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Sinestezija veéeg broja biohemijskih,
mikrobioloskih i molekularnih tehnika

klonircmie DNK hibridiZGCiiCI

restrikcione nukleinskih
endonukleaze kiselina

sekvencioniranje genetsko
DNK inZenjerstvo
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0 ULOGA RESTRIKCIONIH ENZIMA

RFLP - ,Restriction fragment lenght polymorpism”

Polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata

polymorphic restriction site
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umnozavanje segmenata DNK
ili rekombinovane DNK
KLONIRANJE DNK l
Plasmid v
Vector




fragment DNK

Cirkularna dvolancana DNK 2a kloniranje
plazmida (kloningjuéi T . .
vekior) " Rekombinantea DNK
Restnkciona |
endonuklcaza
-

DNK ligaza




Rekombinantna
DNK plazmida
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Stotone miliona novih
bakterija stvara se
u kulturi éelija

Mnogobrojne kopije

precis¢enih plazmida

1zolovanih iz liziranih
¢elija baktenja




Proizvodnja insuina

Humani insulin je pomodu bakterije Escherichia coli
proizveden 1978. a za terapeutske svrhe je odobren

1982.

La 42 gr. govedeg ili svinjskog insulina potrebno je
zrtvovati preko 3000 goveda (ili vise od 6000 svinja)
da se tehnoloskim postupkom ekstrakcijom iz njihovih
pankreasa dobije 41,6 gr. insulina.

Poredenja radi, istovremeno potrebna je jedna jedina
bakterija s genom za humani insulin koja se razmnozi u
bioreaktoru zapremnine oko 1000 | i za 72 sata iz
njega se izoluje 41,6 gr. humanog insulina.
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= PCR - Polymerase chain reaction
KLOB‘S@ o .Lancana reakcija polimeraze”

simuliranje normalne

replikacije u celiji

/
umnozavanje delova

DNK pomocu egzogene

polimeraze
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CIKLUS Denaturacija Vezivanje prajmera

Elongacija
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Real time PCR
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* Polymerase chain reaction (PCR) je
metoda za brzo umnozavanje
miliona/milijardi kopija specificne
sekvence DNK u in vitro uslovima.

* |n vitro amplifikacija RNK? PE— m—

DNA
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RNK

* Analizi eukariotske informacione
RNK (iRNK) engl. messenger RNA
(mMRNA) — analizu genske ekspresije

 Amplifikaciju virusne RNK.




PCR amplifikacija

DNK uzorak

Polimeraza

dNTP mix

Prajmeri specificni za DNK sekvencu
Puferi




Reverzna transkripcija

* Enzim reverzna transkriptaza —
retrovirusi

Viral RNA

Reverse transcription

Viral DNA
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Prvi komplementarni DNK lanac
Dvolancani hibrid RNK/DNK.

* Enzim RNK-aza razgraduje RNK
* Sintetise drugi DNK —
dvolancana DNK — cDNA (kDNK)

* PCR




Prajmeri za RT-PCR

e Oligo (dT) prajmeri nekoliko
uzastopnih deoksitimina (dT) koji se | &=z |
po sistemu komplementarnosi lepe
za 3’ poli A repu (EUKARIOTI) | £

« Random _prajmeri sekvence sa ot
V. : N T
nasumicnim redosledom nukleotida j ¢ Fp
— random heksameri =

e Specificni prajmeri




OneStep RT-PCR
TwoStep RT-PCR

1. Reverzna transkripcija

2. Amplifikacija

primers o
RMA isolation reverse transcriptase Reverse transaiption
Sample — + DMA polyrmerase —
buffer reagents and PCR
RMA

One-step RT-PCR

. . nor-specific primer Reverse transcription ' ;
Sa le RNA isolation 4 | reverss transcriptase Pt + specific primer
P DMA polymerase BCR

buffer reagents
RNA cDNA

Two-step RT-PCR



Kako real-time PCR radi?

