vzorku

Pro analyzy zbytkl potravin z hradu Hausberg a jeho podhradi byly pouzity zlomky
keramiky nalezené na této lokalité pii exkavacich (ukazka na obr.1.) Materidl pro analyzy
proteinii pochazi z keramickych stfepli tedy z nadob, ve kterych byly potravin
zpracovavany ¢i uchovavany. Ze zbytku dochované keramiky se seskrabala vrstva 2-5 cm?
do hloubky 1-3mm. Povrchova vrstva keramiky se netestuje, protoze byva casto
kontaminovana. Seskrabané vzorky keramiky se nasypaji do plastikovych zkumavek
(eppendorf). Pifi stanoveni vhodné keramiky pro odbér se vybiraly dna nadob, kde se

predpokladala silngj$i koncentrace usazenych proteind.

Tato smés seSkrabané keramiky a pfedpokladanych proteinit musi byt mechanicky
rozdrcena na jemnéjsi prasek a smichana s extrakénim roztokem v objemu 200 - 400ul. V
piipadné kaseinu a gliadinu jsou extrakéni roztoky jsou soucasti komerénich kitt. V
piipadné analyzy proteinti svaloviny a mukdznich sliznic stfev se pfipravuji fyziologické
roztoky jako 0,9% NaCl v destilované vodé. Neni vhodné pro ELISA testovani tyto
proteiny z keramiky izolovat protoZe samotnd keramika je v antigenni reakci pouze inertni
slozkou, ktera reakci neovliviiuje (viz Ciperova et al. 2015). Reakce antigenu, coz byly
proteiny z keramiky a komercnich druhové specifickych protilatek protilatek z kitt, byly
zviditelnény pomoci biotinylovaného znafeni. Nezbytny byl sled promyvani a barveni,
ktery byl proveden podle doporuceni vyrobce. Pozitivni reakce se projevovaly Zlutym
zabarvenim, podobné jako v pozitivni kontrole (obr.2). Pozitivni reakce vzorku se musi
odliSovat od negativni kontroly. V ptedkladané praci byl pro stanoveni intenzity reakci
pouzit spektrofotometr ELISA READER VERSAmax™ (Molecular Devices), pii vinové
délce 450 nm (Hejnova 2020).

Obr. 1: Odbér vzorku z keramiky

bohaté na karbonizované usazeniny

(priskvarky)
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Obr. 2. Hausberg. Profilace okrajii ziskanych povrchovym sbérem. Kresba autorka.

Obr.3. Zaverecna faze, kdy se projevuje zluté biotinylovaného znaceni, které urcuje intenzitu

reakce
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6.2 Piriprava vzorki- hmotnostni spektrometrie

Vzorky byly dvé hodiny Stépeny trypsinem, nasledné pieciStény a zahuStény na
reversni fazi C18. Poté byly analyzovany pomoci nanokapalinové chromatografie spojené
s hmotnostnim spektrometrem ESI-Q-TOF Maxis Impact. Peaklisty byly ze zmétenych dat
extrahovany programem Data Analysis 4.1. Proteiny byly identifikovany za pomoci
softwaru Mascot verze 2.2.04 vyhledavanim v proteinové databazi SwissProt a MS/MS
piesnosti pfifazeni hmotnosti peptidovych stépt 0,05 Da. Vzorky byly porovnany

s Zivo&ignou i rostlinnou proteinovou databazi. Méfeni bylo provedeno na VSCHT v Praze.

6.3 ELISA test

ELISA je analyticka metoda vyuzivana ke kvantitativnimu stanoveni nebo k detekci
ruznych antigenti. V nasem piipad¢é vybrané a provétené testy ELISA slouzi primarné pro
testovani alergentt v historickych proteinech (Pavelka et. al. 2016). Cely postup je
provadén na mikrotitra¢ni desticce. Na dné mikrotitrani desticky je navazana primarni
protilatka na kterou se pasivné vazi, jak proteiny tak protilatky. V tomto principu spociva
jednoduchost tohoto testu. V pribéhu testu vazba reagujicich latek usnadiuje jednoduché
oddéleni navazaného a nenavazaného materialu. Na primdrni protiladtku navazanou na
desticce mize byt navdzan detekéni enzym, ten je zpravidla napojen na sekunddrni
protilatku, kterd dokdze primarni protildtku oznacit. Detekéni enzym by se mohl navazat
pfimo na protein, pokud by byla primarni protildtka né¢im oznacena napft. biotinem. Ke

znaceni enzymu se nejcastéji vyuziva alkalicka fosfatdza (AP) a peroxidaza (HRP).

ELISA testy se zakladaji na reakci substratu (antigenu) a protilatky. Nezadouci
proteiny na keramice, které se povazuji za nepostichnutelné kontaminace jsou casto
zachyceny ELISA testy. Tyto testy maji vyraznou citlivost pro historické denaturované
proteiny z potravin. V archeologické keramice se dochovaly jako makro zbytky potravy
nebo v omezeném mnozstvi, které je nasaklé v keramické matrix. Testy jsou zaméfené na
rizné proteiny, predevSim na takové, které se vyznacuji termostabulitou. Napt. albuminy
zmasa hospodaiskych zvifat. Testy jsou pfizplisobeny tak, aby zachytily tepelné

zpracovanou potravu, tedy i degradované proteiny (Pavelka a Vaieka 2008).

Kvili této degradaci neni mira karbonizace pro ELISA test pfekazkou. Pozitivni
reakce testu se vyznacuje Zlutym zbarvenim, stejné tak jako kontrola. Negativni kontrola se
projevi pouze mirnym odstinem ¢i zustane nezbarvena (Pavelka a Orna 2011). Mezi

pozitiva této metody patii finan¢ni dostupnost a snadné provedeni.
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Pfi porovnanim s jinymi metodami je tato metoda schopna vyhodnotit desitky vzorki
za relativng kratky Casovy interval. Mezi negativa patfi to, ze objem vzorku je limitovany.
S porovnanim s hmotnostni spektrometrii, kde potfebujeme pouze 20-30 pg, na ELISA test

potiebujeme mnozstvi vétsi a to 0,5 - 1mg na jednu analyzu (Pavelka a Vaieka 2008).

6.3.1 Testovaci sady

Testovaci sady BioKis - Cooked Species Identifikacion Test Kit vyrobené firmou
Neogen Corporation® byly vyuzity k analyze rizného druhu masa. Rozbor kravského
mléka se realizoval diky identifikaci B —laktoglobulinu a kaseinu skotu pomoci ovéfenych
komer¢nich sad, které zprostfedkovala firma Neogen Corporation® (viz Pavelka et al.
2016). Tyto komer¢ni sady byly také vyuzity k identifikaci gliadinu u obilovin. Testy
pracuji na zakladé metody ELISA (z angl. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).
Jedna se o jednu z nejcitlivéjsich imunologickych analyz, kterou je mozno v rutinnich
laboratornich analyzach provadét. ELISA vyuziva vlastnosti imunoglobulinti, coz je
schopnost navazat na sebe antigeny. Na povrch leukocytl se vazou protilatky pomoci tzv.
FC fragmenti na adekvatni FC receptory. Toto je zplisob, kterym piipeviiuje
imunoglobulin k povrchu mikrotitraéni jamky (Hejnova 2020).

6.3.2 Sendvicova ELISA

K analyze vSech vzork byly pouZity sady ELISA od Neogen Corporation® Jedna se
0 typ sendvic¢ové ELISY.

Podminkou pro reakci je vyskyt nejméné dvou a vice vazebnych mist na antigenu.
Z pocatku se na pevny povrch pasivné navaze protilatka. Antigeny jsou navazany témito
protilatkami. Antigeny musi byt v blokujicim pufru nafedéné, aby nedochazelo ke
nespecifickému navazani. Blokujici pufr by z pravidla nemél obsahovat Z4dné antigeny,
které by se mohly vazat na zachytné protilatky. Po promyvéani a inkubaci by se mél

vytvofit stabilni antigen-protilatkovy komplex (Hejnova 2020).

