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1. UVOD

Analyza chrupu, jako néstroj pfi odhadu v&ku v dob& smrti, je povaZovana za
jednu z nejpfesnéjSich metod, a to jak v détstvi tak v dospélosti. Stanoveni miry
korelace mezi aposici cementu na kofeni zubu a chronologickym vé&kem jedince, je
histologickym vy3etfenim, které bylo inspirovdano pracemi Gustafsona (Gustafson
1950). Je to jedna z metod, jeZ mély ukézat i jiny smér histologického vySetfovéni
involu¢nich zmén zubl, neZ jsou klasické Gustafsonovy metody.

Jedna se o stanoveni pouzivané predev§im ve forenzni antropologii a
v archeologii a je zaleZitosti poslednich p&tadvaceti let. V souCasné forenzni praxi, se
s nim v3ak &asto nesetkdvame, protoZe je, ve srovnéani s jinymi metodami stanoveni
véku, méné propracované. Pfesto existuji i nazory, podloZzené neddvnymi vyzkumy, Ze
hodnoceni cementovych pfirtistkii na kofenech zubil je mozné pouzivat k odhadu véku
s vy8§i spolehlivosti nez jiné morfologické &i histologické kosterni metody (Wittwer-
Backofen 2004). V zasad€ jde o politani pfirtistkovych cementovych linii na povrchu
kofene, podobné pogitani letokruhli u stromii. Na barvenych ¢&i nebarvenych fezech
(nebo vybrusech) jsou viditelné tmavé a svétlé velmi tenké linie, k jejichz odegitani jsou
uzivany svételné mikroskopy. Odhad véku v dobé& smrti &i extrakce zubu, by mél byt
roven po¢tu zjisténych prstencli (jeden prstenec tvofi tmava a svétla linie), k némuz
musi byt pfipo&ten jest¢ primé&rny vek, ve kterém doslo k erupci vysetfovaného zubu.

Velkou vyhodou zmin&né metody je fakt, Ze pro stanoveni po¢tu cementovych
pfirGstki miZeme pouZit také premoldry a molary (Kagerer 2001), které jsou
z klasickych Gustafsonovych hodnoceni uplné€ vylou€eny. Pro ode&et aposi¢nich linii je
nejlépe pouzitelny preparat zhotoveny z apikalni &asti kofene, presnéji, z oblasti v 15 —
45% vzdalenosti od vrcholku kofene, v téchto mistech je vrstva cementu nejsilné;jsi.

Jak jiz bylo fe€eno, metoda hodnoceni apozice cementu astedné Zije ve stinu
ostatnich metod kosterni antropologie, uZzivanych pro odhad v&ku jedince, jakymi jsou
napf.: urovéni podle obliterace lebe€nich $vii, zmé&ny vnitini struktury hlavic dlouhych
kosti, zmé&ny na styénych plochach symfyzy, zm&ny v oblasti k¥iZoky&elniho spojeni,
zmé&ny sternalniho konce Zeber, osifikace §titné chrupavky atd. N&ktefi autofi se jejimu
plnohodnotnému  zac¢lenéni do praxe bréni, a argumentuji tim, Ze naSe znalosti o
problematice aposice cementu jsou jen povrchni a neni pfesné a s jistotou definovéno,

co pozorovatel pocitd. Dale, Ze vrstveni cementu nelze sledovat v celé Sifce, ale jen



v mensich usecich, a tim hodnoceni ztraci na pfesnosti. Pfesto se v3ak vice autorti spise
shoduje na jeji pouZzitelnosti v rozliénych oborech antropologie, forenzni mediciny &i

archeologie neZ na jejim zavrzeni.



Cilem mé diplomové préce bylo:

1. Vypracovani vhodnych metodickych postupii pro zhotovovani histologickych
preparatii nedekalcifikovanych a dekalcifikovanych tvrdych zubnich tkani, v&etné

jejich porovnani.

2. Navrzeni postupu a standardizace podminek pfi odeditdni cementovych aposi¢nich

linii.

3. Zjisténi miry korelace mezi v€kem odhadovanym na zékladé aposice cementu a
skute¢nym chronologickym vékem na recentnim souboru jedincd, pomoci

vypracovaného metodického postupu.



2. TEORETICKA CAST
2.1. URCOVANI VEKU PODLE CHRUPU

Odhad v&ku v dobg& smrti pomoci analyzy chrupu je povaZovan, jak v détstvi tak
v dospélosti, za jedno z nejpfesné&jSich stanoveni, nebot ma relativné blizko ke
skute¢nému, chronologickému véku. V détstvi a béhem dospivani pat¥i k nejvhodn&j$im
indikatortim vyvoj chrupu (Ubelaker 1978), tedy jeho mineralizace a déle, i kdyZ méné
pfesnd, erupce zubll.. V pfipad¢ dospélych jedincii, sukonenym vyvojem chrupu,
s k odhadu v&ku pouzivaji zmény trvalého chrupu, tzv. involu¢ni zmé&ny (Stloukal

1999).

2.1.1. Morfologické zmé&ny zubti

Nejnapadnéj$im znakem postupujictho v&€ku na zubech je jejich opotiebeni,
zmen$eni vy$ky stény zubnich lizek (atrofie alveolu) a konedné& ztrata zubu (Stloukal
1999).

2.1.1.1. Opottebeni zubti (abraze)

K opotfebovéani zubu zafind dochazet bezprostfedné po jeho profezani z désni.
Nejprve jsou obrouseny ostré hrany kousacich ploch, po setfeni skloviny je obnaZen
dentin, a poté dochazi k opotiebovani celé korunky zubu. Zubni abraze je disledkem
celé fady faktorti, znichZz n&které jsou prevazné vysledkem Zivotniho stylu a
metabolickych procesd organizmu. Stupeii abraze se hodnoti pomoci $estibodové
stupnice.

I pfes tvrzeni, Ze zubni abraze vykazuje malou spolehlivost pfi odhadu v&ku
(Pilin 1982), l1ze toto stanoveni pouZzit, zvlast€ pfi nedostatku jinych znakd, jako nastroj
k hrubému tfidéni v€ku na mlady, stfedni a pokrodily. Postupné a podrobné

opotfebovani kousacich ploch zubti v zdvislosti na véku sestavili napf. Lovejoy 1985b.
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Obr. 1 - Stadia abraze zubil horni Celisti s uvedenim pfislusnych v€kovych interval
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Obr. 2 - Stadia abraze zubi dolni &elisti s uvedenim pfislusnych vékovych intervald

(pfevzato a upraveno z Lovejoy 1985b)
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2.1.1.2. Atrofie zubnich ltizek

Se stoupajicim vékem se zvySuje i vzdalenost okraje liZzka od cemento-
sklovinné hranice, dochazi tak k atrofii alveolu. Proces silné koreluje s v€kem, ale je
ovlivnén i chorobnymi zmé&nami, které se stoupajicim vékem C&astéji objevuji (napf.
parodontéza). Patologické zmény jsou na v&€ku nezévislé, a proto vyznam odhadu véku

pfi jejich vyskytu na dentici klesa (Stloukal 1999).

2.1.1.3. Ztrata zubu

Poget chybé&jicich zubli miize poslouzit jako rychld metoda odhadu v&ku, ale
provadét odhad pouze na zékladé¢ tohoto znaku by bylo nevhodné a s vysokou

pravdé€podobnosti velice nepfesné.

2.1.2. Histologické metody

S odhadem vé&ku na zéklad€¢ hodnoceni morfologickych zmé&n zubtli na tenkych
fezech pfisel Gustafson 1950. Hodnotil vyvojové zmény zubli souvisejici s vékem a
jednalo se o abrazi, zmé&ny v uponu dédsné (pokles parodontu), uklddani sekundéarniho
dentinu uvnitf dfefiové dutiny zubu, transparenci kofenového dentinu, aposici
sekundarniho cementu na povrchu kofene a kone&né& resorpci kofenového hrotu. Na
kazdém fezu pfifazoval jednotlivym znaki body a jejich souttem ziskal celkové skore,
které vysoce korelovalo (r = 0,98) se znamym vékem 41 vySetfovanych jedinci.
Gustafsonova metoda je zaloZena na jednoduché linedrni regresi viech $esti znaki
setenych dohromady. Nedostatkem metody v3ak je stejnd vaha viech hodnocenych
znakl, a proto fada autorli na jeho praci navizala a déle ji rozpracovala. Vétina
Gustafsonovych pokraCovatelii vychazi z jeho pivodni tfibodové hodnotici stupnice
zmén tvrdych zubnich tkani, i kdyZ je Casto zpfesfiovana jemné&j$im pllbodovym
délenim.

Nejzndméj$im autorem u nds, ktery rozpracoval Gustafsonovu metodu pro
frontélni zuby je Kilian 1981. Zuby byly pfed hodnocenim zality do tvrdé pryskyfice
(dentacrylu) a nasledn€ vybrouSeny do sagitilniho fezu o sile 100-250 pm
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s rovnob&Zznymi plochami. Na nebarvenych vybrusech byly bodov€ hodnoceny
nésledujici zmé&ny:

= abraze (A)

= upon gingivy (G)

= sekundérni dentin (D)

= sekundarni cement (C)

= resorpce povrchu kofene (R)

= transparence kofenového dentinu (T)

Abraze (A) ————

Pokles G)<
uponu gingivy <

Transparence
koFenoveého dentinu

(T)

Sekund. cerment (C)

Resorpce (R)

Obr. 3 - Involuéni zmény sledované na vybrusech frontdlnich zubi podle Kiliana
(Kilian 1981)
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Obr. 4 — Bodové hodnoceni morfologickych zmén sagitélniho fezu zubem podle Kilidna
(Kilian 1981)

Kazdé z pozorovanych zmén byly pfifazeny body ze stupnice 0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
3,0 a sou€et bodd (y) hodnoceny zub orientatné zafadil do jedné ze tfi vékovych
kategorii, zvlast pro muZe a Zeny. Kazdéa z kategorii obsahovala konstanty, které se
nésledn& dosadily do rovnice pro vypocet véku.

Oviem ani Kilidnova upravend metoda nezohlediiuje vahu jednotlivych zmén. O
napravu se u nas snaZili napt. Pilin a Sturmankin 1987, ktefi ve své préci pisoudili v&tsi
véhu tfem znakdm, a sice atrofii alveolu (P), transparenci (T) a aposici sekundérniho
dentinu (D). Atrofii alveolu (P) nahradili vzdélenost uponu désn€ od cemento —
sklovinné hranice ozna¢ované jako (G). Nejspolehliv&jsich odhadti v€ku je dosahovano
do 35 let vySetfovaného jedince. Tato metoda je ve forenzni praxi b&zn€ uzivéna a
vykazuje velmi dobré vysledky.

Dal3i modifikaci Gustafsonovy metody u nds, byla jeji Gprava pro potfeby
historické antropologie a paleoantropologie autory VIckem a Mrklasem (Vigek 1975).
Ze souboru znakt vyloudili ty, které nelze na historickém kosternim materialu zjistit,
jako jsou tipon gingivy (G) a transparence dentinu (T) a hodnotili tak pouze zbylé &tyfi

znaky.
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2.2. HISTORIE METODY HODNOCENI CEMENTOVYCH APOSIC

Ve svych zagatcich byla metoda vyuZivana pouze k uréovani v€ku u zvifat. Bylo
zjidténo, Ze aposi¢ni linie cementu jsou obzvlast& patrné u savcl se sezénnimi zmé&nami
v pfijmu potravy, coZ bylo pozorovéno napf. u migrujicich tulefit (Mansfield 1960 in
Naylor 1985), hibernujicich medvédi (Free 1966 in Naylor 1985) nebo liek
(Sedlatkova 2005). Béhem dalsich 30 let vyzkumid bylo zminéné metody vyuZito
k uréeni v&€ku mnoha Zivo&idnych druhi (Klevezal 1967).

Prvnim vyuZitim cementu, k odhadu v&ku u lidi, byla mé&feni celkové tloustky
cementové vrstvy na povrchu zubniho kofene (Gustafson 1950). Jednim z prvnich, kdo
aplikoval metodu hodnoceni aposice cementovych linii na lidské zuby byl po&atkem 80.
let Stott 1982. Jeho soubor obsahoval pouze 17 zubti od 3 jedinci (57, 67 a 76 let) a
pro po&itani cementovych pfiristkii pouzival nedekalcifikované pti¢né fezy o tloust'ce
100-150 pum, které zhotovil sériové od hrotu kofene smérem ke kr&ku zubu. Timto
postupem dosdhl vysoké shody mezi odhadovanym a skuteénym vékem jedince.
Navazal na préci fady autord, ktefi tuto metodu s uspéchem pouzivali na sav&ich zubech
(napf.: Marks 1966, Klevezal 1967, Wada 1978 a dal$i). Vychézel z ptedpokladu, Ze
pokud se cementové linie vyskytuji u vech doposud studovanych sav¢&ich rodt, mély
by byt pfitomny také u lidi.

Dalsi technické zdokonaleni metodického postupu (Naylor 1985) vedlo k tomu,
Ze zmifiovand metoda byla, v porovnadni sostatnimi metodami zaloZenymi na
vySetfovani zubl, navrZena jako vyhodné&j$i pro odhad v&ku jedince. Autor tvrdil, Ze
aposi¢ni cementové linie jsou snadno potitatelné u zvifat s pravidelnymi sezénnimi
zménami v pfijmu potravy. V pfipad¢ lidi tomu tak vZdy neni, a tak vypracoval postup
na zhotovovani preparatd, pifi kterém bylo mozné linie odeditat presngji.
Nedekalcifikované zuby krajel na polotenké podélné tfezy (100 pm) a barvil je
krystalovou violeti &i toluidinovou modfi, a poté fotografoval ve svételném mikroskopu.

Zpoc&atku se metoda cementovych linii aplikovala pouze na &erstvé extrahované
zuby, GroBkopf 1989 v3ak prokazal, Ze metoda je pouzitelnd také na historicky kosterni
materidl a Zarové pohiby. Tento zavér potvrdila i fada dal$ich autorti (napf.: Charles
1986, Condon 1986 nebo Lipsinic 1986).

Charles 1986 provedl dikladnou a odbornou analyzu, podloZenou mnoZstvim

laboratornich pokusti, kdy hodnotil soubor 42 mandibuldrnich 3pi¢édkt a prvnich
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premoléri, a metodu pln¢ doporuduje. Demineralizované zuby kréjel na tenké fezy o 7
um, které byly poté nezdvisle hodnoceny dvojici pozorovateli. Zavislost mezi
skutenym vékem a zjist€nym poctem cementovych linif byla signifikantni a navic, jako
jednomu z mdla autord, se jevila siln&j$i u Zen neZ u muzi. Nezdary odptircii tohoto
stanoveni pfi¢itd pouZiti malého zvétSeni pfi odeditani aposi¢nich linii. Zaroveii v3ak
upozoriiuje na skutenost, Ze spolehlivost odhadu neni v priib¢hu Zivota stejna a chyba
vzrista s pfibyvajicim v€kem (napf.: od odchylky 4,5 roku ve 24 letech az po 9,3 roku
v 60 letech), coz plati i v dal§ich metodach stanoveni biologického vé&ku.

