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“Destiny is not a matter of chance; it is a matter of choice. It
is not a thing to be waited for, it is a thing to be achieved.”

(William Jennings Bryan)
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IZVLECEK
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mikroskopija, elektronska, vrsti¢na; elektronska, spinska, resonanca, spektroskopija

Dentin oblikuje osnovo zoba. Perforiran je z dentinskimi kanali (DK), obdanimi s plas¢em
peritubularnega dentina (PTD), obe strukturi pa obdaja intertubularni dentin (ITD). Glavni
organski gradnik dentina je kolagen, anorganski pa hidroksiapatitni (HA) kristal. Kolagena
vlakna dentina v veliki meri potekajo vzporedno z vzdolino osjo zoba. V isti smeri je urejen
tudi majhen delez HA kristalov, ki se najverjetneje nahaja intrafibrilarno. Intrafibrilarni
kristali zviSajo trdoto, tlacno trdnost in togost mineraliziranega tkiva. Zato se pojavi
vprasanje, ¢e se delez urejenih HA kristalov odraza v mehanskih lastnostih zob. Vzorce
dentina psa, prasi¢a, konja, krokodila in ¢loveka smo opazovali s svetlobnim, fluorescenénim
in vrsticnim elektronskim mikroskopom ter elektronsko paramagnetno resonanco. Ugotovili
smo, da DK v vratnem delu korenine preiskovanih vrst potekajo proti vertikalni osi skozi
sredis¢e zobne pulpe pod ostrim kotom, spremenljivost naklona DK v tem delu dentina pa je
zelo majhna. Glede na Stevilo in premer DK, Sirino in povrsino PTD ter povrsSino ITD sta si bila
najbolj podobna dentin ¢loveka in prasica, najbolj pa je, predvsem zaradi Stevila DK, izstopal
dentin krokodila. V dentinu vseh vrst smo dokazali kotno odvisnost signala elektronske
paramagnetne resonance (EPR). Potrdili smo, da so c-osi HA kristalov preferencno urejene
vzdolZ vertikalne osi skozi sredis¢e zobne pulpe. S simulacijami spektrov EPR smo ugotovili,
da ima dentin krokodila najvecji delez urejenih kristalov, sledi mu dentin psa, prasSi¢a in
delu koreninskega dentina vseh preiskovanih vrst majhen delez HA kristalov urejen, vecji del
pa je naklju¢no razporejen. Iz dobljenih rezultatov in podatkov iz literature sklepamo, da
delez preferencno urejenih HA kristalov v dentinu korelira z jakostjo griznih sil pri razlicnih
vrstah Zivali. Visji delez urejenih kristalov namrec¢ pozitivno korelira z boljSimi mehanskimi

lastnostmi dentina.
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ABSTRACT

Key words: Veterinary medicine; dentin — ultrastructure; crystallography; hydroxyapatites —
analysis — physiology; microscopy; microscopy, fluorescence; microscopy, electron, scanning;

electron spin resonance spectroscopy

Dentin forms the bulk of the tooth. Through the thickness, dentin is perforated by numerous
dentinal tubules (DK) embedded in a collar of peritubular dentin (PTD). Both structures are
surrounded by intertubular dentin (ITD). Main organic compound of dentin is collagen and
main inorganic compound is hydroxyapatite (HA) crystal. Collagen fibrils lie predominantly
parallel to the long axis of the tooth and a small amount of HA crystals is arranged in the
same direction. These crystals are presumably positioned between collagen fibrils and they
enhance hardness, compressive strength and stiffness of mineralized tissue. The question is
raised as to whether preferentially oriented mineral concentration reflects in mechanical
properties of teeth. Canine, porcine, equine, crocodile and human dentinal samples were
investigated by light, fluorescent and scanning electron microscopy and by electron
paramagnetic resonance. In the cervical part of a tooth root, DK ran almost perpendicularl to
the vertical axis through the pulp. Variability of DK inclination was minimal. Human dentin
shared most similarities to porcine dentin with no significant differences found in DK
diameter, density of DK, PTD thickness and PTD or ITD surface area. The most evident
difference was large number of DK in crocodile dentin. In dentin of all species, an angular
dependence of electron paramagnetic resonance (EPR) signal was demonstrated. C-axes of
HA crystals were oriented parallely to the vertical axis through the pulp. Simulations of EPR
spectra revealed that crocodile dentin has the largest fraction of oriented crystals. Further
on, fractions decreased from canine, porcine to equine dentin. The lowest fraction of
oriented HA crystals was observed in human dentin. Present study on dentinal samples
derived from cervical part of the tooth root confirmed that only minor fraction of HA crystals
in dentin has a preferred orientation, while most of crystals are randomly oriented. Based on
the results of the present study and literature data, we suggest that fraction of preferentially
oriented HA crystals in dentin could relate to the biting forces in different animal species.
Higher proportion of oriented crystals positively correlates with better mechanical

properties of dentin.
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1 UVOD

Dentin oblikuje osnovo zoba in je po vsej svoji debelini prepreden z dentinskimi kanali (DK),
ki iz povrsine pod razlicnimi koti potekajo proti pulpini votlini. Gostota DK ter njihov premer
variirata med razli¢nimi vrstami Zivali, med razlicnimi zobmi ter med razli¢nimi podrocji v
zobu. Steno DK obdaja hipermineraliziran peritubularni dentin (PTD), ¢igar debelina narasca
proti povrsini zoba. Okoli PTD se nahaja slabSe mineraliziran intertubularni dentin (ITD), ki

predstavlja najvecji del dentina.

Organski del dentina predstavljajo predvsem kolagena vlakna, ki v dentinu v vecji meri
potekajo vzporedno z vzdolino osjo zoba in uravnavajo nalaganje in usmeritev
hidroksiapatitnih (HA) kristalov. Del kristalov s svojo vzdolZzno osjo leZi vzporedno s potekom
vlaken. V svoji strukturi vsebujejo HA kristali necistoCe v obliki karbonatnih skupin. Po
obsevaniju kristalov iz teh skupin nastanejo paramagnetne zvrsti, ki jih zaznamo z elektronsko
paramagnetno resonanco (EPR). Ker je signal EPR v dentinu kotno odvisen, lahko dolo¢imo
usmeritev urejenih HA kristalov, s primerjavo izraCunanih in simuliranih spektrov pa lahko
ugotovimo delez le-teh. Doloditev usmeritve urejenih HA kristalov je pomembna, saj so

mehanske lastnosti dentina povezane tudi z usmeritvijo mineralnih snovi.

Da bi lahko ugotovili evolucijske prilagoditve dentina na sile med grizenjem, smo primerjali
mikrostrukturo zob krokodila z mikrostrukturo zob nekaterih drugih vrst Zivali in ¢loveka.
Skozi milijone let se zobje plazilcev- poddruzine krokodilov niso kaj dosti spremenili.
Krokodili imajo polifiodontni tip zob, vendar so med vsemi plazilci edini, ki imajo zobe s
pozobnico pritrjene v kost, kar nam omogoca primerjavo s psom, prasicem, konjem in
Clovekom. Prilagojeni so izredno mocnim pritiskom griznih sil, zlasti v smeri premika zgornje

k spodniji Celjusti.
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1.1 Namen in hipoteze

Namen nase raziskovalne naloge je bil:

dolociti naklon DK v zobni korenini glede na vertikalno os skozi sredis¢e zobne pulpe pri

razlicnih Zivalskih vrstah in ¢loveku;
¢ doloditi usmerjenost HA kristalov pri razlicnih Zivalskih vrstah in ¢loveku;

* dolociti delez urejenih HA kristalov v dentinu v primerjavi z naklju¢no razporejenimi pri

razlicnih Zivalskih vrstah in ¢loveku;

e ugotoviti, ali se delez urejenih HA kristalov v dentinu in razmerje med urejenimi in
naklju¢no razporejenimi kristali razlikujeta med razlicnimi Zivalskimi vrstami ter med

zivalmi in ¢lovekom.

Z raziskavo smo skusali potrditi naslednje hipoteze:

delez urejenih HA kristalov je v dentinu razli¢nih Zivalskih vrst in ¢loveka razli¢en;

majhen delez HA kristalov v dentinu je urejen, vecji delez pa naklju¢no razporejen;

mikrostruktura dentina krokodiljih zob se razlikuje od ostalih Zivalskih in ¢loveskih zob.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 Zobje in grizne sile

Zivali uporabljajo razli¢no oblikovane zobe za lovljenje, prijemanje, trganje in tudi Zveéenje
hrane. Uporabljajo jih tudi za napad plena, obrambo teritorija in haremov, samice pa v ¢asu
estrusa tudi grizejo prekomerno zainteresirane samce. Mesanica razli¢nih tipov zob v Celjust

ter sama velikost Celjusti variirajo med posameznimi vrstami (Atkins, 2009).

Med grizenjem in Zvecenjem so zobje izpostavljeni razlicnim obremenitvam in ravno zaradi
elasti¢nosti dentina odporni na zlome (Pashley, 1996; Wang in Weiner, 1998; Kinney in sod.,
2003b). Ambica in sod. (2013) so ugotovili, da se ¢loveski zgornji sekalci v kronskem delu
zlomijo pri silah 935,03+ 33,35 N, medtem ko vratni del korenine sekalcev vzdrzi za vec kot

tretjino visje sile (1336 N (1160- 1685 N)) (Jantarat in sod., 2003).

Grizne sile, ki delujejo na zobe, med posameznimi vrstami Zivali zelo variirajo. Odvisne so od
velikosti Zivali (Ellis et al., 2008; Lepley et al., 2011), velikosti glave (Anderson et al., 2008),
spola (Koc et al., 2010) in starosti (Huthmann et al., 2009; Koc et al., 2010). Pri krokodilu, na
primer, je najbolj pomembna telesna masa (Erickson et al., 2012). Moc griznih sil se v ustni
votlini veca iz rostralnega proti kavdalnemu delu (Huthmann et al., 2009; Erickson et al.,
2012). Pri ¢loveku znasajo maksimalne grizne sile v podrocju ko¢nikov med 383,9+ 102,3 N in
392,3+ 150,1 N (Zivko-Babi¢ et al., 2002; Lepley et al., 2011) ter so znatno nizje kot pri psu in
krokodilu. Pri slednjih dveh vrstah znasajo maksimalne grizne sile v istem podrocju 3417 N
(Ellis et al., 2008) in 13 172 N (Erickson et al., 2004). Pri prasSi¢u so povprecne grizne sile med
hranjenjem v podrocju licnikov 560 N (Bousdras in sod., 2006), v podrocju ko¢nikov konja pa

1956 N (Huthmann in sod., 2009).
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2.2 Organska strukturiranost dentina

Dentin oblikuje osnovo zoba in je neoziljeno, mineralizirano vezivno tkivo, ki doloc¢a obliko
zoba (Mjor in Pindborg, 1973). V primerjavi s sklenino je slabse mineraliziran in zato mehke;jsi
ter se hitreje obrabi (Craig, 1993). V kronskem delu ga pokriva mocno mineralizirana
sklenina, v koreninskem delu pa cement, ki sodeluje tudi pri pritrditvi zoba v celjustno kost
(Nanci in Ten Cate, 2008) (slika 1A). Dentin vretencarjev ima kompleksno zgradbo, katere
osnhova je pri razli¢nih Zivalskih vrstah in ¢loveku precej podobna (Lopes in sod., 2006; Robb
in sod., 2007; Lopes in sod., 2009). Sestavljen je iz organskega ter anorganskega dela in vode,
in sicer iz priblizno 70 uteZznih odstotkov anorganskega materiala (50 volumskih odstotkov),
20 odstotkov organskega materiala (30 volumskih odstotkov) ter 10 odstotkov vode in
drugih snovi (20 volumskih odstotkov) (Goldberg in sod., 1995; Nanci in Ten Cate, 2008; Enax
in sod., 2013). Ker se voda primarno nahaja v dentinskih kanalih (DK), njihov premer pa se od
pulpine votline proti dentinsko-skleninski (DSM) in dentinsko-cementni meji (DCM) manjsa,
predstavljajo ti odstotki le povprecne vrednosti. Vsebnost vode je v povrSinskem dentinu

priblizno 20-krat niZja kot v dentinu blizu pulpe (Pashely, 1996).

Organski del dentina predstavljajo odontoblasti s Tomesovimi podaljski, ki po DK potekajo
proti DSM in DCM (Nanci in Ten Cate, 2008) ter kolagen in nekolagene matriksne beljakovine
(Goldberg in Lasfargues, 1995).



N. Mlakar: Mikroskopska in spektroskopska ocena strukturiranosti dentina razli¢nih Zivalskih vrst 19

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2014. Doktorska disertacija

(A)
. — Sklenina

f» (8)
: g ——— Dentin
: 9

Intrafibrilarni

HA
kristali
—» PTD
> — |TD \ )
Kolagenski
matriks
—> Lumen DK

Snop mineraliziranih
kolagenih vliaken

Pulpni kanal

¥

. — Cement

Slika 1: Makroskopska in mikroskopska strukturiranost zoba in dentina. (A) Cloveski sekalec. (B) Shematski
prikaz mikrostrukture dentina z dentinskimi kanali (DK), obdanimi s hipermineraliziranim ovojem
peritubularnega dentina (PTD). Obe strukturi sta vgrajeni v slabSe mineraliziran intertubularni dentin (ITD). V
ITD del snopov kolagenih vlaken poteka pravokotno na DK oz. vzporedno z vzdolZno osjo zoba, preostanek pa je
naklju¢no urejen. (C) Snop je sestavljen iz urejenih kolagenih vlaken, kjer c-osi hidroksiapatitnih (HA) kristalov
potekajo vzporedno z osjo vlaken. Delno povzeto po: Bar-On in Wagner (2012).

Figure 1: Macroscopic and microscopic structure of tooth and dentin. (A) Human incisor. (B) Schematic
presentation of the dentin microstructure with dentinal tubules (DK) surrounded by hypermineralized
peritubular dentin (PTD), and embedded inside less mineralized intertubular dentin (ITD). A part of bundles of
mineralized collagen fibrils in ITD run perpendicular to the DK or parallel to the longitudinal axis of the tooth
and the rest are randomly oriented. (C) A bundle is composed of staggered collagen fibrils where c-axes of

hydroxyapatite (HA) crystals run parallel to the axis of fibrils. Partially adapted from: Bar-On in Wagner (2012).

2.2.1 Odontoblasti in njihova diferenciacija

Nastanek zasnove zoba je rezultat zapletenih recipro¢nih vplivov med ustnim epitelom in
ektomezenhimom, ki deloma izvira iz nevralne letvice. Ti vplivi so uravnavani z ligandi in
receptorji (Thesleff, 2003) in so vklju¢eni v morfogenezo ter diferenciacijo celic (Linde in

Goldberg, 1993).

Prvi morfoloski znak razvoja zoba je lokalna zadebelitev dentalnega epitela, ki se vgrezne v

spodaj lezeci ektomezenhim (Thesleff, 1991). Odontogene mezenhimske celice se zgostijo in
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brsteci se epitel jih zacne od zgoraj objemati. Celice epitela se nato pretvorijo v skleninski
organ, iz mezenhimskih celic poleg konice epitelnega brsta pa se razvije dentalna papila
(Nanci in Ten Cate, 2008). Le-ta raste in celice, ki lezijo v tesnem stiku z bazalno membrano
(BM) ter direktno pod skleninskim epitelom, se dokon¢no diferencirajo v odontoblaste,
spodaj lezece pa v zobno pulpo. Iz ostalih celic mezenhima, ki oblikujejo zobni folikel, se

razvijejo podporna tkiva zoba (Thesleff, 1991).

Za dokoncno diferenciacijo odontoblastov so znacilni naslednji koraki:

1) preodontoblasti koncajo s celi¢nim ciklom. Med zadnjo delitvijo leZijo mitoti¢na vretena
pravokotno na epitelno-mezenhimsko mejo in BM (Ruch, 1987);

2) héerinska celica, ki je v stiku z BM, se podaljsa in polarizira: jedro se pomakne proti bazi
celice, hrapav endoplazemski retikulum se postavi vzporedno z dolgo osjo celice, hkrati pa se
v njej oblikujejo tudi Stevilna sekretorna zrnca in Golgijev aparat;

3) héerinske celice pricnejo najprej s sintezo nemineraliziranega matriksa, t.i. predentina, ki

kasneje mineralizira (Butler in Ritchie, 1995; Ruch in sod., 1995).

Konc¢na polarizacija odontoblastov vodi do razdelitve celice na celicno telo z organeli,
potrebnimi za izgradnjo izvencelicnega matriksa, ter na dolg podaljsek, ki sega na zacetku v
predentin, kasneje pa tudi v dentin (Goldberg in sod. 1995). Hkrati mejni kompleksi
oblikujejo bariero ter tako izolirajo zobno pulpo od predentinskega zunajcelicnega prostora

(Linde in Goldberg, 1993).

Dentinogeni odontoblasti so aktivno vkljuceni v izgrajevanje, izloCanje in reabsorbcijo
komponent matriksa. Medtem ko se izgrajevanje vrsi v telesu odontoblasta, se eksocitoza in

endocitoza primarno odvijata v celicnem podaljSku (Linde in Goldberg, 1993).

Oblikovanje dentina se pri¢ne z izgradnjo organskega predhodnika dentina, t.i. predentina, ki
v doloceni razdalji od telesa odontoblasta mineralizira. Topografsko gledano se pricne
predentin nalagati najprej na mestih, kjer se bodo kasneje razvili vrski zob. Ker se
diferenciacija odontoblastov nadaljuje iz tega mesta v apikalni smeri, se v isti smeri nadaljuje
tudi zacetno izgrajevanje dentina, medtem ko v tem casu kronska plast predentina oz.

kasneje dentina za¢ne pridobivati na debelini (Nanci in Ten Cate, 2008).
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Odontoblasti lezijo na periferiji zobne pulpe 0z. na notranji povrsini dentina ter so
najpomembnejsi funkcionalni element dentina, saj so, ¢e so primerno stimulirani, skozi svoje
celotno Zivljenje sposobni sintetizirati dentin (Nanci in Ten Cate, 2008). Izlo¢ajo komponente
zunajcelicnega matriksa, kamor se nalaga anorganski kalcijev fosfat v obliki hidroksiapatitnih
(HA) kristalov (Linde in Lundgren, 1995). Uravnavajo dotok kalcija in fosfata ter proizvajajo
rastne faktorje in encime (Boskey, 1991). Skozi celotno Zivljenje sintetizirajo fizioloski
sekundarni dentin, ki postopno zoZuje pulpino votlino. Ta proces ima tudi prakti¢en pomen,
saj bi drugace zaradi atricije prislo - npr. pri konjih - na grizni ploskvi do izpostavitve zobne
pulpe (Dixon, 2002). Na drazZljaje, kot npr. travmatsko poskodbo, infekcijo ali prekomerno
atricijo, se odontoblasti odzovejo s sklerozacijo DK. Le-ta prepreci mikroorganizmom ali
njihovim molekularnim proizvodom dostop do zobne pulpe in predstavlja poleg izgradnje
reparativnega dentina dodatni obrambni mehanizem (Pashley, 1996). Stevilo odontoblastov
korelira s Stevilom DK, oblika pa z mestom, kjer se nahajajo; v kronskem delu so hruskaste

oblike, v vratnem kuboidni ter v apikalnem vretenasti (Nanci in Ten Cate, 2008 ).

Odontoblastni oz. Tomesovi podaljski se oblikujejo na vratu celice in segajo razlicno globoko
v dentin; od 0,5 mm pa vse do nekaj mm oz. do DSM (Garberoglio in Brannstrom, 1976; Kilic,
1997). Naloga Tomesovih podaljskov ter okolne tekocine, ki izpolnjuje DK, je tudi prenasanje

bolecine v zobno pulpo (Pashley, 1996).

2.2.2 Organski del dentina

Organski matriks dentina je sestavljen iz priblizno 90% netopnih kolagenih vlaken tipa |,
ostali del pa predstavljajo nekolagene matriksne beljakovine (Goldberg in Lasfargues, 1995).
Primarna naloga organskega matriksa dentina je dolocitev tridimenzionalne morfologije
mineraliziranega tkiva (Linde in Lundgren, 1995), saj je vanj vrinjen anorganski mineralni del,

ki ga sestavljajo HA kristali (Pashley, 1989).

Ugotovljeno je bilo, da med peritubularnim dentinom (PTD) in intertubularnim dentinom
(ITD) obstajajo strukturne in sestavne razlike organskega matriksa (Xu in Wang, 2012), med

katere pristevamo relativno viSjo vsebnost nekolagenih beljakovin v PTD (Gotliv in sod.,
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2006) ter odsotnost oz. zelo nizko vsebnost kolagena v PTD (Bertassoni in sod., 2012; Xu in

Wang, 2012).

