CHARAKTERYSTYKA FRAKCJI MIKROBIOTY JELITOWEJ ZWIAZANEJ Z WYDZIELNICZYMI IMMUNOGLOBULINAMI A
U PACJENTOW Z ZAAWANSOWANYM CZERNIAKIEM PODDANYCH IMMUNOTERAPII ANTY-PD-1

1. Immunoterapia poprzez inhibicje = immunologicznych  punktéw
kontrolnych (ICl) jest nowoczesng metodg leczenia zaawansowanych
nowotwordw, przynoszacg znaczne i dtugotrwate korzysci kliniczne.

2. Jednakze, 60-70% pacjentow nie odpowiada na monoterapie IClI ze
wzgledu na zjawisko pierwotnej i wtdrnej opornosci na leczenie, a takze
wystepowanie odczynéw niepozadanych.

3. Wiele badan wykazato zwigzek pomiedzy sktadem mikrobioty jelitowej a
odpowiedzig na immunoterapie.

4. Mikrobiota jelitowa poprzez oddziatywanie z uktadem odpornosciowym
zwigzanym z przewodem pokarmowym (GALT), wptywa na
przeciwnowotworowa odpowiedz immunologiczng, regulujac
efektywnosé immunoterapii, jednak doktadny mechanizm tej zaleznosci
nie zostat w petni poznany.

5. Wydzielnicze immunoglobuliny A (SIgA) s3 dominujgcymi przeciwciatami
wystepujacymi w S$luzie jelitowym, odpowiadajgcymi za utrzymanie
homeostazy i regulujgcymi sktad mikrobioty jelitowe;j.

Cel pracy:
Charakterystyka frakcji mikrobioty jelitowej zwigzanej z SIgA u pacjentow z
zaawansowanym czerniakiem przed i w trakcie immunoterapii anty-PD-1.

Materiaty i metody

1. Rekrutacja pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem zakwalifikowanych
do leczenia z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych anty-PD-1
(n=64).

2. Pobieranie i zabezpieczanie prébek katu przed rozpoczeciem
immunoterapii anty-PD-1 (T,) oraz po 3 (T,) i 12 (T,) miesigcach od
rozpoczecia leczenia.

3. Oznaczanie stezenia SIgA w kale z wykorzystaniem zestawu IDK® SIigA
ELISA.

4. Separacja frakcji mikrobioty jelitowej zwigzanej z SIgA na drodze
koimmunoprecypitacji w oparciu o metodyke opisang przez Madhwani i
wsp. (2016).

5. lzolacja metagenomowego DNA z frakcji mikrobioty jelitowej zwigzanej
z SlgA wykorzystaniem zestawu DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen).

6. Przygotowanie biblioteki amplikonéw regionéw V3-V4 genu kodujacego
16S rRNA na matrycy metagenomowego DNA.

7. Sekwencjonowanie z wykorzystaniem platformy
(Genomed SA).

8. Analiza bioinformatyczna otrzymanych wynikéw z wykorzystaniem
oprogramowania R.

lllumina MiSeq

1. W badanej grupie zaobserwowano istotnie wyzsze stezenie SIgA
w kale pacjentéw, ktérzy uzyskali korzysc¢ kliniczng z leczenia w
poréwnaniu z pacjentami, u ktérych nastgpita progresja choroby

(Ryc. 1).
2. Analiza frakcji mikrobioty zwigzanej z SIgA wykazata
charakterystyczne wzorce u pacjentdow odpowiadajgcych

i nieodpowiadajacych na immunoterapie anty-PD-1 przed
rozpoczeciem oraz w trakcie leczenia (Ryc. 3, Tab. 1).

3. Stezenie SIgA w kale oraz zidentyfikowane taksony (przed
rozpoczeciem leczenia) korelowaty ze wskaznikami czasu wolnego
od progresji i przezycia.

4. Otrzymane wyniki wskazujg znaczenie odpornosci sluzéwkowej w
ksztattowaniu przeciwnowotworowej odpowiedzi
immunologiczne;.

5. Dalsze badania sg niezbedne do wyjasnienia ztozonego zwigzku
pomiedzy mikrobiotg jelitowa, odpornoscig S$luzdwkowa a
przeciwnowotworowg odpowiedzig immunologiczna.
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Wyniki
Przed rozpoczeciem leczenia, stezenie SIgA w probkach katu pacjentéw, ktorzy uzyskali korzysc

kliniczng z immunoterapii anty-PD-1 byto wyzsze niz pacjentow, u ktdrych nastgpita progresja choroby
(Ryc. 1).
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Frakcja mikrobioty jelitowej zwigzanej z SlgA byta zdominowana przez bakterie nalezgce do typu
Firmicutes we wszystkich badanych grupach (Ryc. 2).
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Rycina 2. Wzgledny udziat poszczegdlnych bakterii na poziomie typu we frakcji mikrobioty jelitowej zwigzanej z SIgA: A — pacjentéw odpowiadajacych (R) oraz
nieodpowiadajacych (NR) na immunoterapie anty-PD-1 oraz B — pacjentéw, ktorzy odniesli korzys¢ kliniczng z immunoterapii anty-PD-1 (CB) oraz tych, u ktérych
nastapita progresja choroby (NB) przed rozpoczeciem (T,) oraz w trakcie leczenia (T, oraz T,).

