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1. UVOD

Geneticki kod svojevrstan je rje¢nik po kojemu se sekvenca nukleotida u genima posrednim
mehanizmom vjerno prevodi u sekvencu aminokiselina koja ¢ini protein. Kod je strukturiran na nacin
da svaki od 64 mogucih tripleta RNA (kodona) sastavljenih od kombinacija 4 nukleotida (adenin,
uracil, gvanin, citozin) odgovara jednoj od 20 bioloski aktivnih aminokiselina, uz dodatna 3 ,,stop”

kodona koji terminiraju translaciju proteina (Crick, 1968.).

Ter

| cau i A
| CGC |[R] Arg
CGA [R] Arg

CAG [Q]GIh | CGG [R] Arg

AAU [N] Asn

AAC [N] Asn

AAA [K] Lys | AGA [R] Arg

AAG [K] Lys | AGG [R] Arg

GAU [D] Asp
GAC [D] Asp
GAA [E] Glu
GAG [E] Glu

Slika 1. Standardni geneticki kod (SGC). Sjencanje odgovara PR (Polar Requirement) skali,
eksperimentalnoj mjeri polarnosti, radi naglaska na grupiranje kemijski slicnih aminokiselina.
Polarnije aminokiseline obojene su svjetlije sivom bojom. Crni pravokutnici oznacavaju
terminacijske (stop) kodone. Preuzeto iz Koonin i Novozhilov, 2009.

Standardni geneticki kod (SGC) gotovo je potpuno konzerviran medu svim trima carstvima
zivota, pa je kao takav jedna od najocuvanijih informacijskih konstanti u ¢itavom bioloskom svijetu

(Koonin 1 sur., 2009.). Time je pitanje porijekla genetickog koda nedvojbeno usko vezano uz pitanje



porijekla 1 rane evolucije samoga zivota na Zemlji, a ako se proSiri i na pitanje porijekla odnosa
nukleinskih i aminokiselina, moze se re¢i i da se potpuno preklapaju. Stoga je iznimno zanimljivo §to
nije doslo do znacajnih pomaka od hipoteze prema pravoj znanstvenoj, empirijski provjerljivoj teoriji
u podrucju istrazivanja porijekla genetickog koda u periodu od 5 desetljeca otkada je kod ,,deSifriran”,

pa do danas.

S obzirom da je kod gotovo univerzalan (s manjim i rijetkim varijacijama koje ¢e u ovom radu
biti izloZene kasnije), moze se zakljuciti da je kao takav, ili priblizno takav, bio etabliran ve¢ u LUCA-
1 (Last Universal Common Ancestor), zajedno s translacijskom masinerijom sastavljenom od tRNA
(transfer RNA), aaRS (aminoacil-tRNA sintetaza) i ribosoma (Koonin i sur., 2009.). Kako su
navedene komponente evolucijski vrlo konzervirane, a fosili organizama koji su prethodili LUCA-i
do danas nisu pronadeni (Martin i sur., 2016.), njihovu evoluciju je jako teSko istrazivati klasi¢nim
metodama evolucijske biologije. Unato¢ tome, uocene pravilnosti u kodu inspirirale su, 1 jo§ uvijek
inspiriraju, postavljanje raznih hipoteza i domisljatih eksperimenata kojima se pokusava otkljucati

odgovor na temeljno pitanje evolucijske biologije — kako je nastao zivot.

Ve¢ pri letimi¢nom pogledu na tablicu Standardnoga genetickog koda (Slika 1,), jasno je da
nije nasumican. U pravilu, kodoni koji se razlikuju u samo jednom nukleotidu, kodiraju prividno
fizikalno-kemijski slicne aminokiseline; prividno, zato Sto ne postoji definitivan kriterij za
odredivanje fizikalno-kemijske slicnosti (Cesto koriSten kriterij je Polar requirement scale, mjera
topljivosti u piridinu (Ardell i sur., 2002.)). Posljedica ovakve grupacije je snaznija otpornost na
supstitucije 1 greSke pri translaciji; zamjena neke aminokiseline slicnom imat ¢e manje negativan
utjecaj na strukturu 1 funkciju proteina od zamjene vrlo razli¢itom aminokiselinom (Sneath, 1966.).
Pravokutnici u tablici Standardnog genetickog koda su u vec€ini slu¢ajeva grupirane u skupove od 2
ili 4 pravokutnika — tre¢i nukleotid kodona je ve¢inom sinoniman tj. neinformativan (tzv. wobble
pravilo koje je pojasnjeno kasnije u tekstu). Takoder je uoceno (Taylor, 1989.) da neke od
aminokiselina koje se nalaze na istom anabolickom putu kodiraju kodoni s istim prvim nukleotidom.
Postoji 10% mogucih alternativnih kodova (nac¢ina da se 64 kodona podijeli na 20 aminokiselina 1
terminacijski kodon, s uvjetom da je svakoj aminokiselini pridruZen barem jedan kodon i1 da postoji
barem jedan terminacijski kodon) (https://en.wikipedia.org/wiki/Genetic code), dakle, iznimno je
nevjerojatno da su primijecene pravilnosti u tablici koda gola sluc¢ajnost. Namece se pitanje: kakva je
tocno sprega evolucijskih sila, selekcijskih kriterija, kemijskih 1 fizikalnih zakona i ogranicenja,
kombiniranih s nizom prapovijesnih slu¢ajnosti, odgovorna za ovakav kod pun pravilnosti, ureden

kod, o¢ito nenasumican kod?

Cetiri teorije proizasle su iz mnogih kao najvaznije.



Teorija minimizacije greSke, koja se c¢ini intuitivnim zakljuCkom strukture tablice
Standardnoga genetickog koda, tvrdi da je SGC nastao iz nasumi¢nog koda koji je evoluirao pod
selekcijskim pritiskom smanjenja greSaka uzrokovanih supstitucijama nukleotidnih baza u kodonima.
Pretrazivanjem nekih od mogu¢ih nasumicnih kodova, Freeland 1 Hurst (1998.) dosli su do slavnoga
zakljucka da je Standardni geneticki kod ,,jedan u milijun”, tj. da je tek jedan od milijun nasumicnih
kodova otporniji na greske od standardnoga. Koliko god impresivno to zvucalo, lako je uvidjeti da
,jedan u milijun”, u prostoru od 10%* moguéih kodova, znaéi da jo§ uvijek postoji otprilike 10'

potencijalnih kodova koji su otporniji na greske od SGC.

