
GEl{ S'I,4
-RAGI $ a cch a ro n y ces ce rcv i si a e

IVILIX PERPUSTAKAAN II(P PADANG

OlTEH.1l r&

STOET/HANGA

(fm
* mfis

96

/{ rt
-1J_+-_-

ttt)

,/+2H-7

Oleh:

Dra. lllinda Azhar, l\I.Si

JI,JRUSAN PENDIDIKAN KIMTA
FAKULTAS PENDIDIKAN MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN AI.AM

INSTITIJ"T KEGI.JRUAN DAN ILMU PENDIDIKAN PADANG
1996

IKIP

=

,,,ir-il( Upf PERPUSIA|(AAN-I,(IP 
PADTNG

PADANC



fi7scayflIIafr
afgn ficttinffifl oraflgordngJang fierinan funbramt

&n uangorang yng 66eri ihru pngetafu an

6c6crqa haiat

(A|*tajaafrtafrAydt 11)



KATA PB.{GANTAR

Alhamdulillahirabbilalamin, atas mhmat dan hitlayah-Nya,

alhirnya penulis dapat menyelesaikan penufisan buku dengan judul 'Gen

SAL4 Ragl Sacchammlces cerevisiae". Buku ini penulis buat,

terdorong mengingat masih ku:raagnya buku-buku mengenai proses

translasi pada sistem eu.kariot.

Penu.Iis mengucapkan terimakasih pada Bapak Akhmaloka, Ph.D

@eneliti darr Dosen Kimia ITB Bandung) yang telah memberikan

penjelasan tentang ger. SAIA dan penelitian tentang ger^ SAIA yang

sedang dilalrukan pada saat ini. Ucapan terimaka.sih juga penulis

sampaikan patla Bapak Drs. Usman Bakar, M.Ed.St dan Bapak

Drs. Iswendi, M.S yalg telah meluangkan yakfu beliau untuk membaca

buku ini dan memberi saran demi terujudnya penulisan yarrg baik.

Harapan penulis, semoga buku ini bermanfaat terrtarna bagl

mahasiswa dan peneliti yang ingrn mendalarni biokimia khususnya

mengenai proses foanslasi pada sistem eukariot.

Pailang, Mei 1996

Penulis,
Minda Azhar

u



DAFTAR ISI

Judul

Kata Pengantar

Daftar Isi

Daftar Tabel

Daftar Gambar

p 31i21 l,ampiran

Daftar Singkatan

BAB I. PENDAHI]LUAN

BAB II. RAGI Soccficr omlces cereuisi.oe

2.1. Strr:.ktur Sel Sacchoomxces cereuisiae

2.2. Siklus Hidup Sel Ragi

2.3. Genetik Sel Ragi S. cereuisi.ae

2.3.1. DNA Kromosom

2.3.2. DNA Mitokondria

2.3.3. Plasmid +
2.3.4. Plasmid Pembunuh

2.4. Tlandormasi pada S. cereubiu

2.5. Ivlutasi pada S. crreuisiry

BAB III. PROSES TRANSI,ASI

3.1. hoses Tmnslasi fi Ragr

3.1.1. Tahap tnisiasi Translasi

3.1.2. Tahap Elongasi Translasi

3. 1.2. l. Faktor Elongasi EF-l

3.1.2.2. Faktor Elongasi EF-2

3. 1. 2.3. Faltor Elongasi EF-3

Halaman
I

ii
iii

vi

vii

viii

1

5

6

8

11

11

15

16

t7

18

2t

25

%
<n

n
9A

30

31

I,ALI,( UP F PERPUSTAKAAN

I'(,P PADANS

lU



3.1.3. Tahap Teroinasi Translasi

3.2. Pengendalian Tahap Translasi

3.2.1. Pengendalian Tahap Inisiasi Translasi

3.2.2. Pengenilalian Tahap Elongasi Translasi

3.2.3. Pengendalian Tahap Terrninasi Translasi

B.{B TV. GEN SUPPRESSOR

4.1. Suppressor Nonsense di R gr

4.2. Allosuppressor ili Ragi

BAB V. GENSAI4

5.1. Fenotip Mutan SoJd

5.2. Peranan Gen SAIA

5.3. Kloning Gen Mutan sol4

DAFTARPUSTAIil

LA]}IPIRAN

34

37

40

41

42

M
45

47

49

51

co

59

64

68

lr/



DAFTAR TABEL

Tabel 2.1. Panjang tiap h'omosom DNA ragi

Tabel 2.2. Perbandingan sifat transformasi pada S. cereuisiae

dengan metoda spheroplast darr metoda sel utuh

Tabel 3.1. Faktor-faktor protein

translasi

yang terlibat pada proses

Halr",an

.t2

n

39



Gambar 2.1.

Gambar 2 2.

Gambar 2.3.

Ga-mbar 2.4.

Gambar 2.5.

Gambar 2.6.

Gambar 2.7.

Gambar 2.8.

Gambar

Gambar

Gambar

Ga.mbar

Grt tbar

Ca:nbar

Gambar

Ganbar

Gambar

Gambar

Gambar

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

DAFTAR GAMBAR

SuruL-tur sel S. cereurcioe

Stnrkfur permukaan sel r:agi

Siklus hidup sel S. cereursroe

Peta genetik S. cereuisioz

Diagram kromosom sel ragi S. cereukia

Diaglam telomer mgi

Pf a<mid \t S. cereuisiae

Reaksi Guarrin darr Timin ilenga-n etil metana

sulphonat

Skema inisiasi translasi pada sel eukariot

Skema siklus elongasi translasi pada eu.kariot . . . . . ...

Tahap terminasi translasi pada E. coli

Moilel umum terninasi hanslasi paila eukariot

Struktur promotor ragi

Urutan nuHeotida ger^ SAIA S. cereuisiac

Moilel I : Sal4 sebagai r ebue factor

Moilel 2 : Sal4 sebagai prwfreod.ing fetor
Model 3 : Sal4 memediasi reaksi terminasi

Ilustrasi metoda alhh rescue

Skema konsrrulsi plaoiil pUKC-802

Halaman

.7

.8
.10
.13
.14
.15
-14

ar?

<Yt

32

36

ol

38

50

b5

58

59

6r

62

vl



DAFTAR I,AMPIRAN

Lampiran 1. Daftar istilah

l,nrnFirarr 2, Kode genetili

Ha,lornan

68

70

vtl



ARS

EF

EMS

IF

kb

KD

ORI

pb

RF

RRF

SM

UAS

URS

oRt'

DAFTAR SINGI{ATAN

arrtDno rnous replication sequetce

elongdion factor

etil metara su-lfonat

initialion futor
lril o basa

kilo Dalton

origiwl of replrr',rltia.n

pasangarr basa

rebase factor

ribsomal rebose factor

slmtleth minimal

upsbeam actiuating sequences

ups beam repressing s equences

open reading frame

vtu

tt'tt-li( uPr pERpus 
IAKAAIT-

ff,tp pAoaue"



BAB I

PB.IDAIIULUAN

Trander infomasi genetik yang terjarli patla semua sel hitlup

meliputi tiga tahap yaitu tahap replikasi, tmnsbiPsi ilan tlanslasi. Pada

se.'-F tahap ilapat terjaili kesalahan. Raplikasi mempunyai tingkat

kesalahan yang paling rendah yaitu antala 108 - 10'1r, tlansbipsi

mompunyai tingkat kesalaharr sekitar 1O-1 (?arkor, 1989), seilangkan pada

tahap tanslasi r:ata-rata kesalaharrnya lOs - 104 perkodon @'Iartinelli

ilan Sheikh, 1991). Dengan dsYnikiaq kesalahan patla tahap hranslasi

mempunyai frskuensi yang paling tinggi- Hal ini karena proses bmnsla"i

merupql<qn suatu fenomena yang kompleks yang melibatkan interaksi

protein-protein atan interaksi protein-RNA. Oleh sebab '* *,1u[ aqFat

mengenrlqliLqn kesalahan patla tahap tansfasi diperlukan banyal

infomasi mengenai mekarii.me tLan faktoF'faktor yang mempengaruhi

ketepatan translasi.

Infor:masi mengenai tahap tanslasi paila sistem Prokeriot tolah

banyak iliketahui dibanilingksn pada sistsm eukariot. Paila sistem

prokariot E€kani.sme tahap t.anslasi Gnidasi, elongasi rlan teminasi)

telah banyak rlipelajari. Paila ragi ilan sistem eukeriot lain mekani.ome

inisiasi tlan elongasi juga telah banyak diketahui, tetapi mekani.me

1



terminasi translasi masih belum sepenuhnya dimengerti (Iuite, tgEg;

Standeld, eeoJ., 1995). Komponen-komponon Jrang terlibat paila tahap

terminasi tra$lasi sebosian besar Easih belum iliselirlilr;, walaupun

demikian telah fitemukan dua releose fetor yatfi, Sal4p (eRF-l) dan

Sal3p (eRF -3) yang terlibat pada proses terminasi translasi ili sistem

eulariot (Standeld, et al.,l995). Kedua reieoee fetor iri berinteralsi

rurtuk membentuk suatu ko'"Fleks rebose-futor yalg firngsional.

Kenyataarr ini berbeda dengan proses terninasi translasi yang diamati

patla sistem prokariot yung mana akti'ritas R.F -1, RF-z dapat berfungsi

tanpa hailirnya RF-3, walaupun Rtr'-3 prokariot ilan eRF-3 eukariot sarna

mempunyai aktivitas GT?ase. Berdasarkan hal ini Stansfield, eeol. (1g95)

mengusulkan bahwa gejala ini mungkin menunjukkan perbeilaan antara

mekarrisne teroinasi b:anslasi pada sistem prokariot dan eu}ariot.

Dengan demikian masih fiperlukan bukti-bukti eksperimen lain patla

tingkat Eolekuler untuk mempelajari mekanisme terninasi paila sistem

eukariot.

Unhrk mendapatkan informasi-informasi yang diperlukan dalarn

mempelajari proses toanslasi patla sel eukariot figunakan sol

fucchoomyces cerevisie sebagai model, karena pruses bansle"i paila

S. cereubie salgat mirip dengal pmses h'anslrqi dnlarn gistep eukariot

yang lebih tinggi (Liniler dan Prat, 1990). Selain itu ponggunaan
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S. cereubiac mempunyai beber:apa keuntulgan antara lain: S. cerevisiu

sangat mudah tumbuh dibandingkan dengan sel eukariot lain dengan

waktu pengganilaan kurang dari tlua jam fi dalam mefia kaya (YPD) ilan

s1a$l dalern [eatlaan haploid maupun rliploid.

Disamping keuntungan di atas S. cereubiaz mempunyai keun-

tungan lain yaitu S. cerevisioo telah menjafi orEanisme yang menarik

sebagai sel inang untuk ekspresi protein-protein asing yang sebelumnya

menggunakan sel fuclerichia coli, da;r yang tak kalah penting adalah

pola genetik strain-strain ragi telah diketahui secara detail, misalnya peta

genetik S. cereuisie, *hiasuclwomlces pmb telah banyak dipelajari.

Dengan ilemikian S. cereuisiae merupakan organi.sme yang ideal untuk

dijadikan model dalam mempelajari mekanisme translasi pada sistem

eukariot.

Penelitian tentang pengentlalian ketepatan t-anslasi di ragi telah

banyak dilaku}an. Sampai saat ini telah rlitemukan ll gen ili homosom

ragr yarg fiiluga berperan ilalam pengentlalian ketepatan translasi, tetapi

baru 2 gen yang berhasil dikarakterisasi yaitu gen SUP.I dan SUPZ

(Iuite, eecl., 1990). Gen SUPI terletak pada homosom II sedangkan gen

SWz beraila paila homosom fV. Keilua gen ini mengkode faktor

terminasi yang terlibat dslern proses hanslasi dan esensial untuk

pertumbuhan sel ragi (Surguchov, 1988). Gen S(FI ilan gen StF2 beraila

ilalam bentuk kopi tunggal dalem genom haploid ragi. Keilua gen ini telah

3



diklon dan rlikarakterisasi. Qer. SW2/5|tr?35 telah rlitentukan urutan

nukleotidarrya oloh Kushnirov, et,d. (1988), sedangkan gerl. SWL/5W45

oleh Brcining ilan Piepersberg (1986). Ger^ SWI|5|dP45 ternyata iilentik

dengan ger- SAIA yang juga telah diklon dan ilitentukan unrtan

nu.kleotidanya (Akhmaloka, 1991). Perbeilaannya hanya pada satu asam

amino, yaitu GIill di Sal4p sedangkan ili Sup'l5p adalah Leu{1.

