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1 UVOD

Kostni tkan je nezbytnym opérnym pojivem vSech obratlovcl a je tedy mozné
nalézt velké mnozstvi technik pro analyzu této tkané€ napfic riznymi odvétvimi. Kostni
tkan, at’ uz recentni ¢i archeologicka, poskytuje svym sloZzenim cenné informace
(napi. nemoci zkoumaného jedince, jeho prubéh zivota — stresové markery, délka Zivota)
pro fadu vyzkumnych obord, jako napf. archeologii, antropologii, nebo paleontologii.
Mezi zakladni analytické techniky, které mizeme vyuzit pfi celkové analyze kosti,
fadime napt. hmotnostni spektrometrii spojenou s plynovou chromatografii (GC-MS)
nebo hmotnostni spektrometrii s vyuzitim laserové desorpce/ionizace za spolutcasti

matrice (MALDI).

Cilem prace je vyvinuti metody pro celkovou analyzu nizkomolekularnich latek
v archeologickych 1 paleontologickych kostech se zaméfenim na lipidy (mastné
kyseliny), steroly (napi. cholesterol), peptidy a aminokyseliny. V ramci detekce
aminokyselin se metoda ubird smérem ke zjiSténi procentudlniho zastoupeni

aminokyselin v kostech.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Stavba kostni tkané

Kostni tkan je vysoce mineralizovana, nejpevnéjSi a nejtvrdsi pojivova tkan
lidského téla.  Tato tkan zastupuje dveé hlavni funkce, funkci mechanickou
a fyziologickou. Z hlediska funkce mechanické je oporou pro svaly a chrani kostni dien,
naopak z pohledu fyziologického se podili na rovnovaze mineralnich latek, je zdsobarnou
kalciovych iontil, a na krvetvorbé. Kostni tkan je obecné tvorena kostnimi buiikami
a intercelularni matrix. Tyto kostni buiiky nazyvame osteoblasty, osteocyty, osteoklasty
a vSechny maji svoji specifickou funkci. Osteoblasty jsou nezralé kostni bunky, které plni
funkci syntézy a mineralizace mezibunééné hmoty, vyskytuji se tedy v misté rastu kosti.
Osteocyty jsou zralé kostni buiiky, které mimo syntézu a obnovu mezibunééné hmoty
plni funkci mechanoreceptort (€idla tlaku a tahu, reakce na miru zatéze kosti) a vznikaji
Z osteoblastli zalitim do matrix. Poslednim typem jsou mnohojaderné osteoklasty
zajiStujici resorpci (vstiebani) kostni hmoty, tedy odbouravaji mineralizovanou slozku

v matrix [1].

Pevnost a pruznost kostni tkané je urCena uspotadanim slozek, prevazné vlaken,

tzv. fibrild, jeji matrix. V této souvislosti existuji dva typy organizace kosti:

e Kost viaknita (primarni) — vyskytuje se predev§im za ontogeneze, v dospélosti
se muze vyskytovat v misté rychle hojenych fraktur. V tomto typu kosti existuje
nepravidelné wuspofddani kolagennich fibrili a mineralnich krystalt
mezi vlakny, pfi¢emz se tloustka vlaken stiida.

e Kost vrstevnatda (sekundarni, Haversova) — jedna se o dospély skelet, ktery
postupné nahrazuje kost primarni a vyskytuje se ve dvou zakladnich formach.
Prvni formou je kompakta, ktera tvoii plast’ kosti, zajist'uje pevnost i pruznost
kosti a druhou je spongidza, ktera tvoii vnitini Cast zralé kosti, zajistuje
maximalni pevnost pii minimu hmoty, smér jejich kostnich tramcii vytvafi sit
vyplnénou kostni dieni. Zakladni stavebni jednotkou sekundarni kosti je osteon,
tzv. Haverstv systém. Kazdy osteon je tvofen lamelami, které jsou uspotradany
do tvaru valce, a je prostoupen kanalky svych osteocytli. Pfi€né propojeni
Haversovych kanalki zajistuji Volkmannovy kanédlky obsahujici cévy

(Obrazek 1) [1,2].
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Veskery povrch kosti (mimo kloubni konce) je lemovan kolagennim vazivem.
Vnéjsi vazivova vrstva se nazyva periost (okostice) a vnitini vrstva kosti se nazyva
endost. Periost je tvoien kolagennimi vlakny a fibroblasty, obsahuje tzv. Sharpeyova
vlakna, kterymi se upind na kost. Jelikoz je periost bohat¢ prokrveny, podili se na vyziveé
kosti (Sharpeyovymi vldkny) a je i pfi¢inou kostni bolesti po tirazu. Endost je tenci
nez periost, je tvofen jednou vrstvou osteoprogenitorovych bunék a je vyznamny

z hlediska vyzivy kosti (reparace a ristu) [2,3].

lamela
osteon
' v

Haversuv kanal

osteon kompaktni
kosti

trdmec spongidzni
kosti

Volkmanndv kanal

Obrazek 1: Struktura fezu vrstevnaté kosti (pfevzato z cit. [4])

Dalsi dulezitou, jiz zmiovanou tkani, je kostni dient neboli morek, ktera je zdrojem
vSech druhii krevnich elementl. Z mezenchymovych bun€k kostni diené se tvofi
I osteoblasty. Béhem ontogeneze pievlada ¢ervena (hematogenni) kostni den produkujici
vSechna krevni téliska, ukladd Zzelezo z odbouraného hemoglobinu a ucastni se
odbouravani ¢ervenych krvinek. Dal§im typem kostni dfené je tukova (Zluta) vznikajici
preménou hematogenni diené v priabehu pozdéjsi ontogeneze. V dospélosti se Cervena
hematogenni kostni dfent vyskytuje v plochych, kratkych kostech, napt. v hrudni, kli¢ni,
panevni kosti, nebo lebe¢nich kostech. Naopak zlutd tukovd dien se vyskytuje

ve sttedovych ¢astech dlouhych kosti, napt. stehenni nebo lytkové kosti [5].
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2.2  Chemické sloZeni organické hmoty kostni tkané

Mineralizovana forma matrix obsahuje zhruba 25 % organické hmoty, tzv. ossein,
5 % vody a 70 % anorganickych latek, napt. hydroxyapatit (Cai0(PO4)s(OH)2) [1]. Ossein
neboli organickd hmota obecné obsahuje 95 % kolagenu typu I a zbylych 5 % tvoii
nekolagenni proteiny. Hlavni slozkou nekolagennich proteinii jsou glykoproteiny, napf.
sialoproteiny nebo osteokalcin, coz je bilkovina dilezitd pro osifikaci (kostnaténi)
s vazebnou schopnosti pro vapnik. Kolagen je jednim z nejvice bohatych proteind v téle,
fadime ho ke skleroproteinim (proteiny vlaknitého tvaru). Je nerozpustny ve vodg,
poskytuje pruznost vazi a Slach [6,7]. Najdeme jej ve vSech pojivovych tkanich,
ve Slachéach, chrupavkach, vazech, cévach, kiizi, ve vazivu parenchymovych organi,

v kostech a je i hlavni slozkou dentinu a cementu v zubech [7].

Kolagen vznika v polyribozomech, je nasledné hydroxylovan a glykosylovan
vV Golgiho komplexu. Zakladem kolagenniho vldkna (fibrily) je tropokolagen,
tzv. kolagenovy monomer, ktery vznika z prokolagenu a ma tvar trojité Sroubovice (triple
helix). Triple helix se skladd ze 3 polypeptidovych fetézcti, které jsou slozeny
z aminokyselin (AMK). Kazdou tieti aminokyselinou je glycin, kazdou ¢tvrtou je prolin
a Cast prolinu je pfeménéna na 4-hydroxyprolin. Dalsi vyskytujici se AMK je lysin, ktery
je Castecné preménén na 5-hydroxylysin. Po polymeraci tropokolagenu vznika kolagenni
mikrofibrila. Mikrofibrily se poté skladaji do kolagennich fibril, které se nasledné skladaji
do mikroskopicky pozorovatelnych kolagennich vlaken (Obrazek 2) o tloustce
20-200 pm. Dalsi aminokyseliny jako cystein, methionin, leucin a isoleucin se v kolagenu

objevuji v mensim mnozstvi [7].

trojita
Sroubovice

fibrila

vlakno

polypeptidovy
fetézec

Obrazek 2: Struktura kolagenniho vlakna (pfevzato z cit. [8])
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Klasické kolageny tvofici fibrily zahrnuji kolageny typu I, II, Ill, V a Xl. Pro lidsky

vvvvvv

e Kolagen typu | — je nejrozsitengjsi, tvoii 90% vsech kolagenu v téle; jeho
kolagenni vlakna maji strukturu trojité Sroubovice; je pfitomen v kostech,
Slachach, ktizi, rohovce, zubech a cementu; je pruzny a vstiebatelny; ve vétsing
organt, zejména ve Slachach a fasciich (vazivovych obalech svall), poskytuje
kolagen typu | pevnost v tahu; v kostech definuje zna¢né biomechanické
vlastnosti tykajici se nosnosti a pevnosti v tahu (hlavné po kalcifikaci) [9],
pouziva se v potravinovych dopliicich, pfipravcich proti starnuti pokozky,
nebo k vyrob¢ chirurgickych niti [10].

e Kolagen typu Il — tento typ kolagenu je nejvice zastoupen v extracelularni
matrix chrupavcitych tkani (podptrna funkce), tvoii tenké fibrily o praméru
15-50 nm; ve srovnani s kolagenem typu | obsahuje vice hydroxylysinu, a také
glukosylovych a galaktosylovych zbytku, které zprostfedkovavaji interakci
s proteoglykany, coz je dalsi typickd slozka vysoce hydratované matrice
hyalinni chrupavky (proto je spolu s kolagenem typu | z hlediska funkce

e Kolagen typu Il — podobny stavbou kolagenu typu I, avSak obsahuje vice
proteoglykant a glykoproteinti; fibrily tohoto kolagenu tvoii retikularni sité,
které jsou oporou mekkych tkani, napt. hladkych svalovych bunék, nervovych
vladken, cévnich stén, nebo adipocytech (tukovych bunkéch), v pozdé;si
ontogenezi tohoto kolagenu ubyva, nalezneme jej v mladsich tkanich [9].

o Kolagen typu IV — nazyva se kolagen bazalnich membran, netvofi fibrily
ani vlakna; piestoze jako piedchozi typy tvofii helikalni strukturu, vazi se na néj
struktury nehelikalni a jeho strukturu narusuji; k jeho izolaci se vyuziva §tépeni

pomoci pepsinu [10].

vvvvvv

jeobecné tvofena bunkami zalitymi v mezibunééné hmoté. Pojivova tkan
je mezenchymalniho ptivodu a v téle se déli na 3 formy — vazivo, chrupavku a kost.
V minulosti se ptfedpokladalo, Ze pojivova tkan plni funkci pouze mechanickou, ale nyni
je znamo, ze se podili na imunitnich pochodech, na zanétlivych dé&jich,
nebo na patologickych pochodech (v pojivové tkani se vyskytuje napf. i aterosklerdza

a revmatické choroby) [7].
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Za regula¢ni molekuly diilezité pro zdravi kosti jsou povazovany lipidy. Lipidy jsou
Vv kostni tkdni pfitomny pievazné v kostni dfeni, ale i mineralizovana tkan obsahuje malé
mnozstvi lipidd. Obecné adipocyty (tukové buiiky) jsou spolu s kostnimi buiikami
(obteoblasty, osteoklasty) diilezité pti udrzovani rovnovahy mezi tvorbou a resorpci kosti.
Tyto bunky jsou velmi variabilni, protoze zralé adipocyty Se mohou pieménit
na osteoblasty, a naopak i zralé osteoblasty mohou podstoupit proces adipogeneze.
Lipidové slozeni kostni dfen¢ se 1iSi v zévislosti na druhu, umisténi tkan¢, stravé a véku
jedince. Kostni dieit obecné vykazuje velké mnozstvi lipida, napiiklad v lidském zebru
je 37 g lipidti na 100 g kostni dfené, u stehenni kosti je obsah lipidit 57 g a nejvice je jich
obsazeno v holenni kosti 91 g/100 g dfené [11].

V ptedeslé kapitole je zminéna preména cCervené kostni diené na Zlutou, ktera
je vyvolana procesem starnuti organismu. Z tohoto diivodu dochazi postupné ke zvysené
koncentraci lipida v kostni dfeni. Lipidové extrakty z kostni diené jsou nejvice tvofeny
triglyceridy, které se nachazi v adipocytech a plni funkci zasobarny energie. V mensim
mnozstvi jsou extrakty dale tvofeny volnymi mastnymi kyselinami (napt. kyselina
palmitova, stearova), fosfolipidy (napt. fosfatidylcholin) a vyznamnou slozkou
je i skupina steroidnich hormonti — cholesterolu a pohlavnich hormont jako estrogen
a testosteron, které jsou hlavnimi regulatory kostniho obratu a remodelace kosti u obou
pohlavi. OvSem profil mastnych kyselin se odviji od sloZeni mastnych kyselin ve strave,
a praveé mastné kyseliny mohou ovlivnit rovnovahu mezi tvorbou a resorpci kosti tim,
ze ovliviwji preziti a funkci kostnich bunék. Obdobnou funkci ma i cholesterol,
jehoZz hladina dokéze ovlivnit Zivotaschopnost kostnich bunék. Obecné latky jako mastné
kyseliny, cholesterol a fosfolipidy ovliviiuji homeostdzu kosti, v pfipadé¢ zvySené

adipozity dfené roste riziko zhorSeni nebo vzniku onemocnéni osteoporozy [11].
2.3 Chemicka analyza kosti

2.3.1 Techniky analyzy kosti

Detailni analyza kostni tkané nam mutize pomoci pochopit jeji stavbu [12], zhodnotit
kvalitu [13], identifikovat uréitou nemoc [14], odhadnout dozity v&k, pohlavi [15]
nebo i oblast puvodu jedince [16]. V této kapitole budou prevazné popsany techniky
spektroskopické (infracervend a Ramanova spektroskopie), separac¢ni (kapalinova

a plynova chromatografie, elektroforéza) a hmotnostni spektrometrie.
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2.3.1.1 Infracervena a Ramanova spektroskopie

Infracervend spektroskopie poskytuje informace o vlastnostech kostniho materidlu
a je povazovana za vykonnou techniku pro stanoveni dillezitych materidlovych vlastnosti
ptispivajicich k pevnosti kosti. Jeji mikrospektroskopické verze poskytuji odpovédi
tykajici se informaci o poméru mineral ku matrici, mineralni zralosti anebo zesiténi
kolagenu, [17] dale nasly velké uplatnéni v archeologii ke stanoveni zmén sloZeni kostni
tkan¢ (obsah a kvalita kolagenu, krystali¢nost fosfatu, obsah uhli¢itanu) [18,19].
U onemocnéni kosti (zejména osteopordzy) je tato technika schopna identifikovat
naptiklad chemickou zménu kostniho materialu [17], kde pfevazné dochazi ke zméné
mnozstvi anorganickych slozek kosti, jako napiiklad vapniku, fosfatu, nebo uhli¢itanu
[20]. S touto zménou souvisi i zména hustoty kostni tkané (bone mineral density — BMD),
kterou tato technika stanovuje také [21]. Z komplexniho hlediska se infracervena
spektroskopie a jeji metody vyuzivaji pfevazné k analyzam mineralizované ¢asti kostni

tkané [22,23].

