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1. Uvod

Pokretni geneticki elementi (engl. transposable elements, TEs) sekvence su DNA unutar genoma
koje imaju sposobnost replikacije neovisne o replikaciji DNA domacina. Osim toga, definirajuca
znacCajka svih pokretnih genetickih elemenata je sposobnost vertikalnog prijenosa kroz germinalnu
linijju, dok invaziju novih vrsta, a ujedno i svoj evolucijski uspjeh, postizu horizontalnim
prijenosom (Gilbert i Feschotte, 2018.; Wells i Feschotte, 2020.). Dijele se na DNA-transpozone i
retroelemente koji ¢ine oko 2,8%, odnosno 42,2% ljudskoga genoma, a prisutni su u svim
eukariotima, uz malobrojne iznimke, a u manjoj su mjeri zastupljeni i u prokariotima (Bannert i
Kurth, 2004.; Wells i Feschotte, 2020.).

Retroelementi svoju transpoziciju vr§e pomoc¢u RNA intermedijera, a on se zatim reverzno
transkribira u DNA kopiju koja se integrira u genom, dok originalni element kalup ostaje
nepromijenjen pa ovaj mehanizam transpozicije nazivamo ‘“copy-and-paste”, za razliku od
transpozicije DNA-transpozona, koji koriste “cut-and-paste” mehanizam transpozicije (Stein i
Depaola, 2023.; Wells i Feschotte, 2020.)

Cilj ovog rada predstaviti je klasifikaciju i strukturne karakteristike retroelemenata, uz pomo¢
dosad objavljenih istrazivanja odrediti njihove filogeneticke odnose te prikazati spektar funkcija

koje obnaSaju u genomima mnogih eukariota.



2. Klasifikacija i struktura retroelemenata

2.1. Klasifikacija retroelemenata

Retroelementi, koji ukljucuju nekoliko skupina retrotranspozona i retroviruse, podijeljeni su u
cetiri skupine, ovisno o mehanizmima replikacije i integracije koje koriste. To su: LTR (long
terminal repeat) retroelementi, non-LTR retroelementi, YR (tyrosine recombinase) retroelementi

te PLE (Penelope) retrotranspozoni (Llorens i sur., 2011.; Wells i Feschotte, 2020.).

LTR retroelementima pripadaju Tyl/Copia, Ty3/Gypsy i Bel/Pao skupine retrotranspozona i
virusna porodica Retroviridae (Dodonova i sur., 2019.). Porodicu Retroviridae, koja ukljucuje
egzogene (engl. exogenous retroviruses, XRVSs) i endogene retroviruse (engl. endogenous
retroviruses, ERVS), ¢ine potporodice Orthoretrovirinae i Spumaretrovirinae (Lefkowitz i sur.,
2018.), a nedavno je otkrivena i nova potporodica, lokiretrovirusi, u genomima nekih paklara, riba,
gmazova i vodozemaca (Wang i Han, 2022.). LTR retrotranspozoni takoder su klasificirani kao
virusi, pa tako Tyl/Copia skupina pripada porodici Pseudoviridae, Ty3/Gypsy porodici
Metaviridae, a Bel/Pao porodici Belpaoviridae (Lefkowitz i sur., 2018.). Na temelju sli¢nosti u
mehanizmima replikacije i proteinskim komponentama, ovi su retrotranspozoni zajedno s
porodicama virusa Retroviridae i Caulimoviridae smjeSteni u red virusa s reverznom
transkripcijom, Ortervirales, za koje se smatra da su monofiletskog podrijetla (Krupovic i sur.,
2018.). Osim spomenutih retroelemenata, u nekoliko vrsta zarnjaka identificirana je nova linija
LTR retrotranspozona, Odin retrotranspozoni, blisko srodna s lokiretrovirusima (Wang i Han,
2022.).

Non-LTR retroelementi uklju¢uju LINE (long interspersed nuclear element) te SINE (short
interspersed nuclear element) elemente (Lagisquet i sur., 2021.), YR retroelementi podijeljeni su
u skupine DIRS, PAT i Ngaro (Poulter i Butler, 2015.), a PLE retrotranspozone ¢ine dvije velike
skupine, PLE retrotranspozoni koji ne kodiraju endonukleazu (EN-) te PLE retrotranspozoni koji
kodiraju endonukleazu (EN+) (Craig i sur., 2021.).



2.2. Strukturna organizacija retroelemenata

LTR retroelementi gradeni su od dva gena, gag i pol, omedena s dvije LTR regije koji sadrze
direktne repeticije (Craig i sur., 2021.). Gen gag kodira strukturne proteine kapside i nukleokapside
(Dodonova i sur., 2019.), dok gen pol kodira enzime proteazu (PR), reverznu transkriptazu (RT),
ribonukleazu H (RH) te integrazu (IN). Uz navedene gene, retrovirusi sadrze i gen env koji kodira
glikoproteine ovojnice kljuéne u ulasku virusnih Cestica u stanice domacina (Flavell, 1992.;
Johnson, 2019.). Neki pripadnici skupina Ty1/Copia, Ty3/Gypsy i Bel/Pao takoder sadrze gen env,
no stekli su ga neovisno o retrovirusima (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.). Svaka LTR regija
sadrzi centralnu regiju R te regije U3 i US na 3’-, odnosno 5’-kraju (Eickbush i Jamburuthugoda,
2008.). U LTR regiji takoder se nalazi i promotor RNA polimeraze II (Wells i Feschotte, 2020.).
Ove regije u retrovirusnim genomima predstavljaju najvarijabilnije sekvence koje se toliko
razlikuju da izmedu LTR-ova razli¢itih retrovirusnih rodova ne postoji gotovo nikakva sli¢nost
(Johnson, 2019.)

