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ABSTRAKT

Bakalaiska prace se vénuje koznimu mikrobiomu a jeho tvorbé v in vitro podminkach.
Jelikoz je lidsky mikrobiom v dne$ni dobé velice diskutovan, nabizi se pohled i na
mikroorganismy nasi kiize. Podle dosavadnich vyzkum je zfejmé, Ze mikrobiota pokozky
Uzce komunikuje s imunitnim systémem a je soucinitelem pfti vzniku koznich onemocnéni,
kterym je napfiiklad atopicka dermatitida nebo akné. Tvorba koZzniho mikrobiomu in vitro
otevira dvere novému zkoumani, které by se zabyvalo péci o tuto biologickou bariéru.
Jednou moznou variantou jsou kosmetické ptipravky obohacené o aktivni latky podporujici
mikrobiom. Mikrobiom byl vytvofeny monovrstvou bunééné linie HaCaT, na niz byly
nasazeny bakterialni suspenze M. luteus, S. aureus, P. aeruginosa. Vyhodnoceni probé&hlo

testem MTT a sledovanim nabarvenych bunék pod konfokalnim mikroskopem.

Kli¢ova slova: mikrobiom ktize, imunitni systém, kozni bariéra, HaCaT bunécna linie,

polymikrobidlni model ktize

ABSTRACT

The Bachelor’s thesis focuses on the skin microbiome and its in vitro formation.
The microbiome is very debated nowadays, therefore a look at the microorganisms of our
skin is offered. According to existing research, it is clear that skin microbiota closely
interacts with the immune system and is a co-factor in the development of skin diseases such
as atopic dermatitis or acne. The formation of the skin microbiome in vitro opens the door
for new research to address the care of this biological barrier. One possible option
is cosmetics products enriched with active substances that support the microbiome. A model
was created by monolayer of the HaCaT cell line seeded with bacterial suspensions of
M. luteus, S. aureus, and P. aeruginosa. The evaluation was performed by MTT assay and

observation of stained cells under a confocal microscope.

Keywords: microbiome of skin, immune system, skin barrier, HaCaT cell line, polymicrobial

skin model
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UvoD

U zdravéeho cloveka tyto ,,Sténice* pokojné koexistuji, pricemz nejvetsi pocet se vyskytuje
Vtenkem a tlustem streve, ale také v celem téle. Mikrobiom je dokonce oznacen jako
podpiirny organ, protoze hraje tolik klicovych roli pri podpore prirozeného kazdodenniho
fungovani lidského tela. — Harvard T.H. Chan School of Public Health v Bostonu [1].

Prav¢ toto poznani nas Zene dal k lepSimu pochopeni interakce mikroorganismu k lidskému
télu. Nejprve se do vetejného povédomi zacaly dostavat informace o mikrobioté v nasich
stfevech, které podle v§eho komunikuji s lidskym mozek. Predpoklada se, ze mikrobiom
ovliviiuje nejen nasi naladu, ale ma vliv i na duSevni choroby, jako je deprese, autismus

¢i mentalni anorexie. Z toho dtivodu byl zaveden pojem osa stievo-mozek [2].

S ptibyvajicimi vyzkumy se vefejnost setkava i se skuteénosti, ze existuje mikrobiom kiize.
Do prodejnich fetézcti se dostava kosmetika s nalepkami “microbiome balance® nebo
“microbiome-friendly* zabezpecujici vyvazeny kozni mikrobiom. Otazkou ale predevsim
je, jak vubec vypada vyvazeny a zdravy kozni mikrobiom, a zdali dokazou kosmetické
pfipravky ovlivnit slozeni koZzniho mikrobiomu, popfipadé podpofit kolonizaci

komenzélnich bakterii.

Jednim prostiedkem, jak se k novym znalostem dopracovat, je vytvoieni in vitro modelt
mikrobiomu kiaze. Tyto modely polymikrobialniho biofilmu mohou dopomoci k lepsimu
pochopeni komunikace mezi bakteriemi kolonizujici kizi, a zarovein komunikaci bakterii
s koznimi buiikami [3]. Timto zpisobem bychom mohli sledovat, jak biofilm chréni
keratinocyty pfed vnéjsimi vlivy, popiipadé sledovat zplsoby, kterymi lze mikrobiom

optimalizovat, aby poskytoval kizi dostate¢nou ochranu.

Ptiprava modelu mikrobiomu kiize proto byla cilem této bakalatské prace. Dalsi vizi je jeho
pozdgjsiho pouziti k testovani kosmetickych ingredienci, jehoz vysledky by slouzily jako
predpoklad, zdali latka v kosmetickém produktu muze ovlivnit slozeni nebo kondici kozni

mikrobioty.
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1 KUZE

Kiuze, cutis, fec. derma je nejvétsi organ lidského téla, ktery tvoii souvislou bariéru
a oddéluje organismus od vné&jsiho prostredi. Vnéjsi prostredi je plné bakterii, vira apod.,
proto neni divu, ze se tyto mikroorganismy vyskytuji i na nasi kiizi, kde se mohou podilet

na spravném fungovani kozni bariéry, nebo v hor$im p¥ipadé tuto funkci znemozniovat [4]

[5]

1.1 Anatomie kuzZe

Tento organ spliuje nékolik funkcei, a to funkci receptorovou, imunitni, metabolickou ¢i
termoregulacni nebo ochrannou. Kize se zaroven podili na latkové vyméné, protoze V jeji
struktufe jsou pfitomné potni a mazové zlazy, které spolupracuji s metabolickymi procesy.
Celkovy rozsah kiize dosahuje zhruba 1,7-2,0 cm?, jeji tloustka zaujima 0,5-4,0 mm, kdy
nejsilnéjsi vrstva je na stehnech a zadech, nejtenci zase na hornim vicku. Ptiblizna hmotnost
¢ini 3 kg, avsak s tukovou tkéni (podkozim) mize vazit az 20 kg. Kize je tvofena dvéma

hlavnimi vrstvami: pokozka — epidermis a Skara — dermis (Obrézek 1) [6] [5].

Epidermis
(pokozka)

Dermis
(Skara)

Hypodermis
(podkozi)
Cév
4 Vlasovy
folikul ~ Mazova

Zlaza

Obrazek 1 Schéma rezu surovou kiizi. Upraveno [7]
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Epidermis (pokoZka)

Tato vrstva je slozend z plochych jadernych bunék — keratinocytl, které se slozitym
procesem diferenciace méni na bezjaderné korneocyty. Spodni vrstvy epidermis maji
schopnost dé€leni, svym dozravanim nahrazuji odumielé a olupujici se butiky nejsvrchnéjsi
vrstvy. Vrstvy se déli na stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum
lucidum a posledni vrstva se nazyva stratum corneum (SC) (Obrazek 2). Epidermis je bez
jakychkoliv cév, nicméné¢ do hlubsich vrstev prostupuji nervova zakonceni nebo pigmentové

barvivo melanin [6] [8].

Bazalni vrstva je nejspodnéjsi vrstva epidermis, ve které jsou ptitomny Merkelovy buriky —
modifikované epidermalni bunky slouzici jako smyslové receptory a melanocyty, coz jsou
buniky zodpovédné za produkci melaninu. Funkci bazalni vrstvy je neustala produkce
keratinocytt. Na ni navazuje ostnita vrstva tvofena 8-10 fadami nepravidelnych
polyedrickych bunék s cytoplazmatickymi vybézky. Soucasti jsou Langerhasovy buiky —

dendritické bunky, které komunikuji s imunitnim systémem [9].

Ve struktufe epidermis ma svoji roli i stratum granulosum neboli zrnita vrstva. Zde za¢ina
proces keratinizace — rohovaténi. Lamelarni granule ve vrstvé obsahuji glykolipidy, které
slouzi k soudrznosti buné¢k pohromad¢ [9]. V horni vrstve je syntetizovan hyaluronan sodny
zajistujici spolu s lipidy hydrataci rohové vrstvy [5]. V nékterych &astech epidermis
nalezneme i stratum lucidum, ktera se vyskytuje na nejvice namahanych mistech na téle,

tedy chodidlech a dlanich. Z toho divodu je zde kize siln&jsi, aby odolala tlaku.

SC je tvofeno bezjadernymi zplostélymi korneocyty, které obklopuje lipidovy matrix
tvofeny z ceramidid s dlouhym fetézcem, cholesterolem a volnych mastnych kyselin. Kvuli
témto lipidim se odliSuje od organizace jinych biologickych membran [10]. Diky
hydrofobnimu charakteru lipidového matrixu je zpomaleno odpatrovani vody z niz$ich vrstev
epidermis. Jedna se o transepidermalni ztratu vody (TEWL). Ta je definovana jako mnozstvi
vody, které se pasivné odpati z kiize do vnéjSiho prostiedi v diisledku tlaku vodni pary na

obou stranach kozni bariéry. Primérna TEWL je cca 300-400 ml/den [11].

Rohovou vrstvu SC Ize rozdélit na dvé ¢asti — SC disjunctum a SC conjuctum. SC disjuctum
tvoii povrchovy ochranny film sloZeny z mazu, potu a epidermalnich bunck, které se
odlupuji. SC conjuctum zajistuje pevné spojeni korneocytt. V této vrstvé nalezneme NMF

(Natural Moisturising Factors) zajistujici pfirozenou hydrataci pokozky. Jejich prikladem
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jsou ceramidy, kyselina hyaluronova, urea, kyselina alfa-pyrrolidin-karbonovd nebo

metabolity filagrinu [12].

