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Uvod

Abstrakt

Osetreni zubl s nedokoncenym vyvojem a nekrotickou dfeni skryvd mnoho prekazek a vidy pattilo

v endodoncii k nejslozitéjsim vykondm. V nedavné dobé doslo k rozvoiji klinickych postupt s vyuZitim

poznatk(l z odvétvi tkanového inZenyrstvi a regenerativni mediciny. Nejrozsifenéjsim lééebnym

postupem je vsoucasné dobé maturogeneze, kterd patfi mezi tzv. ,cell free“ postupy. Cilem

laboratorni ¢asti studie bylo stanoveni kvality ztuhnuti kalcium-silikditového MTA cementu v zavislosti

na vlastnostech intrakanalikuldrniho prostredi. Cilem terapeutické casti studie bylo klinické a

rentgenologické porovnani maturogeneze a konvencni apexifikace s vyuzitim hydroxidu vapenatého.

Metody

a)

b)

Laboratorni ¢ast — polyethylenové formy simulujici kofenovy kanalek byly rozdéleny do dvou
skupin — experimentalni a kontrolni. Formy byly vyplnény 9mm materidlem ProRoot MTA
pripraveného dle instrukci vyrobce. U kontrolni skupiny byl jeden konec formy uzavien 3 mm
tekutého fotokompozitniho materidlu. U experimentalni skupiny byla na material aplikovana
vlhkd vata otloustce 1,5mm a nasledné uzaviena 1,5 mm tekutého fotokompozitiniho
materidlu. Po péti dnech inkubace byla pfi 80% vlhkosti a teploté 36 °C a za Ucelem
simulovani fyziologickych podminek simulovana korfenova vypli vyjmuta z formy a zalita do
polymethylmetakrylatové hmoty. Nasledné byly zhotoveny longitudinalni vybrusy a povrch
materialu byl vylestén. Vybrus jsme rozdélili na tretiny v zavislosti na vzdalenosti od
simulovaného foramen apicale anatomicum. Tvrdost a modul pruznosti byly urceny
prostfednictvim instrumentované vtiskové zkousky s pouzZitim univerzalniho méficiho
systému NanoTest vybaveného diamantovym Berkovicovym indentorem. Ziskané hodnoty

byly nasledné statisticky zpracovany.

Terapeuticka ¢ast — byly shromazdény lékarské zaznamy pacient(, ktefi v letech 2011-2015
podstoupili na Klinice zubniho Iékarstvi endodontické osetfeni stalych zubl s nedokoncenym
vyvojem korene. Po selekci pacientll jsme rozdélili pacienty do dvou skupin — oSetfenych
apexifikaci hydroxidem vapenatym a osSetfenych maturogenezi. Rentgenové snimky, které
byly vybrany pro hodnoceni, byly upraveny slucovaci geometrickou transformaci. Timto doslo
ke korekci rozdili v odlisnych projekcich. Na upravenych snimcich jsme stanovili procentualni
rozdil vrentgenologické délce korfenli a rentgenologickém povrchu korfenl. Dale jsme

sledovali, zda byli pacienti v pribéhu kontrol asymptomaticti.



Vysledky

a)

b)

b)

Laboratorni ¢ast — prokazali jsme signifikantni rozdil mezi tvrdosti a modulem pruznosti
v zavislosti na intrakanalikularnim prostiedi, a to ve vSech tfetinach vzorku. Vliv vzdalenosti
od simulovaného foramen apicale anatomicum na tvrdost a modul pruznosti nebyl
signifikantni.

Terapeuticka c¢ast — dvouvybérovym Wilcoxonovym testem jsme prokazali, Ze prirGstek
rentgenologického povrchu kofene je statisticky signifikantné wvyssi u pacientl, kteri
podstoupili osetfeni maturogenezi (p =0,041). Naopak neni signifikantni rozdil ve zméné
rentgenologické délky mezi osetfenim apexifikaci hydroxidem vapenatym a maturogenezi

(p =0,939). Taktéz neni rozdil v klinické uspésnosti mezi |écebnymi modalitami.

Laboratorni ¢ast — z nasich vysledkl lze vyvodit, Ze vlhké intrakanalikularni prostfedi ma
pozitivni vliv na hydratacni reakci pfi tuhnuti kalcium silikatového cementu ProRoot MTA ve
vzdalenosti 0-3 mm, 3—6 mm i 3-9 mm od simulovaného foramen apicale. To se projevilo
signifikantné vétsi tvrdosti a modulem pruZnosti materialu pti porovnani mezi jednotlivymi
skupinami. Vliv vzdalenosti od simulovaného foramen apicale nebyl pfi testovani tvrdosti
materialu signifikantni ani ve vihkém, ani suchém intrakanalikularnim prostredi.

Terapeuticka ¢ast — dle nasich vysledk(l neni mezi maturogenezi a apexifikaci hydroxidem
vapenatym rozdil v klinické Uspésnosti a rentgenologické zméné délky korene. Signifikantni
rozdil je vSak ve zméné rentgenologického povrchu korene, jenZ je u maturogeneze vétsi nez

u apexifikace hydroxidem vapenatym.
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Abstract

Background

Endodontic treatment of a permanent immature tooth with necrotic pulp poses several clinical

challenges and is generally considered to be one of the most arduous interventions in endodontics.

Recently, with new findings in the field of tissue engineering and regenerative medicine, new

treatment protocols have been established. The most often used treatment modality is

revascularization, which belongs to cell-free approaches. The aim of the laboratory part of this study

was the determination the microhardness of calcium silicate cement, MTA, which set in different

intracanal environments. The aim of the therapeutic part of the study was radiological and clinical

comparison of maturogenesis treatment and conventional calcium hydroxide apexification.

Methods

a)

b)

Laboratory part — to simulate root canal system, we used polyethylen molds with an internal
diameter of 1 mm and height of 12 mm. These molds were filled with a 9 mm thick layer of
White ProRoot Mineral Trioxide Aggregate. The experimental group had a 1,5 mm high damp
cotton pellet on which 1.5 mm of resin composite was placed. In the control group the whole
3 mm above MTA were filled with resin composite. The specimens were kept under the
temperature of 37°C and relative humidity of 80% for 4 days in order to simulate
physiological conditions. Specimens were longitudinally sectioned, polished and
nanoindentation experiments were carried out using a Berkovich indenter at a loading rate
of 2 mN/s. Differences were assessed using nonparametric Kruskal-Wallis and Wilcoxon
Rank-Sum tests.

Therapeutic part — data from patients who underwent endodontic treatment of immature
permenent teeth with necrotic pulp at the Institute of Dentistry and Oral Sciences, Palacky
University, Olomouc between 2011-2015, were collected. Patients were divided into two
groups — calcium hydroxide apexification group and maturogenesis group. The affine
geometric transformation of X-rays which were chosen for evaluation was done. On
transformed X-rays, we have determined the percentage change in the radiographic root
length and radiographic root area. Furthermore, teeth were observed in order to state
whether they became asymptomatic. Data were assessed using the Wilcoxon rank-sum test

and the Fisher factorial test.



Results

a)

b)

Laboratory part — the Kruskal-Wallis test showed no significant effect of depth on
microhardness of material in the experimental and control groups. Statistical analysis
employing the Wilcoxon Rank-Sum test showed a significant difference in microhardness and
the modulus of elasticity between the control and experimental groups in the first, second
and last third of the material from the simulated apical foramen.

Therapeutic part — the Wilcoxon rank-sum test showed significant increase in the
radiographic root area in the maturogenesis group (p =0.041). In contrast, there was no
statistical difference in the change of the radiographic length (p = 0.939) and clinical success

rate between the maturogenesis and calcium hydroxide apexification groups.

Conclusions

a)

b)

Laboratory part — within limitations of this ex-vivo study, it seems that moist intracanal
environment improved the setting of MTA at various depths.

Therapeutic part — according to our data, there was no significant difference in the clinical
success rate and the change in the radiographic length of teeth treated by maturogenesis or
calcium hydroxide apexification. The change in the radiographic root area was significantly

higher when teeth were treated by maturogenesis.
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1 Anatomie zubii s neukon¢enym vyvojem

Pro Uspésné provedeni maturogeneze je nutnd znalost anatomickych odlisSnosti apikalni
oblasti zub(l s neukoncenym vyvojem. Stédle je pritomna Hertwigova epitelidlni pochva, jez
hraje dulezZitou roli pfi vyvoji kofene. Apikdlné od diafragmy, coZ je nejapikalnéjsi cast
Hertwigovy epitelidlni pochvy, se nachazi apikdlni papila. Je velmi citlivd na poskozeni, a
pokud dojde k jejimu zniceni, ukonci se diferenciace odontoblastll a vyvoj kofene se zastavi.
Tato mékka tkan bohatd na kmenové buriky je od dfené oddélena zénou bohatou na buriky

(angl. cell-rich zone).



2 Epidemiologie nekrézy u zubu s neukon¢enym vyvojem
Mezi nejcastéjsi pri¢iny odumrté zubni dfené stdlych zubl sneukonéenym vyvojem je
dentalni trauma a zubni kaz (1-3) Zhruba 25 % déti Skolniho véku utrpi vice ¢i méné zavazny
Uraz zub( (4). A zvlasté pokud se stane ve véku do 9 let, je pravdépodobnost opakovaného
Urazu zub( (angl. repeated dental trauma, RDT) nékolikandsobné vyssi (5). Dentalni trauma
mUlZe ¢astecné nebo Uplné poskodit cévni zadsobeni vyvijejiciho se zubu. Pokud nedojde
k obnoveni nebo je obnoveni nedostatecné, dochazi k nekréze zubni diené. Zde se jedna
predevsim o frontalni zuby, u zubl distalniho Usekll naopak prevaZzuje kariézni etiologie (6).
V neposledni fadé se jedna taktéZ o vyvojové anomalie typu dens invaginatus, nebo dens
evaginatus (3, 7). Nutno podotknout, Ze presna cetnost jednotlivych pficin v etiologii nekrdzy
zubni dfené nebyla podrobné popsana. Jednim z hlavnich dlvod( je fakt, Ze nekréza zubni

drené stalych zubi s neukonéenym vyvojem neni cetna.



z

3 Stavajici lécebné metody

3.1 Apexifikace hydroxidem vapenatym

Apexifikace je klinicky postup, jehoz cilem je indukce vytvoreni apikalni bariéry, ktera slouzi
jako apikalni stop pro nasledné plnéni. Toto apikalni stop se vytvari dlouhodobym plisobenim
Ca(OH),, ktery se musi opakované aplikovat (8). Hlavni vyhodou je, Ze se jedna se o vykon

evyvs

(11), ¢asova narocnost (12) a zastaveni dalSiho vyvoje korene (11).

3.2 Technika MTA zatky

MTA zéatka (angl. MTA plug) je metodou, ktera vyuziva jedinecnych vlastnosti MTA cementu,
zejména biokompatibility a mozZnosti tuhnuti ve vlhku. Torabinajjed navrhl vyuziti MTA
k zaplnéni zub(l s nedokonéenym vyvojem kofene jiz vroce 1999 (13). Plvodni dvoudoby
koncept s aplikaci navlhcené vaty byl postupné zkracen na pouhou jednu navstévu (14, 15).
Také se zjistilo, Ze doporucovana aplikace Ca(OH), do korfenového kandlku pred zaplnénim
MTA nema klinické opodstatnéni. Retrospektivni studie ukazuji vysokou miru Uspésnosti (14,
16, 17), ktera se pohybuje kolem 95 %. Zajimavosti je, ze dochazi k prodlouzeni délky kofene
vpriméru 06% (11). Vyhodou metody je jeji rychlost a vysoka uUspésnost. Relativni

nevyhodou je vyssi cena a obtizna manipulace s MTA.

kondenzovany
atelektavany

@? kolagen

- MTA

Obr. 1: Schematicky nakres plnéni technikou vnitfni matrice






4 Regenerativni medicina v endodoncii

4.1 Historie

Regenerativni endodontické postupy ale maji svij pravy zacatek v 60. letech minulého stoleti.
Vroce 1961 publikoval Nygaarg-Ostby praci, ve které zkoumal, zda krevni srazenina uvnitf
korenového kandlku zlepSuje hojeni (18). U pacientl sinfikovanym i neinfikovanym
kofenovym systémem proved|l oSetfeni kofenového systému nasledované rozsifenim
apikalniho foramena, indukci krvaceni z periapikalni oblasti a prekrytim krevni srazeniny
chloropercou. Po rlznych ¢asovych obdobich (17 dni az 3,5 roku) byly zuby extrahovany a
nové vytvorend tkan histologicky prozkoumana. Histologicky se jednalo o vazivovou tkan
s lokalizovanymi okrsky mineralizace, bez pritomnosti odontoblastl. Prvni snahy o co
nejdokonalejsi dezinfekci kofenového systému u zubl s nedokonéenym vyvojem sahaji do
roku 1966, kdy Rule (19) vyuzil tfi rGzné kombinace antibiotik, ale bez nasledné stimulace
krvaceni. O pét let pozdéji vyuzil topickou aplikaci antibiotik i Nygaard-Ostby. Histologicka
analyza 35 zubl vedla k zavéru, Ze v naprosté vétsiné pripadl dochazelo pouze k reparaci, tj.

k vrQstani vazivové tkané, a pfiblizné v poloviné pripadu i k tvorbé celularniho cementu (20).

4.2 Nazvoslovi

Od roku 2001, kdy byla publikovana prvni kazuistika moderni regenerativni endodoncie (21),
vySlo celkem 34 kazuistik nebo soubor( kazustik (22). Vtéchto kazuistikdch panuje
nejednoznacné nazvoslovi termin( revitalizace, revaskularizace, maturogeneze, regenerativni
endodoncie aj. Teprve vneddvné dobé se ustalil vSeobecny nazev regenerativni
endodonticky postup, ktery zastituje vSechny vykony maijici za cil obnoveni vitdlni tkané
uvnitt kofenového systému. S timto terminem pracuje ve svych doporucenych postupech i
Americka asociace endodontistl (AAE). Pro Uplnost jsou uvedeny nejvice pouzivané terminy

a jejich vysvétleni.

Revaskularizace — termin byl poprvé pouzit lwayou (21). Tento termin byl nasledné
obhajovan tvrzenim, Ze charakter tkané uvnitf kofenového systému neni predpovéditelny.
Jedinou jistotou je obnova cévniho zasobeni (23). Lépe vsak termin revaskularizace vystihuje
obnoveni cévniho zasobeni pritomné, jiz poskozené tkané (napf. vramci dentalni

traumatologie) (24).



Revitalizace — tento termin popisuje obnoveni pritomnosti nespecifické vitalni tkané uvnitr
korfenového systému bez jakéhokoliv vztahu k tvorbé tvrdych tkani ¢i k dalSimu vyvoji kofene

(25).

Regenerativni endodonticky postup (angl. regenerative endodontic procedure, REP) — jedna
se o oficidlni termin AAE, ktery zahrnuje vSechny terapie vyuZivajici principy tkanového
inZenyrstvi, jez vedou k obnové tkané podobajici se zubni dfeni. BohuZel ani pfi sterilnich
podminkach na zvifecich modelech nebylo moZné pti stavajicim protokolu maturogeneze

stimulovat regeneraci zubni difené nebo ji podobnou tkan (26-29).

