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Abstrakt

Novy rozmér v bioarcheologii, jak nahlizet na vyzZivu, subsistenci a
mobilitu lidi populaci minulosti pfinasi analyzy stabilnich izotop zubu a kosti.
Nicméné rovnéz kvalitni informace o téchto jevech obdrzime studiem stabilnich
izotop (uhliku - 8"C, dusiku - 3"N nebo kysliku - 80 a snad i jinych)
obsazenych ve zvifecich chlupech a lidskych vlasech. Informace tohoto druhu
obohacuji nejen bioarcheologii, ale maji své misto i v jinych oborech
souvisejicich s antropologii, jako jsou forenzni védy a medicina.
Prace podava zakladni pfehled o principech stanoveni obsahu stabilnich
izotopll v biologickém materialu a ukazuje prednosti i nevyhody uziti vlast a
chlupl. Na pfikladech z bioarcheologie, forenzni mediciny a klinické mediciny
jsou ukazany informace, které vyuziva analyza pro poznani vyzivy, mobility a

geopuvodu.

Klicova slova: izotopy, bioarcheologie, vlas, vyZiva, migrace, hmotnostni

spektrometrie

Abstract

The analysis of stable isotopes of teeth and bones shines a new light on
bioarcheology, understanding of nutrition as well as mobility of mankind in past.
However studying stable isotopes which can be found in animal or human hair
(carbon — &™C, nitrogen — "N, oxygen — &0 and probably more) provide
information of the same quality. This kind of information is not enriching only to
bioarcheology, but also to other fields connected to antropology such as
forensic science or medicine.
This paper delivers basic overview of principles of determinig the content of
stable isotopes in biological material and show advantages and disadvantages
of using hair. Information which are used for further understanding of nutrition,
mobility and geo-origins are demonstrated on examples from bioarcheology,

forensic and clinical medicine.

Keywords: isotopes, bioarchaeology, hair, nutrition, migracion, mass

spectrometry
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1. Uvod

Rada bych se v této praci vénovala moznostem vyuZiti izotopové
analyzy vlasu. Na rozdil od béznéji uzivané analyzy kosti a zubd, je vyuziti
vlasu neinvazivni alternativou. Jak je z nazvu této prace patrné, tato metoda je
vhodna pro studium migrace a vyzivy jak u populaci minulosti tak v pfitomnosti.
Poznani migrace, at uz zvirat ¢i lidskych populaci, je asi nejvyznamnéji spojeno
s izotopem stroncia. Druhym, neméné dulezitym ukazatelem pohybu z mista na
misto, je stabilni izotop kysliku. Pro potfeby vyzkumu vyzivy jsou nejCastéji
pouzivany stabilni izotopy uhliku a dusiku, které se daji stanovit jak z kosternich
pozUstatku, tak u recentni populace napfiklad z vlast (nehtll) ¢i vydechovaného
CO:.

Prvni polovina prace je vénovana obecnému prehledu izotopu, které se pfi
izotopové analyze nejCastéji pouzivaji. Tuto ¢ast povazuji za dllezitou pro lepSi
pochopeni problematiky. Nasledujici oddily shrnuji metody a interpretace
vysledku ruznych vyzkumuU izotopového signalu ve vlasech, které pouzivaji
antropologoveé, ekologové Ci lékafi pro vyzkum vyzivy, migraci a zdravotniho
stavu jedincu i populaci.

Ve své praci predstavuji nékteré z mnoha zajimavych studii napfi¢ obory. Pro
mne jsou jednémi z nejzajimavéjSich a nejrozmanitéjSich prace z fad

medicinalnich a forenznich véd.



2. Stabilni izotopy v antropologii a archeologii k poznani vyzivy a migraci

Jde o soubor atom0 o stejném protonovém, nukleovém a neutronovém
¢isle. Oznacujeme jej nuklid (napt.: '%s0). Vétsina chemickych prvku se shoduje
v protonovém Cisle a naopak se liSi v Cisle neutronovém. Takové nuklidy,
nalezici ke stejnému prvku, nazyvame izotopické nuklidy, nebo-li izotopy
(Hladikova, 1988).

Tyz prvek muze mit tedy nékolik izotopu (nejCastéji 1-4). Existuje na 329
nuklidu, z toho 273 je stabilnim izotopem (jde o izotopy pfevazné lehkych prvku
— uhlik, kyslik, sira) a 56 radioaktivnim (nestabilnim) izotopem (izotopy stfedné
tézkych a tézkych prvkl — stroncium, olovo) (Jelinek, Kosler, Pacesova 1997, s.
7). Zaroven existuje fada izotopu vyrobenych uméle. Sira ma izotopy *%6S
(95%), **6S (0,75%) a **46S (4,2%) - Udaje v procentech vyjadfuji relativni
pfirozeny vyskyt v pfirodé (viz. tab.1). Tato abundance je dana pro vSechny

izotopy.

Tab.1: Prehled vyskytu jednotlivych stabilnich izotopu vybranych prvka
(Upraveno podle: Coftton, Wilkinson, 1973; Kubistova, 2011)

Prvek lzotop  Vyskyt v prirodé, v %
] 2C 98,98
uhlik 8o 102
] “N 99,63
dusik EN 0.37
'°0 99,76
kyslik 0O 0,04
'®0 0,20
23 95,02
. S 0,75
sira ug 41
%3 0,02
83r 0,56
, 83r 9,86
stroncium s1gy 7 00
83r 82,58




U jednotlivych izotopl je rozdil v relativni atomové hmotnosti, coz celkové
ovlivni relativni hmotnost celého prvku. Jeden prvek muize zaroven obsahovat
jak stabilni, tak nestabilni izotopy. Napr.: "sC je radioaktivni a polo¢as rozpadu
je 5 730 let a pouziva se k radiokarbonovému datovani, naopak '%C (98,9%) a
3%C (1,1%) jsou stabilni a jejich zastoupeni v pfirodé se jevi spiSe konstantni
(Kovacikova, BrizZek, 2008).

Izotopova analyza, at uz vlasl, zub( Ci kosti, se vzdy vztahuje ke standardu

(viz. tab. 2). Razné standardy se pro dané izotopy lisi.

Tab. 2: Izotopové standarty (Upraveno podle: Kovacikova, Brizek, 2008)

Izotopy Cesky nazev standardu Mezinarodni nazev standardu
0/'°0 Primérna hodnota oceanské Standard Mean Ocean Water
vody (SMOW standard)

““N/**N Atmosfericky dusik Atmospheric nitrogen standard

3C/2C Fosilni mofsky vapenec v Jizni Pee Dee Belemnite
Karoliné (PDB standard)
S Trolit (FeS) z meteoru Canyon Diablo standard

v v v

Pomeér izotopl (znaceny R) pfi vyzkumu je pomérem tézsiho izotopu k leh&imu.

Pfiklad zapisu pro izotopy uhliku: R13¢c =13¢/12¢. Zmény poméru izotopl
jsou minimalni. |zotopové slozeni vzorku se vyjadfuje jako relativni odchylka
pomeéru tézsiho a lehCiho izotopu ve vzorku a standardu k poméru tézsiho a

lehCiho izotopu ve standardu. Viz rovnice (Dawson et al, 2002):

0= (sz - Rstand.) / Rstana. — 0 = (sz / Rstand.) -1

o [0/00] = [(sz/ Rstand.)‘ 1] *1000

slzotopovy efekt (a) je zpusoben rozdilnymi fyzikalnimi nebo chemickymi
vlastnostmi, které vyplyvaji z rozdilt v atomové hmotnosti. Jedna se o kineticky
izotopovy efekt a rovnovazny izotopovy efekt. Kineticky izotopovy efekt je
spojen s nepfimymi, ireverzibilnimi procesy jako je evaporace, difuse,

disociacni reakce. Je nasledkem ruaznych rychlosti presunu raznych izotopt
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(napf. 12002 nebo 73CO2). Rovnovazny (termodynamicky) izotopovy efekt je
zpusoben vilivem hmotnosti na termodynamické viastnosti molekul, tzn. vliv
hmotnosti na pevnost vazeb v chemické slouceniné. Molekuly obsahujici téZky

izotop jsou stabilnéjSi nez molekuly s lehkym izotopem.” (KubiStova, 2011: 1)

Izotopové slozeni Ize nalézt také pod pojmem izotopova diskriminace. Zavedeni
vyjadreni izotopové diskriminace pomoci A umoznilo lepSi porovnavani vzorka.
Vyhoda této metody spociva v tom, Ze je nezavisla na standardu a je mozné ji
pouzit pfi sériovych pokusech. Viz rovnice (Dawson et al., 2002; KubiStova,
2011):

A [Ploo] = (0 — 1) * 1000 = [(Rd/ Ry)- 1] * 1000

AT%0o0] = (Bs - Bp) / [1+ (B, / 1000)]

Ve studiich s obohacenym materialem (pfidani znackovaci substance tzv.
traceru) se rovnice modifikuje. ProtoZe izotopové slozeni se vymyka jakékoli
pfirozené urovni, pouziva se k vyjadieni "atomové procento" (Ab), které je

definovano jako :

Ab= Xheavy/(Xheavy+ Xlight) = 100*[Rsample/(Rsample+ 1)]

(Dawson et al., 2002; Kubistova, 2011)

Jak je uvedeno vySe, pomér izotopl se vyjadfuje jako podil vzacnéjsiho,
tézSiho izotopu k izotopu béznéjSimu, lehéimu, napi.*C/"?C nebo zkracené
pomér izotopd dusiku °N/™N, kysliku '®*0/'°0, siry *S/*S (Kovacikova, Brizek,
2008, s. 43).

