Okruhy CRH / SZZM6 Biochemické metody v biotechnologiich

1) Zakladni operace s biologickym materialem.
Homogenizace tkani a extrakce bunécného obsahu. Dialyza a ultrafiltrace. Preparativni a
analyticka centrifugace, centrifugace v hustotnim gradientu.

2) Chromatografické metody.

Kapalinovd a plynova chromatografie. Adsorp¢ni, iontoméniova, gelova a afinitni
chromatografie  proteini. HPLC a perfizni chromatografie, monolitické kolony.
Chromatofokusace. Dvojrozmérna chromatografie.

3) Elektromigraé¢ni metody.

Gelova elektroforéza, provedeni kontinudlni a diskontinudlni, jednorozmérna a dvojrozmeérna
elektroforéza. Isoelektricka fokusace. Kapilarni elektroforéza. Blotting — déleni podle typu
vzorku a provedeni. Nativni elektroforéza proteinovych komplext. Kapilarni elektroforéza.

4) Metody studia proteini.

Stanoveni koncentrace proteinii ve vzorku. Analyza aminokyselinového slozeni a sekvence
proteind. Studium posttranslaénich modifikaci. Chemické modifikace proteind, biotinylace a
vytvoreni pfi¢né vazby. Chemicka syntéza peptida (Bruce Merrifield).

5) Analyza nukleovych kyselin.

Mapovani DNA restrikénimi endonukleasami. Elektroforéza a blotting nukleovych kyselin.
Cipové technologie analyzy nukleovych kyselin. Sekvencovani DNA (Sangerova metoda,
metody druhé a tieti generace). Polymerasova fetézova reakce (PCR) a jeji aplikace. Chemicka
syntéza oligonukleotidi.

6) Hmotnostni spektrometrie biomolekul.

Ioniza¢ni techniky MALDI a ESI. Typy hmotnostnich analyzatori. Peptidové hmotnostni
mapovani (fingerprinting), tandemova hmotnostni spektrometrie. Fragmentace peptidd, de novo
sekvencovani. Charakterizace posttranslacnich modifikaci. Hmotnostni spektrometrie lipidd,

7) Proteiny jako biomarkery v mediciné.
Klinicka proteomika. Metoda DIGE. Hmotnostni spektrometrie mikroorganismtl. Zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie. Kvantifikace proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie.

8) Imunochemické metody.
Strukturni rysy imunoglobulinii. Polyklondlni a monoklonédlni protilatky a jejich pfiprava.
Imunodiftize a imunoelektroforéza. Imunoblotting a mikroskopické imunotechniky.

9) Spektroskopické metody.
Absorpéni spektroskopie. Fluorescencni spektroskopie. Infraervend a Ramanova spektroskopie.
Madsbauerova spektroskopie. Chiroptické metody. Principy a aplikace spektroskopickych metod.



10) Resonan¢ni spektroskopické metody.
NMR a EPR. Principy vzniku signdlu v NMR a EPR. Vicerozmérné NMR techniky. Vyuziti
NMR pro uréeni prostorové struktury proteint. Spinové znacky v EPR.

11) Strukturni analyza proteint
Metodika krystalizace proteinti. Rentgenova strukturni analyza. Pouziti hmotnostni spektroskopie
pro analyzu proteinové struktury.

12) Elektrochemické metody v biochemii.

Polarografie a voltametrie a jejich pouziti v biochemii. Biosenzory, piiklady vyuziti
potenciometrickych a amperometrickych biosenzord. Imobilizace biomolekul pii konstrukci
biosenzord.

13) Metody pro biochemické studium interakci biomolekul.

Mikrokalorimetrie. Rovnovazna dialyza. Resonance povrchovych plasmond. Metoda FRET.
Metody uréovani velikosti a tvaru biomakromolekul pomoci rozptylu svétla. Interakce
biomakromolekul s ligandy.

14) Enzymova analyza.

Vyuziti enzymu pro znaceni biomolekul a jejich detekci. Chromogenni a fluorogenni enzymové
substraty. Spiazené enzymové reakce. ELISA a jeji varianty. Stanoveni koncentrace metaboliti,
stanoveni enzymové aktivity. Warburgliv opticky test.



