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izolacija (ekstrakcija) nukleinskih kiselina iz bioloskih
uzoraka je PRVI KORAK procesa analize DNK/RNK.

Izolacija
DNK/RNK

http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/extraction/
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Izolacija (ekstrakcija)

nukleinskih
kiselina

|zolacija DNK/RNK iz
podrazumeva
oslobadanje DNK/RNK
1z virusa, bakterija,
Protista 1 svih
visecelijskih

organizama BRVA. "
. //A DNK lanac




lzolacija

DNK/RNK

|zolacija DNK/RNK obavlja se primenom

hemikalija | postupaka kojima se razbijaju |

liziraju:

e Celijski zid

e Celijska membrana i

« membrane organela (jedra, mitohondrija |
plastida)

ali i veoma cCvrsti zidovi
spora (bakterija, protozoa)
| brojne Cvrste tvorevine
(hitinska kutikula, kosti,
rozne tvorevine, keratin .. )
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Nakon izolacije DNK (ili RNK) iz celije, sledeci korak je
amplifikacija (kloniranje) Zeljenog (ciljanog) gena ili
fragmenta DNK, Sto se moze obaviti iin vivo i in vitro.

In vivo amplifikacija

e . o fragment DNK
Cirkularna d \-’ola_nc@ng._ DNK za kloniranje
plazmida (klonirajuci -~ _ o
N Rekombinantna DNK

vektor)
Restrikciona
endonukleaza

DNK ligaza

| ===
200 nm




In vivo amplifikacija

Kod in vivo kloniranja, najpre se restrikcionim enzimima ,isece”
ciljani deo DNK, a zatim taj deo ugradi u DNK vektora (plazmida ili
virusa), odnosno stvori se rekombinantna DNK. U cilju umnozavanja
rekombinantne DNK, vektor se ubacuje u ¢eliju domacina (najcesce
u bakteriju Escherichia coli). Pri svakoj replikaciji rekombinantne
DNK, umnozava se i ugradeni (ciljani) deo DNK.

Rekombinantna
DNK plazmida

Stotone miliona novih ~ Mnogobrojne kopije
bakterija stvara se prec¢iSéenih plazmida
u kulturi ¢elija 1zolovanih iz liziranih
¢elija bakterija




In vitro amplifikacija

In vitro kloniranje zeljenog (ciljinog) fragmenta DNK obavlja se
putem reakcije lancane polimerizacije, odnosno putem PCR
amplifikacije (Polymerase Chain Reaction — PCR) u aparatu koji ima
mogucnost brze promene temperaturnih uslova.




Za PCR amplifikaciju potrebne su slede¢e komponente:

e jzolovana DNK ciji odredeni fragment zelimo da amplifikujemo,

e prajmeri (oligonukleotidne sekvence) koji se dizajniraju tako da budu komplementarni
sekvencama koji okruzuju ciljani region DNK (npr. gen) koji Zelimo da umnozimo,

e Taqg polimeraza,

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

e Magnezijumovi joni (Mg?*), kofaktori neophodni za aktivnost Taq polimeraze i
polimerizaciju (vezuju se za slobodne nukleotide i obezbeduju njihovo ugradivanje u
rastuci lanac DNK).

e PCR pufer,

e sterilna dejonizovana voda httDS//yOUtUb@/DkTGXHWﬂGGE



https://youtu.be/DkT6XHWne6E

Proces PCR amplifikacije obuhvata sledecée korake:

1. Inicijalna denaturacija DNK u trajanju od dva do Cetiri 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 okruzuju
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 pocev
od prajmera, tako Sto se Tag polimeraza vezuje za mesta hibridizacije prajmera i katalizuje
ugradivanje 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
umnozavanje dovoljnog broja kopija ciljnog fragmenta DNK. Umnozeni ciljni
fragmenti DNK nazivaju se amplikoni ili PCR produkti. U svakom ciklusu kolicina
amplikona se duplicira (u prvom ciklusu nastaju 2 aplikona, u drugom 4, u trecem
8, u Cetvrtom 16, u petom 32, u Sestom 64 ...) tako da na kraju PCR procesa nastaje

od milion do bilion amplikona.
https://youtu.be/iIQsu3Kz9INYo

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



https://youtu.be/iQsu3Kz9NYo

Amplifikacija dela genoma
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Po =zavrsetku end-point PCR amplifikacije,
dobijaju se PCR produkti (amplikoni) Cije se
oCitavanje moze obaviti na dva nacina:

- ELEKTROFOREZOM NA GELU
-  SEKVENCIRANIJEM



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.

Cathode (-)

Sample
wells

Direction
of
movement

Shorter
bands

Anode (+)

https://www.aatbio.com/catalog/gel-electrophoresis



Fragmenti DNK razli¢ite duzine imaju razlicitu elektropokretljivost (jer je ukupna
koli¢ina naelektrisanja DNK proporcionalna njegovoj velicini), te kroz gel putuju
razlicitom brzinom ( , obzirom da je DNK molekul negativno
naleketrisan).