Obsah izotopu se v laboratofich stanovi hmotnostnim spektrometrem, ktery
méfi pomér tézSiho a lehCiho izotopu ve vzorku a srovnava jej s tymz pomeérem
u mezinarodniho standardu (Katzenberg, 1992, s. 106). To je nezbytné proto, ze

zmeény pomeérl izotopu jsou jen minimalni a vyjadfuje se jejich relativni zména.



Napf¥. zapis pro izotopy uhliku by vypadal nasledovné:

8"C [%o] = (*C/"*Cuzorex | *C/*Cs;— 1) * 1 000

Vzorky, které obsahuiji vice tézkého izotopu, se oznacuji jako obohacené a maji
hodnotu &X vétsi neZ nula. Vzorky s mensim obsahem tézkého izotopu se
oznacuji jako ochuzené a hodnota &X je zaporna (Prochazka, 2006; Lajtha,
Michener, 1994).

Pocatkem 60. let 20. stoleti byl objeven potencial stabilnich izotopu pro uréeni
migraci, o necelych deset let pozdéji se izotopy zacaly vyuZivat také pro
sledovani vyzivy (Kovacikova, Brizek, 2008). Analyza stopovych prvkd byla
predchidkyni analyzy izotopové, avSak u této metody dochazi Casto ke
kontaminaci stopovymi prvky z prostfedi, proto je izotoplim davana ve vyzkumu
prednost - jsou tzv. odolné proti postdepoziénim zménam (Kovacikova, Brizek,
2008).

lzotopy maji shodné chemické vlastnosti, ale rozdil ve hmotnosti dovoluje
fyzikalnim, chemickym a biologickym procesim zvyhodfovat jeden z izotopd,
¢imz pfedavaji environmentalni signal (McCarroll, Loader, 2004).

Izotopy se pfirozené vyskytuji okolo nas — v atmosfére, ve vodé, v ptdé. Odtud
pak vstupuji do rostlin, skrze né do bylozravct atd. Diky tomuto potravnimu
fetézci Ize pomoci izotopové analyzy urcit nejen historické Zivotni prostredi, ale
také migrace obyvatel a jejich stravovaci navyky (zavislost na moiské Ci
suchozemské potravé, rostlinné a ZzivoCiSné zdroje) (Katzenberg 1992).
Rozdilné vnéjsi podminky (napf. zmény tlaku &i teploty) b&hem nichz izotopy
vstupuji do chemickych reakci mohou zpUsobit méfitelné zmeény v izotopovém
sloZeni prvkil (rozdilné zastoupeni 5*C a &™C u rostlin ve vy$Sich nadmofrskych
vySkach oproti rostlindm z nizin). Studium téchto zmén v izotopovém signalu
nam poskytuje jasnéjSi informace o Fadé procesl provazejicich zivot
organismda.

Multielementarni analyzu izotopu lze v bioarcheologii vyuzit pfi rekonstrukci
stravy (Arnay-de-la-Rosa et al., 2009), laktaniho obdobi (Reynard, Tuross,
2014), geografického plvodu (Burton et al., 2003, Bentley et al., 2003), trofické
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urovné organismu (Blum et al., 2000) nebo u kontaminace tézkymi kovy (Budd
et al., 1998). Kromé bioarcheologie je vSak rovnéz zajimavé vyuziti izotopl pro
pochopeni vyZivy a s tim spojeného zdravi a nemoci u recentnich populaci.

Prikladem takového vyuziti izotopd muze byt napfiklad tzv. capnografie spojena
s izotopovou analyzou. Jde o vysetifeni vydechovaného CO, pomoci izotopové
analyzy, jako dikaz probihajiciho akutniho (napf. celotélového) zanétu, ktery by

v krvi byl prokazatelny az za nékolik desitek hodin (Blitz et al, 2013).



3. lzotopy ve vyzkumu vyzivy

Pro potfeby vyzkumu vyzivy jsou nej¢astéji pouzivany stabilni izotopy
uhliku a dusiku, které se daji stanovit jak z kosternich pozustatku (kosti a zubu),
tak u recentni populace napfiklad z vlast (nehtl) &i vydechovaného CO..

Dfive nez se budeme vénovat specialnim otazkam pouziti vlasi a chlupd,
pfedstavim zde obecné principy vyuziti izotopu z tradi¢nich materiall jako jsou

kosti a zuby.

3.1 kolagen a apatit

Vzorky pro izotopovou analyzu ve vyzkumu migrace a vyzivy minulych
populaci jsou zpravidla odebirany z kosti ¢i zubu. |zotopové slozeni kosti i zub(
se nejCastéji stanovuje z organické slozky — z bilkoviny. Nejvice vyuzivanymi
jsou stabilni izotopy uhliku, kysliku, dusiku, stroncia a siry.

Pokud jako zkoumany material vyuzijeme napf. zuby, mame k dispozici
sklovinu, ktera je z 97% mineralni, tvofena hydroxyapatitem (Ca(PO4)s(OH)s,
pficemz -OH skupina muze byt nahrazena), a dren, ta je mineralni ze 75% a
zbylych 25% tvofi €ast organicka, tedy kolagen (Konradova, Vajner a Uhlik,
2005).

Mineralizace zubu probiha v rané ontogenezi, zuby tedy v sobé konzervuji latky
ze zacatku naSeho zivota. Muzeme z nich odhadnout dobu laktace, pfiblizné
misto narozeni a podminky panujici pfi narozeni (Arnay-de-la-Rosa et al.,
2009; Reynard, Tuross, 2014; Burton et al., 2003; Bentley et al., 2003).

Naopak, vybereme-li si ke studiu kost, dostaneme ,sou€asné” informace. Kost
je ze 70% mineralni a z 30% organicka (Konradova, Vajner a Uhlik, 2005). Je
tedy stejné jako zub tvofena hydroxyapatitem a kolagenem. Remodelace
probiha po cely zivot a uchovava v sobé informace nékolika poslednich let pred
umrtim. Pokud porovname informace z analyzy zubl a kosti, jsme schopni Fici,
co se s danym clovékem v obdobi narozeni a smrti délo a tedy, zda doSlo k
vyznamnéjSim zménam ve stravovani i k migraci.

Chceme-li analyzovat napfiklad kyslik, musime z kosti ¢i zubu odebrat pfiblizné

50mg hydroxyapatitu nebo 100mg kolagenu (Kovacikova, Briuzek, 2008).
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3.1.1 Stabilni izotopy uhliku

Stabilni izotopy uhliku jsou zkoumany jak v kostech a zubech, tak ve
vlasech pro poznani vyzZivy. Hodnoty &"™C jsou nej¢astéji zaporna d&isla v
rozmezi -30 aZ -10 %o. Hodnota naméfeného &'*C odrazi postaveni organismu v
potravnim Fetézci, ale také ekologické faktory na organismus pusobici. Hodnota
0"C je pfimo umérna ristu teploty, se stoupajici vihkosti bude naopak klesat
(Van Klinken et al., 1994). Pokud budeme studovat rostliny nachazejici se nad
1000m nad mofem, setkame se u nich s adaptaci na snizeny parcialni tlak a
jejich pletiva jsou tedy o nékolik 3™C %o, obohacena. V nékterych vyjimecnych
pfipadech vyhradnich konzumentl tropickych trav lze narazit i na kladné
hodnoty &'*C (Schoeninger, 2014; Kovacikova, Brizek, 2008).

Ve vyzkumu lidskych populaci je uhlik vybornym ukazatelem stravovacich
navyklt. Z daného izotopového zastoupeni v téle Ize urcit, zda se populace

Zivila na C3 ¢&i C4 (pfipadné CAM) bohatou stravou (viz. obr. 1).

Species offset between

---------------------------------- 10
13 13
8 Ctnnth enamel and 8 l:cliet %o
C, Mixed C,/C, diets C,
v T T T T T T T T T T T v T T T T T
Modern
Modern - i bl grazers *
browsers g'('”"’% r
1.8 gy @ Homoergaster o
& =
- m H_habilis

iy & m ® robusts Au. boisei
L. ouser
0 ® ®

Approximate dates (Ma) (not to scale)

® - Alsediba  ®
25 _Au. africanus
o .= ' dll Nutilike [ -
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~ o ’E*?{'l'if‘?{"ﬁ{of’}{s, ® Mixed C,/C, diet
.'@ atyops .
31:.0 » . Leguminous pods, RPN "f_ _f}f_.l'_) ® ® Pure C, diet
3.?5 4 t‘ﬁ seeds, and leaves Auw. afarensis
,,,,, 54}1: e il

A S bahrelghazali

. o Au.anamensis o
- Ardipithecus N[V
. 1 . 1 L i SR 1 | . I . | . I . B [ ! .
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873Cy;,, %o (PDB)

Obr. 1: Prehled zivoc&ichd stravujicich se potravou bohatou na C3 a C4 rostliny.

(Pfevzato z: Schoeninger, 2014).



