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geran T GF-31 sebagai Regulator Switching Isotype sekresi sIgA Saliva

(The Role of TGF-A1 as switching isotype regulator on sIgA secretion in Saliva)
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ABSTRACT

IgA Isotvpe switching requires the induction of TGF-§1 to regulate transcriptional activity. Disturbances in the differentiation
of B cells can occur because of an increasing or decreasing in expression of TGF-f1. This difference causes the differentiation
of B cells disrupted because TGF-$1 play a role in DNA re-arrangement for isotvpe switching in B cells, causing changes
in membrane-bound antibody IghM became membrand-bound antibody IgA. This Study was aimed to identity and coralabe
between slgd with TGF beta. This research was conducted through the 30 samples from the case group with sigd levels
= 300 ng'mi and 30 samples from the control group with sigA levels < 300 ng’ ml. Gingival tissues obtained during the extraction of
decidous teeth. Gingival tissue was inserted into a solution of 10% buffered formalin. Preparation of histological preparations followed
by immunohistochemical staining procedure using monoclonal antibody anti-TGF-p1. This result showed that statistical tests of TGF-p1
in the case group contained an average of 26% of the entire field of view of the lamina propria. Average in the control group by 57% of
the entire field of view of the lamina propria. Data on the number of TGEF-f1 in the case and control groups are normally distributed.
The results of the analysis by t test found significant differences in the mean number of TGF-f1 in the case and control groups (p
0.000}. There is a strong correlation between TGEF-f1 and slgA. Decreased of TGEF-§1 expression associated with decreased activation
in the sigd isotype switching, and vice versa.
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PENDAHULUAN meninggalkan tulang belakang untuk bersirkulasi ke dalam

Beberapa penelitian menyimpulkanghwa kadarsigp  darah dan sistem limfatik, serta berada di berbagai organ
pada kelompok individu tahan karies lebihtinggi daripada  !imfoid. Limfosit memproduksi dan mengedarkan antigen
kelompok i ndividu rentan Karies (L ehner, 1996; Bratthall, binding cell-surface receptor, sehinggalimfosit memedi asi
1996). Analisa penelitian ini menunjukkan kemampuan  spesifisitas. diversitas. memori dan pengenalan self nonself.
respon imun IgA bersifat protektif jika muncul pada saat ~ Dua populasi utama limfosit addah B lymphocyte (sel B)
terjadi kolonisasi S. mutans (Abbas & Lichtman, 2007).  dan 7 lymphocyies (sel T) (Abbas et al., 2010).

Respon imun dalam saliva terhadap S. mutans Presentasi M HC dan proses pengenalan peptida
menunjukkan karakteristik yang individual padaanak-anak. ~ @ntigen adalah jalur penting dalam menstimulasi respon
K eparahan infeksi berhubungan dengan dosis antigendan ~ imun. Mikroba ekstraseluler yang ditangkap oleh APC,
usia anak berhubungan dengan kematangan respon imun. ~ termasuk limfosit B dan makrofag, dipresentasikan oleh
Pada umumnya spesifisitas dan kemampuan respon imun ~ Molekul MHC klas II, dan diekspresikan dari APC. Sel
mukosa terhadap organisme berperan pada keberhasilan T mempresentasikan CD4+ dan CD8+ dan sel NK untuk

atau kegagalan kolonisasi kuman. (Slayton er af,, 2005; ~ Pengenalanantigen. CD4+dan NK cells berfungsi sebagai
Abbas et al., 2010). imunitas sitotoksik sedangkan CD 8 + berfungsi sebagai

Respon imun melibatkan dua bagian utama dari sel ~ imunitas humoral. CD4 kemudian berdef erensiasi menjadi
yaituT limfositdan antgggn presenting cell (APC).Limfosit T he{per-l (Thi) danT.heI;?erZ (Th%}. Thi dan.ThZ. masing-
adalah salah satu tipe sel darah putih yang diproduksi di ~ ™Masing melepaskan sitokin. Sitokin yang dihasilkan sel
sumsum tulang melalui proses hematopoeiesis. Limfosit ~ Th1 antara lain IFN- y dan IL-2 yang berfungsi pada
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proliferasi sel T.Th2 memproduksi IL-10, IL-4 dan IL-6
untuk merangsang proliferasi sel B dan sintesa antibodi
(M edzhitov, 2007; M edzhitov & Janeway, 2000).

