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SOUHRN

Obor molekuldrni biologie ma za cil vysvétlovat podstatu fungovani Zivych procesd na Urovni molekul identifikovanim
mechanismu, které produkuji takové procesy. Fundamentalni objevy popisujici pfirozené systémy zivé prirody vedly
k odvozeni molekularnich technologii, které funguji in vitro. Jejich vlastni pouziti nejenze dale prohlubuje poznani
v oboru molekularni biologie, ale je klicové pro zlepSovani prevence, diagnostiky a [écby lidskych onemocnéni.
Tento souhrnny c¢lanek pojednava o zasadnich molekularné genetickych metodach, jejichz vyvoj v uplynulych
25 letech umoznil jejich uplatnéni v diagnostice a monitorovani hemato(onko)logickych onemocnéni, a které za-
sadnim zplsobem prispély ke zlepseni progndzy pacientd a lé¢ebnych pristupl.

KLIiCOVA SLOVA

polymerazova retézova reakce (PCR) - sekvenovani nové generace (NGS) - microarray - minimalni zbytkova nemoc
(MRN)

SUMMARY

Machova Polékova K., Cufik N., Votavova 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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SEKVENOVANI DNA A SEKVENOVANI tovana z divodu neznalosti cilovych gent a oblasti

34

NOVE GENERACE - NGS

Prvni molekularné genetické technologie (RFLP
- restriction fragment length polymorphism; SSCP single
strand conformation polymorphism) umoznujici screening
nukleotidovych zamén byly zaloZeny na restrikénich
endonukledzach, které jsou prirozené produkovany
bakteriemi pro destrukci cizorodé DNA bakteriofagt.
Informacni hodnota téchto analyz vSak byla limi-
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genomu. Sekvenovani DNA je vysoce informativni
technologie, ktera umoznuje identifkovat definitivni
nukleotidové zameény v cilovych genech i nekédujicich
oblastech genomu. Obrazek 1 ve zjednodusené formé
pfedstavuje pfirozenou pfedlohu principu sekveno-
vani a jeho vyvoj jako technologie pro in vitro pouziti.
Sekvenovani (uvadéno téz jako sekvencovani), je bio-
chemicky proces, ktery umoznuje ,,¢ist DNA“, tedy
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Prirodni Mechanismus biologické funkce U¢inna molekula
systém

1953 Bakterie Replikace Objevena komplementarni DNA polymeraza | Identifikovana v Escherichia coli
: DNA DNA struktura a navrzen [2]
195 mechanismus DNA replikace
(1]
Biologicka specificnost a procesy
Informativni: DNA primery * Zjisténo, ze primery zpusobuji, Ze DNA polymeraza zahajuje syntézu DNA [3]
1o50—| obsahuijisekvenci, ktera je * Zjisténo, ze dideoxynukleotidy umoznuji, aby DNA polymeraza ukoncila syntézu
komplementarni k DNA DNA [4]
* Dideoxynukletidy s DNA polymerazou z Escherichia coli umozniuji ¢ist DNA sekvenci
1977 bakteriofaga X174 [5]
1985———| Aplikovani primer(i a DNA polymerazy z E. coli k amplifikovani DNA oblasti [6]
1986 Specificka enzymaticka amplifikace in vitro: polymerazova retézova reakce [7]
1987 Prvni sekvenaéni analyzator (Applied Biosystems) Rozvoj microarrayi diky : Modifikace PCR
. . —2Znalosti sekvenci —Nested PCR
1990 Zahajeni projektu Lidsky genom Kédujicich gen — Multiplex PCR
1993 Rozpoznan proces umoziujici v prib&hu PCR monitorovat _!dfntiﬁkad genlia —Asymetricka PCR
pFibyvajici akumulaci PCR produktu v redlném case jejich funkce | PCR limitniho
pomoci fluorescence- real-time PCR [8] —Identifikaci fedéni
nekddujicich I Longrange PCR
oblasti genomu —Degenerovana PCR
2000 Na zakladé profili genové exprese identifikovany podtypy (siRNA, miRNA, —PCR ELISA
DLBCL[9] v IncRNA,piRNA, atp.) | y—InsituPCR
2003 —— Dokonéeni projektu Lidsky genom/zatatek ENCODE Identifikace prognostickych podtiid v AML na
2004 zakladé profilt genové exprese [10]
Sekvenatory nové generace - NGS
2005 Objev mutace V617F v genu JAK2 umoziuje molekuldrni klasifikaci myeloproliferativnich onemocnéni [11]
2008 Pretteni 1. genomu pacienta s AML [12] Na zaklad& RNAI screenovani identifikovan gen
RPS14 zodpovédny za -5q syndrom MDS [13]
2008
Prvni analyza celého transkriptomu z jediné
2010 Na zakladé mutaci CEBPA a NPM1 definované buriky (single cell RNA-seq) [14]
prognostické podtypy AML jsou soucasti klasifikace WHO
[15] Prvni komer¢ni pfistroje pro digitalni PCR [16]
v

