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1. UvOD

1.1. Opcenito o virusima

Virusi su infektivne Cestice koje se mogu dijeliti samo u stanicama domacina. Gradeni
su od virusnog genoma (DNK ili RNK) i virusne kapside. Izvan domacina virusna Cestica nije
metabolicki aktivna. Virusi se smatraju granicom zivog i1 nezivog svijeta zbog toga Sto su
virusne Cestice aktivne samo u domacinu i nemaju vlastiti metabolicki sustav,. Molekularna
evolucija procjenjuje da su se virusi pojavili u razdoblju ordovicija (prije vise od 450 milijuna
godina), iako pojava prvog virusa nije to¢no datirana. Svaki Zivi organizam ima barem jednu
vrstu virusa kojem je domacin. Virusne Cestice su veli¢ine izmedu 20 1 1000 nm. Zbog svoje
veli¢ine mogu se vidjeti iskljucivo elektronskim mikroskopom. Stanice koje su zarazene
virusom pokazuju citopatoloske promjene koje su vazne za detekciju virusa. Primjer takvih
promjena u biljnom tkivu je mozai¢ni uzorak na listovima inficiranih biljaka duhana. Bolest
koja je uzrokovala ovakve promjene na duhanu opisana je u 19. stolje¢u. Ruski student Dimitrij
Josifovi¢ Ivanovski je cijedio sok inficiranih biljaka i vise puta ga filtrirao kroz filter papir koji
zadrzava bakterije. Filtrirani sok je i dalje bio infektivan kada bi se utrljao u zdrave biljke.
Ivanovski je time objasnio da se u filtriranom biljnom soku nalaze toksini bakterija koji
uzrokuju zarazu. Nizozemski mikrobiolog Martinus Willem Beijernick, izvodi isti eksperiment
I na osnovi svojih zapaZanja govori o novom tipu infektivnog uzro¢nika, pri ¢emu pretpostavlja
da se radi o proteinskim molekulama koje se razmnozavaju. Prvi otkriveni, snimljeni i

kristalizirani virus bio je virus mozai¢ne bolesti duhana (tobacco mosaic virus, TMV)[1].

1.2. Grada biljnih virusa

Vecina biljnih virusnih Cestica ima ikozaedralan oblik (poliedri¢na ili izometri¢na
grada), produZen oblik (anizometralan ili oblik Stapica) ili rjede oblik koji je slican bakterijama

(npr. oblik metka).



Slika 1. Oblici virusnih Cestica: ikozaedralni, Stapicasti i filamentni [2]

Biljni virusi mogu imati sve poznate oblike nukleinskih kiselina, ali prevladavaju jednolancani
RNK virusi i dvolan¢ani RNK virusi. Virusne nukleinske kiseline su smjestene unutar virusnog
proteinskog omotaca ili kapside. Nukleinska kiselina zajedno sa kapsidom naziva se
nukleokapsidom ili virusnim nukleoproteinom. Kapsida se sastoji od veceg broja najcesce
istovrsnih proteinskih molekula (proteinskih podjedinica). Proteinske podjedinice se pravilno
udruzuju u vece tvorbe odnosno kapsomere (morfoloske jedinice). Kapsomere su najcesce
sastavljene od pet podjedinica (pentamere) ili od Sest (heksamere). Kod slozenih virusa oko
kapside dolazi jo$ jedan sloj, odnosno virusna ovojnica, koja osim proteina sadrzi lipide i
ugljikohidrate. Ovojnica najveéim dijelom potjee od stanicne membrane domacina. Kod
animalnih virusa ovojnica je Cesta, dok je kod biljnih virusa izuzetak. Mnogi virusi imaju
zrakaste izrasline iz ovojnice (projekcije ili peplomere), koje mogu biti razli¢itog oblika, ali se

najcesce pri vrhu kuglasto prosiruju [1].
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Slika 2. Cestica virusa mozaika duhana (tobacco mosaic virus, TMV) [web 1]

1.3. Zivotni ciklus virusa i infekcija domac¢ina

Postoje dva osnovna tipa virusnih infekcija: vegetativni (produktivni) tip i virogeni tip
(virusi koji ugraduju svoju nukleinsku kiselinu u DNK domacina). Nije poznat niti jedan biljni

virus koji se koristi virogenim tipom infekcije. Vegetativni tip infekcije postoji kao:

« Liticki ciklus, u kojem virus nakon ulaska u stanicu skida omota¢ 1 koristi stanicu kako bi
stvorio nove virusne dijelove za sastavljanje novih Cestica. Nastale Cestice razaraju stanicu i

izlaze iz nje.

* Perzistentni ciklus, u kojem se virus u inficiranoj stanici kontinuirano razmnozava, a izlazi iz
nje da pritom ne razgradi stanicu. Inficirana stanica se normalno dijeli i otpusta nove virusne

Cestice. Ovakav ciklus imaju svi biljni virusi.



Zivotni ciklus virusa moze se podijeliti u pet faza :

1. Faza adsorpcije virusa na povrsinu stanice

2. Faza ulaska virusa u stanicu

3. Faza sinteze osnovnih gradevnih dijelova virusa

4. Faza sastavljanja sintetiziranih virusnih dijelova u nove cestice
5. Faza izlaZenja virusnih Cestica iz stanice

Zbog specificne grade povrSine biljne stanice virusi ne prolaze kroz prvu fazu ciklusa.
Pretpostavka je da ne prolaze niti kroz drugu fazu ciklusa. Nije poznat toan proces ulaska
virusa u biljnu stanicu. Postoje razlicite teorije, pri cemu su dvije prevladavajuce. Biljni virusi
nemaju pric¢vrsna mjesta, a biljne stanice na svojoj povrSini nemaju receptore, ve¢ celuloznu
stjenku. Pretpostavka prve teorije je nuzno probijanje stani¢ne stijenke i prolazak virusa kroz
nastale rane. Tako virusi dolaze do stanicne membrane, a zatim i u stani¢ni protoplast. Bez rana
u stijenci virus ne moze zaraziti biljnu stanicu, iako postoji mogucnost da virus ude u
neoStecenu stanicu preko nekog vektora (npr. kukei, gljivice...). Prema drugoj teoriji virus ulazi
u stanicu kroz ektodezmije (protoplazmatske otvore u stani¢noj stijenci). Nedostatak ove teorije
je ¢injenica da virusi nisu nadeni u ektodezmijama. Nije poznato ni kako virus prolazi stani¢nu

membranu pri ¢emu postoje tri prevladavajuce teorije:

1. Rana koju virusi koriste za prolazak zahvaca stani¢nu stijenku i membranu, $to osigurava put

do protoplasta. Nakon prolaska virusa stijenka i membrana se oporavljaju.

