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1. UvOD
1.1 Transkripcija i translacija
Genetski kod je informacija u obliku slijeda dusi¢nih baza u DNA koje kodiraju specifi¢an
slijed aminokiselina. Posrednicka molekula u tom procesu je messenger RNA — mRNA. Ona
sadrzi slijed duSi¢nih baza ekvivalentan kodiraju¢em, odnosno sense lancu DNA, a
komplementaran lancu kalupa, odnosno antisense lancu s kojeg se prepisuje u procesu

transkripcije (Slika 1.)
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Slika 1. Shematski prikaz procesa transkripcije s oznacenim sense i antisense lancem DNA, te
enzimom RNA-polimerazom koji sudjeluje u procesu. Preuzeto i prilagodeno prema:

www.pediaa.com/difference-between-sense-and-antisense-strand/ (pristupljeno 30. 7. 2021.).

Procesom translacije se zatim slijed dusSi¢nih baza mRNA prevodi u slijed aminokiselina
buduceg proteina, ¢ime je definirana primarna struktura proteina. Informacija na mRNA
organizirana je u triplete dusi¢nih baza — kodone, gdje svaki kodon kodira jednu aminokiselinu.
Osim toga postoje i tripleti dusi¢nih baza koji signaliziraju prekid translacije — stop kodoni.
Stoga, kako bi se "jezik" od 4 slova duSi¢nih baza efikasno preveo u 20 aminokiselina
zajednickih svim Zivim bi¢ima, genetski kod mora sadrzavati minimalno 4° = 64 tripleta
dusicnih baza (Alberts, 2015). Tripleti te njima kodirane pripadajuce aminokiseline prikazani

su na Slici 2.


http://www.pediaa.com/difference-between-sense-and-antisense-strand/

1. pozicija 2. pozicyja 3. pozicyja
(5 krai) (3 krai)

Phe Zar Tyt Cys U
Phe Sar T Cy=s c
U Leu Sar STOP STOP &
Leu Zar STOP Trp G
Lau Pro His Arg U
C Lew o His Arg C
Lau Pro Gin Arg A
Lou 4 G Arg G
lle Thr Asn Sar U
A lla Thr Asn Sar C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gy u
G Val Ala Asp Gly C
Wal Ala E ] Gy A
Wal Ala 10 Gy G

Slika 2. Genetski kod. Prikazani su kodoni na mRNA 1 pripadajuc¢e aminokiseline koje kodiraju,
ukljucujuéi 1 stop kodone (slova U, C, A i G oznacavaju redom dusi¢ne baze uracil, citozin,
adenin i gvanin). Prva pozicija u kodonu (lijevi stupac) predstavlja 5'-kraj kodona na mRNA, a
treCa pozicija 3'-kraj kodona. Aminokiseline su oznaCene kraticama, a puni nazivi

odgovarajucih kratica na engleskom jeziku dostupni su na: www.ddbj.nig.ac.jp/ddbj/code-

e.html (pristupljeno 30. 7. 2021.). Preuzeto i prilagodeno prema: Alberts, 2015.

Molekule koje posreduju u procesu translacije su transfer RNA — tRNA. One u svojoj strukturi
sadrze antikodon — triplet dusi¢nih baza komplementaran kodonu. Takoder, one na svom 3'-
kraju vezu aminokiselinu koja odgovara kodonu prema pravilima organizacije genetskog koda
prikazanima na Slici 2. Interakcijom tRNA, mRNA i ribosoma se zatim jednu po jednu
aminokiselinu gradi primarna struktura proteina. Medutim, tRNA molekule ne vrSe proces
prepoznavanja odgovarajuce aminokiseline. Taj proces, nazvan aminoacilacija, kataliziraju
enzimi aminoacil-tRNA-sintetaze (Slika 3). Upravo je interakcija izmedu aminoacil-tRNA-

sintetaza i pripadajuc¢ih tRNA klju¢na za pravilno ¢itanje genetskog koda (Nelson i Cox, 2017).


http://www.ddbj.nig.ac.jp/ddbj/code-e.html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/ddbj/code-e.html
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Slika 3. Pojednostavljeni prikaz translacije, s oznacenim aminokiselinama (raznobojni kruzici),
zeleno obojanom aminoacil-tRNA-sintetazom (aaRS), zuto obojanom tRNA, smede obojanim

ribosomom te kodonima mRNA na dnu slike. Preuzeto i prilagodeno prema: Wang i sur., 2012,
1.2. Znacajke genetskog koda

1.2.1. Univerzalnost

Prethodno opisani procesi transkripcije i translacije funkcioniraju gotovo na istim nacelima u
svim oblicima Zivota na Zemlji (Koonin i Novozhilov, 2017). Tako je i genetski kod gotovo
univerzalan u svim organizmima, od jednostani¢nih prokariota do kompleksnih viSestani¢nih
eukariota. Ta se znaCajka koda danas smatra ¢injenicom (Koonin i Novozhilov, 2017), Sto
proizlazi iz brojnih istrazivanja ¢iji su pioniri bili ukljuéeni u otkri¢e genetskog koda i njegovih
svojstava (Crick, 1968; Woese i sur., 1964). Moguca objasnjenja univerzalnosti, kao i ostalih

svojstava koda, bit ¢e opisana u ovom radu.
1.2.2. Otpornost na mutacije

Ranim istrazivacima genetskog koda su i druga njegova svojstva osim univerzalnosti bila dobro
poznata. Uz samu strukturu koda prikazanu na Slici 2 (Crick, 1966b), znalo se da 20
aminokiselina nisu nasumi¢no kodirane kodonskim tripletima. Odredeni su se uzorci mogli
primijetiti unutar koda. Naime, na Slici 2 vidljivo je da kodoni oblika XYC i XYU, gdje su X i
Y baze na prvoj 1 drugoj poziciji kodona, uvijek kodiraju istu aminokiselinu. Takoder, kodoni
oblika XYA i XYG gotovo uvijek kodiraju istu aminokiselinu, uz iznimke metionina i

triptofana (Crick, 1968). Takav uzorak osigurava otpornost koda na tranzicijske mutacije.

3



Naime, ukoliko se u treoj bazi kodona dogodi mutacija pirimidinske duSi¢ne baze u

pirimidinsku (C u U ili obratno) ili purinske u purinsku (A u G ili obratno), u najveéem broju

slu¢ajeva mutirani triplet ¢e kodirati za istu aminokiselinu, uz navedene iznimke (Nelson i Cox,

2017). Takoder, aminokiseline sli¢nih kemijskih svojstava su kodirane bliskim kodonima, $to

je vidljivo usporedujucéi Sliku 2 i Sliku 4, na kojoj su prikazane aminokiseline grupirane prema

svojstvima.
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Slika 4. Aminokiseline grupirane prema kemijskim svojstvima. Gornji red sadrzi hidrofobne

aminokiseline, srednji red hidrofilne, a donji amfipatske. Unutar redova navedena su svojstva

pojedinih aminokiselina. Preuzeto i prilagodeno prema: Vnucec i sur., 2016.

Primjerice, hidrofobne aminokiseline su kodirane kodonima koji na drugoj poziciji sadrze

uracil, a aromatske aminokiseline (Phe, Tyr i Trp) kodirane su kodonima koji na prvoj poziciji

sadrze uracil (Crick, 1968). Stoga je genetski kod otporan i na mutacije u drugim pozicijama

unutar kodona. Takvim rasporedom kodona osigurava se da supstitucijske mutacije u kodonu

dovode do ugradnje aminokiseline sli¢nih svojstava ispravnoj kako bi se smanjio negativan

ucinak na promjenu konacne strukture i funkcije proteina (Koonin i Novozhilov, 2017).



2. IZNIMKE KOJE POTVRDUJU PRAVILO

Genetski kod, iako univerzalan, produkt je prirodne selekcije te je podlozan varijacijama. Ipak,
varijacije su ograni¢ene jer bi znacajne promjene u kodu bile pogubne za strukturu proteina u
stanici, Sto bi za posljedicu imalo smrt organizma ukoliko su zahvaceni esencijalni proteini
(Nelson i Cox, 2017). Uocena odstupanja od standardnog koda najvjerojatnije su rezultat
specifi¢nih selekcijskih pritisaka na pojedine organizme, primjerice endosimbionte. Upravo je
u mitohondrijima pronadeno najvise poznatih odstupanja (Sengupta i Higgs, 2015). Jedan od
znacajnijih mehanizama kojim se postizu varijacije u kodu je supresija stop kodona, ¢ime se
umjesto zaustavljanja sinteze proteina uvodi nova aminokiselina i lanac se produzuje. Osim
toga, mogucdi su i rearanzmani koda u kojima kodon za jednu aminokiselinu kodira neku drugu.
Nekoliko je hipoteza ponudeno kako bi se ta odstupanja objasnila (Mihlhausen i sur., 2016;
Kollmar i Mihlhausen, 2017). U ovom ¢e radu biti predstavljena samo ona koju su predlozili
Muhlhausen i sur. (2016) jer objasnjava sva do sad otkrivena odstupanja. Naime, oni smatraju
da se rearanzmani koda javljaju ukoliko se dogodi mutacija ili gubitak gena za neku tRNA ili
terminacijski faktor transkripcije, ¢ime se pripadaju¢i kodon (za neku aminokiselinu ili stop
kodon) "oslobada". Taj kodon zatim mogu prepoznati druge tRNA molekule s odgovarajucom
mutacijom u antikodonu kojom postaju komplementarni slobodnom kodonu. Povezivanje
mutirane tRNA i odgovaraju¢e aminokiseline katalizira aminoacil-tRNA-sintetaza (aaRS).
Stoga je bitno da ona moze prepoznati mutiranu tRNA. Jedan od nacina kako se to moze
dogoditi u prirodi je ukoliko mjesto prepoznavanja za tRNA na aaRS ne obuhvaéa antikodon
pripadajuc¢e tRNA. Tada je moguce da sintetazi "promakne" mutacija u antikodonu, ¢ime je
rearanzman standardnog koda omoguéen. Neki primjeri odstupanja od standardnog koda
navedeni su u Tablici 1, no taj se popis Siri kako raste broj podataka o genomima sve veceg

broja organizama (Kollmar i Muhlhausen, 2017).