Razli¢ite skupine LTR retroelemenata medusobno se razlikuju u redoslijedu domena, odnosno
enzima, koje kodira gen pol (Slika 1.). Kod Tyl/Copia skupine, IN domena smjestena je N-
terminalno (na 5’-kraju) od RT i RH domena, dok je kod Ty3/Gypsy i Bel/Pao skupina ona
smjestena C-terminalno (na 3°-kraju) od RT i RH domena, jednako kao i kod retrovirusa (Eickbush
i Jamburuthugoda, 2008.).



pol
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a) LTR gag PR IN RT RH LTR
5 pol 3
b) LTR gag PR RT RH IN LTR
\ ol \
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c) LTR gag PR RT RH IN env LTR

Slika 1. Struktura LTR retroelemenata. a) Ty1l/Copia skupina s redoslijedom domena u genu pol PR-IN-RT-RH; b)
Ty3/Gypsy i Bel/Pao skupine s redoslijedom PR-RT-RH-IN; c) retrovirusi te pripadnici skupina Tyl/Copia,
Ty3/Gypsy i Bel/Pao koji su neovisno stekli gen env, s redoslijedom PR-RT-RH-IN. Shematski prikaz prilagoden
prema Llorens i sur. (2011), Wang i Han (2022), Warren i sur. (2015).

.....

retroelementi (Slika 2.). Takoder su omedeni terminalnim ponavljanjima, no ona su kod nekih
skupina (Ngaro i PAT), kao i kod LTR retrotranspozona, direktna, a kod nekih drugih (DIRS)
invertna (engl. inverted terminal repeats, ITRs). Najznacajnija razlika u odnosu na LTR
retrotranspozone je tirozinska rekombinaza koju kodiraju svojim genom pol umjesto integraze
(Wells i Feschotte, 2020.). Ovi retroelementi ¢esto imaju vrlo opsezne otvorene okvire Citanja
(engl. open reading frames, ORFs), spliceosomalne introne te raznolike proteinkodiraju¢e domene,
kao $to je primjerice metiltransferazna (MT) domena kod elemenata skupina DIRS i PAT (Poulter
i Butler, 2015.).
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Slika 2. Usporedba strukture YR retroelemenata (skupine Ngaro, DIRS i PAT) sa strukturom Ty3/Gypsy LTR
retroelemenata. Sve tri skupine YR retroelemenata umjesto integraze kodiraju tirozinsku rekombinazu (YR), a skupine
DIRS i PAT kodiraju dodatni enzim, metiltrasnferazu (MT). Skupina DIRS, za razliku od ostalih prikazanih skupina,
na krajevima genoma sadrZi invertne repeticije. Shematski prikaz prilagoden prema Llorens i sur. (2011), Poulter i sur.

(2015), Warren i sur. (2015), Wells i sur. (2020).

Od sve cetiri skupine, non-LTR retroelementi strukturno su najjednostavniji (Slika 3.). LINE
elementi najces¢e sadrze samo dva ORF-a, ORF1 i ORF2, u smislenoj ,,sense“ orijentaciji
(Lagisquet i sur., 2021.). Kod LINE-1 elementa, ORF1 kodira strukturni protein uklju¢en u
prepoznavanje i prijenos RNA kalupa do jezgre, ali poznati su mnogi elementi kod kojih ORF1
nije prisutan. ORF2 kodira endonukleazu i reverznu transkriptazu (Wells i Feschotte, 2020.). Ovi
otvoreni okviri ¢itanja omedeni su 5’- 1 3’-UTR regijama. 5’-UTR sadrZi promotor ovisan o RNA
polimerazi II, dok 3’-UTR sadrzi poliA rep. Unutar svoje 5’-UTR regije, LINE-1 element sadrzi
mali besmisleni ,,antisense” ORFO koji povecava mobilnost ovog elementa (Lagisquet i sur.,
2021.). Strukturu SINE elemenata ¢ine 5’-terminalna glava i 3’-terminalni rep koji omeduju
sredisnji dio, takozvano “tijelo”. Glava svih SINE elemenata nalikuje na RNA sintetiziranu RNA
polimerazom Ill, rep ¢ine jednostavna i Cesto degenerirana ponavljanja, a u tijelu nekih SINE

elemenata nalaze se komponente LINE elemenata (Kramerov i Vassetzky, 2011.).
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LINE-1 ORF1 [ EN | ORF2

SINE 5-RNA glava L1 regija BROEL 3-rep

Slika 3. Struktura LINE-1 i uobicajenog SINE retroelementa. Shematski prikaz prilagoden prema Kramerov i
Vassetzky (2011), Lagisquet i sur. (2021), Wells i Feschotte (2020.).

PLE retrotranspozoni omedeni su pseudo-LTR (pLTR) sekvencama koje mogu sadrzavati direktne
ili invertne repeticije. (Craig i sur., 2021.) EN+ PLE retrotranspozoni, uz reverznu transkriptazu,
kodiraju i endonukleazu koja se razlikuje od endonukleaza ostalih skupina retroelemenata po tome
Sto sadrzi GIY-Y1G aminokiselinski motiv (Slika 4.), a pokazuje sli¢nosti s bakterijskim Uri i UvrC
endonukleazama (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.; Wells i Feschotte, 2020.). EN- PLE

retrotranspozoni imaju jednaku strukturu, no ne kodiraju EN domenu.

5 3

EN+ PLE pLTR RT GIY-YIG EN pLTR

Slika 4. Struktura EN+ PLE retrotranspozona. U boji je prikazan jedan otvoreni okvir ¢itanja koji kodira reverznu
transkriptazu (RT) i ednonukleazu (EN) s GIY-YIG aminokiselinskim motivom. Shematski prikaz prilagoden prema
Wells i Feschotte (2020).



