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Vývoj metod založených na PCR a jejich 

aplikace v onkologickém výzkumu a praxi

Development of PCR Methods and Th eir Applications 
in Oncological Research and Practice

Hrstka R., Kolářová T., Michalová E., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
PCR metoda se velmi krátce od svého objevení stala rutinní metodou molekulárně bio logických 
výzkumných laboratoří a nepostradatelným nástrojem dia gnostické medicíny. Za dobu svého 
využívání byla rozvinuta do řady variant, které specifi cky reagují na potřeby výzkumu a dia-
gnostiky co do použitého vstupního materiálu a jeho množství, podmínek reakce a nově vy-
vinutých technologií. Předložená práce stručně shrnuje jednotlivé PCR přístupy s důrazem na 
jejich využití v onkologickém výzkumu a praxi.
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Summary
Since its discovery, PCR has become a conventional method of molecular bio logy research 
laboratories and an indispensable tool in dia gnostic medicine. Multiple variants of the PCR 
technique were developed, which enable the analysis of diff erent bio logical materials at diff e-
rent amounts and reaction conditions. This article briefl y summarizes the PCR approaches and 
points out their applications in oncological research and practice.
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Úvod

Prvním zásadním krokem vedoucím 
k objevu a následnému zavedení poly-
merázové řetězové reakce (polymerase 
chain reaction –  PCR) byla práce publi-
kovaná na konci 60. let minulého sto-
letí popisující nový druh termofi lní bak-
terie tehdy nazvané Thermus aquaticus. 
Krátce na to byla z  tohoto mikroorga-
nizmu izolována termostabilní polyme-
ráza nazvaná „Taq polymeráza“ a v po-
lovině 80. let minulého století pak 
americký chemik K. Mullis objevil PCR, za 
což byl v roce 1993 oceněn Nobelovou 
cenou za chemii. Význam a  originalitu 
tohoto objevu podtrhuje článek otištěný 
v  amerických novinách The New York 
Times, který na základě tohoto objevu 
rozděluje bio logii do dvou epoch –  „před 
PCR“ a „po PCR“. Zavedení PCR do praxe 
tak odstartovalo obrovský rozmach mo-
lekulární bio logie a významně rozšířilo 
do té doby relativně omezené portfolio 
molekulárně-bio logických metod.

Polymerázová řetězová reakce je me-
toda umožňující amplifi kaci (tj. zmno-
žení) specifi ckého úseku nukleové ky-
seliny, přičemž využívá obecných rysů 
replikace DNA. Podstatou metody je 
mnohonásobná syntéza komplementár-
ního řetězce pomocí příslušné DNA poly-
merázy, a to v rámci sekvence vymezené 
krátkými syntetickými oligonukleotidy 
(ssDNA,15– 30 b), tzv. primery, které jsou 
odvozeny od dané sekvence. Teoreticky 
lze z jedné molekuly templátu získat 2n 
kopií dané sekvence při n cyklech. Toto 
zmnožení následně umožňuje vizuali-
zaci amplifi kovaného produktu, jenž nej-
častěji probíhá s využitím agarózové ge-
lové elektroforézy (obr. 1A). PCR reakce 
byla za dobu jejího využívání rozvinuta 
do řady variant, které specifi cky reagují 
na potřeby výzkumu a dia gnostiky co do 
použitého vstupního materiálu a  jeho 
množství, podmínek reakce a nově vyvi-
nutých technologií.

Využití PCR v onkologii

PCR je stejně jako mnoho dalších 
molekulárně-bio logických analýz díky 
svým přednostem, jako je časová a ma-
teriálová úspora, možnost automatizace 
a dobrá reprodukovatelnost, využívána 
ve stále širším měřítku v rámci preven-
tivních programů zaměřených na sta-

novení rizika vzniku onemocnění, při 
dia gnostice patologických stavů i  ur-
čení prognózy onemocnění. PCR se rov-
něž uplatňuje v rámci tzv. farmakogene-
tických vyšetření, při nichž je sledována 
genetická predispozice pro lékovou od-
pověď, tj. predikována bezpečnost či to-
xicita a účinnost terapeutické látky pro 
konkrétního pacienta.