STRATUM ; : —

CORNEUM | ——— \
L : = \
STRATUM e BT\
GRANULOSUM | * S e | z
- x P & {
STRATUM

SPINOSUM ’;’E-
=

}; :“
o JJJQBE 8 J

© Eucerin

Obrézek 2 Vrstvy epidermis. Prrevzato [13]
Dermis (Skdra)

Hranice mezi epidermis a dermis neni ostra. Skara je prostiedni vrstva kiiZe a je tvofena
vazivovou tkani. Slozeni zahrnuje kolagen, elastickou tkan a extracelularni slozky. Najdeme
vni kapilary vyzivujici kuzi, vlasové folikuly, mazové zlazy, stim souvisejici
pilosebacedzni jednotku, ktera se sklada z vlasového folikulu a k ni pfipojené mazové Zlazy.
Déle se zde nachazi nervova zakonCeni i specializované receptory — chemoreceptory
a mechanoreceptory [6] [14]. Co se tyce typt bunék v dermis, jde piedevsim o fibroblasty,
histiocyty, mastocyty a adipocyty. VSechny tyto buriky zajist'uji spravnou strukturu a funkci
dermis [14].

Subcutis (podkoZni vazivo)

Jedna se o posledni vrstvu, kterou tvoii pifevazné sité z kolagennich a elastickych vlaken
vyplnéné vazivovymi buiikami. Vyskytuji se zde 1 tukové buniky, které slouzi jako zasobarna
energie a rozpoustédlo pro vitaminy A, D, E, K. Pomoci této vrstvy se mize klize posouvat

[8].
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1.2 Uloha koZni bariéry

Jelikoz je kuze neustale vystavena vnéjSimu okoli, vyvoj bariérovych systému byl jednim
z fyziologickych podminek pro Zivot na sousi. Tato bariéra reguluje prunik vody skrz
pokozku, penetraci latek do kize a zmiriiuje vliv faktord zivotniho prostfedi [12] [15].
Ochrana kuze je dynamicka, a jestlize funguje spravng, zajistuje hladkou a elastickou kuzi,
ktera se prirozené obnovuje [16]. Bariérovy systém zabezpec€uje vrstva epidermis, dermis
i subcutis a mezi jeji funkce patii biologicka, chemicka, fyzikalni, termoregulaéni,

imunologicka a mechanicka ochrana (Obrazek 3) [17].
e T o <"« ~wzdravy diverzifikovany mikrobiom biologicka
kysely koZni plast  chemicka
rohova vrstva—  fyzikalni
epidermis termoregulaéni

\VAVAVAVAVAVAVA\

imunologicka

“ ‘ podkoZi mechanicka

Obrazek 3 Kozni bariéra a jeji funkce podle vrstvy. Prevzato [17]

Biologickou funkci obstaravaji mikroorganismy na kizi. Tato vrstva miize psobit podobné
jako pufr, tedy vyrovnava chemické rozdily mezi kuzi a vn&j$im okolim. Zalezi na
mikroorganismech, které ptevladaji, a tedy na zpusobu jejich metabolické aktivity [18].
Mikroby se piimo ucastni fyziologickych procesii probihajicich v kiizi, komunikuje
S imunitnim systémem (podrobn&ji v podkapitole 2.2). Pomahaji stimulovat tvorbu
antimikrobialnich peptida  AMP, nebo je mohou vytvafet samy (naptf. bakterie
Cutibacterium) [19]. Mikrobiom ze své podstaty interaguje s patogennimi mikroorganismy

i keratinocyty a zajist'uje homeostazu pokozky. Pomahaji rozkladat maz a pot [20].
Chemickou funkci mé na starosti kysely plast’ kozni. Primarné chrani kuzi pfed nezadoucimi
mikroorganismy, a to diky pH pokozky, jez se pohybuje v rozmezi 4,5-5,5. Kyselé pH je

zpusobeno latkami, které kiize produkuje, tj, pot a kozni maz. Maz se rozklada na kyselinu
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mlécnou, aminokyseliny, volné mastné kyseliny apod. Buriky epidermis — keratinocyty
a sebocyty, syntetizuji primarni AMP [16]. Tyto peptidy se diky svému kladné nabitému
povrchu adheruji na negativné nabitou bakteridlni membranu, kde za¢nou probihat rtizné
mechanismy, které vedou K naruSeni membranové struktury. V dasledku toho se

cytoplazmaticky obsah vylije do okoli a nastava smrt bakterie [21].

Fyzikalni funkci mé rohové vrstva — SC. Zabraniuje vysychani kiize, diky principu cihly—
malta. Cihly piedstavuji korneocyty a maltu smeés lipidt, kterd se vypliuji prostory mezi
korneocyty. Lipidy svoji polaritou koriguji propustnost vody a jinych latek. Voda v kuzi je
nezbytna pro jeji spravné fungovani [22]. SC produkuje antioxidanty, které slouzi k ochrané
pred fotooxida¢nim stresem, coz je jev zpuisobeny nerovnovahou mezi produkei a akumulaci

kyslikovych reaktivnich latek (ROS). Tyto latky vedou k poskozeni koznich bunék [16] [23].

Epidermis zprostiedkovava mensi ochranu pied UV zafenim. Koznim barvivo — melanin,
nachazejici se ve stratum basale, pohlcuje nebezpeéné UV paprsky. Je to primarni ochrana
kize a vySe této ochrany souvisi s fototypem jedince. Dulezitym kritériem pro ochranu pied
UV zafenim je itloustka SC, silngjsi vrstva SC zajistuje vyssi odraz paprskd UV, tim
nepropusti paprsky do hlubsich vrstev kuze [22].

Obnova bariérové struktury probiha cca 4-8 tydni. Jde o biologicko-repara¢ni odpovéd’, pod

kterou si mizeme predstavit zrychlené déleni bunék v bazalni vrstvé epidermis, pii kterém

vznikaji nové populace koznich bun¢k [12].
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2 MIKROBIOM KUZE

Lidsky mikrobiom je podle narodniho zdravotnického informac¢niho portalu oznaceni pro
veskeré mikroorganismy, které ziji na lidském povrchu nebo v lidském téle [24]. Uvadi se,
ze na kiizi mizeme najit az 1000 druht bakterii, a Ze celkovy pocet mikroorganismi na nasi

kazi je 360krat vyssi nezli celkovy pocet lidskych buné¢k [25] [26].

Soucasti této vrstvy mikroorganismi jsou komenzalni i patogenni bakterie, kvasinky a viry
[24]. U pokozky vrstvu mikroorganismu dopliuji rozto¢i. Ti jsou taxonomicky fazeny do
kmene clenovci, tfidy pavoukoviti, a podle nejnovéjSich studii by mohli pfispét ke
zdravému stavu pokozky [27]. Hovoifime-li 0 komenzalech, myslime tim organismy, které
jinému druhu ¢i jedinci ziskdvaji potravu nebo jiné vyhody, aniz by druh poskozovali.
Zaroven ze spojeni ziskavaji ziviny, tkryt, podporu ¢i pohyb [28]. Naopak patogen je
organismus fungujici jinym zpisobem jak komenzal. Jednoduse je schopny vyvolat
onemocnéni [29]. MiZe plsobit mistnim hnisanim nebo proniknout az do krevniho ob¢hu,

kde se §ifi a zptsobuje zanét [30].

V piipad¢ bakterii jde o prokaryotické jednobunééné organismy, které maji jednoduchou
buniku — nema jadro a jejich kruhovitad dvousroubovice DNA se nachazi volné v cytoplazmé.
Existuje vice nez bilion druhti, proto i jejich variabilita je vysoka [31] [32]. O virech mtizeme
fict, Ze to jsou nebunécéné organismy, které ke svému Zivotu potfebuji hostitelskou buiiku,
bez ni by nebyly schopny pfezit a rozmnozovat se. Kvasinky jsou organismy fadici se do
domény Eukaryota, kterd je stejn¢ velka jako doména Prokaryot. Specifictéji je fadime do
fiSe Hub, kde spadaji do kategorie vieckovytrusné. Jejich piednosti je schopnost rozkladat

monosacharidy za vzniku alkoholu a oxidu uhli¢itého [32].

2.1 Kozni mikrobiota

Mikrobiom ¢loveka se zacind tvofit jiz v matéin€ 1iné, ackoliv se véfilo, Ze déloha matky je
sterilni prostfedi. Pfedev§im placenta skryva bohaty mikrobiom slozeny z nepatogenni
komenzélni mikroflory, jiz tvoii bakteridlni rody Firmicutes, Tenericutes nebo
Proteobacteria. Kolonizace ditéte mikroby pak pokracuje béhem porodu, kdy novorozenci
porozeni pfirozenou cestou jsou osidleni bakteriemi z vaginalniho prostiedi, v némz
prevazuji bakterie rodu Lactobacillus, Prevotella ¢i Sneathia. Zatimco novorozenci porozeni
cisafskym fezem se dostavaji do styku s mikroorganismy z matciny kiize, béznymi zastupci

jsou Staphylococcus, Corynebacterium a Cutibacterum [33][34] [35]. Podle studii se
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oc¢ekava, ze mikrobidlni kolonizace pokoZzky kojencli ma vliv na imunitni funkci kize a dalsi

funkce kozni bariéry v nasledujicich letech zivota [36].

SloZeni mikrobioty v nasledn¢ ovliviiuje fada vnéjSich 1 vnitinich faktora. Mezi ty vnéjsi
patii hygiena, klima, fyzicka aktivita, slune¢ni zafeni, expozice vici chemikaliim, tim padem
mikrobiom ovliviiuji i polutanty v ovzdusi a vodé. Prikladem vnitiniho vlivu je pohlavi, vek,
etnickd prislusnost, hormonalni systém nebo i mira stresu [33]. To svéd¢i otom, Ze
mikrobiom kuze je velice dynamicky systém snazici se udrzet v rovnovaze. Lisi se tak od
sttevniho mikrobiomu, ktery je od 3. roku zivota prakticky stabilni [37]. Pfes ¢etné vyzkumy
vSak neni stale zcela jasné, jestli nové druhy ziskdvame, nebo se jen méni mnozstvi jiz

existujicich kment na pokozce [34].
Vnitini faktory

Jak bylo fe¢eno, mikrobiota se méni s vékem. V prepubertdlnim véku na pokozce mizeme
najit vét§i mnozstvi bakterii rodu Firmicute, Bacteroidete a taky rozmanitéjsi houbové
zastoupeni. Zaroven se snizuje poc¢et druht Staphylococcus a Streptococcus. Béhem puberty
se zvySuje produkce hormont stimulujici produkci mazu, jez pfispivd k rozmnoZzeni
lipofilnich mikroorganismi, jako jsou Propionibacterium spp., Corynebacterium spp

¢i plisnové Malassezia spp [34].

