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UCAPAN TERIMAKASLH

Alhamdullilahi Hablil Alaran, poji svukar kehadivat Alah SWT yanp Maha
Pengasil lagi Maba Penvavang aias segala rahmad dan karoniabiya sehingpa disertasi int
dapar diselesatkan.

Dhsertast mi dkapal diselesakan wdak lepas dan dorongan, mbimgan. arzhan. saran
dan korekit dani Tim Promotor, oleh Rarema oo dengan Segala kerendahoan hadi,
perkenankalah sava mwnghaturkan terimakasih vang tulus sena ponphargaan yang
setipggi-tipppmnya kepada vany lerhommal:

[*raaf. 1. Subijanto Mary Sudacowe, dr SpACK ) sebapgai promoter vang wlah dengan
penull  pengedian. perhatian dan kesabaran iclah memberikan dukubgan  mental,
meluanpkan banyak waklo wnmok berdiskost dan memben masukan, memperkenalkan
sava pada berbapal kansep bamo menpenai probioiik dan membukakan jalan wntuk
mengenal dan berkomunikast secara langsung dengan para pakar inlernasional dalam
Bidanp prabiatik, sava ucapkan rernnakasih vang tak werhinggs,

Prel. Dy, Suhartone Faal Pua, dr. 'S5, sehaped ko-promolor [ ovang  wlab
memberikan bintbingan vang besar sekali mantaamya bagi kemajuan cacs berpikir dmiab
saya. memberikan kemampuan uniek melakukan analisis vang )am, memberi arahan
dalam menvuson kerangka konsep penelitian scjak aval. memberi bekal dalam menyvusun
presentasi dmiah yane efekut, sava weaphkan wenmakasih yane sedalam-dalamnya dan
penghsrgsan yang setingai-tingolnya.

. Ingrid 5 Sureno. [r. Mbe, schapal ko-promotor 11 yang banyak memberikan

raasukan penling dan sanpast mendasar dari bidang keabliannva vang sanpat bermzandual

Y
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hagi peringkatan muie disertasi ini. seria kesediaannnya denpan ikhlas bersusah pavab
membaniu penyediaan probiotik maupun Berbagai inlormasi ilmiah tlerbara dan Finlandia
umuk petalisan diserasi inl, saya ucapkan lerimakasibh yang sedalam-dalamnys dan
pengharpaan vang selngyl-tingginya.

Diengan selesainya diserlasi ini perkenankanlah saya mengucapkan jerimakasib yang
sebesar-besarmyy kepada:

Peof, Lir. Fasichul Eisan. Apl, sclaku Rekior Liniversitas Adrlangga.: 'rof. Dr. Med
FFuruhito, dr, SpETRY selaku manian Eektor Universitas Airlangpa alas kesenopatan dan
{axilitas vang diberikan kepada sava untok mengikati dan menyelesaikan Propram Dokier
pada Propeam Pascasarjuna [niversitas Airlangga.

IFrof. Dr. Mubammad Amin, ¢e SpoPOK) selaka Dirckiue Propram Pasca Sarjana dan
selural pimpinan dan s1al Peogram Pascasagjana Tiniversitas Airlangpa atas keseonpatan
dan lasilitas yang diberikan kepada sava untsk menjadi mahasiswa Propram Dokior pada
Program Pascasarana Universitas Aiclangga.

Prof, De. Mandoje Rukmo, dre, MSe, Sp.EG sclaku Betwa Program limu Kedokteran
Pascasarjana Universitas Adclangea. yang iclab membano dalam proses pelaksanaan
ujtan kualifkasi, proposal dan diserias),

Dekan Fakulias Kedekieran Universitas Airlangga, Frof. Dr HMS Wivadi, de Sp.THT
(K] dan Dircktur RSU Dr. Sutornao dr. Slamet Rivadi Yowoena, IFTMEL MARS yang el
memberikan kesempatan kepada sava uniuk mengikuti pendidikan Doktor pada Propram
Fascasanana Universites Adrkangea.

Ketwa Bagian Nmu Keschatan Anak Fakulas Kedokierao Universitas Aarlangpa.

Prif. Bambang Pennono. dr, Sp ATK) vang wlah membenkan kesempatan dan dukongin
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kepada saya uniluk mengikuti pendidikan Daoktor pada Peogram Pascasarjana Universitas
Airlangga.

Ketua Divisi Alergil lmunclogt padz Bagian llmu Keschalan Anak  Fakulias
Kedokteran Universias Airlangga, [, Anyvamo Harsono, dr. 5p A{K) yang telah
memberikan kesempatan, dukungan moral dan finansial kepada saya uptuk mengikuti
pendidikan Crokior pada Program Pascasarjana Universitas Adrlangga.

Pref. Kunloro dr. MPH, Dr.PH dan Bagian Biostatistik dan Kependadukan Fakualtas
Kesehatan Masyarakat Universitas Aiclangga, vang telab memberikan bimbingan dan
saraq yanpg sangat berbarga dalam metode penelitian sena analisis data; dan [Ir. Han
Basukl, dr- M5, dan institug yang sama vang lelah memberikan bimbingan arahan pada
analisic sialistik dan interpreasinya.

Prof. Soedarto, dripPanK), DTM&H., PhD. yang ielab membenken koreksi.
birmbingan dan saran yang sangal berharga mulal dan kegiatan penyusunan pra usulan
penchitian, usulan penelitian hingga penvusunan naskah disertus,

Widado Darme Wandowe, dr.Sp ACK) vang telah berkenan membaca, menelaah,
menporeksi dan membern berbagal masukan berharga muolai dar kegiatan penyusunan pra
usulan penelitian hingga penvusunan naskab disertag.

Sermua staf pengajar dan semwa anggoma um penguji pada Program  Doktor
Pascasarjana Universitas Airlangpa yang telah membernkan ilmu dasar dan ilmu terapan
vang sangal bermanfaat serta krilik, saran dan perhaikan pada proposal penelitian untuk
penulisan disertasi sava.

Terimakasih kepada semua pihak vang lelah mendukung dan membamie proses

rendidikan dan penclulan uniuk penlizan disenasi sava, Penulisan disertasi ind nidak

i
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tnanpkin selesai lanpa bantuan dari semua staf pengajar Bagian lme Keschaan Anak
Fakultas Kedokicran Universitas Aitlangga vang telah bersedia menggantikan semua
pckeragan yang saya toggalkan selama pendudikan, penelitian, dan penulisan disertasi;
Badan lithanpkes Departemen Kesehatan BRI bersama Lembaga Biologh Maolekuler
Eijkmann vang iclah menyoediakan sebagian anpgaran penelitian saya; Dr. Matja Saxellin
dan Beseurch cad Develapmend Vadio Ltd Finlandia dan Dr. Ingrid 3 Suwrono, Ir. M5c
datr Funetiona! Feads Forien Universitas Turkuy Finlandia vang  telah membantu
peayediaan probiolik dam Finlendia wntuk penehtian saya: Prof, Dr. Fedik A Rantam,
drh: D, Suwamo., drh. M55 Kosneto, deh., M5 dan Tonk Jumasteti, deh,, M Xes vanp
telah membantu menvelenpgarakan dan menyediakan tempat untuk eksperooen hewan
coba di Bagian Imunologi dan Yirologl Fakultas Kedokleran Hewan Universitas
Adarlangga; serta D | Ketn Sodianadrs, M5i. vang iclah membantu semua proses vang
diperlukan dalam pemerikssan imuonohistokimia di Gramik Fakultas Kedokteran
Universias Airlangps,

Seluruh teman senasib dan seperjuangan pada Program Stedi Tinw Kedokleran
Peogram Pascasarjana Liuversitas Cirlawgga vang telah baho membahy, bekenasama dan
saling memberi motivasi ualuk menyeiesakan pendidikan im.

Akhimva dalam kesempatan 108 s2va sampalkan rasa hommat dan kasth savang sava
kepada;

Oranglua sava ayahanda Suripie Wardeyo {almachum) dan tbunda Dyah Sudammi
vang telah mengasuh, mendidik. mengavomi, menalkahl, membern 1auladan yane baik

dengan penwh kasih sayang hingea saat . Juga kepada kedua memua saya, avahanda
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Rachmat Santoso dan ibunda Soepiati {almarhumah) yang telah dengan penuvh kasib
savang mendampingi saya dan keluarga menjalani kehidupan dan proses pendidikan ini,

Keempat saudara kandung saya Nanang Sedarsono, Numiek Endardini. Nunuk
Endarvanii (almarhumah) dan Edi Prascivono yang telah menemani dan saling membzanto
dalam menjabani kehadupan.

Istri saya tercinta Diah Mira lndramaya vang telah bersabar mendampingi sava dalam
proses pendidikan dan bersedia terlibat lanpsung dalam proses penelilian saya. Juga
kepada anak-anak tercinta sava Emil Prabowo dan Akmal Prayoge yang sclalu memben
snasana damai dan ceria serta pandai menphibur dan memben kebahagian kepada saya
dalam kesibukan menjalani pendidikan Doklor ini.

Termzkasih saya sampaikan kepada semuoa pihak yang tidak dapat saya scbutkan satu
persat, yang telah memotivast, mendukung dan membantu hingga disentasi ini dapat
disusun. Scmoza Tuhao Yanp Maha Esa membalas budi baik yang telah dikerikan
kepada saya.

Sernoga hasil penelitian ini bermanfam bagi wnal manusia pada umumnya dan ilmo
kedokteran khususnya. juga bagi pendenw alergi yang semakin meningkatl jumlahnya
Semoga Allzsh Subhana wa Ta'alla melimpahikan waofik dan hidayahMya kepada semua

fihak vaog telah membantu daiam bemuk apapon dalam penyelesaian dizsertasi ini. Amin,
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RINGHASAN
Imurorepulasi Tyl, T, dan Ty2 melalui TLRZ dan TLRA ¢lch I'robiotik LOdr dan
Lactabacifius planrecir IS-10506

dalam Penurunan Reaksi Alergi

Studi Eksperimental Pada Mencit Coba

Alerpgi adalah penvakit yang dapar menimbulkan berbagai masalab molai dari
vang ringan sampai berat. Eliminasi alerpen tidak prakiis dan cfckinatasnya terbatas.
Berbagsi wyi klinik telah membuktikan kemampuan probistik menummnkan reaksi alerpi.
amun sejanh imi mekanisme penurinan ccaksi alergi karena probiotik belum jelas.,

Penclitian ini bertujuan untuk menjeliskan mekanisme dan keterlibatan old-ke
Receplor {TLR) 2 dan 4 dalam pennrunan reaksi alergi oleh probioiik Lacrobaciffay
riamuasts {300 (LGS dan Lactohacilius plavtaram T5- 100G (1050

Pada penclitian cksperimental dengan disain fakiorial ini, subyek penelitian (menci
Balbic jantan) dibagi menjadi 9 kelompok dengan alokasi random dan disensitisasi
denpan VA, Variabel behas dari penelitian ini adalah perlakuan dengan probictik
(LGG. LIS dan plaseboy dan inhibitor TLR (PI9805%, LY294002 dan plascboy.
Pengaruh dari perlabuan tersebul diamani melalui variabel tergantung yaite sktivasi
imunitas ieacte {FLEZ. TLRE4, NF-ED p65, NF-kBplGSp30); aktivas) imunilas adapul
{[EN-v, IL-2, IL-4. IL-5, TGF-B dan IL-10. [edila, lgA, IgE scrum spesilik OV A, 1A
ileurn spesifik (VA dan lpEtotal); dan reaksi alerg [bistamin dan skar gejala).

Melalul peroerikzaan imonohistokimia, ckspresi TLRZ. TLR4, NIF-xhB pd3, dan IE-
wB pli3p30 sena produksi sitokin [FW-y, IL-20 1L-3, TL-5, TGGEF-[ dan LL-10 didereksi

dengan antibodi meoaklonal masing-masing. Kadar Igk, [pGa. lgA serum dan ileum

X
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spesifik OV A didetcksi dengan metode frdfirect ELISA. Kadar IgE tolal dideteksi dengan
melede Serdwich ELIS4. Kadar histamin diukur dengan metode Competitive ELISA
Froposal penelitian ini telah mendapatkan penilaian dan pengesahan kelaikan euk dari
Komisi Btik (Animal Care grd (le Commitée) Fakultas Kedokteran Hewan Lniversitas
Airlangga.

Setelab sensitisasi O A terakhir, mencit yang mendapat probioiik LG dan LIS tidak
mengalami reaksi alergi vang parah dan fatal, sedanghan kelompok kontrol mengalami
reaksi wersebut, Pada kelompok LGG dan LIS terjadi modulas: respons imun iveate dan
adapkil vanp signifikan bila dibandingkan dengan kelompok kontrol, kecuall pada 1L-4
dan 1gF tonal.

Pada kelompok komntrol wrdapar respons imun fesade yang rendah, respons imun
adaptif yang didominasi Ty2 (Tyl<Tep <Ty2) dan reaksi alergi {yang ditandai oleh
histamin dan skor pejala yang Unggi} sebagal akibal degranulas s¢ sy Pada kelompok
LGG ernadi aktivasi respons imun famgre yang disertai obeh respons imun adaptif
seimbang {Tyl=T.p sTi2) serta kadar histamin dan skor gejala yang rendah. Fada
kelompok LIS ierjadi aktivasi respons imun faaate yang discoal oleh respons imun
adapiif yang didominasi Tyl {Tyl=Tep > Tu2) sérla kadar nstarmin dan skor gejala yang
rendah,

Pembenan probiotik LGG dan L15 ridak menurankan Tx2. Pada kasus ini, Tyl tetap
meninghkat, namun peningkatannya dimbang cleh kenaikan Tyl dan Tep unluk mencapai
keseimbangan barmu, Efek interaksi yang ada antara venabel perlakuan probiotik {LGG,

Li5 dan plaseba} dengan vanabel inhibitor TLR (PD9E059, LY 294002 dan plascbo) pada

%il
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FESpING LinUn fesere, respons imun adaptit’ dan reaksi alerpt membuktiikan bahwa ada
keterlibatan TLEZ dan TLR4 dalsm penuninan reaksi alergn oleh probiotik LOG dan LIS
Simpulan penelitian ind adalah poobiouk 106G dan LS melibatkan TIRZ dan T1.HA
dalam  penurunan  reaks alerpn melalui aktivazsi 1)1, Tregp, dan pembentukan
keseimbangan barw Tyl -Th2.
Ini adalah laporan penclitian i vive penlama yvang mengpunakan hewan coba
konvensional dan mhibitor TLE untuk menjelaskan ketorlibatan TLE2 dan TLE4 dalam

roenurunkan reaks alergn ofeh protoocik LOCG dan [i5.

%
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SUMMARY

Tuly Treg and T2 imrmunorigulation thraugh TLRZ and TLR4 by LGG anid
Lacipbacilins plantarym IS 10506 prohiotics in reducing allergic reaction.

Ixperimental Swudy in Mice Subjects

Aldbergy 15 2 common digease with 2 substantial risk of Lijc-threatening anaphylactic
reactions, Allergen avoidance is neuther practicable nor has been shown o be of lmied
elfcacy. Many clinical 1nals have showed that probiotics bacteria may reduce allerpic
eaction. The mechanisms by which probislics bacteria affect the immune sysiem on
reducing of alleegic reaction are unkoonwn vel.

The purpose of this study 15 to clanfy the mechanisms and mvolveroen of Tobl-like
Receprar {TLEY 2 and 4 in reducing allerpic reaction by Laceobaciilus rhamaoses Gl
(LGG) and Lacroebacilfny plamtarurer 15-10506 (E5) probiotics.

In the tavtorial design study, male Balb'c mice subjecls were randoomized iy nine
experimental proups and were sensitized with OVA. Probiotics (LGG, LIS and placebo)
and TLR inbibitors (PI9805%, [Y294002 and placcbo) arc independent vaciable. The
cxpression of unate imnune respanse { TLRZ, TLR4, NF-kB pi5, NF-kBplUs:psi), the
activalion of adaptive immune respanse (1FN-y, 1-2, T-4, IL-5, TGF- and [L-10, sera
OV A-gpecific 1gGiZa, JgA, IgE. ileum OV A-specific IgA and wtal 12k and the allergic
reactton [Ristamine and symploms seore) are dependent o effect variabile.

The TLR2, TLR4, NFkli ph5, N¥kB pl05/p50. IFM-y, 1L-2, IL-4, I1.-5, TGE-P and
IL-10-positive cells were measurcd on hiswlogical slices from the small ioestineg of mice
i all groups. Levels of sera OV A-specific o, 1pk. TaliZa and deuny OV A-spectfic IpA

were determined with an ndireet ELISA. Measurement of wial IeE antibodies in sera

%I
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was dong with Sandwich ELISA, Histamine levels were detemmined with 3 eompetifive
ELISA. The study protocol was approved by the Ammal Care and Usze thical
Commiiee of the Velennary Medicine Facully of Airlangsa Vipiversiny,

Afler final OVA sensitiention, 1he 1.OG and LIS groups did non experience the severe
and fatal allergic reaction, however most of mice in control group did expericnce. There
were Signilicant modulation of the innate and adaptive immune response in the LGS and
LIS groups compared with the eonwral yroup, except 11.-4 and total 1gl:.

In contral group, the low level of fonede immaune response (UL, TLR 4, NF-g[B
phS. NE-kB plOSpaly was in conformity with Bp2-skewed [Tl = Teep=Tr2y and loli-
mediated mast cell depranulation which produce histamine and ¢linical svimptoms.

[0 probiotics cnhanced the fanare immune mesponse (1LK2, TLR 4, NF-kB pis.
NE-kB  pl0&/pao), formed the new  equilibriom of Ty2-Tyl  cvtokine  peofile
{Tiel -Teeg=Tn2), and reduced the mast cell degramulation (decressing the level of
histamine and symptoms scarc).

Li5 prabinics enhanced the froure immune response {TLRE2. TLE 4, NF-xB phs,
ME-kB pltaip), formed the Tal-shewed (11> [re =120, und reduced the mast cell
degranulation {dcereasing the level of histamine and symploms score).

the invalvement of Toll-like Recepror (TLRY 2 and 4 in the ciiect of the probiotic
LOG and LIS on decreasing of allervie reaction was proved by the itteraction eitect
bevween those probiotics and inhibiter TLR in reducimg alleryic reaction,

lo comelusion. LOG and LES probiotics an: involving Toll-like Receptor (TLIR) 2 and
4 in reduciog allergic reaction through enhancement of e 1)1 and Tez WIDNUNE

responses aond foming a new Tji-Ty2 equilibriom. L& and 174 probiotics are

XN
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ABSTRALT

Tyl, Try and Ty2 immunaregulzticn through TLR2 and TLER4 by LG and
Lactebaciflus plataram IS-1 0506 prabictics in reducing allergic reaction.

ixperimental Study in Mice Subjects

The purpose of this study 35 to clarify the mechanisms and involvement of Tall-like
Receptor (TT.R) 2 and 4 in reducing allerpie ceaction by Laceobacitivg rhummotus Gl
(LGEE and Lactabaciiins planiaren 15-10306 (L13) probiotics.

In the factorial design study. male Balbie mice subjects were randomized mta oine
experimental groups and were sensitized with OVA, Probiotics (LG, LTS and placeba)
and TLR inhibitors (PIZ9R05%, LY 294002 amd placeba) are indcpendent variable, The
expression af innate immune response (TLR2, TLR4, NF-kB pds. NF-KkEp1i5p0y: the
activation of wdaptive immune response (IFN-y, IL-2, [1-4, IL-3, TGF-f and IL-1¢. sera
OV A-specific TpliZa, oA, 1gE. ileum OV A-spegific 1gA and wwotal 1gE), and the allergic
teaction (histaming and symptoms score) are dependent or effect vanable.

After linal OV A scnsitization, the LG and LIS groups did not experience 1he severe
and fatal allergic reaction, however most of mice in contrel group did experience. There
were sipnificant modulation of the innate and adaptive iminune response i he LGG and
1.I% groups conpared with the contral group, except IL-4 and total IgE. In the LG and
LIS proups the level Tyl and T, response were enhanced, the new 1y1-Ty2 equiliboum
wat formed, the mast cell depranulation decreased, and interaction between probiotics
and TLR inhibitors was significam.

In conclusion, G0 and LIS prebiotics are invelving Toll-like Beceplor (TLR)} 2 and
4 in reducing allergic reaction throuph enbancement of the Tyl and T, immune
responses and fonning & new Tyl-Tud equilibdum. 1LGG and LIS probiotics are
supgested to be applied in human subject for preventing fatal and chronic sliergic

TEEC 1100,

Kev Words: Prohialics, Tall-Jike Receptor 2 and 4, Allergic Reaction.

xein
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Hzh |

FENDAHLLIIAN

1.1 Latar Belakang Masalak

Reakst alered dapt mwenyebabkan pensakio kioms dan reaksi anabloksis yany
menimbulkan kematian. Proevalens: alergi Weioh mencapai lehib dari 200 % populast
st atan 515 % populasi amak dh daeda dan 3.3 % aneb di Asia Lengesara, Prevalens
asma alerpi pada anak wsia sckolab di Indunesia wros pemngkat diam 70 % pauda il
16065 menjadi 5,2 %0 pada wahun 2003 §Sundaru, 204630 WHOL 20020 IPsSAL. [HHER)
Prowrant eliminas, alereen solit dilaksanakan. sehineea indukan akat elerunst imwnaligs
menpasls piliban (Wahn er ool 2004 1ol don Jones. 20600 Telah terbekad bales
promictik Loctobacifivy dapal mengindukst tespons oun pads meneil dan manusia
(Flch oan Monroge, 2005y Locrofoedfey clommosey (el (10T pada 1‘:-Erh-aga'l
ponelitian terbuknl menwiankan ceaksi alerps (Furric. 20050, Sementara itu Lercdobacillng
sieain Al Indonesia — fo plaergress T5-10506E [ 15 — 1elab diketahor memiliki sifat
proieuk sebaik [ORT (Clollada o el | 2007} Namun scjauk ini peooronan ecaks: alergi
karens pemberian probiatik LGG dan 105 hetum jelas.

Upava penanpemlanpan alerp sampal sas i Beluom owmperoleh basil yuny
memuaskan. Bila mckanisme peourunan reakst alerni oleh prokioik LG dan LS adak
seperd memlbspat penjelasan, maka manfam Jon kesphikasi wang ambal iclap adak
diketalwn Jan teros dirapokan elekiivitasnva dalag pengeyabon alergi, 1% lain pibok.
upaya kucatif besisike menimbolkan kewesgantunean pada obal pereds gejala bagd

penderita vang sulit menphindarkan din dari bahaw alervenik {13os e e od, 20065,
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Keaksi alerpi terjadi karena dominasi Tid pada respons imun adaptt’ yang menicy
depranmlasi sul mast dan pelepasan bistaroin akiba sensitisas) alergen (Finkelman, 2006).
Wespens i adaptif Tal. To2 dan T, dapat dimedulasi aleh Hgan agossr TERZ dan
TLR4 denpan pembeniukan kaskade sinval TLR2 dan TLES pada sistem smnun ik
vany menzaklivas faktor dranskopsi NEF-kB (Kaishe dan Akira, 2006). Problotik
Lintobopeitfus, baik GO maupon 1S, mengandung kempoten  pepridoghoer dan
terfeteric chefed wang diketalon metopakan ligan aperisi TLR2 dan TLREA (Sansonenn, 2006
Saib, 204

Berdasarkan faktan d1 alss. maka ada peluany wunok menjelaskan mekapigme
penutunan reakst alergi oleh probioik 10 dan 115 melalui peran TLRZ dan TG
dalam proses pemuliban imwanitas adaplil yang didenast T2 menejo ke mmunitas
adeptil vang homeostasis, Mekanisme twrsebal dijelsskan melalm ckspenmen yaog
didisain untuk roengetabur hobangan antara aktivass ununilas rasare (ULR2 dan TLRA)
dan faktor yang menjembastani imunitas fmacie-adaptil (NEF-<B pod dan p1058p50)
denzan  kescimbangan  imunitas adaplit TylaTp Tp2, akbivilas  Cfass Swieel
fecambimofion (sintesis [0, Tod, dan gk} dan reakst alerpl (kadar histamin dan skor
gejala). Sehubunpan dengan prosedue perlakuan dan penteriksasn akhie yaong herakibar
Gual., maka cksperimen ini tidak menppuakan subvek manusia tetape mengewnakan

auTchk mencit.
1.2 Rumusan masalah

Apakah pembenan propiouk GG dan LIS pada mencit Balb'e menoronkan reaksi alerpi

n.'u:lalui preningkatan ehspeest TLRI dian TLR4, serta WE-kB p65 dan pid3/pi0 pada
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sistem imun jraate yang bechubunpan dengan peningkatan respons fmun adaptif T, dan

T eep- 5CT1A pENUGLNEn respons imun adaptil 1,2

1.3 Tujuan Penclitian

1.3.1 Tujuan Umumn

Wenjelaskan pengaceh protaotik LOC dan LS pada penarunan reaksi alergl.

232 Tujuan Khusus

I, Membuktikan pemiberian probiotik (G0 dan LIS pada mencit Balble menurunkan
reaksi alergi melalui peningkatan ekspresi TLRZ dan TILE4, serta NFeB pb5 dan
plHIS P50 pada sistem imun fargie vane berhubungan denezn peningkatan respons
imun adaptd Tyl dan Tr.p. serta penucanan respons imn adapil T2,

2. Membuktikan keterlibatan TLR2 dan TLR4 dalam mekanisme penurunan reaks
alergi oleh probiouk DGO dan LIS pada mencit Balbic melalul modulast respons
imun freaate dan adepif yang herhobungsan dengan pembeniukan keseimbapgan Tul-

Trep- T2 baru dari keseinthangan yane didoominasi elet 142

1.4 Manfaal Penclitian

1.4.1 Munfaat tenrifix
Diperoleh informast menzenar reaksi alergi vane membaik karena peobioik LOG dan
LIS vong berkatan dengan cksprest TLR2 dan TLRE4. Termuwan mengenai hubungan

antarg pembenan probiotik LOG dan LTS, ekspresi TLR2 dan TLR 4 scrla respons imun

Disertasi Imunoregulasi TH 1, TREG Dan TH2 Melalui TLR2 Dan TLR4... Anang Endaryanto
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Bab 2

TINJALUAN PUSTARA

21 Alergn

Alerpi timbul pada orang vang herhakat alergi, Bakat ini biasanya diwariskan Jan
kedua crangtus  Apobila Kedua  orangtes menderia alerpl kemungkinan  anak
menunjukkan vejala alergd sekivr 30%., namuon apabila banya salah sal dismaraoya yany
tenderita alergi kemonpkinannya hanya 25%. Hubunpan alerpi dengan fakior genciik
divanjukkan pada lokasi gen vange myengator produksi ataw fungst mediater, reseplar din
anribadi, misal ; (13 593109331 yang mengandung pen [-4 {3Macsh 1994 Nogucht e
al.. 1997k (23 6p21.5 yang mengandunyg gen dari HLA - dan TRF-o: (33 12gl5g24.t
vang mengandung gen IFN-y (Barnes, ef af, 19967 (4) 1441 1.0 yang mengandung gen
TCR i (Moguchi e af, 1997 (5] 14g1 1.2 yang mengandung gen dan reaklivilas wji
kulic. (Mansur ¢f @f . 1999 (6} 14q13-23 yang mengandung gen dan serum 1g L total
(Mansur e af, 1999 scra; (7). 16pl2 yang mengandung pen dan reseplor [L-4
Theiclmann, 1999

Dampak buruk alergi adalah penurunan koulitas bidup, biava pengebatan yang tinppl
dan komorbiditas soperti asma. sinusitis dan efitis media, {dMe Menamin, 1994}, Pada
anak. penparub alergil bahkan sampai pada penurunan kualinas hidup orangiea dan

kemampuan helajar anak vang terpangeu (v uummean, |94%5).

2.1.1  Alergen dan Reabsi Adergi
Alergen adalah istilah untuk prolein atu sedyawd vang mampua memmbulkan

sensitizasi alerpi pada paparan penama dan reaksioalergi pada paparan selanpnoyua.
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Alergen yang masuk ke dalam whbuh skan dikenali oleh sistem kekebalan inbuh. Khwsos
pada individu yang roetponvai predisposisi genetik alerpl, sistern Kekebalan dgbib
cendecuny membeniuk anbibodi Tgh vaog sensind ferhadap alerpen (PMrgssin dan Metgalle,
RILIYE

Rerdosurhun cara masuk melalul wbuh, kg mengenal 3 jenis alergen vaito alereen
inhalan. aleroen mpests dan alerpen mjeksic Alerpen inhalan masuk whuh melalui
mukosy sahuman pabys, misad tongaw. Jamuag fleretama sporanval, komponen kalin fxaliva
Teses dari binatang, buht borome dan baeian dari serangpa. Alergen mgesti masuk tabul
medalul mukosa saluran corna sepetti makanan dan obat-whatan,  Alereen injcksi masuk
twhub melala kuli dan pembulal darali sasal oban suntk dan toksin seranpea (Rovcken
of arf., 2003).

