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Entwicklung und Validation eines Real-Time gPCR-Primers
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Problemstellung

Das orale Plattenepithelkarzinom (OSCQC)
stellt die haufigste Krebsform im Mund-
und Rachenbereich dar. Die Diagnostik um-
fasst primar eine Endoskopie der Rachen-
und Halsregion, bildgebende Verfahren
sowie eine Biopsie verbunden mit einem
anschlieBenden Staging-Verfahren. Die
Qualitat der histologischen Befunde kann
stark variieren. Eine Friherkennung und
Differenzierung zu entzltndlichen Lasionen
sind dabei entscheidend fur das Outcome
der Patienten. Daher sind Biomarker im
Hinblick auf die Detektion von progressiven
Lasionen von grossem Interesse. In den
Studien von Gosh et al. wird mit dem anti-
mikrobiellen Peptid HBD-3 ein solcher
Biomarker beschrieben. Im Kontext von
malignen Dysplasien stehen dessen tumor-
progressiven Eigenschaften im Fokus.

Eine zuverlassige Messung der HBD-3
Expression macht allerdings spez. wie auch
valid. Primer-Paare fur die Real-Time gPCR
notwendig. Die Entwicklung und Validation
dieser Primer-Paare ist Gegenstand dieser
Bachelor-Thesis.
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Losungskonzept

Die Bachelor-Thesis ist in 3. Phasen unter-
teilt. In der 1. Phase findet ein Design der
Primer mittels Primer-BLAST (NCBI) statt.
Die Ergebnisse werden in der 2. Phase an-
hand der IMT-Kriterien bewertet. Es folgt
eine Validation der Primer-Paare mit den
starksten Eigenschaften. Im Rahmen der
3. Phase werden aus den gPCR-Ansatzen
die Leistungsmerkmale der Primer erfasst
und analysiert.

Ergebnisse

Die Ergebnisse aus den praktischen Labor-
arbeiten geben die Leistungsfahigkeit der
untersuchten Primer wieder. Im Vergleich
zu den House keeping Genen (18S / B2M)
sind die Primer mit CT-Werten von ca. 30
PCR-Zyklen einigermalBen sensitiv. Die
mittleren Schmelztemperaturen liegen bei
ca. 85°C und unterscheiden sich somit
klar von den Hochrechnungen aus Primer-
BLAST. Jedoch finden sich bei drei von vier
Primern spez. Bandenmuster und die negq.
QK bleiben unterhalb der Nachweisgrenze.
Die Standardkurven erflullen nur bei einem
Primer (NCBI_2) die Vorgaben. Folglich

Melt-Peak der Real-Time qPCR (Primer 2)

fallen die Effizienz und Linearitat in der
Tendenz schlecht aus. Dennoch lassen sich
mit den Primer-Paaren PCR-Produkte her-
stellen. Die auBeren Einflisse auf die PCR-
Reaktion sollten in einem nachsten Schritt
stufenweise optimiert werden, um die
Leistungsmerkmale zu verbessern sowie
eine Routine-Testverfahren zu etablieren.
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