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Abstrakt

Tématem prace je zhodnotit vlastni zkuSenosti se stanovenim stopovych prvki
ve vlasech a souCasn¢ shromazdit literarni idaje z této oblasti a pokusit se odpoveédét
na otazku, zda je stanoveni stopovych prvki ve vlasech vzdy relevantni a ptinosné, ¢i
zda ma svoje omezeni.

Stanoveni stopovych prvka ve vlasech pfinasi fadu vyhod (snadny neinvazivni
odbér, trvanlivé vzorky, malé potfebné mnozstvi) a umoznuje ziskat jinak jen tézko
dostupné retrospektivni informace o stavu organismu v dlouhém casovém obdobi az
nékolika let.

Stanoveni stopovych prvkll ve vlasech ma ale i sva uskali a vyzaduje vyfesSeni
mnoha problémi. Potencidlné negativni vliv ma napi. pouzivani vlasové kosmetiky.
Vzdy také hrozi moznost kontaminace vlasi z vnéjSiho Zivotniho ¢i pracovniho
prostiedi. Prvnim krokem analyzy vlasi proto musi byt ¢isténi (myti) vlasit vhodnym
postupem tak, aby se maximalné odstranilo vnéj$i zneCisténi vlast, ale soucasné se jen
minimaln¢ ovlivnil endogenni obsah prvkl ve vlasech. Velmi cCasto se pouziva
metodika dle IAEA zahrnujici opakované myti vodou a acetonem.

Druhym nezbytnym krokem je mineralizace vlast, tj. prevedeni do roztoku.
Obecnym rizikem pii mineralizaci je na jedné stran¢ mozna ztrata prvku zpusobena
napt. vytékanim pfi zahiivani, na druhé strané¢ hrozi kontaminace vzorku pouzitymi
reagenciemi. Optimalnim postupem se zda byt tlakova mikrovinnd mineralizace
s pridavkem koncentrované HNO3 a H,0..

Vlastni analyzu lze realizovat polarograficky nebo hmotnostni spektrometrii
s indukéné vazanym plazmatem. Nejcastéji pouzivanym principem stanoveni je ale
atomova absorpcni spektrometrie. Pfi dostate¢né vysoké koncentraci s plamenovou
atomizaci, pii nizkych koncentracich s elektrotermickou atomizaci.

Pro ziskavéani relevantnich informaci je déle nezbytnd validace a standardizace
metody. Naptiklad pfesnost je vhodné provéfit mezilaboratorni kontrolou (u nas
bohuzel zatim téméf nedostupnou) nebo pouzitim nékterého dostupného referenéniho
materidlu (napt. BCR CRM 397). Preciznost lze relativné snadno ur¢it opakovanim

analyzy homogenniho vzorku.



Velmi obtiznym a dosud nedofesenym problémem se ale jevi urceni referencniho
intervalu. Obsah prvkil ve vlasech a vysledky analyzy totiz zavisi na velkém mnozstvi
faktorti (velké interindividualni rozdily, ¢asovy pribéh expozice a stavu organismu,
délka a pozice analyzované ¢asti vlast atd.)

Jesté obtiznéjsi je odpovidajici interpretace vysledku, protoze jsou zatim jen velmi
omezené informace o souvislostech koncentrace ve vlasech a vlivu na cilovy organ
a zdravotni stav.

Uvedené problémy zatim prakticky znemoziuji ziskdvat pomoci stanoveni
koncentrace stopovych prvki ve vlasech detailni informace spojené s malymi
nevyznamnymi expozicemi toxickych prvkii nebo s drobnymi zménami v pfisunu
biogennich prvkii do organizmu. To ovSem nevylucuje vyuZziti a pfinosy U skutecné
vyznamnych expozic a intoxikaci. V préci je uvedena fada ptiklada z vlastni praxe.

S diskutovanymi problémy ponékud kontrastuji komeréné ladéné inzeraty slibujici
bezproblémoveé, jednoduché az zazraéné zmapovani stavu organismu, jednoznacné
zhodnoceni a doporuCeni napiiklad riaznych doplikii stravy. VSe pochopitelné
podminéné zaplacenim (nejlépe opakovanym) ptislusné financni Castky.

Jak tedy po shrnuti udaji z literatury a vlastnich zkuSenosti odpovédéet
na zakladni nadnesenou otdzku, tj. zda je analyza vlast piinosnd a obecné pouzitelna?

V fad¢ piipada lze odpovédét, ze ano. Ve sd€leni jsou uvedeny piiklady uspésného
vyuziti pfi ziskavani retrospektivnich tdaji u vysokych expozic Pb, Ni, Cd, Hg a Fe:
intoxikace pacientky olovem obsazenym v dlouhodob¢ uzivaném bylinném koncentratu,
n¢kolika tydenni monitorovani niklu ve vlasech dobrovolnika po tydenni expozici pii
vyrobé¢ NiSO,, provéfovani ztrat Fe u pacientky z hematoonkologie, intoxikace celé
rodiny olovem po dlouhodobém pouzivani nekvalitni keramiky, intoxikace olovem
restauratort historickych maleb.

Komer¢ni vyuziti u individudlnich vysledki béZzné populace se ale jevi stale jako
velmi problematické a odpoveéd’ na zakladni otdzku zni, Ze ne, tj. Ze pro takové zadani
zatim stanoveni koncentrace stopovych prvkl ve vlasech neni zcela pfinosné a ani neni

jednoduse obecné pouzitelné.



Abstract

The thesis focuses on an evaluation of own experience in determining trace
elements in hair and on gathering literature data from this area. The thesis concurrently
attempts to answer the question of whether the determination of trace elements in hair
is always relevant and beneficial or whether it poses certain limitations.

The determination of trace elements in hair presents a number of advantages
(i.e. easy and non-invasive sample collection, sample durability, small quantity) and
it allows researchers to obtain otherwise hardly accessible retrospective information
on the condition of the human body over a longer time horizon, often extending over
several years.

However, the determination of trace elements in hair also has its drawbacks and
it requires researchers to resolve multiple problems. The use of hair cosmetics,
for example, may have a potentially negative effect and there is the possible risk of hair
contamination in the external or working environment. Therefore, when performing hair
analysis, the first step is to clean (wash) the hair in an adequate manner so that external
contaminants are removed as much as possible while endogenous elements are left
intact. For this purpose, the methods recommended by IAEA, which include repeated
washing and rinsing with the use of water and acetone, are often applied.

The second critical step is hair mineralization, i.e. conversion to a solution.
The common risks associated with this procedure are possible element loss due to e.g.
evaporation caused by heat on one side and sample contamination by used reagents
on the other side. Microwave mineralization with concentrated HNO3; and H,0;
additives seems as an ideal procedure in this respect.

The own hair analysis may be effected by means of polarography or mass
spectrometry with inductively coupled plasma. Nevertheless, the most frequently
implemented method employs atomic absorption spectroscopy, namely flame
atomisation for sufficiently high concentrations and electrothermal atomisation for low
concentrations.

Furthermore, method validation and standardisation are necessary for obtaining

relevant information. For example, trueness should be verified through interlaboratory



crosschecks (almost unavailable in the Czech Republic for the time being) or by using
available reference material (e.g. BCR CRM 397). Precision is verified rather easily
by repetitive homogenous sample analysis.

The determination of the reference range remains a complex and so far unresolved
problem. The element content in hair and the analyses results depend on a wide variety
of factors (large interindividual differences, exposition timeline, health condition, length
and position of analysed hair sample, etc.)

Relevant interpretation of the results is even more difficult as only limited
information is currently available on the connection between element concentration
in hair and the influence on the specific body organ and the health condition.

At present, the outlined problems practically prevent researchers from acquiring
detailed information on minor and negligible expositions to toxic elements or on minor
changes in the supply of biogenic elements to the human body by means of determining
the concentration of trace elements in hair. This, however, does not exclude relevant
application and benefits with significant expositions and intoxications. The thesis
presents a number of examples of relevant application in practice.

In contrast to the discussed issues, commercial advertisements promise trouble-free,
simple and easy, and sometimes even miraculous mapping of the health condition with
distinct results and recommendations in the form of various food supplements. All may
be naturally obtained after the payment of a specific amount (often paid repeatedly).

How to answer, after summarizing data gathered from literature and own
experience, the presented basic question on whether hair analysis is beneficial
and generally applicable.

In many cases, the answer may be yes. The thesis details examples of successful
application when obtaining retrospective data on high expositions to Pb, Ni, Cd, Hg,
and Fe: lead intoxication in a patient due to the long-term intake of a herbal concentrate
containing lead, multiple-week monitoring of nickel content in the hair of a volunteer
after a one-week exposition in an NiSO,4 production environment, verification of Fe loss
in a hemato-oncology patient, lead intoxication of an entire family as a result of long-

term use of poor quality tableware, lead intoxication in historical painting conservators.



