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1. UvOD

Poznato je da RNA-virusi brzo mutiraju, prvenstveno zbog velike sklonosti pogreskama virusne
RNA-ovisne RNA polimeraze (RNA dependant RNA polymerase, RdRp) (Dolan i sur. 2018).
Gomilanje velikog broja mutacija moze biti loSe za virusni geneticki fitnes, stoga rekombinacija
RNA mozZe posluziti kao mehanizam za popravak genoma (Lai 1992a). Pojava homologne RNA -
rekombinacijje prvi put je opisana ranih 1960-ih u poliovirusu (Gmyl i Agol 2005). Dokazi za
RNA-rekombincaiju kasnije su demonstrirani i za koronaviruse te (+)RNA biljne viruse na
primjeru virusa mozaika ovsika (brome mosaic virus, BMV) (Lai 1992b). U pocetku se smatralo
da se rekombinacija odvija samo kod RNA-virusa s (+) genomom i to samo tijekom sinteze (-)
lanca, ali pronadeni su dokazi za nechomolognu rekombinaciju u (=) RNA virusima, virusima s
dvolan¢anim RNA-genomom te pojava homolognih rekombinacije u rotavirusima i hantavirusima
(Sztuba-Solinska 2011). Pokazano je i da virusna RNA razli¢itih sojeva moze rekombinirati i da je
rekombinacija moguca ¢ak i s molekulama RNA domacina (Sztuba-Solinska 2011), sto je jedan od
nacéina kako se mogu razviti opasni novi sojevi virusa. Za razliku od DNA-rekombinacije, smatra
se da se rekombinacija RNA odvija prvenstveno mehanizmom izbora kopije (eng. copy-choice)
koji je ovisan o replikaciji. U sustini, RARp zapocinje sintezu na tzv. akceptorskom kalupu RNA
te zbog zastoja u replikaciji disocira s kalupa u kompleksu s novonastalim RNA-lancem nakon
cega se veze za tzv. donorski kalup, na mjestu koje moze, ali ne mora, biti homologno dijelu
novosintetiziranog RNA-lanca. Replikacija se nastavlja dok se ne razvije rekombinantna molekula
RNA (Gmyl i Agol 2005). Postoje indicije i da se RNA-rekombinacija moZze odvijati mehanizmima
neovisnima o replikaciji putem loma i ponovnog medusobnog povezivanja dva lanca RNA, ali nije
poznato koliko je ovaj nacin rekombinacije zastupljen u prirodi i njegov znacaj za evoluciju RNA-
virusa (Gmyl i sur. 1999). Osim eliminacije losih mutacija, biolosko znacenje RNA-rekombinacije
ukljucuju promicanje evolucije RNA-virusa §to je pokazano na primjeru djece cijepljene protiv
razli¢itih serotipova poliovirusa gdje je doslo do pojave rekombinanata serotipa 2 i 3 koji zbog
selekcijskog pritiska ubrzo postaju dominantni sojevi (Lai 1992a). Osim toga, moze do¢i i do
konvergencije virusnih sekvenci, a samim time i gubitka seroloskih barijera, zatim do pojave
defektnih interferiraju¢ih RNA, delecija, duplikacija i insercija gena iz domacina (Lai 1992a).

Ocito je da je virusna RNA-rekombinacija od velikog znacaja za ljudsko zdravlje i poljoprivredu



zbog moguénosti pojave novih, opasnijih patogenih virusnih rekombinanata, stoga je istrazivanje
mehanizama rekombinacije bitno kako bi se dobio uvid u moguénost predvidanja rekombinacijskih
dogadaja te povijest evolucije razli¢itih rekombinantnih sojeva. Rekombinacija je znacajno
ucestalija u jednolancanih (+)RNA-virusa te gotovo sveprisutna u toj skupini (Bentley i Evans
2018).

