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Nakon izolacije DNK (ili RNK) iz ćelije, sledeći korak je
amplifikacija (kloniranje) željenog (ciljanog) gena ili
fragmenta DNK, što se može obaviti in vivo i in vitro.

In vivo amplifikacija



Kod in vivo kloniranja, najpre se restrikcionim enzimima „iseče”
ciljani deo DNK, a zatim taj deo ugradi u DNK vektora (plazmida ili
virusa), odnosno stvori se rekombinantna DNK. U cilju umnožavanja
rekombinantne DNK, vektor se ubacuje u ćeliju domaćina (najčešće
u bakteriju Escherichia coli). Pri svakoj replikaciji rekombinantne
DNK, umnožava se i ugrađeni (ciljani) deo DNK.

In vivo amplifikacija



In vitro amplifikacija
In vitro kloniranje željenog (ciljnog) fragmenta DNK obavlja se
putem reakcije lančane polimerizacije, odnosno putem PCR
amplifikacije (Polymerase Chain Reaction – PCR) u aparatu koji ima
mogućnost brze promene temperaturnih uslova.



Za PCR amplifikaciju potrebne su sledeće komponente:

• izolovana DNK čiji određeni fragment želimo da amplifikujemo,

• prajmeri (oligonukleotidne sekvence) koji se dizajniraju tako da budu komplementarni
sekvencama koji okružuju ciljani region DNK (npr. gen) koji želimo da umnožimo,

• Taq polimeraza,

• slobodni nukleotidi, odnosno gradivne jedinice za sintezu novih lanaca DNK, u vidu
mešavine deoksiribonukleozid trifosfata (dNTP): adeninskih (dATP), timinskih (dTTP),
guaninskih (dGTP) i citozinskih (dCTP),

• Magnezijumovi joni (Mg2+), kofaktori neophodni za aktivnost Taq polimeraze i
polimerizaciju (vezuju se za slobodne nukleotide i obezbeđuju njihovo ugrađivanje u
rastući lanac DNK).

• PCR pufer,

• sterilna dejonizovana voda

PCR Setup
A comprehensive guide to PCR

https://www.thermofisher.com/rs/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-molecular-biology/pcr-education/pcr-reagents-enzymes/pcr-component-considerations.html
https://www.qiagen.com/us/resources/molecular-biology-methods/pcr/


https://www.thermofisher.com/rs/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-
center/invitrogen-school-of-molecular-biology/pcr-education/pcr-reagents-

enzymes/pcr-component-considerations.html

PCR Setup
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https://www.qiagen.com/us/knowledge-and-support/knowledge-hub/bench-guide/pcr/

A comprehensive guide to PCR

https://www.qiagen.com/us/knowledge-and-support/knowledge-hub/bench-guide/pcr/
https://www.qiagen.com/us/resources/molecular-biology-methods/pcr/


Proces PCR amplifikacije obuhvata sledeće korake:

1. Inicijalna denaturacija DNK u trajanju od dva do četiri minuta (zavisno od udela
GC parova).

2. Denaturacija DNK – rasplitanje i razdvajanje lanaca DNK. Obavlja se na 94-
96°C u trajanju od 30 sec do nekoliko minuta (zavisno od udela GC parova),

3. Hibridizacija para prajmera sa komplementarnim sekvencama koji okružuju
ciljani region DNK. Obavlja se na temperaturi od 45-65°C u trajanju od 30 sekundi do
nekoliko minuta,

4. Elongacija prajmera (ekstenzija), odnosno sinteza novih DNK lanaca počev
od prajmera, tako što se Taq polimeraza vezuje za mesta hibridizacije prajmera i katalizuje
ugrađivanje novih nukleotida komplementarih inicijalnim sekvencama. Ovaj proces se
obavlja na 72°C i traje od 45 sec do 1 minuta.

Koraci od 2. do 4. ponavljaju se tokom 25 do 40 ciklusa, kako bi se obezbedilo 
umnožavanje dovoljnog broja kopija ciljnog fragmenta DNK. Umnoženi ciljni 

fragmenti DNK nazivaju se amplikoni ili PCR produkti. U svakom ciklusu količina 
amplikona se duplicira (u prvom ciklusu nastaju 2 aplikona, u drugom 4, u trećem 

8, u četvrtom 16, u petom 32, u šestom 64 ...) tako da na kraju PCR procesa nastaje 
od milion do bilion amplikona. 

5. Elongacija preostalih produkata (na 72 °C, u trajanju od dva do četiri minuta).



http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/pcr/

http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/pcr/


https://youtu.be/DkT6XHWne6E

Animacije PCR

https://youtu.be/iQsu3Kz9NYo

https://youtu.be/DkT6XHWne6E
https://youtu.be/iQsu3Kz9NYo
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