Maturogeneze — poprvé byl termin maturogeneze vyuZit v souvislosti s pfimym prekrytim
drené u stalych zub(l s nedokonéenym vyvojem (30). Tento pojem popisuje fyziologické
pokracdovani vyvoje celého korene, a nikoliv pouze apikdlniho segmentu (24, 30, 31).
Vyznamové se prekryvd sapexogenezi, ktera se ale vyuZiva u vitdlnich stalych zubl
s neukoncenym vyvojem (32). Dle nazoru autora nejlépe vystihuje momentalni cile terapie

stalych nekrotickych zubl s neukonéenym vyvojem (viz Hodnoceni Uspéchu terapie).

4.3 Kmenové bunky
Kmenové bunky, které hraji roli pfi maturogenezi, patfi do skupiny multipotentnich
mezenchymalnich kmenovych bunék (angl. mesenchymal stem cells, MSCs). Tyto buriky jsou
pfitomny a regulovany v malych vymezenych oblastech, oznacovanych jako niky (angl.
niches). Niky odontogennich kmenovych bunék se nachazeji vétsinou perivaskularné (33) a
jsou charakterizovany tfemi zakladnimi vlastnostmi (34-36):

- tvofi anatomicky prostor, kde je regulovan pocet kmenovych bunék,

- ovliviuji pohyblivost kmenovych bunék,

- kmenové bunky jsou zde udrzovany v klidovém reZimu a v pripadé potreby je

nastartovana jejich diferenciace a nastavena jejich regeneracni kapacita.

4.3.1 Kmenové buiky izolované z apikalni papily (angl. stem cells from apical

papilla, SCAP)

Poprvé byla apikalni papila a v ni pfitomné kmenové bunky popsany (37) a charakterizovany
Sonoyamou (38). Tyto kmenové bunky pravdépodobné hraji nejdllezitéjsi roli pfi

maturogenezi, protoZe patfi k malo diferencovanym mesenchymalnim kmenovym bunkam



(34, 39). SCAP jsou také pravdépodobné prekurzorem radikularni dfené (40, 41) a primarnich
odontoblastl podilejicich se na tvorbé radikularniho dentinu (42). SCAP jsou také regulovany
Hertwigovou epitelidlni pochvou prostfednictvim velkého mnoiZstvi epitelidlné-
mezenchymalnich interakci, jeZ urcuji vyvoj a tvar korfene (43). Kdyz byly SCAP in vitro
implantovany spolecné s hydroxyapatitem a trikalcium fosfatem (HA/TCP), doslo k jejich
diferenciaci v odontoblastim podobné burky, produkujici tkan pripominajici dentin (37).
Pravdépodobné diky blizkosti apikalni papily kapexu dochazi pfi stimulaci krvaceni
k mnohonasobné vyssimu vyskytu mesenchymalnich kmenovych bunék nez v krevnim obéhu
(44). V této praci se nesledovaly markery typické pro SCAP, ale vzhledem ktomu, Ze pfi
stimulaci krvaceni byla lacerovana apikalni papila, predpoklada se, Ze naprosta vétsSina
kmenovych bunék byly SCAP (22). Je s podivem, Ze kmenové burnky dokazou prezit v oblasti
chronického zanétu v blizkosti komplexni mikroflory, zanétlivych mediatord, imunitnich
bunék a v prostredi s nizkou saturaci kyslikem. Pravdépodobné je to zplsobeno relativné
mensi hustotou cév v apikalni papile, nez je tomu v zubni dfeni, a vyrazné vétsi hustotou cév
v zarodecném vaku, ktery obklopuje apikalni papilu. Zasobeni je pravdépodobné zajisténo
difuzi ze zarode¢ného vaku a bohaté zasobené granulacni tkané (22). Dalsim faktorem je, Ze
hypoxie a pritomnost nékterych bakteriadlnich toxinGd (napt. endotoxin A) zplUsobuje zvyseni
proliferace, zvySené preZivani a angiogenni potencional odontogennich kmenovych bunék
(45-49). Zajimavosti je, Ze i bez neurogenni stimulace maji SCAP pfitomny nékolik nervovych

markera (50).

4.3.2 Kmenové buniky zubni diené (angl. dental pulp stem cells, DPSC)

Poprvé byly popsany vroce 2000 Gronthosem a jednalo se o prvni popsané odontogenni
kmenové bunky (51). | pres velkou plasticitu téchto kmenovych bunék, jelikoz jsou schopny
diferenciovat do chrondrocyt(, adipocyt(, osteoblastl, neurond a hladkého svalstva (51, 52),
jsou pravdépodobné zapojeny pouze v tvorbé reparativniho dentinu a obnové odontoblast(
(42). Kdyz byly DPSC in vitro implantovany spolu s HA/TCP, doslo k jejich diferenciaci
v odontoblastiim podobné bunky produkujici tkan pripominajici dentin (51, 52). Jejich vyuziti
v maturogenezi predpokladd pritomnost rezidudlni vitadlni dfené. Tato moznost nastava
v pfipadé nekrdzy, jez probihd smérem koronoapikalnim, pficemz v apikalni ¢asti mize byt
vitalni dfen (53). Byly popsany i pfipady, kdy u zubu s nedokonéenym vyvojem a rozsahlym
periapikalnim nalezem byla pravdépodobné apikdlné pfitomna rezidualni dren (21). Bylo
taktéZz prokazano, Ze DPSC jsou pfitomny v nezménéné podobé u zubl sireverzibilni

pulpitidou (54-56). Pfi pokusu na zvifrecim modelu nebylo rozdilu v radiologickych obrazech



mezi skupinou se stimulaci krvaceni a skupinou se smési plazmy bohaté na rlstové faktory

s DPSC (57).

4.3.3 Kmenové buiiky periodontilnich vlaken (angl. peridontal ligament stem
cells, PDLSC)

liz dfive byla vyslovena hypotéza, Ze cementoblasty, alveolarni kost a buriky periodontia jsou
tvofeny jednou populaci kmenovych bunék (58-60). Poprvé byly kmenové bunky
z periodontdlnich vldken izolovany a charakterizovany vroce 2004 (61). Nasledné byla
potvrzena jejich schopnost diferenciace v osteoblasty, chondroblasty a v bunky podobné
cementoblastim. Tvorba kalcifikovanych okrskl v novotvorené tkani je vyrazné mensi nez u
DPSC a SCAP (62-64). Pti implantaci PDLSC spolu s HA/TCP do uméle vytvoreného ldzka
v Celisti na zvifecim modelu doslo k tvorbé cementu ohraniceného periodontalnimi vlakny

(37).

4.3.4 Kmenové bunky kostni di‘ené (angl. bone marrow stem cells, BMSC)
Jedna se o nejprozkoumanéjsi skupinu mesenchymalnich kmenovych bunék. Morfologicky je
to heterogenni skupina (65), schopna diferenciace v chondroblasty, adipocyty, myocyty a

neurogenni linie (66, 67). Jejich plsobeni v rdmci maturogeneze je spiSe omezené.

4.3.5 Kmenové bunky periapikidlniho zanétu (angl. inflammatory periapical
progenitor cells, iPAPCs)

Poprvé byly popsany vroce 2011 u zubl sukonéenym vyvojem kofene s pfitomnou
periapikalni ostitidou (68). In vitro se potvrdila jejich velmi omezena schopnost diferenciace
v adipocyty, ale velka schopnost diferenciace v osteoblasty. Nicméné in vivo neni schopna
vytvorit typickou kostni strukturu. To odpovida vSeobecné znamému poznatku, Ze v kosténé
tkani se periapikdlni nalez hoji od periferie smérem k centru a nikoliv homogenné. Taktéz
neprimo tomu odpovidaji vysledky rychlosti hojeni 1ézi, kdy pfi odstranéni granula¢ni tkané
dochazi k rychlejsimu vyhojeni (69). Pfi implantaci iPAPC s HA/TCP doslo knizsi tvorbé
mineralizované tkané nez pfi implantaci DPSC. V této oblasti zatim neni jasnd nomenklatura a
byly popsany i dalsi druhy mesenchymalnich kmenovych bunék periapikalni oblasti, jejichz

definice a charakterizace se z velké ¢asti prekryvaiji.



4.3.5.1 Kmenové buriky periapikdlni 1éze (angl. Periapical Lesion Mesenchymal Stem

Cells, (PL-MSC)

Poprvé byly popsany v roce 2012. Byla potvrzena jejich schopnost diferenciace v osteoblasty,

chondrocyty a adipocyty in vitro a produkce cytokin( s protizanétlivymi vlastnostmi (70).

4.3.5.2 Kmenové buriky periapikdlnich cyst (angl. periapical cyst mesenchymal stem
cells, hPCy-MSC)

Poprvé popsany v roce 2013 (71). Byla potvrzena jejich schopnost diferenciace v adipocyty a
osteoblasty. V této praci nebylo provedeno histologické zkoumani vzorkd, takze nemuizeme
vyslovit domnénku, zda je pfitomnost hPCy-MSC stejna u radikularnich a bay cyst. Je velmi

nepravdépodobné, Ze by tato linie kmenovych bunék hréla pfi maturogenezi vétsi roli.

- DPSCS

= —==—PDLS(S

—— BMSCS

2 SCAP

e iPAPCS

Obr. 2: Schematicky nakres zdrojd kmenovych bunék. DPSC — Dental pulp stem cell, SCAP — Stem
cells of apical papilla, PDLSC — Periodontal ligament stem cells, iPAPSCs — inflammatory periapical
stem cells, BMSCs — Bone marrow stem cells



4.4 Riistové faktory

Rastové faktory jsou polypeptidy nebo proteiny, které se vaZzou na specifické receptory na
povrchu cilovych bunék (72) a jejich plsobeni je pouze lokalni — ovliviuji nitrobunécné
pochody, a to bud autokrinné, nebo parakrinné (73). V literatufe je pfitomnost rlstovych
faktorl dentinové matrix dobfe popsana. V pribéhu dentinogeneze jsou produkovany
predevsim odontoblasty a inkorporuji se do kolagenové matrix, kolem niz dochazi
k mineralizaci (74, 75). Tyto rlstové faktory se uvolnuji pfi probéhlé kariézni demineralizaci a
ovliviiuji tvorbu obranného dentinu. Kjejich uvolfiovani dochazi i pfi leptani dentinu a
aplikaci samoleptacich primer( (76). Dalsim zdrojem rilstovych faktorl jsou matrice, jeZ
vytvareji vhodné intrakanalikuldrni prostfedi. Nize zminéné molekuly jsou ucéinné i pfi velmi
nizkych koncentracich a podileji se predevsim na migraci bunék, angiogenezi a diferenciaci

bunék.

4.4.1 Transformacni rastovy faktor beta-1 (angl. transforming growth factor
beta-1, TGF-$1)

Hraje dulezZitou roli v bunécné signalizaci pfi diferenciaci kmenovych bunék zubni drené
v odontoblasty (77) a pfi stimulaci tvorby dentinové matrix (78). PUsobi protizanétlivé a
urychluje hojeni zranéni (79). Produkuji jej odontoblasty. Je uloZen v aktivni formé
v dentinové matrix diky interakci s ostatnimi slozkami matrix (80). Pfidani purifikované frakce
proteinll z dentinu zvySuje sekreci matrix u terciarniho dentinu, coz se z velké ¢asti pripisuje

pravé TGF- B1 (81).

4.4.2 Bazicky fibroblastovy rustovy faktor (angl. basic fibroblast growth factor,
bFGF nebo FGF-2)

Jednd se o mitogen, ktery stimuluje angiogenezi a indukuje tvorbu signalu ovliviiujiciho
diferenciaci bunék mezodermalniho plvodu (82). Z kratkodobého hlediska zabranuje
mineralizaci kosti, ale v dlouhodobém méfitku jeji vyvoj podporuje (83). Pfredpoklada se, Ze
bFGF stabilizuje proteiny a inhibuje jejich interakce (84). Bazicky fibroblastovy ristovy faktor
se vyuziva ke stimulaci proliferace DPSC a zvySeni potencialu k diferenciaci (85). Pfedpoklada
se, ze v obdobi dentinogeneze hraje bFGF roli predevsim v diferenciaci kmenovych bunék.
Byly pozorovany vyssi koncentrace v obdobi od stadia zubniho poharku do stadia zvonku a
také v odontoblastech v pribéhu tvorby dentinu (86). Zda se, Ze hraje velkou roli pfi iniciaci
bunécnych a molekularnich reakci v pribéhu tvorby reparativniho dentinu. V pribéhu
primarni dentinogeneze se vyskytuje rozsahla bohaté cévné zdsobena oblast odontoblastu.
Po ukonceni primarni dentinogeneze se zmensuje aZz do subodontoblastické zony. Pfi tvorbé

reparativniho dentinu dochdzi kreaktivaci a reorganizaci subodontoblastické pletené a
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podoba se vice stavu z prlibéhu primarni dentigeneze (82). Plsobeni bFGF na tvorbu
reparativniho dentinu je zavislé na jeho koncentraci. Pfi vysokych koncentracich bFGF
dochazi kurychleni jeho tvorby v celém kofenovém systému, zatimco pfi regulovaném

uvolnovani dochazi pouze k tvorbé dentinového mistku v misté postiZzeni (87, 88).

4.4.3 Cévni endotelovy rastovy faktor (angl. vascular endotelial growth factor
(VEGF)

Jedna se o angiogenni mitogen, ktery hraje velmi dulezitou roli v angiogenezi a tvorbé cév
(89). Tento protein, ktery vaze heparin, indukuje proliferaci endotelialnich bunék a stimuluje
tvorbu novych cév v misté zranéni (90, 91), coz bylo potvrzeno i in vivo studiemi (92, 93).
Rodina VEGF obsahuje VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a rustovy faktor placenty (angl.
placental growth factor). Z téchto isoforem je nejrozsifrenéjsi VEGF-A, ktery je taktéZz nékdy
znam jako faktor cévni propustnosti (angl. vascular permeability factor). ZvySuje migraci a
proliferaci bunék, vazodilataci a permeabilitu cév vazbou na tyrozin-kindzové receptory

VEGFR-1 a VEGFR-2 (94).

4.4.4 Kostni morfogenetické proteiny (angl. bone morphogenetic proteins, BMP)

Jedna se o extracelularné secernované molekuly, podilejici se na epitelo-mezenchymovych
interakcich. BMP maji silné osteoinduktivni a chondrogenni pulsobeni. | kdyZ se na
embryondlnim vyvoji zubu podili pét raznych skupin morfogenetickych protein(, zda se, ze
pro regeneraci zubu u dospélych jsou BMP dostatecné (95). Schopnost stimulovat
dentinogenezi byla opakované prokazana in vivo u BMP-7 (96, 97). Dentinogeneze je ale
podminéna diferenciaci bunék v odontoblasty nebo bunky jim podobné. Tyto schopnosti byly
prokazany in vitro u BMP-2 (98, 99), BMP-4 (100, 101) a BMP-11 (102, 103). Aktivita kostnich
morfogenetickych proteind je regulovana antagonisty BMP, coZ je napfiklad noggin nebo
chordin (104). Predpoklada se, Ze interakce mezi BMP a jejimi antagonisty hraje velmi

dllezitou roli v pribéhu vyvoje zubu (105).