2. MEHANIZMI REKOMBINACIJE OVISNI O REPLIKACIJI

negativnog lanca u poliovirusu na nacin da su u uvjetima koji selektivno onemogucuju replikaciju
jednog roditeljskog virusa uveli drugi virus superinfekcijom ¢ija je mogucnost replikacije o¢uvana.
Pokazali su da u procesu rekombinacije dolazi do toga da RdRp mijenja kalup na temelju kojeg
sintetizira novi lanac S$to se naziva mehanizmom izbora kopije. To rezultira nastankom
rekombinantne RNA (Slika 1.). Osim toga, jo$ jedan vazan dokaz da je RNA-rekombinacija ovisna
o replikaciji proizlazi iz ¢injenice da tijekom aberantne nehomologne rekombinacije TCV-a (turnip
crinckle virus) dolazi do nasumi¢ne ugradnje nukleotida bez kalupa na mjestu ukriZzenja (Lai
1992b). Nadalje, pokazano je 1 kako RdRp visoke to¢nosti pokazuju smanjenu ucestalost
rekombinacije u odnosu na RdRp sklone pogreskama budu¢i da neispravna ugradnja nukleotida
poti¢e usporavanje polimerizacije RNA-lanca §to povecava vjerojatnost disocijacije s kalupa
(Bentley i Evans 2018). Cak i dodatak ribavirina koji smanjuje to¢nost polimeraze u poliovirusu
dovodi do veceg prinosa rekombinantne RNA (Bentley 1 Evans 2018). Uvodenje mutacija koje
smanjuju tocnost replikacije pomoéu RdRp dovodi do povecane frekvencije rekombinacije

(Finglerowicz i sur. 1996).
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Slika 1. RNA-rekombinacija mehanizmom izbora kopije (Preuzeto i prilagodeno iz Sztuba-

Solinska i sur. 2011).

2.1. DEFEKTNA INTERFERIRAJUCA RNA

Defektna interferiraju¢a RNA (DI RNA) nastaje kada RdRp “skace” (Slika 2.) unutar kalupa RNA,
tj. disocira i veze se za nova mjesta prepoznavanja (npr. promotore) prilikom ¢ega nastaju delecije
do te mjere da genom moze biti smanjen za 80 do 90% u odnosu na roditeljski, tj. normalni virusni
genom (Chen 1 Nagy 2003). Dakle rijeC je o nehomolognoj rekombinaciji. DI RNA nemaju gen za
replikazu stoga se natjecu s roditeljskom RNA za replikaciju (Simon i Bujarski 1994).
Pretpostavlja se da se rekombinacija RNA odvija prema slichnom mehanizmu samo $to se

replikacija nastavlja na mjestu prepoznavanja na drugoj molekuli RNA.
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Slika 2. Mehanizam nastanka DI RNA djelovanjem replikaze. Do delecije moze do¢i ili zbog (A)
homologije dviju sekvenci pri ¢emu polimeraza skace s jednog mjesta homologije na drugo, ili
zbog (B) komplementarnosti sekvenci pri ¢emu nastaje dovoljno stabilna ukosnica koja se ne
odmata ni replicira (preuzeto i prilagodeno iz Bujarski 1999). Siva elipsa predstavlja RNA-ovisnu
RNA —polimerazu, pune linije su RNA kalup, a iscrtkane linije su novosintetizirani lanac.

2.2. MEHANIZAM 1ZBORA KOPIJE

Sinteza RNA smatra se diskontinuiranim procesom zbog niske procesivnosti RdRp. Prilikom
nailaska RNA-polimeraze na regije snazne sekundarne strukture moze do¢i do usporenja sinteze
Sto moze rezultirati disocijacijom RNA-polimeraze i transkripta. Oni se zatim mogu vezati za isti
ili neki drugi kalup te nastaviti RNA-replikaciju, §to u potonjem slucaju rezultira rekombinantnom
RNA (Lai 1992a). Temperatura moze utjecati na sekundarnu strukturu RNA §to moze promijeniti
vjerojatnost disocijacije transkripcijskog kompleksa, odnosno vezanja nascentne RNA na
akceptorski kalup (Gmyl 1 Agol 2005). Moguce je 1 da novonastali lanac disocira na mjestima
bogatima bazama A 1 U zato §to na tim mjestima polimeraza ¢esto proklizava i neispravno ugraduje
nukleotide. To dovodi do usporavanja replikacije i povecava vjerojatnost za izmjenu kalupa (Nagy
i Simon 1997). Disocijacija moze biti i posljedica razgradnje donorskog kalupa (Gmyl i Agol 2005)
ili terminatorskih sekvenci, primjerice takve su U-bogate regije uzvodno od ukosnice na
nascentnom lancu (Nagy i Simon 1997). Ukosnice su Cesto povezane s mjestima ucestale
rekombinacije kod porodice Tombusviridae (Bentley i Evans 2018). Dostupnost NTP-ova takoder
igra znacajnu ulogu s obzirom da je ucestalost rekombinacije veca pri oskudici NTP-ova (Kim i
Kao 2001). Druga molekula RNA mora biti dovoljno blizu RNA-polimerazi da bi doslo do
razmjene kalupa i mora postojati nekakva posebna struktura kao §to su motivi za vezanje RNA-
polimeraze ili replikativni cis-element, kao §to su promotori ili pojacivaci replikacije, kako bi se
za nju vezao kompleks polimeraze i transkripta. To znamo jer se mjesta rekombinacije cesto
poklapaju smjestima kompleksne sekundarne RNA-strukture, najées¢e uzvodno od ukosnice (Lai
1992b; Bentley i Evans 2018). RNA-sinteza u veéini RNA-virusa se odvija u membranskim
odjeljcima gdje se molekule RNA gomilaju. Stvaranje heterodupleksa kod komplementarnih

molekula RNA takoder moze omoguciti priblizavanje dviju molekula RNA (Lai 1992b). Jedan od



mogucéih razloga zasto su u poliovirusu ucestalije rekombinacije tijekom sinteze negativnog lanca

