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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AL = lizispuffer

BoHV-1 = szarvasmarha herpeszvirus-1

CPE = citopatogén hatasok

Ct = threshold cycle, kiiszobciklus

DNS = dezoxiribonukleinsav

DMEM = Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

ECM =extracellularis matrix

EDTA = etilén-diamin-tetraacetat

ES = electrospinning, elektrosztatikus szalképzés

FBS = foetal bovine serum, fotalis borjisavo

HSES = high-speed electrospinnig, nagysebeségii elektrosztatikus szalképzés
IBR = infectious bovine rhinotracheitis, szarvasmarha fert6zo orr- és 1égcsdgyulladasa
IgA = immunglobulin A

MDBK = Madin-Darby bovine kidney (Madin-Darby borjavese)

NP = nanopartikulak

PAA = poliakrilsav

PBS = phosphate buffered saline, foszfat-pufferelt fiziologias sooldat

PEO = polietilén-oxid

PVA = polivinil-alkohol

PVP = polivinil-pirrolidin

qPCR = kvantitativ (real-time) polimeraz lancreakcio

RNS = ribonukleinsav

RT =reverz transzkriptaz

SEM = scanning elektronmikroszkdp

TCIDso = tissue culture infectious dose 50 (szovettenyészetet fert6zé dozis 50)
TGEV = transmissibilis gastroenteritis virus

UDG = uracil-DNS glikozilaz



2. BEVEZETES ES CELKITUZES

A fert6z0 betegségek elleni aktiv védekezés legfontosabb eszkozei a vakcindk. Az €16 —
hagyomanyosan vagy géntechnologiaval attenualt — kérokozodkat tartalmazo oltdbanyagok
hasznalata szamos elonnyel jar az inaktivalt vagy alegység vakcindkhoz képest: legtobbszor
erosebb, tartdosabb immunitas érhetd el, a humoralis mellett cellularis immunvalaszt is
kivaltanak €s sokszor kevesebb dozis sziikséges a megfeleld hatékonysaghoz. Eléallitasuk
¢s megfeleld stabilitasuk, tarolhatdsdguk biztositdsa azonban komoly kihivast jelent. TDK
dolgozatomban egy olyan, rengeteg potencialt tartalmazd moddszert szeretnék bemutatni,
amely ebben a feladatban nyujthat segitséget. A mikrobioldgia és az anyagtudomany
hatartertiletét érint6 kisérleteink soran ¢é16 virusokat épitettiink be elektrosztatikusan képzett
nanohordozé szalakba, hogy minél nagyobb ardnyan és hosszabb ideig megdrizzik
fertdzoképességiiket.

Az elektrosztatikus szalképzés (electrospinning, ES) egy innovativ, rohamosan fejlédd
technologia, amellyel elektrosztatikus erd felhaszndldsaval készithetiink mikro- és
nanométer kozotti atmérdjii szalakat. Az ES elve mar tobb mint egy évszdzada ismert, az
érdeklddés kozéppontjaba azonban csak az 1990-es évektdl keriilt. Napjainkban az ES egy
gyorsan fejlddé tudomanyag, amelyet rengeteg alkalmazési teriileten vesznek igénybe, a
textilipartol a biotechnologiaig.

Az ES lehetdvé teszi egyes anyagok — foként polimerek — oldatainak vagy olvadékainak
atalakitasat folytonos szalakka. Az eljaras soran polimer oldatsugarak elektromos mezdvel
feltoltott kozegben haladnak a foldelt kollektor felé¢, mikdzben az elektrosztatikus erdtér
hatdsara az oldoszer elparolog beldliikk, igy alakulhatnak ki a szilard nanoszalak a
kollektoron.
szaritas) és a porlasztva szaritas all rendelkezésre. A fagyasztva szaritas egy energia- és
1ddigényes, szakaszos eljaras, amely soran a liofilizaland6 anyagok fagyasztasnak és magas
nyomasnak vannak kitéve. A porlasztva szaritds a liofilizalashoz képest gazdasadgosabb
folyamat, azonban a szaritdgdz homérséklete nagyon magas, igy a héérzékeny fehérjék
denaturalodhatnak. Az ES ezzel szemben egy kiméletes, koltséghatékony szaritasi modszer,
amellyel kikiiszobo6lhetdk a jelenlegi eljarasok hatranyai; folyamatosan iizemeltethetd, kevés
energiat igényel a miikodtetése, ¢s a keletkezd sugaraknak nagy a folyadékfeliiletiik, igy

pillanatszertien szaradnak. Napjainkban a liofilizalas a legnépszeriibb szaritasi modszer, de



a porlasztva szaritast is széles korben alkalmazzak, mig az ES — elényei ellenére — az ipari
1éptéki termelésbe még nem keriilt be [1,2,3,4].

A kutatasunk célkitiizése az volt, hogy ES moddszerrel olyan nanoszalakat allitsunk eld,
amelyek intakt, életképes virionokat tartalmaznak, és amelyekben a beépitett virusok
megorzik fertdzOképességiiket az eldallitast és tarolast kovetden, akar kedvezdtlen
kornyezeti viszonyokkal szemben is. Ez elOnydssé tenné felhasznéldsukat élovirusos
vakcinakban, foként a nagyiizemi allattartas teriiletén. A nanoszalak alternativ bejuttatasu
(oralis, aerogén) vakcindkban is Iényeges szerepet kaphatnak, ugyanis megfeleld
modositasokkal (mukoadheziv jelleg, gyorsitott felszivodas) erdteljesebb lokalis — IgA
(immunglobulin A) tipusi — immunitast is kivalthatnak. Egyéb nanohordozokkal végzett
kisérletek alapjan ezen vakcinak applikacidja hatékonyabbd tehetd, ami felveti a lehetdségét

annak, hogy a nanoszalakkal is hasonlé eredmény érhet6 el.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az elektrosztatikus szalképzés vagy electrospinning (ES)

3.1.1. Az ES torténete

Az ES létrejottének kezdetei egészen 1745-ig vezethetok vissza, amikor Borse nagy
elektromos potencidl hatasara folyadékcseppekbdl aeroszolokat hozott 1étre. A kdvetkezd
1épcséfokot Cooley és Morton 1902-ben és 1903-ban felfedezett, elektromos impulzus
hatasara folyadékot permetezé eszkéze jelentette. Ezt kovetden 1929-ben Hagiwaba képes
volt elektromos toltéssel mesterséges selymet eldallitani, majd a mddszert tovabbfejlesztve
Anton Formhals Mainz 1934-ben a miianyagok elektromos szalképzésével foglalkozott.
1970-ben Simm ¢és mtsai. mar képesek voltak 1 milliméternél kisebb szalak eldallitdséra is
[5].

Habar az elektrosztatikus szalképzés kezdetei régre nyulnak vissza, kordbban csak
kutatasi céllal foglalkoztak a témaval, kereskedelmi forgalomba nem keriiltek az igy
1étrehozott termékek. Az alkalmazott tudomanyok teriiletén az 1990-es években keriilt az
érdeklédés kozéppontjaba az ES és a benne rejlo potencial [4,5].

A régebben hasznalt egytlis rendszerek nem voltak alkalmasak az ipar igényeinek
kielégitésére. Ennek az akadalynak a kikiiszobolésére jottek létre a nagysebességli
elektrosztatikus szalképzés eszkozei (high-speed electrospinning, HSES). A HSES soran
ugyanannyi idé alatt tobb nanoszal eldallitasa lehetséges, ugyanis a forgdtarcsas, tobb
nyilassal is ellatott fondfej és a nagyfesziiltség egyiittes hasznalata nagyobb

ateresztoképességhez vezet [1,6,7,8].
3.1.2. Az ES folyamata

Az ES késziilékben az alapanyagként hasznalt (altalaban valamilyen polimer-) oldatot
kibocsajto tli vagy fondcsavar és a foldelt fémkollektor kozott magas fesziiltséget alakitunk
ki. Ennek hatdsara megjelenik az eldbukkano folyadékcseppbdl kialakulé Taylor kup.
Amikor az elektrosztatikus erd elég magas lesz ahhoz, hogy feliillmulja a folyadék feliileti
fesziiltségét, a Taylor kiipbol folyadéksugar 1ép ki. Ez az instabil folyadéksugar a foldelt
kollektor fel¢ haladva tobb sugarra valik szét, amelyek megnyulnak és elvékonyodnak, igy
kialakitva a szalszerkezetet. A nagy fajlagos feliilet miatt az oldoszer a folyamat kozben
elparolog, igy egy szilard anyagot tudunk Osszegytijteni a kollektorként hasznalt

fémlemezrdl vagy hengerrdl [4].



A keletkez0 széalak vastagsdga az alkalmazott fesziiltségtdl, a kollektorok tavolsagatol,
valamint a folyadéksugarak stabilitasatol fiigg. A stabilitast a folyadékok feliileti fesziiltsége
hatarozza meg, mig a nyujtast az elektrosztatikus erék. A stabilitas és a nyujtas hanyadosat
nevezziik Rayleigh-féle hasadasi indexnek. Ha megfelelden nagy fesziiltséget biztositunk, a

folyadéksugarak a nytjtas soran nem szakadnak el, igy hossza széalakat kaphatunk [9].
3.1.3. ES-hez hasznalt old6szerek

Az ES filigg az oldat az egyes tulajdonsagaitol, mint példaul a viszkozitas, feliileti
fesziiltség vagy az elektromos vezetoképesség. Az oldat viszkozitdsanak elég magasnak kell
lennie ahhoz, hogy a polimermolekuldk kézott 0sszefonddéasok tudjanak kialakulni; azaz,
hogy a szalképzddés megtorténhessen. Kulcsfontossagh a polimer megfeleld feloldasa, hogy
mennyiségli oldoszerre van sziikség, aminek illékonynak kell lennie ahhoz, hogy el tudjon
parologni, ugyanakkor nem lehet tilsagosan illékony sem, mert akkor eltomodést okozhat a
fonofej végén [4,10]. Az ES soran elényosek a vizben oldhatdé polimerek, mivel a viz
oldhatosagi tulajdonsagait (hémérséklet, pH) tobbféleképpen is be tudjuk allitani, de egyéb
oldoszerek hozziadasaval is befolyasolhatjuk az alapanyagokat. Ilyen vizben oldhato
polimerek példaul a PVA (polivinil-alkohol), PEO (polietilén-oxid), PVP (polivinil-
pirrolidin), PAA (poliakrilsav). Az ezekbdl késziilt szalak viz hatasara lebomlanak
(visszaoldodnak). A PVA ¢és a PAA szallak vizzel szembeni ellenallosagat novelhetjiik
polialdehidekkel torténd észterezési reakciokkal [5].

Korabbi, baktériumokkal végzett kisérletek bizonyitottdk, hogy ha a polimer
rendszerekhez szachar6z, illetve trehaldz segédanyagokat adunk, ndvelhetd a nanoszalakba
integralt baktériumok életképessége a szdlak tarolasa sordn. Ez mas cukortartalmu
segédanyagokkal is lehetséges lehet, ilyenek példaul a frukto-oligoszacharidok, inulin,
sovany tejpor, gliikoz, laktdz, vagy a mannit [7].

Az ES-el eléallitott nanoszalak kiilonféle biologikumokat is hordozhatnak: virusokat,
baktériumokat, enzimeket vagy monoklonalis ellenanyagokat is keverhetiink a kiindulési
oldatokhoz. A mddszerhez hasznalhatunk természetes vagy szintetikus polimereket, kevert
polimer rendszereket (kopolimereket), nanorészecskékkel vagy hatdoanyagokkal kiegészitett
polimereket, de akar fémeket vagy keramia 6tvozeteket is. Az ES végeredményeként 1;,
Osszetett kémiai strukturak keletkezhetnek, ami sokrétli felhasznalasi lehetdségeket rejt
[3,5,11]. A polimereken kiviil egyéb alapanyagok oldatai is hasznalhatok a szalképzéshez,
példéul ciklodextrinek [1].