Tablica 1. Primjeri odstupanja od standardnog koda. S lijeve strane strelice u lijevom stupcu
navedeni su meduodnosi aminokiselina i kodona u standardnom kodu, a s desne strane strelice
navedeno je odstupanje. Slovo N u kodonu oznacava bilo koju od 4 dusi¢ne baze, a slovo R

oznacava purinsku bazu — A ili G (www.ddbj.nig.ac.jp/ddbj/code-e.html, pristupljeno 30. 7.

2021.). Oznaka "Nedodijeljeno" oznacava slucajeve u kojima ne postoji odgovaraju¢a tRNA
koja interagira s navedenim kodonom, stoga taj kodon viSe ne nosi informaciju za
aminokiselinu. U zagradama u desnom stupcu naveden je pronadeni broj slu¢ajeva pojedinog
rearanzmana u odgovaraju¢im organizmima. Podaci u tablici preuzeti su iz: Sengupta i Higgs,
2015.

RearanZzman koda Lokacija (broj slucajeva)
UUA: Leu — Stop mitohondriji (1)
UCA: Ser — Stop mitohondriji (1)
UAG: Stop — Leu mitohondriji (2)
UAG: Stop — Ala mitohondriji (1)
UGA: Stop — Trp mitohondriji (12), Ciliophora (2), bakterije (3)
CUN: Leu — Thr mitohondriji (1)

CUN: Thr — Nedodijeljeno mitohondriji (1)

CGN: Arg — Nedodijeljeno mitohondriji (5)

AUA: lle — Met ili Nedodijeljeno mitohondriji (3)

AAA: Lys — Asn mitohondriji (2)

AAA: Lys — Nedodijeljeno mitohondriji (1)
AGR: Arg — Ser mitohondriji (1)
AGR: Ser — Stop mitohondriji (1)
AGR: Ser — Gly mitohondriji (1)
UAR: Stop — GlIn zelene alge (1), Ciliophora (4), Diplomonadida (1)
UGA: Stop — Cys Ciliophora (1)

UGA: Stop — Nedodijeljeno Ciliophora (2)
CUG: Leu — Ser gljive (1)

CGG: Arg — Nedodijeljeno bakterije (1)

AUA: lle — Nedodijeljeno bakterije (1)

AGA: Arg — Nedodijeljeno bakterije (1)



http://www.ddbj.nig.ac.jp/ddbj/code-e.html

Osim varijacija u kodonima za neke od 20 standardnih aminokiselina, medu organizmima na

Zemlji pojavila su se i prosirenja koda aminokiselinama selenocisteinom i pirolizinom.

Selenocistein (Sec) je aminokiselina koja umjesto atoma sumpora u tiolnoj skupini cisteina
sadrzi atom selenija. Pronaden je u organizmima iz svih triju domena (Archaea, Bacteria,
Eukarya) te sudjeluje u pojacavanju kataliti¢ke aktivnosti selenoproteina zbog vece reaktivnosti
u odnosu na cistein (Ambrogelly i sur., 2007). Povezivanje selenocisteina i pripadaju¢e tRNA
katalizira seril-tRNA-sintetaza. Selenocistein stoga ne postoji kao slobodna aminokiselina, ve¢
se sintetizira iz serina. Detalji sinteze necée biti obuhvaceni u ovom radu, no opisali su ih Yuan
i sur., 2010. Za ugradnju selenocisteina u polipeptidni lanac potrebno je da pripadaju¢a tRNAS®
prepozna UGA stop kodon, nizvodno od kojeg se nalazi tzv. SECIS mRNA omca na koju se
veze specijalizirani elongacijski faktor koji omoguéuje vezanje pripadaju¢e tRNAS® na

ribosom (Ambrogelly i sur. 2007).

Priolizin (Pyl) je aminokiselina dosad pronadena samo u nekoliko vrsta metanogenih arheja
gdje je sastavni dio aktivnih mjesta enzima metiltransferaza koji kataliziraju proizvodnju

metana (Ambrogelly i sur., 2007). Njena kemijska struktura prikazana je na Slici 5.

Slika 5. Kemijska struktura aminokiseline  pirolizina  (Pyl). Preuzeto iz
www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Pyrrolysine#section=2D-Structure  (pristupljeno
1.8.2021.)

Zarazliku od selenocisteina, povezivanje priolizina i pripadajuce tRNAPY katalizira aminoacil-
tRNA-sintetaza specijalizirana za pirolizin — pirolizil-tRNA-sintetaza. To je prvi poznati slu¢aj

sintetaze u prirodi specijalizirane za neku nestandardnu aminokiselinu (Yuan i sur., 2010).


http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Pyrrolysine#section=2D-Structure

Takoder, u proucavanim su arhejama pronadeni geni za biosintetski put pirolizina te on postoji
kao slobodna aminokiselina u stanici. Ugradnja pirolizina u polipeptidni lanac zahtijeva
prepoznavanje UAG stop kodona od strane Pyl-tRNAP'. Zbog malog broja UAG stop kodona
u metanogenim arhejama, kao i malog broja proteina koji sadrze Pyl, pretpostavlja se da u tim
organizmima UAG nema funkciju stop kodona ve¢ kodona za Pyl. Unato¢ tome, moguce je i
da sekundarne strukture u mRNA, tzv. PYLIS sljedovi, sluze kao signal za supresiju UAG stop

kodona i ugradnju Pyl (Zhang i sur., 2005).

Ogranicen opseg odstupanja od standardnog genetskog koda moze se tumaciti kao iznimka koja
potvrduje pravilo. Naime, sva odstupanja proizlaze iz samog koda te u prirodi jo$ nije pronaden
genetski kod koji se potpuno razlikuje od standarnog. Stoga pronadene iznimke idu u prilog

univerzalnosti koda podloznog ograni¢enom stupnju varijabilnosti (Nelson i Cox, 2017).



3. POGLED U PROSLOST — HIPOTEZE O EVOLUCIJI KODA

Svojstva genetskog koda navedena u uvodu potaknula su brojna istrazivanja kojima se nastojala
objasniti njihova evolucija. Od pocetaka istrazivanja genetskog koda do danas nije postignut
jasan konsenzus po tom pitanju. U ovom c¢e radu stoga biti predstavljene hipoteze koje su
rezultat dugogodiSnjih istraZivanja genetskog koda (Koonin i Novozhilov, 2017), s naglaskom
na ¢injenicu da one nisu medusobno iskljucive. Stoga je moguce da je genetski kod nastao kao

rezultat medudjelovanja brojnih ¢imbenika tijekom evolucije.
3.1. Hipoteza zamrznute slu¢ajnosti

Zasto je genetski kod gotovo univerzalan? Znanstvenici su pokusavali na¢i odgovor na to
pitanje od samog pocetka otkri¢a koda. Tako je Crick (1968) predstavio hipotezu zamrznute
slucajnosti (eng. frozen accident). Prema toj hipotezi, svaka promjena u genetskom kodu bila
bi letalna za organizam, ili bar pod negativnim selekcijskim pritiskom zato Sto kod odreduje
aminokiselinski slijed velikog broja vaznih proteina. Ukoliko bi se kod poremetio, pojavile bi
se brojne greske u slijedu aminokiselina te bi pravilno funkcioniranje tih proteina bilo
onemoguceno. Genetski je kod stoga "zamrznut" u svom danasnjem stanju, Uz ograni¢ene

varijacije obradene u prethodnom poglavlju.

Danasnji je izgled koda, smatra Crick (1968), nastao slucajno u zajedni¢kom pretku svih
organizama (eng. Last Universal Common Ancestor — LUCA) evolucijom iz primitivnijih
oblika koda koji su kodirali manji broj aminokiselina i proteina. Primitivni se kod potencijalno,
ali malo vjerojatno, sastojao od kodona s dvije dusi¢ne baze umjesto tri kao u danasnjem obliku.
Pretpostavku da je LUCA imao razvijen genetski kod dovoljno sofisticiran da bude "zamrznut"
1 otporan na daljnje modifikacije (Koonin i Novozhilov, 2009) podrzavaju rezultati drugih
istrazivanja. Primjerice, Harris i sur. (2003) su pokazali da su brojni geni za proteine uklju¢ene
u proces translacije konzervirani u trima domenama Zivota, $to ih je navelo na zakljucak da su
ti geni naslijedeni od LUCA-e te da je LUCA sadrzavao sustav za translaciju slican onome u

organizmima koji postoje danas.

Unato¢ prednostima ove hipoteze, ona ne moze objasniti specificno povezivanje kodona s
pripadaju¢im aminokiselinama. Sam Crick (1968) isti¢e da ova hipoteza prepusta slucaju

previse koraka u ranoj evoluciji koda te da ju je vrlo teSko eksperimentalno provjeriti.



3.1.1. Rana evolucija i horizontalni prijenos gena

Crickova hipoteza takoder nije ponudila objasnjenje jedinstvenosti koda te nije razmotrila
mogucnost veceg broja zamrznutih slucajnosti tijekom evolucije. Taj su problem istrazili
Vetsigian i sur. (2006), predloziv§i model rane evolucije koda. Prema njihovom modelu
univerzalni genetski kod nastao je kao posljedica izmjene gena izmedu prvih oblika Zivota na
Zemlji putem horizontalnog prijenosa. Horizontalni prijenos gena, za razliku od vertikalnog (s
roditelja na potomstvo), podrazumijeva izmjenu DNA ili RNA izmedu genetski nesrodnih
organizama. Pritom genetski materijal donora moze zamijeniti neke gene recipijenta ili u njega
uvesti nove gene (Keeling i Palmer, 2008). Vetsigian i sur. (2006) smatraju da je u ranim fazama
evolucije Zivota postojalo vise razli¢itih kodova te da je horizontalni prijenos gena bio
najvazniji ¢imbenik u uspostavljanju jedinstvenog koda zajednickog svim organizmima.
Matemati¢kim su modelima pokazali da u sustavu s nasumi¢no generiranim kodovima u kojem
nije uveden horizontalni prijenos gena kodovi postaju medusobno sve razli€itiji, a ukoliko se u
sustav uvede horizontalni prijenos, kodovi konvergiraju prema jednom univerzalnom kodu.

Njihove su rezultate potvrdila i novija istrazivanja (Aggarwal i sur., 2016).