LimfositB mengaami maturasi di sumsum tulang. Saat
keluar dari sumsum tulang, limfosit B mengekspresikan
antigen-binding renomr atau B-cell reseptor yang
merupakan molekul antibodi. Antibﬂi yang diproduksi
oleh sel B adalah suatu glikoprotein yang terdiri dari dua
rantai polipeptida H dan dua rantai polipeptida L yang
identik. Rantai H berikatan dengan rantai L melalui ikatan
disulfida. Tkatan disulfida berikutnya mengikat dua pasang
ranta . Amino-terminal end dari pasangan rantai H dan L
membentuk cekungan tempat ikatan antigen. Saat sel B
menangkap antigen yang cocok denganantibodi yang terikat
di membran, ikatan antigggmentibodi ini menyebabkan sel
membel ah dengan cepply menjadi sel B memori dan sel B
efektor yang disebut sel plasma. Sel B memori memiliki
masa hidup yang panjang daripada sel naif, dan memiliki
membran-bound antibodi (Abbaset al., 2010).

Membran-bound antibody pada sel B mampumengenali
antigen secara kimiawi berbentuk protein, lipid, karbohidrat,
dan asam rqat. Reseptorsel T sebaliknya hanyamampu
mengend i antigen yang terikat pada protein sel membran
yang disebut molekul Major Histocompatibility Complex
(MHC). Molekul MHC yang berperan pada rekognisi
disebut "antigen presentation”. Molekul ini bersifat
polimorfik atau diversi genetik. MHC adalah kompleks
genetik yang besar dengan lokus multipel. Tiap molekul
MHC mampu berikatan dengan peptida antigen yang
terderivasi dari degradasi molekul antigen intraseluler
(Abbasetal., 2010 ).

K ekebalan tubuh inang tidak mengenal i setiap antigen,
tetapi hanya beberapa struktur mikroorgani sme yang umum.
Strukturini disebut sebagai pathogen-associated molecular
patterns (PAM P) dan reseptor sistem imun inang berevolusi
untuk mengenali PAMP melalui pattern-recognition
receptors (PRR). PAMP yang banyak dikenal adalah
bakteri lipopolisakarida, peptidoglikan, asam/ipoteichoic,
mannans, Dioxyribo Nucleic Acid (DNA) bakteri, double-
stranded RNA, dan glukan. Struktur ini secara kimia
berbeda, tetapi molekul PAM P mampu mengenai antigen
(M edzhitov & Janeway, 2000).

PAM P dibentuk oleh mikroba patogen, dan bukan
oleh inang. Jalur pengenalan inang terhadap PAMP
dapat dijelaskan sebagai berikut. Pada jalur pertama
lipopolisakarida disintesis oleh bakteri. Selanjutnya PRR
mengenali lipopolisakarida dan memberi sinyal kepada
inang tentang keberadaan organisme penyebab infeksi.
K edua, struktur ini dikenali oleh sistem kekebalan tubuh
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inang untuk pengenalan patogenisitas mikroorganisme.
K etiga, PAMP membentuk struktur yang sesuai dengan
patogen (Abbaset al., 2010).

istem imunitas mukosa didominasi oleh satu isotype
immunoglobulin yaitu sekretori IgA (sIgA ). IgA adalah
immunoglobulin yang jumlahnya paling besar di mamalia
(M acpherson ef al., 2000). Sekitar 70-75% dari seluruh
immunoglobulin yang diproduksi terdiri dari IgA. SIgA
berperan besar pada imunitas adaptif dan imunitas alami
(M acpherson & Uhr, 2004).

