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SOUHRN
Obor molekulární biologie má za cíl vysvětlovat podstatu fungování živých procesů na úrovni molekul identifikováním 
mechanismů, které produkují takové procesy. Fundamentální objevy popisující přirozené systémy živé přírody vedly 
k odvození molekulárních technologií, které fungují in vitro. Jejich vlastní použití nejenže dále prohlubuje poznání 
v oboru molekulární biologie, ale je klíčové pro zlepšování prevence, diagnostiky a léčby lidských onemocnění.
Tento souhrnný článek pojednává o zásadních molekulárně genetických metodách, jejichž vývoj v  uplynulých 
25 letech umožnil jejich uplatnění v diagnostice a monitorování hemato(onko)logických onemocnění, a které zá-
sadním způsobem přispěly ke zlepšení prognózy pacientů a léčebných přístupů.

KLÍČOVÁ SLOVA
polymerázová řetězová reakce (PCR) – sekvenování nové generace (NGS) – microarray – minimální zbytková nemoc 
(MRN)

SUMMARY 
Machová Poláková K., Čuřík N., Votavová H., Trka J.
Development of molecular biology methods and their applications in haemato(onco)logy in the last 25 years
The field of molecular biology aims to explain the fundamentals governing living processes at molecular level by 
identifying mechanisms that produce such processes. Central discoveries describing the innate systems of living 
nature helped derive molecular technologies that work in vitro. The application of these methods has not only 
improved understanding of molecular biology but has also helped to improve prevention, diagnosis and treatment 
of human diseases.
This review focuses on the key technologies of molecular genetics and their development over the past 25 years. 
The application of these methods in the diagnosis and monitoring of haemato(oncolo)gical patients that have 
helped significantly to improve prognosis and treatment approaches, is described.
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SEKVENOVÁNÍ DNA A SEKVENOVÁNÍ 
NOVÉ GENERACE – NGS

První molekulárně genetické technologie (RFLP 
– restriction fragment length polymorphism; SSCP single 
strand conformation polymorphism) umožňující screening 
nukleotidových záměn byly založeny na restrikčních 
endonukleázách, které jsou přirozeně produkovány 
bakteriemi pro destrukci cizorodé DNA bakteriofágů. 
Informační hodnota těchto analýz však byla limi-

tovaná z  důvodu neznalosti cílových genů a  oblastí 
genomu. Sekvenování DNA je vysoce informativní 
technologie, která umožňuje identifkovat definitivní 
nukleotidové záměny v cílových genech i nekódujících 
oblastech genomu. Obrázek 1 ve zjednodušené formě 
představuje přirozenou předlohu principu sekveno-
vání a jeho vývoj jako technologie pro in vitro použití. 
Sekvenování (uváděno též jako sekvencování), je bio-
chemický proces, který umožňuje „číst DNA“, tedy 
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pořadí nukleových bází A  (adenin), C (cytosin), G 
(guanin) a T (tymin). 

S uvedením prvního automatizovaného sekvenátoru 
(rok 1987) přišel i celosvětový projekt lidského genomu 
(The Human Genome Project; rok 1990), který umožnil 
prozkoumat lidskou genetickou výbavu a  její změny 
asociované s  různorodými onemocněními. Veškeré 

validní informace z prozkoumaných oblastí lidského 
genomu jsou shromažďovány v  různých veřejně do-
stupných databázích. Nejvíce používanou a  nejzná-
mější databází je National Center for Biotechnology 
Information (U.S. National Library of Medicine, 8600 
Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA). Znalost 
lidského genomu umožnila prudký rozvoj vysokoka-

