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C. WPROWADZENIE.

Choroby nowotworowe sg nadal gldéwna przyczyna umieralnosci ludzi na catym §wiecie
i w 2020 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) odnotowata ponad 10 milionéw zgondéw
z tego powodu [1]. Kazdego roku wiekszo$¢ z nich jest spowodowana rakiem ptuc, zotadka,
watroby, jelita grubego i piersi [1]. Globalne obcigzenie nowotworami stale wzrasta z powodu
starzenia si¢ populacji i rownoczes$nie szybkim wzrostem liczby ludnosci na $wiecie [2].
Obecnie, choroby nowotworowe stanowig duze wyzwanie dla zdrowia publicznego na caltym
Swiecie.

Pomimo znacznych postgpéw w konwencjonalnych metodach leczenia nowotworow
poprzez chirurgi¢, chemioterapie, radioterapi¢, immunoterapi¢ i ich kombinacje, pozytywny
wynik terapii nie zawsze zostaje osiggniety w przypadku wielu rodzajow nowotworow, takich
jak zaawansowany czerniak czy migdzybtoniak. Ponadto, ze wzglgdu na powstawanie
oporno$ci 1 pdzniejszg utrate¢ odpowiedzi na stosowane leki, ktéra moze wystapi¢ szybko
podczas konwencjonalnych schematéw leczenia, istnieje duze zapotrzebowanie na nowe leki
przeciwnowotworowe, prezentujace inne mechanizmy dziatania, w tym pozbawione opornosci
krzyzowej na powszechnie stosowane terapie.

Chociaz w ciaggu ostatnich kilku dekad opracowano wiele metod leczenia chorob

nowotworowych, nadal brakuje skutecznych terapii w przypadku zaawansowanych
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nowotworow, a nowe strategie leczenia sg pilnie poszukiwane. Skuteczne zwigzki o dziataniu
przeciwnowotworowym i ich celowane dostarczanie do masy guza sg kluczowym warunkiem
skutecznej terapii przeciwnowotworowej [3]. Po drugie, takie procedury powinny by¢
bezpieczne [4] oraz dobrze tolerowane przez pacjentow [5].

Guzy sa wysoce niejednorodng mieszaning komorek, zawierajaca komorki zrebu,
komorki rakowe i komorki odpornosciowe, ktére stymuluja rozwdj nowotworu i utrzymuja
stan immunosupresji [6]. Ponadto, guzy zdolne sa do indukcji wielu mechanizméw
pozwalajacych na unikanie wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej [7]. Niektore
komorki uktadu odpornosciowego naciekajace na guz maja zdolno$¢ negatywnej regulacji
odpowiedzi immunologicznych z powodu obecnosci regulatorowych limfocytéw T (Treg),
mieloidalnych komoérek supresorowych (MDSC) i makrofagéw typu 2 (M2). Dodatkowo, same
guzy moga promowac¢ supresje odpornosci przeciwnowotworowej poprzez ekspresje ligandow
NKG2D i MICA/B, ktore hamuja funkcjonalno$¢ komoérek NK i T [8]. Immunosupresory (IL-
10, histamina, peroksydaza wodorowa, adenozyna) wytwarzane przez komorki nowotworowe
moga rowniez blokowac¢ cytotoksyczne limfocyty T [9]. Z tego powodu, w zaawansowanych
chorobach nowotworowych efektywno$¢ terapii 1 immunologiczna odpowiedz
przeciwnowotworowa indukowana przez jedng metod¢ leczenia moze by¢ niewystarczajaca.

Terapia onkolityczna wylania si¢ jako potencjalna metoda efektywnego leczenia
nowotworow. Wirusoterapia onkolityczna wykorzystuje wirusy onkolityczne (OV), ktoére sa
genetycznie tak zaprojektowane, aby posiadaty zdolno$¢ zakazania, replikacji i zabijania
komorek nowotworowych jednoczesnie nie uszkadzajac zdrowych komoérek gospodarza [10-
12]. Adenowirusy sg doskonalym modelem immunoterapeutycznym o wyjatkowej zdolnosci
pobudzania 1 wzmacniania odpowiedzi immunologicznej. Rekombinowane adenowirusy
powoduja immunogenng $mier¢ komoérek nowotworowych, nastepnie, wskutek czego dochodzi
do uwalniania antygenow nowotworowych, ktore sa rozpoznawane przez komorki prezentujace
antygen, i ma miejsce stymulacja silnej, swoistej odpornosci przeciwnowotworowej [10,13,14].
Efekt ten moze by¢ dodatkowo wzmocniony przez kodowane przez wirusa onkolitycznego
transgeny stymulujace uktad odpornos$ciowy gospodarza [15,16] (Rye. 1).

Najbardziej zaawansowane badania wiruséw onkolitycznych w leczeniu czerniaka
przeprowadzono z talimogenem laherparepvec (T-VEC). Jest to zmodyfikowany wirus
opryszczki pospolitej typu 1, zaprojektowany tak, aby kodowat czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytéw i makrofagéw (GM-CSF). Preparat ten jest podawany droga iniekcji
bezposrednio do zmian chorobowych celem stymulacji odpowiedzi immunologicznej

skierowanej przeciwko komoérkom nowotworowym. Terapia z T-VEC w ramach badan
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klinicznych I fazy na 30 pacjentach ze skérnymi lub podskérnymi przerzutami nowotworéw
ztosliwych (piersi, glowy i szyi, czerniaka, przewodu pokarmowego) byta dobrze tolerowana
[17]. W badaniu fazy II z udzialem 50 pacjentow z przerzutami czerniaka do skory ogdlny
odsetek odpowiedzi (RR) na leczenie ksztattowat si¢ na poziomie 26% [18]. Opublikowane
wyniki badania III fazy, poréwnujacego T-VEC z GM-CSF u pacjentéw z nieoperacyjnym
czerniakiem w stadium IIIB-IV wykazaly, ze wskaznik trwatej odpowiedzi (obiektywne;j
odpowiedzi ogolnoustrojowej trwajacej 6 miesiecy lub dluzej w ciggu pierwszych 12 miesigcy)
wyniost 16,3% (95% CI 12,1 — 20,9%), z tendencja do poprawy przezycia catkowitego, HR
0,79 (95% CI 0,62 — 1,00, p = 0,051) [19]. Redukcje wielko$ci zmiany nowotworowe;j
obserwowano najczesciej w miejscu wstrzyknigcia wirusa (64,3%), ale takze w nieleczonych
przerzutach skérnych (33,7%, efekt systemowy/abskopalny). Na podstawie tych danych w
pazdzierniku 2015 r. Agencja Zywnosci i Lekow (FDA) zatwierdzita T-VEC do leczenia
czerniaka z przerzutami, co potwierdza skuteczno$¢ terapii onkolitycznej. T-VEC jest
sprzedawany pod nazwa handlowa Imlygic. Obecnie, réwniez Europejska Agencja Lekow
(EMA) zatwierdzita produkt T-VEC, ale niestety z powodu wysokich kosztow leczenia dostgp

do nowoczesnych terapii w Polsce jak i za granicg jest ograniczony.

Wirusy onkolityczne - sposoéb dziatania

1. Selektywna replikacja 2. Aktywacja uktadu odpornosciowego 3. Ekspresja transgenu
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Ryec. 1. Uproszczony schemat prezentujacy sposob dziatania wiruséw onkolitycznych. Wirusy
onkolityczne wykazuja 3 stopniowy schemat dzialania: i) selektywnie replikuja si¢ w
komorkach nowotworowych, ii) aktywuja uktad odpornosciowy pacjenta, prowadzac do stanu
zapalnego oraz nacieku limfocytow w mikrosrodowisku guza, iii) koduja geny, ktorych sa
no$nikami. Grafike zmodyfikowano przy uzyciu oprogramowania z licencja Biorender.
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Pojedyncza terapia rzadko jest skuteczna w leczeniu nowotworow, szczeg6lnie z
przerzutami lub w fazie zaawansowanej, a wskazniki przezycia przy monoterapii sa na ogot
niskie. Polaczenie réznych sposobow leczenia polegajacych na polaczeniu zaréwno terapii
konwencjonalnych jak i nowatorskich juz przyniosto znaczace efekty kliniczne w leczeniu
zaawansowanych nowotworow [11,12,20-22]. Strategia ta wykorzystuje potaczenie zaréwno
konwencjonalnych, jak i nowatorskich terapii.

Wirusy onkolityczne wykazuja inny mechanizm dzialania przeciwnowotworowego w
poréwnaniu do konwencjonalnych terapii (chemioterapia, radioterapia, inhibitory punktow
kontrolnych), co daje mozliwos$¢ dziatania addytywnego lub synergicznego w procesie leczenia
nowotworow [12,22-24]. Ponadto, terapie skojarzone moga prowadzi¢ do zwigkszenia
skuteczno$ci zwalczania nowotworu bez dodatkowych, negatywnych skutkow ubocznych.
Wreszcie, poniewaz przeciwnowotworowa odpowiedz immunologiczna wywotana przez
adenowirusy onkolityczne (0AdV) moze nie by¢ wystarczajagca do wyeliminowania guzow,
potrzebne sa dodatkowe kombinacje leczenia [25].

Wraz z wprowadzeniem inhibitorow punktéw kontrolnych (CPI) do standardow
leczenia, takich jak anty CTLA-4 (ipilimumab) i anty PD-1 (pembrolizumab, niwolumab),
zaréwno wskazniki odpowiedzi (RR), jak i przezycia catkowitego (OS) ulegly poprawie. Hodi
1 wsp. [26] podali RR na poziomie 11% i roczny OS na poziomie 46% dla ipilimumabu. Dalszg
poprawe zaobserwowano w przypadku niwolumabu i pembrolizumabu. Topalian i wsp. [27]
odnotowali RR na poziomie 31% dla niwolumabu z rocznym OS na poziomie 62%. Dalszy
wzrost skutecznos$ci obserwowano w przypadku potaczenia ipilimumabu z niwolumabem, z RR
wynoszacym 85% [28]. Niestety, pomimo znacznego postepu klinicznego, co najmniej 40%
pacjentdéw z zaawansowanym czerniakiem zto§liwym nie reaguje na inhibitory punktow
kontrolnych, a wigkszy odsetek prawdopodobnie bedzie wymagat dalszej terapii systemowej
po CPI. Badania nad opornos$ciag guza na CPI koncentrujg si¢ na czynnikach wewngtrznych
guza, takich jak obcigzenie mutacjami [29] lub mikrosrodowisku guza, a w szczegdlnosci na
nacieku limfocytow 1 ekspresji PD-L1 [30]. Naciek limfocytow T CD8+ wewnatrz guza byt
najlepszym wskaznikiem predykcyjnym odpowiedzi na pembrolizumab w badaniu z udziatem
46 pacjentow z czerniakiem z przerzutami. Kolejne badanie z udziatem 277 pacjentow z
czerniakiem ztosliwym wykazato, ze wysoka ekspresja PD-L1 byla zwigzana z najlepsza
skutecznos$cig leczenia blokerem PD-L1 [31]. Dane te sugeruja, ze mechanizm, ktéry wspomaga
infiltracje aktywowanych limfocytow T CD4+ i CD8+ oraz obniza tolerancj¢ immunologiczng
makrofagéw M2 i regulatorowych limfocytow T (Treg) moze zwigkszy¢ skuteczno$¢ terapii

przeciwnowotworowe;.
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Odkrycie inhibitoréw punktéw kontrolnych, takich jak anty-CTLA-4, PD-1 i PD-LI,
przyczynito si¢ do imponujacych wynikoéw leczenia u wybranych pacjentéw onkologicznych.
Niestety, sama blokada immunologicznych punktéw kontrolnych nie jest skuteczna w
zaawansowanych stadiach choroby nowotworowej [32], wykazuje jednak zdolno$¢ synergii z
innymi lekami, ktore posiadaja zdolnos¢ do aktywacji przeciwnowotworowej odpowiedzi
immunologicznej [33]. Jedng z najbardziej ekscytujacych i naukowo uzasadnionych kombinacji
moze stanowi¢ potaczenie onkolitycznej terapii wirusowej z inhibitorami punktow kontrolnych
[34].

Realizowane projekty badawcze, ktoérych wyniki opublikowano w cyklu powigzanych
tematycznie artykutow naukowych pt. “’Zastosowanie adenowiruséw onkolitycznych w
terapii przeciwnowotworowej’’ miaty na celu: opracowanie nowych, bardziej efektywnych
metod leczenia czerniaka oraz migdzybtoniaka z wykorzystaniem immunogennych wirusow
onkolitycznych w terapii skojarzonej z anty PD-1 i chemioterapia, w tym badanie mechanizmu
dziatania terapii na poziomie komorki, organizmu, odpowiedzi immunologicznej w
mikrosrodowisku guza (Osiagniecie 1), jak réwniez przeprowadzenie oceny bezpieczenstwa
terapii, w badaniach przedklinicznych in vivo (Osiagniecie 2); opracowanie oraz
zoptymalizowanie procesu produkcji wirusow onkolitycznych w skali laboratoryjnej oraz
opracowanie metod analitycznych niezbednych do charakterystyki transgenéw kodowanych
przez wektory ( Osiagniecie 3).

Schemat cyklu badan przedstawiono na Rye. 2.
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Zastosowanie adenowirusow onkolitycznych w terapii
przeciwnowotworowej -
cykl powigzanych tematycznie artykutdw naukowych

1. Ocena efektywnosci terapii
przeciwnowotworowej z
uzyciem adenowirusow

onkolitycznych — badania
przedkliniczne in vitro oraz in
vivo

(Publikacje: A1, A5, A8, A9)

2. Ocena
bezpieczenstwa
stosowania 3. Produkcja i
adenowirusow charakterystyka
onkolitycznych — adenowirusow
badania przedkliniczne onkolitycznych
Invivo (Publikacje: A3, A4)

(Publikacje: A1, A2, A5,
A9

Ryec. 2. Schemat cyklu powigzanych tematycznie artykuldéw naukowych pt. *’Zastosowanie
adenowirusow onkolitycznych w terapii przeciwnowotworowej’’.

Reasumujac, cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych pt. ’Zastosowanie
adenowiruséw onkolitycznych w terapii przeciwnowotworowej’’ przedstawiony na Rye. 2,
sktada si¢ z trzech synergistycznych czesci, stanowiacych 3 osiagnigcia, ktérych celem byta:
1). ocena efektywno$ci nowych, unikalnych terapii eksperymentalnych z wykorzystaniem
wiruséw onkolitycznych - osiggnigcie 1; 2). ocena bezpieczenstwa terapii — osiggniecie 2; oraz
3). ocena procesu optymalizacji oraz charakterystyka wektoréw onkolitycznych — osiagnigcie
3.

Zestawienie serii badan przedklinicznych in vitro i in vivo przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Zestawienie wykorzystanych linii komérkowych (badania in vitro) oraz modeli
nowotworowych czerniaka i mig¢dzybtoniaka (badania in vivo) w cyklu powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych pt. ©’Zastosowanie adenowiruséw onkolitycznych w terapii
przeciwnowotworowej’’.

Linie
komorkowe
— badania
in vitro

Testowany
wektor
onkolityczny

Model zwierzecy

iaeniec SIS
Osiagnigcie — badania in vitro

Model ludzkiego
ksenograftu H226
mi¢dzybtoniaka
ophucnej - BALB/c MSTO-
nu (n=56, 7 211H,
osobnikéw na JL-1

grupe)
(Publikacja A1)

H226, AdV5/3-D24-

GM-CSF
(ONCOS-102)

Osiagniecie 1

Ocena
efektywnosci
terapii z
uzyciem
adenowirusow
onkolitycznych
— badania in
vitro oraz in
vivo

Model ludzkiego
ksenograftu A2058
czerniaka - huNOG

CD34+ (myszy
humanizowane)

(n=60, od 6 do 8

osobnikéw na

grupe)
(Publikacja AS)

A375,
A2058,
Sk-Mel-2,
Sk-Mel-28

AdV5/3-D24-
GM-CSF
(ONCOS-102)
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Wykonane badania, analizy

Wielkos¢ guza
nowotworowego (in vivo)
Przezywalno$¢ myszy (in
Vivo)

Ekspresja GM-CSF (ELISA)
(ex vivo)

test cytotoksycznosci (MTS)
(in vivo)

Ocena apoptozy i nekrozy
komorek (aneksyna V, PI),
(cytometria przeplywowa) (in
Vitro)

Poziom ekspresji receptorow
CAR, DSG2, CD46
(cytometria przeplywowa) (in
Vitro)

Immunogeniczna $mier¢
komorek (ATP, kalretikulina,
HMGBI), (pomiary
spektrofotometryczne,
ELISA) (in vitro)

Miano infekcyjne — metoda
immunohistochemiczna
(ICC)

Ocena synergicznego efektu
przeciwnowotworowego
(terapia skojarzana) (in vivo)
Wielkos¢ guza
nowotworowego (in vivo)
Test cytotoksycznosci (MTS)
(in vitro)

Ocena apoptozy i nekrozy
komorek (aneksyna V, PI),
(cytometria przeplywowa) (in
Vitro)

Poziom ekspresji receptoro6w
CAR, DSG2, CD46
(cytometria przeplywowa) (in
Vitro)

Immunogeniczna $mier¢
komorek (ATP, kalretikulina,
HMGBI), (pomiary
spektrofotometryczne,
ELISA) (in vitro)

Badanie immunofenotypu
limfocytow naciekajacych na
guz oraz ich iloSciowa ocena
(CD45+, CD3+, CD4+,
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Model ludzkiego
ksenograftu A2058
czerniaka - huNOG

CD34+ (myszy
humanizowane)

(n=68, 0d 6 do 8

osobnikéw na

grupe)
(Publikacja A9)

Model ludzkiego
ksenograftu A2058
czerniaka —
BALB/c nu
(n=48, 8 osobnikow
na grupg)
(Publikacja A9)

AdV5/3-D24-
TIMP2
(ONCO0S-207)

AdV5/3-D24-
PADII
(ONCOS-209)

A375,
A2058,
Sk-Mel-2,

Sk-Mel-28 -\ 4v'5/3-D24-

TIMP2-PADII
(ONCOS-210
and ONCOS-

212)

AdV5/3-D24-
TIMP2
(ONCOS-207)

AdV5/3-D24-
PADII
- (ONCOS-209)

AdV5/3-D24-
TIMP2-PADII
(ONCOS-210
and ONCOS-
212)
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CD8+), (cytometria
przeptywowa) (ex vivo)
Ocena ekspresji PD-L1 na
powierzchni komorek
nowotworowych (cytometria
przeptywowa) (in vitro)
Ocena synergicznego efektu
przeciwnowotworowego
(terapia skojarzana) (in vivo)
Wielkos¢ guza
Nowotworowego (in vivo)
test cytotoksycznosci (MTS)
(in vitro)

Ocena apoptozy i nekrozy
komorek (aneksyna V, PI),
(cytometria przeplywowa) (in
Vitro)

Poziom ekspresji receptorow
CAR, DSG2, CD46
(cytometria przeplywowa) (in
Vitro)

Immunogeniczna $mier¢
komorek (ATP,
kalretikulina), (pomiary
spektrofotometryczne) (in
Vitro)

Badanie immunofenotypu
limfocytow naciekajacych na
guz oraz ich ilo$ciowa ocena
(CD45+, CD3+, CD4+,
CD8+, Tregs, PD1+, GrB+),
(cytometria przeplywowa)
(ex vivo)

Ocena ekspresji PD-L1, PD-
L2 na powierzchni komorek
nowotworowych (cytometria
przeptywowa) (in vitro)
Ocena poziomu humanizacji
myszy (H indeks) (in vivo)
poziom ekspresji PADI |,
TIMP2 (ELISA) (in vitro)
Korelacja migdzy wielkos$cia
guza a infiltracja limfocytow
naciekajacych na guz (test
Spearmana) (in vivo)

