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Abstract

Taxoplasin gevdii infection causes the increase of TNF-a on decidua placenta, TNF-a have two receplors to
act lo the terget cell. One the other is TNER-1L This study measured TNFR-L expression on the iepboblast of
infected-pregnant mice. Forty-eight pregnant Swiss ace were divided inlo 2 main groups. Group 1 (contiol) was
uninfected mice and growp [ (treatment) was infected mice. Each group was divided inta 3 subgroups: the first,
second and third woek gestation Mice were infected with 110" tachizoites T gondii doses by intraperitoneal, Four
days post infeclion, mice wene sierificed, placenta was renwoved for observation TNFR-1 expression by
inmunokitochemisiry staming. The data were anafysed by ANOVA ansl LSD post hoe test, The result showed
that TNFR-1 expresston were significantly difference (p < 0.00) between infected mice and uninfected mico
trophoblast. TNFR-1 expression were incceasing on trophoblisst of infected mice. TNFR-1 expression in first week
gestation safected mice increased 3.4 times (from 10.40% to bevome 35.01%); in sccond week nereased 2.5 limes
(From 13.94% to become 35.28%) and in the thisd week increased 24 times {(from 13.97% La become 33.52%), We
concluded that Tazapliso gondl Infection effected 1o the ierease of TNFR-1 expression on progaant mice

tiophoblast,
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Pendahuluan

Fetus kontik secara langsung dengan darah
maternal selama kebuntingan,  Fetus  mempunyai
antigen asing vang berasal dan paternal, letapi fetos
udak ditolak oleh respons imn maternil, Hubungan
antara - matemnal  dan fetus  wemendekan ke
imunemodolator vang, khusus, karena fetus harus
dilindungi dan penclekan respons imun maternal
Sementars, pada saat yvang bersamaan, sistem jmun
matermal  harws melindungd darl serangan agen
infebsi baik untuk melindungl mateenal maupun
manpun fetus, Fenomena ini sering disebut dengan
imanolegical panndox of pregnaney (Arvela, 2001), Mava
peacliti kevus mencart penjelasan imunelagls Renapa
kebuntingan dapat dipectabankan. Haesil penclitan
para peacliti menunjukkan bahwe plasenta merupi-
R organ yang berperan tethadap daya tiban fetus
dast pesolakan maternil, totapi mekanisme fetus
dapat menghindare darl pengenalon dass penalikan
aytternal sampat siat nemasii belum pasa,

Keberbasilan - Kebuntingan  terganiung  pada
toleransi - sistem lmun maternal  terhadap  felus,
Toleranss tersebut dapat tercapai melalui tiga meka-

aisme, Pertuma, teafoblast mengekspresikan molekul
tertente. Kedua, karena pengaruly shiokin testontu
padis piterual-felal duterface dan ketiga,  plasenta
memproduksi agen imunosupresil, (Abbas ! al., 2000;
Conlam, 2000; dan Vigune and Raznior, 2000},
Trofablas ticlak mengakspresikan MEC Klasik,
tetapi MHC Kelas | nonklasik yang disebut HLASG,
Pungsi malekul HLA-G untuk melindungi sel trofo-
blas davl Tisis yang diperantarai sel NK nternal,
Trofoblas juga mengekspresikan Fas Ligan (Fasl),
Fasl ini merupakan mekanisme pevtabanan melawan
leukesit maternal, Untuk menghindart sel T melisis-
ko bofobilas,  melalui  metabolisme  riptofan,
tofollas mengekspresikan enzim idolamine 2,3
deoxypenase, yaitu enzim katabolisme triptopan
Plagenta puga memprodukss prostaglandm {PGEs) dan
progesteron  yang,  berpeagarule pada  perubahan
vespons ke arah ke Th2 (Abbas ¢! al,, 2000; Coulam,
00, Kauma et ail, 1993; doan Mivaur and lwala,
2002}, '
Keseimbanpan sitokin Thi dan Th2 sangat me-
nentukan keboshasilan kebuntingan, Poln domiinssi
sitokin Th di plasenta melindung feta-plasental deci
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penolakan oleh imunites adapuf yang dipeiantaral
sel, inflamasi alimi non spesifik dan respons fagosit,
1EN-¢ dan TNF-u bersifat embriotosik, INF-a dapat
menyebabhian nekrosis embrio implactan sedangkan
IEN-y menghambat sekresi CSF-1. CSE-1 becfungsi
mendorong pertumbuhan dan diferensiasi blastosit.
Jadi, respons inflamasi vang ditandai  dengan
produksi sitokin pre-inflamatori (Th1) diperdukan
pada awal implantasi, yaitu dipedukan untuk invasi
trofoblas dan angiogenesis. Segera setelah terjoddi
implantass, respons harus segera berganti dari Thi ke
Th2. (Coulam, 2000)