Untuk mempelajari mekanisme teminasi Eanslasi yang

melibatkan protein sal4 di l:agr s. cereuicie secara in uiuo ililakrfian

mutasi shain-sh'ain ragi ilengan etil metana sulfonat (EMS)' Grouzet

(1988) telah melalnrkan mutasi patla shaJn BSC't83/1a dan mendapatkan

empat mutan coJ4. Keempat mutan tersebut lslah .liklen tlan fitentukan

urutar nukleotidanya (Akhmaloka, f 991). Hasilnya menunju-kkan bahwa

keempat mutan ccl4 tersebut mengandung perubahan pasangan basa

tungeEl yang menghasilkan koilon terminasi oclrre (IAA) dalam daerah

pengkoile sAIA yaItg menunjukkan allele tersebut adalah allele nonsense.

Puspaningsih (1994) men'l"Patkan 2 mutan soJy' yaitu eal4-L ilarr ool4-13'

Kedua mutan ini memperlihatkan fenotipik tirlak sensitif temperatur dan

sensitif paromomcyn paila kailar 0,6 mg,lnl. Paila tulisan ini fibahas hal-

hal yang berhubungan dengan ger^ SAIA.
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BAB II

RAGI Saccharomayces cerevieiae

Pada awalnya ragi ilikenal oleh ahli biologi sebagai orEarri-sne yang

fisurakan dalern pembuatan minr:man dan roti. Tetapi sejal< tahun 1930-

arr ketika analkis genetikrya dimulai, r:agi 'likenal sebagai mikrrc

orgarri.se eukariot iileal untuk studi biologi dan sekarang telah menjaili

salah satu organisme yang paling penting ilalam bioteknologi. Beberapa

sifat yang membuat ragi cocok rmtuk stufi biologi atlalah mempunyai

kecepatan tunbuh yang tingg, mudah mengisolasi Eutan- Selain itu

sistem genetik r:agi telah iliketahui dengan baik darr paling penting adalah

mudah melakukan trandormasi ragi oleh DNA' Karona sifatnya yang

tiilak patogen, ragi menjaili muilah rlitangani.

Bagi mempunyai banyak strain. Salah satu strain adalah

S. cereuki*. Strain S. cerevbie tidak seperti mikroorganime lainnya,

dapat beratla da!"rn bentuk haploiil ilan fiploid yang stabil. Benh:I iliploiil

uerupakan bentuk normalnya. Sel diploitl berbentuk ellips dengan ukuran

lebih besar daripada sel tlalam bentuk haploiil yang berbentuk bunilar.

Ukuran fi"rneter sel S. cereursioe kil:a- kira 3 rrm. Lingkungan hidup

yang fiperlu.kan ragr ailalah suasana sedikit asam (pH 4-5) ilan

temp€ratur 25p - 3@ C. Pada bagian ini fijelaskan stnrktur sel



S. cerevisioc, siklus hidup, genetik sel ragi darr metoda transformasi pada

S. cereuisi.e serta mutasi pada S. cereuisiu.

2.1. Struktur sel Socchommtaes ceneDirae

S. cereuiiae t€ruasuk golongan sel eukariot. Umr:-mnya sel

eulariot lebih besar darr shrlrturnya jauh lebih kompleks dibanilingkan

dengan sel prokariot. Sel eukariot terdiri dari inti sel yang diselimuti oleh

membral inti. Pada milcoskop elekhon terlihat bahwa membr:an inti itu

berlobang-lobarrg yang berfungsi sebagai jalan keluar masulnya

mala'omolekul-maloromolekul dan partikel-partikel lainnya seperti

ribosom. Di luar inti yaitu di sitoplssms terdapat organel-organel seperti

endoplamik retilnrlum @R), vakuola 0D da, mitokontlria (lv! Snrukrur

sel r:agi S. cereur.sioe patla Gambar 2.1.

Ragi S. cereuisbz Dempunyai dindint sel yang rclatif kuat dan

tebal. Dinding sel ragi yang rne€ih mutla relatif fidak lerlalu kuat

dibandingf,an ilengan dinding sel ragi yang suilah tua. Dinding sel ragi

merupakqrr kompleks antar:a protein ilan polisalarida. Protein pada

diniting s6l s.lqlah kumpulan mannoprotein yang terdiri dari sejumlah

besar gugr:s Erannosa yang berikatan kovalen ilengan gugus N-

asetilglukosernin yang msnempel patla gugus rantai snmFing serin dan

heonin dari sejlrtnla[ rantai polipeptida ilinding sel spesifik. Pada b"gro'r

sebelah dalam ilari lapisan dinding sel ini terdapat membran plas'na.
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Ruang arrtara membran pla.ma dan diniling sel (apisan manaoprotein)

merupakan daemh periplasmik (Gamb ar 2.2). Pada ilaerah furi terdaPat

sej.rnls[ enzim pendegrailasi seperti sucrae'hldrolxing qent inuertose,

plwspharc-rebosing qent alhaline plasplntose; polisakarida SL,km

(polirner ilari D -elikopimnosa) yang menguatkan ditt,lir,s sel darr kitin

(polimer dari N-asetilglukosilamin).

I

lp

Gambar 2.1, Struktur sel S. ccrcuicio.. ER = EndoPlasrnfi rehi}ulum, F =

Filamen,V=Val<uola,M=Mitokondria,Nn=Inhidariintisel,G=Clolgr,W=dindine
sel, L =lipid, N=inti, Nm = Memb,rarl inti.
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Crll rall

Gambar 2.2. Struktur pormukaan sel ragii. Struktur permukaaJr sel ragr terdiri dari

tiga bagian yaitu dindi-ng 8e1, ruang Periplasmik dan membran plasma (Drambil dari

Watson, e!.41., 198?).

2.2. Siklus Hidup SeI Ragi

Ragi S. cercvbiac tn€EPerbanyak rtiri itengan cara veg€tatif darr

t€neratif. Paila konilisi yang oPtinal rnncsa eofttt akan meningkat dua

kali lipat setiap 90 menit. Ragi S. cereubie tlapat beraila dalam bentuk

sel fiploiil ilan sel haploiil. Sel diploid r:agi S. cwreuioioe dapat mengalani

dua mac'- siklus pertumbuhan yaitu Eeldui siklus mitosis atau melalui

siklus meiosis, sedangkan sel haploirl dapat mengalami sillus mitosis. Jika

kondisi nutrisinya baik, setiap sel haploid dan iliploiil akan melewati siklus

8
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mitosis sebalihrya jika kondisi nutrisinya kurang baik sel fiploid akan

menempuh siklus meiosis.

Siklus mitosis ragi dapat dibagi dalam beberapa fase yaitu fase Gr

yang berpemn dalam inisiasi sintesa DNA komosom, fase S berperan

dalam replikasi DNA komosom, fase Gz ilan akhimya mitosis yaitu

terjailinya pembagian inti dan pembentukan sel turunan (Winnacker,

19EQ. Proses siklus mitosis rliawali dengan pemb€ntukan tunas tungEEI

(pembenhrkan sitoplasma as'"'etois) pada setiap sel. Pada proses ini

komplemen penuh dari kromosom tumnan bergerak selama mitosis.

Tunas kemudian lepas menghasilkan sel turunan yang lebih kecil darr

akhirnya akan meningkatkan ukurarurya hingga sebesar sel inang,

kemufian akan kembali tumbuh tunas baru.

Siklus meiosis terjaili pada saat sel kekurangan nutrisi. Pada proses

ini sel iliploiil membentuk spol'a-spora dal"t" selnya, biasanya empat spora

haploid dnlarn satu kantong oscuc yang disebut .nrcusporo. Dua spora

haploid dalam ascus itu mempunyai tipe mating 'a' ilan dua lagi 'cr'.

Selanjutnya spor:a ini akan membentuk sel haploiil banr bila dinding

Grcus-nya pecah. Fusi sel "a' dan sel 'cr," alan menghasilkan sel iliploiil a/cr

yang akan tunbuh dan membelah mempertahankan bentu.k fiploid bila

kondi"i nutrisinya baik. Siklus hiilup sel ragr S. cerevbioe dapat dilihat

paila Gambar 2.3.
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Sel a ragi berbeda dengan sel a. Sel o mengandung sejumlah

"protein a qreqifik" yang ti;lek ilihasilkan oleh sel a, sedangkan sel a

menganiluag sej.rnlafi 'prutein a spesifilt" yang tidak dihasi]kaa oleh sel

cr, Dengan ilernilrian 'mating oc' dalr 'mating a' mengkode protein-protein

yang mengaktivnsi atau menginhibisi ekspressi d.ari gen yang tersebar di

selunh genom ragi.

o

oo @@
t

Cnod

o
II
I

t
@

\ l**,^

oo
Spo.!

Gambar 2.3. Siklus hidup sel S, c-resiaia,c.Bila kondisi nukisi baik, sel diploid dan

haploid ragi mengalami mitosis, sedangkan bila kehurangal nukisi sel diploid a/o

mengalami mieosis. (Diambif dari Watson, et.ol,, 198?

l0



2.3. Genetik Sel Ragi S. cereuisioe

Di dalam inti sel haploiil S. cerevisioz terdapat 16 lcomosom yang

masing-masing mengandung molekul DNA turgEal. Selain DNA

Lromosom unsur genetik yang lain ailalah DNA mitokondria dan plasmid

!r- Beberapa sb:ain ragi mengandung unsur ketiga yang dis€but dengan

pla<mid pembunuh (hilbr plosnid). Dal""' sel diploid S. c'areuisioe DNA

hpmosom (D NA inti ragi) merupakan jrrtnlah yang terbesar (85olo) dari

keseluruhan DNA ragi. DNA mitokondria kira-kir:a 10% sedangkan

plasmid sekitar 5%.

2.3.1. DNA Kromosom

DNA homosom ragr Eerupakan partikel kompa.k ilengan kurang

lebih 6.500 gen. Setiap gen benrkr.uan sekitar 2 kb dan beberapa intron.

Total gen yang telah ilipetakan sekitar 796 (Akhmaloka, 1993). Peta

genetik ragi S. cereurs;de terdapat patla G"mbar 2.4. Panjang total DNA

Iromosom ragi sekitar 14.000 kb. Aneka ini setara dengan 4.600 cM

(centiMorgan) ilirnana satu cM ekivalen dengan kira kir:a 3 kb. Nilai ini

telah ilibuktikan dengan analisis urutan rlari klon DNA rag;i yang meliputi

tlaerah antara lokus LEU2 dan CD10 pada targan kid dari hpmosom III

ragi (Winnacker, 1987).

Paajang DNA tiap hrmosom bervariasi. Ukuan terkecil ailalah

homosom ke I clengan panjang Zl5 kb. Ukuran tiap homosom disajikaa



pada Tabel 2.1. Menurrrt Goffeau (1994) ke-16 lsomosom ragi ini tidak

akan menjadi misteri lagi diakhi tahun 1996 karena direncanalan

keseh:ruhan urutan nukleotitla ke-16 homosom r:agi telah diketahui

diakhir tahun tersebut.

Tabel. 2.1. Panjang tiap kromosom DNA ragi

Keterangan : kb adalah hlo basa

(Diambil dari Goffeau, 1994)

DNA r:agi seperti DNA eukariot lainnya yang Eembentuk kompleks

tlengan 4 histon (I{2A, Hzts, HA alan H4). Fliston ini diguns}an untuk

membangun 145 pasang basa nulleosom paila homatin. Nukleosom

adalah subunit globular alari DNA homosom yang membentuk kompleks

dengan histon. Histon Hl tiilak fitemui ilalan sel r:agi. Paila eukariot

Kromosom Panjang (tb) Kromosom Panjang (tb)
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tingkat tinggi Hl berperan penting dalam menyusun h.omatin ke bentuk

superroil sel"'n a mitosis.
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Ganbar 2.4. Peta genetik S. crereuisiac. (Diambil dari Watson, et, ol., l98T)

t3



Setiap komosom menganiluag umtan DNA unik yang dinamakan

centromor (CEN) yang berfungpi sobagai tempat mengikat "'iL'otubula

spinrlel yarrg berdiameter sekitar 15 - %) rrm (Griffiths, ea oJ., 1993)'

Dengan ilemikian daerah certrcEer (CEI.I) Vang benrkuran kira-kir:a 220

nukleotida tidak terikat pada histon tetapi terikat patta protein khusus

yang dinamak at hinetoclpre (Watson, et. d.,1:9E7). Diagram homosom

S. cereuisiac disajikan paila Gambar 2.5.

g€
Nucleosomes

,/l\ IIlu

t',*_l
nucleolues

(-15-20 n'n)

- Spindle liber microtubule

Cenlromere

6
nucleolides
(-l I nm)

DNA

Gambar 2.5. Diagran kromoson sel ragl S. cereuisiae. Kjrir'kira tiap 160

nukleotida DNA Isomosom tarikat pada histon membentuk nukleosom Pada daerah

csnhomor (l 220 nukleotida) teri}at protaia rbinelochorc (Diambil dari Clrifrths, c!.41.,

1994.