Obr. 1. Časová osa spojená s objevy v molekulární genetice a jejich uplatnění v diagnostice a monitorování hemato(onko)logických onemocnění
V šedých rámečcích jsou vyznačeny zásadní objevy v biologických systémech, které následně umožnily dosažení klíčových technologických inovací 
(červené rámečky) a na jejich základě pak průlomy v translační medicíně nemocí krvetvorby (modré rámečky). 
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pacitních analýz na bázi čipů (anglicky „microarray“; 
o  využití čipů v  hematologii pojednává následující 
kapitola). Praktické využití si sekvenování a následné 
analýzy porovnávající získanou sekvenci z vyšetřova-
ného vzorku se známou referenční sekvencí zdravého 
lidského genomu nachází ve vyšetřování somatických 
a germinálních mutací v cílových genech, které jsou 
spjaty s  prognózou hematologických onemocnění. 
Dlouhé úseky sekvencí cílových genů, které mohou 
na různých pozicích nukleotidů nést záměny, je vhod-
né analyzovat současně, tedy v rámci jedné analýzy. 
Klasické sekvenování využívající Sangerovy metody [5] 
a sekvenátory na bázi automatizovaných kapilárních 
elektroforéz umožňuje v jedné analýze detekovat muta-
ce napříč celou cílovou sekvencí. Klasické sekvenování 
je například stále zlatým standardem pro vyšetření 
cca 1000 bp dlouhé kódující oblasti kinázové domény 
BCR-ABL1, která u  pacientů s  chronickou myeloidní 
leukemií (CML) rezistentní k léčbě inhibitory tyrozino-
vých kináz (TKI) může nést jednobodové mutace, které 
způsobují  selhání léčby [17]. Nevýhodou klasického 
sekvenování pro vyšetřování mutací je nízká citlivost, 
která limituje celé vyšetření minimálně 15–20% zastou-
pením mutované sekvence v  analyzovaném vzorku. 
Klinická praxe ukázala, že citlivost vyšetření klasic-
kým sekvenováním limituje časné odhalení mutací 
v případech rychle postupující progrese onemocnění. 
Sekvenování nové generace (NGS) umožňuje díky své 
vysoké citlivosti na úrovni pohybující se mezi 1–3 % 
odhalit mutace mnohem dříve v průběhu léčby [18–20]. 
Navíc se ukázalo, že spolehlivě detekuje tzv. „low-level“ 
mutace, které mají prognostický význam, jelikož jsou 
spjaté s rizikem progrese CML [21]. NGS rovněž umožňu-
je postihnout biologii klonálního vývoje mutovaných 
CML klonů, protože rozkrývá celou jejich komplexitu, 
odlišuje polyklonální mutace od kompozitních, tj. 
v případě vícečetných mutací NGS určí, zda mutace po-
cházejí z více klonů nebo z jednoho klonu. Kompozitní 
mutace určují odlišný stupeň citlivosti CML buňky 
k TKI oproti situaci, kdy se mutace nacházejí v odliš-
ných klonech, což je důležitá informace pro následnou 
volbu léčebné strategie pacienta. Podobně lze pomocí 
NGS analýzy mutací určit přesnou klonální hierarchii 
rozvoje AML a  molekulární kinetiku relapsu tohoto 
onemocnění [22].

Zmíněné sekvenování nové generace neboli správně-
ji ale méně často používané „Massive Parallel Sequencing“ je 
metoda, která využívá možnosti sekvenovat paralelně 
mnoho jednotlivých molekul nukleových kyselin v je-
diném experimentu. Díky pomocí PCR předem připra-
vených tzv. knihoven NGS umožňuje sekvenovat celý 
genom člověka v jediné reakci („Whole Genome Sequencing“ 

– WGS). Další aplikace NGS jsou určovány typem, resp. 
druhem přípravy sekvenačních knihoven. Můžeme 
tak omezit sekvenování na přepisované části genomu 
(„Whole Exome Sequencing“ – WES), nebo si vybrat jako cíl 
sekvenování již přepsanou RNA („Whole Transcriptome 
Sequencing“ – WTS nebo také RNASeq). „Capture-based 
Sequencing“ je metoda založená na vychytávání a sekve-
nování určitých úseků nukleové kyseliny na základě 
částečné předchozí znalosti cílové sekvence. 

