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SOUHRN

Prvni lidé se zivili lovem a predev$im sbérem nejriznéjSich plodi a semen.
V raném zemédélstvi si pralidé podmanili svét rostlin a zvifat a béhem celé existence
¢loveéka na Zemi se cely systém zdokonaloval az k dnesnimu typu zemédélstvi.

Jednou z hlavnich neodmyslitelnych slozek potravy jsou proteiny, nebot’ z nich
vétSina organismi ziskava zivotné dilezité latky a v omezené mife i energii. Tato
bakalarska prace se vénuje hleddni a zkoumdni jednoduchych recepti na zhotoveni
,»praveéké potravy, ktera byla nasledné ptipravena v chemické laboratofi. Odebrané vzorky
byly analyzovany pomoci metody peptidového mapovani hmotnostnim spektrometrem
pracujicim na principu MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonistaion - Time
of Flight) a metody peptidovych s§tépia LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry).

Cilem prace bylo doplnéni databaze referen¢nich vzorku na VSCHT, a tim

usnadnéni identifikace neznamych potravinovych zbytkt pti archeologickych nalezech.



Dovolte mi touto cestou podékovat vedouci mé bakalaiské prace
Ing. Mgr. Stépance Kuckové, Ph.D. za jeji odborné vedeni a cenné rady, celému kolektivu
laboratofe za ochotu a vytvofeni milého pracovniho prostiedi. Tém vSem patii mtj dik za

pomoc pii feseni problému, pratelsky pristup a pfijemnou spolupraci
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1 UVOD

Prav€k oznacuje jedno z nejstarSich obdobi vzniku a vyvoje ¢loveéka, spole¢nosti
a kultury. Prvni pralidé se objevili na zacatku ctvrtohor, tedy pied 2,5 miliony let,
a od pocatku kazdodenné hledali nezbytnou potravu potiebnou k pteziti. Nejdiive byli
ptirodnimi lovci a sbéraci, ktefi migrovali Z mista na misto do oblasti bohatych na zdroje
potravy a vody. Postupem c¢asu si zakladali piechodnd obydli a ptechazeli
k usedlému zemédelskému zpuisobu zivota.

Zkoumani sloZeni prav€ké stravy je velice nelehky ukol. Jako primarni zdroj
poznatkll se vyuzivaji archeologické nalezy. Ze zbytkl potravy, ndstrojii, peci, ohnist
a nadob na vareni ¢i k podavani jidla je mozné vyvodit, jaké jidlo se konzumovalo
a pripravovalo. Abychom se k t¢émto informacim dobrali, je dilezité soucasné studium
hmotné kultury, stavebnich pozlstatkd, klimatu a zivotniho prostfedi, ve kterém pralidé
zili. Dals$i problém, ktery souvisi s hledanim slozeni praveéké stravy, je nizkd zivotnost
organickych potravinovych zbytkl v disledku hniti a rozpadu aZ na nejjednodussi latky.
Nejlepsi zbytky rostlin se daji nalézt tam, kde byl biologicky rozklad pozdrzen vlivem
extrémnich podminek, jako je napiiklad trvalé zamokieni, vysuSeni ¢i permafrost. Takova
archeologicka nalezisté jsou relativné vzacna, ale jsou oknem do fiSe organickych potravin.
Pozistatky stravy lze nalézt také v pudé jako odpadni material — semena, plevy nebo
zbytky po spaleni v zuhelnatélé produkty. VSechna tato hlediska nam pftiblizuji, jakym
zpusobem nasi vzdaleni ptedci zpracovavali a uskladiovali potravu. Nejodolné;jsi skupinou
jsou anorganické zviteci kosti. Za piedpokladu, ze puda neni pfili§ kysela, v ni mohou
pretrvat 1 n€kolik tisic let. Nedavno vyvinuté analytické metody oteviely zkoumani lidské
stravy nové obzory.

Tato bakalaiska prace se zabyva vyuzitim hmotnostni spektrometrie k identifikaci
proteinii  obsazenych v potravinach, které se konzumovali jiz v pravéku. Dosazené
vysledky poslouzi k doplnéni peptidové databaze referencnich vzorkl, které umozni

identifikaci potravinovych zbytku ziskanych pii archeologickych vyzkumech.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Pravék je nejdelsi epocha v déjinach lidstva, trval vice nez dva miliony let a doba
jeho ukonceni byla Vv rtiznych ¢astech svéta jina. Pravék délime podle materiala, které lidé

prvotné zpracovavali, na dobu kamennou (2.1.1), bronzovou (2.1.2) a Zeleznou (2.1.3).%*

2.1 Jak se jedlo v pravéku

Periodizaci pravéku Ize chapat také podle zplsobu opatfovani potravy.
Rozeznavame obdobi prisvojovaciho hospodafstvi, které trvalo do 7. tisicileti pt. n. I.
na Piednim vychodé¢ a v Evropé az do 5. tisicileti pf. n. . Lidé si sbérem a lovem
prisvojovali potravu z pifirody. Datujeme ho od vzniku ¢lovéku do zacatku prvniho
zem&délstvi. Z technologického hlediska této epoSe odpovida star$i doba kamenna
a mezolit. Druha faze je obdobi vyroby potravy. Zacala v mladsi dobé kamenné (neolitu)
a skongcila se vznikem prvnich femesel a obchodu v dobé Zelezné. Clovék péstoval prvni

plodiny a choval dobytek.