3. Evolucija retroelemenata

3.1. Proucavanje filogenetickih odnosa retroelemenata

Filogeneticke analize svih skupina retroelemenata najcesce se rade na temelju aminokiselinskih
sekvenca reverzne transkriptaze, odnosno nukleotidnih sekvenca RT domena s obzirom na to da je
to jedina domena zajedni¢ka svim skupinama, uz iznimku SINE retroelemenata. Cak i na ovoj
razini filogeneticke analize nailaze na prepreke. Naime, kod svih retroelemenata moguce je
poravnati sekvence samo 7 regija ovog enzima zbog razlicite brzine evolucije unutar razli¢itih
proteinskih domena (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.). Proucavanje filogenetickih odnosa
retroelemenata takoder je otezano ostalim procesima kroz koje oni prolaze, kao $to su primjerice
horizontalni transfer, rekombinacija, preraspodjele gena te regrutiranje gena (Llorens i sur., 2009.).
Zbog navedenih procesa, filogeneticka mreza najbolji je odabir za prikaz evolucijskih odnosa
retroelemenata, unato¢ tome $to se ucestalo koriste filogeneticka stabla.

Analize temeljene na RT domeni u odredenim skupinama dodatno mogu biti podrzane analizama
temeljenima na domenama RH, IN i PR te drugim domenama, ovisno o proucavanoj skupini
(Llorens i sur., 2009.).

3.2. Podrijetlo retrovirusa

Retrovirusi su virusi kraljeznjaka ¢ije se replikacija 1 integracija u genom domacina odvijaju na
jednak nacin kao 1 kod LTR retrotranspozona (Wang i Han, 2022.; Wells i Feschotte, 2020.). Ovo
saznanje bilo je klju¢no u formiranju dvije hipoteze o podrijetlu retrovirusa, odnosno LTR
retrotranspozona. Prva govori kako su LTR-retrotranspozoni Ty3/Gypsy predacka skupina
retrovirusima (Hayward, 2017.; Temin, 1980.), dok druga hipoteza pretpostavlja obrnuto, nastanak
LTR-retrotranspozona iz retrovirusa, gubitkom gena env (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.).
Najnovije analize i puno veca raznolikost retrotranspozona u odnosu na retroviruse sugeriraju kako
su predacki oblici zaista bili LTR retrotranspozoni (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.), no ne oni
iz skupine Ty3/Gypsy. Ty3/Gypsy skupina retrotranspozona tek je daleko srodna retrovirusima, a
najblizi poznati retrotranspozonski srodnik svim retrovirusima su Odin retrotranspozoni (Wang i

Han, 2022.).



Lokiretrovirusi, kao i ostali retrovirusi, kodiraju RH domenu unutar gena pol, no njihove se RH
domene razlikuju od RH domena LTR retrotranspozona po tome $to su dualne. RH domena
lokiretrovirusa sadrzi degradiranu tether domenu i funkcionalnu RH domenu. Takvu dualnu RH
domenu takoder sadrze Odin retrotranspozoni, dok ostatak njihove strukturne organizacije
odgovara Ty3/Gypsy retrotranspozonima (Slika 5.). Uoceno je kako tether domene Odin
retrotranspozona 1 retrovirusa, odnosno tether domena Odin retrotranspozona i RH domena
Ty3/Gypsy retrotranspozona pokazuju iznimnu strukturnu sli¢nost (Wang i Han, 2022.) te se
pretpostavlja da su retrovirusi i Odin retrotranspozoni stekli novu RH domenu, a degradirali onu
postojecu, naslijedenu od zajednickog pretka retrovirusa i spomenutih retrotranspozona (Eickbush
i Jamburuthugoda, 2008.). Neki Ty3/Gypsy retrotranspozoni takoder posjeduju dualnu RH
domenu, no ona se razvila neovisno o retrovirusima i Odin retrotranspozonima (Wang i Han,
2022.).

5 pol 3
Retrovirusi LTR LY PR RT tether RH IN Cenv
5 pol 3
Odin LTR gag PR RT tether RH IN LTR
5 pol 3
Ty3/Gypsy LTR gag PR RT RH IN LTR

Slika 5. Usporedba strukturne organizacije retrovirusa, Odin retrotranspozona i Ty3/Gypsy retrotranspozona. Sve tri
skupine posjeduju RT domenu, no kod retrovirusa i Odin retrotranspozona ona je dualna i sastoji se od degradirane
tether domene i novosteéene RT domene. Ty3/Gypsy i Odin retrotrasnpozoni, za razliku od retrovirusa, u pravilu

nemaju gen env. Shematski prikaz prilagoden prema Wang i Han (2022).

Filogeneticke analize temeljene na aminokiselinskim sekvencama reverzne transkriptaze svih
¢lanova reda Ortervirales pokazuju da Odin retrotranspozoni ¢ine sestrinsku skupinu
lokiretrovirusima. Nadalje, lokiretrovirusi i ostali retrovirusi ne formiraju monofiletsku skupinu,

ve¢ lokiretrovirusi i Odin retrotranspozoni €ine sestrinsku skupinu svim ostalim retrovirusima



(Slika 6.). Takoder se pretpostavlja da je najmladi zajednicki predak Odin retrotranspozona i
retrovirusa bio LTR retrotranspozon s dualnom RH domenom, a ove rezultate dodatno podupiru
filogeneticke analize temeljene na RH i IN domenama (Wang i Han, 2022.). Ustanovljeno je da se
prvi retrovirusi javljaju prije divergencije riba koStunjata (Osteichthyes) u zrakoperke
(Actinopterygii) i mesoperke (Sarcopterygii) (Llorens i sur., 2009.), a njihova evolucija obiljezena

je ucestalim horizontalnim prijenosom (Wang i Han, 2022.).