Wielkos¢ guza
nowotworowego
Przezywalnos¢
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Model mysiego
ksenograftu AB12
migdzybtoniaka
ophucnej - BALB/c
(n=32,0d 6 do 10 ABI2
guzoOw
nowotworowych na

grupe)
(Publikacja A8)

AdV5/3-D24-
ICOSL-
CD40L

Model mysiego
ksenograftu B16V
czerniaka -
C57BL/6
(n=24, 6 guzow
nowotworowych na

grupe)
(Publikacja A8)

Bl6V

Model ludzkiego
ksenograftu H226
migdzybtoniaka
ophucnej - BALB/c
nu
(n=56, 7 osobnikow
na grupg)
(Publikacja A1)

Osiagniecie 2
G Chomik syryjski,
bezpieczenstwa badania GLP AdV5/3-D24-
stosowania (=300, od 10 do - GM-CSF
adenowirusow -0 osobnikow na (ONCOS-102)
onkolitycznych grupe)
ik (Publikacja A2)

in vivo

Model ludzkiego
ksenograftu A2058
czerniaka - huNOG

CD34+ (myszy
humanizowane) -

(n=60, od 6 do 8

osobnikéw na

grupe)
(Publikacja AS)
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Wielkos¢ guza
nowotworowego (in vivo)
Waga guza nowotworowego
(in vivo)

Badanie immunofenotypu
limfocytow naciekajacych na
guz oraz ich iloSciowa ocena
(CD45+, CD3+, CD4+,
CD8+), (cytometria
przeptywowa) (ex vivo)
Korelacja migdzy wielkos$cia
guza a infiltracja limfocytow
naciekajacych na guz (test
Spearmana) (in vivo)
Wielkos¢ guza
nowotworowego (in vivo)
Waga guza nowotworowego
(in vivo)

Badanie immunofenotypu
limfocytow naciekajacych na
guz oraz ich iloSciowa ocena
(CD45+, CD3+, CD4+,
CD8+), (cytometria
przeptywowa) (ex vivo)
Korelacja migdzy wielkos$cia
guza a infiltracja limfocytow
naciekajacych na guz (test
Spearmana) (in vivo)

Biodystrybucja kopii DNA
adenowirusow (qPCR)
Waga ciala

Objawy kliniczne

Hematologia

Chemia kliniczna
Autopsja

Badania histopatologiczne
przeciwciata neutralizujace
(NADs)

Biodystrybucja kopii DNA
adenowirusow (qPCR)
Waga ciala

Konsumpcja pokarmu
Objawy kliniczne

Waga ciala
Objawy kliniczne
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Model ludzkiego
ksenograftu A2058
czerniaka - huNOG

CD34+ (myszy
humanizowane) -

(n=68, 0d 6 do 8

osobnikéw na

grupe)
(Publikacja A9)

Model ludzkiego
ksenograftu A2058
czerniaka —
BALB/c nu
(n=48, 8 osobnikow
na grupg)
(Publikacja A9)

HEK-293
BLUE
- (Publikacja
A3)
Osiagniecie 3
Produkcja i
charakterystyka
adenowirusow
onkolitycznych
A549
) (Publikacja
Ad)
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AdV5/3-D24-
TIMP2
(ONCOS-207)

AdV5/3-D24-
PADII
(ONCOS-209)

AdV5/3-D24-
TIMP2-PADII
(ONCOS-210,
ONCOS-
212)

AdV5/3-D24-
CD40L
(ONCOS-401)

Waga ciala
Objawy kliniczne

Waga ciala
Objawy kliniczne

Ilo$ciowa ocena produkcji
CD40L (ELISA) przez
wektor onkolityczny
Ocena funkcjonalnosci
CD40L (HEK-293 BLUE,
Test Quanti-BLUE)
kodowanego przez wektor
onkolityczny

Opracowanie procesu
produkcji wektora w skali
laboratoryjnej (T-175,
HypeFlask), (czas zbioru,
dawka infekcyjna (MOI),
metoda lizy komorek)
Ocena produktywnosci
(liczba czastek wirusa (VP)
na komorke, catkowita liczba
VP)

Ocena miana infekcyjnego —
metoda
immunohistochemiczna
(ICC)
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D. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO PRAC NAUKOWYCH 1
OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH
EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA.

1. Prace dotyczgce realizacji osiggniecia pierwszego: Ocena efektywnosci terapii

przeciwnowotworowej z uZyciem adenowirusow onkolitycznych — badania przedkliniczne

in vitro oraz in vivo (Publikacje: A1, A5, A8, A9 - prace orvginalne; Publikacje: A6, A7 —

prace przegladowe)

I. Kuryk, L.; Haavisto, E.; Garofalo, M.; Capasso, C.; Hirvinen, M.; Pesonen, S.; Ranki,
T.; Vassilev, L.; Cerullo, V. Synergistic anti-tumor efficacy of immunogenic adenovirus
ONCOS-102 (Ad5/3-D24-GM-CSF) and standard of care chemotherapy in preclinical
mesothelioma model. [International journal of cancer 2016, 139, 1883-1893,
doi:10.1002/ijc.30228. 1F2016=6,513, MEiN2016=40 [A1]

Synergiczny efekt przeciwnowotworowy terapii skojarzonej z immunogennym
adenowirusem onkolitycznym ONCOS-102 (Ad5/3-D24-GM-CSF) w potaczeniu ze
standardowa chemioterapia w leczeniu miedzybloniaka — badania przedkliniczne in
Vitro oraz in vivo

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki

badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka

przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, udziat w realizacji badan

(badania in vitro oraz in vivo), analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy

statystyczne, przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu.

Migdzybtoniak ztosliwy (MM) jest rzadkim typem nowotworu, ktérego gldownym
czynnikiem etiologicznym jest ekspozycja na dziatanie azbestu. Obecnie nie ma skutecznych
metod leczenia ztosliwego migdzybloniaka, jednak zabiegi takie jak chirurgia, chemioterapia,
radioterapia, immunoterapia moga wydtuzy¢ dlugo$¢ zycia. Najczgséciej stosowang metoda
leczenia jest obecnie chemioterapia (pemetreksed + cisplatyna, pemetreksed + karboplatyna).
Skojarzona terapia, sktadajaca si¢ z niwolumabu (anty PD-1) i ipilimumabu (anty CTLA-4)),
jest dostepna dla pacjentéw nieoperacyjnych. Niemniej jednak $rednia dtugos¢ przezycia dla
0sOb z zaawansowang choroba, leczonych chemioterapia badz immunoterapia to zaledwie 14,1
1 18,1 miesigcy odpowiednio [35]. Z klinicznego punktu widzenia istnieje duze zapotrzebowanie
na nowe oraz efektywniejsze strategie leczenia mi¢dzybtoniaka ztosliwego, co stanowi duze
wyzwanie dla zdrowia publicznego na $wiecie.

Celem badan byla ocena wlasciwosci przeciwnowotworowych unikalnej i
eksperymentalnej terapii skladajacej si¢ z wirusa okolitycznego AdV5/3-D24-GM-CSF

(ONCOS-102) w potaczeniu z chemioterapeutykami pierwszego rzutu (pemetreksed +
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cisplatyna oraz pemetreksed + karboplatyna)) w badaniach in vitro na liniach miedzybtoniaka
oraz in vivo na modelu ksenoprzeszczepu migdzybtoniaka H226 (BALB/c nu) in vivo.

Wyniki badan zostaly wykorzystane do oceny potencjalu leczniczego testowanych
terapeutykow w badaniach przedklinicznych, celem weryfikacji koncepcji terapii
eksperymentalnej oraz podjecia dalszych decyzji w sprawie rozpoczecia badan klinicznych (A
Randomised Phase II Open-label Study With a Phase Ib Safety lead-in Cohort of ONCOS-102,
an Immune-priming GM-CSF Coding Oncolytic Adenovirus, and Pemetrexed/Cisplatin in
Patients With Unresectable Malignant Pleural Mesothelioma, ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02879669).

ONCOS-102 jest to adenowirus onkolityczny, selektywnie replikujacy si¢ w komodrkach
nowotworowych, kodujacy ludzki czynnik GM-CSF.

Wilasciwosci przeciwnowotworowe terapii skojarzonej badano na trzech liniach
mi¢dzybtoniaka: MSTO-211H, JL-1 oraz H226. Najbardziej efektywng terapia w eliminacji
komorek nowotworowych w warunkach in vitro byto polaczenie adenowirusa onkolitycznego
ONCOS-102 z chemioterapia (test cytotoksyczny MTS; ocena $mierci komorek: apoptozy
(aneksyna V) i nekrozy (jodek propidyny)) (Ryec. 1, Publikacja Al). Co wazne przy
zastosowaniu terapii taczonej zaobserwowano synergiczny efekt przeciwnowotworowy przy
zastosowaniu metody FTV (ang. fractial tumor volume, R>1) (Tabela 2, Publikacja A1).

Poziom markeréw immunogennej $§mierci komorek, takich jak ekspozycja kalretikuliny
na powierzchni komorki, czy zewnatrzkomorkowe uwalnianie ATP 1 HMGBI1 zostaty
zmierzone dla testowanych grup badawczych: ONCOS-102, chemioterapeutyki, terapia
skojarzona. Najbardziej immunogenna $mieré komoérek nowotworowych byta indukowana
leczeniem z uzyciem terapii laczonej na wszystkich testowanych liniach komérkowych (Rye.
2, Publikacja Al).

Celem weryfikacji badan in vitro oraz dalszej potrzeby oceny wlasciwosci
przeciwnowotworowych zastosowanych terapii, przeprowadzono seri¢ badan na modelu
ksenotransplantu ludzkiego mi¢dzybtoniaka H226 u myszy BALB/c, z upos$ledzonym uktadem
odpornosciowym zgodnie ze schematem leczenia w Tabeli 1 (Publikacja A1).

Nowotwory okazaty si¢ by¢ oporne na zastosowane standardowe chemioterapeutyki
(pemetreksed + cisplatyna, pemetreksed + karboplatyna), a terapia z ich zastosowaniem nie
przyczynita si¢ do redukcji objetosci guza nowotworowego (Ryec. 4a, S1, S1, Publikacja A1l).

U dwoch myszy, u ktorych zastosowano leczenie ONCOS-102 w potaczeniu z
pemetreksem oraz cisplatyng zaobserwowano catkowita remisj¢ choroby. Ta skojarzona terapia

okazata si¢ by¢ najbardziej efektywna metoda leczenia prowadzaca do redukcji wielkos$ci guza
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nowotworowego. Po zakonczeniu terapii Srednia wielko§¢ guza migdzybtoniaka u zwierzat (w
poréwnaniu do wielko$ci guza z dnia przed rozpoczgciem terapii — 100%) wynosita
nastepujaco: 473% (grupa kontrolna), 563% (pemetreksed + cisplatyna), 672% (pemetreksed +
karboplatyna), 206% (ONCOS-102), 97% terapia skojarzona (ONCOS-102 + pemetreksed +
cisplatyna) (Rye. 4, Publikacja Al). Co wazne, ONCOS-102 w polaczeniu z
chemioterapeutykami wykazat silny synergiczny efekt przeciwnowotworowy (R>1) w dniu 21,
48 1 60 od rozpoczgcia terapii (Tabela 2, Publikacja Al).

Detekcje liczby kopii DNA regionu E4 adenowirusa i oznaczenie poziomu ludzkiego
GM-CSF wykonano odpowiednio metoda qPCR i ELISA w watrobie, guzie nowotworowym
oraz we krwi. Najwyzsza koncentracja kopii DNA wirusa byla obecna w guzach
nowotworowych (miejscowo). Natomiast nie wykryto obecno$§ci DNA w surowicy czy
watrobie (Ryc. 4d, Publikacja A1). Najwyzszy poziom ludzkiego GM-CSF kodowanego przez
ONCOS-102, zmierzono w guzach nowotworowych (Rye. 4¢, Publikacja A1).

Uzyskane wyniki pokazuja, ze kombinacja ONCOS-102 z chemioterapia moze
doprowadzi¢ do korzystnego efektu terapeutycznego w leczeniu migdzybtoniaka.

Otrzymane wyniki stanowily uzasadnienie dla rozpoczecia prowadzenia w Hiszpanii
oraz Francji (A Randomised Phase II Open-label Study With a Phase Ib Safety lead-in Cohort
of ONCOS-102, an Immune-priming GM-CSF Coding Oncolytic Adenovirus, and
Pemetrexed/Cisplatin in Patients With Unresectable Malignant Pleural Mesothelioma,
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02879669) testow klinicznych z uzyciem testowanych

terapeutykow w leczeniu miedzybtoniaka.

II. Kuryk, L.; Moller, A.W.; Jaderberg, M. Combination of immunogenic oncolytic
adenovirus ONCOS-102 with anti-PD-1 pembrolizumab exhibits synergistic antitumor
effect in humanized A2058 melanoma huNOG mouse model. Oncoimmunology 2019,
8,¢1532763, doi:10.1080/2162402X.2018.1532763. IF2019=5,869, MEiN2019=140 [A5]

Synergiczny efekt przeciwnowotworowy terapii skojarzonej z adenowirusem
onkolitycznym ONCOS-102 (Ad5/3-D24-GM-CSF) w_polaczeniu z inhibitorami
punktow kontrolnych anty PD-1 w leczeniu czerniaka — badania przedkliniczne in vitro
oraz in vivo

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, nadzor nad realizacja badan,
analiza, wizualizacja i1 interpretacja wynikow, analizy statystyczne, przygotowanie
manuskryptu, korekty = manuskryptu, korespondencja z redakcja.  Autor
korespondencyjny.
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W poréwnaniu do konwencjonalnych metod leczenia nowotwordéw, takich jak
chemioterapia, radioterapia czy nawet immunoterapia (terapia komérkowa, inhibitory punktéw
kontrolnych, bi-specyficzne przeciwciala), wirusy onkolityczne wykazuja inny mechanizm
dzialania co teoretycznie pozwala na uzyskanie synergicznego lub addytywnego efektu
leczenia, bez interakcji krzyzowych w terapiach faczonych.

Odpowiedz immunologiczna moduluje przebieg chordéb nowotworowych, migdzy
innymi za posrednictwem szlaku zaprogramowanej $mierci komorki z udziatem limfocytow T
posiadajacych receptor PD-1. Komoérki nowotworowe posiadajace na swojej powierzchni
ligand PD-L-1 przylaczaja si¢ do receptora PD-1 na limfocytach T i hamuja ich funkcje
obronne. Przeciwciala monoklonalne, blokujac PD-1, zapobiegaja taczeniu si¢ ligandu z
receptorem, co przywraca aktywno$¢ przeciwnowotworowa limfocytow T.

Inhibitory punktéw kontrolnych zrewolucjonizowaly leczenie zaawansowanego
czerniaka, poprzez uwolnienie supresji limfocytéw T w §rodowisku guza, co prowadzi do
aktywacji przeciwnowotworowej odpowiedz immunologiczej.

Pembrolizumab (Keytruda®) jest przeciwciatem monoklonalnym, ktore wiaze si¢ z
receptorem PD-1 na powierzchni limfocytow, co blokuje jego interakcj¢ z PD-L1, inhibujac w
ten sposob sygnat dla limfocytow T.

Czerniak jest wysoce immunogennym nowotworem, co czyni go bardziej wrazliwym
na immunoterapie niz chemioterapi¢. Jednoczesne podawanie terapeutykow, takich jak
przeciwciala anty PD-1 oraz ONCOS-102 moga reaktywowac limfocyty naciekajace na guz,
swoiste dla epitopow antygendéw uwolnionych w wyniku onkolizy. Majac na uwadze fakt, iz
wirusy onkolityczne maja zdolnosci indukcji odpowiedzi cytotoksycznej oraz humoralnej, a
inhibitory puntow kontrolnych posiadaja wlasciwosci immunomodulacyjne, w tym
reaktywujace wiasciwosci efektorowe limfocytow T, polaczenie tych terapii jest wysoce
uzasadnione z naukowego puntu widzenia.

Reasumujac co powyzej, oraz majac na uwadze wyniki prac opublikowanych w
International Journal of Cancer (Publikacja A1), celem kolejnych prac eksperymentalnych
byto zbadanie efektu terapeutycznego nowej i unikalnej skojarzonej terapii eksperymentalne;j
polegajacej na podaniu testowanego wirusa onkolitycznego ONCOS-102 w potaczeniu z
przeciwciatami anty PD-1.

Poczatkowo, wlasciwosci przeciwnowotworowe terapii skojarzonej badano in vitro na
czterech liniach czerniaka: Sk-Mel-2, Sk-Mel-28, A2058, A375. Efektywno$¢ terapii byla
uzalezniona od dawki wirusa ONCOS-102 oraz dhugosci ekspozycji komorek nowotworowych

na testowany terapeutyk. Terapia z wirusem w dawce od 100 do 1000 czastek wirusa na
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komorke po 72 godzinach doprowadzilta niemalze do 100% eradykacji komorek linii Sk-Mel-
2, Sk-Mel-28, A375 w warunkach in vitro (Rye. Sla-d, Publikacja AS).

Terapia z zastosowaniem wirusa ONCOS-102 wywotata umiarkowang do wysokiej
ekspresje kalretikuliny na powierzchni komorek nowotworowych, co sugeruje indukcje stresu
endoplazmatycznego. Zakazenie wirusem ONCOS-102 miato r6zny wplyw na uwalnianie ATP
w czterech badanych liniach komorkowych czerniaka: wysoki poziom uwalniania ATP
zaobserwowano w komorkach linii Sk-Mel-2, poziom ATP byt natomiast nizszy w Sk-Mel-28
1 A2058, oraz nie ulegt zmianie w komorkach A375 (Rye. 3, Publikacja AS).

Ludzki adenowirus, seorotyp 5 (ONCOS-102) jest wirusem swoistym gatunkowo i w
modelach zwierzgcych nie replikuje si¢ w takim samym stopniu jak u ludzi. W celu oceny
zarowno wlasciwo$ci onkolitycznych jak i immunomodulacyjnych wirusa oraz przeciwcial
anty PD-1 opracowano humanizowany model czerniaka na bazie myszy huNOG CD34+.

W celu weryfikacji badan in vitro oraz przeprowadzenia dalszej oceny wtasciwosci
przeciwnowotworowych testowanych terapii, wykonano seri¢ badah na mysim modelu
ludzkiego ksenoprzeszczepu czerniaka A2058 na myszach humanizowanych (huNOG CD34+).
Zaobserwowano, ze u myszy, ktorym podano wirusa ONCOS-102, w 40 dniu wielko$¢ guza
ulegta redukcji o 51,5% (p=0,02) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Terapia z
pembrolizumabem nie wykazala efektu terapeutycznego. Natomiast terapia wirusem
onkolitycznym ONCOS-102 w potaczeniu z przeciwciatami anty PD-1 w dawkach 200 i 400
ng doprowadzita do redukeji wielkosci guza o 61% (p = 0,02) 1 69% (p = 0,004), odpowiednio
(Ryc. 4, Publikacja AS).

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ FTV w celu oceny mozliwo$ci synergicznej
interakcji miedzy tymi dwiema modalnosciami (Tabela 1, Publikacja AS5). Synergiczne
interakcje przeciwnowotworowe zaobserwowano w grupie myszy leczonych z udziatem
ONCOS-102 + pembrolizumab w dawkach 200 pg oraz 400 pg.

Terapia z zastosowaniem wirusa onkolitycznego ONCOS-102 przyczynita si¢ do
znacznego wzrostu liczby cytotoksycznych limfocytow CD8+ naciekajacych na guz (Rye. 7A,
Publikacja AS), natomiast zaobserwowano spadek liczby limfocytéw CD4 + (Rye. 7B,
Publikacja AS). Terapia pembrolizumabem nie wykazala wplywu na poziom limfocytow
CD8+ w mikrosrodowisku guza (Ryc. 7A, Publikacja AS5). Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie roznic w poziomie ekspresji PD-L1 na powierzchni komoérek w badanych grupach
(Ryc. 7C, Publikacja AS).