Dalsi stile castéji pouzivand technika, tUzce souvisejici s infracervenou
spektroskopii, je Ramanova spektroskopie. Tato technika, obdobné jako infratervena
spektroskopie, se stala diilezitym nastrojem pii hodnoceni kvality kosti [13] (napt. tvrdost
kosti, ktera je spojena s krystali¢nosti mineraltl), nebo pti detekci osteopordzy [24].
Je vyuzivand k pochopeni toho, jak zmény ve slozeni a struktufe kosti ovliviiuji
mechanické vlastnosti kosti na tkanové trovni. Ramanova spektroskopie se ve vétsi casti
pripadii zaméfuje na mineralizované Casti kostni tkan€ (pohyb minerald, mnozstvi,
krystali¢nost atd.) [13, 24—26]. Ramanova spektroskopie poskytuje informace o struktuie
kostni tkan€¢ na ultrastrukturdlni Grovni (ultrastruktura je viditelnd pouze
pod elektronovym mikroskopem) a je cenna pii stanoveni sekundarni struktury bilkovin
[27]. Téchto atributd vyuzili autofi publikované prace A. Carden a kol. (2002)
K prozkoumani vlivu mechanického zatizeni na ultrastrukturu kosti (hovézi kortikalni
kost), konkrétné na zménu organické a mineralni ¢asti kostni tkané. Ultrastrukturu
v deformovanych oblastech zkoumali pomoci hyperspektralniho Ramanova zobrazovani
(HSRI) spojeného s technikami vicerozmérné analyzy a pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie. Informace 0 mineralni a organické slozce kosti se ziskavaji soucasné,
¢imz vznika Uplny obraz slozeni kosti ve zkoumané oblasti a autofi pozorovali

strukturalni pfechod kostnich minerald v kosti [28].
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Mimo analyzu anorganického slozeni kostni tkané je Ramanova spektroskopie
vyuzivana pro analyzu organickych latek v kostech, naptiklad kolagenu [29,30].
Ke studiu fyzikaln&-chemickych vlastnosti povrchu kolagennich fibril vyuzili autofi
L. Kreplak a kol. (2011) povrchem zesileny Ramantv rozptyl (SERS) a hrotem zesileny
Ramantiv rozptyl (TERS). SuSené fibrily kolagenu typu I (extrahované z krysi kostni
tkan¢) byly ptekryty nanocasticemi stiibra (méfeni pifi 532 nm) nebo zlata (méfeni
pii 660 nm), pro zesileni Ramanova signalu. Fibrily kolagenu typu I, které byly
adsorbovany na skle, byly zobrazeny mikroskopem atoméarnich sil (AFM) na vzduchu.
Autofi pozorovali dva typy struktury, husté sité fibril (Obrazek 3 A) a vrstvy fibril o
tloust’ce nékolika mikronti (Obrazek 3 B).

Obrazek 3: Kolagenni fibrily typu I zobrazené pomoci AFM. (A) Husté sité fibril.
(B) Opticky obraz vrstvy kolagennich fibril. (pfevzato z cit. [31])

V této studii autofi prokazali schopnost ziskat prostorové lokalizovana povrchova
spektra kolagennich fibril sestavenych in vitro pomoci Ramanovych technik
v nanometitku. U metody SERS pii méfeni kolagennich fibril piekrytych
polydisperznimi nanoc¢asticemi stiibra byl faktor zesileni fddové 104, naopak u piekryti
nanocasticemi zlata byla hodnota faktoru zesileni 105. U metody TERS byl hrot
s mikroskopickou skenovaci sondou potazeny pouze nanocasticemi stiibra, hodnota
faktoru zesileni byla 8000 a tato metoda byla oproti metodé SERS (s Ag) kvalitativné
horsi, avSak dostacujici. Techniky SERS i TERS lze pouzit i na vzorky odebrané z tkani
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k prozkoumani pfirozenych zmén ve struktuie a chemickém slozeni kolagenovych fibril
[31]. Zavérem lze fict, Ze z téchto dvou technik je pro analyzu organické Casti kostni
tkdn¢ rozsifen¢jSi Ramanova spektroskopie, ale lze vyuzit i metod infraCervené

spektroskopie.

2.3.1.2 Elektroforéza

U analyzy kostni tkan¢ jsou elektroforetické metody jsou oproti jinym analytickym
a elektrochemickym metodam vyuzivany okrajové. Pfikladem vyuzivanych
elektroforetickych metod je kapilarni zonova elektroforéza, elektroforéza
Vv polyakrylamidovém gelu, nebo elektroforéza v kombinaci s hmotnostni spektrometrii.
Kapilarni zonova elektroforéza je vhodna predevsim pro kvalitativni analyzu kolagenu.
Naopak pro charakterizaci typu kolagenu se ¢asto vyuziva elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE),
ktera dokaze stanovit molekulovou hmotnost podjednotek kolagenu [32]. Dalsi metodou
je kapilarni elektroforéza spojena s hmotnostni spektrometrii s detekci po ionizaci
elektrosprejem (CE-ESI-MS), ktera je vhodnou alternativou k jinym separa¢nim
technikdm pro analyzu aminokyselin zdavodu jejich moZzZnosti pifimé analyzy
bez nutnosti derivatizace. Tato metoda vykazuje vysokou spolehlivost identifikace
vzorku a oproti kapalinové elektroforéze s neptimou UV detekci vykazuje stonasobné
vyssi citlivost. Pfi srovnani s HPLC metodou s pfedkolonovou derivatizaci pomoci
¢inidla o-ftalaldehyd, nebo u fluorescencni detekce s derivatizaci o-ftalaldehydu,
je citlivost vyrazné niz8i. Vysledky této rozsahlé studie poukazaly na hlavni rozdily
v citlivosti mezi bazickymi (Arg, His a Lys) a kyselymi aminokyselinami (Glu, Asp)
anizdi citlivost vykazovaly aminokyseliny s niz$i molekulovou hmotnosti (Gly, Ala).
Obecné tedy mtizeme fict, ze nejvétsi vyhodou této metody je piiprava vzorki bez jejich
ptedchozi derivatizace a ze metoda bude efektivni i u fyziologickych aminokyselin a pfi
analyzach hydrolyzovanych proteini [6]. U analyzy archeologickych vzorku
je elektrolyza vyuzivana spiSe pro analyzu vysokomolekularnich latek, které byvaji
Vv kosti 1épe a Castéji uchovany. Piikladem takovych latek je DNA (deoxyribonukleova
kyselina), nebo proteoglykany a jejich fetézce glykosaminoglykanti, které se uzce vazi

na hydroxyapatit, ktery by mohl tyto molekuly potencialné chranit pied degradaci [33].
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2.3.1.3 Kapalinova chromatografie

Oproti vyse uvedenym spektroskopickym technikdm se kapalinova chromatografie
(LC) zaméfuje na analyzu specifi¢téjSich latek v kostni tkani, napiiklad citratu [34,35],
1é¢iv [36], enzymu (biologickych marker) [37] nebo aminokyselin [38]. LC se obvykle
pouziva pro separaci polarnich sloucenin, jako naptiklad sacharidi nebo aminokyselin.
Preparativni kapalinovd chromatografie poskytuje purifikované frakce kolagennich
sloucenin, které mohou byt dale izotopicky izolovany. Pravé izolace aminokyselin

z kolagenu mize poskytnout vice informaci o skute¢ném véku kosti [39].

Izolaci aminokyselin z kolagenu archeologickych kosti zkoumali autofi
O’Connell akol. (2001) pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na nepolarnich
fazich (RP-HPLC). Vzorky byly odebirdny z dlouhych ¢asti kosti, jednalo se o kosti
Z pozdni doby fimské (zhruba 3-4 st. n.1.) nalezené na izemi jihozapadni Anglie (Dorset).
Odebrané vzorky byly demineralizovany pomoci 0,5 M HCI (2-3 dny) a poté nasledoval
proces zelatinizace v roztoku blize nespecifikované kyseliny (pH = 3) po dobu 24 h.
Odebrany supernatant byl lyofilizovan a zlyofilizovany kolagen byl nésledné
hydrolyzovan pomoci 6 M HCI v atmosféie dusiku po dobu 24 hodin pii 105 °C, ¢imz
se uvoliuji volné aminokyseliny. Po hydrolyze byl zbytek ptefiltrovan, lyofilizovan
anasledné¢ derivatizovan v prebytku cCinidla  9-fluorenylmethylchlormravencanu
(FMOC-CI). Aby se snizil objem vysledného roztoku (kvuli nastiiku do systému HPLC),
byl roztok vysusen ve vakuu a rozpuStén v methanolu na poZadovany objem. Ziskané
roztoky byly nasledné analyzovany pomoci izotopové analyzy — pomérova hmotnostni
spektrometrie s kontinualnim pratokem (CF-IRMS). Pomoci tohoto postupu bylo
vyizolovano Sest frakci zarcheologického kolagenu, které obsahovaly celkem
10 aminokyselin — glycin, alanin, arginin, aspartat, glutamat, serin, threonin, leucin,
prolin a hydroxyprolin, které byly nasledné zanalyzovany. Tato metoda umoziuje izolaci
jednotlivych aminokyselin z kostniho hydrolyzatu a muize byt vyuzita pro metodu
radiokarbonového datovani, kterou se zjiStuje staii kosternich pozlstatkli. V porovnani
s ionexovou vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (IEX-HPLC) je piesnéjsi a lze
tuto metodu porovnat i s plynovou chromatografii kombinovanou s pomeérovou
hmotnostni spektrometrii (CG-C-IRMS). Nevyhodou oproti GC-C-IRMS je nizsi
pfesnost a omezeni poctu separovatelnych aminokyselin, naopak je vyhodn&jsi

v souéasném méfeni obou izotopti 8°C a &N, nedochazi k zadnému zkresleni
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izotopovych hodnot uhliku derivatizaénimi ¢inidly a dovoluje separovat vétsi mnozstvi

vzorku [40].

Obecn¢ miize byt chromatografie na reverzni (obracené) fazi povazovana
za uziteCnou metodu pro separaci peptidi, které¢ lze ziskat enzymatickym Stépenim
kolagenu (pomoci proteaz, nejcastéji pomoci trypsinu nebo chymotrypsinu). Timto
St€penim nam vznikaji kratké peptidy v kombinaci aminokyselin glycin, alanin, prolin
a hydroxyprolin [39].Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) muze byt dale
vyuzita pro studium zesiténi kolagenu z kostniho hydrolyzatu. Autofi S. Viguet-Carrin
a kol. (2008) touto metodou analyzovali nedemineralizovanou i demineralizovanou kost,
kde demineralizace byla provedena pomoci ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA),
EDTA s roztokem guanidinu nebo pomoci kyseliny mravenc¢i. Autofi v kosti detekovali
latky pyridinolin, deoxypyridinolin a pentosidin, které v metabolismu kolagenu hraji
dalezitou roli. Z vysledkl vyplyva, ze ke kvantifikaci vyse zminénych latek neni proces
demineralizace nutny, nebot’ mnozstvi vySe zminénych detekovanych latek je podobné
U nedemineralizované kosti a demineralizované pomoci EDTA. Naopak vysledky
s demineralizaci pomoci EDTA s guanidinem nebo kyselinou mravenci ukazaly $patnou

reprodukovatelnost pro kvantifikaci deoxypyridinolinu [41].

Vyznamnymi slou€eninami v archeologickych kosternich vzorcich, které podléhaji
urcité degradaci, jsou proteiny. Behem starnuti jsou proteiny vystaveny riznym typim
poskozeni ve formé neenzymatickych proteinovych modifikaci. Tyto modifikace zahrnuji
trvalé kovalentni zmény, které ovliviji strukturu a funkci proteinti, jedna se o oxidaci,
nitraci, glykaci a racemizaci. Nejlépe prostudovanym typem neenzymatické post-
translacni modifikace je prav€é racemizace. Racemizace je proces, pi1 kterém
se aminokyseliny spontanné preménuji z nativni L-formy na D-formu, a protoze je
rychlost racemizace s ¢asem linearni, je povazovana za jednu z metod pro analyzu stari
vzorku. Nejcastéji byva sledovana racemizace aminokyselin v zubech, ale lze ji sledovat
tam, kde se vyskytuji proteiny s dlouhou dobou zivotnosti, tedy i v kosti a chrupavce.
Dale bylo zjiSténo, Ze u recentnich kosti mize byt racemizace aminokyselin uzite¢na
v diagnostice muskuloskeletalnich onemocnéni [38]. U archeologickych kostnich vzorkt
se KurCeni stafi vzorku sleduje racemizace kyseliny asparagové, jejiz D-forma
se hromadi v tkani nejvice a nejrychleji ze vSech aminokyselin. Obecné se vyskytuje vétsi
pomér D/L aminokyselin u muzii, naopak u vzorkt zen je tento pomér D/L aminokyselin

nizs8i z divodu zvysené piestavby kosti v obdobi menopauzy a vyssiho rizika onemocnéni
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osteopordzou. VétSina analytickych metod pro separaci D- a L-aminokyselin pouziva
chromatografické postupy, nejcastéji se jedna o HPLC analyzu, ale 1ze pouzit i plynovou
rozdélovaci chromatografii. Metoda HPLC ma nékolik vyhod, jako je vysoka citlivost,
krat§$i doba analyzy, jednoduchy postup, vysokd reprodukovatelnost, niz§i naklady,

ptipravy vzorka [42].

V neposledni fadé 1ze HPLC vyuzit ke zji$téni koncentrace citratu v kosti za t¢elem
uréeni pohlavi daného jedince [34], separaci 1éCiv, které penetruji do kostni tkané
(napf. zolednonat, klindamycin atd.) [35,36], nebo identifikaci enzymu jako kostni
alkalicka fosfataza (napf. identifikaci izomerti pomoci ionexové-HPLC) patfici

k biochemickym markertim kostniho obratu (remodelaci) [37,43].

23.1.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je v ptipad¢ analyzy kostni tkané¢ vzdy kombinovana
s hmotnostni  spektrometrii  (GC-MS). Protoze jednou 2z hlavnich technik
vyuzivanych v této  bakalafské praci je plynova chromatografie s hmotnostni

spektrometrii, je této technice vénovan vétsi prostor.

