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kompetensi mahasiswa untuk mendalami biologi molekuler kerang air
tawar famili Uninodae dan kemampuannya untuk mendetoksifikasi
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RINGKASAN

Pencemaran sungai di Indonesia seringkali terjadi sebagai dampak
negatif kegiatan manusia, yang  mengakibatkan penurunan
kualitas perairan sungai. Salah satu kasus pencemaran sungai yang
sangat membahayakan kondisi kehidupan biota air dan manusia,
adalah limbah merkuri dari kegiatan pertambangan emas. Sebagai
contoh, kasus pencemaran Sungai Cikaniki, anak Sungai Cisadane di
Kabupaten Bogor. Di bagian hulu Sungai Cikaniki terdapat
pertambangan emas resmi milik negara, dan beberapa
pertambangan tidak resmi yang disebut pertambangan emas tanpa
ijin (PETI), sementara bagian hilir sungai Cisadane menjadi bahan
baku air minum oleh PDAM Kota Bogor dan Tangerang. Sungai
Cikaniki yang tercemar merkuri menyebabkan kematian pada ikan
baung, serta membahayakan kesehatan pekerja tambang di
sungai  tersebut. Respons biota terhadap akumulasi logam berat
adalah dengan melakukan detoksifikasi secara fisiologis, namun
sebenarnya respons lebih awal terjadi pada level molekuler. Respons
molekuler dapat diidentifikasi, antara lain dari sintesis protein
metallothionein (MT), ketika biota mengalami cekaman lingkungan.
Ekspresi gen MT berupa sintesis protein MT teridentifikasi pada
kerang laut Anadara antiquata yang diinduksi merkuri, Anadara
granosa yang diinduksi tembaga, dan kerang air tawar Anodonta
woodiana yang diinduksi timbal. Potensi kerang air tawar Anodonta
woodiana sebagai biofilter merkuri telah diteliti. Kerang air tawar
lainnya yaitu Pilsbryoconcha exilis tersebar luas di Indonesia dan
dapat dimanfaatkan untuk biofiltrasi, maupun bioremediasi perairan
tercemar.



1. IDENTIFIKASI RESPONS MOLEKULER AKIBAT CEKAMAN
LINGKUNGAN: PROTEIN DAN GEN METALLOTHIONEIN (MT)

Pencemaran sungai di Indonesia seringkali terjadi sebagai
dampak negatif kegiatan manusia, yang mengakibatkan penurunan
kualitas perairan sungai. Salah satu kasus pencemaran sungai yang
sangat membahayakan kehidupan biota air dan manusia, adalah
limbah merkuri dari kegiatan pertambangan emas. Sebagai contoh,
kasus pencemaran Sungai Cikaniki, anak Sungai Cisadane di Kabupaten
Bogor. Di bagian hulu Sungai Cikaniki terdapat pertambangan emas
resmi milik PT Aneka Tambang (ANTAM), dan beberapa pertambangan
tidak resmi yang disebut pertambangan emas tanpa ijin (PETI),
sementara bagian hilir sungai Cisadane menjadi bahan baku air minum
oleh PDAM Kota Bogor dan Tangerang. Sungai Cikaniki yang tercemar
merkuri (Suryono dkk., 2010) menyebabkan kematian pada ikan
baung, dan insekta (Yoga dkk., 2014; Paryono dkk., 2007), serta
membahayakan kesehatan pekerja tambang di sungai tersebut (Junita,
2013).

Respons biota terhadap akumulasi logam berat adalah dengan
melakukan detoksifikasi secara fisiologis, namun sebenarnya respons
lebih awal terjadi pada level molekuler (Gupta & Singh, 2011). Respons
molekuler dapat diidentifikasi, antara lain dari sintesis protein
metallothionein (MT), ketika biota mengalami cekaman lingkungan.
Ekspresi gen MT berupa sintesis protein MT teridentifikasi pada kerang

laut Anadara antiquata yang diinduksi merkuri (Prihatini, 2013),
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Anadara granosa yang diinduksi tembaga (Kok-Kee et.al. 2009), dan
kerang air tawar Anodonta woodiana vyang diinduksi timbal
(Kartikaningsih dkk., 2013).

