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Popis kratica

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

RNA — ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid)

MRNA — glasni¢ka RNA (eng. messanger RNA)

tRNA — transportna RNA (eng. transfer RNA)

rRNA — ribosomska RNA (eng. ribosomal RNA)

A —adenin

T —timidin

G —gvanin

C — citozin

GTP — gvanozin trifosfat

IPTG - izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid

aaRS — aminoacil-tRNA-sintetaza

ncAA — nekanonske aminokiseline (eng. noncanonical amino acids)

SerRS — seril-tRNA sintetaza

Sec-tRNAS — selenocisteinil-tRNA

TyrRS/tRNA™' — ortogonalni par tirozil-tRNA sintetaze i tirozin-tRNA
PyIRS/tRNACYA _ ortogonalni par pirolizil-tRNA sintetaze i supresorske tRNA
EcTyrRS/ARNACYA— ortogonalni par tirozil-tRNA sintetaze i supresorske tRNA iz E. coli

PyIRS/tRNAP! — ortogonalni par pirolizil-tRNA sintetaze i pirolizin-tRNA



1. Uvod

Standardni geneticki kod definira kako se slijed nukleotida zapisan unutar molekule DNA
prevodi u slijed aminokiselina koje izgraduju proteine. Kona¢no desifriranje genetickog koda u
1960-ima (Nirenberg, 2004.) postalo je jedno od temeljnih otkrica molekularne biologije nakon
Sto je otkrivena struktura DNA i potvrdilo je dotadasnju ,,dogmu‘ molekularne biologije koju je
postavio Francis Crick (Crick, 1970.). Prema centralnoj dogmi koja je shematski prikazana na Slici
1., molekulu DNA ¢ine razni sljedovi Cetiri prirodno dostupna nukleotida — adenina, gvanina,
timina i citozina. Odredeni dijelovi tih nizova predstavljaju vece jedinice — gene. Vecina se gena
prepisuje tijekom procesa transkripcije te nastaje glasni¢ka molekula mRNA koja sadrzi slijed
dusi¢nih baza istovjetan kodiraju¢em ili sense lancu DNA, uz zamjenu timina uracilom, a
komplementaran kalupu ili antisense lancu s kojeg se prepisuje. Tijekom procesa translacije
informacija zapisana u molekuli mMRNA se u obliku tripleta ili kodona, slijeda od tri dusi¢ne baze,
uz pomo¢ ribosoma i molekula tRNA prevodi u aminokiselinski slijed. Ovdje podjedinice
ribosoma omogucavaju prepoznavanje kodona na mRNA i antikodona na tRNA, dok su molekule
tRNA pri tome ,,natovarene” specificnom aminokiselinom pomocu enzima aminoacil-tRNA-

sintetaze i tu aminokiselinu prenose na rastuci polipeptidni lanac.
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Slika 1. Shematski prikaz centralne dogme molekularne biologije koju je predstavio Francis Crick.

Molekula DNA ¢ini nasljednu informaciju zivih organizama i moze se replicirati, ¢ime se umnaza, ili



transkribirati, ¢ime se njezini pojedini dijelovi prepisuju u komplementaran slijed mRNA i dalje prevode u

proteine procesom translacije. (Preuzeto i prilagodeno: Acevedo-Rocha i Budisa, 2016.)

Geneticki kod strukturiran je tako da postoje 64 kombinacije tripleta RNA ili kodona, od
kojih su tri tzv. ,,stop“ kodoni (ochre, amber i opal) koji terminiraju sintezu proteina i preostali 61
kodon koji odgovaraju jednoj od 20 proteinogenih aminokiselina. Pojedine aminokiseline kodirane
su s vise kodona Sto rezultira degenerirano$cu geneti¢kog koda, odnosno osigurava otpornost koda
na tranzicijske mutacije (Crick, 1968.). Sve 64 prirodno dostupne kombinacije kodona s
pripadaju¢im aminokiselinama prikazane su na Slici 2. Medutim, osim 20 standardnih
(proteinogenih) aminokiselina, u prirodi postoji velik broj drugih aminokiselina koje se ne mogu

ugraditi u proteine zivih organizama standardnim putem.

Slika 2. Radijalni prikaz strukture genetickog koda. Prikazani su kodoni i pripadaju¢e aminokiseline koje
kodiraju, ukljucujuéi i stop kodone (ochre, amber i opal). Prva pozicija u kodonu (sredisnji krug) predstavlja
5'-kraj kodona na mRNA, a tre¢a pozicija (vanjski krug) 3'-kraj kodona. (Preuzeto i prilagodeno: Oehm,
2016.).



Pitanje zaSto je U proteine moguca ugradnja samo 20 aminokiselina kada ih u prirodi postoji
mnogo veci broj, oduvijek je fasciniralo znanstvenike. Prirodno dostupne aminokiseline
predstavljaju gradevne blokove koji sadrze ogranicen broj funkcionalnih skupina, a za obavljanje
svojih prirodnih funkcija, proteinima su potrebne dodatne kemijske skupine koje su im osigurane
posttranslacijskim modifikacijama poput fosforilacije i metilacije ili kofaktorima poput raznih
anorganskih ili organskih molekula (Wang, 2005.). Ubrzo nakon §to je geneti¢ki kod u potpunosti
desifriran, zapocela su istrazivanja kojima se nastojalo proSiriti geneticki kod i omoguditi ugradnju
i ostalih, tzv. nekanonskih aminokiselina u postoje¢i translacijski sustav stanice. Klju¢no otkrice
koje je potaknulo razvoj ove grane biologije jest pronalazak primjera ,,prirodnog™ proSirenja
geneti¢kog koda (Wang, 2003.). U nekih je bakterija i metanogenih arheja uocena ugradnja dviju
dodatnih aminokiselina — selenocisteina i pirolizina, koje se prema tome smatraju 21. i 22.
aminokiselinom (Yuan i sur., 2010.). Kod takvih je organizama uocena strategija u kojoj se koriste
prirodne molekule tRNA aminoacilirane selenocisteinom ili pirolizinom uz pomo¢ specifi¢nih
aminoacil-tRNA-sintetaza i koje zatim prepoznaju stop-kodone i umjesto terminacije translacije
ugraduju neproteinogenu aminokiselinu u rastu¢i polipeptidni slijed (Rother i Krzycki, 2010.).
Neke od aminokiselina koje su dosad uspjesno ugradene u proteine in vitro prikazane su na Slici
3. Uglavnom je rije¢ o derivatima aminokiselina lizina i fenilalanina s manjim funkcionalnim

skupinama.
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Slika 3. Razlic¢ite skupine nekanonskih aminokiselina pomoc¢u kojih je dosad prosiren geneticki kod. Vecéina
ncAA su derivati lizina i fenilalanina nastale sintetski dodavanjem razli¢itih funkcionalnih skupina.

(Preuzeto i prilagodeno: O'Donoghue i sur., 2013.)