As regards the commercial use of the individual result of the general population,
it still seems rather problematic and the answer to the basic question is no.
The determination of trace elements in hair is not beneficial and it cannot be generally
applied that easily.
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Seznam pouzitych zkratek

Mg = hoi¢ik (latinsky Magnesium)

Ca = vapnik (latinsky Calcium)

Zn = zinek (latinsky Zincum)

Cu = méd’ (latinsky Cuprum)

Se = selen (latinsky Selenium)

Pb = olovo (latinsky Plumbum)

Hg = rtut’ (latinsky Hydrargyrum)

Cd = kadmium (latinsky Cadmium)

Fe = Zelezo (latinsky Ferrum)

Mn = mangan (latinsky Manganum)

EDTA = chelaton 2 (zkratka pro organickou slouc¢eninu kyselinu
ethylendiamintetraoctovou)

HNO; = kyselina dusi¢na

H,0, = peroxid vodiku

HCIO, = kyselina chlorista

AAS = atomova absorp¢ni spektrometrie

ICP-MS = hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
ETA = elektrotermicka atomizace

BET = biologické expozi¢ni testy
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Uvod

Nekteré stopové prvky (Mg, Ca, Zn, Cu, Se,...), oznatované jako biogenni, jsou
pro organizmus V urcitém optimalnim rozsahu koncentraci nezbytné. Nedostatek, ale
i prebytek, ovsem miize negativné ovliviiovat zdravotni stav. V zajmu organizmu je
proto dobré sledovat koncentraci téchto biogennich prvkd v organizmu a Vv ptipadé
potieby vhodné regulovat velikost pfijmu (denni davky). Existuji ale 1 stopové prvky
(Pb, Hg, Cd...), které v jakékoliv koncentraci piisobi na organizmus negativné, toxicky.
Také u téchto nezadoucich prvki je ptinosné sledovani jejich koncentrace v organizmu
s cilem odhalit nebo omezit expozici t€émito prvky. Stanoveni koncentrace stopovych
prvki v béZné€ pouzivanych biologickych materidlech jako je krev ¢i mo¢ dokaze urcit
pouze aktudlni situaci, Vjaké se organizmus nachdzi. Nékdy je ale zapotiebi urcit
dlouhodobéjsi historii pfijmu ¢i expozice stopovych prvki. Nahlédnuti do historie
(n€kdy aZ nékolik let zpétn€) umoziuje vyuziti analyzy jiného biologického materialu
a to vlast.

Tématem prace je zhodnotit vlastni zkuSenosti se stanovenim stopovych prvki ve
vlasech a soucCasn¢ shromazdit literarni idaje z této oblasti a pokusit se odpovédét na

otazku, zda je stanoveni stopovych prvki ve vlasech vzdy relevantni a ptinosné, ¢i zda

ma svoje omezeni.
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1 Anatomie a fyziologie vlasu

1.1 Anatomie a funkce kiZe

Kuze kryje zevni povrch téla. Jde o dvojvrstevny protektivni systém, ktery zaroven
zajistuje individualitu svého nositele. Mize se rozdélit na dva velké oddily. Prvni je
vlastni ktize, druhy pak ptredstavuji pridatné kozni organy téz kozni adnexa (tedy: vlasy,
chlupy, nehty, receptory, nervy a 7lazy). Vlastni kiize tvofi ochranny obal téla, byva
piirovnavana k silné blan€ pokryvajici cely povrch lidského téla. ,,Jeji ploSny rozsah je
proto shodny s velikosti t&lniho povrchu a m&k{ podle velikosti téla 1,5 az 2 m*“ (7 s. 3).
O barve kuze rozhoduje obsah pigmentu (melaninu). U téhoz jedince miize byt barva
ktze na rznych ¢astech téla odliSna a Casto se méni béhem zivota.

KlzZe zastava celou tfadu dilezitych funkci. Jedna z nejvyznamnéjSich je funkce
ochranna. Kuaze slouzi jako mechanickd ochrana orgéant, zajiStuje malou propustnost
vici vodg, tvofi ochranu predevsim proti ultrafialovému zéfeni a vytvaii bariéru proti
mikroorganismtim. Prostfednictvim koznich receptort zajiStuje funkci smyslovou
a tukem ulozenym v podkoznim vazivu funkci zdsobni. Podili se na termoregulaci, je
i dulezitou zdsobdrnou Krve a nepostradatelnou roli hraje také pii ldtkové vymené.
Ma totiz schopnost vyluCovat a vstiebavat nékteré latky a zaroven vytvaret

provitamin D.

1.2 Vrstvy kiize

Kuze je tedy nejvetsim organem lidského té€la, jeji hmotnost tvofi Ctvrtinu celkové
télesné vahy a plati, ze se méni spole¢n¢ s vékem. Sklada se z pokozky (epidermis),
ktera je plivodem z ektodermu a ze Skary (dermis), ptivodem z mezenchymu. Podkozni
vazivo (hypodermis) je vrstvou, ktera zajiStuje spojeni kiize s podkladem, sila této

vrstvy je zavisld na stavu vyzivy. VSechny jeji vrstvy maji specifické postaveni.
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pokoZka (epidermis)

Skdra (dermis)

tukovd tkan
podkoZni (subcutis)

Obrazek 1: Stavba kuze
< http://www.studioamadeus.cz/o-vlasech.html>

1.2.1 Pokozka (epidermis)

Obsahuje né¢kolik vrstev epitelovych bunék a je tvofena mnohovrstevnym
dlazdicovym epitelem, vrstvy na jejim povrchu jsou zrohovatélé. Pokozka je vrstvou
velmi odolnou a to piedev§sim proti chemickym a mechanickym vlivl, jeji
nejvyznamngj$i funkci je funkce ochrannd. NejcetnéjSimi bunikami jsou keratinocyty,
které¢ se délenim neustadle obnovuji. Epidermis hraje dilezitou roli v mechanické
odolnosti klize. Je totiz diky pevnému spojeni mezi keratinocyty vzduchotésna a pro
vodu obéma sméry nepropustna. Zaroven epidermis predstavuje bariéru proti pronikani
mikroorganismil. Keratinocyty jsou dileZité pro vlasy, chlupy a nehty - tvofi jejich
zaklad.
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1.2.2 Skéra (dermis)

Ptechod mezi pokozkou a Skarou neni rovny, z pokozky jsou do Skary vysilany
bradav¢ité vybézky tzv. papily. Tuto vrstvu klize tvoti vazivo, které obsahuje kolagenni
a elasticka vlakna. Ty zajistuji mechanickou pevnost a pruznost kiize a soucasné se
vyznamné podileji na jeji §tépitelnosti. Skara byva silna asi 3 mm a méa n&kolik vrstev,
vrstvu papilarni a sitovitou. Ve Skafe jsou dale obsazeny vlasové folikuly, potni

a mazoveé zlazy a krevni cévy.

1.2.3 Podkozni vazivo (hypodermis)

Skara postupné prechdzi v posledni vrstvu, kterou je podkozni vazivo
(hypodermis). Tvoii ho kolagenni a elasticka vldkna, mezi kterymi se nachazeji
vazivové bunky. Sila podkoZniho vaziva je zavisla na mnozstvi podkoZni tukoveé tkané,

ktera tvaruje télo a urcuje jeho hmotnost.

1.3 Kozni adnexa
Kozni adnexa mizeme rozdélit do dvou kategorii. Prvni z nich jsou zrohovatélé
derivaty pokozky, druhou tvoii kozni zlazy. Mezi zrohovatélé derivaty patii chlupy,

vlasy a nehty, které zdokonaluji ochrannou funkci ktize.

1.3.1 Zrohovatélé derivaty (vlasy)

Tvorba vlast je slozity biologicky proces. SkuteCnym vlasovym organem je
vlasovy folikul, ktery je tvofen kofenem obalenym vnéjsi a vnitini epitelovou pochvou.
Jeho soucasti jsou mazové zlazy, potni zlazy a cévni zdsobeni. Kolem vnéjsi epitelové
pochvy se vyskytuje vazivovd pochva a mezi obéma vrstvami se nachdzeji kapilary
a nervova vlakna.