Pficemz C3, C4 a CAM je oznaceni pro tfi rizné typy rostlin s odliSnym
prubéhem fotosyntézy (Schoeninger, 2014). C3 rostliny maiji nizsi obsah 3'C,
nez-li rostliny typu C4 (viz. obr. 1). Patfi mezi né vétSina druht rostlin, jako napf.
stromy, kefe, traviny chladnéjSich oblasti, byliny a dalSi... tedy vétSina rostlin
mirného pasu. Jejich 813C hodnoty se pohybuji v rozsahu -23 az — 34 %, tato
hodnota negativné koreluje s primérnymi roénimi srazkami, a neprekryva se s
maiji rostliny rostouci ve stinu strom( se zapojenou korunou, vy$si hodnoty jsou
spojeny s otevienymi stanovisti (Gannes, O'Brien, del Rio, 1997).

Do C4 rostlin patfi mnoho druhu trav a nékteré ostfice (Peters, Vogel, 2005) a
dale napf. kukufice, proso, Cirok nebo cukrova tftina (Kovacikova, Bruzek,
2008). Hodnoty &'C jsou v rozsahu -9 az -17%.o.

Treti moznosti jsou rostliny typu CAM, CAM cyklus zahrnuje kaktusy a jiné
sukulenty s 8"*C hodnotami, které mohou spadat mezi C3 a C4 rostliny, nebo se
kryji s hodnotami C4 rostlin (Schwarcz, Schoeninger, 2012).

Diky tomuto rozdilu ve zpracovani uhliku v rostlinach je nasledné patrné jejich

zastoupeni ve vyzivé lidi a zvifat (viz. obr. 2).

Hodnoty v % jsou uvedeny pro 6"C. —konzumenti vyhradné C3 rostlin
-21,5%a kolagen
v rostliné C3 — -14 5% apatit

5. 5% — fotosyntéza C3 i) -23 8z -3%e
Atmosfericky CO, —konzumenti C3 i C4 rostlin

-I%a stfedni hodnoty
-18,5%: — fotosyntéza C4 —v rostliné C4 —
9ai-1T% L konzumenti vyhradné C4 rostlin
-T,5% kolagen
-0,5%s apatit

Obr. 2: Mnozstvi izotopu &™C v potravnim fetézci v zavislosti na typu
fotosyntézy u rostlin typu C3 a C4. (Vlastni, upraveno podle: Kovacikova,
Bruzek, 2008; respektive Tykot 2004) .



3.1.2 Stabilni izotopy dusiku

Hodnoty dusiku, vyskytujiciho se v rostlinach, jsou silné zavislé na
zpusobu pfijmu a na celkovém metabolismu rostliny. V priméru se hodnoty u
lusténin &"N blizi nule, protoZe lusténiny zavisi na fixaci vzdusného dusiku
pomoci dusikatych bakterii (3N = 0%., podle definice), na rozdil od zbytku
rostlin, které pfijimaji dusik z pady, kde &'°N hodnoty jsou okolo 3-7%o.

V hodnotach 3N hraje svou ulohu také klima. Velmi teplé podnebi (Sahara)
vykazuje hodnoty prokazatelné vysSi nez napf. mirny pas

(Lajtha, Michener, 1994).

BylozZravci maji hodnoty &'°N o 3% vy$8i nez rostliny, kterymi se Zivi a rozdil
mezi bylozravci a masozravci Cini taktéz 3%o. (Schwarcz, Schoeninger, 2012,
Schoeninger, 2014). Obecné se tedy kazdy troficky schod potravni pyramidy
odrazi na 8N v podobé zvyseni o 2-3%.. Moisti ZivoCichové maji vy$si obsah
0N jak Zivogichové suchozemsti (viz. obr. 3), diky ¢emuz se da prokazat
zavislost populace na mofi jakozto jediném (&i vyznamném) zdroji potravy
(Touzeau et al., 2014).
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Obr. 3: Pomér v zastoupeni 8N a &"™C u suchozemskych a mofskych
zivoCichl. (Pfevzato z: https:/bonesdontlie.wordpress.com/2014/04/15/what-
did-genghis-khan-eat-assessing-the-elite-mongolian-diet/  [cit. ~ 2015-04-18],

upraveno).
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Diky rozdilnému mnozstvi 8"°N v mase a rostlindch je dusik idealnim
ukazatelem Zivoci$né stravy. Dusik se zabudovava do kolagenu a 8N je tedy
detekovatelny jak z kosti a zub(, tak z vlas(. V pfipadé recentnich populaci se
analyza 3"N ve vlasech jevi jako idealni ukazatel stavu vyZivy u vegetariand,
ktefi Casto trpi nedostatkem bilkovin (Schwarcz, Schoeninger, 2012; Webb,
White, Longstaffe, 2013; Huang, Nkrumah, Appiah-Sefah, 2013).

Vys$Si obsah &N ma také mateiské mléko, Ize tedy urcit délku laktace a
priblizny vék odstaveni ditéte, coZ se projevi nahlym poklesem hodnot &N
(Reynard, Tuross, 2014).
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4. Izotopy ve vyzkumu migrace a puvodu

Poznani migrace, at uz zvifat ¢i lidskych populaci, je asi nejvyznamnéji
spojeno s izotopem stroncia. Druhym, neméné dulezitym ukazatelem pohybu z
mista na misto, je stabilni izotop kysliku. Stroncium, jakozto izotop tézkého

prvku, bude probrano pozdé;ji.

4.1 Stabilni izotopy kysliku

Pro vyzkum migraci a plvodu, at uz lidi & zvifat, je velmi Casto
vyuzivano izotopu kysliku '®O. Kyslik je pfitomny jednak v atmosféfe a jednak
ve vodé. Odtud je zabudovavan do kosti a zubl v podobé uhli¢itanovych
mineralt (COs.) a fosfore€nanovych (POa.3) iontd.

Kolobéh vody a obsah vody v prostfedi silné ovliviiuje vysledné izotopové
sloZzeni organismu. Je rozdil mezi jezery, fekami a ledovci. Mnozstvi 0 ve
srazkoveé vodé klesa v zavislosti na teploté, zvySujici se nadmorské vysce a
vzdalenosti od more. Proto i podle 50 dokazeme rekonstruovat migraéni cesty
ryb a savcu (Kirsanow, Tuross, 2011).

Variabilitu hodnot dale zvysuji klimatické podminky jako tfeba ro¢ni teplota a
mnozstvi srazek. Studium paleoklimatickych jevld pfineslo poznatek, ze rozdil
5"0 o 1 promile odpovida zméné teploty prostiedi zhruba o 2,6 °C (Yurtsever a
Gat 1981). Zména v obsahu "0 je patrna také mezi rostlinami typu C3 a C4 v
zavislosti na jiném druhu fotosyntézy. V aridnich oblastech dosahuji rozdily
mezi C4 a C3 rostlinami az 10 promile (Bowen, Wassenaar, Hobson, 2005).

Ke zménam dochazi také v ramci jediné rostliny. V kofenech je typicky podobny
obsah "0 jako v pudé (srazkové vodé), v listech (zabudovan do celuldzy) se
obsah "®0 zvySuje (Kirsanow, Tuross, 2011).

Kyslik se bézné pouziva pfi sledovani migraci zvifat. Je dale pouzitelny ve
vyzkumu mobility lidskych populaci davnovéku. U recentnich populaci vSak uz
neni takové vyuziti téméf mozné. Globalizace, s nastupem balenych vod,
dovazenych z rGznych koutll zemé&, zamezila moznosti zkoumat mobilitu u

dnesnich populaci.
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4.2 Stabilni izotopy stroncia

Izotopy stroncia jsou izotopy téZkého prvku, coz znamena, Ze stroncium
je silné reaktivni a v pfirodé ho nalézame jen v podobé slou€enin s mocenstvim
Sr*2. Stroncium se v prirodé vyskytuje v podobé ¢tyF izotopa (¥Sr (0,56 %), 26Sr
(9,86 %), ¥Sr (7,0 %) a %Sr (82,58 %)) (Cotton, Wilkinson 1973).

Izotop ¥ Sr v prirodé vznika beta rozpadem izotopu rubidia ®’Rb, proto se mu
fika radiogenni. Pomoci pomérli mnozstvi izotopt ¥Sr, ®¥Sr a ¥ Rb se da
odhadnout i stafi hornin ¢i samotného Vesmiru (Bentley, 2006).

Z dlavodu reaktivity je zpracovani stroncia ponékud odliSné od ostatnich dfive
zminénych izotopu. Stroncium je dale zajimavé svym vyuzitim. Témeér
nepodléha diagenezi. Vyskyt jeho izotopu je silné vazan na prostfedi a je tedy

skvélym nastrojem nejen k odhaleni vyZzivy, ale pfedevsim k urCeni migrace.

Analyza stroncia za u€elem vyzkumu vyZzZivy je velmi ¢asto vazana na analyzu
vapniku (viz. tab. 3). Jejich pomér je ukazatelem pfiblizného slozeni potravy
(Proke$ et al., 2004; Bentley, 2006). Stroncium pfispiva k urCeni zastoupeni
rostlinné stravy, vstupuje do potravniho fetézce na urovni rostlin. Ty ho
absorbuji z puady v podobé soli spole¢né s vapnikem. Smérem vzhiru v
potravnim fetézci jeho mnozstvi klesa. Je to dano predevSim tim, ze se
stroncium zabudovava do kosti na misto vapniku. Valna vétsina stroncia tedy
zustava v kostech a nepostupuje dal v potravnim fetézci (Schoeninger, Moore,
1992).

