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NAAT
U

Mikroorganizmalara ait spesifik nukleik asit
dizilerinin arastiriimasi

“Insanlardaki parmak izi gibi”




DNA YAPISI

* Monoton yaplilarin pespese
dizilmesi ile olusmus dunyanin
belki de en sikici molekulu

* Herhangi bir reaksiyon
katalize etmez

 Depolama ve kopyalama yapar:
Basit kurallarla biraraya gelen
tamamlayici bazlardan olusan
cift iplikli molekul!




DNA Yapisi — 1953 James Watson and Francis Crick
1962 Nobel Odiilii (Fizyoloji/Tip)
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DNA YAPISI

Phosphate
group

pirimidin

deoxyribose

guanine (G) cytosine




DNA hidrojen baglari ile birlesmis iki uzun
nukleotid zincirinden olusur

A Nucleotide

The Double Helix

adenine thymine

guanl ne c-,ltnzuglne



Cift iplikli DNA yapis|




DNA Replikasyonu
Tamamlayici baz ciftler:
replikasyonda her 1pligin
kalip olmasini saglar
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DNA replikasyonunda | 3§
pek cok enzim gorev \
alir

-DNA polimeraz




Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari'nda NAAT Kullanimi

* Hedef Amplifikasyonu (Cogaltma)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Ligaz zincir reaksiyonu (LCR)

Strand displacement amplification (SDA)

Transkripsiyon temelli amplifikasyon (TMA, NASBA)
» Sinyal amplifikasyonu (Cogaltma)

bDNA

Direkt hibridizasyon




Hedef Cogaltma




Polimeraz Zincir Reaksiyonu

* 1983 Kary Mullis
1993’de Nobel 6d(ilii (kimya)
* Milyon kopya DNA!




PCR:

1. Nukleik asit ekstraksiyonu

2. Amplifikasyon (Cogaltma=PCR)
Denaturasyon
Baglanma
Uzama

3. PCR urununun saptanmasi
Jel elektroforezi
Hibridizasyon
Diger




Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1) DNA ornegi

2) Cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve

soldan cevreleyen bir c¢ift sentetik primer

3) dNTP'ler (A, T,C,G),

4) Isiya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi
Taq polimeraz (Thermus aquaticus)

5) Uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2)

saglayan tampon karisimi
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Double stranded DNA template (target)
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l Denaturation

Denatured DNA template

l Frobe annealing
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Exponential ampitfication of amplicon
{reproduction of target}

Additional cycles




Polimeraz Zincir Reaksiyonu

* Thermal cycler




Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cogaltma sonrasi saptama

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of polymerase chain
reac tlnn products (PC - a 760 |
et amplified from D

. PCR product of D 0 )
rﬂ Lan-e 3; a 760 base |:."=ur Pl. R pre ||:|IJ:T 1mpllfn—d from DNA of
the rat treated with 1, Lane 4; PCR control containing
dH.O. Lane 5; a 760 base pair PCR product amplified from DNA
of the rat treated with normal saline solution, Lane M; 100 bp
DNA ladder.




Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cogaltma sonrasi saptama
licor CMV Monitor
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

*Multiplex PCR

Nested PCR

*RT-PCR (RNA icin cDNA sentezi)
Riboz seker
A=U
G=C

Real-Time PCR




Polimeraz Zincir Reaksiyonu:
Real-Time PCR
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- l Probe annealing
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Probes are ligated by DNA ligase
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Detection by micropariicle capture
and enzyme immuncassay




3 i ——————————————————
Denatured DNA template
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Denaturation, annealing, extension

Strands duplicated to
include primer overhang

Figure 6. Scheme for SDA. Reprinted with permassion (181).
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[—] RNAtarget
W Frimer # 1

Reverse transcriptase (RT)
creates a DNA

i =1 Primer#2
1 {can be usad with or

T7 promoter sequance)
RNA-DNA duplex

(7 Bacterial phage Ty
binding sha
(T, promater saquenca)

RNA degradation by RNase H* oo Synthesized DNA

eooo Synthesized RNA

Transcription of RNA from DNA femplate by T; RNA palymerase

(/BRI O00000000

z Double stranded cDNA

RNA (100-1000 a_nlgﬁasﬁﬂsynm&sizad from
DNA ternplate b RNA polymerase
{copies used as,;ul;s#aio for further cycles)

Primer annealing
Revarse transrciptase creates a DNA copy

RNA-DNA duplexas

Primer annealing
‘ Reverse transrciptase creates a DNA copy

Figure 7. Scheme for transcription-based amplification systems. Reprinted with permission (181).




Nuclisens pp67 mMRNA NASBA

1- Tam kandan nukleik asit izolasyonu

e sense RNA ~AaA~AAnAAAnAns

. » antisense RNA AAAr I
2' IZOtermaI e sense DNA \
ampllfl kasyon » antisense DNA \
(41°) i
amplifikasyon fazi
3- Hibridizasyon o5
kemilumin. At
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Primer 1

Primer 1

Revers Transkriptaz
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Ii7aRNA polimeraz
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4. Duyarhlik: 700 RNA molekulu




Sinyal Cogaltma




Hibridizasyon-1

DNA ekstraksiyonu ve
denaturasyon

Spesifik prob ile
hibridizasyon




Hibridizasyon-2

Olusan hibridin
antikorla kapli
tuplerde
yakalanmasi




Hibridizasyon-3

Ortama enzimle
isaretli
antikorlarin
eklenmesi

Ortama substrat
eklenmesi ve
renklenme




Hybrid capture CMV DNA testi

1-DNA
ekstraksiyonu

(tam kan) 4- Konjugat
eklenmesi

2- H|br|d|zasyon
(CMV prob)

5- Saptama
1 3-DNA: RNA (kemilum.)
hibridlerinin
yakalanmasi

Duyarhhk: 2.1-830 pg DNA




Quantiplex (0DNA) CMV testi

2-Hibridizasyon

CMV gB/UL 56
T solid faz
&
—§ S s
(E—
1-DNA izolasyonu
ve denatiirasyonu (bDT"A)
Isaretli prob —
N A
N, N, P
4-bDNA 5-Substrat

hibridizasyonu

Duyarlhilik: 900 kopya/10° Iokosit




Capture probes

(microwell)
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Solid surface
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Chemiluminescence

Figure 8. Scheme for bDINA signal amplification. Reprinted with permission (181).




NAAT’In mikrobiyolojide

HERITMIEELIETE
1. Kulturu yapilamayan veya ¢ok gec¢ ureyen
mikroorganizmalarin arastiriimasi
2. Kisa surede, duyarliligl ve ozgullugu
yuksek testlerle tani konulmasi
3.Antibiyotik direng¢ genlerinin arastiriimasi
4. Mutant mikroorganizmalarin arastiriimasi

?
Analitik duyarlilik = Klinik duyarlilik