4.4.5 Ristovy faktor izolovany z desticek (angl. platelet-derived growth factor,
PDGF)

Tento tkanovy faktor, produkovany krevnimi destickami, hraje dulezitou roli v angiogenezi a
stimulaci bunécné proliferace (106, 107). Ma minimalni funkci v mineralizac¢nich procesech
DPSC, jelikoZ inhibuje alkalickou fosfatazu ve tkanovych kulturach bunék zubni difené (108).
Tento protein existuje v péti izoformach, pficemZ exprese dentinsialoproteinu (DSP) je
stimulovédna pouze faktory PDGF-AB a PDGF-BB. Efekt PDGF na diferenciaci odontoblastl

zaleZi na pritomné dimerické formé PDGF a je velmi rozdilny (109).
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Zkratka Nazev Zdroj Aktivita Pouzitelnost

TGF- B1

odontoblasty, | protizanétlivy,
dentinova stimuluje hojivé podporeni mineralizace
matrix procesy

tumor growth
factor beta

stimulace proliferace
basic fibroblast kmenovych bunék,

bFGF stimuluje proliferaci . -
growth factor stimulace tvorby reparativniho
dentinu
vascular endotelial [ endotelové - . . Y . ,
VEGF v zvysuje angiogenezi zvyseni cévniho zasobeni
growth factor buriky
zvysuje proliferaci
. trombocyty, ¥ VJ P . .
platelet-derived , bunék stimulace proliferace
PDGF endotelové o , «
growth factor buiik mezenchymadlniho kmenovych bunék
y pGvodu
indukuji diferenciaci | diferenciace kmenovych
bone matrix , . | odontoblast( a bunék
BMP . kostni matrix . o , . . . “
proteins mineralizaci kostni stimulace mineralizace nové
matrix vzniklé matrix
Tab. 1: Pfehled ristovych faktor( vyznamnych pro maturogenezi

4.5 Vnitini matrice

Slouzi jako fyzikalné-chemické a biologické 3D mikroprostredi, kde se mohou burky délit,
diferenciovat a kam mohou migrovat. Matrice miZe slouZit jako nosi¢ rlistovych faktord.
Matrice by také méla byt efektivni vtransportu vyZivovych latek, kysliku a odvadéni
odpadnich produkt(. Postupné by se méla dezintegrovat a byt nahrazena regenerovanou
tkani (95). V naprosté vétsiné publikaci se zdlraznuje duleZitost stimulace kraceni
z periapikalni oblasti do kofenového systému (32). Nasledné vznikld krevni srazenina tvori
provizorni matrici z fibrinu a fibronektinu, v niZ jsou i rtstové faktory (110). Pred aplikaci
kalcium silikdtového cementu by se mélo vyckat 15 minut, dokud neni sraZenina vyzrala.
Tento casovy interval se mlzZe zkratit pfi vyuZiti atelokolagenu (111) nebo oxidované
celuldzy. V malém mnozstvi praci je jako alternativa ke krevni srazeniné vyuZita krevni plazma
bohata na desticky (angl. platelet-rich plasma, PRP) (112-114). Mezi vyhodami se uvadi, Ze
obsahuje vyssi koncentraci rlstovych faktor(, stimuluje produkci kolagenu, umoziuje
chemoatrakci bunék, produkuje protizanétlivé latky, zvySuje vrlQstani cév, indukuje
diferenciaci bunék a zlepsSuje hojeni ran (115). Oproti krevni srazeniné je nutné vyckat pouze
5 minut pred aplikaci MTA (112). Nevyhodou je nutny odbér krve pred vykonem, specialni

vybaveni a vyssi cenova narocCnost osetreni (112). Pfi zkoumani kvality vzniklé tkané pfi
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vyuziti krevni srazeniny a PRP pfi pokusu in vivo na psech bylo zjisténo, Ze nebylo rozdilu mezi
vyuzitymi matricemi, co se tyCe Uspésnosti apikalniho uzdvéru, mnozstvi nové vytvorené
tkané a jeji kvality (114, 116). Tomuto zavéru odpovida i ojedinéld kazuistika probéhlé
maturogeneze (110). V této praci byl prvni staly dolni molar oSetfen maturogenezi, pficemz
do kotrenového systému distalniho kofene byla aplikovana PRP a v mezidlnich kofenech bylo
stimulovano krvaceni. Pfi nasledné histologické analyze, kterou umoznila vynucena extrakce
zubu v dusledku vertikalni zlomeniny zasahujici intraossealné, nebyl zjistén zadny rozdil
v kvalité tkané v mezidlnim a distalnim koreni (117). Nicméné jsou popsany i pfipady, kdy
doslo k pokracovani vyvoje korene a ztlusténi stény korene i bez indukovaného krvaceni (26,
118, 119). Pri experimentech na psech bylo dokadzano, Ze dochazi k revaskularizaci
autotransplantovanych zub(, u nichz byla odstranéna plvodni dien a nebylo stimulovano
krvaceni (120, 121). Tvorba krevni srazeniny nebo aplikace PRP do kofenového systému muze
vysledky maturogeneze zlepsit, ale mozna pro jeji pribéh nejsou naprosto nezbytné (114,

122).
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5 Dezinfekce systému korenovych kanalkii

5.1 Bakterialni spektrum u zubii s neukonc¢enym vyvojem

Dren vitalniho zubu ma prirozené obranné mechanismy, které ji ¢ini odolnou vici mikrobialni
infekci. Pokud zrlznych pfi¢in dojde knekrdze zubu, mlze dojit krychlé bakteridlni
kontaminaci endodontu. Je znamo, Ze bakterie proniklé do kofenového systému vytvareji
biofilm nejen na sténach korenovych kandlk(, ale i ve vSech anatomickych vychlipkach
kofenového systému vcetné dentinovych tubuld. In vivo bylo zjisténo, Ze mikrobialni
spektrum v infikovanych kofenovych systémech zub( s nedokonéenym vyvojem korene je
podobné mikrobidlnimu spektru primarné infikovanych kofenovych systéma zubl
s ukonéenym vyvojem kofene (123). Tyto mikroorganismy se uplatiuji v ¢asnych stadiich
invaze do drené (vétSinou pres kazivou lézi) nebo prichazeji az nasledné a vyuZivaji zmény
prostfedi po nekrdéze zubni difené. Jedna se predevsSim o anaerobni gramnegativni kmeny
(napf. Fusobacterium, Dialister, Porphyromonas) nebo kmeny grampozitivni (napft.

Parvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter) (124).

5.2 Vyplachové roztoky

5.2.1 Chlornan sodny
V naprosté vétsiné publikovanych kazuistik byl chlornan sodny pouzit jako hlavni vyplachovy

roztok (125).

Antimikrobidlni plsobeni — toto plsobeni je velmi dobfe zdokumentovano nescetnymi in
vitro i in vivo pokusy (126). Pfi koncentraci chlornanu sodného nad 1% se antimikrobidlni

plsobeni zvysuje jen nepatrné (127, 128).

Plsobeni proti biofilmu — toto plsobeni Uzce souvisi s proteolytickymi vlastnostmi chlornanu
sodného na extraceluldrni matrix biofilmu. Cim je koncentrace chlornanu vyssi, tim rychleji
dochazi k rozpousténi tkani (129). Zda se, Ze chlornan sodny je jediny momentalné rozsifeny
vyplachovy roztok, ktery ma schopnost rozrusit, pfipadné odstranit mikrobidlni biofilm

z infikovanych korenovych kanalka (126, 130, 131).

Klinicky pouZité koncentrace — jednad se predevSsim o empiricky vyuZité koncentrace
chlornanu dle zvyklosti pracovisté nebo dle predchozich kazuistik. NejCastéji se vyuZiva
koncentrace 5,25% (132); 2,5% (133), 5% (21), a poté spiSe vyjimecné 6% (134, 135), 1,25%
(26, 136), 3% (137) nebo 1% (138).
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Koncentrace z pohledu molekularni biologie — z hlediska molekularni biologie se zda byt
vyhodnéjsi vyuzivat spiSe nizsi koncentrace chlornanu sodného pro potlaceni jeho
proteolytickych vlastnosti. Bylo prokazano, Ze pti pouziti chlornanu sodného v koncentraci 5—-
6% na dentin nedochdzi k diferenciaci SHED (angl. stem cells from human exfoliated
deciduous teeth) a DPSC v buriky podobné odontoblastiim, a to jak in vivo (139), tak in vitro
(139, 140).Vzhledem k tomu, Ze tento negativni efekt pretrvava i dlouho poté, co je chlornan
odstranén, da se predpokladat jak pfimé, tak nepfimé cytotoxické plsobeni. Pfimy negativni
efekt rezidudlnim chlornanem sodnym v dentinovych tubulech se zda nepravdépodobny,
protoZe neutralizace pomoci thiosiranu sodného neméla zadny efekt na preziti a diferenciaci
SCAP (125). Celkové se zd3, Ze chlornan sodny zpUsobuje sniZeni prezivani kmenovych bunék
v dlisledku alterace chemického sloZeni dentinu vcetné denaturace inkorporovanych
tkanovych faktor( a kolagennich vldken, které slouzi k uchyceni kmenovych bunék (22). Je ale
nutné zdUraznit, Ze pfi pouziti chlornanu sodného o koncentraci 1% nedochazi k zadné

signifikantni zméné ve sloZeni dentinu nebo jeho mechanickych vlastnosti (141).

5.2.2 Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Jedna se o chelatacni ¢inidlo, které se spolu s chlornanem sodnym vyuziva v rdmci klasickych
vyplachovych protokoltd k odstranéni sprasné vrstvicky (angl. smear layer) a otevreni

dentinovych tubuld, coz vede k lepsi dezinfekci korenového systému (142).

Antimikrobidlni plsobeni — samotna EDTA ma slabé antimikrobidlni plsobeni oproti jinym
dezinfekénim roztok(m vyuzivanym pfi klasickém endodontickém osSetreni. Plati ale, Ze mezi
chelatacnimi cinidly pouzivanymi v ramci vyplachovych protokold se jedna o nejucinnéjsi

antimikrobialni agens.

Funkce z pohledu molekuldrni biologie — plisobenim EDTA dochazi k narusovani anorganické
slozky tvrdych zubnich tkani, a tedy i k obnaZovani kolagennich vldken a mezi nimi
inkorporovanych tkanovych faktort z obdobi dentinogeneze. Pfi tomto plsobeni velmi zalezi
na dobé plsobeni (140). Dalsim pozitivnim vlivem je inaktivace chlornanu sodného (143).
Vsechny tyto vlastnosti EDTA vedou k lepsi adhezi kmenovych bunék apikalni papily k dentinu
a jejich naslednému zvy$enému prezivani (125, 144). Uprava povrchu dentinu pomoci EDTA
vede taktéz ke zvySené migraci, adhezi a diferenciaci kmenovych bunék zubni difené (DPSC)

(145).

5.2.3 Chlorhexidin
Je to synteticka kationovd molekula bisguanidu, kterd je hydrofobni. Aby molekula

chlorhexidinu byla rozpustna ve vodé, vyrabi se ve formé chlorhexidin diglukonatu (146).
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Antimikrobidlni pGsobeni — chlorhexidin reaguje s fosfolipidy a lipopolysacharidy bakterialni
stény, ¢imZ nasledné narusuje osmotickou rovnovahu. Timto mechanismem pusobi na celou
fadu grampozitivnich i gramnegativnich bakterii véetné nejcastéjSich endodontickych
patogenu. Pri pouZiti stejnych koncentraci chlorhexidinu a chlornanu sodného se jevi jako
stejné ucinny na bakterie v planktonické formé (147). Toto antimikrobialni pusobeni je
prodlouZeno diky schopnosti vazby chlorhexidinu na dentin az na 12 tydntd (148). Nicméné
jeho pulsobenim neni mozné biofilm rozrusit nebo dokonce odstranit (149), v malém
mnozstvi na néj vSak pusobi antibakterialné (150). Nejvétsi nevyhodou chlorhexidinu je jeho

neschopnost rozpoustét mékké tkané (151, 152).

Funkce z pohledu molekuldrni biologie — nejvyznamnéjsi roli z pohledu molekuldrni biologie
je schopnost chlorhexidinu vazat se na obnaZena kolagenni vldkna dentinové matrix. Nejenze
touto vazbou dochazi kinaktivaci antimikrobialniho plGsobeni chlorhexidinu (153), ale také
znemozZnéni adherence SCAP k dentinu (144), coz vede k minimalnimu preziti SCAP, i kdyz je

chlorhexidin jednim z nejméné toxickych antiseptik (154).

5.2.4 Kyselina citronova

| presto, Ze se kyselina citronova pouziva v konvenénim oSetfeni korenovych kanalk( ke
stejnému Gcelu jako EDTA, nebyla dosud publikovana Zadna kazuistika, ve které by ji autofi
vyuzili pfi maturogenezi. V ojedinélé laboratorni studii byl zkouman vliv rdznych
demineralizacnich roztok(i a prostfedi na uvolnéni rdstovych faktor( z dentinu. Kyselina

v rliznych koncentracich a pfti riznych pH byla shledana jako méné uc¢inna nez EDTA (155).

5.3 Intrakanalkova medikace

5.3.1 Antibiotické pasty

VyuZiti antibiotik pfi maturogenezi vychazi z konceptu tkanové regenerace sterilizaci |éze,
ktera byla vyvinuta vlJaponsku na prelomu 80. a 90.let 20. stoleti. Tato technika byla
vyvinuta k oSetfeni docasnych zubl sinfikovanymi korenovymi kanalky. Po vyplachu a
aplikaci kombinaci antibiotik doslo v naprosté vétsiné pripadl k vymizeni klinickych pfiznaki
a zahojeni periapikdlniho nalezu. Smés antibiotik je zamérena predevsim na obligatni
anaeroby, ktefi tvofi naprostou vétSinu druhl izolovanych zkariéznich lézi (156),
infikovaného korfenového dentinu (157) a z neexponované diené, kam bakterie penetrovaly

pres dentinové tubuly (158). In vitro studiemi se zjistilo (159, 160), Ze pfi vyuziti kombinaci
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rGznych antibiotik je moZné dosahnout velmi dobré dekontaminace kofenového systému i pfi

mnohem mensich koncentracich antibiotik nez pfi vyuZziti pouze jednoho druhu antibiotika.

Minocyklin — patfi do skupiny tetracyklin(. Je soucasti klasické Hoshinovy trojkombinace
(3Mix), ktery bohuZel neni touto dobou registrovan Statnim uUradem pro kontrolu IéCiv. Mezi
jeho nejvétsi nevyhody patfi zbarveni zub(, do kterych byl aplikovan 3Mix s minocyklinem
(137), coz vedlo ke snaze ho nahradit nebo vyloucit (32). Byla vyvinuta i technika k prevenci
zbarveni pomoci adhezivnich systémdu, kterd bude popsana v dalsi Casti této prace (134).
Z naseho pohledu se da vyuzit u nas registrovany doxycyklin jako plnohodnotna nahrada

minocyklinu v 3Mix.

Metronidazol — patfi do skupiny nitroimidazoll. Jiz v 70. letech 20. stoleti se zjistilo, Ze
metronidazol ma velmi Siroké spektrum pouZiti proti ordlnim obligatnim anaeroblm (161) a
proti kultivovanym bakteriim z primarné infikovanych korenovych kanalka. Jiz pfi koncentraci
10 pg/l dochazi keliminaci 99 % bakterii z kariézni léze (162), ale pfi dalsim zvySovani

koncentraci jiz nedochazi ke zvyseni ucinku.

Ciprofloxacin — patfi mezi chinolony Il. generace. Jeho antibakterialni efekt je z antibiotik

v 3Mix nejmensi (159).