Reaksi alergi tegad karcna ada intecaksi aotara alergen, kgl spesifik dan reseptor [pE
pada sel mast yang memice degranudast sl mast dan petepasan berbapal mediator.
Mediator wrpenting  yang  dilepas  adalah  histamin. Paparan  alergen  bedkutnya
renyéebabkan akuvasi lebib lanjou sel T2 oleh mediaiar yange dilepas cosinofil dan
basolil {Lhettgen dan (eha, 2003).

Apabila histamin ditangkap oleb resepior bistansin yang berada pada se] e skan
umbul gejala Klinik, Jenis gejala vanp vimbul tergantune pada jenis seseptor histamin
vang dimiliki oleh sel target pada organ sasaran. Sel varger memiliki resepor histamin
HL, HZ dan N3, Interaksi hisismin dengan reseptos 111 menimibulkan bronkokonstriksi
peda saluran nafas dan peninghaen peristaltik pada wsus. leteraksi histamin dengan
reseptar H2 menimbuolkan rasa gatal dao nyerl pada kulit, Scdanpkan interaksi hisiamin

dengan reseprar 113 pada sel dendrit dari susunan saraf pusat akan memicu pelepasan
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pewrolansmitler  seperti histamin,  norepimeprin,  asetilkolin,  peptida dan 5-

hideoksitriptamin (Fankelman, 2006; Prussin dan Meicalfe, 2006, Roecken of af, 2003)

2.1.2  Imunopatogenesis

Alargen yang masuk wubuvh diproses olch APC yang akan mempresentasikan alergen
icrsebun sebagai peplida imunogenik melalui malckul MPC-ova pada set imunokompeien
laip yailn limfosit T. Peptida alergen dipresentasikan meolekol MHEC-A AMC e Lmitasi
Thl. Limfosit Ty kermwlian berdifcrensiasi menjadi limfosin T efcktor dan memori.
(Prussin dan Mcicalfe, 2006 Plaus-Rills er of . 200100,

Limivsit Th yang baru diaktilkan alergen akan berfenotip 152, Ivodoks sitokin Ty2
terutama [L-4 mensupresi perkembangan Tyl dan peaduksi sitokin Tyl terutama TNF-a
mensupees] perkemnbangan T2 (Oetipen dan (eha, 2003; Hawrylowicz dan O Garra.
2005).

Paparan alerpen menumbulkan penarikan sel inflamasi, aktivasi dan pelepasan
mediztor yang menunbulkan respons akol awal dan respons atergi lambar, Pada [ESPONS
akut awal, beberapa menit setelah kontak dengan alergen, scl mast vanp tersensitisasi [pE
mengalzmi degranulas dan melepas berbapal mediator pada individy sensitif. BMediator
ersebul mehipot kistamin, leukomtien dan sitokin vang dapat meningkatkan pecmeabilitas
vaskuler, kanraksi ¢iol polos dan produksi mukus, Kemokin yang dilepas sel mast dan
sl lain menarik sel inflamasi yang menyebabkan respons alergi lambat, vang ditandai
tleh influks eosinofil dan sel Limfosit Twl. (Haweylowicz dan ©Ciara, 2005),

Mekanmsme alergl sceara garis besar dapat dilihat pada Gambar 2,1,
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Dikutip dari: Hawr:-'lnwjﬁm CHGamma, 2005, Porential rale of imterleykin-10-secreting
repulapoty T cells in allergy and asthina. Nal Rev. Immunel. 3; 271.83

Gambar 2.1 Mekanisme alergi, Paparan pertama alergen menimbulkan diferensias
limfosit Tyl menjadi 152 dan sintesis 1gE vang dikenal sehagal scnsiisasi alergl.
Paparan alergen selanjutoya akan flimbol penarikan sel-sel inflamasi dan aktivas serma
pelepasan medizlor, vang dapal menimbualkan respons akal sval dan respons alerpo
lambal. Pada respons akut awal, beberaga menil setelah kontak dengan alergen sel mast
yanp tersensitizasi B menpalami degranulasi dan melepas berbapan mediatgr pada
individu sensitif. Mediator-mediator terschut meliputi histantin. lcukotoen dan sitokin
vanp meringkatkan permeabilitas vagkoler, kontraksi otot polos dan produksi mukos.
tcemokin yang dilepss sef mast dan scl-sel laim merekmn sel-sel inflamas yane
menychabkan rexpons alergl lambat, vanp ditandal dengan influks eosinofil dan sel-sel
limfosin T2,

Produks IgE diawr secara ketat dan kompleks melibatkan sinval seluler «an
metlekuler. Selama berimerakst dengan [imfasic T, sel dendrdok berperan sebagai
pelapor dari linpkungan sk asalnya. Apabida lingkungan mikre walnya tempajan
aleegen, maka yanp terjode adalah induksi polarizass menoju eespons Tir2. leb
meanfasilitas wpwake alergen aleh limfosat T spesifik vang ditkan oleh pemrosesan dan
presentasi alergen olch molekul MAET kelas 11 (Gambar 2.2} Pengenalan kompleks

terschut oleh FCR Ti2 akan mengindukst ckspres: molekul CDAAL. CIX40 1. beragrepasi

dengan CI40 menghasilkan ckspresi mofekul BRCDED. Interaksl amara molekut B
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dengan CR28 pada permukaae limfosit T omenghasilkan sinyal ko-stimualasi yang
mepingkatkan 1L-4 dan proliteras lanfosic 1 TOR dan CD2E berikatan dengan reseplor
[L-4 {IL-dI) di limfest B Konjungst amara 208, CR2E, reseptor 10-4 (1L4R] dan
molekul CDAO-CDADL mencviuskan £ fasy Swich Recoambination menmu sindesis [pke
proliferas) [mmdosin B dan ekspansi prstuk kfon Lel {Chiogne er el 2006, Flawryiowic

dane L) Caarra, 2005; OQeipen dan Cieha, 2003)

Iﬂul?dari: Cleligen dan Gehy 1999, [l in asthma and El1_{.3'|:l}'.' cellular and
molecular connections, 1CIm, Inveat. 0 829-35

Gambar 2.2 Proliferasi sel B dan produksi 1gE. lgM memfasilinas amiake
alerpen vang diikotl oleh pemeosesan dan presentasi oleh malekol A0 kelas
H, Penpenalan kompleks wersebut oleh PO/ dari sel Ta? menpinduksi ckspresi
CD40L. CDAOL beragregasi dengan TD40 dan terbemuklal B7(CTIRLD).
Interaksi BT denpan  CIEE  menphasilkan sineal ko-stimulasi yang
mengindks sintesis [L-4 dan prohfcrase Limdosit T, 1L-4 yang diproduksi
schapal respons sinergisme anlara J'R dan CL28 beokman dengan reseptar
-4 {1L-4B) di Lamfosie B, vang mana dalam konjunpsi dengon melebul
CDE0-CDEOL skan mencectuskan switch ke isotip [gE, proliferasi Limfosit B
dan ekspansi produk kional dar [pli.

Peprulasi livatosit Ty2 dikenal dari siokin vang diproduksi, misal IL-4 dan TL-5
Suokim 152 menstunulasi produksi sel mast, basedil dan eosinolil, Apabila limtfosit 1B

wipaan oleh 1L-4. maka sel rerscbul akan mempradubsi Tels Apabiln Hmbosin B juea
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terpajan aleh IL-5, maka akan terjadi keradangen eosinoflik. Beberapa limfosit T yang

diaktifkan glergen bermiprasi ke sumsum tulang dan menstimulasi sursom wlang untuk
memprodukst basofll, sel mase dan eosinefil. Scl baru ersebut setelah memasuki sistem
sitkudasi dapatl secara seicktifl kembali ke asal dan menimbulkan cksaserbasi kerdangan

(Oettpen dan Geha, 2003, Borish, 2003; Plans-Mills, 2001).

2.1 Pencegahan Alergi
Penderita alergi yang cukup berat tidak dapat hidup denpan aman dan nyaman, karena

harus  menjafani  penghindaran  alergen  wang  cukup  menyulitkan.  Penycbab

ketidaknyamanan ini karena penatalaksanaan afergi masih dititikberatkan pada konsep
penghtndaran fakior risike. Program pencegaban masih menghadapi banyak kendala dan
berbagai faklor, misal:

L. Alergen sudah mempengarubi sisterm imun scjak masa fetus. Pencegahan primer di
imasa ini masih sulit dilaksanakan dan kontroversial karena menyanghut rekayasa in-
utere {Helt, 2000). Selair ity kehamilan sendiri merupakan “allergic phenomenon®
{sistem imun dengan dominasi Th) yang benojuan menghindan penolakan fews oleh
sistern imun ibu (Warmer, 2004}

Z. Eliminasi alerpen pada ibu hamil mempunyai cfck yanp tidak konsisten pada
munifcstasi alergi anak di masa depan (Gore dan Cusiovie, 2004).

3. Program pencegahan berupa imuncterapi yang diketahui dapat memperbaiki narural
eourse of  discase alergl secara keseluruban tasih menghadapi kendaiz pada

“acceptabiliny”™ pasien dan hanya clektif pada aemalergen (Frew, 2003)
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Laktar nidak bisa membusukkan makaran, Beborapa efek amuk peningkatan kesehatan
serinp dilaporkan pada manusia (Perdiedn of af., 2000: Perdigdn or of |, 2001

Drefimsi probiotik dalam perkembanpannya diperloas menjade nukeobiota bidup aimy
mikruhivta campuran vaag memtliki elek mengunmnpkan pada saboran coma dan saleran
nafas  fosr melalol kemampuannya memperbaikt keseimbanpan makrobiotn usus,
Salmenet e al - {199%) nwendefimsikan probiotik lebik luas ooy vaue mikeobiota vang
hekerja memperiabonbon keschatan fecr. Bakien probiotik hames memilike Bemampuaen
menepred  pada Jartopan cpitel fpesr, kolomisase. bertahan dard asam dan mampu
menteransi empedu. melekokan  inhibisi, kempetiss maupon eliminssi  patogcn.
mengaring] penempelan palgeen, memprodoksic asam. hodrogen peroksida, dan lebih
buik lact apabilz menghasilkan senyawa antagonis bakteniosin uniuk  pestembuban
patopen,  amran,  lak  bersafal  patapemk,  tdak karsioogenik, serla memperbaika
kescimbangan mikrobiota usus (Oavechand ef of | 2HR S

dMekanisme kompetest dan sntapgonisme dianiara baklen salurdn cerna Jupa mampu
memperialankats kesemthangan ekolapis dengun meneepah periumbuhban beclebihan (g
masing-masing spesies penghuninya, Kompelist danl rescpror penempelan, kampetisi
makanan, dan produks seryawa inkibiler (antagonis) juga merupakan mekanisine vang
menphalangt berlebihnya  kolonisasi dan perlumbuban bakterr. Senyawa  inhibitor
faniapenis} lerscbul antaca lain adalah: asam lemak orgamk. hidrogen peroksida, asam
lakun, antibiatik, eo?in-ensim, dan baklenesin. Produksi asam laktal menghasilkan pH
rendah dan menghambatl pertwmbuohar baktern patogen {Arooks e of., 20047,

D1 negara-nepara Barat telah begito banvak peobiotik komersiaf, diantamnya

Bifederbaactvriven bictis Bb-120 Levrabarcifivs avidopiilus. dan Lacroboctifus rlammesies
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GG, Untuk lingkungan Asiz, jenis strain Jaerefoctfiuy vang sudah lama dikenal adalah
Laeterborciflus cavel Shirota. Loclohacills pletaren IS adalah jenis strain Lactohaciifus
asll Indoncsin vany berasal dari dadih swso fermentasi tradeional di Sumalera Baral,
factobociftus plomtaram 1510506 ielah terhuktl dapat mencempel dengan batk pada
mokasa saluran eerna, memilikl kemampuan menghambat pertububan bakier patagen
dan hahkan mampu membuoal bakten patogen erlepas dacl penempelaonyi paala muokoss

saluran cormg (0ol Fade er el 20079,

2.3.1 Lactobacilfus

Lercioboeifins sdalab problonk vang sering dimanfinkan dalam weraps alerpl karen
Loctobaciivs telah teebukt merapetyar kemampoan vanp koat dalam memodalass
respons nhun. Laciohaciiies merupakan salah satu straine dori Baktenn Asam Loktad
Loerebrciifus werdin da lehih 50 spesies yange berbeda dan merpakan bagian terhosar
dan Bakeen Azam Lakat {Floch dag Monimose, 2003,

fuctubeeiifur banyak digunakan sehagai pembiokan pernolaan (sfeerer cafinres),
karena perannya dalam konscrvasi, raza, Jan susunan dar makanan fermcentasi. Selan
mrmpunys funges ulama uniok konvers (leomemasy bahan kasar gula menjadi asam
laktal.  Locrabocillns juga  ads vang  menghasilkan  peptida aotp mikpobio,
eksopolisakarida dan berbapal metabolid penting lainnya tRoss or ed., 2002).

spesies Lacteboaciifns dapat ditemukan, batk pada saluran cerna manusia maupun
tnatanp denpan jumlah yang burbeda, berdasarkan spesics. umur dan Jokasi pada hosr
fbe Wnes ef af, J006) Loetebaeifles telab dnelin selama puluhan whun dan tidak semua

strainy yany ada mumpo menempet denpan hatk pacda mukosa manusia dan berpengaruh
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Spesies Lacfobacifiuy vang telah sccara luas dimanfastkan dalam kehidupan schan-
han adalah Lactebacillus rhammosws (0 yang wclah dipatenkan di banyak negare dengan
mama LOG, Pemasaan LGG  telah dilakokan paling sedikin di 40 nepara datam bentuk
produk susu. jus. prmlek keju dan kapsul (Floch dan Montrose, 2005). Spesics
Laciphacillus strain asli indonesia yang saal ini dalam penelitian adalah Laciobacitfus
plantarum 15 Laciohacilfus planrarwm berasal dari dadih asal Sumatera Barat. Sifal
probiclik secara in ovitva dan inovive dan Lectobacillies plaviarene 15 telal terboki;
(Collado ot of, HHI7), namun pemanfaatannya pada manusia schat dan sakit masib

memer]lukan penelitian lanjutan, antars lain dengan peoelitian Jiserasi ini.

2.3).2 Lactebaciling clrampoyis GG (LAGG)

Lactobacifluy rhomnosus GG (LG6) merupakan salah satu spesies dari beberapa
feciobacifiug yang mampu menempel dengan baik pada mukesa usus manusia sena
menimindkan eivk yang menguniuegkan begi keschatan, LEHP banyak terlibat dalam
kegiatan fermemasi makanan tradisional dan indusin disamping Lactebacifius casel
Lactabaciftue bulparicyy dan Lactebaciller ecidophifus {Doron et aof . 2005),  LGG
merupakan Bakteri Asam Lakiar berbenok batang kayu, bersifat pram posin{ dan
membeniuk kelont dengan wama putih krem. LGG mampy memformentasi xpfoye,
techalosa, sorhitol, salisilin, ribasa, rhemaose. mefezirose, mannsa, manitol, glukosa,
fruktosi dan sclobiosa. LOG tidak melakukan fermentasi terhadap amygdatin, arabinosa.
erpthriol, ghkogen, inositel. rafiinose, dan sukrosa. Pola hasil clektroforesis dan profein
terlanty LGG sama dengan 2. cased sibspesies rhamagins, LGG mampu memproduksi

sen¥awa imhibllor yang mampu melawsn borbapai macam spesics bakter lain, termasuk
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bukterr anacrob (Closericdiem, Bacteroides dan Bifidobacicrivm), Escherichia ool
Pedomondas, Stophvlococens, Strcptococces dan Nefmonela {Doron e al, 20050

Kemampuan  LGO wtap bidup setelah melewat saluran cermna adalah karena
kemampuan bertahan terbalap pH o rendah (2.5-4.00. aktivitas lambung dan param
cimpedu. 1GG mampa bertaban dalam kondist sangat asam hanyva rerjadi apabila tersedia
glukosa dan didukung olch prases metabolisme vang cfesien. Glokosa menentukan
perubaban ATE memjadt byt -ATMase melalui plikelisis, FpFy=A1Pase adalah enzim
kunci yang menyehabkan hakieri yram positil mampu berahan padz kondisi asam karena
envim Wersebul dupat meningkatkan pll intrageluler pada kondisi phl eksraseloler vang
rendal. Fol'-ATPase membutuhkan AT1" uniuk ekspulsi ion H' schingpa homenstasis pH
dan kchidupan sel dapa dijaga dan proses transkiipsi gen pada scl iclap dapat
berlanesung ¢Corcoran of of |, 2005%)

LOG memiliki kemampuan menempe! mukosa dengan sangat baik. [ amlara
Lactobucillus lainnya. [LGG adalah salzsh sate spesies yang mentliki kemampuan
mencmpel erbaik (1elto er ol 9971 Seielab dikoosumsi manusia per oral, LGG
masih dapat dikoliur dari feses 7 han kemudian, bisa ditemukan dalam jarngan wsus
yang diblopsi 28 har kemudian, dan dapat dikollr dan saliva 29 hari kemudiap.
Pemberian LGG dapat mengubah mikroekologt wsos vang ditandai dengan peningkatan
Bifidobucteriim dan Lactobaciliug serta penurunan Clostvicia fesitinose negatil (Daoron ef
al 2003} Apabila dibandingkan dengan subyek penderita Alergi Susu Sapi, subwek
normial menpalami peningkatan jumlah Bifidobacterivm yang iebib tinggi pada feses
setclab pemberian LOG (Apostolou ef ed | 20017, Pada neonatus yang memperoleh LG,

kolonisasi L0 terjudi pada kelompok yang memiliki berat lahie lebih daci | 500 pram
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{Agarwal of al., 2003}, Penchiian pada bayl yang ibu saal hamil mengkonsumsi LGG
menunukkan babwa pada 24 jam selelah lahic kolonizasi LOG sudah terjadi pada
sebagian besar bayi (Schultz or of | 2004).

Kompetist kolomsas: antara LOG dengan mikrobiota palogen dalam saluran cemna
membual LGG efektil dalam mencegah infeksi usus, Penclitian i witre menunjukkan
bahwa LGG vang menempel pada epitel vsus akan menghambal penempelan £ cofi
O157:H? pada usus tersebut. Kompetisi dalam konsumsi monosakznda dengan
mikrobiota patagen, misal (losrridium difficili pada kolitis. membuat mikrobioia patogen
terschut lambat tumbuh (Doron er af | 20053,

Eemampuan LOG mengubah resepior toksin melaloi proses ensimatik, khususnya
pada toksin A Closiridium difficifi. membual mikrobiota patogen tersebut menjadi kurang
berbahaya bagi Aost {Doron 2 of | 2005). LGG menghasilkan asam lemak rantai pendek
yang menununkan pH dan menghambat pertumbuohan mikeobiols patogen, Kemampuan
LGG berperan sebagai modulator tmnspor alergen menyebabkan LGG mampu meticegah
rcaks: alergi. Penelilian pada tikws menunjukkan bahwa dibandingkan dengan pemberian
@ alan susu sapl, pemberian LOG mengakibatkan penutupan pon-pori molekuler usus.
Inflamas; nsus terbukt dapat menyebabkan alergen dapar menembus penghalang mukosa
dan menimbulkan sensilisasi alergi pada sistem imun. Maka déngan menutup gap
permeabilitas wsus yang lerjadi. LGG mampu melindungi bayi atopik dar sensitisasi oleh
makanan alergenik (Doron er of | 2005, Isalauri ef af, 2000).

Kemarmpuan memodulasi respons imun non spesilik membuat LGG bermanfaal bagi

kesehatan. Pada penderita diare akul karena rotavirus, LGG meningkatkan produksi IgM
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non spesifik rotavines sehingpga memperpendek masa diare dan meningkarkan produks:
lu A spesifik rolavirus sehingpa reinfekst rotavirus dapat dicegah (Doron er al., 2005).

1.0 juga mampu meningkatkan respons imun adaptif dalam bentuk aktivasi limfosit
T D4+ dalam menghadapi berbapai komponen mikrobiota patogen, meningkatkan
sekresi sitokin supresif sepent IL4 dan [E-10, menurunkan sckrest sitokin pro inflamasi
seperli TNF-a, 11-3 dan IFNy. LGG dikenal scbagai modulaior Sidirectional karena
memiliki ketnampuan meningkatkan respons imun apabila dibetuhkan dan menurunkan
respons imun apabila tidak diburuhkan. Respons imun bidirectional ini dapat dilihat pada
subyek penderita alerps susu sapi vang dengsn pemberian LOG ¢kspresi reseplor
fapositosis menurun, scmenlara pada subyek normal ekspresi fagosilesis memingkat
(Daron er af.. 2005).

Walaupun terjadi peningkatan yang sanpal pesat dalam konsumsi LGG oleh
masyarakal, kasus baktenemaa yang dilaporkan rerjadi tidak ikut meningkat (Salminen er
af.. 2004), Sementara i hasil pepelitian pada kasus bakteriemia yang terjadi pada
konsumen LG4, menunjukkan bahwa Lactobacifiue yang ditemukan dalam darsh
peiferita ternvata tidak memiliki kemampuan menempel mukosa wsus scbalk LGG.
sehingpa disimpulkan bahwa Laciobaciflus tersebut bukan dan spesies LOG (Ouwehan e

e, 20043,

231 Laclobacilluy plantarum

Lacipbacillus plamtarust (L. plantarus) merupakan salah satu spesics dari sediki
Lactobociflyy di saluran cerna manusia yang terlibat baik dalam fermentasi industn
mavpun  Trdisional  disamping  facrabaciflus orispetus dan Lactobacillus  gasserr

tCataloluk dan Gogebakan, 2004).
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L. plamrarus mempakan Bakten Asam Lakial serbaguna yang dapat ditemukap de
berbagai fingkungan trmasuk di berhagai produk mekanan fermentasi, termasuk
kelompok produk nabati fmisal: bush zaiun, byl coklae, wpung sinpkong. kol yang
dizsambkan, minuman aogpur dan schapainya). produk susu (misal:berbagal jemis kejuy
dan produk daging (misal: berbaga Jeris sosish (deVrivs of of . 2000), Keberadasn £
plamiarien di berhapad lingkungan tersebu di alas menunjokkan babwa L phertor i
merniliki gen dan kemampusn menyandi kede gen untuk pengambilan dan pomanfaataan
berbagal jenis gule yang berbeds. pengambilan peptida. dan membentuk sebagian besar
BSAN aMING.

£ plamtarem juga ciemaliki gen penyambl repulatar vanp membbiaimva mampo hidup
pada berbagai kondisi lingkungan. L gleatarenss Juea memiliki sejumlah besar gen yang
berkemampuan menyand: kode gen untuk cksprest berbagal protoin permukaan {lebik
kurang beqgumlah 217), yang homeodos dengan berbagar protein vang ielah diketahn
herfungs:  schapai  penpikat mokus, promosi-agrepasi, dan penempelan antar gel
(Kleerebezem of af, 2003} Pada 20 stain L plastaram yang diperbandingkan
tepdasarkan metode ONA-merg-arrgy, erhha perbedaan vlama dalam bal keberadazn
dari regio IINA yang freasforabfe seperti eletnen 15 dan prophape sera regio DIMA luin
vang menvandi plarraricin, pepiida pon nibasam dan eksopolisakands. Vanas spesifik
yvang sanpal tingai dari berbagal stmin L. péarrares dapal didemukan pads regie DNA
200-kb yang menyandi gen utama dalam merzbolisme pula vang oongkio diperoleh Jan
transfer gen honisontal dan mencerminkan kemampuan beradapeasi dalam berbagai gava

kehidupan {Molenaar o5 gl 2005)
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Penelitian terhadap L plamtarum WCIMB 8326 menghasilkan penemuan bahwa stratn
lersebut socara makroskopis dan histologis tidak menginduksi inflamasi atau ranslokasi
melalui penghalang usus mencit. Sebaliknya L. plarterem NCIMB 3826 mampu
menurunkan gejala inflamasi pada colitis (Pavan er ol 2003), Survei paska pemasaran
menunjukkan bahwa L. ploniarim tidak mengakibatkan kasus bakierdemia { Salminen e
af,, 2002},

Setelah dikonsumsi per-oral, L. plaataram akan menghadupal sistem imun hosd
seperll; musin, asam lambung, pH rendah dan garam empedu vang disekresi di bagan
proksimal usus (Ouweband ¢ of, 2005), L planfarum baik dan izolat usus maupun
makanan werbukil memiliki kelahanan hidup dalam lingkungan yang mengandung garam
cmpedu maupun pada lingkungan berkeasaman wnggi (pi7 2,0). Daya tahan hidup f.
plartarum setelab dikonsumg per-oral cukup tinggl, yailu mencapai 10%, apabily
dibandingkan dengan L sokei dan L paracasel yang hanya mencapai 0,001% saja
{Hallet ef of,, 2001, Daya taban hidup L. plamigruee di tleum setelah dikonsumsi per-omal
dengan dosis10" cfit cukup tinggi, yaitu mencapai 7 + 2 %, apabita dibandingkan dengan
L fermentum vang hanya mencapal 0.5 + 05 saja. Daya hidup £, plarvarem (dan saat
dikonsumsi sampai saut pengeluaran foses) pada penmberian sekali sehan selama 7 hari
dilaporkan mencapai 25% (Vesa er of | 2000}

Sementara ity penclitian lain melaporkan daya wahan hidup pada pemberian sekali
sehari selama 0 had  mencapai 85 % (Johansson er al, 1998). Apabila vdak ada
konsumsi per-cral, jumlah L. plosiervm hidup hanya mencapai 4x10° CFUfgeam feses

(deVnes e of,. 20086; Johansson ef aof , 1998}
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Pembetian L, plamiarum 290 meningkatkan konsentrasi asam karbolesilat, asam
aselal, dan sedikil asam propional. Apabila senyawa-senyawa terscbul dalam Ieses
mcningkat dan volume [cses meninpkat, maka gejzlz kembung berkurang dan feses
meiembek, Hal im menunjukkan perubahan fermentasi pada kolon, Kempetisi antam L
plantarum: dengan mikrobiola patogen mampue menurunkan jumlah mikrobiota patogen
E cofi, Enterohaecterioceae, dan {lostridie. Lo plantarem menurinkan jumlah bakteri
grarn negaif bama seielab sekitar 1] harl, menunjukkan bahwa efck penurunan tersebul
memerhukan wakiy (tohansson ef of , 1993)

Pembenan L. planfarwm CRL 934 pada mencit mclalui stimulasi sel M pada Pepers
patch menghasilkan peningkatan imunitas spesifik (berupa lgaA spesifik)y dan imuonitas
nonspesifik berupz sel T CD4+ (deVries or of, 2008), Pemberan L plamtarum 299
menunjukkan aktivitas imunomodulator yang mengeptungkan berupa  peningkalan
sintesis dan sekresi (L-10 dan se] T dan makrofag dan sel-sel vanpg mengalami inflamast,
s¢hingga dapat memimbulkan toleransi dan penpendalian inflamasi (Pammakanthan e 21
200y, Penelitian L. plontarym MCIMB 2826 pada subyek alergi Der p f, menunjukkan
hahwa dengan L. plamtarum mionroeyle derived Demdritic Cell (MD-D) pasien alerpl
cenderung bor-reorientasi mendju respons imun yang dominan Thl, sehingga reaks:
alergi yang lerjadi akan menorun (Pochard, 2005},

Dalam kaitannya dengan interaksi Aoseemikrobiota, kondisi saluran cema baik pada
mencii maupun manusia menimbulkan efek vang sama pada ekspres gen L plantarem
yahg melibatkan penpambilan dan sintesis makanan, stress  dan fupgsi-Angsi
ekstraseluler, Hal imi dibuktikan dalam hasil eksplorasi fungsional dari kelompok-

kelompok gen L. plantorwm (Gambar 2.3) dengan metode Retofvare-pased in vivg
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dan wakiu ke waktu. Dadib dipercaya khususnya coleh sesepuh bermanfaat bagi
keschatan, Proses fermentast yang  sangat tradisional dan sederhana  sena tidak
mengindabkan sanitasi dan higienis, selalu menghasilkan produk dadih yang aman
dikonsamnsi {Sweano, 20005; Surone dan Hosona, 1996

Penclian terhadap sifat probiotik sccara in witre dori Laciobacilius plantaren: asal
dadih dari Indonesia dibandingkan dengan probiotik kemerst baik dari Asia maupun
Lropa, menunjukkan bahwa L plentaruer asal dadih sangm stabil viahililasnys pada
larutan butfer fosfat (pl{ 7) selama 48 jam. dan dilapockan juga dapal mengikal senvawa
mutapen Trp-Pl. sera sangar efekuf menghilangkan  siancwoksin microcystin-LR
dibandingkan dengan strain probiotik probionik komersial, sepeni: Bifidobacterivn factis
Bb-12, Lactabacilluy acidopfitus, dan Laciebacillus rhomansuy GG {Surona, 20073).