Mikroorganismy zijici v lidské kiizi mohou mit vliv na procesy spojené se starnutim kize,
to zahrnuje kontrolu imunitniho systému, tolerance ktize vic¢i UV =zafeni, tvorba
a metabolismus chemickych latek [38]. S ptibyvajicim vékem se pfirozené méni topografie
a struktura ktize, coz vede napftiklad k tvorb¢ vrasek, které¢ také urcitym zptisobem ovliviiuje
sloZeni kozniho mikrobiomu. Zaroven se snizuje funkce AMP, tudiz i z tohoto divodu jsou

seniofi nachylné;si ke kolonizaci mikroorganismu, pifedevs§im patogent [39].

Rozli$nost mikrobiomu miiZeme pozorovat i mezi Zenou a muzem, za které mize predevsim
fyziologie. Jedna se o rozdilny hormonalni systém, pH kuze, tloustka kuze, pocet chlupi,
potnich a mazovych zlaz [40]. U Zen byla zjisténa vyssi diverzita, ktera pravdépodobné
vyplyva z tenéi kize, mén¢ kyselého pH a mensi produkce potu [41]. Vyznamny rozdil
nastava predevsim jen v alfa diverzit€, coz je oznaceni pro diverzitu v populaci, naproti tomu
beta diverzita pojednava o podobnosti ¢i odliSnosti mezi populacemi. Tim padem nelze

striktné fict, ze by se mikrobiom mezi Zenou a muzem obecné vyznamné lisil [42] [43].

Etnicka ptislusnost se muze také jevit jako vnitini vliv, ktery urc¢uje slozeni mikrobioty. Ta

vSak tUzce souvisi s vnéj$imi faktory, jelikoz kazdd etnickd skupina se liS§i zplsobem
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zivotniho stylu a hygienickymi névyky. I pfesto vSak védci z University of Ulster dosli
k zavéru, ze hygiena ve skladbé mikrobioty hraje sekundarni roli [44]. Byl sledovan rozdil
mezi lidmi z Vychodni Asie, Evropy a Afriky. Dle vyzkumu Leung a spol. je mikrobialni
slozeni kize u Cifianl vyrazné jiné oproti Evropantim & Afri¢anim. Vysledky u Asiatl
ukazovaly celkove vyssi hladinu bakterii [43] [45].

Vnéjsi faktory

Relevantni ve skladbé mikrobioty je zejména prostiedi daného jedince, druh denni ¢innosti
¢1 profese. Pti sledovani rozdilii kozniho mikrobiomu obyvatel venkova a mést miizeme
jednoznacné fict, ze diferenci zptisobuje stupen expozice mikroorganismiim z pudy, vody
a biomasy pouzivané v zemédélstvi nebo chovu hospodarskych zvitat. | kratkodoby kontakt
kize s pidou a rostlinnymi materidly vede ke zménam v mikrobiomu ktze. Jednim

z dilezitych zdroji mikroorganismi ve venkovském prostiedi jsou doméci a hospodaiska

zvirata [40].

Co se tyCe hygienickych navyki, ve studii Staudinger a spol. prokazali, Zze make-up zvySuje
diverzitu mikrobioty [46]. Naproti tomu byly popsany ucinky konzerva¢nich latek
v kosmetice, které potlacovaly nejen tvorbu biofilmu S. aureus a patogenni C. acnes, ale
inhibovaly i rist komenzalnich bakterii na kazi [47]. V dalSich studiich se uvadi, Ze
emulgatory podporuji riist potencialnich patogent, jako je S. aureus, nebo Ze upravou Své
hygienické rutiny lidé mohou zménit a stabilizovat slozeni mikrobu na kuzi, ¢i se obohatit
0 prospé&sné mikroorganismy pomoci tzv. skincare kosmetiky (kosmetika pecujici o plet’)
[47] [48].

KoZzni mikrobiom je ovlivnén vngj$imi podminkami prostredi, véetné teploty, vlhkosti
a slune¢niho zafeni. PfedevS§im intenzivni expozice kiZe UV zafeni muize zvysit jeji
nachylnost k infekcim a narusit tak strukturu zdravého mikrobiomu. Védec Li a spol. ve
svém vyzkumu zjistili, ze sinice a laktobacily na povrchu kize snizuji intenzitu opaleni
a vyskyt poskozené kuize spojené s tzv. fotostarnutim [38] [49]. Zaroven UV zafeni ucinné

inhibovalo rust S. aureus a C. acnes [50].

Na mikroby nasi kiize maji bezpochyby vliv antibiotika, které se vyuzivaji k 1é¢bé stale vice.
Maji ucinek i pfesto, Zze se ve vétsingé piipadi podavaji peroralng. Studie Zhang a spol.
ukazuji pokles bakterialniho slozeni v koznich ranach a sniZzeni exprese AMP

mikroorganismu, coZ vedlo k pomalejSimu hojeni ran u mysi [51]. V dal$ich studiich bylo
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prokézano, Ze lokalni antibiotika mohou zménit rezidentni kozni bakterie na né€kolik dni,

a zaroven zpusobit pokles komenzalnich mikrobu Staphylococcus spp [43].

Vnitrni vlivy Vnéjsi vlivy

Metabolismus
Stres

Hygiena Fyzickd aktivita
Spanek Vek
Klima UV zéreni
Pohlavi
Genetika Imunitni systém Polutanty Dostupnost Zivin

vadtichia vody pro mikroorganismy

Etnicka pFislugnost Hormonalni systém Expozice chemikaliim

Obrézek 4 Vnitrni a vnejsi viivy, které se podileji na slozeni mikrobioty. Upraveno [39]

2.1.1 Zastoupeni mikroorganismi na kuzi

Slozeni a zastoupeni mikrobioty miizeme rozd¢lit do tii skupin podle periody vyskytu na
objevujici se prilezitostné, v kratkych ¢asovych intervalech nebo vyskytujici se na pokozce
permanentné, jak je vidét na Obrézek 5. Nasledujici odstavce budou vénované posledni

a zéaroven nejrozsirengjsi skupin€ — mikroorganismiim kolonizujici kizi permanentné.

Skupiny
mikroorganismu
kolonizujici kazi

Skupina 2
Skupina 1 mikroorganismy
mikroorganismy se vyskytuji se v
objevuji prileZitostné kratkych ¢asovych
periodach

Skupina 3
mikroorganismy
kolonizujici kzi

permanentné

Obrazek 5 Rozdeéleni mikroorganismii kolonizujici kiizi. Prevzato [52]
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Zastoupeni mikroorganismu ovliviiuje charakteristika kiize. Roli hraje struktura i produkce
mazu a potu. Podle Obrazek 6 procentualné nejvyssi zastoupeni maji bakterie, pak viry,

nakonec eukaryotni bunky.

ﬂ Rise Houby Bakterie
" — Mastné .

& .
&— Vihké y ’
®— Suché 4 2| ‘ ’
D% | @

Nohy

D Bacteria . Malassezia EI Propionibacterium spp.

spp.
[[] Eukarya PP
[T viruses Ml staphylococcus spp.

Il Corynebacterium spp.

Obrazek 6 Zastoupeni mikroorganismu na zdravé kiizi. Prevzato [53]

Eukaryota zastupuji houbové druhy i rozto¢i. Jednim piikladem je kvasinka Malasezia spp.
Hraje pfedevsim za komenzaly, pravidelné komunikuje s imunitnim systémem a stimuluje
tvorbu AMP na keratinocytech. Kvasince se ptipisuji i patogenni u¢inky, zejména u pokozky
s atopickou dermatitidou muze zvySovat zanéty [54] [55]. Mezi roztoce se fadi Demodex
folliculorum a Demodex brevis, jejichz primarni obzivou je kozni maz v oblasti obliceje
amnohdy 1 epitelidlni bunky. Uvadi se, Ze se mohou Zivit dokonce bakteridlnimi

mikroorganismy [55].

Virovou populaci mizeme rozdélit do dvou skupin, na bakteriofagy a eukaryotické viry —
napiiklad Polyoma nebo Circoviruses a jejich pfitomnost byla zaznamenana na zdravé kuzi
[56].

Jedny z nejcastéjsich bakterialnich zastupct jsou Staphylococcus epidermis, Micrococcus
luteus, Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Corynebacterium spp.

Predstavitel komenzali ktize Staphylococcus epidermis se podle studii vyskytuje na kizi
nejCastéjsi a zaroven je nejvyznamnéjsi. Vylucuje totiz sfingomyelinazu, kterd podporuje
produkci ceramidu v lidské kuzi, a to nepiimo ovliviiuje kvalitu kozni bariéry [57]. Podle
doktora Nakatsuji a doktora Gallo, ktefi se zabyvali mikrobiomem atopické pokozky, byla

prokazana prospésna interakce mezi Staphylococcus epidermis a kuzi [58]. S. epidermis
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produkuje kyselinu lipoteichoovou, ktera by mohla blokovat zanétlivou reakci buné¢k epitelu.
Stejné tak produkuje i lipopeptid, ktery zvySuje produkci AMP v lidskych keratinocytech.
S. epidermis svymi metabolity také dokaze stimulovat funkci T-lymfocytu, diky tomu se

prepoklada rychlejsi hojeni ran [58].

Micrococcus luteus ziskava své misto u komenzalnich mikroorganismu kiize pravé proto,
ze produkuje antimikrobni ucinky vici nckolika patogenlim, znichz jednim je
Staphylococcus aureus [59]. Na kuzi kolonizuje i sucha mista a zaroveit mu nevadi vyssi
koncentrace potu, ze které Cerpa stil. Je charakteristicky pro své karotenoidni zbarveni, proto

poskytuje ochranu pted UV zafenim [60].

