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Cil prace: Stanoveni aktivace a exprese toll-like receptorli 2, 4, 5 a 9 pomoci polymerazové
fetézové reakce v redlném cCase a western blottingem (WB). Zavedeni metody WB na
pracovisti Mikrobiologického Ustavu AV CR, v.v.i. v Novém Hradku.

Metody: 1) Optimalizace metody WB — extrakce proteind, méreni koncentrace proteind,
elektroforéza, western blotting, imunodetekce proteinu. 2) 4 skupiny gnotobiotickych selat:
kontrolni bezmikrobni skupina (GF), skupina infikovana bakterii Salmonella enterica sérovar
Typhimurium kmen LT2 (LT2), skupina infikovana kmenem Escherichia coli O55 (O55) a
skupina kolonizovana Escherichia coli Nissle 1917 (EcN). 3) Real-time PCR - izolace celkové
RNA, spektrofotometrické stanoveni koncentrace a odhad cCistoty RNA, syntéza cDNA, real-
time PCR, normalizace a relativizace dat z real-time PCR.

Vysledky: Optimalizovali jsme WB detekci TLR5 v tkanovych homogenatech ilea a
mezenteridlnich lymfatickych uzlin. Otestovali jsme protilatky proti prase¢im TLR2,4a 9. Vileu
skupiny EcN byla zvySena exprese mRNA TLR5 a TLR9. U skupiny O55 nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil v expresi sledovanych TLRs oproti GF skupiné. U skupiny LT2 byla zvySena
hodnota exprese TLR2, 4 a 5 v mezenterialnich lymfatickych uzlinach.

Zavér: Zhodnotili jsme rGzné pripravy tkdanovych homogenatl pro pripravu supernatant(
vhodnych pro WB. Stanovenim exprese TLR2, 4, 5 a 9 na urovni mRNA jsme dokumentovali
zmény exprese vybranych TLRs v imunologicky exponovaném ileu a mezenteridlnich
lymfatickych uzlinach po kolonizaci/infekci bezmikrobnich selat probiotickou bakterii nebo
stfevnimi patogeny. Stanoveni TLRs na Urovni genového prepisu a na Urovni proteinu nam

mohou umoznit ziskat dobrou predstavu o regulaci a funkci TLRs.



