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1. UVOD

Zemlja je planet po mnogocemu poseban i razli¢it od ostalih planeta u nasem
sun¢evom sustavu, a zasigurno najveca osobitost naSe planete je njena povrSina. Ona je
prekrivena Sumama i vodama u kojima se razvio zivot. Postanak zivota ili abiogeneza je za
sada nedokuciva misterija sa mnogo predlozenih teorija koje ne mogu biti provjerene.

Nakon $to je nastao zivot se poceo razvijati i postajati sve sloZeniji. Razvitak Zivota
proucava evolucijska biologija, a temelj joj je teorija evolucije, koja nije samo teorija nego
mozda najpotkrepljeniji skup &injenica u cijeloj znanosti uopée. Zivi svijet je sistematiziran i
svaka Zivotinjska vrsta (biljke 1 gljive takoder) spada u jednu od 3 domene Zivota. Koristeci
tehnike molekularne biologije Woese je zakljucio da se svi danas zivuéi oblici mogu podijeliti
na bakterije, arheje i eukariote (Woese 1987, 1990) i da je medusobna evolucijska udaljenost
izmedu prokariota, organizama kod kojih nasljedna informacija nije obavijena membranom
(arheje 1 bakterije), i izmedu prokariota i eukariota (organizmi koji imaju jezgru) gotovo
jednaka.

Darwinova teorija pretpostavlja postojanje zajednickog, univerzalnog pretka svih zivih
bi¢a. On ima i svoje ime, zove se LUCA (last universal common ancestor). Gledajué¢i u
proslost moZemo retrogradno pratiti evoluciju Zivota, najkasnije su se razvili eukarioti, s tim
da su viSestani¢ni eukarioti vjerojatno nastali od jednostani¢nih oblika, koji su pak nastali od
jednostani¢nih prokariota (viSestani¢ni prokarioti ne postoje, ali neke vrste mogu posjedovati
viSestanicnost u jednom dijelu Zivotnog ciklusa). Kre¢uci se dalje u proslost dolazimo do
LUCA-e. O njemu ne znamo mnogo, tek da je vjerojatno imao DNA za svoj genom,
jednostavne enzime za replikaciju i sintezu proteina te da nije imao jezgru. Pa ipak postoji
organizam koji nam moZze pomoci rekonstruirati povijest zivota.

Virusi su najbrojniji bioloski entiteti i pokazuju najvecu varijaciju genoma. Do
nedavno virusi nisu smatrani zanimljivima, promatrani su u kontekstu uzro¢nika bolesti i svi
(osim virologa) nisu vidjeli koristi u njihovom proucavanju. Oni nemaju za sada ni mjesto na
stablu zivota (eng: The tree of life, TOL) prvenstveno zbog toga $to se smatra da nisu zivi (ali
ni mrtvi). Moguénost kristalizacije 1 nemoguénost replikacije 1 sinteze proteina bez stanica
kao domacina su samo neki od argumenata koji se koriste za opravdanje te teze. No s
nedavnim povecanjem interesa za proucavanje virusa slika o njima se dramati¢no mijenja.
Ideja da su virusi vrlo stari i da potjecu iz RNA svijeta sve je prihvacenija. Prema njoj RNA
virusi su bili prvi (od virusa) 1 bili su interakciji s LUCA-om. Retrovirusi su bili aktivni

pokretaci evolucije, a dna virusi su omogucili prijelaz iz RNA u DNA svijet. Mijenjajuci



glavnu informacijsku molekulu izumili su i glavne replikacijske enzime koje danas koriste
stanicni organizmi. Patrick Forterre, francuski istraZiva¢, virusima pripisuje 1 zasluge za

nastanak eukariotske jezgre, a 1 predlaze kontroverznu tri virusa — tri domene teoriju.

2. PODRIJETLO ZIVOTA

Zivot nije nastao odjednom. Potrebni su mnogi koraci i preduvjeti za njegov nastanak .
Stoga prije nego se definira Zivot potrebno je sagledati ¢injenice o njegovu nastanku.
Radioaktivnim datiranjem najranijih stijena postavljen je najdonji limit starosti zemlje na 3,8
do 3,9 miljjardi godina, a nezavisnim istraZivanjima starost zemlje je procijenjena na 4,55
milijardi godina. Fosilni ostatci najstarijih organizama su stari 3,8 milijuna god., bilo je
potrebno 700 milijuna godina da se stvore uvjeti za formiranje prvih organizama.

Postanak zivota se moze oblikovati kao niz emergentnih (emergencija=pojavljivanje,
iskrsavanje) dogadaja od kojih je svaki dodao nove strukture i kemijsku kompleksnost
prebiotskoj zemlji. Prvi kljucan korak morala je biti sinteza i akumulacija spojeva baziranih
na ugljiku. Stanley Miller 1 Harold Urey su pokazali da se organska sinteza mogla odvijati na
povrsini rane zemlje. Oponasaju¢i uvjete koji su vladali uspjeli su iz anorganskih spojeva
dobiti organske. Kemijska evolucija je prethodila bioloskoj (Hazen, 2009).

Gradevni elementi zivota : aminokiseline, Seceri, lipidi i drugo, nastali su kemijskim
reakcijama u prebiotskom okoliSu. Medusobnim udruzivanjem pojedinac¢nih blokova nastaju
makromolekule. Nukleinske kiseline su lanci baza vezanih na Secere povezanih
fosfodiesterskom vezom, a proteini su polimeri aminokiselina. Sav zivi svijet sadrzi ove dvije
makromolekule i one su nuzan preduvjet za nastanak zivota. Tokom kemijske evolucije
djeluje 1 selekcija. Makromolekulski sustavi koji su se izolirali od okoline, bilo membranom,
ili posebnim mjestom u okolisu bili su u prednosti 1 uspjeli su se odrzati. Kemijska evolucija
zavrSava nastankom predstani¢nih tvorbi, protobionata iz kojih su prema modelu nastali
prokarioti (Hazen, 2009). Daljnji razvoj predstavlja biolosku evoluciju koja je dala raznolikost

zivota kakvog danas poznajemo.



