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Guide to Dental Calculus Analysis in Archaeology

Abstract: Dental calculus preserves information about past populations. This text aims to present the basic approaches to the rapidly developing rese-
arch on this unique material and to provide recommendations for the analysis of dental calculus in archaeology, with a focus on obtaining the maximum
amount of information. Optimal methodology involves a progression from non-destructive descriptive and some microscopic techniques to methods
from molecular biology, biochemistry and organic chemistry that target biologically significant molecules such as ancient DNA and proteins. This can

provide insights into, for example, diet, human microbiome, health, habits, contact or migration.
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Uvod a cil

Zubni kamen vznikd mineralizaci zubniho plaku. Jeho
hlavni slozkou je anorganicka ¢ast, tvofena pievazné fosfo-
recCnanem vapenatym. Organicka cast se sklada predevsim
z proteintl, ale nachazime zde i naptiklad lipidy nebo DNA
(Jin — Yip 2002). Proces vzniku zubniho kamene je ovliv-
nén mnoha faktory, z nichz velka ¢ast neni dosud dostatecné
prozkoumana. Vyznamnou roli hraje strava (Lieverse 1999)
a pH v ustni dutin¢ (Dawes 1970). Faktory, které ovliviiuji
preferencni zachovani specifickych DNA a proteinti, jsou
stale nejasné a konzervace konkrétni molekuly po stovky
i tisice let zavisi na mnoha ¢initelich i nahode¢.

Zubni kdmen jiz dlouhou dobu slouzi jako dtlezity zdroj
informaci o historickych populacich (ptiklad na Obr. 1I).
Od objeveni ,,reaktivni DNA* v historickém zubnim kame-
ni v roce 2011 (Preus et al. 2011) trvalo jen dva roky, nez
byl poprvé studovan pomoci molekularnich metod (Adler et
al. 2013). V roce 2014 jiz byla starobylda DNA (aDNA) ze
zubniho kamene analyzovana metagenomickym pfistupem

a studovany byly i proteiny imunitniho systému (Warinner
et al. 2014a) a proteiny pochazejici ze stravy (Warinner et
al. 2014b). Vyzkum v oblasti biomolekularni archeologie se
v posledni dekad¢ prudce rozvinul diky vyborné zachova-
losti DNA, proteint a dalsich biologicky vyznamnych mo-
lekul. Analyzy zubniho kamene zatim ve stfedoevropském
kontextu nebyly provedeny v rozsahu srovnatelném napft.
lokalitami v jizni ¢i zapadni Evropé¢, a je zde mnoho prosto-
ru pro jejich rozsifeni.

Cizojazycné souhrnné publikace zabyvajici se shodnym
nebo podobnym tématem (napt. Weyrich et al. 2015; Radini
etal 2017; Forshaw et al. 2022; Li et al. 2022; Putrino et al.
2024) si davaji za cil poskytnout ucelené piehledy o vyuziti
zubniho kamene. V tomto textu bychom vsak chtéli archeo-
logim predevsim objasnit a doporucit postup a metody pou-
zitelné pfi jeho analyze. Postup, ktery doporucujeme, je srov-
nan od nedestruktivnich az po destruktivni metody, s ohledem
na vlastnosti zubniho kamene (Obr: 2). Tyto metody umoz-
nuji studovat stravu, oralni mikrobiom, patogeny a nemoci,
migrace nebo kulturni aspekty zivota zkoumaného jedince.



Obr. 1. Priklad zubniho kamene na zubech horni Celisti. Namésti Svobody ve Znojmé, 13.-16. stoleti. Foto Eva Chocholova.

Studium historického zubniho kamene tak otevira nové moz-
nosti a doplituje stavajici bioarcheologické ptistupy.

