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Svetelna mikroskopie s prochazejicim
svetlem

* Vlyuziva spodniho zdroje svetla, které je soustredeno
kondenzorem, prochazi skrze tenky,

7/

pruhledny/prusvitny vzorek, obraz jim vykresleny je
zvetsen objektivem a pozorovan pres okular

* Mozneé zvetSeni od 10x do cca 400x (kombinaci
okularu a objektivu)
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Hlavni c¢asti optického mikroskopu

Okular

Okularovy tubus

Otocny nosi¢ objektiv
Objektiv

Drzak preparatu Stativ mikroskopu

Stolek

Kondenzor
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KrouZek dioptrické
korekce

Packa zmény optické
drahy

Refokusacni packa

Koletko nastaveni
apesumi cony ' Knoflik posunu
stolku ve sméru Y

Knoflik posunu
stolku ve sméru X

50i: Packa oviadani ND filtru
55i: Packa oviadani filtru
barevné kompenzace

Knoflik obnovy

Kole¢ko nastaveni Knoflik Tlatitko Nastavenijasu
clony zorného pole nastavenijasu  obnovy
nastaveni

Kole¢ko zaostreni
kondenzoru

KrouzZek nastaveni
tuhosti otaceni knofliku
makroposunu

Knoflik makroposunu

Knoflik mikroposunu

Hlavni vypinaé

Centrovaci Srouby
kondenzoru
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Nastaveni mikroskopu pro
pozorovani v prochazejicim svetle

Pomoci knofliku nastaveni
aperturni clony aperturni
clonu zcela otevrete

Pomoci knofliku nastaveni
, ! —_— clony zorného pole clonu
Pomoci knofliku zaostreni . y P >

I zorného pole zcela oteviete
kondenzoru kondenzor zdvihnéte

1. Pozapnuti mikroskopu 2. Otevrete zcela clonu zorného
zvednéte kondenzor do pole a aperturni clonu. )
nejvyssi polohy
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Pomoci drzaku
preparatu preparat
uchytte !

Pomoci knofliki posunu stolku ve smérech
XY umistéte do optické drahy tu ¢ast
preparatu, kterou chcete pozorovat

3. Do opticke drahy umistete objektiv
10x. Preparat uchytte, zafixujte v
drzaku a zaostrete na preparat
pomoci knifliku makro/mikroposunu

4,

Pomoci knofliku Vycentrujte
zaostreni kondenzor pomoci
kondenzoru centrovacich
kondenzor zaostfete $roubl kondenzoru

Nastavte kondenzor (zaostrenim a
vycentrovanim) tak, aby svétlo
prochazejici kondenzorem vytvorilo
obraz na spravném misté (ve stredu
optické drahy) povrchu preparatu.



AMRrA

Nastaveni kondenzoru

1. Zaclonte maximalné zorné pole.

2 . Otacejte koleckem zaostreni kondenzoru a
vytvorte na povrchu preparatu obraz clony
zorného pole.

3. Do optické drahy umistete objektiv 40x.
Zaostrete preparat knofliky
makro/mikroposunu.

4. Otacejte centrovacimi srouby kondenzoru tak
dlouho, az se clona zorného pole objevi ve stredu
zorného pole okularu. Nejsnadnéji toho dosahnete,
jestlize nastavite aperturu clony zorneho pole o
trochu mensi, nez je zorné pole okularu.

Clona zorného pole Clona zorného pole

Zorné pole okularu Zorné pole okularu

el
—_ l

Otacenim kolecka clony zorného
pole zaclonte clonu co nejvice

Knoflik zaostreni Centrovaci srouby
kondenzoru kondenzoru
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Nastaveni aperturni clony

Nastaveni aperturni clony kondenzoru urcuje
rozliSeni, jas, kontrast a hloubku ostrosti.

Zmenseni clony—— snizeni jasu a rozliseni,
zaroven zvyseni kontrastu a hloubky ostrosti

ZvétSeni clony — zvySeni jasu a rozlisent,
zaroven snizeni kontrastu a hloubky ostrosti

Aperturni clonu kondenzoru je potfeba
nastavit pro kazdy preparat a aplikaci zvlast

Optimalni kontrast je dosazen, kdyz bude
aperturni clona kondenzoru zaclonéna asi na
70 az 80 % maximalni apertury objektivu.