Razvoj metoda za sustavno proSirenje genetickog koda Zivih organizama omoguéio bi
ugradnju nekanonskih aminokiselina koje bi proteinima pruzile brojne nove funkcije i potaknule
njihovu evoluciju. Takvi modificirani proteini mogli bi potencijalno imati ulogu u genetickom
inzenjerstvu, biotehnologiji i medicini i brojnim drugim granama znanosti i omoguciti razvoj

potpuno novih organizama s novim i pro$irenim funkcijama.



2. Prosirenje genetickog koda — pristupi

2.1. Supresija stop kodona

Kako je i spomenuto u uvodu, kljuéno otkri¢e koje je omogucilo razvoj metoda za
prosirenje genetickog koda jest ugradnja selenocisteina i pirolizina supresijom stop kodona u
bakterija 1 metanogenih arheja. Osim u prokariotima, prirodni nacini prosirenja genetickog
koda koji koriste istu strategiju pronadeni su i kod eukariotskih organizama, medu prvima kod

duhana i Drosophile (Beier i Grimm, 2001.).

Prirodno postoje tri stop kodona - UAG, UAA i UGA poznati i pod nazivima ochre, amber
i opal, i njihova pojava u slijedu mMRNA signalizira zaustavljanje translacije proteina. Jedan on
najéesc¢ih nacina terminacije jest vezanje faktora otpustanja proteina (eng. release factors, RF)
za akceptorsko ili A-mjesto na ribosomu i oslobadanje novonastalog polipeptidnog lanca. Kod
organizama koji imaju sposobnost suprimirati stop kodone i time i translaciju proteina, prisutne
su tzv. supresorske molekule tRNA koje na mjestu svog antikodona sadrze triplet koji je
komplementaran jednom od stop kodona. Osim specifi¢nih tRNA, takvi organizmi posjeduju
I posebne enzime aminoacil-tRNA-sintetaze koje prepoznaju molekule tRNA i aminoaciliraju
ih odredenom aminokiselinom koja se zatim ugraduje u protein na mjesto gdje se nalazi stop
kodon. Dakle, dolazi do ¢itanja stop kodona kao sense kodona na prirodan na¢in pomocu

supresora koji su prisutni u stanici (Albers i sur., 2021.).

Upravo se na takav nacin odvija ugradnja selenocisteina u E. coli. Selenocistein se ugraduje
u protein umjesto terminacije translacije UGA stop kodonom ukoliko se nizvodno od njega, u
sekvenci mRNA, nalazi selenocistein insercijska sekvenca (eng. selenocysteine insertion
sequence, SECIS) koja stvara sekundarnu strukturu. Prije toga specificna aminoacil-tRNA-
sintetaza, SerRS, aminoacilira tRNAS® serinom koji uz pomo¢ proteina SelA (Sec sintaze) i
selenofosfata kao donora selena prelazi u selenocistein. Takva se Sec-tRNAS¢ dostavlja do
ribosoma pomocu specijaliziranog faktora elongacije, SelB, GTP-vezujuceg proteina koji
pripada obitelji translacijskih GTPaza, i nakon prepoznavanja UGA kodona ugraduje
selenocistein u rastuci polipeptid (Copeland, 2003.).



Jednaku su strategiju koja je prikazana na Slici 4. znanstvenici upotrijebili za ugradnju bilo
koje druge aminokiseline u proteine. No, pri tome su morali razrijesiti dva problema —
aminoacil-tRNA sintetaza i njezina pripadaju¢a tRNA iz jednog organizma morale su se
klonirati i eksprimirati u drugom organizmu i ista ta aminoacil-tRNA-sintetaza morala je biti
sposobna vezati se na faktor elongacije Tu (EF-Tu) koji omogucuje vezanje aminoacil-tRNA
na ribosom i morala je biti sposobna reagirati s ribosomskim reakcijskim centarom (Chemla i
sur., 2018.).

Ortogonalna aminoacil Rastuci peptid
tRNA sintetaza .

Neprirodna-4 o]
aminokiselina
Ortogonalna
tRNA Ribosom TmRNA Modificirani

peptid

Slika 4. Shema generalne metode za ugradnju neproteinogenih aminokiselina u proteine supresijom stop
kodona. AaRS aminoacilira tRNA koja prepoznaje stop kodon nekanonskom aminokiselinom. Na mjesto
gdje se nalazi stop kodon dolazi do ugradnje nekanonske aminokiseline ¢ime nastaje modificirani protein.

(Preuzeto i prilagodeno: Davis i Chin, 2012.)

Pri tome je klju¢no da tRNA i aaRS koje se ugraduju u drugi organizam tvore tzv.
ortogonalni par, tj. ne bi smjele interferirati niti s jednim endogenim parom aaRS/tRNA.
Ortogonalna aaRS ne moze aminoacilirati niti jednu tRNA u stanicama domacina osim pripadne
ortogonalne tRNA ¢ime se sprjeava vezanje nestandardne aminokiseline na pogresnu tRNA. S
druge strane, ortogonalnu tRNA ne moze aminoacilirati niti jedna aaRS domacina osim pripadne
ortogonalne aaRS c¢ime se sprjecava aminoaciliranje standardne aminokiseline na ortogonalnu

tRNA. Primjer kako ortogonalnost tRNA i aaRS treba izgledati prikazan je na Slici 5.
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Slika 5. Ortogonalni par tRNA i aminoacil-tRNA-sintetaze. Ortogonalna tRNA ne mozZe biti aminoacilirana
nijednom aaRS osim pripadne ortogonalne aaRS. Ortogonalna aaRS ne moze aminoacilirati niti jednu

tRNA osim pripadne ortogonalne tRNA. (Preuzeto i prilagodeno: Wang i sur., 2012.)

Tek nakon $to su ti uvjeti zadovoljeni i nakon $to je gen proteina od interesa mutiran tako
da sadrzi stop kodon unutar kodirajuée sekvence, neproteinogena aminokiselina moze se ugraditi
na zeljeno mjesto. Sve $to je potrebno su jedinstveni, ortogonalni par tRNA/aminoacil-tRNA
sintetaze, izvor neproteinogene aminokiseline i jedinstveni kodon koji specificira tu
aminokiselinu. Znanstvenici su tom strategijom uspjesno rekodirali nekanonske aminokiseline u
E. coli i kvascu koriste¢i UAG stop kodon i ortogonalne tRNA/sintetazne parove pronadene u
Methanococcus jannaschii ili Escherichiji coli (Anderson i sur., 2004.). Tijekom translacije,
nativne aaRS aminoaciliraju nativne tRNA koje u protein ugraduju standardne aminokiseline.
Kada na red dode stop kodon, ortogonalna tRNA prethodno aminoacilirana nekanonskom
aminokiselinom uz pomo¢ ortogonalne aaRS, kompetira za vezno mjesto s faktorima za
terminaciju translacije i ukoliko dode do njezinog vezanja, u rastuci se polipeptidni lanac ugraduje
nova aminokiselina. Ekspresija takvih modificiranih proteina je obi¢no slaba upravo zbog
kompeticije ortogonalne tRNA s drugim faktorima zbog ¢ega su znanstvenici odludili istraziti i

druge nacine prosirenja genetickog koda (Chemla i sur., 2018.).



