Retrotranslacia

Abstrakt

Centralna dogma genetiky hovori, Ze prenos informacie v Zivej bunke je mozny len jedinym smerom:
z DNA cez RNA do proteinu. Objav enzymov reverznych transkriptdz v§ak dokazal, ze z RNA je mozny
spatny zapis do DNA. Ja som sa pokusila tito spétnu cestu prenosu informécie skompletizovat’ a to navrhom
teoretického rieSenia prenosu informdécie z proteinu do RNA, ¢ize reverznej translacie (retrotranslacie).
Reverzna translacia by sa uskutociiovala v Specifickych bunkovych organelach nazyvanych retrozomy
(skratenie ndzvu retroribozoémy). Retrozom by zastaval opacnu funkciu ako ribozém: kym v ribozéme
dochadza k ¢itaniu molekuly mRNA a na zéklade informécie v nej obsiahnutej k zostaveniu proteinového
ret'azca z monomérov — aminokyselin, v retrozome by bol proteinovy retazec rozlozeny na jednotlivé
aminokyseliny a na zaklade nich by sa zostavila molekula RNA. Tuto molekulu RNA, vysledok procesu
retrotranslacie, budeme nazyvat’' cRNA. cRNA je ¢o do kddujucej oblasti totoznd s mRNA prislusného génu,
ale obsahovala by navy$e matrice pre regulaéné sekvencie, ktoré sa z pre-mRNA odstrafiuju zostrihom. Dalej
by obsahovala sekvencie, ktoré by umoznili transport cRNA do jadra a prepis do formy normalneho génu na
vhodné miesto genému. Retrotranslacia je hypotéza nepodlozena akymkol'vek pozorovanim; zostavila som
ju len ako myslienkovy experiment, Spekulaciu, ktora, pokial jej fyzikalne a chemické zakony nebrania,
mohla evolu¢ne vzniknut, ale nevznikla.

Uvod

V kazdej Zivej sustave je mozné zlepSovanie efektivnosti zivotnych pochodov a preto kazda ziva ststava
podlieha pomalému vyvoju — evolucii. Zakladom evolucie st postupné zmeny v DNA, ktoré su o to
pomalSie, Ze vac¢Sina ndhodnych zmien v DNA je opravovana bunkou samotnou. Vyvoj Uplne nového génu
je preto nesmierne pomaly proces, ktory zahfna tisice, stotisice az milidony nahodnych mutacii na urcitych
miestach. Tieto muticie musia vytvorit’ nielen kéd pre zapojenie aminokyselin do funkéného celku, ale aj
regulacné sekvencie pre expresiu tohto génu. Z tohto pohl'adu je retrotranslacia izasnou evolu¢nou skratkou.
Jej vysledkom by bol totiz vznik plne funkéného génu so spravnym poradim baz vytvarajicim kodony, so
vsetkymi regulacnymi sekvenciami, v priebehu niekol’kych hodin. Samozrejme, takyto gén by potom tiez
podliehal evolucii a postupnému pomalému zlepSovaniu.

Spustacom retrotranslacie by bola pritomnost’ nového proteinu v bunke, proteinu, pre ktory bunka nema
(funkény) gén, ale ktory plni svoju funkciu lepSie ako vlastné proteiny bunky, pripadne ma celkom novu, ale
osoznu funkciu. Spésob rozpoznania takéhoto proteinu bunkou a zhodnotenie jeho uzito¢nosti pre bunku uz
lezi mimo tejto tivahy — nepochybne by to vyZadovalo zlozita signélnu dradhu navySe komplikovanu tym, ze
bunka sa proteinov, ktoré nie su jej vlastné, snazi v prvom rade zbavit. Moja ivaha za¢ina v bode, kedy
bunka cudzi protein uz vyhodnotila ako vyhodny pre fiu a rozhodla sa vytvorit’ si jeho gén — iZe nastalo
spustenie procesu retrotranslacie, po ktorom nasleduje proces retrotranskripcie.

Na retrotranslaciu su potrebné organely retrozoémy. Vysledkom retrotranslacie je kodonova RNA (cRNA)
pripravend na reverznu transkripciu do DNA. Proces retrotranslacie si vyzaduje dva druhy RNA, ktoré
budeme nazyvat’ kyselina retrotransferova (rtRNA) — t4 je analogiou tRNA, a kyselinu prekodéonova
(pcRNA), ktora je predchodcom buducej cRNA. Tieto dva druhy molekul by sa pohybovali vol'ne
v cytoplazme. Nemozno opomenut’ d’alSie Styri hlavné skupiny enzymov retrotransldcie: exoproteaza
schopna odstepovat’ vzdy len koncovli aminokyselinu z C- konca peptidu, aminoacyl tRNA syntetazy, RNA-
ligaza, a restrikéna endonukleaza, ktorej cela rozpozndvacia sekvencia lezi na 5" konci od Stiepiaceho miesta.
Vsetky tieto komponenty by boli kdédované genomom bunky.