Doporuceny postup analyz

1) Popisné metody a dokumentace

Nejdtive je nutné pfitomnost zubniho kamene zmapovat.
K tomu slouzi schémata, jako jsou naptiklad ta na Obr. 3
(Brothwell 1981; Knussmann 1988). Krom¢é fotografické
dokumentace, ktera je jiz béznou soucasti, by mél byt zazna-
menan do zubniho kiize i stupenl rozvoje zubniho kamene
dle téchto schémat. Rozsah zubniho kamene miZze naznacit
vlastnosti stravy, kterd mohla byt bohatd na Skroby a méné
abrazivni, a také poskytnout informace o postizeni onemoc-
nénimi parodontu.

Charakter: nedestruktivni

Nevyhody: riziko ztraty, kontaminace nebo poskozeni
nespravnou manipulaci

Vyuziti: popisné informace o rozsahu ukladani zubniho
kamene

2) Odbér

Odbér materidlu je jednim z kli¢ovych krokti k ziskani maxi-
malniho mnozstvi informaci v naslednych analyzach. Pokud
je to mozné, doporucujeme provést jiz exkavaci celé Celisti
v protikontaminac¢nich podminkach na pohiebisti a odbér
samotného kamene smérovat do specializovanych laboratofi
zabyvajicich se analyzou aDNA. Tyto laboratofe se jiz fidi
doporucenymi postupy pro odbér ve striktnich protikonta-
je v tomto kroku (ale i v nasledujici manipulaci se vzorkem)
minimalizovat riziko vzniku kontaminace cizorodymi bio-
molekulami. Doporucujeme téz uschovat ¢ast odebraného
vzorku pro dalsi analyzy. Zptisob uchovani zavisi na plano-
vané budouci analyze, ale vzhledem k naSemu doporuceni je
idedlni odbér za dodrzeni protikontamina¢nich podminek do
DNA free zkumavek nebo sackl. V ptipadé zajmu o analyzu
proteintl je vhodné vyhnout se produktiim s obsahem latexu,
predevsim rukavicim. Skladovani doporucujeme v chladu
(Ize v mrazaku ¢i lednici), suchu a temnu, predev§im vSak
ve stabilnich podminkach.

3) Mikroskopické a spektroskopické metody
Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)
Jako dalsi nedestruktivni, ptipadné méné destruktivni me-

todu doporucujeme pouzit mikroskopii. Kamen lze studo-
vat bez pokoveni a jinych modifikaci pomoci skenovaci
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Obr. 2. Doporuceny postup analyz zubniho kamene v archeolo-
gickém kontextu. Na dokumentaci rozsahu, umisténi, zabarveni
a dalsich charakteristik navazuje idedlné sterilni odbér a ucho-
vani ¢asti odebraného materidlu pro budouci analyzy. Nasleduji
analyzy nedestruktivnimi nebo minimalné destruktivnimi me-
todami, jako je napfiklad skenovaci elektronova mikroskopie.
Z hlediska destruktivnich metod je vhodné vyuzit kombinované
extrakéni protokoly, které umoznuji SirSi prozkoumani vzorku,
napfiklad analyzou aDNA, protein(i, metabolitd a mikrocastic.
Interpretace by méla byt zalozena na viech vyuzitych metodach
aplikovanych na zubni kdmen i na dalsich vysledcich ziskanych
z archeologické lokality.
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Obr. 3. Stupnice pro hodnoceni rozvoje zubniho kamene. Vlevo tfistupriové schéma dle Brothwella (1981, prelozeno), vpravo Schulzovo

schéma s Ustupem parodontu (Knussmann 1988).

elektronové mikroskopie (SEM; Fialova et al. 2017a). Tato
analyza je tedy bez pfipravy a jedna se pouze o odbér ka-
mene a jeho umisténi do mikroskopu. I kdyz je vstupni in-
vestice do vybaveni zna¢na, samotna piiprava vzorkt je bez
dalsich investic. SEM umozinuje zkoumat morfologii vzorku
na mikroskopické urovni (Obr: 4), coz zahrnuje pozorova-
ni bakterii riznych tvart, rostlinnych a zivocisnych vlaken,
pyli a dalsich objekti zakomponovanych béhem zivota
(Charlier et al. 2010).

