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Abstract

Selenium is a trace element that has essential nutrition value for human. Besides its
nutritional value, it has important health benefits, including being a cancer
chemoprotective agent. Methylated form of selenium is the most effective compound
against cancer cells. Selenomethyl transferase (SMT) is responsible for methylating of
selenium. This enzyme is coded by selenomethyl transferase (smt) gene which was
found only from selenium accumulator plant, Astragalus bisulcatus. Thermophilic
bacteria Thermomicrobium 14Ka and Geobacillus 20K have ability to accumulate
selenium as well and potential in fighting cancer cells. Therefore a study to determine
smt gene and its expression in both bacteria had been conducted in order to develop
natural product of seleno-metilselenosistein for cancer treatment. The result showed
that Thermomicrobium 14Ka and Geobacillus 20K have putative smt (selenomethyl
transferase) gene, and such gene was expressed at different intensity. Geobacillus 20k
expressed smt gene at higher intensity than Thermomicrobium 14k. Therefore, it is
presumable that Geobacillus has a significant role in cancer remedy, meanwhile
Thermomicrobium plays an essential role as cancer protective agent.
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Pendahuluan

Kanker merupakan penyebab utama
kematian di berbagai negara setelah penyakit
kardiovaskular (Anonim, 2006). Salah satu
bahan bioaktif alami yang memiliki efek
kemoprotektif dalam mencegah kanker adalah
selenium dan selenoprotein (EI Bayoumi dan
Sinha, 2005). Selenoprotein adalah selenium
yang berikatan dengan protein sebagai asam
amino dalam bentuk selenometionin dan
selenosistein (Dilaga, 1992).

Selenium (Se) memiliki nilai nutrisi
penting bagi hampir semua mahluk hidup.

Selenium merupakan komponen kunci pada
sejumlah  selenoprotein  fungsional  yang
dibutuhkan untuk kesehatan dan fungsi normal
tubuh. Selenium berperan dalam sistem imun,
perlindungan tubuh terhadap infeksi virus,
memperlambat proses penuaan, dan
meningkatkan fertilitas. Selain itu, selenium
merupakan komponen dari banyak enzim,
diantaranya glutathionine peroxidase,
thioredoxin reductas dan thyroid deiodinase
(Ellis et al., 2004; Kiefer, 2004). Pada
selenoenzim-selenoenzim ini, selenium
menyediakan sisi aktif sebagai selenosistein,
yang penting untuk menjalankan fungsi
biologis enzim tersebut (Lyi et al., 2005).
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa
selenium memiliki potensi yang sangat
menguntungkan dalam bidang kesehatan.
Penelitian yang dilakukan oleh Finley (2003)
dalam EI Bayoumi dan Sinha (2005) berhasil
membuktikan bahwa selenium yang terdapat
pada brokoli (Brassica sp.) mampu mengurangi
kejadian kanker kolon pada tikus lebih dari
50% dibandingkan kontrol. Penelitian terhadap
penderita kanker kulit di Amerika Serikat
selama 4 1/2 tahun menunjukkan bahwa
kematian pasien akibat kanker, yang diberi 200
pug selenium per hari, berkurang 50%.
Sementara pada pasien yang diberi plasebo,
kematian berkurang 26-28% (Kiefer, 2004).
Penelitian lain mengungkapkan bahwa diet
yang dilengkapi selenium  menunjukkan
korelasi terhadap penurunan yang nyata pada
kanker paru, kolorektal, dan prostat pada
manusia (Whanger et al., 2000) dan terhadap
kanker payudara, hati, prostat, dan kolorektal
pada sistem model (Vadgama et al., 2000;
Dong et al., 2001; Ellis et al., 2004).

Ada variasi yang besar dalam hal efisiensi
bentuk-bentuk senyawa selenium yang berbeda
dalam melawan sel kanker. Beberapa penelitian
menyatakan bahwa bentuk selenium yang paling
efektif sebagai kemoprotektif adalah selenium
yang termetilasi, antara lain asam metil selenat
dan  metil selenosistein, karena dapat
menghambat  siklus  sel  kanker  dan
menginduksi proses apoptosis (Lobinski et al.,
2000; Dong et al., 2001; Wang et al., 2002;
Whanger, 2004).