Lactirbaciilus plontaram L5 10306 wermasuk probiotik vang mempunyai kennampuan
penempelan vang terbaik pada mukus, yaitu 9.3 %% Scperti diketaboi, kemampuan
pencmpelan dari Bakter: Asam Lakual sangat bervanasi, yaitu mulai 1.4 % hioges 9.2 %

(Corliada ef af., 2007

24 TLR dan fihibitar TLR

Dalan menghadapl patogen, mamalia memiliki dari 2 tipe imunitas, yailu imunitas
imrefe dan adapuf. imuminay jmmere berperan sebagai sensor, eradikasi patogen dan
menggakkan inunitas adaptil.  Fungsi tersebut sangat tergantung pada peran dari PRR
{irastern recogmition receprors), PAR (patiern recagnition veceprors) secara lengsional
dapat dikiasifikasikan ke dalan 2 kelas, vailu signaling dan aor signating PRR  fpatiern
recogriion receptorsy. Non xignafing PAR fpatters recognition receprors) melipoti

fuktor sofeeble dan fakior protein trans-membran, dimana (aklor sofuble adalah {"RP dan
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lckuin, sedangkan fakior tans-membran eontobnya adalah reseplor scavenger. Stpnaling
PRR (poriern recognition recepfors) meliputi  protein trans-membran dan protein
siiosolik. Frotein rom-sigreding PAR trans-membran yaog terkenal adalah Todl-fike
receptor {TLR) yang terdiri davi kamponen ckstrasetuler vang kaya fewcine (terdici dari
350 sanpai 980 asam amine dan betkapasitas mengikat lipan) dan kempooen intrascluler
(yang dikenal sebagai TTR (TollfL-iK-like} denpan panjang sckitar 200 awim wmino,
berfunisi mencruskan sinval unwk respons selanjutnya) {Kaiso dan Akira, 2006).

Sedangkan protein silosolik dan signofing FRE (patiern recogrilion receptors)
contohnya adatah ruclearide binding oligomerizotion domain (NG yang terdin dard
Nodl dun Nod2 (Kaiso dan Akira, 20063 Peran TLR dan NLR falcleoride-hinding
oligumerizolion domain)-like recepiors) pada surveilans paogen dapat dilibat pada
Gambar 2.4 yang menunjukkan babwa mikrobiota patogenik dan non patogenik
menghasilkan dua akibal yang berbeda pada permukaan ooukosa, waite; dalam
menghadapai mikrobiota komenzal respons yang terjadi adaluh 1olcransi dan homeosiasis,
sedangkan dalam menghadapi mikrobio palogen respons vang tegjadi adalah inflamasi
iSensoneiin, 2006).

Perun wama Toll-fike recepdor (TLR] adalal induksi inflamasi dan menegakkan
imunitas adaptif. TLR dapat mengenali strukiur molekul wmum dari mikrootganisme
yang dikenal schapai PAMPs {pathogen-associated molecular pattern). Nama yang lehih
lepat unluk PAMPs scbenamya adalah MAMPs (microorparism-asigciard molecylar
paitern), karena tidak hanya ditemuokan pada mikrabiola patogen. tetapi juga pada

ik rotiola komensal atau flora nomial (Sansonetti, 20063
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Gvambar 2.4 Toll-like receptur (TLR) sebagai salah satw kemponen dari
jaringan yang berperan dalam survcilans patogen. Mikrobivta patogenik dan
non patogenik menghasilkan dua akibat vang berbeda pada permukaan mukosa.
Mikrobiota komensal menghasilkan respons toleranyi dun homeostasis. Sermentara
i nikeobion patogen melalui jalur sinyal yang berbeda menghasilkan inflamasi.
Frotwin TREM dan protein lainnva seperti HMGRY dan Gal akan memperkuat
sinyal yang apabila 13k terkontrol akan menyebabkan sepsis dan syok. Apabila
patogen mengaklivasi  sistem  imun igmede,  respans imun adaplif  vang
menguntungkan akan mepgenali, menangkap dan melenvapkan patogen yang
semuanya dimediasi oleh molekul imrare vang disandi germline sepedi scavenger
receptors dan lekiin tipe C. TREM, 1nggening reeeptors expressed on myelaid
cclis;, HMGR, High-mobility group box 1 pasein; NLRs, nucleatide-binding
ougemen zalion domain}-like recepiors).

Ligan dari banyak TLR wlah banyak dikarakierisasi (secara garis hesar dapat dilihat
pada Oambar 2.5, ousal: TLR4 memediasi respons imun umuk LES: FLEZ entuk
lipoprotein Jari jarur dan bakteri gram positl (Kaisho dan Akica, 2006). Beberapa sifar
dari TLK adalah; {1}, Diregulasi dan diekspresikan secara herbeda dalam berbagai jenis

Janngan dan tipe sel; (23, Mengakuvasi respans seluler secara spesifik, lermasuk
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Gambar 2.5 Ligan-ligan dan pehon filagenetik dari TLR manusia sera tikes. TLR
pada manusia dan tikus dibubungkan dengan gans lebal denpan dasar analisis lilogenatik
dari strukiur asam aminonya. Panjang cabang melambanpkan secara proporsional jarak
evolusi antar keduanya. Garts panah terputus menunjukkan ligan-ligan yang mewakih.

{h, Hurman, m, fourine).

kapasitas menyalurkan sinyval melalsi NE-wB, AP-1, dan M4 kindaces yang pilihannya
tergantung pada protoin adapter vang digunakan; {1). Berkemampuan uniuk melakukan
aligomerizasi pada cproplaymic domainy mereka. Qligomerasi ind idak ekuivalen, karena
TLE tertentu memburihkan penyusanan dalam kompleks heterodimerik, sedangkan vang
lain dalam kondisi homomerik; (). Mampu berkomunikasi salu sama lain, misal: TLIZ2
dapat berfungst sendirt maupun memfungsikan din sebagal bagian dari TLRG dan TLLR1,
TLR4 dan TLR2 serving sulit dibedakarn karena mereka bisa saling berpanti ekspress

dalam snwoasi tertenda {Tavlor ef of 0 2004, Homer. 2006 Kaishe dan Akira, 2006:

Takeda, 2005; Iwasakl dan hedehin, 2004),
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2.4.1 Yoifdike recepiar 2 {TLR2)

Gen TLRZ pada tikus secara strukiural mirip depgan gen manusia {Gambar 2.5). Pada
likus, gen TLR2 1elah dipetakan dalam kromosom 4 dan manysia pada kromnsom 49932
Sana denpan tikus, pada manusia jupa ditemukan gen TLE2 yang lersusun dari 3 ekson,
di mana ekson periama dan kedua tidak berkodon dan open reading frame yang lengkap
berlokasi di ekson ketiga. Ekspresi TLR2 melipuli herbagai janngan dan sel. Lokasi
ekspresi TLR2: {1). Pada jaringan sistem limifoid, seperti misal limpa, kelenjar getah
benitg, timus dan sumsam tulang, paru, jantung, otot, dan otak; {2). Pada sei
imunckompelen: adeposit, {ibroblast pusi, scl epitel, keratinosit, sel alveolar tipe 11,
hepatosit, dan ofol polos (Kaisho dan Akira, 200d; Tekeda, 2005; fwasaki dan
heledzhitow, 2004}

TLR2 lerlibat pada pengenalan komponen dari berbapai MAMPs,  seperii:
peptidoglycan dan fipeleichoic aoid (LTA4) dan bakten gram positif, lipoarabinomannan
darl mycobateria, ghveasplphophatidyiinesitol dan Tryponoroma Cruzi, phenol-sofuble
modulin dati Staphvlococews eprdermiz, zvmear dan jamuar, dan glyeolipids dan
Trepanema maliophilem (Takeda, 2003},

Komponen dinding bakteri gram negaiif sirkulasi juga menyebabkan peningkatan
dalamn transkripsi TLR2. Berbapat macam sitokin, seperti: iIL-2. IL-15, iL-1a, 1210, dan
TNF-m, juga menginduks) ckspresi TLRZ baik secara langsung maupun tidak melaln
NF-xe yang aktif. Sisi MF-x8 pada promoter TLR2 penting pada tegulasi TLR2. IFN-
T dan macrophage cofony stimulaiing facter {M-C8F) juga meningkatkan ekspresi TLR2
pada makrofag dan monosit darah perfer. (Tripathi dan Apgarwal, 2006; Kashy dan

Akira, 2004; Takedla, 2005; [wasaki dan Mcdzhitov, 2004}
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Femberian LFS pada scl kulwr yang mengekspresiken TLRZ menphasilkan aktivasi
NF-xB sccara signifikan vang mana elek ini 1ok reclibat pada 11.R4. Mutasi pada dacrah
sipplasmik TLF2 yang menghambat aktivasi NI-kB. menunjukkan babwa desniain
sitoplasmik memulai kaskade sinyal LPS. Kespons terhadap LIPS pada tikus denpan
defisiensi TLR4 vang readah, dan respons terhadap tikus denpan defisiensi TLE2 yang
normal, enun;ukkan peran allematit dae ULRE2 (Tripaths dan Aggarwal, 2006; Kaishe
dan Akira, 20067

Tikus denpgan debisiensi TLR2 mwerespons LPS denpan kemamipuan vang sama
denpan tikus wifd-rvpe. Berdasarkan homolopi strokiural, fungsional dan hasil, sigrafing
pada TE.E2 vampaknya berjatan melabui mekanisme yang saroa denpan I1-1H dan T1LE4.
Jalur altcrmatil dan jalur spesifik jupa ada pada TLR2, Analog dengan TLE4. beberapa
stimuli endogen dapal mengaktiviea TELR2, misal inflamasi vany diindoeks sel nekooik
dan respons lerhadap pemaliban jaringan oleh aktivasi NF-kB. Aktivasi tersebol
tergantung pada TLPR2Z dan membutuhkan kaskade sinyal TLIRZ. Uniok memedias:
produkst sitokin, TLR2 menginduksl maturast set dendoitik dengan cara yang sama,
sepert) vanp dilakukan di TLRS {Tripathi dan Aggarwal, 2006; Kaisho dan Akira, 2006)

TLRZ reounjukkan kemanpuan dalam miemalisasi amipgen aniuk dipresentasikan
pada sel imun adapiif. Aktivasi TLRZ jupa menanbulkan elek berbabays, TLRZ wlah
dibuktikan schagal “death receplor™ vang dimediasi olch apoplosis yang disebabkan
Lipeprotein baklen, TLRI dan TLRS secara strekiural memilikt hubuegan dengan TLIZ2
dan keduznya herhubungan dengan TLR2, Delisiensi fungsi TLR2 dan polimerfisme
T1.RL memimbolkan gangpuan akivasi AF-xf dan produksi siekin (Trpathi dan

Aggarwal, J006; Kasho don Ak, 2006; Takeda, 200%; lwoszki dan Medzhitow, 2004)
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24.2  Teli-like receptor 4 (TLRA)

Cien TLR4 pada likus sccara strektural mirip dengan gen TLRE4 manusia {Gambar
2.51, Pada tikus TLR4 felah dipetakan dalam kromasom 4 dan manusia pada keomoson
9g32-33. Sekwen gen TLR4 pada tikus dan manusia telah dikloning dan diteliti. Pada
manusia parjang gen 19 kb 3 ekson, dengan lokasi promoter sekitar 75 bp ke arah hulo
dan [okast peomelaan tcamsknpse. Lkocan pen T1LR4 pada tikus adalab 91,7 kb, letah
panjang pada sekwen intcon, pacnun secara strukfural mirip dengan gen manusia. Ekspresi
TL.R4 meliputi berbapai jaringan dan sel. Lokas ekspeesi TILRE4 adalah: (i) Pada
jaringan meliputi jantung, paru, kulit fetus, olak ledus, plasenta, ileunt dan banyak yang
lminnya: (2) Fada sel mmunokompelen melipmi; enterosit emestin fotus, sel gaster,
asteoblasts, sel endotel, adiposit, fibroblast gusi, sel oot polas, Kupffer cells, sel siellae
hepar, keratinosit, dan sel epitel (Kaisho dan Akira, 2006, Takeda, 2005; Iwasakt dan
Medzhitgy, 2004}

TLRA merupakan reseplor penting untek cespons yaong dimediag; LPS, TLR4 juga
mampwe mengenall Taxol dan Tasws brevifolia dan berbagai ligan endopen seperi heat
sntdCh profeies (FYM G dan S5F 7 dan Dbronekun. oligosskarida dan ssam hialuronidk,
heparan sulfal, dan fibrinogen. TLR4 mengenali beberapa ligan endogen walaupun tidak
ada proses infeksi, namun ligan endogen ini hanva mepstimuolasi sl imun pada
konscntrasi yang sangat nggh  Takeda, 20005).

Regulast TLE4 bersifal komplcks, melibatkan jaringan dan sel spesifik yang berbeda.
Regulas sangal menenlukan sistemn wmun Jerafe. Jumlah TLR4 pada sel sangan kecil
{seknar 1000 per s¢l).  Ekspresi berlebiban tidak hanya meningkalkan sensitivitas pada

LPS. wetapn jupa betkontribusi pada pangpuan jamong, Eksprest gen TLES vang menurun
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Gambar 2.6 Strakiur, lipan-ligan dan jalur sinyal TLR. Tofl-ifke recepor (TLR)
terdiri dari komponcn ckstraseluler vang kaya fewcine dan komponen intrascluler
TIR (ToifffL- T R-{ike} yang berfungsi menerskan sinyal unlok respons selanjutaya.
Dalam stnyal trunsduksi TLR, efekior hilir dari TLR2 dan TLR4 adalah protein
adapter MyD88 (yang berinteraksi denpan reseptor rensmembran melalui domain
Coterminal TYR) wang akan mengikat NerThr kinase MRAK (If-IR gssociaiod
rcse) untuk membentuk kompleks reseptor. IRAK yang mengalami cwofosforilasi
(dan wmengalami disostasi dari MyI288) selanjutnya akan mengaktivast molekul
IWE receptor assaciared fucror (TRAFS). TRAFS vang sudah berbentuk aktif akan
menggulirkan 2 jalur kaskade sinyal, yaitw: (1) Kaskade fx# kinose, yang akan
Eermuara pada pembentukan faktor wranskripsi NFeB aktif: dan (2). Kaskade Afd P
kinase yang akan bermuar pada pembentukan faktor yranskripsi AP-1 akiif.
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243 [Inhibiter TLR

TLE. (Toildike Receptors) merupakan bagian dan strukiur wmum dan komponen
sinyal vang menmimbulkan aktivasi NFkB. Bekii muakhir raenonjokkan bahwa aktivasi
NF-xB tidak seragam dan ligan TLR yang berbeda dapst mencetuskan jalur panda yang
pofanya dapal berancks macam. Inhibilor TLR dapat merupakan bermacam jenis malekel
yang dapal menginlervensi tahap vang berbeda dan TLR sipreding coscedy dengan
berbapai cara yaitu: mengikat TLE [(FLE binding), merclokasi TLR {TLR redocalization)

dan mengaktivasi MAF kinase (Feisho dan Ak, 2006).

2.4.3a Inhibitor TLR FD9E0I59

Dua jalpr viatna dalarm menengskan sinval inraseluler dimuln dengan aktivas
reseptor transmembran. Fada jalur perlama, akiivasi reseplor ansimembran diawali darn
senyawa pembawa pesan yang mampu berdefusi yang mengikat protein efekior dan
mengaktivas) unluk penetuzan sinyal sclanjuinya, Fuds jalur periama im sinval dapat
dibawz sampai ke inli scl dan reuksi sementara vang beragam dapat diccluskan. Pada
jalut kedua, sinyal ckatraseluler, misal alergen atou senvaws fiporeicheic acid dari
Lactobacifine, didokumentasi oleh reseptor di membran sel, misal: TLRE dan diterpskan
melalu kaskade sinyal pada maolckul efcktor di bawahnwa {(Krauss, 20013,

Melalui protein Ras atau anggoma dag Ras prosein supecfamily, sinyal cksiraseluler
diteruskan dengan bantuan protetn kinase dalam kaskade berurotan ke dalam scl atau inli
sel. Karena aklivasi reseptor {ransmembran jalur kedwa im diaktifkan oleh sinyal
mitogenik (stnyal yang mengaklivasi peningkatan aktivitas pembelaban sel). seperti
sinyal hovmon pertmnbuban, maka jalur ini dikenal sebagai falur “AMitagenic Activated

Frotein Kivase" (MAPK pathwapr. Penyampaian sinyal melalui protein kinase dalam
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alech MEKI1/Z2. MAF kingse MEK (MAPK ERKI2 ) merupakan senyawa yang terbibal
dalam produksi sitokin vang diundokst TLR, (Aless<y, 1995, Reilimg, 20001 ; Martin, 2003}
Telah banyak penelinan ir wive pada mencit yang menggonakan POYE0SY. Pada
model frovive reaksi hiperscnsitivitas memakai mencil Balbfe, dosis yang dipunakan
adalah 10 mekg (dilarutkan dalam pelarot DM30) mefalul pemberian  injeks
imteaperitoneal (Tumanks of adl,, 2004). Pada penelitian lain yang jugs mengeunakan
made] bewan coba meocit, dosis PRYR05Y vang diberikan adalah Spyg melalul inpeks

intracercbroventricalar (Bahmouwn of of . 2004}

2.4.3b Inhibiter TLR LY 294002

Sinyal ekstrasetular, misal alecyen atag senyawa fipoeicheie goid dan Lactobaciilus
didokumentasi oleh reseplor di metbean zel, misal! TLR, dan ditecuskan melabui kaskade
sinval. Salab saru cara upluk memancarkan sinyal adalah melalui bantan senyawa
pembawa pesan yang memiliki berat molekul repdab vang dikenal scbagal second
mexyeaeer (Fraoss, 20010,

Secornd mersenger wrpenting adalah dari jenis; (1) drofilik dan sitosalik, yaiow
cAMP. ¢GMP, inositol fosfa dan Ca'': dan {2y hdrofobik, berhubungan dengan
thembran, yalw: diagopfplpseral (DG); dan phaspiatidyl frosited (PidIng) phosphales.
Berbagal  macam  phosphatidyl inove (PWllos)  difosforilasi oleh  cnzim
FPhosphetidylinasitel 3-Kinase (PI3ks) pada posisi 37 dori phagphaiidp! fansited (Prdlng)
membentuk Pidlns{3)P, Pulins(3 4)P2 dan PidIns{3 4.5)P3. Salah satw senyawa vang
dihasilkan, yatu peran Prding3,4.5)F3 sangat penting  sebapai  pembawa  pesan

iniraseluler [Kraoss, 2001).
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EY294002 yang scbutan leogkapnyva adalah 2.0 Aorpholingd)-S-phenpt-41-I-
benzamran -d-aae adalall inhibior sinwetik dari fhosphatidylinesite! 3-Kinase (PL3ES).
Pansphaticivlinosital  (Ptdlnz) 3-kinaxe {PI3Ks) adalah enzim yang bekerja, baik pada
sinyal tronsduksi fuktor perumbuhan (growth facter signal teansduction) dengan
hekerjasama pada reseplor maupun bukae reseplor dari 1yrosine kinase lermasuk resepar
faktor pertumbuban yang merupakan wianan platelet yfarefet -deeived growt fucror
peecatar) (bt of e, 198

Inbibior EY 294002 ini bacw dieksplorasd seiclah inhibitor sejenis - guercetin - vidak
hanya menghambat PISKs saja. terapi juga menghambat Pidlng dan prolein kinase
lainnva. LY 294002 marapo secara lenghap dan spesifik menphambat aktvitas iftdins 3-
Rinase {PLl3Ks), Karcna Phospbhuiedvfimasitnd  (Prclfns) 3-kinase (PI3Ks) adalab enzim
utamd yang hekerja pada sinyal transduksi fakier perumbuhan (growil focter sigmal
Irensduction), maka inbibitor ini sampat perting dalar mengendalikan proliferasi,
motilias dan adhesi sol ¢V lahost of of | 1994,

BLIKx dapat digunakan untuk menjelaskan peran biologis dari kinase pada proliferasi,
molilias dan adhesi sl sera respons dari fakior periumbuhan. Saating LY 294002 sceara
luas ditcliti dalam perannya sebagsi penghambal apopasis, LY 294002 terbakti terlibat
dalam penerusan sinyal oleh TLR (Viahost o af . 1994 Fukae Jan Kotasa |, 2003 ¢ Rhee
ef o, 2003].

Berbagai penelilian in wive pada mencil vang mengponakan LY294002 jelah
dilakukan. Pada sebush medel in vive darl poankreatitis pada mencit, dests vang

digunakan adalah 1.4 mefke dan 100 mgdke dilanikan dalam melann DMSO, diberikan
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schanvak 0.1 ml seliap meneit) melalui pembenan njeks jotraperitoneal {Singh of afl.
2001

Pada pepelitian lain dengan model hewan coba vang sama dosis LY2940H02 yany
diberikan adalah Spp melaloi injeksi inirace rehraventeicular (Rahoouni of of, 2004} dan
bahkan ada penelitian yang menggunakan dosis sampai 300 mp'ke melalu mjeks

subkutan (Ierrandi of e, 2003,

2.5 Ilubungan antara Probiotik dan TR dengan Reaksi Alergi

Pemberian probiouk dalam pencecpehan alerol juga merspakan upaya perbaikan
homeestasis sistem biclopis penderita vanye diwgjukan pada nnanemodolast respons mmun
dengan mcnycimbangkan respons wmun Tyl dan Ta?. Alergl merupakan beptuk “152 -
disease” yapg upaya pechaikan memerlukan pengerbalian Aost pada kondisi "Ty1-Ty2”
vang seitmbang (Fumic, 2005},

Pada Gingkal maolekul, sisem onon fasare dipusaikan pada aklivast dan NF-kB,
mempunyal kemampuan menginduks irensknpsl dan beberupa sitokin proinflamast
dalam merespons shmulasi aleh mikrobiola. Dalam peran membaniy menjembatani
sistcmy imunitas feaare ke sisicm adaptif, TLRE mampu menginduksi respons imun, balk
ke arah Tyl maspun Trpe TLREZ din TLR4 dikelabui mempunyal peran penting dalam
polarisasi respons imun oleh paparan mikrobiota (Iwasaki dan Medzhitov, 2004
Supagatura, 2002).

Molekul biclogis aktif probiotik beeupa peptidoplycan dan reighoic acid {CGambar 2.7)
merupakan micrafial-arssocined molvewlar pateeens (MAMPs) akan dikenali PREs
fpaltern recogpnition receptors) dalam hal mi TLRE2 dan TLR4, TLR2 dan TLE4

tenginduksi fakier teanskeipst beberapa sitokio proinflamasi dalam merespans stimulasi

Disertasi Imunoregulasi TH 1, TREG Dan TH2 Melalui TLR2 Dan TLR4... Anang Endaryanto

respons tmun. Molekul biolegis akni probiolik Eempa pepridaglycan dan
teicbnie aeld merinakan pariaead-a s cocrortd mofecefar naferpne FE 4 LT



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 4]

Tabel 2.3 Beherapa penelitian terbaru pada manusia tentang efel probiotik pada
penurunan reaksi alergi

Mo,  Pencliti Hasil I'cnelitian

1. Viljanen ¢f al., Peraherian probiotik [0 pada penderite A,
2004 menurankan pejala klinkk (SCORAD)

2. Rosenveldi e af, Pemberian probiotik LGS pada anak DAL menurunkan
2004, peiala klinik {SCORAD, dsb)

3 Wang of of , 2004, Pemberian probiotik [ perecasel (LP-33) pada penderita
Rhinitis Allerpica, menurunkan gejala klinik,
4. Pohjavouri. of el Femberian probiotik LG pada anak Alergl Sosa Sapi,
2004. meningkatkan kadar [FN-7,
5. Ham er el 3009 Temberizn Y51 43 {4 factehacilfi, 3 difidebacteria, dan |
sreptacocealy pada sel kaltur {dari usus manusia)
meningkatkan 1L-10, menorunkan 1L-12 dan IFN-y

6. Vilyanen ef of Pemberian prohionik 1007 pada anak Alergi Rusu Sapt,
20H5a. miningkatkan kadar A lecat.

7. Maharoadzadeh Pemberian probiotik Lacuehacilins meningkatkan kadae
2005 iFTey, 1-13, LL-10

X Viljanen ef wil., Pemberian probiotik LGG pada snak Alergi Susu Sap,
2005D. meningkatkan kadar 116, [L-10 dan E-selecrine

Tuhel 2.4 Beberapa penclitian terbaru pada hewsn enba tentang mekanisme
probiolik dalam penurunan reaksi alerpi

No.  Pencliti Hasil Penelitian
1. Voo der Weid, Pemberian probictik pada meneit BALB/c meningkatkan
2001 IFMy. 1T.-12, TCiE-[5 dan [L-16, serta mesurunkan [L-4 dan
IL-35

2. Friouli e of, 20003 Lociobacifluy paracasef (NCC 2461, Lactabacillns
Jehnzonii (MCC 533) and Hiffdebacterinn faeris Bhl2
[N 362} pada mencit yang disensitisal BLG,
menurunkan 1ok, 1pCe] dan [eG2a

| 3 Matsuguchi. 2005 TLR2 berperas dalam aktivasi NFEB oleh facmbacifiue
4, Nigw, 2004 Pembenan probiatik LGG motif TTTCGTLT oligodeoxy-
ruclentida (D) 1535 meningkatkan mENA IL-12 dan
mEMA [FM-y
S e nard, 2004 Probiotik menurunkan kemampuan agonist TLRE dalam

aklivasi NI

b Bashir ef aof . 200, Defisiensi TLR4 pada meneit meayebabkan peningkatan
[E, dan reaksi anafilaktik sedangkan IFN-y menarun
dalam merespons alergen Ara b 1 {PN) dibandingkan pada
TLE4 narmal.
Pamberian antthiotik pada menell menyehzbkan
peningkatan Ipli, dan reakst anafilakiik sedangkan 10N-7
metarun dalam mersspons alergen Ara b 1 {PN)
itendingkan detgan vang tak diben, batk pada T1.E4
normal maupun mutant atad defisien.
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Svarat dari terapl medis, termasuk terhadap penyakit alergr, adplah terap tersebul
dapal dicvalyssi secara sistemanik mensggunakan metode cvaloasi yang tidak bias.
universal, diperoleh metalul metode penclitian flmish yang bakw, tidak bertentangan
dengan pundangan masyarakat ilomuswan dan senantiasa lerbuka untuk digi kebenacannya,
Untok i digunakan pendekatan terapi melalui Kedokwran Berbasis Rukn {FEvidence
floved Mediciney berupa uji Klimk {(Asherafi, 20843,

Pada wyi klinik terhadan probiotik (diampilkon pada Tabel 2,30 1welah dibukikan
habwya probigtik dapat menuconkan pejala alergi vane berbubonpan dengan dermasiri s
atopik dan alergd makanan {Isolaver of «f, 2000 Rosenfeldt of @l 2003). mencepah
penyakil  sopik dim pada anak dengan risiko ongei alerel (Ralliomik, 20010),
mencezah dennatitis alopik pada 2 tahun penama kebidupan anak (Rautava ef al., 2002,
memerdifikasi mikrohiata wius anak alopi sehingga mampo mencepsah ceaks alergd paida
penderita {lsolzuri, 2002, pada penderita dermacitis atopik menurunkan gejala klinik
(Yiljanen ¢ of . 2004 Roseoveldt ool 20040, pada perdenta Rinnmis Adergika
menurunkan gejala klinik (Wang of ol 2004), pada anak Alergn Susg Sapi meningkatkan
kadar 1FMN«p, IL-0, 1210, kadar 1gA fecal dan E-sclectine (Poljaveaurt, e of o 2004,
Vijanen o of . 200530 Viljanen ef of, 2003h). dan pada penderita atopk msampu
mermngkatkan kadar I- 10, menwmnkan Kadar 11.-02 dan [ER-7 (Hart e e, 2004).

slunfaal pendekatan terapl alergl melalui Kedokieran Berbasis Buokt telalh diakoi,
namun Odak dupat disanpkal habwa masth banvak vanp mengkhawatitkan kredibilias
cpistemologinya. Baku emas dan Eedokeran Berbasis Bokti adalab  #gademrised
gerpteallod ofinical trial ¢RCT) vang dianggap benat, memuaskan  dengan Alunding vang

mvmacdl §Asheoab, 2004,
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Tabel 2.5 Kaitan teori imunclogi dan fakia empirik tentlang mekanismeé probi¢ik
dalam pergrunan reaksi alergi

Beaksi alergi _Teori imunologi Fakta hasil penelitian probictik _H]
Tahar = Ristem imun irkude dipusatkan « Probietik menurunbkan
aktivasi pada akiivasi NF-xB, {#hanp kemampuan apomist TLR dalam
sel-scl dan Cihosh, 20075 aktivasi NFrB (Me nard ef af,
munn- s TLRZ dan TLR 4 berperan 2004}
kompeten dalmm aktivasi NFkE. » TLRZ berperan dalam aktivasi
(APC, DC. i Matsuguchi, 2003 ) MNFkE oleh Laciobacilig
SEI_T » TLR 2 dan 4 berperan dalim {Mansuyroeh, 2003 )
Naive) peningkatan IFN -7 serla
penurunan IL-4, 1013 dan
ensinnfil. {Revels el al, 2U03)
Tahap = Fampir sermoa TR ¢+ Probiotik menginduks) Limfosit
aklivasi mengantrol induks respons Tl iMatzozaki dan Chin, 2000,
scl-sol imun ke argh Tyl (8ieninen Lanbreche, 19498, Schon e
steukitural v af . 2001 Murch, 2004; gl 198,
(Tl T2 Mieltinen er «f., 1998}, ¢ Probiotik menginduksi  Limiosil
dan Treg) = Sehayion besar TILH T (Prioul, 2003; von der Weid
mengopteal aktivasi Limfosn e arf, 200 Mureh, 2000 [sodant
Thl {Marsugachi, 20035, et el 2006k,
+ TLEZ mampu mengoniral + Probiotik menginduksi Limfosit
akiiva=i Limfosit Fy2 {Umetsu Tx1 dan Ty melalui reseptor di
et e, 2002 Fder, 2004 AP (Hart er af., 2004;
= TLE4 mengontrol optimalisasi Christensen ef af, 2002;
aktivasi Limmfosit Ty2 Miettinen er el , 198,
(Dabbagh er of, 2002), dMatsuguchi, 2005; Mictinen of
# TLE4 mampu mengaktivasi ol HH; Burch, 200173
Limfosit Tul dan Tq. « Probiotk memngkatkan TFNy, 11.-
{1vachenbary er wf. | 2(03; 12, TGF-f dan IL- 14, scria
hdothes, 20037, menurunkan 1L-4 dan IL-5 {von
der Weid o o, 2001)
& Laclohacifiug paracavef (MOC
26l Lactabaciifus fohnsonii
(NCC 533} and Biffdobacteriunm
fuetis BBI2 (NCC 362) pada
meneil yang disensitisasi BLO,
menurunkan gk, [wG1 dun 1pG2a
(Prioule of al, M5
v Probionk 1.G6 motl TTTOGTTT
aligodeoxy - nucleotida { O0M)
135 meningkakan mRMA I1-12
dan mMRENA WNy (1liev ef of
200
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Mamun peran KCT dalam Kedokteran Berbasis Bukii menimbulkan koniroversi
datam beberapa hal antare lain ROT (hampir seoouanva) merupakan solusi dari
metodologi ke vpisicmedewi khoik vang tak menphasilkan mfsrmasi eksplanass dan
hubwngan schab akibar.  Dhakui bahwa pada wmumnva 8T 1elah memberikan yang
bewar. dipercaya dan digunakan secara luas di oiset klinik (Asherofl, 2004).