2.2.  Upotreba kvadripleta umjesto tripleta

Frameshift mutacije ili mutacije pomaka okvira Citanja Cesto uzorkovane delecijama i
insercijama predstavljaju velik problem prilikom translacije proteina. Dodatak ili gubitak jednog
ili dva nukleotida pomice okvir ¢itanja i kao rezultat ne nastaje oc¢ekivani protein, nego slijed s
izmijenjenim aminokiselinama ili preuranjeno terminirani kraéi slijed nastao uvodenjem stop
kodona. U prirodi je pronadena strategija kojom organizmi zaobilaze frameshift mutacije i upravo
je ona posluzila kao inspiracija za novu metodu proSirenja genetickog koda. Molekule tRNA koje
umjesto tripleta prepoznaju kvadriplet i na mjestu antikodona nose prosirene antikodonske petlje
od cCetiri nukleotida prvi su put pronadene u Salmonelli typhimurium gdje djeluju kao supresori +1
pomaka okvira Citanja, a kasnije su iste identificirane i u E. coli i S. cerevisiae (Wang, 2012.).

Izgled tRNA koja djeluje kao supresor cetverostrukog kodona prikazan je na Slici 6.

Slika 6. tRNA koja djeluje kao supresor frameshift mutacije i umjesto tripleta prepoznaje kvadriplet.

(Preuzeto i prilagodeno: Tharp i sur., 2017.)



S obzirom da se proSirenje genetickog koda supresijom stop kodona pokazalo kao nedovoljno
efikasno i potencijal ekspanzije sintetskog geneti¢kog koda opéenito nema visoku uc¢inkovitost jer
se najcesce u organizam moze ugraditi jedna do dvije vrste neproteinogenih aminokiselina u isto
vrijeme, znanstvenici su razvili strategiju koja se temelji na prepoznavanju Cetiri umjesto tri
kodona i koja bi mogla povecati broj dostupnih sense kodona s prirodno dostupnih 64 na ¢ak 250
kodona (Chen i Schindlinger, 2010.).

Iako to¢an mehanizam prepoznavanja kvadripleta na mRNA i kvadripleta na tRNA nije u
potpunosti razjasnjen, jedan od predlozenih modela jest da tRNA ostvaruje interakcije tripletom
na A mjestu u ribosomu, a dodatni kodon zatim uzrokuje proklizavanje mRNA za jednu bazu (Qian
i sur. 1998.). Ostatak strategije vrlo je sli¢an supresiji stop kodona — organizam mora posjedovati
jedinstvenu tRNA koja ¢e prepoznavati kvadriplet na mRNA i jedinstvenu aminoacil-tRNA
sintetazu koja ¢e tu istu tRNA aminoacilirati odredenom aminokiselinom, medutim ta tRNA u

ovom slucaju nece prepoznavati stop kodon, ve¢ slijed od Cetiri nukleotida.

Problem kod ovakvog nacina proSirenja geneti¢kog koda jest §to su prirodni ribosomi vrlo
neucinkoviti za ¢itanje kvadripletnog kodona i vrlo ¢esto uzrokuju pogreske u dekodiranju. Kako
bi razrijesili taj problem, znanstvenici su dizajnirali tzv. ortogonalne ribosome (Chen i sur., 2010.).
Ortogonalni ribosomi su mutirani ribosmi koji prepoznaju izmijenjeno mjesto vezanja ribosoma
(RBS) i omogucuju translaciju samo mRNA koje sadrze promijenjeni RBS (Rackham i Chin,
2005.). Nekoliko takvih ribosoma dizajnirano je za potrebe istrazivanja proSirenja genetickog
koda. Jedan od njih je ribo-X, ribosom izmijenjen tako da smanjuje ucestalost prijevremenog
zavrsetka translacije ¢ime je supresija stop kodona i ugradnja neproteinogenih aminokiselina na
izmijenjenim mRNA povecana, dok nativni ribosomi odrzavaju redovitu razinu supresije i
ekspresije ostalih proteina (Wang i sur., 2007.). Drugi takav ribosom, ribo-Q, ¢ija je
trodimenzionalna struktura prikazana ne Slici 7., izmijenjen je tako da prevodi kvadripletne
kodone slicnom ucinkovitos¢u kao i tripletne onih mRNA koje prepoznaje kao mutirane
(Neumann i sur., 2010.). lako su ortogonalni ribosomi povecali u¢inkovitost prosirenja genetickog
koda supresijom stop kodona i koriStenjem kvadripletnih kodona, jo$ uvijek je ostao problem

njihove ugradnje u organizme i sinteze mutiranih mMRNA koje oni prepoznaju.



- A97G A
A1196G

Slika 7. Trodimenzionalna struktura ribo-Q. Ortogonalni ribosom s mutacijom u A mjestu 16S rRNA koja
mu omoguéava da znaajno poboljSava dekodiranje Eetverostrukih kodona. (Preuzeto i prilagodeno:

Neumann i sur., 2010.).

2.3. Preraspodjela sense kodona

Vecina aminokiselina u standardnom genetickom kodu kodirana je s vise kodona §to znaci da
za svaku prirodnu aminokiselinu postoji barem jedna aminoacil-tRNA-sintetaza i barem jedna
tRNA pomocu koje se ugraduje u protein (Ibba i S6ll, 2000.). Znanstvenici su, medutim, pokazali
kako broj gena koji kodiraju molekule tRNA premasuje ne samo taj broj, ve¢ i ukupni broj
standardnih kodona. U E. coli pronadeno je 86 gena, u covjeka 497, a u C. elegans ¢ak 584 gena
koji kodiraju za tRNA (Encyclopedia of Genetics, Genomics, Proteomics and Informatics, 2008.).
Vec¢ina tih gena kodira izoakceptorske tRNA, molekule tRNA koje su specificne za istu
aminokiselinu ali imaju razli¢it antikodon ili se razlikuju u strukturi (Goodenbour i Pan, 2006.).
Upravo su to svojstvo znanstvenici iskoristili za razvoj nove strategije proSirenja genetickog koda
— umjesto da uvode nove kodone supresijom stop kodona ili koristenjem kvadripletnih kodona,
iskoristavaju se endogene tRNA i aminoacil-tRNA-sintetaze na nacin da se reprogramiraju tako
da prepoznaju, osim prirodnih aminokiselina, i neproteinogene aminokiseline (Acevedo-Rocha i
Budisa, 2016.).
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Prednost ove strategije je to §to nema potrebe za uvodenjem novih parova tRNA i aminoacil-
tRNA-sintetaza, ve¢ dolazi do preraspodjele sense kodona koji su ve¢ prisutni unutar stanice,
odnosno organizma, tako da dio njih prepoznaje neproteinogene aminokiseline. U jednom od
takvih eksperimenata, arginin koji moze biti kodiran s ¢ak Sest kodona— CGU, CGC, CGA, CGG,
AGA i AGG, izmijenjen je tako da jedan od njegovih rijetkih kodona, AGG, kodira za L-
homoarginin (hArg) i L-N6-(1-iminoetil)lizin (Mukai i sur., 2015.). Pri tome je funkcija ciljnog
kodona najprije ukinuta deaktiviranjem njegovih translacijskih faktora, a zatim mu je pridruzena
nova funkcija tako da sada na mjesto istog kodona specifi¢no ugraduje ncAA umjesto nativne

aminokiseline (Lajoie i sur., 2016.).