Perubahidn keseimbangan antara sitokin Thl ke
Th2 diperantarat hormoh hebuntingan dan sitokin
TGE-p (Coulam, 2000). Pada kebuntingan normal,
ratio silokin Thi/Th2 tertingpt pade kebuntingan
trimester pertama dan menunun pada trimester kedua
don  trimester  ketiga  (Shimacka of ai,  2000).
Kemungkinan tersebut dapat terjadi karena pepulasi
limfosit desidun pada kebuntingan awal didominasi
oleh subset sel Thi dan dominasi subset Th2 baru
terjadi pada wmur kebuntingan lasjut (Arck of al,
1959).

Kajian tersebut di atas ditujukan pada maosalah
televansi imunologis fetus, Yang menjudi pertanyaan
Lagaimana efektifitas respons imun di plasente saat
tevjadi tnfeksi, khususnya infeksi agess Intraseluler.
Salah satu agen intraseluler adalah Toxeplasinn gondis,
Organisme tessebut menyerang semua sel di berbagal
organ dan javingan  dalam tubub induk semang,
termasuk plasenta, T, gordii membangkitkan respons
imun seluler yang dicicikan dengan respon ke acah
sitokin Thi lebih dominan (Denkers and Gazzinelhi,
1995; Johnson, 1990).

Hasil penelition penulis (data tdak ditunjuk-
kan) tegadi peningkatan [FN-y dan TNF-a di desidua
plasenta mencit yang diinfeksi dengan T. gondii,
Setiop sitokin, agar dapat bekera pada sel target,
Jares dikenali dan ditangkap oleh yeseplor yang
dimiliki oleh sel target. Salah satu reseptor TNF-a
adalah TNFR-1. Yang menjadi pertanyaan adalah
apakah di plasenta (trofoblas) mencit bunting yang
tevinfeksi T, gondii terjadi peningkatan TNFR-1.
Secara o o infeksi 1. godii meningkatkan ekspresi
TNFR-1 {Derouich-Guergour ef al,, 2002; Molestina
il 2003), tetapi belum ada penelitian yang melapor-
kan pengaruh infeksi 7. gandii terhadap peningkatan
chkspresi TNER-1 di trofoblas secara fin #i00,

Metode Penelitian

Pecbanyakan isolat T gondii

[solat T. gonmdit yang dipergunekan adalsh
stadiwm takizoit dari strain RE yang diperoleh dari
Pusat Studi Bioteknolog: Universitas Gadjah Mada
Yogyakerta, [solat diperbanyak dengan cara dipasase-
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kan ke mencit, Mencit dinjeksi secar intrperitoneal.
Dosis injekst 1 x 10° takizoit Hap mencit Takizoil
dipanen setelah mencit menunjukkan gejala s femah,
bulu berdiei dan nalas  lersengal-sengal,  Mencit
dikorbankan, dibuka kulit di bagian perut. Ke dalam
civum peritonesm mencit ditambabken 5 ml Nedll
fisiologis dan cairan diambil kemball, Parasit dalany
cairan peritoneal dibitung dengan hemositometer,
Tekizoit  hasil  panenan  dipergunakan  untub
perlakuan,