RNA je Cinjenica da je pozitivan lanac RNA prisutan u puno ve¢em broju kopija (Lai 1992b).

Moguca su dva nacina na koje dolazi do izmjene kalupa: nascentni lanac disocira i s kalupa i RdRp
te se veze na drugi kalup na temelju komplementarnosti. Druga i vjerojatnija mogucnost je da RdRp
u kompleksu s nascentnim lancem disocira te zamijeni kalup na temelju zajednickih sekundarnih
struktura kalupa, dok se vezanje lanca nascentne DNA s novim kalupom odvija uzvodno od
transkripcijskog kompleksa, pri ¢emu moze doc¢i do djelomi¢nog nukleolitickog cijapanja RNA
(Lai 1992b).

2.3. MODELI MEHANIZMA 1ZBORA KOPIJE

Prema jednom modelu kojeg je predlozio Lai (1992b) zorno prikazanom na Slici 3., dolazi do
disocijacije RdRp s nascentom RNA na mjestu snazne sekundarne strukture. Nascentna RNA se
veze za akceptorski kalup RNA uzvodno od transkripcijskog kompleksa. Sam transkripcijski
kompleks prepoznaje na akceptorskom kalupu sekundarnu strukturu identi¢nu onoj s donorskog
kalupa Sto rezultira homolognom rekombinacijom, odnosno rekombinacijom na usporedivim
mjestima donorskog i1 akceptorskog kalupa RNA. Medutim, ukoliko se kompleks veze za razlicitu
sekundarnu strukturu, dolazi do aberantne homologne rekombinacije prilikom cega nastaju
duplikacije ili delecije. Moze do¢i i do djelomiéne razgradnje 3'-kraja nascentne RNA endo- ili
egzonukleazama prije nego se nastavi replikacija na akceptorskom kalupu. To znaci da se mjesta
rekombinacije se ne moraju podudarati s mjestima snazne sekundarne strukture RNA. Samo
vezanje RNA odvija se uzvodno od transkripcijskog kompleksa i vjerojatno igra ulogu u njegovom
usmjeravanju na akceptorski kalup. Na mjestima ukriZzenja takoder se mogu pojaviti i nukeotidi
nasumicno ugradeni bez kalupa zbog nepreciznosti prilikom ponovne inicijacije replikacije na

novom kalupu.
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Slika 3. Model izbora kopije prema Lai. (1) Transkripcijski kompleks je usporen na mjestu
sekundarne strukture prilikom ¢ega dolazi do njegove (2) disocijacije s donorskog kalupa RNA.
(3) Nascentni lanac RNA veze sa za akceptorski lanac RNA uzvodno od transkripcijskog
kompleksa prilikom ¢ega moze do¢i do skracivanja 3'-kraja nascentnog lanca S§to moZe objasniti
nasumicnost mjesta ukrizenja. (4a) Ukoliko se transkripcijski kompleks veze za sekundarnu
strukturu slicnu onoj na donorskoj RNA na usporedivom mjestu, dolazi do homologne
rekombinacije. (4b) Ako se kompleks veZe za drugo mjesto nastupa aberantna homologna aberacija

(Preuzeto i prilagodeno iz Lai 1992b).



Prema jednom drugom, procesivhom mehanizmu (Slika 4.), dvije molekule RNA koje sluze kao
kalupi mogu biti pridruzene komplementarnim vezanjem za tre¢u molekulu RNA. Kada RdRp

prijede s jednog kalupa RNA na drugi, nastaje rekombinantna RNA-molekula (Gmyl i Agol 2005).

3!

O e N S'

Rekombinantana RNA

Slika 4. Model RNA-rekombinacije gdje treCa molekula RNA (oznafena iscrtanim linijama)

podupire dva kalupa RNA (Preuzeto i prilagodeno iz Gmyl i Agol 2005).