Takoder valja odgovoriti i na pitanje zasSto su kodoni raspodijeljeni bas tako kako jesu, zasto
npr. glicin ima kodone oblika GGN (gdje N oznacava bilo koji nukleotid), a ne, primjerice, GCN?
Danasnji mehanizam translacije, univerzalno konzerviran u svim zivuéim stani¢nim organizmima,
ukljucuje enzime aaRS, koji aminoaciliraju tRNA odgovarajuéim aminokiselinama. Dakle,
mehanizam je posredan — ni u jednom koraku ne dolazi do izravnog prepoznavanja kodona ili

antikodona od strane aminokiseline (Ibbs i sur., 2010.).

Stereokemijska teorija postavlja hipotezu da je u vremenu prije razvoja danasnjeg posrednog
mehanizma 1 razvoja specifi¢nih proteinskih enzima zapravo dolazilo do prepoznavanja izmedu
kodona 1 aminokiseline, te da danasnji SGC odrazava stereokemijske afinitete medu kodonima 1

odgovaraju¢im aminokiselinama (Gamow, 1954.).

Pobornici koevolucijske teorije tvrde da je u najranijem periodu evolucije kod bio
jednostavniji 1 raspolagao s manjim brojem ranih aminokiselina koje su mogle biti sintetizirane
abiogenetski, a kod se razvijao zajedno s evolucijom metabolickih puteva sinteze izvedenih
aminokiselina. Prema tome bi struktura SGC odrazavala metabolicke odnose izmedu suvremenih 20

standardnih aminokiselina (Wong, 1975.).

Teorija ,,zamrznute slucajnosti” (eng. ,,frozen accident”) je jednostavna: ispocetka je
istovremeno postojalo mnogo nasumicnih kodova od kojih je SGC bio jedan. Suvremeni kod je
slucajnoscu (eng. random drift) postao najbrojniji i istisnuo ostale kodove, a nakon $to je ustanovljen
u liniji organizama koja je dovela do LUCA-e, ikakve daljnje preinake koda imale su letalni u¢inak
na fitnes proteina 1 prvih stanica; kod je ostao ,,zamrznut”. Teoriju zamrznute slucajnosti postavio je
Crick (1968.) netom nakon otkrica SGC, a unato¢ razvoju mnogih drugih, elegantnih 1 intuitivnih
teorija, Crickova zamrznuta slu¢ajnost ¢ini se, s obzirom na manjak ¢vrstih empirijskih potvrda

ostalih teorija, u nekom obliku jednako relevantnom i dan danas.



2. ,,GOTOVO” UNIVERZALNI GENETICKI KOD

Kao §to je prethodno spomenuto, geneticki kod pokazuje odredenu dozu nestandardnosti.
Pronadeno je do sada viSe od 20 nestandardnih genetickih kodova, uglavnom u organelima
(kloroplasti, mitohondriji) i nekim parazitskim i endosimbiotskim organizmima s jako reduciranim
genomima (Knight i sur., 2001.). Alternativni kodovi razlikuju se od standardnoga uglavnom u samo
malom broju kodona. Postojanje varijacija je pomalo u kontradikciji s Crickovom teorijom zamrznute
slucajnosti, jer demonstrira da je promjena koda moguca i da ne mora nuzno biti letalna (s obzirom
da se odredene promjene pojavljuju vise puta nezavisno, €ini se da mogu biti i povoljne; pogledaj
Sliku 2.). Unato¢ tome, s obzirom da su varijacije minimalne (ve¢inom se razlikuju od SGC u samo
jednome kodonu), ocito je da je evolucija koda ipak snazno ograni¢ena i kod gotovo smrznut. Ove
varijacije su izvedene; nestandardni kodovi nastali su evolucijom pod odredenim selekcijskim
pritiscima iz standardnoga, stoga nam ne mogu puno reci o periodu prije utemeljenja SGC. Dapace,
prema jednom radu (Swire i sur., 2005.) evolucija genetickog koda je podijeljena u dvije faze ¢ije se
karakteristike znacajno razlikuju, a to su faza prije i faza poslije ustanovljenja SGC. Ipak nije naodmet
prouciti prirodu spomenutih varijacija, jer nam one nesto razotkrivaju o nac¢inima na koje se kod moze

mijenjati te o vrstama selekcije koje na nj mogu vrSiti pritisak.
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Current Biology

Slika 2. Varijacije u genetickom kodu. Filogeneticko stablo Zivota s naznacenim
nekim od poznatih varijacija u genetickom kodu u svim trima domenama Zivota.
Preuzeto iz Keeling, 2016.



Kvalitativna razlika medu fazama prije 1 nakon ustanovljenja SGC mozZe se objasniti toCckom
infleksije u funkciji koja opisuje povecanje fitnesa stanice ovisno o povecanju repertoara
aminokiselina dostupnih za sintezu polipeptida. Ako uzmemo kao istinitu Siroko prihvacenu
pretpostavku da je kod prvotno raspolagao s manjim brojem aminokiselina, onda je prva faza
evolucije SGC bila obiljezena snaznom pozitivnom selekcijom na proSirivanje raspona kiselina i,
time, prosirivanje mogucih funkcija proteina, dok je druga faza obiljeZena negativnim ucinkom na
fitnes koji sa sobom nosi prenamjena kodona. Ovakav nacin razmisljanja potencijalno objasnjava i
zaSto zivot raspolaze sa samo 20 (22) aminokiselina; moguce je da se ta brojka nalazi u ravnotezi
izmedu spomenutih pozitivnih 1 negativnih ucinaka koje dodatak novih aminokiselina donosi.
Takoder, drevne stanice vjerojatno su kodirale za znatno manji broj proteina od modernih stanica,
¢ime bi promjene u kodu nosile manje opsezan negativni u¢inak na fitnes. Kako onda objasniti

varijabilnost u kodovima koju primje¢ujemo u modernim organizmima?