Lipsinic 1986 studoval soubor 31 extrahovanych zubii, ze kterych zhotovoval
histologické fezy dekalcifikovanych kofenti o sile 5 um. Byly hodnoceny vzdy dva fezy
z kazdého zubu a to prostiednictvim tfi rtznych pozorovatelli. Primérny pocet
cementovych aposic ze vSech stanoveni, pfi¢teny k v€ku erupce daného zubu,
pfedstavovaly odhadovany vé&k jedince. Tento odhadovany vék vysoce koreloval se
skute¢nym v€kem (r = 0,85) a zavislost byla silnd zejména u jedinci do 30 let.

Pozdgji se metoda odetu cementovych aposic rozsifila i do oblasti forenznich
véd (Jankauskas 2001), pfestoze stdle zustdvaji nevyfeSené né&které problémy
s plnohodnotnou aplikaci metody, pfedev§im do jaké miry miZe byt stanoveni
ovlivnéno zubnimi nemocemi (parodontéza atd.). V tomto sméru nejsou autofi stile za
jedno, napf. GroBkopf 1996 nenasel Zadnou souvislost mezi parodontézou a potem
cementovych linii, zatimco Kagerer 2001 zduraziiuje, Ze tato patologie sniZuje aZ
zastavuje tvorbu cementovych linii na povrchu kofene zubu.

Mezi nejvétsi odplirce zmiflované metody lze zafadit napf.: Lucas 1986 nebo
Miller 1988.

Lucas 1986 provedl studii souboru o po¢tu 41 extrahovanych zubli a ve vysledku
nepodporuje nazor, Ze cementové aposi¢ni linie vznikaji kaZzdoro&né. V jeho vzorku
maji polty zjiSténych cementovych linii tendenci k podhodnocovani skute¢ného
chronologického v&ku jedince, korelaéni koeficient byl nizky.

Miller 1988 provedl rozsahlé hodnoceni souboru 100 extrahovanych zubt, jako reakci
na piekvapivé presné vysledky Stott 1982. Z kazdého zubu zhotovil jeden fez a pouze
71% ezt bylo vhodnych pro ode&itani cementovych linii. Shodu mezi po¢tem aposic a
v€kem v dobe& extrakce zubu oznadil pfinejlep$im za primé&rnou a u osob starich 35 let
za slabou. Celkov€ oznalil metodu vyuZivani cementovych pfirtstkd pro odhad
chronologického v&ku jedince na zaklad¢ regrese jako nevhodnou. Zdiivodné&nim bylo,

Ze cementova vrstva na lidskych zubech je silna jen n&kolik desitek mikrometri, a proto
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se zd4 nepravd€podobné, ze fezy o tloust’ce vice nez 100 pm dovoluji pod svételnym
mikroskopem spolehlivé vy3etfeni. Z tohoto divodu byly zavéry, ke kterym dospél Stott
1982 pro Millera (Miller 1988) velice piekvapivé a zpochybiioval je.

V soutasné dob& je metoda stanoveni cementovych aposic na povrchu kofene
zubu bé&Zn¢ uzivana forenznimi antropology pfedev§im v Né&mecku a daldich

anglosaskych zemich.
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2.3. PUVOD CEMENTOVYCH APOSICNICH LINIi

Vyskyt cementovych aposiénich linii, pozorovany u vice neZ 50 riiznych druhi
savcl po celém svétg, pravdépodobné odréZi pfirozeny metabolicky rytmus, vyvolany
sezénnimi zmé&nami (Wittwer-Backofen 2004). U voln& Zijicich savci koresponduji
svétlé aposiéni cementové linie se zimnim obdobim a tmavé s letnim obdobim.
Predpokladd se, Ze svétlé pruhy jsou na rozdil od tmavych hypomineralizované
(Kagerer 2001). Také Hillson 1996 a Lieberman 1994 vidi priméarni pfi€inu rozdilného
vzhledu tmavych a své&tlych linii cementové vrstvy v mikrostruktufe, konkrétn€ v
odli$né orientaci kolagennich vlaken a v rizném stupni mineralizace (Maat 2006).

Ro&ni cementové prirlstky, pfedstavované stfidajicimi se tmavymi a svétlymi
pruhy, jsou vytvafeny pusobenim parathormonu, ktery je zodpovédny za regulaci
hladiny vapniku v krvi, a vitaminu D, ktery reguluje resorpci vapniku. Oba zmin&éné
faktory mohou ovliviiovat produkci cementovych aposic spole¢né stadou dalSich
chemickych a fyzikalnich vlivi z vné&jsiho prostfedi. T€mito vlivy, které se podileji na
cementogenezi jsou naptiklad: vyZiva, hormonélni cykly, teplota, ultrafialové zafeni,
vlhkost, nadmoftské vyska nebo znecisténi (Lieberman 1994, Kagerer 2001).

Bylo zji$téno, Ze na kaZdoro¢ni produkci cementovych pfirtistkii nemaji témé&f
Zadny vliv kariézni léze, funk&ni poruchy, poruchy okluze, protetickd 1éEba,
hypercementosis ani Zadné dal$i onemocnéni nebo piedesla t&hotenstvi. Ani dalsi
faktory, jako koufeni, konzumace alkoholu nebo ustni hygiena nemaji pfimy vliv na
aposici cementu (Kagerer 2001). Stejn¢ tak provedené studie ukazuji, Ze neexistuje
Zadny statisticky vyznamny vliv pohlavi, typu zubu a vyskytu parodont6zy na kvalitu
odhadu v&ku pomoci metody odeltu cementovych aposic (Wittwer-Backofen 2004).
V ptipad€ studie Kagerer 2001 bylo sice zjidt€no, ze nejmensi odchylku odhadovaného
a skute€ného v€ku vykazuji fezéky, prekvapivé nasledované tfetimi molary, ale ani
v pfipadé 3pi¢éki, premoléri a prvnich a druhych molari nebyla odchylka mezi véky
statisticky signifikantni. Navic, tato studie, diky vysoké korelaci mezi skute€nym a
odhadovanym vé€kem u tfetich molari, op&t popfela tvrzeni, Ze pro formovani
cementovych aposic je nutné funkce Zvykani.

Stale v3ak zlistdivd mnoho nezodpovézenych otézek tykajicich se mechanismu
tvorby cementovych aposi¢nich linii a vlivi na ni. Napfiklad vrstveni cementu se v

ramci jednoho zubu li$i, a je proto nutné zhotovit n&€kolik fezi, aby byl zjidt€n jednotny
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pocet prstencli (Renz 2006). Né&které zuby pfitom produkuji neobvykle vysoky po&et
t&chto vrstev. Déle, Ze zavislost poftu vrstev na v€ku neni pfima4, vétsina autorli pouziva
prumérny v€k erupce jako v&k reprezentujici vznik prvni cementové vrstvy, ale to
nemusi byt vhodné. A v neposledni fadg, Ze biologickd podstava vzniku cementovych

vrstev neni zndma — ,,nikdo neni, co je ve skute¢nosti poéitdno* (Hillson 1996).
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2.4. VYVOJ ZUBU (ODONTOGENEZE)

Vyvoj zubil je dlouhodoby proces zaginajici v 5 .- 6. embryondlnim tydnu a
kon¢i vétsinou po 18. roce Zivota.

Dentice se vyviji postupné, nejprve se profezavaji zuby do€asného chrupu — 2
fezaky, 1 $pi¢ak a 2 doZasné stoli¢ky v kazdé poloving &elisti. Pozdéji se pfidévaji tzv.
zuby doplitkové — 2 stolitky a posléze zuby trvalého chrupu — 2 fezéky, 1 3pitak, 2
tfenové zuby, které nahradi zuby doasné dentice. Nakonec se profezdva posledni
z doplitkovych zubii — tieti stolitka (Cihak 2002).

Vyvoj probihd postupné, nejdfive jsou patrné zubni pupeny v pfednim tseku
mandibuly poté v pfedni &asti maxily a aZz na konec se vyvijeji zuby v distdlnich

oddilech zubnich obloukd.

Proces odontogeneze je rozdélen do n¢kolika fazi (Junqueira 1999):
= vznik zubni lidty
» vznik zubniho pupenu
= vyytvafeni zubniho zarodku
* mineralizace zubu
s profezavani zubu
= resorpce kofenil a nasledné ztrata do¢asného chrupu spojend s vyvojem a

profezdvénim chrupu trvalého
2.4.1. Vznik zubni listy

V 5.-6. tydnu embryondlniho vyvoje za&ina proliferace ektoderméalniho epitelu a
na okraji primitivnich rtd vytvafi ryhy obloukovitého tvaru. Epitel prortstd do
mezenchymového zékladu rtu jako labiogingivalni lita, kterd se pozdgji po celém svém
prib&hu rozdéli na zevni — labidlni &ast, zdklad pro horni a dolni ret a na &ast vnitini —
gingivalni, predstavujici zéklad dasné. Stérbina mezi rtem a désni se prohlubuje a
postupné méni ve vestibulum oris.

Spole¢né s vyvojem labiogingivalni lidty vznikd v primitivni gingivé také liSta
dentogingivalni. Gingivalni epitel této listy pronikd smérem do mezenchymu jako

dentalni lidta — lamina dentalis (Vilimovskd 1993), a stdvad se tak prvnim projevem
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vyvoje zubl. Vytvafi souvislé epitelové pruhy tvaru pismene U, zanofené do

mezenchymu gingivy, které kopiruji zakfiveni Eelisti.

2.4.2. Vznik zubniho pupenu

Koncem 6. tydne se v kazdé ze zubnich lidt vytvofi deset proliferadnich center
v kazdé &elisti, tzv. zubni pupeny, coZ jsou zdklady budouci do¢asné dentice. Jedné se o
vaéky kulovitého tvaru, vristajici do pfilehlého mezenchymu. Epitelovy pruh zajistuje
spojeni s povrchovym epitelem gingivy. Zubni pupeny trvalé dentice se formuji
hluboko v zubni li§t& asi o 4 tydny pozdé&ji nez zubni pupeny doasné dentice. Vyvijeji
se lingvdln€ od zubnich pupenti pro dofasné zuby. Trvalé moldry nemaji Zadné
pfedchiidce v doCasné dentici ,to znamend, Ze jejich pupeny vznikaji z distalnich
vyb&zkii zubnich list. Zubni pupeny trvalé dentice se objevuji pfevazn€ v prub&hu
fetalniho obdobi, zatimco pupeny druhych a tfetich permanentnich molérd vznikaji az

po narozeni (Moore 2002).

a zubni lista b

zubni pupen

|~ _vyvilejici se

T ———— mandibula

faryngového oblouku

Obr. 5 — Nékres sagitalniho fezu vyvijejicimi se Eelistmi (Moore 2002):
a) zaCatek 6. tydne (zformovani zubnich 1it)
b) konec 6. tydne (objevuji se zubni pupeny)

2.4.3. Vytvéreni zubniho zérodku

Zubni pupeny uloZené v zubni lidt¢ prochazi fadou diferencialnich procesi.
Predevsim dochézi k hlubsimu zanofeni do mezenchymu gingivalni listy a na strané&

odvracené od dentélni listy se do epitelové stény zadind vtlatovat kondenzovany
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mezenchym. Invaginaci mezenchymu nabyvé zubni pupen tvaru &epi¢ky. Ektodermova
gast zubniho zdkladu se oznaCuje jako sklovinny orgén a je tedy urena k produkci
zubni skloviny. Vnitini &4st Cepitky je tvofena mezenchymem a tvofi zéklad zubni
pulpy. Sklovinny orgén a zubni papila spoledn& tvofi zubni zérodek. Samotny sklovinny
organ se diferencuje na zevni vrstvu bun&k sklovinného organu tzv. zevni sklovinny
epitel a buiiky tvofici vnitfni vystelku tzv. vnitini sklovinny epitel. Prostor mezi obéma
listy sklovinného organu je vyplnén fidkou epitelovou tkdni zvanou sklovinné
retikulum. S postupnym vyvojem zubniho zarodku dochédzi také ke kondenzaci
mezenchymu kolem zirodku a vytvafi se tak vaskularizovand kapsuldrni struktura
zubniho vaku. Ze zubniho vaku pozdg&ji vznikd cement a systém periodontdlnich
ligament. Zubni lifta, zajidtujici kontakt zubu s ordlnim epitelem, naopak postupné
degeneruje.

Stadium zubni &epiCky prechazi diky vyvoji sklovinného organu do stadia
zvonku. Dochézi k diferenciaci odontoblastii z mezenchymovych bunék pfiléhajicich
k vnitfnimu sklovinnému epitelu. Odontoblasty zahajuji produkci predentinu, ktery se
ukladé t&sn& k epitelu a pozd€j$i mineralizaci (kalcifikaci) se mé&ni v dentin. Vrstva
dentinu roste a odontoblasty se tak posunuji k centru dentdlni papily. Odontoblasty
ziistavaji v dentinu zakotveny pouze prostfednictvim Tomesovych vléken, coZ jsou
tenké cytoplazmatické vyb&zky. Funkce odontoblastli pretrvava po cely Zivot a rostouci
vrstva dentinu zpisobuje zmen3ovéani dfefiové dutiny zubu (Vilimovska 1993). Pod
vrstvou odontoblasti v mezenchymu probihé husta sit’ krevnich kapilér, ktera vyZivuje
sklovinny orgén i samotny mezenchym (tedy budouci zubni pulpu). Buriky vnitfniho
sklovinného epitelu se diferencuji v ameloblasty, produkujici sklovinu ve formé
prizmat, ktera obaluji dentin. Tvorba skloviny i dentinu probihd soucasné. S rostouci
vrstvou dentinu se ameloblasty posouvaji smérem k zevnimu sklovinnému epitelu.
Produkce skloviny i dentinu za¢ind na vrcholu budouci zubni korunky a postupuje
k zubnimu kr&¢ku. Ameloblasty zanikaji po vytvofeni korunky a ta poté ziistdva kryta
pouze zubni kutikulou, jeZ se po profezani zubl trhd. Z mezenchymu zubni papily
vznika rosolovitd zubni dfen, obsahujici bohatou krevni, mizni a nervovou pleten, které
se viak diferencuji aZ po narozeni.