Treci, takoder procesivni model (Slika 5.), prema kojemu 3'-kraj nascentne RNA proklizava i
djelomicno se odvaja od donorskog kalupa. Akceptorski kalup se zatim komplementarno veze za
slobodni 3'-kraj nascentne RNA i zajedno se povla¢e prema mjestu polimerizacije dok se donorski
lanac disocira (Jarvis is Kirkegaard 1991). lako se ovaj proces €ini znacajno kompleksnijim od
neprocesivnih mehanizama, zapravo je kineticki efikasniji i smatra se da nedostatak lektorirajuce

aktivnosti RARp pridonosi procesivnoj izmjeni kalupa (Jarvis i Kirkegaard 1991).



Slika 5. PredloZeni procesivni model rekombinacije RNA (Preuzeto i prilagodeno iz Jarvis i

Kirkegaard 1991).

Na slici 6. prikazan je jo$ jedan procesivan model homologne rekombinacije prema Nagy i Bujarski
(Bujarsky 1999) koji se vjerojatno odvija prilikom sinteze pozitivhog lanca s BMV (brome mosaic
virus) RdRp na kalupu negativnog lanca. Rekombinacijski aktivatori sadrze AU-bogate sekvence
koje zbog slabijih medusobnih veza izmedu A i U i posustajanja RdRp dovode do disocijacije 3'-
kraja nascentnog lanca s RdRp, dok na akceptorskoj RNA, kod AU bogate sekvence nastaje
struktura nalik balon¢i¢u. Disocirani nascentni 3'-kraj RNA hibridizira s homolognom sekvencom

rekombinacijskog aktivatora u akceptorskom RNA-kalupu pri ¢emu struktura baloncica igra



znacajnu ulogu. Hibridiziranje regije uzvodno od baloncica stabilizira strukturu i replikacija se

nastavlja na akceptorskom kalupu, dok je donorski istisnut.
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Slika 6. Model procesivne homologne rekombinacije tijekom sinteze pozitivnog lanca uz BMV
(brome mosaic virus) RdRp (preuzeto iz Bujarski 1999). Siva elipsa je BMV RNA-ovisna RNA-

polimeraza,

2.4, NEHOMOLOGNA REPLIKATIVNA REKOMBINACIJA

Nagy i Bujarski (1993) su fragment BMV RNAL u obrnutoj (eng. antisense) orijentaciji ugradili u
nekodirajucu regiju BMV RNA3 sto je rezultiralo velikim brojem nehomolognih rekombinanata s
ukriZzenjem na hibridnoj regiji. Ukoliko helikaza ne razmota heterodupleks (Slika 7. A), dolazi do
prelaska RdRp s jednog kalupa na drugi $to moZe biti popra¢eno nasumi¢nom ugradnjom
nukleotida bez kalupa. Ako je hibridizacija RNA na lijevom kraju slabija, mjesta ukrizenja ¢e biti
ucestalija u srednjem dijelu heterodupleksa zato Sto ¢e helikaza razmotati manje stabilne dijelove

heterodupleksa (Nagy i Bujarski 1993).
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Slika 7. Nehomologna rekombinacija odvija se ukoliko (B) helikaza nije vezana za kalup RNA te

ne dolazi do (A) razdvajanja heterodupleksa koji drzi dva kalupa zajedno (preuzeto iz Bujarski

1999).

3. MEHANIZAM LOMA | RELIGACIJE

Znatno manje istrazen mehanizam loma i religacije podrazumijeva lom jedne molekule RNA i
religaciju na drugu molekulu RNA ( Slika 8.). U ovom mehanizmu mogu sudjelovati QB—replikaza,
razni domacinski faktori, ribozimi ili strukture nalik ribozimima u sklopu rekombiniraju¢e RNA,
proteini pa ¢ak i sama RNA u prisustvu iona Mg?* neovisna o bilo kojim drugim faktorima. U

potonjem slucaju stopa rekombinacije je izrazito niska (Chetverin 1999; Gallei 1 sur 2004; Gmyl 1

sur 2020).
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Slika 8. Opc¢a shema rekombinacije RNA prema modelu loma i religacije (preuzeto i prilagodeno

iz Gmyl i Agol 2005).