Mehanizam veéine promjena u kodonima svodi se na supstitucije u genima tRNA koje
direktno utjecu na dekodiranje (Sengupta i Higgs, 2005.) ili na modifikacije baza ili uredivanje tRNA
zbog kojih ih prepoznaje drugacija aaRS od one koja pripada njezinom antikodonu prema tablici
SGC. Poznato je 1 mnoStvo vrsta u ¢ije proteine se ugraduju dvije nestandardne aminokiseline:
selenocistein 1 pirolizin. Moguce je da su promjene nastale postupno, i to jednim od dva moguca puta:

preko dvoznacnog intermedijera i preko gubitka kodona (Slika 3.).
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Slika 3. (@) Putevi prenamjene kodona preko dvoznacnog intermedijera ili
prestanka koristenja kodona. (b) Shema gubitka fitnesa zbog promjene
koda. Preuzeto iz Sengupta i Higgs, 2015.



Prvi je put onaj gdje dobitak novog znacenja prethodi gubitku staroga na nacin da je u
odredenom periodu kodon dvoznaan, tj. dio vremena prevodi se u jednu, a dio u drugu
aminokiselinu. Ovakav kod smanjuje fitnes zato §to ¢e se barem dio vremena kodon prevoditi u 'krivu'
aminokiselinu, tj. aminokiselinu koja smanjuje efikasnost proteina. Drugi je onaj gdje kodon prvo
potpuno gubi znacenje, ne prevodi se ni u jednu aminokiselinu ili se u nekom periodu uopce ne javlja
u genomu, Sto takoder smanjuje fitnes zato Sto stanica nema na raspolaganju tRNA koja odgovara
kodonu ukoliko se taj nade negdje u sekvenci. Oba puta zahtjevaju i opsezne mutacije u genomu kako
bi se kodon s novo dobivenim znafenjem poceo pojavljivati na mjestima gdje je povoljno da se
prevodi u doti¢nu aminokiselinu. Slika 3b shematski prikazuje selektivnu barijeru u putevima

prenamjene kodona i razlog zasto su alternativni kodovi toliko rijetki.

Prema radu J. Swirea (2005.) koji je istrazivao prirodu prenamjene kodona u 24 razlicita,
nezavisno evoluirana mitohondrijska alternativna koda, slucajni drift moze objasniti samo slucajeve
gdje je neki od stop kodona zamijenjen kodonom za aminokiselinu, ali ne moze objasniti slucajeve
gdje je jedna aminokiselina zamijenjena drugom (Swire, 2005.). Naime, u vecini potonjih slucajeva
nije bila rije€ o rijetko koriStenom kodonu (kao $to su svi stop kodoni), §to je uvjet za to da drift bude
vjerojatan, ve¢ su neki od ceS¢e koriStenih kodona prenamijenjeni. Ovaj rad pruza drugacije
objasnjenje: kodoni su prenamijenjeni prema metaboli¢koj 'cijeni' aminokiselina. Takav selekcijski
pritisak bio bi zanemariv u odnosu na drift i mutacijsku frekvenciju kad bi se radilo o evoluciji samo
jedne aminokiseline u sekvenciji, no promjenom afiniteta tRNA prema jeftinijoj aminokiselini, u¢inci
pozitivne selekcije aditivno se pospjeSuju u cijelom genomu gdje god se javlja taj kodon, te

prevladavaju drift i mutaciju etablirajuci novi geneticki kod.

Analogno razmisljanje moglo bi se primijeniti 1 na ostale organizme s alternativnim
genetickim kodom, no ovo podru¢je zahtjeva dodatno istrazivanje da bismo dosli do ikakvih
definitivnih zaklju¢aka. Ono $to moZemo primijetiti je da je kod fleksibilniji no $to se mozda
intuitivno ¢ini 1 da na njega moze utjecati Citav niz razliitih 1 medusobno neovisnih selekcijskih
pritisaka, pa stoga jednostavna, izravna i intuitivna objas$njenja nisu uvijek primjenjiva u raspravama

o evoluciji genetickog koda.



2.1 ZASTO JE KOD (GOTOVO) UNIVERZALAN?

Zbog primjera alternativnih genetickih kodova znamo da je SGC fleksibilan, moze
evoluirati 1 uistinu varira, no njega se svejedno ¢esto naziva univerzalnim zato Sto su sve (do sada
pronadene) varijacije minimalne i generalna struktura koda je uvijek konzervirana. Zasto je SGC
univerzalan? Scenarij zamrznute sluc¢ajnosti bavi se samo vremenom nakon sto je kod ve¢ etabliran,
no vrlo vjerojatno je prije utemeljenja SGC istovremeno postojalo mnogo drugih razli¢itih kodova u
kompeticiji. Zasto se samo SGC ,,zamrznuo” te ne nigdje u prirodi ne nalazimo potomke drugih

prvotnih kodova?

Jedna ideja, izloZena u radu Vestigiana iz 2006., je da je u samim pocecima zivota horizontalni
transfer gena (eng. horizontal gene transfer, nadalje HGT) bio esencijalni alat rane evolucije i da bez
njega ne bi nikada moglo do¢i do stani¢noga Zivota. Prema ovoj hipotezi geneticki kod bio je, osim
Sto je spajao triplete nukleotida s pripadaju¢im aminokiselinama, i svojevrsni protokol po kojemu su
zajednice ranih organizama mogle dijeliti inovacije — jasno je da bi HGT bio iznimno oteZan, ako ne

i onemogucen, u nedostatku zajedni¢koga koda. Vestigian dijeli povijest zivota u 3 epohe.

U prvoj je Zivot bio vrlo otporan na nepreciznosti. Aminokiseline nisu odgovarale specifiénim
kodonima, ve¢ su grupe kodona odgovarale grupama aminokiselina (prema nekim, za ovu teoriju
manje vaznim, kemijskim ili fizikalnim pravilima) pa su tada polipeptidi bili stohasticki sintetizirani.
Komunalno dijeljenje inovacija, gena, 1 kompleksnih elemenata predstani¢ne strukture bilo je Siroko
rasprostranjeno, a iz takve dinamike proizaSao je nuzno i zajednicki protokol, jezik kojim su te rane
populacije organizama mogle medusobno komunicirati i evoluirati kolektivno — geneticki kod. U ovoj
fazi HGT bio je daleko opseznije prirode no §to ga danas shva¢amo 1 porijeklo se nije moglo pratiti
vertikalno po paradigmi predak-potomak. Stoga ova teorija kolektivne evolucije ne priznaje koncept
jedinstvenoga zajednickog pretka.

