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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zaméiuje na interakce vybranych bakterii koZzniho mikrobiomu
ajejich adhezi ke keratinocytiim, piicemz klade dliraz na vliv Pseudomonas aeruginosa
na chovani a ptilnavost Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus a Micrococcus
luteus. Pomoci bunééné linie HaCaT byly provedeny in vitro testy hodnotici
zivotaschopnost, proliferaci, adhezi a migraci keratinocytti v monokulturach a ko-kulturach

s bakterialnimi kmeny a jejich supernatanty.

Ziskané poznatky v této bakalaiské praci mohou pfispét k hlubSimu porozuméni
mikrobialnim interakcim na povrchu kiize a mohou byt vyuzity pii vyvoji terapeutickych
strategii zaméfenych na modulaci kozniho mikrobiomu a prevenci kolonizace patogennimi

mikroorganismy.

Kli¢ova slova: bakterialni adheze, keratinocyty, Pseudomonas aeruginosa, polymikrobialni

interakce, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, hojeni ran, kozni mikrobiom

ABSTRACT

This bachelor thesis investigates the interactions between selected skin microbiota bacteria
and their adhesion to human keratinocytes, focusing particularly on the influence
of Pseudomonas aeruginosa on the adhesion and behavior of Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, and Micrococcus luteus. Using the HaCaT keratinocyte line, a series
of in vitro assays were conducted to evaluate cell viability, proliferation, adhesion,
and wound healing in mono- and co-culture settings with bacterial strains and their
supernatants.

The findings obtained in this bachelor thesis may contribute to a deeper understanding of
microbial interactions on the skin surface and may be used in the development of therapeutic
strategies aimed at modulating the skin microbiome and preventing colonization by

pathogenic microorganisms.

Keywords: bacterial adhesion, keratinocytes, Pseudomonas aeruginosa, polymicrobial
interaction, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, wound healing, skin

microbiome
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UvVOD

Lidska ktze, nejveétsi orgédn naSeho téla, plni kliCovou roli v ochran¢ organismu
pred vnéjsimi vlivy, v metabolismu vody a termoregulaci. Vedle téchto znamych funkci
se klize stava cilem intenzivniho vyzkumu diky svému mikrobiomu, ktery tvoii komplexni
ekosystém mikroorganismi, zahrnujici bakterie, houby a viry. Tento mikrobiom se podili

na udrzovani kozni homeostazy, ochran¢ pred patogeny a ovliviiuje imunitni reakce téla [1].

Tato bakalarska prace nabizi teoreticky ptehled o struktufe kiize, jejich zakladnich funkcich
aroli keratinocytli. Déle se zaméfuje na vyznam a slozeni kozniho mikrobiomu, mechanismy
adheze mikroorganismt a vliv fyziologickych podminek na tento proces. Prakticka Cast
se soustfedi na experimentalni metody pro studium interakci mezi keratinocyty
a mikroorganismy za riznych podminek, vcetné testovani zivotaschopnosti bungk,
proliferacnich testii a analyzy hojeni ran. Cilem této prace je zkoumat polymikrobidlni
interakce a jejich vliv na adhezi mikroorganismi ke keratinocytim v prostfedi kozniho
mikrobiomu. Polymikrobidlni interakce oznacuji vzajemné vztahy mezi riznymi
mikrobialnimi druhy na ktzi, které mohou byt kompetitivni (soupeteni o ziviny a prostor)

nebo kooperativni (vzajemna podpora riistu a obrany pted patogeny) [2].

Vyzkum zahrnuje vyuziti in vitro modelu lidské kiize, zalozeného na bunécnych liniich
keratinocytl a fibroblastii. Takova analyza je nezbytnd nejen pro hlubsi pochopeni procesi
probihajicich na povrchu kiize, ale také pro vyvoj novych terapeutickych a kosmetickych

aplikaci.

Doutam, ze vysledky této prace ptisp¢ji k hlubSimu pochopeni komplexnich interakci mezi
mikroorganismy a buitkami lidské kiize, a tim rozsiii stavajici znalosti o fungovani koZniho
mikrobiomu. Ziskané poznatky by mohly byt inspiraci pro dalS$i vyzkum v oblasti
dermatologie a pfispet k vyvoji inovativnich terapeutickych a kosmetickych aplikaci

zaméfenych na podporu zdravi kize a prevenci jejich onemocnéni.
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I.

TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1 KUZE
Kuze je nejvétsi organ lidského téla. Piedstavuje asi 15 % celkové télesné hmotnosti a ma

ne¢kolik dulezitych funkci pro nads organismus. Mezi hlavni funkce patii ochrana

pred vnéjsimi vlivy, podil na metabolismu vody a termoregulaci.

Normalni stavba ktize zahrnuje 3 ¢asti: epidermis, dermis a subcutis. Celkova tloustka kiize
1 vrstev se méni dle lokalizace na téle. V ktzi se také nachézi struktury souhrnné oznaCované
jako adnexalni komponenty. Zde zahrnujeme chlupy, nehty, potni a mazové zlazy [3].
Zdrava kaze vcetné své komplexni stavby tedy ptfedstavuje pevnou obrannou linii proti
infekci, kterd maze vniknout tehdy, je-li klize poruSena. Porusenim poté vznika cesta priniku
do nitra organismu. Kromég vyse uvedenych hlavnich funkci mize mit klize také estetickou
roli, tzn. lze ji povaZovat za zrcadlo organismu — odrazi jeho celkovy fyzicky a psychicky
stav [4]. Na obrazku ¢. 1 mizeme vidét celkovou stavbu kiize od epidermis, po subcutis.
Obrazek zahrnuje i jednotlivé vrstvy, kterymi jsou: stratum corneum, stratum licidum,

stratum granulosum, stratum spinosum a stratum basale.

— —  ———— Odumiel¢ buiiky
Rohova vrstva vyplnéné keratinem
(stratum corneum)

Jasna vrstva
(stratum lucidum)

Zrnita vrstva (stratum Lamelarni téliska

granulosum)

Ostnita vrstva
(stratum spinosum)

Keratinocyt

Bazalni vrstva
(stratum basale)

Merkelova bunka

Melanocyt

Senzoricky neuron

Skara (dermis)

Obrazek 1: Vrstvy pokozZky — upraveno
(Zdroj: By OpenStax: Anatomy &
Physiology, March 11, 2023, CC BY 4.0)
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Struktura kuze

1.1.1 Epidermis (Pokozka)

Pokozka neboli epidermis tvoii nejsvrchnéjsi ochrannou vrstvu ktize, tedy skutecnou hranici
mezi télem a vnéjSim prostredim. Epidermis je pomémné tenkd, na nékterych mistech
pouhych 30 pm, zatimco na jinych mistech je naopak silnéjsi, a to konkrétné naptiklad na
dlanich, kde dosahuje tloustky az 1000-2000 um. Tato nejsvrchnéjsi vrstva se neustale
obnovuje: odumfelé buiky (tzv. keratinocyty) na vnéjsi strané pokozky se prubézné
odlupuji, zatimco zespoda dortstaji nové. Dalsimi typy bunék v pokozce jsou melanocyty,
Merkelovy buiiky ¢i Langerhansovy buiiky. Pokozka neobsahuje zadné krevni cévy, a proto

je zavisla na Skare, kterd zajiSt'uje ptistup k zivindm a odvadéni odpadnich latek [6].

Pokozka se sestava z péti vrstev smérem k povrchu. Jedna se o bazalni vrstvu (stratum
basale), ktera je tvotfena jednou fadou cylindrickych ¢i kubickych keratinocytti pfipojenych
k bazélni membrané pomoci specializovaného bunééného spojeni — hemidezmozomu.
Hemidezmozomy tak zajistuji pevné mechanické spojeni mezi epidermis a dermis,
které je klicové pro odolnost klize a udrzeni struktury [5]. Bazdlni membrana je zvinéna
—zvySuje pevnost spojeni se Skarou (dermis) a difuzi zivin. Bazalni vrstva kromé
keratinocytli obsahuje také melanocyty, Merkelovy (Langerhansovy) buiiky a dendritické
bunky které zajiStuji pigmentaci, senzorické vnimani a imunitni ochranu. Melanocyty
produkuji melanin, ktery chrani DNA pfed UV zéifenim a urcuje barvu kize.
Merkelovy bunky funguji jako mechanoreceptory, prenasSejici dotykové podnéty do
nervového systému, a jsou soucdsti jemného hmatového vnimani. Dendritické
(Langerhansovy) buiiky se podili na imunitni odpovédi tim, Ze rozpoznavaji patogeny
a aktivuji T-lymfocyty [7]. Tato vrstva je rovné€Zz zarodeCnou vrstvou pro vznik novych
keratinocytli a obnovu pokozky. Nasleduje vrstva ostnitd (stratum spinosum). Jedna se
o vrstvu keratinocytll, jeZ maji pfi pozorovani ve svételném mikroskopu ostnity vzhled,
pfi¢emz ,,ostny* (spiny), pfedstavuji vybézky bunééné membrany. Témito vyb&zky se poté
keratinocyty propojuji navzajem pomoci desmozomil. Naopak zrnitou vrstvu (stratum
granulosum) jiz tvoii oplostélé keratinocyty, které se zaCinaji plnit keratohyalinem.
Je zakladem pro navazujici keratinizaci a podminuje vznik a zachovani stratum corneum.
Nasleduje leskla vrstva (stratum lucidum), ktera obsahuje pouze 1-2 vrstvy mrtvych bunék,
tenkd vrstva, ktera je patrna pouze u siln€ rohovéjici kiize. Keratohyalin se zde za¢ind ménit

na eleidin a jsou zde pfitomna lamelarni téliska. Nejsvrchnéjsi vrstvou je v zavéru stavby
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ktze tzv. rohova vrstva (stratum corneum). Tato vrstva ma rtiznou tloustku podle typu
rohovéjici ktze. Oplostélé zrohovélé vrstvy piedstavuji zbytky nezivych keratinocytl
bez jader a bunécnych organel. Bunky jsou vyplnény keratinem, ktery vznikl pieménou

z eleidinu [8].

1.1.2 Dermis (Skara)

Dermis je asi 1-3 mm silnd vrstva, kterd je tvofena tuhym vazivem. Tvoii ji plstova sit
elastickych kolagennich vlaken. Tato vladkna zajiStuji pevnost, pruznost a taznost kuze.
Skara je velmi dobie cévné zasobend. Sklada se ze dvou vrstev: stratum papillare a stratum

reticulare.

Vrstva klize dermis se skladad z krevnich cév, vlasovych kofinki, nervi, potnich zlaz
a mazovych zlaz. Funkce této vrstvy klize je stimulacni receptorovy orgéan, ochrana proti
poskozeni, osvétleni a ochrana proti nemocem, jakoz i pro regulaci teploty [9]. MliZeme zde
zahrnout i1 dermalné-epidermalni spojeni, coz je struktura mezi epidermis a dermis,
ktera zajistuje pevnost a stabilitu pokozky. Tvoii ho bazalni membrana a hemidezmozomy,
které spojuji keratinocyty epidermis s kolagenem v dermis [10]. Hlavnimi slozkami jsou
kolagen typu IV, lamininy a integriny. Tento spoj podporuje mechanickou integritu pokozky
a reguluje bunécnou komunikaci [11]. KoZni vrstva dermis se nachédzi ve spodni c¢asti
pokozky epidermis, ktera ma dvé vrstvy struktury, a to stratum papillare, které obsahuji
fibroblasty a stratum reticular, ktera se sklada z pojivové tkané. Krome téchto dvou vrstev
obsahuje dermis také n€které epidermalni derivaty, konktrétné vlasové folikuly, potni Zlazy
amazové Zlazy. Pod dermis se nachdzi vrstva volné pojivové tkang, kterd se nazyva podkozi
a obsahuje tukové buiiky. Tato sit’ se také nazyva povrchové fascie nebo paniculus adiposus.