Metody NGS jsou masivně využívány ve výzkumu 
a čím dál více i v rutinní diagnostice vrozených i zís-
kaných geneticky podmíněných chorob, ale i nemocí 
infekčních. Výhodou NGS je tzv. škálovatelnost („scala-
bility“), neboli variabilita hloubky sekvenování – může-
me si totiž zvolit, kolik molekul daného úseku nukleové 
kyseliny bude sekvenováno. Tato tzv. hloubka pokrytí 
určuje, zda budeme schopni odhalit i malé subklony 
v případě krevních malignit, či chiméry při vyšetření 
zárodečného genomu. Postupy založené na WGS jsou 
zatím v  diagnostice spíše výjimkou kvůli velkému 
objemu získaných dat a nejasnému významu řady ge-
netických změn v nepřepisované části genomu. Oproti 
tomu WES či RNASeq jsou již běžně využívané a nahra-
zují postupně v diagnostice jednotlivé cílené přístupy 
vycházející z PCR či metod molekulární cytogenetiky. 
Například u imunodeficiencí je dnes WES metodou prv-
ní volby z hlediska pracnosti, času i ceny [23]. RNASeq 
umožňuje identifikaci známých i dosud nepopsaných 
fúzních genů, určení exprese jednotlivých genů a jejich 
variant, i přítomnost exprimovaných mutací a malých 
insercí či delecí („indels“), a spojuje tak výhody moleku-
lárně genetického a cytogenetického vyšetření. Navíc 
přináší možnost vytvoření celkového expresního profilu 
sekvenovaných buněk, který se využívá pro identifikaci 
zajímavých subtypů např. u  leukemií – nejlépe zná-
mým příkladem jsou tzv. BCR-ABL1-like akutní lymfo- 
blastické leukemie (ALL), neboli leukemie s expresním 
profilem podobným Ph-pozitivním ALL [24]. 

Individuální návrh knihoven pak umožňuje zvolit 
si jen určitou oblast genomu, několik oblastí, genů či 
jen jednotlivých exonů – jednotlivé amplikony. Pak 
mluvíme o amplikonovém NGS, v případě kombinace 
řady amplikonů do jedné reakce pak o tzv. panelovém 
sekvenování. Panelové sekvenování dnes dominuje 
diagnostice pro svou relativně nižší cenu, jednoduchost 
provedení a  analýzy, ale i  pro vyšší hloubku pokry-
tí. Příkladem je panelové sekvenování u myeloidních 
a myeloproliferativních onemocnění, která poměrně 
často nesou mutace v kritických genech ovlivňujících 
vyzrávání myeloidní řady v průběhu krvetvorby. Během 
jediné analýzy získáváme vysoké množství dat, které 
umožňuje provést stratifikaci pacientů a  rozhodovat 
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o  léčbě [25]. Musíme ale mít na paměti, že vybraný 
„panel“ genů je omezený a neumožňuje popsat nové 
genetické změny ani se k  případně nově popsaným 
genům vrátit – jedná se tedy o limitovaný diagnostický 
nástroj ve srovnání s WES, WGS či WTS.

Specifickou oblastí aplikace amplikonového NGS 
je detekce reziduální nemoci. V posledních letech se 
rychle rozvíjí sekvenování přestaveb imunorecepto-
rových genů pro sledování reziduální nemoci u  lym-
foidních malignit. Konsorcium EuroClonality-NGS 
zavedlo a validovalo tuto metodu pro identifikaci cílů 
pro monitorování zbytkové nemoci a  v  současnosti 
pracuje na metodách kvantifikace. Zdá se, že NGS zvýší 
specifitu vyšetření a umožní tak zpřesnit prognostické 
odhady [26].  

Správná analýza výsledků NGS (s výjimkou omeze-
ných panelů) vyžaduje přiměřenou počítačovou i bioin-
formatickou podporu; příprava a skladování dat, stejně 
jako detekce technických chyb a jejich případná korek-
ce, je zejména v případě větších objemů analyzovaných 
vzorků velmi důležitá. Nicméně stále platí, že bioin-
formatický algoritmus je jen přípravným krokem pro 
skutečnou analýzu dat, kterou musí provádět zkušený 
lékař s biologickými znalostmi či biolog s medicínskými 
znalostmi, odborník na danou chorobu.

