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1. UVOD

1.1. Opcenito o evolucijskoj povijesti virusa

Kako su se virusi razvili? Jesu li oni moderni oblik necega §to je postojalo davno, ili
krajnji produkt manjih genetskih elemenata koji su se spojili?

Odgovore na postavljena pitanja tesko je pronaci uslijed velike geneticke 1 morfoloske
raznolikosti virusa. Virusi, medutim, dijele nekoliko znacajki. Za razliku od ostalih bioloskih
struktura, mogu posjedovati RNK ili DNK genom, nikada obje vrste genoma zajedno.
Nadalje, virusi se znacajno razlikuju po strukturi genoma. On moze biti jednolancani,
dvolancani, segmentirani, cirkularni, linearni... Takoder se razlikuju po strategiji replikacije.
Opcenito su prilicno malih dimenzija, prosje¢nog promjera manjeg od 200 nm. Repliciraju se
samo unutar stanice domacina i ne sadrze ribosome koji su nuzna komponenta translacije
(Wessner, 2010).

S obzirom na ¢injenicu da se ne mogu samostalno replicirati opravdano je pitanje jesu
li virusi zivi. Da bismo razmotrili ovo pitanje, moramo imati dobro razumijevanje pojma
"zivot". lako se specificne definicije mogu razlikovati, biolozi se uglavnom slazu da svi zivi
organizmi dijele nekoliko klju¢nih svojstava: samostalan rast, sposobnost razmnozavanja,
mogucénost odrzavanja unutarnje homeostaze, reagiranje na podraZaje i provodenje razlicitih
metaboli¢kih procesa. Medutim, virusi nemaju vlastiti metabolizam, mehanizam translacije,
ne mogu sintetizirati ATP. Zbog tih ogranicenja, virusi se mogu replicirati samo unutar Zivih
stanica domacina te ih smatramo obligatnim unutarstani¢nim parazitima. Prema striktnoj
definiciji Zivota, oni su nezivi. Medutim, postoji vjerojatnost da virusi mozda predstavljaju
drukéiju organizaciju na stablu Zivota, odnosno da predstavljaju organizam koji kodira
kapsidu (Wessner, 2010).

S obzirom na temeljne razlike u reprodukcijskoj strategiji izmedu virusa 1 stani¢nih
organizama, zajedno s pojavom virusa u biosferi, predlozeno je (Slika 1) da se svi organizmi
klasificiraju u dva primarna "carstva", organizme koji kodiraju ribosome (stani¢ne) i
organizme koji kodiraju kapsidu (virusi) (Koonin i sur., 2015).

Usporedne genomske analize sve vise jasno pokazuju da postoje razne evolucijske
veze izmedu virusa i razlicitih elemenata bez kapsida, koje ukljucuju sve glavne skupine

virusa i obuhvacaju viSestruke prijelaze od kapsidnih elemenata u viruse i obrnuto (Koonin 1



sur., 2015). Dakle, svaka rekonstrukcija evolucije virusa koja ne uzima u obzir evolucijske
odnose s ne-virusnim elementima, bila bi nepotpuna.

Virusi zasigurno nisu evoluirali iz jednog zajedni¢kog pretka. Stovise, ne postoji jedan
cjeloviti gen u svijetu virusa. Medutim, virusni genomi su povezani razli¢itim zajedni¢kim
genima. Ova vrsta evolucijskog odnosa proizlazi iz opsezne razmjene gena i genskih modula,
medu razli¢itim tipovima virusa, kao i paralelnog prijenosa homolognih gena od domacéina.

Virusi s velikim genomima posjeduju brojne gene preuzete od domacina u razli¢itim
fazama evolucije. Takvi geni obi¢no su ograni¢eni u njihovom Sirenju na usku skupinu virusa.
(Koonin i sur., 2015).

Organizmi koji kodirajil kapsidu

Bakteryjski virusi
Eukariotski virust

Bakterije

Arheje Eukarioti

Organizmi koji kodiraju ribosome

Nature Reviews | Microbiology|

Slika 1. Dvije skupine organizama na stablu zivota, organizmi koji kodiraju kapsidu i

organizmi koji kodiraju ribosome (Wessner, 2010).



Zbog velike raznolikosti medu virusima, biolozi pokusavaju prona¢i model njihovog
klasificiranja kojim bi ih eventualno povezali s konvencionalnim stablom zivota. Oni mogu
predstavljati genetske elemente koji su stekli sposobnost kretanja medu stanicama, mogu
predstavljati reducirane slobodno zivuce organizme koji su postali translacijski paraziti ili
mogu predstavljati zasebnu biolosku strukturu koja se paralelno razvijala s ostatkom Zivog
svijeta kakvog danas poznajemo (Wessner, 2010).

Sredisnja toCka rasprave o podrijetlu virusa jest, pojavljuju li se oni kao samostalni
entitet prije posljednjeg univerzalnog stani¢nog pretka (LUCA) ili su se se razvili nakon njega
bijegom iz njegovog genoma. Hipoteza ,,pobjeglih gena* tradicionalno dominira nad ostalim
hipotezama virusnog podrijetla u velikoj mjeri zato $to su virusi s kojima smo upoznati
obligatni stani¢ni paraziti. Medutim, ne postoji gen kojeg dijele svi virusi, a nedavni podaci o
slicnosti kapsida RNK i DNK podupiru tezu o njihovom mnogo drevnijem podrijetlu
(Holmes, 2011).

Naime, otkrivena sli¢nost kapsida RNK i DNK virusa ukazuje na evoluciju RNK
virusa u DNK viruse. Kako je RNK virusni genom obi¢no manji i skloniji mutacijama od
DNK virusa, genomi nastali prije LUCA pretka bi trebali biti slicni RNK virusima, odnosno
maleni i nestabilni, §to eventualno ukazuje na njihovo postojanje prije LUCA pretka (Holmes,
2011).