Podsumowujac, synergiczny efekt przeciwnowotworowy zaobserwowano u

humanizowanych myszy leczonych terapig skojarzong z wudzialem ONCOS-102 +
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pembrolizumab, co przetozyto si¢ na istotng statystycznie redukcj¢ wielkos$ci guza. Pozwalajac
na postawienie hipotezy, ze podanie ONCOS-102 indukuje $mier¢ komdrek nowotworowych
za posrednictwem 1) onkolizy oraz ii) komoérek odpornosciowych, gtownie limfocytow
cytotoksycznych CD8+ naciekajacych na guz. Terapia z uzyciem przeciwcial anty PD-1
moduluje oraz aktywuje limfocyty T poprzez hamowanie interakcji migdzy receptorem PD-1 a
ligandem PD-L1, blokujac w ten sposéb sygnat dla limfocytow T.

Uzyskane wyniki wskazaly, ze kombinacja ONCOS-102 z inhibitorem anty PD-1,
takim jak pembrolizumab, moze doprowadzi¢ do korzystnego efektu terapeutycznego w
leczeniu zaawansowanego czerniaka i zostaly one wykorzystane do oceny potencjatu
leczniczego testowanych terapeutykow, celem weryfikacji koncepcji terapii eksperymentalne;j
oraz podjecia dalszych decyzji w sprawie rozpoczecia badan klinicznych (A Pilot Study of
Sequential ONCOS-102, an Engineered Oncolytic Adenovirus Expressing GMCSF, and
Pembrolizumab in Patients With Advanced or Unresectable Melanoma Progressing After
Programmed Cell Death Protein 1 (PDIl) Blockade, ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT030036769).

III.  Garofalo, M.; Pancer, K.W.; Wieczorek, M.; Staniszewska, M.; Salmaso, S.; Caliceti,
P.; Kuryk, L. From Immunosuppression to Immunomodulation - Turning Cold
Tumours into Hot. J Cancer 2022, 13, 2884-2892, doi:10.7150/jca.71992. 1F2022=3,9,
MEiN2022=70 [AS8]

Od immunosupresji do immunomodulacji - transformacja ‘’zimnych’’ guzow
nowotworowych na ’gorace’’ — badania przedkliniczne in vivo

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki

badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka

przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, udziat w realizacji badan

(badania in vitro oraz in vivo), analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy

statystyczne, przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu, korespondencja z

redakcja. Autor korespondencyjny.

Limfocyty naciekajace guz (ang. tumor infiltrating lymphocytes, TILs) sa
reprezentowane przez heterogenne grupy komorek odpornosciowych, w tym komérki jedno- i
wielojadrzaste odpornosci wrodzonej: NK, makrofagi, komorki dendrytyczne (DCs),
mastocyty, bazofile, neutrofile, eozynofile oraz nabytej: limfocyty T i B.

Na podstawie licznych badan klinicznych w zakresie immunoterapii, potwierdzono jak

wazna jest analiza iloSciowa oraz jakosciowa limfocytow naciekajacych na guz w

mikro$rodowisku guza (ang. tumor microenvironment, TME). Stosunek mig¢dzy

21/69


https://orcid.org/0000-0003-1887-6361

Autoreferat: Lukasz Kuryk
ORCID: 0000-0003-1887-6361

przeciwnowotworowymi komodrkami odpornosciowymi a komoérkami immunosupresyjnymi
naciekajacymi na guz jest $cisle skorelowany z klinicznym rokowaniem w terapii
onkologicznej. Gdy aktywator ukladu odpornosciowego (np. wirus onkolityczny) dotrze do
tkanki nowotworowej, wyzwalana jest odpowiedz immunologiczna, majaca na celu
zwigkszenie liczby limfocytow naciekajacych na guz, swoistych dla komérek nowotworowych.
W konsekwencji mikro§rodowisko guza staje si¢ coraz bardziej prozapalne, przezwyci¢zajac
stan immunosupresyjny, ktoéry umozliwia ucieczk¢ komodrkom nowotworowym przed
immunologicznym nadzorem.

Istnieje coraz wigcej dowoddéw klinicznych potwierdzajacych istotng role
immunoterapii w leczeniu nowotworow guzoéw litych, takich jak czerniak i mi¢dzybtoniak.
Sobhani 1 wsp. wykazali, Ze guzy o umiarkowanym poziomie nacieku limfocytow u pacjentéw
z mi¢dzybloniakiem $cisle korelowaly z poprawg przezywalno$ci w poréwnaniu z guzami bez
lub z ich niskim poziomem [4]. Ponadto, u pacjentow z czerniakiem, zaobserwowano
pozytywna korelacje migdzy przezywalnoscia a ggstoscig nacieku cytotoksycznych limfocytow
CD8+, podczas gdy dla kontrastu, naciek immunosupresyjnych makrofagéw zwigzanych z
nowotworem (ang. tumor associated macrophages, TAM) i komorek regulatorowych (Treg) w
guzie okazal si¢ mie¢ negatywny wptyw na regresje nowotworu [5,6]. Wyniki te podkreslity
znaczenie immunoterapii w leczeniu nowotworéw. Jednak wazne jest, aby rozr6znic¢
mikrosrodowisko guza o charakterze zapalnym, ‘’goragcym’’, z obecnos$cia limfocytow T od
“’zimnego’’ bez komoérek T [7 ,8]. Oprocz stopnia naciekania limfocytow T istotnym
czynnikiem jest rowniez ilo$¢ i réznorodnos¢ cytokin prozapalnych [9].

W konsekwencji podjeto intensywne wysitki w celu opracowania nowych strategii
leczenia choréb nowotworowych majacych za zadanie transformacj¢ mikrosrodowiska guza z
,Zimnego na goracy” aby u pacjentdéw leczonych immunoterapeutykami [10] poprawié
skuteczno$¢ terapii.

Dlatego tez na podstawie wilasnych wynikéw badan opublikowanych w
Oncoimmunology (Publikacja AS5) oraz licznych doniesien naukowych opisanych we wstepie
podjeto si¢ przeprowadzenia oceny efektywnosci przeciwnowotworowej nowo sklonowanego
wirusa onkolitycznego AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L w polaczeniu z przeciwciatami anty-PD1.
Co wazne oceniono zdolno$¢ zastowanych terapii do indukcji infiltracji limfocytéw
naciekajacych na guz oraz dokonano korelacji z obrazem klinicznym (objetoscia guza i masg
guza) w serii badan przedklinicznych na mysich modelach nowotworowych migdzybtoniaka
oraz czerniaka.

W tym celu zostat zaprojektowany oraz skonstruowany unikalny wektor onkolityczny
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AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L kodujacy biatka kostymulujace: ICOSL i CD40L [12], zdolny do
indukowania nacieku oraz aktywacji limfocytow w mikrosrodowisku guza nowotworowego.
Nastgpnie na modelach zwierzecych ocenialiSmy korelacje miedzy stopniem nacieku
limfocytow na guz a skutecznosciag przeciwnowotworowa. Gléwna hipoteza naukowa
eksperymentu bylo zweryfikowanie czy, terapia skojarzona z udzialem adenowirusa
onkolitycznego AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L i przeciwciat anty PD-1 wykaze zdolnosci
imuno-aktywacyjne, poprzez zwigkszenie infiltracji limfocytow naciekajacych na guz, i czy
bedzie to korelowac z efektem klinicznym.

Wiasciwosci onkolityczne AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L oceniono za pomocg testu
cytotoksycznosci MTS (Rye. S1, Publikacja A8). Oceniono réwniez zdolno$¢ wektora
onkolitycznego do selektywnej replikacji w komorkach nowotworowych. Wykazano, ze wirusy
onkolityczne nie replikowaly si¢ w komérkach nienowotworowych (fibroblastach) (zywotno$¢
komorek > 90%).

Nastepnie, aby oceni¢ zdolno$ci przeciwnowotworowe oraz immunomodulacyjne
wektora AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L, przeciwcial anty PD-1 oraz terapii skojarzonej
opracowano dwa syngeniczne modele kenotransplantu czerniaka i migedzybtoniaka na bazie
myszy C57BL/6 i BALB/c, odpowiednio.

Wykazali$my, ze terapia z zastosowaniem unikalnego wirusa AdV5/3-D24-1COSL-
CD40L, w polaczeniu z przeciwcialami anty PD-1 byla najskuteczniejszym schematem
leczenia w obu testowanych modelach zwierzgcych. W punkcie koncowym (dzien 33),
objetosci guza migdzybtoniaka AB12 u myszy leczonych terapig skojarzong byty znacznie
mniejsze w porownaniu z grupa traktowang samym wirusem lub w grupie kontrolnej (9,9 mm?,
72 mm?, 219 mm?’, p< 0,001, odpowiednio) (Ryec. 1A, Publikacja A8). Zastosowanie
przeciwcial anty PD-1 nie zmniejszylo w sposob istotny statystycznie objgtosci guza (vs
kontrola). Podobne obserwacje odnotowano na modelu czerniaka B16V, gdzie leczenie
skojarzone AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L + przeciwciata anty PD-1 bylo najefektywniejsze
sposrod testowanych terapii (odpowiednio 102 mm?, 137 mm?, 484 mm?, p<0,001 dla terapii
skojarzonej, wirusa i kontrolnej grupy) (Ryc. 1B, Publikacja A8). Zgodnie z wcze$niejszymi
spostrzezeniami réwniez w tym przypadku podanie samych przeciwciat anty PD-1 nie
wykazato skutecznos$ci przeciwnowotworowe;.

W obu modelach badan analizy fenotypowe limfocytow wyizolowanych od myszy z
pobranych zmian nowotworowych wykazaty, ze sam wirus lub w potaczeniu z anty PD-1 byl
w stanie zwigkszy¢ poziom naciekow komorek odpornosciowych, zwlaszcza komoérek CD8+

migdzybloniak AB12: kontrola: 1,36%, wirus: 6%, anty PD-1: 2,4%, terapia skojarzona:
edzy y p
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7,38%; czerniak B16V: kontrola: 0,33%, wirus: 1,94%, anty PD-1: 0,31%, terapia skojarzona:
2,33%) (Ryc. 2, Ryc. S4, Publikacja A8). Na podstawie wynikow mozna spekulowac, ze ten
unikalny chimeryczny adenowirus jest zdolny do zwigkszania infiltracji limfocytow
cytotoksycznych T CD8+ w srodowisku guza. Nasze wyniki pokazuja, ze liczba limfocytéw
cytotoksycznych T CD8+ (ale nie CD4 +) istotnie statystycznie korelowata z objetoscia guza
(odpowiednio p = 0, 001, p = 0, 007 dla modeli AB12 i B16V) (Ryc. 2B, Publikacja A8) i
masg guza (odpowiednio p=0, 001, p=0, 012 dlamodeli AB121B16V) (Rye. 2C, Publikacja
A8).

Reasumujac badania wykazaly, Zze skojarzona terapia AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L +
przeciwciala anty PD-1 wykazala najefektywniejsza aktywnos¢ przeciwnowotworowag i
synergistyczne dzialanie przeciwnowotworowe zaré6wno na modelu czerniaka, jak i
mi¢dzybtoniaka. Co wazne, efekt kliniczny (redukcja wielko$ci guza) korelowat z
immunologiczng odpowiedzig tj. naciekiem limfocytow cytotoksycznych T CD8+ na guz
(zwigkszona infiltracja). Opracowany unikalny wektor onkolityczny uzbrojony w czasteczki
kostymulujace moze trwale indukowa¢ immunologiczng odpowiedZ przeciwnowotworowsa
oraz mie¢ wazne implikacje dla rozwoju dalszych klinicznych strategii w leczeniu litych
nowotworow zlosliwych, takich jak czerniak i migdzybtoniak. Korzysci terapeutyczne z
faczenia réznych inhibitorow punktow kontrolnych z wirusami onkolitycznymi, kodujacymi
czasteczki immunomodulujace, moga staé si¢ obszarem wickszego zainteresowania w

nadchodzacych latach.

IV. Kuryk, L.; Mgller, A.-S.W. Next generation of oncolytic viruses with the double
transgenes PADI1 and TIMP-2 exhibit anti-tumor activity against melanoma in nude
mouse and humanized NOG mouse models. Molecular Therapy - Oncolytics 2023,
do0i:10.1016/j.0mt0.2023.01.002. IF2023=5,7, MEiN2023=100 [A9]

Konstrukcja wektora onkolitycznego nastepnej generacji z dwoma transgenami PADI1
oraz TIMP-2 o wlasciwo$ciach przeciwnowotworowych w leczeniu czerniaka — badania
przedkliniczne in vitro oraz in vivo

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, nadzor nad realizacja badan,
analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy statystyczne, przygotowanie
manuskryptu, korekty = manuskryptu, korespondencja z redakcja.  Autor
korespondencyjny.

Regulator macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM), zwany tkankowym inhibitorem

metaloproteazy typu 2 (TIMP-2), ulega nadekspresji w komodrkach czerniaka ulegajacego
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regresji. TIMP-2 jest jednym z czterech rodzajow TIMP, ktore reguluja macierz
zewnatrzkomorkowa w §rodowisku nowotworu poprzez modulacje aktywnosci katalitycznej
rodziny endoproteaz zaleznych od cynku zwanych metaloproteazami macierzy (MMP).
Degradacja ECM przez MMP moze stymulowa¢ wzrost guza, tworzenie naczyn krwiono$nych
(angiogeneza), uwalnianie czynnikOw wzrostu i umozliwia¢ migracj¢ przerzutowych komorek
nowotworu. TIMP nie tylko hamujg aktywnos$¢ r6znych MMP, ale takze moze modulowa¢
angiogeneze, proliferacje i apoptoz¢ przez mechanizmy niezalezne od MMP. TIMP-2 moze
wigza¢ integryne o3Pl na komorkach $rdédblonka, hamowaé proliferacje, migracje i
angiogenez¢ komorek s$rodbtonka w sposdb niezalezny od MMP. Ponadto TIMP-2 moze
inaktywowa¢ VEGFR2 i1 FGFR1 w komorkach §rodbtonka, co zmniejsza ich proliferacje 1
angiogenez¢. Miejscowa nadekspresja TIMP-2 w tkance nowotworowej moze zapewniaé
dziatanie przeciwnowotworowe w czerniaku.

Niedobor argininy moze wywotywaé autofagie, apoptoze, dziatanie antyangiogenne i
zmniejszong produkcje tlenku azotu (NO) w nowotworach zaleznych od argininy, w tym w
czerniaku 1 miedzybtoniaku. Okoto 70% pierwotnych czerniakow nie wykazuje ekspresji
syntetazy argininobursztynianowej-1 (ASS-1), ktora wytwarza argining. Rokowanie u
pacjentéw z czerniakiem z brakiem ekspresji ASS-1 (-) jest negatywne. Lokalna ekspresja
deiminazy peptydyloargininowej (PADI1) w nowotworach moze indukowa¢ apoptoze guza
nowotworowego, dziatanie antyangiogenne i zmniejszong produkcje¢ tlenku azotu (NO)
wywotane niedoborem argininy.

W ramach zaprojektowanych badan postanowiono kontynuowa¢ prace badawcze nad
opracowaniem efektywniejszych terapii leczenia czerniaka. W tym celu na podstawie wynikéw
badan z uzyciem wcze$niej opracowanych i przetestowanych wektoréw onkolitycznych
(Publikacja A1, A5, A8), postanowiono zaprojektowaé oraz skonstruowa¢ nowe, unikalne
konstrukty wirusa onkolitycznego na bazie wczesniejszej platformy.

Postawiliémy hipotez¢ badawcza, Zze ukierunkowane dostarczanie biatek (TIMP-2,
PADIl) przez adenowirusy onkolityczne o aktywnosci przeciwnowotworowej do
mikrosrodowiska guza czerniaka moze zwigkszy¢ efektywnos$¢ terapii przeciwnowotworowej
oraz zredukowac potencjalne efekty uboczne. Wirusy onkolityczne sg zaprojektowane tak, aby
replikowaly si¢ selektywnie w komorkach nowotworowych, z pominigciem zdrowych
komorek. Adenowirusy onkolityczne stanowig platforme przeciwnowotworowa, ktdra nie tylko
moze powodowac lize¢ komoérek nowotworowych, ale moze rowniez dostarczaé egzogenne
geny, ktore zwigkszaja aktywno$¢ przeciwnowotworowg za pomocg réznych mechanizméw

dzialania.
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Zastosowali$my rozwigzanie wykorzystane w konstrukcji wektorow kodujacych GM-
CSF, ICOSL, czy CD40L (Publikacje Al, AS, A8). Po pierwsze, wykonano modyfikacje
wiokien adenowirusa, zastepujac je sekwencja z adenowirusa o serotypie 3 (chimera widkien
Ad5/3) wigzaca sie z biatkiem blonowym desmogleing 2 (DSG2), ktéra czesto ulega
nadekspresji w komodrkach czerniaka. Po drugie, zmodyfikowano gen E1A dokonujac delec;ji
24 pz, ktéra umozliwia selektywng replikacj¢ w komorkach nowotworowych, z defektywnym
szlakiem siatkdwczaka (Rb). Nastepnie dokonali$my insercji 2 transgendéw (TIMP-2, PADI1)
do genomu adenowirusa w rdznej konfiguracji.

W ramach badan przedklinicznych in vitro oraz in vivo, oceniliSmy wlasciwos$ci
przeciwnowotworowe skonstruowanych wektoréw na roéznych modelach czerniaka
wykorzystujac metodyke oraz metodologie opracowane wczesniej (Publikacje A1, AS, AS8).

Immunoterapia czerniaka zlosliwego (MM) znacznie poprawia dhugos¢ zycia tylko
niewielkiej czg$ci pacjentow. Celem opracowania nowych i bardziej efektywnych metod
leczenia czerniaka, zbadaliSmy skuteczno$¢ miejscowej inhibicji proliferacji komorek
nowotworowych i angiogenezy, na wzrost czerniaka poprzez skonstruowanie i charakterystyke
unikalnych adenowirusé6w onkolitycznych: ONCOS-207 (TIMP-2), ONCOS-209 (PADII),
ONCOS-210 i ONCOS-212 (TIMP-2 + PADI1) (Tabela S1, Publikacja A9) wykorzystujac
wyniki 1 do§wiadczenie z prac wezesniejszych (Publikacja A1, AS, AS8).

Zgodnie z oczekiwaniami, komorki zakazone ONCOS-207, ONCOS-210 i ONCOS-
212 produkowaty biatko TIMP-2; natomiast ONCOS-209, ONCOS-210, ONCOS-212 - PADI1
(Ryec. S1, Publikacja A9).

Aktywnos¢ onkolityczng czterech wektorow adenowirusow onkolitycznych oceniano w
liniach komorkowych czerniaka ludzkiego: A2058, A375, Sk-Mel-2 i Sk-Mel-28, ktére nie
wykazuja ekspresji syntetazy argininobursztynianu. Wszystkie wektory wykazywaty
aktywnos$¢ onkolityczng w warunkach in vitro na czterech liniach czerniaka (Rye. 1,
Publikacja A9).

Oceniono zdolnosci skonstruowanych wektorow do indukcji apoptozy i nekrozy
komorek nowotworowych w warunkach in vitro. Komorki A2058, A375 i Sk-Mel-2 traktowane
ONCOS-212 (0,1 VP, 1VP, 10VP) wykazaty znacznie silniejszy efekt apoptotyczny (aneksyna
V) niz kontrola negatywna (Ryc 2, Publikacja A9). ONCOS-212 indukowal réwniez znacznie
wiekszg liczbe komorek nekrotycznych (PI) A2058, A375 i SK-MEL-2 (0,1 VP, 10 VP) niz
kontrola negatywna (Ryec. 2, Publikacja A9).

Efekt leczenia z zastosowaniem wektorow onkolitycznych nowej generacji byt zalezny

od dawki wirusa i dlugosci terapii. Traktowanie komodrek wirusem ONCOS-212 (10 czastek
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wirusa/komorke, 100 czastek wirusa/komorke, 1000 czastek wirusa/komoérke) i ONCOS-210
(1000 czastek wirusa’komorke) znaczaco zwigkszyto ekspresj¢ kalretikuliny na powierzchni
komorek Sk-Mel-28 w pordéwnaniu z kontrolg (p<0,01). Eksperymentalna terapia we
wszystkich dawkach znaczaco hamowata wydzielanie ATP (A375 i A2058). Terapia nie
wplyneta na poziom wydzielania HMGB1 (Rye. 3, Publikacja A9).

