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MI A BIONANOTECHNOLOGIA?

 -Adott funkcioju fehérjék, nukleinsavak eléallitasa:
. - szamitogeépes tervezes
. - iranyitott evolucids rendszerek
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« -Szupramolekularis rendszerek tervezése és eldallitasa
. - Epitopok és hatéanyagok hordozasara alkalmas nanorészecskek

. 7 qe . . g e
. - Funck lis, biokompatibil botok |
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AZ ONSZERVEZODES (SELF-ASSEMBLY)

- A"megszokott” intermolekularis
kolcsonhatasok iranyitjak:
- H-hidak a
- hidrofob kolcsonhatas
- ionos kolcsonhatas
-VdW/London diszperzids erék
- pi-pi kolcsonhatas

lipidek fehérjék

- Biomolekularis rendszerekben
,mindennapos”:
- fehérjefeltekeredés
- nukleinsav hibridizacio
- fehérjekomplexek 0sszeallasa
(pL. virus kapszid)
- lipid micellak, vezikulak stb.
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A DNS-ORIGAMI
ES TARSAI

M
20x20 nm?

Current Opinion in Structural Biology

20x20 nm2

Current Opinion in Structural Biology




DNS-ALAPU NANOSZERKEZETEK - AZ ALAPOTLET

A bazisparosodas elvét hasznaljuk ki a specifkus kapcsolatok kialakitasahoz

A megfeleléen tervezett DNS-darabok onszervez6dé modon dsszeallnak
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A DNS-NANOSZERKEZETEK TERVEZESENEK GYAKORLATI

OLDALA

A megfeleld stabilitas érdekében érdemes két (

szalkeresztezéses (double crossover)

szerkezeteket hasznalni

(v.0.: Holliday junction a rekombinacié soran)
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double crossover

A kétszalu DNS helikalis szerkezetét figyelembe kell venni
Az épitéelemek esetében paros vagy paratlan félfordulatos elemeket lehet hasznalni
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A DNS-ORIGAMI

A DNS-origami a DNS nanoszerkezetek egy specialis osztalya
Egyszalu DNS mint vaz: M13mp18 bakteriofag genomja (modositott M13) ~7000 bazis

A megfelelé formara ,hajtogatandd” vazat (scaffold) kapcsokkal (staples) stabilizaljuk
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PELDA DNS ORIGAMI SZERKEZET TERVEZESERE

a) Forma .
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EGY BONYOLULTABB TERV - ROBOT ALAK

Forma meghatarozasa Vaz + kapcsok tervezése DNS szalak

el6allitasa
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DNS NANOSZERKEZETEKL TERVEZESERE ALKALMAS
PROGRAMOK

Ma mar sok tervezOprogram Létezik, a legujabbak mar nagymeértékben
automatizaljak a folyamatot

2021 SNUP|
12009 cadnano . 2015 vHelix  : 2020 Adenita
. design : Tiamat : oxDNA ¢ [ ATHENA
e analvsis NUPACK ;2014 3DNA . 2019 PERDIX
! 1 2008 _2013DNAPen | i TALOS
. 2006 2011 CanDo! ;1 METIS
. 1994 2003 ¢ L i P . 2016 DEADALUS
; ! ! : : i 5 i | iHex-Tiles
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1980 = 1990 1995 2000 2005 | 2010 2015 2020
' 1982 Seeman, J. Theor. Biol. 2006 Rothemund, Nature

“Nucleic acid junctions and lattices”

11991 Chen & Seeman, Nature
' “Synthesis from DNA of a molecule
with the connectivity of a cube”

“Folding DNA to create nanoscale shapes and patterns”

2009 Douglas et al., Nature
' “Self-assembly of DNA into nanoscale
three-dimensional shapes”

1 2012 Wei et al., Nature

i “Complex shapes self-assembled from
: single-stranded DNA tiles”

1 2012 Ke et al., Science

' “Three-Dimensional Structures
Self-Assembled from DNA Bricks”