Zubni kofen se zagina formovat pozdgji, kratce pred profezanim korunky zubu.
Zevni a vnitini sklovinny epitel se styké v oblasti zubniho kr&ku, kde vytvafi zahyb, tzv.
epitelovou (Hertwigova) zubni pochvu. Ta vristd do mezenchymu a zahajuje tvorbu

kofene zubu. Odontoblasty, které pfiléhaji t&sn& k epitelové zubni pochvé produkuji
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dentin, ktery je pokratovanim dentinu zubni korunky. Ristem dentinu se dfefiovéa dutina
postupné redukuje aZ na Gzky kofenovy kanalek, kterym prochdzi cévy a nervy.
Mezenchymové buiiky uloZené uvnitf dentdlniho vaku se diferencuji v cementoblasty,
které na povrchu kofene zubu produkuji cement. Pouze v oblasti kréku komunikuji se

sklovinou v linii zvané cemento — sklovinna hranice (Hillson 1996).

2.4.4. Mineralizace zubu

Mineralizace zubl dolasné dentice je zahdjena v 5.- 6. mé&sici prenatilniho
vyvoje a u zubli trvalé dentice za¢ind aZ po narozeni. Mineralizace u obou typii dentice
postupuje podle stejného schématu. V prvni fad€ je vzdy kalcifikovéna korunka zubu, a
to nejprve pouze ve forme& ohrani¢enych mineralizaénich center, kterad postupné splyvaji
v souvislou okluzni plochu. Poté nasleduje mineralizace kréku a kofene. V souvislosti
s ristem zubld a osifikaci &elisti, dochazi k aktivaci zevni buné&né vrstvy dentélniho
vaku a zahajuji tvorbu zubni tkané, kterd kazdy zub obklopuje. Vytvafi se tak zubni
alveoly, ve kterych jsou pevné, ale pruzn&€ ukotveny jednotlivé zuby pomoci
periodontélnich ligament. Vldkna tohoto zav&sného aparatu zubu jsou na jedné strané
uchycena do cementu na kofeni zubu a na druhé stran¢ do kostni tkdné& zubniho alveolu.

Mineralizace zubii patfi k pfednim indik4toriim chronologického véku u déti a
dospivajicich (Stloukal 1999). Této problematice se vé&novala celd fada autort, lze
jmenovat napf. Kominek 1984 nebo Ubelaker 1978. Vyvoj zubu, jeho mineralizace, je
proces geneticky determinovén hypofyzou, a proto jen slabé podléha vliviim zevniho
prostfedi a neni ovliviiovédn ani pfed€asnou ztratou zubl do&asné dentice. Proto existuje
t€sn&j8i vztah mezi chronologickym vé€kem jedince a mineralizaci neZ profezavanim

zubt.

Vyvoj do€asnych i trvalych zubti byl na zaklad¢ rtg snimki rozdélen do né¢kolika
stadii (Junqueira 1999):

- I. stddium: vznik zubniho folikulu

- II. stddium: obdobi potinajici mineralizace, vyskyt mineraliza¢nich center

- III. stddium: vznik souvislé okluzni plochy

- IV. stddium: pocinajici tvorba kofene, ziZeni kréku a vytvofeni spodiny

dretiové dutiny
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- V. stadium: rist kofene, divergence stén kofenového kanalku

- VL. stadium: témé&F definitivni délka kofene, ale paralelni st€ény kofenového
kanalku

- VIL. stadium: definitivni délka kofene s konvergentnimi st¢nami kofenového

kandlku k hrotu kofene

] dentaini papila
D sklovina D dantin a zubni puipa

oraini epitel
a b c
: ./m!mi pupen zubni papila
zubni lista sklovinny organ /
zubni lista
mezenchym
degencrujici 2ubnl liSta
pupen stalého zubu @ sklpvmne
ratikulum
wnitini sklovinny epitel zubni pulpa
zevni sklovinny epitel dentaini papila
dentaini vak
sklovinng
. h retikutum
ordini epite! ;
N ) i
9 dased anatomick4 i

korunka

vistva odontoblastd amelobiasty

zubni puipa

skiovinna prizmata
~— per:ogontiing vazy

arterie dentin —
alveolarni kost pradentin

N

Pl zubni pulpa )
vyvijejici se staly rub vybsdek odontoblasty odontobiasty

Obr. 6 — Schematické nékresy vyvoje fezaku — sagitalni fez (Moore 2002):
a) 6. tyden (objevuje se zubni lista)
b) 7. tyden (z listy vyrtstaji zubni pupeny)
¢) 8. tyden (zubni primordia ve stadiu &epi¢ky)
d) 10. tyden (doZasné zuby ve stadiu zvonku, trvalé zuby ve stadiu pupenu)
e) 14. tyden (pokrocilé stadium zvonku)
f) 28. tyden ( vyviji se sklovina a dentin)
g) 6. mésic po narozeni (profezéni prvniho zubu)
h) 18. mé&sic po narozeni (pIn€ profezany do¢asny zub
a trvaly fezak s dobfe vyvinutou korunkou)
i) prufez dospélym zubem znazorfiujici ameloblasty (produkuji sklovinu)
a odontoblasty (produkuji dentin)
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2.4.5. Profezavani zubu

Profezavani neboli erupce zubl je jednordzovy, Casov€ omezeny d& fizeny
hormony $§titné Zlazy, a narozdil od procesu mineralizace, s moZnosti plisobeni vlivii
z vné&jsiho i vnitfniho prostiedi, coz sniZuje korelaci s chronologickym vékem jedince.

Postupnym prodluZzovanim kofene je korunka tlatena k povrchu a zuby tak
pomalu stoupaji smérem k ustni dutin€. Korunka zubu se profezévéa epitelem ustni
dutiny a sliznice obklopujici korunku se méni v désefi. Erupce do&asné dentice probiha
mezi 6.-24. mé&sicem Zivota a zpravidla je zah4jena profezanim mesidlnich fezaki ve
v€ku 6.-8. mé&sice. Kompletni doCasnd dentice o dvaceti zubech je u zdravych déti
vytvofena do 2. roku Zivota. Trvaly chrup se vyviji podobn¢ jako doCasny, pouze s tim
rozdilem, Ze ziistava v latentni fazi az do 6. roku Zivota a b&hem 6. roku zuby trvalé
dentice zahajuji erupci. Vlivem ristu zubu trvalé dentice je kofen pfisluiného zubu
do¢asné dentice postupné resorbovan &innosti osteoklastli. Tlak vyvijeny riistem zubu
trvalé dentice zespoda napoméha vypaddvani zubld doCasnych. Pfi ztraté zubu docasné
dentice je tento zub tvofen pouze korunkou a zbytkem horni &asti kofene.

Uvoliiovani doasnych zubti z &elisti probiha v pofadi (Perlikova 2006):
= fezdky mezi 5. — 8. rokem
» $pidky mezi 10. — 12. rokem
= stoliCky mezi 10. — 12. rokem

Bé&hem procesu nahrazovéni dofasné dentice trvalou dentici rozli§ujeme i obdobi
tzv. smiSené dentice, coZ je kombinace dofasnych a stilych zubl v rizném stadiu
vyvoje. Obdobi smiSené dentice zatina kolem 5. — 6. roku obvykle profezanim prvniho
stalého molaru a pokra¢uje do 12. — 13. roku.

S ristem kofene je spojeno i prodluZovani alveolarnich vyb&zkd zubi a Celisti se
musi této zmé&né adaptovat. Vysledkem je vyrazné ovlivnéni tvaru obli¢eje (Moore
2002).

Obecné plati, Ze zuby dolni &elisti se profezavaji diive nez zuby horni &elisti a u
déveat dochazi k profezani obvykle dfive neZ u chlapci.

Vzorec profezavani doasné dentice pro Eeskou populaci je: il i2 m1 ¢ m2
Vzorec profezavani trvalé dentice pro ¢eskou populaci je:
* horni &elist: M1 I1 12 (P1 C P2) M2 M3
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= dolni Zelist: (M1 I1) I2 (C P1 P2) M2 M3

Decidualni (dotasnd) dentice
VE&k profezani
Horni &elist (v mé&sicich)
mesiélni fezaky 6. - 8.
lateralni fezaky 9.
$picaky 16. - 20.
prvé molary 12. - 16.
druhé moléry 20. - 30.
Dolni ¢elist
mesialni fezaky 6.
lateralni fezaky 7.
$pi¢aky 16. - 20.
prvé molary 12. - 16.
druhé molary 20. - 30.

Tab. 1 — VE&k profezani zubti do¢asné dentice (Perlikova 2006)

Permanentni (trvald) dentice
VéEk profezani
Horni &elist (v letech)
mesialni fezaky 7.-8.
lateralni fezaky 8.-9.
$pi¢aky 11.-12.
prvé premolary 10. - 11.
druhé premolary 10. - 12.
prvé molary 5.-6.
druhé molary 12. - 13.
tfeti molary 17.-21.
VE&k profezani
Dolni ¢&elist (v letech)
mesialn{ fezaky 6.—-7.
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lateralni fezéky 7.-8.

$picaky 9.-10.
prvé premolary 10. - 12.
druhé premolary 11.-12.

prvé molary 5.-6.
druhé molary 12. - 13.
tfeti molary 17.-21.

Tab. 2 — V&k profezéni zubt trvalé dentice (Perlikova 2006)
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2.5. STAVBA ZUBU

Zub se déli na korunku (corona dentis), prominujici nad rovinu désn€ a kofen
(radix dentis), jeden &i vice, podle typu zubu, uloZeny v kostnim liZzku zvaném alveolus.
Ten je skryt v &elisti a kazdy zub maé sviij vlastni alveolus. Pfechodnd ¢ast mezi
korunkou a kofenem je oznaovéana jako kr&ek (cervix). Korunku zubu je mozné déle
specifikovat na korunku klinickou, viditelnou v ustech jedince, a na anatomickou, jez je
vymezena cemento-sklovinnou hranici. Stejné€ tak kofen dé€lime na klinicky, od apexu
po daseii, a anatomicky od apexu po kréek (cemento-sklovinnou hranici).

Zub je tvofen dvéma typy tkani - tvrdou, coZ je sklovina, dentin a cement a
mé&kkou tkéni, jenZz pfedstavuje zubni pulpa. PfevdZnou <&ast zubu vytvafi
mineralizovany dentin (zubovina) a obklopuje dfefiovou dutinu (cavum pulpae), ktera je
vypln&€na mé&kkou tkéni — zubni dfeni (pulpu). Diefiova dutina za¢ina na apexu kofene
malym otviirkem (foramen apicis dentis), kudy do pulpy vstupuji krevni a lymfatické
cévy a nervy, a pokracuje jako kofenovy kandl (canalis radicis dentis) dale do korunky.
Na povrchu je korunka kryta nejtvrd$im materidlem lidského téla - sklovinou
(emailem) a kofen je pokryt cementem. Misto kontaktu skloviny a dentinu se nazyva
dentino-sklovinnd hranice. Pevnou fixaci zubu v alveolu zajistuji periodontalni
ligamenta, coZ jsou kolagenni vldkna zakotvena v cementu kofene na jedné strané a
v kostni tkani zubniho alveolu na stran¢ druhé (Junqueira 1999).

Mikroskopicka stavba zubl dofasné (deciduélni, priméarni, mlé&né) a stile
(permanentni, sekundarni) dentice se li$i jen minimalng. Z makroskopického hlediska se
odli$i hlavn& na zéklad€ velikosti. Zuby priméarni dentice jsou mens$i s vyrazn&jsim
kré€kem a nizkou korunkou, maji ten&i vrstvu primarniho dentinu a 3ir3i dfefiovou dutinu
v korunce i kofeni. Kofeny zublG primarni dentice jsou oproti kofenim zubi stalé

dentice konvergentngjsi (Cihak 2002).
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Obr. 7 - Sagitalni fez fezdkem (Mazurova 2004)

2.5.1. Dentin (substantia eburnea, zubovina)

Dentin je mineralizovana tkai podobajici se kosti, ale diky vysokému obsahu
vapenatych soli je tvrd$i. Anorganické latky piedstavuji 80 % a organické materidly 20
% obsahu dentinu. Z organické sloZky pfevaznou &ast tvofi kolagenni vldkna typu I,
kterych se stoupajicim v€kem pfibyvd, glykosaminoglykany a z anorganické sloZky jsou
to pfedevsim soli kalcia ve forme& krystalti hydroxyapatitu (pfedstavujici az 70 % suché
hmotnosti).

Organickd matrix dentinu, tedy sekre¢ni granula obsahujici protokolagen a
amorfni hmota, je produkovdna odontoblasty, které lemuji vnitini povrch zubu a
oddéluji jej od drefiové dutiny. Odontoblasty jsou polarizované 3tihlé cylindrické
buiiky produkujici zékladni organickou hmotu pouze na povrchu pfivraceném k dentinu.

Jadro je uloZeno pfi bézi, na opatném pélu buriky. Bunéna téla jsou v horni &asti
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vzijemn& propojena dezmosomy a v cytoplazmé je patrné velké mnoZstvi buné€nych
organel a &etnd sekredni granula s prekurzory predentinu. Odontoblasty také vysilaji
tenké vétvené cytoplazmatické vyb&Zky, které kolmo pronikaji dentinem jako tzv.
Tomesova vldkna. Cytoplazma vyb&Zki obsahuje pouze mikrofilamenta, mikrotubuly a
sekre¢ni granula. Tyto vyb&Zky se ristem dentinu prodluZuji a probihaji v malych
kandlcich (canaliculi dentis), jeZ spolu fidce anastomozuji a na dentino-sklovinné
hranici se bohat& v&tvi. Ukolem Tomesovych vldken je zprostfedkovani latkové vymeény
v dentinu. Na opa¢ném konci kazdého odontoblastu se nachazeji i tzv. bazalni vybézky,
které vybihaji na kratkou vzdalenost do pulpy, kde s vybézky bun&k pulpy (pulpocyty) a

vlakny vaziva tvofi nebun&nou Weilovu zénu (Stevens 2005).

Obr. 8 - Mikrofotografie zubni pulpy (Junqueira 1999, zv&tseni 400x)
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Obr. 9 - Hranice dentinu a pulpy (Mazurova 2004)

Dentin je inervovén prostfednictvim nemyelinizovanych nervovych vldken. Ta
prostupuji mezi odontoblasty, pfes predentin a s Tomesovymi vldkny vstupuji na
kratkou vzdalenost do dentinivych tubull. V tubulech se nervy pfikladaji na Tomesovo
vlakno a vytvareji s nimi spojeni, jakousi obdobu jednoduchych senzitivnich zakonéeni.
Tim je déna citlivost dentinu na vng&j§i podnéty, jako jsou mechanické, tepelné,
chemické a elektrické drazdéni.

