WYDZIAL
,»flzvl(l

EEEEEEEEEE
WARSZAW’SKI

mRNAJako narzedzie walki z koronawirusem..
| nie tylko

Joanna Kowalska
Wydziat Fizyki, Zaktad Biofizyki IFD
Uniwersytet Warszawski

[APY TA)

FIZYKA

Warszawa, 22 kwietnhia 2021



Pandemia COVID-19

Grudzien 2019 Pierwszy przypadek nowego koronawirusa zgtoszony w Wuhan, Chiny
9 Stycznia 2020 Pierwszy potwierdzony przypadek smiertelny (Wuhan)

14 Lutego 2020 Pierwsza potwierdzona smier¢ w Europie (Francja)

4 Marca 2020 Pierwsza potwierdzona smier¢ w Polsce

Marzec 2020 WHO ogtasza pandemie

20 kwietnia 2021 Ponad 141 min przypadkoéw na swiecie (2.7 min w Polsce); 3.01 min smierci
spowodowanych COVID-19 (62 tysigce w Polsce)

12 Stycznia 2020 Po raz pierwszy opublikowano genom (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN908947)

Koniec stycznia 2020 Rozpoczeto pierwsze programy szczepionkowe (m.in. BioNTech and Moderna)
2 Grudnia 2020 szczepionka BioNTech-Pfizer dopuszczona w UK

21 Grudnia 2020 szczepionka BioNTech-Pfizer (warunkowo) dopuszczona przez EMA

6 Stycznia 2020 szczepionka Moderna (warunkowo) dopuszczona przez EMA



Szczepionki mMRNA przeciwko SARS-CoV-2

BioNTech-Pfizer Moderna
Comirnaty (BNT162b2) Vaccine mRNA 1273

 Czy cos co powstalo tak szybko moze by¢ skuteczne?

« Jak dziatajg szczepionki mMRNA?

» Czy szczepionki mMRNA moga zmieni¢ nasze geny?

« Czy sg ,lepsze” czy ,,gorsze” od tradycyjnych szczepionek?



Czy szczepionka jest skuteczna?

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

ORIGINAL ARTICLE

An mRNA Vaccine against SARS-CoV-2 —
Preliminary Report

L.A. Jackson, E.J. Anderson, N.G. Rouphael, P.C. Roberts, M. Makhene,
R.N. Coler, M.P. McCullough, J.D. Chappell, M.R. Denison, L.J. Stevens,
AJ. Pruijssers, A. McDermott, B. Flach, N.A. Doria-Rose, K.S. Corbett,

K.M. Morabito, S. O'Dell, S.D. Schmidt, P.A. Swanson I, M. Padilla, J.R. Mascola
K.M. Neuzil, H. Bennett, W. Sun, E. Peters, M. Makowski, J. Albert, K. Cross,
W. Buchanan, R. Pikaart-Tautges, J.E. Ledgerwood, B.S. Graham, and J.H. Beigel,
for the mRNA-1273 Study Group*

ABSTRACT

BACKGROUND
The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) emerged in late
2019 and spread globally, prompting an international effort to accelerate development
of a vaccine. The candidate vaccine mRNA-1273 encodes the stabilized prefusion
SARS-CoV-2 spike protein.
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InMarch 2020, the World Health Organization (WHO) declared coronavirus disease
2019 (COVID-19), whichis caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus
2(SARS-CoV-2)',a pandemic. With rapidly accumulating numbers of cases and deaths
reported globally?, avaccineis urgently needed. Here we report the available safety,
tolerability and immunogenicity data from an ongoing placebo-controlled,
observer-blinded dose-escalation study (ClinicalTrials.gov identifier NCT04368728)
among 45 healthy adults (18-55 years of age), who were randomized to receive 2
doses—separated by 21 days—of 10 pg, 30 pg or 100 ug of BNT162b1. BNT162blis a
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Skutecznosc¢ szczepionki Comirnaty

Badanie kliniczne fazy Il/lll: 43 000 participants - 2.5%
50% received vaccine, 50% received placebo

- 2.0%
People who received Placebo
- 1.5%
- 1.0%
Second dose

First dose i ~ 0.5%
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Weeks from administration of the first dose N Engl J Med 2020; 383:2603-2615



Ekspresja genow
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Terapia genowa oparta na mRNA

Transkrypcja

DNA

L29r0 komérkow®

Translacja

(terapeutyk
lub antygen)



Jak dziataja szczepionki mRNA na koronawirusa?