Amoxicilin — patfi mezi aminopeniciliny. Jeho vyuZiti bylo poprvé popsano v in vitro studii jako
Mixed-drug | (163). V nékterych kazuistikdach nahrazoval minocyklin pro sniZeni rizika

nezadouciho zabarveni zubu.

Cefaklor — patfi do skupiny cefalosporint. Byl rovnéz poprvé navrzen jako lék druhé volby pfi
zvySeném riziku zabarveni zubl (Mixed-drug 1lI) (163). Byl vyuZit pouze v jedné kazuistice

(136).

Rifampicin — byl vyuZit v pavodni Hoshinové praci jako aditivni antibiotikum k 3Mix. Jeho
pfinos nebyl statisticky signifikantni, a proto se jiz dale nevyuZival a ani v Zzadné kazuistice

nebyl popsan.

Jednoslozkova antibioticka pasta (angl. mono antibiotic paste, MAP) — v ojedinélé kazuistice
byl jako nejdllezitéjsi slozka plvodni Hoshinovy trojkombinace vyuZit pouze metronidazol

v blize nespecifikované koncentraci.

Dvouslozkova antibiotickd pasta (angl. double antibiotic paste, DAP) — jedna se o kombinaci
metronidazolu a ciprofloxacinu. Od vyuZiti antibiotik tetracyklinové skupiny je upusténo pro

moznou diskoloraci zubu (21).
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Trojslozkova antibiotickd pasta (angl. triple antibiotic paste, TAP, 3Mix) — v klasické
Hoshinové trojkombinaci se jednda o metronidazol, ciprofloxacin a minocyklin. Vin vitro
pokusech bylo zjisténo, Ze ke sterilizaci kofenového systému je zapotrebi smési, kde kazdé
diléi antibiotikum ma koncentraci 25 pg/l, tudiz celkovd koncentrace antibiotik ve smési je
75 pg/l. Je nutné zddraznit, Zze v prvnich popsanych kazuistikdch nebyly tyto koncentrace
dodrzeny. Cilem nebylo vytvofit pfesné danou koncentraci, ale ,krémovitou, az pastovitou
konzistenci“ (21, 132). Tento postup byl prejat dalsimi autory a dale vyuzivan (112, 119),
i kdyZz nemél oporu v in vitro studiich (164). Timto postupem se ziskava antibiotickd pasta
o koncentraci prevySujici 1g/ml. | kdyZ tato koncentrace pfi implantaci subkutanné ve
zvifecim modelu nezplsobuje vétsi zanétlivé reakce nez Ca(OH), (165), presto ma negativni
vliv na preziti kmenovych bunék apikalni papily (SCAP) in vitro (164). Koncentrace
trojantibiotické pasty, kterd je bezpecna pro SCAP byla stanovena 100 pg/ml od kazdého
antibiotika, tudiz 300 pug/ml (164). DuleZity je také nahled na modifikaci dentinu pfi expozici
TAP. Bylo zjisténo, Ze koncentrace 1g/ml alteruje strukturu dentinu tak, Ze SCAP nejsou
schopny se uchytit a proliferovat. Celkova koncentrace 1 mg/ml TAP neméla Zadny negativni
efekt na preziti a proliferaci SCAP (166). S velkou pravdépodobnosti je to zplsobeno velkou
penetraci TAP az 350 um do dentinovych tubul( a jeji schopnosti vazat se na dentin.

Vyplachem je moZno odstranit pouze 12 % TAP (167).

5.3.2 Hydroxid vapenaty

Hydroxid vapenaty je povazovan za zlaty standard k dezinfekci kofenového systému (168) a
stimulaci tvorby tvrdych tkani pti apexifikaci u stalych zub( s nedokonc¢enym vyvojem (169).
Diky tomuto predpokladu se mu dostalo pozornosti u maturogeneze. DuleZité je, aby byl
aplikovan do urovné prechodu koronalni a stfedni tfetiny korfene (170). Bylo prokazano, Ze
pti aplikaci do koronalni poloviny kofene je tloustka stény kofene zvysena o 53,8 %, zatimco
pfi klasické aplikaci apikalné pouze 03,3 % (171). Cerstvé namichany hydroxid vapenaty ma
pH pfiblizné 12,5 a je potencionalné toxicky pro lidské buriky vcetné SCAP. Aplikaci dale od
periapikalni oblasti se s velkou pravdépodobnosti snizuje toxicita, pficemz stale zUstavaji

zachovany jeho pozitivni vlastnosti (119, 170, 171).

Antimikrobidlni plsobeni — jako hlavni mechanismus pUsobeni se udavad vysoké pH a
nasledna denaturace bilkovin. Hydroxid vapenaty ma vsak pfi hodnoceni pomoci kultivacnich
technik pouze omezené antimikrobidlni plsobeni (172). Je to dano pravdépodobné tim, ze

ihned po aplikaci dochazi k vyraznému poklesu pH v disledku pufrovaci schopnosti dentinu.
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Mezi jeho nejvétsi antibakterialni vyhody patfi deaktivace endotoxinu A a jeho ucinku jako
fyzikalné chemické bariéry, ktera zabranuje proliferaci rezidudlnich bakterii a snizuje moznost

reinfekce z dutiny Ustni (168, 173).

Plasobeni proti biofilmu — zatim publikované studie tykajici se pusobeni hydroxidu

vapenatého na biofilm maji nekonzistentni zavéry (174).

Plsobeni z pohledu molekularni biologie — hydroxid vapenaty ma schopnost rozpoustét tvrdé
zubni tkdané a odhalovat kolagenni matrix dentinu stkanovymi faktory zobdobi
dentinogeneze. In vitro bylo zjiSténo, ze SCAP mély vétsi miru preZiti a proliferace na dentinu
vystavenému hydroxidu védpenatému neZ na dentinu vystavenému rlznym koncentracim

antibiotické pasty (166).

MozZnosti odstranéni — hydroxid vapenaty se z korfenového systému odstranuje obtizné.
Pravdépodobné nejlepsimi vyplachovymi roztoky jsou chelatacni cinidla EDTA nebo kyselina
citronova (175). Néktefi autofi zdlraznuji jako vyznamnéjsi zpUsob aktivace vyplachového
roztoku nez samotny typ vyplachového roztoku (176). | presto, Zze hydroxid vapenaty neni
mozné z kofenového systému kompletné odstranit, je mira jeho odstranitelnosti mnohem

vétsi neZ u trojantibiotické pasty (167).

5.3.3 Formokresol

Jednd se o smés 19% formaldehydu a 35% kresolu v 15% vodném roztoku glycerinu, ktery
roku 1904 popsal Buckley a dodnes se v anglosaské literatufe oznacuje jako Buckleyho roztok
(177). Dnes se jiz vétSinou pouziva fedény v poméru 1:5 (178). Kromé pulpotomii docasnych
zubl se vyuzival i jako dezinfekéni Cinidlo pfi pulpektomiich docasnych zubd (179). | pres
rozsahly vyzkum se nedokazal presvédcivé prokazat kancerogenni potencional pfi
koncentracich vyuzivanych k pulpotomiim (180). Formokresol byl vyuZit pouze v jediné pilotni
klinické studii (181). Dle rentgenologické analyzy byl pfirGstek vtloustce a délce kofene

signifikantné mensi neZ pfi vyuziti hydroxidu vapenatého nebo kombinace antibiotik (171).
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6 Klinicky postup
Od roku pocatku tretiho tisicileti, kdy se objevily prvni dvé kazuistiky moderni regenerativni
endodoncie (21, 132), bylo publikovano velké mnozstvi kazuistik; do roku 2013 jejich pocet
Cital vice nez 150 pripadd (182). Velkym problémem téchto kazuistik byl chybéjici
standardizovany protokol, ktery by umoZnoval porovnat Uspésnost maturogeneze jako
takové vUci apexifikaci pomoci hydroxidu vadpenatého nebo MTA zatce. Tato absence
standardizovaného protokolu vedla dokonce k doporuceni, aby k maturogenezi bylo
pfistupovano jako k posledni moznosti zachrany zubu (183). V roce 2007 Americka asociace
endodontistl ustanovila vybor pro regenerativni endodoncii, jenZz vdubnu 2015 vydal
posledni aktualizaci oficidlniho postupu (angl. guideline) pro maturogenezi. Bere v potaz

vSechny do té doby zndmé preklinické i klinické studie (184).

6.1 Prvni navstéva

Vlastni oSetreni zac¢ina aplikaci lokalni anestezie. V prvni navstévé mlzZeme pouZit i lokalni
anestetika svazokonstrikéni prisadou (adrenalinem). Pfi oSetfeni vyuZivdme kofferdam,
nebot absolutni suchost pracovniho pole a minimalizace moziné reinfekce korenového
systému v prabéhu osetfeni jsou naprostou nezbytnosti. V ramci dentdlni traumatologie byva
velmi obtizné zajistit adekvatni nasazeni kofferdamu u neulplné profezanych zub(, kdy se linie
maximalni konvexity korunky zubu nachdazi hluboko pod gingivou. V téchto pfipadech
mlzZeme techniku nasazeni kofferdamu modifikovat napfiklad tak, Ze jej nasadime na
sousedni zuby a oSetfovany zub izolujeme pomoci tekutého kofferdamu. Trepanaci je nutné
zajistit adekvatni pristup, aby bylo mozné kompletné odstranit zbytky nekrotické drené a

nasledné byla mozna kontrola krevniho koagula a optimalni aplikace MTA cementu.

Obr. 3: Trepanace horniho stfedniho fezdku po nasazeni kofferdamu.
Zde dosaZeno sanguinopurulentniho exsudatu.

20



Obr. 4: Zavedeni kofenové nastroje pro zhotoveni méficiho snimku

Stanoveni pracovni délky provadime orientacné pomoci apexlokatoru s védomim, Ze u zubl
s neukoncenym vyvojem korfene dochazi k nepresnosti méreni, které je dano velkym
pramérem foramen apicale physiologicum, a to zvlasté pfi pouZiti nastrojd s malym ISO
(185). | presto je vtomto pripadé apexlokator uzite¢ny pro orientacni stanoveni pracovni
délky (186). | v pripadech, kdy jsme schopni pomoci apexlokatoru opakované stanovit
pracovni délku, bychom méli zhotovit méfici snimek. Pro néj plati, Ze sterilni kofenovy
nastroj vétsiho priméru (autorovi se osvédcil K-file ISO 70) by mél byt volné umistén zhruba

1 mm od rentgenologického apexu.

Obr. 5: Méfici snimek
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Obr. 6: Aplikace hydroxidu vapenatého do kofenového kandlku

Nasledné je kofenovy systém zubu po dobu 5 minut vyplachovan celkovym mnoZstvim okolo
20ml 1-1,5% chlornanu sodného, nasledovaném stejné dlouhym vyplachem 20 ml
fyziologického roztoku. Vyplachova kanyla by méla byt umisténa ve vzdalenosti 1 mm od
foramen physiologicum. Nasleduje vysuSeni korenového systému pomoci sterilnich
papirovych cepul, zavadénych maximalné do délky odpovidajici pracovni délce. Z hlediska
aplikace medikace do korenového kandlku neni zatim jasné, ktera lécebna vlozka by méla
byt preferovana. AAE je ve svém doporuceni fadi jako sobé rovné a je pouze na lékafi,
kterou medikaci zvoli. Néktefi autofi ale uprednostriuji pred antibiotickymi pastami hydroxid
vapenaty (170, 182). Antibiotické pasty se vyuZzivaji az v pripadé, kdy medikace hydroxidem
vapenatym nevede k Ustupu klinickych priznakd. Pokud je pouZit vodny roztok hydroxidu
vapenatého, aplikuje se pomoci kanyly do koronalni tretiny korenového systému (170, 171).
Smés antibiotik (TAP) se aplikuje taktéZ pomoci kanyly (velikost 20G) 2 mm od foramen
physiologicum (134). Pokud nema antiobiotickd pasta poZadovanou konzistenci, je mozné

dokoncit jeji kondenzaci opacnym koncem sterilniho papirového cepu.
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Obr. 7: Hydroxid vdpenaty byl aplikovan pouze do korondlni poloviny kofenového kanalku

Nasleduje provizorni uzavér pomoci sterilni premostujici vyplné (angl. spacer), nejc¢astéji
v podobé teflonové pasky a nasledna aplikace provizorni vyplné. Vzhledem k nutnosti
dokonalého okrajového uzavéru se doporucuje bud aplikace skloionomerniho cementu,
nebo sendvi¢ova vyplin pomoci 3-4 mm kalciumsulfatové hmoty (napf. Cavit) nasledné

prekrytd adhezivné fixovanym tekutym kompozitem.

Obr. 8: Aplikace kalcium-sulfatové hmoty Obr. 9: Adhezivni laminace kalcium-sulfatové
hmoty tekutym kompozitem

6.2 Druha navstéva

6.2.1 Pripravna faze
Pacient prichazi na druhou fazi terapie za 2—4 tydny po prvni navstévé. Zub by mél byt

klinicky klidny nebo maximalné mirné citlivy na poklep ¢i palpaci. Pfi zvysené citlivosti,
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pfitomnosti pistéle nebo otoku se opakuje postup z prvni navstévy. Lokalni anestezie se
provadi pomoci anestetika bez obsahu adrenalinu, ktery plsobi vasokonstrikéné i v oblasti
apikalni papily. Pokud bychom vyuzZili anestetikum s adrenalinem, nemuseli bychom byt
uspésni pri indukci krvaceni z apikalni papily. Jako idedlni anestetikum se jevi 3% mepivacain.
Nasledné by mél byt opét aplikovan kofferdam. Po odstranéni provizorni vyplné a
premostujici vyplné je medikace z kofenového kanalku odstranéna vyplachem zhruba 30 ml
17% ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA) po dobu 10 minut. Nasledné se vyplachuje
10 ml fyziologického roztoku po dobu 5 minut. Vyplachovaci kanyla by opét méla byt ve

vzdalenosti 1 mm od foramen physiologicum. Roztok aplikujeme Setrné, bez tlaku.