3. DEFINIRANJE ZIVOG SUSTAVA

Stablo zivota (TOL) je graficki prikaz odnosa izmedu c¢lanova zajednice koji su ,
prema nama, kvalificirani za zZivot. Ono prikazuje evolucijske odnose izmedu vrsta, njihovu
povijest i medusobnu povezanost. [ako nuzne, replikacija i metabolizam nisu jedine znacajke
zivog sustava. On mora posjedovati sustave za regulaciju i homeostazu. Kombinirajuci
zamisli Manfreda Figena i Klausa Dosea (Eigen i Winkler-Oswatitsch, 1992) karakteristike
Zive tvari su:

- razmnoZavanje

- mutacije

- metabolizam

- kontrola unutrasnjih funkcija

- membrane koje odvajaju sustav od okoline
dodamo li ovom NASA-inu definiciju koja kaze da je Zivot samoodrziv kemijski sustav
sposoban za provodenje Darwinovske evolucije (Kolb i Liesch) obuhvatili smo vecinu

karakteristika koje Zivot treba imati.

3.1. Virusi nemaju mnoge osobine Zivog sustava

Posjeduju 1i virusi osobine zbog kojih zasluzuju epitet zivih organizama stvar je
perspektive. Vec¢ina biokemicara, biologa i virologa drzi da kada se sagledaju svi argumenti
oni upucuju na ne-zivost virusa. Virolozi su svoje misljenje izrazili 1 sluzbeno preko
medunarodnog odbora za virusnu taksonomiju (Moreira, Lopez-Garcia, 2009). Virusi nemaju
vlastiti metabolizam 1 nisu samoodrzivi, dakle samo na temelju ovoga prica o virusima kao
obliku zivota moze zavrsiti. Oni se ne mogu samostalno ni replicirati ni evoluirati. Iako neki
virusi kodiraju vlastite polimeraze njihova ekspresija ovisi o stanicama, prema tome bez
stanica nema ni virusne evolucije (Moreira, Lopez-Garcia, 2009). Velika raznolikost virusa je
rezultat evolucije izmedu virusa i njihovih domacina, gdje su virusi uzimali od stanica
geneticki materijal i tako generirali raznolikost.

Virusno podrijetlo je nepoznato. Znanstvenici koji smatraju da se viruse ne moze

uvrstiti na stablo zivota cesto isti¢u njihovo polifiletsko podrijetlo. Ako su virusi polifiletski ,



zna¢i da nemaju zajedniCkog pretka i da su odvojene klase virusa nastale nezavisno.
Usporedba RNA 1 dna virusa jasno upucuje na to, RNA virusi su nastali prvi, a DNA virusi su
se razvili kasnije. Moreira i Lopez- Garcia nijecu postojanje drevnih virusnih linija. Ne postoji
gen koji je prisutan kod svih virusa, sliénosti u strukturnim motivima kapsidnih proteina,
smatraju oni, su rezultat konvergencija i horizontalnog transfera gena (horizontal gene
transfer, HGT). Virusne kapside da bi bile stabilne mogu imati mali broj razli¢itih
konformacija 1 vjerojatnost da ¢e kapsidni proteini evoluirati prema zajednickom motivu nije
zanemariva. HGT je prijenos gena bez izravnog nasljedivanja i njime se geni mogu prenijeti
izmedu razli¢itih (Cesto evolucijski udaljenih) vrsta. HGT je posebno vazan za prokariote, na
ovaj nacin bakterije stjeCu otpornost na antibiotike. Virusi obilno iskoriStavaju horizontalni
transfer gena stoga je za ocekivati da razli¢iti virusi imaju iste gene. Velika ucestalost HGT-a
otezava rekonstrukciju virusne povijesti jer mijeSa gene te je njihov izvor teSko pratiti
( Moreira, , Lopez-Garcia , 2009).

Polifilija 1 kasni nastanak bez gena koji su samo naizgled homologni (od zajednickog pretka)
priblizava viruse sebi¢nim genskim elementima i prema tome treba ih promatrati odvojeno od

stani¢nog zivota. Usporedba stani¢nih i virusnih osobina dana je na Slici 1.

Trait Cells Viruses
Information content Yes Yes
Self-maintenance Yes No
Self-replication Yes No

Evolution Yes By cells
Common ancestry Yes No

Structural historical continuity Yes No

Genes involved in carbon metabolism Yes Cellular origin
Genes involved in energy metabolism Yes Cellular origin
Genes involved in protein synthesis Yes Cellular origin

Slika 1. Usporedba osobina stanica i virusa
Preuzeto iz Ten reasons to exclude viruses from the tree of life,