Geni koje sadrze virusi nemaju oc€itih predaka u stani¢nim oblicima Zzivota, $to upucuje na
¢injenicu da su virusi i virusima sli¢ni elementi evoluirali u pred-stani¢noj fazi evolucije

Zivota (prvo virus hipoteza, pred LUCA podrijetlo).



1.2. Hipoteze o virusnom podrijetlu

Mnogo je rasprava o porijeklu virusa, a trenutno su aktualne tri hipoteze:

1.2.1. progresivna ili hipoteza bijega - navodi da su virusi nastali iz genetskih
elemenata koji su stekli sposobnost kretanja izmedu stanica;

1.2.2. regresivna ili hipoteza redukcije - tvrdi da su virusi ostaci stani¢nih organizama
1.2.3. hipoteza ,,prvo virusi““- navodi da virusi vr$e predaciju ili koevoluiraju sa svojim

trenutnim stanicama domacinima (Wessner, 2010).

1.2.1. PROGRESIVNA HIPOTEZA ILI HIPOTEZA BIJEGA

Prema hipotezi bijega, virusi su nastali progresivnim procesom kretanja genetickih
elemenata stanice domacina. Dijelovi genetskog materijala koji se krecu unutar stanice, stekli
su sposobnost izlaska iz jedne stanice i ulaska u drugu. Teorija je razvijena na modelu
replikacije RNK retrovirusa koji imaju sposobnost ugradnje vlastitog genoma u genom
domacina. To ostvaruju zahvaljuju¢i posjedovanju enzima reverzna transkriptaza, koji
pretvara jednolancanu RNK u dvolancanu DNK te enzima integraza koji ubacuje
novoformiranu virusnu DNK u genom stanice domacina. Retrovirusne geneticke komponente
su sli¢ne retrotranspozonima, komponentama eukariotskog genoma koji ¢ine 42% ljudskog
genoma i koje se mogu kretati unutar genoma preko RNK intermedijera.

Kao i virusi, odredene klase retrotranspozona poput retrotranspozona sli¢nih virusima,
kodiraju reverznu transkriptazu i cesto integrazu. S tim enzimima se ti elementi mogu
prepisati u RNK, reverzno transkribirati u DNK i zatim integrirati u novu lokaciju unutar
genoma. MozZemo pretpostaviti da je stjecanje nekoliko strukturnih proteina moglo dopustiti
elementu da napusti stanicu 1 ude u novu, ¢ime postaje zarazna Cestica. Genetske strukture

retrovirusa i virusno sli¢nih retrotranspozona pokazuju izuzetne sli¢nosti (Wessner, 2010).



1.2.2. REGRESIVNA HIPOTEZA

Za razliku od progresivnog procesa, virusi su mogli nastati regresivnim ili reduktivnim
postupkom. Tu teoriju podupire saznanje regresivnog razvoja odredenih vrsta bakterija poput
vrsta Chlamydia i Rickettsia koje su obligatni unutarstani¢ni paraziti.

Istrazivanja genoma bakterije Rickettsia prowazekii pokazala su zajednicko podrijetlo s
mitohondrijima eukariotskih stanica, odnosno postojanje nekadasnjeg zajedniCkog pretka.
Prema tome, postoje¢i virusi su se mogli razviti iz slozenijih, eventualno slobodno zivuc¢ih
organizama koji su izgubili genetske informacije tijekom vremena te prihvatili parazitski
pristup replikaciji (Wessner, 2010).

Nukleocitoplazmatski veliki DNK virusi (NCLDV), najbolje ilustriraju ovu hipotezu.
Ovi virusi, koji uklju¢uju virus malih boginja, pa i nedavno otkriven Mimivirus, mnogo su
veéi od vecine virusa i kompleksnije su grade. Tipi¢ni poxvirus moze biti §irok 200 nm i dug
300 nm, dok Mimivirus moze biti dvostruko veéi, ukupnog promjera od priblizno 750 nm. S
druge strane, kuglaste Cestice virusa influence mogu biti promjera od priblizno 80 nm dok
promjer poliovirusa iznosi svega 30 nm i priblizno je 10.000 puta manji od zrna soli. NCLDV
takoder posjeduju velike genome. Dok genom virusa velikih boginja ima 200 000 parova
baza, genom Mimivirusa imapriblizno 1,2 milijuna parova baza. U usporedbi s njima, genom
poliovirusa je znacajno manji sa svega 7.500 nukleotida. Veli¢ina genoma ukazuje na
morfolosku kompleksnost NCLD virusa, a ujedno su i manje ovisni o metabolizmu domacina
prilikom replikacijskog ciklusa za razliku od ostalih virusa. Na primjer, Cestice poxvirusa
ukljucuju veliki broj virusnih enzima koji dopustaju virusu proizvodnju funkcionalne mRNK
unutar stanice domacina. Zbog veli¢ine i slozenosti NCLD virusa odredeni virolozi su
pretpostavili da su ti virusi mozda potomci sloZenijih predaka. Prema predlagateljima ove
hipoteze, autonomni organizmi u pocetku su razvili simbiotski odnos. Tijekom vremena
odnos se pretvorio u parazitski, prilikom ¢ega je jedan organizam poceo sve viSe ovisiti 0
drugom. Kako je slobodno zivuéi parazit postao vise ovisan o domacinu, prvo su se izgubili
geni esencijalni za samostalnu replikaciju uslijed ¢ega je postao obligatni unutarstani¢ni

parazit (Wessner, 2010).



Analiza genoma Mimivirusa je u skladu s ovom hipotezom. Ovaj virus sadrzi relativno
veliki broj gena povezanih s translacijom, odnosno gena koji mogu biti ostaci nekadasnjeg
kompletnog sustava translacije. Zanimljivo je da se Mimivirus ne razlikuje znatno od
parazitskih bakterija, poput Rickettsia prowazekii (Wessner, 2010).