GC-MS je kombinovana analyticka technika, diky niZz je mozné separovat
jednotlivé slozky ve slozitych organickych a biochemickych matricich. Jednotlivé ¢asti
plynového chromatografu je moZné rozdélit na zplynéni vzorku, unaSeni nosnym plynem
pfes kolonu se stacionarni fazi, kde dochazi k separaci jednotlivych komponent
ve vzorku, a detekci analytd hmotnostnim spektrometrem. Vystupem systému GC-MS
(Obrazek 4) je chromatogram charakterizovany pfislusnymi reten¢nimi Casy (min)

analyzovanych latek a relativni intenzitou [44].
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Obrazek 4: Schéma GC-MS systému

Piikladem vyuziti GC-MS techniky pfi analyze kosti je studie aminokyseliny
4-hydroxyprolinu (Hyp) v krysi stehenni kosti. Tato aminokyselina vznika post-transla¢ni
hydroxylaci prolinu (zhruba 50 % zcelkového mnozstvi prolinu v kolagenu).
Béhem rozpadu kolagenu se Hyp uvoliiuje z kosti a diky tomu, Ze se Z n&j nevznika novy
kolagen a uklada se do jinych c¢asti téla, je mocovy Hyp povazovan za marker
osteoklastické kostni resorpce. Mala frakce Hyp (10-20 %) se vylucuje moéi, zbytek
se transaminuje v jatrech a diky dalSim faktorim ovliviiujicich mnozstvi mocového
kolagenu neni specificky pro rozpad kostniho kolagenu. Hladina Hyp méfena v kosti
muze tedy odrazet tvorbu kosti, a tim i osteoblastickou aktivitu. Jednou z moznych analyz
Hyp je kolorimetricka metoda zahrnujici oxidaci hydrolyzovaného Hyp sodnou soli
N-chlor-para-toluensulfonamidu (chloramin-T) za vzniku pyrrolu, ktery se nasledné
extrahuje do toluenu a reaguje s Elrichovym ¢inidlem za vzniku ¢erveného chromoforu
(A =560 nm). Tato metoda je velmi specificka pro Hyp, je Casové naro¢na a obtiznost
spociva také v fizeni oxidacnich a barevnych reakci kyselé hydrolyzy. Z téchto diivoda
je vhodngjsi analyza pomoci GC-MS, kterd zahrnuje hydrolyzu kosti kyselinou
chlorovodikovou, naslednou extrakci tuhou fazi a derivatizaci. Obecné je u analyz
pomoci GC-MS findlnim krokem v piipravé polarnéjSich vzorkli proces derivatizace
ke zvyseni tékavosti latek (snizeni polarity). Ve studii M. Delport a kol. (2004) jsou
zminovany ruzné typy derivatizanich ¢inidel, napt. ethylchlorformiat, 4-(5,6-

dimethoxy-2-ftalimidinyl)-2-methoxyfenylsulfonylchlorid, nebo N-methyl-N-
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(tercbutyldimethylsilyl)trifluoracetamid (MTBSTFA). Vyhoda ¢inidla MTBSTFA oproti
jinym silylovym derivatim spociva ve zvySené reaktivite vaci funkénim skupindm,
kratSimu reakénimu casu a zvySenou odolnosti vici hydrolyze MTBSTFA a z téchto
divodi bylo toto ¢inidlo pouzito v analyze. Tato metoda analyzy Hyp byla validovéana

a limit detekce kostniho hydrolyzatu byl stanoven na hodnotu 0,233 mol/l [45].

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci je typicka predev§sim pro analyzu
latek nepolarniho charakteru. Latky, které pro archeology nesou diilezité informace
0 stravovani a jsou chranény v kostnich lamelach, jsou lipidy. Tyto latky jsou méné
nachyln¢jsi ke kontaminaci ptidnimi lipidy, a proto jsou pro paleodietarni studie slibné&jsi,
je ovSem slozitéjsi je klasicky vyextrahovat [46]. Metoda, kterd se typicky pouziva
pro analyzu nepolarnich latek jako mastnych kyselin a lipidd po rozStépeni na mensi
molekuly (napft. ze stiepti keramiky) se nazyva GC-C-IRMS a je v archeologickych
studiich jednou z nejvyuzivanéjSich metod analyzy izotopi. GC-C-IRMS muze byt
vyuzita obdobné jako kapalinovd chromatografie u analyzy poldrnich latek

(aminokyselin, sacharidt) [39].

C. Colonese a kol. (2015) porovnali dva postupy extrakce lipida z kosti (lidskych
| zvitecich) a zkoumali analyzu téchto latek pomoci GC-MS a GC-C-IRMS. V prvnim,
jednodussim postupu je k nadrcené kosti pfidan methanol a vzorek je ultrasonifikovan
po dobu 15 min. Poté se vzorek zahtiva s kyselinou sirovou na 70 °C, je centrifugovan
a odebrany supernatant se extrahuje hexanem a neutralizuje se uhli¢itanem draselnym.
Takto pfipraveny vzorek se su$i proudem dusiku (postup 1). Druhy postup
je po pocateénim  nadrceni  kosti rozSifen o extrakci smési  rozpoustédel
dichlormethanu/methanolu (2:1 v/v), po které nésleduje ultrasonifikace, centrifugace
a supernatant je odebran. Kostni prasek je vysuSen proudem dusiku a nasleduje provedeni
vyse uvedeného postupu 1 (postup 2). Lipidové extrakty (lidské i zvifeci kosti) vzorktu
ptfipravené obéma postupy vykazovaly pii porovnani podobné slozeni. Obsahovaly
hlavné nasycené mastné kyseliny se sudymi ¢isly uhliku, derivaty cholesterolu,
mononenasycené mastné kyseliny a kyselinu linolovou, ovSem extrakty pfipravené
postupem 2 vykazovaly daleko niz$i nebo nulovy obsah ftalati (kontaminace
zmé&kéovadel). Vysledky GC-MS ukazuji, ze Ize pomoci postupu 2 odstranit
kontaminanty ze vzorkil archeologické kosti, naopak celkova koncentrace lipidi je niZsi
nez u vysledkli zpostupu 1. Podstatnou informaci je rozd€leni kostnich lipida

na endogenni a exogenni, které byvaji odstranény v kroku extrakce organickymi

26



rozpoustédly. Endogenni lipidy jsou pfitomny v osteocytech nebo jsou vazany
na mineralni matrici, z tohoto diivodu jsou odolnéjsi vici extrakci rozpoustédlem a da se
predpokladat, ze jsou pfimo odvozené od typu stravovani zkoumaného organismu — typ
motsky, suchozemsky Cs, suchozemsky Cs/moisky, nebo suchozemsky Ca.
Tyto informace poskytuje analyza izotopi 3C a §°N (vyjadieno v %o) lipidovych
extraktll pomoci GC-C-IRMS a vysledné hodnoty mastnych kyselin je mozné porovnat
| Z izotopové analyzy kolagenu. V porovnani s kolagenem ze stejnych vzorkd jsou
mastné kyseliny trvale ochuzeny o '3C a tento ubytek vysvétluji zakladni rozdily mezi
biosyntézou kolagenu a mastnych kyselin. Proto je toto porovnani s kolagenem
a s jednotlivymi aminokyselinami vhodné za ucelem identifikace zdroje potravnich
bilkovin, lipidi a sacharidii s vétsi presnosti. Navic diky faktu, ze pteména (vznik/zanik)
jednotlivych lipida v kostech probiha mnohem rychlejsi nez v kolagenu mutizeme tyto
informace vyuzit pii hlubSim studiu a identifikaci stravovacich navykd daného jedince
[46].

2.3.15 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je zékladni analytické technika, kterd se vyuziva
k identifikaci neznamych latek, ke kvantifikaci znamych materialt, k objasnéni struktury
a chemickych vlastnosti riznych latek. Zakladnim principem analyzy je ionizace
jednotlivych latek ve vzorku pomoci vhodného iontového zdroje. V piipadé mckkeé
ionizaéni techniky je vzorek ,,pouze® ionizovan, zatimco u tvrdé jiz dochazi k vysoké
(cilené) fragmentaci. Hmotnostni spektrometr (Obrazek 5) generuje ionty ze zkoumaného
vzorku, které jsou charakterizovany jejich pomérem hmotnosti ku naboji (m/z) a relativni
intenzitou a vysledna spektra byvaji porovnavany s referencnimi spektry v pocitacové

knihovné [47].

~ zdroj

Vzorek ) uatovl ~ Analyzétor ~ Detektor bﬂ—

(vakuum) ! Vakuum Hmotnostni spektrum

Obrazek 5: Schéma hmotnostniho spektrometru
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Hmotnostni spektrometrie se nejcastéji pouziva v souvislosti s analyzou kostni
tkan¢ pro analyzu vysokomolekularnich latek — napt. proteint. Tato technika je klicova
v proteomickych experimentech, které se zabyvaji komplexnim studiem proteint,
aumoznuje presné stanoveni molekuldrni hmotnosti peptidi a jejich sekvenci.
Tyto informace lze velmi dobte vyuzit pro identifikaci proteinli, de novo sekvenovani

a identifikaci posttransla¢nich modifikaci [47].

Pro stanoveni typu jednotlivych proteinii v kostech je také nezbytnd analyza
jednotlivych nizkomolekularnich latek — aminokyselin nebo peptidi, ze kterych
je protein/peptid sloZen. Stanoveni sloZzeni aminokyselin v peptidech se sklada ze dvou
krokti: 1) hydrolyzou vzorku a 2) kvantifikaci uvolnénych aminokyselin. Samotna
hydrolyza mtze byt provedena v kapalné, nebo v plynné fazi, pii které je riziko
kontaminaci  ¢inidlem  hydrolyzy = vyrazné¢  potlaceno (6 M  HCI,
nebo merkaptoethansulfonova kyselina). Kapalnou hydrolyzu muzeme dale délit
na kyselou a bazickou. Kysela hydrolyza se nejcastéji provadi pomoci HCI, je ovSem
Casové narocna — K dosazeni kvantitativniho $tépeni peptidovych vazeb potfebujeme
desitky hodin. Bazicka hydrolyza se pouziva ke stanoveni fosfo-aminokyselin pomoci
KOH, nebo NaOH [48]. Pokud s$tépeni na jednotlivé aminokyseliny neni optimalni
metodou, miZe byt zvolena enzymatickd hydrolyza pomoci protedz (peptidaz).
Nejznaméjsi jsou travici enzymy trypsin, chymotrypsin a zalude¢ni enzym pepsin.
Trypsin a chymotrypsin jsou serinové proteazy, jsou vyuzivany pro studium primarni
struktury polypeptidového fetézce a jsou povazovany za vysoce specifické, nebot” §té€pi
pfesné dané peptidové vazby. Trypsin §tépi protein/polypeptid na karboxylovém konci
aminokyselin argininu a lysinu, chymotrypsin jej $tépi na karboxylovém konci
aromatickych  aminokyselin  tyrozinu a fenylalaninu. Naopak pepsin  Stépi
protein/polypeptid v oblasti kyselého pH a je zde vybran jako piiklad nespecifického

enzymu, nebot’ §tépi fetézec na libovolném misté [7].

Mezi nejcastéji pouzivané ionizacni techniky pouZzivané v hmotnostni spektrometrii
organickych (biologickych) molekul patii ionizace elektrosprejem (ESI-MS)
a hmotnostni spektrometrie S laserovou desorpci/ionizaci za spoluucasti matrice
(MALDI-MS). Obé metody jsou porovnatelné v kvantitativni  analyze
nizkomolekularnich latek [49]. Hlavnim rozdilem je vSak stav, ve kterém je vzorek
zaveden do iontového zdroje. ESI-MS vyuziva solvatované vzorky a z toho diivodu byva

casto v kombinaci s kapalinovou chromatografii, naopak MALDI-MS je vhodna
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pro méteni vzorkd v pevném stavu. Aplikace MALDI a ESI jsou zdrojem inspirace
pro nov¢jsi typy ionizace, napt. povrchem zesilena laserovou desorpce/ionizace (SELDI),

ktera kombinuje silu MALDI se selektivitou techniky proteinovych ¢ipu [50].

Obecné je u MALDI technik pouzit obdobny postup ptipravy vzorki jako u ESI.
Nejprve jsou proteiny (peptidy) bud’ kysele (HCI) nebo enzymaticky (Stépeni trypsinem)
hydrolyzovany a poté jsou zfedény destilovanou vodou na pozadovanou koncentraci.
Nasledn¢ jsou napipetovany (tzv. spotting) na kovovou vzorkovaci desticku a nechaji
se zaschnout. V zavéru jsou takto nachystané vzorky piekryty vhodnou matrici.
Volba vhodné matrice je kliCovym krokem pro spravnou analyzu a existuje nékolik
nejastéji vyuzivanych matric (Tabulka 1). Takto piipravené vyschlé vzorky jsou

pfipraveny na méfeni [49].

Tabulka I: Prehled nejcastéji pouzivanych matric v MALDI-MS analyze a jejich
pouziti [51]

Pouzivana
Chemicka latka chemicka Aplikace
zkratka
kyselina a-kyano-4-hydroxybenzoova CHCA peptidy, polymery
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova DHB peptidy, proteiny,
polymery
kyselina sinapova SA proteiny, peptidy,
polymery
2,4,6-trihydroxyacetofenon THAP oligonukleotidy
kyselina 2-(4-hydroxyfenylazo)benzoova HABA glykol;)p;:)(gi,nr;eptldy,
. o, oligonukleotidy, peptidy,
kyselina 3-hydroxypikolinova HPA glykoproteiny
5-chloro-2-merkaptobenzothiazol CMBT proteiny, peptidy
3-aminochinolin 3-AQ peptldy, sacharidy,
nukleotidy, polymery

MALDI-MS obecné umoziiuje analyzovat velky pocet vzorki pfi jednom méfeni,
doporucena je ovSem opakovatelnost méefeni a je kladen daraz na Cistoty vzorkt a jejich
nanaseni (pfesné pipetovani na kovovou desticku) [6]. Pro kvalitativni analyzu
aminokyselin a organickych latek je vhodné&jsi pouzit MALDI-MS/MS, kterd v n¢kterych

pfipadech umoznuje rozliSit izobarické a izomerni slouCeniny (s vyjimkou leucinu
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a isoleucinu). Pro oddé€leni tohoto typu sloucenin je vyhodnéjsi pouzit MALDI-MS/MS
v kombinaci s iontovou mobilitou [53]. Dalsi moznosti je distribuci nizkomolekularnich
latek (lécCiva, lipidy, peptidy) v kostnich tkanich pomoci zobrazovaci hmotnostni
spektrometrie (MALDI-MSI), tzv. imaging. Identifikace, ktera je provadéna piimo
na kostni tkdni po Stépeni proteinl (nejcastéji enzymatickém), je velmi vyhodnym typem
analyzy. OvSem pro dikladnou analyzu kosti, kterd by vykazovala vysokou citlivost,
Ize MALDI-MSI pouzit opét s kombinovanou metodu, bud’ s hmotnostnim detektorem
doby letu iontl (TOF), nebo vyuzit kombinaci s iontovou mobilitou. Pravé MALDI-MSI
s iontovou mobilitou, kterd méa schopnost oddélit izobarické ionty, lze také pouzit
pro identifikaci peptidli, umoznuje detekovat jejich vétsi mnozstvi a zapricinuje vyssi

spolehlivost jejich identifikace [53].

