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RINGRKASAN

Mekanisme Peninglatan Apoptosis Trofoblas Menent Bunting Terinfeksi
Toxoplasma gondii Melalui Peninghatan Sel Desidua penghasil IFN-y dan TNF-a
serta ‘I'rofloblas Penghasil Fas dan TNFR-1

Lawcia To Suwant

Mekanisme apaptosis trofoblas mencit bunting yang terinfoksi  foxoplasme
gerdyi belum dikelahwi dengan jelas. Diperkirakan mekanisme melalui peningkatan
sel penghasy] TFN-y dan TNF-u di desidua serta Fas dan TNFR-1 di trofoblas

Empal pulub delapan mencit Swiss bunting dibape menjadi & kelompok
perlakuan. Kelompok [ menctt umur kebuntingan minggu pertama tidak dunfeksi dan
kelompok 1 umur kebuntingan minggn pertama ditnfeksi, Kelompok [ mencit umur
kebuntingan minggu kedua vdak dinfeksi dan kelompok 1V umur kebuntingan
minggu kedua diinfeksi. Kelompok V mencit wmur kebuntingan minggu ketiga tidak
diinfeksi dan kelompok V1 umur kebuntingan minggu ketiga diinfeksi. Infeksi
dilakukan sccara intraperitoneal dengan dosis 1x10° takizoit tiap mencit, Empat hari
setefah infekst mencit dikorbankan, diambil plasenta untuk dilakukan pengamatan
terhadap mdeks apoptosis trofoblas, ekspresi TFN-y dan TNF-¢ di desidua sera
eksprest Fas dan TNFR-1 di trofoblas. Penentuan indeks apoptosis trofoblas dengan
TUNELL ASSAY menggunakan Apepiotic kit Apop tag | sedangkan chsprest [FN-y,
TNF-¢, Fas dan TNFR-1 dengan pewarnaan imunchistokimia. Pengamatan dilakukan
di bawah mikroskop dengan perbesaran 400 kak dan dari setiap siide ditentukan 6
lapang pandang secara acak scbagai daerah pengamatan Data dianalisis dengan
MANGV A dan Analisis Disknminan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat perbedaan respons inflamasi
plasenta antara mencit yang diinfeksi dan yang tidak dunfeksi (Wilks' Tamda 0,060
dan p<0,05). Respons inflamasi plasenta ditentukan berdasarkan pengamatan indeks
apoptosis trofoblas, persentase jumlah limfosit desidus penghasil IFN-y, persentase
makrofag  desiduz penghasil TNF-u, persentase jumlah sel trofoblas vang
mengekspresikan Fas dan TNFR-1. Setiap vanabel pengamatan berperan terhadap
perbedaan respons inflamasi plasenta. Terjadi peningkatan indeks apoptosis, ekspresi
IFN-y, TNF-a , Fas dan TNFR-1 yang tajam pada kelompok mencit yang diinfeksi
Dengan Up LSD terdapat perbedaan pada setiap kelompok perlakuan..

Indeks apoptosis trofoblas pada mencit yang diinteks: 7igondii apabila
dibandingkan dengan kelompok vang tidak diinfeksi menunjukkan perbedaan yang
nyata. Pada mencit kelompok umur kebuntingan minggu pertama Yndeks apoptosis
trofoblas meningkat dari 9,33% menjadi 40,199 (4,3 kail), pada minggu kedua dari
10,19%%% menjadi 49,11% (4,8 kali) dan pada mengg ketiga dan 32.46% menjadi
30.08% (1,5 kali). Dengan uji 1.5D terdapat perbedaan pada tiap kelompok perlakuan.
Baik pada kelompok mencit yvang diinfeksi maupun vang tidak diinfeksi terlihat
peningkatan indeks apoptosis  sgjalan dengan umur kebuntingan dan perbedaan
lersehut sangat nyata {(P<0,01) kecuali padz kelompok mencit tidak dunfeksi umur
kebuntingan runggu pertama dan kedua secara statistik idak berbeda nyata {p = 0,05)

Jumlah limfosit desidua yang menghasilkan II'N-y pada kelompok mencit yang
teninfeksi terhihat tegadt peningkatan dibanding dengan kelompok tidak diinfeksi Pada

Xl
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umur kebuntingan minggu pertama meningkat dari 32,03% menjadi 48,18% (1,5 kali),
pada minggu kedua dari 27,67% menjadi 39,32% (1,4 kali) dan pada minggu ketiga
dari 16.74% menjadi 48,31% (2,9 kali). Dengan Uji LSD, jumiah limfosit desidua
yang menghasilkan IFN-y pada kelompok mencit tidak diinfeksi menurun sejalan
dengan umur kebuntingan, sedangkan pada kelompok terinfeksi umur kebuntingan
pertama tinggi kemudian menurun pada minggu kedua dan meningkat pada minggu
ketiga. dan jumlah limfosit desidua yang menghasilkan JFN-y pada minggu pertama
tidak berbeda nyata dengan minggu ketiga

Persentase jumlah makrofag yang menghasilkan TNF-o: pada mencit yang
diinfeksi 7. gondii pada umur kebuntingan minggu pertama meningkat dan 23.9%%
menjadi 35.59% (1,5 kali), pada minggu kedua dari 14,12% menjadi 30,47% (2.2 kah)
dan pada minggn ketiga dari 10,64% menjadi 30,18% (2,8 kali). Pada mencit yang
tidak diinfeksi dan diinfeksi ekspresi TNF-cu. tertinggi pada kebuntingan minggu
pertama dan mulai menurun pada umur kebuntingan minggu kedua dan ketiga
Persentase jumiah makrofag vang menghasilkan TNF-a: pada minggu pertama
berbeda nyata dengan persentase TNF<x: pada umur kebuntingan minggu kedua dan
ketiga, tetapi ekspresi TNF-ce: pada kelompok umur kebuntingan minggu kedua dan
ketiga tidak berbeda

Persentase jumnlah trofoblas yang mengekspresikan Fas meningkat tajam pada
kelompok mencit yang diinfeksi 7% govdii apabila dibandingkan dengan kelompok
tidak terinfeksi, kelompok nmur kebuntingan minggu pertama meningkat dari 3,65%
menjadi 27,11% (7.4 kali), pada minggu kedua dari 5,37% menjadi 38,50% (7,2 kali)
dan pada minggu ketiga dari 11,64% menjadi 41,44% (3,6 kali). Ekpresi Fas: pada
kelompok mencit yang tidak diinfeksi pada kelompok umur kebuntingan minggu
pertama dan kedua tidak berbeda nyata tetapi kedua kelompok tersebut berbeda nyata
dengan kelompok umur ketruuntingan minggu ketiga. Pada kelompok mencit terinfeksi,
ekspresi Fas pada kelompok umur kebuntingan minggn pertama berbeda nyata dengan
kelompok umur kebumtingan minggu kedua dan ketign, tetapi kelompok ummur
kebuntingan minggu kedua dan ketiga tidak berbeda nyata.

Persentase jumlah trofoblas yang mengekspresikan TNFR-1 pada mencit yang
diinfeksi apabila dibandingkan dengan kelompok mencit yang tidak diinfekst terlihat
ada peningkatan. Peningkatan tersebut adalah: pada kelompok umur kebuntingan
minggu pertama meningkat dari 10,40% menjadi 35,01% (3,4 kali), pada mingpu
kedua dart 13,94% menjadi 35,28% (2,5 kali) dan pada menggi ketiga dari 13,97%
menjadi 33,52% (2,4 kali). Umur kebuntingan tetlihat tidak berpengaruh pada ekspresi
TNFR-1. Ekspresi TNFR-] pada umur keburntingan minggu pertama, kedua dan
ketiga tidak berbeda nyata

Pola respons inflamasi plasenta pada kelompok umur kebuntingan minggu
pertama didominasi oleh variabel indeks apoptesis trofoblas dan eksprest IFN-y. Pola
respors inflamasi plasenta pada kelompok umur kebuntingan minggu kedua
didominasi oleh variabel indeks apoptosis trofoblas Pola respons inflamasi plasenta
pada kelompok urmwr kebuntingan minggu ketiga didominasi oleh variabel ekspresi
IFN-y. dan Fas

Mekanisme peningkatan apaptosis trofoblas mencit bunting akibat infeksi
Toxoplasma gondii melalui peningkatan persentase jumlah limfosit desidua penghasil
TFN-¥ dan peningkatan jumlah persentase trofoblas yang mengekspresikan Fas.

XK
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SUMMARY

The Mechanism of the Increase of Trophoblast Apoptosis
in Toxoplasma gondii-Infected Pregnant Mice Thraugh The [ncrease of Decidual
Cell Producted IFN-y and TNF-q, and Trophoblast Cell Prodocted Fas and
TNFR-1

Lucia Tri Suwarnt

The mecharusm of trophoblast apoptosis In Foxoplasma gondii-infected
pregmant mice has not been fully understood. Tt was thought that the mechanism could
be explained with the increase of IFN-y and TNF-u expression in decidua as well as
Fas and TNFR-1 expressian in trophoblast

Forty-cight pregnant Swiss mice were divided imo 6 groups. Group 1, first week
pestation non-infected mice. Grouwp TI, first week pestation infected mice. Group I11,
secand week gestation non-infected mice, Group TV, second week pestation infected
mige. Group V, third week pgestation non-infected mice. Group VI, third week
gestation infected mice. Mice were infected with 1x10° doses by intrapentoneal. Four
days post infection, mice were sacnficed, placenta was removed for observation
trophaoblast apoptosis index and [FMN-y, TNF-¢, Fas and TNFR-1 expression. TUNEL
ASSAY with Apoptotic kit Apop tag was used to observe trophoblast apoptosis index
and immunohitochemistry was used to observe the 1FN-y, TNF-a, Fas and TNFR-1
expression. The data were analysed by MANOVA and Discriminant Analysis.

The result showed that inflammatory respenses of placenta were significantly
difference (Wilks' Lamda 0,060 and p < 0.05) between infected mice and non-infected
mice. The inflammatory responsc of placenta were determined based on trephoblast
apoptosis index and [FN-y, TNF-a, Fas and TNFR-1 expression, By LSD post hoc
test, all groups were significantly different. All vanables {trophoblast apoptosis index
and IFN-y, TNF-o, Fas and TNFR-1 expression) were ingreasing in infected mice.

Trophoblast apoptosis index on first week gestation in infected mice increased
4.3 times (from 9.33% to become 40.19%4); second week gestation in infected mice
increased 4.8 times (from 10.1%% to become 49.11%) and third week gestation
infected in mice increased 1.5 tmes (from 32.46% to become 50.08%). Trophoblast
apoptosis index increased through gestation old.

IFN-y expression in the first week gestation infected mice increased 1.5 times
{from 32.05% to become 48.18%}, in second week gestation, the increase was 1.4
umes (from 27.67% became 39.32%) and in the third week gestation, the increase
was 2.9 tmes (from 16.74% to become 4831%). In non-infected mice, [FN-v
expression decreased along with gestational age. However, in infected mice, the
expression was high  at the first week gestation, decreased at the second week, and
increased again at the third week pestation.