Potensi kerang air tawar Anodonta woodiana sebagai biofilter
merkuri telah diteliti oleh Khasyar dkk. pada tahun 2012. Kerang air
tawar lainnya yaitu Pilsbryoconcha exilis tersebar luas di Indonesia dan
belum banyak dimanfaatkan untuk biofiltrasi, maupun bioremediasi
perairan tercemar. Penelitian ini bertujuan memaksimalkan
pemanfaatan P. exilis untuk bioremediasi perairan tercemar merkuri,
dan mengidentifikasi ekspresi gen MT sebagai biomarker untuk
pemantauan perairan tercemar merkuri. Penelitian ini merupakan
bagian dari peta jalan penelitian tentang aspek-aspek ekofisiologi dan

biomolekuler kerang, untuk kurun waktu tahun 2010-2020.
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2. PUSTAKA IDENTIFIKASI RESPONS MOLEKULER

Protein metallothionein (MT)

Protein metallothionein (MT) dijumpai pada berbagai jaringan tubuh
dari berbagai species organisme, dan mudah diinduksi oleh beberapa
stimuli. Protein MT mengandung banyak sulfur, mampu mengikat
logam berat, memiliki berat molekul kecil (4-10 kDa), mengandung 26-
33% cysteine (cys) yang mampu mengikat dan menimbun ion-ion
logam dengan ikatan kovalen, serta tidak memiliki asam amino
aromatik atau histidin (Baird et al. 2006; Gagné et al.2007). Protein MT
berperan penting dalam detoksifikasi logam berat (Viarengo etal.
1999). Proses detoksifikasi diawali oleh pengikatan ion logam pada
permukaan sel, yang terjadi karena ion positif terikat pada sisi reaktif
muatan negatif polimer ekstraseluler (seperti R-Coo- dan PO4). Tahap
selanjutnya dalam detoksifikasi logam berat adalah transportasi ion
logam ke dalam sitoplasma, dan diakumulasi oleh protein MT (Bernal-
Hernandez et al. 2010).

Mekanisme proteksi terhadap dampak logam berat oleh MT,
dipengaruhi derajat paparan logam ke jaringan, namun respon MT
bukan satu-satunya mekanisme fisiologis perlawanan terhadap logam
berat pada bivalvia (Bernal-Hernandez et al. 2010; Amiard et al. 2008;
Metian et al. 2008). Pada paparan logam konsentrasi rendah, MT
mengikat logam-logam esensial untuk memelihara homeostasis di

dalam sel. Pada paparan konsentrasi tinggi (misalnya mendekati level
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toksik dan letal), MT mengikat logam dari protein dengan berat
molekul tinggi, dan konsentrasi MT diketahui berkorelasi nyata dengan
konsentrasi logam di jaringan terpapar (Gagné et al. 2007).

Afinitas MT terhadap logam-logam berat bervariasi; merkuri
mempunyai afinitas paling kuat dibandingkan logam lain seperti
tembaga, kadmium, perak, dan zink. Dengan kemampuannya
mengikat logam-logam esensial dan nonesensial, MT membatasi
distribusi logam berat ke tempat-tempat yang tidak diinginkan, dan
memberi perlindungan terhadap toksisitas logam (Amiard et al. 2008).
MT diketahui mengatur tiga proses fundamental, yaitu: 1) pelepasan
gas perantara seperti radikal hidroksil atau oksida nitric, 2) mematikan
sel-sel yang tidak lagi berfungsi (apoptosis), serta 3) pengikatan dan
pertukaran logam. Akumulasi MT pada tingkat sel dipengaruhi antara
lain oleh ekspresi gen, dan degradasi protein (Jenny et al. 2004). Pada
manusia, terdapat empat kelompok(isoform) MT dengan fungsi

spesifik (Tabel 1).