Paila ujung semua homosom ragi mempunyai sEukrul unik yang

disebut telomer. Urutan nukleotitla patla telomer tidqk mengkoile suatu

RNA atau suatu protein, tetapi walaupun demikian telomer berfirngsi

sebagai salah satu unsur essensial untul replikasi DNA homosom

-
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disamping senkoner (CEI.I) dan origtn of DNA replicttion (ORI). Pada

ujung telomer terdapat sekitar 100 nukleotiila dalam bentuk 5LCrsA...

yang atiulang secara ta.k teratur ilan terletak pada urutan X ilan Y yang

khusus (Gambar 2.6). Di dal"r" urutan ujrmg X ilan Y yang khusus ini

terdapat bagian internd tambahan yang m€ngandung elemen yang

tliulang. Semua telomer urutannya fiulaag tlua kali. Pengulangan ini

dirnaksuilka:r untuk memeliha::a keutuhan ilari molekul DNA ujung yarrg

seringkali tiilak terseles"ilrsr pada mekanisme replikasi DNA secara

konvensional.

unrtan
Crs internal

urutan
Crs telomer.- CEN

ill ilt

1 kpb

Ganbar 2.6 Diag:am t€loEer ragi. CEN addah senhomer. X dalr Y merupakan

urutar khusus. Tidak semua telomer ragi mengandung elemen Y (Di2mbil dari Watson,

et.ci., 198Q.

2.3.2. DNA Mitokondria

Paila tahun 1950 tlitemukan bahwa mitoLondria mempunyai unsur

genetik tersendiri. Penemusn ini ditunjulkan ilengan pengamatan pada

mutan ragi yarrg DNA mitokondriarrya mengalami mutasi (mutasi peaa).

H
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Mutasi ini menyebabkan mitokonilria keNangan beber:apa enzim-enzim

essensial sehingga titlak mampu lagi melepaskan ATP. Akibatrya mutan

tunbuh lebih lambat dan membentul koloni yang lebih kecil paila

permukaan agar. Peristiwa ini menjelaskan bahwa tertlapat molekul

genetik ilalam mitokondria nomal yang mengkode protein-protein yang

hilaag tersebut.

DNA mitokontlria (mtDNA) berbentuk sirkuler dengan ukuran 70-

76 kb ilar beraila dalam 50 kopi per sel diploid, jumlahnya sekitar l0%

dari totd DNA sel ragi. DNA mitokond.ria dan DNA inti mempunyai

boberapa perbeilaan, diantaranya arlalah ilalam DNA mitokondria tidak

ditemu.kan aktivitas prafreding sehingga menyebabkan laju mutasi tli

mitokonilria lebih tinggi dibandingkan flalnm gen kromosom. ftotein di

d.al"'r' mitokonclria ilisintesis dalam bagian mitokondria yang ilisebut

mitoribosom. Perbedaan lajn dalam sistem genetik mitokontlria adalah

bahwa kodon UGA tidal ilibaca sebagai kodon terminasi mel:ainkan tlikoile

untuk asam amino triptofaa dan kodon AUA ilitrarulasi sebagai metionin

tidak isoleusin.

2.3.3. Plasmid 2p

Plasniil fu tlikenal jugB ilengan scp pla-gid (5. cereuiaioe plasid).

dengan jumlah kopi 50-100 tiap sel haploid. Ukur:an plasmid fu adalah

6.318 pb yang fungsinya sampai sekarzng belum tliketahui ilengan jelas.
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Plasmid fu teriapat tti luar inti sel yaitu fi sitoplasrna dan plasmid ini

iliiluga bereplikasi ili dal""' inti sel. Replikasi DNA plasmirl !r

.iisempurnakan oleh enzim-enzim seluler yang sama dengan yang dipakai

untuk meroplikasi h.omosom linier ragi.

Plasmid fu ilapat berada dal""' bentuk A ilan bentuk B (Gambar

2.?.A). Pada pl.<'nid ar terdapat tiga open red,ing ltcure (ORF") untuk

protein-protein yang besar, paila Gambar 2.7.B ditanalai ilengan huruf A,

B dan C. Satu dari pr'otein ini (A) terlibat dalam proses rekombinasi 2

spesies molekul yang berbeda dari plasmid ini. Jumlah kopi nr:mber yalg

tinggi diamati hanya jika ada produk gen yang ilikoile oleh ilaerah B dan C

yarrg juga disebut sebag'ai REPI dar. EEP2 (iliruracker, 1987).

2.3.4. Plasmid Pembunuh

Pla<rnid penbunuh merupakan Eol€kul RNA mngkap ganda

(dsRNA) yang iliselimuti oleh protein yang menganilung kapsia dan berada

rlalern multikopi fi sitopla.ttta. RNA yang mirip vinrs ini mengkode suatu

protein toksin yang itisehesikan melalui dinding sel dan meYnetikan sol

ragr yang tidak memitiki partiket sePerti virus ini' Toksin Pembunuh

bekerja dengaa cat'a mongikatlar diri ke membran sel inang kemudian

mengindulsi pelepasan ATP iLan Kt ke dalarn medium sekitarnya'

t1 tr,,tt,( UpI pERpUS IAKAAN
IX,P PADAI{G
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Gambar 2.7. Plamid 2y S. ctreuisiae. A adalah bentuk plasmid 2p dan B adalah

peta genotik plasmid 2p bentuk A, @iambil dari Winnacker, 198?).

2.4, Transformasi pada S. cereoisiae

DNA dapat dimasukkan ke dalom sel S. cereurcioe dengan

msnggunakan salah satu dari ilua strategi dasar tuandormasi yaitu

metoda sph€roplast atau m€toda sel utuh (intet cell).

a- Metoda spheropla.st

Metoda ini fiperkenalkan pertamakafi oleh Hinnen eecl dan Beggs

patla tahun 1978 ilengar trandomasi S. cereuiaiac Eonggunakan plas"'id

B
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yang rlembawa tmqrnen DNA. Prinsip kerja mereka adalah memindahkan

.lirt.tit g sel S. cereuuoe dengan menggunakan enam lytic rniqfiya

p-glikoronidase, helicase, lyticase atau zJrmolase sehingga mengakibatkan

sel keNangan ditr,lirs sel ilan ragi berada dalam bentuk spheroplast. DNA

kemudiaa dim2srlfts1 ke da-l"- spheroplast yang berada dalam lamtan

isotonik (biasanya lM sorbitol) ilan menganilung polietilen elikol (PEG).

Untu.k menumbuhkan kembali din,lirtg sel ragi, spheroplast fi1a1ar" pada

med.ia padat yang rnengandung agar dengan konsenb:asi yang lebih tinggi

(biasanya 3%).

Metoda spheroplast ilapat menghasilkan lG transforrnan Per

mihogram DNA yang dit""'balkan. Angta ini menunju.kkan efisiensi

yang tingg, tetapi walaupun demikian metoda ini mempunyai beberapa

kelemaharr antara lain tidak cocok untuk semua str:ain ragi dan

prosedurnya relatif lebih kompleks.

b. Metoda sel utuh (intact cel[)

Untuk mengatasi kelemahan metoda spheroplast, Ito ct.oJ pada

tahun 1983 memperkenalkan Eetoda intact cell. Pada prinsipnya metoda

ini adalah Eenbuat kompeten sel ragi dengan menggunakan salah satu

dari sejumlah ion logam seperti: Li+, Cs t, Rb*, Kt, dan Nat, selanjutnya

m€masuklan DNA pada sel kompoten ini dan sel ditannrn paila media

pailat. Metoda irri jrrga membutulrkan PEG untuk memudahkan masuknya

DNA ke dalam sel ragi. Metoda ini merrrpakarr metoda yang sederhana

l9



rlibanthngtan dengan metoda spheroplast tetapi mempuayai efisiensi

transformasi yang rendah. ltalaupun dsynildar metoda ini torus

di'nodifikasi tarmasuk penemuzrn bahsa ftekuensi han-dormasi ilapat

dipertinggi dengan menambah.kar RNA atau DNA rnntai tunggal yang

berlebih. Disamping keserhanaarurya dan menghindari metoda qheroplast

yang parrjang, metoda ini jugu mempunyai keuntungaa lain seperti yang

dapat dilihat pada Tabel 2.2.

Tabel 2,2. Perbandingan sifat tr:ansformasi pada S. eereoisioe

dengan metoda spheroplast dan metoda sel utuh.

SrfaUkarakterishik Metoda trandormasi

Spheroplast SeI utuh

Perlu spheroplast

E6siensi handormasi

Strail Srang cocok

DNA yang diperlukan

Fase pertumbuhan sel yang
cocok untuk handormasi

Penyimpanan kompeten seJ.

DNA vektor 5mng cocok

Jra

sedang- tinggi
(le-106/Us DNA)

sedikit

0,1 - 1,0 Ugl lG sel

log

jelek

semua

hidak

rendah - sedarg
(1-los/llg DNA)

kebanya-kan sbrain

6 - l0 pg/lCF sel

log atau stasioner

baik

hampir semua

(Diambil dari Tuite, 1994
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2.5. Mutasi pada S. ccteoicioe

Untuk mempelajari fungsi suatu Prctein rli dalam sel S. cereuisioe

dapat dilakukan dengan menutt<i sel S. cseuisioe dongarr mutagen

tertentu. Mutagen dapat berupa sinar ulta violet (1191 atau zat kimia.

Mutagen ld'nia dibedakan dal""' tiga kelompok yaitu : (1) Mutagen yang

analog ilengan basa nukleotitla. Mutagen ini mempunyai kesomaan

srruktur dengan empat basa normal dari DNA sehingg'a dapat

terinkorporzsi ke dalam DNA selana replikasi, misal:rya 5-bromourasil

yarrg analog dengan Timin ; (D Bahan kimia y41g berea}si dengan DNA

untuk merubah pasangan basa-basa menjadi pasangan basa yang

abnormal, rnisal:rya asam nitrit, nihosamin, nitrosogu.aniilin dan etil

metana sulponat ; (3) Mutagen 0mmeshift seperti proflavin yang

menyebabkan pengurangarr atau penambahan basa tungsal atau kadang-

kailang beber:apa basa. Mutagen frameshift merlpakan. molekul datar

yang mengantlung beberapa cirlcin polisiklis yang mensikat basa purin

atau pirinitlin DNA. Mutagen ini fiduga E€ngikat basa-basa DNA dari

rzntai yang seilang tumbuh selama sintesis DNA.

Bahan kirnia yang paling umum disunakan untuk memutasi sel ragi

S. ccreubioe ailalah etil metana sulponat @MS). EMS mempunyai rtmus

molekul CbHsqS. No"'a lain ilad EMS adalah Methov Sulplwnic Acid,

Ethybster, Ethxl Metlwte Sulplunb Acid dot Ethyl Meoylatc. EMS

ilikenal sebag'a.i mutagen kleqil{ d;"'nJ'ing cahaya UV.
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Gugus rIHl ilari EMS dapat berikatan dengan atom Oltsigen yang

berikatan hidrogen pada Guarrin dan Timin. Aksi zat ini dengan basa-basa

DNA dapat dijelaskan sebagai berikut : EMS berealsi dengan Guanin ilan

Timin pada rantai DNA dengaa cal':a alkilasi Guanin paila atom Oksigen

patla posisi ke 6 menjaili O-6-Etilguanin dan sllrilasi Timin pada atom

OL"igen pada posisi ke 4 menjaili O-4-Etiltimin. Alkitasi Guanin menjafi

O-6-Etilguanin dapat menyebabkan Guarrin berpasangan dengan Timin

yang seharumya dengan Sitosin. Patla saat replikasi Tinin akarr

be4rasangan ilengan Adenin fibatnya terjadi transisi dari GC -----| GT

------t AT. Alkilasi Timin menjafi O-4-Etiltimin mengakibatkan Timin

akan berpasangarr dengan Guanin yang seharu-snya dengan Atlenin. Paila

saat rcplikasi Guanin akan be4rasangan dengan Sitosin, akibarrya terjadi

tansisi dari TA --------r TG---------f CG. Ke{ua prcses qlklnqi ini dapat

terjarli ili sepanjang mntai DNA yang ilimutasi dengan EMS, tetapi

transisi GC menjadi AT lebih tlisukai (Griffith, eI.oJ., 1993). Roalr<i Tinin

ilan Guanin dengan EMS ilisajikan pada Gambar 2.8.