In infected muce, TNF-¢x expression, in first week gestation, increased | 5 times
{from 23.99% to become 3559%%); in second week gestation incressed 2.2 times
(from 14.12% to become 30.47%) and in third week gestation increased 2.8 times
(from 10.64% to become 30.18%). In non infected mice, TNF-x expression in first
week gestation was highest and significantly different with in the second and third, but

Xl
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in the second was not significantly different wath the third week pestation. Its also
were seeql in the infected mice,

Fas expression in first week gestation infected mice incrcased 7.4 times (from
3.65% to become 27.119%); in second week mereased 7.2 times (from 537% to
become 38.50%) and in the third week increased 3.6 tmes (from 11.64% to become
41 44%). In non-nlecied mice, Fas expression, 1n first week gestation was not
signficantly different with in the second, but in the first and the second were
significantly different wath in the third week gestation. However, in infected mice,
Fas expression in first week gestation was significantly different with in the second
and the third, but in the second was not sigmificantly different wath in the third week
gestation.

TNFR-1 expression in first week gestation infected mice increased 3.4 times
{from 10.40% to become 35.01%); sccond week gestation infected mice increased 2.5
bmes (from 13.94% to become 3528%) and third week gestation infected mice
increased 2 4 times {from 13.97% to become 33.52%)

There were 3 paitems of inflammatory response of placenta at different
gestational age. The predominant variables in the pattern of inflammatory response of
placema in the first week gestation in infected mice were trophoblast apoptosis index
and TFN-y expression, at the second week gesiation were trophoblast apoptosis index
and at the third week gestation were TFN-y. and Fas expression.

This study concluded that mechanism of increasing tophoblast apoptosis in
Toxopiavma gondi-infected pregnant muce 15 directly affected by the over expression
IFN-y at decidual lymphocyte and Fas at trophoblast.

X
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ABSTRACT

The Mechanism of the Increase of Trophoblast Apoptosis
in Taxoplasma gondii-Infected Pregnant Mice Through The Encrease of Decidual
Cell Producted IFN-y and TNF-a and Trophoblast Cell Producted Fas and
TNFR-1

Lucia Tri Suwanti

The main pwpese of this study was to discover the mechanism of increasing
trophoblast apoptosis in Foxoplasma gondii-infected pregnant mice.

Forty-eight pregnant Swiss mice were divided intc & groups. Group 1, first week
gestation non-infected mice. Group IL first week gestaticn infected mice. Group IIL
second week pestation nen-infected mice. Group IV, second week gestabon infected
mice. Group V, third week pestation non-infected mice. Group VI, third week
gestation infected mice. Mice were infected with 1x10” doses by intraperitoneal. Four
days post mfection, mice were sacrificed, placenta was removed for observation
trophoblast apoptosis index and IFN-y, TNF-a, Fas and TNFR-1 expresston. TUNEL
ASSAY was used to cbserve trophoblast apoptesis index and immunobitechemistry
was used to observe the IFN-y, TNF-a, Fas and TNI'E-1 expression. The data were
analysed by MANOVA and Discriminant Analysis.

The result showed that mflammatory responses of placenta were significantly
difference (Wilks' Lamda 0,060 and p < 0.05) between infected mice and non-infected
mice. The inflammatory response of placenta were determined based on tropheblast
apoptosis index and IFN-y, TNF—, Fas and TNFR-1 expression. By LSD post hoc
test, all groups were signaficamtly different. All variables (irophoblast apoptosis index
and TFN-y, TNF-u, Fas and TNFR-1 expression) were increasing in infected mice.

There were 3 pattemns of inflammatory response of placenta at different
gestational age. The predominant vaniables in the pattern of inflanunatory response of
placenta in the first week gestation in infected mice were trophoblast apoptosis index
and IFN-y expression, at the sacond week gestation were trophoblast apoptosis index
anx] at the third week pestation were IFN-y. and Fas expression.

This study concluded that mechamsm of ncreasing tophoblast apoptosis n
Tonoplasma gondiianfected pregnant mace is directly affected by the over expression
IFN-y at decidual lymphocyte and Fas at trophoblast.

Keywords: Toxopiasma gondii, trophoblast apoptosis, IFN-y, TNF-q, Fas, TNFR-1
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Peningkatan apoptosis trofoblas merupakan keadaan patologis dan
merupakan ciri dari penolakan troloblas sehingga dapat menyebabkan kegagalan
kebuntingan, antara lain berupa abortus, lahir mati dan beral lahir nngan
(Aschkenazi ¢f af, 2002, Smith ef af, 1997c). Pada kasus infeksi foxoplasma
gondit juga terjadi kelainan kebuntingan berupa: resorpsi fetus, abortus, lahir
mati, kematian bayi, lahir lemah dan kelainan kongenital, tergantung pada umur
kebuntingan saat mendapatkan infeksi (Dubey ef @i, 1998, Dupouy-Camet, 2002,
Ghaffar, 2001; Pedatric Database, 1994, Weissmann, 2003, Wyler, 1990)
Kegagalan kebuntingan karena infeksi 7. gondii bukan hanya karema fetus
terinfeksi (tertular} (Jenum ef af, 1998), tetapi lebih karena pengaruh tidak
langsung dari aspek imunobiokemis berupa peningkatan IFN-y, aktivitas caspase-
3 dan apoptosis trofoblas (Sardjono, 2005) dan dalam penstiwa tersebut respons
imun terhadap 7. gondii memegang peranan penting {Denkers dan Gazzmells,
1998). Sampai saat ini mekanisme peningkatan apopiosis trofoblas akibat infeks:
7. gondii yang mendasari abortus belum jelas.

Secara umum infeksi 7. gondi bersifat asimtomatis, tetapi secara serologis
prevalensi toxoplasmosis cukup tinggi, baik pada manusia maupun hewan. Ih atas
telah diuratkan resiko infeksi ° gondii. Menurut Ghaffar (2001) kejadian infeksi
kongenital karena 7. gondit sekitar 1-5 per 1000 wanita hamil, kejadian aborius 5-
10%%, 8-10% mengakibatkan kerusakan otak dan mata yang senus dan 10-13%

bayi akan mengalami gangguan penglibatan. Lima puich delapan sampai tyuh

E! e
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puluh persen wanita yang terinfeksi melabirkan bayi terlihat normal saat
kelahiran, tetapi setelah anak berumur beberapa bulan sampai beberapa tzhun
akan menunjukkan gejala berupa retardast mental, kelainan mata ringan sampai
buta dan hidrosefaius (Dupouy-Camet, 2002; Ghaffar, 2001). Pada penderita
AlIDS, infeksi Toxoplasma menyebabkan encefalitis fatal (Wyler, 1990). Selain
resiko tersebut, kerugian secara ekonomis yang ditimbulkan akibat toxoplasmosis
kongenital ini cukup besar. Perkiraan kerugian secara ekonomis dipaparkan oleh
Robert dan Frenkel (1990) sebagai berikut: kehilangan income per kapita
beberapa negara berkisar $ 0,2 - 5.8 tnlyun. Estimasi kehilangan biaya untuk
perawatan dan biaya pendidikan anak yang terlahir dengan toxoplasmosis
kongenitai antara $ 116 juta sampai $ 2.8 trilyun dan estimasi biaya pengobatan
kelainan mata kongenital antara $ 368 juta sampai $ 8,7 trilyun.

Di dunia peternakan, infeksi 7. gondii juga banyak menimbuikan masalah
berupa kelainan patologis fetus dan infeksi T, gondii merupakan penyebal utama
kejadian abortus kambing serta domba (Dubey ef af,, 1998). Kelainan patologis
fetus berhubungan dengan umur kebuntingan saat terinfeksi, dan kelainan tersebut
dapat berupa resorpsi fetus, mumifikasi fetus, abortus, lahir raati, dan tahir lemah
(Weissmann, 2003). Frekuensi kejadian abortus dan kematian fetus dari induk
domba yang terinfeksi 7. gondii cukup tinggi, kejadian anak domba lahir dalam
keadaan hidup jarang terjadi (Duncanson er af, 2001). Menurut Dubey dan
Kirkbirde (1990), 65% dari 1564 ekor domba di Amerika Utara yang diperiksa
positif toxoplasmosis dan lebih dari 25% domba mengalami abortus. Menurut
Spronk (2000), dalam satu kelompok kawanan domba, kejadian abortus akibat

infeks1 7. gondii berkisar 5-50%, sehingga mengakibatkan penurunan panen 15-

2
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20 %. Kejadian abortus pada ternak menycbabkan penurunan populasi ternak,
sehingga pemenuhan akan kebutuhan hamil dari ternak udak terculupi dan
menimbulkan kerugian secara ekonomis bagi peternak,

Kciadian toxoplasmosis di Indonesia, baik pada manusia maupun hewan
sangat bervariasi. Menurut hasil rangkuman Dachlan (1999), secara scrologis
prevaienst toksoplasmosis pada manusia berkisar antara 2-63% dan mepunu
beberapa peneliti, secara serologis kejadian toxoplasmosis pada kambing yang
dipotong di RPH Tuban, Jawa Timar, 20,6% (Maslachak, 199), di RPH
Surabaya 42,4% dan di Malang 40% (Sasmita, 1591}, kambing vang dijual
sebagal sate di Surabaya 46% (Supribati dkk., 1998). Secara parasitoiogs, 20%-
40% daging kambing dan 30% ayam ¢ pasar Surabaya positif mengandung kista
jaringan {Mufasinn dan Suwanti, 2001; Suwanh dkk, | 2003)

Mengingat kerugian yang diiimbulkan cukup besar dan kasus toxoplasmosis
di Indonesia eukup tinggi maka sangat diperlukan usaha pengendalian meliputi
pencegahan dan pengebatan. Memurut Holliman ef af. {1995), pilihan pencegahan
termasuk pendidikan kesehatan, imunisasi dan screening terhadap ibu hamil dan
bayi memerlukan biaya cukup banyak sedangkan menurut Abholz (1993), biaya
yang dikeluarkan untuk program screening jauh lebih tinggi dibandingkan dengan
keuntungan yang diperoleh. Sedanpgkan efektifitas pengobatan dari berbagai
penelitian membenkan hasil yang tidak sama (Rev. Wallon er al, 1999)
Bersumber dari penelitan mulai tahun 1966-1995 diperoleh hasil dua versi yang
kontradiktif. Pertama, pengobatan efektif menurunkan penularan dari ibu ke anak
dan kedua, pengobatan tidak efektif Menurut Sciammarella (2001), pengobatan

prenatal masth mempunyai peluang terjadi penularan kongenital sebesar 2525

5
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Dari data tersebut dapat diartikan bahwa pengobatan masih perlu dievaluasi.
Untuk kesuksesan pengobatan dan pencegahan tentu diperlukan pengetahuan
mengenai penyakit, penyebab dan kondisi pasien, termasuk mekamsme
imunopatogenesis khususnya mekanisme apoptosis trofoblas akibat infeksi
Toxoplasma  pada  saat  kebuntingan, Menurut  Dupouy-Camet (2002}
imunopatogenesis  toxoplasmosis  selama kebuntingan belum sepenuhnya
dipahami.