2.2.2.1 Kolagen

Dentinska kolagena vlakna predstavljajo kompaktno maso, ki je sestavljena vecinoma iz
kolagena tipa | (Goldberg in Lasfargues, 1995). Vsebnost kolagena je v kronskem delu
dentina (166,49% 49,4 ug kolagena/ mg dentina) primerljiva s koreninskim delom (131,99+
21,5 ug kolagena/ mg dentina) (Miguez in sod., 2004). V ITD del kolagenih vlaken v bliZini DK
poteka cirkumferentno okoli njih (Gotliv in Veis, 2007), medtem ko jih velina poteka
pravokotno na DK oz. vzporedno s povrsino predentina oz. vzdolZzno osjo zoba (Sogaard-
Pedersen in sod., 1990; Wang in Weiner, 1998; Muylle in sod., 2000; Kinney in sod, 2001;
Miguez in sod., 2004; Elbaum in sod., 2007; Inoue in sod., 2011) (slika 1B). Zaradi
specificnega poteka kolagenih vlaken je dentin anizotropen (Kinney in sod., 2001; Hellmich in
Ulm, 2002; Kinney in sod., 2003b). Avtorji si glede vsebnosti kolagena v PTD $e vedno niso
enotni; nekateri trdijo, da v PTD ni kolagena (Muylle in sod., 2001; Gotliv in sod., 2006;
Habelitz in sod., 2007; Gotliv in Veis, 2007; Gotliv in Veis, 2009; Bertassoni in sod., 2012),
medtem ko drugi tem ugotovitvam nasprotujejo in trdijo, da ga vsebuje majhen del (Dai in
sod., 1991; Breschi in sod., 1993; Magne in sod., 2002; Xu in Wang, 2012). Nekateri od
slednjih so celo ugotovili, da vlakna v PTD potekajo cirkumferentno okoli DK (Breschi in sod.,

1993).

Premer kolagenih vlaken je pri ¢loveku priblizno 100 nm (Ségaard-Pedersen in sod., 1990) ter
pri psu 30- 180 nm (Tanaka, 1989) in so med seboj veCinoma prepletena, nekaj pa se jih med
seboj povezuje tudi v sveinje (S6gaard-Pedersen in sod., 1990). Oblikujejo mrezno matrico,
kjer v luknjah in porah ter na njihovi povrsini in v neposredni bliZini leZijo HA kristali (Nanci in
Ten Cate, 2008). NajpomembnejSa naloga kolagene mrezZe je nadzor uravnavanja nalaganja
in usmeritve HA kristalov, kjer intrafibrilarni kristali leZijo s svojo vzdolzno oz. c-osjo

vzporedno z vzdolZzno osjo kolagenega vlakna (Glimcher, 1968).
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2.2.2.2 Nekolagene matriksne beljakovine

Med nekolagene matriksne beljakovine dentina pristevamo proteoglikane (hondroitin sulfat,
dermatan sulfat), glikoproteine (z glutaminsko kislino bogate beljakovine ali Gla- beljakovine
(osteokalcin) in fosfoproteine (fosfoforin, osteonektin, osteopontin, dentinski sialoprotein,
idr.), lipide (holesterol in njegovi estri, triacilglicerol, fosfolipidi) in serumske proteine, kot

npr. albumin (Goldberg in sod., 1995).

Proteoglikani sodelujejo pri preoblikovanju kolagenih vlaken v tridimenzionalno mrezo, ki jo
med seboj povezujejo fosfoproteini (Butler, 1995). Zanje je znacilno, da so mocno
fosforilirani (Yamakoshi in sod., 2008) in imajo specificno afiniteto za kolagen (Dahl et al.,
1998), zato je njihova koncentracija v ITD viSja kot v PTD. Eden najpomembnejsih
fosfoproteinov je fosfoforin, ki sodeluje pri ionski nukleaciji HA kristalov v in na kolagenski
mrezi (Boskey, 1991; Mann, 1993), saj ima veliko afiniteto za vezavo Ca?' ionov (Butler,
1995), hkrati pa najverjetneje uravnava tudi njihovo usmeritev in zaCetno rast v smeri c-osi
(Mann, 1993) ter nadzoruje velikost in obliko bodocega kristala (Nanci in Ten Cate, 2008).
Fosfoforin tako povzrodi direktno nukleacijo HA kristalov in nase veZe nanokristale, ki so se
oblikovali v matriksnih veziklih (Butler, 1995). PTD ne vsebuje fosfoforinov (Weiner in sod.,
1999), ¢eprav ima v svoji zgradbi visjo koncentracijo fosforiliranih proteinov kot ITD (Gotliv et
al., 2006). Med te pristevamo ostale fosfoproteine ter Gla- beljakovine, ki imajo veliko
afiniteto za vezavo kalcijevih ionov, in lahko sproZijo nukleacijo HA kristalov ter tako
najverjetneje sprozijo mineralizacijo PTD, kjer je koncentracija mineralov visja kot v ITD

(Habelitz in sod., 2007).
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2.3 Dentinogeneza

2.3.1 Dentinski kanali

Podaljski odontoblastovlezijo v DK, ki se raztezajo po celotni dolZini dentina (Costa in sod.,
2002) od zobne pulpe v predentinu do DSM oziroma DCM (So6gaard-Pedersen in sod., 1990;
Muyle in sod., 2001). Potek DK nakazuje pot, ki jo je odontoblast opravil med dentinogenezo
(Nanci in Ten Cate, 2008). V zobni kroni posnema obliko podolgovate ¢rke »S« (Kilic in sod.,
1997; Muyle in sod., 2001; Costa in sod., 2002; Nanci in Ten Cate, 2008), ki nastane zaradi
centripetalne rasti dentina in posledi¢nega gneteZa odontoblastov (Muylle in sod., 2001;
Nanci in Ten Cate, 2008), medtem ko je njihov potek v koreninskem delu bolj raven. Najbolj
raven potek imajo DK v zgorniji tretjini zobne korenine (Nanci in Ten Cate, 2008) in pod grizno

ploskvijo (Muyle in sod., 2001; Muylle in sod., 2002; Nanci in Ten Cate, 2008).

Sistem kanalov po celotni dolZini z notranje strani obdaja organski ovoj, t.i. lamina limitans
(Muylle in sod., 2000; Bertassoni in sod., 2012), lumen pa je napolnjen s citoplazemsko

tekocino ter do dolocene dolzZine s podaljski odontoblastov (Kinney in sod., 2001).

Dentinski kanali so stoz¢asto oblikovane strukture, katerih premer se proti periferiji dentina
oza in tako ob pulpini votlini predstavljajo pri ¢loveku okoli 22% povrsine dentina, na
periferiji pa le okoli 1% (Pashley in sod., 1989). V kronskem delu c¢loveskega zoba imajo
premer 2,0 do 3,2 um ob zobni pulpi, 0,8 do 1,6 um v srednjem delu dentina in 0,5 do 1,2 um
blizu DSM (Garberoglio in Brannstrom, 1976- PM and M) ter v korenini zoba 1,7 do 2,1 um
ob pulpi in 0,7 do 1,3 um ob DCM (Chu in sod., 2010). Pri psu je njihov premer v podrocju
cementno-skleninske meje (CSM) ob pulpi 2,0 do 2,9 um ter na periferiji 1,7 do 2,9 um (Robb
in sod., 2007), pri prasi¢u v povprecju merijo 2,0 um (Dauphin in sod., 2013), pri konju pa
blizu DSM 2,7 um in v sekundarnem dentinu 3,2 um (Kilic in sod., 1997). V krokodiljem

dentinu je opisan le povprecen premer DK, ki znasa 1- 1,5 um (Dauphin in Williams, 2008).

Gostota DK se v razli¢nih tipih zob razlikuje (Garberoglio in Brannstrom, 1976; Schellenberg
in sod., 1992) ter tudi glede na sam poloZaj v zobu. Njihovo Stevilo pada od zobne pulpe proti

periferiji (Garberoglio in Brannstrom, 1976; Kilic in sod., 1997; Chu in sod., 2010) ter iz
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kronskega proti koreninskemu delu zoba (Chu in sod., 2010). V kronskem delu je pri ¢loveku
njihova gostota ob zobni pulpi med 30 000 in 52 000/ mm? (Garberoglio in Brannstrém,
1976), ter v koreninskem med 25 300 in 32 300/ mm? (Komabayashi in sod., 2008) in se do
DSM (Garberoglio in Brannstrom, 1976) oz. DCM priblizno razpolovi (Schellenberg in sod.,
1992; Komabayashi in sod., 2008). Pri psu je v visini DSM zgornjega grabilca gostota DK ob
zobni pulpi okoli 30 000/ mm?, na periferiji dentina pa okoli 47 000/ mm? (Robb in sod.,
2007), pri konju pa 28 000 do 58 000/ mm?” v sekundarnem dentinu in 10 000 do 25 000/
mm? v osrednjem delu primarnega dentina v podrogju grizne ploskve zoba (Muylle in sod.,
2002). Gostota DK raste proti notranjosti dentina zaradi vedno manjSega prostora, ki ga

imajo na voljo odontoblasti, ko pulpina votlina postaja vse oZja.

Dentinski kanali imajo neravne stene, iz katerih izhajajo po celotni dolzini Stevilne stranske
veje, ki oblikujejo mrezo, preko katere sosednji DK komunicirajo med seboj (Pashley, 1989;
Lu in sod, 2007). Njihov premer je okoli 300 do 700 nm, pojavljajo pa se predvsem v
podrogjih, kjer je Stevilo DK relativno nizko, torej v koreninskem delu zoba (Mjor in Nordahl,
1996). Po celotnem dentinu se razpredajo iz DK tudi mikro veje oz. kanalikuli premera 25 do
200 nm (Mjor in Nordahl, 1996; Muylle in sod., 2000; Lu in sod., 2007), na periferiji dentina,
predvsem v kronskem delu zoba, pa se DK razcepijo na 0,5 do 1,0 um Siroke glavne veje

(Mjor in Nordahl, 1996).

Tubularnost doloca prepustnost dentina in je glede na poloZaj v zobu zelo razli¢na. Visja je v
podrocju vecje gostote DK v bliZini zobne pulpe kot na periferiji dentina (Pashley in sod.,
1987). Skozi DK se odvija tok dentinske tekocine proti periferiji ter pasaza- npr. mikrobnih

komponent - proti notranjosti (Vongsavan in Matthews, 1992).
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2.3.2 Peritubularni dentin

Dentinski kanali, v katerih leZijo podaljski odontoblastov, so obdani s tankim pasom PTD
(Marshall in sod., 2001, Habelitz in sod, 2007) (slika 1B), ki je pri ¢loveku priblizno 9% (Miller
in sod., 1971) do 40% bolj mineraliziran kot preostali ITD (Nanci in Ten Cate, 2008), medtem
ko je pri konju le do 9% bolj mineraliziran (Magne in sod., 2002). Volumska vsebnost HA
kristalov se v tem delu giblje med 60 in 92% (Marshall in sod., 2001; Xu in Wang, 2012), HA
kristali pa imajo obliko ploscic (Schroeder in Frank, 1985; Weiner in sod., 1999) in so po
velikosti podobni tistim v ITD (Weiner in sod., 1999; Gotliv in sod., 2006). Med razli¢nimi
avtorji so mnjenja o urejenosti HA kristalov v PTD razli¢cna; nekateri trdijo, da so urejeni
podobno kot kristali v ITD (Gotliv in sod., 2006; Gotliv in Veis, 2009), drugi, da so naklju¢no
razporejeni (Schroeder in Frank, 1985) in spet tretji, da je PTD sestavljen iz lokalno urejenih
domen, v katerih je priblizno polovica HA kristalov s svojimi c-osmi poravnana v isto smer

(Weiner in sod., 1999).

Poleg nestrinjanja glede urejenosti HA kristalov v PTD si avtorji nasprotujejo tudi glede
vsebnosti kolagena (Dai in sod., 1991, Muylle in sod., 2001; Magne in sod., 2002; Qin in
Swain, 2004; Gotliv in sod., 2006; Gotliv in Veis, 2007; Habelitz in sod., 2007; Gotliv in Veis,
2009; Xu in Wang, 2012;). Tisti, ki zatrjujejo, da v PTD ni kolagena, menijo, da je organski
matriks PTD kompleksna mesanica kislih beljakovin in fosfolipidov z majhnim delezem
glikoproteinov in proteoglikanov (Weiner in sod., 1999; Gotliv in sod., 2006; Gotliv in Veis,
2007). PTD naj bi bil tako sestavljen iz priblizno 13% nekolagenih proteinov, ostali del pa

predstavlja anorganska faza (Gotliv in sod., 2006).

Izgradnja PTD se pri¢ne na meji med plas¢nim dentinom in dentinom okrog pulpine votline
(Weiner in sod., 1999) in mineralizira skupaj z mineralizacijsko fronto ITD (Habelitz et al,
2007). Pri ljudeh se v bliZzini mineralizacijske fronte v predentinu pojavlja le ITD, medtem ko
se zatne PTD pojavljati nekoliko bolj stran od predentinsko-detinske meje (Linde in
Goldberg, 1993). Sirina PTD se v zgornji tretjini korenine &love$kega molarja veda proti
povrsini zoba, in sicer meri v bliZini pulpe med 0,00 in 0,33 um ter ob povrsini dentina 0,55

do 1,05 um (Chu in sod., 2010). Podoben trend Sirjenja PTD proti periferiji dentina je bil
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opazen tudi pri konju (Muylle in sod., 2001; Muylle in sod., 2002), medtem ko za ostale
Jivalske vrste v literaturi nismo nasli podatkov. Sirjenje PTD proti DSM oz. DCM povzro€i

progresivno ozanje premera DK (Garberoglio in Brannstrom, 1976).

Peritubularni dentin predstavlja fenestriran cilinder okoli dentinskih kanalov. V njegovi steni
so Stevilne manjSe pore, ki najverjetneje omogocajo izmenjavo tekocin in ionov med
lumnom dentinskega kanala oz. podaljSkom odontoblasta in ITD (Gotliv in Veis, 2007; Gotliv
in Veis, 2009). Negativno nabita povrsina por najverjetneje sluzi tudi kot selektivni regulator

transporta ionov med DK in ITD (Gotliv in Veis, 2009).

Pod elektronskim mikroskopom (EM) ter mikroskopom na atomsko silo ima PTD bolj
homogeno strukturo kot kolagen vsebujoci ITD (Habelitz in sod., 2007; Gotliv in Veis, 2009)
in zato razlicne elasticne (Kinney in sod., 1996a) in lomne lastnosti (Wang, 2005) ter opti¢no
anizotropijo (lwamoto in Ruse, 2003). Lomne ploskve PTD so pod EM relativho gladke,

medtem ko so lomne ploskve ITD videti neravne (Boyde in Lester, 1967).

Vloga PTD dandanes Se vedno ni povsem jasna, vendar nekateri avtorji predvidevajo, da bi
lahko njegova viSja togost vplivala na upocasnjeno Sirjenje pok v dentinu (Habelitz in sod,
2007), hkrati pa viSja vsebnost mineralov tudi zvisa odpornost dentina proti obrabi (Kierdorf

in Kierdorf, 1992).

2.3.3 Intertubularni dentin

Najvedji del dentina predstavlja ITD, ki primarno sestoji iz mineraliziranih kolagenih vlaken
(slika 1B). Volumsko vsebuje priblizno 43% HA kristalov (Bar-On in Wagner, 2012) ter 30%
kolagenih vlaken tipa | (Nanci in Ten Cate, 2008). Dentinska mineralizirana vlakna se med
seboj zdruZujejo v mreZo, ki je v ITD v dveh dimenzijah neurejena, v tretji pa poteka
vzporedno z rastnimi linijami (Sogaard-Pedersen in sod., 1990; Wang in Weiner, 1998;
Kinney in sod, 2001a; Inoue in sod., 2011). Le-ta potekajo okoli DK cirkumferentno (Gotliv
and Veis, 2007), vecina pa jih lezi pravokotno nanje (Sogaard-Pedersen in sod., 1990; Kinney

in sod, 2001a; Inoue in sod., 2011). Vsako mineralizirano vlakno je sestavljeno iz kolagenega
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ogrodja, v katerem se nahajajo tanki, plos¢icam podobni kristali karbonatnih apatitov,
katerih c-osi rastejo vzporedno z vzdolzno osjo kolagenih vlaken (Landis in sod., 1993; Linde

in Goldberg, 1993; Houllé in sod., 1997; Ehrlich in sod., 2010).

Povrsina ITD se glede na lokacijo v zobu spreminja, in sicer ga je v ¢lovesSkem zobu v podrocju
predentina priblizno 12%, do DSM pa njegova koli¢ina naraste na priblizno 96% (Pashley,

1989).

2.3.4 Oblikovanje dentina okrog pulpine votline

2.3.4.1 Plascni dentin

Dentin okrog pulpine votline predstavlja glavnho maso dentina in se med odontogenezo
oblikuje v relativnho kratkem c¢asu. Njegov periferni del, ki se nahaja tik pod sklenino v
kronskem delu zoba (Linde in Lundgren, 1995) in pri ¢loveku meri priblizno 150+ 50 um (Herr
in sod., 1986), se imenuje plas¢ni dentin (Linde in Lundgren, 1995). Prvi kolagen se v dentinu
pojavi zunaj odontoblastov kot Siroka, t.i. von Korffova vlakna (premera 0,3- 0,5 um), ki se
zdruZujejo v brezstrukturni osnovni snovi takoj pod BM (Jean in sod., 1986). Ta vlakna so
sestavljena iz kolagena tipa Il (Ohsaki in Nagata, 1994) in potekajo pravokotno na BM oz.
vzporedno s podaljski odontoblastov (Nanci in Ten Cate, 2008). Odontoblasti proizvajajo tudi
tanjSa vlakna kolagena tipa | (premera okoli 100 nm), ki leZijo vzporedno s stalno

nastajajocim predentinom ali pravokotno nanj (S6gaard-Pedersen in sod., 1990).

Naslednja znacilnost plas¢nega dentina so matriksni vezikli premera 0,1- 0,2 um, ki izvirajo iz
odontoblastov. Mineralna faza se najprej pojavi prav v njih kot posamezni HA kristali
(Bonucci, 1984), ki rastejo zelo hitro in pretrgajo kontinuiteto veziklov. V organskem
matriksu se med seboj zdruZujejo v sveinje, le-ti pa se zdruzujejo med seboj in tako
oblikujejo neprekinjen sloj mineraliziranega matriksa. TakSni mineralizaciji pravimo
globularna mineralizacija. Med mineralizacijo matriksa odontoblasti proizvajajo tudi
nekolagene matriksne beljakovine, ki naj bi uravnavale rast in usmeritev kristalnega jedra ter

po koncanem oblikovanju le-tega nadzorovale tudi velikost in obliko bodocega HA kristala
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(Houllé in sod., 1997). Odontoblasti se v tem ¢asu pri¢nejo pomikati proti centru pulpe in za
seboj puicajo odontoblastne oz. Tomesove podaljske (Nanci in Ten Cate, 2008). Sele po tej

fazi se HA kristali pojavijo tudi v povezavi s kolagenimi vlakni (Linde in Lundgren, 1995).

Ker je koncentracija mineralov v plas¢énem dentinu nizZja kot v dentinu okrog pulpine votline
(Verdelis in sod., 2007), je niZja tudi njegova trdota (Wang in Weiner, 1998). Prav tako, za
razliko od dentina okrog pulpine votline, v njem ni fosfoproteinov (Takagi in sod., 1986) in DK

(Mjor in Nordahl, 1996).

2.3.4.2 Primarni in sekundarni dentin

Ko je plas¢ni dentin oblikovan, se dentinogeneza nadaljuje na nekoliko drugacen nacin.
Odlaganje mineralov vedno nekoliko zaostaja za izgrajevanjem organskega matriksa, zato se
med odontoblasti in mineralizacijsko fronto pojavlja 10- 40 um Sirok sloj, imenovan
predentin (Linde in Lundgren, 1995). Kolagena vlakna dentina okrog pulpine votline so v
najvecji meri tipa | in so si med seboj razporejena blizje ter so bolj prepletena kot v plasénem
dentinu (Goldberg in Lasfargues, 1995). Ta vlakna v glavhem leZijo pravokotno na DK in
vzporedno z DSM oz. z vzdolZno osjo skozi sredisce korenine (Ségaard-Pedersen in sod, 1990;
Linde in Goldberg, 1993; Wang in Weiner, 1998; Kinney in sod., 2001; Wiesmann in sod,
2005).

Najvecji delez dentina okrog pulpine votline predstavlja primarni dentin, ki se med
izgrajevanjem zoba tvori zelo hitro. Za razliko od plas¢nega dentina je primarni dentin v
celoti proizvod odontoblastov, hkrati pa je bolj kompakten tudi njegov kolagenski matriks
(Ten Cate, 1998). Primarni dentin oblikuje osnovo zoba in mu daje genetsko zasnovano
velikost in obliko (Nanci in Ten Cate, 2008). Nekateri avtorji so mnenja, da se njegova tvorba
zakljuci, ko je izgrajena krona (Romagnoli in sod., 1990), drugi da Sele, ko zobje pri¢nejo
opravljati svojo funkcijo (Linde in Goldberg, 1993) in spet tretji, ko je zobna korenina

popolnoma izoblikovana (Nanci in Ten Cate, 2008).
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Sintezi primarnega sledi mnogo pocasnejsa sinteza sekundarnega dentina. Strukturi obeh se
le malo razlikujeta; potek DK je v sekundarnem dentinu nekoliko drugacen, struktura
kanalckov je manj pravilna, hkrati pa je lahko neenakomerna tudi njegova izgradnja (Nanci in
Ten Cate, 2008). Pri konju je meja med primarnim in sekundarnim dentinom zelo izrazita, saj

se PTD tvori le v primarnem dentinu (Muylle in sod., 2001; Muylle in sod., 2002).

