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OPIS PRZEDMIOTU ZAMOWIENIA

Przedmiotem zamdéwienia jest Swiadczenie ustugi polegajgcej na zbieraniu i przygotowaniu materiatu
badawczego w postaci préb materiatu biologicznego od pacjentéw z chorobg nowotworowg piersi,
prostaty, pecherza, okreznicy oraz choroby Alzheimera w ramach realizowanego projektu: ,, Mutacje
nabywane w trakcie rozwoju i zycia cztowieka powodujgce zwiekszone ryzyko choréb, w szczegdlnosci
nowotwordéw” przez okres 36 miesiecy.

Projekt realizowany jest w Programie na Rzecz Nauki Polskiej pt. ,,Miedzynarodowe Agendy Badawcze”
finansowany z $rodkdw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu
Operacyjnego Inteligentny Rozwaj, O$ IV: Zwiekszenie potencjatu naukowo-badawczego, Dziatanie 4.3.
Miedzynarodowe Agendy Badawcze, nr umowy MAB/2018/6

ZAKRES UStUGI — pakiet 1-6

Minimalna Minimalna | Maksymal Liczba probek
Maksymalna kontrolnych od
wymagana | ,. X faczna na taczna , . .
. A liczba probek . . 0s6b powyiej
Nr . liczba préobek . liczba liczba .
. Rodzaj choroby . .. | odpacjentow , , 55. roku zycia
Pakietu od pacjentéw probek od | prébek od s
chorych . C bez osobistej
chorych . . pacjentow | pacjentow -
(miesiecznie) (miesigeznie) chorych chorych historii
< ¥ ¥ choroby
1 Rak okreznicy, Rak piersi, Rak 40 70 1440 2520 Zamawiajacy
prostaty, Rak pecherza nie okreéla
Rak okreznicy, Rak piersi, Rak liczby prébek
2 prostaty, Rak pecherza 3 60 1260 2160 kontrolnych.
Rak okreznicy, Rak piersi, Rak
1 2 4 i
3 prostaty, Rak pecherza > 6 >40 936 W miare
Rak okreznicy. Rak piersi. Rak postepu
4 ak o reznlcyI;, ka plﬁrsu a 12 21 432 756 realizacji
prostaty, Rak pecherza umowy
5 Rak okreznicy, Rak piersi, Rak 10 17 360 612 podejm|e
prostaty, Rak pecherza decyzje o
Rak okreznicy, Rak piersi, Rak zaprzestaniu
6 prostaty, Rak pecherza 8 14 288 >04 ich pobierania.

W przypadku préb kontrolnych do wyliczen w poszczegolnych pakietach nalezy przyjaé maksymalng
liczbe kontroli miesiecznie np. dla pakietu nr 4 bedzie to 21 kontroli.




Zakres swiadczenia ustugi:

1.

Zbieranie i przygotowanie préb materiatu biologicznego od Pacjentéw z chorobg nowotworowa
piersi, prostaty, pecherza, okreznicy:

a) krew obwodowa,

b) ewentualnie frakcjonowanie krwi — po uzgodnieniu z Zamawiajgcym,
c) wymaz jamy ustnej,

d) ewentualnie tkanka skdrna — po uzgodnieniu z Zamawiajacym,

e) guz pierwotny,

f) opcjonalnie przerzut nowotworowy (jesli dostepny),

g) nienowotworowa tkanka otaczajgca guza.

. Zbieranie préb kontrolnych materiatu biologicznego od zdrowych oséb powyzej 55. roku zycia bez

osobistej historii choroby nowotworowej:

a) krew obwodowa,
b) ewentualnie wymaz z jamy ustnej — po uzgodnieniu z Zamawiajgcym.

Prowadzenie dokumentacji danych opisujacych préby biologiczne, przygotowanie opisu
histopatologicznego pobranych materiatéw biologicznych.

. Udostepnianiu zdjec¢ i bloczkdéw preparatdw histopatologicznych.

. Obstudze i wtasciwym uzytkowaniu wypozyczonych przez Zamawiajgcego na czas realizacji umowy

urzadzen:
e zamrazarek niskotemperaturowych,
e skanerow,

e komputerow.
Poprzez wtasciwe uzytkowanie rozumie sie zapewnienie pomieszczenia o odpowiednich
parametrach, w ktérych utrzymywana bedzie temperatura do 25°C.
Ubezpieczenie uzyczonego sprzetu lezy po stronie Zamawiajgcego.
Urzadzenia zostang wypozyczone dla tych Wykonawcdéw, ktdrych siedziba znajduje sie w
odlegtosci wiekszej niz 10 kilometréw od siedziby Zamawiajgcego.

