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Sammendrag

Nar rettsodontologer star overfor et helt ukjent lik der vanlige metoder for identifisering ikke
leder frem til sikker identifisering, ma man ta i bruk andre metoder. En av disse metodene er
a analysere isotopene i tannemaljen. Ratioene til de ulike isotopene av grunnstoffene karbon,
oksygen, strontium og bly varierer i jordsmonnet i ulike deler av verden. Isotopene tas opp i
kroppen gjennom neeringskjeden - ogsa i hydroksyapatitt under tanndannelsen. Siden
tannemalje ikke fornyes i lgpet av livet, vil den gi et slags «fingeravtrykk» av isotop-ratioen
fra jordsmonnet i det geografiske omradet man levde i da tennene ble dannet. Ved hjelp av
massespektrometri kan man bestemme ngyaktig fordeling av de ulike isotopene i emaljen og
sammenligne verdiene man finner med sakalte isokart som viser isotopenes forekomst i ulike
deler verden. Analysen vil bli mer ngyaktig jo flere isotoper man inkluderer. For
rettsodontologer er det nyttig & ha inngaende kunnskap om hvordan emaljen dannes, herunder
inkorporasjon av isotoper under amelogenesen. | litteraturen er det beskrevet flere typer
isotopanalyser, og det er gnskelig at det utarbeides internasjonale standarder for
forbehandling av prevematerialet hentet ut fra tann samt analysemetoder etter type

grunnstoff.

Isotopanalyser alene er ikke nok til 4 fastsla den avdgdes opprinnelsessted da vi lever i en
globalisert verden hvor bade folk og mat krysser landegrenser, og man kan ha en kompleks
sammensetning av isotoper i emaljens forskjellige lag. Isotopanalyser er likevel et godt
verktay i jakten pa ukjente menneskers identitet og kan i kompliserte ID-saker kanskije

fungere som én liten bit i et starre puslespill.



Introduksjon

Var interesse for isotopanalyse kom da vi herte om “Isdalskvinnen”, en antatt spion som ble
funnet ded, delvis forbrent i Isdalen i Bergen 29. november 1970. Kvinnen hadde de
forutgdende manedene blitt observert ved flere hotell i Norge, blant annet i Stavanger, Oslo
og Bergen, men alle besgk var under falske navn og fgdselsdatoer. Ingen etterlyste eller
meldte kvinnen savnet, og identifiseringsarbeidet ga fa resultater. Saken ble avsluttet etter
bare noen uker, og politiet konkluderte med at hun matte ha begatt selvmord. Politiet gikk
raskt ut i media med dette, noe som ble mgtt med sterk skepsis i befolkningen. Det er
fremdeles mange ubesvarte sparsmal knyttet til denne mystiske damen med flere identiteter,
en unormal bagasje med kler uten merkelapper og et sett av sosiale normer som ikke passet
med tiden [1, 2].

Identifisering av et lik benytter seg som regel av minst én av tre primarmetoder for
identifisering: Fingeravtrykk, DNA og rettsodontologi. Alle tre metoder kan hver for seg lede
frem til sikker identifisering, men det krever at man har noe & sammenligne med, som for
eksempel en tannjournal, fingeravtrykk fra politiets database eller DNA fra en antatt naer
slektning av avdede. Alle kriterier bar understettes av sakalte sekundaermetoder; medisinske,
tekniske og/eller taktiske opplysninger. Odontologisk identifisering av en avdgd person
baserer seg pa en objektiv sammenligning mellom den avdgdes tannstatus og innsamlede
tanndata fra en savnet person. Man skiller derfor mellom tannstatus som er samlet inn fra den
avdgde etter dgden (post mortem - PM) og tanndata som er samlet inn fra en savnet person da
vedkommende fremdeles var i live (ante mortem - AM). Dersom AM-opplysninger ikke
eksisterer eller man ikke har noen anelse om hvem den avdgde er, kan man ikke bruke noen
av primeermetodene for identifisering. Dette er tilfellet med “Isdalskvinnen” der PM-
opplysninger med odontologiske data, fingeravtrykk og en DNA-profil av liket eksisterer,
men man ikke har noen ting til sammenligning. I slike tilfeller kan man benytte seg av
sekundazrmetoder — medisinske, tekniske og taktiske opplysninger — for a finne informasjon

som kan gi en indikasjon pa hvem vedkommende er [3].

I nyere tid har det kommet analyseverktgy som gjgr at man i mye stgrre grad enn tidligere
kan finne ut mer om et lik, spesielt nar informasjonen ante mortem er mangelfull.
Isotopanalyse av tannvev er ett av disse verktayene, og ble utfart pa tennene til
“Isdalskvinnen” 1 2016 for & forseke & si mer om hennes egentlige alder og hvor hun kom fra
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opprinnelig. Saken er dekket internasjonalt av NRK og BBC gjennom bade en norsk og
engelsk podcast [2, 4]. Tyske medier, blant annet avisen Die Zeit, har ogsa vist interesse for
saken [1]. Isotopverdier kan brukes til & geografisk vurdere hvor individet har oppholdt seg,
samt tidsbestemme ved hvilken alder personen oppholdt seg i disse regionene [5]. Saken om
“Isdalskvinnen” er forste gang isotopanalyser er brukt i Norge i kriminalsaker og

identifiseringsgyemed [6].

Innen rettsodontologi har vi forelgpig lite kunnskap om isotopanalyser og hvordan de
gjennomfares, samt hvor spesifikke resultatene er og hvor nyttige de er til & identifisere
personen. Siden rettsodontologer i politiets tjeneste fungerer som “‘eksperter pd munnhulen”
er tenner vart ansvarsomrade. Det er derfor viktig at vi har kunnskap om mulighetene

isotopanalyser gir.



Mal

Malet med masteroppgaven er a belyse: (1) hvordan isotopanalyser av emalje utfares, og (2)
hvordan isotopanalyser av emalje kan bidra i rettsodontologien til identifisering av

opprinnelseslandet til en ikke identifisert person.

Masteroppgaven vil avgrense seg til isotopanalyser pa grunnstoffene oksygen, karbon, bly og
strontium. Vi har valgt & fokusere pa disse fire grunnstoffene fordi dette er de mest brukte
grunnstoffene innenfor isotopanalyser av tenner og er dermed de mest relevant & ha
kjennskap til. Flere artikler [7-12] utferer isotopanalyser pa tenner med hensyn til oksygen-
og strontiumisotoper. Karbon er mye brukt i aldersbestemmelse av alle slags levninger, men
finnes ogsa i tenner [13]. Bly er et grunnstoff som i kroppen opptrer inaktivt i hardvev, og er
derfor ogsa mulig a male i tenner [14]. Noen artikler gjgr en sakalt multiisotop-studie, der
alle fire grunnstoffene blir studert [15, 16]. Det kan derfor vare av interesse a se pa studier av

alle disse fire grunnstoffene.

Oppgaven vil kun fokusere pa isotopanalyse av emalje selv om isotopanalyse av andre
hardvev ogsa kan utfgres. Fordelen med emalje er at den forblir uforandret etter
tanndannelsen og dermed kan gi en spesifikk isotopverdi i relativt avgrenset perioder av livet
[17].



Litteratursgk

Denne oppgaven er en oversiktsartikkel med litteratursgk i hovedsakelig PubMed og i Google

Scholar.

Sekestrategi som er benyttet:

Startet med tradisjonell “sek og ekskluder” i Oria og PubMed. Vi brukte sekeordene
“isotope” + “analysis” + “enamel”, deretter ekskludere vi alle artikler som ikke
handler spesifikt om mennesker og emalje. Grunnstoffene ble ogsa sgkt opp slik:

o “oxygen AND isotope”

o “carbon AND isotope”

o “lead AND isotope”

o “strontium AND isotope”.

Deretter benyttet vi referansene i disse artiklene til a finne artikler om isoscapes og

massespektrometri.

Eksklusjonskriterier har veert artikler som fokuserer pa detaljer som faller utenfor var
oversiktsartikkel. Nyere artikler har blitt prioritert fremfor eldre. Vi ekskluderte
artikler som kun analyserte bein og dentin, samt andre grunnstoffer enn de fire
inkluderte. 1 tillegg ble alle artikler som benytter isotopanalyser til & finne ut andre

formal enn de nevnt under inkludering ekskludert.

Originalartikler som tok for seg emalje, grunnstoffene oksygen, karbon, bly og
strontium ble inkludert. 1 tillegg sekte vi opp artikler med detaljerte beskrivelser av
hvordan alle deler av en isotopanalyse gjennomfares, hvordan isokart lages
(spesifikke isotopverdier forskjellige steder i verden), og hvordan man kan vurdere
isotopanalyser opp mot isokart.

Der referanselistene ikke farte oss lengre har vi utfgrt fokuserte sgk spesifikt pa det vi
gnsker svar pa, som oxygen/carbon/lead/strontium + isoscape, og

oxygen/carbon/lead/strontium + masspectrometri.

Oppgaven tar altsa utgangspunkt i relevant litteratur pa fagomradet og omfatter totalt 74

referanser.