Jak jiz bylo zminéno, u metody MALDI imaging se analyzuji pevné vzorky,
které musi byt pfed analyzou pfipraveny. V urcitych ptipadech lze analyzovat Cerstvé
zmrazeny fez kosti. Jednim z ptikladi miize byt studie A. Svirkova a kol. (2018), ve které
se vzorek kosti (kufeci patat) zalije do hydrogelu obsahujiciho karboxymethylcelulozu
a zelatinu (5:20 %, w/v), poté dochazi k jeho zmrazeni pti -557 °C a uchyceni na specidlni
drzédk vzorku pomoci 10% tragantu (typ pryskyfice, w/v). Jednotlivé fezy (o tloustce
12 pm) byly vytvofeny pomoci jednordzového noZe z karbidu wolframu pii -16 °C,
vzorky se dosusily v exsikatoru a byly ptipevnény k desti¢ce lepici paskou [54]. Dalsi
studie Y. Fujino a kol. (2016) zkoumajici stehenni krysi kost porovnavala riizné typy
fixace kosti a u¢innost MALDI-MSI u klasické a odvapnéné kosti. Tato studie ukazala,
ze fixace a odvapnéni kosti usnadituje pfipravu fezil a odstranéni mineral je nutnym
krokem Kk detekci organickych slozek v kosti. Jednou z moznych metod fixace je tkan
fixovana formalinem a zalitd do parafinu (FFPE) a muze byt pouzita, aby nedoslo
k degradaci a znehodnoceni vzorkti. Dochazi ovSem k zesiténi mezi formalinem
a primarnimi aminy, které tedy nemohou byt ionizovany. FFPE je tedy vhodnou volbou
pro vyzkum zaméteny na analyzu nukleotidu, lipida nebo peptidt bez priméarnich amint.
Dals8i moznosti jsou organicka rozpoustédla (napi. ethanol), ktera mohou také fixovat
tkdn¢€ koagulaci a srazenim proteinil. Fixace organickymi rozpoustédly mé mensi dopad
na analyzu MALDI-MSI, ale rozpousti lipidy z tkani. Z vySe uvedenych informaci
vyplyvé, ze u MALDI analyz byva klicovym krokem vybér vhodné zvolené matrice,

nebo typ fixace kosti [55].
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2.3.2 Analyza archeologicko-antropologickych a paleontologickych

kosternich pozistatki

Analyza kolagenu mé velké vyuziti v oblasti archeologickych vyzkumt, nebot
z analyzy kolagenu muzeme ziskat piehled o zivotnich podminkach obratlovci
(tedy i ¢love€ka), pomoci analyzy stabilnich izotopt uhliku a dusiku. Stabilni izotopové
pomeéry z archeologického kostniho kolagenu se povazuji za dobré indikatory, ovSem
zalezi na dostatecném zachovani kosti a jejich kvality. Za kritérium kvality kolagenu
se nejéastéji pouzivd molarni (nebo hmotnostni) pomér §*3C a 8'°N, ktery zjistime
analyzou pomoci MS s CHN analyzatorem. Pomoci tohoto poméru izotopt v kolagenu
typu I se daji zjistit informace o stravovacich navycich daného jedince. Degradace
kostniho proteinu po smrti je pfipisovana hlavn¢ aktivité mikroorganismu a v dusledku
tohoto procesu byva aminokyselinovy profil kolagenu zménén, protoZe mikroorganismy
prednostné metabolizuji aminokyseliny s vy$§im poc¢tem atomi uhliku jako zdroj energie

[56].

Vzorek kolagenu z kostni tkané se pro chemickou analyzu ziskava z kostni tkan¢
riznymi postupy, nejcastéji extrakci. Tento krok byva pfitomen u vétSiny analyz
archeologickych kosti a je velmi dilezitym krokem, nebot’ zvysuje pravdépodobnost
vy$si kvalifikace a kvantifikace aminokyselin, nebo izotopt. Z riznych vyzkumu existuji
kolagenové extrakéni protokoly, v nékterych pouZzivaji nadrceny kostni prasek, v jinych
je ptidan do postupu krok ,,zelatinizace®, nékdy je nasledovan krok filtrace (ultrafiltrace).
Veédci z univerzity v Kapském Mésté pouzivaji ke kolagenové extrakei vytiznuty kousek
kosti (drobiva, kieh¢i ¢ast kosti, asi 0,5 g, o€iSténa brusnym papirem), ktery je ponofen
do 0,2 M HCI pii pokojové teploté. Kyselina se méni kazdy druhy den, dokud zbytky
kosti nevykazuji zndmky pseudomorfézy (tj. odvapnéné, na prvni pohled prisvitné, trva
do 10 dnt). Poté se vzorek promyje destilovanou vodou, ponoii se do roztoku
0,1 M NaOH (k odstranéni kontaminujicich latek) a po 24 hodindch se vzorek ponofi
do destilované vody po dobu jednoho tydne. V poslednim kroku byly vzorky kolagenu
lyofilizovany. Druhy postup extrakce kolagenu, ktery vyuzivd Max Planckliv Institut
pro Evolu¢ni Antropologii, pouzivd rozdrcenou kost, kterd se udrzuje 48 hodin
v 1 M HCI. Vzorek kosti se poté uchovava 6-20 dni ve studené 0,5 M HCI (vysledkem
jsou opét prusvitné a pruzné vzorky). Po odvapnéni nastava proces zelatinizace pii 70 °C,

nasleduje ultrafiltrace a centrifugace, pii které se odstrani frakce mensi nez 30 kDa.
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Pred krokem centrifugace vzorkti byly centrifuga¢ni zkumavky s filtrem promyty
0,5M NaOH a poté deionizovanou vodou. Poté nasleduje odpipetovani samotného
zelatinového kolagenu, zmrazeni pies noc (pii — 28 °C) a poslednim krokem je nasledna
lyofilizace. Kolagen se dale spaluje na dusik a oxid uhli¢ity v automatizovaném
uhlikovém a dusikovém analyzéru se spojitym proudénim izotopového hmotnostniho
spektrometru. Z porovnani vysledki téchto dvou postupt vyplyva, Ze se vyrazné nelisi,
ovsem V druhém postupu se hodnoty §'3C diky pouziti 0,5 M NaOH zvysily v priméru
0 0.3 %o [57].

Ovsem aby byl ziskan Cisty kolagen z kosti, vyuzili autofi M. C. Hiils a kol. (2007)
jiného postupu. Kost se promyje acetonem, nadrti a nechd se demineralizovat
pti pokojové teploté pomoci 1% roztoku HCIl k odstranéni mineralni c¢asti kosti
(kontroluje se pH <I). Nasleduje Setrnd extrakce huminovych kyselin z kosti, které
ji mohou z pidy kontaminovat. Tato extrakce se provadi pii pokojové teploté po dobu
jedné hodiny promyvanim kosti v 1% roztoku NaOH, poté vodou, opét 1% roztoku HCI,
a nakonec se kost opét promyje vodou. Organicky zbytek se pak zahifiva na 85 °C
Vv ultracisté vodé o pH = 3, kde dochazi k zelatinizaci a rozpusténi kolagenovych proteini.
Rozpusténa zelatina se poté filtruje pres 0,45 um filtr s pory Ag, aby se odstranil
nerozpustény organicky material, a takto se pfipraveny kolagen necha lyofilizovat [58].
V této praci je uvedeno pouze nékolik moznych postupl k extrakci kolagenu, ovSem
vSechny vySe zminéné postupy spojuje proces demineralizace kosti a lyofilizace

kolagenu.

Dalsim typem vzorkd, se kterymi se archeologové setkavaji, jsou fosilni vzorky.
Dlouhou dobu se piedpokladalo, ze proces fosilizace ma za nasledek destrukci prakticky
vSech puvodnich organickych slozek v organismu. Dalsim ptedpokladem bylo,
ze puvodni molekuly budou ztraceny nebo degradovany v relativné kratkém casovém
rozpéti (vzorky starsi méné nez milion let). Dnes je ale zndmo, ze urcitych podminek
mohou zbytky organickych slozek v geologickém cCase pietrvat. M. H. Schweitzer a kol.
(2005, 2007) publikovali prace o zachovanych kostech Tyranosaura Rexe pohibenych
ve stfedné zrnitém piskovci. Demineralizace fragmentti (Obrazek 6) stehenni a holenni
kosti odhalila uchovani vlaknitych, pruznych a zjevné plvodnich tkani. K analyze
takového vzorku byly vyuzity zobrazovaci techniky jako AFM, transmisni elektronova
mikroskopie a analyticka technika hmotnostni spektrometrie sekundarnich ionti

s detektorem doby letu (TOF-SIMS). Pritomnost 4-hydroxyprolinu a 5-hydroxylyzinu

32



Vv extraktech organického materidlu je povazovana za ptimy dikaz pfitomnosti kolagenu.
Kolagen byl analyzovan pomoci TOF-SIMS a nejhojné&ji zastoupenou aminokyselinou
je glycin, druhou detekovanou aminokyselinou je alanin a tyto dvé aminokyseliny
Gly:Ala vystupuji vpoméru 2,6:1. Pfi porovnani s pStrosi kosti vykazuje kost
Tyranosaura stejny proces demineralizace v kosti a stejné $tépeni cév, navic byl porovnan

pomér Gly:Ala kufeciho kolagenu, jehoz hodnota ¢inila 2,5:1, a je téméf totozny

s pomérem aminokyselin v kolagenu Tyranosaura [59,60].

Obrazek 6: Demineralizace kortikalni kosti odhalujici ptfitomnost meékkych
struktur. (A) Céste¢na demineralizace fragmentu kortikalni kosti T. Rexe ukazuje
vznikajici sit’ vaskularnich kanald, z nichz nékteré jsou rozdvojené (Sipky). VSechny jsou
v souladu s Haversovymi kanély (C) Uplna demineralizace odhalujici prihledné pruzné
cévy ve zbytcich kortikdlni kostni matrice, pfedstavované hnédou amorfni latkou
(oznacenou M). (D) Pstrosi céva po demineralizaci kortikalni kosti a nasledném S$tépeni
vlaknité kolagenni matrice. Prihledné cévy se rozvétvuji a zlstavaji spojeny s malymi
oblastmi nestrdvené kostni matrice, zde vidéné jako amorfni bily vlaknity material

(oznaceny M); pfiblizeni 0,5 mm [59].

U vzorka fosilii starSich 1 milion let je jiz velmi obtizné detekovat plvodni
organické latky z diivodu jejich celkového rozkladu. Nicméné, pokud jsou v okolnim
sedimentu obsazeny vysSi koncentrace sloucenin Zeleza, mize dojit ke ,konzervaci*
sledovanych organickych latek. Jedna se o nestabilnimi kovové ionty, které vytvoii volné
radikaly reagujici s organickymi molekulami za vzniku polymerti. Piedpokladé se,
ze nestabilni kovové ionty pochdzeji z postmortalni degradace biomolekul dinosaurti
obsahujicich Zelezo, jako je napf. hemoglobin, myoglobin a piipadné cytochrom.
Tedy v uréitych kostnich ¢astech doslo k nenavratnému zesiténi piivodnich proteinovych
molekul, které se propojily s podobnymi molekulami, mineralnimi, nebo exogennimi

organickymi slozkami [60].
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3  EXPERIMENTALNI CAST

K vyvinuti metody pro analyzu nizkomolekularnich latek byla pouzita lidska
stehenni kost (Obrazek 7) z 11. stoleti (rany stfedovék) nalezena béhem archeologického
prizkumu na Videniské ulici v Brné€ a v této praci bude déle nazyvana jako referentni.
Metoda byla otestovana na paleontologickych kostech, které jsou zafazeny do doby

starSiho pliocénu (staii zhruba 2 mil. let).

Obrazek 7: Referentni kost

3.1 Chemikalie
V této praci bylo pro vyvinuti metody pouZito n€kolik chemikalii:

e Kyseliny: kyselina chlorovodikova, kyselina octova, kyselina o-kyano-4-
hydroxyskoficova, kyselina trifluoroctova;

e Rozpoustédla: methanol, ethanol, hexan, aceton, chloroform, acetonitril;

e Derivatizacni ¢inidla: Met-Prep I, N,O-Bis(trimethylsilyltrifluoroacetamid
(BSTFA), N-tert-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamid (MTBSTFA),
hexamethyldisilazan;
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e Dalsi chemikalie: hydroxid sodny, pyridin, hydrochlorpyridin, fenol,
samopolymerujici methylmetakrylatova adhezivni pryskyfice SpofaDental

(Spofacryl), trypsin, destilovana voda.

