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1. Uvod

Svjetske pandemije i epidemije tijekom povijesti nisu bile velika rijetkost te je kroz godine
istrazivanja otkriveno puno o mikrobima koji ih uzrokuju. Osim velikih svjetskih pandemija
unazad 20-ak godina izbile su i brojne manje epidemije, ali niti jedna nije prouzrocila toliko
problema kao ona koju uzrokuje virus SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2). Novi koronavirus koji uzrokuje bolest COVID-19 pojavio se u Wuhanu (Kina) u
prosincu 2019. godine (Singh i Yi, 2021). Iako u pocetku skoro u potpunosti nepoznat i neistrazen
ubrzo se poceo prenositi i izvan granica Azijskog kontinenta te je prerastao u globalnu pandemiju
I postao jedan od glavnih tema brojnih istrazivanja (Singh i Yi, 2021). Prema podatcima Svjetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organisation — WHO) od samog poc¢etka pandemije
do lipnja 2022. u svijetu je zabiljezeno preko 528 000 000 slucajeva zaraze te je posljedicno
preminulo preko 6 290 000 osoba (https://covid19.who.int/).

Pandemija COVID-19 nije prva poznata pandemija uzrokovana koronavirusom. Relativno
nedavno, svijet je bio suocen s dvije druge pandemije €iji je uzro¢nik takoder bio virus iz istog roda
koji je upravo iz tog razloga dijelio brojne karakteristike s virusom SARS-CoV-2, kao §to je spektar
domacina koje inficira te organizacija i veli¢ina genoma (Abdelghany i sur., 2021). Pandemija koju
je uzrokovao virus SARS-CoV (Severe acute respiratory syndrome coronavirus) izmedu 2002. i
2003. godine bila je puno manjih razmjera te geografski uze lokalizirana na podru¢je Saudijske
Arabije. Na istom je prostoru zabiljeZzena i pandemija uzrokovana virusom MERS-CoV (Middle
east respiratory syndrome coronavirus) koji je prvi puta detektiran 2011. godine, ali je ta pandemija
bila neSto duljeg trajanja, a novi slucajevi su se pojavljivali sve do 2017. godine. Kao §to se
pretpostavlja i za prijasnje pandemije provedena istraZivanja ukazuju na to da je podrijetlo virusa
zivotinjsko, odnosno da je dosSlo do interspecijske transmisije $to je dovelo do brze adaptacije

virusa na novog domacina, u ovom slucaju covjeka (Bashor i sur., 2021).

Ubrzo nakon pojave pandemije razvijeno je i odobreno nekoliko cjepiva protiv virusa
SARS-CoV-2, a medu njima i dva mRNA cjepiva, koja imaju prednost nad ostalima zbog
mogucénosti brzog razvoja i prilagodavanja virusu koji brzo evoluira (Hogan i Pardi, 2022). No i
dalje je aktualan problem kontinuirane pojave novih varijanti koje sve uspjesnije zaobilaze imunost

steCenu cijepljenjem ili preboljenjem Sto smanjuje efikasnost postojecih cjepiva (Mascellino i sur.,
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2021). Stoga se danas tezi boljem razumijevanju virusne evolucije te pracenju novih varijanti kako
bi se buduce aktivnosti kontrole rasprostanjivanja virusa i razvoja bolesti mogle usmjeriti u pravom

smjeru.

2. Virus SARS-CoV-2
2. 1. Klasifikacija

Koronavirusi su RNA virusi iz reda Nidovirales koji pripadaju u porodicu Coronaviridae,
unutar koje su na temelju geneticke 1 seroloske karakterizacije pripadnici potporodice
Coronavirinae podijeljeni u Cetiri roda; alfa-, beta-, gama- i delta-koronavirusi (Rotondo i sur.,
2021). Alfa- i beta-koronavirusi inficiraju iskljucivo sisavce ukljucujudéi i ljude, a gama- i delta-
koronavirusi ptice, iako postoje izuzetci koji inficiraju i sisavce kao $to su kitovi (Singh i Yi, 2021).

Klasifikacija koronavirusa prikazana je na Slici 1.

Nidovirales
Coronaviridae
Coronavirinae
alfa (o) beta () gama (y) delta ()
koronavirus koronavirus koronavirus koronavirus
229E SARS-CoV IBV HKU29
NL63 MERS-CoV TCoV HKU20

SARS-CoV-2

inficiraju ljude
Slika 1. Klasifikacija koronavirusa. Podjela u rodove na temelju seroloskih i filogenetskih

istrazivanja. Preuzeto i prilagodeno iz Zhou i sur., 2021.



Prema virusnoj taksonomskoj klasifikaciji odredenoj od strane Medunarodnog odbora za
taksonomiju virusa (engl. The International Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV)
(https://talk.ictvonline.org/) identifikacija i klasifikacija koronavirusa temelji se na sli¢nosti
aminokiselinskih sljedova sedam domena koje su kodirane otvorenim okvirom ¢itanja (engl. open
reading fram — ORF) ORF1ab. Virusi SARS-CoV i SARS-CoV-2 dijele preko 90 % sli¢nosti te su
svrstani u SARS klaster vrlo srodnih virusa (YYang i sur., 2020).