Nastegpnie, aby oceni¢ zdolno$ci przeciwnowotworowe oraz immunomodulacyjne
nowych wektoréw onkolitycznych wykorzystano modele kenotransplantu czerniaka A2058 na
myszach BALB/c nu oraz humanizowanych (huNOG CD34+), na podstawie metodologii z
wczesniejszych publikacji (Publikacje A1, AS, AS8).

Terapeutyczng skutecznos¢ czterech wiruséw onkolitycznych (ONCOS-207, ONCOS-
209, ONCOS-210, ONCOS-212) poréwnano z grupa kontrolng (PBS). Srednia objeto$é guza
w grupie ONCOS-210 i ONCOS-212 oraz kombinacji grupy ONCOS-207 + ONCOS-209 byta
znacznie mniejsza niz w grupie kontrolnej, czy grupie ONCOS-207 i ONCOS-209 na myszach
BALB/c nu (Ryc. 4A, p<0,01, Publikacja A9). Synergiczny efekt przeciwnowotworowy
(ONCOS-210, ONCOS-212) zaobserwowano w dniu 21 i1 dniu 33 po rozpoczgciu leczenia
(Tabele S2, Publikacja A9). Poniewaz myszy BALB/c nu posiadaja uposledzony uktad
immunologiczny, obserwowane efekty przeciwnowotworowe nie obejmowaty wktadu nabytej
odpowiedzi immunologicznej gospodarza.

Majac na uwadze powyzsze, wykorzystano model czerniaka A2058 na bazie
humanizowanych myszy huNOG, ktéry dokladniej nasladuje ludzka odpowiedz
immunologiczng. Po humanizacji myszy NOG, a nastgpnie wszczepieniu A2058 i randomizacji
w oparciu o wskaznik humanizacji i obj¢tosci guza (Rye. S2, Publikacja A9), eksperyment
przeprowadzono zgodnie ze schematem dawkowania (Ryec. S3, Publikacja A9). Grupy leczone
ONCOS-212, ONCOS-207, ONCOS-209 w dawce 2,5x10° czgstek wirusa/nowotwoOr oraz
kombinacjg ONCOS-207 + ONCOS-209 miaty znacznie zmniejszong objetos¢ guza w dniu 28
(koniec badania) w porownaniu z kontrola (Ryc. 5, Publikacja A9). Myszy leczone ONCOS-
212 mialy istotng statystycznie zmniejszong obje¢to$¢ guza w poroéwnaniu do kontroli (p<0,01).
Dawka ONCOS-212 (5x10® czastek wirusa) znacznie zmniejszyta wzrost guza prawego boku,
lewego boku i obu stron w poréwnaniu z grupg kontrolng (odpowiednio p<0,001, p<0,001,
p<0,05) (Rye. 5, Publikacja A9).

Przerzuty pozostaja gldownym wyzwaniem w leczeniu p6znego stadium czerniaka.
Indukcja odpowiedzi immunologicznej w leczonym guzie nowotworowym moze hamowac
proces powstawania przerzutow (efekt abskopalny). W tym celu oceniliSmy, czy leczenie z

uzyciem ONCOS-212 (guzy prawej strony) moze mie¢ wpltyw na wzrost guzow nieleczonych
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(guzy po lewej stronie). Zaobserwowano, iz nieleczone guzy nowotworowe wykazaly znaczaco
wolniejszy wzrost (p<0,01) niz leczone guzy strony prawej (Ryc. 6, Publikacja A9). Efekt
abskopalny w terapii z ONCOS-212 na modelu czerniaka A2058 hNOG potwierdza hipoteze,
ze odpowiedz immunologiczna odgrywa znaczaca role w procesie powstawania odpowiedzi
przeciwnowotworowej indukowanej terapia z ONCOS-212.

Istnieje coraz wigcej dowoddw na to, ze profil limfocytow naciekajacych na guz moze
dziata¢ jako niezalezny czynnik predykcyjny rokowan pacjentow nowotworowych. Ponadto
majac na uwadze opublikowane wyniki prac w zakresie oceny infiltracji limfocytow
naciekajacych na guz na modelach czerniaka i1 mig¢dzybloniaka (Publikacje AS, AS8)
dokonali$my réwniez oceny wlasciwosci immunomodulacyjnych testowanych wektorow w
tym eksperymencie.

Czesto uwaza si¢, ze odsetek wykrywalnych limfocytow T CD8+ z granzymem B+
koreluje z liczba aktywowanych limfocytow T CDS8+ (powszechnie okre§lanych jako
cytotoksyczne limfocyty T). Grupy leczone ONCOS-210, ONCOS-212 wykazywaly znacznie
wyzszy odsetek limfocytow T CD8+ granzym B+ naciekajacych na guz w 28 dniu niz kontrola
(Rye. 7, Publikacja A9), co wskazuje, ze mechanizmy immunologiczne obejmujace
aktywowane limfocyty T CD8+ przyczynity si¢ do zmniejszenia objetosci guza.

Reasumujac, wszystkie testowane wektory nowej generacji wykazywaly aktywnos$¢
onkolityczng na czterech liniach czerniaka w warunkach in vitro. Leczenie z ONCOS-212
znaczaco hamowato wzrost guza w modelu nowotworu A2058 BALB/c nu w poréwnaniu z
grupa kontrolg. Zaobserwowano synergistyczny efekt przeciwnowotworowy w terapii z
ONCOS-212. Wirusy onkolityczne roéwniez znaczaco hamowaly wzrost guza w
humanizowanym modelu czerniaka huNOG CD34+. Wszystkie wirusy znaczaco zwigkszyty
odsetek aktywowanych limfocytéow T CD8+ naciekajagcych na guz. Zaobserwowany
abskopalny efekt leczenia terapii z ONCOS-212 w modelu huNOG potwierdza hipotezg, ze
odpowiedz immunologiczna odgrywa kluczowa role w aktywno$ci przeciwnowotworowe;j

ONCOS-212.

V. Kuryk, L.; Bertinato, L.; Staniszewska, M.; Pancer, K.; Wieczorek, M.; Salmaso, S.;
Caliceti, P.; Garofalo, M. From Conventional Therapies to Immunotherapy: Melanoma
Treatment in Review. Cancers 2020, 12, doi:10.3390/cancers12103057. 1F2020=6,639,
MEiN2023=140 [A6]

Moim wkiadem w powstanie tej pracy byt udzial w opracowaniu koncepcji pracy
przegladowej, przygotowanie przegladu aktualnego pismiennictwa zgodnie z metodyka
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przegladu zakresu literatury, przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu. Autor

korespondencyjny.

Moje zainteresowanie immunoterapig, wirusami onkolitycznymi, onkologia
zaowocowalo analizg obecnego stanu wiedzy w zakresie obecnych jak i nowych obiecujacych
terapii w leczeniu czerniaka z wykorzystaniem wirusoterapii.

W pracy przegladowej omowiono zastosowanie wirusOw onkolitycznych i inhibitorow
punktow kontrolnych w immunoterapii czerniaka, ze szczegdélnym uwzglednieniem terapii
skojarzonych. Wirusy onkolityczne sa obiecujgcymi 1 unikalnymi czynnikami
przeciwnowotworowymi, obecnie badanymi w wielu badaniach klinicznych zaréwno w
monoterapii, jak i w potaczeniu z innymi lekami. Wirusy onkolityczne majg unikalne zdolno$ci
do synergicznych interakcji przeciwnowotworowych z inhibitorami punktow kontrolnych,
chemioterapia, radioterapia. Terapia taczona wirusow onkolitycznych z inhibitorami punktéw
kontrolnych jest obiecujacg strategia przysztych terapii przeciwnowotworowych. Jednak
leczenie zaawansowanych postaci nowotworow, w tym efektywne stymulowanie
immunologicznej odpowiedzi  przeciwnowotworowej celem eradykacji  komorek
nowotworowych jest cigglym wyzwaniem. Pomimo obecnych postepow w badaniach,
monoterapia z uzyciem wirusoOw onkolitycznych wykazuje ograniczong skuteczno$¢ w leczeniu
zaawansowanych guzéw litych.

Dlatego tez prowadzone s3a intensywne prace celem ulepszenia wlasciwos$ci
przeciwnowotworowych wektoréw przez ich genetyczne modyfikowanie, celem zwigkszenia
ich immunogennos$ci, wlasciwosci onkolitycznych, czy immunostymulacyjnych. Co wigcej
terapie laczone sg obecnie szeroko testowanym schematem w leczeniu nowotworow.

Odkrycie inhibitoréw punktow kontrolnych limfocytéw T i wirusoterapii onkolitycznej
zmienito paradygmat leczenia onkologicznego niektdrych typéw nowotwordw i pokazato
wzorzec przejscia od terapii konwencjonalnych do immunoonkologii. Wirusy onkolityczne
moga indukowa¢ odpornos¢ przeciwnowotworowa i prowadzi¢ do infiltracji limfocytow
naciekajacych na guz. Z kolei blokada punktow kontrolnych moze zapobiega¢ hamowaniu
aktywnos$ci limfocytéow T. Dlatego potaczenie tych srodkéw wydaje si¢ by¢ skutecznym

schematem leczenia w walce z immunogennymi typami nowotworow, takimi jak czerniak.

VI. Kuryk, L.; Rodella, G.; Staniszewska, M.; Pancer, K.W.; Wieczorek, M.; Salmaso, S.;
Caliceti, P.; Garofalo, M. Novel Insights Into Mesothelioma Therapy: Emerging
Avenues and Future Prospects. Frontiers in oncology 2022, 12, 916839,
doi:10.3389/fonc.2022.916839. 1F202:=4,7, MEiN202:=100 [A7]
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Moim wkiadem w powstanie tej pracy byt udzial w opracowaniu koncepcji pracy
przegladowej, przygotowanie przegladu aktualnego pismiennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu. Autor
korespondencyjny.

Realizujac konsekwentnie oraz wielowatkowo badania nad cyklem powigzanych
tematycznie artykutow naukowych pt. ©’Zastosowanie adenowiruséw onkolitycznych w terapii
przeciwnowotworowej’’ dokonano rowniez analizy obecnego stanu wiedzy w zakresie
obecnych jak i nowych obiecujacych terapii w leczeniu migdzybtoniaka z wykorzystaniem
wirusow onkolitycznych.

Migdzybtoniak ztosliwy to rzadki i agresywny nowotwor, ktory rozwija si¢ w cienkiej
warstwie otaczajacej mezotelium i jest spowodowany gtéwnie narazeniem na dziatanie azbestu.
Pomimo poprawy rokowania pacjentow leczonych za pomocg konwencjonalnych metod, takich
jak chirurgia, chemioterapia, radioterapia, immunoterapia, niestety nadal nie ma skutecznych
metod leczenia zaawansowanej choroby.

Pomimo ogromnych wysitkbw na rzecz lepszego zrozumienia 1 leczenia
mi¢dzybtoniaka, praktyka kliniczna nie zmienita si¢ radykalnie w ostatnich dziesigcioleciach.
Aby przyspieszy¢ rozwdj nowych opcji leczenia, nalezy przeprowadzi¢ racjonalne i dobrze
zaprojektowane badania oraz zbada¢ spersonalizowane podejscie.

W ostatnich latach poszukiwano nowych i efektywniejszych metod terapeutycznych
leczenia miedzybtoniaka. Lepsze zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw dynamiczne;j
interakcji guza z ukladem odpornosciowym pacjenta doprowadzito do opracowania
obiecujacych schematow leczenia z zastosowaniem immunoterapii (przeciwciata anty PD-1
plus przeciwciala anty CTLA-4).

Inhibitory immunologicznych punktow kontroli, adenowirusy onkolityczne i ich
kombinacja stanowig obiecujaca strategie, ktora mozna wykorzysta¢ do synergistycznego
przezwyci¢zenia immunosupresji w mikrosrodowisku guza mig¢dzybtoniaka. Niniejszy
przeglad stanowi syntetyczny przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat nowych opcji
terapeutycznych migdzybtoniaka, ze szczegdélnym uwzglednieniem wynikéw badan
klinicznych.

Badania z uzyciem inhibitorow punktow kontroli wykazaty imponujace odpowiedzi
kliniczne u pacjentow z nowotworami litymi, w tym mi¢dzybloniaka. Jednak ich wptyw na
dlugo$¢ przezycia pacjentow z migdzybloniakiem jest niestety niewielki. Dlatego tez duze

nadzieje podktadane s3 w innowacyjnych terapiach, takich jak np. wirusoterapia onkolityczna
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w polaczeniu z inhibitorami punktow kontroli, ktéore moga zapewni¢ efektywne leczenia

zaawansowanych nowotwordéw miedzybtoniaka.

2. Prace dotyczace realizacji osiggniecia drugiego: Ocena bezpieczenstwa stosowania

adenowirusow onkolitycznych — badania przedkliniczne in vivo (Publikacje: A1, A2, A5, A9 -

prace orvginalne)

VII. Kuryk, L.; Vassilev, L.; Ranki, T.; Hemminki, A.; Karioja-Kallio, A.; Levalampi, O.;
Vuolanto, A.; Cerullo, V.; Pesonen, S. Toxicological and bio-distribution profile of a
GM-CSF-expressing, double-targeted, chimeric oncolytic adenovirus ONCOS-102 -
Support for clinical studies on advanced cancer treatment. PloS one 2017, 12,e0182715,
doi:10.1371/journal.pone.0182715. 1F2017=2,766, MEiN2017=40 [A2]

Terapia z zastosowaniem chimerycznego adenowirusa onkolitycznego ONCOS-102
jest bezpieczna i dobrze tolerowana - profil toksykologiczny i biodystrybucyijny na
modelu chomika syryjskiego (badania GLP)

Moim wkladem w powstanie tej pracy byl udziat w przygotowaniu przegladu

aktualnego piSmiennictwa zgodnie z metodyka przegladu =zakresu literatury,

koordynowanie prac, analiza, wizualizacja 1 interpretacja wynikéw, analizy

statystyczne, przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu, korespondencja z

redakcja. Autor korespondencyjny.

Gléwnym celem badan przedklinicznych poza okresleniem efektywnosci, jest ocena
bezpieczenstwa i1 stworzenie solidnych podstaw naukowych przed przejsciem do fazy
opracowania klinicznego. Celem badan nad bezpieczenstwem jest okreslenie dziatan
niepozadanych dotyczacych gtownych funkcji fizjologicznych przy podawaniu dawek
testowanego preparatu w zakresie stezenia leczniczego i wyzszych.

Celem pracy naukowej w warunkach GLP byto przeprowadzenie przedklinicznych
badan w zakresie oceny toksycznosci i biodystrybucji wymaganych do zatwierdzenia przez
organ regulacyjny w Finlandii (Finnish Medicines Agency, FIMEA) wniosku o
przeprowadzenie badan klinicznych fazy I z terapeutykiem ONCOS-102 (Ad5/3-D24-GM-
CSF) w leczeniu zaawansowanych nowotworoéw (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01598129,
ONCOS-102 for Therapy of Advanced Cancers, Finlandia).

Badania zostaly zaprojektowane celem oceny toksycznosci oraz profilu biodystrybucji
wirusa w terapii z ONCOS-102 na modelu chomika syryjskiego. Badanie przeprowadzono na
300 chomikach podzielonych na dziewie¢ grup: trzy grupy biodystrybucyjne i sze$¢ grup do
analizy toksycznosci (Tabela 1, Publikacja A2). Wirus ONCOS-102 byt podawany przez

iniekcje dosercowe, dootrzewnowe lub podskérne w dawkach od 4,5x10'° do 4,5x10'2 czgstek

31/69


https://orcid.org/0000-0003-1887-6361

Autoreferat: Lukasz Kuryk
ORCID: 0000-0003-1887-6361

wirusa/kg (co odpowiadato od 10x do 1000x dawki klinicznej). Dodatkowo jedna grupa badana,
otrzymywata dootrzewnowo dwa razy w tygodniu cyklofosfamid. Zwierz¢ta kontrolne
otrzymywaty roztwor NaCl w takich samych ilosciach i z zastosowaniem identycznych drog
podania jak to miato miejsce w grupach badanych otrzymujacych ONCOS-102.

Nie odnotowano skutkéw ubocznych wielokrotnego podawania ONCOS-102, majacych
wplyw na masg ciata (Ryec. 1-2, Publikacja A2), spozycie pokarmu (Rye. 3, Publikacja A2),
parametry hematologiczne (Tabela S3, Publikacja A2) i chemii klinicznej (Tabela S4,
Publikacja A2), w trakcie 6-miesi¢cznego okresu podawania. Nie zaobserwowano zmian
histopatologicznych $wiadczacych o toksycznosci wirusa ONCOS-102 (Rye. S6-S7,
Publikacja A2). Wirus nie akumulowat si¢ w badanych tkankach (Ryc. S4-S5, Rye. 4-6,
Publikacja A2). U wszystkich zwierzat wykryto powstanie przeciwcial neutralizujacych
wirusa ONCOS-102 (Ryc. S1-S3, Publikacja A2), co $wiadczy o jego immunogennosci.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w powyzszych warunkach badania wielokrotne
podawanie wirusa onkolitycznego ONCOS-102 chomikom syryjskim, byto dobrze tolerowane,
bez istotnych objawow wskazujacych na dziatanie toksyczne.

Wirus zostat zatwierdzony do testowania w badaniach klinicznych fazy 1. Badania
kliniczne prowadzono w latach 2012-2013 w Finlandii na populacji 12 pacjentow
onkologicznych w zaawansowanej fazie choroby (ONCOS-102 for Therapy of Advanced
Cancers, ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01598129).

Na podstawie badan klinicznych z ONCOS-102, wykazano, Ze jego zastosowanie jest
bezpieczne i dobrze tolerowane w testowanych dawkach. Nie okreslono toksycznos$ci
ograniczajacej dawke (DLT) ani maksymalnej tolerowanej dawki (MTD) dla ONCOS-102. U
czterech z dziesigciu (40%) pacjentéw podlegajacych ocenie zaobserwowano stabilizacje
choroby na podstawie badania PET/TK po 3 miesigcach od podania wirusa, a mediana
przezycia catkowitego wyniosta 9,3 miesigca. Zaobserwowano naciek limfocytow
naciekajacych na guz po zastosowaniu leczenia u 11 z 12 pacjentow. Co wazne, leczenie
wywotato infiltracj¢ komérek T CD8+ do guzéw i zwigkszenie ekspresji PD-L1, co podkresla
potencjat ONCOS-102 jako czynnika immuno-uwrazliwiajacego w terapiach skojarzonych z

inhibitorami punktéw kontrolnych [10,14,36].

| Kuryk, L.; Haavisto, E.; Garofalo, M.; Capasso, C.; Hirvinen, M.; Pesonen, S.; Ranki,
T.; Vassilev, L.; Cerullo, V. Synergistic anti-tumor efficacy of immunogenic adenovirus
ONCOS-102 (Ad5/3-D24-GM-CSF) and standard of care chemotherapy in preclinical
mesothelioma model. International journal of cancer 2016, 139, 1883-1893,
doi:10.1002/ijc.30228. 1F2016=6,513, MEiN2016=40 [A1]
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Terapia skojarzona z udzialem wirusa onkolitycznego ONCOS-102 (Ad5/3-D24-GM-
CSF) w polaczeniu ze standardowa chemioterapia w leczeniu miedzybloniaka jest
dobrze tolerowana — badania przedkliniczne in vivo

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki

badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka

przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, udziat w realizacji badan

(badania in vitro oraz in vivo), analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy

statystyczne, przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu.