MT-I dan MT-Il sangat mudah diinduksi oleh logam berat, hormon,
inflamasi, stres akut, dan berbagai bahan kimia (Lee & Koh 2010).
Protein MT-I dan MT-Il dapat dijumpai pada banyak species
tumbuhan, hewan (vertebrata dan avertebarata), maupun manusia
(Roesijadi 1994; Baird et al. 2006; Boateng et al. 2010). Meskipun
fungsi MT secara tepat masih terus diteliti, namun bukti-bukti
menunjukkan bahwa MT mengatur atau mengendalikan kemampuan

intraseluler, baik terhadap logam-logam esensial seperti Cu dan Zn,
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maupun logam nonesensial seperti Hg, dan Pb. MT mampu

mendonasikan Cu dan Zn kepada reseptor yang sesuai (misal
metaloenzim dan faktor transkripsi), sehingga dapat mengendalikan
aktivitas metabolik melalui interaksi molekuler yang sangat spesifik

(Jenny et al. 2004).

Tabel 1. Pengelompokan protein metallothionein (MT)*

MT-I dan MT-II MT-II MT-IV
Distribusi Seluruh sel tubuh, | Terutama di sel-sel Terutama di sel-
terutama mukosa | otak, pankreas, dan | sel epitel kulit,
usus. usus. lidah, dan saluran
pencernaan atas.
Jumlah 61 (20 cystein) 68 (20 cystein); 4 Cu | 62 (20 cystein)
asam amino dan 37Zn
Ukuran 3-30 kDa
protein
Fungsi - regulasi Zn & Cu | -inhibisi - regulasi pH
- transkripsi pertumbuhan asam
- detoksifikasi neuron lambung
logam - perkembangan, -indera perasa
- sistem imun organisasi, - proteksi
- proses apoptosis matahari
pencernaan sel otak

Keterangan *) pada manusia (Roesijadi 1994; Baird et al. 2006)

Pemanfaatan MT sebagai biomarker didasarkan pada fakta
bahwa logam-logam dapat tersekap di jaringan tubuh karena kerja
MT. Banyaknya kandungan asam amino cys menyebabkan protein MT
memiliki kelompok 'thiol' (sulfhydryl, -SH) dalam jumlah besar.
Kelompok ini mengikat logam-logam berat dengan sangat kuat dan
efisien. Residu -SH dari cys mampu mengikat logam; satu ion logam

(misal Cd, Zn, Hg) dengan tiga residu -SH, atau satu ion logam dengan
14



dua residu —SH. (Baird et al. 2006; Lee & Koh 2010). Ikatan MT dengan
logam sangat kuat, namun juga dapat mudah bertukar dengan protein
lain, karena ikatan MT-logam memiliki stabilitas termodinamik tinggi,
namun stabilitas kinetiknya rendah. Kondisi ini menyebabkan MT
mempunyai fungsi biologis sebagai distributor, dan mediator
intraseluler dari logam-logam yang diikatnya (Shutkova et al. 2012;
Ryvolova et al. 2011).

Pemanfaatan MT sebagai biomarker didasarkan pada fakta
bahwa logam-logam dapat tersekap di jaringan tubuh karena kerja
MT. Banyaknya kandungan asam amino cys menyebabkan protein MT
memiliki kelompok 'thiol' (sulfhydryl, -SH) dalam jumlah besar.
Kelompok ini mengikat logam-logam berat dengan sangat kuat dan
efisien. Residu -SH dari cys mampu mengikat logam; satu ion logam
(misal Cd, Zn, Hg) dengan tiga residu -SH, atau satu ion logam dengan
dua residu —SH. (Baird et al. 2006; Lee & Koh 2010). Ikatan MT dengan
logam sangat kuat, namun juga dapat mudah bertukar dengan protein
lain, karena ikatan MT-logam memiliki stabilitas termodinamik tinggi,
namun stabilitas kinetiknya rendah. Kondisi ini menyebabkan MT
mempunyai fungsi biologis sebagai distributor, dan mediator
intraseluler dari logam-logam yang diikatnya (Shutkova et al. 2012;
Ryvolova et al. 2011). Struktur gen metallothionein (Patricia & Branco

2011) tercantum dalam Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur gen metallothionein (Patricia & Branco 2011)
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Area promotor dari gen MT berisi beberapa sekuen spesifik,
yaitu MRE (metal regulatory element), ARE (antioxidant regulatory
element) atau disebut juga electrophile response element, dan TATA
box (Gambar 2). Regulasi ion logam oleh gen MT dilakukan melalui
perantara, yaitu sekuen spesifik MRE yang berulang-ulang di area
promotor (Patricia & Branco 2011). Daerah promotor gen MT-1 tikus

