Erry Gumilar Dachlan, Budi Santoso : Pengaruh Paparan Partikulat Jelaga terhadap Kejadian Apoptosis Plasenta

Pengaruh Paparan Partikulat Jelaga terhadap Kejadian Apoptosis Plasenta
pada Mekanisme Molekuler Gangguan Kebuntingan Tikus (Rattus novergicus)

Erry Gumilar Dachlan, Budi Santoso
Departemen Obstetri dan Ginekologi
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga
Surabaya

ABSTRAK

Pencemaran udara yang berasal dari produk sisa pembakaran diketahui dapat mempengaruhi kesehatan maternal perinatal melalui
berbagai mekanisme. Jaringan plasenta dapat dijadikan indikator terjadinya peningkatan nekrosis dan apoptosis sel. Hal inilah
yang berperan pada malinfas trofoblas sehingga remodeling arteri spiralis uterus maternal menjadi terganggu dan peningkatan
apoptosis sel menyebabkan penurunan ekspresi anti-apoptosis Bcl-2 sehingga ekspresi Bax berlebih. Penelitian ini menggunakan
rancangan post test only control group design. Sampel diambil secara acak. Variabel independen adalah jelaga (carbon black
powder). Variabel dependen adalah ekspresi anti-apoptosis Bcl-2 dan Bax. Analisis data untuk mengetahui perbedaan kelompok
kontrol, kelompok perlakuan dosis 532mg/m? dan 1064mg/m?® dengan lama paparan 4 jam dan 8 jam terhadap ekspresi anti
apoptosis Bcl-2 dan pro-apoptosis Bax, Bcl-2/Bax pada plasenta tikus bunting usia kebuntingan ke hari ke 18 pada masing-masing
kelompok perlakuan dilakukan dengan uji One Way Anova. Hasil analisis perbedaan antara kelompok perlakuan Bax dengan uji
statistik One-Way Anova menunjukan p= 0,007<a 0,05, ada perbedaan bermakna ekspresi Bcl-2 antar kelompok perlakuan. Hasil
analisis perbedaan antar kelompok perlakuan Bcl-2 dengan uji statistik One Way Anova menunjukan p= 0,009<a 0,05, ada
perbedaan bermakna ekspresi Bax antar kelompok perlakuan. Hasil analisis perbedaan antar kelompok perlakuan Bcl-2/Bax dengan
uji statistik One Way Anova menunjukan p= 0,011<a 0,05, ada perbedaan bermakna ekspresi Bcl-2/Bax antar kelompok perlakuan.
Hasil analisis perbedaan antar kelompok perlakuan Caspase 8 dengan uji statistik One Way Anova menunjukan p= 0,061<a 0,05,
tidak ada perbedaan bermakna ekspresi Caspase 8 antar kelompok perlakuan. Hasil analisis perbedaan antar kelompok perlakuan
Caspase 3 dengan uji statistik One Way Anova menunjukan (p= 0,183<a 0,05) tidak ada perbedaan bermakna ekspresi Caspase 3
antar kelompok perlakuan. (MOG 2014;22:1-8)
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ABSTRACT