U drugoj epohi, jos uvijek Siroko rasprostranjen HGT potpomognut zajedni¢kim protokolom
transfera (kodom) omogucio je brzi razvoj kompleksnosti. Kako kompleksnost zahtjeva nizu
toleranciju na nepreciznosti 1 greske, kraj ove faze oznaCava smanjenje ili prestanak opisane
komunalne dinamike i konac¢no prijelaz na tre¢u epohu obiljezenu dinamikom vertikalnog prijenosa
gena, prijelaz nazvan DarvinistiCkom tranzicijom. Dok je prvu i drugu epohu definirao HGT kao
najvazniji mehanizam evolucijske inovacije, tre¢u epohu, u kojoj se nalazimo i danas, definiraju
mehanizmi Darvinisticke evolucije 1 populacijske genetike; ovdje je stohasticka priroda rane sinteze
peptida potpuno iSCezla, zamijenjena kompleksnom translacijskom masinerijom, mehanizmima
popravka greSaka u transkripciji i translaciji, obrane od strane DNA, te raznovrsnim mehanizmima

rekombinacije i spolnog razmnoZavanja



Pretpostavke dane u radu podrzane su racunalnim modeliranjem, ali 1 teoretski,
eksperimentalno i racunalno potvrdenom cinjenicom da je HGT primarni faktor u adaptaciji i
inovaciji 1 kod danasnjih mikrobnih organizama (Levin i Bergstrom, 2000.). Klonalne populacije
aseksualnih organizama u odsustvu bilo kakve rekombinacije (ukljucuju¢i HGT) brzo podlijezu
letalnom efektu Mullerovog sita (Muller's ratchet) — procesu ireverzibilnog nakupljanja negativnih
mutacija kroz generacije. Dakle, ovisnost aseksualnih populacija (kakve su bile, mozemo s
odredenom sigurnoscu reci, najranije populacije organizama) o HGT, i ovisnost HGT o zajednickom
kodu mogli su biti faktori koji su potaknuli univerzalnost koda. Medutim, opsezna podloznost HGT-
u nosi sa sobom 1 rizik invazije parazitskih genetickih elemenata, pa u odredenim uvjetima vaznost
zaStite od tog rizika nadvlada nad dobrobiti HGT. Prethodno opisane varijacije u kodu javile su se ili
u vrlo izoliranim populacijama gdje su bile fiksirane driftom, ili kod parazitskih populacija vrlo
reduciranih genoma koje, sude¢i po zakonima populacijske genetike, teze ka izumiranju, ili kod
endosimbiotskih organizama i organela koji opstaju pod specifi¢nim selekcijskim pritiscima.

Dakle, prema trenutno postojecoj literaturi, dva su faktora pridonijela efektivnoj
univerzalnosti SGC: negativni ucinak na fitnes pri prenamjeni kodona, te vaznost HGT za opstanak i

evoluciju mikrobnih populacija.



3. RANE I KASNE AMINOKISELINE

Ni u jednom pokusu abiotske sinteze nije uspjesno dobivena svaka od 20 proteinogenih
aminokiselina. U klasi¢nom Miller-Uray pokusu 1952. godine dobiveno je njih 5, od ¢ega su 3
proteinogene — Gly, Ala 1 Asp (Miller, 1953., Miller i Uray, 1959.). Medutim, nakon Mullerove smrti
2007. godine, ponovno je proucen sadrzaj tikvica koje su zapecacene joS 1952. kada je pokus prvi
puta izveden, i pronadeno je preko 20 razli€itih vrsta aminokiselina, od ¢ega 10 proteinogenih (Bada,
2013.). Postoje razne nesuglasice oko sastava atmosfere i klimatoloskih uvjeta na tadasnjoj Zemlji,
te je trenutno generalni konsenzus da je atmosfera bila neSto manje reducirajuca i malo drugacijega
sastava no Sto se mislilo kada je Miller dizajnirao svog pokus (Oparin, 1938., Kasting, 1993.).
Svakako, mnostvo pokusa prebiotske sinteze je provedeno u meduvremenu, a uz to su razne
aminokiseline pronadene u palim meteoritima, te se konzistentno pronalazi 10 aminokiselina —
kandidata za najstarije aminokiseline na Zemlji: Gly, Ala, Asp, Glu, Val, Ser, Ile, Leu, Pro i Thr
(Trifonov, 2000.). Ne samo da su to i ,najjeftinije” aminokiseline — s najmanjom Gibbsovom
slobodnom energijom sinteze, ve¢ su i puno stabilnije od onih novijih, od kojih su mnoge ili
termolabilne ili se lako degradiraju UV zra¢enjem (Kobayashi i sur., 1990.). Takoder, pokazano je
filogenetickom analizom paralognih proteina da se aminokiseline smatrane starijima kroz vrijeme sve
rjede koriste u proteinima, dok se one smatrane novijima kroz vrijeme koriste sve ¢esS¢e (Brooks i

sur., 2002.).

Sude¢i po recenome, €ini se da su preostale aminokiseline morale biti sintetizirane pomocu
nekakvih enzima, tek kada su one ranije ve¢ neko vrijeme postojale i polimerizirale, mozda tek u
nasumicne polipeptide, ali vjerojatnije nakon $to je neka vrst ranijeg koda ve¢ bila ustanovljena. Ovo

¢e imati implikacije na neke od kasnije opisanih teorija o porijeklu genetickoga koda.



4. VODECE TEORIJE O PORIJEKLU SGC

Uocene pravilnosti u strukturi SGC 1 njegova ocita nenasumicnost kao da zahtjevaju
objasnjenje koje ide dalje od jednostavne zamrznute slucajnosti. Tri najkoherentnije teorije o
uzrocima tih pravilnosti, ve¢ spomenute koevolucijska, stereokemijska, i teorija minimizacije greske,

bit ¢e opisane u ovom poglavlju.