(Patricia & Branco 2011) termuat dalam Gambar 2.
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Gambar 2. Daerah promotor gen MT-1 tikus (Patricia & Branco 2011)
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Ekspresi gen MT diinduksi oleh beberapa faktor, antara lain logam
berat, dan agen pengoksidasi. Di sitoplasma sel terdapat
metalloregulatory protein (MP) yang mampu mengenali ketersediaan
(bioavailabilitas) ion-ion logam, kemudian mengaktivasi protein MTF-
1, suatu protein bebas Zn yang bertanggungjawab mengendalikan
transkripsi gen MT, dan selalu dijumpai di inti sel (Gambar 3). Pada
kondisi sel terpapar logam, atau mengalami stres, MTF-1 berikatan
dengan MRE di area promotor gen MT. Protein MTF-1 berinteraksi
dengan komponen-komponen transkripsi, melakukan pengaturan
transkripsi. Ikatan MTF-1 dengan MRE terjadi setelah diaktivasi oleh Zn
(Patricia & Branco 2011). MRE mengikat faktor transkripsi, dan
menunjukkan peran penting dalam merespon logam berat, serta
terlibat dalam perkembangan jaringan, maupun reaksi fisiologis.
Induksi gen MT yang diakibatkan oleh cekaman oksidatif dapat terjadi
pada berbagai tipe sel (Lee & Koh 2010; Bernal-Hernandez et al. 2010).
Pada kerang biru Mytilus edulis ditemukan 9 isoform, yang merupakan
bagian dari gen MT-10 (kelompok MT-IIl) dan gen MT-20 (kelompok
MT-IV), masing-masing menunjukkan ekspresi berbeda terhadap
paparan logam berat (Fasulo et al. 2008). Transkripsi gen MT-10
diinduksi terutama oleh Cd, Zn, Cu, dan sedikit Hg. Sebaliknya,
transkripsi gen MT-20 ternyata rendah, di bawah kondisi basal,
meskipun mRNA meningkat drastis merespon paparan Cd. Sedikit
paparan Hg diketahui menghasilkan ekspresi mRNA yang mirip dengan
MT-10 (Dondero et al. 2005). Karena besarnya peran gen MT dalam

regulasi kemampuan bivalvia merespon lingkungan perairan yang
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tercemar logam berat, maka karakterisasi dan ekspresi gen ini penting
untuk diketahui secara tepat. Model mekanisme induksi gen MT

(Patricia & Branco 2011) tercantum dalam Gambar 3.
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Gambar 3. Model mekanisme induksi gen MT (Patricia & Branco 2011)
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Tujuan penelitian

Penelitian ini bertujuan menyediakan pilihan solusi mengatasi
masalah strategis berskala nasional, yaitu penanganan sungai
tercemar merkuri.
Manfaat penelitian

Penelitian ini berdampak positif, antara lain memaksimalkan
pemanfaatan P. exilis untuk bioremediasi limbah merkuri di sungai,
sehingga dapat memulihkan keamanan bahan pangan dari perairan
tersebut; serta penerapan biomarker metallothionein dalam program
pemantauan dan penilaian perairan sungai yang tercemar merkuri di

Indonesia.
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BAB 3. METODE UJI KARAKTERISASI PROTEIN DAN UIJI
EKSPRESI GEN MT

Sampling kerang Pilsbryoconcha exilis

Sampel kerang bulu A. antiquata diambil dari Sungai Cikaniki,
Kabupaten Bogor (Gambar 4). Sampel-sampel kerang dibagi dua
kelompok; kelompok pertama diambil organ hepatopankreas untuk
keperluan analisis protein MT. Kelompok sampel kerang lainnya
diaklimatisasi dalam akuarium berisi air laut bersih selama 72 jam.
Usai proses aklimatisasi, kerang uji diinduksi dengan gradien
konsentrasi merkuri, kemudian dilakukan ekstraksi untuk
mendapatkan RNA total, dilanjutkan dengan sintesis cDNA untuk
amplifikasi gen GAPDH dan gen MT.

