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Abstract

Mutagenicity of antincoplastic alkylating of the nitrogen mustard {iphosphamids and chlorumbucil) has
been studied by Ames method using Safmonelle gefieurion TA 97a, TA 98, TA 100 and TA 102
bacteria, The test for iphosphamide and chlorambucil with the addition of rat liver homogenate on 5.
trphimarizon TA 970, TA 98, and TA 100, Results showed that the two compounds had a pozitive effect.
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Pendaholuan

Dewasa ini, kanker merupakan salsh satu jenis
penyakit vang banyak menychabkan  kematian,
Kejrdizn dan jenis kanker berhubungan dengrn
banyak faktor antara lain Jenis kelamin, vsia. ras
serta zat  wang depat  menimbulkan  kanker
(karsinogen) (Katzung, 1992).

Zat wang bersift karsinogen ini dapat dibagi
menjrdi  beberapa kelompok  yaitu  hidrokarbon
aromatik  palisiklik, amin  aromatik, senyaws
pengalkil dan senvaws yang berasal dar alam
Wik, 1%77). Salzh satu kelompok antinenplastik
adalah zat pengalkil, dimana zat pengalkil ini juga
dapat  menimbulkan kanker sekunder.  Untuk
mencntukan sifat karsinogen suatu senyawa Kimia
secara  tidsk  langsung  dapat  dilakukan  uji
mutazenitas, Ames telah membuktikan balwa 80 —
G0 % senyawa yang bersifat karsinogen juga
bersifat mutagen (Ames ef of, 1973)

Berbagai  metoda  telah  dilakukan  untuk  uji
mutagenisitas senyawa kimia, Pengujian  dapat
dilakukan  dengan  hewan  percobaan  yang
memerlukan wakty vang lama dan biava yang
mahal.  Sekarang  bamvak  dipomakan  wji
mutagenisitas dengan bakteri, serangge atan sel
mamaliz. Uji ini memerlukan waktu relatif singkat
dan biaya vang murah.
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Uji menggunakan bakteri dikenal dengan uji Ames
yang menggunakan bakterl Salmownella puphinmrinm
aplur standar TA 97a, 98, 100 dan 102, Tiap palur
wji ini mengandung mutasi histidin. Disamping it

juga harus mempunyai mutasi rfa, mulasi B dan

fakter R untuk meningkatkan kepekaan bakteri
dalam mendateksi senvawa mutagen (Elseth, 1984},

Untuk zat mutagen yeng Gdak akif sebelum
bioaktivasi, maka penpujizn memerlukin  sistem
bioaktivasi vang terdiri dari fraks: mikrosoma hati
tikus ataw hewan lain, Aktivitas enzim mikroscma
hinsanyva meningkat bila hewan diindoksi dengin
zat penginduksi seperti fenobarbital, Selain itu juga
diperlukan pengmhbahan  kofakior pada  enzim
sebelum inkubasi (Elscth, 1934; Lu, 19933,

Saat ini zat pengalkil hanyek digunakan untuk
mengobati kanker. Beberapa publikasi menyebutkan
bahwa zal pengalkil dapat menyebahkan mutasi
Dengan demikian ada kemungkinan antincoplastik
pengalkil jupa dapal menyebabkan mutasi, Oleh
karena itu perle dilakukan penentoan sifat mutagen
dari antineoplestik pengalkil.

Metode Penelitinn

Bahan : Magnesivm sulfat, asam sitrat monahidrar,
Lelium fasfal anhidrat, satrium amoniom Toslac,
agar, natrivm kloride, kalium Klorida, mapresium
klorida, natrium dihidrogen fosfat dinatrium hidrogen
fosfal,  glukosa-6-fasfar,  natrium hidroksida,
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glukosa, kristal violer, Wutrient Broth Mo, 2, Bacto
Mutrient Brath, NADTP, DMSO, ampisilina trihidear,
tetrasikling, d-hiatin, I-histidin, fenabarbitas, 4-
mitrakuinalin-MN-pksid, fosfamid dan  klorembusi],
S byphimuriven galer standar TA 97a, 98, 100 dan
102, tikus jantan galur Wistar.