Obr. 1. Casova osa spojend s objevy v molekuldrni genetice a jejich uplatnéni v diagnostice a monitorovani hemato(onko)logickych onemocnéni
V Sedych rameccich jsou vyznaceny zasadni objevy v biologickych systémech, které nasledné umoznily dosazeni klicovych technologickych inovaci
(Cervené ramecky) a na jejich zakladé pak pralomy v translaéni mediciné nemoci krvetvorby (modré ramecky).

poradi nukleovych bazi A (adenin), C (cytosin), G
(guanin) a T (tymin).

Suvedenim prvniho automatizovaného sekvenatoru
(rok 1987) prisel i celosvétovy projekt lidského genomu
(The Human Genome Project; rok 1990), ktery umoznil
prozkoumat lidskou genetickou vybavu a jeji zmény
asociované s riiznorodymi onemocnénimi. VeSkeré

validni informace z prozkoumanych oblasti lidského
genomu jsou shromazdovany v riiznych vefejné do-
stupnych databazich. Nejvice pouzivanou a nejzna-
méjsi databazi je National Center for Biotechnology
Information (U.S. National Library of Medicine, 8600
Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA). Znalost
lidského genomu umoznila prudky rozvoj vysokoka-
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pacitnich analyz na bazi ¢ip (anglicky ,microarray”;
o vyuziti ¢iptl v hematologii pojednava nasledujici
kapitola). Praktické vyuziti si sekvenovani a nasledné
analyzy porovnavajici ziskanou sekvenci z vySetfova-
ného vzorku se znamou referen¢ni sekvenci zdravého
lidského genomu nachazi ve vySetfovani somatickych
a germinalnich mutaci v cilovych genech, které jsou
spjaty s prognézou hematologickych onemocnéni.
Dlouhé tseky sekvenci cilovych genti, které mohou
na riznych pozicich nukleotidli nést zamény, je vhod-
né analyzovat soucasné, tedy v ramci jedné analyzy.
Klasické sekvenovani vyuzivajici Sangerovy metody [5]
a sekvendatory na bazi automatizovanych kapilarnich
elektroforéz umoznuje v jedné analyze detekovat muta-
ce napfic celou cilovou sekvenci. Klasické sekvenovani
je naptiklad stale zlatym standardem pro vySetfeni
cca 1000 bp dlouhé kédujici oblasti kindzové domény
BCR-ABLI1, kterd u pacientl s chronickou myeloidni
leukemii (CML) rezistentni k 1é¢bé inhibitory tyrozino-
vych kinaz (TKI) mtiZe nést jednobodové mutace, které
zplisobuji selhani 1é¢by [17]. Nevyhodou Kklasického
sekvenovani pro vySetfovani mutaci je nizka citlivost,
kterd limituje celé vySetfeni minimalné 15-20% zastou-
penim mutované sekvence v analyzovaném vzorku.
Klinickd praxe ukazala, ze citlivost vySetfeni klasic-
kym sekvenovanim limituje ¢asné odhaleni mutaci
v ptipadech rychle postupujici progrese onemocnéni.
Sekvenovani nové generace (NGS) umoznuje diky své
vysoké citlivosti na Grovni pohybujici se mezi 1-3 %
odhalit mutace mnohem dfive v priibéhu 1é¢by [18-20].
Navic se ukazalo, Ze spolehlivé detekuje tzv. ,low-level “
mutace, které maji prognosticky vyznam, jelikoz jsou
spjaté s rizikem progrese CML [21]. NGS rovnéZz umoziu-
je postihnout biologii klonalniho vyvoje mutovanych
CML klonil, protoZe rozkryva celou jejich komplexitu,
odlisuje polyklonalni mutace od kompozitnich, tj.
v pripadé vicecetnych mutaci NGS urci, zda mutace po-
chazejiz vice klonti nebo z jednoho klonu. Kompozitni
mutace urcuji odliSny stupen citlivosti CML buriky
k TKI oproti situaci, kdy se mutace nachazeji v odlis-
nych klonech, cozje diilezita informace pro naslednou
volbu 1écebné strategie pacienta. Podobné lze pomoci
NGS analyzy mutaci urcit pfesnou klonalni hierarchii
rozvoje AML a molekularni kinetiku relapsu tohoto
onemocneéni [22].

