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4.1.6. Ligace insertu do vektoru (str. 33)
Pro ptipravu ligacni smési se obvykle voli pomér insert:vektor jako 5:1 nebo 10:1. V
mém priprad¢ jsem zvolila pomér pfiblizné 5:1. Bylo smichano celkem 100 ng insertu a

21,6 ng vektoru.

4.2.8. Vyskohustotni transfekce HEK293S bunécné linie (str. 38)

Mnozstvi pfidané transfekéni smési se Casto voli tak, aby se vyslednd koncentrace
bunék v suspenzi, po piidani transfekéni smési, snizila z 25.10°bunék.ml’ zhruba na
20.10°bunék.ml”’. V mém piipadé se po pfidani transfekéni smési (celkem 2,7 ml) ke

kultufe bunék jejich hustota snizila z pivodnich 25.10° bunék.ml" na 21,4.10° bunék.ml.

4.10.1. Méreni koncentrace proteinu (str. 40)

Z primarni aminokyselinové sekvence purifikovaného proteinu byl spocitdn, pomoci
programu ProtParam (dostupného online na web.expasy.org), teoreticky extinkéni koeficient
(e230 = 48150 M'.cm™). Pomoci tohoto koeficientu byla dle Lambert-Beerova zakona

spocitana skute¢na koncentrace purifikovaného proteinu (mg.ml™).
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