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EFEK GLUTATHIONE TERHADAP DAYA TAHAN KHAMIR
Schizosaccharomyces pombe YANG DIIRADIAST
DALAM N;, N,0 DAN 0,

Nikham*
* Puslitbang Teknologi Isotop dan Radiasi, BATAN, Jakarta

EFEK GLUTATHIONE TERHADAP DAYA TAHAN KHAMIR Schizosaccharomyces pombe
YANG DIIRADIASI DALAM N,, N,0 DAN O;, Telah dilakukar penelitian efek radiasi sinar gamma Co®
dan glutathione terhadap 3 galur khamir yaitu S. pombe MN55, MN72 dan L972h" yang diiradiasi dengan
dialiri Ny, N,O dan O,. Tujuan dari penelitian adalah ingin mengetahui efek sinergis perlakuan kombinasi
radiasi Ny, N;O, O, dan 8lutathione tethadap 3 galur khamir. Sampel yang dialiri N;, N,O dan kontrolnya
diiradiasi pada sinar gamma pada dosis 0 - 2,85 kGy dan yang dialiri O, diiradiasi pada dosis 0 — 2,06 kGy,
dengan laju dosis 5 kGy/jam. Setelah diiradiasi sampel dibiakkan pada media Yeast Peptone Glucose Agar
(YPGA) dan diinkubasi pada suhu 30 + 2 °C selama 3 hari. Koloni yang tumbuh dihitung, datanya dipakai
untuk membuat kurva dan menentukan nilai Dyy. Hasilnya menunjukkan bahwa nilai D, sampel diiradiasi
dengan dialiri N, lebih tinggi daripada nilai D,, sampel yang dialiri N;O dan O,.

ABSTRACT

EFFECTS OF GLUTATHIONE ON THE YEAST RESISTENCE OF Schizosaccharomyces
pombe WHICH WAS IRRADIATED IN Ny, N;O AND 0,, The investigation of the effect of glutathione to
radiosensitivity of 3 yeast strains i.e S. pombe MN55, MN72 and 1972 in the Na, N;O, O, condition have
been observed. The objective of the research is to study the sinergism effect of combination treatment of
radiation, N,, N,O, 0, and glutathione to radiosensitivity of the 3 strains of yeast. The suspension of the
sample in O, were irradiated at doses 0 to 2.06 kGy, in N,, N,O, and the control at doses 0 to 2.85 kGy. After
irradiated, the samples were cultured on the YPGA (Yeast Peptone Glucose Agar) medium and incubated at
30 + °C for 3 days. After 3 days incubation the surviving colonies were calculated to make curve and to
determine the D,y value. The results show that the Dy values of the sample which was irradiated in N; are
higher than that of Dy, value of the sample, which was irradiated in N,O and O,

PENDAHULUAN Y glutamyl (8,9). Oleh karena itu efek GSH pada
kerusakan sel akibat radiasi belum jelas,
Glutathione, y-GlutamyI-Cj/steinyl-szcine Khamir S. pombe adalah salah satu tipe sel

(GSH) atau CioH17N304S  yaitu oligo peptida eukariotik yang paling sederhana. Sel ini mempunyai
(tripeptida) nonprotein utama yang banyak terdapat  gen housekeeping minimal Jjumlahnya 700 dan ukuran
dalam bakteri Gram-negatif (1) dan organisme tingkat 8enome paling kecil 14 Mb dan diasumsikan sebagai
tinggi termasuk manusia (2,3,4). GSH ditemukan dalam model sel manusia. Beberapa gen manusia umumnya
sel pada kepekatan hingga 10 mM, sebagian besar diekspresikan dalam sel S pombe. Sel ini relatif mudah
dalam bentuk tereduksi. GSH Jjuga berperan dalam dipelajari fungsi gennya dengan mengacu rekombinan
aktivasi mutagen tertentu misalnya nitrosoguanidine, homolog dan dengan mengintroduksi homolog manusia
nitrosamide, - nitrosocarbamate, neocarsinostatin dan (10). Merurut beberapa pustaka ada tiga galur khamir
beberapa  senyawa dihalogen (5). GSH seluler yang menarik yaitu S. pombe MN55 yang tidak dapat
dilaporkan dapat meningkatkan efek oksigen terhadap menghasilkan GSH dan senyawa SH lain seperti sistein
kerusakan radiasi dalam Escherichia coli (6). GSH dan metionin, S pombe MN72 yang hanya dapat
nampaknya  merupakan komponen utama dalam menghasilkan GSH dan S pombe 1972h"  dapat
interaksi antara produk radiasi dan sel. Suatu sel yang menghasilkan keduanya baik GSH maupun senyawa
tidak mampu mensintesa GSH tidak dapat diproteksi SH misal sistein dan metionin (1D).