Selenium termetilasi terbentuk sebagai
mekanisme untuk mentoleransi  toksisitas
selenium pada organisme pengakumulasi
selenium. Pada tumbuhan Astragalus bisulcatus,
bentuk toksik selenium diubah menjadi tidak
toksik saat selenosistein dimetilasi oleh enzim
seleno metiltransferase (SMT) membentuk
selenometil selenosistein. Enzim SMT pada
Astragalus bisulcatus disandi oleh gen seleno
metiltransferase (smt) (Pickering et al., 2003).

Gen smt belum pernah dijumpai pada
genom bakteri. Oleh karena itu dilakukan
penelitian untuk menentukan keberadaan gen
tersebut pada bakteri termofil Geobacillus 20K
dan Thermomicrobium 14Ka. Bakteri ini terpilih
karena memiliki kemampuan mengakumulasi
dan tahan terhadap toksisitas selenium serta

Biota Vol. 14 (3), Oktober 2009

menghambat ~ pertumbuhan  sel  kanker
(Nurhidayat, 2006a). Selain itu, bakteri ini
memiliki gen yang stabil terhadap suhu tinggi,
mudah dimanipulasi dan dikembangkan secara
cepat dalam jumlah yang banyak, sehingga
sangat menguntungkan untuk dikembangkan
sebagai bahan alami untuk pengobatan kanker.

Metode Penelitian

Kultur dan Pemanenan Geobacillus 20K
dan Thermomicrobium 14Ka

Bakteri  diinokulasi pada medium
heterotrof agar dengan komposisi 15 g pepton,
3 g tripton, 5 g NaCl, 2,5 g K;:HPO4, 2,5 g
glukosa, 10 g agar dalam 1000 mL akuades,
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu
60°C. Satu ose bakteri yang telah tumbuh baik
diinokulasi dengan cara streak/gores pada
medium heterotrof agar yang disuplementasi
SeO; 0,01% dan diinkubasi pada suhu 60°C
selama 24 jam. Untuk uji selanjutnya, bakteri
ditumbuhkan pada 10 ml medium heterotrof
cair pada suhu 60°C selama 5 hari. Sel dipanen
dengan cara sentrifugasi 8000 rpm dan
selanjutnya digunakan untuk isolasi DNA dan
RNA.

Isolasi DNA

Isolasi DNA dilakukan menurut metode
Ausuble (1992). Sel bakteri yang telah dipanen
dihancurkan menggunakan 30 uL SDS (Sodium
Dedocyl Sulphate) 10%, 3 pL proteinase (USB)
20 mg/mL dalam 567 pL buffer TE (Tris-
EDTA/Ethylene Diamine Tetra Acetic acid).
Campuran diinkubasi selama 1 jam pada suhu
37°C, ditambah 100 pL NaCl 6M, kemudian
diinkubasi pada suhu 65°C selama 10 menit.
Setelah diinkubasi, ditambah 750 pL campuran
fenol: kloroform: isoamil alkohol, kemudian
disentrifugasi 2500 rpm selama 5 menit.
Supernatan dipindahkan ke tabung
mikrosentrifugasi baru yang berisi 800 uL
campuran kloroform: isoamil alkohol dan
disentrifugasi kembali 2500 rpm. Fase teratas
dipindahkan ke tabung baru, kemudian ditambah
isopropanol dengan perbandingan 1 : 0,6 (V/v).
Larutan disentrifugasi dan pelet yang
mengendap dipindahkan ke tabung baru yang
berisi etanol 70%. Campuran disentrifugasi
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kembali, supernatan dibuang, pelet
dikeringanginkan, kemudian disuspensikan
dalam 100 pL buffer TE.

