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RECENZOVANE PRISPEVKY

ANALYZA KREVNICH NATERU HMOTNOSTNi SPEKTROMETRII
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Stépanka Kuckova'?
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2 Narodni muzeum v pfirodé, Valasské muzeum v pfirodé
3 Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha
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pro 2. stupen zékladni skoly a stfedni skoly, skolského manage-
mentu. Mimo jiné je vasnivym popularizdtorem védy.
(tadeasmatecha@gmail.com)

Krevni natéry byly v minulosti ¢asto uzivanym materidlem, ktery byl
vsak v mnoha pisemnych pramenech opomijen z ddivodu jeho vsed-
nosti. Vzhledem k absenci souvislych historickych poznatkd vyvoje
v této oblasti neni pfilis zndmé, ve kterych lokalitach a na jakych konkrét-
nich historickych objektech se krevni natéry nachdzi. Z téchto dlivodd
je klicova jejich analyza. Cilem této prace bylo zjistit proteinové slozeni
24 modelovych vzorkd natérd na dievé pomoci nanokapalinové chro-
matografie spojené s kvadrupdlovym analyzatorem a analyzatorem
doby letu (nano-LC-ESI-Q-TOF MS). Vysledky analyz byly porovnany
s proteinovou databazi rostlinnych a zivocisnych proteint (UniProt)
aidentifikované charakteristické proteiny byly konfrontovany s ptivod-
nimi latkami, ze kterych byly krevni natéry pfipraveny. Stejnou metodou
byl analyzovan i vzorek krevniho natéru z chalupy z Horni Becvy z konce
18. stoleti.

Klicova slova: historické objekty, hmotnostni spektrometrie, krev,
krevni natéry, proteiny

ANALYSIS OF BLOOD COATINGS BY MASS SPECTROMETRY

In the past, blood coatings were often used not only for aesthetics
but also as a functional material, which, however, was neglected
in many written sources as a consequence of their mundaneness.
The clarity of the location and historical objects blood coatings are on,
is hindered due to the absence of historical knowledge in this field.
For these reasons, their analysis is crucial. The goal of this work was
to analyse the protein composition of 24 model blood coatings
on wood using nano-Liquid Chromatography - Electrospray lonization —
Quadrupole - Time of Flight Mass Spectrometry (nano-LC-ESI-Q-TOF MS).
The results were compared with a worldwide protein database of plant
and animal proteins (UniProt), and the obtained particular proteins, were
compared to the original substances from which the blood coatings were
prepared. Using the same procedure, a sample from historical object
at Horni Be¢va from 18" century was analysed.

Key words: blood, blood coatings, historical objects, mass spectrometry,
proteins

KREV A JEJi POUZITI V HISTORICKYCH OBJEKTECH

Krev, jakoZto Zivotodarna tekutina, ma své specifické chemické slo-
Zeni i transcendentni hodnotu. Diky tomuto spiritualnimu vyznamu
a praktickym vlastnostem se jednalo o béZné uzivanou, ale vyznamnou
slozku smési, jez nasly svoje opodstatnéné vyuziti napfiklad jako lazury
v malifstvi, pojiva natérd na dieveé (napiiklad ¢asti mlyna), konzervacni
natéry stropnich tramd, stén ¢i podlah mlatd a mnohé dalsi [ SchieBl,
1981; Wenzel, 1914; Valky, 2006; Vondracek, 1959 1. Ceska literatura
se o krevnich néatérech jako takovych zminuje minimalné, a proto autofi
Cerpali predeviim z némecké, ale také anglické ¢i italské literatury.

