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ABSTRAK 

Strain aktinomiset H7393 merupakan perencat yang berpotensi dalam merencat yis mutan 

Mkkl P386
. Fokus kajian ini adalah menyambungkan penyelidikan ke atas strain H7393 

yang dilakukan oleh Cheah.H. Y.(2003) dalam tesisnya "Isolation of Actinomycetes from 

mangrove in sabah and screening for inhibitor against eukaryotic signal transduction". 

Strain H7393 dipencilkan dalam medium mannitol-pepton secara aerobik untuk 

penghasilan metabolisme sekunder dan diekstrakan oleh aseton. Ekstrak aseton 

aktinomiset H7393 menunjukkan penghadiran perencat yis mutan Mkkl p386 dengan 

pertumbuhan yis mutan sekitar kertas whatman berekstrak pada kedua-dua piring glukosa 

dan galaktosa. Ekstrak H7393 kemudian dikering bekukan menjadi serbuk dan dilarutkan 

dalam air suling dalam kuantiti yang sedikit supaya jadi pekat untuk menjalankan 

kromatografi TLC. Dalam ujian kromatografi TLC didapati sistem pelarut metanol dan 

air dengan nisbah 4: 1 dapat memisahkan kompoun-kompoun kepada dua tompok dengan 

nyata dengan nilai Rr kompoun pertama berada dalam lingkungan 0.6 hingga 0.8 dan 

nilai Rr kompoun kedua berada dalam lingkungan 0.3 hingga 0.5. Dalam sistem 

penyaringan perencat GSK-3~ manusia pula, sebanyak 114 ekstrak strain aktinomiset 

telah diuji dalam sistem penyaringan perencat yis mutan Yep24-MCKl dan sistem 

penyaringan perencat yis mutan YCp-BUL1 . Keputusan mendapat strain H7667 

merupakan perencat GSK-3~ manusia, strain HI1I10 serta strain H8985 merupakan 

perencat kepada GSK-3~ manusia dan perencat Bull. Strain H8934, H7944, H8604, 

H8996, HI 1013 dan HIll11 merupakan toksik kepada GSK-3~ manusia dan Bull . 
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ABSTRACT 

The actinomycete strain H7393 is potential inhibitor for yis mutant Mkk] p386. The focus 

of this research is to continue Cheah.H. Y.(2003) research' s on strain H7393 which done 

in her thesis ' Isolation of Actinomycetes from mangrove in Sabah and screening for 

inhibitor against eukaryotic signal transduction'. Strains H7393 were grown in mannitol

peptone medium aerobically to produce secondary metabolites. The secondary 

metabolites then extract by acetone. The acetones extract of actinomycete H7393 showing 

inhibition in MAPK Kinase screening. H7393 extract is then freeze dry into powder and 

is dissolved in distilled water to test on tlun layer chromatography. Purpose of tlun layer 

chromatography is to separate the compounds in the strain actinomycete H7393 . We 

found that the solvent system comprising methanol and water at ratio 4: 1 can separated 

the compound clearly with its Rr value for the first spot is between 0.6 and 0.8. while the 

Rr value for the second spot is between 0.3 and 0.5. In the screening system for human 

GSK-3~ inhibitor, a total of ] 14 extract strain actinomycete had been tested on the 

screening system for human GSK-3~ inhibitor and yeast Bull inhibitor. The result for the 

both screening system, the extract of strain H7667 has been found as inhibitor of human 

GSK-3~ . While the extract of strain HIlI] 0 and strain H8985 was found as both the 

inhibitor of human GSK-3~ and yeast Bull . The strain H8934, H7944, H8604, H8996, 

