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Przedmiotem zaméwienia jest ustuga polegajgca na zbieraniu i przygotowywaniuv materiatu
biologicznego do badan naukowych w postaci prob krwi petnej oraz fragmentéw tkanek
pooperacyjnych od pacjentéw ze zdiagnozowanq chorobq nowotworowq prostaty oraz
pecherza, poddawanych zabiegom prostatektomii oraz cystektomii radykalnej w projekcie
»Mutacje nabywane w trakcie rozwoju i zycia cztowieka powodujgce zwiekszone ryzyko
choréb, w szczegdélnosci nowotworéw”. Program realizowany jest w Programie Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej Miedzynarodowej Agendy Badawcze i finansowany ze Srodkow

Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w

Inteligentny Rozwdj (nr umowy MAB/2018/6).

ramach Programu Operacyjnego

Ustuga do tej pory byta realizowana na podstawie umowy ZP/3-1II/DZZ/2019 i jest niezbedna do
wykonania umowy 3/MAB/2020, ktérej realizacja ze wzgledu na pandemie SARS-CoV-2 zostata

przedtuzona do 30.06.2023.

ZAKRES USLUGI

Minimalna . . Maksymalna | Minimalna
Minimalna . ,
wymagana . , liczba probek lgczna
R liczba probek X .
. liczba . od 1 pacjenta liczba
Lp Rodzaj choroby od 1 pacjenta
zrekrutowanych choredo chorego zrekrutowa
pacjentow (miesi cgnie) (miesiecznie) nych
(miesiecznie) € pacjentow
1 Rak prostaty, rak 6 6 20 78
pecherza

1. Rekrutacja pacjentéw ptci meskiej

(6/miesigc) ze zdiagnozowanym nowotworem

prostaty i pecherza poddawanym zabiegom prostatektomii radykalnej oraz cystektomii
radykalnej, polegajgca na poinformowaniu pacjenta o zakresie badania i uzyskaniu
od niego pisemnej $wiadomej zgody na udziat w programie MAB oraz wypetnieniu

ankiety medycznej.

2. Ibieranie i przygotowanie prob materiatu biologicznego od w/w pacjentéw w postaci:

a) Krwi obwodowej do zamrozenia krwi petnej i osocza oraz do sorfowania
subpopulacjileukocytdw metodq FACS (niezalezna ustuga wykonywana w ramach
osobnej umowy nr 3/MAB/2020 podpisanej przez Gdanski Uniwersytet Medyczny i
Uniwersytet Jagiellonski — Collegium Medicum),

b) materiatu z guza pierwotnego i nienowotworowej tkanki otaczajgce guza wedtug
przygotowanych przez MAB protokotdw pobierania materiatu.

3. Prowadzenie dokumentaciji danych opisujgcych préby biologiczne, zbieranie drukdw
swiadomych zgdd pacjenta oraz ankiet medycznych, wynikdw histopatologicznych
oraz wynikéw badania morfologii krwi.

4. Udostepnianiu zdjec¢ i bloczkdw FFPE.

5. Koordynacja przekazania materiatu (krwi obwodowej) do sorfowania w godzinach
porannych, w ciggu dwdch godzin od momentu pobrania do pracownikéw Zaktadu
Immunologii Klinicznej i Transplantologii, Uniwersytet Jagiellohski — Collegium Medicum.
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6. Obstudze i wtasciwym uzytkowaniu wypozyczonych przez MAB na czas realizacji
umowy urzgdzen znajdujgcych sie w szpitalu: zamrazarki niskotemperaturowej, skanera
oraz komputera z oprogramowaniem MABData 1.

7. Wyznaczenie koordynatora dziatan w zakresie merytorycznym i administracyjnym po
stronie  Wykonawcy, ktérego kandydatura musi zostaé zaokceptowana przez
Zamawiajgcego.

8. Przygotowanie materiatu biologicznego do wysytki na suchym lodzie wg procedury
wysytki przygotowanej prze MAB, na koszt Zamawiajgcego.

OPIS POSTEPOWANIA BADAWCZEGO

1. Wykonawca oswiadcza, ze kazdorazowo dla potrzeb badania:

a) przed zabiegiem zostanie pobrana odpowiednia objetos¢ krwi obwodowej (36 ml):
- do probodéwek typu CPT w cel sortowania (tego samego dnia) wybranych typdw
leukocytéw przy pomocy FACS w ramach umowy nr 3/MAB/2020 w Instytucie
Immunologii Klinicznej i Transplantologii,
- do probowki typu BD Vacutainer w celu zabezpieczenia krwi petnej do izolacji DNA.

b) po operaciji, z usunietego preparatu chirurgicznego zostang pobrane wycinki z guza
pierwotnego oraz nienowotworowej tkanki otaczajgcej guza zdrowego wedtug
protokotu dla kazdej badanej diagnozy przygotowanej przez Zamawiajgcego.

