Abstrakt:

Cirkulujica cell-free DNA (cfDNA) a jej frakcia, cirkulujuca tumorova DNA,
pochéadzajuca z nadoru, st povazované za inovativny prognosticky a prediktivny biomarker
vo svete onkologickej diagnostiky. Mnoh¢ Studie preukazali pozmenené hladiny koncentracie
cfDNA aintegrity - indikatora mnozstva ctDNA v rdmci cfDNA, v telovych tekutinach
u pacientov s nadorovymi ochoreniami v porovnani so zdravymi jedincami, ¢o poukazuje
na ich potencidl ako efektivneho biomarkeru na monitorovanie dynamiky tychto ochoreni.
Tato praca sa sustredi na optimalizaciu a validaciu kvantifikacnych metod, ktoré st nasledne
pouzité¢ na analyzu spominanych parametrov cfDNA u vzoriek Styroch roéznych nadorov.
Najskor boli otestované dva rozne komeréné kity na izoldciu cfDNA u vzoriek plazmy a séra.
Metddy na kvantifikéciu, kvantitativna real-time polymerdzova reakcia (QPCR) a PicoGreen
dsDNA assay, boli optimalizované na efektivne kvantifikovanie nizkych koncentracii cfDNA,
a nasledne porovnané medzi sebou a ku droplet digital PCR, ktora bola pouZitd na vybrany
pocet vzoriek. Zaroven bola stanova koncentracia a integrita cfDNA vzoriek karcinomu prsu,
vajecnikov, kolorekta a pankreasu. Vac¢si vytazok cfDNA bol ziskany pomocou kitu QIAamp
Circulating Nucleic Acid isolation kit (Qiagen) v porovnani s kitom Plasma/Serum Cell-Free
Circulating DNA Purification Mini Kit (Norgen). Koncentracia cfDNA vSetkych menovanych
ochoreni bola zvySena v porovnani so zdravymi kontrolami. Hodnoty cfDNA integrity sa na
druhej strane spravali odlisSne. Zatial’ co sa cfDNA integrita u karcindmu prsnika a pankreasu
neliSila od zdravych kontrol, u pacientov s karcindmom kolorekta a vajecnikov bola
v porovnani so zdravymi jedincami zniZzend. Tieto vysledky podporujii hypotézu, Ze cfDNA
pochéadzajuca z nadoru je viac fragmentovana ako cfDNA zo zdravych buniek a dokazuju, ze
cfDNA je vhodnym kandidatom pre detailnejSie Stadium zaoberajuce sa ich dynamikou

u pacientov s nadorovymi ochoreniami.
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