Jiz v paleolitu se objevovaly prvni zndmky krevnich natérd v umélec-
kych malbach v jeskynich. Jednim z hlavnich problém prizkumu
takto starych artefakt( krevnich natérd jsou pfilis malé vzorky, které
byvaji ¢asto kontaminované dalSimi bilkovinami (nebo DNA). Z ana-
teiny pochazejicimi napfiklad z rukou osob, které pfisly se vzorkem
do kontaktu, kterd nasledné znemoznuje objektivné prokézat, zdali
krev a jiné identifikované proteiny pochazeji z doby vzniku artefaktu.
Tento fakt Cini organickou analyzu obtiznéjsi [Walter, 1996]. Jedno
z prvnich uziti krve jakoZto soucasti krevniho natéru se datuje mezi
lety 221-206 pF. n. I. do Ciny [ZHAO et al., 2015]. Krev se zde pouzi-
vala jako pojivo, spole¢né s vdpnem ¢i jinym pojivovym materidlem
(napfiklad tungovym olejem) pro pfipravu kvalitnich podkladovych
vrstev odolnych vici vihkosti. Tato receptura se velmi ¢asto vyskytuje
v rdznych obménach napfic historickymi texty [Croker, 1982; Florinus,
1722; Vondracek, 1959]. Jeji pouzivani se rozsifilo i do Evropy, coz
potvrzuje pfitomnost smési krve a vapna v podkladovych vrstvach
¢inskych lakovanych tram, nachazejicich se ve videriském baroknim
zémku Schénbrunn [Miklin-Kniefacz et al., 2016]. V Ceské republice
byly natéry krevniho typu prokazatelné identifikovany pouze ve dvou
lokalitach, a to v obci Horni Be¢va a Korouhev. Predpoklada se vsak,
Ze krevni natéry (ve smési s vipnem) byly na uzemi Ceské republiky
bézné pouzivany. Lze tak ocekévat, ze v ndvaznosti na soucasné probi-
hajici vyzkumy v této oblasti dojde k rozsifeni poctu lokalit, ve kterych
bude krevni natér identifikovan. Jeho identifikace je totizmoznais vel-
kym ¢asovym odstupem, nebot k degradaci vysokého obsahu bilkovin
v krevnim natéru dochazi v malé mife, a to i pfes vyssi hodnotu pH,
zpUsobenou piitomnosti hydroxidu vapenatého (z vapna). Dikazem
mohou byt identifikované ¢ervené krvinky, kolagen a fragmenty vlast
na deseti 90 000 let starych kamennych néstrojich v jeskyni zvané
Tabun v Izraeli [Loy — Hardy, 1992; Metheny - Beaudry, 2015].
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Samotny nétér slozeny pouze z krve neni dostate¢né odolny vici
povétrnostnim vliviim a vlhkosti. Takovy natér je obecné nachylnéjsi
k degradaci, nebot mize snadnéji podlehnout napfiklad napadeni
plisnémi apod. Kvali nepfitomnosti vapna také v cerstvé krvi pro-
biha proces srazeni krve, smés tak tuhne a po chvili uz neni dobfe
roztiratelna [Schiel3l, 1981; Croker, 1982]. Nicméné tento typ natéru
je proveditelny — Cerstva krev se pfi rychlém zuzitkovani vyborné
roztird a Ize dosahnout lazurujiciho efektu naptiklad ve vnitinich
prostorach pfi moreni tramu. Zpocatku je natér leskly a zarivé rudy,
pozdéji viak nevzhledné zhnédne. Z vyse uvedenych divodt Schief3l
[1981] upozornuje, Ze je tieba brat informace o uzivani cisté krevniho
natéru v obdobi baroka a rokoka s rezervou. Mnohé literarni zdroje
a receptury krev popisuji jako nedilnou soucast natérovych smési,
ne vsak jako jedinou samostatnou slozku [Croker, 1982; Frode, 1910].
Podle novodobého experimentu Lubose Vokouna z roku 2008 samotna
krev ¢asem podléha hnilobnym procesiim, a proto doporucuje uzit
krev s vapennou vodou maximalné v rovném pomeéru, a neprevazit
tak objem krve nad objemem vapenné vody [Vokoun, 2008]. Nutno
podotknout, ze Vokoun ve svém experimentu nepouziva vapennou
kasi, nybrz vapennou vodu (nasyceny roztok Ca(OH),), ktera tak obsa-
huje podstatné méné Ca(OH), nez vapenné kade ¢i vdpenné mléko.
Vyznamnou vlastnosti krve je jeji pojivost a lepivost. Velmi pouZzivand
hovézi ¢i pfimo volska krev obsahuje - stejné jako krev viech obratlovcl —
vysoky podil bilkovin. Krev mimo télo koaguluje (srazi se) a tvofi houbovity
krevni kolac, ktery je slozen z pevné slozky krve a vodného, naZloutlého
az bezbarvého séra. Vazebny efekt se projevuje jak u Cerstvé krve
(upravené michanim na jatkach ihned po zabiti zvifete po dobu
cca 20-30 minut, dokud se krev nesrazi), tak i v séru vzniklém po néko-
likahodinovém odstaveni (umichana krev se neché odstat do pristiho
dne - v horni ¢asti zGstane priihlednd nazloutld tekutina — sérum,
ve spodni Casti z(stava Cervena tekutina). Pojivého efektu, ktery Ize
podpofit ptridanim cerstvé krve, se vyuzivalo napfiklad pfi budovani
pousteven ¢i umélych pfirodnich jeskyni tmely, jejichZ obvyklym slo-
zenim byla krev, Inény olej a nehasené vapno [Schief3], 1981]. Nékteré
pozdéjsi recepty nahrazuji krev vajec¢nym bilkem ¢i mléénym kaseinem,
ponévadz pojivovou vlastnost velmi dobre zajisti i proteiny ovalbumin
¢i kaseiny. Pro zajimavost Ize zminit recept krevniho nétéru z roku 1910,
ktery zvetejnuje Frode ve své praktické prirucce: ,Bilek ¢i hovézi krev
se rozmicha se ¢tyfmi dily cerstvého tvarohu, pfida se jeden dil prasko-
vého nehaseného vapna, vie se kvalitné promichd a okamzité cerstvé
zpracuje” [Frode, 1910]. U tohoto zdroje, obdobné jako z vétsiny zdroj(,
neni zcela jasné, o jaky pomér ingredienci se jednd, zdali hmotnostni
¢i objemovy. Vétsina historickych receptt neuvadi exaktni ¢i uplné
slozeni krevnich natérd, coz znesnadnuje jejich opétovnou realizaci
a pfi snaze recept novodobé aplikovat na rekonstrukci krevnich natérd,
je nutné vychazet ze zkusenosti experimentator(l. Receptury se napfi¢
zdroji rdzni pfedevsim v pomérech a pfidanych ingrediencich, zékla-
dem vsak zUstava vapno v riznych podobach a konzistencich a krev,
jejimiz rGzné zvolenymi poméry se dociluje rozli¢nych barev. Napiiklad
smés 1 dilu hovézi krve s 20 dily vapna vyvolava zelenavy tén barvy
[Schief3l, 1981]. Zélezi viak na pomérném zastoupeni vapna a vody
v Casto uzivané vapenné kasi (haseném vapné), nebot napfiklad Tomas
Dostal a Ludék Dvorak dosahuji ve svych experimentech odstinG
zelené barvy az v poméru 1 dilu hovézi krve ku 5 diliim haseného
véapna. Krev oproti ostatnim proteinovym slozkam ve smésich domi-
nuje, za ¢imz maze byt snaha zuzitkovat veskery i odpadni material
z Casto konanych jatek a zabijacek.