2. Postepowanie badawcze bedgce przedmiotem zamdwienia zostato przyjete i
zatwierdzone przez Niezalezng Komisje Bioetyczng ds. Badan Naukowych przy Gdanskim
Uniwersytecie Medycznym w Gdansku, powotang przez Rektora Uczelni, na podstawie
rozporzgdzenia MZIOZ (Dz.U.nr.47, poz.480) i opatrzone jest numerem NKBBN/564/2018.

3. Kazdemu pacjentowi zakwalifikowanemu do programu MAB jednostka szpitalna przydzieli
indywidualny kod identyfikacyjny.

4. Do systemu elektronicznego MABData 1 dostarczonego do Wykonawcy zostanie
wprowadzony kod identyfikacyjny oraz minimalny zestaw danych medycznych
odpowiedniego Pacjenta.

5. Kazda podpisana zgoda Pacjenta zostanie oznaczona nadanym kodem, aby mozna byto
po kodzie zweryfikowaé dane osobowe Pacjenta.

ZAKRES ZADAN KOORDYNATORA

1. Koordynowanie przebiegu pozyskiwania prébek materiatu biologicznego zgodnie z
dokumentacjqg i wytycznymi zatwierdzonymi przez Komisje Bioetyczng,

2. Informowanie Pacjentéw o badaniu - przekazywanie swiadomych zgdd do podpisu przez
Pacjentéw.

3. Wprowadzenia danych Pacjenta oraz danych medycznych do systemu MABData 1
dostarczonym przez Zamawiajgcego.

Przygotowanie podstawowego opisu probek i wprowadzenie go do systemu MABData 1.
Obstuga techniczna zamrazarki niskotemperaturowej, skanera i komputera.
Dbatos¢ o dostarczony sprzet.

Przygotowanie prébek do fransportu iich wysytka.

® N o 0 >

Monitorowanie i raportowanie o ilosci pozyskiwanych prébek w okresie miesiecznym.
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9. Monitorowanie i raportowanie o zapotrzebowaniu na dostarczenie préobdwek (wszystkie
probowki uzywane do zbierania materiatu zostang dostarczone przez Zamawiajgcego).

WARUNKI REALIZACIJI

1. Materiat biologiczny wraz z danymi klinicznymi bedzie przechowywany w siedzibie
Zamawiajgcego w zespole Miedzynarodowej Agendy Badawczej na Gdanhskim
Uniwersytecie Medycznym.

2. Pobrane préby materiatu biologicznego zostang wykorzystane na potrzeby ww. projektu
oraz w celu realizacji przysztych projektéw naukowych, ktére mogq zostaé opracowane w
miare poszerzania wiedzy na temat mechanizmdw rozwoju chordb nowotworowych.

3. Miejscem Swiadczenia ustugi badawczej bedzie siedziba Wykonawcy.

4. Zamawiajgcemu przystuguje prawo odstgpienia od umowy (umowhne prawo odstgpienial),
po uzyskaniu wystarczajgcej liczby prob materiatu biologicznego pozwalajgcej na
osiggniecie przez Zamawiajgcego celéw badawczych zaktadanych w projekcie.

5. Pobrane prébki, dokumentacja medyczna oraz wypetnione formularze $wiadomej zgody
bedg wysytane przez Wykonawce przesytkg kurierskg w suchym lodzie do siedziby
Zamawiajgcego. Transport préb odbywat sie bedzie nie rzadziej niz co 3 miesigce. Koszty
fransporfu pokryje Zamawiajgcy.
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INFORMACJA O BADANIACH W RAMACH PROJEKTU MAB (dane zgtoszone do Niezaleinej
Komisji Bioetycznej ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym w
Gdansku)

