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PRAKATA

Puji syukur penulis panjatkan kepada Allah SWT atas Rahmat, Hidayah,
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yvang mengikat logam utamaya dalam tulisan ini adalah logam berat kadmium.

Monograf ini membahas tentang struktur dan klasifikasi metallothinein. peran
dan fungsi metallothionein, teknik isolasi, mekanisme biokimia, dan metallothionein
sebagai biomarker.

Penulis berharap monograf ini dapat digunakan sebagai sumber informasi
penting bagi para peneliti lingkungan, para pakar dan praktisi lingkungan serta
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vang terjadi di lingkungan.

Penyusunan buku monograf ini tidak terlepas dari bantuan berbagai pihak.
Penulis mengucapkan terima kasih kepada pihak pihak yang telah memberikan
banﬁn demi terwujudnya buku monograf ini.
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BAB I
PENDAHULUAN

Metallothionein(MT) adalah sejenis protein non-enzim yang
memiliki ikatan dengan logam baiklogam esensial maupun non esensial.
Metallothionein ditemukan pertama kali pada tahun 1957 oleh
Margoshes dan Valle. Keduanva melakukan identifikasi faktor yang
bertanggung jawab terhadap mekanisme akumulasi kadmium secara alami
pada jaringan korteks ginjal kuda. Faktor tersebut kemudian
diketahui sebagai protein pengikat kadmium (Cd) vyang tersusun dari
protein (thionein)dan logam Cd membentuk suatu struktur kompleks
metallothionein (Carpeneet al., 2007). Vasak dan Meloni dalam
Metallothionein inBiochemistry — and  Pathology  mendefinisikan
metallothioneinadalah “a superfamily of low molecular-mass cysteine
and metal-rich proteins or polypeptides conserved through evolution

»

and present In all eukaryotes and certain prokaryotes (Zatta
2008).MT memiliki protein/polipeptida dengan kandungan logam dan
asam amino sistein yang sangat tinggi serta memiliki berat molekul
rendah. Metallothioneins (MTs) merupakan superfamili protein dari 15
famili vyang diperoleh dari hasil pemeriksaan asam amino maupun
polinukletida dari semua filum hewan, jamur tertentu, tanaman serta
cyvanobacteria. Pada mamalia Gen MT memiliki empat subfamili yaitu
MT-1 dan MT-2 vang terlibat dalam homeostasis seng dan perlindungan
dari %gLsisitas logam berat dan stres oksidatif, MT-3 yang berperan
sebagai faktor penghambat di otak dan MT-4 vyang berperan dalam
regulasi pH asam lambung dan indera perasa pada lidah.

Studi tentang MTs meliputi berbagai bidang kompetensi yaitu

kimia analitik dan spektroskopi struktural untuk biologi molekuler




dan kedokteran. Sampai saat ini belum ada metode kuantifikasi
sederhana untuk mendeteksi konsentrasi  jaringan MT.  Adapun
spektroskopi NMR 2D menunjukkan bahwa meskipun berbeda urutan asam
amino, tata ruang MTs memiliki ciri yang sama yaitu keberadaan 2
kelompok gugus logam-thiolat vang mengandung 3 logam kovalen untuk
domain B dan 4 logam kovalen untuk domain a

Metallothionein merupakan polipeptida yang memiliki banyak
asam aminoSistein (Cvs). Konsekuensinya MT mengandung kelompok
molekul thiol (sulfidril atau -H) dalam jumlah yang besar. Kelompok
thiol ini dapat mengikat logam—logam berat dengan sangat kuat dan
efisien, baik logam esensial maupun non esensial, termasuk seng
(Zn), merkuri (Hg), tembaga (Cu), dan kadmium (Cd). Residu Sulfidril
mampu mengikat logam dimana 1 ion logam diikat oleh ; residu - SH
atau 1 ion logam dengan 2 residu - SH. ELordinasi pengikatan dari
setiap ion logam melalui residu-SH vang ada pada Cvs, membentuk
struktur tetrahedral tetrathiolate (Zatta, 2008).Keberadaaan ion
logam dalam gugus—gugus MT dapat mengalami proses dimerisasi
oksidatif. Ikatan  MTyang terbentuk  memberikan  kestabilan
termodinamika vyang tinggi. Di sisi lain, struktur MT memiliki
kestabilan kinetika yang sangat rendah. Dengan demikian, MTdapat
mengikat ion logam dengan sangat kuat, tetapi peluang pertukaran
ikatan—ikatan antara ion logam dan protein pun cukup besar
(Zanggeret al., 2001).

Jenis logam dan asam amino pembentuk MT vyang bervariasi
menuntut adanya penggolongan secara ilmiah. Secara umum, MT memiliki
struktur dasar berupa unsur logam dan asam amino sebagai penyusun
badan proteinnya. Berat molekul MT pada mamalia adalah 6000-7000 Da,

dengan struktur MT 60-68 residu asam amino tanpa asam amino




aromatik. Dua puluh asam amino diantaranya merupakan asam amino
Sistein (Cys) yang mengikat 7 ion logam ekuivalen maupun bivalen
pada setiap molekul MT. Sejauh ini MT ikan teleostei diketahui
memiliki 60-61 residu asam amino. Semua asam amino Sisterin berada
dalam keadaan tereduksi dan terkoordinasi dengan ion logam melalui
ikatan mercaptida, sehingga menimbulkan sifat khusus spektroskopik
gugus metal-thiolate. Berdasarkan rekomendasi The Committe of
theNomenclature of Metallothionein, segala macam protein atau
polipeptida dengan struktur interaksi dan fungsi menyerupai
metallothionein  seperti yang terdapat pada mamalia  dapat
diklasifikasikan sebagai metallothionein(Binz, 2000).

Pada hewan, logam akan terikat pada residu cys dalam formasi
logam—cys (thiolate) dengan cara pertukaran ion logam misalnya ion Zn
tergantikan dengan ion Cu, Cd, atau Hg (Duncan dan Stillman, 2006).
Menurut Zanggeret al., (2001), MT engikat logam dengan sangat kuat
namun pertukaran ikatan logam pat berlangsung dengan mudah karena
ikatan MT terhadap logam memiliki stabilitas termodinamik yang
tinggi dan stabilitas kinetik yang rendah. Dengan kata lain MT yang
mengikat logam Cd dapat dengan mudah mengalami pertukaran ikatan
dengan logam vyang lain bila terjadi gangguan keseimbangan
termodinamik dan keseimbangan kinetik. Selain berfungsi untuk
detoksifikasi logam berat, berbagai fungsi seluler MT adalah untuk
pengaturan omeostasis logam esensial, perlindungan terhadap radiasi
dan kerusakan oksidatif, dan kontrol seluler (Hall, 2002). Penerapan
ekspresimetallothionein pada ikan telah dapat memberikan informasi
terkait sistem deteksi pencemaran logam berat secara biologis (Baeet

al., 2005; Brammel dan Wigginton, 2010; Montaseret al., 2010).

Metallothionein merupakan protein yang berfungsi untuk




mendetoksifikasi logam dan untuk menjaga homeostasis logam di dalam
sel (Cobbett and Goldbrough, 2002).

Keberadaan metallothionein memiliki setidaknya dua fungsi
utama, vyaitu membersihkan materi radikal bebas yang terdapat di
dalam tubuh dan detoksifikasi logam untuk mencapai keadaan
homeostasis (Carpeneet al., 2007). Molekul MT yang memilki sejumlah
besar kelompok thiol/sulfidril dengan sifat nukleofilik membuat MT
mampu mengikat tidak hanya logam tetapi juga radikal bebas. Hal
ini merupakan caraMT untuk melindungi sel dari senyawa mematikan.
Distribusi MT dalam sel memungkinkan mereka untuk melindungi semua
kelompok sel terhadap bahaya tersebut (Campagnee¢ al., 2000). Dengan
demikian biomarker MT selain dapat digunakan sebagai penanda
biologis pencemaran logam, juga berperan sebagai detoksifikasi logam
dalam tubuh (Carajavilleet a/l., 2000;Downsez al., 2001; Petrovicet
al., 2001; Blaiseet al., 2002; Gagn eet al, 2002;Ch evreet al.,
2003; Domouthsidouat al.,2004).

Adapun fungsi kedua adalah sebagai detoksifikasi logam untuk
mencapai keadaan fomeostasis, sehingga adanya metallothionein
menyebabkan organisme menjadi resisten terhadap pajanan logam berat
dan menyebabkan toksisitas dari logam berat berkurang (Carpeneet
al., 2007; Cobbet dan Goldbrough 2002; Hall, 2002). Salah satu logam
berat yang dﬁﬁst berikatan dengan MTadalah kadmium (Cd). Metabolisme
logam berat di dalam tubuh organisme merupakan faktor utama yang
menentukan toksisitas zat tersebut. Kadmium dan metallothionein (Cd-
thionein) akan bereaksi secara antagonis.Palar (2008) menjelaskan
bahwa reaksi antagonis secara toksikologi adalah proses atau
peristiwa pengurangan atau bahkan penghapusan toksisitas suatu zat

atau senyvawa toksik. Dengan demikian, kompleks senyawa Cd-thionein




yang terbentuk akan dapat menurunkan toksisitas logam kadmium (Binz
2000, Carpeneet al., 2007).

Selain kedua fungsi di atas, peran MTsebagai proteinyang
terlibat dalam metabolism logam sangat diperlukan untuk pertumbuhan,
perkembangan dan fungsi organisme. Selain itu MT berperan sebagai
reservoir dari logam seperti tembaga atau seng (Cu dan Zn).
Metallothionein menyediakan makro molekul vang membutuhkan seng dan
tembaga sebagai mikro elemen organisme. Metallothionein juga
mengembalikan fungsivang tepat untuk ikatan protein—-logam vyang
sebelumnya tidak aktif dan menjadi aktif setelah berikatan dengan
logam (fungsi logam sebagai kofaktor enzim). Sebagai contoh, protein
vang kehilangan kemampuan dalam mengikat pajanan Cd,akan dapat
kembali mengikat Cd setelah terjadi ikatan seng-metallothionein
(ZnMT). Dengan demikian MT terlibat dalam pertukaran 7Zn—Cd (Plaa,
2007, Klaassen, 2001). Selain Cd, MT juga dapat berikatan dengan
logam lain seperti seng (Zn), nikel (Ni), timbal (Pb) dan tembaga
(Cu). Walaupun secara umum MT dapat berikatan dengan semua jenis
logam akan tetapi interaksi MT dengan golongan logam berat umumnya
mendapat perhatian lebih terkait dengan toksisitas yang ditimbulkan.

Metallothionein (MT) dapat berfungsi sebagai biomarker untuk
monitoring adanya pajanan dan toksisitas logam di perairan laut.
Sejauh ini, MT merupakan satu-satunya senyawa biologis dalam tubuh
vang berinteraksi dengan logam secara alami sehingga sangat tepat
jika dijadikan sebagai bioindikator atau biomarker. Program
pemantauan (biomonitoring) perairan untuk mengetahui adanya pajanan
logam sering menggunakan organisme yang berasal dari lingkungan
perairan asin, seperti laut, muara dan zona pasang surut (Legraset

al., 2000). Chaabouni (2011) melaporkan adanya penggunaan MT sebagai




biomarker untuk penilaian kualitas lingkungan di Teluk Gabes.
Spesies ikan dan kerang digunakan sebagai biomarker pencemaran.
Penggunaan organisme sebagai biomarker dikarenakan MT dalam tubuh
organisme memegang peranan penting dalam pengelolaan mekanisme
metabolisme dan transisi seluler materi logam didalam tubuh,
terutama ion—ion logam berat (Binz 2000). Selain itu ekspresi MT
umumnya meningkat dengan adanya pajanan logam Zn, Cu, Cd, Hg danAg
(Viarenggo et al., 2000), serta toksisitas selular akan meningkat
jika kecepatan masuknya logam ke dalam sel melebihi kecepatan

sintesis MT.

1.1. Rumusan Masalah
Berdasarkan hal-hal tersebut, permasalahan vang dikaji untuk
pemecahan permasalah tersebut di atas dalam buku ini adalah
1. Bagaimana mengisolasi dan mengkarakterisasi senyawa
metallothionein?
2. Bagaimana mekanisme biokimia metallothionein terhadap cemaran
logam berat ?
3. Bagaimana peran metallothioneins ebagai biomarker pada ikan dan

manusia yang terpapar logam berat?

1.2. Tujuan
Berdasarkan hal-hal tersebut, permasalahan vang dikaji untuk
pemecahan permasalah tersebut di atas dalam buku ini adalah
1. mengisolasi dan mengkarakterisasi senyawa metallothionein
2. Mengkaji dan memaparkan mekanisme biokimia metallothionein

terhadap cemaran logam berat




3. Menganalisis peran metal/lothioneinsebagai biomarker pada ikan

dan manusia yang terpapar logam berat?

1.3 Metode pemecahan masalah

Permasalahan tersebut di atas dapat dipecahkan dengan melakukan
kajian pustaka dan hasil-hasil penelitian tentang pengertian
metallothionein, struktur dan klasifikasi metallothionein, dan
fungsi metallothionein. Dalam tulisan ini dibahas kajian teoritis
dan hasil penelitian tentang :
1. Struktur dan klasifikasi metallothionein
Peran dan Fungsi metallothionein

Teknik isolasi senyawa metallothionein

fe 02 b

Mekanisme biokimia metallothionein terhadap cemaran logam berat

5. Peran Metallothionein sebagai Biomarker pada ikan dan Manusia

BAB II
STRUKTUR DAN KLASIFIKASI METALLOTHIONEIN
2.1. Struktur Metallothionein

Metallothioneins (MTs) merupakan kelompok protein pengikat
logam vyang kaya asam amino sistein, ditemukan pada bakteri,
tumbuhan, invertebrata dan vertebrata. Metallothionein (MT) Pertama
kali ditemukan oleh Margoshes dan Valle pada tahun 1957 sebagai
protein pengikat kadmium (Cd) vang diisolasi dari gijal kuda. Para
peneliti kemudian berlomba untuk mengetahui berbagai aspek tentang
MT meliputi aspek fisika, kimia dan biokimia.