I ovaj je nacin proSirenja genetickog koda nai$ao na problem u vidu fenomena zvanog codon
usage bias. Rije¢ je 0 tome da se specificni kodoni koriste ¢e$¢e odnosno rjede od drugih
sinonimnih kodona tijekom prevodenja gena, $to varira unutar i medu vrstama (Behura i Severson,
2013.). To znaci da iako postoji velik broj molekula tRNA koje su specifi¢ne za istu aminokiselinu
i mogu se reprogramirati tako da dio njih prepoznaje nekanonske aminokiseline, broj njihovih

kopija i efikasnost ugradnje ¢e biti manja od ocekivanog.

2.4.  Dodavanje novih parova baza

Sve dosadasnje metode prosirenja geneti¢kog koda temeljile su se na manipulaciji parovima
tRNA/aaRS i dodavanju novih ili iskoriStavanju starih kodona. Metoda koja je temelj mlade
bioloske discipline, sintetske biologije, koja je tek u zaCetku razvoja, jest osmisljavanje sintetskih
parova nukleotida koji ¢e se mo¢i ugraditi u molekulu DNA. Dodavanje samo jednog dodatnog
sintetskog para nukleotida onome prirodnom koji se sastoji od parova G-C i A-T, moze prosiriti

mogucénosti ugradnje s 20 na ¢ak 216 aminokiselina (Btazej i sur., 2020.).

Neki od najpoznatijih primjera sintetskih parova nukleotida koji se ¢esto ozna¢avaju kao X-Y
ili Z-P i koji su uspjesno ugradeni i iskoriSteni za proSirenje genetickog koda prikazani su na Slici
8. Ono §to je kljuéno prilikom dizajna takvih sintetskih parova nukleotida jest da ne stvaraju

povoljne interakcije s drugim parovima baza, da su stabilizirani unutar strukture DNA
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interakcijama slaganja i da odgovaraju geometriji replikacijske i transkripcijske masinerije.
Medusobno povezivanje vecéine neprirodnih nukleotida temelji se na hidrofobnim interkacijama i
vodikovim vezama koje se razlikuju od onih u Watson-Crickovom sparivanju (Georgiadis i sur.,

2015.) ili se temelje samo na sterickoj komplementarnosti (Zhang i sur., 2015.).

a
(a) o (b) - O
HaC,
75 74
=, =,
S HaC—O o S HaC—O s
5SICS MMO2 5SICS NaM
(c) H

Slika 8. Primjeri sintetskih parova baza koji su dosad uspje$no iskoriSteni za proSirenje genetickog koda.

(Preuzeto i prilagodeno: Hirao i Kimoto, 2012.)

Kako bi doslo do uspjesnog proSirenja genetickog koda ugradnjom novog para baza in vivo,
klju¢no je da analozi nukleotida uc¢inkovito ulaze u stanice i da ih DNA i RNA polimeraze mogu
prepoznati i ugraditi u nukleotidni slijed. U jednom od nedavnih eksperimenata prvi je put razvijen
polusintetski organizam sposoban koristiti geneticki kod od Sest slova za repliciranje vlastitog
genoma i sintezu proteina s neproteinogenim aminokiselinama (Fischer i sur., 2020.). Fischer i
suradnici uspjeli su demonstrirati uspjesnu in vivo ugradnju dviju nekanonskih aminokiselina s 9

novih kodona ¢ime su geneticki kod E. coli uspjeli prosiriti s prirodnih 64 na 73 kodona.
Osim prosirenja genetickog koda na Sest slova, zabiljezeno je i proSirenje na osam slova gdje
su koriStena dva para neprirodnih nukleotida. Takve su sekvence nazvane Hachimoji DNA, §to na

japanskom znaci osam slova, i dokazano je kako se takve sekvence mogu prepisivati pomoc¢u
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varijante T7 RNA polimeraze in vitro (Hoshika i sur., 2020.). Struktura Hachimoji DNA prikazana
je na Slici 9. i iako kompatibilnost neprirodnih nukleotida koji ju grade jo$ uvijek nije dokazana
in vivo, Hachimoji DNA mogla bi imati potencijalnu primjenu u dijagnostici bolesti i terapiji, u
pohrani molekularnih informacija, barkodiranju, nanostrukturama i naravno, u dramati¢cnom

prosirenju genetickog koda i1 izgradnji proteina s dodatnim aminokiselinama (Jordan, 2019.).

Slika 9. Kristalna struktura Hachimoji dvostruke uzvojnice izgradene od Cetiri prirodne baze, G (zelena), A
(crvena), C (plava), T (zuta) i Cetiri sintetske baze, B (cijan), S (ruziCasta), P (ljubicasta) i Z (narancasta).

(Preuzeto i prilagodeno: NASA. https://www.nasa.gov/press-release/nasa-funded-research-creates-dna-

like-molecule-to-aid-search-for-alien-life)

Iako je proSirenje genetickog koda uspjeSno demonstrirano in vivo, postoji jo§ mnogo
nepoznanica u tome kako neprirodni nukleotidi djeluju na ugradnju novih aminokiselina. Mnoge
prirodne polimeraze mogu prihvatiti komponente neprirodnih genetskih sustava, no uz poveéanu

stopu mutacija i greSaka i smanjenu ucinkovitost (Yang, 2011.).

13


https://www.nasa.gov/press-release/nasa-funded-research-creates-dna-like-molecule-to-aid-search-for-alien-life
https://www.nasa.gov/press-release/nasa-funded-research-creates-dna-like-molecule-to-aid-search-for-alien-life

3. Polusintetski i sintetski organizmi

3.1.  Prokariotski organizmi

Svi prvotni eksperimenti proSirenja genetickog koda bili su radeni upravo na onim bakterijama
1 arhejama u kojima su pronadeni prirodni nacini proSirenja koda. Medutim, otkrivanjem
ortogonalnih parova i sve slozenijim eksperimentima, kao idealan model nametnula se Escherichia
coli. Svi eksperimenti koji su spomenuti u prijasnjem poglavlju, od supresije stop kodona, upotrebe
kavdripletnog kodona i reprogramiranja sense kodona, radeni su na E. coli ugradivanjem parova
aaRS/tRNA iz drugih organizama poput Methanococcus jannaschii i Methanosarcina mazei
(Chin, 2014.). E. coli je takoder prvi organizam u kojem je uspje$no demonstrirana in vivo ugradnja
neproteinogenih aminokiselina prosirenjem koda sintetskim parovima baza (Fischer i sur., 2020.).
Dosad najveci broj strukturno razli¢itih neproteinogenih aminokiselina je ugraden upravo u
proteine unutar ovog vrlo popularnog modelnog organizma koriste¢i strategiju supresije UAG
kodona ortogonalnim parom TyrRS/tRNA™" iz M. jannaschii (Liu i Schultz, 2010.).

