OTKA zérojelentés 2007
Részletes 6sszefoglald

Célkitizések:

1. Human papillomavirusok (HPV) kimutatasa colorectalis daganatok miatt eltavolitott
biopszia mintakbdl nukleinsav hybridizacids probaval.

2. HPV-ok kimutatasa cervix mintakb6l nukleinsav hybridizaciés prébaval, PCR
(consensus és short fragment), és valos ideji PCR modszerekkel.

3. HPV tipusok meghatarozdsa RFLP analizissel, tipus-specifikus PCR maodszerrel és
blot assay modszerrel.

4. P53 gén, és a pl6, 21 és 73 fehérjét kodold genek, valamint ciklinek és
ciklindependens kinaz inhibitorok kimutatasa.

Eredmények:

Ad 1.
Colorectalis daganatok miatt eltavolitott biopszia mintakbdl nukleinsav hybridizacios

prébéaval mutattuk ki a human papillomavirusokat (HPV). A betegek kor szerinti megoszlasa
26 és 87 év kozott volt. A férfiak atlag életkora 64 év, a nok atlag életkor 60,2 év volt. A
mintakat hisztologiailag is értekeltiik. 11 biopszia minta férfiaktol, 4 noktol kerult vizsgalatra.
A 15 mintabdl egy alacsony rizikotipusu, 2 magas rizikotipusu és 2 egyidejtileg alacsony és
magas rizikétipusu volt. A hisztologiai diagn6zis minden esetben adenocarcinoma volt,
killénbdz6 lokalizacidval. Feltételezéseink szerint a HPV-k a colon és rectum mucosajat
megfertézhetik, és szerepiik lehet a colorectalis carcinomak kialakitasaban. Magyarorszagon
elészor végeztlnk ilyen irdnyd vizsgalatokat. A mintdk szama alacsony, kozlésre még nem
alkalmas. Ezért tovabbi mintak feldolgozasara varunk. A partner intézetben ilyen indikacioval
vegzett mutétek szdma ennél lényegesen magasabb, azonban az Etikai Bizottsdg altal
jovahagyott kérdoiv kitoltésére az operalt betegek kozll kevesen véllalkoznak (Deék, 2002).

Ennek ellenére szeretnénk publikalni eredményeinket.

Ad 2.
Korébbi vizsgalataink alapjan a nem nukleinsav amplifikacion alapuld, nukleinsav

hybridizaciés mddszer szenzitivitasat 60, specificitasat 80%-osnak becsiltik. A HPV
prevalencia 17,5%-nak bizonyult. A HPV fert6zottek atlag életkora 28,4, a negativak atlag
életkora 32,6 év volt (Kornya et al. 2002). A kapott érték korrekciojara a Bayes teorémat
alkalmaztuk annak érdekeben, hogy a HPV fert6zés valodi prevalencidjat megbecsuljik és a

szenzitivitas, valamint a specificitas hidnyossagait kikuszobdljik (Nyari et al., 2001).



A négydgyaszati vizsgalatokkal egyidejiileg torténé méhnyakrak sztirésre algoritmust
dolgoztunk ki a Mikrobioldgiai, Pathologiai, valamint SzUlészeti és Négyodgyaszati Szakmai
Kollégiumok felkérésere (Dedk és mtsai, 2001). Elemeztiik a HPV meghatarozason alapulo

kezeléseket es azok hatékonysagat (Dedk Major 2003)

Tunetmentes nék HPV vizsgalata (N=397) alkalméval 2000-ben 23% HPV
prevalenciat mutattunk ki cervix mintakban. Az atlag életkor 35,5 év volt. HPV fert6zést 91
(23%) esetben mutattunk ki. Magas HPV rizikotipusok 15 né esetében voltak kimutathatoak,
az Osszes fertézés 16%-aban. A 15 péciensb6l 11-nek volt koros cytologiai eredménye. Az
egyvaltozos elemzésekhez chi-négyzet probat hasznaltunk. Tobbvaltozds regresszios analizist
hasznaltunk és harom valtozét talaltunk fliggetlen prediktornak. A fiatal kort, a koros

cytoldgiai leletet és az esetlegesen jelenlévé condylomas elvaltozast (Nyari 2004).