Sténa folikulu pfechazi v dolni ¢asti ve vlasovou papilu, kterd ve form¢ pupene,
zasahuje do vnitiku folikulu a dale ptechazi v dolnim Useku v uzky kréek. To je Gtvar
vazivového charakteru, ktery zajiStuje bunkdm vyZivu svymi cévami. Vazivovou
pochvu folikulu a papilu vypliuje uvnitt sklovita blanka (membrana vitrea), kterd tvofi
hranici mezi epitelidlni a vazivovou vrstvou. Nejsilné€jsi je ve stfedu folikulu. Kréek je

nejuzsi ¢asti folikulu, kde vazivova pochva kon¢i.
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e kOrtex (kira)
7 medu’a (dfeﬁ)

- &3 w=p - viasovd kutikula
R viasovy stvol

SR { - T : vnitini pouzdro kolene

> £ g = vnéjsf povzdro kofene

— bazdInf membrdna
— viasovy folikul

e NN TR = vlasovd papila
=/ pigmentové burtky
: (melanocyty)
matrix
trichocyty
cevy

Obrazek 2: Stavba vlasu

< http://lwww.studioamadeus.cz/o-vlasech.html>

Vlasové folikuly nejsou do kiize uloZzeny kolmo, ale spise Sikmo. Na stran¢ vétsiho
uhlu je uloZzena mazova zlaza ustici mezi vlas a vnéjsi epitelialni pochvu. Tento prostor
je prepazen snopeCkem hladkého svalu (musc. arrector pili), ktery se jednou stranou
upind k dolni ¢asti vazivové pochvy folikulu a na druhé stran€ kon¢i v povrchovych
vrstvach Skary. Smr§ténim tohoto svalu dochédzi na povrchu kiize k tzv. husi kizi (cutis
anserina). Dochdzi zarovenl ke zmenSeni prostoru, kde je lokalizovand mazova zldza
a maz se tak vytlatuje do krcku folikulu. Folikul, mazova zlaza a hladky sval tvoii

spole¢né vlasové ustroji.

1.3.1.1 Stavba vlasu

Podstatou tvorby vlasii je pfeména mékkych elementdl na elementy tvrdé a suché.
Jde o keratinizaci neboli rohovaténi. Vlas je tvofen epitelidlnimi vlasotvornymi
buitkami, které se procesem keratinizace méni, rohovati. Plati, Zze v kazdém tuseku

epitelu probihd keratinizace jiného druhu. A proto nemize byt vlas mikroskopicky
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jednotny. Lze rozlisit dfen, kiru a povrchni blanku (kutikulu). Jejich odliSnost spociva
nejen v mikroskopickém obrazu, ale také ve fyzikalnich vlastnostech.

V burikach drené (medully) probiha keratinizace epidermalniho typu, pro niz je
typické vytvoteni zrn keratohyalinu, vymizeni jader a vytvofeni intraceluldrniho tuku.
Definitivn¢ utvofena dfenn je slozena zftad zrohovatélych bunék nepravidelné,
hvézdicovité nebo zoubkované formy. Buiky se daji pfirovnat k vyschlym vackim
vyplnénym vzduchem. Kromé vzduchu obsahuje dien také zrnka tuku. U dlouhych
vlast se dfenl nachazi jen v oblasti kofene, chybi ve Spickach vlast, naopak dobre byva
vyvinuta u silnych vlasi (vousy, fasy, ochlupeni na ohanbi).

Kiira (téZ kortex) je vlaknitd vrstva, kterd predstavuje % vlastni vlasové hmoty.
Buiky klry jsou charakteristické ndpadnym obsahem pigmentu a prodluzuji se podél
osy vlasu. Asi v poloviné vlasového kofene jadra mizi a bunky tpIné rohovati. Probiha
zde keratinizaci rohového typu. Definitivné vytvofena vlasova kara se sklada
z protahlych, zrohovatélych bunck vietenovitého zplostélého tvaru. Jednotliva vldkna
tvofi nejmensi stavebni jednotky tzv. mikrofibrily, ty se kruhovité seskupuji a tim
vznikaji snopecky, které predstavuji dalsi stavebni jednotky tzv. makrofibrily. Mezi
sebou jsou navzajem spojeny bunénymi membranami a proteinovym tmelem. V této

vrstveé se shlukuji pigmentova zrna. Ty se jevi jako tmavé skvrnky mezi fibrilami.

17



a(alfa)-helix

Obrazek 3: Stavba vlasu

<http://www.studioamadeus.cz/o-vlasech.html>

Vlasova kutikula je Supinaty, ptirozeny obal vlasu. Buiiky této povrchni blanky se
oplostuji, ztraci sva jadra a rohovati v Supinky. Opét se zde jednd o keratinizaci
rohového typu. Supinky se navzajem kryji jako tasky na stieSe. Jsou to v podstatd
soub&zné a stfiskovité uspotfadané odumielé buiiky, které na sebe tésné ptiléhaji. Jejich
ukolem je chrénit vlas pfed poskozenim z vnéjSku, za normalniho fungovani mazovych
zlaz se vytvaii na povrchu kutikuly vrstva, diky niZ vlas mén& propousti vodu
a Skodliviny. Jedna se o vrstvu s velkym obsahem keratinu.

Soucasné s tvorbou vlasu probihd tvorba vnitfni epitelidlni pochvy. I zde je mozné
rozeznat 3 vrstvy, které jsou navzajem mikroskopicky odlisné. Prvni vrstvou je kutikula,

ktera vznika keratinizaci rohového typu. Jde o ploché, zrohovatélé Supinky, které se
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mezi sebou kryji. Volné okraje Supinek smétuji dold, obé blanky do sebe zoubkovité
zapadaji a tim padem spolu pevné drzi. Dalsi vrstva se nazyva Huxleyova vrstva, ¢asto
byva také oznacovana jako vrstva stfedni. Zac¢ind od malych bungk, které se postupné
smérem vzhiiru méni ve velké polyendrické burnky. Posledni tieti vrstvou je Henleova
vrstva. Zrohovatélé bunky zde tvofi nesouvislou vrstvu uspotfadanou z podélné
prodlouzenych bun¢k s mistky. Jako celek ptedstavuje vnitini pochva duty valec, jehoz
obsah vyplnuje vlas.

Vnéjsi epitelidlni pochva se smérem doli postupné ztencuje, az nakonec prechazi

do Skary. Obsahuje velké bunky bohaté na glykogen.

1.3.1.2 Vlasy z makroskopického hlediska

Makroskopicky jsou vlasy velmi rozmanité a to nejen svou barvou a délkou, ale téz
tvarem a distribuci. ,,Makroskopické odchylky, napt. hustoty a distribuce vlasti, zmény
struktury a pigmentace vlasovych stvoli mohou vzniknout v dasledku slozitych
vnittnich pfi¢in, napt. metabolickych, endokrinnich a jinych, podminénych geneticky
nebo pozdé&ji vzniklym patologickym procesem* (3 s. 11).

Latka, ktera zplsobuje pfirozené zabarveni vlasi je melanin. Jednd se
o makromolekularni barvivo, vyskytujici se ve form¢ malych zrn. Barva vlast tak
zavisi na jejich poctu. Melanin se sklada z barevné casti a bilkovinného nosice.
Barevna slozka se projevuje bud’ jako svétly feomelanin, nebo jako tmavy eumelanin.
Tmavy melanin se nachazi hlavné v Cernych vlasech, svétly melanin obsahuji vyhradné
velmi svétlé vlasy, tmavsi odstiny vznikaji kombinaci svétlého s tmavym melaninem.
Seda nebo stiibrna barva vlasii méa spojitost se snizenim produkce barevnych pigmentii
a utvafenim dutinek ve vlasovém kortexu. Obvykle se jednd o soucast zmén,
pfichdzejicich s ptfibyvajicim veékem. Pokles melaninu soucasné s kumulaci
vzduchovych bublin mezi buitkami vlasového kmene zptsobuje Sedivéni. V pokrocilém
véku prestavaji fungovat buiky, které melanin tvoii a vlas ziistava cely bily.

Vzacnosti nebyvaji lidé, jejichZ vlasy maji rozdilnou barevnost v riiznych lokalitach

téla. V tomto piipadé hovoiime o heterochromii.
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1.3.1.3 Chemické a fyzikalni vlastnosti vlasu

Z chemického hlediska je zékladni slozkou vlast keratin (rohovina), coz je stavebni
bilkovina. Patfi mezi skleroproteiny s vlaknitou strukturou, je nerozpustny ve vodé.
Jedna se o proteiny s dlouhym fetézcem aminokyselin, jez jsou vzajemné propojeny
a zpevnény disulfidickymi mustky, iontovymi vazbami a soucasn¢ vodikovymi mustky.
Z krve se do vlast dostava fada stopovych prvki, at’ jiz biogennich (méd’, Zelezo, zinek,
j0d) ¢i toxickych (olovo, kadmium, rtut’).

Nejpodstatngsi fyzikalni vlastnosti vlasového keratinu a tim 1 samotné¢ho vlasu je

pak rozhodné jeho taZnost, pevnost, nasakavost a odolnost vii¢i vnéjSimu tlaku.