Induksi merkuri

Sampel A. antiquatayang telah diaklimatisasi selama 72 jam, kemudian
dipindahkan ke akuarium percobaan, dan dipaparkan merkuri dengan
empat tingkat konsentrasi, yaitu 0,0025; 0,005; 0,01; dan 0,02 ppm
dalam lima liter air laut bersih pada akuarium terpisah. Kerang yang
digunakan sebanyak enam ekor untuk setiap perlakuan konsentrasi.
Pengambilan contoh jaringan insang diambil pada hari ke 2, ke 4, dan
ke 6 induksi merkuri, masing-masing memakai dua

kerang uji.

Karakterisasi protein MT

Jaringan hepatopankreas A. antiquata diambil 0,1 mg, kemudian

diekstraksi menggunakan kit Tissue Extraction Reagent | (Invitrogen),
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dengan prosedur mengikuti manual pabrik. Hasil ekstraksi dimurnikan
dengan cara disaring menggunakan Sephadec 50, kemudian hasil
filtrasi dimigrasikan bersama dengan PageRulerTM Unstained Low
Range Protein Ladder (Fermentas) dalam medium gel Sodium Dodecyl
Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS PAGE) pada alat
elektroforesis Protein Il Biorad. Pada penelitian ini digunakan gel
bertingkat 5% dan 15%, dengan komposisi gel mengacu pada Shagger
(2006).

Sebagai gel buffer digunakan larutan Tris-Tricine-SDS pH 8,25;
sedangkan untuk buffer elektroforesis digunakan larutan Tris HCl pH
8,9. Gel yang telah selesai dielektroforesis lalu diwarnai dengan
menggunakan PageBlue Protein Staining Solution (Fermentas),
mengikuti prosedur manual pabrik. Hasil pewarnaan gel kemudian

diamati di bawah sinar lampu pembaca gel.
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Gambar 4. Lokasi pengambilan sampel Pilsbryoconcha exilis di sungai
Cikaniki: titik merah X (506238'07.3 E1106232'21.2” tinggi 385 m) dan
situs yang terdeteksi (sumber: dimodifikasi dari Takashi Tomiyasu et
al., 2013).
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Isolasi RNA total

Insang  diekstraksi untuk mendapatkan RNA total,
menggunakan RNEasy Mini Kit (Qiagen), dengan prosedur sesuai
manual pabrik. Integritas RNA hasil isolasi diperiksa dengan migrasi
sampel RNA dalam gel agarose 1,2% selama 30 menit pada alat
elektroforesis. Hasil elektroforesis kemudian diamati dengan alat UV
transluminator. Kuantitas dan kemurnian isolat RNA total diukur
dengan alat Nanodrop (Qiagen). Penelitian tahun ke tiga yaitu
menganalisis ekspresi gen MT pada P. exilis yang diinduksi merkuri.
Perlakuan induksi HgCl, dan pengambilan contoh insang kerang,
dilakukan di Laboratorium Biologi FMIPA Universitas Pakuan. Ekstraksi
RNA total, sintesis cDNA (RT-PCR), amplifikasi house-keeping gene
GAPDH dan gen target MT, mengacu pada Prihatini (2013). Analisis
RNA akan dilakukan di Laboratorium Genetika Molekuler, IPB.

a. Aklimatisasi kijing dan induksi merkuri.

Seluruh kerang P. exilis dari lapang diaklimatisasi selama 48
jam, dalam akuarium besar berisi 100 liter air bersih. Kerang lalu
dipilah menjadi tiga kelompok perlakuan HgCl,, masing-masing 10
ekor, sehingga total jumlah kerang yang digunakan 30 ekor. Masing-
masing kelompok kerang uji dipindahkan ke akuarium percobaan
terpisah, berisi 5L air bersih yang telah dipaparkan HgCl, dengan
konsentrasi 0,1; 0,2; dan 0,4 ppm. Pengambilan contoh insang kerang
untuk ekstraksi RNA, dilakukan pada hari ke 1, 2, 4, 6, 8 setelah induksi

HgCl,, masing-masing memakai 2 ekor kerang. Sebagai perbandingan,
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digunakan 3 ekor kerang yang tidak dipaparkan HgCl,. Contoh insang
dari setiap kelompok diberi label, dan disimpan dalam freezer.
b. Isolasi RNA total