a) zatozenie badan

Mutacje post-zygotyczne (PZMs - Post-Zygotic Mutations), sg aberracjami genetycznymi
nabywanymi podczas zycia i wystepujacymi w klonach normalnych komérek somatycznych.
Zjawisko to, nazywane rowniez mozaicyzmem somatycznym, moze stanowi¢ predyspozycje do
rozwoju wielu chordb, w tym nowotwordw i choroby Alzheimera. PZMs obejmujqg szerokg game
mutaciji, tj. od mutacji pojedynczych nukleotyddw do aberracji catych chromosomow. Przez
wiele lat uwazano, ze PZMs sg tagodnym i rzadko wystepujgcym efektem starzenia sie komaorek.
Jednak stale wazrastajgca liczba badah naukowych wskazuje na tak  powszechne
wystepowanie PIMs, ze zasadniczo w jednym organizmie nie ma dwdch identycznych
genetycznie komodrek, a PIMs mogqg by¢ przyczyng chordb somatycznych [1-5]. Projekt,
ktérego dotyczy niniejszy wniosek, obejmuje gtdwnie (ale nie wytgcznie) problematyke
dotyczgcqg zwigzku PZMs z nowotworami: rakiem piersi u kobiet, rakiem prostaty u mezczyzn,
rakiem okreznicy/odbytnicy, rakiem trzustki, pecherza moczowego, nerki oraz neurofibromatoz
(NF) u obu ptci. Dla pacjentéw z nowotworem okreznicy planowane jest takze zbieranie préb
przerzutéw metachronicznych do wagtroby. W przypadku pacjentéw operowanych z powodu
raka pecherza pobierane bedq takze prébki z operacji oszczedzajgcych wykonywanych
metodqg przecewnikowej elekiroresekciji guza (and. TURBT - Transurethral Resection of Bladder
Tumor). Takie podejscie umozliwi obserwacje zmian w zdrowym nabtonku pecherza na
wczesnych etapach nowotworzenia oraz potencjalne wykrycie wspdtistniejgcego carcinoma
in situ (CIS). Ponadto, projekt obejmuje réwniez zagadnienia dotyczgce mechanizmu rozwoju
choroby Alzheimer’a w kontekscie utraty chromosomu Y w leukocytach krwi obwodowej (ang.
Loss Of chromosome Y - LOY) [6].

Nadrzedna hipoteza projektu zaktada, ze analiza PZMs u reprezentatywnej liczby pacjentéw
dostarczy nowych informacji odnos$nie molekularnych mechanizmdéw rozwoju wyzej
wymienionych choréb, a w konsekwencji pozwoli na identyfikacje nowych, wczesnych

biomarkeréw tych choréb.
Cele szczegbtowe:

Cel 1) Rozwdj nowych standarddw biobankowania materiatu biologicznego pobranego od

pacjentéw z chorobami nowotworowymi, chorobg Alzheimera oraz grupy kontrolnej

Niniejszy projekt wymaga opracowania nowych standardéw biobankowania préb
biologicznych obejmujgcych nie tylko standardowy materiat jak np. krew obwodowa, czy

mrozone lub utrwalone fragmenty guzow. W przypadku pacjentéw z chorobami
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nowotworowymi pobierany materiat bedzie uwzgledniat réwniez préby niezmienionej
nowotworowo tkanki z okolicy guza oraz fragmenty skéry z okolicy ciecia chirurgicznego [7, 8].
Poza mrozeniem i utrwaleniem chemicznym préb, fragmenty niezmienionej nowotworowo
tkanki z okolicy guza, a takze fibroblasty wyizolowane ze skéry bedg wprowadzane i
utrzymywane w hodowlach komérkowych. Dodatkowo od wszystkich oséb wtgczonych do
badan w ramach niniejszego projektu pobierany bedzie wymaz z btony Sluzowej jamy ustnej w
celu zabezpieczenia komoérek nabtonkowych. Ponadto, gromadzone bedg dane kliniczne, w
tym follow-up, wymagajgce bezpiecznego deponowania i deidentyfikacji przed
przekazaniem do badan. Dodatkowo w kontekécie jakosci pobieranego materiatu
biologicznego planowane jest badanie wptywu czasu zimnej ischemii na  profil
transkryptomiczny tkanki pobranej od pacjentdw operowanych z powodu raka
okreznicy/odbytnicy, piersi oraz pacjentdw poddawanych zabiegom bariatrycznym. Umozliwi
to w konsekwenciji optymalizacje protokotdw pobierania materiatu dla wszystkich badanych

diagnoz.

Wszystkie te zadania bedq realizowane przez Zaktad Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej —
BioBank GUMed oraz zespdt badawczy MAB, ktére dysponujg odpowiednimi kompetencjami
oraz zasobami ludzkimi i sprzetowymi. Nalezy podkreslic, ze celem biobankowania
prowadzonego w ramach niniejszego projektu jest stworzenie unikatowego repozytorium
materiatu biologicznego, ktéry bedzie mdogt by< wykorzystany nie tylko na potrzeby

planowanych badan, ale takze na potrzeby przysztych projektdéw naukowych.

Cel 2) Poszukiwanie w tkance nienowotworowej PZMs predysponujgcych do powszechnie

wystepujgcych nowotwordw.