Tato tkan obsahuje bohaté svazky krevnich a lymfatickych cév [9].

1.1.3 Subcutis (podkozi)

Podkozi, znamé jako subcutis, je kritickd vrstva tkané¢ nachazejici se pod dermis, ktera se
sklada predev§im z volné pojivové tkané a tukovych bunék. Tato vrstva plni nékolik
zakladnich funkci, véetné ukladani energie, tepelné izolace a zajisténi pruzného spojeni mezi
ktzi a pod ni lezicimi strukturami, jako jsou svaly a fascie [10; 12]. Vyznamna je
vaskularizace podkozi, které ve srovnani s dermis obsahuje vEétsi mnozstvi cév a nervi,
coz hraje zasadni roli v celkové perfuzi a procesech hojeni kiize [10; 13]. Uloha podkozi

piesahuje pouhou strukturalni podporu; aktivné se podili na procesu hojeni [14].
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Podkozi, viz obr. € 2 je navic nachylné k riznym patologickym staviim, které mohou jeho
funkci omezit. PoSkozeni podkozni vrstvy muze vést ke komplikacim, jako je opozdéné
hojeni ran a tvorba indolentnich kapes [15]. Integrita podkoZzi je tedy pro u¢innou 1écbu rany
naprosto zasadni pii jakykoliv chirurgickych zakrocich zahrnujicich tuto vrstvu a je tedy

tieba brat v uvahu jeji klicovou roli v procesu hojeni [13; 16].

Podkozi z tukového
vaziva obsahujici cévni a
nervove pletené

Obrazek 2: Struktura subcutis —
upraveno (Zdroj: Balko, J., Tonar, Z.
and Varga, 1., 2016. Memorix histologie.
Ist ed. Prague: Triton, p. 112)

1.2 Keratinocyty

Keratinocyty jsou ptevladajicim typem bunck epidermis a tvoti ptiblizné€ 95 % této
nejsvrchnéjsi vrstvy kiize. Hraji klicovou roli pfi udrzovani integrity kiize, bariérové

funkce a celkové homeostazy [17; 18].

Keratinocyty v bazélni vrstve jsou mitoticky aktivni, zatimco ty ve vysSich vrstvach
postupné ztraceji proliferacni schopnost a diferencuji v korneocyty. Pti diferenciaci
keratinocytli dochazi k syntéze keratinu, vlaknitého proteinu, ktery zajist'uje pevnost
a odolnost kaze. Tento proces je kli¢ovy pro tvorbu rohové vrstvy, slouzici

jako primarni bariéra proti neptiznivym vliviim prostiedi [17; 18].

Keratinocyty vytvati tonofilamenta, coz jsou druh cytokeratinovych intermediarnich
filament. Ty se proplétaji a vytvareji tonofibrily, které se upinaji do plotének
desmozoml.. Ty dodavaji pokozce pevnost, hlavné ve stratum spinosum |[8].
Dale vytvaii keratohyalinovd granula nachézejici se ve stratum granulosum.

Béhem vyzravani se keratohyalin méni v eleidin a ten nasledné v keratin. Dale zde
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muizeme zahrnout lamelova téliska. Jedna se o latky tukové povahy (glykolipidy),
které jsou vylucovany do mezibunéénych Stérbin, a slouzi k utésnéni §térbin jako
mezibunéény tmel [8]. Pochopeni biologie keratinocytli je nezbytné pro vyvoj
léCebnych strategii pro ruznd kozni onemocnéni, vcetné psoriazy, atopické
dermatitidy a rakoviny ktize. Na obrazku €. 3 jsou znazornény a popsany jednotlivé

struktury keratinocyta.

Zbytky po mrtvych
keratinocytech

Keratohyalin

Ostnité vybézky (spiny)

Mnohothelny keratinocyt

Melaninova granula

Cylindricky
keratinocyt

Obrazek 3: Struktura keratinocytii —
upraveno (Zdroj: Balko, J., Tonar,
Z. and Varga, 1., 2016. Memorix
histologie. st ed. Prague: Triton,
p. 112)

1.2.1 Struktura a funkce keratinocytu

Keratinocyty jsou nedilnou soucasti bariérové funkce kiize, zabranuji transepidermalnim
ztratdm vody (TEWL) a chrani pfed patogeny a drazdivymi latkami. Lipidova matrice
vytvafena keratinocyty tuto bariéru posiluje a ¢ini ji odolnou vici nepfiznivym vliviim
prostiedi [19]. Keratinocyty navic exprimuji proteiny tésného spojeni, které zlepSuji funkci

bariéry tim, Ze brani paraceluldrnimu prichodu Skodlivych latek.

Také hraji kliCovou roli pfi hojeni ran prostfednictvim procesi, jako je re-epitelizace.
Po poranéni keratinocyty migruji do mista rdny, proliferuji a diferencuji, aby obnovily
epidermalni bariéru [19]. Bylo prokézéano, ze faktory, jako jsou kmenové buinky odvozené
od tukové tkané€, maji parakrinni u€inky, které zvySuji migraci a proliferaci keratinocytt

béhem hojeni ran [19; 20]. Keratinocyty nejsou pouze pasivni strukturdlni slozkou,
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ale aktivné se podileji na imunitni odpovédi ktize. Produkuji fadu cytokind, vcetné
interleukinu-1, ktery hraje kli¢ovou roli pfi zahajeni a udrzovani lokalnich imunitnich reakei.
Tato produkce cytokint je kliCova pro nabor imunitnich bun¢k do mist zanétu a poranéni,
coz zdlraziuje ulohu keratinocyti jako aktivnich hract v imunité¢ kaze [20; 21].
Navic exprimuji receptory pro rozpoznavani vzoru, které jim umoznuji detekovat patogeny
a odpovidajicim zpisobem na né reagovat, a funguji tak jako prvni linie interakce s ostatnimi
koznimi bunkami. Naptiklad primarni fasinky na keratinocytech slouzi jako signalni uzly,
které reguluji drahy klicové pro proliferaci a diferenciaci bunék. Keratinocyty navic reaguji
na podnéty zprosttedi, jako je UV =zafeni, modulaci exprese ruznych gent,
vcetné chemokint, (napt. CXCLS5), které jsou dulezité pro zanétlivé reakce. Vzajemné
pusobeni mezi keratinocyty v dermis je také rozhodujici pro udrzeni homeostdzy klze,
protoZze fibroblasty poskytuji strukturalni podporu a signalni signdly, které ovliviiuji funkci

keratinocytl [22].

Keratinocyty jsou z hlediska funk¢nosti nedilnou soucasti zdravi kiize a plni bunéénou
signalizaci. Jejich schopnost interagovat s ostatnimi koznimi burikami a reagovat na zmény

prostedi je zdsadni pro zachovani integrity a funkénosti klize.

1.2.2 Proces keratinizace

Proces keratinizace je kriticky biologicky mechanismus, ktery zahrnuje diferenciaci
keratinocytli, coz vede k vytvofeni ochranné bariéry v kuzi. Tento proces je nezbytny
pro zachovani integrity a funkce kiize, protoze vede k tvorb¢ keratinu. Jedna se o vlaknity
protein, ktery poskytuje strukturdlni podporu a odolnost epitelidlnim tkani.
Proces keratinizace 1ze rozdé€lit do né€kolika fazi, z nichz kazda se vyznacuje specifickymi
molekuldrnimi a bunéénymi zménami. Pocatecni faze keratinizace zacina proliferaci
bazélnich keratinocytil, které jsou stimulovany rGznymi ristovymi faktory a cytokiny.
Jak tyto builky migruji epidermis smérem nahoru, zacinaji prochéazet diferenciaci,
ktera je ovliviitovana zménami mikroprostiedi, v€etné zmén koncentrace vapniku. Je zndmo,
ze zvySena koncentrace vapniku spousti expresi diferencia¢nich markert, jako je involucrin
a loricrin, které jsou kli¢ové pro tvorbu rohovinového obalu, klicového znaku terminalné
diferenciovanych keratinocytii [23; 24]. Uloha keratinovych proteinii v tomto procesu
je vyznamna, protoZe tvoii intermediarni filamenta, ktera zajiSt'uji mechanickou pevnost

a stabilitu epidermis [24].
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Pti diferenciaci keratinocyti dochdzi k vyznamnym morfologickym a biochemickym
zméndm. Tento proces se vyznacuje syntézou keratinovych proteinli, které tvofi
intermediarni filamenta zajistujici strukturalni integritu epidermis [23,24]. Naptiklad
keratin 14 a keratin 16 jsou klicové pro udrzeni mechanickych vlastnosti kize a jsou
exprimovany v bazalnich vrstvach epidermis. Jejich exprese je pfi diferenciaci keratinocytt
snizena, coz vede k tvorbé specializovanéjSich keratini. Ty jsou oznacovany jako je
keratin 1 a keratin 10 nachézejici se v hornich vrstvach epidermis [25]. Krom¢ toho byla
zdliraznéna uloha reaktivnich forem kysliku (ROS) pfi podpoie diferenciace epidermis,
coz naznacuje, Ze oxidacni stres mlze slouzit jako signalni mechanismus béhem tohoto

procesu [26].

Zavérecna stadia keratinizace vrcholi procesem znamym jako kornifikace, kdy keratinocyty
ztraceji své organely a podléhaji programované bunééné smrti. Vzniké nejsvrchngjsi vrstva
ktze slozena z odumielych korneocytt. Tento proces je pfisné regulovan riznymi faktory,
véetné transglutamindz, které usnadiuji zesitovani proteinti v kornifikovaném obalu,
¢imz zvySuji bariérovou funkci kize [27]. Kromé toho je pro udrzeni integrity kiize
rozhodujici vzdjemné plsobeni mezi keratinocyty a extracelularni matrix,
protoze keratinocyty vylucuji riizné cytokiny a rastové faktory, které ovliviiuji jejich vlastni

diferenciaci a celkovou homeostazu kuze [28].
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2 KOZNI MIKROBIOM

ey

Lidsky mikrobiom je oznaceni pro veskeré mikroorganismy, které ziji na lidském povrchu
nebo v lidském téle. Jedna se o komplexni systém mikroorganismii, které osidluji riizné casti

lidského téla, véetn€ povrchu kiize, traviciho traktu, sliznic a dalSich oblasti [6].

Tento mikrobiom tvofi bakterie, houby, viry a dal$i mikroorganismy, které spolu s koznimi

bunikami tvoii ochrannou bariéru proti patogeniim a udrzuji zdravou funkei ktize.

2.1 Vyznam koZniho mikrobiomu

Kozni mikrobiom hraje kli¢ovou roli pfi ochrané proti infekcim a podporuje imunitni
odpovéd. Nekteré bakterie, naptiklad Staphylococcus  epidermidis, produkuji
antimikrobialni latky, které brani riistu patogennich bakterii, jako je Staphylococcus aureus.
Navic kozni mikrobiom podporuje udrzeni pH ktize a produkci lipidd, coz pomaha udrzovat

prirozenou bariérovou funkci [30].

Jednou zhlavnich funkci kozniho mikrobiomu, je jeho tuloha v imunitni modulaci.
Pfitomnost komenzalnich bakterii na povrchu klize pomahé vzd€lavat a trénovat imunitni
systém hostitele a podporuje vyvazenou imunitni odpovéd’. Naptiklad ¢asna kolonizace
specifickymi komenzalnimi stafylokoky byla spojena s niz§im rizikem vzniku atopické
dermatitidy u kojencii, coZ naznacuje, ze tyto mikroorganismy mohou hrat ochrannou roli
v kozni imunité [31]. Krom¢ toho mulze kozni mikrobiom ovliviiovat expresi genil
souvisejicich s diferenciaci a homeostazou epidermis, ¢cimz piispiva k funkci koZni bariéry

[32].