Mixture of
macromolecules

Electrophoresis

Porous gel

L e e

shutterstock com - 15301446954

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).



SEKVENCIONIRANIJE
Sanger metoda sekvenciranja DNK

PCR with fluorescent, Size separation by capillary Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
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https://www.sigmaaldrich.com/RS/en/technical-documents/protocol/genomics/sequencing/sanger-sequencing



Sanger metoda sekvenciranja DNK

4 x PCR (+ one dideoxynucleotide)

S e ; Use a
. e sequencing
ddTTP ddATP ddGTP ddCTP machine

DNA sequence

Separate
with a gel

https://youtu.be/ONGdehkB8jU



Rezultat sekvenciranja
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Detekcija parvovirusa pasa
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M-100 bp ladder DNA marker
1-10 - Uzorci
K+ pozitivha kontrola

538 bp
Primers

555-for CAGGAAGATATCCAGAAGGA
555-rev GGTGCTAGITGATATGTAATAAACA




K+, 47, 54, 68, 82, 83, 86, 87,129, 132, 153,154,155,156,157

-~
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Nosema genus: 488bp

Nos-16S-fw CGTAGACGCTATTCCCTAAGATT
NOs-16S-rv
CTCCCAACTATACAGTACACCTCATA



Identlflkacua Nosema vrsta (N. ceranae/N. apis)

M-100 bp ladder DNA marker,
C+ positive N. ceranae control;
A+, positive N. apis control;

500 bp
1-3, tested samples

300 bp
200 bp

100 bp

o ._’ a-‘,’_‘;‘;
PAR PRAJMERA za Nosema ceranae -218- 219
218MITOC-FOR 5’bpCGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3’
218MITOC-REV 5’-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3’

PAR PRAJMERA za N. apis - 321 bp
321APIS-FOR 5’-GGGGGCATGTCTITGACGTACTATGTA-3’
321APIS-REV 5’-GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3’



ldentifikacija Nosema vrsta (N. ceranae/N. apis)

50bp DNA Ladder
K1+ poz. kontrola N. ceranae
K2+ poz. kontrola N. apis

K- neg. Kontrola

74-97 uzorci

PAR PRAJMERA za Nosema ceranae - 218-219 bp
218MITOC-FOR 5’- CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3’
218MITOC-REV 5’- CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3’

PAR PRAJMERA za N. apis - 321 bp
321APIS-FOR 5’-GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3’
321APIS-REV 5’-GGGGGGCGTITAAAATGTGAAACAACTATG-3’



Detekcija parazita iz roda Giardia

M-100 bp ladder DNA marker 292 bp
1-9-Uzorci RH11 -5' CATCCGGTCGATCCTGCC 3'

K+ pozitivna kontrola RH4 - 5 AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCCAGG 3
K- negativna kontrola




» ULOGA RESTRIKCIONIH ENZIMA
» RFLP - ,Restriction fragment lenght polymorpism*“
Polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata

polymorphic restriction site

allele 1 allele 2
Restriction \L
Enzyme

4 fragments 3 fragments




Primer specijske diferencijacije vrsta Nosema apis / N. ceranae PCR — RFLP metodom

PCR RFLP
ﬁ
300
250
200 g
150
400 100

_ Gel na kome se vide Sabloni RFLP
Gel sa PCR produktima nakon digestije enzimima

dobijenih sa prajmerima Msp 1, Pac1iNdel
nos-16S-tw 1 nos-16S-1v (na osnovu $ablona odreduje se

vrsta parazita roda Nosema)

Ukoliko je u uzorku N. apis, enzimi Msp | i Nde | iseCi ce PCR produkt na tri trake veliCine: 91 bp, 131 bp, 266 bp)

Ukoliko je u uzorku N. ceranae, enzimi Msp |/Pac | iseCi ¢e PCR produkt na tri trake veliCine: 97 bp, 118 bp, 269 bp)



Primer specijske diferencijacije vrsta Babesia canis / B. gibsoni PCR — RFLP metodom

410 bp - amplifikat dobijen nakon PCR reakcije

200 bp i 205 bp - produkti dobijeni nakon RFLP
sa Hinfl enzimom, ukoliko se radi o B.gibsoni

M-100 bp ladder DNA marker

410 bp

Primers

PIRO-A (5’-AATACCCAATCCTGACACAGGG-3?)
PIRO-B (5’-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3’)




Detekcija tripanozome Lotmaria pasim

ELEKTROFOREZA
10”5 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK Leder |FIRY

30 min.