DNS-ORIGAMI ALAPU NANOROBOT b o
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Egy DNS-origami alapu lemez adott “zarokapcsok” (komplementer DNS-szalak, melyeket
adott fehérje-fehérje kolcsonhatas stabilizal) segitségével csévé zarul. Amikor a célsejtek
felszinén Lévo fehérje (nucleolin) az egyik “zard” fehérjét megkoti, a kapocs kinyilik és a
hatéanyag (itt trombin) kiszabadul (véralvadast serkentve elzarja a tumor veérellatasat)
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3D DNS-SZERKEZETEN ES BAZISPAROSODASON ALAPULO
NANOSZENZOR

= & ¢ Target RNA-tempIated
Lettuce DNA Nonfunctional Lettuce W|th in
Aptamer Split Lettuce sequences

A ,salata” becenevu DNS aptamer (specialis felismer6 képességgel rendelkezé rovid
nukleinsav) képes egy kisméretl molekulat kotni, mely ennek hatasara fluoreszcensse
valik.

Az aptamert a megfelel helyen elvagva készithetd olyan nanoszenzor, amely csak
adott szekvenciaju partner nukleinsav (RNS) kotésekor all dssze ujra és képes a
szubsztratjat megkotni.

Ezaltal egy szekvenciaspecifikus és jol detektalhato jelet ad6 szenzor jon létre



TERVEZETT, KETKOMPONENSU A képen David Baker lathaté, a
IKOZAEDERES FEHERJEKOMPLEXEK Seattle-beli University of

Washington Institute for Protein
Design intézetének vezetdje

130,740
heavy atoms

A 3-fold _) 30-9 3 2-fold

163,920

2.3 MDa
heavy atoms

153-40
08Armsd.

" 132,540
heavy atoms

132-28
27 Armsd.

30 nm




VAKCINAFEJLESZTES: PERSPEKTIVAK

No vaccination

Infection passes from individuals with disease
to susceptible individuals and spreads
throughout the population

Vaccine coverage below
threshold for herd protection
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Infection can still pass to susceptible
individuals and spread throughout the
population except to those who are vaccinated

Diseased Susceptible

Vaccinated

Vaccine coverage above
threshold for herd protection

\ x

'

Infection cannot spread in the population
and susceptible individuals are indirectly
protected by vaccinated individuals

A nyajimmunitas mikodése: adott atoltottsag felett a fertézésre érzékeny
szemelyek virussal valo érintkezésenek esélye dramaian lecsokken




VAKCINATIPUSOK

Type of vaccine

Live attenuated
(weakened or
inactivated)

Killed whole
organism

Toxoid

Subunit (purified protein,
recombinant protein,
polysaccharide, peptide)

Virus-like
particle

Licensed vaccines
using this technology

Measles, mumps, rubella,
yellow fever, influenza, oral
polio, typhoid, Japanese
encephalitis, rotavirus,
BCG, varicella zoster

Whole-cell pertussis,
polio, influenza,
Japanese encephalitis,
hepatitis A, rabies

Diphtheria, tetanus

Pertussis, influenza,
hepatitis B, meningococcal,
pneumococcal, typhoid,
hepatitis A

Human papillomavirus

First introduced

1798 (smallpox)

1896 (typhoid)

1923 (diphtheria)

1970 (anthrax)

1986 (hepatitis B)



VAKCINATIPUSOK (FOLYT,)

Outer Pathogen '
membrane antigen Gram-negative
vesicle bacterial outer

membrane

Polysaccharide

Protein—polysaccharide O
conjugate
Carrier protein
Viral
t
Viral vector Pathogen gene
vectored

Viral vector

genes

Nucleic acid

vaccine

Pathogen
Bacterial gene
vectored Bacterial

vector

Antigen- Pathogen
presenting antigen
cell MHC

Group B meningococcal

Haemophilus influenzae
type B, pneumococcal,
meningococcal, typhoid

Ebola

SARS-CoV-2

Experimental

Experimental

1987
(group B
meningococcal)

1987 (H. influenzae
type b)

2019 (Ebola)

2020 (SARS-CoV-2)



NANORESZECSKEK A VAKCINAFEJLESZTESBEN

- Hordozoként / platformkent és immunstimulatorként (adjuvans hatas) is fontosak
- Tipikusan 20-200 nm tartomany, a kisebbek altalaban hatasosabbak