* Razvijene su dve razlicite real-time PCR tehnologije:

. SYBR-Green® tehnologija
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1. Dye in solution emits 2. Emission of the
low fluorescence fluorescence by binding

2. TagMan® probe tehnologija
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1. SYBR-Green® tehnologija
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2. TagMan® probe tehnologija
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Hibridizacija

nukleinskih kiselina |

DNK-DNK
DNK-RNK

PRONALAZENJE SRODNIH
GENA KOD RAZLICITIH VRSTA
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SEKVENCIONIRANJE DNK
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Primena genetskog inzenjeringa
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MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA
U VETERINARSKOJ MEDICINI



Primena molekularnih tehnika u selekciji
Zivotinja
genomsko testiranje priplodnjaka

polimorfizam gena koji kodiraju sintezu proteina
mleka

dokazivanje vrste mesa u prehrambenim
proizvodima

sprecavanje krivolova
odredivanje pola ptica i sisara



Primena u detekciji naslednog materijala
razli¢itih patogena
patogeni pcela - virusi, bakterije, mikrosporidije
patogeni domaéih Zivotinja

virusne bolesti pasa i macaka - $teneéak, parvoviroza,
panleukopenija macaka, FIV

parazitarna oboljenja domacih Zivotinja - babezioza,
tajlerioza, dirofilarioza

patogeni divljih zivotinja - BTV, TVE ...
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A: Uniplex RT-PCR

224bp

700bp

417bp

194 bp




USLUGE
u Laboratoriii 22 genetiin fivoting
o Eatedsi za biokogiin
Fakmitris veterinsrche medicine
. . Cena po UZORKU u dinarima
Maziv uslugs / analize el [sa FDU-umMI
utwrdivanie pola kod ptica (PCA) 3000

Analiza piela na prisustvo viruss ABPY, CBPY, DWV (rzal-
time PCR]

3400 {jedan virus] | 2500 [jedan virus]
3800 (dva viruza) 3000 [dvz virusa

4200 jtri wirusz) 3500 ifri viusz| #
Utwrdivane vrate mikrosporidijs rods Nosema kod prels 2000
{duplex PCR | PCR-RFLE)
Utwrdivanjs vrEts mikrosponidis rodz Nosemd | protoze 2350
rodz Lotrmaria kod poela (PCR, duplex PCR 1 PCR-AFLR)
Utwrdivanje vrste mikrosporidijs rodz Nosema i protozs
Latmarig i Crithidie kod peels [FCR, duplex PCR i POR- 750

RFLP)

analiza piela na prisustvo nozems

300 z2 manjz od 10 uzorzka)
120 (za 101 preko 10 uzoraka)

Utwrdivanis prisustva Dirgfiloria repens [POR)* 2400
Utvrdivanjs prisustva | specijska (denthikacia Dirogiaria 3500
immitis i Dirofilario repens (PCR)*

Utvrdivanie prisustya i specijska identiikaciia (PCR-RFLF] 2400
Thelozio — uzrotnika telazioze

Utvrdivanje prisustva werotnika Stenecaka pasa (RT-PCR)* 2400
Utwrdivanje prisustva wrocnika parvoviroze 2400
pasa/panlzukopenije mataks (PCR)*

Utwrdivanje prisustva bakterijz Lowsonig infocelulars 2600
[real time PCR)

Utwrdivanie prisustva Eakterijz Brachyspirg 2600
hyodysenterioe (real time PCR)

Utvrdivanie prisustva bakter|s Brochysoirg prlosicol (real 2600
time PCR)

Utvrdivanie prisustva | speciska identiikaca Brochyspig 2000
hyodysenterioe | Brachyspirg pilasicoli (rezl time PCR]