Sampai saat ini kajian apoptosis akibat infeksi foxoplasmea yang pernah
dilaporkan lebih banyak pada penelitian in vitre (Channon ef af., 2002; Goebel et
al., 1999 Goebel ez af |, 2001; Hisaeda et af., 1997, Mash ef al | 1998 Wei ef al.,
2002). Semua penelitian in vitro tersebut bertujuan umuk mengetahui pengaryh
infeksi I gondii terhadap hambatan apoptosis sel terinfeksi, karena 7. gondii
mempertahankan diri dengan cara menghindari apoptosis sel terinfeksi. Apoptosis
justru lebih banyak terjadi pada sel yang tidak terinfeksi, sedangkan kematian sel
terinfeksi lebih banyak secara nekrosis (Mordue er af., 2001). Penelitian pengaruh
infeksi T. gondii terhadap apoptosis secara im wivp yang pernah dilaporkan
meliputi: apoptosis di impa (Gavrilescu dan Denkers, 2001; Khan ef al | 1996,
Mordue et al, 2001), hati (Mordue et af, 2001), otak {Deckert-Schliiter ef af.,
1998, Shen ef al., 2001, Schliter er al., 2002), intestinal (Liesenfeld ef af., 1996),
mata (Hu et af, 1999, Shen er al., 2001). Sedangkan laporan kajian infeksi I
gondii yang berhubungan dengan histopatologis uterus dan plasenta yang pernah
dilakukan kebanyakan tidak mengamati kematian sel secara apoptosis tetapi
nekrosis. Penelitian tersebut menggunakan kewan coba babi, domba, kambing dan

kucing. (Buxton dan Finlayson, 1986; Dubey ef al., 1990, Dubey ef af, 1996,

4
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Haskell, 2001) Baru pada tahun 2005 terungkap bahwa infeksi I. gondii
berpengaruh terhadap apoptosis trofoblas (Sardjono, 20005). Dikatakan bahwa
apoptosis trofoblas berhubungan tidak langsung dengan peningkatan IFN-y dalam
serum. Perubahan lingkungan mikro (lokal) di plasenta akibat infeksi 7. gondii
yang langsung berhubungan dengan peningkatan apoptosis trofoblas belum
pernah dilaparkan.

Meskipun menurut Mordue et af. (2001) apoptosis lebih bersifat
konsekuensi sekunder dari patogenesis infekst 7. gondii, tetapi menurut peneliti,
apoplosis pada trofoblas akibat infeksi 7. gomdii perlu dikaji karena justru
konsekuensi tersebut kemungkinan membawa dampak penolakan trofoblas cleh
respons imun maternal sehingga dapat menyebabkan komplikasi kebuntmgan.
Melalui paradigma imunopatobiologi diharapkan dapat mengungkap efek mfeks:
1. gondii terhadap respons inflamasi plasenta dan mekanisme peningkatan
apoptosis trofoblas akibat infeksi 7. gondii pada mencit bunting.

7. gondii adalah protozoa intraseluler obligat, seperti patogen intraseluler
tainnya, 7. gondii membangkitkan respons imun seluker lebth dominan dibanding
dengan respon humoral (Denkers dan Gazzineili, 1998, Johnson, 1990}
Kemampuan T, gondii membangkitkan respons imun seluler dicirikan dengan
respons yang kuat ke arah Th yang ditandai dengan produksi sitokin Th1 antara
lain IFN-y dan IL-2. Respens tersebut diperlukan oleh induk semang untuk
bertahan hidup melawan infeks: 7. gondii. Peningkatan IFN-y dimaksudkan untuk
membunuh parasit, tetapi peningkatan sitokin Thl tersebut justru merugikan bagi
fetus karena induksi respons sitokin Thl yang kuat pada fefal-maternal interface

menyebabkan penolakan fetus. {Peltier, 2003; Wegmann e/ af., 1993) Pada infeksi

3
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7. gondii, IFN-y tidak hanya dihasilkan oleh Th] saja tetapi juga oleh sel NK dan
set T sitolitik (sel T CD8+) (Denkers dan Gazzinelh, 1998). Menurut hasil review
Denkers dan Gazzinelli (1998) makrofag yang terinfeksi 7. gondii memproduks:
[L-12 yang dapat mengaktifkan sel NK untuk memproduksi IFN-y dan
defercnsiasi limfosit T helper {Th) menjadi sel Thl. Sel Th | memproduksi IFN-y
dan 1L-2. Makrofag scbagai APC mengekspresikan MHC 1 sehingga ditangkap
oleh reseptor sel T CTL. Sitokin IL-2 yang dihasilkan mendorong sel T CTL
untuk memproduksi 1IFN-y. 7. gondii menginfeksi semua tipe sel (Dubey ef al.,
1998: Johnsen, 19990} termasuk berbagai sel di uteroplasenta, maka diasumsikan
reaksi seluler akibat infeksi T gondii juga terjadi di uteroplasenta. Populas)
lenkosit di uteroplasenta adalah makrofag, sel NX, sel T CTL (set T CD8+} dan
sel T CD4+ (Th) (Vince dan Johnson, 2000} dan diperkirakan aktivasi sel tersebut
menyebabkan apoptosis trafoblas, Hal ini didasarkan pada pendapat Olivares ef
al (2002) bahwa limfosit desiduz yang teraktivasi dapat memicu apoptosis
trofoblas dan mengakibatkan sbortus, Aktivasi lenkosit desidua cleh infeks: 7.
gondii diperkirakan berbubungan dengan peningkatan apoptosis trofoblas.
Apoptosis trofoblas akibat infeksi T. gondii diperkirakan melalui dua jalur.
Produksi IFN-y oleh berbagai sel di uteroplasenta (sel NK, CTL dan Thl) akan
memicu makrofag memproduksi TNF-o. Menurut Baines {2002), pada keadaan
infeksi sel NK uterus teraktivasi menghasilkan JFN-y dan TFN-y yang dithasilkan
sel NK memicu makrofag memproduksi TNF-¢. Peningkatan eksprest TNF-u di
uteroplasenta memicu kematian plasenta (Gorivodsky ef af., 1998} dan kematian
plasenta terjadi secara apoptosis, karena TNF-a (sebagai ligan) dapat memicu

apoptosis sel dengan cara mengaktifkan reseptor TNF satu (TNFR-1} permukaan

6
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membran {Rayet ef af., 1998) yang dimiliki trofoblas (Dumur ef af., 2001; Phillips
et al, 2001). lkatan TNF-a dengan TNFR-1 vyang dimiliki trofobias
mengakibatkan trofoblas mengalami apoptosis.

Jalur kedua melahu ikatan Fas dan Fas Ligan. IL-2 yang dibasilkan Thi,
mengaktifkan sel T CTL. dan sel NK desidua mengekspresikan Fas Ligan
{(Goldsby et @i, 2000, lkatan Fas Ligan sel T dan NK dengan Fas yang dimiiiki
cleh trofoblas memicu kejadian apoptosis trofoblas (Dumur ef of., 2001, Phillips
et af , 2001} Dalam keadaan kebuntingan normal, trofoblas mengekspresikan Fas
dalam kadar yang sangat rendzh dan tahan terhadap induksi apoptosis, tetap
keberadaan IFM-y dan TNF-a di lingkungan mikro plasenta, sebagai respons imun
terhadap infeksi 7. gondii, akan meningkatkan ekspresi Fas dan trofoblas menjadi
lebih peka terhadap induksi apoptosis cleh Fas (Aschkenazi e af, 2002,
Balkundi, et al, 2003).

Kadar hormon stercid, terutama estrogen dan progesteron, meningkat
secara tajam selama kebuntingan. Estrogen dan progesteron diproduksi oleh
plasenta Pada awal kebuntingan, progesteron diproduksi oleh corpus luteun,
tetapi pada kebuntingan lanyut produksi progesteron didominasi oleh plasenta.
Sejalan dengan umur kebuntingan produksi progesteron dan estrogen meningkat
secara bertahap sampai masa akhir kebuntingan. Konsekuensi dari peningkatan ini
membawa pengaruh besar terhadap sistem imun maternal, baik respens imun
adaptif maupun alami, Kedua hormon tersebut menekan sel imun seperti sel NK
dan sel T. Estrogen menekan aktivitas sitolitik sel NK. Progesteron menekan
akirvitas sitolitik NK, menurunkan jumlah sel NK, menghambai aktivitas sitolitik

limfosit T, menghambat proliferasi limfosit T, menghambat perkembangan sel
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Th1 dan meningkatkan perkembangan sel Th2. (Dosiou dan Giudice. 2005,

Roberts er af, 2001, Spencer, 2004)

1.2 Rumusan Masalah

Dari uraian di atas dapat ditarik ramusan masalah schagal berikut:

Apakah terdapat perbedaan respons inflamasi plasenta antara mencit yang
diinfeksi 7 gonedii denpan mencit yang tidak diinfeksi, baik pada umur
kebuntingan minggu  pertama, kedua maupun  ketiga, berdasarkan pada
peningkatan persentase jumlah limfosit desidua penghasil 1EN-y, persentase
jumlah makrofag desidua penghasil TNF-g, persenlase jumlah trofoblas yang

mengekspresikan Fas dan TNFR-1 serta indeks apoptosis trofoblas?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum
Mengungkap mekanisme peningkatan apoptosis trofoblas akibat

infeksi I. gondii pada mencit bunting.

1.3.2 Tujuan khusus
1. Membuktikan terdapat perbedaan respons inflamasi plasenta antara
mencit vang diinfeksi 7. gondii dengan mencit yang tidak diinfeksi baik
pada umur kebuntingan minggu pertama, kedua maupun ketiga,
berdasarkan pada peningkatan persentase jumiah limfosit desidua

penghasil IFN-v, persentase jumlah makrofag desidua penghasit TNF-a,

3
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persentase jumlah trofoblas yang mengekspresikan Fas dan TNFR-1
serta indeks apoptosis trofoblas.
2. Mengetahui pola respons inflamasi plasenta mencit terinfeksi 7. gondii

pada umur kebuntingan minggu pertama, kedua dan ketiga.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat teoritis
Hasil penclitian ini diharapkan menambah informasi mengenai -
1. Mekanisme peningkatan apoptosis trofoblas karena infeksi 7. gondis
nada mencit bunting,
2. Pengaruh infeksi 7. gondii terhadap respons inflamasi plasenta dan

pola respons inflamasi plasenta yang terbentuk.

1.4.2 Manfaat praktis
Peningkatan apoptosis trofoblas merupakan keadaan patologs dan
merypakan ciri dari penolakan trofoblas sehingga dapat menyebabkan
kemplikasi kebuntingan berupa abortus, lahir mati dan berat lahir ringan,
sehingga dengan pemahaman mekanisme pemingkatan apoptosis trofoblas
pada kasus toxoplasmosis dapat dijadikan dasar pengembangan diagnosis
dimi  dan pencegahan komplikasi kebuntingan pada penderita

toxoplasmosis baik pada manusia maupun ternak.

9
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BAB2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Infeksi Toxeplasma gondii
2.1.1 Toxeplasma gondis

Toxuplasma gondin merupakan parasit proiczoa intrascluier obligat yang
dapal menginfeks: semua mamalia dan semua bangsa burung. Menurut Jonson
(1990), /. gendii merupakan salu-satunya spesies yang patogen dari genus
foxeplasmea dan menurul Levine (1985), ¥ gondii diklasifikasikan ke datam
filum Apicomplexa, kelas Sporozoasida, Subkelas Coceidiasing, Ordo
Eucocadionda, Subordo Eimeriorina dan Famili Sarcocstydae.

