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Telah dilakukan pengamatan efek radiasi melalui pembentukan foci yH2AX
pada tiga sampel darah radiografer di Instalasi Radiologi Rumah Sakit dr.
Reksodiwiryo Padang dan tiga orang non radiografer sebagai kontrol
pembanding. Penelitian dilakukan melalui pengamatan pembentukan foci

Diterbitkan: 1 Maret, 2020 yH2AX pada sel limfosit sebagai biomarker terjadinya kerusakan double strand

break (DSB) pada Deoxyribose Nucleic Acid (DNA). Hasil pengamatan

Kata kunci: menunjukkan adanya pembentukan foci yYH2AX sebanyak 0,04 pada
radiografer dan 0,02 pada kontrol. Dari hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa
double strand break (DSB) radiografer berisiko dua kali lebih besar mengalami kerusakan DSB sebagai
efek radiasi tahapan awal terbentuknya kanker. Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan
iOCikYHzAX dengan menambah jumlah sampel untuk memeroleh hasil yang lebih baik.
anker
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Radiation effects have been observed through the formation of yH2AX foci on
three radiographer’s blood samples at the Reksodiwiryo Hospital Radiology
Installation and three non-radiographers as comparative controls. The
research was carried out by observing the formation of yH2AX foci on
lymphocyte cells as biomarkers of double strand break (DSB) damage on
Deoxyribose Nucleic Acid (DNA). The observations showed that the formation
of foci yH2AX was 0.04 in radiographers and 0.02 in controls. From these
results, it can be concluded that radiographers are twice as likely to
experience DSB damage as the initial stage of cancer formation. The research
needs to be continued by increasing the number of samples to obtain better
results.
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1. PENDAHULUAN

Radiasi pengion merupakan jenis radiasi yang mampu mengakibatkan ionisasi pada materi
yang dilalui. Pada saat radiasi pengion mengenai materi biologis, akan terjadi interaksi antara radiasi
dengan materi biologis. Interaksi radiasi dan materi biologi mempunyai empat tahapan yaitu tahapan
fisik, tahapan fisikokimia, tahapan kimia dan biologi, dan tahapan biologis. Pada tahapan fisik terjadi
eksitasi dan ionisasi pada bahan biologi, dilanjutkan dengan terbentuknya radikal bebas pada tahap
fisikokimia. Radikal bebas akan berinteraksi dengan molekul sel yang mengakibat kerusakan terhadap
molekul-molekul dalam sel pada tahapan kimia dan biologi. Pada tahapan biologis terjadi tanggapan
biologis berupa kematian sel yang dapat meluas ke skala jaringan, organ hingga mengakibatkan
kematian (Akhadi, 2000).
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Salah satu bentuk kerusakan molekul sel oleh paparan radiasi adalah kerusakan pada
Deoxyribose Nucleic Acid (DNA) sel limfosit. Sel limfosit merupakan komponen selular darah putih
yang memiliki tingkat sensitivitas tinggi terhadap paparan radiasi. Salah satu bentuk kerusakan DNA
akibat paparan radiasi pengion adalah putusnya kedua untai DNA pada posisi yang berhadapan, yang
disebut double strand breaks (DSB). DSB merupakan tahapan awal terjadinya pembentukan kanker
(Lassmann dkk, 2010). Kerusakan DNA akibat paparan radiasi dapat diamati dengan metode
pengamatan pembentukan foci yYH2AX. H2AX merupakan salah satu dari histon dari kelompok H2A
yang berperan mengatur respon terhadap kerusaka DNA. Histon merupakan protein yang mengikat
DNA yang terdiri dari kelompk H2A, H2B, H3, dan H4 yang terikat dengan H1. Histon ini berfungsi
sebagai sensor biologis akibat adanya perubahan atau stress yang bersifat endogen maupun eksogen
pada DNA. Stress atau gangguan ini akan menyebabkan adanya modifikasi paska translasi pada histon
(PTM). Foci YH2AX terbentuk dari fosforilasi yH2AX pada proses PTM. PTM dapat disebabkan oleh
sejumlah stress yang juga berhubungan dengan sejumlah penyakit seperti kanker, maka deteksi
ekspresi histon ini dapat juga menjadi penanda atau biomarker yang dapat menjadi informasi klinik.
Peningkatan ekspresi PTM menandakan adanya aktifitas kromatin yang terkait dengan replika DNA,
transkripsi, perbaikan kerusakan DNA, dan siklus sel (Kurnia dan Lusiyanti, 2015).

