Chapter 10 part IV. 
10.2 non-coding RNA의 합성과 가공
* 세균은 하나의 polymerase 가 모든 type의 RNA를 합성함. 따라서 bacterial mRNA의 elongation 과 termination 에 관한 내용들은 rRNA 와 tRNA에도 적용된다. 그러나, pre-rRNA와 pre-tRNA의 성숙은 cutting과 modification을 포함한다. 이러한 반응은 진핵의 rRNA, tRNA의 processing에서도 일어난다. 
* 진핵세포의 rRNA와 tRNA의 processing의 가장 큰 특징은 pre-rRNA에 intron이 있을 수 있다는 것이며. 이 intron은 pre-mRNA의 intron과 다르다.

10.2.1 RNA polymerase I 과 III에 의한 전사의 연장과 종결
* RNA polymerase와 주형 그리고 전사체와의 상호작용은 3가지 RNA polymerase 에 있어서 비슷할 것이다. 차이점이라고 하면 전사 속도를 들 수 있다. 그리고, RNA pol I 및 RNA polymerase III에 의해 만들어진 RNA 는 capping 되지 않는다.

* RNA polymerase I, III 의 elongation 에 관여할 것으로 보이는 factor 로서 효모의 SGS1, SGS2를 들 수 있다. 이 두 단백질은 DNA helicase이다. 이 두 유전자에 돌연변이는 pol I에 의한 전사의 감소뿐 아니라, DNA 복제도 감소된다. SGS1은 human homolog 는 돌연변이 되면 Bloom's and Werner syndrome 이 발병한다. 

* 3가지 polymerase 사이의 가장 큰 차이점은 종결과정에 있다. polyadenylation 은 pol II 에만 있다. pol I 에 의한 종결은 효모의 경우 Reb1, 생쥐의 경우 TTF-I(종결위치로 부터 12-20 bp 하류지역에 부착함)등이 관여한다. (Fig.10.22). 이들에 의한 정확한 기작은 모르지만, 이들이 RNA pol을 멈추게 할 것이라는 모델이 있다. 또한 PTRF(polymerase I and transcript release factor) 가 DNA 주형으로부터 pol 과 RNA를 분리시키는 것으로 생각되고 있다. RNA pol III 에 의한 종결은 더 잘 알려져 있지 않지만 주형 DNA에 A 염기가 연속해 나오는 것이 특징이다. 
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10.2.2 원핵 및 진핵 pre-rRNA의 가공에 관여하는 절단

* 세균은 5S, 16S, 23 rRNA합성, 이 3 가지는 하나의 전사체 내에 연결되어 있다. 따라서 절단이 필요. 절단은 염기 짝 짓기에 의해 형성된 2중가닥에 의해 지정된 장소에 다양한 ribonuclease들이 작용하여 일어나며, 잘려진 부분은 exonuclease에 의해 trimming됨(Fig. 10.23).
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* 진핵의 경우, 4가지 rRNA가 있음. 5S는 polIII가 전사하며 가공되지 않음. 나머지 3가지(5.8S, 18S, 28S)는 polI이 전사하며 세균에서와 같이 절단과 end-trimming이 일어남. 5.8S rRNA가공뿐 아니라, 미토콘드리아 DNA복제와 세포주기조절에도 사용되는 다기능 ribonuclease MRP를 포함하여 몇가지 nuclease들이 필요. MRP의 한 subunit는 RNA임. RNA subunit는 RNase P등 RNA가공에 관여하는 다른 몇몇 효소에서도 발견됨. 

* 원핵, 진핵 모두에서 tRNA유전자는 단일 유전자로 여러 가지 유전자가 같이 전사되어지거나(multigene transcription unit), rRNA전사체 내에 존재하는 경우도 있다. tRNA의 가공도 몇 가지 ribonuclease 들에 의해 일어남(Fig. 10.24). 모든 성숙 tRNA의 3'말단은 5'CCA3'으로 끝난다. 어떤 tRNA는 가공되기 이전에 이 염기서열이 이미 있으나, 그렇지 않은 것들과 가공과정에서 ribonuclease에 의해 이 염기서열이 제거된 것들은 tRNA nucleotidyltransferase에 의헤 이 염기서열이 첨가되어진다.
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10.2.3 진핵 pre-rRNA와 pre-tRNA에 있는 intron

몇몇 진핵 pre-rRNA와 pre-tRNA는 intron을 포함하는 경우가 있다. 이들은 제거되어져야 한다. 이들은 GU-AG혹은 AU-AC type의 intron이 아님.

