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Sanksi Pelanggaran Pasal 113
Undang-Undang Nomor 28 Tahun 2014
Tentang Hak Cipta

Pasal 113

Sctiap Orang vang dengan lanpa hak melakukan pelanggaran hak ckonomi
schagaimana dimaksud dalam Pasal 9 ayat (1) huruf | untuk Penggonaan
Secara Komersial dipidana dengan pidana penjara paling lama 1 (<atn) tahun
dan’atan pidana denda paling banyak Rp 100,000,000 (seratus futa rupiah},

Setiap Ormang yang dengan anps hak danfai mnpa i2in Pencipls aisu
pemegang Hak Cipta melakukan pelanggaran hak ekonomi Pencipta
sebagraimana dimaksud dalam Pasal 9 ayat (1) hurul o bural J, bural 1
dan/atan humf h untuk Penggunaan Secara Komersial dipidana dengan
pldana penfara paling kama 3 [tiga) tahun danfatan pidana denda paling
bamyak RpS00.000.000.00 (linsa rarus juta ropiah).

metiap Orang yang dengan tanpa hak danfatn anpa ein Pencipta atau
pemcgang Hak Cipta meakukan pelanggaran hok ckonomi Pencipta
schagaimana dimaksud dalam Pasal & ayvat (1] horuf a, hurof b, horeof e,
danfatan huruf g entuk Penggunaan Secara Komersial dipidana dengan
pidana penjara paling lama 4 {empat} tahun danfatan pidana denda paling
beamyyake Fp L O CKELORR0L00 (st millae rupaah),

Setiap Orang vang memenuhi unsur schagaimana dimaksud pada ayal (3)
vang dilakukan dalam bentuk pembajakan, dipidana dengan pidana penjara
paling lama 10 (sepulab} tahun dan/atau pidana denda paling banyalc
[ A O DL A fempat myiliar ruplah).
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Hanya ketka struktur DNA ditemukan pada awal
1950-an barulah menjadi jelas bagaimana mtormasi herediter
dalam sel dikodekan dalam wuwrutan DNA nukleotida.
Kemajuan sejak saat itu sangat mencengangkan. Dalam
limapuluh tahun kami tahu urutan genom lengkap untuk
banyak organisme, termasuk manusia. Karena itu, kamu
mengetahul informasi jumlah maksimum vang diperdukan
untuk menghasilkan orgamsme yang kompleks seperti kam,
Batas-batas pada informasi herediter yang diperlukan untuk
kehidupan membatasi ciri-cin biokimia dan struktural sel
dan memperelas bahwa bioclogi tidak rumit yvang tak
terhingga.

Dalam bab ini, kami menjelaskan bagaimana sel
memecahkan kode dan menggunakan informasi dalam
genomnya, Banyak vang telah dipelajan tentang bagaimana
instruks: genetik yang ditulis dalam alfabet hanva dengan
empat "huruf” - empat nukleotida berbeda dalam DNA -
mengarahkan pembentukan bakteri, lalat buah, atau
manusia. Namun demikian, kami masih memiliki banyak
hal untuk mengetahul tentang bagaimana informas: yang

disimpan dalam menghasilkan genom organisme bahkan




bakteri umseluler paling sederhana dengan 500 gens, apalagi
cara mengarahkan perkembangan manusia dengan sekitar
25.000 gen. Masih banyak ketidaktahuan; karena itu banyak
tantangan menarik yang menunggu generasi ahli biolog: sel

benkutnya.

Masalah yang dihadapi bahwa sel-sel dalam genom
pengkodean dapat dipahami dengan mempertimbangkan
sebagian kecil dan genom lalat buah Drosophirla melanogaster
(Gambar 1). Scbagian besar informasi vang dikodekan-DINA
hadir dalam hal im1 dan genom lainnya menentukan vrutan
linler — umutan — asam amino untuk sctiap protein yang
dihasilkan organisme. Seperti dijelaskan dalam Bab 3, urutan
asam amino pada gilirannya menentukan bagaimana sctiap
protein tedipat untuk memberikan molekul dengan bentuk
dan kimia yang berbeda. Ketika sebuah sel membuat protein
tertentu, ia harus memecahkan kode wilayah genom secara
akurat. Informasi tambahan vang dikodekan dalam DNA
genom menentukan kapan tepatnya dalam kehidupan suatu
organisme dan di mana jenis se¢l masing-masing gen akan
dickspresikan menjadi protein. Karena protein adalah unsur

utama se¢l, penguralan genom menentukan fidak hanya




ukuran, bentuk, sifat biokimia, dan perilakn sel, tetapi juga
ciri khas masing-masing spesies di Burm.

Orang mungkin telah meramalkan bahwa informasi
vang ada dalam pgenom akan diatur secara teratur,
menyerupal kamus atau direktor telepon. Meskipun genom
dari beberapa bakten tampak terorganisasi dengan cukup
baik, genom dan sebagian besar organisme multiseluler,
seperti contoh Drosophile, secara mengejutkan tidak teratur,
Bagan-bagian kecil dan pengkodean DNA (yvaitu, DINA
vang mengkode protein) diselingt dengan sejumlah besar
DNA yang tampaknya tidak berarti. Beberapa bagian genom
mengandung banyak gen dan yvang lainnya kekurangan gen
sama sckali. Protein yang bekerja erat satu sama lain di
dalam sel sering memiliki gen vang terletak pada kromosom
vang berbeda, dan gen wvang berdekatan biasanya
menyandikan protein vang tidak ada hubungannya dengan
satu sama lain di dalam sel. Oleh karena im, genom
pengkodean ulang bukan masalah sederhana. Bahkan
dengan bantuan komputer yang kuat, masih sulit bagi para
penelitt untuk menentukan secara pasti awal dan akhir gen

dalam sekuens [DINA genom kompleks, apalagt untuk




memprediksi kapan masing-masing gen diekspresikan dalam
kehidupan organisme. Meskipun urmtan DNA - genom
manusia diketahui, mungkin diperlukan setidaknya satu
dekade untuk mengidentifikasi setiap gen dan menentukan
urutan asam amino yang tepat dari protein  yang
dihasilkannva. Namun sel-sel dalam wbuh kita melakukan
ini ribuan kali per detik.
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Gambar 1 (halaman scbelah) Penggambaran skematis dari sebhagian
kromosom 2 dari genom lalat buah Dresophiidla mefanogasier. Angla in
mewalill selatar 3% dan total genom Dvosophdfa, disusun sebagal enam
segmen  vang  berdelatan. Sebagamana  dimngkom  dalam koner,
representasi simbolis adalah: garis-garis hitam vertikal dengan berbagat
ketebalan: lokasi elemen transposable, denpan bar yang lebih tebal
menumukkan  kelompok elemen; kotak berwama: gen (baik yang
diketahui maupun vang dipredilsi) dikodekan pada sato untai DNA
(kotak di atas garis tengah) dan gen dikodekan pada untai lainnya (kotak
di bawah gans tengah). Panjang setiap kotak gen mencakup cksonnya
(DNA pengkode protein) dan intronnya (DNA nonkode) (lihat Gambar
4-15); tingginva sebanding dengan jumlah ¢eDNA diketahui vang cocok
dengan gen. (Seperti dijelaskan dalam Bab 8, ¢DNA adalah salinan
DA dari molekul mENA, dan koleksi besar urutan nukleotida cDINA
telah disimpan dalam berbaga basis data, semakim banyak kecocolan,
scmakin tinggi keyakinan bahwa gen yang diprediksi ditranskripsi
menjadi RNA dengan demikian merupakan gen asli). Wama dan
masing-masing kotak gen menunjukkan apakah gen vang berlaitan erat
diketahui terjadi pada organisme lain. Misalnya, MWY berarti gen
tersebut memiliki kerabat dekat pada mamalia, dalam cacing mematoda
Crenovhabdiiis elegans, dan dalam nl.g,i Saccharomivees cerevisiae, MW
menumjukkan gen memibiki kerabat dekat pada mamaba dan cacing

tetapi bdak dalam ragl. Bilafh beoegrnd pelmy’ menvnjukkan persen




pasangan basis G — C; di banvak genom vang berbeda, persentase imi
menunjukkan variasi  regional Br:mg mencolok, wvang asal dan
signifikansinya tidak pasn, (Dan M.D. Adams et al., Sains 287 2185
2195, 2000, Dengan izin dari AAAS.)

DMNA dalam genom tidak mengarahkan sintesis protein
itu sendiri, tetapi sebaliknya menggunakan RNA sebagai
perantara. Ketika sel membutuhkan protein tertentu, urutan
nukleotida dari bagian vang sesuai dart molekul DNA vang
sangat panjang dalam kromosom pertama kali disalin ke
dalam RNA (proses vang disebut sramskripsi) Imi adalah
salinan ENA segmen DNA vang digunakan secara langsung
sebagai contoh untuk mengarahkan sintesis protein (suam
proses vang disebut franslasi). Alran informasi genevk
dalam sel karena 1tu dart DNA ke ENA ke protein (Gambar
2). Semua sel, dari bakteri hingga manusia, mengekspresikan
informasi genetiknya dengan cara in1 — sebuah prinsip yang
sangat mendasar sehingga disebut dogma sentral pada biologm

molekuler,




M replication
DNA regalr
genetic recombination Gambar 2 Jalur dari
( ) OMA, DNA ke  protein.
“AINAEANATAERENARNEEEE, " Aliran informasi genetik
T Y darik DNA ke RNA

BMA syrithesis b =
{transcription) (transkripsi) dan dan
BRA RENA ke protein
TEITEEETTTEEETTTETTEEET T (translasi)  tegadh e
pretain syrithesis semua sel hidup.
{transiation)
PROTEIN
H M~ CODH

amino ackds

Meskipun universalitas dogma pusat, ada wvarlasi
penting dalam cara informasi mengalir dari DNA ke protein.
Yang terutama di antaranva adalah transkrip RNA dalam sel
eukariotik tunduk pada serangkaian langkah pemrosesan di
dalam nukleus, termasuk pemvambungan ENA, sebelum
diizinkan keluar dari nukleus dan diterjemahkan menjadi
protein. Langkah-langkah pemrosesan ini dapat secara kritis
mengubah "makna" dari molekul ENA dan karena itu sangat
penting untuk memahami bagaimana sel eukariotk
membaca genomnya. Akhirnya, meskipun kami fokus pada
produksi protein yang dikodekan oleh genom dalam bab in,
kami melihat bahwa bagi banyak gen, RNA adalah produk
akhir. Seperti protein, banyak dan ENA ini terlipat menjadi




struktur figa dimens: yang tepat vang memilla peran
struktural, katahnk, dan pengatur dalam sel.

Kita memulai bab ini dengan langkah pertama dalam
mendekode genom: proses transkripsi di mana molekul RNA
dihasilkan dan DNA suatu gen. Kami kemudian mengikut
nasib molekul ENA ini melalui sel, menyelesaikan ketika
molekul protein terlipat dengan benar telah terbentuk. Pada
akhir bab im, kami mempertimbangkan bagaimana skema
penvimpanan informasi vyang cukup rumit saat ini,
transkripsi, dan terjemahan mungkin muncul dan sistem

vang lebih sederhana pada tahap awal evolusi sel.

DARI DNAKE RNA

mnsk.ripsi dan terjemahan adalah cara sel membaca,
atau mengekspresikan, instruksi genetik dalam gen mereka,
Karena banyak salinan RNA identik dapat dibuat dari gen
vang sama, dan setiap molekul RNA dapat mengarahkan
sintesis banyak molekul protein yang identik, Sel-sel dapat
mensintesis sejumlah besar protein dengan cepat hila

diperlukan. Tetapi setiap gen juga dapat ditransknpsi dan
diterjemahkan dengan efisienst  vang berbeda,




memungkinkan sel untuk membuat sejumlah besar protein
dan sejumlah kecil lainnva (Gambar .'& Selain itu, seperti
vang kita lihat pada bab berikutnya, sel dapat mengubah
(atau mengatur) ekspresi masing-masing gen sesual dengan
kebutuhan saat ini — paling umum dengan mengendalikan
produksi RNA-nya.
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Grambar 3 Lavar dapat diekspresikan dengan
efisiensi berbeda. Dalam contoh ini. gen A
ditranskripsi dan ditefjernahlan jauh lebih efisien
daripada pen B. Hal Ini memunghkinkan jomlah
protein A dalam sel menjadi lebih besar daripada
protein B.




gagi:m—baginn dari Urutan DNA Ditranskripsi menjadi
BRNA

Langkah pertama sel dalam membaca bagian yang
diperlukan dari instruksi genetiknya adalah menyalin bagian
tertentu dan urutan nukleonida DNA-nva suatu gen ke
dalam urutan nukleotida BENA. Informasi dalam RNA,
meskipun disalin ke dalam bentuk kimia lain, pada dasamya
masih ditulis dalam bahasa yvang sama seperti pada DNA —
bahasa dari vrutan nukleotida. Oleh Karena itu nama nya
transkripsi.

Seperti DMA, RNA adalah polimer linier yang terbuat
dari empat jenis subunit nukleotida yang berbeda yang
dih“ungkan bersama oleh ikatan fosfodiester (Gambar 4).
Ini berbeda dari DNA secara kimiawi dalam dua hal: (1)
nukleotida dalam RMNA adalah ribonukleotida vyaitu
mengandung gula ribosa {oleh karena itu disebut asam
Tihﬂﬂ‘l.l'ﬁﬂ.t] daripada deoksiribosa; (2) meskipun, seperti
DNA, RNA mengandung basa adenine (A), guanine (G),
dan cytosine (C), nﬁnganc!ung urasil basa (U) bukan timin
(T) dalam DNA. Karena U, seperti T, dapat membuat

10




pasangan basa dengan hidrogenbonding dengan A (Gambar
5), sifat pasangan basa komplementer yang djjelaskandntuk
DMNA dalam Bab 4 dan 5 berlaku juga untuk ENA (dalam
RNA, pasangan G dengan C, dan pasangan A dengan U),
Kami juga menemukan jenis pasangan basa lain dalam

ENA: misalnya, (G terkadang berpasangan dengan U.

LY
used in ribonuchic wsed in decwyribonudek
achd THNA) ackd (DAY
‘m Ll La
i I
Py Hit ., i
HC™  THMH T TN
| | ]
H . .rr-q.t H gy ; y
] M [h]
| |
I H
uracil thyming

1
Gambar 4. Struktur kimia RNA. (A) RNA mengandung gula
ribosa, yvang berbeda dari deoksiribosa, gula vang digunakan
dalam DNA, dengan adanya gugus —OH tambahan. (B) RNA
mengandung urasil basa, vang berbeda dari timin, b setara
dalam DNA, dengan tidak adanya gugus —-CH3. 1RNA

berbeda secara dramatis dalam struktur keseluruhan,




Sedangkan DNA selalu tegadi dalaa sel sebagai heliks
beruntai ganda, RNA adalah untaian tunggal. Oleh karena
itu rantai RINA dapat dilipat menjadi bentuk tertentu, sama
seperti rantal polipeptida terlipat untuk membentuk bentuk
akhir protein (Gambar-6). Seperti vang lkita lihat nanti
dalam bab ini1, kemampuan untuk melipat ke dalam bentuk
tiga dimensi vang kompleks memungkinkan beberapa
molekul RNA memiliki fungs: struktural dan katalitik yang
tepat,

e
L1 H
"I
Yoo LH
THie. . a Gambar 5. Urasil membentuk
| | uracl pasangan basa dengan adenin.
“;.‘ “":-.-"'I =0 Tidak adanya gugas metl di U

tudak berpengaruh pada pasangan
hasa; dengan demikian, pasangan
- M = e
"-x‘_,_,,-"'%: AL basa U — A sangat mirip dengan
pasangan basa T - A

sugar-phogphate hackhens




Gambar 6 RMNA dapat dilipat ke dalam struktur tertentu, HMNA
sebagian besar beruntai munggal, tetapi sering mengandung bentangan
pendel muklentida yang dapat membentuk pasangan basa konvensional
dengan unutan pelengkap yang ditemukan di tempat lain pada molekul
yang sama. Ioteraksi-interaksi imi, bersama dengan interaks: pasangan-
basa “non-konvensional” tambahan, memungkinkan molekul BENA
melipat menjadi struktar tiga dimensi yang ditentukan oleh urutan
nukleotida-nya. =AATC> (A) Diagram struliur BNA terdipat vaEh
hanva memperhhatkan interaksi pazangan-basis  konvensional. (B)
Struldur dengan interaksi pasangan-hasis konvensional (mieralft) dan non-
konvensional el (C) Struktur RNA yang sebenarnva, bagian dari
introm grup I (lihat Gambar 36), Setiap interaksi basa-pasangan
konvensional ditandar dengan "anak tangga® dalam heliks ganda. Basis
dalam konfigurasi lain ditunjukkan oleh anak tangea yang rusak.




Transkripsi Menghasilkan RNA Komplementer untuk Satu
Unta: IDNA

NA dalam sel dibuat dari transkripsi DNA, suatu
proses vang memiliki kesamaan tertentu dengan proses
replikasi DNA yang dibahas pada Bab 5. Transkripsi dimulai
dengan pembukaan dan pelepasan sehagian kecil dari heliks
ganda DNA untuk mengekspos basis pada setiap untai
DMNA. Salah satu dan dua untai heliks ganda DNA
kemudian bertindak sebagai contoh untuk sintesis molekul
RMNA. Seperti dalam replikasi DNA, umutan nukleotida
rantai RNA ditentukan oleh pasangan basa komplementer
antara nukleotida vang masuk dan cetakan DNA. Ketika
kecocokan yang baik dibuat, ribonukleotida vang masuk
secara kovalen terkait dengan rantai RNA yang tumbuh
dalam reaksi yang dikatalisis secara enzimatik, Rantai RNA
vang dihasilkan oleh transkripsi — transkrip — karena itu
memanjang satu nuldeotida pada suatu wakm, dan ia
memiliki urutan nukleotida vang persis komplementer
dengan untai DNA vyang digunakan sebagai contoh
(Gambar 7).
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Transkripsi, bagaimanapun, berbeda dan replikasi
DNA dalam beberapa cara penting. Tidak seperti untai
DNA vyang baru terbentuk, untai RMNA udak tetap
terhidrogenasi dengan untai cetakan DNA. Sebaliknya, tepat
di belakang wilayah dimana tempat ribonukleotida
ditambahkan, rantai RNA dipindahkan dan DNA heliks
kembali terbentuk. Dengan demikian, molekul RNA yang
dihasilkan oleh transkripsi dilcpaskan dari cetakan DNA
sebaga'huntﬂian mnggal. Selain 1tu, karena mereka disalin
hanya dari wilayah DNA vang terbatas, Molekul RNA jauh
lebih pendek daripada molekul DNA. Molekul DNA dalam
kromosom manusia bisa mencapai 2500 juta pasang
nukleotida; sebaliknya, kebanyakan BNA tidak lebih dari
beberapa ribu nukleotida, dan banyak vang lebih pendek




Enzim vang melakukan transkripsi disebut RNA
polimerase. Seperti DNA polimerase yang mengkatalisas:
replikasi DNA (dibahas pada Bab 3), RNA polimerase
mengkatalisasi  pembentukan 1katan fosfodiester yang
menghubungkan nukleotida bersama untuk membentuk
rantai linier. RNA polimerase bergerak bertahap di
sepanjang DINA, membuka ikatan hehks DNA tepat di
depan situs aktif untuk polimerisasi untuk mengekspos
wilavah baru untai cetakan untuk pemasangan pasangan
basa komplementer. Dan sini, rantai ENA yang tumbuh
diperpanjang oleh satu nukleotida pada suatu waktu dalam
arah 5°-3' (Gambar 8). Substratnya adalah nukleosida
tnfosfat (ATP, CTP, UTP, dan GTP); sepert1 dalam replikasi
D'NA, hidrolisis ikatan berenergi tinggi menyediakan energi
yang dibutuhkan untuk mendorong reaksi ke depan (lihat
Gambar 5-4).
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Gambar B. DNA ditranskripsi oleh enzim RNA polimerase. (A) ENA
polimerase  (birmn  pucat) bergerak bemahap di sepanjang DNA,
melepaskan ikatan DNA helix di situs aktifnya. Saat berdangsung,
polimerase menambahkan nukleotida (direpresentasikan sebagai bentuk
T kecil) satw per satu ke rantai RNA di lokasi polimerisasi,
menggunakan untai DNA vang terpapar sebaga contoh. Transknp RNA
dengan demilkian merupakan salinan pelengkap dan salah satu dan dua
untai DMNA. Karenanya, wilayah pendek heliks DNA / RNA
(panjangnya sekitar sembilan pasang nukleotida) hanya terbentuk secara
sementara, dan “jendela”(§feliks DNA / RNA bergerak di sepanjang
DMNA dengan polimerase. Nukleotida yang masuk adalah dalam bentuk
ribonukleosida trifosfat (ATP, UTP, CTP, dan GTP), dan energi yang
tersimpan  dalam  ikatan fosfat-fosfatnya membmiknzakekuamn
pendorong untuk reaksi polimensasi (libat Gambar 5-4). (B) Struktur
bakteri RNA polimerase. scbagaimana ditentukan oleh knstalograf
sinar-x. Empat subunit vang berbeda, ditunjukkan oleh wama yang
berbeda, terdin dari RNA pohimerase mi. Untai DNA vang digunakan
schagai contoh berwarna merah, dan untai non-contoh berwarna kuning,
(A, diadaptas: dan Gambar milik Robert Landick; B, mulik Seth Darst.)

Felepasan untar ENA }rw hampir segera dan DNA

saat disintesis berarti bahwa banyak salinan ENA dapart




dibuat dan gen yang sama dalam waktu yang relatif singkat,
dengan sintesis molekul RNA tambahan dimulai sebelum
RNA pertama selesal (Gambar 9). Ketika molekul RNA
polimerase mengikuti dengan keras pada tumit masing-
masing dengan cara ini, masing-masing bergerak sekitar 20
nukleotida per detik (kecepatan dalam eukariota), lebih dari
seribu transkrip dapat disintesis dalam satu jam dan satu

gen,

g

Gambar 9 Transkripsi dua gen seperti vang diamati di bawah
mikroskop elektron. Mikrograf menunjukkan banvak molekul RNA
polimerase secara bersamaan menyalin masing-masing dari dua gen yang
berdekatan. Molekuol RNA polimemse terhihat sebagai serangkaian titik
di sepamjang DNA dengan transknp vang bam disintesis (benang hahusg)
yang melekat padanya. Molekul BENA (ENA ribosom) yang ditunjukkan
dalam contoh ini tidak diterjemahkan ke dalam protein tetapi sebaliknya
digunakan langsung sebagai komponen nbosom, mesin di mana




tenemahan berlangsung. Partokel-partikel di wjung 5 '(wung bebas) dan
setlap wanskrip rRNA divakini mencerminkan permulaan perakitan
nbosom. Dan panjang transknp yang bam disintesis, dapat disimpulkan
bahwa molekul RN A polimerase mentranskripsi dan kiri ke kanan. (Atas
perkenan Ulrich Scheer.)

Meskipun RNA  polimerase pada  dasamya
mengkatalisis reakst kimia vang sama dengan DNA
polimerase, ada beberapa perbedaan penting anara aktivitas
kedua enzim. FPertama, dan vyang paling jelas, RNA
polimerase mengkatalisasi hubungan ribonukleotida, bukan
deoksiribonukleotda, Kedua, tidak sami DNA polimerase
yvang terlibat dalam replikasi DNA, RNA polimerase dapat
memulai rantai ENA tanpa primer. Perbedaan im1 mungkin
ada karena transkripsi tidak perlu seakurat repﬁasi DNA
(lihat Tabel 5-1, hal. 271). Tidak seperti DNA, RNA tidak
secara permanen menyimpan informasi genetik dalam sel,
RNA polimerase membuar sckitar satu kesalahan untuk
setiap 10* nukleotida yang disalin ke dalam RNA
(dibandingkan dengan tingkat kesalahan untuk penvalinan
langsung oleh DHﬁ polimerase sekitar satu dalam 107
nukleotida), dan konsekuensi dan kesalahan dalam




transkripsi RNA jauh kurang signifikan danpada dalam
replikasi DNA.

Meskipun BENA polimerase hampir ndak seakurat
polimerase DMNA yang mereplikasi DNA, mereka tetap
memiliki  mekanisme  proofreading  sederhana,  Jika
ribonukleotida yang salah ditambahkan ke rantai RNA yang
tumbuh, polimerase dapat kembali, dan situs aktf enzim
dapat melakukan reaksi eksisi yang menyerupar kebalikan
dari1 reaksi polimerisast kecuali bahwa air sebagai pengganti
pirofostat digunakan dan nukleosida monofosfat dilepaskan.

enging&t bahwa DNA dan ENA opolimerase,
keduvanva melakukan polimerisasi nukleotida yang
bergantung pada contoh, mungkin diharapkan bahwa kedua
jenis enzim tersebut akan terkait secara struktural. Namun,
studi  kristalografi x-ray dari kedua jemis enzim
mengungkapkan bahwa, selain mengandung ion Mg™ kritis
di situs katalitk, mereka hampir tidak berhubungan sam
sama lain, memang enzim nukleotida yang bergantung pada
contoh tampaknya telah muncul secara independen dua kali
selama evolusi awal sel. Satu garis keturunan mengarah pada

DNA polimerase modern dan transknptase terbalik yang




dibahas pada Bab 5, serta beberapa polimerase RNA subunit
munggal dan wvirus. Silsilah lainnyva membentuk semua
polimerase RNA seluler modern (Gambar 10), vang akan

kita bahas dalam bab in,
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Gambar 10 Evolusi RNA polimerase seluler modern. Menurut hipotesis
i, RNA polimerase berevolust dan domain protein kuno, yvang discbut
barel psi ganda. Langkah-langkah evolust penting diperiirakan
mencakup dimerisasi domain, penyisipan "loop”™ pobpeptida  besar,
akuisisi dua lism penting vang diperlukan untuk memposisikan contoh,
dan akuisisi tga asam aspartat yang diperlukan untuk mengkelat
magnesium di lokas: altif. Skema i menggambarkan evolusi dua
subunit terbesar RNA polimerase, yang membentuk situs aktif enzim.
Struktur vang diperlibatkan B adalah subunil band (' dan enzim E. coli,
tetapi subunit y@Je sesuai dari enzim eukariotik berhubungan emt
(Dhadaptasi dant LM, Iver, EV. Koonin dan L. Amvind, BEMC Struct.

Biol. 3: 1, 2003.)




Sel Menghasilkan Beberapa Jenis RMNA

Mayoritas gen vang dibawa dalam DNA  sel
menentukan urutan asam amino protein; molekul RNA yang
disalin dari gen inmi (vang akhimya mengarahkan sintesis
protein) disebut molekul messenger RNA (mRNA). Namun,
produk akhir dari sebagian kecil gen adalah ENA itu sendiri.
Analisis cermat dan urutan DNA lengkap genom ragl §
cerevistae telah menemukan lebih dan _aﬂ gen (agak lebih
dari 10% dar jumliah total gen ragm) vang menghasilkan
RENA sebagai produk akhir mereka. RNA ini1, seperti protein,
berfungsi sebagai komponen enzimatik dan struktural untuk
berbaga: proses di dalam sel. Pada Bab 5 kami menemukan
salah satu RNA i, contoh yang dibawa oleh enzim
telomerase. Meskipun banyak dan BENA nonkodmg m
masih misterius, kita akan melthat dalam bab ini bahwa
moleku!  RNA  nubliv kecd  (snRNA)} mengarahkan
penyambungan pra-mENA  untuk membentuk mRNA,
bahwa molekul KNA rbosom (rRNA) membentuk int dan
ribosom, dan bahwa mengansfer molebul KNA  (iRNA)

membentuk adaptor yang memilih asam amino dan
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menahannya pada nbosom untuk dimasukkan ke dalam
protem. Akhirnya, kita akan melihat di Bab 7 bahwa molebu!
micro RNA (miRNA) dan molebul kool yang mengeangen RNA
(siRNA) berfungsi sebagai pengatur utama ekspresi gen
eukariotik (Tabel 1).

Settap segmen DINA }ran.gdijtransknpsu disecbut mnr
franskripsi. Dalam euwcaryotes, unit transkripsi biasanya
membawa informast hanya satu gen, dan oleh karena 1tu
mengkode molekul RNA tunggal atau protemn tunggal (atau
kelompok protein  terkait  pka  transknp RNA  awal
disambungkan dalam lebith dan  satu carﬂaunmk
menghasilkan mRENA yang berbeda. Pada bakter, satu set
gen yvang berdekatan sering ditransknipsi sebagai satu unirt;
molekul mRENA yang dihasilkan membawa informasi untuk
beberapa protein berbeda.

Secara keseluruhan, RN A membentuk EhErapﬂ persen
dart berat kering sel. Sebagian besar RNA dalam sel adalah
rRNA; mRNA hanya terdiri dar 3-3% dari total ENA dalam
s¢l mamalia vang khas. Populasi mRNA terdin dan puluhan
ribu spesies yang berbeda, dan rata-rata hanya ada 10-15

molekul setiap spesies mENA yang ada di setiap sel.