Sotnde ¢

Penaiigonan bakiers wii @ Galur bakteri uji diterima
dalam bentuk biakan veng discrapakan pada cakram
kertas. Kemudian sccarn asepiik mesing-masing
cakram kertas diinokulasikan dengan cara goresan
pada pelat ampisiling untuk galur TA 87a, 98 dan
[0 dan wntuk TA 102 pada pelst ampisilina-
wetresiklina, Scmua pelat vang sudah  digores
diinkubasi pada subu 37°C selamz 48 jam (Pelat
Miasier)

Pembuertean higban semadan ¢ Biakan semalam i
dibmat sctizp pengujign, Bakieri dari pelat master
diinokulasikan ke daiam madia nutrient broth COxoid
Ma, 3, kemuodian diinkubasi dalam inkubator Kook
selama 10 - 14 jam pada swhu 37C, Ukur
transmittannya pada panjang pelombang 630 nm.,

Kowfirmasi sifar genotie galur bakieri wi

Lt burwh fiseiding Pada pelar agar tanpa histidin
dibuat goresan biakan semalam (kontrol)., Pada
pelat agar yang mengandung histidin dibuat goresan
biakan semalam TA 102, sedangkan pada pelat agar
wang mengandung histidin-biotin digoreskan biakan
seonalam gabur “T'A 97a, 98 dan 100. Pelat-pelat ini
diinkubasi pada subu 37°C 24 jam, amati ada
tidaknva pertumbuhan keloni.

L3 mawetas! o © Pede pelat agar nutrien ditwangkan
campuran 2 ml top apar dengan 0,1 ml biakan
semalam bakters uji. Setelah top agar memadar,
letakkan cakram kertas steril ditengah top agar,
kemudizn pada pusal cakram diteteskan larutan
kristal violet | max'ml sebanyak 0,01 ml, kemudian
pelat diinkubasi pada subu 37°C selama 12 jam.
Adnatt diameter daerah hambat disckeliling cakram
kertas,

L wwtesi werB @ Pada pelat agar nutrien,
digoreskan  biakan semalam  bakteri wji secara
paralel. Setelah i tutop cowan Petri dibuka,
setengah bagian  ditutup  dengan  kertas  Karton,
kaginn yang tidak diterep disinari lampe ulea viele
(13 watt) pada jarak 33 om seloma & detik.
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Kemudian cawan Pétri  ditutep  kembali  daz
diinkubasi pada suhu 37°C selama 12 — 24 jam.
Setelah jtu diamati ada tidaknya periumbuhan
koloni bakteri pada bagian yang disinari.

Lii faktor R ¢ Bickan semalam  bakteri w)i
digoreskan  pada  pelal  ampisiling, kemudian
diinkubasi pada 37°C selama 24 jam. Dizmati ada
tidaknya pertumbuban koloni bakteri.

LT Plosnndd p A £ 2 Uji ini khosus untek galur TA
102, Pada pelat ampisilinaftetrasikling digoreskan
biakan  semalam  TA  [02,  TPada  pelat
ampistliftetrasiklin digoreskan biakan semalam TA
102, kemudian pelat diinkubasi pada 37"C 24 jam,
Diamati ada tideknys pertumbuhan keleni bakiesi.

Ui revers! spontan @ Ditentukan peda pelat glukosa
minimal, 02 ml biaken semalam  bakteri
ditambahkan pada 2 ml top agar wvang telah
ditambah dengan lamtan histidin-biotin, kemudian
dicampur  dan  ditvangkan pada pelat  glekosa
minimal, Inkubaszi pada 37°C 48 jam. Setelah iw
hitung  jumlzh  koloni  bakteri yang  tumbuh
(revertan),

FPembratan Aomogenal Fari 59 Tikus janten galor
Wistar, bobot = 200 g diinduksi dengan fenobarbizal
dosss 75 mgdkg bobot badan setiap hari selama 3
hari berturut-turat, Setelah hari ke lima tikus
dibunuh dengan cara dislokasi servikal, kemudian
diamhbil hatinye. Homegenal dibuat dalam wadah
yang didinginkan dengan air es serta mengpunakan
larutan KCL 0,15 M steril dan dingin. Hati segar
setelah ditimbang  diceci lebili kurang 20 kali
dengan larutan KCl 0,15 M steeil dingin = | mlig
hieti. Setelah bessih, kati dipotong-potong dengan
pisau steril, kemudian dimasukkan ke dalam tabung
homogeniser steril dan ditambahkan larutan KCI
L15 M steril dingin sebanyak 3 mbfg  hati
Hoemogenisasi sempai semua potongan hati hancur
dan didapat homogenat hati. Kemudian homogenat
disentrifupa pada kecepatan 300 rpm pada suhu 4"C
20 menit. Setelah e supernaten  diambil dan
dimasukkan ke dalam tabung | ml bertutup steril.
Homogenal ini disimpan dalam freezor. Pembuatan
ini dilakukan dalam ruang steril.