Hl1013 and H11ll] has been found as toxic to both the screening system of human 

GSK-3~ and yeast Bull 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



KANDUNGAN 

PENGAKUAN 

PENGAKUANPEMERlKSA 

SENARAlKANDUNGAN 

SENARAI JADUAL 

SENARAI RAJAH 

SENARAI FOTO 

SENARAI SINGKATAN 

BABI PENDAHULUAN 

BAB2 ULASAN LITERA TUR 

2.1 Ciri-ciri aktinomiset 

2. ] .1 Streptomyces 

2.2 Metabolit Sekunder 

2.3 Transduksi Isyarat 

2.4 Protein Kinase 

2.5 Laluan MAPK Kinase da]am Kanser Manusia 

2.6 GSK3 

2.7 Sasaran Penyaringan Perencat MAPK Kinase 

2.8 Sasaran penyaringan perencat GSK3 yis 

2.8.1 Penyaringan Perencat Vis Mutan Yep24-MCK 1 

2.8.2 Sistem Penyaringan Perencat Vis Mutan YCp-BULI 

Vl 

Muka Surat 

5 

6 

7 

8 

11 

14 

15 

16 

18 

18 

]9 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



Vll 

BAR 3 RADAS, BAHAN DAN KAEDAH 

3.1 Strain 23 

3.1.1 Strain Aktinorniset H7393 23 

3.1.1 Strain Yis Mutan, Mkkl P386 23 

3.1.2 Strain Yis Mutan dengan YEp24-MCKI 24 

3.1.3 Strain Yis rnutan dengan YCp-BULl 24 

3.2 Pensterilan Radas 25 

3.3 Pengkulturan Strain 25 

3.3.1 Pengkulturan Aktinomiset Dalam Agar Oatmeal 25 

3.3.2 Pengkulturan Yis Mkk1 P386 26 

3.3.3 Pengkulturan Strain Yis Mutan YEp24-MCK 1 

Dan YCp-BULl Dalarn YPD Media 26 

3.4 Penyimpanan Kultur Tulen Dalam Stok Gliserol 27 

3.5 Fennentasi 27 

3.5.1 Ferrnentasi Dalam Media Mannitol Pepton 27 

3.5.2 F . Y Mkkl P386 ermentasl IS 27 

3.6 Pengekstrakan Metabolit Sekunder 28 

3.7 Sistem Penyaringan Perencat MAPK Kinase Dengan 

Strain Yis MkklP386 28 

3.8 Sistem Kromatografi Lapisan Nipis 29 

3.9 Sistem Penyaringan Perencat GSK3 Yis Dengan 

Strain Yis Mutan YEp24-MCK 1 Dalarn Media SC-Ura 31 

3.10 Sistem Penyaringan Perencat GSK3 Yis Dengan 

Strain Yis Mutan YCp-BULl Dalam Media SC-Ura 32 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



Vlll 

BAB4 KEPUTUSAN 

4.1 Pengkulturan Strain aktinomiset 33 

4.2 Ferrnentasi aktinomiset untuk metabolit sekunder 35 

4.3 Sistem Penyaringan Perencat MAPK Kinase 

Dengan Strain Yis Mkklp386 35 

4.4 Sistem Kromatografi Lapisan Nipis 37 

4.5 Sistem Penyaringan Perencat GSK-3~ Manusia 

Dengan Strain Yis Mutan YEp24-MCKl 41 

4.6 Sistem Penyaringan Perencat Yis Mutan YCp-BULI 43 

BAB 5 PERBINCANGAN 

5.1 Pengkulturan Strain 44 

5.2 Fennentasi dan pengekstrak metabolit sekunder 45 

5.3 Sistem Penyaringan Perencat MAPK Kinase 46 

5.4 Sistem kromatografi TLC 47 

5.5 Sistem Penyaringan Perencat GSK-3~ Manusia Dengan 

Strain Yis Mutan YEp24-MCKl 48 

5.6 Sistem Penyaringan Perencat Yis Mutan YCp-BULl 51 

KESIMPULAN 53 

RUJUKAN 55 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



SENARAI JADUAL 

No. Jadual 

2.1 

2.2 

4.1 

4.2 

4.3 

4.4 

4.5 

4.6 

4.7 

4.8 

Antibiotik yang disintesiskan daripada Streptomyces 

Keputusan yang dijangka jika perencat GSK3 hadir 

Pemerhatian strain aktinomiset pada agar oatmeal 

Keputusan ujian penyaringan perencat MAPK kinase dengan 

Yis Mutan Mkkl p386 

Keputusan Kromatogram TLC dari 1-5 

Keputusan Kromatogram TLC dari 6-10 

Keputusan Kromatogram TLC dari 11-13 

Keputusan Penyaringan Perencat GSK-3~ Manusia (Perencat) 

