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I§radimas priskiiamas Zmogaus sveikatos apsaugos sriciai. Panaudojus geny inZinerijos metodus,
nustatoma ankstyva navikiné Zmogaus papilomos virusy (ZPV) vystymosi kryptis, leidZianti sustabdyti onkologines
ligos i§sivystyma, laiku skiriant gydymo bei profilaktikos priemones. 5

Gimdos kaklelio displazijy ir véZio, susijusiy su ZPV, ankstyvos diagnostikos in vitro budu atlieka ZPV 16
ir ZPV 18 tipy onkobaltymo E7 kiekio nustatyma, panaudojant du tipus - pora fermentu pazyméty monokloniniy
antikGny, atpazjstanciy skirtingus ZPV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymo E7 antigenines determinantes, koreliuoja
ZPV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymg E7 kaip epiteliniy Igsteliy navikinés transformacijos biocheminj Zymenj
(markerj) ir, esant ZPV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymo E7 40 pg/ml - 50 ng/ml skaitinei reik8mei, liudija gimdos
kakielio displazijy ir véZio vystymosi uZuomazga.

Monokloniniy antikiny pora sudaro fermentu paZyméti monokloniniai antikdnai 716-281 ir 716-332.1

Naudoja fermentu pazymeéty monokloniniy antikiny pertekliy, didinaniy ZPV 16 ir ZPV 18 tipy
nkobaltymo E7 aptikimo intervalg 40 pg/ml - 50 ng/ml.
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Jiradimas priskiriamas Zmogaus sveikatos apsaugos sri¢iai. Panaudojus geny inZinerijos
metodus, nustatoma ankstyva navikingé Zmogaus papilomos virusy (ZPV) vystymosi kryptis,
leidzianti sustabdyti onkologinés ligos i$sivystyma, laiku skiriant gydymo bei profilaktikos
priemones.

Papilomavirusing infekcija — viena labiausiai igplitusiy virusiniy infekeiju. Per 50 %
seksualiai aktyviy pasaulio gyventojy gyvenimo eigoje ursikredia Zmogaus papilomos virusais
(ZPV - Zmogaus papilomos virusas, HPV - human papilloma virus, angl.). Sios infekcijos
pas¢koje gali vystytis anogenitalinés srities ligos: gimdos kaklelio, vulvos, maksties, perianalinés
srities véZys bei genitalijy kondilomos (B. W. Kucenes, I. A. Tmutpues, A. A. KybaHosa.
B3auMOCBS3b BUPYCHBIX HHQeKUHMi IepenaBacMblX TOJOBBIM MYTEM, H OHKOJIOTHYECKHX
3ab0NeBaHMil yPOreHUTAIBHOTO TpakTa. BecTHHK [epMaTo/Iorin H seneponoruu. 2000, No. 6,
psl. 20-23).

Fig. 1 parodytas papilomavirusinés infekcijos vystymasis.

Daugeliu atvejy §i virusin¢ infekcija praeina be pasekmiy, ir pacientas savaime pagyja,
tatiau 10 % atvejy infekcija tampa letine.

Gimdos kaklelio véZiu sergandiy motery kasmet pasaulyje uZregistruojama apie 500000
$ios ligos atvejy. Per pastaruosius 25 metus sergamumas 7PV salygotu tiesiosios Zarnos véZiu
isaugo 2 kartus. Vykdomos skryningo programos, sickian¢ios diagnozuoti liga ankstyvoje
stadijoje, daugeliu atvejy néra veiksmingos del ju atsitiktinio pobtidZio ir informatyvumo stokos.