3.2 Pristroje
Seznam pfistrojového vybaveni a laboratornich pomticek:

e Analytické vahy: Mettler Toledo XSE205 (Mettler Toledo, Columbus, USA)

e Frézka: PROXXON 28515 MICROMOT 50/E

e pH-metr: inoLab (WTW, Némecko)

e Magneticka michacka sohfevem: Heidolph Hei-Standard (Heidolph,
Schwabach, Némecko)

e Digitalni blokovy ohfiva¢: Stuart SBH130D (Cole Palmer, Vernon Hills, 1llinois,
USA)

e Lyofilizator ALPHA 1-2/ LD plus (Christ GMbH, Némecko)

e Sprejovaci ptistroj SunCollect (SunChrom, Friedrichsdorf, Némecko)

e Stiikackové nylonové filtry: LUT syringe, primér 25 mm a porovitost 0,45 um
(LABICOM, Olomouc, CR)

e Brusné papiry o hrubostech 360, 800 a 1000: Hermes Abrasives Ltd (Colchester,
Velka Britanie)

e Automatické mikropipety

e Laboratorni sklo, vialky se septem, plastova zkumavka s vickem

3.2.1 Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem

Pro analyzu latek v kosti byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 7890B (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975C
(Agilent Technologies). V této praci je nastaveni GC-MS systému dvojiho typu — metoda
s automatickym davkovanim a metoda s manudlnim nastfikem. U metody
s automatickym davkovanim byly nastaveny nasledujici parametry: doba analyzy 38 min;
pocatecni teplota kolony byla 70 °C; teplotni gradient: 0-1 min 70 °C, poté se teplota
zvySovala rychlosti 10 °C/min az do teploty 300 °C udrzované 12 min, nasledné
se teplota zvySovala rychlosti 20 °C/min do teploty 320 °C udrzované 1 min; objem
nastiiku byl 1 pl; pouzita kolona Agilent 19091S-431UI (Agilent Technologies); nosnym
plynem byl dusik; MS skenovaci rozsah byl 40-800 Da.
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Druhym typem analyzy je metoda s manudlnim nastfikem na stejném pfistroji,
u které byly nastaveny nésledujici parametry: doba analyzy 47 min; pocatecni teplota
kolony byla 70 °C; teplotni gradient: 0-1 min 70 °C, poté se teplota zvySovala rychlosti
10 °C/min az do teploty 300 °C udrZzované 12 min, nasledné se teplota zvySovala rychlosti
20 °C/min do teploty 320 °C udrzované 10 min; objem nastfiku byl také 1 pl, jako nosny
plyn byl pouzit dusik a MS skenovaci rozsah byl 40-800 Da

3.2.2 VysokorozliSovaci tandemovy hmotnostni  spektrometr

s laserovou desorpci/ionizaci

Pro analyzu latek in situ byl pouzit vysokorozliSovaci tandemovy hmotnostni
spektrometr s laserovou desorpci/ionizaci Synapt G2-S (Waters, MA, USA), méfeni
probéhlo v pozitivnim moédu, skenovaci rozsah byl 100-1500 Da, energie laseru byla
250 (v arbitrarnich jednotkach) a jeho frekvence byla 1000 Hz. Kolizni energie byla
nastavend v prvni cele na 4 €V a v druh¢ kolizni cele na 2 eV, skenovaci ¢as byl nastaven

na 1 s a velikost pixelu byla nastavena na 50x50 um.
3.3 Postup

3.3.1 Proces demineralizace kosti, extrakce kolagenu a derivatizace

Vsechny vzorky analyzovanych kosti byla v prvnim kroku demineralizovany.
Z referentni kosti byly vyfezany 2 c¢tverecky (kazdy o hmotnosti 0,5 g), které byly
demineralizovany ponofenim do 0,2 M HCI (kazdy kousek zvlast). Kyselina byla
vyménovana u obou vzorkil kosti kazdy druhy den po 10 ml aZ do celkového objemu
100 ml (tj. 20 dni). Po procesu demineralizace byly kosti nechany v destilované vodé
po dobu 24 h, poté byly promyty ethanolem a vysuSené na vzduchu. pH roztoku HCI bylo
po demineralizaci upraveno na pH 7 pomoci NaOH a cely objem se 3x extrahoval
chloroformem v délici nalevce (na kazdou extrakci bylo pouzito 10 ml CHCla).
Chloroformovy extrakt byl stejnomérné rozdélen do 2 vialek a po odfoukani dusikem
do sucha byl piipraven k procesu derivatizace. Do vialky ¢. 1 bylo napipetovano 20 pl
derivatiza¢niho Cinidla Met-Prep |1, do vialky ¢. 2 bylo pfidano 10 pl pyridinu a 20 pl
silylaéniho ¢inidla BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid) a ob¢ vialky byly
zahfivany na teplotu 60 °C po dobu 60 min [61]. Po vychladnuti vialek bylo do vialky ¢. 1
piidano 30 pl methanolu a do vialky €. 2 pfidano 20 pl hexanu. Celkovy objem 50 ul
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obou vzorkd byl pfepipetovan do inzertu a timto postupem byly vzorky pfipraveny

pro analyzu GC-MS.

Demineralizovana kost byla pouzita pro analyzu aminokyselin z Kkosti.
Po demineralizaci a vysuseni byly ¢tverecky kosti rozdéleny do 18 vialek (navazky kosti
byly v rozmezi 2,19 az 3,6 mg kosti). K deviti vzorkiim byla ptidana 6 M HCI a ke zbylym
deviti 6 M HCI s ptidavkem fenolu (obsah 0,02 % ve finalnim roztoku). P¥itomnost fenolu
béhem hydrolyzy poméha udrzet stabilni nékteré aminokyseliny, napf. tyrozin,
fenylalanin a histidin (chrani pfed oxidaci/celkovou hydrolyzou) [48]. Pomér mezi
navazkou kosti a objemem kyseliny je 1 mg kosti na 100 ul roztoku HCI. Po ptidani
kyseliny byly vialky naplnény dusikem a hydrolyzovany po dobu 24 h pfi teploté 110 °C.
Po vychladnuti vialek byly vzorky odfoukany dusikem do sucha a nasledné
derivatizovany. Vzorky hydrolyzovany pomoci 6 M HCI byly poté rozdéleny na tfi
samostatné skupiny. Stejné rozdé€leni bylo provedeno také u vzorkd hydrolyzovanych
pomoci 6 M HCI sfenolem. Do prvni skupiny vialek bylo piidano 10 pl
hydrochlorpyridinu s pyridinem (40 mg hydrochlorpyridinu bylo rozpusténo v 1 ml
pyridinu) a 20 pul derivatizaéniho ¢inidla MTBSTFA  (N-methyl-N-tert-
butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamid). Do druhé skupiny bylo pfidano 20 ul
¢inidla. BSTFA a 10 pl pyridinu a do tfeti skupiny bylo ptidano 20 ul ¢inidla
hexamethyldisilazan. Vsechny vzorky byly silanizovany po dobu 60 min pfi teploté
70°C. Po zchladnuti byly vzorky doplnény na findlni objem 100 ul acetonem,

ptepipetovany do inzertu a analyzovany pomoci GC-MS.

Pro lepsi orientaci je na obrazku 8 zobrazeno schéma vy$e zminéného postupu
pro detekci tukli a aminokyselin z referentni kosti a pro prehlednost prace bude tento

postup dale zminovan jako postup 1.

37



SIN-D9
M 00T=A
eu wauojade Judujdoq . .
= _ Il 0S=A ‘uexay |11 0z _ M 0S=A ‘HO3 IM O€
D, 0L ‘uiwi 09
‘ulw ‘ulw
V411N %T M 0z © D, 09 "ulw 09 J, 09 'Uulw Qo9
ueze|isipjAyiawexay v41s9 I oz uipuAd+uipliAdpriojysolpAy hi b |
Moz e uipuAd |l oT 303zo4 |1 0T v41s9 |1 0z + uipuAd M ot _ Il daid-1_dN 1 0T
Y ¥Z 2, 0TT “N ‘N ‘WawJ0j010]Yd 32 eIIXT

1 b

|ou3) % Z0'0+1DH W 9 /IDH N 9

I.f

(IDH W Z°0) @oezijelBUIWRQ

)
nsoy 8 1

Obrazek 8: Schéma postupu 1
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Dalsi moznosti, jak Gspésné detekovat aminokyseliny v kosti, je vyuziti postupu
s vyextrahovanim kolagenu z kosti. Soucasné¢ je vtomto postupu doba procesu
demineralizace krat$i nez v postupu 1. Z referentni kosti byly odiezany bruskou malé
kousky, které byly nadrceny v tfeci misce. Nadrcené mnozstvi 611,41 mg kosti bylo zalito
5 ml 0,05 M HCI, zahtato na teplotu 75 °C a cely proces demineralizace trval 22 h.
Po zchladnuti byl roztok ptefiltrovan ptes stiikackovy nylonovy filtr, filtrat byl vliozen
do mrazaku a nasledné byl lyofilizovan. Do dvou vialek bylo odvazeno vzdy 10 mg
zlyofilizovaného kolagenu, do prvni vialky bylo pfidano 500 ul 6 M HCI a do druhé bylo
napipetovano 500 pul 6 M HCI s piidavkem fenolu (obsah 0,02 % ve finalnim roztoku).
Pomér 1 mg pevného vzorku na 100 pl hydrolyza¢niho roztoku byl upraven (zmensen)
pro rychlejsi odfoukani vzorku po hydrolyze pti teploté 110 °C po dobu 23 h. VVzorek
hydrolyzovany pomoci 6 M HCI byl rozdélen do tiech vialek po 150 pl (opét do téech
skupin jako v prvnim postupu), kde byl do sucha odfoukan dusikem. Stejny postup byl
opakovan i u vzorku hydrolyzovaného pomoci 6 M HCI s ptidavkem fenolu. Do prvni
skupiny bylo ptidano 10 pl hydrochlorpyridinu s pyridinem a 20 pl derivatiza¢niho
¢inidla MTBSTFA, do druhé skupiny bylo pfidano 20 pl ¢inidla BSTFA a 10 pl pyridinu.
Do treti skupiny bylo pfidano 20 pl ¢inidla hexamethyldisilazan. VSechny vzorky byly
silanizovany po dobu 30 min pii teploté 70 °C. Po zchladnuti byly vzorky byly doplnény
na objem 100 pl acetonem, ptepipetovany do inzertu a analyzovany pomoci GC-MS.
Tento postup bude déale oznafovan jako postup 2 a jeho schéma je zobrazeno

na obrazku 9.
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I 0,6 g nadrcené kosti I
*
Demineralizace (0,05 M HCl), 75 °C, 22 h
v
Filtrace, lyofilizace

L

6 M HCI/ 6 M HCl + 0,02 % fenol, 110 °C, 23 h, N2

! S —

10 pl roztok 10 pl pyridin a 20 pl 20 ul
BSTFA hexamethyldisilazan

hydrochloridpyridin+pyridin
a 20 pl 1% MTBSTFA

30 min, 70 °C

v
Doplnéni acetonem na
V=100 pl

Obrazek 9: Schéma postupu 2

3.3.2 Optimalizace postupu extrakce kolagenu

V této podkapitole bude popsan vliv rizny kyselin pro kvalitni vyextrahovani
kolagenu. Z referentni kosti byly odfezany a nadrceny 2 g kosti, které byly rozdéleny
po 0,5 g do ¢Ctyt vzorkovnicek. Nadrcené vzorky byly promyty acetonem a pomoci 10 ml
1% (0,27 M) roztoku HCI byla provedena demineralizace kosti — roztok s kosti byl nechan
za stalého michani pii pokojové teploté po dobu 22 h a kyselina byla béhem této doby
vyménéna minimalné¢ 3x (3x10 ml), nebot v pribéhu demineralizace dochazi
k neutralizaci demineraliza¢niho roztoku. Po demineralizaci byly vzorky s nadrcenou
kosti promyty vodou, nasledn¢ bylo do kazdé vialky ptidano 5 ml 1% (0,17 M) roztoku
NaOH a vzorky se nechaly hodinu pii pokojové teploté. Poté byly vzorky opét promyty
vodou, piidalo se 5 ml 1% roztoku HCI a vzorky se opét nechaly hodinu pii pokojové
teploté (proces k odstranéni huminovych kyselin z kosti) [58]. Po tomto odstranéni byla
provedena extrakce ¢tyfmi riiznymi kyselinami. K prvnimu vzorku bylo pfidano 5 ml
0,05 M HCI, k druhému bylo ptidano 5 ml 0,1 M kyseliny octové, do tietiho vzorku bylo

pridano 5 ml 1 M kyseliny octové a do posledniho vzorku bylo pfidano stejné mnozstvi
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10 M kyseliny octové a vSechny vzorky byly udrZzovany pfi teploté 75 °C po dobu 22 h.
Po zchladnuti byly vzorky zfiltrovany pies stiikackovy nylonovy filtr a pro klasickou
analyzu aminokyselin byla vyuzivana ¢ast filtratu (kazdého vzorku). Po jejich lyofilizaci
byl ziskan pevny vyextrahovany podil (Obrazek 10), ze kterého bylo vzdy odvazeno
10 mg. Do vialek se septem s odvazenym podilem bylo pfidano optimalizované mnozstvi
100 pul 6 M HCI s pridavkem fenolu (0,02 %), vialky byly odvakuovany, napustény
dusikem a byla provedena hydrolyza pfi teploté 110 °C po dobu 22 h. Po zchladnuti byly
vzorky odfoukany do sucha dusikem, poté k nim bylo ptidano 40 ul ethanolu, vzorky
byly znovu odfoukany dusikem a proces s ethanolem a vysusenim byl zopakovan jesté
jednou. Do dokonale vysusenych vzorkta bylo vzdy piidano 10 pl roztoku
hydrochlorpyridinu s pyridinem (stejné piipraven jako v ptedeslych postupech) a 20 ul
derivatiza¢niho ¢inidla MTBSTFA. Vzorky byly silanizovany po dobu 30 min pfi teploté
70 °C. Po zchladnuti byly roztoky doplnény acetonem na objem 100 ul, pfepipetovany
do inzertu a analyzovany pomoci GC-MS. Aby byla zjisténa mira extrahovatelnosti
kolagenu, ze vzorku extrahovanych pomoci 0,1, 1 a 10 M CH3COOH bylo odebrano vzdy
10 mg lyofilizovaného pevného podilu neboli kosti (oddéleného filtraci), byla provedena
piiprava vzorkl na analyzu aminokyselin. Jedna se o stejny postup hydrolyzy a silanizace
jako je uvedeno vyse. Na obrazku 11 je zobrazeno schéma vyse zminéného postupu —

postupu 3.

Obrazek 10: Priklad zlyofilizovaného kolagenu (extrakce 0,1 M CH3COOH)
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2 g nadrcené kosti rozdélené do 4 vzorkovnicek po 0,5 g
*
Promyti acetonem; demineralizace 1% HCI, 22 h, pokojova t
+
promyti H,0; 1% NaOH, 1 h; promyti vodou; 1% HCI, 1h; sliti

I il

0,05 M HCl, 0,1 M CH;COOH, 1 M CH;COOH, 10 M CH;COOH,
75°C, 22 h 75°C, 22 h 75°C,22 h 75°C, 22 h
Filtrace Filtrace
T !
Filtrat, lyofilizace Filtrat i pevny podil, lyofilizace
T :
10 kol bo 10
10 mg kolagenu Lt ag'enu e 'o e
pevného podilu

\/—

-

hydrolyza 6 M HCI + 0,02% fenol, N,, 110 °C, 22 h
v

Promyti EtOH, odfoukani N,
L

N,, MTBSTFA, silanizace 70 °C, 30 min,
aceton

Obrazek 11: Schéma postupu 3

3.3.3 Finalni postup pro celkovou analyzu kosti pomoci GC-MS

Z referentni kosti bylo odfezano a nadrceno 0,5 g kosti, vzorek byl promyty
acetonem a demineralizovan pomoci 10 ml 1% roztoku HCI a po demineralizaci
nasledoval proces k odstranéni huminovych kyselin z kosti (podrobné&jsi popis
v podkapitole optimalizace postupu extrakce kolagenu). Poté bylo ke vzorku pfidano 5 ml
10 M CH3COOH k extrakci kolagenu a vzorek byl zahtivan po dobu 22 h na teplotu
75 °C. Po zchladnuti byl vzorek piefiltrovan pfes nylonovy stfikackovy filtr a obé ¢asti
(filtrat i pevny podil kosti) byly zlyofilizovany. Po procesu lyofilizace byl postup
rozdélen na dvé Casti, Cast filtratu byla pfipravena na analyzu aminokyselin a pevny podil

byl pfipraven na analyzu tukt a cholesterolu.
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Cast filtratu: Po lyofilizaci bylo odvazeno 10 mg kolagenu a byla provedena hydrolyza
pomoci 6 M HCI s piidavkem fenolu. Po hydrolyze nasledovalo odfoukani dusikem
do sucha a proces silanizace pomoci ¢inidla MTBSTFA. Tato ¢ast postupu probiha stejné
jako v postupu 3. Po procesu silanizace jsou vzorky manualné nasttiknuty do GC-MS

systému.

