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INTISARI

Perpanjangan rantai, pemutusan ikatan-mn, dan penataan kembali ikatan C dari suatu reaksi kompleks oleh siklase
menciptakan substrat universal untuk biosintesis C,o. Dari substrat tersebut mengakibatkan melimpahnya C,, di alam.
Sehingga disepakati oleh peneliti sebagai postulat. Kajian-kajian mekanika dan genetik juga membuktikan postulat
tersebut. Selain itu keterlibatan ion-ion logam sebagai pengikat berperang penting dalam biosintesis C,, dan

pengaturannya.

Kata kunci: C,o—synthase, gen, divalent/monovalent

ABSTRACT

Chain extension, bond-n termination, and rearrangement of C bonds from complex reactions by cyclase create a
universal substrate for C,, biosynthesis. From this substrate it consumes abundant C,, in nature. Approved by the
researcher as a postulate. Mechanical and genetic studies also prove the postulate. In addition, metal ions as a binder play

an important role in C,, biosynthesis and its regulation.
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PENDAHULUAN

Ditemukannya ke-12 jenis tumbuhan antara lain
Myristica fragrans dan Cananga ordorata sebagai
penghasil minyak atsiri, sehingga Indonesia dapat
memproduksi minyak atsiri yang bernilai ekonomi di dunia
(Departemen Perdagangan Republik Indonesia, 2011; Oyen
dan Dung, 1999). Dalam tulisan Hofberger et al, (2015)
minyak atsiri adalah golongan senyawa terpena dengan
monomer berupa unit isoprena (C;) berjumalah 200.000,
dan dipisahkan menjadi C,, sampai Cyo.

Jones et al, (2008) melaporkan kandungan dalam
Santalum album L. antara lain a-pinene, sabinene, dan
limononene merupakan golongan senyawa terpena yakni
Cio sebagai pembangun minyak atsiri. Karena C,
bervarietas, sehingga Devon dan Scott, (1972) memetakan
berdasarkan hasil rekayasa genetik menjadi 380 spesies
dari 15 famili adalah sebagai berikut; rantai lurus Cs
(reguler dan ireguler), C,, sikloheksana, C,, untuk 3-siklik,
C.o alkaloid, C,, siklopentana, mentana, C,, siklopentana.
Menilik kembali mengenai minyak atsiri, teka-teki yang
menantang yakni, “bagaimana beragam tumbuhan
penghasil minyak esensial menghasilkan begitu
beragamnya senyawa monoterpena?” Dalam tulisan ini,

akan mengkaji kembali C,, pada lingkupan perubahan
rantai C disebabkan oleh karakteristik siklase.

ALUR KONVENSIONAL BIOSINTESIS
MONOTERPANA

Biosintesis C,o yang telah diuraikan oleh Mahmoud dan
Croteau (2002); Dudareva et al, (2004) yakni: 1)
penyusunan kedua Cj/3-methylbut-3-enyl phosphono
hydrogen phosphate (IPP dengan DMAP), 2) Penyatuan
IPP dengan DMAP, guna membentuk geranil pirofosfat
(GPP; Cy); 3) Oleh enzim GPP dirubah ke bentuk utama
sub-anggota C,o; 4) Pengalihan bentuk utama ke sub-
keluarga C,, oleh enzim ke berbagai senyawa turunan.

BIOSINTESIS IPP DAN DMAP

Mahmoud dan Croteau (2002); Banerjee dan Sharkey
(2014) mengemukakan IPP maupun DMAP sebagai
isomernya ialah hasil lintasan 3,5-Dihydroxy-3-
methylvalerate  (MVA), dan  Methyl-D-erythritol
phosphate disodium salt (MEP). Sharkey et al, (2008);

85



JURNALBIOLOGIUDAYANA 22(2): 85-90

Rohmer et al, (1996); Rodriguez-Concepcién dan Boronat
(2002) menyimpulakan bahwa, dalam MEP terdapat 7
strata reaksi enzimatik. Berpangkal di 1-deoxy-d-xylulose-
5-phosphate sodium salt (IspC) mengkatalisis 2-
oxidanylidenepropanoate dan triose phosphate (GAP)
membentuk deoxyxylulose-5-phosphate (DXP). Selepas itu
mengalami redoks akibat IspCase memunculkan MEP lalu
dibentuk 4-(cytidine 5'-diphospho)-ME (C2P-ME) oleh
MEP-transferase (YgbP), sesudah itu memanfaatkan
adenosina trifosfat dengan bantuan 2-phosphotransferase
(IspE) menampakan 2-phospho-4-(cytidine 5'-diphospho)-
2-C-methyl-D-erythritol (IspF). Di dua rekasi akhir
transfigurasi terlaksana, karena dibantu protein constitutif
subtilisin 3 (GcpE) dan protein kloroplas biogenesis 6
(LytB) untuk mencetak IPP dan DMAP.