Wybor antygenu (biatka
wirusa)
— MRNA kodujgce
antygen
_ Synteza mRNA
Koronavirus kodujgcego antygen e Formulacja
(dodanie otoczki
ttuszczowej)
cancer cell
or pathogen
infected cell

Lprodukcja”
biatka wirusa

o\

szczepienie
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I Wytwgrzgnig aktywacja
przeciwciat i komorek

Odpornos¢ ~ Komorek uktadu odp.
pamieci




Ktore biatko wybrac?

. F Spike Glycoprotein (S)

0’5\%—&— M-Protein

/ 4 & giiqrr;?g(gggtinin-esterase
<C?—.«1—g.w Envelope

b C;* i

RNA and N protein

E-Protein

Genom SARS-CoV-2 zawiera 29,811 nukleotydow, koduje 29 biatek




Biatko kolca jest eksponowane na powierzchni wirusa

https://www.sciencemag.org/



Biatko S faczy sie z receptorem ACE-2...

...umozliwiajgc wirusowi wejscie do komorki

Cell

Endosome

Rabadan, R. (2020). What Is a Coronavirus? In Understanding Coronavirus (Understanding
Life, pp. 21-32). Cambridge: Cambridge University Press. doi:10.1017/9781108920254.003

Nature Reviews Microbiology volume 19, pages155-170(2021)



https://www.nature.com/nrmicro

Liczne mutacje biatka kolca moga prowadzic¢ to utraty aktywnosci

Released: 2020-03-11 !!
Pdb:6M17




Co z wariantami?

Wirus mutuje w sposob przypadkowy

Wiekszos¢ mutacji nie ma wptywu na
dziatanie wirusa

Najgrozniejsze sg mutacje, ktore
utatwiajg wirusowi wnikanie do komorek
(np. poprzez zwiekszenie produkciji
biatka S lub zwiekszenie powinowactwa
do ACE-2) lub zmieniajg ksztatt biatka S,
co moze utrudni¢ rozpoznanie przez
przeciwciata

Jesli znamy sekwencje zmutowanego
biatka S, nowa wersje szczepionki na
bazie mMRNA mozna wyprodukowac¢ w 4
tygodnie!

Y144/145 Y144/145

N501Y

https://www.nytimes
.com/interactive/202
1/health/coronavirus

N501Y -variant-tracker.html

Mutations in the spike protein include:

— N501Y, which helps the virus latch on more
tightly to human cells. But the mutation is not
likely to help the virus evade current vaccines.
— P681H, which may help infected cells create
new spike proteins more efficiently.

— The H69-V70 and Y144/145 deletions,
which alter the shape of the spike and may
help it evade some antibodies.

Key mutations in
the B.1.1.7 spike
(top view)

Y144/145



MRNA to nie tylko szczepionka na koronawirusa

i NI

Szczepionki na Zika, wscieklizne, grype, HIV Biatko wirusa

Jednogenowe choroby genetyczne (np. mukowiscydoza, hemofilia B, Biatko, ktorego brak
choroby metaboliczne)

Biatko charakterystyczne

Immunoterapie onkologiczne (,,szczepionki” przeciwnowotworowe) dla nowotworu

Medycyna regeneracyjna (np. w kardiologii) Biatko - czynnik wzrostu

Dostarczanie biatek trwale edytujgcych genom Biatko — nukleaza (np. Cas 9)



Jak ulepszy¢ terapeutyczne mRNA?

WYZWANIA: TrwatoScC, wydajnoSc biosyntezy biatka, tatwoSc¢ produkcji

Koniec 5’
otwarta ramka

odczytu

czapeczka

(kap) Koniec 3’
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Analogi kapu opracowane w Laboratorium Chemii Bioorganicznej
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Badania prowadzone na przestrzeni ostatnich 15 lat



B-S-ARCA
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Zamiana jednego atomu w mRNA kilkukrotnie
zwieksza trwatosc i biosynteze biatka w komaérkach!!!