Komponenty

Retrozom

Retrotransléacia by prebiehala v bunkovych organelach zvanych retrozémy, ktorych by, vzhl'adom na
zriedkavu potrebu, bunka obsahovala omnoho menej ako ribozémov. Retrozom by bol, podobne ako
ribozém, komplex zloZeny z proteinov a RNA, ktory sa vSak od ribozomu odliSuje nevyhnutnym napojenim
na membranovu organelu. Pri malom rozliSeni v elektrénovom mikroskope by retrozémy mohli pripominat’
ribozémy prisadnuté na membrane endoplazmatického retikula. Membranou uzavrety priestor potrebny pre
retrozom by vSak bol podstatne mensi, ako v pripade pravého ER a mohol by sa priblizovat’ k limitnej
hodnote, akii membranova organela vzh'adom na usporiadanie svojich stavebnych zloziek méze mat,
nakol’ko na retrotranslaciu je potrebné len vel'mi malé mnoZstvo cielového proteinu (staci jedna molekula
s kompletnym neporusenym pdvodnym aminokyselinovym ret'azcom). Nukleoproteinovy komplex
retrozdmu by obsahoval dutinu, v ktorej by prebiehal vlastny proces retrotranslacie. Dutina by bola spojena
s cytoplazmou. Nepostradate'nou sucast'ou retrozomu je tiez zdklad cRNA. Tym zékladom je RNA, ktora
nie je nedelitelnou sucast'ou nukleoproteinového komplexu retrozému a ktorej 5” koniec je zasunuty v dutine
retrozomu, kym 3" koniec pre¢nieva vol'ne von mimo retrozomalneho komplexu. Tato RNA je buduci 3’
koniec cRNA.

Retrotransferova ribonukleova kyselina

Podobne ako v procese translacie, aj pri retrotranslacii ma klI'ai¢ova ulohu adaptorova molekula RNA,
ktora je sprostredkovatel'om informéacie medzi aminokyselinou a prislusnym kodonom. RNA, ktord ma tito
ulohu v procese translacie, budem nazyvat’ retrotransferova ribonukleova kyselina, skratene rtRNA. Pocet
verzii rtRNA v bunke je rovnaky ako pocet verzii tRNA a 3" konce kazdého druhu rtRNA majt svoj
identicky naprotivok v 3" koncoch tRNA. 5" koniec rtRNA sa vSak od 5" konca tRNA znacne 1iSi. 5" konce
rtRNA nie st otocené naspit’ a neparuju sa s nijakou sekvenciou v rdmeci jednej rtRNA ani medzi réznymi
rtRNA navzdjom. Ide o rozdielne, pre kazdu rtRNA Specifické sekvencie, ktoré obsahuju vylucne alebo
takmer vylu¢ne guanin a cytozin.

Prekodonova ribonukleova kyselina

Druhou, nemenej vyznamnou RNA v procese retrotransléacie je takzvana prekodénova RNA, v skratke
pcRNA. Ak mame hl'adat’ jej analdg v procese translacie, tak je nim samotna mRNA. pcRNA totiz uz nest
kodony, ktoré sa stanu sucastou RNA, kazda pcRNA jeden a su to posledné tri nukleotidy jej 3" konca. Za
touto trojicou nukleotidou smerom k 5" koncu sa nachadza sekvencia, ktort maju vSetku druhy pcRNA
identicku, pretoze sluzi ako rozpoznavacie miesto pre restrikénti endonukleazu. Za touto identickou
sekvenciou lezi oblast’ bohata na guanin a cytozin, ktorou sa kazda jedna pcRNA presne a pevne paruje
s prisluSnou rtRNA, ktora k nej sekvencne pasuje a ktorej 3" koniec viazuci aminokyselinu zodpoveda
spravnemu kodonu na 3" konci pcRNA. Kazdd pcRNA ma teda tri dolezité useky: smerom od 3" konca st to
kodon, identicka sekvencia pre restriktdzu a oblast’ guaninu a cytozinu sliziaca na naviazanie sa na prislu$na
rtRNA. Sekvencie pcRNA su zarovei stavané tak, Ze molekule neumoziuji zaujat’ nijaku stabilnu
sekundarnu Struktaru — v cytoplazme sa teda pohybuje ,,vystreta®.
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Obrazok 1: topologia rtRNA (Cervend) a pcRNA (modra). Pocet tu zndazornenych baz nezodpoveda
skutocnosti.