Gimdos kaklelio véZys — antra pagal daZznuma motery onkologiné liga. Nustatyta, kad
dvieju onkobaltymy E6 ir E7, kuriuos koduoja 7PV genomas, sintez¢ salygoja infekuoty ZPV
virusu epiteliniy lasteliy malignizacija. Pagrindinis vaidmuo indukuojant navikine transformacija

tenka onkobaltymui E7.
Laboratoriné diagnostika

Papilomavirusinés infekcijos laboratorine diagnostika, skirta ankstyvam viruso nesiojimo
nustatymui, yra svarbi priemone, leidzianti kontroliuoti infekcijos paplitima ir savalaik]
kompleksinj gydymo-profilaktikos priemoniy panaudojima, apsaugojant{ nuo onkologinés ligos

i$sivystymo.
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Tuo tikslu buvo naudojami citologiniai tyrimai (taip vadinami Pap-tepin¢liai), nustatantys
atipines, daugiabranduoles lasteles. Taliau, daugelio autoriy nuomone, §i metodika i8aiSkina
ne daugiau 30 % infekcijos nesiotojy ir nebeatitinka $iuolaikiniams reikalavimams.

Rysium su tuo buvo pradéta ieSkoti laboratorinés analizés metodo, leidZiancio diagnozuoti
ankstyvasias gimdos kaklelio displazijos stadijas. Viena i§ Sios paieSkos krypéiy — serologiniai
analizés metodai, siekiantys ligonio serume aptikti antikiinus ZPV onkobaltymams (Patent
EP0406542 A method for detecting precancerous and cancerous cervical intraepithelium. Patent
EP0523391 Use of HPV-16 E6 and E7-gene derivated peptides for diagnostic purpose).

Siuose darbuose specifiniy antikiiny nustatymui imunofermentinés ir radioimunines
analiziy metodais buvo panaudotos ZPV baltymy peptidinés determinantés. Taliau Sis budas
nepasiteisino, kadangi nebuvo nustatyta patikima koreliacija tarp antikiiny titro ir gimdos kaklelio
véZio.

Plagiai paplito ZPV tipy nustatymo metodas panaudojant polimerazés grandining reakcija
(PGR) (B. U. Kucenes, I'. A. Jimutpues, M.®. Jlarpmosa. IlonuMepasHas LEIHAsd pEakuus B
JMATHOCTHKE yPOreHHTANbHBIX HHOekuuit. [Tocobue mms spauedl. Mocksa. 2000; U. Wieland,
H.Pfister “Molecular diagnosis of persistent human papilloma virus infections”. Intervirology,
1996,v.39, pp. 145-157). Metodas turi didelg diagnosting vertg ir leidZia nustatyti atskirus ZPV
tipus (Patent WO00506645 Method and KIT for early cancer prediction, Patent US5679509
Methods and diagnostic aid for distinguishing a subset of HPV that is associated with an increased
risk of developing cervical cancer dysplasia and cervical cancer).

Tagiau §io metodo panaudojimas veda prie hiperdiagnostikos, kadangi apie 80 % atveju
asmens infekavimas ZPV yra trumpalaikis ir baigiasi savaimiu pasveikimu ir viruso eliminacija.
Tokiu budu, teigiamas rezultatas, gautas atliekant laboratorini ZPV DNR tyrima, neleidZia
daugeliu atveju prognozuoti gimdos kaklelio véZio i8sivystymo.

Pastaraisiais metais papilomavirusinés infekcijos mechanizmy tyrimai parode, kad
infekciniame procese i3skiriamos dvi stadijos: 1 — viruso reprodukcinio dauginimosi stadija ir 2 —
integracinés infekcijos stadija, kurios metu viruso DNR isiterpia (integruojasi) { infekuoty lasteliy
genoma.

Pirmoji stadija yra griztama, ir daugelis infekuoty asmeny patiria spontaning remisija.
Integracinés infekcijos stadija — tai pirmas Zingsnis lastelés navikines transformacijos link ir labai
daZnai baigiasi karcinomos issivystymu (R.W. Tinkle “Immune evasion in human papillomavirus-
associated cervical cancer”. Nature reviews, 2002, v.2, ppl-7).