terhadap efek kematian dari radiasi pengion. Selain itu Biakan khamir yang diiradiasi dalam kondisi
laporan lain menyatakan bahwa GSH dalam E coli basah, akan mengalami efek radiasi langsung dan tidak
tidak mempengaruhi daya tahannya terhadap radiasi langsung. Efek radiasi tidak langsung pada sampel
gamma (7). Pustaka lain menyatakan bahwa GSH dapat  dalam kondisi basah yang dialiri N,, akan menghasilkan
melindungi sel dari kerusakan oksidatif seperti produk radiolisis berupa radikal €eq dan OH, yang
disebabkan oleh hidrogen peroksida (H>0,) dan radiasi dialiri N,O menghasilkan radikal OH dan yang dialiri
pengion, mempertahankan status protein  sulfhidril, O,, menghasilkan radikal OH dan H serta molekul
kompleksasi  senyawa  reaktif xenobiotic  atau H;0,. Dengan adanya O, dan N;O selama iradiasi,
endogenous, membantu dalam detoksifikasi dan atau radikal bebas €aq dapat bereaksi O, dan juga N,O
ckskresinya serta scbagai transporter asam-asam amino sehingga menghasilkan radikal 0;- (12,13). Spesies

173



Risalah Pertemuan limiah Penelitian dan Pengembangan Aplikasi Isotop dan Radiasi, 2001

kimia ini dapat bereaksi dengan DNA baik langsung
maupun setelah terjadi transformasi logam dengan cara
Kkatalisasi ke dalam sel, akibatnya dapat menghasilkan
modifikasi DNA. Ada sekitar 100 jenis modifikasi
DNA telah diidentifikasi setelah dipaparkan pada
radiasi pengion. Modifikasi ini meliputi kerusakan
strand tunggal dan sfrand ganda, modifikasi basa dan
keterikatan silang. Sedangkan efek langsung dari radiasi
pada sampel akan menyebabkan eksitasi dan ionisasi
pada DNA sehingga terjadi kerusakan seperti alkilasi,
hidrasi, kerusakan pada rantai tunggal atau ganda,
perubahan bentuk, terjadi ikatan silang inter-sirain,
ikatan silang protein-DNA dan kerusakan karena
pirimidin dimmer (14,15). Akibat timbulnya modifikasi
dan kerusakan-kerusakan pada DNA tersebut dapat
menyebabkan kematian sel (13,16).

Tujuan penelitian yaitu untuk mengetahui nilai
Do dan efek glutathione terhadap daya tahan khamir S.
pombe galur MN55, MN72 dan L972l" diiradiasi pada
sinar gamma dimana selama radiasi dengan dialiri
dengan gas N, NO dan O, Dari data D), yang
diperoleh, diharapkan dapat dipakai sebagai acuan
dalam menentukan dosis sterilisasi untuk mensterilkan
alat-alat kedokteran, sediaan farmasi, obat-obatan dan
dosis pasteurisasi untuk mengawetkan bahan pangan
dan hasil olahannya.

BAHAN DAN CARA KERJA

Mikroorganisme. Galur khamir yang dipakai
dalam penelitian ini adalah S. pombe MN55, MN72 dan
L972h" berasal dari Takasaki Radiation Chemistry
Research  Establishment, JAERI Jepang. Untuk
pembiakan sel khamir ini digunakan media Yeast
Peptone Dextrose Broth (YPDB) dan untuk pembiakan
sel setelah diiradiasi dipakai media Yeast Peptone
Glucose Agar (YPGA), pemakaian kedua jenis media
tersebut berdasarkan rekomendasi dari KUME (17),
yaitu media yang biasa dipakai dalam penelitiannya dan
masing-masing bahan media adalah buatan Merck.
Sebagai cairan untuk membuat suspensi sel khamir
digunakan bufer fosfat.

Penyiapan biakan. Galur-galur S pombe
MNS55, MN72 dan L972h" dibiakkan dalam tabung
reaksi yang berisi media YPDB dan diinkubasi pada
suhu 30 °C selama 40 jam. Selanjutnya sel dipanen
dengan cara dicuci dengan larutan bufer dan sambil
dipusingkan dengan alat "HITACHI CENTRIF UGE"
pada kecepatan 3.000 rpm selama 30 menit. Setelah
bersih suspensi diatur kepadatannya sekitar 10% sel per
ml.