Ipak, horizontalni prijenos gena je najefikasniji medu stanicama sa srodnijim genetskim
kodovima, $to je i pokazano ovim istrazivanjem. Kako onda objasniti njegovu vaznu ulogu u
evoluciji ranih oblika zivota sa znatno razli¢itim kodovima? Vetsigian i sur. (2006) smatraju da
je horizontalni prijenos u takvim uvjetima bio omoguéen jer novi donirani geni nisu ometali
vazne funkcije recipijentnih stanica s obzirom na to da su njihovi kodovi bili otporniji na greske
od danasnjeg. Naime, ti su kodovi bili manje sofisticirani i kodirali su manji broj proteina u
usporedbi sa standardnim genetskim kodom stoga su greske u translaciji imale manje negativne
uéinke nego u danasnjim organizmima. Horizontalni je prijenos tada pruzao evolucijsku
prednost jer su njime uvedene nove kombinacije u kod ¢ime se povecavala efikasnost translacije
i broj razli¢itih proteina koji su translatirani. Skupine stanica u kojima je horizontalni prijenos
gena bio prisutan u tolikoj mjeri da su im kodovi postali medusobno gotovo identi¢ni su stoga
postale brojnije od drugih. Posljedi¢no, donirale su veci broj svojih gena dalje i Sirile vlastitu
verziju koda u druge populacije. Rezultat takvog slijeda dogadaja je univerzalni genetski kod
koji je "zamrznut" te daljnji horizontalni prijenos na njega moze imati negativan ucinak zbog

uvodenja greSaka u translaciji.

Horizontalni prijenos gena bi takoder mogao biti vazan ¢imbenik pri nastajanju iznimaka od

standardnog koda obradenih u prethodnom poglavlju. Naime, pod specifi¢énim selekcijskim
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pritiscima kojima su izlozeni pojedini organizmi, primjerice endosimbionti, promjene u kodu
mogu pruziti evolucijsku prednost koja postaje fiksirana u populaciji putem genetickog drifta.
Ta im je prednost osigurana upravo horizontalnim prijenosom gena (Koonin i Novozhilov,
2017).

3.2. Rane i kasne aminokiseline

Jedna od postavki hipoteze zamrznute slucajnosti je postojanje jednostavnijih kodova iz kojih
se razvio univerzalni genetski kod. Jednostavniji su kodovi kodirali manji broj proteinogenih
aminokiselina od danasnjih 20. Stoga se namece pitanje koje su aminokiseline bile ukljucene u
sastav prvih proteina. Eksperimenti kojima se nastojao oponasati sastav prebiotske Zemljine
atmosfere (Miller, 1953; 1957) dali su prve odgovore na to pitanje i postavili smjer buducih
istrazivanja. Prebiotsku atmosferu predstavljali su metan, amonijak, vodena para i vodik, a kao
izvor energije koriSteni su elektri¢ni izboji pod pretpostavkom da su oni bili vazni pokretaci
kemijskih reakcija u prebiotskim uvjetima. Aminokiseline dobivene u tim eksperimentima su
Gly, Ala, Asp i Glu.

Nastavak istrazivanja prebiotskih uvjeta na Zemlji donio je i nove pretpostavke o porijeklu
proteinogenih aminokiselina. Tako su meteoriti i hidrotermalna vrela bili predlozeni kao
potencijalni izvori aminokiselina za prve oblike zivota (Higgs i Pudritz, 2009). Usporedivanjem
sastava i koli¢ine aminokiselina u meteoritima, hidrotermalnim vrelima i razli¢itim pokusima
koji oponasaju prebiotske uvjete Zemljine atmosfere, Higgs i Pudritz (2009) predlozili su 10
konsenzusnih aminokiselina koje su pronasli u svim prouc¢avanim podacima. Njih su nazvali
ranima: Gly, Ala, Asp, Glu, Val, Ser, lle, Leu, Pro i Thr (puni nazivi aminokiselina navedeni
su na Slici 4). Druga su istrazivanja rezultirala sli¢nim zaklju¢cima (Zaia i sur., 2008). Ostalih
10 aminokiselina (Arg, GIn, Asn, His, Lys, Cys, Phe, Tyr, Met, Trp) nazvane su kasnhima te
Higgs i Pudritz (2009) smatraju da su one uklopljene u genetski kod tek nakon razvoja njihovih
biosintetskih puteva. Rane aminokiseline naime imaju jednostavnije biosintetske puteve, te su

osim toga mogle nastati iz anorganskih prekursora.

Trifonov (2004) je ¢ak predlozio kronoloski poredak uklapanja proteinogenih aminokiselina u
genetski kod spojivsi 60 razlic¢itih kriterija. Prema tom istrazivanju, redoslijed uklapanja
aminokiselina u kod je sljedeci: Gly, Ala, Asp, Val, Pro, Ser, Glu, Leu ili Thr, Arg, lle ili GIn
ili Asn, His, Lys, Cys, Phe, Tyr, Met, Trp. Prvih 9 aminokiselina te izoleucin (11. ili 12. po
redu) pojavljuju se u pokusima koji oponasaju uvjete prebiotske atmosfere te u meteoritima i

hidrotermalnim vrelima, $to dodatno podrzava podjelu na rane i kasne aminokiseline.
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3.3. Stereokemijska hipoteza

Otkrice strukture molekule DNA potaknulo je pitanje o povezanosti izmedu "jezika" Cetiriju
dusi¢nih baza i "jezika" 20 aminokiselina. Gamow (1954) je predlozio mehanizam kljuc-brava
izmedu aminokiselina u polipeptidnom lancu i utora izmedu dusi¢nih baza u lancu DNA. Prema
tom bi mehanizmu slobodne aminokiseline ulazile u utore u DNA, na nacin da 20 razli¢itih
utora strukturno odgovara 20 aminokiselina. Tada bi se aminokiseline u susjednim utorima
povezivale u polipeptidni lanac. Danas je poznato da translacija ne funkcionira na taj nacin te
postoje dokazi da je ve¢ LUCA imao razvijenu translacijsku masineriju (Harris i sur., 2003).
Stoga takav mehanizam vjerojatno nije postojao ni u ranim stadijima evolucije koda. Unato¢
tome je vazan jer predstavlja prvu formulaciju stereokemijske hipoteze, prema kojoj povezanost
kodona i aminokiselina u genetskom kodu slijedi direktno iz fizikalno-kemijskog afiniteta

izmedu aminokiselina i pripadaju¢ih kodona ili antikodona (Koonin i Novozhilov, 2009).

Nastavak istrazivanja stereokemijske hipoteze donio je brojne pretpostavke o interakcijama
aminokiselina i kodona tijekom rane evolucije koda. Tako je primjerice Woese (1968) predlozio
model prema kojem su pozitivno nabijene aminokiseline interagirale s negativno nabijenom
okosnicom polinukleotidnog lanca RNA. Primitivna je translacija prema tome bila neprecizna
u usporedbi s danasnjom te dvosmjerna — polipeptidi su mogli davati informaciju za sintezu
polinukleotidnih lanaca i obratno. Eksperimenti koji su oponasali uvjete prebiotske atmosfere
nisu rezultirali sintezom bazi¢nih aminokiselina koje nose pozitivan naboj, no Woese (1968)
predlaze da su u primitivnoj translaciji sudjelovale jednostavnije aminokiseline koje su nosile
pozitivan naboj te sluzile kao prekursori za neke od ranih proteinogenih aminokiselina. Njegov

argument pociva na tome $to su takve molekule pronadene u navedenim eksperimentima.

Woese i sur. (1966) su proucavali interakcije aminokiselina s piridinom, aromatskom
molekulom koja sadrzi polarni atom dusSika zbog cega je strukturno i kemijski sli¢na

pirimidinskim (citozin, timin, uracil) i purinskim (adenin, gvanin) dusi¢énim bazama (Slika 6).
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Slika 6. Usporedba kemijskih stuktura piridina, pirimidina i purina. Polarni dusik prikazan je

plavom bojom. Preuzeto i prilagodeno prema: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov (pristupljeno
17. 8. 2021.)

Ovo je istrazivanje rezultiralo uspostavljanjem polarnog uvjeta (eng. polar requirement) —
kriterija podjele aminokiselina prema razli¢itoj topljivosti u piridinu koji se 1 danas koristi u
procjenama interakcija izmedu aminokiselina i dusi¢nih baza (Yarus, 2021). Istrazivanje je
takoder pokazalo da aminokiseline interagiraju s piridinom preko polarnog dusika, ali i preko
nepolarnog prstenastog dijela molekule. Najvazniji zakljucci su da aminokiseline ¢iji se kodoni
razlikuju u 3. poziciji (Slika 2) imaju gotovo identi¢ne vrijednosti polarnog uveta te da
aminokiseline ¢iji kodoni sadrZe uracil na 2. poziciji (hidrofobne aminokiseline) takoder imaju
gotovo identi¢ne vrijednosti polarnog uvjeta. Zbog korelacije izmedu vrijednosti polarnog
uvjeta pojedinih aminokiselina i njihovih pozicija u genetskom kodu Woese i sur. (1966)
zaklju¢uju da su za uspostavu genetskog koda u danaSnjem obliku klju¢ne bile direktne
interakcije aminokiselina 1 pripadaju¢ih kodona. Takoder su pokazali da aminokiseline mogu
interagirati sa 3-4 molekule piridina istovremeno, §to dodatno podrzava zakljucak da su
aminokiseline interagirale s kodonskim tripletima. Unato¢ brojnim pretpostavkama o direktnim
stereokemijskim interakcijama izmedu aminokiselina i kodona, eksperimenti u to vrijeme nisu
jasno dokazali moguénost takvih interakcija za svaku od 20 proteinogenih aminokiselina, ve¢
samo za neke (Crick, 1968). Stoga se smatralo da su za povezivanje kodona i aminokiselina
klju¢ne posrednicke molekule — adaptori (Crick, 1958). Danas je poznato da ulogu adaptora

imaju molekule tRNA.

