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PENGANTAR
PROF. DR. SRI SUDARWARTI

Berbagai industri cat, tinta, dan pewarna tektil
menggunakan secara luas 2-metoksietanol (2-ME) sebagai
pelarut. Penelitian pada mencit membuktikan, bahwa
senyawa tersebut bersifat teratogenik dan embriotoksik.
Penyebabnya adalah asam metoksiasetat (MAA) yang
merupakan turunan dari 2-ME.

Berbagai penelitian yang telah kami lakukan
membuktikan, bahwa MAA bila diberikan kepada mencit
bunting umur kebuntingan 11 hari dengan dosis 10 mmol/kg
berat badan dapat menginduksi lebih dari 95% kejadian cacat
reduksi jari pada fetusnya. Penelitian secara histologis
membuktikan terjadi kematian sel yang intesif di mesoderm
keping anggota yang akan menimbulkan cacat jari. Selain itu
juga terjadi degenerasi “apical ectodermal ridge” (AER).

Analisis seluler menyimpulkan, bahwa bakal anggota
tubuh yang cacat berusaha melakukan pemulihan yang
tampak pada peningkatan jumlah total sel. Karena laju
proliferasi sel dan kematian sel tidak mencapai keseimbangan,
muncul anggota tubuh yang abnormal.

Penelitian secara morfologis, histologis, dan seluler
belum membuktikan apa sebenarnya pemicu terjadinya
kelainan anggota tubuh. Oleh karena itu selanjutnya
penelitian mekanisme terbentuknya cacat anggota tubuh
secara subseluler perlu dilakukan. Diduga ada protein-protein
tertentu yang berperan dalam menimbulkan cacat tersebut.
Pendekatan dapat dilakukan dengan teknik proteomik untuk
mempelajari keberadaan protein-protein tertenti secara
kualitatif dan kuantitatif.
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BABI

PENDAHULUAN

TEKNIK PROTEOMIK

Proteomik (dari kata proteome, PROTEin complement to
g=nOME) adalah teknik yang digunakan untuk memahami
mekanisme fisiologi dan biokimia dengan membandingkan
keberadaan protein-protein tertentu secara kualitatif dan
kuantitatif yang berasal dari sel atau jaringan pada kondisi
yang berbeda (hitp:;//www.expasy.ch, Maret 2002). Protein
adalah produk gen yang fungsional, sehingga keberadaan
protein akan lebih mencerminkan kondisi sebenarnya dari sel
atau jaringan yang diisolasi (Sarto et al., 1999). Oleh karena
hasil transkripsi gen (mRNA) organisme eukariot tidak
langsung ditranslasikan menjadi protein (Turner et al., 1997),
maka kondisi patologis atau toksisitas tertentu lebih efektif
dipelajari melalui perbedaan penampakan protein (Anderson
et al., 2000) daripada mRNA (mRNA differential display; Syed
dan Hecht, 1998).

Akhir-akhir ini teknik proteomik berkembang pesat
sejalan dengan penyempurnaan dua teknik utama, yaitu
elektroforesis dua dimensi (2-DE), dan spektrometri massa
(MS). Teknik 2-DE diperlukan untuk memisahkan serta
memurnikan ekstrak kasar protein, sedangkan teknik MS
dibutuhkan untuk mengkarakterisasi dan mengidentifikasi
protein hasil pemurnian (http://www.wita-proteomics.com,
Maret 2002). Teknik proteomik telah digunakan dalam
penelitian bidang biologi dasar dan terapan seperti medis dan
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toksikologi, namun belum menjadi kegiatan rutin (Anderson
et al., 2000).

