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Dr n. med. Anna Grenda Immunoterapia anty-PD-1 lub PD-L1 u niektérych chorych na niedrobnokomaorkowego raka ptuca (NDRP) moze
Katedra i Klinika Pneumonologii, okazac sie nieskuteczna, pomimo wysokiego odsetka komorek nowotworowych z ekspresjg PD-L1 (> 50%). TMB
Onkologii i Alergologii (tumor mutation burden), status palenia tytoniu oraz niskie zréznicowanie mikrobiomu jelitowego moga wigzac sie
Uniwersytet Medyczny w Lublinie z brakiem skuteczno$ci leczenia inhibitorami immunologicznych punktéw kontroli u chorych na NDRP Prezen-
ul. Jaczewskiego 8, 20-954 Lublin towany w niniejszej pracy przypadek dotyczy niepalacej chorej na gruczotowego raka ptuca, u ktérej pomimo
Tel.: 817244293 wysokiego odsetka komarek nowotworowych PD-L1 pozytywnych (50%) terapia pembrolizumabem okazata
e-mail: an.grenda@gmail.com sie nieskuteczna. U pacjentki wykonano sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, next generation sequencing)

z zastosowaniem panelu FOCUS pozwalajacego na analizg 52 gendw, ktorych uszkodzenia sg zwigzane z réznymi
typami guzow litych, w tym z rakiem ptuca. Zaobserwowano zmiany genetyczne o statusie benign, co oznacza, ze
nie maja one w chwili obecnej znaczenia klinicznego dla chorych na NDRP. W miedzyczasie wykonano profilowanie
mikrobiomu jelitowego chorej, ze wzgledu nato, ze jego sktad moze by¢ decydujgcym czynnikiem braku odpowiedzi
na immunoterapig u chorych z wysoka ekspresjg PD-L1 i bez mutaciji kierujgcych (driver mutations). U opisywane]
chorej zaobserwowano niskie zréznicowanie bakterii wystepujgacych w jelitach z zauwazalnym stanem dysbiozy
(dysbakteriozy). Obecnos¢ bakterii Akkermansia, Enterococcaceae, Bifidobacteriaceae czy Coriobacteriaceae,
zwtaszcza obecno$e Akkermansia mucinifila, wydaje sie by¢ czynnikiem korzystnym w odniesieniu do mozliwosci
uzyskania odpowiedzi na immunoterapie oraz wydtuzenia czasu wolnego od progresji (PFS, progression-free
survival). W mikrobiomie jelitowym opisywanej chorej nie stwierdzono obecnosci bakterii z gromady Verrucomi-
crobia, do ktérej nalezy A. mucinifila. Ponadto stwierdzono jedynie 0,011% bakterii z rodziny Enterococcaceae.
Badania nad mikrobiomem jelitowym u chorych na nowotwory otrzymujgcych immunoterapie wydajg sie niezbedne
w celu prawidfowego zrozumienia wptywu sktadu mikrobiomu na skuteczno$c¢ tej metody leczenia.

Stowa kluczowe: immunoterapia, mikrobiom jelitowy, NGS, NDRP

ABSTRACT

Anti-PD-1 or PD-L1 immunotherapy in some patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) may not be effective,
despite the high percentage of cancer cells with PD-L1 expression (> 50%). TMB (tumor mutation burden), smoking
status and low intestinal microbiome diversity may be associated with lack of efficacy of immune checkpoints
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inhibitors treatment in NSCLC patients. The case presented here concerns a non-smoking female patient with
lung adenocarcinoma, in whom, despite the high percentage of PD-L1 positive tumor cells (50%), pembrolizumab
therapy was ineffective. Next generation sequencing (NGS) was performed using the FOCUS panel allowing the
analysis of 52 genes whose damage is associated with various types of solid tumors, including lung cancer. Be-
nign genetic changes clinically irrelevant for patients with non-small cell lung cancer have been observed. In the
meantime, profiling of the patient's intestinal microbiome was performed, due to the fact that the composition of
the intestinal microbiome may be a decisive factor in the lack of response to immunotherapy in patients with high
PD-L1 expression and no driver mutations. Low diversity of bacteria in the intestines, with a noticeable dysbiosis
(dysbacteriosis), was observed. The presence of bacteria Akkermansia, Enterococcaceae, Bifidobacteriaceae
or Coriobacteriaceae, especially the presence of Akkermansia mucinifila seems to be a favourable factor of the
possibility of obtaining response to immunotherapy and prolongation of progression-free survival (PFS). In the
intestinal microbiome of the presented case, no bacteria from the Verrucomicrobia phylum, to which A. mucinifila
belongs, were found. In addition, only 0.011% of Enterococcaceae were found. Studies on the intestinal micro-
biome in cancer patients receiving immunotherapy appear to be necessary to correctly understand the effect of
microbiome composition on the effectiveness of this treatment method.