Nakon s§to se pokazalo da specificne sekundarne strukture mRNA — ribosklopke (eng.
riboswitch) mogu vezati male molekule i regulirati ekspresiju gena (Nahvi i sur., 2002; Winkler
i sur., 2002), znanstvenici su bili potaknuti na otkrivanje potencijalnih veznih mjesta za
aminokiseline na RNA molekulama te nastavak istrazivanja stereokemijske hipoteze i njenog
znacaja u evoluciji genetskog koda. Za takva su istrazivanja koristeni aptameri — RNA molekule

generirane in vitro koje imaju moguénost vezanja za specifi¢ni ligand (Nelson i Cox, 2017).
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Tako su Yarus i sur. (2009) analizirali sekvence 337 veznih mjesta na RNA aptamerima za 8
aminokiselina — Arg, GlIn, His, lle, Leu, Phe, Trp, Tyr. Pokazali su da aptameri interagiraju s
polarnim dijelovima aminokiselina te ih na taj nacin vezu, a veza se u¢vrscuje specificnim
interakcijama pojedinog aptamera s bo¢him ogrankom pripadaju¢e aminokiseline. Na taj na¢in
aptameri mogu razlikovati aminokiseline §to je, smatraju Yarus i sur. (2009), bitno za pocetak
procesa kodiranja. Zatim su analizirali postojanje kodonskih odnosno antikodonskih tripleta u
blizini veznih mjesta na aptamerima, $to bi ukazivalo na direktnu interakciju aminokiselina i
kodona ili antikodona. Navedenih 8 aminokiselina povezano je s 24 pripadajuca kodona (Slika
2) i 24 antikodona. U ovom je istrazivanju pokazano da se 3 od 24 kodona i 7 od 24 antikodona
pojavljuju blizu veznih mjesta na apmtamerima. Konkretno, vezna mjesta za Arg i Ile sadrze
kodone i antikodone za te aminokiseline, a vezna mjesta za His, Phe, Trp i Tyr sadrze samo
antikodone. Gln je pokazao mali afinitet vezanja za aptamere koriStene u eksperimentu. Vezna
mjesta za Leu nisu sadrzavala pripadajuée kodone ili antikodone. Yarus i sur. (2009) zakljucuju
da su pronadeni tripleti ukljuceni u kod zbog svoje stereokemijske interakcije s pripadaju¢im
aminokiselinama. Takav se zakljucak slaze s hipotezom odbjeglog tripleta (eng. escaped triplet)
koju su izlozili Yarus i sur. (2005), prema kojoj je originalna funkcija odredenih tripleta na
RNA bila vezanje aminokiselina, no tijekom evolucije su "pobjegli” od te funkcije i poprimili
novu — kodona 1 antikodona. Obja$njenje za ostatak kodona 1 antikodona koji nisu pronadeni u
blizini veznih mjesta na aptamerima Yarus i sur. (2009) nude u kasnijem ukljucivanju tih
tripleta u genetski kod neovisno o stereokemijskim interakcijama, o ¢emu ¢e vise rijeci biti
kasnije. Prema njihovom modelu, direktne interakcije izmedu RNA 1 aminokiselina mogle su u
ranim fazama evolucije koda sluziti za kodiranje polipeptidnog lanca. Taj je proces, smatraju,
kasnije optimiziran uvodenjem aminoacil-tRNA-sintetaza. Ipak, ovo istrazivanje analizira
uglavnom kasne aminokiseline, uz iznimke Leu i lle, stoga ne nudi objasnjenje za povezanost
ranih aminokiselina s njima pripadaju¢éim kodonima odnosno antikodonima (Koonin i
Novozhilov, 2017).

Eksperiment Yarusa i sur. (2009) pokazao je interakciju izmedu aminokiselina i tripleta u in
vitro uvjetima, §to ne dokazuje da su takve interakcije bile prisutne in vivo tijekom evolucije
koda. Stoga su Johnson 1 Wang (2010) proucavali interakcije ribosomskih proteina s
ribosomskim RNA (rRNA). Ribosom je, smatraju, odli¢an model za dokazivanje interakcija
izmedu aminokiselina i tripleta in vivo zato S§to sadrzi velik broj proteina i rRNA ¢ije mu
interakcije osiguravaju stabilnost. Takoder, tvrde Johnson i Wang (2010), ribosom se pojavio

u vrijeme rane evolucije koda, prije LUCA-e, pa postoji velika vjerojatnost da sadrzi relikte

14



stereokemijskih interakcija, ukoliko takve postoje, koje su bile vazne u uspostavljanju
genetskog koda u dana$njem obliku. Njihovo je istrazivanje pokazalo da unutar strukture
ribosoma, aminokiseline lle, Leu, Thr, Glu, Gly, Arg, Lys i Tyr interagiraju s tripletima na
rRNA koji odgovaraju njima pripadaju¢im kodonima, a Phe, Trp, Asp, Ile, GIn, Tyr, Leu, His,
Arg i Met interagiraju s pripadaju¢im antikodonskim tripletima. Aminokiseline koje
interagiraju s antikodonima su, uz iznimke lle i Leu, kasne. Johnson i Wang (2010) stoga
zakljucuju da su te aminokiseline uklopljene u kod putem interakcija s antikodonima koje su
sluzile kao baza za kasniju evoluciju pripadajuc¢ih tRNA. Uklapanje ranih aminokiselina u kod,
smatraju, nije ovisilo o stereokemijskim interakcijama s antikodonskim tripletima, ili su pak
takve interakcije izgubljene tijekom evolucije zbog premjestanja kodona, o ¢emu ¢e biti rijeci

kasnije.

Proucavanje interakcija izmedu proteina i RNA potaknulo je ozivljenje hipoteze o primitivnoj
translaciji koja proizlazi iz interakcije polipeptida i polinukleotida (Woese, 1968). Istrazivanje
Hlevnjaka i sur. (2012) pokazalo je da mRNA s ve¢im udjelom pirimidinskih baza (C, U) u
sekvenci kodiraju proteine ¢ije aminokiseline imaju vecu skolnost interakcije s pirimidinima,
§to je izmjereno putem polarnog uvjeta. Polyansky i Zagrovic (2013) su prosirili to istraZivanje
proucavajuci proteine koji u stanicama stvaraju komplekse s RNA, primjerice ribosomske
proteine. Pokazali su da aminokiseline ¢iji kodoni sadrze vise purinskih baza stvaraju vise
interakcija s purinskim bazama u odnosu na pirimidinske unutar kompleksa RNA i proteina.
Isto tako, aminokiseline ¢iji su kodoni bogatiji pirimidinskim bazama stvaraju vise interakcija
s pirimidinskim bazama u RNA u odnosu na purinske. Najveca korelacija pokazana je za baze
gvanin i citozin, stoga Polyansky 1 Zagrovic (2013) predlazu model rane evolucije koda u kojem
su polinukleotidni lanci bogati bazama G i C sluzili kao predlozak za sintezu polipeptidnih
lanaca na temelju direktnih stereokemijskih interakcija. S obzirom da su Gly i Ala
najzastupljenije rane aminokiseline (Miller, 1953; Trifonov, 2004), a njihovi su kodoni upravo
GGN i GCN, moguce je da su u ranoj fazi evolucije koda bile zastupljenije RNA molekule s
visokim udjelom G i C. Kasnijim uklju¢ivanjem baza A i U u genetski kod, smatraju Polyansky
I Zagrovic (2013), pocinju djelovati drugi evolucijski mehanizmi i stereokemijske interakcije
vise nisu glavni ¢imbenik evolucije koda. Ipak, ovo istraZzivanje nije pokazalo specifi¢ne
interakcije aminokiselina s pripadaju¢im kodonima te je fokus bio na peptidima umjesto na
slobodnim aminokiselinama. Stoga je upitno jesu li pokazane interakcije bile znacajne za ranu

evoluciju koda (Koonin i Novozhilov, 2017).
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3.4. Koevolucijska hipoteza

Eksperimenti koji su proucavali interakcije izmedu aminokiselina i tripleta (Yarus i sur., 2005;
Yarus i sur., 2009) pokazali su da stereokemijske interakcije mogu objasniti uklapanje malog
broja kodona u genetski kod. Kao objasnjenje za uklapanje ostalih kodona predlozena je
koevolucijska hipoteza. Prema toj hipotezi danasnji raspored kodona u genetskom kodu nastao
je kao rezultat povezanosti prebiotskih puteva sinteze aminokiselina. Wong (1975) je prvi
predlozio ovu hipotezu, iako je ideja da su metabolicki srodne aminokiseline kodirane bliskim
kodonima postojala i prije (Nirenberg i sur., 1963; Pelc, 1965). Naime, Wong (1975) smatra da
su rane aminokiseline nastale abiotskim putem (Miller, 1953) sluzile kao prekursori u
biosintetskim putevima kasnijih aminokiselina. Razvoj novih biosintetskih puteva i pojava
novih aminokiselina dogadali su se u isto vrijeme kad i mutacije u kodonima ranih

aminokiselina. Novi kodoni nastali tim mutacijama zatim su kodirali za novonastale

aminokiseline (Slika 7). Genetski je kod stoga potencijalno koevoluirao s biosintetskim

u.@\

putevima aminokiselina.

Slika 7. Predlozeni putevi koevolucije genetskog koda i biosintetskih puteva aminokiselina.
Jednosmjerne strelice oznacavaju put od prekursora do produkta u biosintetskom putu
odredenih aminokiselina, a dvosmjerne strelice oznacavaju odnos u kojem se jedna
aminokiselina moZe sintetizirati iz druge 1 obratno. Kvadrati¢i omedeni punom crtom
oznacavaju danasnji raspored kodona po aminokiselinama, a kvadrati¢i omedeni iscrtkanom
crtom oznacavaju moguce kodone za pripadajuc¢e aminokiseline u vrijeme rane evolucije koda.

Preuzeto iz: Wong, 1975.
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Mutacije u kodonima dogadale su se samo u jednoj bazi, $to objaSnjava danasnji raspored
genetskog koda u kojem bliski kodoni kodiraju aminokiseline sli¢nih svojstava (Slike 2 i 4) te
otpornost koda na tranzicijske mutacije. Ipak, odredene aminokiseline u odnosu prekursor-
produkt kako je prikazano na Slici 7 kodirane su bliskim kodonima (s razlikom u jednoj bazi),
anemaju sli¢na kemijska svojstva. To su primjerice parovi aminokiselina Ser-Trp, Thr-lle, GlIn-
His, lle-Met, Asn-Lys i Cys-Trp. Wong (1975) objasnjava te pojave kao oCuvane ostatke
premjestanja kodona iz vremena rane evolucije koda. Takoder smatra da oCuvanost takvih
pojava u genetskom kodu odrazava otpornost koda na promjene kako je predvideno hipotezom
zamrznute slucajnosti. Osim mutacijama postoje¢ih kodona, nove aminokiseline svoje su
kodone mogle steci i na drugi nac¢in. Na Slici 7 vidljivo je da su Glu i Asp u razdoblju rane
evolucije koda potencijalno bili kodirani kodonima koji danas sluZe za kodiranje Gln odnosno
Asn. Wong (1975) objasnjava tu pojavu premjestanjem kodona (eng. codon reassignment).
Naime, kako Glu sluzi kao prekursor u biosintetskom putu za Gln, kao i Asp za Asn, kodoni
koji su prvotno kodirali Glu odnosno Asp pojavom novih aminokiselina bivaju "premjesteni" i

sluze kao kodoni za Gln odnosno Asn.