Nejvétsi vyhodou této metody je moznost studovat morfolo-
gii zubniho kamene i u fosilnich vzorkd, kde se ptedpokladaji
mensi moznosti pouziti molekularnich analyz (Hershkovitz et
al. 1997; Pap et al. 1995; Hardy et al. 2012). Tato metoda
také umoziuje zjistit, zda je vzorek vhodny pro dalsi destruk-
tivni molekularni analyzy, protoze odhali piipadnou konta-
minaci plisnémi nebo jinymi mikroorganismy (Chocholova
— Fialova et al. 2018). Ptitomnost kontaminujicich mikroor-
ganismt muze znacné prodrazit molekularni analyzy.

Charakter: nedestruktivni

Nevyhody: riziko kontaminace nebo poskozeni, dostupnost
mikroskopu

Vyuziti: odhaleni kontaminace a morfologie vzorku na mi-
kroskopické urovni, moznost zkoumani fosilnich vzorka

Skenovaci elektronova mikroskopie s prvkovym
detektorem — detektorem energiové disperzni
rentgenové spektroskopie (SEM-EDX)

SEM lze pouzit i s ptidatnymi detektory. Energiove disperzni
rentgenové spektroskopie (EDX, téz EDS) umoziuje analy-
zovat prvkové slozeni pozorované oblasti. Tato analyza je také
nedestruktivni a miZze odhalit ne/pfitomnost vyjimecnych
prvkt. Toho lze vyuzit pro odhaleni zvyklosti lidi z obdobi
jejich zivota nebo pohibu (Fialova et al. 2017b), a pomoci
tak i k identifikaci neznamych ostatkti. Napiiklad pfitomnost
olova v zubnim kameni potvrdila, ze zkoumané ostatky pat-
tily vojakam (Fialova et al. 2017b; Vymazalova et al. 2021).
Zamgéfenim této analyzy na zubni kdmen umoznuje detekci
prvkt z obdobi kratce pred smrti. Ma proto oproti analyzam
mapujicim dlouhodobé ptisobeni konkrétniho prvku (napfi-
klad analyza stabilnich izotopi z tvrdych tkani) své vyhody
i nevyhody (podava odlisnou informaci). Porovnavaci studie
tedy neexistuji, protoze pokud byl doty¢ny clovék vystaven
pusobeni prvku jen kratkodobé pred smrti, neukaze se v tvr-
dych tkanich. Naopak, pokud byl vystaven dlouhodobému

pusobeni, nemusel byt tésné pred smrti. Tuto metodu lze téz
vyuzit k identifikaci prvkia pfitomnych v prostiedi pohtbené-
ho jedince (Fialova et al. 2017b). Coz bylo vyuzito i k iden-
tifikaci nepfitomnosti vyjimecnych prvki v piipadé mum-
ie z Kuby, ktera vyloucila, ze by mumie pochazela z dolu
v Peru, a spolu s dal§imi metodami pomohla k nalezeni jejiho
ptvodu na Kanarskych ostrovech (Fialova et al. 2024). SEM-
EDX byla pouzita i k identifikaci $krobovych zrn pfitomnych
v zubnim kameni (Power et al. 2014). Rozdilné prvkové slo-
zeni zubniho kamene bylo pozorovano u riznych populaci
nebo socialnich skupin v rdmci historické populace (Charlier
etal 2010).

Charakter: nedestruktivni

Nevyhody: riziko ztraty, kontaminace nebo poskozeni,
dostupnost mikroskopu s detektorem, méné citlivd oproti
destruktivni izotopové analyze

Vyuziti: detekce vyjimecnych prvkt, které mohou pomoci
k odhaleni zvyklosti lidi za zivota nebo posmrtné, a tim po-
moci k identifikaci neznamych ostatkti. Miize odlisit rizné
socialni skupiny nebo populace.