. Wykonawca zobowigze sie dostarcza¢ prébki materiatu biologicznego wraz z wymagang

dokumentacjg medyczng oraz wypetnionymi formularzami swiadomej zgody do Biobanku Zakfadu
Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Debinki 7, 80-211
Gdansk w okreslonej liczbie. Zamawiajgcy dostarczy do Wykonawcy probowki kriogeniczne na krew,
osocze i tkanki.

. W celu prawidtowej realizacji ustugi Wykonawca wskaze osobe odpowiedzialng za koordynacje

dziatan w zakresie merytorycznym i administracyjnym po stronie Wykonawcy. Kandydatura musi
by¢ zaakceptowana przez Zamawiajgcego.

Kazdemu z Wykonawcéw przystuguje mozliwos¢ ztozenia oferty na wybrany przez siebie pakiet lub
pakiety.

OPIS POSTEPOWANIA BADAWCZEGO

. Wykonawca oswiadcza, ze kazdorazowo dla potrzeb badania:
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a) przed zabiegiem zostanie pobrana odpowiednia objetos¢ krwi obwodowej:

l. Procedura dla Pacjentéw, ktdrzy nie sg wiaczeni do badan obejmujgcych analize
wysortowanych komadrek krwi (leukocytéw): przed zabiegiem zostanie pobrane 12 ml
krwi obwodowej. Z tego materiatu nalezy zabezpieczy¢ 4 probdéwki 1,5 ml petnej krwi
(przechowywanych -80 stopni Celsjusza), oraz 2 probdéwki 1,5 ml osocza
(przechowywanych -80 stopni Celsjusza)

Il Procedura dla Pacjentow, ktérzy s wigczenido badan obejmujgcych analize
wysortowanych komarek krwi (leukocytéw): przed zabiegiem zostanie pobrane 35 ml
krwi obwodowej. Z tego materiatu nalezy zabezpieczy¢é 4 mate probowki (obj.1,5 ml)
petnej krwi (przechowywanych -80 stopni Celsjusza). Pozostata objetosc petnej krwi
pobrana do 4 probéwek BD Vacutainer CPT zostanie wykorzystana przez
Zamawiajgcego do sortowania (tego samego dnia) wybranych typow leukocytéw przy
pomocy FACS-u.
b) przed zabiegiem zostanie pobrany wymaz z btony $luzowej jamy ustnej
c) po operacji, z usunietego preparatu chirurgicznego, zostanie pobrany wycinek:
nienowotworowej tkanki otaczajgcej guza (ok. 0,5 cm3) (préba stanowigca gtéwny materiat
badawczy), guza pierwotnego (ok. 0,5 cm3), przerzutdw, jesli bedg usuwane (ok. 0,5 cm3)
(préby poréwnawcze) oraz fragment skéry (ok. 0,5 cm2) (préba stanowigca
dodatkowy/alternatywny materiat badawczy z normalnej tkanki niewtgczonej w proces
chorobowy). Powyzej pobrane prébki bedg pozyskiwane wedtug specyficznego protokotu dla
kazdej choroby, ktéra jest podmiotem projektu.

Postepowanie badawcze bedgce przedmiotem zamodwienia zostato przyjete i zatwierdzone przez
Niezalezng Komisje Bioetyczng ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym w
Gdansku, powotang przez Rektora Uczelni, na podstawie rozporzadzenia MZiOZ (Dz.U.nr.47,
p0z.480).

. Kazdemu pacjentowi zakwalifikowanemu do programu MAB jednostka szpitalna przydzieli

indywidualny kod 1D.

Do systemu elektronicznego zostanie wprowadzony kod 1D oraz dane medyczne odpowiedniego
Pacjenta.

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

ZAKRES ZADAN KOORDYNATORA

Koordynowanie przebiegu pozyskiwania probek materiatu biologicznego zgodnie z dokumentacjq i
wytycznymi zatwierdzonymi przez Komisje Bioetyczng,

Informowanie Pacjentdw o badaniu - przekazywanie swiadomych zgdd do podpisu przez Pacjentéw.
Wprowadzenia danych Pacjenta oraz danych medycznych do systemu BBMS Biobank Gumed.
Przygotowanie podstawowego opisu probek i wprowadzenie go do systemu BBMS Biobank Gumed.
Obstuga techniczna zamrazarki niskotemperaturowej, skanera i komputera.