Kako su kodoni ranih aminokiselina mogli "prije¢i" na novonastale aminokiseline? Wong
(1975) nudi nekoliko mogu¢ih mehanizama, a svi uklju¢uju adaptorske molekule — proto-
tRNA. Naime, moguce je da su produkti novih biosintetskih puteva bili dovoljno strukturno
sli¢ni prekursorima da su se mogli vezati za adaptore prekursora, ili se pretvorba prekursora u
produkt dogodila dok je prekursor bio vezan za svoj adaptor. Takoder, moguce je da se
intermedijer novonastalog biosintetskog puta povezao s adaptorom prekursora te se nakon toga

formirao produkt — nova aminokiselina.

Koevolucijska hipoteza predlaze da su aminokiseline Glu, Asp, Ala, Ser i Gly sluzile kao centar
1z kojeg je evoluiralo 11 drugih aminokiselina (Slika 7). Taj je prijedlog podrzan rezultatima
eksperimenata koji oponasaju uvjete prebiotske atmosfere (Miller, 1953; 1957), gdje su
navedene aminokiseline bile najzastupljenije, te istrazivanjima kronoloskog poretka uklapanja
aminokiselina u genetski kod (Trifonov, 2004). Koevolucijska hipoteza takoder nudi
objasnjenje brojnosti kodona za pojedine aminokiseline. Naime, Wong (1975) smatra da broj
kodona koji kodira za pojedinu aminokiselinu ovisi o tome koliko je rano ta aminokiselina
uklopljena u genetski kod te koliko je aminokiselina iz nje nastalo evolucijom novih
biosintetskih puteva. Primjerice, Met i Trp su svaki kodirani samo jednim kodonom, stoga su
vjerojatno najkasnije uklopljeni u genetski kod, Sto potvrduje istrazivanje Trifonova (2004). S

druge strane, Glu i Asp su medu prvima uklopljeni u kod (Miller, 1957; Trifonov, 2004; Higgs
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I Pudritz, 2009), a kodirani su svaki dvama kodonima. Prema Slici 7 vidljivo je da su iz njih
evoluirale brojne aminokiseline, stoga su vjerojatno procesom premjestanja kodona "izgubile"
neke od svojih izvornih kodona i do danas "zadrzale" samo dva. Aminokiseline Leu i Arg, pak,
kodirane su sa 6 kodona, a uklopljene su u kod nakon Glu i Asp (Trifonov, 2004). Prema
koevolucijskoj hipotezi, ve¢i broj kodona za Leu i Arg u usporedbi s ranijim aminokiselinama
rezultat je toga Sto iz njih nisu evoluirale druge aminokiseline, odnosno nisu sluzile kao

prekursori novih biosintetskih puteva. Stoga su one "evolucijski inertne” (Wong, 1975).

Unatoc objasnjenjima koje ova hipoteza nudi, moguce je da pociva na krivim pretpostavkama.
Naime, putevi biosinteze aminokiselina koje predlaze Wong (1957) su prebiotski, dakle nastali
su prije evolucije enzima koji sudjeluju u danasnjim biosintetskim putevima aminokiselina.
Stoga ostaje upitno jesu li biosintetski putevi evoluirali na nac¢in prikazan na Slici 7 (Koonin i
Novozhilov, 2009). Primjerice, Johnson i Wang (2010) su pokazali da je Met "preuzeo” AUG
kodon Koji je prije kodirao za lle te da je Phe "preuzeo” UUU i UUC kodone od Leu. Takvi
rezultati odudaraju od predvidenih koevolucijskih odnosa prikazanih na Slici 7 te otvaraju
moguénost druk¢ijih puteva biosinteze aminokiselina u vrijeme rane evolucije koda. Osim toga,
koevolucijska hipoteza kako ju originalno predlaze Wong (1975) ne objasnjava povezanost
najranijih aminokiselina s njima pripadaju¢im kodonima, ve¢ to objaSnjenje prepusta

zamrznutoj slu€ajnosti ili stereokemijskim interakcijama.

Di Giulio (2008) prosiruje koevolucijsku hipotezu i predlaze da su aminokiseline Glu, Asp,
Ala, Ser i Gly bile dio prvog genetskog koda jer mogu biti sintetizirane iz intermedijera
glikolize i Krebsovog ciklusa (Slika 8). Stoga su prve proteinogene aminokiseline mogle nastati
iz prekursorskih molekula koje su imale ulogu u proizvodnji energije za stanicu. Povezanost
izmedu tih aminokiselina vidljiva je i u tome §to njihovi kodoni po¢inju bazom G, uz iznimku
Ser. Di Giulio (2008) pretpostavlja da su u ranoj fazi evolucije koda, kad su bile prisutne samo
navedene aminokiseline, postojale proto-tRNA molekule povezane s tim aminokiselinama koje
su prepoznavale sljedove na mRNA bogate G i C parovima baza. Postojanje takvih mRNA
pretpostavljaju 1 druga istrazivanja (Trifonov, 2004; Polyansky i1 Zagrovic, 2013). S obzirom
da je raznolikost aminokiselina u toj fazi evolucije koda bila mala, kao i raznolikost sekvenci
na mMRNA, tada prisutne proto-tRNA su vjerojatno imale mali broj sli¢nih antikodonskih
sekvenci te su prepoznavale slicne kodone. Na temelju tih pretpostavki Di Giulio (2008)
predlaze izgled genetskog koda za prvih 5 aminokiselina (Slika 9). Taj se kod naziva GNC
odnosno GNG, ovisno o bazi na tre¢oj poziciji. Objasnjenje razlike izmedu dana$njih kodona

za Ser te onih u GNC/GNG kodu Di Giulio (2008) nudi u ¢injenici da Ser moze biti sintetiziran

18



iz Gly 1 obratno. Stoga je moguce da je u fazi GNC/GNG koda bio kodiran istim ili sli¢nim
kodonima kao Gly, no daljnjom je evolucijom biosintetskih puteva te mutacijama i

premjestanjem kodona "stekao" nove kodone, dok su prvotni kodoni ostali vezani uz Gly.
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Slika 8. Povezanost prvih aminokiselina uklopljenih u genetski kod s intermedijerima glikolize

i Krebsovog ciklusa. Brojevi na strelicama oznaCavaju broj koraka u biosintetskom putu
potreban da od prekursora nastane produkt. Skracenica aKG oznaCava alfa-ketoglutarat.

Preuzeto i prilagodeno prema: Di Giulio, 2008.

U C A G
G Ala Ala Glu/Asp Ser/Gly |C/G

Slika 9. Pretpostavljeni izgled GNC/GNG genetskog koda za prvih 5 aminokiselina. Kao i kod

standardnog genetskog koda, prva baza slijeva predstavlja 5'-kraj kodona na mRNA, a treca

baza 3'-kraj kodona. Preuzeto i prilagodeno prema: Di Giulio, 2008.
3.5. Hipoteza umanjivanja greSaka

Nastojeci objasniti otpornost genetskog koda na u¢inke mutacija, Woese (1965) je na temelju

dotada$njih istrazivanja (Bryson i Vogel, 1965) predlozio umanjivanje greSaka prilikom
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translacije (eng. error minimization) kao glavni selekcijski pritisak tijekom evolucije koda.
Danasnji je izgled koda u kojem sli¢ni kodoni kodiraju aminokiseline sli¢nih svojstava, smatra
Woese (1965), rezultat tog selekcijskog pritiska koji je usmjeravao pocetne verzije koda prema
sve to¢nijoj translaciji. Ta je pretpostavka navela buduce istrazivace da pokuSaju izmjeriti
otpornost genetskog koda na ucinke mutacija i usporediti tu otpornost s drugim, nasumi¢no
stvorenim modelnim kodovima kako bi dokazali da je standardni kod najotporniji. Freeland i
Hurst (1998) su u svojem istrazivanju zakljuéili da je tek jedan u milijun nasumi¢no stvorenih
kodova efikasniji u suzbijanju ucinaka mutacija od prirodnog genetskog koda. Njihov se
rezultat poklapa s hipotezom umanjivanja greSaka te navodi na zakljucak da je organizacija
univerzalnog koda nastala prirodnom selekcijom. Medutim, s obzirom da je broj razli¢itih
potencijalnih genetskih kodova za 20 aminokiselina veéi od 108 (Koonin i Novozhilov, 2009),
ocito je da je tijekom evolucije mogao nastati velik broj kodova s ve¢om otpornoséu od

standardnog.

Istrazivanje Novozhilova i sur. (2007) je pokazalo da genetski kod nije optimalan u suzbijanju
mutacijskih ucinaka te da postoje drugi, nasumicno generirani kodovi koji su efikasniji u tom
pogledu. Slika 10 prikazuje rezultat njihovog istrazivanja u kojem su kodovi prikazani kao
tocke na reljefu, gdje vise tocke predstavljaju kodove koji su efikasniji u suzbijanju mutacijskih

ufinaka.
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Slika 10. Reljefni prikaz evolucije nasumi¢no generiranih kodova i standardnog genetskog koda
iz regija manje efikasnosti suzbijanja mutacijskih u¢inaka (nize na reljefu) u regije vecée
efikasnosti (vise na reljefu). Crne tocke oznacene slovima O i R predstavljaju pozicije
nasumic¢no generiranih kodova, a plava to¢ka poziciju standardnog genetskog koda. Strelice
predstavljaju evolucijski put koda iz nize u viSu tocku. Iscrtkana plava strelica oznacava
hipotetski evolucijski put standardnog koda prema maksimalnoj efikasnosti u suzbijanju

uéinaka mutacija. Preuzeto i prilagodeno prema: Novozhilov i sur., 2007.

