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CZESC A:
OPIS PROJEKTU

Modulacja mikrobiomu jelitowego jako strategia wspomagajaca celowane terapie raka
piersi

Badania w ramach proponowanego projektu obejmuja analiz¢ mikrobiomu jelitowego
1 metabolomu u pacjentek z rakiem piersi w celu identyfikacji biomarkerow przewidujgcych
odpowiedz na dedykowane terapie, z zastosowaniem technik sekwencjonowania i profilowania
metabolomicznego. Podstawowe cele obejmuja charakterystyke skladu flory bakteryjnej jelit
i metabolomu pacjentek, a takze korelacje uzyskanych wynikéw z danymi klinicznymi pozwalajac
na opracowanie modelu predykcyjnego. Metody badawcze, zaplanowane na 4 lata. obejmuja
rekrutacje pacjentek, pobieranie probek materialu biologicznego na roznych etapach leczenia.
analiz¢ mikrobiomu i metabolomu, a takze bankowanie materiatu biologicznego. Uzyskane wyniki

beda mialy potencjal do zmiany strategii terapeutycznej w raku piersi, a takze poprawe
dlugoterminowych wynikow oraz jakosci zycia pacjentek. Moga rowniez przyczyni¢ si¢ do
glebszego  zrozumienia interakcji  pacjent-mikrobiom, identyfikacji nowych $ciezek
metabolicznych oraz rozwoju innowacyjnych terapii.

=

Giownym celem naukowym projektu jest charakterystyka mikrobiomu jelitowego i metabolomu
u pacjentek z rakiem piersi oraz identyfikacja biomarkerow mikrobiomowych i metabolomicznych,

ktore mogg przewidywac odpowiedz na terapie przeciwnowotworowe




Flora bakteryjna jelit, zwana takze mikrobiomem jelitowym, odgrywa kluczows role
w funkcjonowaniu organizmu cztowieka, zyskuje tez coraz wigksze uznanie jako istotny modulator
procesow fizjologicznych, patologicznych oraz odpowiedzi na terapie. Badania ostatnich lat
wskazujg na istnienie osi jelitowo-nowotworowej, gdzie sklad mikrobiomu moze determinowac
skutecznos¢ immunoterapii, chemioterapii czy terapii celowanych. Rozny sklad mikrobioty
jelitowej moze wplywaé nie tylko na odpowiedZ na zastosowane leczenie, ale takze modulowaé
odpowiedz immunologiczng oraz procesy zapalne. kluczowe w patogenezie nowotworow.

Problem badawczy projektu doktorskiego koncentruje si¢ na identyfikacji korelacji miedzy
profilem mikrobiomu jelitowego, metabolomem a kliniczna odpowiedzig na terapie raka piersi.
Systematyczna analiza probek katu/wymazow rektalnych oraz krwi od pacjentek z rakiem piersi,
skorelowana z danymi klinicznymi, pozwoli na zidentyfikowanie mikroorganizmow
1 metabolitow potencjalnie wplywajacych na skutecznosc¢ leczenia. Mimo rosnacej liczby badan
nad mikrobiomem, wcigz brakuje usystematyzowanej wiedzy na temat specyficznych sygnatur
mikrobiomowych i metabolomicznych  zwigzanych z  odpowiedzia na  leczenic
przeciwnowotworowe. szczegoinie w odniesieniu do raka piersi.

Cele szezegélowe projektu obejmuja:

1. Charakterystyke profilu mikrobiomu jelitowego u pacjentek z rakiem piersi na roznych etapach
leczenia,

2. Analize metabolomu pacjentek i jego korelacje ze sktadem mikrobiomu,

3. Identyfikacje szczepdw bakteryjnych i metabolitow zwigzanych z lepsza odpowiedzia na terapie,

4. Wyodrebnienie  biomarkerow mikrobiomowych 1 metabolomicznych pozwalajacych

przewidywac skutecznosé ieczeﬂm
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Podjety problem badawczy niesie ze soba istotne znaczenie w kilku kluczowych wymiarach.
W pierwsze] Kolejnosci, nalezy podkreslic, ze rak piersi utrzymuje pozycje najczescie]
diagnozowanego nowotworu zlosliwego wsrod kobiet, a pomimo znaczacych postepow w leczeniu.
wcigz istnieje pilna potrzeba opracowania narzedzi umozliwiajacych przewidywanie odpowiedzi
na zastosowang terapi¢ i jej personalizacj¢. Rownie istotny jest fakt, ze analiza mikrobiomu
1 metabolomu jest nieinwazyjnym podejsciem diagnostycznym o potencjalnie wysokiej wartosci
predykeyjnej, mogacym stanowi¢ wartosciowy i nowatorski element precyzyjnej stratyfikacji
pacjentek 1 indywidualizacje schematdw leczniczych,

Identyfikacja biomarkeréw mikrobiomowych i metabolomicznych zwiazanych z odpowiedzig na
leczenie moze w przyszlosci umozliwi¢ opracowanie strategii modulacji mikrobiomu,
stanowiacych uzupelnienie standardowych protokotdéw terapeutycznych w raku piersi.

Etapy badan planowane w projekcie:
1. Rekrutacja pacjentek i gmmadrenie danych klinicznych
Rekrutacja pacjentek z rakiem piersi odbywac bgd/u sig w CO im. pmi F. Lukaszczyka
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wymogiem uczestnictwa bedzie histopatologicznie potwierdzony rak piersi oraz molekularna
stratyfikacja pacjentek. Kazda zrekrutowana pacjentka otrzyma kompleksowa informacjg o celach
badania 1 wymaganych procedurach. Proces $wiadomej zgody bedzie prowadzony z nalezyta
starannoscia.

2. Pobieranie materialu biologicznego
A. Probki katw'wymazy rektalne:
Od kazdej pacjentki pobrana zostanie probka katu w roznych punktach czasowych leczenia (przed

leczeniem, po 3 1 6 mc leczema). W sytuac) niemoznosci otrzvmania/pobrania probki kalu
analogicznie od kazdej pacjentki zostana pobrane dwa wymazy rektalne. Probki te nastepnie
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| zostang zabezpicezone do dalszych badan 1 przechowywane w temperaturze -80°C do czasu izolac)i
CDNA.

B Probki kiwi:

Od kazdej pacjentki pobrana zostanie probka krwi o objetosei 1 ml. do probowek zawierajacych
| wersenian potasu. Osocze  zostanie  przygotowane  poprzez  wirowanie 1 przechowywane
- w temperaturze -807C do czasu analizy.

3. Analiza mikrobiomu jelitowego |
[zolacja DNA 2z pobranych probek kalw/wymazow rektalnych zostanie przeprowadzona przy
uzyvceiu zestawu QIlAamp DNA Mini. Probki zostana zhomogenizowane, a ekstrakcja DNA zostanic |
przeprowadzona przy uzyciu dedvkowanych kolumn. Jakosé i ilosé¢ wyizolowanego DNA zostanie
oceniona. Kompletne fragmenty bakteryinego genu 168 rRNA zostang amplifikowane. Do
przy gotowania biblioteki DNA zostanie uzyta polimeraza o wysokiej wiemnosci. z warunkami PCR
zoptymalizowanymi dla specyficznych starterow. Sekwencjonowanie bedzie przeprowadzone przy
- uzvceiu platform trzeciej generacii.

4. Profilowanie metabolomiczne ‘
Profilowanie  metabolomiczne  zostanie  przeprowadzone  przy uzyciu  LC-MS/MS |
-7 wykorzystaniem analizatora w polgezeniu 7 zestawem MxP® Quant 300 XL firmy Biocrates.

Analiza ta obejmie szeroki zakres metabolitow, m.in. alkaloidow. pochodnych aminokwasow.
\minwhk\\axm\ ttuszczowych. roznyveh klas lipidow 1 wiclu innych. Dodatkowo, probki surowicy
zostana pobrane do nieukicrunkowane) akwizvei MS. Biatka o \\,\soklg zawartosci zostana
usuniete, a stezenie biatka zostanie zmierzone.