Krouzek aperturni clony

Maximalni numericka apertura je
uvedena na boku objektivu

Plan 40X

-

40x /{075 )

-----

0.75X0.7~0.8=0.525~0.6
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Nastaveni clony zorniho pole

Nastaveni oblasti preparatu, ktera ma
byt osvetlena

Clona zorniho pole by méla byt trochu
VetsSi nez zorné pole

Prilis velka clona— parazitni svéetlo, -]
kontrastu

:
Rl
e
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Opticky mikroskop s polarizaci
*  Prochazi-li svételny paprsek anizotropni latkou, dochazi u neho ke zmeéne,

které rikame polarizace

» Polarizacni mikroskopie = vyuziva linearne polarizované svétlo ziskané
pomoci polarizacnich filtrd

* Linearné polarizované sveétlo -> s vyuzitim 2 polarizacnich filtrd
 Polarizator - vlozeny do optické osi za polni Cocku osvetlovaci soustavy
* Analyzator - vlozeny pred okulary

* Anizotropni latka
* Jeji optické vlastnosti se lisi podle smeéru, kterym v ni svetlo prochazi
+ Schopnost rozdélit prochazejici svételni paprsek na dvé casti (dvojlom)

12
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Opticky mikroskop s polarizaci

»  Nastavime-li polarizator a analyzator rekombinovany paprsek
v v po interferenci
na nejvetsi jas, pak po vlozeni
anizotropniho objektu mezi tyto filtry
nastane zeslabeni obrazu a zmeéni se
jeho chromaticnost -> vyuziti pro

, . .. - analyzator
zobrazeni struktur, ktere jsou pri ; y
béinérjw pozZOorovani ,ne/viditelné, mimotadny &7 fadny paprsek
(hlavné pro pozorovani stresovych paprsek
linii v dentinu) dvojlomny

> objekt
linearné '
polarizovany =*

ze zdroje
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Opticky mikroskop s polarizaci
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Digitalni mikrofotografie

Aby jsme mohli pozorovaneé struktury analyzovat, je nutné vytvorit

si jejich obrazovy zaznam

Nutné spojeni kamery s mikroskopem - idealni trinokularova hlava
mikroskopu (2x okular + 1x nadstavec na kameru)

Potrebny software na digitalni zpracovani obrazu (NIS-Elements,,
Adobe Photoshop, ImageJ..)

Digitalni obraz = reprezentace skutecneho objektu v pocitaci

15
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Stavba zubu

3 tvrdé zubni tkané: 10 mm
Sklovina - kryje korunku S
Dentin - tvori hlavni cement hrafce sklovina

hmotu zubu

Cement - kryje krcek a
koren zubu

: drenova dutina
dentin

16
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Amelogeneze

17
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Amelogeneze

Detail zakladu zubu ve stadiu
zubniho zvonku na prafezu dolni
Celisti lidského plodu (6. mésic). Pulpa
skloviny (1) sklovinného organu hranici
s burikami stratum intermedium (2),
na které nasedd vrstva sekrecnich
ameloblastu (3), produkujicich
sklovinnou matrix (4). Na povrchu zubni
papily (5) se nachazi odontoblasty (6),
produkujici dentin (7), v tésné blizkosti
jesté nemineralizovany (predentin),
ve starsi vrstvé dal od odontoblastl v
blizkosti skloviny jiz mineralizovany.
Zdroj: Dumkova 2013

10
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Mikroskopické markery rastu na zubech
- povrch zubu

1. Perikymata
- Na povrchu skloviny
- Hlavne détska dentice
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Mikroskopické markery rastu na zubech
- povrch zubu v

2. Periadikularni prouzky

Koren

Nejsou viditelné na vsech
zubech (rozdilné tloustka
cementove vrstvy)

{e 21
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Mikroskopicke markery rastu na zubech
- histologicky rez

cuphp

" 'y limit of cuspal enamel
l- EDJ : uf‘elifod !:'a"“t'l
' i i TS 98
- Hranice dentin-sklovina v»{, G
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Mikroskopické markery rastu na zubech
- histologicky rez