2.1.1 Doba kamenna

Charakterizuje epochu lidstva (od vzniku ¢loveka-3500 pi. n. 1), ve které zacali
predci opracovavat kamenné valouny a vytvareli z nich prvni primitivni nzistroje.6
Dobu kamennou délime ¢asové na:

paleolit (vznik ¢lovéka do 10 000 pt. n. I.) (kap. 2.1.1.1)

mezolit (10 000-7 000 I. pt. n. I.) (kap. 2.1.1.2)

neolit (7000-3500 pf. n. 1.) (kap. 2.1.1.3)?



2.1.1.1 Paleolit

Prvni pralidé ve starSim paleolitu, Homo habilis ranéjsi Homo ergaster,
Si obstaravali obzivu hlavn¢ sbérem plodti a mrSin zivocichl. Postupem ¢asu, muzi nabyli
schopnosti lovit v tlupach drobnou zvétr. Z Presletic u Prahy byly dolozeny naptiklad
pozustatky ze srnce. Prilezitostné se ovSem odvazili i na robustnéjsi kusy. Nalezly
se i kosti slona a kong, ale neni prokdzano, ze je lidé skute¢n& ulovili®. Pomoci
nejjednodussich kamennych nastroja si zabité zvife rozdélili a z jeho kosti ziskali morek.
Také rybolov zaujimal vyznamné postaveni. Homo erectus se zivil smiSenou stravou, V niz
pirevazovalo maso uUlovenych zvifat. Pravdépodobny byl i pfilezitostny kanibalismus,
zejména v obdobi sucha, kdy? jidla nebylo nazbyt.>®

Technika lovu se postupné zdokonalovala a lovci lovili kolektivné. Sbér jedlych
rostlin, plodd, semen a drobnych zZivocicht plnil stalou roli v opatfovani potravy. Znalost
ohn¢ umoznila prvni Upravu potravy — varenim — jidlo se tak stalo stravitelnéjSim a zvysila
se tak kvalita vyzivy®. Stfedni paleolit zapo&al vznik dalsiho druhu Homo, Homo sapiens
neanderthalensis. Tehdejsi lidé lovili jeleny, tury, bizony, zubry, lesni slony a mamuty.
Dokonce se nasly doklady o lovu medvéda v jeskyni Sipka na Kotoudi u Stramberka
na Moravé. Z rostlinné potravy se sbiraly liskové ofisky, plana jablka a houby.’

Vyvrcholenim star$i doby kamenné je mlady paleolit, kdy se vyvinul druh Homo
sapiens. Tehdejsi klima poskytovalo idealni podminky stadové zvéfi (bizoniim, jeleniim,
sobim a antilopam). Diky znaénému poctu zvitat a dokonalej$im zbranim se lov opét
zjednodusil. Lovci vyuzivali vrhaci zbrang, ostépy, ale také luk a Sipy. Lovili koné, zubry
a Vv zapadni Evropé také soby. Sobi maso bylo cenéno pro vysoky obsah tuku, ktery
loveim Vv obdobich glacialti zajistoval stalou télesnou vahu. Ztéto doby se v Dolnich
Véstonicich nalezly ostatky mamuta®. Mensi zvifata byla lovena do siti a pasti. Oblibenou
koftisti se staval zajic. OhniSt€ se ménila v rliznorodé typy, néktera méla kamenné obloZeni,
jind méla termalni strukturu s kameny ve vnitf. Maso se nejen opékalo, ale také dusilo
V jamach, nad nimiz se rozdélal ohel. Rozmohlo se také vateni v nadobach rostlinného

puvodu (obr. 1), nebo ve vacich z ktize, do nichz se nalila voda, ktera se privedla do varu
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rozpalenymi kameny, které se vhazovaly dovniti. Z této doby se ndm dochovaly piepalené

a Sasteéné rozpadlé kiemencové valouny.*>

Obrazek 1. Nadoba na vateni zhotovena z kiiry.
2.1.1.2 Mezolit

Toto obdobi zakoncilo kofistnicky zplisob Zivota, kdy lov a sbér byly jedinym
zdrojem obzivy. Jeho konec se v kazdé ¢asti svéta lisil, ale na nékterych mistech planety
se udrzuje dodnes. Nastroje byly méné vypracované nez ve vrcholném paleolitu, avSak
mnohem G¢inngjsi. Nejvice se rozmohl rybolov. Zacaly se vyuzivat hacky ruznych tvart,
sit€¢ a rybarské vrSe. Tehdejsi lidé objevili plavidla, diky kterym méli pfistup na volné
moie. Skala lovenych ryb se tak rozrostla o mnoho novych druhtl. Také u nas v jiznich
Cechéch i v tiebotiské panvi vznikaly osady v blizkosti fek a jezer. Zhruba pied 10,5 tisici
let pt. n. 1., se objevil plany oves (Avena sp.), plany jeémen (Hordeum spontaneum), ¢ocka
(Lens sp.), vikev (Vicia sp.), hrach (Pisum sp.), pistacie (Pistacia sp.) a mandloné (Prunus

duslcis).*®’