Pobornici regresivne hipoteze takoder tvrde da su preci danasSnjih NCLDV-a
odgovorni za pojavu eukariotskih stanica. Villarreal, DeFilippis (2000) i Bell (2001) opisali
su model kojim objasnjavaju ovaj prijedlog. Prema njima je tekuca jezgra eukariotskih stanica
nastala iz endosimbiotskog dogadaja u kojem je slozeni, obloZzeni DNK virus postao stalni

stanovnik nove eukariotske stanice.

1.2.3. PRVO VIRUS HIPOTEZA

Progresivna i regresivna hipoteza pretpostavljaju da su virusi nastali iz stanica. Jedan
dio znanstvene zajednice smatra da su mozda virusi bili prvi oblik Zivota na zemlji. Predlozili
su prvo virus hipotezu koja sugerira da su virusi prvi entiteti sa mogucnosti replikacije.

Koonin i Martin (2005) pretpostavljaju da su virusi postojali u predstani¢énom svijetu
kao jedinice koje su se mogle same replicirati. Tijekom vremena ove jedinice su postale
gradom kompleksnije i organiziranije. Isto tako su evoluirali enzimi za sintezu membrana i
stani¢nih stijenki Sto je rezultiralo stvaranjem stanica. Virusi su prema toj teoriji postojali
prije bakterija, arheja ili eukariota (Wessner, 2010).

Vecina biologa se slaze da su prve molekule s moguénosc¢u replikacije bile RNK, a ne
DNK. Takoder znamo da neke molekule RNK, odnosno ribozimi, pokazuju enzimatska
svojstva; odnosno posjeduju sposobnost katalizatora kemijskih reakcija. Mozda su
jednostavne RNK molekule koje su postojale prije stvaranja prve stanice razvile sposobnost
zaraze prvih stanica. Prema tome, postoji vjerojatnost da su danasnji RNK virusi potomci tih
RNK molekula (Wessner, 2010).



1.3. Geneti¢ka raznolikost virusa

Detaljnu sistematiku virusa osmislio je 1971. americki znanstvenik David Baltimore.
Baltimore sistematika virusa temelji se na nacinu replikacije i naro¢ito na obliku nukleinske
kiseline (Baltimore, 1971). Baltimore je definirao 7 klasa virusa:

(I) plus RNK lanac (virioni sadrze RNK iste polarnost kao mRNK),

(IT) minus RNK lanac (virioni sadrze RNK komplementarne s mRNK molekulom),
(IIT) dsRNK (dvolanéani) virusi,

(IV) reverzno transkribirajuéi virusi sa plus RNK lancem,

(V) reverzno transkribirajuci virusi S dASDNK genomom,

(V1) ssDNK (jednolancani) virusi,

(VII) dsDNK (dvolanc¢ani) virusi.

Svi stani¢ni Zivotni oblici posjeduju genome koji se sastoje od dvolancane (ds) DNK i

koriste iste, standardne sheme za repliciranje i ekspresiju gena, no zastupljenost razli¢itih
klasa virusa u njima bitno se razlikuje (Slika 2).
Nasuprot tome, virusi iskoriStavaju sve teorijski zamislive interkonverzije nukleinskih
kiselina, pri ¢emu genom predstavlja RNK ili DNK koja moze biti jednolancana ili
dvolanc¢ana, kruzna ili linearna i sastojati se od jednog ili vise segmenata (Koonin i sur.,
2015).

Tipicni virusni genomi su mali u usporedbi s genomima stani¢nih oblika Zivota, ali se
posljednjih nekoliko godina otkri¢em nekoliko skupina mega virusa zna¢ajno poveca0 raspon
veli¢ine virusnog genoma koji sada obuhvaca 3 reda veli¢ine, od priblizno 2 kilobaze (kb) do
preko 2 megabaze (Mb). Genomi mega virusa su veéi od genoma mnogih bakterija i arhea.
(Koonin i sur., 2015).
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Slika 2. Zastupljenost razlicitih "Baltimore klasa" virusa u prokariotima i eukariotima.
Stupici prikazuju broj rodova u pojedinim klasama prema najnovijem ICTV (engl.
International Committee on Taxonomy of Viruses) izvjes¢u. Neklasificirani virusi se

zanemaruju (Koonin i sur., 2015).



2. RAZRADA TEME

2.1. Evolucijski odnosi glavnih klasa RNK virusa

Vazno pitanje vezano za evoluciju RNK virusa jest jesu li se oni razvili iz

primordijalnog RNK svijeta.
Prema Siroko prihvacenoj svjetskoj hipotezi , RNK virusi i srodni elementi ¢ija se replikacija
oslanja na RNK-ovisnu RNK polimerazu (RdRp), jedina su skupina organizama (osim malih,
ne-kodirajuc¢ih parazitskih RNK, kao S$to su viroidi) koji mogu biti izravni potomci
primordijalnog RNK svijeta. Budu¢i da je RdRp jedini protein koji je univerzalno sadrzan u
RNK, taj je enzim kljucan za rekonstrukciju evolucijske povijesti RNK virusa. (Koonin i sur.,
2015).

Temeljem strukture genoma i ciklusa replikacije te ekspresije gena, RNK virusi
podijeljeni su u tri skupine Baltimore Klasifikacije: plus RNK lanac, minus RNK lanac i
dvolan¢ani RNK (dsRNK) virusi.

Virusi iz svake od tih skupina koriste virusne RdRp enzime za replikaciju genoma i Cesto za
razli¢it proces transkripcije genoma kako bi se generirale virusne subgenomske mRNK
molekule. Promatraju¢i rezultate usporednih analiza aminokiselina u RdRp polimerazama
rezli¢itih RNK virusa koji inficiraju bakterije, biljke 1 Zivotinje, ustanovljeno je da analizirane
RNK ovisne RNK polimeraze imaju monofiletsko podrijetlo. Pretpostavlja se da RNK virusi
eukariota potjeu od RNK bakteriofaga ili RNK virusa arheja, premda nema mnogo
bakterijskih i arheja RNK virusa u usporedbi s virusima koji inficiraju eukariote. (Koonin i
sur., 2015).