Teknik SDS-PAGE 2-D (two-dimensional sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) dapat
memisahkan dan memurnikan ekstrak kasar protein dari
jaringan atau sel (Sarto et al., 1999; Gygi et al., 2000). Teknik ini
mampu memisahkan sekaligus ratusan polipeptida dari
ekstrak  kasar protein berdasarkan pI (point of
isoelectrofocusing) dan Mr (Massa relatif; Dunbar et al., 1990;
Gestern, 1996) yang menggambarkan satu jenis protein
tertentu (Fichmann, 1998). Bercak protein hasil SDS-PAGE 2-D
kemudian dibandingkan lebih dulu dengan peta acuan PAGE
2-D untuk jaringan tertentu (http://www.genbio.com, Maret
2002). Bila peta acuan PAGE 2-D belum tersedia atau identitas
bercak protein belum diketahui, selanjutnya harus dilakukan
karakterisasi dan identifikasi antara lain dengan teknik MS
(Takayama dan Tsugita, 2000).

Untuk dapat dikarakterisasi, bercak protein harus
didegradasi dengan enzim pada posisi asam amino (AA)
tertentu menjadi sejumlah fragmen peptida, kemudian
masing-masing fragmen ditentukan massanya menggunakan
MALDI TOF-MS (matrix-assisted laser desorption ionization
time of flight mass spectrometry) yang mampu menganalisis
sampel protein lebih rendah dari 5 pmol (Fernandez et al.,
1998). Telah tersedia pusat data massa peptida dengan
informasi urutan AA yang dapat diakses secara langsung
melalui internet (Henikoff et al, 2000) antara lain dengan
perangkat lunak ProFound (http://www.prowl.rockefeller.edu,
Maret 2002), sehingga identitas bercak protein hasil SDS-
PAGE 2-D dapat ditentukan.

Berdasarkan uraian tersebut di atas didapat beberapa
keuntungan dalam penggunaan teknik proteomik, antara lain
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Bekeria pada tingkat protein fungsional yang

I fungsi sebenarnya di dalam sel atau jaringan,
\@=m (5) analisis dapat dilakukan dengan kuantitas sampel
gmui=n yang rendah (<5 pmol). Oleh karena itu teknik
peot=omik  dapat dimanfaatkan untuk mengungkapkan
Besbecai mekanisme biologis dalam bidang biologi dasar dan
feapan.

TERATOGENISITAS ASAM METOKSIASETAT

Toksikologi perkembangan atau teratologi adalah ilmu
yang mempelajari sebab-sebab terjadinya cacat lahir atau
kelzinan kongenital berupa struktural, perilaku, faal, dan
metabolik. Kelaianan kongenital itu dapat disebabkan oleh
berbagai teratogen seperti hormon, infeksi, fisik, dan kimia.
Dalam berbagai industri, seperti cat, tinta, tekstil (Syed dan
Hecht, 1998), dan semikonduktor (Hays et al, 2000), 2-
metoksietanol (2-ME) telah lama dikenal sebagai bahan
pelarut. Senyawa itu terbukti teratogenik serta embriotoksik
(Hays et al, 2000) setelah masuk ke dalam tubuh melalui
mulut, kulit atau pernafasan. Sampai sekarang 2-ME secara
intensif menjadi bahan kajian, baik di laboratorium (Ambroso
et al., 1999; Hays et al., 2000; Cheever et al., 2001) maupun di
lapangan (Shih et al., 1999; Shih et al., 2001). Di dalam tubuh, 2-
ME akan diubah menjadi asam metoksiasetat (MAA) dengan
bantuan alkohol dehidrogenase (ADH) dan aldehida
dehidrogenase (ALDH; Ritter et al., 1985; Cheever et al., 2001),
dan menurut O'Flaherty et al. (1995) MAA adalah teratogen
terakhir.

MAA pada mencit terbukti paling banyak memunculkan
kelainan autopodium, terutama cacat reduksi jari (Rasjad ef al.,
1991a; Sudarwati et al., 1993; Suripto et al.,, 1996). Dosis tunggal
MAA 10 mmol/kg berat badan (bb) yang diberikan secara
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gavage pada umur kebuntingan (uk) 11 hari mencit Jcl:ICR
memunculkan 96 % abnormalitas anggota tubuh depan
(Rasjad et al., 1991b). Sudarwati et al. (1993) melaporkan
terjadinya 94 % abnormalitas anggota tubuh akibat perlakuan
dengan dosis tunggal MAA 10 mmol/kg bb yang diberikan
secara gavage pada uk 11 hari mencit A/]. Mencit Swiss
Webster (SW) uk 11 hari yang diberi MAA 10 mmol/kg bb
secara gavage memunculkan 96 % abnormalitas anggota tubuh
(Suripto et al., 1996). Dari hasil penelitian-penelitian tersebut
dapat disimpulkan bahwa uk 11 hari, dosis tunggal MAA 10
mmol/kg bb, dan pemberian secara gavage pada berbagai galur
mencit menyebabkan tingkat kemunculan abnormalitas
anggota tubuh sangat tinggi.