Tabel 1 Jenis RN A Khusus vang Diproduksi dalam Sel

JENIS RNA

FUNGSI
2

mBENAs

rRMAs

tIRINAs

snENAs

snoRMNAs

snoRINAs

Messenger RNA, kode
uniuk protein

ENA ribosom, membentuk
struktur dasar ribosom dan
mengkatalisis sintesis
protein

Eenh'ansfer REINAsz, pusat
sintesis protein sehagai
adaptor antara mREMNA dan
asam amino

RNA nuklir kecil, berffungsi
dalam berbagai proses
nuklir, termasuk
penyambungan pra-mRNA
RMA nukleolar keeil,
digunakan untuk
memproses dan
memodifikasi rRINA secara
kimia

BNA nukleolar kecil,
digunakan untuk

memproses dan
memodifikasi rRNA secara

kimia




6]
scaRMN As RMNA cajal kecil, digunakan

untuk memodifikasi
snoBRNA dansnRNA

miRMNAs MicroRNAs, mengatur
ekspresi gen biasanya
dengan memblokir
terjemahan mRINA selektif

siRINAs RMA kecil yang
Eengganggu, matikan
ekspresi gen dengan
mengarahkan degradasi
mENA selektif dan
pembentukan struktur
lﬂ‘ﬂmal'ﬁ padat

RNA Fungsi dalam berbagai

nonkoding lainnva prases sel, termasuk sintesis
telomer, inaktivasi
kromosom X, dan
pengangkutan protein ke
ER

Sinval vang Dikodekan dalam DNA Memberi tahu RNA

Polymerase Dimana untuk Mulai dan Berhenti

Untuk menyalin gen secara akurat, RNA polimerase

harus mengenali dan mana genom memulai dan di mana




harus selesal. Cara RNA polimerase melakukan tugas-tugas
ini agak berbeda antara bakteri dan eukariota. Karena proses
pada baktert lebih sederhana, kami membahasnya terlebih
dahulu.

Inisiasi transknpsi merupakan langkah vang sangat
penting dalam ekspresi gen karena merupakan titik utama di
mana sel mengatur protein mana vang akan diproduks: dan
pada tingkat berapa. Enzim inti RNA polimerase bakten
adalah kompleks multisubunit vang mensintesis RNA
menggunakan contoh DNA sebagai panduan. Subunit yang
dapar dilepas vang disebut faktor sigma (o) berasosiasi dengan
enzim inti dan membantunya membaca sinyal dalam DNA
vang menentukan di mana 1a harus mulai menyalin
(Gambar 11). E:maa, g faktor dan enzim inti dikenal
sebagal holoenzyme ENA polimerase; kompleks m1 hanya
melekat lemah pada DNA bakteri ketka kea.lanya
bertabrakan, dan holoenzyme biasanya meluncur dengan
cepat di sepanjang molekul DINA vang panjang sampal
berdisosiasi kembali. Namun, ketika holoenzyme polimerase
meluncur ke suatu wilayah pada heliks ganda DNA yang

disebut promoter, urutan nukleorida khusus vyang
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menunjukkan titik awal untuk sintesis RNA, polimerase
berikatan erat dengan DINA 1. Holoenzim polimerase,
melalu  faktomya, mengenali sekuens DNA  promotor
dengan membuat kontak spesifik dengan bagian-bagian basa
yvang terpapar di luar heliks (langkah 1 pada Gambar 11).
Setelah holoenzyme RNA polimerase benkatan erat
dengan DNA promotor dengan cara ini, holoenzim RINA
polimerase terbuka untuk mengekspos bentangan nukleotida
pada setiap untal {langkah 2 pada Gambar 11). Tidak sepert
reaksi DNA helicase (ithat Gambar 5-14), pembukaan helix
vang terbatas i tidak memerlukan energi hidrolisis ATP.
Sebagai  pantinya, polimerase dan DNA  keduanya
mengalami perubahan struktural vang dapar dibalik yang
menghasilkan keadaan yang lebih baik secara energetik
&aripada pengikatan awal. Dengan DNA vang ndak terurai,
salah satu darl dua untai DNA wang terpapar bertindak
scbagai contoh wuntuk pemasangan pasangan basa
komplementer dengan nibonukleotida yang masuk, dua di
antaranya bergabung bersama oleh polimerase untuk
memulai rantai RNA (langkah 3 pada Gambar 11), Setelah

sepuluh atau lebih nukleotida RNA pertama telah disintesis




(proses vang relatif tidak efisien selama polimerase
mensintesis dan membuang oligomer ENA pendek), enzim
inti memutuskan interaksinya dengan DNA promotor,
melemahkan interaksinva dengan faktor o, dan mulal
bergerak menurum DNA, mensintesis RNA (langkah 4 dan
3 pada Gambar 11). Pemanjangan rantai beranjut (pada
kecepatan sekitar 50 nukleotida / detik untuk ENA
polimerase bakter) sampal enzim menemukan sinval kedua
dalam [YNA, terminator (dijjelaskan di bawah), di mana
polimerase berhent: dan melepaskan kedua ranta1 RN A yang
bam dibuat dan Contoh DNA (langkah 7 pada Gambar 11),
Setelah enzim inti polimerase dilepaskan pada terminator,
enzim tersebut bekerja sama dengan o faktor bebas untuk
membentuk  holoenzim  yang dapat memulai  proses

transkripsi lagi
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Gambar 11 Siklus transkripsi bakteri RNA polimerase. Pada langkah 1,
holoenzyme RNA polimerase (enzim nti polimerase ditambah staktor)
berkumpul dan  kemudian mencari promotor (lihat Gambar [32).
Polimera§ melepaskan DNA pada posisi di mana transkripsi akan
dimulat (langkah 2) dan mulai menyalin (langkah 3). Sintesis RN A awal
ini [h;angnkadang disebut "inisiasi gagal") relatif tidak efisien. Namun,
begitu RNA polimérase berhasil mensintesis sekitar 10 nukleotida RNA,
ia memuruskan interaksinya dengan DNA promoior dan melemahkan,
dan akhimya memums interaksinva dengan s. Polimerase sekarang

bergeser ke mode elongasi sintesis RNA (langkah 4), bergerak ke kanan
sepanjang DNA  dalam diagram i Selama mode perpanjangan




{langkah 5), transkripsi sangat prosesif, dengan polimérase meninggalk an
templat DINA dan melepaskan RNA vang baru ditranskripsi hanva
ketika bertermu dengan sinyal terminasi (langkah 6 dan 7)), Sinyal
tcrminasi biasanya dikodekan dalam DMNA, dan banvak fungsi demgan
membentuk  stuktur BNA yang mengganpgu kestabilan pegangan
polimemse pada RNA (langlkah 7). Pada balten, semua molekal RNA
digintesis oleh satu jenis RN A polimerase dan oleh karena it siklus yang
dipambarkan dalam gambar berlaku untuk produksi mRNA serta RNA
strulcharal dan katahtik. (Diadaptag dari figur yang berasal dan Robert
Landicl.)

Proses inisiasi transkripsi kompleks dan mensyaratkan
bahwa BENA polimerase holoenzyme dan DNA mengalami
serangkaimb perubahan konformasi. Kita dapat melihat
perubahan ini sebagai membuka dan mem]asisikﬂn DNA di
situs aktf diikuri oleh pengetatan enzim di sekitar DNA dan
BNA untuk memastikan bahwa ituw tidak berdisosiasi
scbelum  selesai menyalin gen, hka RNA  polimerase
terdisosiasi sebelum waktunva, 1a tidak dapat melanjutkan
sintesis tetapl harus memulai dan awal lagi pada promotor.

Bagaimana smyal terminasi dalam DINA
&Eﬂghﬂﬂﬂkﬂﬂ polimerase memanjang? Untuk sebagian besar
gen  bakteri, sinyal termunasi terdini dani serangkalan
pasangan nukleotida A-T vang didahului oleh urutan DINA

simetris dua kali lipat, yang kenka ditranskripsi menjadi




RMNA, dilipat ke dalam struktur "jepit rambut" melalui
pairing pasangan Watson-Crick (hhat Gambar 11). Ketika
polimerase  mentranskripsikan  melintasi  terminator,
pembentukan jea't rambut dapat membantu untuk "menarik"
transkrip RNA dari situs aktif. Hibrid DNA-RNA di situs
aknf, yang disamukan di terminator vang didominasi oleh
pasangan basa U-A (yang kurang staml dibandingkan
pasangan basa G-C karena mereka membentuk dua daripada
tiga ikatan hidrogen per pasangan basa), tidak cukup kuat
untuk wmenahan RNA di tempatnya, dan terdisosiasi
menyebabkan pelepasan polimerase dari DNA (langkah 7
pada Gambar 11). Dengan demikian, dalam beberapa hal,
pemutusan transkripsi tampaknya melibatkan pembalikan
transisi struktural yang terjadi selama 1msiasi. Proses
penghentian juga merupakan contoh tema umum dalam bab
ini: pelipatan RNA ke dalam struktur spesifik mempengaruhi
banyak langkah dalam mendekode genom.

Sinval Mulai dan Berhenti Transkripsi Heterogen dalam
Urntan Nukleotida

1




Seperti yang baru saja kita lihat, proses imisiasi dan
terminasi  transkripsi  melibatkan serangkalan transisi
struktural yvang rumit dalam molekul protein, DNA, dan
RNA. Sinval vang dikodekan dalam DN A yang menentukan
transisi ini seringkali sulit untuk dikenali oleh para peneliti.
Memang, perbandingan banvak promotor bakten vyang
berbeda mengungkapkan tingkat variasi yang mengejutkan.
Namun demikian, semuanyva mengandung sekuens terkair,
mencerminkan sebagian aspek DNA yvang dikenali langsung
oleh faktor . Ciri-cirt umum 11 sering dirangkum dalam
bentuk wretan konsensus (Gambar 12), Urutan nukleotida
konsensus diperoleh dengan membandingkan banyak urutan
dengan fungsi dasar vang sama dan menghitung nukleotida
vang paling umum ditemukan di setiap posisi. Karena itu
berfungsi sebagai ringkasan atau "rata-rata” dan sejumlah
besar urutan nukleotida individu.

Uratan DMA dan masing-masing promotor bakter
berbeda dalam cara yvang menentukan kekuatan mereka
(jumlah peristiwa inisiasi per unit waktu promotor). Proses
evolusi telah menyelaraskan masimg-masing untuk memulal

sesering vang diperlukan dan dengan demikian telah




menciptakan spektrum yang luas dari para promotor.
Promotor untuk gen vang mengkode protein berlimpah jauh
lebih kuat daripada yang terkait dengan gen vang mengkode
protem langka, dan urutan nukleotida mereka bertanggung

jawab atas perbedaan ini.
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Gambar 12 Urutan konsensus untuk kelas utama E. colipromoter. [A)
Promotor ditandai oleh dua selopens DMA heksamenk, umitan -35 dan
urutan -10 vang dinamai berdasarkan perkiraan lokasi mereka refatif
terhadap titk awal transkripsi (ditunjuk +1). Untuk kenyamanan, urutan
nukleotida dan unrai tunggal DNA ditumjukkan; pada kenyvataannya
EMNA polimerase mengenali promotor sebagai DNA beruntai ganda.
Arag dasar perbandingan 300 promotor, frekuensi dar empat nukleotida
pada sctiap possi dalam hexamers —35 dan —10 diberikan. Urutan




konsensus, yang ditunjukkan di bawah grafik, mencerminkan nukleotida
vang paling uwmum ditemukan pada setiap posisi dalam kumpulan
promotor, Unutan oukleotida antara hexamers -35 dan -10 todak

menunjukkan kesamaan vang signifikan di antara promotor. (B)
Dhstribus jarak antara hexamers -35 dan -10 ditemukan d1 promotor E.

conli

Informasi yang ditamplkan dalam dua grafilk ima berlaku untuk
promotor E. colt yang diakui oleh RNA polimerase dan o faktor utama
(ditunjuk o). Seperti yang akan kita lihat pada bab berikutnya, bakteri
jupa mengandung faktor-faktor kecil, yang masing-masing mengenal
urutan promotor yang berbeda, Beberapa promotor yang sangat kuat
yang dikenali oleh ENA polimerase dan o’ memiliki urutan tambahan,
yang terletak di hulu (ke ki, dalam gambar) dari hexamer -35, yang
dikeenali oleh subunit lam dari RN A polimerase,

Seperti promotor bakteri, terminator transkripsi juga
memiliki berbagai urutan, dengan potensi untuk membentuk

siruktur RNA jepit rambut sederhana yang menjadi fitur

umum vang paling penting. Karena sekuens nukleotida yang
jumlahnya hampir 1ak terbatas memiliki potensi ini, sekuens
terminator bahkan lebih heterogen danpada sekuens
promotor,

Kami telah membahas promotor dan terminator
bakteri dalam beberapa detail untuk mengilustrasikan pom
penting mengenal analisis sekuens genom. Meskipun kita

tahu banyak tentang promotor dan terminator bakteri dan




dapat membangun urutan konsensus yang meringkas fitur
vang palng menonjol, variasi mereka dalam urutan
nukleotida membuatnya sulit untuk menemukan mereka
secara  defimtif hanva dengan menganahsis  umtan
nukleotida genom. Bahkan lebih sulit untuk menemukan
urutan analog dalam genom euvkariotik, sebaglan karena
kelebihan DNA vang dibawa di dalamnya. Seringkali, kita
memerlukan informasi tambahan, beberapa di antaranva
dari eksperimen langsung, untuk menemukan dan secara
akurat menafsirkan sinyval DNA pendek vang terkandung
dalam genom.

Karena DNA beruntai ganda, pada dasarnya dua
molekul RNA vang berbeda dapat ditranskrips1 dan gen
manapun, menggunakan masing-masing dan dua untal
DNA sebagai contoh. Namun, gen biasanya hanya memiliki
satu promotor, dan karena sekuen nukleotida promotor
bersifat asimetris (lihat Gambar 12), polimerase dapat
mengikat hanya dalam satu onentasi.  Polimerase
mensintests RNA dalam arah 5'-3’, dan karena 1tu hanya
dapat menyalin satu untai per gen (Gambar 13). Urutan

genom mengungkapkan bahwa untai DNA yang digunakan




sebagal contoh untuk sintesis RN A bervariasi dar gen ke gen
tergantung pada lokas: dan onentasi promotor (Gambar 14).
Setelah mempertimbangkan transkripsi pada bakteri,

kita sekarang beralih ke situasi pada eucaryotes, di mana

sintesis molekul RNA adalah urusan yang jauh lebih ramit,
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Gambar ldwglﬂ'l transkripsi sepanjang bagian pendek dari kromosom
bakteri. Beberapa gen ditranskripsi mengpunakan satu untai DNA
schagai comtoh, sementara yang lam ditranskripst menggunakan untai
[IMA lainnya Arah transkripsi ditentulan oleh promotor pada awal
setiap pen (panah hijau). Diagram ini menunjukkan sekitar 0,2% (9000
pasangan basa) dan kromosom E. coli. Gen yvang ditranslompst dan km
ke kanan menggunakan untai DNA bawah sebagai contoh: yang
ditranskrpsikan dan kanan ke kiri menggunakan strand atas sebagai
contoh.

Inisiasi Transkripsi pada FEucarvotes Membutuhkan

Banyak Protein

Berbeda dengan bakteri, vang mengandung satu jenis
ENA polimerase, inti eukariotik memiliki tiga: RNA
polinmerase I RNA polimerase IT, dan RNA polimerase III. Tiga
polimerase secara struktural mirip sam sama lain (dan
dengan enzim bakteri) dan berbagi beberapa subunit yang
sama, tetapi mereka menuliskan berbagai jenis gen (Tabel-




2). RNA polimerase | dan [l mentransknpsikan gen yang
mengkode RNA transfer, RNA nbosom, dan berbagar RNA
kecil. RNA polimerase Il mentranskripsikan sebagian besar
gen, termasuk semua gen yang mengkode protein, dan
diskusi selanjutnya kam berfokus pada enzim 1.

Tabel-2 Tiga RNA Polymerase dalam Sel Eukariotik

JENIS

PO DUPLIKAT GEN

RMA polimerase | 5.85, 185, dan 285 rENA gen

RMA polimerase 11 Semua gen penyandi  protein, ditambah
snoRENAgen, gen miRNA, pen siRNA, dan

RNA polimerase 11 sebagian besar gen snHMNA
gen tRNA, gen 55 rRNA, beberapa gen
snBNA dan gen untuk RNA kecil lainnya

tEINA diberi nama sesuai dengan milai "5" mereka,

vang merujuk pada tingkat sedimentasi mereka dalam
ultrasentrifuge. Semakin besar nilai §, semakin besar rRNA.

1. Sementara RENA polimerase bakteri hanya
membutuhkan satu protein tambahan (faktor) untuk
inisiasi transkripsi terjadi secara in vitro, RINA

polimerase ecukariotik membutubkan  banyak




protein tambahan, secara kolektif disebut faktor
transknpst umum.

2. Inisiasi transkripst eukariotik harus berurusan
dengan pengemasan DNA menjadi nukleosom dan
bentuk struktur kromatin tingkat tinggi, fitu yang
tidak ada pada kromosom bakteri.

Meskipun BENA polimerase 11 eukariotik memiliki

banyak kesamaan struktural dengan RNA polimerase bakteri
(Gambar 15), ada beberapa perbedaan penting dalam cara di
mana fungsi bakteri dan eukanotik berfungsi, dua di
anfaranva menjadi perhatian kita segera




Gambar 15. Kesamaan struktoral antara RNA polimerase bakteri dan
RNA polimerase Il enkariotik. Dacrah dua BENA polimerase yang
memiliki struktur serupa ditunjukkan dalam wama fjaw. Eukariortik
polimerase lebih besar dar enzim bakteri (12 subunit bukannya 5), dan
beberapa dacrah tambahan ditumpukkan dalam wama abg-abu. Bola biru
mewakili atom fn vang berfungst scbagal komponen struktural dan
polimerase, dan bola merah mewakili atom Mg vang ada di situs aktif,
tempat polimerisasi berlangsung BNA polimerase dalam semua sel

modem (bakteri, archaca, dan cucaryotes) terkai crat, menunjukkan
bahwa ftur dasar enzim berada di tempat sebelum divergenst dan tiga
cabang utama kehidupan. (Atas perkenan P, Cramer dan R. Kornberg.)

RNA Polymerase II Membutuhkan Faktor Transkripsi
Umum

Faktor transkripsi umnm membantu memposisikan
RNA polimerase eukariotik dengan benar pada promotor,
membantu  memisahkan dua untai DNA  untuk
memungkinkan transkripsi dimulai, dan melepaskan RNA
polimerase dan promotor ke mode perpanjangan begitu
transkripsi dimulai. <C'TAT> Proteinnya "umum” karena
dibutuhkan di hampir semua promotor yvang digunakan oleh
RMNA polimerase lI; rterdiri dari sam set protein yang
berinteraksi, mereka ditunjuk sebagai TFIT (untuk faktor
transkripsi untuk polimerase II), dan dilambangkan secara




sewenang-wenang sebagai TFIIB, TFIID, dan sebagainya.

Dalam ari luas, faktor-faktor transkripsi umum eukariotik

menjalankan fungsi yang setara dengan faktor-faktor dalam

bakteri; memang, bagian dan TFIIF memilik struktur niga

dimens: vang sama dengan bagian yang setara dan o.
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Gambar 16. Inisiasi transkripsi gen
eukariotik oleh RNA polimerase 11, Untuk
memular  transknps, RNA  polimerase
memerlukan  beberapa falor  transkripsi
urnum. (A)] Promotor benisi selkuens DINA
vang disebut kotak TATA, vang tedetak 25
nukleonida dari sitos di mana transkrpsi
dimulas, (B Melalw subunit TBPnya, TFIID
mengenali dan mengikat kotak TATA, yang
kemudian memungkinkan pengikatan TFIIB
{C) yang berdekatan. Untuk kesederthanaan,
distorsi [DNA  vang dihasilkan oleh
pengikatan TFIPR (lihat Gambar 18) tidak
diperhhatkan, () 5sa faktor transknpst
umum, serta RNA polimerase itu sendiri,
berkumpul di  promotor. (E} TFIIH
kenmdian menggunakan  ATFP  untuk
mencabut heliks ganda DNA pada otk awal
transkripsi, secara lokal memperlihatkan
untai cetakan. TFIIH juga memfosforilast
ENA polimerase II, mengubah konformasi
sehingga polimerase dilepaskan dan faktor
umum dan dapat memulai fase pemanjangan
ranskripsi. Seperti yang ditumjukkan, situs

fosforilasi adalah ekor polipeptida termumal-C vang panjang, juga disebut
domain terminal-C (CTD), vang memanjang dari molekul polimeraze.




Skema perakitan vang ditunjukkan pada gambar disimpulkan dan
percobaan yang dilakukan secara in vioo, dan urotan vang tepat di mana
faktor transknpsi umum berkumpul pada promotor dapat bervanas dan
gen ke gen m vivo, Faktor transkripsi umum telah sangat dilestarikan
dalam evolusy beberapa di antaranya dart sel manusia dapat digant
dalam percobaan hiolamia oleh faktor yang sesnar dan rag sederhana

Gambar 16 mengilustrasikan bagaimana faktor
transkripsi umum berkumpul di promotor yvang digunakan
oleh RN& polimerase 11, dan Tabel-3 merangkum keglatan
mereka. Proses perakitan dimular ketika faktor transkripsi
umum TFIID berikatan dengan urutan DNA heliks ganda
pendek yang utamanya terdin dart nukleonda T dan A
Karena alasan ini, urutan ini dikenal sebagai urutan TATA,
atau kotak TATA, dan subunmt TFIID wvang mengenalinva
disebut TBFP (untuk protein vang mengikat TATA). Kotak
TATA biasanya terletak 25 nukleotida di hulu dan situs awal
transkripsi. Imi bukan satu-satunya sckuens DNA yang
memberi sinval dimulamya transkripsi (Gambar 17), tetapt
bag sebagian besar promotor polimerase I1, in1 adalah yang
paling penting. Pengikatan TFIID menyebabkan distorsi
besar pada DNA kotak TATA (Gambar 18). Distorsi i
dianggap berfungsi sebagai tengara fisik unruk lokasi
promotor aktif di tengah-tengah genom yang sangat besar,




dan itu membawa sekuens DNA pada kedua sisi distorsi
bersama-sama untuk memungkinkan langkah-langkah
perakitan protein berikutnya. Faktor-faktor lain kemudian
berkumpul, bersama dengan ENA polimerase Il, unmuk
membentuk kompleks inisiasi transkripsi lengkap (lihat
&ambar 16). Faktor transkripsi umum vyang paling rumit
adalah TFIIH. Terdin dari 9 subumnit, hampir sama besar
dengan ENA polimerase I1 ia sendin, dan seperti yang akan
kita lihat sebentar lagi, melakukan beberapa langkah
enzimatik yang diperlukan untuk memulai transkripsi.

Tabel-3 Faktor Transkripsi Umum yapg Dibutahkan uniuk
Inisiasi Transkripsi oleh Evkariotik RNA Polymerase 1

MNama
Jumlah Peran Inisiasi
NI e Transisi
Uit
TFID Mengenali Laotak
TEF TATA .
S bt 1 M.Engtna.]l urutan
TAF w11 DMA lain di delcat
: titik awal transknpsi;
Subunits
mengatur
pengikatan DNaA
aleh THFP




Mengenali  elemen

BEE dalam
prOmotor; S Cara
TFIIB 1 alurat
menempatkan RNA
polimerase di tempat
awal transkripst
Menstabillkean
interaksi REMNA
polimerase denpgan
LR TBP dan TFIB;
membantu  menarik
TFIIE dan TF1IH
Menarik dan
THIE 2 mengatur TEFITH
Membuka DNA
pada titik awal
transkripsi,
memfosforilasi Sers
TFIIH o dan EMNA

polimerase  CTD;
melepaskan RNA
polimerase dari
promaotor

TFID terdin dari TBP dan — 11 subunit tambahan vang disebut TAF {faktor
terknit TRBP); CTTY, domain termanal-C

eielah membentuk kompleks inisiasi transkripsi pada
DNA promotor, RNA polimerase 11 harus mendapatkan
akses ke untai contoh pada titik awal transknpsi. TFITH,
vang mengandung DNA helicase sebagal salah sam
subunitnya, memungkinkan langkah in1  dengan




menghidrolisis ATP dan melepaskan DNA, sehingga
membuka untai cetakan. Selanmjuinya, RNA polimerase 1I,
seperti bakteri polimerase, tetap berada pada promotor
mensintesis  BENA  dengan panjang pendek sampai
mengalami  serangkaian perubahan konformasi yang
memungkinkannya untuk menjauh darn promotor dan
memasuki fase pemanjangan transkripsi. Langkah kunci
dalam transisi 11 adalah penambahan gugus fosfat ke "ekor”
ENA polimerase (dikenal sebagai domain CTD atau
terminal-C), Pada manusia, CTD terdin dan 32 ulmﬁaﬂ
tandem dan wrutan tujuh asam amino, yang meluas dari
struktur mtt RNA polimerase, Selama itnisiasi transkripsi,
serin yang terletak di posisi kelima dalam urutan berulang
(Serd) difostortlasi oleh TFIIH, yang mengandung protein
anase di subunitnya yang lain (lihat Gambar 16D dan E).
Polimerase kemudian dapat melepaskan din dan kelompok
faktor transkripsi umum. Selama proses ini, ia mengalami
serangkalan perubahan konformasi vang mempererat
interaksinya dengan DNA, dan ia memperoleh protein baru
vang memungkinkannva untuk menyalin jarak jauh, dan

dalam beberapa kasus selama berjam-jam, tanpa

memisahkan dirt darit DNA
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Crambar 17 Urutan konsensus ditemukan di sekitar itk awal BEMNA
polimerase Il eukariotik. Mama vang diberikan untuk setiap umitan
konsensus (kolom pertama) dan fakwor manskripsi umum  yang
mengenalinya (kolom terakhir) ditumukkan. N menunjukkan adanya
nukleotida, dan dua nukleotida yang dipisahkan olch garis miring
menunjukkan probabilitas yang sama dan kedua nukleotida tersebut
pada posist yang ditunuldan, Pada kenyataannya, setap urutan
konzensus adalah representasi singkatan dar histogram yang mirip
dengan Gambar 12,

Untuk sebagian besar tittk awal transknpsi RNA polimerase II
hanva dua atau tiga dan empat uwrutan yang ada Misalnya, bamyak
promotor polimerase I memiliki urutan kotak TATA, tetapi mereka
yang biasanya tidak memililki vrutan INR "kuat". Meskipun sebagian
besar seduens DNA yvang mempenganthi misiasi transknps tedetak &
hulu dari titik awal transkripsi. beberapa, seperti DFE yang ditunjukkan
pada gambar, terletak di wilayah transkripsi.

Setelah polimerase 11 mulai memanjang, transkrp

RNA, sebagian besar faktor transkripsi umum dilepaskan




dari DNA sehingga mereka tersedia untuk memulai putaran
transkripsi lain dengan molekuk RNA polimerase baru.
Seperti yang kita lihat sebentar lagi, fosforilasi ekor RINA
polimerase [l juga menyebabkan komponen mesin
pemprosesan RNA memuat ke polimerase dan dengan
demikian diposisikan untuk memodifikasi RNA vang baru

ditranskripsi ketika muncul dan polimerase.

Gambar 18 Struktur tiga dimensi THP (protein pengikat TATA) terikat
pada DNA. TEP adalah subunit dari faktor transkripsi umum TFI1E
vang bertangpung jawab untuk menpenali dan menmkat vrutan kotak
TATA dalam DNA (merah). Pembengkokan DNA umik yang
disebabkan oleh TBP — duva kekusutan dalam heliks ganda vang
dipisahkan oleh sebagian DNA vang tdak terurar — dapat berfungs:
schagai tengara vang membantu menank faktor transkripsi umum
lainnya. TBP adalah rantai polipeptida tunggal vang dilipat menjadi dua




domain yang sangat mirp (bima dan hijau). (Diadaptast dan J.L. Kim et
al., Namre 365: 520-327, 1993, Dengan izin dari Macmillan Publishers
Lty

Polymerase Il Juga Membutuhkan Aktivator, Mediator,
dan Protein Pemodifikasi Chromatin

Studi tentang perilaku RNA polimerase 11 dan faktor
transkripsi umum pada contoh DINA murnl secara in wirro
membentuk model untuk inisias: transkripsi yang baru saja
dijelaskan. Namun, seperti vang dibahas pada Bab 4, DNA
dalam sel eukanouk dikemas memadi nukleosom, yang
selanptnya diatur dalam strukitor kromatin tingkat ﬁé@i.
Alabatnya, mmisiasi transkripsi dalam sel eukanotik lebih
kompleks dan membutuhkan lEEh banyak protein daripada
pada DNA murmi. Pertama, protein pengatur gen yang
dikenal sebagai afrivaror pranskripsional harus mengikat
urutan spesifik dalam DNA dan membantu menarik RNA
polimerase 1 ke tittk awal transkripsi (Gambar -19). Kamu
membahas peran aktivator dalam Bab 7, karena mereka
adalah salah satu cara utama di mana sel mengatur ekspresi
gen mereka. Di sini kami hanya mencatat bahwa kehadiran

mereka pada DNA diperlukan untuk inisiasi transknpsi




dalam sel eukariotik. Kedua, inisiasi transkripsi eukariotik i
vivo memburuhkan adanya kompleks protein yang dikenal
scbagal Mediatfor, yang mf:rajngkjnkan protein aktivator
untuk berkomunikasi dengan baik dEngahpu]imEraSE Il dan
dengan faktor transknpsi umum. Akhimya, inisiasi
transkripsi dalam sel eukariotik biasanya membutuhkan
rekrutmen lokal dar enzim pemodifikasi kromatin, termasuk
kompleks remodeling kromatin dan enzim pemodifikas:
histon, Seperti dibahas pada Bab 4, kedua jenis enzim i
dapat memungkinkan akses yang lebih besar ke DNA yang
ada dalam kromatin, dan dengan demikian, mereka
memfasilitasi perakitan mesin misiasy transknps: ke dalam
DNA. Kami akan meninjau kembali peran enzim ini dalam
misiasi transkripsi di Bab 7.
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Gambar 19 Inisiasi transkripsi oleh RNA polimerase 11 dalam sel
cukariotik. Inisiasi man@fipsi m vive membutuhkan adanya protein
aktvator transkripsional. Seperti dijelaskan dalam Bab 7, protein-protein
ini bertkatan dengan umtan pendek spesifik dalam DNA. Meskipun
hanva satu yang ditampilkan di sini, gen cukanotik khas memiliki
banyak protein aktivator, yang bersama-sama menentukan laju dan pola
transkripsi. Kadang-kadang bertindak dari jarak beberapa nbu pasangan
nukleotida (ditunjukkan olch molckul DNA putus-putus), protein
pengatur gen ind membantu RNA polimerase, faktor transkripsi umum,
dan mediator semuanya berkumpul di promotor, Selain i, akbvator
mendrik kompleks remodeling kromatin ATP dan asetilen yang
bergantung pada ATP,

Seperti dibahas dalam Bab 4, keadaan "default" chromatin
mungkin adalah filamen 30-nm  (lihat Gambar 4-22), dan ini
kemungkinan merupakan bentuk DMNA vang menjadi dasar transkripsi.
Untuk kesederhanaan, itu tidak ditampilkan dalam gambar,




Seperti  diilustrasikan dalam Gambar 19, banyak
protem (lebih dan 100 subunit individu) harus berkumpul
pada titik awal transkripsi untuk memulai transkripsi dalam
sel eukanotik. Urutan perakitan protemn imm tampaknya ndak
mengikuti  jalur yang ditentukan; alih-alih, uwrotannya
berbeda dart gen ke gen. Memang, beberapa kompleks
protein yang berbeda ini dapat berinteraksi satu sama lain
menjauh dari DNA dan dibawa ke DNA sebagai
subassemblies yang telah dibentuk sebelumnya. Untuk mulai
menyalin, RNA polimerase Il harus dilepaskan dari protein
kompleks yang besar ini, dan, di samping langkah-langkah
vang dijelaskan dalam Gambar 16, ini sering memetlukan
proteolisis #r sity dan protein aktivator. Kami kembali ke
beberapa masalah ini di Bab 7, di mana kami membahas
bagaimana sel cukarionk dapat mengatur proses inisiasi
transkripsi.