W trakcie naszych wczesdniejszych badan wykazalismy, ze w nienowotworowej tkance
wydzielnicze] gruczotu sutkowego wystepujg wczesne genetyczne aberracje strukturalne
(mutacje chromosomalne albo subchromosomalne), ktére mogq byé odpowiedzialne za
somatyczng predyspozycje do rozwoju guza. Aberracjie te wspdtwystepujg i sg
prawdopodobnie warunkowane mutacjami punktowymi gendéw odpowiedzialnych za
zachowanie stabilnosci genomowej [2, 3]. Rozszerzenie tych badan pozwoli na mocniejsze
poparcie hipotezy wskazujgcej na powigzanie rearanzaciji genomowych z mutacjami gendw
zapewniajgcych zachowanie integralnosci genomu. Ponadto, badaniami objeci zostang
réwniez pacjenci z: rakiem prostaty, rakiem okreznicy/odbytnicy, trzustki, rakiem pecherza
moczowego, nerki oraz neurofibromatozami. Wymienione wyzej typy nowotwordw zostaty
wybrane do badanh, poniewaz wystepujg z wysokq czestosciq, a ich etiologia, podobnie jak w
przypadku raka piersi, moze by¢ powigzana ze stresem komodrkowym w odpowiedzi na

ekspozycje na czynniki srodowiskowe lub hormonalne.
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Cel 3) Utrata chromosomu Y w leukocytach krwi obwodowej jako przyczyna krétszego zycia

mezczyzn.

Krotsza dtugos$e zycia mezczyzn w pordwnaniu do kobiet jest znanym faktem [9-16]. W skali
globalnej réznica wynosi ok. 4 lata, a w populacjach o dtuzszym okresie zycia jest jeszcze
wieksza, np. ok. 6 lat w Unii Europeijskiej i ok. 7 lat w Japonii. Nalezy tu podkresli¢, ze im dtuzsza
jest srednia dtugos¢ zycia dla danego regionu, tym wieksza réznica miedzy tym, jak dtugo zyjq
mezczyzni i kobiety w tych spoteczenstwach (Life expectancy graph w Wikipedii). Badania
wtasne oraz innych zespotdw wykazaty, ze czynnikiem powigzanym z ogdlng wczesniejszg
Smiertelno$cig mezczyzn jest mozaikowata utrata chromosomu Y w leukocytach krwi
obwodowej [1, 6, 17-25]. W zwigzku z tym planujemy poddac¢ analizom wybrane typy
leukocytédw wyizolowane z krwi obwodowej mezczyzn ze stwierdzonym rakiem prostaty,
okreznicy/odbytnicy lub pecherza moczowego, aby sprawdzi¢ czy utrata chromosomu Y w
tych komodrkach moze by¢ zwigzana z wczesnym rozwojem guzdw. Zaktadamy rowniez, ze
analogiczny mechanizm jest podtozem zmian neurodegeneracyjnych w osrodkowym uktadzie
nerwowym U pacjentédw z choroba Alzheimera, co takze zostanie poddane analizie Gtdwna
hipoteza tych badan zaktada, ze utrata chromosomu Y w leukocytach krwi obwodowej
uposledza funkcje nadzoru immunologicznego. Nadzér immunologiczny umozliwia skuteczng
eliminacje nieprawidtowych komoérek, ktére w przeciwnym razie mogqg ewoluowacd w kierunku
komdrek nowotworowych lub prowadzi¢ do powstawania blaszek amyloidowych w mdzgu

[26-33].
Cel 4) Analizy funkcjonalne mutacji scharakteryzowanych w trakcie redlizaciji celéw 11 2.

Interpretacja funkcjonalna rzadkich wariantéw sekwencyjnych jest utrudniona, poniewaz tylko
niektére warianty wykazujg efekt uktadowy, ktéry moze by< zaobserwowany w réznych
rodzajach komadrek. Czesto efekt jest swoisty i ograniczony do okreslonych komarek i czasu w
trakcie ontogenezy. Dlatego postawiono hipoteze, ze efekt rzadkich wariantéw
sekwencyjnych jest najbardziej widoczny w stymulowanych, podlegajgcych intensywnym
podziatom komérkach [34]. Zamierzeniem proponowanych badan jest odtworzenie i
monitorowanie tego efektu in vitro poprzez stymulacje mitotyczng komadrek pozyskanych od
pacjentéw, w warunkach stresu replikacyjnego. W przypadku badah nad mutacjami
predysponujgcymi do rozwoju NF planowane jest takze pozyskanie indukowanych
macierzystych komoérek pluripotencjalnych (iPSC - induced pluripotent stem cells) z
niepluripotencjalnych komadrek somatycznych, w tym wypadku fibroblastéw. iPSC bedqg dalej
réznicowane do komadrek macierzystych grzebienia nerwowego (NCSCs — Naural Crest Stem
Cells) w warunkach in vitro, bedgcymi prekursorami komodrek Schwanna. Pozwoli to na
badania aktywnosci gendw, ktére zostaty potencijalnie zidentyfikowane jako predysponujgce

do zachorowania nha schwannomatoze (forma NF).
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Cel 5) Opracowanie prototypdw uktaddw diagnostycznych do analiz PZMs jako biomarkerow

choréb.