1.3.1.4 Vlasova vyména

Kazdy lidsky jedinec ma 2 az 5 milionti vlasovych vacka a to bez ohledu na
pohlavi. Jejich pocet a druh jsou dany jiz od narozeni. Vlasovd vymeéna je dynamickym
a kontinualnim procesem zacCinajicim jiz béhem embryonalniho vyvoje. VSechny typy
vlasti prochazeji ur¢itou dobu stadiem rastu, nasledné vypadavaji a jsou vyméneny dalsi
vlasovou generaci. Rlst a ndslednd vymeéna vlasi probiha ve tfech stadiich a ty se
periodicky v témze folikulu opakuji. Jde o: anagen, katagen a telogen.

Tyto stadia trvaji rizn¢ dlouhou dobu a to Vv zavislosti na véku c¢lovéka a typu
folikuli. Anagen (obdobi aktivniho rustu) trva az 5 let a normaln€ se v ném nachazi
témét 90% vlast. Je to obdobi vlasové produkce, aktivity folikulu. Kon¢i ve chvili, kdy
se zastavi mitoticka aktivita matrix. Na néj navazuje katagen, coz je stadium
dediferenciace bunécnych casti v bulbu a zanik dolni ¢asti folikulu. Je oznaCovan také
jako faze pfechodnd involucéni - trvd jen nékolik tydnli. Postupné pii ném odumird
vlasova papila. Telogen (klidové stadium) je asi tfimési¢ni. Vlas se pomalu uvoliuje
a pod nim vyrlsta vlas novy. V této fazi se normalné nachazi cca 10% vlasi. Telogen je
udobim klidu, v podstaté v ném existuje jen horni ¢ast folikulu a nerostouci vlas, ktery
je uz ptipraveny k vypadnuti. Cely cyklus vyvoje folikulu a produkce vlasu se opakuje.
Clovéku béhem jednoho dne vypadne asi 70 - 100 vlasti a to v piipadé, Ze nema s vlasy

zadné problémy. Narist vlasu za 24 hodin je v praméru cca 0,05 mm, tj. cca 1 cm za
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mésic. Rast a vyména vlasii probiha pravidelné€ jiz od détstvi, po prekonani puberty se

vlasy uz ptili§ neméni.

1. ristovd faze
(anagen)

2. pfechodnd
faze
(katagen)

3. klidovd faze
(telogen)

Obrazek 4: Vlasovy vyvojovy cyklus

< http://www.studioamadeus.cz/o-vlasech.html>

Vypadavani vlasi miiZze byt vratné, nebo nevratné. Vratné vypadavani muize byt
zpusobeno stresem, téhotenstvim nebo nedostatkem vitamind, o nevratném vypadavani
hovotime v souvislosti s ¢innosti muzskych hormont testosteronu

a dihydrotestosteronu.

1.3.2 KozZni Zlazy

KoZni zlazy miZzeme podle jejich funkce a stavby rozclenit do 2 kategorii — na
zlazy mazové a potni. KoZni maz, produkovany mazovou zlazou, se dostava stahem
hladkych svalii do vlasového folikulu a odtud na povrch pokozky. I pot je vypuzovan do
oblasti vlasového folikulu a prostfednictvim vlasové pochvy na povrch pokozky. Praveé
pot i maz mohou ovlivnit analyzu vlast, proto je velmi dilezité¢ dikladné omyti vlasi

pted vlastni analyzou.
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2 Vyhody a prinosy stanoveni stopovych prvkii ve vlasech
Stanoveni stopovych prvkl ve vlasech pfinasi fadu potencialnich vyhod a ptinosu.
Mezi né patfi snadny neinvazivni odbér vzorku, stabilita odebraného vzorku

a predev$im moznost nahlédnout do vzdalengjsi historie organismu.

2.1 Snadny odbér

Odbér vlast je neinvazivni. Stitha se nékolik praménka vlast v celé délce, co
nejblize povrchu hlavy, nejcastéji z temene. Potfebné mnozstvi vlasi pro analyzu je
cca 200 mg (n¢kdy se uvadi jako nazorny piiklad naplnéna polévkova lzice). Vlasy jsou

po odbéru stabilni, 1ze poc€kat a analyzovat celé soubory vzorki najednou.

2.2 Snadny transport a dlouhodobé uchovani

Odebrany material se vlozi jednotné (tj. konce vlasti od hlavy vzdy na stejné stran¢)
do PE sacku nebo obalky a fadné se oznaci. Vyplni se pruvodni Zadanka a material se
odesle do laboratote. Zde je uchovavan pti laboratorni teploté neomezenou dobu az do

zpracovani.

2.3 Moznost nahlédnuti do historie organizmu

Urcit¢ jednim z hlavnich pifinost analyzy vlasi je svym zpiisobem unikatni
moznost nahlédnout do vzdalenéjsi historie organizmu, podle typu ucesu 1 nékolik let
zpétné, coz bézné materialy typu krve ¢i mo¢i neumoznuji. Muzeme tak zjistit, zda byl
pied urcitou dobou organizmus exponovan néjakym toxickym prvkem nebo zda mélo

télo pred pul rokem dostatecny ptisun néjakého biogenniho prvku.
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3 Nevyhody a nékteré problémy spojené s analyzou vlasi
Bohuzel, s analyzou vlasti je spojena i cela fada nevyhod a problémi. Problémy,
které ovlivituji relevantnost vysledkti lze rozdé€lit na: preanalytické, analytické

a postanalytické.

3.1 Problémy preanalytické

Velka interindividualni variabilita je zpusobena barvou vlasd, vékem a rasou.
Enormni je zavislost vysledku na odebrané casti viasii. Vlasy rostou rychlosti
cca 1 cm/mésic. Je velmi dilezité synchronizovat odebiranou ¢ast vlasi se zdjmovym
¢asovym obdobim. Kdyz se napt. chce nahlédnout do situace organizmu pied 6 mésici,
musi se analyzovat ¢ast vlasl vzdalena od hlavy 6 cm. Z uvedeného plyne, Ze
odpovidajici vysledek se ziska nejdiive po ziskani cca 1 cm ¢asti vlast od hlavy, ¢ili
zhruba po mésici, béhem kterého vlas poporoste pravé o cca 1 cm.

Zavazny problém piredstavuje mozna vnéjsi kontaminace vlasu z zivotniho prostredi

a predevsim z pouzivané vlasové kosmetiky (Sampony, barvy).

3.2 Problémy analytické

Problémem je rozlisit endogenni (tj. mnozstvi prvk, které se do vlasii dostane pies
vlasové kofinky z krve) a exogenni (tj. vné€jsi kontaminace vlast napf. z kosmetiky nebo
zZ zivotniho ¢i pracovniho prostiedi) ptiivod prvki. Nedilnou soucésti metodiky je proto
myti viasu pred analyzou. Parametry myti je obtizné nastavit tak, aby se na jedné strané
spolehlivé odstranilo vSe exogenni, ale na druhé stran¢ se plné zachovala endogenni
Cast.

Dal$im analytickym problémem jsou velké interlaboratorni rozdily ve vysledcich
analyzy stejnych vzorkl. Jako diivody rozdili byly mimo jiné udavany: nehomogenni
vzorky, rizné zpisoby myti a mineralizace, zkrdtka nestandardni metodiky.
Nejpodstatnéj$im faktorem, ktery zpisobil rozdily mezi laboratofemi, bylo myti vzorka
pifed analyzou.

Problematické je také prevedeni vlasu do roztoku, ¢ili jejich mineralizace.
Pfi mineralizaci dochazi k n€kolika rizikiim. Jednim je riziko vyté€kani stanovovanych

prvka (divod prechodu z otevienych systémi na uzaviené), druhym kontaminace z
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pomocnych pfidavanych reagencii. Dilezité je proto pouzivat pfi mineralizaci co
nejcistsi pridavné reagencie (kyseliny, peroxid) a to v €O nejmensim mozném objemu.
Proto v soucasnosti jiz naprosto pievladd princip tlakové mikrovinné mineralizace
Vv teflonovych naddobkach.

Po mineralizaci jiz nasleduje viastni analyza. Dtive se pouzivaly napf.
polarografické a fotometrické techniky. V soucasnosti je prakticky vSe realizovano bud’
principem atomové absorpcni spektrometrie — AAS s elektrotermickou atomizaci,
hydridovou technikou nebo principem indukéné vazané plazmy, ¢asto vyhodné spojené
s hmotnostni spektrometrii - ICP-MS. Vlastni analyza je jiz bez podstatnych problému.
Pouzivané analyzatory dosahuji vysoké trovné preciznosti i pravdivosti.

Jednim ze zésadnich problémt je nedostatek kvalitnich referencnich materialu, coz

ztézuje kontrolu pravdivosti vysledka.