3.1. Sustav replikaze faga Qp

Kako bi se istrazila moguénost rekombinacije ¢iji mehanizam ne ukljucuje izmjenu kalupa,
koristen je sustav bez stanica koji je sadrZzavao visoko proc¢is¢enu QP-replikazu, NTP-ove i
odredene fragmente koji su bili komplementarni, ali nisu mogli biti eksponencijalno replicirani.
5'-fragmentu (Slika 9.) nedostajala je kodirajuca regija, a 3'- fragmentu cis-elementi nuzni za
replikaciju. U takvom sustavu doslo je do pojave rekombinanata koji sadrze i 5'-cis elemente i 3'-
kodirajucu regiju koje je QPp—replikaza mogla eksponencijalno replicirati. Smatra se da je nastanak
rekombinanta posljedica napada 3'-hidroksilne grupe kataliziranog Qp-replikazom 5'-fragmenta
na fosfodiestersku vezu 3'-fragmenta buduci da su svi produkti sadrzavali cjeloviti 5'-fragment i
dio 3'-fragmenta. Ovakva rekombinacija i dalje nije neovisna o replikaciji s obzirom da je za nju

potrebna QP—replikaza (Gmyl i Agol 2005).
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5' fragment

3' fragment
5 Polyprotein 3

Slika 9. Fragmenti koriSteni u sustavu Qp—replikaze. 3'-fragmentu nedostaju cis-elementi potrebni
zareplikaciju i transkripciju, dok 5'-fragmentu nedostaje kodirajuéa regija (preuzeto iz Gmyl i Agol
2005).

3.2. NEREPLIKATIVNA RNA REKOMBINACIJA KOJA ZAHTIJEVA
PROTEINE

Proucavanje nereplikativne rekombinacije prvo se provodilo u poliovirusu. KoriSten je fragment
kojemu nedostaje kodirajuca regija u kombinaciji s fragmentom ¢iji su cis-elementi u SNTR (5°-
netranslatiranoj regiji virusnog genoma) eliminirani ili inaktivirani. U stanicama najc¢es¢e dolazi
do njihove nehomologne rekombinacije ¢ime se ponovno uspostavlja cjeloviti funkcionalni virusni
genom (Gmyl 1 Agol 2005). Medutim, replikativna rekombinacija mehanizmom izbora kopije ne
moze se u potpunosti iskljuciti. To je zbog mogucénosti bazalne ekspresije gena za RdRp, buduci
da je prisutan u cijelosti u 3'-fragmentu (Gallei i sur 2004). U odvojenom eksperimentu, koristen
je par fragmenata s prekidom unutar okvira ¢itanja RdRp kako bi se joS uvjerljivije dokazalo da
rekombinacija ne ovisi o replikaciji (Gmyl i Agol 2005). 5'-fragment je morao sadrzavati 3'-

fosfatnu skupinu, 3'-fragment 5'-hidroksilnu skupinu kako bi doslo do povezivanja krajeva. Nisu
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jos poznate RNA-ligaze koje mogu povezati takve krajeve, ali pretpostavlja se da se krajevi na neki

nacin obraduju domacinskim faktorima prije konacne medusobne ligacije (Gmyl i Agol 2005).

RNA ima sposobnost spontano rekombinirati sama sa sobom u prisustvu iona Mg® u
milimolarnim koncentracijama. Fragmenti rekombiniraju internno, dakle neovisno o slobodnim
hidroksilnim skupinama. Stopa ovakve rekombinacije je samo 10 rekombinacijskih dogadaja po
nukleotidu po satu (Chetverin 1999).

4. DOMACINSKI FAKTORI UKLJUCENI U RNA REKOMBINACIJU

Serviene i sur. (2004) Su na temelju niza izolata kvasaca s delecijom jednog gena (knockout
mutanti), pokrivaju¢i time 80 % genoma kvasca, utvrditi utjecaj pojedinih faktora na stopu

rekombinacije tombusvirusa (tomato bushy stunt virus, TBSV).

4.1 FAKTORI KOJI INHIBIRAJU RNA- REKOMBINACIJU

U ovom eksperimentalnom sustavu identificirano je pet gena ¢ije odsustvo dovodi do povecanja
stope rekombinacije $to znac¢i da ti geni, kada su aktivni, inhibiraju RNA-rekombinaciju. Tri gena
utjeCu na razgradnju RNA u smjeru 5'-3', ato su XRN1, CTL1 i MET22/HAL2. U ovim knockout
mutantima pojavile su se rekombinantne RNA s delecijama na 5'-krajevima. Stovise, doslo je do
gomilanja RNA s prekrojenim 5'-krajevima, potencijalnim intermedijerima u RNA-rekombinaciji.
Rekombinantne molekule su bile stabilnije u delecijskom muatntu za XRN1, zbog inhibicije brze
razgradnje RNA u smjeru 5'-3'. Proteini Met22p/Hal2p utjeu na aktivnost Xrnlp regulacijom
razine inhibitora Xrnlp, pAp. Ctllp cijepa 5'-fosftanu skupinu na RNA ¢ime pospjesuje aktivnost
Xrnlp, a Ubp3p ¢ini Xrnlp stabilnijim u stanicama. Sli¢ni geni su vjerojatno prisutni i u biljkama
budu¢i da je 5'-3'-nukleaza nalik Xrnpl prisutna u biljci Arabidopsis thaliana, a Hal2p homolog
je kloniran iz rize (Serviene i sur. 2004). Pretpostavlja se da je glavni mehanizam djelovanja
navedenih faktora putem brze i potpune 5'-3'-razgradnje RNA od strane Xrnpl. U odsustvu tih
faktora razgradnja je sporija i gomilaju se djelomic¢no razgradeni RNA-fragmenti sposobni za