Env proteini lokiretrovirusa ne pokazuju vidljive sli¢nosti s Env proteinima ostalih retrovirusa, no
pokazuju s fuzijskim glikoproteinima virusa reda Mononegavirales (Lefkowitz i sur., 2018.), §to
upucuje na to da su Env proteini lokiretrovirusa i ostalih retrovirusa vjerojatno razli¢itog podrijetla

te su ih ove dvije skupine stekle neovisno, iz razli¢itih izvora.

3

ostali retrovirusi

lokiretrovirusi

Ty3/Gypsy

%é%%ﬁ: stjecanje gena env

MR MX nastanak dualne RH domene

Slika 6. Model podrijetla retrovirusa iz LTR retrotranspozona s dualnom RH domenom iz kojeg su takoder nastali i
Odin retrotranspozoni. Lokiretrovirusi ne ¢ine monofiletsku skupinu s ostalim retrovirusima (porodice
Spumaretrovirinae i Orthoretrovirinae), ve¢ su ove skupine nastale neovisno jedna o drugoj stjecanjem gena env iz

razli¢itih izvora. Prilagodeno prema Wang i Han (2022).



3.3. Endogeni retrovirusi

Retrovirusi najéeSce inficiraju somatske stanice, no takoder je moguca infekcija i germinativne
linije. Ukoliko se to dogodi, nakon integracije u genom, retrovirusi se na potomstvo mogu prenijeti
u obliku endogenih retrovirusa, a proces se naziva endogenizacija (Wang i Han, 2022.). Vecina
endogenih retrovirusa u genomima postoji kao solo-LTR nastao homolognom rekombinacijom
dvaju LTR-ova §to za posljedicu ima gubitak svih virusnih gena pa takvi endogeni retrovirusi
nemaju sposobnost ekspresije gena izvornog retrovirusa (Johnson, 2019.). Gubitak ekspresije gena
takoder moze biti posljedica nakupljanja mutacija tijekom evolucije te epigenetickog utiSavanja
virusnih gena (Stein i Depaola, 2023.).

Ulaskom u genski bazen domacina, endogeni retrovirusi mogu se izgubiti ili fiksirati, ovisno o
djelovanju genskog drifta 1 prirodne selekcije. Ukoliko dode do fiksiranja, postoje brojni
postendogenizacijski mehanizmi koji osiguravaju odgovarajué¢e povecanje broja njihovih kopija
(Johnson, 2019.).

Ljudski endogeni retrovirusi (engl. human endogenous retroviruses, HERVS) nastaju na jednak
nacin. Za njih se smatra da su nastali u nekoliko valova invazijom genoma sisavaca egzogenim
retrovirusima izmedu 100 i 40 milijuna godina. Takoder su zabiljeZeni endogeni retrovirusi koji su

proces endogenizacije prosli nesto ranije, prije oko 250 tisuca godina (Stein i Depaola, 2023.).

Vecina endogenih retrovirusa trenutno prisutnih u genomima kraljeznjaka endogenizaciju je prosla
davno u evoluciji kraljeznjaka. Odlican su primjer spumaretrovirusi ¢iji odgovaraju¢i endogeni
retrovirusi sugeriraju na mogucénost integracije u genome morskih Zivotinja prije vise od 450
milijuna godina, u paleozoiku (Johnson, 2019.). lako malobrojni, primjeri nedavnih ulazaka
endogenih retrovirusa u genome kraljeznjaka infekcijom egzogenim retrovirusima svakako
postoje. Jedan od takvih retrovirusa je KoRV (engl. koala retrovirus), isprva identificiran
iskljucivo kao ERV. lako postoji kao dio genoma vecine koala, neobi¢no je Sto posjeduje cijeli
genom sposoban za replikaciju. Analize odgovaraju¢eg egzogenog retrovirusa dovele su do
zakljucka kako je KoRV u populaciju koala usao unutar posljednjih 100 godina i jo$ uvijek prolazi
kroz proces endogenizacije, Sto najceS¢e nije slucaj s ostalim endogenim retrovirusima.

Procijenjeno je da se idu¢a najrecentnija takva endogenizacija dogodila prije oko 5 tisu¢a godina
(Tarlinton i sur., 2006.).
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3.4. Kimerni nastanak LTR i SINE retroelemenata te caulimovirusa

Komponente potrebne u mehanizmima transpozicije LTR retroelemenata podrijetlo vuku iz non-
LTR retroelemenata i DNA transpozona. Primjerice, filogeneticke analize RH domena LTR
retroelemenata, non-LTR retroelemenata i stani¢nih genoma pokazuju kako RH domene svih LTR
retroclemenata ¢ine monofiletsku skupinu ugnijezdenu unutar skupine RH domena non-LTR
retroelemenata. S obzirom nato da su non-LTR retroelementi i DNA transpozoni evolucijski starije
skupine, smatra se kako su LTR retroelementi nastali njihovom fuzijom (Malik, 2005.; Wells i
Feschotte, 2020.). Osim gena iz drugih pokretnih genetickih elemenata, LTR retroelementi
objedinjuju razli¢ite gene svojih domacina te nekih virusa, a takoder su ukljuceni u evoluciju biljnih
virusa porodice Caulimoviridae. To su pararetrovirusi ¢iji genom ¢ini cirkularna dvolanéana DNA
te im je u ciklus uklju¢en RNA intermedijer podrijetlom iz LTR retroelemenata (Llorens i sur.,
2009.). Nije poznato jesu li caulimovirusi inicijalno inficirali insekte ili biljke, no smatra se da su
nastali prije oko 130-90 milijuna godina prilikom pojave kritosjemenjaca fuzijom Ty3/Gypsy

retrotranspozona i drugih skupina RNA virusa (Llorens i sur., 2009.).