Neseniai iaiskinta, kad ZPV DNR integracija i lastelés genoma lydi aktyvi viruso
onkobaltymy gamyba, tarp jy ir baltymo E7. Baltymo E7 buvimas gimdos kaklelio méginiuose
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misy teigimu laikomas vienareik§miu liudijimu apie epitelio lasteliu, turinéiy integruota ZPV
genomo kopija, prasidéjusia malignizacija. Sis teiginys dera su rezultatais, pateiktais Patente
WO0154713 Method for determining risk of developing cervical cancer. Autoriai nustatingjo
onkobaltymy E6 ir E7 kieki gimdos kaklelio meéginiuose, tam tikslui naudodami
imunohistochemijos metoda, kuris Zenkliai nusileidZia musy pritaikytam imunofermentinés
analizés metodui.

Iiradimo tikslas — panaudojus imunofermentings analizés metoda, nustatyti ankstyva
navikine ZPV virusy vystymosi krypti, skirti savalaiki gydyma, apsaugantj nuo onkologinés ligos
i8sivystymo.

Tikslas pasiekiamas tuo, kad gimdos kaklelio displazijy ir véZio, susijusiy su Zmogaus
papilomos virusais (ZPV), ankstyvos diagnostikos in vitro bidu atlieka 7PV 16 ir ZPV 18 tipy
onkobaltymo E7 kiekio nustatyma, panaudojant du tipus-pora fermentu pazyméty monokloniniy
antikliny, atpaZjstandiy skirtingus 7PV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymo E7 antigeninius
determinantus, koreliuoja ZPV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltyma E7 kaip epiteliniy lasteliy navikinés
transformacijos biocheminj Zymeni (marker{) ir, esant ZPV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymo E7
40 pg/ml -50 ng/ml skaitinei reik¥mei, liudija gimdos kaklelio displazijy ir véZio vystymosi
uZzuomazga.

Monokloniniy antikiiny pora sudaro fermentu paZyméti monokloniniai antikfinai 716-281 ir
716-332.

Naudoja fermentu paZymeéty monokloniniy antikiny pertekliy, didinanciu ZPV 16 ir ZPV
18 tipy onkobaltymo E7 aptikimo intervala 40 pg/ml - 50 ng/ml.

1 pavyzdys
Rekombinantiniy plazmidZiy, koduojanciy ZPV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymo E7

sinteze, sudarymas

Geno E7 %altiniu panaudota gimdos kaklelio biopsiné medziaga, paimta i§ ligoniy, kurioms
diagnozuota gimdos kaklelio displazija. Panaudojant polimerazés grandining reakcija (PGR),
paimti klinikiniai méginiai iStirti 7PV infekcijos buvimo atZvilgiu. Atrinkti meginiai, kuriuose
nustatyta ZPV 16 ir ZPV 18 tipy DNR, po to, panaudojant genospecifinius pradmenis, PGR
metodu amplifikuoti ZPV 16 ir ZPV 18 tipy genai E7 (303 bp DNR fragmentas — ZPV-16 ir 324
bp fragmentas — ZPV-18) ir klonuoti plazmidéje pBluescipt SK(+) (Stratagene) iterpiant EcoRI-
BamHI kirpimo vietose. Klonuoty genu oligonukleotidiniy seky nustatymas parodé visidka
atitikima GenBank duomenims (pavyzdziui, AF 125673).
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Sekan¢iame darbo etape geno struktirings dalies 3’ galo srityje buvo ijjungtos transliacijos
terminacijos sekos.

Fig. 2 pateikta gauto genetinio darinio plazmidés sandara.
Fig. 3 parodyta ZPV 16 ir ZPV 18 tipy baltymo E7 sintezé E. coli 1astelése

pHE716 koduoja hibridini baltyma e716: Met(His)6-GluPhelle-E716-GlySer (111 al,
12,5 kDa, IET 4,6). Bitina paZyméti, kad $is baltymas elektroforezes metu SDS-PAAG pagal
Lemli pasizymi anomaliniu judrumu (apie 21 kDa) ir tai atitinka literaturos duomenis.