Proses alkilasi Guanin dapat pula terjafi pada posisi N (posisi ke Q

yang menyebabkan ikatan antar:a purin dan gula menjaili lemah sehingg'a

purin ilapat lepas ilari nulleotitla (ilepurinasi). Satu purin yang hilang

terBebut dapat iliganti oleh purin lain atau dilewati dalam proses

transhipsi.
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EMS

N< %-;:-HN-H
H

r,.c-T

H

O.FElhylgs.nin€

GC+AT

TA_CG

G(Enine Tlrymrne

Ft"C-CH,

ItrC o EMS H,C tO"'S-=*.U 
"",Fe)

H

GuanineThyrnne O-a-Erhythym'ne

Gaabar 2.t, Reaksi Cuanin dan Timin deng'an etil metana sulphonat @MS).

EMS bereaksi dengaa Guanin msmbentuk O-6-Etilguadn dan dengan Timin

menghasilka.n O-4"E hiltirnin. (Diambil dari Grifrths, et.cl., 19931,

SoaI-soaI

l. Jelaskanistilah :

a. nu.kleosom

b. centromer

c. telomer

d. spheroplast

e. mutagen frameshift

2. Mengapa ragi S, cereurcnze dlanggap miboorganise yang icleal untuk

mempeLajari proses b:anslasi pada sistem eulariot ?

3. Dinding sel S. cereursioe relatif kuat ilan tebal. Apakah komponen

penJrusun rlinilirrs sel itu ? Jelaskan !
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4. Di bawah lapisan dinding sel S. cereursice terdapat ruang periplamik.

Zat apakah yang terdapat ilalam ruang peripla.mik ini ?

5. S. cereubiaz ilapat menjalani dua macottt siklus pertumbuhan yaitu

melalui .riklus mitosis atau melalui siklus mieosis. Jelaskarr kedua

rnacam sikh:s ini ?

6. DNA mitokondria dan DNA inti sel ragr S. cereuisioc mempunyai

beberapa perbedaan. Jelaskarr perbedaannya.

7. Paila prinsipnya dikenal dua maco - metoda transformasi pada sel

S, cereuisi.ae. Jela<kan ked.ua metoiL:a tersebut.

E. Zat kimia yang paling umum tligunakan u.ntuk memutasi sel ragi

S.cereuisiae adalah etil m€tana sulponat (EMS). Bagaimana aksi zat ini

pada DNA ?
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BAB III

PROSES TRANSI,ASI

Pada sistem prokariot mekani.".tte tahap translasi (inisiasi, elongasi

ilan terminasi) telah banyak dipelajari. Pada ragi dan eukariot lain

mekanisme terminasi (tahap a.khir hmnslasi) masih belum sepenuhnya

dimengerti (Iuite,1989; Stansfield, eLal., f995) Dengan dernikian

fenomena teminasi pada sistem eukariot rna<ih tetap merupakal 5q261

teka-teki yang rn2qih memerlukan informasi lebih lanjut. Walaupun

demikia'r telah ilitemukan informasi bahwa ada beberapa prutein yang

iliduga berperan delarn proses terminasi hanslasi paila sistem eukariot.

Protein itu ailalah SaI4 dan Sal3, protein 5{4 rrikenal sebagai eRF-l dan

Sal3 sebagai eRF'-3. Paila tulisan ini difokuskan paila protein Sal4.

Informasi terzkhir mengenai protein Sal4 (eRF-l) adalah SaI4

berinteraksi ilengan SalS (eRF-3) r:ntu.k membentuk suatu kompleks

rebase-factor yang fungsional, tetapi mekanio-e molekular firngsi protein

Sal4 behrm banyak diketahui. Pada bagiaa ini dijelaskan ketiga tahap

tanslasi di ragi S. ccrcuicisac yaitu tahap inisiasi, tahap elongasi ilan

tahap terminasi serta pengentlalian setiap tahap.
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3.1, Proses Tranelasi di Ragi

Sintesa protein adalah tahap a.khir eksprosi informasi geneti} yang

ilin"'.'alan tlengan tahap translasi. Paila tahap translasi infomasi genetik

alari mRNA iliterjemahkan ke dal""t magkaian asam amino yang

menJnunrn suatu polipeptida sebagai produk dari proses translasi. Proses

translasi mRNA sitoplasma di ragi berlangsung parla ribosom E0S,

teraltema terjaili patla ribosom yang berikatan dengan Eembmn,

sedangkan ribosom yang bebas belum di ketahui fturgsinya.

Ribosom 80S merupakan tipe ribosom eukariot yang khas yang

terdiri ilari dua subunit yaitu 605 ilan 40S ilan mengandung 4 spesies RNA

(25S; 18S; 5,8S dan 55) dan kurang lebih ?5 protein ribosom yang berbeda

(Iuite, 1989). Protein yang terlibat pada proses translasi dapat tlilihat

paila Tabel 3.1. DRNA ragi seperti nRNA eulariot umrrnnya, jauh lebih

stabil rlaripaila nRNA prokariot dan mRNA ragi ailalah moneisfronic

yaitu satu gen hanya mengkode pembentu.kan satu polipeptida. Sifat ini

telah dibulrtikan secara biokimia oleh Petersen ilan McLauglilin paila

tahun 19?3 Eauprrn secala geneti} oleh Sherman dan Stewart paila 1975

(tuite, 1989).

Prcses transl".oi melibatkan tiga tahap yaitu tahap inisiasi, elongasi,

ilan terminasi. Dari ketiga tahap tersebut, proses inisiasi relatif

merupakan langkah yang lambat sepanjang sintesa protein.
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3.1.1, Tahap Inisiasi Translasi

Tahap inisiasi menrpakan tahap awal pembentukan rantai

polipeptida yang rlirnulai dengan terjailinya peneikatan ribosom subunit

kecil (40S) pada mRNA dan selanjutnya berassosiasi dengan ribosom 605.

Pada tahap ini melibatkan paling kuang l0 protein spesifik untuk

membentuk |s'nflehs inisiasi yang mengandung mRNA, ribosom 80S darr

met-tRNAfl"t melalui sejumlah kompleks senyawa antara. Tahapan proses

yang terjaili pada inisiasi translasi disajikan pada Garnbar 3.I.

7_
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{p AIP

.6-aA

.f-aB
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o
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* *
@ ao .tf-5

Korpl eks
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Gambar 3.1. Skena inisiasi translasi pada sel eukariot. Si}lus dimulai dengan

ribosom 80S da-n berakhir dengzn kompleks inisiasi 80S, tl0S adatah subunit kecil

ribosom; 605 adalah subunit besar ribosom; eIF adalah faktor inisiasi eukariot. m?O

adalah struktur kep& mRNA. (Diambil dari MuIIer dan l}achsel, 1990).
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Pada prinsipnya proses fuisiasi terjadi melalui mekanisme

pelacakan yaitu pergorakan kompleks ribosom 4OS sepanjang ERNA

dalam arah 5'---rS sampai mencapai kodon pemula AUG. Proses yang

terjafi melalui mekanim.e pelacakan dapat dijel".L"n sebagai berikut:

ribosom 80S berdissosiasi menjafi subunit 40S dan 60S. Subunit 40S

bergabung dengan falrtor inisiasi eIF-S dan eIF-4C. Fahor inisiasi eIF-2

kemudian membawa inisiator methionyl-tRNA (!Iet-tRNA.u.t; ke subunit

40S. Kompleks yang dihasilkan berikataa dengan mRNA pada bagian

kepala. Ikatan yang terjadi dipengaruhi oleh adanya ATP, oIF-4A, eIF-tlB,

oIF-4E tlan oIF-4F. Kompleks ribosom 40S ini selanjutnya bergemk

menelusuri mRNA dengan amh 5' -----r3 hingga mencapai kodon inisiasi

AUG. Pada saat kompleks ribosom 40S mencapai kodon AUG nigrasi

berhenti, kemudian subunit 605 bergabung dengan zubrurit 40S dengan

aktivitas eIF-5, selanjutrya faktor.falrtor inisiasi dilepaskan kembali ilan

GTP ilihiruli<ds (Ivluller dan Trachsel, 1990). Pada keadaan ini inisiator

met-tRNA berlolrn<i di ribosom gisi P d.an ribosom qid A kosong.

T.irna faft61 inisia-si dari S. cerevbioc yang telah diisolasi dan

gsnnya telah diklon aiblah sp-2, etF-2p, eIF-zlA, oIF-4D, oIF-4E ilan

subunit besar dari dari oIF-4F. Falrtor inisiasi eIF-2a d.an eIF-2p arlelnh

subunit dari eIF-2. Faktor inisiasi IF-4A dari S. cereubiu tlikoile oleh dua

gen yaitu fIFl dE 7IP2. Urrrtan n 'kleotida ke dua gen ini berbeila tetapi
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keduanya mengkode protein yang identi.k. Co- eIF-ilA. juga terlibat dal"'''

pengikatan Met-tRNA.Mt ke ribosom tl0S (lvluller dan t:achsel, 1990).

3.1.2. Tahap Elongasi Translasi

Tahap elongasi translasi mempakan proses perpanjangan

polippetiila yang melibatkan pembentukan ikatan peptiila p€rtama sampai

ikatan peptiila yang ter:akhir. Pada tahap elongasi terjafi pergerakan

ribosom sepanjang mRNA dalam arah 5'---->3 darr asr- a.urino

rlirn asukkan ke da]"r', rantai polipeptitla yang sedang tumbuh. Proses ini

merupalan proses yang relatif sangat cepat dal""t sintesa pr.otein. Proses

elongasi yang terjaili pada prokariot sangat mirip dengan eukariot tingkat

rendah maupun eu}ariot tingkat tinggi. Fakor protein yang dilibatkan

paila tahap elongasi rli ragi adalah EF-l, EF-2 ilan EF-3 (Riis e1.a1.,1990).

EF-l dan EF-2 fungsinya analog dengan faktor elongasi bakteri yaitu EF-

Tu dan EF-G, sedangkan fiurgsi yang pasbi ilari EF-8 belum rliLetahui,

tetapi didug'a bahwa EF-3 memainkaa peran:rn untuk mengoptimalkan

sintesa protein @olfield, ef.oJ., 1995).

3.1.2.1. Faktor Elongasi EF-l

EF-l menrpakan suatu oligomer yaitu kumpulan beberapa molekul

polipeptitla yang terdiri dari EF-lo, EF-lp dan EF-U, Ketiga subunit EF-l

ini dapat ilipisahkan dengan cara kromatogmfi dan dibedakan tig:a
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polipeptida yang berbeda massa molelolnya (flinnebusch darr Liebman,

1990). EF-I adalah protein yang paling berlimpah dalor" sel, fungsi

uternarrya adalah untuk memuilahkaa pengikatan yang benar arttala

aminoacyl-tRNA ke ribosom sisi A. tni terjadi jika subunit cr dari EF-l

membentu.k kompleks biner dengan GTP dan kemudian membentuk

kompleks terner dengan aminoacyl-tRNA (tlinnebusch dan Liebman,

1990).

Subunit cr dari EF-l ragi telah diisolasi darulil{aralrteristik. Suburrit

ini merupakan mntai polipeptida tunggal dengarr massa molekul kurarg

lebih 50 kD ilan titik isoelektrik (pD 8,9.EF-Ip dan EF-h ragi mempunyai

massa molekul masing-masins 33 kD ilan 48 kD. EF-fp fungsinya

menstimulasi reaksi pertukamn nukleotida untuk regenerasi kompleks

binor EF-l, seilangkan EF-1f fiurgsinya belum diketalui. EF-lcr

merrrpaka;r protein penting untuk viabilitas sel dan telah ilitemukan

bahwa EF-lor memperlihatkan efek keakuratan tr:anslasi. EF-lo ragi

dikode oleh gert TEFI dar. TEF2.

3.1.2.2. Falrtor Elongasi EF-2

EF-2 adalah polipeptida rantai tunggal dengan rnacsa 16616ffi

antara 80.000-10.0000. EF-z kailarg-kadBrg rtinamakan protein G yang

fiurgsinya mengkatnliqis tranrsloknqi peptida, termasuk menhander
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peptidil-tRNA dari ribosom sisi A ke "i"i P dan melepaskan IRNA yang

bebas dari ribosom sisi P. EF-z berikatan kuat dengan GTP dan GDP.

Trznslokasi berhubungan dengan terjailinya hidnlsis pada GTP yang

mengakibatkan terjailinya perubahan konforuasi paila EF-2 yang

iliperlukan rmtuk pelepasan tRNA yang efisien

3.1.2.3. Falrtor Elongesi EF-3

Kebanyakan sistem eukariot dapat menhanslo"i dengal hatlirnya

hanya dua faktor elongasi, tetapi branslasi pada ragi dan beberapa fungi

lainnya membutuhkarr faktor elongasi yang ke tiga yaitu EF-3. EF-B

menrpakan rantai polipeptida tungggl dengan massa molekul 1i5.000 dan

titik isoelelrrik GD 5,9. EF-3 mempuayai altivitas GTPase dan ATPase

dan menstimulir pengikatan kompleks EF-la-GTP-aa-tRNA ke ribosom

(Muller dan Trachsel, 1990). Menurut Belfielil et cl. (1995) tungsi EF-3

iliiluga untuk mengoptinalken sintesa protein dengan cala merubah

konformasi ilarr aktivitas ribosom.