3.2. Az ES o0sszehasonlitasa egyéb szaritasi modszerekkel

A gyodgyszeripar elOnyben részesiti az oralisan adhato gyogyszerformakat az egyszeriibb
alkalmazasuk miatt. A szilard gydgyszerformakat is jobban preferaljdk, ugyanis ezek
stabilabbak, hosszabb ideig és kornyezeti hon is tdrolhatok, valamint konnyebb a szallitdsuk
¢s a beadasuk is. Biohatoanyagok szilard forméjanak eldallitasara korabban jellemzden a
liofilizalas €s a porlasztva szaritas allt rendelkezésre, ezeknek a modszereknek azonban

szamos hatranya van. Ezen hatranyok kikiiszobolésére alkalmas lehet az ES [3.4,6].
3.2.1. Liofilizalas

A liofilizalast vagy fagyasztva szaritast mar évtizedek ota haszndljak virusmegorzésre, a
vakcinak stabilitdsanak novelésére [12]. A liofilizalas célja, hogy a vakcinavirus megdrizze
a fertézOképességét, a titerét, valamint az immunogenitasat a tarolas soran egészen az
oltbanyag beadasanak pillanatdig. Ennek megvalositasa nehéz, ugyanis szamos befolyasolo
tényezodvel talalkozunk, ilyenek a hémérséklet, a pH, a szuszpenzios kozeg, a fénynek valod
kitettség, valamint az antimikrobialis és inaktivald szerek hasznalata [13].

A liofilizalas sok energiat és id6t igényel. A folyamat napokat, de akar heteket is igénybe
vehet, és a modszer csak szakaszosan lizemeltethetd. Mindemellett meglehetésen draga is,
ugyanis komplex berendezéseket igényel, tovabba rengeteg villamos energia kertil

felhasznalasra a miikodés soran [4].
3.2.2. Porlasztva szaritas

A porlasztva szaritast jelenleg féleg kis molekuldk esetén hasznaljak; kiilondsen amorf
szilard diszperziok készitésénél elonyos [14]. A folyamat sordn magas hOmérsékletre van
sziikség; ez hatranyos lehet héérzékeny alkotorészek esetén, amelyek lebomolhatnak az
eljaras kozben. A porlasztva szaritas koltsége a fagyasztva széritdshoz képest kedvezdbb,
akar 4-7-szer alacsonyabb is lehet. Ez a szaritasi mod a liofilizalassal szemben folyamatos
termelésre alkalmas. Energiafelhaszndldsa azonban magas, mivel a forrd gaz eldallitasa
energiaigényes. Biologikumok formulacigjandl nagy mennyiségli biologiai anyag

felhasznaldsara lehet sziikség, ugyanis a termék visszanyerése csak 50% koriil mozog [4,15].
3.2.3. Az ES elonyei

Az ES egylépcsds, folyamatos €s gyors szaritasi eljaras, amely nanoszekundomok alatt
eltavolitja a folyékony oldodszert a készitménybdl [3,4]. A folyamat sordn a hdmérséklet és

a paratartalom szabalyozasa lényeges, de kiméletes kornyezeti paraméterek kozott



végezhetd. Ezzel szemben a liofilizalas és a porlasztva széritds soran szélsdséges nyomas-
¢s hémérsékletvaltozasoknak kell kitenni az anyagokat, igy azok kiszaradhatnak, valamint
mikroorganizmusok formulacidja esetén csokkenhet azok életképessége. Ez alapjan az ES
egy kiméletesebb szaritasi technikénak tekinthetd, ami elényos lehet, ha az érzékeny
biologiai anyagokat és fehérjéket kivanunk felhaszndlni [3,4,7].

A porlasztva szaritdshoz képest a nagysebességii, méretndvelt szalképzési technologia
(HSES — 1d. 3.1.1.) termelékenysége nagyobb, mikézben kevesebb olddszer felhasznalasa
sziikséges, ¢és a nanoszalak nagy fajlagos feliiletének koszonhetden gyorsabban szabadulnak
fel a hatéanyagok a szilard gyogyszerkészitményekbdl [14]. A biologiai hatdéanyagokkal
végzett ES legtobbszor vizes oldatbol valdsithatd meg, mert a szerves oldoszerekre altalaban
érzékenyek. A viz hatranya a szerves olddszerekkel szemben, hogy forraspontja magasabb,

ezért alacsonyabb adagolasi sebesség ¢és kisebb termelékenység érhetd el [4].
3.3. Nanoszalak biogydgyaszati felhasznalasa

A fokoz6do antibiotikum-rezisztencia és a nagylizemi allattenyésztés igényei miatt az
allatorvostudoményban folyamatosan igény van tjabb, innovativ technologidk bevezetésére.
Ezen a téren az elmult 1-2 évtizedben a nanotechnologia is egyre komolyabb szerepet tolt
be. A nanotudomany eldrehaladtaval, 0j rendszereket és technologidkat fejlesztenek ki,
amelyek kozé tartozik a hatdanyaghordozé nanoszalak ES-el valo 1étrehozasa is [16,17].

A nanoszalak felhaszndldsdra napjainkban egyre tobb példat taldlhatunk az
orvostudomanyok ¢€s a gyogyszeripar teriiletén. Ennek f6 oka az, hogy a bioldgiai
rendszerekben kulcsszerepet jatszd fehérjék, virusok, valamint baktériumok hasonlo
mérettartomanyba esnek, mint a nanostrukturalt rendszerek [5]. Sikeresen felhasznaltak mar
nanoszalakat kiilonb6z6 hormonok, enzimek, proteinek, oligonukletidok és el sejtek szilard
eldallitasara is [1,16]. A nanoszalak egyes tulajdonsagai, mint példaul az oldhatosag, egyedi
szalméret vagy az oldodasi sebesség megvaltoztathatd a polimerkeverékek tulajdonsdgainak
szabalyzasaval, igy felhasznalasuk igen sokréti lehet [3,8].

Az ES altal készitett szalak Osszetétele, &tmérdje és porozitdsa is szabalyozhat6. Nagy
porozitasuk és feliiletiik miatt az extracellularis matrix (ECM) utdnzasara is alkalmasak
lehetnek, ennek kovetkeztében szerepiik lehet a sejtkdtddésben €s a tapanyagok szallitasban
[10]. Nanométeres szinten a szalak képesek egy biomimetikus kdrnyezetet 1étrehozni, amely
mikrométeres skalan haromdimenzids architekturat mutat. Makroszkopikus szinten mind a
mechanikai szilardsaga, mind a fiziologiai elfogadhatosdga kiemelkedd a nanoszalaknak.

Ezen tulajdonsagaik miatt alkalmasak lehetnek biogyogyaszati felhasznalasra [17].



3.3.1. Szovetsebészeti felhasznalas

A szovetsebészet els6 emlitése 1987-re tehetd, azonban a mai napig kevés olyan anyag
van, amely a szovetek helyettesitésére hasznalhatd lehet. A szovethelyettesité anyagok
esetén az a cél, hogy az adott anyag minél jobban tudja utanozni az extracellularis matrixot,
ugyanis az ECM analdgok képesek fokozni a természetes szovetek helyreallitasat. Az ECM
analogok kozott az egyik legigéretesebb anyagnak a nanoszalak bizonyultak. A nanoszalak
a beiiltetésiik utan képesek voltak egyesiilni a kornyezd szovettel, biztositani a sejtek
hatékony adhéziojat, szaporodasat, differencialodasat, migraciojat, tovabba a

neovaszkularizaciot is elOsegitették. Kisérletekben a tiidd-, a sziv-, a borszdvet; valamint a

crer

3.3.2. Sebkezelésben torténoé felhasznalas

A nanoszalak sebkezelés teriiletén vald felhaszndldsa céljabol is intenziv kutatasok
folynak, amelynek tobb oka van. A nanoszélak hasonlitanak az ECM elasztin €s kollagén
rostjaira, méretiik és mechanikai tulajdonsagaik lehetdvé teszik a sebvaladék elvezetését, a
gazateresztést, valamint megakadalyozzak a sebek szennyezddését is. Ha a szdlakat hidrofil
anyagokbol képezziik, akkor azok képesek a megfeleldé nedvesség biztositasara is. A
alkalmazasaval a megfeleld sejtinfiltraciot nem akadalyozzuk, igy in vivo is alkalmazhatok

[5,17].
3.3.3. Gyogyszeripari felhasznalas

A nanoszalak gyogyszeripari felhasznalasanak fontos teriilete tobbek kozott a
fehérjéknek a célszervbe valo ellendrzott bejuttatasa. A szalak nagy feliilet/térfogat aranya,
porozitasa és testreszabhatdsaga alkalmassa teszi ket a gyogyszerek szallitasdhoz, illetve a
gyogyszerek felszabaditasat is megkdnnyiti. A gyogyszerek szallitdsdban haromféleképpen
vehetnek részt a nanoszalak. Létrehozhatunk biopolimer-gydgyszer keverékeket,
kapszulazhatunk vizoldhaté anyagokat, valamint lehetnek mag-héj szerkezeten beliili
tarolok is. A hatéanyagok felszabadulasa sordn torténhet felszivodas a szélak feliiletérol,
szilardtest diffuzio a szalakon keresztiil, illetve in vivo a rostok lebontasaval is
bekovetkezhet. [18,19]. A tumorterépia teriiletén is szerepet kaphatnak a nanoszalak: egyes
vizsgalatokban a lokdlis kemoterapidban hasznalt daganatellenes szereket nanoszalakba

integraltak [20].
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3.4. Nanotechnoldgia a vakcinologiaban

A nanotechnologia igénybevétele az allatorvosi vakcindzas teriiletén még nem elterjedt;
foleg a human vakcinafejlesztés soran hasznalt kisallatmodelleken alapul. Az
allategészségiigyi vakcinak fejlesztése soran teszteltek nanopartikuldkat (NP) [21], mint
egyes vakcinavirusok bejuttatdo hordozoi [22]. A mér piacra keriilt nanogyogyszerek kozil a
legtobbet a tumorterapia teriiletén hasznaljak, azonban Svajcban mar forgalomba hoztak
influenza elleni nanovakcinat is [22].

A nanotechnolégia segitségével novelhetjiik a vakcindk hatékonysagat, erre mar végeztek
kisérleteket mind nazalis, mind pulmonalis alkalmazas mellett. Az antigének pulmonalis
uton vald bejuttatdsa Onmagukban nem mindig hoz Iétre megfeleld nyalkahartya-
immunitast, de fokozhatjuk ezt a hatast, ha NP-kat hasznalunk a célbajuttatasra [22].

Az inhalacios terapia teriiletén is komoly szerepe lehet a biokompatibilis €s vizoldhato

polimerekbdl készitett nanoszalaknak [5].
3.5. Alternativ vakcinazasi modok

A kiilonbozé védooltasoknak rendkiviil nagy szerepe van a fertdz6 betegségek
lekiizdésében és megeldzésében. Az egyes €lelmiszertermeld allatok immunizéaldsaval nem
csak az éallatok megbetegedését tudjuk megeldzni, de ndvelhetjilk a termelésiiket,
csOkkenthetjiik a zoono6zisok és a human fertézések szamat, valamint visszaszorithatjuk az
antimikrobialis gyodgyszeres terapidk irdnti igényt, igy a kOrnyezetben és az allati
termékékben 1évé gydgyszermaradvanyok mennyisége is csokkenthetd. Az allatok
vakcinazasa soran kiilonosen fontos a koltséghatékonysdg, azaz minél alacsonyabb
koltségek aran minél erdteljesebb ¢€s szeélesebb korti immunitas elérése. Mivel a gyogyszeres
kezelések sokszor olcsobbak, mint a vakcindzas, sok allattartd ezt a megoldast valasztaja.
Ezért is fontos a vakcindk eldallitasi koltségeinek csokkentése [22].