Anaerobni bakterie Propionibacterium acnes dominuje piedev§im v pilosebacedzni
jednotce. Podili se na udrzovani zdravé pokozky svoji produkci mastnych kyselin s kratkym
feté¢zcem a molekul inhibujici jiné mikroorganismy. Zaroven je ale jednou z pficin

zanétlivych infekci kiize, z niz jednim je v§em znamé akné [61].

Streptococcus pyogenes, bakterie tvorici fetizky. Streptokoky miizeme rozdélit do tii skupin
podle hemolyzy na krevnim agaru, tedy rozkladu ¢ervenych krvinek. S. pyogenes spada do
skupiny beta-hemolytické, to znamena, Ze Gplné rozkladaji cervené krvinky. V této skupiné
se fadi do kategorie A, jez se od jinych lisi slozenim bunécné stény a antigenem. Tato
bakterie je specificky patogen, ktery piedevsim u ¢lovéka zpusobuje kozni vyrazKy a jiné
vysoce nakazlivé infekce. A to kvili produkci exotoxini a dalSich latek narusujici tkané
[62].

Piikladem patogenni bakterie kuize je zndmy koaguldza-pozitivni kok — S. aureus. Jestlize je
koagulaza pozitivni, znamena to, ze produkuje enzym vyvolavajici koagulaci. Ackoliv je
kolonizace touto bakterii primarné neSkodnd, piedstavuje velké riziko. Ma na svédomi jak
mirné, tak zavazné infekce [63]. VéEtSi hrozbou je mutaci vznikly meticilin-rezistentni

S. aureus (MRSA), ktery odolava latce methicilin pfitomné v antibiotikach [64].

Pseudomonas aeruginosa, aerobni ty¢inka, vyskytujici se ve sladkovodnich tocich.
Zpusobuje fadu onemocnéni a chronickych infekci. Projevuje antibiotickou rezistenci, diky

své polopropustné membrang a systému, ktery odrazi pro ni nebezpecné latky [65].

2.1.2 Etiopatogeneze kiiZe

U zdraveho jedince jsou mikroby na pokozce V rovnovaze a ptrevazuji s neutrdlnim nebo

pozitivnim vlivem na organismus. Dojde-li k naruseni této rovnovahy — dysbioze, mize dojit
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k fadé¢ onemocnéni. Napiiklad mikrobialni nerovnovaha vaginalni mikroflory muze
[66]. Disbalance v duting ustni ma za nasledek vznik zubnich kazu [67], vykyv ve stfevni

mikrobioté miuiZze zpusobit zanétlivé kozni nemoci [68].

Pojem etiopatogeneze kiize predstavuje soubor pti¢in a mechanismi, které vedly ke vzniku
onemocnéni [69]. Za vznikem kozniho onemocnéni je porucha funkce kozni bariéry, ktera
Uzce souvisi s mikrobiotou. Vzajemny vztah znazoriiuje nasledujici schéma (Obrazek 7),
které uvadi souvislost mezi poruSenou kozni bariérou, dybidzou a zanétlivou odpovédi
imunitniho systému. AvSak doposud neni jasné, zdali je dysbiéza primarni, nebo je

dusledkem poskozeni kozni bariéry [17].

Poruchy kozni

bariéry

Abnormalni

Dysbidza

mikrobiomu

zanétliva odpovéd’

Obréazek 7 Souvislost mezi kozni bariérou, dysbiozou mikrobiomu a zanétlivou odpovedi

Atopickéa dermatitida (AD)

AD je zanétlivé koZni onemocnéni, jehoZ vyskyt v primyslovych zemich stale nartsta. AD
je zanétlivé kozni onemocnéni, které postihuje 15-20 % déti a 1-3 % dospélych [70].
Projevuje se suchymi, svédivymi a zaCervenalymi loZisky na kuzi [71]. Charakteristickym
znakem AD, ktery je dobi'e znamy, je zvySena kolonizace bakterii S. aureus, ktera zptsobuje
membrany [58] [72]. Védci se také domnivaji, Ze slozeni mikroflory u osob postihujici AD,
je zpasobeno dysfunkci kozni bariéry, ktera spociva v mutaci genu kodujici filagrin [73].
Filagrin je protein zajistujici spravnou strukturu SC, atim je zabezpe¢ena odpovidajici
funkce kozni bariéry [74].

Pro pokozku trpici AD je také typické snizena produkce AMP v kiazi. Jestlize je tedy tato

produkce snizena, je ziejmé, Ze kuize bude vice kolonizovana mikroorganismy.
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Aknozni plet’

Ackoliv neni toto zanétlivé onemocnéni zcela objasnéné, zména bakterialniho osidleni je
povazovana za jeden z hlavnich faktort, pro¢ akné vznika. Zakladni mechanismus spoc¢iva
ve zvysené produkci mazu piispivajici k zanétu pilosebacedzni jednotky, tim na kazi vznika
prostiedi vhodné pro lipofilni bakterie. Hlavni bakterii spojovanou s onemocnénim je
Propionibacterium acnes, jejiz primarni osidleni je pravé v mazovych folikulech. V téchto
folikulech se zaéinaji tvofit tzv. mikrokomedony, které se projevuji prvnimi znamkami
zanétu a jsou prekurzorem komedont. Zanét a lokalni poskozeni kiize je zptisobeno sekreci
bakterialnich enzymu, jako jsou enzymy stépici tuky (lipazy), bilkoviny (protodzy) nebo

kyselinu hyaluronovou (hyaluronidaza) [73].

2.2 Vztah mikrobiomu k imunitnimu systému

Imunitni systém oznacuje souhrn souboru bunék a chemickych procest, které chrani zivého
tvora pted chorobami, cizimi latkami apod. Mizeme rozdélit na dvé ¢asti: vrozenou imunitu

a ziskanou imunitu. Lisi se od sebe zptisobem imunitni odpovédi.

Vrozena imunita reaguje rychle, jeji odpovéd’ prichazi béhem nékolika minut ¢i hodin, nema
vSak imunologickou pamét’, proto je reakce vzdy stejnd a méné efektivni. Je to prvni
imunologicky mechanismus, ktery bojuje proti patogenezi. Jeji hlavni jednotkou jsou
dendritické bunky, leukocyty a makrofagy [75; 76]. Dendritické buiiky se nachazi pievazné
v ktzi a ve sliznicich, miZzeme je nalézt i v krvi nebo lymf€. Pohlcuji odumielé tkan€ nebo
ty latky, které se rozpusti v mezibunééné tekuting, nacez jsou uvniti buniky zpracovany
anasledné vystaveny na jejich povrch. Timto zpisobem reprezentuji antigen, cizorodou

latku, ktery je dalezity k imunologické odpovédi ziskané imunity [76].

Ziskana imunita reaguje specificky. Charakterizuje ji imunologicka pamét’, kterd zavisi na
styku s antigenem, jez spusti imunitni odpovéd’. Receptory, které dokazou odhalit patogen,
ziskavame b&hem zivota, tudiz jakmile se system potka s patogenem podruhé, je schopny
provést rychlejsi a G¢innéjsi odpoved’ [77]. Dilezitou soucasti specifické imunity jsou T-
lymfocyty, jejichz vyvoj probiha v kostni dfeni a dozravani nastava v brzliku. Tam ziskaji
I svoji imunokompetenci, diky fadé receptori a koreceptorii, které jsou piizptisobené
k rozpoznani antigenu piipojeného na MHC (Major Histocompatibility Complex). MHC
glykoprotein je membranova jednotka bilkovinné povahy, kterd se nachazi ve vSech

jadernych bunkach organismu. Bez tohoto mezikroku by T-lymfocyty nemohly analyzovat
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patogen [78]. Mezi obéma imunitami panuje velka synergie, a pokud by nastala porucha
tohoto systému, projevilo by se to zanétem, autoimunitnim onemocnénim nebo

hypersenzitivni reakci [75].

Cely proces komunikace probiha tak, Ze se patogen dostane do bezprostiedni blizkosti
organismu — tedy ke kozni bariéfe a sliznicim. Zdravy imunitni systém je v symbidze s kozni
mikrobiotou a reaguje na podnéty, aby piedesla infekci [79]. Na nésledujicim obrdzku je
patrné, Ze bakterie (zelené kuli¢ky) interaguji s dendritickymi buiikami (¢. 2 v Obrazek 8),
které¢ vysSlou signal T-lymfocytiim. Tento druh lymfocyti je schopny donutit bunky
k apoptdze — bunééné smrti. Jiné druhy mikrobu, jako je komenzalni S. epidermis, vylucuji
AMP, a to zabezpecuje prevenci pied napadenim patogenem (¢.1 v Obrazek 8). Jiné bakterie
zase svymi metabolity mohou potlacit zanét a podpofit tak buné¢nou komunikaci koznich
keratinocytli, kterd je dilezitd pro plnéni spravné funkce jakozto koZni bariéra

(¢.3 v Obrazek 8) [80].

&
Patogeny

'Ebidermélm’ vrstva: | Dendrické
‘ ~ bunky : =

| U >

Cytotoxické
3 . T-lymfocyty

Obréazek 8 Komunikace mikrobioty a T-lymfocytii. Prevzato [80]

JelikoZ jsou mikroorganismy na kizi télu pfirozené cizi, je potieba, aby je télo pfiijalo,
respektive nesnazilo se je zni¢it. Tomu pomaha, jak bylo zjisténo, komenzalni bakterie

S. epidermis, ktera kolonizuje kuzi jako jedna z prvnich. Metabolity mikrobu pfichazi
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okamzité po narozeni do styku s regula¢nimi T-lymfocyty (druh bunék ziskané imunity
jedince), které si navyknout na pfitomnost téchto latek. V nésledujicich letech pak imunitni
systém ignoruje antigeny této bakterie, a tedy nespousti imunitni reakci [81]. Pokud ale dojde
jedinec do styku stouto bakterii pozdé&ji, imunitni odpovéd’ bude silna a zanétliva.
Zajimavosti je, Ze kuze dokaze patogen rozeznat jiz v novorozeneckém obdobi, proto si télo
nevytvoii toleranci na piitomnost patogennich mikroorganismi a dokdze na né reagovat
[17]. Celou komunikaci muzeme vidét na Obrazek 9. Vlasovy folikul je osidlen S. epidermis

(malé kulicky), které svymi metabolity pfitahuji regula¢ni T-lymfocyty (¢.3, 4 v Obréazek 9).