Za zminku stoji jedna z odzkousenych receptur krevnich natérd, ktera
vznikla a byla realizovana v roce 2017 v rdmci workshopu projektu
NAKI II. Historické dfevéné konstrukce: typologie, diagnostika a tra-
di¢ni opracovani dreva DG16P02M02 ve Valasském muzeu v pfirodé
v Roznové pod Radhostém [Dostal et al., 2019]:

® 400 ml hovézi krve,

e 50 ml odtu¢néného mléka,

e 20 mlzludi,

e 20 ml vapenného mazu.

Ptivhodnych pomérech' krve a vdpenného mazu Ize docilit rlizné barev-
nych odstin(, s vyjimkou transparentniho bilého odstinu, ktery byl doci-
len smési krevni vody a bilého pigmentu (zinkové béloby, ZnO) (obr. 1).
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Obr. 1 Barevné odstiny krevnich ndtér(i / Colour shades of blood
coatings. Photo: Ludék Dvordk

Barevné odstiny vsak nejsou svétlostalé, napfiklad z cervené barvy
se casem stdva hnédocervend az cernohnédocervend, tmavé zelené
tény ale zUstavaji. Za zménou barvy z cervené na cernohnédocervenou
s nejvétsi pravdépodobnosti stoji degradace hemoglobinu. Ten ve své
struktufe obsahuje ionty Zeleza (Fe?*), které se béhem jeho postupné
degradace dostavaji do kontaktu se vzdusnym kyslikem a oxiduji se
na oxid Zeleznaty (FeO), ktery ma ¢ernou barvu. Za zelenou barvou stoji
pravdépodobné Zeleznaté slouceniny obsahujici komplex [Fe(H,0),]**.
Svoji roli zde hraje i materidl, na ktery je krevni natér nanesen. Napfi-
klad v ptipadé dubového podkladu s vysokym obsahem tfisloviny
dochézi k vyrazné zméné barvy diky plsobeni tanind — krevni natér
tak postupné dosahuje odstin(i cervenohnédocerné az cerné barvy.

ANALYTICKE METODY POUZIVANE K IDENTIFIKACI KRVE

Pred samotnou analyzou sofistikovanymi analytickymi metodami
je potfebné identifikovat, zdali material obsahuje, ¢i neobsahuje krev.
To Ize zjistit nejcastéji pouzivanymi testy, které vyuzivaji pseudoperoxi-
dasové aktivity hemové skupiny hemoglobinu. Pseudoperoxidasova
aktivita urychluje rozklad peroxidu vodiku, ¢imz dochazi k oxidaci
Cinidla, které méni svij oxidacni stav i svoji barvu [De Wael et al., 2008].
Vyhodou téchto testl je snadné pouziti, vysoka citlivost (detekce
v fadech ng) a moznost pouziti v misté nélezu zkoumaného materidlu.
Testy viak vykazuji vysokou ndchylnost na vyskyt faleSné pozitivnich
vysledk, a proto se pouzivaji jen jako preprimarni indikatory pfitom-
nosti krve, jejichz vysledky je nutné posléze ovéfit [Webb et al., 2006;
Butler et al., 2019].

V soucasné dobé Ize velmi snadno potvrdit pfitomnost krve analytickymi
metodami. Z tohoto diivodu se nyni véda zaméfuje na analyzu konkrét-
niho Zivocisného plvodu krevniho vzorku. Pfi zaméfeni na samotnou
krev se obvykle vychazi z rozpoznani Zivocisného druhu na zakladé
rozdilnosti jejich hemoglobinu. Jedna se predevsim o metodu HPLC
(vysokoucinnou kapalinovou chromatografii), vibra¢né spektroskopické
techniky infratervenou nebo Ramanovu spektroskopii ¢i hmotnostni
spektrometrii [Bai et al., 2017; Zhang et al,, 2017; Dong et al., 2019].
Vyuzit hemoglobin jako identifika¢ni marker je vyhodné primérné proto,
Ze proteiny vykazuji pomérné vysokou stabilitu.

Technika infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)
krve ¢lovéka, kocky a psa se 100% Uspésnosti [Mistek — Lednev, 2015;
Zhang et al.,, 2016]. Nespornou vyhodou vibra¢né spektroskopickych
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metod je moznost rychlé, nedestruktivni analyzy, coz je vyhodné,
zejména pokud je k dispozici jen malé mnozstvi vzorku. Nevyhodou
je silna interference signalu substratu se signalem vzorku, kde signal
substratu, na kterém se krevni material nachazi, mize byt i vy3si, nez
je samotny signal biologického vzorku.