A hagyomanyos vakcindknak szamos hatranya van. Az ¢él6-attenualt oltdéanyagok esetén
az eldallitasi koltség magas, hasznalatuk soran virulencidjuk esetenként vad torzsekkel valo
rekombinaci6 révén revertalddhat, valamint tarolasuk soran komolyabb hiitésre van sziikség.
Az inaktivalt vakcindk hasznélata esetén gyakran még adjuvalas mellett sem alakul ki
kelléen hatékony és hosszitavi immunités, ezért tobb dozisbol allo sorozatra van sziikség,
¢s jellemzden cellularis immunvalaszt sem biztositanak. A rekombinans alegységvakcinak

hasznalatanal is sziiks€ég van adjuvansra és ismétld oltasokra. Az RNS (ribonukleinsav) €s
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DNS (dezoxiribonukleinsav) alapu vakcindk esetén pedig a megfeleld stabilitds biztositasa
jelent kihivast [16].

A vakcinak parenteralis applikécidjanak szamos hatranya ismert: egyrészt a beadasuk
nem indukal immunvalaszt a természetes bemeneti kapuban (pl. Iégutak nyalkahartyajaban),
masrészt nagy 1étszamu alloméanyokban nehéz a széleskdrii beadas lebonyolitasa is [23]. A
parenteralis applikdcié korlatozza a kombinacioban beadhatd antigének mennyiségét és
szamat a nyalkahartyadkon torténé alkalmazassal szemben [24].

Az aerogén uton fertdz6 korokozok elleni, felsé és also 1égutakat célz6 vakcinazas azért
lehet eldnyds, mert ez a modszer hasonlit legjobban a fertdzés természetes utjadhoz. A
vakcina behatolasi pontjan kialakuld szekretoros IgA tipust védelem mellett az altalanos
immunitashoz is hozzajarul ez a beadasi mod. Nagy elénye lehet ezeknek a vakcindknak,
hogy barmelyik életkorban alkalmazhatoak lehetnek, mivel a nydlkahéartya immunitdsa nem
megy at olyan, az idds korral jaro valtozasokon, mint ami a szisztémas immunrendszernél
megtorténik. Ezenkiviil a maternalis ellenanyagok jelenléte mellett is alkalmazhato,

szemben a parenteralis beadasi moddal [24].
3.5.1. Aeroszolos vakcinazas

Az aeroszolos vakcindknak szamos elonyilk van a parenteralis beadassal szemben,
mikdzben az intramuszkularis vakcinazassal hasonld immunitast biztositanak. Az aeroszolos
vakcindzas soran hosszantarté nyalkahartya immunitést érhetiink el, megfelelé védelmet
alakithatunk ki a 1égiti megbetegedések ellen, valamint a nagyiizemi allatdlloméanyok
tomegoltasa gyorsabb. Nincs sziikségiink tovabba tlre és fecskenddre az alkalmazasukhoz,
igy a fertdz6 hulladék mennyisége, €s a iatrogen fertdzésatvitel kockazata is mérsékelhetd
[23,25].

A léguti nyalkahartya az immunizalas szempontjabol nagyon jol hasznalhato, ugyanis
konnyen hozzaférhetd, valamint a legtobb fert6z6 dgens a nyalkahartya feliiletén kezdi meg
a fertézésének folyamatat [23].

A baromfiknal mar 1950-t61 hasznalnak aeroszolos vakcinakat baromfipestis ellen. Ez a
vakcindzasi mod szamos mas betegség ellen hatékony lehet, ilyen példaul a baromfihimld,
a fertdz6 bronchitis, a sertéskolera, az Aujeszky-féle betegség, a fert6zé eredetii
gastroenteritisek, a pasteurellosis és a mycoplasmosis [22,23,24].

A légutak azonban kihivast is jelentenek a véddoltasok haszndlata szempontjabol. Az
antigének szétterjedésének hatékonysaga a szervezetben ennél a beaddsi modnal kérdéses

lehet, ezaltal nem biztos, hogy minden esetben kialakul a megfeleld szisztémas immunitas.
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Ennek a problémanak a kikiiszobolésére lehet alkalmas tobbek kozott a nanotechnologia:
egyes kisérletek eredményei kimutattdk, hogy nanopartikuldkkal formulalt vakcinak
hasznalataval tartosabban magasabb ellenanyagtiterek érhetdk el, tehat a NP-k képesek
fokozni az immunaktivitast [21,22].

A nazdlis és a pulmonalis bevitel esetén a tiidébe valo lejutds korlatozott lehet,
emldsoknél a NP-k elakadhatnak a légutak folytonos elagazasa és sziikdlése miatt, de a felsd
légutakban az oropharynx és az orriireg nyalkahartyéja is akadalyt képezhetnek, részecske-
tisztitd funkciojuk révén [21,22].

Az inhalalhato nazélis vakcindk megfeleléek a tomeges oltdsokhoz, de szabalyozott
hatéanyagleadasu eszkozok készitése nehéz az allatfajok fiziologiai kiilonbségei miatt. A
madarak €és az emldsok egyértelmil anatémiai kiillonbsége mellett az egyes fajok kozott is
talalunk kiilonbséget a biotranszformacid sebessége, a 1égzési minta és a szdveti eloszlas
tekintetében. Ebbdl adddoan minden inhaldlhaté vakcinat az adott célallatfajra kell
kifejleszteni [22,26].

Nem csak az egyes anatomiai kiilonbségek hatarozzdk meg a vakcindk hasznélatat, az
allatok elhelyezésének is szerepe van a hatékonysagban. A baromfiknal kifejezetten eldnyods
az aeroszolos vakcinak hasznalata, hiszen a tartasmod miatt kozel vannak egymashoz, kisebb
test allatok, és a tiidében egyiranyt d&ramlas van, igy jobban le tudnak rakodni a tiidében a
részecskék. Ugyanakkor a kdrnyezeti szennyezésre is figyelmet kell forditani az aeroszolos
vakcindk hasznalatanal. A kérddzok esetén a testfelépités és a tartdsmod miatt az inhaléciods
sprayk kevésbé hasznalhatdéak. A kedvtelésbdl tartott allatoknal (kutya, macska, 16) a
kifejezett 1inhalacionak, illetve a kozvetlen intranazéalis alkalmazasnak 1is lehet

létjogosultsadga az immunizalasban [22,27].
3.5.2. Ivovizes vakcinazas

Az ivovizes vakcindzas egy egyszerli és kényelmes vakcindzasi modot biztosit a nagy
baromfi és sertéstartd telepeken, foként az emésztOszervrendszeri virusokkal szemben
[28,29]. Az ivovizzel torténd immunizalas alkalmazasaval csokkenteni tudjuk az allatokra
hatd stresszt, a koltségeket, a munkaerdigényt, valamint a kozvetlen kezelést is
minimalizélni tudjuk [29,30].

Az ivovizes vakcinak beadasanak eldnyei mellett kihivasokat is taldlunk, ugyanis az
alacsony gyomor pH, a bél- és majenzimek lebonthatjdk a vakcindk hatéanyagat, miel6tt

megtorténne az immunizalas [31].
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Az ivovizes vakcinazasnal érdemes odafigyelni arra, hogy minden allat odaférjen az
itatbhoz a vakcinazas ideje alatt, valamint hogy a vizigénynek megfelelden elegendd viz
alljon rendelkezésre, amely jO minds€gli és nem tartalmaz karos anyagokat. Emellett az
allatok vizfelvételének szempontjabol a viz pH-ja, ize és szaga is fontos lehet [28].

A vizadagold rendszerekben megfelelé dozist kell elérnie az antigénnek, illetve az
allatoknak is optimalis adagot kell felvenniiik, hogy az immunvalasz ki tudjon alakulni.
Ennek érdekében célszerii a vakcindzast megel6zden 1-2 6raval vizmegvonast alkalmazni és
olyan mennyiségben koncentralni a vizben 1év6 vakcinamennyiséget, hogy azt a sertések 4,
a baromfik pedig 2 o6ran beliil felvegyék. Ezen felil a vizvezetékekbdl az egyéb
gyogyszereket és fertdtlenitd szereket el kell tavolitani [28,32].

Az 1vovizes vakcindzasok soran mar felhasznéltak egyes nanorészecskéket is, amelyek
segitségével az immunvalasz novekedését valtottak ki [33].

Az utdbbi 20 évben a biologiailag lebomlo polimerek egyre nagyobb szerepet kapnak az
oralis gyogyszeradagolas teriiletén. A biopolimerek elonyei kozé tartozik a szdveti
kompatibilitas, a bioldgiai lebonthatdsag, az alacsony toxicitds; védik a készitményeket a
gastroinestindlis rendszer karos hatasaitol, valamint tartos felszabadulést biztositanak, igy a
beadasi gyakorisag is csokkentheté [34]. Az oralis vakcinak nanohordozokkal torténd
formuléldsa nagy lehetdségeket rejt a (haszon)allategészségiligyben, a kordbban emlitett
nehézségekre megfeleld valaszt adhatnak az ily médon alkalmazott oltdanyagok, amelyek
az 1ivovizben (és akdr a takarmanyban) tOrténd immunizaldst hatékonyabba és

gazdasagosabba tehetik [33].
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Felhasznalt virusok és reagensek

4.1.1. Felhasznalt virusok

A kisérletekhez a Herpesviridae viruscsaladba tartoz6 BoHV-1 (Bovine
alphaherpesvirus-1), valamint a Coronaviridae csaladba tartozo TGEV (Alphacoronavirus
1) virusokat hasznaltuk. EI6bbi a szarvasmarha fert6z6 orr- és 1égcsdgyulladasanak (IBR),
utobbi a sertések transmissibilis gastroenteritisének korokozdja. Mindkét virus lipidburokkal
rendelkezik; a BoHV-1 6rokitéanyaga DNS, a TGEV-¢ pedig RNS. A BoHV-1 a Jarvanytani
Tanszék Virologia Csoportja altal klinikai mintabdl izolalt virustorzs, a TGEV-t a Tanszék

Immunoloégia Csoportjabdl Dr. Lérincz Marta bocsatotta rendelkezésre.
4.1.2. Alapanyagok és segédanyagok

A ES-hez — a szerves olddszerek hasznalatanak elkeriilése érdekében — vizoldhatod
alapanyagokat valasztottunk. Kisérleteinkben a kutatasi partneriink javaslatara HPBCD (2-
hidroxipropil-B-ciklodextrin); PVPVA64 (vinilpirrolidon-vinilacetat kopolimer) és PVA
[+0,6% PEO] (polivinilalkohol és polietilénoxid) alapanyagokat hasznaltunk fel.

A masodik szalképzéstdl kezdve segédanyagokat is felhasznaltunk a virusok
stabilizalasanak javitasa érdekében. Segédanyagnak két cukorszarmazékot, a szachardzt és
a mannitot valasztottuk. A polimereket és segédanyagokat a Merck-t61 szereztiik be.