Hewan coba dan perlakuan infeksi T. gondii

Hewan coba digunakan mencit betina wmur 2
bulan strain Swiss, Mencit diperoleh dare Jaboratori-
um Hewan Coba Fakultas Farmasi Universitas Sanata
Dharma Yogyakark

Untuk mendapatkan umur kebuntingen yang
sima, 48 ekor mencit beting umur 2 bulan digernak
bivahi dengan kembinasi 5 1L PMEG dan 5 U HCG,
Setelah  pengertakan, satu  ckor mencit  betina
dikandangkan bessamn dengan salu ckor mencit
jantan, Mencit dinyastakan bunting 0,5 hari apabila
erlihat wagina! plug pada keesokan havinva, Meacit
bunting dibagi secaea acak menjadi 2 kelompok
utenw. Kelompok 1 (K/konteol) meripakan kelom-
pok mencit yang tdak dinfeksi den kelompok 11
{0/ perlakuen) terdinl dard mencit yanp diinfeksi,
Masing-masing  kelompok  dibagi 3 subkelompok
berdasarkan umur kebuntngan, mmggu periami,
kedua din ketiga. Secara ringd pembagian kelompok
adalah sebogai berikut: K1 mencit bunting 4.5 har
(minggu pertanie) tidek diindeksi ; K2 meacit busiting
9.5 hari (mingge kedua) tidak diinfeksi; K3 mencit
bunting 14,5 hari (minggu ketiga) tidak diinfeksi; PL:
mencit bunting 45 har (minggu perlama) diinfekss;
P2 mencit bunting 9,5 hari {ininggu kedua} diinfeksi;
P23 mencit bunting 14,5 hari (minggu ketiga) diinfeksi

Dosis inleksi 1 x 10 takizoit setiap mencit.
Empat hari seteloh infeksi, mencit dikorbankan dan
plaseata mencit diambil untuk dilakukan pewarnsan
imunohistokimia. Plasenta  difiksasi dalamy buifer
formalin 10 % selama minimal 24 jam o selanjuinya
jarngan plasents diblok dalam parafin seperti pada
pembuatan preparat histologis,

Pembuatan preparat histologis dengan pengecatan
imunohistokimia

Jaringan plasents dalam blak paralin dipotong
selebal 4-5 pm, untuk dilakukan pengecatan imuno-
histokimia. Pengecatan menggunakan streptavidin
dan biotin (Instruction Dako LSAB + Kit, Peroxidase),
Potong diletakkan di atas obyes glass, sebagai
perekat digunakan polilisin, Jaringan dideparalinisasi
dalimn xylol 2 kali masing-masing 5 menit, selanjut-
nya secara berturut-turut dimasukkan dalam ethanol
absolut 2 Kali 3 menit, cthancl 5% 2 kali masing-
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masing 3 menit dan ethanol 70% 3 menit. Terakhir
dicuct denpan aquabides. Jaringan ditetesi dengan
proteinase K selama 5 menit, Cuci dengan PES 2 kali,
selanjutnya diletasi fydsagen peroxidase (HaOy) 3 %
selama 5 menit dan dicuci dengan PES 2 kali. Scliap
sayatan jatingan diinkubasi dalam antibodi polikional
kelingi terhadap TNFR-1 mowuse selama 30 menit,
Selanjutnya  janngan  diinkubasi  dalamy  antivedi
sekunder yang dilabel dengan biotin (Link} selama 30
menit, dicees desgen PBS 2 kali. Kemudian preparst
ditetes) streplavidin proxidase selama 15-30 menil,
cuch dengan PBS 2 Kali dan tlerakhir dimasukkan
dalam larutan substrat DAB selama 5100 menit,
Untuk coterstain, digunakan meyer hematoxylin
diinkubasi 20 detik pada suby kamar kemudian
dicucl 3 koli dengan dH:O. Preparat selanjutnya
dikeringkan dan ditutup dengon raer glass,