PCR, obvykle ve spojení s  dalšími 
molekulárně-bio logickými technikami 
(elektroforéza, RFLP, sekvencování), 
umožňuje detekovat různé typy mu-
tací spojené s vyšším rizikem vzniku ná-

doru a  pomáhá tak zlepšit preventivní 
screen ingové programy nádorových 
onemocnění či podrobněji charakteri-
zovat typ nádoru pro následnou volbu 
účinnější terapie. Příkladem vyšetření 
prováděných v  Masarykově onkologic-
kém ústavu mohou být detekce mutací 
specifi ckých genů spojených s genetic-
kou predispozicí ke vzniku nádoru, kdy 
příslušná sekvence genu je nejprve am-
plifi kována pomocí PCR a získané ampli-
kony následně sekvencovány. Jedná se 
např. o geny BRCA1, BRCA2 u hereditár-
ního syndromu nádoru prsu a/ nebo va-

Obr. 1. Přehled stěžejních PCR technologií. 

A. Tradiční PCR; B. PCR v reálném čase; C. digitální PCR – schematická ukázka frakcionace 
vzorku a následné vyhodnocení; D. konkrétní ukázka výsledků získaných pomocí digitální 
PCR (ddPCR), pro zajímavost tytéž vzorky byly paralelně analyzovány pomocí PCR v reál-
ném čase viz část B.
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využívány sondy obvykle značené fl uo-
rescenčním barvivem. Rozlišujeme dva 
hlavní typy sond: 1. nespecifi cké –  typic-
kým příkladem jsou fl uorescenční kya-
ninová barviva SYBR Green, která fl uo-
reskují při vazbě do menšího žlábku 
dsDNA, a  2. specifické, fluorescenčně 
značené sondy. Specifické sondy jsou 
navrženy tak, aby hybridizovaly s  tem-
plátovou DNA za stejných podmínek 
jako primery v místě vymezeném proti-
směrně orientovanými primery. Existuje 
řada variant specifi ckých sond, nejčastěji 
se používají tzv. hydrolyzační (TaqMan) 
sondy, které nesou na svém 5’ konci fl uo-
rescenční značku a na 3‘ konci tzv. zhá-
šeč. Při hydrolýze sondy DNA- polyme-
rázou dochází k oddělení fl uorescenční 
značky od zhášeče a následné emisi fl uo-
rescence (obr. 2).

V praxi se nejčastěji využívají dvě zá-
kladní vyhodnocovací metody. První va-
rianta je absolutní kvantifi kace, tzv. me-
toda absolutní standardní křivky, která 
umožňuje zjištění přesného množ-
ství kopií templátu ve vzorku. Získá-
váme tak výsledek v kopiích vzhledem 
k celkovému množství standardu (např. 
plazmidové DNA). Druhá varianta je re-
lativní kvantifi kace využívající buď rela-
tivní standardní křivku, nebo se provádí 
tzv. komparativní CT metoda. Přístup za-
ložený na konstrukci relativní standardní 
křivky umožňuje zjištění změn množství 
templátu mezi vzorky vzhledem k  in-
terní kontrole (tzv. kalibrátoru). Kompa-
rativní CT metoda využívá aritmetický 

(real- time PCR). Oproti tradiční PCR, kdy 
konečný produkt (amplikon) je deteko-
ván až po ukončení reakce, PCR v reál-
ném čase umožňuje stanovit tvorbu 
produktu v průběhu reakce, a to i v ra-
ných fázích, kdy přírůstek intenzity fl uo-
rescence je úměrný množství stanovo-
vaného templátu (obr. 1B). Právě měření 
kinetiky v brzkých fázích reakce předsta-
vuje zásadní výhodu v porovnání s tra-
diční PCR. Postup tradiční PCR včetně 
jejího vyhodnocení je v  porovnání 
s  kvantitativní PCR časově náročnější 
a  vyznačuje se nižší citlivostí detekce, 
amplifi kované produkty jsou rozlišovány 
především na základě velikosti, a posky-
tují tak výsledky především kvalitativ-
ního charakteru. V případě qPCR je však 
potřeba počítat s podstatně vyšší poři-
zovací hodnotou přístrojového vybavení 
a vyššími náklady na analýzu vzorku.