Matrix secernovana odontoblasty neni zpo¢atku mineralizovdna a oznaCujeme ji
jako predentin. Mineralizace dentinu je zahdjena aZ vyskytem tzv. matrixovych
vezikuld, obsahujicich jemné krystaly hydroxyapatitu, které rostou a funguji jako
krystalizaéni jadra pro daldi uklddani minerali na kolagennich vldknech. Pon&kud
odlisnym typem je tzv. interglobuldrni dentin, ktery vznikd4 neuplnou kalcifikaci
zékladni hmoty, takZe zde mezi mineralizadnimi loZisky (kalkoglobulemi) pfetrvavaji
okrsky nemineralizované matrix. Oblast interglobuldrniho dentinu se nachdzi pod

sklovinou.
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Obr. 10 - Mikrofotografie fezu vyvijejicim se zubem (Junqueira 1999, zvétseni 350x)

Dentin délime podle zpiisobu a pfi€iny vzniku na 3 typy:

1. primarni — vytvafi se v obdobi vyvoje zubu, kdy je jeho pfiristek pomé&mnég
rychly a formuje tak dfetiovou dutinu

2. sekundarni — je produkovan v dobé&, kdy je zub jiz funk&né& zat€Zovan (tj. od
dotvoreni kofene zubu po celou existenci vitdlniho zubu), pfirtistd pomaleji nez
primérni dentin, takZe zmen3ovani dfefiové dutiny probih4 jiZ jen minimaln&

3. terciarni (ireguldrni, reparativni) — tvofi se jako ochrana zubni dfen¢ v misté
jejitho drézdéni, napt. hlubokym zubnim kazem; je-li jeho tvorba pomala, nelze
jej odlisit od b&Zného dentinu, ale probiha-li tvorba rychle, ma tento typ dentinu

vyrazn€ nepravidelnou strukturu
Oproti kostni tkani, je dentin zachovén jako mineralizovand tkaii i dlouho po zéniku

odontoblasti. Této schopnosti je b&Zn€ vyuZivdno ve stomatologické praxi, kdy je

mozné zachovat zub i pfesto, Ze jeho pulpa a odontoblasty byly zni¢eny infekci.
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2.5.2. Sklovina (substantia adamantina, email)

Jak jiz bylo fe&eno, je sklovina nejtvrd$im materidlem lidského té€la a je rovnéz
nejbohat3i na véapnik. Z 95% je tvofena solemi kalcia (pfedevsim hydroxyapatitu),
z 0,5% je tvofena organickou hmotou (hlavng proteiny — enamelin, amelogenin, kreatin)
a zbytek pfipadé na vodu.

Email vznikd C&innosti bun&k ektodermalniho plivodu, oznalovanymi jako
ameloblasty. Tyto vysoké cylindrické buiiky obsahuji velké mnoZstvi mitochondrii a
drsného endoplazmatického retikula a dobfe vyvinuty Golgiho komplex. Kazdy
ameloblast nese apikalni vyb&Zek zvany Tomestv, ktery obsahuje &etnd sekreéni
granula. V granulech je uloZen protein, tvofici organickou sklovinou matrix, jsou to
pfedevsim amelogeniny a enameliny, jejichZ tloha spoiva pravdépodobné v organizaci
mineralnich komponent skloviny. Sklovina je po celé své tloustce tvofena sloupci
hydroxyapatitu, oznaovanych jako sklovinna prizmata, ktera maji tvar kli¢ové dirky
nebo podkovy a jsou k sob& vazana interprizmatickym emailem. Na povrchu skloviny
vznik4, jako posledni produkt ameloblastl, tenkd vrstvitka prizmatické skloviny tzv.
primarni kutikula. Povrch skloviny déle kryje blanka z organické hmoty cuticula dentis
(Nasmythova membréna), kterd vznikd pfi profezdvani zubu splynutim primdrni a
sekundarni kutikuly (zbytkid redukovaného sklovinného epitelu). Cuticula dentis chybi
na kousacich plochich a velmi snadno se obrusuje, proto ¢asem ziistava jen na krku.
Zde zredukovany sklovinny epitel sriistd s epitelem gingivy a vytvafi t&snici epitelovou
manzetu neboli gingivodentalni uzavéru.

Na dentinosklovinné hranici pfechazeji svazetky krystald hydroxyapatitu
zjedné tkan€ do druhé a tim jedt€ vice zesiluji pevné spojeni. Rovné€Zz jsou zde
vytvofeny typické otisky sklovinnych prizmat v dentinu, tzv. imprese.

Nejsilngjsi sklovinu nachdzime na kousacich plochich az 2,5 mm a nejtenéi v
oblasti kréku zubu, jen 0,1 mm (Mazurova 2004).

2.5.3. Zubni dfeni (pulpa dentis)

Zékladnim vyznamem zubni dfené je zajisténi vitality zubu, tedy zajisténi

vyZivy, inervace a ochrany proti cizorodym a infek&nim ¢&initelim.
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Zubni dfeni vypliiuje diefiovou dutinu, ktera prostupuje celym zubem. Nejsir3i je
dutina v korunce, zde vybiha ve vyb&Zky (cornua pulpae), a odtud pokratuje smérem
dold jako kofenovy kanalek aZ k apexu kofene, kde vyustuje jako foramen apicis dentis.
Z kofenového kanalku vybihaji misty i akcesorni kanalky, které obvykle i samostatné
Gisti na povrch. Tento jev méa vyznam pfedevsim klinicky, protoZe pfispiva ke snazSimu
a rychlejimu vstupu a $ifeni infekce z periodontia do pulpy a naopak. S vékem se
dfefiova dutina zuZuje, pfedev§im kviili nariistu sekundarniho dentinu, dale se redukuji
rohy dfen& a zuZuje se vyusténi kofenového kanalku. Jeho pfipadné Uplné uzavieni by
zpusobilo zastavu pritoku krve, nekr6zu pulpy a tim odumfeni zubu.

Dfeti zubu je sloZena z fidkého rosolovitého vaziva a obecné ji lze rozdélit na
buné€nou ¢&ast a matrix. Bun&nou slozku pfedstavuji fibroblasty (pulpocyty),
odontoblasty a bloudivé buiiky. Matrix je tvofena retikuldrnimi a kolagennimi vldkny a
velkym mnoZstvim amorfni hmoty. Mikroskopicka struktura pulpy se méni s v€kem a to
tak, Ze pfibyva kolagennich vldken a ubyva amorfni hmoty, vazivo se tak stava hustSim.
Zubni dfeii délime na zevni a vnitfni vrstvu. Zevni vrstvu je$t€¢ déle diferencujeme na
tzv. Weilovu z6nu (stratum subodontoblasticum) a na &ast tvofenou bipolarnimi
buiikami (fibroblasty). Vnitini vrstva obsahuje hvézdicovité fibroblasty, bloudivé buiiky
(to jsou napt. histiocyty, lymfocyty, plasmatické buriky ¢i nediferencované buriky) a
vlékna retikularni a kolagenni (Mazurova 2004).

Cévni zasobeni je zajidténo 2 — 10 malymi arteriolami, které vstupuji do pulpy
pfes foramen apicis dentis z periodontia a v oblasti korunky na urovni Weilovy zény
vytvéfeji bohatou pletef, tzv. subodontoblasticky kapildrni plexus, zasahujici aZ mezi
odontoblasty. Odtok krve se d&je pfes venuly do 1 &i vice menSich Zil a opét pies
kofenovy kanélek do zil periodontia. Inervace je zajisténa myelinizovanymi vlakny,
které ztraceji myelinovou pochvu pfed vstupem do Weilovy zény a dale vlakny
nemyelinizovanymi vazomotorickymi. Nervova vlakna ztracejici myelinovou pochvu
pronikaji &aste¢n€ az do dentinovych kandlkd. Tato vldkna jsou velmi citlivd na bolest
(Junqueira 1999).

-33-



2.5.4. Pomocné struktury zubu

Jedna se o struktury podilejici se na fixaci zubu v &elistech a jsou to dase,
alveolus, cement a periodontium (tzv. periodontélni ligamenta, ozubice). Tento zdv€sny
aparat je souhrnné ozna€ovan jako parodont.

Jeho funkce spo&iva v zavéSeni zubu v alveolu a vyrovnavani sil, které na néj
plsobi, pfedev§im pfi kouséni. Dale chrani cévy a nervy, vstupujici do zubu pies
foramen apicis dentis, pfed stlaenim. Je také zdrojem nediferencovanych bunék, které
se (po dokon&eni diferenciace) podileji na obnove a prestavbé periodontia a alveolarni
kosti. PFi déletrvajicich zmé&nach zatizeni zubu, dochézi k pfestavb& periodontia i
alveolu, a tim ke zm&nam v postaveni zubti (Mazurova 2004). Této plasticity alveolarni

kosti se vyuZiva v ortodoncii.

2.5.4.1. Cement (substantia ossea)

Tato mineralizovana tkan pokryvd vné&j$i povrch kofene, kde kryje vyusténi
dentinovych kanélkd. Funkce cementové vrstvy spolivd v ukotveni periodontdlnich
Sharpeyovych ligament, a proto je také soucasti parodontu.

Tlou$tka cementové vrstvy je vysoce variabilni, u dospélych jedinci miize
dosahovat 100 — 200 pm ve stfedni &4sti kofene a aZz 500 — 600 pm na apexu kofene.
Tloustka cementové vrstvy roste s v€kem, proto maji neprofezané zuby mladych
jedinct vrstvu pouze okolo 10 — 20 pm silnou.

Cement m4, stejné jako dentin, strukturu podobnou kosti, a je tak moZné rozlisit
buné&nou sloZzku a mezibuné&nou hmotu.

Buné&&na sloZka je pfedstavovana cementoblasty a cementocyty. Cementoblasty
jsou uloZeny mezi periodontdlnimi ligamenty blizko vyvijejictho se povrchu
precementu. Maji riiznou velikost, tvar a orientaci, ale na svém povrchu vzdy maji malé
paprskovité vyb&zky sméfujici k cementu. Produkuji nemineralizovanou matrix —
cementoid (jedna se o kolagenni vldkna a amorfni hmotu), ktera je postupné po vrstvich
mineralizovédna, a davd tak vzniknout aceluldrnimu cementu. Cementocyty jsou
v podstaté cementoblasty, které byly zavzaty do tvofici se precementové matrix a jsou
uloZeny v dutinkdch neboli lakunich. Maji vyb&zky sméfujici pfevazn€é k povrchu
cementu, odkud &erpaji Ziviny. Buné&né vyb&zky prochdzeji skrze canaliculi, které
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nepravideln& prochazeji cementem a misty vstupuji do sousednich lakun. Cementocyty,
uloZené hloubgji pod povrchem cementu, jsou stile mén€ vyZivovany a stavaji se tak
ménég aktivni, nejhloubg&ji uloZzené lakuny jiZ obsahuji pouze neZivé cementocyty. Do
buné&&né slozky cementu Ize zahrnout také fibroblasty, které jsou zodpové&dné za tvorbu
a resorpci kolagennich vldken periodontalnich ligament (Hillson 1996), a déle
odontoklasty resorbujici cement a dentin kofene (obdobné jako osteoklasty v kostni
tkani).

Mezibunéénou hmotu cementu lze dale rozdélit na organickou matrix a
mineralni sloZku. Organickd matrix pfedstavuje 24 — 26 % cementu a je tvofena
pfevéZn€ kolagennimi vldkny dvou typl. Kolagenni vlédkna typu I (vné&jdi) pochézeji
z periodontélnich ligament. Maji rliznou velikost i tvar, ale spole¢nym znakem je jejich
typicky kulaty aZ ovélny tvar na prifezu. V priméru maji 6 — 12 pm a pronikaji do
cementu pod velkym uhlem. Kolagenni vldkna typu II (vnitini) jsou produkovana
cementoblasty a leZi rovnob&zné s tvoficim se povrchem precementu. Vldkna jsou maléd
s primérem 1 — 2 um a vyskytuji se pfevazn€ v kombinaci s vldkny typu 1. Nekolagenni
slozka organické matrix cementu je oznafovéana jako zékladni hmota (stejn€é jako u
dentinu ¢&i kosti), je amorfni, ale barvitelnd riznymi kyselymi histologickymi barvivy.
Minerélni slozku cementu tvofi krystaly hydroxyapatitu a kalcifikuji mezibun&nou
hmotu i kolagenni vlakna.

Kolagenni vlédkna v periodontélnich ligamentech maji velmi rychlou obménu,
kterd je reakci na dynamické zmény v mechanickych silaich periodontia. Spojeni
kolagennich vldken s kofenem zubu se neustdle mé&ni, proto je cement tvofen a ukladan
v priib&hu celého Zivota.

Kofenovy cement je klasifikovén na tfi typy, a sice podle slozek, jenZ obsahuje.
MiiZe, ale nemusi obsahovat cementocyty a kolagenni vlédkna, a to jak vnitini (typ II),
tak vné&jsi (typ I) nebo jejich kombinaci (Bosshardt 1997):

= acelularni afibrilarni cement
* acelularni cement s vn&j$imi kolagennimi vldkny

= celulédrni cement s vnitfnimi kolagennimi vldkny

Acelularni fibrilarni cement (acellular afibrillar cementum) pokryvad malou oblast
skloviny podél cemento-sklovinné hranice. Je tvofen mineralizovanou matrix a
neobsahuje Zzadnd kolagenni vldkna, coZ napovidd, Ze se nijak new&astni spojeni

s ligamenty parodontu.
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Acelularni cement s vné&j$imi kolagennimi vldkny (acellular extrinsic fiber
cementum = AEFC) se nachézi pfevaZzné na cervikdlni a stfedni &asti kofene. U
frontalnich zubi miZe pokryvat také apikalni &ast kofene. Slouzi jako kotva zubu
v alveoldrni dutin€. AEFC podstupuje aposi¢ni rist vedouci ke vzniku vrstvy
stfidajicich se tmavych a svétlych pruhi, viditelnych na histologickych fezech (Kagerer
2001).

Celuldrni cement s vnitfnimi kolagennimi vlakny (cellular intrinsic fiber cementum)
zpotatku se uklada na povrchu kofene v mistech, kde neni vytvofen AEFC, coZ se miize
vyskytnout v apikalni ¢asti a v mist& furkace kofenti. Tento typ cementu pferista vrstvy
AEFC a naopak a vytvéafeji smiSeny cement, oznalovany jako celuldrni smiSeny
vrstevnaty cement (cellular mixed stratified cementum).