Proses elongasi secara umum dapat ilijela"kan sebagai berikut:

EF-lcr, mengikat GTP ilan aminoacyl-tRNA dan menuntun aminoacyl-

IRNA ke ribosom sisi A, diikuti dengan pelepasan EF-lcr-GDP ilari

ribosom. EF-lp memuilahkan perhrkaran GTP ke GDP. Setelah ikatan

peptiila terbentuk, EF-2 menhanslokasi mRNA satu koilon ke a::ah 3
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untuk memunglcinkan ribosom menerima sebuah aminoacyl-tRNA yang

baru. Siklus yang terjaili pada tahap elongasi translasi dapat ililihat pada

Ganbar 3.2.

+ H
t r

pengi katan
noasil -tRNA t ransl okasia

o

5-

pemi ndahan
rantal peptidi I

Gambar 3.2. Skema siklus elongasi translasi pada eukariot, EF adalah faktor
elongasi; A adalah ribosom sisi A dan P adalal ribosom sisi P. (Diambil dari Riis, et.ot.,

1990).

Proses di atas sebenarrrya dapat dibagi beberapa tahap yaitu: pongikatan

aminoacyl-tRNA ke ribosom, pembentukan ikatan peptida dan translokasi.

1, Pengikatan orninoacyl-tBNA ke ribosom

Pengikataa aminoacyl-tRNA ke ribosom dirnsdieqi oleh protein

EF-lcr yang firngsinya analog ilengan EF-Tu yang ditemukan paila

.E coli. EF-lcr membentul [6rnFlehs biner dengan GTP, kemudian
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membentuk kompleks terner dengan aminoacyl-tRNA. Kompleks terner

ini selanjutnya berpasangan dengan kodon aminoacyl-tRNA pada ribosom

sisi A. Pengikafan amineaclrl-tRNA ke ribosom iirnediasd oleh EF-lot

(Gambar 3.Q.

2. Pembentukan ikatan peptida

Pembentulan ikatan peptida dikatalisis oleh peptidyl fi .derase

ribosom. Peptiilil trarsferase atlalah sistem enzim komplek" yang terletak

pada ribosom subunit besar (605) ragi. Enzim ini tidak membutulrkaa

protein eksterrral untuk memindalkan gugus peptida dari peptirlil-tRNA

yang terikat pada ribosom sisi P ke gugus cr,-amino dari aminoacyl-tRNA

yang terikat pada ribosom sisi A.

3. Translokasi

Tlanslokn<i menrpakan pergerakan ribosom ke satu kodon

berikurrya dnlarn arah 8--->3, sebagai akibatnya peptidil-tRNA yang

paila mulanya berada pada ribosom sisi A, sekarang beraila patla ribosom

oioi P. Ribosom si"i A <.inp untuk menerina aminoacyl-tRNA kembali.

Proses ini disertai dengan hidrclisis GTP menjaili GDP dan Pi ilan

fikataliqi" oleh EF-2. Proses translotaqi alisortai dengan pelepasan tRNA

yang bebas asaur amino dari ribosom s'isi P.
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3.1,3. Tahap Terminasi Translasi

Terminasi hanslasi adalah langtah terakhir dari transtasi mRNA

dan merrrpakan tahap yang lebih lambat fibaniling dengan waktu yang

tliperlukan untu]. menambahkan satu as*n qrnirte dal"." rantai

polipeptida yang sedang tumbul.r. Langkah terminasi dapat fitlefinisikan

sebagai proses aktif pada ribosom untuk melepaskan rantai polipeptida

yang telah di<intesa dari ribosom. hoses ini terjadi jika ribosom bettemu

dengan salah satu kodon terninasi atau kodon nonsense (oclrre UAA,

amber UAG, opoJ UGA) dengan peptiilil- tRNA pada ribosom sisi P. Ketiga

kodon di atas adalah tanda terninasi dari transla-si mRNA. Tidak seperti

kodon sense yang,Iikenali oleh tRNA spesifik melalui interalsi RNA-RNA ,

kodon tem.inasi diLenali oleh protein yang diistilaEan dengan releose

foctor @F). Releese fetor pada prokariot rliduga berikatan langsung

dengan kodon terminasi pada ribosom qisi A. hoses pengikatal rcbase

factor pada kodon terminasi prokariot memerlukan ujung 3 dari fOS

rRNA yang merrrpakan komponen RNA dari ribosom (CYaigen, el.c.l.,

1ss0).

R.ebese fetor pada E eoli aila tiga yaitu RF-I, RF-2 dan Rf'-3. RI'-l

mengenali kotlon UAA ilan UAG, seilangkar R,E'-2 mengenali kotlon UAA

ilan UGA. RI'-3 tidal mempunyai aktivitas p€lopasan polipeptida tetapi

hanya menstimulir aktivitas RF-I dan RF-2 dengar bantuan GTP.RI'-I
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dan RF-2 dapat berfungsi tanpa hailirnya RF-3. Peranaa ketiga relecse

fubr pada proses torminasi translasi pada prokariot (E coL) dapat

rlijelaskan sebagai berikut: rebo.se factor (R.E'-l atau R,F -2) berikatan paila

kodon teminasi dan RF-3 berikatan tlengan GTP untuk menstimulasi

pengikatan R^F-I atau Rtr'-2. Akibatnya peptidil transferase ribosom

memintlalrhaa gugus peptidil dari peptidil-tRNA ribosom ke luar dari

ribosom daripada ke amjnoacyl-tRNA, selanjutnya tRNA yang tidak

mengemban peptiila lepas ilari ribosom dat rebce /ocior keluar dari

ribosom bersamaan dengan hidroli"is GTP menjaili GDP dan Pi. Ribosom

yang tiilak alctif ini, berilissiosiasi menjafi ilua zubunit 30S darr 50S

dengan aktivitas ribsomal releose fetor (RRJ) ilan kedua subunit

terpisah dari mRNA (Gambar 3.3).

Pada sistem eu.kariot sampai saat ini ilitemukan drra rebase futor

yaitu eRtr'-l (Sa14) dan eRI'-3 (Sal3) yang terlibat pada proses terminasi

hanslasi. eRF'-l mengenali ke tiga kotlon ter:minasi yarrg berinteraksi

tlengarr eRF -3 untuk membentuk zuatu kompleks rebue-futor yatg

firngsional. eRF-I tidak berfungsi tanpa adanya oRI'-S (Stan:field,, eLd.,

1995). Seca:a sederhana proses terninasi n:anslasi paila eu].ariot ilapat

fijelaskarr sebagai berikut: kompleks rebor,e-for,tor eR.F -l dan eRF -3

berikatan paila kodon terminasi dan diikuti oleh hidrolisis GI?

menyebabkan pelepasan polipeptida dari peptidil-tRNA pada ribosom sisi P
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Gambar 3.3. Tahap terminasi translasi pada E. @li, F.F-3 berikatan dengan CITP

mensbimulir pengikatan RF.l pada kodon terminasi (UAA atau UAO). Akibat

pengikatan rcleese lutot ini polipephida lepas dari pephidil-tRNA. (Diambil dari Voet

dan VoeU, 1990).

RF.I
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(Stansfield, et.d., 1995).Informasi yang lebih rinci mengenai mekani.<me

terminasi translasi pada si.stem eukariot sampai saat ini ma.sih belum

ditemukan, walaupun dernikian Standelil, et.d. (1995) telah mengajukan

suatu model pnoses terEinasi fuanslasi pada sistem eu.kariot seperti

disajikan pada Gambar 3.4.

AUG @.,
qJ(.RF!

GTP

UAG

Gambar 3.4. Model umum terninasi translasi pada eukariot. Kompleks releose-

/cclor eRF-l dan eRF.3 berikatan pada kodon terminasi, difiubi hi&olisis CITP 5arg
menyebabkan pelepasan polipeptida dari peptidil-tRNA yang berlokasi pada ribosom

.i.i P, kemudian komponen-komponen kompleks termina.si hanslasi berdissosia-si.

@iambil dari Staasfreld, et.cl., 1995).

3.2. Pengendalian Tahap Translasi

Ekspresi prctein ili ragi rlofat dilrendaliLnn baik paila tahap

paila tahaph"arrskipsi maupun pada tahap tuanslasi. Pengendalian

tanslripsi melibatkan dua unsur pengentlali yaitu daerah Upsbeam

Activ*ing *quences (UAS) d"n ilaerah Upsbeam Repressitg *quatces
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(JR.S) (Vfatson, eLaJ.,198Q. Kedua unsrur pengendali ini terdapat pada

ilaerah promotor rag;i. UAS merupakan kontrol positip yang dapat

meningkatkan laju b:-ansbipsi sedaagkan UR.S merupalaa konhol negatip

yang tlapat menrutnkan laju transhipgi. Pada daerah promotor ragi,

selain daer:ah UAS dan IIRS jug:a terdapat daerah TATA yang diduga

perzrnannya mirip dengan daerah TATA pada E coli yaitu bagiaa heliks

ganda DNA yang meubuka menjadi untai tunggal dan daerah inisiator

meliputi sisi permulaan d.imana transhikpsi yang tepat ,li'nulai. Gambar

3.5. menunjukkan struIrtur promotor ragi.

UAS tBs TAfA INISIATOBwffi ffi qffi
L

30.Spb

20 . ,t@ pb

& E@ pb

ah non kanslasi non bansl:-si

URUTAN PENGRODE

RNA BNA tarLeah

Ganbar 3.5. Struktur promotor ragi. UAS singkatan dari ttpstrcon @tfuotilg
seqJeroe, URS singhatan dari upstreorn repressitg seqr.,Etne. (Diambil dari Watsson

er. or., 198?).

6',
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Tabel 3.1, Falrtor-fakior protein 5rang terlibat pada proses

translasi

Prokniot Euteriot

Keterangen : (1) Voet dal Voet, 1990, (A Mulgr dan Trachsel, 1990, CJ) Riss, et.cl .,

1990, (4) Standeld, e!.al, 1996, (D Bel6eld, et.ol., 1996.

Faltor F\ntSri Re f. Faldor tur$i Ref

Faldor inisiasi
IF.I

IF-3

IF.2

mcmbafir pcrrgikdar
IF-3 pa& subunit 30S
mcngika inisia.or tRNe
dan GI"

melepaskan rubunit 30S
da'i ribosom tidak aktif
dtrl mernbmn: pengrlatm
mRNA

1 Faktor inisiari
cIF-3
eIF-4C
eIF-z

eIF-4A' eIF4B
HF-4E dEr
eIF-4F

eIF-5

mengikd. subunit 40S
m€ngikat flbunit aos
mernbesa inisiator
met-tRNAh ke
8ubudt 40S
mernb{fiJ proscs perrgikat-
m konpleks aOS dcngrn
rnRNApada bagim kepala

mengpbungkm subudt 50S
dm 40S yurg mcrnbawa
korrptets inisiator

z

Faktor elongasi

EF-Ts

E'.G

EF-Tu mengikd. rninoacyl-
tRNAdmGTP

memindahkan GDP
cE!'l Et -lu

mcngkatalis transl okas i
olch pcngikatan GT? kc
ribosom

1 Falaor elongasi

E-2

E-3

E-l merrn dahkm pcngikatan
yu:g bena'mtra
arninoacyl-tRNA ke riboson
liti A d.rrgm bmtuan

GTP
mtrgkatalis trrulokasi
peptida dm mcnstnrsfer
peptidi l-tRNA dri ribosom
risi Ake risi P dgr
meleparkan IRNA yag

bebar rrun rnino da-i riri F
brangkali trn:k mengop-
timalk<r kealo.rrdan
rirtesa protein

3

,

Release faktor
R.F.1

t$-2

RF.3

mcngerEl kodur tsrninasi
UAAdgtUAG
mmgcnal kodon terminas i
UAAdmUGA
mengikd, GTP dan
mcnstirmlir p€ngikdan
RF-l dm RF-z

I Relcasc falcor
cRF- l (Sal4)

cRF-3(Sd3)

mcngenal ketiga kodon
tcrrnLuri
berhtaaksi dmgm Sala
urh:k mcrnbenaft
korrpl*s re le es e -fado r
frJngsicdl

1
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Pengendalian pada tahap tu'anslasi terjafi baik pada tahap inisiasi,

olongasi maupun terminasi dari serangkaian proses sintesa protein.