PHE718 koduoja hibridinj baltyma e718: Met(His)6-GluPheSer-E718-GlySer (117 al,
13,5 kDa, IET 5,4).

Gauty geny ekspresijai panaudotas kamienas BL21 (DE3). Indukcija ir lasteliy suardyma
atlikome pagal standarting schema. Po suardymo €716 ir €718 randami tirpiy lastelés baltymu
frakcijoje, todél chromatografija Ni-IlIA-agarozeje atlikome natyviose salygose nepridéjus Slapalo.

2 pavyzdys
Peliy monokloniniy antikiiny ZPV 16 ir ZPV 18 tipy rekombinantiniams baltymams

E7 gavimas

Balb/c linijos pelés (patelés, 16-18 g) buvo dukart imunizuotos (intervalas dvi savaités),
suleidZiant i letenéliy pagalveles iSgrynintus 7PV 16 ir ZPV 18 tipy baltymo E7 preparatus, gautus
i¥ rekombinantiniy E.coli lizaty panaudojus vienastadijines metalochelatinés chromatografijos
metoda. Vienai imunizacijai panaudota 20 mkg baltymo suspensijos pavidalu leidZiant drauge su
tokiu pat tario kiekiu pilno (1-a imunizacija) arba nepilno (2-a imunizacija) Freundo adjutanto.

Limfocitai paimti i§ pakinkliniu limfmazgiy ketvirta diena po antros imunizacijos,
panaudojus PEG 4000, buvo sulieti su mielomos lasteléemis Sp 2/0 —Agl4, hibridomos atrinktos
selektyvine terpe HAT, o po to atliktas skryningas netiesioginés IFA biidu ir teigiamos kulttros
dukart klonuotos ribiniy skiedimy buidu.

Atlickant IFA, 2 mkg/ml koncentracijos tirpale esantys ZPV 16 ir ZPV 18 tipu
rekombinantiniai baltymai E7 sorbcijos biidu buvo prikabinti (imobilizuoti) prie polistireno
ploksteliy, po to ant jy 1 val. prie 37°C temperatiiros inkubacijai buvo uzlieti neskiesti kultiry
supernatantai. Susijungg su imobilizuotu antigenu, monokloniniai antik@inai aptikti inkubuojant 1

val. prie 37°C temperatiiros su konjuguotais su peroksidaze ozkos antikiinais pelés IgG (H+L).
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Substratu naudotas TMB tirpalas su vandenilio peroksidu. Optinis tankis matuotas prie 450
nm. Darbo eigoje ZPV 16 tipo baltymui E7 gautos dvi hibridomu grupés: 716-281, 716-288
(IgG2b) ir 716-321, 716-325, 716-332, 716-343 (IgG2a), kurios, atliekant netiesiogine IFA,
vienodai gerai reagavo su ZPV 16 ir ZPV 18 tipy baltymu E7.

1 lenteléje pateikti optinio tankio rodikliai, gauti matuojant prie 450 nm netiesioginés IFA
budu titruojant monokloninius antikiinus saveikoje su imobilizuotais 7PV 16 ir ZPV 18 tipy
baltymu E7.

3 pavyzdys

Imunofermentinés analizés, skirtos kiekybiniam ZPV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymo
E7 nustatymui monokloniniy antikiiny (MoAKk) pagrindu, atlikimo salygy optimizacija

Monokloniniai antik@inai ZPV 16 tipo baltymui E7 buvo iskirti i3 ascitiniy skys¢iy afininés
chromatografijos budu baltymo G sefarozéje (grynumas daugiau 95%) ir paZyméti naudojant
perjodato metoda. '

“Sendvi¢” (“sumustinio”)-IFA biidu poromis patikrintas visy MoAk deriniy (kombinaciju)
gebéjimas kiekybiskai nustatyti ZPV 16 tipo baltyma E7. Tam tikslui kiekvienos rusies MoAk
buvo imobilizuoti polistireno plokstelése, po to pridéti ZPV 16 tipo baltymo E7 septyni dukartiniai
skiedimai (koncentracijy diapazonas 0,039-5,0 ng/ml), susidar¢ imuniniai kompleksai aptikti
panaudojant visus MoAk peroksidazinius konjugatus ir TMB kaip substrata.

