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RECENZOVANE PRISPEVKY
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KoZesina je nejen jeden z nejstarsich material( pouzivanych k vyrobé
odévili nebo jejich ozdobeni, ale uplatiiovala se i na potazeni brnéni
a 8titd. Vzhledem k vyznamu koze3nického prdmyslu v minulosti je
dllezité u téchto historickych objektd rozpoznat, z jakého zvifete
kozesina pochdzi. Cilem této prace je najit rychlou a jednoduchou
metodu, kterou bychom identifikovali zviteci plvod srsti. V této praci
byla analyzovana srst pochazejici z patnacti zvirat - Sesti domestikova-
nych (kocky, kozy, kralika, kravy, koné a psa), ctyt divokych bylozravych
zvifat (darka, jelena, srnce a osméka degu) a péti Selem (Iva indického,
Iva stepniho, levharta mandzuského, tygra sumaterského a tygra ussu-
rijského). Po enzymovém Stépeni proteinli obsazenych v chlupech
byly vzorky analyzovany pomoci Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization — Time Of Flight (MALDI-TOF) hmotnostni spektrometrie.
Pro vyhodnoceni dat byla vyuzita analyza hlavnich komponent (PCA).
Klicova slova: zvifeci chlupy; kozesiny; proteiny; enzymatické stépeni;
hmotnostni spektrometrie; analyza hlavnich komponent

A FAST PROTEOMICS RECOGNITION OF ANIMAL HAIRS USING
MASS SPECTROMETRY Fur is one of the oldest materials
which were used for production of garment, however, they were also
used as parts of armour and shields. Due to the importance of fur
industry in the past, it is important to recognize the original animal
used in these historical objects. The aim of this work is to find out
a simple and a fast approach to identify the origin of animal hairs.
Fur hairs of fifteen animals were analysed - six domesticated animals
(dog, cat, rabbit, horse, goat and cow), four wild herbivorous animals
(fallow deer, red deer, degu and roe deer) and five predators (Asiatic
lion, African lion, Amur leopard, Sumatran tiger and Siberian tiger).
After enzymatic digestion of proteins contained in fur hairs, the sam-
ples were analysed by Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization —
Time of Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. Principal component
analysis (PCA) was used for subsequent data evaluation.

Key words: animal hairs; fur, proteins; enzymatic digestion; mass
spectrometry; principal component analysis

Zviteci kozesiny se od nepaméti pouzivaji k vyrobé odévli nebo k jejich
ozdobeni. Znalost jejich zpracovani saha nékolik tisic let do minulosti
aod pocétku byla klize zvitat pro ¢lovéka dllezitou surovinou, s ni obchod
byl az do zac¢atku prdmyslové revoluce jednim z nejvyznamnéjsich. Pocat-
kem minulého stoleti byly hlavnim zdrojem kizi a kozesin farmy, ¢imz
se snizila cena kozesin, a proto se zacaly stavat béznou soucésti odévu.’
V sedmdesatych letech zasahla do kozesinového prlimyslu ochrana zvitat
a spolu s ni doslo k omezeni vyroby nebo Uplnému zdkazu vyuziti chra-
nénych Zivocich(i. Presto se ale dodnes s kozeSinami chranénych druh(
obchoduije, a je proto potreba znat metody, které dokdzi rychle a spolehlivé
odhalit jejich Zivocisny plivod. Pro restauratory a konzervatory zase mlize
byt zajimavé a mnohdy i dulezité zjistit, z jakych zvitat kozesiny na rliznych
odévech pochazeji, coz mlize napomoci napfiklad s dokumentaci obchod-
nich cest, prohloubenim znalosti o historické médé a v neposledni fadé
i s restaurovanim nebo konzervovanim kozesinovych predmétd.