Bebelapa faktor telal iliketahui mempenganrhi efisiensi translasi dari

mRNA, diantaranya shruktur sekunder mRNA, grruktur daerzh kepala 5'

OuIu dari kodon AUG), urutan RNA yang mengapit kotlon inisiasi dan

penambahan poli A pada akhir ujung 3 (Mu.ller dan Trachsel, 1990).

Konhol keakuratan trafflasi secara in uir.,o tidak hanya ilipengaruhi oleh

mRNA saja tetapi oleh keseluruhan kompleks ribonukleo prutein yang

terdiri dari ribosom, faktor-faktor terlanrt, protein-protein yang berikatan

dengal ribosom bersama-sama mengatur sintesa protein.

3.2.1. Pengendalian Tahap Inisiasi Translasi

Pengenilalian parla tahap b:anslasi fipenganrhi oleh faktor-faktor

yang berhubrurgan dengan seleksi koalon pemula AUG, karena pada ragi

umrunnya ilikenal kodon ini. Faktor-falrtor tersebut antar:a lain eIF-2,

penrbahan antilodon pada inisiator tRNA. Pengamatan yang dilakukan

oleh Donahue rlan koleganya (1988) menunjukkan bahwa perubahan

antikodon patla inisiator tRNA aari SUACS' ke SUCCS' menyebabkan

inisiasi translasi terjaili paila koilon AGG dan tidak paila kodon lainnya.

Dengan ilemikian komplementasi antar:a AUG paila nRNA dan antikodon

paila inisiator tRNA adalah hiteria yang penting dal"- seleksi kodon

pemula, demikian juga dengan EF-2. Mutasi paila eIF-2a dan eIF-2p

IT',L,( UPI PERPusIN(AAI\&
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m€mungkinkan inisiasi terjafi pada kodon UUG (lvIuller dan Tr:achsel,

1990).

Beberapa daerah struktural dari nRNA juga mempengaruhi

kecepatan translasi paila tahap inisiasi, rnisfiya sifat nukleotida pada

po<i.i -3 (A pada kodon AUG aildah +l;.. Suatu purin (ebih disukai

Adenin) pada posisi ini mengakibatkan peningkatan laju inisiasi lebih

tinggi alaripada pirimidin @auo et.cl., 1990). Sebuah A (Adenin) pada

posisi -3 menstimula,si inisisasi 2-3 kali tlibantlingkan dengan U (Muller

dan Tr:achsel, 1990). Disamping hal ili atas, penggantian purin oleh

pirimiilin jug'a iliamati patla posisi -3 dan ternyata mempunyai pengaruh

yang berbeda untuk sel yang berbeda , misaftya di^tttati pada sel ragi dan

sel hewan. Pada sel hewan penggantian purin pada posisi -3 oleh pirimidin

menuajukkan penganrh yang besar dibanilingkan pada sel ragi (Raue, ei

o1., 1990). Perrrbahan nukleotida pada po<i<i lain mempunyai pengaruh

yarrg lebih kecil.

3.2.2. Pengendalian Tahap Elongasi Translasi

Efisiensi translasi juga dipengamhi pada tinglat elongasi. Faktor-

faktor yang berperzn pada tahap ini adalah adanya elemen-elemen dari

struktur sekunder di dalam ilaerah pengkodean nRNA ilan kodon bias

yaitu penggruraan koilon alternatif untuk asr"' amino yang sa"'a (Raue,

eaol., 1990). Struktur sekunder ilapat menurunkan efi"iensi translasi
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dengan ca:a memperlambat pruses elongasi. Namun demikian struktur

tusul konde tlapat pula memediasi efisiensi translasi, bila ber:ada di

daerah ff dari koilon AUG atau beraila ili sekeliling koilon AUO .linana

AUG ber:ada dalam loop.

Peranan kodon bias rli ragi dala.B. pengendalian laju banslasi belum

dapat ilibuktikan rlengan jelas. Beitian menunjukkan adanya penganrh

kodon bias terhadap laju translasi. Eksperinen untuk menguji pengamh

kodon bias paila efisiensi translasi agak sulit dilakukan karena eksperimen

tersebut memerlukar pengubahan fi ilalam mRNA yang jufa

memp€ngan li kestabilan dalr struktur sekrurder mRNA.

3.2.3. Pengendalian Tahap Terminasi Translasi

Pengendalian pada tahap terminasi melibatkan supprrssor tRNA

alami. 11u1 ini telah dideteksi patla tanaman rtraupun hesan. Pada

ekspressi gen yang berhubungan dengan virus tRNA supprrssor diduga

be4rer=n dalam regulasi ekspresi gen d.engan car:a menekan secar? parsial

kodon ter:minasi, fibatrya dihnsilkal dua protein yang berbeda

panjangnya tetapi mempunyai ilaemh urutan N-teminal yang iilenfik

Soal-soal

1. Jelaskar istilah :

a. tr:anslasi

b. inisiasi translasi

c. elongasi tianslasi

d. tominasi tmnslasi
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f. daerah UAS, URS



2. Protein-protein apa saja yang terlibat pada tahap inisiasi, elongasi dan

termina-si tanslasi fi sistem prokariot dan sistem eukariot ? Jelaskan

fiurgsi setiap protein itu I

3. Proses tmnslasi ali ragi S, cerevisi.ac melibatkan tiga tahap yaitu

tahap inisiasi, tahap elongasi dan tahap terminasi translasi. Jslnckan

tiap tahap proses trznsleqi tersebut I

4. Pengendalizu-r pnoses translasi fi mgi S. cereuisiry terjaili baik pada

tahap inisiasi, elongasi mauprm paila tahap terminasi translasi.

Jelaskan pengendalian setiap tahap prosos translasi itu !

5. Ekspresi protein ili ragi dapat dikendalikan baiL pada tahap translaipsi

maupun pada tahap tr:anslasi. Jslacknn pengendalian pada tahap

tr:'anslu'ipsi I
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BAB TV

GMI SUPPRESSOR

Gen yang meniadakan mutasi pada gen lain disebut gen suppressor.

Sebagaiarr besar gen suppr:essor merupakar mutan-mutan IRNA yang

mempunyai antikoilon yang komplemen dengan kodon termuta"i sehingga

dapat membawa asam amino seca::a rrorma].

Secar"a umurn suatu suppressor dapat dibagi ilalam tiga kelompok

ber{asarkaa efek mutasi yang dapat dihilangkannya yaitu suppressor

missense, suppressor nons€nse dan suppressor frzmeshift. Suppressor

missense dapat menghilargkm efek mutasi missense yaitu mutasi yang

diakibatkaa oleh substitusi pasangan basa dan menyebabkan perubaharr

ke kodon seru;e yang lain. Suppressor missense merupakan suppressor

tRNA yarrg antilodorurya termutc<i sehingga mengenali koilon termutasi

(kodon r"issense). Hal ini ilapat dir",ati pada gen toiptopan sintetase A

yang mengala'ni mutasi dimana glisin digantikan oleh arginin sebagai

akibatnya rlihasilkan enzim yang tiilak aktif, tetapi dengan adanya

suppressor rnissense menyebabkan pemasukan glisin pada <isi mutasi

arginin ilarr enzim ilapat akif kembali.

Suppressor frameshift dapat menghilangkan efek mutasi frarneshift

yaitu mutasi yang ilisebabkan oleh pengurzngan atau penambahar satu
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nukleotida. Suppr.essor IRNA yang dapat menghilangkan mutasi ftame-

shift "'i"alnya glisin-tRNA yang membawa sebuah basa tambahan dalam

antikodorurya yang mana urutan CCC ilipntikan oleh CCCC. Urutan basa

tambahan ini tiilat haaya memungkinkan glisin-tRNA untuk berpasangan

dengan empat basa pada kotlon mRNA sekaligus tetapi jrrga

mengakibatkan trzrslokasi empat nukleotida pada nRNA dari ribosom

sisi A ke sisi P. Dengan fl6rniki61 rangka bacaan iliperbaiki kembali ke

posisi yarrg benar. Suppressor fi:ameshift tRNA juga dapat bertindak pada

mutasi penghapusan satu basa dengan carz membaca hanya dua basa.

Suppressor noruiense dapat menghilargkan efek mutasi nonsorute

dengan adanya suatu suppr€ssor tRNA yang m€ngenali kodon noruieruie

(UAA,UAG,UGA) sebag'ai kodon sense dan mengkoile ssarn arnins,

sehingga memungbrkan terjailinya translasi nornal kembali, tetapi hal

ini sanga.t tergarturg paila kesanggupan suppressor IRNA untuk

berkompetisi dengan relecs e fetor patla ribosom sisi A.

4.1. Suppressor Nonsense di Ragi

Supprcssor nonsense tli ragi S. ccreuisloe digolongtan atas dua kelas

glemn yaitu srupplessor omnipotent dan suppressor IRNA. Suppressor

omnipotent iliistilalikan juga dengan tnn-tRNA-mcilrcied, mppressor
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kodon-non spfesifik, sedangkan suppressor tRNA diistilahkan juga dengan

suppressot tRNA- medi.atcd atau zupressor kodon spesifik.

Suppressor IRNA secara spesifik dapat menekan satu kodon

terminasi. Suppressor ini umumnya berasal dari mutasi pada antikodon

tRNA normalrrya. Paila ragi misalnya tRNArn, tRNAs". dan tRNAr"'.

Suppressor tRNA$' pada r:agi disebut jug'a dengan ocAre suppressor

(SUQ5) yang din""'akar juga 5W16. Suppressor ini paila mularya

diicslas"i oleh Cox (1965). Analisa umtan DNA menuajukkan bahwa pada

SUQ5 telah terjadi pembahan nukleotida paila anbikodorurya, yaitu terjatli

perubahan 3AGU5' menjadi 3AUU5'.

Suppressor omnipotent dapat menekan lebih dari satu kodon

ternina.si. $arnFai saat ini telah iliidentifikasi 11 lokus gon suppnsssor

omnipotent rli rag, meskipun hanya barrr dua yang produk gerurya telah

dikaralteristik yaitu gen SW45 dan gen StF35. Mutasi paila kedua lokus

gen ini menunjukkan kehilangan keakulratan hanslasi (Iuite, er'd., 1990).

Fenotip suppressor omnipotent dapat dibagi Eenjafi dua yaitu fenotip

stupprsssor dominan dal fenotip supprossor resesif. Suppressor omnipotent

resesif memperlihatkan fenotip allele spesifik rniqfiya kebanyakan allele

ini menyebabkan pertumbuhan yang lambat, tomperatur sensitif dan

kemampuan berspora yang rcntlah. Beberapa allele hipersensitif dengan

antibiotik paromomycin dan hygromycin. Ger. SW45 dan gen SW35
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menunjukkan fenotip omnipotent resesif. Gen SW45 dinamakan juga

SIJPI, 5W47, SUPQ, dan SAL4 sedangkan St/?35 tlisebut iwa SWl

5W39, SWP, SW12 dan S,4-I-?.

4.2. Allosuppressor di Ragi

Mutan-mutan yang m^rnpu meningkatkan aktivitas tRNA

suppr€ssor seperhi tRNA- SUQ5 disebut mutan allosuppressor darr ditandai

dengan simbol soJ. Sampai saat ini telah dikenal enam allosuppressor

yaitu soJl, salZ, sd?, sal4, sal| dan sol4 tetapi baru soIS ila+ sd4 yartg

banyak dipelajari setlangkan salZ, sd(, soJi dan sa.l6 masih tetap belum

terdefinisikan.

Stuili mekani.me allosuppressor untuk gerl- &4IA telah rlipelajari

dengan cara mengisol"<i dan menentukan ulxrtan nrrkleotiila empat allele

sol4. HasiJaya menunjukkan bahwa keempat allele eoJ4 menganilung

perubahan basa tunggal yang membentuk suatu ochre (IAA) koilon

teminasi d"lam gen saly' dirnana semua allele adalah nonsense. Dari haqil

p€nelitian ini tlisarankan bahwa fenotipik allosuppressor timbul sebagai

hqqil mutasi norueruie pada gen SdLa (Akhmaloka, 1991).
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Soal-soaI

1. Untuk setiap istilah ili bawah ini, berikan penjelasannya.

a. gen supprossor d. supprussor fra:nestrift

b. suppressor missense e. supprassor omnipotent

c. suppFessor nonsens€ f. allosupprossor

2. Sebutkarr fenotipik supprAessor omnipotent resesif pad.a S. cereuisiae.

Gen apa yang menunjukkan fenotipik suppnossor r.esesif pada r-agi

S, cereuisiae ?

