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PCR – polimerase chain reaction 
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denaturacija vezivanje prajmera Taq polimeraza 
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Preanalitička faza – uzorkovanje i čuvanje 
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Preanalitička faza - izolacija 

VARIKINA: 

• 1 % rastvor 

• tamne posude 

• dnevna priprema 

ETANOL: 

• 70 % rastvor 

• tamne posude 

• dnevna priprema 

INHIBITORI RNAza: 

Komercijalno dostupni 

rastvori koji inhibiraju 

RNAze 

RUKAVICE: 

• nitrilne 

• bez talka 

• često menjati 

UV STERILIZACIJA: 

• 30 min 
NASTAVCI: 

• sterilni 

• PCR nivo čistoće 

• sa filterima 

REAGENSI: 

• PCR nivo čistoće 



Kapilarna elektroforeza za procenu očuvanosti (Bioanalyzer 2100™):  

RNA integriti number (RIN™) 

Fluorimetrija – posebno dizajnirane boje za detekciju (Qubit  4™): 

dsDNA 

ssDNA 

RNA 

microRNA 

Proteina 

UV analiza uzoraka omogućava kvantifikaciju NK i procenu kontaminacije organskim rastvaračima i proteinima: 
 230 nm 

 260 nm 

 280 nm 

 

Preanalitička faza – provera kvaliteta 

Elektroforeza na agaraznom gelu omogućava procenu očuvanosti: 
 28S rRNK 

 18S rRNK 

 gDNK 



Analitička faza – Reverzna transkripcija 

Efikasnost RT je zavisna od 

koncentracije RNK! 



Analitička faza – odabir amplikona 

amplikon 5′ 

3′ 5′ 

3′ 

Dužina amplikona: 75-150 b 

Ispitivanje target sekvence 

Sekundarne strukture 

Palindromske sekvence 

Amplikon „preko introna“ 



Analitička faza – in silico dizajn prajmera 
 Dužine 20-24 baze 

 Izbegavati homologiju unutar i između prajmera kako bi 

se smanjila verovatnoća stvaranja dimera 

 Sekevenca prajmera ne bi trebalo da sadrži više od 4 

uzastopna G ili C baze 

 Sadržaj GC parova 40-60 % 

 Kako bi se olakšalo vezivanje prajmera za matricu jedan 

od pet nukleotida do 3’ kraja prajmera bi trebalo da bude 

G ili C  

 Temperature topljenja dva prajmera bi trebalo da budu 

što bliže (57-61°C) 

 Sekundarne strukture (Gibsova slobodna energija < -2 

kcal/mol) 

 Dimeri u okviru jednog prajmera (3’ kraj Gibsova 

slobodna energija < -5 kcal/mol; unutrašnji deo 

prajmera  Gibsova slobodna energija < -6 kcal/mol) 

 Ukršteni dimeri (3’ kraj Gibsova slobodna energija < 

-5 kcal/mol; unutrašnji deo prajmera  Gibsova 

slobodna energija < -6 kcal/mol) 

 

BLAST 



Analitička faza – optimizacija i validacija prajmera 

Optimizacija uslova reakcije: 

 Koncentracija prajmera 

 Temperatura vezivanja prajmera 

 Koncentracije obeleženih proba 

 Koncentracija uzorka 

 Temperatura reakcije 

 Elektroforeza i „melting curve“ analiza 

Efikasnost reakcije: 

 2n 

 Standardna kriva 

 E=10-1/nagib 

 E= 100%  Nagib = -3,32 

 E  90-110 % 



Analitička faza – odabir referentnog gena 

Target = 25.000 kopija 

Target = 50.000 kopija 

Target  

Referentni gen 1 

Referentni gen 2 

„Unutrašnja kontrola“ kompletnog preanalitičkog i analitičkog procesa 
 Referentni gen 



Standardi kvaliteta 

ISO 20395:2019(en) 

Biotechnology — Requirements for 

evaluating the performance of 

quantification methods for nucleic acid 

target sequences — qPCR and dPCR 

 Endogena kontrola 

 „Cell free RNA“ 

 „Spike in“ 

 Tačnost 

 Preciznost 

 LOD 

 LOQ 