2. Virusi prolaze na mjestu rane kroz stani¢nu stijenku. Dolaze na stani¢nu membranu, a zatim
ulaze u protoplast stanice fagocitozom. Nedostatak ove teorije je ¢injenica da kod stanica koje

imaju normalan unutarnji stanicni tlak (turgor) ne nastupa fagocitoza.

3. Virus prolazi kroz stani¢cnu membranu pomocu elektronskih zona ili mjehurica. Elektronske
zone nastaju kao posljedica ravnanja i zacjeljivanja povrSine stani¢ne stijenke nakon §to virus
stvori ranu. ,,Mjehuri¢i® dolaze u kontakt sa stanicnom membranom, privremeno S€ vezu s

vodom 1 stani¢nim strujanjem ulaze u stanicu.

Ostatak zivotnog ciklusa biljnog virusa je slian animalnim virusima. Nakon ulaska u
protoplast, virusna kapsida se razgraduje i oslobada genom. Virusni genom ulazi u jezgru
zarazene Stanice gdje stvara vlastite glasnicke RNK (mMRNK). Virusne mRNK dolaze na

ribosome koji sintetiziraju dijelove virusne Cestice, odnosno proteinske podjedinice koje se
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povezuju u kaspidu. Kada se novonastali dijelovi virusne Cestice sastave i sazriju, Cestice su
spremne za izlazak iz stanice. Zarazena stanica ne stupa u liticki ciklus ve¢ se zreli virusi Sire
plazmodezmijama. Period u kojem stanica zaraZena virusom stvara nove virusne ¢estice Se Zove

period pomr¢ine. Funkcionalna i infektivna virusna Cestica se naziva virion [1].

o=

Burst size: number
of virions released
per bacterium

@ Burst: host cells release |
many viral particles

Inoculation: inoculum of
virus binds to cells

Eclipse: virions
penetrate the cells

Logarithm of number of infectious virions

Hours

Slika 2. Graficki prikaz zivotnog ciklusa virusa [web 2]

1.4. Karakteristike biljnih virusa vazne za biotehnoloSku upotrebu

Najvaznija karakteristika materijala koristenih u biotehnologiji je biokompatibilnost. Taj
pojam opisuje kompatibilnost materijala sa zivim tkivom. Kako bi se materijal nazvao
biokompatibilnim, ne smije proizvoditi toksine i/ili izazivati imunoloski odgovor dok se nalazi
u tkivu. Materijali koji su biokompatibilni primarno se koriste za medicinske implantate i u
protetici kako bi se izbjeglo odbacivanje implantata od strane tkiva. Biljni virusi su
biokompatibilni zbog toga $to ne izazivaju bolesti ljudi i nisu toksi¢ni za ljude. Covjek &esto
dolazi u kontakt s biljnim virusima jeduci zarazene biljke pri ¢emu ne dolazi do zaraze. Biljne
nanocestice mogu tolerirati nepovoljna okruzenja, kao $to je primjerice zelucana kiselina i pri
tome ostati biokompatibilni. Kada biljni virus ude u stanicu brzo i potpuno se razgraduje
proteolitickom aktivnosc¢u lizosoma. Produkti razgradnje biljnih virusa nisu toksi¢ni, §to je
prednost u odnosu na sinteti¢ke nanocestice. Biljni virusi se razgraduju na aminokiseline i
proteine koji nisu Stetni za stanicu. Biljne virusne nanocestice su lako rasprsive u vodi, $to

omogucava laku zarazu biljaka. U podru¢ju biotehnologije 0vo svojstvo omogucava nove
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nacine formulacije lijekova s biljnim virusima, npr. cjepiva koja se primjenjuju oralno ili
intranazalno. Ovakva primjena biljnih virusa ima brojne prednosti, primjerice laka dostupnost,
brza proizvodnja i lako proc¢iséavanje u velikim koli¢inama. Kultiviraju se u biljkama, $to je
prednost u odnosu na animalne ili bakterijske viruse jer su uvjeti za odrzavanja biljaka

jednostavniji. Virusi koji se najc¢esée proucavaju u podrucju biotehnologjie su:

e virus mozai¢ne bolesti duhana (TMV)

e virus mozaika crnog graha (CPMV)

e virus kloroti¢ne pjegavosti crnog graha (CCMV)
e virus pjegavosti fizalisa (PhMV)

e virus mozai¢ne bolesti sesbanie (SeMV)

e virus krumpira X (PVX)

Navedeni virusi imaju ikozaedralnu, Stapicastu ili filamentnu strukturu, jer iste pokazuju

najbolju distribuciju u organizmu [2, 3, 4, web 3].

Slika 3. Elektronmikroskopska snimka Cestica virusa mozaika duhana (tobacco mosaic virus,
TMV) [web 4]



Slika 4. Elektronmikroskopska snimka ¢estica virusa mozaika crnog graha (cowpea mosaic
virus, CPMV) [web 5]

Slika 5. Elektronmikroskopska snimka ¢estica virusa kloroti¢ne pjegavosti crnog graha
(cowpea chlorotic mottle virus, CCMV) [web 6]



Slika 6. Elektronmikroskopska snimka ¢estica virusa krumpira X (potato virus X, PV X)

[web 7]
Virusima koji se primjenjuju u biotehnologiji, potrebno je detaljno poznavati gradu kapside,
geneticki sastav i ponaSanje u zivom tkivu. Virusi kori$teni u biotehnologiji imaju jednostavnu
kapsidu i organizaciju genoma. Najcesce se koriste virusi koji su detaljno istrazeni kao $to je
virus mozai¢ne bolesti duhana (tobacco mosaic virus, TMV). Proucavanjem grade biljnih
virusa, otkrivene su regije kapside povoljne za modifikacije. Morfoloska uniformnost virusa
bitna je za biotehnologiju jer modifikacijom Zeljenog mjesta na jednoj virusnoj Cestici, iSto
mjesto se modificira na drugoj Cestici. Virusne Cestice koje nastaju kao rezultat modifikacija
nazvane su virusne nanocestice (virus nanoparticles, VNP) ili virusima nalik nanocestice (Virus
like nanparticles, VLP). Razlika izmedu VNP-ova i VLP-ova je u tome §to VLP-ovi nemaju
genom 1 ne mogu se replicirati u zivim stanicama. Eliminacija genoma virusa moZze Zza
posljedicu imati i promjenu morfoloskog izgleda kapside. Na primjeru TMV-a, uklanjanje
genoma iz kapside mijenja oblik kapside iz karakteristicnog Stapicastog u “double-disk™ oblik.
Oblik kapside TMV-a se moze dodatno modificirati termickom obradom, nakon koje kapsida
poprima sferican oblik. Modifikacije morfoloSke strukture virsune kapside su pozeljne, zbog
toga $to mijenjaju interakcije Cestice virusa i stanice. Time je moguée od jednog pocetnog
virusa napraviti niz VNP-ova ili VLP-ova koji ciljaju $irok spektar stanica. Cak i ako su
pripadnici iste vrste, virusi koji imaju razli¢it omjer stranica kapside ciljaju razli¢ite stanice [3,
3,4].