2.3.4.3 Terciarni dentin

Terciarni dentin odontoblasti izgrajujejo kot odgovor na zunanje drazljaje, npr. travmatske
poskodbe zoba, kariesa, prekomerne atricije, abrazije ali erozije ter oblikovanja kavitete (Cox
in sod., 1992). Poznana sta dva tipa, in sicer reakcijski, ki je proizvod Ze obstojecih
odontoblastov in nastane zaradi blage poskodbe, in reparativni. Slednji nastane ob hujsih
posSkodbah, ki uniijo odontoblaste, novi pa se izdiferencirajo iz progenitornih ali
pluripotentnih celic zobne pulpe. Reparativni dentin je izgrajen hitro in ker se celice pogosto

ujamejo v matriks, ne vsebuje DK (Tziafas, 2010).

2.3.4.4 Transparentni dentin

S staranjem se normalni dentin spremeni v t.i. transparentni oz. skleroti¢ni dentin (Vasiliadis
in sod., 1983). Gre za proces postopnega zapolnjevanja DK z mineralno fazo, ki se pricne v
apikalnem delu korenine in se pogosto Siri proti koronarnemu (Micheletti, 1998).
Hidroksiapatitni kristali, ki zapolnjujejo lumen DK, so po navedbah nekaterih avtorjev
nekoliko manjsi kot v normalnem dentinu (Kinney in sod., 2005), medtem ko drugi menijo,
da so vedji (Nalla in sod., 2005; Porter in sod. 2005). Porter in sod. (2005) ter Nalla in sod.
(2005) so ugotovili, da se velikost HA kristalov v ITD s staranjem znacilno zmanjsa in tako
sklerozacija najverjetneje nastane zaradi uniformnega raztapljanja mineralov ITD ter
njihovega pasivnega kemijskega precipitiranja v DK (Vasiliadis in sod., 1983). Kljub temu, da
se kristali zmanjsajo, pa se koncentracija mineralov v ITD ne spremeni (Kinney in sod., 2005).
Glavnina mineralne faze, ki zapolnjuje lumen DK, so HA kristali, nekaj pa je tudi

nanometrskih zrnatih kristalov (Porter in sod. 2005).



N. Mlakar: Mikroskopska in spektroskopska ocena strukturiranosti dentina razli¢nih zZivalskih vrst 31

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2014. Doktorska disertacija

2.4 Hidroksiapatitni kristal kot anorganski del dentina

Hidroksiapatitni kristal, s kemijsko formulo Caig(PO4)¢(OH),, je strukturna osnova
mineralnega dela dentina, sklenine, cementa in kosti. Dentinski kristali so manjsi kot
skleninski (Hong in sod., 2006) in v povprecju merijo priblizno 36- 110 nm v dolZino (Elliott in
sod., 2002; Zavgorodniy in sod., 2008), 4- 31 nm v Sirino (Elliott in sod., 2002; Porter in sod.
2005; Hong in sod., 2006) in so debeli priblizno 2- 5nm (Kinney in sod., 2001; Zavgorodniy in
sod., 2008; Marten in sod., 2010). Na splosno velja, da imajo HA kristali v dentinu obliko
ploscic (Nanci in Ten Cate, 2008; Gotliv and Veis, 2009).

Hidroksiapatitni kristali dentina imajo dva razlicna mehanizma nastanka, ki se v
mineralizacijskem podrocju pojavita istoc¢asno: 1. direktna nukleacija in rast HA kristalov
(Houllé in sod., 1997) ter 2. nukleacija preko razli¢nih kalcij-fosfatnih faz, v glavhem preko
oktakalcijevega fosfata (OKF) (Bodier-Houllé in sod., 1998). Cuisinier in sod. (1995) so
direktno nukleacijo in rast HA kristalov opisali kot proces, kjer na specifi¢nih, nukleacijskih
mestih najprej pride do ionske adsorbcije in nukleacije nanometerskih delcev. Ta proces se
vecinoma odvija intrafibrilarno oz. na povrsini kolagenih vlaken (Landis in sod., 1993; Weiner
in Wagner, 1998). Mineralni delci zaradi nadaljnega nalaganja ionov rastejo, njihovo rast pa
uravnavajo organski matriks ter sosednji delci, ki rastejo v njem. Zaradi omejenosti prostora
se pricnejo delci med seboj tudi zdruzevati (Cuisinier in sod., 1995) in rastejo po dolzini
vzporedno z osjo kolagene molekule (Landis in sod., 1993). V primeru nukleacije OKF pride
najprej do oblikovanja kristalov OKF, kateremu sledi hitra hidroliza in koncno pride do

odlaganja HA na njihove stranice (Bodier-Houllé in sod., 1998).

Rast HA kristalov se odvija z njihovo vzdolZzno oz. c-osjo vzporedno z vzdolZzno osjo kolagenih
vlaken (Landis in sod., 1993; Linde in Goldberg, 1993; Houllé in sod., 1997; Ehrlich in sod.,
2010). Kristali se nahajajo v intersticijskem prostoru med kolagenimi vlakni- interfibrilarno ali
pa v njihovih porah- intrafibrilarno (Landis in sod., 1996; Ehrlich in sod., 2010) (slika 1C).
Kinney in sod., 2001 so mnenja, da se precejSen delezZ kristalov nahaja intrafibrilarno, kar v
Stevilkah pomeni okoli 56% vseh kristalov v dentinu (Nanci in Ten Cate, 2008), medtem ko

drugi predvidevajo, da jih je med 20- 30% (Balooch in sod., 2008; Marten in sod., 2010).
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Kljub temu, da naj bi se priblizno 56% HA kristalov nahajalo intrafibrilarno (Nanci in Ten Cate,
2008), je v kronskem delu dentina cloveskih zob stopnja urejenosti kristalnih delcev nizka
(Tesch in sod., 2001), saj naj bi jih bilo vsaj 80% naklju¢no razporejenih in najve¢ 20%

urejenih v dolo¢eno smer (Marten in sod., 2010).

Tip kristalov in hitrost njihovega nastanka sta v tesni povezavi z lokalnim pH, koncentracijo
kalcija, fosfata ter drugih kemijskih ionov, kot tudi s prisotnostjo nabitih makromolekul
(Linde in Lundgren, 1995). Bioloski HA kristali vsebujejo v svoji strukturni sestavi Stevilne
ionske zamenjave in primanjkljaje ter tako v zobeh predstavljajo nedisto obliko HA. Med
najpomembnejie ionske zamenjave pristevamo zamenjave PO,> in OH ionov s CO5> ioni. Na
racun prvih menjav HA kristali izgubljajo svojo velikost v smeri a-osi (Elliot in sod., 2002;
Leventouri, 2009; Ibrahim in sod., 2011) in so tako manjsi kot cisti HA kristali (Elliot in sod.,
2002; Ibrahim in sod., 2011). Na racun slednjih pa se vecajo v smeri g-osi (Hong in sod.,
2007). Taksni, t.i. HA kristali B-tipa, so bolj dovzetni za morebitne dodatne ionske izmenjave,
kot npr. s fluorom (Leventouri, 2006), in jih je v bioloskih apatitih nekje med 2 in 4 uteznimi
% (Schramm in Rossi, 2000). Poleg teh menjav lahko hidroksilne ione zamenjajo kloridni ali
fluoridni ioni (fluoroapatit je trsi kot HA), kalcijeve ione pa lahko zamenjajo tudi magnezijevi
ali natrijevi. Pri slednji menjavi pride do zmanjsanja kristala v smeri c- in a-osi (Hong in sod.,
2006). lonske zamenjave v HA kristalih dolocajo fizikalne lastnosti dentina, med katere
priStevamo topnost in trdnost (Leventouri, 2006). Dentinski kristali z niZzjo vsebnostjo kalcija
ter viSjo vsebnostjo karbonata so tako bolj dovzetni za raztapljanje s kislinami (LeGeros in

Tung, 1983).

CO5 ioni v strukturi HA kristala predstavljajo predhodnike étevilnih paramagnetnih zvrsti, ki
nastanejo ob obsevanju kristala (Skaleri¢ in sod., 1998; Schramm in Rossi, 2000). Med njih
uvri¢amo CO, in COs> (Cevc in sod., 1980; Callens in sod., 1987), katerih simetrijska os je
uravnana s vzdolZzno osjo HA kristala (Cevc in sod., 1980). Taka snov je idealna za

proucevanje z elektronsko paramagnetno resonanco (EPR).

Sestava anorganske snovi se spreminja glede na dostopnost ogljika in magnezija, glede na

starost in zrelost kristalov, kot tudi glede na Zivalsko vrsto in tip trdega tkiva (Bonucci, 2007).
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Ugotovljeno je bilo, da se kristalinicnost HA kristalov pri ljudeh s starostjo sistemati¢no
zmanjsa. Kristalini¢nost ostaja visoka priblizno do 45. leta starosti, nato pa zacne upadati, kar
sovpada s trendom zviSevanja koli¢ine karbonata v strukturi kristalov (Leventouri in sod.,

2009).

HA kristali se v ITD so pojavljajo kot ravne iglicaste strukture (Nalla in sod., 2005; Porter in
sod., 2005; Zavgorodniy in sod., 2008) ali pa imajo obliko ploscic (Porter in sod., 2005; Gotliv
in Veis, 2009). Iglicasti kristali se pojavljajo v neposredni bliZini predentina in najverjetneje
zaradi zorenja z oddaljevanjem od tega mesta pridobivajo obliko plosc¢ic (Kinney in sod.,
2001). Njihova Sirina se spreminja glede na lokacijo v zobu, in sicer upada iz kronskega proti
apikalnemu delu (Tesch in sod., 2001; Porter in sod., 2005) ter od pulpine votline proti DSM
(Xue in sod., 2013). Debelina HA kristalov se glede na poloZaj ne spreminja dosti,
najverjetneje zaradi dejstva, da je omejena s Sirino kolagenske vrzeli, kjer kristal nastaja
(Kinney in sod., 2001), vendar so Marten in sod. (2010) ugotovili, da v kronskem dentinu
debelina upada od DSM proti notranjosti (od 3,5 nm v blizini DSM do 2 nm v globokem
dentinu). DolZina HA kristalov v ITD je 109 * 19,9 nm, ugotovljeno pa je bilo, da v tem delu
dentina kristali s svojo c-osjo leZijo pravokotno na vzdolZzno os DK (Zavgorodniy in sod.,

2008), vendar je njihova stopnja urejenosti nizka (Tesch in sod., 2001).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 Vzorci dentina

Vzorce dentina smo izrezali iz stalnih, zgornjih sekalcev Zivali (psov, prasicev, konjev) in ljudi
dolocenih starosti ter naklju¢no izbranih zob Nilskega krokodila (Crocodylus niloticus) (tabela
1). Zobje so bili klinicno zdravi, brez vidnih znakov kariesa ali drugih obolenj mineraliziranih

tkiv.

Za pridobitev zob Zivali smo od pristojnega urada dobili ustrezna dovoljenja (prilozena v
prilogi). Sekalce psov smo dobili od Zivali, evtanaziranih zaradi brezupne napovedi izida
zdravljenja. Bolezen ni imela vpliva na mineralizirana zobna tkiva. Zobe smo na Kliniki za
kirurgijo in male Zivali Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani izdrli v roku 24 ur. Sekalce
prasicev in konjev smo dobili od Zivali, namenjenih prehrani ljudi in ki so bile zaklane na
klavni liniji klavnice Meso Kamnik d.d. (Korenova cesta 9, Podgorje, 1241 Kamnik). Zobe smo
izdrli v klavnici 24 ur po zakolu Zivali. Naklju¢no izbrane zobe krokodila (slika 2) so na
Veterinarski fakulteti Univerze v Pretorii v Republiki Juzni Afriki izdrli zivali, ki je bila
usmréena zaradi neozdravljivega zloma &eljusti. Cloveske sekalce smo dobili na Stomatoloski
kliniki Univerzitetnega kliniénega centra v Ljubljani. lzdrti so bili zaradi brezupne napovedi

zdravljenja napredovane parodontalne bolezni.

Slika 2: Krokodilji zobje, uporabljeni v raziskavi. Foto: dr. Gerhard

Steenkamp.

Figure 2: Crocodile teeth used in the study. Photo: Dr. Gerhard Steenkamp.

Takoj po izdrtju smo z Zivénimi iglami iz pulpinega kanala odstranili organski material.
Preostanek organskega materiala smo odstranili tako, da smo zobe za dva dneva potopili v
eter in jih 30 minut susili na zraku. Nato smo jih kuhali v 10% vodikovem peroksidu dve uri in

jih ez noc posusili na toplem radiatorju.
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Tabela 1: Podatki o vzorcih dentina, vklju€enih v raziskavo.

Table 1: Data on the dentinal samples used in the study.

Starost (leta) Stevilo zob Tip zob
Pes 3-6 30 zgornji tretji sekalec
Prasic 3-5 30 zgornji tretji sekalec
Konj 10-14 30 zgornji tretji sekalec
Krokodil 3 30 nakljuéno izbrani
Clovek 45-58 30 zgornji centralni sekalec

3.1.1 Priprava vzorcev dentina za svetlobno mikroskopijo

10 sekalcev psa, prasica, konja, krokodila in cloveka smo na Institutu za anatomijo,
histologijo in embriologijo Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani demineralizirali v
raztopini Osteosoft® (Osteosoft, Merck KgaA, Darmstadt, Germany), in sicer pasje in
krokodilje 22 dni, prasSi¢je in ¢loveske zobe pa 26 dni. Konjske sekalce smo demineralizirali 42
dni v raztopini Osteomoll® (Osteomoll, Merck KgaA, Darmstadt, Germany). Zobe smo
razpolovili v bukolingvalni smeri, jih zalili s parafinom, razrezali na 5 um debele rezine in jih
prilepili na objektna stekelca, premazana s premazom APES. PosuSene smo barvali s

hematoksilinom in eozinom (HE).

3.1.2 Priprava vzorcev dentina za vrsticno elektronsko mikroskopijo

Vzorce dentina desetih zob vsake vrste smo na Kliniki za kirurgijo in male Zivali Veterinarske
fakultete Univerze v Ljubljani izrezali s turbinskim kolencnikom (Kavo Mondial, Germany) in
diamantnim svedrom (No. 848, Dendia, Feldkirch, Austria). Sirina dentinskih vzorcev je bila 3
mm, debelina 1 mm ter viSina 4 mm. Vzorce smo izrezali iz zgornje tretjine zobne korenine,
pod CSM ter stanjsali iz ustni¢ne in pulpine ter obeh stranskih strani do Zelene velikosti (slika
3). Vzorce dentina konjskih zob smo izrezali iz podrocja rezervne krone tik pod epitelnim
prirastiS¢em dlesni. Vzorce smo oznacili tako, da smo lahko pozneje dolocili ploskev,

obrnjeno proti povrsini zobne korenine, in stran vzorca, obrnjeno proti zobni kroni. Na
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Oddelku za materiale in metalurgijo Naravoslovnotehniske fakultete Univerze v Ljubljani smo
dentinske vzorce s stranjo, ki je mejila proti pulpini votlini, navzdol postavili v kalupe in zalili z
epoksi smolo (Epofix, Struers, Copenhagen, Denmark) ter pustili polimerizirati ¢ez noc.
Izpostavljene precne preseke dentina smo zbrusili s finimi brusilnimi papirji (MD Plane
Grinding Discs, Struers, Copenhagen, Denmark), spolirali na polirni tuhni (MD-Mol Polishing
Cloth, Struers, Copenhagen, Denmark), preliti z rde¢im lubrikantom za nekovine (DP-
Lubricant Red, Struers, Copenhagen, Denmark) ter diamantnim abrazivnim sredstvom (DP-
Suspension M, Struers, Copenhagen, Denmark). Postopek poliranja dentinskih vzorcev smo
zakljucili z osidnim poliranjem na polirni tuhni (OP-Chem Polishing Cloth, Struers,
Copenhagen, Denmark) z dodatkom oksidne polirne emulzije (OP- S Suspension, Struers,
Copenhagen, Denmark). Vzroce smo nato za 5 minut potopili v ultrazvo¢no kopel (Bandelin
Sonorex GT 120 Transistor, Bandelin Electronics, Germany) s fizioloSko raztopino
(Komabayashi in sod, 2008) z namenom odstraniti material, ki je ostal na povrsini vzorca
zaradi poliranja in bi kasneje lahko motil analizo (Inoue in sod., 2009). Nato smo jih
dehidrirali s 70% etanolom in shranili za 24 ur v desikatorju. V vakuumskem evaporatorju
(Vacuum Evaporator, Type JEE-SS, JEOL, Tokyo, Japan) smo na preiskovano povrsino vzorcev
nanesli tanek sloj ogljika. Pri vseh vzorcih smo preiskovali povrsino, ki je bila obrnjena proti

pulpini voltini.

slika 3: Cloveski sekalec in na njem oznaceno mesto izreza vzorca dentina. Z debelejso
¢rto je oznacena ploskev, ki je bila preiskovana. Foto: Nina Mlakar.

Figure 3: A rectangle on a human incisor tooth indicates the area where the dentinal

sample was obtained from. The thicker line of the rectangle indicates the investigated

dentin sample’s surface. Photo: Nina Mlakar.
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3.1.3 Priprava vzorcev dentina za fluorescenéno mikroskopijo in elektronsko

paramagnetno resonanco

Vzorci dentina za fluorescencno mikroskopijo (FM) in EPR so izvirali iz istih zob. Zacetna
priprava je bila enaka kot za elektronsko mikroskopijo. Vzorce smo izrezali iz zgornje tretjine
zobne korenine zaradi lastnosti DK, ki so ravno v tem podrocju najbolj ravni. Vzorce dentina
velikosti 1 x 3 x 4 mm smo po dolZini razpolovili z udarcem po ostrem rezilu. Dosledno smo
oznacili stran, ki je bila obrnjena proti kroni zoba in je mejila na prelomljeno ploskev. Na njej
so bili DK vzdolZzno prerezani. Polovico smo uporabili za FM, polovico za EPR pa smo z
diamantnim svedrom, hlajenim z vodnim sprejem, zozZali na debelino priblizno 0,8 mm, in

sicer z nasprotne strani od prelomljene ploskve.

Na Institutu Ruder BoSkovi¢ v Zagrebu so vzorce za EPR obsevali pri sobni temperaturi na

zraku z gama Zarki Co®® do konéne doze 2 MRad.

3.2 Priprava liposomov

Vezikle smo pripravili v Laboratoriju za Biofiziko na Odseku za fiziko trdne snovi InStituta
Jozef Stefan iz jaj¢nega lecitina in holesterola v molarnem razmerju 4 deli lecitina in 1 del
holesterola z metodo tankega lipidnega sloja. Z rotacijskim evaporatorjem smo topilo delno,
na oljni rotacijski ¢rpalki pa dokoncno izparili. Barvilo kalcein smo vmesali v fosfatno
puferirano fizioloSko raztopino (PBS, pH= 7,4, osmolarnost priblizno 280- 290) in pripravili
0,05 mmol raztopino kalceina. Vlili smo jo v stekleno bucko s suhim lipidnim filmom ter
roc¢no stresali, dokler niso bile stene bucke videti Ciste. Tako smo pripravili zmes s celotnim

razponom velikosti liposomov z ujetim kalceinom.

Za urejanje liposomov po velikosti smo uporabili postopek homogenizacije, t.i. izrivanje oz.
ekstruzijo. Priblizno 1 ml raztopine liposomov smo vsrkali v stekleno brizgo, ki smo jo preko
ekstruderja (Lipofast Extruder, Avestin, Ottawa, Canada) povezali z drugo stekleno brizgo.
Vzorec smo ekstrudirali skozi serijo polikarbonatnih membran (Nucleopore Corporation,

Pleasation, CA) s to¢no doloCenim premerom por. Priceli smo z 800 nm membrano,
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nadaljevali s 400 in 200 nm membrano ter koncali s 100 nm. Vsako velikosti liposomov smo

ekstrudirali 10-krat.

Liposome dolocenih velikosti smo lodili od prostega fluorescenénega markerja z 12 urno
dializo pri 4°C. Raztopino liposomov smo vbrizgali v dializno kaseto (Slide-A-Lyzer Dialysis
Cassette, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA), jo vstavili v raztopino PBS in z
magnetnim mesSalom zagotovili konstantno rotacijo kasete ter izloCanje prostega
fluorescenénega markerja. Po 6 urah dialize smo staro raztopino PBS zamenijali s sveZo.
Liposome smo nato prelili v stekleni¢ke, ki smo jih ustrezno oznacene hranili v temnem

prostoru na 4°C.