Metabolismus stroncia a vapniku je do jisté miry shodny, proto lze pouzit pro
porovnani zastoupeni rostlinné a zivociSné stravy. Dostaneme vSak jen velmi
hrubou predstavu o sloZeni potravy (viz. tab. 3).

Vzajemny vztah mezi poméry Sr/Ca v kosti a potravé vyjadfuje rovnice
(Sr/Ca)kost = 0,25 x (Sr/Ca)potrava (Bentley, 2006).
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Tab.3: Poméry Sr/Ca pro ruzné potraviny (Pfevzato z Prokes et al., 2004)

(Sr/Ca)potrava X 107 (Sr/Ca)potrava X 1072
Obiloviny 4,57 Kravské mléko 0,24
Mouka 2,15 Lidské mléko 0,06
Mrkev 4,31 Syr 0,55
Kapusta, zeli 2,19 Maso (savci) 0,58
Lusténiny 2,67 Slepici vejce 1,00

Stroncium vstupuje do potravniho fetézce na urovni rostlin. Ty ho absorbuji z
pudy spole€né s vapnikem. Smérem vzhuru v potravnim fetézci jeho mnozstvi
klesa (viz. obr. 4). S kazdym dalSim trofickym stupném se obsah &°'Sr sniZuje.
Tento jev je dan predevSim faktem, Ze stroncium se zabudovava namisto
vapniku do kosti zivo€icha a tedy v mase, které konzument vysSiho rfadu pfijme,
se nachazi pouze +/- 0,9% z celkového mnozstvi (Burton et al., 2003). Proto
obsah stroncia v kostech masozravcu je nizsi nez u bylozravci.

Diky tomu se pomér Sr/Ca Casto vyuziva v ekologii, pfi studiu trofickych urovni
a provazanosti potravnich fetézcl (Bentley, 2006; Blum et al., 2000). Tyto
poméry mohou byt také pouzity k identifikaci trofické urovné z niz organizmus
primarné Cerpa potravu.

Burton et al. (2003) provedl rozsahlou studii, v niz zaznamenal kolobéh
stroncia. Hodnoty zjisténé analyzou soli, vody, rostlin, kosti byloZzravci a
masozravcu odrazi postupné zvySovani zastoupeni masité stravy.

,Po tisicich jednotlivych analyzach pud, vod, rostlin, zvifecich a lidskych kosti,
Burton et al. (2003) stanovil rozmezi +/- 0,0940 pro Sr/Ca v pudach, +/-
0,00957 v rostlinach, +/- 0,00090 v kostech herbivoru a +/- 0,00036 v kostech
carnivord.“ (Bently, 2006: 154)*.

*pavodni text z Bently, 2006: 154 : ,After thousands of individual analyses of soils, water,
plants, animal bones and human bones, Burton et al. (2003) found rangers of +/- 0,0940 for
Sr/Ca in soils, +/- 0,00957 for plants, +/- 0,00090 for herbivore bones and +/- 0,00036 fot

carnivore bones."
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Vysledky rGznych studii poskytuji dukazy podporujici vyuziti poméru Sr/Ca pfi
stanoveni lidskych paleo-diet a poukazuji na moznost vyuZiti tohoto poméru pfi
studiu modernich potravnich siti (Blum et al., 2000). Analyza stroncia z kosti
zdravého jedince mizZe zobrazit zdroj potravy az 5 let zpatky (Smrcka, 2005).
Vy$Si hodnoty stroncia tedy odrazi vyssi pfijem rostlinné stravy a nizSi hodnoty

reprezentuji vySSi pfisun zivociSnych proteina.

5%Ca ‘
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Obr. 4: Trofické urovné s naznacenim zmény v poméru Sr/Ca. (Upraveno podle:
Blum et al., 2000, pfevzato z: http://www.mrsapora.com/day-9---215.html [cit.
2015-04-18]).

Pfi rekonstrukci stravy je ovSem nutno mit na paméti, Ze konzumovanim
meékkysSu, morskych korySU a ofechll obsah stroncia v kostech vzrista. Navic se
také méni s vékem.

Pomérné nizky obsah stroncia maji novorozenci, a to az do konce kojeni.
Mnozstvi stroncia silné stoupa béhem rastu a vyvoje, dale pak u téhotnych a
kojicich zen. Analyza obsahu stroncia by proto méla byt omezena jen na

dospélé ¢leny populace (Burton et al., 2003; Bentley, 2006).
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Sledovani zmén &%Sr se cCasto vyuziva pii vytvareni trofickych urovni
organism(. Cim vy$e se organismus v potravni pyramidé nachazi, tim mensi je
obsah stroncia v jeho kostech.

Kromé zminéného vyuziti stroncia ve vyzkumu vyzivy je mnohem zajimaveéjsi a
zasadeé slouzi jako geochemicky podpis mista. Jak bylo feCeno, stroncium se
zabudovava do kosti a zubl na misto vapniku. Pokud tedy provedeme analyzu
kosternich pozustatkl, a porovname &% Sr z kosti a zubu, jsme schopni Fici, zda
dana populace migrovala, €i zda Zila pfisedle po celou dobu své existence
(Bentley, 2006). Byla vypracovana geochemicka mapa zemé s danym
zastoupenim izotopu stroncia vztazenym ku standardu (PDBstandard). Na Zemi
jsou rizna mista napfi¢ kontinenty, ktera diky horotvorné Cinnosti v prehistorii
maji jiny 0%Sr. Tento gradient ndm umozfiuje spojit kosterni pozustatky s
mistem, odkud dana osoba pochazi (Burton et al., 2003; Bentley, 2006). V
Evropé napfiklad existuje rozdil mezi koncentraci izotopl stroncia u velmi
starych pohofich, jako jsou francouzské Vogézy & némecky Cerny les, a u
velmi mladych Alp, coby zdroje vody Ryna. Bohuzel, tyto gradienty nejsou
zdaleka vSude (Kovacikova, BriiZzek, 2008).

DalSi moznosti je analyza kosti malych zvifat. Nejlépe se hodi mala domaci
zvifata s kratkou generacni dobou nebo s obdobnou stravou a velikosti
odpovidajici Clovéku.

Pomoci analyzy kosti malych Zivoc€ichi Ize urc€it lokalni izotopovy signal krajiny.
Tento lokalni gradient stroncia v kostech malych zvifat nam umoznuje sledovat
migraci populaci. Obsah stroncia u malych zZivoCichu odrazi lokalni signal a
muze slouzit jako podklad pro stanoveni obsahu stroncia u vys$Sich savcu.
Pokud tedy porovname obsah stroncia z kosternich vzorkd mistni fauny
stejného stafi s obsahem v zubech sledovaného jedince/populace, jsme
schopni pfiblizné ur€it zda je misto umrti i mistem narozeni, &i nikoli (Bentley,
2006). Da se také vysledovat, zda doSlo k jednomu &i k vice pfesunum. Pokud
existuje rozdil mezi jednotlivymi zuby jedince, existuje i rozdil v prostfedi, které

v dobé mineralizace jednotlivych typu zubu obyval (viz. obr. 5).
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Pokud budeme naopak srovnavat naméfené hodnoty u malych zvifat s
hodnotami z nalezenych kosti, mizeme fici, zda misto hrobu odpovida
poslednimu mistu usidleni nebo zda byly ostatky premistény (Proke$ et al.,
2004).

Vék formovani enamelové korunky
[Jo-1 23 @45
12 @ 34 W57
RAA |
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1. inciso:}' ¥ L
2. incisor }.;3: t:\} %
. ¥ B
Canine %,
Premolar

1. molar

Obr. 5: Vék utvaieni enamelové korunky u jednotlivych typd zubd. (Pfevzato z:
Bentley, 2006, upraveno)

Avsak, pokud se dvé mista od sebe v zastoupeni stroncia nelisi, nelze tento
izotop pro sledovani migrace vyuzit. Velkym problémem pfi sledovani poméru
87Sr/86Sr je také kontaminace recentnimi antropogennimi zasahy do prostifedi
(hnojeni) a tedy ovlivnéni lokalnich izotopovych signall (Bentley, 2006;
Kovacikova, Briazek, 2008).
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5. Vlasy jako nastroj biologické antropologie sou¢asnych populaci

Cilem této kapitoly je shrnout poznatky dosavadni prace s izotopovou
analyzou vlasl. Zabyvat se bude predevSim jejim pouzitim v praxi.
Jakozto relativné nova metoda se vlasova analyza pouziva stale Castéji a ma
stale vétsi moznosti vyuziti. Nejvétsi potencial se zda byt ve vyuZziti pro
toxikologické ucely a v medicinalni praxi. Problémem zustava vysoka cena
provedeni a zatim ne zcela jasné definovana pravidla pro postup pfi pfipravé
vzorku (Prochazka, 2006).
Tato analyza je vhodna jak pro studium vyzivy minulych populaci, tak studie
populaci recentnich (at’ uz lidskych €i zvifecich). Poskytuje nam udaje o kratSim
Casovém obdobi, nez analyzy jinych tkani (Katzenberg et al., 2000). Postupny
rist vlasu nam umozhuje zaznamenavat zmény ve stravovani v prubéhu
mésicll a sekvenlni analyza vlasového keratinu nam poskytuje vhled do
stravovacich navykl a celkového metabolismu jedince (Yan et al.,, 2013;

Huelsemann et al., 2009).