Peranan MT vyaitu sebagai detoksifikasi logam berat dan

pemeliharaan homeostasis ion logam intraseluler. Pada mamalia, MT




mengandung kira—kira 61-68 asam amino dimana 20 diantaranya
merupakan asam amino sistein. Oleh karena itu MT sangat reaktif
terhadap logam berat. Secara umum MT mengikat seng (Zn). Walaupun
demikian, MT dapat berganti pengikatan terhadap logam berat jika
kadar logam berat yang menggantikan lebih besar. Misalnya jika kadar
tembaga (Cu) atau kadmium (Pb) lebih tinggi maka Zn dapat
tergantikan oleh keduanya.Sel organisme yang mensintesis MT dalam
jumlah besar memiliki ketahanan terhadap toksisitas Cd lebih tinggi
dibandingkan sel dengan sintesis MT lebih rendah. Salah satu
penelitian untuk membuktikan peranan MT dalam perlindungan terhadap
toksisitas Cd adalah studi genetik menggunakan tikus tansgenik atau
knockout.

Berdasarkn model struktural dapat diasumsikan bahwa molekul MT
tersusun dari 2 domain yang setiap domain memiliki gugus tiol/gugus
sulfidril pengikat logam, vaitu domain a dan domain B (Gambar 1).
Bagian N-terminal dari peptida tersebut ditetapkan sebagai domain B
yvang memiliki 3 ikatan ion divalen antara sistein dan logam, dan
bagian C-terminal ditetapkan sebagai domain « yang memiliki
kemampuan mengikat 4 ion divalen.

Metallothionein memiliki 4 isoform (T-l, MT-2, MT-3 dan MT-4)
dan 13 protein MT seperti protein pada manusia. Terbentukanya
isoform berdasarkan perubahan bentuk yang berasal dari modifikasi MT
setelah proses translasi, perubahan, perubahan kecil dari struktur
primer, dan jenis ion logam vang diikat. Meskipun memiliki kesamaan
bentuk fisika maupun kimia, MT memiliki perbedaan yang signifikan
dalam hal letak dan peranannya bagi tubuh organisme. MI-1 dan MT-2
hampir dapat dijumpai pada semua jenis jaringan lunak. Adapun MT-3

terdapat di jaringan otak, hati, ginjal dan organ reproduksi.




Sedangkan MT-4 terdeteksi pada sel epitel skuamosa bertingkat,
epitel mulut, kerongkongan, perut atas, ekor, alas kaki, dan kulit
yang masih muda.

Pada manusia gen MT terletak pada kromosom ke-16, melibatkan 16
gen yang diidentifikasi dengan 5 diantaranya adalah pseudogen. MT-1
memiliki banyak sub tipe yang dikodekan oleh satu set 13 gen MT-I.
Gen pada MT-1 yang dikenal aktif adalah ﬁ%—lA, 1B, IE% 1L G, 1

1M, dan 1X. Sementara yang termasuk pseudogen adalah MT-1C, 1D, 11,

1J, dan 1L vyang kesemua pseudogen tersebut tidak ditemukan pada

manusia. Gen selanjutnya adalah MT-2, MT-3 dan MT-4.

Gambar 1. Struktur metallothionein (MT). Model dari 2 ikatan MT,
Manik-manik besar merah adalah aton logam (misalnya Zn)
dan manik-manik kecil kuning adalah atom belerang (S).
Struktur metallothionein (MT) terdiri atas:
1) Thionein
Satu diantara tiga struktur MT adalah protein. Protein pada MT

banyak memiliki asam amino sistein dimana terdapat gugus




tiol/sulfidril. Protein dengan banyaknya gugus tersebut dinamakan
thonein. Metallothionein yang tidak mengikat logam (Apo-MT) dalam
sel manusia baru-baru ini dilaporkan memiliki jumlah vyang sama
dengan protein yang mengikat logam. Perhitungan protein bebas logam
secara struktural dilakukan pada demetallation CdMTla.
2) Metalation

Secara umum metalation adalah setiap reaksi kimia dimana atom
hidrogen digantikan oleh salah satu logam. Thionein vyang telah
disintesis oleh ribosom akan mengikat logam secara spesifik sesuai
isoformnya. Pengikatan terjadi pada gugus tiol/sulfidril (-SH).
Sebuh penelitian melaporkan bahwa kemampuan pengikatan ion logam Zn
dan Cd oleh MT-3 lebih lemah dibandingkan MT-2. Akan tetapi MT-3
memiliki kapasitas pengikatan yang lebih besar.
3) Dimerization

Dimerisasi merupakan penggabungan 2 molekul monomer membentuk
dimer. Dimerisasi MT telah diamati oleh beberapa penulis dan sangat
jelas dalam kerang laut yang terkena Cd. Pada mamalia domain
terminal N bertanggung jawab terhadap pembentukan logam yang
dijembatani dimer non-oksidatif, sedangkan dalam kondisi aerobik,
sebuah disulfida antarmolekul spesifik terbentuk antara C terminal
domain. Kedua dimer yang terbentuk memperlihatkan perbedaan tingkat

kereaktifan terhadap radikal bebas.

2.2. Klasifikasi Metallothionein

Pengklasifikasian MT ke dalam famili, subfamili, subkelompok
dan isoform didasarkan pada kesamaan sekuen dan hubungan filogenetik
diantara merecka (Binz & Kagi, 1999).Fowler et a/. (1987) membagi

metallothioneimenjadi 3 kelas:
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1. Kelas I, terdiri dari semua MT protein yang memiliki lokasi
sistein berhubungan dekat (mirip) dengan lokasi sistein pada
mamalia. Beberapa MT pada moluska dan crustecea masuk dalam kelas
ini, seperti remis/kerang, tiram, kepiting, dan lobster.

2. Kelas 1I, terdiri dari MTs protein yang tidak memiliki kesamaan
dengan MT pada mamalia.

3. Kelas III, terdiri dari MTs non—protein yang dikenal juga dengan
fitokelatin

Baru-baru ini, Binz dan Kagi(1999) mengajukan klasifikasi baru
terhadap MT dengan memasukkan ciri—ciri filogenetik sebagai tambahan
kriteria klasifikasi.Kelas I dan kelas II MT yang teridentifikasi,
telah  dibedakan menjadi 15 famili  dari  urutan  hubungan
evolusioner. Beberapa famili dicirikan oleh sebuah pola urutan
khusus, jarak taksonomi, kumpulan ciri urutan umum yang didapatkan
dari asam amino dan urutan polinukleotida dan jajaran urutan
bertingkat atau pohon filogenetik. Beberapa famili MT ada pembagian
lebih jauh menjadi beberapa subfamili yang dapat dipisahkan secara
filogenetik dengan ciri struktur yang berbeda atau ciri genetik yang
lain. Pada beberapa kasus khusus, berdasarkan pembagian filogenetik,
subfamili dapat dibagi lagi menjadi subgrup, isoform terisolasi dan
alel.Menurut sistem Binz and Kagi(1999), MT moluska termasuk dalam
famili 2, sedangkan MT crustacea termasuk dalam famili 3.

MT mamalia merupakan polipeptida rantai tunggal vang terbentuk
dari 61 sampai 68 residu asam amino. Jumlah dan posisi residu sistein
pada semua spesies mamalia dan membentuk urutan sis—x-sis, sis—x—y—
sis dansis-sis, dimana x dan y adalah asam amino selain
sistein(Gambar 2).Logam divalen dikelilingi oleh atom sulfur pada

gugus thiol dengan bentuk tetrahedral, sehingga tidak ada gugus
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thiol yang bebas. Wetal/lothioneimemiliki 2 subunit yaitu domain «a
dan domain B. Domain a lebih stabil yang menggabungkan 4 atom metal
divalen, sementara domain B lebih reaktif (N-terminal) dan hanya
memiliki 3 atom metal divalen (Gambar 3). Struktur tersier dari MT
dinamis, dan pertukaran ion metal berlangsung cepat di dalam domain—
B, lebih lambat pada domain—a, dan memungkinkan pertukaran dengan

ion lain meloncat ke ligand intraseluler (Coyle et al., 2002).

Gambar 2. Sekuens asam amino isoform metallothionein 2A pada hati
kelinci.Gambar tersebut menunjukkan distribusi 9 sistein
dalam domain B dan 11 sistein dalam domain «a
(modifikasi dari Stillman, 1995).

Gambar 3.Diagram pita struktur MT-2 hati tikus vyang dilihat
menggunakan sinar—-X, menunjukkan kelompok metal-sulfur
dengan atom zinc (warna hitam) dan cadmium (warna abu-
abu) (diadaptasi dari Messerschmidt ez a/l., 2004).
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Berbeda dengan mamaliayang memiliki 2 isoform mayor (MT-1 dan
Mt-2), beberapa spesies ikan hanva memiliki isoform MT tunggal. Akan
tetapi pada ikan tetraploid, seperti salmoid (salmon dan trout)dan
cyprinids (gurame dan ikan emas) nampak memiliki dua isoform MT
(Chan, 1995). Kedua isoform ini terbentuk dari 60 asam amino vyang
terdiri dari 20 residu sistein, kebanyakan bermotif Sis—x-Sis
danSis-Siss—x-x-Sis-Sis (Knapen et al., 2005).

Penelitian pada MT moluska menunjukkan beberapa perbedaan,
dibandingkan MT mamalia khususnya dalam jumlah sisteinnya. Sekuens MT
oister (tiram) dan mussel (kerang) tergolong ke dalam kelompok MT
kelas I. MT tiram menunjukkan kesamaan yang lebih besar dengan MT
vertebrata dibandingkan dengan MT invertebrata. Semua sistein pada
residu 27 pertama dari MT tiram memiliki bentuk yang sama dengan MT
mamalia. Lebih jauh lagi 21 residu sistein disusun dalam bentuk 9
Sis—X-Sis, b Sis-Lis-Lis dan Sis—XX-Sis tunggal.Hasil komatografi MT
keduanya, tiram dan kerangidentik dalam komposisi asam amino(29%
sistein, 16% glisin, dan 13% lisin) (Carpene, 1993).

Metalothineincrustacea memiliki panjang rantai peptida 58-59
asam amino, dengan 18 sistein per MT. Sekuens MT pada organisme
kelompok crustacea menggambarkan kesamaan sekuens yang tinggi. Namun
terdapat sediit perbedaan salah satunya sebagain MI mengandung 2
triplet Sis dan  menunjukkan struktur primer yang  hampir
identic(Serra—-Batiste et al., 2010).

Metallothioneinpada kelompok spongia memiliki hubungan vyang
dekat dengan MT metazoa lain. perbedaannya terletak pada 2 aspek.
Pertama, MT spongia lebih besar, 20 kDa, dibandingkan dengan MT lain
(rata—rata 6-7 kDa).Kedua, MT spongia merepresentasikan scbuah

duplikasi polipeptida vyang terdiri dari 2 bagian yang berhubungan
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dekat dengan MT metazoa.Beberapa penelitian menyatakan bahwa
komposisi domain dan tingkat duplikasi domain pada genom spongia

sangat kompleks (Schroeder et al., 2000).

2.3. Karakteristik Metallothionein
2.3.1. MT-1 dan MT-2

Semua vertebrata mengandung 4 isoform MT yang berbeda, vyaitu
MT-1, MT-2, MT-3 dan MT-4 (Moffatt & Denizeau, 1997). Pada rodentia,
MT terletak pada kromosom nomor 8, sedangkan MT manusia dikendalikan
oleh famili gen vang terletak di kromosom 16ql3 dan dikodekan oleh
famili multigen yang sedikitnya ada 12 gen terkait dengan berbagai
pseudogen non-fungsional dan terproses (West et al., 1990).

Pada mamalia 4 isoform MT (MT-1 sampai dengan MT-4) dan 13 MT
seperti protein manusia telah diidentifikasi (Simpkins, 2000).Pada
isoform MT-1, 11 gen MT-1A, B, E, F, G, H, I, J, K, L dan X) telah
ditemukan dimana 1 gen untuk setiap isoform (Ghoshal & Jacob, 2001).
MT-1 dan MT-2 adalah isoform mayor atau isoform thionein yang paling
banyak dalam jaringan mamalia.Sistein merupakan asam amino dengan
gugus thiol (=SH) yang mampu membentuk kompleks logam 7 divalen
seperti 7Zn dan Cd atau 12 ion logam monovalen (Nielson et al.,
2006) . Gambar 4 menunjukkan struktur 9 sistein yang mengikat 3 logam
divalen, dan 11 sistein yang mengikat 5 logam divalen melalui
program PyMOL.

Ciri-ciri struktural dari MT mamalia yang sampai sekarang masih
dilakukan penelitian spektroskopi. Keberadaan kelompok logam—tiolat
di MT berasal dari penelitian resonansi magnetik nuklir (NMR) "‘Cd
tentang '“CdMT-2 (Otvos dan Armitage, 1980). Peneclitian ini

mengungkapkan bahwa 20 residu sistein dan 7 ion logam divalen
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disekat antara dua kelompok logam—tiolat, membentuk seperti
sikloheksana (Gambar 4). Kelompok pertama terdiri atas 3 logam
(M",(Cys)s) dalam terminal N domain B (residu 1-30) dan kelompok
selanjutnya terdiri atas 4 logam (M",(Cys).) di terminal C domain a
(residu 31-61). Dalam kelompok ini, ion—ion logam dikoordinasikan
oleh kedua terminal dan jembatan tiolat wn2-ligandalam bentuk

tetrahedral simetri (Otvos dan Armitage, 1980, VaSdk, 1980).