2.1.1.3 Neolit

Piechod k zemédélstvi povazujeme za jednu z nejvyznamnéjsich zmén ve zptisobu
zivota V d&jinach lidstva. Neoliticky ¢lovek se stal zemédélcem a chovatelem dobytka.
Tradiéni lov, rybolov a sbér ptevzal doplnujici lohu, nebot’ zeméd¢€lstvi nasytilo vétsi
pocet lidi. Sbér byl v pocatcich nahrazen sklizni planych rostlin. Nejstarsi oblast prvnich

planych obilovin byla v tzv. urodném pulmésici na Blizkém vychodé. Divoce rostouci
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pSenice a jeCmen dali vznik pSenici dvouzrnné, jednozrnné a jeCmeni. Pivod zita neni
dosud znamy. Oves byl zndm jako plevelnd piimées. Obili mélo po cely pravék
nezastupitelnou tlohu. Lidé péstovali také proso dovezené z Ciny, ale pro narocné
obhospodafovani se neosvédCilo. Dale se konzumovaly luSténiny, mak, zelenina (zeli,
cibule, ¢esnek), ovoce (jablka, hrusky) a ofechy. Sbiral a péstoval se také merlik bily
(Chenopodium album) a svefep stoklasy (Bromus secalinus).?

V Evropé se zemédé€lstvi rozvinulo nejdiive na jihovychod¢. V 6. tisicileti pt. n. 1.
se populace usidlila na Gizemi Slovenska a Ceskych zemi. Ve stfedni Evropé se nejvice
péstovala psenice dvouzrnka, jednozrnka, mén¢ Casté pSenice Spalda, obecna a shloucena,
je¢men, proso, zito, hrach a ¢ocka. K drceni zrna se pouzivaly kamenné podlozky, na nichz

se drtilo zrno na hrubou mouku (obr. 2).

Obrazek 2. Kamenny mlynek na mouku.’

Ze ziskaného a nadrceného obili se ptipravovaly jednoduché kase, oslazené ovocem
nebo medem od divokych vcel. Slané kase se vafily spole¢n¢ s masem nebo s morkem.
Z kasi se na ohnisti pekly placky (obr. 3). Kase byly bud’ erstvé, nebo zkvasené, z mléka
¢1 z vody. Dnes zkvasenou placku povazujeme za zaklad dneSniho chleba.

Lov divokych zvifat nahrazoval chov zvifat domacich. Nejstar$i dochované nalezy
pochazeji z Blizkého vychodu. Lidé cilevédomé drzeli v zajeti piivodné divoka zvirata.

Nejstarsi zdomestikované zvite byla ovce, pozd¢ji si lidé podmanili kozu a nakonec hovézi
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dobytek. Prase nebylo pfili§ Casté. Pii kolonizaci stfedni Evropy se nejvice osvédcil skot,

nebot’ se mu v nasich pfirodnich podminkach nejlépe datilo. Maso se nejcastéji varilo nebo

dusilo.*57

Obriazek 3. Pedeni placek na horkych kamenech.*

2.1.2 Doba bronzova

Po neolitu se produktivni hospodaistvi rozvijelo, spolecnost zdokonalila zptisob
obzivy a také se rozsitil novy vyrobni material — méd’. Obdobi se nazyva eneolit. Kdyz se
méd zaGala slévat s cinem, datujeme pocatek doby bronzové (3500-1100 pi. n. I.)%.
V zemédé@lstvi se nadale rozsifovaly méné znamé plodiny jakymi byly zito, oves, proso
a lusténiny. Pravdépodobné se jiz d€lal a uchovaval kvasek, ktery se vyrabél z Casti tésta
predeslého peceni, ke kterému se piidala voda. Vznikl tak zaklad na pe¢eni nového chleba.
Ve Svycarskych a jihonémeckych oblastech, ale také v Cechach v Mohelnici
se uchovaly rostliny, které lidé sbirali a poté pojidali jejich listy, stonky, plody, kofeny
(napt. mrkve, petrzele, fepy, merliku, kopfivy, smetanky, pohanky svlaccovité, fepky,
fetichy, stoviku, ¢esneku, plané majoranky a dalsich). Z ovocnych stromti se konzumovali
plody jabloné lesni, hrusné polnicky, tfeSn¢ ptaci, visné obecné a snad i révy vinné.
Z domaécich zvitat se $itil skot a také kin, jehoz vyznam rostl. V severni Evropé lidé stale

chovali ve stadech soby. Po roce 2000 pf. n. I. se do Evropy dostal z Indie kur domaci,
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Z Mezopotamie kachna domaci. Drubez nebyla piili§ oblibena, a proto se vyskytovala
pouze ojedinéle. Lidé si ji ptipravovali K jidlu nejriznéj$im zptisobem — vafenim, ale také
opékanim na rozni, nebo ji obalili listy a opekli v popelu pod hoficim ohném. Pfirozenym
dopliikem opatfovani potravy byl stale lov zvéfe a ryb. Dokladem jsou nalezy rybich kosti

’ 3 . Lo 7w re ™ . . . ;4
a bronzovych udicek. Jedli se také ¥iéni Skeble. Rozvijela se t&7ba soli a solivarnictvi. *°