Penyakit akibat infeksi 7. gondii disebut toxoplasmosis, bersifat zoonotik
dan pada umumnya asimtomatis, Menurst Wyler (1990} infeksi pada manusia,
toxoplasmosis akan menimbulkan masalah klinis yang serfus pada dua keadaan,
yaitu; pada penderita kelainan imunitas, seperti AIDS, dan pada wanita hamil.
Pada pendenta AIDS toxoplasmosis dapat menyebabkan encephalitis fatal,
sedanglkan apabila menginfeksi wanita hamil, dapat mendatangkan resiko yang
serius lerhadap bayi dalam kandungan berupa abortus dan kelainan kongenital.
Pada hewan betina, infeksi 77 gonedii, menyebabkan kegagalan reproduksi, berupa
resorpst fetus, mumifikasi fetus, abortus, lahir mati, lzhir lemah dan penularan

pada fetus (Buxton 1998, rev. Dubey ef af | 1998; Weissmann, 2003).

10
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2.1.2 Morfologi dan siklus hidup Toxeplasma gondii

Siklus hidup T gondii baru dapat dijelaskan dengan lengkap pada tahun 1970
meskipun parasit ini telah dikenal sejak 1908. Dalam siklus hidupnya dikenal tiga
stadium . gonedii. takizoil, bradizoit (kista janingan), dan sporozoint {ookista)
Pada saat infeksi akut, takizoit menginvasi dan berproliferasi dalam sel. Takizoit
menginvasi semua tipe sel. Pada infeksi kroms, bradizoit berada pada kista
jaringan. Sporozoit terdapat datam ookista yang sudah berspora. Qokista
merupakan stadium hasi! perkembangan seksual yang terjadi di epitel usus kucing

dan keluar bersama feses kucing terinfeksi.

mnduk semang utams

(kucmg)

ookasta kelusr bersama
feses kucing

Gambar 1 Siklus midup foxoplasma gondii. (Dubey et af., 1998)

Kucing merupakan induk semang utama sedangkan hewan lain dan manusia

sebagal induk semang antara. Gambar 1 menunjukkan siklus hidup dan { gondii,

il
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Induk semang terinfeksi karena menelan stadium kista dalam daging hewan
terinfeksi atau ookista yang keluar bersama feses kucing. (Dubey af al., 1998,
Frenkel, 1990)

Pada kucing, 7. gondii mengalami siklus perkembangan di intraintestinal
dan ekstraintestinal. Perkembangan di intraintestinal sepert perkembangan
koksidia lain. Qokista atau kista yang tertelan masuk ke dalam usus. Di daiam
usus halus kucing, kista atau cokista 7 g;rJnd:'i mengalami  ekskistas
membebaskan bradizoit/sporozoit. Bradizoit dalam kista jaringan ataupun
sporozoit dalam ookista akan terbebas dengan aksi peristaltik usus dan enzim
pencermakan, Bradizoit alaupun sporozoit akan menembus sel epitel usus dan
berproliferasi secara aseksual (skizogoni) menghasilkan skizon yang berisi
merozoit-merozoil.  Merozoit tipe D dan E berubah menjadi gametosit,
makrogamet dan mikrogamet. Fertilisasi makrogamet oleh mikrogamet
menghasilkan zigot yang disebut cokista. Ookista selanjutnya dilepas ke dalam
lumen wsus dan keluar bersama feses kucing. Periode prepaten {mulai parasit
masuk ke dalam tubuh induk semang sampai ookista keluar) tergantung dan
stadium yang menginfeksi kucing. Apabila yang ditelan ookista atau takizoit,
ookista akan keluar bersama feses 2140 hari setelah penelanan dan apabila yang
ditelan kista jaringan dalam jumlah banyak ookista akan dihasikan 3-6 hari setelah
infeksi, Di luar tubub induk semang, ookista bersporulasi menjadi bentuk infektit.
(Gambaran ockista infeksif adalzh dalam satu ookista benisi dua sperokista dan
tiap sporokista berisi empat sporozoit. {Dubey ef af., 1998; Frenkel 1990 Gaffar,

2001:; Johnson, 1990)
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Di dalam usus kucing, bradizoit ataupun sporozoit juga menembus mukoesa
usus halus, ditangkap oleh makrofag dan meneruskan perkembangan di
ekstraintestinal. Bersama aliran darah dan cairan himfe, 7oxoplasma menyebar ke
berbagai jaringan dan menginfeksi berbagai sel berinti kecuali entrosit. Parasit
mencapai berbagai organ 24 sampai 48 jam setelah infeksi {Dubey er al., 1998).
Pola perkembangan ekstraintestinal selain terjadi dalam kucing juga terjadi pada
induk semang antara.

Takizoit merupakan stadium proliferatif. Pada stadium ini parasit
berkembang sangat cepat dan biasanya tejadi pada saat penyakit berjalan akut
dan mampu menembus semua tipe sel. Pada keadaan akut, ditandai dengan
penyebaran dan pertumbuhan takizeit di intraseluler berbagai organ induk semang
{Channon et af., 2000). Menurut Grimwood dan Smith {1992), dalam tubuh induk
semang, infeks: meluas karena peranan stadium takizeit dan stadium ini dikenai
sebagai stadium invasif Dikatakan selanjutnya bahwa peristiwa invasi takizoit ke
datam sel induk semang melibatkan perlekstan parasit pada membran sel induk
semang dan dikuti dengan pembentuzkan jembatan penghubung {Imtimale
junction). Interaksi aotara membran induk semang dan parasit merupakan
peristiwa penting pada proses invasi. Maolekul permukaan parasit merupakan
determinan dan terlibai pada proses pengenalan dan periekatan parasit pada
membran sel induk semang. Molekul tersebut antara lain P30 atau SAGL. SAGI
mempunyai peranan penting dalam invasi parasit masuk ke dalam sel induk
semang, hal im dibuktikan dengan reaksi netralisasi dengan antibodi moncklanal

terhadap SAG1 akan menghalang: invasi 1. gondii (Grimwood dan Smith, 1996).

13
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Respons imun induk semang akan memigu perubahan bentuk takizoit
menjadi bradizoit. Perubahan ini juga tergantung lingkungan yang memicu,
seperti: pH, temperatur, induks: heat-shock protein (hsp), nirric oxide {NQ) dan
TNF-a (Smith e¢ @i, 1997a). Bradizoit secara lambat membelah dan berakumulas:
dajam jumlah banyak membentuk suatu kista. Kista dapat diketemukan pada
berbagai jaringan terutama di otak dan otot. Dalam sel induk semang, takizoit dan
bradizoit berada dalam vakuola parasitoforosa. Perkembangbiakan kedua stadium
tersebut terjadi secara endodiogeni.

Bradizoit merupakan stadium istirahat. Pada stadium ini parasit tahan
terhadap enzim pencernakan. Perubahan dari stadiom takizoit menjach bradizoit
mervpakan aspek penting dalam patogenesis toxoplasmosis. Oleh Bohne er af
(1995) ditemukan bahwa gen yang berperan pada perubahan takizoit menjadi
bradizoit adalah gen hsp30/bagl. Gen tersebut hanya terekspresi pada benmtuk
bradizoit dan bukan pada takizoit. Hal i juga dibuktikan dengan pembenan
protein hsp30/bagl pada mencit, daya tahan hidup mencit meningkatkan karena

terjadi pembentukan kista 7. gondii lebih cepat (Mur &1 af , 1999).

2.1.3 Somber inftksi dan cara penularap

Pada umumnya orang terinfeksi 7. gondii karena menelan makanan atau
minuman vang terkontaminasi ookistd atau kista jaringan dalam daging ternak
yang terinfeksi (Dubey ef af, 1998; Jonson, 1990). Kucing dapat mengeluarkan
ookista dalam jumlah jutaan setelah memakan rodensta, burung dan hewan lain
yang terinfeksi dan cokista yang keluar bersama feses kucing dapat tahan hidup

beberapz bulan di tanah {Dubey, 2000}

14
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Keberadaan parasit dalam daging merupakan perhatian khusus di bidang
keschatan masyarakat. Dagng yang kurang masak merupakan salzh satu sumber
penularan pada manusia. Setengah dan kasus toxoplasmosis di Amerika Serikat
disebabkan karena memakan daging yang terinfeks: {fones, 2003). Menurut
review Dubey (2000}, Toxoplasma, Lisieria dan Safmonells merupakan agen
patogen penting yang ditularkan mefalul makanan, Daging babi, domba dan
binatang buruan merupakan sumber utama penularan . gondii. Hasil penelitian
Cook ef al. (2000) membuktikan bahwa wanita hami! yang memakan daging
mentah dari sapi, domba dan binatang buruan mempunyai resiko tinggi terinfeksi
T, pondii.

Meskipun di Indenesia belum ada laporan hubungan antara pendenta dengan
sumber penularan tetapi perfu diwaspadai kemungkinan keberadaan laktor resiko
penularan, Hal ini karena dani bebarapa sigi toxoplasmosis, kucing dan termak
terbukti terinfeksi Zoxoplasma baik secara serologis maupun parasitologis.
Beberapa ternak yang telah terbukti terinfeksi antara lain: kambing {Maslachah,
1994, Sasmita, 1997; Supnhati dkk., 1998, Mufasirin dkk, 2000, Mufasi_.:in dan
Suwanti, 2001), babi (Sasmita, 1991) dan ayam (Hermawan dkk, 1988; Mufasinn
dan Suwanti 2002; Suwanti dkk, 2003).

Selain secara peroral, penuiaran dapat secara transplasental. Pada penularan
transplasental yang berperanan adalah stadium takizoit. Penularan transplasental
merupakan bhal vang penting pada manusia dan domba, karena dapat
menyebabkan abortus dan kelainan kongenital Penularan stadium takizoit juga

dapat melalui luka. {Dubey at af., 1998, Frenkel, 1950)
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2.1.4 Galer dan virulensi

Meskipun spesies 7. gondfi merupakan satu-satunya spesies yang patogen
dari genus Toxoplavmu, tetapi mempunyai berbagai vaniast galur yang berubungan
dengan virulensi parasit. Galur yang pernah dilaporkan antaran lain: RH, GTI,
NED, Beverley. PD2, GAll, GGC dan 76K Salah satu cin karaktenstik dari
berbagai galur Toxeplasma terletak pada variasi dalam hal virulensinya. Sebagai
contoh galur RH merupakan galur yang sangat virulen. Galur RH dapat
mematikan mencit yang Lerinfeksi secara eksperimental kurang dari seminggu
sedangkan kebanyakan galur yang diisolasi dari kasus toxoplasmosis kongemital
atau dari hewan merupakan palur avirulen. Apabila galur avirulen diinfeksikan
pada mencit, menyebabkan penyakit kronis yang dicmkan dengan keberadaan
kista pada otak. (Howe ¢f af., 1997)

Setelah dianalisis secara molekuler ternyata terdapat perbedaan isoensim
aniar galur dan sekurangnya ada 5 zymodeme sebagal penentu perbedaan galur
Tsolat yang sangat patogen untuk mencit (contoh galur RH} memihiki zymoeme 1
atau 5. Isolat vang mengakibatkan penyakit kronis pada mencit mempunyai
oymodem 2 {contoh galur Prugnaud, 76K, Med4%, dan Beverley), zymodeme 3
(contoh. C56) atau zymodeme 4, Isolat dari toxoplasmosis kongenital manusia
mempunyai kelima (semua) symodeme tersebut. (Darde ef ai., 1992)

Menurut data sekarang dengan RFLP (Restriction Fragment Length
Polvmorphism) menunjukkan bahwa T, gondii bensi 3 klon garis keturunan yang,
diberi nama [, Il dam lIl. Kelompok I berhubungan denpan zwmrodeme 1,
kelompok 11 dengan zymodeme 2 & 4 dan kelompok 11l dengan zymodeme 3.