3.3 Problémy postanalytické

V této oblasti je piedevSim problém s urcenim odpovidajicich referencnich
(normalnich) hodnot a to vzhledem Kk uvadénym preanalytickym i analytickym
faktorim.

Ocekavané hodnoty, referencni rozsahy, nebo referencni limity jsou nezbytné
k tomu, aby lékaii mohli spravné aplikovat analytické udaje v poskytovani zdravotni
péce. Referentni rozsahy se stanovuji z vysledkt referenénich populaci nebo
z provadénych statistickych analyz. Mohou byt ovéfeny ostatnimi laboratofemi, nebo
zvetejnénim udaji klinického vyzkumu nebo obou a to prostfednictvim srovnani dat
testi pacientl. Referencni hodnoty mohou byt testovany i v samotné klinické

referen¢ni laboratofi.
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4 Metodika analyzy vlastu

Metodika analyzy vlasi zahrnuje celou fadu nezbytnych krokl a procest (odbér,
myti, mineralizace, analyza...), které vSechny rozhoduji o preciznosti, presnosti
a vibec relevantnosti ziskanych vysledkl, tj. koncentraci stopovych prvki

Vv analyzovanych vlasech.

4.1 Odbér a myti vlasi pred analyzou

Odbér vlast pro analyzu se provadi nejéastéji z temene hlavy, jak jiz bylo zminéno.
Odebira se nékolik praménkti vlast v celé délce co nejblize povrchu hlavy. K analyze je
potiebné ziskat optimalné vlasy v mnozstvi cca 200 mg .

Pfed vlastnim stanovenim se odstranuji necistoty a kosmetické ptipravky, aby
konec¢ny vysledek nebyl ovlivnén exogennimi prvky ze znecisténého vlasu. Na Obrazku
5 je ilustra¢ni fotografie zapraSeného vlasu pred umytim, kde jsou dobie patrné
prachové ¢astecky na povrchu vlasu, na Obrazku 6 je pak ilustracni fotografie jiz

umytého vlasu, zbaveného necistot.

Obriazek 5: Zapraseny vlas pired umytim

< http://www.studioamadeus.cz/o-vlasech.html>
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Obrazek 6: Vlas po umyti

< http://lwww.studioamadeus.cz/o-vlasech.html>

Myti Ize provadét riznymi zplisoby. Pouziva se myti organickymi rozpoustédly -
aceton, metanol, detergenty - TRITON X-100, komplexotvornymi latkami - EDTA.
Nejcastéji se pouziva postup dle Rjabuchina IAEA s organickou fazi (aceton) a vodnou

fazi (destilovana voda).

4.2 Mineralizace vlasii

Dalsim krokem je mineralizace (rozklad vzorku), béhem které se pevny vzorek
pievede na kapalny. Pracuje se s piesné¢ navazenym mnozstvim umytych a vysuSenych
vlasti. Samotna mineralizace mize byt provedena nékolika zptsoby:

Sucha mineralizace — rozklad na vzduchu, v otevieném systému a pii
atmosférickém tlaku. Skladd se ze ctyf zékladnich krokli — suSeni, zuhelnaténi,
zpopelnéni a louZeni popela, doplnéné piidavkem pomocného ¢inidla, které zvySuje
ucinnost rozkladu. SuSeni se provadi v horkovzdusnych suSarnach, lyofilizatorech, na
topnych deskach. K zahtivani vzorku na vysokou teplotu dochazi v platinovém ¢i
keramickém kelimku v muflové peci, vznikly popel se ptevede do roztoku rozpuSténim

ve ziedéné kyselin€. Vyhodou je nizkd hodnota slepého vzorku, nevyhodou je
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nekontrolovatelnd moznost vytékani stanovované¢ho analytu béhem zahtivani na vysoké
teploty.

Oteviena mineralizace — rozklad ve smési koncentrovanych mineralnich kyselin za
zvySené teploty a pifi atmosférickém tlaku. Sklada se ze dvou kroki — z rozruseni
struktury matrice kyselou hydrolyzou a z nasledné oxidace meziproduktii. Rozklad
probihd za niZsi teploty nez u suché mineralizace, jako oxidac¢ni €inidlo se pouziva
hlavné HNOs;. Mokry rozklad mtze byt s konvenénim nebo s mikrovinnym ohievem.
Pfi tomto rozkladu provadéném pod zpétnym chladi¢em je niZ$i spotieba reagencii a ve
srovnani se suchou mineralizaci se sniZzuji moZnosti ztraty analytu vyt€kanim.

Tlakova mikrovinna mineralizace — rozklad probihda kombinovanym plisobenim
koncentrovanych kyselin, peroxidu vodiku, tlaku a mikrovinné energie. Vzorek
pievrstveny koncentrovanou kyselinou a koncentrovanym peroxidem vodiku se
zpracovava v teflonovych nadobkach, které jsou tésné uzaviené. Cely postup probiha
pod tlakem. Pfi rozkladu dochéazi k velkému a rychlému uvolnovani tepla, nedochazi
k odpafovani mineralizacnich latek, to znamena, Ze se nemusi dopliovat, staci jich
mens$i mnozstvi a tim se zajisti nizkd hodnota slepého vzorku. Nemize dojit ani
k vytékani stanovovaného analytu. Hlavni vyhodou je rychlost rozkladu a niz$i spotieba

¢inidel.

4.3 Analyzy zmineralizovanych vlast
4.3.1 Polarografie

Polarografie se fadi mezi voltametrické metody, sleduje se zédvislost proudu na
vlozeném napéti v elektrochemickém c¢lanku, ktery se sklddd z nepolarizované
referenéni elektrody (anoda) a z polarizované pracovni elektrody (katoda). Jako
pracovni (mérnd) se pouziva rtutova kapkova elektroda. Vysledkem zévislosti proudu
na plynule se zvySujicim napéti je polarograficka kiivka. Kvalita latky (druh
stanovovaného prvku) je dana pualvinovym potencidlem, coz je napéti, které odpovida
poloviéni vysce viny. Koncentrace stanovovaného prvku je Umérnd vysce viny.
Kvantitativni vyhodnoceni mizeme ziskat metodou kalibra¢ni kiivky, nebo metodou

standardniho pfidavku.
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Metoda kalibracni krivky se nejcastéji pouziva pii sériovych analyzach. Vysky vin
spravné zvolenych roztokd, které maji vzrustajici koncentraci stanovovaného prvku, se
zaznamenavaji do kalibraéniho grafu, ze kterého se odecita hodnota analyzovaného
vzorku. Pfi této metod¢€ je velice dilezité dodrzeni standardnich podminek v priabéhu
celého méfeni.

Metodou standardniho pridavku se stejnym zpusobem zpracovava analyticky
standard i1 vzorek. Pti postupu se dvéma roztoky se shodnym zpilisobem zpracovavaji
dvé odmérné baiiky. Do obou bané€k se vlozi stejné mnozstvi analyzovan¢ho vzorku, do
jedné banky se navic pfidd zndmé mnozstvi stanovované¢ho prvku. Po zméteni ziskame
dvé polarografické viny a koncentrace stanovované latky se urci vypoltem z vySek
obou viIn. Pfi postupu s jednim roztokem se provede analyza vzorku a ziska se
polarografickd vlna o urcité vysce. Do stejné¢ho vzorku se piidd standardni roztok
o znamé koncentraci a stanoveni se opakuje. Tim se ziskd dal$i polarografickd vina
o urcité vysce. Koncentrace stanovované latky se ziska opét vypoctem z vysek vin.

Dnesni moderni polarografy jiz umoziuji pracovat bez pouziti toxické rtuti (rtutova
kapkova elektroda je napt. nahrazena rotacni diskovou elektrodou). Ke zjednoduSeni
a zrychleni prace ptispé€lo nahrazeni diive pouzivanych zapisovacti vyuzitim pocitaCové

techniky.

4.3.2 ICP-MS = hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem
Pfi této analyze je roztok analyzovaného vzorku zmlZen a veden proudem argonu
do hotdku, kde je plazma udrzovana pomoci stiidavého vysokofrekvencniho
magnetického pole. Dochazi k excitaci, ionty prochdzi piechodovou komorou,
syst¢émem elektromagnetickych cocek se dostavaji do kvadrupdlového detektoru
a v urcitém casovém okamziku dopadaji na povrch zesilovace podle ur¢ité hmotnosti.
Vznikly elektricky proud je zesilen, zméfen a pfeveden na koncentraci. Vyhodou této
metody je moZnost souCasného stanoveni fady prvki, nevyhodou je drahy provoz

a vysoka spotteba argonu na chlazeni hotéku.
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4.3.3 AAS = atomova absorp¢ni spektrometrie

Jedna se o kvantitativni elementarni analyzu zalozenou na specifické absorpci
monochromatického zafeni volnymi atomy sledovaného prvku Vv zékladnim
elektronovém energetickém stavu. Atomy v plynném stavu absorbuji zafeni takovych
vlnovych délek, které samy vyzatuji. Absorpci svételného kvanta se atom dostava do
excitovaného stavu a jeho valen¢ni elektrony piechazeji do vyssSich energetickych
hladin. V tomto stavu je atom nestabilni, vraci se tedy do puvodniho stavu a vyzafuje
ziskanou energii ve formé fluorescentniho zafeni. Aby stanovovany prvek mohl
absorbovat energii, musi byt vatomizovaném stavu, to znamend, Zze atomy
stanovovaného prvku musi byt ve vzorku uvolnény z vazby napf. na proteiny. Tohoto
stavu dosahneme plamenovou atomizaci, elektrotermdlni atomizaci nebo hydridovou

technikou.