Uz eliminaciju genoma i promjenu morfoloske strukture kapside, najées¢e modifikacije biljnih
virusa vezane su uz modifikacije za ciljanje specifi¢nih stanica. Ovakve modifikacije

omogucene su i nedostatkom tropizma biotehnoloskih biljnih virusa. Virusni tropizam ovisi 0
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osjetljivosti (stanica mora posjedovati receptore potrebne za ulazak virusa) i permisivnosti
(stanica mora dopustiti ulazak virusa). Virusima je moguce zaraziti samo osjetljive i permisivne
stanice. Osjetljivost stanice se zove i tropizam domacina. Tropizam slucaja bolesti opisuje
proces kojim su razli¢iti virusi (patogeni) evoluirali kako bi ciljali specifi¢ne vrste domacina i
specifi¢ne stanice unutar domacina [3, web 8]. Biotehnoloski biljni virusi ne pokazuju tropizam
zbog toga $to nemaju dodatnu ovojnicu i na kapsidi nemaju pri¢vrsna mjesta kojima se vezu za

stanice.

Jo§ jedna prednost biljnih virusa vazna za biotehnologiju je mogucnost samosastavljanja
virusnih Cestica. Samosastavljanje virusa je proces u kojem se istovremeno stvara kapsida i
unutar nje se inkapsulira virusni genom. Proces samosastavljanja olakSava i ubrzava
proizvodnju velikog broja nanocestica, Povoljni uvjeti samosastavljanja se naj¢es¢e postizu
dodavanjem pufera u otopinu u kojoj se nalazi virusna ¢estica. Proces samosastavljanja je jedan

od glavnih nacina inkapsulacije zeljenih molekula u virusnu kapsidu [5].



2. RAZRADA TEME

2.1. Modifikacije virusa za prijenos Zeljenih molekula

2.1.1. Samosastavljanje

Samosastavljanje je jedan od najefikasnijih nacina inkapsulacije Zeljenih molekula u virus.
Koju metodu virusna Cestica koristi za samosastavljanje ovisi o omjeru ukupne ja¢ine protein-
protein interakcija i protein-genom interakcija [5]. Iako su istraZivanja o ovom procesu

oskudna, poznata su dva procesa sastavljanja viriona:

e Samosastavljanje koje se sastoji od dva dijela: nukleacija i elongacija. Nukleacija
poCinje stvaranjem slabih protein-protein ili hidrofobnih veza izmedu proteinskih
podjedinica virusne kapside. Skupljanjem viSe proteinskih podjedinica stvara se
podjedinica s vise od 50% moguénosti za daljnji rast (kristalizaciju) kapside. Nakon
stvaranja podjedinice koja omogucéava daljnju kristalizaciju (ishodiSte kristalizacije),
pocinje faza elongacije (faza rasta). Na ishodiste kristalizacije se nastavljaju dodavati
proteinske podjedinice dok se kapsida ne zatvori. Neki autori smatraju da je zatvaranje
virusne kapside zaseban korak zbog drugacijih kineti¢kih parametara ovog procesa [5].

e Samosastavljanje koje se temelji na interakcijama kapsidnih proteina s genetickim
materijalom virusa. U ovom procesu se formiraju elektrostatske veze protein-genom,
koje su jace od protein-protein veza. Proteinske podjedinice su pozitivno nabijene, a
virusni genom negativno nabijen. Veliki broj proteinskih podjedinica se veze za virusni
genom. Skupljanjem velikog broja podjedinica stvaraju se protein-protein veze izmedu
podjedinica, Sto daje pravilan oblik virusnoj kapsidi i zatvara je oko genetskog

materijala [5].

Proces samosastavljanja je vazan za inkapsulaciju zeljenih molekula u ¢esticu biljnog virusa.
Jedna od metoda stvaranja VLP-ova je promjena pH, uvjeta pufera i ionske jakosti otopine u
kojoj se nalazi Cestica biljnog virusa. Promjene uvjeta okoline u kojoj se virusna Cestica nalazi,
uzrokuje rastavljanje kapside i uklanjanje virusnog genoma. Virusna kapsida se ponovno moze
sastaviti oko molekula koje zelimo dostaviti metodom izmjene pufera. Primjerice, kapsida
CCMV-a se rastavlja i otpusta genom pri fizioloSkom pH ili visokoj ionskoj jakosti otopine.
Kapsida se moZe ponovno sastaviti pri niskom pH ili niskoj ionskoj jakosti otopine. Proces

samosastavljanja se moZze posti¢i i pove¢avanjem koncentracije proteinskih podjedinica virusne
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kapside u otopini ¢ime prolazimo kriti¢énu koncentraciju otopine. To je koncentracija iznad koje
se formiraju Cestice | zapocinje proces samosastavljanja. Druga metoda samosastavljanja koristi
interakcije proteinska podjedinica - virusni genom. Zbog pozitivnog naboja proteinske
podjedinice moguce je formirati virusnu kapsidu oko negativno nabijene molekule. Negativno
nabijene molekule koje se Zele prenijeti virusnim nanocesticama imitiraju negativan naboj
genoma i stvaraju elektrostatske veze s proteinskim podjedinicama. U slucaju prenoSenja
neutralnih ili pozitivnih molekula, neutralne i pozitivne molekule se mije$aju s molekulama

negativnog naboja kako bi naboj smjese molekula bio ukupno negativan [4, 5].