Grudzien-Nogalska et al. RNA, 2007, 13 (10), 1745-1755
Kowalska et al. RNA, 2008 14 (6), 1119-1131
Jemielity et al. patent application 2007



B-S-ARCA zwieksza aktywnos¢ mRNA in vivo
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Wspotpraca z grupg U. Sahina, University of Mainz & BioNTech

Kuhn AN et al. Gene therapy 2010, 17 (8), 961-971

ARCA beta S-ARCA(D1) time
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Badania kliniczne z udziatem B-S-ARCA

« RBLO01/RBL002 Phase I Clinical Trial (MERIT) (2012-2015)

Melanoma: 29 participants

« IVAC MUTANOME Phase | Clinical Trial (2014-2019)

Melanoma: 15 participants

« Evaluation of the Safety and Tolerability of i.v. Administration of a Cancer Vaccine
in Patients With Advanced Melanoma - Lipo-MERIT, Phase | Clinical Trial (2015-
2022)

Melanoma: 119 participants

e and 11 more



Co dalg)?

Z czego wynikaja szczegolne wiasciwosci -S-ARCA ?

B D1 isomer — Rp configuration D2 isomer — S, configuration

Warminski et al. ACS Chemical Biology 2021



Co dalg)?

Szukamy nowych analogoéw o ulepszonych wtasciwosciach
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* Modyfikacje ,,wewnetrzne” w mRNA
* Modyfikacje konca 3’

PJ Sikorski et al. Nucleic acids research, 2020, 48 (4), 1607-1626



Co dalg)?

Szukamy nowych analogow o ulepszonych wiasciwosciach

Triphosphate modifications Unnatural bases
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Warminski et al. patent application 2020
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Badanie degradacji mRNA

pAp-SCy5
A DNA template [ T4 RNA
T7 Po -
NTP mix 0/\/\ lgase e/\/\.
FAM-MIGPsARG pt3end
( / with .t FAM-m7Gp.A, pG-RNA  laDelling ;
, 5’ capping & labelling s FAM-m'GpsA;,pG-RNA-SCy5

HPLC-purified
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Tibble et al. Nat. Chem. Biol., 2021



Sledzenie mMRNA w komérce

Mamot, Sikorski et al. unpublished work



Sledzenie mRNA w organizmie?
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https://en.wikipedia.org/wiki/Zebrafish

Collaboration with Dr Aleksandra Siekierska, Univ. Lueven
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Collaboration with Aleksandra Siekierska, Univ. Lueven



Collaboration with Aleksandra Siekierska, Univ. Lueven



NASZ ZES

Zaktad Biofizyki, IFD,
Wydziat Fizyki UW

Cen

Pl 3 [

trum Nowych Technologii UW

prof. Jacek JEMIELITY

Dr Mikotaj CHROMINSKI

Dr Anaix DEPAIX

Dr Karolina DRAZKOWSKA
Dr Dorota KUBACKA

Dr tukasz MARKIEWICZ

Dr Pawet SIKORSKI

Dr Mirostaw SMIETANSKI

Dr Marcin WARMINSKI

Dr Btazej WOJTCZAK

Mgr Sebastian CHMIELINSKI
Mgr Karolina KACZMARSKA
Mgr Marek BARANOWSKI
Mgr Marcelina BEDNARCZYK
Mgr Renata KASPRZYK

Mgr Michat KOPCIAL
Mateusz KOZARSKI

Mgr Adam MAMOT

Mgr Agnieszka MLYNARSKA
Mgr Anna NOWICKA

Mgr Olga PERZANOWSKA
Mgr Dominika STRZELECKA
Mgr Tomasz SPIEWLA

Mgr Przemystaw WANAT
Mgr Zofia WARMINSKA

Mgr Kamil ZIEMKIEWICZ
Natalia BARAN

Mateusz FIDO

Sebastian GOLOJUCH
Radostaw WOJCIK




—

4