6.2.2 Vytvoreni vhodného intrakanalikularniho prostiedi

6.2.2.1 Pomoci krevniho koagula

Tato faze oSetieni spociva vindukci krvaceni a stabilizaci krevniho koagula. Dllezité je pfi
indukci neposkodit Hertwigovu pochvu, kterd hraje dalezitou roli pfi dalsim vyvoji kofene.
Doporucuje se pouZiti sterilniho kofenového nastroje 1SO 20-25, ktery by mél byt lehce
predehnut o priblizné 30°, aby doslo k dostatecnému rozruseni tkani periapikalné, a tedy i
k vétsimu krvaceni. Uhel by nemél byt vétsi nei 30°, jinak by mohlo dojit k naruseni
Hertwigovy pochvy. Tento ndstroj se zavede 2 mm pres foramen physiologicum a zarotuje se
snim (118, 132, 134, 136, 182). Vzhledem k bohatému prokrveni apikalni papily nastava
krvaceni prakticky ihned. Pomoci opacného konce sterilniho papirové ¢epu namoceného ve
fyziologickém roztoku se snazime koagulum stabilizovat pod urovni cementosklovinné
hranice. Koagulum je plné stabilni po zhruba 15 minutidch (118, 132, 134, 136). Dalsi
moznosti je aplikace atelokolagenu na nestabilni koagulum zhruba v drovni
cementosklovinné hranice (napf. Hyprosorb). Atelokolagen nasledné funguje jako vnitfni
matrice pro aplikaci MTA (118, 182). Kromé atelokolagenu se da pouzit i napfiklad oxidovana

celuldza.
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Obr. 10: Stav po indukci krvaceni a stabilizaci koagula v oblasti cementosklovinné hranice

6.2.2.2 Pomoci plazmy bohaté na krevni desticky

Pouziti plazmy bohaté na desticky (angl. platelet rich plasma, PRP) popsal v roce 2011 poprvé
Torabinejad jako alternativu ke stimulaci krvaceni (112). Tato plazma obsahuje obsahuje
velké mnoizstvi rlstovych faktord, napf. rlstovy faktor izolovany z desticek (angl. platelet
derived growth factor, PDGF), cévni endotelovy ristovy faktor (angl. vascular endotelial
growth factor, VEGF), endotelialni ristovy faktor (angl. endotelial growth factor, EGF) nebo
rastovy faktor podobny inzulinu (angl. insuline-like growth factor, ILGF) (187, 188) a je
pfipravena k aplikaci kalcium-silikdtového cementu zhruba za 5 minut (112). Kmenové buriky
nejsou aplikovany do kofenového systému sPRP proto, 7e se ocCekava chemotaktické
plUsobeni tkanovych faktorl a vstup kmenovych bunék na podkladé principu , pfitahovani
bunék” (angl. cell homing). Torabinejad popsal tkan ,podobnou dfeni“ u exstirpovaného
vzorku v kazuistice, kdy dosSlo ke vzniku pulpitidy u zubu, jenZz byl oSetfen maturogenezi
s aplikaci PRP (113). Dalsi kazuistika, ktera vyuzivala PRP a zaroven i stimulaci krvaceni,
neprokazala zZadnou tkan podobnou dfeni dva roky po provedené maturogenezi (117). Na
zvitecich modelech se ale v kvalité tkané mezi krevni sraZzeninou a PRP neprokazal rozdil
(124). PRP se nyni jevi jako metoda volby v pfipadech, kde neni moZno indukovat krvaceni
(184), jelikoz je znatelny rozdil v mnozstvi pfirlistku mineralizovanych tvrdych tkani oproti

oSetreni bez krevniho koagula nebo PRP (114).

6.2.3 Aplikace koronalni zatky z bioaktivniho materialu

V zasadé se jako koronalni bioaktivni zatka vyuZivaji kalcium-silikdtové cementy, které by
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mély byt aplikovany do 3 mm tlusté vrstvy, ktera zajisti dostatecny hermeticky uzavér.
Vsoucasné dobé existuje kontroverze, zda-li pouZivat tyto kalcium-silikdtové cementy
jednodobé, nebo dvoudobé. Pfi dvoudobém postupu se na zkondnezovany kalcium-silikatovy
cement vloZi jako mezivrstva nalhCena vata. Ta by zde méla plsobit minimalné 24 hodin a
plsobit jako dalsi zdroj vlhka, ktery umozZnuji kvalitnéjsi ztuhnuti kalcium-silikatovych
cementl. Tyto cementy patfi mezi hydraulické cementy a jejich tuhnuti zavisi na vlhkosti

okolniho prostfedi. Dnes jsou v Ceské republice k dispozici nasledujici materialy:

MTA cement (angl. mineral trioxide aggregate, MTA) — na pevné koagulum nebo PRP
aplikujeme zhruba 3 mm tlustou vrstvu MTA pomoci opacné strany sterilniho papirového
Cepu. Nesmime vytvaret nadmérny tlak pfi kondenzaci materidlu, protoze bychom mohli
rozrusit koagulum nebo PRP a doslo by k apikalnéjsimu umisténi MTA, neZ by bylo Zadouci.
Nejvétsi nevyhodou MTA je diskolorace klinické korunky, a to i pfi pouZiti jeho bilé formy
(189). Diskolorace je znasobena v pritomnosti krve (190) nebo pfi kontaktu se zbytkovym
chlornanem sodnym (191). Caste¢né se této diskoloraci Ize vyhnout zakonéenim aplikace
MTA ve vysi maximalné 3 mm pod cementosklovinnou hranici. Dal$i moznosti je vyuziti
protokolu, ktery byl vyvinut k zamezeni zbarveni pfi vyuziti TAP s minocyklinem. Po trepanaci
je adhezivné pripraven trepanacni otvor a do korenového systému je umistén pryskyficny
nebo gutapercovy cep, ktery zabranuje zateceni vypliiové hmoty do korfenového systému a
projikuje. Nasledné je prostor mezi cepem a korondlnim dentinem vyplnén flow kompozitem.
Timto dochazi k uzavéru dentinovych tubulll a sniZuje se pravdépodobnost prostupu TAP a

MTA do tohoto prostoru (134).

Obr. 11: Aplikace kalcium silikdtového cementu MTA na stabilizované koagulum

26



Biodentin (Septodont, Francie) — patfi do skupiny kalcium-silikatovych cementl a nékdy je
firemné prezentovan jako druha generace biokeramiky. Jeho vyhodou je vétsi mechanicka
odolnost a nepfitomnost diskoloraci (192). Tento material byl pdvodné uveden na trh jako
,nhahrada dentinu“ pro pfimé prekryti zubni difené (193), ale zacal se pouZivat i v jinych
indikacich. V ojedinélych kazuistikdch se popisuje vyuZiti Biodentinu jako zatka u

maturogeneze.

TotalFill (FKG Dentaire, Svycarsko) — jednad se o pfedmichanou smés kalcium-silikatového
cementu, kterd tuhne za pfitomnosti vihka. Dodava se ve tfech modifikacich — BC Sealer, BC
Root Repair Material (RRM) a BC putty (194). BC sealer a BC RRM maji malo viskdzni
konzistenci, tudiz je pro potfeby vytvoreni zatky vhodny pouze material BC putty, ktery byl
primdarné vyvinut pro retrogradni plnéni kofenovych kandlkd. Vzhledem k velmi jednoduché
manipulaci, rychlému tuhnuti a absenci nezidoucich diskoloraci se zda byt vhodnou

nahradou za MTA. Jedinou nevyhodou je pomérné vysoka cena.

6.2.4 Uzavér zubu a rentgenologicka kontrola

Bezprostfedné po aplikaci MTA bychom méli ptistoupit ke zhotoveni definitivni vyplné.
Doporucuje se bud prima fotokompozitivni vypln, nebo uzaviena okamzita sendvicova vypln,
spocivajici v aplikaci skloionomerniho cementu v tlousce 3—4 mm s naslednym prekrytim
tekutym kompozitem v téZe navstéveé (182). Ihned po ukonceni terapie by mél byt zhotoven

kontrolni snimek pro porovnani Uspésnosti terapie.

Obr. 12: Adhezivni rekonstrukce zubu
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7 Hodnoceni uspésnosti terapie
Terapii mQZeme povaZzovat za Uspésnou, pokud doslo k Ustupu subjektivnich obtizi a zub je
klinicky klidny. Z rentgenologického hlediska posuzujeme zmenseni ¢i vymizeni periapikalniho
projasnéni (primarni cil). Z dlouhodobého hlediska nas zajima predevsim narist tloustky
stény korene a také narust délky kofene a mira uzavieni apikalni oblasti (sekundarni cil).
V neposledni fadé ocekdvame obnoveni funkce pulpy, zejména jeji senzitivni a imunologické
funkce (terciarni cil) (182). Pokud je zub klinicky klidny i po dokonceni vyvoje (maturaci),
doporucuje se neprovadét nasledné endodontické oSetfeni (26). Vychazi se pritom
z doporuceni uvadénych pro pripady kalcifikacni metamorfézy nebo obliterace korfenového

systému po traumatu (195, 196).
7.1 Charakter ziskané tkané

7.1.1 Histologicka charakterizace tkané po probéhlé maturogenezi u zviiat

Velmi malo je v soucasné dobé zndmo o charakteru tkané, kterd obsadi prostor kofenového
systému, a skutecnosti, jak se bude dlouhodobé chovat. V minulych dekadach probéhlo
nékolik experimentll na opicich, jejichz zavéry se daji aplikovat i na problematiku
maturogeneze. Vroce 1972 Ham stimuloval vznik apikalni periodontitis u stalych zubl
s neukoncenym vyvojem. Nasledné po vyplachu chlornanem sodnym a kratkodobé aplikaci
kafrparachlorfenolu indukoval krvaceni z periapikdlni oblasti do kofenového kandalku.
V rlznych casovych intervalech byly opice utraceny a zuby histologicky zpracovany. U ¢asti
vzorkd pozoroval vrlstani kosténé tkané do systému korenovych kanalk( s kalcifikacemi na
jejich povrchu. Také pozoroval depozita celularniho cementu sahajici do stejnych mist jako
vazivova tkan (197). Torneck v roce 1973 poukazal na fakt, Ze i pfi uméle stimulované apikalni
periodontitis m(ze v apikalni ¢asti systému kofenovych kandlk( zlstavat rezidudlni zubni
dren. | pres vyrazné zanétlivé prostredi byla schopna produkovat tkan podobnou dentinu
(198, 199). Nevins prokazal, Zze i pres pozitivni bakteridlni kultivaci mlzZe dojit k apozici
celularniho cementu, vrastani kosti a tvorbé reparativniho dentinu. Tvorba reparativniho
dentinu byla ale pfisouzena zbytkiim lacerované zubni difené (200-202). Prvni moderni
experimenty simulujici maturogenezi na psech (203, 204) prokazaly, Ze tkan vyplnujici prostor
kofenového systému se sklada ze zubniho cementu, periodontédlnich vazi a kosténé tkané.
Tkané zodpovédné za radiologické ztlusténi stény korene jsou pak tkané podobné cementu a
kosti. Dalsi pokusy tato zjiSténi potvrdily (27, 29, 205). Velmi zajimavym faktem je plsobeni

EDTA na povrch dentinu. Z uchycenych bunék na povrchu dentinu vyrastaly vycnélky
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,podobné viasim*, které sahaly az do dentinu (28). Pfi porovnani rlznych vnitfnich matric

nebyl nalezen zadny signifikantni rozdil mezi PRGF a krevnim koagulem (114).

7.1.2 Histologicka charakterizace tkané po probéhlé maturogenezi u lidi

Celkem byly zatim popsany pouze Ctyfi histologické kazuistiky lidskych zubd, u nichz byla
provedena maturogeneze a které nasledné musely byt pro dalsi trauma extrahovany. U prvni
kazuistiky byla pritomna plné vyvinuta zubni dfen (nutno podotknout, Ze vychozi diagnézou
byla akutni pulpitis) (206) a u druhé se jednalo o smés periodontanich ligament, vaziva a
cementu (117). Dalsi histologickou kazuistikou je zub po maturogenezi pomoci PRP, u
kterého se nasledné objevily znamky ireverzibilni pulpitidy. Exstirpovana tkan byla popsana
jako vazivova tkan s cévni zasobou a inervaci, kterou autoti nazvali ,,dfeni podobnou” (113).
Zatim posledni publikovanou kazuistikou je pfipad premolaru, jenZ byl oSetfen maturogenezi
a u néhoZz doslo kdosaZzeni pouze primarnich cill terapie a byl nasledné extrahovan
z ortodontické indikace. Histologicky se jednalo o smés vaziva, tkani podobnych cementu a
tkani podobnych kosti, kterd dle autori plné odpovida tkanim zjiSténym ve zvifecich

experimentech (207).

7.1.3 Klasifikace tkani po probéhlé maturogenezi

Nejvice informaci o charakteru tkané, kterd muizZe potencionalné vzniknout, ndam mdaze fici
dostupna literatura z oblasti dentalni traumatologie a autotransplantaci, kde se regeneraci a
reparaci zubni dfené zabyvaji delsi dobu. Z dosud znamych informaci se zdd, Ze charakter
tkani je velmi podobny, pficemz se jednoznacné lisi zastoupeni jednotlivych typ(. Vristajici

tkan se muze rozdélit do ¢tyr zakladnich skupin (208):

1. Revaskularizace zbytkl drené s naslednou zrychlenou tvorbou dentinu, ktera nékdy
vede kobliteraci kofenového systému — je nutné zd(raznit, Ze i pri vyskytu
periapikalniho ndlezu lIze v kofenovém systému zaznamenat zbytky vitalni drené (53),
které mohou byt zdrojem regenerativniho potencidlu. V pfipadé, Ze jsou pritomny
pouze zbytky nevitdlni dfené, mohou poslouzZit jako matrice pro revaskularizaci.
V pripadé, Ze dojde k nasledné obliteraci kofenového systému, je zde riziko rozvoje
periapikalni ostitidy 1 % za rok. Je to dano predevsim velmi malym foramen apicale, kde

i velmi malé trauma muZe narusit nervové-cévni svazek (209).

2. Vrustani cementu a periodontalnich ligament — tento typ tkané se nejcastéji popisuje
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v korondlnim fragmentu zubu s horizontalni frakturou. Pfedpoklada se vrlist PDLSC a
mUZe dojit i takové apozici cementu, Ze dochazi aZz k obliteraci kofenového systému.

Dlouhodoba progndza neni znama.

3. Vrastani zubniho cementu, periodontalnich vazi a kosténé tkané — tato situace ma
pravdépodobné nejblize ksituaci podobné pfi vétsiné maturogenezi. Popisuje se u
lateralnich luxaci a avulzi zubU, kde nejsou zuby adekvatné uchovany pred replantaci
(210). Pfi tomto urazu dochazi k poskozeni Hertwigovy epitelialni pochvy a naslednému
praniku BMSC a PDLSC do kofenového kanalku. Zajimavé je, Ze se vyvijeji periodontalni
ligamenta uvniti kofenového kanalku (angl. internal periodontal ligaments) (169). Ty
vSak nemaji schopnost ochranit zub pred resorpci. Takto vznikaji mista resorptivnich
pochodl na vnitfnim povrchu korfene, kterd jsou histologicky podobna ankylotickému
spojeni povrchu kofene a okolni kosti. Predpokladd se homeostaticky efekt
Mallasezovych epitelidlnich  ostrlivkd, které chrani zubni tkané v pripadé
periodontalnich ligament na vnéjsim povrchu kofene. Dlouhodobd progndza neni plné
znama, ale vzhledem k pfitomnosti vnitfni ankyldzy se zda byt spiSe horSi nez pfri

vrlstani pouze cementu a periodontalnich ligament (208).

4.  Vrlstani kosti a kostni dfené do kofenového kanalku — tato situace je velmi vzacna a
vétSinou byva popisovana v ramci avulzi. Dochazi k vristani kosti a kostni dfené do
systému korenovych kanalk(l. MlzZe se rozvijet vnitfni tunelova resorpce (angl. tunnel
internal resorption), kde dochazi ke vzniku longitudindlnich resorpcnich kanald, které

jsou paralelni s dfefiovou dutinou (169). Dlouhodobd progndza neni dobra (208).