Q

Gambar 4.Skema gambar dua kelompok logam—tiolat pada mamalia
7Zn.Cd:MT-2 (Robbins et al., 1991). Atom logam(M'') akan
ditampilkan sebagai bulatanberbayang yang
I:Fhubungdengan atombelerang. Modelyang dihasilkandengan
program  PyMOL  v0.99(http://www. delanoscientific. com/)
yang menggunakan Bank Data Protein(PDB) Koordinat 4mt2.

MT-1 dan MT-2 pada mamalia memiliki kemampuan untuk membentuk
agregat yang stabil baik dengan logam fisiologis atau senobiotik.
Mereka dapat menunjukkan ekspresi logamterinduksi yang terjadi pada
gen mereka. Kemampuan lain vang mereka miliki adalah dapat
meningkatkan proses homeostasis, transportasi, dan detoksifikasi
logam seperti peran biologis utama mereka (Tio et al., 2004). Selain
itu keduanya dapat meningkatkan penyerapan Zn melalui produksi

apometalloprotein (apo-MT) secara temporer. Oleh karena itu, MT-1

15




dan MT-2 mamalia dapat bertindak sebagai penjaga dalam sintesis
metalloprotein (Suhy et al., 1999).Penelitian berkaitan dengan
metabolisme Zn ini dilakukan menggunakan tikus transgenik. Induksi
protein pada Zn diatur oleh MTF-1. Ketidak hadiran MTF-1 pada embrio
dikarenakan adanya penghilangan secara sengaja saat proses
transkripsi MT-1 dan MT-2 berlangsung, selain itu bisa disebabkan
oleh pengurangan MTF-1 menggunakan enzim gl/utamylcysteine sintetase,

sebuah enzim kunci dalam sintesis glutathione

2.3.2. MT-3 dan MT-4

Beberapa penelitian pada protein MT telah dilakukan tanpa
membedakan efek pada MT-1 dan MT-2. Antibodi MT (anti-MT) dalam
penelitian imunohistokimia tidak membedakan dua isoform ini. Oleh
karena itu, istilah MT sering digunakan sebagai istilah umum untuk
ﬁ%-l dan MT-2. Adapun MT-3 dan MT-4 adalah isoform minor vang
umumnya ditemukan dalam sel khusus. MT-3 ditemukan dalam CNS vyang
memiliki efek unik pada penghambatan perkembangan neurit. Sebaliknya,
MT-4 paling melimpah di jaringan tertentu. Ekspresi MT-3 pertama kali
terdeteksi pada struktur tertentu dari tikus dan otak manusia,
seperti neuron vyang kaya akan Zn dan astrosit di korteks,
hipokampus, dan amigdala (ida et al., 1991; Palmiter, et al,
1992). MT-3 diidentifikasi sebagai faktor penghambat pertumbuhan
(GIF) atau faktor penghambat pertumbuhan saraf.MT-3 disintesis dalam
jaringan saraf dan diatur pada pasien penyakit Alzheimer (Tsuji %E
al, 1992;Aschner et al, 1997).

Perbedaan antara MT-1 dan MT-2 dengan MT-3 adalah letak organ

dan logam dan jenis logam yang terikat. MT-1 dan MT-2 pada mamalia

diisolasi dari hati dan biasanya tersusun atas 7 logam Zn vang
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divalent sedangkan MT-3 diisolasi dari otak manusia dan sapi yang
mengandung 4 ion logam Cu yang divalen serta 3 atau 4 logam Zn yang
divalen. Oleh karena ituy, MT-3 menun jukkan adanya 2
clusterhomometallic, sebuah cluster Cu-tiolat dan Zn-ticolat (Bogumil
et al., 1998). Atas informasi inilah akhirnya dibuat kesepakatan
oleh para ahli medis untuk menandai MT-3 sebagai isomer dalam organ
otak sebagai target terapi penvakit neurodegeneratif (Hozumi et al.,
2004).

Bentuk terakhir vang diidentifikasi dari kelompok MT mamalia
adalah MT-4 (Metallothioneimt).lsoform ini terdiri dari 62 asam
amino, menyisipkan Glu di posisi 5 terhadap protein MT-1/MT-2.
Metllothioeimd  khusus terdapat di  jaringa epitel  skuamosa
bertingkat. Terdapat berbagai informasi hasil penelitian oelh para
ahli tentang MT-4. Informasi tersebut berkaitan dengan regulasi gen
biologi, ekspresi molekuler dalam mamalia, perkembangan epitel dan
fisiologi (Quaifeet al., 1994;Lianget al., 1996, Schlake dan Boehm,
2001). Semua studi ini mengungkapkan bahwa MT-4 ini mengalami
perkembangan yang pesat. Akan tetapi sebuah pertanyaan apakah MT-4
terlibat dalam metabolisme Cu atau Zn dalam epitel masih
diperdebatkan sampai sekarang ini

Pengetahuan tentang fungsi protein vyangsifatnyva struktural
semakin berkembang fgrena peranannya sebagai enzim, transporter,
bagian membran sel, dan antibodi.Studi analisis menunjukkankemampuan
pengikatan logam Zn, Cd, dan Cuoleh MT-4 sangat tinggi (Tio et al.,
2004). Artinya ikatan logam dengan MT-4 dapat digantikan dengan
logam lainya sewaktu-waktu dikarenakan tinginya afinitas logam
terhadap gugus tiol pada MT-4. Peran khusus MT-4 dalam ilmu biologi

adalah meregulasi Zn dalam keratinosit. Walalupun masih dalam studi
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penelitian akan tetapi perantersebut didukung oleh studi struktural
pada CdMT- dimana rata-rata afinitas pengikatan logam mengikat dua
kelompok logam-tiolat di Cd7MT-4 dan Cd7MT-1/Cd7MT-2. Dengan adanya
kesamaan terhadap MT-1 dan MT-2 ini, MT-4 sangat dimungkinkan
terlibat dalam metabolisme 7Zn dan metabolisme Cu di keratinosit.

Perbedaan MT-4 dengan MT-1 adalah bahwa MT-4 menunjukkan
peningkatan preferensi untuk ion Cu monovalen daripada ion Zn
divalen atau ion Cd. Keadaan ini berdasarkan sebuah penelitian vang
membandingkan antara MT-4 dan MT-1 menggunakan tambahan media Zn-,
Cd-, atau Cu— secara in vitro. Analisis gen DNA microarray yang
terlibat dalam diferensiasi epidermis tikus, MT-4 diidentifikasi
sebagai target dari aktivator transkripsi WHN, dan ekspresinya
terlihat pada epidermis skuamosa dan di seluruh jaringan epitel yang
berkembang termasuk folikel rambut dan kulit punggung. Oleh karena
itu, fungsi genomik tidak hanya menguatkan tetapi juga memperluas
peran fisiologis MT-4 yang terlibat dalam transport atau pertukaran
7Zn pada diferensiasi epitel mamalia.

Secara keseluruhan, kemampuan pengikatan yang tinggi terhadap
logam telah menjadikan MT sebagai biomarker terhadap 1ingkungan
abiotik maupun biotik yang terpapar logam. Sejak MT diketahui hadir
dalam sebagian besar jenis jaringan dan sel, MT kemudian dianggap
sebagai protein “rumah tangga”. Namun demikian, konsentrasi dalam
sel dapat diubah pada berbagai kondisi fisiologis seperti perubahan
konsentrasi hormon, faktor pertumbuhan serta akumulasi logam
tertentu. Perubahan letak inti dan/atau sitoplasma selama proses
proliferasi sel telah menunjukkan bahwa perubahan perubahan tingkat

MT bisa diekspektasikan dalam berbagai situasi, seperti pertumbuhan
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sel kanker yang tidak normal (Coyle et al., 2002; Cherian et al.,

2003; Thirumoorthy et al, 2007).
BAB III
PERAN DAN FUNGSI METALLOTHIONEIN

3.1. Peran Metallothieonein
Metallothionein(MT) merupakan suatu protein yang berfungsi
untuk mengikat logam berat yang masuk dalam tubuh.Protein sendiri
ﬁLrupakan suatu makromolekul yang sangat penting dalam kehidupan,
antara lain karena peranannya sebagai enzim, transporter, bagian
membran sel, dan antibodi. Kerusakan akibat keracunan logam berat
dapat terjadi pada seluruh organ tubuh, menyebabkan berbagai macam
penyakit vang berbahaya bagi pertumbuhan dan perkembangan anak
Metallothionein merupakan suatu rantai polipeptida pendek,
linier, terdiri dari 61 -68 asam amino, kaya akan sistein (pada
manusia terdiri dari 20 residu sistein), berbentuk menyerupai huruf
S, dan memiliki kemampuan mengikat logam. Terdapat 4 bentuk MT dan
setiap MT memiliki fungsi yang spesifik. Secara umum MT memiliki
peranan dalam berbagai proses sebagai berikut (Moffatt, 1997;
Simpkins, 2000).
1) regulasi kadar seng (Zn) dan tembaga (Cu) dalam darah
2) detoksifikasi air raksa (Hg) dan logam lain
3) perkembangan sistem imun
4) perkembangan sel otak
5) mencegah pertumbuhan bakteri berlebih dalam usus
6) produksi enzim pemecah kasein dan gluten
7) mengendalikan inflamasi pada saluran cerna

8) produksi asam lambung
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9) perkembangan indera perasa pada epitel lidah
10) regulasi fungsi hippokampus dalam hal tingkah laku
11) perkembangan emosi dan sosialisasi

Metallothionein merupakan sistem utama yang dimiliki oleh
tubuh dalam mendetoksifikasi air raksa (Hg), timbal (Pb), dan logam
berat lain. Setiap logam berat memiliki afinitas yang berbeda
terhadap MT.Berdasarkan afinitas tersebut, air raksa ternyata
mempunyai afinitas yang paling kuat terhadap MT dibandingkan gingan
logam lain seperti Cu, Cd, Ag, dan Zn. Bila MT erfungsi dengan baik
dan/atau jumlah logam berat yang masuk tubuh tidak melebihi

kemampuan MT untuk mengikat logam berat tersebut, maka secharusnya

tidak akan menimbulkan gangguan akibat keracunan logam berat.

3.2. FungsiMetallothionein
3.2.1. Metallothionein sebagai pembersih radikal bebas

Sebuah karya klasik Thornalley dan Vasak tentang aktivitas
pembersihan MT terhadap radikal bebas hidroksil (OH) dan
superoksida (0°) yang dikeluarkan oleh xantine/xantine oxidase
menghasilkan sebuah reaksi akumulasi oleh antioksidan MT terhadap
radikal bebas melalui percobaan in vivo dan in vitro. Penelitian
terkait kemampuan perlindungan MT terhadap radikal bebas juga telah
dilakukan seperti penelitian tentang efek perlindungan MT terhadap
radikal bebas pada sel epitelioma ikan emas (Cyprinus carpio). MT
juga memiliki kemampuan untuk membersihkan metabolit oksigen reaktif
(ROM) terutama hidroksil radikal.

Baru-baru ini sebuah percobaan in vitro dengan donor NO
menun jukkan adanya reaksi antara NO dengan Cd:MT1 membentukS-

nitrosothiolsdalam domain B CdMT1 tikus. NO sangat reaktif dan
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mampume | epaskan Cd dariN-terminaldomain B, sebaliknya kurang rektif
terhadap C-terminal domain a (Zanggeret al/, 2001).Jika Cd:MT1
reaktif pada satu dimain, ZnMT sangatreaktif untuk kedua domain.
S-nitrosothiols efisien melepaskan zinc dari kedua domain a dan B
/nTMT-3. Tidak hanya MT1 saja vang reaktif terhadap NO, MT2 dan MT3
juga demikian. Namun dari ketiganya MT3 yang paling reaktif terhadap
NO. Hal ini dapat kita tarik kesimpulan bahwa MT3 merupakan isoform
MT yang memiliki kemampuan pembersih radikal bebeas paling tinggi,

khususnya terhadap NO.

3.2.92. Metallothionein sebagai  Detoksifikasi logam dan
homeostasis

Metallothioneindianggap sebagai protein vyang terlibat dalam
detoksifikasi kelebihan logam esensial maupun non esensial. Para
ahli menvatakan pendapat ini berdasarkan hasil penelitian mereka
terhadap berbagai isoform MT pada organisme seperti jamur, ikan,
mamalia dan organime lainnya. Sebuah isoform MT terbukti telah
mengikat 12 ion Cu pada siput £/7ix pomatia di Romawi. Kadmium dalam
tubuh Siput Elix dapat menjadi racun apabila kadar tersebut melampau
ambang batas vyang telah ditetapkan. Peran MT disini adalah
mengurangi kadar Cd tersebut sekaligus sebagai detoksifikan racun Cd
dalam tubuh siput.

Berkaitan dengan fungsi homeostasis adalah membatasi kelebihan
logam dalam sel ataupun menambah logam yang seharunya ada untuk
mempertahankan kelangsungan metabolisme sel. Lalat Drosophila
melanogastermemiliki  4genMTyangtranskripsinyadisebabkan olehlogam
beratmelalui faktorMTF-1. Keempat gen tersebut memperlihatkan fungsi

vang berbeda, bahkan ada yang antagonis (berlawanan). Dengan adanya
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fungsi yang bermacam—macam tersebut justru wuntuk mempertahankan

homeostatis logam dalam sel serta pencegahan racun.