Penelitian tentang pengamatan pembentukan foci YH2AX sebagai respon adaptif sel limfosit
telah dilakukan oleh Kurnia, dkk (2016). Pengamatan ini dilakukan dengan sampel darah penduduk
desa Takandeang, Mamuju provinsi Sulawesi Barat yang merupakan daerah dengan tingkat radiasi
alam tinggi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa adanya peningkatan secara statistik jumlah foci
yH2AX limfosit setelah iradiasi 2 Gy. Hal ini menunjukkan bahwa iradiasi 2 Gy secara langsung dapat
menimbulkan kerusakan DSB sebagai bagian dari respon adaptif secara in vitro yang dapat diamati
dengan biomarker YH2AX. Penelitian lain tentang ekspresi YH2AX juga dilakukan oleh Kurnia, dkk
(2018) di salah satu rumah sakit di Jakarta. Pengamatan dilakukan menggunakan 33 sampel darah
pekerja radiasi yang terdiri dari 24 pekerja radiasi di laboratorium, karyawan kedokteran nuklir dan 9
staf administrasi sebagai kontrol. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tingkat kerusakan DNA DSB
pada pekerja radiasi dalam kedokteran nuklir lebih tinggi dibandingkan dengan pekerja radiasi di
laboratorium, dokter, dan operator radiografer.

Penelitian tentang kerusakan DNA akibat paparan radiasi pada radiografer perlu dilakukan
karena radiografer memiliki tingkat interaksi yang lebih tinggi dengan sumber radiasi dibandingkan
dengan pasien maupun masyarakat umum. Penelitian ini dilakukan untuk mencegah terjadinya
kerusakan DNA yang lebih serius akibat paparan radiasi yang diterima oleh radiografer selama masa
kerja menggunakan sumber radiasi.

2. METODE

Penelitan dilakukan di Instalasi radiologi Rumah Sakit dr. Reksodiwiryo Padang untuk
pengambilan sampel darah radiografer dan di Pusat Teknologi Keselamatan dan Metrologi Radiasi
Badan Tenaga Nuklir Nasional (PTKMR BATAN) untuk pengamatan kerusakan DNA sel limfosit.
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain slide kaca, Mikroskop Flouresen , tabung
sentrifuge, micropipette, rak penyangga, dan tabung vacumtainer. Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain sampel darah, aquades, histopague, larutan Phosphate Buffer Saline (PBS),
formaldehid, Triton—X, larutan BSA, anti bodi pertama (H2AX dan 53BPI) dan anti bodi kedua
(DiamidinoPhenylindole). Tahapan penelitian secara umum antara lain pengambilan sampel darah,
isolasi sampel, dan pengamatan jumlah foci YH2AX.

2.1 Pengambilan Sampel Darah

Pemeriksaan kerusakan DNA sel limfosit dengan pengamatan jumlah foci YH2AX dimulai
dengan mengambil sampel darah pada bagian darah tepi radiografer dan pada kontrol. Sampel darah
diperoleh dari tiga orang radiografer dengan rentang umur 20-35 tahun yang masih aktif bekerja.
Sampel darah yang digunakan sebagai kontrol diperoleh dari tiga orang bukan pekerja radiasi dengan
rentang umur dan jenis kelamin yang sama dengan radiografer. Pemilihan radiografer dan kontrol
dilakukan secara acak tanpa memperhatikan kondisi khusus pada radiografer dan kontrol. Sampel
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darah yang diambil sebanyak 3 ml, karena jumlah tersebut telah dapat menghasilkan sel limfosit murni
setelah proses isolasi. Sampel darah kemudian dimasukkan ke dalam tabung vacumtainer yang
mengandung lithium heparin sebagai antikoagulan.

2.2 Isolasi Sampel

Sel limfosit diisolasi dengan metode sentrifugasi gradien menggunakan histopague 1077.
Darah diencerkan dengan PBS bebas Ca dan Mg (dPBS) sebanyak 3 ml, histopague diletakkan diatas
permukaan darah, kemudian disentrifugasi pada 1500 rpm selama 30 menit. Lapisan limfosit yang
berada di lapisan tengah diambil kemudian dicuci dengan PBS dan disentrifugasi pada 1000 rpm
selama 15 menit, pencucian diulang sebanyak 2 kali. Pelet diresuspensi dengan menambahkan 75 ml
RMPI ke dalam tabung.

2.3 Pengamatan Jumlah Foci yYH2AX

Pengamatan jumlah foci yYH2AX dilakukan dengan langkah-langkah sebagai berikut :

1. Limfosit yang telah diisolasi ditambah medium kultur ditempatkan di atas slide kaca yang
dilengkapi hole. Dibiarkan selama 15 menit untuk membiarkan pengendapan sel limfosit pada
slide kaca.

2. Medium kultur pada slide kaca dibuang dan diganti dengan formal dehid dingin 2% dan dibiarkan
selama 5 menit.

3. Formal dehid diganti dengan triton-X 0,25% dan dibiarkan selama 5 menit.

4. Triton-X dibuang diganti dengan BSA 1% atau FBA dan dibiarkan selama 15 menit. Proses ini
dilakukan selama 3 x 15 menit.

5. Teteskan anti bodi pertama (H2AX dan 53BPI) diletakkan pada ruang gelap selama 45-60 menit.

6. Anti bodi pertama dibuang dan dicuci dengan BSA 1% selama 3 x 15.

7. Teteskan anti bodi kedua (DAPI) dan dibiarkan di ruang gelap selama 45-60 menit.

8. Anti bodi kedua dibuang dan dicuci dengan PBS selama 3 x 15 menit.

9. Slide dikeringkan, ditutup dengan cover glass dan dibiarkan selama 24 jam. Selanjutnya siap

untuk diamati.