Zachyceny antigen je analyzovan pfidanim enzymové oznacené specifické protilatky
a cely tento komplex je znova inkubovan v pufru. Zachytna protilatka miize byt se stejného
druhu jako tato sekundarni protilatka. Po inkubaci a promyti nésleduje pfidani substratu, a
tim dojde po urcité dob¢ k zastaveni reakce (Slana 2011). Pro vyhodnoceni vysledkt se
pouzije spektrofotometr. PouZitim jednotné enzymové konjugované protilatky je znacné

omezena presnost a vlastnosti. Tato protilatka brani univerzalnosti této metody.
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Kazda zhotovena protilatka (pro riizné antigeny) musi byt fadné oznacena. Antigeny
musi mit nejméné 2 epitopy (oblast molekuly, kterd vyznacuje, zda je antigen schopen
navazat protilatku), coz muze byt dalSim omezenim. Antigeny potiebuji navazat detekujici
protilatku, tak zachytnou protilatku. K zasadnimu problému muze vést pouziti detekujici
protilatky druhové stejné jako zachytné protilatky, protozZe na antigenu neni dostatek mista
pro navazani protilatky. Prostor a velikost protilatky pro navazani mohou ovlivnit test. Na
zaveér se zméii intenzita vzniklého zbarveni. V nasi analyze byla pouzita sendviCova
ELISA Neogen Corporation® Biokits for Species Identification pro detekci vzorka

z veptového, ovciho a hovéziho masa, které se vyskytovaly v danych lokalitach.
Postup pri sendvicové metodé ELISA

1. Nejprve se musi pfipravit pfiméfené mnozstvi testovacich kitlh a promyvaci a nafedéné

extrakéni roztoky.

2. Do ptipravenych testovacich kit se automatickou pipetou napipetuje 100 pl extrakéniho
roztoku nebo pozitivni kontroly. VZzdy musime pouzit novou Spicku pti kazdém pipetovani,

diky tomuto zabranime vzniku cross-kontaminaci.

3. Vzorky je potfeba jemné protiepat v ruce. Nechaji se inkubovat 45 minut pti pokojové
teploté. Na nasledujici ELISA testy je vzorky mozné znova pouzit. Do plastikovych
zkumavek znacky eppendorf se pouze vzorky odpipetuji a tim, jsou pfipraveny k dal$imu

vyuZziti.

4. Obsah testovacich jamek se nejméné tiikrat vymyje a promyje se predem piipravenym

promyvacim roztokem.

5. Do vSech testovacich kitd se pfida 50 pl biotinu. Poté je potteba vzorky zlehka protiepat

a nechat je v klidu inkubovat 45 minut pfi pokojové teploté.

4. Obsah testovacich jamek se nejméné tiikrat vymyje a promyje se pfedem piipravenym

promyvacim roztokem.

5. Do vSech testovacich kitil se ptida 50 pl biotinu. Poté je potfeba vzorky zlehka protiepat

a nechat je v klidu inkubovat 45 minut pfi pokojové teplot¢.

6. Testovaci jamky se promyji pfedem pfipravenym promyvacim roztokem a to nejméné

tiikrat.
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7. Do vSech testovacich jamek, které se nachazi v mikrotitracni desti¢ce se pfida 50 pl
konjugatu (bilkovina s navazanym enzymem) avidin peroxidazy. Je nutné testovaci jamky

protfepat a nechat je odstat po dobu 15 minut pii pokojové teploté.

8. VSechny testovaci jamky se pétkrat promyji promyvacim roztokem. Do vSech jamek

k testovani se pfida 100 ul TMB roztoku.

9. Vzorky se opatrn€¢ v ruce protiepou, zakryji a nechaji se inkubovat 45 minut pfi

pokojové teplote.

10. Na zavér do kazdé testovaci jamky musime ptidat 50 ul stop solution roztoku, a tim

zastavime reakci (Hejnova 2020).

Testovany byly proteiny dribeziho a vepifového masa, déle pfitomnost kaseinu a
gliadinu. Pro identifikaci gliadinu byl pouzit kit Veratox for Gliadin. Protein gliadin je
soucast lepku a vyskytuje se v obilovinach (Hordeum vulgare, Triticum boeoticum, T.
monococcum, T. durum, T. spelta, T. aestivum atd.). Je mozno zachytit i relativné malé
mnozstvi, ale protilatky nejsou schopny zachytit proteiny rostlin, které lepek neobsahuji,
napf. proso (Panicum miliaceum). Pro stanoveni dribezich proteini (Gallus gallus, Anas
platyrhynchos, Anser anser, Meleagris gallopavo) a prasecich (Sus scrofa) proteinti byl
pouzit kit BioKits for Speciation Identification Beef/Pork/Poultry/Sheep (Raw). Dale byl
testovan kasein, ktery je soucasti kazdého savciho mléka a pro test byl pouzit Veratox® for
Casein allergen test kit. VSechny pouzité kity pochazi od firmy Neogen 620 Lesher Place,
Lansing, M1 48912 USA.

6.3.3 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je vykonna a velmi citliva analytickd metoda, ktera prevadi
molekuly na ionty. Podava informace o jejich hmotnosti (relativni molekulové hmotnosti

Mr), a struktufe molekul analytti, nachazejicich se ve stopovych koncentracich ve smésich

(McMurry 2007).

Jedna se predevsim o nastroj biologického vyzkumu k charakteristice a kvantifikaci
metabolitl a proteind, dale k identifikaci nezndmych sloucenin ve vzorku a k objasnéni

struktury a chemickych vlastnosti riznych molekul.
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Molekuly latky jsou ionizovany a separovany na soubor fragmenti odliSujicich se
pomérem hmotnost/naboj (m/z) (Opekar a kol. 2005). Podstatou metody je detekce iontii
vznikajicich v iontovém zdroji a v hmotnostnim analyzatoru (Hejnova 2020). Hmotnostni
spektra vznikaji v hmotnostnim spektrometru. Je dilezité, aby hmotnostni spektrometry
byly sloZzeny znékolika dilezitych Casti- analyzator, iontovy zdroj a detektor Castic

(Fridecky a Lemr 2012).

Vzorek latky je zasunut do zdroje iont, neboli spekrometru. Zde se analyzovana
latka prevadi do plynné faze, poté zacCina ionizace. Je dilezité prevést analyty na ionty za
pomoci patfi¢né ionizacni techniky. Dopadem ionizovani dochazi k vytvotfeni nabitych
Castic- iontil. Ionty jsou déale oddélovany v analyzatoru vlivem elektromagnetického pole

podle poméru (m/z) neboli hmotnosti.

M¢kké ionizaéni techniky se pouzivaji pro ionizaci biologickych latek, protoze
nepodléhaji jejich fragmentaci. NejCastéji se setkdvame s ionizaci elektrosprejem,
(electrospray ionization — ESI) ¢i nanosprejem (nanoESI) nebo s ionizaci za pomoci laseru

za piitomnosti matrice(matrix-assisted laser desorption ionization — MALDI) (Karas 2003).

Elektrosprejova ionizace (ESI) je atmosferickd ionizacni technika, ktera k tvorbé
iontl vyuziva elektrosprej. lonizace probiha v pfitomnosti rozpoustédla (acetonitril,
methanol, nebo jejich smés s vodou). Plisobenim vysokého elektrického napéti (2-6 kV) na

kapalinu se vytvaii aerosol.

Pfi této ionizaci mohou vznikat 1 vicendsobné nabité ionty, a proto je vhodna 1 pro
sledovani vysokomolekularnich latek. Metoda (ESI) se spojuje s dalS§imi separa¢nimi
technikami a to s kapilarni elektroforézou CE-ESI nebo s kapalinovou chromatografii LC-
ESI a to proto, ze jsou analyty ionizovany v roztoku. Plisobenim vysokého napéti dochazi
k vytvafeni kapi¢ek analytu obalenych rozpoustédlem. Vzniklé ionty se uvolnily
postupnym odpatovanim rozpoustédla a jsou elektricky sméfovany do MS. Pii této ionizaci
mohou vznikat i vicenasobné nabité ionty [M+nH]n+., a proto je vhodna i pro sledovani

vysokomolekularnich latek (Hejnova 2020).

MALDI neboli matrici asistovand laserova ionizace je metoda, ktera uziva matrice
absorbujici energii laseru k tvorbé ionti z velkych molekul za minimalni fragmentace.