Paaitkéjo, kad visos patikrintos MoAk poros pasiZymi gebéjimu sudaryti triguba
kompleksa (“sumustini”): imobilizuotas antikiinas-E7-konjugatas, kas ir rodo, kad iSvalytas 7ZPV16
tipo baltymas E7 tirpale yra oligomero biikléje netgi esant koncentracijy diapazonui 10" —10°M.

NeZiiirint to, kad visi MoAk deriniai buvo veikliis naudojant “sendvi¢”-IFA metoda, poros,
kurias sudaré tie patys antikiinai arba tai pafiai grupei priklausantys antikiinai, pasiZymejo
maZesniu jautrumu (pagal optinio tankio rodikli, esant fiksuotai ZPV 16 tipo baltymo E7
koncentracijai, ir pagal kalibracinio grafiko kreive), negu MoAk poros, sudarytos i§ skirtingoms
grupéms priklausanc¢iy antikliny.

Pagal jautruma ir fono nebuvima geriausi rezultatai pasiekti plokSteliy sensibilizacijai
naudojant MoAk 716-281, o peroksidaziniam konjugatui — MoAk 716-332.

ZPV 16 tipo baltymo E7 kiekybinés analizés, panaudojant $ia MoAk pora, atlikimo salygos
buvo optimizuotos kaitaliojant antikiiny, naudoty sorbcijai, koncentracijas, konjugato skiedimus,
buferiniy tirpaly sudeéty, visy “sendvi¢”-IFA stadijy laika ir temperatira.

Fig. 4 pateikiamas ZPV 16 tipo baltymo E7 kiekybinio nustatymo “sendvic”-IFA btdu

kalibracinis grafikas.
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0.1 M karbonatiniame buferiniame tirpale esantys MoAk 716-288 (pH 9.6, koncentracija 5
mkg/ml) imobilizuoti sorbcijos biidu. MoAk 716-332 konjugato su peroksidaze darbinis skiedimas
— 1/50000 PBS tirpale su 0,2% BSA ir 0.05 % Tween 20. Substratas TMB.

Abscisés a$yje — baltymo koncentracija, ng/ml. Ordinatés a$yje — optinis tankis prie 450

Grafike nurodyta bandymo paklaida skai¢iuojant trims nepriklausomiems matavimams.

Kaip matyti i§ paveikslo, kalibracinis grafikas antigeno koncentracijos diapazone 0,039-5,0
ng/ml praktiskai yra linijinis, pasizymi fono nebuvimu ir pasiekia ZPV16 tipo baltymo E7
detekcijos riba esant pastarojo koncentracijai — 40 pg/ml, o tai yra reik§minga aplinkybe, siekiant
nustatyti ZPV16 tipo onkobaltyma E7 ekspresijos lygi transfekuotose lastelése ir klinikiniuose

méginiuose.

4 pavyzdys
ZPV 16 tipo onkobaltymo E7 kiekio nustatymas gimdos kaklelio méginiuose

Gimdos kaklelio nuograndy medZiaga talpino 1 ml fiziologinio tirpalo, tris kartus uz3alde-
atitirpino ir centrifugavo mikrocentrifugoje (Eppendorf) 10 min., 10 000 aps./min. Gauta
supernatanta skied¢ du kartus PBS-AT (PBS, 0,2% BSA, 0,1 % Tween), po to 200 mkl Sio
skiedinio ilicjo { plokstelés Sulingli, prie$ tai padengta sorbcijos biidu imobilizuotais
monokloniniais antikinais baltymui E7, ir perne$dami po ¥; kiekio titravo { sekangius 4 Sulinélius.