Moreira, , Lopez-Garcia , 2009



3.2. Virusi su stari i bili su aktivni pokretaci evolucije

Mali broj istrazivaca zastupa drugu stranu, ali njihove zamisli imaju vrlo jak odjek.
Ako su virusi glavni pokretaci evolucije koji su sluzili kao golem izvor genskih noviteta,
podrijetlo njihovih gena moze se pratititi. Neki autori smatraju da postoji dovoljno dokaza
koji upucuju na virusno podrijetlo replikativnih mehanizama. Nisu virusi bili ti koji su uzimali
gene iz stanica nego upravno suprotno: stanice su bile te koje su uzimale gene iz virusa
(Forterre, 2009.a). Ovi autori smatraju da su virusi postojali prije LUCA-e. LUCA (Last
universal common ancestor, Woese, 1998.) je hipotetski predak svih zivu¢ih organizama i
vjerojatno je imao DNA genom. Virusi i LUCA se medusobno reagirali, ali prvi virusi imaju
RNA genom, potjecu iz RNA svijeta i dio su drevne virosfere. Forterre definira RNA svijet
kao biosferu stanica sa RNA genomom (Forterre, 2006.). Genetickim analizama utvrdena su
324 gena specificna za LUCA-u, ali medu njima nisu geni za DNA replikaciju (Vilarreal,
2004). Villareal i Forterre smatraju da su dna virusi mogli bili ti koji su preuzeli zadacu
replikacije, ali imaju razlicita stajaliSta kako je do toga doslo. Obojica se slazu da HGT nije u
tolikoj mjeri poremetio odnose izmedu razliCitih virusnih linija, a u slucaju kada geni
domacina pokazuju sli¢nost s genima virusa , virusni gen je stariji i prenesen je u domacina.
Iz ovih tvrdnji se izvodi zaklju€ak, virusi mogu evoluirati 1 mogu pokretati evoluciju svojih
domacina, postoje geni karakteristi¢ni za viruse koji nisu rezultat konvergencije te viruse ne

oblikuju stanice nego upravo suprotno.

3.3. Virus hallmark genes — geni svojstveni samo virusima

Prisutnost originalnih virusnih gena upucuje na postojanje drevnog virusnog svijeta.
Znatan broj gena koji kodiraju proteine bitne za replikaciju, ekspresiju drugih gena i proteine
kapside zajednicki su za nepovezane grupe virusa. Ti proteini nemaju stanicne analoge i nema
dokaza o njihovom stani¢nom podrijetlu. Dva najraSirenija proteina su jelly roll capsid protein
(JRC) 1 helikaza iz superobitelji 3. Prisutni su i u RNA i DNA virusima (Koonin i sur., 2006).
RNA ovisne RNA polimeraze i1 reverzne transkriptaze su primjeri replikacijskih enzima s
oCuvanim proteinskim motivima. Domena dlana RNA polimeraza vjerojatno je bila
primordijalna polimeraza nastala u RNA svijetu dok su polimerizaciju nukleotida jo§ obavljali

ribozimi (RNA enzimi). Te polimeraze nisu aktivne u danasnjim organizmima, ali ti elementi



su rasireni u genomima mnogih od njih (Koonin i sur., 2006). Geni prisutni samo kod virusa
jacaju teoriju o davnom nastanku virusa i temelj su novih teorija o odnosu virusa i stani¢nih

organizama

3.4. Virus nije isto sto i virion

Claudiu I Bandea je predlozio alternativan pogled na viruse koji ih priblizava
stani¢nim organizmima. On kaze da virus i virion nisu ista stvar. Virion je infektivna Cestica,
a virus je stvarni organizam koji nastaje u inficiranoj stanici. Inficirana stanica postaje virusna
tvornica u kojoj vlast ima virus. Nakon utiSavanja stani¢nog genoma virusni genom je jedini
eksprimiran, inficirana stanica viSe nije bakterija ili eukariot nego virus sa izgledom stanice
(Bandea, 2009). Za ilustraciju postoje cijanofagi (cyanophage- inficiraju cijanobakterije) koji
nose informaciju za fotosintetski reakcijski centar. On ¢e zamijeniti propadajuéi stanicni 1

nastaje fotosintetski virus koji moze sebi pribavljati energiju (Forterre, 2009.b).

3.5. Zakljucno o prirodi virusa

Pokusaji definiranja virusa kao zivih organizama su uvelike rezultat novih spoznaja o
njihovom podrijetlu i ulozi koju su mozda imali u evoluciji prokariota i eukariota. Jaki
argumenti za i protiv iskljuCuju jasno definiranje virusa, ali to mozda nije ni vazno. StajaliSta
u znanosti se mijenjaju, viruse su stalni stalni pratitelji stani¢nih organizma (Villareal i
Witzany 2009.) te ih mozemo promatrati skupa s njima bez obzira definiramo li ih kao Zive ili

ne.

4. Virusi

Virusi su molekularni geneticki paraziti koji koriste stanicne sustave za vlastitu
replikaciju (Villareal, 2005.). Njihov krug domacina obuhvaca sve domene zivota. Poznati su
zivotinjski (kraljesnjaci i beskraljeSnjaci) i biljni virusi, virusi koji inficiraju gljive, bakterijski

virusi, pa ¢ak je poznat i virus koji za svog domacina ima drugi virus. Ovaj posljednji, nazvan



Sputnik, inficira mama virus (Koonin i sur., 2006.) i dao je nove argumente strani koja tvrdi

da su virusi zivi jer o€ito virusi mogu egzistirati bez stanica. Pregled virusnih domacina dan je

na Slici 2.
Viruses infect: e Humans e Other vertebrates ¢ Invertebrates
Foot and mouth disease 2 Leatherjackets infected
with Tipula iridescent
virus
e Plants e Fungi * Bacteria

Delayed emergence of potato  Damaged potato Mushroom virus X 4 Escherichia coli cell with
caused by tobacco rattle virus (spraing) caused by phage T4 attached 5
infection 3 tobacco rattle virus

infection 3

Slika 2. virusi kao paraziti na: zivotinjama (kralje$njaci i beskralje$njaci), biljkama, gljivama,
bakterijama (prokariotima)
Preuzeto iz Virology: Principles and Applications John B. Carter and Venetia A. Saunders , 2007 John
Wiley & Sons, Ltd

