ANALIZA WOLNEGO POZAKOMORKOWEGO DNA O POCHODZENIU BAKTERYJNYM U PACJENTOW
Z ZAAWANSOWANYM CZERNIAKIEM PODDANYCH IMMUNOTERAPII ANTY-PD-1

1. Ostatnie badania wykazaty obecno$é¢ wolnego pozakomodrkowego
DNA o pochodzeniu mikrobiologicznym (cfmDNA), gtéwnie
bakteryjnym, w osoczu krwi osob zdrowych i chorych, w tym
pacjentéw onkologicznych.

2. Poore i wsp. (2020) wykazali odmienne profile wolnego cfmDNA w
osoczu krwi oséb zdrowych oraz pacjentéw z zaawansowanymi
nowotworami ptuc, prostaty lub skéry.

3. Znaczenie wolnego cfmDNA u pacjentdw z zaawansowanymi
nowotworami poddawanych immunoterapii z wykorzystaniem
inhibitorédw  immunologicznych  punktéw  kontrolnych  (np.
przeciwciat anty-PD-1) nie zostato dotychczas doktadnie zbadane.

4. Ouaknine Krief i wsp. (2019) wykazali zwigzek pomiedzy wolnym
cfmDNA a odpowiedzig i korzyscig kliniczng (Peptostreptococcae,
Paludibaculum, Lewinella) oraz progresja choroby
(Gemmatimonadaceae) u pacjentdbw z  zaawansowanym
niedrobnokomdérkowym rakiem ptuc poddawanych immunoterapii
anty-PD-1.

Cel pracy:

Analiza wolnego cfmDNA u pacjentdéw z zaawansowanym czerniakiem
przed i w trakcie immunoterapii anty-PD-1 jako potencjalnego
biomarkera umozliwiajgcego predykcje odpowiedzi na leczenie i/lub
monitoring stanu pacjenta.

Materiaty i metody

Pacjenci z zaawansowanym czerniakiem

.Przed rozpoc;gciem Po ~3 miesigcach od Po ~12 miesigcach od
immunoterapii anty- rozpoczecia immunoterapii rozpoczecia immunoterapii
PD-1(T) anty-PD-1 (T,) anty-PD-1 (T,)

. Amplifikacja rejonéw V3-V4 .
Izollaqa cfDNAz __, genu kodujacego 165 rRNA , Blomformatyczna
probek osocza i sekwencjonowanie NGS analiza danych

Pobieranie i zabezpieczanie
probek krwi (n=78)

1. Analiza sktadu i rdéznorodnosci wolnego cfmDNA pacjentow
odpowiadajacych i nieodpowiadajgcych na immunoterapie anty-
PD-1 wykazata najwiecej istotnych statystycznie réznic pomiedzy
badanymi grupami w punkcie czasowym T, (Ryc. 2, 3, Tab. 1).

2. Otrzymane wyniki wskazujg, ze zmiany w wolnym c¢fmDNA u
pacjentéw nieodpowiadajgcych na leczenie nastepujg niedtugo
po jego rozpoczeciu (w przeciwienstwie do pacjentow
odpowiadajgcych), sugerujgc potencjat wolnego cfmDNA jako
czynnika predykcyjnego oraz narzedzia do monitoringu stanu
pacjentéw w trakcie immunoterapii anty-PD-1.

3. Badania na wiekszych populacjach pacjentéw onkologicznych
poddawanych immunoterapii z wykorzystaniem inhibitorow
immunologicznych punktéw kontrolnych sg niezbedne, aby lepiej
scharakteryzowac¢ wolny cfmDNA oraz poznaé jego wartosc jako
nowego biomarkera.
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Wolny cfmDNA byt zdominowany przez bakterie nalezgce do typu Proteobacteria we
wszystkich badanych grupach (Ryc. 1).
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025 [ pencomyeeioa Rycina 1. Wzgledny udziat poszczegdlnych bakterii na poziomie typu w wolnym
=::L‘::‘ . CfmDNA pacjentéw odpowiadajacych (R) oraz nieodpowiadajacych (NR) na
000 [ cemmaimenaseia - jmmunoterapie anty-PD-1 przed rozpoczeciem (T,) oraz w trakcie leczenia (T, oraz T,).