Naime, postoji samo nekoliko RNK bakteriofaga koji svi pripadaju obitelji Leviviridae koja
inficira primarno enterobakterije i neke druge proteobakterije (Bollback i Huelsenbeck, 2001).
Isto tako, samo je nekoliko dsRNK bakteriofaga obitelji Cystoviridae koje inficiraju y-
proteobakterije roda Pseudomonas (Mindich i sur., 2004). Jos uvijek nisu otkriveni virusi koji
inficiraju Arheje (Bolduc i sur., 2012).



2.2. Podrijetlo glavnih klasa RNK virusa

2.2.1. Podrijetlo plus ssRNK virusa

Virusi koji pripadaju klasi +ssSRNK dijele se na tri evolucijske linije: natporodica nalik
pikornavirusima, natporodica nalik alfavirusima i natporodica nalik flavivirusima. Ova
podjela rezultat je filogenetskih analiza navedene skupine virusa (Koonin i sur., 2015).

Natporodica nalik pikornavirusima daleko je najveca, najraznovrsnija i najceSce
zastupljena te obuhvaca najSiri raspon eukariotskih domacina. Za natporodicu nalik
pikornavirusima karakteristicna je RdRp tj. RNK-ovisna RNK-polimeraza (RNK replikaza),
enzim Koji katalizira replikaciju RNK molekule iz RNK kalupa. Osim njega, prisutan je niz
karakteristénih gena koji kodiraju specificnu 3-helikazu (Superfamily-3-helicase: S3H), mali
genom-vezani protein (VPg), kimotripsinu slicnu proteazu. Prisutan je, u vecini ¢lanova ove
natporodice, B-bacvasti ,,jelly roll* kapsidni protein (JRC) (Koonin i sur., 2008).

Smatra se da su se virusi koji pripadaju natporodici nalik na pikornaviruse razvili iz
virusa koji pripadaju redu Picornavirales. Ovaj red obuhvaca 5 porodica, nekoliko rodova i
mnoge nerazvrstane viruse, a virusi unutar njega reda dijele sve gene karakteristicne za
navedenu natporodicu. Virusi reda Picornavirales koriste poliproteine za ekspresiju gena (Le
Gall i sur., 2008). Predak virusa iz natporodice nalik pikornavirusima vjerojatno se razvio
procesom horizontalnog transfera virusa (HVT) tj. prelaskom iz domacéina u druge
eukariotske organizme. Uloga HVT-a ima znacajnu vaznost u evoluciji virusa. Primjerice,
jedan dio biljnih virusa i virusa koji inficiraju gljive upravo se razvijao na ovaj nacin, zbog
simbiotskih odnosa navedenih organizama (Koonin i sur., 2008).

Ekstremna raznolikost unutar natporodice virusa sliénim pikornavirusima, s obzirom
na raspon domacina i sastav genoma, upucuje na to da su se predci pikornavirusa razvili
zajedno ili neposredno nakon pojave eukariota. Natporodica nalik pikornavirusu predstavlja
moguceg pretka iz kojeg su se razvili svi ostali eukariotski +ssRNK virusi, stoga se podrijetlo

ove klase virusa promatra kroz podrijtelo virusa natporodice nalik pikornavirusu.
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Prvo je potrebno pronaci pretka natporodice, a to se pokusalo ostvariti analizom sekvence
RNK ovisne RNK-polimeraze. Rezultati su pokazali veliku slicnost RdRp s reverznom
transkriptazom (RT) od bakterijskih retroelementa skupine 11 (samoprekrajajuci introni).

S obzirom na Siroku rasprostranjenost baketrijskih retroelementa skupine I,
prokariotska reverzna transkriptaza smatra se moguc¢im pretkom RdRp enzima virusa iz
natporodice nalik pikornavirusima. Ovaj podatak ukazuje na to da predak virusa nalik
pikornavirusima moze biti i direktan predak primordijalnog RNK svijeta (prvo virus hipoteza,
pra-LUCA podrijetlo) (Koonin i sur., 2008).

Natporodice nalik alfavirusima i flavivirusima pokazuju mnogo manju raznolikost.
Natporodica nalik alfavirusima ukljucuje red Tymnovirales unutar kojeg postoje 2 porodice
animalnih virusa i nekoliko porodica biljnih virusa. Oni, osim RdRp enzima, sadrze niz gena
povezanih s replikacijom koji kodiraju za specifi¢an capping enzim. Ovaj enzim pronaden je i
u porodici Nodaviridae koja obuhvaca animlane viruse malog genoma iz klase +ssSRNK
virusa. Prisustvom capping enzima u nodavirusima prvenstveno se smatralo da oni pirpadaju
natporodici nalik alfavirusu, medutim, dodatnim analizama RdRp enzima ustanovljeno je da
ipak pripadaju natporodici nalik pikornavirusima zbog sli¢nosti istih (Ahola i Karlin, 2015).

lako posjeduju identi¢ni RdRp enzim kao virusi natporodice nalik pikornavirusima,
nodavirusima nedostaje helikaza. Ovo otkrie potaklo je znanstvenike da opet povezu
nodaviruse s natporodicom nalik alfavirusima. Pronaden je jo§ jedan dokaz koji ide u prilog
pripadnosti nodavirusa u natporodicu nalik alfavirusima, a to je da dijele samokataliziraju¢u
,.Jelly-roll* kapsidnu domenu (JRC) s tetravirusima i birnavirusima. Birnavirusi (dsSRNK) i
Tetravirusi (+ssRNK) dijele zajednickog pretka s natporodicom nalik alfavirusima (Wang i
sur., 2012). Smatra se da je ovakav raspored gena i prisutnost istih u navedenim
natporodicama, rezultat transfera i izmjene gena izmedu porodica i njihovih domacina
(Koonin i sur., 2008).

Natporodica nalik flaivivirusima je najmanja od tri glavne skupine +ssRNK virusa i
obuhvaca samo dvije porodice: Flaviviridae 1 Tombusviridae. Flaviviridae su zivotinjski
virusi s envelopom koji kodiraju specifiénu liniju RdRp enzima, specificnu 2-helikazu,
proteazu te capping enzim.