Keputusan Penyaringan Perencat GSK-3~ Manusia (Toksik) 

Sistem Penyaringan Perencat Yis Mutan yep-BULl 

IX 

Muka Surat 

6 

20 

34 

35 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



x 

SENARAlRAJAH 

No. rajah Muka Surat 

2.] katalisis ATP kepada CAMP suatu siri transduksi isyarat 9 

2.2 Kaskade MAPK dalam Sistem Tranduksi Isyarat Vis 12 

2.3 Laluan MAPK Bagi Vis Tunas Dan Sel Marnalia 13 

2.4 Sistem Penyaringan Perencat MAPK Kinase 17 

2.5 Sistem Penyaringan Perencat Yis Mutan Yep24-MCKI 18 

2.6 Penyaringan Perencat Vis Mutan YCp-BULl 19 

2.7 Model menunjukkan interaksi antara GSK3, BullIBul2 dan Rsp5 21 

4.1 Kromatogram TLC bagi ekstrak H7393 37 

4.2 Kromatogram TLC bagi ekstrak H7393 38 

4.3 Kromatogram TLC bagi ekstrak H7393 39 

5.1 Model menunjukkan interaksi antara GSK3, BullIBu12 dan Rsp5 49 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



XI 

SENARAIFOTO 

4.1 Strain H7393 yang dikuIturkan pada agar oatmeal piring petri 33 

4.2 Keputusan ujian penyaringan perencat MAPK kinase 36 

4.3 keputusan Penyaringan Perencat GSK-3~ manusia 42 

4.4 Keputusan Penyaringan Perencat Yis Mutan yep-BULl 44 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



XIl 

SENARAI SINGKATAN 

Darjah Celcius 

% Peratus 

III Mikroliter 

L Liter 

M Molar 

mg Mikrogram 

ml Mililiter 

mm Milimeter 

No. Nombor 

PSt Poun per Inci Persegi 

rpm Putaran per Minit 

s Saat 

sp Spesies 

w/v Berat per Isipadu 

g Gram 

ATP Adenosine Trifosfat 

GTP Guanosine Trifosfat 

GDP Guanosine Difosfat 

G + C Guanine + Cytosina 

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase 

MAPKK Mitogen Activated Protein Kinase Kinase 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



X111 

MAPKKK Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase 

GSK3 Glycogen Synthase Kinase 3 

uv Ultraviolet 

SDS Sodium Dideosil Sulfat 

PBS Larutan Penimbal Sulfat 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



BABI 

PENDAHULUAN 

Aktinomiset merupakan mikroorganisma yang terkenal sebagai penghasil 

metabolit sekunder yang penting dalam bidang industri ataupun dalam bidang perubatan. 

Kebanyakkan aktinomiset boleh dijumpai dalam tanah yang bersifat alkali atau neutral, 

kaya dengan humus dan mempunyai sistem pengudaraan yang bagus, namun begitu 

terdapat juga sebilangan kecil aktinomiset yang boleh dijumpai pada habitat akuatik. 

(Parker 2000). 

Bagi bakteria aktinomiset, tujuan utama metabolit sekunder dihasilkan ialah 

bertindak sebagai antibiotik yang toksik atau merencatkan pertumbuhan bakteria lain 

ataupun fungi di persekitarannya bagi mengurangkan persaingan untuk mendapatkan 

nutrien dan ruangan untuk bertumbuh. Tatapi bagi aWi saintis pula, metabolit sekunder ini 

merupakan agen anti tumor, agen anti immunosuppresif, antibiotik dan agen-agen lain 

telah memainkan peranan yang penting dalam bidang perubatan dan perindustrian 

(Parker 2000). 