Rancangan percobaan dan analisis data

Penelition ini merupakan peaplitian eksperi-
mental dengan pola faktorial 2 x 3. Randomized posties!
oly conlial  growp design meTupakan  rancangan
penelitian yang dipalih, karena peagukuran awal
tdak mungkin dilakukan, Data persentase jumbah
trofoblas yang mengekspresikan TNFR-1 dianalisis
dengan Anova dilanjuthan dengan uji beda 150,

Hasil dan Pembahasan

Hasil perhitungan statistik dengan Anova terda-
pil perbedaan eksprest TNFR-1 pada trofobles mencit
vang sangat bermakna (p < 0,01) antara kelompok
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mencit bunting terinfeksi dengan kelompok mencit
bunting tidak terinfeksi (Tabel 1) Pada kelompaok
mencit terinfeksi menunjukkan peaingkatan persen-
tase jumbah trofoblas yang meagekspresibion TNFR-1,
Peningkatan mencapai 271 kali, dart 1277% pada
kelompok  tidak  ditnfeksi menjadi 54,60%  pada
kelompok menclt tevinfeksl. Hal il menunjukkan
baluva infeksi T, gondi borpengaruh  terhadap
peningkatan ekspresi TNFR-1 pada trofablas.

Faktor wmue Zebunuapgun tdak membertkan
perbedaan antar kelompok.  Presentase  jumlah
wofablas  vang  meagekspresikan TNFR-T pada
subkelompok vmur kebuntngan minggu perlama,
kedua dan ketiga tudok berbeda nyata (p > 0.05),
Artinya,  umur  kebuntingn  tdak  berpengarah
terhadap perubaban ekspres:s TNFR-T pada rofoblas,
Tidak ade intaraksi antara faktor infeksi dan faktor
umur kebuntingan, Hasil uji LSD meajukkan ada
perbedaan antara kelompok infeksi dan tdsk infeks)
pada tap umur kebantingan (fhat Tabel 2 dan
Gambar 1}, Secara moci peninghlatan teesebul adalsh:
pada kelompok umur kebuntingan mingge pertama
meningkat 54 kali (1040%  pada meacit hidak
terinfeksi dan 3501% pada mencit terinfeksy), pade
minggu kedun meningkal 25 kali (13.94%  pada
mencit tidak terinfelsl dan 33.28% pada mencil
terinfeksi) dan pada minggu ketiga moningkat 24 kuli
(13,97% pada mencil tidak terinfekst dan 33,52% pada
mencit  terinfeksi). Gambar 2 di bawahk adalah
trafoblis mencit yang terinfeks: T. gondii,

Tabel 1. Rata-Rats dan Simpangan Baku serta Hasil Uji Beda Persentase Jumlah Trofoblas yang Mengekspre-
sikan TNER-1 pada Moncit vang Terinfeksi dae Tidak Terinfoksi

Kelempok

Tidak Infeksi Insfeksi

g r

1277 £8,54 34,60 & B.8G

nar 0,000}

Tabel 2. Rat-Rata dan Simpangan Beku serta Hasil Uji Beda

Persentase Jumlah Teafoblas  vang,

Meugekspresikan TNFR-1 pada Mencit Tidak Terinfeksi dan Tezinfeksi pada Umur Kebuntingan

Minggu Pertama, Kedua, dan Ketiga

Umur Kebuntingan

Perlakuan
Minggu ] Mingpu 1l blinggu I
Tidak Infeksi 10400 £ 350 13,944+ 10,59 13,9742 10,27
infeksi 35,01t £ 7,96 45,28"% 1 9,66 31524 +9.79

Keterangan: Huruf yang berbeda pada nilai rata-zata tiap varabel menunjukkan perbedaan bermakaa (p < 0,01},
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Gambar 1, Grafik peninghatan persentase jumlah trofoblas yang mengekspresikan TNER<1 pada mencil yang
terinfeks: T. gondii pada umur kebuntingan minggu pertama, kedua dan ketiga,