S obzirom na to da SINE elementi ne kodiraju reverznu transkriptazu, odredivanje filogenetickih
odnosa s ostalim skupinama retroelemenata otezano je. Unato¢ tome, moguce je proucavanje
ostalih domena te je na temelju toga otkriveno da su SINE elementi kimernog postanka. Vecina
ovih elemenata izvedena je iz nekodirajuée RNA nastale transpozicijom transkripata RNA
polimeraze 111 (tRNA, 7SL i 5S RNA) i komponenata LINE elemenata (Kramerov i Vassetzky,
2011.). Vecina skupina SINE elemenata izvedena je iz tRNA, s iznimkom nekoliko SINE
elemenata sisavaca koji potjecu od 7SL RNA (Lenoir i sur., 2001.). Neke skupine sadrze uglavnom
transkripte RNA polimeraze III, dok su neke razvile slozene mozai¢ne strukture koje dodatno

poboljsavaju njihovu mogucnost transpozicije (Wells i Feschotte, 2020.).
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3.5. Stjecanje gena env kod LTR retrotranspozona

LTR retrotranspozoni uglavnom ne sadrze gen env, no nekoliko je opisanih primjera iz sve tri
skupine gdje su oni takav gen stekli nizvodno od svojega gena pol.

Najbolje proucen takav retroelement je Gypsy retrotranspozon vinske musSice (Drosophila
melanogaster). Primijec¢eno je da Gypsy ima sposobnost infekcije oocita, odnosno funkcionira kao
virus, a to mu omogucava upravo gen env. Nekoliko retroelemenata nalik na Gypsy otkriveno je i
u drugim vrstama roda Drosophila te u drugim insektima. Utvrdeno je kako sekvence njihovih
gena env pokazuju sli¢nost s bakulovirusnim genom odgovornim za infektivnu sposobnost virusa
pa se nastanak ovih retroelemenata pripisuje bakulovirusima koji su inficirali insekta te prenijeli
jedan od svojih gena u LTR retrotranspozon (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.). Ovo nije
jedinstveno za Ty3/Gypsy skupinu, ve¢ su retrotranspozoni s genom env zabiljeZeni i kod Bel/Pao

I Tyl/Copia skupina (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.).

3.6. Filogeneti¢ki odnosi ostalih retroelemenata

PLE retrotranspozoni najdivergentnija su skupina retroelemenata i Cesto ih se grupira s
eukariotskim telomerazama (TERT) (Slika 7.). GIY-YIG aminokiselinski motiv karakteristican za

neke PLE retrotranspozone potjece iz bakterijskih introna grupe | (Craig i sur., 2021.).

Filogeneticke analize RT domena uobicajeno YR retrotranspozone smjeStaju unutar LTR
retroelemenata, Sto navodi na zakljucak da je izvorna IN domena zamijenjena YR domenom.
Medutim, s obzirom na to da starost i filogeneticki polozaj YR retroelemenata jo$ uvijek nisu u
potpunosti razjasnjeni, takoder se predlaze i alternativni Scenarij, postojanje predackog
retroelementa s YR domenom koju je kasnije zamijenila IN domena formiraju¢i danasnje LTR
retrotranspozone (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.). Sli¢nost strukture genoma YR i LTR
retroelemenata sugerira na postojanje zajednickog pretka ovih dviju skupina koji se odvojio od

drugih skupina retroelemenata, poglavito od Bel/Pao skupine (Slika 7.) (Llorens i sur., 2009.).

12



LINE retroelementi su, u organizaciji i mehanizmima transpozicije, najsrodniji bakterijskim
intronima grupe 1l (Slika 7.) za koje se smatra da su predci jezgrinih spliceosomalnih introna (Malik
i sur., 1999.). Filogeneticke analize LINE elemenata oteZane su zbog nedostatka univerzalnih
znacajki 1 ograniCene isklju¢ivo na RT domenu koja predstavlja jedinu domenu zajednicku svim
elementima. Ovim analizama utvrdena je monofilija LINE elemenata, koji, zajedno s bakterijskim
intronima grupe 1, ¢ine sestrinsku skupinu LTR i1 YR retroelementima, a to je dodatno potvrdeno
filogenetickim analizama RNaza H i AP endonukleaza nekih od elemenata. Evolucija LINE
elemenata odvijala se vertikalnim transferom, a sve skupine pojavile su se prije kambrija (Malik i
sur., 1999.).

Razli¢ita struktura gena pol kod Ty1/Copia retrotranspozona u odnosu na ostale LTR retroelemente
sugerira na to da se ova skupina odvojila od grane iz koje su nastali ostali LTR retroelementi (Slika
7.) (Flavell, 1992.). Filogeneticke analize potvrduju ovu hipotezu i taj dogadaj smjestaju u
razdoblje prije oko 3,5-1,3 milijarde godina (Llorens i sur., 2009.). Retrotranspozoni ove skupine
pokazuju veliku sli¢nost unutar evolucijski daleko srodnih vrsta, dok kod blisko srodnih vrsta
postoje puno vece varijabilnosti, §to znaci da su Ty1/Copia retrotranspozoni evoluirali mutacijama
putem vertikalnog, ali i horizontalnog transfera. Velika je razlika i u raznolikosti sekvenci
Ty1/Copia skupine kod biljaka u odnosu na Zivotinje. Kod Ty1/Copia retrotranspozona biljaka
uocena je puno veca varijabilnost, nego kod zivotinja i nizih eukariota. Razlog lezi u moguénost
biljaka da proizvode somatske i spolne stanice od meristemskih stanica tijekom cijelog zivotnog
ciklusa, dok Zivotinje determinaciju spolne linije stanica dovrSavaju ve¢ u ranoj embriogenezi te
su njihove stanice, a posljedi¢no i retroelementi, zastic¢eniji od mutacija. Ulogu u ovome igra i
visoka tolerancija biljnih genoma prema kromosomskim promjenama kao Sto su poliploidija i

druge vrste mutacija (Woodrow i sur., 2012.).