Semua orgarusma dan mikroorganisma mempunyai tindak balas/rangsangan 

terhadap isyarat daripada persekitaran. Dalam tindak balas ini, isyarat yang diterima akan 

ditransduksikan dari pennukaan sel hingga ke dalam sel menerusi satu laluan yang 
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dikenali sebagai laluan transduksi isyarat. Dalam sel eukariot, modul MAPK memainkan 

peranan penting dalam transduksikan isyarat antara permukaan sitoplama cell dan nukleus 

sel. Dalam modul ini , isyarat dari persekitaran akan mengaktifkan ' cascade' MAPK 

melalui reseptor serine/ threonine kinase. Reseptor ini akan mengaktifkan protein-protein 

lain yang terletak berhampiran dengannya. Lantaran itu, proses pemfosforilan atau 

pendefosforilan yang melibatkan protein kinase MAPK, MAPKK dan MAPKKK akan 

berlaku yang menyebabkan fenomena pengubahsuai kepada pengekspresan gen dan 

aktiviti protein yang akan menghasilkan satu tindak balas selular terhadap rangsangan 

tersebut (Gustin el al. , 1998). 

Kebanyakkan penyakit kanser adalah disebabkan kegagalan untuk mengawal 

pertumbuhan dan pembahagian sel secara normal. Ini mungkin disebabkan oleh laluan 

MAPK Kinase yang gagal berfungsi dengan normal, lantaran itu akan menyebabkan 

gangguan ke atas regulasi protein-protein kinase. Maka pengkajian perencat langsung 

atau tidak langsung laluan MAPK Kinase ini merupakan satu sasaran yang penting untuk 

menghasilkan agen anti kanser yang penting (Cohen,2002). 

Glycogen synthase kinase 3 (GSK3) merupakan serine/threonine kinase yang 

menjalankan pemfosforilan untuk menyahaktifkan glikogen synthase yang akan 

mengaktifkan protein fosfatase ATP-Mg-dependent jenis l.Yis mempunyai 4 gen 

MCKI,MDSI,MRKI dan YOLl28c yang menunjukkan homologi kepada GSK3 dalam sel 

mamalia. Selain itu GSK3 yis memainkan peranan yang penting dalam meiosis dan 

mitosis sel. (Andoh el aI., 2000) 
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Protein GSK3 memainkan peranan dalam mitosis dan meiosis set, oleh itu laluan 

protein GSK-3p manusia turnt dikaji untuk memahami sistem transduksi isyarat sel 

eukariotik. Dalam kajian, pemencilan dan penyaringan perencat GSK-3p manusia 

dijalankan dengan mengenalpasti perencat-perencat yang boleh merencatkan GSK3 -

mckl. iaitu gen mutan yang membolehkan pertumbuhan yis pada suhu tinggi (37°C) 

dalam ' Synthetic Complete' media tanpa kehadiran urasil (Andoh et at., 2000). 

Tujuan utama kajian ini dijalankan adalah mengkaji aktiviti kimia dan biologi 

perencat MAPK kinase daripada metabolit sekunder aktinomiset iaitu daripada strain 

H7393 . Penyaringan dilakukan dengan menggunakan media bioassai yis Mkkl P386 untuk 

mengenalpasti kehadiran perencat, seterusnya menjalankan TLC dan HPLC untuk 

memisahkan kompoun-kompoun ekstrak metabolit sekunder aktinomiset. Selepas itu 

sifat-sifat aktiviti kimia dan biologi perencat MAPK kinase akan dikaji, serta kompoun-

kompoun dalam ekstrak metabolit sekunder actinomiset yang menjadi faktor perencat 

akan dikenalpasti. 
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BAB2 

ULASAN LITERA TUR 

2.1 Ciri-ciri aktinomiset 

Aktinomiset merupakan sekumpulan bakteria gram positif yang aktif secara 

metabolit, mempunyai kandungan G + C yang tinggi iaitu melebihi 55% dalam DNA. 

Aktinomiset juga merupakan bakteria aerobik yang membentuk filamen bercabang atau 

sp~ra aseksual (Alexander, ] 997). Menuruti Parker dalam bukunya 'Brock Biology Of 

Microorganisms ' didapati filamen bercabang aktinomiset iaitu miselia mempunyai ciri-

ciri analog yang sarna dengan miseJia yang dihasilkan oleh kulat. 