4.1. STEREOKEMIJSKA TEORIJA

Stereokemijska teorija bila je jedna od najranije postavljenih (Gamow, 1954.), mozda zbog
njezine privlacne intuitivnosti; ona pruza direktan odgovor na pitanje odnosa aminokiselina i kodona,
koji danas nije moguée izravno promatrati zbog posrednog mehanizma kojime se geni prevode u
proteine. Medutim, svi rani pokus$aji dizajniranja pokusa kojima bi se teorija provjerila bili su otezani
¢injenicom da ne postoji apsolutan kriterij za odredivanje kemijskih znacajki aminokiselina kojime
bi se mogao odrediti njihov afinitet prema odgovaraju¢im kodonima ili antikodonima.

Veliki pomak dosao je zahvaljujuéi razvitku tehnologije aptamera — kratkih sekvenci RNA
specifinog afiniteta koje se dobivaju iz smjesa nasumicnih sekvenci selektivnim vezanjem za
aminokiseline. U pokusima s aptamerima, pronadeno je barem za neke aminokiseline znacajno
povecan afinitet za aptamere koji sadrze njima pripadaju¢e kodone ili antikodone (Knight i
Landweber, 1998.). U jednom od njih analizirano je 8 aminokiselina (Arg, Gln, His, Ile, Leu, Phe,
Trp, Tyr), od kojih je ¢ak 5 pokazivalo povecan afinitet za pripadajuce nukleotidne triplete (ili kodon
ili antikodon); arginin je pokazao statisticki najznacajniji afinitet (Knight, Landweber 1 Yarus, 2003.).
Ovo je shvaceno kao snazan pokazatelj valjanosti stereokemijske teorije; cak 1 slabi afiniteti mogli su
kumulativno kroz godine snazno utjecati na povezivanje izmedu aminokiselina i tripleta. Medutim,
kao Sto je objasnjeno u treCem poglavlju ovoga rada, aminokiseline koje su pokazale najve¢i afinitet
prema pripadaju¢im tripletima smatraju se novijim dodatcima aminokiselinskom repertoaru Zemlje,
te su vjerojatno nastale tek nakon Sto je kod, barem u nekakvom jednostavnijem obliku, ve¢ bio
ustanovljen 1 postojali su ve¢ nekakvi enzimi za njihovu sintezu. To mozda nije neobi¢no ako se u
obzir uzme da te novije aminokiseline imaju vefe i1 kompleksnije postrane lance koji imaju
sposobnost specifi¢nije interakcije s oligonukleotidima. Jo§ jedan zbunjujuci rezultat ovih pokusa je
to $to su neke od istrazenih aminokiselina pokazale afinitet za pripadaju¢im kodonom, a druge za
pripadaju¢im antikodonom, a to neslaganje Cini se kao da donosi samo poteSkoc¢e u pokuSaju
dokazivanja ovoga mehanizma kao bitnoga za ustanovljenje SGC.

Stereokemijskoj teoriji moZze se pristupiti i na drugi, manje direktan na¢in. Analizom strukture
rRNA i ribosomskih proteina, pokazano je da su u strukturama arhejskih i bakterijskih ribosoma
aminokiseline znaCajno Cesto prostorno blizu aminokiseline s pripadajué¢im tripletima — 11

aminokiselina pokazalo je znacajnu prostornu bliskost svojim antikodonima, a 8 kodonima (Johnson



1 Wang, 2010.). S obzirom da su ribosomi drevne strukture i medu enzimima najkonzerviraniji u
zivom svijetu, ovaj pronalazak interpretiran je kao dokaz za odredenu vaznost stereokemijskog
afiniteta za evoluciju koda. Interpretacija je uzela u obzir i to da su, opet, novije aminokiseline
pokazale vecu statistiCku znacajnost prostorne bliskosti tripletima: prema ovoj interpretaciji evolucija
koda tekla je u dvije faze. U prvoj je kod postojao u jednostavnijem obliku i imao je veé
ukomponirane aminokiseline pronadene u okolini organizama, koje nisu pridruZene svojim tripletima
po ikakvom stereokemijskom afinitetu ve¢ prema nekakvom drugom pravilu. U drugoj, nove
sintetizirane aminokiseline polako su se ugradivale u kod prema stereokemijskom afinitetu, mozda
posredstvom ugradivanja u ribosom. Prema tome, ribosom je svojevrsni molekularni fosil koji u sebi

sadrzava dokaze koji podrzavaju stereokemijsku teoriju.



4.2. KOEVOLUCIJSKA TEORIJA

Koevolucijska teorija, uzimajuci u obzir vjerojatnu kronologiju pojavljivanja aminokiselina u
repertoaru koda, je zapravo ideja da je kod u pocetku raspolagao s malim brojem aminokiselina
dostupnih iz okolisa iz kojih su one ostale derivirane metabolickim putevima, nakon cega su te
kompleksnije aminokiseline ukomponirane u kod i pridruzeni su im kodoni sli¢ni onima koji kodiraju
za njihove prekursore. Dakle, struktura koda bi prema ovoj teoriji odrazavala parove prekursor —
produkt; kod i metabolicki putevi su koevoluirali (Wong, 1975.).

Pretpostavljeni prekursor — produkt parovi su:

Glu— GIn  Asp—Lys Ser— Trp

Glu —»Pro GIln—His Ser — Cys

Glu » Arg Thr — Ile Val — Leu

Asp—Asn  Thr — Met Phe — Tyr

Asp — Thr
Nisu svi navedeni parovi potpuno definitivni. Na primjer, lizin mozZe biti sintetiziran i od aspartata
putem diaminopimelata i od glutamata putem alfa-aminoadipata (Wong, 2007.). S obzirom da
prokarioti koriste diaminopimelatski put, aspartat se ¢ini vjerojatnijim prebiotskim prekursorom
lizina. Takoder, biosinteza metionina danas ve¢inom pocinje od aspartata, no put kojim se moze dobiti
od treonina sadrZzi manje metabolic¢kih koraka, a ako se homoserin uzme kao primitivni oblik treonina
(Weber 1 Miller, 1981.), taj put ima jo§ manje metabolic¢kih koraka.