Pemakaian probietk dalam terapi alerpi selalu disenai oleb perlanyaan bagaimana
mckanisme kerjanya dan di mane organ tarpeinya. Walaupun beberapa ui klinik
meneniukkan dampak vang bernakna pada penurusan reaksa alergs, namun banyak
praktist klinis yang belum maniap deogan mekanisme keganya, Scjauh inn beherapa
penelitian bivnwlekoler mengenai probiotik vang berwsaba mengeabui mekaoizme kerja
probiotik menunjukkan bahws werdapal kemamnpuan probiotik cokup beragam dalam
modulasi tespons imun, namon sayang karena problem eiik, banyak penclitian yang

hanva dapat dilaksanakan pada hewan coba (Tabe] 2.4}

2.5.1 FProhimik dan fakinr traoskeipsi NF-2B.

Peran TLR2Z dan TLRE4 berkatan dengan aklivasi lakior franskripst SF-2f8 dan
privtuksi siokin, Prabionvk facieheacilus G0 lelah terbukti mampu menginduksi respons
imun Tyl muokosa melaloi NE-kB dan akrivasi protein Tolf-refetedf scpertt TLR2 dan
T1E4 (Furric, 2005, dMarch, 2001} Aktvasi faklor transkripsi ini dikentrel depgan
bebezapa cava. Terdapat beberapa faktor transkrips: yang menpentral cksprest gen
Semua Laktor transkripst berfunpsi dengan dikenals elemen respons dan prormatee spesifik
dalam wen vang diregulase dan penpikatan deagan DA vanp diserad polimerizasi BNA

uniuk memalal proses transkripst (Tripachn dan Aggarwal, 2006},
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Aktivasi faktor transknpsl ini dikontrol denpan beberapa cara vakon melalus: (1),
vintesis protein (misal:  homeoprotein): (2) fosforilasi (hear shock frrodets responsible
cloment recapriciinge frenseriprion faecrors, ST man defosforilasi (A" proteing (3.
ikatan denpan lipan (reseptor steroid 10 (4). perubahan ikatan pariner pada protein (hefix-
fonp-felic proreinsy, dan (51, pelepasan inhibhor (NE-kT) (Tripathi dan Agearval A
ALY

Paedy tingkatan molekul, sisten imun fanale vang dipusatkan pada aktivasi dan NE-
kB mempunyai kemampuan menpindoksi transkripsi dan beberapa sitokin proinflamas,
kemokin, molekul adesi, dan NOO dalam merespons simulasi oleh sinval pang
bBerhubongan dengan patogen atan stees. Selain o NF-<B menpontro] ekspresi dart
banvak pen adaptif, sepedi protein MHO don pen pennog untuk cepulasi proses
apoptosis {Zhang dan Ghosh, 20017,

Kloninpg sub-unit WE-uB menghasilkan famil pootein yang dikenal schaga domain
Red boprdesn vanp, dilibatkan pada peagikaan dengan DNA. Terdapat 5 anppota Gamili
pada manusia yanp didentifikasi, vaito: NF-aHi (pdtipf0s), NP-eB2 fpiZioldl), psl
fRedd) Relfl dan oo Rl Penok klasik adalah heterodimer suboni ps@ dan p&l, ANF-adb
herada dalam siloplasima dalam beniuk tidak aknf bersarma dengan proteio regulator 1-
¥B. Yang paling pentimg dari inhibitor ini adalah e, B, 5 dan nuclear &) yang
mempunyval spesifitas vang berbeda nzmun tumpang tndih dalam regolasi gen tereni
dl herbapai janngan. Translokasi don akiivasi AF-ad biasanya sebagai hasi] foslorlas
dan degrudasi dun iohibitor, MA-w £ dapat berfunpst dalam keteepadwan denpan fakior

transkeipst vang lan seper misal A1 {Topathi dan Apggarwal, 20040)
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2.5.2 leduksi TLR, Tul, Treg dan Ty2 oleh probictik

TLR menentukan respons imun adaptif ke arah Tyl, Tregy mavpon Tu2.
Mikroorpanisme terteolu termasuk probiotik, diketahui  dapat memodifikasi 4£C
(sebagian melalul TLR), sehingpa mereka mampu menginduksi respons imun baik ke
arah Tl mauvpun Ty, TLEZ dan 4 diketabui memponyai peran penting dalam polarisasi
respons itRun oleh paparan mikrobiola (bwasaki dan Medehitoy, 2004; Supajatuea, 2002).

TLR pada umurmonya mengontrol induksi respons imuon ke acah Tyl (lwasaki dan
bedzhitov, 2004). Scbagian besar TLR mengontrol akitivasi Limfosiv Ty 1. Dari beberapa
penelitan #r vive didapatkan bahwa patogen-patogen tertentu misal bakteri gram positif
dapat mengaktivasi TLR2 untyk menginduksi respons imun ke arnh Tyl {Twasaki dan
Medehitoy, 2004}, Jupa ditemukan babwa aklivasi komponcn fipoteickaic acid probiotik
melalui TLR2 pada tikus menghasilkan THF-a (Matsuguchi, 2003,

Beberapa laporan menunjukkan bahwa TLRE2 mampu menginduksi diferensiasi
respons imun ke arah Ty Aklivasi melalui reseptor CDM4 dan T1L.R2 dapat menginduksi
deviasi respons imun baik ke arah Tl maupun T2, werganung pada koosentrasi LPS
yang dipmjankan. TLR4 sel dendriiik mempunyai peran pada oplimalisasi respons imun
ke arah Ty2, sehinges apabila wrjadi defisiensi TER4, respons imun adapiif ke Tyl akan
lerganggu {Horner, 2006

Walaupun ada penclitian vang melaporkan bahwa T1L.E4 pada sel dendrtik

mempunyal peran optimalisasi respens imun ke arah T2, namuon ada juga penelitian
yang menunjukkan bahwa TLE4 mampy menginduksi difcrensiasi respans imun ke argh
Tul. Apabila amigen berupa LPS hirupan dosis rendah, maka TLR4 menginduksi

respons imun ke argh T2, Sedangkan apahila amigen berupa LIPS himpan dosis linggi,
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maka TLR4 menginduksi respoens imun ke arah Tyl (Eiscnbarth, 2002} Aktivas
melalul TLRA juga dilaporkan dapat menginduks respans mmun Teg (Lisenbanh, 2002
Pasare dian Medzitov, 2003), Saar ini TLRA merupakan target dan berbagai ujp klinik

menpenal terapd alergd {Drachenberg of af | 2003; Mothes, 2003).

5.3 Prohintik dan reabesi glergi

hekimisme kera prabiotik dalam menommkan reaks aler@gl belem jelas, walaunpun
banyak penelitian telah dilakukan, Bukti-bukti mengenai input spesiik dasi floa
uspsfekad ke sisicm imun fmuate sangal pentling uniok kelangsungan welerans imun
mukesa, Walaopun beberapa wji klinik menunjukkan dampak yang bermakna pada
penucnnat reaksi alerg), nungn mekamisme penbrunag masih 13dak jelas (Murch, 20017,

Bebcrapa penclitian biomolekuler mengenai prebiotik menunjukkan kemampuan
probiclik vang cekup beragam dalam memedulasi respons imun yailu menginduksi
produkst sitekin Tyl {IL-12, IL-18 dan IFN-7) pada sel-sel mononuRlir darah perifer
manusia (Mictinen ¢f @, 1%98). menginduksi produksi sitokin Ty (IL-12, THNF-a dan
IEN-y) pada sel-zel limpa tikuz (Marsuzaki dan Chin. 20001, menginduksi populasi
044 Teef! vang memproduksi sitokin IL-10 dan TGF-[i pada sel-sel limpa tikus (von
der Weid of o, 2001), memaduoiasi respons imoen ke arah 771,742 dan T melalui sel
target DT (dari sel-sel sumsum wlang okus) denpgan faktor peneniy berupa jenis
mukroflora usus dan jenis probiotik (Christensen of af, 2H2Y, menghasilkan T™NF-o
Larena skiivasi kompeonen fipatheichaic acfd probloltk melalwm TLR2 pada sel makeofag

tikus {Matsuguchi, 203}, mencegab reaksi alergi susu sapi pada mencit dengan
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Tidak scmua bakicrt probiotik mempunyal clek sama dalam menurunkan reaksi
aterpr, dan nidak semga dermatiug glerpl (DDA} paogencsizsnya samz (Murch, 2001},
Dhidduga penunman reaksi alerg vang fenadi karena pernbenan probiotk adalah sebagm
hasil dari peniogkatan kadare 1- 10 dan FUA- 8 Tolerangi werhadap aeroalerpen (sehagpa
hasil imunolerap ) mavpun alergen susu sapi lernyala lerjadi berkaitan dengan produbcsi
1.-1} yanp merepokan TeOd smeeppe swifeh foctor (Moun-Anas. 2004) dan produks
fied-3 yann merupakan 1A ol siviteh foctor (Frossard e af., 2004],

Mduga  penarunan reakst alergl vang terjadi karena pemberian peobiofik
beriubungan dengan peningkatan kadar FFA-p hinonoterapn seroalergen delah ferbuekn
berhasil memmbualkan tolerans terhadap acroalergen melalul deviasi respons imun dari
Th2 ke Tyl sehingpa didepatkan peningkatan kadar IFM-y  yang merupakan 1gG
isotyne switch facror (Nouri=Aria  NI04)

Cengan terbentuknya kompleks IgE-lgG maka akan tegads ko-agrepasi reseptar
mhabitery Fo-y RIlb dengan reseptor beralinitas unggs FeeR-1pE {Daeron, 1923) yang
akan menghasilkan hambatan siayal FeeRI (Zhu er of, 2002 Malbee, 1998} Sclain it
adanya kompleks 1gb-[pl juga dapat menghambal prescntasi alerpen ke sel T
(Wachhods et ef, 2003} dan menphambal espons imun ke Ty2  {Chatchatee e al,
20717,

Apabila respons imun regulasi di mokosa vang diperankan T,.p yang mcemproduksi
IL-10 dan TGF-P berkambang denpan bak, maka sel-se] plasma akan memproduksi -
charir yang mengandung IgA dimer dan fpA polimer yanp akan memperkuat fungsi
periahanan epitel dengan mengeksklusi alesgen sebelum alergen tersebul menimbulkan

reakst abergt (Trandioea, 20023,
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Sampai saat ini masib banyak ketlidakpastian dan werapi alergi yang menggunakan
probigtik, kelidakpastian tersebul meliputi;

1. &pesilisitas dart cick probiotik. Efek probiotik dapal berbeda entar spesies bahkan
anlar sirain specific yang salu dengan yang lain, contoh anlare Lactabacilfus strain
vang sabu dengan strain vang lan (Matto &f af, 2004; Chisensen ¢ al. 2002;
Wapner ef afl, 1997)

2. Dosis probiotik. Dosis probictik efekol agac dapat menimbulkan efek, selama ini
adalah 107 CFL hani, Yang sering dipennasalahkan adalah, apakah dosis it sama
apabila dipakai pada individu dengan makanan penyena, pH asam lambung.
molilngs usus dan kompasizi flora normal vang berbeda (MeCanney e af, 1994;
Saxclin er of, 19917,

3. Mckanisme biologis. Walaupun eick biclogis dan imunologis sudah banyak diteliti,
namun tcmuan-lemuan yang sekarung ielah ada belum banvak dupat sccara
memuvaskan meyakinkan klinisi untuk  menggunakannya dalam terapi alerg,
Fenelitian secara lennlégrasi mengenai mekanizme probiotik dalam menimbulkan
elek, misal dalam mesurunkan reaksi elergi. perlu dilzkukan desgan lebih mendalam
(Boyle araf, 2008)

4. Mekanisme imunclogis. Sampai sam ini efek imunelogis dad mikrobiola probiotik
masih belum jelas. Mengapa probiotik Lactebacifive (GG dapat meningkatkan
aktiviiag fagositosis pada individu sehat, sedangken pada individu alergi susu sapi
probiotik Lloctobacrfus GG menurunkan aktivitas fagositosis? Jawaban lerhadap
fenomena ini masih dalam dugaan dan fakta empirik yang telzh ada belum mampo

menjuwab, Scjauh mi masih diduga bahwa mekanisime imunologis probiotik adalah
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melalui jahw homeostasis vang dimediasi oleh TLR yang bersifat kurang spesilik
dan jaler yang dimediasi olch strain spesifik probiotk yang bersifa spesifik.

iSileider o of . 2003, Pessi er af |, 200k 'clio of of |, [99K),

2.6  Pemodelan Reaksi Alergi pada Hewan Caba

Penelitian pada hewan coba dapat dipergunakan untuk mencan hukti efek terapeutik,
kgamanan dan efek samping dan svatu bahan ataw senyawa terlemw. W10 telah
merckomendasikan keharusun melakukan up mekonia dan wksisias bahan tertentu
sebvluom obal tersebur digonakan pada manusia. Walaepun nilai predikst hewan dan
uderpretasi yang berkepaan denpan aplikasi unlek manwsia jaub dan muliak atan
absolul, car kerja suaib senyawa dapat serupa dengan yang berlaku pada manusia

Erileria pemilihan hewan coba yang akan digunakan unluk menguji cara kerja, efek
terapeutik. keamanan dan efek samping dari suatu bahat ataw senyawa terlentu, adalah
meliputi hal-hai berikw ; {1} Beral badan hewan kurang daei 1 kg, {(2). Mudah diambil
darahnya dan jumlah darh vang dapal diambil cubop banyak; {3). Mudah dikendalikan;
{4). Dalam memberikan maters modah dilakukan dan berbagas rote; {(4). Mudah
dipelihara b laboratarium dan modah dikembangbiakkan; (5). Lama hidwp retatil
singkat, {&). Fisiologinya diperkirgkan identik alav sesuwai dengan manusia vang didupu

[Fousumasani, 20050

2.0.1  Mus mascufus Balhlc
Mus imasculus adalah hewan yang sering digunakan sebagai organisme model untuk

penelinian sistem bran pada Heme supicns. Sekuens penom pada mencit dan manusia

lersusun dengan orgamsast vang sangal minp denpan banyak kesamaan (homoleg).
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Mencil lcrmasuk dalam gemws Mus, subfarily Muringe, jmnily Muridae, order
Rodeniia, Pada umur 4 minggu beranya mencapai 18-20 gram, sedangkan pada wnur 8-
12 minggu berat mencapai 20-4 gram. Lama hidup 1-3 tahun, memiliki emperatur
iubuh sekitar 36,5 “C, frekuensi nafas sekitar 163 kali per menit. Kebutuhan makan
seliap harl adalah 4-3 gram, denpan komposisi ideal prowein 20-25% %, lemak 5-12 %,
sorat kasar 2,5 % dan karbohidrat 45-60 % {Fox er ol 1984).

Untuk imodel percobuan alergi, mencit yang biasa digunakan adalzsh mencit yang
mcmiliki bias genetik respons imun ke arah Ty2, yaitn Moy musculuz Balbic, Pada
umumnya mencit Balbfc mudah sckali mengindoksi respons ke arah Ty2 setelah
mengalami infeksi werientu misal ¢leh L. mafor olag imunisasi alergen misal Ovalbamn
atau BSA (Scott dan Schamon, 1994 Chatelain ef af, 1992, Scou, 1991)

Mekanisme respons imun ke arah Ty2 pada Balbée ditandai dengan kadar 1T -4 yang
cepal meningkat setelah infcks] ataw imunisasi alerpen dan ekspresi IL- 12K yang hilang
gerta IFMN-y yang menurun. YVang membedakan dengan mencit strain lain, mencil Balbfc
memiliki kemampuoan mengekspresikan STAT4 dan produksi [FN-y yang lebih rendah,
sehingga sangat mudah mengalami deviasi sistem imun ke arah T2 (Kuroda er of.,

2002 Scott dan Scharlon, !994; Chatelain of i, 19927 Scoit, 1991)

2.6.2 Induklior Reaksi Alergi

Pemedelan reaksi alergi menggunakan mencit Balbfe tclah banyak dilakukan pada
berbagal peneliian yang mempelajan efektivitas dan mekanisme kega obat-obatan
penurun reaksi alergi. Jenis-jenizs induktor reaksi alergi (alergen) yang sering dipunakan

adalzh ovalbumin, bovine scrum albumin {B35A), peanut aglutinin dan polate aplutinin.
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Kule yang biass diguoakan untuk menginduksi reaksi alergi adalah injekst subkuan,
intraperitoneal, per-oral. dan jalur saluran nalas denpan mebudizer. Sedangkan bahan
penverta atau pelarut alergen yanp dipunakan adakah alumimivm hidreksida dan FBS
[Dresrmnan ef of, 2003 Athenton ¢ @f., 2002],

Prosas sensitisasi alergen yang biasa dilakukan pada penelitian oji cfcktivitas suaty
hahan atau obat-obatan anti alerps wedire dan 3 whap proscs, yalw: (1} Scosilisas swal
pada minggy perama, hivsanya melalu rote injeks) intraperitoncal dengan buhan
alerpen yang dikorbinasi denpan Alomeniom Hidoksida, (2), Sensitises ke dua,
dilakukan pada akhir mingeu ke 3, biasanya melalun imjeks ntraperiloneal denpan
hahan alergen vang dilarmban dalam PRS; (3). Sensitisasi ke tiga, dilakukan pada
mingeu keempat, biasanya melalui pembenian per oral atau ncbulizer dengan dosis
alerpen yang tingai dan biasanya dilannkan datam PIRS {Hyieh 21 o, 2003; Marokata cf
el 20,

Respons meocil Balbfe terhadap induktor alergemik blasanya dinilal dan produksi
L3, il-5, 1gk spesilik dan g5 spesitik, scdangkan untuk kelompok perbakuan dengan
hatan atauw obat-obatan antt alergl andikator keberhasilannya blasanva dilambahkan
penilaian terhadap produksi IFNy dan 1gG2a spesifk (Dearman e af,. 2003, Hsieh g od
2HG; Morokata of o, 20003,

Beberapa penclitan menunjukkan bahwa pada pengukuan respons mencit Balbfe
terhadap Wosis danm jerus  baban-bahan  alergenik, kadar IL-4 dan 1gE spesifik
mencnjukkan hasil yang paling akuml, sedangkan pada pengukuran respons mencil

Balb'c terhadap dosis dan jems bahan-bahan ant alereenik. kadar IFNy dan el
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spesiltk menunjokkar hasil yaop paling zhurat (Dearman of af, 2003, Adwrton of ai .

2002 « Haich e al., 2003 Morokats ef o, 200

2.6.3 Pengendalian Ekspresi TLR

Penpenialian ckypresi TLR sering liperlukan dalaro suaig peneluian vanp impm
menpetalion peean T1.R dalam sumuo pespons omun Aest lerhadap seoyawa Enent.
Pengendabian ekspresi T1LR dapat dilakukan melalul agonis T1.R dan antaponis TLR.
Senyawa vany dapat mengendalikon ¢ksprest TLR pada penelitian di laboratorium bak
vang dilzkukan secara foowiee pada bewan caba maopun secara faowieg dikenal
scnvawa agonis TLRE  dan antagonsiinhibiter TLE. Senyawa antapgonis ata whibitar
TLE, yang dipunakan untuk penchitian imi adalah mhibiter TLE4 LY294002 dan

mhibitor TIR2 PUOOR05D
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Sensitisast ovalbumin pada mencit Balb's menghasilkan respons patobiatogis borupa
reakst alergd vang ditandai olel peninghkatan kistamin Jan skor pejala, Sciclah melewati
Provees plnakibosls ban englosiosis, ovalbumin oleh sel dendritik diproses menjadi peptida
dan dipresentasikan MHC-H pada limfosit Tul vang sclanjutnya berdiferensaasi menjadi
limPosit yang memproduksi 11.-4 dan -5 {limlosic T2 (Pressin dan Meicalfe. 2006
IMatis-wills of e, 20000,

[L-4 {sidckin vang diprodubs: limtosic 1320 - yaop sudsh meninekst seielah
pemberian evalbumim perama - mencctuskan  fnmirenopfobadioe Class Sworch
Kecombingrion (Cu—Ln) menupu sintesiz Bl proliferast limfosin B, pembeniekan sel 83
memor dun ekspanst produk klen 1gE (Octtpen Jdan Creha. 2005; Plats-Mills or af
2(HH b Pada paparan ovalbumin berikuinyva, limfosit B memori mampu secara lanpsuny
memprodukst  lgE dan intcraks) antara Igk spesifik, ovalbumin dan sel  masi
menghasilkan degranulas sel mast yang berakibat pelepasan histamin, interuksi histamin
dengan rescptor histamin pada target organ menimbulkan gejala aleegi (Prssin dan
Meutcalle, 2006)

Pemberian probionk Loctabeeilfue  tfhomiosey GO (100G dan Lacrabacillus
Slaviaram [5105306 (LIS} pada menen Balbic vang disensitisasi owalbumin akan
mgmangkatkan ckspresi TLEZ dan TLR4, karena probiotik LGG dan LIS memiliki
komponen pepidagiiean dan teichoic acid vanp merupakan ligan TLE2 dan TLR3
(Sanseactl, 2006; Saita, 2004). Peningkatkan ckspresi TLRZ dan TLR4 akan diikuti
aleh kaskade sinyal TLIR dan aktivasi fakior wanskripsi ME-xB p63 dan atan NF-B

p1U5pS yang mempengaruhn tingkar Kesiagaan dan kualitas persepsi (seresy perceprion)
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meneil Balb'c dalam menghadapi stresor ovalbumin yang mengancam {Sansencttl, 2006;
Bder e e, 2004; Dabbagh ef af, 2003; Drachenberg of ol 2003; 3ohes 20033

Melalui TLR2 dan TLRE4, komuonikasi alur-lintas foross-iofky baik antara probiotik
OO maupun LIS dengan Aosd dapal teradi secara  intensif wntuk  memantau
ketdaksesuaian respons ban menghadapl alergen sehingea persepst fest dalam merespon
siresar oyathumin dapat ditindaklanjoti dengan modubasi respons mwn Siegry dan adapuf
sebingpa kondisi tolerans voonolapis dan hoemeostasis dapar dicapal melalui perhaikan
kescimbangan Tyl -Teep. T2 yang didukunz olch peningkatan respons iman adaptif Ty,
Trgg thlohamadradeb cor al, 2005, Han groof o 2004: Thiev ¢ @l 2004 Polyavourt. ef el
2004: Von der Weid of wof . 2000} dan penurutan Ty2 (Horner, 20006, Xhu er el 202,
Wackholz e af., 2001), Bila Loadist homeostasis terbentuk, maka degranulasi sel mast
menurin dan welerans wnunalogis terjadi (Sansenc i, 20060,

Suokin vang diproduks: olsh sel Tyl {IL-2 dan IFN-y) mencetuskan  proses
frmmaunoglobufive Claxy Switch Recombinption {Cu—Cy2a). 1pG2a membentok
kompleks dengan 1gE dan menwunkan reaksi alerpl melalon penghambatan pada sinyal
FezRIL penununan presendas: alergen ke limfosit T dan penghambaian respons imun T2
(Al e el 2002, Wachhaly er af 2003} Sedangkan sickin yanp diproduksi oleh T,
(L-10 den TGF-R} mencetuskan  dmmomogfebuling Ofass Switcch Recambination
{Up—Cee) meniu sinlexis [eA vang dalam benluk sckeetorik menorunkan reakst alerg
melalut eksklust alergen {Brandtzaep, 2002) 11-2 dan 1FN-v menghambat produks:
siokin Tu2 (Karlsson of of.. 2004; Temessen er af., 2004; Noori-Ara ef e, 2004:

beossard et e, 2004) sehingpe dominast T2 berkurane dan eeaksi alergi menommn,
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3.2 Hipotesis penclitian

1. Prabiotik LGG dan LIS menurunkan reaksi alergi pada mencit Balb'e melalui
penimgkatan chspresi TLR2 dan TILR4, sera NFeB p63 dan plOS/ps0 pads sistem
imun irraie yang herhubungan dengan peningkatan respons imun adaptf Ty! dan
Trep. sertan penurunan respons imun adapiif Tl

2. Terdapai kererlibatan TLE2 dan 11.R4 dalam penurman reaksi alergi oleh probiotik
Liih dan LIS pada meneit Balbée melalui madulasi cespons imuon ineeate dan adaptil
vang berbubungan dengan pembentukan keseimbangan Tol T Ty2  haru dac

keseimbangan vange didominasi aleh 1,2,
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Bah 4

MATER] DAN METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penclitian

Jenis penelitian yang digunakan adalabh ekspenmental, Sampel maupun perlakuan
diharupkan terkendali, terukur, dan pengarmh perlakuan dapal lebib dipercava. Penelitan
il dilakokan wituk mempetoleh informasi mengenai reaksi alergi yang membaik kavena
probictik Leciohacitfius phamrosus GG (LOG) dan Lectohaciliue plantarne 15 10506
{L15) vanpe berkanan dengan ckspresi TLR2 «lan TTL.RA,

Ratiwcanypan pecelitian disusun umek membuokiikan bahwa pemberian probiotik L0
dan LIS menurunkan reaksi alergl melahe peningkatan ekspresi TLREZ dan TLR4, scrta
MExll pdd dan plisps0  peada sislermn imun ferafe yang  berhubungan  dengan
peninpkatan respons imun adaplif 1yl dan T regulator, serta penutunan respons imun
adaptif ThZ.