Zminéné sekvenovani nové generace neboli spravne-
jiale méné Casto pouzivané ,Massive Parallel Sequencing“ je
metoda, kterd vyuziva moznosti sekvenovat paralelné
mnoho jednotlivych molekul nukleovych kyselin v je-
diném experimentu. Diky pomoci PCR pfedem pfipra-
venych tzv. knihoven NGS umoziiuje sekvenovat cely
genom ¢lovéka v jediné reakci (, Whole Genome Sequencing”
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- WGS). Dalsi aplikace NGS jsou ur¢ovany typem, resp.
druhem piipravy sekvenacnich knihoven. MtiZeme
tak omezit sekvenovani na pfepisované c¢asti genomu
(,Whole Exome Sequencing“ - WES), nebo si vybrat jako cil
sekvenovani jiz pfepsanou RNA (,Whole Transcriptome
Sequencing” - WTS nebo také RNASeq). ,Capture-based
Sequencing“ je metoda zaloZena na vychytavani a sekve-
novani urcitych tseki nukleové kyseliny na zakladé
Castecné predchozi znalosti cilové sekvence.

Metody NGS jsou masivné vyuzivany ve vyzkumu
a ¢im dal vice i v rutinni diagnostice vrozenych i zis-
kanych geneticky podminénych chorob, ale i nemoci
infek¢nich. Vyhodou NGS je tzv. Skalovatelnost (,scala-
bility*), neboli variabilita hloubky sekvenovani - mize-
me si totiz zvolit, kolik molekul daného tseku nukleové
kyseliny bude sekvenovano. Tato tzv. hloubka pokryti
urcuje, zda budeme schopni odhalit i malé subklony
v pripadé krevnich malignit, ¢i chiméry pfi vySetfeni
zarodecného genomu. Postupy zaloZené na WGS jsou
zatim v diagnostice spiSe vyjimkou kvili velkému
objemu ziskanych dat a nejasnému vyznamu fady ge-
netickych zmén v nepfepisované ¢asti genomu. Oproti
tomu WES ¢i RNASeq jsou jiz béZné vyuzivané a nahra-
zuji postupné v diagnostice jednotlivé cilené pristupy
vychézejici z PCR ¢i metod molekuldrni cytogenetiky.
Napftiklad u imunodeficienci je dnes WES metodou prv-
nivolby z hlediska pracnosti, ¢asu i ceny [23]. RNASeq
umoznuje identifikaci znamych i dosud nepopsanych
flznich geni, urceni exprese jednotlivych gent a jejich
variant, i pfitomnost exprimovanych mutaci a malych
inserci ¢i deleci (,indels*), a spojuje tak vyhody moleku-
larné genetického a cytogenetického vySetfeni. Navic
prinasi moznost vytvoreni celkového expresniho profilu
sekvenovanych bunék, ktery se vyuziva pro identifikaci
zajimavych subtypl napf. u leukemii - nejlépe zna-
mym ptikladem jsou tzv. BCR-ABLI-like akutni lymfo-
blastické leukemie (ALL), neboli leukemie s expresnim
profilem podobnym Ph-pozitivnim ALL [24].

Individualni navrh knihoven pak umoznuje zvolit
si jen urcitou oblast genomu, nékolik oblasti, genti ¢i
jen jednotlivych exont - jednotlivé amplikony. Pak
mluvime o amplikonovém NGS, v ptipadé kombinace
fady amplikont do jedné reakce pak o tzv. panelovém
sekvenovani. Panelové sekvenovani dnes dominuje
diagnostice pro svou relativné nizsi cenu, jednoduchost
provedeni a analyzy, ale i pro vyssi hloubku pokry-
ti. Prikladem je panelové sekvenovani u myeloidnich
a myeloproliferativnich onemocnéni, kterd pomérné
¢asto nesou mutace v kritickych genech ovliviiujicich
vyzravani myeloidni fady v priibéhu krvetvorby. Béhem
jediné analyzy ziskavame vysoké mnozstvi dat, které
umoznuje provést stratifikaci pacientti a rozhodovat



o 1écbé [25]. Musime ale mit na paméti, zZe vybrany
»panel“ genfl je omezeny a neumoznuje popsat nové
genetické zmény ani se k pripadné nové popsanym
genitim vratit - jedna se tedy o limitovany diagnosticky
nastroj ve srovnani s WES, WGS ¢i WTS.