3.3 Svetlobna mikroskopija: potek in naklon dentinskih kanalov glede na vertikalno os

skozi sredisce zobne pulpe (a)

S HE obarvane zobe Zivali in ¢loveka smo na Kliniki za kirurgijo in male Zivali Veterinarske
fakultete Univerze v Ljubljani pregledali pod svetlobnim mikroskopom (Nikon Eclipse E400,
Tokyo, Japan). Preiskovali smo osrednji del labialnega dentina zgornje tretjine zobne
korenine. Pri 40x povecavi smo opazovali potek DK ter posneli slike poteka pulpinega kanala,
pri 100x povecavi pa smo posneli slike poteka DK. Na slednjih smo na vsakem vzorcu
posamezne vrste izmerili 12 kotov a, ki so jih DK oklepali glede na vertikalno os skozi sredisce

zobne pulpe.
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3.4 Fluorescencna mikroskopija: spremenljivost naklona dentinskih kanalov z razdaljo

od pulpinega kanala (8 )

V laboratoriju za biofiziko na Odseku za fiziko trdne snovi Instituta Jozef Stefan smo na
prelomljeno ploskev dentinskega vzorca z inzulinsko brizgo in iglo nanesli sloj raztopine 100
nm liposomov z ujetim kalceinom. Po 20 minutah smo ostanek raztopine na povrsini vzorca
zbrisali s papirnato brisacko ter vzorec polozZili na krovno stekelce z obarvano stranjo
navzdol. Krovno stekelce smo vstavili v fluorescen¢ni mikroskop (FM) (Nikon Eclipse

TE2000E, Tokyo, Japan).

Kalcein fluorescira med priblizno 495 in 515 nm valovne dolzZine, zato smo na mikroskopu
nastavili filtre ekscitacije na 430-490 nm, emisije na 495 nm in dvobarvno zrcalo na 406-594
nm. Cas ekspozicije je bil 0,1 sekunde. Slike smo snemali pri 100 x povecavi in nato sestavili
celotno sliko vzorca dentina v programu Paint (Windows 7 Enterprise). Sliko smo v povprecju
sestavili iz 30 posnetkov. Zaradi neravnega poteka DK, ki posnemajo obliko podolgovate ¢rke
»S« (Kilic in sod., 1997; Muyle in sod., 2001; Costa in sod., 2002; Nanci in Ten Cate, 2008),
smo Zeleli dolociti spremenljivost naklona DK z razdaljo od pulpinega kanala. Ta podatek smo
kasneje uporabili kot enega izmed parametrov za simulacije spektrov EPR. Kote DK smo
merili glede na Z os vzorca (slika 4), in sicer v horizontalni smeri v 3 tockah ter v vertikalni v 4
tockah. Spremenljivost naklona DK z razdaljo od pulpinega kanala () smo za vsak vzorec

dentina izracunali po formuli:

)

_ ((ppulpa' (pcenter)+((pcement' (pcenter)
(O 2 ’
kjer je @pupa haklon DK v podrocju vzorca, bliZje pulpinemu kanalu, @center Naklon DK v
osrednjem delu vzorca ter @cment Naklon DK v podrocju vzorca, blizje DCM. Iz dobljenih
vrednosti smo pri vsaki vrsti izraCunali povprecne vrednosti spremenljivosti naklona DK glede

na naklon v osrednjem delu vzorca z razdaljo od pulpinega kanala.
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Slika 4: Shematski prikaz merjenja kotov @ (v podroCju vzorca, ki je blizje pulpinemu kanalu- Qpyipa, Vv

osrednjem delu vzorca- Qcenter ter v podrogju, ki je bliZje DCM- Qcement), ki jih DK oklepajo glede na Z os vzorca
dentina.

Figure 4: Measurements of the dentinal tubule tilt angles ¢ (in area closer to pulp canal- Qpyipa, in central area

of dentin sample- Qcenter and in area closer to dentino- cemental junction- Qcement) towards Z axis of the

dentinal sample.

3.5 Vrsticna elektronska mikroskopija: mikrostrukturiranost dentina

Mikrostrukturo dentina smo na Oddelku za metale in metalurgijo Naravoslovnotehniske
fakultete Univerze v Ljubljani opazovali z vrsticnim elektronskim mikroskopom (JEOL JSM-
5610, JEOL, Tokyo, Japan) pri 10 kV in z na¢inom povratnega sipanja elektronov. Na vsakem
vzorcu dentina smo pri dologeni povelavi posneli 10 slik, in sicer za $tevilo DK na mm? pri
1000 x povecavi ter za meritve premera DK in Sirine PTD pri 6000 x. V nacinu povratnega
sipanja elektronov lahko pridobimo informacijo o mineraliziranosti dentina, saj razlike
intenzivnosti in kontrasta na sliki odrazajo Stevilo elektronov, ki se odbijejo od tarce oz. delez
elementov z visjim atomskim Stevilom. Elementi z viSjim atomskim Stevilom so na sliki
svetlejsi, z nizjim pa temnejsi (Lloyd, 1987). Z vrsticnim elektronskim mikroskopom z
energijsko disperzijskim spektrometrom rentgenskih Zarkov so v preteklosti Zze dokazali, da je
v dentinu obro¢ PTD svetlejsi od okolnega ITD zaradi signifikantno visje vsebnosti kalcija in

fosforja (Kodaka in sod., 1991).
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Za analizo slik smo uporabili program Imagel (Imagel) 1.45s, Image processing and analysis in
Java 1.6.7_20, Bethesda, MD, USA). Iz slik, narejenih pri 1000 x povecavi, kjer je velikost
vidnega polja 12238 umz, smo presteli $tevilo DK. Stevilo DK na periferiji slik, ki niso bili
posneti v celoti, smo razpolovili in jih pristeli ostalim DK ter nato izracunali povprecje DK na

mm? po formuli:
stevilo DK / mm? = (povpredje stevila DK /12238 um?) x 81713. (1)

Premer DK (Rpk) ter premer DK s PTD (Rpk+ptp) sSmo izmerili DK s PTD, ki so bili v celoti ujeti na
sliko, posneto pod 6000 x povecavo (slika 5A). Ker so bili nekateri DK in PTD nekoliko ovalne
oblike, smo pri njih merili premer skozi ozji del s predpostavko, da so DK ter PTD okoli njih
okrogli in lahko potekajo pod razlicnimi koti. Vrednosti vseh premerov smo nato razpolovili
in tako dobili polmere DK (rpx) ter polmere DK s PTD (rpgsprp). Plos¢ino DK (ppk) vseh

preiskovanih vrst smo izracunali po formuli:

PDK=7TfDK2- (2)

Plos¢ino PTD (pprp) sSmo za vse vrste, razen konja in krokodila, izra¢unali po formuli:
Pok+pTD =TT I DK+PTD2; (3)
Ppr1D = PDK+PTD - PDK. (4)
Pri konju, kjer je bil PTD naloZen asimetri¢no okoli DK (slika 5B), smo izmerili njegovo Sirino

skozi Sirsi in ozji del. Plos¢ino PTD (pprp()) sSmo izracunali po formuli:

Pok+pTD(K) =TT A b, (5)

Pp1D(K) = PDK+PTD(K) = PDK. (6)
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(A)

Slika 5: Dentinski kanal s pripadajoc¢im PTD v (A) dentinu prasica in (B) dentinu konja. Z rdeco ¢rto je oznacen
premer DK s PTD (A), s ¢rkama a in b pa sta oznacena polmera elipse, s pomocjo katerih smo izrac¢unali plos¢ino
PTD (B).

Figure 5: Dentinal tubule with PTD in porcine (A) and equine dentin (B). Red line indicates the diameter of the
dentinal tubule with peritubular dentin (A); letters a and b indicate radiuses of an ellipse based on which the

surface area of PTD was calculated (B).

Deleze PTD in ITD smo izraCunali za vsako sliko posebej, saj je Stevilo DK na posameznih
slikah variiralo. 1z vseh slik skupaj smo nato izracunali povprecne vrednosti delezev PTD in

ITD. Velikost vidnega polja pri 6000 x povetavi je bila 336 um?.

Pitp= 336 umz - PprD+DK X Stevilo DK, (7)
deleZ 7p= pirp / 336 um’, (8)
deleZ prp= pprp X Stevilo DK / 336 umz. 9)

3.6 Merjenje spektrov elektronske paramagnetne resonance

Merjenje spektrov EPR smo opravili v Laboratoriju za biofiziko na Odseku za fiziko trdne
snovi Instituta JoZef Stefan. Da bi dolocili orientacijo HA kristalov, smo vsak vzorec dentina,
ki je vseboval paramagnetne centre, na tri razlicne nacine pritrdili na teflonski nosilec.
Nosilec smo pritrdili na goniometer in stran z vzorcem, obrnjeno vedno v isto smer, vstavili v
EPR spektrometer (Bruker Elexsys E500 X-band Spectrometer). Spektre smo merili pri
naslednjih pogojih: srednja vrednost magnetnega polja 336,5 mT, pregledano obmocje
magnetnega polja 5 mT, frekvenca mikrovalov 9,356- 9,359 GHz, mo¢ 10 mW, ¢as snemanja
21 s, 100 kHz modulacija z amplitudo 0,1 mT, ¢asovna konstanta filtriranja 21 ms, sobna

temperatura. Vzorec smo z goniometrom vrteli okoli daljSe osi teflonskega nosilca ter tako
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spreminjali kot, ki ga je vzorec oklepal glede na magnetno polje. Vzorec smo vrteli v korakih
po 9°, od zacetne postavitve vzorca in do 180°, torej smo med vsako rotacijo vzorca posneli
po 21 spektrov. Nato smo spremenili poloZaj vzorca na nosilcu tako, da smo posneli EPR pri
rotacijah okoli vseh treh glavnih osi vzorca (X, Y in Z), torej smo skupno izmerili 63 spektrov.

Vse spektre smo shranili v digitalni obliki.

Iz EPR meritev smo z analizo oblike spektrov dolocili preferenéno smer ureditve HA kristalov

v vzorcih dentina, delez urejenih kristalov pa smo nato dolocili s simulacijami spektrov.

3.7 Racunalnisko modeliranje spektrov elektronske paramagnetne resonance

Racunalnisko modeliranje spektrov EPR smo opravili v Laboratoriju za biofiziko na Odseku za
fiziko trdne snovi Instituta Jozef Stefan. S primerjavo izraCunanih in simuliranih spektrov smo
Zeleli dolociti smer ureditve HA kristalov v vzorcih dentina ter oceniti delez urejenih HA
kristalov, do ¢esar smo prisli v naslednjih korakih:

1. Pri vsaki kombinaciji vrednosti iskanih parametrov smo sestavili prostorsko
porazdelitev smeri HA kristalov v modelnem vzorcu. (Pri tem smo preizkusili razlicne
opise geometrije, zato so bili tudi parametri v razlicnih modelih razli¢ni.)

2. |z porazdelitve smeri HA kristalov smo za vsako usmeritev vzorca glede na magnetno
polje izraCunali porazdelitev resonancnih polj, pri katerih bi vzorec absorbiral
mikrovalovno obsevanje, ter s pomocjo znane osnovne oblike EPR absorpcijske Crte
nato izrac¢unali obliko spektrov EPR pri vseh merjenih legah glede na magnetno polje.

3. lzraCunane spektre smo koncno primerjali z izmerjenimi in ocenili ujemanje.

4. Opisani postopek (1-3) smo ponovili za razlicne kombinacije iskanih parametrov in
izmed njih izbrali vrednosti z najboljSim ujemanjem izmerjenih in izracunanih

spektrov.



N. Mlakar: Mikroskopska in spektroskopska ocena strukturiranosti dentina razli¢nih zZivalskih vrst 44

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2014. Doktorska disertacija

3.7.1 Prostorska porazdelitev smeri hidroksiapatitnih kristalov

Porazdelitev smeri HA kristalov smo sestavljali iz prispevkov neurejenih in urejenih kristalov.

Delez slednjih v skupni porazdelitvi je bil glavni iskani parameter simulacij.

Naklju¢no razporeditev neurejenih kristalov v vse smeri opisuje verjetnostna porazdelitev

P [ sin(9), kjer je 9 kot proti poljubni izbrani smeri v prostoru.

Opis urejenih kristalov smo v iskanju najboljsSega ujemanja s poskusi nekajkrat spremenili; v

nadaljevanju opisujemo le najpomembnejse korake v razvoju modela.

3.7.1.1 Model 1: Diskretna porazdelitev hidroksiapatitnih kristalov pod kotom glede na

lokalno smer dentinskih kanalov

V prvem poskusu modela smo sledili zacetni hipotezi, da je del HA kristalov usmerjen
radialno glede na lokalno smer DK. Po rezultatih iz svetlobne mikroskopije ter FM smo
zgradili prostorski model DK. Ker se kot, ki ga DK oklepajo glede na vertikalno os skozi
sredis¢e zobne pulpe, spreminja v koronoapikalni smeri (Muylle in sod., 2002; Nanci in Ten
Cate, 2008) in je gostota DK v blizini pulpine votline visja kot na periferiji dentina (Chu in
sod., 2010), smo vzorce izrezali iz srednjega dela dentina v zgornji tretjini koreninskega dela
zoba. Tu je njihov potek glede na vertikalno in horizontalno os najbolj raven, hkrati pa smo
tako lahko zanemarili ve¢ja odstopanja v gostoti DK. Predpostavili smo, da so poteki DK glede
na pulpo dokaj cilindricno simetri¢ni in glede na geometrijske podatke (dimenzije vzorcev
dentina, njihove oddaljenosti od pulpine votline, koti DK glede na X os v ravnini XZ) ter
postavitev vzorca najprej izracunali oz. predvideli pogostnosti lokalnih smeri DK v smeri proti
Y osi v ravnini XY. V vsaki tocki prostorskega modela smo nato HA kristale uredili pod

doloc¢enim kotom B (dodatni iskani parameter) simetri¢no okoli lokalne smeri DK.

Ker se simetrija tako dobljenih kristalov ni ujemala z osnovnimi ugotovitvami analize oblike
spektrov (podrobneje opisano v poglavju 4.4.2), smo model zelo hitro opustili in nadaljevali z

razvojem modela z zveznimi porazdelitvami.
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3.7.1.2 Model 2: Zvezna porazdelitev hidroksiapatitnih kristalov v ravnini dentinski kanali-

pulpa

V naslednjem modelu smo preferenéno smer kristalov omejili v ravnino, ki zajema DK in
pulpo. Hkrati smo nekoliko zmanjsali tudi stopnjo urejenosti. Verjetnostno porazdelitev

preferencno urejenega dela kristalov smo v tem primeru opisali s funkcijo:
P(9) O sin(9) Exp(a (cos(9))?),

kjer je 9 kot smeri HA kristalov proti preferencni smeri urejenosti. Odklon le-te od
pravokotnice na lokalno smer DK je predstavljal iskani parameter Js,. Parameter a doloc¢a

stopnjo urejenosti in smo ga izbrali tako, da je bil njegov ucinek na spekter najvedji (a = 4).

3.7.1.3 Model 3: Zvezna porazdelitev hidroksiapatinih kristalov vzdolZ pulpe

V zadnjem modelu smo opustili povezavo urejanja HA kristalov glede na smeri DK-
preferenéna smer urejanja je bila tako po celothem vzorcu enotna. Obliko verjetnostne
porazdelitve smo prevzeli od Modela 2, le da je parameter 95y zdaj opisoval odklon
preferencne smeri urejanja od Z osi. Popravki preferen¢ne smeri niso bili potrebni ali so bili v

okviru natanc¢nosti postavitve vzorca na nosilec (+ 10°).

3.7.2 lzradun spektrov elektronske paramagnetne resonance

V naslednjem koraku smo iz porazdelitve po usmeritvah kristalov dolodili porazdelitev po
resonancnih poljih. Le-ta so za vsako usmeritev kristala proti smeri magnetnega polja
dolocena po enacbi:

5 5 sind cos
g
B, = 020 , cosy=—=-|cosOcosp |,

2 o 2 B
\/gl sin? y+ g cos? y 0 cos 9

kjer je Bp srednja vrednost magnetnega polja in znasa 336,5 mT, go Zeemanov sklopitveni

faktor za prosti elektron in znasa 2,0023, gg in g, komponenti aksialno simetricnega
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Zeemanovega sklopitvenega tenzorja, y kot med smerjo magnetnega polja in smerjo HA
kristalov ter 9 in B kota smeri HA kristala proti osema Z oz. X.

Koncno obliko spektra EPR smo za vsako lego vzorca glede na magnetno polje dobili po
konvoluciji ustrezne porazdelitve resonancnih magnetnih polj z obliko resonanc¢ne krivulje

(odvod Lorentzove absorbcijske krivulje s Sirino W = 0,18 mT).

3.7.3 Primerjanje izra¢unanih spektrov z izmerjenimi

Vse izraCunane spektre (NS=63) smo na koncu primerjali z izmerjenimi. Pri tem smo
uporabili uveljavljeno metodo normiranega reduciranega c2, ki sesSteje kvadrate odstopanj

simuliranega (y*™) od izmerjenega signala (y*®) po vseh merskih to¢kah (NB = 128):

2 1 ii (sm) _ e )?
X = (yi,j —Yi ) :
g NSNB i=1 j=1
Vrednosti c2 so normirane na standardno deviacijo merskega Suma s. Manjsa vrednost )(2
pomeni boljSe ujemanje izraCunanih spektrov z izmerjenimi in s tem vecjo zanesljivost

parametrov.

3.7.4 Filtriranje rezultatov

V vsakem vzorcu dentina posebej smo Zeleli ugotoviti, koliksen je delez HA kristalov, ki so
urejeni proti preferencni smeri oz. so nakljuéno razporejeni. S simulacijami smo precesali
Siroko obmocje vrednosti iskanega parametra (d,). Pri dolo¢anju najboljSe vrednosti in
negotovosti za posamezen parameter smo sestavili histogram verjetnosti, utezen glede na

ujemanje spektrov (,\/2) in dolocili njegovo tezisce ter deviacijo. Na koncu smo za primerjavo

med preiskovanimi vrstami povprecili vse vzorce iste vrste.
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3.8 Statisticno vrednotenje rezultatov

3.8.1 Svetlobna mikroskopija

Podatki o naklonu DK glede na vertikalno os skozi sredis¢e zobne pulpe so predstavljeni kot
povprecja + standardni odklon od povprecja (SD). Izracunali smo koeficient variacije (CV) za

ponovitve meritev naklonov DK:
CV =SD / povpr. x 100%

Razlike naklonov DK med vrstami smo primerjali z neparametricno Kruskal-Wallisovo analizo
variance na rangih (Kruskal Wallis Analysis of variance on ranks). V primeru statisticno
znacilne razlike med skupinami, smo rezultate parov skupin primerjali z neparametri¢nim
Tukey-evim testom. P vrednost < 0,05 je bila merilo za statisticno znacilnost. Za vse zgoraj

omenjene analize smo uporabili statisti¢ni program SigmaPlot 11.0 (SYSTAT Software Inc.).

3.8.2 Vrsticna elektronska mikroskopija

Podatki o parametrih dentina preiskovanih vrst (Stevilo DK na mm?, premer DK, Sirina PTD,
povrsina PTD in ITD) so predstavljeni kot povprecja + SD. Razlike med parametri dentina
preiskovanih vrst (pes, prasi¢, konj, krokodil in ¢lovek) smo pri normalni porazdelitvi
podatkov in enakosti varianc med skupinami primerjali s parametri¢no analizo variance (One
way analysis of variances), v primeru ko pa porazdelitev podatkov ni bila normalna ali so se
variance med skupinami razlikovale, smo uporabili neparametri¢no Kruskal-Wallisovo analizo
variance na rangih (Kruskal Wallis Analysis of variance on ranks). V primeru statisticno
znacilne razlike med skupinami smo rezultate parov skupin primerjali s parametri¢cno Holm-

Sidakovo metodo oziroma neparametri¢cnim Dunn-ovim testom.

P vrednost < 0,05 je bila merilo za statisticno znacilnost. Za vse zgoraj omenjene analize smo

uporabili statisti¢ni program SigmaStat 3.5 (SYSTAT Software Inc.).
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4 REZULTATI

4.1 Svetlobna mikroskopija: potek ter naklon dentinskih kanalov glede na pulpin kanal

(o)

Mikrostruktura dentina preiskovanih vrst je bila podobna. Dentin je bil v celoti prepreden s
Stevilnimi DK, ki so potekali od pulpine votline oz. pulpinega kanala proti DSM oz. DCM. V
zgornji tretjini koreninskega dentina so DK izstopali v zobno pulpo bolj apikalno kot na
povrsini zoba (slika 6). IzraCunane mediane vrednosti naklona DK z odstopanji so

predstavljene na sliki 7.

(A)[\ (B) (C)
 / /1

Povecava 40x Povecava 100x

Slika 6: Merjenje naklona dentinskih kanalov glede na vertikalno os skozi sredisce zobne pulpe. (A) Shematski
prikaz sekalca s potekom posameznih DK in na njem oznaceno preiskovano mesto. (B) Pod 40x povecavo je
jasno viden potek pulpinega kanala, (C) pod 100x povecavo pa so vidni poteki DK.

Figure 6: Measurement of tilt angles of dentinal tubules relative to the vertical axis of the dental pulp. (A) A
rectangle on a schematic drawing of an incisor tooth represents the investigated site, with individual dentinal
tubules marked. (B) A border between root canal and dentin is visualized under the magnification of 40x. (C)

Higer magnification (100x) is used to clearly demonstrate individual dentinal tubules.