Fapcangan yang dhpunakan adalah  Fecloral Desipn, uniuk mengelabui cfek
kombinas: dua perlakuan pada mnic eksperimen detugo pengukunn vanabel yang hapya
dilakukan setelah pemberian perlakwan dan memilikl kriteria sebagat berikot: {Pratikeya,
2003 Zamnuddin, 1995 Hulley of of _ 1988
. Penparnbilan sacipel dilakukan secara acek
2. Adasusio penpulanpair /o eeplikasi

3. Ada kenoteol pembanding

S0
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" P1LTT (X1}
————+ P1,T2 [K2)
L« F1T2 [K3)
—* P2T1 (K4)

Randomisasi
Subyelk ——» P2T2 (K5)

| . P2T3 (Ké)
F3.71 (K7)

——» P312 (K8}

L« PALTI [K%}

Keterangan -

i Perlakuan dennan Probeshik Lacpbacifus rhammasers GG

P Perlakuan dengan Probeodik Lecipbariius plaraemt |15

P Ferlakuan tEanpa Probia

T Perlakuan dengan inhibilor TLAZ POABDEA

T2 Parlakuan dengan inhibilor TLR4 Ly 254002

T3 Periakuan tanpa inhiteor TLR

K1 Fedsmpak mencil yang diter Probcllk Lachbacdkes framnoges GG + inhibilyr TLRZ PO9ECSS
K2 Kedampak menci] yang diteri Probicl L actabacdirs ramnogus G + inhibilgr TURS LY 2340012
¥3 Kedampok menci] yang diber Probicd L actedaclss ramoosus G fanga inhitdee TLR

K4 Kelernpok mencil yarg dibed Probictik Lactedaclles plantaasm 15 + inhibior TUR2 PDRBISY
[ Kekempok mencil yang diben Probictik L actebacdlus plantaasm 15 + inhibigr TURY LY234002
KA Kekengak menrcit yang dibed Probipdik Lactetacile: plantansm (3 tanpa inhibite TLR

K7 Kelorrpak mencit pang dibed Plapebo + inhibites TURE POS&MRS

KA Kehornpak mencit yang diben Placeba + infubitor TLURA LY 254 002

3 Welormpok mendit yang diberd Flagetr tanpa mhitador TLR

Gambar 4.1 Bagan Pengelompokan Subyek Penelitian

60

Penelitian int mengpunakan hewan coba Bafbie mice dengan kentepl, perlakuan 1,

perlakuan 2 dan perinkuan 3 yang tidak sama subvek, namun diambil duri srain papulasi

vanp sama. Sampel yang «ielit homogen dalam jenis kelamin, umur dan berac hadan,
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Unmiuk meningkatkan validilas inlerma, sual pembagian sampel menjadi 9 kelompok
dilakukan deppan alokasi random frardom assighmesi} yang menggunikan bikanpan
random.  Kemudian data yane dipereleh diapalisis  denpgan menpgunakan  statistik

irfarnmaiad doetal meneamai Tt eenelitian.

4.2 Sampxl, besar samypel dan leknik pengambilan sampel

4.2.1 Sampel
Sampel penchian mengpunasksan mencil BALB/c jantan vang diperoleh dan Balam
Pencliting Veteriner Bogor, dewasa, junden, umor 5-12 minggu, berat badan antara 17-20

prant, dengan alasan perubahan beral badan selama peneliian relatil keetl {Hume, 1972).

4.2.2 Besar sampel

Besar sampe] dihiluong deopan mengpunskan rumus rephkasi. Beplikas) adalsh
banyaknya suaty perlakuan dalam suate percobaan. Replikasi mempengaruhi jumlah
ulangan (ry dari suaty perelitian. lumlah wlangan (1) ergantuong pada derajad kerelitan
yang diingirkan dan kualitas pengendalian keragaman yang mempengarihi peroooaan
{bahan, alal, media dan lingkuogan), Koalitas pengendalian Keragaman dijamn denpan
memberikan kondisi yang bomogen untuk Jingkungan, media dan alat-alat yang berkaitan
dengan pemberian perlakuan sena mendiskripsikan secara jelas bahan-hahan perlakwsn
vang digunakan {Hanafiah, 2004). Selanjuinya dengan pertimbangan-pertimbanpgan di

alas. digunakan rumus besar sampel sebapm benkuol :
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(E1-13{t2-1)(e-13> 20

tt = jumlah perlakuan jenis perama (11=3)
t2 = jumlah perlakuan jents kedua  (t2=3})
r ~ jumlah ulanpan

Sehempga perhilungan unluk memperoleh nila o, adalah;

(=101 He1 = 20
f3-1U2-1He- 132240
4 {r-1p =20
4 r-4 220,
r > J044yd
= r>h
Uleh karena dard hastl pethitungan diperalel angka minimal 9 uolok setizp kelompek,

* & & & 2

maka jumlah sampel secara keseluruban adalab 54 ckor moncit BALRAc.

4213 Teknik pengambilan sampel

bfueneit BALAA Hewan didapat dan Institusi penvedia yang memiliki kualifikasi
standar dan repulasi yang baik (Balai Penelitian Vereriner Bopor). Sebelum dipunakan
sebagar subyek penclitian, hewan dilakwkan evaluasi klines dan dikondisikan dalam
lingkungan yang sesuat (selama 14 x 24 jam) unluk mevakinkan babwa hewan lerschut
tidak heepenyakic atan tidak herpomensi menufarkan penyakit. Schelum mendapatkan

perlakuan penelitian, dilakukan skrening denpgan beberapa knitena, yaitu:

L. Keilerig Inklus
a. LIsia §-12 minggu,
b, Jenis kelaomin janian,

c. Berat badan 1720 pram.
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Pemberian injeksi intrapertoneal inhibilor TLR PRPEUSS

Pemberian injcksi intraperitoneal inhibitor TLR LY 294042

4.3.7 Variabel kendali

Mencit jantan BALB/t

Eandang mancit

Pakan pelet

Minuman agua

Pemeliharaan mencit

Metode pemenksazn

Cara pcmberian dan dosis bahan perlakuan

Tumlah fekal bakter patogen £ cali dan Ceofiform mencit

4.3.3 Variabel tergantung

I.

2.

Ekspresi TLR2

Ekspresi TLE4

Chspresi faktor wanskripsi NFKB p105/p350
Ekspresi faktor ranskripsi NEkB pé&5

Sel limfosit perghasil IL-2

Sel imifosil penghasil IFN-y

Sel limfosit penghasil 1L-10

Sel limfosit penghasil TGF-#

Sel limlosit penghasil IL-4$

10. Sel limfosit penghasil IL-5

Disertasi
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11. Radar [l ol senum

12, Kadar 1gF serum spesifik OV A

13, Kadar [pGla serum spesilik O 4

14, Kaular 1gpA serum spesiik {3V A

15, Kawlar 1A janngan mukeosd ilewm (VA
i6. Fadar listamin

17 Skor pejala klimik setelah paparan OV A

4.3.4 Definisi operasionai variabel

[y Mencit: mencit (Auy muscudasy galur BALRAG, jantn,  dewasa, hergmur §-12
mingeu, dan berat badan amiara 17.20 gram yang berasal dari kandang hewan
prrcobaan Badun Pepehitiun Yeleriner (Buliweth Bogor,

2} Pemberian  probintik: pemberian secars oral Lecrobgoiifuy rhammosus GG
{GeneBank  accession n® AYITOGEZY atauw Lactahacifius plamtarses 15 10506
{{rene Bank wecession ¥ RBORGO|43) dalam media skam [%% melaluyi sonde lambung
setiap hari selama 28 han depgan dosis |3 CFUS bari dalam volume 0.2 e

i) Sensitesasi alergi: sensitisasioalergl pada Mus srvsomies galur BALH/c yang
dilakukan dalarn 3 tabap, yaila pada hari ke 4, ke 20 dan ke 30 denpan dosts secara
beruratan adalah 104 wl Cvalbumin intraperitgnezl 19 pe dalam AOHS, 20 pg
dalam PRS dan 50 mg dalam PRS.

4} P'emberian inhibitar TLR intraperitancal @ pembenan infeksi nitraperitoneal 240 pp
inhibitor TLE PD9E05%  dalam 0,1 laraian DMSO) aau | Dpg inhibiver TLR LY

294001 dalan €, 10 larutan DMSOY scynar dengan kelompok perlakuan.
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51 Ekspresi TLR2 dan TLRd: ckspresi protein resepior TLR2 dan TLRE4 yvang divkur
denpan menpeunakan tekaik porneriksaan imunchistokimia dari spesimen jaringan
tleum mencit paska porlakuan.

6] Ekspresi faktor transkripsi NFxB pl05/p30 dzn NFxB pb5: cksprest protein NE-
xB pl35pa0 dan M-kl pbSyung divkur dengan mengpunakan teknik pemeriksaan
imunohistokimia dart spesimen |aringan lcum mencit paska perlakuan.

1 Tingkat respons imun adaptif Twyl: tingkat respons imun vang dinkar sceara
kuwanditatif daci  jundah  [mfosit penghasil I1-2 dan TFN.y  denpan  teknik
imunohistokintia dari spesimen Jaringan Uecum mencil paska perlakoan.

8) Tingkal respons imun adaptif Teporonee + 1ingkat respons inn yang diukur secara
kuantialif dan  jumlzh lunfosit penphasil 11-10 dan TGF-B dengan weknik
imunchistokimia dan spesinien jaringan leum mencil paska perlakian.

) Tingkat respions imun slaptil T2 tingkat respons imun yang diukur sccara
kuantitatif dari jumiah limfosit penghasil IL-4 dan I[-5 desagan ieknik
inunohtstokimia dari spesimen [anngan Ileum tikes paska perlakuan.

10y Kaday [gle;,: Kadar Imunoplobutin {iZa spesiik OVA scrum mencit paska
perlakuan vang diperiksa dengan metode ELISA (erzpme-finked immunosorbent
avsay)

I Kadar JgA: Kadar Imungglobolin A spesik OV A serum dan hasil kerokan dard 3
cm mukosa tleum mencit paska perlakuan vang dipenkss dengan metode ELISA

(enzyvme-linked immumoserbent gssay)
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12) Kadar IgE: Kadar Imungglabulin I rotal mappun spesifik OV A serum meneit paska
perlakuan yang dipeniksa denpan metode ELISA {emzyme-linked immnnosorbes
s 51y

i) Kadar histamin: Kadar hestamin plasma meneil paska perlakuan yange dipenbsa
dengan metde LLISA {erzyme-finked immumisorbens avray)

14} Skor gejata: Bkor yang secara kuantiaif dikdoee dari gejala yang fimbul setelah
dilakukan scnsiisasi dengan 200 mbL (30mg] Ovalbumin (330mg'mL dalam PBS)
sampai 30 menil sesudahnyu, denpan pennciag skor 0 apabila 2k ade gejalaianda-
tanda, skar 1= apabela  terdapat  tanda  keeaichiag Arebbime A sekuac
hdungkepala‘ekor.; skor 2= apabila werdapat bengkak di sckeliling maota dan mulat.
pifer ereeff, akbovites berkurang, atan akiivitas yanpg menurun disenal peningtkatan
Mrekuensi pernalasan;, skor 3= apabila ada wheezing, wizha hematas dengan susah
payah, dan sianosis di sekitar mulet dan ckor: skor 4= apabila ada penurunan atau
lidak adanya aklivias seielah prodefie. atan tremar dan konvalsl, dan skor 5=
apahila tikus imati.

15} Pepurunan reaksi alergi: Pencrunan kadar histamin dan atau penurunan skor gejala.

4.4 Bahan pen<litian

.4.1 Hewan coba yang dikenai perlakuan

Mux moscifus BALRAG vang memenuhi Koileri inklusi dan dicksklusi sesuai dengan
pearagraf 4.2.4 di atas mendapatkan pershapgian kelompak seswai basil randomisasi,
Selama prosos percobaan dilakukan:

1 Pengawasan dan pengamatan vange melipot
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a) Penlakw hewan (penlaku makan'minom, kondisi mental dan psikis, kewaspadaan
darn sebagainya) dan tanda-tanda kiims penting (herat badan, suho tubuh, pola
nafas. syok, anafilaksis, perdarahan, diare, mual, muntah, gangguan sistem saraf,
paralisis, kebutaan kecjang dan schapainya) vanp dapat digunakan  untuk
memantau keschalan mencit,

bl Kondiz lingkuogan: suhy, kelembaban dan kondisi kandang yang lain seperi
ventilasi, kebisnpan, polusi, bangir dan sebapainya.

c] Persedizan makanan: kecukupan makanan sesual slandart untuk mence!, dengan
komposisi protein 20-25%, lemak 5-12%, seral kasar 2.5%. dan karbokidr 45-
afriq

dy Penpamatan efek samping dan komplikas: setelah pemberian materi penelitian
pada mencit meliputi perilaku hewan (perlaky makan/minum, kondisi mental dan
prikis, kewaspadasn dan sebagamva) dan 1anda-tanda kliogs pentling {beral badan,
subt tubuk, pola nafas, syok, analilaksis, perdarahan, diare, muoal, muntal,
gangguan sislem saraf, paralisis, kebutaan kejang dan sebagainya) sclelah
pembenan malen per oral (probooik )y alag mjeks: (Cralbomin, FBS, dan inhibitor
TI.R}, senia setelah pengambilan sampel darab pada akhir pepelitian dan ekor
sctelah mencit dianacstesl

c] Pengamatan pojala dsvmproms) syseemic amapliviaxis-fike dilakukan dalam 30
menit setelah perabenan Ovalbumin pertama, keduwa dan ke tiga

f} Pengamalan respons imen melalui pemerikssan [aboratorium dilakukan: (1.
Setelah mencit dianaestesi dan diamhil spesimen darahnya; {23 Sctelah dilakokan

euthanusy uniuk kepentingan pemenksaan jannean dan munohistokima.
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23 Pengamanan hewean apar lidak mengganggu lingkungan sekitar :

a} Kandang dilempaikan pada lokasi yang tidak meapggangpu kehidupan masyarakat
sekitar.

b} Limbah hewan (zi54 makanan, kotoran, jasad bewan sciclah dilakukan euthanasia.
dan sisa-sisa jaringan) dikelofa sesuai dengan siandar yang berfako {dilakukan
dekonlaminazi dan insenerasi) agar tidak menimbalkan palusi.

c] Penpelolaan kandang dan limbah hewan dilakukan oleh lenapa teriatih dar

Fakultas Kedokleran Hewan Liniversitas Alrlangea.

4.4.2 Bzhan perlaluan

1) Probiotik Leciobociiius rhameosus OO grade P (concentraled freezedried bacterial
powder, baich number BI30) diperaleh dan Yalio Lid R&ED Finlandia (Gene Bank
e i h® AY IT0682).

2} Pobiotik Lactebacifius planigrem S5108K (concentrated freeze~dried baereriad
powder) strain asii Indonesia (GemeBark aecession n® DQE60148), Probiotik ini
dibiakkan dan dikirim langsung penelitinya dard Fenetona! Foods Forem Universitas
Turkn Finlandia olch DR, Ingrid 58 Scerono, Ir. MSc dari SEAMED TROPMED
RCCN Universilas Indonesia,

3) inhibitor TLR PDY805Y (MAF Kincye Kingge Irhibitor) diperoleh dar produsen
InviveGen Amerika Serikat dengan nomor katalop tlr-pd93.

4} Inhubibor TLR LY 294002 (Phosphadidvlinositel 3-Rirase Inhibitor) dipecoleh dan
produsen InviveGen Amerka Serkat dengan nomor katalog thr-ly29.

5) Ovalbumin (dfbumin Chicken Epg Grade F} yang diperoleh dari Sigma-Aldrch

Terman dengan normor katalog ASS03,
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4.4.3 Bahan pemeriksaan laborstorinm

1} Antibodi monoklonal wrhadap Tofl-Like Recepior 2 (TLR2, CD282) mencit dari
Hy{ull Biotechnology Belanda dengan nomor katralog HM 1047,

21 Antibodi monoklonal terbadap Tofl-Like Recepror 4 {TLR4) 7 MD-2 mencit dari
Hy{ult Biotechnology Belanda dengan nomor katalog MON 4032

1) Antibodi moncklonal terhadap Faktor transkripsi NE-xB pl105/p30 mencit dari Abcam
Inggris dengan nomor katalog ak182 13,

4) Antbode monoklona! terhadap faktor transkripsi NF-xB pb5 mencit dan Piovision
Amerika Senkat dengan nomor katalog 3012100,

3] Antibed] monoklonal (Punified anli-mouse} tethadap IL-? meneit dari Biolegend
Armnenika Senkal dengan nomor katalog 503701,

o) Antibodi rmonoklonal {LEAFW Purificd anli-mowsc) terhadap [FN-y mencit dari
BioLegend Amerike Scrikal dengan nomor katalog abS05703.

7) Anubodi monoklonal {Punfied anti-mouse) werhadap [L-10 mencit dari Biolegend
Amerika Serikal dengan nomor katalog 505001

8} Antibodi monoklonal terhadap TGF-Pmencit dari Abcam Inggns dengan nomor
katalog ab2 7969,

91 Antibodi monoklonal {Purified amti-mouse) terhadap IL-4 mencit dan BioLepend
Amenka Senkat dengan nomor katalog 304101,

10 Antibodi monokional (Purified anti-mouse) terhadap 1L-5 mencit dari BioLegend
Amenka Scnkat dengan nomor katalog 304301,

11)Bahan untuk Deleksi Anlibodi yang tworikat pada antipen di jaringan ilewn

{(Imunchistokinia):
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a} Ulea V Block dari LabVisioan Comporation Ametika Setikal dengan nomeor
katalog TA-060-UB,
b) Bigtinylated Goat Anni-Polivalent dan LabVisican Corporation Amerika Serikan
dengan nomor kataleg [P-N0-T3N.
¢] Swreptavidin Peroxidasc dari LabVisioan Corporation Amenka Sernkat dengan
namor katalog TS-060-HE.,
1) Antibodi motoklonal (Purificd anmi-mouse) terhadap [gE mencit dar Riglepend
Amerika Serikat denpan aomor katalog 406501,
13}TgE mencit  (punified mouze IgE) dari Immunology Consultant Laboratory, lnc.
Amenka Senkal dengan nomor katalop R5-90E.
4} Antibodi monaklonal terbadap lgGe. mencit dan Zymed Laboratones Inc. (herupa
Moose MonoAb-ID Kit} Amerika Setikal dengan nomer katalog 90-6550.
15)lpGa, kappa wmencit {punified mouse lgG2a) dasi  Immunclogy  Consultant
Laboratory, Inc. Amerika Serikal dengan nomor katalog BS-900G;, Kappa,
16) Anlibodi monoklonal terhadap lgA mencit da Zymed Laboratories Inc. (berupa
bousc MonoAb-1D Kil) Amerika Serkal dengan nomor katuog S)-655t,
17¥IgA mencit  (purified mouse IgA) dan Immunology Consulant Laboraery,Ing.
Amenka Senkat dengan nomor katalog R5-S0A-K,
18] Bahan-bahan unlok pemeriksaan IgE tolal seram mencit dalam benouk mowse serum
fgE ELISA Kit diperoleh dari Alpha DHapnostic Amerika Serkat dengan nomor

katalog 370,
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Bahan-bahan untuk pemeriksaan kadar histamin plasma mencit dalam  bentuk
Histamin ELISA Kit dipcrolch dar IBL Hamburg Jerman dengan nomor katziog

RE922].

Instrumecn Penelitian

nstrumen penchitian yang digunakan adalszh:

1)
)

3}

1)

3)

6)

4.5

1.

Disertasi

Metode skoring dari Hsich dan kawan-kawan (2003} uniak menilai gejala slergl.
Metode imunchisiokimia dard Sudiana {2004} untuk deteksi sel penghasil TLRZ,
TLR4, NFkB pé&5, WF-xB pl0a/ps0, IFNy, IL-2, TGF-B, 11-10} T1.-4 dan IL-5.
Melnde mdirect ELISA uniuk mengukwr Kadar IgE, lgGg, IgA serum dan ileum
spexilik OV A (Rantam, 2005),

Metode Sandwich ELISA untuk mengukur kadar gL total serun.

Metode Competirive E£254 untuk mengukur kadar histamin plasma.

Metode Afost Prohable Number/MPN dan Total Plate Count/TPC uniuk pemeriksaan

fekal £ endi, Coliform dan Bakieri Asam Lakiat.

Wakiu dan lokasi penelitian

Penclitian 47 kandang hewan coba:

3. Fasc adaptlasi selama 2 minggu di Kandang Hewan Coba Fakultas Kedokleran
Hewan Universitas Alrlangga.

b. Fase perlakuan dan pengamatan gejala selama 30 hari di Kandang Hewan Coba
Fakultas Kedokteran Hewan Universias Adtlangga, dengan persiapan bahan
perlakaan di Laboratoriom Imunclogi dan Virologi Bagian Mikrobiclogt

Veteriner Fakultas Kedokteran Flevwan Universitas Airlangga,
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2. Penelitian di jabotatoriom {lerhadap spesimen serum, jaringan mukosa 1leum dan

janngan hewan):

a. Pemerikszan bakicriologis di Laborafonum Bakienolog: Bagian Mikrobiolog
Veteriner Fakultas Kedokicran Hewan Universitas Airlanpya

b, Pemenksaan kadir aplibodi menggunakan mewde Indirect, Competitive dan
Sondwich ELISA 41 Laboratoriom Imunolog dan Virologn Bagian Mikrobiolog
Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Upiversitas Airlangpa.

c. Pemenksaan jurnlah limfosit penghasil dengan teknik imuonohistokimia dilakukan
di Laboratorum Orabha Masvarakat lmiah Kedokteran (Gramik) Fakulias

Kedokteran Universitas Airlanpga.

4.7 Proseduay pentlitian, pengambilan dan pengumpuian data

4.7.1 FProsedur penelitian
Proposal penelian telah diguken pada Komisi BEok (dafmeal Care amd Le
Commirte) Fakultas Kedokteran Hewan Universitag Ajrlangga, Pengesahan kelaikan elik
lelah diberikan dalame sertifikat sebagaimana yang dapat dilibat pada Lampiran 1.
Setelah mencit beradaptasi terhadap lingkungan kandang laboratorium selama 2
minggu, perlakuan dikerjakan sesuai dengan kelompoknya sebagaimana pada Oambar
4.2, denpan prosedur rinci sesual detgan yang tertulis pada Tampiran 2 (Prosedur Kerja

Pembenan Ovalbuntn, Prebiotik, inhibitor TLE dan Pengamatan Gejala).
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CGambar 4.2 Bagan Prosedur Penelitian

Pada akhir eksperimen, darah vena mencit diambil sebanyak 130 pl untuk
pemériksaan kadar IgE, IgGa., IgA serum dan 150 pL untuk untuk pemeriksaan kadar
hislamin plasma Selanjulnya hewan coba dikorbankan, jaringan ileum diambil wrtak
persiapan pemeriksaan imunohistokimia

Prosedur kerja lengkap mulai dan  persiapan sampel =ampal  pemeriksaan
umunchistokimia dituliz pada Lampiran 3. Sedangsan prosedur kera mulw dzn
pesiapan sampe] sampal pemeriksaan ELISA  diwlis pads Lampiran 4. Untuk
pemeriksaan  bakteriologis, prossdur kera molal dan  persiapan  sampel sampei

pemeriksaan ditulis pada Lampivan 5 buku ind.

4,717 Fengambilan dan pengumpulan Jata
Data yang dimasukkan sebapai hasil penelitian dikumpulkan dalzm benmk daia
primer. Untuk menjamin reliabilitas dan validitasnya, peaelitian dilakukan di

laboratorium yang standar dan mempunyad -
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1. Peralatan lenpkap dan pengalaman memadal dalam pemeliharaan hewan coba, Oleh
karena itu penclitian ind dilakukan di Kandang 1lewan Coba di Fakultas Kedokteran
Hewan Universilas Aidangga, yang memiliki peralman dan tenaga yang siandar.

2. Perslatan fengkap dan pengalaman memadai dalam pemenksaan ELISA. Oleh karena
it penelitian ini dilakukan di Laboratoriom Imuaoclogt dan Virclogi Bagan
Mikrobiologi Veteriner Fakultas Kedokieran Hewan Universitas Airlangga dibawah
bimbingan konsultan yang berkualifikasi Dokior.

1. Pcralatan lengkap dan pengalzman memadar dalam pemenksaan Imunohistokimia,
Oleh karena it penelifian ind dilakukan di Laboratoriom Oraha Masyarakat 1imiah
Kedokteran {Gramik) Fakullas Kedokicran Universitas Airlangga dibawah bimbingan

konsultan yang berkualifikasi Doktor

Reliabilitas dan validilas penelitian dicapai melalui langleah-langhkah berilogt

l. Untuk menjamin realibibitas, pada cvaluasi obyek pengamatan yang sama peneliti
menggunakan lenaga peneliti alau tenaga laboratorium yang sama

2. Unluk menjamin validitas, pada penilaian vanabe]l penelitian dipilih alal dan bahan
uji yang mempunyzi sensitivilas dap spesifitas yang vnggi, konsisten dan dapat
diperianggungjawabkan.

3. Peneliti (dengan konsultas: pada tim promotor dan tenaga ahlifkonsulian) mengelola,
mengawasi dzn memantau sendin berbapai tahap pelaksanasn penelitian yang
melipuli; pengadaan hewan coba, perlakuan pada hewan coba, penilajan gejala,
pengambilan spesimen, pengadaan bahan, pemakaian, bahan dan alat, petnmelharaan

bahan dan alal, pemeriksaan spesimen dan pengumpulan dala penelitian.
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4.8 Pengolahan dan analisa data

Untuk kebutuhan inferensial, maka data basil penelitian ini dianalisis dengan
mengeunakan beberapa wji statistik, vai:

T. Ujt homagenitas. Lnink meyakinkan bahwa sampel berasal dari populasi yang beral
badan dan umumya homopen, dilakukan gt homogenilas dengan Anova.

2. Uji pormalitas. Untuk mcnguji apakah data berasal dxn distnbusi nommal dilakukan
uit Momnalitas mengpunskan frequency histogram daci Kalmogoroy dan Nermal
Probability Plot, LIji ini merppakan prasyaral uji Manava,

3. Uji kensistensi penpamatan. Unlok menpelabivi apakah tidak ada perbedaan antara
pengamat 1 dan [! dignnaksn wit konsistensi, Apabila disinbust data normal
digunakan Manova, apabila disiribusi data tidak nomal digunakan up korelasi
dpearman Kok,

4. Ui perbedaan efek utama, efek sederbhana dan efek interaksi. Untuk menmyi
perbedaan efck pada masing-masing kelompok pemaparan, dilekukan up statistik
denyan Anova'Anova Factormal uniuk data yang berdistnbusi normal, dan  digunakan
uji statistik Enskal Wallis A dan Kendzll Tau unik data yang berdistribusi tidak
normma|

4. Analisis alur hubungan. Untuk mengup alir hubongan dan berbagal vaniabel yail:
“probiotik™ yang diwakili cleh Lectobacifles rhammosus 7 dan Lacrobociifus
plamtarm I8, “respons imon ismete” yang diwakili TLR2, TLR 4 dan NF-xB:
“respons mmun adaptil’” yang diwakili IL-2, IFMN-y, IL-10, TGF-B, L4, IL-5 IgE,
lgliy, dan [pA secla “reaksi alergi™ yang diwakili oleh histamin dan skor gejala sceara

Integral .
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Bak 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS

Melalui zlokasi modom ke delam 9 kelompok perlakuan dan skeining sebelum

perlakian depgan koteria inklusi: usia mencit 812 mingpu, kelamin jantan dengan berat

badan 17-20 gram, kriteria cksklusi: hewan terbukti berpenyaket dalam kurun waktu

evaluasi klinis, lerdeteksi memiliki kelainan bawaan, dan berpedlaku sering menyerang

angpota kelompok yang lain, serta krileria putus uji scbapaimana dirinei dalam Bab 4,

didapatkan subyek penelilian dengan kambktenstik wmur dan berat mencil Bafbic,

sebagaimana Tabel 5.1. Uji homopenitas menggunakan ANOVA menunjukkan bahwa

tidak ada perbedaan bermakna (p=(05) pada masing-masing kelompok perlakuan dalam

hal werur maupun beral meneit,

Tabel 5.1 Karakteristik Subyek Penelitian dalam Umur dap Berat Badan menurnt

Kelompok Perlakuoan
Kelmpok Jenis Perlakuan Limur (rminggu) Beral {gram)
o=4 =0
Retala + SD Ferata + SO
Probiotik  LGG+ ighibitor TLR PD2S05Y 1L + 038M 17,783 + {571
LGG LGG + inhibitor TLE LY294002 115 + 03837 1707 + 58]
LG tanpa inhibitar TLR 10833 + 0,753 17,067 +  0,73]
Probiatk LIS + inhibiior TLR PDY8052 10667 + 0216 17650 + 0589
L5 LIS + inhibiter TLR LY 234002 (1,333 + 0BG 18017 + 05640
LIS Lanpa inhibitor TLR 11333 + OFl6  IR150 + 0677
Tanpa PB5 + mhitaigr TLR PDOS05Y 10667 + 0BG 17950 + 0423
Frobiotik PBS + mhibitor TLR. LY 294002 LI +  DEM |&,183 + 0778
FBS tanpa mhibitor TLE 10667 +  DBl& 17883 + 0436
Tnial 1Mn +  0FM 17900 + 05M
17
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Selama berfangsung perlakvan tidak didapadkan efek sampiog dan komplikas: karena
perawatan dan pemberian mater penelitian yang meliputi tanda-tanda klinis penting
sepetti abnonmalitas pola nalas, syok, anafilaksis, perdarahan, diace, muntah, ganpguan

sistem saraf, paralizis, kebutaan, kejang dan sebagainya.

