KBC/SZZMB Biochemické a molekularné biologické metody

Pfiprava vzorku pro biochemickou analyzu. Obecna pravidla pro praci s biologickym vzorkem,
sterilizace biologického materialu. Homogenizace tkani a extrakce obsahu bunék. Lyofilizace.
Selektivni rozbiti bunétné membrany, pouziti detergentl. Membranové separace - dialyza,
diafiltrace a ultrafiltrace. Afinitni ultrafiltrace. Koncentrovani a konzervace roztoku.

Precipitatni metody. Hofmeisterovy Fady iontd, kosmotropni a chaotropni ionty. Organické
precipitanty. Deproteinace. Svedbergova rovnice. Centrifugy a rotory. Relativni centrifugacni sila.
Analyticka ultracentrifugace. Urleni sedimentaéniho koeficientu a molekulové hmotnosti
biomolekul pomoci centrifugace. Centrifugace v hustotnim gradientu a preparativni centrifugace.

Chromatografické metody — pfehled. Klasifikace variant. Pojmy ucinnost, kapacita a rozliSeni.
Nosi¢e pouzivané v chromatografii. Principy a pouziti chromatografickych technik: rozdélovaci
chromatografie, adsorpéni chromatografie, iontoméniCova chromatografie, gelova chromatografie,
chelataCni chromatografie afinitni chromatografie, chromatofokusace. Pojem perfuzni
chromatografie. Vyuziti kapalinové chromatografie pro purifikaci biomolekul. Kontrola Cistoty
purifikovanych proteinu.

Elektromigracni metody, jejich rozdéleni, princip a pouziti. Sila elektrického pole. Elektroforeticka
mobilita. Elektroendoosméza. NosiCe pro elektroforézu. Kapilarni elektroforéza a pfibuzné
techniky. Elektroforéza proteini a nukleovych kyselin. Zénova elektroforéza v diskontinualnim
gradientu. Isoelektrickd fokusace, amfolyty, imobiliny. Nativni elektroforéza proteinovych
superkomplext. 2-D elektroforéza. Vicerozmérné separace membranovych proteinl. Vizualizace
separovanych biomolekul. Metody pfenosu (,blottingu®), jejich rozdéleni a principy detekce a
vizualizace.

Analyza proteind. Stanoveni koncentrace protein(i ve vzorku. Stanoveni molekulové hmotnosti
proteind, uréeni aminokyselinového slozeni, analyza obsahu disulfidovych vazeb. Studium stability
proteind. Sekvencni analyza proteinu a jeji historicky vyvoj. Analyza posttranslacnich modifikaci
proteini (zejména fosforylace a glykosylace). Cilena chemicka modifikace proteind. Afinitni
znaceni proteind — biotinylace a jeji vyuziti. Studium aktivnich mist enzym s pouzitim specifickych
modifikacnich &inidel. Cinidla pro vytvofeni pfiéné vazby a jejich vyznam. Syntéza peptidu in vitro.

Analyza nukleovych kyselin. Stanoveni koncentrace nukleovych ve vzorku. Stanoveni molekulové
hmotnosti (velikosti) nukleovych kyselin. Teplota tani dsDNA. Enzymové Stépeni polynukleotidd.
Mapovani restrikénimi enzymy. PCR reakce, jeji princip a pouziti. Kvantitativni PCR. In vitro
syntéza oligonukleotidli. Sekvencéni analyza nukleovych kyselin: Sangerova metoda,
pyrosekvencovani, llumina a nejnovéjsi metody bez PCR. Shotgun sekvencovani genomu.

Analyza sacharidu a lipidG. Barevné reakce v roztoku pro detekci a stanoveni sacharidd. Pojem
glykované proteiny a moznosti jejich analyzy. Deglykosylaéni enzymy. Glykosylace proteinu a
principy jeji analyzy vroztoku a gelu. MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie glykoproteini a
glykopeptidu. Extrakce a separace lipidd. Analyza lipidd pomoci kvadrupdlového hmotnostniho
spektrometru.