Gléwnym celem badan byta ocena wtasciwosci przeciwnowotworowych nowej terapii
sktadajacej si¢ z wirusa okolitycznego AdV5/3-D24-GM-CSF (ONCOS-102) w polaczeniu z
chemioterapeutykami pierwszego rzutu (pemetreksed + cisplatyna oraz pemetreksed +
karboplatyna) w badaniach in vitro na liniach mig¢dzybtoniaka oraz na modelu
ksenoprzeszczepu migdzybtoniaka H226 (BALB/c nu) in vivo (Tabela 1, Publikacja A1).

W ramach badan dokonaliSmy oceny bezpieczenstwa terapii, celem kompleksowego
przetestowania badanej terapii eksperymentalnej zarowno pod wzglgdem efektywnosci jak i
pod wzgledem jej bezpieczenstwa w warunkach in vivo.

Wszystkie zwierze¢ta obserwowano codziennie pod katem objawow klinicznych,
zachorowalno$ci lub $§miertelnosci podczas aklimatyzacji oraz w czasie dwumiesigczne;j terapii.
Myszy byly leczone wirusem ONCOS-102 od 1 x 10® do 2 x10% czastek wirusa/dawke
podawanym bezposrednio do guza. Chemioterapeutyki: pemetreksed (6,7 mg/kg - 10 mg/kg),
cisplatyna (1,5 mg/kg), karboplatyna (5,4 — 8 mg/kg) byly podawane dootrzewnowo. Na
podstawie trzech do§wiadczen przeprowadzonych na zwierzetach nie zaobserwowano spadku
masy ciala (Rye. S1-S3, Publikacja Al), objawow klinicznych, zachorowan czy zmian
patologicznych. Terapia byta dobrze tolerowana i nie stwierdzono skutkow ubocznych w
badaniach przeprowadzonych in vivo na modelu ksenoprzeszczepu migdzybloniaka H226
(BALB/c nu).

Wyniki badan zostaty wykorzystane do oceny bezpieczenstwa i tolerancji testowanych
terapeutykow, a nastgpnie do rozpoczgcia badan klinicznych w Hiszpanii oraz Francji w latach
2016-2020 (A Randomised Phase II Open-label Study With a Phase Ib Safety lead-in Cohort
of ONCOS-102, an Immune-priming GM-CSF Coding Oncolytic Adenovirus, and
Pemetrexed/Cisplatin in Patients With Unresectable Malignant Pleural Mesothelioma,

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02879669).
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II1. Kuryk, L.; Moller, A.W.; Jaderberg, M. Combination of immunogenic oncolytic
adenovirus ONCOS-102 with anti-PD-1 pembrolizumab exhibits synergistic antitumor
effect in humanized A2058 melanoma huNOG mouse model. Oncoimmunology 2019,
8,e1532763, doi:10.1080/2162402X.2018.1532763. IF2019=5,869, MEiN2019=140 [A5]

Terapia skojarzona z udzialem wirusa onkolitycznego ONCOS-102 (Ad5/3-D24-GM-
CSF) w polaczeniu z inhibitorami punktow kontroli w leczeniu czerniaka jest dobrze
tolerowana — badania przedkliniczne in vivo

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, nadzor nad realizacja badan,
analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy statystyczne, przygotowanie
manuskryptu, korekty = manuskryptu, korespondencja z redakcja.  Autor
korespondencyjny.

Celem kolejnych prac do§wiadczalnych bylo zbadanie profilu bezpieczenstwa badanego
wirusa onkolitycznego ONCOS-102 w terapii skojarzonej z przeciwcialami anty PD-1 (nowa
terapia eksperymentalna) na mysim modelu ludzkiego ksenoprzeszczepu czerniaka A2058 na
myszach humanizowanych (huNOG CD34+).

Wszystkie zwierzgta obserwowano pod katem objawdw klinicznych, zachorowalno$ci
lub $miertelnosci podczas aklimatyzacji oraz w czasie trwania terapii. Myszy byly leczone
wirusem ONCOS-102 w dawce 5 x10° czastek wirusa/dawa podawanym doguzowo. Anty PD-
1 byt podawany dozylnie w dawkach od 200 do 400 pg/dawka (Tabela 2, Publikacja AS).
Analogicznie do opublikowanych wynikow w International Journal of Cancer, PLOS one
(Publikacja A1, A2) nie zaobserwowano spadku masy ciala (Rye. S4, Publikacja AS),
objawow klinicznych, zachorowan czy zmian patologicznych. Terapia byta dobrze tolerowana
1 nie wywolala skutkéw ubocznych w testowanych dawkach na testowanych myszach huNOG
CD34+.

Wyniki badan zostaly wykorzystane do oceny profilu bezpieczenstwa testowanych
terapeutykow, oraz do rozpoczecia badan klinicznych w USA w latach 2016-2020 (A Pilot
Study of Sequential ONCOS-102, an Engineered Oncolytic Adenovirus Expressing GMCSF,
and Pembrolizumab in Patients With Advanced or Unresectable Melanoma Progressing After
Programmed Cell Death Protein 1 (PDIl) Blockade, ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT030036769).

IV.  Kuryk, L.; Moller, A.-S.W. Next generation of oncolytic viruses with the double
transgenes PADI1 and TIMP-2 exhibit anti-tumor activity against melanoma in nude
mouse and humanized NOG mouse models. Molecular Therapy - Oncolytics 2023,
do0i:10.1016/j.0mt0.2023.01.002. IF2023=5,7, MEiN2023=100 [A9]
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Terapia z zastosowaniem wektora onkolitycznego nowej generacji, uzbrojonego w
transgeny: PADI1 oraz TIMP-2 jest bezpieczna w leczeniu czerniaka — badania
przedkliniczne in vivo

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, nadzor nad realizacja badan,
analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy statystyczne, przygotowanie
manuskryptu, korekty = manuskryptu, korespondencja z redakcja.  Autor
korespondencyjny.

W ramach zaprojektowanych badan postanowiono kontynuowa¢ prace badawcze nad
oceng bezpieczenstwa terapii z uzyciem wektorow nowej generacji. W tym celu na podstawie
wynikow badah z wuzyciem wcze$niej opracowanych 1 przetestowanych wektorow
onkolitycznych (Publikacja Al, A2, AS), postanowiono dokona¢ oceny bezpieczenstwa i
tolerancji testowanych terapii na mysim modelu ludzkiego ksenoprzeszczepu czerniaka A2058
na myszach humanizowanych (huNOG CD34+).

Analogicznie do wecze$niejszych badan (Publikacja Al, A2, AS), zwierz¢ta
obserwowano pod katem objawoéw klinicznych, zachorowalno$ci lub $miertelnosci podczas
aklimatyzacji oraz w czasie trwania terapii. Myszy byly leczone wirusem ONCOS-102 w
dawce od 5 x10%do 1 x10° czgstek wirusa/dawka podawanym doguzowo (Tabela S4, Ryc. S3,
Publikacja A9). Zgodnie z wczesniejszymi wynikami (Publikacja Al, A2, AS) nie
zaobserwowano spadku masy ciata (Ryc. 4, Publikacja A9), objawdw klinicznych (Tabela
S3, Publikacja A9), zachorowan czy zmian patologicznych po zastosowaniu terapii z
onkolitycznymi wirusami nowej generacji. Terapia byla dobrze tolerowana i nie wywolala

skutkdw ubocznych w testowanych dawkach na myszach humanizowanych huNOG CD34+.

3. Prace dotyczgce realizacji _osiggniecia trzeciego: Opracowanie produkcji oraz

przeprowadzenie charakterystyki adenowirusow onkolitycznych (Publikacje: A3, A4 - prace

oryginalne)

Trzecim osiggnigciem w ramach cyklu powigzanych tematycznie artykutow naukowych pt.
¢*Zastosowanie adenowiruséw onkolitycznych w terapii przeciwnowotworowej’’ bylo
opracowanie produkcji wektorow onkolitycznych w skali laboratoryjnej oraz ich

charakterystyki.
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VIII. Kuryk, L.; Moller, A.W.; Vuolanto, A.; Pesonen, S.; Garofalo, M.; Cerullo, V.;
Jaderberg, M. Optimization of Early Steps in Oncolytic Adenovirus ONCOS-401
Production in T-175 and HYPERFlasks. Int J Mol Sci 2019, 20,
d0i:10.3390/ijms20030621. 1F2019=4,556, MEiN2019=100 [A4]

Optymalizacja produkcii adenowirusa onkolitycznego ONCOS-401 w butelkach T-175
oraz HYPERFlaskach w skali laboratoryjnej

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, udziat w realizacji badan
(badania in vitro), analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy statystyczne,
przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu, korespondencja z redakcja. Autor
korespondencyjny.

Duzym wyzwaniem dla przemyshu biofarmaceutycznego jest rozwdj technologii dla
skalowalnej produkcji adenowiruséw onkolitycznych na potrzeby badan klinicznych. Na
podstawie obiecujacych wynikéw badan przedklinicznych jak 1 klinicznych [37]
postanowili$§my zoptymalizowac¢ proces produkcji wirusa onkolitycznego ONCOS-401 w skali
laboratoryjnej oraz oceni¢ mozliwosci zwigkszenia produkcji z wykorzystaniem butelek T-175
oraz HYPERFlaskow.

Optymalizacja procesu namnazania adenowirusoOw onkolitycznych poprzez ustalenie
optymalnych warunkéw 1 parametrow replikacji wirusoOw jest niezbedna, a jej celem jest
uzyskanie maksymalnego stezenia czastek wirusowych. Optymalizacja obejmuje takie
parametry jak np.: konfluencja komoérek, warunki prowadzenia hodowli komérkowych, dawki
infekcyjne MOI (ang. multiplicity of infection), czas zbioru wirusa, metoda zbioru, proces
oczyszczania czastek wirusowych.

Celem prac byta optymalizacja procesu produkcji dla wektora onkolitycznego ONCOS-
401 w komorkach A549 w skali laboratoryjnej. Zar6wno parametry hodowli, jak i metody
zbierania komorek zakazonych wirusem zostaly zbadane i udoskonalone w ramach
przeprowadzonych badan. Proces optymalizacji produkcji zostal przeprowadzony w butelkach
T-175 oraz HYPERFlaskach, ktore postuzyty jako pomniejszony model dla bioreaktora. Celem
minimalizacji ryzyka rekombinacji E1A 1 generacji wirusow typu dzikiego, w procesie
produkcji zostata wykorzystana linia A549. Zwigkszenie skali produkcji oceniono w systemach
T-175 oraz HYPERFlask. Porownano pi¢¢ metod zbioru komorek zakazonych wirusem
ONCOS-401 (Tabela 2, Publikacja A4). Zbadano catkowitg liczbe czastek wirusowych
wyprodukowanych w danej partii oraz okreS§lono wydajno$¢ (zakazne czastki

wirusowe/komorke; zakazne czgstki wirusowe) (Tabela 1, Publikacja A4).
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WykazaliS$my, Ze najlepsze warunki produkcji dla wirusow ONCOS-401 w obu
systemach: butelki T-175 oraz HYPERFlaski byty nastgpujace: 1) gestos¢ odpowiednio 15,000
oraz 220,000 komorek A549/cm? (80% konfluencji), ii) dawka infekcyjna MOI wynoszgce 30
(30 zakaznych czastek wirusa/komorke), iii) okres inkubacji 66 godzin (Rye. 1-2, Publikacja
A4). Optymalng metoda lizy komoérek A549 bylo zastosowanie benzonazy (odpowiednio
10,887 + 100 1 14,559 + 802 zakaznych czastek wirusa na komorke odpowiednio dla T-175
oraz HYPERFlask). W butelkach T-175 oraz HYPERFlaski uzyskano odpowiednio do 2,1 x
10°+0,2 oraz 1,75 x 10° + 0,08 czastek zakaznych ONCOS-401 (Tabela 1, Publikacja A4).

Nasze badania udoskonalily proces produkcji wektora onkolitycznego ONCOS-401 i

mozna go bedzie zastosowa¢ w przypadku namnazania innych wiruso6w onkolitycznych.

IX. Kuryk, L.; Moller, A.W.; Jaderberg, M. Quantification and functional evaluation of
CD40L production from the adenovirus vector ONCOS-401. Cancer Gene Ther 2019,
26, 26-31, doi:10.1038/s41417-018-0038-x. IF2019=4,534, MEiN2019=100 [A3]

Kwantyfikacja 1 funkcjonalna ocena produkciji bialka kostymulujacego CD40L przez
rekombionowany wektor adenowirusa onkolitycznego ONCOS-401

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, udziat w realizacji badan
(badania in vitro), analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy statystyczne,
przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu, korespondencja z redakcja. Autor
korespondencyjny.

Odpornos¢ nabyta obejmuje aktywacj¢ limfocytow T poprzez prezentacj¢ antygenu
przez komorki prezentujace antygen (APC) wraz z dziataniem czasteczek kostymulujacych i
receptoréw rozpoznawania patogendéw. CD40 jest bialkiem wystgpujagcym na powierzchni
komorek prezentujacych antygen, niezbednym do ich aktywacji i dostarczajagcym sygnal
kostymulujacy limfocytom T, poprzez interakcje z ligandem CD40L znajdujacym si¢ na ich
powierzchni. Biorac pod uwage wazng rol¢ w regulacji odpowiedzi immunologicznej,
czasteczki  CD40/CD40L  s3  wykorzystywane do opracowywania szczepionek
przeciwnowotworowych.

Adenowirus onkolityczny ONCOS-401 zostat uzbrojony w gen kostymulujacy CD40L,
celem aktywacji komorek prezentujacych antygen, w tym indukcji odpowiedzi

przeciwnowotworowej [37].
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Opracowywanie 1 walidacja metod analitycznych maja kluczowe znaczenie dla
uzyskania wiarygodnych i powtarzalnych danych analitycznych niezbednych do osiagnigcia
kolejnego etapu rozwoju badanych preparatow terapeutycznych. Procesy te moga by¢ ztozone,
kosztowne 1 pracochtonne. Dobre zrozumienie istniejacych oczekiwan regulacyjnych w
polaczeniu z odpowiednimi metodami odzwierciadlajacymi mechanizm dziatania immuno-
terapeutykow ma kluczowe znaczenie dla opracowania wydajnych, doktadnych i
niezawodnych metod analitycznych.

Celem badan byto opracowanie metody przydatnej zarowno do oceny ilosciowej jak i
funkcjonalnej biatka CD40L wytwarzanego przez wirusa ONCOS-401.

Wyniki badan wykazaly, Zze funkcjonalne biatkko CD40L, zdolne jest do wigzania i
aktywacji NF-«xB - zaleznej kaskady sygnalizacyjnej prowadzacej do wytwarzania zarodkowej
fosfatazy alkalicznej w komoérkach HEK-293 BLUE. Ponadto, za pomocg testu
immunoenzymatycznego ELISA, oznaczono ilosciowe st¢zenie biatka CD40L w hodowli in
vitro komérek HEK-293 BLUE zakazonych ONCOS-401.

Wykazali$my (n=3 eksperymenty), ze metoda oparta na zastosowaniu linii komérkowej
HEK-293 BLUE jest wiarygodna i moze by¢ wykorzystywana do oceny funkcjonalno$ci
transgenu CD40L (Rye. 1, Publikacja A3). OdpowiedZz komoérek HEK-293 BLUE na
stymulacje z wirusem ONCOS-401 byta 8,73—11,8 razy wyzsza niz kontrola negatywna, oraz
9,46-10,98 wyzsza niz w przypadku wirusa ONCOS-102. Wyniki spehity kryterium CV <
20% (precyzja wewnatrz i migdzy testami) (Tabela 1, Publikacja A3).

Czutos¢ oraz precyzje ELISA oceniano przez dodanie 100 pl standardu (666,7 pg/ml)
do 100 pl probki testowej. Stezenie CD40L wyniosto 0,1-0,12 pg/mL. Precyzja oznaczen
wyniosta 8,9% (Tabela 1, Publikacja A3).

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych eksperymentow wykazalismy, ze do
oceny funkcjonalnosci biatka CD40L, produkowanego przez rekombinowany wektor ONCOS-
401, moze by¢ wykorzystana metoda oparta na zastosowaniu genetycznie zmodyfikowanej linii
komoérek HEK-293 BLUE. ELISA moze by¢ uzytecznym narzedziem do ilo§ciowego
oznaczenia biatka CD40L. Przewagg metody HEK-293 BLUE jest mozliwo$¢ oznaczen
zarowno ilosciowych jak i jako$ciowych, jednakze metoda jest bardziej skomplikowana i

ztozona niz test ELISA.
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E. PODSUMOWANIE.

W ramach cyklu powigzanych tematycznie artykutdéw naukowych pt. “’Zastosowanie
adenowirusow onkolitycznych w terapii przeciwnowotworowej’” wykazatem, ze (Ryc. 3):

e Skonstruowane adenowirusy onkolityczne selektywnie replikuja si¢ w komorkach
nowotworowych i powoduja ich lize¢ (onkoliza).

e Terapia z zastosowaniem testowanych adenowiruséw onkolitycznych indukuje
immunogenng $mier¢ komorek nowotworowych.

e Immunoterapia wirusami onkolitycznymi w polaczeniu z chemioterapiag oraz inhibitorami
punktow kontrolnych prowadzi do synergicznych efektow przeciwnowotworowych.

e Terapia oparta na adenowirusach onkolitycznych (AdV5/3-D24-GM-CSF) prowadzi do
abskopalnego efektu przeciwnowotworowego.

e Adenowirusy onkolityczne, opisane w ramach cyklu powigzanych tematycznie artykutéw
naukowych, wykazuja unikalne wlasciwosci przeciwnowotworowe modulujac
mikrosrodowisko guza, poprzez indukcje infiltracji limfocytoéw naciekajacych na guz.

e Genetyczna modyfikacja adenowirusow umozliwia uzbrojenie wektorow w geny
immunostymulujace, wykazujace wilasciwosci przeciwnowotworowe poprzez aktywacje
limfocytéw cytotoksycznych CD8+.

e Badania pozwolily na udoskonalenie produkcji wektora onkolitycznego ONCOS-401.
Proces ten moze by¢ rowniez stosowany do optymalizacji produkcji innych wiruséw

onkolitycznych.

Schematyczne podsumowanie wynikdw zamieszczono na Rye. 3.
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Bezpieczernstwo

)

chomiki syryjskie - badania

{ GLP o Terapia eksperymentalna z uzyciem wektoréw
W/ onkolitycznnych jest bezpieczna i dobrze
Miedzybioniak op%ucnej model ludzkiego ksenograftu tolerowana (autopsja, histopatologia, objawy
. 5 H226 migdzybtoniaka l kliniczne, chemia kliniczna, hematologia,
' optucnej-BALB/c nu konsumpcja pokarmu, masa ciata, biodystrybucja
DNA wirusa)
model ludzkiego ksenograftu Produkcja i charakterystyka wektorow
- ) - H226 migdzybtoniaka
A 'Y optucnej - huNOG CD34+ e Opracowano i zoptymalizowano metode produkcji
®  (myszy humanizowane) ‘ wiruséw onkolitycznych w skali laboratoryjnej o
l wysokiej wydajnosci
""""""""" model ludzkiego ksenograftu 24 A
* 4 A2058 czerniaka - huNOG ST R
~ CD34+(myszy humanizowane) « Testowane adenowirusy onkolityczne selektywnie

replikujg si¢ w komérkach nowotworowych,
powodujac ich lize (aneksyna V, PI, MTS, qPCR,

model mysiego ksenograftu ELISA)
AB12 migdzybtoniaka o Terapia z uzyciem wiruséw indukuje
. optucnej - BALB/c immunogeniczng $mier¢ komérek (ATP,
Czerniak l‘ kalretikulina, HMGB1)
o Wirusy onkolityczne stymulujg uktad

model mysiego ksenograftu odpornosciowy oraz indukujg naciek limfocytéw w
BlleMezerniakallCoZBIYE mikro$rodowisku guza (Limfocyty CD8+, CD8GrB+)
- — Terapia skojarzona z zastosowaniem wiruséw

onkolitycznych redukuje wielko$¢ guza
nowotworowego oraz wykazuje synergiczny efekt
przeciwnowotworowy w potgczeniu z chemioterpig
(pemetreksed, cisplatyna, karpoplatyna) oraz
inhibitorami punktéw kontrolnych (anty PD-1)

badania in vitro
(H226, MSTO-211H, JL-1,
> AB12, B16V, HEK293-BLUE,
®/ A549, A375, A2058, SK-Mel-2,
SK-Mel-28, fibroblasty skory)

Ryc. 3. Schematyczne podsumowanie wynikéw badan w ramach cyklu powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych pt. ©’Zastosowanie adenowiruséw onkolitycznych w terapii
przeciwnowotworowej’’. Wirusy onkolityczne sg obiecujaca oraz bezpieczng metodg leczenia
nowotworow. Wykazano korelacje miedzy efektywnoscig kliniczng (redukcja wielkosci guza
nowotworowego) a liczbg limfocytow cytotoksycznych CD8+GrB+ naciekajacych na guz.
Grafike wykonano przy uzyciu oprogramowania z licencja Biorender.