Na podstawie wynikdw badan otrzymanych w frakcie realizacji celéw 1-4 zostang
przygotowane i zwalidowane prototypy prostych uktaddw diagnostycznych do analiz PZMs
jako biomarkerdw raka i choroby Alzheimer'a. Ten cel bedzie realizowany retrospektywnie z

uzyciem wczedniej zgromadzonego materiatu (cel 1).
b)metodyka badan (szczegdtowo)
Cel 1) Procedura pozyskiwania materiatu do badan.

Pacjenci bedqg rekrutowani w nastepujgcych jednostkach przez lekarzy prowadzgcych

wskazanych przez kierownikdw tych jednostek:

« Klinika Chirurgii Onkologicznej, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne, Gdansk
« Klinika Chirurgii Plastycznej, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne, Gdansk

¢ Klinika Urologii, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne, Gdansk

*Klinika Chirurgii Onkologicznej, Endokrynologiczne] i Transplantacyjnej, Uniwersyteckie

Centrum Kliniczne, Gdansk
« Katedra Nadci$nienia Tetniczego i Diabetologii, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
e Centrum Medycyny Translacyjnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
e Centrum Medycyny Rodzinnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny,

Klinikka Choréb Wewnetrznych, Choréb Tkanki tgcznej i Geriatrii, Uniwersyteckie Centrum

Kliniczne, Gdansk

¢ Klinika Chirurgii Onkologicznej, Collegium Medicum, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Centrum

Onkologii w Bydgoszczy;
« Szpital Specjalistyczny w Koscierzynie;
« Zaktad Patomorfologii Nowotworéw, Centrum Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Krakéw;

* Oddziat Kliniczny Chirurgii Ogdlinej, Onkologicznej, Gastroenterologicznej i Transplantologii,

Uniwersytet Jagiellonski oraz Szpital Uniwersytecki, Krakéw;
 Zaktad Diagnostyki Patomorfologicznej, Szpital Uniwersytecki, Krakdw;
» Oddziat Urologii i Urologii Onkologicznej, Szpital Uniwersytecki, Krakdw;

INTERNATIONAL RESEARCH AGENDA - 3P MEDICINE LABORATORY :
@ MEDICAL @

3 o AR 80-210 Gdansk, Poland, M. Sktodowskiej-Curie 3a | +48 58 349 18 50 | mab@gumed.edu.pl =g
Al

UPPSALA
UNIVERSITET



; ﬁ European Union
Et::\%gean RepLIbllc F N P Foundation for Elﬁopean Regional
Smart Growth - of Poland L Polish Science Development Fund

¢ Klinika Psychiatrii Dorostych GUMed, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne, Gdansk
e Katedra Medycyny Rodzinnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Gdanhsk
* Katedra Chordb Wewnetrznych i Gerontologii, Uniwersytet Jagiellofski