5.1 Lidsky vlas

Vlasy (v textu dale pouzivano i ve smyslu chlup) jsou pfitomny téméf u
vSech savcl a zastavaji termoregulacni funkci. Vlas je derivat pokozky tvofeny
keratinem. Lidsky vlas se sklada za dvou casti, ze stvolu nad a z kofene pod
pokozkou. Kofen se dale déli na vlasovou cibulku a zbytek kofene, pfiCemz
cibulka je kryta dvéma epitelovymi a jednou vazivovou pochvou. Celé toto
uskupeni je nazyvano vlasovym folikulem, jehozZ soucasti jsou i mazové a potni
Zlazy spolu s cévnim zasobenim (Harkey, 1995).

Vlasovy stvol se sklada ze tfi Casti :

Z kutikuly, nejsvrchnéjsi vrstvy, tvofici pfirozenou ochranou vrstvu pred
vnéjSim prostfedim. Mazova Zlaza konzervuje tuto vrstvu vlasovym mazem a ta
je pak méné propustna pro Skodliviny a vodné roztoky. Sklada se z 5-10
soubézné a stfiSkovité poskladanych odumfelych bunék (tzv. Supin), které k

sobé pfiléhaji. Jednotlivé bunky se z 1/7 pfekryvaji a s osou vlasu tvofi uhel cca
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18°. Jednotlivé vrstvy kryje jemna membrana a navzajem propojuje proteinovy a
lipidovy tmel (Harkey, 1995; Konradova, Vajner a Uhlik, 2005; Kucerova,
Bienova, 2012).

Z kortexu, stfedni Casti vlasu. Tato Cast pfedstavuje 75-80% vlasové
hmoty. Vlasovy kortex je uspofadan z makrofibril (ty jsou kruhovité slozené z
mikrofibril), které se pravidelné kruhovité seskupuji. Toto seskupeni makrofibril
se nazyva ortokortex. Pfi barveni a odbarvovani (ale i dalSich chemickych
upravach vlasu) se pravidelné usporadani méni v usporadani nepravidelné —
parakortex. Tyto dvé struktury se liSi fyzikalné, ale i chemicky (ve slozeni
aminokyselin a v reaktivité). V kortexu se nachazi pigmentova zrna, jejichz
slozeni dava vlasu barvu a mnozstvi odstin (Harkey, 1995, Kucerova, Bienova,
2012).

Z medully, centralni ¢asti. U dlouhych vlasu je jen u kofink(, ve vousech
je naproti tomu velmi dobfe vyvinuta. Ma nepravidelny hvézdicovity tvar. Keratin
zde ma houbovitou strukturu s mnoha dutinkami. Obsahuje asi 3,5 % lipidd. A
ma jiné chemické slozeni nez keratin kortex (Harkey, 1995; Konradova, Vajner
a Uhlik, 2005; Kucerova, Bienova, 2012).

5.1.1 Rast vlasu a vliv prostredi

vigwviv s

jsou vék, pohlavi a etnicka pfislusnost. U zvifat pak jeSté sezonalni zmény v
mnozstvi srsti. Regulace rUstu je fizena hormony, rastovymi faktory, cytokiny,
léky a mnohymi dalSimi latkami. Vlasy, stejné tak i dalSi kozni derivaty, jsou tedy
odrazem vnitfniho prostfedi a jejich stav a slozeni mize signalizovat rizna
vnitini onemocnéni (Kucerova, Bienova, 2012).

Vlas se sklada z dermalnich a epiteliarnich Casti. Epiteliarni Cast se sklada z
je zevni epitelova pochva folikulu. Obsahuje multipotentni kmenové buriky, diky
nimz vlas opakované vyrlsta ze stejného mista. Tomuto procesu se Fika
vlasovy cyklus (Saitoh, Uzuka, Sakamoto, 1970; Kucerova, Bienova, 2012).

Dermalni ¢ast obsahuje papilu a vazivovou pochvu (Harkey, 1993).

19



Vlasovy cyklus probiha v kazdém folikulu opakované. V kazdé Casti vypada
vlasovy folikul (resp. jeho spodni 2/3) jinak. Vlasovy cyklus jednotlivych folikult
je u lidi asynchroni, u zvifat naopak synchroni. Souvisi to se sezonalnim
linanim (Kucerova, Bienova, 2012).

Kazdy folikul opakované prochazi fazi anagenu (aktivni rast), katogenu (kratké
pfechodné obdobi) a telogenu (klid) (viz. obr. 6).

Anagen charakterizuje proliferace a diferenciace bunék vlasu. Ve
folikulu dochazi k silnému mitotickému déleni a tvorbé nového vlasu. Toto
obdobi je nejdelSi a trva nékolik let (3-6 let) (Saitoh, Uzuka, Sakamoto, 1970;
Harkey, 1993; Kucerova, Bienova, 2012).

Katagen je velice kratké pfechodné obdobi. Dochazi k poklesu mitotické
aktivity a nasledné k apoptéze urCitych bunék (apoptéza je integralni Casti
normalniho vlasového cyklu). Katogen trva jen nékolik malo dni (Kucerova,
Bienova, 2012).

Telogen — klidové obdobi. Trva zpravidla nékolik tydnl (néktefi autofi
uvadeéji 3-4 mésice (Saitoh, Uzuka, Sakamoto, 1970)). Folikul je v této Casti

necinny a nejmensi (Kucerova, Bienova, 2012).

td ol

Obr. 6: Faze vlasového cyklu a zmény probihajici na vlasovém folikulu.

Anagen novy rist

(Pfevzato z: Kucerova, Bienova 2012, upraveno).
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Vlas je tedy vysledkem proliferace, diferenciace a keratinizace bunék. Vlasy
rostou v praméru rychlosti 0,35 mm za den, tedy 1 cm za mésic (Kucerova,
Bienova, 2012). Vlas Ize tedy na takto veliké segmenty rozdélit a sledovat tak
zmény latek v jednotlivych mésicich (viz. obr. 7). Tento proces se nazyva
sekvencni analyza (Balikova, 2005; Balikova, 2004, Prochazka, 2006).

Bohuzel je vlasova analyza omezena rozsahem latek, které Ize ve vlasu
stanovit. Nékteré latky se ve vlasech viabec neukladaji, u jinych se ukladaji jen
jejich metabolity. Je tedy nutné zvazit, jakou latku vlastné hledame a bude-li ve

vlasech vubec k nalezeni.

3 mésice
ristu

pokoika

- Al P

= zabudovavana latka

Obr. 7: Rust vlasu a zabudovavani latek do vlasové matrix. A — krevni fecisté,

B — mazova Zlaza, C — potni Zlaza (Pfevzato z: Russell et al., 2012, upraveno)

Analyzy vilast jsou predevS§im vhodné pro uplatnéni ve forenzni antropologii.
Jde o neinvazivni metodu podavajici nam ucelenou pfedstavu o daném
Clovéku. Do vlasové matrix se uklada cela fada metabolitd, které je mozno
detekovat. Pouziti analyzy vlasi uzce souvisi s dostupnosti. Pokud je provadén
odbér post mortem a télo je v pokroCilém stadiu rozkladu, pfipadné neni k

dispozici diky hnilobé zadny jiny standardni material, jsou vlasy cennou
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nahradou. Jelikoz maji vlasy omezené spektrum pouziti, patfi mezi tzv.
alternativni biologické materidly (Balikova, 2005). Do této skupiny patfi
napfiklad jesté sliny.

Oproti tradiénim materialim pro izotopovou analyzu (kosti, zuby), ma analyza
vlasi mnoho vyhod a znacné uplatnéni. Jejim nejvétSim kladem je
neinvazivnost a tedy Siroké medicinalni uplatnéni. Z odebraného vzorku se sice
neda zjistit momentalni stav (vliv 1éki nebo drog v dobé odbéru), na druhou
stranu jde o spolehlivy ukazatel napf. dlouhodobé zavislosti na drogach,
dodrzovani diety a celkoveé zivotospravy. V mnoha pfipadech vlasova analyza
napf. usvédCila vraha (Kovacikova, Bruzek, 2008). Jeji vyuziti se proto zda
nejzajimavéjsi pravé v soudni a forenzné-medicindlni praxi. V evropskych
zemich je analyza vlasl navic omezena pravé pouze na soudni praxi (Balikova,
2005).

5.1.2 Ukladani do vlasové matrix

Ve sloZeni vlasu prevladaji proteiny (65 — 95%), dale jsou zastoupeny
lipidy, polysacharidy, stopové mineraly a voda. Vlas ma tedy slabé zasadité pH,
coz se projevuje na typu ukladanych latek. Balikova (2004) udava, ze dalSim
vyznamnym faktorem je také afinita ukladanych latek k melaninu.

Vlasova matrix je proti krvi mirné kyselejSi, proto je gradient vhodnéjsSi pro
prostup bazickych latek nezli latek neutralnich ¢i kyselych (Balikova, 2005).
Tyto latky do vlasu vstupuji tfemi zpasoby. Pasivni difuzi, kterou vyuziva vétSina
latek a jejich metabolitd. VyluCovanim na povrch viasu potem a mazem.
Nasleduje Castecna difuze do vnitfnich struktur vlasu (viz. obr. 6). A nakonec
pfimo vstup latek z vnéjSiho prostredi, tzv. externi kontaminace (Prochazka,
2006).