Isotoper

Et grunnstoff i periodetabellen bestar av protoner, ngytroner og elektroner, og er ordnet etter
antall protoner som er i kjernen, kalt atomnummeret. Periodetabellen er ordnet i grupper
(kolonner) og rader. Alle grunnstoff som befinner seg i samme kolonne vertikalt, altsa samme
gruppe, har like mange elektroner i ytterste skall. Dette gjar at de grunnstoffene som er i
samme gruppe far mange like egenskaper og ligner pa hverandre. Eksempelvis ligner
egenskapene til strontium pa kalsium. Alle grunnstoff pa samme rad, har like mange

elektronskall, som betyr at hver ny rad nedover i tabellen betyr et nytt elektronskall [18, 19].

Et grunnstoff kan ha flere isotoper. De ulike isotopene for samme grunnstoff har samme
antall protoner og elektroner, men forskjellige antall ngytroner i kjernen. For eksempel har
vanlig karbon seks protoner, seks elektroner og seks ngytroner, mens den radioaktive
isotopen til karbon, C14, har seks protoner, seks elektroner og atte ngytroner. Alle isotopene
til et grunnstoff har altsa like mange protoner i kjernen, hvilket innebzrer at atomnummeret
ikke er forskjellig. Derfor endres ikke selve grunnstoffet. Forskjellen pa de ulike isotopene er

massetallet, som er summen av antall ngytroner og protoner i atomkjernen [19].

Isotoper av et grunnstoff kan vaere stabile eller ustabile. Stabile isotoper vil ikke endres over
tid. I ustabile isotoper er energiinnholdet for hgyt til at det kan opprettholdes over tid. De
ustabile isotopene kan kvitte seg med overskuddsenergien ved & sende ut straling. Vi sier
derfor at de ustabile isotopene er radioaktive. De radioaktive isotopene vil etter en tid endres,
og gar over til andre isotoper etter at straling eller partikler sendes ut fra isotopen. Et
eksempel pa en stabil isotop er karbon C12 og C13, mens en radioaktiv isotop for karbon er
C14. C14 sender ut overskuddsenergi ved at et ngytron i kjernen omdannes til et proton og et
elektron. Elektronet eksiterer ut, og protoner blir veerende i kjernen. Dette gjer at kjernen far
et ekstra proton, og endres fra opprinnelig grunnstoff til et annet. C14 omdannes til en stabil
nitrogenisotop (N14) [18].

Forholdet mellom to isotoper av samme grunnstoff blir ofte uttrykt via en sakalt delta-verdi.
Denne verdien viser konsentrasjonen av en isotop sammenlignet med konsentrasjonen av
grunnstoffets vanligste stabile isotop. Som eksempel kan vi se pa ratioen mellom
strontiumisotopene Sr87/Sr86. Den farste isotopen (Sr87) er den radioaktive og ustabile
isotopen som vi vet kan variere i konsentrasjon. Den sammenlignes med den stabile isotopen
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av strontium, Sr86. Siden forskjellen i konsentrasjon av de ulike isotopene vanligvis er veldig
sma, er ogsa delta-verdier svert lave, gjerne gitt med tusendeler, det vil si en promille-verdi,
%o [20]. Delta-verdiene til isotopene vil variere i jordsmonnet i ulike deler av verden, og

utgjer dermed grunnlaget for isotopanalysene vi skriver om i denne masteroppgaven.

Noen isotoper er mer vanlig enn andre. Isotopene med hyppigst naturlig forekomst, kalles
ofte «light» - lette isotoper. De har oftest lave massetall, som vil si samme antall ngytroner
som protoner i kjernen. Isotoper som forekommer sjeldent, refereres ofte til som “heavy”
siden de vanligvis har hgyere massetall enn de «lette» isotopene, det vil si flere ngytroner enn
protoner i kjernen. Et eksempel pa dette er oksygen, der den lette isotopen O16 utgjgr mer
enn 99% av alt naturlig forekommende oksygen i atmosfeeren. Isotopen O18 er mer sjelden
og har et hgyere massetall pa grunn av to ekstra ngytroner i kjernen. 018 kalles derfor
«heavy», mens 016 betegnes «light». Det er likevel ikke slik at isotopen med det laveste
massetallet automatisk er den hyppigst forekommende. For eksempel er Pb208 den vanligste

isotopen av bly, men det finnes ogsa lettere isotoper som Pb207 og Pb206 [21].

Dersom man gnsker a bestemme isotopforholdet i en prave tatt fra naturen, kan man bruke et
massespektrometer. Dette er et kjemisk instrument som analyserer en preve i gassfase og
skiller de ulike isotopene fra hverandre ut fra massen. Pa denne maten kan man identifisere
de ulike isotopene av et grunnstoff basert pa vektforholdet mellom lette og tunge isotoper
[18].

Karbon

Karbon er et grunnstoff med atomnummer 6, og ansees som et av de viktigste grunnstoffene
for liv pa jorden. Dette er fordi karbon er en viktig byggestein i mange molekyler i levende
individer og dyr. Karbon forekommer naturlig som granitt og diamant, og i atmosfaren er
karbon viktig i gassen karbondioksid (COz). CO: er en viktig del av fotosyntesen der
karbondioksid bidrar til & danne glukose/druesukker. Glukosen brukes av planter, og plantene
spises igjen av dyr og mennesker som bruker glukose som byggesteiner i egne kropper.
Karbon varierer derfor i ulike former i atmosferen, i krystallform/salter, i nedbgren og i de
store havene og i jordskorpen. Nivaet av karbon har variert gjennom jordas historie mest pga.

menneskeskapt pavirkning de siste arhundrene med moderne teknologi og forbrenning av



kull, olje og gass. | jordskorpen er karbonmengden cirka 200 ppm og i atmosfaren rundt 405
ppm, men sistnevnte stiger hvert ar med cirka 2,5 ppm [22]. Karbon har tre isotoper: C12 og
C13 som er stabile, og den radioaktive isotopen C14. 98,8% av karbonet i miljget
forekommer i form av C12, mens forekomsten av C13 er kun 1,1%. C14 utgjer en ekstremt

liten andel av totalmengden karbon, <1029 [16, 23].

Oksygen

Oksygen er et essensielt grunnstoff for var overlevelse, fordi cellene i kroppen er avhengig av
oksygen til forbrenning. Oksygen har atomnummer 8. Kroppsmassen var bestar av rundt 2/3
oksygen, der mesteparten er bundet i vannmolekyler (H20). | luften er innholdet av
oksygengass omtrentlig 21 volumprosent. | atmosfaren er andelen oksygen i luften nesten
konstant, helt opp til 70 km over bakken. Oksygen er det vanligste grunnstoffet pa jorden.
Dette skyldes hovedsakelig vann som inneholder oksygen, i tillegg til det haye
oksygeninnholdet i mineraler, eksempelvis silikatmineralene [24]. Mengden oksygen i
atmosfaeren fikk en bra stigning da enkelte livsformer pa jordkloden, eksempelvis grgnne
planter og alger, startet med fotosyntese for om lag 2,4 milliarder &r siden [25]. Gjennom
fotosyntesen dannes oksygen ved bruk av CO2, vann og sollys. De siste hundre millioner
arene har O2-mengden i atmosfaeren veert stabil. Dette betyr at det har blitt brukt opp omtrent
like mye oksygen som blir produsert. | dag bruker vi imidlertid mer Oz enn det som
produseres naturlig via fotosyntesen. Dette gjor at CO2 gker i atmosfaren og er et stort
miljgproblem. Dette skyldes hovedsakelig industriell pavirkning og avskoging som endrer

landarealet pa jorda, men ogsa naturlige klimavariasjoner [26].

Oksygen har tre stabile isotoper: 016, O17 og O18. Innen medisin kan O17 og O18 brukes
som sporstoffer nar man forsker pa reaksjonsmekanismer og bindingsforhold i kroppen.
Isotopen O18 brukes i forskning pa klima og for a finne ut hvordan klimaforholdene var og
har endret seg gjennom jordas historie [24, 27]. Siden O16 er den letteste isotopen vil den
opptre i hgyere grad i fordampet form enn ved kondensering (ved regn eller sng), der man
finner en hgyere andel O18 [28]. En annen studie viser til at 018 vil gke i nedbgr i omrader
med hgye temperaturer. Forholdet mellom 180/160 vil synke i luftmassene ved fordamping,
dersom man taper vann. Dette fenomenet kan forekomme om man gker breddegraden eller
gker hgyden over havet. Om vinteren vil O18 veare lav, grunnet lavere kondenstemperatur om