Obréazek 9 Komunikace bakterii s imunitnim systémem. Prevzato [82]
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3 MODEL KOZNIiHO MIKROBIOMU

Modelové systémy ktize a biofilmi jsou nezbytné pro pochopeni komunikace kuze
a mikrobioty. Modely kiize se zaCinaji rychle vyvijet, dnes véda mlze vyuzit jak jednodussi
2D modely, tak i sofistikovang&jsi 3D modely zahrnujici imunitni odpovéd’, o kterou jsou jiné
modely ochuzeny. Jinym moznym modelem mize byt samotna tkan lidského téla, ktera se

z téla odebere a kultivuje [83].
Ex vivo

Jak bylo feceno, existuji ex vivo modely kozniho mikrobiomu. Jejich vyhodou je, ze simuluji
prostiedi in vivo 1épe nez uméle vytvorené modely v laboratofi. Mikrobiom u tohoto modelu
je méné citlivy na zmény, lépe se brani vicéi patogennim procesim. Zaroven jejim
potencidlem je sledovat mechanismy, které ovliviiuji pfechod bakterii na kiizi a jejich

naslednou distribuci [84].

Modely funguji tak, ze se odebere ¢ast kozni tkané€, bud’ lidské nebo zviteci. Vzorky ktze se
sterilizuji a udrzuji v kultivaénich nadobach. Nasledn¢ prob&éhne inokulace mikroorganismy,
které maji byt zkoumané. Mezi posledni kroky patii inkubace v optimalnich podminkach

a analyza interakce mikrobiom—kize [85] [86].
In vitro

Zde se tadi modely kuze, na které jsou nasazené mikroorganismy. Pro teoretickou analyzu
mikrobiomu Ize pouzit 2D modely mikrobiomu, sloZzené z monovrstvy lidskych keratinocytii
a na ni nasazené¢ mikroorganismy. Pfinasi pouze piedpoklad toho, jaké jsou mechanismy
mikrobioty na klizi a pfedbézné testovani riznych latek, jelikoz je tento systém limitovan
fyziologii pokozky [87]. Bunky ve 2D struktufe ztraci riznorodost svého fenotypu, coz se
projevuje na morfologii, vnitini organizaci keratinocytu, a tim padem i na sekreci a bunécné
signalizaci. Omezeni nastavd i v piipadé ptisunu zivin, kysliku, metabolita a signalnich
molekul, které je neomezené oproti skute¢nosti. Vyhodou je ale jednoduchost a dostupnost
tohoto systému. Jeho formovéani probihd nékolik hodin, coz poskytuje snadnou

reprodukovatelnost ¢i moznost interpretace [88].

Blize k realité se piiblizuji 3D modely kiize s mikrobiotou. 3D model se sice formuje déle
nez 2D kultura, poskytuje vSak presnéjsi vysledky. Tento simulovany systém kize mtize
vznikat tfemi zpisoby: suspenzni kulturou na nepfilnavych plasticich, kulturou

v koncentrovaném mediu nebo gelovitych latkach a v posledni fad¢ ve scaffoldech.
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3D model zachovava morfologii, proto je zajiSténa spravna interakce mezi buiikami a jejim
prostiedim. Pfistup k zivindm je variabilni, stejn¢ tak ke kysliku, metaboliti a signalnim
molekulam. Omezeni nastava v piipadé nakladu, ¢asu a s tim souvisejici opakovatelnosti
a ziskani podobnych vysledkt. Nutno podotknout, Ze neexistuje idealni model 3D kuze, ale

je zadouci vybrat ten nejvhodné&jsi pro dany vyzkum a analyzu [88].

Vsechny modely mizeme podrobit metagenomické analyze. Jde o analyzu geneticke
informace, diky které ziskame informace o kvalitativnim i kvantitativnim sloZzeni kozniho

mikrobiomu. Poskytuje informace a hypotézy o mikrobialni funkci [89].

Dalsi moznou analyzou je zkoumani mikrobiomu fluorescenéni mikroskopii. Tato metoda
vyuziva fluorescence, tedy stavu, kdy vzorek absorbuje energii neviditelného zateni
a emituje zateni viditelného svétla s delsi vinovou délkou. V praxi se musi k bunikam ptidat

fluorescenéni barvivo, aby byly pozorovatelné pod mikroskopem [90].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro vytvofeni kozniho mikrobiomu in vitro byla pouzita bunééna linie keratinocyttit HaCaT.
Jsou epidermalniho piivodu, proto slouzila jako monovrstva predstavujici kiizi. Buné¢éna
linie HaCaT byla kultivovana v médiu RPMI (Gibco, ThermoScientific. USA) s 1%
ptridavkem antibiotik penicilin — streptomycin (GE Healthcare HyClone, United Kingdom)
a 10% fetdlniho bovinniho séra (FBS; BioSera, France). Bunky byly kultivovany
v kultiva¢nich lahvich (TPP Trasadigen, Svycarsko) v inkubatoru pfi teploté 37 °C, 95%

vihkosti a 5 % CO; atmosféte.

K dosazeni vhodné viability byla provedena pasaz bunééné linie dvakrat tydné. Nejprve byla
vyloucena kontaminace pod inverznim svételnym mikroskopem IX51 (OLYMPUS Japan,
Japonsko). Objem média byl nasledné vylit z kultiva¢ni lahve a buiiky promyty 2x PBS. Po
proplachnuti bun¢k a promyti byl ptidan 1x trypsin/EDTA (Biosera, France) a nasledovala
Sminutova inkubace. Po uvolnéni bun¢k ode dna kultivacni nddoby bylo ptidano kompletni
kultivaéni médium — vznik bunééné suspenze. Viabilita a pocet bunék byla stanovena

pomoci Biirknerovy komtrky. Linie byla pasaZovana v pom¢ru 1: 4.

Obréazek 10 Buniky HaCaT, zvétseno 40x

K bakterialni kultivaci byly pouzity nasledujici kultury, pofizené v Ceské sbirce
mikroorganismu, Staphylococcus aureus CCM 4516, Micrococcus luteus CCM 732
a Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 (Obrazek 11). Bakterie bylo nutné pied zapocetim
experimentu ozivit z zelatinovych diskll. Jednalo se o provedeni kultivace na trypton

sojovém agaru (TSA) v Petriho misce pii 37 °C za aerobnich podminek. Nasledné byla
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kolonie pievedena do trypton sojového bujonu (TSB) a nechala se 24 h kultivovat pro
nésledujici praci.

Obrézek 11 Pouzité bakterialni kolonie — M. luteus, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus

4.2 Pouzité soupravy, chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie
e Hydrogenuhli¢itan sodny (kat. ¢.: 28000-31000; Penta Chemicals, Ceska republika)

e Hydrogenuhli¢itan draselny (kat. &.: 15300-31000; Penta Chemicals, Ceska
republika)

e Fosfatovy pufr (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, kat. ¢.:LM-S2041/500,
BioSera, Francie)

e Fetélni bovinni sérum (FBS kat. ¢.: FB-1280; Biosera, Francie)
e Methylenova modr (kat. ¢.: 66720, Sigma Aldrich, USA)

e MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid  (kat. ¢.:
M1415.0005, Duchefa Biochemie, Nizozemi)

e Penicillin-Streptomycin 100X (kat. ¢.: XC-A4122/100; Biosera, Francie)

e RPMI 1640 médium (kat. ¢.: 31-800-105, Gibco, ThermoScientific, USA)
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e RPMI 1640 médium, bez fenolové ¢ervené (kat. ¢.: 11530406, Gibco, ThermoFisher
Scientific, USA)

e Soybean casein digest lecithin polysorbate medium solution (SCDLP, kat. ¢.: MO011,
HiMedia Laboratories, Indie)

e Trypsin/EDTA 10X (kat. ¢.: XC-T1717/100; Biosera, France)

e Trypton sojovy agar (TSA; kat. ¢.: M290, HiMedia Laboratories. Indie)

e Triton™ X-100 solution (kat. ¢.: 93443-100ML, Sigm Aldrich, USA)

e Formaldehyd 36-38% (kat. ¢.:1415,-11000, Penta s. r. o, Ceska republika)

e ActinGreen™ 488 ReadyProbes™ Reagent (kat. ¢&.: R37110, ThermoFisher
Scientific, USA)

Hoechst 33258 (kat. ¢.: H1398, ThermoFisher, Scientific, USA)

Pouzité roztoky a jejich priprava

e Roztoky pro kultivaci bakterii

Mikrobiologicky agar byl ptipraven smichanim 18 g Tryptone Soya Agar (TSA, HiMedia
Laboratories. Indie) a 400 ml demineralizované vody. TSB bujon byl ptipraven smichanim
12,0 g MO11 (Soyabean Casein Digest Medium, HiMedia Laboratories. Indie) a 400 ml

demineralizované vody.

e Piiprava methylenové modie

V odmérné bance 100 ml se rozpustilo 1,5 g methylované modie v 95% ethanolu. Min. 3 dny
se roztok nechal odstat prekryty buni¢inou. Z tohoto koncentrovaného roztoku se odebralo
30 ml do 100ml odmérné banky a doplnilo se destilovanou vodou. Nasledné bylo ptidano
100ul 10% KOH, které se ptipravilo rozpusténim 10 g KOH v 50 ml destilované vody.

Prefiltrovany roztok se zfedil 1:20 s destilovanou vodou.