Pripravna faza

Protein uréeny na retrotranslaciu musi byt’ zlozeny iba z jedného peptidového ret'azca — viacero ret'azcov
mdze byt zaclenenych do gendému viacerymi procesmi retrotranslacie. Na zaciatku procesu je cielovy
protein transportovany do membranovej Casti retrozomu. V tomto prostredi je postupne zbaveny vSetkych
naviazanych komponentov (kovov a i.) a je tiez odstranend jeho tercialna aj sekundarna Struktura, priCom ale
nesmie byt naruSenda primdrna Struktura. Tento proces moze prebiehat’ postupne aj v niektorych navzajom
oddelenych membranovych vackoch, medzi ktorymi su Ciastkové produkty premiestiiované vo vezikulach
podobne, ako v Golgiho aparate. Vysledkom celého procesu je odstrojeny neposkladany linedrny peptidovy
ret’azec. Pokial’ ho uz jeho primarna $truktara predurcuje k urcitej sekundarnej Strukture neodstranitel'nej ani
inym chemickym zloZenim a pH vo vnutri membranovej organely, na peptide musia byt naviazané urcité
proteiny, ktoré brania vytvoreniu vézieb potrebnych napriklad pre Struktaru alfa helixu. Tieto proteiny vSak
nemusia byt umiestnené sti¢asne po celej dizke peptidového retazca — sta¢i, aby ,,vyrovnany* zostal jeho C-
koniec a s postupujicou retrotranslaciou sa budu vyrovnavacie proteiny posuvat’ d’alej smerom k N- koncu.

Do retrotranslacie vstupuje vzdy najdlhsi peptidovy retazec cielového proteinu, pretoze ten sa povazuje
za najmenej (respektive vobec) degradovany. Ostatné, kratSie ret'azce s rovnakymi usekmi
aminokyselinovych sekvencii st nepotrebné, po ukonceni retrotranslacného procesu st degradované a ich
stavebné komponenty st transportované pre¢ z membranového priestoru retrozému.

Priebeh retrotranslacie

Volny C- koniec cielového peptidu sa vsuva do tunela nukleoproteinovej ¢asti retrozomu podobne, ako sa
po translécii koniec vznikajuceho proteinu vysuval z ribozomu. Proces retrotranslacie je vSak oto¢enym
procesom translacie a namiesto vzniku ddjde postupne k tplnej degradacii peptidového ret'azca za sucasného
vzniku cRNA. Na zéklade jedného peptidového retazca je preto mozné utvorit’ len jednu cRNA, ¢im sa tento
proces lisi od translacie, lebo pri translacii mozno podla jednej mRNA vytvorit’ niekol'ko peptidovych
ret'azcov. Systém jeden peptid — jedna cRNA je vSak vyhodny z toho hl'adiska, aby nedochadzalo k tvorbe
nadbytocnych kopii daného génu.

C koniec peptidu je teda vsunuty do tunelu retrozomu. Tam na neho caké protedza kovalentne naviazané k
retrozomu a odStepujlica vyhradne koncové aminokyseliny. Tato proteaza odstiepi z C- konca prvu
aminokyselinu. VoI'na aminokyselina sa pohybuje v malej dutine, do ktorej z cytoplazmy prudia komplexy
zlozené z dvoch RNA: rtRNA s pcRNA a enzymov aminoacyl tRNA-syntetdz.

Prislusnd aminoacyl tRNA syntetdza rozpozna trojbazovu sekvenciu na 3" konci spravnej rtRNA a pripoji
k tomuto koncu aminokyselinu. rtRNA sluzi ako adaptor a nosi¢ pcRNA. NajdolezitejSou castou pcRNA su
tri bazy na jej 3" konci — kodon. Ked’ d6jde k naviazaniu aminokyseliny na 3" koniec rtRNA, cely komplex
aminokyselina-rtRNA-pcRNA prejde konforma¢nymi zmenami, ktoré umoznia pcRNA spojit’ sa kodonom
s 5" koncom zékladu cRNA.



RNA zaklad cRNA je v retrozome uz od inicidcie retrotranslacie. Obsahuje sekvencie, ktoré po prepise do
DNA budu sluzit’ ako regulacné sekvencie pre transkripciu. Ked’ze cRNA sa bude skladat’ od 3" konca
smerom k 5" koncu, zaciato¢ny tisek cRNA obsahuje sekvencie, ktoré po prepise reverznou transkriptdzou
budu zodpovedat terminatoru. Na tento zaklad sa naviaze vol'ny, ¢ize 3" koniec pcRNA. Molekuly spoji
RNA-ligdza. Tak sme dostali na spravne miesto prvu trojicu baz tvoriacu posledny kodon buduceho génu.
Avsak za nim sa stale nachddza teraz uz neuzito¢na sekvencia pcRNA, navyse stale sparovana s rtRNA.
Tento problém vyriesi restrikéna endonukledza, ktora rozstiepi pcRNA hned’ za kodonom vd’aka sekvencii,
ktora jej dava na Stiepenie signal. Kodon je teda uspesne pripojeny, zvySok komplexu pcRNA-rtRNA-
aminokyselina opusta dutinu retrozému.
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1. C-koniec proteinu sa vsunie 2. proteaza odstiepi C-koncovu 3. Aminoacyl tRNA sysntetaza
do nukleoproteinovej Casti aminokyselinu pripoji aminokyselinu k 3" koncu
retrozomu rtRNA
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4. pcRNA sa kodénom pripoji 5. restrik¢na endonukleaza 6. itRNA so zvyskom pcRNA
k zdkladu cRNA odstiepi zvySok pcRNA za opustaji dutinu retrozomu.