4.3.3.1 Atomizace plamenem

Roztok vzorku se prevadi na aerosol vzduchem nebo oxidem dusnym
V rozpraSovaci pii narazu na rozpraSovaci kulicku (Nebulizer). Po smiSeni s plynnym
palivem (acetylen) proudi do hotdku se Stérbinovym ustim. Nad touto Stérbinou tvoii
plamen absorpéni prostfedi, kterym prochazi paprsek vstupujiciho zafeni. Atomy
stanovovaného prvku absorbuji zafeni lampy a ubytek zéafeni je imérny koncentraci
prvku ve vzorku. Pfi plamenové atomizaci se do plamene ptivadi jen 10% nasatého
roztoku, zbytek odtéka nerozpraSen. Presto je tento postup rozsifen pro svoji
jednoduchost, stalost, reprodukovatelnost vysledki a vyhovujici citlivost pro fadu

prvka.

4.3.3.2 Elektrotermicka atomizace (ETA)

Nepatrny objem vzorku (5-100 pl) se davkuje do grafitové kyvety, obvykle na
vloZenou platformu (podlozku). Kyveta je programové vyhiivana elektrickym proudem
az na teplotu atomizace — az 3000°C. Dochazi k vysuSeni vzorku stoupajici teplotou, ke
zpopelnéni matrice vzorku a nakonec k atomizaci, tj. vytvoreni obla¢ku volnych atom.

Paprsek lampy prochazi oblackem volnych atomil. Tyto volné atomy stanovovaného
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prvku zafeni lampy absorbuji. Pti elektrotermické atomizaci nevznika na rozdil od
kontinudlni plamenové atomizace trvaly signal absorbance, ale signal prechodny,
registruje se ostry pik, jehoz plocha nebo vyska je umérnd mnozstvi stanovovaného
prvku ve vzorku. Nejvétsi vyhodou tohoto postupu je vysoka citlivost, mnohem vyssi
nez u postupu s plamenovou atomizaci. Nevyhodou je pak prace s daleko niz$imi
koncentracemi, coz vyzaduje vétSi narocnost na Cistotu vSech pouzitych reagencii,

chemického nddobi 1 pomticek.

4.3.3.3 Hydridova technika

Hydridova technika je zaloZena na schopnosti nékterych prvkl vytvéaret plynné
hydridy, které vznikaji v okyseleném vzorku po piidani redukéniho ¢inidla. Hydrid
stanovovaného prvku se transportuje proudem argonu do méfici kiemenné kyvety, kterd
je (s vyjimkou stanoveni Hg) vyhiivana na 900°C. Teplem dochazi k jeho rozlozeni a
Kk uvolnéni volnych atomi prvku. Zatfeni katodové lampy prochazi kyvetou, kde je
absorbovano atomy stanovovaného prvku a jeho ubytek je umérny koncentraci atomu
prvku v daném vzorku. Tento postup je vyhodny piedev§im tim, Ze dokaze oddélit
stanovovany prvek od slozité matrice vzorku, coz zlepSuje specifi¢nost stanoveni, ale je
pouzitelny jen pro urcité prvky, napf. arsen, selen, antimon, cin, bismut. Nejcastéji

pouzivanym redukénim ¢inidlem je borohydrid sodny.

4.4 Konkrétné pouzivana metodika

Analyza vlasti se provadi konkrétnim standardizovanym zplsobem a zahrnuje
vSechny potiebné kroky: myti vlasli, mineralizaci, vlastni stanoveni. Odebrané vlasy se
myji postupem dle Rjabuchina s acetonem jako organickou fazi a destilovanou vodou
jako vodnou fazi. Jednotlivé prameny vlasi se nastfihaji na malé kousky (1-2 mm
dlouhé castecky), vlozi se do baiiky a pteliji se acetonem tak, aby bylo vSe ponofené.
Barika se protiepe, aceton se necha 10 minut ptsobit, baiika se opét protiepe a aceton se
opatrné slije. Stejnym zplsobem se pokracuje s destilovanou vodou — promyti se

provede 3x. Nakonec se vlasy opét promyji acetonem a vysusi se v termostatu pii 70°C.
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Tim se odstrani pfipadnd vnéj$i kontaminace. UsuSené vlasy se promichaji a na
analytickych vahach se odvéazi potiebné mnozstvi, které se kvantitativné pienese do

rozkladné teflonové nadobky.

Obrazek 7: Zarizeni pro tlakovou mikrovinnou mineralizaci ETHOS 900

< vlastni fotografie >

Umyté vlasy se mineralizuji principem tlakové mikrovinné mineralizace v systému
MILESTONE ETHOS. Rozklad vlasi probihd kombinovanym plisobenim
koncentrovanych kyselin a peroxidu vodiku, tlaku a mikrovinné energie. Ke vzorku do
teflonové nddobky se ptidaji mineraliza¢ni €inidla — kyselina dusi¢na a peroxid vodiku.

Vlastni pribéh mineralizace je popsan v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Tlakova mikrovinna mineralizace vlasa (Milestone)

Procedura

MnozZstvi

Poznamka

Navazka vlasu

Cca 200 mg

Do teflonové nadobky

Pievrstveni konc. HNO3

2 ml konc. HNO;

Uzavtit nadobku az po

a konc. H.0; 1 ml konc. H,0, cca 1 min

1. krok 2 min 250 W V mikrovinné peci
2. krok 2min0W V mikrovinné peci
3. krok 7 min 300 W V mikrovinné peci
4. krok 5 min 400 W V mikrovinné peci

(parametry pouzivané ve vlastni praxi)

Zmineralizovany vzorek se dale kvantitativné pievede do vhodné zkumavky a provede

se kone¢na uprava - odpateni, doplnéni do urc¢itého objemu a redukce.

Vlastni stanoveni se realizuje na AAS analyzatorech Perkin Elmer. Pii dostate¢né

vysoké koncentraci na AANALYST 100 s plamenovou atomizaci, pii nizkych

koncentracich na AANALYST 600 s elektrotermickou atomizaci.

Obriazek 8: Prostor horaku v AAS s plamenovou atomizaci

< vlastni fotografie >
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Obrazek 9: AAS analyzator s plamenovou atomizaci

< vlastni fotografie >

Obriazek 10: Kyvetovy prostor s magnety u ETA AAS a ¢ast podavace vzorku

< vlastni fotografie >
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Obrazek 11: AAS analyzator s ETA atomizaci

< vlastni fotografie >

Obrazek 12: Grafitova kyveta pro ETA atomizaci

< vlastni fotografie >

Dopln€k FIAS 100 umoziuje realizovat stanoveni principem hydridové techniky.
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Obrazek 13: Hydridovy systém AAS

< vlastni fotografie >

Kontrolnim materidlem je komercné dostupny certifikovany referencni material
BCR (Community Bureau of Reference, European Commission) se znamym obsahem
analytu, ktery se zpracovava stejnym zpusobem jako bézné vzorky. Vysledky se

zaznamenavaji do kontrolnich regula¢nich diagramt.