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

e 0,22 pm stiikackové filtry (kat. ¢.: 99722, TPP —Techno Plastic Products,
Svycarsko)

e Centrifuga 5702 R chlazeny model pro vzorky zavislé na teploté (Eppendorf, CR)
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e Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Némecko)
e McFarlandiv densitometr DEN-1B Grant-Bio (Grant Instruments, Velka Britanie)
e Digestof odtahovana MERCI G NextGen (MERCI s. 1. 0., CR)

¢ Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX81 s fazovym kontrastem (OLYMPUS Japan,
Japonsko)

e Inkubator s piislusenstvim Heracell™ 150i (Thermo Scientific, USA)

e Inkubéator INE 400 Memmert 531 (Memmert GmbH + Co. KG, Némecko)

e Inverzni mikroskop 1X51 (OLYMPUS Japan, Japonsko)

e Jednorazové injek¢ni stiikacky Injekt (Braun, Spolkova republika Némecko)
e Laminarni box Biol30 A2 s piisluSenstvim (Alpina, Polsko)

e Laminarni flowbox — Mikrobiological Safety Cabinet Class Il type A2 Safemate 1.2
(BioAir S.p.A., Itélie)

e Ttepacka Vortex GENIE 2 (Scientific Industries, USA)

e Ultrazvuk Elmasonic S 70 H s ohfevem (Elma, Spolkova republika Némecko)
4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Rustova krivka

Jednim z vyhodnocovacich postupt byla ristova kiivka, ktera ve vyzkumech slouzi jako
referen¢ni hodnota. Pfi této metodé se sleduje kultivace mikroorganismi v Case, kdy
mikroorganismy prochazi nékolika fazemi: Lag faze, faze zrychleného ristu, Log faze, faze
zpomaleného rustu, stacionarni faze a faze odumirani, jak je znazornéno na nésledujicim

obrazku (Obrazek 12) [91].

V lag féazi probiha pfizptisobovani a rust samotné bunky, aktivuji se vhodné enzymy. V této
fazi se buiikky samy opravuji, jestlize doslo k jejich poskozeni. Tato doba zavisi na slozeni
média, genetické vybave buiiky a bunééném druhu. Neadaptované buiikky odumiraji.

Faze zrychleného ristu vyznacuje bod mezi lag alog fazi, kdy jsou aktivovane enzymy

k rozmnozeni a kultura se zacina rychle mnozit. Na to navazuje log faze (logaritmicka,

exponencialni), kdy buriky intenzivné rostou, aktivné se rozmnozuji a zdvojnasobuji svij
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pocet. V této fazi je dostate¢né mnozstvi Zivin a vSechny butiky se déli konstantni maximalni

rychlosti. V této fazi jsou buiiky vyuzivané pro vyzkum.

Ve fazi zpomaleného ristu naopak dochazi ke zpomaleni metabolismu a hromadéni
metaboliti. Tim piedchazi fazi stacionarni (plateau faze), zde se pocet novych bunék
vyrovnava s poc¢tem odumielych, dochazi k vyCerpani zivin. Buniky se zaéinaji usazovat,
vnimaji, Ze nemaji vhodné podminky pro rust, proto nékteré sporuluji.

Posledni fazi je odumirani. Ziviny jsou vy&erpané, také je zde ptili§ mnoho odpadnich latek,

burka zacina odbourava zasobni latky. Prostiedi je pfilis kyselé a tento nepfiznivy stav vede

k odumirani bunék [92] [93].
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Obrazek 12 Riistova bakteridalni kiivka. Prevzato [94]

Rustova kiivka byla zméfena na piistroji Tecan, ktery dokaze sledovat rist bakterii v Case
a to tak, ze jsou méfené optické zmény denzity vzorku — tedy to, jak se méni hustota a zakal
vzorku. Je to jedna ze zakladnich mikrobiologickych technik, které dovoluji sledovat rast

bakterii pti riznych podminkach [95].
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K oziveni bakteridlnich mikroorganismu se piipravil TSA agar. V ramci postupu oziveni
bakterii byla lahvicka se Zelatinovymi disky ponechdna 10 minut pti pokojové teploté, aby
pii otevieni nedoslo ke kondenzaci vody. Vyzihanou ockovaci klickou byl vyjmut disk, aby
se prilepil na Spicku klicky a pienesl se do stfedu Petriho misky s TSA agarem. Disk byl
zakapnut 5 kapkami TSB. Takto piipraveny disk se nechal 30 minut pii laboratorni teploté,

poté byl rozockovan po povrchu agaru a inkubovan 24 h v inkubatoru.

Dalsi den se bakterie pieockuji z TSA agaru do TSB bujonu. Pfeo¢kovani je mozné provést
odebranim bakterialni kultury z agaru se vyzihanou kli¢kou, ktera se nasledné pienese do

TSB bujonu. Pro vytvofeni homogenni kultury dikladné zvortexujeme.

Po 24 hodinach se zkontroluje mnozstvi bakterii v suspenzi a ptipadné se upravi tak, aby
opticka hustota (OD) byla 0,5. Po této upravé se do 96jamkové mikrotitraéni desticky
napipetuje 195 ul TSB média, ke kterému se ptida 5 pl bakterialni suspenze. Jako blank
(slepy vzorek) slouzi ¢isty TSB bujon. Desticka se ulozi do readeru (pfistroj Infinite M200
PRO Tecan, Svycarsko), ktery provede 48 méfeni po 30 minutach. Méfeni se vyhodnocuje

pti 37 °C a vlnové délce 600 nm.

4.4.2 Polymikrobiilni model kiize

Dvourozmérny polymikrobidlni model kombinujici ko-kultivaci dermalnich keratinocyti
s komenzalnimi a patogennimi bakteriemi je vhodny pro zkoumani interakci, jak mezi
samotnymi bakteriemi (komezalové — patogeny), tak mezi koznimi butikami a potencialnim
mikrobiomem. Byla tedy vytvofena monovrstva z bunék HaCaT, které byly rozmrazeny
a preneseny do kultiva¢niho média RPMI 1640. Po vytvoteni konfluentni monovrstvy byly
zpasazovany a rozkultivovany v 24jamkovych mikrotitracnich destickach. Jedna slouzila
jako reference, do druhé desti¢ky byly v dalsich dnech pfidany bakterialni suspenze. HaCaT

se nechaly pifedem nakultivovat 3 dny v inkubatoru pii 37 °C pro provedeni experimentu.

Ptiprava bakterialnich suspenzi probihala tak, Ze se z kolonie na agaru vyZzihanou kli¢kou
ptenesly bakterie do TBS. Ucinilo se tak pro kazdou bakterii zvlast — tedy pro M. luteus,
S. aureus, P. aeruginosa. Bakterie v TBS se nechaly kultivovat v inkubatoru pti 35 °C.
Nésledujici den se zvortexovaly pro vytvofeni homogenniho inokula, odebrdn 1 ml
bakterialni suspenze se zcentrifugoval po dobu 60 s pii 13 000 rpm. Supernatan byl odsat

avznikla peleta byla rozsuspendovana v 10 ml PBS. Hodnota OD, ktera byla potiebna
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k vytvoreni biofilmu, ¢inila OD 0,01 a nasledn¢ byla zfedéna v poméru 1:1000 pro bakterii
M. luteus a S. aureus. V ptipadé P. aeruginosa nasledovalo fedéni v poméru 1:100 000.

Po 3denni kultivaci a vytvofeni monovrstvy z bunék HaCaT bylo vyménéno staré medium
za 850 pl Cerstvého media. Nacez ptipravené bakterialni suspenze (M. luteus a S. aureus)
0 objemu 150 ul byly pfidany do jamek a kultivovany po dobu 40 h. Po jednodenni kultivaci
byla pfidana i suspenze P. aeruginosa a kultivace probéhla nasledujicich 20 h. Na Obrézek
13 je vidét, ze prvni sloupec kolonizoval S. aureus, druhy M. luteus, tieti P. aeruginosa.
V dal$i sloupcich byly bakterie nakombinovany — 4. sloupec kombinace M. luteus
a S. aureus, 5. sloupec M. luteus a P. aeruginosa a posledni sloupec byl vyhrazen pro
kombinaci tii bakterii.

Po infikaci a 40h kultivaci ptislo na fadu barveni. Nejprve musely byt burniky zafixovany,
k tomu byl pouzit 4% formaldehyd, ktery se nechal 15 min odstat. V' dal$im kroku se buniky
promyly PBS a umrtvily pfidanim 0,5% Tritonu X-100. Ten byl po 5 min odsat a 3x promyt
PBS. Poslednim krokem bylo, Ze se ptidalo do kazdé jamky PBS a k tomu 1 kapka barviva
ActinGreen™ 488 a 10 pl 5 pg-ml™? barviva Hoechst 33258. Po 30 min byla barviva v PBS
naposledy odsata a ptidan PBS. Nabarvena bunécna kultura byla piipravena k analyze

pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus IX81. Viz vysledky.

Obrazek 13 Buriky HaCaT a bakterialni suspenze
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443 MTT test

Jedna se o rychly kolorimetricky test vyuzivajici dehydrogenazy v aktivnich mitochondriich
zivych bungk, ktery rozklada tetrazoliovy kruh MTT (3-(4,5dimethylthazolk-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid). M¢fi se tak Zivotaschopnost bunék, tzn. pocet Zivych bunék je
ur¢en mnozstvim redukovaného MTT. Vysledkem je poté intracelularni fialové zbarveny
formazan, solubilizovan a kvantifikovan spektrofotometricky pfi 570 nm. Cim je roztok
tmavsi, tim vétsi je pocet zivotaschopnych metabolicky aktivnich bunék [96] [97]. Na
viabilitu byly zméfeny bunky HaCaT s bakteriemi tvofici mikrobiom a samotna buné¢na

linie HaCaT slouzila jako reference.