2.1.3 Doba zelezna

Doba zelezna je datovana zhruba od 1100 pf. n. 1. do doby narozeni Krista. Hlavni
vyrobni surovinou se stalo zelezo. Strava Keltli se sklddala zchleba a vafeného
¢i peceného veptového, hovéziho nebo skopového masa a ryb. Z pSenice a chmelu
pfipravovali pivo a z révy vinné také vino. I v této pokrocilé dobé byly nalezeny ostatky
lovené zvéie. V Ostrové v Cechach objevili archeologové pozistatky vlka, koné a divoké
kocky. Z ryb jsou dolozeny poziistatky tlousté, lososa a stiky. Keltové dojili kravské a kozi

mléko, ze kterého vyrabéli syry a tvaroh.*®
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2.2 Proteinové sloZeni vybrané pravéké stravy

2.2.1 Proteiny

Proteiny jsou zakladni chemické slozky vSech zivych bunék Zivoc¢isného
a rostlinného pavodu. Zastavaji fadu funkci (stavebni, transportni atd.) a ve vyzivé
heterotrofnich organismi jsou nenahraditelné. Ziskavaji se z rostlinné a zivocisné potravy.
V procesu traveni se rozlozi na jednoduché aminokyseliny, ze kterych zejména
zivoCichové syntetizuji vlastni bilkoviny, nebo v omezené mife slouzi i jako zdroj

energie.’0!

2.2.2 Proteinové slozeni obilovin

Hlavni zdroj rostlinnych proteind v potravé piedstavuji semena rostlin, pro ¢lovéka
Vv prvni fad¢ obiloviny, obzvlast’ pSenice a zito (Tab. I).

PSeni¢na mouka obsahuje az 15 % bilkovin. Nejhodnotnéjsi bilkoviny jsou
prolaminy a gluteliny, které ptedstavuji 80 % celého bilkovinného slozeni pSenice
a zastavaji zasobni funkci. Zbyvajicich 20 % piedstavuji ve vodé rozpustné
protoplazmatické bilkoviny (albuminy a globuliny — cytoplazmatické proteiny, enzymy
s aktivitou a- a B-amylazy, proteazy, lipazy, lipoxygenazy atd.).

Zitné albuminy a globuliny predstavuji 55 % a prolaminy a gluteliny zabiraji
45 % celkového proteinového sloZzeni zitné mouky. NejCastéji vyskytujici aminokyseliny

v obilném zrnu jsou kyselina glutamova a prolin (Tab.11).2%*

Tabulka I. Zakladni proteinové sloZeni vybranych obilovin.**

Obilovina Proteiny

Albuminy Globuliny | Prolaminy Gluteliny
PSenice 14,7 % 7,0 % 32,6 % 45,7 %
Zito 44,4 % 10,2 % 20,9 % 24,5 %
Je¢men 12,1 % 8,4 % 25,0 % 54,5 %
Oves 20,0 % 119 % 14,0 % 53,9 %
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Tabulka I1. Obsah aminokyselin v obilovinach (v g vtazeno na 16 g dusiku).*

Aminokyselina| P§enice Zito | Je¢men | Oves
L-alanin 3,6 4,3 4 4,5
L-arginin 4,6 4,6 4,7 6,3
L-asparagin + 4,9 7,2 5,7 7,7
L-asparagova

kyselina

L-cystein 2,5 19 2,3 2,7
L-glutamova 29,9 24,2 23,6 20,9
kyselina

glycin 3,9 4,3 3,9 4,7
L-histidin 2,3 2,2 2,1 2,1
L-isoleucin 3,3 3,5 3,6 3,8
L-leucin 6,7 6,2 6,7 7,3
L-lysin 2,9 3,4 3,5 3,7
L-methionin 1,5 1,5 1,7 1,7
L-fenylalanin 4,5 4,4 51 5,0
L-prolin 9,9 9,4 10,9 5,2
L-serin 4,6 4,3 4,0 4,7
L-threonin 2,9 3,3 3,3 3,3
L-tryptofan 0,9 1,0 0,9 1,1
L-tyrosin 3,0 1,9 3,1 3,3
L-valin 4.4 4,8 5,0 5,1

2.2.3 Proteinové slozeni dribeziho masa

Strava zivocisného pivodu je bohatym zdrojem proteind. Proteiny piedstavuji
asi 20 % hmotnosti svaloviny, ktera se sklada z proteini svalovych vlaken neboli
myofibrilarnich proteint, rozpustnych sarkoplazmatickych proteini a nerozpustnych
strukturnich proteinti (pojivové tkané) (Tab. I11). Nasledujici tabulka IV popisuje slozeni
a zastoupeni jednotlivych aminokyselin v dribezim mase, ve kterém pievazuji kyselina

glutamova a lysin.*
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Tabulka I11. Pfehled a procentuélni zastoupeni svalovych proteini v pojivovych tkanich.™

Protein Podil v % | Protein Podil v %
myoﬁ_brllarm 60,5 sarkoplasmatické proteiny 29
proteiny

myosin 29 enzymy 24,5
aktin 13 myoglobin 1,1
konnektin 3,7 hemoglobin 3,3

aj. extracelularni proteiny
strukturni proteiny

tropomyosin 3,2 . 10,5
a proteiny organel

troponin
(C.1,T) 3,2 kolagen 5,2
aktinin .

2,6 elastin 0,3
(a'aﬁ"Y')_
(rjnyomeSI_n ' 5,8 mitochondriélni proteiny 5

esmin aj.