Externi kontaminace je nezadoucim jevem a je ji nutno odstranit pFed
samotnym testovanim. Proto pfiprava vzorku zahrnuje vzdy myti a prani
testovanych vlasu. Je zajimavé, Ze byla napfiklad prokazana vyS$si koncentrace
drog ve vlasech tmavych nez ve vlasech svétlych (Balikova, 2004, Balikova,
2005)
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5.2 Méreni izotopi v biologickych materialech pomoci hmotnostni

spektrometrie

Hladikova (7988) uvadi, ze vyvoj hmotnostnich spektrometrt zacal jiz v
roce 1918 a od té doby bylo vyvinuto nékolik zakladnich typu, které maiji Sirokou
Skalu pouziti. Principy jednotlivych typd hmotnostnich spektrometri jsou
spoleCné, avsak urcité jejich Casti se liSi. Je rozdil mezi spektrometrem, na
némz se zjiStuje izotopické slozeni stroncia a spektrometrem, zjiStujicim
izotopické slozeni napf. uhliku. Prvni z nich je sestaven pro méfeni pevnych

latek, zatimco druhy pro méfeni plynl (Kovacikova, Brizek, 2008).

5.2.1 Princip méreni a priprava vzorku

Obecné jde o analytickou techniku, ktera zkouma pfevazné organické
latky. Je vyuzivana pfi kvalitativni i kvantitativni analyze.
Kvalitativni analyza organickych latek nejCastéji stanovuje molekulovou
hmotnost nebo objasnuje strukturu. Kvantitativni analyza zase detekuje celou
fadu slou€enin. Kromé elektronové ionizace se dnes vyuZivaji i ostatni ionizacni
techniky Ci tzv. vicenasobné hmotnostni spektrometrie (MS/MS) ve spojeni s
nékterou ze separacnich technik. Hmotnostni spektrometrie je nejCastéji
spojovana s plynovou chromatografii (GC), ale Casto se uziva i chromatografie
kapalné (pfedevSim s reverznim uspofadanim fazi (LC/MS)). Hmotnostni
spektrometrie pracuje na zakladé detekce nabitych &astic (iontu), které vznikaji
ionizaci vzorku. Vzniklé ionty jsou rozdéleny podle podilu hmotnosti a naboje
(m/z) a nasledné jsou detekovany v podobé& hmotnostnich spekter.
Kromé normalni hmotnostni spektrometrie existuje jesté tzv. Tandemova
(vicenasobna) hmotnostni spektrometrie. Ta v prvnim kroku snima vybrany ion
popf. vice iontu, které se poté znovu (definované) rozstépi. Vysledkem je
dcefinné spektrum puvodnich iontd. Tento rezim se vyuziva napf. pro potieby
strukturni analyzy nebo kvantitativni analyzy, kdy produkt Stépeni slouzi k
potvrzeni identifikace sledovaného analytu.
(http.://old.vscht.cz/clab/ms/spektrometrie.htm [cit. 2015-04-18]).
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5.2.2 Osetreni vlasu pro potreby izotopové analyzy

Metodika vlasové analyzy je ponékud problematicka. Ani odbornici se
neshoduji na standardnim jednotném postupu. Obecna doporu€eni pro
metodické postupy jsou vydavana spolecnosti Society of hair testing
(Prochazka, 2006). S prihlédnutim k t€émto doporu€enim Ize sestavit konkrétni
postup pro dany izotop (izotopy).

Mnozstvi potfebnych vlasu pro izotopovou analyzu neni stale presné
definovano a velikosti vzorkl se pohybuji v rozmezi jediného vlasu az do
200mg. Nejcastéji se vSak doporuCuje odbér pramene vlasl rovnajici se
tloustce tuzky. Odbér by mél byt provadén co nejblize pokozce v zadni Casti
lebky nazyvané vertex posterior.

Lokalita odbéru musi byt zaevidovana. Vlasy jsou nasledné ulozeny pfi
pokojoveé teploté v hlinikové félii, obalce nebo plastové trubici (Prochazka,
2006). Jesté pred testovanim hmotnostnim spektrometrem je nutné vlasy zbavit
externi kontaminace. Vlasy se musi velmi peclivé promyt nejriznéjSimi
saponaty a mycimi prostfedky. Po dekontaminaci nasleduje samotna pfiprava
vzorku. Pokud chceme vidét zmény hladin latek v jednotlivych mésicich,
musime vlasy rozstfihat na centimetr dlouhé useky a ty nasledné
homogenizovat. Pokud nas zajima Cisté mnozstvi latek ve vlasech obsazenych,
stfihani na centimetrové segmenty se preskoci.

V ramci samotné homogenizace se vlasy také stfihaji, tentokrate na velikost
1mm. To usnadiuje naslednou dezintegraci, ktera je nezbytna pro uvolnéni co
nejvétSiho mnozstvi analyzované latky.

Vlasy dezintegrujeme (hydrolyzujeme) methanolem, kyselinou ¢&i alkalickym
hydroxidem. Pro spravnou dezintegraci je také podstatna doba a teplota
hydrolyzy. (Balikova, 2004; Kinz, 2004, Prochazka, 2006; Kinz, 1997).
Prochazka (2006) jako dalSi postup uvadi podrobeni vzorku extrakci. Diky té
analyzovanou latky z vlasové matrix izolujeme. Jsou k dispozici dva typy
extrakénich metod. Extrakce kapalina — kapalina nebo extrakce na pevné fazi.
Vybér metody muze byt obCas problematicky. Nasleduje vlastni testovani, a to
pomoci metody GC/MS (plynova chromatografie s hmotnostni detekci) nebo

LC/MS (kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci), popf. HPLC/MS
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(vysoce ucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci) (Balikova,
2005; Balikova, 2004, Prochazka, 2006).

Pfiprava vlasového vzorku se bude pro potfeby hmotnostni spektrometrie lehce
ménit v zavislosti na urCovaném izotopu. Uvedme napfiklad postup pfipravy
vzorku pro stanoveni &"C ve vlasech, pfi analyze 8irokého spektra
aminokyselin v nich zastoupenych, za pouZiti trimethylsilyl derivatizace a
plynové chromatografie, spalovani a hmotnostni spektrometrie (GC / C / IRMS).
Tento postup ve své praci predstavili Yan An, Zeland Schwartz a Glen P.
Jackson (2013).

Odebrany vlasovy vzorek se nejprve cely dvakrat promyva vodou a nasledné
jesté jednou roztokem methanol / aceton / chloroform (1:1:1). Jednotlivé vlasy
se pak musi zbavit veSkeré vody pfed zahajenim dezintegrace a to pomoci
vortexu (1min) a nasledného suseni v proudu dusiku.

Nasledné je vhodné vzorek rozemlit na praSek. Cca 12mg vlasl se uzavie do
plastové lahvicky spolu s 6 — 8 loziskovymi kuliCkami z nerezové oceli a po
dobu 5min se prudce michaji pfi 4800rpm. Prasek je vhodnéjSi z duvodu
zvySeni poméru plocha/objem a tim vy$Si rychlosti a rozsahu hydrolyzy. LozZiska
se nasledné vyjmou a prasek z vlasl se pfesype do 10ml sklenéné lahvicky.
Proteiny jsou z vlasového prasku izolovany silnou kyselou hydrolyzou. Jeden
vzorek obsahuje 1mg prasku a 1ml 6M HCL. Tato smés je po dobu 16hod
suSena pfi 110°C v susarné. Diky hydrolyze mame nyni kapalny vzorek, ten
prefiltrujeme (0,45mm) a suSime v proudu dusiku. Nasledné pfidame 100ml
BSTFA (N,O - bis (trimethylsilyl) trifluoroacetamid) a 100ml acetonitrilu a
temperujeme 30min pfi 100°C. Vznikly roztok je testovan pomoci CG/MS (Yan,
Schwartz, Jackson, 2013).

Tato metoda je velice ¢asové naro¢na a sloZita na provedeni. Existuje velké
mnozstvi dalSich metod, vétSina je vSak shodna az do bodu hydrolyzy vlasu,
pfiCemz dalSi postup byva zpravidla rozdilny (Yan, Schwartz, Jackson, 2013;
Cawley et al. 2008; Mareck et al., 2008; Geyer et al., 2014).
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5.3 Chlupy savcl

V ekologii zvifat ma izotopova analyza své nezastupitelné misto. A
vSechny poznatky z analyz zvifecich chlupu jsou vyuzitelné i u analyzy lidskych
vlasl. Pfi pozorovani zvéfe neni vzdy mozné pfesné urlit slozeni stravy.
Izotopova analyza chlupu nam odhaluje pfesny nutriéni stav zvifete (West et
al., 2004) a Casto je dale kombinovana s analyzou kosti a zub(. Podle Cerlinga
a jeho spolupracovniku (2006) Ize pomoci analyzy chlupt napfiklad stanovit
rozdily v chovani pfi hledani potravy a v rozsahu migrace za ni. Bylo provedeno
ro¢ni testovani chlupl z ocasu keriskych slonu. Vysledky &"°C byly srovnany s
tydennimi zaznamy o pfijmu potravy a vody a se satelitnimi snimky vyskytu
vegetace. Podle této analyzy bylo stanoveno prfesné rozmezi vyskytu slont v
zavislosti na vyskytu potravy.