Pro tento Ukon Dbyly znovu pfipraveny dvé 24jamkové desticky jako
v podkapitole Polymikrobialni model kize. Pfed provedenim samotného testu byla
provedena kontrola bun€k pod inverznim mikroskopem. V laminarnim boxu se poté odsalo
puvodni médium a napipetovalo se nové médium o objemu 800 ul. Nasledné bylo pfidano
24 ul MTT roztoku do jedné testované jamky, ktery byl pfedem zifedén na vyslednou
koncentraci 5 mg-ml"t UPW. V3e se nechalo ptisobit 4 hodiny v inkubatoru. Po uplynuti
doby byl objem jamek odsan a piidalo se 500 ul DMSO pro 15min inkubaci. Na zavér
probéhlo méfeni absorbance na piistroji Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko) pii
absorbanci 570 nm, vinové délka pro referenci 690 nm. Viz vysledky.

Obréazek 14 Reference bunek HaCaT a mikrobiom po bezprostiedni aplikaci MTT
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Obréazek 15 Reference bunék HaCaT a mikrobiom po 4h inkubaci MTT

Pomoci metody MTT jsme také stanovili prikaz tvorby biofilmu na mikrotitrani desticce.
Samotné bakterie po kultivaci v TBS byly ziedény a upraveny na vyslednou optickou
denzitu OD 0,5 pomoci McFarlandova denziometru. Pti této metod¢ je vyuzit zvySeny zakal
u bakterii pro pfipravu testovaciho inokula jako indexu ristu bakterii a poctu bunck
(biomasy). Odecet, nazyvany OD, poté nepiimo odrazi pocet bakterii [98]. Pfi tomto OD
bylo k 200 pul TBS v 96jamkové desti¢ce napipetovano podle

Tabulka 1. Jako slepy vzorek (blank) poslouzil samotny TSB. Na Obrazek 16 (prvni
snimek) muzeme vidét, ze nékteré jamky byly kontaminované. Hodnoty u téchto jamek byly

pro vypocet primeéru ignorovany.

Tabulka 1 Pipetované objemy do 96jamkové desticky

Pocet bakterialnich suspenzi TBS [pl] Bakterialni suspenze [pl]

1 195 5,0

2 190 2,5

3 185 2,0
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Obrazek 16 Blank a bakterialni suspenze pro vyhodnoceni MTT testu

Z namétenych hodnot byla vypocitana schopnost tvorby biofilmu pomoci nepifimé metody
na mikrotitra¢ni desti¢ce. Vzala se primérna hodnota absorbance u blanku a secetla se

s trojndsobkem smérodatné odchylky priiméru absorbance, diky tomu se vypocetlo ODc.

Rovnice 1 Vypocet ODc
ODc = prum. hodnota blank + 3 - odchylka priméru

S vysledkem ODc byla vypocitana hodnota OD u kazdé bakteridlni suspenze, a to podle

nésledujiciho vyrazu.

Rovnice 2 Vypocet OD bakterialni suspenze

ODpqr. = prum.absorbance suspenze — ODc

Vypocitané OD se porovna s ODc. Tvorba biofilmu byla hodnocena dle 4 skupin: Zadna
tvorba biofilmu, slaba, mirna a silnd. Bakterie netvofici biofilm mély praimérnou hodnotu
absorbance mensi nez hrani¢ni hodnota ODc. Jedna se o pramérnou hodnotu reference, t;.
nezaockovani mikroorganismem s hodnotami 3 smérodatnych odchylek. Tato hrani¢ni

hodnota je zvolena dle normalniho Gaussova rozdéleni, které popisuje primér véetné
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3 smérodatnych odchylek pokryvajici pravdépodobnost hodnoty v 99,7 %. Slaba produkce
biofilmu je uréena do hodnoty dvojnasobku ODc, mirné tvorba je v rozmezi dvojnasobku
a ¢tyfnasobku ODc a v neposledni fadé nad tuto hodnotou ODc jsou bakterie oznaceny jako

tvorici silny biofilm [99].
Na zaklad¢ nasledujici tabulky se tedy uréi, zdali bakterie tvofi biofilm ¢i nikoliv [100].

Tabulka 2 Vyhodnoceni biofilmu u bakterii

Velikost OD Produkce mikrobiomu
OD < ODc Z4dna
ODc <OD <2- ODc Slaba
2+ ODc<OD <4- ODc Mirna

4 - 0Dc<0OD Silna
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5 VYSLEDKY

5.1 Konstrukce a analyza rustové kiivky

5.1.1 Bakterialni kultura

Rustové kiivky bakterii byly kvantifikovany na zakladé hodnot optické denzity a poctu
bunék v Case. Bakteridlni kiivky byly méteny pii 37 °C a byla pouzita vinova délka 600 nm.
Pipetovana OD pro bakterie se pohybovaly v rozmezi OD 0,5 + 0,05.

Na namétenych rastovych kiivkdch mizeme vidét pomérné idedlni rist, respektive tak, jak
je zminované v literatufe. Je patrna Lag faze, faze zrychlené¢ho ristu, Log faze, faze
zpomaleného rustu, stacionarni faze i poc¢inajici faze odumirani. V ptipadé P. aeruginosa
a S. aureus maji obé¢ rustové kiivky pfiblizné stejny sigmoidni tvar. Bakterie prosly vSemi
rustovymi fazemi, méteni vSak bylo zastaveno jesté ve stacionarni fazi, proto faze odumirani
chybi.

Odlisny prubéh ristu vykazoval M. luteus, u kterého nebyla faze zrychleného ristu tak
rapidni, jak napovida literatura. Stejné tak se liSily faze zpomaleného riistu a stacionarni

faze, které probihala rychleji. Z grafu je patrné, Ze i rychleji nastala faze odumirani.

=—&— M. luteus —ll—S. aureus P. aeruginosa
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Obrazek 17 Rustové krivky bakterii
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5.2 Vyhodnoceni polymikrobiialniho modelu kiize

Na zakladé MTT testu bylo zji$téno, jaka je viabilita keratinocytt s bakteriemi. Nedostatkem
tohoto testu je, Ze se pocCita viabilita jak bunék HaCaT tak mikroorganisma. Tudiz nelze
S jistotou fict, jestli pfitomnost téchto bakterii pozitivné nebo negativné ovlivnila rist
bunééné linie. Podle Obréazek 18 nejvyssi viabilitu vykazovala kombinace M. luteus
s P. aeruginosa spole¢né s kombinaci vSech bakterii. Zaroven je u nich nejvyssi odchylka.
Zivotaschopnost ostatnich kombinaci nebyla o mnoho vyssi jako reference, v piipadé
P. aeruginosa a kombinace M. luteus a S. aureus dosahovala viability stejné hladiny jako
reference.

HaCaT microbiome

1.8+
3
E 1:2- - I - .\
sl .
2 056- e /
S 04 . :EE

Obréazek 18 Viabilita bun¢k HaCaT s mikroorganismy

Pro zjisténi morfologie a viability eukaryotnich a bakterialnich bunék byla vyuzita
fluorescenéni mikroskopie. Bunécénd linie byla nabarvena fluorescenénimi barvivy
ActinGreen™ 488, které je vyuzito v ramci uréovani struktury a funkce cytoskeletu,
a Hoechst 33258 jako kontrastni barvivo pro uréeni jader bun¢k. Zaroven miizeme pozorovat
integritu samotnych bunék HaCaT a monovrstvy, kterou by méla linie tvotit. V idealnim
ptipadé¢ kozniho mikrobiomu tvoii Keratinocyty monovrstvu ucelenych aneporusenych

bunck, kolem kterych se seskupuji bakteridlni buniky. V experimentalni casti se povedlo
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podobny piipad vytvofit. Dle Obrézek 20 az Obrazek 25 lze vidét bakterie okolo cytoskeletu

keratinocytli (vyznaceno bilymi Sipkami).

Obréazek 19 Reference — monovrstva bunék HaCaT

U kombinace HaCaT s komenzalni bakterii M. luteus (Obrézek 20) byla morfologie bun¢k
bez vyraznych zmén, cytoskelet nebyl naruSen a buiiky vykazovaly typicky polygonalni az
okrouhly tvar podobné jako reference. Pocet keratinocytli byl vyssi nez u kombinace
s patogennimi bakteriemi S. aureus a P. aeruginosa (Obrézek 21, Obrazek 22). V piipadé
kombinace se S. aureus bunky keratinocytt nemély obvykly tvar a bylo na nich znat
poskozeni. U patogenu P. aeruginosa byly burniky znatelné poskozené, se znamkami
nekrotické bunééné smrti a jaderné fragmentace. Také je celkové viditelny nizni pocet
HaCaT bunék.
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Obrézek 20 Burniky HaCaT s komenzalem M. luteus

Obrézek 21 Buiiky HaCaT s patogenem S. aureus
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Obrézek 22 Buriky HaCaT s patogenem P. aeruginosa

V kombinaci patogenni bakterie P.aeruginosa s komenzalem M. luteus neni pfili§ znat
ochrana komenzalni bakterie (Obrazek 23). I zde se vyskytovaly rtiznorodé morfologické
zmény bunécné linie, stejné tak jako u HaCaT s P. aeruginosa. Viditelné poklesla integrita
monovrstvy. U druhé kombinace, tedy M. luteus a S. aureus, mély burniky polygonalni
charakter a znatelné byly casteéné zmény na cytoskeletu (Obrézek 24). Linie bunék

vykazovala mens$i viabilitu oproti referenci.