Kebanyakkan aktinomiset boJeh dijumpai dalam tanah yang bersifat alkali atau 

neutral, kaya dengan humus dan mempunyai sistem pengudaraan yang bagus, namun 

begitu terdapat juga sebiJangan kecil aktinomiset yang boleh dijumpai pada habitat 

akuatik seperti kolam atau lumpur sungai. Kebanyakkan aktinomiset hidup secara aerob 

dan saprofit daJam tanah, ia boleh menghasilkan enzim ekstraselular untuk 

mendegradasikan makromolekuJ kompJeky dan substrat organik yang terdapat dalarn 

tanah. (Lee e/ aI., 2000) 
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2.1.1 Streptomyces 

Aktinomiset boleh dibahagikan kepada banyak genus an tara ialah Streptomyces, 

Actinomyces, Mycobacterium, Rhodococcus dan lain-lain. Diantara genus - genus 

tersebut Streptomyces merupakan kumpulan aktinomiset yang paling besar. Ia 

mengandungi kandungan G + C yang tinggi 69 -73 % dan mempunyai eabang spora yang 

panjang, mempunyai diameter filamen dari 0.5 hingga 1.01lm dan membentuk spora yang 

digelar konidia (Weaver, 1999). Streptomyces boleh diklasifikasikan berdasarkan kepada 

wama, bentuk dan eara susunan miselia aerial serta sporanya. Selain itu, eiri- eiri fisiologi 

seperti pigmentasi oleh miselia aerial dan miselia vegetatif juga boleh digunakan. 

Streptomyces bukan sahaja merupakan organisma utama yang hidup dalam tanah, 

malahan bau- bau tanah merupakan bau-bau yang dihasilkan oleh metabolit sekunder 

Streptomyces yang digelar geosmins. Geosmin merupakan kompoun yang terdiri daripada 

sebatian karbon, oksigen dan hidrogen .. Struktur geosmin yang umum ialah trans-I,l Odi-

metil-trans-9-deealol. Selain daripada Streptomyces geosmin juga dihasilkan daripada 

sianobakteria. (Parker, 2000 ) 

Streptomyces biasa didapati pada tanah yang mempunyai pH yang neutral dan 

beralkali , tanah yang mempunyai sistem pengudaraan yang baik. Selain itu, juga terdapat 

hipotesis yang meneadangkan Streptomyces hanya memerlukan keperluan alr yang 

kurang untuk turnbuh berbanding dengan bakteria-bakteria tanah yang lain. Ini 

menyebabkan Streptomyces amat senang dipencilkan dan ditumbuhkan dalam piring petri 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



6 

beragar. Mediumnya hanya memerlukan sumber karbon seperti gula, alkohol , asid 

organik, asid amino dan kompoun aromatik untuk bertumbuh. (Parker, 2000 ) 

Streptomyces juga menghasilkan sebation metabolit sekunder yang boleh 

dijadikan sebagai antibiotik dalam bidang perubatan, terdapat penyelidikan yang 

menyatakan lebih daripada 500 jenis antibiotik telah dihasilkan daripada Streptomyces, 

oleh itu Streptomyces sangat penting dalam bidang perindustrian dan perubatan. ladual 

2.1 dibawah menunjukkan beberapa jenis contoh antibiotik hasilan Streptomyces. 

Antibiotik ini boleh dikelaskan mengikut struktur kimia molekul-molekul utama 

antibiotik terse but. 

Jadual 2.1 Antibiotik yang disintesiskan daripada Streptomyces 

Pengkelasan Secara Nama Biasa Dikeluar oleh 
Kimia 
Aminoglikosida Streptomisin S. griseus 

Spektinomisin Streptomyces spp. 

Neomisin S·fradiae 

Tetrasikline Tetrasikline S. aureofaciens 

Klotetrasiklin S. aureofaciens 

Macrolide Erithromisin S. eryt hreus 

Klindamisin S. I incolnens is 

Poliene Nistatin S. noursei 

AmfocitinB S. nodosus 

Tiada Kloramfenikol S.vene::uelae 

(Parker, 2000) 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



7 

Strain bakteria H7393 yang digunakan dalam kajian ini , rnerupakan sampel 

Streptomyces yang didapati daripada tanah dan ia juga menunjukkan kesan positif dalarn 

merencatkan pertumbuhan yis mutan Mkkl pada sekitamya (Cheah,2003). Oleh itu, 

metabolit sekunder yang dihasilkan oleh Streptomyces yang dikaji merupakan antibiotik 

yang berpotensi untuk mengubati penyakit. 