Niti jedan od ovih gena, osim onoga za RdRp enzim nije prisutan u porodici Tombusviridae,
tako da je ona povezana s porodicom Flaviviridae samo po filogenetskoj slicnosti RARp

enzima (Koonin i sur., 2015).
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Osim RdRp enzima i proteina koji grade kapsidu, vecina virusa u natporodicama nalik
pikornavirusima, alfavirusima te flavivirusima kodiraju dvije vrste proteina, helikaze i
proteaze. Prisutnost navedenih proteina odgovara funkcionalnim zahtjevima virusa, poput
zahtjeva za helikazom zbog replikacije relativno velikih RNK genoma.

Virusi natporodica nalik alfavirusima i flavivirusima imaju vrlo uski raspon domacina
ograni¢en prvenstveno na kraljeznjake, ¢lankonoSce 1 neke biljke, §to bi moglo upucivati na
relativno kasno evolucijsko podrijetlo tih virusa. Moguca je ¢ak pojava i evolucija ovih
virusnih natporodica paralelno s navedenih grupama domacina, u kojoj je vaznu ulogu imao

HVT putem insekata kao vektora (Koonin i sur., 2015).

2.2.2. Podrijetlo dsRNK (dvolanac¢anih RNK) virusa

Dvolan¢ani RNK virusi eukariota pokazuju puno manju raznolikost od +ssRNK virusa.

Rane filogenetske analize RdRp enzima dovele su do zakljucka da su dsRNK virusi nastali u
vi$e navrata, uglavnom iz razli¢itih skupina virusa +ssRNK.
Ukljucivanje dviju porodica dsRNK virusa, Totiviridae i Partitiviridae, u natporodicu nalik
pikornavirusima u potpunosti je u skladu s ovim evolucijskim scenarijem. Virusi porodice
Birnaviridae (dsRNK) dijele neuobicajeni RdRp enzim, genom — vezani protein i razli¢itu
varijantu JRC (engl. jelly—roll capsid) proteina s nekim od tetravirusa, podrzavajuci
zajednicko podrijetlo ovih porodica dsRNK virusa i +ssSRNK virusa. Divergencija birnavirusa
iz tetravirusa o€ito se dogodila nakon stjecanja JRC proteinskog gena preko njihovih
zajednickih predaka iz nodavirusa (Koonin i sur., 2015).

Virusi koji pripadaju porodicama Picobirnaviridae, Chrysoviridae, Totiviridae,
Partitiviridae, Reoviridae, zajedno s bakteriofagom iz porodice Cystoviridae koriste srodne
kapsidne proteine kako bi izgradili svoje jedinstvene T1- ikozaedarske kapside sastavljene od
60 asimetricnih dimera kapsidnog proteina. Usporedbom viriona i strukture kapsidnih
proteina, uoceno je da su reovirusi najblize povezani s cistovirusima, dok picobirnavirusi,

partitivirusi, krizovirusi i totivirusi ¢ine drugu, udaljenu granu dsRNK virusa.
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Stoga se Cini da su baktriofagi iz porodice Cystoviridae znacajno doprinjeli stjecanju
strukturnih gena kod veé¢ine dsRNK virusa Kkoji inficiraju eukariote. Reovirusi, najveca
porodica dsRNK virusa, koji inficiraju razliite eukariotske domacine, mogli bi predstavljati
izravne potomke cistovirusa (EI Omari i sur., 2013).

Nasuprot tome, u evoluciji ostalih navedenih dsRNK virusa klju¢ni je dogadaj bio
rekombinacija s ¢lanovima natporodice virusa nalik pikornavirusima koji pripadaju +ssRNK
virusima, §to je rezultiralo nastajanjm genoma koji kodiraju cistovirus-izvedene kapsidne
proteine i RARp enzime nalik prikornavirusu (EI Omari i sur., 2013).

Uloga HVT-a (horizontalni transfer virusa) u evoluciji dsSRNK virusa je najoditija za
porodicu Endornaviridae gdje je vidljiva raSirenost RARp enzima unutar grupa razli¢itih
biljnih virusa i virusa koji inficiraju gljive (Roossinck i sur., 2011). Doprinos HVT-a je
vjerojatan i kod evolucije reovirusa od kojih su mnogi biljni i Zivotinjski virusi iz ove
porodice, sposobni iskoristiti ¢lankono$ce kao posrednike pri HVT-u. S obzirom na
filogenetske i strukturne analize te analize opsega domacina koje inficiraju, dSRNK virusa su
vjerojatno potekli od dsRNK bakteriofaga (Cystoviridae) ili odijeljenih skupina predaka

+ssRNK virusa, odnosno njihovom rekombinacijom (Koonin i sur., 2015).

2.2.3. Podrijetlo minus ssSRNK virusa

RNK virusi iz ove grupe u eukariota ukljucuju red Mononegavirales koji se sastoji od
tri povezane virusne porodice s nesregmentiranim genomima i 5 porodica virusa sa
segmentiranim genomima.

Dugo vremena, evolucijsko podrijetlo ovih virusa bilo je nejasno i neobjasnjeno zbog
visoko izvedenih sekvenci njihovih RdRp enzima i nedostatka homologa za druge proteine, s
iznimkom capping enzima u Mononegavirales koji je takoder izuzetno razliCit od svih
homologa (Bujnicki i Rychlewski, 2002). Uski raspon domacéina ovih virusa, koji je ogranicen

na zivotinje i biljke, podrazumijeva njihovo relativno novije evolucijsko porijeklo.
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Nadalje, smatra se da su -sSRNK  virusi biljaka dobiveni od Zivotinja putem HVT-a. Glavni
uvid u podrijetlo ovih RNK virusa dosao je iz nedavno rijeSene kristalne strukture Influenza A
Virus RNK ovisne RNK polimeraze koja pokazuje veliku sli¢nost sa strukturom flavivirusne
RdRp. Ovo otkri¢e nam sugerira da su -ssSRNK virusi evoluirali iz istih RNK predaka kao i
virusi natporodice nalik flavivirusima (Pflug i sur., 2014).