Koeficient variacije za ponovljivost meritev naklona DK med vzorci dentina krokodila je bil

najnizji in je znasal 4%, sledil mu je KV ¢loveka in psa (5%) ter prasica in konja (6%).

Absolutni naklon DK v vzorcih konja (65° £ 4) je bil statisticno znacilno niZji kot v vzorcih
krokodila (P < 0,05) in ¢loveka (79° + 4), med ostalimi vrstami (pes 72° + 4, prasi¢ 75° £ 4) pa

ni bilo statisticno znacilnih razlik v naklonu DK (P > 0,05).
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Slika 7: Naklon DK (a) Zivalskih vrst in ¢loveka glede na vertikalno os skozi sredisce zobne pulpe. Visina stolpcev
oznacuje povprecno vrednost, daljice pa SD. Razlicne ¢rke nad daljicami oznacujejo statisti¢no znacilno razliko
(P <0,05).

Figure 7: Tilt angles of dentinal tubules (a) relative to the vertical axis of the dental pulp in animals and human.
Height of the columns indicates mean values, bars indicate SD. Letters above bars indicate significant difference

between the species (P < 0,05).
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4.2 Fluorescencna mikroskopija: spremenljivost naklona dentinskih kanalov z razdaljo

od pulpinega kanala ()

Naklon DK se z razdaljo od pulpinega kanala ni spreminjal veliko. V vzorcih dentina psa se je
naklon DK od sredine proti periferiji v povprecju spustil za 1°, v dentinu konja za 5° (slika 8) in
v dentinu ¢loveka za 2°. V dentinu prasi¢a se naklon DK ni spreminjal, medtem ko se je v

dentinu krokodila dvignil za 1°.

Slika 8: Spremenljivost naklona DK z oddaljenostjo od pulpinega kanala. (A) Sestavljena slika vzorca dentina
konja z oznacenimi mesti, kjer smo merili naklone DK. (B) Merjenje naklona DK z oddaljenostjo od pulpinega
kanala (povecava 100x).

Figure 8: Alternation of dentinal tubule tilt angle with the distance from the root canal. (A) Marked areas on a
picture of a horse dentinal sample indicate areas where dentinal tubule tilt angles were measured from. (B)

Measurements of dentinal tubule tilt angle with the distance from the root canal (magnification 100x).
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4.3 Vrsticna elektronska mikroskopija: mikrostrukturiranost dentina

evee

bila podobna (slika 9 A-F, I-J). Dokaj dobro omejen obroc svetlejSega PTD je obkrozal ¢rne
DK. Meja med PTD in ITD je bila najizrazitejSa v dentinu konja, vendar tudi tu ni bila ostro

omejena. Njena izrazitost je nato bledela od dentina prasica proti psu in ¢loveku.

Dentinski kanali so bili pri vseh preiskovanih vrstah v dentinu korenine naklju¢no razporejeni;
mestoma je izgledalo, kot bi se zdruZevali v razliéno velike skupine, kjer so lezali tesneje
skupaj, mestoma pa so lezali solitarno. Vecina DK v vzorcih psa in ¢loveka je bila okrogle

oblike, medtem ko so bili DK v dentinu prasi¢a in konja bolj ovalne oblike.

Prasic in Clovek sta imela dokaj enakomerno velike premere DK. V dentinu psa, prasi¢a in
konja smo opazili Se posamezne manjse DK (kanalikule), premera priblizno do % premera
glavnega DK, ki jih je prav tako obkrozal pas PTD. Pri konju so bili v pas PTD ujeti tudi do trije

kanalikuli.

Pri psu, prasSicu in ¢loveku je PTD enakomerno, v obliki prstana obdajal DK, medtem ko je bil
v vzorcih dentina konja ovalne oblike (slika 9 E-F). Pri njem se je razSirjal okoli DK v
koronoapikalni smeri, v interdentalni smeri je bil tanjSi. Vecina DK je pri konju izhajala iz

sredis¢a PTD, nekateri pa so v njem lezali ekscentricno.

Povrsina ITD je bila proti PTD precej neravna, posebej pri psu, medtem ko je imel ITD pri

prasic¢u najbolj gladek videz.

Mikrostruktura dentina krokodila se je precej razlikovala od ostalih preiskovanih vrst (slika 9
G-H). DK so bili vec¢inoma ovalni, nekateri celo nepravilnih oblik, njihova velikost je variirala.
Okoli DK ni bilo dobro definiranega obroca PTD, saj so bila teziS¢a svetlejSih obmodij
naklju¢no razporejena proti teziS¢em DK. Zaradi tega v dentinu krokodila nismo merili Sirine

PTD ter racunali njegove povrsine in povrsine ITD.
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Slika 9: Posnetki precnih prerezov vzorcev dentina psa (A, B), prasica (C, D), konja (E, F), krokodila (G, H) in
Cloveka (1, J). Posnetki A, C, E, G in | so posneti pri 1000x, B, D, F, H in J pa pri 6000x povecavi.

Figure 9: Scanning electron microscopy images of cross sections of dentinal samples from a dog (A, B), pig (C,
D), horse (E, F), crocodile (G, H) and human (I, J). Images A, C, E, G and | were obtained at magnification of

1000x and B, D, F, H and J at magnification of 6000x.
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Med vzorci dentina razli¢nih vrst smo opatzili razlike v Stevilu DK na mm?, premeru DK, Sirini
PTD ter delezu PTD in delezu ITD (tabela 2). Pri analizi mikrostrukturnih parametrov smo
ugotovili najvecjo podobnost med dentinom prasica in ¢loveka; pri nobenem parametru med
njima namrec ni bilo statisticno znacilnih razlik (P > 0,05). Nadalje smo ugotovili, da je bilo
$tevilo DK na mm? v dentinu krokodila statisti¢no znacilno visje kot pri ostalih vrstah (P <
0,05), med slednjimi pa ni bilo statisti¢cno znacilnih razlik (P > 0,05). Premer DK se med
dentinom psa in krokodila ni statisticno znacilno razlikoval (P > 0,05), je pa bil pri obeh
statisti¢no znacilno nizji kot pri ostalih vrstah (P < 0,05). V dentinu psa sta bila tudi Sirina in
delez PTD statisticno znacilno nizja (P < 0,05), posledicno pa je bil delez ITD statisticno
znatilno vigji v primerjavi z ostalimi vrstami (P < 0,05). Sirina in delez PTD sta bila v dentinu
konja statisticno znacilno vecja (P < 0,05), medtem ko je bil delez ITD statisti¢no znacilno nizji

kot pri ostalih vrstah (P < 0,05).

Tabela 2: Mikrostrukturne karakteristike dentina psa, prasica, konja, krokodila in ¢loveka.

Table 2: Microstructural characteristics of canine, porcine, equine, crocodile and human dentin.

Stevilo DK (mm'z) Premer DK Sirina PTD Povrsina Povrsina
(um) (um) PTD (%) ITD (%)
Pes 10 000 + 15002 0,7+0,1° 0,5+0,1° 1,9+0,5° 97,6+0,6°
Pragi¢ 13 000 + 6000 ? 1,3+0,2° 0,7+0,2° 5+1° 94+2°
Konj 17 000 + 6500 2 1,1+0,2° 0,9+0,2°¢ 11+3°¢ 86+4°
Krokodil 68 000 + 3000 ° 0,6+0,0° - - -
Clovek 10 500 + 1500 2 1,4+0,3° 0,7+0,1° 6+1° 93+2°

Legenda: DK, dentinski kanali; PTD, peritubularni dentin; ITD, intertubularni dentin. Rezultati z razlicnimi
nadpisanimi ¢rkami v stolpcu se statisti¢no znacilno razlikujejo (P < 0,05).
Legend: DK, dentinal tubules; PTD, peritubular dentin; ITD, intertubular dentin. Letters indicate significant

difference between the species (P < 0,05).
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4.4 Elektronska paramagnetna resonanca

4.4.1 Vrednosti Zeemanovega sklopitvenega tenzorja ter analiza oblike spektra

elektronske paramagnetne resonance

Komponenti aksialno simetricnega Zeemanovega sklopitvenega tenzorja sta znasali g =

2,004 in g, =1,999.

Pri rotaciji vzorcev dentina okoli osi X (v ravnini Z = Y) ter okoli osi Y (X = Z) se je oblika
spektrov EPR spreminjala, kar pomeni, da se je spreminjala tudi relativha smer HA kristalov
proti magnetnemu polju, medtem ko se pri rotaciji okoli osi Z (v ravnini X = Y) spektri EPR
niso spreminjali in je bila torej relativha smer HA kristalov glede na smer magnetnega polja
ista (slika 10). Ker je os Z vzorcev dentina vzporedna s pulpinim kanalom oz. z vertikalno osjo
zoba, to pomeni, da c-osi preferenc¢no urejenih HA kristalov v dentinu koreninskega dela
zoba vseh preiskovanih vrst leZijo cilindricno-simetri¢no glede na pulpin kanal oz. vertikalno

os zoba.
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Slika 10: Posneti spektri EPR v odvisnosti od lege vzorca glede na magnetno polje (leva slika)- X, Y in Z
oznacujejo osi vzorca, ki so bile med snemanjem spektra vzporedne z magnetnim poljem; zaradi lazje
preglednosti so prikazani le spektri enega vzorca dentina krokodila (zelena ¢rta) in ¢loveka (modra ¢rta). hy in h,
oznacujeta globini prvega oz. drugega minimuma normiranih spektrov (viSina vseh spektrov = 1), ki sta odvisni
od relativne smeri HA kristalov glede na zunanje magnetno polje. Njuna razlika (desna slika) pregledneje
prikaze obcutljivost spektrov EPR na rotacije okoli razlicnih osi vzorcev: oblika spektra se za vse vzorce izrazito
spreminja pri rotacijah X = Z (okoli osi Y) ter Z = Y (okoli osi X), pri rotaciji Y = X (okoli osi Z) pa ostaja
podobna, kar pomeni, da so HA kristali urejeni cilindri¢no-simetri¢no glede na smer pulpinega kanala.

Figure 10: Recorded EPR spectra relative to position of a dentinal sample towards the magnetic field (left
picture) - X, Y and Z indicate sides of samples parallel to magnetic field; only spectra from one crocodile sample
(green line) and one human sample (blue line) are shown. h; and h, indicate depths of the first and second
minimum of normalized spectra (height of all spectra is 1) and are dependent on a relative direction of
hydroxyapatite crystals relative to external magnetic field. Their difference (right picture) shows sensitivity of
EPR spectra to rotations around different axes of samples; the shape of spectra changes with rotations X 2 Z
(around Y axis) and Z =2 Y (around X axis) but remains same with rotation Y = X (around Z axis)- hydroxyapatite

crystals are cylindrically symmetric to the root canal.
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4.4.2 Simulacije spektrov elektronske paramagnetne resonance

Iz analize oblike spektrov smo ugotovili, da so c-osi HA kristalov v vzorcih dentina
preferencno urejene vzdolZ vertikalne osi zoba oz. pulpinega kanala, kar so potrdile tudi

simulacije spektrov (slika 11).

(A) meritve: ¢lovek, krokodil (B) meritve: €lovek, krokodil
simulacije: simetrija kanalov simulacije: simetrija pulpe

T

310 320 330 340 350 310 320 330 340 350 310 320 330 340 350 310 320 330 340 350
B [mT] B [mT] B [mT] B [mT]

Slika 11: Primerjava izmerjenih in izracunanih spektrov EPR kotnih odvisnosti postavitve vzorca dentina. (A)
Izmerjeni (modra crta dentin cloveka, zelena ¢rta dentin krokodila) in izraCunani spektri modela simetrije
ureditve c-osi HA kristalov pravokotno na DK (siva ¢rta) se ne ujemajo, medtem ko se (B) izmerjeni (modra crta
dentin ¢loveka, zelena ¢rta dentin krokodila) in izracunani spektri modela simetrije ureditve c-osi HA kristalov
vzporedno z osjo pulpinega kanala (rdeca ¢rta) lepo ujemajo.

Figure 11: Comparison of measured and calculated EPR spectra relative to position of a dentinal sample. (A)
Measured (blue line indicates human dentin and green line indicates crocodile dentin) and calculated spectra
simulated to symmetry of dentinal tubules (grey line) do not correspond while (B) measured (blue line indicates
human dentin and green line indicates crocodile dentin) and calculated spectra simulated to symmetry of pulp

canal (red line) correspond well.
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Rezultati modela 2, kjer so bili HA kristali preferenc¢no urejeni glede na DK, so namrec
pokazali, da je bilo ujemanje izraéunanih in izmerjenih spektrov najboljSe, ¢e smo
preferencno smer urejanja HA kristalov glede na DK nagnili za dolo¢en kot v (slika 12).
Velikost tega kota je bila pri vseh vzorcih skoraj natanéno nasprotno enaka povpreé¢nemu
naklonu DK glede na smer pulpinega kanala (), kar pomeni, da je bila preferenéna smer

urejenega delezZa kristalov skoraj natan¢no vzporedna z osjo pulpinega kanala.

Om=—6, > 2=z
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Slika 12: Ujemanje izracunanih in izmerjenih spektrov EPR je najboljSe, ce preferencno smer HA kristalov glede
na DK nagnemo za kot %, ki je nasprotno enak povpreénemu naklonu DK glede na smer pulpinega kanala.
Figure 12: Calculated and measured EPR spectra fit if preferred HA dirrection to dentin tubules is sloped for

Fam. Fsm is inverse to average tilt of dentin tubules relative to direction of the root canal.
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Rezultate simulacij spektrov EPR vsake vrste smo zdruzili in izracunali povprecne vrednosti z
odstopaniji (slika 13). V dentinu krokodila je bil delez preferen¢no urejenih HA kristalov
statisti¢no znacilno visji (34 + 3%) kot v dentinu psa (23 + 6%), prasica (23 * 5%), konja (18 +
4%) in Cloveka (17 + 2%).
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Slika 13: Delez preferencno urejenih HA kristalov (d,). Visina stolpcev oznacuje povprecno vrednost, daljice pa
SD. Razli¢ne ¢rke nad daljicami oznacujejo statisticno znacilno razliko (P < 0,05).
Figure 13: Proportion of preferentially oriented hydroxyapatite crystals (d,). Height of the columns indicates

mean values, bars indicate SD. Letters above bars indicate significant difference between the species (P < 0,05).
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5 RAZPRAVA

Namen Studije je bil dolociti lokalno urejenost ter kvantificirati delez preferenéno urejenih
HA kristalov v zobeh razli¢nih Zivalskih vrst in ¢loveka. Za karseda primerljive rezultate med
posameznimi osebki ter med vrstami smo uporabili vzorce dentina, izrezane iz labialne strani
zgornje tretjine zobne korenine stalnih zgornjih sekalcev psov, prasicev, konjev in ljudi
doloCenih starosti. Vsi uporabljeni zobje so bili brez znakov zobne gnilobe ali drugega
obolenja mineraliziranih tkiv. Prav tako so bili klinicno zdravi naklju¢no izbrani zobje
krokodila, pri katerih so bili dentinski vzroci izrezani iz enakega podrocja kot pri ostalih

vrstah.

5.1 Naklon dentinskih kanalov glede na vertikalno os skozi sredis¢e zobne pulpe

Hribar in sod. so 2009 ugotovili, da je za uspesno izvedene simulacije spektrov EPR potrebno
poznati naklon DK glede na vertikalno os skozi srediS¢e zobne pulpe. V nasi raziskavi smo s
SM analizirali demineralizirane, obarvane vzorce dentina in ugotovili, da DK v zgornji tretjini
korenine sekalcev potekajo proti vertikalni osi skozi sredis¢e zobne pulpe v povprecju pod
kotom 72 + 13° v pasjem dentinu, 74 + 11° v prasi¢jem, 65 + 11° v konjskem, 81 + 4° v
krokodiljem in 79 £ 4° v ¢loveskem dentinu. Huo in sod. (2000) opisujejo, da DK v vratnem
delu ¢loveskega li¢cnika potekajo proti vertikalni osi zoba pod kotom 45°, vendar njihovih
rezultatov ni mogoce primerjati z naSimi zaradi uporabe drugega tipa zob. Prav tako isti
avtorji ne omenijajo, ali so uporabili licnike iz zgornje ali spodnje Celjusti. Znano je, da se
nakloni DK med zobmi v zgornji in spodnji Celjustnici statisticno znacilno razlikujejo

(zaslansky in sod., 2010).

Za natancneje izvedene simulacije spektrov EPR smo Zeleli s FM sestaviti tridimenzionalno
sliko poteka DK. Ker so bili vzorci dentina opti¢no neprosojni oz. v demineraliziranih vzorcih
nismo uspeli resiti problema difuzije molekularnih prob iz DK v PTD in ITD, smo ta korak
opustili. Vzorcem dentina, katerim smo predhodno posneli spektre EPR, smo zato s FM v
treh razdaljah vzdolZ njihove X osi izmerili naklone DK (Qpuipa, @center, ®cement). PO formuli smo

izraCunali spremenljivost naklonov DK glede na naklon DK v srednjem delu vzorca in
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ugotovili, da je bila spremenljivost pri vseh vrstah zelo majhna (do 5°). Vzorci dentina so bili

torej dejansko izrezani iz podrocja, kjer je potek DK najbolj raven.

5.2 Usmerjenost preferencno urejenih hidroksiapatitnih kristalov v koreninskem delu

dentina ter njihova kvantifikacija

V koreninskem dentinu smo dolocCili usmerjenost preferenéno urejenih HA kristalov ter
njihov delez. Vzorce dentina smo obsevali z gama Zarki co®, posledica pa je bil nastanek
paramagnetnih centrov CO, in CO5> (Cevc in sod., 1980), katerih zaznavo omogo¢a EPR. S to
metodo so v preteklosti Ze dolodili stopnjo urejenosti HA kristalov v obsevani sklenini,
koreninskem cementu in kosti, saj je EPR signal kotno odvisen (Cevc in sod., 1976; Skaleric in
sod., 1998; Doi in sod., 1979). Osi anizotripije magnetne sklopitve omenjenih paramagnetih
centrov sta namrec usmerjeni vzporedno z daljSo oz. c-osjo HA kristala (Cevc in sod., 1980).

Tudi v nasi raziskavi na dentinu smo potrdili kotno odvisnost.

Znano je, da je kotna usmeritev mineralnih delcev v kronskem dentinu tretjih ko¢nikov ljudi v
tesni povezavi z geometrijo zoba. Pod vrski zob so namrec c-osi HA kristalov usmerjene od
vrskov proti pulpini votlini, torej lezijo pod dolo¢enim kotom glede na vzdolZno os zoba,
medtem ko se v podrodju zobnega vratu njihov potek nekoliko spremeni in so s svojimi
daljSimi osmi poravnani skoraj vzporedno z DSM (Marten in sod., 2010). Ta usmeritev se
ocitno nadaljuje tudi v koreninski dentin, saj je bilo v korenini istega tipa zob ljudi in tudi v
sekalcih ter licnikih ugotovljeno, da so c-osi HA kristalov urejene pretezno vzporedno s
kolagenimi vlakni in torej potekajo vzporedno z vzdolZzno osjo zoba (Wang in Weiner, 1998).
Podobno usmeritev kristalov v dentinu opisujejo tudi v zgornjih li¢nikih podgan (Stratmann in
sod., 1997). Z analizo oblike spektrov EPR ter tudi z racunalniskimi simulacijami spektrov smo
prisli do enakih rezultatov, in sicer da so c-osi preferencno urejenih HA kristalov v dentinu
vratnega dela korenine sekalcev vseh preiskovanih vrst urejene cilindri¢no- simetri¢no glede
na pulpin kanal oz. vzporedno z vzdolZzno osjo zoba in torej pravokotno na grizno ploskev. V
precej skopo bazo podatkov o ureditvi kristalov v dentinu smo tako dodali Se Stiri Zivalske

vrste, med njimi tudi krokodila. Fosili, ki nedvoumno pripadajo rodu Crocodylus, so se
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namrec pojavili Ze v miocenu (Brochu, 2000). Njihovi zobje so, podobno kot zobje sesalcev,
sestavljeni iz sklenine, dentina in cementa (Enax in sod., 2013). Razlikujejo se v tem, da so
polifiodontni. To pomeni, da se tekom Zivljenja zZivali z vertikalno menjavo zamenja vecje

Stevilo zob (Kieser in sod., 1993).