Obr. 4. Priklad snimku ze skenovaciho elektronového mikrosko-
pu s otisky bakterii (Sipka). Pfevzato z Chocholovd a Fialovd et al.
(2018).
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Obr. 5. Rozdily mezi organismy na zékladé sekvence DNA a pro-
teind. Rozdily mezi sekvenci DNA a sekvenci aminokyselin v pro-
teinech jsou kli¢ové pro studium rozmanitosti a taxonomického
zarazeni organismu. Sekvence DNA je obecné méné konzervativni
nez sekvence aminokyselin v proteinech, coz znamend, ze mezi
rznymi druhy mze byt vice rozdild v DNA (oznaceno rdzovou
barvou) nez v proteinech. To umoznuje presné;jsi ureni taxonu na
zakladé DNA. Napfriklad i pres rozdil v sekvenci prvni ¢asti DNA na
schématu, v proteinu se zména neprojevi a u obou druh( se vy-
skytuje aminokyselina glutamin. Tura domaciho a ¢lovéka Ize dle
uvedeného piikladu odlisit na zakladé dvou mist v DNA, ale jen
jednoho mista v proteinu. Uvedené sekvence jsou jen ilustracni.

Polariza¢ni mikroskopie

Dalsi mikroskopickou metodou je pouziti polarizacniho
mikroskopu. Toho se vyuziva k identifikaci Skrobovych
zrn ¢i fytolitd, coZz umoziuje urceni rostlinné stravy jedin-
ce (napf. Fox et al. 1996; Hardy et al. 2009; Hardy et al.
2012; Henry — Piperno 2008). Investice do vybaveni je sice
vyssi, ale samotné zpracovani vzorkll je cenové nenaroc-
né. Nevyhodou této metody je kompletni destrukce vzorku
s niz§im vytézkem informaci, protoze uspésnost zavisi na
dochovani skrobovych zrn nebo fytolitli, coz je Casto dilem
nahody. Vzhledem k tomu, ze se jedna o destruktivni meto-
du, doporucujeme jeji pouziti zvazit hlavné v ptipadé malé-
ho poctu vzorkd. Oproti tomu molekularni metody mohou
poskytnout vétsi mnozstvi informaci.

Charakter: destruktivni

Nevyhody: destrukce vzorku, omezené taxonomickeé rozliseni
Vyuziti: uréeni rostlinné stravy pomoci identifikace skrobo-
vych zrn a fytolith

Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie se v archeologii obecné vyuziva
k urceni mineralogického slozeni a nejcastéji k identifika-
ci pigmentt ¢i barviv. Diky rozSifovani databazi riznych
vzorkl je tato nedestruktivni metoda perspektivni. Ve spoji-
tosti s historickym zubnim kamenem byla pouZita spolecné
se skenovaci mikroskopii a EDX detektorem (SEM-EDX)
k identifikaci modrého pigmentu obsazeného ve vzorku
zubniho kamene, ktery byl odebran feholnici z 11.—12. sto-
leti v Némecku. Identifikovany pigment, lapis lazuli, byl
pouzivan k iluminaci textl, coz prokazalo, ze tuto ¢innost
nevykonavali pouze muzi (Radini et al. 2019).

Charakter: nedestruktivni

Nevyhody: riziko kontaminace nebo poskozeni, dostupnost
pristroje

Vyuziti: identifikace neznamych struktur, naptiklad pig-
mentl, barviv, mineralogické slozeni

4) Biomolekularni metody

Metody zaméfujici se na biologické molekuly, jako jsou DNA,
formace zejména v oblasti taxonomického zafazeni obsahu
zubniho kamene. Jejich vyhoda spociva také v odlisném typu
ziskanych dat oproti jinym piistupiim, naptiklad moznost roz-
liseni konzumace mléka a masa, uréeni ¢asti rostliny uzivané
ve strave ¢i k 1é€bé nebo studium mikrobiomu.