Tabulka IV. Obsah aminokyselin v kufecim mase (v g vtazeno na 26 g dusiku).™*

Aminokyselina| Kufeci maso
L-alanin 3,4
L-arginin 5,6
L-asparagin +
L-asparagova 9,2
kyselina

L-cystein 1,3
L-glu_tamova 150
kyselina

glycin 5,3
L-histidin 2,6
L-isoleucin 5,3
L-leucin 7,4
L-lysin 8,0
L-methionin 2,5
L-fenylalanin 4,0
L-prolin 41
L-serin 3,9
L-threonin 4,0
L-tryptofan 1,0
L-tyrosin 3,3
L-valin 51
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2.3 Analyza pomoci peptidového mapovani

Metoda peptidového mapovani (peptide mass fingerprinting — PMV) vyuziva
k identifikaci proteinti tzv. otiskli prstd. To jsou soubory enzymatickych §tépua, které
vznikly z pfislusného proteinu. Nejprve se rozru$i disulfidové mdastky vzorku redukei,
pomoci dithiotreitolu a vzniklé -SH skupiny se blokuji alkylaci (jodacetamid).
Dale se §tépi proteasami trypsinem nebo chymotripsinem. Zmétené hmotnosti peptida
se zadaji do vyhledavaciho programu napi. Mascot nebo Proteomics. Na zakladé
experimentalnich vysledki se porovnaji hmotnosti hledanych bilkovin a stanovi
se vysledné sloZzeni analyzované latky. Pravdépodobnost spravného pfifazeni je dédna
statistickymi parametry, coz predstavuje procento pokryti sekvence nebo pomér

nalezenych a zadanych peptidi.*?

2.3.1 Proteaza trypsin

Trypsin je serinova proteaza, kterou vytvaii zivo¢ichové ve slinivce bfisni ve formeé
proenzymu trypsinogenu. Specificky S$tépi peptidové vazby, na nichz se podileji
karboxylovou skupinou bazické kyseliny (lysin a arginin). Pii hydrolyze bilkovin
trypsinem vznikaji velké peptidové fragmenty, jejichZ termindlni aminokyselina na

C-konci je lysin nebo arginin. Optimalni pH pro hydrolyzu je v rozmezi 7-9.**4

2.3.2 lIzolace Stépi pomoci mikrokolon ZIP TIP

Mikrokolony ZIP TIP jsou nastavce (Spicky) velikosti 10 p na automatické pipety
s vlozenym chromatografickym mediem, kterym je reversni faze Cis. Po nasati peptidu,
proteini do mikrokolony, se biomakromolekuly napoutaji na reversni fazi. Anorganické
slouCeniny ztistanou V roztoku. Poté se sorbent promyje malym mnozstvim elu¢niho

roztoku, diky kterému se biomakromolekuly zp&tné uvolni.*®

18



2.3.3 Hmotnostni spektrometrie a TOF analyzator

Hmotnostni spektrometrie rozd€luje nabité Castice podle jejich hmotnosti.

Hmotnostni spektrometry maji tfi zakladni ¢asti — iontovy zdroj, analyzator a detektor.

Ionty vleti do analyzatort, kde se rozd¢€li podle hmotnosti a nabojti.

Analyzator TOF (Time of Flight) ionty urychluje vysokym napétim a tim ziskaji

impuls stejné kinetické energie. Doba letu iontd zavisi na poméru hmotnosti k naboji.

Detektor funguje na dvou principech: linearnim, ktery je vyhodné&jsi pro méfeni celych

bilkovin, a reflektorovém, kterym se mei peptidy (obr. 5).12

regulace

intenzity
heareod laseru \ laser
Y / refleidoroy refiektor finedrni
.t - detekior

deska ' ;"""" > (iortove zrosdio) detektor

-
s wvIorkem o

Zoiky pumpy

Obrazek 5. Schematicky obrazek hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF

(Matrix Assisted Laser Deserption/lonization Time of Flight).'®

2.3.3.1 lonizace analytu

vvvvvv

hydroxybenzoova kyselina a jeji derivaty. Matrice se nanaSi na ocelovou desticku,

ktera se vklada do pfistroje. Ionizace laserem je pienos energie elektromagnetického zafeni

na matrici, ktera se diky ni pfevede do plynné faze. Na matrici je navazan analyt (peptid,

protein), ktery od ni obdrzi H” iont. Analyty s H" iontem se méfi v pozitivnim médu
piistroje (na detektor leti pouze kationty).'®*’
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2.3.3.2 ldentifikace peptidovych $tépu pomoci LC-MS/MS

Identifikace peptidovych $tépi se provede pomoci kapalinové chromatografie
spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii  (LC-MS/MS). Pfi  hmotnostni
spektrometrii  ESI-Q-TOF se molekuly vzorku rozdéli kapalinovou chromatografii
a ionizuji se tzv. elektrosprejem (ESI). Princip spociva v aplikaci vysokého elektrického
potencialu na misto vyusténi kapilary, ze které vytékaji frakce molekul. Tandemovym
hmotnostnim spektrometrem se roz$tépi na zdkladé pomérti hmotnosti a naboje ionti.
Zpusob je natolik Setrny, Ze prakticky nedochazi k fragmentaci molekul. Analyza iontl
probiha ve dvou analyzatorech, kvadrupolovém a time-of-flight, oddélenych kolizni celou
s inertnim plynem. Ziskana data se porovnavaji s on-line databazemi. Za jednoznacné

identifikovany je obvykle povazovan protein identifikovany nejméné dvéma peptidy. *°
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a pomiicky