3.2.3, Metallothionein sebagai biomarker paparan logam berat
Metallothionein(MT) dapat berfungsi sebagaiterhadap
paparanlogam berat. Sejauh ini, MT merupakan satu—satunya senyawa
biologis dalam tubuh yang berinteraksi dengan logam secara alami
sehingga sangat tepat jika dijadikan sebagai bioindikator atau
biomarker. Penggunaan MT sebagai bioindikator juga digunakan untuk
menilai paparan atau toksisitas kontaminan tertentu dari lingkungan
yang ditandai dengan beberapaan tropogenik dan stres alami
organisme, Kemampuan MT dalam mengikat logam pertama kali dilaporkan
lebih dari 50 tahun yang lalu sebagai protein yang dapat mengikat
Cd, Cu, Zn yang bertanggung jawab terhadap akumulasi logam dalam
ginjal kuda (Margoshes dan Vallee, 1957). Pasca ditemukannya MT
tersebut banyak peneliti berlomba untuk meneliti lebih jauh termasuk
diantaranya pengaplikasian MT terhadap organisme lainnya. Hasilnya
lebih dari 50 invertebrata aquatik telah dilaporkan mensintesis MT
di dalam tubunya. Ke lima puluh oganisme tersebut berasal dari b
filum dan 3/4 adalah filum moluska (Langston et al., 1998).
Penggunaan organisme sebagai biomarker dikarenakan MT dalam
tubuh organismememegang peranan penting dalam pengelolaan mekanisme
metabolisme dan transisi seluler materi logam didalam tububh,
terutama ion—ion logam  berat (Binz  2000). Selain itu
ekspresiMTumumnya meningkatdengan adanya pajanan logam Zn, Cu, Cd,
Hg danAg (Viarenggo et al., 2000), serta toksisitasselular akan
meningkat jikakecepatan masuknya logam ke dalam selmelebihi

kecepatansintesis MT.Dapat disimpulkan bahwa tingkat toksisitas
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logam dalam sel dipengaruhi oleh 2 faktor vaitu external (luar
tubuh) dan internal (dalam tubuh).

Selain yang disebutkan di atas, MT dapat dijadikan sebagai
parameter pada tingkat molekuler atau biokimia. Selain itu, pola
isoform MT bisa memberikan informasi mengenai isoform berbeda yang
disintesis dalam menanggapi logam yang berbeda atau bahan kimia
(Dallinger, 1994). MT juga bisa dijadikan sebagai sebagai penanda
indikasi yang potensial dari serangan karsinoma ductal pada dada,
kulit, serviks dan pancreas, pertumbuhan sel yang tidak teratur,
vang berkaitan dengan peningkatan proliferasi sel atau kerusakan sel

hingga apoptosis.

3.2.4. Metallothionein sebagai pelindung keracunan kadmium
(Cd)

Peran metallothionein sebagai pelindung racun Cd ditemukan
melalui sebuah eksperimen yang membandingkan 2 jenis tikus. Sebelum
dilakukan perlakuan (¢reatmetn) kedua kelompok tikus diberikan dosis
Cd rendah. Hal luar biasa terjadi dimana kedua kelompok tikus tolern
terhadap kematian. Setelah dosis Cd ditingkatkan, toleransi masih
ditampakan oleh tikus wild type sementara tikus M7-null akhirnya
mati. Hal ini menunjukkan peran penting MT sebagai protein utama
vang melindungi keracunan Cd akut.

Keracunan Cd akut tidak lepas dari peran hati karena organ ini
merupakan target utama dari racun termasuk Cd akut. Hepatoksisitas
Cd (keracunan hati oleh Cd) merupakan penyebab utama dari kematian
akibat kontaminasi Cd. Kemampuan toleransi organisme terhadap
hepatoksisitas Cd akut bergantung kepada sintesis MT dalam hati.

Semakin banyak MT vyang dihasilkan maka semakin toleran organisme
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tersebut terhadap Cd. Metallothionein pada hati berfungsi mengikat
Cd didalam sitosol. Sebuah eksperimen menunjukkan tikus vyang
memiliki kandungan protein MT lebih tinggi toleran terhadap kematian
dan hepatokisitas sedangkan tikus kekurangan protein MT menunjukkan
gejala—gejala kepekaan terhadap Cd (4,6 mg / kg )dan terjadi cedera
hati.

Selain berakibat kematian, dampak keracunan Cd tingkat akut
adalah edema pulmonalis, pendarahan diikuti oleh peradangan, luka,
perubahan fibrotic, dan karsinogenesis. Kesemua dampak tersebut
diakibatkan oleh kerancunan Cd tingkat akut berupa asap atau
aerosol. Kadmium dalam dosis kecil dapat meningkatkan protein MT
seperti misalnya peningkatan MT pulmo pada tikus pasca pemberian Cd
dengan kadar yang telah diketahui sebelumnya. akan tetapi pemberian
dosis Cd tinggi (65 nmoles in 50 w1 saline) dapat menjenuhkan MT
endogen pulmonalis. Akibatnya terdapat kelebihan Cd bebas yang pada
gilirannya nanti menghasilkan kerusakan pembuluh darah di paru-paru

(Pearson et al. , 2003).

3.2.5. Metallothionein berkaitan dengan Karsinogenesis
Perkembangan karsinogenesis merupakan proses dinamis vyang
terjadi dalam iregulasi fungsi gen. dalam perkembangannya, tentunya
dalam waktu vyang tidak sebentar (beberapa tahun atau dekade)
material genetik sel mengalami kerusakan vang disebabkan oleh
substansi perusak, =zat karsinogen, dll. Adanya akumulasi dari
kerusakan vyang terjadi menyebabkan perubahan fungsi gen dan
perluasan mutasi sel. Tidak semua perluasan mutasi akan menjadi
lebih buruk, melainkan sebagian dari mutasi yang telah mengalami

kerusakan—kerusakan di awal menjadi tidak berkembang, tidak menjadi
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lebih parah dan tidak lebih menyerang bahkan dapat menghilang secara
tiba—tiba. Inilah salah satu fungsi MT berkaitan dengan perubahan

karsinogenesis

3.2.6. Metallothionein sebagai Fungsi Redoks

Hubungan 7Zn(seng) dengan ikatan S (sulfur) pada gugus tiol MT
sangatlah kuat. Metallothioneiin memiliki 30% asam amino sistein
pada sekuens polipeptidanya. Asam amino sistein ini memiliki sulfur
yang sangat reaktif terhadap logam, sehingga terjadilah ikatan
antara S dan logam Zn misalnya (bisa digantikan logam lainnya
seperti Cd, Pb, Hg, Ag dan lain-lain). Peristiwa pengikatan logam Zn
ini disebut sebagai sistem reduksi. Sebaliknya ketika ikatan antara
S pada sistein dan Zn bertemu dengan atom 0 (oksigen) maka Zn akan
lepas dari sistein dan digantikan oksigen. Peristiwa ini disebut
dengan sistem oksidasi. Kedua sistem ini nanti saling bergantian
berdasarkan keadaan di sekitar MT dan dikenal dengan sistem redoks
(reduksi-oksidasi) (Gambar 5). Dengan demikian, MT dapat menjadi
protein redoks, di mana kimia redoks bukan berasal dari atom logam
melainkan dari lingkungan koordinasinya.Satu hal yang perlu dipahami
adalah bahwa potensi terjadinya sistem redoks dari cluster ini
sangat rendah (Eo 9, 2340 mV). WMetallothioneinlebih mudah untuk
mengalami oksidasi oleh sejumlah oksidan selular dengan melepaskan

logam seperti seng (Maret dan Vallee 1998).

redox-inert Zn?* @

metal |

redox-active S ol S ox
ligand

Oxidant Reductant
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Gambar 5. Ikatan Zn-S sebagai sebuah satuan redoks. Pelepasan ion Zn
disebabkan oleh reaksi redoks antara Sulfur-sistein dengan
oksidan. Mekanisme molekuler ini merupakan dasar dari
hubungan antara 7Zn seluler dan redoks.

3.2.7. Fungsi Protektif dari Metallothionein

Metllothionein memiliki dava tarik ikatan vang kuat dengan ion
logam bivalen. Beberapa penelitian telah membuktikan adanva MT atau
meningkatnya sintesis MT dalam proses proliferasi cepat sel normal,
regenerasi sel dan pada sel kanker. Penelitian  tersebut
mengungkapkan hubungan antara ekspresi yang berlebih dari protein MT
dengan pertumbuhan sel neoplastik yang cepat. Berkaitan dengan
kemampuan nukleofilik, MT bertugas dalam melindungi sel melawan efek
sitotoksik dari obat anti kanker vang bersifat
elektrofilik. Perlindungan/proteksi MT terhadap sel dari efek
sitotoksik melalui perantara 1-B -D-arabinofuranosilsitosin dan
faktor inti DF-a vyang melibatkan mekanisme ikatan kovalen yang

lebih kompleks. .

3.2.8. Hubungan antara Metallothionein dan Apoptosis

Dalam beberapa penelitian terakhir dikemukakan bahwa ekspresi
MT yang tinggi dalam sel dapat menimbulkan efek anti-apoptosis dan
kekurangan MT pada sel (nol MT) dapat meningkatkan kerentanan sel
apoptosis mati setelah mengkonsumsi obat anti kanker.Regulasi MT
yvang rendah pada antisens 18-mer dari sel MCF-7 tidak hanya

menghambat pertumbuhan tetapi juga menginisisasi apoptosis.

BAB 1V
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TEKNIK ISOLASI METALLOTHIONEIN

4. 1. Isolasi DNA Metallothionein

ghA adalah asam nukleat yang mengandung materi genetik dan
berfungsi untuk mengatur perkembangan biologis seluruh bentuk
kehidupan. DNA terdapat di dalam inti sel (nukleus), mitokondria,
dan kloroplas. Ada perbedaan di antara ketiga lokasi DNA ini, DNA
nukleus berbentuk linear dan berhubungan sangat erat dengan protein
histon, sedangkan DNA mitokondria dan kloroplas berbentuk sirkular
dan tidak berhubungan dengan protein histon. DNA memiliki struktur
helix utas ganda, yang mengandung 3 komponen utama vyaitu gula
pentosa (deoksiribosa), gugus fosfat, dan basa nitrogen (Faatih
2009). Setiap sel mengandung materi genetik DNA yang akan diturunkan
pada keturunannya.

Isolasi DNA merupakan cara efektif untuk mempelajari DNA itu
sendiri. Isolasi DNA merupakan proses pemisahan molekul DNA dari
molekul-molekul lain di inti sel. Prosedur ini memiliki beberapa
tujuan analis yaitu visualiasi DNA, peninjauan pola fragmentasi DNA,
pembuatan pustaka genomik, rekayasa gen, dan amplifikasi DNA.
Sementara prinsip utama isolasi DNA ada dua, sentrifugasi dan
presipitasi. gzntrifugasi merupakan teknik untuk memisahkan campuran
berdasarkan berat molekul komponennya. Molekul yang mempunyai berat
molekul besar akan berada di bagianbawah tabung dan molekul ringan
akan berada pada bagian atas tabung. Teknik sentrifugasi ini
dilakukan menggunakan mesin sentrifugasi dengan kecepatan yang
bervariasi. Hasil sentrifugasi akan menunjukkan dua macam fraksi
yang terpisah, yaitu supernatan di bagian atas dan pelet di bagian

bawah. Adapun presipitasi merupakan langkah yang dilakukan untuk
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mengendapkan protein histon sehingga untai-untai DNA tidak lagi

menggulung.

Secara umum, tahapan-tahapan isolasi DNA adalah sebagai
berikut.

1) Preparasi ekstrak DNA

Dalam preparasi ini dilakukan perusakan dinding sel (pada
tumbuhan) menggunakan nitrogen cair kemudian digerus. Membran sel
selanjutnya dirusak (lisis) sertadilakukan pengendapan polisakarida
dan senyawa—-senyawa fenolik menggunakan larutan detergen kationik
vaitu bufer CTAB atau dapat menggunakan sodium dedosil sulfat (SDS).
Bufer CTAB mengandung beberapa komponen meliputi Tris-Cl (denaturasi
protein), EDTA (penghancur sel dengan mengikat ion Mg), NaCl (bahan
penetral pada gula fosfat DNA), CTAB, PVP dan merkaptoetanol
(ketiganya untuk mendegradasi senyawa metabolit
sekunderdanmengurangi browning).

2) Purifikasi DNA (pemurnian)

Purifikasi bertujuan untuk menghilangkan beberapa kontaminan
seperti senyawa sekunder, polisakarida, RNA, dan protein. Denaturasi
protein menggunakan senyawa kloroform isoamilalkohol dan CH;COOH.
Sedangkan lisis RNA dari ekstrak DNA menggunakan RNAse.