Hribar in sod. (2009) so v svoji raziskavi z EPR v zgornji tretjini koreninskega dentina
Cloveskih sekalcev skusali potrdili oz. zavreci predvidevanja iz literature, da HA kristali v PTD
leZijo pravokotno na daljSo os DK. Spektre EPR so posneli v vzorcih dentina Sirine 3 mm. V
tako Sirokih vzorcih se DK pahljadasto razprostirajo v smeri ravnine XY in zato je bila
obcutljivost izmerjenih spektrov premajhna, da bi na podlagi spreminjanja njihove oblike
glede na postavitev vzorca v magnetnem polju ali s simulacijami spektrov EPR locili med
ureditvijo preferencno urejenih HA kristalov pravokotno na DK ali vzporedno s pulpinim
kanalom (slika 14A). Porazdelitev kotov kristalov je namre¢ med obema ureditvama zelo
podobna, v izmerjenih spektrih pa so avtorji ujeli veliko izotropnega signala, ki se z rotacijami
vzorcev ni spreminjal. Na kotno neodvisen del je bil torej superponiran le majhen del
preferenéno urejenih HA kristalov (5,6 * 0,7%). V modelu so tudi privzeli, da je naklon DK v
vzorcu konstanten in zato je bil vpliv orientacije kristalov Se manjsi. Zakljucili so, da rezultati
simulacij spektrov EPR podpirajo model ureditve preferenéno urejenih HA kristalov v PTD
pravokotno na daljSo os DK (Hribar in sod., 2009). Poudariti pa je potrebno, da njihovi
rezultati niso bili v nasprotju s simetrijo ureditve HA kristalov vzdolz pulpinega kanala,

vendar se zaradi potrditve zastavljene hipoteze z njo niso ukvarijali.

V nasi raziskavi smo vzorce dentina zozali na priblizno 0,8 mm. Potek DK smo tako omejili
vecinoma v smeri X osi vzorca in Ze z analizo oblike spektrov EPR ugotovili, da signal EPR ni
odvisen od simetrije DK, temvec¢ od simetrije pulpinega kanala. Obcutljivost na razliko med
obema ureditvama je namrec¢ v redkih orientacijah HA kristalov vzdolZz osi zoba, ki jih v
debelem vzorcu ni mogoce zaznati (slika 14B). Da smo lahko z gotovostjo izkljucili vpliv
poteka DK na lokalno urejenost HA kristalov, smo izvedli tudi simulacije urejenosti kristalov

glede na vertikalno os skozi DK. Izmerjeni in simulirani spekter sta si bila precej razlicna,
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medtem ko sta se izmerjeni ter simulirani spekter preferen¢ne urejenosti c-osi HA kristalov

okoli vertikalne osi pulpinega kanala lepo prekrivala (slika 11).
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Slika 14: Na zgornjem delu slik je shematski prikaz pre¢no prerezanega sekalca z ozna¢enim mestom odvzema
vzorca dentina ter na spodnjem delu vzdolini prerez sekalca s pulpinim kanalom in DK. S puséicami so
prikazane ureditve HA kristalov. (A) V predhodni raziskavi (Hribar in sod., 2009) so bili vzorci dentina Siroki 3
mm in zato so se DK pahljacasto razprostirali proti periferiji dentina. Ker je bilo v spektrih EPR ujetega veliko
izotropnega signala, so rezultati simulacij spektrov podpirali model ureditve c-osi preferen¢no urejenih HA
kristalov pravokotno na daljSo os DK. (B) V nasi raziskavi smo vzorce dentina zozali na 0,8 mm in tako omejili
potek DK predvsem pravokotno na Y os vzorca. Z analizo oblike spektrov EPR in s simulacijami spektrov smo
ugotovili, da preferencno urejeni HA kristali leZijo vzdolz osi pulpinega kanala.

Figure 14: Schematic presentation of a transverse section through an incisor tooth root with a rectangle
indicating the dentinal sample on upper part of the pictures and longitudinal section with root canal and
dentinal tubules on the lower part. Arrows indicate arrangement of HA crystals. (A) In earlier study (Hribar in
sod., 2009), dentinal samples were 3 mm wide and dentinal tubules were traversing the sample at different
angles relative to its Y axis. A lot of isotropic signal was captured in EPR spectra, therefore simulations
supported arrangement of preferentially oriented HA crystal c-axes perpendicular to dentinal tubules. (B) In the
current study, dentinal samples were 0,8 mm wide and dentinal tubules were traversing the sample
predominantly perpendicular to its Y axis. Analyses of EPR spectra shapes disclosed arrangement of

preferentially oriented HA crystals parallel to the axis of the root canal.
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V literaturi ni veliko podatkov o delezu urejenih HA kristalov v dentinu. Znano je, da med
razlicnimi stranmi zoba in razli¢nimi tipi zob njihov delez variira tudi do 20% (Marten in sod.,
2010), hkrati pa delez variira tudi skozi debelino dentina. Avtorji Se danes niso enotnega
mnenja, v kateri smeri se to dogaja. Eni menijo, da je ob predentinsko-dentinski meji delez
urejenih kristalov visji kot ob DCM (Wang in Weiner, 1998), drugi pa, da so kristali v bliZini

predentina skoraj popolnoma naklju¢no urejeni (Marten in sod., 2010).

Marten in sod. (2010) opisujejo, da stopnja urejenosti kristalov v kronskem dentinu ¢loveka
podrocjih zoba, in sicer pod vrski kron, priblizno 200 um od DSM ter v vratnem delu krone.
Zakljucili so, da je v povprecju vsaj 80% HA kristalov dentina naklju¢no in najve¢ 20%
preferenc¢no urejenih (Mérten in sod., 2010). Do zelo primerljivih rezultatov smo v dentinu
Cloveka prisli tudi v nasi raziskavi. Ugotovili smo namre¢, da znasa delez urejenih kristalov v
osrednjem delu koreninskega dentina, tik pod vratom zoba pri ¢loveku 17 + 2%. V enakem
podroCju smo pri vseh Zivalskih vrstah ugotovili, da je delez urejenih kristalov visji kot pri
¢loveku, hkrati pa je vseeno obveljalo, da delez naklju¢no razporejenih kristalov pri vseh

vrstah prevladuje pred preferencno urejenimi.

Ker metoda EPR v dentinu neselektivho zaznava paramagnetne zvrsti tako iz ITD kot tudi iz
PTD, se postavlja pomembno vprasanje, kolikSen bi lahko bil doprinos HA kristalov PTD k
delezu preferentno urejenih HA kristalov. Avtorji namre¢ Se vedno niso enotnega mnenja
glede urejenosti kristalov v PTD (Schroeder in Frank, 1985; Weiner in sod., 1999; Gotliv in
sod., 2006); Gotliv in sod., 2006 so celo ugotovili, da so urejeni podobno kot v ITD. V nasi
raziskavi smo pri razli¢nih Zivalskih vrstah (razen krokodila) in ¢loveku dolocili povrsino PTD
in ¢e k temu dodamo, da je PTD za priblizno 9% bolj mineraliziran kot ITD (Miller in sod.,
1971; Magne in sod., 2002), ugotovimo, da je morebitni doprinos kristalov PTD v delez
preferencno urejenih kristalov nizek- pri psu le priblizno 2%, pri prasicu 5%, pri konju 12% ter
pri Cloveku 6%. Menimo, da izmerjeni delez urejenih kristalov v najvecji meri zrcali delez
urejenih kristalov ITD, ki se nahajajo v kolagenih vlaknih oz. so z njimi v tesnem stiku. Znano
je, da se direktna nukleacija in rast HA kristalov odvijata v 0z. na povrsini kolagenih vlaken in

prav ti mineralni delci so poravnani vzporedno en z drugim ter sledijo vzdolZznemu poteku
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vlaken (Landis in sod., 1993; Wang in Weiner, 1998), ki v ITD koreninskega dela zoba v veliki
meri potekajo vzporedno z vzdolZzno osjo zoba (Sogaard-Pedersen in sod., 1990; Wang in
Weiner, 1998; Muylle in sod., 2000; Kinney in sod, 2001; Miguez in sod., 2004; Inoue in sod.,
2011). Naso domnevo potrjujeta tudi dejstvi, da v PTD ni kolagena (Muylle in sod., 2001;
Gotliv in sod., 2006; Habelitz in sod., 2007; Gotliv in Veis, 2007; Gotliv in Veis, 2009;
Bertassoni in sod., 2012) in fosfoforina (Weiner in sod., 1999), ki uravnavata usmeritev

rastocih HA kristalov (Mann, 1993).

Po literaturnih podatkih se direktna nukleacija HA kristalov odvija veCinoma intrafibrilarno
(Weiner in Wagner, 1998). Ti kristali rastejo s svojo c- osjo vzporedno z osjo kolagene
molekule (Landis in sod., 1993) in jih je v dentinu okoli 20- 30% (Balooch in sod., 2008;
Marten in sod., 2010), preostanek pa predstavljajo interfibrilarni kristali. Ce torej
predvidimo, da so interfibrilarni kristali naklju¢no urejeni, lahko ugotovljeno razliko delezev
urejenih kristalov med razlicnimi zZivalskimi vrstami in ¢lovekom razloZzimo na dva nacina: 1.
med vrstami variira razmerje med inter- in intrafibrilarnimi kristali ali pa 2. med vrstami
variira delez kolagenih vlaken, ki potekajo vzporedno z vzdolZino osjo zoba. Na podlagi
uporabljenih metod v raziskavi ali podatkov iz literature ne moremo zakljuciti, katera teza bi
bila dejansko vzrok za razlicne deleze. Zato bi veljalo nadaljnje raziskave usmerjati v
dolocitev deleza interfibrilarnih kristalov ali doloCitev deleza preferen¢no urejenih kolagenih

vlaken v demineraliziranih vzorcih dentina.
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5.3 Vpliv urejenosti hdroksiapatitnih kristalov na mehanske lastnosti dentina

Sile, ki med grizenjem delujejo na togo sklenino, se skoraj v celoti prenesejo v dentin.
Mehanske lastnosti dentina primarno dolo¢ajo mehanske lastnosti ITD (Kinney in sod.,
1999), in sicer orientacija kolagenih vlaken (Kinney in sod., 2003b) ter vsebnost (Kinney in
sod., 1996a; Angker in sod., 2004; Pugach in sod., 2009) in razporeditev mineralne snovi
(Kinney in sod., 2001). Znano je, da je med obremenitvijo dentina togost oz. elasti¢ni odziv
kolagenih vlaken odvisen predvsem od intrafibrilarnih kristalov (Kinney in sod., 20033;
Balooch in sod., 2008), ki so vzdolZ svoje c-osi mehkejsi in bolj prozni (Saber-Samandari in
sod., 2009) ter se zlomijo pri visjih obremenitvah, kot Ce sile delujejo pravokotno na njihovo
c-0s (Zamiri in De, 2011). V dentinu je bilo ugotovljeno, da se njegova trdota (Kinney in sod.,
1996a; Kinney in sod., 1999; Marshall in sod., 2001; Tesch in sod., 2001), trdnost in
odpornost na lom (Ryuo in sod., 2011) visajo od predentinsko-dentinske meje proti DSM oz.
DCM. V isti smeri se v vratnem delu kronskega dentina visa tudi delez urejenih HA kristalov
(Marten in sod., 2010). Intrafibrilarni kristali torej zviSajo trdoto (Landis in sod., 1995; Kinney
in sod., 2003a; Pugach in sod., 2009) in tlacno trdnost mineraliziranega tkiva (Ottani in sod.,
2001; Balooch in sod., 2008; Hambli in Barkaoui, 2012), prav tako pa zvisajo tudi njegovo
togost (Katti in sod., 2010; Qin in sod., 2012).

Na podlagi omenjenih ugotovitev predvidevamo, da ima glede na delez preferencno urejenih
HA kristalov, izmerjenih v nasi raziskavi, dentin Cloveka najnizjo togost, trdoto in tlacno
trdnost v primerjavi s preiskovanimi vrstami Zivali, hkrati pa lahko trdimo, da so iste

mehanske lastnosti zaradi najvisje vsebnosti urejenih kristalov v dentinu krokodila najvisje.

Sodec po rezultatih Kinney in sod. (2001a) ter Pugach in sod. (2009), je v dentinu ¢loveka
priblizno 30% intrafibrilarnih mineralov. Glede na nase rezultate in rezultate Marten in sod.
(2010), je v dentinu c¢loveka do 20% preferenéno urejenih HA kristalov. 1z tega lahko
sklepamo, da v vratnem delu zoba skoraj 2/3 kolagenih vlaken v dentinu poteka v kronsko —
koreninski smeri, preostali del pa je naklju¢no razporejen. Na ta nacin nudi kolagen podporo
ITD, saj oblikuje 3D mreZzo med seboj povezanih snopov vlaken, kar Se dodatno ojaca

strukturo dentina.
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5.4 Delez urejenih hidroksiapatitnih kristalov kot mozen kazalec jakosti griznih sil ter

korelacija deleza z debelino sklenine

Kot smo Ze omenili, vpliva na mehanske lastnosti zob tudi razporeditev HA kristalov v
dentinu (Kinney in sod., 2001). Prav zato je poznavanje njihove urejenosti pomembno za
razumevanje prenasanja griznih sil na trda zobna tkiva, kot tudi odpornosti zob na

prekomerne obremenitve.

Prasici in ljudje so si z vidika oblike ko¢nikov, griznega cikla ter prehrane zelo podobni- oboji
so namrec vsejedi (Weaver in sod., 1962; Herring, 1976). Kljub temu so grizne sile pri prasicih
vecje kot pri ljudeh (Bousdras in sod., 2006; Takahashi in sod., 2009), sklenina je priblizno
Stirikrat tanjSa (Lopes in sod., 2006; Nanci in Ten Cate, 2008), vrski kron pa se vseeno
deformirajo pri vecjih obremenitvah (Popowics in sod. 2001). MozZno je, da vecja odpornost
proti deformaciji prasi¢jega zoba izvira ravno iz viSjega deleza urejenih dentinskih kristalov,
saj le-ti zvecajo njegovo trdoto, trdnost in togost (Kinney in sod., 2003a; Hambli in Barkaoui,
2012). Podobno lahko trdimo tudi za psa in krokodila, saj je njuna sklenina v primerjavi s
¢lovekom prav tako tanjsa (Nanci in Ten Cate, 2008; Enax in sod., 2013), maksimalne grizne

sile pa so mnogo vecje (Erickson in sod., 2004; Ellis in sod., 2008; Lepley in sod., 2011).

Delez urejenih HA kristalov v dentinu torej inverzno korelira z debelino sklenine. Sklenina je
mocno kristalizirana in zato krhka (Toit in sod., 2008), dentin pa elasticen in sluzi kot
absorber sil, ki delujejo na zobno tkivo (Pashley, 1996). Ce bi bila plast sklenine debelejsa, bi
pri velikih griznih silah hitreje pocila. Njena naloga pri Zivalih z brahiodontnim tipom zob je
torej najverjetneje le zascita dentina pred obrabo ter pred vdorom mikroorganizmov skozi

DK in posledi¢nim raztapljanjem anorganske snovi s kislinami.

Ce zaenkrat dentin konja izvzamemo, ugotovimo, da rezultati deleZa urejenih kristalov
nekako pozitivno korelirajo z velikostjo Zivali oz. z velikostjo glave ter posledi¢no z jakostjo
griznih sil (Anderson in sod., 2008; Ellis in sod., 2008; Lepley in sod., 2011). Se vedno pa z
visjim delezem urejenih HA kristalov pred prasicem izstopa pes. Mozno je, da vzrok lezi v
nacinu prehranjevanja, saj je pes, za razliko od prasica in ¢loveka, bolj ali manj mesojeda

7ival. Celjustni sklep psa deluje preteino kot tedajast sklep, ki omogoca v glavnem le
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odpiranje in zapiranje gobca, latero-medialni in anterio-posteriorni gibi pa so zelo omejeni
(Popowics in Herring, 2006). Naloga pasjih zob je namre¢ omejena na rezanje in mletje hrane

do velikosti griZljaja, ki ga Zival pogoltne (Vollmerhaus in sod., 1996).

Mozna razlaga za nizji delez urejenih HA kristalov v dentinu konja napram dentinu psa in
prasica, ki imata manjse grizne sile (Anderson in sod., 2008; Lepley in sod., 2011), je tip zob.
Sekalci psov in prasicev so brahiodontnega, medtem ko so sekalci konjev hipsodontnega
tipa. To pomeni, da izras¢ajo skozi celo Zivljenje Zivali (Budras in sod., 2003) in so se
izraS€anju ter nacinu prehranjevanja prilagodili tako, da se zaradi razlik v trdoti gradbenih
materialov zoba obrabljajo na svojstven nacin. Mehkejsi dentin se obrabi veliko hitreje kot
trsa sklenina (Zheng in sod., 2003, Toit in sod., 2008) in tako ohrani ostre grizne ploskve,
potrebne za grizenje rastlinske hrane. Hkrati lahko niZjemu delezu urejenih kristalov v
dentinu botruje tudi drugaéen nacin grizenja hrane. Celjustni sklep konja je vise¢ in ima $iro
medio-lateralno sklepno povrsino kot mesojedi in clovek (Pence, 2002). Tak sklep mu
omogocCa velike latero-lateralne ter zelo omejene vertikalne premike spodnje celjusti
(Popowics in Herring, 2006) in je tako prilagojen mletju rastlinske hrane z visokim odstotkom

vlaknine.

Razlicni delezi urejenih HA kristalov v dentinu preiskovanih vrst so lahko tudi odraz
evolucijske prilagoditve zob proti zZlomom. V naravi namre¢ poskodba oz. izguba zoba za Zival
pomeni nezmoznost lovljenja, hranjenja in samoobrambe. Iz literature je znano, da so
urejeni HA kristali vezani v oz. neposredno na kolagena vlakna (Landis in sod., 1993; Wang in
Weiner, 1998). Ker je v dentinu krokodila delez urejenih HAC precej vecji kot pri drugih
vrstah domnevamo, da vec kolagenih vlaken sledi poteku vzdolZzne osi zoba in zato so zobje
krokodila bolj odporni na visoke grizne sile. Ce bi bil dele? urejenih kristalov pri krokodilu
nizji, bi bilo vzdolZ zoba urejenih manj kolagenih vlaken in bi se zob zlomil pri nizjih griznih
silah. Zaradi nezmoZnosti prehranjevanja taka Zival ne bi preZivela. Naravna selekcija
prezivetja vrst se torej najverjetneje odvija tudi na nivoju dentina. Pri visjih silah, ki delujejo

na zob, prezivijo vrste, ki imajo ustrezno visji delez urejenih HA kristalov.
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5.5 Mikrostrukturiranost dentina

Pri primerjavi Stevila in premera DK, Sirine in povrSine PTD ter povrSine ITD v dentinu
razlicnih Zivalskih vrst in ¢loveka moramo izpostaviti predvsem izredno podobnost vseh

parametrov med dentinom prasica in ¢loveka.

Gostota DK je med preiskovanimi vrstami variirala, kar opisujejo tudi drugi avtorji (Forssell-
Ahlberg in sod., 1975; Schilke in sod., 2000; Robb in sod., 2007). Znano je, da je odvisna od
tipa zob (Garberoglio in Brannstrom, 1976; Schellenberg in sod., 1992) in lokacije v zobu
(Schellenberg in sod., 1992; Marshall in sod., 1997; Ferrari in sod., 2000; Chu in sod., 2010).
Upada od pulpe proti zunanji povrsini dentina ter iz kronskega proti koreninskemu delu zoba
(Marshall in sod., 1997; Chu in sod., 2010). Nasi rezultati pri konju in cloveku so bili
primerljivi z rezultati Muylle in sod. (2002) in Chu in sod. (2010), medtem ko smo v dentinu
psa ugotovili precej nizje Stevilo DK, kot je opisano v drugih raziskavah (Dutra-Correa in sod.,

2007; Robb in sod., 2007). Razliko pripisujemo posledici uporabe razli¢nih tipov zob.

Med vrstami sta variirala tudi premer DK in Sirina PTD. Na oba parametra zopet vpliva izbira
lokacije vzorca v dentinu (Kilic in sod., 1997; Chu in sod. 2010) ter njegova priprava (Calt in
Serper, 2002). V nasi raziskavi dentina nismo obdelali z EDTA ali fosforno kislino, saj je znano,
da povzrocita demineralizacijo ITD in PTD (Van Meerbeeck in sod., 1992). Prav to je lahko
vzrok za manjSe premere DK v dentinu psa, konja in ¢loveka v primerjavi z ostalimi Studijami
(Schilke in sod., 2000; Muylle in sod., 2002; Robb in sod., 2007). Obenem je mozen vzrok tudi
starost osebkov, od katerih smo pridobili vzorce. Kot je bilo Ze omenjeno, se s staranjem
lahko lumen DK popolnoma zapolni z minerali (Micheletti, 1998). Opisano je, da je v vratnem
delu koreninskega dentina ¢loveskih kocnikov Sirina PTD 0,2 um (Chu in sod., 2010). V
enakem podrodju cloveskih sekalcev smo izmerili Sirino PTD 0,7 um. Ker je bila priprava
vzorcev v obeh primerih podobna, lahko razliko vsaj delno pojasnimo z uporabo razlicnih
tipov zob. Sirina PTD namre¢ nara$c¢a od predentinsko-dentinske meje proti DSM oz. DCM
(Forssell-Ahlberg in sod., 1975; Muylle in sod., 2002), vendar njegovo Sirjenje skozi debelino
dentina ni linearno (Chu in sod., 2010). Mozno je, da med razli¢cnimi tipi zob skozi debelino

dentina variira tudi Sirina PTD.
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PTD predstavlja le majhen odstotek vsega dentina (Goldberg in Lasfargues, 1995). To
ugotovitev smo potrdili, saj je znaSal delez PTD pri psu, prasicu in ¢loveku priblizno 1/20, pri
konju pa priblizno 1/8 celotnega dentina. Delez PTD smo pri omenjenih vrstah primerjali z
delezem urejenih HA kristalov in ugotovili, da med njima ni povezave. Tako smo se Se

dodatno prepricali, da delez urejenih kristalov v najvecji meri izvira iz ITD in ne iz PTD.