- ™

a) Self-Assembly

CP Cargo

<< mvep §
h ‘ ApPH, Abuffer

CCMV

J

Slika 7. Shematski prikaz samosastvaljanja na primjeru virusa kloroti¢ne pjegavosti crnog

graha (cowpea mottle virus, CCMV) [4]

2.1.2. Infuzija molekula u unutra$njost nanocestice

Kapsida biljnih virusa je porozna pa supljine u kapsidi omogucéuju prolazak malih
molekula u unutra$njost. Pri odredenim uvjetima moguce je povecati Supljine u kapsidi biljnih
virusa. Kod virusa nekrotiénog mozaika crvene djeteline (red clover necrotic mosaic virus,
RCNMYV), moguce je povecati poroznost ¢estica uklanjanjem iona metala iz otopine u kojoj se
nalaze. Uklanjanjem iona kalcija i magnezija iz otopine, stvaraju se pore veli¢ine 11-13 A u
virusnoj kapsidi. Ponovnim dodavanjem iona kalcija i magnezija u otopinu s RCNMV-om,
veli¢ina pora kapside se smanjuje na veli¢inu prije uklanjanja. U ¢estice RCNMV-a je metodom
infuzije ubacen kemoterapijski lijek doksorubicin (DOX). Cestice RCNMV-a s DOX-om su
dodatno modificirane dodavanjem CD46-ciljajucih peptida na virusnu kapsidu. CD46 je protein
staniéne membrane i dio je imunolo§kog sustava. Ovako modificirana ¢estica RCNMV-a je

pokazala citotoksi¢nost na tumorske HelLa stanice. Virus RCNVM s ubacenim DOX-om i
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CD46-ciljaju¢im peptidima dobar je primjer uskladenosti razli¢itih metoda koje se koriste za

modifikaciju biljnih virusa u biotehnologiji [2, 6].

d 3

b) Infusion

ApH, asalt

RCNMV

Slika 8. Shematski prikaz infuzije molekula u unutrasnjost virusne kapside na primjeru virusa

nekroti¢énog mozaika crvene djeteline (red clover necrotic mosaic virus, RCNMV) [4]

2.1.3. Genetske modifikacije

Genetske modifikacije biljnih virusa u biotehnologiji se koriste za izmjenu virusnog
genoma. [zmjena genoma omogucava integraciju nenativnih struktura u kapsidu. Najcescée se u
kapsidu dodaju ligandi za ciljanje specifi¢nih stanica, antigeni, aminokiseline i proteini. Cilj
dodavanja nenativnih struktura u kapsidu je stvaranje povoljnih mjesta za daljnje modifikacije
npr. funkcionalizaciju (spajanje dodatnih komponenti na viralnu kapsidu). Jedan nac¢in izmjene
genoma biljnih virusa je promjena kvarterne i tercijarne strukture RNK. Time nastaju RNK
petlje koje dalje omogucuju specifi¢no vezanje molekula koje Zelimo prenjeti. Virusna RNK s
petljama jos uvijek stvara elektrostatske veze s proteinskim podjedinicama virusne kapside, pa

proces smosastavljanja virusne ¢estice nije poremecen [2, 4].
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Slika 9. Shematski prikaz genetskog modificiranja na primjeru bakteriofaga P22; ista metoda
se koristi i za biljne viruse [4]

2.1.4. Biokonjugacija

Biokonjugacija je proces vezanja dviju molekula od kojih je barem jedna biomolekula npr.
ugljikohidrati, nukleinske kiseline, proteini. U biotehnologiji biljnih virusa biokonjugacija se
koristi za dodavanje struktura na povrsinu virusne kapside npr. proteina za ciljanje stanica ili
lijekova. U biokonjugaciji molekula na kapsidu koriste se bo¢ni lanci aminokiselina koje grade
proteinske podjedinice kapside, pri ¢emu se koriste sljedec¢e aminokiseline: Lizin (Lys),
Asparaginska kiselina (Asp), Glutaminska kiselina (Glu), Cistein (Cys), Tirozin (Tyr),
Triptofan (Trp). Odredene proteinske podjedinice virusne kapside imaju bocne lance
aminokiselina lako dostupne za biokonjugaciju. Primjerice, CCMV virus ima 540 bo¢nih
ogranaka amino skupina i 560 bo¢nih ogranaka karboksilnih skupina koje se mogu modificirati
biokonjugacijom. Virus ima ikozaedralnu gradu, dok virusi koji imaju $tapicastu ili filamentnu
gradu, primjerice TMV nemaju dostupnih bo¢nih ogranaka aminokiselina za biokonjugaciju.
Biokonjugacija na kapsidu stapicastih ili filamentnih biljnih virusa se odvija putem N- i C-
terminalnih krajeva animokiselina. Razli¢ite kemijske reakcije se koriste za biokonjugaciju na
kapsidu biljnih virusa pri ¢emu odabir biokonjugacijske reakcije ovisi o razli¢itim faktorima,
npr. u kakvoj se otopini virus nalazi, konjugira li se na bo¢ni ogranak ili terminalni kraj, koriste

li se dodatne reakcije biokonjugacije nakon ove, itd. [2, 4, 7, web 9].
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Slika 10. Shematski prikaz biokonjugacije na primjeru virusa mozaika crnog graha (cowpea
chlorotic mottle virus, CPMV) [4]

2.2. Interakcije nanocestica s doma¢inom

2.2.1. Unos lijekova virusnim nanocesticama u organizam

Nacin unosa biljnih nanocestica U organizam vezan je uz tip stanica i tkiva s kojima
ciljano stupaju u interakciju. Cestice CPMV-a unesene intravenozno primarno ulaze u
dendriticke stanice imunoloSkog sustava, dok Cestice unesene oralno ulaze u limfocite. Lijekovi
s biljnim nanocesticama se unose u organizam nac¢inom koji promovira njihovu interakciju sa

zeljenim tkivom [2, 4].

Biljne virusne nanocestice (VNP) i virusima nalik nanocestice (VLP) su rasprsive u vodi i ¢esto
se daju putem otopina VNP-a ili VLP-a u puferu. Uspjesno se unose intravenoznim, potkoznim,
intramuskularnim, intraperitonealnim, intratrahealnim i intratumorskim injekcijama. Postoji
mogucnost 1 uzimanja lijekova s biljnim nanocesticama oralno, zbog visoke stabilnosti
nanoCestica pri simuliranim gastrointestinalnim uvjetima. Biljni virusi su postojani pri
razli¢itim pH vrijednostima, Sirokom rasponu temperatura i razli¢itim otapalima u organizmu,

§to ih ¢ini izvrsnim nanonosacima [4].
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Novija tehnologija unosa VNP-ova i VLP-ova u organizam je putem hidrogel kompozita.
Hidrogelovi su unakrsno povezane hidrofilne polimerne mreze s visokim sadrzajem vode zbog
Cega pokazuju biokompatibilnost i imaju razli¢ite medicinske primjene. Hidrogelovi koji su
napunjeni biljnim nanocesticama sporo otpustaju Cestice Sto omogucava dulju prisutnost i
stimulaciju tkiva lijekovima koje prenose. Tretmani hidrogelovima i biljnim nanocesticama

korisni su u regenerativnoj medicini i lijeCenju karcinoma jer djeluju lokalno [4, 8].