7.2 Rentgenologicka kontrola

V pravidelnych intervalech zveme pacienta na kontroly, ve kterych hodnotime stav zubu jak
pomoci fyzikalniho vysetieni, tak zobrazovacich metod. Prvni RTG snimek by se mél zhotovit
ihned po provedeni maturogenze (viz vyse), jelikoZ stimto snimkem budeme porovnavat
vSechny nasledné zhotovené snimky. Kontrolni snimky zhotovujeme v intervalech 3 mésice —
3 mésice — 6 mésicli — 6 mésicl, a poté v rocnich intervalech. Vyrazné zmenseni ¢i kompletni
remisi periapikalniho ndlezu miZeme ocekavat nejdfive po 6 mésicich. Do 12-24 mésicu by
mélo byt zietelné pokracovani ve vyvoji kofene, tedy jeho prodlouZeni, uzavieni apexu a

ztlusténi stény korene (32).
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7.2.1 Chenova Klasifikace vysledkii maturogeneze
Vroce 2011 Chen publikoval soubor kazuistik Citajicich 20 pacientl, u nichZ popsal pét
moznych reakci na provedenou maturogenezi. Zjistil, Ze vysledek v podobé pokracujiciho

vyvoje korfene neni na rozdil od radiologického pfirlistku na vnitfnich sténach korene

predvidatelny.

l. typ Maturace korene a ztlusténi stény korene

Il. typ Bez dalsiho vyvoje korene, koren zlstava tupy, ale uzavien

lll. typ  Pokracujici vyvoj korene, ale apex zUstava otevien

IV.typ  Obliterace kofenového systému

V. typ Tvorba mustku pod bariérou z MTA

Nékteri autofi zminuji jesté moznost dalsiho typu, a to vrist kosténé tkané do systému

kofenovych kanalka.
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Porovnani uspésnosti terapie maturogeneze a apexifikace

8.1 Material a metodika

8.1.1 Vybér pacienti
Byly shromazdény lékarské zaznamy pacient(, jiz podstoupili endodontické osetfeni stalych
zubl s neukoncenym vyvojem na Klinice zubniho |ékarstvi v letech 2011-2015 a zaroven
spliovali nasledujici podminky:
- méli staly zub s nekrotickou dreni a nedokoncenym vyvojem korene s periapikalnim
nalezem nebo bez néj

- byli osetreni apexifikaci pomoci hydroxidu vapenatého nebo maturogenezi

Vyrazeni ze studie byli pacienti, u nichz:

se objevily znamky zevni resorpce

- doslo k selhani terapie v kratsi dobé nez 6 mésicll od pocatku terapie

- vramci postendodontického osetfeni byla nutna protetickd rekonstrukce klinické
korunky

- byly dostupné diagnostické snimky, snimky po ukonceni terapie a kontrolni snimky

minimalné 1 rok po ukonceni terapie v pfipadé apexifikace nebo 6 mésici v pripadé

maturogeneze

- nebylo moZné provést matematickou korekci snimki

Zaznamy obsahovaly informace o pohlavi, véku, lokalizaci zubu, klinickych ptiznacich a
symptomech, pfitomnosti  periapikdlniho  nalezu, radiologické délce korene,

rentgenologickém povrchu korene a délce sledovani.

Apexifikace hydroxidem vapenatym byla provddéna konvencénimi vyplachy 1% chlornanem
sodnym a dlouhodobou aplikaci hydroxidu vapenatého po primérnou dobu 26,5 mésice.

Maturogeneze byla provedena podle doporuceni AAE s vyuzitim hydroxidu vapenatého.

8.1.2 Matematicka korekce rentgenovych snimku

Pro korekci odchylek projekci jsme zvolili postup matematické korekce dle Boseho (171).
Diagnosticky snimek, pfipadné snimek ihned po ukonceni terapie byl spolu s kontrolnim
snimkem uloZen ve formatu JPEG a preveden do programu Image J (verze 1.49, National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA), jenz slouzi k méreni a ukladani vysledkd.

K matematické minimalizaci moZnych rozdild mezi diagnostickymi a kontrolnimi snimky,
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které mohly byt zplsobeny rozdilnymi projekcemi, byl vyuZzit plug-in aplikace TurboReg
(Biomedical Imaging Group, Swiss Federal Institute of Technology, Lausanne, Svycarsko).
Algoritmus pluginu TurboReg provede slucovaci geometrickou transformaci (angl. affine
transformation) u dvou rentgenovych snimk(, aby projekce byly srovnatelné na obou
snimcich. Podle dfive popsané metodiky (171, 211) byl vybran diagnosticky snimek nebo
snimek pofizeny ihned po ukonceni terapie, ktery se nejvice bliZil izometrické a ortoradialni
projekci. Tento snimek nazyvame zdrojovy. Kontrolni snimek, jenz ma byt upraven, nazyvame
cilovy snimek. Na obou snimcich — jak zdrojovém, tak cilové snimku — zaznacime tfi
referencni body, které nam vymezi referencéni plochu na snimcich. Referenc¢nimi body mohou
byt pouze body, které jsou jednoduse urcitelné a v case neménné. V nasem pfipadé se
jednalo zvlasté o cementosklovinné hranice, okraje vyplni a apexy zub( sjiz ukonfenym
vyvojem. Zvlastni zretel byl bran na to, aby byly body vzdaleny od sebe co nejvice a aby se
pozice referencnich bod(l v ¢ase neménila (napf. neprofezané zuby, nebo apexy zubUl s jesté
neukoncenym vyvojem). U vSech snimk{ bylo mozné najit vhodné referencni body. U vSech
snimk{ byl vybran automaticky moéd (angl. automatic mode) pro korekci snimkd, aby byla
eliminovana mozna chyba hodnoticiho. Kompletni postup geometrické korekce je zobrazen

na obrazové dokumentaci.
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Obr. 13: Postup geometrické korekce projekci snimka. Vlevo snimek zdrojovy, uprostied snimek
cilovy. Na obou snimcich jsou zaznaceny referenéni body. Vpravo ovladaci panel.
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8.1.3 Stanoveni rentgenologického piirtstku tvrdych zubnich tkani

Pro hodnoceni zisku tvrdych zubnich tkani se zpocatku vyuZivala technika dle Boseho (171),
ktery méfil tloustku stény kotfene v pfechodu mezi stfedni a apikalni tfetinou. Problematické
na této technice je méreni pouze vjednom misté, které je navic obtizné urcitelné, pokud
dochazi k pokracovani ristu korfene do délky. Nevyhody této techniky do velké miry eliminuje
technika radiologického povrchu zubu dle Flakea (angl. radiological root area, RRA) (212).
Tato technika prokazala vysokou miru shody mezi hodnotiteli a nebyl pritomen Zadny vliv

hodnotitele na méreni (212).

Radiologicky povrch kofene byl vypocten podle vzorce:
RRA = RPCK — RPKK

kde hodnoty RPCK (radiologicky povrch celého korfene) a RPKK (radiologicky povrch
korenového kanalku) byly zméreny pomoci funkce ,polygon” programu Image J (verze 1.49,
National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Touto funkci se ohranicil pomoci co
nejvétsiho poctu bodl povrch celého korene, respektive povrch kofenového kandlku.
Radiologicky povrch korene byl stanoven pétkrat na snimcich po slu¢ovaci geometrické
korekci a z téchto hodnot byla vytvorena primérna hodnota. Vzhledem k rdznému rozliseni
snimk( nebylo moZné vyuzit absolutni hodnoty, a tak jsme pfistoupili k hodnoceni relativnich

hodnoty — tj. procentualni zméné oproti stavu na pocatku terapie.

Obr. 14 a 15: Diagnosticky snimek (vlevo) a upraveny kontrolni snimek (vpravo).
Na obou je vyznacen rentgenologicky povrch korene.
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8.1.4 Stanoveni zmény délky koi‘ene

Pro stanoveni zmény délky kofene jsme vyuZili techniku, jiz popsal Bose (171). Vyuzili jsme
funkci ,straight line” programu Image J (verze 1.49, National Institute of Health, Bethesda,
MD, USA). Spojenim cementosklovinné hranice a radiologického apexu zubu jsme ziskali
,radiologickou délku kofene”. Toto méreni jsme opakovali pétkrat. Hodnoty byly po tydnu
opétovné zméreny, aby byla zajisténa reprodukovatelnost méreni. Jako zavérecnou
radiologickou délku kofene jsme brali primérnou hodnotu ze vSsech namérenych hodnot pro
dany rentgenovy snimek. Vzhledem krlznému rozliSeni snimkl nebylo moziné vyuzit
absolutni hodnoty, a tak jsme pfistoupili k hodnoceni hodnoty relativni — tj. procentualni

zmény oproti stavu na pocatku terapie.

F I

Obr. 16 a 17: Diagnosticky snimek (vlevo) a upraveny kontrolni snimek (vpravo).
Na obou je vyznacena radiologicka délka korene.

8.1.5 Klinicka dspésnost

Klinické a radiologické kontroly byly provadény v 3mésicnich intervalech v prvnim roce a
nasledné co Sest mésicl. V prlibéhu kazdé kontroly bylo provedeno cilené klinické vysetrent,
zda je zub asymptomaticky, a byl zhotoven kontrolni snimek. Zub byl vyhodnocen jako
klinicky klidny v pfipadé, pokud nebylo pfitomno periapikdlni projasnéni na kontrolnim

snimku a zub byl pfi klinickém vysetfeni asymptomaticky.
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8.2 Statisticka analyza a vysledky

8.2.1 Stanoveni rentgenologického povrchu kofrene

V plvodni praci byl pro stanoveni zmény rentgenologického povrchu korene vyuzit Mann-
Whitneyho U-test (213), ktery je vnaSich koncinach spiSe zndm jako dvouvybérovy
Wilcoxon(v test. Jednd se o neparametricky test, ktery je u normalni distribuce dat témér
stejné presny jako studentlv t-test. Diky témto vyhodach jsme jej i my vyuZili pfi porovnani

|écebnych modalit.

8.2.1.1 Maturogeneze

Normalitu hodnot nezamitdme (Shapiro-Wilk(v test p =0,2138). Nulovou hypotézu, Ze pfi
oSetfeni maturogenezi se rentgenologicky povrch kofene po oSetfeni neméni, zkoumame
studentovym T-testem. Nulovou hypotézu zamitame (p = 0,007). Nar(lst rentgenologického
povrchu kofene je statisticky vyznamny a cini 16 % (prdmérnd hodnota zmény RRA pfi

maturogenezi).

8.2.1.2 Apexifikace Ca(OH):

Normalitu hodnot zamitdme (Shapiro-Wilklv test p=0,0012). Nulovou hypotézu, Ze pfi
oSetreni apexifikaci Ca(OH), se rentgenologicky povrch kofene po oSetfeni neméni,
zkoumame jednovybérovym Wilcoxonovym testem. Nulovou hypotézu nezamitame
(p =0,5771). Zména rentgenologického povrchu kofene neni statisticky vyznamna a ¢ini 5,9 %

(primérna hodnota zmény RRA pfi apexifikaci Ca(OH),).

8.2.1.3 Rozdily mezi lé¢ebnymi modalitami

Nulovou hypotézu, Ze neni rozdil mezi maturogenezi a apexifikaci Ca(OH), zkoumame
neparametrickym dvouvybérovym Wilcoxonovym testem (p = 0,041). Rozdil mezi lécebnymi
modalitami, co se tyce zvétseni rentgenologického povrchu korene, je vyznamny ve prospéch

maturogeneze.
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Graf 1: Grafické znazornéni procentudlni zmény rentgenologického povrchu kofene v zavislosti na

zvolené metodé lécby

8.2.2 Stanoveni zmény rentgenologické délky koi‘ene

8.2.2.1 Maturogeneze
Normalitu hodnot zmény rentgenologické délky zamitame (Shapiro-Wilk(yv test p = 0,02872).
Nulovou hypotézu, Ze rentgenologicka délka se po oSetfeni maturogenezi neméni,
zkoumame jednovybérovym Wilcoxonovym testem. Nulovou hypotézu zamitame
(p=0,01563). Zména rentgenologické délky po oSetfeni je statisticky vyznamna, a to

v priméru o 5,3 %.

8.2.2.2 Apexifikace Ca(OH):
Normalitu hodnot zamitdme (Shapiro-Wilklv test p=0,00047). Nulovou hypotézu, zZe
rentgenologickd délka se po oSetfeni Ca(OH), neméni, zkoumame jednovybérovym
Wilcoxonovym testem. Nulovou hypotézu zamitame (p = 0,004883). Zména rentgenologické

délky po osSetreni je statisticky vyznamna, a to v prliméru o 3,56 %.

8.2.2.3 Rozdily mezi lé¢ebnymi modalitami
Nulovou hypotézu, Ze neni rozdilu mezi maturogenezi a apexifikaci Ca(OH), zkoumame

neparametrickym dvouvybérovym Wilcoxonovym testem. Nulovou hypotézu nezamitame
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(p=0,939). Rozdily ve zméné délky kofene mezi léebnymi modalitami nejsou statisticky

signifikantni.
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Graf 2: Grafické znazornéni procentudlni zmény rentgenologické délky kofene v zavislosti na zvolené
metodé lécby

8.2.3 Klinicka dspésnost
Porovnani klinické Uspésnosti obou Ié¢ebnych modalit jsme vzhledem k malé cetnosti hodnot
zkoumali neparametrickym Fisherovym faktoridlovym testem. Nulovou hypotézu, Ze mezi

Uspésnostmi jednotlivych Ié¢ebnych modalit neni rozdil, nezamitame (p = 0,5459).

8.3 Diskuse

Klinicka Uspésnost obou lécebnych postupl je dle nasich vysledkd shodnd. Je ale nutné
zdUraznit, Ze vzorek pacientl je maly, cozZ je ale dano malou incidenci pfipadl stalych zubu
s neukoncenym vyvojem a nekrotickou dfeni. Z naSeho pohledu je nezbytné zdlraznit, Ze u
silné infikovaného systému kofenovych kanalkd je nutné predpokladat pritomnost vysoce
vyzralého biofilmu. V tomto pripadé je zvySené riziko, Ze vyplachovy protokol dle AAE bude
méné ucinny. Je to dano tim, Ze mechanické odstranéni biofilmu v pribéhu opracovani
kofenového kanalku je eliminovano uUplné a proteolytické plsobeni chlornanu sodného na
extracelularni matrix biofilmu je v disledku jeho nizké koncentrace nizsi. To mUZe vést pouze
ke kratkodobému snizeni mnozstvi bakterii a selhani terapie za delsi ¢asovy Usek. Nicméné i
toto kratkodobé snizeni mnozstvi bakterii mizZe vytvorit podminky vhodné pro tvorbu

mineralizované tkané na povrchu korene, a tedy muizZe dojit k naplnéni sekundarnich cilt
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terapie, i kdyz primarni splnény nebudou (214). Tomu odpovida i zvySené riziko komplikaci u
maturogenezi (215).

Statisticky signifikantni je pfirGstek rentgenologického povrchu kofene a potazmo Sirky
korene. Toto zjiSténi odpovida predchozim studiim, které se touto problematikou zabyvaly.
Nami zmérenda zména rentgenologického povrchu kofene 16,3 % se da porovnat pouze
s jednou studii (213). Pouze orientacné se daji vyuzit studie, které méfrily Sitku kofene pouze
vjednom daném misté (171). Nékteré studie vSak neprokazaly signifikantni rozdil mezi
maturogenezi a apexifikaci, co se tyCe zmény rentgenologického povrchu kofene (215).
Charakter tkané je spiSe reparativni neZ regenerativni, a co se ty¢e mnozstvi a charakteru
tkané, jsou nepredvidatelné.