F. NAJWIEKSZE OSIAGNIECIA W RAMACH CYKLU POWIAZANYCH
TEMATYCZNIE ARTYKULOW NAUKOWYCH STANOWIACYCH
ZNACZNY WKLAD W ROZWOJ DYSCYPLINY NAUKI O ZDROWIU.

e Wykonane badania dotycza zagadnien zwigzanych z walkg z chorobami
nowotworowymi, a wigc stanowig istotny wktad dla rozwoju nauk o zdrowiu
obejmujacych zagadnienia terapii choréb onkologicznych. Wiadomo, ze nowotwory
stanowig istotny problem zaréwno zdrowotny jak i ‘ekonomiczny’, a wigc uzyskane
wyniki wnoszg znaczacy wktad w rozwoj nowoczesnych procedur terapeutycznych.

e Opracowano unikalne wektory onkolityczne nast¢pnej generacji (AdV5/3-D24-ICOSL-
CD40L, AdV5/3-D24-PADI1, AdV5/3-D24-TIMP2, AdV5/3-D24-PADI1-TIMP2).

e Opracowano innowacyjne metody leczenia miedzybtonika i czerniaka z zastosowaniem
adenowirusoOw onkolitycznych w potaczeniu z chemioterapia oraz inhibitorami
punktow kontrolnych, ktéore moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu innych guzéow

litych.
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e Obiecujace wyniki badan przedklinicznych byly podstawa do rozpoczecia badan
klinicznych fazy I w leczeniu i) migdzybtoniaka (A Randomised Phase II Open-label
Study With a Phase Ib Safety lead-in Cohort of ONCOS-102, an Immune-priming GM-
CSF Coding Oncolytic Adenovirus, and Pemetrexed/Cisplatin in Patients With
Unresectable Malignant Pleural Mesothelioma, ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02879669, badania prowadzone byty we Francji oraz w Hiszpanii), oraz ii)
czerniaka (A Pilot Study of Sequential ONCOS-102, an Engineered Oncolytic
Adenovirus Expressing GMCSF, and Pembrolizumab in Patients With Advanced or
Unresectable Melanoma Progressing After Programmed Cell Death Protein 1 (PD1)
Blockade, ClinicalTrials.gov Identifier: NCT030036769).

e Przeprowadzone badania wykazaty, Zze terapia wirusami onkolitycznymi jest dobrze
tolerowana i bezpieczna (badania GLP). Na podstawie badan przedklinicznych wirus
ONCOS-102 zostat zatwierdzony do testowania w badaniach klinicznych fazy I.
Badania kliniczne prowadzono w latach 2012-2013 w Finlandii na populacji 12
pacjentdw onkologicznych w zaawansowanej fazie choroby (ONCOS-102 for Therapy
of Advanced Cancers, ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01598129).

e Opracowano metody analityczne do oceny funkcjonalnosci oraz oznaczen ilo§ciowych
biatka CD40L produkowanego przez rekombinowany wektor ONCOS-401.

e Innowacyjne terapie przeciwnowotworowe z uzyciem wirusa ONCOS-102 w
pofaczeniu z chemioterapia (Combining adenovirus and chemotherapeutic agents for
treating cancer) oraz inhibitorami puntéw kontrolnych (Combining adenovirus and
checkpoint inhibitor for treating cancer) zostaty opatentowane i sg prawne chronione w
UE, USA, Chinach (EP3402889, 201780006703.7, FI127460B; W02018046803,
16330274).

5. WYKAZ POZOSTALYCH, OPUBLIKOWANYCH ARTYKULOW W
CZASOPISMACH NAUKOWYCH - POZOSTALE ISTOTNE
OSIAGNIECIA NAUKOWE STANOWIACE ZNACZACY WKLAD W
ROZWOJ DYSCYPLINY NAUKI O ZDROWIU (SPOZA CYKLU PRAC, O
KTORYM MOWA W PUNKCIE 4).

Oprocz cyku dziewigciu prac prezentowanego w punkcie 4, bralem udzial w
migdzynarodowych badaniach realizowanych w wieloosrodkowych jednostkach naukowych
majacych na celu i) charakterystyke genotypowa i molekularng szczepéw wirusa polio oraz

enterowirusow wyizolowanych z préobek materialu $rodowiskowego, ii) opracowanie
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innowacyjnych rozwigzan w immunoterapii nowotwordw, iii) badania nad enkapsulacja
wektorow onkolitycznych z uzyciem pecherzykow zewnatrzkomorkowych, iv) badania nad
lekami przeciwgrzybicznymi w leczeniu pacjentow z infekcja o etiologii Candida spp. Prace
naukowe prowadzone byly we wspolpracy z wiodacymi osrodkami naukowymi gléwnie w
Niemczech (Robert Koch Institute), Finlandii (University of Helsinki), Wtoszech (University
of Padova, University of Milan), Hiszpanii (Bellvitge Biomedical Research Institute —
IDIBELL, Catala Institute of Oncology), Austrii (Medical University of Graz), Polsce
(Politechnika Warszawska). Ich efektem sa liczne prace naukowe opublikowane w
migdzynarodowych czasopismach (facznie 40 artykuldw naukowych, w tym 9 publikacji
stanowigcych cykl), a takze liczne wystapienia na konferencjach naukowych (28
opublikowanych streszczen konferencyjnych w miedzynarodowych czasopismach

naukowych).

Okres pomiedzy uzyskaniem stopnia doktora a przygotowaniem autoreferatu pracy
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*Wykaz opublikowanych artykuldéw naukowych niewymienionych w pkt 4 (32/41
publikacji nie zostalo ujetych w wykazie w pkt 4).

Laczny wspélczynnik oddzialywania IF2013-2023 wszystkich 32/41 artykutow naukowych:
135,9 ($rednia warto$¢ IF przypadajaca na jedng publikacije¢: 4,24).

Laczny wspélczynnik oddzialywania IF2013-2023 wszystkich 41 artykutow naukowych:
181,08 (Srednia wartos¢ IF przypadajaca na jedng publikacje: 4,41).

Autor korespondencyjny w 5/32 publikacjach naukowych (24 publikacji oryginalnych, 8
publikacji przegladowych).

Pierwszy autor w 4/32 publikacjach, ostatni autor w 3/32 artykulach naukowych.

A. OMOWIENIE WYBRANYCH ISTOTNYCH OSIAGNIEC NAUKOWYCH
STANOWIACYCH ZNACZACY WKLAD W ROZWOJ DYSCYPLINY
NAUKI O ZDROWIU (SPOZA CYKLU PRAC, O KTORYM MOWA W
PUNKCIE 4) ZGODNIE Z WYMAGANIAMI USTAWY.

Kuryk, L.; Wieczorek, M.; Diedrich, S.; Bottcher, S.; Witek, A.; Litwinska, B. Genetic
analysis of poliovirus strains isolated from sewage in Poland. Journal of Medical
Virology 2014, 86, 1243-1248, doi:10.1002/jmv.23803. IF2014=2,347, pierwszy autor

Moim wktadem w powstanie tej pracy byt udzial w pracach badawczych, analizie
wynikow (analizy genetyczne, filogenetyczne), przygotowanie manuskryptu.

Charakterystyka genotypowa i molekularna szczepow wirusa polio wyizolowanych z
probek materiatu srodowiskowego (analizy genetyczne i filogenetyczne)

Moja pierwsza publikacja zawiera wyniki prac nad charakterystyka genotypowa i
molekularng szczepoéw wirusa polio wyizolowanych z prébek materiatu srodowiskowego w
Polsce w 2011 roku. Badania te zostaty przeprowadzone podczas mojego trzymiesiecznego
pobytu w Instytucie Roberta Kocha w Berlinie w ramach stypendium Leonardo da Vinci.
Analizy genetyczne i filogenetyczne skupity si¢ na identyfikacji rewertantéw i rekombinantow
w puli wirusow krazacych w populacji polskiej. Analizie poddano trzy regiony genomu
izolatow srodowiskowych. Wszystkie przebadane szczepy zostaly zidentyfikowane jako wirusy
szczepionkowe na podstawie sekwencji nukleotydowej kodujacej biatko VP1. Na podstawie
analiz sekwencji 3D wykazano obecno$¢ 10 rekombinantow. Wyniki badan wykazaty brak

krazenia w Polsce szczepu typu dzikiego oraz wirusow polio o zwigkszonej neurowirulencji
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wywodzacych si¢ ze szczepow szczepionkowych (VDPV). Byly to pierwsze badania nadzoru

srodowiskowego wykrywajacego wirusy polio w Polsce.

Kuryk, L.; Moller, A.S.W.; Garofalo, M.; Cerullo, V.; Pesonen, S.; Alemany, R.;
Jaderberg, M. Antitumor-specific T-cell responses induced by oncolytic adenovirus
ONCOS-102 (AdV5/3-D24-GM-CSF) in peritoneal mesothelioma mouse model. J Med
Virol 2018, 90, 1669-1673, doi:10.1002/jmv.25229. 1F2018=2,049, pierwszy autor +
autor korespondencyjny

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego piS$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, udzial w realizacji badan
(badania in vivo), analiza, wizualizacja i interpretacja wynikow, analizy statystyczne,
przygotowanie manuskryptu, korekty manuskryptu. Autor korespondencyjny.

Oznaczanie systemowej odpowiedzi przeciwnowotworowej specyficznej dla mezoteliny
(IFN gamma ELISPOT, badania ex vivo)

Immunoterapia z wykorzystaniem adenowiruséw onkolitycznych aktywuje wrodzony
uktad odporno$ciowy oraz indukuje adaptacyjne odpowiedzi immunologiczne swoiste dla
nowotworu. Wirusy onkolityczne nie tylko niszcza komodrki nowotworowe poprzez
bezposredniag lize, ale takze generuja przeciwnowotworowa odpowiedz immunologiczng,
pozwalajac na dlugotrwalg kontrole choroby nowotworowej oraz redukcje wielkosci guza. Ich
dziatanie terapeutyczne mozna dodatkowo wzmocni¢ przez uzbrojenie adenowirusa
onkolitycznego w transgeny kostymulujace i/lub jednoczesne podawanie z innymi terapiami
przeciwnowotworowymi. Badania w ramach tej pracy zostaty zrealizowane podczas mojego
dwumiesigcznego pobytu badawczego w Bellvitge Biomedical Research Institute (IDIBELL)
w Barcelonie, Hiszpanii. W ramach przeprowadzonych badan na zwierzetach (bagg albino
BALB/c, z guzami nowotworowymi mig¢dzybtoniaka AB12, pozytywnych dla mezoteliny)
ocenitem zdolno$¢ terapii z onkolitycznym adenowirusem ONCOS-102 do indukowania
limfocytéw cytotoksycznych T specyficznych dla mezoteliny. Na podstawie analiz IFN gamma
ELISPOT wykazano, ze terapia z wirusem ONCOS-102 na myszach BALB/c z
mig¢dzybloniakiem indukuje odpowiedzi komodrkowe, tj. limfocyty T rozpoznajace antygeny
mezoteliny. Badania potwierdzity efektywno$¢ immunoterapii z wirusami onkolitycznymi w
leczeniu guzow litych oraz wykazaty, iz metoda ELISPOT moze by¢ wykorzystana do oceny

indukcji odpowiedzi komorkowych in vivo.
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Kuryk, L.; Moller, A.W.; Jaderberg, M. Abscopal effect when combining oncolytic
adenovirus and checkpoint inhibitor in a humanized NOG mouse model of melanoma.
J Med Virol 2019, doi:10.1002/jmv.25501. IF2019=2,021, pierwszy autor + autor
korespondencyjny

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, analiza, wizualizacja i
interpretacja wynikéw, analizy statystyczne, przygotowanie manuskryptu, korekty
manuskryptu. Autor korespondencyjny.

Ocena efektu abskopalnego w terapii miedzybloniaka z uzyciem wirusa onkolitycznego

ONCOS-102 (badania in vivo)

Celem badan byla ocena efetywno$ci terapii ze szczegdlnym uwzglednieniem
abskopalnego efektu przeciwnowotworowego terapii z ONCOS-102 na mysim modelu
ludzkiego ksenoprzeszczepu czerniaka A2058 na myszach humanizowanych. Czerniak jest
nowotworem immunogennym, a immunoterapia z wirusami onkolitycznymi jest czgscia
obecnej praktyki klinicznej. Prace byly realizowane podczas mojej kilkuletniej pracy w firmie
biotechnologicznej Targovax w Finlandii oraz w NIZP PZH — PIB. Efektywno$¢ terapii
skojarzonej, wirusa ONCOS-102 z inhibitorem punkéw kontrolnych, pembrolizumabem
oceniano na quasi-ludzkim modelu myszy humanzizowanych huNOG CD34+. Wykazano, ze
terapia skojarzona, wywolala abskopalny efekt przeciwnowotworowy w nieleczonych
zmianach nowotworowych (redukcja wielkosci guza w poroéwnaniu z kontrolg oraz leczonymi
zmianami nowotworowymi). W ramach badan opracowano model ludzkiego czerniaka na

myszach humanizowanych huNOG CD34+.

Kuryk, L.; Mgller, A.S.W. Chimeric Oncolytic Ad5/3 Virus Replicates and Lyses
Ovarian Cancer Cells through Desmoglein-2 Cell Entry Receptor. J Med Virol 2020,
doi:10.1002/jmv.25677. 1F2020=2,327, pierwszy autor + autor korespondencyjny

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, analiza, wizualizacja i
interpretacja wynikéw, analizy statystyczne, przygotowanie manuskryptu, korekty
manuskryptu. Autor korespondencyjny.

Ocena tropizmu wirusow onkolitycznych na przyktadzie modelu raka jajnikow (badania
in vitro, badania kliniczne)

Pomimo nowych terapii, szacuje si¢, ze ok 230 tysigcy kobiet zyjacych z rakiem jajnika
ma 5-letnie przezycie na poziomie ok 50%. Na podstawie badan klinicznych fazy I, wykazano,

iz wielokrotne podawanie wirusa ONCOS-102 pacjentce z rakiem jajnika opornym na
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chemioterapi¢ wywotato przeciwnowotworowa odpowiedz immunologiczng, w postaci
odpowiedzi komoérkowej - limfocytow CD8+ swoistej wzgledem komodrek nowotworowych, z
catkowitym przezyciem si¢gajacym 40 miesiecy [10,14]. Prace badawcze byly rezlizowane
podczas mojej kilkuletniej pracy w firmie biotechnologicznej Targovax w Finlandii oraz w
NIZP PZH — PIB. W ramach prac zbadano tropizm komoérkowy wektora ONCOS-102 na
czterech liniach komérkowych raka jajnika. Dokonano oceny ekspresji receptorow: DSG2,
CD46 oraz CAR na powierzchni komoérek nowotworowych wykorzystywanych przez
adenowirus w procesie internalizacji. Ekspersja receptora DSG2 byta prawie zerowa w
komorkach A2780, natomiast ponad 90% komoérek OAW42, OVCAR3 i OV-90 wykazato
ekspresje¢ tego biatka na swojej powierzchni. Po 96 godzinach od zakazenai wirusem ONCOS-
102 zaobserwowano znaczacg aktywno$¢ onkolityczng (250%) w komorkach OAW42,
OVCAR3 i OV-90, ale minimalng aktywnos¢ w komodrkach A2780, co sugeruje, ze DSG2 jest
dominujacym receptorem dla ONCOS-102. Ponadto retrospektywne analizy I fazy badania
klinicznego pacjenow leczonych ONCOS-102 wykazaly korelacje miedzy liczba czastek
wirusa obecnych we krwi (czastki wirusa/mL) a poziomem ekspresji RNA transkryptu DSG2
(log2). Dane te syganalizuja wazna rol¢ ekspresji receptora DSG2 na komodrkach

nowotworowych w terapii z uzyciem wiruséw onkolitycznych o zmodyfikowanym tropizmie.

Garofalo, M.; Bertinato, L.; Staniszewska, M.; Wieczorek, M.; Salmaso, S.; Schrom, S.;
Rinner, B.; Pancer, K.W.; Kuryk, L. Combination Therapy of Novel Oncolytic
Adenovirus with Anti-PD1 Resulted in Enhanced Anti-Cancer Effect in Syngeneic
Immunocompetent Melanoma Mouse Model. Pharmaceutics 2021, 13,
doi:10.3390/pharmaceutics13040547. 1F2021=6,510, autor korespondencyjny + ostatni
autor

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan, przygotowanie przegladu aktualnego pi$miennictwa zgodnie z metodyka
przegladu zakresu literatury, koordynacja realizacji badan, udzial w realizacji badan
(badania in vitro oraz in vivo), analiza, wizualizacja i interpretacja wynikéw, analizy
statystyczne,  przygotowanie = manuskryptu, korekty = manuskryptu.  Autor
korespondencyijny.

Ocena efektu przeciwnowotworowego wirusa onkolitycznego AdV5/3-D24-1COSL-

CD40L w terapii skojarzonej z anty PD-1 w leczeniu czerniaka (badania in vitro oraz

in vivo)

Czerniak zto§liwy jest agresywna postacig nowotworu skory, ktory ma niski pigcioletni
wskaznik przezycia u pacjentdw z zaawansowang chorobg. Immunoterapia stanowi obiecujace
podejscie w poprawie wskaznikow przezywalnosci wséréd pacjentow w zaawansowanym

stadium. W ramach badan naukowych opracowano unikalny wektor onkolityczny AdV5/3-
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D24-ICOSL-CD40L uzbrojony w dwie czasteczki kostymulujace (ICOSL, CD40L), celem
zwigkszenia skutecznosci klinicznej poprzez modulacje immunologicznych odpowiedzi
przeciwnowotworowych. Wykazano, ze sklonowany wektor jest stabilny genetycznie i jest
pozbawiony mutacji genetycznych zmienijagcych ramke odczytu i1 sekwencje biatka
(sekwencjonowanie genomu, enzymy restrykcyjne). Nastgpnie w ramach badan
przedklinicznych in vitro oraz in vivo zbadano skuteczno$¢ przeciwnowotworowg samego
wirusa oraz terapii skojarzonej z inhibitorem anty PD-1 na ludzkich liniach komérkowych
czerniaka, tj. MUG Mel-1 i MUG Mel-2, oraz na immunokompetentnym modelu
ksenotransplantu czerniaka B16V C57BL/6. Zar6wno monoterapia, jak i terapia aczona
wykazaly silny efekt przeciwnowotworowy i immunogenng $mier¢ komorek w warunkach in
vitro. Terapia z AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L w potaczeniu z anty PD-1 byta najefektywniesza
metoda redukcji wielko$ci guza nowotworowego oraz skutkowata 100% przezywalnoscia.
Podsumowujac, nowy wektor onkolityczny AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L, lub w potaczeniu z
lekami przeciwnowotworowymi, takimi jak inhibitory punktow kontrolnych, moze otworzy¢

nowe perspektywy terapeutyczne w leczeniu czerniaka.