Tabulka 2: Priklad certifikovaného referenéniho materialu

Certified reference material CRM 397: Trace elements in human hair

Prvek Obsah (ng/g) Nejistota (ng/g)
Cd 0,521 0,024

Hg 12,3 0,5

Pb 33 1,2

Se 2 0,08

Zn 199 5

(ptibalovy letak referen¢niho materialu)

35



http://www.studioamadeus.cz/o-vlasech.html

5 Priklady aplikaci z vlastni praxe

5.1 Stanoveni Pb ve vlasech pacientky uzivajici preparat Femikalp

Pti patrani po zdroji zdravotnich potizi pacientky, kterd méla vysledky zakladniho
interniho vySetfeni v normé, se dospélo az k hypotéze o potencidlni otravé olovem.
Pfistoupilo se proto k provéfeni mozné expozice olovem, a to vyuzitim stanoveni
koncentrace olova ve vlasech. Odebrané vlasy se analyzovaly v celé délce, samostatné
konce vlast a 6¢centimetrova ¢ast vlast od hlavy. Vysledky zachycené na Grafu 1 jasné
ukazuji zvySenou koncentraci olova v 6Centimetrové ¢asti vlast od hlavy, coz znamena
vysokou expozici (ptisun olova) v poslednich 6 mésicich pied odbérem vzorku. Vyuziti
analyzy vlast v tomhle ptfipad€ jednozna¢né potvrdilo intoxikaci pacientky olovem.
Jako zdroj olova byl dalsim patranim specifikovan preparat Astrum FE Femikalp. Dle
udaji dodavatele se jedna o 1écivé byliny z Indie. Preparat byl ale siln¢ kontaminovany

olovem, pravdépodobné z vyroby (mleti bylinek v mlyné pomoci olovénych kouli).
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Graf 1: Pb ve vlasech
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5.2 Stanoveni Ni ve vlasech dobrovolnika po tydenni expozici pri
vyrobé NiSO4

V tomto piipadé bylo provedeno stanoveni niklu u studenta, ktery ptsobil jako
brigadnik tyden ve vyrobné¢ niklovych sloucenin v chemické tovarné pobliz Plzné.
V ramci studie odevzdaval v pravidelnych intervalech vzorky vlasd, ve kterych byla
stanovena hladina niklu. Z Grafu 2 je patrné, ze maximalni koncentrace ve vlasech byla
zachycena zhruba po 4 tydnech, tj. v dob¢, kdy do analyzy byla zahrnuta i ¢ast vlast

odpovidajici dob¢ expozice (jak jiz bylo zminéno, vlasy rostou cca 1cm/mésic).

ug Ni/g vlas

Graf 2: Ni ve vlasech

5.3 Provérovani ztrat Fe u pacientky z hematoonkologie

Dlivodem stanoveni Fe ve vlasech u hematoonkologické pacientky byla extrémni
ztrata Zeleza. Pacientka béhem pullroc¢ni terapie dostala mnoho transfizi a lékafi
potfebovali zjistit, zda ztracela Zelezo pfed zahajenim terapie nebo aZz po jejim
ukonceni. Jedinou moznosti jak zjistit odpovéd” bylo vyuziti analyzy zeleza ve vlasech
(stanoveni Fe v séru ukaze jen situaci organizmu v den odbéru nebo maximalné par dni

pted odbérem). Vlasy se analyzovaly vcca 10centimetrovych usecich, které
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zachycovaly situaci odpovidajici obdobi 10 mésict. Vysledky znazornéné v Grafu 3
jasn¢ ukazuji velmi nizky obsah zeleza ve vSech tfech analyzovanych ¢astech vlast. To
znamena, ze pacientka ztracela zelezo jiz davno pied zminovanou invazivni terapii
realizovanou 6 mésict pied odbérem. Lékafti tak dostali dilezitou informaci umoziujici

volbu dalsiho terapeutického postupu.
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Graf 3: Fe ve vlasech

5.4 Dalsi priklady vyuziti analyzy vlasa

V této podkapitole uvadim pouze heslovité dva dalsi piipady uUspésné aplikace
stanoveni stopovych prvka ve vlasech.

Prvnim znich je intoxikace olovem celé rodiny, ktera pila ¢aj s citronem,
pfipravovany v keramické konvici s olovénou glazurou. Nekvalitni glazura se
Vv kyselém prostiedi rozpoustéla a doslo K jiz zminéné intoxikaci. Nasledovala terapie
pomoci chelatovych injekci.

Druhy ptipad se tyka skupiny restauratort. Tito pracovnici obnovovali historické
malby v klastefe, pii kterych se zacaly projevovat zdravotni potize. Analyza ptiznakl
vedla k podezieni na intoxikaci olovem. Nasledna analyza olova ve vlasech urcila

obdobi zvySeného ptisunu olova, které se shodovalo s obdobim prace na uvedenych

38



historickych malbach. Pouzivané specialni barvy totiz obsahovaly olovo a restauratofi

tedy vdechovali prach s jeho obsahem.
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6 Diskuze

Jak jiz bylo zminéno, vyuziti vlasti pfinasi fadu potencialnich vyhod a ptinosi
(snadny neinvazivni odbér vzorku, stabilita odebraného vzorku a pfedev§im moznost
nahlédnout do vzdalengjsi historie organismu) nez umoziuje napiiklad analyza krve (5).
Proto bylo realizovano mnozstvi studii, které se snazi pomoci stanoveni toxickych
stopovych prvka ve vlasech monitorovat expozici nebo stanovenim biogennich prvki
provéfovat zdravotni stav a spravnou vyzivu lidi.

Tyto vyhody a ptinosy jsou ovlivnény fadou faktord, které ztézuji nejen dosazeni

kvalitnich, tj. preciznich a pravdivych vysledki, ale 1 jejich spravnou interpretaci.

6.1 Faktory ovliviiujici vysledek a jeho interpretaci

Prvotnimi faktory, které byly prokazany v tadé studii, jsou faktory biologické. Ty
mohou byt zpiisobeny barvou vlasti, vékem, pohlavim, rasou ¢i zdravotnim stavem.
Naptiklad v oblasti Benatek byla provedena analyza vlasi u 132 zdravych lidi pro
nejvyssi u Cernych. Z hlediska pohlavi byla u zen prokdzana vysSsi koncentrace nez
u muza (32). Cilem dalsi studie, provadéné v Rusku, bylo stanoveni Pb u déti. Byly
odebrany vlasy a krev od 189 déti z matei'skych Skolek na stanoveni olova. V krvi byla
stanovena prumérna koncentrace 98 pg/l, ve vlasech 7,2 ug/g — mez detekce metody
byla 1,0 pg/g. Vysledky ve vlasech byly vyhodnoceny jako 57% senzitivity
a 18% falesné negativity. Zavér byl takovy, ze vlasy nejsou vhodné pro monitorovani
expozice déti olovem z zivotniho prostiedi (12). V praci z roku 2009 byl stanoven Mn
ve vlasech 109 déti Zijicich v okoli tovarny na Fe-Mn slitiny v Brazilii. Ve srovnani
s détmi z kontrolni skupiny byla u téchto déti zjisténa zvysena hladina Mn. Rozdil byl i
Vv lokalité bydlisté, to znamend, Ze ve sméru vétru byly vyssi koncentrace neZ proti vétru
(20).

DalSim velmi dilezitym faktorem je zavislost vysledku na odebrané casti viasu.
Odebira se ta cast vlasi, ktera je pro stanoveni koncentrace stopovych prvka duilezita
vzhledem k ¢asovému obdobi, které je nutné provéfit. Rychlost rustu vlasu je

cca 1 cm/mésic. Graf 4 schematicky (bez uréeni jednotek) znazorfiuje zavislost
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vysledku na ¢asti vlasu, ktera se pouzije k analyze pii proménlivé expozici. Pokud se
odebere Cast zachycujici vrchol piku, bude vysledek 200, zatimco kdyz se zanalyzuje
posledni usek, bude vysledek jen 20. Modré vodorovné usecky zobrazuji cast vlast
zpracovanou pii analyze, hnéda kiivka zndzorfiuje pribeh expozice v Case a erna Cisla

vyjadiuji odpovidajici vysledek.

»
»

Koncentrace

20 200 Cas
— —
) 100 .
50
< >

Graf 4: Schematicka zavislost vysledku na ¢asti vlasu vzaté k analyze

Z toho plyne, Ze vlasy nelze pouZzivat pro monitorovani d¢ji mladsich nez cca 1 mésic
(23). Musi se pockat, az vlas poporoste minimalné o 1 cm. Tento 1 cm dlouhy tsek

odebrany od hlavy potom odpovida stavu organizmu v pribéhu mésice pfed odbérem

vvvvvv

ziskat stejny vysledek pfi Gpln€ jiném Casovém trendu. Napi. ¢ast A znazoriuje situaci,
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kdy koncentrace stanovovaného prvku v Case roste, tj. Zzadouci v piipadé terapie
nedostate¢ného ptisunu biogenniho stopového prvku, ale naopak nezddouci pfi
monitorovani toxické expozice. Vysledek A by pfitom byl zcela stejny jako v Casti B,
kde by to ale bylo obracensd. Casti C a D znazorfiuji obdobnou jen &asové vice ¢lenitou

situaci.
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Graf 5: Stejna koncentrace pri riizném ¢asovém pribéhu