Ekstraksi RNA total menggunakan RNEasy Mini Kit (Qiagen),
dengan prosedur mengikuti manual pabrik. Integritas isolat RNA
diperiksa dengan cara dimigrasikan dalam gel agarose 1,2% selama 30
menit, dan hasilnya diamati dengan UV transluminator. Kuantitas dan
kemurnian isolat RNA total diukur dengan alat Nanodrop (Qiagen).
c. Transkripsi balik RNA (sintesis cDNA)

Proses transkripsi balik RNA (sintesis cDNA) dengan metode
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
menggunakan kit RevertAid Transcriptase (Thermo-Scientific Inc.).
Prosedur RT-PCR diawali dengan membuat larutan mix: ddH20 7 ul, 5x
buffer 4 ul, RNA 4 ul, 10 mM dNTP 2 ul, oligoDT, ribolocs, dan
RevertAid enzyme masing-masing 1 pl. Larutan diinkubasi pada 420C
selama 60 menit, dilanjutkan suhu 700C selama 5 menit. Hasil sintesis
cDNA menjadi cetakan (template) untuk mengamplifikasi house
keeping gene GAPDH, dan gen target MT.

d. Amplifikasi cDNA house-keeping gene (gen GAPDH)

Sebagai kontrol positif kualitas RNA template, dilakukan
amplifikasi gen GAPDH sebagai house-keeping gene (Prihatini, 2013).
Pasangan primer gen GAPDH (Sense-GAPDH dan Antisense-GAPDH)
didesain dari sekuen GAPDH manusia dengan produk PCR sebesar 496
bp (Thermo Scientific).
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Komposisi bahan untuk PCR GAPDH dengan kit BioLab (Qiagen)
sebagai berikut: ddH20 7,8 pl, 5x Q5 buffer 5 ul, 5x enhancer 5 ul, 25
mM MgCI2 1 pl, dNTP 1 pl, primer GAPDH-F 1 pl, primer GAPDH-R 1 pl,
cDNA 3 ul, Taq polymerase 0,2 pl (total 25 pl). Kondisi pra denaturasi
940C 3 menit, denaturasi 940C 45 detik, penempelan 580C 1,5 menit,
dan pemanjangan 700C 1 menit. PCR dilakukan dalam 35 siklus.
Kondisi pasca PCR pada suhu 700C 7 menit, dan pendinginan 200C 5
menit. Produk PCR dimigrasikan dalam gel agarose 1,2% selama 60
menit, dan hasilnya diperiksa dengan UV transluminator.
e. Amplifikasi cDNA gen MT

Primer gen MT hasil desain berdasarkan sekuen MT-2 mRNA
Anadara granosa GenBank. Sekuen primer F.sequence: 5’-
GAATTCGGCAAACTT-3’; dan R.sequence: 5-AGATGACTAGCCGTTA-3'.
Produk PCR primer berukuran 356 bp. Komposisi PCR gen MT dengan
kit BioLab (Qiagen) yaitu: ddH20 5,8 pl, 5xQ5 buffer 5 pl, 5x enhancer
5 ul, 25 mM MgCI2 1 ul, dNTP 1 pl, primer MT-2 F 1 pl, primer MT-2 R
1 upl, cDNA 5 pl, Tag polymerase 0,2 pl (total 25 pl). Kondisi pra
denaturasi pada suhu 940C selama 3 menit, denaturasi 940C selama
45 detik, fase penempelan pada suhu 550C selama 1,5 menit, dan fase
pemanjangan pada 700C selama 1 menit. PCR dilakukan 35 siklus.
Kondisi pasca PCR pada suhu 700C selama 7 menit, dan pendinginan
pada 200C selama 5 menit. Produk PCR dielektroforesis dalam gel
agarose 1,2% selama 60 menit, dan hasilnya diperiksa dengan UV

transluminator.
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f. Sekuensing cDNA dan analisis sekuen