Key words: immunotherapy, intestinal microbiome, NGS, NSCLC
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Opis przypadku

W sierpniu 2019 roku do Kliniki Pneumonologii,
Onkologii i Alergologii w Lublinie zglosita si¢ 48-letnia
chora z powodu znacznego nasilenia dusznosci, duzego
spadku tolerancji wysitku fizycznego oraz suchego, upor-
czywego kaszlu. Chora nigdy nie palita tytoniu. W bada-
niu rentgenograficznym (RTG) klatki piersiowej ujaw-
niono duza ilo$¢ ptynu w lewej jamie optucnej z niedodma
ponad poziomem plynu oraz poszerzenie wneki lewego
ptuca. W trakcie hospitalizacji kilkukrotnie wykonano
torakocenteze, ale badanie patomorfologiczne plynu
z jamy oplucnej nie pozwolito na ustalenie ostatecznego
rozpoznania. W tomografii komputerowej uwidoczniono
guz ptuca lewego o wymiarach 13 X 10 cm, ktéry zamykat
oskrzele gérnoptatowe i dolnoptatowe lewe, plyn w le-
wej jamie oplucnej oraz znaczne pogrubienie optucne;j.
W zachowanym powietrznym placie dolnym ptuca lewego
widoczne byly bardzo liczne i drobne guzki przerzuto-
we. W jamie brzusznej stwierdzono liczne powickszone
wezly chlonne wneki watroby i przyaortalne. W badaniu
rezonansu magnetycznego kregostupa uwidoczniono
ponadto liczne przerzuty ze ztamaniami patologicznymi
w trzonach kregéw piersiowych (Th3-Th4 i Th8-Th10).
We wrzesniu u chorej wykonano bronchofiberoskopie
z biopsja przezoskrzelowa weztéw chtonnych §rédpiersia.
Pobrano wycinki z nacieczonej ostrogi gldwnej i oskrzela
gléwnego prawego oraz przeprowadzono biopsje cien-
koiglowa przezoskrzelowa i przezprzelykowa guza oraz
lewych weztéw chlonnych Srodpiersia grupy 7.

Materiat biopsyjny utrwalono w formalinie i zarchi-
wizowano w postaci bloczkéw parafinowych. Badania
patomorfologiczne potwierdzily raka gruczotowego
z ekspresja tarczycowego czynnika transkrypcyjnego
(TTF1, thyroid transcription factor) na komoérkach nowo-
tworowych. W utrwalonym materiale cytologicznym wy-
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konano badania wszystkich czynnikéw predykcyjnych dla
terapii zarejestrowanych w krajach Unii Europejskie;.
Wykluczono obecnos$é mutacji genéw EGFR (epidermal
growth factor receptor) i BRAF (B-Raf proto-oncogene)
technika tafnicuchowej reakcji polimerazy z analiza
w czasie rzeczywistym (real-time PCR, polymerase chain
reaction), rearanzacji genu ROS1 technika fluorescencyj-
nej hybrydyzacji in situ (FISH, fluorescent in situ hybridi-
sation) oraz ekspresji biatka fuzyjnego kinazy chtoniaka
anaplastycznego (ALK, anaplastic lymphoma kinase)
technikg immunohistochemiczna (IHC, immunohisto-
chemistry). Wykonano takze badanie ekspresji biatka
liganda receptora programowanej §mierci 1 (PD-L1,
programmed cell-death ligand 1, CD274) technika IHC
(klon przeciwciata SP263). Wykryto 50% komorek no-
wotworowych z ekspresja PD-L1 na powierzchni.

Na tej podstawie oraz na podstawie czynnikéw kli-
nicznych (IV stopien zaawansowania raka gruczolowego
ptuca) zdecydowano o zastosowaniu pembrolizumabu
w pierwszej linii leczenia. Niestety po dwoch cyklach
immunoterapii doszto do progresji choroby i pogorsze-
nia stanu klinicznego chorej. Chora konsekwentnie nie
zgadzala si¢ na chemioterapi¢. Dlatego zastosowano
w tym przypadku jedynie leczenie miejscowe zmiany
obturujacej oskrzela gtéwne za pomoca brachyterapii
oraz radioterapi¢ i najlepsze leczenie wspomagajace
(BSC, best supportive care).