Air pollution from combustion products is known to affect perinatal maternal health through a variety of mechanisms. Placental
tissue can be an indicator of an increase in necrosis and apoptosis of these cells that play a role in trophoblast malinvasion, so that
remodeling of maternal uterine spiral arteries become distracted and causes an increase in apoptotic cells decreased expression of
anti-apoptotic Bcl-2 to Bax expression excess. This study used post-test only control group design. Samples were taken in random.
The independent variable was soot or carbon black powder. The dependent variables were the expression of anti-apoptotic Bcl-2 and
Bax. Data analysis to determine differences in control group, the treatment group dose 532mg/m? and 1064mg/me with a long
exposure to 4 hours and 8 hours on the expression of anti- apoptotic Bcl-2 and pro-apoptotic Bax, Bcl-2/Bax pregnant rat placental
gestation age to day 18 in each treatment group was performed by One Way Anova test. The results of comparative analysis between
treatment groups Bax with One-Way ANOVA dtatistical test showed significant difference (p = 0.007 <o 0.05) between the
expression of Bcl-2 treatment groups. The results of comparative analysis between treatment groups Bcl- 2 with One-Way ANOVA
statistical test showed the expression of Bax had significant difference (p = 0.009 <a. 0.05) between treatment groups. The results of
the analysis of the differences between treatment groups Bcl-2/Bax with One Way ANOVA test showed that expression of Bcl-2/Bax
had statistically significant differences (p = 0.011 <o 0.05) between treatment groups. The results of comparative analysis between
treatment groups Caspase 8 with One Way ANOVA statistical test showed no significant difference (p = 0.061 <a 0.05) between the
expression of Caspase 8 treatment groups. The results of comparative analysis between treatment groups Caspase 3 with One Way
ANOVA statistical test showed no significant difference (p = 0.183 <. 0.05) between the expression of Caspase 3 treatment groups.
(MOG 2014;22:1-8)
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PENDAHULUAN

Aktivitas transportasi, khususnya kendaraan bermotor,
merupakan sumber utama pencemaran udara didaerah
perkotaan. Menurut Soedomo, dkk 1990, transportasi
darat memberikan konstribusi yang signifikan terhadap
setengah dari total emis PM10, yang terdiri dari
sebagian besar timbal, CO, HC, dan Nox di daerah
perkotaan, dengan konsentrasi utama terdapat didaerah
lalu lintas yang padat, dimana tingkat pencemaran udara
sudah dan atau hampir melampaui standar kualitas
udara ambient. Pencemaran udara adalah masuknya atau
tercampurnya unsur-unsur berbahaya ke dalam atmosfir
yang dapat mengakibatkan terjadinya kerusakan
lingkungan, gangguan pada kesehatan manusia, tidak
terkecuali terhadap proses kehamilan serta menurunkan
kualitas lingkungan. Pencemaran udara juga merupakan
masalah besar bagi dunia karena pencemaran udara
menyebabkan peningkatan suhu global yang dikenal
dengan istilah global warming.

Di Indonesia sekarang ini lebih 70% pencemaran udara
disebabkan emisi kendaraan bermotor yang merupakan
penghasil emisi gas buang yang buruk, baik akibat
perawatan yang kurang memada ataupun dari
penggunaan bahan bakar dengan kualitas kurang baik
dan menyumbang hampir 100% timbal, sedangkan 30%
pencemaran udara berasal dari sumber tidak bergerak
yaitu kegiatan industri, rumah tangga, pembakaran
sampah dan lainnya. Kondisi ini diperparah oleh
semakin terdesaknya ruang terbuka hijau yang telah
efektif mengurangi zat pencemar udara maupun efek
kesehatan karena iklim. Dari data BPS tahun 1999, di
beberapa propinsi terutama di kota-kota besar seperti
Medan, Surabaya dan Jakarta, emisi kendaraan
bermotor merupakan kontribusi terbesar terhadap
konsentrasi NO2 dan CO di udara yang jumlahnya lebih
dari 50%. Balai Besar Tekhnik Kesehatan Lingkungan
dan Pemberantasan Penyakit Menular Surabaya
melaporkan bahwa hampir semua parameter dalam baku
mutu udara ambien pada beberapa kota di wilayah Jawa
Timur telah melewati ambang batas yang ditentukan
oleh pemerintah.” Penurunan kualitas udara yang terus
terjadi selama beberapa tahun terakhir menunjukkan
betapa pentingnya digal akkan usaha-usaha pengurangan
emisi

Unsur kandungan partikulat adalah karbon, SOF
(Soluble Organic Fraction), debu, SO, dan HO.
Particulate matter telah lama diketahui dapat me-
nyebabkan inflamasi pada sistem pernafasan dan
kardiovaskuler serta dapat melewati barier plasenta
sehingga dapat mempengaruhi janin. Paparan partikulat
jelaga menyebabkan peningkatan kadar MDA dan
berpengaruh pada luaran kebuntingan pada plasenta
tikus putih.*"**? Peningkatan kadar PM pada penelitian

terdahulu  ternyata juga berhubungan  dengan
peningkatan kejadian intra uterine growth restriction
(IUGR), yang terinduksi pada awal tahap perkembang-
an. Partikulat soot atau jelaga ini dapat melewati sawar
plasenta dan mempengaruhi janin sehingga menyebab-
kan terjadinya |lUGR.*"?0#28.27