3) Presipitasi DNA (pemekatan)

Presipitasi dilakukan agar DNA mengumpul atau mengendap dan
memisahkannva dari garam—garam mineral sisa CTAB dengan menggunakan
isopropanol dingin. Pelet hasil presipitasi akan dibersihkan oleh
alkohol 70%. Tahapan presipitasi adalah tahapam paling penting untuk
mengetahui tingkat keberhasilan sebuah isolasi DNA. jika terjadi

kontaminasi pada tahap ini maka bisa dipastikan DNA yang dihasilkan
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memiliki  kualitas vyang rendah  sehingga akan  mempengaruhi
ketidakvalidan analisis data.
4.1.1. Isolasi DNA Metallothionein dari Darah

Isolasi DNA dapat dilakukan menggunakan darah. Penggunaan darah
untuk diisolasi DNA nya dikarenakan keberadaan kromosom dalam inti
sel pada itrosit (sel darah merah) maupun leukosit (sel darah
putih) misalnya pada darah kelompok aves. Adapun mamalia seperti
manusia yang sel darah merahnya tak berinti dapat dilakukan isolasi
DNA berdasarkan pada inti sel leukosit. Dari isolasi DNA ini nanti
dapat diidentifikasi karakter metallothionein

Kaitan DNA darah dengan MT adalah adanya akumulasi logam berat
seperti Cd, Pb, Hg pada darah berbagai hewan bahkan manusia. Hasil
penelitian menunjukkan pekerja SPBU vang sudah bekerja beberapa
dekade mengalami peningkatan kadar Cd dalam darahnya yang berakibat
terhadap kualitas dan kuantitas Gen MT. Oleh karena itu isolasi DNA
sangat berkaitan dengan analisis analisis lebih dalam tentang MT
dalam diri makhluk hidup. Adapun prosedur skema isolasi DNA darah
sampai dengan identifikasi dan analisis gen MT dapat dilihat pada

Gambar 6.
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Gambar 6. Bagan alur isolasi DNA dan metallothionein pada darah
peker ja SPBU

Teknik isolasi DNA darah memiliki berbagai prosedur bergantung
kepada jenis spesies, tingkat kemurnian DNA, panjang DNA, kemampuan
dipotong oleh enzim, dan kemampuan untuk tidak mengalami modifikasi
selama proses isolasi berlangsung. Secara umum pada mamalia
pengambilan darah dapat dilakukan melalui jarum suntik (seperti
manusia), mata (tikus), dan lain sebagainya

Adapun teknik isolasi DNA dari darah adalah sebagai berikut.
Sampel darah 100 ul dalam tabung vacucyte EDTA dimasukkan kedalam
tabung effendorf dan dicampurkan dengan 300 ul Trizol (divortex 1-2
menit dan diinkubasi pada suhu ruangan selama 5 menit). Penambahan
80 ul kloroform dan divortex | menit. Inkubasi pada suhu 4 °C
dilanjutkan ntrifugasi selama 20 menit dengan kecepatan 12000 rpm.
Hasil sentrifugasi ini akan terbentuk 2 fraksi lapisan. Pengambilan

200 ul supernatan (cairan bening vang terletak dilapisan atas) dan
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dimasukkan kedalam tabung effendorf baru yang berisi isopropanol.
Tabung dibolak-balik (4 30 kali) agar campuran homogen selanjtunya
dilakukan sentrifugasi lama 15 menit dengan kecepatan 12000 rpm.
Supernatan yang dihasilkan dibuang, sementara pelt dicuci mengunakan
400 ul etanol T75% sebanyak 2 kali Eimudian dilakukan sentrifugasi
selama 5 menit dengan kecepatan 12000 rpm. Setelah pencucian, etanol
75% dalam tabung dibuang. Hasil pelet kemudian dikeringkan pada suhu
ruangan selam b5-10 menit. Setelah pelet kering ditambahkan dH,0

sebanyak 50 ul untuk melarutkan DNA.

4.1.2 Amplifikasi Gen MT-2A

(65 |
Teknik amplifikasi DNA 7in vitre dilakukan-menggunakan alat
27
Polymerase Chain Reaction (PCR) yang ditemukan pertama kali oleh

(27 ]
Kary Mulis pada tahun 1985 (lihat Gambar 7). PCR sendiri merupakan

suatu proses sintesis enzimatis untuk mengamplifikasi nukleotida
secara in vitro. Dengan metode PCR ini akan dihasilkan ribuan kali
ﬁELtan DNA bahkan jutaan kali dari jumlah urutan semula. Pada setiap
siklus PCR sebanyak n kali akan terbentuk DNA sebanyak 2" dari
jumlah DNA awal. Jika terdapat 1 untaian DNA yang akan diamplifikasi
sebanyak 3 siklus maka akan terbentuk 2°=8 DNA. Jika yang akan
dilakukan amplifikasi sebanyak 2 untai DNA dengan 3 siklus maka akan
terbentuk 2 x 2°=16 DNA.

Dalam proses amplifikasi, terdapat 3 tahap utama vyang harus
dilalui untuk memperoleh hasil dengan kuantitas dan kualitas tinggi,
vaitu 1) denaturasi DNA cetakan, 2) penempelan primer pada DNA
cetakan (annealing) ign 3) pemanjangan DNA (Extention). Denaturasi

merupakan pemisahan untai ganda DNA (double strand) menjadi untai

tunggal (single strand). Denaturasi hanya dapat dilakukan dengan
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memanaskan pada suhu 94-96C. Pelepasan antara basa purin lebih lama
diandingkan dengan basa pirimidin disebabkan lebih banyaknya ikatan
yvang terjadi pada basa purin. Pada tahap annealing primer menempel
pada situs—situs utas tunggal yang komplemen dengan urutan primer.
Terdapat 2 primer yakni primer forward (bergerak maju) dan primer
reverse (bergerak balik). Pada tahap ini suhu akan menurun menjadi
54°C atau bergantung dengan kebutuhan khusus primer (karena setiap
primer memiliki suhu khusus untuk dapat menempel pada situs DNA
secara efektif). Pada tahap pemanjangan (Fxtention) DNA polimerase
akan memperpanjang sekuen DNA. dNTPs akan menambah nukleotida sesuai
dengan cetakan DNA. Ketiga tahapan ini akan terus berulang
menghasilkan duplikasi sekuen DNA selektif dalam jumlah sesuai

kebutuhan.

Sumber : http://www. biocompare. com
Gambar 7. Mesin PCR

Komponen—komponen utama yang harus disiapkan dalam proses
amplifikasi menggunakan PCR ini ada 5 yaitu oligonukeotida primer
(atau biasa disebut denga primer saja), bufer amplifikasi,
deoxyribonucleosidetriphosphate (Q%TP), sekuen target (DNA templat)
dan Taq DNA polimerase. Primer merupakan rantai DNA pendek, disebut
juga oligonukleotida karena hanya memiliki beberapa nukleotida (18-
30 basa). Peran primer sangat penting karena merupakan inisiator

(pemula) dalam sintesis DNA menggunakan PCR. Selain itu primer juga
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berfungsi sebagai pembatas fragmen DNA templat yang akan
diamplifikasi dan penyedia gugus hidroksil (-0H) pada ujung 3’ .
g?imer dengan panjang kurang dari 18 basa mengakibatkan berkurangnya
spesifitas, keefektifan dan efisiensinya. Sedangkan imer lebih
dari 30 basa tidak meningkatkan spesifitas sehingga hasilnya kurang
optimal selain itu biaya yang dikeluarkan juga lebih mahal. Dari
penjelasan tersebut menujukkan bahwa kualitas primer sangat
berpengaruh terhadap keberhasilan proses PCR.

Primer perlu dirancang komposisinya Eﬁﬁr dapat bekerja secara
optimal. Kandungan (G+C) primer sebaiknya sama atau lebih besar dari
kandungan (G+C) pada DNA templat (target). Hal ini dikarenakan
primer dengan kandungan (G+C) rendah akan sulit atau bahkan tidak
mampu menempel pada tempat yang dituju dari DNA target. Urutan
nukleotida juga perlu dirancang. Sebaiknya urutan nukleotida da
ujung 3" merupakan basa G atau C karena keduanya tidak toleran
dengan adanya mismatch berkebalikan dengan kemampuan toleransi
tinggi dari basa A dan T. Beberapa jenis primer yang dapat digunakan
dalam proses annealing pada DNA gen Metallothionein diperlihatkan

pada Tabel 1.

Tabel 1. Primer MT2A untuk amplifikasi gen metallothionein

Nama Primer F/R Urutan basa nukleotida
Primer MT2A-5A/G Forward 5’ —GGGCCGCCTTCAGGGAACTG-3’
Reverse 5 -GGACTTGGAGGAGGCGTGGT-3’
Primer MT2A-209A/G Forward 5  -GGCTCAGGTTCGAGTACAGG-3’
Reverse 5" —AAGTCACTTGCGGCTCCA-3’
Primer MT2A +838 Forward 5 —CCGCTCCCAGATGTAAAGAA-3’
Reverse 5’ —GGCATATAAAGAAAACCAGAGACA-3’
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Komponen kedua adalah adanya bufer amplifikasi. Bufer ini
digunakan untuk menentukan dan menstabilkan pH pada angka tertentu.
Reaksi PCR sendiri berlangsung secara optimal pada pH tertentu.
Bufer juga berfungsi sebagai kofaktor yang menstimulasi aktivitas
DNA polimerasi. Fungsi ini berkaitan erat dengan keberadaan ion Mg"
dalam bufer (berasal dari MgCl,). Akan tetapi dalam beberapa kasus
penambahan ion Mg” juga dilakukan untuk meningkatkan spesifitas DNA
polimerasi dengan menambahkan larutan MgCl, secara terpisah.

Deoxyribonuclesoside triphosphates (dNTPs) digunakan sebagai
sumber nukleotida saat proses ekstensi (pemanjangan) menggunakan
mesin PCR. dNTPs sendiri merupakan campuran dari berbagai nukleosda
trifosfat yaitu dTP (oksiadenosin trifosfat), dTTP (deoksitimidin
trifosfat), dCTP (deoksisitidin trifosfat) dan dGTP (deoksiguanosin
trifosfat). Saat terjadinya ekstensi, gﬂ%P akan menempel pada gugus
-0H pada ujung 3° membentuk untai baru yang komplementer dengan
DNA templat.

Tag DNA ;zlimerase merupakan enzim yang berperan untuk
mengkatalisis proses pemanjangan DNA (polimerasi DNA) baru oleh
primer. Mengingat selama proses amplifikasi terdapat proses
denaturasi dimana suhu yvang diperlukan mencapai 95 'C maka enzim
vang digunakan haruslah mampu bertahan pada suhu tersebut. Oleh
karena itu enzim vang digunakan sebagai Taq Aéolimerase diisolasi
dari bakteri termofilik atau hipertermofilik. Salah satu enzim yang
biasanya digunakan adalah enzim Taq polimerase yang diisolasi dari
bakteri Thermus aguaticus dan EELim Pfu polimerase yang diisolasi
dari bakteri Pyrocoiiis furiosus. Jika dibandingkan Pfu polimerase

12

memiliki keunggulan aktivitas spesifik 10x lebih kuat dibandingkan

Taq polimerase.
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Di dalam laboratorium, selain primer dan DNA templat, biasanya
ketiga komponen lainnya (dNTPs, DNA polimerase, dan bufer reaksi
PCR) sudah disiapkan dalam reagen PCR-mix, sebuah paket/kit vang
berisi bermacam—macam komponen, sehingga lebih memudahkan dalam
persiapan proses amplifikasi mesin PCR. Persiapan lain yang perlu
dilakukan adalah mengatur/menseting mesin PCR sebelum proses
berlangsung dan menyiapkan alat-alat sebagai penunjang saat proses
amplifikasi. Alat—alat tersebut seperti tabung effendorf dan
mikropipet berbagai ukuran.
Proses amplifikasi menggunakan mesin PCR memiliki beberapa
prosedur bergantung dari berbagai aspek. Perbedaan tersebut
dikarenakan tingkat kekhususan perlakuan terhadap DNA templat
terhadap primer. Adapun langkah—langkah proses amplifikasi gen MT-2A
adalah sebagai berikut
1) Tabung effendorf disterilkan dari berbagai kontaminan
2) Selanjutnya 12,5 ul HotStar MMX, 8?5 ul. primer forward, 0,5 uL
primer reverse, dan 6,5 ul nuklease free water dimasukkan ke
dalam tabung effendorf tersebut

3) Penambahan ragen PCR-Mix ke dalam tabung effendorf kemudian
dicampur sehingga homogen

4) Penambahan 5 ul DNA hasil ekstraksi yang mengandung gen MT-2A

5) Selanjutnya proses amplifikasi PCR dengan kondisi predenaturasi
95°C selama 15 menit, denaturasi 95 °C selama 1 menit, annealing6T
‘C selama 1 menit, ;kstensi 72 °C selama 1 menit sebanyak 35
siklus dan dilanjutkan dengan ekstensi akhir 72 ‘C selama 15

menit.

4.1.3 Elektroforesis gel
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Hasil amplifikasi gen MT-2A menggunakan mesin PCR dapat
divisualisasi menggunakan teknik elektroforesis. Elektroforesis
merupakan pemisahan molekul-molekul =zat berdasarkan perbedaan
kemampuan migrasi dalam muatan listrik serta berat molekul itu
sendiri. Gel sebagai media merupakan tempat migrasi molekul saat
arus listrik dialirkan. lekul yang berukuran lebih kecil dan

ringan akan lebih dahulu bermigrasi dibandingkan dengan yang lebih

berat sehingga akan terjadi pemisahan.

Teknik elektroforesis yang sering digunakan adalah

elektroforesis gel poliakrilamid (polyvacrylamide gel
3

electrophoresis) dan agarosa (Gambar 8). Elektroforesis gel

merupakan elektroforesis yang menggunakan gel sebagai fase diam

untuk  memisahan  molekul-molekul (Yepyhardi, 2009) . Sebelum

&nggunaan gel polikarilamid terlebih dahulu digunakan gel kanji

untuk memisahkan molekul wang lebih besar seperti protein. Namun

pada perkembangannya gel ©poliakrilamid dan agarosa memiliki
kelebihan dibandingakn kanji salah satunya untuk memisahkan molekul
vang lebih kecil seperti DNA.

Teknik pemisahan molekul gen MT-2A mengunakan elektroforesis
adalah sebagai berikut.

1) Bufer TAE 0,5 dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditambahkan gel
agarose 2% (arosa 0,4 g dilarutkan ke dalam bufer TAE 0,5
mencapai volume 20 ml).

2) Larutan agarosa dipananaskan sampai homogen.

3) Baki agarosa disiapkan dan melekatkan selotip di tiap ujung baki
gel agarosa sampai clak ada lubang pada masing—masing ujung

baki.
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4) Sisir elektrofoersis di pasang pada salah satu ujung baki gel

agarosa dengan posisi hampir menyentuh dasar baki.

Sumber : http://www. wikipedia. org

Gambar 8. Perangkat elektroforesis gel

5) Setelah temperatur larutan menurun (50-60 °C) , ditambahkan 1 Ml
ethidium bromida (sebaiknya menggunakan sarung tangan karena
ethidium bromida bersifat karsinogenik)

6) Larutan dihomogenkan sebentar dan kemudian dituangkan ke dalam
baki sampai lerutn berubah menjadi gel padat.