2.2 Metabolit Sekunder 

Metabolit sekunder ditakrifkan sebagai produk daripada proses sintetik yang tidak 

memainkan peranan dalam laluan metabolit organisma tersebut. ]a tidak terlibat dalam 

pertumbuhan pembiakan atau fungsi lain dalam organisrna tersebut. Walau 

bagaimanapun, metabolit-metabolit sekunder ini mempunyai peranan yang penting dalarn 

bidang perubatan. Contoh - contoh metabolit sekunder adalah seperti antibiotik, agen 

antitumor yang digunakan dalam rawatan kanser dan perencat enzim dalam suatu industri 

(Higgs et al .. 2000). Dalam aktinomiset, metabolit sekunder bertindak sebagai antibiotik 

yang toksik atau merencatkan pertumbuhan bakteria lain ataupun fungi di persekitarannya 

bagi mengurangkan persaingan untuk mendapatkan nutrien dan ruangan untuk bertumbuh 

(Campbell, ] 996). 

Penghasilan metabolit sekunder sering kali dikaitkan dengan sporu\asi , biasanya 

metabolit sekunder dihasilkan pada fasa ' stationery ' dalam kitar sel dim ana pertumbuhan 
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aktif sel berhenti. Oleh itu kadar penghasilan metabolit sekunder adalah bergantung 

kepada kadar pertumbuhan sel dan komposisi medium yang digunakan. 

Kebanyakkan metabolit sekunder ialah molekul organik kompleks yang 

memerlukan banyak tindak balas enzim untuk proses sintesis. Menurut buku 'Brock 

Biology Of Microorganisms' lebih kurang 72 prosedur yang perlu dijalankan untuk 

mensintesiskan antibiotic tetracycline manakala lebih kurang 25 langkah diperlukan 

untuk mensintesiskan antibiotik erythomycin. Tindak balas ini tidak akan berlaku pad a 

penghasilan metabolit primari. (Bos, 2000) 

2.3 Transduksi Isyarat 

Transduksi isyarat merupakan suatu proses tindak balas seJ terhadap rangsangan 

dari persekitaran. Dalam tindak balas ini suatu isyarat dipancarkan dari keadaan luar seJ 

ke dalam sel. Molekul-molekul tambahan sel seperti faktor pertumbuhan, sitokinin, 

neurotransmitters ataupun hormon akan bergabung dengan suatu receptor yang spesifik 

yang menghubungkan matriks dengan sitoskeleton yang berada pada luar pennukaan sel. 

Receptor ini seperti tirosine kinase, tirosine fosfatase dan serine/threonin kinase 

membolehkan isyarat yang ditransduksikan dipancarkan dalam bentuk ion yang kecil 

sam ada dari atau ke luar sel (Bos, 2000). 
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Pergerakkan ion ini akan mengaktifkan protein G yang bergabung dengan 

reseptor, protein G ini seterusnya akan berpisah dan reseptor dan membawa isyarat ke 

sasaran intra se1 yang akan mengakibatkan aktiviti se1ular dan pengekspresan gen yang 

akan menghasi1kan tindak ba1as se1ular terhadap rangsangan sel (Cooper, 1997). 

Horman 

Adeninil Siklase 
Reseptor 

Protein G Protein G Aktif 

Membran Plasma 

Rajah 2.1 Menunjukan katalisis ATP kepada CAMP suatu siri transduksi isyarat 

(Cooper, 1997) 

Protein G merupakan receptor yang terletak di membran sel dan mempunyai 7 

1apisan transmembran yang menerusi membran sel. Reseptor yang ditunjukkan dalam 

rajah merupakan reseptor serpentine iaitu reseptor-reseptor seperti reseptor adrenergic, 

reseptor odorant dan beberapa jenis honnon. Selain itu, protein G terdiri daripada 3 

subunit iaitu subunit 0., fJ dan 'Y yang juga dikenali sebagai protein G heterotrimeric. 
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