Na Slici 10 vidljivo je da se standardni genetski kod nalazi na poziciji otprilike na pola puta do
maksimalne efikasnosti u suzbijanju mutacija. Novozhilov i sur. (2007) smatraju da je
"zaustavljanje" koda na toj poziciji rezultat medudjelovanja dvaju evolucijskih pritisaka —
pozitivne selekcije prema vecoj efikasnosti u suzbijanju u¢inaka mutacija te negativne selekcije

prema promjenama u kodu, kako je predvideno hipotezom zamrznute sluc¢ajnosti.

Crick (1968) predlaze da danasSnji izgled koda nije nastao pod selekcijskim pritiskom
umanjivanja greSaka, ve¢ da je otpornost koda na ucinke mutacija nastala kao nusproizvod

evolucije. Buduca su istrazivanja rezultirala razvojem modela koji podrzavaju tu pretpostavku.

Massey (2006) predlaze "2-1-3" model evolucije koda prema kojem je u prvom stadiju evolucije
koda samo druga pozicija kodona nosila informaciju za aminokiselinu. Zatim je, dodavanjem
novih aminokiselina, kod proSiren tako da su prva i druga pozicija bile bitne u kodiranju
aminokiselina, a treca je pozicija kodona bila zadnja uklju¢ena u kodiranje aminokiselina (2-1-
3 redoslijed). Ovaj model objasnjava zasto mutacija druge pozicije kodona u danasnjem

genetskom kodu najcesce rezultira ugradnjom aminokiseline druk¢ijih svojstava od prvotne,
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odnosno zasto je druga pozicija kodona najmanje otporna na uc¢inke mutacija. Naime, kod u
kojem samo druga pozicija nosi infromaciju sadrzi 4 razli¢ita kodona. Mutacija bilo koje baze
na drugoj poziciji automatski rezultira druk¢ijim kodonom koji ne moze kodirati aminokiselinu
slicnih svojstava prvotnoj, ve¢ se na to mjesto u polipeptidni lanac ugraduje aminokiselina
druk¢ijih svojstava, §to moze imati negativan ucinak na strukturu i funkciju proteina. Stoga
takav kod nije efikasan u suzbijanju Stetnih uc¢inaka mutacija (Massey, 2006). Uvodenjem novih
aminokiselina u genetski kod on se, prema ovom modelu, proSiruje na 16 kodona odredenih
prvom i drugom pozicijom. Mutacija prve pozicije kodona u takvom kodu mogla je rezultirati
ugradnjom aminokiseline sli¢nih svojstava prvotnoj. Massey (2006) stoga smatra da je rezultat
prirodne selekcije bio kodiranje aminokiselina sli¢nih svojstava kodonima koji se razlikuju u
prvoj poziciji, a aminokiselina drukg¢ijih svojstava kodonima koji se razlikuju u prvoj i drugoj
poziciji. Ovakav model moZe objasniti zasto je prva pozicija kodona otpornija na ucinke
mutacija od druge u danasnjem standardnom kodu. Treca je baza kodona zadnja ukljucena u
kodiranje aminokiselina jer antikodon na tRNA s tom bazom ostvaruje najslabije interakcije,
stoga se ona naziva kolebljivom bazom (Crick, 1966a). Mutacija u toj bazi najéesce rezultira
ugradnjom iste aminokiseline, stoga je ona najotpornija na u¢inke mutacija. Massey (2016) je
istrazio razli¢ite modele proS$irivanja genetskog koda, ukljucujuci i "2-1-3" model, u kojima se
novouvedenim aminokiselinama dodjeljuju kodoni koji su prethodno kodirali za aminokiseline
sli¢nih svojstava. Razli¢iti putevi prosirivanja koda rezultirali su istim ishodom — kodovima
koji imaju vecu otpornost na ué¢inke mutacija od standarnog. Massey (2016) stoga smatra da
standardni genetski kod nije nastao kao rezultat selekcije prema umanjivanju gresaka jer bi u
tom slucaju upravo on pokazivao najvecu otpornost na ucinke mutacija. Takoder, prema
hipotezi umanjivanja greSaka pretpostavlja se da je selekcija prema optimalnoj otpornosti
genetskog koda postignuta rearanzmanima kodona (Woese, 1965). No, visok stupanj
rearanzmana kodona doveo bi do velikog broja promjena u strukturi proteina, $to bi negativno
utjecalo na funkciju proteina i prezivljavanje stanica (Crick, 1968). Massey (2016) stoga
zakljucuje da je otpornost standardnog genetskog koda “primjer neutralne pojave povoljnog

svojstva’’.

Higgs (2009) predlaze model 4 stupca (eng. four column model) kojim nastoji objasniti danasnji
izgled genetskog koda. Prema ovom modelu prvih 5 aminokiselina u kodu su Gly, Ala, Asp,
Glu i Val te je baza na drugoj poziciji kodona najbitnija pri kodiranju. Stoga svi kodoni u istom
stupcu kodiraju istu aminokiselinu (Slika 11) te se najraniji genetski kod na temelju ovog

modela moze podijeliti na 4 kodonska bloka odnosno 4 skupine kodona od kojih svaka skupina

22



kodira jednu aminokiselinu (potencijalno i dvije u slu¢aju kodonskog bloka za Asp/Glu). Higgs
(2009) smatra da raspored aminokiselina danasnjeg koda reflektira nekadasnji kod prikazan na
Slici 11 jer aminokiseline rasporedene u isti stupac u danasnjem kodu (Slika 2), odnosno one

¢iji kodoni imaju istu bazu na drugoj poziciji, najces¢e imaju slicna kemijska svojstva.
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Slika 11. Predlozeni izgled najranijeg genetskog koda, prema modelu 4 stupca. Kao i kod
standardnog genetskog koda, prva baza slijeva predstavlja 5'-kraj kodona na mRNA, a treca

baza 3'-kraj kodona. Preuzeto i prilagodeno prema: Higgs, 2009.

Kako su se nove aminokiseline uklapale u kod, ovaj model predvida da su im "dodijeljivani”
kodoni koji su prethodno kodirali aminokiseline slicnih svojstava. Time se naime postizu
najmanji poremecaji u strukturi postojeéih proteina kodiranih jednostavnijim verzijama koda,
Sto isti¢e 1 Crick (1968). Primjerice, kodonski blok za Val (Slika 11) se mogao podijeliti na tri
kodonska bloka za Val, Ile i Leu (Higgs, 2009). Redoslijed i nain uklapanja novih
aminokiselina u genetski kod predviden ovim modelom poklapa se s predvidanjima
koevolucijske hipoteze. Higgs (2009) zakljucuje da je glavni selekcijski pritisak tijekom
evolucije koda bio usmjeren prema povecanju raznolikosti proteina i njihovih funkcija, §to je
postignuto ve¢im brojem aminokiselina u genetskom kodu. Rezultat takvog evolucijskog puta
je kod otporan na greske prilikom translacije. Stoga model 4 stupca, kao i "2-1-3" model, ide u
prilog ideji da je otpornost koda na uc¢inke mutacija svojstvo koje se pojavilo kao nusproizvod

drugih selekcijskih pritisaka.
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Glavni problem u istrazivanjima koja proucavaju otpornost genetskog koda na u¢inke mutacija
je Sto ne postoji jasan konsenzus oko odabira najboljeg kriterija za procjenu otpornosti koda
(Koonin i Novozhilov, 2009). Stoga svako istrazivanje moze koristiti druk¢ije kriterije, Sto

otezava usporedbu dobivenih rezultata i donoSenje zakljucaka o otpornosti koda.
3.6. Evolucija translacijske maSinerije

Pronalazak dokaza da je LUCA imao razvijen sustav za translaciju slican onom u danas$njim
organizmima (Harris i sur., 2003) istaknuo je vaznost istrazivanja evolucije translacijske
masinerije za objasnjavanje porijekla i evolucijskog puta genetskog koda. Hohn i sur. (2006)
su istrazivali evoluciju tRNA molekula i aminoacil-tRNA-sintetaza (aaRS), najvaznijih
molekula u procesu "Citanja" genetskog koda. Zakljucili su da su dijelovi tRNA molekula
klju¢ni za interakcije s aminokiselinama i mRNA evoluirali prije sustava za aminoacilaciju
kakav postoji danas. To implicira da su specifi¢ne strukture i funkcije aaRS evoluirale kasnije
te nisu igrale ulogu u povezivanju aminokiselina s pripadaju¢im tRNA u ranoj fazi evolucije

genetskog koda, prije pojave LUCA-e.

Medutim, to namece problem nazvan paradoksom proteinske evolucije (Koonin i Novozhilov,
2017). Naime, za evoluciju kompleksnih proteinskih struktura klju¢na je visoka to¢nost
translacije, a ona je ostvarena tek nakon uvodenja aaRS u translacijsku masineriju. Kako je
onda moguce da su specifiéne strukture aaRS evoluirale prije nego su same aaRS bile u
mogucnosti osigurati dovoljno to¢nu translaciju? Objasnjenje je ponudeno u okviru hipoteze
RNA svijeta. Prema ovoj su hipotezi prije pojave sinteze proteina i bioloskih procesa
kataliziranih proteinskim enzimima, RNA molekule imale ulogu katalizatora vlastite replikacije
(tzv. ribozimi), poticuci vlastitu evoluciju (Robertson i Joyce, 2010). Znanstvenici su stoga
zakljucili da je i genetski kod nastao u periodu RNA svijeta te da su upravo RNA molekule
povezivale aminokiseline s pripadaju¢im tRNA prije pojave aaRS (Koonin i Novozhilov,
2017). Eksperimenti kojima su se u laboratorijskim uvjetima uspjeli sintetizirati ribozimi s

aminoaciliraju¢om aktivnos¢u (Lee i sur., 2000; Miller, 2015) potvrduju takav zakljucak.