Dal$i podobnosti kostni tkan€ a cementu, je jeho reakce na mechanickou z4téz.
Cement miiZe byt remodelovéan spolednou &innosti odontoklastl (zajist'ujicich resorpci)
a cementoblastil (produkujicich novou cementovou tkail), v zavislosti na povaze zatéze.
Stala tvorba cementu kompenzuje riistové zmény, kterymi zub normalné€ prochézi. U
n€kterych jedinct se v3ak zuby vyznaduji masivni nadprodukci cementu, zndmou jako
hypercementosis (Hillson 1996). Jejim disledkem jsou zdufelé a nepravidelné vypouklé
kofeny. Pokud se tato porucha objevi u né€kolika kofenid vicekofenovych zubid, muze
dojit aZ k jejich spojeni do jednolit¢ masy. Pfi¢ina tohoto defektu je neznama, ale je
nepravdépodobné, Ze by souvisela s nadmé&rnym opotifebenim nebo okluzi zubti, protoze
hypercementosis byla pozorovéna také u neprofezanych zubii.

Cement neobsahuje nervy ani cévy, vyZiva probihd diftizi z cév periodontia.

2.5.4.2. Periodontélni ligamenta (periodontium, periodont)

Periodontélni vazy (Sharpeyovy vazy) jsou tvofeny specidlni hustou vazivovou
tkani a je moZné je rozdé&lit na dveé skupiny. Prvni skupina se nazyvé gingivalni a fadime
do ni vazy slouZici k upevnéni gingivy k zubu v oblasti kr¢ku. Konkrétné to jsou vldkna
dentogingivalni (volna ¢&i ukotvend), kteréd jdou radidln€ z cementu kréku zubu do volné
a pfipoutané gingivy. Dale vldkna cirkularni, obkruzujici kréek zubu a leZici ve volné
gingiv&. A posledni jsou transseptalni vlakna, spojujici kréky sousednich zubi. Druhd
skupina je dentoalveoldrni a zahrnuje vazy probihajici z cementu kofene zubu do
alveolarni kosti. Jedna se o vldkna hfebenova, horizontélni, §ikm4, apikalni, pfipadné

také interradikuldrni. Sou¢ésti zavésného aparatu zubu jsou rovnéz malé intersticidlni
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prostory mezi vazy. Jsou vyplnény fidkym kolagennim vazivem a velkym mnoZstvim
mezibun&&né hmoty a nediferencovanych mezenchymovych (progenitorovych) bunék,
které se podle potfeby diferencuji v osteoblasty &i osteoklasty (Mazurova 2004).
V malém mnoZstvi se zde nachdzeji také histiocyty, lymfocyty a plazmatické buriky.
V dospélosti jsou zde patrnd i tzv. intermediarni vlakna, jeZ se upinaji pouze na jedné
stran&, bud’ do cementu nebo do alveolu, a pravdépodobné funguji jako zasobni vlékna,
zapojujici se pouze do pfestavby periodontia pfi zmé&né&nych funk&nich pozadavcich.

Diky tomuto pomé&rné sloZitému zav€snému systému je zubu dovolen jen
minimalni pohyb. Navic jsou vldkna periodontu uspotfddéana tak, aby podporovala sily
vznikajici pfi Zvykani.

Kolagen periodontélnich ligament mé rychlou obménu proteinii a velky podil
rozpustného kolagenu, coZ ma sva rizika. Faktory, které ovliviiuji syntézu proteinii a
kolagenu, jako jsou napf. nedostatek bilkovin nebo vitaminu C (tzv. kurdé&je), vedou
k atrofii periodontélnich vazt. Disledkem je uvoliiovani zubil v alveolech a v krajnim

pfipad€ i jeho vypadnuti. Této plasticity periodontu je vyuZivano v ortodontickych
zékrocich, kdy lze doséhnout zasadni zmé&ny v postaveni zubi v &elisti.
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Obr. 11 — Typy periodonalnich vazii (Mazurova 2004)
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2.5.4.3. Alveolus (zubni liizko)

Alveolarni kost je v neustdlém kontaktu s periodontalnimi vazy. Na povrchu je
tvofena kompaktni kosti (fibrildrni kosti nezralého typu) a uvnitf spongiosou. Vnitfni
povrch liZka je lemovéan ploténkou kosti, do které se upinaji periodontalni vazy.
Alveolarni kost mé velkou schopnost pfestavby, &ehoZ se hojné vyuZivé v ortodoncii.
Jednotlivé alveoly jsou oddéleny interalveoldrnimi septy, u vicekofenovych zubl

vyrustaji ze dna alveolu mezikofenova septa (Mazurova 2004).

Zéna stiadeaf ¢ B

Zéna tahu
novotvoiens kost

resorpee kosti {77 (93

Obr. 12 - Obrazek ptestavby alveolarni kosti (Mazurova 2004)

2.5.4.4. Déseii (gingiva) a gingivodentalni uzévéra

Déseii je sliznice dutiny dstni, kterd kryje povrch alveolarniho vyb&Zku a je
pevn€ uchycend k periostu &elisti. Déseii tvofi vrstevnaty dlaZdicovy epitel a &etné
vazivové papily.

Gingivodentalni uzévéra je pevné spojeni epitelu gingivy se sklovinou nebo
cementem v oblasti kr¢ku zubu. Epitel je pfipevnén k zubni skloving diky kutikule,

ktera pfipomind zesilenou bazalni laminu a vytvéfi tzv. Gottlieblv epitelovy tipon. Mezi
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epitelem a sklovinou je vytvoren gingivalni Zlabek (sulcus) a ve form& mélké brazdicky
obkruZuje korunku.

Funkci uzavé€ry je branit pronikani slin, toxind, bakterii, ¢astic potravy atd.
z gingivalniho Zlabku do periodontia. Poskozeni tohoto spojeni (mechanické nebo
infekci), miZe vést k zan&tu ddsné¢ a? periodontia a v krajnim ptFipad®, skon&it
vypadnutim zubu. Také €asto dochazi k procesu tzv. gingivalni recese, coZ je sestup

epitelové manZety a nasledné obnaZeni kréku (Mazurova 2004).
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2.6. ZNACENI ZUBU

Existuje n€kolik zptsobii znadeni zubil. Zakladem je v3ak rozdéleni chrupu na 4
kvadranty, pfiéemz hranicemi mezi nimi jsou rovina okluze a rovina sagitélni.

Asi nejjednodusdim zplisobem zna&eni je pouZiti zubniho schématu tzv. zubniho
kiize, kdy vychazime z pfedstavy, Ze pacient je obracen &elem k ndm a zuby jeho pravé

poloviny chrupu jsou zapisovany do zubniho schématu vlevo a naopak.

pravy horni kvadrant I levy horni kvadrant

pravy dolni kvadrant | levy dolni kvadrant

Nejpouzivanéj$i formou znaCeni zubl, kterd je také doporuCovana WHO, je
dvojéiselny FDI systém (tzv. two-digit systém). Jedna se o dvoj¢iselné zna€eni kazdého
zubu, kde prvni &islo oznaluje kvadrant, u stdlého chrupu &isla 1 — 4, u do€asného

chrupu 5 — 8, a druhé uvadi ¢&islo pfisluiného zubu.

pt.:

16 = staly horni pravy prvni molar

38 = staly dolni levy tfeti molar

Zuby stélého chrupu se zna&i pomoci arabskych &islic:

1 = mesialni fezak
2 = lateralni fezak
3 = §picak

4 = prvni premolér
5 = druhy premolar
6 = prvni molar

7 = druhy molar

8 = tfeti molar
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Ke znac&eni zubil se pouZiva také pismenna forma v kombinaci s ¢islem. Pismeno
znadi typ zubu a &islo udéva jeho pozici (pofadi) v ramci daného typu. U do€asné
dentice se pouzivaji mala pismena (i, ¢, m) u trvalé dentice velka pismena (I, C, P, M) a
doplni se orientace. Lze pouzit také index pf.: dolni levy M1 =levy M, .

Trvala dentice:

I = dentes incisivi = fezakY .........cccoviiiniiiiininiiinininnnnn 11,12

C =dentes canini = $piCaKY........ccoveviveiiiiiiiniiiieninennn. C

P = dentes praemolares = premolary (zuby tfenové) ......... P1, P2

M = dentes molares = molary (stoli€ky) ........ccceevuvnennnnn. M1, M2, M3

Docasné dentice:

T=HEZAKY ..o il,i2
C=8PICAKY . oot e c
11 I 11 10) 1 o PP ml, m2

Pro zuby do&asné dentice lze pouzit také fimské Cislice:
I=il
I=i2
Ml=c
IV =ml
V=m2
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2.7. METODICKY POSTUP HISTOLOGICKEHO ZPRACOVANI
TVRDYCH TKANI

Metoda odhadu v&ku na zaklad& aposi¢nich linii cementu na kofeni zubu, je
stanovenim histologickym, proto se i metodicky postup shoduje s klasickymi postupy
zpracovavani tvrdych tkani. Témito klasickymi postupy jsou demineralizace, tedy
zbaveni tkan& velkého mnoZstvi minerélnich soli, jenZ obsahuji, dale technika vybrusu
(Wolf 1940) a v neposledni fadé pfimé krajeni nedemineralizované tvrdé tkdné pomoci
diamantovych nozd. Mezi tvrdé tkan& patfi kromé& zubt také kosti, kostni nadory nebo

zvapenatélé vazivo.

2.7.1. Demineralizace (dekalcifikace, odvaprniovani)

Z minerélnich soli, které tvrdé tkané€ ve velkém mnoZstvi obsahuji, se nejéastéji
jedna o soli vapenaté, proto termin dekalcifikace.

Odvéapnéni spoliva v rozpusténi minerdlnich soli G¢inkem zfedénych kyselin,
které prevedou nerozpustné soli v soli rozpustné ve vodé a pifejdou tak do roztoku
(Vacek 1988).

Pfi odvapiiovani tkan€ je dileZité dodrzet nékolik pravidel:

= tkan musi byt fixovéna, protoZe pfi nedostatedné fixaci miize dojit k poskozeni
tkan& dekalcifikagni tekutinou

= dikladné vyprani tkané po fixaci v etanolu nebo ve vodé, zalezi na druhu fixaéni
tekutiny

= odvapnéni tkan€ musi byt rychlé, je proto nutné pouZit dostatetné mnoZstvi
dekalcifika&ni tekutiny, ktera je pravidelng, nejméné jednou denné vyméiiovana

s dokonalé odstranéni dekalcifikatni tekutiny ztkdn€ vypranim v roztoku

anorganické soli nebo ve vodg, podle typu dekalcifikaéni tekutiny

Fixace tkan€ je rychld denaturace cytoplazmatickych bilkovin bun&k a tkani,
které zabrani autolyze tkané, ale je zaroveil Setrnd a zachovavajici strukturu tkan& co
nejvice podobnou struktufe Zivé tkdné. Idealni fixa¢ni prostfedek, ktery by strukturu
tkdn€¢ vibec neovliviioval neni znam. B&hem fixace vzdy dochazi ke strukturnim

zmé&nam, jako jsou smr3téni tkdn€ nebo vznik riznych artefaktii. Fixace rovnéZ nesmi
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poru3ovat barvitelnost tkan&. Fixaéni tekutina musi do tkdn& pronikat rychle, aby doslo
k rovnomé&mému profixovani celého tkatiového vzorku. PouZivané fixacni prostfedky
1ze rozdélit na chemické a fyzikélni. Nejéastéji pouzivanym chemickym fixativem je
10% nebo 20 % formol (formalin) pfipravovany fedénim 40 % formaldehydu. Tkén se
ve formolu fixuje 24 — 44 hodin, samozfejmé& zaleZi na velikosti tkatiového blo¢ku, ale
mizZe trvat i déle, aniz by doslo k pfefixovani. Formol do tkan€ pronika rychle, dobfe
zachovava barvitelnost tkané a vyborn& konzervuje. Uréitou nevyhodou je moZnost
zplsobeni zbobtnani tkan€ (Vacek 1988). Po fixaci se tkaii pfenasi bud’ p¥imo do 70 %
etanolu nebo se propira 2 — 4 hodiny v tekouci vode¢.

Doba trvéani dekalcifikace je riiznd a zdvisi pfedevsim na velikosti tkafového
blo¢ku a na druhu dekalcifika¢ni tekutiny. Spravny stupeil odvapnéni pozndme nejlépe
nafiznutim tkan& skalpelem nebo vbodnutim preparaéni jehly. Odvépnénou tkéd lze
krajet na zmrazovacim mikrotomu (kryomikrotomu) nebo po =zaliti do vhodného
zalévaciho média na rotaénim &i saftkovém mikrotomu. Tkéan zalitou do parafinu je
nutné pfed vlastnim barvenim odparafinovat.

K dekalcifikaci tvrdé tkané se nejCast&ji pouzivaji 5 % kyselina dusi¢na, 5 %
kyselina trichloroctovd, kyselina mravenéi nebo EDTA (ethylendiamintetraoctova
kyselina, Chelaton III) ¢&i jeji soli. Odvapiiovani kyselinami je pomémé rychlé,
nevyhodou v3ak je silnd kyselost dekalcifikatni tekutiny, kterd miZe zpusobit, pfi
delsim odvépiiovani, sniZzeni barvitelnosti tkédn& hlavné bun&&nych jader. Tato
nevyhoda odpada pfi dekalcifikaci prostfednictvim EDTA, jehoZ podstatou je schopnost
vézat kalcium a magnézium v podobe& vysoce rozpustnych komplexnich soli. Nejlépe se
hodi Chelaton III (Vacek 1988), jeho pouziti je k tkani Setrné a zlistdva zachovana také
barvitelnost tkdn€. Doba odvapnéni s pouzitim EDTA se odviji od typu tkan& a
v pfipad¢ zubni tkan& se pohybuje v rozmezi n€kolika tydnii. Po skon&eni odvapnéni je
nutné tkan vyprat v tekouci vod€ po dobu 24 hodin.

2.7.2. Zhotovovani vybrusi

Vybrusy jsou tenké ploténky z tvrdé tkan& zhotovené postupnym vybrudovanim.
Pfipravuji se z materialu &erstvého i fixovaného a postup je pom&rné jednoduchy.
Z tvrdé nedekalcifikované tkan& se vyfizne pilkou nebo brusnym kotouckem

tenka ploténka o sile n€kolika milimetrl, kterd se postupn& brousi na stale jemné&jsich
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brusnych papirech, nakonec s poZitim brusnych past, aZ na vyslednou velmi tenkou
ploténku silnou cca 30 pm. Ploténky se pfi brouseni svlaZuji vodou a k brusnému papiru
se pfitladuji prstem &i jinou pomickou, napf. korkovou zitkou. Tloustku vybrusu je
moZné kontrolovat posuvnym méfidlem.