2002-2003 kozott 347 no (&tlag életkor: 42,9 év) mintdinak vizsgalata tortént.
Kontrollként 178 mintat vettiink figyelembe, melyek cytoldgiai eredménye negativ volt.
Ebben a csoportban a HPV-fert6zottek szama is alacsony volt; 7 (4%) esetben mutattuk ki a
virusokat.

Az eset/kontroll vizsgalatokban 169 esetben koros cytoldgiai leletet regisztraltunk. 130
(55%) n6 kozil 72 volt HPV fert6zott. A legmagasabb fertézottség (75%) a legfiatalabb, 20-
29 éves korcsoportban volt. A kovetkezé korcsoportban 30-39 év kozott 68 %, a 40-49 év
kozott 38%, az 50-59 év kozott 40%, és a 60-69 ev kozott 0% volt a HPV fert6zottség. A
tovabbi koros cytoldgiai lelettel rendelkez6 39 né esetében invaziv carcinoma volt a
diagnozis, kdzottuk 29 (74%) volt HPV fertézott. Az els6, 20-29 éves korcsoportban nem volt
cervix carcindmas paciens. A 30-39 éves korcsoportban 67%, a 40-49 éves korcsoportban
80%, az 50-59 éves korcsoportban 57%, a 60-69 éves korcsoportban 89% volt a HPV
fert6zottek ardnya (Kalmér 2005). A 29 HPV fert6zott paciensbél 25 esetében magas
rizikotipusokat, 4 esetben alacsony rizikétipusokat mutattunk ki.

Megallapitasunkat abbdl a szempontbol tekintjuk fontosnak, hogy egyrészt relative
nagyobb szamban fordultak el6 alacsony rizikotipusok a cervix carcinomak
etiopathogenezisében, masrészt hangsulyozzuk, hogy az alacsony rizikotipusok nem

alacsonyabb malignitast jelentenek. Ezen tipusok malignitdasa is magas, az alacsony



rizikétipus azt jelenti, hogy ezek a tipusok, ritkdbban fordulnak el6, és ezért okozhatnak
ritkdbban cervix carcinomat.

Azoknak a néknek az esélyhanyadosa, akik kdros cytologiai lelettel rendelkeznek és
HPV fert6zottek: 2,16. Szignifikansan magasabb az esélyik cervix carcinoma kialakulasara,

mint akiknél nem mutathat6 ki HPV fertdzés.

Ad 3

2003-ban 802 cervix mintabol 432 esetben mutattunk ki nukleinsav hybridizacios
prébaval (Hybride Capture Assay - HCA) HPV-t. Mind a 432 esetben meghataroztuk a
kopiaszamot is. Ezekbél a mintakbol randomszeriien 100 mintat valasztottunk ki a mar
bevezetett MY09/11 consensus PCR és 65 mintat az Un. ,,short” fragmenteket amplifikalo
PCR modszerrel a HPV-k kimutatasara. (Deék et al 2005). Azokban az esetekben volt sikeres
a két vagy tébb maddszerrel térténé HPV kimutatas és a virus tipus meghatarozas, amelyekben
> 5000 viruskopia volt jelen a mintakban. Mindkét PCR modszert adaptaltuk a valos idejt,
real-time PCR (RT-PCR) késziilékhez (Deék 2004, Deak 2005, Deék et al 2005).

Moabdszerek

A restrikciés enzim analizis

A HPV tipusok az amplifikalt termékek a restrikcids fragmentum hosszusag polimorfizmusa
(RFLP) alapjan meghatarozhatdak. Restrikcids fragmensek generalasaval készil a hasitasi
térkép. Korkoros DNS-bol kiindulva a hasitasi helyeket lokalizalni lehet. Ez a megfeleld
restrikciés enzim lassu, folyamatos emésztésével és a hasitasi termekek méretének
gélelektroforetikus meghatarozasaval érheté el. Ugyanazon a DNS molekulan kilénb6zé
restrikcios enzimek eltéré restrikcios térképet adnak. Részletes hasitasi térképet tébb
restrikcios enzim egyidejii emésztése ad. Legalkalmasabbak azok a restrikcids enzimek,
melyeknek ritka a felismerési szekvenciajuk. A felismerés gyakorisdga Osszefligg a

felismerési szekvencia méretével.

