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|zolace a kultivace prasecich alveolarnich makrofagu

» z plic zdravych prasat (apikalni Cast)

» zavedeni katetru a proplach PBS

» centrifugace (12 000 g, 10 min)

» DMEM medium (2 % praseciho séra, obsah antibiotik)

» vyseti na 24-jamkovou kultivaéni desku v hustoté 2 x 10°

» po 2 hodinach koncentrace séra zvysena na 10 %

» Kkultivace pres noc
» vymena media za DMEM medium bez obsahu antibiotik ‘



Infikace makrofagu salmonelou

» kultivace bakterii v LB mediu 6 h pri 37° C
» multiplicita infekce nastavena na 5
» po 1 h gentamicin o baktericidni koncentraci (100 ug/ml)

» po dalsi hodine gentamicin o bakteriostatické koncentraci
(15 ug/ml)

» interakce ukoncena po 4 a 24 hodinach

Cytotoxicita salmonel

» stanoveni LDH v mediu

» CytoTox 96R Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
(Promega, USA)




Invazivita salmonel

» stanoveni poctu intracelularnich salmonel

» 20 min lyzace (TritonX-100)

» seriové rozredeni a vyseti na LB agar (kult. 24 h pri 37° C)

» prepocet na pocet bakterii

|lzolace RNA
» RNeasy Mini Kit (Qiagen, Nemecko)

Reverzni transkripce
» M-MLV Reverse Transcriptase (200 U, Invitrogen, USA)

» oligo-dT primery



Kvantitativni real-time PCR

» QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Némecko) *

» genove specificke primery

» LightCycler 480 (Roche, Basilej, Svycarsko)

» exprese genu GM-CSF, IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-12a,
IL-12[, IL-18, IL-23a, TGF-[3, INOS, p47phox , SOD

a Nramp1

» house keeping gen HPRT
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MNedetekovano — exprese genn piilif nizka, nebylo moiné RT-PCR detekovat.
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MNedetekovino — exprese geni piihs nizka, nebylo moéné RT-PCR detekovat.
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ZAVER

» objasnéné funkce SPI-1 : invaze do bunék
pyroptdza makrofagu (sipB)
» nove objevena funkce SPI-1 :

POTLACENI CYTOKINOVE ODPOVEDI MAKROFAGU

» gen sipB hraje klicovou roli u tohoto procesu




Dekuji za pozornost.
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