Pri psu, prasicu, konju in Cloveku je ITD predstavljal glavho maso dentina. Delez ITD je bil
podoben le med prasicem in Clovekom. Najvecji delez ITD smo opazili v dentinu psa,
najmanjSega pa v dentinu konja. To je v nasprotju z rezultati Robb in sod. (2007), kjer je bil
delez ITD v dentinu ¢loveka visji kot pri psu. Razlicne rezultate med raziskavama lahko zopet
razloZzimo z uporabo razli¢nih tipov zob- grabilci oz. podocniki pri Robb in sod. (2007) ter
sekalci v nasi. Ker smo v raziskavi vzorce pri vseh vrstah izrezali iz enakega podrocja dentina,

lahko razlike mikrostukturnih parametrov resni¢no pripiSemo medvrstni variabilnosti.

Na posnetkih vrsticnega elektronskega mikroskopa se je mikrostruktura dentina krokodila
najbolj razlikovala od ostalih vrst (slika 7). Gostota DK je bila signifikantno vecja in torej je
signifikantno vecje tudi Stevilo odontoblastov. Predvidevamo, da ve¢ odontoblastov hitreje
sintetizira vecC kolagenih vlaken, zaradi vecje gostote DK je razdalja med njimi manjsa, difuzija
ionov kalcija in fosforja na kvadrat razdalje pa posledi¢no hitrejsa. Tako je omogocen hitrejsi
nastanek dentina, saj se pri krokodilu z vertikalno menjavo vsi zobje v ustni votlini zamenjajo
v povprecju na 12 mesecev (Edmund, 1960), menjava zob pa poteka skozi njegovo celo

Zivljenje (Kieser in sod., 1993).

Krokodil se tekom evolucije ni spreminjal veliko. Da je lahko prezivel z visokimi griznimi
silami, ki jih uporablja, se je moral njegov dentin oz. zob temu prilagoditi. Razvoj zoba je pri
krokodilu zelo hiter, v funkciji pa je le priblizno 12 mesecev (Edmund, 1960). Zato
najverjetneje ni ¢asa, da bi se PTD oblikoval v taki meri kot pri ostalih vrstah. Na posnetkih
vrsticnega elektronskega mikroskopa dentina krokodila okoli DK namre¢ ni bilo dobro
definiranega obro¢a PTD. Na podlagi rezultatov EPR ima krokodil vecji delez urejenih HA
kristalov kot druge vrste, ki ni povezan s PTD (urejeni HAC se nahajajo v kolagenih vlaknih in

v njihovi neposredni blizini (Landis in sod., 1993; Wang in Weiner, 1998), v PTD pa ni



N. Mlakar: Mikroskopska in spektroskopska ocena strukturiranosti dentina razli¢nih zZivalskih vrst 70

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2014. Doktorska disertacija

kolagena (Muylle in sod., 2001; Gotliv in sod., 2006; Habelitz in sod., 2007; Gotliv in Veis,
2007; Gotliv in Veis, 2009; Bertassoni in sod., 2012)) in torej posnetek vrsticnega

elektronskega mikroskopa pri krokodilu zmanjsSuje pomen PTD.
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6 ZAKLUCKI

1. Dentinski kanali v vratnem delu koreninskega dentina vseh preiskovanih vrst potekajo
proti vertikalni osi skozi srediS¢e zobne pulpe pod ostrim kotom, njihov naklon pa se
spreminja minimalno. Vzorci dentina so bili torej resnic¢no izrezani iz osrednjega dela

dentina, kjer je potek dentinskih kanalov najbolj raven.

2. Mikrostrukturiranost dentina psa, prasic¢a, konja in ¢loveka je bila primerljiva. Najbolj sta

si bila podobna dentin prasica in ¢loveka.

3. C-osi preferencno urejenih HA kristalov so v vratnem delu koreninskega dentina
preiskovanih vrst urejene cilindri¢no- simetri¢no glede na pulpino votlino oz. vzporedno z
vzdolZno osjo zoba in torej pravokotno na grizno ploskev. Ker so HA kristali vzdolz c- osi
mehkejsi in bolj prozni, vecji delez tako urejenih kristalov izboljSa mehanske lastnosti

dentina.

4. Velik del HA kristalov v koreninskem dentinu preiskovanih vrst je nakljuéno razporejen,
sorazmerno majhen del pa urejen. Najvecji delez preferencno urejenih HA kristalov smo
ugotovili v dentinu krokodila, sledil mu je dentin psa, prasi¢a in konja. Najmanjsi delez
preferencéno urejenih HA kristalov smo ugotovili v dentinu ¢loveka. Ker se v podobnem
vrstnem redu med vrstami niZajo tudi grizne sile, ki delujejo na zobno substanco med

grizenjem, bi lahko deleZ urejenih HA kristalov v dentinu odrazal jakost griznih sil.
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7 POVZETEK

Dentin tvori osnovo zoba in mu daje obliko. Skozi debelino je perforiran s Stevilnimi
dentinskimi kanali (DK). Njihova pot se zatne v predentinu in se vzpenja pod dolocenim
kotom do dentinsko-skleninske o0z. dentinsko-cementne meje. Obdaja jih plast
hipermineraliziranega peritubularnega dentina (PTD), katerega debelina narasca proti
periferiji dentina. Najve¢jo maso v dentinu predstavlja intertubularni dentin (ITD). Velik del
kolagenih vlaken v ITD poteka vzporedno z vzdolZzno osjo zoba oz. pravokotno na DK.
Hidroksiapatitni (HA) kristali so glavni gradniki anorganskega dela dentina. Nahajajo se

interfibrilarno in intrafibrilarno.

V raziskavi smo proucevali mikrostrukturiranost dentina psov, prasicev, konjev, krokodila in
ljudi dolo&enih starosti. Zeleli smo dolo¢iti lokalno urejenost HA kristalov ter deleZ urejenih
kristalov v dentinu omenjenih vrst. Dentinski vzorci so izhajali iz labialne strani vratnega dela
korenine zdravih sekalcev in naklju¢no izbranih zob pri krokodilu. S svetlobno mikroskopijo
smo dolocili naklone DK proti vertikalni osi skozi sredis¢e zobne pulpe na demineraliziranih
zobeh. Le v dentinu krokodila (81 + 4°) in Cloveka (79 + 4°) je bil naklon DK statisti¢no
znacilno visji kot v dentinu konja (65 + 11°). Nakloni DK v vzorcih dentina vseh vrst se z

razdaljo od pulpinega kanala niso spreminjali veliko.

Med vrstami smo primerjali Stevilo in premer DK, Sirino in povrsino PTD ter povrsino ITD,
preiskovane z vrsticno elektronsko mikroskopijo. V dentinu krokodila je bilo Stevilo DK
statisti¢no znacilno visje kot pri ostalih vrstah, v dentinu psa pa sta bili Sirina in povrSina PTD
Mikrostrukturno sta si bila najbolj podobna dentin prasi¢a in ¢loveka, saj pri nobenem

parametru med njima ni bilo statisticno znacilnih razlik.

Dokazali smo kotno odvisnost signala EPR v dentinu. C-osi urejenih HA kristalov so pri vseh
vrstah potekale vzporedno z vzdolino osjo zoba. S simulacijami spektrov EPR smo dolocili
konja pa do cloveka. Ugotovili smo, da je v dentinu vseh preiskovanih vrst vedji del HA

kristalov naklju¢no urejen in le majhen del urejen v kronsko- koreninski smeri.
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Menimo, da urejeni HA kristali izvirajo iz ITD in lezijo med kolagenimi vlakni oz. so z njimi v
tesnem stiku. Ti, t.i. intrafibrilarni kristali, zviSajo trdoto, tlacno trdnost in togost
mineraliziranega tkiva, zato so najverjetneje mehanske lastnosti v dentinu Cloveka najnizje,
najvisje pa so v dentinu krokodila. Ker delezi urejenih kristalov pretezno pozitivno korelirajo
z griznimi silami, bi lahko bili tudi odraz evolucijske prilagoditve zob na potencialne

obremenitve.
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8 SUMMARY

Dentin forms the bulk of a tooth and gives it its shape. Throughout its thickness, dentin is
perforated by multiple dentinal tubules (DK). Dentinal tubules ascend from predentin
towards dentino- enamel or dentino- cemental junction. They are surrounded by a
hypermineralized collar of peritubular dentin (PTD), whose thickness increases towards the
periphery of the dentin. Intertubular dentin (ITD) represents the major part of dentin.
Collagen fibrils in ITD are preferentially oriented parallely to the vertical axis of the tooth and
perpendicularly to DK. Hydroxyapatite (HA) crystals are the main building blocks of inorganic

part of the dentin. They are located interfibrilary and intrafibrilary.

In the present study, microstructure of canine, porcine, equine, crocodile and human dentin
of a particular age was investigated. Our aim was to determine the local arrangement of HA
crystals and the proportion of oriented crystals. Dentinal samples were obtained from the
cervical part of the tooth root from healthy incisor teeth and randomly collected crocodile
teeth. The tilt angles of DK relative to vertical axis of dental pulp were determined on
demineralized samples by light microscopy. Angles of DK in crocodile dentin (81 + 4°) and
human (79 * 4°) were significantly larger than angles of DK in equine dentin (65 + 11°).

Variations in tilt angles of DK with the distance from the root canal were extremely small.

Density and diameter of DK, thickness and surface area of PTD and surface area of ITD,
obtained by scanning electron microscopy, were comparable between species. In crocodile
dentin, the largest mean DK density was observed, while the thickness and surface area of
PTD were significantly lower in canine dentin and, consequently, canine ITD surface area was
significantly larger than in other species. Porcine dentin shared most microstructural
similarities to human dentin with no significant differences found in all investigated

parameters.

Angular dependence of EPR spectra in dentin was demonstrated. C-axes of HA crystals in all
investigated species were arranged parallely to the vertical axis of the tooth. Simulations of
EPR spectra demonstrated proportions of oriented crystals. In crocodile dentin, the portion

of oriented crystals was the largest and it declined from canine, porcine, equine to human
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dentin. The proportion of the non-oriented HA crystals in all investigated species was higher

in comparison to oriented HA crystals.

We suggest that oriented HA crystals originate from ITD and are positioned between the
collagen fibrils or are in close association with them. Intrafibrilar HA crystals increase
hardness, compressive strength and stiffness of mineralized tissue and therefore it is likely
that these mechanical properties in human dentin are the lowest and in crocodile dentin are
the largest. Proportions of oriented HA crystals in investigated species fairly positively
correlate to bite forces, hence these proportions could reflect evolutionary adaptations of

teeth to specific or potentional mechanical forces that might cause tooth fractures.
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11 PRILOGE

111

Odlocba za izjemno uporabo Zivalskih stranskih proizvodov kategorije 1 (zob

evtanaziranih psov)

REPUBLIKA SLOVENIJA
MINISTRSTVO ZA KMETIJSTVO,
GOZDARSTVO IN PREHRANO
VETERINARSKA UPRAVA RS
OBMOCNI URAD LJUBLJANA

Dunajska cesta 22, 1000 Ljubljana
Telefon: 01 234 45 50, telefaks: 01 234 45 70

www.sigov.sivurs/ e-podta: QU-Ljubliana VURS @gov.si

Stevilka: 34453-13/2011/3
Datum: 28.01.2011

Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Veterinarska uprava Republike Slovenije,
izdaja na zahtevo stranke na podlagi 77. ¢lena Zakona o veterinarskih merilih skladnost, v
nadaljevanju — ZVMS (Uradni list RS, 3t. 93/05) v upravni zadevi registracije uporabnika za
izjemno uporabo Zivalskih stranskih proizvodov kategorije 1 (v nadaljevanju ZSP kat. 1) v
raziskovalne namene, stranki UL-Veterinarski fakulteti, Kliniki za kirurgijo in male Zivali,
Cesta v Mestni log 47, 1000 Ljubljana, naslednjo

opLo¢BO

1. Uporabniku UL-Veterinarski fakulteti, Kliniki za kirurgijo in male Zivali, Cesta v Mestni
log 47, 1000 Ljubljana, ki je pri VURS, OU Ljubljana vpisan v register uporabnikov za
iziemno uporabo ZSP pod Stevilko SI-B-07-22-13 se s to odloébo dovoli :

- izijemna uporaba ZSP kat. 1 (zob evtanaziranih psov) iz vmesnega obrata kat.
1 UL-Veterinarska fakulteta, NVI, Agrokombinatska 80, 1000 Ljubljana,

v raziskovalne namene.
2. Ta odlocba stopi v veljavo takoj.

5. PritoZba proti tej odlocbi ne zadrzi njene izvrsitve.
Obrazlozitev:

Na VURS, OU Ljubliana smo dne 21.01.2011 prejeli viogo, stranke UL-Veterinarska
fakulteta, Klinika za kirurgijo in male Zivali, Cesta v Mestni log 47, 1000 Ljubljana. Iz vioge je
razvidno, da bodo prevzete zobe evtanaziranih psov (ZSP kat. 1) iz vmesnega obrata -
secirnice UL, Veterinarska fakulteta, NVI, Agrokombinatska 80, 1000 Ljubljana, uporabljali v
raziskovalne namene.

V prvem odstavku 23. ¢lena Uredbe (ES) §t. 1774/02 Evropskega parlamenta in Sveta o
dologitvi zdravstvenih pravil za Zivalske stranske proizvode, ki niso namenjeni prehrani ljudi
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(UL L 273, z dne 10.10.2002) je doloéeno, da lahko drzave ¢&lanice odobrijo, pod nadzorom
pristojnih organov uporabo ZSP v diagnostiéne, izobraZevalne in raziskovalne namene.
Pristojna pri odloéanju o predmetni zadevi je Veterinarska uprava Republike Slovenije,
Obmoéni urad Ljubljana, v skladu s 1. odstavkom 77. &lena ZVMS in 1. to¢ko 12. &lena
Uredbe o izvajanju Uredbe (ES) o dolocitvi zdravstvenih pravil za Zivalske stranske
proizvode, ki niso namenjeni prehrani ljudi, in njenih izvedbenih predpisov Skupnosti in
dologitvi prekrskov za krSitve njenih doloéb (Uradni list RS, §t. 100/06).

Pritozba proti tej odlocbi ne zadrZi izvrSitve je v skladu z 2. odstavkom, 92. €lena ZVMS.

Odlo¢ba je izdana na podlagi vioge stranke, vendar v skladu s 23. ¢lenom Zakona o upravnih
taksah, v nadaljevanju ZUT (Uradni list RS, 8t. 106/10-UPBS) se upravna taksa ne plaéa.

Pouk o pravnem sredstvu: Zoper to odlo¢bo je dowvoljena pritozba v roku 8 dni od vrocitve
odlo¢be na Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Dunajska 22, Ljubljana.
Pritozba se odda pisno ali ustno na zapisnik pri organu, ki je odlo¢bo izdal na prvi stopnji
(VURS, OU Ljubljana, Dunajska 22, Ljubljana). PritoZbi je potrebno predloziti dokazilo o
vplacilu zneska 15,49 EUR upravne takse po tarifni Stevilki 2 ZUT, ki se nakaze na racun $t.
01100 1000315637, referenca 11 23124-7111002, na naslov Upravne takse-drzavne,
Slovenska cesta 54, Ljubljana.

7" OAnp, N
Odlogbo pripravila: Jasoumidi N\ Odlogbo izdala:
V4 : '»-i\‘,,ﬂ., s3-) 7
Damjana Dem&ar, dr.vet.med. a &/ Smiljana Verbié, dr.vet.med.
Uradna veterinarka | W direktorica obmo&nega urada

VROCENO:

[ 1,)stranki
\2. spis

V vednost:
1. VURS, glavni urad
2. UL, Veterinarska fakulteta, NVI, Agrokombinatska 80, 1000 Ljubljana
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11.2 Odlocba za izjemno uporabo Zivalskih stranskih proizvodov kategorije 3 (zob

prasicev in kopitarjev)

REPUBLIKA SLOVENIJA
MINISTRSTVO ZA KMETIJSTVO,
GOZDARSTVO IN PREHRANO
VETERINARSKA UPRAVA RS
OBMOCNI URAD LJUBLJANA

Dunajska cesta 22, 1000 Ljubljana
Telefon: 01 234 45 50, telefaks: 01 234 45 70
www._sigov.si/vurs/ e-posta: OU-Ljubljana VURS @ gov.si

Stevilka: 34453-13/2011/2
Datum: 28.01.2011

Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Veterinarska uprava Republike Slovenije,
izdaja na zahtevo stranke na podlagi 77. ¢lena Zakona o veterinarskih merilih skladnost, v
nadaljevanju — ZVMS (Uradni list RS, 8t. 93/05) v upravni zadevi registracije uporabnika za
iziemno uporabo Zivalskih stranskih proizvodov kategorije 3 (v nadaljevanju ZSP kat. 3) v
raziskovalne namene, stranki UL-Veterinarski fakulteti, Kliniki za kirurgijo in male Zivali,
Cesta v Mestni log 47, 1000 Ljubljana, naslednjo

obpLOCBO

1. Stranki UL-Veterinarski fakulteti, Kliniki za kirurgijo in male Zivali, Cesta v Mestni log 47,
1000 Ljubljana, se dovoli uporaba ZSP kat. 3 v raziskovalne namene.

2. Uporabniku ZSP kat. 3 iz prve toZke izreka se dolodi uradna Stevilka SI-B-07-22-13 in se
ga vpise v register, ki se vodi pri VURS, OU Ljubljana.

3. Uporabniku s stevilko SI-B-07-22-13 se s to odlo¢bo dovoli :
- izjemna uporaba ZSP kat. 3 (zob prasiéev in kopitarjev) iz klavnic
Meso Kamnik d.0.0., Korenova cesta 9, 1241 Kamnik in
Postojnske mesnine d.0.0., Pot k Pivki 2, 6230 Postojna,
v raziskovalne namene.

4. Ta odlogba stopi v veljavo takoj.

5. Pritozba proti tej odlocbi ne zadrzi njene izvrSitve.
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Obrazlozitev

Na VURS, OU Ljubliana smo dne 21.01.2011 prejeli vlogo, stranke UL-Veterinarska
fakulteta, Klinika za kirurgijo in male Zivali, Cesta v Mestni log 47, 1000 Ljubljana, v kateri se
stranka Zeli registrirati kot uporabnik Zivalskih stranskih proizvodov za namene iz 23. élena
Uredbe (ES) $t. 1774/02 Evropskega parlamenta in Sveta o dologitvi zdravstvenih pravil za
Zivalske stranske proizvode, ki niso namenjeni prehrani ljudi (UL L 273, z dne 10.10.2002). Iz
vioge je razvidno, da bodo prevzete ZSP kat. 3 - zobe prasiéev in kopitarjev, iz klavnic Meso
Kamnik d.o.0., Korenova cesta 9, 1241 Kamnik in Postojske mesnine d.0.0., Pot k Pivki,
6230 Postojna, uporabljali v raziskovalne namene. Viogi sta bila priloZena tudi pisni soglasji
klavnic, ki sta navedeni v izreku odlobe, da dovoljujejo oddajo ZSP kat. 3 Veterinarski

fakulteti, Cesta v Mestni log 47, Ljubljana.

V prvem odstavku 23. ¢lena Uredbe (ES) $t. 1774/02 Evropskega parlamenta in Sveta o
dologitvi zdravstvenih pravil za Zivalske stranske proizvode, ki niso namenjeni prehrani ljudi
(UL L 273, z dne 10.10.2002) je doloeno, da lahko drzave &lanice odobrijo, pod nadzorom

pristojnih organov uporabo ZSP v diagnostiéne, izobrazevalne in raziskovalne namene.

Pristojni organ je skladno s 8. ¢lenom Uredbe o izvajanju Uredbe (ES) o dologitvi
zdravstvenih pravil za Zivalske stranske proizvode, ki niso namenjeni prehrani ljudi, in njenih
izvedbenih predpisov Skupnosti in dologitvi prekrskov za krsitve njenih doloéb (Uradni list

RS, 8t. 100/06) stranki dodelil Stevilko SI-B-07-22-13.

Pristojna pri odlofanju o predmetni zadevi je Veterinarska uprava Republike Slovenije,
Obmocni urad Ljubljana, v skladu s 1. odstavkom 77. &lena ZVMS in 1. toéko 12. &lena
Uredbe o izvajanju Uredbe (ES) o dologitvi zdravstvenih pravil za Zivalske stranske
proizvode, ki niso namenjeni prehrani ljudi, in njenih izvedbenih predpisov Skupnosti in

dologitvi prekrskov za krsitve njenih dolo¢b (Uradni list RS, §t. 100/06).

PritoZzba proti tej odlo&bi ne zadrzi izvrsitve je v skladu z 2. odstavkom, 92. &lena

ZVMS.

Odloé¢ba je izdana na podlagi vioge stranke, vendar v skladu s 23. &lenom Zakona o upravnih
taksah, v nadaljevanju ZUT (Uradni list RS, $t. 106/10-UPBS5) se upravna taksa ne plada.