5.1 Frofl bakicrinlngis pasha perlakusn

asi] pemenkyaan bakicriclogis paska perlakuan menonjukkan bahwa jumlaly fekal
hakteri asam laktat pada kclompok 106G dan LIS lebih tinggi bermakna bila
dibandingkan dengan kelormpok kontrol. Hasil tersebut menunjukkan bahws pada
penelitian ini, pemberian probiotik LOG dan LIS secara efekiil wclah mencapai tujuannys
yailu mempenahankan viabilitas probiolik LGS dan LIS pada salwran cema mencit,

Viabilitas probiotik LGG dan LIS pada saluran ¢erna mencit mertpakan syacad untuk
membenkan efek pada imunitas immate dan adaptif hosr yang dicapai melalui konunikasi
abur-lintay forass-ialk) dan interaksi antara probicnik baik LGG maupun LIS dengan bost
schingga kondisi pratektif terhadap sensitisasi ovalbumin dapal dicapai.

Tumlah bakicrt patogen yang paling sering ditemui pada usus mencit - yaitu Coliform
dan Escherichia cofi - paska perlakuan pada kelompok LGG, kelompak LIS dan
kelompok kontroel Lidak herbeds secara bermakna {Cambar 5.17. Hal ini menunjukkan
bahwa fakior perancu yang diperkirakan mempenganahi imunitas mencil paska perlakuan
terkendali.

Dengan jumlah fekal bakieri patogen vang sama pada kelompok LGG, kelompok LIS
dan kelompok kontrol, maka pengarh bakteri patogen lersebut pada imunitas mencit dari

masing-masing kelompok perlakuan tidak akan berbeda.
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Gembar 5.1 Profil baktericlogis paska perlakvan probiotik LGG dan LIS pads
mencit BEalb/c yang telab disensitisasi ¢valbumin. A. Reratz junlah fekal bakten asam
laktal paska pembenan perlakuan pada kelompok LGG dan LIS ickibh tinggn benmakna
bila dibandingkan dengan kelompok kontrol. B. Pada kelompok LGG dan LIS jumlah
fekal Coliform dan Eschericia coli paska perlakuan tidak berbeda bermaknz bila
dibandingkan dengan kelompok koniral.
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5.2 Gejala klinik setelah scnsitisast ke 3 ovalbumin

Rzaksi alergt yang timbul pada kelompok LGG, LIS dan kontrol dapat dilihal pada
Gambar 5.2, Sciclah sensitisast ovalbumin ke 3, pada kelompok yang mendapaikan
perlzkuan LGG dan LIS tidak terjadi kasus faial dan jumlah yang mengalami gejala

klinik berat jauh lebih rendah dibanding kelompok kontrol.

Gejela
Kinik Jenis Pacakuan
mewﬂmmm‘ Tanpa
GE | 1510506
n ] % f % J BN
- 1) 58| 0] ed[ 0| we
Ringen | 10| 556| 131 722| 1| 5%
: ¥ % Sederg | S| | Bl o) 2|14
|| T T T Berat 2| M| 3b 67| 8| eaa
- Fata gl te| ol op| 7|39

Gambar 5.2 Reaksi skergi yang timbul pada mencit Balb/c yang telah diinduksi
cleb ovalbumin menurut masing-masiog perlakoan. Reaksi alergi yang timbul pada
mencit Balbie dari kelompok kontrol (kelompok tanpa probiotik) setelah sensitizasi OV A
yang ke 3 sebagian besar (82,3 %) sangat pacah (444 %0 berat dan 38,9 % fatal). Pada
kelompaok yang mendapatkan perfakuan LOG, kasus fzial tidak tergadi dan sebagian besar
(61,2 %) gejala yang timbul adalah ringan dengan perincian 5,6 % sangat ringan dan 55,6
% ringan, Pada kelompok yang mendapatkan petlakuan L1S kasus fatal juga tidak tergads
dun Schagian besar gejala (72.2 %) yang Umbul adalah nngan.

5.2 Hasil deteksi TLR2 dan 4, NF-xE dan sitokin dengan medode imunnhistokimia
Masi deteksi Fofi-fike receptors (TLR) 2 dan 4, NF-kB p65 dan p105/p50, IFMNy dan

IL-2, TGFP dan IL-10 scrta (L4 dan IL-3 pada sayatan jaringan ileum mencil deagan

pulasan metode imunchistokimia dapat dilihat pada Gambar 5.3, Gambar 5.4, Gambar

2.5, Gambar 5.9, dan Gambar 5.7,
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Gambar 53 Sayatan jaingan ileun mencit dengan pulasan metode imunohistokimia
menggunakan antibod: monokional anti mouse TLE? {a) dan TLR4 (k). P: reaksi positif,
I: reaksi negatif, sediaan no.D2{a) dan no G4k}, x 408,

Gambar 5.4 Sayatan jaringan ilcum mencit dengan pulasan metode imunchistokimia
menggunakan antibodi moncklonal anti mouse NF-«Bp&S (a) dan NF-xBpi0/pi 05(b). P:
reaksi posilif, M; reaksi negatif, sediaan no B4 {a) dan no D2 (b, x 4060.
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Gambar 5% Sayalan jaringan ileum mencit dengan pulasan metode imunchistokimia
menggunakan antibodi moncklonal anti mowse IFNy (a) dan IL-2 {(b). P reaksi positif, N
reaksi negatif, sediaan no.BE (a) dan no B3 (b}, x 400.

Gambar 54 Sayatan jaringan ileum mencit dengan pulasan metode imunohistokimia
mengzunakan antibodi monoklonal anti mouse TGEP (a) dan 1L-10 (). P; reaksi positif,
M: reaksi negatif, sediaan no. D2 (a) dan o B3 (b}, x 400.
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Gambar 5.7 Sayvatan jaringan ileun meneit dengan pulasan metode imunq:'-histcl:nl_:i;nﬂ
menggunakan anlibodi monoklonal anti mouse 11.-4 (a) dan IL-5 (b}, P: reaksi positif, N;
reaksi negatif, sediaan no B4 (a) dan ne.C5 (b), x K.

%1 Gambaran respons imvam dam reaksi alergi paska perizkuan

Gambaran respons imun ienare (vang dicerminkan oleh  jumlah sel yang
mengckspresikan TLR2, TLR4, NFkBpl05/pi0, NFkBpbS), reapons imun adaptif (yang
dicerminkan oleh jumlah scl yang mengekspresikan IFMN-y. 11.-2, (l.-4, IL-5, TGF-p dan
TL-10, serta kadar [pG2a scrum, [gA serum, TgA mukosa ileamn, IgE spesifik OVA serum,
1gE total serum) duan reaksi alergi {yang dicerminkan oleh kadar histamin plasma dan
skor gejala) pada kelompok LGG dan 115 dihandirgkan kontrol terdapat pada Tabel 5.2,
pada kelompok 1.0¢3 dan LIS yang diberi inhibior TLE PD9S05HLy254002
dibandingkan tanpa inhibitor terdapat Tabkel 3.3 dan 5.4; pada kelompok kontrol yang
diberi inhibiter TLR FDOBO59Ly 294002 dibandingkan dengan kelompok kontrol tanpa

inhibitor dapat dilithat pada Tabel 3.5.
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Tabel 5.2 Hespons Imen freate, Rewpons | men Adaplif dan Beaksd Alergs dIenoarnt Jenls Terlakuan '
(Prahialik LEs, 715 dan Kenurol}
Probiask Foctoboeiiing Prabiotik Lacrebaciilus Tanpa Prahionk
riramnatus G (LGN plemteren I8 TARE {T.15) (Kontrol)_
Varinhel Cerenntung Penclitian n 1R n=1E LA
Feratz + 51 Erralg %) _Rrmana 1 5T
(i) 8 A {3 14} |
Respons lmun frraie :
higlah sel vang mengekspresikan TLER2 AR 16T + 43,107 ww AV 4 SRARR aa EJED +31.700
Jumlsh sel yang menpekspresikan TLR4 L7889 =211 132 =w LA CEREEE WY L 17786 £ 3,768
Junlale sel peagghasil FEKRpéa F2.l67 -4 538 oo 29607 + AT R kw Indid = 7 A% !
. hunlele sel pragghasal HERR D5 P54 12111 25704 e 19171+ 1212%  » TARY r 435 ‘
I Respons Imun Adapihl
Junslale sel penghasal 1EM- g 16,778 - JG5H1: =a 133K 1 206D ee Eiekl BLR L |
I Jurilalt 221 petiphisak L1.-2 V1IEF 2 TS wa EAEAH BRDIE ww theill o« 1,661 |
Juralale ac | pevphasil TGE -l A8 + 251 me 1500 + ZAKE 1 - 1887 :
Jomlal sel penghazd [1.-16 ESANE 4 3RO oo RTIHIN L 1R05E e R IR L |
Iomlaly &0l penghasi [0, -4 RO T I LN (5 L T ME - 2559 0w U I PR
Tumlah sl penghasi] [L-5 12,147 + |6.361 s IF 335 - 1wl 1Ty LaAm
Eadar lel32a senn spesilib O A {oneint) TARY: 1 1225 39% e 234 - JAZE LN Lo Ahanel o LN
Kadar Iga sennt speaifik O A {ae- i) BTTEE2 +2D905G aw 1432414 - Wz 3T AT ARIATE
Badar leA sbeum spesifik O% A (ne'nalk SR 072 + 1528 030aw AL S S i Tl .1 B dalT 148 ¢ L151429
Eadar IgF toral seauz Cngiol) 1386,372  + 201375 1259 854 4 260 18] PRt e X
Kadar 1¢F spracfik OV A fnganls L7GI5E  F120,33] en 1478281 + 70411 aa 1TIENED £ LUss %A
Reaksi Alergi
Fardar Hixiamin serum (ng:ml) AN I 1 'Y bl oot 5 S B I 0 2016 - 13,106
Akon Crejala Serelah Seosiisasi 1T 3444+ 0.TE4 e 2444 1 0 TE4 LY | 4,067 - 0858
Keteranpan:
+» Oila perats + 5T mempunyai pecbedaan bermakna dibandingken kelompok konre ioem 3 p < 001 denpan uji kraskal -Wallzs H

w, niled rerats + S0 mempuayai rerbedeas bemaknag dibandimgkan kelemeek kontral (kolam 21 ¢ = ®.03 dengar an Koaskal-Watls BT

v, uai revats - 50 mempunyai perbedaan brmmakas dibandingkan kelompek koniral (kolam 3] g =401 denpan e Anova
. melai rerata 4 ST mempea perteccdo bemoakaa Sihaodingkan keleoepek wonieed (huleza 33 o 0,02 deosws o) Anova
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Tubel 53 Respons Imun Z#saie, Respons Imop Adapel dao Reakesl Akergh Menwiut Jenis Ferlakuan
{T'rebislik LGS dan Konirol Teapa Inhibitor TLR)
Laciobaeillas Laciobacillus Lfociobacilius rhamaosus |
rhammerns G0 (LGE) rhammesss GG (LG o
Variabe] Terganmipg Penelilian rinhibitor TLRHFPDOR58)  +inhibiter TLR4(E YI94002) (Kantruly
n=f n=é n=a P
o Hersla +50 Recate 1 5D Rerala  + 5D !
AL} (2} B ] () !
Rospons Imng frnate
Jurnilah 521 yang mengekspresiksn TR 3500 + & 524 B +33352 2,170 +331%
Jurnlah sel yang miengekspresikan TLR4 G808+ 4 a6 4050 47101 we 6330 + 12,144
[urnlals sel penghasil WF-xBpas F4.530 + 75704 GOS0 F35342 o T900¢ +6.450
Tarnlzh 52l penghasil BF -k Bpt05'pi0 60670 + 37,347 43170 + 28400 £2500  + 40849
[Eezpont Imun Adapiil
Jumleh szl penglaail IFMN—y 133+ 120 FRE30 b 2R Tun IL170 + 26218
Jumlah 2| penghasil IL-2 4830 1 7R2 21,500 k20935 TEIG + B3]
Turnloh sel penghasil TGE-p 4,170+ 31.041 G670 + 1506 < LI + 2066
Jumlgh sel peoghamil IL- L4 &AM+ 12004 BI0N0 +9.960 To R+ 0580
Jumilsh sel penghasil [L-4 JRLET e 3RS 48,687 1 54383 eI + 60276
Jumish sel penghasil .5 33190 +25801 0w ETD +4.451 26000 + 13030
Kadar [pG2a serupn spesitk OVA (ng'ml} 589837 1 ATIEM4 9331537 + 670579 1286,12%  + 1973230
Kader 1gA serum spesifik OV A (ng'ml) TRV £ 197998 o 17350 + 16240 « 1926194 + 167 25]
Eadar TgA ilethm sprsilik OV A {ng/end) £943 0% + |542 595 SR AR £ 236735 e 4237005+ [ 20177
Kadar 1gE total semum {np/mil} 1315506 + 255,775 1343110 + 158495 1300450 + 137 301
Kadar TpE spesilik OV A (ngimi} 133295 + 51977 25205 4 [TR9d 126,804 4 49635
Beaksi Alergi
Fadar Histaman serum (ng'ml) 220 +02217 3120 + M2 1462 +0476
Skt (#4ale Setelah Sensttisasi T 100G +083d » 2500 +0548 1,630 + 0409
Katrrangan:
¥ . mlad revata £ 50 mempumyad perbedaan bermaknn difandingkan nilai rersta + 51 kebongak kortrol (kolom 33 p < 0,01 despan oji Kruskal-Wallis H
#, ilti erara + 5D mempunyai pertcdaae bermakne dibandimghan oile seata + $T kelompok kenmel {kalam 3) p £0.05 denpan uji Krwskal-Watls H
&, oilmi peria + 5IY mempumyai perbadaan bermnknn dibandingloan nilei rerats + 51 kednmpek kenmel deolam 3] p < 005 dagan ayi Anave
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Tabel 54 Respons Imun fanase, Respens Imun Adapiif dan Reaksl Alergl Meourut Jenis Pertakuan
(Frobbotik LIS dap Konteod Tanpa [ohiblior TLER)
Lactobaciling Laciobacilius Lectabasiiles plendorvm
plantarowm IS 10504 (LIS} plamiarem 15 20506 (LIS)+ 75 10506 {Konirol)
Yariabel Tergantung Penelitian +lhabater TLEZ (PO28059)  Inhibitor TLRA4 .Y 2940020
n=h - n=A
Bersla  +5D Rerata  + 5D Rerala  + 5D
(i} £y (&} i3 (4]
Respons [mun frmare
Turnleh sel yang mengekspresikan TLEZ GLEI0 + 7450 e BAM L4519 2230 +]556
Jumlnh sel yang mengekspresikan TLRA B330 +8454 AT + 4320 D230 41,602
Tumlah sel penghasil NF-«Rpbs 24170 + 14 Bl 23B90 + 12844 G330 +5 428
Tumlah gel penghasil NT-<Bp LS psi 6,530 +41045 21330 + 185318 QB 44,997
Respows Inaun Adaptir
Jumlah 421 penghrsil IFM -y 8000 + 39,105 0810+ 794 £330 #5055
Jumilsh se] penghaail 1L-2 11,330 + 21580 we 1330 +2422 LOG0  + 6,632
Jumloh ] penghnsil TGE- P 1500 +23.27) 1AT0 +2.544 1030 41,033
Jumilsh 2] penghesil 1-10 TH330 4 26334 SEEMD +43.771 100 4 B4R
Jumlsh se] penghasil 1.4 38,167 +39,52% 20,000 + 13491 13657 +0 8%
Jumlah ze] petsphusil 7.5 2330 27000 # 5330 +4.03 3380 45 784
Kader 1pG2a sorum spesifik OVA (ngml) 1457420 + 1996957 » 160,187 1 151,79 TSR006  + 13175451
Kadar IgA serun spesifik OV A {og'ml) 1491 58R  + 384 760 HEII52 4+ TIRACE = LR4G,227 1 5839zl
Kadar IgA sicurns apesifik T A (ngmml) GEOL 845 + 714,828 ML + 20021245 305,165 #1505 53T
Kadar IgE: total sevur (og/ml) 1264581 + 336,621 [30B 262 +29%,175 (206,714 = 154493
Kadar IgE spesific OV A (bg'tol) 143651 + 52 (dB (332350 + 5833 L60,382 + 75124
Feaksi Alergl
Kadar Histamin serm: (ngfml) ZTAT 129 147 +0.750 2551 41534
Sker Gejala Setelh Sensitisass 1 2330 #0816 300030894 en 2006 * 0,000
Kootcrangan:
b, r_.|i1!i et + B0 eiempunyai perbedinn bermakaa dibandinglean nilei w.ugtl.l * 5D kelemepak ortred fkobomn 33 p £ 064 dengan i Kruskat-%alle 10
*, oilki refartn + 5D enernprnyay perhedasmn termalaa ditandingkan aila resis + ST keloropok kootre] (oodom 33 p < 0004 Sengan uii Erebal. Wyt B
©, niui rerata + 57 mempunyai potredasn berakna ditandinglun nila remi + S0 kebompok: kaotrat (tolom 37 p = 0,05 dengan uji Anovs
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Tabel 55 Reapons [mua frrreie, Respens Imun Adaptif das Reaksi Alergi pada Kontrol meourut Kelompok Ferlzkuan
{dengen Inhibiter TLR PD3805Y, Inkibiter TLR LY2940{2 dax fanpa Inbibiter TLR)
PBS PBS FRS
+ Inhibrtar TLRPLORDND) +Inhibiten TLR‘.#[L’!:“IH-DDE} [(Koutrol}
Variabel Tergantung Penslitian ti=f n=5 =5
Eetana + 8D Rerata + 5D Rerata  + 50
(1) 2 {2 {4
Eespons Itmun fmndde
Tumlsh sel yang mengekspresikan TLRZ 1687 +2427 0000+ 0,000 2500 + 55648
Jumlah s&| yvang mengekspresikan TLRA 3833 +3076 0,0+ 000 1530 +3674
Turalsh sel penghasil NF-xBp63 Q000 + 2,008 55T + 2805 TS0 #6745
Jurnlah s¢] penghasil NF-xBp 1{45p50 17500 + 5718 411 +1.54) GETD  + T4
Respons Imun Adaptif
Jumnlzh sel penghasil IFH-y 0167 + 0408 L8} & 1722 2230 +4412
Jurolah sel penghasil 112 BIST +511% 00 4+ 000 - 1470 +23251
Turnlah set penghasil TGF—f 3000 + 2091 0330 + 0816 000 * 1897
Turnlah sel penghasil BL-10 4RI 975 e 13000 +5 215 20000 +7,042
Jurnlah sel penghasil 114 1667 * 2658 E16T +35.11% 13500+ 7969
Turnilsh sel penghasil 1.5 £000 4290 1170+ 0583 T5M  +2,338
Kadar [gG2a serum spesifik OVA {ngml) 1451990 » 1815218 46380 45233 165,200 + 209480
Kadar IgA sentro spesifik OV A fng/oal) WTING * 532066 L2E163 + 113,312 486,337 ¥ 393161
Kadar IgA ileum spesifile VA (ng/ml) S836,387 +606358 370,525 + E0T,296 4263765 + 101018
Kadar IgE total serum (og/mb I3B60L0  + 235,646 130,002 + 294598 1185395  + 187,637
Kadar IxE spesife OVA (ng/ml) 343231+ 278045 AT AES  + 1185550 681232 + 420815
Reakn Alerpi
F.adar Histamin seram {ng'ml) 4338 +3451 97 + 928 12,772 + (4428
Skor Grjala Seielah Sepsitisasi [T 3333 0753 4320 +1211 4,330 +0,51&6
Ketrrmbigan:

#_riglei rerpta + 5D memponyai perbadien bermakns dibandivgken absi rerts « S0 kelampsk Yonal Gelom 33 poc 005 dengan 0)i Kraskat-Wallia H
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5.4 Akfivasi respons imub e dan adaptif oleh probiotik LG dan LIS

Fada kelompok LGG, jumlah sl yang mengekspresikan TLRZ, TLR4, NF-xBpb3,
NE-xBp105/p50 lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kopwrol. Pada kelompok
.15 jumlah sel yvang mengekspresikan TLR2, WF-xBpaS, NE-xDBpl0Smpse lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok konteel. Jumfah sel yang mengekspresikan TLH4
kelompok LIS tidak berbeda dibandingkan dengan kelompok kontro] (Tabel 3.2,

Pada kelompok LGG jurnlab sel penghbasit IFN-y, IL-2, TGF-f, IL-10, LL-4, 1L-5,
kadar [gA serum spesifik OVA, [gA ileum spesifik OVA, dan LgE spesihk OV A lebih
tinggi dibandingkan dengan kelompok konirol, sedangkan kadar 1pCiZa serum spesifik
OV A dan IgE total serum tidak berbeda dibandingkan dengan keiompok kortrol (Tabel
52). Pada kelompok LIS, jumnlah sel penghasil ITFMN-y, [L-2, TGE-B, IL-10, 1L-4, kadar
IpG2a sevum spesifik OVA, 1gA serum spasifik OVA, dan 1gE spesifik OV A lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontro, sedangkan jumnlah sel penghagii 1L-5, kadar [gA
ileum spesifik OV A, dan IgE total serum tidak berbeda dibandingkan denpan kelompok

kontrol, (Tabel 5.2}

55 Respons imun inrate, keseimbangsn respons imun adaptif dan reaisi alerpi
Perbedaan imunilas selelab  sensitisasi ovalbumin pada kelompok LGG  bila
dibandingkan desgan kelompok kontral adalah: (1), Reaksi alergt (kadar histzmin dan
skor gejala) yang terjadi tebih rendah; (2). Ekspresi TLR2, TLR4, NF-«B pa5 dan NF-«B
pi05/p50 lebih tnggl; (3. Aktivilas Tyl (IFNy dan IL-2), T,y (TGFR dan IL-10} dan
T2 {IL-4 dan IL-5) tebib tingai; dan {3). Poslsi keseimbangan Tyi-Teg T2 lcbih tinggi

dan tidak ada donvinasi T2 {Gambar 5.84 dan 5.88),
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Can 1tF:
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Tid =T *Thd

B. FROBIOTIK LGG

T2 Trag > T2

L. FROBIOTIK LIS

A. Pada lkelompok konirol
terdapat aktivitas respons mmon
inngre (TLREZ, TLR 4, NF-xB
pes, plO5/po0) rerdah, dorminasi
responsg imun adaplif ke Twd
(Til=<Treg =Tu2) dan proses
degranulast  sel mast  (yang
dicerminkan oleh rcaksi alergi
dalam bentuk kadar histaonin dan
skor pejala) tingg).

B. Pada kelompok LGG aktivieas
respons imunt  iamete {TLRZ,
TLR 4 NF-kB p65, pldsped)
tingpi, respons  imun  adaptif
seimbang (Tyl=Teg = Th?). dan
proses degranulasi se] mast (vang
dicerminkan oleh reaksi alergi
dalarn bentuk kadar histamin dan
skor gejala) rendah, Pemberian
LGG tidak menurunkan Tad,
Ty2 tetap meningkat namun
diimbangi dengan kenaikan Tyl
dan  Twy untuk  mencapar
keseimbangan Tyl -Tyd ban,

. Pada kelompok 1.I%, aktivilas
espoTs  fun damare {TLE2,
TLR 4.NF-xB p65, plospsd)
tinggi, respons  imun  adaptif
didonvinasi Tyl (Tul=T g =Ty2),
dan proses degranulasi sel mast
{vang dicerminkan olch reaksi
alergi dalam bentuk  kadar
hiswamin dan skor gejala) rendah.
Pembwrian LIS tidak
menurunkan  Tu2, Ted tetap
meningkat namun  kenaikannya
lebih  rendah  dibandingkan
kepmkan Tyl dan Ty sehinggs
reaksi alergl tidak terjad.

CGambar 5.8 Respons imun innale, keseimbangan respons imun adaptil Tul, Teeg
dan Ti.l, serta reaksi alergi dalatm rerats gilai ronking pade kelompok LGG, LIS

dan kontreol.
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oL

Perbedaan imunitas sectefah sensitisasi ovalbumin pada kelompok LIS bila

dibandingkan denpzn kelompok kontrol adalah: (1), Reaksi alergi (kadar histamin dan
skor gejala) yang terjadi lebih renda; (7). Ekepeesi TLRZ, TLR4, NF-xB p65 dan NF-xB
plOS/p30 lebih tnggh (3). Aktiviles Te! (IFMy dan 1L-2), T (FGFS dan 1L-10} dan
Tu (IL-4 dan [L-5) lebib tinggi: dan (3). Posisi keseimbangan Tyl-T,, Ty lebih tinggi

dan 4tdak ada dominasi T2 (Gambar 5 8A dan Gambar 5.8C).

546 Alur hubunpan respons imvo inrale, Tespons imon adapbil dan realosi alergi

Alur hubungan berbapai variabel “respons imun iseafe” yang diwakilh TLE2, TLE 4
dan NFxB; “respons imun adaptif™ yang diwakih I1-2, IFN-y, IL-10, TGE-B, 14, TL-5,
IRE, 1§, dan TgA serta "reaksi atergi™ yang telah diuji dengan uji Kendat! Tau (T} dapat
dilihar pada Gambar 5.9.

Dari Gambar 5.9 dapat dilibat bahwa TLR2, TLR4, NF«Bp&S5 dan NFkBpl0S/p50
pada respons mmun fraere vang diaktivasi oleh LGG ataw LTS, memiliki hubungan
bermakna dengan peningkatan pespons amun adeplif Tyl yang dicerminkan oich
peningkatan JL-2 dan [FN-y . peningkatan respons mun adaptif T regulator yang
dicerminkan oleh peningkatan produksi IL-10 dan TGF-B; dan peningkatan respons imun
adaptif Ty2 yang dicerminkan oleh peningkatan peoduksi IT.-4 dan [L-5,

Fenurunan reaksi alergl vang dicerminken oleh penurunan histamin dan skor gerala
Klinis hanya mempunyai bubungan yang kuat dengan peningkatan respons imun adaptif
Ty 5ebagaimana yang dicerminkan olch peminglkatan produksi [L-18, TOF-B dan [gA

(Gambar 5.9).
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Gambar 5.9 Alor hubungan antara respons imun jrrate, adaptive dan reaks
alergi. Alur hubungan dan berbagal vanabel i iclah diupi dergan wii Kendal Tau
{t), Gambar di atags mepampilkan tingkat kemaknasn hubungan bersama koclesicn
korclasinya {T), anlara berbagal vanabel, vaita: “probiotik™ yang diwakili oleh LGG
dan LIS; “respons imun ieagre ” vang diwakili TLRZ, TLR4 dan NF-xB; “tespons
imnus adaptif yang diwakili IL-2, 1FN-y, IL-10, TGF-5 1L-4, IL-5 IgE, lgGe dan
Ip A serta “reaksi alergi™ yanp diwakih oleh hastamin dan skor geyala.
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5.7 Peran TLR 2 dan 4 dalam penurunan reaksi alergi oleh probintik LGG dan LIS

Pepgaruh inhibitor TLR2 PO98059 pada aktivitas probiotik LGG dan LIS dapat

dilihat pada Gambar 5. 140
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Gambar 5.19 Yengarub iphibitor TLR2Z PD93059 pada akivitas probiotik LG,
LIS dan kontral. Pada kelompok EGC, inhibitor TLR2 PD9805% menurunkan jumlah
sel penghasil IL-5, kadar lgA serum spesifik OWA dan meningkatkan skor pejala,
sedangkan variabel lain tidak berubah bermakna, Pada kelompok LIS, inhibitor TLRI
PD9E(}SS meningkalkan jumlah sel vanp menpekspresikan TLR2, NE-kBplds/psh, IE-
i0, dan IL-5, dap kadar lpG?a serum spesifik OWVA sedangkan varabel lain tidak
berubah bermakna, Pada kelompok kontrol. inhuibiier TLR2 PL98039 menurinkan 1T.-10
dan g ilewn spesifik OV A, sedanpkan variabel lain tidak berubah heemakna.