vinteren [29].
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Strontium

Strontium er grunnstoffet med atomnummer 38, og har fire naturlig forekommende isotoper:
Sr84, Sr86, Sr87 og Sr88. Forekomsten av disse er for Sr84 0,56%, Sr86 9,87%, Sr87 7,04%
og for Sr88 82,53%. | dette grunnstoffet er altsa den tyngste isotopen, Sr88, den mest vanlige
isotopen. Sr87 er radioaktiv og brukes mest i geologiske undersgkelser [5]. Strontium har naer
relasjon til Rubidium (Rb87), som omdannes til strontium (Sr87) etter energitap fra straling.
Sr86 er en stabil isotop som ikke endres over tid. Ratioen mellom den radioaktive isotopen
Sr87 og den stabile isotopen Sr86, skrives Sr87/Sr86 og benyttes mest ved geologiske
undersgkelser. Forholdet reflekterer hvor mye strontium som er i prgven man har tatt, vurdert
opp mot internasjonal standard. Denne standarden baseres pa relativ forekomst av strontium i
verden [5, 30]. Variasjonene av Sr87 i naturen har en kompleks og sammensatt forklaring
bestdende av flere komponenter. Blant annet nevnes forvitring av berggrunnen (som betyr
hvor mye berggrunnen er nedbrutt av ytre krefter), berggrunnens sammensetning, hgyde over
havet, pavirkning av sjgsprayt, andelen elvemunninger og nedbgrsmengde [5]. | forhold til
berggrunnen vil mengden Sr87 veere pavirket av hvilke bergarter og mineraler som finnes
lokalt, forvitringsgrad, nedbgrsmengde og tid. Dette betyr at eldre steiner som inneholder
rubidium og strontium, vil inneholde mer Sr87 enn yngre steiner grunnet hgyere grad av
omdanning fra rubidium til strontium over tid. Ratioen Sr87/Sr86 kan derfor males lokalt pa
et geografisk sted og vil variere avhengig av hvor man har tatt malingen. Stein med mye
granitt og leire har ogsa mye rubidium og falgelig mye Sr-87. For eksempel vil det vere
hayere verdier av Sr87/Sr86 pa de eldre gygruppene pa Hawaii grunnet forvitring av
vulkanfjellkjedene, sjgsprayt, mye nedbgr og store mengder av bergarten basalt. Dermed er
stgrre andel fritt strontium tilgjengelig her [5, 31]. Omrader langs kysten vil pavirkes av
sjgsprayt, som gjar at bade planter og jord far tilneermet lik strontiumratio som sjgvannet.
Dette kan man observere for eksempel i Skottland. Selv om sjgsprayt og regnvann pavirker
jordpraver, vil likevel forvitring av berggrunnen bidra med gkte strontiumverdier spesielt i

fjellkjeder som ligger hgyt over havnivaet [5].

Bly

Bly har atomnummer 82 og er et metall som er skadelig for miljget. Bly ble tidligere brukt

som fargepigment i blyanter, maling og kosmetikk, men er regulert i forskrifter i Norge fordi
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blysalter er giftige. Bly forekommer naturlig i jordskorpen bundet til mineraler, eks.
blysulfid, og innholdet er ca. 10 ppm. I USA, Russland, Australia og Canada forekommer bly
naturlig i sa store mengder at det drives produksjon. | Norge er forekomsten av bly i
jordskorpen lavere enn de andre nevnte landene, altsa ikke tilstrekkelig stor til & drive
industri. Det vanligste blyholdige mineralet i Norge er galenitt, PbS, som finnes langs kanten

av den skandinaviske fjellkjeden i ren form, spesielt i sandsteinslag [32].

Bly har fire naturlig forekomne isotoper: Pb204, Pb206, Pb207 og Pb208, der Pb208 er i
starste forekomst pa 51,7%. De andre isotopenes forekomst er henholdsvis 1,4% for Pb204,
25,2% for Pb206 og 21,7% for Pb207 [32]. De tre sistnevnte isotopene er alle sluttprodukter
av tunge radioaktive isotoper som forekommer naturlig, for eksempel er Pb206 fra uran-
rekken (U238). Bly brukes i geologien for & bestemme alderen pa bergarter, og da brukes
forholdet mellom for eksempel isotoper av uran og isotoper av Pb206 [33].

Isotopmengden av bly varierer med mengde forvitring, p samme mate som strontium.
Hvilke blyisotoper som er til stedet, endres med jordsmonnets alder og med grad av forvitring
[34].

Akkumulering av isotoper i hardvev og tanndannelsen

Mengden av ulike isotoper varierer fra sted til sted i verden pga. geografi, grunnvann,
matvarer og berggrunn. Disse faktorene kalles det ytre miljget. Celler og vev i kroppen vil
pavirkes av miljget vi lever i, maten vi spiser og vannet vi drikker ved at de tar opp de
isotopene som er tilgjengelig i det omradet man befinner seg. Oksygen og bly tas opp via
lungene ved innanding og krysser over til blodbanen, der oksygen vil bindes til hemoglobin
og fraktes rundt til alle kroppens celler [14, 24, 31]. De fleste andre isotoper ankommer
blodbanen via opptak i tarmen, eller som bestanddel av andre naringsstoffer og brytes derfor
ned i lever far distribusjon rundt til kroppens vev [35]. Noen isotoper, spesielt de radioaktive,
lagres i vev med hgy energiomsetning, eks. kreftceller, og har derfor ogsa et bruksomrade
innen medisinsk diagnostikk [36] Med andre ord kan man analysere vev fra kroppen som
fanger opp isotoper fra det ytre miljget vi lever i, og pa denne maten fa en indikasjon pa hvor

i verden en person har befunnet seg i visse faser av livet [8].

Isotopene tas opp og lagres i vevet straks de ankommer dit, og forblir der til vevet skiftes ut

med nye celler [8]. Utskiftning av celler, sakalt turnover, er en avansert prosess i kroppen, der
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eldre celler skiftes ut med nye celler dannet hovedsakelig fra stamceller. Turnover av celler
betegnes enten som hay, altsa hyppig utskiftning, eller lav hvor det tar lengre tid fer cellene
skiftes ut med nye celler. Hay turnover skjer for eksempel i blgtvev eller tarmceller, mens
cellene i eksempelvis hardvev eller lungeepitel har lav turnover [37]. Dette pavirker hvor
lenge isotopavtrykket kan analyseres. Hay turnover betyr at isotopavtrykket blir kortvarig,

mens lav turnover betyr at isotopavtrykket blir langvarig [38].

Prosessen med utskiftning av celler, mineralkrystaller og fibre kalles remodellering i hardvev
[39, 40]. Siden hastigheten pa remodelleringen varierer mellom ulike hardvev, varierer det
ogsa hvor lenge isotopene som blir tilfart vevet forblir der. Ifglge Kamenov et al vil en
isotopanalyse av beinvev gi informasjon om en persons liv ca. ett ar tilbake i tid [38]. En
artikkel fra Hedge et al sier imidlertid at bein vil inneholde informasjon om en persons liv fra
10-30 ar tilbake i tid, basert pa en utregning av hvor lang tid det tar & remodellere en knokkel
[41]. I regnestykket ma det ogsa tas i betraktning hvor gammel individet er, for barn har
raskere remodellering enn voksne mest pa grunn av vekst. Det avhenger ogsa av hvilken
knokkel som brukes i analysen og om spongigst eller kortikalt bein analyseres [23]. Det er

med andre ord litt uforutsigbart hva isotopanalyser av bein kan gi oss av informasjon.

Tenner er mer gunstig a bruke i isotopanalyser, siden tannsubstans ikke har turnover av celler
slik som bein har [38]. Endringer i dentinstrukturen forekommer riktignok gjennom livet fra
primeer- til sekundeer- og tertieer-dentin. Emaljen stiller i en litt annen klasse siden den ikke
har noen turnover i det hele tatt og dermed vil holde seg sveert stabil hele livet [5]. Emalje vil
derfor i en del tilfeller veere mest interessant a undersgke siden det er i likevekt med det ytre
miljget vi lever i pa den tiden tennene dannes. Isotopanalyser av emalje kan dermed gi et
ganske presist bilde pa hvor en person har oppholdt seg i avgrensede stadier i livet fra fadsel
til ungdomsarene dersom isotopene man finner er spesifikke for et bestemt geografisk omrade
[17, 29, 42, 43].

Arsaken til den lave turnover i tannsubstans forklares av tanndannelsen. Emaljen dannes
lagvis, fordi ameloblastene som danner emaljen jobber i et visst mgnster under
amelogenesen. Emaljen dannes ut fra emaljeorganet som er “hetten” av ektodermalt epitel og
bestar av ulike cellelag. | sent hettestadium og i klokkestadium i utviklingen av kronen vil de
fleste utviklingsendringene skje. Ulike signalmolekyler vil bidra til & bestemme tannens form
og utseende. Cellene differensierer og endrer dermed egenskaper: odontoblaster starter
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produksjon av dentin og ameloblaster produserer emalje. Odontoblastene produserer
predentin, som mineraliseres til dentin. Cellene i indre emaljeepitel i emaljeorganet
omdannes til ameloblaster etter at predentinet har startet mineraliseringen. Ameloblastene
produserer emalje, i en prosess som kalles amelogenesen. Dannelsen av dentin og emalje i
kronen skjer via en differensieringsgradient som starter ved cuspetoppen der cellene er hgyest
differensiert. Differensieringsgradienten brer seg nedover, fra det koronale til det cervikale,

hvilket betyr at en tann dannes fra cuspetoppen og mot emalje-cement-grensen [44].

En organisk matrix bestar av blant annet proteinet amelogenin, som skilles ut fra
ameloblastene. Bade i dentin og emalje finner vi sékalte vekstlinjer. Disse linjene i emaljen
kalles Retziuslinjer, og vil fremtre i emaljen der ameloblastene har tatt seg en pause i
dannelsen av emaljematriksen. Senere byttes matrix ut med krystaller bestaende av kalsium
og fosfat, kalt hydroksyapatitt, Cal0(PO4)6(OH)2 [44]. Det er i disse krystallene at kalsium
kan byttes ut med andre grunnstoffer og isotoper fra matvarer, luft, berggrunn og omgivelser,
eks isotoper fra grunnstoffet strontium [42]. Det er derfor essensielt a vite hvordan
tanndannelsen foregar for & kunne benytte informasjonen fra en isotopprave av emalje. Dette
har betydning for hvilken prave som tas og hvor pa tannen praven tas fra, fordi det ma kobles
opp mot nar emaljen pa den spesifikke tannen ble dannet [38]. Emaljen vil senere modnes,
som betyr gkende mineraliseringsgrad, og krystallene utgjer nesten all vekt- og volumprosent

i emaljen [44].