Iradiasi biakan. Suspensi masing-masing galur
ditambah dengan 4,2 mM GSH dan kemudian dikocok
untuk mendapatkan sampel yang homogen. Suspensi
dibagi dalam empat tabung, siap untuk diiradiasi
dengan sinar gamma. Satu sebagai kontrol, yang lainya
untuk dialiri Na, N,O dan O,. Suspensi yang dialiri N,
N,O dan kontrolnya (tanpa dialiri Ny, N,O dan O, atau
udara biasa) diiradiasi pada dosis 0; 0,3; 0,6; 1,16; 1,72;

2,28: dan 2,85 kGy dan laju dosis 3 kGy/jam.
Penentuan dosis tersebut berdasarkan pada hasil
pengukuran dosimeter, dimana sampel diletakan pada
ketinggian 15 cm dari lantai dan jarak 92 cm dari
sumber sinar gamma untuk sampel yang diiradiasi
dengan O, dan laju dosis 1,5 kGy/jam. .Sedangkan yang
dialiri O, diiradiasi pada dosis 0; 0,22; 0,43; 0,84; 1,25;
1,65 dan 2,06 kGy serta laju dosis 1,5 kGy/jam. Dosis
ini diperoleh seperti tersebut di atas, tetapi pada jarak
53 cm dari sumber sinar gamma untuk sampel yang
diiradiasi dengan N;O, N; dan laju dosis 3 kGy/jam

Pengamatan. Khamir yang telah diiradiasi,
dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi akuades
dengan fween 80 steril, lalu diencerkan. Pada
pengenceran ftertentu suspensi sampel sekitar 0,2 ml
dibiakkan pada media YPGA. Kemudian diinkubasi
pada subu 30 °C selama 3 hari. Koloni yang tumbuh
dihitung. Data  yang  diperolch (Tabel 1)
ditransfomasikan dalam kurva dan dipakai uiiuk
menentukan nilai Djo nya dengan bantuan program
basic dalam komputer. Nilai Dy, ialah dosis yang dapat
menurunkan populasi suatu mikroba sebesar 90 %, jadi
yang masih hidup sekitar 10 %.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Efek iradiasi dengan dan tanpa penambahan
GSH terhadap galur S. pombe MNS5. Efek
penambahan GSH terhadap sensitivitas galur S. pombe
MNS55 yang diiradiasi dengan sinar gamma dan dialiri
gas N,, N,O, O, dan udara biasa (kontrolnya) dapat
dilihat pada Gambar 1. Kurva berbentuk bahu dan
terlihat bahwa efek iradiasi sinar gamma pada Khamir
yang dialiri O, jauh lebih nyata dibandingkan dengan
yang dialiri Np, N>O dan udara biasa (kontrol). Peranan
0, dalam hal ini dapat mempercepat kerusakan DNA.
Hal ini disebabkan jika O, yang ada selama radiasi
berikatan dengan elektron ¢ hasil radiolysis air (H0)
menjadi ion O Ion ini akan menutup strand ADN
yang rusak akibat radiasi, kondisi demikian
kemungkinan kecil sekali atau bahkan tidak bisa
diperbaiki oleh enzim ligasa ADN suatu enzim yang
berfungsi memperbaiki strand ADN yang rusak. Di
samping itu radiasi dalam kondisi basah, dimana air
yang diiradiasi akan mengalami radiolisis schingga
menghasilkan radikal hidrogen dan hidroksil yang
sangat reaktif [18]. Jadi keadaan ini akan mempercepat
kerusakan DNA khamir karena radikal-radikal tersebut
juga berperan sebagai peran inhibitor perbaikan diri
DNA yang rusak. Data hasil penelitian dapat dilihat
bahwa efek iradiasi dosis 2,06 kGy pada khamir yang
dialiri O, dapat menurunkan daya tahannya sekitar 3
desimal sedangkan yang dialiri N,O dan kontrolnya
pada dosis 2,85 kGy, lebih dari 1 desimal serta yang
dialiri N, kurang dari 1 desimal. Penurunan ini tidak
berbeda nyata dengan khamir yang ditambah GSH.