2. 2. Grada

Cestica virusa SARS-CoV-2 je sferiénog oblika promjera izmedu 60 i 140 nm (Gitman,
Shaban i Paniz-Mondolfi, 2021). Sadrzi jednolanc¢anu pozitivnu RNA molekulu (+ssRNA) te mu
je genom veli¢ine oko 30 kb. Na 5' netranslatiranom kraju (engl. untranslated region — UTR) nalazi
se dugi otvoreni okvir ¢itanja ORF1ab koji kodira 16 nestrukturnih proteina (Zhang i sur., 2021).
Zatim slijedi regija koja kodira Cetiri strukturna proteina; protein $iljka (S), protein ovojnice (E),
protein membrane (M) i nukleokapsidni protein (N) (Phan, 2020). Proteini ovojnice zajedno s
glikoproteinima membrane ¢ine ovojnicu virusne Cestice 1 vazni su za ulazak u stanicu domacina,
replikaciju te kasnije sastavljanje i pupanje novih ¢estica (Singh i Yi, 2021). Nukleokapsida koju
sacinjavaju nukleokapsidni proteini je helikalno simetri¢na, §to je inace karakteristika -RNA virusa
te je u ovom slucaju iznimka (Maier, Bickerton i Britton, 2015). Na Slici 2. shematski je prikazana

struktura virusne Cestice virusa SARS-CoV-2 i struktura njegovog genoma.
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Slika 2. Struktura Cestice virusa SARS-CoV-2. A) Shematski prikaz vanjske grade te poprecni
presjek kroz cesticu. B) Shematski prikaz strukture genoma. Preuzeto i prilagodeno iz Gitman,

Shaban i Paniz-mondolfi, 2021.

2. 3. Protein Siljka

Proteini Siljka nalazi se na vanjskoj strani membrane koja obavija virusnu cesticu, a
organizirani su u homotrimere veli¢ine 3,5 angstrema (Wrapp i sur., 2020). Virusu daju njegov
karakteristi¢an izgled te mu omogucuje interakciju sa stani¢nim receptorima 1 ulazak u ciljnu
stanicu domacina (Harvey i sur., 2021). Upravo zbog najvece stope mutacija i promjena u genskoj
sekvenci, protein koji moze otkriti najvise o virusnoj evoluciji je protein $iljka. S protein kojeg
sacinjavaju 1 273 aminokiseline veli¢ine je izmedu 180 1 200 kDa i sastoji se od ekstracelularnog
N-kraja, transmembranske regije i kratkog intracelularnog C-kraja (Maier, Bickerton i Britton,
2015). Cine ga dvije podjedinice; S1 koja sadrzi N-terminalnu domenu (engl. N-terminus domain
— NTD) i receptor vezujuéu domenu (engl. receptor binding domain — RBD) te S2 koja sadrzi
fuzijski peptid (engl. fusion peptide — FP), regiju sedmerostrukog ponavljanja 1 i 2 (engl. heptad
repeat 1/2 — HR1/2), sredisnju zavojnicu (engl. central helix — CH), domenu za povezivanje (engl.
connector domain — CD), transmembransku domenu (engl. transmembrane domain — TM) i
citoplazmatski rep (engl. cytoplasmic tail — CT) (Wrapp i sur., 2020). Shematski prikaz
organizacije regije genoma koji kodira za S protein s nazna¢enim domena te njegova 3D struktura

prikazani su na Slici 3.



Slika 3. Shematski prikaz regije genoma koja kodira za S protein virusa SARS-CoV-2 i njegove
3D strukture. Domene su prikazane razli¢itim bojama; SS, signalna sekvenca; NTD, N-terminalna
domena; RBD, receptor vezuju¢a domena; S1/S2 i S2', mjesta cijepanja; FP, fuzijski peptid; HR1,
sedmerostruko ponavljanje 1; CH, srediSnja zavojnica; CD, domena za povezivanje; HR2,
sedmerostruko ponavljanje 2; TM, transmembranska domena; CT; citoplazmatski rep. Preuzeto i

prilagodeno prema (Wrapp i sur., 2020).