Hvilke tenner er gunstig a bruke?

De permanente tennene dannes ved ulike tider i livet, og kan dermed representere ulike faser i
livet ved isotopanalyser. Farste molar starter mineralisering ved fadsel og har ferdigdannet
emalje ved ca. 2,5 ars alder. Resultatet fra isotopanalyse av denne tannen kan derfor brukes til
a detektere hvor et individ oppholdt seg fra ca. 0-3 ars alder. Undersgkes andre molar i tillegg
far vi informasjon helt opp til rundt 7 ars alder. Da har man dekket ganske store deler av
barndommen. Visdomstennene kan inneholde informasjon fra rundt 8 ars alder og helt frem
til ferdig emaljedannelse som varierer fra 13 ar til 20 ar. Siden mineraliseringen foregar over
sapass lang tid, gir isotopanalyser av denne tannen et mindre spesifikt svar enn de andre
tennene. Analyseres starre deler av tannen, eksempel roten, vil det naturligvis veere en stgrre
tidsperiode man kan fortelle om, men da er ogsa usikkerheten stgrre siden roten ikke har

emalje. Nar man kjenner til de ulike tanntypenes forskjellige mineraliseringstid fra farste tegn
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til ferdig dannet emalije, kan analyser av isotopfordelingen i emaljen pa bestemte tenner gi et
bilde av hvor vedkommende har levd i ganske avgrensede tidsepoker. Forutsatt at den
naturlige isotopfordelingen er karakteristisk for jordsmonnet i et bestemt geografisk omrade,
er det sannsynlig at vedkommende har oppholdt seg der i den perioden tannen ble dannet
[30].

Overkjeve
Sentral

Lateral
Hjernetann
Farste premolar
Andre premolar

Farste molar
Andre molar

Tredje molar

Underkjeve
Tredje molar
Andre molar

Forste molar

Andre premolar
Farste premolar

Hjernetann
Lateral
Sentral

Aldersbestemmelse
3,5mnd - 3,5 &r
1—4ar

4,5 mnd — 4,5 ar
1,75 ar— 5,5 ar

2,25 ar—6ar

Fadsel — 2,5 ar
2,75 ar— 6,5 ar
8,54ar— 13 ar

Aldersbestemmelse
8,513 ar

2,75 -6,5 ar

Fedsel — 2,5 ar

2,25 -6 ar

1,75 ar- 5,5 ar
4,5mnd — 4,5 ar
3,5mnd — 4 ar
3,5mnd - 3,5 ar

Figur 2: Viser mineraliseringstiden for emalje og dermed hvilken tidsperiode isotopene har

akkumulert der. Illustrasjon: Marit Irgens Hov.

Hvilke isotoper brukes i analysene?

De mest relevante isotopene som brukes til geografisk lokalisering av hvor en person kan ha
befunnet seg, er karbon C14 og C13, strontium Sr86/87, oksygen O16/18 og bly Pb206.

| forhold til diettvaner er det hensiktsmessig a vite at marine matvarer, som tang, fisk og
andre sjgpattedyr, vil inneholde relativt hgyere mengde C13 enn C12 fordi havet inneholder
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mer av den tyngste isotopen C13. Dette betyr at personer med hgyt inntak av marine

matvarer, har gkt mengden C13 i kroppen [45].

For oksygen vil drikkevannet pa fadested ha sammenheng med kroppsvann som videre
pavirker vevene i kroppen, deriblant tenner [46]. | tenner vil det vaere en sammenheng
mellom mengden 018 man finner i fosfat (PO4% som befinner seg i tenner) og drikkevannet i
naeromradet [29]. Isotopvariasjonen og forholdet mellom isotopene vil variere i regnvannet ut
fra temperatur, breddegrad pa jordkloden, hgyde over havniva, nedbgrsmengden, fuktighet,
sesong og grad av resirkulering av vannet. Dette gjer at isotopverdiene i drikkevann som
pavirkes av regnvannet varierer i verden, og de ulike verdiene for oksygen kan derfor brukes

til sammenligning [28, 29].

Strontium fra berggrunnen og steiner i neermiljget vil reflekteres via dietten var [47]. Dette
handler om at grunnvann vil filtreres gjennom berggrunnen der mineraler av strontium
befinner seg og gi naring til planter og korn som via hele naringskjeden til slutt ender opp
som mat og drikke som mennesker inntar. Strontium tas opp i kroppen via maten og erstatter
kalsium i ulike hardvev som for eksempel tenner. Emaljen inneholder som kjent mye
kalsium. Strontium og kalsium ligner hverandre, fordi de reagerer med mange av de samme
komponentene og har omtrent samme molekylstgrrelse. Det betyr at under emaljedannelsen
kan strontium inkorporeres i hydroksyapatitt istedenfor kalsium. Ratioen av de ulike
isotopene til strontium vil vaere den samme som vannet og dietten en person spiste nar
tennene ble dannet. | tennene vil denne ratioen som nevnt ikke endres etter at emaljen er
ferdigdannet [5, 30].

For strontium gjelder ogsa det samme som for C13-karbon og maritime matvarer: Det er sett
en gkt sammenheng mellom individer som spiser mye sjgmat, eller lever ved kystlinjer med
mye sjgsproyt, og hgyere verdi av Sr87/Sr86 sammenlignet med dem som bor i innlandet.
Det kan dermed antas at de som lever langs kysten generelt i verden, har hgyere Sr87/Sr86 og
C13 enn resterende befolkning [5, 31].

Selv om bly er giftig, inntas det sma mengder via mat, drikke og innanding fra stev eller
damp som inneholder bly [14, 31]. Kroppen til et voksent menneske bestar derfor normalt av
cirka 120 mg bly, og store deler av blyinnholdet befinner seg inaktivt i beinsubstans og tenner
[14]. Mengden bly i tannsubstans varierer, men konsentrasjoner under 0,7 ppm regnes som
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naturlig eksponering for bly hos mennesker, mens konsentrasjoner over 0,7 ppm regnes som
antropologisk forhgyet og dermed menneskepavirket [31]. Absorpsjonen av bly er starre hos
barn enn voksne. Dette kan delvis forklares ved at blyinnholdet hos mor passerer placenta og
lagres hos foster [14]. Forskjellene kan mulig forklares via sosiale og kjgnnsrelaterte roller i
samfunnet. Eksempelvis har kvinner historisk sett veert mer hjemme, blitt utsatt for produkter
og objekter med blyinnhold (for eksempel kjgkkenartikler) og de drev hyppigere med
matlaging. Underernarte barn kan ha hgyere mengder tungmetaller i skjelett og emalje,
grunnet for lite kalsium i dietten. Dette kan fare til raskere og sterre absorpsjon av
tungmetaller. Et lavt kalsiuminntak i barndommen kan derfor resultere i hgyere

blykonsentrasjoner ved isotopanalyser av tenner og bein [31].

Hvordan utfgres isotopanalyse av tenner?

Tenner som skal benyttes til isotopanalyser ma veere sa intakte og ubergrte av karies og
tannrestaureringer som mulig for at man skal kunne hente ut isotoper som ligger i emaljen.
Det mangler forskning pa om isotopverdiene i karigs tannsubstans har signifikant verdi, sa
det ber dermed unngas i prgvene som tas [42]. Karies i andre deler av tannen pavirker ikke
isotopverdiene til frisk emalje i samme tann. Tenner med store restaureringer kan ogsa veere
ugunstig fordi store deler av emaljen pa slike tenner er boret vekk. Tenner bgr ogsa vere
minst mulig forurenset: tenner som har ligget eksponert i jorden over lang tid vil representere
en viss usikkerhet, men dette ekskluderer ikke tennene da ytre lag av emaljen uansett fjernes i
forbehandlingen fer isotopanalysen. Det er likevel et viktig moment & ha med nar man velger
ut hvilke tenner i et tannsett som skal benyttes for & sikre mest mulig korrekte data i en

isotopanalyse.

Isotopanalysen

Ved isotopanalyse brukes det store analyseverktgy med flere variabler, kalt multi-isotope
profiler, der flere grunnstoffer inkluderes. Eksempler pa grunnstoffer er karbon, nitrogen,
oksygen, hydrogen, strontium og bly. Moreiras Reynaga et al [9] diskuterte at isotopanalyse
av strontium kan brukes i kombinasjon med oksygen, og peker pa nyttigheten av a benytte
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bade oksygen og strontium for & fa et mer informativt og presist svar pa opphavssted. Miller

et al benyttet ogsa multi-isotopanalyse med karbon og oksygen [48].

Isotopfordelingen i en prgve kan bestemmes med et massespektrometer. |
massespektrometeret vil massetallet til isotopene pavirke hvordan de beveger seg. Dette
registreres av maskinen og avleses av apparatet. Alle isotoper med samme massetall vil
oppfare seg likt, og dermed gi likt utslag, og man kan dermed registrere ganske ngyaktige

forholdstall mellom de ulike isotopene.