Tipican virus se sastoji od proteinske kapside unutar koje se nalazi genom. Genom je
ili DNA ili RNA. Na osnovi genoma i nacina replikacije virusi se svrstavaju u jednu od sedam
klasa Baltimorove podjele (Slika 3.)
Baltimorova klasifikacija virusa (Koonin i sur., 2006.):

1. dvolanc¢ani DNA virusi; koriste (-) lanac kao kalup za RNA polimerazu



2. jednolancani DNA virusi; nakon infekcije formiraju dvostruku DNA, jednolancani lanac je
(+), potreban je (-) lanac

3. dvolacani RNA virusi; (-) lanac se koristi za transkripciju (+) lanca koji se koristi kao
mRNA

4. jednolanc¢ani RNA virusi s genom koji im moZe izravno posluziti kao mRNA

5. jednolancani RNA virusi s (-) lancem; potrebna je sinteza komplementarnog lanca za
sintezu proteina

6. retrovirusi; imaju jednolancanu (-) RNA, kodiraju za reverznu transkriptazu, DNA je
intermedijer i sluzi za sintezu mRNA

7. virusi koji imaju dvolan¢ani genom koji se replicira preko RNA intermedijera

~ 4 : % i s
Genetic material present in the virion

Group| Group Group llI Group IV Group V Group VI Group VIl Slika 3. Baltimorova
DOGOOBONRC /\I)mf BOGOGEGC NS NSNS NNASS DODGDU\ ’
- k RNA (+/- RNA(+] RNA(- RNA(+ DNA(+/- . - . .
DNA(+/-) (+/-) (+) (-) (+) (+/-) pOdJela virusa: virusi
‘ l’ Wt e su podjeljeni u 7 klasa
DO NSNS PaVaN i VAV A
DNA(+/) RNA(-) Referse prema vrsti genoma i

transcription
DROGOOBGBC M .. . ..
nacinu replikacije

BOOGOOAOBC

N\NNS

mRNA (www.viralzone.expas

TN\ o)
B S

proteins

Vazno je naglasiti da ova podjela ne ocrtava to¢no srodstvene odnose i virusi koji pripadaju
istoj klasi Baltimorove podjele ne moraju biti filogenetski povezani. Za odredivanje bliskosti
izmedu virusa upotrebljavaju se analize proteinskih sekvenci. Koriste se homologije u

sekvencama, opcenito u RNA replikazama 1 organizaciji genoma.


http://www.viralzone.expasy.org/
http://www.viralzone.expasy.org/

S. PODRIJETLO VIRUSA

Tri hipoteze o nastanku virusa su do sada predlozene. Njihove ideje sazeto je
predstavio Burnet u svom predavanju iz 1944. To su degenerativna ili retrogradna teorija,
virusi su degenerirani potomci vecih patogenih organizama, teorija o virusima kao ostatcima
drevnog predstani¢nog ili prebiotskog svijeta i teorija o virusima kao genetickim elementima
koji su "pobjegli" iz stanica (Morse, 1994). Da bi razumjeli kakav utjecaj su virusi imali na

stani¢ne organizme moramo nasSe zamisli prilagoditi njihovoj evoluciji.

5.1. Retrogradna hipoteza

Retrogradna teorija preradena tako da obuhvaca stani¢ne oblike prije LUCA-e . RNA
virusi su nastali redukcijom iz parazitskih RNA stanica tako $to su postupno gubili svoje
enzime za sintezu proteina i produkciju energije (Slika 4. (b)). Prvi korak u prijelazu prema
parazitskom obliku mogla je biti podjela stani¢nog ciklusa izmedu inertne vanstanicne faze i
unutarstani¢ne faze. U drugom koraku dolazi do raspustanja membrane unutarstanicnog
parazita §to mu omogucuje koriStenje mehanizama domacina. Moderne stanice su previse
slozene 1 teSko bi se kao paraziti uklopili u drugu stanicu, zbog toga su te stanice morale biti
mali RNA paraziti koji su lakSe mogli izgubiti svoju proteinsku masineriju i tako postati

virusna tvornica (Mahy, van Regenmortel, 2010.).

5.2. Virusi kao odbjegli geneticki elementi

Vremenski ova teorija isto obuhvaca svijet RNA stanica. PredloZzeno je da RNA
stanice nisu imale genom organiziran kao kod danasnjih DNA stanica. Genom RNA stanica je
bio fragmentiran i sastavljen od poluautonomnih kromosoma koji su se replicirali nezavisno.
Takvi kromosomi su se nasumi¢no prenosili iz stanice u stanicu. Raspodjela genoma i
stanicne masinerije za sintezu proteina nije bila efikasna kao u danasnjih stanica.
reprodukcijom takvih primitivnih RNA stanica moglo je nastati mijeSano potomstvo, jedni su
sadrzavali oba sustava (genom, sinteza proteina), drugi su mogli dobiti ili samo kromosome ili

ribosome. Ova druga skupina bi izumrla osim u slucaju da je stanica sa samo kromosomom
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bila sposobna inficirati kompletnu stanicu. RNA kromosomi sa genima koji su im
omogucavali infekciju drugih stanica i1 uz to cuvali vlastiti integritet imali bi selektivnu

prednost i mozda bi se ocuvali (Slika 4. (¢)), (Mahy,. van Regenmortel, 2010.).

5.3. Virusi kao ostatci drevnog predstani¢nog svijeta

Zanimljivo je da su prve misli o nastanku virusa razmatrale moguénost da su fagi bili
prekursori prvih stanica (Felix d'Herelle, 1922.). J.B.S. haldane je razmatrao rani virusni
stupanj evolucije kao sastavni dio predloZenog scenarija o postanku Zivota iz 'prajuhe’ (1928).
no vrlo brzo ovaj nacin razmisljanja je odbacen jer je bio u sukobu sa stani¢nom teorijom
zZivota i tradicionalnom pretpostavkom da virusi nisu zivi entiteti (Claverie, 2006).