(1) Reaksi fusi IPP dan DMAP
C4'-0PF

Preniltransferas
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REKAYASA Geranil Difosfat (GPP)

Laporan Jo Davisson et al, (1985); Cane (1979); Poulter
et al, (1981); Poulter dan Rilling (1978) yakni reaksi fusi
antar atom 1—4 berlangsung dalam sistem alil (1),
kemudian oleh prenyltransferase diubah menjadi GPP
asiklik (2) yang merupakan substrat awal pembentukan
beragam C,,. Peneliti lain adalah Poulter dan Rilling
(1978); Popjak dan Cornforth (1966); Holloway dan Popjak
(1968); Bouvier et al, (2000); Burke dan Croteau (2002)
menyempurkan laporan tersebut yakni selama reaksi
katalis berlangsung, secara geometri mengalami perubahan
menjadi cis (4) dan trans (5) (homodimer serta
heterodimer) untuk Cs.
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Gambar 1. Fusi antar atom C dan Geometri GPP (sumber modifikasi dari: Poulter,
C.D., P.L. Wiggins., A.T. Le. 1981).

Poulter dan Rilling (1976) melaporkan bahwa terdapat
energi penggerak sebesar 28 kcal/mol yang mampu
memutar ikatan alilik C-C, sehingga menyebabkan
perubahan geometri GPP rantai terbuka (2) menjadi ikatan
benzena GPP-asiklik (3a & b), dan memiliki kestabilan
molekul (struktur ikatan valensi). Thulasiram et al, (2007)
dalam percobaannya menemukan pengikatan antar atom
yakni siklobutana dan siklopropana.

DARI GPP KE SUB-KELUARGA MONOTERPENA

Penyebab utama C,, sangat banyak karena siklase
(berdasarkan sifatnya) mampu memproduksi senyawa
turunan dan dikelompokan atas fungsi yakni asiklik atau
bisiklik, dan monosiklik (Cane et al., 1991; Croteau et al.,
2005; Noma dan Asakawa, 2010).

86



JURNALBIOLOGIUDAYANA 22(2): 85-90
CARA GPP MEMBUAT BERAGAM MONOTERPENA

Faktor utama kenapa C,, begitu melimpah, karena
terdapat dua molekul yang tidak stabil dengan waktu paruh
pendek yakni LPP- transoid (linalil pirofosfat) (5) dan NPP-
cisoid (neril pirofosfat) (6) adalah hasil reaksi ionisasi serta
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isomerisasi dari prenyltransferase yang bermula di GPP.
Peneliti terdahulu seperti Rojas et al, (1983); Croteau
(1987) menyatakan pembentukan GPP, LPP, NPP
merupakan postulat, semakin menguatkan ialah hasil
percobaan Zhang dan Tiefenbacher (2015) membenarkan
mengenai postulat tersebut.
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Gambar 2. Postulat dan varietas C,, (Sumber modifikasi dari : Croteau. R. 1987).

Pengembangan penelitian biosintesis C,, terus dilakukan
sejak, Croteau (1986) sampai sekarang Hyatt et al, (2016)

melaporkan bahwa keberhasilan pembuatan substrat
analog dan proses kristalisasi 2-fluorin-GPP dan
2-fluorin-LPP  sukses memunculkan fluorocineole,

fluorobornanes, fluorinated olefins, serta fluorolimonene.
Pihak lain yaitu Karp et al, (2007) menyampaikan pada
kisaran 6-79 pmol.L-* berfungsi sebagai penghambat dari
penggunaan fluoranalog.

MOLEKUL KOMPLEKS MONOTERPENA SIKLASE

Kajian genetik yang berhasil dirampung oleh Bolhmann
et al, (1998) sukses memetakan golongan senyawa terpena
yakni Tpsa-Tpsf. Baru-baru ini penelitian MEP dari Jones
et al, (2008); Martin dan Bohlmann (2004); Liicker et al,
(2002); Yang et al, (2005); Williams et al, (1998); Cane
(1999); MacMillan dan Beale (1999); Wise dan Croteau
(1999) yakni ke semua hasil cDNA SamonoTPS1, VVTPS,
CLLS, CTGS merujuk pada Tpsb, karena memamerkan gen
Cio untuk a-terpineol, limonene. Mereka menemukan
untaian 323-327 dan 34-32 berperan sebagai aktivitas
siklase yang kaya aspartat bercorak DDXXDD, serta gen
reporter RRXgW berdasarkan sifat gugus bebas
menunjukan ujung struktur primer protein ialah amino-
terminus. Pemerisaan lanjutan menggunakan metode
pemanjangan dan pemotongan klon ¢cDNA memberikan
fakta bahwa  amino-terminus  berfungsi  sebagai
perpindahan gugus pirofosfat untuk membuat tiga substrat

universal yakni C,, seskuiterpena/C,; (FPP), dan
diterpena/C,, (GGPP) dalam biosintesis semua terpena.
Oleh peneliti terdahulu Bolhmann et al, (1998); Lesburg et
al, (1997); Tarshis et al, (1994); Williams et al, (1998)
sepakat menyatakan corak tersebut membuktikan terdapat
protein dengan tugas khusus, untuk semua terpena
synthase mengionisasi gugus pirofsfat di substrat awal (3a)
karena mengikat unsur Mn2+/Mg2+. Tapi gen-gen reporter
tersebut tidak berlaku untuk semua sekuen protein cDNA
Cio—synthase.