Alkalmazott enzimek: BamHI-B, Dde I-H, Hae 111-M, Hinf I-H, Pst I-H, Rsa I-L



Reagens Mennyiség (ul)
Desztillalt viz 2,50
Puffer (minden enzimnek sajat puffere van) 1,50
Enzim 1,00
Amplikon 5-10

Az enzimemesztes lépései:

Az amplikonokat 6 kilénb6z6 Eppendorf csébe szétmértiik, majd a desztillalt viz, puffer,
enzim bemérése kovetkezik a tablazat szerint. Ezutan inkubalas kovetkezik 2-3 h-ig 37°C-on
majd +4°C-on, vagy jobb -20°C-on taroltuk. A gelelektroforézis, 2%-os agaréz gélt
hasznaltunk (50ml 0,5x-es TBE-ben feloldottunk 1,0 g agarozt). A felmelegitett gélhez 50 pl
EtBr-ot mériink. Az emésztett mintakra ramértiik a 2-4ul loading puffert és a gélben 65-70
V-on, 50 mA-en 1h-ig elektroforetizaltuk.

Real time PCR, fluorimetrikus detektalassal

A PCR termékeket a ds DNS-kdté SYBR Green 1 fluorofor festék alkalmazésaval mutattuk
ki, mely koétédik minden ds DNS molekulahoz fuggetlenil a szekvenciatol. A fluoreszcencia
mértéke fokozadik, amikor bekotodik a ds DNS kis arkaba. A PCR alatt a SYBR Green 1
kotsdik azokhoz a DNS termékekhez, amelyek megszintetizalodtak. Igy minden elongacids
ciklus végén a SYBR Green 1 fluoreszcenciajanak fokozddasa jelzi a kialakult PCR termék
mennyisegét a ciklus alatt. A SYBR Green 1 detekcid specificitisa és szenzitivitasa n6, az
amplifikacids reakcio alatt egy melting curve analizist végez. A LC minden elongacios fazis
vegén méri a SYBR Green 1 fluorimetrikus intenzitasat. A SYBR Green 1 festék maximalis
gerjesztése 497 nm-en, mig a SYBR Green 1 festékkel kdtott DNS maximalis kibocsatasa 521
nm-en van. Ez a festék hémérseklet és pH stabil. A SYBR Green 1 festék kevésbé mutagén,
mint az EtBr. A LC-PCR-t egyszer hasznalatos Uivegkapillarisokban végeztik. A reakcidelegy
ossztérfogata 10 pl, mely 1 pl DNS-t (40-80 ng), 0,2 uM (mindkét) primert (GP5+ és GP6+),
1 pl reakcio puffert (Light Cycler DNA master hybridization probes 10*buffer, Roche
Diagnostics), 0,4 ul 25 mM-os MgCl,-ot és 0,5 pl dimethyl-sulfoxide-ot tartalmazott.




Betegmintak vizsgalata GP5+/6+ primerekkel

Az alébbi abran az 1. (452), 3. (455), 5. (457), 7. (459), 11. (463), 13. (1107) pozitiv és a 14.-
edik (1108) negativ minta lathato.
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Az alabbi abran cervix mintak vizsgalata lathato GP5+/6+ primerekkel: 2. (417), 6. (424), 7.
(425), 8. (427) 11. (433) pozitiv, és a 27. (1103), 29.-edik (465) negativ minta.
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Az aldbbi abran betegmintak vizsgalata lathato GP5+/6+ primerekkel: a 20. (460), 23.-adik
(463) negativ, a 32. (469) és a 36.-odik (474) pozitiv minta.
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Melting point analizissel az 1. (452), 3. (455), 5. (457), 7. (459), 11. (463), 13. (1107) és a 14.
(1108) minta lathato.
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Két modszer 6sszehasonlitasa hagyomanyos, consensus primereket hasznalé PCR és HCA

maodszerekkel 100 esetben tortént meg. 58 minta bizonyult mindkét modszerrel megegyezéen



pozitivnak. 10 esetben csak HCA maodszerrel, mig 1 mintanal csak PCR-rel kaptunk pozitiv

eredményt:

Osszehasonlito vizsgalatok PCR és HCA mddszerrel HPV kimutatasara

PCR HCA Osszesen
Pozitiv Negativ

Pozitiv 58 1 59

Negativ 10 31 41

Osszesen 68 32 100

Magasabb szazalékban mutattunk ki HPV-ket nem amplifikalt modszerrel, mint amplifikalt

eljarassal. Feltételezéseink szerint a HCA maodszer szamara rendszeresitett mintavevé kitben

lévé transzport oldat amplifikaciot gatlo dsszetevoket tartalmazhatott.

