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Abstrak

Bahan pencemar dioksin 2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) yang diberikan
pada mencit bunting menyebabkan janin yang dihasilkan menderita cacat cleft palate,
dengan ciri bilah palatum kerdil atau bilah palatum tumbuh pendek. Telah dilakukan
penelitian untuk menguji apakah pengurangan biosintesis protein terlibat sebagai
mekanisme yang mendasari hambatan pertumbuhan bilah palatum oleh TCDD. Delapan
ekor mencit bunting dibagi ke dalam empat kelompok, masing-masing diberi TCDD
dosis 0, 5, 10, atau 20 pg/kg berat badan pada hari ke-12 kebuntingan. Besaran aktivitas
biosintesis protein jaringan palatum embrio ditentukan dengan teknik AgNOR pada
sediaan histologis irisan jaringan kraniofasial embrio usia kebuntingan hari ke-15.
Nucleolar Organizing Region (NOR) adalah tempat biogenesis ribosom di inti sel yang
jumlahnya meningkat seiring dengan peningkatan aktivitas biosintesis protein sel.
Rataan jumlah butir AgNOR sel-sel jaringan palatum yang terendah adalah 2,51+0,167
untuk perlakuan 0 pg/kg bb (kontrol), dan berturut-turut 2,87+0,146, 2,87+0,190, dan
2,88+0,160 untuk perlakuan dosis 5, 10, dan 20 pg/kg bb. Jumlah butir AgNOR pada
seluruh kelompok yang diberi TCDD lebih tinggi dibandingkan dengan jumlah butir
AgNOR pada kontrol (P < 0,05). Disimpulkan, pengurangan biosintesis protein
bukanlah mekanisme yang mendasari hambatan pertumbuhan palatum mencit oleh
TCDD. Diduga, peningkatan biosintesis protein oleh TCDD menimbulkan kekacauan
keseimbangan protein-protein faktor tumbuh di jaringan palatum dan mengakibatkan
gangguan pertumbuhan dan diferensiasi.

Kata kunci: cleft palate, palatogenesis, TCDD

PENDAHULUAN

Dioksin adalah nama umum untuk sekelompok senyawa pencemar penting yang termasuk
dalam golongan bahan pencemar organik yang sulit teruraikan (Persistent Organic Pollutants /
POPs). Terdapat 75 macam senyawa polychlorinated dibenzo-p-dioxin (PCDD) yang termasuk ke
dalam kelompok dioksin. Oleh karena sifatnya yang toksik, persisten, bioakumulatif, dan mobile di
lingkungan, badan dunia di bawah PBB, United Nation Environmental Programme (UNEP), giat
mengkampanyekan masalah pencemaran dioksin agar menjadi perhatian global (Anonimus, 1999).

Dioksin adalah senyawa paling toksik yang pernah dihasilkan oleh kegiatan manusia
(Birnbaum, 1995). Cakupan ketoksikannya sangat luas, meliputi reprotoksik, neurotoksik,
hepatotoksik, dan imunotoksik. Dioksin juga bersifat karsinogenik dan teratogenik (Birnbaum,
1995). Jenis dioksin yang paling tinggi aktivitas ketoksikannya adalah 2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-
p-dioksin (TCDD). Oleh karena itu, TCDD digunakan sebagai senyawa prototipe dioksin dan
paling banyak diteliti dibandingkan dengan jenis senyawa-senyawa dioksin lainnya (Kimbrough,
1998; Safe, 1998).