Mezi metody, které nevyuzivaji hemoglobin k tomu, aby identifikovali
krevni vzorek, patfi napfiklad DNA analyza ¢i imunochemické metody.
V soucasné dobé je DNA profilovani a nasledné porovnavani vysledk
s databdzemi nejhojnéji vyuzivana metoda identifikace Zivocisného
pavodu krevniho vzorku. Tato metoda je ovsem dost ¢asové i financné
narocna, a proto jsou velké snahy o objeveni novéjsich, levnéjsich
arychlejsich metod. Dalsi nevyhodou DNA analyzy je oviem omezené
pouziti v pfipadé archeologickych néalezd. U molekuly DNA starsi nez
10 000 let hovofime o tzv. ancientDNA (aDNA) [Mai et al., 2005], u niz
velmi casto dochazi k degradaci molekul nukleové kyseliny. Rozsah
poskozeni vzorku zavisi na jeho geografickém umisténi, intenzité
UV zéfeni, teploté prostiedi a aktivité hmyzu a masozravct [Capelli et al.,
2003]. Postupem ¢asu dochazi ke zniceni vétsiny molekul DNA [Padbo
et al, 1990; Lindahl, 1993; Hoss et al., 1996]. Pfi uchovavani vzorku
krevni skvrny pii teploté do 45 °C a relativni vihkosti do 93 % se uvadi
moznost spravné identifikace DNA pouze v fadech mésicd [Dissing
et al,, 2010]. Dal$im eventudlnim rizikem je kontaminace cizi DNA, ktera
muze mit plivod z bakterii, hub a z populace lidi ¢i zvifat tzv. moderni
DNA [Mai et al., 2005].

Imunochemické testovani je zaloZzeno na reakci antigenu se specific-
kou protilatkou, nej¢astéji imunoglobulinem IgG [Parson et al., 2000].
Radny prabéh reakce je podminén alespor predbéznou védomosti
o0 mozném zivocisném plvodu krve a dispozici specifické protilatky
pro kazdy zviteci druh. Nasledujicim limitujicim ¢initelem této metody
je fakt, ze tyto protilatky maji pouze omezenou stabilitu.

O védecké identifikaci krve pouzivané v uméleckych dilech ¢i krevnich
natérech a pojivovych materialech zejména o urceni pdvodu jejiho
Zivocisného druhu je publikovano vyrazné méné praci. Jednou z nej-
vice pouzivanych metod je infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR) a rdizné chromatografické metody spojené s hmot-
nostni spektrometrii. Naptiklad pyrolyzni plynova chromatografie
s hmotnostni detekci (Py-GC/MS) byla pouzita ke stanoveni praseci
krve, klihu a vajec, které se vsechny bézné pouzivaji jako pojiva
ve starovékych ¢inskych uméleckych dilech a historickych predmétech
[Wang et al.,, 2020]. Pfitomnost krve byla potvrzena charakteristickymi
produkty pyrolyzy. Kombinace FTIR a kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS) byla pouzita pro ana-
lyzu tfi malt odebranych z ¢inskych pamétek (pochazejicimi z poloviny
17.az pocatku 20. stoleti) [Rao, 2015]. FTIR v tomto pfipadé indikovala
pfitomnost protein(, které byly poté pomoci LC-MS/MS identifiko-
vany jako rtizné organické pfisady (pseni¢na mouka a krev). V publi-
kaci [Granzotto et al., 2021] autori detekovali krev na povrsich dvou
africkych soch pomoci FTIR, Py-GC/MS a LC-MS/MS. Autofi se pokusili
identifikovat Zivocisny plivod krve pomoci tzv. shotgun proteomiky.?
V nasi praci vyuzivame techniku hmotnostni spektrometrie nano-
-LC-ESI-Q-TOF (ionizace elektrosprejem — kvadrupdlovy analyzator
- analyzator doby letu) ke zjisténi proteinovych material{, které byly
pouzity k pfipravé 24 modelovych vzorkd krevnich natérd a také
ke zjisténi proteinovych materiald obsazenych ve vzorku krevniho
natéru pochazejiciho z konce 18. stoleti.

EXPERIMENTALNI CAST

Charakteristika vzork

Modelové vzorky

Vzorky byly zhotoveny v roce 2019 v dilné restauratorti Mgr. Tomase
Dostala, DiS., a Ludka Dvoraka ve Valasském muzeu v pfirodé (tab. 1).
Jako podklad bylo zvoleno smrkové drevo, jelikoz v minulosti bylo na die-
vény podklad aplikovdno mnoho nétérd na bazi krve. Slozeni vytvorenych
natéra bylo inspirovano historickymi recepturami (napf. Schief3l, 1981),
ale namichany byly také dalsi receptury z historicky dostupnych materiélG.
Vzorky €. 1, 2, 3 a 4 byly pouze samostatné latky nanesené na drevé-
ném podkladu. Ty slouzi jako referencni vzorky pro jednotlivé materidly.

RECENZOVANE PRISPEVKY

Jednotlivé smési byly namichany a naneseny na drevény podklad pomoci
Stétce. Pii praci byly pouzivany jednorazové gumové rukavice, aby
pii nanaseni nedoslo ke kontaminaci vzorka.