Koonin (2017) predlaze model evolucije translacijskog sustava u skladu s hipotezom RNA
svijeta. Prema tom modelu, prvi stadij u evoluciji koda temeljio se na stereokemijskim
interakcijama izmedu proto-tRNA i aminokiselina tako da su proto-tRNA imale ulogu vlastite
aminoacilacije. Te interakcije nisu uklju¢ivale antikodone niti kodone, ve¢ su aminokiseline

interagirale sa segmentima u tercijarnoj strukturi proto-tRNA molekula. Time je osigurano
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specificno prepoznavanje aminokiselina i pripadaju¢ih tRNA. Stoga ovaj model nije u
potpunosti u skladu sa stereokemijskom hipotezom, no podrzava hipotezu zamrznute
slucajnosti jer pretpostavlja da su navedenim interakcijama nasumi¢no povezane aminokiseline
i pripadajuce proto-tRNA te da je nastala povezanost "zamrznuta” tijekom evolucije. Iduca faza
u evoluciji koda ukljucuje duplikacije tRNA molekula i uklapanje novih aminokiselina.
Duplicirane tRNA bile su strukturno sli¢ne svojim prethodnicama, stoga vezu aminokiseline
sliénih svojstava onima vezanima na prethodnicke tRNA (Koonin, 2017). Posljedi¢no,
aminokiseline sli¢nih svojstava bivaju kodirane bliskim kodonima. Dakle, prema ovom je
modelu otpornost genetskog koda na ucinke mutacija nastala kao nusprodukt evolucije, kao 1
prema "2-1-3" modelu i modelu 4 stupca. U navedenoj fazi evolucije koda prethodno
sintetizirani kratki peptidi sluZzili su kao kofaktori u aminoacilaciji proto-tRNA. Daljnjim
poboljSavanjem tocnosti translacije i kompleksnosti peptidnih kofaktora nastupa posljednja
faza evolucije koda u kojoj su aaRS evoluirale i preuzele ulogu katalize aminoacilacije (Slika
12). Koonin (2017) smatra da nakon §to su aaRS preuzele ulogu specificnog prepoznavanja
aminokiselina, segmenti u tercijarnoj strukturi tRNA koji su neko¢ imali tu ulogu nestaju te
danas u strukturi tRNA ne postoje ostaci tih segmenata. lako ovaj model nije eksperimentalno
dokazan (Koonin, 2017), moze sluziti kao osnova za eksperimente kojima se nastoji

rekonstruirati evolucijski put translacijskog sustava u skladu s hipotezom RNA svijeta.
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Slika 12. Model evolucije translacijskog sustava koji predlaze Koonin (2017). ObjaSnjenje
pojedinih koraka navedeno je u tekstu. Dijelovi proto-tRNA oznaceni s 'ng N2 n3' i X1 X2 X3'

predstavljaju antikodone. Preuzeto i prilagodeno prema: Koonin i Novozhilov, 2017.

Kunnev i Gospodinov (2018) predlazu druk¢iji model evolucije translacijskog sustava koji ima
odredenih sli¢nosti s prethodno opisanim modelom u pocetnom stadiju. Naime, ovaj model
pretpostavlja da su RNA molekule vrsile vlastitu aminoacilaciju prije pojave aaRS te kao i
model koji predlaze Koonin (2017) pretpostavlja da su aminoaciliraju¢e RNA u pocetku bile
nasumic¢no povezane s pripadaju¢im aminokiselinama, podrzavaju¢i hipotezu zamrznute
slucajnosti. Aminoacilirane RNA su zatim mogle hibridizirati s drugima u blizini na na¢in da
se dijelovi sekundarnih struktura tih RNA povezani s aminokiselinama dovoljno priblize da
omoguce stvaranje peptidnih veza izmedu aminokiselina. Peptidi koji na taj na¢in nastaju bili
bi sastavljeni od 2-5 aminokiselina te bi njihov sastav ovisio o dostupnosti aminokiselina u

okolisu. Stoga se pretpostavlja da su bili sastavljeni od aminokiselina najzastupljenijih u
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eksperimentima koji oponasaju uvjete prebiotske atmosfere (Miller, 1957). Idu¢i stadij je
selekcija onih peptida koji povecavaju stabilnost RNA molekula za koje su vezani. Naime, $to
su kompleksi RNA i peptida stabilniji, mogu dulje opstati u okoli$u i veca je vjerojatnost da ¢e
nastaviti evoluirati. Malobrojne peptide s tim svojstvom Kunnev i Gospodinov (2018) nazivaju
RNA-vezuju¢im peptidima (eng. RNA-binding peptides — RBP). Ipak, RBP-ovi nisu imali
moguénost Citanja informacija u sekvenci pripadaju¢e RNA, §to naizgled zaustavlja daljnju
evoluciju prema sve stabilnijim kompleksima RNA i peptida jer se nove aminokiseline
ugraduju u RBP-ove nasumicno, bez selekcije za povecanu stabilnost. Ovaj model nudi rjesenje
pretpostavljajuc¢i da je selekcija iSla u drugom smjeru — prema RBP-ovima koji su imali
mogucnost interakcije s kemijski sliénim aminokiselinama te su ih mogli povezati s
pripadaju¢im RNA. Takve RBP-ove Kunnev i Gospodinov (2018) nazvaju premo$éuju¢im
peptidima (eng. bridge peptides — BP). Prema tome, BP-ovi bi imali mogu¢nost aminoacilacije
RNA (Slika 13), no taj proces ne bi bio nasumican, ve¢ bi se na RNA vezale aminokiseline
slicnih svojstava onima koje omogucavaju stabilne interakcije BP-a i RNA. Stoga bi
novosintetizirani RBP-ovi sadrzavali sve veéi udio aminokiselina koje osiguravaju stabilnije
povezivanje s pripadaju¢om RNA. Na taj je nacin ostvarena pozitivna povratna sprega kojom
nastaju sve stabilniji kompleksi peptida i RNA. Sastav aminokiselina u novonastalim peptidima
ovisio bi o sekvenci na pripadaju¢oj RNA molekuli, jer je stabilnost kompleksa osigurana
specificnim interakcijama izmedu duSi¢nih baza i aminokiselina. Stoga je razvojem ovakvog
sustava aminoacilacije nastao "protokod", odnosno po prvi je put sekvenca na RNA molekuli

sluzila za odredivanje aminokiselinskog slijeda peptida.

-y o-

ak

BP aminoacilacija aminoacilirana
RNA pomoéuBp RNA

Slika 13. Predlozeni put aminoacilacije RNA molekula u ranoj fazi evolucije translacijskog
sustava. BP — premosc¢ujuc¢i peptid, ak — vrsta aminokiseline koja osigurava stabilno
povezivanje peptida i RNA. Aminokiselina u strukturi BP-a prikazana trokutom predstavlja
aminokiselinu sli¢nih svojstava onoj oznacenoj s "ak" na slici. Preuzeto i prilagodeno prema:

Kunnev i Gospodinov, 2018.
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Daljnjom koevolucijom komponenata ovog sustava te povecanjem njihove kompleksnosti
postepeno nastaje moderni sustav za translaciju zajednicki svim organizmima na Zemlji.
Specijalizacijom aminoaciliranih RNA molekula (Slika 13) nastaju tRNA koje su povezivane
S pripadaju¢im aminokiselinama na nacin opisan Kooninovim (2017) modelom. BP-ovi su
postupno evoluirali u aminoacil-tRNA-sintetaze koje su mogle razlikovati pojedine tRNA
molekule i povezivati ih s pripadaju¢im aminokiselinama. Kompleksi RNA i peptida evoluirali
su u ribozime, uklju¢ujudi i ribosom, ¢ija velika podjedinica sadrzi peptidil-transferazni centar
— mjesto formiranja peptidnih veza nastaju¢eg polipeptidnog lanca. Ukljucivanjem
kompleksnih proteina u proces translacije onemogucene su promjene u uspostavljenom
genetskom kodu jer bi imale nepovoljno djelovanje na funkciju tih proteina. Stoga je ovaj model
u skladu s hipotezom zamrznute sluc¢ajnosti. Specifi¢nost ovog modela u odnosu na onaj koji
predlaze Koonin (2017) je odstupanje od uvrijeZzene hipoteze RNA svijeta. Umjesto toga
pretpostavlja da je translacijski sustav evoluirao putem interakcija izmedu RNA i peptida,
odnosno u okviru RNA-peptidnog svijeta. Ovaj model, kao ni onaj koji predlaze Koonin (2017),
nije eksperimentalno dokazan. Unato¢ tome je vazan jer nudi osnovu za eksperimente kojima

bi se pokusala dokazati moguénost evolucije translacijske masinerije van okvira RNA svijeta.
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4. POGLED U BUDUCNOST - PROSIRIVANJE GENETSKOG KODA

Standardni genetski kod je "zamrznut" u danasnjem stanju (Crick, 1968) i podlozan je
organi¢enim promjenama i proSirenjima koji su rezultat specifi¢nih selekcijskih pritisaka na
pojedine organizme. Ipak, u laboratorijskim uvjetima uspjeSno su provedena proSirenja

genetskog koda razli¢itim metodama, od kojih ¢e neke biti opisane u ovom poglavlju.

Genetski kod je prosiren uklapanjem nestandardnih aminokiselina, sintetiziranih in vitro, u
postojeci translacijski sustav stanica (de la Torre i Chin, 2020). Na taj nac¢in nestandardne
aminokiseline postaju dio strukture postojec¢ih proteina koji dobivaju nova stvojstva.
Primjerice, uklapanjem aminokiselina koje se pod utjecajem svjetlosnog zra¢enja povezuju s
fluoresciraju¢im molekulama moguce je pratiti interakcije proteina in vivo. Ova i brojne druge
primjene nestandardnih aminokiselina opisane su u radu Davisa i China (2012), no o njima nece

biti rijeci jer prelaze opus ovog rada.