Rycina 1. Poréwnanie stezenia SIgA w prébkach katu pomiedzy
pacjentami, ktérzy odniesli korzys¢ kliniczng z immunoterapii anty-PD-1
(CB) a tymi, u ktérych nastapita progresja choroby (NB) przed
rozpoczeciem (T,) oraz w trakcie leczenia (T, oraz T,). p-wartosci opisujace
istotnos¢ statystyczng réznic w stezeniu SIgA w kale pomiedzy badanymi
grupami zostaty obliczone z wykorzystaniem testu t Studenta. p-wartosci
< 0.05 przyjeto jako istotne statystycznie (*: p-wartos¢ < 0.05). Dane na
osiy przedstawione s w ng - mlL,

SigA

Abundance
Abundance

W trakcie leczenia (T,) obserwowano wyzszy wzgledny udziat bakterii z typu Verrucomicrobiota u
pacjentow odpowiadajgcych na immunoterapie anty-PD-1 w pordwnaniu z pacjentami
nieodpowiadajgcymi. Ponadto, w trakcie leczenia, u pacjentow nieodpowiadajgcych nastgpit wzrost
wzglednego udziatu bakterii z typu Firmicutes oraz obnizenie wzglednego udziatu bakterii z typow
Bacteroidota i Proteobacteria. U odpowiadajgcych, wzgledny udziat bakterii z typu Bacteroidota
réwniez zmalat (Ryc. 3).
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Rycina 3. Poréwnanie wzglednego udziatu bakterii na poziomie typu: A — Bacteroidota, B — Proteobacteria, C — Firmicutes, D — Verrucomicrobiota we frakcji
mikrobioty jelitowej zwigzanej z SIgA pacjentdw odpowiadajacych (R) i nieodpowiadajacych (NR) na immunoterapie anty-PD-1 oraz pacjentéw, ktérzy odniesli
korzys¢ kliniczng z immunoterapii anty-PD-1 (CB) oraz tych, u ktérych nastgpita progresja choroby (NB) przed rozpoczeciem (T,) oraz w trakcie leczenia (T, oraz
T,). p-wartosci opisujace istotnos¢ 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-warto$¢ < 0.05, **: p- warto$¢ < 0.01).
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W analizie przeprowadzonej na poziomie taksonomicznym rodzaju, réwniez wykazano rdznice we
wzglednym udziale poszczegdlnych ASV we frakcji mikrobioty jelitowej zwigzanej z SIgA pomiedzy
pacjentami odpowiadajgcych i nieodpowiadajgcych na immunoterapie anty-PD-1 przed rozpoczeciem
oraz w trakcie leczenia (Tab. 1, RO vs. NRO, CBO vs. NBO, R1 vs. NR1, CB1 vs. NB1, Rn vs. NRn, p-wartos¢
< 0.05, test sumy rang Wilcoxona).

Tabela 1. Taksony, ktérych wzgledny udziat we frakcji mikrobioty jelitowej zwigzanej z SIgA byt istotnie statystycznie zwigzany
z odpowiedzig/brakiem odpowiedzi oraz korzyscig kliniczng/progresja choroby.

Taksony zwigzane z brakiem odpowiedzi i
korzysci klinicznej zimmunoterapii anty-PD-1

Taksony zwigzane z odpowiedzig i korzysciag
kliniczng z immunoterapii anty-PD-1

Odoribacter splanchnicus, rodzaj Desulfovibrio,
rodzina Enterobacteriaceae (rodzaje
Citrobacter,

Escherichia-Shigella, Enterococcus), rodzina
Ruminococcaceae, rodzina Oscillospiraceae
(rodzaje Colidextribacter, Intestinimonas)

Przed rozpoczeciem
immunoterapii anty-PD-1
(To)

Dorea longicatena

Po ~3 miesigcach od
rozpoczecia immunoterapii
anty-PD-1 (T,)

Po ~12 miesigcach od
rozpoczecia immunoterapii
anty-PD-1 (T,)

Akkermansia muciniphila, Christensenellaceae

Intestinibacter bartlettii
R-7 group

[Eubacterium] hallii group [Eubacterium] ventriosum group

Stezenie SIgA w kale przed rozpoczeciem immunoterapii wyzsze niz 819.50 pg - ml? oraz 5477.00
pg - mlt zmniejszato odpowiednio ryzyko progresji choroby i $mierci, podczas gdy zwiekszony
wzgledny udziat bakterii zwigzanych z brakiem odpowiedzi i korzysci klinicznej z immunoterapii anty-
PD-1 zwiekszat ryzyko progresji choroby i $Smierci w badanej grupie (p-wartos¢ < 0.1).