Pouzivd se na analyzu biomolekul (DNA), bilkoviny, peptidy a sacharidy a velkych
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organickych molekul (polymery). Tyto biomolekuly jsou nestabilni a pfi pouziti odliSnych

zpusobt ionizace dochazi u nich k fragmentaci.

Provedeni MALDI je slozeno ze ti krokl. Nejdiive se vzorek smichd s vyhovujici
latkou nebo smési, ktera tvoii matrici a cely tento roztok se nanese na kovovou desticku.
Pro proteiny se jako matrice pouziva kyselina sinapova a pro peptidy napt. a-kyano-4-

hydroxyskoficova kyselina) a celé to nechame spole¢né krystalizovat.

OH OH

HO 0—CH; HO

Obr. 4: Pouzivané matrice MALDI: kyselina sinapova a kyselina a-Kyano-4- hydroxyskoricova

Poté je vzorek ozéafen pulznim laserem, coz vyvolad ablaci a desorpci vzorku a
matrice. Na zavér jsou molekuly analytu ionizovany protonaci nebo deprotonaci v proudu
zhavych ablatatovanych plynid a analyzuji se hmotnostnim spektrometrem (Karas 2003).

Pti ionizaci MALDI vznikaji jednonasobn¢ nabité ionty.

Vzniklé ionty se objevuji v ioniza€nim zdroji, které jsou dale regulovany iontovou
optikou a jsou pfevedeny do hmotnostniho analyzatoru. Odd€lovani ionti probihd za

vysokého vakua v hmotnostnim analyzatoru (Fridecky a Lemr 2012).

Hmotnostni analyzator slouzi k d€leni iontd v plynné fazi podle poméru jejich
hmotnosti a naboje (m/z). Hmotnostni analyzator je umistény pied detektorem a za

iontovym zdrojem. Déleni ionti probihd za vysokého vakua, zaleZi na typu analyzatoru.

Iontova past (ion trap — IT), zachycuje ionty pomoci napéti na elektrodach a poté je
analyzuje. Vysledkem je velmi vysoka frekvence sbéru dat. Analyzator doba letu (TOF)
méti dobu letu iontt, diky které ziskava pomér hmotnosti a ndboje iontd. lonty se zrychluji

elektrickym polem o zndme intenzité.

Kvadrupdl (quadrupole — Q) sklada se ze Ctyt rovnobéznych valctl, které vytvareji
kvadrupol. Tento hmotnostni analyzator oddéluje jednotlivé ionty podle poméru hmotnosti
a naboje (m/z). V kvadrupolovych spektrometrech jsou ionty oddélovany na zakladé

stability svych drah v oscilujicich elektrickych polich pfivadénych na tyce.
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Existuji rizné typy hmotnostni spektrometrie, které se 1i8i v riznych kritériich, at’ uz
jde o rychlost analyzy nebo o hmotnostni nebo dynamicky rozsah, senzivitu nebo

rozdilnymi specifikacemi.

Rozdélené¢ ionty pokracuji na detektor, ktery detekuje a vyhodnocuje signal
Z dopadajicich ionti. Nejvice vyuzivané detektory jsou elektronové fotonasobice. lonty
dopadaji na povrch elektrody (tzv. dynody), kde dochéazi k fotoelektrickému jevu -
k vyrazeni elektronti nad povrch katody. Elektrony jsou opakovanymi kolizemi nebo
syst¢tmem dynod zesilovany. Vytvoii se hmotnostni spektrum, ve kterém se zobrazuji
vSechny naméfené mérné hmotnosti a jejich intenzity. Tato metoda prosperuje vice
vyhodami s porovnanim s imunologickymi technikami. Hmotnostni spektrometrie se miize
honosit vyssi Skalou analyzovanych latek. Zatim nedokaze pftili§ dobfe vzajemné druhoveé
rozliSit nekteré druhy proteint, mezi které patii proteiny hovézi, vepiové nebo mlécné. Na
detekci vzorku pomoci hmotnostni spektrometrie musi byt vzorek specidlné upraveny, coz
u archeologického materidlu mize byt uskali této metody. Dalsi nevyhodou je dostupnost

vhodného zatizeni (Baker 2010).
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6.3.4. Testované proteiny

Zamérem prace je stanovit konkrétni proteiny. Testuje se zde archeologicka

keramika, kterda maze ukryvat zachované proteiny.

Gliadin

Patii mezi proteiny, které se nachazi v obilnych zrnech a v travnim rodu Triticum.
Nejvice je zastoupeny v pSenici. Je vyznamnou soucasti bilkovinného komplexu lepku
(glutenu). Napoméha regulaci bunécnych procest. Je slozeny z polypeptidi s jednim
fetézcem. V gliadinu se tvoii cystein disulfidové mustky, které mohou vyrazné ovlivnit
jeho globularni charakter. ELISA test je vyhrazeny k detekci gliadinu obsazeného
Vv obilovinach (Sland 2018, Hejnova 2020).

Kasein

Je povazovan za hlavni bilkovinu (protein) v savéim mléce. Podil kaseinu se
pohybuje okolo 80% a zbylych 20% tvofi rizné syrovatkové proteiny. Jedna se o velmi
dalezity zdroj vapniku, aminokyselin a fosfatu. Vyznacuje se velmi specifickou zrnitou

strukturou, ale 1 odliSnym chovanim od ostatnich proteint (Hejnova 2020).
Beta-laktoglobulin

Beta-laktoglobulin je globularni syrovatkovy protein, ktery tvoii 7-12% mlécénych
bilkovin. Jeho primarni strukturu tvoii 162 aminokyselinovych zbytki (Ciperova 2015).
Nejvice se vyskytuje v ovéim a kravském mléce. Testovani beta-globulinu se vénuje
kompetitivni ELISA. Test zachytava jen protilatky beta-laktoglobulinu a jiné protilatky se
zde nedokazi udrzet (Hejnova 2020).

6.3.5 Vyhodnoceni reakci

Podle intenzivniho zabarveni stanovime pozitivni vysledky. Pozitivni kontrola se
zabarvuje zluté a negativni kontrola se barevné neprojevuje vubec. Slabé pozitivni
vysledky byly zabarveny svétle zluté. Nezabarvené vysledky hodnotime negativné.
Optické stanoveni neni vzdy stoprocentné piesné, proto jsou vysledky kontrolovany
spektrofotometricky na pftistroji Elisa reader VERSAmax™ (Molecular Devices) pii 450
nm (Hejnova 2020).
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7. Lokalita

7.1 Hrad Hausberg — lokalita pro odbér vzorku ze stiedovéké keramiky

Zanikly hrad na vrchu Hradisté (940 m n. m.) na katastralnim izemi Manavka (okr.
Cesky Krumlov) patii k nejvyse poloZzenym hradim nejen na vrcholcich Sumavy, ale
obecné k nejvyse polozenym hradiim v Cechach. Vibec nejvyse polozenym hradem na
nasem tzemi (1293 m. n. m.) je hrad na vrcholku hory Velky Ostry na Sumavé (Frohlich
1996). Objekty ve vrcholovych partiich pohrani¢nich hor, ¢i objekty vystavéné ke kontrole

dalkovych komunikaci, jsou souhrnné oznacovany jako tzv. horské hradky (Durdik 2004).

U t&chto objektii, vybudovanych nejen na vrcholcich Sumavy, ale také napt. v Krusnych
horach, mizeme sledovat fadu spole¢nych znakii. Kromé velmi extrémni polohy mimo
piimé vazby na soudobé sidelni struktury, méla vétSina obytnych staveb téchto hradi
podobu jednoduché obytné véze. Kamennym opevnénim byly vétSinou tyto hrady, tedy
pokud zde kamenna fortifikace vibec vznikla, zajiStény jen na nejsnaze piistupnych
stranach. Ptikopy pak byly zajiStény zpravidla jen pfistupové stany, piicemz v nékterych
piipadech doslo k pouze k tpravé ptirozenych skalnich rozsedlin. Piikladem tohoto velmi
usporného teseni je hrad na vrcholu hory Velky Ostry, nebo hrad Kunzvart (Durdik -
Susicky 2002). Mezi naopak nejlépe opevnéné lokality patii hrad Hausberg (viz dale).
Kralovské horské hradky vybudované na vrcholcich Sumavy, zejména pak v jeji zapadni
¢asti, mizeme davat do souvislosti s potiebou zajisténi nové zemské hranice Pfemyslem
Otakarem II., nebo Vaclavem II. po ukonceni sporti o dédictvi hrabat z Bogenu s Ottou II.
Bavorskym (napf. Zemli¢ka 2005). Po stabilizaci situace vétsina téchto objektd (napf.
s vyjimkou hradu KunZvart) v priibéhu 1. poloviny 14. stoleti zanika.