Pouk o pravnem sredstvu: Zoper to odloébo je dovoljena pritozba v roku 8 dni od vrogitve
odlotbe na Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Dunajska 22, Ljubljana.
PritoZba se odda pisno ali ustno na zapisnik pri organu, ki je odlo&bo izdal na prvi stopnji
(VURS, OU Ljubljana, Dunajska 22, Ljubljana). Pritozbi je potrebno predloziti dokazilo o
vpladilu zneska 15,49 EUR upravne takse po tarifni Stevilki 2 ZUT, ki se nakaZe na racun &t.
01100 1000315637, referenca 11 23124-7111002, na naslov Upravne takse-drzavne,

Slovenska cesta 54, Ljubljana.

Odloébo pripravila:

AT
Damjana’Demsar, dr.vet.med.
Uradna veterinarka |

Odloébo izdala:

VROCENO:
@stranki
. Spis
V vednost:
1. VURS, glavni urad
2. uradnemu veterinarju v klavnici:
- Meso Kamnik d.0.0., Korenova 9, 1241 Kamnik
- Postojnske mesnine d.0.0., Pot k Pivki 2, 6230 Postojna

3. Meso Kamnik d.0.0., Korenova 9, 1241 Kamnik,
Postojnske mesnine d.0.0., Pot k Pivki 2, 6230 Postojna,

Smiljana Verbig, dr.vet.med.
direktorica obmoénega urada
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CONDITIONS FOR PERMIT NOJS .....ove 2 e Page 2

FOR THE NATIONAL/ INTERNATIONAL IMPORT, EXPORT OR RE-EXPORT OF CITES AND NON-CITES SPECIES AND ANY PRODUCTS

PERMIT CONDITIONS
THEREOF; NON-CITES LIVE WILD ANIMALS, LIVE EXOTIC ANIMALS, HUNTING TROPHIES, WILD ANIMAL PRODUCTS, PROTECTED PLANTS AND LIVE FISH

These condions will be ] w0 al N | Wl imponts, Exports and Re-Expons of CITES and Nen-CITES species and any products thereof. lve wild
anmals, Ive exotic animals, hunting plants and Ive 1sh by ar, mail, rail and rasd within the Gautang Province of which the st
mndmnom«mumdmmdmhwmdcmwmMuquﬁT-mbomuwle

mnoﬂpomumnolveldummo tis by a vakd (original) axport parmit from the courtry/ province of origin (if required), which
must be handed 1o the { I on

3

THE FOLLOWING CONDITIONS ARE APPLICABLE TO:

(A ALL NATIONAL/ INTERNATIONAL IMPORTS, EXPORTS AND RE-EXPORTS OF CITES AND NON-CITES SPECIES AND ANY PRODUCTS THEREOF;
LIVE WILD ANIMALS, LIVE EXOTIC ANIMALS, HUNTING TROPHIES, WILD ANIMAL PRODUCTS, PROTECTED PLANTS AND LIVE FISH (INCLUDING
AIR, MAIL, RAIL, ROAD)
THIS PERMIT:
1 a)  Shall not be ransterable;
b} Shall ba invalid untl the signature of the holdar/ Reciplent harsof bean appa nded Mb
c) This permit is not vald uniess it has been andr byana " offical prior 0 the Import,
expert or re-axport taking place. lnmdndemMMnbhqumhmlmTmbolmmﬂWuOmm
Station. the permit must b relaased prior to the animals leaving quarantine. Original import permits 1o be inserted Mo 8 sealed ervelope and placed in
the Emdronmental Managemant Inspecior box that's provided at the quarantine sLation, NO More than 14 working days after import;
d)  Shall be subject to the provisions of any other w and of reguiation;
@) Shall be valid for one consignment only;
1) This permit is subject to e complance of Vaterinary and Agrcultural reg. and 1o the P of IATA Live Animal Reguistions,
2. The permit hoider or his delegated agert must contact one of the suthorized Environmental Management Inspector! cficials. per telephone and confirm per fax a

minimum of 48 hours prior 10 the IMPOn, 8xpon of re-export 1aking PIace 1o BOOK 8N INSPEction (e INSPacson booking Must ba requested @ minimum of 48 hours
poar o the for shipe dona over weekends and public holdays, weh the olowing Information

a) Name/ Comny Name of Imgorter { Exporter;

b)  Name of Aine and Warehouse where intended inspection will 1ake place.

¢} Date and T'ma of import/ Export / Re-Export;

d)  Date and Time of intended inspection (subject to approval);

@) Agants particulars (If applcabie), Camar Name, Fiight Number, Fight Time and Waytdl Number;

) The parme and rok aupiry datas; and
9)  Detaiked packing list as per condition 7
are by ment only and early bookng Is necessary. An authorized Environmental Management nspactor/ oficial may be contacied at the following
teksphone numbers during office hours
Office: +27 (11) 390-3687/ 2311
Fax: +27 (11) 3901720

Al relevant cocumentason, inchdng ariginel permia's (CITES permi I g d copy). Packing List’s, Waytilis and Bdl of entry's
(SAD/ DA 580) must be prasanted for inspection. A photo copy of all lhnu do:un'ms mat auo ae hamsod u: 08 Emvdronmantal Management Inspector! official on
inspecion. The ofginal perme/s, these cONGONS and packing ISY's Must SCCOMPany M@ CONSIgNMants,

Al franeport containers must be numbered and the numbers must coincide with the numbers on the packing list's. The country' province of destination as shown on
the CONMANers must CoNGIda with the country! Province of destingtion s on the permit. The details on the packing Ist's must corcide with the details on the permit's
ang Wayoils,

Detaied packing ist's, that are signed and dated must accompany the consignment/s. with the following Information:
8)  Details of Importer and Exporter [Names, sddressas and contact numbers).
b)  Waybil numberss and name of camiar, fight number, dale and time;
c) Transpeet container number's;
)  Scerthic name of spacies (in Jul) with relevant trarsponder / 1ag / fing numbers; 8 iad poon of 1/ product and the ongin thareof;
e) Common name of speces (in full):
fl  Number per spedies par comtainer (actual number exported / imparied); and
gl Applicable permit number's

If $his permet I not used, the original permit (CITES permits must include coloured copy) Must b6 raumMad 1 1he issung sulhorty within 14 working days sfter
expiry thereof. hmwumn&wﬁnh---ummmmm-nﬂm Export parmits must be handed © a Management
Authority of tha Importing country/ provings within 14 working days after

The permit holder must make and retain photo coples of permit's for audit inspections. Coples of Impart permits must ba Made and retained afler endorsement, 1or
Re-export permit applications. When appiying for 8 Re-axpon permit, 8 copy of the endarsed import permit must be submitted to tha Permit office with the
appiication.

A person authorized thereto by the Pramier may only make any abaration on the permit.

Faiure 10 comply with any of the permit condmons renders the permit ivvald and may resutt n [2 0%, of the permits and seizure of the
ment's.

consign:

fhcholduolupomlnwlovhdnor«bgmdmulumnrmwwmymmwummuahnwlonmbudmb
ummsamtadubhmwmnlmmmuw

21 and [ of ilre 10 comply with panmit

official ¥ an inspection is canceliad, or if they are 10 be late for an

- M- 4 o ~~guan

“FuliName

of section 100 (2), Ordinance 12 of 1983
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PERMIT NUMBER: 0 (191 F
ORDINARY PERMIT NAME OF ISSUING AUTHORITY i
(Issued in terms of the provisions of the [ GD m
ADDRESS 12 Narkk
National Environment Management: Glen n buileling
Blodiversity Act 2004, Act 10 of 2004) ! Al 9
PROVINCE | (= (e oy
] ) DETAILS OF PERMIT HOLDER =~
NAME [T naurchus DNO. -6 /0I5 S) 110§
SURNAME Lame | PASSPORT NO.
POSTAL ADDRESS | RESIDENTIAL ADDRESS
ADDRESS  ((iuate. oy Koy, 7L Nalan cheek
ADDRESS ) Ruviera
:ga:fss Chderstepoc (b fretoa
POSTAL CODE <\ © | )
PROVINCE  (Ca4€inng Geuateir)
PROPERTY WHERE RESTRICTED ACTIVITIES WILL BE CARRIED OUT
NAME AND SURNAME OF APPLICANT | Gerborae s Steenk anao

NAME AND SURNAME: RESPONSIBLE PERSON
NAME AND SURNAME: OF AGENT

PHYSICALADDRESS OF FACILITY __|bentod ond Mt liofagial Surgery Ui ¢
PHYSICAL ADDRESS OF FACILITY Oncle.sepostt | yek . Academic uw,,,h.,
DISTRICT Facolty of \u@.m,j Scixmce iv of P
PROVINCE G awu

REGISTERED NAME AND NUMBER (in the case of game farm)

DETAILS OF SPECIES INVOLVED

SPECIES _ SEX QUANTITY MARKING
COMMONNAME | SCIENTIFIC NAME (it known) . | (i applicable)
Nile Gocedde [ Crocodyius nilohews) [Zolthirtry)  teetts

DETAILS OF REWED :/CTMTIES INVOLVED
‘tﬂ"\q‘olb cpolt 10! Vetesinarska Kufferg
- o 2 Klinika za kifurg f:/*' mole e vodi_|
(a& Nimo Mlokulj
Cestes Vv Mestni /oc ¢7
[oeo L;.(%‘ﬁmq f/ove«,,la

NAME AND SURNAME OF PURCHASER/SELLER
RESIDENTIAL ADDRESS OF PURCHASER/SELLER

IN THE CASE OF INTERNATIONAL IMP@RT/EXPORT: —
NAME AND SURNAME OF CONSIGNEEICONSIGNOR | (2 <7 brcrv s S SH€eimbcarinn g )
RESIDENTIAL ADDRESS OF CONSIGNEEICONSIGNOR =7/ Moadczir Streel, K viera, Tetoriq

MEVESARD PRNTIG SOLUTONS 1T @ 130

N THE CASE OF A HUNT:
NAME AND SURNAME OF HUNTING C ‘
NAME AND SURNAME OF PROFE ’
This permit is invalid without attached permit conditions
NAME AND SURNAME OF HUNTING o — o (page2of2)
WEAPON AND METHOD OF HUNTING ————
N THE CASE OF POSSESSION OF ELEPHANT IVORY OR RHINOCEROS HORN:
WEIGHT OF EACH PIECE APPLIED FOR
LENGTH OF THE ELEPHANT NORY 7
BASE CIRCUMFERENCE OF ELEPHANT IVORY OR RHINOCEROS HORN
REGISTRATION NUMBER
MICROCHIP NUMBER
PERIOD OF VALIDITY o | 17 [os|eeid
RECEIPT NUMBER
AGRICULTURE —
s | P
ﬁnﬁlﬂm R: 200 -1§- 18 RE OF PERMIT HOLDER:
DATE STAMP: 7
DIRECTORATE OF CONSERVATION
PERMITS OFFICE
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CONDITIONS FOR PERMIT NO.s ... C2 00 e Page 2

PERMIT CONDITIONS FOR THE NATIONAL/ INTERNATIONAL IMPORT, EXPORT OR RE-EXPORT OF CITES AND NON-CITES SPECIES AND ANY PRODUCTS
THEREOF; NON-CITES LIVE WILD ANIMALS, LIVE EXOTIC ANIMALS, HUNTING TROPHIES, WILD ANIMAL PRODUCTS, PROTECTED PLANTS AND LIVE FISH

These condions wil be applcatle to all Natonall Insernational Imperts, Exports and Re-Exports of CITES and Non-CITES species and any products thereot: ive wild
animals, ve exotic animals, hunting trophies, wild anmal products, protected plants and ive fish by alr, mail, nnmmamnmecoumnudMNht
port of entry into and' or the last port of exit out of the Province of Gauteng! Scuth Africa wil be OR Tamdo internatonal Airport.

Import permits are not valid uniess the importad consigrment is accempaniad by a valid (original) export parmit from the countryf province of oeigin (if required), which
must Da handed W the suthorized Environmental Management Inspector on inspecton.

THE FOLLOWING CONDITIONS ARE APPLICABLE TO:

(A) ALL NATIONAL/ INTERNATIONAL IMPORTS, EXPORTS AND RE-EXPORTS OF CITES AND NON-CITES SPECIES AND ANY PRODUCTS THEREOF;
LIVE VALD ANIMALS, LIVE EXOTIC ANIMALS, HUNTING TROPHIES, WILD ANBMMAL PRODUCTS, PROTECTED PLANTS AND LIVE FISH (INCLUDING
AIR, MAIL, RAIL, ROAD)

THIS PERMIT:
1 a) Shall not be transferable;

8)  Shal be nvald until the signature of the holder/ Recipient thereof been appanded thereto;

¢}  This permit iz not valld unless # has been endorsed and released by an auihorzed Er M. official pror to the import,
export or re-export taking place. In cases of importaton of ive animals, which are to be oummd s OR Tsnbo Interrational Arport's Quaranine
Staton, the permit must be released prior 10 the animals leaving quarantine. Orginal IMport permits 10 be nsaned Mo 3 sealed envelope and placed in
the Environmental Management Inspector box that's provided at the quarantne stason, no more than 14 werking days after import;

d)  Shal be subject to the provisions of any other law and or regulation;

)  Shal be vald for one consignment anly;

f)  This permit is subject to the compliance of Veterinary and Agricultural ; and to the comp! Of IATA Live Animal Reguistions.

2. The permR holder or his delegated agent must contact ene of the sutherized Envircnmental Mmmmhwodom wmmmoonﬁm per fax &
mmllmmdmwovwmnmm SXPOM O re-expornt taking place 1o bock an (the d 3 minimum of 48 hours
prior 10 the ) for shipmenis done over weekends and public helidays, mnbmrqmumv\

a)  Name/Compary Name of Importer / Exporter;

B)  Name of Airine and Warehouse where inlendad inspection will take place;

<)  Date and Tima of Impont/ Expont / Re-Export:

d)  Date and Tima of NeNded NSPECHON {SUdRCT to approvalx

e)  Agents parsculars (# appicadle), Camiar Name, Flight Numbaer, Fiight Time and Waytill Number;
1) The applicable permit number/s and relevant expiry daies; and

@)  Detailec packing list as per condson 7.

3 '8 are by ment oy and early booluno = neceszary. An authorized Ervironmental Management Inspecior official may be contacted at the following
ldcohom numbers during office hours
Office: +27 (11) 390-3687/ 2311
Fax: *27 (11) 390-1720

4. Al relevant documentation, including Qrigingl peemivs ummww Packing Lista, 'Wayhill's and Bill of ontrple
(SACY DA 350) must be presenied i iInspection. A photo copy of 3i the:se GOCUMaNts MU 3160 e handed 1O the Cradronmental Maragement Inspector! oficial on
nspection. Tha original parmit's, these conditions and g ist's must pany the consignment/s.

5. Alltransport containers must be numbered and the numbers must coincide with the numbers on the paciing lis¥s. The countryl Province of Gastination as shown on
the containers Must CONCICE with 1a Country! provinge of JesUNation 3s on tha parmil. Tha cetails on the pacung list's Mus! COINCIZe with the Gatails on the permit's
and Waysilis.

6. Detallec packing Isu's, That are signad and dated must accompany the consignment's, with the falowing information:
a)  Datads of imponer and Exporter (Names, 500ra53a8 8nd COMACt numbers
b} Waydil numbar/s and réme of carmier, fight number, a%e and time;
c)  Transport container numbded's;

@) Sciemfic name of species (in full) with relevant ransponder / 139 | ring numbers; a detaied pion of J product and the angin thargof;
e) Commen name of species (in full);
n per (3ctual numter epcoried / Imponed); and
o) Apolnnla permit number's
7. Ifthis permit s not used, the original permit (CITES permits must include coloured ¢ opy) must ba retumad 10 the issuing autherity within 14 working days after

axpiry thereol. Import permits must te returned to the issuing uhomy wehin 14 working days afer use. Expon permits must be handed to 3 Management
Aumhority of the imperting country! provinos within 14 working days after

8. The permt holder must make anc retain photo copies of permis for audt inspections. Copies of IMPon pemits must be made and retaned afier endorsement, for
Re-xpont permit appications. When apphing for a Re-expert permit, a copy of the endorsed import permif must be submimed 1o the Permit office weh the
applcaton

9. Aperzon authonzed thereto by the Pramier may only make any alteration on the permi.

0. Faiure to comply win any of the permit conaitions renders the permit invalkd and may resut in ciminal proceedings, cancellation of the permit's and seizure of he
consignment's.

11, The hoider of the permit and / or hs/ her delegated agent wil be held responsibie for any kagal costs; costs incurred for dalays and / or 5torage 16es Cue 10

iregulartbes and [ or due to the cons| ). anG | of incorrect consignment's and / or falure to comply with permit
conditions. Imimmovmoovmum

12, Permi holders of theif delegsted .W inspdctor’ offical if 8n iNspaction is cancelied, or # they are to be late for an
InSpction within 3 raascnable me baf NT
€ 200 -11- 18
R T T

DIRECTORATE OF CONSERVATION
<t/ PERMITS OFFICE

h-Rlgietec. z2. 6

Fut Name
Conditions to this permit ns of section 100 (2), Ordinance 12 of 1983
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EVROPSKA SKUPNOST / EUROPEAN COMMUNITY
KX —— / expor DOVOLJENJE / POTRDILO St./ No
Permit / Certficate
| Gerhard Steenkamp UVOZ ! MPORT 11S1000017/1M
;J:I:‘:ny.: Pretoria ZVOZ [ EXPORT 2. Velja do: / Last day of valdity:
il PONOVNI IZVOZ /RE-EXPORT
Convention on international Trade in
iy Endangered Species of Wild Fauna and Flors
§ 3. Uvoznik / Importer N o ¥gowni z
G mmmm rasthrakim wstam
g Veterinarska fakulteta <y T
O | Klinika za kirurgijo in male Zivali % Drzava T of
© p log 47 {ponovnega) Country ('e.)w
é 1000 Ljubljana South Africa
['4 Slovenia 5. Dr2ava uvoza / Country of import
E Slovenia
6. Dovoljeni kraj bivanja za 2ive osebke vrst iz priloge A | Authorizad 7. Upravnd organ kzdajatel] / 1ssuing Manag: Authority
locasion for Ive specimens of annex A species “
h~4
Regaltivha Sinenijs
MINISTRSTVO ZA OKOLIE IN FROSTOR
AGENCUA REPUBLIAE SLOVENUE ZA OKOLS.
— Vojoova 1b S1-1000 Labiara, Shovengs
1 T +I0ni0)! 478 @0 200
Fax. +386(0)1 478 40 52
8. Opis (skupaj z spolom / rojstva za 9. Neto masa (kg) / Net mass (kg) 10. Koli€ina / Quanity
Zive Zivali) | Descrpon of spec (nd. marks, of birth foe 30 pes.
e 11. Dodatek k CITES | 12. Priloga kES / | 13.Vir/ | 14. Namen /
! CITES Appendix EC Annax Source Purpose
Tooth, TEE ] B Cc S
15. Drizava porekla  Country of ongin
South Africa
16. St. dovoljenja / Permit No 17. Datum izdaje / Date of isswe
117808 18.11.2010
18. Dr2ava zadnjega ponovnega izvoza | Country of iast reexpont
19. St. potrdila / Cartficate No Im.oq.-mp/omedm
21. Znanstveno ime vrste | Scentiic name of spaces
Crocodylus niloticus
22. Domace ime vrste / Common name of speces
Nile Crocodile

23. Posebni pogoji / Special condbons
This import permit is only valid with the document comparable with CITES export permit issued in South Africa.

Security stamp No 0716494
rommwb.eoumamnmulm-mcm;ummmmhnuh-ﬂmmpmo
na prevoz, ali pri letalskem prevozu, s predpisi o Zivih Zivalih, Ki jih je objavilo M (IATA) /This
pemmm-som,umnmmmnmnn;pom.-ammmmmeswmumrmmmnmmwatm
Wikd Animais oc, in the case of aif transport, the Live Animals R by the AT (ATA)
u‘qolmmho(mm)mkmtm)m. t |2s, (x) uvez [] tevez (] Ponovni izvoz
he (re-jexport documentation form e country of (re-)export 2g0ra) opisancga blaga o s tem dovoljen. / The
D ’". e (zdajatol re-€xponation of the goods described is heretyy permitiod
h-mmnc-mbmusunqamw )
Podpis in uradni 2ig: / Signature and officed 2
E mora biti uradu na kraju vnoss | y
has been surrendered 10 e border customs ofice of inoduction o 'LW
Ime wradnika zdajatelis: /  Inga Turk |
Name of issuing offioal: —'2——
26. St. ladyskog; 9 ga lista: | Bil of Landing/Ar Waybii N |  Name of issuing official: / Jubljm 04.02.2011
Place and 0ate of Esue:
27. Le za carinsko sluzbo / For customs use only Podpis In uradni 24g: / Signature and oMcial stamp
Dejansko uvolena ali Stevilo mrtvih Zivali Carinski dokument / Cusloms document
(p ) ! |obp fNumber | Tip: / Type:
neto masa (kg) / Quansty / net | of arimals dead on
mass (kg) ackally impored or | amval Stevilka: / Number:
re)-exporiad
Datum: / Date