Cast pevného podilu: Po lyofilizaci byla provedena extrakce pomoci 4,5 ml chloroformu,

extrakce prob¢hla ttikrat po 1,5 ml a chloroformovy extrakt byl odfoukan dusikem.
Do vysuseného vzorku bylo pridano 10 pl pyridinu a 20 ul ¢inidla BSTFA a vzorek byl
silanizovan po dobu 60 min pfi teploté 60 °C. Po zchladnuti bylo pfidano 20 pl, vzorek
byl pfepitetovan do inzertu a analyzovan GC-MS. Schéma tohoto postupu je zobrazeno

na obrazku 12 a tento postup bude dale oznacovan jako finalni postup.

0,5 g nadrcené kosti

v
Promyti acetonem; demineralizace 1% HCI, 22 h, pokojova t
*
promyti H,0; 1% NaOH, 1 h; promyti vodou; 1% HCI, 1h; sliti
:
10 M CH3COOH, 75 °C, 22 h
Y
Filtrace
-+ ‘/—}- K‘ -
Filtrat, lyofilizace Pevny podil, lyofilizace
) 1y
10 mg kolagenu, hydrolyza 6 M HCI Extrakce CHCl;
+0,02% fenol, N;, 110°C, 22 h T
* :
Promyti EtOH, odfoukani N, Mo, BSTFE, BTG/ 60 min
L L
N,, MTBSTFA, silanizace 70 °C, 20 pl hexan, V=50 pl,
30 min inzert
1
Manualni nasttik

Obrazek 12: Schéma findlniho postupu — vyvinuti metody

Pomoci této metody bylo analyzovano 5 redlnych paleontologickych vzorkl
(Obrazek 13) zvifeciho puvodu (bizon a kun). Vzorky pochazeji ze 2 ranych

pleistocénovych nalezist z oblasti Mygdonie, pobliz Soluné. Staii TSR vzorkd bylo
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urceno na 1,8 az 1,6 miliond let a APL vzorky jsou zhruba 1,2 miliony let staré. Vzorky
byly z riznych ¢asti skeletu — dvé kosti holenni (tibia), jedna nartni (metatarsal), jedna

pazni (humerus) a jedna blize nespecifikovana kost nohy (metapodial):

e APL Equus 2 tibia

e TSR Equus 3 tibia

e TSR Equus 1 metatarsal
e TSR Bison 1 humerus

e APL Bison 2 metapodial

Dale byl pomoci této metody analyzovan vzorek mamuta z oblasti Recka, u kterého

nebyl doloZen odhad stafi vzorku (Obrazek 13)

Obrizek 13: Redlné paleontologické vzorky testované metodou GC-MS
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3.3.4 Analyza kosti in situ pomoci techniky MALDI

Krom¢& GC-MS metody byla kostni tkan analyzovana in Situ pomoci analytické
techniky MALDI. Touto technikou byly analyzovany lidské kosti némeckého vojaka
z 2. svétové valky, ktery byl zavrazdén pristielem do hlavy (Obrazek 14) nalezené v obci
Mirov 35/17 a jeho télo bylo ukryto do dutiny starého stromu. Pro analyzu byla pouZzita

leva pazni kost s pfitomnosti kiize.

‘

Obrazek 14: Kostra némeckého vojaka, nalezist¢ Mirov
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Pro analyzu byly vybrany 2 kousky levé pazni kosti s kuzi. VEétsi kousek pazni kosti
(Obrazek 15) byl ponoten do 1% HCI a byla nechan pti pokojové teploté po dobu 22 h,
kde kyselina byla vyménéna minimalné 3x. Po procesu demineralizace byl vzorek kosti
opatrn€¢ ponoien do vody, nasledné¢ dan do mrazaku a po hodin¢ byl vzorek kosti
lyofilizovan. Po lyofilizaci byl vzorek ptendan do plastové vzorkovnicky a druhy mensi
vzorek pazni kosti bez demineralizace byl vlozen do plastové zkumavky s vickem (stejné
jako u holenni kosti). Poté bylo pfipraveno 45 ml samopolymerujici methylmetakrylatova
adhezivni pryskyfice, kterd byla opét smichana v poméru 10:8 (prasek:roztok) a dikladné
promichana v plastové kadince. Oba vzorky byly zality pryskyftici po okraj kosti, nechaly
se zaschnout a byly vyndany z plastovych nadob. Pomoci brusky byly odfezany platy
U obou vzorkil a platy s kosti byly zbrouSeny brusnym papirem o hrubostech 360, 800
a 1000 na stejnou tloustku. Bruskou byly poté zfezdny krajni ¢asti pryskyfice, vzorky
byly ocistény acetonem, rozmistény na MALDI desticku a byly k ni pfilepeny
oboustrannou lepici paskou (Obrazek 16). Kosti 1, 2 a 3 jsou kosti vétSiho vzorku a jsou
demineralizované, naopak u kosti 4, 5 a 6 byl proces demineralizace vynechan.
Pro nasledny proces hydrolyzy byla zvolena 3 M HCI a roztok trypsinu o koncentraci
50 pug/ml. Kost 1 a 6 zistaly Cisté a byly brany jako referentni, kost 2 byla ptekryta 2 ul
3 M HCI a kost 3 byla piekryta 4 ul trypsinu. Kost ¢tvrta byla prekryta 2 ul 3 M HCI
a na kost patou bylo naneseno 6 pul trypsinu. Po zaschnuti v§ech vzorki byla ptes vSechny
vzorky nanesena matrice a-Kyano-4-hydroxyskoficova kyselina pomoci sprejovaciho
ptistroje SunCollect (10 mg/ml, smés 0,1% roztoku TFA a acetonitrilu v poméru 1:1).

Po zaschnuti byly vzorky méfeny technikou MALDI-IMS.
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Obrazek 15: Leva pazni kost z kostry muze pfed demineralizaci, A: strana kosti

bez kiize, B: strana kosti s kuzi

Obrazek 16: MALDI desticka s vybrusy pazni kosti; 1: demineralizovana, Cista
kost; 2: demineralizace, piekryti 3 M HCI; 3: demineralizace, piekryti trypsinem; 4: kost
bez demineralizace, ptekryti 3 M HCI; 5: bez d., prekryti trypsinem; 6: bez d., Cista kost
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3.4 Vysledky a diskuze

3.4.1 Optimalizace jednotlivych postupi pro analyzu

nizkomolekularnich latek

Postup 1 byl rozdélen na dvé zdkladni casti, na detekci tukii a cholesterolu
a na detekci aminokyselin. V postupu se testovalo né¢kolik derivatiza¢nich ¢inidel.
V piipadé detekce tukl byly pro analyzu zvoleny dvé cinidla, Met-Prep Il a BSTFA.
Naopak v ptipad¢ detekce aminokyselin byly zvoleny derivatiza¢ni Cinidla téi — BSTFA,
MTBSTFA a hexamethyldisilazan.

U chloroformového extraktu s ¢inidlem Met-Prep [l bylo detekovano
a identifikovano zhruba 40 latek (Piiloha 1) v¢etné cholesterolu, u chloroformového
extraktu derivatizovaného pomoci BSTFA bylo detekovano zhruba 80 latek (Pfiloha 2),
detekovany byly i silanizované mastné kyseliny a cholesterol. Kontrolou, zda jsou tyto
detekované latky spravné identifikovany pomoci knihovny NIST, byl do grafu vynesen
retenéni index latek a jejich retenéni ¢as (Ptiloha 3 a 4), kde spravnym vysledkem
je linearni zavislost. Z divodu vétsiho pocétu detekovanych latek bude pro dalsi postupy
pouzivano derivatizacni ¢inidlo BSTFA. U hydrolyzovanych vzorki pro detekci AMK
byly aminokyseliny detekovany pouze ve vzorku s nejvétsi navazkou kosti 3,60 mg, ktery
byl hydrolyzovan pomoci 6 M HCI a derivatizovan pomoci ¢inidla hexamethyldisilazan.
V tomto vzorku byly detekovany ¢tyti AMK, L-valin (2 TMS derivat), L-leucin
(2 TMS derivat), L-prolin (2 TMS derivat), L-threonin (3 TMS derivat).

Postup 2 byl vyzkousen z divodu ziskani ¢istéjsi frakce kolagenu z kosti (organicka
hmota v kosti je zhruba 25 %, vniz je kolagen zastoupen z 95 %) a da se tedy
predpokladat detekce vyssiho mnozstvi aminokyselin nez z kosti. Z ptivodni navazky
611,41mg kosti bylo vyextrahovano 157,09 mg vysusené¢ho kolagenu. Vytézek kolagenu
tedy Cinil 25,69 %, coz je tedy ve shod¢ s piedchozim piedpokladem obsahu organické
hmoty v kosti, avSak aminokyseliny byly detekovany pouze ve vzorcich derivatizovanych
pomoci ¢inidla MTBSTFA. Ve vzorku hydrolyzovaném pomoci 6 M HCI bylo
detekovano 5 AMK — glycin, alanin, valin, prolin, aspartat, naopak ve vzorku
hydrolyzovaném pomoci 6 M HCI s ptidavkem fenolu bylo detekovano 9 AMK — glycin,
alanin, valin, prolin, hydroxyprolin, aspartat, glutamat, leucin, serin (Tabulka Il, Graf 1).
Timto postupem bylo zvoleno pro detekci AMK derivatizacni Cinidlo MTBSTFA
a zpusob hydrolyzy pomoci 6 M HCI s pfidavkem fenolu o obsahu 0,02 % ve finalnim
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roztoku pro nasledujici analyzy zahrnuté v této praci. Ve zbylych Ctyfech vzorcich
silanizovanych pomoci derivatizac¢nich ¢inidel BSTFA a hexamethyldisilazan nebyly

detekovany zadné aminokyseliny.

Tabulka I1: Soubor detekovanych aminokyselin ve vzorku hydrolyzovaném HCI

s fenolem a derivatizovaném pomoci ¢inidla MTBSTFA

RT (min) RI Nazev
4.993 1304 L-valin, TBDMS d.
7.271 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
7.559 1562 Glycin, 2TBDMS d.
8.519 1659 L-valin, 2TBDMS d.
8.988 1703 L-leucin, 2TBDMS d.
9.627 1769 L-prolin, 2TBDMS d.
10.920 1866 L-aspartat, 2TBDMS d.
11.130 — L-hydroxyprolin, 2TBDMS d.
11.856 1993 L-serin, 3STBDMS d.
13.407 2146 L-aspartat, 3TBDMS d.
14.407 2264 L-glutamat, 3TBDMS d.

Graf 1: Zavislost reten¢niho indexu aminokyselin na reten¢nim case vzorku

hydrolyzovaném HCl s fenolem, ¢inidlo MTBSTFA
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V chromatogramech  kolagenti  extrahovanych pomoci 0,05 M HCI
a 0,1 M CH3COOH (Postup 3) nebyly detekované zadné aminokyseliny, coz mohlo byt

1

zapric¢inéno nedostate¢nou extrakci kolagenu z kosti.
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V chromatogramu kolagenu extrahovaném pomoci 1 M CH3COOH bylo
detekovano 17 aminokyselin (Tabulka Ill, Graf 2). V chromatogramu kolagenu
extrahovaném pomoci 10 M CH3COOH byl detekovan stejny pocet aminokyselin
(Tabulka 1V, Graf 3). Z tohoto divodu byly vybrany tii nejzastoupenéj$i aminokyseliny
—Gly, AlaaPro v kolagenech extrahovanych pomoci 1 M a 10 M CH3COOH. Na zakladé
zjisténych vysek piku bylo vypocitano procentualni zastoupeni téchto AMK v kolagenech
a ve vSech pfipadech byl obsah AMK vyssi v kolagenu extrahovaném pomoci
10 M CH3COOH. Obsah glycinu byla vyska piku (intenzita)vétsi o 7,9 %, u alaninu byl
vEtsi 0 6,2 % a obsah prolinu byl vétsi o 18,1 % nez v kolagenu extrahovaném pomoci

1 M CH3COOH pii zachovani stejné vychozi navazky a nastiikovaného objemu.

Tabulka 11l: Soubor detekovanych aminokyselin v kolagenu extrahovaném

pomoci 1 M CH3COOH

RT (min) RI Nazev
6.791 1164 L-alanin, TBDMS d.
8.684 1304 L-valin, TBDMS d.
9.585 1396 L-izoleucin, TBDMS d.
11.623 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
11.952 1562 Glycin, 2TBDMS d.
12.869 1647 L-methionin, TBDMS d.
13.003 1659 L-valin, 2TBDMS d.
13.456 1703 L-leucin, 2TBDMS d.
13.544 1691 L-serin, 2TBDMS d.
13.801 1748 Izoleucin, 2TBDMS d.
13.947 1738 L-threonin, 2TBDMS d.
14.225 1769 L-prolin, 2TBDMS d.
15.348 1866 L-aspartat, 2TBDMS d.
15.889 — L-hydroxyprolin, 2TBDMS d.
16.246 1973 L-methionin, 2TBDMS d.
16.809 2029 L-threonin, 3STBDMS d.
17.440 2098 L-fenylalanin, 2TBDMS d.
18.065 2146 L-aspartat, 3TBDMS d.
18.374 — L-hydroxyprolin, 3TBDMS d.
19.147 2264 L-glutamat, 3TBDMS d.
19.966 2370 L-lysin, 3STBDMS d.
21.642 2584 Histidin, triTBDMS
22.014 2650 L-tyrosin, 3TBDMS d.
22.397 2645 5-hydroxylysin, 4sTBDMS d.
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Graf 2: Zavislost reten¢niho indexu aminokyselin na retenénim ¢ase kolagenu

extrahovaném pomoci 1| M CH3COOH
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Tabulka 1V: Soubor detekovanych aminokyselin v kolagenu extrahovaném

pomoci 10 M CH3COOH

RT (min) RI Nazev
6.589 1164 L-alanin, TBDMS d.
11.559 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
11.857 1562 Glycin, 2TBDMS d.
12.808 1647 L-methionin, TBDMS d.
12.932 1659 L-valin, 2TBDMS d.
13.390 1703 L-leucin, 2TBDMS d.
13.454 1691 L-serin, 2TBDMS d.
13.740 1748 Izoleucin, 2TBDMS d.
13.873 1738 L-threonin, 2TBDMS d.
14.176 1769 L-prolin 2TBDMS d.
15.251 1866 L-aspartat, 2TBDMS d.
16.052 — D-pyroglutmova kyselina, 2TBDMS d.
16.143 — L-hydroxyprolin, 2TBDMS d.
16.207 1973 L-methionin, 2TBDMS d.
16.421 1993 L-serin, 3STBDMS d.
16.741 2029 L-threonin, 3STBDMS d.
17.377 2098 L-fenylalanin, 2TBDMS d.

o1



17.987 2146 L-aspartat, 3TBDMS d.
18.149 — L-hydroxyprolin, 3STBDMS d.
19.017 2264 L-glutamat, 3TBDMS d.
19.908 2370 L-lysin, 3STBDMS d.