2. Linie oddélujici prismy § |
- Prism boundaries ) i

- Od EDJ smerem ven
- Dusledek amelogenezy

23
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Mikroskopické markery rastu na zubech
- histologicky rez

2. Linie oddélujici prismy
- Pravidelné vlnéeni
- Dekusace (hrbolek vyrazné)

- Hunter-Schregerovy prouzky
— skupinky rtzne se vinicich
prizmat; koncetrovanejsi v
namahanych castech zubu

24
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Mikroskopické markery rastu na zubech

- histologicky rez

3. Pricnélinie

- Prism cross striations

- Napric sklovinnymi
prizmaty

- Textilnivzor®

- Vruznych Castech skloviny
ruzne vyvinuty — obtizna
identifikace napfic jednim
prizmatem

- Dusledek periodické denni
sekrece matrix

25
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Mikroskopické markery rastu na zubech
- histologicky rez

4. Retziusovy linie
- Strige of Retzius SN
- Diskontinuity ve skloviné
- Nejlépe viditelné hned \ |

pod povrchem korunky a (e

u dospelé dentice
- Perkymata na povrchu

26
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Histologicky vybrus zubu

- Presnejsi odhad dozitého véku (nedospéli)
- Studium rastu korunky - CFT

- Stresové udalosti a jejich chronologie

- Studium periodicity mezi CS a dvéma RL

- Periodicita variabilni mezi taxonomy i mezi
jednotlivci ale individualne je konzistentni

- Vztah mezi velikosti téla a periodicitou (mensi
zvirata = kratsi periodicita)

27
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Histologicky vybrus zubu

nepodléhaji remodelaci -> zaznam o prekonanéem stresu viditelny

po zbytek zivota -> velmi dobry zdroj informaci o prekonané
stresové zatezi

odolnéjsi vici tafonomickym vplyvim
cirkadianni zaznam ve strukture tvrdych zubnich tkani je
pozorovatelny i v dospélosti a umoznuje rekonstrukci chronologie

Vyvoje
moznost rekonstruovat zivot minulych populaci v archeologickém
kontextu a poznavat evoluci lidskeho druhu v kontextu

paleoatropologickych nalezl

nutnost brat ohled na opotrebovani korunky vekem

tvorba histologickeho preparétue’e destruktivni metoda, nutna

dukladna dokumentace vzorku (fotograficka, 3D model, odlitek z
pryskyrice)
casové a financné narocni postupy

28
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Priprava histologickeho preparatu

1. Vybérzubu ajeho dokumentace (fotograficka, metricka,
repliky, 3D model)

29
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Mikrostruktura tvrdych zubnich tkani
* VWyvoj tvrdych zubnich tkani probiha v periodicky se

opakujicich intervalech -> v mikrostrukture zubni
skloviny a dentinu vnik charakteristickych
inkrementalnich linii -> struktury ve skloviné a dentinu si

./

vzajemne odpovidaji

* Inkrementalni linie:
* Kratkodobé - vznikaji v casovéem intervalu 24 hodin
 Dlouhodobé - vznikaji delsi periode (dny)

* Inkrementalni struktury jsou lépe viditelne v zubech
trvalé dentice, v dentinu jsou viditelné hur nez ve
skloviné 30



“AMRrA

Dlouhodobé inkrementalni struktury

Individualné konzistentni, ale vnitro- a mezidruhoveée variabilni
periodicita

U cloveka 6-12 dni, nejcastéji 8 nebo 9 dnd

Ve sklovineé oznacované jako Retziusovy linie -> na povrchu korunky

./

v oblasti lateralni skloviny se projevuiji jako perykymata
V dentinu jako Andresenovy linie

: \ ™A
AN \ Y ! A\ Y "a\e 5 LAY, at "
ek \ \ e WO I Ny

——— 31
Retziusovy linie Andresenovy linie
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Kratkodobé inkrementalni struktury

Vznik v Casovém intervalu 24 hodin = denni prirtstky
 ve skloviné se oznacuji jako pricné linie
 vdentinu jako von Ebnerovy linie

Jejich kvantifikace -> urceni kolik dnU trvalo formovani dané casti

Pricné linie von Ebnerovy linie
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Indikatory vyvojového stresu

Zubni sklovina je vysoce specializovana
tkan a velmi citliva na fyziologické a
environmentalni zmeny.