Cilem bylo vytvofit Sirokou paletu krevnich natér( (obr. 2) pfiprave-
nych na podrobnou analyzu a vyslednou komparaci zjisténych hodnot
s plvodnimi recepturami (tab. 1), podle kterych byly vzorky pfipraveny.
Uzitymi materidly obsahujicimi proteiny, a tudiz témi, které by mély
byt rozpoznatelné metodou nano-LC-ESI-Q-TOF MS, byly: krev, mléko,
kaseinovy maz, vajecny bilek, Zitna mouka, klih a zlu¢.

U vzorkl ¢. 16-23 se jedna o totozny recept nanaseny s casovou
prodlevou. Dochazi zde ke zméné barevnosti na zelené ¢i hnédavé
odstiny. Tuto zménu zplsobuje pfidani vapna nebo opétovné pfidani
krve, kdy Ize ze zeleného odstinu ziskat zpét hnédy aZz hnédocerveny
¢i Cernohnédocerveny odstin. Zadmérem téchto vzork( bylo zjistit, zdali
se barevné odstiny v rliznych ¢asovych prodlevach odrazi ve vysled-
cich analyzy. Barevné zmény zp(isobené zménou pomérli vapna jsou
podrobnéji popsany vyse ¢i viz pozn. ¢. 1.

Tab. 1 SloZeni modelovych vzorkd krevnich ndtérd. Kamenec

(KAI(SQ,),- 10 H,0) / Composition of model samples of blood
coatings. Alum {KAI(SQ)Z -10H,0)

ﬁ SloZeni natéri

1 Krev zpracovana"michénim za.souEasného‘chIazeni krve ve vodni lazni )
se studenou vodou, ihned po zabiti zvifete na jatkach po dobu cca 20-30 min
2 Zlué filtrovana pfes filtraéni papir
3 Drevni tér - nefedény
4 Kamenec - nasyceny roztok
5 Krev 400 ml, vapenné, mléko” (pomér na liceni stén) 24 ml a zlu¢ 10 ml
6 Krev 500 ml, kalseinovy maz (.vy'rol’)en)'/z odtuér’léného tvarohu 1 ml a hase-
ného vapna 19 ml), vajecny bilek (1/3 bilku z jednoho vejce)
Krev, vapno, kamenec (nasyceny roztok), mouka zitna a klih
7 (poméry materialu neuvadime z diivodu podani uzitého vzoru
v pfipravovaném projektu)
8 |Receptvzorku ¢. 6 (50 ml) + kaseinovy maz 2,5 ml a amoniak (24%) 0,5 ml
9 Kaseinovy maz (V){rob’eny zn izkotu¢ného tvarohu - 200 ml
ahaseného vépna - 10-15 ml)
10 Krev 400 ml, dievn!tér 2 ml, Zlu¢ 5 ml, vapno 20 ml
aamoniak 1 ml (24% roztok)
1 Krev 400 ml, vapno 32 g atanin 8 g
12 Krev 400 ml, vapno (20 ml), kamenec 30 g a klih (klihové voda 24 g)
13 Recept . 6 (50 ml) + kamenec 4 g (nasyceny roztok)
14 Recept¢.6 (50 ml) +tanin1g
15 Recept €. 6 (50 ml) + tanin 1 g, Inényolej5gazlu¢ig
16 Krev 400 ml, zlu¢ 20 ml, mléko (odtu¢néné) SO_mI, vapenny maz 20 ml
(0 hustoté plnotucné hoicice)
17 Recept ¢ 16 (490 ml) a po 2 h pfidané vapno - 80 ml
18 Recept ¢ 16 nanesen po 2 h
19 Recept ¢. 16 nanesen po 4 h
20 Recept €. 16 nanesen po 17 h
21 Recept ¢. 16 (490 ml) nanesen po 18,5 h a pfidana vapenna voda 100 ml
22 Recept €. 16 (490 ml) nanesen po 19 h a piidana krev 50 ml
23a Recept €. 16 (490 ml) nanesen po 4 h s pfidanou vapennou vodou 50 ml
23b Recept €. 16 (490 ml) + krev 40 ml
Historicky vzorek

K analyze byl pfipraven také vzorek z historického objektu chalupy
z Horni Becvy. Jednalo se o tudajny krevni natér ze stropu z konce
18. stoleti. Majitel upozornil autory tohoto ¢lanku na strop, o némz
se traduje, Ze byl natiran krvi. Vzorek byl odebran ze stropniho trdmu
zaklopového stropu chalupy dendrochronologicky datované do roku
1790.
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Obr.2 Dvacet Ctyri vzorku krevnich nateérd aplikovanych na drivka
Twenty four samples of blood coatings applied to the wood
boards

Pfiprava vzorkl pro samotnou analyzu

Z krevnich natérd aplikovanych na dfivka byly odebrany malé vzorky
o rozmérech cca 0,2 x 0,1 x 0,1 mm. Tyto vzorky byly ponofeny
do 15 pl roztoku trypsinu (o koncentraci T mg/ml v 50 mM NH,HCO,)
a vystaveny enzymovému stépeni po dobu dvou hodin pfi teploté
20 °C. Po stépeni vzorkd nasledovalo jejich precisténi a zakoncentro-
véni na reverzni fazi C .. Pro analyzu hmotnostni spektrometrii bylo
pouzito 8 pl takto pripraveného roztoku.