S, Monitorowanie odpowicdzi na leczenic

- Regularne badania fizvkalne. badania obrazowe (MR piersi. TR klatki piersiowej i jamy brzuszne))

—bedapreeprowadzane preezlekarza prowadzacegow- Centrum - Onkologiiim. prof. F. Lukaszeanka

~w Bydgoszezy. Dodatkowo monitorowany bedzie tez czas wolny od choroby 1 dokonana zostanie
_wsigpna ocena przezycia catkowitego.
| 6. Analiza danych
A Ocena potencialu predvkeyvinego | prognostveznego uzyskanyeh wynikow.
Ptap ten bedzie obejmowal zaowansowana integracje uzyskanych danych omicznych (dane
- genetyezne, metabolomiezne 1 metagenomiczne) w o celu identyfikacji charakterystycznych
wzorcow mogacyeh wplvwaé nu progresje choroby nowotworowej 1 odpowiedzi na zastosowanc
leczenie. Szezegotowa analiza korelacyi miedzy profilami molekularnymi a odpowiedzia na
leczenie  zostanie  przeprowadesona  przy  uzyciu  wybranyeh  metod  statystveznych
i bioinformatyeznych w  celu  zidentyfikowania markeréw o potencjalne predykeyinym
[ pPrognostycznym.

B Opracowanie rekomendacyi interwencji leczniczych w oparciu o wyniki stratvfikucyi

molekularne).

Zostanie podjeta proba  stworzenia  systemu  rekomendacji  terapeutycznych  wo oparciu
-0 wielopoziomowa analize danych, ktory bedzie uwzglednial mozliwose adaptacji schematow
- leczenia na podstawie uzyvskanych wynikow,
\ 7. Biobankowanie
- Wszystkie procedury biobankowania beda wykonywane zgodnie ze Standardami Jakosci dla
‘ Biobdnkéw wersja 2.00. 7z zachowaniem zasad GLP 1 wymagan 1SO 20387:2018. Od kazde)

| pacientki zostang zbiobankowane probki krwi, surowicy i osocza. Dodatkowo. od co najmniej 0%

rekrutowanych paqum}\. zostanie px/cchamam jeden wymaz znklalm pmbka kabx

5. SPO
NA ROZ

- Wyniki badan w ramach planowancgo projektu bgdq miaty kluczowe znaczenie dla rozwoju
Cwspolezesnej onkologii i biologii molekularnej. wptywajac na personalizacje leczenia raka piersi.
Charakterystyka i analiza mikrobiomu jelitowego 1 metabolomu pacjentek w odniesieniu do

Codpowiedzi na zastosowana  (erapi¢  moze znaczaco zmieni¢ podejscic  diagnostyczno-
| terapeutyezne.  Identyfikacja  tyveh  biomarkerow umozliwi  stworzenie  nowych  narzedzi




' predykeyinych, pozwalajacych zoptymalizowa¢ terapie kazdej pacjentki chorej na raka piersi. co
moze Znaczaeo poprawi¢ dlugoterminowe wyniki leczenia. Dodatkowo tez. mozliwosé
zindy widualizowania terapii przyczyni sie do lepszego przewidywania i ]dpobleg ania dzialaniom
niepozadanym leczenia systemowego, co bezposrednio przefozy sic na jakos¢ zycia pacjentek.

Uzyskane wymk: pozwola takze na poznanie i zrozumienie wzajemnych i dwukierunkowych
interakcji pacjent-mikrobiom w kontekscie karcynogenezy i odpowiedzi na zastosowane leczenie.
[dentyfikacja nowych sciezek metabolicznych i oddzialywan mikrobiomu na oréam]m pacjentki
moze potencjalnie otworzy¢ nowe kierunki badan oraz prowadzi¢ do rozwoju innowacyinych
terapii przeciwnowotworowych, a takze opracowania nieinwazyjnych metod nmmtt;muama\
przebiegu choroby i skutecznosei leczenia. |
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