Jika dihitung nilai Dy, nya (Tabel 2) dapat
diperoleh bahwa khamir yang ditambah GSH lalu
diiradiasi dengan dialiri O, adalah 0,6 kGy dan tanpa
GSH 0,7 kGy. Sedangkan khamir yang ditambah GSH
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lalu dialiri N,O adalah L4 kGy dan tanpa GSH 1,6
kGy. Khamir yang ditambah GSH laly dialiri N, adalah
2,9 kGy dan tanpa GSH 3,0 kGy serta kontrolnya 2,3
kGy. Penurunan daya tahan galur khamir baik ditambah
maupun tanpa GSH yang diiradiasi dengan dialiri O,
adalah 5 kali lipat, dibandingkan dengan yang dialiri N,
dan 3 kali lipat kontrolnya.

Efek iradiasi dengan dan tanpa penambahan
GSH terhadap galur S. pombe MN72. Efek
penambahan GSH terhadap sensitivitas strain S pombe
MN72 yang diiradiasi dengan sinar gamma dan dialiri
gas N,, N.O, O, dan kontrolnya dapat dilihat pada
Gambar 2. Dalam gambar ini dapat dilihat efek
iradiasi pada dosis 2,06 kGy terhadap khamir baik tanpa
maupun  ditambah GSH yang dialiri O, dapat
menurunkan daya tahannya lebih dari 3 desimal dan
pada dosis 2,86 yang dialiri N;O dapat menurunkan
daya tahan sekitar 3 desimal. Sedangkan yang dialiri N,
dan kontrolnya lebih dari 1 desimal. Jika dihitung nilai
Dyy (Tabel 2) khamir ditambal GSH yang diiradiasi
dengan dialiri O, adalah 0,6 kGy dan yang tanpa GSH
0,7 kGy. Sedangkan nilai D, khamir ditambah GSH
yang diiradiasi dengan dialiri N,O adalah 0,8 kGy dan
tanpa GSH 1,1 kGy, serta khamir ditambah GSH yang
diiradiasi dengan dialiri N, adalah 2,2 kGy dan tanpa
GSH 2,3 kGy, dan kontrolnya adalah 1,7 kGy.
Penurunan daya tahan galur khamir baik ditambah
maupun tanpa GSH yang diiradiasi dengan dialiri O,
adalah 4 kali lipat, dibandingkan dengan yang dialiri N,
dan 3 kali lipat kontrolnya.

Efek iradiasi dengan dan tanpa penambahan
GSH terhadap galur S. pombe L972h". Efek
penambahan GSH terhadap sensitivitas strain pombe
L972l yang diiradiasi dengan sinar gamma dan dialiri
gas N,, N,O, O, dan kontrolnya dapat dilihat pada
Gambar 3. Demikian pula dapat dilihat bahwa efek
iradiasi pada dosis 2,06 kGy terhadap khamir ditambah
GSH baik yang dialiri O, maupun N,O pada dosis 2,86
kGy dapat menurunkan daya tahan khamir lebih dari 3
desimal dan tanpa GSH Jjuga lebih dari 3 desimal. Pada
dosis 2,86 kGy terhadap khamir ditambah GSH yang
dialiri N, dan kontrolnya lebih dari 1,5 desimal. Jika
dihitung nilai D, nya (Tabel 2) diperoleh hasil bahwa
khamir ditambah GSH yang diiradiasi dengan dialiri O,
adalah 0,4 kGy dan tanpa GSH 0,5 kGy. Sedangkan
khamir ditambah GSH yang diiradiasi dengan dialiri
N,O adalah 0,7 kGy dan tanpa GSH 0,8 kGy, serta
khamir ditambah GSH yang dialiri N adalah 1,6 kGy
dan tanpa GSH 1,7 kGy dan kontrolnya 1,5 kGy. Dari
data nilai Dy, khamir baik ditambah maupun tanpa GSH
selama diiradiasi dialiri N, lebih tinggi daripada khamir
yang selama diiradiasi dialiri N,O, O, dan kontrolnya.
Hal ini terjadi karena N, merupakan gas inert yang
tidak menimbulkan efek terhadap daya tahan galur
kKhamir yang diiradiasi. Nitrogen dengan oksigen
membentuk senyawa endotermik (N20) tidak stabil
dalam jumlah besar. N,O dipakai dalam radiasi kimia
sebagai suatu penangkap (scavenger) yang sangat baik
untuk elektron terhidrasi. NO adalah materi awal dalam
pembentukan asam nitrit. NO adalah radikal bebas,
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paramagnetik dan sangat reaktif serta membentuk
Senyawa-senyawa tambahan dengan sejumlah besar
garam dan senyawa-senyawa organik (19). Secara
radiolisis N;O mengalami disosiatif elektron.