* 진핵 pre-rRNA 의 intron은 self-splicing됨
-진핵 pre-rRNA에서 intron은 가끔 존재하며, group I 가족 intron이며(Table 10.2), 미토콘드리아와 염록체에서도 발견되며, 이들 소기관에서는 pre-rRNA외에도 pre-mRNA에서도 존재함. 세균의 경우도 소수가 발견된 예가 있다(cyanobacterium인 Anabaena의 tRNA유전자와 bacteriophage T4의 thymidylate synthase 유전자).
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[image: EMB000047c40c97]-group I intron의 splicing과정은 두 번의 transesterification에 의해 일어난다는 점에서 pre-mRNA의 과정과 유사(Fig. 10.25) 이 과정은 단백질 없이 진행되므로 자가촉매적임. 즉 RNA그 자체가 효소 활성을 갖고 있음. 이 것이 1980년대 초 처음 발견된 ribozyme 임(ribozyme: Table 10.4) 
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-group I intron은 가닥내 염기 짝 짓기에 의해 독특한 구조를 형성하여 splicing이 일어나도록 되어 있으나(Fig. 10.26), 그 구조에 부착하는 다른 단백질의 도움이 있으면 촉매반응이 증가될 수 있음. 그 예가 세포내 소기관에 있는 group I intron들인데 이들에는 maturase라고 하는 단백질 유전자가 포함되어 있으며 이 단백질은 splicing에 도움이 되는 것처럼 보인다.

* 진핵 tRNA intron들은 다양하나 모두 다 같은 기작에 의해 splicing됨
- 진핵 pre-tRNA의 intron들은 비교적 짧고 항상 anticodon과 loop사이에 존재. 염기서열은 다양. 다른 type의 intron과 달리, transesterification이 관여되지 않음. 대신 두 splice site가 ribonuclease 에 의해 절단되고 상류 exon의 3'말단에는 cyclic phosphate 구조, 하류 exon의 5'말단에는 hydroxy기가 남게되는데( Fig. 10.27), 이 두 부분이 염기 짝 짓기에 의해 인접하게 되고 RNA ligase에 의해 봉합된다.

10.3 화학적 수식에 의한 pre-RNA의 가공: mRNA, rRNA, tRNA 

* 염기 변형(rRNA, tRNA): methylation(methyl guanosine), deamination(A-->I), Sulfur substitution(4-thiouridine), base isomerization(U--> pseudouridine), double bond saturation(U--> dihydrouridine), nucleotide replacement(queosine)
- snoRNA에 의한 rRNA의 methylation (Fig. 10.28)
- 세균의 경우는 snoRNA와 같은 것이 없으며, 대신 효소가 직접 methylation 장소를 인식

* RNA editing
-mRNA의 염기 변화는 암호를 변화시킴. 

e. g. 사람의 apolipoprotein B mRNA는 4563 amino acids를 암호화하고 이 단백질은 간에서 합성되어 B100이라고 하며 혈액중 지질의 운반에 관여함. 그러나 장에서는 이 유전자로부터 B48이라는 단백질이 합성되며, 2153 amino acids로 되어 있으며, editing된 mRNA에서 번역된 것임. 장 세포에서는 cytosine이 deamination에 의해 uracil로 전환되어 CAA codon이 UAA 전환되어 절단된 단백질이 생성되었음. 

- RNA editing은 흔하지는 않지만 다수의 생물에서 발견됨(Table 10.6).
- antibody diversity, HIV-1 감염 조절 등에 관여
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Flgure 10.26 The base-paired structure of the Tetrahymena rRNA intron.