Az els6 szalképzés alkalmdval PVPVA64 oldatot hasznaltunk, a masodik alkalommal
PVPVAG64 és PVA+PEO alapanyagokkal tortént a szalképzés, amely soran az utobbit 16
tomeg% mannittal egészitettilk ki. A harmadik kisérlet soran PVA+PEO polimert
alkalmaztunk, amelyhez 17% szacharozt, illetve 17% manitot adtunk. A negyedik
szalképzéshez az alabbi anyagokat valasztottuk: PVPVA64 5% mannit vagy szachardz
kiegészitéssel, valamint PVA+PEO 17% szachar6zzal kiegészitve. Az 6tddik kisérlet soran
PVPVAG4-et hasznaltunk fel 6nmagaban, illetve 5% mannittal és 5% szachardzzal. Az elsé

négy ES BoHV-1 virussal zajlott, az 6todik pedig TGEV-vel.
4.2. Virusszuszpenziok elokészitése

4.2.1. Virusok felszaporitasa sejttenyészeten

A virusokat fogékony sejtekben szaporitottuk el: a BoHV-1 virushoz MDBK (Madin-
Darby bovine kidney), mig a TGEV-hez ST/E62 sejtvonalat alkalmaztunk. A virusokat

frissen passzalt sejttenyészetekre oltottuk szuszpenzids modszerrel. A passzalds el6tt inverz
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eltavolitottuk a tapfolyadékot, és két mosasi folyamatot végeztiink el PBS segitségével. Ezt
kovetden az emésztéses 1épés sordn tripszin (+0,05% EDTA) oldatot adtunk a sejtekhez és
5 percig inkubaltuk dket 37°C-on, majd az emésztés hatékonysagat inverz mikroszkoppal
ellendriztiik. Ezutan friss tdpfolyadékot adtunk a sejtekhez (DMEM — Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium, 5 vagy 10% fotalis borjusavoval [FBS] kiegészitve) és az Osszetapadt
sejtek szétvalasztasahoz pipettaval szuszpendaltuk Oket. A kész sejtszuszpenzidt ]
tenyésztoflaskakba osztottuk szét, majd tovabbi tapfolyadékot pipettaztunk hozzajuk. Az 0j
flaskak koziil egyet fertdzetleniil hagytunk negativ kontrollként, mig a tobbihez hozzdadtuk
a virustartalmi inoculomot és inkubatorba helyeztik a tenyésztéedényeket. A
sejttenyészeteket naponta mikroszkoppal ellendriztiik a citopatogén hatasok megfigyelése
érdekében. Altaldban 4-5 nap mulva nagy aranyu fertézottséget figyelhettiink meg, ekkor a
feliiluszokat haromszori fagyasztast és felolvasztast kovetden dsszegytijtottiik, €s titeriiket
meghataroztuk (virustitralas — ld. 4.2.3.). Sziikség esetén a feliiliszot tovabboltottuk egy
Gijabb sejttenyészetre. 2-3 passzazs utan kellden magas titereket értiink el (BoHV-1: 10"%,
TGEV: 1058 TCIDso/ml). A sejttenyésztéshez a Lonza cég termékeit vettik igénybe
(DMEM, FBS, tripszin-EDTA).

4.2.2. Virusszuszpenziok ultracentrifugalasa

A virusszuszpenzidk tisztitdsa és koncentraldsa céljabol preparativ ultracentrifugat
hasznaltunk. Els6 1épésként a felszaporitott virusszuszpenzidkat 15 percig centrifugaltuk
10 000xg-vel a sejttormelék eltavolitasdhoz. Ezt kovetéen Osszegyljtottik a feluszot,
amelyet az ultracentrifugalas megkezdéséig jégen tartottunk. Az ultracentrifugaba helyezés
eldtt a virusszuszpenzidkat tdramérleg segitségével egyenld mennyiségekre osztottuk szét
steril, 38,5 ml-es Beckman Coulter centrifugacsovekben. Erre azért volt sziikség, hogy a gép
kiegyensulyozott legyen a folyamat alatt. A virusszuszpenziokat 80 000xg (BoHV-1), illetve
100 000xg (TGEV) relativ centrifugalis erével, 4°C-on 1,5 o6ran Kkeresztiil
ultracentrifugaltuk (Beckman Coulter Optima XL-90, SW 18 Ti rotorral) a virusrészecskék
pelletizalasdhoz. A pelletrdl eltavolitottuk a feliiliszot, majd 12 ora aztatas utan 500 pl PBS
vagy 10% savotartalmia DMEM tépfolyadékban reszuszpendaltuk. Az ultracentrifugélt

virust, a kiindulasi szuszpenziot és a feliiluszot megtitraltuk (1d. 4.2.3.).
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4.2.3. Virusszuszpenziok szalképzés elotti titralasa

Ahhoz, hogy meg tudjuk hatdrozni, hogyan valtozott a szalképzés soran a fert6z6képes
virionok mennyisége, a szalképzés el6tt is sziikséges volt elvégezni egy titralast a virusok
infektiv titerének meghatarozasahoz. A modszerhez véghigitasos titralast hasznaltunk,
amelynek lényege, hogy a virusszuszpenziot addig higitjuk, amig a virusra jellemzd

citopatogén hatasok (CPE) el nem tlinnek.
Adszorpcios moédszer

Egy 96 lyukas mikrotiter lemez minden lyukdba 180 pl 0% savot tartalmazod
tapfolyadékot helyeztiink, majd az elsé oszlopba bemértiink 20-20 pl tdmény virust (4
parhuzamos lyuk/virus). Ezt kdvetéen 20 ul-kel végigtitraltuk az els6tdl a tizedik oszlopig,
majd a tizedik oszlopbdl kivettiink 20-20 ul-t. Egy mar el6re elkészitett, a lyukakban 80-
90%-ban konfluens sejttenyészeteket tartalmazod lemezrél O&vatosan leszivtuk a
tapfolyadékot, ezt a lemez fedelével védve végeztik, hogy ne szaradjanak ki a sejtek. A
higitasra hasznalt lemezr6l 50 pl-eket mértiink at a sejtes lemez megfeleld helyeire; a
higabbtdl a tdoményebb virusszuszpenziok felé haladva, hogy ne befolyasoljuk a titralés
eredményét. 1 oOra inkubacidt kovetéen 150 pl 5% savot tartalmazd tapfolyadékot

pipettdztunk minden lyukba.
Szuszpenziés modszer

Egy 96 lyukas mikrotiter lemez minden lyukaba 135 pl 0% savot tartalmazd
tapfolyadékot helyeztiink, majd az elsé oszlopba bemértiink 15-15 pl tomény virust (4
parhuzamos lyuk/virus). Ezt kovetden a 15 ul-kel végigtitraltuk az els6t6] a tizedik oszlopig,
majd a tizedik sorbol kivettiink 15-15 pl-t. A sejteket tartalmazo palackot megpasszaltuk (1d.
4.2.1.), majd a sejtszuszpenziot megfeleld stirliségiire higitottuk 10% savoét tartalmazo
tapfolyadékkal. Azt, hogy a 65 pl-ben egy-egy lyukra elegendé legyen a sejtszam, a
sejtkontroll részen ellendriztiik. Végiil minden lyukba 65 pl sejtszuszpenzidt pipettaztunk.

Ezek utdn mindkét folyamat 1€pései megegyeztek, vagyis a virusra jellemzd ideig tartd
inkubacio kovetkezett (37°C, 5% CO2), majd a CPE-k megjelenésének a mikroszkopos
vizsgélata.

Az infektiv titereket a Spearmann-Kérber modszer szerint szamoltuk ki. A szamitas
lényege, hogy a még pozitiv (CPE-t mutatd) sejttenyészetet eredményezd legmagasabb
higitasig (X) nézve az eredményeket; a negativ tenyészetek szama (2r), a higitasi 1épték (d)

¢s az egy higitdson beliili parhuzamos mintdk szama (n) alapjan hatarozzuk a leoltott
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inoculum térfogataban jelen 1évé, TCIDso-ben (tissue culture infectious dose 50) kifejezett

virustiter 10-es alapt logaritmusat. A szamitas képlete a kovetkezo:

lg(TCIDso) = x + 1/2d — (d*Zr)/n

4.3. Tolerancia vizsgalat

A szalképzéseket megel6zden a virusokat az ES-hez hasznalt alapanyagokhoz kevertiik,
igy vizsgalva azok kompatibilitdsat. A szalképzés soran sziikséges toménységii HPBCD,
PVPVAG64 és PVA-PEO vizes oldatokat készitettiink magneskeverén 24 ora alatt, majd 1-1
ml koncentralt virusszuszpenziot adtunk hozzajuk. Tovabbi 1 ora keverés utdn mintat
vettlink a keverékekbdl, és sejttenyészeten megtitraltuk azokat (1d. 4.2.3.), 6sszehasonlitva

a kiindulési virusszuszpenzidval.
4.4. Elektrosztatikus szalképzés

4.4.1. HSES gép

Az elektrosztatikus szalképzést HSES berendezés segitségével végeztiik el. A HSES
platform egy zart termel6térbol, egy abban elhelyezett forgd porlasztofejbdl és a vele
szemben felfiiggesztett foldelt gylijtélapbol, egy adagold (infizids) pumpabol, egy stiritett
levegé meghajtasi motorbol és egy nagyfesziiltségli tapegységb6l all (1. abra). A
szalképzéshez méretndvelt termelésre alkalmas porlasztofejet (fondcsavart) hasznaltunk,
amelyen 8 nyilas taladlhato. Ezzel a berendezéssel a hagyomanyos egytiis ES szerkezethez

képest koriilbeliil 100x nagyobb termelékenységet érhetiink el.

18



1. abra: a kisérletekhez hasznalt HSES késziilék. A: gyljtlemez, B: porlasztofej (fonocsavar), C:

pneumatikus motor, D: nagyfesziiltségli tapegység, E: infuzids pumpa

4.4.2. Szalképzés menete

Az elkésziilt virusszuszpenzidkat a megfeleld homogenizalas érdekében magneskeverén
kevertiik el a szalképzéshez hasznalt alapanyagokkal. Ezutan a bekevert oldatot fecskendébe
szivtuk fel, majd a fecskenddt beillesztettiik a szalképzd szerkezettel dsszekotott infuzios
pumpaba, igy a folyamat kdzben biztositani tudtuk az egyenletes adagolési sebességet. A
szalképzést megeldzden beallitottuk a megfeleld paramétereket a gépen. A fesziiltséget 40
kV-ra, a motor fordulatszamat 15.000 rpm-re, az adagolasi sebességet pedig 20 ml/h-ra
allitottuk be. A gylijtélemezre a szalképzést megeldzden egy alufoliat tettliink, igy az
alufoliaval egyiitt el tudtuk tavolitani az elkésziilt szalakat a termelés végén. A szalképzés

folyamata mintanként koriilbeliil 20 percig tartott.
4.4.3. Szalak begyiijtése és kezelése

Az elkésziilt szalak ratapadtak a kollektoron taldlhat6 alufélidra, igy azok begytijtéséhez
kapardkanalat alkalmaztunk. A szalak aluf6liarol valo eltavolitdsa kozben mintat vettiink a
scanning elektronmikroszkopos (SEM) vizsgalatok részére. Ezutan analitikai mérlegen
megmeértiik az egyes szalképzések utdn Osszegylijtott szalak tomegét és 4 egyenld részre
osztottuk Oket, hogy a kozvetlentil a kisérlet utdin mérhetd eredmény mellett a 4°C-on valo
5, 15, valamint 31 napos tarolas utan is meg tudjuk hatdrozni a virusok infektiv titerét a

nanoszalakban.
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4.5. Virustitralas

Az elkésziilt szalakban talalhato virusok infektiv titerét virustitralassal hataroztuk meg.
A szalakat az ES utan kozvetleniil, illetve a kiillonbozé tarolasi idok elteltével PBS-ben
(phosphate buffered saline) feloldottuk, majd a 4.2.3. fejezetben leirtakkal megegyezden
titraltuk.

4.6. qPCR vizsgalat

4.6.1. Nukleinsav izolalas

A nanoszalakbol visszaoldott mintakbol a virus-specifikus nukleinsavak mennyiségét
gPCR (kvantitativ real-time polimeraz lancreakcid) moddszerrel hataroztuk meg. Ennek
megkezdése eldtt sziikséges a nukleinsavak kivonasa és tisztitasa, amihez kromatografias
modszerrel miikodod gyari kiteket hasznaltunk. A BoHV-1 virusbdl a DNS izolalasdhoz a
QlAamp DNA Mini Kit-et (Qiagen) hasznaltuk, mig a TGEV RNS-ét a QIAamp Viral RNA
Mini Kit-el (Qiagen) vontuk Kki.