IUGR merupakan penyebab utama terjadinya bayi berat
lahir rendah (BBLR) di negara berkembang. Data yang
dikeluarkan Direktorat Bina Kesehatan Ibu Departemen
Kesehatan Republik Indonesia tahun 2005 menyatakan
bahwa kematian bayi terbanyak terjadi pada usia kurang
dari satu bulan yaitu sekitar 40% dengan penyebab
kematian terbesar adalah BBLR yaitu sekitar 29%.'°
Keadian IUGR bervariasi antara 3% sampai 10%,
tergantung pada populasi, georgrafi dan definisi yang
digunakan. Sekitar sepertiga IUGR berasa dari

kelompok kehamilan yang diketahui tidak mempunyai
resi k0.9'11'14'15'24'39

Pencemaran udara yang berasal dari produk sisa
pembakaran diketahui dapat mempengaruhi kesehatan
maternal perinatal melalui berbagai mekanisme. Salah
satu mekanisme yang diduga berperan adalah terjadinya
stres oksidatif yang kemudian akan meningkatkan
Reactive Oxygen Species (ROS) dalam tubuh yaitu
hidrogen peroksida (H,O,) dan radikal hidroksil (OH).
Radikal bebas terutama radikal hidroksil (OH) dapat
menyebabkan kerusakan sel melalui suatu reaksi rantai
yang disebut peroksidasi lipid dengan hasil akhir berupa
senyawa yang bersifat toksik terhadap sel, salah satunya
adalah melondialdehyde (MDA). Peningkatan kadar
MDA pada plasma darah, darah umbilikus dan jaringan
plasenta dapat dijadikan indikator terjadinya
peningkatan nekrosis dan apoptosis sel inilah yang
berperan pada malinfasi trofoblas sehingga remodeling
arteri spiralis uterus maternal menjadi terganggu dan
peningkatan apoptosis sel menyebabkan penurunan
ekspres anti apoptosis Bcl-2 sehingga ekspresi Bax
berlebih. Bax yang diaktifkan oleh Bid menyebabkan
permeability transition pore (PTP). Membran mito-
kondria menjadi terbuka sehingga Cytochrome C yang
dilepaskan oleh mitokondria ke sitososol akan
berinteraksi dengan protein Apaf-1dan memacu aktivasi
pro enzim caspase 9. Jalur intrinsik dan ekstrinsik ini
saling berhubungan bila dilihat dari jalur ektrinsik atau
Death Receptor Pathway menyebabkan FADD (Fas
Associated Death Domain) akan jadi satu dengan yang
akan mengaktifasi caspase 8 yang akan mengaktifas
caspase 3, 6, 7 sebagal caspase eksekusioner. Beda
intrinsik dan ekstrinsik, intrinsik melalui mitokondria
(sitokrom ¢ yang mengaktifkan caspase), sedang yang
ekstrinsik karena keberadaan FADD/death domain yang
bersatu membentuk kinase tertentu sehingga akan
mengaktifkan caspase 8,9,10 dimana caspase 8,9,10
akan mengaktifkan eksekusioner caspase, selanjutnya
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menginduksi aktivas sisa cascade caspase dan terjadilah
apoptosis yang selanjutnya menginduksi perubahan
pada jaringan plasenta dan memberikan kontribusi
terhadap berat plasenta menjadi lebih rendah serta
luaran kehamilan berupa IUGR, berat badan lahir
rendah maupun cacat bawaan. >34

Polusi udara merupakan salah satu permasalahan
lingkungan yang serius di Indonesia saat ini. Penurunan
kualitas udara yang terjadi akibat peningkatan partikulat
jelaga dapat mengakibatkan penurunan berat janin dan
angka kematian bayi yang juga semakin tinggi. Sampai
saat ini belum banyak penelitian tentang pengaruh
paparan partikulat jelaga terhadap peningkatan apop-
tosis pada plasenta. Untuk itu perlu dilakukan penelitian
tentang ekspresi Bcl-2,Bax, caspase 8, caspase 3 pada
plasenta dengan paparan partikulat jelaga. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh dosis dan lama
paparan partikulat jelaga terhadap mekanisme molekul -
er gangguan kebuntingan akibat paparan partikulat

jelaga.