Dbatos¢ o dostarczony sprzet.



Przygotowanie prébek do transportu i ich wysytka.
Monitorowanie i raportowanie o ilosci pozyskiwanych prébek tygodniowo.

. Monitorowanie i raportowanie o zapotrzebowaniu na dostarczenie préobdéwek.

WARUNKI REALIZACII

Materiat biologiczny wraz z danymi klinicznymi bedzie przechowywany w siedzibie Zamawiajgcego
w Biobanku Zaktadu Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

. Pobrane préoby materiatu biologicznego zostang wykorzystane na potrzeby ww. projektu oraz w

celu realizacji przysztych projektéw naukowych, ktére mogg zosta¢ opracowane w miare
poszerzania wiedzy na temat mechanizméw rozwoju choréb nowotworowych i choroby
Alzheimera.

. Miejscem swiadczenia ustugi badawczej bedzie siedziba Wykonawcy.

. Zamawiajgcemu przystuguje prawo odstgpienia od umowy (umowne prawo odstgpienia), po

uzyskaniu wystarczajgcej liczby préb materiatu biologicznego pozwalajgcej na osiggniecie przez
Zamawiajgcego celéw badawczych zaktadanych w projekcie.

Pobrane prébki, dokumentacja medyczna oraz wypetnione formularze swiadomej zgody beda
wysytane przez Wykonawce przesytka kurierskg w suchym lodzie do siedziby Zamawiajgcego

Transport préb nie rzadziej niz raz na 3 miesigce. W przypadku wysytki probek przesytka kurierskg,
koszt transportu pokrywa Zamawiajgcy.

ZAKRES UStUGI — pakiet 7-8

Minimalna Minimalna | Maksymal Liczba probek
Maksymalna kontrolnych od
wymagana | ,. X faczna na taczna , . .
. A liczba probek . . 0s6b powyiej
Nr . liczba préobek . liczba liczba .
. Rodzaj choroby . .. | odpacjentow , , 55. roku zycia
Pakietu od pacjentéw probek od | prébek od s
chorych . C bez osobistej
chorych . . pacjentow | pacjentow -
(miesiecznie) (miesigeznie) chorych chorych historii
¢ 4 4 choroby
Zamawiajacy
nie okresla
. liczby prébek
7 Alzheimer 10 20 360 720
kontrolnych.




W miare
postepu
realizacji
umowy
podejmie
decyzje o
zaprzestaniu
ich pobierania

Alzheimer 8 20 288 720

W przypadku préb kontrolnych do wyliczern w poszczegolnych pakietach nalezy przyja¢ maksymalna

liczbe kontroli miesiecznie np. dla pakietu nr 7 bedzie to 20 kontroli.

W Zakres Swiadczenia ustugi:

1.

Zbieranie i przygotowanie préb materiatu biologicznego od Pacjentéw z chorobg Alzheimera:
a) krew obwodowa,

b) ewentualnie frakcjonowanie krwi — po uzgodnieniu z Zamawiajgcym,

c) wymaz jamy ustnej,

. Zbieranie préb kontrolnych materiatu biologicznego od zdrowych oséb powyzej 55. roku zycia bez

osobistej historii choroby Alzheimera:
c) krew obwodowa,
d) ewentualnie wymaz z jamy ustnej — po uzgodnieniu z Zamawiajgcym.
Prowadzenie dokumentacji danych opisujgcych préoby biologiczne, przygotowanie opisu
histopatologicznego pobranych materiatéw biologicznych.
Udostepnianie zdje¢ i bloczkdw preparatéw histopatologicznych.
Udostepnianie dostepu do wynikéw badan mézgu pacjentéw z chorobg Alzheimera
Obstudze i wtasciwym uzytkowaniu wypozyczonych przez Zamawiajgcego na czas realizacji umowy
urzadzen:
e zamrazarek niskotemperaturowych,
e skanerow,
e komputerow.
Poprzez wtasciwe uzytkowanie rozumie sie zapewnienie pomieszczenia o odpowiednich
parametrach, w ktérych utrzymywana bedzie temperatura do 25°C.
Ubezpieczenie uzyczonego sprzetu lezy po stronie Zamawiajgcego.
Urzadzenia zostang wypozyczone dla tych Wykonawcéw, ktérych siedziba znajduje sie w
odlegtosci wiekszej niz 10 kilometréw od siedziby Zamawiajgcego.