1980. Wolfram Zilling je ozivio ovu hipotezu. Predlozio je nastanak virusa u prebiotskom
svijetu gdje su kao domacina koristili primitivnu juhu gradevnih elemenata. Proteklih godina
ova zamisao je dobila na popularnosti s paralelnim prijedlogom da su stani¢ni organizmi
nastali u kasnijoj fazi evolucije zivota. Novi poticaj je bilo otkri¢e dramati¢ne razlike izmedu
lipida koji sacinjavaju membrane arheja i bakterija. Kako bi objasnili ovu dihotomiju
nekolicina autora je predloZzila da LUCA nije bio stanicni organizam i da su stani¢ne
membrane nastale odvojeno u arheja i bakterija nakon njihove divergencije. Detaljniju verziju
ovog scenarija su sastavili William Martin 1 Eugene Koonin. U njihovom modelu zivot se
razvio u mineralnim odjeljcima nalik na stanice toplog hidrotermalnog dimnjaka. Virusi su
iskrsnuli sklapanjem samorepliciraju¢ih elemenata koriste¢i ove anorganske odjeljke kao
svoje domacine. Prave stanice su nastale odvojeno dvama dogadajima, produkt su bile
bakterije i arheje. Prema ovom modelu virusi su prvo koevoluirali s nestani¢énim masinerijama
koje su proizvodile nukleotidne prekursore i proteine (slika 4. (a)). Ovaj nestani¢ni Zivot je
evoluirao kompeticijom izmedu razli¢itih kemijskih aparata i virusa koji su nastojali inficirati

sve veci broj odjeljaka ovog hidrotermalnog sustava ( Mahy, van Regenmortel, 2010.).
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Slika 4. Tri preradene hipoteze o virusnoj evoluciji : a) virusi kao ostatci predstani¢nog svijeta, b)
retrogradna hipoteza, ¢) virusi kao odbjegli stani¢ni elementi

Preuzeto iz Desk Encyclopedia of general virology, 2010

6. ULOGA VIRUSA U EVOLUCUJI

Pitanje virusnog podrijetla ima 2 moguca odgovora. Virusi su nastali ili prije pojave
prvih stanica ili kasnije. Ako su nastali prije stanica oni su mogli utjecati na stanice kada su se
pojavile, a mogli su i potaknuti nastanak prvih stani¢nih organizama. Bakterije imaju svoje
viruse koji mogu utjecati na njihovu evolucije. Bakterije sadrze plazmide za koje neki vjeruju
da su virusnog podrijetla. Temelj danasnjih eukariota je jezgra koja moZzda predstavlja ostatak

nekog virusa, a podjela zivota na tri domene mozda nosi virusni potpis.
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6.1. Virusi i DNA replikacijski enzimi

U protekla tri desetlje¢a sekvenciran je velik broj DNA polimeraza i ostalih
replikacijskih proteina iz sve tri domene zivota. Ove genske sekvence su rasporedene u
obitelji 1 superobitelji i razli¢ite filogenetski odnosi su za njih predloZeni. Virusi pokazuju
veliku raznolikost u polimerazama pa su one iskoriStene kao filogenetski markeri za
proucavanje davnih odnosa izmedu stani¢nih i virusnih gena jer izmedu njih postoji najvise
homologa (File’e i sur.,2001.).

DNA virusi posjeduju cijeli set vlastitth polimeraza 1 enzima za popravak.
Najproucavanija polimeraza u cijeloj molekularnoj biologiji je ona faga T4. Kada je T4 prvi
put sekvencioniran opazeno je da ova polimeraza viSe nalikuje eukariotskoj nego
prokariotskoj polimerazi. Polimeraza bakteriofaga T4 i eukariotska polimeraza imaju izmedu
ostalog 6 slicnih funkcionalnih domena 1 osjetljive su na iste inhibitore. Replikacijski aparati
prokariota i eukariota su potpuno funkcionalni i u sustini isti, ali izmedu njih nema ocuvanih
proteina niti sli¢nosti u sekvencama (Vilarreal, 2004.). Ovaj rezultat implicira da su
polimeraza bakteriofaga T4 1 eukariotske polimeraze imale zajedniCkog pretka.
Sekvencioniranjem cijelog faga pronadeno je da on ima viSe zajedniCkih gena s eukariotima
nego bakterijama. Na temelju ovoga Vilarreal 1 DeFillips su razmiSljali da u slu¢aju ako virus
uspostavi stabilnu stalnu infekciju u domacinu on ga moZze i snabdijevati svojim genima tako
mijenjajuci evoluciju svog domacina. Ako je to tocno, mozda su virusi bili izvoriSte dna
polimeraza. (Vilarreal, DeFillips, 2000.). Vilarreal 1 DeFillips su odlucili testirati svoju
hipotezu. Odlucili su usporediti sekvence algi i virusa koji ih inficiraju. Dostupne su im bile
obilne baze podataka sa sekvencama i1 po potrebi svoje istraZivanje su mogli proSiriti na druge
viruse i eukariote. Za predmet istrazivanja izabrali su dobro prouceni veliki dna virus koji
inficira chlorelle, CVS-1 (chlorella species virus) i virus koji inficira smede alge (virus
feldmanie- feldmania virus species, FVS). CVS-1 uzrokuje akutne infekcije kod zelene alge
dok FVS uzrokuje kroni¢nu infekciju smede alge. Alge su izabrali zato §to su evolucijski
najmladi eukarioti.