Nedavno su i neki ortogonalni parovi aaRS/tRNA uspjes$no, bez gubitka ortogonalnosti,
uklonirani i u druge prokariotske organizme poput Mycobacteria smegmatis, M. bovis i M.
tuberculosis, ¢ime je u njih omoguéena ugradnja nekanonskih aminokiselina u svrhu proucavanja

njihove patogeneze i za proizvodnju cjepiva (Liu i Schultz, 2010.).

3.2. Jednostani¢ni eukariotski organizmi

Kako se unutarstani¢ni procesi vazni za ekspresiju proteina poput transkripcije, translacije i
posttranslacijskih modifikacija znatno razlikuju u prokariotskim i eukariotskim organizmima, bilo
je potrebno pronaci odgovarajuci, a opet jednostavan model na kojem ¢e se istraziti prosirenje
genetickog koda kod eukariota. Kao model je izabran kvasac Saccharomyces cerevisiae jer su
odredena istrazivanja pokazala kako su neki tada poznati ortogonalni sustavi iz bakterija takoder

poznati i u kvascu. Kako bi se promijenila specifi¢nost aminokiselina parova aaRS/tRNA koji su
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se ugradivali u kvasce, primijenjena je selekcija u dva koraka c¢ija je shema prikazana na Slici 10.
Najprije su zeljeni geni koji sadrZe ortogonalne parove aaRS/ARNA transformirani u uracil-
auksotrofni soj S. cervisiae koji sadrzi vezivna mjesta za transkripcijski aktivator GAL4 ispred
dvaju gena: gena URAS3 potrebnog za sintezu uracila i ispred gena za tRNA sa antikodonom za
supresiju nekog od endogenih kodona. Tijekom pozitivne selekcije, stanice kvasca se uzgajaju u
prisutnosti nekanonskih aminokiselina i bez dodatka uracila te se dobivaju klonovi u kojima aaRS
moze aminoacilirati ugradenu tRNA s neproteinogenom aminokiselinom i/ili prirodnom
aminokiselinom §to rezultira ekspresijom gena URAS3 i sintezom uracila te posljedi¢no, njihovim
prezivljavanjem. Nakon toga slijedi negativna selekcija gdje se prezivjele stanice uzgajaju bez
prisutnosti neproteinogene aminokiselina u prisustvu uracila i 5-flurorotske kiseline (5-FOA) koja
ukoliko dode do sinteze uracila, ubija stanicu. Na taj su naéin dobiveni klonovi koji isklju¢ivo
aminoaciliraju ugradenu tRNA Zeljenom neproteinogenom aminokiselinom. Taj je postupak
upotrebljen u S. cervisiae za uspje$nu ugradnju ¢ak 22 neproteinogene aminokiseline, a sli¢ni su

eksperimenti ponovljeni i u metilotrofnom kvascu, Pichia pastoris (Chin, 2014.).

GAL4 3RS Wbeary AL eettoam—
DNA-binding Transcriptional
doman ACtivation domain

pGADGAL4 paaRsSLib GAL4

URAJ binding sites URS
\. H o URA3
—{ EU2

013 | SPO13 promoter
promoter

+ UAA
uracil

UAA
+ uracil
+5-FOA

Slika 10. Shema genetickog rekodiranja kvasca (S. cerevisiae) s ciljem ugradnje ncAA. Nakon
transformacije kvasca slijedi pozitivna i negativna selekcija kojom se dobivaju klonovi koji iskljuéivo
aminoaciliraju ugradenu tRNA Zeljenom neproteinogenom aminokiselinom (Preuzeto i prilagodeno: Chin,
2014.)
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3.3.  ViSestanic¢ni eukariotski organizmi

Do prije nekoliko godina, prosirenje genetickog koda uglavnom je bilo ograni¢eno na
jednostani¢ne organizme i stani¢ne kulture. Kao prvi visestani¢ni eukariotski organizam za
prosirenje genetickog koda izabran je Caenorhabditis elegans te su u njega uklonirani supresori
UAG stop kodona. C. elegans je izabran jer je proziran tijekom svih stadija Zivotnog ciklusa §to
omogucava laksu detekciju nekanonskom aminokiselina fluorescencijom te su svi stadiji
embriogeneze i1 post-embrionalnog razvoja unaprijed poznati i dokumentirani. Nekoliko je
istrazivackih grupa radilo na prosirenju geneti¢kog koda C. elegans ugradnjom ili PyIRS/tRNACYA
ili ECTyrRS/ARNACYA i dosli su do istog zaklju¢ka — niz nekanonskih aminokiselina moze se
ugraditi u C. elegans uzgojem oblica u prisutnosti aminokiselina uz prethodnu ugradnju

ortogonalnog para iz drugog organizma klasi¢nim genetickim pristupima (Chin, 2014.).

Drugi viSestani¢ni organizam koji je upotrjebljen kao model za prosirenje genetickog koda jest
Drosophila melanogaster u kojoj su pomocu supresije stop kodona uspje$no ugradene dvije
nekanonske aminokiseline — butoksikarbonil lizin (BocK) i derivat lizina koji sadrzi alkin (PropK).
Pri tome je koriSten ortogonalni sustav aaRS/tRNA iz M. mazei, PyIRS/ARNAP, a ugradnja
aminokiselina je pra¢ena fluorescentnim reporter-genom Koji bi se eksprimirao samo u sluc¢aju da

je stop kodon uspjesno suprimiran (Brown, 2018.).

Od ostalih visestani¢nih organizama, sli¢nim su principom nekanonske aminokiseline uspjesno
ugradene i u zebricu (Danio rerio) i misa (Mus musculus). Jo$ jedan vrlo vaZzan model tijekom
ranog istrazivanja ekspanzije genetickog koda €inile su 1 kulture stanica sisavaca. Kao na¢in unosa
genske kazete koriSteni su virusi. Kazeta je sadrzavala dva polispecificna para aaRS/tRNA,
izvedena iz parova tirozila E. coli i pirolizina arheje i mutant ciljnog gena s ugradenim stop
kodonom. Nekoliko je vrsta virusa dizajnirano za transfekcijski unos potrebnih gena poput retro-
i lentivirusa, no kao najuc¢inkovitiji vektor pokazao se bakulovirus. Pomocu bakulovirusa, u kulture
stanica sisavaca koje su ukljucivale primarne stanice, maticne stanice i neurone, doslo je do

uspjesne ugradnje velikog broja nekanonskih aminokiselina (Chatterjee i sur., 2013.).
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4. Utjecaj na ekspresiju proteina

4.1. Transkripcija

Cilj rekodiranja je omoguciti ugradnju dodatnih aminokiselina u translacijski sustav stanice
istom vjerno$¢u i u¢inkovito$¢u kao i prirodnih aminokiselina. Medutim, promjene kodona mogu
znacajno promijeniti ekspresiju proteina i posljedi¢no, fenotip cijele stanice ili organizma (Sauna
I Kimchi-Sarfaty, 2011.). Sve nove komponente koje se dodaju u stanicu moraju zadovoljiti niz
kriterija. Neproteinogena aminokiselina koja se ugraduje mora biti stabilna i biti sposobna uéi u
stanicu iz medija te ne smije biti supstrat bilo koje endogene aminoacil-tRNA-sintetaze. Nova
tRNA mora biti sposobna prepoznati jedinstveni kodon i ni jedan od kodona koji prepoznaju

endogene tRNA te par aaRS/tRNA mora €initi ortogonalni par (Liu i Schultz, 2010.).