Rasio IgA :IgG padasekresi glandula parotis ke dalam
kavitas oral 500 kali lebih besar dibanding sekresi di dalam
serum. Densitas IgA plasmasel di glandula parotis 2-3 kali
lebih tinggi dibanding densitas IgA di glandula |abial dan
submandibula. Tampak jelas bahwa IgA berperan penting
padapgnikrobiologi oral (Brandtzaeg, 2007).

gA adalah antibodi yang diproduksi di jaringan
limfoid mukosa, disalurkan secara aktif melalui epitel, dan
berikatan dengan mikroba untuk menetralisir mikrobayang
menyerang organgame melalui organ mukosa. Antibodi
yang disekresi di epitel berikatan dengan mikroba untuk
mencegah pembentukan kolonisasi di inang. Tipe imunitas
ini disebut imunitas mukosa atau secretory immunity
(Kindt er al., 2006). Paparan antigen pada mukosa
mengaktifkan sel T dan sel B untuk menghantarkan induksi
aktifasi efektor mukosa. Sistem imun mukosa mengaktifkan
antigen-spesifik pada efekior mukosa di lokasi paparan
awal antigen. Jalur ini disebut jalur respon antibodi
sIgA di mukosa yang dimediasi oleh sel B dan sel T
(Ograetal., 1999).

M embran mukosa yang melapisi sistem pencernaan,
respirasi dan urogenital merupakan pintu masuk sebagian
besar patogen. Pertahanan permukaan mukosa berasal dari
mucosal-assosiated lymphoid tissue (MALT ). Secretory
Ig A berbentuk dimer atau tetramer, polipeptida rantai J,
dan rantai polipeptida yang disebut secretory component.
K omponen sekretori terdiri dari reseptor yang mampu
menghantarpolimer IgA menujumembranesel. Polipeptida
rantai J pada IgA identik dengan IgM pentamer dan
memiliki fungsi dalam memfasilitai polimerisasi IgA
dan sIgA, sebagai golongan utama antibodi di jaringan
mukosa. (Abbas et al., 2010 ).

Sel B mengenali epitop antigen dari S. murans seperti
sel dendritik dan mempresentasikannyake sel T. K ompleks
HLA klasII dan peptida antigen mengaktifkan sel Th2 yang
terikat pada TCR (Rodriguez, 2005).

Hal ini menghasilkan sinyal sitokin yang dikel uarkan
di sinaps Th2-sel B menyebabkan migrasi sel B ke pusat
germinal dari folikel untuk berproliferasi hingga terjadi
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hipermutasi somatik dan switching isotipe atau class switch
recombination (CSR ). Induksi ini terjadi karena pengenalan
komplekssel T -HLA K las II-epitop antigen. M utasi terjadi
pada rantai berat dan ringan dari variabel (V) di segmen
gen Ig dalam pusat germinal, menyebabkan peningkatan
ikatanafinitas antibodi. Gen regio konstan (C) terus berubah
dan respon imun adaptif terhadap antigen PaC I/II menjadi
matur. Regio ini berperan penting dalam merekrut sitokin
dari sel-sel lain dan menghasilkan sifat isotipe fungsional
yang berbeda. Bagian dari regio isotipe C dikenali oleh
sel efektor imunitas tertentu. Regio C juga membantu
mengangkutantibodi dan melibatkan transpor aktif, seperti
sIgA . Selama proliferasi sel B dalam Germinal Center,
regio C antibodi mengalami modifikasi menjadi CSR. CSR
terbentuk untuk merespon sitokin yang diproduksi Th untuk
perubahan CSR menjadi IgA . Perubahan ini membutuhkan
sitokin TGF- 1 dengan kontribusi dari TL-2, TL-4, IL-5, IL-
6, dan IL-10 yang telah diinduksi ol eh interaksi antara HLA
klas Il-antigen, sel-Th2 dan sel B (Van Wallace, 2010).

K ecenderungan jaringan limfoid mukosa memproduksi
IgA karena sitokin utama yang menginduksi switching
isotype ini yaitu TGF-B1 diproduksi dalam jumlah besar
pada jaringan limfoid mukosa. Produksi TGF-p1 terkait
dengan hambatan produksi IL-4 oleh sel Th2 untuk
menghambat produksi IgE. IgA yang telah diproduksi
lamina propria dari organ mukosa secara aktif disa urkan
oleh reseptor khusus yaitu Fc receptor melalui epitel ke
dalam lumen. aktifasi sIgA membutuhkan TGF-B1 untuk
mengaktifasi sel B untuk menghasilkan IgA (Borish &
Steinke, 2003; Lebman s al., 1990).