Toje patioje ploktel¢je kaip standarta titravo iSvalyta rekombinantinj ZPV 16 tipo
onkobaltyma E7 nuo 4 ng/ml iki 0,062 ng/ml. Po 1 val. inkubacijos ir plovimo { $ulin¢lius liejo
peroksidaze paZyméta monokloniniy antikuny 7PV 16 tipo onkobaltymui E7 konjugata, inkubavo
1 val. ir reakcija iSry8kino pridedami TMB. Optini tanki matavo multiskanu prie 450 nm ilgio
bangos.

Pagal standarto skiedimy optinj tanki sudaré kalibracinj grafika, pagal kurj nustate ZPV 16
tipo onkobaltymo E7 koncentracija méginyje. Kontrole tarnavo gimdos kaklelio méginiai, paimti 18
28 sveiky motery. Visais $iais atvejais 7PV 16 tipo onkobaltymo E7 testas buvo neigiamas.

ZPV 16 tipo onkobaltymo E7 nustatymas gimdos kaklelio méginiuose pateiktas 2 lenteléje.

Dvigubo antikiiny “sendvico” (“sumustinio”) metodas, pagristas fermentu paZymeéty
monokloniniy antikiiny 716-281 ir 716-332 panaudojimu kiekybiniam ZPV 16 tipo onkobaltymo

E7 nustatymui klinikingje medziagoje, palyginus su kitais imunodiagnostikos metodais, tokiais
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kaip imunohistochemija, Western blotingas, tékmés citofluorimetrija ir kt., pasiZymi eile

neginytiny privalumy:

1.

Dideliu specifiskumu ir fono nebuvimu déka vienu metu vykstanio dviejy
monokloniniy antikiiny susiri§imo su tikslinio ZPV 16 tipo antigeno E7
skirtingais epitopais.

Dideliu jautrumu (aptikimo riba 40 pg/ml) dé¢ka to, kad panaudojamas didelis
fermentu paZyméty monokloniniy antikiiny perteklius ir $iuolaikiniai
chromogeniniai substratai, pavyzdziui, TMB.

Istgstu dinaminiu diapazonu nuo 40 pg/ml iki 50 ng/ml, leidZian¢iu kiekybiskai
iSmatuoti ZPV 16 tipo onkobaltymo E7 koncentracija naudojant minimaly
meginio skiedimo skaiéiy.

Nesudétinga méginio paruo$imo procediira, nereikalaujancia bandinio fiksacijos
ir plovimu.

Galimybe vienu metu nustatyti ZPV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltyma E7 déka to,
kad monokloniniai antikfinai kryZminiai reaguoja su abiem baltymais.

Didelio méginiy kiekio skryningo ir individualaus ligonio gydymo efektyvumo
monitoringo galimybe déka to, kad méginiy paémimas ir analizé pasiZymi

aukStu standartiSkumu.

1 lentelé

Optinio tankio rodikliai, gauti matuojant prie 450 nm netiesioginés IFA biidu

titruojant monokloninius antikiinus sgveikoje su imobilizuotu ZPV 16 ir ZPV 18 tipy

baltymu E7

MoAk | ZPV 16 tipo onkobaltymo E7 sorbcija ZPV 18 tipo onkobaltymo E7 sorbcija

kone. - e T7ie 716 (716 (716 716|716 716|716 [ 716|716 | 716
ng/ml | 281 |288 |321 |325 [332 |343 |28 288|321 | 325 332 | 343
100 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2

30 1777 | 1515 | 1382 | 1131 | 1393 | 1.737 | 1807 | 1.709 |>2 | >2 SIS

10 0.947 | 0.705 | 0.462 | 0375 | 0.473 | 0.652 | 1.010 | 0.939 | 1.331 | 1.194 | 1350 | 1.672
3 0.398 | 0.301 | 0.160 | 0.117 | 0.168 | 0265 | 0445 | 0412 | 0.508 | 0.425 | 0.526 | 0.839
I 0.154 [ 0.091 | 0.047 | 0.030 | 0.045 | 0.003 [0.176 | 0.170 | 0.176 | 0.145 | 0.190 | 0.365
0 0.017 [ 0.007 | 0.013 | 0.008 | -0.012 [ 0.0 | 0029 | 0.026 | 0.021 | 0.020 | 0.025 | 0.028
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2 lentelé