Pozitivna kontrola - 1075

Leder -100 bp DNA marker Lotmaria passim - 247bp
10 - 18 - Uzorci LpCytb F1 cGAAGTgCaCATATATGCTTtAC

K+ 1075 pozitivna kontrola LpCytb R gcCAaAcACCaATaACtGGtACt
NK- negativna kontrola




Detekcija tripanozome Lotmaria passim
U uzorcima legla

it L-100 bp ladder DNA marker
: 1 -3 - Uzorci
K+ pozitivha kontrola
fe ' K- negativna kontrola
300 bp e
200 bp e - —— | —
100 bp B

Lotmaria passim - 247bp
LpCytb F1 cGAAGTgCaCATATATGCTTtAC
LpCytb R gcCAaAcACCaATaACtGGtACt



ODREDJIVANJE POLA SISARA
ANALIZOM AMELOGENIN GENA

Za X hromozom AMEX 280 bp
4 280 ZA'Y hromozom AMEY 217 bp

o 217

- ST GED G SN GND QD TP D O GED @D oo S G GEED e o - -
- i L -

300 etk I T —— N4~ 230

217 o _
Priajmeuril:
SE 47 CAGCCAAACCTCCCTCTGC
SE 48 CCCGCITGGTCTTGTCTGTTGC




REZULTATI kod prica jednim setom prajmera amplifikuje se samo CHD-Z

fragment kod muzjaka (1 traka), odnosno 2 fragmenta
CHD-Z i CHD-W kod zenki (2 trake).



ODREDJIVANJE POLA PTICA
ANALIZOM CHD gena

Prajmeri:
Duzine sekvenci variraju izmedu vrsta P2 5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3
P8 5 -CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3"



ODREDJIVANJE POLA PTICA
ANALIZOM CHD gena

118 — Zako
119 — gvajana
120 — zako
124 — turako
133 — Zzako
151 — Zzako
150 — Zzako



Specijes specificni prajmeri za evropskog jelena
(Cervus elaphus) koriS¢eni su za uzorke 1, 2, 31 4;
specijes specificni prajmeri za srnu (Capreolus
capreolus) koris¢eni su za uzorke 5, 6 i 7; specijes
specificni prajmeri za jelena lopatara (Dama dama)
koriS¢eni su za uzorke 8, 91 10;

M — marker:;
1 — pozitivna kontrola Evropski jelen;
2,518 —uzorak 2001;

3,619 —-uzorak 2002;

4, 7110 - uzorak 2003;

11 — negativna kontrola.

Specific primers Srndac (Capreolus capreolus) 175bp
12SCC-FW 5'- TGAAAATAGATAACGAAAGTAGCTTTGAACTA -3’

Specific primers Evropski jelen (Cervus elaphus) 175b
12SCE-FW 5’- CAAAAACATATAACGAAAGTAACTTTCCGACC -3’ P

Specific primers Jelen lopatar (Dama dama) 169bp
12SDD-FW 5’- TAAACAACGAAGGTAACCTTATCG -3’

Reverse primer - ZAJEDNICKI ZA SVE TRI VRSTE

12SCERV-REV 5’- AAAGCACCGCCAAGTCCTT -3’




Forenzika (vestacenje) pola kod srnece divljaci

M — marker:;

1 — uzorak 2001;

2 — uzorak 2002,

3, 4 — pozitivna kontrola (muzjak),
5 —uzorak 2003;

Prajmeri:
SE 47 CAGCCAAACCTCCCTCTGC
SE 48 CCCGCTTGGTCTIGTCTGTIGC

Duzina sekvenci varira medu vrstama




(P

Detekcija gena za PKD
olycystic kidney disease)

0. “Yhsalter ioasis s as i

559 bp — amplifikat dobijen nakon PCR reakcije

produkti dobijeni nakon
postoji mutacija
316 bp i 243 bp — (Mlyl)

Prajmeri:
PKD1F 3° CAGGTAGACGGGATAGACGAY
PKD2R 3’ TTCTTCCGTGTCAACGACTG 5’

RFLP sa Schl enzimom, ukoliko




Utvrdivanje polimorfizma

gena za beta kazein

Al A2 - AlA2 A2A2 A2A2 AlAl

(KIH (Klﬂ (K-)
) i) [ 1

M-100 bp ladder DNA marker
Ul - U4 - Uzorci

K+ pozitivha kontrola

K- negativna kontrola

244 bp

Forward prajmeti

IGBhF: 5 CTT CCC TGG GCC CAT CCA 3’) zajedniCki Reverse

IGBpF: 5" CTT CCC TGG GCC CAT CCC 37) IGBR: 5 AGA CTG GAG CAG AGG CAG AG 3)



Utvrdivanje polimorfizma

gena za beta kazein

AIA2  AlAl  A2A2 - AIAl  A2A2  AIA2  AIA2  AlAl  AlAl  A2A2 M-100 bp ladder DNA marker
N GRS LN o Ul - U7 - Uzorci

K1-K3 pozitivhe kontrolde
K- negativna kontrola

Nakon aktivnosti restrikcionog
enzima Mph1103l:

AlA1l: 2841 37 bp
A2A2: 321 bp
A1A2 321, 2841 37 bp

Casein gene 321 bp
CASB forward: 5' GCAGAATTCTAGTCTATCCCITCCCTGGACCCATGC 3’

CASB reverse: 5' ACGGACTGAGGAGGAAACATGACAGITGGAGGAAG 3
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