7) Sisir elektroforesis diambil dengan hati-hati serta selotip
dilepaskan dari ujung baki.

8) Baki yang telah berisi gel agarosa dimasukkan ke dalam tangki
elektroforesis yang telah diisi dengan larutan bufer TAE 1x.

9) Produk PCR/sampel sebanyak 10 #1 dan 2 M1 loading dye dicampurkan
secara merata pada kertas parafilm menggunakan mikropipet
kemudian dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa

10) kabel mber arus dihubungkan ke tangki elektroforesis (kabel
kutub negatif berada dekat sumur).

11)Power suply dinyalakan pada voltase 100 volt dengan waktu
runningselama 60 menit.

12) Proses running di jalankan dengan cara menekan tombol run.
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13)Setelah selesai sumber arus listrik dimatikan kemudian baki
diangkat ari tangki elektroforesis.

14)Gel dikeluarkan dan diletakkan di atas UV transluminator yang
telah diselubungi kaca hitam di atasnya.

15)UV transluminator dinyalakan dan akan tampak pita—pita DNA.

16)Hasil positif gen MT-2A ditunjukkan dengan terbentuknya band
sepanjang 214 bp.

Hasil isolasi dan purifikasi DNA serta elektroforesis dan PCR diperoleh gambar pita-

pita DNA. Gambaran pita DNA pada manusia yang diduga terapar logam berat Pb

dan Cd

4.2 Isolasi Metallothionein dari Organ Hati

Selain darah, isolasi DNA untuk mengetahui kualitas MT juga
dapat dilakukan pada bagian lain dari makhluk hidup misalnya hati.
Dewi (2014) ikan yang terpapar Cd di Kaligarang Semarang terbukti
mensintesis MT-Cd. Hati merupakan salah satu organ pertama yang
dilalui darah. ITkan yang hidup di daerah dengan tingkat kontaminsi
logam berat di dalamnya bedampak terhadap akumulasi logam berat
dalam tubuh ikan tersebut khusunya organ hati. Kontaminsi ini akan
meningkat seiring dengan waktu dan kadar dosis logam berat di dalam
perairan. George dan Olsson (1994) menyatakan umumnya tingkat MT dan
logam yang tersebar akan meningkat sesuai dengan fungsi dosis yang
diberikan. Oleh karena itu hati merupakan organ yangdapat dijadikan
sebagai indikator kontaminasi sekaligus organ yang dapat diisolasi
DNA nya untuk identifikasi MT.

Hati (/iver) ikan berwarna coklat kemerahan terletak di dekat
jantung di bawah gelembung renang dekat operkulum, pada area

finnapectoralis dan finnapevic. Pengambilan hati ikan menggunakan
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seperangkat alat bedah seperti pisau dan pinset. Berkaitan dengan
teknik isolasi DNA hati ikan, terdapat beberapa macam protokol yang
digunakan. Isolasi DNA hati ikan menurut Dewi (2014) adalah sebagai
berikut. Hati ikan vyang telah diambil selanjutnya ditambahkanbufer
HC1 pH 8 dengan perbandigan 1:5 (1 gram hati ikan dilarutkan dalam 5
ml buffer Tris HCl pH 8) menggunakan micropipet. Campurankemudian
digerus menggunakan mortar sampai terlihat homogen. Sampel vyang
homogen dimasukkan ke dalam micotube dan éilakukan sentrifugasi pada
kecepatan 10.000 gravity selama 15 menit. Hasil tahap ini akan
terlihat 2 lapisan yang berwarna bening berada di atas dinamakan
supernatan, dan lapisan bawah yang lebih gelap dinamakan pelet

Supernatan diambil menggunakan micropipet dandipindah ke microtube
baru. Sampel disimpan di dalam pendingin (freezer) pada suhu -20 °C

sebelum dilakukan analisis selanjutnyva.

4.3 Isolasi DNA Metallothionein Gonad Ikan

Gonad pada ikan berbentuk lonjong memanjang mengisi 2/3 rongga
perut ikan. Gonad %ELn jantan berwarna putih jernih sedangkan gonad
betina berwarna kuning kecoklatan. Teknik isolasi DNA gonad kurang
lebih hampir sama dengan teknik isolasi DNA pada hati ikan. Dari
isolasi ini nanti selanjutnya untuk mengidentifikasiMT. Gonad ikan
vang telah diambil ditambahkan bufer HCl pH 8 dengan perbandigan 1:5
(1 gram hati ikan dilarutkan dalam 5 ml buffer Tris HC1 pH 8).
Campuran kemudian digerus menggunakan mortar sampai terlihat
homogen. Sampel yang homogen dimasukkan ke dalam micotube dan
g?lakukan sentrifugasi pada kecepatan 10.000 gravity selama 15

menit. Hasil tahap ini akan terlihat 2 lapisan yang berwarna bening

berada di atas dinamakan supernatan, dan lapisan bawah vang lebih
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gelap dinamakan pelet. Supernatan diambil menggunakan micropipet dan
dipindah ke wmicrotube baru. Sampel disimpan di dalam pendingin

(freezer) pada suhu -20 °C sebelum dilakukan analisis selanjutnya.

4.4 Analisis ekspresi metallothionein dengan HPLC

Ekspresi metallothionein MT) dapat dilakukan dengan
menggunakan berbagai metode analisis diantaranya vyaitu analisis
spektrofotometri, elektroforesis kapiler, elektrokimia, voltametri
dan High-Performance Liquid Cromatography (HPLC). Dari kesemua
metode analisis, HPLC memiliki memiliki keunggulan lebih besar
dibandingkan lainnya. HPLC memilki tingkat sensitifitas yang tinggi
terhadap perubahan ukuran partikel bahkan sampai tingkat molekuler.
Selain itu dengan detektor sensitifnya, ia sangat efektif mengurangi
waktu analisis pemisahan 20 kali lipat dibanding tanpa mengguakan
HPLC. Beberapa  peneliti  yang menggunakan alat ini  untuk
mengidentifikasi MT adalah Chassaigne dan Ryszard (1999), Junko
(1998) yang merekomendasikan HPLC anion kromatografi kolom, dan
Chandrasekera dan Pathiratne (2008) yang menggunakan HPLC

Bedicka. Mesin HPLC dapat dilihat pada Gambar 9.
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Gambar 9. Perangkat EZChrom FElite Jasco HPLC System

Hasil ekspresi MT didapatkan dengan membandingkan larutan
sampel (hati ika vang dibiakkan dalam keramba apung di sungai yang
terkontaminasi logam berat Cd, Pb dan Hg) dengan larutan standar
Cd, Pb dan Hg dengan panjang gelombang 154 nm.  Jenis HPLC yang
digunakan adalah F£ZChrom FElite Jasco HPLC System (UV2070-PU2080-
LCnet II/ADC). fase diam berupa gel C-18berdiameter 3,5 mikrometer
dengan panjang kolom 4,5 x 150 mm sementara fase gerak menggunakan
cairan asetonitril dan tris buffer HCI pH 8,1 dengan perbandingan

40:60 (v/v).

a1




BABV
MEKANISME BIOKIMIA METALLOTHIONEIN

5.1. Interaksi Metallotionin

Akhir-akhir ini telah diketahui bahwa ATP mengikat MT dalam
ikatan konstan vang mencapai 175 umol/L pada pH 7,4 (Jiang et al.
1998b). Ikatan ini dapat diputuskan oleh modifikasi kimia dari
delapan residu lisin MT yang dilestarikan. Hal ini menunjukkan bahwa
modifikasi kimia dari delapan residu lisin dari MT sangat
berpartisipasi dalam pemutusan ikatan konstan ini. Ikatan kimia
antara MT dengan konsentrasi ATP seluler ini sangat jenuh vyang
ditunjukkan dengan adanya MT dalam sitosol sebagai MT/ ATP kompleks.
Keberadaan MT dalam sitosol ini akan menghilangkan dua komponen yvang
sangat berpengaruh vyaitu GSH dan ATP ketika MT tersebut dalam
keadaan terisolasi. Fungsi dari ikatan ATP akan mengubah reaksi

redoks dengan menunjukkan peningkatan laju reaksi sulfida. Sulfida
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merupakan pengembangan dari seng transfer menjadi seng dehidrogenase
sorbitol dan biasanya diubah dalam bentuk molekul. Berdasarkan pada
eksperimen filtrasi gel, ATP mengubah bentuk MT vyang semula
berbentuk dumb-bell menjadi bentuk protein yang lebih bulat.
Meskipun Brouwer e¢ a/ (1993), menunjukkan bahwa GSH yang berikatan
dengan N-terminal P -domain, kita dapat menunjukkan bahwa ATP
berikatan dengan C-terminal a —domain. Kedua efektor tersebut dapat
meningkatkan reaktivitas MT terhadap disulfida. Kami beranggapan
bahwa GSH dan ATP kemungkinan akan menjadi dua subtansi vyang
dibutuhkan untuk membuka domain sehingga atom seng akan dilepaskan
dalam akseptor.

Pengikatan ATP terhadap MT bisa juga menjadi langkah perantara
dalam pembentukan Zn—-ATP kompleks menjadi kofaktor spesifik yang
dibutuhkan oleh enzim tertentu. Dengan demikian, keduanya vaitu
pyridoxal (PL) dan kinase dan flavokinase spesifik untuk Zn—ATP
kompleks (Churchich et al. 1989, Nakano and McCormick 1991). Kedua
enzim tersebut memberikan kofaktor khusus untuk prekusor vitamin

dalam metabolisme energi.

5.2. Eksplikasi dan Implikasi

Protein seperti MT vang memiliki banyvak gen dan regulator
transkripsi memiliki fungsi yang sangat penting. Memang benar yang
dikatakan oleh Uchida et a/ 199, bahwa MT-3 menjadi penghambat
pertumbuhan saraf meskipun sejauh ini belum diketahui secara pasti
fungsi MT-3. Sebuah sumber mengatakan bahwa fungsi dari MT adalah

sebagai antioksidan dan berperan dalam detoksifikasi kadmium dan
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merkuri. Akan tetapi, logam—logam yang dilepaskan oleh MT, seperti
seng akan berbahaya terhadap logam dan oksidan dari sistem lain.
Sifat gen yang dikeluarkan dari MT-1 dan MT-2 menunjukkan bahwa MT-1
dan MT-2 tidak diperlukan dalam pertumbuhan dan reproduksi seekor
mencit (sters et al. 1994, Michalska and Choo 1993) karena hewan
transgenik tersebut mengalami obesitas ((Beattie et a/. 1998).
Interpretasi dari eksperimen fungsi MT masih dipertanyakan. Pada
kenyataannya, pelajaran yang diperoleh dari penelitian ini adalah

“Biokimia dan Genetika diperlukan dalam menjelaskan fungsi
Makromolekul ” (Palmiter 1998). Obesitas dari hewan transgenik
menun jukkan bahwa ketiadaan MT akan berpengaruh sangat kuat dalam
langkah-langkah pembentukan seng. Langkah-langkah ini akan berperan
sebagai kontrol dalam metabolisme seluler. Dalam hal ini, MT bukan
hanya berperan sebagai buffer melainkan sebuah rheostat ligand dan
regulator redoks pada tingkat protein pada saat regulasi gen dan
regulasi selama siklus sel berlangsung. Proses ini hanya membutuhkan
substansi penting yaitu seng.

Identifikasi karakteristik fungsi protein khususnya MT/T
berlahan-lahan sudah terungkap dan tantangan berikutnya adalah untuk
mengetahui dan memahami sinyal-sinyal interaksinya. Dengan demikian,
ada yang mengatakan bahwa oksidan digunakan dalam proliferasi sel,
dimana dalam proses sintesis protein memerlukan seng (Burdon 1995),
dan operasi akan dikurangi saat berada di sekitar lingkungan
sitosol. Hal ini akan dicapai dengan kompartementalisasi reaksi
redoks dan dengan menjaga pasangan redoks yang tingkat potensinya
berbeda. Misalnya adalah NAD/NADH dimana kurang lebih 105 kali
lebih tinggi dari pasangan NADP/ NADPH. Selanjutnya, kira—kira pada

-394 mV dimana sudah dikurangi banyak daripada pasangan GSH/GSSG
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dengan potensial -239 mV pada sitosol (rasio konsentrasi 100:1 dari
1 mmol/L total GSH) atau -165 mV pada reticulum endoplasma (rasio
3:1). Perubahan sangat kecil pada potensial pun akan sangat
berpengaruh terhadap langkah-langkah biokoimia. Dengan demikian,
potensial dengan ukuran 72 mV lebih mengoksidasi beberapa pasangan
GSH/GSSG, perbedaan potensial redoks antara proliferasi dan konfluen
fibroblas dalam 34 mV. Beda potensial sekecil 15 mV dapat
menghapuskan ikatan redoks dalam trankripsi DNA.

Dengan demikian, pertanyaan mengenai berkurangnya oksidasi
seng dari sentral seng/ sulfur telah terjadi, tetapi kapan dan
dimana proses ini terjadi belum diketahui. Oksidasi stres merupakan
salah satu contoh ketidakseimbangan antioksidan yang menimbulkan
gangguan homeostatik seluler pada seng dan mekanisme patofisiologi
neurodegen—erative serta penyakit-penyakit lainnya.

Seng pada sistem keseimbangan mempunyai 2 peran, yaitu katalis dan
struktural. Kedua peran ini mengorganisasi protein subdomain untuk berinteraksi
dengan DNA atau dengan protein. Melalui difraksi sinar X dan NMR spectroscopic ,
Albert  menclaah koordinasi seng pada protein serta variabilitasnya. Motif
koordinasi seng dapat diartikan bahwa karakteristik pengaturan jarak dari partikel
asam amino ligan. Pada dekade terahir ini difraksi sinar X dan NMR spectroscopic
menjadi penemuan pertamayang kemudian didefinisi sebagai keluarga besar dari
protein seng. Salah satu konsckuensi dari hal tersebut, angka protein seng meningkat
schingga minimal bisa mengenali satu taksiran konservatif dari beribu-ribu taksiran.
Seng tersedia di dalam sel secara bebas dan tidak memiliki ion. Seng ini terikat kuat
dengan protein dengan mengikat picomolar yang tetap dan pada konsentrasi bebas
ion diharapkan berada didalam picomolar atau nanomolar.