Lebih dari 70% kasus toxoplasmosis pada manusia dihubungkan dengan galur
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kelompok IT (Howe ef @f, 1997) Galur kelompok 11 int juga banyak terjadi pada
hewan seperti babi dan domba. Vinilensi akut pada mencit terlihat pada kelompaok
[ (Howe er af, 1996). Selamjutnya oleh Howe er af. (1996) dikatakan bahwa
virulensi akut pada mencit diregulasi oleh daerah yang berhubungan dengan lokus
SAGI pada kromosom VIIL dan 1. gosdii.

Selain perbedaan isoensim, beberapa penulis menemukan perbedaan
kemampuan ckspresi protein stress (Heal shock profeinshisp) yvang berbeda antara
17 gondii palur vang virulen dan avirulen Hsp 70 ki¥a (hsp703} hanya dimiliki oleh
eatur virulen, sedangkan hspo0 dimiliki baik oleh galur virulen maupun avinulen
{Lyons dan Johnson, 1995) dan hsp?70 memainkan peranan pcnting virulensi .
gondii (Lyons dan Johnson, 1998). Dikatakan selanjuinyz bahwa ekspresi hsp?0
drinduksi oleh stres imunoclogis dan protein ini memungkinkan galur virulen tetap
sebagai takizoit tanpa membentuk kista seperti yang terjadi pada galur avirulen,
Menurut Dobbin ef af. (2002} ekspresi hsp70 oleh f. pondii palur virulen,
merupakan strategn pertabanan parasit meourunkan produksi NO oleh sei induk

semang karena NO merupakan parasitidal.

2.1.5 Respons imun terhadap infeksi T. gondii

Infekst . gondii dapat membangkitkan respons imun induk semang
terinfeksl baik secara humoral maupun seluler {Ghaffar, 2001; Johnson, 1990).
Respons imun humoral ditunjukkan dengan pembentukan beberapa kelas antibodi
spesifik dalam serum. Pada infeksi akut, baik pada manusia dan mamalia lain,

ditandai dengan peninpkalan secara sigmifikan antibedi IpA dan 1gM spesifik
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melawan komponen antigenik mayar P30 atau SGAI (Joss, 1995 dalam Dupouy-

Camet, 2002} dan pada fase infeksi kronis dicirikan dengan 1gG spesifik.

A
takizof makrmag ;
1
. ooz . EN-y
'I'NF-\. fAL TS r1S ]
i
- =] hK ;
8.
| -’d_-\
jw-z
LkiT Ol rnEKerEIg '!'
<. IFN-¢
ARG —_— —_—
Thp Tha
IL-12

silivas =2l T kanventional
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takizoit U'-\’ mekroteg e
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ekt ivvasi == T nonkonyventional

Gambar 2: Jalur alternatif induksi sintesis IFN-¥ {Denkers dan Gazzinelli, 1998).

1AY T gonde menginfeksi makrofag. Makrofag menghasillan 1112, TNF-,
iL-18. dan IL-15. Sitokin terscbul menginduksi sel NK. menghasitkan 1FN-
Y. vang dapat mendorong aktivas) makrofag dan meningkatkan aktrvitas
mikrobiostanik mahkrofag

(B} 7. gondd menginfeksi makrofag (APC). APC mempresentast peptida
parasit sel T helper. loterlcukin-2 dan sel Th dan 1L-12 dan APC
mendorong duferensias dart Th ke Thi. Thl menghasilkan [FN-T.

VY 1 gondde mampu mengaktifkan sel T anpa memerlukan 1L-12.

1. gondir merupakan parasil intraseleler obligat, seperti patogen intraseluler
lainnya, 7. gondii membangkitkan respons imun seluler lebih dominan dibanding

respons humeral (Denkers dan Gazzinelli, 1998, Johnson, 1990). Kemampuan 7.
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gondii membangkitkan respons imun seluler dicirikan dengan respons yang kuat
ke arah Thl yang menghasilkan IFN-y. Pada infeksi 7. gondii, [FN-y tidak hanya
dihasilkan olch Th1 saja tetapi juga oleh sel NK dan sel T sitelitik (sel T CD8+).
Gambar 2 menunjukkan jalur alternatif sintesis IFN-y yang dipicu oleh infeksi 7.
gondii. Ada 3 jalur alternatif sintesis IFN-y. Pertama, pada awal infeksi, 7. gondis
pada makrofag merangsang makrofag memproduksi IL-12, TNF-a, IL-18, dan 1L-
15. Bitokin IL-12, bersama-sama dengan 11.-1§, [L-i5 dan TNF-a, merangsang sel
NK untuk memproduksi IFN-y.  Sitokin IFN-y yang dihasilkan sel NK
mengaktifkan makrofag TNF-a. Sitokin 1FN-y bekerja secara sinergis dengan
TNF-a menginduksi ekspresi iNOS, yang menghasilkan NO untuk membunuh 7.
gondii intrascluler. Jalur kedua, pada tahap adaptif, infeksi 7. gondii pada
makrofag ataw APC mendorong produksi 1L-12. APC mempresentasi peptida
parasit melalui MHC II sehingga dikenali cleh sel ThO (sel T CD4'). Sel Th yang
berikatan dengan MHC II memproduksi I1L-2. Sitokin 1L-2 dari sel Th dan IL-12
dari APC mendorong diferensiasi dan ThO menjadi Tht. Sel Th1 menghasilkan
IFN-Y. Jalur ketiga, makrofag atau APC yang terinfeksi mengekspresikan MHC [
sehingga mampn dikenali cleh sel T CTL (sel T sitotoksik atan sel T CD8").
Ikatan sel T CTL deagan APC melalui MHC [ dan keberadaan IL-2 yang
dihasilkan sel Th memicu sel T CTL menghasiikan 1IFN-y.

Pada infeksi kronis, kadar sitokin proinflamaton dari NK menurun, tetapi
karena terdapat banyak populasi limfosit Thl CD4" dan sel T CD8' T yang juga
praduksi IFN-7 maka kadar IFN-y tetap tinggi dalam jangka waktu lama {review
Denkers dan Gazzinelli 1998). Pendapat tersebut diperkuat oleh Prigione ef al

{2000) telah mengkarakterisasi klon sel T yang spesifik terhadap antigen ekskresi-
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sekresi (Excreted-secreted aniigens/SA) dari 1. gondii. Sel tersebut adalah sel T
CD4+. Dikatakan bahwa sel T D4+ imi kemungkinan terlibat dalam
pemeliharaan imunitas terhadap 7. gondii dalam jangka waktu lama pada individu
yang terinfeksi secara kroms.

Menurut has] rangkuman Denkers dan Gazzinelli (1998), induk semang
mampu bertahan terhadap infeksi ¥ gondii melalui dua fase. Pertama, fase awal
{infeks1 akut), pertumbuhan stadium takizont dibatasi oleh IFN-y vang
produksinya dinduksi cleh interlevkin 12 (I1.-12), Pada fase ni sistem imuonitas
alami yang terlibat adalah makrofag dan sel NK. Makrofag vang terinfeksi
takizoit 7. gondii memproduks: 1L-12. [L-12 menginduksi sel NK untuk
memproduksi IFN-y. Produks: 1L.-12 oleh makrofag merupakan mekanisme secara
umum yang mendorong sintesis IFN-y oleh sel NK. Kedua, selama infeksi kronis
atau fase adaptif, limfosit T spesifik terhadap 7. gondii mengeluarkan kadar IFN-y
dalam jumlah banyak, yang ditujukan untuk mencegah reaktivasi kista dan
membersihkan takizoit dan jaringan induk semang. Sitokin IFN-y, penting untuk
aktivasi makrofag dan untuk mendorong fungsi makrofag sebagal mikrobisida.
Makrofag yang teraktivasi akan menghasilkan TNF-a dan NO,

Produksi NG cleh makrofag vang teraktifasi IFN-y sangat tergantung pada
TNF-o (Langermans ef af, 1992} Pada model mencit, IFN-y bersama dengan
TNF-o menjadi perantara efek antiparasitik NO dengan cara meningkatkan
pengaturan ekspresi gitric oxide synthase (NOS) dan produksi NO (Langermans a1
al., 1952 dan Sibley er af, 1991). NO tidak hanya bersifat toxoplasmisidal
langsung, tetapi juga dapat mendorong perubzhan takizoit menjadi bradizoit

(Bohne ef al, 1994). Namun, pada infeksi secara intraperitoneal pengendalian
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pertumbuhan awal 7. gondii tidak tergantung pada produksi NO, tetapi justru NG
penting bagl induk semang dalam mengendalikan parasit pada infeksi yang
persisten {Khan er af , 1998; Scharton Kersten ef al., 1997).

Pada stadium awal infeksi, tidak hanya produksi IFM-y saja yang penting
untuk pertahanan induk semang, tetap pengaturan sel CD4+ juga merupakan saat
penting dalam menentukan akibat penyakit. Hal im dibuktikan dengan pembernan
antibodi anti BFN-y atau anti-scl CD4+ sebelum infeksi oral pada mencit akan
memngkatkan kematian mencit sedangkan apabila pemberian antibodi tersebut
dilakukan 4 hari setelah infeksi akan meningkatkan kelangsungan hidup mencit
{Liesenfeld e al, 1999 dan Liesenfeld ef a/, 1990) Kepekaan mencit C57BL
terhadap infeksi oral 7. gondii dihubungkan dengan produks: IFN-y yang
tergantung sel T CD4+ (Liesenfeld et al, 1996}, Tetapi, perlindunpan selama
infeksi baik infeksi oral maupun parenteral juga dihubungkan dengan produksi
IFN-y oleh sel CD8+ (Chardes et al., 1994; Gazzinelli et af., 1991). Bukti [FN-y
mempunyai peranan penting melawan infeksi, ditunjukkan dengan penelitian pada
mencit terinfeks: yang diobati dengan anti-IFN-y atau mencit tidak mempunyai
gen IFN-y (kmock out) bila diinfeksi dengan I gondii, mencit akan mati (Sher ef
ai., 1995).