Shoushtari, A.N.; Olszanski, A.J.; Nyakas, M.; Hornyak, T.J.; Wolchok, J.D.; Levitsky,
V.; Kuryk, L.; Hansen, T.B.; Jaderberg, M. Pilot Study of ONCOS-102 and
Pembrolizumab: Remodeling of the Tumor Microenvironment and Clinical Outcomes
in Anti-PD-1-Resistant Advanced Melanoma. Clin Cancer Res 2023, 29, 100-109,
doi:10.1158/1078-0432.CCR-22-2046. 1F2023=11,5, wspotautor

Moim wktadem w powstanie tej pracy byl udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki
badan (administracja), zbieranie danych, selekcja metod badawczych, przygotowanie
manuskryptu, korekty manuskryptu.

Ocena efektu przeciwnowotworowego wirusa onkolitycznego ONCOS-102 w terapii
skojarzonej z anty PD-1 w leczeniu czerniaka (badania kliniczne)

Kolejna praca naukowa zostata opublikowana na podstawie wynikoéw badan klinicznych
w leczeniu czerniaka w terapii z ONCOS-102 w potaczeniu z anty PD-1. Badania byly
prowadzone w Stanch Zjednoczonych w trakcie mojej kilkuletniej pracy w firmie
biotechnologicznej Targovax w Finlandii.

Celem badan byta ocena bezpieczenstwa terapii jak rowniez ocena jej efektywnosci.
Posatawiono hipoteze badacza, ze doguzowe podanie wirusa onkolitycznego ONCOS-102
bedzie w stanie przezwyci¢zy¢ oporno$¢ na leczenie z inhibitorami anty PD-1/PD-L1 poprzez

indukcje infiltarcji limfocytow naciekajagcych na guz oraz stanu prozapalnego w

49/69


https://orcid.org/0000-0003-1887-6361

Autoreferat: Lukasz Kuryk
ORCID: 0000-0003-1887-6361

mikrosrodowisku zmian nowotworowych. Pacjenci z zaawansowanym czerniakiem
postepujacym po wezesniejszej terapii z blokadg PD-1 otrzymywali ONCOS-102 do guza jako
szczepienie pierwotne 3 dawkami (3 x 10'! czgstek wirusa) w tygodniu 1 (grupa 1) lub jako 4
dawki pierwotne oraz 8§ dawek przypominajacych co 3 tygodnie (grupa 2). Od trzeciego
tygodnia wszyscy pacjenci otrzymywali pembrolizumab co 3 tygodnie (<8 dawek).
Pierwszorzedowym punktem koncowym byta ocena bezpieczenstwa. Zbadano rowniez odsetek
obiektywnych odpowiedzi (ORR), przezycie wolne od progresji choroby i aktywacje
immunologiczng w pobranych biopsjach. Terapia eksperymentalna na grupie 21 pacjentéw
(grupa 1, n =9; grupa 2, n = 12) leczonych z ONCOS-102 plus pembrolizumab byta dobrze
tolerowana: wigkszo$¢ zdarzen niepozadanych (AE) miata nasilenie tagodne/umiarkowane.
Najczestszymi zdarzeniami niepozadanymi zwigzanymi z ONCOS-102 byty goraczka (43%),
dreszcze (43%) 1 nudnosci (28%). Nie stwierdzono dzialan toksycznych ograniczajacych
dawke. ORR wynidst 35% (ocena odpowiedzi w guzach litych (RECIST) 1,1, irRECIST).
Zmniejszenie rozmiaru >1 zmiany nieleczonej zaobserwowano u 53% pacjentow, co
wskazywalo na dziatanie ogolnoustrojowe (efekt abskopalny). Leczone zmiany nowotworowe
wykazaly trwala ekspresje gendéw zwigzanych z odpornoscig i naciek limfocytow T, co
korelowato z korzyscig kliniczng. Terapia z wirusem ONCOS-102 w polaczeniu z
pembrolizumabem byta dobrze tolerowana i1 prowadzita do uzyskania obiektywnych
odpowiedzi (35%) u pacjentow z zaawansowanym czerniakiem opornym na anty PD-1.
ONCOS-102 promowat infiltracj¢ limfocytow T, szczegdlnie cytotoksycznych limfocytow T
CD8+, ktora utrzymywata si¢ w dziewigtym tygodniu, zapewniajac korzysci kliniczne.
Obiecujace wyniki badan klinicznych stanowig potwierdzenie skuteczno$ci terapii z

zastosowaniem wiruséw onkolitycznych w leczeniu czerniaka.

Staniszewska, M.; Sobiepanek, A.; Gizinska, M.; Pena-Cabrera, E.; Arroyo-Cordoba,
LJ.; Kazek, M.; Kuryk, L.; Wieczorek, M.; Koronkiewicz, M.; Kobiela, T.; et al.
Sulfone derivatives enter the cytoplasm of Candida albicans sessile cells. Eur J Med
Chem 2020, 191, 112139, doi:10.1016/j.ejmech.2020.112139. 1F2020=6,514

Moim wkiadem w powstanie tej pracy byto zbieranie danych, selekcja metod

badawczych, przygotowanie manuskryptu.

Pochodne sulfonowe wnikajq do cytoplazmy biofilmu Candida albicans

Na podstawie naszych wczesniejszych badan wykazano, ze pochodne sulfonowe
wykazujg mniejsze ryzyko rozwoju opornosci szczepéw Candida spp. Celem opisanych prac
badawczych byta weryfikacja aktywno$ci przeciwgrzybicznej nowo zsyntetyzowanych

pochodnych: bromodichlorometylo-4-hydrazynylo-3-nitrofenylosulfonu (S1),
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difluorojodometylo-4-hydrazynylo-3-nitrofenylosulfonu  (S2) i chlorodifluorometylo-4-
hydrazynylo-3-nitrofenylosulfonu (S3). Mechanizm dziatania, dzigki ktoremu sulfony wnikaja
do cytoplazmy, nie zostal jeszcze do kofica wyjasniony. Opisane badanie miaty na celu poznanie
mechanizmu dzialania testowanych zwigzkow, dlatego tez aby dokonaé analizy procesu
wnikania do wnetrza komorki nowych sulfondéw, potaczyliSmy ich grupe hydrazynowa z
znacznikiem fluorescencyjnym - BODIPY. Takie podej$cie pozwolilo na monitorowanie
internalizacji zwigzku w warunkach in vitro. Badania wykazaty, ze nowe pochodne sulfonowe
selektywnie uszkadzaja blone i $ciane komorkowa Candida spp., co zmienjsza
prawdopodobienstwo pojawienia si¢ opornosci. Sulfony sg obiecujaca alternatywa nie tylko w
leczeniu planktonowego C. albicans, ale takze komodrek osadzonych w biofilmie. Monitorujac
markery AO/PI/HO342 oceniano wystgpowanie przypadkowej $mierci komorki (ACD),
apoptozy (jadra sierpowate), a takze hamowania adhezji Candida do nabtonka (100%-redukcja
przyczepnosci do nabtonka). Wykazano, ze badane zwigzki S1-S3 wnikaja do wnetrza
cytoplamy bez wywotania lizy komoérek. Dzigki metodzie QCM-D do wykrywania in situ w
czasie rzeczywistym zmian lepkospr¢zystych komorek, dowiedziono interakcji biofilmu C.
albicans z testowanymi sulfonami. Podsumowujac przeprowadzone badane wykazuja si¢
nowatorskim podjesciem, w ktorych wykazano, ze S1 jest silnym $rodkiem grzybobdjczym
przeciwko C. albicans 1 moze by¢ stosowaby w leczenia inwazyjnej kandydozy w monoterapii

lub w potaczeniu z innymi §rodkami przeciwgrzybiczymi.

B. PODSUMOWANIE NAJWIEKSZYCH OSIAGNIEC STANOWIACYCH
ZNACZNY WKEAD W ROZWOJ DYSCYPLINY NAUKI O ZDROWIU
(SPOZA CYKLU PRAC, O KTORYM MOWA W PUNKCIE 4).

e Wykazano brak krazenia w Polsce szczepu typu dzikiego oraz wirusOw polio o
zwigkszonej neurowirulencji wywodzacych si¢ ze szczepow szczepionkowych
(VDPV). Byly to pierwsze badania nadzoru srodowiskowego wykrywajacego wirusy
polio w Polsce.

e Na podstawie analiz IFN gamma ELISPOT wykazano, zZe terapia z wirusem ONCOS-
102 na myszach BALB/c z migdzybtoniakiem indukuje odpowiedz komoérkowa, tj.
limfocyty T rozpoznajace antygeny mezoteliny. Badania potwierdzity efektywnos¢
immunoterapii wirusami onkolitycznymi w leczeniu guzéw litych oraz wykazaty, iz
metoda ELISPOT moze by¢ wykorzystana do oceny indukcji odpowiedzi

komorkowych ex vivo.
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Wykazano, ze terapia skojarzona (wirus onkolityczny w polaczeniu z anty PD-1),
wywotata abskopalny efekt przeciwnowotworowy w nieleczonych zmianach czerniaka
(badania in vivo). W ramach badan opracowano model ludzkiego czerniaka na myszach
humanizowanych huNOG CD34+.

Dowiedziono, ze DSG2 jest dominujacym receptorem dla ONCOS-102. Ponadto
retrospektywne analizy I fazy badania klinicznego pacjendéw leczonych ONCOS-102
wykazaly korelacje migdzy liczbg czastek wirusa obecnych we krwi (czastki
wirusa/mL) a poziomem ekspresji RNA transkryptu DSG2 (log2). Dane te syganalizuja
wazng role ekspresji receptora DSG2 na komorkach nowotworowych w terapii z
uzyciem wirusoOw onkolitycznych o zmodyfikowanym tropizmie.

Wykazano, ze wektor onkolityczny AdV5/3-D24-ICOSL-CD40L, lub w potaczeniu z
lekami przeciwnowotworowymi, takimi jak inhibitory punktéw kontrolnych, moze
otworzy¢ nowe perspektywy terapeutyczne w leczeniu czerniaka.

Dowiedziono, ze terapia eksperymentalna na grupie 21 pacjentdw leczonych z
ONCOS-102 oraz anty PD-1 byla dobrze tolerowana i prowadzila do uzyskania
obiektywnych odpowiedzi (35%) u pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem opornym
na anty PD-1. ONCOS-102 promowat infiltracj¢ limfocytow T, szczegolnie
cytotoksycznych limfocytow T CD8+, ktora utrzymywata si¢ w dziewiatym tygodniu,
zapewniajac korzysci kliniczne. Obiecujace wyniki badan klinicznych stanowia
potwierdzenie skutecznos$ci terapii z zastosowaniem wirusOw onkolitycznych w
leczeniu czerniaka.

Wykazano, ze wirusy onkolityczne moga by¢ selektywnie dostarczane do komorek
nowotworowych przez perzerzyki zewnatrzkomoérkowe (wyizolowane z komorek
nowotworowych). Perzerzyki zewnatrzkomérkowe moga by¢ wykorzystywane jako
nos$niki lekow.

Dowiedziono, ze nowe syntetyczne pochodne sulfonowe, tetrazolowe, proksyfilinowe

wykazuja dziatanie przeciwgrzybiczne wobec modelowego eukaryota - C. albicans.
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6. WYKAZ OPUBLIKOWANYCH I RECENZOWANYCH STRESZCZEN

KONFERENCYJNYCH W  CZASOPISMACH NAUKOWYCH -
POZOSTALE ISTOTNE OSIAGNIECIA NAUKOWE STANOWIACE
ZNACZNY WKLAD W ROZWOJ DYSCYPLINY NAUKI O ZDROWIU.
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Laczny wspotczynnik oddzialywania IF2014-2023 wszystkich 28 streszczen konferencyjnych:
250,54 (srednia warto$¢ IF przypadajaca na jedno streszczenie: 8,94).

Pierwszy autor w 9/28 streszczen konferencyjnych

7. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA
NAUKOWA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI,
INSTYTUCJI NAUKOWEJ, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ.

Poza miejscem zatrudnienia w NIZP PZH — PIB, Warszawa, habilitant odbyt liczne staze
zagraniczne, wyjazdy mobilnosciowe, czy tez pracowal w rdéznych jednostkach
naukowych gléwnie za granica, w Niemczech (Robert Koch Institute), Finlandii
(University of Helsinki; Oncos Therapeutics; Targovax; Valo Therapeutics), Wtoszech

(University of Padova), Hiszpanii (Bellvitge Biomedical Research Institute — IDIBELL;
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Catala Institute of Oncology; Biomedical Research Institute "Alberto Sols" CSIC-UAM,;

University of the Balearic Islands (UIB)), Szwajcarii (University of Zurich), Polsce

(Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii (WIHE)).

Valo Therapeutics, R&D, Helsinki, Finlandia, 2022 — obecnie

o VP Translational and Clinical Science

Publikacje naukowe:

o Gryciuk, A.; Rogalska, M.; Baran, J.; Kuryk, L.; Staniszewska, M. Oncolytic

Adenoviruses Armed with Co-Stimulatory Molecules for Cancer Treatment.

Cancers 2023, 15, doi:10.3390/cancers15071947. 1F2023=5,2

Badania kliniczne:

(@)

Badanie kliniczne: START: Safety and Anti-Tumor Activity of PeptiCRAd-1
in Treatment of Cancer (NCT05492682), badania kliniczne, Faza I, badania
obecnie prowadzone w Niemczech. Udzial: immuno-monitoring — planowanie,

zarzadzanie 1 analiza wynikéw badan.

Politechnika Warszawska, CEZAMAT, 2019 — obecnie

(@)

Wspotpraca naukowa z dr hab. Monika Staniszewska (Lider badan nad nowymi

lekami przeciwgrzybicznymi w leczeniu Candida sp.)

Publikacje naukowe:

(@)

Staniszewska, M.; Zdrojewski, T.; Gizinska, M.; Rogalska, M.; Kuryk, L.;
Kowalkowska, A.; Lukowska-Chojnacka, E. Tetrazole derivatives bearing
benzodiazepine moiety-synthesis and action mode against virulence of Candida
albicans. Eur J Med Chem 2022, 230, 114060,
doi:10.1016/j.ejmech.2021.114060. 1F2022=7,088

Staniszewska, M.; Kuryk, L.; Gryciuk, A.; Kawalec, J.; Rogalska, M.; Baran, J.;
Kowalkowska,  A. The  Antifungal  Action Mode of N-
Phenacyldibromobenzimidazoles. Molecules 2021, 26,
doi:10.3390/molecules26185463. 1F2021=4,927

Staniszewska, M.; Kuryk, L.; Gryciuk, A.; Kawalec, J.; Rogalska, M.; Baran, J.;
Lukowska-Chojnacka, E.; Kowalkowska, A. In Vitro Anti-Candida Activity and
Action Mode of Benzoxazole Derivatives. Molecules 2021, 26,

doi:10.3390/molecules26165008. 1F2021=4,927
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o Gizinska, M.; Staniszewska, A.; Kazek, M.; Koronkiewicz, M.; Kuryk, L.;
Milner-Krawczyk, M.; Baran, J.; Borowiecki, P.; Staniszewska, M. Antifungal
polybrominated proxyphylline derivative induces Candida albicans calcineurin
stress response in Galleria mellonella. Bioorg Med Chem Lett 2020, 30, 127545,
doi:10.1016/3.bmcl.2020.127545. 1F2020=2,823

o Staniszewska, M.; Sobiepanek, A.; Gizinska, M.; Pena-Cabrera, E.; Arroyo-
Cordoba, 1.J.; Kazek, M.; Kuryk, L.; Wieczorek, M.; Koronkiewicz, M.; Kobiela,
T.; et al. Sulfone derivatives enter the cytoplasm of Candida albicans sessile cells.
Eur J Med Chem 2020, 191, 112139, doi:10.1016/j.ejmech.2020.112139.
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Targovax, R&D, Clinical Science, Helsinki, Finlandia, 2015-2022
o Director, Clinical Science (2017-2022)
o Senior Research Scientist (2016-2017)
o Research Scientist (2015-2016)
Publikacje naukowe:
o Shoushtari, A.N.; Olszanski, A.J.; Nyakas, M.; Hornyak, T.J.; Wolchok, J.D.;
Levitsky, V.; Kuryk, L.; Hansen, T.B.; Jaderberg, M. Pilot Study of ONCOS-102

and Pembrolizumab: Remodeling of the Tumor Microenvironment and Clinical
Outcomes in Anti-PD-1-Resistant Advanced Melanoma. Clin Cancer Res 2023,
29, 100-109, doi:10.1158/1078-0432.CCR-22-2046. 1F2023=11,5

o Kuryk, L.; Moller, A.W.; Jaderberg, M. Combination of immunogenic oncolytic
adenovirus ONCOS-102 with anti-PD-1 pembrolizumab exhibits synergistic
antitumor effect in humanized A2058 melanoma huNOG mouse model.
Oncoimmunology 2019, 8, e1532763, doi:10.1080/2162402X.2018.1532763.
1F2019=5,869

o Kuryk, L.; Mgller, A.S.W. Chimeric Oncolytic Ad5/3 Virus Replicates and Lyses
Ovarian Cancer Cells through Desmoglein-2 Cell Entry Receptor. Journal of
Medical Virology 2020, doi:10.1002/jmv.25677. [F2020=2,327

o Kuryk, L.; Moller, A.W.; Jaderberg, M. Abscopal effect when combining
oncolytic adenovirus and checkpoint inhibitor in a humanized NOG mouse model
of melanoma. J Med Virol 2019, doi:10.1002/jmv.25501. 1F2019=2,021
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o Badanie kliniczne: A Pilot Study of Sequential ONCOS-102, an Engineered
Oncolytic Adenovirus Expressing GMCSF, and Pembrolizumab in Patients with
Advanced or Unresectable Melanoma Progressing After Programmed Cell
Death Protein 1 (PD1) Blockade, (NCT03003676), badania kliniczne, Faza I,
badania zakonczone, USA. Udzial: projektowanie badania klinicznego,
immuno-monitoring — planowanie, zarzadzanie i1 analiza wynikéw badan.

o Badanie kliniczne: A Randomised Phase II Open-label Study with a Phase Ib
Safety lead-in Cohort of ONCOS-102, an Immune-priming GM-CSF Coding
Oncolytic Adenovirus, and Pemetrexed/Cisplatin in Patients with Unresectable
Malignant Pleural Mesothelioma, (NCT02879669), badania kliniczne, Faza I, II,
badania zakonczone, Hiszpania, Francja. Udziat: projektowanie badania
klinicznego, immuno-monitoring — planowanie, zarzadzanie i analiza wynikow
badan.

o Badanie kliniczne: A Phase 1/2 Study to Investigate the Safety, Biologic and
Anti-tumor Activity of ONCOS-102 in Combination with Durvalumab in
Subjects with Advanced Peritoneal Malignancies, (NCT02963831), badania
kliniczne, Faza I, badania zakonczone, USA. Udzial: immuno-monitoring —
planowanie, zarzadzanie.

o Badanie kliniczne: A phase I/Il, single-arm clinical trial to evaluate the safety
and immune activation of the combination of DCVAC/PCa, an active cellular
immunotherapy, and ONCOS-102, an immune-priming adenovirus, in men with
advanced metastatic castration-resistant prostate cancer, (NCT03514836),
badania kliniczne, Faza I, badania zakonczone, Czechy. Udzial: immuno-
monitoring — planowanie, zarzadzanie i analiza wynikéw badan.

o Badanie kliniczne: Exploratory Study of TG02-treatment as Monotherapy or in
Combination with Pembrolizumab to Assess Safety and Immune Activation in
Patients with Locally Recurrent Oncogenic RAS Exon 2 Mutant Rectal Cancer,
(NCT02933944), badania kliniczne, Faza I, badania zakonczone, Australia,
Nowa Zelandia. Udziat: projektowanie badania klinicznego, immuno-

monitoring — planowanie, zarzadzanie i analiza wynikéw badan.