€+NO 3> N, + 0"
0"+ N,O 2 N, + O
0"+ N0 2 NO + NO
M*¥+ NO > N, + 0 + M

Nitrogen oksida (NO) dipakai sebagai scavenger
radikal umum dan amonia (NHs) sebagai scavenger ion
positif (20),

Penurunan daya tahan galur baik ditambah
maupun tanpa GSH yang diiradiasi dengan dialiri O,
adalah 3 kali lipat, dibandingkan dengan yang dialiri N,
ataupun kontrolnya. Dari data ini dapat disimpulkan
bahwa iradiasi dalam kondisi O,, ternyata lebih efektif
untuk menurukan daya tahan galur khamir tersebut. Di
samping itu nilai D, khamir baik yang ditambah
Mmaupun tanpa GSH tidak menunjukkan perbedaan
nyata, hal ini dapat disimpulkan bahwa sinergis efek
glutathione terhadap daya tahan khamir yang diiradiasi
dengan dialiri N3, N,O dan O, tidak nyata.

KESIMPULAN

Dari data hasil penelitian dapat disimpulkan
sebagai berikut :

I. Jika dilihat dari nilai Do sampel baik ditambah
maupun tanpa GSH yang diiradiasi dengan dialiri
N lebih tinggi daripada nilai Dyo sampel yang
diiradiasi dengan dialiri N,O dan O,. Atau dengan
kata lain iradiasi dalam kondisi O, lebih efektif
untuk  menurunkan daya tahan galur  khamir
tersebut,

2. Dari data hasil penelitian ini ternyata tidak ada
perbedaan nyata antara nilai Do khamir baik yang
ditambah maupun tanpa GSH, sechingga dapat
disimpulkan bahwa efek GSH terhadap daya tahan
khamir yang diiradiasi dengan dialiri N, N,O dan
0, tidak nyata.
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Tabel 1. Jumlah koloni hidup (%) galur S. pombe MN55 yang diiradiasi dengan dialiri N, N;O dan O,

Dosis N, Nx+GSH | Kontrol N.O | N,O+GSH Dosis 0, 0,+GSH
(kGy) (kGy)

0 100 100 100 100 100 0 100 100
0,3 98,75 98,05 97,50 93,75 92.50 0,22 85,00 81,28
0,6 93,28 90,14 87,58 77,56 73,79 0,43 71,35 65,05
1,16 | 83,95 80,06 72,55 | 56,25 50,03 0,84 56,17 | 47,51
1,72 | 7887 | 73.75 6500 | 45,05 37,50 1,25 4149 | 31,15
2,28 72,55 67,50 57,58 32,58 23,72 1,65 26,05 15,12
| 285 | 6742 | 61.23 51,25 | 20,11 11,25 2,06 1L17 0,00

Tabel 2. Nilai D,, khamir S, pombe galur MN55, MN72 dan L9721y dari masing-masing perlakuan

Nllﬁl Dm (kGY)
Galur N, N;+GSH Kontrol N,O N,O+GSH 0, 0,+GSH
(@) ) © (d) (© (69) (2)
MN55 3,0 2,9 2.3 1,6 1,4 0,7 0,6
MN72 2,3 2.2 1,7 1,1 0,8 0,6 0,5
L972I 1,7 1,6 1,5 0,8 0,7 0,5 0,4
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Dosis radiasi sinar gamma (kGy)

Gambar 1. Efek glutathione (GSH) radiasi
terhadap daya tahan khamir §. pombe MNS55
yang diiradiasi dalam kondisi N3, N;O dan O,
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Fraksi sel hidup (%)
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Gambar 2. Efek glutathione (GSH) radiasi
terhadap daya tahan khamir S. pombe MN72
yang diiradiasi dalam kondisi N;, N;O dan O,
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Gambar 3. Efek glutathione (GSH) radiasi

terhadap daya tahan khamir S. pombe L972h" yang
diiradiasi dalam kondisi N, N,O dan O,
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DISKUSI

KRISNA LUMBANRAJA

Apakah ada perbedaan kesimpulan yang terdapat
di abstrak buku kumpulan abstrak dan dj lembar
transparansi yang dipresentasikan, yaitu pada buku
kumpulan abstrak disimpulkan terdapat perbedaan D,
sampel diiradiasi dengan dialiri N; dan yang dialiri N,
dan O, sementara dalam tranparansi tidak terdapat
perbedaan ?

NIKHAM

Tidak ada perbedaan antara kesimpulan pada
buku kesimpulan dan di lembar transfaransi, pada
kesimpulan penelitian yang telah dilakukan bahwa nilaj
Do sampel yang diiradiasi dengan dialii N, lebih
dibandingkan nilai D,, sampel yang dialiri O,
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