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Извод, ИЗ: Глиобластоми су најагресивнији примарни тумори 

централног нервног система, а молекуларна 

карактеризација глиома има значајну улогу у њиховој 

дијагностици и класификацији. Ген за изоцитрат 

дехидрогеназу 1 (IDH1) представља један од значајних 

молекуларних маркера глиома, због чега је поуздана 

амплификација циљног региона овог гена важан корак у 

даљој молекуларној анализи. Циљ рада био је 

одређивање оптималних услова за in vitro 

амплификацију циљног региона гена IDH1 PCR 

методом на узорцима ДНК изоловане из хумане 

периферне крви, као и процена специфичности 

коришћених прајмера применом in silico анализа. За 

контролу PCR реакције коришћена је геномска ДНК 

изолована из леукоцита периферне крви (buffy coat) 

здраве особе, која је представљала извор ДНК са 

дивљим типом гена IDH1 и служила за проверу 

успешности и специфичности амплификације циљног 

региона. У оквиру оптимизације PCR реакције 

испитиван је утицај температуре везивања прајмера у 

опсегу од 50 до 54°C и концентрације MgCl₂ од 1,5 до 

2,5 mM на ефикасност амплификације. PCR продукти 

анализирани су електрофорезом на агарозном гелу, а 

интензитет амплификационих производа процењиван је 

применом софтвера ImageJ. Амплификациони продукт 

детектован је у 50 - 53°C опсегу температуре анилинга, 

док при 54°C није уочен јасан продукт. Повећање 

концентрације MgCl₂ довело је до повећања интензитета 

амплификационог сигнала, при чему је најјачи сигнал 

добијен при концентрацији од 2,5 mM. In silico анализа 

спроведена је коришћењем GRCh38.p14 Primary 

Assembly као референтног хуманог генома и показала је 

очекивани продукт дужине 436 bp, који је одговарао 

циљном региону гена IDH1 на хромозому 2. Добијени 

резултати омогућили су процену ефикасности и 

специфичности коришћених прајмера и дефинисање 

одговарајућих услова за поуздану амплификацију 

циљног региона гена IDH1, као основног корака у даљој 

анализи његовог мутационог статуса. 
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Abstract, AB: Glioblastomas are the most aggressive primary tumors of the 

central nervous system, and the molecular characterization of 

gliomas plays an important role in their diagnosis and 

classification. The isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) gene is 

an important molecular marker of gliomas; therefore, reliable 

amplification of its target region is a crucial step in further 

molecular analysis. The aim of this study was to determine the 

optimal conditions for in vitro amplification of the target region 

of the IDH1 gene by polymerase chain reaction (PCR) using 

DNA samples isolated from human peripheral blood, as well as 

to assess the specificity of the primers used through in silico 

analysis. Genomic DNA isolated from peripheral blood 

leukocytes (buffy coat) of a healthy individual was used as a 

control. This DNA represented a source of wild-type IDH1 and 

was used to verify the successful and specific amplification of 

the target region. During PCR optimization, the effects of 

primer annealing temperatures ranging from 50 to 54°C and 

MgCl₂ concentrations ranging from 1.5 to 2.5 mM on 

amplification efficiency were investigated. PCR products were 

analyzed by agarose gel electrophoresis, and the intensity of the 

amplification products was assessed using ImageJ software. An 

amplification product was detected at annealing temperatures 

ranging from 50 to 53°C, whereas no distinct product was 

observed at 54°C. Increasing the MgCl₂ concentration resulted 

in a higher amplification signal intensity, with the strongest 

signal obtained at a concentration of 2.5 mM. In silico analysis 

was performed using the GRCh38.p14 Primary Assembly as 

the reference human genome and predicted an expected product 

length of 436 bp, corresponding to the target region of the 

IDH1 gene on chromosome 2. The results enabled the 

assessment of the efficiency and specificity of the primers used 

and the identification of suitable conditions for reliable 

amplification of the IDH1 gene target region, representing a 

fundamental step in the subsequent analysis of its mutational 

status. 
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