Tenké vybrusy pfi brouseni praskaji, proto je dobré je pfed samotnym
vybrudovanim zalit do um&Ié pryskyfice, 1ze pouZit napt.: metylmetakrylové pryskyfice
— dentacryl, epoxidové pryskyfice — epon, biodur. Pryskyfice biodur, vytvofend Von
Hagensem (1979), je nejvhodn&jsim médiem, protoze vytvéfi minimum artefakti. Zato
zalévani touto pryskyfici, je v porovnani s jinymi médii ¢asové naro&n&j$im procesem
(Schultz 2001).

Vysledné vybrusy je moZné barvit histologickymi barvivy. Toto barveni se
provadi z divodd kvalitn&jdiho odliSeni jednotlivych struktur pfi pozorovéni
v mikroskopu. Princip barveni spo&iva ve specifickém navéazani histologického barviva
jen na urgité slozky bun&k nebo extraceluldrni matrix. Pro obarveni preparétli je mozné
pouzit celou fadu kyselych a bazickych barviv, napf. eosin, coZ je syntetické kyselé
barvivo, ktery specificky barvi jen bazické ¢asti bun&k, tedy cytoplazmatické proteiny a
vysledkem je Cervené zabarveni. Déle hematoxylin, jako bazické barvivo barvici
nukleoproteiny modrofialov€. Lze pouzit také toluidinovou modf nebo alizarinovou
Cervell. Barviva jsou rozpustnd ve vod¢ nebo v etanolu, proto je nezbytné vybrus
pfevést do stejného rozpustidla, samozfejm& az po odstranéni zalévaciho média, ve

kterém je vybrus zalit.
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3. METODIKA A MATERIAL

3.1. METODIKA

V predkladané diplomové praci byly vyzkoudeny oba metodické postupy
zhotovovani histologickych preparati z lidskych zubl. Byla zkou$ena jak metoda
zhotovovéni vybrusii zublG v kombinaci s riznymi druhy histologickych barviv, tak
metoda dekalcifikace zubni tkan& a jeji nasledné zaliti do parafinu podobného
zalévaciho média — Paraplastu X-TRA ® .

V ramci pfipravné faze diplomové préce, byly ob& metody testovany na nékolika
zkudebnich vzorcich, nezahrnutych ve vy3etfovaném souboru, a nasledn€ srovnavény
z riznych hledisek (kvalita vyslednych preparétl, prakti¢nost metody, technickd a
Casové naro¢nost, atd.). Na zéklad¢ t&chto vysledkl byla vybrana ta metodika, ktera se

jevila jako vhodné&jsi pro vysetfovany soubor.

3.1.1. Metodika zhotovovani vybrusi

Vypracovany postup byl rozdé&len do nasledujicich 6 etap:

1) Fixace tkané
K fixaci zubti bylo pouzito 10 % formolu po dobu 48 hodin, aby byla zajist¢na
dostate¢n4 fixace celého zubu. Poté byly vzorky prény 4 hodiny v tekouci vod€ a
nésledné sudeny pfi pokojové teploté.

2) Zaliti zubu do pryskyfice

Fixované a usudené zuby byl jednotlivé umistény do zalévacich komtirek a zality
metylmetakrylovou pryskyfici dentacrylem, pfipravenym v poméru 3 dily
tekut¢ého monomeru a 1 dilu prakového polymeru. Uvedeny pomér sloZek
napomahé eliminaci vzduchovych bublin vzniklych pfi zalévani z diivodi vy3$si
tekutosti pryskyfice. Béhem polymeraéni reakce dochazi k zahfivani celého
blo¢ku pryskyfice a jeho postupnému tvrdnuti, cely proces trva pfiblizné 2
hodiny.
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3)

4)

5)

6)

Zhotoveni vybrusu

Z vytvrzenych bloki pryskyfice byly brusnym kotouCkem vyfiznuty cca 3 mm
silné ploténky kofene zubu tak, aby obsahovaly rovinu prochazejici 1/3 kofene.
Ziskané segmenty byly poté brouseny, po obou stranach, brusnym papirem o
stale mengi zrnitosti, v poslednich fazich brouseni byly vybrusy oplachovany
vodou, dokud nebylo docileno poZzadované sily vybrusu okolo 30 pm. Tloustka

vybrusti byla kontrolovédna posuvnym méfidlem.

Odstranéni zalévaciho média

Odstranéni dentacrylu bylo provedeno ponofenim vybrusti do acetonové 14zné
po dobu 1 hodiny, a nasledn& kratkym oplachnutim v &istém acetonu. Poté byly
vybrusy pfevedeny sestupnou etanolovou fadou do vody. Koncentrace etanolii

v sestupné etanolové fad€¢ a doba jejich pusobeni jsou uvedeny v nasledujici

tabulce 3.
konc. etanolu | doba pilisobeni (v minutach)
99,8 % 10
96 % 10
H,O 10
Tab. 3 - Sestupna etanolova fada (Vacek 1988)
Barveni

Barveni jednoho preparatu bylo provedeno vodnym roztokem eosinu po dobu 5
minut a2 bylo docileno &erveného zbarveni. Daldi preparat byl barven vodnym
roztokem hematoxylinu po dobu 5 minut a vysledkem bylo modrofialové

zbarveni.

Zamontovani

Obarvené preparaty byl zamontovany do Kanadského balzamu.
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3.1.2. Metodika dekalcifikace a zalévani do Paraplastu X-TRA®

Jako zalévaci médium pro dekalcifikovanou tvrdou zubni tkai byl misto

b&Zného parafinu zvolen zkvalitnény parafin s oznatenim Paraplast X-TRA® (déle jen

Paraplast).

Vypracovany postup byl shrnut do 11 etap:

1

2)

3)

4)

Pfiprava vzorki
Z extrahovanych zublG byly pomoci brusného kotou¢ku odfiznuty apikalni
poloviny kofene, obsahujici tsek 15 — 45% vzdalenosti od vrcholu kofene a

pouze s nimi bylo dale pracovano.

Fixace tkan&

Odfiznuté useky kofenti zubii byly fixovany v 10 % formolu po dobu min. 48
hodin, aby byla zaji§t€na uplna fixace tvrdé zubni tkang&. Poté byly zubni kofeny
dikladng, minimalné 4 hodiny, vyprany pod tekouci vodou.

Dekalcifikace

Fixované kofeny byly pfevedeny do 10 % vodného roztoku EDTA Na;
(Chelaton III) a ponechany pfi pokojové teploté. Dekalcifikadni roztok byl
pravidelng, jednou denn€é ménén a cely proces demineralizace trval v priméru 6
— 8 tydnt, v zavislosti na velikosti vzorku. Stupeti dekalcifikace byl testovan
vbodnutim prepara¢ni jehly. Po ukon&eni dekalcifikace, byly vzorky dikladn&
vyprény v tekouci vodé€ po dobu 24 hodin.

Odvodnéni vzorkl vzestupnou etanolovou fadou
Odvodnéni dekalcifikované zubni tkan€ bylo provedeno fadou etanolii o
stoupajici koncentraci. Stoupajici koncentrace etanold a doba pilsobeni jsou

uvedeny v nasledujici tabulce 4.
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5)

6)

7

8)

konc. etanolu | doba piisobeni (v hodinach)
70 % 2
80 % 4
96 % 6
96 % 2
96 % 2

Tab. 4 — Vzestupna etanolova fada (Vacek 1988)

Prosyceni tkan& latkou rozpoustéjici Paraplast
Prosyceni tkan€ bylo docileno pfevedenim vzorkt do tfi po sob&€ jdoucich 1azni

xylenu, kazda po dobu 15 minut.

Prosyceni tkané& Paraplastem

Z posledni xylenové lédzn¢ byly vzorky rychle pfeneseny pfimo do kéadinky
s rozpusténym 100 % Paraplastem a bez zakryti (z diivodu moZnosti t€kani
xylenovych par ze vzorkid) umistény na 4 hodiny v termostatu vyhfatém na
60°C. Paraplastové 1azn& byly opakovany 3x po sob&, vzdy s novym 100 %
Paraplastem, pfi¢emZ druhda lazen trvala 6 hodin a ve tfeti, posledni 14zni byly
vzorky ponechany pies noc, aby do$lo k fadnému odstranéni xylenu z tkané a

jeho ndhradé Paraplastem. To vse v termostatu pfi 60 °C.

Zaliti vzorkt

K vlastnimu zaliti vzorkd byl pouzit Cisty rozpustény 100 % Paraplast. Do
oznaCenych zalévacich komirek, sloZzenych z hlinikové f6lie, byl nalit
rozpustény Paraplast a do n¢ho byly rychle pinzetou pfeneseny jednotlivé
vzorky, pomoci prepara¢ni jehly byla upravena jejich pozice a poté byly zality.
Takto zhotovené paraplastové blo¢ky byly nechény tuhnout pfi pokojové
teplotg.

Kréjeni tkatiovych blotkt

Ztuhlé tkanové blotky byly krajeny na tenké pfi¢né fezy o sile cca 10 - 15 pm

na saitkovém mikrotomu Meopta s automatickym posunem s pouZitim
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mikrotomovych Ziletek N35 Feather. Pfi¢né fezy zubl byly zhotovovany
smérem apikalnim. Z kaZdého vzorku bylo zhotoveno n&kolik sériovych fezi a
pfes vodni hladinu byly napinény na oznatend podloZni sklicka.

9) Odstranéni zalévaciho média
Odstranéni Paraplastu z histologickych fezi bylo provedeno pomoci dvou po

sobe jdoucich xylenovych lazni, kazda po dobu 5 minut.

10) Zavodnéni vzorkt sestupnou etanolovou fadou
Podlozni sklitka s fezy byla z xylenové 1dzn¢ pfevedena sestupnou etanolovou
fadou do vody. Koncentrace a dobu pilisobeni sestupné etanolové fady

ukazuje nasledujici tabulka 5.

konc. etanolu | doba piisobeni (v minutéch)
99,8 % 5
96 % 5
H,O 5

Tab. 5 — Sestupnd etanolova fada (Vacek 1988)

11) Barveni
Histologické fezy byly barveny 1 % vodnym roztokem Alizarinové &ervené S po

dobu 2 minut.

Histologické fezy a vybrusy, zhotovené vy3e popsanymi metodami, byly
pozorovany ve svételném mikroskopu Jenalumar nej&astéji pfi pfiblizn€ 160ndsobném
zvétseni a fotografovany.

Pogitani cementovych linii jednotlivych preparati na zhotovenych fotografiich
bylo provadéno manuélné v programu Microsoft Photo Editor. VSechny vzorky byly
hodnoceny jako slepé, vySetfovany jedinec byl na vzorku uveden pouze pod pofadovym
Cislem.

Ukazalo se, Ze histologické fezy dekalcifikovanych zubnich kofeni, v porovnani
s vybrusy zubi, jsou pro metodu odecitani cementovych aposic vyhodnéjsi. Metoda je

sice podstatn& &asove naro¢néjsi, ale zato je docileno kvalitnéjsich preparati, které jsou
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mnohem tenci a dovoluji tak lep3i priichod svétla skrze pozorovany preparat, cementové
aposiéni linie jsou tak &iteln&jsi a presnéji pocitatelné.

Navic, byl v ramci metody dekalcifikace zubii vyzkousen alternativni postup
krajeni dekalcifikovanych zubnich kofenl bez zalévéani do Paraplastu. Tento postup byl
zkou$en na 4 zubech, a to z divodi odstranéni krokd, kdy jsou vzorky po delsi dobu
vystaveny pusobeni vysSich teplot (okolo 60°C) a plsobeni koncentrovanych
chemickych latek. Tento alternativni postup se od vy$e popisovaného liil v tom, Ze
byly zcela vynechany kroky 4), 5), 6), 7), 9) a 10). Postup se tak zredukoval pouze na
fixaci tkan&, dekalcifikaci s naslednym vypranim tkané&, krajeni na mikrotomu a barveni
zhotovenych fezl. Krajeni probihalo tak, Ze vzorky kofenl zubii byly vloZeny mezi 2
kousky mé&kké pryze a takto upnuty do neapolské svorky mikrotomu a kréjeny. Kvalita
zhotovenych fezil byla lepsi néZ u vzorkt zalitych do Paraplastu. Laboratorni postup a
manipulace se vzorky se vyrazn¢ zjednodusila a hlavné byl omezen pfimy kontakt

pracovnika s pomé&mé& nebezpe&nymi a $kodlivymi reagenciemi na minimum.

3.1.3 Statistické zpracovani

Statistické zpracovéani vysledkli diplomové price bylo provedeno pomoci

programu Statistica verze 6.0. Byla zvolena hladina vyznamnosti a = 0,05 a o = 0,01.

3.1.3.1. Stanoveni miry korelace odhadovaného a skute¢ného veéku jedince

Stanoveni miry korelace odhadovaného a chronologického skuteéného véku
jedince bylo provedeno pomoci koreladniho koeficientu (r). Testovdna byla nulova
hypotéza, Ze odhadovany ve&k a skutedny vék jedince jsou veliiny navzdjem nezévislé.

Korela¢ni koeficient (r) Ize vypoclitat ze vztahu (Zvarova 1998):

kde s,° a sy2 Jjsou vybérové rozptyly a s, je kovariance, jiz Ize vypocitat nasledovné:

i(xi —f)()’i —7)

L
n_l i=1

Sy
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Smérmnici regresni pfimky (b) lze vypotitat ze vztahu:

kde s, a s, jsou smé&rodatné odchylky veli¢in X'a Y.

Absolutni &len regresni rovnice lze vypoditat nasledovng:

a=y-bx

kde x a y jsou vyb&rové priméry:

3.1.3.2. Chyba odettu aposi¢nich cementovych linii

Pro vyjadfeni spolehlivosti ode¢tu cementovych aposi¢nich linii byl pouZit

koeficient reliability (R), ktery uddvd miru spravné opakovatelnosti méfeni. Tento

koeficient je moZno vypotitat s pomoci nasledujiciho vzorce (Smahel 2001):

2 2
R - sce/lt — St‘h
2
S celk

kde s”ce je celkové variance a s°; je chybovy rozptyl daného metrického znaku.