Pisemné prameny, podobné jako v pfipad¢ dalSich objektii tohoto charakteru, o
existenci hradu na vrcholu Hradist¢ mléi. Archeologicky material v podobé pomeérne
rozsahlé kolekce keramiky ziskané povrchovymi sbéry ve svazich pod hradem umoZznuje
rdmcové datovani doby Zivota hradu do &tvrté ctvrtiny 13. stoleti az 1. poloviny
nasledujiciho veéku. Nalezovy soubor je tvofen tvrdé palenou oxida¢ni keramikou. VSechny
nalezené zlomky keramiky nalezi hrncovitym nadobam utvarenych obtdenim. VSechny
fragmenty den nesou stupy podsypky. Profilace okraji pak maji bez vyjimky podobu spise

niz§ich pravych a nepravych okruzi. Mezi vyzdobnymi prvky se na vydutich nadob
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vyskytuje rytd a vyvalkova Sroubovice, v mensi mife pak jednoducha rytd vlnice ¢i

kombinace vodorovnych rytych linii pferusenych jednoduchou vlnici.

Hradu Hausberg byla v historickych a moznych stavebné-historickych souvislostech
vénovana pouze okrajova pozornost (Durdik 1999; Kubt 2003; Durdik 2004,; Durdik
2011). Z hlediska poznani lokality a jeji interpretace je tak stéZejni prace A. Pojarové
(2016), ktera piinasi vysledky prvniho komplexniho povrchového prizkum, které
umoziuji rekonstrukci stavebni podoby zaniklého hradu. Jako stavenisté hradu Hausberg
byly zvoleny vrcholové partie dominantniho Sumavského vrcholu Hradisté, které protina
s mirnymi odchylkami od severovychodu k jihozapadu mohutné skalni Zzebro (obr. 1).
Vrchol Hradisté, ktery se po dokonceni hradu stal hradnim nadvotim, je roz¢lenén do dvou
vyskovych stupiiti o rozmérech 30 x 10 a 10 x 15m. Oba stupné piiléhaji k jizni hrané
skalniho Zebra. Severni, vychodni a zapadni strana hradniho aredlu byla dobie chranéna
vystupujicimi skalisky a prudkymi svahy. Pouze jizni svah pod hradem bylo nutné,
s ohledem na mirngjsi sklon terénu, zajistit mohutnéjSim opevnénim. Na severovychodni a
jihozapadni strané bylo skalni Zzebro prochazejici stavenistém hradu pretato dvojici
prikopii. Ptipadnému prichozimu tak bylo zamezeno v pfistupu bezprostfedné pied
obvodovou fortifikaci, ktera byla, vyjma jizniho svahu, tvofena jednoduchou obvodovou
hradbou. V mistech, kde skalni podklad ptechazel ve skalni stény, mohl byt obvod hradu

vymezen také leh¢i formou opevnéni.

Ptistupova cesta do hradu, jejiz Sitka neptfesahovala 5 m, byla vedena od jihozapadu
po uzké koruné¢ skalniho Zebra. Nevelka S$ife pfistupové komunikace v kombinaci
s pomérné piikrym svahem znemoznovala rozvinuti pfichazejicich osob do §irSi formace.
Ve vzdalenosti 16 m pfed Celem hradu byl v trase této cesty vyldman pomérné uzky a
relativné mélky piikop (obr. 5 a 6). Jeho vyusténi nebyla nejspi§ nijak zajisténa. Celo
hradu je dnes vymezeno vyraznym valovitym terénnim reliktem, ktery navazuje na
severovychodni pribéh skalniho Zebra. S ohledem na kumulaci balvanité destrukce v
zapadnim svahu pod hradem podél piistupové cesty muzeme piedpokladat existenci
kamenné hradby v ¢ele hradu, ktera byla prolomena branou neznamé podoby. S ohledem
na absenci malty v polich destrukce nelze vyloudit, ze hradba byla vystavéna z nasucho
kladeného kamene. Za celni fortifikaci se nachazi pomérné pravidelna vnitini plocha hradu
zakoncend na jizni strané hranou, pfechdzejici ve skalni sténu a prudky svah. Tato plocha
predstavovala né€kdejsi hradni nadvofi, na kterém byl vystavén nejen hlavni obytny objekt

hradu, ale nejspiSe také n&jaka lehéi zastavba provozniho charakteru. S ohledem na
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dimenze hradniho stavenisté i jeho charakter mizeme pfedpokladat, ze hlavnim objektem
hradu byla obytnd véz. Z poSumavskych hradii zlstala obytnd véz nejlépe dochované na

hradé Kunzvart (Durdik - SuSicky 2002; Durdik - Kubt - Zaviel 2002).

Obytna véz hradu Hausberg mohla v urovni pfizemi dosahovat, s ohledem na
dimenze hradniho stavenisté, maximalné¢ 15 x 15 m. V tomto pifipadé by se obytna véz,
pokud by tedy bylo plné¢ vyuzito limiti stavenisté, fadila k nejvétsim stavbam tohoto
charakteru v Cechach. Rozméry predpokladané obytné véze, piilozené ke skalnimu Zebru,
vSak byly s nejvétsi pravdépodobnosti vyrazné skromnéjsi. Poztstatkem tohoto objektu je
dnes mohutné pole kamenné destrukce ve vychodnim svahu pod hradem, ktera je tvofena

kameny o rozmérech 20-50 cm, misty se stopami malty.

Na vychodni, resp. severovychodni strané prechédzi hradni stavenisté v kolmou sténu.
Vyskovy rozdil zde dale umocnil druhy piikop, ktery oddélil hradni stavenisté od
severovychodniho pribéhu skalniho Zebra. Vzniklo tak zde prevyseni o 6-8m, které je dnes
castecné zkresleno ziicenim casti skalni stény. Vychodni hrana hradniho staveniSté je

tvofena stupniovité¢ odlamanym povrchem skaly pfechazejicim v piikry svah.

hradniho stavenisté. Zde je v terénu patrna vyraznd napadné rovna ploSina ve tvaru
pulmésice, kterd se nachazi 6-8m pod urovni hradniho nddvofi. Jeji severni okraj je
remodelovan v disledku kumulace kamenné destrukce pochézejici za zaniklé centralni
stavby hradu, patrné obytné véze. Vnéjsi hrana této ploSiny ma charakter 2-3 m vysokého
terénniho stupné, na ktery navazuje pozvolny jithovychodni svah. Tato ploSina mohla mit
v dob€ zivota hradu z obranného hlediska nemaly vyznam, nebot’ nejspiSe svou funkci
suplovala parkan.

Shrneme-li dosavadni poznatky o hradu vybudovaném za ucelem kontroly horniho
toku Vltavy a zemské hranice je ziejmé, ze jeho obrannym kvalitdm, byt spiSe pasivnim,
byla vénovana zna¢nd pozornost. Na nejpfistupnéjSich stranach byl hrad chranén dvéma
ptikopy, valovym télesem a ploSinou majici nejspiSe funkci parkanu. Hradu dominovala, s
ohledem na mnozstvi destrukce ve svazich pod hradem, spiSe z valné casti kamenna,
vapennou maltou pojenad vézovita stavba (obr. 6). Nevelké nadvoii bylo minimalné z&asti
vymezeno kamennou hradbou zaloZenou na povrchu skalniho Zebra tvoficiho severni
stranu hradniho aredlu. S ohledem na dimenze nadvofti by pak bylo mozné tomto prostoru

predpokladat také vznik dalsi leh¢i zastavby provozniho charakteru. Piestoze se v destrukci
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na zapadni i jizni strané hradu nahodile nachéazi pfepalené kameny, nelze ptedpokladat, Ze
by hrad zanikl katastrofalnim pozarem. K piepdleni nékterych kamenti mohlo dojit v
zejména v souvislosti s jejich zakomponovani napf. do otopnych zafizeni. Druhotné
prepaleni téchto kament v dobé nedavné, zejména v souvislosti s aktivitami trampu, pak

muzeme s ohledem na mista jejich vyskytu spise vyloucit.
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Obrazky hradu
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Obr. 6. Hausberk. Hmotova rekonstrukce hradu v pohledu od jihozapadu. Kresba J. HloZe
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8. Vysledky