Biljne nanocestice se mogu uzimati i respiratorno ¢ime se lokaliziraju u diSnim organima.
Trenutno se istrazuje cjepivo protiv gripe na bazi mozai¢nog virusa papaje (papaya mosaic
virus, PapMV) koje se unosi intranazalno. Eksperimenti s miSevima pokazali su da cjepivo na
bazi PapMV nanocestica Stvara vise antitijela 1 ja¢i mukozni imunitet od standardnog cjepiva
protiv gripe. Mukozno tkivo je tanak i mekan sloj tkiva koje oblaze organe ocnog,
respiratornog, oralnog, gastrointestinalnog i genitourinarnog sustava. Mukozno tkivo je i prva
linija obrane protiv patogena koji ulaze u organizam putem mukozne membrane. Detekcijom
patogena u mukoznom sloju i njihovom brzom eliminacijom sprijeCava se razvoj bolesti.
Stimuliranje stanica mukoznog tkiva biljnim nanonosa¢ima omoguéuje brze prepoznavanje i
eliminaciju patogena. CPMV se pokazao kao idealan nosa¢ kroz mukozni sloj jer se ne lijepi
za glikoproteine koji grade mukozu zbog svojih pozitivno i negativno nabijenih bo¢nih
ogranaka aminokiselina. Nacini stimulacije mukoznog tkiva jo$ nije poznat, ali rezultati daju

novu perspektivu u borbi protiv pluénih bolesti [2, 4, web 10].

2.2.2. Kako biljni virusi prepoznaju stanice

Dokazano je da se biljni virusi mogu vezati za i u¢i u animalne i humane stanice. Smatra
se da svaki virus ima druk¢iji nain prepoznavanja ciljnih stanica. Primjerice virus CPMV
prepoznaje protein vimentin koji gradi citoskelet i nukleoskelet stanica. Prepoznavanjem
vimentina, CPMV je mogao u¢i u zdrave stanice imunoloSkog sustava, upaljene stanice
endotela i stanice karcinoma koje imaju vimentin. Uz prepoznavanje vimentina, grada i genom
Cestice CPMV-a imaju ulogu u ulasku u stanicu. Morfoloska i geneticka struktura CPMV-a je
sli¢na animalnim virusima iz obitelji Picronaviridae, od kojih je najpoznatiji virus prehlade.
CPMYV i virus prehlade su ikozaedralne grade i sadrze jednolancanu RNK. Primjer korelacije
oblika kapside i vrsta stanica koju virus prepoznaje je virus PV X koji specifi¢no cilja maligne

B-limfocite Non-Hodgkinovog limfoma, a zaobilazi zdrava tkiva. Jos uvijek nije poznato kakva
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je korelacija izmedu morfologije virusne kapside i virusnog genoma na tip stanica koje biljni
virusi ciljaju [2, 4, 9, 10, web 11].

2.2.3 Ulazak biljnog virusa u Zeljenu stanicu

Kada biljni virus prepozna stanicu, u nju moze u¢i razli¢itim stani¢nim putevima ili

kombinacijom vise njih. Primjeri su:

Transport mikrotubulima: Virusi u stanicu ulaze putem vezikula koje se prenose kroz
stanicu mikrotubulima. Mikrotubuli kao dijelovi citoskeleta kroz stanicu prenose
razli¢ite organele i vezikule. Duzinom mikrotubularnih staza su prisutni kinezinski i
dineinski proteini koji sluze kao molekularni motori za kretanje. Kompleksi kinezinskih
i dineinskih proteina takoder vezu teret za filamente mikrotubula, olakSavajuéi njihovu
interakciju. Molekularni motori imaju dvije vazne funkcije u unutarstaniénom
transportu. Primarna funkcija je isporuka tereta na zadana mjesta u stanici kao odgovor
na razliCite fizioloske podrazaje. Molekularni motori takoder olak$avaju molekularne
izmjene i kemijske interakcije izmedu organela na membrani stanice [11].

Endocitoza posredovana kaveolinskim, klatrinskim i integrinskim proteinima: Proces
zapocinje uvrtanjem citoplazmatske membrane prema unutra Sto stvara jamicu u
membrani. U jamici se nakupljaju tvari koje stanica Zeli unijeti u unutrasnjost. U
stani¢noj membrani se na mjestu gdje se stvara jamica skupljaju proteini koji Ce
sudjelovati u endocitozi (klatrin, kaveolin ili integrin). Citoplazmatska membrana se
nastavlja uvrtati dok se dvije strane membrane ne dotaknu. Zatim se kida veza izmedu
jamice i ostatka citoplazmatske membrane. Krajevi jamice, koja se sad zove vezikula,
se spoje i stvore membranu koja je izvana oblozena proteinima npr. Klatrinom.
Citoplazmatska membrana se vraca u prvobitni oblik dodatnim stvaranjem proteina

aktina, koji sluzi kao potpora stani¢noj membrani [11].

Smatra se da omjer veli¢ine biljne nanocCestice i povrsine stanice utje¢e na nacin kojim Cestica

ulazi u stanicu. Na nacin ulaska biljne nanocestice utjeCe 1 povrsinska struktura same stanice.

Kao dokaz za korelaciju omjera veli¢ine biljnih virusa, povrsine i povrsinske strukture stanice

koristen je virus mozaic¢ne bolesti duhana s omjerom 17 (divlji tip), 8 i 4. Stanice na kojima je

in vitro testiran nacin ulaska virusa su bile stanice karcinoma epitela (HeLa) i karcinoma

endotela (HUVEC). TMV nanocestice omjera 4 i 8 su u HelLa stanice ulazile putem
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mikrotubula. Nanocestice omjera 8 i 4 su u HUVEC stanice ulazile endocitozom posredovanom
klatrinom. Nanocestice omjera 17 su HeLa i HUVEC stanice ulazile kombinacijom endocitoze
posredovane kaveolarnim receptorima i transportom mikrotubula. Time je potvrdena hipoteza
da omjer veli¢ine nanocCestice i povrSine stanice, kao i struktura povrSine same stanice utjece
na metodu ulaska biljne nanocestice u stanicu. Pokus nije utvrdio zaSto dolazi do promjene

nacina transporta nanocestica mijenjanjem parametara [2,4].