Poszukiwanie przyczyn opornosci
na immunoterapie

Jest to jeden z przypadkéw, w ktérym pomimo wy-
sokiego odsetka komdrek nowotworowych z ekspresja
PD-L1 immunoterapia okazata si¢ nieskuteczna. Przy-
czyna takiej sytuacji mogto by¢ wystepowanie rzadkiej,
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pojedynczej mutacji (driver mutation), ktéra nie mogta
zostaé wykryta testami jednogenowymi. Niska liczba
mutacji somatycznych w komoérkach nowotworowych
(TMB, tumor mutation burden) moze skutkowaé bra-
kiem efektywnoSci immunoterapii. Na niska wartoS¢
TMB wplywaja historia palenia tytoniu oraz zdolnos¢
naprawy uszkodzen DNA w komorce, uwarunkowana
gremialnymi lub somatycznymi mutacjami albo poli-
morfizmami gendéw kodujacych biatka szlakéw naprawy
DNA. W zwiagzku z tym zadecydowano o wykonaniu
sekwencjonowania nowej generacji (NGS, next gene-
ration sequencing) w celu poszukiwania mutacji kieru-
jacych, predysponujacych do terapii ukierunkowanych
molekularnie. Sekwencjonowanie przeprowadzono
w technologii Ion Torrent w aparacie S5 (Thermo
Fisher Scientific) z wykorzystaniem panelu FOCUS
Oncomine™ (Thermo Fisher Scientific), ktory pozwala
na jednoczesng analiz¢ polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (SNP, single nucleotide polymorphism),
zmian liczby kopii genu (CNV, copy numer variation),
zmian typu INDEL (insercje/delecje) w DNA komoérek
nowotworowych, a takze rearanzacji genowych w mRNA
(w tym rearanzacji genéw ALK, ROSI, NTRKI-3). Panel
FOCUS pozwala na identyfikacj¢ nieprawidlowoSci
w wybranych 52 genach, zwigzanych z r6znymi typami
guzow litych, w tym raka ptuca. Sekwencjonowanie
pod wzgledem technicznym przebieglo pomySlnie.
Zaobserwowano zmiany genetyczne o statusie benign,
co oznacza, ze nie maja one w chwili obecnej znaczenia
klinicznego dla chorych na niedrobnokomdrkowego
raka pluca (NDRP). Dla chorych z taka zmiennoscia
genetyczng nie opracowano dotychczas terapii perso-
nalizowanych oraz nie udowodniono, Ze takie nieprawi-
dlowosci genetyczne moga by¢ przyczyng powstawania
nowotworu. Byly to substytucje w eksonie 29. genu
ALK: c.4587C>G (p.Aspl529Glu) oraz c.4381A>G
(p-Ile1461Val), wystepujace poza regionem kodujacym
domeng kinazy tyrozynowej. Ponadto stwierdzono zmia-
n¢ w eksonie 4. genu FGFR4 (fibroblast growth factor
receptor 4): c407C>T (p.Prol36Leu). Zmiany te nie
predysponowaly do leczenia ukierunkowanego mole-
kularnie, zarejestrowanego w krajach Unii Europejskiej
czy objetego badaniami klinicznymi.

W miedzyczasie wykonano profilowanie mikro-
biomu jelitowego chorej w ramach badan naukowych
(zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie nr KE-0254/58/2019). Badanie przeprowa-
dzono w aparacie Illumina MiSeq (Ilumina) z uzyciem
zestawow Nextera (Illumina), przeznaczonych do geno-
méw matych, w tym bakteryjnych. Sktad mikrobiomu
jelitowego moze by¢ decydujacym czynnikiem braku
odpowiedzi na immunoterapi¢ u chorych z z wysokim
odsetkiem komérek nowotworowych z ekspresja PD-L1
i bez mutacji kierujacych. U opisywanej chorej zaob-
serwowano niskie zréznicowanie rodzajow bakterii