Tabl. Vysledky detekce historickych proteinii na keramice z hradu a podhradi lokality

Hausberg
Dribez Prase domaci/divoké Obili Kasein | Relevantni
Gallus gallus, Anas Sus scrofa Hordeum mléko data z
platyrhynchos, Anser vulgare, Triticum I:::I’(:::rsnt;':
anser, Meleagris boeoticum, T. rie
gallopavo monococcum, T.
durum, T. spelta,
T. aestivum
nevaiFeno | vaifeno | nevaieno | vareno
Hrad
H5a + ++ 0
H4a 0 ++ 0
H3a ++ ++ 0
H4 0 ++ ++ ++ 0 +0
H5 + ++ ++ ++ 0 0
H6 0 ++ ++ ++ 0 0
H7 + ++ ++ ++ 0 +
HS8 ++ ++ ++ ++ 0 0 Lidske
keratiny —
ziejmé
kontaminace
H9 + ++ ++ ++ ++
H10 0 ++ 0 + +
H11l + ++ 0 0
H12 0 ++ 0 0 +0
H13 ++ ++ + 0 +0
H14 ++ ++ ++ ++ 0 + Lidské
keratiny —
ziejme
kontaminace
H15 ++ ++ ++ ++ 0 0
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podhradi

159-57 ++ 0 ++ 0 0
97-57 ++ 0 + 0 +0
158-54 ++ ++ ++ ++ 0 0 Kolageny:
Bos
primigenius,
Canis lupus,
Mus musculus
159-57 + ++ ++ ++ 0+ 0 Kolagen a
krevni séum:
Homo sapiens
Savei
hemoglobin
162-57 0 ++ ++ ++ 0+ 0
162-57b 0 ++ + + 0
162-57 0 ++ 0 + 0+ 0
169-57 + ++ 0 + 0 +
159-57b 0 + 0 0 0 0
162-57 + + 0 0 0 0
Kontrola k driibezim proteiniim — Cerstvy trus od kura domaciho (Gallus gallus)
0+ ++
0+ 0+ (65°C)

0 Negativni vysledek
++ Positivni vysledek
+ Slabé pozitivni
0+ Velmi slaby signal (neni vylou€ena pouze nespecificka reakce)
Nevaieno |Reaguji vafené proteiny- projevuji se historicky vafené
Vaieno |Projevi se hnij (trus), pfi vafeni proteind se tepelné denaturuji proteiny z mukoézni

sliznice ze stiev
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U vzorku H5a se podafilo zaznamenat dribezi proteiny z tepelné upraveného masa
spole¢né s trusem driibeze trusem, v tomto vzorku se netestovaly proteiny prasat a mlécny
kasein, obilniny se nalézt nepodafilo. Vzorek H4a neobsahoval vibec vafené drubezi
proteiny, ale pouze drubezi trus, stejné tak byl negativni na obilniny. Ve vzorku H3a bylo
tak silné zastoupeni vatenych driibezich proteint, Ze nelze urcit, zda tam byl také dribezi
trus, ale vzhledem k ostatnim vzorkiim z této lokality je to pravdépodobné, obilniny byly
negativni. V ptipadé vzorku H4 lze vidét, Zze driibezi proteiny jsou jen ve formé hnoje, tedy
kontaminace, nicmén¢ je zde vysoky podil varenych prasat, tedy asi vepfového masa,
podobn¢ jako piipad¢ silného signdlu u dribeziho masa nelze v tomto piipadé urcit
ptitomnost proteinti z mukdznich sliznic zvitat, tedy z trusu, obili je opét negativni, ale je
zde velmi slabéd pfitomnost mléka. Vzorek H5 vykazuje stejné vysoky signdl vaten¢ho
masa a nezjistitelny podil kontaminaci, naproti tomu dribeZi proteiny jsou pfitomné jak ve
form¢ masa tak ve formé trusu, mléko a obilniny nebyly zachyceny. U H6 je stejna situace
jako u H4, dribez jen ve formé hnoje a silny signal, ktery oznacuje tepelné¢ denaturované
proteiny prasat, obili a kasein nepfitomen. U H7 jsou pfitomny tepelné¢ denaturované
driibezi proteiny a také dribezi trus, siln¢€ jsou zastoupeny vatené proteiny prasat, obili
chybi, ale je pfitomno mléko. H8 neobsahoval mléko a obili, ale siln¢ dribezi a praseci
proteiny. Protoze vzorek obsahoval fadu proteinti byl podroben analyze na hmotnostni
spektrometrii. Bohuzel byly nalezeny jen lidské keratiny, zfejmé z kiize a nelze urcit, zda
patfily souasnym archeologlim, nebo plivodnim obyvatelim ze stfedovéku. Pivodni data
jsou uvedena v Tab 2. H9 vykazoval dribezi proteiny i kontaminace z dribeziho trusu,
naopak velmi silny byl signal proteinii tepeln€ upravenych prasat, zde sice nebylo
ptfitomno mléko, ale ojedinéle vidime na této lokalité silny signal pfitomnosti obili. H10 je
pon¢kud odlisny, vafené dribezi proteiny se nevyskytuji viibec, tepeln€ upravené vepiové
maso nebylo nalezeno Z4dné, hnilj prasat testovan nebyl, ale je zde signal pro obili a
mléko. H11 ma negativni vafené vepfové maso, obili 1 mléko, ale pozitivni je pro dribeZzi
proteiny a pro dribezi hntij. U H12 se podatilo velmi slabé identifikovat mléko a pak jen
driibezi trus. H13 vykazoval silnou reakci pro dribeZi tepelné upravené maso, signal pro
varené proteiny prasat, hnilj prasat nebyl testovan, obili bylo negativni a velmi slabé bylo
detekovano mléko. U H14 nebylo nalezeno obili, ale vafené proteiny dritbeZe a prasat byly
velmi silné, natolik, Ze nelze urcit vyskyt dribeziho a praseciho trusu z pozdéjsSich
kontaminaci, navic bylo detekovano i mléko. Podobn¢ u vzorku H14 bylo pro prikazné
mnozstvi proteinti po imunotestech provedena analyza pomoci hmotnostniho spektrometru

(Tab. 3). Opét se objevil lidsky keratin. Nicméné se prokazal i keratin ze psa, a aktin skotu.

36



U H15 je situace podobna jako u H14, mléko sice chybi, ale existuji silné signaly pro

driibezi a vepfové vaiené proteiny.