Hmotnostni spektrum, monoizotopova a primérna hmotnost. Mékké ioniza¢ni techniky MALDI a
ESI. Soucasti hmotnostniho spektrometru, hmotnostni analyzatory a jejich fungovani, hybridni
pristroje. MALDI-TOF peptidové mapovani. Tandemova hmotnostni spektrometrie peptidi. De
novo sekvencovani peptidd. MALDI imaging. Vyuziti hmotnostni spektrometrie v proteomice a
metabolomice. Principy identifikace a kvantifikace protein0 pomoci hmotnostni spektrometrie.
Pouziti hmotnostni spektrometrie pro urCovani struktury proteini, méfeni enzymové aktivity a
identifikaci mikroorganismu. Expresni, diferen¢ni a funkéni proteomika.

Méreni pH pomoci pH elektrody — princip. Clarkova elektroda, jeji konstrukce a pouZziti pro méfeni
aktivity enzym(. Enzymova analyza. Kineticka méfeni, ,end-point* metody, spfazené reakce.
Enzymové amplifikacni reakce. Chromogenni a fluorogenni enzymové substraty. Barveni v gelu na
enzymovou aktivitu. Pojem imobilizovany enzym. Pojem proteinové inZzenyrstvi enzyma.
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Absorpéni a fluorescencni spektroskopie a spektrofotometrie, pouzivané pfistroje a jejich Casti.
Pojmy absorbance, monochromator, polarizace svétla. Vyuziti absorpéni a fluorescenéni
spektroskopie v biochemii. Mé&feni polarizace fluorescence a jeho vyznam. Vibraéni spektroskopie
— infraCervena (IR) a Ramanova spektroskopie, principy vzniku signalu a bézné pouziti. Stanoveni
koncentrace proteint pomoci IR. Vyuziti NIR. Resonanéni Ramanova spektroskopie a jeji vyuziti
v biochemii. Mdssbauerova spektroskopie. Resonanéni spektroskopické metody: NMR a EPR.
NMR — princip vzniku signalu, pojmy chemicky posun, multiplicita signalu. Vicerozmérna NMR
méfeni, pfiklady a vyuZziti. ESR — instrumentace. ESR spektrum, vyznam g hodnoty, hyperjemné
Stépeni. Spinové znacky. Chiroptické metody a jejich vyuZiti pro studium DNA a proteina.

Metody studia exprese a funkce genul. Klonovani genu, pfiprava knihoven. Techniky genetické
transformace organismu. Pfiprava a vyuziti mutant. Pfima a reverzni genetika. Metoda PCR a jeji
vyuziti. Metody studia interakce protein-protein a protein-DNA. Techniky editovani genomu.

Sekven(c)ovani DNA, genu a genomu organismu. Sangerova metoda sekven(c)ovani DNA pomoci
syntézy. Vyuziti kapilarni elektroforézy pro sekven(c)ovani gend. Vyuziti shotgun techniky pro
sekven(c)ovani genomu. Princip sekven(c)ovani technikou lllumina. Dal§i nové metody uréeni
sekvence DNA. De novo a komparativni sekven(c)ovani. Sekven(c)ovani transkriptomu.

UrCovani prostorové struktury biomakromolekul. Rentgenova strukturni analyza: krystalizace
proteinu, difrakce rentgenovych paprsku, synchrotron. Pattersonova funkce a mapa elektronové
hustoty, fazovy problém, kritéria pro posuzovani kvality ziskané struktury. Braggova rovnice a
Millerovy indexy. Ostatni metody strukturni analyzy proteind: NMR a zakladni principy pouziti pro
strukturni analyzu; elektronova mikroskopie. Modelovani proteinovych struktur a databaze 3-D
struktur.

Vizualizace bunék a bunélnych struktur. Svételna a fluorescenéni mikroskopie. Vyuziti znaéeni
fluorescenénimi proteiny. Elektronova a kryoelektronova mikroskopie. Vizualizace komponent v
zivych bunkach. Piehled metod a jejich principl pro analyzu interakci biomakromolekul s ligandy
vCetné protein-proteinové interakce.

Kalorimetrie — izotermalni titracni kalorimetrie (ITC) a diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC).
Polarografie biomolekul. Princip polarografie, polarografické metody se superpozici stfidavého
napéti. Cyklicka voltametrie. BrdiCkova reakce. Staticky a dynamicky rozptyl svétla. Studium
rychlych reakci. Studium interakci — rovnovazna dialyza, SPR, termoforéza.

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