Trypsin TCPK (Promega)

Trifluoroctova kyselina (Sigma)
2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB) (Sigma)
ZIP TIP C18 (Millipore)

H,SO, (Penta)

3.1.1 Promyvaci roztoky pro reverzni fazi ZIP TIP

Aktivacni roztok — 50% acetonitril v H,O
Ekvilibraéni roztok — 0,2% trifluoroctova kyselina v H,O

Eluéni roztok — 50% acetonitril s 0,1% kyseliny triflourooctové v H,O

3.1.2 Priprava matrice

V 500 ul roztoku (30% acetonitril s 0,2% kyselinou trifluoroctovou v H,O) bylo
rozpusténo 9,6 mg 2,5- dihydroxybenzoové kyseliny.

3.1.3 Pouzité ingredience

PSenice dvouzrnka — Bioharmonie
Zito ozimé — Country Life
Plnotu¢né mléko — Moravia

Vzorek dribeziho masa — zakoupeno v obchodnim fetézci Albert
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3.2 Priprava modelovych vzorki

3.2.1 KasSe z pSenice dvouzrnky (vzorek 1)

40 g rozemleté pSenice dvouzrnné bylo zalito 100 ml vody. Smés byla vafena pfi
mirné teploté na elektrickém vafi¢i. Kdyz kase zhoustla, bylo pfidano 12 ml plnotu¢ného
mléka. Po odstaveni a vychladnuti byl odebran vzorek a nasledné byl vlozen do susarny.

Po vysuseni byla odebrana ¢ast vzorku k analytickému rozboru.

3.2.2 KasSe z zita ozimého (vzorek 2)

40 g rozemletého zita bylo zalito 110 ml vody. Smés byla vafena pii mirné teploté
na elektrickém vari¢i. Kdyz kase zhoustla, bylo pfidano 12 ml plnotu¢ného mléka.
Po odstaveni a vychladnuti byl odebran vzorek, ktery byl nasledné vlozen do suSarny. Po

vysuseni byla odebrana ¢ast vzorku k analytickému rozboru.

3.2.3 Priprava dribeZiho masa (vzorek 3)

Cast kufeciho masa byla upedena Vv elektrické troubé pii teploté 200 °C. Poté byla
nékolik dni susena na suchém misté. Po vysuSeni byla odebrana ¢ast vzorkl

k analytickému rozboru.

3.3 Stépeni modelovych vzorka trypsinem

Stépici roztok byl pfipraven z 1 ul roztoku trypsinu o koncentraci 1ug/ul a 50 pl
50mM hydrogenuhli¢itanu amonného. K nékolika miligramtim odebranych z ptipravenych
modelovych vzorki (vysusené pSenicné a zitné kase a kufeci maso) bylo pfidano
po 10 ul §tépiciho roztoku. Stépeni probihalo pifi laboratorni teploté 23°C po dobu dvou
hodin.
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3.4 Zakoncentrovani a preciSténi peptidi na reverzni fazi

Nejprve byla aktivovana reversni faze (ZIP TIP C18) pétinasobnym promytim 10 ul
aktivacniho roztoku. Dale se reverzni faze ekvilibrovala pétinasobnym promytim 10 pl
ekvilibra¢niho roztoku. Zachyceni peptida se provadélo desetinasobnym promytim 10 pl
analyzovaného roztoku. Poté nasledovala ekvilibrace provadéna pétinasobnym promytim
10 pl ekvilibracniho roztoku. Eluce navazanych peptidi byla provedena 5 pl elu¢niho
roztoku, které byly 10xprosaty. (Celkovy objem analyzovaného vzorku po eluci byl 5 ul).
Zbytky navéazanych peptidi byly odstranény desetindsobnym promytim 10 pl elu¢niho
roztoku. Pro zkoncentrovani a piecisténi dalSich vzorki byl cely postup pro kazdy vzorek

zopakovan.

3.5 Analyza pomoci MALDI-TOF MS

Na ocelovou desku byla nanesena smés 2 pl precisténych a zkoncentrovanych
peptidit (kap. 3.4) a 4 ul roztoku matrice (3.1.2). Poté co smés vykrystalizovala, byla
ocelova deska se vzorkem vloZena do hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF. Méfeni
probihalo v pozitivnim reflektorovém modu s napétim 20 KV a piesnosti + 0,2 Da. Interval
detekovanych hmot (m/z) byl od 900 do 2000 Da. Vysledné spektra se zprumeérovala

Z nejméné 200 jednotlivych méteni.

3.6 Analyza pomoci LC-MS/MS

Cast nastépenych vzorkl trypsinem byla odeslana k rozboru na P¥irodovédnou
fakultu Jihoceské univerzity v Ceskych Budg&jovicich do laboratofe strukturni biologie
k Mgr. Peteru Konikovi.