V podhradi vzorek z keramiky 159-57 vykazoval kontaminaci z dribeziho a
praseCiho trusu, ale zadné testované proteiny potravin, mléko i obili bylo negativni.
Podobné¢ vzorek 97-57 vykazuje kontaminace z trusu, ale je zde slaby signal pfitomnosti
mléka. 158-54 lisi, vykazuje silny signdl pro vafené driibezi i vepfové maso, tedy varené
proteiny, ale nebyly detekovany obilniny, ani mléko. U tohoto vzorku byla provedena
hmotnostné spektometricka analyza s vysledky, které lze pravdépodobné oznacit jako
zbytky pro potravinach. Kromé obvyklého lidského keratinu je zde hovézi kolagen, ale
také kolagen ze psa (Canis lupus) a mysi (Mus musculus) (Tab. 3). Vzorek 159-57
vykazuje driibezi vafené proteiny, ale i kontaminace dribeziho trusu, také je zde silny
signdl pro proteiny prasat, natolik silny, Ze nelze urcit moznou ptitomnost praseciho trusu,
ale vidime zde i1 velmi slaby signal pro obili. Také vzorek 159-57 byl podroben spektralné
hmotnostni analyze. Pokud zanedbame lidsky keratin je tfeba se zastavit u lidského
kolagenu a lidského krevniho albuminu doplnéného savcim hemoglobinem, Tato nadoba s
velkou pravdépodobnosti obsahovala lidskou krev (Tab. 4). Vzorek 162-57 obsahuje pouze
driibezi trus nikoliv dribezi tepelné upravené bilkoviny, nicméné je zde silna piitomnost
proteindl prasat, proto jsou nedetekovatelné proteiny z trusu, i zde je velmi slaba pfitomnost
obili a nebylo detekovano mléko. U vzorku 162-57b nebyly nalezeny drtibezi proteiny, jen
dritbezi trus, tepelné¢ denaturované proteiny prasat byly nalezeny, ale kontaminace z
praseciho trusu se nenalezly, obili se zde nevyskytovalo a mléko nebylo testovano. Vzorek
162-57 vykazoval pouze kontaminace z kufeciho a prase¢iho trusu, zadné mléko, ale velmi
slaby signal pro obilniny. Vzorek 169-57 obsahoval signal pro vafené driibezi maso,
podafilo se detekovat 1 driibezi trus, Zadné vafené proteiny prasat, ale kontaminace z
prase¢iho trusu, zadné obilniny, ale bylo detekovano mléko. Ve vzorku 159-57b se
podafilo pouze detekovat driibezi trus, ostatni testy byly negativni. Ve vzorku 162-57 byly
dritbeZi proteiny, ale ne drlibezi trus, pfipadné jen v omezené koncentraci, proteiny prasat
nebyly nalezeny zadné, stejné tak byly negativni testy na obili a mléko. Pro kontrolu byl
testovan kuteci trus (Gallus gallus) v Cerstvém stavu, po povafeni 15 min ve 100°C pro
napodobeni podminek v kompostu 24 hod pii 65 °C. Vzdy se ukéazala velmi slaba reakce
na hranici detekovatelnosti, ptesto, Ze Slo o silnou koncentraci proteini, pouze pii piisobeni

100°C doslo k denaturaci a vzniku silného signalu.
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Tab 2. vzorek H8

Accession Protein #Peptides
K1C9_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 9 37
K1C10_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 10 32
K2C1 HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 1 30
K22E_ HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 29
K1C14 HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 14 25
K1C16_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 16 24
K2C6B_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 6B 22
K2C6C_HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 22
K2C5 HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 5 21
K2C5 BOVIN Keratin, type Il cytoskeletal 5 15
K1C14_MOUSE Keratin, type | cytoskeletal 14 15
DESP_HUMAN Desmoplakin 14
K1C17_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 17 13
K2C6A _MOUSE Keratin, type Il cytoskeletal 6A 12
K22E_CANFA Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 8
K2C7_BOVIN Keratin, type Il cytoskeletal 7 6
K2C1B_HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 1b 5
POTEE_HUMAN | POTE ankyrin domain family member E 4
ACTA _LIMPO Actin, acrosomal process isoform 4
PLAK_BOVIN Junction plakoglobin 3
K2C80_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 80 2
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Tab 3. vzorek H14

Accession Protein #Peptides
K2C1 HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 1 6
ACTB_BOVIN Actin, cytoplasmic 1 4
K2C5_HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 5 3
K22E_HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 3
K1C9 HUMAN | Keratin, type | cytoskeletal 9 2
K1C10 _CANFA | Keratin, type I cytoskeletal 10 2
Tab 4. vzorek 158-54

Accession Protein #Peptides
K1C9_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 9 29
CO1A1 BOVIN Collagen alpha-1(l) chain 27
K1C10_ HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 10 26
K2C1_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 1 24
K22E_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 18
CO1A2 BOVIN Collagen alpha-2(1) chain 18
K1C16_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 16 17
K1C14 HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 14 17
K2C5_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 5 12
K2C6A_HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 6A 11
K1C14 _MOUSE Keratin, type | cytoskeletal 14 11
K2C6B_HUMAN Keratin, type 11 cytoskeletal 6B 10
CO1A2_CANFA Collagen alpha-2(1) chain 9
K1C17_MOUSE Keratin, type | cytoskeletal 17 9
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K2C5 _BOVIN Keratin, type Il cytoskeletal 5 7
K2C5_RAT Keratin, type Il cytoskeletal 5 6
K1C15 SHEEP Keratin, type | cytoskeletal 15 6
DESP_HUMAN Desmoplakin 6
POTEE_HUMAN | POTE ankyrin domain family member E 4
K1H1_HUMAN Keratin, type | cuticular Hal 4
CO1A2_MOUSE Collagen alpha-2(1) chain 3
H3C_BOVIN Histone H3.3C 2
ALDH2_HORSE Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial 2
K2C80_HUMAN Keratin, type 1l cytoskeletal 80 2
KRT85_MOUSE Keratin, type Il cuticular Hb5 2
TRYP_PIG Trypsin 2
CO2A1_MOUSE Collagen alpha-1(I1) chain 2
COKA1_MOUSE | Collagen alpha-1(XX) chain 1
Tab 5. vzorek 159-57

Accession Protein #Peptides
K2C1 HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 1 9
K22E_HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 7
CO1A2_HUMA | Collagen alpha-2(l) chain 7
N

K1C10_HUMAN | Keratin, type I cytoskeletal 10 7
K1C9 HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 9 4
ALBU_HUMAN Serum albumin 3
K2C6A_HUMAN | Keratin, type Il cytoskeletal 6A 3
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K1C14_HUMAN

Keratin, type | cytoskeletal 14

K2C5_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 5
TRYP_PIG Trypsin

HBA AILFU Hemoglobin subunit alpha
CYTA_HUMAN Cystatin-A
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9. Diskuse

Studie se pokousi doplnit znalosti o pomérech ve stfedoveéku, konkrétn€ o stravé na
straznim horském hradku a u obyvatel v podhradi. Nejedna se tedy o fungujici velké
Slechtické sidlo s pomérné rozséhlou lidskou komunitou, Zenami a détmi, ale o omezenou
vojenskou jednotku v pohrani¢ni oblasti. Nedalo se ocekdvat vyrazné lepsi zastoupeni
hodnotnéjsich potravin, zejména masa, nez mé¢lo mistni obyvatelstvo v okoli. Prestoze
vzorklli neni ur€eno mnoho je mozno pfipustit uréité zavéry a interpretace. Zejména

ohledné masa.

Veprové maso bylo nalezeno u 8 z 12 testovanych vzorkli z keramiky z hradku.
Bohuzel z finan¢nich diivodi nebyly testy na veptrové maso provedeny u vsech dostupnych
vzorki. Zatimco v podhradi bylo vepfové maso jen u 4 z 10 vzorkl. Zfejmée si mohli vojaci
dovolit konzumaci masa pfece jen Castéji, nez mistni obyvatelé v podhradi. Metodika
umoziuje odlisit proteiny prasat (Sus scrofa) od prase¢iho trusu. Na keramice z podhradi
byl trus prasat ve 4 vzorcich z 10, zatimco na hradku se na keramice trus nepodatilo
prokazat vibec. Ovsem zde nebylo testovani z finan¢nich divodl provedeno dostatecné.

Nicméné je pravdépodobné, ze Ziva prasata se na tizemi hradku nevyskytovala.

V piipadé dribeZiho masa byly testovany vSechny dostupné vzorky na ptitomnost
driibezich proteinii i na vyskyt driitbeziho trusu. Jak bylo uvedeno vySe, tyto testy
nerozliSuji o ktery druh dribeZe jde, ale l1ze se domnivat, Ze v tomto piipadé pievazoval
kur domaci (Gallus gallus). Dribezi maso bylo identifikovano pomérné bézné¢ a podle
oc¢ekavani Castéji v hradku, kde bylo v 10 z 15 testovanych vzorkt, zatimco v podhradi to

bylo ve 4 z 10 vzorki. Rozdil je vétsi neZ nez v ptipad¢ vepiového masa.

Zajimavy je vyskyt dribeziho trusu, ktery je na keramice vSudypiitomny, v podhradi
1 na hradku. Lze se tedy domnivat, Ze kura domaciho chovali vojaci pro vlastni potiebu,
stejné jako obyvatelé podhradi. Trus byl Siroce rozsifen v ptid€ a tak se pozdéji dostal 1 do
keramiky stfepd. Znacné rozsifeni kura bylo zfejmé kvili vejeim, kterymi si obyvatelé i

vojaci doplnovali stravu.