fembuatan larwtan wii @ Lerulan uji dibuat dengan
melarutkan zat uji dalam pelarut DMSC, Larutan uji
dibuat separ setiap kali penpujian,
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{i evateed posieid s Yang digunakan sebagai kontrol
positif dbnitrokeinolin-MN-cksid dengan konsentrasi
O.f piml, | oppiml, 18 pedml, dan 2.2 ppdml dalam
pelarut DMSC. Pengujian  dilakukan  dengan
prosedur yang sama dengan uji motagenisitas zai
iaji.

Penpglgion Mutagenisiias Lot H_.fr'{'. Ke dalam 2 ml
top agar yang mengandung 10 % larutan histidin i1
M o— bictin 0,1 mM ditambahkan 0.1 ml biakan
semalnm bakteri dan 0,1 ml larutan wji, Kemudian
campuran ini dituzngkan pada boltom agar (pelat
alukasa minimal) dalam wakos kurang dari 20 detik,
Pada pengujian yang mengeunakan homogenat hati
ditumbalikan campuran homogenat hati 0.5 ml pada
lep agar. Setelah top agar memadat, diinkubasi pada
37°C 48 jam. Pada tiap pengujian dilakukan uji
reversi spontan dan penghitungan bilangan kuman
boakan scmmalam,

asil en Pembabiasan

Bakreri uji untuk penentuan siful mutagen untuk Uji
Ames hares mempunyai sifil genotip yang lelah
disyeratkon. Konfirmasi sifat genotip ini harus
dilakukan (1) segern setelah menerima biakan (2}
pads wakly peinbuatan linfilisar (3) apahila reverian
spontan per cawan terletak di fuar rentang norimal
dan {4 jika kehilangan sensitivitas terhadap
mutagen standar {Maren dan Ames, 1983,

Konfirmasi sifut genotip dilekokan terhadap ke
empal alur hakteri uji melipeti uji butuh histidin,
mulasi rfa, mutasi oveB, Takior Rodan reversi
spantan, Khusus untuk galur TA 102 dilakukan juga
konfirmasi plasmid pal) |. Pada Tabel 1 terlihal
hahwa pada uji butuh histidin ke empat galur
pumhut, mutasi rfa diameter hambat & 15 e sesua

1. Bairs Tuk, Fas. T3, 2002

dengen  persyaratan, muotasi ouveB o bagian yang
disinari lidak ada pertumbuhan bakieri kecuali pada
TA 102 karena TA 102 ini tidak mengalami muotasi
uvrB (sebager kentrol), Taktor R ke empat galur
tnmbuh, plasmid pat} | khusus TA 102 tumbuh,
reversi spontan TA 97a jumlzh koleni vang tumbuh
112, Ta 98 46, TA 10D (45 dan TA 102 304 keloni.
Hasil yang didapat ini sesuai dengan syarat yang
diberikan Ames TA 972 90 — 180, TA 08 30 — 50,
TA 100 120 — 200 dan TA 102 240 =320 koloni,
dari hasil ini maka kita dapat mengeenakan bakieri
ini dalam uji keeena memenuhi pecsyaratan,

Selain  konfirmasi  sifat  genotip,  perlu juga
dilekukan uji mutagen standar. Walaupun hasil
konfirmasi sifat genotip memenuhi syaral, tetapi
jika wji mutagen standar tidak memberikan hasil
positif make bakteri terschut tidak dapat digunakan
untuk pengeiian, Pada penelitian ini digunakan 4-
nitrokuinolin-M-oksid (MOQNG) U NONO dapat
memastikan  kepekaan  palur bakteri uji untuk
mengalami mutasi balik jike kontak dengan zat
mutagen. Pada tabel 2 dapat dilibat 5 fpfieeria
TA 972 pada rentang konsentrasi larutan 10 - |.=
pafml memperlibatkan jumlah koloni reversan lebil
atan same dengan dua kali jumlah revertan spontan.
TA 98 pada konsentrasi 1.0 ug/ml telab
memberikan hasil positif, TA 100 konsentrasi 0,0
pg'ml telzh mempeelibatkan  hasil vang positil
sedanpkan pada TA 102 pada konsentrasi yang diuji
memberikan hasil yvang herada disekitar revertin
spontan, tidak ads konsentrasi yang memberizen
hasil positif, Dari data ind dapat disimpulkan balwa
bakieri wji ini dapat digunakan karena memberikan
hasil positif terhadap tiga galur bakteri. Menumit
Ames hasil vji dinyatakan positif apabile ada salah
satu komsentrasi memberikan jumlah keloni dua kali
dari jumlih koloni revertan spontan,