A 68 pozitivnak bizonyult mintabdl 61 esetben tudtunk RFLP tipust meghatarozni:

RFLP tipusok eléfordulasa
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Az RT-PCR és a HCA modszerek dsszehasonlitdsa HPV kimutatasara (N 69)

RT-PCR HCA Osszesen N (%)
Pozitiv N (%) Negativ N (%)

Pozitiv N (%) 34 (49,2) 9 (13.0) 43 (62,2)

Negativ N (%) 6 (8,7) 20 (28,9) 26 (37,6)

Osszesen N (%) 40 (57,9) 29 (41,9) 69 (99,8)

34 esetben mindkét moddszerrel megegyezéen pozitiv, 20 esetben megegyezéen negativ

eredményeket kaptunk. 6 minta esetében csak a HCA és 9 minta esetében csak az RT-PCR

modszerrel kaptunk pozitiv eredményt.

2006-ban 181 péaciens vett részt manualis és kolposzkdpos négyogyaszati vizsgalaton.

Cytologiai sziiresre és HPV Kkimutatasra is tortént mintavétel. A molekularis genetikali

mikrobioldgiai diagnosztikdt DNS amplifikacios modszerrel végeztik. A noéi populacio

31,1%-a volt fert6zott. 18-24 éves korcsoportban volt legmagasabb a fert6zottség. A
leggyakoribb HPV tipusok: 16, 18, 31, 56-0s tipusok voltak

A PCR és a cytoldgiai eredmények dsszefliggése

PCR Cytoldgia Osszesen N (%)
Pozitiv N (%) Negativ N (%)
Pozitiv N (%) 8 (4,4) 48 (26,5) 56 (29,3)
Negativ N (%) 0(0,0) 125 (69,1) 125 (70,7)
Osszesen N (%) 8 (4,4) 173 (95,6) 181 (100,0)




A virusok konszenzus PCR modszerrel tortént kimutatasa utan a pozitiv mintakat short
fragment PCR vizsgalattal ismét megsokszoroztuk. Ezt kdvetéen genotipus meghatarozast
vegeztiink ,linear array” moédszerrel. Az eredmeények leolvasasa az aldbbi &bran kddkartya

segitségével tortént.
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A HPV PCR vizsgalat eredménye korcsoportos megoszlasban (N 181)

Korcsoport (év) Pozitiv N (%) Negativ N (%) Osszesen N (%)
12-17 7 (3,9) 17 (9,4) 24 (13,3)
18-24 27 (14,9) 29 (16,0) 56 (30,9)
25-34 15 (8,3) 35 (19,3) 50 (27,6)
35-45 7 (3,9) 44 (24,3) 51 (28,2)

A négy korcsoportba (12-17, 18-24, 25-34 és 35-45 ev) sorolt felnétt néi populacio

31,1%-a bizonyult HPV fert6z6ttnek. A HPV prevalencia a 18-24 éves korcsoportban volt a

legmagasabb. A leggyakrabban el6fordulé tipusok a 16, 18, 31, 56, 56-0s tipusok voltak. A

vizsgalt 181 paciens 11,0%-anal voltak jelen magas kockazati tipusu (16, 18, 31) HPV-ok.




HPV tipusok megoszlasa (N 181)
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HPV tipusok

Azok korében fordultak el leggyakrabban HPV fert6zések, akik szexuélis életliket
fiatalon kezdték, sok partnertik volt és életiik soran kevés (1-3) citoldgiai vizsgalaton jelentek
meg. A 2006-ban bevezetett tetravalens preventiv vakcina a négy leggyakoribb genotipus
ellen (6, 11, 16, 18) hatasos. Még a prevencids lehetéség mellett sem mell6zhetik a nék az
évente javasolt nogydgyaszati €és cytoldgiai szirovizsgalatokat. Az Egészségligyi
Minisztérium rendelettel szabalyozta a viroldgiai vizsgélatot, a HPV kimutatasat molekularis
genetikai modszerrel. A nukleinsav hybridizacios modszer és a konszenzus PCR is 15 HPV
kimutatasat teszi lehetéve. A short fragment PCR eljaras nagy elénye, hogy majdnem
valamennyi anogenitalis tipus kimutatdsa, a 40-b6l 37 tipus eredményesen kimutathato.