Az els6 1épésben DNS kivonasnal 200 pl mintadt mértiink a mikrocentrifuga csdvekbe,
majd 20 pl proteinaz-K enzimet adtunk hozza a sejtek, illetve virusrészecskék emésztésére.
Ezt kovetden az elegyhez 200 pl lizispuffert (AL) adtunk, majd 15 masodperc vortexeléssel
Osszekevertiik a csd tartalmat. Ezutdn 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk az elegyet,
majd 200 pl 100%-os etanolt adtunk hozza a nukleinsav kicsapasa céljabol. Az RNS-izolalas
modszere a leirtaktol néhany 1épésben kiilonbozik: a proteindz enzimet és carrier RNS-t
tartalmazo AVL puffer 560 pl-éhez adtunk 140 pl mintat, majd 10 perc szobahdmérsékleten
torténd inkubalas utdn 560 pl etanolt adtunk a keverékhez. Ezt kovetden mindkét eljaras
hasonldan folytatodott: 15 masodpercig kevertiik a mintdkat vortexeléssel, majd szilika-
oszlopot tartalmazo centrifuga cs6be (filteres csd) helyeztiik dket és egy percig 6000xg
sebesseéggel centrifugaltuk (RNS-nél a dupla térfogat miatt két Iépésben tudtuk hozzdadni az
oszlophoz a teljes folyadékmennyiséget). Ezek utan két mosési 1épés kovetkezett. Elséként
500 pul AW1-es mosofolyadékot adtunk a mintakhoz majd 6000xg-vel centrifugaltuk egy
percig. A masodik mosasi folyamat sordan a gyiijtocsovekben 1évo folyadék ledntése utan
500 pl AW2-es mosopuffert mértiink a filteres csébe és harom percig centrifugaltuk ket
20.000xg sebességgel. A megtisztitott DNS-re 200 ul eluaciés (AE) puffert mértiink (RNS-
nél 60 ul AVE elacios puffert hasznaltunk erre a célra), majd egy percig 6000xg-n
centrifugaltunk, igy megkaptuk a mikrocentrifuga csovekben a PCR reakcidban hasznélhato

tisztitott nukleinsavakat tartalmaz6 szuszpenziot.
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Amely esetekben nem kozvetleniil a nukleinsav-kivonas utan végeztik el a PCR

vizsgalatot, a DNS vagy RNS mintakat -80°C-on taroltuk.

4.6.2. TagqMan qPCR és SyBR Green RT-qPCR

A két virus nukleinsavanak amplifikalasahoz kiilonb6z6 real-time PCR rendszert

hasznaltunk: a BoHV1 esetében TagMan (préba) alapa qPCR-t, mig a TGEV esetében SyBR

Green rendszerli RT- (reverz transzkripcios) -QPCR-t. El6bbihez a Luminaris Color Probe
High ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific), utobbihoz a Verso 1-step RT-qPCR
SYBR Green ROX Kit (Thermo Scientific) kitet vettiik igénybe. A reakcioelegyeket az 1.

tablazatban bemutatott 0sszetétellel készitettiik el, €s a 2. tablazatban leirt primereket és

BoHV-1-specifikus probat hasznaltuk.

1. tablazat: a qPCR vizsgalatokhoz készitett reakcidelegyek Osszetétele

BoHV-1 (TagMan gPCR) ul/minta | TGEV (SyBR Green RT-gPCR) | ul/minta
ddH20 4,65 ddH:20 4,1
qPCR Master Mix 2x 7,5 1-step qRT-PCR RoxMix 2x 7,5
Primer F+R 10 uM 0,9 RT Enhancer 0,75
Probe 10 uM 0,45 Primer F+R 20 uM 1
Templat DNS 1,5 Verso Enzyme Mix 0,15
Templat RNS 1,5
Osszesen 15 Osszesen 15

2. tablazat: a qPCR vizsgalatokhoz hasznalt primerek és probak

Primer Hossz | Szekvencia
BoHV-1 gB-F 21 TGTGGACCTAAACCTCACGGT
forward
BoHV-1 reverse | gB-R 21 GTAGTCGAGCAGACCCGTGTC
BoHV-1 probe | gB-Pr 21 [6BFAM]JAGGACCGCGAGTTCTTGCCGC[TAM]
TGEV forward | TGE2 21 TAAGGAAGGGTAAGTTGCTCA
TGEV reverse | TGE3 21 TGGTCCATCAGTTACGCCGAA

A reakciokat egy Rotor-Gene 5-plex HRM (Qiagen) real-time PCR gépben futtattuk le, a

3. tablazatban ismertetett h6-id6 profilok alapjan. Mivel a virustartalmi nanoszalakban

jelen 1évo viralis nukleinsavak mennyiségét csak szemikvantitativ mdédon hasonlitottuk

egymashoz és a kiindulasi mintdkhoz, a kiiszobciklus (Ct)-értékeken feliil a pontos
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kopiaszamokat nem volt sziikséges meghatarozni. Igy a kvantitativ szamitashoz hasznalhato
standard sort sem készitettiink a pozitiv kontroll nukleinsavakb6l. A TGEV-nél a SyBR
Green alapt reakcid végén olvadaspont-analizissel hataroztuk meg azt a hdmérsékletet, ahol
a DNS két szala kiilonvalt egymastol (3. tablazat). Ez a PCR-termékek specificitasanak

igazolésa céljabol volt fontos.

3. tablazat: a qPCR reakciok protokollja

BoHV-1 TGEV
Lépés °C id6 Mérés | °C id6 Meérés
UDG*-el6kezelés 50 2p
RT 50 30p
Aktivacio 95 10p 95 15p
Denaturacio 95 15 mp 94 15 mp
Annealing 54 30 mp
60 1p X
Extenzid 72 50 mp X
Olvadaspont-analizis 70-90°C, 30 mp/0,5°C X

*uracil-DNS glikozilaz
4.7. Scanning elektronmiszkopos vizsgalat (SEM)

A nanoszalak morfologiai vizsgalatait egy JEOL JSM-6380LA tipusi scanning
elektronmikroszkoppal végeztik el, 10-15 kV gyorsitd fesziiltség és 10 mm-es
mintatdvolsag mellett nagyvdkuumban. A mintékat kétoldalu szén-ragasztoval rogzitettiik
egy réztuskohoz, majd 45 madasodpercig aranyoztuk inert argon atmoszféra alatt. A
mintael6készités célja a minta toltddésének elkeriilése volt. Az altagos szalatmérét 50 mérési

pontbol szamitottuk ki az ImageJ szoftver alkalmazasaval.
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5. EREDMENYEK

5.1. Elokisérletek

5.1.1. Virusszupenziok elokészitése

A BoHV-1 virust MDBK sejtekben passzalva 10”%, mig a TGEV virust ST/E62
sejtvonalon 10%%° TCIDso/ml-re sikeriilt felszaporitanunk. A BoHV-1-nél az
alphaherpesvirusokra  jellemz6 CPE-kel taldlkozhattunk: szincicium képzddés,
sejtlekerekedés, illetve sejtlizis (2. abra). A TGEV esetén sejtlizist és lekerekedéseket
tudtunk megfigyelni (3. abra).

Az ultracentrifugalas utan sikeriilt a virusszuszpenziot tovabb koncentralnunk: a BoHV -

1-b61 1088 TCIDso/ml, a TGEV-b61 10”78 TCIDso/ml virustitert értiink el.

2. abra: a BoHV-1 okozta sejtkarosito hatasok (CPE) MDBK sejtvonalon. 200x nagyitas,
faziskontraszt felvételek. A bal felsd kép enyhe fert6zottséget mutat, a jobb alsé fertézetlen

kontroll sejttenyészet
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3. abra: a TGEV okozta sejtkarosité hatasok (CPE) ST/E62 sejtvonalon. 200x nagyitas,
faziskontraszt felvételek. A bal fels6 kép enyhe fert6zottséget mutat, a jobb also fertézetlen

kontroll sejttenyészet

5.1.2. Tolerancia-vizsgalat

A harom tesztelt nanoszalképzé vegyiiletbdl a PVPVA64 és PVA-PEO biopolimerek
oldata dnmagaban nem befolyasolta a virusok fert6zoképességét. A HPBCD-nel keverve
ellenben teljesen megsziint a BoHV-1 és TGEV infektivitasa. Az inaktival6 hatés ellenére a
qPCR vizsgalat alapjan a ciklodextrinnel kezelt virusfertdzott sejttenyészetek feliiliszojaban
valtozatlan mennyiségben voltak jelen a viralis nukleinsavak (ahogy természetesen a
PVPVAG64 és PVA-PEO haszndlata esetén is). A kapott eredmények tiikrében a HPBCD-t

nem hasznaltuk a tovéabbi kisérletekben, hanem a masik két alapanyagra koncentraltunk.
5.2. Elektrosztatikus szalképzés

A kutatdémunka soran 6t alkalommal végeztiink szalképzést, ebbdl az elsé négy esetben
BoHV-1-et, mig az 6todik alkalommal TGEV-t épitettiink a nanoszéalakba. A kisérletek
jellemzése (mintdk szdma, virus, alap- és segédanyagok), valamint az ES kihozatali aranya
(a kollektorrol begyiijtott szalas termék tomege a kiindulasi szarazanyag tomegéhez

viszonyitva) az egyes mintak esetében a 4. tablazatban lathato.
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4. tablazat: a kisérleti elrendezések ¢€s a szalképzések hozama

Virus, kiindulasi | Polimer + segédanyag | Hozam Visszaoldas
titer (TCIDso/ml) (nap)

1. szalképzés | BoHV-1 PVPVAG4 10,57% 15.

2. szalképzés | BoHV-1 PVPVAG4 15,67% 5.
BoHV-1 PVA-PEO + mannit 12,07% 5.

3. szalképzés | BoHV-1 PVA-PEO + szachar6z | 30,28% 0., 5.
BoHV-1 PVA-PEO + mannit 28,14% 0., 5.

4. szalképzés | BoHV-1 PVPVAG4 59,00% 0,5.,15, 3L
BoHV-1 PVPVAG64 + szachardoz | 47,13% 0., 5, 15, 31.
BoHV-1 PVPVAG64 + mannit 31,75% 0,5, 15, 3L
BoHV-1 PVA-PEO + szachar6z | 43,35% 0,5.,15, 3L

5. szalképzés | TGEV PVPVAG4 34,67% 0,5, 15, 3L
TGEV PVPVAG64 + szachar6z | 35,27% 0., 5., 15, 31.
TGEV PVPVAG64 + mannit 16,57% 0,5.,15, 3L

5.2.1. Elsé6 szalképzés

Az els6 szalképzés soran ultracentrifugaval pelletizalt, majd steril PBS-ben
reszuszpendalt BoHV-1 virusszuszpenziot hasznaltunk fel, amit 50 toémeg%-0s PVPVAG4
oldathoz adtunk az ES elvégzéséhez. A szalképzés utan 15 napig szobahdn taroltuk az
elkésziilt nanoszalakat. Ezt kdvetden PBS-ben feloldottuk a szalakat, hogy visszatitralva
megallapithassuk, hogyan véltozott a virustiter az ES és a tarolds hatdsira. A titralas
eredményeként azt kaptuk, hogy a kiindulasi virusmennyiségbdl szamitott elméletileg
lehetséges legmagasabb titerhez képest jelentésen csokkent a visszatitralhatdo virusok
mennyisége: 10%%°-r81 101*7 TCIDso/ml-re. Az elméleti maximalis titert ugy szamitottuk ki,
hogy a polimeroldathoz hozzaadott virusmennyiséget a nanoszalak kihozatali ardnyaval és
a visszaoldashoz hasznalt PBS pufferoldat higitofaktoraval korrigéltuk.