Nar en isotopanalyse av hardvev gjennomfares kan man se pa enten proteininnholdet i vevet,
for det meste kollagen, eller man kan se pa mineralinnholdet. For bein brukes for det meste
proteinet, kollagen, fordi det viser mengden nitrogen som ikke vises i mineralkomponenten
og sier noe om proteininnholdet i for eksempel dietten til avdede. Mineralinnholdet vil kunne
si noe om protein, fett og karbohydratmengden i kosten til avdgde. For tenner kan vi se pa
mineralinnholdet i emaljen, for som nevnt tidligere er det lite kollageninnhold i emalje, og

proteinkomponenten egner seg derfor darligere.

Uthenting av prgvemateriale fra tann

Det finnes to typer prgver som hentes ut fra emaljen; serieprave og bulkprgve. Begge disse
kan hentes ut fra utsiden av en intakt tann [49, 50] eller ved a dele tannen i to longitudinelt

langs bukko-lingualplanet og hentes direkte fra indre deler av tannen [51].

Serieprgvene, ogsa kalt intraprgver, hentes fra indre deler av tannen i kronologisk rekkefalge
fra kronen pa tannen nedover mot emalje-cement-grensen og felger da dannelsen av emaljen

fra tidlig til sent stadium.
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Figur 3: Amelogenesen. a) Tannfolikkel i tidlig klokkestadie med ytre emaljeepitel, stellate reticulum,

ameloblaster og odontoblaster som danner b) emalje og dentin, hvor det i emaljen dannes c)
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Retziuslinjer som fglge av ameloblastenes hvileperioder ca hver 6-11 dag under amelogenesen.
Illustrasjon: Marit Irgens Hov

Fra hver serieprgve vil man kunne hente ut isotop-data fra mindre perioder av
mineraliseringen av hele tannen. Det er likevel ikke mulig & presist hente ut prgver fra
spesifikke tidsperioder hvor emaljen ble mineralisert grunnet hvordan emaljen modnes fra
matrix til krystaller; Dannelsen av emaljen starter ved at ameloblastene danner matrix i indre
del incisalt og strekker seg ut til cuspetoppene, samt fra gvre deler av tannen og ned mot
cervikalgrensen. Modningsfasen, hvor krystalliseringen av emaljen foregar, starter i
forskjellige deler av emaljen, og har varierende hastighet pa krystalliseringen [52]. Dette gjar
at selv mindre serieprever vil ha en viss overlapp av hydroksyapatitt-krystaller i emaljen som
er mineralisert ved forskjellige tidsperioder. Prgvesvarene fra isotopanalysen vil dermed
uansett gi et starre eller mindre gjennomsnitt fra tidlig, midtre og senere del av

mineraliseringen av tannen.

Bulkprgvene hentes langs hele lengdeaksen av emaljen, og inkluderer dermed alle lag fra
krone til emalje-cement-grensen. Dette gjar det mulig & hente ut isotop-data fra et starre

gjennomsnitt av tidsperioden hvor tannen ble mineralisert.

Prgvene har i stor grad blitt hentet fra bukkal side av tennene da den typisk har tykkere
emalje, og tidligere provetaking krevde stgrre pravestarrelser [49]. Etter hvert som
teknologien for prgvetaking har utviklet seg, og det kreves mindre kvanta for & utfare en
isotopanalyse kan man ga over til & hente ut praver fra indre del av emaljen. Dette er gnskelig
da matrix som dannes her tidlig i amelogenesen krystalliserer raskere og i hayere grad danner
hydroksyapatitt over en kortere tidsperiode enn ytre deler av emaljen [53, 54]. Risikoen for
kontaminering fra omgivelsene reduseres ved bruk av indre emalje. Prgver tatt fra indre 20
um av emaljen vil ha hgyere grad av homogenisering av isotopverdiene enn ytre deler som
felge av mineraliseringstid og mineraliseringsmgnster [54-57]. Med homogenisering av
mener vi her at prgver tatt fra midtre og ytre deler av emaljen vil ha en blanding av
isotopverdier som kommer ut som et gjennomsnitt av mineraliseringsperioden i stedet for

seerlig tidsspesifikke, seregne isotopverdier som fra innerste del av emaljen.
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a) .
Figur 4: Prgveuthenting fra overflaten av intakt tann. a) Intakt tann. b) Serieprgver hentet fra koronalt
ned mot emalje-cementgrensen. c) Bulkprave hentet fra hele lengden til tannen fra det koronale til

emalje-cementgrensen. Illustrasjon: Marit Irgens Hov

a) b)
Figur 5: Prgveuthenting fra tann delt i to. a) Venstre i bildet sees intakt tann, hgyre i bildet sees
kronen delt i to. Bildet illustrerer forskjell pa hvor i tannen pregven hentes ut, mens i realiteten deles
hele tannen i to. b) Seriepraver hentet ut perpendikulert i forhold til retningen prevene hentes ut fra
intakt tann. c) Bulkprgve hentet fra innerste del av emaljen, neermest mulig emalje-dentin-grensen.
Illustrasjon: Marit Irgens Hov

Prgvematerialet kan hentes ut via handholdt drill og tann, men dette gir lav presisjon og
krever et stort kvanta av prgvematerialet [49]. Det kan ogsa hentes ut ved hjelp av fiksert
presisjonsdrill og tann, noe som muliggjer starre presisjon og mindre kvanta av
prgvematerialet [51]. Laser kan ogsa benyttes i stedet for bor, noe som igjen farer til enda
starre presisjon og betydelig mindre kvanta av prevematerialet [58]. Denne teknikken krever
likevel en del forarbeid: tannen ma deles i to longitudinelt og flaten prgvene hentes fra ma
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veere sa flat og rett som mulig. Det er mulig & benytte laser pa en intakt tann, men tannens
kurvatur kan fore til at laseren ikke er tilstrekkelig fokusert og at resultatene blir mindre

ngyaktige [59].

Forbehandling av prgvemateriale fra tann

Det finnes ingen standardisert metode for & hente ut prevemateriale, og heller ikke for
forbehandling av pravene for selve isotopanalysen. Fellestrekkene i de ulike protokollene vi
har funnet er at tannen ma rengjares for jord, tannstein, plakk og annet materiale som ikke er
emalje far pravematerialet kan hentes ut da disse vil kunne kontaminere prgven [50].
Deretter renses emaljepravene i flere omganger med ulike kjemiske Igsninger som beskrevet
nedenfor, for a fjerne stoffer som ikke skal veere med i analysen, eller som kan pavirke data
som hentes ut fra massespektrometri-analysen. Hvorvidt det anses som ngdvendig a fjerne
organisk materiale er omdiskutert. Miller et al [48] fjerner ikke organisk materiale far
uthenting av stabile karbon- og oksygen-isotoper, da de kjemiske lgsningene NaClO og H20>
som ofte benyttes til dette, kan endre de stabile isotopene, samt at fosforsyren som brukes

senere uansett ikke reagerer med det organiske materialet i emaljen.

| litteraturen har vi funnet separate, detaljerte arbeidsbeskrivelser som tar for seg
forbehandling av prevene avhengig av hvilket grunnstoff det skal gjeres isotopanalyse av.

Prosedyrene presenteres her med henvisning til studiene de er hentet fra:

Strontium

Copeland et al [60] forbehandlet pravematerialet for & gjere isotopanalyser av strontium etter
felgende protokoll:
1. Prgven, altsa pulver av emalje, ble utsatt for ultralyd i 30 min
Renset tre ganger med sterilisert vann
Renset med aceton (C3HgO)
Lufttgrket over natten
Pravene ble veid og plassert i 3 ml reagensrgr
Praven ble lgst i 14,3 M salpetersyre (HNO3).
Varmet opp til 120°C
Tarket

© N o g b~ w DN
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9.

Last opp i 3,0 M HNO3

10. Overfart til 3 ml reagensrar med Strontium-spesifikk resin med sterrelse pa 50-100

um i sterilisert vann

11. Vasket flere ganger med 3,0 M HNO>

12. Strontium lgst ut i sterilisert vann og terket

13. Strontium lgst ut i 3% HNO3 fgr massespektrometrianalysen

Karbon og oksygen

Miller et al [48] forbehandlet pravematerialet for a gjere isotopanalyser av karbon og

oksygen etter falgende protokoll:

Forbehandling med eddiksyre:

1.

2
3
4.
5
6
7

Bly

Tilsatte 0,1 M eddiksyre til praven i reagensrar, agiter og la sta i 10 min
Mikrosentifugerte i 2 min
Erstattet eddiksyre med sterilt vann

Mikrosentifugerte i 2 min

. Gjentok erstatning med sterilt vann og mikrosentifugering to ganger til
. Plasserte film med ett hull over reagensrar, lot lufttarke

Frysetarket til all fuktighet er fjernet. Hvis frysetarker ikke er tilgjengelig kan

pravene forsiktig varmes opp til 40° C slik at fuktighet evaporerer.

2 mg av prgvematerialet ble benyttet i massespektrometrianalysen pa grunn av relativt

lav andel karbonat i emalje.