. Wykonawca zobowigze sie dostarczaé prébki materiatu biologicznego wraz z wymagang

dokumentacjg medyczng oraz wypetnionymi formularzami $wiadomej zgody do Biobanku Zakfadu
Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Debinki 7, 80-211
Gdansk w okreslonej liczbie. Zamawiajgcy dostarczy do Wykonawcy probdwki kriogeniczne na krew,
osocze i tkanki.




8. W celu prawidtowej realizacji ustugi Wykonawca wskaze osobe odpowiedzialng za koordynacje
dziatan w zakresie merytorycznym i administracyjnym po stronie Wykonawcy. Kandydatura musi
by¢ zaakceptowana przez Zamawiajgcego.

9. Kazdemu z Wykonawcéw przystuguje mozliwosé ztozenia oferty na wybrany przez siebie pakiet lub
pakiety.

OPIS POSTEPOWANIA BADAWCZEGO

1. Wykonawca o$wiadcza, ze kazdorazowo dla potrzeb badania:

a) zostanie pobrana odpowiednia objetos¢ krwi obwodowej:

I. Procedura dla Pacjentéw, ktérzy nie sg wigczeni do badan obejmujgcych analize
wysortowanych komadrek krwi (leukocytéw): przed zabiegiem zostanie pobrane 12 ml krwi
obwodowej. Z tego materiatu nalezy zabezpieczy¢ 4 probowki 1,5 ml petnej krwi
(przechowywanych -80 stopni Celsjusza), oraz 2 probowki 1,5 ml osocza (przechowywanych
-80 stopni Celsjusza)

[I. Procedura dla Pacjentéw, ktdérzy sg wigczeni do badan obejmujacych analize
wysortowanych komadrek krwi (leukocytéw): przed zabiegiem zostanie pobrane 35 ml krwi
obwodowej. Z tego materiatu nalezy zabezpieczy¢ 4 mate probdéwki (obj.1,5 ml) petnej krwi
(przechowywanych -80 stopni Celsjusza). Pozostata objetos¢ petnej krwi pobrana do 4
probowek BD Vacutainer CPT zostanie wykorzystana przez Zamawiajgcego do sortowania
(tego samego dnia) wybranych typéw leukocytow przy pomocy FACS-u.

b) zostanie pobrany wymaz z btony $luzowej jamy ustnej

2. Postepowanie badawcze bedgce przedmiotem zamodwienia zostato przyjete i zatwierdzone przez
Niezalezng Komisje Bioetyczng ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym w
Gdansku, powotang przez Rektora Uczelni, na podstawie rozporzadzenia MZiOZ (Dz.U.nr.47,
p0z.480).

3. Kazdemu pacjentowi zakwalifikowanemu do programu MAB jednostka szpitalna przydzieli
indywidualny kod 1D.

4. Do systemu elektronicznego zostanie wprowadzony kod 1D oraz dane medyczne odpowiedniego
Pacjenta.

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

ZAKRES ZADAN KOORDYNATORA

1. Koordynowanie przebiegu pozyskiwania prébek materiatu biologicznego zgodnie z dokumentacjg i
wytycznymi zatwierdzonymi przez Komisje Bioetyczng,
2. Informowanie Pacjentow o badaniu - przekazywanie swiadomych zgdd do podpisu przez Pacjentéw.

3. Wprowadzenia danych Pacjenta oraz danych medycznych do systemu BBMS Biobank Gumed.
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Przygotowanie podstawowego opisu préobek i wprowadzenie go do systemu BBMS Biobank Gumed.

Obstuga techniczna zamrazarki niskotemperaturowej, skanera i komputera.

Dbatos¢ o dostarczony sprzet.

Przygotowanie prébek do transportu i ich wysytka.

Monitorowanie i raportowanie o ilosci pozyskiwanych prébek tygodniowo.