Obecně lze průběh qPCR reakci rozdě-
lit do tří fází. V první, tzv. exponenciální 
fázi, je reakce vysoce specifi cká, v  pří-
padě 100% efektivity dochází k  přes-
nému zdvojnásobení množství oče-
kávaného produktu, data jsou tudíž 
maximálně přesná. Druhou fázi ozna-
čujeme jako lineární. Tato fáze může být 
poměrně variabilní, dochází při ní ke 
zpomalování reakce, spotřebě jednotli-
vých komponent reakce, může začít do-
cházet i k degradaci vzniklých produktů. 
Ve třetí, tzv. plateau fázi, je reakce zasta-
vena, nedochází k syntéze dalšího pro-
duktu, naopak může nastat jeho de-
gradace. K  přesné kvantifikaci jsou 

ječníku; geny MLH1, MSH2, MSH6 u he-
reditárního nepolypózního karcinomu 
tlustého střeva  –  tzv. Lynchova syn-
dromu; transkripční varianty p16/ INK4a 
a  p14/ ARF genu CDKN2A u  familiár-
ního maligního melanomu; gen TP53 
u  Li- Fraumeniho syndromu; nebo gen 
CDH1 u hereditární formy difúzního kar-
cinomu žaludku. Dalším příkladem je 
vývoj metod detekce volných nádoro-
vých buněk v krevním řečišti či lymfatic-
kých uzlinách na principu PCR, který má 
zásadní význam pro hodnocení metasta-
tického potenciálu buněk a vývoje one-
mocnění a tím i volby příslušné terapie. 
Analogicky se PCR případně RT-PCR (re-
verse transcription PCR) využívá při sle-
dování minimální reziduální nemoci ze-
jména u hematologických malignit, při 
níž se hodnotí počet přítomných nádo-
rových buněk, např. detekcí transkriptu 
fúzního genu bcl- abl v  případě chro-
nické myeloidní leukemie (chronic my-
eloid leukaemia  –  CML). Kromě identi-
fi kace vlastních nádorových markerů je 
PCR, zejména pak kvantitativní PCR (viz 
dále), významným nástrojem při sta-
novení přítomnosti patogenních or-
ganizmů u onkologických pacientů při 
septických stavech. Základem testu je 
amplifikace specifické sekvence pato-
genu v odebraném bio logickém vzorku 
a  oproti klasické mikrobio logické kul-
tivaci představuje značnou časovou 
úsporu a pro pacienta tedy rychlejší na-
sazení účinné léčby.

V rámci experimentální onkologie se 
PCR využívá především při technikách 
klonování, tj. vnášení cizorodé DNA do 
vektorových systémů, kdy současně 
představuje i základní nástroj pro ově-
řování přítomnosti specifických sek-
vencí ve sledovaném genomu. PCR je 
využívána i  v  případě čipových tech-
nologií, při nichž je analyzována úro-
veň transkripce několika až stovek genů 
současně a sledovány reakce buněk na 
specifi cké podmínky indukcí vybraných 
signálních drah, expresí specifických 
genů a syntézou specifi ckých proteinů. 

PCR v reálném čase 

(kvantitativní)

Dalším revolučním krokem bylo zave-
dení kvantitativní PCR (quantitative 
PCR –  qPCR) neboli PCR v reálném čase 

Obr. 2. Princip využití nespecifi ckých a specifi ckých sond při PCR v reálném čase.

A. Nespecifi cká próba (nejčastěji SYBR Green) se váže na dsDNA, čímž dochází k emisi fl u-
orescence. B. Působením exonukleázové aktivity polymerázy dochází k rozštěpení próby 
navázané k cílové sekvenci a následnému uvolnění fl uorescenčního signálu. 
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nahrazující stávající PCR přístupy, ale 
spíše o komplementární metodu zamě-
řenou především na detekci vzácněji se 
vyskytujících cílových molekul.