DNA A RNA ČIPY
(„microarrays“)

DNA/RNA čip („microarray“) je miniaturizovaná tes-
tovací jednotka nesoucí na svém povrchu v  přesně 
definovaném uspořádání imobilizované fragmenty 
DNA/RNA (sondy), ke kterým hybridizují hledané cílové 
sekvence ve vzorku. Vzhledem k vysoké hustotě sond 
na čipu lze současně testovat tisíce až desetitisíce cílo-
vých sekvencí, což umožnilo vědcům globální pohled 
na genom a transkriptom. K masivnímu rozšíření čipů 
došlo nejdříve v oblasti genové exprese a následně byly 
vyvinuty platformy pro studium polymorfismů a mu-
tací, molekulárně cytogenetické analýzy, a  nakonec 
i  pro nově objevené nekódující RNA (ncRNA). V  he-
matologii byly čipy široce použity pro charakterizaci 
genových expresních profilů specifických nejen pro 
daná onemocnění, ale i  pro jejich různé podtypy či 
stadia. Golub et al. (1999) publikovali jednu z prvních 
studií, která demonstrovala použitelnost expresních 
profilů pro spolehlivou klasifikaci akutních leukemií 
[27]. Obdobný přístup byl úspěšně použit například pro 
subklasifikaci difuzního velkobuněčného B-lymfomu 
(DLBCL) [9] či pro stanovení prognostických podtříd 
akutní myeloidní leukemie (AML) [10]. Stejná diskrimi-
nační schopnost byla prokázána i u expresních profilů 
ncRNA, jako jsou mikroRNA (miRNA) a dlouhé ncRNA 

(lncRNA) [28, 29]. V neposlední řadě byly v hematologii 
expresní čipy využity pro hledání vhodných diagnos-
tických/prognostických markerů, genů predikujících 
odpověď na léčbu a potenciálních terapeutických cílů. 
V  tomto kontextu lze zmínit například prognostický 
marker ZAP-70  (dnes slouží jako doprovodný faktor), 
jehož zvýšená genová exprese je asociována s agresiv-
nějším průběhem chronické lymfocytární leukemie 
(CLL) [30]. U dětské ALL byl pomocí čipů identifikován 
gen CASP8AP2, jehož expresní hladina v době diagnózy 
predikovala odpověď na léčbu [31]. Ve studii Hofmann 
et al. (2002) definovali panel 56 odlišně exprimovaných 
genů, které byly asociovány s rozvojem sekundární re-
zistence na imatinib u pacientů s Ph-pozitivní ALL [32].

V  oblasti DNA aplikací byla pro sledování změn 
v  počtu kopií DNA úseků (amplifikace, delece, tzv. 
CNV – „copy number variations“) vyvinuta tzv. arrayCGH 
(array komparativní genomová hybridizace) založená 
na kohybridizaci rozdílně značené nádorové a kontrolní 
DNA k sondám na čipu. V současné době jsou však více 
používány tzv. „single nucleotide polymorphism“ (SNP) čipy, 
které umožňují stejnou analýzu CNV včetně detekce 
SNP. Metoda SNP čipů využívá sondy schopné rozli-
šit jednotlivé alely konkrétních jednonukleotidových 
polymorfismů, které jsou ve velkém počtu rozmístěny 
po celém genomu každého jedince. Rozsáhlou studii 
využívající SNP čipy pro detekci genetických aberací 
u dětí s ALL provedli například Mullighan et al. (2007) 
[33]. V hematologii patří čipy bezesporu mezi užitečné 
analytické nástroje nejenom pro výzkumné účely, ale 
našly své uplatnění i v diagnostických postupech (např. 
SNP čipy).

POLYMERÁZOVÁ ŘETĚZOVÁ REAKCE – PCR
PCR je výchozí metodou pro většinu molekulárně 

genetických analýz. Umožňuje množení cílových úseků 
DNA na taková množství výsledného produktu syntézy, 
která lze vizualizovat pomocí různých zobrazovacích 
technologií. K vývoji PCR vedla řada na sebe navazují-
cích objevů, zjištěných v systémech živé přírody, které 
zobrazuje obrázek 1. V průběhu času se zdokonalovaly 
PCR termocyklery, což také přispělo k odvození mnoha 
modifikací PCR. 