Cara seng melepaskan dari distribusi situs pengikat pada protein dan
distribusi seng mentransfer dari satu situs ke situs lainnya. Fungsi dari sepasang
MT/T scbagai sistem keseimbangan seng. Panel kiri: terjadi peningkatan sejumlah

seng yang dipengaruhi sintesis T melalui transkripsi faktor dan formasi MT. Panel
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kanan : jika sejumlah seng tersedia rendah dan jika seng diperlukan apomorms
protein seng, seng dilepaskan dari protein MT melalui mekanisme keseimbangan
seng dan t terbentuk. Pemanfaatan seng harus discimbangkan untuk menghalangi
konsekuensi penyakit.

Percobaan yang akan dilakukan vyaitu untuk membuktikan bahwa
metallothionein (MT)3 / thionein (T) merupakan seperangkat biokimia yang
mengontrol konsentrasi seng. Aktivasi elemen faktor transkripsi — mengikat logam —
responsif menginduksi T ketika konsentrasi seng mencapai keadaan kritis, namun
sejauh ini tidak terdefinisi, diikuti dengan penyerapan seng di MT. Berdasarkan
keseluruhan seng mengikat mamalia MT pada pH 7 (Vasa’k dan Kagi 1994], MT
mengikat seng lebih erat daripada kebanyakan protein seng lain dan termodinamika
dasar khusus seng karena kosentrasi seng MT relatif tinggi dibandingkan dengan
protein seng lain, seng terikat MT mewakili 5-10% dari total seng dalam hepatosit
manusia. Akibatnya seng tidak dapat bergerak bebas dari situs pengikat ketat yang
ada di MT, dari afinitas yang lebih rendah tanpa bantuan efektor yang mengikat
pelepasan dan transfer. MT seng lebih cepat dalam reaksi intramolekul dan
antarmolekul dengan ikatan seng lain meskipun stabilitas termodinamika ini relatif
tinggi. Sistem MT/T mempunyai 2 fungsi yaitu menyerap seng (konsekuensi dari
regulasi gen) dan melepaskan seng ( saat membutuhkan sinyal).

6Zn-MT digunakan untuk menyaring campuran biologi yang akan melepas
Zn dari MT, schingga diperoleh GSSG dan disulfida lain sebagai faktor pelepas.
Adapun reaksi antara MT dan GSSG relative lambat (k=5x10°/sM pada pH 8.6).
Hipotesis yang dipakai bahwa mekanisme pelepasan suatu logam akan menyambung
ke pengontrolan isi Zn di Mt ke keadaan reduksi GSH. Hal yang dipelajari yaitu
hubungan dan transfer Zn dari MT ke kedua apoenzim dan pengaruh agen
chromophoric Zn—chelating seperti 4-(2-piridylazo) resorsinol sebagai penerima Zn.
Hubungan antara distribusi Zn dan reduksi GSH/GSSG bahwa distribusi Zn
mungkin dikontrol oleh metabolisme perantara karena GSH/GSSG dikontrol oleh
reduksi NADP/NADPH menembus oksidasi glukosa di jalur pentose phospat.
Enzim dengan sisi aktif disulfida bereaksi dengan MT dan melepas Zn. famili
thiol/disulfida oksidoreduktase oksidan terhadap MT dan dapat menguntungkan

interaksi spesifik MT atau distribusi Zn ke spesifik sinyal seluler. Hal ini
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menunjukan bahwa adanya aktivitas protein disulfida sebagai oksidan secluler,
utamanya dalam sel bakteri.

Selenium diperlukan sebagai oksidan seluler thiol. Se dalam enzim GSH
peroksidase, selenol dari sisi aktif selenosistein teroksidasi pertama kali oleh
peroksidasi menjadi derivate asam selenic, kemudian menjadi oksidan untuk thiol
GSH. Campuran Se mempunyai kemampuan untuk melepas Zn dari MT. Se
mempunyai senyawa vang mirip GSH peroksidase, melepas Zn dari MT pada reaksi
kedua yang diikuti 1:1 stoikiometri dengan respek ke thiol. Reaksi selenosistamin
terjadi pada konsentrasi yang lebih rendah dibandingkan sistamin. Interaksi antara Se
dan Zn/S meningkatkan kemungkinan bahwa campuran Se dari molekul ringan atau
Se sebagai komponen enzim yang mungkin memiliki aktivitas oksidan dari MT.

Induksi metallothionein (MT) secara khusus tergantung pada logam. Kehadiran
respon elemen logam (MREs) dalam urutan gen metallothionein yang menunjukkan
bukti spesifik logam yang terinduksi selama proses transkripsi metallothionein. Elemen
logam yang baru nantinya akan mengikat protein untuk dimasukkan ke dalam faktor
transkripsi logam 1 (MTF-1) yang berperan sebagai mediator positif untuk memulai
adanya ckspresi gen metallothionein (MT). Faktor MTF-1 memerlukan konsentrasi
peningkatan Zn selama DNA mengikat secara optimal. MTF-1 bagian protein Zn yang
diperlukan adalah scbagai dasar dan ckspresi dari induksi berat logam MT. Sclanjutnya,
konstitutif aktif MTF-1 awalnya dihambat oleh inhibitor Zn sensitif yang diistilahkan
dengan inhibitor transkripsi logam (MTI). Pada saat munculnya Zn. ion Zn terikat untuk
mengikat bagian Zn sehingga pada saat pemisahan terjadi secara MTF-1/MTI kompleks.
Kondisi ini memungkinkan MTF-1 untuk berinteraksi dengan MRes di promotor MT
dan untuk selanjutnya mengaktifkan proses transkripsi MT. Lalu pengikatan MT baru
yang nantinya akan disintesis untuk hasil Zn dalam memperbaiki MTF-1/MTI kompleks.
Logam lain seperti Cd. Cu dan Hg, yang nantinya dapat menyebabkan MT untuk tidak
mengaktifkan MRes secara langsung dan disarankan untuk mengikuti jalur yang
mengalami hasil dalam peningkatan pada tingkat konsentrasi Zn bebas secara
intraseluler. Contohnya saja seperti Cd. Cu dan Hg yang memiliki afinitas ligan yang
Iebih besar dari Zn dan untuk menggantikan Zn dari tempat pengikatan Zn dengan
mengikat Zn lain melalui pertukaran reaksi logam-logam. Zn juga menggantikan untuk

menyediakan pengikatan inhibitor, melepaskan hambatan dari faktor transkripsi dan
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selanjutnya memulai adanya ekspresi MT. Selain itu, MRes dapat mampu berinteraksi
dengan banyak protein, yang dapat mengatur ekspresi MT. Radikal bebas yang
diproduksi dari bahan kimia dari berbagai pelarut organik seperti etanol, kloroform dan
alkilasi yang juga dapat menginduksi ekspresi dari MT. MT memiliki peranan yang saat
ini difokuskan pada kanker ogenesis dan mempunyai hubungan dengan adanya siklus sel
kanker.

5.3. Metallothionein pada Manusia

Pemeriksaan sckuensing dilakukan untuk mengetahui lebih mendalam urutan
gen metallothionein. Sekuen gen tersebut kemudian dibandingkan berdasarkan gen
vang dikonfirmasi dari National Center for Biotechnology Information (NCBI
Bethesda, MS, USA).

Sekuensing DNA merupakan wscs atau teknik penentuan urutan basa
nukleotida pada suatu molekul DNA. Sekuensing DNA dapat dimanfaatkan untuk
menentukan identitas maupun fungsi gen atau fragmen DNA lainnya dengan cara
membandingkan sekuens sampel dengan sekuens DNA lain yang sudah diketahui.
Metode Sekuensing dapat digunakan untuk mengidentifikasi sebuah mutasi gen dan
dapat membandingkan gen homolog diantara spesies. Pada tahun 1977 metode
sekuensing telah berkembang di Amerika yang&)elopori oleh Maxam and Gilbert
dan pada tahu 1974 di Inggris olch Sanger. Ada dua mectode Sckuensing yaitu
metode Maxam and Gilbert dan Sanger (Lilian ef al. 2002).

Hasil sckuensing didapatkan dalam bentuk elektroforegram. Pada
elektroforegram terdapat bebera&kurva dengan empat warna berbeda. Warna biru
menunjukkan basa sitosin (C), warna hitam basa guanine (G), warna hijau basa
adenin (A) dan warna merah basa Timin (T). Pembacaan elektroforegram didasarkan
pada warna kurva yang membentuk puncak tertinggi. Jika terdapat satu kurva, maka
diasumsikan bahwa pada posisi tersebut terdapat pasangan alel homozigot. Jika
terdapat dua puncak kurva yang memiliki tinggi relatif sama, maka pada posisi

tersebut diasumsikan pasangan alel heterozigot.
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BAB VI

METALLOTHIONEIN SEBAGAI BIOMARKER

Literatur tentang sintesis metalonin pada berbagai macam spesies laut telah
banyak dipelajari dan berkembang luas. Studi ini. penckanannya adalah pada ikan
mas dan ikan nila serta manusia.

6.1 Analisis metallothionein Ikan

Metalotionin telah diidentifikasi sebagai peran utama dalam keseimbangan
logam pada beberapa spesies ikan laut maupun ikan air tawar, termasuk
salmoniformers, pleunectiformes, cypriniformes dan gadiformes. Sebagian besar
bukti yang berdasar pada peneclitian — penelitian sebelumnya menjabarkan bahwa
umumnya tingkat metalotienin dan logam yang tersebar akan meningkan sesuai
dengan fungsi dosis yang diberikan(George dan Olsson,1994). Fakta bahwa baik
ikan maupun invertebrata memiliki respon yang komplek terhadap stres metal, yang
mana didasarkan pada beberapa meckanisme detoksifikasi substrat, membuat ikan
sama baiknya dengan invertebrata untuk menjadi perwakilan untuk monitoring
berdasarkan pada determinasi metalotionin(Amiard et al, 2006).

Bagaimanapun juga, sebagian besar populasi asli ikan dianggap kurang tepat
mewakili indikator biologis lingkungan yang terkontaminasi dibandingkan dengan
beberapa jenis invertebrata karena pergerakan mercka yang menandakan bahwa ikan
tidak memenuhi kriteria yang tepat sebagai indikator yang baik pada
ckosistem(Langston et al., 2002). Ada pula variasi dari kondisi-kondisi lain, selain
logam yang berpotensial dapat menghasilkan pada induksi metalotionin di ikan.

Telah dianjrkan, sebagai contoh konsentrasi basal dari metalotioni pada beberaoa
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spesies ikan berbeda dengan waktu tahun, wilayah reproduksi, suhu air dan wilayah
pertumbuhan(Duquesne, 1992; Hamzchaffai et al., 1995)

Hasil ekspresi MT didapatkan dengan membandingkan larutan
sampel (hati ika yang dibiakkan dalam keramba apung di sungai yang
terkontaminasi logam berat Cd, Pb dan Hg) dengan larutan standar
Cd, Pb dan Hg dengan panjang gelombang 154 nm. Jenis HPLC yang
digunakan adalah £ZChrom Flite Jasco HPLC System (UV2070-PU2080-
[Cnet II/ADC). fase diam berupa gel C-18 berdiameter 3,5 mikrometer
dengan panjang kolom 4,5 x 150 mm sementara fase gerak menggunakan
cairan asetonitril dan tris buffer HCl pH 8,1 dengan perbandingan

40:60 (v/v).

6.2 Analisis ekspresi metallothionein Pada Manusia

Dewi (2015) dalam penelitianya terhadap 52 pekerja SPBU di
wilayah Semarang Barat, Semarang Timur dan Semarang Selatan yang
diambil darahnya menunjukkan hasil adanya akumulasi gam Pb di
dalam darahnya (Tabel 2) kadar Pb rata-rata di dalam darah pekerja
sebesar 14,23 wug/dL dengan simpang baku 2,54 wg/dL. Kadar Pb
tertinggi 30,62 wng/dlL dan terendah 5,28 wg/dlL. Batas maksimal
kadarPb dalam darah menurut WHO (1995) adalah 25 ug/dL. Berdasarkan
kriteria tersebut maka 59,6% responden mempunyai kadar Pb darah
sedang (10 - 25ug/dL) vang masih dalam batas kriteria normal, 32, 7%
mempunyai kadar timbal rendah (< 10 wng/dl) dan 7,7% atau 4
responden mempunyai kadar timbal tinggi (> 25 wg/dL). Adapun hasil
pemeriksaan kadar kadmium darah perugas SPBU rata-rata 3,22 ug/dL
dengan simpangan baku 5,24 ug/dL. Kadar kadmium tertinggi 22,43

ug/dL dan terendah 2,15 p g/dL.
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Tabel 2. Distribusi frekuensi kadar timbal dalam darah Pekerja SPBU
Kota Semarang

Kadar timbal Frekuensi Persentase (%)
Rendah (< 10 ng/dL) 17 32,7
Sedang (10-25 31 59, 6

ug/dL)
Tinggi (025 wg/dL) 4 T
Total 52 100

Akumulasi logam berat Pb dalam darah pekerja SPBU diakibatkan
oleh berbagai hal. Salah satu penyebab akumulasi ini adalah
lingkungan sekitar pekerja tercemar oleh logam berat dan tejadi
proses inhalasi secara terus—menerus. Dewi (2015) mendukung
penelitiannya dengan membandingkan kadar Pb dan Cd udara yang telah
dilakukan oleh Badan Lingkungan Hidup Kota Semarang. Kadar Pb udara
di salah satu SPBU wilayah Semarang Barat sebesar 0,061 ug/m'’.
Kadar Pb udara di salah satu SPBU wilavah Semarang Timur sebesar
0, 056 pwg/m’. Kadar Pb udara di salah satu SPBU wilayah Semarang
Selatan sebesar 0,035 wg/m’. Sedangkan kadar Pb udara di salah satu
SPBU wilayah Gunungpati sebesar 0,020 wg/m’.

