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A tudomany és a technologia fejlédése — mint példaul a polimeraz lancreakcié (PCR) felfedezése és
a human genom megismerése — megvilagitotta a betegségek genetikai hatterét €s oriasi mértékben
bdvitette ismereteinket egyes szekvencia variansok és bizonyos korképek kozotti koroki
kapcsolatokrol. Ezzel parhuzamosan szamos molekularis bioldgiai eljaras, melyet eredetileg
tudomanyos célokra fejlesztettek ki €s hasznaltak, elérte a robosztussagnak és teljesitmény
jellemzoéknek azt a szintjét, mely a rutin diagnosztikai alkalmazashoz sziikséges. E DNS tesztek
segitségével kimutathatoak az orokletes betegségek kialakulasaért, a bizonyos betegségekre valo
fokozott hajlamért, vagy gyodgyszerek eltérd hatasaért felelds genetikai eltérések. A molekuldris
diagnosztikai vizsgalatok szerepe egyre fontosabb a diagnézis felallitasaban, a kockazatbecslésben
¢s egyre szélesebb korben a paciensek egyéni érzékenységének megfeleld kezelés
megvalasztdsdban is. A genetikai vizsgalatok igen specifikusak, s tobb ezer kiillonbozd tesztet
alkalmaznak mar a klinikai gyakorlatban. A DNS tesztek eredményei még a tiinetek megjelenését
megeldzden elére jelezhetik betegségek jovobeni kialakulasat, ezért komoly kovetkezményekkel
birnak az adott paciens és hozzatartozo6i szamara is.

Bar a kozvélekedés szerint a molekuldris genetikai vizsgalatok nagyon megbizhatéak ¢és a
legkorszeriibb technologiat képviselik, a molekularis diagnosztikai mddszerek és szolgaltatasok
mindségét biztositd rendszerek kifejlesztése nem tartott 1épést a DNS-alapu tesztek rohamos
elterjedésével. A  genetikai vizsgéalatok eredményeinek megbizhatésagaval kapcsolatos
aggodalmakat szamos kozlemény és nemzetk6zi szervezetek tanulmanyai is alatdmasztottak. Ezek a
klinikai genetikai vizsgalatok teriiletén a téves eredmények magas ardnyarél, valamint a
standardizacio €s a tanusitott referencia anyagok (certified reference material, CRM) hidnyarol
szamoltak be. A mindségi problémakat stulyosbitja, hogy a genetikai vizsgalatok a paciens életében
rendszerint csak egy alkalommal keriilnek elvégzésre, igy egy téves eredmény évekig rejtve
maradhat és stlyos konzekvencidkkal jarhat. E tények egylittese rendkiviil fontossd teszi a
molekularis genetikai vizsgélatok standardizaciojat és mindségének javitasat.

A laboratériumi medicindban a pontossag legmagasabb szintjének biztositdsahoz referencia mérési
rendszereket (reference measurement system, RMS) kell Iétrehozni. A hasznos €s megbizhato
mérési eredmények biztositdsahoz, melyek a laboratériumok kozott 6sszehasonlithatdak és végsd
soron a legmagasabb metroldgiai szintli mérési standardokra visszavezethetdek, referencia mérési
rendszerekre van sziikség a rutin diagnosztikai szolgéltatasoknal éppugy, mint a tudomany és a
technolégia teriiletén.,

A referencia mérési rendszerek harom eleme a nemzetkdzileg elfogadott és részletesen karakterizalt
referencia mérési eljardsok (reference measurement procedure, RMP), a tanusitott referencia
anyagok (CRM) és a referencia laboratoriumok, melyek egyiittmiikodve egy halozatot alkothatnak.

A referencia mérési rendszerek 1étrehozéasanak eléfeltétele az analit pontos definicioja, mig sikeres



milkodtetését tamogathatjak és kiterjeszthetik a kiils6 mindségellendrz6 (external quality assurance,
EQA) programok. A referencia mérési rendszerek jelenlegi hianya a molekularis genetikai
vizsgalatok esetében azt eredményezi, hogy az in vitro diagnosztikai gyartok és laboratoriumok nem
tudjak tesztjeik teljesitményét egy altalanosan elfogadott standarddal dsszevetve értékelni.

A referencia anyagok (RM), illetve tanusitott referencia anyagok (CRM) a referencia mérési
rendszerek kulcs elemei, és elismerten kivalo eszkdzei az analitikai pontossag ellendrzésének.
(Tantsitott) Referencia anyagokat haszndlnak a moddszerek fejlesztése €s validalasa, kalibraldsa,
laboratériumon beliili statisztikai mindség-ellendrzése, tovabba a laboratoriumok teljesitményének
korvizsgalatok keretében végzett értékelése céljara. Bar minden analitikai rendszer fontos része a
megfeleld referencia anyagok hasznalata a mérdeszkozok ¢s -moddszerek mindségbiztositasara,
jelenleg alig néhéany klinikai genetikai referencia anyag létezik. Emiatt az Europai Bizottsag, K6zos
Kutatokozpont, Institute of Reference Materials and Measurements (IRMM) tobb projektet is
elinditott, melyek célja molekuldris genetikai (tanusitott) referencia anyagok kifejlesztése, illetve
azoknak az eljarasoknak a kidolgozasa volt, melyek segitségével barmely molekularis genetikai
teszthez eldallithatoak a megfeleld (tanusitott) referencia anyagok.