Podstata digitální PCR spočívá v rozdě-
lení analyzovaného vzorku, tedy i vlast-
ních cílových sekvencí, do velkého množ-
ství dílčích vzorků. To se provádí buď 
pomocí miniaturních čipů, kdy je vzorek 
pomocí mikrokapilár rozdělen do řady 
malých segmentů (komůrek), nebo je ze 
vzorku vytvořena emulze olejových mi-
krokapek. Následně probíhá v každé mi-
krokapce či komůrce čipu standardní 
PCR, takže v  závislosti na počtu mikro-
kapek/ kapacitě čipu získáváme tisíce až 
několik desítek tisíc parciálních kvalita-
tivních výsledků na bázi fluorescence 
(pozitivní/ negativní) pro analyzovaný 
vzorek. Vzhledem k možné přítomnosti 
dvou a více cílových molekul současně 
(v jedné mikrokapce/ segmentu čipu) je 
v  rámci celkového vyhodnocování tato 
skutečnost brána v potaz a výsledky jsou 
korigovány na základě Poissonova rozdě-
lení. Na rozdíl od tradiční PCR, kdy množ-
ství amplifikovaného produktu pouze 
přibližně odpovídá množství templátu 
a je značně ovlivněno počtem PCR cyklů, 
kvantifi kace cílové sekvence v  případě 
digitální PCR prakticky nezávisí na počtu 
amplifi kačních cyklů, což významně eli-
minuje závislost na exponenciálním ná-
růstu množství výsledného PCR pro-
duktu, jako je tomu u konvenční PCR či 
PCR v reálném čase, a umožňuje tak zcela 
absolutní kvantifi kaci (obr. 1D).

Mezi nejvýznamnější aplikace digi-
tální PCR patří: 
1.  Detekce amplifi kací genů spojených 

s  maligní transformací. Genomové 
amplifi kace jsou běžnou součástí ge-
nomu nádorových buněk. Tyto ampli-
fi kace často vedou ke zvýšené expresi 
specifických onkogenů a  zásadním 
způsobem ovlivňují bio logii nádoru. 
Přesná a citlivá detekce amplifi kací je 
proto žádoucí v rámci dia gnostiky ná-
dorů a může mít prognostický a/ nebo 
prediktivní význam. Tento přístup by 
mohl v budoucnu sloužit i jako alterna-
tiva k v současnosti prováděným FISH 
analýzám. Hlavní výhoda digitální PCR 
je robustnost, senzitivita a fi nanční ne-
náročnost v porovnání se standardně 
prováděnými FISH stanoveními. 

chází k  jeho konstitutivní aktivaci a  ta-
kové nádory vykazují výrazně sníženou 
odpověď na EGFR inhibici.

Jedním z nejvýznamnějších farmako-
genetických vyšetření v případě hema-
tologických malignit je stanovení poly-
morfi zmu a  aktivity enzymu thiopurin 
S- metyltransferázy (TPMT), enzymu zá-
sadního při odbourávání thiopurino-
vých léčiv využívaných v  onkologické 
terapii a jako imunosupresiv. Snížená ak-
tivita enzymu je důsledkem řady poly-
morfi zmů v kódující oblasti genu TPMT 
a vede k nežádoucím účinkům při léčbě 
thiopuriny, jako jsou neurotoxicita, he-
patotoxicita atd. Stanovení nejčastějších 
typů polymorfizmů je prováděno po-
mocí kvantitativní PCR a je doprovázeno 
stanovením aktivity TPMT v erytrocytech 
pomocí HPLC.