Proses sekuensing lengkap dengan primer depan dan primer belakang
dilakukan di PT Genetika Science, Singapura. Pensejajaran gen MT
menggunakan program MEGA-4. Jarak genetik dihitung berdasarkan p-
distance value dari pasangan nukleotida dan asam amino (Tamura et

al., 2007).
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4. HASIL UJI KARAKTERISASI PROTEIN DAN EKSPRESI GEN MT

Ukuran protein metallothionein (MT) Pilsbryoconcha exilis

Hasil elektroforesis SDS-PAGE menunjukkan adanya variasi
ukuran dari protein MT vyang berhasil diisolasi dari jaringan
hepatopankreas P. exilis. Protein MT yang diperoleh berukuran 5 kDa;
10 kDa; dan 25 kDa (Gambar 5). Selain itu didapat juga protein
berukuran besar ( > 30 kDa), yang diduga merupakan anggota
kelompok protein terkait dengan pengendalian stres, yaitu heat shock

protein (Hsp).

25 kDa

10kDa

5 kDa

1 2 3 4 5

Gambar 5. Ukuran protein MT dari hepatopankreas
P.exilis (Rahayu and Prihatini, 2020)

Protein metallothionein (MT)
Dalam penelitian ini diperoleh protein MT-I berukuran 5; 10;
dan 25 kDa, selain itu juga didapatkan beberapa protein lain

berukuran besar (Gambar 29), yang diduga merupakan anggota
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kelompok protein stres, misalnya heat shock protein (Hsp).
Terdeteksinya protein MT menunjukkan bahwa A. antiquate
memberikan respon biologis terhadap peningkatan gradien
konsentrasi dan lamanya paparan merkuri. Lee & Koh (2010)
menyebutkan bahwa dalam kondisi cekaman oksidatif akibat
akumulasi merkuri, MT berfungsi sebagai antioksidan dalam sistem
pertahanan oksidan secara non-enzimatik.

Protein MT hewan diketahui memiliki empat isoform, yaitu
MT-I, MT-Il, MT-lll dan MT-IV. Isoform MT-lI dan MT-Il terdistribusi
pada berbagai jaringan, terutama hati, pankreas, intestin dan ginjal.
Protein MT-IlIl dan MT-IV ditemukan terutama pada otak dan kulit
vertebrata (Amiard et al. 2006). Dalam penelitian ini, berhasil
diperoleh pita protein MT berukuran 5; 10, dan 25 kDa, yang
merupakan isoform MT-I dan MT Il (Roesijadi 1994). Isoform protein
MT-I dan MT Il sangat mudah diinduksi oleh logam berat, hormon,
inflamasi, stres akut, dan berbagai bahan kimia, serta dijumpai pada
berbagai species hewan, baik avertebrata maupun vertebrata. MT
memengaruhi tingkat toleransi dan hepatotoksisitas terhadap logam
berat, juga bertindak sebagai pembasmi radikal bebas vyang
melindungi dari kerusakan oksidatif (Lee & Koh 2010; Machreki-Ajmi &
Hamza-Chaffai 2008).

Jaringan tubuh yang terlibat langsung dalam pengambilan,
penyimpanan, dan ekskresi logam berat, memiliki kapasitas yang besar
dalam mensintesis protein MT. Pada moluska dan krustasea,

umumnya protein MT dijumpai di hepatopankreas dan insang; khusus
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pada bivalvia diketahui bahwa konsentrasi protein MT lebih tinggi di
organ hepatopankreas dibandingkan insang (Amiard et al. 2008).
Karakteristik biologis juga memengaruhi sintesis protein MT.
Dilaporkan terjadi sintesis MT pada cairan tubuh kerang darah
Anadara granosa yang diinduksi Cd (Chan et al 2002), pada
hepatopankreas remis Mytilus Gen MT galloprovincialis yang diinduksi
Pb (Pavicic et al. 1993), dan pada insang kerang biru Mytilus edulis
yang diinduksi Hg (Roesijadi et al. 1988). Berbagai rujukan tersebut
mendukung pemilihan metode kerja, dan hasil

yang diperoleh dalam penelitian ini. Kijing lokal Pilsbryoconcha exilis
yang digunakan dalam penelitian ini, diambil dari perairan Bojonegara
yang tercemar berat logam Cd, Pb, dan Hg (hasil penelitian topik 3
dalam disertasi ini), sehingga diduga kuat tubuh Pilsbryoconcha exilis
telah beradaptasi terhadap cekaman tersebut dengan mensintesis
protein MT sebagai bentuk respon biologisnya. Pemilihan organ
hepatopankreas yang dianalisis dalam penelitian ini sesuai dengan
tujuan yang diharapkan, karena bivalvia diketahui mensintesis lebih
banyak protein MT di hepatopankreas dibandingkan di insang (Amiard
et al. 2008).