Gambar 2 Sel frofoblay vang mengekspresikan TNFR-1, Pengecatan imunohisokimia nereprtavidin dan avidin
Pombesaran 400x. A, Spongiotrofoblas Il Labyrinth, tanda panah meral (=) sel yang positif, tanda panah
kuning () sel vang negatit

Peningkatan okopresi TNFR-1 di trofoblas pada mempunyai reseptor TNFR-1 (p55) dan TNFR-Z
infekst 7 goudi kemungkinan merupakan ko (p75). Sitokin TNF-u menjalunkan aktivitas hiologis-
sekuensi dari peninghatan ekspresi TNFa di desidua nya melalui katan dengan reseptor TNFR<1 dan
(data ticdak ditunjukkan). Sitokin TNF-a sebagal ligan TNFR-2Z TNFR-1 mempunyai Dot Dowssin (DD}
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sedangkan TNFR-2 tidak mempunyai DD. TNFR-1
mempunyai dua aktivitas biologis yang saling
berbeda, pertama merupakan sinyal apoptotix dan
kedun merupakan survival signal tranduction, Tkatan
antava TNF-a dengan reseptor TNFR-1 menyebabkan
penarikan protein intraseluler yang terlibat baik
dalum tranduksi sinyal apoptotik dan suroival signal
tranduction. Interaksi TNF-a dengan TNFR-1 menye-
babkan trimerisasi DD dari TNFR-1. DD TNEFR-1
yang tectrimerisasi menacik protein adaptor, TNFR-
assacthed death dowain (TRADD), Selanjutnya TRADD
akan menarik sigual tronduction yang lain pada
proses apoptosis maupun servival coll, dimana Kedua
proses lessebut memerlukan protein adaplor yang
berbeda. (Abbas ¢f of, 2000; Dumur et ol., 2001; dan
Gupla, 2003),

Peningkatan ekspresi TNI'R-1 di trofoblas akiba
infeksi T, gondii perlu diwaspadal. Hal inf kareona
sehubungan  dengan pendapat Gorivodsky et ul,
(1995) yang mengalakan bshwa peningkatan TNFR-1
pacda plsenta  borhubungan  dengan  kegagalan
kebuntingan mencit, Untuk mengetahui  apakalh
peningkatan ekspresi TNFR-1 di ofoblas akibat
infekst T govrdil juge berakibat pada kekagalan
kebuntingan perdu dilakukan penelitian lebil lanjut.

Peninpkatan TNFR-T juga terjadi pada infeksi T,
gowds pada penclitian tingkat o vitro. Infeksi T, gondii
pada sel Jultur fibroblas  memica  peningkatan
eksprest TINER-1, fetapi peningkatan reseptor ini
berhubungan dengan sesistensi sel tevinfeksi ter-
dap apoplesis. (Derouich-Guergour of af, 2002; dan
Molesting ¢! af,, 2003}, Menurut Ho et ul. (1995) TNFR-
1 memainkan peran penitng pada pertahanan tubuh
induk semang melawan mikroorganisme dan faktor-
faktor patogenik  yang  ditimbulkan. Pemyalaan
tersebut didasarkan pada hasil penelition mencit yang
kekurangan TNFR-1 apabila diinfeksi dengan Listerin
monocylogenes lebih parale dan lebih cepat mati
dibanding dengan mencit yang normal.

Berdasavkin uraion lersebut timbul pectanyaan
apakah peningkatan TNFR-T di trofoblas pada Kasus
ini merepakan mekanisme pevtahonan tabul mencit
melawan infekst T, gomdi yang sehingga berdampak
pada Regagalan kebuntingan ataukals merupakan
mekanisme pertshanan organisme T. gowdii untuk
menghindart agar sel yvang ditempati (terinfeksi)
tidak mengalami apoptosis. Hal inl perlu pembuktian
febilu lanjut.

Kesimpulan

Ekspresi TNFR-I  di  trofoblas  mencit
dipengaruhi  oleh infekst Tovoplesna  gomdii tidak
tergantung pada umur kebunlingarn.
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