2.2.4. Biljne nanocestice u stanici

Nanocestice biljnih virusa se U stanici metabolicki razgraduju u lizosomima. Lizosomi
su organeli koji sluze za razgradnju razli¢itih makromolekula (DNK, RNK, proteini,
endocitoze biljni virus se nalazi u vezikuli. Vezikule s nanoCesticama se spajaju se s ranim
endosomima. Endosomi su stani¢ni organeli ukljuceni u razvrstavanje i transport materijala
preuzetog endocitozom do lizosoma. Nakon spajanja endosoma s vezikulom, dijelovi vezikula
koji su podrijetlom iz stani¢ne membrane se vracaju U stanicnu membranu. Rani endosomi
sazrijevaju u kasne endosome. Glavna razlika izmedu ranih i kasnih endosoma je pH unutar
vezikule. Sazrijevanjem endosoma se spusta vezikularni pH na 5.5, §to je potrebno za aktivaciju
lizosomalnih enzima. Dodatna razlika ranih i kasnih endosoma je ¢injenica da membrana kasnih
endosoma nema proteine koji pomazu u endocitozi, ve¢ proteine za prepoznavanje receptora
lizosomalnih hidrolaza. Hidrolaze su enzimi koji razgraduju makromolekule. Kada endosomi
sazriju i dijelovi stani¢ne membrane koji se recikliraju dodu u membranu, iz Golgijevog aparata
izlaze vezikule pune lizosomalnih hidrolaza. Vezikule prepoznaju receptore kasnih endosoma
1 otpustaju hidrolaze u kasne endosome §to je kona¢ni korak sazrijevanja endosoma u lizosome.

U endosomima se tokom cijelog procesa sazrijevanja nalaze biljne nanocestice [2, 4, 12].
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Slika 11. Proces metaboliziranja tvari koje su u stanicu unesene endosomima. Oznaceni
dijelovi su: vanstani¢ni matriks, vezikula, rani i kasni endosomi, Golgijev aparat, receptori
lizosomalnih hidrolaza, vezikula lizosomalnih hidrolaza i lizosomi. Oznaceni procesi su
recikliranje dijelova stani¢ne membrane iz ranih endosoma, otpustanje hidrolaza u
unutrasnjost kasnih endosoma i recikliranje receptora lizosomalnih hidrolaza u Golgijevom

aparatu [12]
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Nanocestice u lizosomima otpustaju molekule koje su prenosile zbog proteoliticke aktivnosti
hidrolaza. Molekule koje su nanocestice prenosile izlaze iz lizosoma i dalje se transportiraju do
ciljanog mjesta u stanici. Produkti razgradnje kapside i genoma biljnog virusa su aminokiseline
1 proteini. Produkti razgradnje biljnog virusa nisu toksicni, ali sam proces razgradnje moze
uzrokovati oksidativni stres stanici. U usporedbi s sintetickim nanoc¢esticama ¢iji su produkti

razgradnje toksi¢ni, biljni virusi su biokompatibilniji [2, 4].
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Slika 12. Shematski prikaz metabolickog puta kojim prolaze biljni virusi s ozna¢enim

dijelovima [2]

Dokazano je da se biljne nanocestice metaboliziraju kada udu u stanicu, iako to nije uvijek
slucaj. Naime, ¢injenica da su nukleinske kiseline uspjeS$no prenesene biljnim nanocesticama
ukazuje na postojanje drugacijeg procesa otpusStanja zadanih molekula. Potrebna su daljnja
istrazivanja kako bi se identificirao proces otpustanja molekula iz nanocestica koji zaobilazi

metabolizam [2, 4].

2.2.5. Biljne nanocestice u organskom sustavu

Kada biljne nanocestice dospiju u krvotok stupaju u interakciju s proteinima krvne
plazme. Interakcija izmedu nanocCestice i proteina plazme rezultira formiranjem proteinske
korone oko cestice. Formiranje proteinske korone mijenja ponasanje nanocestice in vivo jer se

mijenja omjer veli¢ina i povrsinski naboj kapside. Zbog ovih promjena nanocestice stupaju u
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kontakt s drugacijim tipovima stanica. Promjena ciljnih stanica moZe dovesti do neefikasnosti
i nuspojava molekula koje prenose. Ova pojava je ¢eS¢a kod sintetickih naspram biljnih
nanocestica. Problem se zaobilazi modifikacijom nanocestica s proteinima koje imunoloski
sustav ne smatra stranim proteinima, kao npr. polietilen glikol (PEG) ili albumin. Nanocestice
TMV-a u usporedbi sa sintetiCkim ¢esticama imaju Sest puta manju vjerojatnost formacije

proteinske korone. [2, 4, 13]

Vrijeme cirkulacije i eliminacije biljnih virusa iz organizma varira. Cirkulacija je vrijeme koje
nanocestica provede u organizmu dok ne dode do ciljanog tkiva. Oblik biljne nanocestice ima
utjecaj na duljinu cirkulacije u organizmu. Na primjer nativna Stapicasta struktura TMV-a ima
vrijeme cirkulacije od 3.5 minute. “Double disk” struktura TMV-a ima vrijeme cirkulacije od
2.3 minute. Modifikacije kapside takoder utjecu na vrijeme cirkulacije tako $to najceSce
produzuju vrijeme cirkulacije biljnih virusa u organizmu. Stapicaste &estice TMV-a na koje je

dodan PEG imaju vrijeme cirkulacije od 6.3 minute [2, 4].

Vazna ¢injenica je poznavanje mjesta na kojem se Sakupljaju biljne nanocestice koje nisu stigle
do ciljanog tkiva. Tkivo u kojem ¢e se biljne nanocestice sakupljati ovisi 0 metodi uzimanja
nanocestica, fiziologiji organizma u kojem se nalaze i o morfologiji i modifikacijama virusne
kapside. Nakon intravenoznog unosa, virus mozaika crnog graha se akumulira primarno u jetri,
dok se X virus krumpira akumulira u slezeni. U slu¢aju duzeg zadrzavanja nanoCestica u
ciljnom i neciljnom tkivu, moZze do¢i do toksic¢nosti za tkivo. Biljne nanocestice nisu toksicne
za bilo koje tkivo u kojem se nalaze jer se kratko zadrzavaju u tkivima. Vrijeme zadrzavanja
biljnih virusa u tkivu jednako je vremenu zadrzavanja sintetickih nanocestica. Oblik kapside
biljne nanocestice utjece na duljinu zadrzavanja u tkivu. Virusne Cestice ikozoaedralnog oblika
se zadrzavaju u organizmu 24 sata, dok Stapicasti i filamentni oblici nanoCestica se zadrzavaju
u organizmu 96 sati. Biljni virus koji se najduze zadrZzava u organizmu je virus pjegavosti
fizalisa, koji se u organizmu moze zadrzati i deset dana. Biljne viruse koji se sakupljaju u
neciljnom tkivu imunoloSki sustav smatra stranim tijelima te se uklanjaju iz organizma
retikuloendotelnim sustavom ¢ija je je glavna funkcija odstranjivanje otpadnih i stranih tvari

fagocitozom [2,4, web 12].
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2.3. Moguce primjene virusnih nanocestica