Pada parmbar tersebut dapa diagalisis beherapa fakia penting, yaiwe: {1). Pada kelompok
1.0ii — dimana reaksi alergi yang terjadl rendah — pemberan mbibitor TLRZ PDSEO5S

meningkatkan teaksi alergi, namwn tidsk mengubsh variabel laio (2). Pada kelompaok
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LIS — dimana reaksi aletgl yang lefadi rendah — pemberian inhibitor TLR2 PDYRO5SD
tdak meningkalkan reaksi alergl, namun meningkatkan jumlah sel yang menpekspresikan

TLR2, NF-xBplG5/p50, IL-10, dan IL-%, dan kadar IgG2a serum spesifik OV A,
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Gambar 511 Peoparoh ishibitor TLR4 LY1940062 pada aktivitas probictik LGG,
LIS dan keotrob Pada kelompok LGG, inhibitor TLE4 LY254002 meningkatkan
ekspresi TLR4, NF-xBp6s, TOF-f, kadar 1gA ilewm spesifik OV A, serta skor gejala,
sedangkan variabel lain tidak berubzh bermakna, Pada kelompok LIS, inhibioer TLR4
LY293002 meningkatkan skor pgejala sedangkan vanabel lain lidak berubah bermakna.
Pada kelompok konitrod, inhibitor TLR4 LY224002 menununkan J1L-2 sedanghkan variabel
lain tidak berubah bermakna.

Dan {ekia terscbut (ampak bahwa probiolik LIS mempunyal hubungan yang lebih
kvat dengan TLR2 dibandingkan dengan probictik LOG. Inhibisi pada TLE2 pada

kelompok LTS menimbulkan respons kompensasi berupa peningkatan jumbah se] yang
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Bab b

PEMBAITARAMN

fi.1 Pemecahan masalah penelitian

Penelitian i dilaksanakan umiuk memecabhkan masatah ketidakgelasan penurinan
reaksi alerpd oleh probiotk DGO dan LIS, TLR2 dan 4 menjadi solus: peating pada upaya
peinccahan masalah penclitian im karena TLREZ dan 4 adalah komponen pada sistern
ke drrode yanp bertugas sebagal scnsor stimull dart liogkuogan. Somult darni
lingkungan yung dikesali olef sistem scasor TLEZ dan 4 akan ditindaklanjuil dengan
scleksi, orpanizast dan iRlerpretasl dper Tesponrs  lerhadap stirouli tersebul  dapo
drsciwatkan denpan kebutohan hose weiuk teaap seewve {Kalsho dan Akira, 2006;
Fiammad dan Lambrechi, 20060).

Olch karena pembegan probionk dan sensitisas: alergl akbor pada penelitian ini
dilakukan melalal saluran cerna, maka aktivilas sensor dan respons Aot terhadap alergen
harms dicvaluasi pada sistem 1mun mukoss (mucosal imemanre spstem), Kompanen Sistem
inun mukosa yanpg dievaluasi pada penelian int adalah ekspresi TLR2 dan TLR4,
akfivast, NE-xB  pd> dan  pi0S/pi0, produkst siokin Tul, Tey Ted dan
[pAspesibk{V Alrmubkoza uwsus)]. Sedanpkan kociponsn 2istem imup sisemik yang
dievaluasi adalah produka 1gf2a, [pAspesifikUVA (sistemik), 1pE total, ipE spesifik
OVA dan hustamin.

Yang menjadt perianyaan zdalah apakzh penurunan reaksi alergi yang merypakan
muanifestasi imuritas sistemik dapat djelaskan denpan swatu mekamisme yang beracal dari
imunitas moekosa. Pertanyaan tersebul dapal dijawab mengponakan son comamon

mucosal immune astem, Pada teon terscbut dischutkan banwa sisiem amun roukesa

EL
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Yang menarik untuk dibahas lebih mendalam adaldh meogapa mhibisi pada jalur
sinyal TLR2 {olch inhibitor TLR2 PDY8055) dan jalur sinyal TLR4 {oleh inhibitor TLR4
LY294002) ditanggapi oleh kelompok yang diberkan probiotik LGS dan LIS dengan
pepingkaian ekspresi TLR2 dan TLR4 scrta NF-xB. Hasil penelitian ini menupjukkan
bahwa inhibisi pada jalur sinyal TLR? {oleh inhibitor TLR2 PDY8059) dan jalur sinyal
TLR4 {oleh inhibitor TLR4 LY204002) tidak mengubah kadar TL-4, [RE total dan
histamin tetapi mengubah (berupa peningkatan) ekspresi TLRZ, TLR4, NFxB, IFNy, IL-
2, dan TGE-p.

Fakia tergebut dapat dilafsirkan hahwa agar reaksi alerg tidak semakin pareh karena
sinyal TLR dihalangi, maka reaksi alergi tersebut harus dicegah dengan cara menghalangi
peningkatan kadar 1L-4, IgE total dap histamin melalni peningkatan ekspresi TLR2,
TLR4, NFxB, [FM-y, [L-2, dan TOF-B. Fakta tersebun mencerminkan kemampuan
sitokin dalam proses regulasi {efek antagonisme) dan kemampuan TLR dalam proses

mempertahankan homeostasis (Abbas dan Licheman, 2003).

6.1.2 Peran TLR dalava komwnikasi aler-lintas, interaksi dan aktivasi respons Jagm
Ekspresi TLR2 dan 4 yang lebih tingg pada kelompok probiotik LGG dan LIS
dibandingkan kelompok kontrol peda penclitian i (Tabel 5.2) owounjukkan bahwa
melalui TLEZ dan 4, prabiatik (DGO dan LISY dengan kost elah berusaha mengadakan
komunikasi arug lintas fcross-talk) dan inleraksi uniuk membantu fosf mepgatasi keadean
bahaya yang ditimbulkan olch gangguan homeostasis yang dizebabkan ovalbumin
Penclitian im menunjukkan bahwa jumlah fekal bakieri asam taktat pada kelompok

LGG dan LIS lebih tingel bermakna apabila dibandingkan dengan kelompok konirol
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{(Gambar 5.1). Kondisl inl menunjukkan bahwa probiotik LGG dan LIS tersebutl telah
berhasil mempettabankan viabilitasnya pada saluran ¢ema mengcil. Komunikasi alar-
limas {oross-fefk) antara probiotik viabel dengan host menghasilkan interaks) depgan
sigtemn imun imnare dan adapuf {Brooks er af, 2004: Pasare dan bedzhiov, 2003),
Interaksi lersebut berguna wntuk memantau ketidaksesyaian respons Aot menghadapi
alergen dan menindaklanjuli dengan modulasi respons imun menwu toleransi imunologis
vang ditardai oleh penurunan reaksi alergi.

Hasil penehiban i menunjukkan bahwa: (1), Pembenan L4GG mengakibatkan
modulasi TespoR$ imuan famere berupa pepingkatan ekspresi TLRY, TLR4, NF-<B
plaa/ps, dan NF-«B p&5;, modulasi respons imun adapiid berupz peningkalan ckspresi
IL-2, IFN=y, IL-10, TGF-f, igEspOVA dan [gA; seria penurunan teakst alergl berupa
penurunan kadar histamin dan skor gejala Pada pemberian LGG termyata tidak ledadi
modulasi respons imun adaptif yang berhubungan dengan penurenan 1L-4, 1L-5, LgE
iotal, dan [2Gs,.; (1), Pada pembenan LIS wrnadi modulast réspons imun ieaaie Berupa
peningkatan ekspresi TLR2, NFEB p65; modulasi respons imun adaptit’ 1L-2, 1FN-y,
TGFP, IL-10, lgEspOVA dan IgA; penurunan reaksi alergi berupa penurunan kadar
histamin dan skor gejala. Pada pembéran LIS temyaia Gdak legadi modulas) espons
imun fencde vang berhubungan dengan TLE4 dan NEEB p108ps0; dan Gdak 1enad;
modulasi respons ioun adaptif yang berhubunpgan dengan  penurunan IL-4, IL-5 IgE
total, [pA dan IpGy, (Tabel 5.2 dan Gambar 5.8).

Hasil tersebut menggambarkan bahwa probiotk LGG dan LIS membangun
kescimbangan bam melalul regulas sistem imun vang hasinya dapal kita kenali dan

peoduk yang dihasilkan oleh sel imunokompeten yang terlibal di dalaronya, misal ;
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sitokin. Sitokin merupakan polipeptida yang diproduks sebagal mspons menghadapi
stresor dan berfungsi sebagai mediator dan regolator reaksi imuanitas dan inflamasi,
Berbapai  sifat dari aksi sitokin yang  penting dalam  proses  regulasi  adalah
kemampuannya meumbulkan efek ganda pads berbagar tipe sel yanp herbeda
{pleitropisme), itk tumpang tindih (redpndancy), efek sahng memperkuat (sinergij dan
afel saling menghatnbat satu sama latn (antagomsme} {Abbas dan Lichtman, 20033,

Gambar 5.2 memperhihatkan bubupgan vang berurman malal dan vanabel:
“probiotik™, “respons imun irraic ™ (eksprasi TLR2, TLER 4 dan NF-kBY; “respons imun
adaphf™ (IL-2, IFMN-y, IL-140, TGF-f, 104, IL-5, [gE, 1pGy, dan TpA) dan “reakst alerpi™
(kadar histamin dan skor gejala). Karcna ada bukti mengenai terjadinya aktivasi pada
gislem imun itnpale TLR-NFeB dan adanya efek dan aktivas tersebut pada pola sekoresi
silokin, maka fakta 1crscbut dapat diartikan bahwa pola komunikas: alur lintas foross-
falk) dan interaksi antara alergen, probictik LOG dan LIS denpan fest dalam
mempenganthi reaksi alergi diatur oleh TLR2 dap 4,

Dalam hal bubungan antara ckspresi TLR2 dan TLR4 dengan aktivasi MF-«B,
reseptor vang Jebih responsii terhadap probionik adalah TLEZ. Peran penting TLE2
dalam aktivasi NF-xB sctclah pembenan peplidoghicans dan LTA juga dilaporkan oleh
peneliti lain (Ozinsky of af. 2000; Matsuguchi, 2003} Jalur sinyal TLR2 dan 4 yang
terhambat pada kelompok LGG dan LIS pada penelitian ini menycbabkan peningkatan
cksprest NF-xB.

Mengena jawaban alas perlanyaan “mengapa pola respons imun feaate dan respons
imun adaptif antara probiotik LGG dan LIS berbeda dalam menurunkan reaksi alergi™,

berbagai laporan penelitian yang melaporkan faka yang menyanghul perbedaan respons
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imun pada spesies protiotik yang berbeda jupa belum ada vang menyeriakan penjelasan
ilmiahnya. Kenstribusi penelitian ini pada penjelasan menpena terjadioya perbedaan pala
tersebul masih terbatas pada aspek perbedasn kemampuan metcka dalam mengindukss
eksprost TLE,

Eemampuan LGG dalam mengindokst ekspresi TLE4 menyebablan LGG lebih kuwat
clalam tnenipghatkan respons imun batk ke arah T, maupune Tyl (Tabel 5.2 dan Gambar
5.8) apabila dibandingkan dengan 115 Menewukan litoratur vang dapat menjelaskan
“mengapa pada pembesan LIS ndak terjadi moduolasi respons iroun deeons yang
berhubungan dengan TLE4?" sulit, karena penciitian mengenai karaktensasi komponen
akiif probiotik sampai sazat masib sedang berlanpsung & berbapai tempat dan belum ada
publikasi hasilnya (Zeothen of af, 2000, Rautava ez af., 2006; Homer, 2006).

Pada Kelompak [OG dan LIS, respons imoun Ty2 (kbwsugnya [L-4, I1-5, Igh tokad)
dan Tyl (IFN-v, IL-2 dan lgla) tidak lebih rendah apabila dibandingkan dengan
kclompok vang tidak menenima probiotik, Perbedaan spesies probiotik LGO dengan LIS
ndak menyebabkan perbedaan dalam pola respons lmur adaptif Ty2. Lipan TLH2
mampu mengindukst respons mmun adapiif ke arah Tyt maupuan T sccara bersamaan
{Homer, 2006; Matsuguchi er af,, 2003,

Pada kelompok Rontml pepelitian i pembenan inhibidor TLE2 temyala sedikit
berpengaruh pada respons imnun adapef berupa kenaikan IL-10 dan kadar IgA ileum
spesifik OWA  (pada pemberian PO9805Y) dan penurucan 1.2 (pada pemberian
LY 294002), Pengarubh tersebul dapat difahami karena pada micneit Balb/c kelompok
kootral  Juga  merultki mikrobiota  vang  mampu  mempengaruhi o mspeos  Imun

adapniil. Namun bal mi dak akan berpengaruh pada kesimpuolan penelitian ini, karena:

Disertasi Imunoregulasi TH 1, TREG Dan TH2 Melalui TLR2 Dan TLR4... Anang Endaryanto

MR —- mmes =

e teem dasaae el el Bomdee] Ctanoa peokdio Y parmun reak el alerod v nee



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga lm

falctor transkripsi dari produksi lgA (Akban e of, 2001). IgE iotal 1e1ap tinggl karcoa
LGG dan LIS juga menginduksi peningkatan 114 Tetapi lgEspOV A serum Lidak nggi
karena karena kadar IgaspOVA di serum dan mukosa ilewm dengan pemberian LGG dan
LIS juga menjadi lebih Linggi.

Pada penclitian ini pembenian probictik LGG dan 115 menghasilkan penunuian reaksi
alergi yang dicermtinkan oleh penurienan kadar histamin dan penurunzn skor gejala klinis.
Yang menjadi pertanyaan adalah mengapa kadar listamin dan zkor gejala tun, padahal
1L-4 dan IgE tola) tdak turun? Beaksi alergt adalah suata proses patologis yang @gadi
pada sel] target vanpg merilikl reseptor tlerhadap medialor yang dihasilkan oleh
degranulast sel mast, misalnys reseplor istamin H1, H2 dan HI, Reaksi alergl terjadi
karena ada interaksi antara alecgen, sel mast dan 1gE spesifik alerpen yang menghasiikan
degranulaci sel mast {Prussin ef al, 2006; Chinen ef al, 2006). Pada penelitian ini,
pembenan LG dan LIS memang bdak menurunkan [L-4 dan 1gE total, tetapi mampu
menurtnkan [gEspOVA schingpa OVA (dak meningkatkan degranulasi sel mast {Tabel

5.2 dan Gambar 3.3)-

6.2 Koosistensi deogan hasil penelitian lain yang serupa

&.2.1 Penelitian lain mengensi peogaruh probiotik pada TLR dan NF-xB

Penelitian ini menunjukkan hasil yang berbeda dengan hasil penelitian; (1), Reven
dan kawan-kawan (2005) vang melaporkan bahwa Opel {ggonisy TLRZ dan 4)
menyebabkan peningkatan IFM-y serta penurunan LL-4, IL13 dan sosinofil; {2). Patel

(205) vang menumukkan bahwa agorisi TLR 2 {Pam3Cys) apabila diberikan bersama
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dengan OV A menyebabkan peningkatan IFN-y, IL-10 dan 1L-12 serfa penurunan IL-4,
IL-5 dan IgE.

Dalam hal peran LGG dan LIS sehagai ligan agenist dard TLEZ dan 4. hasil
penelifian ini konsision dengan basil penelitian dari: {1). Durand dan kawan-kawan
(2004) yang menggunakan berbagai agonist TLRZ dan TLR4, dalam hal peningkatan
IFN-y; (2}, Agrawal dan kawan-kawan - yang menggunakan LPS schagai agonist TLR4 -
(2003), dalara hal peningkatan IFN-y, Peningkatan ini diduga sebagai hasil modulas:
sinyal ekstrascluler yang lerkait Mitogen Aciivaied Profein Kinase dan e-Fost: (3). Mou
dan kawan-kawan (2004), dalam hal peningkatkan produksi TGF-{,

Penelitian sebelumnya yang mengeksplorasi respons imun iremate terkait dengan
pemberian probiotik Laciobaciles pada mencil Bal/c juga menghasilkan penmgkatan
ekspresi TLR2 (Galdeann dan Perdigon, 2006). Bedanya deagan penclitian ini, penelifian
ersebut mengambil subvek meneit Balbve yang tidak disensitisasi oleh alergen
ovalbumin dan probiolik yang digupakan adalab Lacrobacilfus casei. Selain i kalan
pada penelitian ini kadar IgA (serum dan jaringan ileum) diamati setelah 4 minggu
perlakuan, Galdeano dan kawan-kawan mengamati kadar [g4 (jaringan ileum} sciclah
pernberian had ke 2, 5, dan 7. Hasil yang didaputkan mereka adalah kadar [gA baru mulai
meningkat secara bermakna pada han ke 7 perlakuan dengan Loctobaciffus cased. IgA
yang ditimbulkan dikatakan merupakan hasi] akiivasi respons imun isnate karena terkait
dengan peningkatan ¢kspresi TLR2 dan peningkatan ekspresi CD-206 fManmose
Rereptor) dan tidak terkait {independen) dan akivasi oleh T helper.

Fakta yang didapat dari penelitian yang dilaksanakan oleh Perdigon dan kawan-

kawun lersebut ditambah dengan fakts baru yang dibasilkan oleh penelitian ini telah

Disertasi Imunoregulasi TH 1, TREG Dan TH2 Melalui TLR2 Dan TLR4... Anang Endaryanto



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 109

memperjelas bagaimana kega probiollk dalam rangka meningkatkan kemampuan
surveilans yang permanen dan efcktil yanp melibatkan berbagai mekanisme pertahanan
innate dan adaptif pada sistem imtun mukosa saluran cermna untuk mempertzhankan
homeostasis menghadapi stresor yang mengancam terrnasuk diantaranya adaleh stresor
alergen.

Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa pada kondisi pormal probiotik mampu
mengendalilkan reaksi ioflamasi vang berlebihan melalui repulasi aktivasi NF-«B,
sebagaimana yang ditunjukkan oleh kemampuan Bifidobacterio dalam menghambal efck
proinflamasi yang disebabkan skivasi NF-xB oleh LPS (Riedel & of, 2006),
kemarmpuan Bifidobacierium breve (Bh) dan probictik Streprocaccis thermophifus dalam
menurunkan cfek aktivasi MF-«B oleh agonisr  TLR  {Me'nard, 2084), kemampuan
Lactobacillus rhamnoses GG dalam menghambat cfck proinflamasi {(peningkatan TNF-
dan IL-1 [\ yang discbablkan aktivasi MF-kB oleh ETEC KEES (Roselli ef af., 2006), dan
kemampuan laciobaciflus rhkamposus menghambat efek proinflamasi (peningkatan
produksi TNF) yang disebabkan akiivasi NF-kB oleh Escheric colfi GR-12 dan
Enieracocens faecalis melalyl aktivasi STAT3Z, inhibisi o-Jun-N-terming! Kriage (FNKS)

(kKam er af, 200460,

6.1.2 Penelitian lain mengenai pengarub probiotik pads respons imoo adaptil

Hasjl penclitian ini konsisten dengan hasil penelidan Bashir dan kawan-kawan
(2004) dalam hal pemingkatan 1gE dan reaksi alergi serta penununan IFN-y,
namun berbeda dengan penelitian Dabbagh dan kawan-kawan (2002 mavpun Eisenbarth

dan kawan-kawan (2002) dalam hal penururan 1gE dan [L-4.
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Rashir dan kawan-kawan (2004} menwnjukkan bahwa defisicnsi TLR4 pada mencil
menyebabkan peningkatan Igli, reaksi anatilakiik dan penurunzan 1IFN-y dalam merespons
alergen Ara h 1. Pada penelitian ite juga dilaporkan bahwa pembenan antibiotik pada
mencit menyebabkan peningkatan IgE dan reaks anafilakik  serta penuranan [FN-y
dalam merespons alcrgen Ara h | (baik pada TLE4 normal maupun tidak}, karena
pemberian antibiotik menwrunkan jumalah mikrobiota nommal salorn cema.

Eisenbarth dan kawan-kawan (2002} melaporkan bahwa deliziensi T1.R4 pada mencit
menurunkan IgE namun lidak menurunkan Ig(iZa dalam merespons OV AL Sementara i
[Mabbapgh dan kawan-kawan melaporkan bahwa defisicnsi TLR4 menycbabkan penurunan
[gE, IL-4, IL-5 dan 1FN-y dalarm merespons OV A [Dabbagh er of., 2002}

Penelitian lain vang mengujl elfeklivitas probiotik Lactabacifiug dalam rmenurenkan
reaksi alergi melapurkan adanya penuranan kadar |gEspesifik dan reaks: anafilaksis
(Shida e al.,, 2001), peningkatkan sitokin Treg - IL-10 - (Pessioef af, 2000 dan
peningkatan sitokin Tpl- IFNy — (Pohjavourn ef of, 2004, npa disertan oleh penurunan
sitokin T2 {Rautava ci al, 2005},

Konsisten dengan hasil penelitian ini, kemampuan probiotik dalam mempenahankan
homengtasis elah dibuktikan pada berbagal peneliian lain, misalnya: (13 [alam
menghadapi ancaman sitokin induktor apoplosis, LGG mampu  mempenabankan
homeostasis saluran cerna dengan mengaktivasi molekyl anti-apoptasis Akt dan protein
kinase B sckaligus menginakiivasi molckul pro-apoplosis p2E pads kaskade sinyal MAPK
{Yan dan Polk, 2002); {2). Dalam menphadapi reaksi inflamasi yang ditlimbulkan olels
pajanan LPS, komponen LTA fipoteichoic acid) dari probiotik mampo menjaga kondisi

homeostasis melawan pajanan LAY yang terus mencrus {Ciie of af, 2004,
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Fada penclilian ind, hambatan pada sinyal TLR2 pada kelompok mencit penerima
probiotik LGG - dalam peran sebagai agonist TLR2 - menyebabkan kegagalan
petingkatan I1-2 dan IFN-y (Tabel 5.3 dan Gambar 5.1¢). Scbaliknya bambaan pada
sinval TLR2 pada kelompok mencil penerima probiotik LIS - dalam peran sebapai
agonist TLR? - tidak menimbulkan kegapalan dalam peningkatkan [L-2 {Tabel 5.3 dan
Oambar 5.9).

Komai-Koma dan kawan-kawan (2004} menunjukkan bahwa defisiensi TLR2 pada
mencit yang Jdiimduksi OVA menyebabkan peran BLP (agooist TLR2) gagal dalam

peningkatan 1FN-y, namun sedikit berhasil dalam peningkatan 1L-2 dan IL-10,

6.2.3 Penelitian lain mengenai pengaruh probiotik pada IgA

Peningkatan kadar lgAspOYA di serum dan mukosa ileum vang lerjadi pada
penclitian i mengkonfinmasi basil penelitian Bawtava dan kawan-kawan (2004} yang
menunjukikan bahwa pemberian LGG mavpun Bifidobacteriwm faclis bersama prodein
susn zapdi pada bayi alergi protein susu sapi menyebabkan penipnpkatan [pA spesifik
ferhadap prolein swsu sapl. 1gE spemfik terhadup OVA pada peoclitan ini ndak
meningkat karena protein OVA sudah diekskiusi ierlebih dahulu oleh [pAsp OVA
mukosa ilenmn dan slgAspOVA lumen usus (Favie ef af, 2005, Finkelman ef af | 2005}

Pentlitian lainy melaporkan bahwa akGyasi TLEZ oleh protmotik Lacrobacilius cases
digertai peningkatan produksi [gA. Lactobacilfus casel pada perelitian tersabul berfupgs:
schagai ligan TLR2 dan merupakan stimulan poliklonal “iseale fgd™ {(Galdeano dan
Perdigon, 2006; Wijhurg er af,, 2000), “fremade fgA ™ - merupakan istlah baru yang
dikemukakan tim peneliti tersebol - disintesis tanpa melewat] akvasi Limfosit T.

Konsislen dengan hasil penelitian tersebut, pada penelitian inmi akuvasi TLR2 olch
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dengan hasil penurunan ipsiden hanya terjadi pada bayi dan anak (Kalliomaki er af.,
2033 (). Kespons imun, dengan hasil peringkatan sitokin T lanpa pentrunan IgE
{Rauava ot @f , 2002): (3). Gejala klinik, dengan hasil peourunan gejala tanpa perubahan
produksi sitekin Tyl (IFN-y dan 1L-2), Ty, {IL-10) dan Ty2 {1L-4) (Roscnfeldt e al,
20077; (4). Kualias hidup, denpgan hasil perbaikan kualitas hidup lanpa kemajuan klinis
dan perorunan ioE [ Wang ef af., 2004},

Kerapuan pemanfartan dalam Klinik jupa ditimbolkan aleh penjelasan yang beragam
mecneenal mekanizme perbaikan penyvakit alergi aleh prohiotik (Fume, 2005), misalnva:
b}y, Prghiatk memperbaikl reaksi alergi melalui perbaikan  permeabilitas  usus
(Rosenfaldt o of , 20043 (2). Probotk memperbaiks reaksi reaksi alergn melalo
peningkatkan produksi [IFN-y. IFN-y dilaporkan memediasi pergerakan alergen antar sel
melalul proses endositosis, schingga presentasi alergen oleh APC menjadi efckuf dalam
menginduksi wlerans: (Buring, ef af, 2005); {3}, Probiotik memperbatki reaksi alergl
dengan cara memperkuat ransporl antr s¢] melalun gghr furchion agar (idak duembuog
oleh alergen sehingga reakrivitas set bnun dapat diregelasi oleh sistems jmun muokosa
vang telah ada (Gin ef al, 2005). Keberagaman penjelasan mengenai mekanisme
probiotik dalam menurunkan reaksi alerpi sebenamya dapat dilshami karena peran
probiotik adalah membanly pemulihan homeostasis, sementara U homeostasis sendin
merupdkan Basil akhir dan sualu imlerakst mullifakior yang melipull aspek gereuk,

mikrobigta normal, alerpen, dan proges digestif {Sampson, 2005

6.3 Prnemuan baru
Penelitian  ini  merupakan penelitian perlama yang  membahas  mekanisme

imunopalogenesis probiotk dalam penurunan reaksi alerpl secara menyeluruh mulai du
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aklivasi respons imun innate (TLR dan NF-kB), aktivasi tespons imun adaptif (Tyl, Tl
dan Trpp), prodeksi imunoglobulin (TpGZa, 1gA dan 1gE) sampai pada reaksi alerpi yang
terjadi (histamin dan skor gejala) {Tabel 5.2). Penelitian ini dilakukan sebapai usaha
ppluk mendapatkan penjelasan ilmizh vang lebih komprchensif alas peomasalahan
imunopalopgencsis yang menyebabkan kerapuan klinisi dalam pemanfastan probiolik
scbagal indukior waleransi alergi.

Fakla baru penting vang dihasilkan penelittan i adzlah dalam penurunan reaksi
alergi., protiotik LOWG dan L1%  membangun  tingkat  bomeostasis bara yang
menguntungkan Aoy dalam menghadapl strcsor ovalbumin (Gambar 5.8). Fakia ini
mepjawab misteri mengapa probiotik dalam menurunkan reaks alergn udak menumnkan
11.-4 dan JgE wial.

Penelitian ini telah menunjukkan bahwa dalam menurunkan reaksi alengi, probickik
LGOG dan LIS mampu mengubah dominasi respons imun T2 {Tyl<Tq <Tx2) tanpa
melaly pepurpnan tingkat respons 1mun Tp2o Timgkat respons imun Ta2 oleh subyek
alergi yang mendapat probiotik LGG dan LIS dibiarkan tetap tingpi dan tetap mengalami
peningkatan, Namun peningkatan respons imun Tul dan T, dibangun lebih unggi,
sepingga tespons imun adaptil menjadi seimbang (Tul=Tp =Tu2) scpenii yang terjadi
pada pembenan probiotik LGG awav menjadi dominan ke Tyl (Tul>Teg »Tud) seperti
yang terjadi pada pemberian probiotik LIS (Gambar 5.8), Kondisi respons imun adaptif
yang scimbang (Tyl=Try =Tyl) atan didominasi Tal {Tul>T.g *Tud) menyebabkan
degranulasi scl mast Udak werjadi, schingpa reakst alerpi juga wdak tegadi {Finkelman,

2006; Prussin dun Mewcalfe, 20046; Roecken e ol . 204037,
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Sumbangan baru bagi ilmu pengetnbuan dari penelitian ini adalah menjclaskan
mekanisme kega probioik [0 dan LS 10306 dalam menuwrunkan reakst alergl sebagan
hasil pesenwan jawaban barw bagi masalah wvanp sebelumnya belom  diketaboi
jawabannya vaila ceaksi alerei yang membail kacena pemberian probioik 140G dan LIS
terpads melalo keserlthatan T1.R2 dan T1LH4.