Za elemente skupine Bel/Pao ¢esto se pretpostavlja da su se pojavili vrlo rano u evoluciji Metazoa,
no moguce je i da se to dogodilo kasnije, samo u manjoj skupini Metazoa, a zatim su horizontalnim
transferom preneseni u druge pripadnike te skupine. Ova druga pretpostavka mogla bi objasniti
zasto u genomu sisavaca nema Bel/Pao elemenata, no takoder je moguce da su oni izgubljeni
tijekom evolucije (De La Chaux i Wagner, 2011.). Odredeno je da pojava Bel/Pao retroelemenata

u eukariotima datira iz vremena proterozoika, a svoju visoku rasprostranjenost postizali su od
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proterozoika do devona, prije 1,3-0,38 milijarde godina kada su sve velike skupine eukariota
dozivjele znacajnu diverzifikaciju, no zanimljivo je da oni izostaju kod biljaka i gljiva (Llorens i
sur., 2009.).

Raznolikost pokretnih genetickih elemenata velika je, §to je u kontrastu s malim brojem razlicitih
skupina proteina ukljuc¢enih u njihovu transpoziciju. Svim tim proteinima zajednicke su visoko
konzervirane strukturne karakteristike, kao §to je primjericc RRM (RNA recognition motif) za
kojeg se smatra da je imao vaznu ulogu u prijelazu iz primordijalnog RNA svijeta u DNA svijet,
te velika rasprostranjenost. Svi postojec¢i eukariotski elementi uvelike se razlikuju od svojih
srodnika u prokariotima, a takoder se ni filogeneticki ne grupiraju s njima, stoga se ¢ini da se veéina
eukariotskih retroelemenata pojavila vrlo rano u evoluciji eukariota, dok temeljna enzimska

masinerija potrebna za transpoziciju prethodi pojavi eukariota (Wells i Feschotte, 2020.).
Unato¢ svojoj varijabilnosti kod nekih skupina, filogeneticke analize pokazuju da je osnovna

struktura LTR-ova nastala jednom tijekom evolucije $to daje argument za monofiliju LTR

retroelemenata (Benachenhou i sur., 2013.).
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—— PLE

L telomeraza (TERT)

— introni grupe Il

— LINE

— Ty1/Copia

Bel/Pao

YR

ostali retrovirusi

—— lokiretrovirusi

—— Odin retrotranspozoni

—— caulimovirusi

——  Ty3/Gypsy

Slika 7. Pojednostavljeni prikaz filogenetickih odnosa retroelememenata napravljen na temelju nukleotidnih sekvenci
RT domena i aminokiselinskih sekvenci reverznih transkriptaza. Jasno je uo€ljiva srodnost PLE retroelemenata s
eukariotskim telomerazama (TERT) te LINE retroelemenata s bakterijskim intronima grupe II. LTR retroelementi Cine
parafiletsku skupinu unutar koje su ugnijezdeni YR retroelementi i caulimovirusi. Prilagodeno prema Wells i Feschotte

(2020), Wang i Han (2022).
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4. Retroelementi u genomima domacina

Cinjenica da ljudski genom ¢ini samo 1,5-2% proteinkodirajuéih sekvenci, dok oko 45% Gine
pokretni geneticki elementi (Stein i Depaola, 2023.), od kojih su najzastupljeniji retroelementi, te
da se u mnogim klju¢nim biljnim genima nalaze fragmenti retroelemenata (Bennetzen, 1996.),
navodi na pomisao da oni zasigurno imaju odreden utjecaj na genome svojih domacina. To doista
je tako, a kako bi se lakSe predocile njihove funkcije u genomima domacina, vazno je najprije
poznavati procese kroz koje ovi elementi prolaze kako bi osigurali svoje Sirenje i fiksaciju u Sto

veéem broju populacija.

4.1. Horizontalni i vertikalni transfer

Raznolikost pokretnih genetickih elemenata, a time i retroelemenata, u eukariotskim genomima
znacajna je. Njihova raznolikost te raznolikost raznih ¢imbenika domacina rezultat je djelovanja
prirodne selekcije. Sve insercije retroelemenata u genome podlozne Su ovom procesu, a spolno
razmnozavanje jedinki primarni je mehanizam njihovog Sirenja unutar populacije. Takoder je
zabiljezen 1 horizontalni transfer koji se redovito dogada na evolucijskim vremenskim skalama te

je iznimno vazan u dugoro¢nom uspjehu retroelemenata (Wells i Feschotte, 2020.).