Pemanjangan Transkripsi Menghasilkan Ketegangan
Superhelis dalam DNA

Setelah memulai ranskripsi, RNA polimerase tidak
berjalan dengan lancar di sepanjang molekul DNA; alih-alih,




ia bergerak tersental-sentak, berhenti pada beberapa urutan
dan dengan cepat menyvalm melalm yvang lain. ENA
polimerase memanjang, baik bakteri maupun eukariotik,
dikaitkan dengan serangkailan faktor perpamjangan, protein
yvang mengurangi kemungkinan RNA polimerase akan
berdisosiasi sebelum mencapai akhir gen. Faktor-faktor ini
biasanya terkait dengan RINA polimerase tak lama setelah
ihisiasi dan membantu polimerase untuk bergerak melalui
berbagai sekuens DINA berbeda yang ditemukan dalam gen.
Polimerase RNA eukariotik juga harus bersaing dengan
struktur kromatin ketika mereka bergerak di sepanjang
cetakan DNA, dan mereka biasanya dibantu oleh kompleks
remodeling kromatin yang bergantung pada ATP (lihat hal.
215-216), Kompleks i dapat bergerak dengan polimerase
atau hanya mencan dan menyelamatkan polimerase terhenti
sesekall, Selain 1w, beberapa faktor perpanmjangan yang
terkait dengan RNA polimerase eukariotik memfasilitasi
transkripsi melalul nukleosom tanpa memerlukan energl
tambahan. Belum dipahami secara nnci ba;aimana hal 1mi
dilakukan, tetapi protein-protein 1ni dapat secara sementara

mengeluarkan dimer H2A-H2B dari intt  nukleosom,

Ly




menggantikannyva ketika polimerase bergerak  melalui
nuklepsom.

Masih ada penghalang lain untuk memperpanjang
polimerase, baik bakten dan eukanotik. Untuk membahas
masalah imi, pertama-tama kita perlu mempertimbangkan
sifat halus yang melekat dalam helhiks ganda DNA yang
disebut DNA supercoiling. Supercoiling DNA mermpakan
konformasi vang diadopsi oleh DMNA sebagai respons
ternadap ketegangan superhelical; sebaliknva, membuat
berbagai loop atau gulungan di helix dapat menciptakan
ketegangan sepertl itu. Gambar 200 menggambarkan kendala
topologi yang menyebablkan supercoiling DNA. Ada sekitar
100 pasangan nukleotida untuk setiap belokan heliks dalam
heliks ganda DNA, Bayangkan sebuah helix vang kedua
wungnya tetap terkait satu sama lamn (seperti mereka berada
dalam lingkaran DNA, seperti kromosom bakteri, atau
dalam lingkaran yvang dijepit ketat, seperti yang diperkirakan
ada dalam kromosom eukanotk). Dalam hal ini, satu
supercoill DINA besar akan terbentuk untuk mengimbangi
setiap 10 pasangan nukleotida vang dibuka (tidak dicabut).

Pembentukan supercoil m1 sangat menguntungkan karena




mengembalikan hlitan heliks normal ke daerah berpasangan-
basa yang tersisa, yang jika tidak perlu perlu dilindas karena
ujung yang tetap.

ENA polimerase juga menciptakan ketegangan
superhelical saat bergerak sepanjang bentangan DNA yang
berlabuh di  uwjungnya (lthat Gambar 20C). Selama
polimerase tidak bebas berputar dengan cepat {dan rotasi
seperti itu tidak mungkin diberikan dengan ukuran RNA
polimerase dan transkrip terlampir), polimerase yang
bergerak menghasilkan ketegangan superhelical positif pada
DNA di depannya dan ketegangan heliks negauf di
belakangnya. Untuk eucaryotes, sitwasi i dianggap
memberikan bonus: ketegangan superhelical positif di depan
polimerase membuat heliks DNA lebih sulit untuk dibuka,
tetapi ketegangan ini harus memfasilitasi pembukaan DINA
dalam nukleosom, seperti pelepasan DMNA dan inti histone

membantu mengendurkan ketegangan superhelical positif
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Gambar 20 Ketegangan superhal dalam DNA  menvebabkan
supetkoiling DNA. (A) Untuk molekul DINA dengan saw ujung bebas
(atau nmick in one strand yang berfunpsi sebagail swivel), heliks panda
[ONA berputar dengan satu putaran untuk sctiap 10 pasangan nukleotida
vang dibuka. (B) Jika rotasi dicegah, ketegangan superhelical
dimasukkan ke dalam DNA dengan pembukaan hebks. Salah satu cara
mengakomodasi ketegangan ini adalah dengan meningkatkan putaran
heliks dari 10 menjadi 11 pasangan nukleotida per putaran dalam heliks
ganda yang tersisa; DNA hehix, bagaimanapun, tahan deformasi sepert
Itu dengan cara sepertt musim seml, lebith memilih untuk meredakan
ketegangan superhelical dengan membungkuk ke loop supercoiled.
Akibatmya, satu supercoil DNA terbentuk dalam heliks ganda DNA
untk setiap 10 pasangan nukleotida yang dibuka. Supercoil yang
terbentuk dalam hal mi adalah supercoil positif, (C) Supercoiling DNA
diinduksi olech pelacakan protein melahn heliks ganda DNA, Kedua




wjung DNA yang diunmjukkan di smi tidak dapat berputar sccara bebas
relatif samu sama lain, dan molekul protein diasumsikan juga dicegah agar
tidak berputar bebas saat bergerak, Dalam kondisi ind, pergerakan protemn
menycbabkan kelebihan heliks untuk menumpuk di beliks DNA di
depan protein dan defisit heliks untuk muncul di DNA di belakang
protein, sepert yang ditunjuklean.

Setiap protein yvang mendorong dirinya sendin di
sepanjang untal DNA heliks ganda cenderung menghasilkan
ketegangan  superhelical. Pada  eucaryotes, enzim
topoisomerase  DNA  dengan cepat  menghilangkan
ketegangan superhelical im1 (lihat hal. 278). Tetapi pada
bakter1 topoisomerase khusus yang disebut DNA  girase
menggunakan energt hidrolisis ATP unmk memompa
superkoil secara terus-menerus ke dalam DNA, sehingga
mempertahankan DNA di bawah tekanan konstan. Ini
adalah supercoils negatif, memuliki kebalikan dan supercoils
positgf yang terbentuk ketika wilayah heliks DNA terbuka
(lihat Gambar 20B). Setiap kali heliks terbuka, ia akan
menghilangkan superkoil negatif mi dan DNA  bakten,
mengurangl ketegangan superhelical. Oleh karena 1tu, DNA
girase menjadikan pembukaan heliks DNA pada bakten
lebih menguntungkan dibandingkan dengan pembukaan
heliks pada DNA yang tidak superkoil. Untuk alasan ini,




biasanya memfasilitasi proses genetik pada bakteri, termasuk
inisiast transkripsi oleh bakten KMNA polimerase, yang
membutuhkan pembukaan heliks (Iihat Gambar 11).

Perpanjangan Transkripsi Pada FEukariota sangat erat

dengan Pemrosesan RINA

Kita telah melihat bahwa mRNA bakteri disintesis
semata-mata oleh RNA polimerase yang dimulai dan
berhenti pada titik-titik spesifik pada genom. Situasi pada
eucaryotes sangat berbeda. Secara khusus, transkripsi
hanyalah yang pertama dan beberapa langkah vyang
diperlukan untuk menghasilkan mRNA, Langkah penting
lainnya adalah modifikasi kovalen dari ujung RNA dan
penghapusan urutan intron yang dibuang dan tengah
transkrip RNA oleh proses penyambungan RMNA (Gambar —
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Gambar 21 Ringkasan langkah-langkah vang mengarah dari gen ke
protein pada encaryotes dan bakteri. Tinglat akhir protein dalam sel
tergantung pada efisiensi setiap langkah dan pada tingkat degradasi RNA
dan molckul protein. (A) Dalam sel cukanotk, molckul RNA yang
dihasilkan dari transkrpsi mengandung urutan pengkodean {exon) dan
noncoding {(intron). Sebelum dapat ditegemahlkan memjadt protein,
kedua ujung RNA dimodifikasi, introm dihilangkan oleh reaksi splicing
BEMNA vang dikatalisis secara enzimauk, dan mBRNA vang dihasidkan
diangkut dan mbt ke sitoplasma. Meslapun langkah-langkah dalam
garmbar ini digambarkan sebagai lerjadi satu per satu, secara berurutan,
pada kenyataannya mercka dapat tepadi secara bersamaan. Misalnya,
tutup BNA ditambahkan dan splicing biasanya dimulai sebelum




transkripsi sclesal, Karena hubungan antara transkripsi dan pemroseésan
BMNA, manskrip primer — BEINA vang akan, secara teori, diproduksi jika
tidak ada pemrosesan vang terjadi — hanya jarang ditemukan. (B)
Dalam procaryotes, produksi mRNA jauh lebih sederhana. Ujung 5' dari
molekul mBNA dipredukst oleh inisiasi wansknipsi, dan ujung 3
diprodulesi oleh terminas: tmanskripsi, Karena sel procarvotic tdak
memiliki nukleus, transkripsi dan translasi terjadi di kompartemen
umum. Faltanva, tefemahan mRNA bakter senng dimulai sebelum
sintesisnya selesal,
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Gambar 22 perbandingan struktur molekul mRNA procaryotic dan
cukariotik. (A) Ujung 5" dan 3" dari mBNA bakten: adalah ujung ranta:
yang tidak dimodifikasi vang disintesis oleh RMNA polimerase, yang
masing-masing menginiziasi dan mengakhiri transkripsi pada tfk-tink
tersebut. Ujung vang sesuai dari mRNA eukariotik dibentuk dengan
menambahkan 5° cap dan dengan pembelahan transkrip pra-mRMNA dan
penambahan ekor poli-A, masing-masing. Gambar tersebut  juga
menggambarkan  perbedaan  lain  antarm mRNA  procaryotic  dan




cukariotik: mRMNA bakteri dapat benisi instruksi untuk beberapa protem
vang berbeda. sedangkan mRNA eukariotk hampir selalu berisi
informasi hanya untuk satu protemn tunggal. (B) Struktur tutup pada
ujung 5' dari malekul mRNA cukariotik. Perhatikan keterkaitan [§-ke-5°
yang tidak biasa dan 7-metil G dengan sisa RNA. Banyak mRNA
eulariotik membawa modifikasi tambahan: kelompok 2-hidroksil pada
gula ribosa kedua datarmn mENA dimetilasi (tidak diperlihatkan).

Kedua ujung mRNA eukariotik dimodifikasi: dengan
membarasi pada uwung 5 dan dengan polvadenviarion dan
weng 3 (Gambar 22). Ujung-ujung khusus
memungkinkan sel untuk menilai apakah kedua wujung
molekul mRNA hadir (dan karena itu pesannya wutuh)
sebelum  mengekspor uwrutan RENA  dan nukleus dan
menerjemahkannya menjadi protein. Penvambungan RNA
menggabungkan  baglan-bagian berbeda dari  wrutan
pengkodean  protein, dan memberikan kemampuan
eucarvotes vang lebih tinggi dengan kemampuan untuk
mensintesis beberapa protein berbeda dari gen yang sama.

Mekanisme cerdik memasangkan semua langkah
pemrosesan RNA di atas untuk pemanjangan transkripsi,
Seperti dibahas sebelumnya, langkah kunci dalam inisiasi
transkripsi oleh RNA polimerase [ adalah fosforilasi ekor
RNA polimerase II, vang disebut CTD (domain C-terminal).

G




Fosforilasi i berlangsung secara bertahap ketika RNA
polimerase memulai transkripst dan bergerak di sepanjang
DNA. Imi tidak hanya membantu memisahkan RINA
polimerase Il dari protein lain vang ada pada tink awal
transkripsi, tetapi juga memungkinkan safu set protein baru
untuk dikaitkan dengan ekor RNA polimerase vyang
berfungsi dalam pemanjangan transkripsi dan pemrmosesan
RNA. Seperti vang dibahas selanjutnya, beberapa protein
pemrosesan i tampaknya "melompat” dan ekor polimerase
ke molekunl ENA wang baru lahir untuk mulal
memprosesnya ketika muncul dan RNA polimerase. Dengan
demikian, kita dapat melthat ENA polimerase II dalam
mode perpanjangannya sebagai  pabnk RNA  yang
mentranskripst DNA menjadi RNA dan memproses RNA
vang dihasilkannya (Gambar 23). Diperpamjang penuh,
CTD hampir 10 kali lebih lama dan sisa RNA polimerase
dan, pada dasarnva, berlungsi sebagai penambat, menahan
berbagai protemn di dekatnya hingga dibutuhkan. Strateg ini,
vang mempercepat laju reaks: selanjuinya, adalah salah satu
vang biasa diamati dalam sel (ihat Gambar 4-69 dan 16-38).




Gambar 23. Eukariotik RNA polimerase 11 sebagai “pabrik RNA.™
Ketika polimerase mentranskripsi DNA menjadi RNA, ia membawa
protein pemrosesan-mBNA pada ekomya yang ditransfer ke RN A yang
baru [ahir pada waktu yang tepat. Ekor, yang dikenal sebagai CTD,
mengandung 52 ulangan affem dari urutan twjub asam amino, dan ada
dua serin di setiap ulangan. Protem cappmg pertama-tama mengikat eleor
RMNA polimerase ketika dip memfosforilast pada Ser5 heptad vang
dinlang terlambat dalam proses misiasi transkripsi (ihat Gambar [16).
Strategl inl memastikan bahwa molekul EMNA dibatasi sccara efisien
segera setelah ujung 5' muncul dari RNA polimerase. Scbagai polimerase
terus menyalin, ekornya secara [uas terfosforilas: pada posis: 5er2 oleh




kinase vang terkait dengan polimerase memanjang dan akhirmya
mengalami defosforlasi pada posisi Ser5. Modifikasi lebih lanjut ini
menarik splicing dan 3 pemmosesan akhir protein ke polimerase
bergerak, memposisikan mercka untuk bertindak pada RNA yang baru
disintesis ketika ofocul dari RNA polimerase. Ada banyak enzim
pemrosesan RMNA, dan fidak semua bejalan dengan polymerase. Uintuk
penyambungan RNA, misalnva, ekor hanva membawa beberapa
komponen penting; sekali ditransfer ke molekul RNA, mereka berfungs
sebagar sims nukleast untuk komponen yang tergisa,

Ketika RNA polimerase Il selesai menyalin gen, ia dilepaskan dari
DA, fosfatase larut menghilangkan fosfat pada ekomvya, dan dapat
memulai kembali transkripsi. Hanya bentuk BRNA  polimerase I
terdefosforilasi yvang kompeten untuk memulal smtesis BRNA pada
PIOMOOT.

RNA Capping Adalah Modifikasi Pertama Pre-mRNA
Eukariotik

Begitu ENA polimerase Il telah menghasilkan sekitar
25 nukleotida RNA, ujung 5' dari molekul RNA baru
dimodifikasi dengan penambahan penutup yang terdin dan
nukleotida guanin yang dimodifikasi (lihat Gambar 22B).
Tiga enzim, bertindak secara berurutan, melakukan reaks:
pembatasan; satu (fosfat) menghilangkan fosfar dan uwung 5’
ENA yang bamu lahir, yang lain (transfer guanyl)
menambahkan GMP dalam hubungan balik (saagai
gantinya 5° menjadi 5' dan 5" hingga 3"), dan yang ketiga

6.3




(metil transferase) menambahkan gugus metil ke guanosin
(Gambar 24). Karena ketiga enzim mengikat ekor RNA
polimerase terfosforilas: pada posisi serin-3, modifikas: yang
ditambahkan oleh TFIIH selama inisiasi transknpsi, mereka
siap untuk memodifikas: 5' ujung transknp yang baru lahir
segera setelah muncul darn polimerase.

Turup 5-metil menandakan wuung 5 RNF\
eukarotk, dan landmark ini membantu sel unmk
membedakan mRNA dan jenis molekul RNA lain vang ada
dalam sel. Sebagai contoh, RNA polimerase I dan III
menghasilkan RNA yang tidak tertutup selama transkripsi,
sebagian karena polimerase ini tidak memiliki CTD, Dalam
nukleus, tutup mengikat kompleks protein yang disebut CBC
(kompleks pengikat tutup), yang, seperti yang akan kita
bahas di bagian selanjutnva, rramhanm RNA diproses dan
diekspor dengan benar. Tutup 5'-metl juga memiliki peran
penting dalam penerjemahan mRNA dalam sitosol, seperti
vang akan kita bahas nanti dalam bab ini.
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Gambar 24. Reaksi vang membatasi wjung 5 dari

setiap molekul RNA yang disintesis oleh RNA polimfase I1. Penutup
akhir berisi tautan baru 5'-ke-5' antara residu 7-metil G bermuatan positif
dan ujung 5 dan transkdp RNA (lihat Gambar -22B). Huruf N mewakil:
galah satn dan empat nbonukleotida, meskipun nukleotida yang
memulal mntai RNA biasanya berupa purin (A atau G). (Setelah AT
Shatkin, BioEssays 7: 275-277, 1987. Dengan izinn dari ICSU Press )




Penyambungan RNA Menghapus Urutan Intron dari Pra-
mRNA yang Baru Ditranskripsi

él‘:]}r.:rti dibahas pada Bab 4, urutan pengkodean protein
dari gen eukariotik biasanva terganggu oleh urutan intervensi
nonkode (intron). Ditemukan pada tahun 1977, fitur gen
eukanotik i mengejutkan para ilmuwan, yang sampai saat
itu, hanya mengenal gen bakten, yang biasanya terdin dari
rangkaian terus menerus pengkodean DNA vang secara
langsung d'aanakripsi menjadi mENA. Dalam kontras yang
ditandai, gen eukarotik ditemukan dipecah menjadi
potongan-potongan kecil dar wrutan pengkodean (wrutan
yang dickspresiban  atau cBJn] diselingi dengan  wrutan
futervensy yang lebih lama atau intron; dengan demikian,
bagian pengkodean gen eukariotik seringkali hanya sebagian
kecil dari panjang gen (Gambar 25).
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CGambar g Struktor dua gen manusia menunjukkan susunan ckson
dan intron. {A) Gen b-globin yang relatif kecil, yang mengkodekan salah
satu subunit dari protein hemoglobin pembawa oksigen, mengandung 3
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Bson (lihar juga Gambar 4-7). (B) Gen Faktor VIII yang jauh lebih besar
mengandung 26 ekson; itu kode untuk protein (Fakior VII) yang
berfungs: dalam jalur pembekuan damh. Bentuk paling umum dan hasil
hemofilia dari mutasi pada gen ini.

Kedua urutan intron dan exon ditranskripsi menjadi
RNMNA. Urutan intron dihapus dann RNA wang baru disintesis
melalu proses splicing RNA. Sebagian besar penyambungan
RNA yang tegjadi dalam fungsi sel dalam produkst mRNA,
dan diskusi kami tentang penyambungan berfokus pada apa
yvang disebut penyambungan prekursor-mRNA (atau pra-
mRINA). Hanya setelah 5' dan 3' proses akhir dan splicing
telah terjadi adalah RNA vang disebut mRENA

Senap peristiwa penyambungan menghilangkan sar
intron, melanjutkan melalui dua reaks: transfer fosforil
herurutan  yang dikenal sebagai  transesterifikasi;  ini
bergabung dengan dua ekson sambil menghapus intron
sebagai "lariat” (Gambar 26). Karena jumlah ikatan fosfat
berenergi tinggi tetap sama, reaksi ini pada prinsipnya dapat
terjadi tanpa hidrolisis nukleosida trifosfat. Namun, mesin
yvang mengkatalisasi penyambungan pra-n&NA rumit,
terdini dari 3 molekul ENA tambahan dan sebanyak 200
protein, dan itu menghidrolisis banyak molekul ATP per




peristiwa penyambungan. Kompleksitas tambahan ini
memastikan bahwa splicing akurat, sementara pada saat
vang sama cukup fleksibel untuk menangani berbagai
macam intron yvang ditemukan dalam sel eukanotik yang
khas.
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Gambar 26 Heaksi splicing :a-ml_hlﬁ. (A) Pada langkah pertama,
adenin nukleotida spesifik dalam uwrutan intron (ditunjukkan dengan
wama merah) menyverang situs splice 5° dan memaotong tulang punggung
sugarphosphate dari RNA pada titik ini. Potorfgn 5' ujung intron secara
kovalen terkait dengan adenin nukleotida, sepenti yang ditunjukkan
secara rinct dalam (B), sehingga menciptakan loop dalam molekul RNA.
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Ljung bebas 3 -0OH yang dimbs bebas dan urutan ckson kemudian
bereaksi dengan dimulainya urutan ekson berikumya, menggabungkan
kedua ehson bersama-sama dan melepaskan umitan mtron dalam bentuk
lariat. Dengan demikian, dua sekuens ckson bergabung menjadi sckucns
pengkodean vang berkelanjutan; wmtan intron yang dinlis alkhirmya
terdegradas

Tampaknva boros untuk menghapus intron dalam
'élmlﬂ.h besar dengan penvambungan RNA. Dalam upaya
menjelaskan mengapa itu terjadi, para ilmuwan telah
menunjukkan bahwa pengaturan ekson-intron tampaknya
akan memfasilitasi kemunculan protein baru dan bermanfaar
dalam skala waktu evolusi, Dengan demikian, keberadaan
banyak intron dalam DNA memungkinkan rekombinasi
genetik dengan mudah menggabungkan ekson dan gen yang
berbeda (lihat hal, 140), memungkinkan gen untuk protem
baru berkembang lebih mudah dengan kombinasi bagian-
bagian gen vang sudah ada sebelumnyva, Pengamatan,
dijelaskan dalam Bab 3, bahwa banyak protein dalam sel
saat inl menyerupal tambal sulam vang terdin dari satu set
domuain protein yang umum, mendukung gagasan mi.

Penyambungan Hﬂﬁbiuga memiliki keunggulan saat
thi. Transkrip dari banyak gen eukariotik (diperkirakan 75%
dari gen pada manusia) disambung dalam lebih dari satu




cara, sehingga memungkinkan gen yang sama untuk
menghasilkan serangkaian protein berbeda yang sesual
(Gambar 27). Daripada memnjadi proses vang sia-sia sepertl
é‘:mg terlihat pada pandangan pertama, splicing RNA
memungkinkan eucaryotes untuk meningkatkan potenst
pengkodean genom mereka yang sudah sangat besar. Kita
akan kembal ke ide 1mi lagi dalam bab im datﬁelanjum:,ra,
tetapi pertama-tama kita perlu menggambarkan mesin seluler

vang melakukan tugas luar biasa ini.

I a-frERNTes e Qe 1
I . . j'_m‘a
N B N N h g spie & Ly
g I i

P
3
aEans  Inirors

TRANSCRIFTEOMN, SPLICIRG, AND
7 CLEANAG EPOLY A DEA LT IO

. g e B W, B § siriated muscle mBRA
e | e T S S P Ly e
oo e e W R 7 foroblast mENA

poam wr Cwiwl W WM T fbroblist A

O o O Ny W U e N aradn miAsA

Gambar 27 Penvambungan alternatif dari gen oe-tropomyosin dari
tikus. o-Tropomyosin adalah protein koil-koil (lithat Gambar 3-9) yang
mengatir kontrakst dalam sel otot. Transkrip primer dapat disambung
dengan cara yang berbeda, seperti vang ditunjukkan pada gambar, untuk
menghasilkan mRNA yang berbeda, vang kemudian memunculkan
protein vanan, Beberapa pola sphong spesifik untuk tipe sel tertentu.
Secbagal contoh, p-tropomyosin vang dibuat dalam otot larik berbeda dan




yang dibuat dan gen yvang sama pada otot polos. Panah di bagian atas
gambar menandai situs rempar pembelahan dan penambahan poli-A
membentuk 3° ujung mEMNA dewasa

Sinval Urutan Nukleotida Dimana Penyambungan Terjadi

Mekamsme splicing pm&nRNﬂ vang ditunjukkan pada
Gambar 26 menyiratkan bahwa mesin splicing harus
mengenalt tipga bagian dan molekul RNA prekursor: situs
splice 5%, situs splice 3°, dan titik cabang dalam urutan intron
vang membentuk dasar lanat vang dipotong  Tidak
mengherankan, setiap situs memiliki uwrutan konsensus
nukleotida yang mirip dar intron ke intron dan membenkan
sel dengan isyarat untuk tempat splicing akan terjadi
(Gambar —28). Namun, urutan konsensus mi relanf singkat
dan dapat mengakomodasi tingkat vanabilitas urutan yang
tinggi; seperti vang akan kita lihat sebentar lagi, sel
memasukkan jenis informasi tambahan untuk akhimya
memilih di mana, pada setiap molekul RNA, penyvambungan
akan terjad.
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Gambar 28 Umitan aukleotida konsensus dalam nlehll RNA yang
menandakan awal dan akhir sebagian besar intron pada manunsia.
Hanya tga blok sekuens nukleotida yang diperhibatkan yang diperlukan
untuk menghilangkan sckuens intron; sisa intron dapat ditempati oleh
nukleotida apa pun. Dh s A, G, U, dan C adalah nuldeotida RNA
standar; B adalah purin (A atan G); dan Y berartt pirimadin (C atan L)
Huruf A yang disoroJengan warna merah merupakan titik cabang dari
lanat yang dihasilkan aleh sphemg. Hanva GU pada awal mtron dan AG
pada akhirnva adalah nukleotida invaran dalam urngan konsensus
penyambungan. Bebeérapa nukleotida vang berbeda dapat menempat
posisl vang tersisa (bahkan titk cabang A), walaupun nukleotida vang
ditimjukkan lebih disuleal. Jarak di sepamjang RINA antara tiga unitan
konsensus penvambungan sangat bervariasi; Mamun, jarak antara titik
cabang dan 3' sambungan sambatan biasanva jach lebih pendek danipada

jarak antara 3' sambungan sambatan dan titik cabang.
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Variabilitas tingei dan urutan konsensus
penyvambungan menyajikan tantangan khusus bagi pam
ilmuwan vang mencoba menguraikan urutan genom. Intron
berkisar :.’Eiam ukuran dari sekitar 10 nukleotida hingga
lebih dan 100,000 nuklectida, dan memilih batas vang tepat
dari setiap intron adalah tugas yang sulit bahkan dengan
bantuan komputer vang kuat. Kemungkinan splicing
alternatif mempersulit masalah memprediksi sekuens protein
hanya dan sekuens gemom. Kesulitan i adalah salah satu
hambatan utama untuk mengidentifikasi semua gen dalam
urutan genom lengkap, dan 1tu adalah salah satu alasan
utama mengapa kita hanya tahu perkiraan jumlah gen dalam

ENOIM Manusia.

Penvambungan RNA Dilakukan oleh Spliceosome

Tidak seperti Iaugkah—lalgkah lain dari produlsi
mENA vang telah kita bahas, langkah-langkah kunci dalam
penyambungan RNA dilakukan oleh molekul RNA daripada
protein. Molekul BN A khusus mengenali sekuens nukleotida
vang menentukan di mana splicing akan terjadi dan juga




berpartisipasi dalam kimia splicing. Maolekul ENA 1 relatif

pendek (masmg-masing kurang dari 200} nukleonda), dan ada
lima di antaranya (U1, U2, U4, U5, dan U6) }rzmgﬁerlihat
dalam bentuk utama penvambungan pra-mENA. Dikenal
sebagai snRNAs (small RNA nuklir), masing-masing
dikomplekskan dengan setidaknya mjuh subunit protein
untuk membentuk snRNFP (nbonucleoprotein nuklir keeil),
SnRNPs ini membentuk inti dart spliceosome, kumpulan
besar molekul RNA dan protein yang melakukan splicing
pra-mRINA dalam sel.