Lekarz prowadzgcy lub pielegniarka bedzie przedstawiac informacje o badaniu i odbierac
zgode pacjentdw, ktérzy wyrazg wole uczestnictwa w badaniu. Pacjenci bedqg rekrutowani
sposrdd osdb ze wskazaniem do zabiegu chirurgicznego z powodu raka piersi u kobiet, raka
prostaty u mezczyzn, raka okreznicy/odbytnicy, raka trzustkii przerzutdw metachronicznych do
wqatroby oraz pecherza moczowego u obu ptci, zabiegu bariatrycznego lub z chorobg
Alzheimer'a. Preferowani bedq pacjenci onkologiczni, ktérzy nie zostali poddani terapii
neoadiuwantowej i bez podtoza rodzinnego. Planowane jest pobranie materiatu od ok. 800
pacjentéw dla kazdej z wymienionych diagnoz nowotworowych oraz okoto 1500 pacjentéw z
chorobg Alzheimer'a. W szczegdlnosci, przed zabiegiem zostanie pobrane 30-35 ml krwi
obwodowej (4 probdwki Vacutainer o maksymalnej pojemnosci 10 ml), ktéra zostanie
poddana frakcjonowaniu na elementy morfotyczne krwi i osocze. Od pacjentdw zostanie
takze pobrany wymaz z btony Sluzowej jamy ustnej, ktéry bedzie stanowit
dodatkowy/alternatywny materiat badawczy z tkanki nie objetej procesem chorobowym. W
przypadku pacjentdw z diagnozg choroby Alzheimer'a bedq to jedyne pobrane préby. Od
pacjentéw z diagnozami nowotworowymi wymienionymi w niniejszym wniosku, po wykonaniu
operacji, z usunietych fragmentdw tkanek (tzn. odpaddw medycznych), zostanie pobrany
wycinek nienowotworowej tkanki (ok. 0,5 cm3) (préba stanowigca gtéwny materiat
badawczy), fragment guza pierwotnego (ok. 0,5 cm3), przerzutdw, jesli bedg usuwane (ok. 0,5
cm3) (préby poréwnawcze), fragment skéry (ok. 0,5 cm2) oraz skéry z tkankg tuszczowqg
podskdérng (5-20 cm2 w zaleznosci od wielkosci ciecia i rozmiaru zabiegu (préoby stanowigce
dodatkowy/alternatywny materiat badawczy z normalnej tkanki niewtgczonej w proces
chorobowy). 7 ttuszczowej tkanki podskérnej izolowane i namnazane bedqg komorki
macierzyste tkanki ftuszczowej - ASC (ang. Adipose Derived Stem Cells) jako dodatkowy
materiat do poszukiwania mutacji somatycznych. W przypadku procedury operacii
oszczedzajgcych pecherza przeprowadzanych metodg TURBT pobierany bedzie bardzo
niewielki fragment tkanki guza i dwa fragmenty zdrowego nabtonka pecherza (wielko$¢ okoto
0,03 — 0,05 cm3) petlg endoskopu. Pobranie fragmentu zdrowego nabtonka jest elementem
procedury operacyjnej i stuzy do oceny wspdtistnienia carcinoma in situ (CiS). Dla badania
majgcego na celu zmierzenie wptywu czasu zimnej ischemii na profil transkryptomiczny tkanki
pobrany zostanie nieco wiekszy fragment tkanki zdrowej (maks. 1 cms3), ktdry zostanie
nastepnie podzielony na mniejsze w réznych punktach czasowych. Wszystkie préby zostang
niezwtocznie zamrozone w -80 C. Ponadto, z préb nienowotworowej tkanki oraz skéry zostang

zatozone hodowle pierwotne in vitro, odpowiednio komdrek nabtonka oraz fibroblastéw.
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Osoby stanowigce grupe kontrolng zostang zrekrutowani przez zesp 6t projektowy MAB oraz we
wspotpracujgcych  jednostkach  szpitalnych  (kryteria:  wiek powyzej 65 roku, bez
zdiagnozowanej osobistej choroby nowotworowej i choroby Alzheimera). Lekarz prowadzgcy
lub pielegniarka bedzie przedstawiac¢ informacje o badaniu i odbiera¢ $wiadomg zgode
pacjentdw, ktérzy wyrazg wole uczestnictwa w badaniu. Od kontroli zostanie pobrane 30-35
ml krwi obwodowej oraz wymaz jamy ustnej. Dodatkowo dla infensywnie prowadzonych przez
zespot badan nad mechanizmami molekularnymi rozwoju raka piersi w Klinice Chirurgii
Plastycznej UCK rekrutowane bedq pacjentki poddawane operacji mammoredukcii. Od tych
pacjentek pobierany bedzie fragment usuwanej tkanki z gruczotu piersiowego (maks. 1 cm3)

oraz 12 ml krwi obwodowe;.

W ramach wspotpracy naukowej MAB z Centrum Medycyny Rodzinne] (CMR) GUMed i
Centrum Medycyny Translacyjnej (CMT) GUMed dla pacjentdéw z grupy kontrolnej
zrekrutowanych do MAB zostang wykonane badania w kierunku schorzeh uktadu sercowo-
naczyniowego w CMT (w ramach zgody NKBBN/116/2020). Po uzyskaniu zgody z
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego dla wspdlnie zrekrutowanych pacjentéw MAB bedzie
pozyskiwat dane dotyczgce fenotypowania uktadu sercowo-naczyniowego do celdw

wspdlnych publikacji naukowych.