wystepujacych w jelitach z zauwazalnym stanem
dysbiozy (dysbakteriozy). Przewazajacy odsetek, bo
az 80,6% catej populacji mikrobiomu jelitowego prze-
badanej probki stolca chorej, stanowit typ bakterii
Firmicutes. Nalezg do niego rodzaje Lactobacillus,
Streptococcus, Clostridium, Veillonella, Enterococcus
i Ruminococcus [1]. U zdrowych os6b odsetek tej grupy
bakterii wérdd innych bakterii mikrobiomu wynosi ok.
45-60% [1]. Firmicutes i Bacteroidetes Yacznie powinny
stanowi¢ ok. 90% mikrobiomu jelitowego [1]. U opisy-
wanej chorej byto to 88,5%, widoczna byta jednak duza
dysproporcja pomiedzy tymi dwiema grupami bakterii,
poniewaz Bacteroidetes w probce stanowily tylko 7,9%.
W prawidtowym stanie biotycznym Bacteroidetes powin-
ny stanowi¢ 25-45% sktadu mikrobiomu. Do Bactero-
idetes naleza przede wszystkim Bacteroides i Prevotella
[1-4]. Graficzne przedstawienie sktadu procentowego
mikrobiomu (na poziomie Phylum — gromady bakte-
rii) u prezentowanej chorej w poréwnaniu z chorymi,
u ktorych stwierdzono kontrole choroby w trakcie
immunoterapii, przedstawia rycina 1.

Dyskusja

Vetizou i Trinchieri wskazuja na kilka czynnikéw,
ktére wplywaja na sktad mikrobiomu jelitowego: czynni-
ki genetyczne, styl zycia, stan uktadu immunologicznego
czy stosowanie antybiotykéw [5]. Wszystkie te czyn-
niki oraz sktad mikrobiomu jelitowego autorzy wiaza
z mozliwo$cia uzyskania odpowiedzi na immunoterapi¢
u chorych na nowotwory. Im bardziej zréznicowany
mikrobiom oraz wyzszy odsetek ,,korzystnych” bakterii
w jelitach, tym wigksze jest prawdopodobienstwo odpo-
wiedzi na immunoterapi¢, zwigzane z wyzszym odsetkiem
limfocytéw T CD8+ infiltrujacych podscielisko guza [6].
Wsréd , korzystnych” bakterii wymienia si¢: Akkermansia
muciniphila (Verrucomicrobia, rodzina Akkermansia-
ceae, rodzaj Akkermansia), Enterococcus hirae (Firmi-
cutes. rodzina Enterococcaceae, rodzaj Enterococcus),
Bifidobacterium longum (Actinobacteria, rodzina Bifido-
bacteriaceae, rodzaj Bifidobacterium), Collinsella aerofa-
ciens (Actinobacteria, rodzina Coriobacteriaceae, rodzaj
Collinsella), Enterococcus faecium (Firmicutes, rodzina
Enterococcaceae, rodzaj Enterococcus) [5, 6]. Zwlaszcza
obecno$¢ Akkermansia mucinifila wydaje si¢ czynnikiem
korzystnym w odniesieniu do mozliwosci uzyskania
odpowiedzi na immunoterapi¢ oraz wydtuzenia czasu
wolnego od progresji (PFS, progression-free survival), na
co wskazuja réwniez Routy i wsp. [7]. W mikrobiomie
jelitowym opisywanej chorej nie stwierdzono obecnosci
bakterii z gromady Verrucomicrobia, do ktérej nalezy
A. mucinifila (0%). Ponadto stwierdzono jedynie 0,011%
bakterii z rodziny Enterococcaceae, do ktérej naleza
E. hirae oraz E. faecium.
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Rycina 1. Skfad procentowy mikrobiomu jelitowego na poziomie Phylum (gromada bakterii) u chorej na gruczotowego raka ptuca
z progresjg po dwoch podaniach pembrolizumabu oraz u 12 chorych na NDRP, ktérzy wykazali stabilizacje choroby w trakcie
immunoterapii. Mikrobiom zbadany w materiale przed podaniem immunoterapii. SD (stable disease) — stabilizacja choroby;
PR (partial response) — odpowiedz czesciowa
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Rycina 2. Sktad procentowy mikrobiomu jelitowego na poziomie rodziny bakterii u chorej na gruczotowego raka ptuca z progresja
po dwoch podaniach pembrolizumabu

482



Anna Grenda i wsp., Poszukiwanie przyczyn opornosci na immunoterapi¢ pembrolizumabem u chorej na gruczotowego raka ptuca z ekspresjg PD-L1