Karbon og Oksygen sine isotopverdier ble malt i form av CO-

Laffoon et al [61] forbehandlet pravematerialet for & gjere isotopanalyser av bly etter

falgende protokoll:

Renset prgven med flere ganger med sterilisert vann, etterfulgt av ultralyd i 5 min
Loste ut praven i 2,0 M HCL med Pb205-U235markar-lgsning med kjent
konsentrasjon

Luftterket

Laste ut preven i 1,0 M HBr
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5. Bly fra pravematerialet ble renset ut ved standard HBr-HNOz kromatografi ved hjelp
av et anion-resin fra Eichrom. Prosessen ble utfert to ganger

6. Bly ble sammen med Silisium-gel og forsforsyre (HsPOa) lagt pa Rhenium-band far
termisk massespektrometri ble utfert

Massespektrometri

Etter at prevene er hentet ut og forbehandlet etter prosedyrene ovenfor, brukes et
massespektrometer for a utfare selve isotopanalysen. Man skiller i hovedsak mellom en
Igsningsbasert metode og en laserbasert metode. Metodene skilles fra hverandre ved maten
man innhenter prgvematerialet fra emaljen, her forklart ved Copeland et al 2008 [60]: Ved
lgsningsbasert massespektrometri borres det i tannen slik at emaljen pulveriseres, og utsettes
sa for ulike kjemiske prosesser hvor man star igjen med et rent produkt som kan benyttes i en
lgsning som sa kjgres gjennom massespektrometeret. Ulempen ved a benytte en lgsning er at
det kreves relativt mye tannsubstans, samt at prgvematerialet kan ikke gjenbrukes. Ved
laserbasert massespektrometri beholdes tannsubstansen intakt, det er en in situ analyse.
Laseren er en del av massespektrometeret og fragmenterer molekylene i emaljen ved bruk av
laser i stedet for bor. Dette er svert substansbesparende da man kun trenger a hente ut en
prave pa 250x750 um. Prgven injiseres i plasma fgr isotopanalysen utfgres i
massespektrometeret. Dette er en relativt rask prosess sammenlignet med lgsningsbasert
analyse. En svakhet ved denne analysemetoden er at strontium ikke males med stor nok
presisjon til at resultatene er statistisk signifikante uten korreksjon. Det er en overlapp
mellom Sr87 og Rb87 i alle isotopanalyser av strontium. Ved lgsningsbasert
massespektrometri fjernes rubidium. Dette er ikke mulig med laser og man ma korrigere
resultatene for mengde rubidium etter den naturlige forekomsten ratioen 87Rb/85Rb har.

Denne er relativt konstant [60].
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Figur 6: Hovedkomponentene i et massespektrometer er prgveinnfgringssystem, ionekilde,

masseanalysator, detektor og et datasystem. Illustrasjon hentet fra «Store norske leksikon» [62].

Den videre prosedyren for massespektrometri er felles for alle metodene; prevene som skal
analyseres gis en elektrisk ladning og brytes opp i fragmenter som det deretter er mulig &
analysere. Molekylene som sendes inn i massespektrometeret splittes i enda mindre deler,
hvor ionene igjen separeres etter deres masse, m, og ladning, z. Forholdet mellom disse kalles
m/z-verdien og avgjer hvordan ionene beveger seg gjennom massespektrometerets elektriske
felt. Hovedkomponentene i et massespektrometer er prgveinnfaringssystem, ionekilde,
masseanalysator, detektor og et datasystem (figur 6). Fglgende skjer med praven som skal

analyseres [62]:

1. En prgve ma omdannes til gass fgr ioniseringen kan forekomme. Dette skjer ved at
molekylet tilfgres energi i akselerasjonsfeltet, som er et elektrostatisk felt. Ofte vil
prgvematerialet befinne seg i tinnkapsler som vil starte & brenne i det elektrostatiske
feltet slik at gass produseres.

2. lonene som na har oppstatt etter ionisering vil ledes i en samlet, skarp strale inn til
masseanalysatoren, der elektriske eller magnetiske felter vil separere ionene ut fra
forskjeller i m/z-verdi. Dette skjer ved en avbgyning i et homogent magnetfelt, og
ionene beveger seg deretter i en sirkelbane mot en detektorplate som sitter bak en
spalte. Hvor de treffer detektorplaten avhenger av radiusen til banen til ionet som
igjen er avhengig av ionets m/z-verdi. Det er kun bestemte ioner som vil treffe
masseanalysatoren, altsa detektoren, pga. spalten som vil stanse de andre ionene.
Dette betyr at massespektret kan innstilles pa hvilke ioner som skal registreres, altsa

detekteres, og leses av i et datasystem.
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3. Itillegg til & bruke magnet-masseanalysator, brukes ogsa elektrostatisk analysator,
slik at ioner med liten forskjell i m/z-verdi kan skilles fra hverandre i detektoren.
Dette kalles dobbelfokuserende eller hgytopplgsende instrumenter.

4. Ved benyttelse av mangekanaldetektorer blir det mulig a detektere flere m/z-verdier

samtidig.

Tolkning av resultatene fra isotopanalysene

Svarene fra massespektrometeranalysen av emaljepravene gir en oversikt over fordelingen av
de ulike isotopene i emaljen. Dette kan samholdes med informasjon om geologisk
sammensetning av berggrunnen i ulike geografiske omrader, siden vi antar at isotopene fra
berggrunnen og jordsmonnet blir tatt opp i maten som dyrkes der. Geologisk er berggrunnen
og topplaget bestaende av forskjellige bergarter og isotoper som falge av sand og stev som
har blitt fraktet med vind og under isbreer. Maten et menneske spiser er ofte hentet inn fra et
starre geografisk omrade bestaende av flere isotop-ratioer. Man kjenner isotopverdiene i
berggrunnen mange steder i verden. Eldre berggrunn midt pa kontinent og yngre nydannet
berggrunn ved undersjgiske tektoniske plateforkastninger har gvre og nedre verdier av isotop-
ratioer. Falgelig vil man ha forskjellige isotopverdier ved forskjellige geografiske omrader

som f.eks. fjelltopper og dalbunner

Uidentifisert lik

Sekundazrmetoder
Skriftanalyse TEk"'s'::::m pa Mitokondrielt DNA

Primarmetoder

Isotopanalyse av
tenner

Sammenligning
med isokart

Mulige geograﬁske
lokalisasjoner i

Mulig identifisering]

oppvekst
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Figur 7: Diagram som demonstrerer at isotopanalyser alene ikke kan gi noen konklusjon om identitet,
men i kombinasjon med mange andre sekundaermetoder (tekniske og taktiske opplysninger som for
eksempel skriftanalyse, mitokondrielt DNA, tekniske spor fra asted, etc.) til sasmmen kan bidra til en
indikasjon pa hvem den avdade er.

Isotopanalyse og geokjemiske kart

Prosjektet “Geochemical Mapping of Agricultural Grazing Land Soil” (GEMAS) har kartlagt
nivaer av metaller og deres isotoper i jordsmonnet i Europa. Isotopnivaene i jordsmonnet i
forskjellige deler av verden tas ved at flere omrader pa 50x50km velges ut i hvert land.
Deretter hentes det ut to jordprever, en fra beitet mark og en fra dyrket mark. Prgvene
analyseres og isotopverdiene bestemmes. Isotopnivaene i jordsmonnet brukes sa til a lage
isokart. Dette er detaljerte kart over isotopnivaene i ulike omrader. Kartene lages ved a
kombinere klassisk romlig statistikk ved hjelp av Krigings metode og GEMAS datasett fra
jordpravene. Krigings metode er en kjent internasjonal interpolasjonsmetode som brukes til
lage et kart som predikerer isotopverdiene i hele landskapet, og ikke bare i de omradene
jordpravene er tatt [63]. Isokartene kan presenteres pedagogisk ved a vise isotopnivaenes
haye og lave verdier i form av farger. For eksempel kan bla farge vise lav forekomst og red
farge vise hgy forekomst av gitte isotoper. Enkelte kart markerer ogsa omradene der
jordpravene er hentet ut slik at man far et inntrykk av hvor stor del av kartet som er et resultat
av regresjonsanalysen, og hvor stor del som er faktiske malte verdier. [63].

Isotopene i berggrunnen og i jordsmonnet er som regel samstemte. Unntak sees i omrader
direkte knyttet til industri, tett bebodde omrader, og omrader der veer og vind pavirker
jordsmonnet. For eksempel pavirkes kystlinjer av mye sjgsprayt, og isbreer og vind barer
med seg stav og jord som ikke ngdvendigvis stemmer med berggrunnen under. Ved variasjon

av isotopnivaer vurderes disse unntakene som mulige forklaring pa variasjonene [63].

26



0.760

—0.755

—0.750

0.745

0.740

-0.735

0.730

—0.725

0.720

-0.715

0.710

0.705

0.700

Figur 8: Isokart som viser sannsynlige isotopverdier av strontium i Europa. Illustrasjonen er hentet fra
Hoogewerff et al. [63].

Omrader som er godt kartlagt og omrader hvor man mangler

informasjon.