Ako se sagleda tablica SGC s prethodno navedenim odnosima na umu, lako je primjetiti da
mnogi od prekursor — produkt parova zauzimaju sli¢ne kodone (koji se razlikuju samo u jednom
nukleotidu). Ako se doda ovoj teoriji joS jedna pretpostavka — da su kodoni CAA 1 CAG pripadali
glutamatu prije ugradnje glutamina u SGC, a AAU 1 AAC aspartatu prije ugradnje asparagina,
moguce je sagraditi koevolucijsku mapu SGC i aminokiselina kao na Slici 4.

Neke od ovih odnosa moguce je objasniti i teorijom minimizacije greSke; metabolicki
povezane aminokiseline Cesto su kemijski sli¢ne te je njthova medusobna zamjena manje nepovoljna
po fitnes od zamjene nekom jako razli¢itom aminokiselinom. Medutim, mnogi prekursor — produkt
parovi su kemijski izrazito razli€iti (Ser — Trp, Thr — Ile, GIln — His, Ile — Met, Asn — Lys, Cys — Trp),
te se sli€nost njihovih kodona ne moze objasniti minimizacijom greske, s obzirom da njihova zamjena
ne pruza znacajne prednosti po fitnes u odnosu na nasumi¢nu zamjenu (Wong, 1975). Ovo takoder
implicira i da kod, nakon prvotnog ustanovljenja, nije znacajno adaptirao pod selekcijskim pritiscima
(barem ne pod pritiskom minimizacije greske).

Medutim, ova teorija nije bez svojih kritiCara. Pretpostavljeni prekursor — produkt parovi
prema nekim istrazivanjima (Amirnovin, 1997., Ronneberg, Freeland i Landweber, 2000.) nisu

podrzani suvremenim biokemijskim saznanjima, te na mjestima ¢ak uzimaju energetski nepovoljne



reakcije kao vazne za ugradivanje novih aminokiselina u kod, §to mozda pokazuje pretpostavku vece
kompleksnosti metabolizma od onih kojima su raspolagale primitivne stanice. Takoder je kritizirana
statisticka metodologija rada u kojemu je teorija originalno izlozena; prema jednom c¢lanku koji je
koristio drugaciju metodologiju za odredivanje vjerojatnosti da su ovakvi odnosi slucajni, ¢ak 34%
nasumic¢nih kodova pokazuje snazniju metabolicku korelaciju medu kodonima od SGC, a ako se
uzme u obzir i ideja da SGC ne sadrzi 62, ve¢ 45 funkcionalnih kodona (nijedna poznata tRNA ne
moze razlikovati U i C na treem mjestu kodona, pa su svi NNC i NNU kodoni translacijski
ekvivalentni), statisticka znacajnost u korist ove teorije potpuno iS¢ezava (Ronnenberg, Freeland 1
Landweber, 2000.). Unato¢ tome, teorija je jo$ uvijek relevantna i prema nekima (Wong, 2005.)

spomenute kritike nisu potpuno utemeljene, pa se oko validnosti njezinih pretpostavki jos uvijek

Ak
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Slika 4. Koevolucijska mapa genetickog koda. Puni okviri oznacavaju danasnje kodone
koji odgovaraju aminokiselinama napisanim pored, a iscrtkani okviri moguce kodone
koji su nekada odgovarali aminokiselinama pored okvira. Strelice oznacavaju
prekursor-produkt parove; jednostrane ireverzibilne reakcije a dvostrane reverzibilne
reakcije. Svi parovi aminokiselina spojeni strelicama kodirani su kodonima koji se
razlikuju u samo jednom nukleotidu. Preuzeto iz Wong, 1975.



4.3. TEORIJA MINIMIZACIJE GRESKE

Posljednja od glavnih teorija koja ¢e biti izloZena u ovome radu jest teorija minimizacije
greske, Sto je hipoteza da je prirodna selekcija pridruzila biokemijski sli¢nim aminokiselinama sli¢ne
kodone kako bi se umanjio efekt mutacija i pogreSaka u translaciji. Iako je teorija intuitivna, njezina
provjera nije trivijalna zato $to je kod racunanja vjerojatnosti da SGC ima bolju minimizaciju greske
od nasumi¢nog koda potrebno definirati funkciju gubitka, tj. Kvantificirati ucinak mutacija i
pogresaka u translaciji na fitnes. Funkcija treba pridodati numericku vrijednost 'cijene' zamjeni svake
aminokiseline svakom od preostalih. S obzirom da ta cijena ovisi o kontekstu tj. Polozaju 1 funkciji
aminokiseline u proteinu, bilo koja definicija funkcije gubitka bit ¢e nuzno barem malo proizvoljna.
Cesto su koristene metrike PR skala (kao na Slici 1.), indeks hidropatije i molekularni volumen (de
Oliveira i sur., 2015.). Bitne su takoder i metode pretrazivanja nasumic¢nih kodova kao i statisticka
metodologija obrade dobivenih podataka; osim prethodno spomenutog rezultata da je SGC "jedan od
milijun', koriStenjem neSto drugacijih parametara kasnije su dobiveni i rezultati koji su jo§ viSe
obecavajuéi za teoriju minimizacije greske. Unato¢ tome, od mogucih preko 1084 kodova
mnogobrojni su vise optimizirani, dapace, SGC se ne nalazi ¢ak ni na lokalnom maksimumu funkcije

optimizacije (Di Giulio i sur., 2001.).

Code fitness
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Slika 5. Shema reljefa funkcije fitnesa kodova. SGC nalazi se otprilike na pola puta
izmedu optimalnosti nasumicnog koda i svog lokalnog vrhunca, Sto znaci da ga je moguce
daljnje optimizirati uz jos jedan ili vise evolucijskih koraka. Lokalni vrhunac takoder nije
izvanredan te se njemu u blizini nalaze vrhunci vecega fitnesa. Preuzeto iz (Novozhilov i
sur., 2007.).