BAHAN DAN METODE

Pada penelitian ini dilakukan penelitian jenis eksperi-
mental dengan desain randomized post test only control
group design. Digunakan hewan coba tikus Rattus
novergicus sebagal pengganti manusia untuk penelitian
yang lebih invasif karena terhalang etis pada
pelaksanaannya. Penelitian ini menggunakan bubuk
carbon black sebagai paparan. Pada penelitian ini yang
menjadi populasi adalah tikus (Rattus novergicus) yang
diperoleh dari unit hewan coba laboratorium yang telah
dibuntingkan dan pada hari ke 6-17 diberi paparan
partikulat jelaga. Kemudian pada usia kebuntingan hari
ke 17 diambil jaringan plasenta dan diperiksa dengan
pewarnaan imunohistokimia.

Kriteria inklus penelitian ini adalah umur dua bulan,
berat badan 100+20 gram. Selama satu minggu
dimasukkan kandang dan boks paparan agar
menyesuaikan dengan kelompok dan lingkungan yang
stabil, sebelum digunakan pengujian penelitian. Kriteria
ekslusi penelitian adalah tikus yang cacat atau pernah
digunakan untuk penelitian lain. Kriteria drop out
adalah tikus luka, sakit, atau mati, tidak berhasil di
buntingkan. Penelitian ini dilakukan antara bulan April-
September 2012 di Laboratorium Embriologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya.
Kelaikan etik didapatkan dari komisis etik untuk
penelitian di Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas
Airlangga, Surabaya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitan ini menggunakan tingkat kemaknaan 0,005
(5%). , sehingga bila dalam uji statistik didapatkan
p<0,05 dapat dikatakan bermakna, sedangkan bila
p>0,05 dikatakan tidak bermakna. Sebelum dilakukan
perhitungan untuk membandingkan rasio Bcl-2 dan
Bax, Caspase 8, Csapase 3 pada kelima kelompok ter-
lebih dahulu dilakukan uji normalitas dengan Kolmo-
gorov-Smirnov untuk menentukan uji parametrik atau
non parametrik. Hasil uji normalitas ternyata semua
variabel penelitian (Bcl-2, Bax, rasio Bcl-2/Bax,
Caspase 8, Caspase 3) berdistribusi nhormal (p>0,005),
sehingga uji statistik yang digunakan adalah uji statistik
parametrik. Ekspresi Bcl-2 pada kelompok kontrol, P1,
P2 dan P3 lebih rendah dibandingkan P4. Hasil uji
Anova didapatkan p = 0,009 yang berarti ada perbedaan
bermakna jumlah ekspress Bcl-2 antar kelompok
perlakuan.

Selanjutnya dilakukan uji LSD (Least Sguare Differ-
ence) untuk melihat perbedaan antar lima kelompok.
Hasil uji komparas ganda dapat dilihat bahwa
perbedaan antara kelompok kontrol Bcl-2 PO dengan
kelompok perlakuan Bcl-2 PI, P2, P3 tidak ada beda,
kelompok kontrol PO dengan kelompok perlakuan P4
ada perbedaan yang signifikan. Antara kelompok
perlakuan Bcl-2 Pl dengan PO, P2, P3 tidak ada
perbedaan yang signifikan. Antara kelompok perlakuan
Bcl-2 Pl dengan P4 ada perbedaan yang signifikan.
Antara kelompok P2 Bcl-2 dengan Kelompok Bcl-2 PO,
P1, P3 tidak ada perbedaan yang signifikan. Antara
kelompok perlakuan P1 dengan P4 ada perbedaan yang
signifikan. Antara kelompok P3 Bcl-2 dengan kelompok
PO, P1, P2, P4 tidak ada perbedaan yang signifikan.
Antara kelompok P4 dengan kelompok PO dan P1 ada
perbedaan yang signifikan. Antara kelompok P4 dengan
P2, P3 tidak ada perbedaan yang signifikan.