Hlavni nevyhodou biomolekularnich metod je nutnost
jejich realizace ve specializovanych laboratofich urc¢enych
pouze pro analyzy starobylych vzorkii. Ve srovnani s mi-
kroskopickymi nebo popisnymi metodami jsou také vetsi-
nou nakladnéjsi. Nicméné poskytuji informace, které nelze
ziskat jinym zptisobem, coz z nich ¢ini unikatni zdroj pro
studium minulych populaci.

DNA, nebo proteiny?

V zubnim kameni nachazime molekuly pochazejici z riz-
nych zdrojt, pfi¢emz nejcastéji studované jsou DNA a pro-
teiny. Tyto molekuly maji fadu rozdila a jejich ziskavani je
destruktivni proces, proto volba pfistupu zavisi predevsim
porucujeme pouziti kombinovanych metod (kap. 5).

Proteiny jsou ve své sekvenci béhem evoluce stalejsi
oproti DNA, coz ¢ini DNA vhodnéjsi k taxonomickému za-
fazeni organismi (Obr: 5). Pro zjednoduSeni mtizeme fici, ze
ve vsech buikach téla mame stejnou DNA, ale kazda tkan
muze produkovat jinou sadu proteinti (Obr: 6). Zakladni
proteiny nutné pro fungovani bun¢k budou vétsinou shod-
né, ale rozdilné proteiny ndm mohou pomoci uréit ptivod
tkané. Nejprozkoumanéjsim piikladem v ramei historické-
ho zubniho kamene jsou mlécné bilkoviny. Zatimco podle
DNA mutzeme urcit, ze dany ¢lovék byl v kontaktu s ov-
¢imi produkty, proteiny mohou prozradit, zda §lo o mléko,
maso, nebo tfeba keratiny z ovéi kiize. Pro studium stravy
jsou proto nejcastéji vyuzivany proteiny, zejména v souvis-
losti s konzumaci mléka, ktera byla timto poprvé prokazana
v roce 2014 (Warinner et al. 2014b).

Naopak v ptipad¢ mikrobiomu je tfeba presnéjsi taxono-
mické urceni, které umozituje DNA. Nejvhodnéjsi je meta-
genomicky pfistup, kterym studujeme genetickou informaci
vSech druhti obsazenych ve vzorku. Mikrobiom je komunita
mikroorganismi zijicich v naSem téle a je zasadni pro vy-
voj a zdravi ¢loveka, naptiklad spravny vyvoj a fungovani
imunitniho nebo endokrinniho systému (Noverr — Huffnagle
2004). Ustni mikrobiom je jednim z nejrozmanit&jsich v na-
Sem téle a jeho naruseni je spojeno s mnoha oralnimi one-
mocnénimi, jako je zubni kaz, paradentéza nebo rakovina
ustni dutiny (4l-Hebshi et al. 2019; Belstrom 2020; Vasquez
et al. 2018), ale také s ¢etnymi patologickymi stavy jinych
casti tela, napiiklad diabetes (Long et al. 2017; Matsha et
al. 2020) nebo systemicka infekce (Scannapieco 2005,
Simpson — Thomas 2016; Vasquez et al. 2018). Sekvenace
mikrobiomu tak potencidlné mize pomoci studovat patolo-
gii s nim spojenou.

DNA: Shotgun metagenomické sekvenovani

V ptipad¢, kdy chceme sekvenovat vSechnu DNA pfitom-
nou ve vzorku, pouziva se metoda nazyvana shotgun se-
kvenace. Jeji vyhodou je, ze v idedlnim piipadé nedochazi
k vyraznému zkresleni pomérti mezi pfitomnymi taxony.
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Obr. 6. Rozdily mezi tkdnémi stejného organismu. Zatimco
vsechna DNA a velkd ¢ast proteini budou shodné mezi rz-
nymi tkanémi stejného druhu (modrd barva), nékteré proteiny
jsou pro tkan specifické, jako zde v pfipadé masa (rizova barva)
a mléka (fialova barva). Proteiny tak na rozdil od DNA mohou po-
moci urcit tkarovy plivod.