Bataille et al [7] har samlet datasett til over 17 000 isotopanalyser av strontium og har laget et
isokart som viser bilde av hele verdens Sr-verdier. Det vil vaere teoretisk mulig a
sammenligne isotopverdier funnet i emaljen til et uidentifisert lik med alle innhentede
isotopverdier i hele verden. Hvorvidt dette er nyttig kan diskuteres da dette er kostbart og det
er store datamengder som skal sammenlignes. En kombinasjon av andre medisinske, tekniske
og/eller taktiske opplysninger, vil imidlertid kunne gi en indikasjon pa hvor i verden man ber
fokusere sgket, ogsa kan man vurdere funnene fra isotopanalysen opp mot mer avgrensede
landomrader. Det varierer ogsa i stor grad hvor god kartleggingen av isotoper har veert i
verden, slik at man i enkelte omrader har stgrre usikkerhet knyttet til bruken av

isotopanalyser.
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Figur 9: Viser kart etter regresjonsanalyse av alle innsamlede data. Med andre ord er dette et kart som

viser forutsigbare isotopverdier av strontium i verden Illustrasjonen er hentet fra Bataille et al. [7].

| fglge Bataille et al [7] er Nord-Amerika og Europa godt kartlagt, og er sapass tettpakket
med data at det pavirker den prediktive verdien til data fra mindre kartlagte omrader. Ved
regresjonsanalysen vil omrader uten innsamlede isotopdata fylles etter hva man matematisk
sett kan anta at isotopverdiene vil vaere der. Godt kartlagte omrader vil pa en mate ha starre
tyngde, og dra prediktive verdier fra mindre kartlagte omrader naermere disse kartlagte
verdiene. Generelt sett er det minst data fra hgyere breddegrader, grken, steppeklima, tropiske
strgk, vatmark og fjellomrader. I tillegg er sakalte kratonske omrader, det vil si gamle, stabile
deler av tektoniske plater og deres sedimentaerbasseng, darlig kartlagt. Disse finnes for det
meste i Afrika, Australia, Canada og Brasil. Det skal riktignok bare noen titalls til hundetalls
isotopanalyser til fra disse omradene for a kunne gi et mye mer ngyaktig prediktivt isokart pa

verdensbasis, sa pa sikt er dette et realistisk mal [7].

Det arbeides fremdeles med & utbedre og kartlegge isokart i verden bade via vannpraver og
jordsmonn. Det er i nyere tid kartlagt data for strontiumisotopene Sr87/Sr86 fra Peru der
omrader med hgyland ble inkludert [8], samt i flere artikler fra Mexico [10, 11]. Det er i
tillegg essensielt for et fremtidig isokart at det er tatt flest mulig prever fra flest mulig
forskjellige steder for a fa frem lokale variasjoner. Man trenger ogsa praver fra ulike lokale
geologiske formasjoner, for eksempel at man har tatt prever fra bade dalbunner og fjelltopper

slik at man dekker alle steder mennesker kan ha oppholdt seg [8]. Flere studier konkluderer
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med at det er store lokale variasjoner, men at hver enkeltstudie er et lite bidrag til et fremtidig
isokart for verden [8, 9]. Bowen et al kommenterer ogsa viktigheten av tverrfaglig og
internasjonalt samarbeid og at store datasett blir ngdvendig for a optimalisere isokart i
fremtiden [64].

Tidligere bruk av isotopanalyser i identifiseringsarbeid

Vi har funnet noen vitenskapelige artikler der konkrete isotopanalyser har veert brukt til
identifiseringsgyemed. For eksempel er oksygen kartlagt via vannprgver fra Mexico, og er
brukt til identifisering av lik ved analyse av blant annet emalje [9, 47]. En av de nyeste
artiklene vi har funnet, er fra Brasil der oksygenisotoper og emaljepragver ble brukt til
identifisering av lik, og studien konkluderer med at isotoper kan brukes innen rettsodontologi
[12]. I Island ble det ogsa gjort en multi-isotop-studie der blant annet strontium, bly og

oksygen ble undersgkt i emalje og brukt til identifisering [31].

| flere artikler kommenteres det at deres prever fra bade berggrunn og drikkevann er en viktig

bidragsyter til & identifisere en person som blir funnet et annet sted enn fadested [8, 9, 46].

Hvor utfgres analysene?

Selve isotopanalysen ma utfares i et laboratorium, som i litteraturen for det meste har vert
knyttet til et universitet. Eksempelvis har NTNU Vitenskapsmuseet/Nasjonallaboratoriet for
datering i Norge mulighet for isotopanalyser av karbon. Dorothy Garrod Laboratory ved
Universitetet i Cambrigde i Storbritannia er et eget laboratorium for isotopanalyse [65, 66].
Florida International University i USA har ogsa eget laboratorium for stabile isotoper, kalt
Stable Isotope Laboratory (SIL), der de analyserer bade karbon, nitrogen, hydrogen og
oksygen [67].

Isokartene kan lages av andre laboratorier basert pa publiserte resultater av isotopanalysene. |
studien fra Bartelink et al [43] er det IsoForensic, et selskap innen arkitektur- og ingenigr-
relatert industri i Salt Lake City i USA, som har utfert bade isotopanalyser og laget isokart

basert pa analysene.
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Isdalskvinnen

Det var store forventninger om at man skulle finne ut mer om Isdalskvinnen hgsten 2016 etter
at flere av tennene hennes fra obduksjonen i 1970 ble funnet frem igjen fra kjelleren pa
Haukeland universitetssykehus. Daverende leder for ID-gruppen i Kripos, Per Angel, hadde
liten tro pa at DNA-profilen ville gi ny informasjon, all den tid man ikke visste mer om hvor
man skulle lete etter hennes slektninger. Derfor ble de, pa den tiden unormale
isotopanalysemetodene, satt i gang pa Folkehelseinstituttet. Har dette gitt resultater og hvor

verdifulle er i sa fall funnene? [68]

| BBCs podcast fra 2018, som ble laget i samarbeid med NRK, forsgker man a finne ut hvem
Isdalskvinnen var ved & ga ut internasjonalt. Bilder av fingeravtrykkene eksisterer fremdeles,
sammen med vevsblokker fra blant annet lever og milt, rentgenbilder samt begge kjever med
flere tilhgrende og bevarte tenner. 1 1970 ble det ikke tatt DNA-prgve av Isdalskvinnen fordi
slik teknologi ikke var utviklet pa den tiden, men dette var mulig a utfere da materialet ble
tatt frem igjen i 2016 [2]. DNA-analyser av nyre og milt ble utfart ved Oslo
Universitetssykehus ved Avdeling for genetisk slektskap og identifisering av Beate
Schegnberger og Marguerethe Stenersen [69]. En slik DNA-profil kan si noe mer om hvor
man kommer fra ved bruk av en utvidet analyse av mitokondrielt DNA. Mitokondrielt DNA
ligger lagret i alle mitokondriene vare, sma elementer i alle kroppens celler, og arvet i sin
helhet fra mor [70]. Vevsblokkene ble derfor sendt videre til det rettsmedisinske institutt ved
Universitetet i Innsbruck i @sterrike. Der kunne Professor Parson bekrefte at Isdalskvinnens

mor er av europeisk opprinnelse [2].

Det ble hentet emaljepraver fra tre av Isdalskvinnens tenner; en tann som ble dannet i
barnearene og to tenner som ble dannet i tenarene. Prgvene ble tatt med til Kripos for
undersgkelse. En kjemiker utfarte isotopanalyser med fokus pa strontium- og
oksygenisotoper. Analysen var teknisk vellykket. Alle de fire isotopene til strontium (Sr84,
Sr86, Sr87 og Sr88) ble pavist i vaesken. Samme analyse ble utfart for oksygenisotoper. De

ga mer informasjon om drikkevannskildene som Isdalskvinnen hadde brukt i oppgitte ar.
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Bruken av isokart for a finne Isdalskvinnens opphav

Resultatene fra isotopanalysen ble sendt og tolket av professor og ekspert pa isotoper Jurian
Hoogewerff ved Universitetet i Canberra, Australia. Analysen ble gjort uavhengig av annen
informasjon i saken om hvor Isdalskvinnen kan veere fra [2]. Vi antar imidlertid at analysen
ble begrenset til et isokart for Europa, selv om det ikke nevnes direkte i BBCs podcast, siden

mitokondrielt DNA som nevnt indikerte at Isdalskvinnens mor var av europeisk opprinnelse.

Hoogewerff vurderte isokart av oksygen og strontium opp mot resultatene fra isotopanalysen,
og kunne dermed finne geografiske omrader med overlappende isotopverdier. Ved a benytte
isotoper fra de spesifikke tenner og omrader i emaljen som beskrevet tidligere i artikkelen,
kunne han slik lage kart over omrader hvor Isdalskvinnen kan ha oppholdt seg i barne- og
ungdomsar. Denne informasjonen ble sa vurdert opp mot all annen tilgjengelig teknisk og

taktisk informasjon [6].

Konklusjonen var at Isdalskvinnen mest sannsynlig hadde oppholdt seg sar-gst i Tyskland
ved ca. 4 ars alder. Nedenfor vises et bilde av isokartet. Dette er gradert i farger etter
sannsynlighet, der mark rgdfarge viser omrader med hgy sannsynlighet og mark blafarge
viser omrader med lav sannsynlighet for at Isdalskvinnen har oppholdt seg ved den gitte

alder.