Spliceosome adalah mesin yang kompleks dan dinamis,
Ketika dipelajan secara fm wiro, beberapa komponen
spliceosome berkumpul pada pre-mRINA dan, ketika reaksi
splicing berangsung, komponen-komponen bamn masuk
ketika komponen-komponen vang sudah melakukan tugas-
tugasnya dibuvang (Gambar 29). Namun, banyak ilmuwan
percaya bahwa, di dalam sel, sphiceosome adalah perakitan
longgar s¢mua komponen yang sudah adaécbflumny&,
menangkap, menyambungkan dan melepaskan RNA sebagai
unit terkoordinasi, dan menjalani penataan ulang yang luas

setiap kall sambatan dibuat. Selama reaksi penyambungan,




pengenalan samhun%n splice 5, situs titik cabang, dan
sambungan splice 3" dilakukan sebagian besar melalu pair-
pairing antara snRNAs dan wrutan konsensus 'RN% dalam
substrat pra-mRNA (Gambar 30). Dalam proses splicing,
splicensome mengalami beberapa perubahan di mana satu
set interaksi basa-pasangan rusak dan vang lain terbentuk di
tempatnya. Misalnya, Ul digantikan oleh U6 di
persimpangan spliceé’ (lthatr Gambar 30A). Jenis penataan
ulang RNA-RNA (di mana pembentukan satu interaksi
RNA-RNA membutuhkan gangguan vang lain) terjadi
beberapa kali selama reaksi splicing. Inmi memungkinkan
pemeriksaan dan pengecekan ulang urutan RNA sebelum
reaksi limia diizinkan untuk melanjutkan, sehingga
meningkatkan akurasi penvambungan,
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G-l.mba 29 Mekanisme penvambungan pra-mBRNA. Penyvambungan
RNA dikatalisis oleh rakitan snRNPs {ditam§fkan sebagai lingkaran
berwarna) ditambah protein lain (kebanyakan tidak ditampilkan), yang
bersama-sama membentuk splicensome. Spliceosome mengenali sinyal




ptonyambungan pada maolekul pra-mBNA, meoyatukan kedua uung
intron, dan menvediakan akuivitas enzimatik untuk dua langkah reaksi
(hhat Gambar 2a).
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Gambar 3 Beberapa penataan ulang yang tefjadi di spliceosome
selama splicing pra-mRNA. Berlut imi adalah nncian untuk g
Saccharomyces cerevisiae, di maf) vrutan nukleotida yang terlibar

sedikit berbeda dan vang ada di sel manusia. (A) Pertukaran Ul snRNP
untuk U6 snRNP tefjadi sebelum reaksi wansfer fosforil pertam@Ylihat
Ciambar —29). Pertukaran i membutubkan situs sphce 5 untuk dibaca
oleh dua snRNF yang berbeda, sehinpgga meningkatkan Bjkurasi
pemilihan situs splice 5' aleh splicensome. (B) Situs titik cabang pertama
kali diakw oleh BBP dan sclanjutmya oleh U2 snRINP; sepertt pada (A),
sirategi "pertksa dan periksa kembali" mi memberikan peningkatan
akurasi pemilihan lokasi. Pengikatan U2 ke titk cabang memaksa




adeninge vang sesual (berwarma merah) tidak berpasangan dan dengan
demikian mengaktifkannya unmk serangan pada situs splice 3 (lihat
Gambar 29}, Ini, dalam kombinasi dengan pengakuan oleh BBF, adalah
cara di mana spliccosome secara affrat memilih adenin yang pada
akhimya membentuk ttk cabang. (C) Setelah reaksi transfer fosforl
pertama (kari) r&qa:a serangkaian pengaturan ulang membawa leedua
ekson menjadi dekat untuk reaksi transfer fosforil kedua (kanan). SnRNA
keduanya memposisikan reaktan dan memberkan (baik semua atau
sehagan) srns katalimk untok dua reaksi. SnRNP US hadir dalam
spliceosome sebelum penataan ulang ini terjadi; untuk kejelasannya telah
dihilangkan dari panel kin. Seperti yang dibahas dalam teks, semua
penataan wlang ENA-ENA yvang dimumpukkan pada gambar mi {(serta
yvang lamn vang temadi pada spliceosome tetapi tdak ditampilkan)
memetlulcan parisipas protein tambahan dan hidrolisis ATP.

Spliceosome Menggunakan Hidrolisis ATP  untuk
Menghasilkan  Serangkaian  Penataan RNA-RNA
Kompleks

Meskipun hidrolisis ATP tidak diperlukan untuk kimia
splicing RNA per se, itu diperlukan unak perakitan dan
penataan ulang splicecsome, Beberapa protein tambahan
yang membentuk spliceosome  menggunakan  energ
hidrolisis ATP untuk memutus mnterakst ENA-ENA yang
ada untuk memungkinkan pembentukan yang baru,
Faktanya, semua langkah wvang ditunjukkan sebelumnya
pada Gambar 29 kecuali hubungan BBP dengan situs tink




cabang dan Ul snRNP dengan situs splice 5 membutuhkan
hidrolisis ATP dan protein tambahan. Setap sambaran yang
berhasil membutuhkan sebanvak 200 protein, jika kita

termasuk yang membentuk snENP.

Penataan ulang RNA-ENA vang membutuhkan ATP
vang terjadi di splicensome tegadi di dalam snRNPs sendin
dan antara snRNPs dan substrat premBNA. Salah satu
fungs: terpenting dan penyusunan ulang mi  adalah
pembuatan situs katalink aktif spliceosome. Strategi
membuat situs aktif hanya setelah perakitan dan penataan
ulang komponen penvambungan pada substrat pra-mRINA
adalah cara yang sangat efektf untuk mencegah cam
penvambungan ruang.

Mungkin  fitur vang paling mengejutkan dari
splicecsome adalah sifat situs katalink itu sendin: sebagian
besar (jika ndak secara eksklusif) dibentuk oleh molekul
RNA bukan protein. Pada bagian terakhir bab ini kita
membahas secara umum sifat struktural dan kimia dari RNA
vang memungkinkannya untuk melakukan katalisis; di sini
kita hanya perlu mempertimbangkan bahwa snENA U2 dan
Ué dalam spliccosome membentuk struktur RNA  tiga




dimensi yang tepat yang menyandingkan situs splice 5" dani
pre-mBNA  dengan situs ntk-cabang dan  mungkin
melakukan reaks: transestenhkasi pertama (Ithat Gambar
30C). Dengan cara yang sama, sambungan sambatan 5' dan
3' disatukan (suatu peristiwa yang membutuhkan snRNA

US) untuk memfasihtas: transesterifikas: kedua.
2

Setelah kimia penvambungan selesai, snBRNP tetap
terikat pada lanat, Pembongkaran snENP 11 dan lariat {dan
dari satu sama lain) membutuhkan serangkaian penataan
ulang ENA-RMNA yang membutuhkan hidrohsis ATP,
schingga mengembalikan snBRNA ke konfigurasi aslinya
sehingga dapat digunakan kembah dalam reaksi baru. Pada
penvelesalan splice, spliccosome mengarahkan sam set
protein untuk berikatan dengan mRNA di dekat posisi yang
sebelumnya ditempati cleh intron. Disebut sebagai exon
function complex (EJC), protein-protein ini menandai lokasi
peristtwa penyvambungan vang berhasil dan, seperti yang
akan kita lihat nanti dalam bab ini, memengaruhi nasib

mENA selanjutnya.




Properti Lain dari Pre-mRNA dan Sintesisnya Membantu

Menjelaskan Pilihan Situs Sambungan yang 'I'axat

Sepertit yang telah kita lithat, urutan intron sangat
bervariasi dalam ukuran, dengan beberapa yvang melebihi
100.000 nukleotida. Jika pemilihan tempat-splice ditentukan
semata-mata oleh snRNFP vang bekena pada molekul RNA
vang dibentuk sebelumnya dan bebas protein, kita akan
mengharapkan kesalahan penvambungan seperti lompatan
ckson dan penggunaan situs splice “samar” menjadi sangat
umum {(Gambar 31). Mekanisme kesetiaan dibangun ke
dalam spliceosome, bagaimanapun, dilengkapi oleh dua
strategl tambahan vang meningkatkan akurasi splicing, Yang
pertama hanyalah konsekuensi dari tahap awal splicing yang
tenadi sementara molekul pra-mBENA sedang disintesis oleh
RNA polimerase II. Sebagai hasil transkripsi, ekor
terfostorilasi dan RNA polimerase membawa beberapa
komponen spliceosome (lihat Gambar 23), dan komponen-
komponen ini ditransfer langsung dan polimerase ke RNA
ketika RINA disintesis. Strategi ini membantu sel melacak
mtron dan ckson; misalnya, snRNF yang berkumpul di situs

splice 5’ awalnya disajikan dengan hanya situs splice 3

)




tunggal karena situs lebith jauh hilir belum disintesis.
Koordinasi transkripsi dengan splicing sangat penting dalam

mencegah skipping ekson yang tidak pantas.
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Gambar 31 Dua jenis kesalahan penvambongan. (A) Exon melewatkan,
(B) Permlihan lokasi sambaran samar. (B) Pemilihan lokasi sambaran
samar. Sinval splicing cryptic adalah urutan nukleotida ENA vang
sangal mirip dengan sinyal splicing scjat.

Strategi yang disebut "definisi exon” adalah cara lain
sel memilih situs sambungan vang tepat. Ukuran ekson
cenderung jauh lebih seragam daripada ukuran intron, rata-
rata sekitar 150 pasangan nukleotida di berbagar organisme
eukarotik (Gambar 32). Menurut 1de definisi ekson, mesin

splicing awalnva mencari urutan ekson berukuran relatf




&]mngen- Sebagai  hasil  sintesis RNA,  sekelompok
komponen tambahan (terutama protein SR, dinamai karena
mengandung domain }rzua kaya akan serin dan arginin)
berkumpul pada urutan ekson dan membanitu menandai
setiap situs splice 3 dan 5 mulai dan 5' akhir RNA
&iambar 33). Protemn-protein i, pada gilimnnya, merekrut
Ul snRNA, yvang menandai batas ekson hilir, dan U2ZAF,
vang menentukan vang hulue. Dengan secara khusus
menandal ekson dengan cara ini dan dengan demikian
mengambil keuntungan dan ukuran ekson yang relatif
seragam, sel memingkatkan keakuratan dengan mana 1a
menyimpan komponen penyambungan awal pada RNA
vang baru lahir dan dengan demukian membantu untuk
menghindart tempat sambungan yang samar. Bagammana
protemm SR membedakan umtabeksﬂn dar1 urutan mntron
tidak dipaharmn secara ninci; Namun, diketahm bahwa
beberapa protein SR berikatan secara i1simewa dengan
sekuens RNA spesifik dalam ekson, disebut peningkar
penvambungan, Pada prnsipnva, karena salah satu darn
beberapa kodon vang berbeda dapat digunakan untuk
mengkode asam amino vang dibenkan, ada kebebasan untuk

menyesuaikan urutan nukleotida ekson sehingga dapat

B3




membentuk situs pengikatan untuk protein SR, tanpa harus

mempengaruhi urutan asam amino yang exon menentukan.
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Gambar 32 Variasi dalam panjang intron dan exon pada genom
manusia, cacing, dan lalat, (A) Ukumn distobusi ekson. (B) Ulkuran
distribust intron. Perhatikan bahwa pa:n_jag ekson jauh lebih gerapam
daripada panjang intron. (Diadaptasi dari Intemational Human Genome
Sequencing Consortium, Nature 409: 860-921, 20001. Dengan izin dar
Macmillan Publishers Lid.)

Penandaan batas ekson dan intron dan perakitan
spliceosome dimulai pada molekul RNA sementara itu
masih memanjang oleh RNA polimerase pada ujung 3’ nya,
Namun, kimia splicing vang sebenamya dapat terjadi jauh di

kemudian han, Penundaan 1ni berarti bahwa urutan intron

tidak harus dihilangkan dari molekul pra-mRNA dalam

B




urutan di mana mereka terjadi di sepanjang rantai RNA. [
juga berarti bahwa, meskipun perakitan spliceosome adalah
co-transkripsional, reaksi splicing kadang-kadang terjadi
pasca transkripsi yaitu, setelah molekul pra-mRMNA lengkap
dibuat. Namun, kimia splicing yang sebenarnya dapat terjadi
jauh di kemudian han. Penundaan 1 berarti bahwa vrutan
intron tidak harus dihilangkan dan molekul pra-mRNA
dalam urutan di mana mereka terjadi di sepanjang rantai
ENA. Ini juga berarti bahwa, meskipun perakitan
spliceosome adalah co-transkripsional, reaks:i sphcing
kadang-kadang terjadi pasca transkripsi - yaitu, setelah
molekul pra-mRNA lengkap dibuat.
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Gambar 33. Gagasan definisi ckson, Memurut satu proposal, protein SE
mengikat setiap urutan ekson dalam premBENA dan dengan demikian
membantu memandu snRNFS ke batas intron / ekson yvang tepat.
Demarkasi ckson oleh protein SR ini tegadi secara co-transkripsi,
dirnulai dari CBC (kompleks pengikat) di ujung 5 °. Seperti ditunjukkan,
urutan intron dalam pre-mBRMNA, yang hisa sangat panmjang, dikemas ke
dalam kompleks hnBMNP (ribonucleoprotein nuklir heterogen) yang
memadatkannya menjadi struktur yang lebih mudah dikelola dan
mungkin menutupr situg splice eryptic. Telah dmsulkan bahwa protein
hnENP dapat secara istimewa berasosiasi dengan urutan intron dan
bahwa preferenst i juga dapat membantu sphiceosome membedakan
intron dan ekson. Namun, seperti yang ditunjukkan, setidakmya@berapa
proein hnRNF juga mengikar uruan ekson. (Diadaprasi dari B, Reed,
Curr, Opin. Cell Biol, 12 340345, 2000. Dengan izin dan Elsevier.)




Seperangkat kedua snBNPs Menvambung Sebagian Kecil

dari Urutan Intron pada Hewan dan Tumbuhan

Eucaryotes sederhana seperti ragi hanya memilika satu
set snRNFP yang melakulau semua petlvambungan pra-
mRNA. Namun, cukariota yang lebih kompleks seperti lalat,
mamalia, dan tumbuhan memiliki set kedua snRNP yang
mengarahkan penyambungan sebagian kecil dan urutan
intronnya. Bentuk minor spliceosome ini mengenali
rangkaian sckuens RNA vang berbeda pada persimpangan
splice 5" dan 3 dan pada tititk cabang, 1 disebur
spliceosome tipe Ul2 karena k:ttﬂil:latah SnRNP U12
(Gambar 34A). Meskipun mengenali urutan nukleotida vang
berbeda, snRNFs dalam spliceosome ini membuat jenis
mnterakst RNA-ENA yang sama dengan pre-mBRNA dan
dengan satu sama lain seperti halnya snENP utama (Gambar
—34B). Meskipun, seperti yang telah kita lihat, komponen-
komponen spliceosom utama berjalan dengan RNA
polimerase [l saat mentransknpsikan gen, ini mungkin
bukan kasus untuk spliceosome Ul2. Mungkin saja splicing
vang dimediasi-U12 dengan demikian tertunda, dan im

menghadirkan sel dengan cara untuk mengatur co-splicing




beberapa ratus gen yang ekspresimya membutubkan
spliceosome mi. Sejumlah mENA mamalia mengandung
campuran intron, beberapa dihilangkan oleh spliceosome
utama dan lamnya oleh splicecsome minor, dan telah
diusulkan bahwa pengaturan ini memungkinkan pola rumit
khusus dan splicing alternanf terjadi,

Beberapa organisme eukariotik menun&k_kan variasi
tertentu  pada splicing, yang disebut trans-splicing.
Organisme ini termasuk trypanosoma sel tunggal protozoa
vang menyebabkan penyakit tidur pada manusia di Afrika
éan model organisme multiseluler, cacing nematode. Dalam
trans-splicing, ekson dari dua transkrip BMNA terpisah
disambungkan bersama untuk membentuk molekul mRNA
émg matang (lihat Gambar 344). Trypanosom
memproduksi semua mBRNA mereka dengan cara ini,
sedangkan trans-splicing hanyva menyumbang sekitar 1% dan
nematoda mBRNA, Dalam kedua kasus, ekson tunpggal
disambungkan ke ujung 3" dari banyak transkrip RNA
berbeda yang diproduksi oleh sel; dengan cara ini, semua
produk trans-splicing memilili ekson 5' yang sama dan
ckson 3' yang berbeda. Banyak snBNP yang sama yang




berfungsi dalam splicing konvensional digunakan dalam
reaksi ini, meskipun transsplicing menggunakan snE NP unik
(disebut 5L RNF) yang membawa ekson umum (hihat
(Gambar 34).
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Gambar 3 Garis mekanisme vang digunakan ontuk tiga jenis
penyambungan RMNA. (A) Tiga jenis spliceosom, Spliceosome utama
{kin), splicesome tipe U12 (tengah), dan trans-spliceosome (kanan)
masing-masing ditampilkan pada dua tahap perakatan. Intron yang
dihilangkan oleh spliceosome tpe Ul2 memilika seranghkaian sekuens
nuklentida konsensus yang berbeda dari yang dihilangkan oleh
sphoeosome utama. Pada manusia, diperdarakan 0,1% mtron dihilangkan




oleh spliceosome tipe U 12, Dalam trans-splicing, vang tidak terjadi pada
manusia, 5L snRNP dikonsumsi dalam reaksi karena sebagian dari SL
snRNA memjadi ekson pertama dan mRNA dewasa, (B) UR snRNFP
utama dan UR snRNFP khusus untuk spliccosome tipe D12 keduanya
mengenali sambungan splice 5, tetapi mereka melakukannya melalu
interaks1 pasangan pasangan basa yang hcrl:raa. Uratan yang
ditampilkan adalah dar manusia. (Diadaptasi dari ¥, T, Yu et al., The
RMNA Woild, him, 487-524. Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1999,

Kita nmndak tahu mengapa beberapa orgamisme

menggunakan trans-splicing; MNamun, diperkirakan bahwa
ekson 5" umum dapat membantu dalam menerjemahkan
ERNh, Dengan demikian, mRNA yang dihasilkan oleh
trans-splicing pada nematoda tampaknya diterjemahkan

dengan efisiensi yang sangat tinggi.

Splicing RNA Mcnunjukkan Plastisitas Luar Biasa

Kita telah melihat bahwa pilihan lokasi sambungan
tergantung pada fitur transkrip premRNA seperti afinitas
dart tiga sinyal pada RNA (persimpangan splice 5" dan 3
dan titik cabang) untuk mesin penyambungan, ko-transkripsi
perakitan spliceosome, dan "pembukuan” vang mendasari
definisi  ekson. Kita tidak tahu seberapa  akurat
penvambungan yang normal karena, sepern vang kita lihat




nanti, ada beberapa sistem kendali mutu yang dengan cepat
menghancurkan mHENA  yang penyambungannya serba
salah. MNamun, kita tahu bahwa, dibandingkan :Engan
langkah-langkah lain dalam ekspresi gen, splicing sangat
fleksibel. Sebagai contoh, mutasi dalam urutan nukleotida
penting untuk penyvambungan intron tertentu tidak serta
merta mencegah penyambungan intron itu sama sekall
Sebaliknya, mutast biasanya menciptakan pola splicing baru
(Gambar 35). Paling umum, ekson hanya dilewat: (Gambar
35B). Dalam kasus lain, mutasi menyebabkan sambungan
splice cryptic digunakan secara efisien (Gambar 35C),
Rupanya, mesin sphicing telah berevolusi untuk memilih pola
sambungan sambungan terbaik, dan jika vang optimal rusak
oleh mutasi, 1a akan mencan pola terbaik berikutnya, dan
seterusnya. Fleksibilitas dalam proses splicmg ENA 1
menunjukkan bahwa perubahan pola splicing  yang
disebabkan oleh mutas1 acak telah memadi jalur penting

dalam evolus1 gen dan orgamsme.

Plastisitas penyambungan ENA jupa berarti bahwa sel
dapat mengatur pola penyambungan RNA. Sebelumnya di
bagian 11 kita mehhat bahwa sphang alternatif dapat




menimbulkan protein berbeda dar gen vang sama. Beberapa
contoh splicing alternatif bersifat konsntunf, yaimu, mENA
vang disambung secara alternatif diproduksi terus menerus
oleh sel-sel suatu organisme. Mamun, dalam banvak kasus,
sel mengatur pola splicing sehingga berbagai bentuk protein
diprodukst pada waktu yang berbeda dan di jaringan vang
berbeda (lihat Gambar 27). Dalam Bab 7 kita kembali ke
masalah 11 untuk mendiskusikan beberapa contoh spesifik
dan penyambungan ENA yang diatur.

Gambar 35 pengolahan  nocmal
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Penyambungan RNA Spliceosome Catalvzed Mungkin
Berevolusi dari Mekanisme Penvambungan Sendiri

Ketika spliccosome pertama  kali ditemukan, 1a
membingungkan para ahli biclogt molekuler, Mengapa
molekul RNA bukannya protein melakukan peran penting

dalam pengenalan lokasi splice dan dalam kimia splicing?

Mengapa perantara lanat digunakan daripada alternanf yang

tampaknya lebih sederhana untuk menvatukan 5° dan 3’
situs sambatan dalam satu langkah, dikuti oleh pembelahan

langsung dan bergabung kembali? Jawaban atas pertanvaan-

pertanyaan ini mencerminkan cara di mana spliceosome
divakini telah berevolusi.

Sebagaimana dibahas secara singkat di Bab 1 (dan lebih
terinci di bagian akhir bab ini), ada kemungkinan bahwa sel-

sel awal menggunakan molekul RNA danpada protein

scbagai  katalis wutama mereka dan bahwa mereka

menyimpan informasi genetik mereka dalam RINA daripada
dalam wurutan DNA. Reaksi splicing yvang dikatalisis oleh

RNA mungkin memiliki peran penting dalam sel-sel awal
ini. Sebagai bukti, beberapa intron penyvambungan diri RNA

(yaitu, urutan intron dalam RNA yang penyambungannya




dapat terjadi tanpa adanya protem atau molekul RNA
lainnya) tetap ada sampai sekarang misaéay&, dalam gen
rRNA nuklir dan Tetrahymena cihate, di beberapa gen T4
bakteriofag, dan pada beberapa gen mitokondria dan
kloroplas.

Urutan infron penyambungan din dapat dudentifikas:
dalam tabung reaksi dengan menginkubasi molekul RNA
murnt yang bensi urutan mntron dan mengamati reaks:
penvambungan. Dua kelas utama dan urutan intron self-
splicing dapat dibedakan dengan cara im. Grup [ wrutasn intron
mulal reaksi splicing dengan mengikat nukleonda G ke
urutan mtron; G ini dengan demikian diaktifkan untuk
membentuk kelompok penyerang vang akan mematahkan
ikatan fosfodiester pertama vang dibelah selama
penyambungan (ikatan di situs splice 57). Dalam sekuens
intron grup I, residu A yang sangat reaktif dalam sekuens
intron adalah grup penyerang, dan termediat lariat
dihasilkan. Kalau tidak, jalur reaksi untuk kedua jenis urutan
intron penyambungan sendiri adalah sama. Keduanya
dianggap mewakili sisa-sisa mekanisme vang sangat kuno
{(Gambar 36).




Untuk kedua jenis reaksi splicing sendiri, umtan
nukleotida intron sangat penting; RENA intron terlipat ke
dalam struktur tiga dimensi tertentu, vang menyatukan
persimpangan 5" dan 3' bersama-sama dan menyediakan
kelompok reaktif yang diposisikan secara tepat untuk
melalukan kimia (lihat Gambar 6C). Karena kimia reaksi
splicing mereka sangat minp, telah dusolkan bahwa
mekanisme splicing pra-mRBNA dan spliceosome berevolust
dari kelompok I1 penyambungan diri. Menumt gagasan ini,
ketika snRNPs spliceosomal mengambil alth peran struktral
dan kimia intron kelompok II, batasan sekuens ketat pada
sekuens intron akan menghilang, sehingga memungkinkan
ekspansi besar-besaran dalam jumlah RENA berbeda yang

dapat disambungkan.
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Gambar 36. Dua kelas sckuens intron penyambungan dird yang
diketabui,. Gambar  tersebut meneksankan kesamaan  antara  dua
mekanisme. Keduanya biasanva dibantu oleh protein dalam sel yang
mempefEpat reaksi, tetapi katalisis tetap dimediasi oleh RNA dalam
urutan mtron. Sekuens mron grup [ mengikar nukleotida G bebas ke
situs spesifik pada ENA untuk memulai penvambungan, sedangkan
seleuens intron grup Il menggunakan nukleotida A yang reaktif dalam
schuens intron itu sendin untuk tjuan yang sama. Kedua jenis reaksi
penyimpanan sendiri membutuhkan intron untuk dilipat menjadi strukiur




tiga dimensi vang sangat spesifik vang menyvediakan aktivitas kataliok
untuk reaksi (lihax Gambar —6), Mekanisme vang digunakan oleh urucan
intron grup I1 melepaskan intron sebagai struktur lanat dan sangat minp
dengan jalur splicing pra-mREMA vang dikatalisis oleh spliceosome
(bandingkan dengan Gambar 29). Spliceosome melakukan scbagian
besar penyambungan HNA - dalam el  eukanotik, dan RNA
pen@nbungan sendiri merupakan kasus yang tidak biasa. (Diadaptasi
dari T.R. Cech, Cell 44: 207-210, 1986. Dengan izin dan Elsevier. )

Enzim Pemrosesan RNA Menghasilkan Ujung 3’ dari
mHENA eukariotik

Seperti yang dijelaskan sebelumnya, ujung 5" dan pre-
mBENA vyang diproduksi oleh ENA polimerase IT ditutup
segera setelah muncul dart RNA polimerase. Kemudian,
ketika polimerase melanjutkan pergerakannva sepanjang
gen, spliceosome  berkumpul pada RENA  dan
menggambarkan batas intron dan ekson. Ekor terminal C
vang panjang dari RNA polimerase mengoordinasikan
proses-proses 1nl  dengan mentransfer capping dan
menvambungkan komponen secara langsung ke RNA ketika
ia muncul dari enzim. Kita melihat di bagian ini bahwa,
ketika RNA polimerase Il mencapai ujung gen, mekanisme

serupa memastikan bahwa ujung 3' dan pre-mRNA diproses

dengan tepat.




Seperti yang mungkin diharapkan, posisi ujung 3" dari
setiap molekul mBRNA pada akhirmya ditentukan oleh sinyal
vang dikodekan dalam genom (Gambar 37). Simyal-sinval in1
ditranskripsi menjadi RNA ketika RNA polimerase 1l
bergerak melaluinya, dan kemudian dikenali (sebagai RNA)
oleh serangkalan pm&in pengikat RN A dan enzim pemroses
RNA (Gambar 38). Dua protein multisubunit, vang disebur
CstF (faktor stimulasi pembelahan) dan CPSF (faktor
Epesiﬁs'a?ts pembelahan dan poligadenilasi), sangat penting,
Kedua protein ini begalan dengan ekor ENA polimerase dan
ditranster ke urutan pemrosesan akhir 3' pada molekul RNA
saal muncul dari ENA polimerase.

Setelah CstF dan CPSF mengikat urutan nukleotida
spesifik pada molekul RNA yang muncul, protein tambahan
bertkumpul dengan mereka untuk menciptakan ujung 3°
mENA. Pertama, RNA dibelah (lihat Gambar -38).
Selanjutnya enzim vang disebut poly-A polimerase (PAT)
menambahkan, satu per satu, sekitar 200 nukleotida ke ujung
3' vang dihasilkan oleh pembelahan. Prekursor nukleotida

untuk penambahan ini adalah ATP, dan tipe ikatan 5'-3'
yang sama terbentuk seperti pada sintesis RNA konvensional
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(that GGambar —4). Berbeda dengan ENA polimerase biasa,
poli-A polimerase tidak memerlukan contoh; karenanya,
ekor poli-A mBNA eukariotik tidak secara langsung
dikodekan dalam genom. Ketika ekor poli-A di sintesis,
protein yang disebut protein pengikat poli-A berkumpul di
atasnya dan, dengan mekanisme yang kurang dipahami,
menentukan panjang akhir ekor. Beberapa protem pengikat
poli-A tetap terikat pada ekor poli-A ketika mRMNA bergerak
dari nukleus ke sitosol dan mereka membantu mengarahkan
sintesis protein pada nbosom, sepertt yang akan kita lthar

nanti dalam bab 1.

Setelah 3' akhir molekul preemRNA eukanotik telah
dibelah, RNA polimerase 1 terus menyalin, dalam beberapa
kasus untuk ratusan nukleotida. Tetapi polimerase segera
melepaskan cengkeramannva pada contoh dan transkripsi
berakhir. Setelah pembelahan akhir 3' terjadi, RNA yang
bare disintesis vang muncul dari polimerase tidak memiliki
tutup 5'; RNA yang tidak dilindungi mi dengan cepat
terdegradas: oleh eksonuklease 5 — 3" yang dibawa bersama
pada ekor polimerase, Rupanya, degradasi RNA inilah yang
akhimya menyebabkan ENA polimerase terlepas dari DINA




1030 rwuc|sotidas < 30 mpucleotido

SN, GUktidhof Ukrich

l CLEAVAGE
SRAURAR  CA OH Gilhrich or Werich
l de-ﬁmded in
tho nucleus
| Poly-#
I, ADDHTION
CHAUAAA A AAABA - -eceo @ D
250

Gambar 37 Urutan I:ida. konsensus vang mengarahkan
pembelahan dan polyadenylation untuk membentuk wjung 3’
dari mRNA eukarvotic. Urutan ini dikodekan dalam genom;
protein spesific mengenalinya setelah ditransknips menjadi RN A,
Hexamer AAUAAA diilkat oleh CPSF, elemen kaya GU di luar
situs pembelahan dokat oleh CstF (lithat Gambar 38), dan umitan
CA terikat oleh faktor ketiga yang diperlukan untuk langkah
pembelahan. Sepert sekuens nukleotida konsensus lain yang
dibahas dalam bab mi (lhat Gambar 12), uvrutan yang ditunjukkan
pada gambar mewakili berbagai pembelahan individu dan sinyal
polyadenylation
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Gambar 38. Beberapa langkah utama dalam menghasilkan ujung 3'
mBRNA eukariotik. Proges ini jauh lebih rumit daripada proses analog
pada bakteri, di mana RMA polimerase berhenti pada sinyal terminasi
dan melepaskan kedua transkrip 3° dan cetakan DINA (lthat Gambar 11).
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mHENA Eukariotik vang matang secara selektif diekspor
dari nukleus

Kita telah melihat bagaimana sintesis dan pemrosesan
pre-mBNA eukariotk berlangsung secara teratur di dalam
mnti sel. Namun, penstiwa inl menciptakan masalah khusus
untuk sel eukariotik, terutama yang berasal dari organisme
kompleks di mana intron jauh lebih lama danpada ckson,
Dari pra-mRNA vang disintesis, hanya sebagian kecil
mRENA matang yang digunakan lebih lanjut untuk sel,
Sisanya infron yang dipotong, RNA vang rusak, dan pra-
mRNA yang diproses secara tidak adil tidak hanya tidak
berguna tetapi berpotensi berbahaya. Lalu bagaimana sel
dapat membedakan antara molekul mENA matang yang
relatif langka vang ingin disimpannva dan jumlah puing
vang luar biasa dari pemrosesan RINA?