Jelikoz byla dostupna pouze jedna komenzalni bakterie vhodna pro tento experiment, nabizi
se otazka, zda by jiny komenzal byl G¢inné&jsi a jestli by dokazal keratinocyty ochranit pied
poskozenim. Jednou z dalSich komenzalnich bakterii je naptiklad S. epidermis, jez svymi
metabolity zeslabuje zanétlivou odpovéd’ bunky, ovSsem byva inhibovana patogenem

P. aeruginosa [3] [101].
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Obrazek 23 Buniky HaCaT s komenzalem M. luteus a patogenem P. aeruginosa

Obrazek 24 Bunky HaCaT s komenzalem M. luteus a patogenem S. aureus

U trojkombinace bakterii byly keratinocyty podstatné odolné&j$i nez se samostatnym
patogenem, avSak tvar buiky neodpovidal zdravé buice HaCaT (Obréazek 25). Burniky byly
mensi, podobné jako u kombinace HaCaT s komenzalem M. luteus. Pozoruhodné je, Ze
ackoliv byly buiikky kombinované s dvéma patogeny a jednou komenzalni bakterii,
keratinocyty nebyly zcela znicené. Miizeme ptedpokléddat, ze komenzalni bakterie jim

poskytla alespon ¢aste¢nou ochranu a predesla iplnému zaniku bunek HaCaT.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Obrézek 25 Buiiky HaCaT s komenzélem M. luteus a patogeny S. aureus a P. aeruginosa

RovnéZ byla stanovena tvorba biofilmu jednotlivych bakterii a jejich kombinaci aplikované
v rdmci polymikrobialniho modelu. Vyhodnoceni tvorby biofilmu metodou mikrotitra¢ni
desti¢ky, podle Tabulka 2, vysly pozitivné pro vSechny piipady. U jednotlivych bakterii
S.aureus (As7o = 1,228), M. luteus (As7o = 1,113), P. aeruginosa (Asno = 1,277) byla
vyhodnocena jako silné pozitivni (+++). U piipadnych polymikrobidlnich biofilmi —
S. aureus a M. luteus (As7o = 2,757), M. luteus v kombinaci s P. aeruginosa (As7 = 2,880)
a 3 typy bakterii (As70 = 1,841) byl biofilm taktéz hodnocen jako silné pozitivni (+++). Blank
(As70=0,057) podle piedpokladi netvoril Zadny biofilm (0).

Tabulka 3 obsahuje piehled pro schopnost tvorby biofilmu.

Tabulka 3 Testovane bakterie a jejich schopnost tvorit biofilm

Bakterie Biofilm — kultivace v TSB
Blank 0
SA +++
ML +++
PA +++

SA+ ML +++
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Bakterie Biofilm — kultivace v TSB
PA + ML +++
PA+ ML+SA +++

Pozn.: 0 zadny biofilm, + slaby biofilm, ++ mirny biofilm, +++ silny biofilm
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6 DISKUZE

Na model kozniho mikrobiomu byla zvolend bunééna linie imortalizovanych lidskych
keratinocyti HaCaT, které se bézné podileji na stavbé epidermis. Hojné se vyuzivaji jako
modely ke studiu mechanismu kuze [102]. Jako komenzal byla zvolena bakterie M. luteus
z toho duvodu, ze se vyskytuje na kizi ve velkém mnozstvi a poméha K udrzeni kozni
homeostazi. Za patogenni bakterie byly vybrany S.aureus a P. aeruginosa, jelikoz se
nejcasteji vyskytuji pti dysbidze, koznich onemocnénich a spole¢né kolonizuji kozni rany
[3].

Prvnim dtlezitym krokem bylo zjistit, jestli zvolené bakterie jsou schopné tvorby biofilmu.
To je dileZitou charakteristikou, jelikoz chrani tyto mikroorganismy pied vné&jSimi
poruchami, umoziiuji mikrobidlni komunikaci arozklad Zivin, coZ napomdha jisté
mikrobialni sukcesi a vyvoji. Takova mikrobidlni kolonizace prosp€snymi bakteriemi mize
sama o sobé mit ochrannou funkci, a pravé schopnost bakterii tvofit biofilmy mé vyznam
pro ochranu pfed infekcemi. Ochrana poskytovand piivodni mikroflorou je jistou odolnosti
vuci patogenni kolonizaci a je tak vyznamnym koznim obrannym mechanismem, ktery brani
proti exogennim bakteriim a houbam. Typickym piikladem mize byt zmifiovany
S. epidermidis se schopnosti tvofit biofilm spojivkové a obli¢ejové kozni mikroflofe [103]
[104].

Testované bakterie a jejich kombinace tvofily silné-pozitivni biofilm, avsak tato detekce
probéhla pouze u bakterii kultivovanych na mikrotitracni desticce bez keratinocytii. Ve
slouzilo k potvrzeni faktu, Ze bakterie aplikované modelu kozniho mikrobiomu mohou tvofit

biofilm, byt souc¢asti kozni mikrofléry a ovlivnit jeji kondici.

U samotného modelu méla byt vysledkem monovrstva HaCaT s polybakterialnim filmem,
ktera by udrZela integritu bunck i monovrstvy. Monovrstvu se podafilo udrzet pouze
u reference, v ostatnich piipadech neslo o perfektni monovrstvu, nicméné i presto byly

viditelné jak pozitivni, tak negativni zmény eukaryotni buniky.

Pozitivni vysledek je vidét predevSsim u kombinace tfi bakterii, kdy dva patogenni
mikroorganismy nezpusobily odumieni keratinocyt, piestoze jednim z nich byla agresivni
bakterie P. aeruginosa. Duvodem muze byt slozity vztah mezi témito patogeny, ktery je stale
predmétem zkoumani. Jednim z poznatku je, Ze P. aeruginosa soutézi se S. aureus o misto
a zdroj zivin. Produkuje molekuly, které ovliviiuji riist S. aureus, napiiklad jistad latka

pyocyanin inhibuje oxida¢ni dychani S. aureus, nebo protedza LasA zase dokaze bunku
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S. aureus rozlozit [105]. Kvili této kompetitivni vlastnosti teoreticky mohla byt monovrstva
keratinocytti chranéna do té doby, nez si patogen P. aeruginosa zabezpecil idealni podminky

pro existenci, a nez se zacal soustfedit na dalsi buniky — keratinocyty.

Podle obdobné provedeného experimentu, kdy na vrstvu HaCaT byly také nasazeny
suspenze patogend S. aureus a P. aeruginosa, avsak bez pfitomnosti komenzalni bakterie,
bylo sledovano poruseni celistvosti vrstvy. Buiky keratinocyti nezaujimaly polygonalni
tvar a celkové se liSily od reference [3]. Tim se¢ rozpada teorie o rivalité mezi dvéma
patogennimi bakteriemi a dava prostor teorii, ktera pojednava o ochrané keratinocytt

pomoci komenzalu M. luteus.

Kladn¢ vysla i kombinace S. aureus a M. luteus, kdy nebyly pozorovatelné zadné
signifikantni zmény na monovrstvé HaCaT. Duvodem mohl byt fakt, Zze S. aureus
nezpusobuje infekci u zdravé klize, ale pouze pokud dojede k naruseni kozni bariéry nebo
rovnovahy mikrobiomu [106]. Mohlo by se tedy predpokladat, Zze zdravé keratinocyty
simulovaly zdravou ktzi, tudiz nedoslo k vyraznému poskozeni bun¢k. Mnohem zasadnéjsi
je vsak zjisténi, ze M. luteus siln¢ inhibuje rust S. aureus [60]. Podobny efekt zaznamenaly
védci z Nottinghamu, ktefi kombinovali S. aureus s dvéma komenzalnimi bakteriemi —
S. epidermis a M. luteus. Bunky HaCaT udrzely polygonalni tvar, svoji integritu monovrstvy

a celkoveé rozdil od reference nebyl markantni [3].

Tento model je tedy vhodny ke sledovani zmén na keratinocytech, jejich podpory rustu
a proliferace. Model by mohl slouzit i k testovani latek podporujici mikrobiom kize. Podle
morfologickych vlastnosti keratinocytlh miZzeme urc€it, zdali doslo k podpofe komenzalni
nebo patogenni strany. Vyhodou tohoto modelu je, Ze neni pfili§ naro¢ny na jeho provedent,
Ize jej snadno upravit naptiklad pfidanim dalSich komenzalnich nebo patogennich

mikroorganismi, nebo zvolit upln¢ jiné bakterialni druhy.

Mezi negativa in vitro modelu mikrobiomu kize patii, Ze se nepocita s aktivnim imunitnim
systémem clovéka, ktery je dalezitou soucasti této biologické bariéry. Model tedy muze jen
omezené nahradit situaci in vivo. Nicméné i tak je klicovy pro studium mechanismu

mezibunéénych interakci [3].
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ZAVER

Mikrobiom kuze je dynamicky systém, jehoZ fungovani ovliviiuje fada vnéjsich i vnitinich
vlivi. Slouzi jako biologicka bariéra kaze, ktera pomaha stimulovat tvorbu
antimikrobidlnich peptidd. Tyto peptidy jsou produkované piedev§im v Keratinocytech
aslouzi jako ochrana pted infekci. Jestlize je mikrobiédlni vrstva naruSend, dochazi

k poruseni funkce kozni bariéry, které s sebou nese fadu koznich onemocnéni.

Ackoliv je udrzeni zdravé pokozky komplexni zalezitost, jednou z moznosti, jak toho docilit,
je udrzet mikrobiom v rovnovaze. To ovSem neni jednoduché, proto je zapotiebi poznat
interakce mezi bakteriemi a mezi bakteriemi s koznimi bunikami. Proto cilem bakalaiské

prace bylo vytvofit jednoduchy model kozniho mikrobiomu v laboratornich podminkach.

Kultivaci koznich keratinocyti HaCaT byla vytvofena monovrstva bunék, na kterou byly
patogennich bakterii a jedné komenzélni bakterie. Tato kombinace méla simulovat
jednoduchy kozni mikrobiom. Fluorescenénim mikroskopem byly sledované
mikroorganismy usazené na bun&né sténé keratinocytt a také jejich morfologické zmény.
Experiment ukézal, ze je mozno model mikrobiomu vytvofit in vitro, a ze komenzalni
bakterie jsou schopné ochranit kozni buniky pfed destruktivnimi vlastnostmi patogennich

mikrobu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMP

DMSO

MTT

NMF

oD

ODc

SC

TEWL

TSA

TSB

UPW

antimikrobialni peptidy

dimethylsulfoxid

(3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid)
ptirozeny zvlhcujici faktor kiize — Natural Moisturizing Factor
opticka densita

mezni hodnota optické density

stratum corneum

transepidermalni ztrata vody

trypton-séjova agar

trypton-séjovy bujon

ultracista voda — Ultrapure Water
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