V  hematoonkologických onemocněních se 
v  diagnostice nejvíce uplatňují tyto aplikace PCR:  
1. multiplex PCR,
2. real-time qPCR, a do popředí zájmu se dostává
3. digitální PCR. 

1. Multiplex PCR (M-PCR) 
M-PCR představuje modifikaci metody PCR. Funguje 

na stejných základních principech, ale využívá větší-
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ho počtu sad PCR primerů a případně i většího počtu 
templátů zároveň. To umožňuje souběžnou amplifikaci 
většího počtu specifických úseků DNA v jedné reakční 
směsi, což vede k materiálové, finanční a časové úspoře 
oproti jednotlivým molekulárním vyšetřením přísluš-
ných oblastí genomu. Metoda si našla uplatnění v řadě 
oborů medicínského výzkumu, mezi něž se v průběhu 
90. let minulého století zařadila i hematoonkologie.

AML a ALL dětí i dospělých představují vysoce he-
terogenní onemocnění způsobené, resp. provázené 
řadou různých chromozomových aberací (translokací), 
genových fúzí a genových mutací. Cytogenetické vyšet-
ření FISH (fluorescenční in situ hybridizace) představuje 
základní metodu umožňující detekci genových fúzí 
při diagnostice těchto onemocnění, ale jde o poměr-
ně pracnou metodu. Potenciálem M-PCR je možnost 
rychlého screeningu většího počtu uvažovaných chro-
mozomových aberací, což je příhodné pro diagnostiku 
a  prognostiku u  akutních leukemií. Koncem 90. let 
byla pomocí osmi paralelních multiplex PCR reakcí 
provedena úspěšná retrospektivní detekce 29 chromo-
zomových aberací (80 variant zlomů) na 164 vzorcích 
pacientů s  AML, resp. ALL, a  ve vysokém procentu 
vzorků odhalila submikroskopické delece nebo skryté 
přestavby, které se předtím nepodařilo identifikovat 
cytogenetickými metodami [34]. Metoda byla opět 
v paralelním uspořádání s úspěchem využita pro de-
tekci KMT2A (MLL) fúzních genů u primárních vzorků 
pacientů s AML a ALL i u buněčných linií s tímto typem 
přestavby [35] a pro detekci přestaveb BCR-ABL1 a PML/
RARA (PML-RARα) typických pro CML, resp. akutní pro-
myelocytární leukemii [36]. Na základě dosažených 
výsledků si metoda M-PCR postupně nacházela cestu 
do rutinního využití v klinických laboratořích. Jedním 
z milníků byla první multicentrická validační studie 
pro detekci 12 typů fúzních genů asociovaných s AML, 
ALL a CML, která ukázala, že metoda umožňuje spoleh-
livou a citlivou detekci molekulárních markerů těchto 
leukemických onemocnění [37].

Při současném využití v  diagnostice, prognostice 
a  monitorování hematologických chorob lze M-PCR 
vhodně propojovat také s dalšími metodami. Multiplex 
PCR byla v kombinaci s mikroelektronickým hybridi-
začním čipem a fluorescenční sondou využita k rych-
lému a přesnému detekování fúzních transkriptů pří-
tomných v ALL, CML nebo AML bez nutnosti srovnávat 
velikost PCR produktů pomocí gelové elektroforézy 
[38]. Ve spojení s kapilární elektroforézou byla M-PCR 
využita k detekci mutací v genu MPL u pacientů s esen-
ciální trombocytemií a primární myelofibrózou [39]. 
Jako perspektivní se jeví kombinace M-PCR připravující 
amplikony pro následné sekvenování umožňující např. 

detekci velkého počtu mutací zároveň [40]. V současné 
době existují platformy jako například AmpliSeq umož-
ňující najednou amplifikovat až 24 tisíc úseků DNA 
(reprezentujících stovky genů) a vznik DNA knihoven 
pro následné masivní sekvenování metodou NGS. 

