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Optimalizace transfekce je proces, pfi kterém hleddme nejlepsi podminky pro transfekci.
Tento proces predchazi kazdé rutinni vyrobé rekombinantnich proteinu v laboratofi. Nejprve
se voli expresni systémy, které by nejlépe vyhovovaly konkrétnim poZadavkdm. Pfi vybéru se
musi zohlednit rychlost, ekonomicnost a funkcénost vzniklého rekombinantniho proteinu,
ktera maze byt ovlivnéna posttranslacnimi modifikacemi expresnich systémuU. Pro vnaseni
cilovych gent do expresnich systém se vyuZiva expresnich vektora.

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro transfekci eukaryontnich
bunécnych linii CHO PF a HEK293 za pomoci tti komeréné dostupnych kitl. Po optimalizaci
nasledovalo srovnani transfekéni ucinnosti s doposud pouzivanymi transfekénimi postupy ve
firmé& Generi biotech s.r.o. Pro optimalizace byl pouZit plazmid pMaxGFP. Ug&innost
transfekce byla hodnocena pomoci Neubauerovy komlrky a kvantifikaci GFP v bunééném
lyzatu. Pro optimalizace byly pouzZity komeréné dostupné kity Electroporation Solution,
TansIT-293 Reagent a TransIT_PRO. Transfekéni ucinnosti téchto kitd byly ndsledné
porovnany s jiz zavedenymi metodami, a to elektroporaci v Ex-Cell ACF CHO kultivac¢nim
médiu a transfekci pomoci Effectene.

Nejlepsi transfekéni ucinnosti dosahovala elektroporace v Electroporation Solution, kde,
po 48 hodinach byla ucinnost vyssi 4 x nez je tomu v pfipadé elektroporace v Ex-Cell ACF
CHO médiu a 12 x vyssi ve srovnani s Effectene. S uzitim Trans-293 Reagent je ucinnost vyssi
3 x ve srovnani s elektroporaci v Ex-Cell ACF CHO médiu. V porovnani s Effectene 9 x vyssi.
Tyto dvé nové optimalizované metody budou zavedeny do laboratofe. Transfekce
s TransIT_PRO kitem byla 0,3 x nizsi nez pfi uziti elektroporace v Ex-Cell ACF CHO médiu. Ve

srovnani s Effectene je pak ucinnost vyssi pouze 0,8 x.



