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Okruhy z Biochemickych metod k SZZ - magisterské studium

Zasady prace s biologickym materialem. Homogenizace tkani a extrakce obsahu bunék. PouZiti
detergentu. Dialyza, diafiltrace a ultrafiltrace. Afinitni ultrafiltrace. Koncentrovani a konzervace
roztoku.

Precipitacni metody. Kosmotropni a chaotropni ionty. Pfehled precipitanti. Deproteinace.
Teorie centrifugace. Centrifugy a rotory. Relativni centrifugaéni sila. Analyticka
ultracentrifugace. Ur€eni sedimentacniho koeficientu a molekulové hmotnosti biomolekul
pomoci centrifugace. Centrifugace v hustotnim gradientu a preparativni centrifugace.

Chromatografické metody — pfehled. Pojmy selektivita, u¢innost a kapacita. Rozdélovaci
chromatografie. Adsorpcni chromatografie. lontoméni€ova chromatografie. Chromatofokusace.
Chelata¢ni chromatografie. Gelova permeacni chromatografie. Afinitni chromatografie. Perfuzni
chromatografie.

Sila elektrického pole. Elektroforeticka mobilita. Elektroendoosmdza. Nosiée pro elektroforézu.
Zonova elektroforéza v diskontinualnim gradientu. Isoelektricka fokusace. Elektroforéza

v teplotnim gradientu. Nativni elektroforéza proteinovych superkomplexu. 2-D elektroforéza.
Vicerozmérné separace membranovych proteina.

Vizualizace molekul po elektroforéze. Kapilami elektroforéza a jeji varianty. Vyhody kapilarni
elektroforézy. ReSeni problému elektroendoosmozy. Pfenos - blotting. Druhy blottingu podle pro
vedeni a typu vzorku. Detekce molekul po blottingu.

Metody pro stanoveni koncentrace protein(i. Analyza aminokyselinového slozeni a
aminokyselinové sekvence. Peptidové mapovani. Analyza obsahu disulfidovych vazeb. Studium
proteinové glykosylace a fosforylace.

Chemické modifikace proteint. Radioaktivni znaceni, skupinové specificka ¢inidla. Afinitni
znaceni proteinu. Biotinylace a vytvoreni kfizové vazby. Syntéza peptidu in vitro. Studium
stability proteinu.

Stanoveni nukleovych kyselin. Stanoveni molekulové hmotnosti nukleovych kyselin. Enzymové
Stépeni polynukleotidi. Mapovani restrikénimi enzymy. Polymerasova fetézova reakce (PCR).
Aplikace PCR. Kvantitativni PCR.

Sekvenéni analyza nukleovych kyselin. Maxam-Gilbertova a Sangerova metoda.
Pyrosekvencovani a metody NGS. Shotgun sekvencovani genom(. MALDI-TOF sekvencovani
oligonukleotidt. Elektroforéza DNA. Chemicka syntéza oligonukleotidu

Chemicka struktura protilatek. Polyklonalni a monoklonalni protilatky a jejich purifikace.
Nanoprotilatky. Imunodifize. Imunoelektroforéza. Radioimunoanalyza. ELISA. Imunoblotting a
imunomikroskopie. Prutokova cytometrie, vyuzitich imunitnich reakci pro tfidéni bunék (FACS).

Definice hmotnostni spektrometrie. Mékké ionizacni techniky MALDI a ESI. Hmotnostni
analyzatory. Hybridni hmotnostni spektrometry. Fungovani kvadrupélu, MRM méfeni. MALDI-
TOF peptidové mapovani. Data dependent analysis a tandemova hmotnostni spektrometrie. De
novo sekvencovani peptidd. MSIA a SELDI. MALDI imaging.

Spektrofotometrie. Spektrofluorimetrie, polarizace fluorescence a jejich aplikace. Vibraéni
spektroskopie, principy méfeni IR a Ramanovych spekter, instrumentace. Resonancni
Ramanova spektroskopie a jeji vyuziti v biochemii. Méssbauerova spektroskopie. Chiroptické
metody a jejich vyuziti pro studium DNA a proteinu.

NMR. Podminky vzniku spekter. Instrumentace, NMR spektra a informace z nich ziskavané.
Vicerozmérné NMR experimenty. COSY, NOESY a TOCSY spektra. ESR spektroskopie,
instrumentace. ESR spektrum, vyznam g hodnoty, hyperjemné Sté€peni. Spinové znacky.



14. Rentgenova strukturni analyza. Krystalizace proteind. RTG difrakce. Synchrotron. Pattersonova
funkce a mapa elektronové hustoty. Braggova rovnice. Millerovy indexy. Synchrotron. Databaze
3-D struktur.

15. Kalorimetrie (ITC a DSC). Studium rychlych reakci. Polarografie biomolekul. Princip
polarografie, polarografické metody se superpozici stfidavého napéti. Cyklicka voltametrie.
Brdickova reakce. Staticky a dynamicky rozptyl svétla. Studium interakci — rovnovazna dialyza,

SPR, termoforéza.