ZPV 16 tipo onkobaltymo E7 nustatymas gimdos kaklelio méginiuose

Ligonés | Anti E7 | E7-16 Bendras | Méginio Diagnozé
Nr. IgG baltymas | infekcijos
OT 1/20 | patvirtinimas
P1 0.678 0.1 ng/ml | 0.084 ZPV 16, 18 CIN III
0.418
P2 0.466 2.2 ng/ml | 0.151 ZPV 31 CIN I-II
0.317
P3 0.232 0.8 ng/ml | 0.152 ZPV didelés CIN II-III
0.127 onkogeninés
rizikos
P4 0.337 3.5ng/ml | 0.228 CIN I1J, itariamas gimdos
0.158 kaklelio véZys
P5 0.268 10 ng/ml | 0.041 ZPV 16, 18 CIN III, jtariamas gimdos
kaklelio véZys
P6 0.422 1ng/ml | 0.058 ZPV 16, 18 CINII
0.202
P7 0.215 0.06 0.174 ZPV 16, 18 CIN II-III
ng/ml
P8 0.357 0,3 ng/ml | 0.089 ZPV 16 CIN I-II
0.164
P9 0.412 1,6 ng/ml | 0.096 ZPV 18 CIN II-III
0.197
P10 0.335 0,9 ng/ml | 0.165 ZPV 16 CIN 11, jtariamas gimdos
0.130 kaklelio véZys
P11 0.280 1,2 ng/ml | 0.180 ZPV 16 CIN I
P12 0.554 0,8 ng/ml | 0.220 ZPV 16 CIN [I-1II
0.233
P13 0.443 0,8 ng/ml | 0.097 ZPV 16 CIN I-IT
P14 0.214 1,8 ng/ml | 0.162 ZPV 16 CINII
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Gimdos kaklelio displazijy ir véZio, susijusiy su Zmogaus papilomos virusais (ZPV),
ankstyvos diagnostikos in vitro bidas, besiskiriant is tuo, kad atlieka 7PV 16 ir ZPV 18
tipu onkobaltymo E7 kiekio nustatyma, panaudojant du tipus-pora fermentu paZymeéty
monokloniniy antikiiny, atpaZistandiy skirtingus 7PV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymo E7
antigeninius determinantus, koreliuoja ZPV 16 ir 7PV 18 tipy onkobaltyma E7 kaip epiteliniy
lasteliy navikinés transformacijos biocheminj Zymenj (markeri) ir, esant 7PV 16 ir ZPV 18 tipy
onkobaltymo E7 40 pg/m] -50 ng/ml skaitinei reik§mei, liudija gimdos kaklelio displazijy ir véZio

vystymosi uzuomazga.

2. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloniniy antikiiny pora

sudaro fermentu paZymeéti monokloniniai antiktinai 716-281 ir 716-332.

3. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad naudoja fermentu paZymétuy
monokloniniy antikfiny pertekliy, didinanciu 7PV 16 ir ZPV 18 tipy onkobaltymo E7 aptikimo
intervalg 40 pg/ml - 50 ng/ml.



LT 5228 B

Lytinis kontaktas
su ZPV infekuotu
partneriu

Latentiné infekcija

Subklinikiné infekcija
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T7 promotorius

>
TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACT

TTAAGAAGGAGATATACATATGeatcaccatcaccatcacGAATTC - E7 gene HPV16(1 8) - GGATCC
rbs Ndel His-Tag EcoRI BamH]I
TAATTAGCTGAAAGCTT

Term  HinDII
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7PV 16 E7

ZPV 18 E7

Fig. 3
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