Transkripcija je prvi korak prema ekspresiji odredenog proteina kada se dio genoma prepisuje
u molekulu mRNA koja zatim sluzi kao uputa za prevodenje slijeda nukleotida u aminokiseline.
Kako se vecina strategija ekspanzije koda usmjerava na translacijski korak ekspresije proteina,
prosirenje koda nema prevelik utjecaj na transkripciju, ukoliko se ne radi o proSirenju koda
pomocu sintetskih parova baza, $to je prethodno opisano. Pri tome je bitno da sintetski parovi baza
zadovoljavaju geometrijske i interakcijske kriterije transkripcijske masinerije, ponajvise RNA
polimeraza, kako bi se molekula mRNA uspje$no sintetizirala (Ostrov i sur., 2020.). U
eksperimentima in vitro zbog toga su cesto koristene RNA polimeraze virusa, poput T7 RNA
polimeraze, ¢ije su podjedinice modificirane tako da dopustaju manje odmake od standardnog
nacina replikacije i olakSaju ugradnju sintetskih nukleotida (Carey, 2015.). Kako ugradnja novih

nukleotida utjeCe na procesiranje sSame mMRNA, tek je u procesu istrazivanja.

Tijek same transkripcije nije uvelike izmijenjen, medutim pokazano je kako promjene kodona
unutar prvih 35 nukleotida gena utje¢u na kinetiku stvaranja sekundarnih struktura mRNA, njezinu
degradaciju i time i sam proces translacije proteina (Hanson i Coller, 2018.). Osim utjecaja na
samu mRNA, rekodiranje moZe utjecati i na druge komponente unutar sintetskih organizama koji
su povezani s transkripcijom, poput utjecaja na bitne, nekodirajuce regulatorne elemente, mjesta

vezanja ribosoma, promotore i prigusivace (Fredens 1 sur., 2019.). Zbog toga nije iznenadujuca
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Cinjenica da se proSirenjem koda povecava osjetljivost 1 smanjuje stopa rasta i prezivljavanja

sojeva koji se koriste u eksperimentima (Ostrov i sur., 2020.).

4.2. Translacija

Translacija je klju¢an korak ekspresije proteina i ne iznenaduje kako je upravo taj korak cilj u
eksperimentima prosirenja geneti¢kog koda. S obzirom da se prilikom ekspanzije koda u stanice i
organizme unose strani sustavi aaRS/tRNA, velik broj istrazivanja temelji se na tome kako takve
izmjene utjeCu na broj endogenih ribosoma, prepisivanje i procesiranje molekula tRNA i sintezu
aminoacil-tRNA-sintetaza (Liu i Schultz, 2010.).

Eksperimenti su pokazali kako proSirenje koda uvelike utjeCe na brzinu translacije, tj. ¢ini je
mnogo sporijom za razliku od one normalne, a parametri koji na to utjecu tek se trebaju otkriti i
analizirati. Kod supresije stop kodona, brzinu translacije smanjuju kompeticija supresorskin tRNA
s terminacijskim faktorima zbog Cega se Cesto koriste sojevi ¢iji su terminacijski faktori mutirani
kako bi ucinkovitost proSirenja koda bila veca. Kod upotrebe kvadripletnog kodona, brzinu
smanjuje struktura samog ribosoma zbog ¢ega i jesu razvijeni ortogonalni ribosomi (Chin, 2017.).
Osim ortogonalnih ribosoma, u eksperimentima su koristeni i mutirani endogeni ribosomi ¢ije su
velika i mala podjedinica izmijenjene tako da mogu prepoznati i omoguciti ugradnju p- i D-

aminokiselina, osim prirodnih koje su sve L-aminokiseline (Liu i sur., 2018.).

4.3. Posttranslacijske modifikacije

U svim Zivim organizmima nakon same sinteze proteina, ve¢ina njih prolazi kroz dodatne
modifikacije koje najc¢esce ukljucuju fosforilaciju, acetilaciju, metilaciju i ubikvitinaciju kako bi
ispravno funkcionirali. Posttranslacijske modifikacije vrSe brojni enzimi Koji su, ili jo§ uvijek
nepoznati ili ne modificiraju proteine specifi¢no ili ih modificiraju ovisno o drugim faktorima

prisutnim u stanici, zbog Cega su istrazivanja takvih modifikacija otezana i vecina njih jo§ danas
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nije otkrivena. ProSirenje geneti¢kog koda i uvodenje aminokiselina s novim svojstvima izravno
na Zeljeno mjesto u protein tijekom njegove sinteze, kotranslacijski, pokazalo se kao dobar alat

koji moze pomoci u istrazivanjima posttranslacijskih modifikacija (Chen i sur., 2018.).

Primjer u kojem su prosirenje genetickog koda i ugradnja dodatnih novih aminokiselina
pomogli u otkrivanju mjesta i nacina modifikacije histona jest acetilacija lizina i njegovih analoga.
Lizinska acetilacija vazna je modifikacija i predstavlja reverzibilan proces Kataliziran lizin
acetiltransferazama i deacetilazama (Neumann i sur., 2009.). Za proucavanje acetilacije lizina
razvijeno je nekoliko genetskih sustava za ugradnju lizinskih analoga poput acetilizina (AcK) i
analoga koji se ne mogu deacetilirati, poput 2-amino-8-oksononanske kiseline (KetoK), i analoga
poput tio-acetilizina (TAcK) koje mogu prepoznati protutijela i omoguciti njihovu lak$u detekciju.
Ti su analozi uspjes$no ugradeni u histone H2A, H2B i H3 i H4 te je pokazano kako acetilacija
histona igra klju¢nu ulogu u regulaciji transkripcije gena (Wilkins i sur., 2015.). S druge strane,
nehistonska acetilacija lizina takoder se pokazala vaznom u viSestrukim stani¢nim procesima kao

Sto su metaboli¢ka regulacija i stani¢na signalizacija (Chen i sur., 2018.).

Osim koraka sinteze proteina i njegovih posttranslacijskih modifikacija, proSirenjem
genetickog koda mijenja se ukupni sastav kodona s§to posljedi¢éno moze imati velik utjecaj na
brzinu rekombinacije i evoluciju genoma te na brojne druge faktore poput globalnih epigenetskih

signala koji su vazni regulatori dostupnosti kromatina i organizacije kromosoma (Ostrov i sur.,
2020.).
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5. Primjena i buduénost istrazivanja

5.1. Molekularne metode

Potencijalne primjene modificiranih proteina kao posljedice proSirenja genetickog koda su
mnoge i najvise ovise o fizikalno-kemijskim i bioloskim svojstvima aminokiselina koje se u njih
funckionalnim skupinama koje mogu unaprijediti brojne molekularne metode koje se danas koriste
I razviti potpuno nove nacine detekcije ili kontrole raznih stani¢nih procesa (Ostrov i sur., 2020.).
Proteini s odredenim aminokiselinama mogu djelovati kao redoks probe za proucavanje prijenosa
elektrona. Izotopno obiljezene aminokiseline mogu posluziti za nuklearnu magnetsku rezonancu
(NMR) i infracrvenu spektroskopiju (IR). Aminokiseline koje sadrze teske atome mogu se Koristiti
za rendgensku kristalografiju, a fluorescentno obiljezene aminokiseline u nizu drugih detekcijskih
sustava (Chin, 2017.).