el

Tabel | ; Hasil Konfirmasi Sifat Genatip Solmonella npphimurivm

Sifat Genotip TAOTa | TA98 | TA 0D TA 102
| Lji butuh histidin Tumbuh | Tumbuh Tumbuh Tumbuh
hutasi rfa 16 mim L5 mm 17 mm 12 mm
hutazi uvrB Tidak tembuh | Tidak tumbuh | Tidak tumbuh | Tidak tumbuh
Faktor R Tumbuh Tumbuh Tumbuh Tumnbuh
Plasmid pal) | - . . Tumbuh
[fevers spontan [14 afi 148 304
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laket 2 : Hastl Ujt Mutagenisitas 4-MNitrokuinolin-N-0ksid terhadap 5. opplfmueiens TA 970, 95, 100 dan 102

Jumlah koloni revertan per cawan setelah dikurangt dengan
Konsentras reverten spontin gl
MM {pa'mi) Cialur Selwronedla Lephimurtun
Ta%7a TA 98 TA 10D TA 102
0.2 & i4 a9 25
0.6 0] 26 184 28
| L0 197 24 a8 &2
! .4 |92 ml 528 Gl
|8 [0 111 558 43
2.2 g2 B LEG 700 113
Hewvertan spoinan 153 31 134 | & L

Pengujian ifosfamid tanpa penambaban homogenat

hati memberikan hasil negatif pada semua galur

bakieri uji seperti terlibat pada tebel 3. Uji terhadap
TA 970, TA 98 dan TA 100 jumlah keloni revertan
per cawan lerietak dalam rentang revertan spentan
dan terhadap TA 102 Kensenteasi 20 ppiml
memberikan  jumlah  koloni revertan  terbanyak
tetapi ini tidak menunjukkan jumlzh dea kali lebih
hesar dari revertan spontan. Pada mbet 4 terlibac
kahwa pengujian dengan penambahan homogenat
hati fikus memberikan hasil positif dengun TA 074,

TA 98 dan TA 100, Dengan TA 97a pada rentang

komsentrasi 10 = 23 pe'ml memberikan jumlah
revertan dua kali lebih besar dari reverian spontan
dan jumlal revertan werbanyvak pada konsentrasi 24)
pwa'ml. Uji dengan TA 98 semug konsentrasi yvang
diuji memberikan jumlah koloni cevertan terbanyak
pada konsentrasi 20 pgfml. Pengujian dengan TA
100 revertan dua kali lebih besar dari revertan
spontan dan jumlah keloni revertan terbanyak pada
kensentrasi 3 pgfml. Sedangkan pengujian terhadap
Ta 102 semua konsentrasi memberikan jumlah
koloni revertan dalam remang revertan spontan.,
Crari hasil yvang didapat teriihat bahwa ifosfamid
harus diakiifkan dengan enzim mikresoma hali.
Metzbolisme  ifosfamid menghasilken  ifostamid
mustard  yang  merupakan komponen  aktifinya
f5mith and Revnard, 1993),

Pengujian klorambusit memberikan hastl negatil
terhadap semua galur bakieri vii tanpa penambahan
homogenat hati seperti terlibat pada abel 5. Semus
calur baktert uji memberikan jumlah koloni revertan
dalam rentang revertan spontan. Penpujien dengan
penambahinn homogenat  hati tikus  memberikan
hasil positif terhadap TA 972, TA 98 dan TA 100
(tabel 6}, Penpujian terhadap TA 9%a kensentrasi 20
=30 pg/ml memberikan jumlzh kalont revertan dua
kali lebih besar dari revertan spontan dengan jumlah
kaloni revertan terbanyak pada konsentrasi 24
pafml dan menurun sompai Ronsentrasi 30 pgiml
Pengujian  terhadap TA 98 semua Ronsentrasi
memberikan jumlah kolont revertan dua kali lebil
hesar  dari revertan  spontan. Pada  remtang
konsentrasi 5 — 15 wo'ml terjadi peningkatan jumlah
koloni revertan dan terbanyek pada 13 ppfml.
setelah ity menurun sampai konsentrasi 30 pg'ml,
Terhadap TA 100 memberikan jumlah  keloni
revertan dua kali lebih besar dari revertan spontan
pada konsentrasi 25 pefml dan 30 pefml, Pengujian
terhadap TA 102 jumlah keloni revertan semua
konsentrasi herada dalem rentang revertan spontan,
Crari kedea perlakuan ini ferlihat behwa klorambusil
memerlukan  sistem  aktivasi. Hasil metabolisme
Klorambusil adalah  fenil  asctat mustand - pang
berperan dalam alkilasi (Florey, 19873
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Tabel 3. Hasil Uji Mutagenisitas Ifosfamid terhadap & uphimurium TA 978, 08, 100 dan 102 Tanpa
Penzmbahan Homopenat Hati