Hmotnostné-spektrometricka analyza pomoci LC-ESI-Q-TOF
Méfeni probihalo na hmotnostnim spektrometru typu ESI-Q-TOF Maxis
Impact (Bruker Daltonics) ve spojeni s kapalinovym chromatografem
Ultimate3000 RSLC (Dionex). Nejprve byly precisténé krevni vzorky
odpareny a nasledné rozpustény v 10 ul 3% (V/V) acetonitrilu a 0,1%
(V/V) mravenci kyseliny. Krevni vzorky byly analyzovany za pouziti
dvou typd mobilni faze. Mobilni faze A se skladala z roztoku vody
a 0,1% roztoku kyseliny mravenci a mobilni faze B tvorila smés ace-
tonitrilu a 0,1% roztoku kyseliny mravenci. Z pfipravené smési vzorkd
byly odebrany 2 ul a tento objem byl nanesen na zachytavaci kolonu
Acclaim PepMap 100 (100 pm x 2 cm, Dionex) pfi pratoku 5 pl-min™
3 % faze B po dobu 7 min. Nasledné probéhla separace peptidl
na analytické koloné Acclaim PepMap RSLC C18 (75 pum x 150 mm, Dionex)
pomoci gradientu acetonitrilu s nasledujicim prdbéhem: 0-5 min 3% B,
5-35min 3-35% B, 35-50 min 90% B, 50-60 min 3% B. Eluce peptidd byla
vedena do elektrosprejového zdroje Captive Spray. Fragmentacni spektra
byla sbirana v Data dependent analysis modu (DDA mdd) a spektra byla
uklddana v médu ¢arovém. Prekurzory pro fragmentaci byly vybirany
v rozsahu 400-1400 m/z* a hmotnostni spektra byla zaznamenana kazdé
tfi sekundy. Detekce fragment( probihala v rozsahu 50-2200 m/z.

Tab.2 Identifikované proteiny ve vzorku ¢. 6 / Identified proteins
in sample No. 6

_ Pocéet peptida Materialovy puvod

Hemoglobin podjednotka beta 25 krev
Hemoglobin podjednotka beta-A 21 krev
Hemoglobin podjednotka alfa 14 krev
Hemoglobin podjednotka beta-A 12 krev
Hemoglobin podjednotka beta 8 krev
Ovalbumin 5 vajecny bilek
Kapa-kasein 3 mléko / mlé¢ny produkt
Alfa-S2-kasein 3 mléko / mlé¢ny produkt
Beta-laktoglobulin 3 mléko / mlé¢ny produkt
Beta-kasein 2 mléko / mlé¢ny produkt

RECENZOVANE PRISPEVKY

Digitalni zpracovani dat

Program DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics) extrahoval peaklisty, které
byly nasledné nahrany do programu Proteinscape 3.1. Konkrétni proteiny
byly pozdéji identifikovany diky in-house Mascot serveru 2.4 (Matrix
Science). Pro tuto identifikaci byla pouZita celosvétova vefejné dostupna
proteinova databaze UniProt, ktera byla staZzena z www.uniprot.org
a doplnéna o Casté Iaboratornl’ kontaminanty (napﬁ'klad keratiny) Varia—

prekurzor( byla urcena tolerance 10 ppm a fragmentt 0,05 Da.

VYSLEDKY A DISKUZE

Modelové vzorky krevnich natéra

Metodou nano-LC-ESI-Q-TOF MS byly castéji nalezené Zivocisné pro-
teiny nez rostlinné, coz je ve shodé se slozenim vzorkd uvedeném
v tab. 1, které rovnéz obsahuji mnohem vice materiald Zivocisného
nez rostlinného plvodu. Je nutné zdliraznit, ze pouzita metoda cili
na identifikaci proteinovych materiald, ne vsak na jejich kvantifikaci.
Z omezenych prostorovych divod( zde ukazeme typ vysledkil jen
pro jeden z analyzovanych vzorkd, ale vysledky ostatnich 23 analyz
je mozné na vyzadani ziskat od autor( ¢lanku.

Vysledek proteinové analyzy pro vzorek ¢. 6 je uveden v tab. 2. Z iden-
tifikovanych proteint Ize usoudit, z jakého proteinového materidlu
pochdzi. Pro krev jsou typické hemoglobiny, pro vaje¢ny bilek oval-
bumin a chybéjici vitelogenin (protein typicky pro vajecny Zloutek),
kaseiny a laktoglobuliny pro mléko, respektive mlécné produkty
zahrnujici i kasein. Z rozboru vyplyva, Ze se tento krevni natér sklada
z krve, vaje¢ného bilku a mléka (mlé¢ného materialu). V komparaci
s ptvodnimi recepturami v tab. 1 se potvrdila spravnost analyzy, nebot
plvodni natér vzorku ¢. 6 byl zhotoven z krve (500 ml), kaseinového
mazu (20 ml) a vaje¢ného bilku (1/3 bilku z jednoho vejce).