3. Suppressor noruierx;e ili *$ S. cereuisiae iligolongkan atas dua kelas

utama. Jelaskan kedua kelas ini.
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BAB V

Gml s/.L4

Gen SA-L4 dinamakan iuga SUP4S, SW4?, SIFI darr SLFe. Gen

SW45 berada dal"'n kromosom II di ragi S. cereukioc. Gen ini beraila

dalem bentuk kopi tunggal dalarn genom haploid r:agi dan essensial untuli

viabilitas sel. Gen SW45 telal .liklon dan telah ditentukan urutan

nu.kleotidanya @reining darl Piepersberg, 1g36). fida,k seperti kebaryaliar

gen-gen yang mongkode protein ribosom, ger. SW4i tidak mempunyai

inhon ilan mengkode protein dengaa berat molekul 4g kD, lebih besar dari

protein ribosom r:agi yang ilikenal. Daer:ah penglioile gen SI/p45 terdiri

dzn $? 2sarn emi46. Dari komposisi asam aminonya, temyata protein

Sup45 bersifat lebih as"t , tirlal< seperhi kebanyakan protein ribosom yang

ilikenal @reining dan Piepersberg, 1986). Ger^ SW4i diekTresi paila

kecepatan yang r€ndah.

Gen 5-424 fslah ,liis6lasi ilan juga telah clitentrr}an urutBn

nu-kleotidanya (Akhmaloka, 1gg1). Berdasarkan urutan basa dan peta

roshiksinya terrryata gen ini identik dengan gen SLIpI <Sltr,P4}yang telah

diisolasi ilan ilitenhrkan urutan nulleotidanya oleh Brcining dan

Piepersberg (1986). Perbedaan hanya pada satu 6sarn nrnils yaitu GL141
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pada Sal4p sedangkaa pada Sup45p ailalah Leu{l. Umtan nu}leotida gen

SNA dapat dilihat pada Gambar 5.1.

I
AtG GAt.rirc cAC GIr c raAl^r A?? CAO AtC tco IAC CtC
AOrrO ?fl' OtC CrAtCt ttAoMAr ofi Ao^oct

n
t^r cct lcT lct arc AIT tcc tTA ctt Atr ccf cct 116 6ct
clA ATI CCA GIO IAC C'A AAA A?o IIA ACA OAI OIA

EI
?A1 GCl ACI CCC ?CC r^t A?f A rC? rCC Orl l^t COt Crr
tcc oTr ?tA tcl cct A?c Act tcc l@ cr^ cr^ l^o
l9
tTG t c cr^ tAT l T act ttc CCC tac AAC GGt ?tA Gtt fiA
lat tol oot o^r alc Alc Act orA oA? oo? tl^ ot^
105
r.r^ rlc clc AcT TTT GAr AtC ct^ Ccl tAC ar^ CCt ATC 

^ACAC tCC tf^ ?AT tIO tot CA? llc M Tn CA? ACA

li[
G^A GI'I CTT ?C! G. rIG CTT C'A OqI GA? CAC AAC ITC OCT
Tn A?A OtC AtO OAC COI CrA 00? AC? ?tO ITt 001

l6'r
TCT CTC tCC GCT 

^Ar 
ACG ACAACt GrrrT CAt t.r{ ?r, AcT

OTC OA? qfo CCA ..l/t l^0 Ce? OCl ACA COI Oot CIA

l8s
TCI CCG CTT CCT ITT GCT CGT tIA AGA Gi^ GIA MA ACA C.A?
AAt TAt O?0 ACA AAO OtC OCC 0^A OrI ocT otl Ct^

D9
l/r? TTT ATT ACT l.T GAC IAA GTC 

^AT 
CTT AAC GG? IIA ATT

fiA OCt OOf tct CCt OAC trl lAC tCC OAr rI0 oCT

*C
IIA ICI CIA ITA TTC GAT CCA AGA CTA GCA 

'CT 
MG CTT A?I

tcc AIc Gto cA? 0?t tcl rAr oo? 00t ot^ Mc oot

5l
r,Ic l^c cAc cqT aTc cr^ ttr rqI ccc cAA ccc ttc ccc 

^AlorclAG t^t cfi cl^ol tlc A^A tTA TT0 ollt cct
dt
IAT ITI CAC CAA ATt tCC CrC GaC ACI cc? tt^ ttc tct t^t
00t A?A c^t oAt rc-t trAA o ocA ?I0 ort l'A 00?

ET'
GCI CtC CAA ra^ tt^ At? Crl rlc GaA rAt rm CAA AcI ArC
aoa ta? Ac ?rl MA oat occ c^o o^r tA? 0ro ctt
!!D
ATA rAA TTC GcT G.l{ OCA GIA GCC TIG G'C ITC ICG ITT CfT
A?T GAC^r CCI ACC GCC CaA 0rA ITO OrC 0?l OtC

T6
rcc Gl cl cc, rra^fi cl/t tcc cTAc,cAGc.rt^c t^c^^Al c rlc oot oct Acr rto oA/t t?c Atc lc^ olc tl'(
gl
rCT TCA GAA GGT GCC C'A ITT GTC ACA (rcT ITT CCI GGT AI'T
oot occ Ato clo c6? tlct/t^o?tttt tr?or q'A

1t1 4n
cf^ GTT CAT GIA TCT GAG CAI GTA 

'Af 
tAI GAC GAt CAT C6A CIA ICC GAC TA' OAT TTC Arr TIA

Gambar 5.1. Urutan nuklotida gen SAI4 S, ccrcuielae. Kodon inisiasi gen S4-L4

adalah AUG dan kodon termina-si UAA. Argka menunjukkan nomor urut kodon.

@iambil dari Breining dan Piepersberg, 1986^;.
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5.1. Fenotip Mutan col4

Untuk mempelajari fonomena ger. SAIA dapat melalui mutasi pada

gen tersebut. Perubahar umtan nukleotiila akibat mutasi pada gen SAIA

menghasilkan mutan cal4. Mutarr sal4 memperlihatkan fenotip

allosuppressor karena mutal ini mampu meningkatkan aktivitas

supprsssor tRNA rniqaftya SUQ5. Disamping itu mutan-mutat oal4

mempunyai fenotip antara lain: kemernpuan ber.:spor:a yang r.endah,

hipersensitif dengan antibiotilc seperhi paromomycin dan hygromycin B,

sulit tumbuh dan sensitif temperatur.

Fenotip allozuppressor rtiidentifikasi bordasarkan pembahan warna

koloni r:agi paila media Y?D. Misalnya ragi S. cereuisr:oe shain BSC483/Ia

wild typ yang bervarna merah pada media YPD akan bervarna putih

bila terjafi muta<i pada gen allosuppressor. Warna merah ragi

S. cereubiry strain BSC483/1a pada media YPD rlisebabkan kerusakan

parla biosintesa atlenin yaitu pada ger. ADE2. Kenrsakan pada gen ini

mengakibatkan enzim yang dilrode oleh gen tersebut tidak {apat

dihasilka:r, akibatnya s€nyava antara pembentukan adenin, b-amino

irnidazols ribonukleotida terakumulasi, sehingga. senyawa tor:ebut

dikenyorsikar menjadi metabolit sekuniler lain yaitu aninoimiilazole

ribotide yang bemarna merah oleh aktiyitas enzim lain. ltarrra putih

pada mutan sll6fllpplpsssr terjafi karona jalur sintesa adenin telah pulih

kembali akibat mutaa sal4 dapat menekan mutasi pada gen ode2-l dalam
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latar belakang genetik SUQ5. Ini menantlakan bahwa aktivitas suppressor

moningkat akibat mutasi pada gorl. SAIA.

Mekanisme allosuppressor ili ragr khususnya gen &4.Ly' telah

dipelajari melalui beber:.apa allele soJ4. Dari empat rcn-corditional btlwl

temyata keempatrya menganilung perubahaa pasangan basa tunggal

yarrg menghasilkan kodon terminasi ochre (IAA) dal""' daerah pengkode

SAIA, dar,. menunjukkan allele tersebut adnlah allsls norurense. Dari hasil

pengamatan ini disarar&an bahwa fenotip allozuppressor timbul sebagai

akibat penurunan jlrnla[ dari protein Sal4 yang merupakan hasil mutasi

nonsense pada gen S4L4 (AEma1oka,1991). Oleh karena gen SAIA/

SW45 penthg untuk kehiilupm rag, naka mutan allele ini hanya akan

hiilup dengan adanya SUQ}IRNA supprsssor.

Untuk menguji eff"iensi allosuppressor dari mutan-mutan eal4

ilapat iliamati seca::a kuantitatif melalui analisa aktivitas enzim

F-ealaktosidase. Enzim p-galaktosidase yang rlihasilkan ailalah hasil

ekspresi gen fi.rsi antam PGK1 ngi dengan ujung-N gen LeZ melalui

suatu oligonukleotida sintetik yang Eenganilung kodon teruinasi untuk

mengoreLd pembacaan fusi gen (Iiroozan, eaol, l99l). Plasmid yang

membawa gen filsi ini dirnasukkan ke dalam sel mutan eol4. Bila kodon

terminasi fibaca darr suatu asam amino dirnasukkan maka enritn

p-galaktosidase fungsional akan disintesis. Analisa p-galaktosidase

dimaksuilkan ultuk mengetahui sifat mutan col4 sebagai suppressor
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omrripot€nt yarrg mampu menekan kodon nonsense UAA, UAG dan UGA.

Bila mutarr sd4 yang telah diisolasi mzrmpu memberikan aktivitas

p-galaktosiilase, hal ini menyamnkan bahwa mutan-mutar tersebut

bersifat sebagai supprsssor omrripotent Jrang mampu menekal mutasi

nonsense sehingg-a plroses trarslasi tlapat mengekspresikarr enzlm

P-gElaltosialase. Jika enzim p-galaktosiilase yarrg ilihasilkan tinggi, ini

berarti konsentr:asi protein Sal4 turun akibatnya SUQS lebih dapat lagi

menekan mutasi nonsense pada gen p-galaktosidase.

5.2. Peranan Gen S.4-L4

Ger^ SAIA patla S. cereuisiac rliduga berfungsi dalam pengendalian

ketepatarr termjnasi translasi (Iuite et.ol., 1994). Gen SAIA (5W45)

mungkin mengkode protein yang merupakan komponen dari zubunit

ribosom (40S) atau mungkin mengkode enzim yang memodtfrkasi zubunit

(tlinnebusch, Liebman,1990; Eustice eeol., 1986) tetapi ditemukan bahwa

proiluk gert SAIA (5W45) bukanlal protein ribosom (Hirurebusch ilan

Liebman ,1990). Tuite cr.o!. (1990) menemukan bahwa protein Sal4

terikat kuat ilengan ribosom kargna protein Sa14 tialak dapat fiileteksi

ttalam fi'a}si superrratan dan hanya dipintlahlan sebagian kecil saja ilari

ribosom dengan pencucian KCI 0,5M.
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Akhmaloka (199I) mengusulkm tiga motlel yang menjelaskan

poranan protein Sal4 dalam proses translasi yaitu Sal4p sebag'ai relecse

foctor, prafreding factor dan memediasi reaksi teminasi.

Model I : Sa}l sebagai relcase factnr

Pada tahap terminasi h:anslasi dt E. coli dan ili eukariot diperlukan

rebose factnr urrhrk melepaskan polipeptida yarrg telah disintesa dari

ribosom ..isi P. Patla kodon terr.inesi (di ribosom sisi A) diduga terjaili

kompetisi antaia release factor ilengan suppressor tRNA dalarn

menghentikan kodon terminasi. Fenotip allosuppressor dapat murrcul

ilengal c{rra monggan';knn salah satu kompetisi yaitu dengan cara

merusali fungsi releose foctor atar dengan cara mersduksi tingkat selular

dari rehase factor.

Dari pengamatan 4 buah mut an sd4 yang tiilak sensitif temperatur

(sal4-18, so]4-22, sd4-i)B dzr. sd4-4,9) telah ditunjukkan adanya

penurunan jrrnl6[ protein Sal4 tetapi protein Sal4 tidak menurunkan

efisiensi dati ochre suppressol. Gejala ini adalah suatu hampan jika Sal4

ailalah suatu rebase factor (Ak}maloka, l99l). Berdasarkan stuili

homologi pmtein memperlihatkan bahwa protein Sal4 sangat mirip

ilengan kelompok protein rebose foctor dan dir:sulkan Sal4p adalah

termasuk kelompok protein yang ilikenal sebagai eRE-l (trtolova, eLol-,

1994). Moilel Sal4 sebagai rebose foctor tlisajikan paila Gambar 5.2.
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Gambar 5.2. lVlodel I : Sal.l sebagai relecse /acror. @iambil dari Al*unaloka,

1991).

Model 2 : Sal4 sebagai proofreading factor

Gen SAIA mungkin mengkode suatu prctein yang m€mbentuk

bagiarr sisi aktif yang terlibat dalam mekanism e proofreding. Rusaknya

profreading dt E. coli dapat ilisebabkan oleh protein ribosom atau mutan

EF-Tu. Pada E coli ketepatan interal<si koilon-antikodon did.asarkan pada

peneikatan dari aminoacyl-tRNA ke ribosom sisi A yarrg dilakukan melalui

mekarrisrne GTP-d.ependent ribosomd prufreding .