21.596 2584 L-histidin, 3TBDMS d.
21.951 2650 L-tyrosin, 3STBDMS d.
22.349 2645 5-hydroxylysin, 4sTBDMS d.

Graf 3: Zavislost reten¢niho indexu aminokyselin na retenénim ¢ase kolagenu

extrahovaném pomoci 10 M CH3COOH
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Pro kontrolu ucinnosti extrakce byly také analyzovany pevné podily (dale
oznaCovany jako kost) po extrakci pomoci 0,1 M CH3COOH, 1 M CH3COOH
a10 M CH3COOH za ucelem detekce AMK. V chromatogramu kosti extrahovaného
pomoci 0,1 M CH3COOH bylo detekovano 14 aminokyselin — Tabulka V (Graf 4).
Naopak v chromatogramu kosti extrahovaného pomoci 1 M CH3COOH bylo detekovano
pouze 7 aminokyselin (Tabulka VI, Graf 5). U chromatogramu kosti extrahovaného
pomoci 10 M CH3COOH stoupl pocet detekovanych aminokyselin na pocet 14
(Tabulka VI, Graf 6). Navzdory vétSimu poctu AMK v kosti extrahované pomoci
10M CH3COOH, bylav dalsich analyzach pravé tato koncentrace z duvodu vyssi

intenzity sledovanych AMK ve vyextrahovaném kolagenu.
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Tabulka V: Soubor detekovanych aminokyselin v kosti, extrakce pomoci

0,1 M CH3COCH

RT (min) RI Nazev
6.847 1164 L-alanin, TBDMS d.
8.665 1304 L-valin, TBDMS d.
11.541 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
11.927 1562 Glycin, 2TBDMS d.
12.892 1659 L-valin, 2TBDMS d.
13.352 1703 L-leucin, 2TBDMS d.
13.521 1691 L-serin, 2TBDMS d.
13.785 1748 Izoleucin, 2TBDMS d.
13.928 1738 L-threonin, 2TBDMS d.
14.207 1769 L-prolin, 2TBDMS d.
15.186 1866 L-aspartat, 2TBDMS d.
16.084 1950 L-pyroglutamova kyselina, 2TBDMS d.
16.179 — L-hydroxyprolin, 2TBDMS d.
16.499 1993 L-serin, 3STBDMS d.
16.775 2029 L-threonin, 3STBDMS d.
17.423 2098 L-fenylalanin, 2TBDMS d.
17.923 2146 L-aspartat, 3TBDMS d.
18.319 — L-hydroxyprolin, 3STBDMS d.
19.088 2264 L-glutamat, 3TBDMS d.
19.951 2370 L-lysin, 3STBDMS d.
22.014 2650 L-tyrosin, 3STBDMS d.

Graf 4: Zavislost reten¢niho indexu aminokyselin na retencnim ¢ase kosti, extrakce

pomoci 0,1 M CH3COOH
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Tabulka VI: Soubor detekovanych aminokyselin v kosti, extrakce pomoci
1 M CH3COOH
RT (min) RI Nazev
6.660 1164 L-alanin, TBDMS d.
8.653 1304 L-valin, TBDMS d.
9.554 1396 L-izoleucin, TBDMS d.
11.547 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
11.814 1562 Glycin, 2TBDMS d.
12.948 1659 L-valin, 2TBDMS d.
13.408 1703 L-leucin, 2TBDMS d.
13.485 1691 L-serin, 2TBDMS d.
13.895 1738 L-threonin, 2TBDMS d.
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Graf 5: Zavislost reten¢niho indexu aminokyselin na retencnim ¢ase kosti, extrakce

pomoci 1 M CH3COOH
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Tabulka VII: Soubor detekovanych aminokyselin v kosti, extrakce pomoci

10 M CH3sCOOH

RT (min) RI Nazev
11.528 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
11.798 1562 Glycine, 2TBDMS d.
12.916 1659 L-valin, 2TBDMS d.
13.378 1703 L-leucin, 2TBDMS d.
13.734 1748 Izoleucin, 2TBDMS d.
14.144 1769 L-prolin, 2TBDMS d.
16.039 — D-pyroglutmova kyselina, 2TBDMS d.
16.198 1973 L-methionin, 2TBDMS d.
16.735 2029 L-threonin, 3STBDMS d.
17.371 2098 L-fenylalanin, 2TBDMS d.
17.962 2146 L-aspartat, 3TBDMS d.
18.241 — L-hydroxyprolin, 3STBDMS d.
18.999 2264 L-glutamat, 3TBDMS d.
19.905 2370 L-lysin, 3TBDMS d.
21.958 2650 L-tyrosin, 3STBDMS d.
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Graf 6: Zavislost reten¢niho indexu aminokyselin na retencnim ¢ase kosti, extrakce

pomoci 10 M CH3COOH
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3.4.2 Analyza realnych paleontologickych vzorki pomoci GC/MS

Finalni metodou bylo analyzovéano 5 paleontologickych vzorki zviteciho ptivodu
(bizon a kun) — byly analyzovany dvé kosti holenni (tibia), jedna nartni (metatarsal),
jedna pazni (humerus) a jedna bliZe nespecifikovana kost nohy (metapodial). Dale byla
analyzovana kost mamuta, ktera neukazala zadné vysledky, jak v oblasti detekce tuki,
tak aminokyselin. Vysledky analyzy tukti a cholesterolu u 5 paleontologickych vzorki
neprokazaly zadné latky. Pfed samotnou analyzou aminokyselin z 5 vzorka byly nejprve
zjistény vytézky kolagend ze vSech vzorkd — Tabulka VIII. Aminokyseliny byly
detekované v chromatogramech &tyit kolagent (Tabulka 1X), v kolagenu vzorku TSR

Bison 1 humerus nebyla nalezena zadna aminokyselina.

Tabulka VI1II: Hodnoty vytézku kolagent ze vSech paleontologickych realnych

vzorkl
Vzorek Navazka kosti (mg) E"‘”““Z;]‘g kolagen |y vixrek (%)
APL Equus 2 tibia 480.05 41.3 8.6
TSR Equus 3 tibia 476.22 19.9 4.2
TSR Equus 1 metatarsal 479.80 18.3 3.8
TSR Bison 1 humerus 478.37 20.6 4.3
APL Bison 2 metapodial 476.25 28.6 6.0
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Tabulka IX: Detekované aminokyseliny v paleontologickych realnych vzorcich

APL Equus 2 tibia

RT (min) RI Nazev
13.124 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
13.305 1562 Glycin, 2TBDMS d.
14.411 1703 L-leucin, 2TBDMS d.
16.483 1993 L-serin, 3 TBDMS d.

APL Bison 2 metapodial

RT (min) RI Nazev
13.132 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
13.308 1562 Glycin, 2TBDMS d.

TSR Equus 3 tibia

RT (min) RI Nazev

13.093 1562 Glycin, 2TBDMS d.
TSR Equus 1 metatarsal

RT (min) RI Nazev
13.127 1540 L-alanin, 2TBDMS d.
13.305 1562 Glycin, 2TBDMS d.
14.094 1659 L-valin, 2TBDMS d.
14.407 1703 L-leucin, 2TBDMS d.
14.640 1748 Izoleucin, 2TBDMS d.
16.473 1993 L-serin, 3 TBDMS d.
17.725 2146 L-aspartat, 3TBDMS d.

V teoretické Casti prace je zminéna studie M. H. Schweitzer a kol. (2005, 2007),
kterd zkoumala nejzachovalej$i aminokyseliny (Gly a Ala) u Tyranosaura Rexe pomoci
techniky TOF-SIMS. Autofi stanovili pomér Gly:Ala v kosti T-Rexe 2,6:1 a témé&f
se shodoval s kufecim kolagenem (pomér 2,5:1) [60]. V této praci se podafilo detekovat
aminokyseliny Gly u vSech 4 vzorkl a Ala u tfech. U téchto 3 vzork byl tedy spocitan
pomér mezi Gly:Ala (Tabulka X).

Tabulka X: Pomér Gly:Ala vypocitany z vysky pikid v paleontologickych vzorcich

Vzorek Pomér Gly:Ala
APL Equus 2 tibia 20:1
APL Bison 2 metapodial 16:1
TSR Equus 1 metatarsal 12:1
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Podobn¢ jako M. H. Schweitzer a kol. (2005, 2007) je i tato prace Castecné
zameétena na sledovani poméru Gly:Ala. Tato prace je chapana jako pilotni experiment
V této zkoumané oblasti. Dal§im vyzkumem (nad ramec této prace) bude zamér na detailni
analyzu jednotlivych druhti Zivocichti (savci, plazi, ptaci) z diivodu zjisténi poméru téchto

dvou aminokyselin v kolagenech.

3.4.3 MALDI technika

MALDI zobrazovaci technikou byla analyzovana kost vojaka ze 2. svétové valky.
Kost byla v prvnich tfech vybrusech demineralizovana, zatimco u zbylych tiech vybrusu
byl proces demineralizace vynechan (Obrazek 16). Na dv¢ kosti byla nanesena 3 M HCI
— kysela hydrolyza (druhy a ¢tvrty vybrus). Na dalsi dvé roztok trypsinu — enzymaticka
hydrolyza (tfeti a paty vybrus) a dvé kosti zlstaly nepiekryté (prvni a posledni).
Touto technikou bylo detekovano velké mnozstvi latek. Obrazky 17-20 zobrazuji
distribuci 18 nejvyznamnéjsich (detekovany byly latky jak s lichou, tak se sudou hmotou

coz poukazuje na lichy pocet dusiku v molekule).

Hmoty latek detekovanych ve vybrusu kosti prekrytém 3 M HCI byly nasledujici:
m/z 683,1193 (Obrazek 17 A); m/z 633,0807 (Obrazek 17 B); m/z 557,1654 (Obrazek
17 C); m/z 521,1732 (Obrazek 17 D); m/z 473,0992 (Obrazek 17 E), m/z 471,1099
(Obrazek 17 F) — vSechny tyto latky byly pfitomny v kosti bez demineralizace; hmota
m/z 570,0667 (Obrazek 17 G) je piitomna v obou kostech piekrytych 3 M HCI, ovsem
u demineralizovaného vzorku je signal intenzivngj$i; posledni hmota m/z 395,1256
(Obrazek 12 H) je ptitomna u dvou vybrust demineralizované kosti, vétsi intenzita je
ve vybrusu s 3 M HCI, ale malé mnozstvi latky je pfitomno i ve vybrusu piekrytém

roztokem trypsinu.
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Obrazek 17: Snimky MALDI zobrazovani, latky detekované na vybrusu
prekrytém 3 M HCI

Dale byly detekovany hmoty latek, které byly pfitomny ve vybrusu piekrytém
roztokem trypsinu: m/z 398,1175 (Obrazek 18 A); m/z 325,0977 (Obrazek 18 B); m/z
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311,0819 (Obrazek 18 C); m/z 225,0443 (Obrazek 18 D) — vsechny tyto latky jsou
V nejvetsi mife zastoupeny ve vybrusu prekrytém roztokem trypsinu, v malé mife

je vidime i na okrajové Casti kosti piekryté 3 M HCI a ¢isté kosti:

Obrazek 18: Snimky MALDI zobrazovani, latky detekované na vybrusu

prekrytém roztokem trypsinu

Nasledné byly detekovany dvé hmoty latek, které jsou intenzivni a vyskytuji
se ve vzorcich bez demineralizace, a jsou lokalizovany v levé cCasti kosti piekryté
trypsinem, dale v okrajovych c¢astech kosti prekryt¢é 3 M HCl: m/z 190,0148
(Obrazek 19 A) a m/z 410,1218 (Obrazek 19 B):
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Obrazek 19: Snimky MALDI zobrazovani, latky detekované na vybrusu
prekrytém roztokem trypsinu a vybrusu prekrytém 3 M HCl

V nébrusu bylo detekovano i nékolik hmot, které byly pfedbézné na zaklad¢ méfeni
pfesné hmoty identifikovany jako aminokyseliny ve form¢ sodného nebo draselného
aduktu. Pro potvrzeni spravnosti identifikace bude nutné provést MS/MS experimenty,

které z casovych diivodu nebyly v rdmci této prace provedeny.

e m/z169,0999 (Obrazek 20 A) — sodny adukt lysinu (odchylka od piesné hmoty:
4,5mDa), latka lokalizovand ve vSech vybrusech demineralizované kosti

rovnomerné

e m/z171,0258 (Obrazek 20 B) — draselny adukt asparaginu (odchylka od ptesné
hmoty: 8,6 mDa), latku lze vidét opét ve vSech vybrusech demineralizované

kosti, nejhojnéji je ovSem zastoupena v kosti prekryté 3 M HCl

e m/z 172,0048 (Obrazek 20 C) — draselny adukt aspartatu (odchylka od ptesné
hmoty: 3,6 mDa), latka se vyskytuje pouze v okrajovych ¢astech vybrusi kosti
bez demineralizace, nejvice ji vidime ve vybrusu prekrytém trypsinem, méné

poté ve vybrusu piekrytém 3 M HCI

e m/z 243,0538 (Obrazek 20 D) — draselny adukt tryptofanu (odchylka od ptesné
hmoty: 0,2 mDa), latka se vyskytuje pouze v okrajovych ¢astech vybrusi kosti
bez demineralizace, je stejné lokalizovana jako draselny adukt aspartatu, ovsem

ve vybrusu prekrytém 3 M HCl je tato aminokyselina hojnéji zastoupena.
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Obrazek 20: Snimky MALDI zobrazovani, detekované aminokyseliny

Z vyse zobrazenych snimkd a uvedenych popistt vyplyva, Ze nelze jednoznacné
urCit, zda je pro detekci latek v kosti touto technikou nutny proces demineralizace.
Prevazna ¢ast hmot byla ovSem lokalizovana v nedemineralizované kosti. Subjektivné
hodnoceno, 10 hmot bylo detekovano ve vybrusu piekrytém 3 M HCI (Obrazky 17 A-F,
19 A, 19 B, 20 A, a 20 B) a 8 hmot bylo lokalizovano ve vybrusu piekrytém roztokem
trypsinu ( Obrazky 18 A-D, 19 A, 19 B, 20 A a 20 B). Vétsina hmot nebyla identifikovana
z casovych davodu, ale podaftilo se identifikovat ¢tyfi hmoty latek, pravdépodobné jako

adukty aminokyselin (Obrazky 20 A-D).
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3.5 Zavér

Cilem této prace bylo vyvinout optimalizovanou metodu Kk analyze
archeologickych a paleontologickych kosternich pozlstatki se zaméfenim na detekci
nizkomolekularnich organickych latek. K vyvinuti postupu metody byla pouzivana lidska
stehenni kost z 11. stoleti (rany stfedovék) a metoda byla rozd¢lena na dvé zakladni ¢asti
— na detekci lipidt a sterold (derivaty mastnych kyselin a cholesterolu) a na detekci
aminokyselin. Béhem vyvijeni metody byly optimalizovany tfi dtlezité kroky Gpravy

vzorku referentni kosti:

1. Demineralizace kosti: doba odstranéni nepotiebnych anorganickych sloucenin byla
zkracena z ptivodnich 14 dnu (viz postup 1) na 22 h (pomoci 1% roztoku HCI).