rekombinaciju (Serviene i sur. 2004).
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4.2. FAKTORI KOJI POSPJESUJU RNA-REKOMBINACIJU

Cetiri domacinska gena kvasca, PEP7, IPK1, CHO2 i DCII najvjerojatnije poti¢u rekombinaciju
jer njihova delecija rezultirala je supresijom RNA-rekombinacije. Smatra se da je njihov utjecaj
povezan s medustani¢nim prijenosom virusnih i domacinskih proteina prema mjestu rekombinacije

1 lipidnim sastavom membranskih odjeljaka koji sadrze virusne replikaze (Serviene i sur. 2004).

Sve to upucuje na zakljucak da virusi koji ko-inficiraju stanice razli¢itih organizama s faktorima
koji pospjeSuju rekombinaciju ili imaju utiSanu ekspresiju gena za domacinske faktore Koji
suprimiraju RNA-rekombinaciju mogu lakse rekombinirati i doprinijeti evoluciji RNA virusa.
Drugim rije¢ima moguce je da u prirodi postoje posebni sojevi ili mutanti razli¢itih organizama
koji djeluju povoljno na rekombinaciju virusne genomske RNA ¢ime mozda utjeCu na brzinu

njihove evolucije.

5. RNA-REKOMBINACIJA U RETROVIRUSA

Retrovirusi sadrze dvije identi¢ne jednolanc¢ane molekule genomske RNA koje Cine dimer u
virionu. Tijekom koinfekcije dva razli¢ita soja u istoj stanici dolazi do reverzne transkripcije 1
ugradnje provirusne dvolanc¢ane DNA oba soja zasebno. Prilikom pakiranja u virione RNA jednog
soja moze se, kao u slucaju preraspodjele segmentiranih genoma, pakirati s RNA drugog soja u
tzv. heterozigotne virusne Cestice. Kada takvi virioni inficiraju drugu stanicu, zbog neprocesivne
prirode reverzne transkriptaze, dolazi do izmjene kalupa izmedu RNA dva razli¢ita soja pri ¢emu
se u jezgrinu DNA ugraduje rekombinantni provirus. U novim virionima se sada pakiraju dvije
identi¢ne rekombinantne molekule RNA (Simon-Loriere i Holmes 2011). Proces je zorno prikazan
na slici 10. Rekombinacija retrovirusa moze pridonijeti promjeni u prepoznavanju antigena,

izbjegavanju imunosnog odgovora domacina i razvoju novih varijanti (Simon-Loriere i Holmes
2011).
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Slika 10. Rekombinacija genomske RNA retrovirusa (preuzeto i prilagodeno iz Simon-Loriere i
Holmes 2011).

6. PRERASPODJELA GENOMSKIH SEGMENATA

Osim rekombinacije, preraspodjela genomskih segmenata kod RNA-virusa sa segmentiranim
genomom takoder dovodi do povecane genske varijabilnosti. Temelji se na zajednickom pakiranju
genomskih segmenata u virione tijekom koinfekcije razli¢itih virusnih sojeva segmentiranih
genoma u istoj stanici ( Slika 10.) (Bentley i Evans 2018). Jedna od mogu¢ih posljedica je promjena
domacina kojeg virus moze zaraziti (tzv. prelijevanje u novog domacina, eng. spill-over). Virus
gripe tipa A (IAV) ima genom od 8 segmenata koji kodira barem 10 proteina. Genomski segmenti
se mogu preraspodijeliti prilikom koinfekcije razlicitih sojeva IAV u istoj stanici u razli¢ite virione
formirajuéi posve nove sojeve. Takozbog genomske preraspodjele hemaglutinina i neuraminidaze,
dva povrsinska antigena IAV, izmedu virusa gripe ptica i sisavaca koji imaju razli¢ite faktore za
odredivanje specifi¢nosti prema nekome domacinu, moze do¢i do pojave novih virusnih sojeva.
Ovime su nezasti¢eni domacini izlozeni nepoznatim antigenima, a takvu skokovitu promjenu
genoma koja rezultira pojavom novog soja nazivamo antigenski pomak. Upravo ti dogadaji su
uzrok opetovanih pandemija gripe. Primjerice HINT1, uzro¢nik svinjske gripe, je nastao trostrukom
preraspodjelom genomskih segmenata pticjih i svinjskih sojeva IAV (Dolan i sur 2018).