Sannsynlighet

Figur 10: Isokart over Europa som viser sannsynlig oppholdssted for Isdalskvinnen i barnedrene.
Figuren er hentet fra NRK-artikkelen som omtalte saken [6].
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Kart over hvor Isdalskvinnen kan ha oppholdt seg ved ca. 14 ars alder avviker litt fra kartet
ved 4 ars alder. Isokartet viser at Isdalskvinnen trolig har flyttet pa seg i tenarene, fordi
isotopforholdet i den molaren som ble undersgkt, er forskjellig fra tanna som ble dannet ved
rundt 4 ars alder. | artikkelen star det ikke spesifikt hvilken tann som ble analysert, men
basert pa det vi har leert av a skrive denne oppgaven vil vi anta at det er en visdomstann siden
den oppgitte alderen samsvarer med mineraliseringstid for visdomstenner (ca. 13-14 ars
alder). I isokartet ser vi at det ved Isdalskvinnens 14 ars alder er flere geografiske omrader
som er sannsynlig. Det kreves derfor kombinasjon av ulik teknisk og taktisk informasjon i

tillegg til isotopanalysene for & kunne trekke en slutning [6].

Foto: Kart fra Prof. Jurian Hoogewerff/National |
Centre Forensic Studies/University of Canberra

Figur 11: Isokart over Europa som viser sannsynlig oppholdssted for Isdalskvinnen i ungdomsarene.
Figuren er hentet fra NRK-artikkelen som omtalte saken [6].

For eksempel viste andre taktiske opplysninger om Isdalskvinnen basert pa analyser av skrift
og sprak i hennes notater at hun mest sannsynlig har fatt fransk skriftopplering. Dermed kan
man utelukke Spania og Storbritannia som oppholdssted i barnearene og snevre inn mot

omrader i grensen mellom Frankrike og Tyskland [6].

Begrensninger og feilkilder ved isotopanalyser

Det er flere artikler som i analysene kategoriserer individer i grupper, og skiller derfor ikke
resultatene pa individniva [8, 9, 31, 42]. Eksempelvis skilles det mellom «lokal» eller «ikke-
lokal» («tilflyttende innbyggere»). | studiene analyseres store grupper med uidentifiserte
individer, for eksempel fra en massegrav, men det lages ikke et isokart for hvert individ
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basert pa hver isotopanalyse. | stedet lages et isokart for omradet likene ble funnet i ut fra
prover tatt fra jordsmonnet eller drikkevannet. Isotopanalysesvaret fra hvert individ
sammenlignes videre med isokartet, og individene grupperes ut fra om isotopanalysen
stemmer overens med isokartet eller ikke. Individene som har isotopverdi som stemmer med
isokartet defineres som «lokale» og de andre plasseres i gruppen «ikke-lokale». Med andre
ord finner man ikke ut geografisk opphavssted til hvert individ, og resultatet blir mindre
presist [8, 9, 31, 42].

Det er usikkerhet knyttet til verdien av & analysere oksygenisotoper. Mengden oksygen i
kroppen som er tatt opp via inntak av mat og drikke avhenger av hvor mye man drikker
(spesielt H20), hvilken mat som er spist og energiforbruket til personen. Disse faktorene kan
veere en feilkilde ved bruk av oksygen for & bestemme opphavssted. Som nevnt tidligere i
oppgaven pavirkes ogsa regnvannet av miljget, samtidig som metabolske faktorer som
kroppsstarrelse, helsetilstand, aktivitetsniva, stressniva og mengde vann man har i dietten.
Kulturelle forskjeller er ogsa et gkende problem. Bade forflytning av mennesker, import av
mat og drikke og kulturelle forskjeller i tilberedningsmater kan pavirke isotopmengden av
oksygen i vevet. Alle disse faktorene ma tas i betraktning nar man skal vurdere opphavssted
til et ukjent individ [9].

Vi lever i en globalisert verden i dag. Dette medfgrer at mange mennesker flytter pa seg over
store avstander. Siden tenner dannes i barnearene, er det interessant a se pa hvor stabilt barn
normalt lever. Hvor sannsynlig er det at barn flytter de ferste 18 arene av livet og hvor flytter
de hyppigst? | 2019 utgjorde personer under 18 ar 21,1% av Norges befolkning, ifglge
Statistisk sentralbyra (SSB) [71]. De fleste i befolkningen flytter bare korte avstander og
hyppigst innad i samme kommune. Totalt i 2021 foregikk 64% av flyttinger innad i Norge
innad i samme kommune, som ifglge SSB er vanlig [72]. Fra et rettsodontologisk perspektiv
er dette positivt med tanke pa at isotopverdiene ikke har stor grad av variasjon innenfor sma
omrader. For barn er det imidlertid de yngste barna i aldersgruppen 0-5 ar som flytter mest,
og det er ogsa her tanndannelsen skijer i starst grad [72]. Fra 0-15 ar er nettoinnflytting i
Norge, der man ikke medregner de som flytter innenfor samme fylke, 3621 personer i 2021
0g 4345 personer i 2019. Nettoinnflytting er her definert som all flytting innad i landet og inn
og ut av landet. Altsa vil det veere en del barn som flytter i barnearene, kanskje sapass store

avstander at det kan ha betydning for isotopverdien i tennene, men dette er ikke forsket pa
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[73]. Cavazzuti et al mener barn flytter sapass lite at isotopverdiene i tennene deres derfor

kan regnes som tilnzrmet lik det man finner pa lokalt fgdested [30].

@kende import av mat og en mer globalisert verden er vanskelig a stanse. Dette betyr at
matvarer fra hele verden forflyttes rundt. I Norge i dag er forsyningsgraden bare 40%, som
betyr at vi er helt avhengig av utenlandsk import [74]. Mat fra utlandet betyr ogsa at isotoper
fra opphavssted inkorporeres i for eksempel kornet og grannsakene pa grunn av grunnvannet
og jordsmonnet som brukes for a dyrke frem maten. Dette er ikke et nylig oppdaget problem.
| en studie gjort pa Island [31] fokuserer de blant annet pa diettvaner. Det er overraskende at
det allerede i middelalderen foregikk stor import av varer som mel, vin, salt, eddik og korn
fra Tyskland til Island. De fleste av disse varene ble ikke vanlig a spise fgr pa 1900-tallet for
de fleste folk. Det er usikkert hvor mye import og handel pavirker funnene, men i studien fra
Island ble likevel alle individene bestemt til & veere lokale mennesker fra Island, enten fra
innland eller kysten. Konklusjonen ble basert pa en samlet vurdering av alle fire
grunnstoffene, strontium, oksygen, karbon og bly, som viser viktigheten av multi-isotop-
studier [31].

Vi har funnet flere forskjellige prosedyrer for uthenting av prevemateriale. Det er dermed
ikke konsensus for hvordan en tann skal forbehandles, og metodene kan ikke direkte
sammenlignes med hverandre. Det er usikkert hvilken betydning dette har for resultatene i en
isotopanalyse, og er et felt som trenger mer forskning og standardisering i fremtiden.
Forurensing av prevemateriale kan forekomme i laboratoriet, bade som fglge av
menneskelige feil og som falge av forskjellige prosedyrer. Prgvene som hentes ut veier sa lite
som noen mikrogram, og falgelig vil de veere sarbare for forurensning hvis utstyret som
benyttes ikke rengjares helt far utrensning. Stgv og andre sma partikler kan ogsa kontaminere

prgvene, men i et laboratorium bgr man kunne forvente at disse forholdene er under kontroll.

Til slutt ma det nevnes at isotopanalyser alene har meget begrenset verdi ved identifisering av
et ukjent lik. Saken om Isdalskvinnen har imidlertid vist at det kan vere nyttig a bruke
isotopanalyser av tannemalje for & hente mer informasjon om personen nar primaermetodene
ikke kan benyttes. Det er likevel ikke slik at en isotopanalyse kan gi et endelig svar pa
identitet. Den fungerer mer som en liten brikke i et stort puslespill. Om isotopanalysene skal
ha noen hensikt, er man altsa avhengig av en rekke andre sekundaermetoder for identifisering,
som medisinske, tekniske og/eller taktiske opplysninger. | saken om Isdalskvinnen var mange
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slike metoder allerede gjennomfart, sa der kunne isoptopanalysen bidra til utelukking av

enkelte omrader og bringe oss et godt stykke narmere sannheten om Isdalskvinnen.

Oppsummering

Vi har i denne masteroppgaven forsgkt a belyse en hittil lite brukt teknikk som kan ha stor
verdi innen rettsodontologi. Analyser av isotoper kan gi 0ss ny informasjon som
primaermetodene ikke gjer. Informasjon om opphavssted og flytting i barndom gjar det mulig
a innsnevre identifiseringssgket, og tilleggsinformasjon kan vurderes opp mot geografiske
regioner. Det er uklart hvor mange land som har kartlagt isotopnivaene til de valgte
grunnstoffene samt publisert disse data. Kombinering av resultatene fra isotopanalysene av
flere grunnstoff gir et mer konkret resultat, men er ikke alene nok til a bestemme
opphavssted. Isotopanalyser av emalje kan sammen med andre tekniske og taktiske
opplysninger bidra til identifisering. Internasjonal standardisering av prosedyrer ved
uthenting av prgvematerialer og forbehandling far isotopanalysene utfgres, er gnskelig for &

kunne eliminere feilkilder relatert til prosedyrer i lab.
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Etterord

Vi gnsker a rette en stor takk til major Simen E. Kopperud fra Forsvarets Sanitet (FSAN) for
veiledning og statte. Farsteamanuensis Sigrid I. Kvaal bidro ogsa med gode rad. Forgvrig

fortjener alle geologer og andre forskere som kartlegger isotopverdier verden over ogsa en

stor applaus!
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