2. Extrakce kolagenu z kosti: v této ¢asti postupu bylo vyzkouseno nékolik kyselin. Aby
byla podpofena mira extrahovatelnosti kolagenu zkosti, byla pouzita
koncentrovanéjsi kyselina 10 M kyselina octovd, pomoci které bylo ve vzorku
kolagenu z referentni kosti detekovano celkem 17 aminokyselin (Tabulka 1V).

3. Proces derivatizace: V této finalni casti postupu bylo analyzovano nékolik
derivatizacnich ¢inidel. Pro detekci tukll bylo na zakladé€ vétsiho poctu detekovanych
mastnych kyselin vybrano derivatiza¢ni ¢inidlo BSTFA (viz postup 1, Piiloha 3).
Ze stejného diivodu vétsiho detekovaného poctu aminokyselin bylo vybréno i druhé

derivatizacni ¢inidlo MTBSTFA (viz postup 2).

Po optimalizaci téchto krokdl byly vzorky recentni kosti analyzovany pomoci
GC-MS systému, extrakty pripravované pro detekci tukii byly nastiiknuty do systému
automaticky a extrakty pfipravované pro detekci aminokyselin byly do systému
nastfiknuty vzdy manudlng. Nasledn€ byla metoda otestovdna na péti redlnych
paleontologickych vzorcich (stafi zhruba 2 mil. let), u kterych nebyly detekovany zadné
mastné kyseliny. OvSem ve ctyfech vzorcich byl detekovan rtzny pocet AMK
(Tabulka X1V). Z téchto ¢tyfech vzorki byl u tfech uréen pomér dvou nejvice
zastoupenych aminokyselin, Gly a Ala (Tabulka XV). Zaroven se jedna o AMK, které by
mély podléhat nejmensi degradaci. V této zkoumané oblasti se jednd o pilotni experiment,
u kterého je nutné rozsitit analyzu kolagenu u riznych druhii zivocichl, aby mohly byt
vysledky porovnany. V dal$im pokracovani vyzkumu této problematiky je finalnim cilem

vytvoreni ,,knihovny* kolagenti riznych zivocisnych druhd s pomérem Gly:Ala, ktera by
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pomohla urcit piivod neznamého kosterniho pozlstatku (na zakladé srovnani zméteného

poméru Gly:Ala s knihovnou).

Kromé techniky GC-MS byla vyzkouSena analyza Kosti in situ pomoci techniky
MALDI. Vzorek kosti byl v postupu pfipravy rozdélen na kost, ktera byla vystavena
procesu demineralizace a na nedemineralizovanou kost. Pfipravené vybrusy byly poté
prekryty HCI ke kyselé hydrolyze vzorku anebo trypsinem k jeho enzymatické hydrolyze.
Z prvotniho experimentu vyplyva, Ze proces demineralizace neni kli¢ovy k detekci
nizkomolekularnich organickych latek v kosti, nebot’ hmoty latek (m/z) byly detekovany
v obou vzorcich kosti. Touto technikou bylo detekovano 18 latek, z toho Ctyti byly
pfedbézn¢ identifikovany jako aminokyseliny (sodny adukt lysinu, draselny adukt
asparaginu, aspartatu a tryptofanu — Obrazek 20). Zbylé latky (hodnoty m/z) nebylo
z ¢asovych divodi mozné identifikovat. Pokracovani ve studiu této techniky mize

prinést optimalizovany postup ¢asove nenarocné pripravy vzorku kosti k analyze.
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3.6  Summary

The aim of this thesis was to development and optimization of method
for the analysis of archaeological and paleontological skeletal remains with the focus
on the detection of low molecular substances. Human femur from the 11" century (Early
Middle Ages) was used for development of the procedure and the method was divided
into two main parts — 1) detection of lipids and sterols (fatty acid and cholesterol
derivatives); 2) detection of amino acids. Throughout the method development process,

three main steps were optimized on reference sample bone:

1. Bone demineralization: the time needed for the removal of unnecessary inorganic
substances was shortened from the original 14 days (see procedure 1) to 22 hours
(using 1 % solution of HCI).

2. Collagen extraction from the bone: in this part of the procedure, several acids were
tested. To increase the bone collagen extraction ability, a more concentrated
10 M acetic acid was used, that allowed the detection of 17 amino acids from the
reference bone sample (Chart 1V).

3. Derivatization process: in this final step, several derivatization agents were tested.
The BSTFA derivatization agent was used for analysis of non-polar compound
(see procedure 1, Appendix 3) and MTBSTFA for amino acids for analysis
of amino acids (see procedure 2), based on the detection of higher number

of targeted compounds.

After optimization of those steps, the reference bone samples were analysed by
GC-MS system, the prepared extracts for the lipid detection were injected into the system
automatically; extracts prepared for the amino acid detection were injected manually.
Subsequently, the method was tested on five paleontological samples (approximately
2 million years old). However, no amino acids were detected. Nevertheless, in four
samples varying number of amino acids was detected. In three of those samples a ratio
of the most highly represented amino acids, glycine (Gly) and alanine (Ala), was
calculated. Note, that they are the amino acids, which should be subject to the lowest
degradation. In this research area, this is a pilot project, where it is necessary to analyse
collagen from various animal species and compared results each other. Following

research will be focused to creating a library of collagen with Gly:Ala ratio from various
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animal species that would help to identify skeletal remains origin (comparison
of the measured Gly:Ala ratio with the library).

Besides the GC-MS technique, the MALDI technique was applied to in situ bone
analysis. The bone sample was divided in two parts, i.e. bone exposed to
the demineralization process and non-demineralized bone. After this step, prepared cuts
were covered by HCI for acid hydrolysis or trypsin for enzymatic hydrolysis. The results
shown that the demineralization process was not crucial step for the small organic
compound analysis in cross-sections due to the fact that compounds (m/z) were detected
in both bone samples. Eighteen compounds were detected by this technique and four
of them were determined as amino acids (sodium adduct of lysine, potassium adduct
of asparagine, aspartate and tryptophan —Figure 20). The remaining compounds
(m/z values) were not identified due to time reasons. Further research into this area may

provide a new, optimized and less time-consuming method for for bone sample analysis.
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PRILOHY

Piiloha 1: Tabulka s detekovanymi latkami ze vzorku chloroformového extraktu

silanizovaného pomoci Met-Prep, postup 1

RT (min) RI Nazev
11.758 1409 dodekanal
11.939 1428 methylester kyseliny undekanové
12.101 1436 methylester kyseliny 9-oxononanové
12.187 — 6-ethoxy-1,2,3,4-tetrahydro-2,2,4-trimethylchinolin
12.959 1519 N,N-dimethyl-1-dodekanamin
13.248 1526 methylester kyseliny laurové
13.505 1547 dimethylester kyseliny dinonanové
14.022 — 3-methyl-3H-benzothiazol-2-on
14.380 1624 methylester kyseliny tridekanové
15.626 1725 methylester kyseliny myristové
16.208 1779 methylester kyseliny 13-methyltetradekanové
16.453 1808 1-methylundekylbenzen
16.613 1820 methylester kyseliny pentadekanové
16.665 1819 (1-butylnonyl)-1-pentyloktylbenzen
16.742 1826 (1-butylnonyl)benzen
16.870 1840 (1-propyldekyl)benzen
17.926 1926 methylester kyseliny palmitové
17.976 1923 di-tert-butyl-1-oxaspiro(¢,5)deka-6,9-dien-2,8-dion
e | s | el el sl SO ity ¢
18.307 2028 methylester kyseliny heptadekanové
18.362 1993 ethylester kyseliny palmitové
18.639 2028 methylester kyseliny palmitové
19.778 2128 methylester kyseliny stearové
20.000 2173 ethylester kyseliny oleové
20.185 2195 ethylester kyseliny stearové
20.450 2228 methylester kyseliny nonadekanové
21.141 — ethylester kyseliny mono 9-epoxystearové
21.306 2329 methylester kyseliny arachidové
21.735 2386 Oleamid
hylester kyseliny 2-hydroxy-1-
22309 2498 ?ﬁyﬁr?i?mgciill)pﬁlmiéig )
29 867 2498 ethylester kyseliny 2-hydroxy-1-

(hydroxymethyl)palmitové

22.919 2528 methylester kyseliny behenové




23279 . 1-methyl-5-oxo-L-proIyI-N,1-dimethyl-_L-histidyI-N,l-
L-tryptofyl-N,N,N2-o-tetramethyl-L-serin

23.870 — anhydrid kyseliny stearové

24.368 — propylester kyseliny 2,3-hydroxystearové

24.449 — 4-ethenylhexadekyloxybenzen

27.288 3126 methylester kyseliny stearové

27.419 3087 cholesterol

33.739 3582 Tris(2,4-di-tert-butylfenyl)fosfat

Piiloha 2: Tabulka s detekovanymi latkami ze vzorku chloroformového extraktu

silanizovaného pomoci BSTFA, postup 1

RT (min) RI Nazev
4.293 1010 kyselina borita, 3TMS derivat
5.211 1066 kyselina mlécna, 2TMS d.
5.313 1074 kyselina kapronova, TMS d.
5.730 1104 Nonanal
6.004 1126 methylester kyseliny kaprylové
6.581 1169 kyselina heptanova, TMS d.
6.758 1183 1-oktanol, TMS d.
7.087 1206 dekanal
7.406 1233 fenylethylalkohol, TMS d.
7.878 1266 kyselina kaprylova, TMS d.
8.150 1289 glycerol, 3aTMS d.
8.669 1325 methylester kyseliny dekanové
9.044 — kyselina p-toluova, TMS d.
9.163 1355 kyselina nonanova, TMS d.
9.237 1270 fenoxyethanol, TMS d.
9.585 1390 ethylester kyseliny kaprinové
9.652 1400 Tetradekan
9.861 1385 kyselina 3-chlorbenzoova, TMS d.
10.088 1436 methylester kyseliny 9-oxononanové
10.259 — 2-butyloktanol, TMS d.
10.400 1450 kyselina kaprinova, TMS d.
10.584 1471 (Zjig;]bis(l,l-dimethylethyl)-2,5-cyklohexadien-1,4-
10.953 1519 N,N-dimethyl-1-dodekanamin
11.218 1526 methylester kyseliny laurové
11.542 — kyselina 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxofenylpropanova
11.761 1558 1-dodekanol, TMS d.
11.840 1553 hexadekamethylheptasiloxan
12.021 1595 ethylester kyseliny laurové




12.104 1600 Hexadekan

12.369 1624 methylester kyseliny tridekanové
12.543 1635 Benzofenon

12.719 1655 kyselina laurova, TMS d.

12.879 1659 Tridekanol, TMS d.

13.294 — Stearyltrimethylamonium chlorid
13.637 1726 1-(pentylheptyl)benzen

13.672 1730 1-(butyloktyl)benzen

13.956 1756 Tetradekanol, TMS d.

14.037 1766 (1-ethyldecyl)benzen

14.192 1779 Methyl 13methyltetrsadecanoate
14.252 1794 ethylester kyseliny myristové
14.442 1808 (1-methylundecyl)benzen

14.592 1820 methylester kyseliny pentadekanové
14.652 1819 (1-pentyloktyl)benzen

14.726 1826 (1-butylnonyl)benzen

14.862 1850 kyselina myristova, TMS d.

15.422 1904 Methyl hexadec-9-enoate

15.510 1914 (1-methyldodecyl)benzene

15.751 1926 methylester kyseliny palmitové
e | g | oy SoeQdmien)
16.060 1965 dibuthylftalat

16.301 1993 ethylester kyseliny palmitové
16.840 2050 kyselina palmitova, TMS d.

17.157 — Oleanitril

17.397 2110 methylester kyseliny stearové
17.600 2128 methylstearat

17.860 2152 stearylalkohol, TMS d.

17.938 2173 ethyl olet

18.138 2195 ethylester kyseliny stearové

18.372 2211 kyselina petroselinova, TMS d.
18.608 2246 kyselina stearova, TMS d.

19.042 — heptadecylesther kyseliny 3-chlorpropionové
19.635 2386 9-octadekenamid

19.961 2418 1-monomyristin, 2TMS d.

20.042 — oleamid, TMS d.

21.079 2572 di(2-propylpentyl)ester kyseliny ftalové
21.208 2558 2-palmitoylglycerol, 2 TMS d.
21.62 2607 1-monopalmitin, 2TMS d.

22.180 2109 | B eyisiiheptadekanont
22.628 2772 2-monostearin, 2TMS d.




22.990 2806 glycerol monostearat, 2TMS d.

24.203 2998 2,3-dihydroxypropylikosanoid, 2TMS d.
24.310 — 3,3,4,4-tetrahydrospirillooxanthin
25.717 3150 Cholesterol, TMS d.

28.526 3397 Tris(2,4-di-tert-butylfenyl)fosfat

31.560 3582 Tris(2,4-di-tert-butylphenyl)fosfat

Priloha 3: Graf zavislosti reten¢niho indexu na ¢ase u vzorku chloroformového extraktu

silanizovaného pomoci Met-Prep 11
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Priloha 4: Graf zavislosti reten¢niho indexu na ¢ase u vzorku chloroformového extraktu

silanizovaného pomoci BSTFA
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