Prilikom interakcije virusnih proteina Siljka i proteina na membrani stanice domacina
klju¢nu ulogu ima membranski receptor ACE2 (engl. angiotensin-converting enzyme 2). ACE2 je
protein ukljucen u renin angiotenzinski sustav koji ima izuzetno bitnu ulogu u kardiovaskularnoj
regulaciji i virusnim infekcijama. ACE2 je metalopeptidaza koja se sastoji od 805 aminokiselina
te je kao transmembranski glikoprotein prisutan na vecini stanica u obliku jedne ekstracelularne
kataliticke domene na stani¢noj membrani (Medina-Enriquez i sur., 2020). Do vezanja S proteina
za ACE2 receptor dolazi zbog elektrostatskih sila, a zbog veée gustoce elektriénog polja S proteina
virusa SARS-CoV-2 u usporedbi s virusom SARS-CoV dolazi do jacih interakcijama §to rezultira
vecom infektivnoscu i brzim Sirenjem bolesti (Shirbhate i sur., 2021). Receptor ACE2 nije jedini
stani¢ni protein potreban za omogucavanje ulaska virusa u stanicu 1 patogenezu. Uz njega u
spomenutom procesu klju¢na je transmembranska serinska proteaza 2 (engl. transmembrane serine
protease 2 — TMPRSS2) (Hoffmann i sur., 2020; Fraser i sur., 2022). TMPRSS2 cijepa S protein
na S1/S2 1 S2' restrikcijskim mjestima ¢ime nastaju dvije podjedinice Sto omogucava fuziju
membrana virusa i stanice domacina te ulazak virusne Cestice u samu stanicu i1 nastavak infekcije
(Peiffer i sur., 2021). Shematski prikaz procesa ulaska virusa SARS-CoV-2 u stanicu domacina

prikazan je na Slici 4.
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Slika 4. Mehanizam ulaska virusa SARS-CoV-2 u stanicu domacina. Interakcija s ACE2
receptorom 1 cijepanje na S1/S2 te S2' restrikcijskim mjestima od strane proteaze TMPRSS2 §to

uzrokuje aktivaciju S proteina i fuziju membrana te ulazak virusa u stanicu. Preuzeto i prilagodeno

iz (Hartenian i sur., 2020).




3. Molekularna epidemiologija

Epidemiologija je znanost koja istrazuje zdravstvene probleme fokusirajuéi se na tri faktora,
a to su domacin, uzro¢nik bolesti i okolis. Proucavanje spomenutih faktora i njihove povezanosti
vodi ka otkrivanju uzroka i tijeka Sirenja bolesti unutar populacije (Mpolya i sur., 2009). Prije
50-ak godina, to¢nije 1973. godine, Kilbourne je prvi puta upotrijebio pojam molekularne
epidemiologije, grane epidemiologije koja kao spoj molekularne biologije i epidemiologije
koriStenjem molekularnih metoda pruza bolji uvid u patogenezu, prijenos, prevenciju i terapiju
zaraznih bolesti (Kilboume, 1973). Od tada pa sve do danas ne prestaje rasti broj znanstvenih
radova u kojima se koriste upravo metode molekularne epidemiologije (Riapis, Filatov i Salova,
2003). Razvoj spomenute grane epidemiologije omogucéava istrazivanje uzro¢nika bolesti na
molekularnoj razini te koriStenjem novih tehnologija i metoda rjeSava probleme koje to tada nije
bilo moguce premostiti metodama koristenim u klasi¢noj epidemiologiji. Pojmom molekularna
epidemiologija Cesto se obuhvacaju metode tipizacije sojeva i varijanti patogena koji uzrokuju
zarazne bolesti. Upravo filogenetika koju €ini Sirok spektar razli¢itih metoda je vrlo ¢esto koriSten

alat u molekularno epidemioloskim istrazivanjima (Hall i Barlow, 2006).

4. Molekularna evolucija

Pracenje virusne evolucije izuzetno je bitno kako bi se bolje razumjelo podrijetlo samog
virusa, epidemiologija te potencijalno pretpostavilo moguce daljnje rasprostranjivanje virusa i
nastanak novih varijanti (Lauring, 2020). Za njezino razumijevanje i pra¢enje nuzno je uzeti U obzir
1 glavnu pokretacku sile evolucije — mutacije. Mutacije unose promijene koje omogucavaju da
prirodna selekcija djeluje te da se zadrzavaju one koje su za jedinku najpovoljnije (Engelhardz i
Shakhnovich, 2019). Velika ve¢ina mutacija nema utjecaj na jedinku, dio utjece negativno, dok
samo mali postotak doprinosi povoljnim znacajkama (Duffy, 2018). Zbog svoje grade genoma i
kemijske prirode RNA molekule, RNA virusi imaju visoku stopu mutacija. Za RNA viruse
procijenjeno je da se ona kreée u intervalu izmedu 10* i 10°® mutacija po nukleotidu po
infekcijistanice (engl. substitutions per nucleotide per cell infection — s/n/c), a za DNA viruse je

nesto niza te se nalazi u intervalu od 10 do 10 s/n/c (Sanjun i sur., 2010).



4. 1. Varijante koje izazivaju zabrinutost

Postoje brojne varijante virusa koje nose odredene mutacije u svojem genomu $to ih ¢ini
geneticki razli¢itima. U slucaju da nose mutacije za koje je otkriveno i dokazano da imaju znacajan
utjecaj na fenotip, kao Sto je uspjeSnije rasprostranjivanje i veca virulencija ili poboljSana
sposobnost bijega od imunosnog sustava, te varijante nazivaju se varijantama koje izazivaju
zabrinutost (engl. variants of concern — VOCs) (Sanyaolu i sur., 2021). Ukoliko se za mutacije
koje posjeduje odredena varijanta samo pretpostavlja takav utjecaj, bez postojecih dokaza, onda se
one nazivaju varijantama od interesa (engl. variants of interest — VOIs)

(https://www.ecdc.europa.eu/en/covid-19/variants-concern).