2. Real-time qPCR 
Real-time qPCR (kvantitativní PCR v  reálném ča-

se) umožňuje sledovat amplifikaci cílové sekvence 
v reálném čase díky snímání emitované fluorescence 
v průběhu PCR. Tento proces byl rozpoznán v roce 1993 
[8]. Co je zcela převratné u tohoto typu PCR, je přesná 
kvantifikace PCR produktů v průběhu exponenciální 
fáze amplifikačního procesu na rozdíl od odhadovaného 
množství produktu na konci klasické PCR. Pro snímání 
fluorescence, která umožňuje kvantifikaci cílového 
úseku sekvence v průběhu PCR, se nejhojněji využívají 
tzv. TaqMan hydrolyzační sondy. Exonukleázová ak-
tivita Taq polymerázy v průběhu syntézy DNA řetězce 
próbu hydrolyzuje a  díky tomu dochází k  emitování 
fluorescence, kterou zaznamenávají detektory real-time 
qPCR přístrojů. 

Monitorování minimální zbytkové/reziduální ne-
moci (MRN) je významným prognostickým markerem 
a nedílnou součástí řady léčebných protokolů hemato-
logických malignit. V poslední době se termín MRN stá-
le častěji interpretuje jako měřitelná zbytková nemoc, 
což vychází ze zavedení vysoce citlivých molekulárních 
technik detekce reziduálních leukemických buněk, 
jejichž přítomnost je spojena s horší prognózou [41]. 
MRN je zatím stále nejčastěji kvantifikována prostřed-
nictvím real-time qPCR cílových fúzních genů, fúzních 
transkriptů či onkogenů nesoucích aberace v sekvenci 
DNA nebo majících narušenou expresi.

Příkladem MRN u  lymfoidních malignit je kvan-
tifikace přeuspořádaní genů pro imunoglobulin (IGH) 
a pro receptor T buněk (TCR). IGH/TCR přestavby jsou 
unikátní sekvence, u kterých se má za to, že jsou je-
dinečné pro každou lymfoidní prekurzorovou buň-
ku, tedy i  maligní lymfoidní prekurzorovou buňku. 
Kvantifikace Ig/TCR přestaveb se využívá především 
u onemocnění postihující B liniové prekurzorové buň-
ky, tedy u  dětských a  dospělých pacientů s  B-ALL, 
u  pacientů s  B-CLL, s  B-lymfomem a  mnohočetným 
myelomem. Vyšetření se rovněž provádí u onemocnění 
postihující i T liniové prekurzorové buňky u dětských 
a dospělých pacientů s T-ALL a u pacientů s T-lymfomy. 
Určení Ig/TCR přestavby není technicky jednoduchá 
záležitost, stejně tak jako následující kvantifikace se 
zajištěním požadované citlivosti a specifičnosti analýzy 
[42]. Pouze specializované laboratoře, které jsou sou-
částí konsorcií zabývajících se standardizací metodiky, 
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jako je například EURO-MRD konsorcium (http://euro-
mrd.org), zaručují kvalitní MRN analýzu založenou na 
kvantifikaci Ig/TCR. 

Chromozomové aberace jsou výborným nádoro-
vě-specifickým markerem pro sledování MRN. PCR 
primery leží na opačných stranách oblasti fúze genů 
a  vysoce specificky a  s  výraznou citlivostí detekují 
množství MRN. U folikulárního lymfomu se využívá 
kvantifikace přestavby chromozomů 14 a 18 zasahující 
geny BCL2 a IGH [43]. U plášťového lymfomu se kvanti-
fikuje přestavba genů CCND1(BCL1) a IGH; t(11;14) [44]. 
Jedná se o  pacient-specifické fúze, kdy DNA zlomy 
postihují oblast genů v  rozsahu do 2 kb. U  chromo-
zomových aberací, které postihují geny, v  kterých 
se zlomy vytvářejí v  rozsáhlejších (více jak 200 kb), 
především intronových oblastech, se jako markery 
pro MRN monitorování využívají fúzní transkripty. 
Většina fúzí na úrovni transkriptů je pro pacienty 
shodná a je možné pracovat s úzkým setem primerů 
a  prób. Typickým případem monitorování fúzního 
transkriptu je kvantifikace BCR-ABL1 u CML a Ph+ ALL 
[45-46], NPM1/ALK u anaplastického velkobuněčného 
lymfomu s přestavbou t(2;5) a ETV6/RUNX1 (TEL-AML1), 
PML/RARA, CBFB/MYH11 a  RUNX1/RUNX1T1 (AML1- 
-ETO) u akutních leukemií [44].  