Pokud dojde k disbalanci mikrobiomu (dysbidze), miize to vést k riznym koznim
onemocnénim, jako jsou akné, ekzémy, psoridza nebo rosacea. Dysbidoza mize byt
zpusobena faktory, jako je nadmérné pouzivani antibiotik, nadmérnd hygiena, stres
nebo nevhodna strava. V poslednich letech se vyzkum mikrobiomu rozsifil o mozZnosti
vyuziti prebiotik a probiotik v dermatologii, coZ by mohlo pfispét k obnové rovnovahy

mikrobiomu a 1écb¢ koznich onemocnéni [33].
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2.2 Typy mikroorganismii a jejich rozloZeni na kizi

Mezi nejbézné€jsi bakterie patii rody Staphylococcus, Cutibacterium a Corynebacterium.
Kazdy ¢lovek ma unikatni mikrobidlni sloZeni, které je ovlivnéno faktory jako vék, pohlavi,
zivotni styl, genetika a oblast téla. Naptiklad v mastnych oblastech (napf. na cele a zadech)
prevlada  Cutibacterium  acnes,  zatimco v suchych oblastech je  bézny

Staphylococcus epidermidis [29].

Mikrobiota se rozdéluji na komenzalni, mutualistické a patogenni. Zatimco komenzalni

24

mikrobiota pfindsi hostiteli benefity, nebo alespon neskodi, patogenni mikroorganismy

mohou vyvolat rizné onemocnéni [34].

Zastoupeni hlavnich bakteridlnich kmen( na

kGzi

51,80 % - Actinobacteria
1,00% 6,30% 24,40 % - Firmicutes
16,50 % - Proteobacteria
6,30 % - Bacteroidetes
1,00 % - Ostatni

51,80%

24,40%

Graf 1: Zastoupeni hlavnich bakteridlnich kmenu na kizi — upraveno

(Zdroj: https://www.solen.cz/pdfs/der/2022/01/04.pdf)

Na grafu ¢. 1, ktery je uveden vyse, se nachdzi rozdéleni hlavnich bakteriadlnich kmenti na
kazi. Z kolacového grafu je vidét, Ze nejvétsi zastoupeni bakteridlnich kmenl jsou
Actinobacteria s 51,8 % a nejmensi zastoupeni bakterialnich kmenti jsou ostatni s 1 %, které

v kolaCovém grafu nejsou jmenované.

Nejvice dominantnim kmenem na lidské pokoZce jsou Actinobacteria. Tento kmen zahrnuje
bakterie, jako jsou Corynebacterium a Propionibacterium, které jsou ptitomny v riznych
mnozstvich v zavislosti na ¢asti téla. Propionibacterium acnes je znamy svou schopnosti
produkovat kyselinu propionovou, ktera pomaha udrzovat nizké pH pokozky a brani

tak rastu patogennich mikroorganismu [35]. Déle Firmicutes zahrnuji rizné druhy bakterii,
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jako jsou Staphylococcus, Streptococcus a Bacillus. Bakterie z tohoto kmene jsou ¢astymi
osadniky na lidské kuzi, kde se podileji na rozkladu potu a jinych organickych latek. Nékteré
druhy, jako napiiklad Staphylococcus epidermidis, jsou povazovany za soucast piirozené
mikroflory kiize, ale mohou v urcitych podminkéch zpiisobit infekce [36]. Dalsim kmenem,
Proteobacteria, jsou pritomné na kizi v mensSich poctech, ale jejich role neni o nic méné
vyznamna. Zastupci tohoto kmene, jako jsou Pseudomonas a Acinetobacter, jsou znameé
svou schopnosti piezivat v riznych prostiedich, v€etné téch s nizkym obsahem kysliku, coz
jim umoziuje ptezit i na specifickych mistech pokozky (vlhké zahyby) [37]. Poslednim
zahrnutym kmenem, Bacteroides, jsou pfitomny piedevsim v travicim traktu, ale mohou byt
nalezeny i na kazi [38]. I kdyZ jejich koncentrace na kiizi neni tak vysoka jako u jinych

kmend, jejich pfitomnost pfispiva k celkové mikrobiadlni rovnovaze.

2.2.1 Komenzalni druhy

Komenzalni mikrobiota zahrnuje bakterie, viry, houby a dals$i mikroorganismy,
které obvykle osidluji lidské télo bez toho, aniz by mu Skodily. V mnoha piipadech
mikrobiota poskytuje hostiteli dillezit¢ benefity, naptiklad ochranu pifed kolonizaci
patogennimi mikroorganismy, podporu imunitniho systému nebo syntézu urcitych vitaminii
[39]. Piikladem komenzalni bakterie na lidské kuzi je Staphylococcus epidermidis.
Tento nepatogenni mikroorganismus je soucasti normalni kozni mikrofléry a hraje dilezitou
roli v ochrané proti patogennim bakteriim. S. epidermidis soutéZi s patogeny o Ziviny
a prostor na povrchu kiize, ¢imz brani jejich kolonizaci. Navic produkuje antimikrobialni
latky, které inhibuji rist Skodlivych mikroorganismil [40]. Komenzalni mikrobiota také hraji
roli v modulaci imunitniho syst¢tmu — podceniuje vyvoj imunitni tolerance a brani
nadmérnym zanétlivym reakcim. Kromé toho mikrobiota konkuruje patogeniim o Ziviny
a prostor, coz piedstavuje dal$i mechanismus ochrany pfed infekcemi [39].

Vyznamny aspekt tohoto tématu je dynamickd rovnovdha mezi komenzéalni a patogenni
mikrobiotou. Napiiklad dlouhodobé uZivani antibiotik mliZze narusit komenzalni mikrofloru,

coz umozni patogentim ziskat pfevahu a zpusobit infekce.

Komenzalni mikrobiota také plsobi jako dilezity faktor, ktery udrzuje homeostdzu

imunitniho systému [41].
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2.2.2 Patogenni druhy

Patogenni mikroorganismy jsou schopné zpusobit onemocnéni, kdyz proniknou do téla
a prekonaji obranné mechanismy. Tyto mikroorganismy mohou zptisobit poskozeni bun¢k,
produkovat toxiny nebo spustit nepiimérené imunitni reakce. Patogenni mikrobiota zahrnuji
viry, bakterie, houby a parazity, které mohou infikovat rizné ¢asti téla [41]. Ptikladem
patogenni bakterie na lidské kazi je Staphylococcus aureus, znamy také jako zlaty
stafylokok. Tato bakterie miize zplsobovat rtzné kozni infekce, jako je impetigo,
folikulitida, furunkly nebo karbunkly. Infekce se Casto projevuji jako zarudlé, oteklé
a bolestivé viedy nebo puchyfe naplnéné hnisem. S. aureus se mize $ifit z infikovanych
nebo kolonizovanych osob koznim kontaktem nebo sdilenim kontaminovanych predméti
[42]. Tato bakterie je schopna produkovat rizné toxiny a enzymy, které piispivaji k jejich
patogenité. Né&které kmeny navic produkuji toxiny, které funguji jako superantigeny,
spoustéjici uvolnovani velkého mnozstvi cytokind, coz mize vést ke stavu podobnému

sepsi [43].

Patogenni mikrobiota vSak nejsou vzdy negativnim faktorem — v né€kterych ptipadech miize
byt klicova pro vyvoj a modulaci imunitni odpovédi, a tak mohou hrat roli 1 v ochrané pted

jinymi, vice virulentnimi patogeny [41].

2.3 Polymikrobialni interakce

Polymikrobialni interakce v koZznim mikrobiomu se tykaji vzajemnych vztahli mezi riznymi
mikroorganismy, které sdileji stejny ekosystém. Na povrchu kiize zije mnoho druhii baktertii,
hub a dalsich mikroorganismti, které mezi sebou neustile soupeii o prostor a ziviny,
¢imz udrzuji dynamickou rovnovéhu. Tento proces je zasadni pro zdravi kize, protoZe
umoziuje udrzet Skodlivé mikroorganismy pod kontrolou a podporuje kozni homeostazi
[44]. Mikroorganismy na kizi soupefi o omezené zdroje, jako jsou lipidy, aminokyseliny
a kyslik [45]. Vyuzivaji riznych strategii, aby si zajistily misto a zdroje potfebné k preziti
[30]. Nekteré druhy jako Staphylococcus epidermidis, jsou schopny produkovat
antimikrobidlni peptidy, které inhibuji rlst patogennich mikroorganismili, jako je
Staphylococcus aureus. Tento mechanismus je zndmy jako ,koloniza¢ni rezistence
— proces, pii kterém zdravé mikroorganismy vytvateji neptfiznivé podminky pro kolonizaci
patogent. Kromé toho bakterie jako Cutibacterium acnes v mazovych zlazach vytvateji
lipazy, které hydrolyzuji lipidy na volné mastné kyseliny, ¢cimz vytvareji kyselé prostredi,

které brani rstu jinych mikroorganismii [43]. Polymikrobidlni interakce mohou byt
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kompetitivni nebo kooperativni. Kompetitivni interakce zahrnuji produkci latek,
které inhibuji rtst jinych druhii. Kooperativni interakce mohou zahrnovat syntrofii, kde
jeden mikroorganismus poskytuje nezbytné ziviny pro rist druhého, nebo biofilm, kde rtizné
druhy spolupracuji na vytvofeni ochranné vrstvy na povrchu ktize [39]. Pokud je rovnovaha
polymikrobidlnich interakci narusena, mize dojit k rozvoji dysbidzy. Dysbioza se vyznacuje
snizenim rozmanitosti mikrobidlni komunity nebo pfemnoZzenim patogennich
mikroorganismii. To vede k oslabeni pfirozené obranyschopnosti kiize a ke zvySeni
nachylnosti k infekcim, zanétim a dalSim koznim onemocnénim, jako je atopicka

dermatitida, psoridza nebo rosacea [44].

2.4 Role rezistentnich mikroorganismu v prevenci patogenni kolonizace

Rezistentni mikroorganismy hraji zasadni roli v prevenci kolonizace patogennimi
mikroorganismy prostfednictvim nékolika mechanisma. Pfirozend mikrobialni flora,
kterd obyva povrch lidského téla a travici trakt, vytvari konkurenéni prostiedi, kde rizné
druhy bakterii bojuji o Zziviny a prostor. Tato kompetice omezuje rist potencidlné
patogennich mikroorganism, a tedy brani jejich pfemnozeni. Rezistentni mikroorganismy,
naptiklad nékteré¢ kmeny bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, jsou schopny
vytvaret antimikrobidlni latky, jako jsou bakteriociny, kyselina mlé¢néa a peroxid vodiku,
které pusobi inhibi¢n€ na patogeny [45]. Tento inhibicni ucinek je jednim z klicovych
mechanismi, jakym mikrobialni rezistence mutze chranit pied kolonizaci Skodlivymi
mikroorganismy.

Dalsi dalezitou funkci rezistentnich mikroorganismil je podpora imunitni odpovédi hostitele.
Interakce mezi rezidentni mikroflérou a imunitnim systémem stimuluje produkci
imunoregulacnich molekul, coZ posiluje imunitni obranu proti patogennim
mikroorganismim. Studie ukazuji, ze nékteré rezistentni mikroorganismy mohou ovliviiovat
expresi imunitnich molekul, jako je sekretovany imunoglobulin A (sIgA) nebo nékteré
cytokiny, které posiluji slizni¢ni bariéry [46]. Tato posilend bariéra pomahd udrzovat
rovnovahu v mikrobialnim ekosystému a zaroven brani kolonizaci a priniku patogenti
do téla.