DalSim, kdo se zabyva zvifecimi chlupy, jakozto materialem pro izotopovou
analyzu, byl napf. Ayliffe s kolegy (2004). Provedli rozsahlou studii konskych
zini, z které vyplyva, Ze zména &"™C je rychle zjistitelna, pro dosazeni
rovnovahy je vSak nutno €ekat nékolik dni az tydnu. Dale predstavil mySlenku,
Z2e zmény 013C Ize vysvétlit pomoci tfi-poolového exponencialniho
rozpadového modelu. Jde o za 1. rychly pool, ktery odrazi pfimo v potravé
zastoupené amynokyseliny, za 2. o rychly pool aminokyselin pochazejicich z
metabolického rozpadu bilkovin a za 3. o pomaly pool zastupujici aminokyseliny

uvolnéné po rozpadu strukturnich proteint (Ayliffe et al., 2004).
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5.4 Lidské vlasy

Nespornou vyhodou izotopové analyzy lidskych vlasl je neinvazivnost.
Je to velmi pfinosné nejen u zijicich jedincl, ale také pokud jde napfiklad o
cenné a jedineCné nalezy (mumie apod.), kdy testovani kosti (zubu) nepfipada
v uvahu. Vlasova analyza predstavuje plnohodnotnou nahradu za béznou
izotopovou analyzu a ¢asto nam pfinasi mnohem lepSi a cennéjsi informace. Je
také nesmirné cenna v pripadech, kdy neni dostupny jiny material pro testovani
(pokrocilé stadium hniloby mrtvol) nebo jako dopInék ke krevnim testim a

testovani mocCi. Nejcastéji jsou vyuzivany izotopy uhliku a dusiku.

5.4.1 Forenzni vyuziti

Izotopova analyza se vyuziva stale Castéji. Jeji pouziti mimo ramec
vyzkumu je v8ak v zemich EU zatim bézné jen v soudni praxi (Balikova, 2005).
Kromé zminénych izotopu uhliku, dusiku a kysliku, se ve forenzni antropologii
Casto pouZzivaji také izotopy vodiku a siry.

Byla provedena osmimésicni studie vlasl a neht studentld Queen's University
Belfast. Studie zkouma spojeni mezi izotopovym slozenim potravy a
izotopovym sloZzenim analyzovanych tkani. Byla hodnocena velikost pfirozené
variability izotopového slozeni vlasi a nehtl. Vzorky byly analyzovany za
ugelem stanoveni jejich izotopového sloZzeni pro C, ™N, ?H a '®0. Udaje
ukazuji relativné nizky stupen pfirozené odchylky v izotopech *C / "N ve
vlasech a nehtech, zatimco vétSi odchylky jsou pak u vodiku a kysliku. Hodnoty
pro ®N a O u nehtd jsou mnohem variabilngj$i néz u vlasu. Védci se
domnivaji, Ze to je dano rychlosti rustu. Vlasy rostou rychleji a jejich slozky jsou
tedy méné biochemicky ovlivnény nez nehty. (Fraser et al., 2006).

Studie kolektivu Lehn et al. (2014) doklada vliv geo-puvodu potravy na
izotopovy signal H-C—N-S ve vlasech (vousech). lzotopova analyza byla
provedena na vousech vojaku pravidelné cestujicich mezi Némeckem
(Furstenfeldbruck, Bavorsko) a USA (Phoenix, Arizona). Mnozstvi 8"C v

Arizoné stouplo 0 2.3 %o (x0.6), naopak 5*S pokleslo 0 1.8 %o (£1.2). U izotopu
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N a H nedoslo k viditelné zméné. Tato zména v zastoupeni izotopl C a S byla
pozorovatelna po 8 — 9 dnech od zmény prostfedi. Tento ¢as koresponduje s
rychlosti rastu vousl a dobou nez vous doroste 2-3 mm nad pokozku (Lehn et
al., 2014). Je tedy vidét, Ze izotopy ziskané ze stravy se témér okamzité
zacClenuji do vlasové matrix. Diky tomu je mozné napfiklad spolehlivé
identifikovat obéti valky (Bartelink, 2014) nebo pachatele trestného Cinu (Fraser
et al., 2006, Raucha et al., 2007).

Pokud napfiklad vime, Ze pohfeSovana osoba byla dlouhodobé zavisla a vime,
co pfesné uzivala, je mozné vlasovou analyzou identifikovat télo, a to i presto,
Ze je napfiklad v pokro€ilém stadiu rozkladu (Prochazka, 2006; Raucha et al.
2007; Zhu et al., 2011). Pfipadné z nalezeného vlasu na misté ¢inu mizeme
zjistit odkud pachatel pochazi, ¢im se Zivi a kde v uplynulych nékolika mésicich
byl (Prochazka, 2006; Fraser et al., 2006; Raucha et al., 2007; Kovacikova,
Brazek, 2008).

Analyzu lze také vyuzit pfi prikazu zanedbani déti. Z analyzy vlasu odebranych
ditéti je dobfe patrné, zda trpi dlouhodobym nedostatkem jidla. Neuberger s
kolegy (2013) uvedli, Zze vlasova analyza muze byt pouZita jako nezaujaty
biomarker pfi podezieni na zneuzivani nebo zanedbavani déti. ZvySeni 3N
ukazuje na dlouhodobé hladovéni, kdy télo pfednostné odbourava zasoby
télesného tuku a svalové bilkoviny. Zaroven byly naméfeny i mensi rozdily v
8"3C (Neuberger et al., 2013).

Izotopova analyza je idealni napf. pro testovani vrcholovych sportovcl na
doping (Cawley et al., 2008; Mareck et al., 2008; Geyer et al., 2014). Tato
analyza umoznuje napfiklad odhalit synteticky pavod steroidd.

Cawley et al. (2008) ve své studii poukazuji na rozdil v izotopovém signalu u
steroidnich metabolitd a jejich syntetickych analogu. Syntetické steroidni
pfipravky jsou z velké Casti odvozeny ze stigmasterolu a sitosterolu ziskanych
ze soji chudé na *C (Cawley et al., 2008).

Rozdil mezi pfirozenymi a syntetickymi steroidy je signifikantni a proto je
pomoci hmotnostni spektrometrie mozno potvrdit zneuzivani endogennich

steroidu vrcholovymi sportovci (Cawley et al., 2008).
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Referenéni hodnoty pro endogenni steroidni metabolity jsou 613C= -15 %o az
-25 %o a pro komer¢né dostupné steroidy 613C= -26 %o az -36 %o (Ueki et al.,
1999; De la Torre et al., 2001).

Studie Cawley et al. (2008) se zamérfuje na vyuziti v ramci dopingovych kontrol
vrcholovych sportovcl, a je tedy (podobné jako i jiné studie) zaméfena na
analyzu stabilnich izotopu télesnych tekutin (mo¢, krev, sliny) (Cawley et al.,
2008; Mareck et al., 2008; Geyer et al., 2014).

Mezi sledovatelnymi latkami jsou amfetaminy, B-blokatory, rizna analgetika
nebo napf. néktera lokalni anestetika a peptidické hormony (rdstovy hormon,
choriovy gonadotropin, erytropoetin a dalSi) (Kinz, 2003; Zhu et al., 2011,
Thevis et al., 2014). Tyto a dalSi latky jako jsou testosteron, androstenedion Ci
dihydrotestosteron je mozné ve vlasech prokazat. Diky tomu Ize metody
aplikované pfi izotopové analyze krve (moci, slin) vyuzit i v ramci izotopové
analyzy vlast (Geyer et al., 2014). Izotopova analyza vlasu v8ak neni bézné
uzivana pro dopingovou kontrolu. Svétova antidopingova agentura (World Anti-
Doping Agency) testuje pouze molC a krev sportovcu (World Anti-Doping
Agency: play true, 2015).

V praci publikované skupinou Gottardo R, Fanigliulo A, Soria D, Liotta E,
Bortolotti F a Tagliaro F (2012) byl uveden pfiklad vyuZiti viasové analyzy pfi
Ié¢bé drogové zavislych.

.Kapilarni elektroforéza spojen s time-of-flight hmotnostni spektrometrii byla
pouZzita v této praci pro stanoveni terapeutickych a zneuzivanych drog a jejich
metabolitii ve vlasech pacientt podstupujicich lé¢bu zavislosti, s cilem
kontrolovat jejich dodrZzovani lé¢ebnych postupt*

(Gottardo et al., 2012: 1)*.

* plvodni text z Gottardo et al., 2012: 1 : ,Capillary electrophoresis coupled to time-of-flight
mass spectrometry was used in the present work for the determination of therapeutic and
abused drugs and their metabolites in the hair of subjects undergoing addiction treatments, in

order to monitor their compliance to therapy.*

29



Pokud se pacientovi pfi nastupu |éCby odebere vzorek vlasl, provedena
analyza odrazi metabolity uZivanych drog. Tato metoda byla jiZ v minulosti
vyuzivana pro prokazani dlouhodobé zavislosti u osob obvinénych z trestné
¢innosti. Nasledné odbéry probihaji po dobu lécby pfi uzivani lékd v ramci
detoxikace. Metabolity namérené v té dobé ve vlasech by mély tedy vyhradné
odpovidat uzivanym léCivim. Zména je diky rlstu vlast pozorovatelna i zpétné
s ohledem na délku vlasu (Gottardo et al., 2012; Nakahara et al., 1991).

5.4.2 Medicinalni vyuziti

Pro ucely stanoveni diagnozy zatim neni v EU izotopova analyza vlasu
bézné pouzivana. Tato analyza v sobé nesporné skryva velky potencial a mohla
by byt i dale rozvijena.