S obzirom na gomilaju¢e dokaze o podrijetlu dsRNK virusa i -sSRNK virusa iz
razli¢itih skupina +ssRNK virusa, ¢ini se da je predak virusa nalik pikornavirusima bio
ultimativni predak velike vec¢ine eukariotskih RNK virusa (Slika 3).

Pitanje je je li taj pradavni predak sastavljen od nekoliko zasebnih gradivnih
elemenata bakterijskog podrijetla tijekom eukariogeneze ili je evoluirao kao kontinuirana
linija iz primordijalnog genskog bazena (Koonin i sur., 2015).
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Slika 3. Podrijetlo glavnih skupina RNK virusa eukariota. Prikazana evolucijska

rekonstrukcija temelji se na simbiogenetskom scenariju eukariogeneze (Koonin i sur., 2015).
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2.3. Podrijetlo gavnih klasa DNK virusa

2.3.1. Podrijetlo ssDNK (jednolan¢anih DNK) virusa

Virusi sa sSDNK genomom su raznoliki, brzo se $ire i obuhvacaju ekonomski,
medicinski 1 ekoloski vazne patogene. Inficiraju domacine svih triju domena stani¢nog zivota
1 prisutni su u svim mogué¢im sredinama, od atmosfere do tla, u slatkovodnim i morskim
stani$tima, do onih najekstremnijih, kao §to su hidrotermalni izvori. Bakterijski i arhea
sSDNK virusi su grupirani u cetiri porodice (Microviridae, Inoviridae, Pleolipoviridae i
Spiraviridae), a eukariotski u 6 porodica (Anelloviridae, Bidnaviridae, Circoviridae,
Geminiviridae, Nanoviridae i Parvoviridae) i jedan je rod nesvrstan (Bacilladnavirus)
(Koonin i sur., 2015).

Svi eukariotski ssDNK virusi, osim ¢lanova porodice Bidnaviridae, repliciraju svoje
genome mehanizmom ,,rolling-circle® (ili rolling-hairpin) koji ukljucuje zarezivanje virusnog
genoma pomocu enzima endonukleaza. Nju kodira sam virus unutar stanice domacina, a ona
inicira tzv. ,rolling-circle” replikaciju (u nastavku RC-Rep.) Isti mehanizam replikacije
takoder koristi vecina prokariotskih ssDNK virusa, mnogi plazmidi i neki transpozoni pa je
malo vjerojatno da su ssDNK virusi eukariota izravni potomci njihovih prokariotskih
homologa (Chandler i sur., 2013).

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su da eukariotski ssDNK virusi dijele
strukturne jedinice endonukleaze i helikaze s RC-rep endonukleazama bakterijskih plazmida.
Zanimljivo je da su RC-Rep endonukleaze iz razli¢itih rodova eukariotskih ssDNK virusa
slicnije s homolozima iz razli¢itih skupina bakterijskih plazmida, nego endonukleaze
bakterijskih plazmida medusobno. Takva sli¢nost upuc¢uje na blisku evolucijsku vezu izmedu
bakterijskih plazmida i eukariotskih ssSDNK virusa (Slika 4) (Koonin i sur., 2015).

Premda je zahtjevno utvrditi to¢no podrijetlo virusnih RC-Rep endonukleaza, dobiveni
rezultati snazno upucuju na to da su RC-Rep endonukleaze eukariotskih ssSDNK virusa
polifiletskog podrijetla i njihovi Korijeni se mogu pronaéi u razli¢itim skupinama bakterijskih
plazmida (Koonin i sur., 2015).
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Kljuéni korak u transformaciji plazmida u virus je stjecanje genetskih determinanti
koje omogucavaju stvaranje kapside oko genoma i njegov intercelularni prijenos. Neki
bakterijski RC plazmidi kodiraju RC-Rep endonukleazu, no nedostaje im gen za kapsidne
proteine, Sto je karakteristiéno za viruse (Krupovic i Bamford, 2010). Svi danas istrazeni
eukariotski ssSDNK virusi posjeduju strukturno sli¢ne ,jelly-roll kapsidne proteine.
Zanimljivo je da, ,,jelly-roll“ kapsidne proteine karakteristicne za ikozaedarski RNK virus,
takoder nalazimo u kapsidama nekih dsRNK virusa. Kapsidni proteini nekih ssDNK virusa
sliéniji su kapsidnim proteinima +ssRNK virusa nego kapsidnim proteinima drugih ssDNK
virusa.

Rezultati komparativne genomske analize jasno pokazuju da su eukariotski sSDNK
virusi evoluirali neovisno iz bakterijskih plazmida putem stjecanja gena za kapsidne proteine

iz postojecih +ssRNK virusa (Koonin i sur., 2015).

ssRNK virus

% ssDNK virus
WAVAVAVAV VAR
JRC
0O —L =3
S

RC plazmid RC plazmid pPoid
(ss intermedijer)

RC transpozon

RaVAVAVARL Y VoV, Vs

ssDNK virus
(Bidnaviridae)

Slika 4. Evolucija ssSDNK virusa eukariota: polifiletsko podrijetlo iz razli¢itih plazmida i

visestruki slucajevi rekombinacije sa sSSRNK virusima (Koonin i sur., 2015).
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2.3.2. Podrijetlo dsDNK (dvolan¢anih DNK) virusa

U usporedbi s RNK virusima, dsDNK virusi su ne$to manje raznoliki i manje
zastupljeni u eukariotima, ali su ipak identificirani u svim vec¢im eukariotskim skupinama.
Postoji 18 sluzbeno priznatih porodica dSDNK virusa i mnogo neklasificiranih virusa koji
inficiraju Siroki spektar jednostani¢nih i viSestani¢nih domacina i obuhvacdaju skoro cijeli
raspon veli¢ina virusnih genoma, od oko 4 kb do gotovo 2,5 Mb. Daleko najvec¢a i naj¢esca
skupina DNK virusa u eukariotima sastoji se od 7 porodica velikih i divovskih virusa,
ukljucujuéi mimiviruse i pandoraviruse, s genomima u rasponu megabaza.