Specifickou oblasti aplikace amplikonového NGS
je detekce rezidualni nemoci. V poslednich letech se
rychle rozviji sekvenovani prestaveb imunorecepto-
rovych gend pro sledovani rezidudlni nemoci u lym-
foidnich malignit. Konsorcium EuroClonality-NGS
zavedlo a validovalo tuto metodu pro identifikaci cilti
pro monitorovani zbytkové nemoci a v soucasnosti
pracuje na metodach kvantifikace. Zda se, Ze NGS zvysi
specifitu vySetfeni a umozni tak zpfesnit prognostické
odhady [26].

Spravna analyza vysledkil NGS (s vyjimkou omeze-
nych paneld) vyZaduje pfiméfenou pocitacovou i bioin-
formatickou podporu; pfiprava a skladovani dat, stejné
jako detekce technickych chyb a jejich pfipadna korek-
ce, je zejména v pripadé vétSich objemi analyzovanych
vzorkll velmi dilezitd. Nicméné stale plati, Ze bioin-
formaticky algoritmus je jen pfipravnym krokem pro
skutecnou analyzu dat, kterou musi provadét zkuseny
1ékart s biologickymi znalostmi ¢i biolog s medicinskymi
znalostmi, odbornik na danou chorobu.

DNA A RNA CIPY

(,microarrays“)

DNA/RNA ¢ip (,microarray”) je miniaturizovana tes-
tovaci jednotka nesouci na svém povrchu v presné
definovaném usporadani imobilizované fragmenty
DNA/RNA (sondy), ke kterym hybridizuji hledané cilové
sekvence ve vzorku. Vzhledem Kk vysoké hustoté sond
na ¢ipu lze soucasneé testovat tisice az desetitisice cilo-
vych sekvenci, coz umoznilo védcim globalni pohled
na genom a transkriptom. K masivnimu rozsifeni ¢ipt
doslo nejdrive v oblasti genové exprese a nasledné byly
vyvinuty platformy pro studium polymorfismi a mu-
taci, molekuldrné cytogenetické analyzy, a nakonec
i pro nové objevené nekddujici RNA (ncRNA). V he-
matologii byly ¢ipy Siroce pouzity pro charakterizaci
genovych expresnich profilti specifickych nejen pro
dani onemocnéni, ale i pro jejich rtizné podtypy c¢i
stadia. Golub et al. (1999) publikovali jednu z prvnich
studii, kterd demonstrovala pouzitelnost expresnich
profilt pro spolehlivou klasifikaci akutnich leukemii
[27]. Obdobny pristup byl ispésné pouzit napiiklad pro
subklasifikaci difuzniho velkobunécného B-lymfomu
(DLBCL) [9] ¢i pro stanoveni prognostickych podtrid
akutni myeloidni leukemie (AML) [10]. Stejna diskrimi-
nacni schopnost byla prokazana i u expresnich profil
NncRNA, jako jsou mikroRNA (miRNA) a dlouhé ncRNA
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(IncRNA) [28, 29]. V neposledni fadé byly v hematologii
expresni Cipy vyuzity pro hledani vhodnych diagnos-
tickych/prognostickych markerti, genti predikujicich
odpovéd na l1é¢bu a potencialnich terapeutickych cildi.
V tomto kontextu lze zminit naptiklad prognosticky
marker ZAP-70 (dnes slouzi jako doprovodny faktor),
jehoz zvySena genova exprese je asociovana s agresiv-
néj$im pribéhem chronické lymfocytirni leukemie
(CLL) [30]. U détské ALL byl pomoci ¢ipti identifikovan
gen CASP8AP2, jehoz expresni hladina v dobé diagnézy
predikovala odpovéd na 1écbu [31]. Ve studii Hofmann
etal. (2002) definovali panel 56 odli$né exprimovanych
gent, které byly asociovany s rozvojem sekundarni re-
zistence na imatinib u pacientdi s Ph-pozitivni ALL [32].

V oblasti DNA aplikaci byla pro sledovani zmén
v poctu kopii DNA usekti (amplifikace, delece, tzv.
CNV - ,copy number variations“) vyvinuta tzv. arrayCGH
(array komparativni genomova hybridizace) zaloZena
na kohybridizaci rozdilné znacené nadorové a kontrolni
DNA k sondam na ¢ipu. V soucasné dobé jsou vSak vice
pouzivany tzv. ,single nucleotide polymorphism*“ (SNP) ¢ipy,
které umoznuji stejnou analyzu CNV vcetné detekce
SNP. Metoda SNP ¢ipi vyuziva sondy schopné rozli-
§it jednotlivé alely konkrétnich jednonukleotidovych
polymorfismii, které jsou ve velkém poctu rozmistény
po celém genomu kazdého jedince. Rozsdhlou studii
vyuzivajici SNP ¢ipy pro detekci genetickych aberaci
u déti s ALL provedli naptfiklad Mullighan et al. (2007)
[33]. V hematologii patfi ¢ipy bezesporu mezi uzite¢né
analytické nastroje nejenom pro vyzkumné tcely, ale
nasly své uplatnéni i vdiagnostickych postupech (napft.
SNP ¢ipy).