A szalakbol visszaoldott mintabol qPCR vizsgalatot is végeztiink, amely alapjan
megallapithat6 volt, hogy a virusok nukleinsava valtozatlan mennyiségben volt megtalalhato
a szédlakban a kiindulési virusszuszpenzié korrigdlt eredményéhez képest, tehat csak a

fert6zoképességiikre volt negativ hatassal az ES (4. abra).
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IBR pozitiv kontroll DN

M Nanoszalbol
kioldott minta
' | Kiiszdbvona Ct=13,1 /
\‘ Negativ kontroll (NTG

Targel(s): W Green

4. abra: qPCR vizsgalat eredménye, 1. szalképzés. A vizszintes tengely a ciklusszdmot, a
fiiggbleges a fluoreszcencia mértékeét jeloli. A Ct érték a kiiszobeiklus (amely a templat nukleinsav-
mennyiséggel forditottan aranyos): az a ciklus, amelynél a fluoreszcencia gorbéje metszi a

kiisz6bvonalat (a fluoreszcens jel er6sddése exponencidlissé valik). IBR: BoHV-1

A nanoszdlak SEM-mel végzett morfologiai vizsgalata az elvartnak megfelelé képet
adott, tehat egy homogén szalas szerkezetet lathattunk (5. abra). A szalak atméréje 800-
2000 nm kozé esett. A beépitett virusokat a felvételeken nem tudjuk megtekinteni, mivel

azok keresztmetszete kisebb, mint a szalaké.

5. abra: SEM felvétel, 1. szalképzés, PVPVA64 alapanyag + BoHV-1 (a virus a képeken nem abrazolodik)

5.2.2. Masodik szalképzés

A masodik kisérlet soran PBS helyett 10% fotalis borjusavét tartalmazo DMEM
tapfolyadékot hasznéltunk az ultracentrifugalt BoHV-1 virusszuszpenzi6 visszaoldésara..

Ezenkiviil az elkésziilt nanoszalakat szobahémérséklet helyett 4°C-on taroltuk, amelynek
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célja a magasabb virustiter megtartasa volt. A szalképzéshez PVPVA64, valamint
PVA+PEO oldatot hasznaltunk fel; ez utébbi polimert 16 tdmeg% mannittal egészitettiik ki,
amely stabilizal6 segédanyagként szolgalt a szalképzés soran. Az eredmények kedvezébbek
voltak az els6 kisérlethez képest. Az 5. napon torténé visszaoldas alapjan a PVPVA64-el
késziilt szalak virustitere 1,74, mig a PVA+PEO+mannit alapuaké minddssze 0,88
nagysagrenddel (1g) csokkent a kiindulasi virusokhoz viszonyitva (6. abra).

A scanning elektromikroszkopos felvételeken azt figyelhettiik meg, hogy a PVA-PEO
matrixi nanoszalak az elsé szalképzésnél tapasztaltaknal tomottebb szerkezetiiek voltak,

atmérdjiik pedig 500 és 1000 nm kdzott mozgott (7. abra).

BoHV-1 titerek szalképzés és tarolds utan, 2. szalképzés

45 _Zt_ 425
_———

3,37

2,62

Ig(TCID5,/ml)
N
(9]
[ o

PVPVA64 PVA-PEO + 16% mannit

=8 ElIméleti max. 5. nap

6. abra: a virustitralas eredményei a masodik szalképzés utan. Elméleti max.: a kiindulasi
virusszuszpenziobol a nanoszalak hozamaval és a visszaoldo puffer térfogataval korrigalt érték

18kU

7. abra: SEM felvétel, 2. szalképzés, PVA-PEO + mannit + BoHV-1 (a virus a képeken nem
abrazolodik)
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5.2.3. Harmadik szalképzés

A harmadik szalképzés soran a masodik kisérlet eredményére alapozva PVA+PEO-t
hasznaltunk fel, amelyet a mannit mellett szachardz segédanyaggal is kiegészitettiink. A
szalképzés kozben technikai problémakat tapasztaltunk: az elkésziilt szalak nem voltak
megfeleléen homogének, a kész nanoszalakba bezart folyadékcseppek voltak lathatdéak. A
szalak er6sen hozzatapadtak a kollektorhoz, igy begytijtésiik nehéz volt; kevesebb terméket
kaptunk a vartndl. A komplikaciét az okozhatta, hogy a kisérlet alkalmaval a
laboratériumban szokatlanul magas volt a paratartalom az iddjaras kovetkeztében. Az
elektronmikroszkopos felvételeken az amorf szalas anyag kezd6do visszakristalyosodasanak

jeleit lathattuk (8. abra).

18ku

8. abra: SEM felvétel, 3. szalképzés PVA-PEO alapanyag. Segédanyag: bal oldali képeken szachar6z; jobb
oldaliakon mannit. Az bal alsé képen megfigyelheté a PVA kezd6d6 visszakristalyosodasa (nyilak).
Virus: BoHV-1 (a virus a képeken nem abrazoldodik)

A szalképzés utan a kész nanoszalakat két egyenld részre osztottuk fel, ezek egyik felét a
szalképzés napjan (0. nap), a masikat pedig az 5. napon titraltuk vissza, hogy megvizsgaljuk,
hogyan valtozott a virustiter az ES, illetve a tarolas hatdsara. A szalképzést koveto titralas

soran jelentds visszaesést tapasztaltunk a virusok infektiv titerében (9. abra).
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BoHV-1 titerek szalképzés és tarolas utan, 3.szalképzes

4,94
5 4,47 |
| S 1 |
€4 i I 1 I
> : I 3,03 : :
a 1
S T 2,43 T
Yo I 1 1 1 2 1,97
22 | 1 | |
1 I I 1
1 I 1 1 1
1 I 1 1
1 I 1 I
0 L_— R |
PVA-PEO + 17% szachar6z PVA-PEO + 17% mannit

wsElméleti max. mO.nap 5. nap

9. abra: a virustitralas eredményei a harmadik szalképzést kdvetden

5.2.4. Negyedik szalképzés

A negyedik szalképzés soran a korabbi tapasztalatok alapjan optimalizaltuk az ES
eljarast. A PVPVAG64 alapanyaghoz segédanyagként 5% szacharozt, illetve 5% mannitot
adtunk, és a polimert 6nmagaban is hasznaltuk. A negyedik kombinacio PVA+PEO + 17%
szachardz volt. A szalképzést kdvetden a kész termékeket 4 részre osztottuk fel, hogy az
azonnali (0. napi) eredmények mellett 5, 15, és 31 napos tarolast kdvetden is meg tudjuk
hatarozni a nanoszalak virustartalmat. Az eredmények azt mutattdk, hogy a stabilizalo
adalékok igen fontosak az BoHV-1 infektivitdsdnak megtartasahoz: a segédanyagok nélkiili
szalakban a virusok titere nagyobb mértékben csokkent, mint a tobbi esetben. Szachardz
segédanyag hasznalataval — mindkét polimernél — a kozvetleniil az ES alatti veszteség
kisebb, mint mannittal, azonban a tarolas soran a mannitos szalakban stabilabb maradt a
virustiter (10. abra). A SEM felvételeken a nanoszalak morfologidja az 1. és 2.
szalképzésben megfigyeltekhez hasonlo volt (5. és 7. abrak). A qPCR vizsgalat alapjan a
BoHV-1-specifikus DNS kopiaszamok a 3. és 4. kisérletekben sem mutattak érdemi

csokkenést a polimerekhez hozzaadott virusszuszpenzidohoz képest.
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BoHV-1 titerek szalképzés és tarolds utdn, 4. szalképzés
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10. abra: a virustitralds eredményei a negyedik szalképzés utan.
5.2.5. Otodik szalképzés

Az otodik szalképzést TGEV virusokkal végeztiik, amelynek sordan PVPVAG64-et
hasznaltunk fel 6nmagaban, valamint 5% szachardzzal illetve mannittal kiegészitve. A
kisérleti protokollt a 4. szalképzésnek megfelelden alakitottuk ki. Eredményeink alapjan az
ES kovetkeztében végbement titercsokkenés a BoHV-1 virushoz hasonld (szachardz
segédanyag esetén magasabb) volt, azonban a tdrolds soran lényegesen stabilabbnak
bizonyultak a TGEV virust tartalmaz6 nanoszalak. A fert6z6képes virionok mennyiségének

csokkenése a vizsgalt 31 nap alatt elhanyagolhato volt (11. abra).

TGEV titerek szalképzés €s tarolas utan, 5. szalképzés
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11. abra: a virustitralas eredményei az 6todik szalképzést kovetden.
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6. MEGBESZELES

Napjainkban a fert6z6 betegségek elleni védekezés jelentésége megnovekedett az allat-
¢és kozegészségligyben egyarant. A virusfert6zések ellen jelenleg is a vakcindzas a legfobb
lehetdség a prevencio terén. A kelld hatékonysagl vakcinavirusok mellett azok eldallitasi
technoldgidja és tarolas kozbeni stabilitasa is kulcsfontossag. Kutatdmunkankban egy erre
a célra még nem hasznalt innovativ modszert, az elektrosztatikus szalképzést (ES) vizsgaltuk

Az ES-hez alapvetd fontossaghh a megfeleléen hasznalhatd szalképzd vegyiiletek
kivalasztasa. A 2-hidroxipropil-B-ciklodextrin mindkét altalunk vizsgalt lipidburkos virust
inaktivalta elézetes tolerancia-vizsgalatunk soran. A kimutatott antiviralis hatast a
szakirodalomban mar leirtdk. Ennek oka, hogy a ciklodextrinnek lireges térszerkezete van,
igy a kornyezetébdl kivonja a koleszterint (zarvanykomplexeket képez), ennek
kovetkeztében a burokkal rendelkezd virusok lipidszerkezete meggyengiil, valamint a
membranfiziot is gatolja, ami a sikeres sejtfertdzéshez sziikséges [35,36]. A masik két
kivalasztott alapanyag, a PVPVA64 és a PVA-PEO biokompatibilis polimerek ezzel
szemben nem voltak hatassal a virustiterre.

Szalképzési kisérleteink sordn tobb kiilonbozd kisérleti koriilményt, beallitast, alap- és
segédanyagok eltérd kombinacidit teszteltiik a nanoszalakba beépitett fertézoképes virusok
minél nagyobb aranyi megdrzésére. Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy az ES
egy olyan formulécios eljaras, amely a kornyezeti hatdsokra érzékenyebb, lipidburkos
virusok szamara is jol toleralhatd. Az eldallitas soran a virustiter csokkenése 0,8-1,5 logio
kozotti volt a megfeleld koriilmények, illetve kombinacidk beallitasa utan. Ezek az értékek
a hagyomanyos formulaciés modszerekkel 6sszemérhetdk [12]. Az ES folyamata kozben
fontos a paratartalom kontrolldldsa: a harmadik kisérletiink idején jellemz0 magas
paratartalom negativ hatdssal volt a nanoszalak szerkezetére és mindségére, valamint az
integralt virusok életképességére egyarant. Az eredmények ramutattak a tarolasi
koriilmények fontossdgara is: ha a virustartalma szalakat 4°C-on tartjuk, akkor
nagymeértékben csokkenthetok a veszteségek a hiités nélkiili taroldshoz képest. Els6 és
masodik szalképzésiink tapasztalatait figyelembe véve megallapithatdé, hogy a magas
infektiv virustiter fenntartasa érdekében célszeri fehérjetartalmu kozeget (pl. tapfolyadék)
biztositani az ultracentrifugalt virusok szdmara tiszta pufferoldat helyett. A fehérjék ugyanis
védokolloidot képeznek a virionok koré, amely megovhatja dket a szalképzés és a tarolas

alatti negativ hatasoktol.
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A fertdzOképesség megdrzését nagymértékben eldsegitik a cukoralapt segédanyagok. A
kisérletek soran azt figyeltik meg, hogy a szachar6z a szalképzés folyamata kdzben ad
nagyobb védelmet, mig a mannit a tarolds alatt bizonyul hatékonyabbnak. Ennek
legvalésziniibb oka az, hogy a szachar6z csokkenti a sokkhatast, amelyet a gyors
dehidratacio hatasa okoz a virusoknak, a mannit pedig a szalak vizfelvételét korlatozza
hosszabb tavon.