Kromé pfimych a nepfimych uGc¢inkli na patogeny maji rezistentni mikroorganismy
vyznamnou roli také v regulaci a stabilizaci mikrobidlniho prostfedi. Rezistentni mikroflora

je klicova pro udrZeni dynamické rovnovahy mezi riznymi druhy bakterii a pomaha zabranit
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dysbioze, ktera mlze vést k nachylnosti k infekcim. Piikladem je stfevni mikrobiota,
kde ptitomnost rezistentnich bakterii, jako jsou nékteré kmeny Escherichia coli, poskytuje
ochranu pred kolonizaci Skodlivymi bakteriemi, vcetné patogennich druha
Clostridioides difficile. Tato rezistence k antibiotikim, pfestoze je obecné povazovana
za problematickou, mize tedy mit v urcitych ptipadech ochrannou funkci v prevenci

patogenni kolonizace [47].
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3 MECHANISMY ADHEZE MIKROORGANISMU KE
KERATINOCYTUM

3.1 Role keratinocytii v hostitelské odpovédi

Keratinocyty tvofi nejvétsi cast bunc¢k v epidermis a jejich funkce ptresahuje pouhou
strukturdlni podporu ktize. V ramci hostitelské imunitni odpovédi funguji jako dilezity
senzor i efektor imunitnich procest. Pfi kontaktu s patogeny, tj. bakterie, viry nebo houby,
jsou keratinocyty schopny detekovat a reagovat na mikrobialni vzory pomoci receptorti
rozpoznavajicich patogeny, naptiklad Toll-like receptorti (TLR). Aktivaci téchto receptort
spoustéji produkci prozanétlivych cytokint, jako jsou interleukin-1 (IL-1), interleukin-6
(IL- 6) a tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a), které stimuluji dalsi slozky imunitniho
systému k reakci [45]. Kromé¢ pfitahovani imunitnich bun¢k do mista infekce nebo poranéni
ptispivaji keratinocyty i k bariérové funkci ktize, kterd je zdsadni pro prevenci priniku
patogenil. Produkuji antimikrobidlni peptidy, jako je defensin a katelicidin, které piimo

pusobi proti patogeniim a posiluji tak chemickou bariéru kiize [49].

Tato produkce antimikrobialnich latek je zvlaste¢ dilezita v prostiedi s vysokym rizikem
infekce, naptiklad pii poskozeni kize. Keratinocyty tak nejen zabraniuji Sifeni infekce,
ale také eliminuji jiz pfitomné mikroby, ¢imZ podporuji rychlou a efektivni imunitni
odpovéd’. Dalsi zasadni funkci keratinocyti je jejich schopnost pfispivat k imunitni toleranci
aprevenci nadmérné zanétlivé reakce, ktera by mohla vést k autoimunitnim
(IL- 10), omezuje aktivitu imunitnich bunék v okoli a zabrafuje pfehnané imunitni

odpovédi, coz pomahd predchazet staviim jako atopickd dermatitida nebo psoriaza [50].

3.2 Adheze mikroorganismii ke keratinocytiim

Adheze mikroorganismii na keratinocyty je slozity proces, ktery ovliviiuji rizné faktory,
véetné imunitni odpovéedi kiize, sloZzeni mikrobiomu a integrity koZni bariéry. Keratinocyty,
jakozto ptevladajici typ bunck v epidermis, hraji klicovou roli v obran¢ kiize proti
mikrobidlni invazi. Exprimuji fady mikrobidlnich peptidi (AMP), jako je SKALP/elafin,
které jsou indukovany zanétlivymi cytokiny (IL-1 a TNF-a), ¢imz brani adhezi a invazi

mikrobiomi [51]. Tato vrozend imunitni odpovéd’ je nezbytna pro udrzeni homeostazy ktize
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a prevenci infekci. Slozeni kozniho mikrobiomu navic vyznamné ovliviiuje mikrobialni

adhezi.

Zdravy kozni mikrobiom se obvykle sklada z rozmanité Skaly mikroorganismi, které mohou
inhibovat kolonizaci patogennich bakterii prostiednictvim kompetitivniho vylouceni
a produkce inhibi¢nich latek [52]. Pfitomnost komenzalnich bakterii mtize naptiklad posilit
bariérovou funkci kiize a modulovat imunitni odpovéd’, ¢imz se snizuje pravdépodobnost
adheze patogennich bakterii [53]. Naopak dysbidza charakterizovana snizenim mikrobialni
rozmanitosti a zvySenim poctu patogennich druhti, jako je Staphylococcus aureus, miaze vést
ke zvySené adhezi mikrobt a naslednym koznim infekcim [54]. Interakce mezi keratinocyty
a specifickymi patogeny je také zprostfedkovana rtiznymi faktory virulence. Zminény
Staphylococcus aureus vyuzivd povrchové proteiny, které usnadiuji jako adhezi
ke keratinocytiim, jako jsou adheziny vazajici kolagen [55]. Kromé toho muze pfitomnost
dalsich mikroorganismti, jako je Pseudomonas aeruginosa, zvysit adhezi S. aureus
ke keratinocyttim a vytvofit tak synergicky efekt, ktery podporuje kolonizaci a infekci [56].
Toto vzdjemné piisobeni zdlraziluje vyznam pochopeni mikrobidlni dynamiky v kontextu
zdravi a onemocnéni kize. Kromé& toho integrita kozni bariéry rozhodujici pro prevenci
adheze mikrobtl. Stavy, které naruSuji bariéru, jako je atopicka dermatitida nebo vitiligo,
mohou vést ke zvySené propustnosti a ndchylnosti k mikrobialni invazi [56; 58]. Zanétlivé
reakce vyvolané prinikem mikrobti mohou dale zhorSovat stav kiize, coz vede k cyklu
zanétu a infekce [59]. Keratinocyty reaguji na mikrobidlni invazi uvolfiovanim cytokint
a chemokini, které rekrutuji imunitni buiiky do mista infekce, ¢imZ organizuji komplexni

imunitni odpovéd’ [60].

3.3 Vliv fyziologickych podminek na adhezi

Adheze mikroorganismii na povrch hostitele je kliCovym faktorem pro kolonizaci
a potencialni patogenitu. Zmény v podminkach prostiedi, jako je pH, vlhkost, teplota,
a pfitomnost specifickych iontll nebo proteint, mohou podstatné ovlivnit, jak dobie se
patogenni nebo komenzalni mikroorganismy vézou na biologické povrchy, jako je sliznice
nebo pokozka. Rizné fyziologické podminky maji zasadni dopad na to, zda mikroorganismy
vytvoii stabilni biofilm nebo pouze docasné kolonizuji povrch. Rozdily v pH, vlhkosti

a slozeni biologickych tekutin tedy hraji dilleZitou roli v regulaci téchto interakci [61; 62].
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Co se ty¢e pH, pH prosttedi vyznamné ovliviiuje adhezi mikroorganismil na povrch tkani.
V zavislosti na druhu mikroorganismu a typu povrchu mize zména pH bud’ zvysovat,
nebo snizovat schopnost pfilnuti. Napiiklad za kyselych podminek mtze dojit k ionizaci
funk¢nich skupin na povrchu bakterii, coz vede ke zvysené ptilnavosti k ur€itym tkanim.
Naopak vyssi pH muize podpotit adhezi patogenti, jako jsou stafylokoky, na syntetické
povrchy nebo implantaty, coz je dulezité zejména pii prevenci infekci. U komenzalnich
bakterii, které bézn¢ obyvaji naptiklad stfevo nebo tstni dutinu, pH ¢asto hraje roli v udrzeni
piirozené mikrobidlni rovnovadhy — zmény pH v téchto oblastech mohou zptisobit pokles
ptilnavosti komenzali a usnadnit kolonizaci patogeny [61; 62]. Vlhkost a biologické
tekutiny, jako je krev nebo sekrety, vyznamné ovliviiyji, zda mikroorganismy na povrchu
tkané pretrvavaji nebo se rychleji odplavuji. Vyssi vlhkost, kterd je bézna na sliznicich,
poskytuje vhodné prosttedi pro tvorbu biofilmu, ktery slouzi jako ochrannd vrstva pro
patogenni i komenzéalni mikroorganismy. Biologické tekutiny casto obsahuji ionty
a proteiny, které mohou usnadnit adhezi urcitych mikroorganismi; napiiklad pritomnost
krevni plazmy mize usnadnit adhezi Staphylococcus aureus k povrchu, coz muze vést
po operacich k infekcim. U komenzélnich bakterii, jako jsou laktobacily ve vaginalnim
prostredi, je vlhkost spolu s pH zasadni pro udrzeni jejich ptirozené adheze a rovnovahy
s patogeny. Kdyz dojde ke zméné v obsahu vlhkosti nebo slozeni tekutin, mize byt tato

rovnovaha narusena, coz vytvaii prostor pro kolonizaci patogennimi organismy [63; 64].

Dal$im faktorem, ktery mlizeme zahrnout, je biofilm. Biofilm, ktery je Castym produktem
adheze mikroorganismu na biologické povrchy, ptedstavuje dalsi faktor, ktery zvySuje jejich
odolnost proti zménam fyziologickych podminek i1 proti imunitni odpoveédi hostitele.
Biofilm je tvofen extracelularnimi polysacharidy a proteiny, které chrani mikroorganismy
pted plisobenim vnéjsiho prostedi a podporuji jejich stabilni pfilnuti k povrchu. V ptipadé
patogend, jako je Pseudomonas aeruginosa nebo né&které druhy stafylokokd, biofilm zvysuje
jejich schopnost prezit na tkdnich 1 na syntetickych materidlech, jako jsou katetry
¢i implantaty. Komenzalni bakterie, jako jsou bifidobakterie ve stieveé, také vyuzivaji
biofilm ke stabilni kolonizaci hostitele, coz ptispiva k ochrané pted patogeny. Zména v pH
nebo slozeni tekutin vS§ak mohou vést k destabilizaci biofilmu, coz mize nasledné ovlivnit
stabilitu adheze jak komenzalnich, tak patogennich mikroorganisma [65; 66] Teplota ma
rovnéZ vliv na adhezi mikroorganismi, zejména v souvislosti s patogennimi infekcemi.
Vyssi  teploty, typicky béhem horecky, mohou zménit povrchové vlastnosti

jak mikroorganismu, tak hostitelskych bun¢k, coZz mize vést k posileni nebo oslabeni
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adhezivnich interakci. Naptiklad u patogenniho Escherichia coli miZe zvySena teplota vést
ke zvySeni produkce adhezivnich proteind, které usnadiuji kolonizaci. Vysoké teploty
mohou také destabilizovat biofilm, coz vede k uvolnéni mikroorganismu z biofilmu, ¢imz

se zvysuje jejich Sance na Sifeni do dalSich Casti téla [67].
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I1.

PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

e Vypracovat literarni reSerSi zaméfenou na polymikrobialni interakce a adhezi

bakterii ke keratinocytim v kontextu kozniho mikrobiomu.

e Osvojit si zékladni laboratorni techniky s bunéénymi kulturami a mikroorganismy

v aseptickych podminkéch

e Kultivace bunécné linie HaCaT v pfitomnosti vybranych bakterii kozniho

mikrobiomu a jejich supernatanti

e Experimentdlni posouzeni vlivu bakterii a jejich supernatantii na viabilitu,

proliferaci, adhezi a migraci keratinocyti.

e Validace a interpretace ziskanych dat v kontextu znamych poznatkl o mikrobiédlnich

interakcich s koznimi bunikami.
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5 MATERIAL A METODY
5.1 Biologicky material

5.1.1 Bunécna linie HaCaT

Pro vSechny experimenty béhem bakalarské prace byly pouzity spontanné transformované
lidské keratinocyty HaCaT (CLS Cell Lines Service, Némecko). Bunécna linie byla
kultivovana v médiu DMEM (Sigma Aldrich USA) s 1 % ptidavkem antibiotik penicilin
— streptomycin (GE Healthcare HyCone, United Kingdom) a 10 % fetalniho bovinniho séra
(FBS, Biosera, France). Buiiky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich (TPP Trasadigen,
Svycarsko) v inkubatoru pii teploté 37 °C, 95 % vlhkosti a 5 % CO, atmosféfe.