Monitorowanie i raportowanie o zapotrzebowaniu na dostarczenie préobdéwek.

a)

WARUNKI REALIZACHI
Materiat biologiczny wraz z danymi klinicznymi bedzie przechowywany w siedzibie
Zamawiajgcego w Biobanku Zaktadu Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.
Pobrane préoby materiatu biologicznego zostang wykorzystane na potrzeby ww. projektu oraz
w celu realizacji przysztych projektéw naukowych, ktére mogg zosta¢ opracowane w miare
poszerzania wiedzy na temat mechanizméw rozwoju choréb nowotworowych i choroby
Alzheimera.
Miejscem swiadczenia ustugi badawczej bedzie siedziba Wykonawcy.
Zamawiajgcemu przystuguje prawo odstgpienia od umowy (umowne prawo odstgpienia), po
uzyskaniu wystarczajacej liczby préb materiatu biologicznego pozwalajacej na osiggniecie
przez Zamawiajgcego celdw badawczych zaktadanych w projekcie.
Pobrane prébki, dokumentacja medyczna oraz wypetnione formularze swiadomej zgody beda
wysytane przez Wykonawce przesytka kurierska w suchym lodzie do siedziby Zamawiajacego.

Transport préb nie rzadziej niz raz na 3 miesigce. W przypadku wysytki prébek przesytka
kurierska, koszt transportu pokrywa Zamawiajacy.

INFORMACIJA O BADANIACH W RAMACH PROJEKTU MAB (pakiet 1-8)

zatozenie badan

Mutacje post-zygotyczne (PZMs — Post-Zygotic Mutations), sg aberracjami genetycznymi
nabywanymi podczas zycia i wystepujgcymi w klonach normalnych komérek somatycznych.
Zjawisko to, nazywane réwniez mozaicyzmem somatycznym, moze stanowi¢ predyspozycje do
rozwoju wielu chordb, w tym nowotworéw i choroby Alzheimera. PZMs obejmujg szeroka
game mutacji, tj. od mutacji pojedynczych nukleotydéw do aberracji catych chromosomow.
Przez wiele lat uwazano, ze PZMs sg tagodnym i rzadko wystepujgcym efektem starzenia sie
komodrek. Jednak stale wzrastajgca liczba badan naukowych wskazuje na tak powszechne
wystepowanie PZMs, 7e zasadniczo w jednym organizmie nie ma dwdch identycznych

genetycznie komdrek, a PZMs mogg by¢ przyczyng choréb somatycznych [1-5]. Projekt,



ktérego dotyczy niniejszy wniosek, obejmuje gtdwnie (ale nie wytgcznie) problematyke
dotyczacg zwigzku PZMs z nowotworami: rakiem piersi u kobiet, rakiem prostaty u mezczyzn,
oraz rakiem okreznicy/odbytnicy i pecherza moczowego u obu ptci. Ponadto, projekt obejmuje
rowniez 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 pacjentéow

dostarczy nowych informacji odnos$nie molekularnych mechanizméw rozwoju wyzej

wymienionych chordb, a w konsekwencji pozwoli na identyfikacje nowych, wczesnych

biomarkeréw tych choréb.

Cele szczegotowe:

Cel 1) Rozwdj nowych standardéw biobankowania materiatu biologicznego pobranego od
pacjentéw z chorobami nowotworowymi, chorobg Alzheimera oraz grupy kontrolnej

Niniejszy projekt wymaga opracowania nowych standardow biobankowania prob
biologicznych obejmujgcych nie tylko standardowy materiat jak np. krew obwodowa, czy
mroZzone Ilub utrwalone fragmenty guzéw. W przypadku pacjentow z chorobami
nowotworowymi pobierany materiat bedzie uwzgledniat réwniez proby niezmienionej
nowotworowo tkanki z okolicy guza oraz fragmenty skory z okolicy ciecia chirurgicznego [7, 8].
Poza mrozeniem i utrwaleniem chemicznym prob, fragmenty niezmienionej nowotworowo
tkanki z okolicy guza, a takze fibroblasty wyizolowane ze skoéry bedq wprowadzane i
utrzymywane w hodowlach komdrkowych. Dodatkowo od wszystkich oséb wigczonych do
badari w ramach niniejszego projektu pobierany bedzie wymaz z btony sluzowej jamy ustnej w
celu zabezpieczenia komdrek nabfonkowych. Ponadto, gromadzone bedq dane kliniczne, w tym
follow-up, wymagajgce bezpiecznego deponowania i deidentyfikacji przed przekazaniem do
badan. Te zadania bedq realizowane przez Zaktad Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej —
BioBank GUMed, ktdry dysponuje odpowiednimi kompetencjami oraz zasobami ludzkimi i
sprzetowymi. Nalezy podkreslic, ze celem biobankowania prowadzonego w ramach niniejszego
projektu jest stworzenie unikatowego repozytorium materiatu biologicznego, ktory bedzie mogt
by¢ wykorzystany nie tylko na potrzeby planowanych badan, ale takze na potrzeby przysztych

projektow naukowych.