University of Padova, Padova, Wlochy, wyjazd badawczy, 18.01-16.02.2020, 7-
14.03.2021; 7-21.07.2021; 20-23.02.2022; 17.04.2022-16.05.2022; 24.06-31.07.2022,
01.09-31.09.2022 (5 miesigcy). Biodystrybucja i bioobrazowanie wektorow wirusowych
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na modelach mysich (IVIS, qPCR), badania na zwierzetach (modele czerniaka,

miedzybtonika oplucnej), izolacja pecherzykéw zewnatrzkomorkowych i ich

charakterystyka

Publikacje naukowe powstale w ramach wspdipracy:

(@)

Garofalo, M.; Pancer, K.W.; Wieczorek, M.; Staniszewska, M.; Salmaso, S.;
Caliceti, P.; Kuryk, L. From Immunosuppression to Immunomodulation -
Turning Cold Tumours into Hot. J Cancer 2022, 13, 2884-2892,
doi:10.7150/jca.71992. 1F2022=3,9 [A8]

Garofalo, M.; Bellato, F.; Magliocca, S.; Malfanti, A.; Kuryk, L.; Rinner, B.;
Negro, S.; Salmaso, S.; Caliceti, P.; Mastrotto, F. Polymer Coated Oncolytic
Adenovirus to Selectively Target Hepatocellular Carcinoma Cells.
Pharmaceutics 2021, 13, doi:10.3390/pharmaceutics13070949. IF2021=6,51
Garofalo, M.; Bertinato, L.; Staniszewska, M.; Wieczorek, M.; Salmaso, S.;
Schrom, S.; Rinner, B.; Pancer, K.W.; Kuryk, L.. Combination Therapy of Novel
Oncolytic Adenovirus with Anti-PD1 Resulted in Enhanced Anti-Cancer Effect
in Syngeneic Immunocompetent Melanoma Mouse Model. Pharmaceutics 2021,
13, doi:10.3390/pharmaceutics 13040547. 1F2021=6,51

Garofalo, M.; Villa, A.; Brunialti, E.; Crescenti, D.; Dell'Omo, G.; Kuryk, L.;
Vingiani, A.; Mazzaferro, V.; Ciana, P. Cancer-derived EVs show tropism for
tissues at early stage of neoplastic transformation. Nanotheranostics 2021, 1-7,
do0i:10.7150/ntno0.47226. 1F2021=0

Kuryk, L.; Bertinato, L.; Staniszewska, M.; Pancer, K.; Wieczorek, M.; Salmaso,
S.; Caliceti, P.; Garofalo, M. From Conventional Therapies to Immunotherapy:
Melanoma Treatment in Review. Cancers 2020, 12,
doi:10.3390/cancers12103057. 1F2020=6,86 [A6]

Garofalo, M.; Staniszewska, M.; Salmaso, S.; Caliceti, P.; Pancer, K.W_;
Wieczorek, M.; Kuryk, L. Prospects of Replication-Deficient Adenovirus Based
Vaccine Development against SARS-CoV-2. Vaccines (Basel) 2020, 8,
doi:10.3390/vaccines8020293. 1F2020=5,217

Bellvitge Biomedical Research Institute (IDIBELL), Barcelona, Hiszpania, wyjazd

naukowy, wrzesien — pazdziernik 2014 (2 miesigce). Klonowanie wektorow
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onkolitycznych, ocena efektywnosci terapii z zastosowaniem wirusow onkolitycznych w
badaniach na zwierzgtach (model migdzybtoniaka oplucnej)
Publikacje naukowe powstate w ramach wspotpracy:

o Kuryk, L.; Moller, A.S.W.; Garofalo, M.; Cerullo, V.; Pesonen, S.; Alemany, R.;

Jaderberg, M. Antitumor-specific T-cell responses induced by oncolytic
adenovirus ONCOS-102 (AdV5/3-D24-GM-CSF) in peritoneal mesothelioma
mouse model. Journal of Medical Virology 2018, 90, 1669-1673,
do0i:10.1002/jmv.25229. 1F2015=2,049

University of Zurich, Zurich, Szwajcaria, 11-22 marca 2013 (2 tygodnie).
Wysokowydajne badania przesiewowe w identyfikacji nowych lekow w onkologii,

hodowle in vitro

Robert Koch Institute, Berlin, Niemcy, wyjazd naukowy w ramach grantu

Leonardo da Vinci, sierpien-pazdziernik 2012 (3 miesigce). Sekwencjonowanie

izolatow enterowirusow 1 wirusow polio, analizy filogenetyczne, hodowle in vitro
Publikacje naukowe powstate w ramach wspotpracy:

o Kuryk, L.; Wieczorek, M.; Diedrich, S.; Bottcher, S.; Witek, A.; Litwinska, B.

Genetic analysis of poliovirus strains isolated from sewage in Poland. Journal of

Medical Virology 2014, 86, 1243-1248, d0i:10.1002/jmv.23803. 1F2014=2,347

Oncos Therapeutics, Helsinki, Finlandia, Marie Sklodowska-Curie Innovative
Training Networks (ITN), Komisja Europejska, ADenoViruses as novel clinical
treatments (ADVance), Early-Stage Researcher, 2012-2015 (36 miesiecy).
Opracowanie nowych terapii z uzyciem wiruséw onkolitycznych (badania przedkliniczne
in vitro oraz in vivo)

Publikacje naukowe powstate w ramach wspotpracy:

o Kuryk, L.; Vassilev, L.; Ranki, T.; Hemminki, A.; Karioja-Kallio, A.;

Levalampi, O.; Vuolanto, A.; Cerullo, V.; Pesonen, S. Toxicological and bio-
distribution profile of a GM-CSF-expressing, double-targeted, chimeric oncolytic
adenovirus ONCOS-102 - Support for clinical studies on advanced cancer
treatment. PloS one 2017, 12, e0182715, doi:10.1371/journal.pone.0182715.
1F2017=2,766
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o Kuryk, L.; Haavisto, E.; Garofalo, M.; Capasso, C.; Hirvinen, M.; Pesonen, S.;
Ranki, T.; Vassilev, L.; Cerullo, V. Synergistic anti-tumor efficacy of
immunogenic adenovirus ONCOS-102 (Ad5/3-D24-GM-CSF) and standard of
care chemotherapy in preclinical mesothelioma model. International journal of
cancer 2016, 139, 1883-1893, doi:10.1002/ijc.30228. 1F2016=6,513

o Garofalo, M.; Iovine, B.; Kuryk, L.; Capasso, C.; Hirvinen, M.; Vitale, A_;
Yliperttula, M.; Bevilacqua, M.A.; Cerullo, V. Oncolytic Adenovirus Loaded
with L-carnosine as Novel Strategy to Enhance the Antitumor Activity.
Molecular Cancer Therapeutics 2016, 15, 651-660, doi:10.1158/1535-
7163.Mct-15-0559. 1F2016=5,764

o Hirvinen, M.; Capasso, C.; Guse, K.; Garofalo, M.; Vitale, A.; Ahonen, M.;
Kuryk, L.; Vaha-Koskela, M.; Hemminki, A.; Fortino, V.; et al. Expression of
DALI by an oncolytic vaccinia virus boosts the immunogenicity of the virus and
enhances antitumor immunity. Molecular Therapy-Oncolytics 2016, 3, 9,
do0i:10.1038/mt0.2016.2. 1F2016=0

o Hendrickx, R.; Stichling, N.; Koelen, J.; Kuryk, L.; Lipiec, A.; Greber, U.F.
Innate Immunity to Adenovirus. Hum. Gene Ther. 2014, 25, 265-284,
do0i:10.1089/hum.2014.001. 1F2014=3,755

Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii (WIHE), Warszawa, staz naukowy,
pazdziernik — grudzien, 2010 (3 miesigce). Identyfikacja zakazen bakteryjnych z uzyciem

technik biologii molekularnej, FISH i mikroskopii fluoroscencyjnej

Biomedical Research Institute " Alberto Sols" CSIC-UAM, Madryt, Hiszpania, Staz
naukowy w ramach program ERASMUS, sierpien-wrzesien 2010 (3 miesigce).
Konstrukcja plazmidow, tworzenie bazy cDNA, transfekcja na liniach nowotworowych,
badanie ekspresji, hodowle in vitro, cytometria przeptywowa, mikroskopia

fluorescencyjna, Western blot

University of the Balearic Islands (UIB), Palma de Mallorca, Hiszpania, studia w

ramach program Erasmus, luty-lipiec 2010 (6 miesi¢cy). Kultury in vitro
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8. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,

ORGANIZACYJNYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE.

Opieka nad studentami

Promotor pomocniczy (2023/2024) — studia w trakcie realizacji (szkola doktorska):

1.

Opracowanie uniwersalnej i innowacyjnej platformy wektorowej opartej na ludzkim
adenowirusie w leczeniu chor6b nowotworowych oraz profilaktyce choréb
zakaznych, Szkota Doktorska Politechniki Warszawskiej, CEZAMAT, Doktorant:
Aleksander Gryciuk (Promotor dr hab. Monika Staniszewska) [D5]

Promotor pomocniczy (2022-2023) — prace w trakcie realizacji (studia magisterskie):

2. Next generation cancer immunotherapies based on modern oncolytic viruses,

Student: Elisa Baggio, University of Padova, Wtochy (Promotor Dr Mariangela
Garofalo) [D4]

Promotor pomocniczy (2019-2020, 2020-2021) — prace obronione (studia magisterskie):

3. Dual combinatory immunotherapy for the treatment of melanoma. Authored by

Laura Bertinato, M.Sc. in Chemistry and Pharmaceutical Technology, University of
Padova, Wtochy (Promotor Dr Mariangela Garofalo) [D3]

Combining oncolytic viruses with cancer immunotherapy as a tool to improve
mesothelioma treatment. Authored by Giulia Rodella, M.Sc. in Chemistry and
Pharmaceutical Technology, University of Padova, Wtochy (Promotor Dr
Mariangela Garofalo) [D2]

The emerging role of combination therapies with oncolytic adenoviruses against
melanoma. Authored by Anna Miani, M.Sc. in Pharmaceutical Biotechnologies,

University of Padova, Wtochy (Promotor Dr Mariangela Garofalo) [D1]
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9. NAGRODY, WYROZNIENIA, STYPENDIA, GRANTY BADAWCZE,
HABILITACJA ZA GRANICA, PATENTY.

Nagrody, wyroznienia, stypendia

e Short Term Scientific Mission (STSM), European Cooperation in Science and
Technology (COST), 2022, University of Padova, Wtochy

e Stypendium MNIE dla wybitnych mtodych naukowcow, MNIE, 2020-2023, NIZP PZH
- PIB

e Polska Nagroda Inteligentnego Rozwoju, Naukowiec Przysziosci, Centrum
Inteligentnego Rozwoju, 2020, NIZP PZH - PIB

e Short Term Scientific Mission (STSM), European Cooperation in Science and
Technology (COST), 2020, University of Padova, Wtochy

e Nagroda 1 stopnia im. Ludwika Rajchmana, NIZP PZH - PIB, 2017

¢ Young Scientific Meeting Grant (YSMG) Grant, FEMS, 2014, Primosten, Chorwacja

e MCAA MicroTravel Grant, Marie Curie Alumni Association, 2014

e Stypendium ITN Marie Curie, ADVance, 2012-2015, Komisja Europejska, Oncos
Therapeutics, Helsinki, Finlandia

e Stypendium Leonardo da Vinci, 2012, Uniwersytet Slaski w Katowicach, Robert Koch
Institute, Berlin, Niemcy

e Stypendium Erasmus, studia, 2010, Uniwersytet Slaski w Katowicach, University of
Balearic Islands, Palma de Mallorca, Hiszpania

e Stypendium Erasmus praktyki 2010, Uniwersytet Slaski w Katowicach, Biomedical
Research Institute "Alberto Sols" CSIC-UAM, Madryt, Hiszpania

Habilitacja:

e Habilitacja uzyskana we Wloszech w ramach Narodowej Habilitacji Naukowe;j
(Abilitazione Scientifica Nazionale), przeprowadzonej przez Wloskie Ministerstwo
Edukacji, Uniwersytetow i Badan (Ministry of Education, University and Research
(MIUR)), Habilitacja w dyscyplinie Biochemia Kliniczna i1 Kliniczna Biologia
Molekularna (Biochemica Clinica E Biologia Molecolare Clinica), Wtochy, 2021 [H1]
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Granty badawcze:

1.

Projekt krajowy, SONATA, NCN, 2022/47/D/NZ7/03212, Opracowanie nowej
immunoterapii przeciwnowotworowej w leczeniu mig¢dzybtoniaka z uzyciem
adenowirusoOw onkolitycznych uzbrojonych w ligandy ICOS i CD40 w polaczeniu z
inhibitorami punktow kontrolnych anty-PD-1 i1 anty-CTLA-4, Kierownik projektu
Lukasz Kuryk, 2023-2026, do realizacji we wspotpracy z University of Padova,
Wiochy; Medical University of Graz, Austria; University of Helsinki, Finlandia;
Politechnika Warszawska, Centrum Zaawansowanych Materiatbw 1 Technologii
(CEZAMAT), IDIBELL, Hiszpania (projekt zakwalifikowany do finansowania w maju
2023) [G5]

Projekt migdzynarodowy, European Cooperation in Science and Technology, COST
Action CA17140, Cancer Nanomedicine - from the bench to the bedside, Komisja
Europejska, Working Group 3: Preclinical studies of nanodrugs, Lukasz Kuryk —
czlonek zespolu, 2020-2022, realizowany we wspotpracy z University of Padova,
Wiochy (projekt zrealizowany) [G4]

Projekt krajowy, SONATINA, NCN, 2019/32/C/NZ7/00156, Opracowanie nowych i
efektywniejszych metod leczenia migdzybtoniaka optucnej z uzyciem wirusa
onkolitycznego kodujacego ICOS ligand w polaczeniu z inhibitorem punku kontrolnego
anty PD-1, Kierownik projektu Lukasz Kuryk, 2019-2022, realizowany we
wspotpracy z University of Padova, Wiochy; Medical University of Graz, Austria;
University of Helsinki, Finlandia; Politechnika Warszawska, Centrum Zaawansowanych
Materiatéw 1 Technologii (CEZAMAT), (projekt zrealizowany) [G3]

Projekt krajowy, MINIATURA, NCN, 2018/02/X/NZ7/00727, Opracowanie nowych i
bardziej efektywnych metod leczenia migdzybloniaka oplucnej z wykorzystaniem
wirusow onkolitycznych, Kierownik projektu Lukasz Kuryk, 2018-2019, realizowany
we wspolpracy z University of Padova, Wtochy (projekt zrealizowany) [G2]

Projekt migdzynarodowy, Marie Sklodowska-Curie Innovative Training Networks
(ITN), Komisja Europejska, ADenoViruses as novel clinical treatments (ADVance),
Early-Stage Researcher Lukasz Kuryk (fellowship holder, Oncos Therapeutics,
Helsinki, Finlandia), 2012-2015 (projekt zrealizowany) [G1]
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Patenty:

1. Kuryk, L., Pesonen, S., Ranki, T., Vassilev, L., Haavsyto, E., Vuolanto, A., Combining
adenovirus and chemotherapeutic agents for treating cancer, patent przyznany przez
European Patent Office (EP3402889), Chiny (201780006703.7), Finlandi¢ (FI1127460B)
[PT2]

2. Kuryk, L., Pesonen, S., Vuolanto, A., Ranki, T., Jaderberg, M., Haavisto, E., Combining
adenovirus and checkpoint inhibitors for treating cancer (EP3293201-Al;
WO02018046803-A1), patent uzyskany w USA (W02018046803, 16330274) [PT1]

10. PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO NA PODSTAWIE
ANALIZY BIBLIOMETRYCZNEJ.

1. Impact Factor.

Impact Factor

. o 1F2013-2023=181,08
Laczny IF* wszystkich publikacji naukowych

(Srednia wartos¢ IF przypadajaca
(41 publikacji) preypacal

na jedng publikacj¢: 4,41).

1F2016-2023=45,17
Laczny IF* artykulow naukowych stanowiacych cykl } )
(Srednia warto$¢ IF przypadajaca
powiazanych tematycznie publikacji (9 publikacji) ) o
na jedng publikacje: 5,01).

Autor korespondencyjny w 13/41 publikacjach naukowych
(31 publikacji oryginalnych, 10 publikacji przegladowych)

Pierwszy autor w 13 publikacjach, ostatni autor w 4 artykulach naukowych

1F2014-2023=250,54
Laczny IF* wszystkich streszczen konferencyjnych _ ]
(Srednia warto$¢ IF przypadajaca
(28 streszczen konferencyjnych) . o
na jedng publikacje: 8,94).

*zgodnie z rokiem opublikowania pracy naukowej/streszczenia konferencyjnego.

2. Liczba cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym uwzglednieniem

autocytowan.
Liczna cytowan
Baza danych
Y.aczna Bez autocytowan
Scopus 973 768
Web of Science 919 730
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Google Scholar 1249 brak danych

Researchgate 1118 brak danych

3. Indeks Hirscha.

Indeks Hirscha Scopus Web of Science | Google Scholar | Researchgate

Baza danych

18 17 18 18

LITERATURA

10.

Sung, H.; Ferlay, J.; Siegel, R.L.; Laversanne, M.; Soerjomataram, I.; Jemal, A.; Bray,
F. Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality
Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J Clin 2021, 71, 209-249,
doi:10.3322/caac.21660.

Jemal, A.; Bray, F.; Center, M.M.; Ferlay, J.; Ward, E.; Forman, D. Global cancer
statistics. CA Cancer J Clin 2011, 61, 69-90, doi:10.3322/caac.20107.

Jeanbart, L.; Ballester, M.; de Titta, A.; Corthesy, P.; Romero, P.; Hubbell, J.A.; Swartz,
M.A. Enhancing efficacy of anticancer vaccines by targeted delivery to tumor-draining
lymph nodes. Cancer immunology research 2014, 2, 436-447, doi:10.1158/2326-
6066.CIR-14-0019-T.

Kuryk, L.; Vassilev, L.; Ranki, T.; Hemminki, A.; Karioja-Kallio, A.; Levalampi, O.;
Vuolanto, A.; Cerullo, V.; Pesonen, S. Toxicological and bio-distribution profile of a
GM-CSF-expressing, double-targeted, chimeric oncolytic adenovirus ONCOS-102 -
Support for clinical studies on advanced cancer treatment. PloS one 2017, 12,e0182715,
doi:10.1371/journal.pone.0182715.

Bae, Y.H.; Park, K. Targeted drug delivery to tumors: myths, reality and possibility.
Journal of controlled release : official journal of the Controlled Release Society 2011,
153, 198-205, doi:10.1016/j.jconrel.2011.06.001.

Devaud, C.; John, L.B.; Westwood, J.A.; Darcy, PK.; Kershaw, M.H. Immune
modulation of the tumor microenvironment for enhancing cancer immunotherapy.
Oncoimmunology 2013, 2, €25961, doi:10.4161/0onci.25961.

Marusyk, A.; Polyak, K. Tumor heterogeneity: causes and consequences. Biochim
Biophys Acta 2010, 1805, 105-117, doi:10.1016/j.bbcan.2009.11.002.

Groh, V.; Wu, J.; Yee, C.; Spies, T. Tumour-derived soluble MIC ligands impair
expression of NKG2D and T-cell activation. Nature 2002, 419, 734-738,
doi:10.1038/nature01112.

Palazon, A.; Aragones, J.; Morales-Kastresana, A.; de Landazuri, M.O.; Melero, I.
Molecular pathways: hypoxia response in immune cells fighting or promoting cancer.
Clin Cancer Res 2012, 18, 1207-1213, do0i:10.1158/1078-0432.CCR-11-1591.

Ranki, T.; Pesonen, S.; Hemminki, A.; Partanen, K.; Kairemo, K.; Alanko, T.; Lundin,
J.; Linder, N.; Turkki, R.; Ristimaki, A.; et al. Phase I study with ONCOS-102 for the
treatment of solid tumors - an evaluation of clinical response and exploratory analyses
of immune markers. J Immunother Cancer 2016, 4, 17, doi:10.1186/s40425-016-0121-
5.
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