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Wprowadzenie

Radioterapia w obszarze miednicy wigze si¢ z wystegpowaniem wczesnych i péznych powiktan ze strony
pecherza moczowego, takie jak czeste, utrudnione lub bolesne oddawanie moczu, nietrzymanie moczu, czgste
oddawanie moczu w nocy, a nawet wystepowanie krwi w moczu, ktoére znaczaco moga pogorszy¢ jakos¢ zycia
pacjentdw. Znane s3 radiobiologiczne mechanizmy powiklan, ale niewiele jest wiadomo na temat wptywu
flory bakteryjnej uktadu moczowego na skutki uboczne po radioterapii. Ich rola w powstawaniu powiktan
moze by¢ istotna, tak jak w przypadku przewodu pokarmowego, gdzie ostatnie badania sugeruja, ze
obserwowane zmiany mikroflory sag wazne zarowno w rozwoju jak i zapobieganiu powiktaniom ze strony
przewodu pokarmowego po radioterapii. Do niedawna kazdy wzrost bakterii wyhodowanych z moczu byt
uwazany za inwazyjny. Nowe spojrzenie na kwesti¢ sktadu i znaczenia mikrobiomu w moczu moze przynies¢
zastosowanie zyskujacej na popularnosci metody identyfikacji mikroorganizmow spektrometrii masowej
MALDI TOF MS. Technika ta umozliwia szybka i precyzyjna identyfikacj¢ mikroorganizméw, chociaz wceigz
brakuje prac na temat wykorzystania tej techniki w obrazowaniu mikrobiomu ludzkiego uktadu moczowego,
zwlaszcza badan opisujacych znaczenie mikrobiomu moczu na zmiany wywotane promieniowaniem.

Cel

Celem badania jest opracowanie technik MALDI/NALDITOF MS do spersonalizowanej diagnostyki
medycznej, z najwigkszym naciskiem na opracowanie nowych protokoldw przygotowania probek do
identyfikacji bakterii w moczu, a takze badanie zakazen, ich dynamiki i przebiegu u pacjentéw
napromienianych z powodu raka gruczotu krokowego. Szczeg6lnag uwage nalezy zwroci¢ na zalezno$¢
pomiedzy sktadem flory bakteryjnej, a powiktaniami po radioterapii. Dlatego planujemy monitorowaé flore
bakteryjng w moczu pobieranym od pacjentdow przed rozpocz¢ciem radioterapii i po radioterapii.
Chcieliby$my ustali¢, czy istnieje zwiazek miedzy wystepowaniem skutkoéw ubocznych promieniowania,
a rodzajem flory przed leczeniem i jej zmianami u pacjentdw napromieniowanych na obszar miednicy.

Materialy i metody

Do badania wlaczeni beda mezczyzni pierwotnie lub pooperacyjnie radykalnie napromieniani z powodu raka
gruczotu krokowego. Planowanie leczenia i leczenie zostanie przeprowadzone w Narodowym Instytucie
Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowym Instytucie Badawczym, Oddziat w Gliwicach zgodnie
z obowiazujacym protokotem. Kliniczne skutki uboczne radioterapii bedg ocenione przy uzyciu nastgpujacych
kwestionariuszy QLQ 30, QLQ-PR25, EORTC/RTOG. Dwie prébki moczu i krew zostana pobrane do badania
przed implantacja zlotego znacznika (znacznik jest wszczepiany do gruczotu krokowego w celu precyzyjnego
napromieniania), w dniu rozpoczgcia radioterapii i ostatniego dnia radioterapii oraz podczas kontroli 1, 4
miesiace po radioterapii. Krew zostanie wykorzystana do badan laboratoryjnych, jedna probka moczu zostanie
wykorzystana do badania ogdlnego i posiewu moczu, ktore sa rutynowo przeprowadzane podczas radioterapii.
Druga probka moczu zostanie wystana do Interdyscyplinarnego Centrum Nowoczesnych Technologii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu w celu przeprowadzenia identyfikacji mikroorganizmow
w probkach moczu pacjentow z wykorzystaniem MALDI/NALDITOF MS. Aby poréwnaé¢ i ocenié
doktadnos¢ przeprowadzonej identyfikacji MALDI, wyizolowane bakterie zostang réwniez zidentyfikowane
i przeanalizowane za pomoca referencyjnych testow biochemicznych za pomoca zautomatyzowanego systemu
BD Phoenix M50™. Klasyfikacja wykrytych gatunkow bakterii zostanie udowodniona przy uzyciu
sekwencjonowania 16S rDNA. Ocena obejmie udzial poszczegdlnych grup mikroorganizméw na poziomie
klasy, rzadu, rodziny, rodzaju i gatunku w zaleznos$ci od pacjenta, oraz zmiany udziatu poszczegélnych grup
mikroorganizmoéw pod wptywem radioterapii. Ponadto przeprowadzone zostanie poréwnanie wynikow
identyfikacji mikroorganizméw uzyskanych za pomoca réznych technik analizy sktadu mikrobiologicznego
probek i1 oceny ich przydatnosci w pracy klinicznej, a takze wybor optymalnych warunkow izolacji i hodowli
mikroorganizméw wystepujacych w drogach moczowych. W badaniach planuje si¢ wykona¢ rozne rodzaje
analiz w tym zostanie wykorzystana wielowymiarowa analiza statystyczna w celu zbadania zmienno$ci sktadu
bakteryjnego pomiedzy pacjentami, a takze zmian w czasie przeprowadzanej radioterapii.

Spodziewane korzysci lecznicze i poznawcze

Oznaczanie mikroflory z zebranego moczu za pomoca testow molekularnych i1 spektrometrycznych
1 powigzanie jej z wystgpowaniem reakcji ze strony dréog moczowych moze pozwoli¢ na wybor pacjentow,
u ktorych istnieje wigksze prawdopodobienstwo wystapienia powiktan po radioterapii. Ta grupa pacjentow
powinna by¢ doktadniej monitorowana podczas radiotherapii aby odpowiednio wczesnie rozpoczaé leczenie.
W przysztosci uzyskane informacje moga umozliwi¢ ocen¢ zastosowania prebiotykow i1 probiotykow w tej
grupie pacjentOw w celu przywrocenia korzystnej flory bakteryjnej przed leczeniem promieniami co moze
pomodc w zmniejszeniu ubocznych skutkdéw radioterapii a zarazem poprawi¢ komfort zycia. Jesli uda nam si¢
wybra¢ tych pacjentdéw za pomoca testow molekularnych, zamierzamy skorelowa¢ wyniki z rutynowo
wykonywanymi testami (badanie ogdlne i posiew moczu) w celu ustalenia potencjalnych parametrow, ktore
mogg pomoc w identyfikacji wysokiego ryzyka wystgpienia powiktan u pacjentow.