W przypadku badan neurofibromatoz materiat w postaci DNA z krwi obwodowej pacjentdow z
podejrzeniem NF, po wczedniejszej anonimizacii, pozyskiwany bedzie od wspdtpracujgcej
jednostki zagranicznej. Gtéwnym badaczem jest Prof. Eliabeth Castelanos reprezentujgcg
Clinical Genomics Research Group, Program of Predictive and Personalized Medicine of
Cancer (PMPPC), Germans Trias i Pujol Research Institute (IGTP), Barcelona, Spain oraz Clinical
Genomics Unit, Clinical Genetics Service, Northern Metropolitan Clinical Laboratory, Germans
Trias i Pujol University Hospital (HUGTIP), Barcelona, Spain. Swiadome zgody pacjenta zostaty
pobrane w ramach prowadzonych tam projektdw, po uprzedniej akceptacii witasciwej Komisji
Bioetycznej. Badania funkcjonalne z wykorzystaniem indukowanych macierzystych komadrek
pluripotencjalinych (IPSC - induced pluripotent stem cells) wykonane zostang na materiale
pozyskanym w ramach wspdtpracy z Institut d'Investigacidé Biomedica de Bellvitge, L'Hospitalet

de Llobregat (Barcelona), reprezentowanym przez dr Begona Aran.

Materiat oryginalny do badan (préby oryginalne) przechowywane bedg w Miedzynarodowe;j
Agendzie Badawczej, gdzie wszystkie dane poddane sq deidentyfikacji przed przekazaniem
do badan naukowych. Proby wtdérne (RNA, DNA) bedq pozyskiwane, przechowywane i
badane w Miedzynarodowej Agendzie Badawczej, a cze$¢ specjalistycznych analiz
wykonywana bedzie w Uppsala University w Szwecji. Proponowane badanie jest poznawczo-

poréwnawcze i nie stanowi zagrozenia dla zdrowia badanych oséb.
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W ramach wspodtpracy naukowej czeS¢ materiatu biologicznego zgromadzona dla potrzeb
Miedzynarodowej Agendy Badawczej zostanie udostepniona na realizacje wtasnych badan

naukowych dla:
«dr hab. Anny Zaczek z Katedry Biotechnologii Medycznej GUMed,
eprof. dr hab. Jacka Witkowskiego — kierownika Katedry i Zaktadu Fizjopatologii.

Cel 2) Poszukiwanie w tkance nienowotworowej PZMs predysponujgcych do powszechnie

wystepujgcych nowotwordw w tkance nienowotworowe;.
Materiat: wg opisu powyzej, pobrany w trakcie realizacji Celu 1.

W celu identyfikacji (i) destabilizacji genomu i (i) rzadkich wariantéw sekwencyjnych, mutaciji-
kandydatdéw, zostang wykonane: (i) catogenomowa ocena genetycznych rearanzacji
strukturalnych i ekspresji gendw z  uzyciem  mikromacierzy aCGH+SNP  oraz
wysokoprzepustowego sekwencjonowania rownolegtego; (i) celowane wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie rownolegte znanych loci predyspozyciji, oraz gendw kierujgcych w
somatycznym procesie rozwoju raka, ze szczegdlnym uwzglednieniem gendw zwigzanych z
utrzymaniem stabilnosci genomu oraz gendw kontrolujgcych cykl komodrkowy; ponadto
sekwencjonowanie obejmie réwniez tzw. blizny informacyjne w miejscach granicznych
rearanzacji  strukturalnych oraz analize ekspresji gendw metodg sekwencjonowania
pojedynczych czgsteczek DNA i RNA w czasie rzeczywistym (Single Molecule Real-Time
Sequencing, SMRT). Ze wzgledu na szybki rozwdj technik analizy genomow, planowane jest

uzycie innych nowszych metod w miare ich rozwoju.

Cel 3) Utrata chromosomu Y w leukocytach krwi obwodowej jako przyczyna krétszego zycia

mezczyzn.

Materiat: wg opisu powyzej - pobrany w frakcie realizacji Celu 1 z tym, ze analiza bedzie
ograniczona do leukocytdw krwi obwodowe] od mezczyzn z nastepujgcymi chorobami: rak
prostaty, rak okreznicy/odbytnicy, rak pecherza moczowego, oraz z choroba Alzheimer'a.
Dodatkowo do analiz planujemy wtgczy¢ materiat biologiczny tkanek mdzgu pobranych od
pacjentéw z chorobg Alzheimera. Osobqg koordynujgcq udostepnianie materiatu do badan
naukowych jest prof. Martin Ingelsson z Uniwersytetu w Uppsali.Poszczegdlne frakcje
leukocytdéw zostang wyodrebnione z uzyciem na przyktad cytometru przeptywowego z
sorterem komoérek lub innych metod. Nastepnie zostang wykonane analogiczne analizy jak w
opisie metodyki Celu 2 powyzej. Ze wzgledu na szybki rozwdj technik analizy genomow,

planowane jest uzycie innych nowszych metod w miare ich rozwoju.