Jawabannya adalah bahwa, ketika molekul RNA
diproses, ia kehilangan protein tertentu dan memperoleh
vang lain, schingga menandakan keberhasilan penyelesaian
setiap langkah vang berbeda. Sebagai contoh, kita telah
melihat  bahwa perolehan kompleks ikatan-pengikat,

kompleks sambungan ekson, dan protein pengikat poli-A




menandai penyelesaian penambahan capping, splicing, dan
poli-A secara berurutan. Molekul mENA yang diselesaikan
dengan baik juga dibedakan oleh protein yang kurang.
Misalnya, kehadiran snENP akan  menandakan
penyambungan tidak lengkap atau menyimpang. Hanya
ketika protem hadir pada molekul mENA secara kolektif
menandakan bahwa pemrosesan berhasil diselesatkan adalah
mENA yang diekspor dan nukleus ke dalam sitosol, di mana
1a dapat ditepemahkan menjadi protein. MENA yang
diproses secara tidak benar, dan serpthan ENA lainnya
disimpan dalam nukleus, di mana mereka akhimya
terdegradast oleh exosome nuklr, kompleks protein besar
vang mtenornva kaya dengan 3'-3' RNA exonucleases. Sel-
sel eukariotik dengan demukian hanva mengekspor molekul
FENA vang bermanfaat ke sitoplasma, sementara serpihan
dibuang di dalam nucleus.

Dari semua protein yang berkumpul pada molekul pra-
mBNA  kettka mereka muncul dard  transkrp RNA
polimerase, yang paling banyak adalah hnRNPs (protein
ribonuclear nuklir heterogen) (lihat Gambar —33). Beberapa

protein im (ada sckitar 3() di antaranya pada manusia)




melepaskan helai jepit rambut dan BENA sehingga splicing
dan sinval lain pada RNA dapat dibaca dengan lebih mudah.
Yang lain secara istimewa mengemas RNA vang terkandung
dalam sekuens intron yvang sangal panjang vang biasanya
ditemukan pada gen organisme kompleks. Karena itu
mereka dapat memainkan peran penting dalam
membedakan mENA dewasa dan serpihan yang tersisa dan

pemrosesan RNA.

MEMNA yang diproses dengan sukses dipandu melalui
kompleks pﬁl nuklir (NPC) saluran berair dalam membran
nuklir yang secara langsung menghubungkan nuklmaasma
dan sitosol (Gambar 39). Maolekul kecil (kurang dan 50.000
dalton) dapat berdifusi bebas melalui saluran ini, Namun,
sebagian besar makromolekul dalam sel, ermasuk mRNA
vang dikomplekskan dengan protein, l:laalu besar untuk
melewati saluran tanpa proses khusus. Sel menggunakan
energl untuk secara aktf mengangkut makromolekul
semacam it di kedua arah melahu kompleks pon nuklr,

Seperti  dijelaskan secara rnincd dalam Bab 12,
makromolekul dipindahkan melalui kompleks pori nuklir

oleh resepror transpor mklir, yang tergantung pada gigi tiruan




dan  makromolekul, mengawahinya dann nukleus ke
sitoplasma atau sebaliknva. Agar ekspor mENA tenadi,
reseptor transpor nuklir spe:-:iﬁlc harus dimuat ke mERNA,
suatu langkah vang, setidaknya dalam beberapa organisme,
berlangsung bersamaan dengan pembelahan 3 dan
poligadenilasi. Setelah itu membant untuk memindahkan
molekul RNA melalm kompleks pon nuklir, reseptor
transport  fterdisosiast dart mRNA, memasuki kembali
nukleus, dan mengekspor molekul mENA baru (Gambar
40).
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Gambar 3 Transportasi molekul mRNA besar melalui kompleks pori
muklir. (A) Pematangan molekul mRMNA karena disintesis olech RENA
polimerase dan dikemas oleh berbagai protein nuklie. Gambar RNA
berlimpah yang luar biasa ine, disebut Balbiam Ring mRENA, didasarkan
pada mikmgraf EM seperti yvang. ditunjukkan pada (B). Cincin Balbiani




ditemukan di sel-se¢l serangga tertentu, (A, diadaptasi dari B. Dancholt,
Cell Bi: 583-588, 1997,

Ekspor kompleks mRNA-protein dan nukleus dapat
diamati dengan mikroskop elektron untuk mRNA berlimpah
vang luar biasa dan gen Cincin Balbiani serangga. Ketka
gen-gen ini ditranskripsi, ENA yang baru Erbenmk terfithat
dipaket oleh protein, termasuk hnRNPs, protein SR, dan
komponen spliceosome. Kompleks protein RNA  ini
mengalami  scrangkaian  transisi  struktural,  mungkin
mencerminkan peristiwa pemrosesan RINA, yang berpuncak
pada serat melengkung  (lthat Gambar -39). Scrat
melengkung 1m1 bergerak melalui nuokleoplasma dan
memasuki  kompleks pon  nuklir  (dengan  tutup 5
melanjutkan terlebih dahulu), dan kemudian mengalami
serangkalan transisi struktural lam saat berperak melalul
pori. Pengamatan inmi dan lainmya mengungkapkan bahwa
kompleks pra-mBNA-protein dan mRNA-protein  adalah
struktur dinamis yang memperoleh dan kehilangan banyak
protein spesifik selama sintesis, pemrosesan, dan ekspor

RNA (lthat Gambar —40).
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Gambar 40 Nustrasi skematis dari molekul mRNA "siap-ekspor” dan
transpornya melalul porl nuklir. Seperti yang ditunjukkan, beberapa
protein bergerak dengan mBNA  saat bengerak melalur  povi-pon,
sedangkan yvang lain tetap di dalam nukleus. Reseptor ekspor nuklir
untuk mENA adalah kompleks protemn vang diendapkan ketdka mRENA
telah disambungkan dengan benar dan dipoligadenilas:. Kenka mRMNA
diekspor ke sitosol, reseptor ekspor terdisosiasi dart mEMNA dan diimpor
kembali ke dalam nukleus, di mana 1a dapat digunakan kembahli. Tepat
sctelah ia meninggalkan nukleus, dan sebelum ia kehilangan kompleks
pengikat (CBC), mRNA dikenai pemeriksaan akhir, vang disebut
peluruhan vang dimediast nonsense, vang akan dijelaskan nanti dalam
bab ini. Setelab lulus tes i mBNA terus melepaskan protein yang
sebelumnya tenkat dan memperaoleh vang bamu sebelum diterjemahkan
secara chsien menjadi protein. EJC, kompleks persimpangan ekson.

Seperti yang telah kita lihat, beberapa protemn int
menandai berbagar tahap pematangan mRNA; protein lam
vang disimpan pada mRNA ketka masih dalam nukleus
dapat mempengaruhi nasib RNA setelah diangkut ke sitosol,




Dengan demikian, stabilitas mENA dalam sitosol, ehsiensi
vang ditenjemahkan ke dalam protein, dan rujuan uramanya
dalam sitosol semua dapat ditentukan oleh protein yang
diperoleh dalam nukleus yang tetap terikat pada ENA
setelah 1a meninggalkan nukleus. Kita akan membahas
masalah 11 di Bab 7 ketika kita beralih ke kontrol pasca-
transkripsi ekspresi gen.

Kita telah melihat bahwa sintesis dan pemrosesan
RENA sangat erat digabungkan dalam sel, dan mungkin
diharapkan bahwa ekspor dan nukleus entah bagaimana
tenintegrasi dengan kedua proses ini. Meskipun ENA cincin
Balbiani dapat dilihat bergerak melalui nukleoplasma dan
keluar melalui pori-pori nuklir, mRNA lain tampaknya
disintesis dan diproses dalam jarak dekat dengan kompleks
pori nuklir. Dalam kasus-kasus ini, yang mungkin mewakili
sebagian besar gen eukariotik, sintesis mENA, pemrosesan,
dan transpor semuanya tampak sangat erat; mRNA dengan
demikian dapat dilihat sebagai muncul dan pori-pon nuklir
karena mobil yang baru diproduksi mungkin muncul dari
jalur perakitan. Kemudian dalam bab imi, kita akan melihat

bahwa sel melakukan pemeriksaan kontrol kualitas
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tambahan pada setiap mRENA sebelum dizinkan untuk
diterjemahkan secara efisien menjadi protein.

Sebelum membahas apa vang tenadi pada mENA
setelah mereka meninggalkan nukleus, kami secara singkat
mempertimbangkan bagaimana sintesis dan  pemrosesan
molekul RNA nonkode tegadi. Meskipun ada banyak
contoh lain, diskusi kami berfokus pada tfRNA vang sangat
penting untuk menerjemahkan mRNA menjad: protein,

Banvak RNA Nonkoding Juga Disintesis dan Diproses
dalam Inti

Beberapa persen dari berat kering sel mamalia adalah
RNA; dan itu, hanva sckitar 3-5% adalah mRNA. Scbagan
kecil darn sisanya merupakan urutan intron  sebelum

terdegradasi, tetapi  sebaman besar RNA  dalam  sel

melakukan fungsi struktural dan katalitik I[lbat Tabel-1, hal.
336). RNA yang paling melimpah dalam sel adalah RNA

ribosom (rRNA), vang merupakan sekitar 30% dan RNA
dalam sel yang membelah dengan cepat. Schagaimana

dibahas nanti dalam bab 1m, RNA imi membentuk inti dar
ribosom, Tidak scperti baktenn di mana RNA polimerase
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tunggal mensintesis semua RNA di dalam sel eukanotk
memiliki  polimerase khusus, ENA polimerase [, yang
didedikasikan untuk memproduksi rRNA. RINA polimerase
I minp secara struktural dengan REMA polimerase Il yang
dibahas sebelumnya; Namun, tidak adanya ekor terminal-C
dalam polimerase I membantu menjelaskan mengapa
transkripnya tidak dibatasi atau di polyadenylated. Seperti
disebutkan sebelumnya, perbedaan i membantu sel
membedakan antara RNA nonkoding dan mENA

Karena beberapa putaran terjemahan setiap molekul
mBNA dapat membenkan amplifikasi yang sangat besar
dalam produksi molekul protein, banyak protein yang sangat
berlimpah dalam sel dapar disintesis dari gen vang hadir
dalam satu salinan per genom haploid. Sebaliknya,
komponen RNA nbosom adalah produk gen akhir, dan sel
mamalia yang tumbuh harus mensintesis sekitar 10 juta
salinan dan setiap jenis RNA ribosom dalam setiap generasi
sel untuk membangun 10 juta ribosomnva Sel dapat
menghasilkan jumlah RNA ribosom yang cukup hanya
karena mengandung banyvak salinan gen rRNA vyang
mengkode RNA  nbosom  (fRNA).  Bahkan £ colf




membutuhkan tujuh salinan gen rBENA untuk memenuht
kebutuhan sel akan ribosom. Sel manusia mengandung
sekitar 200 salinan gen rENA per genom haploid, tersebar
dalam kelompok kecil pada lima kromosom vang berbeda
(lihat Gamhaé 4-11), sementara sel-sel katak Xemopus
mengandung sekitar 600 salinan gen rENA per genom
haploid dalam satu kelompok pada sate kelompok
kromosom (Gambar 41).

Ada empat jenis rR%ﬁ. cukariotik, masing-masing
hadir dalam satu salinan per ribosom. Tiga dan empat rtRINA
(185, 5.85, dan 285) dibuat dengan memodifikasi dan
membelah secara kimiawi satu rBNA prekursor tunggal
besar (Gambar 42); yang keempat (55 RNA]éismlﬂsis dari
kelompok gen yang terpisah oleh polimerase yang berbeda,
RNA polimerase III, dan tidak memerlukan modifikasi

kimaa.




Gambar 41 Transkripsi dari gen rTRNA yang disusun secara tandem,
seperti yang terlihat pada mikroskop elektron, Pola gen transkripsi
bolak-balik dan spacer yang tdak djtmnshipﬁ mudah  terlihat,
Pandangan pesbeliiin gen RNA yang. lebih Fngel ditinjaklon pada
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Gambar 42 Modifikasi kimia dan pemrosesan nukleolitik dari molekul
prekursor rfRNA 458 eukariotik menjadi tga RNA rbosom yang
terpisah. Dua jenis modifikast kimia (kode wama seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 43) dibuat untuk prekumsor tRNA sebelum
dibelah. Hampir setengah dari urutan nukleo@a dalam prekursor tRNA
ini dibuang dan terdegradasi dalam nukleus. RRNA diberi nama sesuai
dengan milan "S" mercka, yang menpguk pada tmgkat sedimentas: méreka

dalam ultrasentrifuge. Semakin besar nilai 8. semakin besar rRNA




Mud&kasi kimia ekstensif tegadi pada rtRNA
prekursor 13.000-nukleotuda-panjang sebelum rBENA dibelah
keluar dan dirakit menjadi ribosom. Ini termasuk sekitar 100
metilasi posisi 2°-OH pada gula nukleotida dan 100
1somensast  nukleofida undin memjadi  pseudoundine
(Gambar 43A). Fungsi-fungsi maliﬁkasi ini tidak dipahami
secara rinci, tetapr banyak yang mungkin membantu dalam
pelipatan dan perakitan rRNA akhir dan beberapa mungkin
secara halus mengubah fungs: nbosom. Setiap modifikasi
dilakukan pada posisi tertentu dalam rRNA prekursor,
Posisi-posisit 1m1  ditentukan oleh sekitar 150 "RNA
pemandu,” vang memposisikan dini mereka melalui
pasangan-basa dengan rRNA prekursor dan  dengan
demikian membawa enzim pengubah RNA ke posisi yang
sesual {(Gambar 43B). Panduan lain ENA mempromosikan
pembelahan TRNA prekursor ke TRNA matang, mungkin
dengan menyebabkan perubahan konformasi pada rfBRNA
prekursor yang membuat situs-situs ini terkena nukleas:,
Semua BENA panduan ini adalah anggota dari kelas besar
RNA vang discbut RNA nukleolar kecil {(atau snoRNAs),




dinamakan demikian karena RNA ini  menjalankan
I’ungsmyé dalam subkorak nukleus yvang disebut nukleolus.
Banyak snoBENA dikodekan dalam mtron gen lain, terutama
vang mengkode protein rbosom. Oleh karena itu mereka
disintesis oleh RNA polimerase II dan diproses dari urutan
intron yang dipotong,

Baru-baru 1 beberapa RENA seperti snoRINA telah
dudentifikasi yang disintesis hanya dalam sel-sel otak, lm
divakimi mengarahkan modifikasi mENA, bukan rRNA, dan
cenderung mewakili jenis mekanisme pengaturan gen yang

baru, tetapi kurang dipahami
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Gambar 43. Modifikasi rRNA prekursor dengan panduan RNA. (A)
[Mua modifikasi kovalen yvang menonjol tegadi setelah sintesis TRNA;
perbedaan dan nukleonda vang awalnva dimasukkan ditunpukkan olch
atom merah, Pseudouridine adalah isomer uridin, dasar telah "diputar”
relatif terthadap gula. (B) Seperti yvang dmunjukkan, snoRMNAs
menentukan situs modifikasi dengan  pasangan-berpasangan  untuk
urutan pélengkap pada rENA  prekursor. SnoRNA  tenkat dengan




protein, dan kompleksnva disebut snoRNPs. snoRNP memgandung

urutan panduan dan enzim yang memodifikas: tRN A,

MNucleolus Adalah Pabrik Penghasil Ribosome

Mukleolus adalah struktur yang paling jelas terlihar
pada nukleus sel eukarionk bila dilihat dalam mikroskop
cahava. Sebagai akibamvya, penelitian it diawasi dengan
cermat oleh para ahl sitologl awal sehingga suatu tinjavan
tahun 1898 dapat mendaftarkan sekitar 700 referensi. Kita
akarang tahu bahwa nukleclus adalah situs  untuk
pemrosesan rRNA dan perakitannva menjadi  subunit
ribosom. Tidak seperti banvak organel utama dalam sel,
nukleolus tidak tenkat oleh membran (Gambar 44);
sebaliknya, itz adalah agraar besar makromolekul, termasuk
gen tENA itu sendini, tRNA prekursor, tfRNA matang,
enzim pemrosesan rRNA, snoRNPs, protein ribﬂsoa dan
protein ribosom yang sebagian dirakit, Hubungan erat semua
komponen ini memungkinkan perakitan ribosom terjadi

dengan cepat dan lancar.
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Gambar 44 Mikrograf clektron dari bagian tipis nukleolns dalam
fibroblast manusia, menunjukkan tiga zona berbeda. (A) Tampilan

seluruh inti, (B) Dava tinggi melihat nukleolus. Dipercavai bahwa
transknpsi gen tRMNA regadi antara pusat fibnlar dan komponen fibnilar

padat dan bahwa pemrosesan TRMNA dan ralatannya menjadi doua subunit

ribosom yang keluar dari komponen fibrilar padat ke komponen granular
sckitarnya, (Atas perkenan E.G. Jordan dan J, MeGovemn.)

Berbagai jenis molekul ENA memainkan peran sentral
dalam kimia dan struktur nukleolus, menunjukkan bahwa i
mungkin telah berevolusi dari struktur kuno hadir dalam sel
vang didominasi oleh katalisis RNA. Dalam sel saat ini, gen

118




rRNA juga memiliki peran penting dalam pembentukan
nucleolus. Dalam  sel manusia dipload, pen rENA
didistribusikan ke dalam 10 kelompok, yang terletak di dekat
ujung lima paang kromosom yvang berbeda (lihat Gambar 4-
11). Selama interfase, 10 kromosom ini hEIlcunlIibnai loop
DNA (mengandung gen rRNA) ke nukleolus; dalam fase-M,
ketika kromosom memadat, nukleolus menghilang.
Akhimvya, di bagian telofase min:ts:'sa ketika kromosom
kembali ke keadaan semidispersednya, ujung 10 kromosom
bergabung dan reformasi nukleolus (Gambar 45 dan
Gambar 46). Transkripsi gen rRNA oleh RNA polimerase 1
diperlukan untuk proses ini. Sepert vang diharapkan,
ukuran nukleolus mencerminkan jumlah nbosom vyang
diproduksi sel. Oleh karena itu ukurannya sangat bervariasi
dalam sel yang berbeda dan dapat berubah dalam satu sel,
menempati 25% dan total volume nuklir dalam sel yang
menghasilkan mmlah protein vang luar biasa besar.
Perakitan ribosom adalah proses yang kompleks, firur
paling penting vang diuraikan dalam Gambar 47. Saliﬂ
peran penting dalam biogenesis nbosom, nukleolus juga

merupakan tempat di mana RNA lain diproduksi dan




kompleks RNA-protein lainnya berkumpul. Sebagai contoh,
snkKINP U6, yang berfungs: dalam penyambungan pra-
mBENA (lihat (Gambar 29), terdin dan satu molekul RNA
dan setidaknya tujuh protein. SnRNA U6 dimodifikasi
secara kimia oleh snoRNA di nukleolus sebelum perakitan
terakhimya di sana ke snRNP Ué. Kompleks RNA-protein
penting lainnya, termasuk telomerase (dijumpai pada Bab 5)
dan partikel pengenal smyal (vang lita bahas pada Bab 12),
juga diyakini berkumpul di nucleolus. Akhimya, tRNA
(transfer RNA) vang membawa asam amino untuk simtesis
protem diproses di sana juga, seperti gen rENA t(RNA yang
terkode 1tmu dikelompokkan dalam nukleolus. Dengan
demikian, nukleolus dapat dianggap sebagai pabrik besar di
mana banvak RNA nonkode vang berbeda ditranskripsi,
diproses, dan dirangkai dengan protein untuk membentuk

berbagai macam kompleks nbonucleoprotein.
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Gambar 46 Fuzl nokdic.  AAkrogiof
cohaoyva flioroblest manwsia  yong
tembuh Sakam kuliur 0l menunjukkon
berbagai tohap fus nukleoclar. Salaloh
mifosia,  masng-masing - don 1o
kromosom monusia yong membawa
sekalnmpaok gan rRkA midai
membentuk nukleolus kecl, fetapl i
e _m;.: dengan cepot bersatu ketika mereka
bumiouh untuk, membentuk nukleclus
basar unggal yang khos dad banyak
sal  inferfase. (Atas percenan E.G.
Jordan dan ) MoGaovearn.)
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Gambar 45 Perubahon dalam penampilan nuklealus dalam el
manwsia selama sikius sel. Homya inhi sel yang direpresentasikon cokem
dicgram ini, Pode sebogion besar sel euvkariclik, omplop nuklr rusak
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Gambar 47 Fungsi nokleolus dalam  rbosom dan  sintesis
ribonukleoprotein lainnya. Prelursor tRMNA 455 dileemas dalam partikel
ribpnukleoprotein besar yang mengandung banyak protein ribosom yang
dimpor dari sitoplasma. Sementara partikel i tetap di nukleolus,
potongan-potongan vang dipilih ditambahkan dan vang lainnva dibuang
karena diproses menjadi subunit ribosom besar dan kecil yang belum
dewasa. Dua subunit ribogom diperkimlan mencapar bentuk hangsional
akhirnyva hanya karema masing-masing diangkut secara individu melalus
pori-porn  nuklir ke sitoplasma. Kompleks nbonucleoprotein  lain,
termasuk telomerase yang ditunjukkan di sini, juga dirakit dalam
nukleolus.
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Inti Mengandung Berbagai Struktur Subnuklear
Meskipun nukleolus adalah stuktur vang paling

menonjol dalam nukleus, beberapa badan nuklir lainnya
telah diamat dan dipelajan (Gambar 48). Ini termasuk
tubuh Cajal (dinamai untuk ilmuwan yang pertama kali
menggambarkannﬁ pada tahun 1906), GEMS (Gemini dar
tubuh Cajal), dan cluster granula interkromatin (juga discbut
"bintik"). Seperti nukleolus, strukmr nuklir lainnya ini tidak
memiliki membran dan sangat dinamus; pcnalaailan mercka
mungkin merupakan hasil dari hubungan erat antara protein
dan komponen RNA yang terlibat dalam sintesis, perakitan,
dan penyimpanan makromolekul wvang terlibat dalam
ckspresi gen. Badan cajal dan permata menyerupai satu sama
lain dan sering dipasangkan di nukleus; tndak jelas apakah
mereka benar-benar mewakili struktur j,'angah::ﬁ::::da. Ini
kemungkinan merupakan lokasi di mana snoRNA dan
snRINA menjalan: modifikasi kovalen dan perakitan akhir
dengan protein. Sekelompok pemandu RNA, discbut ENA
Capal Fecdl (scaRNAs), memilih situs modifikasi ini melalur
pemasangan E:-;angan. Badan Cajal / GEMS juga dapat
berupa situs dimana snRNP didaur ulang dan RNA-nya




"diatur ulang" setelah pengaturan ulang yvang terjadi selama
splicing (lthat hal. 352). Sebaliknya, kluster granula
mterkromatin telah diusulkan sebapga: stok snRNP yang
sepenuhnya matang dan komponen pemrosesan RNA
lainnya yang siap digunakan dalam produksi mRNA
{Gamard?].

Para ilmuwan telah mengalami kesulitan dalam
mengerjakan fungsi struktur-struktur subnuklir kecil ind,
schagian karena penampilan mercka berbeda di antara
organisme dan dapat berubah secara dramatis ketika sel-sel
melintasi siklus sel atau menanggapi perubahan dalam
lingkungan mereka. Banyak kemajuan yang sekarang dibuat
tergantung pada alat-alat genetik, pemeriksaan efek murtasi
vang dirancang pada organisme model atau mutasi spontan
pada manusia. Sebagai salah saru contoh, GEMS
mengandung protein SMN (survival of motor neuron).
Mutasi gen tertentu vang mengkode protein ini adalah
penvebab atrofi otot wlang belakang vang diwariskan,
penyakit manusia yang ditandai dengan pemborosan otot,
Penyakit ini tampaknya disebabkan oleh cacat dalam




produksi snRNF. Hilangnya SNRNF yang lebih lengkap

diharapkan akan mematikan.

Gambar 48 Visnalisasi beberapa badan nuklir terkemuka. {(A) - (I
Mikropral dari inti ¢l manusia yang sama, masing-masing diproses
untuk menunjuldan seperangkat strubdur nuklir tertentu. (E) Keempat
gambar diperbesar dan ditumpangkan. (A) memnjukkan lokasi protein
fibnllann (komponen dan beberapa snoRNPs), yang hadir di kedua
nukleolus dan tubuh Cajal, vang terakhir dimenjukkan olch panah. (B)
menunjukkan kelompok granula interkromatin atau “bintik-bintik™ yang
terdeteksi dengan mengpunakan antibodi terhadap protemn yang terlibat
dalam splicing pra-mRNA. (C) diwarnai untuk menunjukkan kromatin
massal. (DY) menunjukkan lokas: protem cotlin, yang ada d Lunh Cajal
(panah; lihat juga Gambar 4-67). (Dan J.R. Swedlow dan Al Lamond,
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Jenderal Bael. 2:1-7, 2001, Dengan izin dari BioMed Central
Micrographs mililk Judith Sleeman.)
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Gambar 49 Skema pandangan struktur subnuklir. Int vencbrata dpikal
memiliki beberapa badan Cajal, vang diusulkan sebagai situs di mana
snRWNPs dan snoRNPs menjalani modifikas akhir mereka. Cluster
granula interkromatin diusulkan sebagal tempat penyimpanan untuk
snRINP yang sepenuhnya matang. Int vertebrata yang khas memihila 20-
50 kelompok granula interkromatin.

Setelah  simtesis awal, snBNA  diekspor dari nuklews untuk
menjalani pemrosesan akhir 5' dan 3' dan berkumpul dengan tujuh
protein sSnRNP  yang umum (disebut protein Sm). Kompleks int
dimasuklkan lkembali ke dalam nuklens dan snRNPs menjalam
modifikasi terakhirnya dengan scaRMAs di badan Cajal. Selain i,




snoRMNAS secara kimia mengubah snENF Us di nukleolus, Situs
wanskripsi aktif dan splicing (sekitar 2000-3000 situs per nukleus
vertebma ) sesual dengan "serat perichromatin® yang terlthat di bawah
mikroskop elektron, (Diadaptasi dari J.1. Lewis dan D Tollervey,
Science 288: 1385-1389, 2000. Dengan izin dari AAAS.)

Mengingat pentingnya subdomain nuklir dalam
pemrosesan  ENA,  mungkin  diharapkan  bahwa
penyambungan pra-mBNA akan terjadi di lokasi tertentu
dalam inti, karena memerlukan banyak komponen ENA dan
protemn. Namun, perakitan komponen penyambungan pada
pre-mBENA adalah co-transkripsional, dengan demikian,
splicing harus terjadi di banyak lokasi di sepanjang
kromosom. Meskipun sel mamalia tipikal mungkin
mengekspresikan pada urutan 15.000 gen, transknpsi dan
splicing RINA dapat dilokalisasi ke hanva beberapa nbu situs
di dalam nukleus, Situs-situs 1 sendiri sangat dinamis dan
mungkin hasil dari asosiasi komponen transkripsi dan
penyambungan untuk membuat “jalur perakitan” kecil
dengan konsentrasi lokal wvang tinggi dard komponen-
komponen ini, Cluster granula interkromatin  yang
mengandung imbunan komponen pemrosesan RNA sering

diamati di sebelah lokasi transknipsi, seolah siap untuk




menambah  persediaan. Dengan  demikian, nukleus
tampaknya sangat terorgamsir menjadi subdomain, dengan
snRINPs, snoRNPs, dan komponen nuklir lainnya bergerak
di antara mereka secara teratur sesuai dengan kebumhan sel

(hithat Gambar 48; juga lihat Gambar 4-69).

rangkasan

Sehelinm  sintesis profein ferfeniu dapat dimuldar, molekud
mRNA vang sesuai harus diprodulsi dengan transkripsi, Bakrern
mengandung satie jents RNA polimerase (enzim yang melakikan
rranskrinsi DNA menjadi RNA). Molekul mRNA diproduksi kerika
eNEI i menginisias! transkripst pada promotor, mensintesis RNA
dengan  perpanjangan  ranial, menghentvkan  transkvips:  pada
terminator, dan melepaskan coniolt DNA dan molekel mBRNA
yang lengkap. Dalam sel eukariotik, proses transkripst jauh lebih
kompleks, dan ada tigan RNA polimerase, polimerase £, Il dan T
yang terkait secara evolusioner safu sama  lain dan  dengan
bakteriase polimerase,

RNA polimerase II mensinresis mBENA eukhariorik. Enzim ini

membutuhkan serangkaian protein tambahan, faktor transkripss

traury,  wntuk  memdal transkripsi pada conoh DNA  vang




dimunikan, dan masih banyak lagi proten (termasuk bompleks
remtodeling kromatin dan enzim pengubal histone) uniuk memular
transkrpst pada contoh Bromatin di dalam sel.

Selama fase pemanjangan transkripsi, RNA yang baru lahir
mengalami ftiga jenis peristiwa  pemrosesan: nukleotida  Bivsus
ditambakkan ke wung 5 {capping), wrutan intron difiapus dave
tertgal molekul RNA (splicing), dan 37 akfiir RNA dihasilkan
{(pembelahan dan  polyadenylaiton). Masing-masing proses ing
diprakarsai oleh protein yang berjalan bersama dengan RNA
polimerase I dengan mengikar ke situs pada ekor C-terminal yang
panfang dan diperpanjang. Mencetak tidak bigsa karena banyvak
langkah kuncinya dilakukan oleh molekul RNA khusus davipada
protein. MRNA yang diproses dengan benar dilewatkan melalus
kompleks pori  wnuklir ke dalam  sitosol, di mana  mereka
diterjemahifean menjadi protein.