| Tumlal kaloni revertan per cawan setelah dikurangi dengan |
Kaonsentrasi reverian spenian
Ifosfamid (peiml) Cialur Sefmionella typhinmirim
Taf97a TA 98 TA 100 TA 102
5 13 -3 45 100
10 3 2 62 113
15 3 -B it L5k
20 2 -3 a7 [95
23 -2 -2 32 160
il -3 [ 57 116
Reverten spolnan 120 21 & s
Bilangan kuman 2.0x%10° 5.0 % 107 5.0x 107 R
{koloni/ml)

K eterangan - Hasil negarif adalah lehih kecil dart reverlan spontin

Tabel 4. Hasil Uji Mutagenisitas fosfamid Ditambah Homogenat Hati tershadap 8 typlimeeivn TA 97, 95, 100

ddan 102
' Tumlzh koleni revertan per cawan setelah dikurzngi dengan
FKonsontras reveriin spontan
Hosfamid {pg/mb) Galur Salwionella typhimuris _
Ta 97u T 98 | TAIOD Ta 102
3 L1 a7 273 51
[0 205 [ 6 232 Ly
| 3 243 (70 79 -130
20 . 219 192 96 -11%
25 158 (71 LR -7
10 135 164 49 -52
Revertan spotinan a1 54 129 159
Gilangan kuman 30w 10 5.0% 107 21x 100 1.7 % 10
{koloni/ml) |

Keterangan - Hasil negatif adalah lebih kecil dari revertan spontan
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Pahel 5 Hasitl Uji Mutagenisitas Klerambusil terhadap 8 gpfimerivse TA 972, 98, 100 dan 102 Tanpa
Penambaban Homogenat Hats

Jumizh koloni revertan per cawan setelah dikvrangi dengan
Konscntras: reverian spontan -
Klorambusil ppiml) Galur Salmonella. fyphimuriim
Ta97a TA 98 TaA 100 TA 102
3 -14 -11 g 16
3 -3 -0 -14 34
I5 P ' -5 22 63
20 -3 -13 27 30
25 35 - &l 30
30 i 23 -8 - -8 12
Fevertan spotnar 131 | 20 a3 335
Bilzngan kuman S22 x 07 1.2x 10° 7.7 x 10" 23w 10
(kalani/mly |

Keterangan - Hasil negatif adalah lebih kecil dari revertan spontan

Tabel 6. Husil Uji Mutagentsitas Klorambusil Ditambat Homogenat Hati terhadap & sypiiririum TA 97a, 98,
100 dan 102

Kaiisaivtes; | Jumlah koloni revertan per eawan setelah dikurangi dengan
K larambusil revertan spentan
+ml] o Gralur Saleenella fephinurium
FRTER | Ta97a TA OR ] TA 100 | TAT03
i |42 182 10 e
20 220 297 134 77
23 202 264 156 66
ELY 207 |63 §i 50
Reveran spatnan 217 T3 L0} 355
Bilangan kuman 6.0 % 10" 10x 10" Ll x o™ w107 .
{kalani‘ml}

Keterangan - Hasil negatif adalah |ehih kecil dari revertan spontan
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Kesimpulan

Pententuan mutapenisitas ifosfamid dan klorambusil
terhadap & fephimeriem TA 972 98, 100 den 102
tanpa penambahan homogenat  hati memberikan
hasil negatif, Pada penpujian denmgan penambahan
homogenat hati tikus ifosfamid den klorambusi]
memberikan hasil positif dengan 5 typfismarinn
97a, 98 dan 100, [fosfamid dan  klorambusil
merupaken senyawa mutagen yang perlu sistem
aktivasi.
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