Na rozdil od pfirtstku rentgenologického povrchu kofene neni délkovy pfirGstek statisticky
signifikantni. Jak bylo prokazano Bosem, pfi aplikaci Ca(OH), pouze do koronalni poloviny pfi
apexifikaci Ca(OH), dochazi k signifikantnimu prodlouzeni kofene oproti aplikaci Ca(OH), do
celého systému korenovych kandlkd (171). MiZeme tedy predpokladat, Zze podstatnou roli na
prodlouZeni kotene do délky hraje Hertwigova epitelidlni pochva. Tomuto zjisténi odpovidaji i
dalsi studie, kde nebylo prodlouZeni signifikantni (215, 216). Existuji ale i studie, které
signifikantni rozdil v délce kofene prokazaly (11, 171, 217). Ve vsech téchto studiich byla
maturogeneze porovnavana s apexifikaci, at uz pomoci Ca(OH),, kde se hydroxid vapenaty
aplikoval do celého kofenového systému, nebo MTA. Pokud se hydroxid vapenaty u
apexifikace pouzije tak, aby nebyla nadmérné traumatizovana Hertwigova epitelidlni pochva,

miZeme ve zméné délky korene predpokladat podobné vysledky.

8.4 Zavér

Dle nasich vysledk(l neni mezi maturogenezi a apexifikaci pomoci Ca(OH), rozdil v klinické
Uspésnosti a rentgenologické zméné délky korene. Signifikantni rozdil je ale ve zméné

rentgenologického povrchu korene, jenz je u maturogeneze vétsi nez u apexifikace Ca(OH),.
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Srovnani tvrdosti materialu MTA v zavislosti na vlastnostech

okolniho prostredi metodou nanoindentace

9.1 Uvod

V poslednich dvaceti letech doslo v endodoncii k bouflivému vyvoiji, ktery byl podminén
uvedenim novych materidl, nastroji a operacniho mikroskopu do klinické praxe. Jednou ze
zasadnich novinek, ktera vyrazné zmeénila strategii i vysledky osetfeni, bylo uvedeni kalcium-
silikatovych cementl na trh. Tyto hydraulické cementy se na rozdil od ostatnich materialQ
vyuzivanych vendodoncii a celkové vzubnim Ilékarstvi vyznaduji tim, Ze tuhnou za
pfitomnosti vlhka. Kromé toho se kalcium-silikitové cementy projevuji vynikajici
biokompatibilitou a zfetelnym osteokonduktivnim plsobenim (218). Tyto jejich vlastnosti
umoznily rychlé, precizni a predvidatelné oSetfeni stavi v endodoncii, které dfive nebylo

mozné resit konzervativné.

Plavodné byly tyto materidly doporucovany pro retrogradni vyplné pfi apikektomiiich (219) a
pro kryti iatrogennich perforaci kofene zubu (220). S postupem casu ale bylo publikovano
velké mnozstvi praci, kde jsou doporuceny i pro osetfovani jinych klinickych stav( jako napf.
zevni cervikalni invazivni resorpce, apexogeneze, endodontické vykony se zachovanim vitality
zubni dfené, vnitfni granulomy, nebo i k ortogradnimu plnéni Sirokych korenovych kanalk
(221). Rozsireni indikacniho spektra pro kalcium-silikatové cementy ptineslo i otazky ohledné
spravného klinického postupu pfi jejich vyuziti. JelikoZ tyto cementy se radi mezi hydraulické,
potrebuji ke svému ztuhnuti pfitomnost vlihka. Pfi vyuziti silnéjSich vrstev cementu nemusi
probéhnout v korondlnich ¢astech kofenové vyplné chemicka reakce tak, jak probéhne
apikalné v kontaktu svlhkosti periapikalni oblasti. V téchto pripadech je doporucovan
dvoudoby postup s aplikaci vatové ¢i molitanové peletky svodou pro vytvoreni vihkého
prostfedi i intrakanalikuldrné nad kofenovou kalcium-silikdtovou vyplni (13). Dosud ale

neexistuji jasna doporuceni, u kterych vykonu je vhodné tento dvoudoby postup provést.

9.2 Material a metodika

Testovani tvrdosti materialu pomoci indentace se jiz delSi dobu vyuZiva ke zhodnoceni kvality
a progrese hydratacnich procest a jako indikator kvality ztuhnuti materidlu (222, 223).
Nevyhodou tohoto postupu je nutnost mit vzorky alesponn 6 mm silné a 12 mm Siroké. To ale

naprosto neodpovida klinickym situacim, v kterych jsou tyto materialy pouzivany, kde nelze
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takto silné vrstvy materidlu redlné dosahnout. Proto je moZno vysledky téchto testl
porovnavat pouze vramci jednotlivych experimentdlnich praci. Dalsi nevyhodou je
nemoznost zjisténi kvality ztuhnuti v riznych hloubkach materialu (224). K prekonani téchto
nevyhod jsme pfristoupili ke zhotoveni longitudindlnich vybrus( vzork( a stanoveni tvrdosti

materialu v riznych hloubkach pomoci nanoindentace.

9.2.1 Zhotoveni vzorki

VyuZili jsme vélcovité polyethylenové formy o vnitfnim priméru 1 mm a délce 12 mm,
abychom simulovali tvar Siroce otevieného korenového kandlku. U prvni experimentalni
skupiny jsme jeden konec formy uzavreli 1,5 mm silnou vrstvou tekutého kompozitniho
materialu (Filtek Ultimate Flowable Restorative, 3M ESPE, Seefeld, Némecko). Po jeho
vytvrzeni jsme do formy vlozZili 1,5 mm vilhké vaty. U druhé experimentalni skupiny jsme
jeden konec formy uzavreli 3 mm silnou vrstvou téhoZ tekutého kompozitniho materidlu.
Nasledné jsme zbytek formy vyplnili materidlem ProRoot MTA (ProRoot MTA, Dentsply,
Tulsa, USA), ktery se vSeobecné povazuje za zlaty standard mezi kalcium-silikatovymi
cementy. Nasledné jsme cely vzorek kromé konce zaplnéného materidlem ProRoot MTA
natreli lakem, abychom vyloucili mozny prilnik vihkosti mimo simulované foramen apicale. Po
péti dnech inkubace pfi teploté 36°C a 80% vlhkosti jsme nasledné rozbrousili
polyethylenové formy a ziskali standardizované vzorky o délce 9 mm a prdméru 1 mm. Ty
jsme poté zalili do polymethylmetakrylové hmoty (Dentacryl, Spofa dental, Novy Ji¢in, CR),

aby bylo mozné zhotovit vybrusy.

9.2.2 Uprava vzorki

Nasledné jsme takto vytvorené vzorky upravili vicestupnovym procesem. Longitudinalni fezy
byly vytvoreny odbrousenim horni poloviny cementovych valcl podél delsi osy. Nasledné
byly tyto pricné fezy brouseny a lestény za pomoci brusného prasku karbidu kifemiku
v postupné klesajici zrnitosti F600 (Silicone Carbide Powder #600, Struers, Ballerup, Dansko) a
F800 (Silicone Carbide Powder #800, Struers, Ballerup, Dansko). Findlni Gpravou bylo lesténi
diamantovou suspenzi s velikosti zrna 0,25 um. Pfi vSech operacich bylo pouzZito chlazeni

vodou, aby nedoslo k prehfati vzorka.
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9.2.3 Testovani mechanickych vlastnosti

Tvrdost a modul pruznosti byly uréeny prostfednictvim instrumentované vtiskové zkousky
pomoci univerzalniho méficiho systému NanoTest vybaveného diamantovym Berkovi¢ovym
indentorem. Podstatou zkousky je vnikani indentoru presné definovanych rozmérld a
geometrie do zkusebniho vzorku, pficemzZ je kontinudlné snimana zatézova sila a poloha
hrotu. Zaznamem zkousky je potom tzv. indentacni ktivka, kterd je v podstaté identicka pro
dany material. Pro analyzu kfivek a extrakci materidlovych charakteristik (tvrdost, modul
pruznosti) jsme pouZzili standardni metodu (225).

Méreni byla provedena na pricném rezu ve tfech oblastech umisténych v koronalni, centralni
a apikalni oblasti. V kazdé oblasti bylo provedeno méreni v 16 bodech umisténych v matici

4x4, kde vzdalenost vtisk(l byla 200 um (Obr. 18). Celkem tedy bylo provedeno 48 méreni

tvrdosti a modulu pruznosti pro jeden vzorek.

Obr. 18: Vylestény vzorek materialu ProRoot MTA s maticemi bod(, kde bylo provedeno méreni
nanoindentaci. Nahofe — cela vrstva materidlu. Dole — detail jednotlivych Usekd.

9.3 Vysledky
9.3.1 Tvrdost

9.3.1.1 Vliv hloubky

A) Vzorky s vihkym intrakanalikularnim prostfedim
Normalitu hodnot zamitdme (Shapiro-Wilkiv test, p = 2,04-10%, 0,001547 a 1,756-10° pro

koronadlni, centraini a apikalni tfetinu).
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Nulovou hypotézu, Ze mezi tvrdostmi v jednotlivych tretindch neni rozdil, testujeme
neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem. Hypotézu nelze zamitnout (p =0,1049) a
mizZeme prohlasit, Ze mezi tvrdostmi v rlznych vzdalenostech od simulovaného apexu neni

rozdil.

B) Vzorky se suchym intrakanalikularnim prostiedim
Normalitu hodnot zamitdme (Shapiro-Wilkav test, p = 0,000207; 1,386-107 a 1,618:10° pro
koronalni, centralni a apikalni tfetinu).
Nulovou hypotézu, Ze mezi tvrdostmi v jednotlivych hloubkach neni rozdil, testujeme Kruskal-
Wallisovym testem. Hypotézu nelze zamitnout (p =0,2192) a mlZeme prohlasit, Ze mezi

tvrdostmi v rliznych vzdalenostech od simulovaného apexu neni rozdil.

9.3.1.2 Vliv intrakanalikuldrniho prostredi

A) Apikalni tfetina
Normalitu hodnot zamitame (Shapiro-Wilkilv test, p = 1,756-10° a 1,618-:10° pro pfipad se
suchym intrakanalikularnim a vlhkym intrakanalikularnim prostfedim).
Nulovou hypotézu, Ze mezi tvrdostmi v apikalni tretiné v pfipadé svlhkym a suchym
intrakanalikuldarnim prostfedim neni rozdil, testujeme dvouvybérovym Wilcoxonovym
testem. Hypotézu zamitame (p = 0,0001625) a mlzZeme prohlasit, Ze mezi pfipadem s vihkym
a suchym intrakanalikuldrnim prostfedim je rozdil. Vyssi tvrdost kalcium-silikatového

cementu v apikalni tfetiné je v pripadé, pokud je pritomno vihké intrakanalikularni prostredi.

B) Centralni tfetina

Normalitu hodnot zamitdme (Shapiro-Wilk(iv test, p = 0,001547 a 1,386-10” pro ptipad se

suchym a vlhkym intrakanalikularnim prostredim).

Nulovou hypotézu, Ze mezi tvrdostmi v centralni tfetiné v pfipadé svlhkym a suchym
intrakanalikuldarnim prostfedim neni rozdil, testujeme dvouvybérovym Wilcoxonovym
testem. Hypotézu zamitame (p = 0,004634) a mlUzeme prohlasit, Ze mezi pripadem s vatou a
bez vaty je rozdil. Vyssi tvrdost kalcium-silikditového cementu nastava v pfipadé, pokud je

v centrdlni tretiné pfitomno vlhké intrakanalikularni prostredi.

C) Koronalni tfetina
Normalitu hodnot zamitéme (Shapiro-Wilkdv test, p =2.04-10% a 0,000207 pro pfipad se

suchym a vlhkym intrakanalikularnim prostredim).

43



Nulovou hypotézu, 7Ze mezi tvrdostmi v korondlni trfetiné v pripadé svlhkym a suchym
intrakanalikularnim prostredi neni rozdil, testujeme dvouvybérovym Wilcoxonovym testem.
Hypotézu zamitéme (p =4,005-10"°) a muazeme prohlasit, 7 mezi pfipadem svlhkym a
suchym intrakanalikularnim prostfedim je rozdil. Vyssi tvrdost kalcium silikatového cementu

nastava v pripadé, pokud je pfitomno vlhké intrakanalikularni prostredi.

9.3.2 Modul elasticity

9.3.2.1 Vliv hloubky

A) Vzorky s vilhkym intrakanalikularni prostiedim
Normalitu zamitdme v centrdlni a koronalni tretiné (Shapiro-Wilkiv test, p =0,004323,
4,427-10™").
Nulovou hypotézu, Ze mezi hodnotou modulu pruznosti v jednotlivych tfetinach neni rozdil,
testujeme Kruskal-Wallisovym testem. Hypotézu zamitdame (p =0,002063) a mulZeme
prohlasit, Ze mezi moduly elasticity je rozdil. Neparametrickym porovnanim jsme zjistili, Ze
rozdil je mezi apikalni a koronalni tfetinou, kdy koronalni tfetina ma signifikantné vyssi modul

elasticity. Rozdil mezi korondlni a centralni tfetinou ale nebyl signifikantni.

B) Vzorky se suchym intrakanalikularnim prostiedim
Normalitu zamitame jen v centralni tfetiné (Shapiro-Wilk(v test, p = 0,01399).
Nulovou hypotézu, Ze mezi hodnotou modulu elasticity v jednotlivych tfetinach neni rozdil,
testujeme Kruskal-Wallisovym testem. Hypotézu zamitdame (p=0,001248) a muizZeme
prohlasit, Ze mezi moduly elasticity je rozdil. Neparametrickym porovnanim jsme zjistili, Ze
rozdil je mezi apikalni a centralni tfetinou a mezi centralni a koronalni tfetinou. Centralni
tretina méla signifikantné vyssi modul elasticity neZ ostatni dvé tretiny. Nutno podotknout, Ze

tato signifikance je hranicni.

9.3.2.2 Vliv intrakanalikuldrniho prostredi

A) Apikalni tfetina
Normalitu zamitame v pfipadé se suchym intrakanalikularnim prostfedim (Shapiro-Wilk(v
test, p = 0,5749 a 4,427-10™° pro pripad se suchym a vlhkym intrakanalikularnim prostfedim).
Nulovou hypotézu, Ze mezi modulem elasticity v apikalni tfetiné v pfipadé s vihkym a suchym
intrakanalikuldarnim prostfedim neni rozdil, testujeme dvouvybérovym Wilcoxonovym

testem. Hypotézu zamitame (p = 5,061-:10®) a maZeme prohlasit, 7e mezi p¥ipadem s vihkym
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a suchym intrakanalikuldarnim prostfedim je rozdil. Vyssi modul elasticity je v pfipadé

s vlhkym intrakanalikularnim prostredim.

B) Centralni tfetina
Normalitu hodnot zamitame (Shapiro-Wilk(v test, p=0,01399 a 0,004323 pro pfipad se
suchym a vlhkym intrakanalikularnim prostredim).
Nulovou hypotézu, Ze mezi moduly elasticity v centralni tretiné v pfipadé s vlhkym a suchym
intrakanalikuldarnim prostfedim neni rozdil, testujeme dvouvybérovym Wilcoxonovym
testem. Hypotézu zamitdme (p = 6,107-10°) a m(izeme prohlasit, Ze mezi pfipadem s vihkym
a suchym intrakanalikuldarnim prostfedim je rozdil. Vyssi modul elasticity je v pfipadé

s vlhkym intrakanalikularnim prostredim.

C) Koronalni tfetina

Normalitu hodnot jsme nezamitli (Shapiro-Wilkav test, p = 0,06487 a 0,5722 pro pripad se
suchym a vlhkym intrakanalikularnim prostfedim). Nezamitli jsme ani shodu rozptyll (F-test,
p =0,3566).