Gangguan perkembangan embrio oleh dioksin pada hewan-hewan percobaan muncul pada
tingkat dosis yang sangat rendah, jauh lebih rendah daripada tingkat dosis yang diperlukan untuk
memunculkan efek ketoksikan jenis lainnya (Fiedler, 2000). Pada embrio mamalia telah dikenali
dua macam kelainan perkembangan yang dihasilkan  dioksin yaitu kelainan di ginjal
(hidronefrosis) dan cacat langit-langit mulut bercelah (cleft palate) (Birnbaum, 1995). Dalam
percobaan di laboratorium, TCDD adalah senyawa penginduksi cacat bawa lahir cleft palate yang
paling kuat pada hewan mencit (Lilienfield dan Gallo, 1989).
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Proses hambatan palatogenesis oleh TCDD belum sepenuhnya diketahui. Informasi itu
penting, baik sebagai sumbangan ilmiah tentang proses gangguan pembentukan organ maupun dari
segi kegunaan praktis dalam pencegahan cacat cleft palate. Saat ini, cacat cleft palate termasuk
cacat bawaan yang paling kerap muncul di antara seluruh jenis cacat bawa lahir yang dikenal,
dengan angka insidensi pada penduduk dunia, biasanya dihitung bersama-sama dengan cleft lip, 1
kejadian per 700 kelahiran (Kerrigan et al., 2000). Melalui percobaan telah diperoleh data, 5 pg/kg
bb TCDD, apabila diberikan pada induk mencit pada hari ke 9-10 kebuntingan, menyebabkan 60,3
% dari janin yang dihasilkan menderita cacat cleft palate; apabila dosis ditingkatkan menjadi 10
pg/kg bb, janin cleft palate yang dihasilkan mencapai 94,8 % (Hutahaean et al., 2009).
Pengamatan histologis yang telah dilakukan menunjukkan, bilah-bilah palatum mencit cleft palate
yang diperoleh akibat pemberian TCDD memiliki gambaran yang khas yaitu struktur bilah palatum
kerdil atau bilah palatum berukuran pendek (Hutahaean ef al., 2009).

Gambaran seperti itu mengisyaratkan TCDD menyebabkan hambatan pada pertumbuhan
bilah palatum. Pada proses perkembangan organ, hambatan pertumbuhan dapat terjadi karena dua
hal utama, adanya hambatan terhadap proliferasi sel atau adanya hambatan terhadap proses
biosintesis. Dalam makalah ini dilaporkan efek TCDD terhadap biosintesis protein di jaringan
palatum.

Biosintesis protein adalah komponen proses yang sangat penting dalam pertumbuhan dan
perkembangan suatu organ. Organ-organ yang sedang berkembang membutuhkan protein baik
untuk komponen struktur maupun sebagai komponen fungsional untuk berbagai proses biologis
(Kalthoft, 1996).

Untuk menguji dugaan tersebut dibandingkan tingkat biosintesis protein di jaringan
palatum embrio mencit dengan dan tanpa perlakuan TCDD. Jumlah butir AgNOR di dalam sel-sel
palatum embrio digunakan sebagai indikator aktivitas biosintesis protein. Nucleolar Organizing
Region (NOR) adalah tempat biogenesis ribosom di inti sel yang jumlahnya meningkat seiring
dengan peningkatan aktivitas biosintesis protein sel. Peningkatan jumlah butir NOR terjadi karena
meningkatnya kandungan protein-protein non-histon spesifik (terutama protein C23) pada sel-sel
yang aktif melakukan sintesis protein. Protein-protein tersebut mengikat unsur Ag dari pereaksi
Ag-NOR sehingga teramati sebagai butiran-butiran hitam di nukleus (Linder, 1993).

BAHAN DAN CARA KERJA

Hewan percobaan yang digunakan adalah mencit (Mus musculus) bunting. Mencit bunting
diperoleh dengan cara menempatkan 3 ekor mencit betina dara estrus semalaman dalam satu
kandang dengan seekor mencit jantan fertil. Pagi hari dijumpainya sumbat vagina ditetapkan
sebagai hari ke-0 kebuntingan. Delapan ekor mencit bunting dipelihara di dalam kandang
pemeliharaan dan diberikan pakan dan air minum secara ad libitum. Kelompok perlakuan (6 ekor)
dicekoki TCDD (Neosyn Lab, USA, kemurnian 98 %) masing-masing 5, 10, atau 20 pg/kg berat
badan pada hari kebuntingan ke-12; sedangkan kelompok kontrol (0 pg/kg bb) diberi pelarut saja
(minyak wijen). Induk dikorbankan pada hari kebuntingan ke-15, dibedah caesar, diambil janin
yang dihasilkan, dan dipisahkan struktur kepalanya. Struktur kepala janin difiksasi di dalam
formalin 4 %, kemudian dibuat irisan penampang palatum (coronal section) setebal 6p dengan
menggunakan metode parafin (Drury dan Wallington, 1976).

