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Abstrakt

Kolagen 1. typu muze slouzit jako silny identifikator stavu kvality mezibunééné a bunééné
hmoty. Z tohoto divodu byl sestrojen in vitro model, zalozeny na bunkach srde¢ni chlopné
(VIC). Tento model byl kultivovan za specifickych podminek, které ovliviuji vlastnosti
kolagenu, tj. s vitaminem C a bez vitaminu C. Model s vitaminem C a bez vitaminu C byl
hodnocen pomoci urovné syntézy kolagenu, exprese genu kolagenu, obsahu DNA pro
vyjadieni bunécéného rustu, fluorescencni, konfokalni, a nelinearni mikroskopie. Z vysledka
vyplyva, Ze model s vitaminem C dosahl vyssi urovné rastu bun¢k a deponovaného kolagenu.
Na druhou stranu troven exprese genu kolagenu byla pro oba modely stejna. Stejné tak byla
vlakna kolagenu detekovana v obou modelech za pouziti imunofluorescenéni mikroskopie. Pfi
vizualizaci pouze extracelularniho kolagenu u modelu s vitaminem C bylo dosazeno vysSiho
koeficientu korelace mezi daty ziskanymi imunofluorescenénim barvenim a mikroskopie
druhé harmonické (SHG) (na rozdil od barveni extracelularniho a buné¢ného). V neposledni
fad¢ bylo prokazéano, ze hydroxyproline siln¢ pfispiva k susceptibilité tenzoru druhého fadu
molekuly kolagenu, a tak je znemoZnéno generovdni druhé harmonické v modelu bez
vitaminu C.

Nasledné byly fluorescencni a polarizované SHG metody vyuzity pro znazornéni vldken
kolagenu na fezech Slach z kralika ve véku 31 mésicti. Obrazky zalozené na fluorescencnim
barveni fezl vypadaly rozmazané, bez detaili vldken, a to 1 pii zmén¢é polarizace excitacniho
svétla. Na druhou stranu obrazky ziskané pomoci polarizované SHG mikroskopie obsahovaly
individudlni vldkna s informaci o jejich lokalni orientaci. Diky tomuto zjiSténi je mozné
zpracovani vzorku omezit pouze na krajeni, chceme-li zobrazit struktury kolagenu za pomoci
SHG mikroskopie. Pro uplnou pfedstavu o vlivu krajeni byly nasniméany vzorky fezi kralic¢ich
Slach z jedinch ve véku od 7 dni do 38 mésicli. Vysledna orientace vlaken v obrazku byla
porovnana pomoci navrzeného algoritmu a vynesena do korelogramu. Z korelogramli bylo
ziejme, Ze u mladych jedinct dochazi k porusSeni pravidelnosti usporadani kolagennich vlaken.
U starSich jedincil uspofadani kolagennich vldken bylo pravidelné a kopirovalo osu zatizeni
Slachy. Tyto vysledky na fezech Slach byly nasledné porovnany s vysledky z nekrajenych
intaktnich $lach.

U vSech intaktnich Slach bez vé€kového rozdilu existovala jasnd smérovost uspotadani
kolagennich vlaken. Tato smérovost odpovidala ose zatizeni Achillovy $lachy, coz potvrzuje,

ze poruseni pravidelnosti uspofadani kolagennich vlaken, je u mladych jedinci nésledkem
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krajeni. Kromé tohoto vysledku bylo zjisténo, ze Slachy v zavislosti na véku disponuji riznym
profilem vlnitosti, tzv. ,,crimp pattern®. Tento fenomén se dd popsat jako sinusové vinéni
vldken ve sméru ptisobeni sily. U mladych jedinct toto vinéni zacind na relativné nizkych
hodnotach amplitudy (A), respektive vinové délky (A = 2.0 £ 0.6 um, A = 19 = 4 um). Oba
tyto parametry postupné vzristaji s vékem az do obdobi sexudlni zralosti jedince. V plné
dospélosti dochazi k opétovnému snizovani amplitudy vinéni a zvétSovani vinové délky tak,
ze hlavné u starych jedinci je obtizné tento parametr identifikovat.

Vék byl také vybran jako nezavisla proménna pti zkoumani mikro-prostredi slachy, zmén
uhlu stoupani Sroubovice molekuly kolagenu a mechanickych vlastnosti Slachy. Bylo
prokazéno, Ze zména mikro-prostiedi Slachy je promitnuta do zmény cCasu Zivotnosti
autofluorescenéniho signdlu S§lach, tj. srostoucim vékem se vyznamné zvySuje hodnota
komponenty 7,. V pfipadé méfeni uhlu stoupani Sroubovice molekuly kolagenu pomoci
polarizované SHG mikroskopie nebylo mozné zamitnout nulovou hypotézu, tj. nebyl nalezen
zadny rozdil mezi mladymi a starymi jedinci. Stejného vysledku bylo dosazeno pii
simultannim méfeni thlu stoupani Sroubovice molekuly kolagenu a tahové zkousSky. Toto
meéfeni ale odhalilo, ze dochazi k vymizeni vinek kolagenu pii napétich nizsich, nez je
rozliSitelnost pouzitého silového cCidla. Zavérem byly provedeny klasické jednoosé tahové
zkousky s vyuzitim CCD kamery. Naméfena data méla vysoky rozptyl, a tak nebyl nalezen

statisticky vyznamny rozdil mezi §lachami z kralika ve véku 4 a 38 mésict.