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE - PCR

PCR je vychozi metodou pro vétSinu molekuldrné
genetickych analyz. UmozZiiuje mnoZeni cilovych isekli
DNA na takova mnozstvi vysledného produktu syntézy,
ktera lze vizualizovat pomoci riiznych zobrazovacich
technologii. K vyvoji PCR vedla fada na sebe navazuji-
cich objevii, zjisténych v systémech Zivé prirody, které
zobrazuje obrazek 1. V pribéhu ¢asu se zdokonalovaly
PCR termocyKlery, coz také prispélo k odvozeni mnoha
modifikaci PCR.

V hematoonkologickych onemocnénich se
v diagnostice nejvice uplatiiuji tyto aplikace PCR:
1. multiplex PCR,

2. real-time qPCR, a do popfedi zajmu se dostava
3. digitalni PCR.

1. Multiplex PCR (M-PCR)
M-PCR piedstavuje modifikaci metody PCR. Funguje
na stejnych zakladnich principech, ale vyuziva vétsi-
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ho poctu sad PCR primerdi a pfipadné i vétsiho poctu
templatd zaroven. To umoziuje soubéznou amplifikaci
vétsiho poctu specifickych isek{t DNA v jedné reakéni
smeési, coz vede k materialové, financni a casové ispore
oproti jednotlivym molekularnim vySetfenim pfislus-
nych oblasti genomu. Metoda si nasla uplatnénivfadé
obortt medicinského vyzkumu, mezi néz se v priibéhu
90. let minulého stoleti zafadila i hematoonkologie.

AML a ALL déti i dospélych predstavuji vysoce he-
terogenni onemocnéni zplisobené, resp. provazené
fadou riiznych chromozomovych aberaci (translokaci),
genovych fz{ a genovych mutaci. Cytogenetické vyset-
feni FISH (fluorescencni in situ hybridizace) predstavuje
zakladni metodu umoznujici detekci genovych fazi
pii diagnostice téchto onemocnéni, ale jde o pomeér-
né pracnou metodu. Potencidlem M-PCR je moznost
rychlého screeningu vétsiho poctu uvazovanych chro-
mozomovych aberaci, coz je pfihodné pro diagnostiku
a prognostiku u akutnich leukemii. Koncem 90. let
byla pomoci osmi paralelnich multiplex PCR reakci
provedena tspésna retrospektivni detekce 29 chromo-
zomovych aberaci (80 variant zlomil) na 164 vzorcich
pacientl s AML, resp. ALL, a ve vysokém procentu
vzorkll odhalila submikroskopické delece nebo skryté
pfestavby, které se predtim nepodafilo identifikovat
cytogenetickymi metodami [34]. Metoda byla opét
v paralelnim usporadani s tspéchem vyuzita pro de-
tekci KMT2A (MLL) fiznich gend u primarnich vzorka
pacientis AMLa ALL i u bunécénych linii s timto typem
prestavby [35] a pro detekci pfestaveb BCR-ABLI a PML/
RARA (PML-RARq) typickych pro CML, resp. akutni pro-
myelocytarni leukemii [36]. Na zakladé dosazenych
vysledk si metoda M-PCR postupné nachazela cestu
do rutinniho vyuziti v klinickych laboratofich. Jednim
z milnika byla prvni multicentrickd validacni studie
pro detekci 12 typti fiznich genti asociovanych s AML,
ALL a CML, kterd ukazala, Ze metoda umoznuje spoleh-
livou a citlivou detekci molekularnich markerd téchto
leukemickych onemocnéni [37].

Pfi soucasném vyuziti v diagnostice, prognostice
a monitorovani hematologickych chorob lze M-PCR
vhodné propojovat také s dal§imi metodami. Multiplex
PCR byla v kombinaci s mikroelektronickym hybridi-
zacnim ¢ipem a fluorescenc¢ni sondou vyuzita k rych-
1ému a prfesnému detekovani fiznich transkriptd pri-
tomnych v ALL, CML nebo AML bez nutnosti srovnavat
velikost PCR produktli pomoci gelové elektroforézy
[38]. Ve spojeni s kapilarni elektroforézou byla M-PCR
vyuzita k detekci mutaci v genu MPL u pacientdi s esen-
cidlni trombocytemii a primarni myelofibrézou [39].
Jako perspektivni se jevi kombinace M-PCR ptipravujici
amplikony pro nasledné sekvenovani umoznujici napt.
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detekci velkého poctu mutaci zaroven [40]. V soucasné
dobé existuji platformy jako naptiklad AmpliSeq umoz-
nujici najednou amplifikovat az 24 tisic iisekii DNA
(reprezentujicich stovky genil) a vznik DNA knihoven
pro nasledné masivni sekvenovani metodou NGS.