Jiz v 11. stoleti byla v Evropé kozesina nosena spise jako symbol bohat-
stvi a socidlniho postaveni, nez pouze jako odév, ktery mél clovéka zahfat
v chladnych dnech. Panovnici nosili kozesinové plasté, cepice a kozesinové
doplnky vyrobené z norka, sobola a ¢incil. Od pocatku 14. stoleti byly zave-
deny zakony, jez regulovaly, které socidlni tridy maji povoleno nosit jaké
typy kozesin.2 Mezi historicky nejzndméjsi druh kozesiny patfi zajisté her-
melin z lasice hranostaje, ktery ve stfedovéku zdobil odévy krél{i a dal3ich
vyznamnych osob. Obrazy v muzeich zachycujici velkolepé korunovace
ukazuji, Ze monarchové vyuzivali hermelin jako prezentaci sily a bohatstvi
od pocatku své viady. Obzvlast korunovace Katefiny Veliké byla v hojnosti
pouzitého hermelinu velmi extravagantni.? Jako dalsi zdroje luxusnich koze-
$in mGzeme uvést jiz zminéného norka a sobola, ale i lisku nebo ondatru.
Mezi béZznéji dostupné se fadi kozesiny z domestikovanych zvitat, kam
patfi specidlni plemena krélika, kozy domdci a ovce (velmi vyznamny je
také chov ovce karakulské, jejiz kozeinu nazyvéame perzian) [DOUBKOVA,
vyse zminénd lasice hranostaj, liska, kuna, veverka, kocka divoka ¢i vysoka
zvéf jako je jelen, danék ¢isrnec.*

Sbirkotvorné pfedméty, u kterych se mizeme setkat se zvifecimi chlupy,
nemusi byt jen vyrobky kozesinového pramyslu, jako jsou riizné druhy oble-
Ceni (kozichy, limce, $aly, rukévniky, rukavice, ¢epice atd.), interiérové vyba-
veni (krbové predlozky, podsedaky ¢i polstare) ¢i jiz zminéné brnéni a Stity
potazené kozesinovu, ale i rlizné lovecké a myslivecké trofeje v soukromych
shirkach ¢i zviteci preparace v nejriiznéjsich muzejnich sbirkach (Obr. 1).
Pro zachovani zviteci kGize po usmrceni zvifete je nutné jeji opracovani
a konzervace, aby se zamezilo jejimu znehodnoceni. Postup v pfipadé
preparaci zvifat a pouhého zpracovani kozesiny se vyznamné lisi. Pokud jde
0 zpracovani kozesiny, pak po nezbytnych krocich opracovani a konzervace
je mozné ponechat kozesinu bud'v jejim pfirozeném stavu, nebo ji dale
zuslechtovat. Mezi zuslechtovaci procesy patfi napfiklad barveni, které
se pouziva pro vylepseni pfirodniho vzhledu ¢i pro napodobeni vzacnéjsi
kozesiny. Z dlivodu napodobovani vzacnéjsich zvitecich druht je u téchto
vzork( nutna identifikace, zda se jedna o kozesinu pravou ¢i zuslechténou.’
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Obr. 1 Priklady sbirkotvornych koZesinovych predmétd. Vlevo
se nachdzi koZich prvni ddmy Hany BeneSové z tzv. opici
kuze. Vpravo je zobrazen ddmsky zimni cepec s koZeSinou®
Examples of collection items made of fur. On the left, there
is a fur coat of the first lady Hana Benesovd made of duvetyn.
On theright, a ladies’ winter bonnet with fur is depicted