Penentuan butir Ag-NOR di sel-sel jaringan palatum dilakukan dengan teknik Ploton yang
disempurnakan oleh Linder (Linder, 1993). Ringkasnya, preparat irisan dihilangkan parafinnya,
dihidrasi, dan direndam di dalam air milli Q, lalu ditata di dalam wadah inkubasi yang tidak tembus
cahaya. Jaringan ditetesi dengan pereaksi Cleland (ditiotretiol 1 %), kemudian dicuci dan direndam
di dalam air mili Q. Pereaksi Ag-NOR (campuran 1 volume gelatin 2 % di dalam asam formiat 1 %
dengan 2 volume AgNO; 50 %) dipersiapkan segera sebelum digunakan, diteteskan pada jaringan
dan diinkubasikan di ruang gelap pada suhu 23 °C. Selanjutnya preparat dicuci dan dicelup di
dalam larutan Na-tiosulfat, didehidrasi, dijernihkan dengan xilol, dan akhirnya ditutup dengan
bantuan balsem kanada. Butir hitam AgNOR dihitung di bawah mikroskop cahaya dengan
perbesaran objektif 100 kali. Untuk tiap taraf perlakuan digunakan 6 slide jaringan, masing-masing
slide diamati pada 6 lapang pandang, jumlah AgNOR dihitung pada 15 sel untuk tiap-tiap lapang
pandang. Pemilihan lapang pandang dan sel yang diamati mengikuti sumbu bilah palatum
memanjang dari proksimal ke distal. Data dianalisis dengan analisis varian dan dilanjutkan dengan
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uji Duncan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pemberian TCDD meningkatkan jumlah butir
AgNOR di sel-sel jaringan palatum (ANOVA; P > 0,05). Gradik pada Gambar 1 memperlihatkan
aktivitas biosintesis protein di jaringan kontrol lebih rendah daripada aktivitas biosintesis di semua

kelompok perlakuan lainnya, sedangkan antar dosis perlakuan TCDD tidak terlihat perbedaan
(DUNCAN; P>0,01)
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Gambar 12. Jumlah butir Ag-NOR di jaringan palatum. Gambaran mikroskopis jumlah butir AgNOR di
jaringan kontrol (A) lebih rendah dibandingkan dengan di jaringan cp (B). Sel-sel dengan jumlah butir Ag-
NOR 3 lebih banyak di B (panah); (EO: epitel bilah palatum wilayah oral). Grafik C menunjukkan rataan
jumlah butir Ag-NOR lebih tinggi di jaringan cp akibat perlakuan TCDD (P <0,01).

Hasil yang diperoleh tidak mendukung dugaan awal penelitian. Di awal penelitian diajukan
dugaan bahwa induksi cleft palate oleh TCDD berkaitan dengan pengurangan aktivitas biosintesis
di jaringan palatum. Akan tetapi, data yang diperoleh menunjukkan sebaliknya. Berdasarkan hasil
tersebut, hambatan pertumbuhan bilah palatum bukanlah akibat langsung dari adanya pengurangan
secara kuantitatif jumlah protein di jaringan. Meningkatnya aktivitas biosintesis protein akibat
pemberian TCDD menunjukkan kemungkinan gangguan perkembangan palatum justeru terkait
dengan efek induksi protein tertentu oleh TCDD.

sitosol

Polinentida baru +—

Cytokrom Produk
P450 1A1 gen lain
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Gambar 2. Rangkuman kerja TCDD. Reseptor AhR tidak aktif karena diikat Hsp90. Jika molekul TCDD
memasuki sel Hsp90 melepas AhR sehingga memungkinkan terbentuk kompleks AhR-TCDD yang segera
memasuki inti dan didimerisasi ARNT. Kompleks 3 molekul TCDD-AhR-ARNT menjadi faktor transkripsi
bagi sejumlah gen. Efek TCDD didasarkan pada respon sel terhadap aktivitas polipeptida yang
dimodulasinya. (Hsp = heat shock protein; AhR = aryl hydrocarbon receptor; ARNT = AhR nuclear
translocator; DRE = dioxin- responsive enhancher element; CYP1A1 = gen yang menyandi protein cytokrom
P450 1A1) (Landers and Bunce, 1991, dengan modifikasi).