Pengamatan jumlah foci YH2AX dilakukan menggunakan mikroskop flouresen dengan perbesaran 100
kali. Perhitungan foci YH2AX dilakukan dengan cara mencari rata-rata jumlah atau kelompok foci
yH2AX dalam 100 sel. Apabila jumlah foci YH2AX yang dijumpai stabil sampai jumlah 100 sel maka
cukup dihitung 50 sel (Cholpon dkk., 2013).

2.4 Perhitungan Jumlah Foci YH2AX

Hasil pengamatan pembentukan foci yYH2AX digunakan untuk perhitungan jumlah rata-rata
masing-masing sampel. Perhitungan jumlah rata-rata foci YH2AX dilakukan dengan Persamaan 1

Jumlah foci yH2AX

Jumlah rata—rata foci H2AX =
50 sel

)

3. HASIL DAN DISKUSI
3.1 Pembentukan Foci yH2AX

Hasil pengamatan menunjukkan adanya pembentukan foci YH2AX pada radiografer dan
kontrol. Pembentukan foci YH2AX ditandai dengan adanya titik berwarna hijau terang pada sel
limfosit. Hasil pengamatan terhadap sel limfosit radiografer dan kontrol dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1 Pembentukan foci YH2AX pada radiografer dan kontrol (a) Radiografer A; (b) Radiografer B; (c)
Radiografer C; (d) Kontrol A; (e) Kontrol B ; (f) Kontrol C

Gambar 1 menunjukkan adanya pembentukan foci YH2AX pada sel limfosit yang ditandai
dalam lingkaran merah. Dari hasil pengamatan tersebut dapat dilihat bahwa pembentukan foci yYH2AX
hanya terjadi pada radiografer B dan kontrol B. Tidak ditemukannya pembentukan foci YH2AX pada
radiografer dan pada kontrol lainnya dapat disebabkan oleh aktivitas perbaikan sel dalam sistem
kekebalan tubuh yang terjadi secara terus menerus. Hasil pengamatan menunjukkan adanya
pembentukan foci YH2AX pada radiografer B sebanyak 2 foci dan pada kontrol B sebanyak 1 foci.
Adanya pembentukan foci yYH2AX pada radiografer B yang lebih tinggi dibandingkan pada kontrol B
menunjukkan bahwa adanya pengaruh radiasi terhadap kerusakan DNA sel limfosit khususnya
kerusakan DSB.

Proses metabolisme yang dipengaruhi oleh gaya hidup dan kesehatan lingkungan diduga
terkait dengan potensi terbentuknya radikal bebas dalam darah yang juga dapat memicu terjadinya
kerusakan DNA. Adanya pembentukan foci YH2AX pada kontrol B yang merupakan non radiografer
terjadi secara spontan ataupun insidentil sebagai bagian dari proses metabolisme (Sedelnikova dkKk,
2003).

Jumlah foci yYH2AX yang teramati pada radiografer dan kontrol digunakan untuk mencari rata-
rata foci yYH2AX yang terbentuk dalam 50 sel pengamatan. Akumulasi jumlah rata-rata pembentukan
foci yYH2AX pada radiografer dan kontrol dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1 Jumlah foci yYH2AX pada radiografer dan kontrol
Jumlah rata-rata Foci YH2AX / 50 sel

Radiografer Kontrol
A 0 A 0
B 0,04 B 0,02
C 0 C 0

Tabel 1 menunjukkan bahwa jumlah rata-rata foci YH2AX pada radiografer B adalah sebesar 0,04.
Jumlah ini lebih tinggi dibandingkan dengan jumlah rata-rata foci YH2AX pada kontrol B yaitu
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sebesar 0,02. Nilai ini menunjukkan bahwa pembentukan foci YH2AX maksimum terjadi pada
radiografer B, sedangkan pada radiografer dan kontrol lainnya bernilai nol karena tidak adanya
pembentukan foci YH2AX yang terjadi. Perbandingan jumlah foci YH2AX yang terbentuk pada
radiografer dan kontrol dapat dilihat pada Gambar 2.

0.05 ~
0.04 -
0.03 -
0.02 -
0.01 -

Jumlah foci

0.02

Radiografer ~ Kontrol

Gambar 2 Grafik perbandingan jumlah foci pada radiografer dan kontrol

Gambar 2 menunjukkan perbandingan antara jumlah foci YH2AX pada radiografer dan kontrol. Dari
data tersebut diketahui bahwa radiografer mengalami pembentukan foci YH2AX dua kali lebih tinggi
dibandingkan kontrol. Data juga menginformasikan bahwa radiasi memiliki potensi menimbulkan
kerusakan DSB pada DNA.

4. KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa radiografer berisiko dua kali lebih besar mengalami
kerusakan double strand break (DSB) pada DNA dibandingkan kontrol.
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