Pro identifikaci zvifeciho ptivodu chlupu mize byt uzita makroskopicka
a mikroskopickd analyza [TRIDICO, 2005; MARIACHER, 2019]. Makro-
skopicky Ize rozlisit vzorky podle tvaru a struktury chlupu. Vzorky pro
mikroskopii (fezy a prlitezy) jsou pfipravovany v presnych vzdalenos-
tech od korene chlupu. Chlup Ize analyzovat napf. pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM), ktery k vizualizaci povrchu vyuziva
sekundarni elektrony [WORTMANN - ARNS, 1986], ale i pomoci tran-
smisniho elektronového mikroskopu (TEM), ktery zobrazuje vnitini
strukturu vzorku [HARIZI, 2010]. Podle jejich struktury je mozné rozli-
Sit zviteci chlupy jak od lidskych, tak od jednotlivych zvitecich druhd.
Za timto Ucelem se Castéji pouziva analyza DNA [KERKHOFF, 2009], ktera
vyuziva jadernou DNA z vlasovych kotinkd a mitochondridlni DNA z via-
sového kmene [MELTON - HOLLAND, 2007; HOUCK - BUDOWLE, 2002].
Rozlisujeme dva zakladni typy chlupt. Prvnim jsou chlupy kryci, které
obsahuji pigmenty a davaiji srsti jeji barvu. Kryci chlupy mohou byt
rovné i zvinéné a chrani kizi pred pfimym kontaktem s vodou. Druhym
typem jsou chlupy vinovlasu (podsady) bohaté zvinéné chlupy. Mohut-
nost podsady se lisi podle ro¢niho obdobi [DYCE, 2009]. Na obr. 2
je zobrazen rozdil v prafezu téchto druht.

Ve stiedu chlupu se nachazi dien tvofici jednu az dvé fady bunék. Dien
je obklopena kdrou, kterd je pokryta povrchovou blankou (kutikulou).
Zakladni stavebni slozka chlupu je skupina proteinl nazyvanych kera-
tiny, pattici mezi skleroproteiny. To jsou ve vodé nerozpustné fibrilarni
struktury, které jsou soucasti interceluldrnich prostor [WANG, 2016].
Keratin je bohaty na siru. Nachazi se jak v aminokyseliné methioninu,
tak v cysteinu. Podle mnozstvi disulfidickych mUstkd rozliSujeme tzv.
tvrdé a mékké keratiny. Cim je v keratinu vice disulfidickych mastk,
tim jsou molekuly tvrdsi a pevné;jsi [WHEWELL, 1961]. Jejich redukce
snizuji elasticitu, ale také zvy3uji rozpustnost molekuly. Princip redukce
disulfidickych mustkd se vyuziva napf. pfi trvalé Upravé vlasq, kdy se
alkaliemi zmékci vlasovy keratin. Ten ziska tvar podle pouzité natacky
a nasledné se upevni fixaci (dojde k obnové disulfidickych mustka).
Proteiny v chlupech Ize separovat pomoci elektromigra¢nich metod,
napf. isoelektrickou fokusaci [FOLIN - CONTIERO, 1996] nebo elektrofo-
rézou v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného
[KHAWAR - WATSON, 1996]. Pro identifikaci Ize také pouzit hmotnostni
spektrometrii (MS) [HOLLEMEYER — ALTMEYER, 2007; HOLLEMEYER -
ALTMEYER, 2002; SOLAZZO, 2013], pficemz po enzymatickém $tépeni
Ize pouzit bud'analyzu pomoci MALDI-TOF [HOLLEMEYER — ALTMEYER,
2007; HOLLEMEYER - ALTMEYER, 2002], nebo separaci vzniklych peptidd
kapalinovou chromatografii on-line spojenou s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-ESI-MS/MS) [SOLAZZO, 2013].

V této praci byla pouzita metoda MALDI-TOF MS s velmi jednoduchou
pfipravou vzorkl pro rozliseni srsti pochazejici z rGznych zvitecich
druhd. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci analyzy hlavnich kom-
ponent (PCA) [CEJNAR, 2018].

Obr.2 Rozdil v prirezech chlupu kryciho a chlupu vinoviasu
[DYCE, 2009] / Difference in the sections of the guard hair
and the undercoat hair [DYCE, 2009]

EXPERIMENTALNI CAST

Vzorky zvireci srsti

Pro rozliseni zvitecich chlupC byly pouzity vzorky chlupt z Sesti domes-
tikovanych zvitat (kocky (Felis catus), kozy (Capra aegsgrus hircus), kra-
lika (Oryctolagus cuniculus f. domesticus), kravy (Bos taurus), koné (Equus
caballus) a psa (Canis lupus f. familiaris)), ¢tyf divokych bylozZralych
zvitat — danka skvrnitého (Dama dama), jelena (Cervus nippon), osmaka
degu (Octodon degus) a srnce (Capreolus capreolus)) a péti exotickych
Selem (lva indického (Panthera leo persica), lva stepniho (Panthera leo
spelaea), levharta mandzuského (Panthera pardus orientalis), tygra
sumaterského (Panthera tigris sumatrae) a tygra ussurijského (Panthera
tigris altaica)).