2.3.1. Lijecenje karcinoma 1 zaraznih bolesti

Imunoterapija je vrsta lije¢enja koja koristi imunoloski sustav oboljele osobe u borbi
protiv karcinoma. Imunoterapija modificira imunolo$ki sustav kako bi mogao prepoznati, ciljati
1 uniStavati stanice raka. Prednost imunoterapije je u tome $to ne Steti zdravim stanicama. Na
primjer, kemoterapija koja se koristi u lije¢enju karcinoma unistava i zdrave i karcinomske
stanice. Mnogi biljni virusi imaju visok potencijal izazivanja imunoloskih reakcija.
Intratumorska injekcija biljnih nanocestica poti¢e urodeni imunoloski sustav na borbu protiv
karcinoma. IstraZivanja na virusu mozaicne bolesti crnog graha pokazuju obecavajuce rezultate
u imunoterapiji. Za tretiranje pluénih melanoma miseva, intranazalno je primjenjen CPMV §to
je rezultiralo stvaranjem antitumorske imunosti protiv melanoma pluéa i duzim prezivljenjem
miSeva. Cestice CPMV-a su pokazale jednaku uginkovitost kod karcinoma jajnika, dojke i

debelog crijeva kod miSeva [4].

Osim imunoterapije, biljni virusi se istrazuju kako bi se kombinirali s brojnim antitumorskim
lijekovima. Istrazivanje na misevima s melanomom u kojem je usporeden ucinak X virusa
krumpira, kemoterapijskog lijeka doksorubicina (DOX-a), i DOX-a koji je unesen u Cestice
PV X-a, pokazalo je najvecu stopu prezivljavanja miseva tretiranih ¢esticama PVX-a u koje je
unesen DOX. Biljni virusi ne utjeCu na snagu samih kemoterapeutika. Biljne nanocestice
prenose kemoterapijske lijekove do stanica karcinoma i stimuliraju imunoloski odgovor
organizma. Prenosenjem kemoterapijskih lijekova do karcinoma smanjuje se toksi¢nost lijeka
za ostala tkiva. Smanjenje toksi¢nosti karcinomske terapije omogucéava njeno duze uzimanje

bez pauza [4].

U svrhu lijecenja karcinoma i zaraznih bolesti, biljni virusi se istrazuju u kombinaciji s
monoklonskim antitijelima. Monoklonska antitijela su uvijek iste strukture i uvijek se vezu za
iste strane antigene. Kombinirana terapija monoklonskim antitijelima i Cesticama virusa
mozaicne bolesti crnog graha se pokazala uspjeSnom kod misSeva s rakom jajnika i kod pasa s
melanomima. Za vrijeme epidemija ebole u Africi 2014. godine, lijek Zmapp, na bazi

monoklonskih antitijela i biljnih virusa, bio je u eksperimentalnoj fazi. Zmapp je primijenjen
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na Sestero ljudi koji su obolili od ebole, od ¢ega su se petorica oporavila. Rezultati, iako
nedovoljni da bi govorili o efikasnosti lijeka u tretiranju ebole, nude perspektivu za buduc¢nost
[4, 16].

2.3.2. Cjepiva

Biljni virusi se primarno koriste za proizvodnju podjedini¢nih cjepiva. To Su cjepiva
koja koriste mali dio mikroorganizma ili proizvode mikroorganizama za razvoj imunosti.
Dijelovi mikroorganizama, npr. povrsinski proteini staniéne membrane, se vezu na odabrani
nosac. Povrsinske proteine prepoznaju T-leukociti imunoloskog sustava. Kako podjedini¢na
cjepiva ne sadrze Citave mikroorganizme, mogucénosti loSe imunoloske reakcije na cjepivo su
male. Podjedini¢na cjepiva na bazi biljnih virusa ne mogu uzrokovati bolest protiv koje je
napravljeno cjepivo. Biljne nanoCestice su stabilne u Sirokom rasponu temperatura, pa
podjedini¢nim cjepivima na bazi biljnih virusa nije potrebno hladenje. Problem podjedini¢nih
cjepiva je da stvaraju slabiji imunoloski odgovor naspram cjepiva s oslabljenim ili mrtvim
Cesticama virusa. Kako bi se stvorio jednak imunoloski odgovor kao u cjepivima s Citavim
virusnim stanicama potrebno je dodavanje adjuvansa u podjedini¢no cjepivo, ili viSe doza
cjepiva. Adjuvansi su komponente koje induciraju snazniji imunoloski odgovor kada se dodaju
cjepivu [2, 4, 14, web 13, web 14].

Podjedini¢na cjepiva koja koriste biljne viruse najcesc¢e se proizvode na jedan od dva nacina:
uzgojem u biljkama ili uzgojem u suspenziji biljnih stanica. Obje metode uzgoja cjepiva na bazi
biljnih virusa pocinju stvaranjem komplementarne DNK (cDNK). cDNK se stvara kako bi se
proizvele biljne nanocestice sa specificnim povrSinskim proteinima mikroorganizma protiv
kojeg se cjepivo radi. cDNK se u laboratoriju transkribira u RNK. RNK se prenosi u suspenziju
biljnih stanica ili biljku. Naj¢eSc¢e se koriste vrste Nicotiana benthamiana, N. tabacum i crni
grah. U biljku se RNK s uputama za nanocestice unosi putem rane na listu ili preko bakterije
Agrobacterium tumefaciens u koju je stavljen plazmid s Zeljenom RNK. Unesena RNK
uzrokuje zarazu biljke. Time se reprogramiraju biljne stanice na stvaranje komponenti zeljenih
nanocestica. Nakon jednog do dva tjedna nanocestice se procis¢avaju iz biljnih tkiva. Proces
ovakve proizvodnje biljnih nanocestica rezultira velikim brojem nanocestica specificno
napravljenih za podjedini¢no cjepivo. Proces proizvodnje u biljnim stanicama onemogucava

ulazak humanih patogena i kontaminaciju cjepiva [15].
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Od pet cjepiva protiv. COVID-19 koja su trenutno u klinickim istraZivanjima, jedno
nanocesti¢no cjepivo na bazi biljnih virusa je u tre¢oj fazi klinickog istrazivanja. Baza cjepiva
je helikalna kapsida biljnog virusa na koju su dodani povrSinski proteini COVID-19 Koji
imitiraju kapsidu COVID-a i ujedno uzrokuju najjaci imunoloski odgovor kod oboljelih od
SARS-CoV-2. Uz modificirane biljne nanocestice u cjepivo je dodan i adjuvans (ASO3). Takvo
cjepivo nazvano je CoVLP. Rezultati druge faze klinickog testiranja cjepiva CoVLP pokazuju
deset puta vecu razinu antitijela protiv COVID-a naspram razine antitijela kod ljudi koji su
prebolili SARS-CoV-2. CoVLP cjepivo je uzrokovalo blage do umjerene, prolazne nuspojave
koje uklju¢uju bol na mjestu injekcije, bol u misi¢ima i kratkotrajni umor. CoVLP se prima u
dvije doze. Efikasnost cjepiva CoVLp je iznosila 69,6% protiv simptomatske zaraze i 78.8%

protiv umjerene do teSke bolesti uzrokovane virusom COVID-19 [14, 16].