Sebagian sampel darah dilakukan uji lanjut berupa isolasi dan
purifikasi DNA dilanjutkan elektroforesis dan PCR diperoleh hasil

seperti pada Gambar 10.
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Gambar 10. Hasil isolasi dan purifikasi DNA sampel darah manusia

Tenik sekuensing dilakukan setelah dikteahu adanya ekpresi
metallothionein. . Dewi (2015) melakukan sekuensing terhadap 6 darah
pegawai SPBU vyang mengakulasi logam Pb dan C(d. Hasil vyang
ditunjukkan adalah pekerja tersebut mensintesis Metallothionein di
dalam darahnya. Sekuensing dilakukan dengan bantuan Laboratorium
PT. Genetika Science Indonesias.Pemeriksaan sekuensing dilakukan
untuk mengetahui lebih mendalam urutan gen MT pada pekerja pompa
bensin. Sekuen gen tersebut kemudian dibandingkan berdasarkan gen
vang dikonfirmasi dari National Center for Biotechnology Information
(NCBI Bethesda, MS, USA). Hasil sekuensing MT-2A pat dilihat pada
Gambar 11 dan 12.
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Gambar 11. Hasil sekuensing sampel Al MT—2A darah pekerja SPBU Kota

Semaang
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Gambar 12. Hasil sekuensing sampel A2 MT-2A darah pekerja SPBU Kota

Semaang

Hasil sekuensing pada gambar 11 dan 12 berupa elektroforegram.
Pada elektroforegram tersebutterdapat beberapa kurva dengan empat

warna berbeda. Warna biru menunjukkan basa sitosin (C), warna hitam
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basa guanine (G), warna hijau basa adenin (A) dan warna merah basa
Timin (T).Pembacaan elektroforegram didasarkan pada warna kurva yang
membentuk  puncak  tertinggi.Jika terdapat satu kurva, maka
diasumsikan bahwa pada posisi tersebut terdapat pasangan alel
homozigot. Jika terdapat dua puncak kurva yang memiliki tinggi

relatif sama, maka pada posisi tersebut diasumsikan pasangan alel

heterozigot.
Sekuensing DNA merupakan proses atau teknik penentuan urutan

basanukleotida pada suatu molekul DNA. Sekuensing DNA dapat

dimanfaatkan untuk menentukan identitas maupun fungsi gen atau
fragmen DNA lainnya dengan cara membandingkan sekuens sampel dengan
sekuens DNA lain yang sudah diketahui. Metode Sekuensing dapat
digunakan untuk mengidentifikasi sebuah mutasi gen dan dapat
membandingkan gen homolog diantara spesies. Pada tahun 1977 metode
sekuensing telah berkembang di Amerika vyang dipelopori oleh Maxam
and Gilbert dan pada tahu 1974 di Inggris oleh Sanger. ;ga dua
metode Sekuensing yaitu metode Maxam and Gilbert dan Sanger (Lilian
et al. 2002).

Hasil sekuensing berupa urutan nukleotida dalam bentuk ABI £7/e
selanjutnya dilakukan pengeditan dalam progam Bio edit versi 7.0.9.
Pengeditan dilakukan untuk menghilangkan basa vyang tidak perlu

dengan membandingkan sekuen dengan kromatogram.Hasil sekuensing

bentuk Abi f7/e dapat dilihat pada Gambar 13.

1 AAGCAGCATTCCCAAGTCCCGCTTTCACCCGCGCGCTAACGGCTCAGGTTCGAGTACAGG

R # S Y K
61 ACAGGAGGGAGGGGAGCTGTGCACACGGCGGAGGCGCACGGCGTGGGCACCCAGCACCCG
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Y v M R

K S R K R
181 AGTGGGCCGCCTTCAGGGAACTGACEGCCCGCGECCCGTGTGCAGAGCCGEGTGCGCCCE

R K MS R

M S R Y KK R A
361 AACACTGCTTGCCGCGCTGCACTCCACCACGCCTCCTCCAAGTCCCAGCGAACCCGCGTG

R R K S R R * K

421 CAACCTGTCCCGACTCTAGCCGCCTCTTCAGCTCGCCATGGATCCCAACTGCTECTECGC
..................................... ATGGATCCCAACTGCTCCTGCGC
..................................... -M—D—P—N—-C—5—C—A

* Y Wx Y Y Y S Y

481 C6CCHGTGACTCRTGCARCTOEGCEGECTCCTGCAAATGCAAAGAGTGCAAATGCACCTC
24 CGCCGGTGACTCCTGCACCTGCGCCGGCTCCTGCAAATGCAAAGAGTGCAAATGCACCTC
8 ——A--G—-D—5—C—T-—C--A-—6—8—C-—K—C—K—~B—C—E—C—~T—5

RR %% % RY YY Y DY Y R
541 CTGCA&GAAAHECEGCTGCTCCTGCTGCCCTGTGGGCTGTGCCAAGTGTGCCCAGGGCTG
84 CTGCAAGAAAAGCTGCTGCTCCTGCTGCCCTGTGGGCTGTGCCAAGTGTGCCCAGGGLTG
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[16)
28 -~ - - V- A -,

* K Y S RY YR # W D Y ¥
601 CﬁTCTGCHAAGGGGCGTCGGACAAGTGCAGCTGCTGCGCCTEATGCTGGGACAGCCCCGC
144 CATCTGCAAAGGGGCGTCGGACAAGTGCAGCTGCTGCGCCTGA. .. oot
18 =l =h ==l LA e somremmsars

vVY S M M Y oskk S S
661 TCCCAGATGTAAAGAACGCGACTTCCACAAACCTGGATTTTTTATGTACAACCCTGACCG

R W

M

Gambar 13. Hasil sekuensing bentuk Abi file

Pengeditan selanjutnya dilakukan dengan membandingkan alligment
dalam Clustal W. Hasil yang didapatkan adalah urutan basa nukleotida
MT-2A pada urutan basa ke-388 dan 608. Sekuen yang telah dilakukan
pengeditan dimasukkan dalam BLAST NCBI untuk mengetahui homologi
sekuen sampel dengan spesies terdekat dari koleksi GenBank. Dewi
(2015)  mengemukakan hasil BLAST dari sekuen vyang diperoleh
menun jukkan nilai homologi vaitu 96. Perbedaan nukleotida diantara
MT-24 digambarkan melalui sekuen nukleotida hasil aligment BLAST.

Hasil alignment asam amino ﬁmeerlihatkan adanya kesamaan
susunan asam amino penyusun gen MT-2A antara sampel dengan sampel
?ginnya yvang ada di Genbank.Hasil tersebut memperlihatkan bahwa

sekalipun pada tingkat nukleotida terlihat adanya mutasi (transisi
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maupun tranvers. Akan tetapi mutasi yang terjadi hanya bersifat
mutasi si/ent yakni mutasi pada nukleotida yang tidak menimbulkan
perubahan asam amino. Mutasi ini tidak mengubah fungsi dari gen
sitokrom oksidase I (Zein & Prawiradilaga 2013). éodon dengan pola
seperti itu, menurut Dale dan Park (2004) dikenal dengan istilah
synonymous — codons. Zhang et al. (2010)  menambahkan  bahwa
karakteristik lain mtDNA terdapat pada prosentase kandungan basa.
Pada manusia, MTs dikodekan oleh sekelompok gen yang terletak
pada kromosom 16ql3 yang terdiri dari sepuluh isoform MT fungsional.
Protein yang dikodekan dibagi menjadi empat kelompok: MT1, MT2, MT3
dan MT4 protein. Isoform MT manusia memiliki pola ekspresi spesifik
jaringan. Ekspresi MTs meningkatkan dalam menanggapi berbagai induser
seperti logam, interleukin, interferon, tumor necrosis factor alpha

dan hormon glukokortikoid.
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BAB VII
PENUTUP

Proses pemantauan penanda biologi (biomarker) dan polusi logam (metal)
biasanya digunakan untuk memantau paparan logam berat baik di udara maupun di
daerah perairan. Monitoring ini digunakan untuk mencatat konsentrasi total (dan
belum tentu bioavailable) dari sebagian rentang kecil polutan dalam matrik yang
berbeda pada lingkungan yang diberikan. Pemantauan ini merupakan cara yang lebih
modern dibandingkan dengan vang lain. Melalui pemantauan dengan biomarker
dapat diketahui status kesehatan suatu lingkungan dan dapat digunakan untuk
mengukur indeks respon terpadu.

Analisa secara kimia menunjukkan hanya ada bahan polusi (polutan) dengan
konsentrasi tunggal di lingkungan, sementara indeks biomarker yang terintegrasi
juga menunjukkan kemampuan bioavaibilitas dan interaksi serta pengaruh gabungan
dengan memperhatikan banyak faktor karakteristik lingkungan.

Biomarker dapat diartikan sebagai suatu respon biologi terhadap kondisi
lingkungan kimia pada tingkat individu atau menunjukkan rendahnya respon awal
dari status normal. Jadi biomarker ini dapat diamati pada individu dengan
memperhatikan gejala-gejala biologi apa yang muncul pada individu akibat dari
polutan vang ada di lingkungan. Proses pada manusia dapat diamati melalui
pengujian dengan sampel darah atau urinenya. Jadi melalui pengamatan secara
biokimia, fisiologi, histologi, morfologi, dan perilaku dapat dijadikan sebagai
biomarker.

Biomarker sendiri dapat dibedakan menjadi dua jenis yaitu biomarker
eksposure dan efek biomarker. Biomarker eksposure berkaitan erat dengan kegiatan
pembongkaran. Namun pengertian pembongkaran di sini bukan berarti pengaruh
polutan yang merugikan. Sedangkan efek biomarker lebih mengarah kepada
pengaruh yang merugikan pada organisme. Contohnva pada uji kadar logam di
lingkungan laut Inggris.

Biomarker dianggap sebagai sinyal peringatan pertama pada individu karena

pada tingkat molekul pengaruh polutan hanya pada ambang batas yang kurang
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beracun daripada apabila kita memantau perubahan pada tingkat spesies, populasi,
atau masyarakat.

Berdasarkan hasil BLAST dari sekuen yang diperoleh menunjukkan nilai
homologi yaitu 96% pada gen MT-2Adengan GenBank Acc Number GQ154088.1.
Perbedaan nukleotida diantara M7-24 digambarkan melalui sekuen nukleotida hasil
aligment BLAST. Sehingga dapat dikatakan bahwa gen MT-2A pada pekerja pompa
bensin adalah mirip dengan Gen Bank, yang mana merupakan sekuen gen MT-2A
normal tanpa paparan. Kemiripannya sckitar 96% atau mendekati mendekati 100%.
Dengan demikian gen MT-2A tidak dapat digunakan sebagai biomarker deteksi dini
untuk aengetahui adanya kerentanan terhadap paparan logam berat Pb dan Cd.

Hasil alignment asam amino pada memperlihatkan adanyﬁesamaan susunan
asam amino penyusun gen MT-2A antara sampel dengan sampel lainnya yang ada di
Genbank. Hasil tersebut memperlihatkan bahwa sekalipun pada tingkat nukleotida
terlihat adanya mutasi (transisi maupun tranversi), namun mutasi yang terjadi hanya
bersifat mutasi silent yakni mutasi pada nukleotida yang tidak menimbulkan
perubahan asam amino, sehinggaéidak mengubah fungsi dari gen sitokrom oksidase
I (Zein & Prawiradilaga 2013). Kodon dengan pola seperti itu, menurut Dale dan
Park (2004) dikenal dengan istilah synonymous codons. Zhang et al. (2010)
menambahkan bahwa karakteristik lain mtDNA terdapat pada prosentase kandungan
basa.

Pada manusia, MTs dikodekan oleh sckelompok gen yang terletak pada
kromosom 16ql3 yang terdiri dari sepuluh isoform MT fungsional. Protein yang
dikodekan dibagi menjadi empat kelompok: MT1, MT2, MT3 dan MT4 protein.
Isoform MT manusia memiliki pola ekspresi spesifik jaringan. Ekspresi MTs
meningkatkan dalam menanggapi berbagai induser seperti logam, interleukin,

interferon, tumor necrosis factor alpha dan hormon glukokortikoid
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GLOSARIUM

Detoksifikasi (bahasa Inggris: defoxification, detox) adalah lintasan metabolisme
yang mengurangi kadar racun di dalam tubuh!'! dengan penyerapan,
distribusi, biotransformasi dan ekskresi molekul toksin

Homeostasis merujuk pada ketahanan atau mekanisme pengaturan lingkungan
kesetimbangan dinamis dalam (badan organisme) yang konstan. Homeostasis
merupakan salah satu konsep yang paling penting dalam biologi. Bidang
fisiologi dapat mengklasifkasikan mekanisme homeostasis pengaturan dalam
organisme.

Inflamasi atau peradangan adalah upaya tubuh untuk perlindungan diri. tujuannya
adalah untuk menghilangkan rangsangan berbahaya. termasuk sel-sel yang
rusak, iritasi, atau patogen dan memulai proses penyembuhan

Kodon (kode genetik) adalah deret nukleotida pada mRNA yang terdiri atas
kombinasi tiga nukleotida beruruta yang menyandi suatu asam amino tertentu
schingga sering disebut sebagai kodon triple

Metallothionein merupakan protein yang mengandung banyak asam amino sistein,
memiliki berat molekul yvang rendah serta memiliki kemampuan dalam
mengikat dan mengkoordinasi atom-atom logam.
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