Pro studium mikrobiomu je v soucasnosti shotgun se-
kvenace hlavni doporucovanou metodou (Ziesemer et al.
2015). Pokud se vSak zaméfujeme pouze na stravu, mize
se stat, ze mnozstvi DNA pochazejici ze stravy bude velmi
nizké (Warinner et al. 2014a). Presto je i tato oblast zaji-
mavym zdrojem poznatkd (Warinner et al. 2014b; Weyrich
et al. 2017). Lze se také zaméfit na lidskou aDNA, ktera
je v kameni v nizkém procentu pfitomna. Diky tomu muze-
me ziskat genetickou informaci i bez destruktivniho odbéru
z kosternich poziistatkil napt. v piipadé legalnich a etickych
omezeni (Black et al. 2011; Ozga et al. 2016).

Kromé rozsahlého mnozstvi informaci poskytuje tento
pristup také lepsi moznosti autentizace starobylé DNA, na-
priklad pomoci analyzy délky fragmenti nebo deaminace
cytosinu na jejich koncich (Key et al. 2017).

Informativnost shotgun sekvenace zavisi na hloubce se-
kvenace, coz predstavuje mnozstvi DNA, které je ze vzorku
sekvenovano. Hlubsi sekvenace pfinasi vice informaci, ale
také vyrazn€ vyssi cenu. Praveé z hlediska nakladi je shot-
nologickym rozvojem vsak lze oCekéavat i dalsi snizovani
ceny za sekvenovanou bazi, coz by tuto metodu zpfistupnilo
SirSimu vyuZziti.

Charakter: destruktivni

Nevyhody: destrukce vzorku, riziko kontaminace, vysoké
naklady, nutnost prace ve specializovanych laboratofich,
vysoka naro¢nost bioinformatickych analyz

Vyuziti: mikrobiom, patogeny, lidskda DNA, méné i strava

DNA: Sekvenovani amplikontii — metabarcoding

Pokud se zaméfujeme na konkrétni skupinu organismi,
mizeme vyuzit tzv. metabarcoding, coz je metoda, pfi niz
amplifikujeme a nasledné sekvenujeme variabilni region
ohraniceny konzervativnimi sekvencemi, na které jsou na-
vrzeny primery. V pocatcich vyzkumu aDNA v zubnim ka-
meni byl metabarcoding pouzivan k analyze bakterii pomoci
sekvenace variabilnich oblasti genu pro 16S rRNA (Adler et
al. 2013; Warinner et al. 2014a). Tuto metodu lze uspésné

vyuzit i pro detekci rostlinné DNA potencialné pochazeji-
ci ze stravy (D ’Agostino et al. 2022; Sawafuji et al. 2020).
Metabarcoding poskytuje informace pouze o vybrané skupi-
n¢ organismd, avSak poméry taxonti mohou byt ovlivnény
PCR biasem, ktery mtize vést k podhodnoceni nebo nadhod-
noceni frekvence taxoni v disledku variabilni délky cilové
sekvence (Ziesemer et al. 2015). Tato metoda je vSak o fady
levnéjsi nez shotgun sekvenovani a jeji vyhodnocovani je
rychlej$i a méné€ naroc¢né. Vyuziti nachazi predevsim pii za-
méfeni na stravu.

Charakter: destruktivni

Nevyhody: destrukce vzorku, riziko kontaminace, vyssi
naklady oproti nemolekularnim pfistuptim, nutnost prace ve
specializovanych laboratotich, bias v zachovalosti a fre-
kvenci riznych taxonti, omezené moznosti autentizace
Vyuziti: predevsim strava, mén¢ i mikroorganismy