Horizontalni transfer karakteristican je za sve skupine retroelemenata, no za neke je skupine
uobicajeniji. Pretpostavlja se da takvi elementi imaju razvijene mehanizme koji smanjuju njihovu
ovisnost 0 specifi¢nim ¢imbenicima domacina te kodiraju slabe promotore ili ih uop¢e ne kodiraju.
Osim toga, prilagodbe koje omogucuju uspjesniji horizontalni transfer kod nekih skupina ukljucuju
stvaranje stabilnijih intermedijera ili citoplazmatskih kapsida i virusnih Cestica $to olakSava takav
nacin prijenosa (Wells i Feschotte, 2020.). Spomenute prilagodbe poznate su kod retroelemenata s
genom env, no skupinama koje ne sadrzZe taj gen horizontalni transfer je otezan. Ovaj problem moze
se zaobici koriStenjem virusnih Cestica kao vektora za horizontalni transfer (Wells i Feschotte,
2020.), no takvi se elementi najcesce prenose vertikalno. Za to je potrebna ugradnja u kromosome
spolnih stanica, a nemogu¢nost napustanja organizma takoder znaci da ovi elementi moraju
podlijegati strozim kontrolama proliferacije u odnosu na viruse i elemente s ucestalim
horizontalnim transferom radi potencijalne Stete koja moZe nastati njihovom ugradnjom. Svaka

ugradnja u genom moze dovesti do smanjenja vijabilnosti i1 reproduktivnog uspjeha domacina
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uzrokujuéi gubitak tog retroelementa iz populacije (Eickbush i Jamburuthugoda, 2008.). Stetni
ucinci ofituju se u poremecenoj ekspresiji gena, stvaranju toksi¢nih produkata te ucestalim
kromosomskim preraspodjelama nastalima rekombinacijom izmedu istih skupina retroclemenata
(Wells i Feschotte, 2020.). Kontrole proliferacije ¢esto ukljucuju metilaciju, RNA interferenciju i

uredivanje nukleinskih kiselina (Gogvadze i Buzdin, 2009.).

4.2. Funkcije retroelemenata u genomima

Insercije retroelemenata unutar ili u blizini nekog gena na taj gen mogu utjecati na nekoliko nacina,
ukljucujuc¢i deaktivaciju gena, promjenu aktivnosti gena, a mogu biti i bez vidljivog ucinka.
Retroelementi unutar i u blizini gena mogu potaknuti nejednake rekombinacijske dogadaje koji
zatim uzrokuju duplikacije gena i ostale preraspodjele te na taj na¢in doprinijeti funkciji i evoluciji
tog lokusa, a posljedi¢no i evoluciji genoma. Osim toga, transkripcijske regulatorne sekvence
unutar LTR-ova mogu utjecati na gensku regulaciju, a aktivacija “miruju¢ih” elemenata ima
potencijal uzrokovati brojne mutacije koje mogu dovesti do u velikoj mjeri izmijenjenog potomstva
koje ¢e biti podvrgnuto prirodnoj selekciji. Prirodna selekcija minimizira negativni utjecaj
retroelemenata i u populaciji aktivnima ostavlja jedino one koji ne pokazuju negativan utjecaj na
domacina. Vecina retroelemenata zbog toga je u obliku metiliranog heterokromatina, a u svrhu
inaktivacije moguci su i dodatni ucinci na replikaciju, rekombinaciju i genomsku arhitekturu
(Bennetzen, 1996.).

Unatoc tome $§to je vecina retroelemenata prisutnih u genomima inaktivirana, retroelementi ondje
obnasaju Sirok spektar funkcija. Retroelementi mogu utjecati na regulaciju ekspresije gena na nacin
da djeluju kao alternativni promotori genima, mijenjaju transkripciju RNA ili tkivnu specifi¢nost
njene ekspresije, sluze za formiranje novih retroelemenata i pseudogena, poticanje rekombinacije,
promjenu kalupa tijekom reverzne transkripcije, djeluju kao transkripcijski pojacivaci i utisivaci,
»antisense® regulatori transkripcije gena i regulatori translacije te mogu biti izvori novih

poliadenilacijskih signala (Gogvadze i Buzdin, 2009.).
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Integracija LTR-a u gen primata CYP19 koji kodira aromatazu, klju¢ni enzim u biosintezi
estrogena, dovela je do formiranja alternativnog promotora 100 kb uzvodno od kodirajuce regije.
Ovaj je dogadaj rezultirao transkripcijom gena CYP19 u sloju sinciciotrofoblasta posteljice Sto ima
vaznu ulogu u kontroli razine estrogena tijekom trudnoce. Alternativni promotori takoder su
izvedeni i iz endogenih retrovirusa gdje utjecu na ekspresiju gena povezanih s odredenim bolestima
(Opitzov sindrom) te metabolizmom (sinteza ugljikohidratnih lanaca u tkivima probavnog sustava)
(Gogvadze i Buzdin, 2009.).

U genomima ljudi pronadeni su i retroelementi koji predstavljaju jedine promotore odredenih gena.
Antisense sekvence L1 i Alu non-LTR retroelemenata djeluju kao jedini promotori za gen HYAL-
4 koji sudjeluje u katabolizmu hijalurona. Rekombinacija Alu retrotranspozona takoder je zasluzna

za evoluciju porodice gena koji kodiraju glikoforine (Gogvadze i Buzdin, 2009.).

U ljudskom genomu postoje tri gena koji kodiraju za amilazu u Zlijezdama slinovnicama i sva tri
gena sadrze insert cijelog HERV-E uzvodno od promotora. Pretpostavlja se da ovaj insert djeluje
kao aktivator transkripcije spomenutih gena. Osim endogenih retrovirusa, pronadeni su i non-LTR

retroelementi s navedenom funkcijom (Gogvadze i Buzdin, 2009.).

Alu retrotranspozoni, pripadnici skupine SINE retroelemenata, sudjeluju u procesiranju pre-
mRNA. Eksonizacija Alu elemenata vaZan je proces u nastanku novih eksona u genomima primata,
a takoder se smatra da je imala vaznu ulogu u specijaciji ljudi. LINE elementi i LTR
retrotranspozoni, iako u manjoj mjeri, takoder su ukljuceni u procesiranje stani¢nih RNA molekula.
Primjerice, LINE-1 retroelementi, zbog dodatnog mjesta terminacije transkripcije u svom ORF2,
imaju mogucnost stvaranja krnje mRNA molekule (Gogvadze i Buzdin, 2009.). Non-LTR
retroelementi primata takoder sudjeluju u terminaciji transkripcije. Visok udio GC parova baza u
ovim elementima ¢ini ih vru¢im mjestima metilacije DNA §to ometa transkripciju, odnosno
ekspresiju bliskih gena. Insercija retroelemenata na odredenim mjesta u genomu takoder moze biti

I uzrokom nekih bolesti, najc¢esc¢e karcinoma (Elbarbary i sur., 2016.).

