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ANALYTICKY BIOCHEMIK
KBC/SZZA3 Biochemické metody a jejich vyuZiti v diagnostice

Pfiprava vzorku pro biochemické analyzy. Obecna pravidla pro préci s biologickymi vzorky. Sterilizace,
homogenizace a extrakce obsahu bunék. Koncentrovani vzorkl, membranové separace — dialyza,
diafiltrace a ultrafiltrace.

Konzervace vzork( a roztokd, chlazeni, suseni a lyofilizace. Dlouhodobé skladovani vzorka.

Chromatografické metody — pojmy Ucinnost, kapacita a rozliSeni. Principy a pouZiti kapalinové
chromatografie: adsorpéni chromatografie, iontoménicova chromatografie, gelova chromatografie,
chelatacni chromatografie, afinitni chromatografie, chromatografie na reverzni fazi. Principy a pouZiti
plynové chromatografie.

Elektromigrac¢ni metody. Elektroforéza proteinli a nukleovych kyselin. a pfibuzné techniky. Nativni
elektroforéza proteinovych superkomplext. 2-D elektroforéza. Vizualizace separovanych biomolekul.
Metody prenosu (,blottingu”), jejich rozdéleni a principy detekce a vizualizace.

Absorpéni a fluorescenéni spektroskopie a spektrofotometrie. Pouzivané pfistroje a jejich ¢asti, pojmy
absorbance, monochromator, polarizace svétla. VyuZiti absorpcni a fluorescenéni spektroskopie v
biochemii.

Analyza proteinU. Stanoveni koncentrace proteint ve vzorku. Stanoveni molekulové hmotnosti protein,
uréeni aminokyselinového slozZeni, analyza obsahu disulfidovych vazeb. Studium stability proteinu.
Sekvencni analyza protein(. Analyza posttranslacnich modifikaci proteint. Afinitni znaceni proteinli —
biotinylace a jeji vyuZiti.

Enzymovad analyza. Kinetickd méfeni, ,end-point” metody, sprazené reakce. Enzymové amplifikaéni
reakce. Chromogenni a fluorogenni enzymové substraty. Barveni v gelu na enzymovou aktivitu. VyuZiti
imobilizovanych enzyma.

Uréovani prostorové struktury biomakromolekul. Rentgenova strukturni analyza: krystalizace proteinu,
difrakce rentgenovych paprsku. Strukturni analyzy proteini NMR a kryoelektronovd mikroskopie.
Modelovani a predikce proteinovych struktur, databaze 3-D struktur.

Vizualizace bunék a bunéénych struktur. Svételna a fluorescencni mikroskopie, konfokalni mikroskopie.
VyuZiti znaceni fluorescenénimi proteiny.

Zaklady proteomiky. Hmotnostni spektrum, monoizotopova a priimérna hmotnost. Mékké ionizac¢ni
techniky MALDI a ESI. Hmotnostni analyzatory a jejich fungovani, hybridni pFistroje. MALDI-TOF peptidové
mapovani, tandemova hmotnostni spektrometrie peptidl, de novo sekvencovani peptidi. MALDI
imaging, vyuZiti hmotnostni spektrometrie pro identifikaci mikroorganismu.

Zaklady metabolomiky, glykomiky a lipidomiky. Principy analyz — pfiprava vzorku, pfistrojové vybaveni,
normalizace hodnot.

Imunologické reakce — aglutinac¢ni, komplement fixa¢ni, imunoprecipita¢ni reakce, metody imunodifuze.
Precipitace v tekutém prostredi (nefelometrie, turbidimetrie). Nepfima imunofluorescence.

Imunochemické metody. Chemicka struktura protilatek, polyklonalni a monoklonadlni protilatky a jejich
purifikace. Imunoelektroforéza. ELISA metody. Stanoveni afinity protilatek metodou SPR. Stanoveni
protilatek proti trombocytim, alergenové specifického IgE a autoprotilatek.

Pratokova cytometrie. VyuZiti imunitnich reakci pro tfidéni bunék (FACS).
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Diagnostika zakladnich poruch funkce krevnich bunék. Metody sledovani malignich poruch populaci
krevnich bunék v kostni dfeni a periferni krvi, mikroskopické a digitalni hodnoceni bunék. Diagnostika
anémii. Diagnostika zaméfena na problematiku krevniho srazeni.

Diagnostické metody nadort pomoci biochemickych, imunohistochemickych a cytogenetickych metod,
diagnostické metody nador( zaloZzené na PCR a NGS. Prediktivni, prognostické a diagnostické markery u
solidnich nador(i. Molekularni podstata solidnich nador(. Vysetfeni tekutych biopsii.

Zakladni principy Spravné laboratorni praxe. Norma ISO 15189 - aplikace jednotlivych kapitol normy do
praxe.

Zaklady zajisténi kvality vysledk( vySetfeni, formy interni a externi kontroly kvality, pravidla pro vybér
kontrolnich materidlt. POCT analyzy.

Zaklady managementu kvality, fizenim rizik, zabezpecenim persondlnich pozadavk{ na chod laboratore.
Legislativa v oblasti vzdélavani laboratornich pracovnik(, pravidla pro ochranu osobnich dat a GDPR,
zasady vedeni dokumentace.