Cel 4) Analizy funkcjonalne mutacji scharakteryzowanych w trakcie realizacji celéw 21 3.
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Materiat: wg opisu powyzej - pobrany w trakcie realizacji Celu 1 z tym, ze ograniczony do
hodowli pierwotnych in vitro komdrek nabtonka oraz fibroblastéw wyprowadzonych z préb
nienowotworowej tkanki oraz skéry od pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem piersi, prostaty,

okreznicy/odbytnicy lub pecherza moczowego (Cel 1).

Komérki z hodowli in vitro zostang poddane stresowi replikacyjnemu, a nastepnie zostanie
wykonana analiza konsekwencji stresu poprzez monitorowanie zatamania widetek
replikacyjnych, powstawania dwuniciowych peknie¢ DNA, profilu transkryptomicznego
MRNA/mMIRNA. Ponadto, analogiczne doswiadczenia zostang wykonane podczas
réznicowania in vitro komodrek progenitorowych (otfrzymanych ze skéry/fioroblastéow) do
komérek nabtonka. Dodatkowo, w celach referencyjnych, zostang podjete proby

modelowania i naprawy mutaciji metodq CRISPR/Cas? w komdrkach z hodowli in vitro.

Dalsza analiza genetyczna bedzie ograniczona do pacjentdw wyselekcjonowanych podczas
realizaciji Celu 2, 1j. ze stwierdzonymi mutacjami somatycznymi. Analizy genetyczne zostang
wykonane analogicznie jak analizy w opisie metodyki Celu 2 powyzej. Ze wzgledu na szybki
rozwdj technik analizy genomdw, planowane jest uzycie innych nowszych metod w miare ich

rozwoju.

Cel 5) Opracowanie prototypdw uktaddw diagnostycznych do analiz PZMs jako biomarkerdw

choréb.

Na podstawie wynikdw badan otrzymanych w tfrakcie realizacji celéw 1-4 zostang
przygotowane i zwalidowane prototypy prostych uktaddéw diagnostycznych do analiz PZMs
jako biomarkerdw raka i choroby Alzheimer'a. Od strony metodycznej zostanie wykorzystane
celowane wysokoprzepustowe sekwencjonowanie réwnolegte oraz celowane mikromacierze
ACGH+SNP. Ze wzgledu na szybki rozwdj technik analizy genomdw, planowane jest uzycie

innych nowszych metod w miare ich rozwoju.

c) badani: wiek, pte¢, stan zdrowia
Wiek 18 - 85 lat
Obie ptcie

d)kryteria wtgczenia

Podpisana zgoda na pobranie materiatu do kolekcji Miedzynarodowej Agendy Badawczej
oraz ZMDL - BioBank

Rozpoznany rak piersi u kobiet, rak prostaty u mezczyzn, rak okreznicy//odbytnicy wraz z

przerzutami metachronicznymi, frzustki i pecherza moczowego u obu ptci. Rozpoznana
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choroba Alzheimer'a u mezczyzn. Do badan nad jakosScig materiatu biologicznego (wptyw
zimniej ischemii na profil franskryptomiczny tkanki zdrowej) wtgczeni zostang pacjenci

zakwalifikowani do zabiegdéw bariatrycznych.
e) kryteria wytqgczenia:

Brak zgody na pobranie materiatu
f)liczebnos$¢ grupy badane;j

* W przypadku raka piersi u kobiet, raka prostaty u mezczyzn, raka okreznicy/odbytnicy (takze
przerzutéw metachronicznych), trzustki, pecherza moczowego i nerki u obu ptci — 500-800

pacjentéw dla kazdego wymienionego rozpoznania.

*W przypadku neurofioromatoz planowane jest pozyskanie materiatu od 50 pacjentéw z

podejrzeniem lub ze zdiagnozowang chorobag.

¢ Grupa kontrolna, okoto 400 oséb. Osoby te bedq rekrutowane przez zespdt projektowy MAB
oraz we wspodtpracujgcych jednostkach szpitalnych, spo$rdéd oséb, ktére przychodzg na

rutynowe kontrole.
* W przypadku choroby Alzheimer'a — 1500 pacjentéw.
f)miejsce wykonywania badanh laboratoryjnych

Zaktad Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej — Biobank, Gdanski Uniwersytet Medyczny
http://www.informator.gumed.edu.pl/335

Miedzynarodowa Agenda Badawcza, tzn. badania na Gdanskim Uniwersytecie Medycznym

oraz na Uniwersytecie w Uppsali.

Nie wykluczamy tez mozliwosci badah naukowych w innych krajach, po nawigzaniu

wspdtpracy z dodatkowymi jednostkami naukowymi.
a) przewidywany okres przeprowadzania badanh

60 miesiecy od dnia 1 wrze$nia 2018 roku, z mozliwoscig przedtuzenia, w zaleznosci od

uzyskanych wynikéw i dalszego finasowania.
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