Iz baza podataka izabrali su sve aminokiselinske sekvence koji su imale vecu sli¢nost sa DNA
polimerazom iz CVS-1. Analizom su identificirani veliki skupovi povezanih sekvenci.
Skupovi su sadrzavali polimeraze svih visih eukariota i sve velike obitelji eukariotskih virusa,
eukariotske polimeraze za primere (pocetak replikacije), polimeraze za popravak arheja i

bakterija i neke polimeraze faga.
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Nakon identifikacije domena koji su najocuvanije medu sakupljenim sekvencama mogli su
izraditi filogenetsko stablo DNA polimeraza. Genetsko stablo je podrzalo ideju da je DNA
polimeraza virusa osnova eukariotskih polimeraza, odnosno izgleda da ove virusne
polimeraze predstavljaju najbolje kandidate za pretke svih poznatih polimeraza koje
repliciraju genome eukariota. Prokariotski i eukariotski geni su povezani preko DNA virusa.
Dobiveni rezultati snazno poduprli ideju da su virusi omogucili zaletak eukariotskih
replikacijskih proteina (Villareal, 2004. ).
Kao 1 Vilarreal i Forterre je pisao o virusnom podrijetlu replikacijskih enzima.

1999. je predlozio da se mehanizam za replikaciju koji je prvobitno bio prisutan u LUCA-i
zamijenio drugim, virusnim, bilo u bakterijskoj liniji ili onoj zajednikoj eukariotima i
arhejama. U korist toga je naveo mnogobrojne virusne DNA replikacijske proteine koji nisu
homologni (ali jesu analogni) stani¢nim. Inspirirala ga je i Cinjenica da su stani¢ni proteini
bakterijskog podrijetla zamijenjeni virusnima tijekom evolucije mitohondrija.

Nedavno su pronadena dva specificna eukariotska/arhejska DNA replikacijska proteina,
helikaza MCM 1 primaza, za koje je otkriveno da su kodirane u profagu integriranom u genom
bakterije Bacillus cereus. Jos jedna potvrda da su virusi mogli biti vektori za prijenos gena

izmedu domena (Forterre, 2006.).

6.2. Zasto je nastala DNA i moguéa uloga virusa

Prema scenariju RNA svijeta osnovna pramolekula zivota je bila RNA. RNA je sluzila
za pohranu informaciju 1 katalizirala je vlastite reakcije. DNA/proteini svijet je evoluirao iz
RNA svijeta. Dokazi za to su RNA enzimi (ribozimi) koji imaju moguénost autokatalize i
ribozimi koji sudjeluju u formiranju peptidne veze (Ferris).

Sav danasnji zivi svijet (ako ne promatramo viruse) umjesto RNA ima DNA kao
centralnu informacijsku molekulu. Kemijski DNA izgleda kao modificirana RNA. U DNA
riboza je zamijenjena deoksiribozom, a uracil citozinom (Forterre, 2005.). Tijekom evolucije
DNA je zamijenila RNA zbog 2 razloga:

Stabilnost—> deoksiribozi nedostaje kisik na poziciji 2 ugljikova prstena, DNA je stabilnija,
otpornija je na hidrolizu 1 moze stvarati dvostruku uvojnicu bez sterickih smetnji (Orgel,
2004.).

Moguénost popravka—> deaminacijom citozina nastaje uracil koji se moze prepoznati i

popraviti u DNA, ali ne i u RNA (Orgel, 2004.).
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DNA stabilnost i moguénost popravka omogucili su povecanje genoma te su DNA
stanice postajale sve sloZenije 1 napokon su u medusobnoj kompeticiji eliminirale svoje RNA
pretke. Da bi DNA nastala od RNA potrebni su kompleksni enzimi, a i gore navedeni razlozi
nisu sami od sebe dovoljni kao objasnjenje prijelaza.

Hipoteza: DNA i uz nju replikacija, rekombinacija i popravak su se razvili i razgranali
u svijetu u kojem su DNA virusi inficirali RNA stanice (Forterre 2005., 2006.).

Forterre je razlu¢io RNA svijet u dva doba. Prvo doba obuhvaca period prije pojave ribosoma
1 predstavlja ¢isti RNA svijet dok drugo doba €ini ribonukleoproteinski svijet.

Forterre definira RNA svijet kao biosferu RNA stanica (forterre, 2005.). Te stanice su imale
razli¢ite mehanizme za prezivljavanje i1 bile su u medusobnoj kompeticiji. U prvom dobu
RNA svijeta stanice su razvile razli¢ite mehanizme za slaganje aminokiselina u peptide,
razvile su se drukcije linijje RNA stanica. sve te linije kasnije su nadvladane RNA stanicom
koja je sadrzavala preteCu danaSnjih ribosoma, zapocelo je drugo doba RNA svijeta,
ribonukleoproteinsko doba. Povijest se ponovila, razvile su se razliCite stani¢ne linije sa
modernim proteinima koje su se medusobno natjecale sve dok nisu nastale prve DNA stanice

koje su oznacile kraj RNA svijeta (Slika 5.).
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Slika 5. Dva doba RNA svijeta

Preuzeto iz Two ages of the RNA world, and the transition to the DNA world: a story of viruses and

cells, Patrick Forterre, 2005
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Zbog zestoke kompeticije stanice koje nisu imale dobro razvijenu proteinsku
masineriju razvile su druge strategije. Da bi prezivjele te stanice su postale unutarstani¢ni
paraziti viSe uspjeSnih stani¢nih linija. Parazitskom redukcijom od drevnih stani¢nih linija

nastali su virusi. Prvo su nastali RNA virusi iz kojih su se razvili DNA virusi.