Isolasi RNA

RNA diisolasi menggunakan prosedur
Ausuble (1992) yang telah dimodifikasi. Sel
bakteri yang telah dipanen diresuspensi dalam
etanol/fenol stop dingin, kemudian
disentrifugasi 2500 rpm. Sel dihancurkan
dalam 800 pL buffer TE yang mengandung 80
pL SDS 10%, 200 pL DNA degrader dan
protein degrader menggunakan sonicator.
Campuran diinkubasi pada suhu 65°C selama 2
menit, kemudian ditambah 88 L sodium asetat.
RNA kemudian diekstraksi menggunakan fenol
panas pH 7 pada suhu 65°C selama 10 menit,
kemudian ditambah 200 pL kloroform dan
disentrifugasi 14.000 rpm. RNA dipresipitasi
menggunakan 200 pL isopropanol dan
disentrifugasi 14.000 rpm pada suhu 2-8°C,
pelet dicuci 2X dengan etanol 80%, keringkan
dengan vakum, kemudian dilarutkan dalam air
DEPC (diethylpyrocarbonate) sebanyak 100 pL.

Menghitung Konsentrasi DNA dan RNA

DNA dan RNA vyang telah diisolasi,
konsentrasinya dihitung menggunakan
spektrofotometer. DNA dan RNA diencerkan
dengan buffer TE hingga 100x, kemudian
diukur absorbansinya pada panjang gelombang
260 nm (Ausuble et al., 1992).

Konsentrasi DNA = A260 x 50 pug/mL
Keterangan :
A260 = Nilai absorban DNA pada panjang
gelombang 260 nm
50 pg/mL = konsentrasi DNA yang sebanding
dengan 1 unit absorban

Konsentrasi RNA = Total RNA/total volume
RNA

Total RNA = (A260 x 40 pg/ml/A260 x 100) /

0,05 mL

Keterangan :

A260 = Nilai absorban DNA pada panjang

gelombang 260 nm

40 pg/ml/A260 = Nilai faktor konversi yang

menghubungkan absorban dengan konsentrasi untuk

RNA

100 = Faktor pengenceran

0,05 mL = total volume RNA
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Desain Primer

Sekuen gen smt diperoleh dari Gene
Bank melalui alamat www.ncbi.nlm.nih.gov,
dengan pencarian gen pada database nukleotida.
Desain primer menggunakan program Primer3,
berdasarkan query nukleotida gen smt, pada
alamat  http//:www-ncbi.nlm.nih.gov/projects/
primer-blast/ (Rozen dan Skaletsky, 2000).
Primer BLAST merupakan piranti untuk
merancang primer spesifik. Primer yang
diperoleh selanjutnya diuji dengan program
BLAST nukleotida-nukleotida (BLASTN)
untuk mengetahui homologinya dengan gen-
gen lain.

Polymerase Chain Reaction (PCR) dan
Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR)

Reaksi PCR  dilakukan  dengan
menggunakan komponen yang sama dengan
RT-PCR, kecuali tempat yang digunakan pada
RT-PCR berupa mRNA, dan enzim platinum
taq reverse transcriptase (Invitrogen) 2 L untuk
pembentukan cDNA. Komponen amplifikasi
DNA terdiri dari 2 puL DNA polimerase
(TaKaRa Ex Taq (1.000V)), forward dan
reverse primer (EUROGENTEC AIT) 0,2 uM
masing-masing 1 pL, 2 pL DNA templat, 25
pL campuran dNTP (Invitrogen), PCR buffer
(Invitrogen), dan MgCl,, dan akuades untuk
mencapai volume total 50 pL.

Kondisi siklus termal untuk PCR dan
RT-PCR sama, kecuali tahap pertama RT-PCR,
yaitu sintesis cONA pada suhu 50°C selama 30
menit, kemudian inaktivasi enzim pada suhu
94°C selama 4 menit. PCR berlangsung pada
kondisi berikut: predenaturasi DNA pada suhu
96°C selama 4 menit; denaturasi DNA pada
suhu 96°C selama 30 detik; 40 putaran yang
terdiri dari primer annealing pada suhu 55°C
selama 30 detik dan primer extension pada
suhu 72°C selama 2 menit. Setelah selesai 40
putaran, suhu 72°C dipertahankan selama 7
menit untuk penyempurnaan amplifikasi dan
didinginkan hingga 4°C selama beberapa saat
(hold).

Elektroforesis Gel Agarose

Sebanyak 15 pL sampel yang telah
dicampur dengan 2 pL loading dye, bersama
dengan 2 pL marker/DNA ladder 100 bp (RBC)
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diaplikasikan pada 1,5% gel agarose yang
mengandung 5 uL EtBr (Etidium Bromida) dalam
buffer TAE (Tris-Acetic acid-EDTA) 1x,
kemudian diberi arus listrik 90V selama kira-
kira 60 menit. Gel divisualisasi dibawah sinar
ultra violet (Ausubel et al., 1992).