Hlavní výhoda PCR v  reálném čase 
v porovnání s klasickou (end-point PCR) 
však spočívá v  možnosti kvantifikovat 
množství výchozího templátu podle dy-
namiky amplifi kační reakce, především 
tedy stanovení exprese vybraných genů. 
Této skutečnosti lze využít i v experimen-
tální onkologii při sledování hladin ex-
prese vybraných genů na úrovni mRNA za 
defi novaných podmínek. Jedním z mož-
ných příkladů praktického využití je pre-
dikce vhodnosti nasazení fl uorovaných 
pirimidinů při léčbě nádorů gastrointes-
tinálního traktu, a  to v  rámci paliativní 
i adjuvantní terapie. V těchto případech 
je vhodné stanovit hladinu mRNA pro 
thymidylát syntázu (TS), thymidin fosfo-
rylázu (TP) a dihydropyrimidin dehydro-
genázu (DPD), tedy enzymů účastnících 
se v metabolizmu 5- fl uorouracilu (5- FU). 
mRNA může být izolována z bio psií pri-
márního nádoru i  metastázy pacienta. 
V případě zvýšené hladiny exprese genů 
lze předpokládat rezistenci nádoru k fl uo-
ropyrimidinovým cytostatikům.

Digitální PCR

Digitální PCR je někdy též označována 
jako tzv. třetí generace PCR (obr.  1C). 
Hlavní výhodou tohoto přístupu je ab-
solutní kvantifi kace, aniž musí být se-
strojena kalibrační křivka. V podstatě se 
jedná o „upgrade“ tradiční PCR umožňu-
jící klonální amplifi kaci a přímou kvanti-
fi kaci nukleových kyselin. Je třeba si však 
uvědomit, že se nejedná o metodu zcela 

vzorec (2– ΔΔCT) defi nující množství cílo-
vého templátu normalizovaný na zá-
kladě množství endogenních referenč-
ních sekvencí a kvantifi kovaný relativně, 
tedy vzhledem ke kalibrátoru (jinému 
vzorku –  obvykle kontrole).

Využití PCR v reálném čase 

v onkologii

PCR v  reálném čase patří mezi důle-
žité dia gnostické nástroje umožňující 
nejen kvantitativní analýzu zaměřenou 
na stanovení exprese vybraných genů, 
ale i  kvalitativní, běžně používanou 
při stanovení mutací či polymorfi zmů. 
V  případě kvalitativních analýz (geno-
typizace) se velmi často používá vysoko-
rozlišovací analýza křivek tání tzv. HRM 
(high resolution melting) analýza. V prin-
cipu je tato metoda založena na hetero-
duplexní analýze, v rámci které jsou de-
tekovány rozdíly v  teplotách tání PCR 
disociačních křivek. Kromě stanovení 
rozdílů v  analyzovaných sekvencích, 
především přítomnosti specifi ckých mu-
tací, lze HRM použít i k detekci metylací. 
Typickým příkladem využití HRM v onko-
logii je dia gnostika hereditárních nádo-
rových syndromů. Patří sem např. přímé 
vyšetření přítomnosti mutace v genech 
BRCA1, BRCA2  (hereditární syndrom ná-
doru prsu a/nebo vaječníků); MLH1, 
MSH2, MSH6  (hereditární nepolypózní 
kolorektální karcinom, Lynchův syn-
drom); TP53  (Li- Fraumeniho syndrom) 
a  řada dalších. Dále se PCR v  reálném 
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absolutní kvantifi kace patogenů, de-
tekce onkogenních alel ve vzorcích 
uchovávaných ve formě parafi nových 
bloků, absolutní kvantifikace stan-
dardů pro další aplikace, kvantifi kace 
vzorků v rámci jejich přípravy pro NGS 
(nová generace sekvencování; pro 
více informací viz článek Koubková 
et al v  rámci tohoto Supplementa, 
str.  61–68) či validace výsledků NGS 
díky absolutní kvantifi kaci.

Závěr

Polymerázová řetězová reakce se řadí 
mezi základní metody molekulární bio-
logie a v dnešní době představuje nepo-
stradatelný nástroj pro manipulaci s  ge-
netickou informací v  mnoha oblastech 
bio medicínského výzkumu. S  objevem 
PCR také došlo k obrovskému rozvoji mo-
lekulární dia gnostiky, který byl ještě umoc-
něn možností kvantifi kace cílových mole-
kul díky PCR v reálném čase a následně pak 
vývojem digitální PCR. Přehled jednotli-
vých PCR přístupů, jejich porovnání včetně 
výhod a nedostatků je pro větší přehled-
nost a srozumitelnost shrnut do tab. 1. 
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