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Zkusebni okruhy MBIO2 — 2017

DNA polymerdzy, termindlni transferazy — charakteristika, priklady pouziti

(Fagové) RNA polymerazy — charakteristika, priklady pouZziti

Termostabilni DNA polymerazy — charakteristika, ptiklady pouziti

Reverzni transkriptazy — charakteristika, pfiklady pouziti

Kindzy, fosfatazy a ligdzy — charakteristika, vyznam pro konstrukci rekombinantni DNA, klonovani
Restrikéni endonukledzy — charakteristika, priklady pouZiti

DNazy a exonukledzy (Stipajici DNA) — charakteristika, pfiklady pouziti

RNazy a exonukleazy (Stipajici RNA) — charakteristika, priklady pouziti

Konstrukce rekombinantnich molekul (enzymy, pfiprava lepivych konc(, ligace tupych konc,
linkery, adaptery, vyuziti primer()

Funkéni sekvence vektord, funkce a priklady

Skrining a selekce transformovanych klon (transformace bakterii/kvasinek), kontrola klon(
(RFLP, PCR)

Klonovaci a expresni systémy (vektory), charakteristika, schéma a jejich porovnani (plazmid,
cosmid, fasmid, fag

Klonovaci a expresni systémy (vektory), charakteristika, schéma a jejich porovnani BAC, YAC,
retrovirovy vektor, adenovirovy vektor

GATEWAY klonovaci a expresni systém, principy

Transkripce a translace in-vitro — charakteristika, priklady pouziti.

Ti plazmid, transformace rostlin

Navrh primerd, jejich vlastnosti a modifikace

Optimalizace PCR reakce, odstranéni problém (podminky, pridavky do PCR reakcéni smési)
Nested PCR, PCR s degenerovanymi primery

Inverzni PCR, asymetricka PCR, assemble PCR — charakteristika, pfiklady pouziti

RACE PCR, colony PCR — charakteristika, ptiklady pouziti

Nested PCR, multiplex PCR

Izotermicka PCR

Chemismy pouZivané v real-time PCR — princip

Kvantitativni (RT)PCR — metody absolutni kvantifikace

Kvantitativni (RT)PCR — metody relativni kvantifikace (Livak, Pfaffl)

PCR mutageneze, DNA shuffling (michani), random mutageneze, error prone (nachylna) PCR
Mistné cilend mutageneze — princip, pfima, nepfima selekce mutantt

Metody studia interakci NK-protein — pfiklady

Princip "Phage Display” — pfiklady pouziti

Princip dvouhybridniho kvasinkového systému — priklady pouziti

Princip dvouhybridniho bakterialniho systému (BACTH)

Princip “emulzni PCR" — pfiklady pouZiti

Princip ‘Bridge PCR" — priklady pouZiti

Princip pyrosekvenovani (Pyrosequencing, Roche, Helicos,)

Princip sekvenovani syntézou (Sequencing by synthesis, Solexa/llumina/ Pacific)

Princip sekvenovani syntézou (lon Torrent, Helicos, Oxford Nanopores)

ZNA primery a MGB proby — princip a vyuziti

Proteinaza K a inhibitory ribonukledz — charakteristika a vyuZiti

Strategie sekvenovani dlouhych fragmentt
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Zakladni kroky izolace nukleovych kyselin

PFistrojové vybaveni pro izolaci nukleovych kyselin
Sterilni podminky prdce pfiizolaci nukleovych kyselin
Fenol-chloroformova izolace nukleovych kyselin

Izolace nukleovych kyselin s pomoci chaotropnich soli
Komercni kity pro izolaci DNA

Izolace DNA na magnetickych ¢asticich

Izolace DNA ultracentrifugaci v koncentra¢nim gradientu
Izolace RNA ultracentrifugaci v koncentracnim gradientu
Izolace DNA pomoci Chelexu

Izolace DNA pomoci FTA cards

Izolace celkové RNA a mRNA

Elektroforéza nukleovych kyselin — princip a fyzikalni a chemické parametry
Ptiprava a sloZeni polyakrylamidovych a agarozovych gell
Elektroforéza v agarozovém gelu

Elektroforéza v polyakrylamidovém (PAA) gelu
Vizualizace fragment( nukleovych kyselin v gelu

PAA elektroforéza v nativnim a denaturujicim gelu
Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)
Diskova (diskontinualni) elektroforéza

. Gelova zpomalovaci retardacéni elektroforéza (EMSA)

Mikrosatelity (MS) — vlastnosti, princip studia, evoluce MS a homoplazie MS
Mikrosatelity (MS) — nulové alely, hledani novych MS a vyuziti MS
Jednonukleotidové polymorfizmy a zplsoby jejich studia — DHPLC, SSCP, ...
RFLP — princip, mechanismy vzniku variability, limity vyuziti

DNA fingerprinting

RAPD - princip, reprodukovatelnost, vyuziti

AFLP — princip, reprodukovatelnost, vyuZiti

Hybridizace a jeji faktory

Hybridizacni sondy

Druhy a zpUsoby blottingu

Random priming a nick-translace

Radioaktivni znaceni a detekce sond

Neradioaktivni znaceni a detekce sond

Digoxigeninovy systém

Fluoresceinovy systém

Biotinovy systém

PCR znaceni DNA sond, znaceni reverzni transkripci a fotolabeling DNA

. Znaceni oligonukleotid(
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Praktické ulohy + vypocty (ptiprava PCR reakcéni smési, gPCR — Livak, Pfaffl)

Provedeni 3’'RACE PCR

Provedeni 5'RACE PCR

Provedeni RT-PCR

Provedeni kvantitativni PCR

Provedeni kvantitativni RT- PCR

Klonovani PCR produktu s lepivymi konci

Klonovani PCR produktu s tupymi konci

In-vitro syntéza RNA

Syntéza cDNA

Exprese cDNA na Urovni protein( v E. coli

Mistné specifickd mutageneze

Izolace mMRNA a syntéza cDNA, ptipadné dsDNA
Stanoveni intron( (velikost, hranice)

Proved restrikéni a PCR analyzu klonG

Exprese cDNA na Urovni proteinll v kvasinkach
Provedeni nested-PCR

Stanoveni-prokazani interakce mezi molekulou DNA-a a proteinem-b
Stanoveni interakce mezi dvéma proteiny
Fenol-chloroformovd izolace DNA

Izolace DNA na silikatovych casticich v prostfedi chaotropnich soli
Provedeni RFLP

Provedeni DGGE

Provedeni PFGE

Provedeni AFLP

Provedeni SSCP

Provedeni agarézové elektroforézy nukleovych kyselin
Provedeni polyakrylamidové elektroforézy nukleovych kyselin za nativnich podminek
Provedeni agardzové elektroforézy nukleovych kyselin
Hybridizace DNA sondy s genomickou DNA

Pfiprava DNA sondy pomoci random primingu
PFiprava DNA sondy pomoci nick translace

. Oznaceni oligonukleotidu na 3 konci
. Oznaceni oligonukleotidu na 5 konci

Navrzeni primerQ na dané sekvenci

. Analyza/vypocet kvantitativni PCR (absolutni kvantifikace)
. Analyza/vypocet kvantitativni PCR (relativni kvantifikace)
. Stanoveni sekvence nt PCR produktu

Analyza klonG (plazmid, PCR produkt)
Bodova mutace (inverze) v PCR produktu
Inserce aminokyseliny do mRNA