Postoji nekoliko problema s teorijom minimizacije greske, ili barem s ucestalim metodama
njezine provjere. Osim spomenute proizvoljnosti inherentne u izboru metrike slicnosti aminokiselina,
Cesto se kod sastavljanja funkcije gubitka pretpostavlja da je vjerojatnost svake supstitucije i pogreske
u translaciji jednaka, dok je eksperimentalno utvrdeno da su tranzicije daleko ¢eS¢e od transverzija,
kao 1 da su pogreske u translaciji prvoga i tre¢eg nukleotida u kodonu puno ceS¢e od pogreSaka u
translaciji drugoga nukleotida u kodonu (Parker, 1989., Gilis i sur. 2001.). Takoder, najcesc¢e se SGC
usporeduje s nasumi¢nim kodovima iste strukture - 64 kodona i 20 aminokiselina, a neki od radova
pri pretrazivanju prostora nasumicnih kodova cak koriste samo kodove strukturirane u iste sinonimne
blokove kao SGC, iskljucujuci Citav spektar mogucih razlicitih kodova (Salinas 1 sur., 2016.). Ovo
mozda 1 jesu donekle valjane metode za utvrdivanje robusnosti SGC, no ne govore puno o
evolucijskom putu kojim je kod dosao do danasnjega oblika; robusnost moze biti i nusprodukt
porijekla SGC preko nekakvoga drugog puta. Kriticari teorije Cesto napominju kako se robusnost
moze potpuno objasnit koevolucijskom teorijom (Massey, 2008.), no kao Sto je ve¢ objasnjeno,
validnost te teorije uvelike ovisi o pretpostavljenom povijesnom redoslijedu pojave aminokiselina.
Kako god bilo, valja barem pokusSati kvantificirati razinu optimizacije SGC.

Najocitiji pristup bio bi usporediti SGC s potpuno optimiziranim hipotetskim kodom (Slika
6.) i prosjecnom optimizacijom nasumicnih kodova, preko funkcije nazvane postotak minimizacije
(minimization percentage, MP):

MP = (¢pmean — ¢stand )/(pmean — ¢min)

pri cemu je ¢mean funkcija gubitka nasumi¢nih kodova, @stand funkcija gubitka SGC, a ¢min
funkcija gubitka optimalnoga koda. Uzimaju¢i PR skalu kao metriku sli¢nosti aminokiselina, za SGC
dobiven je MP od 78% (Novozhilov 1 sur., 2007.). Optimalni kod dobiven je prerasporedivanjem
kodona na nacin da je degeneracija i blok struktura koda odrzana, s obrazloZenjem koje pretpostavlja
da se takva struktura nekad u ranoj fazi evolucije SGC zamrznula zbog radikalnoga delecijskog
ucinka restrukturiranja koda.

Evolucijski putevi koji mogu dovesti do ove razine optimizacije istraZivani su racunalno,
pretrazivanjem reljefa funkcije fitnesa kodova. U jednome radu (Novozhilov 1 sur., 2007.), SGC je
usporeden s Cetiri skupa kodova: nasumicni kodovi, skup nasumi¢nih kodova s ve¢om razinom
optimalnosti od SGC, te dva skupa kodova dobivenih optimizacijom prvih dvaju skupova. Dobiveno
je da se razina optimalnosti prisutna kod SGC moze postici, pocevsi od nasumi¢nog koda, u prosjeku
preko samo 10-12 evolucijskih koraka (zamjena kodona), a ako se po¢ne od optimalnijeg koda moze
se dobiti i puno veca razina optimiziranosti od SGC-ove. Dakle, SGC se nalazi otprilike na pola puta
izmedu optimalnosti nasumi¢nog koda i svog lokalnog vrhunca na reljefu fitnesa kodova. Uz to, taj

lokalni vrhunac je osrednji u usporedbi s drugim obliznjim vrhuncima kao na Slici 5. S obzirom da



bi se SGC mogao daljnje optimizirati s jo§ jednim ili viSe jednostavnih evolucijskih koraka, ¢ini se

da je ipak vjerojatno zapeo tu gdje danas jest barem dijelom zbog zamrznute slucajnosti.
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Slika 6. Optimizirani kod iste razine degeneracije i blok strukture
kao SGC. Preuzeto iz Koonin i Novozhilov, 2009.



5. KOKOS ILI JAJE?

Iako je pomalo van raspona teme ovoga rada, ukratko ¢u izloziti problematiku koja se ¢esto
razmatra odvojeno od evolucije genetickoga koda, iako su teme iznimno usko povezane. Radi se,
naime, o evoluciji translacijske masinerije. Cini se paradoksalnom rana evolucija geneti¢kog koda:
kako bi kod imao smisla, zahtjeva da postoji barem rudimentarna translacijska masinerija koja je
barem dijelom sastavljena od proteina; istovremeno, kako bi proteini postojano obavljali svoju
funkeciju kroz generacije, potrebno je da budu vjerno translatirani $to zahtjeva ve¢ etabliran geneticki
kod. Sto je nastalo prvo, kod ili translacija? Kokos ili jaje?

Proteini koji su funkcionalni prevoditelji genetickog koda su aaRS. Danasnje aaRS podijeljene
su u dvije paralogne klase, a svaka klasa sadrzi razli¢ite aaRS za proizvodnju 10 razli¢itih aminoacil-
tRNA (Delarue, 1995.). aaRS klase 1 sadrze kataliticki motiv Rossmanovoga nabora (Rossman fold),
te time pripadaju $iroj obitelji proteina s Rossmanovim naborom (Wolf i sur., 2017,). Filogenetickim
istraZivanjima te obitelji proteina pokazano je da su aaRS klase 1 relativno mlade pridoslice obitelji,
Sto znaci da je vjerna translacija u nekom obliku morala postojati daleko prije njihove evolucije i
ustanovljenja kao prevoditelja genetickog koda kako bi bila moguéa evolucija proteinske obitelji s
Rossmanovim naborom. Logican zakljucak izloZzenoga jest da je prije aaRS funkciju prevoditelja
ispunjavala neka RNA.