K dosazeni vysoké zivotaschopnosti byla bunécéna linie udrzovéana v rozmezi 80-85 %
konfluence a poté zpasazovana. Nejprve byla vylou¢ena kontaminace pod inverznim
svételnym mikroskopem IX51 (Olympus Japan, Japonsko). Objem média byl nasledné vylit
z kultivacni lahve a buniky promyty 2x PBS. Po dikladném proplachnuti bun¢k pomoci
trypsinu ode dna kultivacni nadoby, bylo pfidano kompletni kultivaéni médium — vznik
bunécné suspenze. Linie byly pasazovany v poméru 1:4 az 1:6.

Béhem samotného procesu je mozné vzorky bunééné suspenze zamrazit pro dalsi pouziti.
Jedné se o pasazovani bunécné suspenze pii konfluenci 75 %, kdy vytvotenou bunécnou
suspenzi centrifugujeme pii 1000 RPM po dobu 5 minut. Pro zamrazovani je nutné pouzit
zamrazovaci médium sestavajiciho se ze samotného média, 10 % fetalniho bovinniho séra
a 10 % DMSO. Po centrifugaci bunécné suspenze oddélime supernatant od pelety a k peleté
pfidame 1 ml kompletniho zamrazovaciho média. VSe je uloZeno v mrazicim boxu pfi
teploté¢ -80 °C. Na obrazku muzeme vidét keratinocyty, které byly vyfoceny pomoci
inverzniho svételného mikroskopu. Tato metoda ndm mulze pomoct pii zkoumani jejich

struktury, sloZeni nebo 1 proliferace. ZvétSeni tohoto obrazku je 100x.
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Obrazek 4: Keratinocyty linie HaCaT (Z: 100x)

5.1.2 Bakterialni kmeny

Béhem praktické casti v laboratofich byly pouzity kultury komenzalnich bakterii
Staphylococcus epidermidis CCM 4418, Micrococcus Iuteus CCM 732 a bakterii
patogennich Staphylococcus aureus CCM 4516 a Pseudomonas aeruginosa CCM 196,
které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi. Pfed zahajenim experimentalni &asti
bylo nutné bakterie ozivit z zelatinovych diskl, coz zahrnovalo jejich kultivaci na trypton
sojovém agaru (TSA) v Petriho miskach pii teplot¢ 37 °C za aerobnich podminek.
Po vytvoteni kolonii byly bakterie pteneseny do trypton sdjového bujonu (TSB), kde byly
kultivovany po dobu 24 hodin pro dalsi vyuziti.
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5.2 Pouzité soupravy, chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

Hydrogenuhli¢itan sodny (kat. &.: 28000-31000; Penta Chemicals, Ceska republika)

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

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

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

Penicillin-Streptomycin 100X (kat. ¢.: XC-A4122/100; Biosera, Francie)
Dulbecco’s Modified Eagle’s médium (DMEM, kat. ¢.: D5648; Sigma-Aldrich, USA)

Soybean casein digest lecithin polysorbate medium solution (SCDLP, kat. ¢.: MO11,
HiMedia Laboratories, Indie)

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

Pouzité roztoky a jejich ptiprava

Roztoky pro kultivaci bakteridlnich kment

Mikrobiologicky agar byl pfipraven smichanim 18 g Tryptone Sova Agar (TSA, HiMedia

Laboratories Indie) a 400 ml demineralizované vody.

TSB bujon byl pfipraven smichdnim 12 g MO11 (Soyaben Casein Digest Medium, HiMedia

Laboratories. Indie) a 400 ml demineralizované vody.
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5.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
e 0,22 um stifkackové filtry (kat. &.: 99722, TPP — Techno plastic Products, Svycarsko)
e Centrifuga 5720 R chlazeny model pro vzorky zavislé na teploté (Eppendorf, CR)
e Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Némecko)
e McFarlandiv densiometr DEN-1B Grant-Bio (Grant Instruments, Velka Britanie)

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

e Inkubitor s piislugenstvim Heracell™ 150i (Thermo Scientific, USA)

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

e Inverzni mikroskop IX51 (OLYMPUS Japan, Japonsko)

e Jednorazové injekeni stiikacky Injekt (Braun, Spolkova republika Némecko)
e Laminarni box Biol130 A2 s pfislusenstvim (Alpina, Polsko)

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

e Tiepacka Vortex GENIE 2 (Scientific Industries, USA)

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

5.4.1 Priprava bakterialnich supernatantua

Kultury bakterii byly upraveny na 0,5 McFarlandova standardu jako inokula. Poté bylo
inokulum natfedéno v poméru 1:10 v Cerstvém TSB a inkubovéano pti 37 °C po dobu
24 hodin. Pro navazujici experimenty byly vzorky bakterialnich supernatantli odebrany po
24 hodinéch inkubace pro plny rist. Po odbéru vzorka byly bakterialni kultury odstiedény
pii 3000 RPM po dobu 10 minut, zfiltrovany pomoci filtru o priméru 0,22 um. Pro kontrolu
nepfitomnosti zivotaschopnych bakterii byly vzorky kultur (100 pl) pfeneseny na
Petriho misky s PCA agarem a kultivovany po dobu 24 h pfi teploté 37 °C a relativni vlhkosti
95 %. Bakteridlni supernatanty byly uloZeny pii -20 °C pro dal§i vyuziti. Pii vSech

experimentech byla koncentrace kultur v kultivaénim médiu stanovena na 10 %.

5.4.2 Testovani Zivotaschopnosti pomoci trypanové modie

Pro testovani zivotaschopnosti HaCaT keratinocyt v ptitomnosti S. epidermidis, S. aureus,
M. luteus a P. aeruginosa a jejich ptislusnych supernatatntti byla pouzita metoda testovani
zivotaschopnosti pomoci trypanové modre.

Prvnim krokem této metody je piislusnd ko-kultivace HaCaT bunék na 12mikrotitracni
desti¢ce o koncentraci 5x10° bun&k/jamka v pfitomnosti bakteridlnich kmenti a jejich
supernatantli v ¢asovych intervalech 0, 2, 8, 24 a 48 hodin. Testovaci sada pro jednotlivé
vzorky byla provedena v quadruplikétu. Po uplynuti kultiva¢ni doby bylo kultiva¢ni médium
odstranéno z HaCaT bun¢k a poté byly bunky promyty 1 ml DPBS v kazdé jamce.
Buné¢na z jamek byla nasledné zpasdzovana a 5 minut centrifugovana pii 1000 RPM.
Bunéénd peleta byla znovu resuspendovdna v1 ml DMEM média. Takto jednotlivé
pfipravené bunécné suspenze byly pouZity pro testovani poctu Zivotaschopnych bunék.
Pro ptipravu na test byla zhomogenizovana bunécnd kultura a test viability byl proveden
smichanim bunécné suspenze a 0,1% roztoku trypanové modie v poméru 1:1. Jednalo se
o napipetovani 10 pl bunééné kultury a 10 pl trypanové modie jako zasobniho roztoku.
Naésledné bylo v§e inkubovano po dobu 2 minut. Takto pfipraveny preparat byl napipetovan
do Biirkerovy komitrky a spocitan pocet zivych, mrtvych bun¢k v 10 zornych polich

pii zvétSeni 40x. Hodnoty byly zapsany do tabulky a nasledné stanovena jejich viabilita.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

R—— £ Trypanova modf/

F,
4 .
V.
y / ’
= - g " A\

_| Resuspendované
burky

3 ) v 1 ;

\ ft,’._._f s e @ al \\. 7

\ w0NE :‘:/,' 4 Rm-uspnndcwané \ Smichani vzorku Inkubace (3 min]
L | W

» palatav PBS

| Supernatant

.
a=iess = , o A hunékn;.o
T Bun&énd h—— " - et
Bunéfna peleta medfi v poméru
suspenze | = 11 (4% v PBS)
Znedisténd
bunéénd > _Mrtvé bufky

»
Burkerova SuJspenze /
komlrka >/ ‘ r? " (.
% / N ‘,# ’, f Fivé buitky
- - ..1
i | Po&itani bunek : \‘f_'./

. 4 1 / S :
" / Zbarvené a nezbarvené
Mikroskap bu_nky pozorované pod
mikrospem

Obrazek 5: Postup testovani Zivotaschopnosti dle trypanové modre — upraveno (Zdroj: Mani,
S. et al., 2023. Animal cell culture: principles and practice. Ist ed. Cham, Switzerland:
Springer [Online].)

Vyhodnoceni bylo provedeno jako procentudlni viabilita bunécné suspenze dle vztahu:

pocet Zivych bunék
=tk — x 100 (1)
celkovy pocet bunék

% Zivotaschopnost =

5.4.3 Proliferacni test keratinocyta

MTT test je Siroce pouzivand metoda pro stanoveni Zivotaschopnosti bunék. Tento test
je zavisly na metabolické aktivit¢ bun€k. Je zaloZzen na enzymatické redukci zlutého
MTT (3- [4,5-dimethythiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) na fialovy
MTT- formazan. Tuto redukci katalyzuje mitochondridlni dehydrogendza. Vytvotfeny
formazan je umérny poctu zivych bun¢k. MnozZstvi formazanu se poté¢ méfi zaznamenavanim
zmén absorbance. MTT test je tedy kolorimetrickd reakce, kterou lze analyzovat
spektrofotometricky. Vzhledem k tomu Ze je, formazan ve vodé nerozpustna stl, musi se
pied méfenim absorbance rozpustit ve vhodném rozpoustédle. Siroce pouZzivanymi
rozpoustédly vétSinou jsou DMSO, isopropanol nebo SDS.

Test MTT byl proveden v 96jamkovych mikrotitra¢nich destickach za ucelem posouzeni
proliferace keratinocytl po oSetieni bakteriemi a jejich ptisluSnymi supernatanty v ¢asovych
intervalech 24 a 48 hodin. Pied provedenim testu bylo nutné nasadit HaCaT bunéc¢nou linii

do 96jamkovych mikrotitraénich desticek v koncentraci 1x10° bunék/jamka a inkubovany
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pti37 °C v 5 % COz pro dosazeni 70 % konfluence. Poté byly do testovacich mikrotitracnich
desticek pridany bakteridlni inokula/supernatanty v konecné koncentraci 10 %
ve fyziologickém roztoku. Jako reference nasledné slouzilo ¢isté kultivacni médium bez
obsahu bakterii nebo supernatanti. Buniky byly inkubovany ve stejném prostiedi.

Pro vyhodnoceni testu bylo nutné ptipravit MTT reagent v zdsobni koncentraci 5 mg/ml
v DPBS. Takto pfipraveny reagent byl napipetovan vobjemu 10 ul (1/10 objemu
kultivaéniho média vjamce) a desticka byla inkubovdna pii 37 °C v 5 % CO:
po dobu 3 + 0,5 hodin. Po inkuba¢nim obdobi se na dné jamek vytvoftily krystaly formazanu,
k nimiz bylo pfidano rozpoustédlo DMSO v objemu 80 pl. Zavérem MTT testovani
je kvantifikace rozpusténého formazanu meéfenim absorbance pomoci spektrofotometru
Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko). Absorbance se méti pii vlnové délce 570 nm.
Absorbance formazanu vytvotfené¢ho kteroukoli jinou ¢asovou obdobou byla porovnana
s normalizovanou kontrolou.