Selain IFN-y, TNF-a juga merupakan s#okin penting yang diperlukan
untuk pertahanan induk semang terhadap infeksi 7. gomiu Kalau [FM-y sangat
diperlukan bailk pada fase akut maupun kronis {Rev. Denkers dan Gazzineilj,
1998}, tetapi TNF-a utamanya pada fase infekst kronis, yaitu sewaktu berada pada

sistem syaraf pusat (Deckert-Schluter et af, 1998; Yap et al., 1998).
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Meskipun resistensi terhadap infeksi awal 7. gondii tergantung pada
produksi sitokin  proinflamatenn  (produk dari sel Thl), untuk mengontrel
pertumbuban parasi, tetap: diperlukan pula sitokin regulator {sitokin produk sel
Th2}, untuk membatasi patologi induk semang {Alexander ef a/., 1997, Denkers,
1999). Keseimbangan kedua sitokin ini sangat diperlukan. Hal i1 dibuktikan
beberapa penelitian yang menyimpulkan bairwa, pada mencit defisiens: sitokin
Th2 {1L-4 atau 1L-10), menunjukkan peningkatan kepekaan terbadap infeks: 7.
gondii akut (Gazzinelli et af., 1996 dan Robert ef al, 1996), Selamjuinya
dikatakan, sel ThZ berperan membatasi inflamasi khususnya pada saluran
pencemakan (Chardes ef «f, 1993). Ditunjukkan bahwa meskipun respons Thi
menonjol pada limpa mencit yang tennfekst 7. gondii, pada nodus limfatikus
mesenterika mencit ada kecenderungan ke arah Th2, Menurut Mack dan McLecd
(1992), IL-5 bersama transforming growihk factor # (TGF B) dapat meningkatkan
produksi immunoglobulin A (IgA) jaringan limfoid mukosa sedangkan anti-IgA
1. gondii menghambat invasi parasit ke dalam enterasit f# vitro. Pada infeksi
parenteral, [L-5 memberiken perlindungan selama infeksi kronis tetapi tidak pada
infeksi akut (Zhang dan Denkers 1999). [L-5 merupakan pengganggu pada awal
stadium infeksi 7. gondii secara peroral hal inr dihubungkan dengan peningkatan
patolog wsus halus, yautu eosinofiliy dan penurunan kadar [L-12 dan IFN-y

(Mickdel e7 ai. . 2001).

2.1.6 Infeksi T. gondii pada saat kebuntingan
Secara umum infeksi 7. gondii bersifat asimtomatis, tetapi apabiia

menginfeksi wanita hamil atau ternak bunting akan mengakibatkan resorpsi fetus,
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abortus, lahir mati, kematian bayi dan kelainan kongenital berupa retardasi
mental, kelainan mata ringan sampai buta dan hidrosefalus (Dubey e af., 1998,
Dupouy-Camet, 2002, Ghaffar, 2001). Kelainan kongenital terjadi karena
toxoplasmosis dapat menular secara transplasental. Menurut Jenum (1998}, resiko
abortus, bukan hanya discbabkan fetus tertular (tennfeks} Pendapat tersebut
didasarkan pada hasil penelitian pada wamta hamil di Norwegia. Dari 868 wanita
hami] yang mengalami abortus dan positif terinleks1 £ gondii, hanya tiga fetus
yang positif’ tertular. Menumt Denkers dan Gazzinelh (1998) respons imun
tersebut terlibat pada kejadian aborius pada wanita hamnl atau hewan betina
bunting vang terinfeksi 7. gepredié akut. Pendapat tersebut didukung oleh Sardjono
{2005) yang melaporkan bahwa kegagalan kebuntingan pada mencit akibat infeksi
. gondii lebih  disebabkan oleh pengaruh  tidak langsung dad  aspek
imuncbiokemia dan pada pengaruh langsung dar parasit. Aspek imunrobiokemia
yang dimaksudkan adalab pemingkatan JFN-y dalam serum, caspase-3 dan
apoptosis trofoblas.

Infeksi pada wanita hamil, angka penularan toxoplasmosis secara
transplasental dan resiko kerusakan fetus berhubungan langsung dengan umur
kehamijan pada waktu mendapatkan infeksi Infeksi pada umur kehamilan
trimester pertama, angka penularan 17% dengan resiko abortus spontan, infeksi
tnmester kedua angka penularan 25% dengan resiko abortus spontan atau fetus
terinfeksi berat dan infeksi pada kehamilan trimester ketipa angka penularannya
65% dengan resiko fetus teninfeksl ringan. {(Pediatric Database, 1994)

Pada domba, infeks] 7. gondii sering mengakibatkan kegagalan reproduksi.

Tingkat kejadian patologis tergantung pada umur kebuntingan saat mendapatkan
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infeksi (Weissmann, 2003) dan ciri karakteristik dari toxoplasmosis kongenital
pada domba antara lain: resorpsi fetus, mumifikasi fetus, abortus, lahir mati dan
lahir lemab (Buxton, 1998) Menurut Spronk {2000), infeksi 7. gondii pada
trimester periama menyebabkan kematian dan resorpsi felus domba, infeksi pada
setengah umur kebuntingan menyebabkan fetus tennfeksi dan diabortuskan,
sedangkan infeksi pada trimester ketiga menyebabkan abortus, lahir mati,
mumifikas: fetus atavu lahir lemah.

Angka penularan dan resiko abortus berhubungan dengan hormen
kebuntingan. Hormon kebuntingan mempengaruhi sistem imun sedangkan sistem
imun maiernal juga berpengarubh terhadap kebuntingan. Kedua keadaan tersebut
mempunyai dua konsekuensi penting pada infeksi parasitik. Pertama, hormen
kebuntingan akan membantu daya hidup parasit sedangkan sitokin tipe 1 (Thl)
justry akan mematikan parasit. Kedua, infeksi parasitik yang menginduksi respon
tipe 1 (Thl) secara kuat akan berpengaruh buruk terhadap kebuntingan. Kedua
skenario im telah ditunjukkan pada parasit protozoa T. gormds, tetapi sejavh mana
respons imun terhadap 7. gondii be:rpcnggruh negatif terhadap kebuntingan masih
merupakan kontroversial (Roberts et aof, Z2001) Hormon progesteron
menyebabkan reaksi imun maternal bias ke arah Th2, yang menguntungkan bagi
parasit untuk berkembang biak dan hidup lebih lama. Pada kebuntingan tomester
pertama kadar progesteron rendah sehingga bias ke arah Th2 kecil. Jadi apabila
terjadi infeksi pada trimester pertama dan kedua maka angka pemilaran ke fetus
kecil, tetapi frekuensi kejadian abortus tinggi. Sebaliknya, infeksi pada trimester
ketiga, di mana kadar progesteron meningkat maka terjadi bias ke arah Th2 lebih

kuat akibatnya frekuensi penularan kongenital lebih tingg), tetapi abortus tidak
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terjadi karena sitokin ThZ berfungsl mempertahankan kebuntingan. (Robens et
al, 2001; Thouvenin ¢t af | 1997)

Mencit bunting lebih peka terhadap infeksi 77 gomddii dan ditunjukkan
dengan angka mortalitas lebih tinggi dibanding mencit tidak bunting (Shirahata et
af , 1992). Hal yang sama telah ditunjukkan oleh Thouvenn et af., {1997). Mereka
telah menggunakan model mencit untuk mempelajan respons 1mun pada
kebuntingan dan hasil penelitian mereka menunjukkan bahwa mencit yang
bunting lebih peka terhadap infeksi daripada yang udak bunting. Hal ini
tergambar dari jumlah parasit dalam paru-paru dan otak mencit bunting lebih
banyak dibanding dari pada mencit tidak bunting. Peningkatan kepekaan mencit
bunting terhadap infeksi 7. gondii dihubungkan dengan penurunan kapasitas
sitokin tipe 1, vang ditunjukkan dengan penpurupan kemampuan produks: IFN-y
{Shirahata ef af, 1992). Pembertan siiokin tipe 1, seperti [FN-v dan TL-2, terhadap
mencit bunting vang diinfeksi T. gondii meningkatkan dava hidup mencit tersebut
{Shirahata er af., 1993). Sitekin tipe Thl, terutama IFN-y, bertanggung jawab
untuk membunuh parasit ntraseluler (Berger, 2000), termasuk 7. gondii
Penelitian Mack dan Jaffe {2001) mempertegas bahwa [FN-y dan [I.-12 secara in
vitre menghambat pertumbuhan 7. gomdii dan secara /v vive meningkatkan daya
tahan mencit

Beberapa peneliti telah memaparkan pengamh sitokin Th2 terhadap
infeksi 7. gondii. Thouvenin ef af (1997) menggunakan mencit yang tidak
mernpunyal IL-4 telah membukokan bahwa IL-4 berperan pada tenjadinya
penularan transplasental Sedangkan pengaruh 1L-6 terhadap infeksi 7. gondii

telah dibuktikan oleh Beaman ef af {1994}, dikatakan bahwa 1-6 akan
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meningkatkan replikasi imraseluler dari 7. gondii. Penclitian tersebut dilakukan
secara in vifro, tetapi pembuktian secara in vive belum pernah dilakukan. Fada
penelitian in virro, TGF-p meningkatkan proliferasi 7. gomdii dalam kultur sel
epitel pigmen retina manusia (humarn retinal pigment ephitelial/ HRPE) {(Nagineni
atf al., 2002) dan pada penelitian i vive menggunakan mencit imunododefisiens
(mencit SCID} membuktikan bahwa TGF-p menghambat produks IFN-y yang
diinduksi 1L-12 karena TGF-p bersifat antagons terhadap [1.-12 (Hunter et a/,,
1997},

Kajian lain menunjukkan bahwa peningkatan kepekaan dari mencit yang
bunting berhubungan dengan penurunan produksi IFN-y serurn {Shirahata et al.,
1992). Selain tefjadi penurunan dalam jumlah, termyata fungsi IFN-y juga
dihambat. Penghambatan ini diperantarai oleh TGF-f dan TGF§ berpengaruh
meniadakan fungsi mikrobisida dari TNF-a dan IFN-y (Hirch e7 af., 1994).

Kepekaan induk semeng terhadap infeksi pada saat kebuntingan juga
dihubungkan dengan perekanan terhadap fungsi sel NK. Kerja sel NK dalam
memproduksi [FN-y vang sangat berguna untuk membunuh organisme patogen
dihambat oleh TGF-p (Hunter ef af, 1997). Selain kerjanya dihambat, jumiah sel
NK selama kebuntingan menwrun Hal ini dibuktikan penemuan Nigro ef al
{1999) yang menyimpulkan babwa pada wanita hamil yang menularkan 7 gondii
ke fetus yang dikandungnyva mempunyai kadar sel NK sirkulasi darah datam
jumlah rendah.

Respons seluler terhadap protozoa intraseluber lain yang menyebabkan
kelainan reproduksi ditunjukkan oleh Mjihdi er &f, (2002) dan Fried et al. (1993).

Mjihdi e al. (2002) menginfeksi mencit dengan parasit protozoa intraseluler,
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Trypanosoma oruzi, menunjukkan bahwa infeksi akut menycbabkan kelainan
reproduksi mengit berupa infertilitas atau kehilangan fetus. Kehilangan fetus
tersebut dihubupgkan dengan nvasi parasit ke plasenta dan nekresis isemik
plasenta. Plasenta mengandung banyak sel infiltran dan menunjukkan nekrosis
1semik, terdapar pemirnbunan fibrin dan trombus vaskuler. Menurut Frned ef af,
(1998), infeksi Plasmodium felcifarum memingkatkan kadar TNF-or, [FN-y dan
if.-2 pada plasenta dan perubahan im berhubungan dengan hasil kebuntingan yang
jelek berupa kehilangan fetus dan berat bayi tahir kecil. Plavmodium adalah

protozoa intraseluler satu ordo dengan Toxoplasma.