6.3. Nastanak DNA virusa

Ovakav razvoj dogadaja nudi potreban selektivni pritisak koji je potaknuo nastanak
DNA. Virusi su morali modificirati svoj genom radi zaStite od RNaza domacina. Neki
moderni DNA virusi koriste sliéne tehnike, npr metilacija ili hidroksimetilacija vlastitog
genoma. [z toga je razumno pretpostaviti da su virusi bili promotori genomskih modifikacija
iz RNA u U-DNA iiz U-DNA u T-DNA (U kao uracil i T kao timin). DNA virusi bi tako bili
otporni na sve mehanizme zastite izmisljene u RNA stanicama.

Virusi koji su sacuvali RNA genom imaju alternativne oblike zastite, npr. RNA se ¢uva u
kapsidi cijelo vrijeme infekcije, imaju enzime koji inhibiraju razgradnju RNA ili modificiraju
stani¢ne enzime (Forterre, 2005.).

Za nastanak DNA potrebni su kompleksni enzimi. Ideju da su se timidilat sintaza
(sinteza timina, TdS) 1 ribonukleotid reduktaza (redukcija u deoksi Secere, RNR) prvo
pojavile u virusnim genomima i da su prenesene u stanice podupiru filogenetske analize ovih
enzima koji su gledajué¢i sekvence mijeSani virusno-stani¢ni. Mnogi virusi kodiraju TdS i
RNR koje su samo malo slicne onima njihovih domacina.

DNA genom je nastao u viSe koraka prema sve kompliciranijim strukturama i
replikacijskim mehanizmima. Najednostavniji korak> RNA virus sa dvolancanim
intermedijerom postaje jednolanc¢ani DNA virus sa DNA/RNA intermedijerom, u tom slucaju
virus je mogao reverznom transkriptazom stvoriti RNA iz DNA 1 u drugoj turi transkribirati
DNA u RNA. Od ove tocke je nastala diverzifikacija; pojava virusa koji se repliciraju bez
RNA (izum DNA ovisne DNA polimeraze), ujedno je nastala i moguénost dvolancanosti. Prvi
dvolancani genomi su se vjerojatno replicirali asimetriénim mehanizmom, prvo jedan pa drugi
lanac, bila je potrebna samo DNA polimeraza sa moguénosti napustanja lanaca, a kasnije su

se pojavile helikaze 1 faktori procesivnosti (forterre 2005., 2006.), (Slika 6.).

16



A / rNDP __ dNDP I
l

rNTP dNTP i dTMP

\ RNA ‘ U-DNA T Ny S

%
=

Replication intermediates
Eeessss—— |, Seessss——— |, S—
B
EEssss———— |, SSssssssss———" |, SSSSS——
—
— —— e
—_— ) —
> VIrus
EEEESSSS——— |, S |,  EE——
——
EEEsss———— |, SSSssss——— |, EESS— )
—— | 7 — | > plasmids
W ). S——— } Modern cells
O —— O
4

Slika 6. Prijelaz iz RNA u DNA

A: enzimski prijelazi potrebni za prijelaz iz RNA u U-DNA i T-DNA; RNR : ribonukleotid reduktaza,
TdS: timidilat sintaza, RNP: RNA polimeraza, DNP: DNA polimeraza, RT: reverzna transkriptaza

B: evolucija genomskih replikacijskih mehanizama. Sive ploce predstavljaju RNA, a crne DNA.
Strelice upuc¢uju na evolucijski put prijelaza od jednolancane RNA do dvolancane DNA.

Preuzeto iz Two ages of the RNA world, and the transition to the DNA world: a story of viruses and
cells, Patrick Forterre, 2005.

6.4. Prijenos DNA iz Virusa u stanice

Moguéi model prijelaza DNA iz virusa u stanice dao je Forterre (Forterre 2005.),
(Slika 7.). DNA virus je je inficirao RNA stanicu (Slika 7., A) i s njom koevoluirao ( SI. 7.,
B). Geni iz stanicnog RNA genoma su progresivno preneseni u viralni DNA genom
retrotranskripcijom i virusni genom je evoluirao u DNA plazmid RNA stanice (Sl. 7., C).
DNA plazmid je nadvladao RNA genom i postao je DNA stani¢ni kromosom (Sl. 7., D).

Infekcija DNA stanice DNA virusom mogla je sli¢cnim mehanizmom dovesti do nastanka
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DNA stanice sa plazmidom i kromosomom (SI. 7., E-G). Tako su nastale prokariotske stanice.

Virusi su mogli formirati eukariotsku stanicu svojim genima koji su regrutirali unutarstanicne

membrane za oblikovanje jezgre .
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Slika 7. Model kojim se obja$njava prijenos DNA iz virusa u stanice za nastanak stani¢nih DNA

kromosoma i plazmida. DNA genom je obojan crveno, a RNA genom plavo

Preuzeto iz Two ages of the RNA world, and the transition to the DNA world: a story of viruses and

cells, Patrick Forterre, 2005.
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6.5. Virusna nukleogeneza

Virusi su prema gore predloZzenom modelu zasluzni i za eukariotsku jezgru. DNA
virus je u DNA stanici preuzet i adaptiran u novi organel, teorija viralne nukleogeneze (Slika
8.). Jezgra se moze promatrati kao sebicni DNA virus. Ako takav virus ima sposobnost
izlaZenja iz stanica ne samo da od virusa moZe nastati jezgra, nego i od jezgre moZe nastati
virus, nuklearna virogeneza. (Claverie, 2006)

Takva eukariogeneza-virogeneza objasnjava svu mogucéu raznolikost danasnjih virusa jer su

oni mogli nastajati u valovima ponavljaju¢e nuklearne virogeneze.