Proliferace byla zjisténa pomoci nasledujici rovnice:

Absorbance formazanu v libovolném ¢asovém bodé

% Proliferace = 100 (2)

Absorbance formazanu v ¢ase nula (normalizovana kontrola)

5.4.4 Priprava bakterialnich bunék pro ko-kulturu in vitro s bunéénou linii HaCaT

Pro ptipravu bakteridlnich suspenzi ke ko-kultufe s keratinocyty byly pies noc kultivované
kultury S. epidermidis, S. aureus, M. luteus a P. aeruginosa centrifugovany pii 3000 RPM
po dobu 5 minut. Pelety byly 2x promyty v PBS a poté¢ byla naméfena pozadovana denzita
bakterialniho inokula na denziometru (DEN-1B Grant-Bio; Grant Instruments,
Velka Britanie). Vysledny zadkal bakteridlni suspenze byl upraven na 0,5 McFarlandovy
stupnice.

Nasledné bylo 100 pl kazdé bakteridlni suspenze pouzito k infikovani konfluentni HaCaT

bunécné linie ve 12jamkové mikrotitracni desti¢ee pii ptiblizném poméru infekce 1:2 (MOI).
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5.4.5 Studium bakterialni adheze na povrch keratinocytu

Konfluentni HaCaT bunééna linie (5x10° bunék/jamka) byla vystavena piisobeni
bakterialnich suspenzi S. epidermidis, S. aureus, M. luteus, P. aeruginosa. Déle bylo zvoleno
oSetfeni v kombinaci P. aeruginosa a S. epidermidis/SE supernatant pro zjiSténi mozné
protekeni vlastnosti bakterie S. epidermidis vici keratinocytim pfi vzajemném pusobeni
s bakterii P. aeruginosa. HaCaT bunky byly tedy oSetfeny bakterialnimi inokuly o objemu
100 pl/jamka po dobu 3 h pfi teploté 37 °C v prostiedi 5 % CO.. Po inkubaci byly bunky
3x promyty PBS, aby se odstranily vSechny neadherentni bakterialni buiiky. Bunky byly
oddéleny pomoci 0,25 9% trypsinu-EDTA, zcentrifugovany a rozpipetovany v 1 ml
kultiva¢niho média bez oSetfeni antibiotiky. Bunétna suspenze byla poté sériové zfedéna
v PBS a bodové nanesena na Petriho misky a PCA agarem, aby se zjistil pocet adherujicich
bunék jako CFU/ml.

Vzorec pro vypocet CFU/ml:

(Pocet kolonii X faktor redéni)
CFU/pm = (3)

(Objem kultivované misky)

5.4.6 Scratch wound healing assay

Test hojeni ran je standartni metoda pouzivana pro zkoumani vlivii riznych latek na hojeni
ran. Pfi této metodé je v bunééné monovrstvé vytvoren ,Skrabanec®, ktery se pozoruje
v Case. Tento test umoznuje studovat re-epitelizaci, coZ je uzavieni rany prostfednictvim
migrace keratinocytdi nebo proliferace bunck. Faktory, které ovliviluji migraci

nebo proliferaci téchto bunék, mohou urychlit nebo zpomalit proces hojeni.

Testu hojeni ran byl proveden vytvofenim mezery pomoci silikonové vlozky
(Ibidi Culture- Inserts), kterd zarucuje vysokou reprodukovatelnost vysledku pti definované
velikosti mezery bez bunék béhem provedeni experimentu. Tato kultivacni silikonova
vlozka, viz Obr. €. 6 a 7, obsahuje 2 jamky ptipravené k pouziti ve 24jamkové mikrotitrani

desticce.
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Obrazek 7: 1bidi kultivacni
viozka 2 jamek s DMEM

Obrazek 6: Schéma ibidi kultivacni
viozky, 2 jamky pouzivané pro test
hojenti ran (Instructions: Culture-Insert
2 Well [online])

Kultivacni vlozka ibidi byla vloZena do jamky v mikrotitracni desti¢ce a do kazdé jamky
bylo napipetovano 70 pl bunééné suspenze HaCaT o vysledné koncentraci 1x10° bun&k/ml.
Takto pripravend bunécna suspenze byla kultivovana pii 37 °C a 5 % koncentraci CO>
do opticky konfluentni monovrstvy (24 h). Po kultivacni dobé¢ byla silikonova vlozka ibidi
vyjmuta, aby se vytvofila mezera. Nasledn¢ bylo na HaCaT monovrstvu napipetovdno
500 pl kultivaéniho média bez antibiotik a aplikovany testovaci supernatanty ptisluSnych
bakterii (SA, SE, ML, PA) v objemu 50 pl. Jako reference slouzila HaCaT monovrstva bez
oSetfeni. V zdvéru testu byla provedena analyza rychlosti uzavirdni mezery
(migrace HaCaT) pfi ¢asovych intervalech 0, 8, 24 a 48 h. Jednalo se o fotodokumentaci
pomoci inverzniho mikroskopu (IX51 OLYMPUS Japan, Japonsko) v zadanych intervalech

a zjisténi re- epitelizace keratinocytti pomoci rovnice:

. . (Pocatetniplocha $krabance—koneéna plocha $krabance)
%Re — epitelizace = L i

x 100 (4)

(Potatetniplocha skrabance)

, coz je typicky experimentalni odecet, ru¢né nebo pomoci automatizované¢ho systému.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1.1 Testovani Zivotaschopnosti bunék pomoci trypanové modre

Pro urceni zivotaschopnosti HaCaT keratinocyti v piitomnosti/nepiitomnosti bakterii
a supernatantll byla pouzita metoda s trypanovou modii, kde se vybrané bakterie vetné
reference (keratinocyty) nechaly obarvit a nasledn¢ se roztok prevedl do
Burkerovy komirky.

Jednalo se o zjiSténi uCinku bakterii (SE, ML) a jejich supernatanti na Zivotaschopnost
keratinocytli v ¢asovych bodech. Prvotnim krokem byla kultivace HaCaT bunécné linie
v pritomnosti a nepfitomnosti zvolenych bakterii/supernatantii po dobu 24 a 48 hodin
pfi 37 °C v atmosféfe 5 % CO.. Po inkubaéni dobé byly buiky zpasdzovany a bylo
provedeno pocitdni Zivotaschopnych bunék na HaCaT bunétné suspenzi s roztokem
tropanové modie.

V tabulce €. 1 je zaznamenana zivotaschopnost keratinocytl v pfitomnosti komenzalnich

bakterii a jejich supernatantii po 24 a 48 hodinéch.

Tabulka 1: Namérené hodnoty pri experimentu Zivotaschopnosti pomoci trypanové modre

24 h 48 h
Zivé | Celkem % Zivé | Celkem | %

Reference 27 30 90 44 46 95,65

HaCaT + S. 22 27 81,48 34 42 80,95
epidermidis

HaCaT + S. 22 23 95,65 34 36 94,44
epidermidis
supernatant

HaCaT + M. luteus 24 28 85,71 36 43 83,72

HaCaT + M. luteus 25 26 96,15 39 45 86,67
supernatant

Po 24 hodinach vykazovaly HaCaT buiky nejvySs$i Zivotaschopnost pii inkubaci
se supernatantem M. [uteus (96,15 %), nasledovany supernatantem S. epidermidis (95,65 %).
Tato hodnota byla srovnatelna s kontrolni referencni skupinou (90 %), coZ naznacuje,
ze bakteridlni metabolity obou kmeni pravdépodobné nemaji cytotoxicky ucinek,
naopak mohou podporovat bunécnou vitalitu. Naopak pifimy kontakt HaCaT bunék se
S. epidermidis vedl ke sniZeni Zivotaschopnosti na 81,48 %, coz mlize poukazovat na mirné

negativni vliv pfimé pfitomnosti bakterii na integritu bunék. Podobny trend byl pozorovan
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i v pripad¢ pfimého kontaktu s M. luteus, kdy viabilita HaCaT bunék v pfitomnosti této
bakterie Cinila 85,71 %, coz je rovnéz mirn€ snizenad hodnota oproti referenci.

skupiny (95,65 %), nasledovand skupinou oSetfenou supernatantem S. epidermidis
(94,44 %), a poté supernatantem M. luteus (86,67 %). Supernatant S. epidermidis vykazoval
ptimy kontakt s bakteriemi vedl ke znatelnéjSimu poklesu Zivotaschopnosti — na 80,95 %
u S. epidermidis a 83,72 % u M. luteus.

Celkove lze pozorovat, ze supernatanty obou bakterialnich kmenii maji na HaCaT bunky
ptiznivéjsi Gcinek nez ptimy kontakt s bakteriemi. Vysledky naznacuji, ze metabolity téchto
mikroorganismii mohou mit podplrny nebo protektivni vliv na bunééné prostiedi,
zatimco pifima pfitomnost bakterii miize mit mirn€ cytotoxické nebo stresové ucinky.

Zivotaschopnost byla vypoétena podle Rovnice 1.
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6.1.2 Proliferacni test keratinocytu

MTT test je bézné pouzivany kolorimetricky test pro hodnoceni metabolické aktivity bunék,
a tim padem 1 jejich Zivotaschopnosti ¢i proliferaci. Pokud se tedy kultivuji bakterie
aeukaryotni bunécna linie dohromady, nardzi tento test na jistd omezeni. MTT test
nerozliSuje mezi typy bunék — méii pouze celkovou metabolickou aktivitu v dané testované
kultufe. Bakterie mohou MTT také redukovat, a proto vysledny signal, (Grafy ¢. 2 a 3) tedy
mnozstvi vytvoieného formazanu je souhrnny a neni mozné urcit, jaky podil na ném maji
bakterie a jaky keratinocyty.

Z tohoto diivodu jsou za relevantni pro hodnoceni proliferace HaCaT bun¢k povazovany
pouze skupiny oSetfené bakterialnimi supernatanty (bez piimé pfitomnosti zivych

mikroorganismil).
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Graf 2 a 3: % proliferace bunék HaCaT v pritomnosti komenzalnich a patogennich
bakterii pri casovych intervalech 0, 24 a 48 h
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Grafy 2 a 3 predstavuji proliferaci bunék HaCaT v pfitomnosti komenzalnich a patogennich
bakterii. U patogennich bakterii byly vysledky vice rozptylené, tzn., ze vysSi aktivita
u patogennich bakterii mohla byt zplisobena tim, Ze HaCaT buiiky nejsou plné imunitné
kompetentni. Ackoliv mohou produkovat urcité cytokiny a chemokiny (IL-8),
postradaji komplexni imunitni odpovéd’ ptitomnou v zivé kizi. Nedostatecna produkce
antimikrobialnich peptidli a absence profesionalnich imunitnich bunék, jako jsou makrofagy
¢i dendritické buiiky, usnadnuji bakteriim pfeziti a riist [68]. Dal$im faktorem, ktery bychom
mohli zahrnout je, Ze nékteré patogenni bakterie (v naSem piipad¢€ S. aureus), maji schopnost
vyuzivat povrchové receptory keratinocyta k prichyceni a invazi do bun¢k. HaCaT bunky
exprimuji receptory, na které mohou bakterie cilit, naptiklad integriny nebo vazebna mista

pro extracelularni matrix, ¢imz dochdzi k usnadnéné kolonizaci [69].
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Dale si mizeme vSimnout, zZe dochazi k patrnym zménam v proliferaci komenzalnich
bakterii, ptficemz nckteré kmeny vykazuji mirn€ vys$i hodnoty ristu oproti referenci.
Tento vyvoj muze byt ovlivnén pfiznivymi kultivaénimi podminkami, pfitomnosti
specifickych zivin nebo interakcemi mezi bakteriemi v mikrobidlnim spolecenstvi.
Po 48 hodinach je vsak patrny jesté¢ vyraznéjsi nartist proliferace, kde hodnoty ptesahuji
200 % ve srovnani s referenci. Tento trend naznacuje, Ze komenzalni bakterie potiebuji delsi
dobu k dosazeni maximalniho rtistového potencialu. Pti delsi inkubaci se ziejmé efektivnéji
adaptuji na prostiedi a 1épe vyuzivaji dostupné ziviny, coz vede k jejich intenzivnéjsi

proliferaci.
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Graf4 a 5: % proliferace bunék HaCaT v pritomnosti komenzadlnich a patogennich
supernatantii pri casovych intervalech 0, 24 a 48 h