Jedna od metoda za pracenje medusobnih proteinskih interakcija i za mapiranje i lociranje
odredenog proteina u stanici Koristi proteine modificirane neproteinogenim aminokiselinama.
Rije¢ je o bioortogonalnom oznacavanju ili ,,click” kemiji koji se temelje na brzoj reakciji izmedu
malih modularnih jedinica unutar stanice bez interferencije s nativnim biokemijskim procesima
(Pham i sur., 2013.). Prilikom mapiranja i lociranja proteina u stanici, u odredeni se protein ugradi
nekanonska aminokiselina koja sadrzi photo-crosslinking bo¢ni lanac, tj. neku od skupina poput
azida, benzofenona i diazirina koji se mogu povezati s drugom jedinicom, npr. alkinom.
Modificiranom se proteinu s azidnom skupinom zatim doda neki alkinski spoj s fluoroforom ili
imunoprecipitatom koji ¢e u slucaju reakcije azida i alkina specifi¢no obiljeziti protein ili ga
precipitirati na tocno odredenom polozaju u stanici. Primjer reakcije izmedu azida i alkina prikazan

je na Slici 11. i kao produkt nastaje stabilni triazol koji olaksava detekciju (Liu i Schultz, 2010.).
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Slika 11. Primjer reakcije ,,click® kemije i bioortogonalnog oznac¢avanja. Aminokiselina s azidnom grupom
ugraduje se u protein i nakon dodatka alkina obiljezenog fluoroforom ili imunoprecipitatom koji ¢e u
slu¢aju nastanka stabilnog triazola specifi¢no obiljeziti protein ili ga precipitirati. (Preuzeto i prilagodeno:
Med Chem 101. http://medchem101.com/?page id=142#)

Sli¢na se strategija koristi prilikom pracenja interakcija protein-protein ili protein-nukleinska
kiselina. U protein se ugradi fluorescentno obiljezena aminokiselina koja specifi¢no reagira s
dijelom drugog proteina ili nukleinske kiseline te se, ukoliko dode do njihove reakcije, ista moze
detektirati fluorescencijom (Chin, 2014.).

5.2. Medicina i nove terapije

Osim mnogobrojnih primjena kod razli¢itih metoda koje se koriste u molekularnoj biologiji i
biokemiji, modificirani proteini imaju i velik potencijal primjene u medici, u razvoju novih
lijekova i terapija. Dio primjene proteina s nekanonskom aminokiselinama u terapijske svrhe
krenuo je u smjeru izmjene citokina, faktora rasta, antitijela i domena antitijela na nacin da im se

ugradi odredena aminokiselina koja ¢e omoguciti njihov ve¢i titar i sprijeciti vezanje odredenog

21


http://medchem101.com/?page_id=142

faktora koji ih usmjerava na razgradnju i na taj nacin produljiti njihov poluzivot i vrijeme
djelovanja imunosne reakcije (Huang i Liu, 2018.). Druga primjena odnosi se na modificiranje
proteina odredenim aminokiselinama koje ¢e omoguciti stvaranje terapeutskih cjepiva protiv
vlastitih imunosnih stanica i proteina povezanih s tumorima ili upalama i omogucéiti smanjenje
imunoloske tolerancije organizma i ponovno ga uéiniti osjetljivim na neke antigene (Liu i Schultz,
2010.).

Treca 1 dosad najrazvijenija primjena jest ona u proizvodnji atenuiranih patogena za cjepiva,
pogotovo onih patogena koje je teSko ciljati tradicionalnim cjepivima poput virusa humane
imunodeficijencije (HIV) i malarije. Odredeni virusni genomi koji sadrze UAG stop kodone i
neproteinogene aminokiseline ugrade se u stanice koje sadrze ortogonalni par aminoacil-tRNA-
sintetaze i tRNA koje ¢e sluziti za supresiju stop kodona tijekom translacije virusnih gena (Slika
12.). Virusne Cestice koje su nastale pakiranjem genoma nakon supresije stop kodona nece imati
aktivne gene za virulenciju zbog ugradene neproteinogene aminokiseline pa nakon imunizacije
nece biti sposobne za replikaciju u domacinu. Ovakvi atenuirani virusi pruzaju snazan imunoloski
odgovor i dugotrajnu zaStitu od naknadnih infekcija istim patogenom. Takva je strategija
primijenjena za izradu cjepiva za virus hepatitisa D, HIV-1 i influenca A virus (Chin, 2017.).

Virusni genom sa

@ ncAA TAG kodonom
) — Modificirani )
' ' - -
9 R virusni protein Sinteza
O-aaRS .. Q) .
e > ) O virusne !
< O O o~ cestice Imunizacija ,,’A r
. . - - 0 ) . . (’
UAG > i

O-tRNA b
Virusna
mRNA

Slika 12. Primjena proSirenja genetickog koda u izradi atenuiranih virusa i cjepiva. U stanicu koja sadrzi
ortogonalnu aaRS i tRNA ugraduje se virusni genom sa UAG stop kodonima i ncAA. Na mjesto stop
kodona u genom virusa ugradi se nCAA stvarajuéi virus nesposoban za replikaciju u domacinu. (Preuzeto i
prilagodeno: Chin, 2017.)
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5.3. Biotehnologija i buduénost

lako je prosirenje genetickog koda u in vivo sustavima tek u zacetku, potencijalna primjena
takvih sintetskih i polusintetskih organizama u biotehnologiji je neupitna. Prvi sintetski bakterijski
genom dovrsen je 2008. godine sintezom genoma Mycoplasma genitalium, bakterije koja moze
uzrokovati infekcije mokra¢nog i1 spolnog trakta kod ljudi (Craig, 2008.). Druga skupina
znanstvenika 2017. godine djelomi¢no je sintetizirala genom Saccharomyces cerevisiae,
pekarskog kvasca za fermentaciju vina i piva (Pretorius i Boeke, 2018.). U budu¢nosti, takvi bi
umjetni i izmijenjeni organizmi mogli proizvoditi sintetske biopolimere na prirodan nacin,
sudjelovati u izradi brojnih cjepiva stvaranjem atenuiranih virusa, proizvoditi kemikalije i lijekove
s boljim svojstvima i imati brojne druge aplikacije (ElI Karoui i sur., 2019.). Razne tehnologije
sintetske biologije moci ¢e se primjenjivati u svim sektorima — poljoprivredi, prehrani, zdravstvu,

kemijskoj 1 industrijskoj proizvodnji i u gotovo svim podru¢jima znanosti (Tebeje 1 sur., 2021.).