Po eluci byly peptidy naneseny piimo do hmotnostniho spektrometru ESI-Q-TOF.
Pti ionizaci elektrosprejem prochazel eluat po vystupu zchromatografické kolony
kapilarou, na které bylo napéti 15 V-30 V. Vlastni identifikace konkrétnich druhi proteint

byla vyhodnocena v databazi Uniprot.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza pSeni¢né kaSe

Pii analyze pSeni¢né kaSe (vzorku 1) peptidovym mapovanim byl ziskan seznam
hodnot m/z pikt peptidu, které se ve vzorku vyskytovaly nejcastéji. V obrazku ¢islo 6 jsou
cervené vyznaceny peptidy pochdzejici z pSenice dvouzrnky. Peptidy byly identifikovany
na zakladé¢ databaze referencnich vzorku, ktera byla vytvofena v laboratofi hmotnostni
spektrometrie na VSCHT, a kterd obsahuje mimo jiné i peptidy pochézejici z pSeni¢né
mouky. Shoda naseho vzorku s databazi pro pSeni¢né peptidy byla piiblizné 45 %. Shoda
s databazi je vyjadiena jako pomér poc¢tu shodnych hodnot m/z peptidi nalezenych
Vv naSem analyzovaném vzorku, které odpovidaji hodnotdam m/z pSeni¢nych peptida

zZ databaze ku celkovému poctu hodnot m/z, které byly zjistény ve vzorku.
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Obrazek 6. Spektrum vzorku 1 (obilné kase) s vyznac¢enymi peptidy pochazejicimi

Z pSenice dvouzrnky.

24



V obrazku cislo 7 jsou cervené vyznaceny peptidy pochazejicich z mlécnych

bilkovin, které byly do vzorku ptidany pii ptipravé ve formé kravského mléka (3.2.1).

Shoda naseho vzorku s databazi referenénich vzorkti z VSCHT byla asi 45 %.
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Obrazek 7. Spektrum
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vzorku 1 (obilné kase) S vyznaCenymi peptidy pochdzejicimi

Analyza peptidovych $tépi pomoci LC-MS/MS identifikovala konkrétni proteiny

obsazené ve vzorku 1, které jsou uvedeny V tabulce V. Rozpoznané kaseiny (a-S1 kasein,

a-S2 kasein) a laktoglobuliny (B-laktoglobulin) jsou mlé¢né proteiny. Amylaza

(a-amylaza, f-amylaza) a gliadin (y-gliadin) patii k proteinim psenice.

Tabulka V. Identifikované proteiny obsazené v pSeni¢né kasi (vzorku 1) pomoci metody

LC-MS.
wr oy Pocet
Prlstuponokod Nézev proteint I\D/Ir pl (pH) |identifikovanych
proteinu (Da) peptidii

CAS1_BOVIN |0-S1 kasein 24513 | 4,7937 12
CAS2 BOVIN a-S2 kasein 26 002| 8,6591 11
LACB_BUBBU | B- laktoglobulin 18255| 14,6377 9
AMYB_WHEAT | B-amylaza 56 575| 5,0832 4
CASK_BOVIN |K- kasein prekurzor 21 255| 16,3558 4
LACB_BOVIN | B- laktoglobulin prekurzor 19870 4,7373 4
IAO3_WHEAT | a- amylaza 18209| 7,3244 1
GDB2_WHEAT |- gliadin prekurzor 37098| 7,5939 1

25



4.2 Analyza Zitné kaSe

Z rozboru zitné kase (vzorku 2) metodou hmotnostni spektrometrie MALDI TOF se
ziskal seznam hodnot m/z piki peptidi, které se ve vzorku vyskytovaly nejéastéji. Cervené
vyznaéené piky v obrazku 8 patii peptidim obilovin. Zito ozimé neni dosud uvedeno
v databazi VSCHT, proto porovnani peptidii prob&hlo proti pSeniéné mouce, coz
vysvétluje nizkou shodu s obilnymi proteiny, pouze 17 % vzorku 2, odpovida dvéma

peptidim pSeniéné mouky.
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Obrazek 8. Spektrum vzorku 2 (obilné kasSe) s vyznaCenymi peptidy pochézejicich

Z obilovin.

V hmotnostnim spektru vzorku 2 jsou cervené vyznacCené peptidy pochazejici
z mlé¢nych bilkovin kravského mléka (obr. 9), které bylo do vzorku zitné kase ptidano pfi
jeji ptipravé (3.2.2). Podafilo se piifadit 50 % vSech pikt nalezenych ve vzorku
k hmotnostem peptidit pochazejicich pravé z mléénych bilkovin na zaklad¢é shody jejich

hodnot m/z s peptidy v databézi referenénich proteinovych materialt z VSCHT.

26



; 8000 1 WIorekZm
000 4
B000
5000
4000 4

3000 4

2000

Ior

1000 4

= 133754
—— 1a67ad

p=_1203.84

Fidkds
| —aa037

iy hL P 1Y

Ll "

y
1000 1200 1400

ER
S T 160908

@
g
=1
EAS
=g
=1

Obrazek 9. Spektrum vzorku 2 (zitné kase) s vyzna¢enymi peptidy pochazejicimi z mléka

4.3 Analyza driubeZziho masa

Hmotnostni spektrometrii MALDI TOF se ziskal seznam hodnot m/z piki peptidi
zivo¢isného puvodu (vzorek 3). Cervend vyznatené piky v obrazku 10 odpovidaji
peptidim kolagentim z Zivoéidnych tkani. V databazi VSCHT chybi peptidy dribeze, coz

potvrzuje nizkou shodu vysledki naseho vzorku, pouze 36 %.
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Obrazek 10. Spektrum vzorku 3 (dribeziho masa) S vyznacenymi peptidy pochazejicich

z zivociSnych tkani.
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Metodou peptidovych $tépi pomoci LC-MS/MS, byly ziskany proteiny Vv tabulce

VI. Tkan z kufeciho masa obsahuje Sirokou Skalu proteinti napt. kreatinkinizy, kolageny,

myosin, aktiny atd.