Tapasztalataink szerint mindazon esetekben ezt a mddszert lenne szikséges alkalmazni,

amikor klinikailag, és cytologiailag pozitiv, de HCA és konszenzus PCR vizsgalattal negativ

eredményt kaptak.

Megallapitasaink:

A HPV fertézés kolposzkdpos és cytoldgiai elvaltozas nélkdl is jelen lehet. Ez a
cytoldgiai elvaltozast még nem mutatd allapot kizarolag molekularis genetikai vizsgalatokkal
detektalhatd. A feln6tt néi populacio kozel 1/3-a fert6zott volt a délmagyarorszagi régioban.
A leggyakoribb HPV tipusok magas kockazati tipusba tartoznak. Az évenkénti n6gyogyéaszati

sziirévizsgalat elengedhetetlen. A megel6zés lehetésége a tetravalens, vagy bivalens vakcina.



Ad 4

A p53 gén kimutatasara a p53-72 sense és p53-72 antisense amplifikacios primerekhez
hybridizécids probékat terveztiink (p53-TAMRA hybridizécids és p53-FAM anchor préba).
Elvegeztuk az optimalizacios kisérleteket, majd 10 mintabol kiséreltik meg a p53 geén
kimutatasat. Az alkalmazott RT-PCR mddszer lehetévé teszi az amplifikacioval egyidejiileg
torténé hybridizacid Kkivitelezéset. Az eddig bedllitott kiserletek minden esetben negativ
eredmennyel zarultak.

Kivalasztottuk és elkészittettik a pl6 sense és pl6 antisense, a p2l sense és p21
antisense amplifikacidés primereket valamint a GADD45 sense és GADDA45 antisense
amplifikécids primereket, tovabba a p27 sense es p27 antisense amplifiké&cids primereket. B-
actin sense és B-actin antisense primereket vélasztottunk internalis kontrollnak. Ezek a

vizsgalataink megfelelé mintak hianyaban nem realizalodtak.

A kutatashol fennmaradt 6sszeget az alabbi kisérletekre forditottuk:

Megallapodast kotottlink a szegedi székhelyti Avidin Kft-vel kdzos diagnosztikai kit
kifejlesztésére vonatkozoan. A cégnek Eurdpaban egyedulallo készilék all rendelkezésikre,
amely egy nanokapillaris elven miikddé6 QRT-PCR microarray technoldgian alapul. A
készllék alkalmas nagyszamd genomi DNS mintan tobb alcsoportra bontva SNP-ék
analizisére TagMan protokollal, illetve SYBR Green protokollt hasznalva genexpresszids
analizisekre is. Ennek a modern mitszernek a hasznélataval egyrészt nagyszamu minta
parhuzamos és validalt analizisére nyilik mdd, masrészrél a felhasznalt anyagkdltsegek is
joval alatta maradnak a hagyomanyos, kis siiriiségii valds idejii QRT-PCR miiszerekénél.
Ezek miatt egy nanokapillaris alapld HPV kimutatasi eljards nem csak olcsobba tenné a HPV
kimutatast, de sokkal tobb parhuzamos szekvencia kimutatasaval az altipusok besorolasa is

pontosabb lehet.

Mi mind a TagMan, mind a SYBR Green alapu technikékra alapoztunk. Elsé 1épésben
specifikus primereket terveztink a HPV L1 génjének konzervativ régioira a kovetkezé 29
altipusban:
6,7,11,16,18,26,31,33,34,35,39,40,42,44,45,51,52,53,54,55,56,58,59,66,68,73,82,83,84

Irodalmi adatok azt mutattak, hogy a legmegbizhatébb HPV kimutatasi eljarasok az L1 gén

kilénb6z6 szakaszainak amplifikaciojan és/vagy hibridizaciojan alapulnak. Emellett



figyelembe vettlik azokat a szekvenciakat, amelyek nem az L1, hanem egy korai gén, az E7

génre specifikusak.

Ezekre a génekre irodalmi adatok alapjan a kévetkezé altipusokra készitettlink probakat:

16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66,68

Sajnos ennél a génnél olyan nagy a tipuseltérés, hogy konszenzus k6zos amplifikaciot nem

lehet tervezni. Ebbdl adodoan nested-PCR technikara ezek a probak nem alkalmasak.