Untuk beberapa gen, RNA adalah produk akhir. Pada
EHCATYoies, gen-pen int Masanya ditranskripst oleh RNA polimerase
I ataw RNA polimerase Il RNA polimerase 1 membuat BNA
ribosom,  Setelah  sintesisnyve  sebagar  prekursor  besar, rRNA
dimodiftkasi secara kimia, dibelah, dan dirangkai menjodi dua
subunit ribosom i nukleolus — strukiur subnuklear berbeda yang




Juga membaniu menproses beberapa kompleks protein RNA yang
lebih kecil dif dalam sel. Struktur subnukliv tambahan (termasuk
badan Cajal dan Eluster granula intevkromatin) adalal temipat di
mang komponen yane terlibat dalam pemrosesan RNA diraki,
disimpan, dan didaur wlang.

DARI RNA KE PROTEIN

Pada bagian sebelummya kita telah melihat bahwa
produk akhir dan beberapa gen adalah molekul ash'h itu
sendirl, sepertt yang ada di snENPs dan di nbosom. Namun,
sebagian besar gen dalam sel menghasilkan molekul mRNA
vang berfungs: scbagal perantara dalam jalur menuju
protein. Pada bagian 1m1 kita menguji bagaimana sel
mengubah informasi vang dibawa dalam molekul mENA
menjadi molekul protein. Prestast penerjemahan mi menjad:
fokus perhatian para ahli biologi pada akhir 1950-an, ketika
diajukan sebagai "masalah pengkodean": bagammana
informasi dalam urutan linear nukleotida dalam RNA
diterjemahkan ke dalam vurutan linear dan serangkaian kimia
vang sangat berbeda unit — asam amuno dalam protein?

Pertanyaan yang menank i merangsang kegembiraan besar




di antara para ilmuwan saat itu. Inilah kriptogram yang
dibuat oleh alam vang, setelah lebth dan 3 miliar tahun
evolusi, akhimya dapat dipecahkan oleh salah satu produk
evolusi — manusia. Dan memang, kode itu tidak hanya
retak secara bertahap, tetapi pada tahun 2000 struktur mesm
rumit tempat sel membaca kode int — ribosom — akhirnya

terungkap dalam detail atom.

Sekuens mRNA Didekodekan dalam Set Tiga Nukleotida

Setelah mBNA  diproduks: melalu transkripsi dan
pemrosesan, informasi yang ada dalam uwrutan nukleotidanya
digunakan untuk mensintesis protein. Transknpsi mudah
dipahami sebagai sarana transfer informasi: karena DNA
dan RNA secara kimia dan struktural serupa, DNA dapat
bertindak sebagar contoh langsung untuk sintesis RNA
dengan pemasangan pasangan basa komplementer. Seperti
istilah transkripsi menandakan, seolah-olah pesan yang
ditulis dengan tangan sedang dikonversi, katakanlah,
menjadi teks yang diketik. Bahasa itu sendini dan bentuk

pesan tidak berubah, dan simbol vang digunakan terkair erat,




Sebaliknya, konversi informasi dalam RNA menjadi
protein mewakili tenemahan informasi ke bahasa lain yang
menggunakan simbol yang sangat berbeda. Selain itu, karena
hanya ada 4 nukleotida berbeda dalam mENA dan 20 jenis
asam amino dalam protein, teremahan ini tidak dapat
dijelaskan dengan korespondens: satu-ke-satu langsung
antara nukleotida dalam RENA dan asam amino dalam
protein. Urutan nukleotida gen, melalm perantara mRMA,
diterjemahkan ke dalam urutan asam amino protein dengan
aturan vang dikenal sebagai kode generik. Kode in1 dinraikan
pada awal 196(-an.

Uratan nukleotida dalam molekul mBRNA dibaca

dalam tiga kelompok berturut-turut. RNA adalah polimer
linter dari empat nukleotida yang berbeda, jadi ada 4 x4 x 4
= 64 kemungkinan kombinasi dan tiga nukleotida: kembar
tiga AAA, AUA, AUG, dan sebagainya. Namun, hanya 20
asam amino berbeda vang biasa ditemukan dalam protein.
Entah beberapa tniplet nukleotida tidak pernah digunakan,

atau kodenya redundan dan beberapa asam amino

ditentukan oleh lebih dan satu tnplet. Kemungkinan kedua
adalah, pada kenvataannya, vang benar, seperti yang




ditunjukkan oleh kode genetik yang sepenuhnya diuraikan
dalam Gambar 50). Senap kelompok tiga nukleotida berturut-
turut dalam RN A disebut kodon, dan masing-masing kodon
menentukan salah saru asam amino atau menghentikan

proses penerjemahan.

Kode genetik i digunakan secara universal di semua
organisme masa kini. Meskipun sedikit perbedaan dalam
kode telah ditemukan, i terutama dalam DNA
mitokondria. Mitokondna memiliki sistem transkripsi dan
sintesis protem mereka sendin yang beroperas:  cukup
independen dari sel-sel lainnya, dan dapat dimengerti bahwa
genom  kecil mereka telah mampu  mengakomodasi

perubahan kecil pada kode (dibahas pada Bab 14).
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Gambar 50 Kode genetik. Singkatan satu huml standar untuk setiap
asam ammo disajikan di bawah singkatan figa hurufnya (hhat Panel 3-1.
hlm, 128-129, untuk nama [engkap masing-masmg asam amino dan
strukturnya). Berdasarkan  koovensi, kodon selalu  ditulis  dengan

nukleotida terminal 5 ke kiri. Perhatikan bahwa sebagian besar asam




ammo diwakili oleh lebih dari satu kodon, dan bahwa ada beberapa
keteraturan dalam himpunan kodon yang menentukan masing-masing

asam aming, Kodon untuk asam amino yang sama cenderung
mengandung nukleotida yang sama pada posisi pertama dan kedua, dan
bervariasi pada posisi ketiga, Tiga kodon tidak menentukan asam amingo
apa pun tetam bertindak sebaga: tempat termmam (stop kodon),
menandakan akhir dan urutan pengkodean protein. Satu kodon — AUG
— bertindak baik sebagai kodon inisiasi, menandakan awal dari pesan
ptngkode protein, dan juga schagar kodon yang menentukan metionin.
Pada prinsipnya, urutan RNA dapat diterjemahkan
dalam salah saru dar tiga frame pembacaan vang berbeda,
tergantung di mana proses decoding dimulai (Gambar —51).
Mamun, hanva satu dari tiga kerangka bacaan yang
memungkinkan dalam mRNA vang mengkode protein yang

diburuhkan. Kita melithat nanti bagaimana sinyal tanda baca

khusus pada awal setiap pesan RNA menetapkan kerangka

pembacaan yang benar pada awal sintesis protein.
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Gambar 51 Tiga kerangka bacaan yang memungkinkan
dalam sintesis protein. Dalom prose: meneremohkan
urutan nukleatida  [birv] menjodi uutan asam aming
(menah), vrotaon nuklectido daolam molkekul mEMA dibaca
deri vjung 5' hingga uung 3° dalam rangkaion liga
nukleotida berfurut-turut, Pada prinsipnyva. oleh karena itu,
urutan BNA yang sama dapat menentukan figa urutan
asam aminge yvang sangat berbeda, tergantung pada
keronoka bacocan. Mamun pado kenyoltoonnya, honya
=safu dan kerangka bacaan inl yang mengaondung pesan
akfual.

Amino dengan Codon dalam mRNA
2
Kodon dalam molekul mRNA tidak secamm langsung

mengenali asam amino vang ditentukan: kelompok tiga
nukleotida tidak, misalnya, berikatan langsung dengan asam
amino, Scbaliknya, terjemahan mRNA menjadi protein




tergantung pada molekul adaptor vang dapat mengenali dan
mengikat kodon dan, di situs lain di permukaannya, dengan
asam amino. Adaptor ini terdiri dari seperangkat molekul
RNA kecil yvang dikenal sebapai transfer ENA (tRNA),
masing-masing panjangnya sekitar 80 nukleotida.

Kita telah melihat sebelumnya dalam bab i1 bahwa
molekel RWNA dapat dilipat menjadi struktur tiga dimensi
vang tepat, dan molekul tRNA membenkan contoh yang
mencolok. Empat segmen pendek dan tENA terlipat adalah
heliks ganda, menghasilkan molekul yang terlihat seperti
daun semanggi ketika digambar secara skematis (Gambar —
52). Misalnya, urutan §' -GCUC-3" di satu bagian rantai
polinukleotida dapat membentuk hubungan vang relarif kuar
dengan urutan 5' -GAGC-3 di wilayah lain dari molekul
vang sama. Daun semanggt mengalami pelipatan lebih lanjut
untuk membentuk struktur berbentuk L. yang kompak yang
disatukan oleh ikatan hidrogen rambahan antara berbagai
daerah molekul.
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Gambar 52 Molekul tRNA. Sebuah tRNA spesifik untuk fenilalanin
asam amino (Phe) digambarkan dalam berbagai cara. {(A) Struktur daun
sermanggl menunjukkan pemasangan pasangan basa komplementer (garis
merah)] yang mencaptalkan dacrah hehiks ganda dan molekul. Antikodon
adalah urutan tiga nukleotda yang berpasangan dengan kodon dalam
mBRNA. Asam amino yang cocok dengan pasanpan kodon / antikodon
dilekatlean pada wjung 3" tENA . tRNA mengandung beberapa basa yang
tidak biasa. vang diproduksi oleh modifikasi kimia setelah tRNA
disintesis. Misalnya, basa-basa yang dilambangkan v (pseudouridine —
lihat Gambar —43) dan D (dihidroundin — lihat Gambar -55) berasal
dan urasil. (B dan C) Tampilan molekul berbentuk-L, berdasarkan
analisis difraksi smarx. Meskipun diagram mi menunjuklan tRNA
untuk fendlalanin asam amino, semua tENA lainnva memiliki struktur
yang serupa. <CGCA>. (D) Urutan nukleotida linear dar molekul, kode




wama untuk mencocokkan (A), (B), dan (C), (E) Tkon tRNA vang kama
runtut dalam buku ini.

Dua daerah nukleotida ndak hapasangan terdetak di

kedua wjung molekul berbentuk L sangat penting untuk
fungsi tRNA dalam sintesis protein. Salah satu daerah ini
membentuk antikodon, satu set tiga nukleotida berturut-tunst
vang berpasangan dengan kodon pelengkap dalam molekul
mENA. Yang lainnya adalah daerah beruntai tunggal
pendek di wjung 3° molekul; 1m1 adalah situs di mana asam
amino yang cocok dengan kodon melekat pada tENA. Kita
telah melithat di bagian sebelumnva bahwa kode genenk it
berlebihan; wyaitu, beberapa kodon yang berbeda dapat
menentukan asam amino tunggal (lthat Gambar 30),
Redundans: im menyiratkan bahwa ada lebih dan satu
tRNA untuk aam_.rak asam amino atau beberapa molekul
tRNA dapat berpasangan dengan lebih dari satu kodon,
Faktanva, kedua situasi terjadi. Beberapa asam amino
memiliki lebih dari satu t(RINA dan beberapa (RN A dibangun
sehingga mereka membutuhkan pasangan basa vang akurar
hanya pada dua posisi pertama kodon dan dapat mentolerir
ketidakcocokan (arau govangan) di posisi ketiga (Gambar




53). Pasangan basa goyah ini menjelaskan mengapa begitu
banyak kodon alternatif unruk asam amino hanya berbeda
dalam nukleotida ketiga (lithat Gambar 50). Pada bakter,
pasangan hasa govangan  memungkinkan  untuk
mencocokkan 20 asam amino dengan 61 kodonnya dengan
sedikitn}*.h'il jenis moiekul tRNA Namun, jpmliah pasti dart
berbagai jenis tRNA berbeda dar satu spesies ke spesies
lainnya. Sebagai contoh, manusia memiliki hampir 500 gen
tRNA tetapi, di antara mereka, hanya 48 antikodon yang

berbeda terwakili.

tRNA Dimodifikasi Secara Kovensional Sebelum Keluar
dari Inti

Seperti kebanyakan RNA eukariotik lainnya, tRNA
dimodifikasi secara kovalen sebelum diizinkan keluar dari
nukieus. TRNA eukariotik disintesis oleh RNA polimerase
ITI. Baik tRNA bakteri dan eukarotik biasanya disintesis
sebagal tRNA prekursor yang lebih besar, vang kemudian
dipangkas untuk menghasilkan (ENA dewasa. Selain i,
beberapa prekumsor tENA (dan bakten dan ewcarvotes)
mengandung intron vang harus disambungkan., Reaksi




penyambungan im1 berbeda secara kimia dan penyambungan
pra-mBEMNA;  Daripada menghasilkan perantara lanart,
splicing tRNA menggunakan mekanisme cut-and-paste yang
dikatahsis oleh protein (Gambar 54). Pemangkasan dan
penyambungan keduanya membutuhkan prekursor tRINA
untuk dilipar dengan benar dalam konfiguras: cloverleaf-nya.
Karena prekursor tRNA vang tidak dilipat tidak akan
diproses  dengan benar, reaks: pemangkasan dan
penyvambungan dianggap bertindak sebagal langkah kontrol
knalitas dalam pembuatan tRNA.

Semua (ENA dimodifikasi secara kimia hampir | dar
10 nukleotida dalam setiap molekul tRNA matang adalah
versi yang diubah dari standar G, U, C, atau A
ribonukleotida, Lebih dan 50 jenis modifikasi tRNA
diketahui; beberapa ditunjukkan pada Gambar 53. Beberapa
nukleotida termodifikas: terutama mosin, yang dihasilkan

oleh deaminasi adenosin mempengaruhi konformasi dan
basepairing antikodon dan dengan demikian memudahkan
pengenalan kodon mENA yang sesuai oleh molekul tRNA
(lihat Gambar 53). Yang lain memengaruhi keakuratan

tRNA yang melekat pada asam amino vang benar.




Gambar 76A polyribosome. (A) Gambar skematik vang menunjukkan
bagaimana serangkaian ribosom dapat secara bersamaan menerjemahkan
molekul mERNA eukanouk vang sama. (B) Mikrograf elelron dari
polyribosome dard sel eukariotik. (B, milk John Heuser,)

Bakteri dan eukariota menggunakan polisom, dan

keduanya  menggunakan  strategi  tambahan unmk
mempercepar laju keseluruhan sintesis protein lebih jauh.
Karena mBNA bakteri tidak perlu diproses dan dapat
diakses oleh ribosom saat sedang dibuat, ribosom dapar
menempel pada ujung bebas molekul mRNA bakteri dan
mulai menerjemahkannva bahkan sebelum transkripsi RN A




selesai, mengikuti persis di belakang ENA polimerase saat
bergerak di sepanjang DMNA_ Dalam eucarvotes, seperti yang
telah kita lihat, uyjung 5 dan 3' dari mRNA berinteraksi
(lihat Gambar 40) dan 6-76A); oleh karena itu, segera setelah
ribosom terdisosiasi, kedua subunitnya berada dalam posisi
optimal untuk memulai kembali terjemahan pada molekul

mENA yang sama.

Ada Variasi Kecil dalam Kode Genetika Standar

Seperti dibahas dalam Bab 1, kode genenk
(ditunjukkan pada Gambar 50) berlaku untuk ketiga cabang
utama kehidupan, memberikan bukti penting bagi leluhur
bersama semua kehidupan di Bumi. Meskipun jarang, ada
pengecualian untuk kode ini. Misalnyva, Candida albicans,
patogen jamur manusia yang paling umum, menerjemahkan
CUG kodon sebagar serin, sedangkan hampir semua
organisme  lain  menerjemahkannya  sebapai  leusin,
Mitokondna (yang memiliki genomnya sendin  dan
menyandikan  banyak alat  tegemahannya)  sering
menyvimpang dari kode standar. Sebagai contoh, dalam

mitokondria mamalia AUA diterjemahkan sebagai metiomn,




sedangkan dalam sitosol sel ditejemahkan sebaga: 1soleusin
(lthat Tabel 14-3, hal. 862). Jenis penyimpangan dalam kode
genetik ini "tertanam" ke dalam organisme atau organel
tempat terjadinya.

Jenis vanasi yang berl:neéa, kadang-kadang disebut
pengkodean terjemahan, terjadi di banyak sel. Dalam hal ini,
informasi sekuens nukleotida lain yang ada dalam mRNA
dapat mengubah makna kode genetik di lokasi tertentu
dalam molekul mENA. Kode standar memungkinkan sel
untuk memproduksi protein hanya menggunakan 20 asam
amino, Namun, bakteri, archaea, dan eucaryotes memiliki
asam amino dua puluh satu vang dapat dimasukkan secama
langsung ke dalam rantai polipeptida yang sedang mumbuh
melalui pengkodean ulang terjemahan, Selenocysteine, yang
sangat penting untuk fungsi efisien berbagai enzim,
mengandung  atom sxéenium menggantikan atom  sulfur
sistein. Selenocysteine diproduksi secara enzimatik dari serin
yvang melekat pada molekul tRNA khusus yang berpasangan
dengan kodon UGA, kodon yang biasanya digunakan untuk
membert sinyal penghentian terjemahan. MERNA  untuk

protein di mana selenocysteine hams dimasukkan pada




kodon UGA membawa wurutan nukleotida tambahan di
mENA terdekat yang menyebabkan perisiwa pengkodean
ulang ini (Gambar 77).
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Gambar 77. Penyatuan sclenosistein menjadi rantai polipeptida yang
sedang tumbuh, Schuah tRMA khusus diisi dengan serin oleh seret
sintetik normal, dan senn selargutnya diubah secara enzimatis menjad:
selenosistein, Struktur RNA spesifik dalam mRMNA (struktur batang dan
loop dengan uwrutan nukleotida tertentu) menandakan bahwa
selenocysteine hanas dimasukkan pada kodon UGA yang berdekatan.
Schagaimana ditumjuklan, acara ini membutuhkan partisipasi dan faktor
terjemahan spesifik-selenocysteine.

Bﬁ:mél-; pengkodean ulang lainnyva, transleshifting
translasi, memungkinkan lebih dari satu protein disintesis
dari mRNA runggal. Retrovirus, anggota kelnn'a)k besar
patogen  yang menginfeksi  evkanotik, uwmumnya

menggunakan frameshifting rranslasi untuk membuat protein




aap:-;id (protein Gag) dan transkriptase balik virus dan
integrase {meEibPﬂl] dari transkrip RNA yang sama (lihat
Gambar 5-73). Virus membutubkan lebih banyvak salinan
protem Gag daripada protein Pol. Penvesuaian kuantitatf inm
dicapai dengan menyandikan gen Pol tepat setelah gen Gag
tetapt dalam kerangka bacaan vang berbeda. Sejumlah kecil
produk gen Pol dibuat karena, kadang-kadang, frameshift
translast hulu memungkinkan protein Gag menghennkan
kodon untuk dilewati. Frameshift ini terjadi pada kodon
tertentu dalam mRNA dan membutuhkan sinyal
pengkodean wulang yang spesihk, yang tampaknya
merupakan fitur struktural dar urutan ENA di bagian bawah
situs ini (Gambar 78).
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Gambar 78 Frameshifting translagional yang menghasilkan reveme
transcriptase dan intcgrase dari retrovims Transcriptase balik vims dan
integrase diproduksi oleh pemroscsan proteolitik dari protem besar
(protein fusi Gag-Pol) yang terdiri dari urutan asam amino Gag dan Pol.
Pemrosesan  pmoteinolitik  dan protein Gag  yvang  lebnh  banyak
menghasilkan protein kapsid virus, Baik protein fusi Gag dan Pol mulai
dengan mRINA yvang identik, tetapi sementara protein Gag berakhir pada
kodom berhentt di halir dari urutan yang drunjukkan, tegemaban protem
fusi Gapg-Pol memintas kodon berhent ini, memungkinkan sintesis yang
lebih lama Protem fust Gag — Pol. Stop-codon-bypass dimungkinkan oleh
frameshift translasi vang terkontrol, seperti vang dillustrasikan. Fitar
dalam struktur RENA lokal (termasuk loop BNA yang ditunjukkan)
menycbabkan tENALeu vang melckat pada terminal-C dan ramtat
polipeptida yang sedang tumbuh kadang-kadang tergelincir ke belakang
oleh satu nukleotida pada nibosom, sehingpa berpasangan dengan kodon
UUU dan bukan kodon UUA wang pada awalnva menentukan
penggabungannya; kodon berkutnya (AGG) dalam bingkai bacaan baru




menentukan arginin danpada ghsin, Sehp terkendall i sebagian
disebablan oleh pseudoknot vang terbentuk dalam viral mBENA (lihat
Gambar 102). Umitan  vang Lalnjukls;an adalah dan wvirus AIDS
manusia, HIV. (Diadaptasi dari T, Jacks et al.,, Nature 331; 280-283,
1988. Dengan 1zn dar: Macmullan Publishers Lud.)

Inhibitor dari Sintesis Protein Procarvotic Berguna sebagai
Antibiotik

Banyak antibiotik yang paling efekuf digpunakan &Iam
pengobatan modem adalah senvawa yang dibuat oleh jamur
vang menghambat sintesis protein bakteri. Jamur dan bakter
bersaing untuk banyvak relung lingkungan yang sama, dan
jutaan tahun evolusi bersama telah menghasilkan jamur yang
menghasilkan inhibitor bakteri kuat. Beberapa obat ini
mengeksploitas: perbedaan struktural dan fungsional antara
ribosom bakteri dan eukariotik sehingga dapat mengganggu
fungsi ribosom bakteri. Dengan demikian manusia dapat
mengambil dosis tinggi dari beberapa senyawa ini tanpa
toksisitas  vang  tidak  semesunya.  Banvak antibiotik
dimasukkan ke dalam kantong di RNA nbosom dan hanya
menggangon operasi ribosom yang lancar (Gambar 79).
Tabel-4 daftar beberapa antibiotik yang lebth umum dari

jenis ini bersama dengan beberapa inhibitor lain dari sintesis




protein, beberapa di antaranya bertindak pada sel eukanotik
dan karenanya ndak dapat digunakan sebagai antibotik.
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Gambar 79 Situs pengikatan untuk antibiotik pada ribosom bakter.
Subunit ribosom kectl (Jan) dan besar (kanan) disusun seolah-olah
ribosom telah dibuka seperti buku; molekul tENA terikat ditunjukkan
dengan warna unpu (lihat Gambar 64). Sebagian besar antibiotik
menumjulckan ikatan langsung ke kantong yang dibentuk oleh molekoul
EMNA mbosom. Hygromycin B menginduksi  kesalahan dalam
terjemahan, spechinomycm memblokir translokas: peptidyl-tRNA dan
sius-A ke sis-P, dan @reptogramim B mencegah pemanjangan peptida
yang baru lahir. Tabeld mencantumkan  mekanisme penghambat
antibiotik lam yang ditumjukkan pada gambar, (Diadaptass dan 1
Pochlsgaard dan S. Douthwaite, Nat. Rev, Microbiol 3: 870-881, 2005.
Diengan izin dari Macmillan Publishers Ltd. )




Karena mereka memblokir langkah-langkah spesifik
dalam proses yvang mengarah dan DNA ke protein, banyak
senyawa yang tercantum dalam Tabel-4 berguna untuk studi
biologi sel. D antara obat yang paling umum digunakan
dalam penvelidikan tersebut adalah kloramfenikal,
sikloheksimid, dan puromisin, yang semuanya secam
spesifik menghambat sintesis protein. Dalam sel eukanotik,
misalnya, kloramfenikol menghambat sintesis protein pada
ribosom hanya di mitokondna (dan dalam klomoplas pada
tanaman), mungkin mencerminkan asal-usul prokariotik dari
organel-organel ini {dibahas pada Bab 14). Cycloheximde,
scbaliknya, hanya mempengaruhi ribosom dalam sitosol.
Puromisin sangat menank karena merupakan analog
struktural dan molekul tRNA yang dihubungkan dengan
asam amino dan karenanya merupakan contch lain dan
mimikri molekuler; ribosom salah mengartikannya sebagai
asam amino otentik dan secara kovalen menggabungkannya
pada terminal-C dari rantai peptida vang sedang tumbuh,
sehingga menyebabkan terminasi dini dan pelepasan

polipeptida, Seperti vang mungkin diharapkan, puromisin




menghambat sintesis protein baik pada procaryote maupun

EUCArvoles.

Tabel-4 Penghambat Protein atau Sintesis RNA

ITOR EFEK SPESIFIK
Hanvya bertindak pada bakteri
Tetrasiklin lhr'f[mghamhat pengikatan aminoasil-tRNA ke
sirus-A ribosom
Mencegah transisi dar inisiasi tefjemahan ke
Streptomycine perpanjangan rantai dan juga menyebabkan

Chloramphenico

Erythromycin

Rifamycin

kesalahan kode

Memblokir reaks: peptidil transferase pada
ribosom (langkah 2 pada Gambar ~66)
Mengkat di saluran keluar nbosom dan
@rngan demikian menghambat perpanjangan
rantai peptida

Menghambat inisiasi rantai ENA dengan
mengikat RNA  polimerase (mencegah
sintesis RINA)

Bertindak pada bakteri dan eucaryvotes

Puromyein

Actinomycin D

Menyebabkan pelepasan prematur rantal
polipeptida  vang baru  lahir  dengan
penambahannya ke ujung rantal yang
tumbuh

@engkat DNA  dan  menghalang
pergerakan RNA polimerase (mencegah
simtesis RNA)




Bertindak pada eucaryotes tetapi hlﬁm bakteri
Memblokir reaksi translokasi pada ribosom

cloheximid
Cr e (langkah 3 pada Gambar —66)
X , Memblokir reaksi peptidil transferase pada
An
R ribosom (langkah 2 pada Gambar ~66)
Menghambat smtesis mRBNA  dengan
a-Amanitin mengikat secara istimewa ke RNA

polimerase 11

Ribosom mitokondria cukariotik {dan kloroplas) sering menvempai
bakteri dalam sensitvitasnya terhadap inhibitor. Qleh karena itu,
beberapa antibiotk ini dapat memiliki efek buruk pada mitokondrna
manusia.

Keakuratan dalam  Penerjemahan  Membutuhkan

Pengeluaran Energi Gratis

Terjemahan oleh ribosom adalah kompromi antara
kendala yang bertentangan antara akurasi dan kecepatan.
Kita telah melihat, misalnya, bahwa keakuraran terjemahan
(1 kesalahan per 104 asam amino bergabung) membutuhkan
waktu runda setiap kali asam amino baru ditambahkan ke
rantai polipeptida yang sedang tmumbuh, menghasilkan
keceparan terjemahan keseluruhan 20 asam amino yang
dimasukkan per kedua pada bakten. Bakteri mutan dengan

perubahan spesifik pada subunit nbosom kecil memiliki
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penundaan lebih lama dan menenemahkan mENA menjadi
protemn dengan akurasi vang jauh lebth tinggi dan ing;
Namun, sintesis protein sangat lambat pada mutan-mutan

ini sehingga bakten hampir tidak dapat bertahan hidup.

Kita juga telah melihat bahwa untuk mencapai
keakuratan yang diamati dan sintesis protein membutuhkan
pengeluaran banvak energi bebas; ini diharapkan, karena,
sebagaimana dibahas dalam Bab 2, ada harga yang harus
dibayar untuk setiap kemaikan urutan dalam sel. Dalam
kebanyakan sel, sintesis protein mengkonsumsi lebih banyak
energl daripada proses biosintesis lainnva. Setidaknya empat
ikatan fosfat berenergi tinggi terpecah untuk membuat setiap
katan peptida baru: dua dikonsums: dalam pengisian
molekul tRNA dengan asam ammo (lithat Gambar 56), dan
dua langkah penggerak lainnya dalam siklus reaksi yang
tegadi pada nbosom selama sintesis i1tu sendiri (lihat
Gambar 67). Selain itu, energi tambahan dikonsumsi setiap
kali hubungan asam amino yang salah dihidrolisis oleh
tRNA synthetase (lhat Gambar 539) dan setniap kah tRNA
vang salah memasuk: ribosom, memicu hidrolisis GTP, dan

ditolak (lihat Gambar 67). Agar efektf, mekanisme




proofreading ini juga harus memungkinkan sebagian kecil
interakst vang benar untuk dihapus;, untuk alasan ini,
proofreading bahkan lebih mahal dalam energi daripada

vang terlihat.

Mekanisme Kontrol Kualitas Bertindak untuk Mencegah
Penerjemahan mENA yang Rusak

Dalam  eucaryotes, produksi mRNA  melibatkan
transkripsi dan serangkaian langkah pemrosesan RNA yang
rumit; ini terjadi di nuklens, dipisahkan dan ribosom, dan
hanya ketitka pemrosesan selesai mRENA diangkut ke
sitoplasma untuk diterjemahkan (lithat Gambar 40), Namun,
skema ini tidak aman, dan beberapa mRENA vang salah
diproses secara tidak sengaja dikinm ke sitoplasma. Selain
itu, MENA yang sempurna saat meninggalkan nukleus dapat
menjadi  rusak atau  rusak dalam  sitosol,  Bahaya
menerjemahkan mENA vang rusak atau diproses secara
tidak lengkap (vang akan menghasilkan protein terpotong
atau menyimpang) tampaknya sangat besar sehingga sel
memiliki beberapa langkah cadangan untuk mencegah hal

ini terjadi.




Untuk menghindan peneremahan mENA vang rusak,
tutup 5° dan ujung poli-A keduanva dikenali oleh mesin
inisiasi penerjemahan sebelum penerjemahan dimulai (lihat
Gambar 72). Untok membantu memastikan bahwa mENA
disambung dengan benar sebelum diterjemahkan, kompleks
ekson punction (EJC), vang disimpan pada mRENA setelah
penyambungan (lthat Gambar 40), merangsang terjemahan
mENA selanjutnya.