Sudarwati et al. (1995) telah mempelajari secara
morfologi dan histologi pengaruh MAA  terhadap
perkembangan anggota tubuh depan mencit A/]. Dosis
tunggal MAA 10 mmol/kg bb yang diberikan secara gavage
pada uk 11 hari, 6 jam setelah perlakuan terdapat kematian sel
mesoderm di wilayah preaksial keping anggota, yang belum
tampak pada kontrol. Kematian sel terjadi juga pada AER
(Apical Ectodermal Ridge), sehingga AER menyusut lebih
cepat pada kelompok perlakuan dibandingkan dengan
kontrol. Pada 12 jam setelah perlakuan, kematian sel
bertambah dan menyebar di seluruh mesenkim keping
anggota. Juga mulai terlihat adanya kelainan bentuk keping
anggota dengan kematian sel yang terutama terlokalisasi di
bagian postaksial. Jenis kelainan jari sudah dapat diprediksi
mulai 48 jam setelah perlakuan, atas dasar pola kematian sel
dan pola kondensasi rigi jari. Pada 72 jam setelah perlakuan,
kelainan jari sudah definitif dan kematian sel sudah berkurang
dibandingkan dengan pada 48 jam setelah perlakuan. Dari
hasil penelitian itu Sudarwati et al. (1995) menyimpulkan,
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bahwa kelainan perkembangan jari akibat perlakuan dengan
MAA pada mencit A/J terutama disebabkan oleh kematian sel
yang intensif di wilayah tertentu mesenkim keping anggota
dan degenerasi AER yang lebih cepat.

Dosis tunggal MAA 10 mmol/kg bb yang diberikan
secara gavage pada mencit SW uk 11 hari nyata menurunkan
berat anggota tubuh embrio, sehingga dapat diartikan telah
terjadi retardasi perkembangan anggota tubuh (Martgrita et
al., 2000). Martgrita et al. (2000) menganalisis pengaruh MAA
terhadap perkembangan anggota tubuh mencit dengan
menggunakan tiga petanda biokimia (biochemical marker;
Slotkin et al., 1991) antara lain indeks jumlah total sel (ng
DNA/organ). Fluktuasi jumlah total sel yang terjadi pada 2, 4,
6, dan 12 jam setelah perlakuan MAA nyata lebih rendah
dibandingkan  dengan  kontrol.  Keadaan  tersebut
mencerminkan adanya perubahan keseimbangan antara laju
proliferasi dan kematian sel dalam keping anggota tubuh.
Antara 24 jam dan 48 jam setelah perlakuan jumlah total sel
meningkat secara nyata dari kontrol, yang merupakan usaha
pemulihan perkembangan anggota tubuh yang mengalami
kelainan bentuk akibat pemberian MAA. Meskipun demikian,
antara 48 jam sampai 60 jam setelah perlakuan jumlah total sel
kembali nyata menurun dibandingkan dengan kontrol. Usaha
pemulihan antara 24 jam dan 48 jam setelah perlakuan itu
ternyata kemudian tidak berhasil, sehingga pada 72 jam
setelah perlakuan anggota tubuh tetap abnormal. Dapat
disimpulkan, bahwa abnormalitas muncul karena tidak
tercapai keseimbangan antara laju proliferasi dan kematian sel
dalam keping anggota tubuh (Martgrita et al., 2000).