Pengukuran Ekspresi Gen Selenometil
Transferase

Intensitas pita DNA yang disintesis dari
mRNA, vyang merupakan ekspresi gen
selenometil transferase pada bakteri
Geobacillus 20K dan Thermomicrobium 14Ka,
diukur berdasarkan foto hasil elektroforesis
dengan menggunakan program CS analyzer.
Sebagai konfirmasi, dilakukan pengukuran
konsentrasi DNA dan RNA menggunakan
spektrometer.

Hasil dan Pembahasan

Geobacillus 20K dan Thermomicrobium
14Ka vyang ditumbuhkan pada medium
heterotrof yang disuplementasi selenium 0,01%
membentuk  koloni berwarna  merah.
Kemampuan hidup pada media yang
mengandung selenium diduga disebabkan oleh
sifat alami bakteri tersebut yang berasal dari
mata air panas Gunung Kerinci. Daerah vulkanis
merupakan lingkungan yang kaya selenium,
sehingga semua organisme yang hidup pada
habitat tersebut harus tahan/toleran terhadap
kadar selenium tinggi. Hal ini disebabkan bakteri
mampu mereduksi senyawa selenium menjadi
selenium elemental dan mengakumulasinya,
sebagaimana dinyatakan oleh Rayman (2000),
sehingga warna koloni menjadi merah.
Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa kedua
bakteri ini memiliki kemampuan menyerap
selenium dari lingkungannya. Geobacillus 20K
mampu menyerap Selenium sebanyak 1,0031
ppm sedangkan Thermomicrobium 14Ka
sebanyak 2,1378 ppm (Handayani, 2006).

Toleransi terhadap toksisitas selenium,
dihubungkan dengan kemungkinan bahwa
kedua bakteri mensintesis enzim selenometil
transferase yang memetilasi selenium, sehingga
mampu mengubah selenium toksik (SeO,)
menjadi tidak toksik bagi bakteri tersebut.
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Menurut  Pickering et al., (2003),
metilasi selenium merupakan mekanisme untuk
mentoleransi  toksisitas  selenium  pada
organisme pengakumulasi selenium, misalnya
pada tumbuhan Astragalus bisulcatus. Pada
organisme non akumulator, selenosistein tidak
dimetilasi, melainkan masuk ke dalam jalur
biosintesis metionin membentuk selenometionin
dan selenometil selenometionin, yang toksik
pada konsentrasi tinggi. Hal ini konsisten
dengan pernyataan Neuhierl et al., (1999) dan
Le Duc et al., (2004), bahwa metilselenosistein,
yang dihasilkan dari metilasi selenosistein,
tidak beracun pada konsentrasi tinggi, sehingga
metabolit ini diperkirakan merupakan metabolit
yang dihasilkan dari jalur metabolisme yang
berbeda untuk menghindari toksisitas selenium.
Mekanisme detoksifikasi selenium melalui
metilasi selenoprotein pada A. bisulcatus
diperantarai oleh gen selenometil transferase
(smt).

Kegiatan identifikasi gen yang homolog
dengan gen smt dimulai dengan penelusuran
pada genebank untuk mendapatkan informasi
gen smt dan menentukan primer yang spesifik
untuk gen smt. Hasil penelusuran menunjukkan
bahwa gen smt dan homolognya terdapat di
dalam tumbuhan pengakumulasi selenium,
antara lain A. bisulcatus, Camelia chinensis,
Arabinopsis thaliana, Zea mays, Vitis vinifera,
Oryza sativa, dan Brassica. Gen smt pada A.
bisulcatus telah dikarakterisasi. Gen ini
dijadikan referensi pada penelitian ini untuk
mengidentifikasi gen sejenisnya’lhomolognya
pada genom bakteri.