2, Real-time qPCR

Real-time qPCR (kvantitativni PCR v redlném ca-
se) umoznuje sledovat amplifikaci cilové sekvence
v redlném case diky snimani emitované fluorescence
v priibéhu PCR. Tento proces byl rozpoznan v roce 1993
[8]. Co je zcela pfevratné u tohoto typu PCR, je pfesna
kvantifikace PCR produktd v pribéhu exponencialni
faze amplifikacniho procesu na rozdil od odhadovaného
mnozstvi produktu na konci klasické PCR. Pro snimani
fluorescence, kterd umoznuje kvantifikaci cilového
useku sekvence v pribéhu PCR, se nejhojnéji vyuzivaji
tzv. TagMan hydrolyzacni sondy. Exonukledzova ak-
tivita Taq polymerazy v pribéhu syntézy DNA fetézce
prébu hydrolyzuje a diky tomu dochazi k emitovani
fluorescence, kterou zaznamenavaji detektory real-time
qPCR pfistrojt.

Monitorovani minimalni zbytkové/rezidualni ne-
moci (MRN) je vyznamnym prognostickym markerem
a nedilnou soucasti fady 1é¢ebnych protokolii hemato-
logickych malignit. V posledni dobé se termin MRN sta-
le Castéji interpretuje jako méritelna zbytkova nemoc,
coz vychdzi ze zavedeni vysoce citlivych molekularnich
technik detekce rezidudlnich leukemickych bunék,
jejichz pritomnost je spojena s hor$i prognézou [41].
MRN je zatim stale nejcastéji kvantifikovana prostred-
nictvim real-time qPCR cilovych faznich gent, fiznich
transkriptii ¢i onkogent nesoucich aberace v sekvenci
DNA nebo majicich naruSenou expresi.

Pfikladem MRN u lymfoidnich malignit je kvan-
tifikace pfeusporadani genti pro imunoglobulin (IGH)
a pro receptor T bunék (TCR). IGH/TCR pfestavby jsou
unikatni sekvence, u kterych se ma za to, Ze jsou je-
dinec¢né pro kazdou lymfoidni prekurzorovou bun-
ku, tedy i maligni lymfoidni prekurzorovou bunku.
Kvantifikace Ig/TCR prestaveb se vyuziva predevsim
u onemocnéni postihujici B liniové prekurzorové bun-
ky, tedy u détskych a dospélych pacientd s B-ALL,
u pacientd s B-CLL, s B-lymfomem a mnohocetnym
myelomem. VySetfeni se rovnéz provadi u onemocnéni
postihujici i T liniové prekurzorové buriky u détskych
a dospélych pacientti s T-ALL a u pacientli s T-lymfomy.
Urceni Ig/TCR pfestavby neni technicky jednoducha
zalezitost, stejné tak jako nasledujici kvantifikace se
zajisSténim pozadované citlivosti a specifi¢nosti analyzy
[42]. Pouze specializované laboratote, které jsou sou-
¢asti konsorcii zabyvajicich se standardizaci metodiky,



jako je naptiklad EURO-MRD konsorcium (http://euro-
mrd.org), zarucuji kvalitni MRN analyzu zaloZenou na
kvantifikaci Ig/TCR.

Chromozomové aberace jsou vybornym nadoro-
vé-specifickym markerem pro sledovani MRN. PCR
primery lezi na opac¢nych stranach oblasti fiize genti
a vysoce specificky a s vyraznou citlivosti detekuji
mnozstvi MRN. U folikularniho lymfomu se vyuziva
kvantifikace prestavby chromozomi 14 a 18 zasahujici
geny BCL2 a IGH [43]. U plastového lymfomu se kvanti-
fikuje prestavba genti CCNDI(BCLI) a IGH; t(11;14) [44].
Jedna se o pacient-specifické fiize, kdy DNA zlomy
postihuji oblast genl v rozsahu do 2 kb. U chromo-
zomovych aberaci, které postihuji geny, v kterych
se zlomy vytvareji v rozsahlejsich (vice jak 200 kb),
predevsim intronovych oblastech, se jako markery
pro MRN monitorovani vyuzivaji fizni transkripty.
Vétsina fuzi na Grovni transkriptd je pro pacienty
shodna a je mozné pracovat s izkym setem primerQ
a préb. Typickym piipadem monitorovani fizniho
transkriptu je kvantifikace BCR-ABL1u CML a Ph+ ALL
[45-46], NPM1/ALK u anaplastického velkobunécného
lymfomu s pfestavbou t(2;5) a ETV6/RUNX1 (TEL-AMLI),
PML/RARA, CBFB/MYHI11 a RUNX1/RUNXIT1 (AML1-
-ETO) u akutnich leukemii [44].