Grafy 4 a 5 ptedstavuji pocatek experimentu komenzalnich a patogennich supernatantl
a jejich naslednou proliferaci ve vSech skupinach. Proliferace u S. aureus a P. aeruginosa
supernatantu byla mirn€ niz8i nez v referencni (neosetifené) skupiné. To mize poukazovat
na mirny negativni efekt patogennich metabolith uz vcasném stadiu kontaktu
Po 24 hodinach inkubace se vyskytl rozdil mezi referenci a keratinocyty s aplikovanymi
supernatanty PAS a SAS. Zatimco u PAS byla proliferace srovnatelnd nebo jen lehce
zvySend, SAS mél naopak patrnéj$i stimulacni vliv, ale stdle niz§i neZ supernatanty
komensalnich kmenti (MLS a SES). Po 24 h inkubaci bylo pozorovano zvySeni mnoZstvi
formazanu ve vétSing skupin. U supernatanti komensalnich kmenti (MLS a SES) doslo ke
zvySeni proliferace ve srovnani s referenci, predev§im u SES. Po 48 hod inkubaci dochézelo
také k mirnému narusth proliferace HaCaT a také se zvyraznil pozitivni efekt supernatantt

komenzalnich bakterii. Tento trend naznauje, Ze pfitomnost metaboliti téchto



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

mikroorganismii muze stimulovat proliferaci HaCaT bunék, pficemz ucinek SES byl

vyrazngjsi.

Lze konstatovat, ze supernatanty komensalnich bakterii, zejména S. epidermidis, vyznamné
stimuluji proliferaci HaCaT keratinocytl bez pfitomnosti zivych bakterii. To naznacuje,
ze metabolity téchto mikroorganismti mohou mit protektivni a regenerani ucinky
na epidermalni bunky.

Zatimco na pocatku experimentu jsou hodnoty mezi jednotlivymi bakterialnimi kmeny
vyrovnané, v prubéhu 24 a 48 hodin dochézi k vyznamnym rozdiliim v rastové dynamice.
P. aureus supernatant vykazuje rychly nartist proliferace, coz naznacuje jeji agresivni
rustovy potencial a schopnost rychle se pfizplsobit podminkdm prostiedi. Naopak
supernatanty komenzalnich bakterii rostou pomaleji a jejich maximdalni proliferace
je dosazena az po 48 hodinach, coz svéd¢i o jejich odlisné strategii riistu a prizptisobeni.

V ramci vystaveni keratinocytl bakteridlnim supernatantiim, prokdzalo rozdilné ucinky
na jejich zivotaschopnost a proliferaci v zavislosti na typu mikroorganismu. Supernatanty
komenzalnich bakterii Staphylococcus epidermidis a Micrococcus luteus nezpusobily
vyrazné zmény v produkci formazanu, coz naznacuje, ze tyto kmeny nemaji negativni vliv
na metabolickou aktivitu bunék [70; 71]. U S. epidermidis je navic zndmo, ze podporuje
kozni homeostazu prostfednictvim indukce antimikrobidlnich peptidii a modulace imunitni
odpovédi [70]. Pfestoze jsou informace o M. luteus v této souvislosti omezené, jeho
necytotoxicky profil podporuje hypotézu o jeho neutrdlni nebo potencialné prospésné
interakci s keratinocyty [72].

Naopak supernatanty patogennich bakterii Staphylococcus aureus a Pseudomonas
aeruginosa vedly ke snizeni bunécné proliferace. U S. aureus je tento ucinek pfipisovan
cytotoxickym faktortim, jako jsou alfa-toxin nebo fenol-rozpustné moduliny, které narusu;i
epitelovou bariéru a vyvolavaji zanét [73; 74]. V naSem ptipad¢ je tento efekt vyraznéjsi
nezli u supernatantu P. aeruginosa. 1 ten mé¢l rovnéz negativni vliv, i kdyZ v mens$i mife,
cozmuze souviset s pfitomnosti exotoxinli, protedz ¢i  biofilmovych slozek,
jako je pyocyanin nebo elastaza [75; 76].

Tato pozorovani potvrzuji odlisSny vliv jednotlivych zastupcii kozniho mikrobiomu
na keratinocyty, ptficemz komenzalni kmeny podporuji nebo zachovéavaji normalni bunécné
funkce, zatimco patogenni bakterie vyvoldvaji cytotoxické ucinky. Vysledky poskytuji
cenny zéaklad pro dal$i vyvoj pokrocilejsich modelt kiize in vitro.

% proliferace byla vypoctena podle Rovnice 2
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6.1.3 Hodnoceni adheze bakterialnich bunék na Kkeratinocyty

Pfi tomto experimentalnim postupu byl pouzit adhezni test. Adhezni test ndm umoziuje
kvantifikovat schopnost bakterii pfilnout k povrchu keratinocytii za specifickych podminek
in vitro. Metoda spociva v inkubaci bakteridlnich kultur s dvourozmérnou vrstvou
keratinocytll, nasledné promyti neadherentnich bun¢k a kvantifikaci adherovanych bakterii

v tomto pfipadé pocitanim jednotek tvoticich kolonie (CFU).
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M. luteus S.aureus P.aeruginosa PA+SE PA+SES
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Typy vybranych bakterii

Graf 6: Testovani adheze vybranych bakterii na keratinocytech

Graf 6 ukazuje porovnani adheze jednotlivych bakteridlnich druhti. Toto porovnani ukézalo
znaéné rozdily v adhezni kapacité. Adheze bakterii ke keratinocytim je prvnim klicovym
krokem v kolonizaci rany a mize ovlivnit nasledné hojeni ran.

Zjisténi z adhezniho testu na keratinocytech HaCaT ukdzala nizkou adhezi komenzala
(S. epidermidis a M. luteus) viz graf s hodnotami, coz naznacuje jejich relativné slabou
schopnost adherovat k testovanému povrchu. To je v souladu s tim, Ze tyto bakterie nejsou
primarné znamé svou vyznamnou schopnosti tvofit biofilm ve srovnéni s jinymi patogeny
[77]. Naproti tomu S. aureus (3,945 Log CFU/ml) vykazuje vyznamné vyssi adherenci,
coz potvrzuje znamou schopnost vytvaret biofilm, ktery ptispiva k jeho patogenité. Nejvyssi
hodnoty adheze byly naméteny u P. aeruginosa (4,836 Log CFU/ml), coz odpovida jeji
znamé silné schopnosti tvorby biofilmu a odolnosti vii¢i antibiotikiim a dezinfekénim
prostredkiim.

Dalsi ¢ast experimentu se zameétilo na potencidl S. epidermidis a jeho supernatantem (SES)

chranit keratinocyty pted toxicitou P. aeruginosa. Vzorky byly tedy analyzovany jako smési
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bakteridlnich kultur a byla zde naznaena interakce ovliviiujici adhezi. Pfi testovani
jednotlivych bakteridlnich kmenii bylo zjisténo, ze Pseudomonas aeruginosa vykazuje
vysokou miru adherence ke  keratinocytim, zatimco komenzalni  druh
Staphylococcus epidermidis vykazoval pouze nizky trend adherence k témto bunkam.
Zajimavym zjisténim bylo, ze supernatant S. epidermidis (SES) vyznamné snizoval adhezi
P. aeruginosa ke keratinocytim. Tento efekt naznacuje, ze SES muze interferovat
s ptilnavosti P. aeruginosa k biotickym povrchiim, ¢imz by mohl omezovat jeji patogenitu.
Snizena adheze P. aeruginosa v ptitomnosti SES korelovala s jeji omezenou schopnosti
kolonizace, coz je v souladu s literaturou, podle niz redukce adheze patogenti mize vést
ke snizeni jejich virulence a patogenity [78; 79]. OSetfeni keratinocyti samotnym SES
vykazovalo ¢aste¢ny ochranny efekt, pravdépodobné diky ptitomnosti bioaktivnich molekul
schopnych inhibovat mechanismy, jako je quorum sensing, a kompetitivn¢ vyluCovat
P. aeruginosa z biotickych povrchii [80; 81]. Lze tak konstatovat, ze SES obsahuje faktory
modulujici adhezivni vlastnosti P. aeruginosa a prispivajici k ochrané epitelovych bunék
[82].

Naopak, samotna ptitomnost zivé bakterie S. epidermidis (2,002 Log CFU/ml) v ko-kultivaci
neméla vyrazny ochranny ucinek na adhezi P. aeruginosa, coz naznacuje, ze efekt SES neni
zpisoben prostou pfitomnosti bakterii, ale specifickymi produkty jejich metabolismu.
Vysledky jasné ukazuji, ze P. aeruginosa a S. aureus jsou bakterie s nejvys$si adhezni
schopnosti, coZ odpovida jejich znamé roli v infekcich spojenych s biofilmy, zejména
u nemocnic¢nich ndkaz. Naopak S. epidermidis a M. luteus vykazuji nizkou adherenci,
coz svéd¢i o jejich slabsi schopnosti kolonizovat povrchy a vytvatfet biofilm. Vysledky
adhezniho testu potvrzuji, Ze schopnost bakterii adherovat k povrchiim je druhove specificka
a mize byt modulovana rliznymi faktory, v€etné pfitomnosti jinych mikroorganismil nebo
inhibic¢nich latek.

Je potvrzeno, Ze vztah mezi adhezi a migraci keratinocytl je Gzce propojen. Silnd adheze
muZe stabilizovat bunky, ale zaroveil omezit jejich schopnost pohybu, zatimco optimalni
urovenn adheze migraci podporuje. Substratova tuhost hraje v tomto procesu diilezitou roli
— stfedni tuhost byva pro migraci nejvyhodnéjsi [83].

CFU/ml bylo vypocteno podle Rovnice 3.
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6.1.4 Scratch wound healing assay

Experiment scratch assay byl proveden na HaCaT keratinocytech za u¢elem hodnoceni vlivu
supernatantli riznych bakteridlnich kultur na proliferaci bunék a hojeni rany. Pro experiment
byly pouzity supernatanty bakterii Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus Aureus a Staphylococcus epidermidis. Vysledky byly hodnoceny
v ¢asovych intervalech 0, 8, 24 a 48 hodin a porovnavany referenci (HaCaT buné¢na linie
bez osetieni).

Fotografie byly vytvofeny pomoci inverzniho mikroskopu (IX51 OLYMPUS Japan,
Japonsko). In vitro scratch assay provedeny za ucelem zjisténi vlivu jednotlivych bakterii
na re-epitelizaci  keratinocyti odhalily rozdilny vliv supernatanti komenzalnich

a patogennich bakterialnich kmenii na migraci bunck a uzavirani uméle vytvofené rany.

Obrazek 6: Scratch assay — Reference (Z: 40x)
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200 ym

Obrazek 7: Scratch assay — MLS (Z: 40x)

Obrazek 8: Scratch assay — SES (Z: 40x)
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Obrazek 11: Scratch assay — PAS (Z: 40x)

200 pm

Obrazek 9: Scratch assay — SAS (Z: 40x)

Micrococcus luteus supernatant (MLS) zpisobil mirné zlepseni hojeni rany oproti referenci,
pfi¢emz nejveétsi rozdil byl patrny po 24 hodinach (35,8 %). Tento vysledek naznacuje
moznou podporu bunécné proliferac, vzhledem k tomu, ze supernatant oznacen jako MLS,

neinhiboval hojeni keratinocytti. Tento poznatek je v souladu s jeho relevantné neskodnou
povahou a potencialni produkci latek s antimikrobidlnimi a antioxidaénimi vlastnostmi [84].