Huelsemann, Flenker, Koehler a Schaenzer (2009) provedli studii vlasu &tyr
jedincu (dvou muzl a dvou Zen) ukazujici zmény ve slozeni vlasového keratinu
pfi zméné jidelniCku za dobu jednoho mésice (pfesnéji 28 dni). Zména stravy
zahrnovala pfechod od C3 rostlin na C4 a zafazeni morskych zZivo€ichl namisto
suchozemskych. Testovany byly 8"°C a 8"°N. U kazdého testovaného jedince za
dobu 28 dnl do$lo ke zvySeni obou sledovanych izotopu. 8°C se ve vlasech
zvySila 0 8,5 az 9,9% a d"”N o 1.5 az 2.2%. (Huelsemann et al., 2009).
Prestoze ke zméné v 8"C iv 8N doslo rychle, nebyla ustanovena rovnovaha.
Coz podle poznatku Ayliffe a jeho kolegli (2004) muze trvat az nékolik tydn(.

Sledovani pfijmu potravy je nejen vhodné ke zjiSténi slozeni stravy, ale také k
oveéreni pfijmu potravy a jejiho mnozstvi. |zotopova analyza by méla byt dobfe
vyuzitelna v |ékafské praxi pro zjisténi stavu vyzivy jedince. Pokud napfiklad
vezmeme Vv Uvahu vyuziti v oblasti dietologie, izotopova analyza vlasi nam je
schopna poskytnout jednak informace o neléCeném (Ci Spatné léCeném)
diabetes mellitus |. typu (Hart et al., 2011; Butz et al., 2014; De Luca et al.,
2014) nebo o nedodrzovani diety v ramci IéCby obezity i poruch pfFijmu potravy
(mentalni anorexie / bulimie) (Strumia, 2013; Hatch et al., 2006). Z
analyzovaného pramene vlasu muzeme zjistit, jaké je slozeni jidelniCku 1éCené

osoby a to bez nutnosti spoléhat se na dotazniky, které jsou vzdy vyplfiovany
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zcela subjektivné.

Ve studii ,An objective means of diagnosing anorexia nervosa and bulimia
nervosa using "N/™N and "*C/"?C ratios in hair* (2006) Kent Hatch s kolegy
poukazal na moznost prikazu mentalni anorexie a bulimie a zarovefn na
moznost od sebe rozlisit tyto dvé poruchy. Analyza byla zaméfena na
individualni rozliSeni mezi jedinci s mentalni anorexii a jedinci s bulimii. Byla
provadéna na osobach s klinicky normalni kontrolou.

PFijem nutrientd se pfimo odrazi v obsahu aminokyselin z nichz pochazi uhlik a
dusik ukladany do vlasoveého keratinu. Ve vysledcich analyzy je tedy rozdil mezi
mentalni anorexii, kdy pacient potravu témérF vibec nepfijima, a bulimii, kdy je
potrava hned po snédeni vyzvracena.

Kromé studia poruch pfijmu potravy, byla provedena fada studii vychazejicich z
poznatkll o stravovani populaci davnovéku. Nasla se napfiklad spojitost mezi
vyskytem celiakie a pfechodem na vyhradni péstovani pSenice s vySSim
obsahem lepku namisto jinych obilovin (Touzeau et al., 2014).

Vlasovou analyzu Ize také vyuzit k odhaleni dlouhodobého stresu. Skodlivé
ucinky stresu na lidské zdravi jsou stale vice uznavany. Muzeme sledovat
hladinu 3"™C a kortizolu. Sliny a mo¢ zachycuji hladinu kortizolu v redlném case,
analyza vlasl je doplfikovym prostfedkem pro sledovani dlouhodobého vlivu
stresu na zdravi Clovéka, zachycujicim systémovou expozici kortizolu po delSi
dobu. Tento novy pristup se stale vice pouziva k identifikaci ucinkt stresu u
riznych patologickych stavu, od chronické bolesti po akutni infarkt myokardu.
Vzhledem ke své schopnosti poskytovat dlouhodobou miru systémové expozice
kortizolem, analyza vlasu se stava uziteCnym nastrojem, ktery je schopen
odpovidat na otazky, které by dfive nebyly zodpovézeny jinymi testy (Russell et
al., 2012).

DalSim pfinosem analyzy 8°C a &"°N ve vlasech je moZnost studia déti. Diky
neinvazivnosti jde o elegantni metodu vySetfeni malych déti, pfedevSim pfi
vyzkumu doby laktace (Romek et al., 2013). Bylo provedeno nékolik studii na
toto téma, které zjistily, Ze existuje rozdil mezi détmi vyhradné krmenymi
matefskym mlékem, détmi na umélé vyzivé (Sunar atd.) a détmi pfikrmovanymi
(matefské mléko + Sunar). Déti vyhradné sajici matefské mléko maji 8"C

0 1%o a 8"°N 0 2-3%o ve vlasech zvysené (Romek et al., 2013). Nahly poklesem
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hodnot &"N pfi studiu kosternich pozlstatka déti ukazuje na skoncéeni laktace
a prechod ditéte na pevnou stravu (De Luca et al., 2012; Reynard, Tuross,
2014).

V praxi by se kromé vlasové analyzy jisté také uplatnila izotopova analyza
dechu. Podle ¢lanku D. Butz a jeho kolegl ,The emerging role of carbon
isotope ratio determination in health research and medical diagnostics* se podle
obsahu izotopl uhliku v dechu da urcit, zda je Clovék zdrav, &i v jeho téle
probiha zanét.

Mé&feni je provadéno pomoci capnografie. Jde o metodu monitorujici
koncentraci CO, ve vydechu. Ta je spojena s izotopovou analyzou uhliku (tzv.
BDV - breath delta value). Z vysledkl jsme schopni objasnit télesny
metabolismus jedince. Kromé& toho C¢lanek odkazuje také na vyuziti pfi
diagnostice diabetes mellitus I. typu a dalSich metabolickych poruch (Butz et al.,
2014; De Luca et al., 2014).
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6. Zaveér

Prace podava prehled moznosti vyuziti izotopové analyzy vlasu.
Izotopova analyza je vhodnym a nezastupitelnym nastrojem v bioarcheologii a v
pfibuznych oborech, pfiemz analyza vlasl poskytuje doplfujici informace k
Navic je velmi cenna pro svou neinvazivnost. Lze ji tedy pouzit u velmi
vzacnych objevl, kde by tradiéni postup nalez znehodnotil, nebo u
nespolupracujicich malych déti.

Kromé studia minulosti je izotopova analyza koznich derivatd (vlasu,
chlupu) bézné uzivana v oblasti ekologie sou€asnych zvifecich populaci. Diky
této metodé vice chapeme vzajemné vztahy mezi organizmy, dokazeme lépe
urcit trofické stupné a provazanost potravniho fetézce. Dale nam umoznuje
sledovat migraci zZivo€ichu, pfipadné urCovat jejich geograficky plvod.

Vyznamny je také pfinos této metody v mediciné a forenznich védach.
Diky analyze stabilnich izotopl jsme v medicinalni sféfe schopni napf. odhalit
Skodlivé vlivy stresu, sledovat dodrzovani diety u pacientu s diabetem &i celiakii.
Pomoci kontroly zmén v hodnotach izotopu je mozné prokazat také probihajici
zanét nebo mentalni poruchy pfijmu potravy.

Z forenzniho hlediska zase tato analyza predstavuje moznost, jak prokazat
geograficky puvod lidi, zvifat ¢i zbozi, a jak osvétlit dlouhodobou zavislost na
drogach ¢&i doping u vrcholovych sportovcu. Je vhodna také pro urcovani

identity osob obvinénych z trestnich ¢ina.

Metoda analyzy stabilnich izotopl ma obrovsky potencial a jisté se bude
dale rozvijet. Hlavnim a nejspiSe jedinym problémem zlstava jeji naro¢nost, a
to jak profesionalni, tak financni.
Z tohoto duvodu se neda predpokladat, Zze by se stala metodou béznou,
predevSim v medicinalni sféfe. Své vyuziti, i pfes tento zapor, vSak bezesporu

ma pro védecké ucely a v soudni praxi.
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Anotace bakalarské prace

VyuZiti stabilnich izotopu ve vlasech k poznani vyzivy a migrace populaci

Novy rozmér v bioarcheologii, jak nahlizet na vyZivu, subsistenci a
mobilitu lidi populaci minulosti pfinasi analyzy stabilnich izotopl zubu a kosti.
Nicméné rovnéz kvalitni informace o téchto jevech obdrzime studiem stabilnich
izotopu (uhliku - 8™C, dusiku - "N nebo kysliku - 80 a snad i jinych)
obsazenych ve zvifecich chlupech a lidskych vlasech. Informace tohoto druhu
obohacuji nejen bioarcheologii, ale maji své misto i v jinych oborech
souvisejicich s antropologii, jako jsou forenzni védy a medicina.

Prace podava zakladni pfehled o principech stanoveni obsahu stabilnich
izotopu v biologickém materialu a ukazuje prednosti i nevyhody uziti vlast a
chlupl. Na pfikladech z bioarcheologie, forenzni mediciny a klinické mediciny
jsou ukazany informace, které vyuziva analyza pro poznani vyzivy, mobility a

geopuvodu.
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