2.1.7 Infeksi 7. gondii dan perubahan patologis plasenta

7. gonedii mampu menginfeks tempat fmmmie privifege, termasuk retina,
Susunan Syaraf Pusat {85P), dan plasenta. Pada jaringan tersebut, tingkat
inflamasi janngan sering tidak sebanding dengan keberadaan parasit dan
perubahan patologis lebih diakibatkan oleh reaksi imun seluler untuk mengentrol
infeksi {rev. Mordue ¢f 2/, 2001). Gambaran mikroskopis plasenta dan jaringan
fetus pada kasus abortus domba karena infeksi 77 gondii yaitu plasentitis nekrotik,
plasenta mengalami edematous difus dan berns leukosit mononuklear dan leukosit
bersegmen {Weissrmann, 2003), Buxton dan Finlayson (1986} menginfeks1 domba
dengan 7. gondii pada umur kebuntingan 60 dan 90 hari {masa kebuntingan
domba 150 hari), 10 hari setelah infeksi karunkula menunjukkan kerusakan fokal
dan 15 har setelah infeks) tenadi perubahan degeneratif dani trofoblas. Gambaran
yang sama juga ditunjukkan pada hasil nekropsi domba yang mengalami abortus,

pada kotiledon terjadi foki nekrotik, sedangkan kambing terinfeks: 7. gondii foki
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nekrotik pada kotiledon hanya kecil dan sebagian besar terlihat normal (Haskell,
2001). Nekrosis plasenta juga terlihat pada plasenta babi yang drinfeks: T2 gonddii
pada umur kebuntingan 60 hari dan 42 han (Dubey ef af, 1990). Gambaran
berbeda ditujukkan oleh Ferro ef af. {2002), bahwa plasenta rodensiz . caffasus
yang lerinieksi {. gomdis terlihat normal. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa
pada mencit yang tenniekst 7. gondli, terjadl peningkatan apoptosis sel desidua

dan sel trofobias {Sardjono, 2005).

2.1.8 Diagnosa toxoplasmosis

Penentuan diagnosis toxeplasmosis sulit dilakukan Pemenksaan serclogis
merupakan cara yang paling senng digunakan, Pada manusia, umumnya diagnosa
toxoplasmosis akut didasarkan pada deteks) antibodi dan jarang vang didasarkan
pada diketemukannya parasit di cairan, janngan dan sekresi tubuh Keberadaan
kadar tingg dari 1gG spesifik terhadap Foxopfasma menunjukkan bahwa infeksi
telah terjadi dan tidak dapat membedakan antara infeksi perolehan yang terjadi
saat ini atau infeksi sudah lewat. Titer antibodi 1gM spesifik terhadap Toxoplasma
yang tinggi dan titer [gG yang tinggn menunjukkan infeksi telzh terjadi akut 3
bulan sebelumnya, titer IgM rendah sampai sedang dan [gG tinggi menunjukkan
infeksi akut telah berjalan 3-6 bulan sebelumnya dan 1gM masih terdeteksi sampai
18 buian setelah terinfeksi (Wilson, 1999 dalam Hughes, 2000). Penentuan wakiu
kejadian infeksi pada wanita hamil sangat diperlukan karena infeksi pada saat
sebelum terjadi konsepsi tidak memmbulkan resiko penularan pada fetus dan

hanya infeks: setelah konsepsi yang menimbulkan resiko (Huphes, 2000,
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Terdapat berbagai teknik pemeriksagn serologis, yang secara prinsipial
merupakan reaksi antara antigen dan antibodi. Antibodi dalam serum penderita
direzksikan dengan antigen Toxopiasma, Beberapa teknik pemenksaan yang dapat
digunakan antara lain;  uwji hemaglutinasi tidak langsung (/wdirecy
haemagghutination/lHA), uji aglutinasi langsung (Direct Agglutination/DA),
{mmunosorbent Agpiutination Assay (/S4GA), uji antibodi fluorescen tidak
langsung {Idirect Fiuorescent Antibody/IFA), ujt Sabin Felman (Dye Test/DY),
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dan uji fiksasi komplemen
{complement fixation/’CF). Up THA, 1SAGA dan DA sering menunjukkan hasil
negatif’ pada toxoplasmosis kongenital dan hanya akurat untuk diagnosis pada
infeksi akut (Desmont et af, 1994, Wilson ef al, 1990). Ui IFA sering
memberikan hasil positif palsu dan miai diagnostik tergantung pada ketersediaan
antiserum spesifik (Belanti, 1993). Uji DT sudah mulai ditinggalkan orang karena
pada uwji DT menggunakan 7. gondii hidup sebagai antigen, schingga
membahayakan bagi teknisi yang mengerjakan. Sementara, up CF saat ini sudah
jarang digunakan karena hasil uii CF sangat bervanas) dan sangat tergantung pada
preparasi antigen dan sensitivitas teknik ini sangat rendah (Wilson e/ af., 1990).

Dengan pemeriksaan serologis dapat pula dideteksi keberadaan antigen
dalam serum. Hal imi telah dibuktikan oleh Araujo ef al (1980), yang
menggunakan antibodi monoklenal spesifik untuk mendiagnosa toxoplasmosis
dari serum dan cairan tubeh penderita. Antibodi monoklonal merupakan pelacak
yang kuat uniuk mengidentifikasi immunodominan spesifik pada agen penyakit
infeksi serta dapat dipergunakan sebagai alat pendeteksi antigen dalam serum.

Menurut Fortier er af. (1991) spesifitas dan sensitivitas diagnosis toxoplasmosis
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dengan mengeunakan antibodi moncklonal cukup tinggi, spesifitas 100% dan
sensitivitas 97%.

Diagnesis prenatal telah dikembangkan dengan teknik PCR (Hohlfeld et af.,
1994). Darah janin dan cairan ketuban dipergunakan untuk sampel pemeriksaan.
Dengan diagnosa dini ini diharapkan resiko toxoplasmosis kongemital dapat
ditekan.

Diagnosa penyebab abortus domba karena 7. gondii didasarkan pada lesi
histologis plasenta {Weissmann, 2003), Mineralisas: kotiledon merupakan ciri
karatcristik abortus karena 7. gomdii. Plasenta pucat dan abu-abu keunguan,
kotiiedon rapuh (friabie) dan pucat kekuningan, dengan tekstur yang kasar. Secara
mikraskopis terlihat nekrosis. Pada stadium akut, organisme terlihat pada perifer
foki nekrotik (Buxtan, 1998). Apabila dengan pengecatan hematoxylin dan ecsin
tidak terlihat, pengecatan imunohistokimia jarmgan plasenta juge dianjurkan
untuk mendeteksi keberadaan antigen 7. gondif (Uggla er gf, 1987, Weissmann,

2003).

2.1.9 Pencegahan toxoplasmosis

Pencegahan yang dapat dilakukan hanya dengan menghindarkan kontak
dengan sumber penularan dalam bal ini kotoran kucing dan daging yang
terinfeksi. Lingkungan harus bersih sehingga terindar dari kontaminasi cokista
yang keluar bersama kotoran lucing Daging harus dimasak dengan matang,
sayuran dan buah harus dicuct bersibh sebelum dimakan. Wanita hamil harus
menggunakan sarung tangan sewaktu kontak dengan tanah (berkebun) dan

menghindari kontak dengan kucing liar. Lokasi peternakan harus dihindarkan dari

30

Disertasi Mekanisme peningkatan .... Lucia Tri Suwanti



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

kucing liar. Pemerintah dan industri daging harus terus berusaha mengurang;
kemungkinan keberadaan Yoxaplasma dalam daging. (Hughes, 2000, Weissmann,
2003)

Program vaksinasi belum dapat dilakukan Vaksin hidup yang dilemahkan
dart galur §48 teiah dikembangkan. Meskipun dalam uji tantangan vaksin tersebut
dinyatakan aman dan memberikan perlindungan, tetam belum dapat digunakan.
{Buxton, 1992 dalam Weissmann, 2003)

Usaha untuk memproduksi vaksin baik untuk manusia maupun hewan terus
diusahakan dan difokuskan untuk merangsang perlindungan 1munitas tanpa
menimbulkan efek infeksi kronis. Beberapa hasil yang diperoleh dan
pengembangan vaksin Foxeplasma sampai sckarang dirasa belum memuaskan.
Sebagai bahan vaksin, kebanyakan percobaan dilakukan dengan menggunakan
protein P30 {(SAGI1), GRAI, GRA7, dan ROPZ, tetapi hasil vaksinasi dengan
protein tesebut menunjukkan efisiensi vaksin masih sangai terbatas. Sebagai
contoh, vaksinasi dengan SAG1 secara mtra nasal hanya menurunkan jumlah
penyebaran kista di otak tetapi tidak menghilangkan kista tersebut (Velge-Roussel
et af, 2000), Vaksinas: dengan Vaksin DNA GRAI, GRA7, dan ROP2 hanya
memberikan periindungan partial (Vercammen ef of . 2000), dan hasil tersebut
hanya ditunjukkan pada mencit galur C3H, sedang vaksinasi pada meneit BAIB/¢

dan C57BLS udak memberikan perlindungan.

2,110 Pengobatan toxoplasmaosis

Bervariasi hasil pengobatan 1oxoplasmosis pada saat kebuntingan. Hasii

review Wallon ef of (1999} dari hasil berbagar penelitian mulai tahun 1966-1997

3
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yang permnah dipublikasi di berbagai media mengenai pengobatan toxoplasmosis
pada wanita hamil menunjukkan bahwa tidak sepenuhnya pengobatan efektif
Dan sembilan (9} subyek yang memenuhi kriteria, lima (5} penelitian
membuktikan bahwa obat efektif menurunkan penularan dar ibu ke anak dan
empat {4} penelitian membertkan bukti bahwa pengebatan tidak efektif. Dani data
tersebut disimpulkan bahwa pengobtan masih perlu dievaluasi.

Beberapa obat yang dianjurkan antara lain: Spiramycin, kombinasi
Pyrimethamine dan Sulfadiazine, kombinasi Chadamycin dan Pyrimethamine.
Pengobatan menggunakan Spiramycin dan Sulfonamid diperuntukkan untuk
menurunkan angka transmisi dari ibu ke anak dan mengurang keparaban infeksi
pada fetus (Desmonts dan Couvenr, 1974 dalam Wallon ez af, 1999),

Pyrimethamine {Daraprim) merupakan antagoms dan asam folat vang
dapat menghambat enzim dihydrofolate reductase. Sulfadizzine {microsulfon),
kerjanya sebagai antagoms kompetitif terhadap PABA, sehubungan dengan
pertumbuhan  organisme.  lindamycin  (Cleocin)  dikombinasi  dengan
pynmethamme biasa digunakan pada CNS toxcplasmosis pada pasien AIDS.