Koeficient reliability by mé&l dosahovat hodnot vy$$ich nez 0,9. Pokud je jeho hodnota

niz8i nez 0,8, ztraci mé&feni smysl, protoZe vice jak 20% rozptylu znaku je zpisobeno

chybou méfeni.
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3.2. MATERIAL

V ptedkladané diplomové praci byl zpracovavan recentni soubor 39
extrahovanych lidskych zubi permanentni dentice, pochézejicich od 35 jedinci rizného
v&ku od 14 do 73 let. V souboru bylo obsaZeno 15 Zen a 20 muzi. Ve &tyfech pfipadech
pochazely dva extrahované zuby od jednoho jedince. Vy3etfovany soubor obsahoval
nékolik typti zubi s riznym pocetnim zastoupenim podle dostupného materialu. SloZeni
hodnoceného souboru a &etnost zastoupeni jednotlivych typil zubli u obou pohlavi je

znazorné€no v nasledujici tabulce 6 a grafu 1.

typ zubu Cetnost zastoupeni v souboru
muzZi | Zeny celkem

I1 6 2 8
12 2 3 5

C 7 3 10
P1 3 2 5
P2 3 3 6
M3 2 3 5

celkem 23 16 39

Tab. 6 — SloZeni hodnoceného souboru
Primarnim zdrojem materidlu byl Ustav soudniho Iékatstvi a toxikologie UK 1.

LF v Praze (MUDr. Alexander Pilin, CSc.) a dale Soukromé stomatologické praxe
v Tachové (MUDr. Ba&ov4) a v Praze (MUDr. Novicky).
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Cetnost jednotlivych typt zubti v souboru podle
pohlavi
101
8 4=
61y
¢etnost
44 B muzi
; . i . A B Zeny
2 2 &, O celkem
0 , ;
M 12 C P1 P2 M3
typ zubu

Graf 1 — SloZeni hodnoceného souboru podle pohlavi

V nésledujici tabulce 7 jsou uvedeny typ extrahovaného zubu, pohlavi a
chronologicky vék celého souboru 39 jedinci hodnocenych v diplomové préci,

oznacenych pofadovymi &isly.

P Oé?scigve typ zubu | pohlavi chron‘(})é;)(glcky
1 -4 muz 32
2 +5 Zena 26
3 8- muz 36
4 -8 Zena 25
5 +8 Zena 26
6 8- muz 72
7 -5 muz 72
8 +8 Zena 34
9 3+ muz 73
10 +3 muz 56
11 -5 Zena 58
12 -3 Zena 57
13 -5 Zena 57
14 -4 muz 73
15 +3 Zena 61
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poz?sc:gvé typ zubu | pohlavi chron:l)éigicky
16 +2 Zena 57
17 -1 Zena 57
18 +5 muz 45
19 1- muz 59
20 -3 muz 44
21 1+ muz 55
22 5+ muz 55
23 -1 muz 14
24 1+ muz 23
25 3- muz 23
26 -3 muz 42
27 3+ muz 41
28 +1 muz 41
29 -1 muz 38
30 +4 muz 53
31 -4 Zena 53
32 +3 Zena 39
33 2+ muz 67
34 -3 muz 47
35 1+ Zena 61
36 -2 muz 58
37 4- Zena 61
38 -2 Zena 53
39 2+ Zena 64

Tab. 7 — Soubor jedincti hodnocenych v diplomové préci
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4. VYSLEDKY

Z pivodniho souboru 39 vzorki extrahovanych zubid vznikl men3i kone¢ny

soubor 35 vzorkl. Z diivodii nekvalitni itelnosti cementovych aposi¢nich linii na

histologickych preparatech, byly z piivodniho souboru vylou¢eny 4 vzorky (¢. 1, 17,

22a a 32).

Nasledujici tabulka 8 ukazuje vysledky, kterych bylo dosaZeno. Jednotlivé

vzorky jsou ozna&eny pofadovymi &isly, dale jsou uvedena &isla vzorkl, pod kterymi

s nimi bylo pracovano a byl provadén slepy test politani cementovych linii. Tabulka

obsahuje typ zubu, primé&rny pocet zjist€énych cementovych linii, primémy v€k erupce

daného zubu, odhadovany v&k jedince, skute¢ny chronologicky v&k jedince, odchylku

odhadovaného a skute€ného vé€ku jedince v letech a v procentech. Odhadovany vék

jedince byl ziskdn souttem primérného po¢tu cementovych linii a primérného véku

erupce sledovaného zubu.

pofadové ¢, typ |opoCet| ove€k | odhad. | skut. [odchylka|odchylka

[ vzorku | zubu linii | erupce v&k v&k (roky) %

1 2 +5 17 11 28 26 2 7,7
2 3 8- 43 19 62 36 26 72,2
3 4 -8 45,7 19 64,7 25 39,7 158,8
4 5 +8 20,8 19 39,8 26 13,8 53,1
5 6a 8- 46,5 19 65,5 72 -6,5 9,0
6 6b -5 53,8 11,5 65,3 72 -6,7 9,3
7 +8 64,5 19 83,5 34 49,5 145,6
8 3+ 45,4 11,5 56,9 73 -16,1 22,1
9 +3 46,3 11,5 57,8 56 1,8 3,2
10 10 -5 40,7 11,5 52,2 58 -5,8 10,0
11 11a -3 48,5 9,5 58 57 1 1,8
12 11b -5 43 11,5 54,5 57 -2,5 4,4
13 12 -4 38,6 11 49,6 73 -23,4 32,1
14 13 +3 46,3 11,5 57,8 61 -3,2 5,2
15 14 +2 35 8,5 43,5 57 -13,5 23,7
16 15 -1 54,5 6,5 61 57 4 7,0
17 16 +5 44,9 11 55,9 45 10,9 24,2
18 18 -3 48,6 9,5 58,1 44 14,1 32,0
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pofadové & typ |opoCet| ov&k | odhad. | skut. |odchylka|odchylka

. vzorku | zubu linii | erupce vék vék (roky) %

19 19 1+ 47 7,5 54,5 55 -0,5 0,9
20 20 5+ 51,5 11 62,5 55 7,5 13,6
21 21 -1 15,8 6,5 22,3 14 8,3 59,3
22 22 3- 22,8 9,5 32,3 23 9,3 40,4
23 23 -3 35,5 9,5 45 42 3 7,1

24 24a 3+ 30 11,5 41,5 41 0,5 1,2
25 24b +1 31,8 7,5 39,3 41 -1,7 4,1

26 25 -1 40,2 6,5 46,7 38 8,7 22,9
27 26 +4 43,6 10,5 54,1 53 1,1 2,1

28 27 -4 43,8 11 54,8 53 1,8 3,4
29 28 +3 24,5 11,5 36 39 -3 7,7
30 29 2+ 29,6 8,5 38,1 67 -28,9 43,1
31 30 -3 46,5 9,5 56 47 9 19,1
32 31 1+ 47,8 7,5 55,3 61 -5,7 9,3

33 33 4- 37,7 11 48,7 61 -12,3 20,2
34 34 -2 31,5 7,5 39 53 -14 26,4
35 35 2+ 54,6 8,5 63,1 64 -0,9 1,4

Tab. 8 — Vysledky dosazené pocitdnim cementovych aposi¢nich linii
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4.1. STANOVENI MIRY KORELACE

Sila linearni zavislosti mezi odhadovanym a skuteénym chronologickym vékem
jedince byla vyjadfena korelaénim koeficientem r = 0,418. Dalsi statistické veliCiny,
jako jsou primé&rna hodnota a smérodatna odchylka s odhadovaného a skute€ného véku,
Zetnost souboru n, koeficient determinace r’, tedy druhd mocnina korela¢niho
koeficientu, rovnéz vyjadfujici silu zavislosti danych veli¢in, jsou uvedeny v nésledujici
tabulce 9. Grafické znazornéni korelace odhadovaného a skutedného véku jedinct na
zékladé po&tu aposi¢nich linii cementové vrstvy kofene je vyjadieno grafem 2. Na
zékladé p-hodnoty testu 0,012384 < 0,05 bylo dosaZeno statistické vyznamnosti. Byla
tak prokadzana signifikantni zavislost sledovanych veli¢in.

odhadovany vék | 51,523 12,369

0,012384

skuteny vek | 49,6 | 15393 | 0418 | 0175 | 0o *

35

Tab. 9 — Statistické vyhodnoceni souboru n = 35

x - primé&rné hodnota znaku
s — smérodatna odchylka znaku
r — korelaéni koeficient
r* — koeficient determinace
sv — statistick4 vyznamnost
- statisticky nevyznamné
* statisticky vyznamné na 5% hladiné vyznamnosti a
** statisticky vyznamné na 1% hladin& vyznamnosti o (vysoka statisticka
vyznamnost)
p — dosaZené hladina vyznamnosti

n —rozsah souboru
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Hodnota korelaéniho koeficientu byla velice nizka, proto byly ze souboru
vylougeny v3echny tfeti molary, jednalo se o vzorky ¢. 3, 4, 5, 6a a 7, zdlvodu
nejvétdich odchylek mezi odhadovanym a skute¢nym vékem. Odchylky byly
v porovnani s ostatnimi kategoriemi zubl vyrazné vy3si a ve dvou piipadech dokonce
piekratovaly 100%. P¥i¢inou takto vyrazné neshody mezi odhadovanym a skute¢nym

vékem jedince je pravd€podobné vysoka variabilita ve v€ku erupce tetich molart.

Graf korelace mezi odhadovanym a skuteénym v€kem jedinci
na zakladé aposice cementovych linii

skuteény vék =22,774 + 0,52066 * odhadovany vék
korelaéni koeficient: r = 0,41835

k

¢ny vé

skute

10

10 20 30 40 50 60 70 80 90
“o_ 95% interval spolehlivosti |

odhadovany vek

Graf 2 — Korelace odhadovaného a skute¢ného v€ku jedincti souboru n = 35
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Byla proto provedena nova korelace pro soubor bez vylougenych tfetich molari,
(n = 30), jejiz vysledky ukazuje nésledujici tabulka 10. V tomto pfipad€ bylo dosaZeno
vysoké statistické vyznamnosti, coZ prokézala p-hodnota testu 0,000011 < 0,01. Mira
zavislosti sledovanych veli¢in je zndzornéna v grafu 3. DosaZena hodnota korelatniho
koeficientu r = 0,709 byla mnohem vy33i nez v pfedchozim pfipadé a byla tak potvrzena

pomé&rn& vysoka zavislost odhadovaného a skutegného chronologického véku jedince.

x s r r p sV n

odhadovany vék | 49,593 10,909

0,000011

<0,01 * % 30

skute¢ny v&€k 51,433 14,219 0,709 0,503

Tab. 10 — Statistické vyhodnoceni souboru n =30

x - primé&rné hodnota znaku
s — smérodatné odchylka znaku
r — korelaéni koeficient
r* — koeficient determinace
sv — statistickd vyznamnost
- statisticky nevyznamné
* statisticky vyznamné na 5% hladin€ vyznamnosti o
** statisticky vyznamné na 1% hlading vyznamnosti o, (vysoka statistick4
vyznamnost)
p — dosaZena hladina vyznamnosti

n — rozsah souboru

- 59 -



Graf korelace mezi odhadovanym a skute¢nym v€kem jedincti

80

na zaklad¢ aposice cemetnovych linii

skute¢ny vék =5,5896 + 0,92439 * odhadovany vék
korelaéni koeficient: r = 0,70917

k

¢ny vé

skute

10

=T

20

25

30 35 40 45 50 55 60 65 70

0 95% interval spolehlivosti l odhadovany vék

Graf 3 — Korelace odhadovaného a skute¢ného véku jedinct souboru n = 30
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4.2. URCENI CHYBY ODECTU APOSICNICH CEMENTOVYCH LINI{

Pro vyjadfeni spolehlivosti ode&tu cementovych aposi¢nich linii bylo pouZito
koeficientu reliability R, neboli miry spolehlivosti méfeni.
Byla zji¥tovéna intraindividudlni chyba odedtu aposi¢nich linii cementu a vyjédfena
koeficientem reliability R = 0,95. Tato dosaZena hodnota R > 0,9, to znamen4, ze 95%
celkové variance zjidt&ného pottu aposiCnich cementovych linii na kofeni zubu je
zpisobeno skutenou biologickou variabilitou a pouze 5% je zplisobeno chybou méfeni.
Dile byla zjistovéana interindividudlni chyba odeftu cementovych aposic a opé&t
vyjadfena koeficientem reliability R = 0,94. V tomto pfipadé je 94% celkové variance
zplsobeno skute¢nou biologickou variabilitou a 6% predstavuje chybu pfi ode&itani

cementovych aposic.

Nasledujici tabulka 11 ukazuje podily biologické variability a chyby méfeni na celkové
variabilit¢ odeftu cementovych aposi¢nich linii v pfipad¢ intraindividudlni a

interindividualni reliability.

R biologicka variabilita chyba poéltar.n
o cement. aposic
v % o
v%
intraindividudlni reliabilita 0,95 95 5
interindividualni reliabilita 0,94 94 6

Tab. 11 — Podil biologické variability a chyby méfeni na zji§téné reliabilité

R - reliabilita (spolehlivost mé&feni)
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43. SROVNANI METODICKYCH PRISTUPU ZHOTOVOVANI
HISTOLOGICKYCH PREPARATU

V pfedkladané diplomové praci byly otestovdny oba alternativni postupy
zhotovovani histologickych prepardti ztvrdych zubnich tkani, tedy zhotoveni
nedekalcifikovanych zubnich vybrusii a zalévani dekalcifikované zubni tkan€ do
Paraplastu X-TRA ®

Bylo prokazéno, Ze oba metodické pfistupy jsou vhodné a pro zhotoveni
histologickych preparatti, nezbytnych ke kvalitnimu ode¢itdni cementovych aposi¢nich
linii, dobfe pouzitelné. Z diivodii zjednodudeni laboratorniho postupu pfi pfipravé
histologickych zubnich preparati a vzhledem k vhodnému technickému zézemi
laboratofe, kterd disponuje vlastnim mikrotomem a termostatem, byla pro diplomovou
praci zvolena metoda dekalcifikace zubni tkané a jeji ndsledné zalévani do Paraplastu
X-TRA ©®. Prestoze je zvolend metoda pomé&rné &asove ndro¢nd, vysledné preparaty jsou
kvalitni a cementové linie jsou dobfe &itelné. Navic se pfedchazi riziku znehodnoceni
preparatu, které hrozi pfi zhotovovani zubniho vybrusu. Ve finalnich fazich broudeni
miZe dojit k vypadnuti tenké ploténky zubu ze zalévaciho média a naslednému
poskozeni cementové vrstvy na povrchu kofene ¢&i pfimo ke zlomeni zhotovovaného
vybrusu.

Diilezitou roli pfi ode&itdni cementovych aposiénich linii hraje nejen kvalita
histologického prepardtu a jeho vhodné zvétSeni pfi pozorovani v mikroskopu, ale
pfedevsim pouziti kvalitni optiky mikroskopu.