Penelitian yang dilakukan oleh Sudarwati ef al. (1995)
dan Martgrita et al. (2000) tampak belum mengungkap
pengaruh MAA pada tingkat subseluler perkembangan awal
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anggota tubuh depan mencit. Perubahan subseluler tersebut
mungkin merupakan peristiwa penentu dalam memunculkan
abnormalitas anggota tubuh.

HIPOTESIS

MAA yang diberikan pada tahap awal perkembangan
anggota tubuh depan mencit SW mengubah kandungan
sejumlah protein tertentu dalam memunculkan abnormalitas
anggota tubuh depan.

TUJUAN

Menganalisis pengaruh MAA terhadap perubahan
kandungan protein-protein tertentu yang mungkin akan
memunculkan abnormalitas anggota tubuh depan mencit SW.

10



BAB VI

PENUTUP

Metoksietanol (2-ME) digunakan secara luas sebagai
pelarut dalam berbagai industri, seperti cat, tinta, pewarna
tekstil, dan semikonduktor. Senyawa itu, setelah masuk ke
dalam tubuh melalui mulut, kulit atau pernafasan, terbukti
bersifat teratogenik serta embriotoksik. 2-ME akan diubah
menjadi asam metoksiasetat (MAA) dengan bantuan alkohol
dehidrogenase dan aldehida dehidrogenase. MAA, bila
diberikan secara gavage pada mencit Swiss Webster (SW) umur
kebuntingan (uk) 11 hari dengan dosis tunggal MAA 10
mmol/kg berat badan (bb), menginduksi lebih dari 95 %
kejadian cacat reduksi jari fetus. Cacat yang diinduksi MAA
ini terutama disebabkan oleh kematian sel yang intensif pada
wilayah tertentu mesoderm keping anggota dan degenerasi
AER. Keping anggota abnormal pertamakali dapat dideteksi
pada 12 jam setelah perlakuan MAA. Informasi tentang
perubahan pada tingkat subseluler akibat pengaruh MAA
selama perkembangan awal anggota tubuh depan, yang
diduga berperan dalam menginduksi abnormalitas, belum
tersedia. Oleh karena itu percobaan ini bertujuan untuk
menganalisis pengaruh MAA terhadap perubahan kandungan
protein-protein tertentu yang mungkin akan memunculkan
abnormalitas anggota tubuh depan mencit SW.

Dosis tunggal MAA 10 mmol/kg bb diberikan secara
gavage pada uk 11 hari mencit SW, sedangkan mencit
kelompok kontrol hanya diberi akuabides steril dengan
volume yang sama. Selanjutnya penelitian ini dilakukan
melalui empat tahap berurutan:

11
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1. Penentuan umur kebuntingan paling awal yang responsif
terhadap perlakuan MAA. Induk mencit dibunuh
(diskolasi leher) pada 2, 4, 6, 8, 10 dan 12 jam setelah
perlakuan MAA. Tunas anggota tubuh depan fetus
diisolasi, ditimbang, dibuat ekstrak kasar (F-0) untuk
menentukan kadar protein total setiap tunas dan analisis
protein dengan teknik SDS-PAGE 1-D. Didapat bahwa
pola berat tunas dan kadar protein total setiap tunas
mulai berubah pada uk 11 hari + 4 jam, sedang PAGE 1-D
memperlihatkan profil protein dengan rentangan massa
relatif (Mr) 29-45 kDa yang nyata berbeda dari kontrol.
Dengan adanya perbedaan-perbedaan tersebut, maka
ditentukan bahwa uk 11 hari + 4 jam adalah umur
kebuntingan paling awal yang responsif terhadap
perlakuan MAA dan selanjutnya protein dianalisis
dengan teknik proteomik.

