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4.1.6. Ligace insertu do vektoru (str. 33) 

Pro přípravu ligační směsi se obvykle volí poměr insert:vektor jako 5:1 nebo 10:1. V 

mém přípradě jsem zvolila poměr přibližně 5:1. Bylo smícháno celkem 100 ng insertu a 

21,6 ng vektoru. 

4.2.8. Vyskohustotní transfekce HEK293S buněčné linie (str. 38)

Množství přidané transfekční směsi se často volí tak, aby se výsledná koncentrace

buněk  v  suspenzi,  po  přidání  transfekční  směsi,  snížila  z  25.106 buněk.ml-1   zhruba  na

20.106 buněk.ml-1.  V  mém  případě  se  po  přidání  transfekční  směsi  (celkem  2,7 ml)  ke

kultuře buněk jejich hustota snížila z původních 25.106 buněk.ml-1 na 21,4.106 buněk.ml-1. 

4.10.1. Měření koncentrace proteinu (str. 40)

Z primární aminokyselinové sekvence purifikovaného proteinu byl spočítán, pomocí

programu ProtParam (dostupného online na web.expasy.org), teoretický extinkční koeficient

(ε280  =  48150 M-1.cm-1).  Pomocí  tohoto  koeficientu  byla  dle  Lambert-Beerova  zákona

spočítána skutečná koncentrace purifikovaného proteinu (mg.ml-1).
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