Analisis BLAST menunjukkan bahwa
sekuen DNA gen smt ini memiliki domain yang
mirip metiltransferase di bakteri hingga 60%
sama dengan gen untuk homosistein
metiltransferase  seperti pada Clostridium
acetobutylicum ATCC 824, Streptococcus
mutans UA 159 dan Bacillus subtilis (data
tidak ditampilkan). Bagian yang sama diduga
merupakan bagian yang bertanggung jawab
untuk metiltransferase, sedangkan bagian yang
lain merupakan bagian yang variabel dan
diduga spesifik untuk proses pengikatan
selenium.

Untuk mengetahui apakah gen tersebut
atau homolognya terdapat dan diekspresikan
oleh Geobacillus 20K dan Thermomicrobium
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14Ka, dilakukan analisis gen selenometil
transferase melalui dua tahap, yaitu analisis
keberadaan gen berdasarkan DNA dan analisis
ekspresi gen berdasarkan RNA total kedua
bakteri.

DNA hasil isolasi (Gambar 1) diukur
konsentrasi dan kemurniannya pada panjang
gelombang 260 nm. Satu unit absorban pada
panjang gelombang 260 nm sebanding dengan
50pug DNA/mL (Ausubel et al., 1992). Berdasar
penghitungan, DNA Thermomicrobium 14Ka
yang menunjukkan absorban 0,206 memiliki
konsentrasi 10,3 ug/mL, sedangkan Geobacillus
20K yang menunjukkan absorban 0,096
memiliki konsentrasi 4,8 pg/mL.

Untuk mendeteksi keberadaan gen smt
pada genom kedua bakteri, DNA target
diamplifikasi dengan teknik PCR, menggunakan
primer spesifik untuk gen smt. Primer
dirancang menggunakan program Primer3,
yang merekomendasikan pasangan primer
(Tabel 1).

Primer tersebut memenuhi beberapa
persyaratan primer yang baik, yaitu panjang

kedua primer 20 nukleotida, sedangkan yang
disyaratkan adalah 18-25 pasang basa;
perbedaan panjang kedua primer 0, sedangkan
syarat maksimal 3 pasang basa; perbedaan Tm
kedua primer kurang dari 5°C, yaitu 0,05°C;
komposisi G+C antara 40-60%, yaitu 45% dan
50%. Primer memiliki tidak lebih dari 3 pasang
basa yang berkomplemen, sehingga kecil
kemungkinan  terbentuk  dimer  primer.
Persyaratan yang tidak dipenuhi adalah
pembentukan G-C clump, basa pada ujung 3’
berupa G atau C agar stabilitas ikatan basa
cukup kuat, karena G-C membentuk 3 ikatan
hidrogen, dibandingkan dengan A-T yang
hanya dua ikatan. Selain itu, berdasarkan
BLAST primer, primer bersifat spesifik karena
tidak ada sekuen gen pada basis data yang
kesamaannya signifikan dengan primer gen smt
(data tidak ditampilkan). Karakter ini
disyaratkan untuk primer spesifik, primer untuk
amplifikasi gen smt harus secara spesifik
berikatan hanya dengan gen smt (Anonim,
2009).

Gambar 1. Pita DNA hasil isolasi dari Geobacillus
20K dan Thermomicrobium 14Ka.

Keterangan: Mk : marker; Sumur 1 : Thermomicrobium
14Ka; Sumur 2 : Geobacillus 20K

Tabel 1. Primer didesain menggunakan program Primer3, yang merekomendasikan pasangan primer.

OLIGO awal pig %GC seq
Forward Primer 271 20 45.00 CAAGCCACCATTCAAGGTTT
Reverse Primer 465 20 50.00 CCCTACTGATCCCGCAATTA
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Keberadaan gen selenometil transferase
pada kedua bakteri tersebut ditunjukkan oleh
pita DNA berukuran sekitar 100 pb (Gambar
2). Walaupun sinyal yang diperlihatkan pita
DNA bakteri Geobacillus 20K sangat tipis,
namun tetap menunjukkan bahwa Geobacillus
20K memiliki gen selenometil transferase.
Perbedaan intensitas pita DNA mungkin
disebabkan oleh perbedaan konsentrasi DNA
templat, karena hasil amplifikasi (produk PCR)
dipengaruhi oleh jumlah/konsentrasi DNA
templat.