W punkcie czasowym T, obserwowano istotne statystycznie réznice we wzglednym udziale
poszczegolnych typdw bakterii w wolnym cfmDNA pomiedzy pacjentami odpowiadajacymi a
nieodpowiadajgcymi na immunoterapie anty-PD-1. U pacjentdw odpowiadajgcych na
leczenie, wzgledny udziat bakterii z typu Proteobacteria byt wyiszy, a bakterii z typéw
Firmicutes i Actinobacteriota nizszy w poréwnaniu z nieodpowiadajgcymi (R1 vs. NR1, p-
wartos$¢ < 0.05, Ryc. 2). Ponadto, wzgledny udziat bakterii z typu Firmicutes w wolnym cfmDNA
wzrést w trakcie leczenia; u odpowiadajgcych — po ~12 miesigcach, a u nieodpowiadajgcych —
po ~3 miesigcach od rozpoczecia immunoterapii anty-PD-1 (NRO vs. NR1, R1 vs. Rn, p-wartos¢
<0.05, Ryc. 2B).
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Réznorodnos¢ alfa wolnego cfmDNA pacjentdw nieodpowiadajgcych na immunoterapie anty-
PD-1 w punkcie czasowym T, byta statystycznie istotnie wyzsza niz w pozostatych punktach
czasowych oraz w poréwnaniu z pacjentami odpowiadajgcymi na leczenie w tym samym
punkcie czasowym (NRO vs. NR1, NR1 vs. NRn, R1 vs. NR1, p-wartos¢ < 0,05, Ryc. 3).
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Rycina 3. Poréwnanie wartosci wskaznikéw okreslajacych réznorodnosé alfa ¢fmDNA (Gini-Simpson oraz Shannon) pacjentéw odpowiadajacych (R) i
nieodpowiadajgcych (NR) na immunoterapie anty-PD-1 przed rozpoczeciem (T,) oraz w trakcie leczenia (T, oraz T,). p-wartosci opisujace istotnos¢ statystyczng
réznic w réznorodnosci alfa wolnego cfmDNA zostaty obliczone z wykorzystaniem testu t Studenta. p-wartosci < 0.05 przyjeto jako istotne statystycznie (*: p-
wartosé < 0.05, **: p- wartos¢ < 0.01).
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Rycina 2. Poréwnanie wzglednego udziatu bakterii na poziomie typu: A —
Proteobacteria, B — Firmicutes, C — Actinobacteriota w wolnym cfmDNA
pacjentéw  odpowiadajacych  (R) i nieodpowiadajacych  (NR) na
immunoterapie anty-PD-1 przed rozpoczeciem (T,) oraz w trakcie leczenia (T,
oraz T,). p-wartosci opisujace istotno$¢ statystyczng réznic we wzglednym
udziale poszczegdlnych typéw w wolnym cfmDNA zostaty obliczone z
wykorzystaniem testu t Studenta. p-wartosci < 0.05 przyjeto jako istotne
statystycznie (*: p-wartos¢ < 0.05, **: p- wartos¢ < 0.01).
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Analiza na poziomie taksonomicznym rodzaju réwniez wykazata istotne statystycznie rdznice we
wzglednym udziale poszczegdélnych ASV w wolnym cfmDNA pacjentéw odpowiadajgcych
i nieodpowiadajacych na leczenie przed rozpoczeciem i w trakcie immunoterapii anty-PD-1. W
punkcie czasowym T, obserwowano statystycznie istotnie wyzszy wzgledny udziat bakterii z
rodzaju Sphingomonas oraz Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia u  pacjentéw
odpowiadajgcych na immunoterapie anty-PD-1, natomiast u pacjentdow nieodpowiadajgcych na
leczenie wyzszy udziat bakterii z rodzaju Bacteroides, Lactiplantibacillus, Bacillus oraz
Bifidobacterium longum (R1 vs. NR1, p-wartosc¢ < 0.05, test sumy rang Wilcoxona).

Ponadto, profil wolnego cfmDNA zmieniat sie w trakcie leczenia u pacjentow odpowiadajgcych i
nieodpowiadajgcych na immunoterapie anty-PD-1. U pacjentéw odpowiadajacych obserwowano
istotny statystycznie wzrost wzglednego udziatu bakterii z rodzaju Escherichia-Shigella,
Lactiplantibacillus, Faecalibacterium oraz B. longum, natomiast obnizenie wzglednego udziatu
bakterii z rodzaju Vibrionimonas i Acinetobacter Iwoffii w trakcie leczenia (RO vs. R1, RO vs. Rn, R1
vs. Rn, p-wartosc¢ < 0.05, test sumy rang Wilcoxona).

U pacjentéw nieodpowiadajgcych obserwowano istotny statystycznie wzrost wzglednego udziatu
bakterii z rodzaju Bacteroides, Bacillus, Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia oraz
Staphylococcus, natomiast obnizenie wzglednego udziatu bakterii z rodzaju Sphingomonas w
trakcie leczenia (NRO vs. NR1, NRO vs. NRn, NR1 vs. NRn, p-wartos$¢ < 0.05, test sumy rang
Wilcoxona).