Další využití pro sledování průběhu hematologic-
kých onemocnění má real-time qPCR při poškozeních 
genů na úrovni jejich sekvence či míry jejich exprese. 
Dobře známým příkladem jsou mutace v genu NPM1, 
které představují nejčastější molekulární lézi u pacientů 
s AML s cytogeneticky normálním nálezem. Přítomnost 
NPM1 transkriptů nesoucích mutace se ukázala být vel-
mi silným nezávislým prediktivním faktorem relapsu 
onemocnění [47]. Příkladem využití aberantní genové 
exprese pro monitorování MRN v praxi jsou transkripty 
genů WT1, jejichž množství je v krvetvorných buňkách 
AML pacientů obsaženo v přemíře oproti zdravým jedin-
cům. Měření exprese těchto genů slouží jako alternativ-
ní marker MRN u pacientů, u kterých nebyla zjištěna 
chromozomová změna vedoucí k fúzi genů [48]. 

Kvantifikace MRN přispěla k  zásadním změnám 
v  léčebných postupech hematologických malignit, 
kdy tyto změny významně zlepšily celkové prospívání 
pacientů. Například u  CML mohly být uskutečněny 
klinické studie vysazující léčbu TKI, které se opírají 
právě o  spolehlivé, standardizované monitorování 
hluboké molekulární odpovědi podle zbytkových hladin 
BCR-ABL1 [45]. 

3. Digitální PCR 
V současné době se v souvislosti s měřením MRN 

dynamicky rozvíjí využití digitální PCR. Ovšem pojem 

digitální PCR byl poprvé použitý již v roce 1999 autory 
Vogelsteinem a Kinzlerem, kteří popisovali kvantifikaci 
mutace v RAS genu ve vzorku, který byl rozdělen pro 
provedení PCR reakcí v  mikrodestičce obsahující 384 
PCR jamek [49]. Termín digitální PCR byl pro tento 
typ analýzy velmi výstižný, jelikož zachycoval povahu 
reakce a ducha té doby [50]. Nicméně popisovaná me-
toda nebyla zcela nová, jelikož již o dekádu dříve byly 
používány termíny PCR jediné molekuly nebo PCR 
limitního ředění. Vůbec první publikace využívající di-
gitální PCR pro kvantifikaci cílové sekvence se zabývala 
virem HIV [51]. Autoři se zaměřili na zjištění genetické 
diverzity HIV populace infikující lymfocyty ve vzorku 
krve HIV pozitivních pacientů. Rozpoznali, že analýza 
celé masy vzorku by neumožňovala zjistit sekvenční 
odlišnosti mezi individuálními provirálními moleku-
lami. Použili proto limitní ředění vzorků, následnou 
PCR replikátů a sekvenování získaných PCR produktů. 
Díky analýzám limitního ředění se zjistilo, že lze na 
základě míry ředění a frekvence pozitivních amplifikací 
odvozenou Poissonovou distribucí dosti přesně spočítat 
množství provirálních molekul HIV. V analogii s touto 
prací byla PCR limitního ředění využita pro charakte-
rizaci a kvantifikaci Ig/TCR klonální přestavby v době 
diagnózy u  dětských ALL [52]. Metodika limitního 
ředění byla s příchodem real-time qPCR opuštěna, a to 
především z důvodu toho, že real-time qPCR představuje 
uzavřený systém s minimalizací kontaminace, která se 
vyskytovala v případě PCR limitního ředění, což byla 
významná nevýhoda metody v  té době. V  současné 
době zažívá PCR limitního ředění velký comeback díky 
vývoji přístrojů umožňujících v  uzavřeném systému 
s  minimem rizika kontaminace provádět digitální 
PCR. Komerčně dostupné přístroje pro digitální PCR 
se datují k roku 2011 [16]. Výhoda digitální PCR oproti 
real-time qPCR spočívá především v tom, že umožňuje 
s daleko vyšší přesností detekovat a kvantifikovat cílové 
molekuly, které jsou v analyzovaném vzorku obsaženy 
velmi málo. Zatím nejrozšířenější platforma kapkové 
digitální PCR (droplet digital PCR) distribuuje PCR reakci 
do několika desítek tisíc individuálních PCR reakcí 
před samotnou amplifikací. Míra signálu fluorescence 
vysílaného z jednotlivých kapek po skončení PCR slouží 
pro zjištění počtu kapek nesoucích cílový analyt, a tím 
umožňuje kvantifikovat jeho množství přítomné ve 
vzorku. Pojem absolutní kvantifikace se s oblibou užívá 
právě v  souvislosti s  digitální PCR a  intuitivně pou-
kazuje na výhodnosti této metody, která nevyžaduje 
plazmidové standardy pro odvození počtu kopií cílové 
sekvence, jak je tomu v případě real-time qPCR. Digitální 
PCR má mnoho dalších výhod, jako je například nižší 
citlivost k různým látkám inhibujícím PCR reakci. 
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Digitální PCR nalezne své uplatnění v lékařské praxi 
hemato(onko)logických onemocnění, u kterých bude 
zapotřebí s vysokou přesností a spolehlivostí kvantifiko-
vat MRN. Zajisté uslyšíme o digitální PCR v souvislosti 
s  kvantifikací zbytkových molekul BCR-ABL1 v  přípa-
dě pacientů s CML, kteří budou splňovat kritéria pro 
vysazení léčby TKI, a u kterých se léčba bude v praxi 
vynechávat.