Self-assembling protein

scaffold __é)',, d,,

\ ‘ / Outer membrane vesicles

Nanostructured
scaffolds for vaccine

/ design \

Dendrimer Nanoparticle Lipoprotein-mimicking
scaffold nanodiscs




LIPID NANODISZKEK MINT
VAKCINA PLATFORMOK

A nanodiszkek szerkezete a HDL-hez (high density
liporptein) hasonld. A lipid kettOsréteg apoliporpotein
A-val van korbeveéve

A lipidek funkcionalizalhatoak

és hozzajuk valtozatos
antigenek kothetéek

Afferent lymphatic
vessel

Signal 2:
Mature DC CD80/86-CD28

m Cytotoxic

Signal 1: @ CD8* T cells "'j(?
MHC 1/Ag-TCR N (®) pp-1
Lymph node d .
CTLA-4

Immune checkpoint \)ﬁ >\;~

inhibitor

Efferent lymphatic
vessel

Tumour cells

l Tumour-specific lysis

sHDL-Ag/CpG 2 L;:




FEHERJE NANORESZECSKEK

- Virusok kapszidfehérjéi spontan osszeallnak,

de ilyen pl.a ferritin is

- Az antigént lehet a felszinhez kotni, de kerulhet

a részecske belsejébe is
- Valtoztathatd/valaszthato:
- részecskemeéret

- értéklseg (hany antigén/nanorészecske)

- antigének fizikai tavolsaga

a Conjugation Chernically-treated

SN
J: Self-assempling protein  j— M ] /’ﬁ
L v \

e N — @
Antigen j— ) 5 -

Reactive residue

o

-q Self-assembling protein H Antigen

c Tag coupling

Self-assembling protein ]— A

Receptor/Catcher )
— —_—

+
o -

Tag g

a
Optimal Size
] Efficient APC Uptake|
[ | | |
@ I I 1
& 25 100
! 50 diameter (nm)
b Optimal
Antigen Efficient B-cell activation
Valency 0 | | ‘
iy, | I |
@ 1 4 8 60
KX ﬁ: | ,
< number of antigen attached
c Optimal
Antigen
Spacing
— | | |
25 50 100

<N

distance between antigens (nm)




PLUG-AND-DISPLAY RENDSZEREK

- Elv: altalanos nanorészecske, melyre
konnyen rakapcsolhatd ~barmilyen antigén

- Egy természetes (bakterialis) fehérjebdl
fejlesztett rendszer, az un.
SpyCatcher/SpyTag par lehet6vé teszi az
adott nanorészecskéhez a biotechnolégiai
uton eléallitott antigén kovalens
kapcsolodasat

(a kettévagott fejérje két
resze felismeri egymast
és adott Lys-Asp
oldallancok kozott
spontan kialakul peptidkotés)

a

ClyA-SpC £
ClyA-SnC

@%&
@

ClyA-Catcher (CC) OMVs

- tobbféle hasonlo,
egymasra ortogonalis
(nem keresztreagalo)
rendszer ismert,

igy egy részecskere
tobbféle antigén is
iranyitottan kapcsolhaté

SpyCatcher-nanoparticle CnaB2 B
domain
Stable? A
Highly soluble? , f v\
Immunogenic? AE)
Simple expression? I/;i ;
Plug-and-Display Add SDYCHtcher SpyTag
nanoparticle SpyTag- f / 4
decoration Antigen J /’l /
U .
NH, HO
‘ZI.N\/ 2 \“/\S,S
o
N
‘LAM/ \n/\és + H0

Spontaneous isop?eptide bond

spCc € SpT-Agent1 4 SpC-SpT &
R HO Y SnC-SnT
1 o

L‘,L/\NNY\ + H,0

e | R

SnC SnT-Agent2 <~
LH‘/\/\/NHz H,N \r\i
1 o

@%@ 'm

Rapid Antigen-displayed OMVs

H
I-.‘._/\NN Y\ + Hzo
0]

Plug-and-Display



. Chemical stimuli
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DNA origami nanodevices
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[3, 4]-fold DNA topology

= intracellular
% release
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