Také byl testovan kasein, ktery je pfitomen ve veSkerém mléku savcii. Obvykle se v
potravinach jednd o mléko kravské, nebo kozi, v nekterych lokalitich mizeme uvazovat
ovCi. Bézné pouzivani mléka jinych savcl vcetné lidského, je méné pravdépodobné.

Mlécny kasein byl zastoupen vice v keramice na hradku u 5 z 12 testovanych vzork,
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zatimco v podhradi to bylo pouze u 2 z 9 vzorki. Pfedstava, Ze by na mensim hradku méli
vice dobytka, nez v podhradi je ponékud absurdni. Je také ponékud zvlastni predpoklad, ze
by vojaci na hradé¢ konzumovali vice mlé¢ka, nez lidé v podhradi. K takovému vysledku
mohlo dojit ndhodné€, analyzovanych vzork je pomérné¢ maly pocet, pfipadné¢ neni
vylouceno, ze v podhradi pouzivali na mlécné produkty spiSe dievéné, nez keramické
nadoby. Tato otazka zlstdva dosti nejasna. Vime, ze ve stiedovéku lidé konzumovali
mlécné produkty pomérné Casto a to 1 v méstské zastavbe, kde se byly v keramice nalezeny

stopy koziho mléka (Pavelka a Vaieka 2008, Pavelka et al. 2016).

Dalsim problém ziskanych vysledku je obilni protein gliadin, ktery je soucasti lepku.
Podle soucasnych ptedstav v jidelnicku stfedovéku zna¢né¢ dominovaly obilné kase, proto
bylo zna¢né ptekvapivé malé zastoupeni gliadinu a tedy obilnin v keramice. I v ptipadech
kde se podatilo obilniny detekovat, §lo vétSinou o velmi slabé signaly na hranici vyznamu
s nebezpecim faleSné detekce. Siln€ byly proteiny zastoupeny jen v jednom vzorku z

hradku a slab&ji v druhém. V podhradi jsou tfi pfipady, ale velmi slabé.

Je tieba se zastavit a uvazZovat pro¢ tomu tak je. Je mozné, Ze by v této lokalité
konzumovali lidé obilnych kasi mén€? Je to vySe poloZena oblast v soucasnosti pomérné
zalesnénd, ve stiedovéku ziejme také, nicméné lze predpokladat, ze obyvatelé okolnich vsi
fadu poli s néjakou zakladni vyzivnou plodinou méli. Nabizi se jako prvni proso (Panicum

miliaceum) (jahly) dfive hodné konzumovana potravina od neolitu az do raného novovéku.

Proso pouZity test na obilniny neni schopen detekovat, protoZe je zaméfeny na
identifikaci gliadinu v lepku, ktery proso neobsahuje. AvSak proso je teplomilné a ma
rad¢ji suché pudy, coz v oblasti kolem hradku Hausberg neplati. Kromé vyssi polohy na
Sumavé se jedna o pidu blizkou fece Vltavé, kde je podle soucasného stavu spise vlhko, a
je pravdépodobné, ze tak tomu bylo i v minulosti. Ryzi a kukufici 1ze v této dobé na dané
lokalité vyloucit, ale existuje plodina, kterd by mohla byt pro kaSe vhodna. Je to oves sety
(Avena sativa). Oves pouzity test nezachyti, je primarn¢ uréen na lepek z obilnin jako je
pSenice a jeCmen. Navic oves lze péstovat v chladnéjSim a vlh¢im prosttedi, coz zkoumana
lokalita spliiuje. Ale ani tento zavér neni jednoznac¢ny, hmotnostni spektrometrie
nezachytila ve vzorcich Zadné rostlinné relevantni proteiny. OvSem pomoci hmotnostni
spektrometrie nebyla testovany vSechny dostupné vzorky a navic je mozné, ze pokud v
keramice byly ovesné proteiny v nedostatecném mnozstvi nemusely byt identifikovany.

Ackoliv je v soucasné dobé hmotnostni spektrometrie uznavanéjsi metoda nez detekce
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pomoci protilatek, predev§im kvili Spatné provadénym testim s protildtkami v minulosti,
zda se pravdépodobné, Ze protilatky jsou ptece jen citlivéjsi na velmi omezend mnozstvi

proteinil v keramice (Pavelka et al. 2016, 2020).

Udaje z hmotnostni spektrometrie v této praci nepotvrdily vysledky z analyzy pomoci
protilatek jako v jinych piipadech, kdy byly vysledky z analogickych méfeni do znacné
miry kompatibilni (Pavelka et al. 2016). Ve vzorcich H8 a H14 z hradku nebyly nalezeny
zadné relevantni proteiny (Tab. 2 a 3). Pfestoze pravé tyto vzorky vykazovaly pii
analyzach pomoci protilatek velké mnozstvi proteinii dribeze i z prasat. Byly nalezeny
pouze lidské keratiny, tedy proteiny z lidské kiize a neni jasné, pochazi od historickych
obyvatel, nebo soucasnych archeologt, pfipadn¢ od obojich. V podhradi byla situace o
néco lepsi. Byly nalezeny proteiny skotu (Bos primigenius), psa (Canis lupus), mysi (Mus
musculus) a vzorek obsahuje opét keratiny (Tab. 4). Proteiny skotu nebyly testovany
pomoci protilatek, ptestoze odpovidajici fungujici kit od firmy Neogen je na trhu. Davod
vysvétlim niZze. Odkud se tyto proteiny na keramice vzaly? Je pochybné, ze si obyvatelé
podhradi bézné varili psy a jesté méné, ze mySi. Domnivam se, ze zdroj téchto proteinti je
z pudy, ve které¢ byly keramické zlomky ulozeny. V ptide byly proteiny z trusu téchto
zvitat, ostatné byl detekovén trus prasat i driibeze. Hmotnostni spektrometrie nedokaze
urcit, zda se jednad o proteiny z mukézni sliznice stfev, nebo ze svaloviny. Protilatky,
protoZe jsou vytvoiené na tepeln¢ denaturované proteiny toho schopny jsou, ale protilatky
pro tepeln¢ denaturované proteiny skotu, psa a mysi testovany nebyly. Jiny ptipad
ptedstavuje vzorek 159-57 (Tab. 5), kde byl nalezen hemoglobin a lidsky krevni albumin a
kolagen. Jsou to tedy stopy krve. Neni jasné, zda nadoba obsahovala krev, nebo ji jen
nékdo drzel v zakrvacené ruce. Vzorky byly sice odebirany z keramickych zlomk, ale z
puvodniho dna nadob, proto se zda pravdépodobnéjsi, ze naddoba skuteéné obsahovala
krev. O jakou krev §lo a pro¢ byla v nddob¢, neni jasné. MliZeme jen spekulovat o zranéni,

¢1 pousténi zilou.

Kromé& informaci o nékterych potravindch a krvi a na keramice prace piinasi
inovaci ohledné& rozliSeni proteint dribeziho masa a trusu. Metodika vychazi z bakalarské
prace Slané (2018) nebo dalsich studii (Pavelka et al. 2020). Bylo ur¢eno, ze puvodni
historické tepeln¢ upravené proteiny pro prasata (Sus scrofa) reaguji pozitivné na
protilatky od firmy Neogen (kit BioKits for Speciation Identification). Bez tepelné Upravy
nereaguji proteiny z mukoznich sliznic sttev, které jsou v trusu. Firma doporucuje vzorky

vzdy povatit v 100°C po doby 15 minut. V tomto bod¢, ale je nutno se od zadané¢ho
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protokolu odchylit. Historické proteiny jiz jsou tepelné¢ upravené a protilatky s nimi
reaguji. Jakmile jsou vzorky vyhodnoceny, teprve pak je nutno je povafit a opét otestovat
protilatkami v titraCnich jamkach. Teprve nyni se projevi proteiny z mukoznich sliz,
obsazené¢ v trusu zvifat, protoze se tepeln¢ denaturuji. Pokud ob¢ méfeni porovname,
prokaze se Casto, které vzorky jsou kontaminované trusem (Slana 2018, Pavelka et al.
2020).