Verzije ovakvog obrazloZenja koriste stereokemijske teorije nesto drugacijega oblika od one
objasnjenje u poglavlju 4.1. ovoga rada. Naime, nije nuzno da stereokemijska specificnost postoji bas
izmedu kodona/antikodona 1 aminokiseline; bilo koji dio tercijarne strukture proto-tRNA mogao je

prepoznavati pripadajuc¢e aminokiseline i vezati ih za aminoacil-vezujuc¢e mjesto, kao na Slici 7.
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Slika 7. Shema evolucije aminoacilirajucih ribozima - proto-tRNA, i
preuzimanja funkcije prepoznavanja aminokiselina i aminoacilacije od
strane aaRS. Preuzeto iz Koonin i Novozhilov, 2017.

Evolucijom od ovakvoga pocetka nije tesko zamisliti kako ekspanzija repertoara aminokiselina kao
posljedicu ima minimizaciju greske: duplikacijom proto-tRNA 1 modifikacijom afiniteta za
novostecenu aminokiselinu prirodno ¢e se dogoditi da sli¢nije aminokiseline veZu proto-tRNA sli¢ne
tercijarne strukture i time sli¢nijega antikodona. Nakon §to su aaRS preuzele funkciju prepoznavanja
aminokiselina i aminoacilacije tRNA, svaki trag afiniteta tRNA za pripadaju¢e aminokiseline izgubio
se kroz vrijeme, tako da pokusi s aptamerima teSko da mogu poluciti definitivne rezultate ukoliko je
opisani model to¢an (Kumar 1 Yarus, 2001.). Nada se mozda nalazi u in vitro pokusima evolucije
aminoaciliraju¢ih ribozima, Sto su pokusi koji bi, ako bi bili uspjes$ni, mogli dobrim dijelom

rekapitulirati ¢itav proces evolucije genetickog koda.



6. ZAKLJUCAK

Unato¢ tome §to se na pitanje porijekla genetickog koda pokuSava odgovoriti ve¢ pola
stoljeca, ne ¢ini se da je znanstvena zajednica prisla blizu definitivnom odgovoru. Ovaj problem ¢ini
se jedinstvenim po tome koliko je vazan, zanimljiv i iznad svega temeljan za evolucijsku biologiju,
ali s druge strane inherentno zahtjevan za rjeSavanje. Stereokemijska teorija nije nikada polucila
uvjerljivim rezultatima, barem u obliku u kojemu je uobicajeno postavljena; teorija minimizacije
greske razotkrila je vazne karakteristike SGC, no ne odgovara na pitanja porijekla i mehanizma
postanka tih karakteristika; koevolucijska teorija zahtjeva jo§ mnogo empirijske provjere i integracije
s modernim biokemijskim saznanjima kako bi se mogla pomaknuti od trenutne mrtve tocke. Cini se
da se buducnost rjeSavanja ovoga problema nalazi u integriranom pristupu koji u obzir uzima sve
spomenute potencijalne evolucijske putove i selekcijske pritiske, Sto je model sa zastraSujuc¢e puno
parametara za provjeru, kao i evoluciju translacijske masinerije, takoder izazovno podruc¢je zbog

svoje univerzalne konzerviranosti.



7. SAZETAK

Standardni geneticki kod (SGC) je Sifra prevodenja sekvence nukleotida u sekvencu
aminokiselina na nacin da je svaki od mogucih tripleta (nizova od 3) nukleotida — kodon pridruzen
nekoj od 20 bioloskih aminokiselina. SGC je gotovo univerzalan u Zivom svijetu, zbog ¢ega znamo
da je kao takav postojao i u posljednjem univerzalnom zajednickom pretku (LUCA-1). Unato¢ tome
§to je SGC najkonzerviranija informacija u biologiji, pitanje njegovoga porijekla do danas je
nerazrijeSeno. U ovome radu izloZene su vodece teorije o evoluciji SGC: stereokemijska teorija koja
postulira da je stereokemijski afinitet izmedu kodona ili antikodona 1 pripadajuce aminokiseline uzrok
njihovome pridruzivanju; koevolucijska teorija koja kaze da je kod prvotno raspolagao s malim
brojem aminokiselina prisutnih u okoliSu, nakon cega su ostale kasnije dobivene metaboliCkim
putevima iz potonjih i zatim ukljuc¢ene u kod pri ¢emu su im pridruzeni kodoni srodni onima njihovih
prekursora; teorija minimizacije greske koja tvrdi da je otpornost stanice na mutacije i pogreske u
translaciji bila predvode¢i selekcijski pritisak koji je gurao evoluciju SGC. Svaki od spomenutih
pristupa ima u obliku u kojemu su najc¢esce izloZzeni mane koje se ¢ine nepremostivima te se
buduénost istrazivanja porijekla SGC vjerojatno nalazi u integriranom eksperimentalnom pristupu
koji u obzir uzima sve od spomenutih faktora, a i evoluciju aaRS i ostatka translacijske masinerije,

kao relevantne u ranoj evoluciji 1 porijeklu SGC.



8. SUMMARY

The standard genetic code (SGC) is a code by which sequences of nucleotides are translated
into sequences of amino acids such that each nucleotide triplet (sequence of three) called a codon is
assigned to any one of 20 biological amino acids. The SGC is nearly universal in all extant life forms,
which is why we can safely presume it had been established as such at least as far back as the last
universal common ancestor (LUCA). Although the SGC is perhaps the greatest information constant
in all of biology, the question of its origin remains unanswered. In this paper, main theories of its
evolution and origin are demonstrated: the stereochemical theory, which hypothesizes that a
stereochemical affinity was the driving force of adjoining codons to their cognate amino acids; the
coevolution theory which posits that the code originally had fewer amino acids at its disposal, and
the rest of the 20 were derived from this original set via assorted metabolic pathways, after which
codons that previously had belonged to their precursors were assigned to them; the error minimization
theory which says that the pressure to resist the deleterious effects of mutations and translation errors
was the main selective pressure to drive SGC evolution. Each of the described theories or the
approaches by which they are tested have their flaws, so the future of research on the origin and
evolution of the SGC appears to be in an integrated approach which takes into account all of the

above, as well as the evolution of the translation apparatus, as relevant in the early evolution of the

SGC.
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