Vizsgalataink alapjan a TGEV-t tartalmazd nanoszalak titralhaté virusmennyisége egy
honapos tarolés alatt sem csokkent, igy joval stabilabbnak bizonyultak, mint a BoHV-1-et
tartalmazok. Ezt azzal magyardzhatjuk, hogy bar mindkét virus burkos, a TGEV egy
emésztoszervi patogén, igy jobb az altalanos ellenalld képessége, mint az érzékenyebb,
1égzdszervi korokozdo BoHV-1-nek. Mannittal kiegészitett PVPVA64 polimer hasznalata
mellett ugyanakkor a BoHV-1-tartalmu szalak is szamottevé védelmet jelentettek a
virusoknak. Mas kutatdsokban a mannit probiotikumok nanoszalba épitésénél €s virusok
liofilizalasanal is jotékony hatasu volt a technoldgiai és hosszu tavu stabilitasra [7,37].

Real-time PCR vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a nanoszalakbol kioldott és a kiindulasi
virusszuszpenzidkbol vett mintdk orokitdanyag-tartalma kozel megegyezett. Ebbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy kozel az Osszes, szalképzd oldatokhoz adott virus
ténylegesen beéplilt a nanoszalakba, és az ES folyamata kovetkeztében a vizsgalt virusok
DNS-e vagy RNS-e nem karosodott.

Kovetkeztetéseinket Osszefoglalva megallapithato, hogy az ES-nek lehet szerepe a
vakcinagyartasban, ami azért is kedvezd lehetdség, mivel a modszer olcsobb és folyamatos
technoldgiaként gyorsabb, mint a jelenleg erre a célra alkalmazott eljarasok. Az ES alap
vakcina-eléallitas kiilondsen igéretes a nagyiizemi allattartasban hasznalt peroralis, illetve
aeroszolos tomegoltasoknal, valamint kedvezdtlen kdrnyezeti koriilmények kozott végzett
vakcindzasoknal (példaul meleg égdvi orszagokban). A jovében célszerli tovabbi
vizsgalatokat végezni ahhoz, hogy novelni tudjuk a nanoformulélt virusok eltarthatdsagi
idejét, illetve hogy szélsdséges koriilményeknek is ellenalld termékeket tudjunk késziteni.
Ezekhez a kisérletekhez ujabb virusok ¢és segédanyagok bevonasa sziikséges. A
segédanyagok koziil érdemes kiprobalni tobbek kozott az inulin, a kitozan, a poliszorbat és
zselatin stabilizalo hatasat is. A virusok szempontjabodl célszertt megvizsgalni, hogy — egyéb
burkos virusok mellett — hogyan viselkednek lipidburokkal nem rendelkezé RNS vagy DNS

virusok a szalképzések soran.
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OSSZEFOGLALAS

El6virusos vakcinak eléallitisanal komoly kihivast jelent, hogy a formulacios eljaras soran és
a tarolasi id6 alatt a lehetd legkisebb mértékben csokkenjen a fert6zoképes virusok mennyisége. E
célnak megfelelden a stabilitas fokozéasara alkalmas lehet az elektrosztatikus szalképzés (ES), egy
innovativ nanotechnologiai modszer, amellyel hatdanyaghordoz6 nanoszélak allithatok eld. A
virusok nanoszalakba épitésével egy olyan, kdmyezeti hatdsoknak ellendlld matrix készithetd,
amely védelmet biztosit a befoglalt virusok szdmara. Az eljards koltséghatékonyabb ¢és
kiméletesebb, mint a hagyomanyosan hasznalt liofilizalas vagy porlasztva szarités.

Kisérleteink soran a BoHV-1 virust MDBK; a TGEV virust pedig ST/E62 sejttenyészeteken
szaporitottuk fel. A megfeleld titert elérdé virusszuszpenziokat preparativ ultracentrifugaldssal
koncentraltuk és tisztitottuk. A virusokat egy elokisérlet soran az ES-hez hasznalt szalképz6
oldatokhoz kevertiik, hogy kimutassuk azok potencidlisan inaktivald hatasat. A szalképzéséket
nagysebességli, méretndvelt termelésre alkalmas electrospinning késziilékkel (HSES) végeztiik. A
stabilitas eldsegitésére segédanyagként mannitot és szachardzt hasznaltunk. Az elkésziilt
nanoszalakbol a fertézoképes virusok mennyiségét véghigitasos titralassal hataroztuk meg, a
virusok széalakban 1évd orokitdanyag-tartalmat qPCR technikaval mértiik, a kész nanoszalak

A szalképzések el6tt végzett tolerancia teszt soran azt tapasztaltuk, hogy a B-ciklodextrin
alapanyag antiviralis hatast fejt ki a burkos virusokra. A PVPVA64 és a PVA-PEQ biopolimereket
azonban kompatibilisnek talaltuk a vizsgalt virusokkal, igy a szalképzésekhez ezeket az
alapanyagokat hasznaltuk. A kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a virusok jobban megdrzik
a fert6zOképességiiket az ES ¢és az azt kdvetd tarolas soran, ha fehérjetartalmu oldatot hasznalunk
reszuszpendalasukra, ha a szalakat 4°C-on taroljuk, és kiilonosen ha szachar6z vagy mannit
segédanyagot adunk a szalképz6 kdzeghez. Mind a BoHV-1, mind a TGEV esetén a virustiterek
el6allitasi folyamat altali kozvetlen csokkenése 0,8-1,5 logio kozotti volt a megfelel 6 koriilmények,
illetve kombinaciok beallitasa utdn. A nanoszalak egy honapos tarolasa alatt a virusok infektiv
titere csak kis mértékben csokkent (BoHV-1, mannit segédanyag hasznalata mellett), vagy teljesen
stabil maradt (TGEV).
érzékeny lipidburkos virusok szamara is jol toleralhato. Megfeleld segédanyagok felhasznélasaval
a vakcinagyartasban a liofilizaléas €s a porlasztva szaritas alternativajaként kaphat szerepet. Nagy
lehetdséget rejt a nagylizemi allattartdsban hasznalt peroralis, illetve aeroszolos tomegoltasoknal,

valamint kedvezotlen kdrnyezeti koriilmények kozott (példaul meleg égovi orszagokban).
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SUMMARY

One of the substantial challenges of the production of live virus vaccines is the reduction
of the infectious titre of viruses during formulation and storage. Electrospinning (ES), an
innovative method of nanotechnology may be a suitable option to enhance stability via the
incorporation of viruses (along with other biologicals) into nanofibres. The virus-carrying
nanofibre matrix may promote resistance to environmental impacts, providing protection for
the integrated viruses. This method is more cost-effective and operates at less demanding
temperature and pressure conditions than traditionally used freeze-drying or spray-drying.

During our experiments, we propagated viruses BoHV-1 and TGEV on MDBK and
ST/E62 cell cultures, respectively. Viral suspensions that reached appropriate titre were
concentrated and purified by preparative ultracentrifugation. In a preliminary experiment,
viruses were mixed with solutions that can be used as the basis of ES to reveal their potential
inactivating effect. Scaled-up production of nanofibres was performed using a high-speed
electrospinning (HSES) platform. Mannitol and sucrose were used as stabilizing additives.
The quantity of infective virions dissolved from the nanofibres was detected by titration, the
virus-specific nucleic acid copy numbers were measured with gPCR technique, and the
morphology of the finished nanofibers was demonstrated by scanning electron microscopy.

The tolerance test performed before ES revealed that a possible ES agent, B-cyclodextrin
exerts antiviral effect on enveloped viruses. However, biopolymers PVPVAG64 and PVA-
PEO were compatible with the tested viruses, thus we used these materials for fibre-forming.
The results of the experiments showed that viruses more preserve their virulence during ES
and subsequent storage if the solution used for their resuspension contains proteins, if the
fibres are stored at 4°C, and especially if mannitol or sucrose is added to the fibre-forming
medium. In the cases of both BoHV-1 and TGEYV the direct reduction of the viral titres upon
fibre-production was between 0.8-0.10 logio, using the appropriate settings and
combinations. During a one-month-long storage of nanofibres, the infectious titre of the
viruses decreased only slightly (BoHV-1, using mannitol) or remained stable (TGEV).

Based on our results, ES is a suitable method for the solid formulation of viruses — the
process is well tolerated even by sensitive, enveloped viruses. Using the proper excipients
this method may serve as alternative to freeze-drying and spray-drying in vaccine
production. It provides a notable opportunity to enhance peroral and aerosol mass
vaccinations of swine and poultry, and its use might also be considered under unfavourable

environmental conditions (e.g. tropical countries).

34



IRODALOM JEGYZEK

[1] DomjanJ, Vass P, Hirsch E, Szabo E, Pantea E, Andersen SK, Vigh T, Verreck G, Marosi G, Nagy ZK
(2020) Monoclonal antibody formulation manufactured by high-speed electrospinning. International Journal
of Pharmaceutics 591:120042. https://doi.org/10.1016/].ijpharm.2020.120042

[2] S-WL, Belcher* AM (2004) Virus-Based Fabrication of Micro- and Nanofibers Using Electrospinning.
In: ACS Publications. https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/n1034911t. Accessed 3 Oct 2022

[31 Dowlath S, Campbell K, Al-Barwani F, Young VL, Young SL, Walker GF, Ward VK (2021) Dry
Formulation  of  Virus-Like Particles in Electrospun Nanofibers. ~ Vaccines  9:213.
https://doi.org/10.3390/vaccines9030213

[4] Vass P (2020) Vizes oldat alapa méretnovelt elektrosztatikus szalképzés alkalmazasa a
gyogyszeriparban.  PhD  értekezés, @BME  Szerves  Kémia és  Technoldgia  Tanszék
https://repozitorium.omikk.bme.hu/bitstream/handle/10890/15081/ertekezes.pdf?sequence=2

[5] Greiner A, Wendorff JH (2007) Electrospinning: A Fascinating Method for the Preparation of Ultrathin
Fibers. Angewandte Chemie International Edition 46:5670-5703. https://doi.org/10.1002/anie.200604646

[6] Hirsch E, Vass P, Demuth B, Petho Zs, Bitay E, Andersen SK, Vigh T, Verreck G, Molnar K, Nagy
ZsK, Marosi Gy (2019) Electrospinning scale-up and formulation development of PV A nanofibers aiming oral
delivery of biopharmaceuticals. Express Polym Lett 13:590-603.
https://doi.org/10.3144/expresspolymlett.2019.50

[7]1 Hirsch E, Pantea E, Vass P, Domjan J, Molnar M, Suhajda A, Andersen SK, Vigh T, Verreck G, Marosi
GJ, Nagy ZK (2021) Probiotic bacteria stabilized in orally dissolving nanofibers prepared by high-speed
electrospinning. Food and Bioproducts Processing 128:84-94. https://doi.org/10.1016/j.fbp.2021.04.016

[8] Nagy ZK, Balogh A, Démuth B, Pataki H, Vigh T, Szabo B, Molnar K, Schmidt BT, Horak P, Marosi
G, Verreck G, Van Assche I, Brewster ME (2015) High speed electrospinning for scaled-up production of
amorphous solid dispersion of itraconazole. International Journal of Pharmaceutics 480:137-142.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2015.01.025

[9] Sebel, Petzke M, Zelko R, Kallai-Szab6 B (2013) [Preparation and possibilities for pharmaceutical use
of nano- and microfiber systems I]. Acta pharmaceutica Hungarica 83:96-104

[10] Xie J, Li X, Xia Y (2008) Putting Electrospun Nanofibers to Work for Biomedical Research.
Macromolecular Rapid Communications 29:1775-1792. https://doi.org/10.1002/marc.200800381

[11] Ramakrishna S, Fujihara K, Teo W-E, Yong T, Ma Z, Ramaseshan R (2006) Electrospun nanofibers:
solving global issues. Materials Today 9:40-50. https://doi.org/10.1016/S1369-7021(06)71389-X

[12]. Malenovska H (2014) The influence of stabilizers and rates of freezing on preserving of structurally
different animal viruses during lyophilization and subsequent storage. J Appl Microbiol, 117:1810-9.