Za sve te viruse Kkoji inficiraju eukariote, ukljucuju¢i Zivotinje i razliite protiste,
smatra se da dijele zajednic¢ko podrijetlo, §to je uoceno prisutno$¢u zajedni¢kih gena Koji
kodiraju proteine klju¢ne za replikaciju virusnih genoma i formiranje viriona (Koonin i sur.,
2015).

Virusi porodice Mimiviridae domacini su razli¢itoj skupini satelitskih virusa, virofaga,
koji se reproduciraju unutar tzv. virusnih "tvornica“ unutar stanica protista zarazenih
divovskim virusom (Claverie i Abergel, 2009). Nedavno je identificirana evolucijska veza
izmedu satelitskih virofaga i velikih eukariotskih dsDNK transpozona iz skupine Polinton
/Maverick (u daljnjem tekstu: polintoni). Polintoni se uobiCajeno nalaze u razli¢itim
jednostani¢nim protistima i zivotinjama, §to ukazuje na njihovo drevno podrijetlo, koje je
mozda istodobno s podrijetlom eukariota (Fischer i Suttle, 2011). Nedavno je dokazano da
vec¢ina polintona kodira dva proteina homologna ,jelly-roll* kapsidnom (JRC) proteinu.
Takoder kodiraju dva proteina koji su esencijalni za morfogenezu kod ¢lanova NCLD virusa
(po novijem Megavirales). Prisutnost tih gena, zajedno s onima za kapsidne proteine, jasno
ukazuje da polintoni u nekim nepoznatim uvjetima zapravo stvaraju virione koji mogu imati
sposobnost inficiranja novih domacina (Krupovic i sur., 2014).

Polintoni dijele skupine homolognih gena s razli¢itim virusima, transpozonima i
plazmidima. Visestrukim vezama izmedu polintona i raznih drugih grupa virusa i plazmida
formiran je novi evolucijski scenarij pod kojim su polintoni bili prva skupina eukariotskih
dsDNK virusa koji su u razli¢itim prilikama doveli do pojave nekoliko novih skupina

eukariotskih virusa, transpozona i plazmida.
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Neki polintoni napustili su ,,zivotni* stil virusa nakon gubitka gena uklju¢enih u
formiranje viriona i postaju Cisti transpozoni (Krupovic 1 sur., 2014). Polintoni su
najvjerojatnije evoluirali iz bakteriofaga obitelji Tectiviridae koji su usli u protoeukariotsku
stanicu zajedno s a-proteobakterijskim endosimbiontom koji je predstavljao pretka danasnjeg
mitohondrija. Jedan od konkretnih dokaza za ovaj evolucijski scenarij je prisutnost linearnih
plazmida koji kodiraju protein-prim DNK polimerazu (pPolB) u mitohondrijima stanica gljiva
(Handa, 2008).

Osim polintona, za problematiku evolucije virusa zanimljiv je red Herpesvirales zbog
izrazite povezanosti s virusima reda Caudovirales koji obuhvaca tri porodice: Siphoviridae,
Podoviridae i Myoviridae. Caudovirales su gotovo sveprisutni u bakterijama i takoder su
prisutni u razli¢itim redovima carstva Archaea. Bakterijski ili arhea virus kojeg se smatra
pretkom herpesvirusa nije povezan s tektivirusom. Tektivirus se smatra vjerojatnim pretkom
ve¢ine eukariotskih dsDNK virusa povezanih s polintonima (Koonin i sur., 2015).
Dvije porodice dsDNK virusa s malim kruznim genomima, Papillomaviridae i
Polyomaviridae, razvile se se putem koji je potpuno razli¢it od podrijetla svih ve¢ih dSDNK
virusa eukariota. Kapside papiloma virusa i poliomavirusa konstruirane su iz JRC proteina
koji su homologni s onima eukariotskih ssDNK virusa (Slika 4) (Koonin i sur., 2015).
Nadalje, protein za replikaciju kojeg nalazimo kod ovih virusa, poznatiji kao veliki T-antigen
u poliomavirusima i E1 protein u papilomavirusima, je homolog replikacijskim proteinima
nekih ssDNK virusa. Prema tome, vjerojatno su mali dsDNK virusi eukariota derivati virusa
ssDNK koji su sami evoluirali rekombinacijom plazmida i ssSDNK virusa koji se repliciraju

,rolling-cirlce* mehanizmom (Koonin i sur., 2015).

Podrijetlo dsDNK virusa vezuje se uz tri skupine virusa povezanih s bakterijama. Dvije
od njih potjecu iz razli¢itih skupina bakteriofaga, a tre¢a iz plazmida. 1z bakteriofaga su
evoluirali ve¢inom veliki eukariotski dsDNK virusi, a iz plazmida dvije porodice malih
dsDNK virusa koji su zapravo derivati SSDNK virusa. Pretci ovih virusa su vremenom stekli
DNK polimerazu i primazu iz eukariotskih domacina te gene za interakciju izmedu virusa i
domacina, $to je dovelo do rasta njihovog genoma i nastanka dsSDNK virusa (Slika 5) (Koonin
i sur., 2015).
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Slika 5. Evolucija velikih dsDNK virusa eukariota iz dvije razli¢ite skupine bakteriofaga
(Koonin i sur., 2015).

2.4. Podrijtelo reverzno-transkribirajuéih virusa (retrovirusa)

Retrovirusi, bas poput RNK virusa, unato¢ velikoj raznolikosti posjeduju jednu

zajedniCku karakteristiku, a to je enzim reverzna transkriptaza (RT).
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Taj je enzim kljucan za reprodukcijski ciklus ovih virusa, a uloga mu je reverzna transkripcija
RNK molekule u DNK. Retrovirusi nisu jedini geneticki entiteti koji posjeduju reverznu
transkriptazu.