Teari baro vanp ditemokan pada penclitian i terhadap hal vang dipandang welab
mapan dalam ilong alergl {alerpolopit adalah o vang menjelaskan bahwa penutupan
reaksi alergi olch probicil dicapal melaly peningkatan bersama Tl T2 dan Lreg
uniuk membertok tnpkal keseimbangan Twl-T32 Bamo yanp lebih tngei dan keodist
awal {kontral). Teorl lama menjelaskan baliwa penurunan reaksi alergl dicapal melalu
pengembalian kescimbangan Tyl-Ty2 sepenti pada kondisi wwal (kantroly, yang beraci

depgan meningkatkan Tyl dan menarunkan Ty2

6.4 Implikasi hasil

&.4.1 Pemanfaatan hasil penelitian

Temuan vang telah dibahas di atas mempuoyan implikast dalam antisipasi techadap
efek samping vang akan tetjadi pada pemberian probiotik LGS atan L1S dan pada
pengembangan penatalaksanaan kasos alergi. Penpembangan pepggunaan probuogk 10
dan Li5 pada subyeck manusia diperlukan untuk: (1) Membaniu mencegall terjadinya
reaks1 anafulaksis dan mencegah perkembangan penyakit menjadi kronts pada subyek
perulerita alergn vang Gk mampu menghindsan paparan bahan  alerpemk; (2).
Memperbanyak alternatil terapd melalui induksi taleransi imunologik Karena probiotik ini

hckera melalul sistenn imun fanere vang bersitm non spesilik vang skan bermanfaat
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untuk penderita alergi yang lidak mampu menghindari paparan alergen atau yang belum
dapat mepgindentifikasi  alecgen dengan  akibat sanpgat  fergantung  pada  lerapl
medikameniosa dan menurunkan reaksi alergl secara lanpa merekayasa sabws genetik

individu,

6.4.2 Kewaspadaan terhadap clek samping,

Dalam penggunaan schan-han probiotk LOG dan LIS, diperlukan kewaspadaan
wrhadap efek samping dan komplikasi yang mungkin Umbul yaitu pada subyek vang
mengalami gangpuan ckspresi TLR2Z dan TLE4 {mutast TLREZ, mutasi TLR4 dan
sebapainya), nsike hiper-aktvasi TLEZ dan TLR4 dan masih lingginya respons imun

TH2 yanp tidak dapat dikendalikan problotik 1o,

6.4.2 Tindak lanjut terhadap femuan

Penelitian ini berusaha menerangkan fenemena klinik yang terjadi pada manusia
melalui pemodelan pada mencit Balb/c, Relevansi pengpunaan mencil Balbic adalah
sckuens genom merska sebagian besar mirp atan homolog depgan manusia. Yariabel
penting yang dievaluasi pada penelitian ini semuanya homeolog secara imunogenctik
dengan manusia (Mestas dan Hughes. 2004), Karena keminpan imunogenetik ersebu,
maka apabila hasil penelitian ini diekstrapolasikan pada maousia paling tidak akan
mempunyai manfaat prakus dalam: (1), Antisipasi efck samping dan komplikasi
pemberian prebictik LG dan LIS; (2). Pengembangan tlalaksana kasus alergl; dan (3).
Pemberian dasar bagi pengembangan alternanf terapd alergi melabul induksi toleransi

nmanalogs.
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Pada perclitian ini telah dilihat bahwa pemberian L¥294002 dan PLROSASR in vive
dengan dosis rendah secara intraperitoneat dalam 28 hari tidak mempengarubi reaksd
alergi yang terjadi pada komirol. Dengan metode penelitian ini, diharapkan senyawa
LY294002 dan PDYE05Y dapat dimanfzatkan dalam ufi i wive uetuk membukiikan
apakah sualu senyawa mampy menginduksi weleransi alergi melalui TLR2 dan TLEA4,
karena kedua senyawa tersebul pada dosis renduh mampu mempengaruhi sinyal yang
dihazilkan oleh TLE? dan TLR4. tidak membahayakan hewan coba dan didak
mengeang gy lerjadinya reaksi alergi oleh ovalbumin.

Metode ini diharapkan mampu meningkakan penemuan obat ausu induktor toleransi
aletgenik selain probiotik LGG dan LIS, sehingga individu alergi mempunyal banyak
alternatif terapi sesuai dengan situasi dan kondisi yang sedang dihadapinya dengan tanpa

ketergznhungan pada terapl medikamentosa.
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RBahk 7

PENUTLF

7.1 Simpulan

1. Pemberian probiotik Leactobacilfus  rhammosus GG (1G0G) dan  Lactobacilius
plantgrnm 15-10506 (LI5) tidak moenuronkan reaksi alergi melalul penumonan 11.-4
dan [glgq, welapl melalu pentngkatan sitokin Tyl. Toop. dan sanlesis A oan yang

mencegah proses degranulasi sel mast melalui penurunan TeEgpecnr.

le2

Melaloi aktivasi TLE2 dan TLRE4, probiciik LGG dun LIS meningkatkan Kersampuzn
hosi memantau dan menceysh ketidakseimbangan respons imun akibat sensilisas
alergen denpzn cam menmngkatkan  bersama-sama Twl. Ty dan T2 untuk
membentuk  tingkal keseimbangan baru Tyt-Top-Tu2 yang lebih tioggi tanpa
menurunban T2,

3. Penclitian ini mepghasilkan teon bam yang menjelaskan bahwa penurmunan ceaksi
alergl oleh probiotik 1L dan LIS dicapal melalul peningkatan bersama-sama Tyl,
Tre dan T2 untuk membentuk keseimbangan Til- Top <132 bare ke tinghat vang
lebih tingei dari kondisi awal ataw kontrol tanpa melabui penuranan T2 Berdasarkan
teori  lama, penurunan reakst alerg terjadi meelalui pengembalizn kondisi
kescimbangan vang didominasi oleh Tp2 ke kondisi T2 vang sejajar kembal dengan

T3] awal atau kontrol, yang berant dengan menurunkan Thd.

11%
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1.2 Saran

I. Perlu penpembangan penggunaan probiotik LOG dan LIS pada subyek RArSa
dalam upava: {a).mencegah reaksi anafilaksis dan perkembangan penyakil menjad
kronis pada penderita alergi baik pada bayi, anak maupun orang dewasa yang ndak
mampu menghindar paparan hahan alergenik; (b).memperbanyak altermatil lerapi
melabui induksi loleransi imunologik karena probiotik ini bekerya melalui sistem imun
fnate yang bersilat non spesifik vang akan bermanfast unwk penderita alergi yang
tidak mamipy menghindari paparan alergen ataw yang belum dapat mengindeotifikasi
alergen dengan akibar sangal lergantung pada terapi medikamenloss; (). rmenaninkan
reaksi alergi tanpa memanipulasi aspek genciik.

?. Perlu diwaspadut efek samping dan komplikasi yang mungkin  timbul dari
pengpunaan probiotik LGG dan LIS pada subyek yang mengalami gangguan ekspresi
TLR2 dan TLR4. Antisipasi terhadap cick samping dan komplikasi akibel gangaoan
ekspresi TLRZ dan TLR4 dilakukan dengan cara mendetcksi apakah individu yang
akan dikeri probiotik LGG dan T 15 menderita imunodefisiensi, sepsis, muas: genetik
atan kelainan lainayae yanp diduga atau telah terbukdi berpenganih pada gangguan
gkspresi TLREZ dan TLIA.

3. Temuan dan metode penclitian ini dapat dijadikan scbagai landasan untuk eksplorasi
ligan baru TLR2Z dan TLR4 yang dapat berfungsi sebagai modulator toleransi

imunclogis alerg-
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Lampiran 1. Sertiftkat Kelaikan Etik
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Lampiran 2 Prosedur Kerja Pemberian Ovalbumin, Pralviotik, inhilater TLR dan
Penpamalan Caejafa

1. Pemberian Sensilisaxi Alerypen Ovallwomin per-oral {pao) dan
inlraperilimeal {ip):
Mama Susaran Wakiu Fembuatan [hopsis
Baban
Chalbumin i mencd Hari ke o WA 3D g 0,95 oo
(1000 mg f dan semJa dengan dasis ditarnbahblioH, i
Wizl kelompok 10ngimens ika sampai valume
K1 K2 K3 15 38 oo
Kd, KS, KE,
KT, RA RS Hari %z 20 QWA A Bl g 01 p
dengan dos s citambar PES
20agimerncival G2l vglyme b oo
Ha=i ke 30 8 3000 1y Gadco
dengan doss dilambah FBS pa
angira il sampai volume 12 oo
[I. Pemberian per aral (po) perlakuan probiotik ;
Nama Rasaru.a  ¥Wakeu Pembuatan Lrosis
Bahan
1. FProbiotik Bmencilkl  Seiigp han, searadBhan Probictik LGG 106 mg 05eg
LaG {003 Gmencit K2  [har ke 1 sampai har ke dizambabkan daam 1% o
R10FCEU Bmencil K3 28] dergan dosis 5,3 skt milk gten, dicampur [ 28010
LGG M) MG TIE Iy an merala sampa vohime 19 CFUMar]
o
2. Problatik & mengt K4 Setiap ban. selama 28 has Preyiotk L5 20 mg 05ce
LIS¢2BT  Gmensd K5 {han ke 1 sampai ha ke ditembaskan dalar 1% [
AGPCFL Emenct K5 2B) dengan dosis 1,0 gairn milk. sherl, dicampu: [ 27100
LIS! g ) myimencithar rieraa sampa yolume 100 ZFLhan)
oC
2. Placebo  &merd: </ Selap han, selama 28 hai ¢ J0ug susu skim ditambak 005 o
(skimmilk  &merct 3 {rarike 1 samzaitai e ©RS dieamour reraa o
1 %) Bmenck K% ZE) dengs- dosis samzai volume 16 oo
S TE ST an
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Lampiran 3 Prosedur Kerja Pemeriksaan TLRZ, TLR4, NF-xB pb5, NF-<Bp
105/p50, TFMN-y, IL-2, TGF-B, IL-10, IL-4 dan IL-5 dengan Metode
Imunchistokimia

. Persiapan haban jaringen untok imunchistokimia

Sampel juringan Uewn yang disiapkan 54 sampel.

2. Sampel diletakkan pada cawan yang mengandung phosphate-buffered safine (FRS).

3. Sampel difiksasi dan didchidrasi dalam aseton pada suhu -20°C selama 20 jam,
dilekukan penjerniban dengan mwihy! benzeare dan xpleme, dan selanputnya
dipenetrasi {imprecgnasi) dengan parafia.

4. Blok parmffin yang telah dihasilkan disimpan pada subu  4°C sambil menunggu
dilakukan penyayatan jaringan.

5. Dari blok paraffin dilakukan penyayatan seoal sebanyak 11 set, dengan ketcbalan
masing-masing 1 0-pin.

6. Pada cediaan savatan portama darl masing-masing sel yang lelah disiapkan (11 set
sayatan), dilakukan pengeeatan dengan Aemataculin-easin {HE).

7. Pada sedinan savatan kedsa sampai ke sebelas diporsiapkan untuk penpecatan

imunohisiokimia menggunakan antibod! anu-TLR2, TLR4, NF-xB p63, NF-xDBp

105/p50, IFN-y, IL-2, TGF-B, IL-10, IL-4, 1L-5

II. Prosedur Pengecalan Imunahistokdmia
Pengecatan imunohistokimia dilakekan denpgan prosedor wvang biasa dipakai di

Labaratoriom GRAMIK Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga, yailu;
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I, Menghilangkan aktivitas peroksidase endogen dengan melakokan inkubasi sedigan
sayalan dengan HZOZ 3% dalamn moetanol, sedunpkan aktivitas biotin endogen
dihilangkan dengan metode Finin Blocking System.

2. Setelah menghilangkan paraffin dengan prosedur deparaffinasi (dengan xvlol 2 x 2
menit, ctanol absolul X % | menil, etane] 95 % menit 2x lmenit, etano] 80 % 1 menit,
etanol 70 % 1 menit, dan air mengalir 15 mienit).

3. Sayatzn dimasukkan dalam H202 3 % selama 30 menit. dan dicuci dengan PBS 3
kali masing-masing selama 2 menit. kemwdian diberikan 1rvpsin 0025 % selama &

meril pada subu 37°C,

Gambar L3.]1 Kegiatan pemerilisaan imunohistokimia
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4. Antibodi pnmer TLRZ, TLR4, NF-xP p65, NF-xBp 105/p50, IFM=y, [L-2, TGF-f,
IL-18, IL-4, dan IL-5 diberikan pads masing-masing sct sayatan {10 set x 54 sampel),

5. Betelah diberi antibodi primer, scdiaan sayatan dicuci dengan PBS 3 kali masing-
masing selama 2 menil, dan selanjutnya diben antibodi sekunder. Antthodi sekpnder
yang digunakan untuk mendeteksi adalah bictinylated goat anti-polyvalent dengan
inkubasi sediaan sayatan selzma 30 menit,

6. Setelah dibeni antibodi sckunder, sadiaan sayatan dicuci dengan PBS 3 kali masing-
masing selama 2 menil, dan dimasukkan ke dalam streptavidinfavidin HRP
{horseradish peroxidase) selama 30 menit.

7. Sciclah sedisan sayatan dicuci dengan FBS 3 kali masing-masing selama 2 menit,
sediaan dimasukkan ke dalam subsiratl keomogen dan dicuci lagi dengan PRS 3 kali
masing-maging selama 2 menit, dibilas dengan aquadestilata, dirnasukkan ke dalam
Mayer's Hemaioxyilin selama 6 menit, dicuci dengan air mengalir dan diteruskan

dengen dehidrasi, cfearing dan mevriing,

1k Pembacaan Hasil Pengecatan Imunokistokimia

1. Uji Kesesuaian Hasil Fembacazn Imunohisiokima Antar Peapamat
Hipotesis nol (Ho) = Tidak terdapat kesesuaian hasil antara pengamat 1 dan
pengamat 2
Hipotesis alternatif (Fa)= Terdapat kesesuaian hasil antara pcngamat 1 dan

penzamal 2
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Carrelationa

129

Pengarmat Fengamat 2
1TLR4 TLR4
Spearman's rho Fengarmat 1TLRA Gorrelabion CaeH-Gent 1300 R:Ivl b
Zig ¢2-Laihed) . 0ca
b o |
Fermgamat 2 TLR4  Cerelation Coeflicient g+ 1.000
£q (213 =d) [[#H]
M o ad
™. Sorrelation is significznt at the .01 level (213 ted)
Correlations
Perga~at i | Pengamas 2
| MF<Bp' 05 hFEEDICS
Speaman's the  Fergamat 1 MFEBR103  Correlanwon Coeticier] 1000 A54""
g f2-laled] . oca
M 59 5
Pemgarmal 2 MekBp105  Cosrelation Coe*icen B54 1.080
Sig {243 led) Rili[H
M 54 -
" Comelaton i significard a1 the G.07 kevel [2-Tailod;.
Gamelations
Pengamai 1 Pengarnal §
| MFEBEpSS o NFRBRES
Spmaman's rhe  Pengamat 1 KFEEpSS Comelabgr Coeticer 1000 JEL
i [2-taled| L0
ki ni4 S
Fergamat 2 NFxEpGh  Cemelation Coetficien gt 1000
Sig 4&-lailed) Reliln
| B £
**. Covrelation s significant at the 6.0 level [2-tailea!
Larralatians
Pengamail 1 Pengamat 2
_ __ 5 Mg IFHg
Speamars fo Pengarmat 1 IFMg  Comelal on Soefficier 1.0C0 g2z
Sig. (2-1ailech 0
I o4 =4
Femgamat 2 IFMg  Caredic: Goetficen: BZI™, 1.000
Sig [2-taled) Riuli]
M 54 T

*'. Corelatan is significant at te 0 0
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Comglatlons
Pangamat 1 Fergamat 2
12 L2
Spearmans Mo Fengamal 1 12 Goirelabon Loefoent 1 LR |
Sy [2-1zaled} 000
M b4 od
Pengamat 2 1.2 Cometabon Coeficient 307 1.000
Eig [2-1adad) M0 .
N b4 bd
. Comelaton is gonadcant al the 000 kevel [(2-1aded)
Fomalations
Fengamal 1 Fengamal
_ _ _ _ IL4 IL4
Tpﬁamun's It Pengamat 1 L4 Correlalan Coethicizng 1 il 1=l
Sig [2-1aded) . Qoo
M 7| b4
Fengamat 21kd  Comelaton Coslficent Asge 1.000
Ty {2-laled) i1
H =L o
. Goreeladan is sighificant a1 1he 0.07 |=vel (Z-lailed).
Lomelations
Fengamar 1 Fengamat 2
4 — - ILS LS
(Spearman's Mo Panganiat 1 ILG | Correlation Coemcient 1.060 OER"T
Sig. (2-tailad} : Rile ]
M 54 S
Pengamak 2 LS Correlation CoeHicien BE5 1.000
Eig. [2-1ziled) A0
M &4 5q
™. Cosrelation is sigrufezan] at the 0.01 level {2-baled)
Correlalions
Fergamat 1 Pengamal 2
_ TEFE TGFb
[Spearmans fic Pengamat 1 FGFD Comelation Coeticient 1000 ALg-
Sig. (2-1aled) . .30
M 54 -4
Pengamad 2 TGFb  Comelatnn Coefficen E5GeT 1000
S0 [(2-f2nbed) 0o
M 54 Ed

**. Cormelation iz significant at Ine Q.01 lever (F-laled),
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Comalalions
Fengamat 1 Pengamat 2
k10 iLin
Bpeammans Mo Pengarmal 11010 Lomelation Coshwoent 1,000 BT
343, {2-tailed) Rili ¥
M - o
Pengarnal 2 LIL10  Comalalion Coalfitiani BTy 1.000
Seg (2-tailed) (ifw'1} 3
H 4 4

2. Kesimpulan :

**. Comelation is signdicant at (e 0.01 level {2-tailed)

Terdapal kescsuian yang nyata (signitikan, denpan p<0.01} antara Pengamat | dan

2 dalam pembacaan hasil penpecalan imunchistelamia uniok TERZ, TLR4, NF-«B

poSs, NE-wRp 105/p50, IFN=y, IL-2, TGF-p, IL-10, I1.-4, dan 11.-5
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sampai G, sementara di baris H diisi buffer coating (buffer karbonat, pH 9.6) tanpa
OVA.

2. Diinkwbasi sematam {+ 18 jam} pada suhu 4°C.

Gambar L4.) Persiupan sampe] (feram, plasms dan keroksn mukesa ileom) ontuk
pemeribisaan ELISA

3. Ditambahkan buffer blocking (PES-Tween-BSA, pH 7.4) 150 pL pada setiap
SWitora).
4, [nkubasi 1 jam pada suhu kamar {18-25° C}.

5. Dicuci dengan NaCl-Triton 5 kali.
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&. Antibodi ant IgE atau st [3G2a atau anti IgA diencerkan pada 1/50, 14100, 1/200
dengan menggunakan maikroplat lain. Antibodi pada masing-masiog pengenceran
dipindahkan pada baris A dan B, C dan b, E s¢ria E dan F (duplo}.

7. Diinkubasi | jam pada subu kamar (18-25° C).

8. Dicuci dengan NaCll-Triton 5 kali,

9. Bubstrat 4-NPP yang sudah dilarutkan ditambahkan 100 pL pada seliap sumusan.

10, Diinkubasci 30-9%) renit pada suhu kamar (18-23% £} di ruang gelap,

11. Reaksi dihentikan dengan menambsh laruian stopper MaDH 3N 50 pl pada setiap
SUITITan.

12_ Nilai abgsprban dibaca dengan menggunakan ELISA  reader dengan panjang

gelombang 405 nm.

13. Menginterpretasikean hagil QD.

I Pengukuran kadar [gE, [pla, [gA spesifik OVA denpan Indirect ELISA,

l. Urntuk mendeteksi [gE, 1pG2a dan 1gA, mikroplal dilapisi Ovalbumin 10 pL dengan
konsentrazi yapg optimal sesuai denpan hasil chegquer board {dalam hal in yang
optimal adalah 10 pp/ml) mengpgunakan buffer coating.

2. Diinkubasi semalam {+ 18 jam) pada st 4°C.

3. Dicuei dengan NaCl-Triton 5 kali.

4. Diambahkan buffer blocking (PBS-Tween-BSA, pH 7.4) 150 uL pada scliap
SUTIUETL.

3, Dicwel dengan NaCl-Toton 5 kali,
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6. Masing-masing sawnpel {54 sampel serum ataw 54 sampel keeokan mokesa ilewm)
untuk keperluan pemenksaan [gE, TeG2a dan IgA spesik OVA diencerkan 1/](H)
dengan tabung mikro. Jugs disiapkan sampel campuran dengan pengenceran 1/T00
untuk kurva baku Sebanyak 100 pL dan masing-masing sampel dimasukkan ke
dalam sumuran pada kolom | sampai 10 {dengan doplo), sementars 1o pada kolom
1t dan 12 diisi dengan sampel canpuran untuk korva bako (menggunakan puriffed
mouse [gE, Ielia Kappa dan Iga kappa), PBS dan sampe] scrum mencit normal.

7. Diinkubasi | jaun pada subu kamar (1823 C),

8. Dicoci dengan NaCl-Toron 5 kali.

9. Ditambahkan antibodi dan [ yang akan didetcksi {anti IgE, [gG2a alau TgA scsua
dengan jadwal pemeriksaan) dengan konsentrasi 1 ppfmal (sesum dengan hasil eplimal
pada chegquer board) sebanyak 50 1L,

10. Diinkubasi | jam puda suhu kamar {15-25" C}.

11, Ditarnbahkan pada senap sumuran 100 gL kenjugal rabbil anti mowse yang dilabel
enzim AP pada pengenceran 171000 denpan buffer blocking.

12. Diinkubasi | jam pada suhu kamar {E8-25° C).

13, Dicuci denpan NaC [-Triton 5 kali.

14, Substrat 4-NPP yang sudah dilarutkan ditambahkan 190 pl. pada setiap suimuran.

15, Diinkubasi 30-90 menit pada subg kamat (18-25" Crdi ruang eclap.

1&. Reaksi dihentikan dengan menambah larutan stopper Maldd 3N 50 pL pada setiap
SUMLEran.

17, Milai absorban dibaca dengan mengpunakan ELISA  reeader dengan  pangang

gclombang 405 nm.
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Gambar L4.4 Inferpretasi kadar TgA spesific OV A ilenm melalui analisa
regresi Bnler dari nilei OD 405 om dengan nilai baku purificd motse fgA.

e

1.0

Ll

S 403

1 iuiny

L] T T T
il a0 Hm 150m 1 g

Hckar BB b prh T DT, B! (g

Gambar L4.5 1nterpredasi kadar IgE sperific OVA serum melabui analisa
regredi linier dari nilai OD 405 nm dengan pilai baka prrificd mouse IgE.
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Gambar L4.7 Interpretasi kedar [gE tofal serum melaloi analisa regresi Linier
dari nilai 0D 450 om (Metode Sanduick ELIS A menggunakan JpE ELISA Kif)

2. Sehatyak B0 pl dari masing-masing sampel dimasukkan ke dalam semue sutpuran.

3. Diinkubasi | jam pada suhy kamar (18-25" C).

4. Dicwei dengan wash boffer 3 kali.

5. Ditambahksn pada sctiap sumwen 100 pl. konjugat An-enzyme HEFP pada
pengenceran 17100 dengan sampel diluent yang telah diencerkan L/10{ dengan
aquadestilata.

6. Dicucl dengan wash buffer yang telah diencerkan dengan aquadestilata scbanyak 3
kali.

7. Reaksi dihentikan dengan menanmbah lamtan stopper 100 pl. pada setiap sumuran.

§. Nilai absorban dibaca setelah 30 menit dengan ELISA reader menggunakan panjang

gelombang 450 nm.
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Gambar L4.8 [nterpretasi kadar Histamin Plasma melalud analiza regresi linier dari
nilai OD 450 om (Metode Competirive ELISA mengpunakan Histamin ELISA Kif).

3, Ke dalam semus sumuran, dimasukbkan masing-masing sebanyak 30 gl Eneyme

Disertasi

Antiserum.

Conjugate yang tetah diencerkan 1/200 dengan aquabidestilata.

e dalam scmuz sumuran, dimasukksn mesing-masing scbanyak 50 pl Histamine

Diinkubasi 3 jam pada pada suhu kamar {1§-25° ),

Dicuci dengan wash buffer yang wclah dicncerkan /20 denpan aguabidestilata
sebanyak 4 kali,

Ke dalam semua sumuran, dimasvkkan masing-masing scbanyak 200 pl TMB
Subsirate Solution yang telah diencerkan 1/3] dengan TMB Subsizaile Bulfer.

Diinkubasi 40 menit pada pada subu kamar {18-25° () dengan orbital shaker {500
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9. Reaksi dihentikan dengan menambah TMB Buffer Solution 100 pL pada setiap
SUIMUran.

10. Nilai absorban dibaca setelah 15 menait menggunakan ELISA reader dengan panjang
gelombang 450 nm.,

11. Mengintemprestasikan kadar Ty melalui analisa regresi limer dard nilai O0 dengan

rilai baku puriffed monse Ig isalype.
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Lampiran $ Prosedur Kerja dan Hasil Pemeriksaan Bakteriologis MPN (Coliform
dan F.colfy dan TPC (Bakteri Asam Lalktat)

. Persiapan Sampel:
Dari setiap mencil disiapkan 1 gram sampel [e3es yang selanjuinya dilartian dengan PL
sampai 10 ml unluk pemeriksaan bakteriologis MPN (Cofifors: dan E.cofi) dan TPC

(Balkderi Asarn Lakiat).

Il Femeriksaan Bakteri Coliform :
1) Trstapkan 3 kelompok tabupg reaksi yanp berisi mediom czir Mac Conkey
modifikasi dan tabung Durham:
a) Kelompok pertama lerdini dani 5 tabung meaksi dan ke dalam masing-masing
tabung reaksi vang telah berisi 10 ml mediom ditambahkan
10 ml larutan sampel.
b) Kelompok kedua  lerdin dati 5 tabung reaksi dan ke dalam masing-masing
labung reaksi vang telah bensi 5 ml medivm ditambahkan 1
ml larutan sampel.
£} Eelompok ketiga  lerdinn dan 5 wabung reaksi dan ke dalam masing-masing
abusg reaksi yang telab berisi 5 ml medium dilambahkan 0,1
ml lantan sarmpel
) Semua abung reaksi tersehut diinkubast pada 37°C sclama 24 jam. Bila tidak terdapat

cukup pas (<10 %) pada tabung Durham, dinyatakan presumtif negatif, diinkubasi 24
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TEFARTEMEN FENDIDIHAN HASHINAL

UNIVERSITAS AIRLANGGA
FAKI/LTAS KEDOKTERAN HEWAN

BAGIAN MIKROBIOLOGI YVETERINER

FHNTERCOM ; Il

Lempiran hazsil Pemeribssan Buaboonokogas MPMN dan THC

terhadap 27 smEmpe] feses mencil,
o Kode Sampe! MPN T TPC
Sampel | L, L E. endi Coe
1. G-I 110 y 40X 10
2. H-3 93 0 jaxy
3. (-3 148 2 0K 18
a, B-1 28O 45 izxoet
5. 3.2 2400 2 13x 10
. B-3 L 60N 1 g0x 100
7. C-1 L s z 20% 10
5. . | 60C : . 4% 10"
% T p 1L 5.8 46%x 10
14, -1 24t : 11 78X 10
1. [ 350 . 17 g7x 10
|2, -3 wIn i & 55% 100
3. F-1 144 7E 1ox 10
L4, k-2 T4} 25 1.0x% 198
1%, E-3 400 # 12%x 10
16, E-1 2400 a 10% 16
17. g2 FaIH} @ 11%16
I K. F.l el 1] 17% 16
19, & 11 1) 28X 10
20, A-| 280 2 18X
2 -3 =0y 1 43X 10"
22 H-1 1400 20 9% 10
23 H-2 L&} 2 65 X 10
24, A-2 L} i igxd
5. [-1 b 1] 8% 10
2. [-2 2400 ! m 46X 10
a7, A-] oMb ; ] 11 %10

Surabays, T2 - e — G

Drh gtih Racrusar 51
wip. LA 1 123 608
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Lamopiran & Data Lengkap Sampel Penelitian
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Lampiran 7 Hasil Analisis Statistik

Uji alur hukungan antara berbagai variabel pads kerangka konseplual

Uji alur hubungan dari berbagai vanabel yainw: “probiolk™ yang diwakibh oleh
Lactobacilfus vhammases OF dan Lacfebacifius planrarum 5, “respons imun imengie ™
vang diweakili TLR2, TLR 4 dan MF-xB; “respon imun adaptif™ yang diwakili 1L-2, [FN-
v 1L-10, TGE-B, IL-4, IL-5 IgE, |gGz, dan IgA scrta “reaksi alergi”™ vang diwakil aleh
histarin dan skor gejala (menggunakan Uji Korclasi Kendall Tau).
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. Correlafion is segeficant a the 0 01 kevel (2-1iked).

Disertasi Imunoregulasi TH 1, TREG Dan TH2 Melalui TLR2 Dan TLR4... Anang Endaryanto



Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

[11. Hubungan pemberian L4GG dengan ekspresi TLRD dan TLR4
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Uji Efek Intcraksi Prabiotik dengan Inbibitor TLR

e

__________

Wi elek inleraksi anlara variabel “probiotik™ dengan vanabel “inbitator TLRT
[mengpunakan ANOVA-Type Suatistic (ATS) urtvk Non Parametric Factorial Design
{5hah dan Madden, 2004: Brunncr of af.. 997}
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