Proteiny: Tandemova hmotnostni spektrometrie
Proteiny jsou oproti DNA vyrazn¢ stabilnéjsi a mohou se
zachovavat i miliony let (Cappellini et al. 2019; Demarchi
et al. 2016; Madupe et al. 2023; Welker et al. 2019). Proto
mohou byt studovany i v kontextech, kde uz to u aDNA
neni mozné. V pfipad¢é zubniho kamene byly starobylé pro-
teiny zkoumany zejména v kontextu stravy (Warinner et al.
2014b) a imunitni reakce (Warinner et al. 2014a). Nejveétsi
cast proteomického vyzkumu zubniho kamene se zamétuje
na konzumaci mlécnych produktt (napt. Hendy et al. 2018,
Jeong et al. 2018; Jersie-Christensen et al. 2018; Charlton
etal 2019; Geber et al. 2019; Stojanovski et al. 2020; Wilkin
et al. 2020; Bleasdale et al. 2021; Scott et al. 2021; Tang
et al. 2023). Proteomika také umoziuje detailni studium
patofyziologie a imunitnich reakci, coz umoziuje ziskavat
informace o probihajicich procesech (Warinner et al. 2014a;
Uchida-Fukuhara et al. 2024). Ackoli mtize byt proteomika
vyuzita k identifikaci bakterialnich patogend, je vhodnéjsi
k tomuto tcelu vyuzit DNA analyzy nebo kombinovat oba
pristupy, jak bylo provedeno v multidisciplinarni studii pti-
vodce lepry (Mycobacterium leprae; Fotakis et al. 2020).

Charakter: destruktivni

Nevyhody: destrukce vzorku, riziko kontaminace, vyssi
naklady oproti nemolekularnim pfistuptim, nutnost prace ve
specializovanych laboratofich, nizsi taxonomické rozliseni
oproti analyzam DNA, naro¢nost zpracovani dat, omezené
mnozstvi organismu v databazich

Vyuziti: piedevsim strava, mén¢ pribéh onemocnéni,
mikroorganismy

5) Kombinované metody

Kazda metoda poskytuje jedinecny nahled na dany vzorek,
a proto je idedlni jejich kombinace. Nejcastéji jsou zvlast
analyzovany riizné ¢asti kamene ze stejné osoby. S ohledem
na omezené mnozstvi tohoto vzacného materialu jsou vy-
vijeny kombinované protokoly, které integruji vice analy-
tickych metod bez nutnosti navySeni vstupniho materialu
a jsou aplikované na jediny vzorek. Patii mezi né naptiklad
soubézna extrakce DNA a proteint (Fagernds et al. 2020;
Chocholova et al. 2023), po niz lze mikroskopicky pozo-
rovat mikrocastice jako pyl, fytolity nebo Skrobova zrna.
Mikroskopii bylo navazano i na samotnou extrakci DNA



(Modi et al. 2020) nebo proteint (Scott et al. 2021). To
umoziuje idedlni postup, kdy z jediného kusu zubniho ka-
mene lze ziskat biomolekuly a nasledné ho podrobit tradi¢ni
mikroskopické analyze. Pokud je kamen nejdiive destruo-
van pro polarizacni mikroskopii, molekularné-biologické
analyzy na n¢j jiz nemusi byt mozné aplikovat.

Nevyhodou kombinovanych protokoli je vsak nizsi vy-
tézek extrakci ve srovnani s pouzitim pouze jedné metody,
jak bylo prokazano naptiklad ve snizeni vytézku aDNA
(Fagernds et al. 2020; Chocholova et al. 2023). Nicmén¢
tyto protokoly umoziuji vyuziti minimalniho mnozstvi
materialu.

Studium mikrobiomu se obvykle provadi z DNA, ale
budoucnost pfinasi rozvoj interdisciplinarnich pfistupti spo-
jujicich vyvoj mikrobiomu se stravou a patologiemi pomoci
paleoproteomickych a metabolomickych metod (Warinner
et al. 2014a; Velsko et al. 2019 ; Fiorin et al. 2024).