Jedan od nacina na koji su se vjerojatno razvili virusi segementiranih genoma je koinfekcija iste
stanice s viSe virusa €iji su genomi procesom komplementacije postali trajno ovisni jedni o
drugima, odnosnno postali su segmenti genoma novog virusa (Simon-Loriere i Holmes 2011).

Druga mogucénost je da su se segmentirani genomi razvili izravno iz nesegmentiranih posredstvom
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DI RNA koje bi zadrzale infektivnost zahvaljuju¢i komplementaciji i mogle bi se s vremenom

razviti u pojedinac¢ne genomske segmente (Simon-Loriere i Holmes 2011).
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Slika 11. Preraspodjela genomskih segmenata u pojedina¢ne virione (preuzeto iz Simon-Loriere i

Holmes 2011).

7. BIOLOSKI ZNACAJ I EVOLUCIJSKE POSLJEDICE

Otkriveni su rekombinanti izmedu tri soja u sklopu primjene oralne atenuirane vakcine protiv
poliomijelitisa kod cijepljenih osoba. Najcesce se radi o rekombinatima izmedu virusa serotipa 2 i
3. Oni mogu uzrokovati pojavu bolesti kod cijepljene osobe i dovesti do pojave epidemija
poliomijelitisa (Lai 1992a, Lai 1992b). Sli¢no tome, vakcine protiv infektivnog virusa bronhitisa
(IBV), koji napada diSne puteve peradi i uzrokuje veliku Stetu u peradarstvu,sadrZe razlicite
serotipove atenuiranih IBV- sojeva mogu rekombinacijom izmedu sojeva dovesti do pojave

nepozeljnih, Stetnijih varijanti virusa (Kusters i sur.1990).

Evolucijske prednosti RNA-rekombinacije temelje se na razvoju novih, virusu pozeljnih svojstava
i eliminaciji losih mutacija te ostecenja u genomu (Worobey i Holmes 1999; Simon-Loriere i

Holmes 2011). Virusna RNA moze ¢ak rekombinirati i s mRNA domacina pri ¢emu moze do¢i do
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nastanka patogenih virusa kao u primjeru virusa govedeg virusnog proljeva (Worobey i Holmes
1999). Virus gripe tipa A je takoder u rekombinaciji s domac¢inskom RNA dao patogeniji soj
(Worobey i Holmes 1999). Mutanti faga MS2 mogu nehomolognom rekombinacijom popraviti
vazne sekundarne strukture, odnosno ukosnice (Worobey i Holmes 1999). Rekombinacija je,
takoder pridonijela proSirenju kruga domacina pojedinih virusa, porastu njihove virulentnosti,
izbjegavanju imunosnog odgovora domacina i otpornosti na protuvirusne lijekove (Simon-Loriere

i Holmes 2011).

S druge strane, moguce je da je virusna RNA-rekombinacija samo nusprodukt njihove organizacije
genoma te da igra ulogu prvenstveno u regulaciji ekspresije gena (Simon-Loriere i Holmes 2011).
Primjerice (+)-jednolonac¢ani RNA-virusi koriste subgenomske RNA, pomake u okviru ¢itanja
tijekom translacije i segmentaciju genoma. (-)-jednolan¢ani RNA-virusi imaju bolju kontrolu
genske ekspresije na razini transkripcije buduci da transkripcijom nastaje veci broj mRNA ¢ija se
translacija zasebno regulira (Simon-Loriere i Holmes 2011). Kod (+)- jednolancanih koronavirusa,
subgenomska antisense RNA nastaje diskontinuiranom transkripcijom, odnosno mehanizmom
izbora kopije na na¢in da se vodecéa sekvenca s krajnjeg 5'-kraja genomske RNA prva transkribira
te se transkripcija nakon prekida nastavlja nizvodno. Upravo to je upravo razlog za veliku stopu
rekombinacije u koronavirusa (Lai 1996). Virusna RNA-rekombinacija se stoga moze smatrati
nusproduktom procesivnosti RARp koja ovisi o gradi genoma, ali ne pridonosi znacajno pojavi
novih, pozeljnih svojstava ili eliminaciji Stetnih gena (Simon-Loriere i Holmes 2011). Virusna
evolucija je najvjerojatnije u najvecoj mjeri ovisna o visokoj stopi mutacija zbog nedostatka
lektorirajuce aktivnosti RARp te o ¢injenici da se virusi umnozavaju u velikom broju stvarajuéi tzv.

kvazivrste (Dolan i sur. 2018).