Vysledek analyzy vlasti mize byt zdsadné ovlivnény 1 vnéjsi kontaminaci z okolniho
pracovniho a Zzivotniho prostfedi, pfedevsim pak z pouzivané vlasové kosmetiky
(Sampony, barvy, kondicionéry, laky). Naptiklad ve studii z Italie autofi konstatovali,
ze neni mozné vyloucit vliv vlasové kosmetiky, protoze je obtizné ziskat vzorky od Zen,

které by vlasovou kosmetiku nepouzivaly (32).
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Pted vlastni analyzou se proto musi zpracovavané vlasy umyt, aby byla odstranéna
ptipadnd vnéjsi kontaminace. Zplsob myti je dalsi z faktort, ktery muze zdsadné
ovlivnit vysledek. Pro myti se pouziva nékolik postuptli, porovnani jejich ucinnosti bylo
tématem fady praci. Napiiklad pro stanoveni olova byly pouzity tfi metody myti vlast
a jako nejvhodnéjsi se jevilo myti detergent-aceton (29). Konstatovani, Zze pravé myti
vzorkl pted analyzou je nejpodstatnéjsi faktor, bylo potvrzeno 1 klinickym vyzkumem.
Bylo provedeno srovnani kontrolnich stanoveni ve vlasech, pfi kterém byly zjiStény
velké rozptyly, coz vedlo autory k zavéru, ze analyza vlasi je nespolehliva.
Pfi systematické snaze pftijit na divod téchto rozptyli byl postupné provérovan vliv
jednotlivych krokti analyzy vlast. Ukézalo se, Zze kdyz laboratofe mély vzorky umyté
jednotnym zptsobem, byly rozptyly mnohem mensi, dosazené vysledky byly dobie
srovnatelné. Coz dokazuje, Ze rizné myci kroky pouzivané laboratofemi byly hlavnim
zdrojem chyb v ptivodnim testovani (30). Z toho vyplyva, Ze metodika myti vlast musi
byt zvolena tak, aby se odstranila vnéj$i kontaminace, ale aby se soucasné neovlivnil
endogenni obsah prvkl ve vlasech. Zvolena metodika musi byt stabilné¢ dodrzovéna, tim
je dana moZnost porovnani vysledk.

V pribehu analyzy je jednim z faktori, ktery miize ovlivnit vysledek, také dalsi
nezbytny krok a to mineralizace vzorku. V literatufe jsou popsané rizné metodiky:
oteviena, uzaviena, suchd (spalovani v platinovém kelimku) ¢i mokra (vafeni
s pridavkem kyselin). Napiiklad byl sledovan vliv rtiznych podminek mineralizace pro
stanoveni Zn, Cu, Mn a Fe (14). Porovnavalo se, zda je sucha mineralizace vhodnou
alternativou mokré mineralizace s HCIO4: HNO3; nebo samotnou HNO;3 pro nasledné
stanoveni atomovou absorp¢ni spektrometrii. Koncentrace Zn, Cu a Mn nebyly typem
mineralizace ovlivnény. U stanoveni Fe doslo pfi suché mineralizaci k poklesu
koncentrace, pii mokré mineralizaci za pouziti HClO4: HNO3 i samotné HNO;3; byly
vysledky srovnatelné. Proto bylo doporuceno pouzit suchou mineralizaci ke stanoveni
Zn, Cu, a Mn, a mokrou mineralizaci s HNOg3 pro testy Fe. Lze tedy fict, ze metodiku
mineralizace je nutné zvolit tak, aby se co nejvice omezilo potencionalni riziko ztraty

prvkll zpisobené na jedné stran€ napf. vyt€ékanim a na druhé stran€ aby se maximalné
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omezila mozna kontaminace vzorku pouZzitymi reagenciemi. Za optimalni se v Soucasné
dob¢ povazuji tlakové mikrovinné mineraliza¢ni systémy (14).

Pro relevantni vysledky analyzy vlast jsou samoziejmé obecné¢ dulezité dobré
analytické vlastnosti pouzitych postupii. Pro dobrou preciznost je dulezité pouzivat
kvalitni analyzatory a zachovéavat zasady spravné laboratorni praxe. Pro ovéfeni
pravdivosti je podminkou dostupnost kvalitnich kontrolnich materiald. Pravé nedostatek
kvalitnich referencnich materialii je dalSim problém spojenym s analyzou vlasi.
V Tabulce 3 je uvedeno rozdilné hodnoceni vysledkl analyzy 19 prvkl ve stejném

referen¢nim materialu v 6 renomovanych laboratofich z USA (28).

Tabulka 3: Interpretace vysledka u 19 prvkii ve vlasech pri mezilaboratornim

srovnani
Vybrané laboratoie - pocet z celkem 19 prvka zatazenych do 3 kategorii
Kategorie A B C D E F
Zvysena 1 1 2 1 1 0
Normalni 4 14 14 13 10 14
Snizena 14 4 3 5 8 5

(Seidel, 2001)

Zatimco laboratof A hodnotila jako normalni nalez jen u 4 prvk, tak napt. laboratote B,
C a F vyhodnotili jako normalni nalez u 14 prvkd, coz je ptikladem obtizné
interpretovatelnosti plynouci z nedostateného urceni referencnich mezi. Rozdily
V hodnoceni byly pravé zplisobené tim, Ze jednotlivé laboratofe mély hodné rozdilné
referenéni hodnoty. V Tabulce 4 je vidét, ze zatimco napiiklad laboratot A udava u Se
referenéni meze 1,2 -2,3 pg/g vlasi, tak laboratot B uvadi 10 — 30 pg/g vlasi. Obdobné
rozdily jsou také u ostatnich prvku (28).
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Tabulka 4: Rozdilné hodnoty referen¢nich mezi jednotlivych laboratori

Referen¢ni meze vybranych prvki v pg/g vlasi v jednotlivych
laboratofich
Prvek A B C D E F
Al <9 8-28 <7 <8 <10 <17
As <4 0,4-2,8 < 0,06 <0,1 <1 <112
Co 0,3-0,6 2,4-6 0,013-0,05 | 0,01-0,03 <01 0,02-0,45
Fe 21-46 20-40 5,14-14 10-18 10-34 5,46-13,7
Pb <8 2-20 <1 <0,8 <6 <5
Mn 1,2-2,4 0,6-1,8 0,15-0,65 | 0,08-0,29 | 0,7-2,5 0,07-1
K 50-180 30-180 8-38 4-22 50-150 5-40
Se 1,2-2,3 10-30 0,95-1,7 0,9-1,5 0,4-1,2 | 0,21-5,46

(Seidel, 2001)

UrCeni relevantnich referen¢nich mezi pro konkrétni populaci se vénuje ftada
vyzkumnych studii. Napt. stanoveni obsahu stopovych prvki ve vlasech u 3556 déti
zijicich v Ceské republice bylo cilem studie provadéné v letech 1994-2011. Jejim
zavérem bylo urceni referenénich hodnot (4).

Koneén¢ je nutné konstatovat, Zze dosud jsou jen omezené znalosti souvislosti mezi
koncentraci biogennich stopovych prvkil ve vlasech a konkrétnim zdravotnim stavem,
konkrétnim ovlivnénim jednotlivych organt a pripadnym omezenim funkci

vySetfovaného organizmu.

6.2 Komercné zamérené aplikace analyzy vlasi

S diskutovanymi problémy ponckud kontrastuji komeréné ladéné internetové
odkazy, které 1i¢i analyzu stopovych prvkll ve vlasech jako jednoduchy, bezproblémovy
az zazracny systém umoziujici dodani detailnich informaci o fungovani celého téla z
pohledu energetickych procesil, ur¢eni typu metabolismu a doporuceni vhodné stravy

specifické pro dany organizmus. Tato analyza ma byt vhodna zejména pro ty, ktefi se
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zajimaji o své zdravi a chtéji pro sebe néco ude€lat. Vyhodou je bezbolestny odbér a
snadny transport stabilnich vzorki. Je zfejmé, Ze se jedna z valné ¢asti 0 komerci, snahu
ziskat od lidi penize za opakovanou analyzu vlasi asoucasné je nasmérovat Kk

nakupovani riznych dopliki stravy apod.
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Zavér
Jak tedy odpovédét na zakladni otazku: Je analyza vlast piinosna a obecné pouzitelna?

Odpoveéd’ zaloZzena jednak na udajich z literatury a jednak na vlastnich praktickych
zkuSenostech je:

Ano u pfipadi s vysokou expozici toxickych prvki (vhodny BET), piipadné
U pacientl s nékterymi zdvaznymi onemocnénimi.

Ne u individualnich vysledkti biogennich prvki u zdravych jednotlivci
z bézné populace. Mezi piiiny této negativni odpovédi patii: prili§ velké
interindividualni rozdily zptisobené mnoha faktory, problém normalu, zatim casto
nedostateCnd analytickd standardizace a jen velmi omezené informace o souvislostech

koncentraci ve vlasech a vlivu na cilovy organ a zdravotni stav.
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