Sintesis protein MT bukan merupakan satu-satunya
mekanisme fisiologis perlawanan terhadap akumulasi logam berat,
pada bivalvia (Bernal-Hernandez et al. 2010; Amiard et al. 2008).
Terdapat beberapa protein lain yang juga berfungsi sebagai cellular
stress respons (CSR), antara lain heat shock protein (Hsp) dan cytokines

(Baird et al. 2006). Pendapat ini mendukung hasil yang diperoleh
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dalam penelitian ini, yaitu munculnya pita protein berukuran cukup
besar (> 50 kDa), yang diduga merupakan protein Hsp.

Hal ini juga diperkuat dengan temuan Butet (2013), yang
mendapati terekspresinya gen Hsp 70 (untuk sintesis protein Hsp
berukuran 70 kDa), dengan induksi merkuri pada kerang darah
Anadara granosa. Perubahan fisiologis pada kerang yang sedang
melakukan detoksifikasi, antara lain tampak dari meningkatnya laju
filtrasi, respirasi, aktivitas makan, pertumbuhan, dan reproduksi, juga
perubahan metabolisme dan biokimia (Amiard et al. 2008). Proses
detoksifikasi dilakukan protein MT dengan mengikat ion-ion logam,
lalu diakumulasi ke dalam suatu granula tak berbentuk (disebut vesikel
coklat) dengan cara yang tidak beracun (Zaroogian & Yevich 1994).
Pengamatan struktur histologis akibat akumulasi logam berat, penting

dilakukan sebelum timbulnya dampak irreversible pada hewan.
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5. KESIMPULAN HASIL UJI KARAKTERISASI PROTEIN DAN
EKSPRESI GEN MT

Pada akhir penelitian, telah dilakukan karakterisasi tahap akhir
dari protein MT dari organ hepatopankreas Pilsbryoconcha exilis yang
berasal dari perairan tercemar logam berat. Hasil ini diharapkan dapat
menegaskan peran protein MT dalam regulasi detoksifikasi merkuri
pada tubuh kerang, yang memungkinkan mereka mampu beradaptasi,

dan kemudian memperbaiki perairan yang tercemar merkuri.
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encemaran sungai di Indonesia pada umumnya terjadi

sebagai dampak negatif kegiatan manusia, yang

mengakibatkan penurunan kualitas perairan sungai.

Salah satu kasus pencemaran sungai yang sangat

membahayakan kondisi kehidupan biota air dan
manusia, adalah limbah merkuri dari kegiatan pertambangan emas.
Sebagai contoh, kasus pencemaran Sungai Cikaniki, anak Sungai
Cisadane di Kabupaten Bogor. Sungai Cikaniki yang tercemar
merkuri menyebabkan kematian pada ikan baung, serta
membahayakan  kesehatan pekerja tambang di  sungai
tersebut. Respons biota terhadap akumulasi logam berat adalah
dengan melakukan detoksifikasi secara fisiologis, namun
sebenarnya respons lebih awal terjadi pada level molekuler.
Respons molekuler dapat diidentifikasi, antara lain dari sintesis
protein metallothionein (MT), ketika biota mengalami cekaman
lingkungan. Ekspresi gen MT berupa sintesis protein MT
teridentifikasi pada kerang laut Anadara antiquata yang diinduksi
merkuri, Anadara granosa yang diinduksi tembaga, dan kerang air
tawar Anodonta woodiana yang diinduksi timbal. Potensi kerang air
tawar Anodonta woodiana sebagai biofilter merkuri telah diteliti.
Kerang air tawar lainnya yaitu Pilsbryoconcha exilis tersebar luas
di Indonesia dan dapat dimanfaatkan untuk biofiltrasi, maupun
bioremediasi perairan tercemar.
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