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FRAKCIONACE BUNĚK / SEPARAČNÍ A 
ANALYTICKÉ TECHNIKY / PROTEINY / LIPIDY / 

NÍZKOMOLEKULÁRNÍ LÁTKY /
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HOMOGENIZACE TKÁNÍ, BUNĚK, CENTRIFUGAČNÍHOMOGENIZACE TKÁNÍ, BUNĚK, CENTRIFUGAČNÍ
TECHNIKYTECHNIKY

KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE, SEPARACE A KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE, SEPARACE A 
ANALYTICKÁ STANOVENÍ, MALDI TOFANALYTICKÁ STANOVENÍ, MALDI TOF

PLYNOVÁ CHROMATOGRAFIEPLYNOVÁ CHROMATOGRAFIE
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HOMOGENIZACE TKÁNÍ / BUNĚKHOMOGENIZACE TKÁNÍ / BUNĚK
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CENTRIFUGACE / ULTRACENTRIFUGACE:CENTRIFUGACE / ULTRACENTRIFUGACE:
úhlový rotorúhlový rotor výkyvný rotorvýkyvný rotor
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DIFERENCIÁLNÍ CENTRIFUGACE: DIFERENCIÁLNÍ CENTRIFUGACE: 
izolace izolace subcelulárníchsubcelulárních frakcífrakcí
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CENTRIFUGACE V SACHARÓZOVÉM GRADIENTUCENTRIFUGACE V SACHARÓZOVÉM GRADIENTU
(např. izolace nukleárního receptoru s navázaným (např. izolace nukleárního receptoru s navázaným ligandemligandem))
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Kapalinová chromatografie (LC, HPLC)Kapalinová chromatografie (LC, HPLC)

PUMPAPUMPA

DÁVKOVÁNÍDÁVKOVÁNÍ

KOLONAKOLONA

DETEKTORDETEKTOR
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HPLC /LC/SPE: typy stacionárních a mobilních fázíHPLC /LC/SPE: typy stacionárních a mobilních fázíHPLC /LC/SPE: typy stacionárních a mobilních fází

REVERSNÍ FÁZEREVERSNÍ FÁZE
nepolární stacionární fáze (C18, C8, nepolární stacionární fáze (C18, C8, fenylfenyl) vs. ) vs. 
mobilní fáze se snižující se polaritou mobilní fáze se snižující se polaritou 
(voda/metanol, voda/(voda/metanol, voda/acetonitrilacetonitril/THF)/THF)
NORMÁLNÍ FÁZE / IONEXOVÁ CHROMATOGRAFIENORMÁLNÍ FÁZE / IONEXOVÁ CHROMATOGRAFIE
polární stacionární fáze (polární stacionární fáze (aminoamino--, OH, OH--) vs. mobilní ) vs. mobilní 
fáze se zvyšující se polaritoufáze se zvyšující se polaritou
GELOVÁ PERMEAČNÍ CHROMATOGRAFIEGELOVÁ PERMEAČNÍ CHROMATOGRAFIE
AFINITNÍ CHROMATOGRAFIEAFINITNÍ CHROMATOGRAFIE
specifické zakončení stacionární fáze (protilátka, specifické zakončení stacionární fáze (protilátka, 
SHSH-- apod.), rozdělení na základě specifických apod.), rozdělení na základě specifických 
interakcíinterakcí
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HPLC /LC: typy detektorůHPLC /LC: typy detektorůHPLC /LC: typy detektorů

FOTOMETRICKÝ (změna absorpce, jedna vln. délka FOTOMETRICKÝ (změna absorpce, jedna vln. délka 
nebo nebo diodediode arrayarray detektor          spektrum detektor          spektrum analytuanalytu))

FLUORIMETRICKÝ (změna fluorescence, jedna FLUORIMETRICKÝ (změna fluorescence, jedna 
excitační a jedna emisní vln. délka nebo excitační a jedna emisní vln. délka nebo diodediode
arrayarray))

RADIOMETRICKÝ (sloučeniny značené RADIOMETRICKÝ (sloučeniny značené 33H, H, 1313C, C, 3232P, P, 
3333P)P)

HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETR (stanovení m/z)HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETR (stanovení m/z)

další detektorydalší detektory
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Uspořádání Uspořádání spektrofotometrickéhospektrofotometrického
a a fluorimetrickéhofluorimetrického detektorudetektoru

zdroj světelného paprskuzdroj světelného paprsku

emise fluorescenceemise fluorescence

absorpce světlaabsorpce světla
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MALDI TOFMALDI TOF--MS (MS (MatrixMatrix AssociatedAssociated Laser Laser DesorptionDesorption
IonizationIonization TimeTime ofof FlightFlight MassMass SpectrometrySpectrometry):):

základní uspořádánízákladní uspořádání

TOF spektrum ( t = (m/z)TOF spektrum ( t = (m/z)1/21/2konverze dat:konverze dat: hmotnostní spektrumhmotnostní spektrum
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MALDI TOFMALDI TOF--MS (MS (MatrixMatrix AssociatedAssociated Laser Laser DesorptionDesorption
IonizationIonization TimeTime ofof FlightFlight MassMass SpectrometrySpectrometry):):

ionizace vzorkuionizace vzorku

((matrixmatrix + + analytanalyt))
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GelováGelová filtrace (filtrace (gelovágelová permeačnípermeační chromatografie)chromatografie)
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nízkotlaká LC, SPE: separace bílkovin a nízkomolekulárních nízkotlaká LC, SPE: separace bílkovin a nízkomolekulárních 
látek (nukleotidy, metabolity, látek (nukleotidy, metabolity, xenobiotikaxenobiotika))
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Gelová filtrace: separace standardních bílkovin /
spektrofotometrická detekce 
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GelováGelová filtrace s radiometrickou detekcí filtrace s radiometrickou detekcí 
specifickou pro značený substrát a metabolityspecifickou pro značený substrát a metabolity
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Iontová chromatografieIontová chromatografie
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IonexováIonexová HPLC: HPLC: 
rozdělení proteinů rozdělení proteinů 
zvyšující se iontovou zvyšující se iontovou 
silou mobilní fázesilou mobilní fáze
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Afinitní chromatografieAfinitní chromatografie

Na Na sorbentusorbentu
navázanýnavázaný
substrát,substrát,
protilátka, protilátka, 
koenzymkoenzym
apod.apod.
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PŘÍKLADY HPLC ANALÝZPŘÍKLADY HPLC ANALÝZPŘÍKLADY HPLC ANALÝZ

Koncentrace steroidního hormonu, Koncentrace steroidního hormonu, 
stanovení aktivity CYP3A stanovení aktivity CYP3A isoenzymůisoenzymů
(6beta(6beta--OHOH--T), CYP19 (T     E2)T), CYP19 (T     E2)
Koncentrace mastných kyselin, stanovení Koncentrace mastných kyselin, stanovení 
aktivity PLA, COX, LOX apod.aktivity PLA, COX, LOX apod.
Stanovení cizorodých látek, které se Stanovení cizorodých látek, které se 
obtížně zplyňují nebo jsou termolabilní obtížně zplyňují nebo jsou termolabilní 
(vysokomolekulární (vysokomolekulární PAHsPAHs))
Preparativní HPLC (izolace nukleotidů, Preparativní HPLC (izolace nukleotidů, 
metabolitů, peptidů, protilátek atd.)metabolitů, peptidů, protilátek atd.)
MALDIMALDI--TOF (LCTOF (LC--MS velkých molekul MS velkých molekul ––
fragmentovanýchfragmentovaných bílkovin)bílkovin)
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Reversní HPLC analýza PAHs: detekce pomocí Reversní HPLC analýza PAHs: detekce pomocí diodediode--arrayarray detektoru (DAD)detektoru (DAD)

chromatogrchromatogr..
záznam přizáznam při
vybranýchvybraných
vlnovýchvlnových
délkáchdélkách
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HPLC analýza HPLC analýza hydroxylovanýchhydroxylovaných metabolitů testosteronu (spektrofotometr. metabolitů testosteronu (spektrofotometr. detdet.).)

66ββ--hydroxyrestosteronhydroxyrestosteron
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HPLC analýza karboxylových kyselin po HPLC analýza karboxylových kyselin po derivatizaciderivatizaci pyrenyldiazomethanempyrenyldiazomethanem

AAAA
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AAAA

HPLC analýza karboxylových kyselin po HPLC analýza karboxylových kyselin po derivatizaciderivatizaci PDAM (fluor. detekce)PDAM (fluor. detekce)
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Stanovení Stanovení aromatázovéaromatázové aktivity (HPLC analýza koncentrace produktu aktivity (HPLC analýza koncentrace produktu -- E2)E2)

E2E2
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MALDI TOFMALDI TOF--MS (MS (MatrixMatrix AssociatedAssociated Laser Laser DesorptionDesorption
IonizationIonization TimeTime ofof FlightFlight MassMass SpectrometrySpectrometry):):

příklad stanovení příklad stanovení peptidovýchpeptidových fragmentůfragmentů

Fragmenty po rozštěpení vazeb peptidůFragmenty po rozštěpení vazeb peptidů

Iontová fragmentace peptiduIontová fragmentace peptidu
(ion (ion decaydecay massmass spectrumspectrum):):