Najces¢i nacin uklapanja nestandardnih aminokiselina ostvaruje se ugradnjom nove
aminokiseline na mjesto u polipeptidnom lancu koje odgovara stop kodonu, najé¢es¢e UAG, u
sekvenci mMRNA (de la Torre i Chin, 2020). To se postize pomoc¢u ortogonalnih parova
aaRS/tRNA (Slika 14). Naime, tRNA koja prepoznaje stop kodon i na njegovo mjesto veze
neku aminokiselinu, tzv. supresorska tRNA, mora biti povezana s nestandardnom
aminokiselinom od interesa kako bi se ona ugradila u polipeptidni lanac. Aminoacilaciju tRNA
katalizira aaRS, stoga ona mora biti modificirana tako da specifi¢no prepoznaje nestandardnu
aminokiselinu i ne prepoznaje ni jednu drugu. Osim toga, mora specifi¢no prepoznavati samo
supresorsku tRNA od interesa, kako bi mogla uspjeSno povezati tRNA i nestandardnu
aminokiselinu. Stoga tRNA treba biti modificirana tako da se omoguci specificno vezanje samo
za aaRsS od interesa te istovremeno onemoguci vezanje za bilo koju drugu aaRS, ¢ime nastaje
ortogonalni par. Ortogonalni parovi aaRS/tRNA najces¢e su dobiveni modifikacijom parova
aaRS i pripadajuce supresorske tRNA pronadenih u bakterijama ili arhejama.

polipeptid u

ortogonalna o ificirani
nestandardna RE nastajanju mo dlﬁc trant
L. aar. ortogonalna protein
aminokiselina
_RNA
w— B | Q— -

aminoacilirana  mRNA
tRNA

e
UAG stop kodon

Slika 14. Ugradanja nestandardnih aminokiselina u proteine na mjesto UAG stop kodona

pomocu ortogonalnog para aaRS/tRNA. Preuzeto i prilagodeno prema: de la Torre i Chin, 2020.
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Osim supresijom stop kodona, nestandardne aminokiseline mogu zamijeniti standardne u
polipeptidnom lancu. Naime, ve¢ina aminokiselina u standardnom genetskom kodu kodirana je
s viSe od jednog kodona (Slika 2). Razli¢iti kodoni za istu aminokiselinu nazivaju se
sinonimnima. Znanstvenici su razvili metode kojima deaktiviraju dio sinonimnih kodona za
odredenu aminokiselinu na nacin da ih uklone sa ciljnih mRNA. Zatim se iz stanice uklanjaju
tRNA koje se povezuju s tim kodonima. Tada je standardna aminokiselina kodirana samo
dijelom svojih sinonimnih kodona. Ovaj se proces naziva kompresija sinonimnih kodona (eng.
synonymous codon compression). Uklonjeni kodoni se zatim ponovo ugraduju na zeljena
mjesta u sekvenci ciljne mRNA, no ovaj put se za njih vezu modificirane tRNA koje nose
nestandardnu aminokiselinu. Ugradnja nestandardne aminokiseline postignuta je pomocu
dizajniranih ortogonalnih parova aaRS/tRNA (de la Torre i Chin, 2020).

Gore navedene metode Kkoriste prirodno prisutne dusi¢ne baze na mRNA za ugradnju
nestandardnih aminokiselina, S$to ograni¢ava broj kodona Kkoji potencijalno kodiraju
nestandardne aminokiseline. Uvodenjem sintetskih baza u sekvencu DNA ili RNA moze se
znatno povecati taj broj. Primjerice, uvodenjem jednog para sintetskih baza standardni kod se
prosiruje s originalna 64 kodona na ukupno 216 (Btazej i sur., 2020). Najpoznatiji primjer
sintetskih baza koriStenih za prosirivanje koda in vivo je par d5SICS-dNaM (Slika 15). Ove
sintetske baze medusobno su povezane hidrofobnim interakcijama te su stabilizirane unutar

strukture DNA interakcijama slaganja s ostalim bazama (Malyshev i sur., 2012).

A R e I
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Slika 15. Kemijska struktura sintetskog para baza d5SICS-dNaM. Preuzeto iz: Malyshev i sur.,
2012.

Osim navedenih sintetskih baza, razvijene su brojne druge ¢ija se povezanost temelji na
hidrofobnim interakcijama (Dhami i sur., 2014) i vodikovim vezama koje se razlikuju od onih

u Watson-Crickovom sparivanju (Ohtsuki i sur., 2001). Prilikom proSirivanja genetskog koda
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bitno je paziti na umanjivanje potencijalnih Stetnih ucinaka mutacija koje se mogu pojaviti
dodavanjem novih baza. Stoga Btazej i sur. (2020) predlazu da se kodoni s novim bazama koji
kodiraju nove aminokiseline dodaju u kod postepeno, zamjenom jedne po jedne prirodne baze
sa sintetskom u postojec¢im tripletima. Time bi se omoguéila otpornost novog koda na mutacije.
Svoj prijedlog temelje na pretpostavci da su u ranoj evoluciji koda novouvedene aminokiseline
"stjecale" kodone sli¢ne ve¢ postojec¢ima, Sto je rezultiralo standardnim kodom otpornim na
ucinke mutacija. Ovime je istaknuta vaznost proucavanja evolucijske proslosti genetskog koda.
Naime, spoznaje o principima rane evolucije koda mogu pomoc¢i znanstvenicima u otkrivanju

efikasnijih metoda prosirivanja koda temeljenih na tim principima.

Metode prosirivanja standardnog genetskog koda opisane u ovom pogavlju predstavljaju in
vitro fazu evolucije koda. Razvojem novih metoda i sve efikasnijih na¢ina za uklapanje
nestandardnih aminokiselina i sintetskih baza u postojeci kod (Shandell i sur., 2021), ova ¢ée se
faza zasigurno nastaviti u buducénosti. Nedvojbene su i brojne korisne primjene ovih metoda u
medicini, genetickim istrazivanjima, istraZivanjima strukture i funkcije proteina i mnogim

drugim podru¢jima biologije (Davis i Chin, 2012; Shandell i sur., 2021).
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5. ZAKLJUCAK

Evolucijski put kojim je standardni genetski kod "stekao" svoja svojstva i danasnji izgled ostaje
neotkriven unato¢ viSe od 60 godina istrazivanja. Ipak, 4 najvaznije hipoteze razvijene tim
istrazivanjima ponudile su vazne uvide u brojne mehanizme i procese vazne za evoluciju koda.
Hipoteza zamrznute slucajnosti ponudila je osnovu za kashije modele evolucije koda.
Stereokemijska hipoteza potaknula je znaCajan napredak u istrazivanju interakcija izmedu
aminokiselina i RNA. Koevolucijska hipoteza je integrirala biosintetske puteve aminokiselina
u evoluciju koda te pojasnila razliku izmedu ranih i kasnih aminokiselina. Hipoteza
umanjivanja greSaka dovela je do napretka u spoznajama o otpornosti koda na u¢inke mutacija
te je ponudila osnovu za razli¢ite modele evolucije koda. Niti jedna od 4 navedene hipoteze ne
moze samostalno objasniti evoluciju svojstava standardnog genetskog koda. Medutim,
zajednicki nude moguénost evolucijskog puta u kojem su medudjelovanja razlic¢itih selekcijskih
pritisaka oblikovala danasnji izgled koda (Koonin i Novozhilov, 2009; Yarus i sur., 2009).
Eksperimenti koji povezuju ideje cetiriju hipoteza s modelima evolucije translacijske
masinerije mogli bi u buduc¢nosti poluciti znacajan uspjeh u dokazivanju konkretnih
evolucijskih puteva 1 selekcijskih pritisaka vaznih za uspostavljanje danasnjeg izgleda
standardnog genetskog koda (Koonin i Novozhilov, 2017). Naposljetku, ulaskom genetskog
koda u in vitro evolucijsku fazu povecava se koli¢ina informacija pohranjenih u kodu pomocu
nestandardnih aminokiselina i sintetskih baza. ProSirivanje genetskog koda stoga obecava
brojne korisne primjene u razli¢itim granama biologije. Otkrivanje principa evolucije
standardnog koda moglo bi pridonijeti razvitku novih i efikasnijih metoda prosirivanja koda.

Time je istaknuta vaZnost razumijevanja proslosti za ostvarivanje napretka u buduénosti.
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7. SAZETAK

Standardni genetski kod — informacija u obliku 64 tripleta dusi¢nih baza (kodona) na mRNA
koji kodiraju 20 proteinogenih aminokiselina, gotovo je univerzalan, uz ogranicene iznimke, U
svim organizmima na Zemlji 1 otporan na Stetne ucinke mutacija u sekvenci kodona.
Pokusavajuc¢i objasniti evoluciju navedenih svojstava razvijene su 4 hipoteze. Hipoteza
zamrznute slu¢ajnosti tvrdi da su aminokiseline nasumi¢no povezane s pripadaju¢im kodonima
te da je univerzalnost koda rezultat $tetnih ucinaka potencijalnih promjena. Stereokemijska
hipoteza objaSnjava povezanost aminokiselina s pripadaju¢im kodonima ili antikodonima
putem direktnih stereokemijskih interakcija. Koevolucijska hipoteza tvrdi da su rane
aminokiseline uklopljene u kod iz abiotskih prekursora, a kasne usporedno s evolucijom
njihovih biosintetskih puteva. Hipoteza umanjivanja greSaka predlaze da je glavni selekcijski
pritisak evolucije koda bio prema vecoj otpornosti na u¢inke mutacija, no novija istrazivanja
potvrduju da je otpornost koda najvjerojatnije nusprodukt drugih selekcijskih pritisaka.
Eksperimenti koji povezuju ideje Cetiriju hipoteza s evolucijom translacijske masinerije nude
najbolje mogucénosti rekonstrukcije evolucijskog puta genetskog koda, s obzirom da je svaka
od hipoteza pojedinacno u tome neuspjesna. Genetski kod se danas nalazi u novoj, in vitro
evolucijskoj fazi zahvaljujuéi razvoju nestandardnih aminokiselina i sintetskih baza.
Razumijevanje proslosti genetskog koda, odnosno principa njegove evolucije, vazno je za

ostvarivanje napretka u novoj evolucijskoj fazi.
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8. SUMMARY

The standard genetic code — the information stored in 64 triplets of nitrogenous bases (codons)
in mRNA, which encode 20 proteinogenic amino acids, is nearly universal, with limited
exceptions, in all life forms on Earth and it exhibits robustness to harmful effects of mutations
in codon sequence. Four hypotheses were put forward in an effort to explain those properties.
The frozen accident hypothesis posits that amino acids were coincidentally connected with
cognate codons and that the code’s universality is the result of harmful effects of potential
alterations. The stereochemical hypothesis explains the connection of amino acids and cognate
codons or anticodons by direct stereochemical interactions. The coevolution hypothesis claims
that early amino acids were incorporated into the code from abiotic precursors, and the
incorporation of late amino acids was concurrent with the evolution of their respective
biosynthetic pathways. Error minimization hypothesis proposes that the main selective pressure
of code evolution was to obtain greater robustness to effects of mutations, but more recent
experiments confirmed that the code’s robustness is most likely a by-product of other selective
pressures. Experiments integrating the ideas of the 4 hypotheses with the evolution of the
translational apparatus put forward the best possibility of reconstructing the code’s evolutionary
path, since none of the hypotheses individually is able to do so. The genetic code today is in a
new, in vitro evolutionary stage owing to the development of nonstandard amino acids and
synthetic bases. Understanding the code’s past, that is the principles of its evolution, is

important in order to accomplish progress in its new evolutionary stage.
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