V ramci vysledki supernatantu dalsi komenzalni bakterie Staphylococcus epidermidis (SES)
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se neprokazal vyznamny vliv na opétovnou epitelizaci bun¢k a jeho ucinek byl srovnatelny
s referenci (57 %). To naznacuje, Ze jeho metabolické produkty nemaji vyrazny stimula¢ni
ani inhibi¢ni efekt na hojeni rany v tomto modelu. Takovy faktor pro mozné hojeni rany
koresponduje s nékterymi studiemi, které naznacuji, ze S. epidermidis neovliviuje,
a dokonce mtize za specifickych podminek produkovat faktory zhorsujici hojeni, prestoze se
jedné o komenzalni druh mikrobiomu ktize [85].

Dalsi zvolené supernatanty, byly jiz vramci 2 zastupcl patogennich bakterii a to,
Staphylococcus aureus (SAS) a Pseudomonas aeruginosa (PAS), které dle ocekavani
negativné ovlivnily proces hojeni. Konkrétn¢ vzorek supernatantu Pseudomonas aeruginosa
(PAS) m¢l naopak inhibi¢ni u¢inek na hojeni rany, pti¢emz po 24 a 48 hodinach bylo patrné
vyraznéj$i zpomaleni uzavirdni rany ve srovnani s referenci (2,98 %). Tento vysledek
odpovida faktu, Ze produkty metabolismu Pseudomonas aeruginosa mohou negativné
ovliviiovat proliferaci keratinocyti a podporovat zanétlivou reakci [86; 87]. Dale
Staphylococcus aureus supernatant vykazoval proménlivé vysledky, pfi¢emz v nékterych
casovych bodech dochazelo k mirnému zpomaleni hojeni. To mlze souviset s produkci
toxinll a enzymu poskozujici tkané, které mohou ovliviiovat bunécnou proliferaci a migraci

s naznakem cytopatického efektu [88].

Bakterialni supernatanty vykazuji rozdilné Gi¢inky na proces hojeni rany a proliferaci HaCaT
keratinocytl. Zjist€né vysledky koreluji s dosazenymi poznatky o vlivu zminénych
bakterialnich druhli na hojeni ran, pfi¢emz naznacuji komplexni interakce mezi komenzaly
a hostitelskymi buiikami, jako naptiklad Micrococcus luteus, podporujici uzavirani rany,
a potvrzeni patogenniho potencialu S. aureus a P. aeruginosa inhibujici proces hojeni ran.

Celkové vysledky a poznatky této prace poskytuji uceleny pohled na interakce mezi
vybranymi koZnimi bakteriemi a keratinocyty lidské bunécné linie HaCaT. Zasadnim
zjisténim je, Ze ptitomnost Pseudomonas aeruginosa vyrazné ovliviiuje adhezi a biologickou
aktivitu ostatnich zkoumanych bakteridlnich kmenti — zejména S. epidermidis, S. aureus

a M. luteus — a to negativnim zpiisobem.

Test Zivotaschopnosti bunc¢k ukdzal, Ze supernatanty komenzalnich bakterii (zejména
S. epidermidis) zachovéavaji vysokou viabilitu keratinocyt, coz muze souviset s jejich
znamym probiotickym potencidlem a schopnosti produkovat ochranné latky,
napf. antimikrobialni peptidy [89]. Pfimy kontakt s bakteriemi vSak vedl k mirnému poklesu

zivotaschopnosti, coz naznacuje mirn¢ cytotoxicky efekt, pravdépodobné¢ z divodu
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mechanické interakce nebo produkce nizkomolekularnich metabolitii [90]. Proliferacni testy
ukazaly, ze keratinocyty exponované supernatantim P. aeruginosa vykazovaly nejnizsi
miru proliferace. Tato bakterie je znama svou schopnosti produkovat cytotoxické
exoprodukty jako pyocyanin, elastizu a rhamnolipidy, které negativné ovliviuji
eukaryotické bunky [91]. Naproti tomu supernatanty od S. epidermidis ¢i M. luteus mély
neutralni az stimula¢ni efekt na bunééné déleni, coz odpovida jejich rolim v udrzovani kozni
homeostazy [92]. Adheze bakteridlnich bunék na keratinocyty byla vyznamné ovlivnéna
pritomnosti P. aeruginosa, jejiz kompetitivni osidleni a produkce signalnich molekul
pravdépodobné potlacila adherentni schopnosti ostatnich druht. Tento fenomén odpovida
znamym principim polymikrobidlnich interakci, kdy agresivnéjsi patogen mize inhibovat
kolonizaci komenzalnimi druhy, napt. produkci biosurfaktant nebo quorum-sensing signalii
[93; 94]. Vysledky scratch wound healing assay podpofily vySe uvedené zjisténi
— supernatanty od S. epidermidis a M. luteus mély pozitivni vliv na migraci keratinocyti,
coz je zasadni pro epitelizaci rany. Naopak supernatanty P. aeruginosa hojeni inhibovaly,
pravdépodobné v disledku cytotoxickych efektli, naruseni aktinové cytoskeletalni dynamiky

a snizeni viability buné€k [95].

Celkoveé lze ftict, ze prace potvrzuje vyznam komenzalnich bakterii v udrzovani
fyziologického stavu klize a jejich ochranny ucinek proti patogenim. P. aeruginosa zde
vystupuje jako agresivni mikroorganismus schopny naru$it rovnovahu mikrobiomu
a kompromitovat regenerani schopnosti klZe. Tato zjisténi zdlraziuji dileZitost
polymikrobidlnich interakci nejen pii kolonizaci, ale 1 v souvislosti s chronickymi infekcemi

a hojenim ran, ¢imz pfispivaji k lepSimu pochopeni mikrobiélnich vlivii na zdravi ktize.
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ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyvala polymikrobidlnimi interakcemi a jejich vlivem na adhezi
mikroorganismil ke keratinocyttim v prostfedi kozniho mikrobiomu. V ramci teoretické Casti
byla popsana struktura ktize, funkce keratinocytt a vyznam kozniho mikrobiomu, ktery hraje
klicovou roli v udrzovani homeostdzy, ochran¢ proti patogentim a regulaci imunitnich
odpovédi. Byly analyzovany mechanismy adheze mikroorganismii ke keratinocytiim, véetné
kompetitivnich a kooperativnich vztahiti mezi komenzalnimi a patogennimi druhy. Rovnéz
byl diskutovan vliv fyziologickych podminek, jako je pH, teplota a pfitomnost biofilmu,

na schopnost bakterii adherovat k bunéénym povrchiim.

V experimentalni Casti byly nejprve hodnoceny ucinky jednotlivych bakteridlnich kmeni
a jejich supernatantli na Zivotaschopnost a proliferaci lidskych keratinocytti linie HaCaT.
Vysledky ukézaly, ze supernatanty komenzalnich bakterii — Staphylococcus epidermidis
a Micrococcus luteus — nemély negativni dopad na zivotaschopnost bunék, zatimco
supernatanty patogenni Pseudomonas aeruginosa vedly k vyraznému sniZzeni bunééné
proliferace. Tento rozdil lze pfi€ist produkci toxickych metabolitl, jako jsou poycyanin,
elastaza ¢i dalsi virulencni faktory, které jsou zndmé svou schopnosti narusovat bunéény
metabolismus a integritu epitelidlnich bun¢k. Pfimy kontakt keratinocytl s bakteriemi navic
ukézal, ze i nékteré komenzalni druhy mohou mirné€ ovlivnit viabilitu bunék, pravdépodobné
v disledku mechanické interakce nebo pfitomnosti bunéénych struktur aktivujicich mirnou

zanétlivou odpoveéd'.

Nasledné¢ byly studovany adhezni vlastnosti vybranych bakteridlnich kmeni
— 8. epidermidis, S. aureus a M. luteus — a zaroven vliv P. aeruginosa na jejich schopnost
adherovat ke keratinocytim. Vysledky ukazaly, Ze ptfitomnost P. aeruginosa vyznamné
snizuje adhezi ostatnich testovanych druhli, coZ lze vysvétlit kompetitivni kolonizaci,
produkci biosurfaktantli nebo inhibi¢nich signalnich molekul. Tento jev odrazi principy
polymikrobidlnich interakci, kde agresivnéjsi patogen mize negativné ovlivnit koloniza¢ni
schopnost méné kompetitivnich, byt bézné pritomnych, komenzali. Poté v posledni ¢asti
experimentu, Scratch assay prokazal rozdilny vliv supernatantli jednotlivych bakterialnich
kmenii na migraci keratinocytl. Supernatanty S. epidermidis a M. luteus podpoftily

epitelizaci, zatimco P. aeruginosa tento proces vyrazn¢ inhibovala.

Ziskané poznatky pfispivaji k hlubSimu porozuméni bakteridlni adherence

v polymikrobialnich spolecenstvech, reprezentujicimi potencidlni koZzni mikrobiom,
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a interakce s keratinocyty HaCaT, které tvofi dominantni bunéény typ epidermis.
Prostfednictvim in vitro experimentli, zahrnujicich testy viability (s vyuzitim trypanové
modii), proliferatniho testu a adhezniho testu, prace ovétovala schopnost jednotlivych
bakterialnich druhti (komenzalnich i patogennich) adherovat ke keratinocyttim a ovliviiovat
jejich zivotaschopnost. Zjisténi o adhezi a viabilit¢ HaCaT keratinocytll v piitomnosti
jednotlivych bakterii, a v nékterych pfipadech i jejich supernatantli, poskytla cenné

piedbézné poznatky o povaze téchto interakci na Grovni jednotlivych bunécénych typt.

Vysledky této prace tak slouzi jako ovéfeni pro ndsledné studium komplexnéjSich
polymikrobidlnich interakci na pokrocilejSim in vitro 3D koznim modelu. Identifikace téchto
zakladnich interakci mezi jednotlivymi bakteridlnimi druhy s vysokou adhezni schopnosti
¢inegativnim vlivem na viabilitu keratinocytd in vitro na 2D monovrstvé je klicové

wewr

strukturu a funkci lidské kuze.

Ziskané vysledky pro nés tedy predstavuji cenny krok k pochopeni interakci potencidlniho
koznitho mikrobiomu s hlavnimi buiikami epidermis a slouzi tedy jako prevalidace
pro nasledné studium komplexnéjSich polymikrobidlnich interakci na in vitro 3D koZznim

modelu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

uv Ultrafialové zatreni

CXCL5 C-X-C motif chemokine ligand 5
ROS Reactive Oxygen Species

C. acnes Cutibacterium acnes

pH Potential of Hydrogen

C. difficile

Clostridium difficile

sIgA Secretory Immunoglobulin A

TLR Toll-like receptory

IL-1 Interleukin 1

IL-6 Interleukin 6

TNF —a Tumor nekrotizujici faktor alfa
IL-10 Interleukin 10

AMP Antimikrobidlni peptidy

S. aureus Staphylococcus aureus

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
PBS Phosphate-Buffered Saline

RPM Otacky za minutu

DMSO Dimethylsulfoxid

TSA Tryptic Soy Agar

TSB Tryptic Soy Broth

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova
DPBS Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
SDS Sodium dodecyl sulfat

SE Staphylococcus epidermidis
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SES

MLS

ML

PA

PAS

SA

SAS

CFU/ml

IL -8

Staphylococcus epidermidis supernatant

Micrococcus luteus supernatatnt

Micrococcus luteus

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa supernatant

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus supernatant

Colony-Forming Units per mililitre (jednotky tvofici kolonie na
mililitr)

Interleukin 8
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