-- přesné stanovení mol. přesné stanovení mol. 
hmotnosti;hmotnosti;

-- primární sekvenceprimární sekvence
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UŽITÍ LC PRO FRAKCIONACI VZORKŮ - PŘÍKLAD STANOVENÍ 
ORGANICKÝCH CIZORODÝCH LÁTEK

UŽITÍ LC PRO FRAKCIONACI VZORKŮ UŽITÍ LC PRO FRAKCIONACI VZORKŮ -- PŘÍKLAD STANOVENÍ PŘÍKLAD STANOVENÍ 
ORGANICKÝCH CIZORODÝCH LÁTEKORGANICKÝCH CIZORODÝCH LÁTEK

SAMPLING EXTRACTION

GPC

HIGH-MOLECULAR 
FRACTION PAH FRACTION

ALIPHATIC
FRACTION

NEUTRAL 
AROMATIC 
FRACTION

SEMIPOLAR
FRACTION

POLAR
FRACTION

PAHs<252 PAHs>252

Silica gel fractionation
hexane DCM/ 

hexane DCM
methanol

NPAHs, oxy-
PAHsAminopropyl silica column

GCGC

HPLC, GCHPLC, GC HPLCHPLC

GCGC GCGC
carboxy-,

aldehydes etc.
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Uspořádání plynovéhoUspořádání plynového
chromatografuchromatografu (GC)(GC)

Detektory:Detektory:
FIDFID
ECD (chlor. látky)ECD (chlor. látky)
MS (rozdělení podleMS (rozdělení podle
hmotností fragmentů)hmotností fragmentů)
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GC: Přechod látek mezi stacionární a mobilní fázíGC: Přechod látek mezi stacionární a mobilní fází
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GC/ECD (GC/ECD (electronelectron capturecapture detectordetector): princip detekce): princip detekce

NiNi6363 NiNi6363 = = ββ--zářičzářič

anodaanoda

ee--ee--

nosný plyn + nosný plyn + analytyanalyty

Cl  +  eCl  +  e-- ClCl--

vychytávání elektronůvychytávání elektronů
chlorovanými látkami,chlorovanými látkami,
snížení el. proudusnížení el. proudu
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GC/MS:GC/MS:

analýza PAHsanalýza PAHs
(SIM (SIM –– fragmenty Mfragmenty M++

= různé MW)= různé MW)

MW 202MW 202

MW 228MW 228

MW 252MW 252

MW 242MW 242
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STANOVENÍ ENZYMATICKÉ AKTIVITY / 
ENZYMOVÁ KINETIKA

STANOVENÍ ENZYMATICKÉ AKTIVITY / STANOVENÍ ENZYMATICKÉ AKTIVITY / 
ENZYMOVÁ KINETIKAENZYMOVÁ KINETIKA

E  +  ES  E  +  ES  [ES]        E  +  P[ES]        E  +  P

SSttanovenanovení produktu:í produktu:
koncentrace produktu / čas . koncentrace produktu / čas . protprot..
= = pmolpmol produktu / min. (mg produktu / min. (mg protprot./ml)./ml)

Příklady stanovení:Příklady stanovení:
-- fluorimetrickéfluorimetrické stanovení produkce stanovení produkce resorufinuresorufinu
(EROD, MROD, PROD, BROD);(EROD, MROD, PROD, BROD);
-- HPLC stanovení metabolitů mastnýchHPLC stanovení metabolitů mastných
kyselin, např. 5kyselin, např. 5--OHOH--FA (5FA (5--LOX);LOX);

-- chemiluminiscenčníchemiluminiscenční stanovení luciferázystanovení luciferázy
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Enzymová kinetika: Enzymová kinetika: [ES] = (E + ES) . [S] / K[ES] = (E + ES) . [S] / KMM + [S]+ [S]
((popočáčáteteččnníí rychlostrychlost: v: v00 = V . [S] / (K + [S]= V . [S] / (K + [S] ))
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SUBSTRÁTY ENZYMOVÝCH REAKCÍSUBSTRÁTY ENZYMOVÝCH REAKCÍSUBSTRÁTY ENZYMOVÝCH REAKCÍ
spektrofluorimetrickáspektrofluorimetrická detekce produktu enzymové reakce detekce produktu enzymové reakce ––
silně silně flureskujícíhoflureskujícího resorufinuresorufinu ((excexc. 530. 530--570, 570, emem. 585 . 585 nmnm))
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Enzymová kinetika: dvojitě reciproké vyneseníEnzymová kinetika: dvojitě reciproké vynesení
((LineweaverLineweaver –– BurkeBurke: 1/v: 1/v00 = (K= (KMM/V)(1//V)(1/[S][S]) + 1/V) + 1/V