2. Pemurnian protein. Ekstrak kasar (F-0) dimurnikan
dengan cara fraksinasi dengan berbagai kejenuhan
amonium sulfat (AS), lalu didialisis dan dianalisis dengan
SDS-PAGE 1-D dan 2-D. Hasil PAGE 1-D memperlihatkan
bahwa kadar protein fraksi AS 20-40 % (F-II) dan 40-60 %
(F-I) pada rentangan Mr 29-66 kDa lebih tinggi dari
fraksi lainnya, sehingga F-II dan F-IIT ditetapkan untuk
dianalisis lebih lanjut. PAGE 2-D menunjukkan bahwa
pada kelompok perlakuan F-II terdeteksi bercak protein
dengan Mr 35,1 kDa dan pI (point of isoelectrofocusing)
6,2 (protein X) yang tidak terdapat pada kontrol. Pada
kelompok kontrol F-III didapat bercak protein dengan Mr
41,6 kDa dan pI 6,4 (protein Y) yang tidak terdeteksi pada
kelompok perlakuan, sedangkan pada kelompok
perlakuan terdeteksi bercak protein dengan Mr 81,7 kDa
dan pl 7,3 (protein Z) yang intensitas warnanya sangat

68
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rendah pada kontrol. Selanjutnya protein Y dan Z
dikarakterisasi dan diidentifikasi.

Karakterisasi dan identifikasi protein. Bercak protein Y
hasil PAGE 2-D didegradasi dengan tripsin lalu
diekstraksi. 10 % ekstrak protein ini digunakan untuk
dianalisis dengan spektrometri massa, sedangkan sisanya
90% digunakan untuk pemurnian ulang. Karakterisasi
protein Y dengan teknik MALDI TOF-MS (PDTC;
Rockefeller Univ.) menghasilkan 27 fragmen peptida
dengan massa berbeda yang digunakan untuk identifikasi
tentatif dengan perangkat lunak ProFound. Sembilan dari
27 fragmen peptida memiliki urutan asam amino (AA)
yang cocok dengan 4 kandidat protein (P40-8, ribosomal
protein RS.40 K, protein p40, dan 37 kDa oncofetal
antigen) dan setiap kandidat protein tersusun atas 295
residu AA. Untuk mendapatkan identitas definitif,
protein Y dimurnikan ulang dengan teknik HPLC,
kemudian satu fragmen peptida ditentukan urutan AA-
nya menggunakan mikrosekuenser Edman (PDTC;
Rockefeller Univ.) dan dihasilkan urutan AA internal
XXDXIYIINLKR. Identifikasi definitif urutan AA internal
tersebut dengan perangkat lunak BLAST memperlihatkan
bahwa protein Y adalah ribosomal protein RS.40K
(reseptor laminin; A29395, NCBI) yang tersusun atas 295
residu AA dan memiliki kemiripan 99,3 % dengan
Laminin Binding Protein 34/67 kDa (LBP 34/67 kDa;
P14206, SwissProt) yang dikode oleh gen p40
(MGI:105381).

Bercak protein Z dikarakterisasi, dan diidentifikasi
dengan cara yang sama seperti yang dilakukan untuk
bercak protein Y. Sembilan dari 17 fragmen peptida
protein Z memiliki urutan AA yang cocok dengan 3

69
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kandidat protein (dnaK-type molecular chaperone hsc73,
heat shock 73 protein, dan heat shock cognate protein 70)
dan setiap kandidat protein tersusun atas 646 residu AA.
Analisis ulang protein Z menghasilkan urutan AA
internal ITITNDKGR. Identifikasi definitif urutan AA
tersebut  dengan  perangkat lunak  ScanProsite
menunjukkan bahwa protein Z adalah Heat Shock Protein
70 (HSP70; P08109, SwissProt) yang tersusun atas 646
residu AA dan memiliki kemiripan 100 % dengan Heat
Shock Cognate Protein 70 (HSCP70; AAH06722, NCBI)
yang dikode oleh gen Hsc70 (MGI: 105384).

Western blotting (Wb). Untuk memastikan identitas dan
keberadaan protein Y dan Z dilakukan teknik Wb dengan
antibodi monoklonal LBP 34/67 kDa (LBP-p40) dan HSP70
pada F-0 tunas anggota tubuh depan mencit. Hasil
memperlihatkan bahwa protein Y adalah LBP-p40 yang
kandungannya menurun, sedangkan protein Z adalah
HSP70 yang kandungannya meningkat setelah perlakuan
MAA.