Cel 2) Poszukiwanie w tkance nienowotworowej PZMs predysponujgcych do powszechnie
wystepujacych nowotwordw.
W trakcie naszych wczesniejszych badan wykazaliSmy, ze w nienowotworowej tkance

wydzielniczej gruczotu sutkowego wystepujq wczesne genetyczne aberracje strukturalne



(mutacje chromosomalne albo subchromosomalne), ktére mogqg byc¢ odpowiedzialne za
somatyczng predyspozycje do rozwoju guza. Aberracje te wspotwystepujq i sq prawdopodobnie
warunkowane mutacjami punktowymi gendéw odpowiedzialnych za zachowanie stabilnosci
genomowej [2, 3]. Rozszerzenie tych badari pozwoli na mocniejsze poparcie hipotezy
wskazujgcej na powigzanie rearanzacji genomowych z mutacjami gendw zapewniajgcych
zachowanie integralnosci genomu. Ponadto, badaniami objeci zostang rowniez pacjenci z:
rakiem prostaty, rakiem okreznicy/odbytnicy i rakiem pecherza moczowego. Wymienione
wyzej typy nowotwordw zostaty wybrane do badan, poniewaz wystepujq z wysokq czestoscig,
a ich etiologia, podobnie jak w przypadku raka piersi, moze by¢ powigzana ze stresem

komdrkowym w odpowiedzi na ekspozycje na czynniki Srodowiskowe lub hormonalne.

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

Krotsza dtugos¢ zycia meziczyzn w poréwnaniu do kobiet jest znanym faktem [9-16]. W skali
globalnej rdznica wynosi ok. 4 lata, a w populacjach o dtuiszym okresie Zycia jest jeszcze
wieksza, np. ok. 6 lat w Unii Europejskiej i ok. 7 lat w Japonii. Nalezy tu podkreslic, ze im dtuzsza

jest srednia dfugosc Zycia dla danego regionu, tym wieksza réznica miedzy tym, jak dfugo zyjq

mezZczyzni i kobiety w tych spoteczeristwach (Life expectancy graph w Wikipedii). Badania
wifasne oraz innych zespotdow wykazaty, ze czynnikiem powigzanym z ogdlnq wczesniejszq
Smiertelnosciq mezczyzn jest mozaikowata utrata chromosomu Y w leukocytach krwi
obwodowej [1, 6, 17-25]. W zwiqgzku z tym planujemy podda¢ analizom wybrane typy
leukocytow wyizolowane z krwi obwodowej mezczyzn ze stwierdzonym rakiem prostaty,
okreznicy/odbytnicy lub pecherza moczowego, aby sprawdzi¢ czy utrata chromosomu Y w tych
komdrkach moze byc¢ zwigzana z wczesnym rozwojem guzow. Zaktadamy rdwniez, ze
analogiczny mechanizm jest podtozem zmian neurodegeneracyjnych w osrodkowym uktadzie
nerwowym u pacjentéw 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. Nadzor immunologiczny umozliwia skuteczng
eliminacje nieprawidfowych komorek, ktore w przeciwnym razie mogqg ewoluowac w kierunku
komdrek nowotworowych lub prowadzi¢ do powstawania blaszek amyloidowych w mdézgu [26-

33].

Cel 4) Analizy funkcjonalne mutacji scharakteryzowanych w trakcie realizacji celéw 1 2.
Interpretacja funkcjonalna rzadkich wariantéw sekwencyjnych jest utrudniona, poniewaz tylko
niektére warianty wykazujq efekt uktadowy, ktory moze byc¢ zaobserwowany w rdéznych

rodzajach komdrek. Czesto efekt jest swoisty i ograniczony do okreslonych komdrek i czasu w


https://en.wikipedia.org/wiki/List_of_countries_by_life_expectancy

trakcie ontogenezy. Dlatego postawiono hipoteze, ze efekt rzadkich wariantow sekwencyjnych
jest najbardziej widoczny w stymulowanych, podlegajgcych intensywnym podziatom
komdrkach [34]. Zamierzeniem proponowanych badarn jest odtworzenie i monitorowanie tego
efektu in vitro poprzez stymulacje mitotycznq komorek pozyskanych od pacjentow, w

warunkach stresu replikacyjnego.