Od pocetka pandemije do danas od strane WHO proglaseno je pet varijanti koje izazivaju
zabrinutost; alfa, beta, gama, delta i omikron. Prva detektirana varijanta koja izaziva zabrinutost
bila je alfa varijanta poznata i kao B.1.1.7 koja se pojavila u rujnu 2020. godine u Ujedinjenom
Kraljevstvu te je ubrzo postala dominantna zbog brzog Sirenja bolesti koju izaziva. Ono po ¢emu
se razlikuje od prvotno detektirane varijante iz Wuhana je 17 ne-sinonimnih mutacija i osam
dodatnih mutacija u S proteinu; AH69-V70, AY 144, N501Y, A570D, P681H, T7161, S982A i
D1118H. Od navedenih mutacija tri su od posebnog interesa, a to su delecija dvije aminokiseline
u NTD (AH69-V70), supstitucija 501. aminokiseline iz asparagina (N) u tirozin (Y) (N501Y) u
RBD i supstitucija 681. aminokiseline iz prolina (P) u histidin (H) (P681H) koja se nalazi
proksimalno od furinskog mjesta cijepanja podjedinica (Shen i sur., 2021). Najznacajniji utjecaj
na fenotip ima mutacija N501Y koja samostalno ima skoro jednake fenotipske karakteristike kao i
kombinacija svih osam mutacije S proteina. To upucuje na izuzetno veliki utjecaj spomenute
supstitucije na prijenos virusa medu domacinima, a podatci da je ona uocena i kod ostalih varijanti
koje izazivaju zabrinutost zbog povecane prenosivosti 1 prijenosa dodatno podupire tu pretpostavku
(Liu i sur., 2021). Beta varijanta (B.1.351) detektirana je u svibnju 2020. godine u Juznoafrickoj
Republici (D. Zhou i sur., 2021), a karakterizira ju neobi¢no velik broj mutacija
(https://gvn.org/covid-19/beta-b-1-351/). Od 21 mutacije devet ih je u dijelu genoma koji kodira S
protein. Uz N501Y mutaciju koja se pojavljuje i u alfa varijanti treba istaknuti najvaznije, a to su;
E484K, K417N, ORFI1B delecija u RBD te L18F, DS80A, D215G, A242-244, R2641, A701V u
NTD (Lemieux i sur., 2021). Iste godine u studenom u Brazilu detektirana je jos jedna varijanta
koja izaziva zabrinutost, gama varijanta (P. 1) koja se ubrzo prosirila i izvan granica Brazila i

Juznoameric¢kog kontinenta (Banho i sur., 2022). Od 21 mutacije koje definiraju gama varijantu
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njih deset nalazi se na S proteinu, od ¢ega tri u domeni RBD, a to su supstitucije K417T, E484K i
N501Y. Uocljivo je kako su te mutacije identicne odnosno vrlo sli¢ne onima u beta varijanti $to
ukazuje na konvergenciju i nezavisnu pojavu istih mutacija kod viSe varijanti (Nonaka i sur., 2021).
Krajem 2020. godine u Indiji prepoznata je jo§ jedna nova virusna varijanta koja izaziva
zabrinutost, a to je delta (B.1.617.2). Ono Sto karakterizira tu varijantu i razlikuje ju od dosad
spomenutih je supstitucija u S proteinu gdje je na 681. mjestu prolin zamijenjen argininom
(P681R). Ta mutacija doprinosi boljem cijepanju S proteina te time pospjeSuje fuziju i ulazak
virusa u stanicu (Saito i sur., 2021). Takoder mutacije L452R i T478K u RBD te delecija A156-157
u NTD imaju znacajan utjecaj na imunosni odgovor jer se nalaze u klju¢nim antigenskim regijama

proteina (https://gvn.org/covid-19/delta-b-1-617-2/).

Omikron (B.1.1.529) je najrecentnije proglaSena varijanta koja izaziva zabrinutost, a prvi
puta je detektirana u Juznoafrickoj Republici. Preko 60 % svih mutacija koje ovu varijantu odvajaju
od originalnog, prvotno izoliranog, soja iz Wuhana iz prosinca 2019. godine nalazi se u dijelu
genoma koji kodira za S protein (Jung i sur., 2022). Unutar S1 domene nalazi se 31 mutacija to¢nije
supstitucije 1 delecije, od ¢ega njih 11 u domeni NTD (A67V, AH69, AV70, T951, G142D, AV143,
AY 144, AY145, AN211, L2121 1 ins214EPE), 15 u domeni RBD (G339D, S371L, S373P, S375F,
K417N, N440K, G446S, S477N, TA78K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y i Y505H) i pet
u domeni CT (T547K, D614G, H655Y, N679K i P681H) (Sarkar i sur., 2021). Ukratko pregled
supstitucija i delecija aminokiselina u dijelu genoma koji kodira za S protein varijanta virusa
SARS-CoV-2 koje izazivaju zabrinutost (alfa, beta, gama, delta i omikron) i varijantama od
interesa (epsilon, zeta, eta, theta, jota, kapa i lambda) prikazan je na Slici 6. MozZe se uociti kako
su neke mutacije, primjerice D614G prisutne kod svih varijanti dok je velik dio mutacija usko
vezan uz samo jednu ili dvije varijante, primjerice D215G kod beta varijante i D138Y kod gama