Az oligonukleotid szekvencidk kozil a kovetkez8 primereket terveztik a tovabbi

kisérletekhez (L1 gén specifikus oligonukleotidok):

hpv Forward Reverse TagMan

6 gcccagggacataacaatggt gatcagtatcctttgggacg |caaaagcccactcctgaaaagSa

7 cccagggtcataacaatggc gatcaatttccattaggacg |agcgtgatgcacccccaaaag

16 gcacagggccacaataatggc gatcagtttcctttaggacg |caaaaacatacacctccagcacctaa
18 gcacagggtcataacaatggtyg [gatcaatatccccttggacg |caaaaggatgctgcaccPgctg

26 gcacagggtcataataatggt gatcaatttccactagggcg |[tcagcgtaacgcccctcctgt

31 gctcagggacacaataatggt gatcagtttccactgggtcg |aaaactgccccccaaaagcc

33 gcacaaggtcataataatggt |gatcagtttcctttgggacg |tgtcaaaaaacagtacctccaaagg
34 cccagggacaaaacaatggc gatcagtttgccttaggtag |ttcaggtactttagaagaaacatatag
35 gcacaaggccataataatggt [gatcagtttccgttgggccg |aaacccagtgcaccaaaacc

39 gcccagggtcataataatggt gatcagtatcccttgggacg |aaaggatgctccagcacctgaa

44 gcgcagggccacaataatggt  [gatcaatatccccttggtag |tggatcttagagaaaagttttct

51 gcgcagggtcacaataatggc  [gaccaatttgcattgggtcg |acccctccacaggctaagccag

52 gcgcagggccacaataatggc gatcagtttcctttaggtag |aacacaccacctaaaggaaaggaaga
53 cccagggacataataatggc gatcagtttcctcttggcag |aaaggatcagccccctcc

54 gcccagggtcaaaacaatggt gaccagtttcccttgggtcg |aataatgcccctgcaaaggaaaagg
55 gcgcagggccacaataatggt  [gatcaatatccccttggtag |agatctcagagaaaagttttcta

56 cccaaggccataataatggce gatcaatttccactgggtag |aacagccaccaacagaaaaacagg
58 gcacaaggtcataacaatggc gatcagtttcctttgggacg |ccaaaaaacagcaccccctaaa

59 gctcagggtttaaacaatggt |gatcagtttcctttgggacg |aaaggacaccgcaccgccagt

66 gcacagggccataataatggc gatcagtttcctttgggtag |agggaacagccccctgcagaaaa

68 gcacagggacacaacaatggt [gaccagtttcctttaggacg |aaagacgcccctgcacctactaaaa
73 gcacagggacaaaataatggt [gaccagtttcctttgggaag |cacaggctattagttgccaacgtcc
82 cccagggccacaataatggc gatcagtttgcattgggtcg |tgtcacaaggacagtcctccaca

83 cccagggacataataatggc gatcagtttcctttgggccg |aaagggtccttccgcccctgce




Bar mindegyik génre terveztiik TagMan probakat, a TagMan alapu mddszer igazolasara a

tovabbiakban csak hat TagMan probat szereztiink be:

Name | Sequence Length | Scale Modification
50 5'FAM,
hpl6P | caaaaacatacacctccagcacctaa 26 nmol 3TAMRA
50 5FAM,
hpl8P | caaaaggatgctgcaccPgctg 22 nmol 3TAMRA
50 5'FAM,
hp31P | aaaactgccccccaaaagec 20 nmol 3TAMRA
50 5FAM,
hp33P | tgtcaaaaaacagtacctccaaagg 25 nmol 3TAMRA
50 5'FAM,
hp35P | aaacccagtgcaccaaaacc 20 nmol 3TAMRA
50 5FAM,
hp45P | tacacctccagaaaagcaggatc 23 nmol 3TAMRA

Els6 1épésben klinikai izolatumokbol genomi DNS-t preparaltunk, majd ezt hasznaltuk
templatként valds-idejii PCR rendszerben specifikus HPV DNS-ek kimutatasara.

A reakciot a templat hosszanak és a primerek szekvencigjanak ismeretében optimalizaltuk
(annealing hémérséklet, extenzios ido, stb.).