Diperkirakanisotipe switching terjadi di lokasi mukosa
induktif, sedangkan produksi IgA oleh sel plasma terjadi
pada mukosa efektor, memisahkan switching IgA dan IgA
yang disekresi oleh sel B menjadi kompartemen imunitas
yang berbeda. M asing-masing tahapan memerlukan sinyal
spesifik, seperti molekul costimulatory, sitokin, dan sel T-
helper. yang menimbulkan spesifik antigen slgA di bagian
efektor mukosa. Baik Th1-Th2 maupun sitokin memberi
kontribusi signifikan terhadap switching IgA di membrane
permukaan sel B (Lebman er al,, 1990).

Proses switching memerlukan transformasi TGF-p1
yang mampu mengaktifkan switching sel B ke isotipe IgA .
TGF-B1 menginduksi sebagian kecil (< 2%) sel B untuk
switching ke isotype IgA dalam dalam kultur aktif sel B.
TGF-B1 meningkatkan switching sel B menjadi IgA sebesar
10% sampai 20% di Pever's Paich. Dengan demikian,
beberapa aktivasi sinyal berkontribusi terhadap switching
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isotype IgA terutama TGF-B1 dengan mengarahkan
switching IgA (Lebman er al., 1990). Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui hubungan sIgA dengan TGF
beta.

MATERIDANMETODE

Populasi penelitian adalah siswa sekolah dasar dari
sukuJawa, berusia6-9tahunyangtersebar di wilayah Surabaya.
Populasi kasus adalah siswa dengan slgA rendah (< 300 ng/
ml) dan populasi kontrol adalah siswa dengan sIgA tinggi
(= 300 ng/ml).Jumlah sampel 60 terbagi menjadi 30 sampel
kelompok kontrol dan 30 sampel kelompok kasus.

Pengambilan sampel di Sekolah Dasar (SD ) di seluruh
wilayah Surabaya dengan membagi wilayah Kotamadya
menjadi lima klaster yaitu Surabaya tengah, barat, timur,
utara dan sel atan berdasar data dari Departemen Pendidikan
Nasional K otamadya Surabaya. Pada tiap kl aster dilakukan
Jjudgement sample untuk mendapatkan 2 SD pada tiap
wilayah. Dilakukan koleksi sampel saliva oleh peneliti pada
seluruh siswa SD usia 6-9 tahun yang memenuhi kriteria
inklusi untuk uji kadar sIgA . Hasil pengukuran kadar saliva
selanjutnya digunakan sebagai dasar penentuan kel ompok
kasus dan kontrol melalui pemadanan usia dan jenis
kelamin pada dua kelompok sampel. Hasil pemeriksaan
menunjukkan 170 siswa memenuhi kriteriainklusi. Berdasar
uji ELISA pada sampel saliva terhadap 170 siswa tersebut
diambil secararandom 30 siswa dengan kadar sIgA rendah
(< 300 ng/ml) dan 30 siswa dengan kadar sIgA tinggi
(= 300 ng/ml) berdasar kategori Rashkova (2009).

Jaringan gingiva diperoleh saat ekstraksi gigi sulung.
Dilakukan proses histologi dan imunohistokimia untuk
pemeriksaan ekspresi TGF-B1.

TGF-p1 adalah salah satu growth factor yang berperan
pada class switching IgA . Biomarker ini diperiksa melal ui
sampel jaringan gingiva menggunakan reaksi antigen-
antibodi yaitu imunohistokimia untuk mengetahui jumlah
ckspresi TGF-1 pada jaringan gingiva. Jaringan gingiva
disimpan dalam buffer formalin 10%, diperoleh saat
ekstraksi gigi sulung. Dilakukan proses histologi dan
imunohistokimia untuk pemeriksaan ckspresi TGF-p1.
Reagensia Imunohistokimia TGF-B1 adalah Gelas objek
dengan lapisan Poly-L-Lysine, Xviol, Alkohol absolute,
96% dan 70%, Protease K 0,025%, PBS, H,0, 3%,
Monoclonal antibody anti-TGF- g1 Ab (car#NB 100-
91995, Novus Biologicals), Streptavidin — HRP (secunder
antibody streptavidin-HRP dari THC kit accessories),
DAB-Chromogen, Meyer's Hematoxvlin dan Entelan.
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Imunohistokimia dilakukan di Laboratorium Gramik,
Fakultas K edokteran U niversitasAirlangga. Penghitungan
ekspresi TGF-B1 dilakukan oleh tiga orang reviewer untuk
memastikan pengamatan. D okumentasi preparat dilakukan
melalui fotomikroskopi.