Stépeni proteini

Nékolik kouskd zvitecich chlupti o délce cca 0,5 cm bylo Stépeno v 15 pl
50mM hydrogenuhli¢itanu amonném obsahujicim 10 pg/ml trypsinu.
Stépeni bylo provadéno po dobu tfi hodin za laboratorni teploty. Poté
byly vzorky precistény pres ZipTip pipetovaci $picky s reverzni fazi
C,,- VSechny vzorky byly analyzovany v minimalné tfech opakovanich
pomoci MALDI-TOF MS k ziskani charakteristického profilu peptidd.

Méreni pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Pro méfeni bylo prvnim krokem prichystani matrice, ktera byla pfipra-
vena rozpusténim 8-9 mg kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové ve smési
o nésledujicim slozeni: 100 pl acetonitrilu, 250 pl 0,2% kyseliny trifluor-
octové a 100 pl vody. Ke 3 pl precisténého vzorku bylo pfidano 11 pl
takto pfipravené matrice. Tato smés byla nanesena na ocelovou méfici
desticku po 2 pl alespon ve tfech opakovanich a ponechana vykrysta-
lizovat. Nasledné byla deska vloZzena do hmotnostniho spektrometru
MALDI-TOF (Autoflex Speed, Bruker Daltonics, Némecko). Méfeni bylo
provadéno v pozitivnim reflektorovém mddu a rozsah méreni pro jed-
notlivé vzorky byl nastaven na 900-2000 Da. Skéla byla ziskana suma-
rizaci dil¢ich spekter z minimalné 3000 laserovych shot(.

Vyhodnoceni dat pomoci PCA

Data z namérenych spekter pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektro-
metrie byla vyhodnocena pomoci softwaru mMass a nasledné pomoci
analyzy hlavnich komponent (PCA). Data zhmotnostnich spekter byla
extrahovana do textovych souborl ,peaklist” a ,spectrum’, pomoci
néstroje pro extrakci a preprocessing spekter ms.exe [KUCKOVA, 2015].
Nasledné byla data zpracovana v matematickém softwaru R pomoci
skriptu multiMS-toolbox [KUCKOVA, 2015; CEJNAR, 2018] pro extrakci
vrchold, normalizaci dat a analyzu hlavnich komponent (PCA).
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Obr. 3 Analyza chlupt domestikovanych a divokych zvitat pomoci PCA
Analysis of hairs of domesticated and wild animals by means
of PCA

VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci byla pouzita metoda MALDI-TOF s velmi jednoduchou
a rychlou pfipravou vzorkd pro rozliseni zvifecich druh(.

V prvni ¢asti experimentu byla analyzovana dohromady domesti-
kovana a divoka bylozrava zvifata. Graf statistického vyhodnoceni
pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) téchto zvifat zobrazuje
(Obur. 3), Ze lesni zvitata, tj. danék (D), jelen (Sl) a srnec (SR), tvoii sku-
pinu, ve které jsou tyto druhy vzajemné propojeny, ale jsou oddéleny
od ostatnich zvifat. Druhou skupinu tvoii ostatni zvifata — kocka (KC),
koza (KZ), kan (K), kralik (KR), osmék degu (O), pes (P) a krava (T). Sku-
piny vzork( kocici a kravské srsti se s ostatnimi shluky dalsich zvitat
neprolinaji, coz znamen4, Ze tyto dva druhy je mozné identifikovat
bez dalsi podrobnéjsi analyzy. Nasledné byly tyto dvé skupiny zvirat
(domestikovana vs. divoka byloZrava) analyzovany oddélenég, aby bylo
mozné zjistit, zda se daji rozlisit jednotlivé druhy.