Medutim, ve¢ prosirenjem geneti¢kog koda i njegovim uvodenjem u sustave in vivo povlaci se
niz vaznih eti¢kih pitanja o mogucéim Stetama i koristima za drustvo koja su sli¢na etickim
raspravama vezanim uz uredivanje genoma. Neka od klju¢nih pitanja su: prelaze li ljudi moralne
granice redizajniranjem organizama tehnikama sintetske biologije te koji su negativni utjecaji na
okolis uslijed uvodenja modificiranih organizama u ekosustav. lako se organizmi koji se koriste u
svrhu istrazivanja uzgajaju u strogo kontroliranim i sterilnim uvjetima, uvijek postoji moguénost
slucajne kontaminacije ili pokusaja njihovog namjernog otpustanja u okolis. Medutim, pokazano
je kako su organizmi dizajnirani za laboratorijsku upotrebu manje sposobni za prezivljavanje u
prirodnom okruzenju u usporedbi s organizmima koji se pojavljuju u prirodi (Benner i Sismour,
2005.). Prvu prepreku njihovom Sirenju predstavljaju sam medij i hranjive tvari. Sintetski
organizam Koji je rekodiran za koriStenje neproteinogene aminokiseline ili koji umjesto Cetiri
nukleotida u svojoj DNA sadrzi jos jedan par sintetskih nukleotida zasigurno ne moze prezivjeti u
prirodnom okolisu gdje takvi umjetni, a tom organizmu esencijalni spojevi, ne postoje i nisu
dostupni. Naravno, tesko je predvidjeti kako ¢e se sintetski Soj Koji ,,pobjegne* iz laboratorija
razviti i mutirati pod selektivnim pritiscima vanjskog okoliSa. No, upravo iz tog razloga
znanstvenici su poceli razvijati razne metode kojima ¢e, ukoliko dode do proboja sintetskih

organizama u okoli§, moguénost njihovog Sirenja i evoluiranja svesti na minimum.
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Cesto koristene metode za kontrolu modificiranih bakterija ukljuuju ugradnju biosigurnosnog
modula u genom bakterije koji mozZe izazvati njezinu smrt ili sprijeciti njezin0 samoumnazanje
nakon bijega (Li i sur., 2021.). Jedan od takvih sustava za biolosko zadrZavanje (eng.
biocontainment systems) je ortogonalni ribosomski biovatrozid (eng. orthogonal ribosome
biofirewall) koji se sastoji od aktivacijskog kruga i degradacijskog kruga. Aktivacijski krug
oznacava Sifrirane gene koji se aktiviraju pomocu ortogonalnog ribosoma, dok degradacijski krug
predstavlja gene za specifi¢ne endonukleaze koje razgraduju gene orotgonalnog ribosoma kao
odgovor na specifi¢ne signale iz okoline, npr. izostanak IPTG-a. Dakle, odredenim Sifriranim
genima, npr. genima za rekodiranje, moze se pristupiti tek kada su ispunjeni odredeni uvjeti, npr.
dodatak IPTG-a, jednako kao i kod pristupa informacijama na ra¢unalu za koje je potrebna posebna

lozinka (Jia i sur., 2017.).

Unato¢ ugibanju sintetskih organizama u prirodi, uvijek postoji moguénost prijenosa njihovih
plazmida koji sadrze odredene mutacije u druge mikroorganizme konjugacijom (Heuer i Smalla,
2007.). Jedan od nacina sprjeavanja takvog ishoda jest upotreba genskih barijera (eng. gene-flow
barriers) gdje se u plazmid ubacuje gen ubojica, a u domacina gen za represorski protein koji
blokira njegovu ekspresiju. Ukoliko se takav plazmid nade u domacinu koji ne sadrzi gen za
represor, gen se neometano prepisuje i njegov genski produkt, najée$c¢e toksin, ubija novog

domacina (Moe-Behrens i sur., 2013.).

Osim , kill-switch* strategija, neki znanstvenici su poceli dizajnirati sojeve s minimalnim
genomima koji bi osim esencijalnih gena trebali sadrzavati gene za sintezu metabolita za koji su
rekodirani, a svi ostali suvisni metabolic¢ki putovi bili bi uklonjeni (Moe-Behrens i sur., 2013.).
Organizmi s minimalnim genomima gotovo bi u potpunosti smanjili mogu¢nost opstanka

sintetskih organizama u prirodnom okruzenju i sprijecili njihovu mogucu evoluciju.

Mnoga nova tehnoloska dostignuca tijekom desetlje¢a naiSla su na slicne probleme, na
nesigurnost i strah, kao i nove tehnologije koje pruza razvoj sintetske biologije (El Karoui i sur.,
2019.). Primjena sintetske biologije, a time i organizama s proSirenim genetickim kodom, u
biotehnoloskoj industriji ¢e se u narednim godinama samo povecati i ubrzati. Uz razvoj brojnih
novih metode pro$irenja genetickog koda, razvijaju se i brojne nove metode za odrzavanje bioloske
sigurnosti i sprjecavanje potencijalnih nezeljenih posljedica nekontroliranog Sirenja sintetskih

organizama.
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7. Zivotopis

Rodena sam 9. prosinca 2000. godine u Zagrebu u Republici Hrvatskoj. Osnovnoskolsko
obrazovanje zavrSavam 2015. godine te iste godine upisujem XV. gimnaziju u Zagrebu,
prirodoslovno-matematicki smjer. Tijekom srednjoskolskog obrazovanja sudjelujem na projektu
,Daroviti ucenici” u sklopu kojeg zajedno s drugim ucenicima izradujem istrazivaci rad pod
nazivom ,,Utjecaj koloidnog srebra na razli¢ite tipove tumorskih i mati¢nih stanica” pod
mentorstvom dr. sc. Marijane Popovi¢ Hadzije (Institut Ruder Boskovi¢) i Mihaele Marceljak Ili¢
(XV. gimnazija). Rad 2017. godine dobiva nagradu ,,High school student Future Scientist Award”
zaucenicke istrazivacke radove na konferenciji ISABS. Po zavrSetku srednjoskolskog obrazovanja
2019. godine, upisujem Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu, smjer
Molekularna biologija, ¢iju preddiplomsku razinu upravo zavrSavam. Za vrijeme studiranja
volontiram na manifestaciji No¢ muzeja 2020. godine u Prirodoslovnom muzeju u Zagrebu, a
2022. godine volontiram u sklopu projekta ,,Studenti za buduce studente — Pripreme za maturu iz
biologije* na Prirodoslovno-matematickom fakultetu Koji je ujedno prijavljen na natjeCaj za
dodjelu Rektorove nagrade u akademskoj godini 2021./2022. U slobodno se vrijeme bavim
folklorom — aktivni sam ¢lan Kulturno-umjetnickog drustva ,,Klas” od 2010. godine te vec¢ tri
godine zaredom sudjelujem u programu koji odrzava Hrvatska matica iseljenika pod nazivom

,Ljetna Skola hrvatskog folklora”.
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