Ve skutec¢nosti ale vysledkova tab. 2 pro vzorek ¢. 6 neni kompletni,
nybrz disponuje pouze deseti vybranymi proteiny, které jsou pro zjisténi
plvodni receptury klicové. Konkrétné byla pro tento vzorek zjisténa
piitomnost priblizné 180 proteind. K vybéru relevantnich protein(
je klicovy pocet peptid. Uzita analyticka metoda nano-LC-ESI-Q-TOF MS
je velmi citliva a sofistikované prizptsobend k detekci peptidd, které
vznikly enzymovym stépenim protein(. Za relevantni povazujeme
ty proteiny, které byly detekovany s dostate¢nym peptidovym zastou-
penim, tedy minimalné dvéma peptidy shodnymis aminokyselinovou
sekvenci daného proteinu uvedenou v databazi UniProt. Dva peptidy
jsou védci povazovany za dostacujici pro spolehlivou identifikaci pro-
tein( dle nepsané celosvétové proteomické konvence. Drtiva vétsina
protein{i nalezenych ve vzorku byla zastoupena pouze jednim pepti-
dem, tudiz nebyly povazovany za vérohodné prokazané.

Obdobnym zptsobem probéhl vybér proteinl, ur¢eni materialo-
vého slozeni a komparace identifikovaného slozeni natért s plvodni
recepturou u vsech zbyvajicich 23 vzorkd. Ve vzorcich byly napfiklad
nalezeny kolageny, které poukazovaly na pfitomnost klihu/zelatiny,
nebo zasobni rostlinné proteiny ¢i proteiny spojené s metabolismem
zasobnich polysacharidC prokazujici pfitomnost zitné mouky. V této
fazi vyzkumu jsme se dale nezaméfovali na rozlideni mezi jednotlivymi
druhy mléc¢nych produktl (mléka, kaseinu nebo tvarohu), a proto jsou
oznaceny jako mléko / mlé¢ny materidl.V tab. 3 je uvedeno kompletni
shrnuti a porovnani analyzou nalezeného slozeni natérd. Jsou zde
uvedeny konkrétni ptisady, z nichz pochézely identifikované proteiny.
Vzorky ¢. 2, 3 a 4 byly tvofeny pouze jednou ingredienci, a to v pofadi
zluci, dfevnim térem a kamencem. V pfipadé téchto natérd nemohlo
dojit k identifikaci (@) zadnych specifickych protein(, které by po-
ukazovaly na pfitomnost uzitého materialu bilkovinového plivodu,
protoze zadné proteiny neobsahuiji. V tab. 3 Ize tedy zaznamenat fajfky
(/) v ptipadé spravné identifikace materidlu a kfizek (x), ktery zna¢i
bud nalezeni specifického proteinu, kvili kterému vyhodnocujeme
pouziti ur¢itého materidlu, ktery ale pouzit na pfipravu vzorkd nebyl,
anebo nenalezeni specifického proteinu identifikujiciho material, ktery
v originalni recepture pouzit byl.
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Tab. 3 Celkové shrnuti a porovndni identifikovaného sloZeni natérd
A summary and comparison of the identified coatings ingredients

Cislo Kontaminace/

e s Identifikované slozeni Identifikace e
1 krev X mléko /-
2 [9] v -
3 [9) v -
4 [9) v -
5 krev v -
6 krev, kaseinovy maz, vajecny bilek v -
7 krev, Zitna mouka, klih v -
8 krev, kaseinovy maz, vaje¢ny bilek 4 -
9 kaseinovy maz X krev/-
10 krev X mléko/-
11 krev v -
12 krev X mléko/klih
13 krev, kaseinovy maz, vajecny bilek v -
14 krev, kaseinovy maz, vaje¢ny bilek 4 -
15 krev, kaseinovy maz, vajecny bilek v -
16 krev, mléko v -
17 krev, mléko v -
18 krev, mléko v -
19 krev, mléko v -
20 krev, mléko v -
21 krev, mléko v -
22 krev, mléko v -
23a krev, mléko v -
23 b krev, mléko v -

@ - vzorky neobsahovaly proteinové materialy, v - vSechny proteinové
materidly byly spravné identifikovany, x — proteinové materidly, které
byly ve vzorku pouzity, bud’ nebyly nalezeny vsechny, nebo naopak
byl zaznamenéan material navic (kontaminace) - identifikace probéhla
v poradku