V dUsledku toho muze byt amelogeneze
narusena systemovymivnejsimi
stresory, coz vede k trvalym vadam
skloviny

Tato naruseni se zaznamenavaji na
mikroskopické Urovnijako
akcentované/stresové linie (AL)

Jedna se o indikatory nespecifického
stresu — u neznamych kosternich
pozUstatkul nelze spojit AL s
konkrétni udalosti
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Neonatalni linie

Vyjimku predstavuje jedna specificka,

velmi vyrazna akcentovana linie vznikajici |
pri porodu — neonatalni linie

* umoznuje rekonstrukci chronologie
Vyvoje

* odhad dozitéeho veku a casovani
stresovych udalosti

* pozorovatelna u vsech prenatalne se
vyvijejicich zubu = vsechny zuby
docasného chrupu a vetsinou 1. trvala
stolicka

Cervena linie - neonatalni
Zelena a modra linie - stresové linie (AL)
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Metoda odontochronologie

Pomoci poctu, rozmeru a vzajemnych vzdalenosti
inkrementalnich struktur lze charakterizovat vyvojové
parametre jako:

* Mira denni sekrece

» Periodicita dlouhodobych inkrementu
* Rychlost prirdstani korene

+ Délka formovani korunky/korene zubu

35
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Metoda odontochronologie
Kvantifikaci téchto promeénnych [ze urcit rychlost a dobu utvareni
zubni korunky/korene a charakter vyvoje z hlediska zivotni historie,
U nedospélych jedinct s neukoncenych vyvojem chrupu v case
smrti zaroven a odhad dozitého veku

Neonatalni linie — urCuje pocatek kalkulace absolutniho casu
uplynulého od porodu - ziskana data lze zasadit do
chronologického ramce a zjistit chronologii zubniho vyboje (vek v
case iniciace rustu korunky/korene, délka formovani
korunky/korene/ vek v case ukonceni formovani
korunky/korene/zubu) nezavisle na referencnich sbirkach.

Komplexnéjsi hodnoceni plsobeni vyvojového stresu a rekonstrukce
chronologie stresovych udalosti %
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Zakladni pojmy
Mira denni sekrece (ang. Daily Secretion Rate — DSR)

*  Prameérna velikost prirustku skloviny za 1 den (v um) v urcité oblasti
zubu

Periodicita (v literature nékdy Retzius periodicity - RP)
»  Pocet dennich prirGstkll mezi dvema Retziusovymi liniemi

Casovani stresovych udalosti
* pocetdniuplynulych od jedné stresove udalosti k udalosti

./

nasledujici

Délka formovani korunky (angl. Crowt Formation Time - CFT)

* Pocet dni/rokl, béhem kterych byla vytvorena cela korunka
37



Prakticke cviceni
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Zjistete:

1. Periodicitu dlouhodobych inkrementalnich struktur

Miru denni sekrece = denni prirtistek = DSR (Daily
Secretion Rate)

3. Casovani stresovych uddlosti (chronologie)
4. Délku formovani korunky

* Zub ->Dolni trvaly rezak, archeologicky nalez,
nedospély jedinec (.tiff)

39
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Kalibrace snimku

* Otevrit soubor.tiff vimageJ

* pomoci funkce Straight line nakreslete tusecku
spojujici konce meritka

cviceni.tif (150%) G =) r cviceni.tif (150%) =B e
d Image) = ¢ Image) - o IEd

a File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help a File Edit Image Process JAMEIV4N Plugins Window Help
ololc|oM L LA Ol /] Qx| /6] 7] | =l | QO[O £ |53 Meoswe  onem M s]8] 4] | ||
*Straight*, segmen(ed ws (right click to switch) M | Text tool (double-click to configure|  Analyze Particles
Segmented Line T = . Summarize t a
Freehand Line . Distribution. .. .
. o { Arrow tool _ . [+Y - Label
L4 - Clear Results
- - -
Set Measurements...
. o o —
o . 1S v - 4 . 1S : : b
‘ Calibrate...
T . > - H_
- - & istogram Ctrl+H
L @ » ~ 4 € » - » e
- ¥ 5 Plot Profile Ctri+K
- - -
Surface Plot...
L . = Ps v Gels » N
- -
Tools 4
- . -~ .
L} p . L