Efektifitas  kedua  bakteri  dalam
menghasilkan enzim selenometil transferase
pada lingkungan yang mengandung selenium
ditentukan oleh kemampuan mengekspresikan
gen yang menyandi enzim tersebut. Ekspresi
gen selenometil transferase, terlihat dengan
tumbuhnya koloni berwarna merah pada media
yang mengandung selenium, dilanjutkan
pembuktian dengan mengukur intensitas pita
DNA hasil RT-PCR. Gambar 3 menunjukkan
Thermomicrobium 14Ka dan Geobacillus 20K
memiliki perbedaan ekspresi gen selenometil
transferase. Berdasarkan pengukuran intensitas
pita DNA dengan menggunakan CS analyzer,
intensitas Geobacillus 20K sebesar 146.652
sedangkan Thermomicrobium 14Ka sebesar
40.420. Hasil tersebut dikonfirmasi oleh
penghitungan konsentrasi mRNA menggunakan
spektrofotometer. RNA  Thermomicrobium
14Ka yang menunjukkan absorban 0,427

memiliki konsentrasi 0,1708ug/uL, sedangkan
Geobacillus 20K yang menunjukan absorban
0,547 memiliki konsentrasi 0,2188ug/uL. Oleh
karena itu diyakini bahwa Geobacillus 20K
mengekspresikan gen selenometil transferase
lebih tinggi daripada Thermomicrobium 14Ka.

Hasil ini  sejalan/memperkuat hasil
penelitian sebelumnya yang menunjukkan,
Geobacillus 20K secara aktif mampu melawan
pertumbuhan sel kanker karena memiliki daya
induksi apoptosis yang tinggi terhadap sel
kanker. Sementara Thermomicrobium 14Ka
lebih berperan sebagai antioksidan. Pada kultur
sel kanker limfa Geobacillus 20K mampu
membunuh sel kanker sebanyak 37%, sedangkan
pada kultur sel darah (leukemia), Geobacillus
20K mampu membunuh sel kanker sebanyak
67%. Percobaan pada Thermomicrobium 14Ka,
menunjukkan bakteri ini memiliki kemampuan
mencegah radikal bebas dengan mereduksi
hidrogen peroksida, lipid peroksida, dan
peroksida yang lain dalam sel sehingga berguna
dalam mencegah kanker. Berdasarkan hal
tersebut diperkirakan kedua bakteri tersebut
aktif memproduksi selenium termetilasi, yang
merupakan senyawa aktif yang efektif dalam
memberikan efek chemoprevention (Nurhidayat,
2006a; 2006b). Oleh karena itu, diharapkan
Geobacillus 20K dapat berperan dalam
pengobatan/terapi kanker sedangkan
Thermomicrobium 14Ka berperan dalam
pencegahan kanker.

Gambar 2. Pola Pita Gen Selenometil Transferase.
Keterangan: Mk : marker; Sumur 1: Thermomicrobium 14Ka; Sumur 3:

Geobacillus 20K.
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Gambar 3. Pola ekspresi gen smt pada Geobacillus 20K dan
Thermomicrobium 14Ka.
Keterangan: Mk : Marker; Sumur 1 : Thermomicrobium
14Ka; Sumur 2 : Geobacillus 20K

Kesimpulan dan Saran

Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pada genom bakteri Geobacillus 20k dan
Thermomicrobium 14k terdapat gen yang
menyandi selenometil transferase. Adanya gen
tersebut ditunjukkan oleh pita DNA berukuran
sekitar 100 pb dan gen tersebut diekspresikan
dengan intensitas yang berbeda. Geobacillus 20k
mengekspresikan gen selenometil transferase
lebih tinggi daripada Thermomicrobium 14Kk.
Geobacillus 20k mengekspresikan gen smt
dengan intensitas sebesar 14.6652 dan
Thermomicrobium 14k sebesar 40.420. Oleh
karena itu, diharapkan Geobacillus dapat
berperan dalam pengobatan/terapi  kanker
sedangkan Thermomicrobium berperan dalam
pencegahan kanker.

Saran

Sebagai tindak lanjut dari penelitian ini,
perlu dilakukan konfirmasi dan analisis sekuen
gen smt pada Geobacillus sp. 20K dan
Thermomicrobium 14K. Informasi tersebut
selanjutnya dapat dimanfaatkan untuk produksi
selenoprotein secara masal.
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