Cel 5) Opracowanie prototypéw uktadéw diagnostycznych do analiz PZMs jako biomarkeréw
choréb.

Na podstawie wynikdw badari otrzymanych w trakcie realizacji celdow 1-4 zostang
przygotowane i zwalidowane prototypy prostych uktaddéw diagnostycznych do analiz PZMs jako
biomarkerow raka i choroby Alzheimer’a. Ten cel bedzie realizowany retrospektywnie z uzyciem

wczesniej zgromadzonego materiatu (cel 1).

b) metodyka badan (szczegétowo)

Cel 1) Procedura pozyskiwania materiatu do badan.

Pacjenci beda rekrutowani w jednostkach (wytonionych w drodze przetargu nieograniczonego)
przez lekarzy prowadzgcych wskazanych przez kierownikdw tych jednostek.

Lekarz prowadzacy bedzie przedstawia¢ informacje o badaniu i odbiera¢ zgode pacjentéw,
ktdrzy wyrazg wole uczestnictwa w badaniu. Pacjenci bedg rekrutowani sposréd osdb ze
wskazaniem do zabiegu chirurgicznego z powodu raka piersi u kobiet, raka prostaty u
mezczyzn, oraz raka okreznicy/odbytnicy i pecherza moczowego u obu ptci lub z chorobg
Alzheimer’a. Preferowani bedg pacjenci, ktdrzy nie zostali poddani terapii neoadiuwantowej i
bez podtoza rodzinnego. Planowane jest pobranie materiatu od ok. 800 pacjentdow 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
$luzowej jamy ustnej, ktory bedzie stanowit dodatkowy/alternatywny materiat badawczy z
tkanki nie objetej procesem chorobowym. W przypadku pacjentéw z diagnozg choroby
Alzheimer’a bedg to jedyne pobrane préby. Od pacjentéow z diagnozami nowotworowymi
wymienionymi w niniejszym wniosku, po wykonaniu operacji, z usunietych fragmentow tkanek
(tzn. odpadéw 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) (proby poréwnawcze), oraz fragment skory (ok.

0,5 cm?) (préba stanowigca dodatkowy/alternatywny materiat badawczy z normalnej tkanki



niewtgczonej w proces chorobowy). Wszystkie préby zostang niezwtocznie zamrozone w -80
C. Ponadto, z préob nienowotworowej tkanki oraz skéry zostang zatozone hodowle pierwotne
in vitro, odpowiednio komérek nabtonka oraz fibroblastéw. Materiat do badan zostanie

przekazany do Zaktadu Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej - BioBanku GUMed, gdzie

wszystkie dane jak réwniez opis z probg zostang poddane deidentyfikacji przed przekazaniem

do badan naukowych. Dalsze badania laboratoryjne bedg prowadzone w Miedzynarodowej

Agendzie Badawczej GUMed oraz w Uppsala University w Szwecji. Proponowane badanie jest

poznawczo-poréwnawcze i nie stanowi zagrozenia dla zdrowia badanych oséb.

Cel 2) Poszukiwanie w tkance nienowotworowej PZMs predysponujgcych do powszechnie
wystepujacych nowotwordw w tkance nienowotworowej.

Materiat: wg opisu powyzej, pobrany w trakcie realizacji Celu 1.