2 ‘of the intron is shown in aptnl €
a three-dimensional structure that brings the two splice sites close cogether Repnnted ‘with permission from Burke et dl.
(1987) Nucleic Acids Research, 15,7217-7221, Oxford University Press.
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Figure 10.27 Splicing of the Saccharomyces cerevisiae pre-tRNAP".
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Figure 10.28 Methylation of rRNA by a snoRNA.

ve positions away from the D box. Note that the interaction between nvolves ual G-U
base pair, which is permissible between RNA polynucleotides (see also Figure 11.7A, page 320) Based on Tol!ervey (|996) (B)
Many snoRNA:s are synthesized from intron RNA, as shown here for human U6 snoRNA, which is specified by a sequence in
intron 3 of the gene for ribosomal protein LI.
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Table 10.6 Examples of RNA editing in mammals

Tissue Target RNA Change Comments

Intestine Apolipoprotein B mRNA C-U Converts a glutamine codon to a stop
codon

Muscle a-galactosidase mRNA U>A Converts a phenylalanine codon into a
tyrosine codon

Testis, tumors Wilms tumor-1 mRNA U-C Converts a leucine codon into a proline
codon

Tumors Neurofibromatosis type-1 mRNA C-U Converts an arginine codon into a stop
codon

B lymphocytes Immunoglobulin mMRNA Various Contributes to the generation of
antibody diversity

HIV-infected cells HIV-1 transcript G—-A,C-U Involved in regulation of the HIV-1
infection cycle

Brain Glutamate receptor mRNA A—inosine Multiple positions leading to various

codon changes

Based on Smith anc Sowden (1996), Scott (1997), Bourara et al. (2000) and Neuberger and Scott (2000). For more details about the generation of antibody

diversity see Section 12.2.1.
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Figure 10.22 A possible scheme for termination of transcription by RNA polymerase I.
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Figure 10.24 Processing of an Escherichia coli pre-tRNA.

shown results in synthesis of tRNA”".The tRNA sequence in the primary transcript adopts its base-paired
structure (see Figure |1.2, page 315) and two additional hairpin structures form, one on either side of the tRNA.

g begins with the cut by ribonuclease E or F forming a new 3’ end just upstream of one of the hairpins. Ribonuclease
is an exonuclease, trims seven nucleotides from this new 3' end and then pauses while ribonuclease P makes a cut at
tart of the cloverleaf, forming the 5’ end of the mature mRNA. Ribonuclease D then removes two more nucleotides,
ating the 3' end of the mature molecule. With this tRNA the 3'-terminal CCA sequence is present in the RNA and is not

¢ d by ribonuclease D.With some other tRNAs this sequence has to be completely or partly added by tRNA nucleotidyl-
 transferase. Abbreviation: RNase, ribonuclease. Based on Turner et dl. (1997).
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Table 10.2  Types of intron

type ' :Wﬁere, found -

GU-AG introns Eukaryotic nuclear pre-mRNA , Section 10.1.3
AU-AC introns Eukaryotic nuclear pre-mRNA ' ~ Section 10.13
Group | Eukaryotic nuclear pre-rRNA, organelle RNAs, few bacterial RNAs Section 10.2.3
Group Il Organelle RNAs, some prokaryotic RNAs Box 10.2
Group Il Organelle RNAs Box 10.2
Twintrons Organelle RNAs Box 10.2
Pre-tRNA introns Eukaryotic nuclear pre-tRNA Section 10.2.3

Archaeal introns Various RNAs Box 10.2





image5.jpeg
5 ra 3’
Pre-rRNA e e~

/7
Hydroxyl attack

— RN - —
S /ﬂ/
(; e ——
. i
Spliced rRNA
Circularizes,
degrades

Figure 10.25 The splicing pathway for the Tetrahymena
rRNA intron.
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Table 10.4 Examp|es of rlbozymes

. 'vaozyme :

: Descnptton i
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Ribonuclease P
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Virus genomes

- Some introns of Greups l lI and It sploce themselves by an autocabalytlc pmcess There is also

growing evidence that the splicing pathway of GU-AG introns includes at least some steps that
are catalyzed by snRNAs (Newman, 2001)

The enzyme that creates the 5’ ends of bacterial tRNAs (see Section 10.2.2) consists of an RNA
subunit and a protein subunit, with the catalytic activity residing in the RNA

The peptidyl transferase activity required for peptide bond formation during protein synthesis
(Section 11.2.3) is associated with the 235 rRNA of the large subunit of the ribosome

Undergoes self-catalyzed cleavage in the presence of divalent lead ions

Replication of the RNA genomes of some viruses involves self-catalyzed cleavage of chains of
newly synthesized genomes linked head to tail. Examples are the plant viroids and virusoids and
the animal hepatitis delta virus. These viruses form a diverse group with the self-cleaving activity
specified by a variety of different base-paired structures, including a well-studied one that
resembles a hammerhead.

For more details of ribozymes, see Doherty and Doudna (2000).