&.» e ol

Gambar 1. Ekspres Bcl-2 tidak nampak adanya sel

immunoreaktif
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Gambar 2. Menunjukan ekspresi Bcl-2 dengan
intensitas rendah (warna kekuningan)

Gambar 3. Menunjukan ekspresi Bcl-2 dengan
intensitas sedang (warna coklat muda)

Gambar 4. Menunjukan ekspresi Bcl-2 dengan
intensitas kuat (warna coklat tua)

Jumlah ekspresi Bax pada P2 lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok kontrol, P1, P3, P4. Dari hasil uji
One-Way Anova didapatkan harga p = 0,007 yang
berarti ada perbedaan bermakna ekspresi Bax antar
kelompok. Rerata Rasio ekspres Bcl-2/Bax pada
kelompok P4 lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok kontrol, P1, P2, P3. Hasil uji One Way
Anova didapatkan harga p = 0,011 yang berarti ada
perbedaan bermakna rasio ekspresi Bcl-2/Bax antar
kelompok. Selanjutnya, dilakukan uji komparasi ganda
menggunakan LSD (Least Square Difference) untuk
melihat perbedaan pada kelima kelompok. Hasil uji
komparasi ganda LSD (Least Square Difference) dapat
dilihat bahwa perbedaan antara kelompok kontrol PO
Bcl-2/Bax dengan kelompok perlakuan Bcl-2/Bax P1
tidak ada perbedaan bermakna rasio ekspresi Bcl-2/Bax.
Antara kelompok kontrol PO Bcl-2/Bax dengan
kelompok perlakuan Bcl-2/Bax P2, P3, P4 ada
perbedaan bermaknan rasio ekspresi Bcl-2/Bax. Antara

kelompok perlakuan Bcl-2/Bax P1 dengan Kelompok
perlakuan Bcl-2/Bax P2 dan P4 ada perbedaan
bermakna rasio ekspresi Bcl-2/Bax. Antara kelompok
perlakuan P2 Bcl-2/Bax dengan kelompok perlakuan PO
dan P4 tidak ada perbedaan bermakna rasio ekspresi
Bcl-2/Bax yang signifikan. Antara kelompok perlakuan
P3 Bcl-2/Bax dengan Kelompok PO Bcl-2/Bax ada
perbedaan bermakna rasio ekspresi Bcl-2/Bax. Antara
kelompok perlakuan P3 dengan kelompok perlakuan P1,
P2, P4 Bcl-2/Bax tidak ada perbedaan bermakna rasio
ekspres Bcl-2/Bax. Antara kelompok perlakuan P4
dengan kelompok PO dan P1 Bcl-2/Bax ada perbedaan
bermakna rasio ekspresi Bcl-2/Bax. Antara kelompok
perlakuan P4 dengan kelompok P2 dan P3 tidak ada
perbedaan bermaknarasio ekspresi Bcl-2/Bax.

Gambar 5. Ekspresi Bax tidak nampak adanya sel
immunoreaktif.

Rerata ekspresi caspase 8 pada kelompok P4 lebih
tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol, P1, P2,
P3. Dari hasil uji One Way Anova di dapatkan harga p=
0,061 yang berarti tidak ada perbedaan yang bermakna
jumlah ekspresi Caspase 8 antar kelompok perlakuan.
Rerata ekspresi Caspase 3 pada kelompok P4 lebih
tinggi dibadingkan dengan kelompok kontrol, P1, P2,
P3. Dari hasil uji One Way Anova didapatkan hargap =
0,183 yang berarti tidak ada perbedaan yang bermakna
jumlah ekspresi Caspase 3 antar kelompok perlakuan.