Az elsd jelentds egyiittmiikddés, a ,,Certified Reference Materials for Molecular Genetic Testing”
(CRMGEN) projekt legfontosabb célja molekuléris genetikai referencia anyag jeloltek kifejlesztése
volt kiilonbozd oOrokletes betegségekre ¢€s genetikai rizikofaktorokra, mint pl. az o&rokletes
haemochromatosis, a fragilis X szindroma, a cisztas fibrozis és az V-0s alvadasi faktor Leiden
(G1691A) mutacidja. Nemzetkozi kooperacioban a klinikai genetikai referencia anyagok négy
alapvetd tipusa keriilt kiilonb6z6 formékban kifejlesztésre és eldallitasra, hogy azutdn vizsgalni
lehessen referencia anyagok céljara vald alkalmassdgukat és a tisztitott DNS stabilizaldsanak
lehetOségeit: tenyésztett sejtvonalak, rekombinans DNS (plazmidok), enzimatikusan amplifikalt
DNS szakaszok (PCR termékek) és genomialis DNS. A kifejlesztett prototipus referencia anyagok
részletes  jellemzése mellett klinikai genetikai  laboratoriumokban  végzett  kiterjedt
korvizsgalatokban is kiprobalasra keriiltek.

A CRMGEN projekttel parhuzamosan, az IFCC Scientific Committee of Molecular Biology
Techniques in Clinical Chemistry (C-MBT) bizottsdga egy egyiittmiikddést kezdeményezett az
IRMM-mel plasmid-alapit CRM-ok kifejlesztésére és eldallitdsara a human koagulacios faktor II
(FII, prothrombin) gén G20210A variansanak vizsgélatara.

Ez utdbbi projekthez kapcsoloddéan, az IRMM és a Szegedi Tudoményegyetem, Altaldnos
Orvostudomanyi Kar, Biokémia Intézet 3 europai EQA szervezet bevonasaval egy korvizsgalatot
szervezett. E korvizsgalat keretében a vad-tipusu FII referencia plazmidba ) mutaciok kertiltek
bevitelre és a mddositott, illetve a referencia plazmidok felhasznéalasaval gyartott mindségi kontroll

anyagok (quality control material, QCM) klinikai laboratériumoknak keriiltek kikiildésre, hogy



segitségiikkel felmérhetd legyen azok kompetenciaja az atipusos genotipizalasi eredményeket
okozo6 ritka szekvencia variansok felismerésére és megfeleld kozlésére. A vizsgalat tovabbi célja
volt a genetikai diagnosztikai szolgaltatdsok terén a jellemzd hibalehetdségek azonositdsa és a

DNS-alapt referencia anyagokkal szembeni elvarasokra vonatkozo6 adatgyiijtés.

A tézis keretében végzett tanulmanyok fontosabb tudomanyos eredményei:
1) Szédmos kiilonbozo tipustt és kiszerelési DNA-alapt referencia anyagot allitottunk el és

értékeltiink klinikai genetikai (tanusitott) referencia anyagként valé alkalmassaguk szempontjabol.

2) Vizsgaltuk és optimalizaltuk a tisztitott DNS alapt referencia anyagok stabilizaldsanak
lehetdségeit, hogy biztosithatd legyen megfeleld eltarthatosaguk.

3) A genetikai referencia anyagok homogenitasanak ¢€s stabilitasanak vizsgalatdnak céljara 1;j
analitikai eljarasok kertiltek kifejlesztésre, illetve ismert modszerek tovabbfejlesztésre.

4) A DNS-alapu referencia anyagok tanusitdsara egy modell rendszer kertilt kialakitasra, és a valos
idejli (un. isochronous) stabilitasi és homogenitasi vizsgalatok protokolljat optimalizaltuk és az ISO

Guide 34 és a BCR iranyelvek szerint dokumentaltuk.

5) Ezek a protokollok és a genetikai (tanusitott) referencia anyagok fejlesztésére és gyartdsara
kidolgozott eljarasok minden tipust DNS-alapt teszt esetében hasznosithatd és segithati tovabbi

nukleinsav alapu (tanusitott) referencia anyagok kifejlesztését.

6) Harom plazmid alapa CRM-t (név szerint: IRMM/IFCC-490, -491 and -492) fejlesztettiink ki,
gyartottunk le és tanusitottunk az ISO Guide 30-35 szerint a human koagulécios faktor II

(prothrombin) G20210A varidnsanak vizsgalatara.

7) Atvihetéségi (commutability) vizsgalatokat terveztiink, szerveztink meg és végeztiink, hogy

demonstraljuk a FII CRM-ek alkalmassagat.

8) Ezek a tanusitott referencia anyagok beszerezhetéek az IRMM-t6l a PCR-alapti modszerek

mindségbiztositasara, €s a vilagon az elséként bevezetett klinikai genetikai CRM-ek.

9) Felhasznalva a FII referencia plazmidokat és az un. site-directed mutagenezis technikat, mindségi
kontroll anyagokat fejlesztettiink ki a FII G20210A varians és kozeli ritka mutaciok vizsgélatara.
Ezeket a QCM-kat azutan sikeresen alkalmaztunk egy eurdpai korvizsgalatban, hogy felmérjik a
molekularis genetikai laboratoriumokban jellemzdéen eléforduld hibaforrasokat és a laborok
kompetencidjat az atipusos genotipizalasi eredményeket okozd ritka szekvencia varidnsok

jelenlétének felismerésére és megfeleld kozlésére.
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