Utjecaj na regulaciju genske ekspresije nije ograni¢en samo na retrotranspozone, ve¢ tako mogu
djelovati i endogeni, ali i egzogeni retrovirusi ugradeni u genom. LTR-ovi endogenih retrovirusa

takoder stjeCu funkcije novih promotora, veznih mjesta za transkripcijske faktore, pa i regulatornih
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nekodiraju¢ih RNA. Sve skupine retroelemenata svojim utjecajem na regulaciju klju¢nih gena
doprinose fenotipskoj diverzifikaciji. Naime, stalnim stjecanjem i gubitkom takvih lokusa tijekom
evolucije, ¢ak i vrlo srodne vrste variraju u sastavu i genomskoj distribuciji retroelemenata
(Johnson, 2019.).

4.3. Egzaptacije gena endogenih retrovirusa

Egzaptacije, odnosno prilagodbe koje obavljaju funkciju razli¢itu od one koju su izvorno imale
(Bertaisur., 2015.), Cesta su pojava kod endogenih retrovirusa Koji se nalaze u genomima sisavaca.
Egzogeni retrovirusi posjeduju prilagodbe za velik raspon domacina i stani¢nih nisa §to doprinosi

njihovom egzaptivnom potencijalu (Johnson, 2019.).

Izvorna funkcija Env glikoproteina je omoguditi virusima ulazak u stanicu domacina, §to ukljucuje
vezanje za povrsinu stanice 1 pokretanje fuzije viriona i staniéne membrane. Dvije najistrazenije
egzaptacije Env proteina ukljucuju Env proteine koji onemoguéuju infekciju stanice egzogenim
retrovirusima te sincitine. Sincitini su glikoproteini kodirani endogenim retrovirusima koji pokrecu
fuziju stanica citotrofoblasta, analognu ulasku virusa, s posljedicom formiranja visejezgrenog
sinciciotrofoblasta. Nastali su neovisno u viSe skupina sisavaca te predstavljaju primjer
konvergentne evolucije (Johnson, 2019.). Pronadeni su i proteini kodirani genima env ¢ije su
sekvence visoko konzervirane, ali bez poznate funkcije. Jedan od takvih je HEMO, protein prisutan
u krvi trudnica (Heidmann i sur., 2017.).

Identificirano je nekoliko egzaptacija koje ukljucuju gen gag. Takav je gen Fvl miSa koji
omogucava rezistenciju na virus mis§je leukemije (engl. murine leukemia virus, MLV), a
procjenjuje se da se u mis§ji genom ugradio prije oko 45 i 50 milijuna godina (Johnson, 2019.; Yap
i sur., 2014.). lako kod ljudskih endogenih retrovirusa nije poznata nikakva egzaptacija gena gag
koja za posljedicu ima smanjenje efikasnosti infekcije organizma odgovaraju¢im egzogenim
retrovirusom, otkriveni su proteini strukturno srodni proteinima retrovirusnih gena gag i pol s
drugim funkcijama. Takvi su proteini ARC, koji se sklapaju u strukture nalik kapsidama
retrovirusa, te SASPaze, strukturno i funkcionalno analogne retrovirusnim proteazama (Johnson,
2019.).
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5. Zakljucak

Insercija retroelemenata u genome domacina izvor je novih selektivnih pritisaka na domacina,
stoga su retroelementi fiksirani u genomima domacina Cesto inaktivirani. Aktivni retroelementi
obnasaju $irok spektar funkcija, od utjecaja na regulaciju aktivnosti gena, pa sve do poprimanja

novih funkcija koje originalno nisu imali.

Retroelementi su prisutni u genomima svih triju domena Zivoga svijeta, s ve¢om zastupljenoséu u
eukariota, a Cinjenica da se eukariotski i1 prokariotski retroelementi znacajno razlikuju dovodi do
zakljucka kako su prvi eukariotski retroelementi nastali prije pojave eukariota. Njihova velika
raznolikost u Zivom svijetu rezultat je brze evolucije i nakupljanja mutacija, ¢estog horizontalnog
transfera, ali i mnogih drugih procesa. Osim Sto doprinose raznolikosti, ovi procesi takoder
otezavaju istrazivanje filogenetickih odnosa retroelemenata. Poravnanje je problemati¢no ¢ak i kod
najkonzerviranijih sekvenci, kao $to je primjerice RT domena. Unato¢ tome, prema filogeneti¢kim
analizama zajednickih proteina i nukleotidnih sekvenci PLE elementi uobi¢ajeno se grupiraju s
eukariotskim telomerazama, LINE elementi s bakterijskim intronima grupe 11, a LTR retroelementi
¢ine parafiletsku skupinu s ugnijezdenim YR retroelementima i caulimovirusima. Takoder je
potvrden nastanak retrovirusa iz LTR retrotranspozona te utvrdeno kimerno podrijetlo SINE

retroelemenata, LTR retrotranspozona i caulimovirusa.
Velik broj retroelemenata jos uvijek nije niti otkriven, a mnoge skupine zasigurno su se izgubile iz

populacija. Identifikacijom ovih retroelemenata zasigurno ¢emo proSiriti saznanja o

retroelementima te do¢i blize rekonstrukciji njihove cjelovite evolucijske povijesti.
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