Nulovou hypotézu, Ze mezi moduly elasticity v koronalni tfetiné v pfipadé s vihkym a suchym
intrakanalikuldarnim prostfedim neni rozdil, testujeme studentovym T-testem. Hypotézu
zamitdme (p=2,2-10"°) a miZeme prohlasit, e mezi ptipadem svlhkym a suchym
intrakanalikuldarnim prostfedim je rozdil. Vyssi modul elasticity je v pripadé svlhkym

intrakanalikularnim prostredim.
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Graf 3: Grafické znazornéni zmény tvrdosti a modulu elasticity v zavislosti na vlastnostech vnitfniho
prostredi. SIP — suché intrakanalikularni prostredi, VIP — vihké intrakanalikularni prostredi

9.4 Diskuse

Testovani tvrdosti materialu je zaloZzeno na resistenci materialu vici deformaci. Da se tak
testovat kvalita a progrese hydratacnich reakci a Ize jej brat jako indikator ztuhnuti materialu
(222, 223). Predchozi publikace upozornily na vliv podminek pfi tuhnuti materidlu na jeho
mechanické vlastnosti, a to zvlasté na tvrdost materidlu (226). Pro presné porovnani mezi
vzorky a mezi jednotlivymi studiemi je nutné mit vzorky alespori 6 mm silné a 12 mm Siroké.
Navic musi byt dostatecné vylesténé. Tyto podminky naprosto neodpovidaji klinickému
vyuziti danych materialQ, a tudiz jsou jednotlivé vysledky porovnatelné pouze v ramci jedné

experimentalni prace (224).
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V soucasné dobé pouZivané testovani tvrdosti dle Vickerse je zaloZzeno na provedeni vtisku o
dané sile. Tento vtisk ma za idealnich podminek tvar Ctverce, ale v redlnych podminkach

Castéji vidime tvar kosoctverce. Podle velikosti Uhlopficek se dopocita tvrdost materialu dle

vzorce

F
HV:k*ﬁ

HV — tvrdost materialu; k — koeficient; F — velikost sily; d — pridmér uhlopricek

Velikost vtisku je pomérné velkd a da se pouzit pouze v horizontalni roviné v jedné predem
dané vzdalenosti, kde navic nejde vérné nasimulovat intrakanalikularni podminky. Dalsi
nevyhodou tohoto postupu je nemoznost ziskani dalsSich informaci o vlastnostech materidlu,
jelikoz vyse popsanou technikou se da zjistit pouze tvrdost materidlu. PFfi vyuziti
nanoindentacni zkousky dle Berkovice ziskdvame i informaci o modulu pruznosti materidlu.
V soucasné dobé jsou dostupné informace, které naznacuji, Zze vliv intrakanalikularniho
prostfedi nema vliv pti tuhnuti kalcium-silikatovych cementt do 2 mm (227) nebo 4 mm (228,

229).

Z nasich vysledk( lze vyvodit, Ze vlhké intrakanalikularni prostfedi ma pozitivni efekt na
hydratacni reakci pfi tuhnuti kalcium-silikdtového cementu ProRoot MTA ve vzdalenosti O-

3 mm, 3-6 mm i 3-9 mm od simulovaného foramen apicale. To se projevilo signifikantné vétsi

tvrdosti a modulem pruznosti materidlu pfi porovnani mezi jednotlivymi skupinami.

Vliv vzdalenosti od simulovaného foramen apicale nebyl pfi testovani tvrdosti materialu
signifikantni ani pfi vlhkém, ani suchém intrakanalikularnim prostredi. Pfi testovani modulu
elasticity byl signifikantni rozdil mezi koronalni a apikalni tfetinou u vzorkd svlhkym
intrakanalikularnim prostfedim. Koronalni tfetina méla signifikantné vétsi modulus pruznosti.
U skupiny se suchym intrakanalikularnim prostfedim byl modulus pruznosti nejvétsi

v centralni tretiné.

Nase zjiSténi podporuji myslenku, Ze pritomnost vihkého intrakanalikularniho prostredi
prispiva k lepSimu pribéhu hydratacnich proces( pfi tuhnuti kalcium-silikdtového cementu
ProRoot MTA v celé tloustce materidlu. V nékterych studiich je zminéno, Ze pfitomnost
suchého ¢i vihkého intrakanalikularniho prostiedi nema signifikantni vliv na apikalni utésnéni

pfi vyuziti kalcium-silikdtovych cementll o tloustce 3 mm (230) a 5mm (231). PFi vyuZiti
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kalcium-silikatovych cement o mensich tloustkach maze hrat vyraznou klinickou roli i kvalita

probéhlé hydratacni reakce a nasledné apikalni utésnéni.

9.5 Zavér

V ramci dostupnych informaci a omezenich vyplyvajicich z této laboratorni studie mize byt
vyhodné vyuzivat dvoudoby postup s vlhkym intrakanalikularnim prostfedim pfti klinickych
situacich, kde vyuZivdme kalcium-silikdtové cementy o tloustce mensi nez 3 mm (napf.

maturogeneze, kryti perforaci apod.)
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11 Seznam zkratek

AAE — Americka asociace endodontistl (angl. American Association of Endodontists)

bFGF — bazicky fibroblastovy rlistovy faktor (angl. basic fibroblast growth factor)
BMP - kostni morfogeneticky protein (angl. bone morphogenetic protein)

BMSC — kmenové buriky kostni diené (angl. bone marrow stem cells)
DPSC — kmenové buriky zubni difené (angl. dental pulp stem cells)

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina (angl. ethyldiamintetraacetic acid)

FGF-2 — fibroblastovy rlistovy faktor 2 (angl. fibroblast growth factor 2)

HA/TCP — hydroxyapatit/trikalcium fosfat

hPCy-MSC — kmenové bunky periapikalnich cyst (angl. human periapical cyst — mesenchymal stem
cells)

iPAPSC — kmenové buriky periapikalniho zanétu (angl. inflammatory periapical stem cells)
MAP — jednoslozkova antibioticka pasta (angl. mono antibiotic paste)

MSCs — mesenchymalni kmenové burky (angl. mesenchymal stem cells)

MTA — angl. mineral trioxide agreggate

PDGF — rUstovy faktor izolovany z desticek (angl. platelet derived growth factor)

PDLSC — kmenové buriky z periodontalnich ligament (angl. periodontal ligament stem cells)

PL-MSC — kmenové buriky periapikalni I1éze (angl. periapical lesion — mesenchymal stem cells)
PRP - plazma bohatd na desticky (angl. platelet rich plasma)
RDT - opakované zubni trauma (angl. repeated dental trauma)

SCAP — kmenové buriky izolované z apikalni papily (angl. stem cells of apical papilla)

SIP — suché intrakanalikuldrni prostredi

TAP - trojslozkova antibioticka pasta (angl. triple antibiotic paste)

VEGF — cévni endotelovy ristovy faktor (angl. vascular endothelial growth factor)

VEGFR — receptor cévniho endotelového ristového faktoru (angl. vascular endothelial growth factor
receptor)
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VIP — vlhké intrakanalikularni prostredi

TGF-B1 — transformacni rlstovy faktor — beta 1 (angl. transforming growth factor — beta 1)

68



12 Seznam obrazku

Obr. 1: Schematicky nakres plnéni technikou vnitini matrice

Obr. 2: Schematicky nakres zdroji kmenovych bunék. DPSC — Dental pulp stem cell, SCAP — Stem
cells of apical papilla, PDLSC — Periodontal ligament stem cells, iPAPSCs — inflammatory periapical
stem cells, BMSCs — Bone marrow stem cells

Obr. 3: Trepanace horniho stfedniho fezdku po nasazeni kofferdamu. Zde dosazeno
sanguinopurulentniho exsudatu.

Obr. 4: Zavedeni kofenové nastroje pro zhotoveni méficiho snimku

Obr. 5: MéFici snimek

Obr. 6: Aplikace hydroxidu vapenatého do kofenového kanalku

Obr. 7: Hydroxid vdpenaty byl aplikovan pouze do korondlni poloviny kofenového kanalku
Obr. 8: Aplikace kalcium-sulfatové hmoty

Obr. 9: Adhezivni laminace kalcium-sulfatové hmoty tekutym kompozitem

Obr. 10: Stav po indukci krvaceni a stabilizaci koagula v oblasti cementosklovinné hranice
Obr. 11: Aplikace kalcium silikdtového cementu MTA na stabilizované koagulum

Obr. 12: Adhezivni rekonstrukce zubu

Obr. 13: Postup geometrické korekce projekci snimkd. Vlevo snimek zdrojovy, uprostfed snimek
cilovy. Na obou snimcich jsou zaznaceny referenéni body. Vpravo ovladaci panel.

Obr. 14 a 15: Diagnosticky snimek (vlevo) a upraveny kontrolni snimek (vpravo).
Na obou je vyznacen rentgenologicky povrch korene.

Obr. 16 a 17: Diagnosticky snimek (vlevo) a upraveny kontrolni snimek (vpravo).
Na obou je vyznacena radiologicka délka korene.

Obr. 18: Vylestény vzorek materialu ProRoot MTA s maticemi bod(, kde bylo provedeno méreni
nanoindentaci. Nahofe — cela vrstva materidlu. Dole — detail jednotlivych Useka.
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Tab. 1: Pfehled ristovych faktor(l vyznamnych pro maturogenezi
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Graf 1: Grafické znazornéni procentudlni zmény rentgenologického povrchu kofene v zavislosti na
zvolené metodé léCby

Graf 2: Grafické znazornéni procentudlni zmény rentgenologické délky kofene v zavislosti na zvolené
metodé Iécby

Graf 3: Grafické znazornéni zmény tvrdosti a modulu elasticity v zavislosti na vlastnostech vnitfniho
prostredi. SIP — suché intrakanalikularni prostredi, VIP — vihké intrakanalikularni prostredi

71



15 Seznam odbornych publikaci autora

1. Prace souvisejici s disertacni praci:

Seznam ¢éldnki publikovanych v odbornych éasopisech s IF — hlavni autor:

Zizka R., Buchta T., Voborna I., Harvan L., Sedy J.: Root maturation in teeth treated by unsuccesful

revitalization: 2 case reports. Journal of Endodontics. 2016, 42(5): 724-729

Seznam ¢Eldnki publikovanych v odbornych éasopisech bez IF — hlavni autor

Zizka R., Skrdlant J., Mi3ova E.: Maturogeneze. LKS. 2015, 25(11): 220-228
Zizka R., Sedy J., Skrdlant J., Némcova N.: Maturogeneze. Cést 1. Uvod, anatomie, kmenové buriky,
rGistové faktory, vnitini matrice. Ceska stomatologie. 2016, 116(1): 20-26
Zizka R., Sedy J., Skrdlant J., Andél T., Némcova N.: Maturogeneze. Cast 2. Vyplachové protokoly,
medikace uvnitf kandalku. Praktické zubni Iékarstvi. 2016, 64(1): 3-8
Zizka R., Sedy J., Skrdlant J., Némcova N., Buchta T.: Maturogeneze. Cast 3. Klinicky protokol

- Pfijato do ¢asopisu Ceska stomatologie do tisku dne 13. 12. 2015
Zizka R., Skrdlant J., Azar B., Prukner V.: Maturogenesis. IOSR Journal of Dental and Medical Sciences
(I0SR-JDMS). 2016, 15(4): 60-66
Zizka R., Skrdlant J., Sedy J. Mikroskopické ortogradni osetfeni dnes invaginatus: kazuistika. LKS

- Prijato do ¢asopisu LKS do tisku dne 7. 3. 2016

Grantovy projekt

Projekt IGA_LF_2016_007
Tuhnuti kalcium silikatovych cementi v zavislosti na vlastnostech okolniho prostredi
Hlavni fesitel, poc¢atek feseni 03/2016

Publikovand abstrakta:

Zizka R.: ,Maturogeneze“ v Olomouci dne 20. 3. 2015 na konferenci stomatolog(i Usmév 015

(Sbornik abstrakt konference ,,Usmév 015“)

72



Zizka R., Sedy J., VIna M.: ,Endodontické o3etieni stalych zubd s neukonéenym vyvojem*“ v Senci dne
6.12. 2015 na X. kongresu mladych zubnych lekarov (Sbornik abstrakt ,X. kongres mladych zubnych
lekarov”)

Zizka R., Sedy J.: ,Radiografické a klinické vysledky o$etfeni zubl s neukonéenym vyvojem — srovnéni
apexifikace a maturogeneze” v Olomouci 8. 9. 2015 na Konferenci védeckych praci student( DPS.
(Sbornik abstrakt , Konference védeckych praci student DSP*)

Zizka R., Zapletalova Z.: ,Ortogradni mikrochirurgické oetfeni dens invaginatus — kazuistika“ dne

1. 4. 2016 (Sbornik abstrakt konference ,Usmév 016“)

Zizka R., Skrdlant J.: ,,Endodontické oetieni hornich premolar(“ dne 9. 10. 2015 na konference

Prazské dentalni dny 2015. (Sbornik abstrakt , Prazské dentalni dny 2015)

73



2. Ostatni publikace

Seznam clanki publikovanych v odbornych casopisech bez IF — hlavni autor:

Zizka R., Skrdlant J.: Termomechanicka kondenzace. Quintessenz: Mezinarodni ¢asopis pro zubni

|ékare a zubni techniky. 2014, 17(6):41-44

Zizka R., Sedy J., Skrdlant J., Némova N.: Apexlokdtor v praxi zubniho lékate. LKS

- Prijato do ¢asopisu LKS do tisku dne 11. 1. 2016

Seznam élankd publikovanych v odbornych éasopisech bez IF — spoluautor:

Voborna I., Foltasova L., Zizka R., Dubovska 1., Harvan L.: Centric relation registration possibilities,

Journal of Engineering (IOSR-JEN), 6(3): 1-3
Foltasova L., Zapletalova Z., Zizka R., Voborna I., Morozova Y., Cihalova L.: Accuracy and Reliability of

Age Estimation from Physiological Changes of Third Molars. IOSR Journal of Dental and Medical
Sciences (IOSR-JDMS), 15(2): 73-76

Harvan L., Kone¢na P., Voborna 1., Zizka R.: Porovnani cyklické Gnavy NiTi rotaénich nastroji

v endodoncii. In vitro studie. LKS, 26(5): 110-114

74



16 Souhrn poznatki dizertacni prace

Na zakladé ziskanych poznatk( z teoretické a praktické ¢asti dizertacni prace miZzeme prohlasit, Ze pfi
oSetreni stalych zub(l s neukonéenym vyvojem a nekrotickou difeni pomoci maturogeneze dochazi
k vétsi produkci mineralizované tkané a jeji apozici na vnitfni sténu korene. Histologicky se nejedna
o regeneraci, jelikoz vysledna tkan je vétsSinou smési cementu, periodontalnich ligament a vaziva.
Apozice tkani apikdlné a prodlouZeni kofene do délky neni zavislé na metodé |éCby a spiSe se odviji
od stavu Hertwigovy epitelialni pochvy.

Dale mGzeme prohlasit, Ze vlhké intrakanalikularni prostredi vede k lepsi hydratacni reakci kalcium
silikatového cementu MTA. Kvalitné ztuhly materidl ma lepsi mechanické vlastnosti a mél by Iépe
zabranit pripadnému bakterialnimu priniku. Vzhledem k dostupnym znalostem se zd3, Ze je vhodné
dvoudobé aplikovat materidl MTA zvlasté v pfipadech, kdy tloustka materidlu je spiSe mensi a
kvalitné ztuhly material je nezbytny pro Uspésnou terapii, napf. ptfi maturogenezi.
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