2.3.3. Slikanje i teranostika

Molekularno snimanje je rastu¢a biomedicinska disciplina koja omogucava vizualizaciju,
karakterizaciju i kvantifikaciju bioloskih procesa in vivo. Razvijene su razlicite tehnike

molekularnog snimanja, od kojih su najpoznatije:

e opticko snimanje
e kompjuterizirana tomografija (CT)
e magnetska rezonancija (MRI)

e pozitronska emisijska tomografija (PET)

Tehnike molekularnog snimanja se koriste za prikaz stani¢nih i molekularnih puteva i

mehanizama bolesti. Idealna tehnika molekularnog snimanja bi osigurala:

e Brz dolazak molekula koje se koriste za snimanje na ciljno mjesto
e Optimalan omjer signala i Suma na dobivenoj slici

e  Minimalnu toksi¢nost za snimano tkivo

Biljni virusi se pokazuju kao idealni nosaci za dostavu kemikalija za molekularno snimanje
zbog kratkog vremena cirkulacije i zadrzavanja virusa u organizmu. Biljni virusi mogu prenositi
Sirok spektar kemikalija za snimanje. Modifikacijama kapside biljnog virusa dodavanjem
proteina za ciljanje poboljSava se to¢nost ciljanja stanica tkiva koje se zeli snimiti. U podrucju
molekularnog slikanja karcinoma intenzivno se istrazuje virus mozai¢ne bolesti crnog graha

(cowpea chlorotic mottle virus, CPMV). Cestice CPMV-a stupaju u interakciju sa stanicama
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koje na svojoj povrsini imaju protein vimentin. Pomo¢u CPMV nanocestica u kojima se nalazila
fluorescentna boja uspjesno je snimljena vaskularizacija tumora miseva. Biljni virusi, koji se
koriste za molekularno snimanje, se mogu uzgojiti u biljkama. Postoji uvjet uzgoja
fluorescentnih biljnih nanocestica u biljkama, a taj je da fluorescentne molekule moraju biti
vezane za kapsidu biljnog virusa. Fluorescentne Cestice X virusa krumpira uzgojene u biljkama
uspjesno su oslikale stanice raka debelog crijeva miSeva. Osim za snimanje karcinoma, biljne
nanocestice se mogu koristiti i za snimanje kardiovaskularnih bolesti. Na primjer, virus
mozai¢ne bolesti duhana (TMV) se istrazuje za snimanje ateroskleroze i tromboze. Na kapsidu
TMV-a su dodani proteini koji ciljaju molekularne markere u ateriosklerotskim nakupinama.
Oslikavanje nakupina koje su sklone pucanju omogucava bolje predvidanje i prevenciju sréanih

i mozdanih udara [4].

Kontrastne kemikalije koje se koriste u molekularnim snimanjima su toksi¢ne za tkiva. Biljne
nanocCestice se mogu napuniti MRI, PET ili CT kontrastnim sredstvima. U jednu biljnu
nanocesticu moguce je unijeti stotine do tisu¢e kontrastnih molekula. Povecana koncentracija
kontrastnog sredstva u tkivu koje se Zeli snimiti poboljSava omjer Suma i slike u snimci.
Koristenjem biljnih nanocCestica moguce je usmjeriti kontrastne kemikalije na specifi¢ni dio
tkiva koji se Zeli snimiti. Usmjeravanjem kontrastnih molekula na toc¢an dio tkiva smanjuje se
potrebna koli¢ina molekula i toksi¢nost za okolna tkiva. U testnim snimanjima s TMV
nanocesticama, potrebna koli¢ina kontrastnih kemikalija je bila 400 puta manja nego ona u
standardnoj klinickoj proceduri. Biljne nanocestice se ne zadrzavaju dugo u organizmu, §to
znaéi da je i smanjena toksi¢nost za tkivo koje se snima. Cestice CPMV-a na koje je dodan sloj
zlata skrac¢uju vrijeme CT snimanja. Novija molekularna snimanja u nosace molekula za
snimanje dodaju i lijekove. Istovremeno dijagnosticiranje i lijeCenje je koncept koji se zove
teranostika. Jedna od teranostickih terapija je fototermalna terapija (PTT) koja Koristi
elektromagnetsku radijaciju za stvaranje topline koja izaziva ablaciju stanica raka. PTT obecava
visoku specificnost, minimalnu invazivnost i povecanu selektivnost u odnosu na postojece
terapije. Biljni virusi se istrazuju za prijenos molekula koje, kada su ozracene, stvaraju toplinu.
Biljne nanocestice koje se istrazuju u svrhu PTT terapije i dijagnostike pokazuju bolju
ucinkovitost u pretvaranju radijacije lasera u toplinu naspram sinteti¢kih nanocestica [4, web
15].
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3. ZAKLJUCCI

e Biljni virusi su baza za stvaranje virusnih nano¢estica (virus nanoparticles, VNP) i
virusima nalik nanocestica (virus like nanoparticles, VLP), nove generacije
nanonosaca.

e Nanocestice na bazi biljnih virusa je moguce modificirati i ciljati razli¢ite stanice s
visokom specificnoscéu.

e Omjer veliCina stranica virusne kapside vazan je za specifi¢nost interakcije virusa i
stanice.

e Nanocestice na bazi biljnih virusa nemaju Stetni ucinak na ljudski organizam i brzo se
uklanjaju iz tkiva.

e Biljne nanocCestice su stabilne pri razli¢itim pH vrijednostima, Sirokom rasponu
temperatura i razli¢itim otapalima u organizmu.

e U lijeCenju karcinoma virusne nanocestice se istrazuju kao dostavljaci kemoterapije.

e Biljne virusne nanocestice se istrazuju kao baza proteinskih cjepiva. Cjepiva na bazi
ovakvih Cestica se brze proizvode nego cjepiva s drugim bazama i jednako su
ucinkovita.

e Biljne virusne nanocestice smanjuju toksi¢nost terapija koje se koriste u lijeCenju

karcinoma i kemikalija u molekularnim snimanjima.
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