Fotografie n&kolika preparatii, které byly pro diplomovou préici zhotoveny,
ukazuji nasledujici obrazky.
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Obr. 13 — Vybrus zubniho kofene, barveno eosinem, zvétSeni 160x

Obr. 14 — Vybrus zubniho kofene, barveno hematoxylinem, zvétSeni 160x




Obr. 15 — Histologicky fez dekalcifikovaného zubniho kofene, barveno Alizarinem S,

zvétSeni 160x, vzorek €. 3

Obr. 16 — Histologicky fez dekalcifikovaného zubniho kofene, barveno Alizarinem S,

zvétSeni 160x, vzorek ¢. 35

- 64 -




S. DISKUSE

V ptfedkladané diplomové praci byla sledovana aposice cementové vrstvy na

povrchu kofene zubu a pfedev$im jeji vztah, tedy mira korelace, ke skuteénému
chronologickému ve&ku jedince. Tato metoda byla mnoZstvim odborniki shleddna jako
vhodnd a spolehlivdA pro odhad biologického v&ku dospélych jedinci a déle
doporudovéna pro praktické pouZiti pfi identifikaci jedinci v riznych medicinskych ¢&i
antropologickych oborech (napf.: Stott 1982, Naylor 1985, Charles 1986, Kagerer 2001,
Bojarun 2003, Bojarun 2004, Wittwer-Backofen 2004, Czermak 2006 a dalsi).
Tato metoda byla piivodné& pouZivdna k odhadu ve€ku pouze u volng& Zijicich zvifat
(Mansfield 1960 in Naylor 1985, Free 1966 in Naylor 1985), protoZe pravé u savct se
sezénnimi zmé&nami v pfijmu potravy byly poprvé pozorovany zmény ve struktufe
cementové vrstvy, které se vizualn€ projevovaly jako stfidajici se tmavé a svétlé linie.
Cementové aposice byly sledovany téméF u viech sav&ich druhti (napf.: Marks 1966,
Klevezal 1967, Wada 1978 a dal$i). AZ pozd¢ji byla metoda aplikovéana také na Elov€ka
(Stott 1982). Viditelné rozliSeni tmavych a svétlych pravidelné se stfidajicich pruhi
cementu je pravdépodobné zplisobeno zmé&nami v mikrostruktufe cementu, souvisejici
srozdily v orientaci kolagennich vldken jednotlivych pfiristkovych linii (Lieberman
1993, Bosshardt 1997). Existuji v3ak také nazory, Ze za viditelné vrstveni cementu je
zodpovédné velikost a orientace krystalli anorganickych soli obsaZenych v cementu
(Cool 2002).

Nedilnou souéasti diplomové préce, bylo nalezeni nejvhodné&j$iho metodického
postupu zpracovani tvrdych zubnich tkdni a zhotoveni histologickych preparati
pouzitelnych pro sledovani a potitani cementovych aposic. Jako rutinni postup pro
pfipravu histologickych preparatti z hodnoceného souboru vzorki, byla na zékladé
odbornych &lankd (Condon 1986, Bojarun 2004), zvolena metoda dekalcifikace tvrdé
zubni tk4n& a jeji nasledné zaliti do Paraplastu X-TRA®, krajeni na mikrotomu,
s pouZitim specidlnich mikrotomovych Ziletek, na tenké pti¢né fezy o sile pfiblizn& 10-
15 um a barveni 1 % roztokem Alizarinové Eervené S. Jednim z hlavnich argumentt pro
preferenci zmin&né metodiky bylo kromé& odborné literatury také technickd vybavenost
laboratofe a men3i manudlni néroCnost této metody. Déle je zvoleny postup
dekalcifikace, v porovnéni s metodou zhotovovédni zubnich vybrusti, méné riskantni

z hlediska poskozeni preparatu. BEéhem postupu zhotoveni vybrusu miiZe nastat situace,
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kdy se broudeny segment zubu uvolni a vypadne ze zalévaciho média, a stava se tak
velmi kfehky a nachylny k poskozeni. Povrchové vrstva cementu muZe byt za téchto
podminek snadno poskozena a pouZiti takového preparatu k pocitidni cementovych
aposic by mohlo byt nespolehlivé a zavadéjici.

Rada autorii (Stott 1982, Naylor 1985, Bojarun 2004, Wittwer-Backofen 2004, Maat
2006), volila pro pfipravu histologickych zubnich preparati metodiku, kterd stoji na
pomezi mezi obéma moZnymi pfistupy. Jedna se o postup, kdy nedekalcifikované zubni
tkari byla pfimo, v nékterych pfipadech i bez zaliti do zalévaciho média na bazi
metylmetakrylové pryskyfice, krdjena pomoci rotadniho mikrotomu s pouZitim
diamantového noZe vhodného pro krdjeni mineralizované tvrdé tkané.

V posledni dob& se stile vic autorli snaZi o automatizaci hodnoceni cementovych
pfirGstkovych vrstev, prostfednictvim po&itatovych programl a digitalizace celého
procesu analyzy histologickych preparati cementové vrstvy zubu (Bojarun 2004,
Czermak 2006).

Pozorovani histologickych preparati v mikroskopu s pouzitim vhodné optiky, je
dilezit&jsi zalezitosti, neZ je na prvni pohled zfejmé. Pozorovani preparati,
pfipravenych pro diplomovou praci, bylo provadéno na tfech mikroskopech s rtiznou
kvalitou optiky, nej¢ast&ji pfi 160nasobném zvétSeni. Byl zkou3en mikroskop Micro
XSP-102A s méné& kvalitni optikou a cementova vrstva kofene se jevila jako celistva
bez vyrazng€j$itho naznaku aposi¢nich linii. Déle byl testovan mikroskop Leica BME,
vybaveny achromatickymi objektivy redukujicimi chromatickou vadu, ale bez
schopnosti redukovat sférickou vadu &oc&ky, ve kterém nebyly linie pfili§ dobfe
odlisitelné. Tfetim typem pouZitého mikroskopu byl Jenalumar SH250, vybaveny velmi
kvalitni optikou s planachromatickym objektivem redukujicim sférickou vadu &oc&ky,
s jehoZ pouzitim byly cementové linie na preparatech nejlépe odlisitelné a poditatelné.
V3echny snimky histologickych vzorkd pro diplomovou préci, byly proto pofizeny na
poslednim jmenovaném mikroskopu Jenalumar SH250. Fotografie vzorki jsou kvalitni
a i pfi velké zvétSeni jsou apositni linie cementu dobfe patrné a spolehlivost jejich
odeditani se tim zvySuje. Pofizené fotografie byly vyhodnocoviany manuélné
v pogitatovém programu Microsoft Photo Editor.

Recentni soubor, na kterém byla metoda odhadu biologického v&ku jedince na
zadkladé poltu cementovych aposic studovana, pivodn€ obsahoval 39 vzorki
extrahovanych lidskych zubt trvalé dentice, pochazejicich od 35 jedinct, v poméru 15
Zen a 20 muzi, ve v€kovém rozpéti od 14 do 73 let. Do studie bylo zahrnuto 8
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mesialnich fezaki, 5 laterdlnich Fezakd, 10 3piakd, 5 prvnich premolérd, 6 druhych
premolarti a 5 tfetich molari. Byly vybirdny pouze zuby jednokofenové nebo zuby
vicekofenové se splyvajicimi konvergentnimi kofeny. Hodnoceny soubor nebyl
rozd&len podle pohlavi ani podle kategorii zubl, a to na zdkladé¢ odbornych studii
(napf.: Sousa 1999, Kagerer 2001, Bojarun 2003, Wittwer-Backofen 2004), které
ukazuji, Ze neexistuje Zadny statisticky vyznamny vliv pohlavi a typu zubu na kvalitu
odhadu v&ku pomoci metody ode¢tu cementovych aposic.

Z pivodniho souboru 39 vzorkii musely byt b&¢hem vyhodnocovani pofizenych
fotografii vylouteny 4 vzorky, protoZe jejich cementové aposi¢ni linie byly velmi
necitelné a zjidtovani jejich po&tu bylo prakticky nemozné.

Pfi statistickém zpracovéani sledovaného souboru byla zjistovdna mira korelace mezi
odhadovanym v&kem, ktery byl ziskdn sou¢tem prim&€mého poltu aposiCnich
cementovych linii a primé&mym v&kem erupce daného zubu, a skutenym
chronologickym vékem jedince. DosaZzend hodnota korelagniho koeficientu r = 0,418
byla velmi nizka, ale statisticky vyznamnd, a proto bylo zhodnoceného souboru
vylougeno 5 vzorki tfetich molart, protoze vykazovaly nejvétsi chyby v odhadovaném
v€ku. Odchylky mezi odhadovanym a skutenym vé&kem jedince u tfetich molart
piekratovaly 50% (53,1% a 72,2%) a ve dvou pfipadech dokonce presahly 100%
(145,6% a 158,8%), pouze v jednom ptipad¢ byla procentudlni odchylka pfijatelna
(9%). Ve <Ctyfech ptipadech pouziti tfetich molarti, byl odhadovany vek vici
skute¢nému vé€ku vyrazn€ nadhodnocovan a v jednom piipadé doslo k podhodnoceni
skute¢ného v&ku jedince. Vysledny soubor se po vyloudeni tfetich molari zmensil na
kone¢nych 30 vzorki. Zjidt€nd hodnota koreladniho koeficientu, po vyfazeni v3ech
tfetich molarti ze souboru, dosahovala, v porovnéni s pfede$lym vysledkem, podstatné
vy$8i hodnoty r = 0,709. Byla tak prokédzana zavislost mezi biologickym vé&kem,
odhadovanym na zékladé¢ po¢tu cementovych aposic na kofeni zubu, a skutenym
chronologickym vé&kem jedince. Dosazend p hodnota testu byla niz§i nez a = 0,01 a
prokézala tak vysokou statistickou vyznamnost zjidt€nych vysledkd na 1% hlading
vyznamnosti. Déle bylo na rozdil od jinych studii (Kagerer 2001, Wittwer-Backofen
2004) zjist&no, Ze tfeti molary nejsou pro odhadovani biologického v&ku vhodné a jejich
zafazeni do vySetfovaného souboru muiZe vést ke zkreslenym vysledkim a
neobjektivnim zdv&rim.

U dvou jedincii v hodnoceném souboru byly sledovany dva vzorky pochézejici ze dvou

riznych typl zubl, a bylo tak moZné porovnat miru dosaZené shody mezi vzorky
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ziskanymi o shodného jedince. V prvnim piipad€ (vzorek &. 11) byly srovnavéany
preparaty zhotovené ze 3pi¢dku a druhého premolédru, a u obou vzorkd dosahovala
procentudlni odchylka mezi odhadovanym a skute¢nym vékem nizkych hodnot, 3pi¢ak
1,8% a druhy premolar 4,4%. Také v druhém pfipadé (vzorek &. 24) bylo dosazeno
pfiznivych hodnot procentualnich odchylek mezi odhadovanym a skute€¢nym vékem, u
$pi¢aku 1,2% a u mesidlniho fezédku 4,1%. I pfes to, Ze srovnani bylo moZné provést
pouze na dvou jedincich, a bylo tak pouze orienta¢ni, lze fici, Ze v hodnoceném souboru
nehraje typ zubu velkou roli pfi odhadu biologického v&€ku jedince pomoci poctu
cementovych aposic, a u vzorkli pochazejicich od shodného jedince je dosahovano
podobnych hodnot procentuédlnich odchylek mezi odhadovanym a skuteénym vé&kem
jedince.
Vréamci statistického hodnoceni sledovaného souboru byla zjistovana také mira
intraindividudlni a interindividuélni chyby ode¢tu cementovych aposic a byla vyjadfena
koeficientem reliability (R). V pfipad¢ intraindividudlni chyby R = 0,95 a
interindividuélni chyby R = 0,94. Intraindividudlni chyba méfeni se na celkové varianci
zjiSt€ného potu cementovych aposic podilela 5% a interindividualni chyba mé&feni 6 %.
Dosazena hodnota spolehlivosti méfeni byla uspokojiva, i pfesto, Ze v porovnani s
jinymi pracemi byly zji§t€né hodnoty chyb mé&¥eni vétsi, napt. Charles 1986 doséhl 5 %
interindividudlni chyby a 2 % intraindividudlni chyby. MoZnym vysvétlenim je vé&tsi
praxe v odegitani cementovych pfirtstkovych linii.

Pfedkladana diplomové préce, se shoduje se zdvéry mnoha odbornych studii o
silné zavislosti mezi poftem cementovych aposic na povrchu zubniho kofene a
skuteénym v&kem, a o vhodnosti pouziti této metody k odhadu biologického véku

jedince.
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6. ZAVER

V ptedklddané diplomové praci byl zpracovdvan recentni soubor 39
extrahovanych lidskych zubli permanentni dentice, pochézejicich od 35 jedinci rizného
véku od 14 do 73 let.

V diplomové préci byla vypracovdna vhodna metodika pfipravy histologickych
preparati z tvrdé zubni tkané&, a to jak mineralizované tak demineralizované. Byla
navrzena metoda zhotoveni vybrust z nedekalcifikované zubni tkdn€ a rovnéz metoda
Setrné dekalcifikace zubni tkané a jeji nasledné zaliti do zalévaciho média a krajeni na
mikrotomu na tenké fezy, pfi¢emz oba histologické postupy jsou dobie pouZitelné pro
metodu odhadu biologického v&ku pomoci aposice cementu.

Dale bylo zji$téno, Ze nejvhodnéjsi metodou pro sledovani potu cementovych
aposic je zhotoveni fotografii v mikroskopu, pfi pfiblizn€ 160ndsobném zvétSeni, a
jejich nésledné zpracovavéani v politatovém programu Microsoft Photo Editor. Pro
kvalitu pofizenych fotografii a také pro samotné pozorovani preparati v mikroskopu
jsou duilezité nejen metodika pfipravy histologickych preparati a vhodné zvétSeni pfi
fotografovani, ale pfedev§im kvalitni optika mikroskopu, kterd je schopna redukovat
sférickou vadu &ofky pomoci planachromatického objektivu. Bez mikroskopu
s kvalitni optikou neni moZné dosahnout dobrych podminek pro potizovani fotografii a
s tim souvisejici dosaZeni spolehlivych vysledki.

Pfi zjistovéani miry zavislosti mezi biologickym vékem jedince, odhadovanym
na zédklad¢ poftu cementovych aposic na povrchu kofene zubu, a skutenym
chronologickym v&€kem jedince, byla prostfednictvim dosaZené p-hodnoty testu na 1%
hladin€ vyznamnosti, zjit€na statisticky vyznamnd zavislost mezi sledovanymi
veli¢inami. Mira této zavislosti byla vyjadiena koeficientem korelace r = 0,709.

Byly tak splnény vechny tfi cile formulované v ivodu této diplomové prace.
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