Initial DNA virus Primitive eukaryotic
@ BNA cell RNA cell — DNA cell DNA cell
(a) (b)
—_
Viral

eukaryogenesis

(d)

Different DNA virus lineages B
(different assortments of cellular and viral genes) -C

Slika 8. Mogu¢ scenarij za viralnu eukariogenezu. (a) Primitivni DNA virus (predak bakteriofaga)
nakon ulaska u RNA stanicu ostane u njoj i postane primitivna jezgra. (b) Stani¢ni geni se postupno
prenose u jezgru zbog toga Sto DNA omogucava selektivnu prednost. (c) Neko vrijeme ova situacija je
nestabilna i reverzibilna, mogu nastati pre-eukariotski virusi. Ovi virusi tada mogu inficirati druge
stanice u razli¢itim stupnjevima ponavljajuceg procesa. (d) Ova hipotetska shema omogucuje pojavu
virusa koji nisu monofiletski, ali zbog brze izmjene gena izmedu razli¢itih genskih bazena postoje
preklapanja u linijjama razli¢itih virusa. (e) Evolucija stabilne eukariotske stanice sa potpuno
razvijenim DNA jezgrenim genomom.

Preuzeto iz Viruses take center stage in cellular evolution, Jean-Michael Claverie, 2006
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6.6. Virusi i tri moderne stanicne domene

Hipoteza da je DNA prenesena, skupa sa proteinima za replikaciju, iz virusa u stanice
je originalno bila predlozena da bi objasnila postojanje 2 seta nehomolognih DNA
replikacijskih proteina, jedan set kod bakterija i drugi kod arheja i eukariota. Za to su bila
potrebna 2 neovisna transfera replikacijskih aparata. Ve¢ puno puta spomenuti Forterre je
ponudio vlastitu teoriju. Ako su se mogla dogoditi 2 prijenosa replikacijskih proteina, onda su
se mogla dogoditi 1 3, a kao vektor su posluzila 3 razli¢ita DNA virusa. U tom slu¢aju LUCA
je jos uvijek imao RNA genom. Trima nezavisnim transferima nastale su danasnje 3 domene
(Slika 9.). Tri virusa tri domene hipoteza objasnjava zaSto eukariotski i arhealni replikacijski
proteini, iako slicni, pokazuju kriti€ne razlike. Tako glavne eukariotske topoizomeraze
filogenetski nisu povezane s arhealnim. Uz to arheje sadrze polimeraze obitelji D koje nemaju
eukariotske homologe, takoder polimeraze koje homologne izmedu njih nisu specifi¢no
srodstveno povezane. Tu su i brojni drugi proteini za DNA rekombinaciju koju ukazaju za
dijelom odvojeno podrijetlo arheja i eukariota. Tradicionalno se smatra da su eukarioti nastali
od arheja 1 bakterija endosimbiotskim dogadajima. Postoje¢e homologije izmedu proteina
prisutnih u sve tri domene (npr, rekombinaze slicne recA rekombinazi iz bakterija ili faktori
procesivnosti DNA polimeraza (PCNA) (Forterre, 2006.)), moguce je objasniti postojanjem
tri virusa od kojih su te domene nastale. Treba samo pretpostaviti da su ti virusi imali male
zajednicke setove homolognih kromosoma.

Razvoj Zivota od zajedni¢kog pretka (LUCA sa DNA ili RNA genomom) nije kontinuiran,
postoje¢e domene su medusobno odvojene svaka sa svojim karakteristikama, kao Sto bi bilo

oc¢ekivano ako su nastale odvojeno—> tri virusa tri domene.
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Slika 9. Formiranje tri domene trima odvojenim DNA transferima iz virusa u RNA stanice.

Preuzeto iz Two ages of the RNA world, and the transition to the DNA world: a story of viruses and

cells, Patrick Forterre, 2005.
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8. SAZETAK

Najstariji fosilni ostaci organizama stari su oko 3,8 milijuna godina. Prvi organizmi
koji su obitavali na Zemlji nisu imali stanice. Bili su to makromolekulski sustavi od kojih su
tokom kemijske evolucije nastale prve predstani¢ne tvorbe, protobionti. Iz protobionata su
vjerojatno nastale prve stanice, ali evolucijski put od nestani¢nih do stani¢nih organizama nije
poznat. PredloZzeno je da sva danas Ziva bi¢a imaju jednog zajednickog pretka. LUCA (Last
universal common ancestor) se nalazi u korijenu Stabla Zivota koje prikazuje filogenetske
odnose izmedu vrsta. Stablo ima tri grane koje predstavljaju prokariotsku, arhealnu i
eukariotsku domenu zivota.

Virusi su organizmi koji mogu egzistirati jedino kao paraziti. Ne smatraju se zivima i
donedavno su smatrani pasivnim promatracima evolucije. Radikalne nove hipoteze o virusima
su predlozene. Metode molekularne biologije su pokazale da su virusi vrlo stari 1 da su virusi
bili aktivni promotori evolucije ranih organizama. Nove teorije su virusima dale glavnu ulogu

u svim vaznim evolucijskim prijelazima.

9. SUMMARY

The oldest fossile records of organisms are about 3,8 million years old. First
organisms that resided on Earth didn't have cells. They were macromolecular systems from
which during the chemical evolution first precellular forms, protobionts, were formed. First
cells probably originated from protobionts, but the evolutionary pathway from precellular to
cellular organisms is not known. It has been suggested that all today living beings have one
common ancestor). LUCA (Last universal common ancestor) is at root of the Tree of life,
which presents phylogenetic relationships between the species. The Tree has three branches
that represent prokaryotic, arheal and eukaryotic domain of life.

Viruses are organisms that can exist only as a parasites. They are not considered alive
and until recently were viewed as the passive observers of evolution. Radical new hypotheses
about viruses were suggested. Methods of molecular biology have shown that viruses are very
old and that they were active promoters of evolution of the early organisms. New theories

gave viruses leading role in all major evolutionary transitions.
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