Utvrdivanie prisustva bakter|a Lowsomd imntacefluians |

specijska identifikacija Brachyspirg hyodysenterioe | 3300

Beachyspirg pilgsisal {r=al time PCR)

utwrdivanie pedigrea goveda (PCR]

cena po dogovory u zavisnosti od

broja vzoraka
Qgﬂr___gdruanje genotipa za defenzin, [akzoferin i Teptin kod. 2400 23 svaki gen
EeE ma
Qdredivanje genotipa za kazein i laktoslobulin kod soveda 2406, z3 svaki gen
Genotipizaciia magarace g wmﬂd;ﬁu:zﬂl;&wglsnnm et
Qdredivanje specijskoz porekla mesa 2400
Analiza ekspresije gena za immune peptide insekata 2000
komet test - utvrdivanje mutazeninh efekata 3670
kariotip iz perifarne krvi 4850
Ekspertize u domenu delatnast 22

¥ pfviru aovndhis so Haredrom £a fol

SBolesei Eopitars, meraiedn, Svvine § diviiadi

#Jubvencionizans cens w ofvire “profefnit” tradivanis

Utwrdivanje prisustva protozoe Lotmarig passim kod 2000

piels [POR) 1700 (preko 100 uzoraks

Kvzntitativno odredivan)s protoeos Lotmaoria passin 2000

kod péela | rezktime PCR ) 1850 (preko 100 uzoraka

. . i N 2000

Utwrdivanie prisustys protozos Crithidia mellificioe (PCR 1700 [prekg 100 uzoraka)

Fvantitativne odredivans, pratozos Cathidio melifioae 2000

kod péela | rezktime PCR ) 1850 (preko 100 uzoraka
Utwrdivanjs prisustya protozoa Lofmaria passim i 2350

Crithidia mellificiae |PCR) 2000 (preko 100 uzoraka

Kvzntitativno odredivanjs protozca Lotmaria passim i 2350

crithidio mellificioe kod pésla | resktime PCR) 2250 (preko 100 uzoraka

Qdradivanje haplatips E..E|II'I 2g krpelja Vorrog destruictor 2400

Senatipizacia uzroinika amenichs trulezl Poenibociiis 2400

lorvae (rep-PCR)

Drfelen:l alna dijzgnostiza RJE'H.ItIﬂ'I'.'mI.IF Tarvoe T wirusa <800

mesinastog legla [SPV) (rep-FCR, reak-time PCR)

Utwrdivanje prisustva wrocnika "bolesti Kjuna | pera™ - 2400

PBFD [PCR)

] gemcrstlka_hnlestl pelicistickin I:I-ul:lregg PKD] kod 2400

maczka analzom DMK [PCR-RFLP)*

Utwrdivanjs prisustva Babesia sp. - uzrocnika babezioze 2400

pasa [PCR)*

Beograd: 15, 09. 201E.

Sef katedre 23 blologl|u
| rukovodliac Projekta 11l 45002
prof. dr Zoran Stanimiroye
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GENOMIKA

Genomika je nauéna oblast nastala kao rezultat
dostignuéa molekularne biologije i razvoja tehnika
kojima je moguée odrediti sekvencu nukleinskih
kiselina.

Predmet istraZivanja su genomi pojedinih vrsta

Istrazivanja multidisciplinarna:
struktura i sastav gena
genska ekspresija

funkcija proteina



How do you build muscle?
Pipetting

baby
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The story of my life
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eterinari u Srbifi, Kragujevac 1903. godine










	Slide 1: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK GENOMIKA
	Slide 2: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 3: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 4: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 5: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 6: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 7: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10: Proizvodnja insuina
	Slide 11: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 12: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23: RNK
	Slide 24: PCR amplifikacija
	Slide 25: Reverzna transkripcija
	Slide 26: Koraci reverse transcription (RT)-PCR
	Slide 27: Prajmeri za RT-PCR
	Slide 28
	Slide 29: Kako real-time PCR radi?
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 35: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 36: TEHNOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK
	Slide 37
	Slide 38: MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA U VETERINARSKOJ MEDICINI
	Slide 39
	Slide 40
	Slide 41
	Slide 42
	Slide 43
	Slide 44
	Slide 45
	Slide 46
	Slide 47
	Slide 48
	Slide 49
	Slide 50
	Slide 51
	Slide 52
	Slide 53
	Slide 54: GENOMIKA
	Slide 55
	Slide 56
	Slide 57
	Slide 58
	Slide 59
	Slide 60