6) DalSi metody

Metabolomika — studium metaboliti

Metabolomika se zamétfuje na malé molekuly, které jsou
soucasti metabolismu organismil. Metabolity zachycené
v zubnim kameni maji vyznam ptedevsim ve studiu stra-
vy a lécebnych postupli a vyuziva se k nému biochemicka
metoda plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(GC-MS; Hardy et al. 2012; Velsko et al. 2019; D’Agostino
et al. 2020; Gismondi et al. 2020; Riboni et al. 2023).
Pfikladem mohou byt rostlinné alkaloidy nebo terpenoidy.
Metabolomika tak slouzila naptiklad ve studiu mozné 1écby
u neandrtalct (Hardy et al. 2012) nebo rostlinnych zdroji
potravy v neolitické Italii (D Agostino et al. 2022). Lipidy
jsou stabilngjsi nez DNA a proteiny a také jsou vyuzivany
ve studiu zubniho kamene (Velsko et al. 2017; D’Agostino et
al. 2020; Rogoz et al. 2021). Kuptikladu Rogoz et al. (2021)
vyuzili kvantitativni lipidomickou analyzu fetézct mastnych
kyselin ke studiu stravy u historické populace. Pomoci GC-
MS/MS tak byli schopni uréit vyssi podil masa a mléénych
vyrobkt u studovanych jedinc.

Charakter: destruktivni

Nevyhody: destrukce vzorku, vyssi naklady, dostupnost
pristroju, velka ¢ast molekul neni identifikovana
Informace: predevsim strava a 1écba

1zotopy

Uvazuje se o vyuziti zubniho kamene pro studie izotopi.
Dosseto et al. (2024) zkoumali vyuziti stroncia pro mapova-
ni migraci populaci s cilem nahradit invazivni analyzy kosti
a zubni skloviny. Dalsi védecké tymy se zaméfovaly na vy-
uziti izotopti uhliku ¢i dusiku zubniho kamene pro studium
stravy (Price et al. 2018; Chidimuro et al. 2022). Nicméng,
vyzkumy naznacuji, ze hladiny izotopti v zubnim kameni
jsou vyznamné ovlivnény diagenezi a zatim nemame dosta-
te¢né mnozstvi dat, abychom mohli vysledky spravn¢ inter-
pretovat. Z tohoto diivodu se doporucuje pro studium stravy
pouzivat spiSe ovéfené metody, které umoziuji presnéjsi
a konzistentn¢jsi analyzy.

Charakter: destruktivni

Nevyhody: destrukce vzorku, doporuceno zaméfit se spise
na jiné materialy pro analyzu izotopQ

Informace: zatim v poc¢atcich vyzkumu
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Zavér

Zubni kamen je velmi komplexni material, ktery ptinasi
k archeologickym poznatkim unikatni informace. Zubni ka-
men zahrnuje spiSe kratsi Gsek zivota jedince, a jeho analyza
by tak mé¢la byt integrovana s SirSimi archeologickymi pfi-
stupy, jako jsou analyza izotopt z kosti a zubt, paleobota-
nika nebo zooarcheologie. Vzhledem ke kiehkosti a snadné
ztrat¢ kamene pii exkavaci a nasledném zpracovani koster-
niho materidlu je tieba vEtsi obezietnosti a upozornéni i pro
dalsi vyzkumniky, ktefi s materidlem pracuji. Pro omezeni
kontaminace je idealni provadét odbér celisti jiz pii exka-
vaci a nasledné po dokumentaci ve vhodnych podminkach
odebrat samotny kdmen.

Ackoli je jeho obsah neptedvidatelny a pfevazuji v ném
zejména mikroorganismy, ma smysl se jeho studiu vénovat
i v oblasti stravy, kde pfindsi piimy dikaz o konzumaci kon-
krétnich skupin potravin. S ohledem na omezené mnozstvi
dostupného zubniho kamene je vyhodné v navrhu studii za-
hrnout vice analytickych metod. Celkov¢ je tedy klicové pfi-
stupovat k analyze zubniho kamene interdisciplinarné a vy-
uzivat multiproxy pfistup pro co nejkomplexnéjsi pochopeni
historickych kontextt.
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