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Vizuelizacija end-point PCR produkata
- ELEKTROFOREZA
- SEKVENCIRANIJE



Po zavrsetku PCR amplifikacije, dobijaju se PCR
produkti (amplikoni) Cije se ocitavanje moze
obaviti na dva nacina:

- ELEKTROFOREZOM NA GELU
-  SEKVENCIRANJEM



ELEKTROFOREZA

Elektroforeza obezbeduje razdvajanje molekula razliCite
duzine pod uticajem elektricnog polja prilikom njihovog
kretanja kroz inertan i porozan matriks (agarozni ili
poliakrilamidni gel) potopljen u rastvor slabog elektrolita.
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https://www.aatbio.com/catalog/gel-electrophoresis



Fragmenti DNK razli¢ite duzine imaju razliitu elektropokretljivost (jer je ukupna
koli¢ina naelektrisanja DNK proporcionalna njegovoj velicini), te kroz gel putuju
razlicitom brzinom ( , obzirom da je DNK molekul negativno
naleketrisan).
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Zbog toga fragmenti razliCite duzine tokom trajanja elektroforeze prolaze razliciti
put:

kraci fragmenti (koji se kroz gel probijaju lakse te se krecu brze) predu duzi put u
odnosu na duze fragmente (koji se teze probijaju kroz gel pa se krecu sporije).



Kada se elektroforeza zavrsi, fragmenti razlicitih duzina su razdvojeni ali joS uvek
nisu vidljivi, te je neophodno gel obojiti inkubiranjem u rastvoru etidijum bromida -

EtBr (ili neke savremene bezbednije alternativne ,boje”, npr. SYBR® Safe DNA Gel
Stain, GelRed® and GelGreen® i dr.) koji interkalira izmedu parova baza dva lanca
DNK.

EtBr (ili alternativha ,boja“) fluorescira pod UV svetlos¢u, te je za konacnu
vizuelizaciju rezultata neophodno da se gel (nakon bojenja sa EtBr) postavi na UV
transiluminator.

Rezultat elektroforeze na
agaroznom gelu

Aparat za horizontalnu
elektroforezu http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/qgel/



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

Rezultat elektroforeze na agaroznom gelu
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SEKVENCIONIRANJE

Sanger metoda sekvenciranja DNK
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https://www.sigmaaldrich.com/RS/en/technical-documents/protocol/genomics/sequencing/sanger-sequencing




Aparat za sekvenciranje — sekvencer
(starije proizvodnje)



Aparati za sekvenciranje —
sekvenceri (savremeniji)
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MiniSeq

illumina

Mini sekvencer (novije generacije)



Aparat za ,next-generation sequencing (NGS)*



Sanger metoda sekvenciranja DNK

4 x PCR (+ one dideoxynucleotide)
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ddTTP ddATP ddGTP  ddCTF machine G ACTGAAGTCT

" DNA sequence
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Separate
with a gel

https://youtu.be/ONGdehkB8jU




Rezultat sekvenciranja
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