70
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(Bl LBP 67 kDa
menurur’
: Interaksi antara AER dan
Fetus Ikatan histon- mesoderm terganggy’
tunas anggota DNA terganggu’ I

tubuh depan

Kematian Degenerasi AER

Gb. 6.1

Keciiatin ™ sel pada ™ lebihoepat’
tidak sabil | | AR | [
——— Kematian | Cacat reduksi jari *
pNAs [ sel pada
mesoderm
! | keping

Apoptosome® | | anggota®?

Teratogenisitas MAA pada tunas anggota tubuh
depan fetus mencit. Empat jam setelah
perlakuan MAA (uk 11 hari + 4 jam) kandungan
LBP-p40 menurun di nukleus [A] menyebabkan
fragmentasi DNA sehingga terjadi kematian sel
pada mesoderm keping anggota dan AER. Di
permukaan sel [B], perubahan interaksi antara
AER dan mesoderm menyebabkan kematian sel
pada AER. Peningkatan kandungan HSP70
menghambat kematian sel apoptotik dengan
memblok apoptosere sehingga tidak berfungsi.

7

15



Model Teratoproteomik

LBP-p40 dan HSP70 bekerja secara antagonistis
dalam memunculkan cacat reduksi jari (‘Sato et
al., 1996; 2Wang et al., 1992; 3Kinoshita ef al., 1998;
‘Sudarwati et al, 1995; *Hara et al, 1997;
‘Ravagnan et al., 2001; "Quairrie ef al., 1995;
fKaneda et al., 1998; *Surjono dan Haryono,
2002). |-: menghambat

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada 4 jam
setelah perlakuan MAA, LBP-p40 dan HSP70 diperkirakan
bekerja secara antagonistis dalam mengendalikan laju
kematian sel sehingga mengganggu keseimbangan laju
kematian dan proliferasi sel tunas anggota tubuh depan
mencit. Karena keseimbangan ini tidak tercapai, maka jari
menjadi abnormal sebagai efek MAA (Gb 6.1). Dengan
demikian dapat dinyatakan bahwa MAA pada perkembangan
awal anggota tubuh depan mencit SW terutama menyebabkan
perubahan kandungan tiga macam protein yang selanjutnya
menimbulkan cacat reduksi jari. Dua protein, yaitu LBP-p40
dan HSP70, telah dikarakterisasi dan diidentifikasi pada
penelitian ini.

72
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Proteomik (dari kata proteome, PROTEin complement to
genOME) adalah teknik yang digunakan untuk memahami
mekanisme fisiologi dan biokimia dengan membandingkan
keberadaan protein-protein tertentu secara kualitatif dan
kuantitatif yang berasal dari sel atau jaringan pada kondisi
yang berbeda. Protein adalah produk gen yang fungsional,
sehingga keberadaan protein akan lebih mencerminkan
kondisi sebenarnya dari sel atau jaringan yang diisolasi.
Oleh karena hasil transkripsi gen (mRNA) organisme
eukariot tidak langsung ditranslasikan menjadi protein,
maka kondisi patologis atau toksisitas tertentu lebih efektif
dipelajari melalui perbedaan penampakan protein daripada
mRNA (mRNA differential display).

Akhir-akhir ini teknik proteomik berkembang pesat sejalan
dengan penyempurnaan dua teknik utama, yaitu elektro-
foresis dua dimensi (2-DE), dan spektrometri massa (MS).
Teknik 2-DE diperlukan untuk memisahkan serta memurni-
kan ekstrak kasar protein, sedangkan teknik MS dibutuhkan
untuk mengkarakterisasi dan mengidentifikasi protein hasil
pemurnian. Teknik proteomik telah digunakan dalam peneli-
tian bidang biologi dasar dan terapan seperti medis dan
toksikologi perkembangan (teratologi), namun belum
menjadi kegiatan rutin. Buku ini menyajikan upaya rintisan
penerapan analisis protein dalam penelitian bidang tera-
tologi, kemudian disebut teratoproteomik.
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