Analogickd metoda byla pouzita s dribezimi proteiny. Jako kontrola byl pfimo pouzit
kufeci trus (Gallus gallus) (Tab.1). Vysledky byly obdobné jako u proteinti prasat.
Metodika tedy miize byt pouzita na stfedovékou keramiku. Piipadné na hlinu, kde jsme
takto schopni zjistit ptitomnost trusu. Nartst signalu pii ELISA analyze prozrazuje Ze jsou
pritomny proteiny z trusu, obvykle jde o nezadouci kontaminaci. To je dost zadsadni
poznatek, protoze hmotnostni spektrometrie nedokaze urcit pivod proteinti a tak muze
podavat falesné vysledky, pokud bude vyhodnocovat proteiny z trusu jako zbytky po
vateni. To je zasadni problém, proteiny z trusu jsou v krajin€ vysoce zastoupeny, ziejme se
roznasi i vétrem. Mohou byt i na skalach blizko poli, nebo s vodou pronikaji hluboko do

spodnich vrstev (Pavelka v priprave).

Zemédelstvi v minulosti 1 v soucasnosti pouziva hniij zvifat k hnojeni poli. Na rozdil od
protilatek na detekce proteinti prasat a dribeze se ukéazalo, ze protilatky od firmy Neogen
nejsou schopny rozliSit tepelné upravené proteiny skotu (Bos primigenius) od nativnich,
takZe nejde rozliSit proteiny z varené svaloviny od nevafenych proteini z trusu zvirat.
ProtoZze je hnojeni trusem skotu dlouhodobé a casté, jsou tyto proteiny témet
vSudypfitomné a jsou tedy pozitivni témet v jakékoliv archeologické keramice (Pavelka v
ptipraveé). Z tohoto diivodu test pomoci protilatek na proteiny skotu nebyl na zkoumané

vzorky pouZit.

Tato situace ale neplati vzdy, na neolitickych vzorcich ze Syrie toto pozorovano nebylo,
ziejm¢ tam nedochazelo k tak intenzivnimu hnojeni hnojem skotu (Klaisnerova 2020).
Pomohlo by znat zpisob ptiprav téchto komerénich protilatek, abychom ptipadné vytvofili
vlastni protilatky, nebo metodiku analyzy zkusili upravit. OvSem které klicové
termostabilni proteiny byly urceny pro vyrobu protilatek zlstava firemnim tajemstvim. Lze
se jen domnivat, Ze by mohlo jit o nékteré¢ albuminy, ktera vykazuji termostabilni
vlastnosti. Souhrnné lze uvést, ze protilaitky z pouzitych kitd firmy Neogen, jsou

pfipraveny, tak aby reagovaly na denaturované proteiny, proto jsou schopny reagovat na
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historické proteiny poskozené postupnou degradaci béhem casu. OvSem ne vSechny
komer¢ni protilatky na tepelné upravené proteiny se hodi na detekci z archeologickych
nalezli, napt. protilatky od firmy ELISA — TEK, se ukézaly jako naprosto nevhodné
(Pavelka et al. 2016; 2020). Dalsim problémem ktery bylo nutno fesit bylo, zda nemuze
dochazet k tepelné denaturaci proteini v kompostu. Je znamo, ze v kompostu mtize teplota
hnoje vystoupat az na 65 °C (Xu et al. 2009). Proto bylo provedeno testovani kuieciho
trusu v normalnim stavu a pak 24 hodin pfi 65 °C (Tab. 1). Ale prokazalo se Ze tato

teplota k denaturaci nestaci a protilatky proteiny téméf nedetekovaly.
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10. Zavér

Ptred 50 lety byla objevena metoda ELISA. V dne$ni dob¢ jiz nedochazi k jejimu
zdokonalovani, ale i pfesto je jeji misto nezastupitelné v riiznych mikrobiologickych
technikach. Mezi jeji ptednosti patii spolehlivost a rychlost, dokaze detekovat antigen ¢i
protilatku o velmi nizké koncentraci. Kazda metoda mé samoziejmé i své nevyhody. Mezi
nevyhody Ize zahrnout naroCnost na vybaveni a na Cas. Monoklonalni protilatky jsou
obtizné na piipravu a hlavné finan¢né obtizn¢ dostupné, zejména pokud jsou vyvijeny

jednorazoveé na omezeny pocet méteni.

v

Prace podporuje ideu, ze nejspolehlivéjsi pro analyzu potravin z archeologickych
zbytkli je kombinace vice metod, a to hmotnostni spektrometric a metody antigen-
protilatka. Kombinace téchto metod podporuje spravnost a mnozstvi ziskanych dat. Je
obtizné nékteré vzorky analyzovat, protoze proteiny degraduji. Degradace proteinii mize
byt zplisobena nevhodnym skladovanim vzorki, pfipadn€é nevhodnym oSetfenim keramiky,

napft. kyselinou chlorovodikovou (Hejnova 2020).

Prace dokladd konkrétni historické skuteCnosti, které¢ se pisemném projevu
nedochovaly. Prestoze vzorki nebyl pfilis reprezentativni pocet, lze si na zaklad¢ vysledki
udélat néjakou predstavu o rozdilech v konzumaci potravin mezi vojadky na straznim
hradku Hausberg a v podhradi. Na hradku vidime vétSi podil v konzumaci masa a
prekvapivé také mléka. Malé zastoupeni obilnin vzbuzuje podezieni, Ze mistni obyvatele

na polich davali vétsi pfednost napi. ovsu (Avena sativa), nez obili a jeémenu.

Hmotnostni spektrometrie tyto data nepotvrdila, ale prokéazala proteiny dalsich savci
o kterych je vSak podezieni, Ze se mohly do keramiky dostat sekundarné¢ z hliny, ve které
byl trus zvifat. Hmotnostni spektrometrie neprokazala Zadné rostlinné proteiny ve
vyznamném mnozstvi. Na trhu bohuzel nejsou vhodné protilatky na testovani ovoce a
zeleniny. Co by bylo vhodné jesté otestovat jsou proteiny z vajec na které sice vhodné testy

existuji (Pavelka et al. 2016), avsak z finan¢nich diivodi nebyly provedeny.

Na zaklad¢ 100% ptitomnosti dritbeziho trusu se 1ze ale domnivat, Ze na na hradku i
v podhradi byla drlibeZ na vejce chovana. Jednim z hlavnich vystuplli prace je GspéSna
aplikace metodiky na detekci dribeziho masa historicky tepelné upraveného a jeho
odliSeni od driibeziho trusu, ktery se miiZze sekundarn¢ dostat do keramiky. Také samotna

existnce dritbeziho trusu maze byt signifikantni dikaz existence driitbeze na lokalité, 1 kdyz
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je zde riziko recentnich kontaminaci ze souasné¢ho zemédélstvi. Nebyly provedeny testy
pomoci hmotnostni spektrometrie na lipidy, které mohou identifikovat rostlinné oleje a

zivoc¢isné lipidy. Za zajimavy lze povazovat nalez zbytk lidské krve v jedné z nadob.
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Resumé

ELISA was discovered 50 years ago. Its advantages include reliability and speed, it
can detect antigen or antibody at a very low concentration. Disadvantages may include
equipment and time requirements. Monoclonal antibodies are difficult to prepare and, in
particular, difficult to obtain financially, especially when developed in a single dose for a
limited number of measurements.The work supports the idea that the most reliable for the
analysis of food from archaeological remains is a combination of several methods, namely
mass spectrometry and antigen-antibody methods. The combination of these methods
supports the accuracy and amount of data obtained. Although the number of samples was
not very representative, the results give some idea of the differences in food consumption
between soldiers at the Hausberg guard castle and in the castle grounds. At the castle we
see a larger share in the consumption of meat and, surprisingly, also milk. The small
proportion of cereals suggests that locals in the fields preferred, for example, oats (Avena
sativa) to cereals and barley. Mass spectrometry did not confirm these data, but showed
proteins from other mammals that were suspected to have entered the pottery secondarily
from clay containing animal faeces. However, based on the 100% presence of poultry
droppings, it can be assumed that poultry was kept on eggs in the castle and in the castle
grounds. One of the main outputs of the work is the successful application of the
methodology for the detection of historically heat-treated poultry meat and its
differentiation from poultry manure, which can be secondary to ceramics. The very
existence of poultry manure can also be evidence of the existence of poultry on the site,
although there is a risk of recent contamination from current agriculture. Residues of

human blood in one of the vessels can be considered an interesting fading.
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