17



8. ZAKLJUCAK

Rekombinacija virusnih genomskih RNA je proces prisutan u svin RNA-virusa, ali je ucestaliji u
(+)-jednolanc¢anim RNA-virusima nego u (-)-jednolanc¢anim RNA-virusima te u biljnim RNA-
virusima. Mogu¢i mehanizmi rekombinacije su razli€iti te ukljuuju procesivne i neprocesivne,
mehanizam izbora kopije, koji ukljuc¢uje izmjenu kalupa, te mehanizam loma 1 religacije. Osim
rekombinantnin RNA-virusa, sli¢cnim mehanizmima nastaju i defektne interferirajuée RNA. U
slu¢aju replikativnih virusnih mehanizama, vaznu ulogu igraju sekundarna struktura DNA 1
homologija (u slucaju homologne rekombinacije), odnosno komplementarnost, u slucaju
nehomologne rekombinacije. U potonjem je 1 helikazna aktivnost od velike vaznosti. Sama to¢nost
RdRp tijekom replikacije takoder je vazna budu¢i da svako posustajanje moze dovesti do
disocijacije transkripcijskog kompleksa i izmjene kalupa. Nereplikativni mehanizmi rekombinacije
najvjerojatnije ukljuuju domacinske faktore, prvenstveno proteine, koji jo§ nisu sasvim
identificirani, ali je dokazano da RNA moze &ak i spontano rekombinirati u prisustvu iona Mg?* .
Postoje 1 domacinski faktori koji mogu pospjesiti ili inhibirati rekombinaciju, stoga odredeni
mutanti nekih domacina mogu posluziti kao akceleratori virusne rekombinacija pa mozda cak 1
evolucije RNA-virusa. Osim rekombinacije, virusi sa segmentiranim genomom mogu biti
podvrgnuti preraspodijeli segmenata tijekom pakiranja u virusne Cestice. Prilikom preraspodjele
moze do¢i do posljedica slicnih posljedicama RNA-rekombinacije kao S§to su promjena u
prepoznavanju antigena i izbjegavanje imunog odgovora domacina. Rekombinacija RNA-virusa u
oralnim atenuiranim vakcinama s razliitim serotipovima virusa moze dovesti do oboljenja
vakcinirane osobe i pojave epidemija zbog rekombinacije u gastrointestinalnom traktu. Sto se tie
samog evolucijskog znacaja virusne RNA-rekombinacije, smatra se da ona pridonosi razvoju novih
sojeva, eliminaciji virusu nepozeljnih mutacija i popravku virusne genomske RNA. Prema drugim
razmatranjima, rekombinacija u RNA-virusima ne doprinosi znacajno evoluciji ili popravku
genomske RNA, ve¢ je nusprodukt organizacije genoma RNA-virusa te potrebe za regulacijom
ekspresije gena. Radi rasvjetljavanja to¢nih mehanizama i znacaja rekombinacije u evoluciji RNA-

virusa, potrebna su dodatna istraZivanja.
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10. ZIVOTOPIS

Pohadao sam OS Lovre pl. Mataci¢a od 1998. koju sam zavrsio s izvrsnim uspjehom 2006. godine
kada sam upisao IV. (jezi¢nu) gimnaziju koju sam pohadao do 2010. Drzavnu maturu iz biologije
sam polozio s izvrsnim uspjehom (bio sam 6. u Hrvatskoj) te sam se iste godine prvi puta upisao
na Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu. Upisao sam smjer molekularne
biologije na bioloskom odsjeku. Tijekom studija sudjelovao sam u laboratorijskom istrazivanju
ucinka nanocestica srebra u sklopu kolegija Metode istrazivanja proteina. Takoder sam istrazivao
djelotvornost predtretmana sjemenki rajcice kalcijevim kloridom u sklopu kolegija Metabolizam
biljaka u stresnim uvjetima. Posjedujem izvrsno znanje engleskog jezika te rudimentarno znanje
njemackog i latinskog. Imam iskustvo s MS Office-om, posebice s programima Word, Excel i
PowerPoint. U slobodno vrijeme se bavim amaterskim sviranjem klavijature, izradom glazbenih

transkripcija 1 aranzmana u programu MuseScore, crtanjem te kuhanjem, poglavito poslastica.
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