varijante.
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Slika 6. Pregled mutacija aminokiselina (supstitucija i delecija) u dijelu genoma koji kodira za S
protein u varijantama virusa SARS-CoV-2 koje izazivaju zabrinutost (VOC) i varijantama od
interesa (VOI). Preuzeto iz Oude Munnink i sur., 2021.

5. Filogenetika

Filogenetika, podrucje biologije koje se bavi medusobnim odnosima izmedu organizama,
vrsta i/ili varijanti, postala je neophodna u prac¢enju epidemiologije (Crandall i Posada, 2002).
Pomoc¢u filogenetskih analiza mogucée je otkriti podrijetlo uzro¢nika bolesti te obrasce
rasprostranjivanja i pojave novih varijanti (Yang i Rannala, 2012) sto se preklapa s ciljevima
epidemioloskih istrazivanja i razlog je zaSto je filogenetika toliko koriStena i korisna u

epidemiologiji.

Medusobni odnosi mogu se odrediti na temelju takozvanih filogenetskih biljega, a prikazuju
se filogenetskim stablima. Filogenetski biljezi su karakteristike koje su unutar promatranih uzoraka
varijabilne te se na temelju njihovih razlika uspostavljaju odnosi. Mogu biti klasi¢ni biljezi, poput

morfoloskih karakteristika, ili molekularni biljezi, poput sekvenci nukleotida ili aminokiselina (Ke
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i sur., 2017). Ukoliko se koriste molekularni biljezi govorimo o molekularnoj filogeniji koja je
danas sve ¢es¢a. Upotrebnom molekularnih biljega dobivaju se precizniji rezultati jer su ti podatci
nedvosmisleni i ima ih izuzetno puno $to omogucava dobru i kvalitetnu statisticku analizu (Amit
Roy, 2014). Postupak izrade stabla molekularnom filogenijom sastoji se od nekoliko koraka. Prvo
je potrebno sakupiti sve sekvence, sekvenciranjem vlastitih uzoraka ili pretrazivanjem i
sakupljanjem istih iz baza podataka kao Sto je Nacionalni centar za biotehnoloske informacije
(engl. National Center for Biotechnology Information — NCBI). Zatim se sve sekvence viSestruko
sravnjuju (engl. multiple alignment) te se na temelju viSestrukog sravnjenja pomocu neke od
metoda rekonstruira stablo (Hall, 2013). Naj¢esce koristene filogenetske metode za rekonstrukciju
stabala su; metode maksimalne Stedljivosti (engl. maximum parsimony methods), metode
maksimalne vjerojatnosti (engl. maximum likelihood methods), metode udaljenosti (engl. distance
methods) i Bayesianske metode (engl. Bayesian methods). Metode se medusobno razlikuju po
matemati¢kim i statistickim modelima na kojima se temelje, a ovisno o krajnjem cilju bira se ona
metoda koja je najpogodnija (Yang i Rannala, 2012). Analizom topologije dobivenog stabla donose
se zakljucci o odnosima promatranih taksona, a za razumijevanje i mogucénost interpretacije stabla
bitno je znati §to predstavljaju listovi, grane i ¢vorovi. Duljina grana moze, ali i ne mora biti
informativna, a ukoliko je, ona moze predstavljati razlike odnosno mutacije (filogram) ili vrijeme
(kronogram). S druge strane ¢vorovi, to¢nije njihov polozaj je informativan te upucuje na odnose
izmedu taksi. Cvorovi mogu biti unutarnji ili vanjska, a vanjski se &esto nazivaju i listovima. Oni
predstavljaju taksone koje prou¢avamo, u molekularnoj filogenetici to su najcesce jedinke iz kojih
potjeCu sekvence na temelju kojih je izradeno stablo (Gregory, 2008). Usporedba kladograma i

filograma s nazna¢enim elementima filogenetskog stabla prikazana je na Slici 5.
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Slika 5. Prikaz dva tipa filogenetskih stabala; kladograma (duljina grana prikazuje vrijeme) i
filograma (duljina grana prikazuje razlike, odnosno mutacije). Razli¢itim bojama prema legendi

naznaceni su kljucni elementi stabala (grane, ¢vorovi i listovi).