Dalsi vyuziti pro sledovani priibéhu hematologic-
kych onemocnéni ma real-time QPCR pfi poSkozenich
gentl na urovni jejich sekvence ¢i miry jejich exprese.
Dobre znamym prikladem jsou mutace v genu NPMI,
které predstavuji nejcastéjsi molekularni1ézi u pacient
s AML s cytogeneticky normalnim nalezem. Pfitomnost
NPM1 transkript nesoucich mutace se ukazala byt vel-
mi silnym nezavislym prediktivnim faktorem relapsu
onemocnéni [47]. Pfikladem vyuziti aberantni genové
exprese pro monitorovani MRN v praxi jsou transkripty
genli WTI, jejichZ mnozstvi je v krvetvornych burikich
AML pacientil obsaZeno v pfemifte oproti zdravym jedin-
cim. Méfeni exprese téchto genti slouzi jako alternativ-
ni marker MRN u pacienti, u kterych nebyla zjiSténa
chromozomova zména vedouci k fiizi genti [48].

Kvantifikace MRN pfispéla k zdsadnim zménam
v 1éCebnych postupech hematologickych malignit,
kdy tyto zmény vyznamneé zlepsily celkové prospivani
pacient@i. Napfiklad u CML mohly byt uskutecnény
klinické studie vysazujici 1é¢bu TKI, které se opiraji
pravé o spolehlivé, standardizované monitorovani
hluboké molekularni odpovédi podle zbytkovych hladin
BCR-ABLI [45].

3. Digitalni PCR
V soucasné dobé se v souvislosti s méfenim MRN
dynamicky rozviji vyuziti digitdlni PCR. OvSem pojem
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digitalni PCR byl poprvé pouzity jiz v roce 1999 autory
Vogelsteinem a Kinzlerem, ktefi popisovali kvantifikaci
mutace v RAS genu ve vzorku, ktery byl rozdélen pro
provedeni PCR reakci v mikrodestic¢ce obsahujici 384
PCR jamek [49]. Termin digitdlni PCR byl pro tento
typ analyzy velmi vystizny, jelikoz zachycoval povahu
reakce a ducha té doby [50]. Nicméné popisovana me-
toda nebyla zcela nova, jelikoz jiZ o dekadu drive byly
pouzivany terminy PCR jediné molekuly nebo PCR
limitniho fedéni. Vlibec prvni publikace vyuzivajici di-
gitalni PCR pro kvantifikaci cilové sekvence se zabyvala
virem HIV [51]. Autofi se zamérili na zjiSténi genetické
diverzity HIV populace infikujici lymfocyty ve vzorku
krve HIV pozitivnich pacientli. Rozpoznali, Ze analyza
celé masy vzorku by neumoznovala zjistit sekvenc¢ni
odlisnosti mezi individualnimi proviralnimi moleku-
lami. Pouzili proto limitni fedéni vzorki, naslednou
PCR replikatd a sekvenovani ziskanych PCR produktii.
Diky analyzam limitniho fedéni se zjistilo, Ze 1ze na
zakladé miry fedéni a frekvence pozitivnich amplifikaci
odvozenou Poissonovou distribuci dosti presné spocitat
mnozstvi proviralnich molekul HIV. V analogii s touto
praci byla PCR limitniho fedéni vyuzita pro charakte-
rizaci a kvantifikaci Ig/TCR klonalni pfestavby v dobé
diagnézy u détskych ALL [52]. Metodika limitniho
fedéni byla s ptfichodem real-time qPCR opusténa, a to
predevsim z divodu toho, Ze real-time qPCR predstavuje
uzavieny systém s minimalizaci kontaminace, ktera se
vyskytovala v prfipadé PCR limitniho fedéni, coz byla
vyznamna nevyhoda metody v té dobé. V soucasné
dobé zaziva PCR limitniho fedéni velky comeback diky
vyvoji pristroji umoznujicich v uzavieném systému
s minimem rizika kontaminace provadét digitalni
PCR. Komercné dostupné piistroje pro digitalni PCR
se datuji k roku 2011 [16]. Vyhoda digitalni PCR oproti
real-time qPCR spociva predevsim v tom, Ze umoznuje
s daleko vyssi pfesnosti detekovat a kvantifikovat cilové
molekuly, které jsou v analyzovaném vzorku obsazeny
velmi mdalo. Zatim nejrozsifenéjsi platforma kapkové
digitalni PCR (droplet digital PCR) distribuuje PCR reakci
do nékolika desitek tisic individualnich PCR reakci
pred samotnou amplifikaci. Mira signalu fluorescence
vysilaného z jednotlivych kapek po skonceni PCR slouzi
pro zjisténi poctu kapek nesoucich cilovy analyt, a tim
umoznuje kvantifikovat jeho mnozstvi pfitomné ve
vzorku. Pojem absolutni kvantifikace se s oblibou uziva
pravé v souvislosti s digitdlni PCR a intuitivné pou-
kazuje na vyhodnosti této metody, kterd nevyzaduje
plazmidové standardy pro odvozeni poctu kopii cilové
sekvence, jak je tomu v ptipadé real-time qPCR. Digitalni
PCR ma mnoho dal$ich vyhod, jako je naptiklad nizsi
citlivost k riznym latkam inhibujicim PCR reakci.
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Digitdlni PCR nalezne své uplatnéni v 1ékarské praxi
hemato(onko)logickych onemocnéni, u kterych bude
zapottebi s vysokou presnosti a spolehlivosti kvantifiko-
vat MRN. Zajisté uslySime o digitdlni PCR v souvislosti
s kvantifikaci zbytkovych molekul BCR-ABLI v pfipa-
dé pacienti s CML, ktefi budou spliovat kritéria pro
vysazeni 1é¢by TKI, a u kterych se 1é¢ba bude v praxi
vynechavat.