Na izolované skupiné divokych bylozravct (Obr. 4) je vidét, ze se
vsechny tfi studované druhy (danék, jelen a srnec) oddélily dostatecné
na to, abychom je byli schopni rozlisit. S kozesinami téchto tfi druht
lesnich zvitat je zcela bézné se setkat jako s mysliveckymi trofejemi jak
v historickych objektech, tak ve sbirkach soucasnych myslivch a lovci.
Dale jsou zobrazena pouze domestikovana zvifata a mGzeme vidét,
Ze tyto druhy mohou byt také rozliseny na zdkladé analyzy PCA (Obr. 5).
Vybrali jsme chlupy ze psl a kocek, protoZe jejich kozesiny nejsou
v soucasné dobé tak raritni, jak se mGze zdat, prestoze Evropska unie
zakazala jejich distribuci na svém Uzemi jiz v roce 2008.” Tyto kozesiny
se do Evropy dostavaji z jihovychodni Asie a Ciny a zde jsou proda-
vany pod faleSnymi nazvy.® Kréli¢i kozesina se stejné jako u lesnich
zvitat vyskytuje jako myslivecka trofej, zatimco kozesina z kozy, kravy
i koné se do dnesni doby pouziva k dekorativnim ucelim do interiéru.
Vsechny tyto druhy se tedy mohou objevit v historickych sbirkach.

4x10*
210"

1.10° -4x10'

Obr.4  Analyza srstiu lesnich zvifat pomoci PCA. Legenda: D — danék,
SI—jelen, SR - srnec/ Analysis of fur of wood animals by
means of PCA. Explanatory notes: D - fallow deer, SI - red deer,
SR - roe deer

Druha cast experimentd se zaméfila na moznost rozliseni zvifecich
druhi podle chlupti exotickych Selem, které byly od nepaméti loveny
pravé pro svou srst. Bylo analyzovano pét druht selem - lev indicky,
lev stepni, levhart mandzusky, tygr sumatersky a tygr ussurijsky, které
se pomoci PCA podatilo Uspésné rozlisit (Obr. 6).

ZAVER

Cilem prace bylo zjistit, zda Ize na zakladé zvitecich chlupt rozli-
sit jednotlivé zviteci druhy (jejich kozesiny) od sebe. Bylo zjisténo,
ze v ramci definované skupiny zvifat (skupiny domestikovanych zvitat,
divokych bylozravych zvitat a exotickych $elem) to mozné je. Tato
metoda se v ramci téchto vybranych zvifecich druhl ukazala jako
vhodnd pro snadné a rychlé odliSeni. V soucasné dobé byla metoda
testovana na malém mnozstvi vzorkd, ale v budoucnu bychom radi
tuto techniku aplikovali na rozmanitéjsi a hlavné vétsi pocet vzorkd,
u kterych bude zndm jejich zviteci pdvod, a nasledné ji pak rozsitili na
vyzkum historickych objekt(.
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Obr.5  Analyza chlup( u domestikovanych zvifat pomoci PCA.
Legenda: K - kiiri, KC — kocka, KR - krdlik, O — osmdk degu,
P - pes, T - krdva / Analysis of hairs of domesticated animals
by means of PCA. Explanatory notes: K — horse, KC — cat, KR -
rabbit, O - degu, P - dog, T - cow

Obr.6  Analyza chlupi u exotickych selem pomoci PCA. Legenda: LI - lev
indicky, LM - levhart mandzusky, LS - lev stepni, TS — tygr suma-
tersky, TU - tygr ussurijsky / Analysis of hairs of exotic predators
by means of PCA. Explanatory notes: LI - Asiatic lion, LM - Amur
leopard, LS - African lion, TS - Sumatran tiger, TU - Siberian tiger
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