5. 1. Viralna filodinamika

Viralna filodinamika je podruc¢je koje se bavi utjecajem epidemioloskih, imunoloskih i
evolucijskih procesa na viralnu filogeniju (Volz, Koelle i Bedford, 2013). Pojam filodinamike
uveden je 2004. godine kada je Grenfell sa suradnicima uocio vaznost poveznice izmedu
epidemioloskih procesa i evolucije patogena. Za prva istrazivanja, radi jednostavnosti, bilo je bitno
pronac¢i model u kojem se epidemioloski i1 populacijski procesi odvijaju u slicnim vremenskim
okvirima. Upravo RNA virusi zbog svoje visoke stope mutacija, velikih populacija i kratkog

generacijskog vremena bili su idealni za takav tip istrazivanja (Grenfell i sur., 2004).

Filodinamicke analize temelje se na statisticCkim 1 matematickim modelima kao Sto su
supstitucijski model i model molekularnog sata (Attwood i sur., 2022). Supstitucijski modeli su
matematicki modeli koji opisuju promijene odnosno mutacije u nukleotidnim sekvencama i ¢ine
osnovu u evolucijskim analizama genetickih podataka na molekularnoj razini (Arenas, 2015).
Pojavom naprednijih softvera za filogeneticke analize, kao Sto je metoda najvece vjerojatnosti
(engl. maximum likelihood method — ML) (Postillone i Perez, 2017), uocena je vaznost odabira $to
boljeg supstitucijskog modela jer on direktno utjeCe 1 na kvalitetu same filogenetske analize
(Posada i Crandall, 2001). Danas su poznati brojni supstitucijski modeli izmedu kojih je moguce

odabrati onaj koji najbolje odgovara ciljnoj regiji genoma. Postojanje spomenute raznolikosti
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modela nuzno je s obzirom na to da je molekularna evolucija Cesto heterogena te se ne moze uvijek
opisati istim modelom ve¢ su potrebne odredene izmjene kako bi se ona Sto bolje opisala za
odredeni dio genoma (Arbiza i sur., 2011). Drugi bitan model koji se koristi u filogenetickim
analizama je molekularni sat. To je hipoteza prema kojoj DNA molekula i proteini evoluiraju
relativno konstantnom brzinom u vremenu §to omogucuje utvrdivanje kada su se dvije vrste
odvojile odnosno gdje se na vremenskoj skali nalazi njihov zadnji zajednic¢ki predak (Pascual-
Garcia, Arenas i Bastolla, 2019). Iako neoc¢ekivano, stopa brzine molekularne evolucije relativno
je konstanta, a taj fenomen se objaSnjava time da je vec¢ina mutacija neutralna, odnosno da nemaju

pozitivan ili negativan utjecaj na fitnes i prezivljavanje jedinki (Bromham i Penny, 2003).

Viralna filogenija, kao dio podrucja kojima se bavi filodinamika, ¢esto je vrlo dinami¢na 1
pruza efikasan uvid u brojne aspekte kako samog virusa uzro¢nika tako 1 bolesti te njezinog Sirenja.
Ono §to uvelike utjeCe na filogeniju su dogadaji supersirenja (engl. superspread event — SSE).
Ovakvi dogadaji podrazumijevaju kada jedan slucaj zaraze uzrokuje vise sekundarnih infekcija no
§to je ocekivano s obzirom na osnovni reprodukcijski broj virusa (R0O). RO predstavlja prosjecan
broj sekundarnih infekcija u populaciji te su stoga SSE ¢esto tzv. katalizatori epidemija (Lemieux
i sur., 2021). Na Slici 7. prikazan je efekt supersSiritelja. Supersiritelj je oznacen crvenom tockom,
a svaki ¢vor na stablu prikazuje novi prijenos, odnosno transmisiju virusa. Po broju ¢vorova

vidljivo kako je superSiritelj izazvao brojne sekundarne infekcije.
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Slika 7. Primjer efekta superSirenja prikazan na filogenetskom stablu. Supersiriteljima
(oznaceni crvenim to¢kama) nazivamo one jedinke i sluCajeve zaraze koji uzrokuju vise
sekundarnih infekcija (oznaceni plavo okruzenim toCkama) no $to je ocekivano s obzirom na

osnovni reprodukcijski broj virusa (R0). Preuzeto i prilagodeno iz Hillmayer i sur., 2021,

5. 2. Filodinamika virusa SARS-CoV-2

U samom pocetku pandemije COVID-19 svaka informacija i novo saznanje o
rasprostranjenosti virusa bilo je izuzetno korisno prilikom donoSenja strategija suzbijanja Sirenja
bolesti, a upravo filofinamika moze doprinijeti tim saznanjima. Filodinamic¢ki modeli i analize
mogu se koristiti u razne svrhe, kao Sto su; otkrivanje podrijetla virusa, pracenje epidemioloSkih

parametara i prijenosu virusa i ispitivanje efektivnosti mjera protiv Sirenja zaraze (Attwood i sur.,

2022).