ZAVER

Postupny rozvoj metod zalozenych na PCR, nasledo-
vany objevem sekvenovani nové generace, zcela zménil
paradigma diagnostiky a sledovani zbytkové nemoci
u hematologickych malignit i diagnostiku poruch kr-
vetvorby ¢i imunity. V soucasné dobé musi kazdé dia-
gnostické pracovisté pecliveé zvazovat, jakou kombinaci
laboratornich pfistupti zvoli. Hledisek je fada: prede-
v§im jsou to klinické pozadavky na minimalni nutny
rozsah diagnostiky, dale finan¢ni moZnosti, pristrojové
vybaveni, tradice prislusné laboratote, a zejména objem
vzorkl prochazejicich diagnostickym procesem.

Je zfejmé, Ze postupné dojde k omezeni jednotlivych
cilenych metod (PCR nebo FISH na detekci jednotlivé
aberace) ve prospéch Sirokozabérovych metod typu ¢iplt
a nejrtiznéjsich variant NGS. Vyuziti téchto metod,
pfinasejicich mnozstvi novych informaci, s sebou vsak
neseiurcita askali. Mezi né patfi napt. potfeba velmi
¢istych populaci bunék k analyzam, ktera mize byt
zarucena jen sortovanim bunék, stejné jako nutnost
vySetfit spolu se somatickym i zdrodecny genom. Vyvoj
také sméfuje k analyzam na trovni jednotlivych bunék.
Ty umozni ziskat informace o ,, nezprimérované“ ex-
presi gentl (napf. marker MRN) nebo o ko-lokalizaci
genovych mutaci, coZ bude hrat diilezitou roli ve volbé
individualizovanych terapeutickych strategii, jak tomu
jiZz zac¢ind byt v transla¢ni mediciné solidnich nadord.

Hlavnizmeénou paradigmatu diagnostiky je ale fakt,
Ze namisto prevazujici laboratorni prace a jednoduché
interpretace vysledkl vySetfeni jsme konfrontovani
s relativnim ubytkem prace v laboratofi a vyraznym
nartistem analytické a interpretacni casti vySetfeni.
Tato zména postupné povede k vyraznym zmeénam
v personalnim obsazeni laboratofi i zméné komunikace
mezi laboratornimi pracovniky a 1ékari-kliniky.
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Podil autort na pripravé rukopisu

KMP - koncept, psani a findlni revize rukopisu

NC - psani rukopisu, revize rukopisu a souhlas s fi-
nalni verzi

HV - psani rukopisu, revize rukopisu a souhlas s fi-
nalni verzi

JT  -psani rukopisu (NGS, Zavér), revize rukopisu
a souhlas s findlni verzi.

Cestné prohlaseni

Autofi prace prohlasuji, Ze v souvislosti s tématem,
vznikem a publikaci tohoto ¢lanku nejsou ve stietu
zajm a vznik ani publikace ¢lanku nebyly podpofeny
zadnou farmaceutickou firmou.
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