[13]. Hansen LJJ, Daoussi R, Vervaet C, Remon J-P, De Beer TRM (2015) Freeze-drying of live virus
vaccines: A review. Vaccine 33:5507-5519. https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.08.085

[14]. Démuth B (2018) Elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott amorf szilard — diszperzid
feldolgozhatosaganak vizsgalata. MKF 124:43-48. https://doi.org/10.24100/MKF.2018.01.43

[15] Ameri M, Maa Y-F (2006) Spray Drying of Biopharmaceuticals: Stability and Process Considerations.
Drying Technology 24:763-768. https://doi.org/10.1080/03602550600685275

[16]. Cerbu C, Kah M, White JC, Astete CE, Sabliov CM (2021) Fate of Biodegradable Engineered

Nanoparticles Used in Veterinary Medicine as Delivery Systems from a One Health Perspective. Molecules
26:523. https://doi.org/10.3390/molecules26030523

35


https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2020.120042
https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/nl034911t.%20Accessed%203%20Oct%202022
https://repozitorium.omikk.bme.hu/bitstream/handle/10890/15081/ertekezes.pdf?sequence=2
https://doi.org/10.1002/anie.200604646
https://doi.org/10.1016/j.fbp.2021.04.016

[17] Rosic R, Kocbek P, Pelipenko J, Kristl J, Baumgartner S (2013) Nanofibers and their biomedical use.
Acta Pharmaceutica 63:295-304. https://doi.org/10.2478/acph-2013-0024

[18] GunnJ, Zhang M (2010) Polyblend nanofibers for biomedical applications: perspectives and challenges.
Trends in Biotechnology 28:189-197. https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2009.12.006

[19] Leung V, Ko F (2011) Biomedical applications of nanofibers. Polymers for Advanced Technologies
22:350-365. https://doi.org/10.1002/pat.1813

[20] Zeng J, Yang L, Liang Q, Zhang X, Guan H, Xu X, Chen X, Jing X (2005) Influence of the drug
compatibility with polymer solution on the release kinetics of electrospun fiber formulation. Journal of
Controlled Release 105:43-51. https://doi.org/10.1016/].jconrel.2005.02.024

[21] Jia Y, Krishnan L, Omri A (2015) Nasal and pulmonary vaccine delivery using particulate carriers.
Expert Opin Drug Deliv 12:993-1008. https://doi.org/10.1517/17425247.2015.1044435

[22] Calderon-Nieva D, Goonewardene KB, Gomis S, Foldvari M (2017) Veterinary vaccine
nanotechnology: pulmonary and nasal delivery in livestock animals. Drug Deliv and Transl Res 7:558-570.
https://doi.org/10.1007/s13346-017-0400-9

[23]. Roy CJ, Ault A, Sivasubramani SK, Gorres JP, Wei C-J, Andersen H, Gall J, Roederer M, Rao SS (2011)
Aerosolized adenovirus-vectored vaccine as an alternative vaccine delivery method. Respiratory Research
12:153. https://doi.org/10.1186/1465-9921-12-153

[24] Roth Y, Chapnik JS, Cole P (2003) Feasibility of Aerosol Vaccination in Humans. Ann Otol Rhinol
Laryngol 112:264-270. https://doi.org/10.1177/000348940311200313

[25]. 1. Garton W (2016) Commercial chicken vaccination: part 1 — spray and aerosol usage. In: Vet Times.
https://www.vettimes.co.uk/article/commercial-chicken-vaccination-part-1-spray-and-aerosol-usage/.

[26] Rothen-Weinhold null, Gurny null, Dahn null (2000) Formulation and technology aspects of conrolled
drug delivery in animals. Pharm Sci Technol Today 3:222-231. https://doi.org/10.1016/s1461-5347(00)00276-
5

[27]. Rathbone MJ, Martinez MN (2002) Modified release drug delivery in veterinary medicine. Drug
Discovery Today 7:823-829. https://doi.org/10.1016/S1359-6446(02)02362-0

[28] Iburg DM (2003) Drinking water vaccination against Salmonella - a proven concept also in day-old
chicks. , Lohmann Information

[29] Kroll JJ, Roof MB, McOrist S (2004) Evaluation of protective immunity in pigs following oral
administration of an avirulent live vaccine of Lawsonia intracellularis. American Journal of Veterinary
Research 65:559-565. https://doi.org/10.2460/ajvr.2004.65.559

[30] Garton W (2016) Commercial chicken vaccination: part 2 — drinking water administration. In: Vet
Times. https://www.vettimes.co.uk/article/commercial-chicken-vaccination-part-2-drinking-water-
administration/.

[31] Davitt CJH, Lavelle EC (2015) Delivery strategies to enhance oral vaccination against enteric infections.
Advanced Drug Delivery Reviews 91:52—69. https://doi.org/10.1016/j.addr.2015.03.007

[32] Tizard IR (2021) Chapter 18 - Porcine vaccines. In: Tizard IR (ed) Vaccines for Veterinarians. Elsevier,
pp 225-242.el

[33] Ochoa-Reparaz J, Sebastia E, Sitja M, Tamayo I, Irache JM, Gamazo C (2021) Protection Conferred by
Drinking Water Administration of a Nanoparticle-Based Vaccine against Salmonella Enteritidis in Hens.
Vaccines 9:216. https://doi.org/10.3390/vaccines9030216

[34] Jana P, Shyam M, Singh S, Jayaprakash V, Dev A (2021) Biodegradable polymers in drug delivery and
oral vaccination. European Polymer Journal 142:110155. https://doi.org/10.1016/j.eurpolymj.2020.110155

36


https://doi.org/10.1002/pat.1813
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2005.02.024
https://www.vettimes.co.uk/article/commercial-chicken-vaccination-part-1-spray-and-aerosol-usage/
https://doi.org/10.2460/ajvr.2004.65.559
https://www.vettimes.co.uk/article/commercial-chicken-vaccination-part-2-drinking-water-administration/
https://www.vettimes.co.uk/article/commercial-chicken-vaccination-part-2-drinking-water-administration/
https://doi.org/10.1016/j.eurpolymj.2020.110155

[35] BezerraBB, Silva GPD da, Coelho SVA, Correa IA, Souza MRM de, Macedo KVVG, Matos BM, Tanuri
A, Matassoli FL, Costa LJ da, Hildreth JEK, Arruda LB de (2022) Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HP-
BCD) inhibits SARS-CoV-2 replication and virus-induced inflammatory cytokines. Antiviral Res 205:105373.
https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2022.105373

[36] Graham DRM, Chertova E, Hilburn JM, Arthur LO, Hildreth JEK (2003) Cholesterol depletion of
human immunodeficiency virus type 1 and simian immunodeficiency virus with beta-cyclodextrin inactivates
and permeabilizes the virions: evidence for virion-associated lipid rafts. J Virol 77:8237-8248.
https://doi.org/10.1128/jvi.77.15.8237-8248.2003

[37] Pastorino B, Baronti C, Gould EA, Charrel RN, Lamballerie X de (2015) Effect of Chemical Stabilizers
on the Thermostability and Infectivity of a Representative Panel of Freeze Dried Viruses. PLOS ONE
10:e0118963. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0118963

37


https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2022.105373
https://doi.org/10.1128/jvi.77.15.8237-8248.2003
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0118963

KOSZONETNYILVANITAS ES NYILATKOZATOK

Halas kdszonettel tartozom mindenkinek, aki hozzajarult a tudoményos didkkori munkdm
elkészitéséhez. Mindenekel6tt szeretném megkdszonni témavezetdomnek Dr. Marosi
Andrasnak, akinek lelkes biztatasa és tanacsai nélkiil nem késziilhetett volna el ez a dolgozat.

Valamint készonom Dr. Tenk Miklosnak a szivélyes fogadtatdst a Jarvanytani és
Mikrobiolégiai Tanszéken. Oszinte koszonettel tartozom a tanszék valamennyi
munkatarsanak a segitségéért.

Tovéabbi koszonet illeti a Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem,
Vegyészmérnoki és Biomérnoki Kar (BME-VBK) Szerves Kémia és Technologia Tanszék,
Gyodgyszer- Kornyezeti- és Biztonsagtechnologiai Anyagok Kutatocsoportjanak a tagjait,
kiilonosen Dr. Hirsch Editet, és az ELKH Allatorvostudoméanyi Kutatointézet Molekularis

és Osszehasonlito Virologia csoportjabol Dr. Papp Tibort.

38



A hallgat6 neve:

Neptun-kddja:

. \
A témavezetd neve és beosztasa: D‘ﬁ\,ﬂ4’m3 ).A ND MS{

TEIETEML. AD)UNGU S

Tansa JARVAWTTAN L ES MILROBIOL SGIAL . TaRLZElC

A diplomadolgozat c'ime: \“,Q\)-SQM-— . BEéP(/TE‘-S L = ‘)OL IMEP\A’LAYO\B
O NANO SALACEA. (TDL. DOLEDZAT Y

Konzultacio - 1. félév

o Idépo‘gé N Téma/Témavezetd megjegyzése Témavezetd alirdsa
L 3024 ] 08 | 20 Ebff u:‘ﬁ‘t‘*ma;& @\
212021 | (o | 04 |Sylengseskel prssd@isa | 2~
312024 | 44 | 03 | Ulnshihaols G
42024 | A2 | (S |Vhoro@lBs qilesden| 72 A ™
s | 2022] o4 | 42 ey kfif:;ms v | G ™

Erdemjegy az elsé félév végén: .......

3.

Konzultacié - 2. félév

By Id6p0n}tlé Nap Téma/Témavezeté megjegyzése Témavezeto alairasa
L9022 | 02| 04 |Ndiwsow ivovale | LN
2. 12022 | OL | 22 |Ren -~ hua PR /C_\L\
. |01z | 0% [0 | Vins Vil /E/\KS
4 12022 | 04 | AR |Nanoseslldpads (BHS)| = AN

\
»J20w2| ox |y [Erotbtyely gl | B o™
1 -
Erdemjegy a masodik félév végén: . fr ................................

A nyomtatvany a hallgatdi és a tanszéki ligyintézdi alairds, valamint az atvétel datuma nélkiil
nem érvényes. A konzultacids lap a diplomamunka mellékletét képezi!



Allatorvostudomanyi Egyetem TANULMANYI OSZTALY

A diplomamunka - a szakra vonatkozéan - a Tanulmanyi- és Vizsgaszabalyzatban, valamint az Utmutaté
a szakdolgozatok/diplomamunkak készitéséhez cimli mellékletében leirt kovetelményeknek megfelel.

A diplomamunka befogadhato, védésre alkalmasnak talaltam.

témavezetd alairasa

Hallgato alairasa:

Tanszéki eloadd alairdsa: ..........ooooiiiiiiiiiin.., Atvétel datuma: .....................

A nyomtatvany a hallgatdi és a tanszeki ligyintézoéi alairas, valamint az atvétel datuma nélkiil
nem érvényes. A konzultacios lap a diplomamunka mellékletét képezi!



NYILATKOZAT

Alulirott ... 2 L e T esessans nyilatkozom, hogy diplomamunkdm, melynek cime
i - - _ { e
\ IR USTK BEEPITESE  BOPOLIMER  ALAPG  MANG STALAL BA

..........................................................................................................................................................

................................................................................................................................... tartalmi és formai
szempontbdl teljes mértékben megegyezik azonos cim(, a ... évi TDK konferencian

szerepelt dolgozatommal.

Budapest, 202.%....0 0 9

G M

sssassglle
u

a hallgatd neve és alairasa