W celu identyfikacji (i) destabilizacji genomu i (ii) rzadkich wariantéw sekwencyjnych, mutacji-
kandydatow, zostang wykonane: (i) catogenomowa ocena genetycznych rearanzacji
strukturalnych i ekspresji genéw z uzyciem mikromacierzy aCGH+SNP oraz
wysokoprzepustowego sekwencjonowania rownolegtego; (ii) celowane wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie rownolegte znanych loci predyspozycji, oraz gendéw kierujgcych w
somatycznym procesie rozwoju raka, ze szczegdlnym uwzglednieniem gendéw zwigzanych z
utrzymaniem stabilnosci genomu oraz gendéw kontrolujgcych cykl komoérkowy; ponadto
sekwencjonowanie obejmie réwniez tzw. blizny informacyjne w miejscach granicznych
rearanzacji strukturalnych oraz analize ekspresji genéw 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 trakcie realizacji Celu 1 z tym, ze analiza bedzie
ograniczona do leukocytéw krwi obwodowej od mezczyzn z nastepujgcymi chorobami: rak
prostaty, rak okreznicy/odbytnicy, rak pecherza moczowego, oraz z choroba Alzheimer’a.
Poszczegdlne frakcje leukocytdw zostang wyodrebnione z uzyciem na przykfad cytometru
przeptywowego z sorterem komérek lub innych metod. Nastepnie zostang wykonane
analogiczne analizy jak w opisie metodyki Celu 2 powyzej. Ze wzgledu na szybki rozwéj technik

analizy genomow, planowane jest uzycie innych nowszych metod w miare ich rozwoju.

Cel 4) Analizy funkcjonalne mutacji scharakteryzowanych w trakcie realizacji celow 2 i 3.



d)

e)

Materiat: wg opisu powyzej - pobrany w trakcie realizacji Celu 1 z tym, ze ograniczony do
hodowli pierwotnych in vitro komérek nabtonka oraz fibroblastéw wyprowadzonych z préb
nienowotworowej tkanki oraz skdry 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/miRNA. Ponadto, analogiczne doswiadczenia zostang wykonane podczas réznicowania
in vitro komérek progenitorowych (otrzymanych ze skéry/fibroblastéw) do komérek nabtonka.
Dodatkowo, w celach referencyjnych, zostang podjete proby modelowania i naprawy mutacji
metodg CRISPR/Cas9 w komérkach z hodowli in vitro.

Dalsza analiza genetyczna bedzie ograniczona do pacjentéw wyselekcjonowanych podczas
realizacji Celu 2, tj. ze stwierdzonymi mutacjami somatycznymi. Analizy genetyczne zostang
wykonane analogicznie jak analizy 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 5) Opracowanie prototypéw uktadéw diagnostycznych do analiz PZMs jako biomarkeréw
choréb.

Na podstawie wynikdw badan otrzymanych w trakcie realizacji celdw 1-4 zostang
przygotowane i zwalidowane prototypy prostych uktadéw diagnostycznych do analiz PZMs
jako biomarkeréw 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 genomdéw, planowane jest uzycie
innych nowszych metod w miare ich rozwoju.

badani: wiek, pte¢, stan zdrowia

Wiek 18 - 85 lat

Obie ptcie

kryteria wigczenia:

Podpisana zgoda na pobranie materiatu do ZMDL - BioBank

Rozpoznany rak piersi u kobiet, rak prostaty u mezczyzn, rak okreznicy//odbytnicy lub
pecherza moczowego u obu pfci. Rozpoznana choroba Alzheimer’a u mezczyzn.

kryteria wytaczenia:

Brak zgody na pobranie materiatu

liczebnos¢ grupy badanej



W przypadku raka piersi u kobiet, raka prostaty u mezczyzn, raka okreznicy/odbytnicy
lub pecherza moczowego u obu ptci — 800 pacjentéw dla kazdego wymienionego
rozpoznania.

Zdrowe osoby (bez zadnych diagnoz nowotworowych, dotyczy tylko pobierania krwi
obwodowej), okoto 400 osdb. Osoby te bedg rekrutowane w Poradni Chirurgii
Onkologicznej, z posrdd oséb, ktére przychodzg na rutynowe kontrole.

W przypadku choroby Alzheimer’a — 1500 pacjentow.

Zdrowe osoby (bez zadnych podejrzen otepienia, dotyczy tylko pobierania krwi
obwodowej), okoto 400 osdb. Osoby te beda rekrutowane w poradni i Klinice Choréb
Wewnetrznych, Choréb Tkanki tacznej i Geriatrii, Gdaniski Uniwersytet Medyczny, z

posréd osdb, ktére przychodzg na rutynowe kontrole.

f) miejsce wykonywania badan 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 badan naukowych w innych krajach, po nawigzaniu wspotpracy

z dodatkowymi jednostkami naukowymi.

g) przewidywany okres przeprowadzania badan

60 miesiecy, z mozliwoscig przedtuzenia, w zaleznosci od uzyskanych wynikéw i dalszego

finasowania.
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