HASIL DAN DISKUSI

Pemeriksaan ckspresi TGF-B1 pada struktur lamina
propria ginggiva melalui imunohitoki mia menggunakan
monoclonal antibody anti- TGF-31 dengan penghitungan
ckspresi TGF-f31 menggunakan program Cell D (Olvmpus)
melalui mikroskop PX-71(Olympus) dan kamera
P-61(Olvmpus). Hasil penghitungan ekspresi TGF-B1
tampak pada Tabel 1.

Tabel 1. Hubungan rerata TGF-B1 pada kelompok kasus
dan kelompok kontrol

Kelompok n  Rerata '51‘(6‘15-51 Min Mak t-test
Kontrol 30 0,5730 0,12075 36 77 t=12531
Kasus 30 0,2637 0,06083 18 36 p=0,000

Tabel 1. menunjukkan uji statistik TGF-p1 pada
kelompok kasus terdapat rerata sebesar 26% dari seluruh
lapang pandang lamina propria. Rerata pada kelompok
kontrol sebesar 57% dari seluruh lapang pandang |amina
propria. Data jumlah TGF-B1 pada kelompok kasus dan
kontrol berdistribusi normal. Hasil analisis dengan uji t
terdapat perbedaan bermakna rerata jumlah TGF-p1 pada
kel ompok kasus dan kontrol (p = 0,000).

Pada kelompok kasus diperoleh rerata TGF-[ 1sebesar
0,26 danreratasIgA 168,5 ng/ml, sedangkan padakelompok
kontrol rerata TGF-B1sebesar 0,57 dan rerata sIgA 491.3
ng/ml. Korelasi antara TGF-f1dan sIgA sebesar 0,922 pada
Tabel 1. Angka tersebut menunjukkan terdapat korelasi kuat
antara TGF-B1 dan slgA. Analisis jalur pada penelitian
ini menunjukkan TGF-B1 secara langsung berpengaruh
terhadap kadar sIgA . Hubungan ini dapat dianalisis melalui
teori isotype switching.

Isotype switching TgA membutuhkan induksi TGF-B1
untuk mengatur aktivitas transkripsi. TGF-f}1 menghambat
kelangsungan hidup atau ekspresi IgA pada sel B yang
mengalami rearrangement DNA pada lokus IgA setelah
stimulasi LPS. Didugatranskripsi sel B dari pasien dengan
imunodefisiensi IgA akan meningkatkan jika dirangsang
dengan TGF-f1 secara in vitro. Gangguan pada diferensiasi
sel B dapatterjadi oleh karena peningkatan atau penurunan
ekspresi TGF-B1. Perbedaan ini menyebabkan diferensiasi
sel B terganggu karena TGF-1 menginduksi CD40
dan berbagai sitokin yang berperan pada sekresi sIgA
(Islam er al., 1994).

Tingkat antibodi IgA saliva ditekan mengikuti
perkembangan karies. Penelitian pada peningkatan kadar
antibodi IgG dan IgM dalam serum selama perkembangan
karies menunjukkan bahwa kompleks imun yang terdiri
dari antibodi serum dan antigen . mutans mampu menekan
stimulasi sistem imunitas mukosa. Hal ini didukung oleh
penelitian yang mengungkapkan bahwa perawatan karies
diikuti dengan peningkatan kadar antibodi IgA terhadap S
mutans, menyebabkan penurunan tingk at antibodi IgG dan
IgM di serum (M arcotte & Lavoie, 1993).

Epitel skuamosa Lamina propria

Epitel skuamosa

Lamina propria

Gambar 1. Ekspresi TGF-f1 pada jaringan gingiva.
Keterangan: Ekspresi TGF-p1 pada kelompok kasus (A ) lebih rendah dibanding kelompok

kontrol (B)
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SIMPULAN

Terdapat korelasi kuat antara TGF-f1 dan slgA.
Penurunan ckspresi TGF-f1 berhubungan dengan penurunan
aktifasi switching isotype pada kelompok sIgA rendah,
demikian pula sebaliknya.
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