Gopalakrishnan i wsp. wskazuja na niekorzystny
mikrobiom jelitowy, ktéry moze wplywaé na brak
skuteczno$ci immunoterapii anty-PD-1 u chorych na
czerniaka skory [6]. Przede wszystkim wskazuja na niska
réznorodno$¢ bakterii jelitowych jako negatywny czyn-
nik predykcyjny odpowiedzi na leczenie przeciwciatami
anty-PD-1. Stwierdzaja ponadto, ze wysoki procentowy
udziat bakterii z gromady Bacteroidetes moze wplywad
na uposledzenie ogdlnoustrojowej i przeciwnowotwo-
rowej odpowiedzi immunologicznej, z ograniczonym
naciekaniem guza przez komorki uktadu immunologicz-
nego oraz staba zdolno$§¢ do prezentacji antygenu przez
komorki prezentujace antygen (APC, antigen presenting
cells) [6]. Gopalakrishnan i wsp. wskazuja na pozytywna
korelacje pomigdzy odsetkiem limfocytéw TCD8+
infiltrujacych podscielisko guza a udziatem bakterii
z rodziny Ruminococcaceae w mikrobiomie jelitowym
[6]- W mikrobiomie opisywanej chorej zaobserwowano,
ze mikroorganizmow z tej rodziny jest 26,1% (ryc. 2),
co mogtoby by¢ korzystnym czynnikiem predykcyjnym
dla immunoterapii.

Dalsze badania nad mikrobiomem jelitowym
u chorych na nowotwory otrzymujacych immunotera-
pie wydaja si¢ niezbedne w celu prawidtowego zrozu-
mienia wptywu sktadu mikrobiomu na skuteczno$¢ tej
metody leczenia. Nalezy pamigtad, Ze opisywana chora
otrzymywatla przed rozpoczgciem immunoterapii an-
tybiotyki i steroidoterapi¢ metyloprednizolonem, co
zostato w literaturze opisane jako negatywny czynnik
predykcyjny dla immunoterapii. Antybiotykoterapia
byla prawdopodobnie odpowiedzialna za dysbioze
mikrobiomu jelitowego, a steroidoterapia mogta
dodatkowo ostabi¢ funkcjonowanie uktadu odpor-
noSciowego. Z drugiej strony nie mozna wykluczy¢
wielu innych przyczyn opornoS$ci na immunoterapig.
Jedna z nich moze stanowi¢ przeksztalcenie si¢ bak-
terii komensalnych w patogenne. Ponadto, mimo
wykonania zaawansowanych badan genetycznych,
w tym NGS, nie mozna wykluczy¢, Ze u omawianej
chorej wystepuje niska TMB, do ktérej zbadania
nalezy przeanalizowaé nieprawidlowoSci genetyczne
w kilkuset genach, a nie w kilkudziesi¢ciu. Takie
badanie mogloby potwierdzi¢ wystepowanie bardzo
rzadkiej nieprawidlowosci genetycznej warunkujacej
rozwdj nowotworu. Prawdopodobiefistwo obecnosci
takiej mutacji jest duze ze wzgledu na mlody wiek
chorej i fakt niepalenia przez nia tytoniu. Chorzy
na NDRP z wysoka TMB sa to najczes$ciej osoby
intensywnie palace papierosy. Rakotworczy wplyw
dymu tytoniowego sprzyja powstawaniu wielu mutacji
somatycznych w komdrkach nablonka oskrzeli. Niska
TMB wystepuje u chorych niepalacych i wiaze si¢ z wy-
stepowaniem pojedynczych mutacji lub rearanzacji

kierujacych w takich genach, jak EGFR, ALK, ERBB?2,
ROSI,RET,MET,NTRK [9, 10]. U chorych na NDRP
wykazano wyzszy odsetek odpowiedzi na leczenie
inhibitorami PD-1 lub PD-L1 u obecnych lub bylych
palaczy niz u os6b niepalacych [11-13]. Zatem niska
TMB, status palenia tytoniu oraz niskie zr6znicowanie
mikrobiomu jelitowego moga si¢ wigza¢ z brakiem
skutecznoéci leczenia inhibitorami immunologicznych
punktéw kontroli u chorych na NDRP.

Roéznorodnosé potencjalnych przyczyn pierwotnej
oporno$ci na immunoterapi¢ uzmystawia nam, jak mato
wiemy o tej metodzie leczenia.
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