Gambar 6. Menunjukkan ekspresi Bax dengan intensitas
rendah (warna kekuningan)
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Gambar 7. Menunjukkan ekspresi Bax dengan intensitas
sedang (warna coklat muda)

Gambar 11. Menunjukkan ekspresi caspase 8 dengan
intensitas sedang (warna coklat muda)

Gambar 8. Menunjukkan ekspresi Bax dengan intensitas
kuat (warna coklat tua)

Gambar 9. Ekspresi caspase 8 tidak tampak adanya sel
Imunoreaktif

Gambar 10. Ekspresi caspase 8 ekspresi caspase 8
dengan intensitas rendah (kekuningan)

Gambar 12. Menunjukkan ekspresi caspase 8 dengan
intensitas kuat (warna coklat tua)

Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan adanya
perbedaan rasio ekspresi protein Bcl-2/Bax, ekspresi
Cagspase 8 dan Caspase 3 yang menunjukkan perubahan
molekuler yang mengawali terjadinya apoptosis pada
plasenta. Adanya suatu sinyal kematian sel, protein pro-
apoptosis melakukan  modifikasi  post-trandation
termasuk  defosforilass  dan  pemecahan  yang
mengakibatkan aktivasi dan tranlokasi mitokondria
untuk memacu apoptosis. Respon dari  stimulasi
apoptosis, menyebabkan membran luar mitokondria
menjadi permeabel, yang akan memacu pelepasan
sitokrom ¢ dan pemacu caspase. Kedua jalur
penginduksi akan bertemu dalam sel dan berubah
menjadi famili protein pengeksekusi utama yang dikenal
sebagai caspase yang diaktifkan melalui proteolisis dari
zymogen. Caspase terbagi atas 2 golongan, caspase 8, 9,
10 sebagai inisiator dalam proses kematian sel,
sedangkan caspase 3, 6, 7 sebagal efektor, anggota pro-
apoptosis bekerja sebagai promotor. Efek ini lebih
tergantung pada keseimbangan antara Bcl-2 dan Bax
dibandingkan pada Bcl-2 sendiri.>3*3
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Gambar 13. Ekspresi caspase 3 tidak nampak adanya sel
immunoreaktif.

Gambar 14. Menunjukkan ekspresi caspase 3 dengan
intensitas rendah (warna kekuningan)

Gambar 15. Menunjukkan ekspresi caspase 3 dengan
intensitas sedang (warna coklat muda)

Gambar 16. Menunjukkan ekspresi caspase 3 dengan
intensitas kuat (warna coklat tua)

SIMPULAN

Rasio ekspresi Bcl-2/Bax pada plasenta lebih rendah
pada kelompok paparan partikulat jelaga dosis 1064
mg/m® dengan lama paparan 8 jam dibandingkan
kelompok kontrol, kelompok dosis 532 mg/m? lama
paparan 4 jam dan 8 jam, kelompok dosis 1064 mg/m?3
lama paparan 4 jam. Ekspresi caspase 8 plasenta setelah
pemberian paparan partikulat jelaga menunjukan taraf
signifikan nila p = 0,061 (p>0,05) tidak terdapat
perbedaan antar kelompok perlakuan. Ekspresi caspase
3 plasenta setelah pemberian paparan partikulat jelaga
menunjukan taraf signifikan nilai p = 0,183 (p>0,05)
Tidak terdapat perbedaan antar kelompok perlakuan.
Pada penelitian ini telah terbukti bahwa dosis paparan
partikulat jelaga 1064 mg/m?/4 jam dapat menyebabkan
raso ekspres Bcl-2/Bax rendah dibandingkan
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan P1, P2 dan
P3. Oleh karena itu perlu penelitian lanjutan tentang
pengaruh paparan partikulat jelaga melalui mekanisme
inflamasi  dan ekspresi sitokin pro-inflamasi  pada
plasenta untuk mengetahui jalur yang lebih berpengaruh
terhadap mekanisme apoptosis yang terjadi akibat
paparan partikulat jelaga.
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