kodénom Proteaza odstepuje druhu C-
koncovli aminokyselinu.

Z C- konca peptidu je odstiepend d’alSia aminokyselina. T4 si pocka na prisluSnt rtRNA, na ktorej 3”
koniec sa naviaze a cely proces sa opakuje, az kym nie je peptidovy retazec uplne degradovany a vsetky
kodony skompletizované. Nasledne sa k novovznikajicej cCRNA pripoji RNA obsahujuca regulacné
sekvencie na jej 5” konci, €¢iZe negativ promotora. Takato RNA je pripravend na transport do jadra, kde bude



reverznou transkriptazou prepisand do formy DNA. Samozrejme, gén vzniknuty tymto spdsobom sa bude
stale v mnohom odliSovat’ od génov vzniknutych pomalou evoliiciou — nebude obsahovat’ ziadne introny.
Ani tato odlisnost’ v§ak v principe nie je neprekonatel'na. Pred reverznou transkripciou méze cRNA v jadre
podstupit’ este ,,predtranskripéné modifikécie®, medzi ktoré by patril aj insert — opak splicingu. V priebehu
insertu by hypoteticky enzym intraza s vlastnostami rekombinazy vstival do kodujicej oblasti introny.
Vlozené introny by boli RNA tuseky kodované gendémom bunky so sekvenciami zabezpecujicimi buducemu
génu uspesny splicing.

Problémy

Problém Start a stop kodonu

Nesmieme zabudat na fakt, Ze okrem regulanych sekvencii je pre Uspesnu translaciu kI'i€ovy aj prvy
kodon na 5" konci mRNA, tzv. Start kodon. Vieme, Ze Start kodon zodpoveda aminokyseline metioninu.
Problém je vSak v tom, Ze v mnohych pripadoch bol metionin v priebehu posttranslacnych modifikécii
odstiepeny. Metionin bude preto chybat’, pri retrotranslacii sa nebude moct’ naviazat’ na prislusnti rtRNA
a nebude moct’ pridat’ posledny kodon — iniciacny. To sice retrotranslaciu nijako neovplyvni, ale omnoho
neskor, po vytvoreni transkriptu z génu vzniknutého vd’aka retrotranslacii nebude mozné takyto gén
translatovat’ — cely proces retrotranslacie by bol teda zbytocny.

Tento problém mdze byt vyrieSeny tak, Ze v uz predpripravenej sekvencii tvoriacej buduci 5” koniec
cRNA sa bude iniciacny kodon nachadzat’. Buduca transléacia preto uz nebude zavisla od pritomnosti
metioninu na N- konci peptidového retazca. Pokial’ sa ndhodou metionin na N- konci vzorového
peptidového retazca eSte nachadzal aj v Case retrotranslacie, nie je to prekazkou — v ret'azci cRNA tak buda
dva inicia¢né kodony (AUG) za sebou, Co translacii v buducnosti nezabrani. Pri posttranslacnych
modifikacidch peptidu vSak bude potrebné nadbytocny metionin odstiepit’.

Podobnym sposobom by sa dal vyriesit’ aj problém chybajiceho stop kodonu, ktory, ked’ze mu nepripada
nijakéd aminokyselina, nemoZze byt’ prineseny na vznikajuci cRNA retazec prostrednictvom adaptorove;j
molekuly rtRNA. Zaklad cRNA, 3" koniec, teda v sebe uz stop kodon musi obsahovat’.

Problém degeneracie genetického kodu

Kym pri translacii ku kazdej matrici-kodonu moze byt’ priradend iba jedna aminokyselina, pri
retrotranslacii je kvoli degeneracii genetického kodu mozné priradit’ k niektorym aminokyselindm niekol’ko
kodonov. To sa da vyriesit’ tym, ze pcRNA pri retrotranslacii mézu obsahovat’ nahodné synonymné kodony,
alebo budu preferovat’ ¢i obsahovat’ vylu¢ne len jeden kodon, ktory je danym organizmom najpouZzivane;jsi.