ZÁVĚR
Postupný rozvoj metod založených na PCR, následo-

vaný objevem sekvenování nové generace, zcela změnil 
paradigma diagnostiky a sledování zbytkové nemoci 
u hematologických malignit i diagnostiku poruch kr-
vetvorby či imunity. V současné době musí každé dia-
gnostické pracoviště pečlivě zvažovat, jakou kombinaci 
laboratorních přístupů zvolí. Hledisek je řada: přede-
vším jsou to klinické požadavky na minimální nutný 
rozsah diagnostiky, dále finanční možnosti, přístrojové 
vybavení, tradice příslušné laboratoře, a zejména objem 
vzorků procházejících diagnostickým procesem.

Je zřejmé, že postupně dojde k omezení jednotlivých 
cílených metod (PCR nebo FISH na detekci jednotlivé 
aberace) ve prospěch širokozáběrových metod typu čipů 
a  nejrůznějších variant NGS. Využití těchto metod, 
přinášejících množství nových informací, s sebou však 
nese i určitá úskalí. Mezi ně patří např. potřeba velmi 
čistých populací buněk k  analýzám, která může být 
zaručena jen sortováním buněk, stejně jako nutnost 
vyšetřit spolu se somatickým i zárodečný genom. Vývoj 
také směřuje k analýzám na úrovni jednotlivých buněk. 
Ty umožní získat informace o „nezprůměrované“ ex-
presi genů (např. markerů MRN) nebo o ko-lokalizaci 
genových mutací, což bude hrát důležitou roli ve volbě 
individualizovaných terapeutických strategií, jak tomu 
již začíná být v translační medicíně solidních nádorů.

Hlavní změnou paradigmatu diagnostiky je ale fakt, 
že namísto převažující laboratorní práce a jednoduché 
interpretace výsledků vyšetření jsme konfrontováni 
s  relativním úbytkem práce v  laboratoři a  výrazným 
nárůstem analytické a  interpretační části vyšetření. 
Tato změna postupně povede k  výrazným změnám 
v personálním obsazení laboratoří i změně komunikace 
mezi laboratorními pracovníky a lékaři-kliniky.
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Podíl autorů na přípravě rukopisu
KMP	– koncept, psaní a finální revize rukopisu
NČ	 – �psaní rukopisu, revize rukopisu a souhlas s fi-

nální verzí
HV	 – �psaní rukopisu, revize rukopisu a souhlas s fi-

nální verzí
JT	 – �psaní rukopisu (NGS, Závěr), revize rukopisu 

a souhlas s finální verzí.
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