Upravo na temelju filodinamike pojasnjeni su evolucijski dogadaji i razvoj novih varijanti
virusa SARS-CoV-2. Tako je potvrdeno da je mutacija N501Y uocena kod alfa varijante postojala
ve¢ 1 ranije kod beta varijante. Ustanovljeno je kako neke od varijanti koje izazivaju zabrinutost
imaju identi¢ne mutacije $to je rezultat konvergentne evolucije, primjerice varijante koje nose

N501Y 1 E484K mutacije (beta 1 gama) pojavile su se neovisno na vise geografski udaljenih
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lokacija te ih stoga nazivamo homoplazijama (karakteristika koja je zajednicka dvama
organizmima, a nije postojala kod njihovog zadnjeg zajedni¢kog pretka) (Attwood i sur., 2022).
Upravo ta istovremena pojava mutacija implicira na postojanje istih selektivnih pritisaka Kkoji
djeluju na virus i1 uzrokuju zadrzavanje te fiksiranje odredenih mutacija unutar populacije
(Gutierrez, Escalera-zamudio i Pybus, 2020). Selekcijski pritisci mogu biti Sirokog spektra,
primjerice potreba za vedom prenosivosti na nove domacine ili zaobilazenjem imunosnog
odgovora domacina (Day i sur., 2020). Osim tijeka evolucije moguce je odrediti i redoslijed kojim
su se mutacije pojavljivale, primjerice kod gama varijante do pojave mutacija specificnih za tu
varijantu doslo je u dvije faze u razmaku od nekoliko mjeseci. Takoder filodinamika moze pomo¢i
u otkrivanju podrijetla virusa ili virusnih varijanti. Nagla pojava varijanti s 30 ili viSe novih
znacajnih supstitucija 1/ili delecija u odnosu na genom pretka je malo vjerojatna. Ukoliko dode do
pojave takvog dogadaja vjerojatno je do njega doSlo zbog prolongirane infekcije u
imunosuprimiranom domacinu ili veéeg broja infekcija koje nisu bile detektirane i uzorkovane te
kasnije ponovnog vrac¢anja u populaciju i uzorkovanja. Primjer takve nagle pojave genetski
frekvenciji mutacija tijekom epidemije mogu utjecati i brojni drugi ¢imbenici poput efekta osnivaca
I nejednolikog uzorkovanja stoga to takoder treba uzeti u obzir prilikom filodinamickih istrazivanja

i donoSenja zakljucaka (Attwood i sur., 2022).
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6. Globalna inicijativa za dijeljenje svih podataka o gripi

Inicijativa GISAID (engl. The Global Initiative on Sharing All Influenza Data) je inicijativa
u sklopu koje je pokrenuta internetska platforma u svrhu brzog i jednostavnije distribucije podataka
o virusu gripe i koronavirusima. Ukljucuje sekvencionirane geneticke informacije i epidemioloske
podatke, a ideja je tim nac¢inom doprinijeti 1 olakSati istrazivanja s ciljem boljeg razumijevanja
kako virusi evoluiraju i rasprostranjuju se tijekom epidemija i pandemija (Yang i sur., 2020).
Tijekom prijasSnjih epidemija kao $to su ona koju uzrokuje virus svinjske gripe (HIN1) iz 2009.
godine te pticje gripe (H7N9) iz 2013. godine razvijene su metode za dijeljenje podataka te je stoga
vrlo brzo nakon pojave virusa SARS-CoV-2 razvijena i EpiCoV baza podataka koja je uvelike
doprinijela i ubrzala razvoju dijagnosti¢kih metoda i cjepiva (Khare i sur., 2021). Razvijene su i
brojne kolaboracije odnosno platforme sa sli¢énim ciljevima, a neki od primjera gdje su koriSteni
podatci preuzeti iz GISAID baze podataka su; CoV-Spectrum, CoVerage, CovidTag, CoVGlobe,
CoronaTrend, CoVariants. Brojne graficke prikaze, vizualizacije i analize podataka iz GISAID
baze napravljene su u okviru Next strain projekta. To je projekt koji za cilj ima pruZiti javnosti
prikaze javno dostupnih podataka o evoluciji patogena i Sirenju epidemija. Putem otvorenih kodova
zele omoguciti koristenje njihovih alata kako bi svatko mogao vizualizirati podatke na isti nacin te

time doprinijeti razumijevanju epidemija i njihovu rjesavanju (Hadfield i sur., 2018).