Tetapi sistem pemagaan mRNA yang paling kuat, yang
disebut  peluruhan mEMNA  yang dimediasi nonsens,
menghilangkan mBNA  vang rusak sebelum dapat
diterjemahkan secara efisien menjadi protein. Mekanisme ini
berperan ketika sel menentukan hahwb molekul mRNA
memiliki kodon (stop) omong kosong (UAA, UAG, atau
UGA) di tempat yang "salah” situasi vang kemungkinan
muncul dalam molekul mRNA vang telah disambungkan
secara tidak repat. Splicing yang menyimpang biasanya akan
menghasilkan pengenalan acak kodon yang tidak masuk akal
ke dalam kerangka pembacaan mENA, terutama pada
organisme, seperti manusia, yvang memiliki ukuran intron

rata-rata yang besar (lhat Gambar 32B).




Mekamsme pengawasan mm dimular ketika molekul
mENA diangkut dan nukleus ke sitosol. Saat yjung 5° keluar
dari pori nuklir, mENA dipenuhi oleh ribosom, yang mulai
menerjemahkannya. Sebagai hasil terjemahan, kompleks
persimpangan ekson (EJC) tenikat ke mENA di setiap
splicesite tampaknya digantkan oleh nbosom bergerak,
Codon stop normal akan berada dalam ekson terakhir,
sehingga pada saat ribosom mencapal dan berhenti, EJC
tidak lagi harus terikat pada mRNA. Jika demikian, mRNA
“lolos inspekst” dan dilepaskan ke sitosol di mana 1a dapat
diterjemahkan dengan sungguh-sungpuh (Gambar 80).
Namun, jika nbosom mencapai kodon berhenti dimi dan
kios, 12 merasakan babhwa EJC tetap dan molekul mENA
tenikat cepat terdegradasi. Dlengan cara ini, terjemahan
putaran pertama memungkinkan sel untuk menguji

kesesnalan setiap molekul mENA ketika 1a keluar dan

nukleus.
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Gambar 80 Peluruhan mRNA vang dimediasi oleh akal. Sepern yang
ditunjukkan di sebelah kanan, kegagalan untuk menyvambungkan pre-
mRNA dengan benar senng memasukkan kodon penghentian prematur
ke dalam kerangka pembacaan protein. Pengenalan kodon stop “dalam-
bingkat” sepert it sangat mungkin tepadi pada mamalia, di mana
intronnyva cenderung sangat panjang. Ketika diterjemahkan, mRENA
abnormal ini menghasilkan protein yvang menyimpang, yvang dapat
merusak sel. Namun, seperti vang dimunjukkan di kanan bawah gambar,
RMNA abnormal ini dibancurkan aleh mekanisme pelunshan yang
dimediasi oleh omong kosong, Mcnurut salah satu model, molekul
mRNA, vang mengandung kompleks sambungan ekson (EJC) untuk
menandai sambungan yang berhasil diselesaikan, pertama kali berternu
oleh ribosom yang melakukan putaran terjemahan "uji”. Ketika mRNA
melewati saluran ketal ribosom, EJC dilucuti, dan mRNA vang berhasil
dilepaskan untuk menjalam bebérapa putaran tegemahan (sis dan).
Mamun, jika kodon in-frame stop ditemukan sebelum kompleks
persimpangan ekson akhir tercapai (sisi kanan), mRENA mengalam
peluruhan nonsensemediated, vang dipicu oleh protein Upf (hijau) yang




mengkat masingmasmg EJC. Perhatikan bahwa, untuk memicu
peluruhan nonsensemediasi, kodon penghentian prematur harus berada
dalam bingkai @mbacaan yang sama dengan protein  normal.
{Madaptasi dari J. Lykke-Andersen et al., Scl 103: 1121-1131, 2000
Deéngan 12in dan Elsevier.)

Pelurvhan yang dimediasi nonsense mungkin sangat
penting dalam evolusi, memungkinkan sel eukariotik untuk
lebih mudah mengeksplorasi gen baru yang dibentuk oleh
penataan ulang DNA, mutasi, atau pola alternatif
penvambungan  dengan memilth hanva mRNA untuk
tepemahan vang dapat menghasilkan protemn berdurasi
penuh. Peluruhan yvang dimediasi nonsense juga penting
dalam sel-sel sistem kekebalan tubuh vyang sedang
berkembang, di mana penataan ulang DNA luas yang terjad:
(lihat Gambar 25-36) sering menghasilkan kodon terminasi
prematur, Sistem pengawasan mendegradasi mRNA yang
dihasilkan dari gen vang disusun ulang, schingga
menghindari efek toksik potensial dari protein terpotong.

Akhimya, jalur penpawasan yang dimediasi omong
kosong memainkan peran penting dalam mengurangi gejala
dan banyak penvakit manusia yang diwariskan, Seperti yang

telah kita lihat, penvakit bawaan biasanya disebabkan oleh




mutasi wang merusak fungsi protein utama, seperti
hemoglobin atau salah satu faktor pembekuan darah. Sekitar
sepertiga dari  semua kelainan genetik pada manusia
merupakan hasil dart mutasi atau mutasi vang tidak masuk
akal (seperti mutasi perubahan bingkai atau mutasi situs
splice) yang menempatkan mutas: vang tidak masuk akal ke
dalam kerangka pembacaan gen. Pada individu yang
membawa satu gen mutan dan satu fungsional, peluruhan
vang dimediast nonsense menghilangkan mBENA  yang
menyvimpang dan dengan demikian mencegah protein yang
berpotensi toksik dibuat. Tanpa perlindungan ini, individu
dengan satu "gen penyakit" fungsional dan safu mutan
kemungkinan akan mendenta gejala yang jauh lebih parah.
Kami telah melihat sebelumnya dalam bab im1 bahwa
bakteri tidak memiliki pemrosesan mRNA rumit yang
ditemukan pada eucarvotes dan bahwa tegemahan senng
dimulai sebelum sintesis molekul RNA selesai. Namun
bakteri juga memiliki mekanisme kontrol kuvalitas untuk
menangani mRNA vang tidak sepenuhnya disintesis dan
rusak. Ketika ribosom bakteri diterjemahkan ke akhir RNA
vang ridak lengkap, ia terhenti dan tidak melepaskan RNA




Penyelamatan datang dalam bentuk RNA khusus
(disebut tmRNA), vang memasuki situs-A nbosom dan
diterjemahkan dengan sendirinya, melepaskan ribosom.
Dengan demikian, tag asam amino 11 khusus ditambahkan
ke terminal-C dan sinyal protein terpotong untuk protease

bahwa seluruh protein harus terdegradas: (Gambar 81).

Beberapa Protein Mulai Melipat Sementara Masih
Disintesis

Proses ekspresi gen belum berakhir ketika kode genenik
telah digunakan untuk membuat urutan asam amino vang
membentuk protein. Agar bermanfaat bagi sel, ranta:
polipeptida baru ini harus dilipat menjadi konformasi tiga
dimensi yang unik, mengikat setiap kofaktor molekul kecil
vang diperlukan untuk aktivitasnya, dimodifikasi secara
tepat oleh protein kinase atau enzim pengubah protein
lainnya, dan berkumpul dengan benar dengan subunit
protein lainnya yang berfungsi (Gambar 82),




Crambar Bl. Penvelamatan
ribosom bakteri  terhenti  pada
molckul mRNA yang tidak
lenghap. TmRMNA yang
ditampilkan adalah EMNA 363-
nukleotida dengan fungsi tENA
dan mENA, karenanya namanya.
la membawa alamin dan dapat
memasukl  sius-A  vang  kosong
dar ribosom yang macet untuk
menarnbahkan alanin ind ke rantai
polipeptida, meniru tENA
meskipun tidak ada kodon yang
hadir untuk memandunya.
Ribosom kemudian
menegemahlkan 10 kodon  dan
tmEMNA, melengkapi 11 tag asam
aming pada protein.  Protease
mengenali tanda mi1 dan
menurunkan  seluruh  protein.
Meskipun eomtoh vang
diumgukkan pada gambar adalah
dan balkterl, eucarvotes dapat
mengeunakan strategi yang sama.
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Gambar 82 Langkah-langkah
dalam penciptaan protein
Fungsional,  Seperti vang
ditunjubdean, terjemahan
prutan mBENA  menjadi
urutan asam aming  pada
ribosom bukanlah akhir dan
proses pembentukan protein.
Apar berfungs:, rantai
polipeptida yvang telah sclesai
harus dilipat dengan benar
memjadi konformasi uga
dimensi, mengikat kofaktor
yang diperlukan, dan
berkumpul dengan rantai
protein mitranya (jika ada),
Pembentukan ikatan
nonkovalen mendorong
perubahan ini. Seperti vang
ditunjukkan. banyak protein
juga memerukan modifikasi
kovalen dari asam  aming
terpilih, Meskipun modifikasi
vang paling sering adalah
glikosilasi  protein dan
fosforilasi protein, lebih dari
100 jenis modifikasi kovalen
diketahn  (lthat, misalnva,
Gambar 3-81).




Informasi vang diperlukan untuk semua langkah yang
tercantum di atas pada akhirnya terkandung dalam urutan
asam amino terkait yang diproduksi nbosom ketika
menerjemahkan molekul mENA menjadi rantai polipeptida.
Sepert1 dibahas dalam Bab 3, ketika protein terlipat ke dalam
struktur vang kompak, 1a mengubur sebagian besar residu
hidmofobiknya dalam inti interior. Selain itu, sejumlah besar
interakst nonkovalen terbentuk anrara berbagar bagan
molekul. Ini adalah jumlah dan semua pengaturan yang
menguntungkan secara energetik 1n1 yang menentukan pola
lipatan akhir dari rantai polipeptida sebagai konformasi dari
energl bebas terendah (Ithat hal. 130).

Melalui jutaan tahun evolusi, urutan asam amino dari
setiap protein telah dipilih tidak hanya untuk konformas:
vang diadopsi tetapi juga untuk kemampuan untuk melipat
dengan cepat. Untuk beberapa protein, lipatan mi dimula:
segera, ketika protein berputar keluar dan ribosom, mulai
dan wjung terminal-N. Dalam kasus im, karena setiap
domain protein muncul dari ribosom, dalam beberapa detik
ia membentuk struktur padat yang berisi sebagian besar fitur

sekunder akhir (ahelices dan bsheets) yang disejajarkan




dengan konformasi vang kira-kira tepat (Gambar 83).
struktur. Butuh beberapa menit untuk mensintesis protein
dengan ukuran rata-rata, dan untuk beberapa protein,
sebagian besar proses pelipatan selesar pada saar ribosom

melepaskan vjung terminal-C dan protein (Gambar 84).

{A) (B

Gambar 53 Stroktur gumpalan cair. (A) Suatu bentuk gumpalan cair
dar sitokrom b3562 lebih terbuka dan kurang teratur dibandingkan bentuk
akhir protem terlipat, seperti vang ditunjukkan dalam (B). Perhankan
bahwa gumpalan cair mengandung sebagian besar struktur sekunder dari
bentule akhe, meskipun wung-ujung darr ahelices tErBai dan zalah satu
heliks hanya sebagan vang terbentuk. (Atas perkenan Joshua Wand, dan




Y. Feng ¢t al, MNat. Stuct. Biol. 1: 30=35, 199, Dengan izin dar
Macmillan Publishers Ltd.)
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Gambar B4 Lipat protein trans-translasi. Hantai polipepoda vang
umbuh ditunjukkan memperaleh struktur sekunder dan ersiernya saat
muncul dari nbosom. Domain N-temminal terlipat pertama, sedangkan
domain C4erminal masih disintesis. Protein ini belum mencapai
konformas akhir pada saat dilepaskan dan nbosom, (Dimodifikas: dan
A.N. Federov dan T.Q. Baldwin, J. Biol. Chem. 272: 32715-32718,
1997.)
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Molecular Chaperones Bantu Panduan Melipat Sebagian

Besar Protem

Sebagman besar protein mungkin tidak mulai teripat
selama sintesisnya. Sebaliknya, mereka bertemu di ribosom
oleh kelas khusus protein yang  disebut  pendamping
molekuler. Chaperone molekuler berguna untuk sel karena
ada banyak jalur berbeda wvang dapat diambil untuk
mengubah protein yvang tidak terlipat atau terlipar sebagian
menjadi konformasi kompak akhir. Untuk banyak protein,
beberapa zat antara vang terbentuk di sepanjang jalan akan
teragregasi dan dibiarkan sebagan jalan buntu di luar jalur

tanpa intervensi pendamping (Gambar 85).
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Gambar B5A pandangan terkini tentang pelipatan protein. Setiap
domain dari protein vang baru disintesis dengan cepat mencapal keadaan
“pumpalan cair”. Pelipatan berikutnya tenadh lebih lambat dan melalin
banyak jalur, senngkali melibatkan bantuan pendamping molekul,
Beberapa molekul mungkin masih gagal melipat dengan benar, seperd
yang dijelaskan dalam teks, protease spesifik mengenali dan menumnkan
molekul-molekul ini
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Banyak molekul chaperone disebut protein heat-shock
(diunjuk sebagai Hsp), karena mercka disintesis dalam
jumlah yang meningkat secara dramats setelah paparan sel
vang singkat pada suhu yang onggi (misalnya, 42 * C unuk
sel vang biasanya hidup pada suhu 37 ° C). Imi
mencerminkan pengoperasian sistem umpan balik yang
merespons peningkatan protein yang salah lipat (seperti yang
dihasilkan oleh suhu nngg) dengan meningkatkan sintesis

chaperone yang membantu protein ini melipat kembali.

Ada beberapa keluarga besar pendamping molekul
cukanotik, termasuk protein Hsp60 dan Hsp70. Anggota
keluarga yang berbeda berfungsi dalam organel yang
berbeda. Jadi, seperti }raa; dibahas pada Bab 12,
mitokondria mengandung molekul Hsp60 dan Hspil
mereka sendiri vang berbeda dan yang berfungsi dalam
sitosol; dan Hsp70 khusus (disebut BIP) membantu melipat
protem dalam retikulum endoplasma.

Protein Hsp60 dan Hsp70 masing-masing bekerja
dengan set kecil protein terkait ketika mereka membantu
protein lain terlipat. Hsps memiliki afinitas untuk tambalan

hidrofobik yang terpapar pada protein yang tdak terlipat




sempurna, dan mereka menghidrolisis ATP, sering mengikat
dan melepaskan substrat protein mereka dengan setiap siklus
hidrolisis ATP. Dalam hal lain, kedua jenis protein Hsp
berfungsi secara berbeda. Mesin Hsp7() bertindak awal
éa]am kehidupan banyak protein, mengikat untaian sekitar
tujuh asam amino hidrofobik sebelum protein meninggalkan
ribosom (Gambar 86). Sebaliknya, protein mirip-Hsp60
membentuk struktur besar vang terbentuk setelah protein
disintesis sepenuhnya. Jenis pendamping, kadang-kadang
disebut chaperonmn, membentuk "mang i1solasi" di mana
protein yang gagal melipat diber makan, mencegah agregasi
mereka dan membenn mereka lingkungan vang

menguntungkan untuk mencoba melakukan pelapisan ulang

{Gambar B7),
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Gambar 86 Kelnarga molekul pendamping molekul Hsp70. Protein-
proein ini bekerja sejak dini, mengenali hamparan kecil asam amino
hidrofob pada permukaan protein. Dibantu oleh satu set protein Hsp40
yang lebih kecil (hdak diperhihatkan), molekul Hsp70 vang tenkat ATF
menangkap protein target mereka dan kémudian menghidrolisis AT
menjadt ADP, meéngalami perubahan konformasi vang menyebabkan
molekul Hep70 untuk berasosiasi lebih erat dengan target, Setelah Hzpd()
terdisosiasi, rebinding cepat ATP menginduksi disosiasi protein HspT0
setelah rilis ADP, Pada kenyataannva, sikhig berulang dar pengikatan
dan pelepasan protein Hsp membantu protein target untuk dilipat
kembah, seperti yang secara skemahs dulustrasikan pada Grarnbar B5.
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Gambar BY Struktur dan fungsi keluarga Hspdl) dari molekol
pendamping. (A) Katalisis pemurnian pmtein. Frotein yang salah lipatan
pada awalnya ditangkap oleh interaksi hidrofobik di sepanjang tepi laras.
Ikatan ATP berikutnya ditambah penumup protein meningkackan
diameter lams barel, yang dapat secama sementara meregang (sebagian
membuka) protein klien. Ind juga membatasi protein dalam  ruang
tertutup, di mana ia memiiki peluang baru untuk dilipat. Setelah sekitar
15 detik, hidrohsis ATP tergjad, melemahkan kompleks. ITkatan
berikutnya dari molekul ATP lain mengeluarkan protein, baik dilipat
atau tdak, dan siklus berulang. Jenis pendamping molekuler i juga
dikenal sebagai chaperonin; itn ditetapkan  gebagai Hspél) dalam




mitokendria, TCFP1 dalam sitosol sel vertebrata, dan GreEL pada
bakteri. Sepemi vang ditunjukkan, hanya setengah dari barel simetris
yang beroperasi pada protein klien pada svatu wakwmu. (B) Struktur
GroEL terikat pada tutup GroES-nva, schagaimana ditentukan oleh
krstalografi sinar-X. Di sebelah kin dipedihatkan bagian luar stuktur
sepert: laras dan di sehr:]akunan ada penampang mehntang di
tengahnya. (B, diadaptasi dari B. Bukau dan A.L. Horwich, Cell 92; 351-
366, 1998, Dengan irin dan Elsevier.)

Para pendamping vang ditunjukkan pada Gambar 86
dan 87 sering menggunakan banyak siklus hidrolisis ATP
untuk mehpat rantair polipeptida tunggal dengan benar,
Meskipun sebagan dan pengeluaran energi m digunakan
untuk melakukan pekerjaan mekanis, mungkin lebih banyak
vang dikeluarkan untuk memastikan bahwa lipatan protem
akurat. Sama sepertt vang kita hhat unmk transkripsi,
splicing, dan tenemahan, pengeluaran energl bebas dapat
digunakan oleh sel vntuk meningkatkan akurasi proses
biologis, Dalam hal pelipatan protem, hidrolisis ATP
memungkinkan chaperone mengenali berbagai struktur yang
salah lipatan, untuk menghentikan pelipatan lebih lanjut dan

memulai kembali pelipatan protein dengan cara yang teratur.

Meskipun diskusi kami hanya berfokus pada dua jenis
pendamping, sel memiliki varasi vang lamm. Keragaman




yvang sangat besar dari protein dalam sel mungkin
membutuhkan berbagai chaperone dengan pengawasan

serbaguna dan kemampuan koreksi.

Daerah Hidrofobik Terkena Memberikan Sinval Kritis

untuk Kontrol Kualitas Protein

Jika asam amino radioaktif ditambahkan ke sel untuk
waktu yang singkat, protein yang baru disintesis dapat
diikuti saat mereka matang dalam bentuk fungsional
terakhimya. Jenis percobaan ini menunjukkan bahwa
protein Hsp70 bertindak pertama kali, dimulai ketika protein
masih disintesis pada ribosom, dan protein seperti Hsp60)
hanya bertindak kemudian untuk membantu melipat protein
lengkap. Tetapi bagaimana sel membedakan protein yang
gagal melipat, vang membutuhkan putaran tambahan
pengerasan yang dikatalisis ATP, dan yang dengan struktur
vang benar?

Sebelum menjawab, kita perlu berhenti sejenak untuk
mempertimbangkan nasib protein pasca-translas: secara lebih
luas. Biasanya, jika sebuah protein memiliki bercak asam

hidmfobik terpapar vang cukup besar di permukaannya, itu




tidak normal: ia gagal melipat dengan benar setelah
meninggalkan ribosom, mengalami  kecelakaan yang
sebagian membuka lipatannya di lain waktu, atau gagal
menemukan mitra normalnya subunit dalam kompleks
protein vang lebih besar. Protein seperti itu tidak hanya
berguna bagm sel, tetapi juga bisa berbahaya. Banyak protein
dengan daerah hidrofobik yang tidak normal dapat
membentuk agregat besar di dalam sel. Kita akan melthar
bahwa, dalam kasus yang jarang, agregat seperti itu memang
terbentuk dan menyebabkan penyakit manusia vang parah,
MNamun, blasanya, mekamsme kontrol kualitas protein yang

knat mencegah bencana semacam 1,

Dengan latar belakang in1, tidak mengherankan bahwa
sel-sel telah mengembangkan mekanisme mmmit yang
mengenali  tambalan  hidmofobik pada protein  dan
meminimalkan kerusakan vang disebabkannya, Dua dan
mekanisme ini tergantung pada pendamping molekuler yang
baru saja dibahas, yang benkatan dengan patch dan
berupaya memperbaiki protein  yang rusak dengan
memberikannya kesempatan lain untuk melipat. Pada saat

vang sama, dengan menutupi  bercak  hidrofobik,




pendamping ini  secara sementara mencegah agregasi
protemn. Protein vang sangat cepat terlipat dengan sendinnya
tidak menampilkan tambalan seperti itu dan pendamping

memotongnya.

Gambar 88 menguraikan semua pilihan kontrol
kualitas yang dibuat sel untuk protein baru yang sulit
disintesis, Seperti vang ditunjukkan, ketika upava untuk
melipatgandakan protein gagal, mekanisme ketiga dipanggil
ke dalam permainan yang benar-benar menghancurkan
protein oleh proteolisis. Jalur proteohitik dimulai dengan
pengenalan patch hidrofobik abnormal pada permukaan
protein, dan berakhir dengan pengiriman seluruh protein ke
mesin penghancur protein, sebuah protease kompleks yang
dikenal sebagai proteasome. Seperti dijelaskan selanjumya,
proses ini tergantung pada sistem penandaan protein yang
rumit yang juga menjalankan fungsi sentral lainnya dalam

sel dengan menghancurkan protein normal yang dipilih.
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Gambar 88 Proses yang memantan kualitas protein setelah sintesis
protein, Protem yang baru disntesis kadang-kadang terbpat dengan
benar dan berkumpul sendiri dengan protein mitranya, dalam hal ini
mekanisme kontrol kualitas membiarkannya sendiri. Protein yang
terhpat  sempwna dibantu  untuk  dihpat kembalh  oleh  molekoul
pendamping: pertama oleh keluarga protem Hspdl, dan kemudian dalam
beberapa  kasus, oleh protemn seperti Hspoll. Untuk kedua jems
chapemone, protein klien dikenali dan tambalan asam amino hidrofobik
yang tidak normal pada permukaannva. Proses "penyelamatan protein”
i bemsaing dengan mekanisme lan yang, setelah menpenali tambalan
yvang tidak normal, mecnandai protein untuk  dihancurkan  olch
proteasome. Aktivitas gabungan dari semua proses ini diperflukan untuk
mencegah agregast protemn masif dalam sel, yang dapar tegadi ketika
banyal daerah hidrofobik pada protein berkumpul bersama secara tidak
spesifik.




Proteasome adalah Protease lerkompartemen dengan
Situs Aktif vang Diasingkan

Mesin proteolitik dan chaperone bersaing satu sama
lain untuk menata ulang protein yang gagal melipat. Jika
protein yang baru disintesis terlipat dengan cepat, paling
banyvak hanva secbagian kecil saja wvang terdegradasi.
Scbaliknya, protein vang terlipat perlahan rentan terhadap
mesin proteolitik untuk wakm vang lebih lama, dan banvak
lam molekulnya dihancurkan sebelum sisanya mencapai
keadaan terlipat vang tepat. Karena mutasi atau kesalahan
dalam transknpsi, splicmg RNA, dan terjemahan, beberapa
protein tidak pernah terhipat dengan benar. Sangat penting
bahwa sel menghancurkan protein yang  berpotens:
berbahava ini.

Peralatan yang secara sengaja menghancurkan protemn
vang menyimpang adalah proteasome, protease yang
bergantung pada ATFP yvang melimpah yang merupakan
hampir 1% dan protein sel. Hadir dalam banyak salinan

vang tersebar di selurah sitosol dan nukleus, proteasome juga

menghancurkan protein menyimpang dar  endoplasma

retikulum (ER). Sistem pengawasan berbasis ER. mendeteksi




protein yang gagal melipat atau berkumpul dengan benar
setelah mereka memasuki ER, dan retrotranslokas: kembal
ke sitosol untuk degradasi (dibahas dalam Bab 12).

Gambar 89 Protcasome. (A) Pandangan potongan stuktur sihnder 205
pusat, sebagaimana ditentukan oleh kristalografi sinar-x, dengan situs
aktif protease ditunjukkan oleh titik merah. (B) Seluruh pmte:a'snme, di
mana silinder tengah (kuning) dilengkapt dengan tutup 195 (o) d
setiap wung, Struktur tutup telah ditentukan oleh pemrosesan komputer
dan gambar mikroskop elektron. Tutup kompleks (uga disebur partilel
pengatur) secara seleknf mengikat protein yang telah ditandai oleh
ubiquitin untuk dihancurkan; kemudian menggunakan hidrolisis ATP
untuk membuka rantar polipeptuda mereka dan memben mereka makan
melalui saluran sempit (lihat Gambar —91) ke dalam ruang dalam silinder
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208 untuk penceémaan ke peptida pendek. (B, darn W, Baumeister et al.,
Sel 92: 367-380, 1998. Dengan izin dari Elsevier. )

Setiap proteasome terdint dan silinder berongga pusat
(proteasome int 205) yang dibentuk dan beberapa subumnit
protein yang berkumpul sebagai tumpukan kuasi-silinder
dari empat cincin heptamerik (Gambar 89). Beberapa
subunit adalah protease berbeda yang situs aktifnya
berhadapan dengan ruang dalam silinder. Desain mencegah
protease yang sangat efisien ini mcajal:la melalui sel. Setiap
ujung silinder biasanya dikaitkan dengan kompleks protemn
besar (tutup 195), yang berisi cincin protein enam-subumit,
vang melaluinya protein target dimasukkan ke dalam inti
proteasome di mana mercka terdegradasi (Gambar 90),
Reaks: threading, didorong oleh hidrolisis ATP, membuka
protein target  saat  mereka  bergerak melalu  top,
memaparkannya pada protease yang melapisi  int
proteasome (Gambar 91). Protein yang membentuk struktur
cincin di tutup proteasome termasuk dalam kelas besar
protein "tidak terbuka" yang dikenal sebagai protein AAA,
Banyak dan mereka berfungsi sebagai hexamers, dan ada

kemungkinan bahwa mereka berbagt htur mekanmstik dengan




ATP yang bergantung pada DNA oleh helicases DNA (hihat

(Gambar 5-15).
.b target protein with
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Gambar %0 Pencemaan protein progresif oleh proteasome. Tutup
proteasome mengenali protein substrat, dalam hal ini ditandai oleh rantai
poli- poliquitin (hbat Gambar 92), dan kemudian mentmnslasikannya ke
dalam inti proteasome, tempat dicerma, Pada tahap awal, ubiguitin
terbelah dar protein substrat dan didaur ulang. Translokasi ke dalam int
proteasome dimediasi oleh cinem protéin yang bergantung pada ATP
yang membuka protein substrat saat diulir melalui ring (BI ke dalam inti
proteasome (Lhat Gambar 91). (Dan 5. Prakash dan A, Matouschek,
Tren Biochem. Sc1. 29: 583.600, 2004. Dengan 1xin dan Elsevier. )
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Gambar 91 Protein heksamerik tanpa lipatan. (A) Struktur ini terbentuk
dari enam subunit vang masing-masing milik keluarga protein AAA. (B)
Model untuk aktivitas unfoldase vang berganmng pada ATF darl protein
AAA Bentuk ATP-enkat dan cincin heksamenk protein A AA mengikat
protein  substrat terlipat yang telah ditandai untuk membuka (dan
akhimya dihancurkan) dengan tag pengakuan sepert: rantai polibiquitin
{lihat di bawah) atau peptida vang ditambahkan untuk menandai protem
vang disintesis secara tidak lengkap (lihat Gambar £1). Perubahan
konformasi, dibuat ireversibel oleh hidrolisis ATP, menarik substrat ke
inti pusat dan meregangkan struktor cncin. Pada tink i, pmotein
substrat, yang sedang diserct, sebagian dapat dibuka dan masuk lebih
jauh ke dalam pori-pori atau dapat mempertahankan strukturnya dan
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berdisosiasi. Substrat protein vang sangat stabil mungkm memeriukan
ratusan siklus hidrolisis dan disosiasi ATP sebelum berhasil ditarik ke
dalam cincin AAA. Setelah dibuka, protein substrat bergerak relatif ce@
melalui pori oleh putaran hidrolisis ATP bertunat-turu. (A, dan X,
Zhang et al., Mol. Sel 6: 14731484, 2000, dan AN Lupas dan J. Martin,
Curr. Opin. Struct. Biol, 12; 746733, 2002; B, dan RT Sauer et al., Cell
119: 818, 2004. Semua dengan izin dan Elsevier,)

Sifat penting dan proteasome, dan satu alasan untuk
kompleksitas desainnya, adalah prosesitas mekamsmenya;
berbeda dengan protease "sederhana” yang memotong rantai
polipeptida substrat hanva sekali sebelum dipisahkan,
proteasom menjaga seluruh substrat terikat sampai semua 1tu
dizbah menjadi peptida pendek.