Tabulka VI. Konkrétni proteiny kufete.

Piistupovy kéd Pocet
Lo Nazev proteint Mr (Da) pl (pH) | identifikovanych
proteinu . 3o
peptidu

KCRM_CHICK | Kreatinkinaza 43301| 6,5327 18
CA21_CHICK |Kolagen a 129624 | 19,2347 14
MLE1_CHICK |Myosin izoforma Al 20683 | 4,7673 11
G3P_CHICK | Glyceraldehyd fosfat

dehydrogenéza 35550| 8,7695 10
MLE3_CHICK | Myosin izoforma A2 16568 | 4,3079 5
ACTA_CHICK | a- aktin 41967 5,077 4
MYH3_CHICK | Myosin embryoni 222677| 5,5173 9
MLRS_CHICK | Myosin regulator 18625| 4,5392 1
TRIF_CHICK | Troponin | 21090| 09,6198 1
ENOB_CHICK | B- enolaza 47035| 7,3643 1
MYSS_CHICK | Myosin adult 222874 | 15,4987 13
ALFC_CHICK | Fruktoza bisfosfat aldolaza 14429 | 6,1104 1
TPCS_CHICK | Troponin C 18232| 3,8509 2
KAD1 CHICK |Adenylkinaza 21669| 8,944 1
TPIS CHICK | Triozafosfat izomeraza 26472 | 6,8134 2
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5 ZAVER

Jednim z cild této prace bylo zjistit pomoci literarnich prament jakou potravu jedli
prvni lidé v pravéku. Z nalezenych pramend byly vybrany recepty, které poslouzily
k piipravé modelovych vzorka tii ,,pravékych® pokrmi. Tyto vzorky byly nasledné
podrobeny rozborim modernimi analytickymi metodami, aby se zjistilo jejich proteinové
slozeni. Cilem rovnéz bylo doplnéni referenéni databaze historickych proteinovych
materiali na VSCHT o nové piipravené modelové vzorky.

V chemické laboratofi byly pfipraveny modelové vzorky dvou kasi — jedné
z pSenice dvouzrnky, vody a mléka a druhé ze zita ozimého, vody a mléka. Po vysuseni
z nich byly odebrany vzorky, které v laboratofi hmotnostni spektrometric na VSCHT
v Praze byly podrobeny analyze metodou peptidového mapovani. Kromé obilnych kasi byl
ptipraven i vzorek zivocisného puvodu — tkan pefeného kufeciho masa. Metoda
peptidového mapovani identifikovala rostlinné a zivocisné peptidy ve vsech
analyzovanych vzorcich. Peptidy byly identifikovany na zakladé databaze referencnich
vzork, ktera byla vytvofena v laboratofi hmotnostni spektrometrie na VSCHT. Ve vzorku
pSeni¢né kase se peptidy pSenice i mléka shodovaly ve 45 % s referencnimi vzorky
obsazenymi v databazi. Peptidy z Zitné kaSe se shodovaly s databazi pouze v 17 % ptipadd,
protoze zito v referencni databazi nebylo dosud zastoupeno. Porovnani peptida z Zita tak
probéhlo pouze proti peptidim z pSeniéné mouky, ktera obsahuje odlisné proteiny,
coz vysvétluje nizkou shodu pii porovnavani obou druhti obilovin. Mlécné peptidy u Zitné
mouky byly ve vysledném spektru zastoupeny z 50 % (50% shoda s databazi). Vzorek
kufeci tkané se shodoval pouze z 36 % skolagennimi proteiny obsazenymi
v referen¢ni databazi. | v tomto pfipad¢ byla relativné nizka shoda vysledki zapfic¢inéna
nedostate¢né rozsifenou databazi referencnich materiala, kde se proto vzorek porovnaval
proti kolagentim hospodaiskych zvirat (prase domaci, tur domaci).

Cast vsech tii na$tépenych vzorkd trypsinem byla odeslana k rozboru metodou
LC-MS/MS do Ceskych Budgjovic na Jihoteskou univerzitu. Tato analyza identifikovala

dokonce konkrétni proteiny pochazejici z pSenice, zita, mléka a kufete.
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Analyzy hmotnostni spektrometrii pracujicich na principu MALDI-TOF a pomoci
LC-MS/MS jsou velice perspektivni a moderni zpusoby odhalovani bilkovinného sloZeni
riznych typl materidli, vCetné potravinovych zbytkli nalezenych pii archeologickych

vyzkumech, jak bylo prokazano na pfipravenych modelovych vzorcich ,,pravéké potravy.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

LC-MS/MS — Liquid Chromatography-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry
MALDI-TOF — Matrix Assisted Laser Desorption/lonistaion - Time of Flight
ESI — elektrosprej

PMV — peptide mass fingerprinting
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