Skupina ovih geneti¢kih entiteta naziva se zajedni¢kim imenom retroelementi, a
retrovirusi ¢ine tek jednu skupinu retroelemenata. Retroelementi mogu biti pokretni elementi,
a kretanje po genomu domacina omoguéeno im je pomocu reverzne transkirpcije i integraze.
Takoder se mogu ponasati kao DNK ili RNK plazmidi, a retrovirusi u svom virionu sadrze
DNK, RNK ili DNK-RNK hibrid. Oni prolaze kroz esencijalnu ili fakultativhu fazu
integracije u genom domacina tijekom replikacije. Filogenetskom analizom retroelemenata,
znanstvenici su ih podijelili u 4 glavne linije od kojih su najbolje opisani i najvazniji upravo
reverzno-transkribirajuci virusi. Vecina otkrivenih retroelemenata pronadena je iskljucivo u
zivotinjskim i biljnim genomima, a jedini prokariotski retroelemnti su samoprekrajajuci
introni grupe Il za koje se smatra da su evoluirali iz introna grupe | koji kodiraju
endonukleazu, a RT gen su stekli naknadno (Koonin i sur., 2015).

Reprodukcijska strategija retrovirusa (porodica Retroviridae) nalikuje onoj u RNK

virusa i to ponajvise +ssRNK i —ssSRNK virusa.
Ti virusi su evolucijski stekli sposobnost konverzije vlastite RNK u DNK i integracije u
genom domacina kako bi mogli kontrolirati mehanizme replikacije i transkripcije u stanici
domacina. Porodice retrovirusa, Hepadnaviridae i Caulimoviridae pakiraju DNK u svoj
genom, ali zadrZavaju fazu reverzne transkripcije u ciklusu reprodukcije. Za viruse tih
porodica, integracija u genom domacina nije bitna faza reprodukcijskog ciklusa, iako je
prividna lazna integracija uobicajena kod nekih skupina virusa. Preostale dvije porodice
reverzno transkribiraju¢ih virusa, Metaviridae i Pseudoviridae, uklju¢uju RT-kodirajuce
elemente koji se tradicionalno ne smatraju virusima ve¢ retrotranspozonima jer inace ne
inficiraju nove stanice, premda neki od ovih elemenata, po najnovijim otkri¢ima, ipak imaju
sposobnost infekcije novih stanica (Koonin i sur., 2015).

Retrovirusi imaju najkompleksnije genome medu retroelementima. Svi dijele 3 glavna
gena koji se oznacavaju kraticama pol, gag i env. Retrovirusna reverzna transkriptaza je

domena Pol poliproteina kojeg kodira gen pol.
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Za virusne retroelemente karakteristicno je da reverzna transkriptaza dolazi zajedno s
domenom enzima RNAze H (RH) koji je neophodan za uklanjanje RNK lanca tijekom sinteze
DNK provirusa, a integraza i asparaginska proteaza se nalaze u podskupu pol poliproteina.

Ovakav raspored domena pol poliproteina govori nam da je zajednicki predak RT
virusa kodirao kompleksni oblik Pol poliproteina sa svim domenama (proteaza-reverzna
transkriptaza-RNAza H- integraza) (Koonin i sur., 2015).

Podrijetlo druga dva gena nije u potpunosti razjaSnjeno. Gag gen kodira za gag
poliprotein koji na sebi sadrzi domenu kapsidnog proteina. Filogenetskom analizom Gag gena
virolozi su iznijeli pretpostavku da on potjece od tri razli¢ite linije retrovirusa (Hipoteza ,,Tri
kralja®) (Llorens i sur., 2008). Za env gene se smatra da su steCeni pomoéu LTR
retrotranspozona na najmanje tri nezavisna nacina iz razli¢itih skupina RNK i DNK virusa.
Postoji moguénost da retroelementi i RNK virusi dijele zajednicko podrijetlo iz prokariotskih
retroelemenata grupe II (samoprekrajajuci introni). lako svi ti virusi dijele zajedni¢ko
podrijetlo, ¢ini se da su stekli kapsidne proteine iz razli¢itih izvora i U neovisnim prilikama
(Llorens i sur., 2008).
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3. ZAKLJUCCI

Evolucijski procesi svih navedenih skupina virusa medusobno se isprepli¢u. Time
nastaju razli¢ite porodice unutar mnogobrojnih redova virusa, ¢ije podrijetlo nam postaje sve
jasnije. Medutim, jo$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni svi moguci scenariji evolucije
virusa.

Povecanjem broja i raznolikosti virusnih genoma te napretkom u evolucijskoj
genomici, danas mozemo razumijeti podrijetlo glavnih skupina virusa i klju¢ne dogadaje u
njihovoj evoluciji, bolje nego ikada prije. Sada je moguce prikazati opée trendove u evoluciji
eukariotskih virusa i specifi¢ne evolucijske scenarije za razli¢ite vrste virusa. Evolucijska
veza izmedu virusa i ne-virusnih pokretnih genetickih elemenata, kao §to su transpozoni i
plazmidi ukazuje nam da ti elementi imaju znac¢ajan doprinos evoluciji svih klasa eukariotskih
virusa, kao i njithovih domacina.

S druge strane, evolucija RNK virusa ham ukazuje na usku poveznicu tih virusa s
primordijalnim RNK-svijetom, ¢ime bi ,,prvo virusi“ hipoteza dobila na znacaju, ali ova
pretpostavka jo$ nije u potpunosti dokazana.

Svi razjaSnjeni i navedeni trendovi evolucije virusa pronalaze pokri¢e u hipotezama o
virusnom podrijetlu koje su razjaSnjene u uvodu. Sve 3 hipoteze se za sada smatraju jednako
moguéima i to¢nima u evolucijskim procesima virusa sve dok se novim otkri¢ima ne dokaze

suprotno.
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