Kao referentna sekvenca koriStena u bazi odabrana je genska sekvenca izolirana 2019. iz
uzorka iz Wuhana koji predstavlja jedan od prvih slucajeva infekcije koja je uzrokovala bolest
COVID-19 te je izolat nazvan WIV04 (Okada i sur., 2020). Na GISAID platformi moguce je
pronaéi vizualizacije genomske epidemiologije SARS-CoV-2 uz poduzorkovanje na globalnoj
razini, a neki od grafickih prikaza su filogenetsko stablo, geografska rasprostranjenost s
naznacenim udjelima pojedinih varijanti, raznolikost genoma s naznacenim mjestima Cestih
mutacija te frekvencije odredenih varijanti kroz vrijeme. S obzirom na to da u bazi postoji skoro
12 milijuna cjelovito sekvencioniranih genoma virusa SARS-CoV-2, a na grafi¢kim prikazima je
moguce jasno prikazati tek oko 4 000 genoma, postoje¢i podatci su poduzorkovani, odnosno u

svrhu vizualizacije koristen je samo dio podataka.
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Filogenetski prikaz je moguce prilagoditi i prikazati na viSe nacina, ovisno o tome §to se
njime zeli vidjeti 1 istaknuti. Na Slici 8. prikazana je ovisnost broja mutacija u S1 podjedinici
S proteina virusa SARS-CoV-2 o vremenu u periodu od prosinca 2019. godine do srpnja 2022.
godine. Moze se uociti kako se s vremenom mutacije nakupljaju te da taj porast kroz vrijeme ima

linearan trend.

mutacije

prosinac travanj kolovoz prosinac travanj kolovoz prosinac travanj
2019. 2020. 2020. 2020. 2021. 2021. 2021. 2022.

Slika 8. Ovisnost broja mutacija u S1 podjedinici S proteina virusa SARS-CoV-2 0 vremenu u
periodu od prosinca 2019. godine do srpnja 2022. godine. Razli¢ite boje prema legendi
predstavljaju broj mutacija. Prikaz je izraden analizom 2 928 uzoraka sekvencioniranih genoma
koji se nalaze u bazi podataka GISAID. Preuzeto S

https://www.gisaid.org/phylodynamics/global/nextstrain/ (pristupljeno 8. srpnja 2022.).

Usporedbom filogenetskog stabla varijanti virusa SARS-CoV-2 (Slika 9.) i grafi¢kog prikaza
frekvencija pojedinih virusnih varijanti (Slika 10.) jasno je vidljiva analogija. Pocetkom 2021.
godine prvi puta se pojavljuju varijante koje izazivaju zabrinutost, odnosno one koje izazivaju
povecanu stopu Sirenja zaraze. Iz kladograma je vidljivo kako se alfa, beta i gama varijante
razvijaju i Sire neovisno jedna o drugoj u slicnom vremenskom periodu. Nesto kasnije, po¢etkom

2022. godine dolazi do pojave jos jedne varijante koja izaziva zabrinutost, a to je omikron. Omikron
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se od dotada poznatih varijanti razlikuje u dvije stvari; ima neocekivano velik broj mutacija i

uzrokuje izuzetno velik broj infekcija.
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Slika 9. Kronogram koji prikazuje filogeniju virusa SARS-CoV-2. Razli¢ite boje prema legendi
predstavljaju razlicite virusne varijante. Prikaz je zraden analizom 2 928 uzoraka sekvencioniranih
genoma koji se nalaze u bazi podataka GISAID. Preuzeto S

https://www.gisaid.org/phylodynamics/global/nextstrain/ (pristupljeno 8. srpnja 2022.).
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Slika 10. Graficki prikaz frekvencija virusnih varijanti. Prikaz je izraden analizom 2 928 uzoraka
sekvencioniranih  genoma koji se nalaze u bazi podataka GISAID. Preuzeto s
https://www.gisaid.org/phylodynamics/global/nextstrain/ (pristupljeno 8. srpnja 2022.).
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7. Zakljucak

Pandemija koju je uzrokovao virus SARS-CoV-2, kao i sve pandemije, pojavila se
neocekivano, ali u vrlo kratkom periodu od njezine pojave znanstvenici su se upoznali i razotkrili
brojne bitne informacije o samom uzro¢niku pandemije, njegovoj evoluciji, Sirenju zaraze te
utjecaju na ljudsko zdravlje. Kao i svaki organizam i virus evoluira pod utjecaj selekcijskih
pritisaka koji uzrokuju fiksiranje odredenih mutacija u njegovu genomu. Filogenetskim analizama
i rekonstrukcijom filogenetskih stabala koja daju uvid u medusobne odnose omoguceno je pracenje
pojave i Sirenja mutacija u prostoru ¢ime se dobiva uvid u evoluciju virusa. Globalna internetska
platforma GISAID predstavlja inicijativu koja je uvelike doprinijela brojnim znanstvenicima i
istrazivackim timovima. U samo nekoliko klikova svima su javno dostupne izuzetno velike
uvid u brojne aspekte koronavirusa i virusa gripe. Na temelju podataka iz GISAID baze svakim
danom objavljeno je sve vise znanstvenih radova koji prate filodinamiku virusa SARS-CoV-2, a te
informacije omogucuju preciznije usmjerivanje buducih pokusaja kontrole i prevencije Sirenja
bolesti. Filodinamika ¢e nastaviti igrati jednu od glavnih uloga u daljnjem pracenju kako ove,

trenutno aktualne, tako i svih budu¢ih pandemija i epidemija uzrokovanih mikroorganizmima.
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