Turup 195 juga bertindak sebagai "gerbang” yang
diatur di pintu masuk ke ruang proteolitik bagian dalam, dan
mereka bertanggung jawab untuk mengikat substrar protein
vang ditargetkan ke proteasome. Dengan beberapa
pengecualian, proteasom bekerja pada protein yang secara
khusus ditandai untuk dihancurkan oleh perlekatan kovalen
dan tag pengenal yang terbentuk dan protein kecil yang
disebut ubiquitin {Gambar 92A). Ubiquitin ada dalam sel
baik vang bebas atau yang secara kovalen terkait dengan

banyak protein intraseluler yang berbeda. Bagi banyak




protein,  penandaan  oleh  ubiquiin menghasilkan
kehancurannya oleh proteasome. Namun, dalam kasus lain,
penandaan ubiquitin memilik: arti vang sama sekali berbeda.
Pada akhirnya, jumlah molekul ubiquitin yang ditambahkan
dan cara mereka saling terkait yang menentukan bagaimana
sel menginterpretasikan pesan ubiquitin (Gambar 93). Pada
bagian berikut ini, kami menekankan peran ubiquitylation

dalam menandakan degradasi protein
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Gambar 92 Ubiquitin dan penandaan protein dengan rantai
polyubiguitin, (A} Struktur tiga dimensi ubiguitin; protein vang relatif
kecil ini mengandung 76 asam amino. (B) C-terminus ubiquitin awalnya
diaktiflan melalol hubungan thioester berenergl tmgel dengan rantai
samping sistein pada protein E1. Reaks: ini membutuhkan ATP, dan
berlangsung melalui  perantara  AMP-ubigquitin kovalen. Ubiquitin




teraktivasi pada El, juga dikenal sebagal enzim pengaktivasi ubiquitin,
kemudian ditransfer ke sistein pada seperangkat molekul E2. E2 ini ada
sebagar kompleks dengan molekul E3 yang bahkan lebih besar. (C)
Penambahan rantai polyubiquitin ke protein target. Dalam sel mamalia
ada beberapa ratus kompleks E2-E3 yang berbeda, banyak di antaranya
mengenali sinval degradasi spesifik pada protem  target melahn
komponen E3. E2 disebut enzim konjugasi ubiguitin, E3 telah disebut
secara tradisional sebagai ligase ubigquiting tetapi lebih akurat untuk
memesan nama int untuk kompleks E2-E3 fangsional. Struldur terperinet
dan kompleks semacam itu disajikan pada Gambar 379

MONCIUBIGUITYLATION  MULTIUBIGUITYLATION POLYLIBIQUITYLATION
histang regulztion endocytosis protesomal DA repair
degradation

Gambar 93 Penandaan protein oleh obigquitin, Setiap pola modifileas:
yvang ditampilkan dapat mesuliki art spesifik bagi sel. Dua jenis
poltaginflagi berbeda dalam cara molelul obiquitin dibubungkan
bersama. Keterkaitan melalui Lys48 menandakan degradasi oleh
proteasome sedangkan yang melalui Lys6d memiliki arti lain. Tanda-
tanda Ubigquitin “dibaca™ oleh protem vang secara khusus mengenah
setiap jenis modifikasi.,
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Sistem Konjugasi Ubiquitin vang rumit menandai protein
untuk kehancuran

Ubiquitin disiapkan untuk konjugasi dengan protein
lain oleh enzim pengaktif ubiqutin-dependent (El) yang
bergantung pada ATP, }ra.né menciptakan ubiquitim
teraktivasi, E1 yang selanjutnya ditranster ke salah satu dari
serangkalan enzim ubiquitin-conjugating (E2) (Gambar —
92B). Enzim E2 bekerja bersama dengan protein aksesori
(E3). Dalam kompleks E2-E3, yang disebut ubiquitin hgase,
komponen E3 berikatan dengan sinyal degradasi spesifik,
vang disebut degradasi, dalam substrat protein, membantu
E2 untuk membentuk rantal polyubiquitin yang terhubung
ke lisin protein substrat, Dalam rantai i, residu terminal-C
dan setiap ubiquutin terkait dengan lisin spesifik dan molekul
ubiquitin  sebelumnya (lhat Gambar —93), menghasilkan
serangkaian linear konjugat ubiquitin-ubiquitin (Gambar —
92C). Rantai polyubiquitin pada protein target milah yang
dikenali oleh reseptor spesifik dalam proteasome Ada sekitar
30 enzim E2 yang secara struktural serupa tetapi berbeda
pada mamalia, dan ratusan protein E3 herbe::lna}fang

membentuk kompleks dengan enzim E2 spesifik, Sistem
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ubiquitin-proteasome dengan demikian terdiri dari banyak
jalur protechitik vang én:mrganisir tetapt serupa, yang
memiliki kesamaan baik enzim El di "atas" dan proteasome
di "bawah," dan berbeda dengan komposisi ligases ubiquitin
E2-E3 mereka. dan faktor aksesori. Ligase ubiquitin yang
berbeda mengenali sinval degradasi yang berbeda, dan
karenanya menargetkan suobset berbeda dan protem

intraseluler untuk penghancuran

Protemn terdenaturasi atau salah lipatan, serta protein
vang mengandung asam amino abnormal teroksidasi atau
lainnya, diakui dan dimusnahkan karena protein abnormal
cenderung hadir pada sekuens asam ammo permukaan atau
motif konformasi vang dikenal sebagai sinval degradasi oleh
seperangkat molekul E3 di sistem ubiquitin-proteasome;
tentu saja wrutan ini harus dikubur dan karena itu tidak
dapat diakses di bagian normal dar protein mi. Namun,
jalur proteolitik yang mengenali dan menghancurkan protein
abnormal harus dapat membedakan antara protein lengkap
vang memiliki konformasi "salah" dan banvak polipeptida
yang tumbuh pada ribosom (serta polipeptida yang baru saja

dilepaskan dari ribosom) wvang belum mencapai lipatan




normalnya konformasi. Ini bukan masalah sepele; sistem
ubiquitin-proteasome dianggap menghancurkan banvak
molekul protein yang baru lahir dan terbentuk bukan karena
protem-protein int tidak normal, tetap: karena mereka secara
sementara mengekspos sinyal degradasi yang terkubur dalam

keadaan matang (terlipat).

Banyak Protein Dikendalikan oleh Penghancuran Teratur

Salah satu fungsi mekanisme proteolitik intraseluler
adalah untuk mengenali dan menghilangkan protein yang
salah lipatan atau abnormal, seperti vang baru saja
dijelaskan. Namun fungsi lain dan jalur proteohtk ini adalah
untuk memberikan masa hidup pendek pada protein normal
spesifik yvang konsentrasinya harus sepera berubah dengan
perubahan keadaan sel. Beberapa dari protein yang berumur
pendek ini terdegradasi dengan cepat setiap saat, sementara
banyak yang lainnya berumur pendek secara kondisional,
vaitu, mereka stabil secara metabolik dalam beberapa
kondisi tetapi menjadi tidak stabil pada perubahan keadaan
sel. Sebagai contoh, cyclins mitosis berumur panjang di

selurubh siklus sel sampai degradasi mendadak pada akhir




mitosis, seperti dijelaskan dalam Bab 17. Bagaimana
penghancuran vang diatur secara teratur terhadap proteimn
dikendalikan? Beberapa mekanisme diilustrasikan melalui
contoh spesifik vang muncul kemudian dalam buku ini
Dalam satu kelas umum mekamsme (Gambar 94A4),
aktivitas ligase ubiquitin diaknifican baik oleh fostorilasi E3
atau oleh transisi alostenk dalam proten E3  yang
disebabkan oleh pengikatannya pada molekul kecil atau
besar tertentu. Sebagail contoh, anaphase-mempromosikan
complex (APC) adalah higase ubiquitin multisualnit yang
diaktifkan oleh penambahan subunit yang diatur oleh siklus
sel pada mitosis, APC vyang teraktivasi kemudian
menyebabkan degradasi cyclins mitosis dan  beberapa
regulator lainnya dari transisi metafase-anafase (lihat
Gambar 17-44).
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Gambar 94, Dua cara umum menginduksi degradasi protein tertentu.
(A) Altivasi molekul E3 spesifik menciptakan ligase ubiquitin baru. (B)
Pembuatan sinyal degradasi terpapar dalam  protein yang akan
tcrdegradasi. Sinval ini mengikat ligase ubiguitin, mecnycbabkan
penambahan rantail polyubiquitin ke lisin terdekat pada protein target.
Keenam jalur yang diunjukkan diketabhm digunakan oleh sel untuk
menginduksi pergerakan protein terpilih ke dalam proteasome.

Sebagai alternatif, sebagai respons terhadap sinyal
intraseluler ataun sinval dari lingkungan, sinval degradasi
dapat dibuat dalam protein, yang menyvebabkan
ubiguitylation dan penghancurannya vyang cepat oleh
proteasome, Salah satu cara umum untuk membuat sinyal
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seperti itu adalah memfosforilasi situs spesifik pada protein
vang membuka kedok sinyal degradasi yang biasanya
tersembunyi. Cara lain untuk membuka kedok sinyal
tersebut adalah dengan pemisahan subunit protein yang
diatur. Akhimya, sinyal degradasi vang kuat dapat dibuat
&engan membelah ikatan peptida tunggal, asalkan belahan
ini menciptakan terminal-N baru yang dikenali oleh E3
spesifik sebagai residu terminal-N “destabilisas1i” (Gambar
94B).

Jemis sinyal degradasi terminal-N  muncul karena
“aturan ujung-N," yang menghubungkan umur protein in
vivo dengan identitas residu terminal-Han}r&g"\da 12 residu
destabilisasi dalam aturan N-end dari ragi S. cerevisiae (Arg,
Lys, His, Phe, Leu, Tyr, Trp, lle, Asp, Glu, Asn, dan Gln),
dari 20 amino standar asam. Residu N-terminal vang tidak
stabil dikenali oleh ligase ubiquitin khusus yang dilestankan
dar ragl ke manusia

Seperti yang telah kita lihat, semua protein pada
awalnya  disintesis  mengandung  metionin (atau

formylmethiomne pada bakteri), sebagar residu N-

terminalnya, yang merupakan residu penstabil dalam aturan




wung-N.  Protease khusus, yang disebut mehonm
aminopeptidase, akan sering menghilangkan menonim
pertama dari protein vang baru lahir, tetapi mereka akan
melakukannya hanva jika residu kedua juga stabil menurut
aturan ujung N. Oleh karena itu, pada awalnya tidak jelas
bagaimana aturan N-end substrat terbentuk in vivo. Namun,
sekarang dipahami bahwa substrat ini dibentuk oleh protease
spesifik situs, Sebagal contoh, suatu subunit cohesin, suatu
kompleks protemn yang menyatukan kromatid saudara,
dibelah oleh protease yang sangat spesifik selama transisi
metafase-anafase. Pembelahan yang diatur oleh siklus sel m
memungkinkan pemisahan kromand saudara perempuan
dan mengarah pada penyelesaian mitosis (lihat Gambar 17-
44). Fragmen C-erminal dan subunit yang dibelah
menghasilkan arginin N-terminal, residu yang tidak stabil
dalam aturan upung-N. Sel mutan yang tidak memiliki jalur
aturan  ujung-N  menunjukkan  frekuensi  kehilangan
kromosom vang sangat menimmgkat, mungkin karena
kegagalan untuk mendegradasi fragmen subunit kohesin ini
mengganggu  pembentukan kompleks kohesin  terkait

kromatid baru dalam siklus sel benkutnya.




Protein yang Berlipat Tidak Normal Dapat Menyatu untuk
Menyebabkan Penyakit Manusia yang Merusak

Banyak penyakit manusia yang diturunkan (misalnya,
anemia sel sabit (lihat hal. 1495) dan defisienst «-1-
anttripsin, svatu kondisi yang sering mengarah pada
penvakit hati dan emfisema) hasil dari protein mutan yang
lolos dari kontrol kualiras sel, terlipat secara tidak normal,
dan membentuk agregat. Dengan menyerap makromolekul
kritis, agregat ini dapat sangat merusak sel dan bahkan
menyebabkan kematian sel. Seringkali, pewansan alel mutan
tunggal dan suatu gen dapat menyebabkan penyakit, karena
salinan normal gen ndak dapat melindung: sel dan sifat

merusak agregat.

Pada manusia normal, penurunan bertahap kontrol
kualitas protein sel juga dapat menyebabkan penyakit
dengan membiarkan protein normal merﬁ!enmk agregat
{(Gambar 95). Dalam beberapa kasus, agregat protein
dilepaskan dari selsel mati dan menumpuk dalam matriks
ekstraseluler yang mengelilingi sel-sel dalam suatu jaringan,

dan dalam kasus-kasus ekstrem mereka juga dapat merusak




jaringan. Karena otak terdiri dar kumpulan sel-sel saraf yang
sangat terorganisir, maka otak i sangat rentan. Tidak
mengherankan, karena itu, agregat protein terutama
menyebabkan penyakit neurodegeneratif. Yang menonjol di
antara ini adalah penyakit Huntington dan penyakit
Alzheimer — wang terakhir menyebabkan demensia terkait
usia pada lebih dari 20 juta orang di dunia saat ini.
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Gambar 95 Agregat Protein yang menycbabkan penyakit pada
manusia. (A) HNustrasi skematis tentang jenis perubahan konformast pada
protein vang menghasilkan bahan unmk filamen cross-beta. (B) Diagram
yang menggambarkan sifat menular din dari agregas protein yang
merupakan pusat penyakic prion. PrP (protein prion) sangat tidak biasa
karena versi protein yang salah hipat, yvang disebut PrP =, menginduls:
protein PrP normal yang dihubung untuk mengubah konformast, sepert
yvang ditunjukkan. Sebagian besar penvakit manusia yang disebabkan
oleh agregasi protein disebabkan okh kelebihan protein varian yang
cenderung rentan tethadap agregast, tetapn agregat protein tidak dapat
menyebar dar satu hewan ke hewan lain. (C) Menggambar filamen
cross-beta, tipe umum dan agregal proftemn resisten-proteaser yang
ditemukan pada banvak penyakt neurologis manusia. Karena mteraks:
ikatan hidrogen dalam bentul lembaran antara atom backbone
polipeptida (lthat Gambar 3-9), sejumlah protein berlipat yang berbeda
dapat menghasilkan struktur mi. () Salah satu dan beberapa model
yang mungkin untuk konversi PrP ke PrP *, menunjukkan kemungkinan
perubahan dan dua ahelce memjadi empat bstrand. Meskipun struktur
protein normal telah ditentukan secara akurat, struktur bentuk infoksi
belum diketahui dengan pastt karena agregasi telah mencegah
p-n:ni.amaan telomk struktor standar. (C, mihk Lowse Serpell, dindaptasi
dari M. Sunde et al, J. Mel. Biol. 273§ 29-739, 1997. Dengan izin dari
Acadenuc Press; D), diadaptas: dan 5B Prusiner, Trends Biochem. 5a. 21
+ 483487, 199, Dengan izin dari Elsevier )

Agar suatu jenis agregat protein tertentu  dapat
bertahan hi-:lu]hmmhuh. dan merusak suatu organisme, 1a
harus sangat rahan terhadap proteolisis baik di dalam
mauvpun di luar sel. Banyak agregat protein yang
menyebabkan masalah membentuk fibril vang dibangun dari




serangkaian rantai polipeptida vang berlapis-lapis sebagai
tumpukan b lembar terus menerus. Imi disebut cross-beta
filament (Gambar 95C), struktur yang sangat resisten
terhadap proteolisis, diamati pada banyak gangguan
neurologs vang disebabkan oleh agregat protein, di mana 1a
menghasilkan endapan pewarnaan vang dikenal sebaga

amiload.

Satu vanasi khusus dart patologi ini telah mencapai
ketenaran khusus. Ini adalah penvakit prion. Tidak seperti
Huntington atau Alzheimer, penyakit prnion dapat menyebar
dari satu orgamsme ke organisme lain, asalkan organisme
kedua memakan jaringan yang menga"ldung agregat protein,
Serangkaian penyakit - disebut scrapie pada domba,
Creutzfeldt-Jacob disease (CJD) pada manusia, dan bovine
spongiform encephalopathy (BSE) pada sapi - disebabkan
oleh bentuk protem yang disebut protein PrP (untuk prion
protemn). PrP biasanva terletak di permukaan luar membran
plasma, paling menonjol di neuron.

Fungsi normalnya ak diketahui. MNamun, PrP
memiliki sifat malang vang dapat dikonversi menjadi

konformasi abnormal vang sangat khusus (lihat Gambar




95A). Konformas: ini tidak hanya membentuk filamen cross-
beta yang resistan terhadap protease; itu juga “menular”
karena mengubah molekul PrP yvang biasanva teripat
menjadi  bentuk patologis vang sama. Properti
menciptakan loop umpan balik positif yang menyebarkan
bentuk PrP wang abnormal, yang disebut PrF * (lihar
Gambar 95B) dan dengan demikian memungkinkan
konformasi patologis menyebar dengan cepat dan sel ke sel
di otak, akhirnya menyebabkan kematian pada hewan dan
manusia. . Bisa berbahaya memakan jaringan hewan yang
mengandung PrP*, seperti yang disaksikan oleh penyebaran
BSE (umumnya disebut sebagai "penvakit sap1 gila") dan
sapi ke manusia di Inggris Raya. Untungnya, dengan tidak
adanva PrP*, PrP sangar sulit untuk dikonvers: ke bentuk

abnormal.

Meskipun sangat sedikit protein yang berpotens:
meleset  menjadi  konformasi  infeksius, contoh lain
menyebabkan “pewarisan khusus protein” yang dinyatakan
misterius dalam sel ragi. Kemampuan untuk mempelajari
protein menular dalam ragi telah mengklanfikas: fitur prion

vang luar biasa lainnya. Molekul protein ini dapart




membentuk beberapa jenis agregat vang berbeda dan rantai
polipeptida yang sama. Selain itu, setiap jenis agregat dapat
menular, memaksa molekul protein normal  untuk
mengadopst jenis struktur abnormal yang sama. Dengan
demikian, beberapa “strain” partikel infeksi yang berbeda
dapat muncul dan rantai polipeptida vang sama (Gambar
96). Bagaimana wurutan polipephda tunggal dapat
mengadopst berbagar benmk agregat tidak sepenuhnya
dipahami; adalah mungkin bahwa semua agregat prion
menverupal filamen cross-beta (lthat Gambar 953C) di mana
struktur disatukan terutama dengan interaksi rantai peptida
utama. In1 akan membuat rantal samping asam amino bebas
untuk mengadops: konformasi yang berbeda dan, jika
struktur berkembang biak sendin, keberadaan strain yang
berbeda dapat dijelaskan.




Gambar 96 Pembuoatan berbagai prion  strainsin vitro. Dalam
pcrcobaan ini, serat amiloid didenaturasi dan komponennya dinenaturasi
pada suhu yang berbeda. Perawatan ini menghasilkan tiga jenis amilotd
yang berbeda, yang masing-masingnya dapat berkembang bink sendin
ketika subunit baru ditambahkan.

Akhimya, meskipun prion ditemukan karena
menyebabkan penvakit, mereka juga tampaknva memiliki

beberapa peran positif dalam sel. Sebagai contoh, beberapa




spesies  jamur menggunakan transformasi prion untuk
membangun  berbagair  jenis  sel.  Meskipun  1denya
kontroversial, bahkan telah diusulkan bahwa prion memiliki
peran dalam mengkonsolidasikan mgatan dalam organisme

multiseluler yang kompleks seperti kita.

Ada Banyvak Langkah Dari DNA ke Protein

Kita telah melihat sejaubh imi dalam bab ini bahwa
berbagai jenis reaksi kimia diperlukan untuk menghasilkan
protein vang terlipat dengan baik darn informasi yang
terkandung dalam gen (Gambar 97), Tingkat terakhir dari
protein  yang terlipat dengan baik dalam sel karena itu
tergantung pada efisiensi vang dilakukan masing-masing dari

banyak langkah yang dilakukan.
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Gambar 97 Produksi protein oleh sel enkariotik. Tingkat akhir dan
setlap protein dalam sel eukariotik tergantung pada efisiensi setiap
langkah vang dipambarkan




Dalam bab bernkut, kita akan melihat bahwa sel
memiliki  kemampuan untuk mengubah kadar protemn
mereka sesual dengan kebutuhan mereka. Pada prinsipnya,
setlap atau semua langkah pada Gambar 97 dapat diatur
untuk setiap protein individu. Seperti yang akan kita lihat di
Bab 7, ada contoh regulasi di setiap langkah dan gen
menjadi protein. Namun, inisiasi transkripsi adalah titik
paling umum bagi sel untuk mengatur eksprest masing-
masing gennya. Ini masuk akal, karena cara yang paling
efisien untuk menjaga agar gen tidak diekspresikan adalah
dengan memblokir langkah pertama — transkripsi urutan

DNA-nva menjadi molekul RNA

Ringkasan

Penerfemahan wrutan nukleotida molekul mRNA menjads
protein berlangsung di sitcoplasma pada rakitan ribomukleoprotein
besar yang disebut vibosom. Asam amino yang digunakan watuk
sintesis protein pertama kali melekar pada kelwaraa molekul tRNA,
yang masimg-masing mengakui, melalui fnteraksi pasangan-basa

komplementer, set khusus tign nukleotida dalam mBENA (Rodon).




Urutan nukicoirda dalom mRNA kemudian dibaca dari satu ujung
ke g lainnya dalam set tiga sesual dengan kode genetik.

Unitak memular  penerjemmalian,  subunit  ribosom  kec!
bertharan dengan molelul mRNA pada kodon awal (AUG) yang
dikernali oleh molekul! inisiator tRNA yang unik, Subunit ribosom
yang besar mengikar wntuwk melengkapi ribosom dan memulal
sintesis protemm. Selama fase i, aminoasid-tRNA — masing-
masing mengandung asam aming spesifik — berikatan dengan
kodon yang sesuar dalam mRNA melalus pasangan .ﬁ:&: pelengkap
artara antikodon tRNA dan kodon mRNA. Setiap asam amine
ditambafkan ke wiung rerminal-C polipeptida yang tumbuh dalam
emipal langkah berurutan: fharan amineasilHRNA, ditkuni oleh
pembentukan ikatan peptida, diikudi oleh dua langkah translokase
ribosom. Faktor perpargangan mengounakan hidrolisis GTP untuk
mendovony reaksi ini ke depan dan untuk menigkatkan akurast
pemilihan asam amino. Moleku! mBNA memafukan kodon demi
kodenr melalud vibosom dalam grah 5 &ke-3 ¢ hinpea mencapar
salah sam dari tiga kodon stop. Faktor pelepasan kemudian
mengikar ke nibosom, mengakhiri terjemahan dan melepaskan
polipeptida yang telah selesal,




Ribosom eukariotik dan Dakteri ferkait eval, meskipun
terdapat  perbedaan  dalam  jumlah  dan ukwran rRNA  dan
komponen proteinmya. RENA memilikl peran dominan dalam
penerjemahan,  menentukan  struktur  keseluruhan mhosom,
membentuk situs pengikatan tRNA, mencocokkan tRNA wnruk
kodon dalam mRNA, dan menciptalkan situs akef enzim peptidil
transferase yang menghubungkan asam antine bersama sefama
penerjemahan.

Dalam langkah-langkah aklir siniesis protein, dua tipe
pendamping  molefkwl  vang  berbeda  memandu  lpatan  rantai
polipeptida. Chaperone ini, vang dikenal sebagai Hspd 0 dan Hspi0,
mengenall bercak hidrofobtk yvang rerpapar pada protein dan
herfungsi untuk mencegah agregast protein yang sehaliknya akan
bersaing dengan pelipatan protein yang baru disintesis menjads
konformasi tiga dimensi yang benar, Proses pelipatan protein inf
Juga harus bersaing dengan mekanisme kontrol kualitas yang rumie
vang menghancurkan protein dengan tambalan hidrofobik yang
tidak  wmormal, Dalam hal  ind,  ubiquitin secara  Rovalen
ditambahkan ke protein yang dilipat oleh ligase ubiquitin, dan
rantal polyubiguitin vang dihasilhan dikenall oleh turup pada

proteasome vang menggerakkan sehoruh protein ke bagian dalam




profeasome untuk degradast proteoliiik. Mekanisme proteolitie yang
terkail erat, berdasarian sinval degradast khusus yang dikenalf oleh
ligase ubiguatin, digunakan untuk menentukan masa fdup banyak
profein yvang hasanya terlipat. Dengan metode ind, protein normal
yang dipilih dikeluarkan dard sel sebagad respons revhadap sinyal

ferteniu

Referensi

1. Core LY, Watertall 1], Gilchnist DA et al. Delining the status
ol RNA polymerase at promoters, Cell Rep. 2012:2(4):1025-
1035. doi: 10,1016/ celrep 201 2 .08 034 | PMC free
article] |PubMed| |[CrossRel] [Google Scholar]

2.Cnck FH. On  protein  synthesis. Symp  Soc Exp
Biol. 1958:12:135-163. |PubMed | |Google Scholar|

3. Cnick F. Central dogma of molecular
biology. Nature. 1970,227(5258):561-563. doi:
10.1038/227561a0. [PubMed] [CrossRef] [Gooele Scholar]

4. Davis B, Shi Y. The polyadenylation code: a unified model

for the regulation of mRNA alernative polyadenylation.
Zhejiang Univ-5ci B (Bromed & Biotechnol) 2004:15(5):429




437 doi: 101631 jzus BIA0OOTH. [PMC free article] [PubMed]

|CrossBet] |Google Scholar]

5. Guertin MI, Lis IT. Mechanisms by which transcription
factors gain  access (o largel  sequence  elemenis  in
chromatin. Curr Opin Genet Dev. 20013:23(2): 116123, do:
101016/} 2de. 201211 008, [PMC lrec arficle] | PubMed)|

[CrossRef] |Google Scholar]

6. Guo J, Garrett M, Micklem G, et al. Poly(A) signals located
near the 5’ end of genes are silenced by a general mechanism
that prevents  premature  3'-end  processing. Mol Cell
Biol. 20011:31(4):639-651. doi: 10.1128/MCB.00Y19-10. [PMC

free article][PubMed) [CrossRef] [Google Scholar]

7. Guo 1, Price DH. RNA polymerase 11 transcription elongation
control. Chem Rev, 200311301 1):8583-8603. doi:
10102 1/ erdD0 1050, [PMC free article] [PubMed|
[CrossBel] |Google Scholar]

K. Houseley 1. Tollervey D. The many pathways of RNA

degradation. Cell, 20008;136(4):763-776. cloi;
101016/ cell . 200901 019, [PubMed] |CrossRet ] [Google
Scholar]

4. Komberg RD. The molecular basis of eukaryotic
transcription. PNAS. 2007:104(32):12955-12961. doi:




10107 3/ pnas 0704 1 38104, [PMC free article][PubMed]

|CrossBet] |Google Scholar]

10. Kwak H, Fuda NI, Core LJ, et al. Precise maps of RNA

polymerase reveal how  promoters  direct  imitiaion  and
pausing. Science. 2013;339(6122):950-953.
doi: 10.1126/science 1229386, [PMC_ free  article] [PubMed)|

[CrossRef] |Google Scholar]

11. Lee TI, Young RA. Transcriptional regulation and its
misregulation in disease. Cell. 2013:152(6):1237-1251. doi:
101016/ cel L2013.02 014, [PMC lree arhele || PubMed |

[CrossRef] |Google Scholar]

12.Liuw H, Luo M, Wen JK. mENA stability in the nucleus. ]
Zhejiang Univ-Sci B (Biomed & Biotechnol) 2014:15(5):444—
454, doi: 10163 1/jzus B 1400088 [ PMC _free article] [PubMed]

[CrossRef] |Google Scholar]
13. Liu KD, Wu J, Shao R, et al. Mechanism and factors that
control HIV-1 transeription and latency activation. ] Zhejiang
Univ-5ci B (Biomed & Biotechnol) 2014, 15(5k455-4635. doi;
10.163 1/jaus. B1400059, |[PMC free article] [ PubMed|
|CrossRef] [Google Scholar]

14.Ma RG, Zhang Y. Sun TT, er al. Epigenetic regulation by
polvcomb group complexes: focus on roles of CBX proteins. J

ke
':I-.




Zhepang Univ-5c1 B (Biomed & Biotechnol) 2004:15(5):412-
428. doi: 10.1631/jzus B 1400077, [PMC {ree article ]| PubMed)

[CrossRef] |Google Scholar]

15. Mayr C, Bartel DP. Widespread shorteming of 3'UTRs by
alternative cleavage and polyadenylation activates oncogenes in
CANCEr cells. Cell. 2009:138(4):673-684. di:
10,1016/ cel L2009 06 016, [PMC fres article] [PubM ed |
|CrossRel] |Google Scholar]

16. Proudfoot N, Poly(A) signals. Cell. 1991.64(4).671-674.,
doi: 10 1016/0092- 867491 )00495-K _ | PubMed)|

[CrossRef] |Google Scholar]

17. Richard P, Manley JL. Transcription termination by nuclear
RNA polvmerases. Genes Dev, 2009:23(11):1247-1269. doi:

10.1101/gad.1 792809, [PMC free article][PubMed|
[CrossRef] |Google Scholar]

18, Shatkin Al Capping of eucaryotic
mRNAs. Cell. 1976:9(4):645-653. doi: 10.1016/00492-

BO74(760)20128-8. | PubMed] [CrossRef] [Google Scholar)

19. Tian B, Manley JL. Aliernative cleavage and

polvadenylation: the long and short of it. Trends Biochem
Sci. 201 3:38(6):312-320. doi: 10.1016/).tibs. 2013 03 005 |PMC
free article] [PubMed] [CrossRef] [Google Scholar]

[

i
b
=]




20. Young RA. Control of the embryonic stem cell
state. Cell. 200 1: 1444 6):940-4954. doi:
101016/} .cell. 201101 032, [PMC free article] [PubMed]
|CrossRet] |Google Seholar|

21. Zhan LT, Xiang 5. mRNA quality control at the 5" end. T
Zhejiang Umiv-5ci B (Biomed & Biotechnol) 2014;15(5):4358-
443. doi: 10.1631/jzus B 1400070 [PMC free article] [PubMed|

|Crossket| |Google Seholar|

22.7Zhon @, Li T, Price DH. RNA polymerase 11 elongation
control. Annu Rey  Biochem. 201228311 1:119-143.  doi
10.1 146/ annurev-biochem-0526 10-095910 [ PMC free
article] [PubMed] [CrossRel] [Google Scholar]




Pertanyaan
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Apa vang dimaksud Central Dogma ?
Apa vang dimaksud transkripsi dan translasi 7
Sebutkan tahapan proses transkripst dan translasi ?

Sebutkan Contoh proses Lrun:a;krip!-:i dan translasi 7

Apa yang dimaksud potensi central dogma dalam

penerapan bioteknologi ?
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