40
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Kalibrace snimku

Analyze -> Set scale -> do kolonky Known distance
vepiste zndmou vzdalenost (200 um)

cviceni.tif (150%) = 4=

Set Scale u

P . ‘ Distance in pixels: |296.0030
e Known distance: |200
: [1.0
: |um
£ - ¥
) 4 v\ t Click to Remove Scale _

) " - Pixel aspect ratio

w Unit of length

- - I~ Global
T L
o - Scale: 1.4800 pixels/um ¢
OK Cancel | Help
| | omen on] |
- L ]
4
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1. Periodicita
Spocitejte pocet pricnych linii (Cervenad sipka) mezi
vybranymi dvema Ret/usovym/ I/n/em/ (bila sipka)

- _.
‘\ 4
.
. .
l\‘\o'\‘b
L A"

e g".\'.

Pocet méreni: 5 v riznych ¢astech lateralni shovmy
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2. Mira denni sekrece

Pro kazdou oblast namerte délku nekolika skupin pricnych
linii v okoli prizmatu tahnouciho se od jedné stresové
linie ku druhé:

Otevrit ROl Manager -> zaskrtnout Show all a Labels

4 Image) - olEl
AT R R AL = — — File Edit Image Process ﬂgjns Window Help
y . EL‘ O,|G’U|7,A_'I:j“ Measure Ctri+M v
| Analyze Particles...

Summarize
Distribution...
Label
Clear Results

Add [t]
Update
Delete

Set Measurements. ..
Rename...

Set Scale...
Measure

Deselect

Calibrate...

Ctri+H
Ctri+K 8

Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels

& %

‘\o\\

Properties...

Flatten [F]

Fractal Box Count...

Analyze Line Graph « |V Labels

Curve Fitting...

ROI Manager...

Scale Bar...

y Calibration Bar...

| Synchronize Windows
W Grid..




~AM,RrA

2. Mira denni sekrece

*  Zmerit délku vzdy dvou dennich prirustkd v okoli prizmy
(kliknutim na ,t“ se méreni ulozi do ROl Manageru)

* kliknout na Measure -> v tabulce Results ve sloupci
Length jsou vysledné délky dvou dennich prirustku

* Vlozit data do excelu a vypocitat priimérnou hodnotu
jedného denniho prirustku pro danou oblast

- Segmented line -> vyznacit sklovinné prizma a zmerit
jeho délku (pres Measure), vydelit velikosti DSR pro
danou oblast - zapsat do excelu do prislusné kolonky

44
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Resuits

 File Edit Font Results
‘ |area |mean  [Min [max |angle ||Length |}
8258 5668 131.820 79 184 126.384| 7.993
8242 5442 83271 43 138 126.870| 6.871
8211 3514 149.000 131 171 133.152| 7.308
g 5212 4421 95385 80 127 132.879| 6.349
109.846 132 135.000

Zelena a linie — akcentovand/stresova linie
Cervena linie = sklovinné prizma
s Cislama — 2 po sebe jdouci denni prirustky

45
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3. Casovani stresovych udalosti

Cas mezi dvéma stresovymi uddlosti v dnech -> vzddlenost po
prizmé mezi dvéma vybranymi stresovymi liniemi podélena
mirou denni sekrece
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3. Casovani stresovych udalosti

47
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4. Délka formovani korunky

Lateralni cast skloviny:

«Spocitejte pocet Retziusovych liniiv lateralni castiskloviny po prvni vyraznou
stresovou linii

Pomoci funkce Multi-point Tool viozte body na vsechny Retziusovy linie dané
casti

Jejich pocet vynasobte zjistenou periodicitou

L y

48



“AMRrA

4. Délka formovani korunky

Hrbolkova castskloviny:
Sectéte zjistené pocty dni uplynulé mezi vsemi stresovymi udalostmi

Celkova délka:
«Soucet poctu dni formovani lateralnia hrbolkové casti skloviny

49
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Vysledky

Zapsat do sesitu (.xls)

50
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