Efek toksik TCDD diperantarai oleh reseptor khusus (4ryl hydrocarbon receptor / AhR)
yang terletak di sitosol (Gambar 2). Untuk dapat memunculkan efek toksiknya TCDD mula-mula
menembus selaput sel dan diikat oleh AhR, kemudian memasuki inti dan membentuk senyawa
kompleks baru dengan protein translokator AAR Nuclear Translocator (ARNT). Senyawa
kompleks TCDD-AhR-ARNT mengikat ujung 5’ sekuen promoter DNA tertentu (Dioxin
Responsive Element) dan mempengaruhi ekspresi gen-gen di hilir promoter tersebut (Landers and
Bunce, 1991; Denison and Heath-Pagliuso, 1998). Dengan cara itu TCDD mempengaruhi ekspresi
ratusan gen (Boverhof et al., 2005).

Pada awalnya AhR dikenal juga sebagai reseptor dioksin karena dalam jangka waktu lama
ligan endogenous dan alamiah dari AhR tidak pernah ditemukan (Marika et al., 1994). Belakangan
diketahui terdapat sejumlah senyawa polycyclic aryl hydrocarbon (PAH) tak berhalogen dapat
terikat ke AhR dan menghasilkan sejumlah efek biologis yang mirip seperti yang dihasilkan oleh
dioksin dan halogenated aryl hydrocarbon (HAH) lainnya. Berbeda dengan HAH yang toksik,
PAH tidak menimbulkan efek toksik. AhR yang mengikat ligan-ligan alamiah (kompleks PAH-
AhR) akan melalui jalur yang sama seperti yang dilalui kompleks dioksin-AhR. Akan tetapi, AhR
yang mengikat ligan alamiah dengan segera terdegradasi setelah reaksi berlangsung (Davarinos dan
Pollenz, 1999), sedangkan AhR yang terikat dioksin mengalami stabilisasi, menyebabkan ekspresi
gen yang dipengaruhi menjadi kontinu (Bohonowych dan Denison, 2004). Ekspresi gen yang terus-
menerus membutuhkan sintesis TRNA dan ribosom yang lebih banyak dan berkelanjutan dan
dengan demikian aktivitas sintesis ribosom di kromosom-kromosom spesifik meningkat. Jumlah
butir Ag-NOR yang terdeteksi lebih tinggi di jaringan perlakuan mengisyaratkan TCDD
mendorong sintesis protein berkelanjutan di palatum.

Di jaringan palatum, TCDD menginduksi ekspresi gen-gen faktor tumbuh, seperti TGF-a,
TGF-B1,2,dan 3, EGF (Abbott et al, 1992). Fungsi fisiologis faktor tumbuh sangat mudah berubah
tergantung pada waktu dan kadar sesaat di jaringan tempat kerjanya dan bersifat krusial pada
proses perkembangan (Sporn et al., 1986). Pada palatum manusia Abbott et a/ (1988) juga
melaporkan bahwa TCDD meningkatkan ekspresi sebagian faktor tumbuh. Dengan demikian,
tampaknya terjadi karena TCDD menyebabkan kekacauan keseimbangan protein-protein faktor
tumbuh di jaringan palatum yang selanjutnya mengganggu koordinasi proses-proses dasar
perkembangan seperti proliferasi sel, apoptosis, dan diferensiasi sel yang sangat penting dalam
keberhasilan palatogenesis.

KESIMPULAN

1. TCDD meningkatkan jumlah butir AgNOR di jaringan palatum. Rataan jumlah butir AgNOR /
sel di jaringan palatum adalah 2,51 + 0,167; perlakuan TCDD dosis 5 sampai dengan 20 pg/kg
bb meningkatkan rataan jumlah butir AgNOR hingga 2,88 + 0,160.

2. Hambatan pertumbuhan palatum mencit akibat TCDD terjadi bukan akibat pengurangan
aktivitas biosintesis protein.
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