Ze sumarizujici tab. 3 Ize vycist, Ze u ¢tyf vzork( doslo bud'k jejich kon-
taminaci, ¢i se naopak nepodaftilo odhalit véechny materialy pouzité
k jejich pfipravé. U vzorku ¢. 1 byly chybné detekovany mlé¢né pro-
teiny, které v origindlni recepture uzity nebyly. TotoZznd chyba nastala
iuvzorku €. 10a¢. 12. U vzorku ¢. 9 byla detekovéana krev, kterd nebyla
soucasti plvodni receptury. Tyto materialy, které byly nalezeny navic,
se mohly dostat do vysledného slozeni natérd jakozto kontaminace,
ke kterym mohlo dojit béhem pfipravy natérd nebo pfi nasledné
manipulaci se vzorky. U vzorku ¢. 12 nebyl naopak detekovan zadny
kolagen, ktery by dokazal pfitomnost klihu, ktery se ale pfi vyrobé
vzorku ¢. 12 pouzil. Kolagen nebyl detekovan pravdépodobné kvali
prokfizeni bilkovin, které znesnadnilo stépeni proteind trypsinem.
Tento jev mohl nastat kvali vzniku tzv. nerozpustného klihu [Slansky,
1976], ktery vznikd smichanim klihu s kamencem (KAI(SO4)2-1OHZO).
Nékteré vzorky obsahovaly pfimés Zludi, avsak v Zzddném z analyzo-
vanych vzorkd nebyla jeji pfitomnost prokazana. Nejspise z dlivodu,
ze 7lu¢ primdrné obsahuje Zlu¢ové kyseliny, které nejsou proteinové
povahy, a proto nemohly byt touto metodou identifikovany. Na zavér
je nutno poznamenat, ze ¢asové intervaly nanaseni jednotlivych natér(
popsanych v tab. 1 nemély vliv na vysledky provedené analyzy.

Historicky vzorek krevniho natéru

V ptipadé historického krevniho nétéru Ize vycist z tab. 4, Ze obsahoval
krev s vysokym zastoupenim specifickych krevnich proteind, které byly
identifikovany dostate¢nym poctem peptidd (= 2).V piipadé sérového
albuminu nelze jednozna¢né urcit plvod ryze krevni pfisady, nebot
sérovy albumin se ve stopovém mnozstvi m{ize objevit i v modi, kterou
ale téZ jednoznacné neidentifikuje. Obdobné jako u vzorkd modelo-
vych i ve vzorku historickém bylo nalezeno vétsi mnozstvi proteind.
Vybrano bylo autory ale jen deset s nejvétsim peptidovym zastou-
penim, které ale podavaji dostatec¢né presnou informaci o plvodu
historické receptury. Ve vzorku nebyl nalezeny jiny proteinovy materidl
nez krev.

RECENZOVANE PRISPEVKY

Tab. 4 Identifikované proteiny v historickém vzorku / Identified
proteins in historical sample

| Pocet peptidi | Materialovy puvod

Hemoglobin podjednotka beta 31 krev
Hemoglobin podjednotka beta-A 24 krev
Hemoglobin podjednotka alfa 21 krev
Hemoglobin podjednotka beta-A 14 krev
Alfa-2-makroglobulin 14 krev
Hemoglobin podjednotka alfa 13 krev
Hemoglobin podjednotka beta 12 krev
Hemoglobin podjednotka beta 11 krev
Sérovy albumin 10 krev
Hemoglobin podjednotka alfa 2 krev
ZAVER

Cilem této prace bylo ovéfit, zda je pomoci hmotnostni spektrome-
trie nano-LC-ESI-Q-TOF mozné zjistit celkové proteinové (respektive
materidlové) slozeni 24 vzork( modelovych krevnich natéri. Kompletni
a spravné materidlové slozeni se podafilo zjistit u 20 z 24 analyzo-
vanych vzorkd. U tfech z nich byly nalezeny latky, které nebyly sou-
¢asti plvodni receptury, tudiz se jednalo s velkou pravdépodobnosti
o kontaminace. U jednoho vzorku se nepodafilo zjistit pfitomnost
klihu (kolagenového materidlu), a to pravdépodobné z diivodu jeho
interakce s kamencem.

Metoda byla dale pouzita k analyze historického vzorku z konce
18. stoleti, ve kterém byla nalezena jen samotna krev. Podezieni
na pouziti zluci se v tomto vzorku a ani v zddném modelovém natéru
nepodafilo potvrdit ani pres jeji zivocisny plvod, kvili kterému
se ocekdvala pfitomnost pro Zlu¢ charakteristickych protein(i (napfi-
klad mucin®) [Hanzlova — Hemza, 2006]. Pfitomnost samotné krve
by ale poukazovalo na pravdivost doloZenych receptur [SCHIEBL, 1981],
které zminuji pouziti samotné krve k osetfeni trdmu v obdobi baroka
az rokoka, které je v ¢eskych zemich datované az zhruba do 80. let
18. stoleti at uz s pfimési vapna, ¢i nikoliv.
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POZNAMKY

' Blizsi vhodné poméry za tGicelem docileni rizné barevnych krevnich
natér( Ize dohledat mimo tento text také naptiklad v publikaci:
Dostal, T. — Baar, J. - Ku¢kova, S. - Hurtova, A. - Coban, J. -
Dvordk, L. Natéry hovézi krvi na dievé: Pfedstaveni dosavadnich
vysledkd projektu a boteni nékterych mytd, které se s natéry krvi
traduji. In: Svornik. Praha: Unicornis, 2019, s. 159-160 ¢i v textu:
SchieBl, U.,Ochsenblut” — ein Farbbindemittel und ein Farbname.
Denkmalpflege in Baden-Wirttemberg-Nachrichtenblatt der Landes-
denkmalpflege, 1981, s. 122-126.

2 ,Shotgun proteomics” je nepfimé méreni proteinl prostrednictvim
zjisténi specifickych peptidl. Typickym pfikladem je analyza pomoci
metody LC-MS/MS.

3 Podil hmotnosti iontu a ndbojového ¢isla / mass-to-charge ratio.
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