Az altalunk vizsgalt HPV-t tartalmaz6 mintakat el6zéleg Roche kittel feldolgoztuk és az
altipust eszerint hataroztuk meg.
Az 1. &bra 2 minta pozitiv amplifikaciojat mutatja be. Két altipus esetében sikertlt specifikus
amplifikéciot elérmni (16 és 45). Az amplifikacio specificitasat tlkrozi, hogy a negativ
kontrollok esetében nem, vagy csak nagyon késén indult be az exponencialis sokszorozés. A
39-es szamu beteg mintaja esetében azonban a Roche rendszerrel ellentétben nem csak a 16-
0s, hanem a 45-0s izoldtumot is kimutattuk. Ennek oka az érzékenységben (a mi QRT-PCR
rendszerlink érzekenyebb lenne a Roche rendszernél) illetve a specificitasban (a mi
rendszerink kevesbé specifikus és amit latunk fals pozitiv eredmény) keresends. Ezt

szekvenalassal kivanjuk meghatarozni.
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A kovetkezokben egy eléamplifikéciot vegeztink el degeneralt, illetve kevert primerparokat
tartalmazo reakcioban. Az eléamplifikéacids reakciobol alikvotot futtattunk meg egy Gjabb
reakciéban, amelyet mar valds-ideji PCR készilékben futtattunk le SYBR Green
protokollokkal, mar egyedi, tipus-specifikus reakciokban.

Erdekes, hogy az éltalanos szekvenciakkal djraamplifikalt templéat negativ kontroll reakcioja
is hamar elindult, ami azt sugallja, hogy aspecifikus amplifikacio torténik valésziniileg a
primerek nagy degeneraltsagi foka miatt.
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A masodik vonalban exponencialis sokszorozast mutatdé mintak (28-31 ciklus kdrnyékén)

specifikus amplifikéacidra utalnak.
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A fenti abrak a kiértékelt amplifikéacids lefutast és a Tm pont analizist mutatja be.

Az &brakrdl leolvashatd (figyelembe véve a Roche rendszerrel kapott validacios
eredmeényeket is), hogy nem elegendé a lefutési gorbét analizalni, a Tm pont is fontos. Ez
foképpen azokban az esetekben igaz, ahol aspecifikus tipizalas torténik. Ez rendkivil fontos a
fals pozitiv mintak kisziirésekor.



Tovabbi reakcidkat futtattunk TagMan probakkal is, de az amplifikacids hatékonysag nem
volt elegendd, illetve sokszor fals negativ eredményt kaptunk valdszinileg a TagMan
probéaval komplementer virusszekvencia heterogenitasa és altipus fiiggésége miatt.

Az eddigi tapasztalatok és eredmények a hagyomanyos QRT-PCR technika esetében a
kovetkezok:

1. Preamplifikacio a mintafeldolgozas érzékenysegét néveli, de egyelére csak az L1
génre megoldott.

2. A tipus-specifikus amplifikacios gorbek Onmagukban nem alkalmazhatéak
megbizhatéan a HPV altipusainak kisziirésére.

3. A tipus meghatarozasdhoz olyan modszer is szikséges, amely a Tm analizist is
lehetéve teszi (SYBR Green jel6lés, TagMan ilyen esetben nem johet szoba).

4. A sok fals negativ TagMan futtatdsok miatt a Sybr Green protokoll a preferélt.

A nanokapillaris QRT-PCR modszer Iényege, hogy olcson nagy szamu mintan, nagyszamu
SNP vizsgalhato, génexpresszios vizsgalat hajthatd végre.

A tovabbiakban az amplifikéacids termékeket az elébb emlitett, nagy ateresztoképességi
technikaval, nanokapillaris QRT-PCR mddszerrel (Avidin-Biotrove) fogjuk elemezni és
adaptaljuk azokat az eredményeket és optimalizalt primereket, amelyek a hagyomanyos QRT-
PCR-ben futottak.

Megallapitottuk, hogy TagMan prébak (és a BioTrove SNP analizis modulja) helyett
SybrGreen protokollt fogunk alkalmazni (BioTrove génexpressziés modulnak megfelelo),
aminek az amplifikacio folyamatos és nagy mintan tértéené valdés nyomonkovetése mellett
tovabbi elény a kapillarisokban a Tm pont meghatarozas is.

Ezaltal sokkal pontosabb kit Iétrehozésara nyilik mod. A tovabbiakban a nanokapillaris
rendszerre dolgozzuk ki a HPV altipusainak egy- illetve kétkdrds amplifikécion alapul6

modszerét.