Rekayasa C,, dari hasil penelitian Liicker et al, (2002);
Starks et al, (1997); Rynkiewics et al, (2001); Tarshis et al,
(1994); Lesburg et al, (1997) menjelaskan pendayagunaan
unsur logam amat substansial, karena sebagai pengaktif
siklase. Ini dibuktikan dengan investigasi menyeluruh
Citrus limonum, lebih menyukai Mn2* dari pada Mgz2*.
Disamping itu efisiensi logam divalent/monovalent
menjelaskan bahwa, fraksi Mn2*+ berikatan dengan siklase
meyebabkan perubahan aktivitas enzim disebabkan
perubahan gugus alil karena kesalahan pengklonan gen
Citrus limonum. Data-data kristalografi menunjukan
struktur tiga dimensi polipeptida dari trichodiene-forming
dan ophiobolin-F-forming menampakan kesamaan corak
dengan SamonoTPS1 serta terdapat permukaan akti dari
GPP untuk mengikat siklase dengan gaya yang relatif lemah
untuk membentuk molekul kompleks dari GPP siklase.
Penjabaran mengenai molekul C,, dapat disimpulkan
bahwa terdapat kesamaan corak dan pemanfaatan senyawa
logam.
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PEMBAHASAN

Uraian molekuler C,, diatas Segel (1968); Chayet et al,
(1984); Croteau (1986); Poulter et al, (1981) mencoba
menjelakan mengenai siklase dari sisi mekanik, dengan
memisalkan LPP, NPP, siklase, dan produk turunannya.
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kompleks (pada gambar 3 yakni kompleksitas siklase
mengikat LPP). Enzim kompleks berlaku sama untuk NPP.
Lazimnya secara mekanik guna memperoleh senyawa
turunan C,, yakni pertama-tama dengan menurunkan
kecepatan reaksi (persamaan 1)

Ketika LPP terikat dengan siklase, maka membentuk v = kﬁ [EAB] ... cov v e, (1)
suatu senyawa kompleks (LLP-siklase). Kemudian LPP-
siklase di ikat oleh NPP sehingga membentuk prekursor
Siklase terikat dengan P Siklase mengikat senyawa

Mo,
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T
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Siklase mengikat .—— Kedua senyawa turunﬂn_",_ Senyawa turunan 3&
bergabung dengan siklase

di ikat cleh siklase

Gambar 3. Alur mekanika siklase guna menghasilkan keragaman C10. Ketrangan lainnya :
konstanta disosiasi (KA, KB, aKA, aKB) dan tingkat kejenuhan LPP serta NPP (aKA (KmA)
dan aKB (KmB) ) (Sumber : Segel, I.H. 1968)

Tahapan akhir yakni setelah LPP dan NPP berikatan
dengan siklase, baik kecepatan reaksi, konstanta
kesetimbangan, dan penurunan aktivitas enzim untuk
sistem yang kompleks dapat dicari dengan persamaan (2).

v _ k,[EAB]
[E], [E]+ [EA]+[EB] +[EAB] """

(2)

Karena setiap jenis siklase memiliki perbedaan sifat, maka
terdapat perbedaan kosentrasi dalam sintesis C;,. Untuk
mencari nilai kosentrasi dapat diselesasikan dengan
persamaan (3a).

[Al[B]

L ok, Ky

[AI[B] T (3a)
i, K

1+ K—A + K—B +

Bentuk lain dari persamaan (3a) yakni persamaan (3b)

v [A][B]
V... akKK,+ak[A]l+aK,[B]+ [A][B]
Dengan catatan kecepatan maksimum berbanding lurus
dengan konstanta disosiasi produk di kali penghabatan
enzim : B k?’ [E];
Pemecahan perbedaan kecepatan reaksi dari prekursor
kompleks yakni persamaan (3) disusun menjadi persamaan

(4).

e (3D)

max

- [A] e eee e (4)
Vinas cxKA(l + [—%)+ [A] (1 + “[E—g]ﬁ)

Apabila yang dicari adalah nilai dari LPP, maka keceptan

NPP perlu diketahui dengan Vi dan Km“ﬂpr: adalah
tetapan konstanta [NPP]. Asalkan NPP = « dan konstanta
disosiasi = 0, maka dapat diselesaikan menggunakan
persamaan (5).

v [A]

= Tl R ¢y
TR magpp

SIMPULAN

Terobosan terbesar untuk memahami molekul C,, secara
mendetail telah berhasil yakni dengan cara mengkonstruksi
substrat asli sehingga mengahasilkan substrat analog.
Rekayasa substrat analog sukses memproduksi berbagai
senyawa C,, secara efisien, dan dengan dukungan kajian
mekanika mampu menjelaskan kompleksitas multireaksi
siklase. Sehingga para peneliti (yang berkecimpung dalam
dunia sintesis C,,) mengetahui apabila terjadinya kesalahan
substrat/siklase dan mutasi pada tingkatan genetik.
Walaupun terbosan begitu pesat, tapi di Indonesia belum
sampai pada tingkatan molekuler dan genetik C,o.
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