GTP
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Fungpi Sal4p diduga mirip seperti EF-Tu ili E coli dalam

mengoreksi kebenarzn interaksi kodon-antikodon pada ribosom sisi A yang

terjaili karena peneikatan aminoacyl-tRNA ke ribosom yang ,li"'ediasi oleh

protein EF-lct. EF-lcr analog dengan EF-Tu yang fitemukan fi E coli

@iis, ef.oJ., 1990). Data lain menunj"kkan bahwa Sal4p hailir ilalam

jrrrnlah yang sedikit dalam sel yaitu kurang lebih satu molekul Sal4p

untuk setiap 10-20 ribosom (Iuite e!.d., 1994). Perbandingan ini tidak

konsisten dengan yang rlibutuhkan untuk pr.oses elongasi. Sebaliknya

EF-l ditemuhan dalr"' jumlah yang melimpah dr dalam sel (llinnebusch

dan Liebman, 1990). Model Sal4 sebag'aiproofreoding lxcror dapat dilihat

paila Gambar 5.3.

Model 3 : SaI4 memediasi reaksi terminasi

Pada sistem prokariot (8, col) tliperlu.kaa tiga protein yang

berfirngsi sebagai rebose fetor yaitu RF-l, RF-2 rlan RF-3. RI'-l

mengenali kodon UAA ilan UAG, RF-2 mongenali kodon UAA ilan UAG.

RF-3 berperan untuk memutlahkan pengikatan RF-l dan RF-2 ke ribosom

yang aktivitasrya memerlukan GTP. Pada eukariot (ragi) telah fitemukan

dua releose foctor yattu eR,E-I dan eR,E-3 (Stan$eld, er.oJ., 1995).

Aktivitas protein eRE-l ilan eRl'-B juga memerlukan GTP r:ntuk

menjalankan fimgsinya. BiIa SaI4p adalah suatu protein RF'-3 ragi, maka

iliharapkan Sal4p mempunyai aktivitas ribsomd-ilependent GTPoce
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s€perti yang ditemulan pada R.F'-S E. coli. Irri bemrti Sal4p rliharapkan

mompr:nyai <iqi pengikatan GTP, tetapi sisi pengikat OTP ini jusEu

fipunyai oleh protein Sup35 yang juga terbukti berperzn dalam

memelihara ketepatan tmnslasi (Iuite dan Stansfield, 1994).

Moilel ke tiga ini dapat menjelaskan mengapa rundahnya

karrilungan protein Sal4 menyebabkan fenotip allosuppr.essor. Peristiwa ini

akan menurunkal afnitas pengikatan releose fetor ke kodon terminasi

pada ribosom sisi A, sehingga lebih memungkin}an tRNA suppressor

untuk berkompetisi dengan rebor'e fetor pada kodon tersebut. Tingginya

jun]ah Sal4p diduea tidak akan Eempengaruhi kompetisi antara tRNA

suppressor darr relecse futor, karcra Sa14 tialak akan terlibat seca::a

langsrurg ilalam kompetisi dengan IRNA suppressor tetapi hanya

memediasi pengikatan rebce foctor ke ribosom (Akhmaloka, l99l). Moilel

Sal4 memetliasi roaksi teminasi dapat ililihat pada Gambar 5.4.

Dari ketiga model fi atas dapat rlisimpulkan bahwa SuptlSp6al4p

ailalah releao e focbr tetapi fungsinya tidak analog ilengaa RF-3 paila

E coli karena patla SuptlSplSal4p tidak fitemui sisi peneikat GTP seperti

yang ditemui pada RE-3 E. coli. Sisi pengikat GTP justru fitemui paila

Sal3p (tuite dan Standeld, f994). Sal4p sebag'ai rebue febr rliusulkan

oleh Frolova er.ot. (1994) berilasarkan stuili homologi protein bahwa Sal4p

sangat mirip dengan kelompok rebwe febr. Informasi terakhir yang

ditemui adalah Sal4p rlan SalSp merupakan rehase fubr, Sal4p adalah

ot



eRF-l dan SalSp adalah eRF-3 (Stansfield, et.al., 1995). Keduanya

borinteraksi rrntu.k membentuk suatu kompleks rebose fetor yarrg

fungsional.
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Gambar 5.3. Model 2: Sal,l sebagai ptafrcading foctor. (D:ambil dari Akhmaloka,

1991)
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Gambar 5.4. Model 3: Sal4 memediasi reaksi terminasi. (Dizmbil dari Akhmaloka,

1991).

5.3. Kloning Gen Mutan sol4

Unhrk mengklor gen mutan ed4 rugi dapat rligunakan metoda

alhh rescue, Metoila ini berilasarkan rekombinasi homolog antara DNA

plasmi<I yang dimasukkan pada sel ragi dengan DNA }uomosom ragi.

DNA plasmid yang dimasukkan dapat berupa cdppd ploemid yan;'g

membawa sebagian gen tipe alami atau plasmid yang membawa

RT
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keseluruhan gen tipe alarni dari gsn yang akan fiklon. Di rlalam inti sel

ragi gen mutan ragi dapat menutup kembali Capped plrrs mid dengan

menggunakan DNA bomosom r:agi sebagai templat.

Om-Weaver dan Szostak menemukarr bahwa dengan hailirnya

segm€n dutonomaus replic*ion sequer.ce (ARS) paila plasrniil maka aila

dua kemungkinan yang terjafi pada inti sel ragi, yaitu: (1) s'qppei! pla,smid

fitutup kembali dengan menggunakan urutan DNA homosom r:agi

sebagai templat dan akibatnya gen mutan ilapat dii"olasi, (p terjadi

integrasi dengan DNA h'omosom setelah plas'nid tersebut utuh kembali

(Rothstein, 1991). Jika plasmid yang rliguna}an pla-smid pUKC-802, keilua

kemungkinan ili atas dapat terjadi karena pUKC-802 mempunyai segmen

ARS. Gambar 5.5 rlisajikan metoda alleb rescue.

Plasmiil pUKC-802 diturunkan dari plasmid Yep-24. yang membawa

2.?.40 pb fraq-en plasrniil fu dan mengan d]gtg anttonomously replicating

sequsnce (ARS) untuk ragi serta membawa fragmen origirwl of replic*ion

(ORI) untuk E coli (Iuite, 1994. Dengan demikian pla-g"'id pUKC-802

dapat bereplikasi ili ilalam sel ragi maupnn fi dalam sel E coli dan berada

sebagai plasmiil multikopi fi keilua orEanisme tersebut. Oleh sebab itu

plasmiil pUKC-802 ilisebut ltga shutde u'oclor untuk E. coli ilan ragi.

Disamping fi:agmen-ftagmen di atas plasmirl pUKC-802 juga mengandung

gen U?AJ dan gen 6la. Gen t/RA3 digunakan untuk seleksi <li ragi
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sedangkan gen brc untuk seleksi rli sel E coli. Disamping itu, plamid ini

membawa urutan pengkode gen S.,4L4 serta umtan daerah promotornya.
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Gambar 5.5. Ilustrasi aelpdz lrllclc rcscvc- Galtped plosmil5raag berasal dari

plasmid pUXC-802 dipotong dengan enzim reskiksi EglII dan XIroI, kemudian

dikansfer ke dalam mutaa sot4, Transforman yang diamahi berupa koloni yang

berukuraa relabif besar dan kecit pada media s1rdhetb mir.imal (SM) tanpa ura'sil

@iambil dari Akhmaloka, 1991)
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Plasmid ptIKC-309 dirzrrcang dengan memasukkar 2,2 kb fragmen

dari pBRSUP45 yarrg membawa urutan pengkodean ujung karboksil dari

protein Sup45 (Sai4) ko dalam sisi BonHI dari YEp-24. Fr:agmen fumHL

SolI sebanyak 1,5 kb dari plasrnid yang dihasilkan kemuilian ditukar

dengan 3,2 kb frarr.'.en BornHI-SaJI dari pUKC-2J1 yrng membawa

prcmotor ilar urrtarr ujr:rrg-N ilari gen S-4I-4. Konstmlisi dari plasrnid

pUKC-802 ilisajikan pada Gambar 5.6.

Yir 2! l peE:LtL5
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Gambar 5.6. Skema konstruksi plasrnid pUKG802. Plasmid pUKC-802 diturunkan

dari plasmid YEp-24 yang dlmasukkan sebagian fragmen SUP45 dari pBR-<UP45 dan

sebagra.n fragmen SAL4 dari plasmid pW(C-261.
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Soal-soal

1. Jellaskan tentang ger. SW45 ilan bagaimana sifat pruiluk ger^ SW45

tersebut ?

2. Apakah perbeilaan antara gen S[/?45 dengan gen SAL4?

3. Perhatikan urutan nuHeotiila gen SAIA (Gambar 5.1). Dari urutan

nukleotida gen tersebut, tersusun ilari berapa resiilu asom aminokah

protein Sal4 ? Tuliskan sEukrur primer prctein Sala (cukup hanya !5

kodon mulai ilari a::ah 5' ----' 3) !

4. Bagaimana cara kita mengetahui bahwa mutal sal4 S. cereuisiae

ber:sifat suppressor omnipotent ?

5. Akhmaloka paila tahun 1991 mengusulkan tiga motlel peranan protein

Sal4. Jelaskan peranarr ketiga morlel tersebut I

6. Untuk mensklon gen mutan sol4 dapat digunakan metoda oJIeIe

."""ue. J6leqkan prinsip metoda ini !

?. Mengapa pla-mid pUKC-802 dikatakan shun)e toctor r:atuk -E coli rlan

m9?

o.J
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l,a rnpiran 1. Daftar istilah

Allele : Satu dari dua atau lebih bentuk alternatif ilari gen.

Antikodon : Triplet nukleotida paila sebuah molekul IRNA yang

komplemen dengan sebuah kodon pada molekul mRNA.

Bioteknologi : Penggunaan organimo hidup (tiilak selalu mikroba) fi
tlalnr" indus6i.

CentiMorgan : Satuar yang digunakan untuk menggambarkan jar.ak

antara dua gen pada sebuah hrmosom.

Diploid : Sebuah sel yang mengandung dua kopi dari tiap homosom.

Eukariot : Organis'ne yang selnya ficirikar oleh adanya membran

mengelilingi inti sel.

Fenotip : Sesuatu yalg dapat diarnati dari zuatu sel atau orEarrisrn e.

Gen : Segmen DNA yang menganilung informasi biologi yang mengkode

sebuah RNA dar / atau molekul polipeptiila.

Haploid : Sebuah sel yang menganilung kopi tungEal dari tiap homosom.

Histon : Prctein yang membaagrur nukleosom dan nempunyai peranan

yang fiuxlame6al dalern stnrktur homosom.

Intron : Seq."en DNA yang tiilal mengandung informasi biologi.

In aioo: Perrcobaan pada sel-sel hidup yang utuh, jaringan atau otgani.me.

Kodon bias : Kodon alterrratif untuk 65arn nrnins yang sama.

Kromatin : Serat-ser:at nukleoprotein (nukleosom) yang bentulorya

menyerrrpai manik-manik.

Kromosom : Molekul DNA tunggal yang utuh yang berbentuk heliks

ganila.

Meiosis : Sederstan peristiwa yang mana sel fiploiil diubah ke sel

haploid.

Mitosis : Sederotan peristiwa yang mengakibatkan pembelahan sel

tunggal (iliploirl atau haploid) menjadi dua sel anak.
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Mutasi : Perubahan urutan nukleotiila tlari molekul DNA.

Nukleosom : Subunit globular dari DNA homosom yang membentuk

kompleks dengan protoin histon dal merupakan unit pengulang dari

homatin.

Plasmid : DNA yang umumnya berbentuk sirkular dan replikasinya tidak

tergartung pada kromosom sel inang dan sering ditemui rli dalam

bakteri dan beberapa tipe sel lainnya.

Rclease factor : Protein yang mengenali koilon tem.inasi.

Replikasi : Sintesa dua rantai DNA yang mempunyai urutan nukleotiila

sempa d.engan DNA indulsrya.

Telomer : Urrrtan nukleotida paila ujung dari sebuah humosom yarg

tidak mengkode suatu RNA atau suatu prutein.

Transkripsi : Sintesa RNA ilengan menggunakan cetakarr DNA.

Translasi : Sintesa polipeptiila yang urutan asarn aminonya ditentulan

oleh urutan nukleotida paila nRNA .
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Lampiran 2 : Kode genetik (Diambil dari Griffiths el. oJ., 1993)
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