{(Sciammarella, 2001)

2.2 Sitokin

Perkembangan respons imun melibatkan sel limfoid, sel inflamatori dan
sel hematopoietik. Interaks: antar sel pada sistem imua diperantaral suatu fakior
terlarut yang disebut sitokin. Sitokin adalah suatu protein yang disekresikan oleh
sel imun alami ataspun adaptif, sebagai respon terhadap rangzangan mikroba atau

antigen lain. Sitokin mengatur respons imun melahy rangsangan atau hambatan
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aktivasi, proViferasi, dan atau diferensiasi berbagai scl serta melalui pengaturan
sekresi antibodi atau sitokin lain. Pada fase aktivasi respons imun, sitolin
merangsang periumbuhan dan diferensiasi limfosit, dan pada fase efektor imunitas
alami dan adaptif sitokin mengaktifkan sel efektor untuk mengeliminasi mikroba
dan antigen lain. Meskipun berbagai sel dapat mensekresikan sitokin, tetapi sel
utama yang memproduksi sitokin adalah makrofag dan hmfosit, Sitokin yang
dihasilkan oleh sel fagosit mononuklear disebut menokin dan sitokin yang
dihasilkan oleh limfosit disebut limfokin, Kebanyakan sitokin diproduksi oleh
leukosit {makrolag dan limfosit) dan kerja siokin pada leukosit lain maka juga
disebut interleukin. Sitokin tidak disimpan sebaga molekul pembentuk siokin.
Sintesis sitokin diawali oleh transkripst gen sebagai akibat aktivasi selufer.
Setelah diproduksi, sitokin segera disekresikan, Beberapa sitokin diproduksi oleh
beberapa tipe sel dan tiap sitokin biasanya bekena pada lebih dan satu tipe sel
yang berbeda Kerja sitokin pada umumnya lokal dan dapat bertindak sebagai
autokrin tnaupun parakrin tetapi beberapa dapat masvk ke dalam sirkulasi dan
bertindak sebabagai endoknn (Abbas er af, 2000, Goildby e al, 2000,
Oppenheim dan Ruscert], 2001}

Berdasarkan prinsip kenja biologis, fungsi sitokin diklasifikasikan menjadi
tiea katergori. Pertama, sitokin berfungsi sebagar mediator dan regulater imunitas
alami. siokin kelompok im dihasilkan cleh sel fagosit mononuklear sebagai
respons agen infeksi. Suokin pada kelompok i antara laint TNF, [L-1,
chemokin, 1L-12, IFN-, (FN-[, IL-10, [L-6, 1L-15 dan {L-18. Kedua, sitokin
sebagai mediator dan regulator imunitas adapuf. Sitokin pada kategen ini adalah

sitolan yang pada umumnya dihasilkan oleh limfosit T sebagai respons
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pengenalan antigen. Beberapa fungs sitokin yang dihasilkan sel T antara lain
untuk pengaturan pertumbuhan dan didiferensiasi populasi limfosit, aktivasi
respons imun dan aktivasi sel efektor seperti sel fagosit moncnuklear, neutrofil
dan eosinefil. Conteh sitokin dan kelompok 1m antara lain: IL-2, [L-4, IL-5, IFN-
v, TGF-A, 1L-13. Ketiga, sitokin sebagai stimulator hematopoiesis. Beberapa
sitokin diperlukan untuk hemopoiesis dalam bone marrow dan sitokin pada
kategori ini biasanya disebut colony-stimulating factor (CSF), diantaranya; 1L-7,
IL-3, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, 1L-9 dan 1L-11. {Abbas et af., 2000)

Sitokin bekerja pada sel target dan baru dapat menimbulkan efek biclogis
melalui ikatan dengan reseptor sitckin yang dimiliki sel target. Semua reseptor
sitckin benisi satu atau lebibh protein transmembran, di bagian ekstraseluler
berfungsi untuk mengikat sitokin dan di bagian sitoplasma berfungsi pada inistasi
signalling pailrway. Reseptor dari satu sitokin dapet dimiliki oleh berbagai sel,
schingga satu sitokin dapat bekerja pada berbagai sel. Reseptor sitokin
diklasifikasikan berdasarkan homologi strukturzl domain ekstraseluler yang

mengikat sitokin. {Abbas er af., 2000 ; Goldby et al |, 2000)

2.2.1 Interferon Gama (IFN-y) dan Tumor Necrosis Factor Alfz (TNF-u)
IFN-y adalah sitokin yang dihasilkan cleh sel T dan sel NK. IFN-y
mervpakan sitokin vang mengaitifkan makrofag Sitokin ini berperanan penting
pada imunitas alamm maupun imumnitas seluler. [FN-y dihasilkan oleh sel Thl, sei
NK dan sel T CTL. Masing-masing sel tersebut mensekresikan IFN-y hanya
apabila ieraktivasi. Sebagai mediator imunitas alami, IFN-y dihasilkan cleh sel

NK karena rangsangan IL-12. Pada imunitas adaptif, IFN-y dihasilkan oleh sel T
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karena teraktivasi oleh 1L-12 dan IL-2. IL- 12 diproduksi oleh makrofag atay APC
sebagal respons terhadap pengenalan antigen. IL-12 dan I[FN-y merupakan pusat
imunitas scluler melawan agen intraseluler. APC juga mampu mengekspresikan
MHC I sehingga dikenali clch sel T CTL. Sel T CTL yang teraktivasi oleh IL-2
mampu memproduksi 1FN-y. Alktivitas [FN-y sangat luas salah satunya adalah
kemampuan mengaktifkan makrofag. Makrofag  vang  teraktivam  IFN-y
meningkatkan ckspresi molekul MHC, meningkatkan produksi sitekin dan
meningkatkan aktivitas mikrobisidal. {Abbas ef af,, 2000, Goldby ef af., 2000)
fumor necrosis factor-o (TNF-u) merupakan polipeptida dengan berat
molekul 17-kDa, TNF-¢ adalzh mediator utama respons inflamasi terhadap agen
infeksi. Sitokin ini bertangpung jawab terhadap berbaga komplikasi sistemik dari
suatu infeksi. Sumber ytama TNF-¢ adalah sel fagosit mononuklear yang
teraktivasi, antara lain makrofag Sel lain yvang meproduksi sitokin 101 antara lain:
sel NK, sel T dan mastosit. Makrofag atau APC memproduksi TNF-o¢ karena
rangsangan infeksi dan IFN-y yang dihasilkan sel NK dan sel T. TNF-¢ disintesa
sebagal protem membran tipe I TNF-o membran diekspresikan sebagai
homotnimer dan sitokin ini merupakan ligan dan salah satu reseptor TNF {TNFR)
Fungsi fisiologis TNF-¢x merangsang penarikan neutrofil dan menosit ke tempat
mfeks) serta mengaktifkan sel tersebut vuntuk menghilangkan agen infeksi. Pada
infeks: yang parah, TNF-& diproduksi dalam jumiah banyak sehingga dapat
menimbulkan efek patclogis, diantaranya: debns, perurunan tekanan darah atau

shock, trombosis dan kerusakan jaringan, (Abbas ef @f., 2000, Goldby et al., 2000}
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2.3 Apoptosis

Apoptosis  adalah  suatu  proses kematian sel terprogram  melalui
mekanisme genetik. Tujuan dari program kematian sel untuk menghilangkan sel
yang rusak atau tidak diperlukan. Program kematian sel ini memainkan peranan
penting pada berbagai proses fisiologis selama perkembangan fetus dan
homeostasis pada jaringan dewasa. Dalam sistem imun, apoptosis memainkan
peranan penung pada seleksi sel T, penghilangan limfosit B dan T yang reaktif
terhadap dirinya sendrri {self-reactive), penghilangan sel 1 effektor mengikuti
berakhirnya respons imun, pengaturan memori imunologis dan sitotoksisitas sel T
CTL dan sel NK terhadap sel target. Apabila sistem pengaturan apoptosis tidak
berfungsi akan terjadi berbagai penyakit seperti kanker dan autoimun. (Fesik &
Shy, 2001; Gupta, 2003, Reed, 2000)

Secara morfologis, ciri-ciri sel yang mengalami apoptosis antara lain;
tegadinya kondensasi kromatin, fragmentasi inti (piknosis), membran plasma
menggumpal dan sel mengkerut. Sel terbagl menjadi fragmen kecil-kecil yang
dikelilingi dengan membran (badan apoptotik atau apoptofic bodies). Badan
apoptotik zkan dibersihkan dengan cara fagositosis tanpa menimbulkan reEspoNns
mflamasi. Proses tersebut terjadi sangat cepat yaitu antara 30 sampai 60 menit.
(Reed, 2060; Thormberry dan Lazebnik, 1998)

Apoptosis terjadi melalwi dua jalur signaling utama, pertama jalur
ekstrinsik yaitu apoptosis melalui reseptor kematian (death recepror) dan kedua
jalur intniknsik yaitu apoptosis melauli mitokondria. Pada kedua jalur, melibatkan
berbagai perangkat seluler yang disebut perangkat apoptotik (lihat Gambar 3).

Komponen sentral dan perangkat apoptotik ini adalah suatu kelompok protease
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sistein yang disebut caspase (Cysteine Aspartyl-Specific Protease). Perangkat lain

yang teriibat diantaranya: ligan kematian, resepter kematian, protein adaptor dan

protein regulator (baik pro-apoptotik dan anti-apoptotik). {(Burrett ef al, 2001,

Gupta, 2003; Reed, 2000). Benkut adalah gambar skematis jalur apoptosis,
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Gambar 3, Diagram Jalur Apopiosis (Burrett erf al |, 2001)

2.3.1 Apoptosis melalui jalur reseptor kematian

Pada Jalur signaling reseptor kematian, signal diberikan oleh interaksi

antara ligan dan reseptor kematian. Terdapat sekitar 8 (dari 17) anggota

superfamili TNF yang telab didentifikasi menunjukkan induksi kematian sel

{Phillips et af , 2001), tetap: yang akan dibahas dalam paper ini hanya Fas (CD95)

dan TNFR-1. Anggota famili reseptor kematian mempunyai satu sampai lima

cysteine-rich yang berulang di daerah ekstraseliler dan daerah kematian (dearh

domai/DD) pada ekor sitoplasmik. DD sangat diperlukan untuk mengawali

signal apoptosis. Setelah terjadi pengikatan reseptor kematian oleh ligan, reseptor

kematian mengoligomensas: dan menarik molekul adaptor dan caspase inisiator

Mekanisme peningkatan ....
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membentuk suatu kompleks yanyg disebut death-inducing sighnaling complex
(DISC). Terbentuknya kompleks tersebut mengaktitkan caspase imsiator. Caspase
infsiator yang teraktivasi selanjutnya memecah caspase efektor atau eksekutor
{caspase-3, -6, dan -7} dan mengaktifkan caspase efektor. Caspase efektor yang
teraklivast memecah sejumlah substrat target diantaranya: Fofy (ADP-ribose)
pidpmerase (PARP) dan INA fragmentation factor (DI'F) sehingpa menyebabkan
frapmentasi DNA intl sei dan mengakibatkan apoptosis (Burrett ef of | 2001
Crupta, 2003, Shaot-Askaroer gf, 2007)

Pada respons imun scluler, kematian sel terjad: karena dinnduksi suatu
aktivasi (aotivation-induced  celf dearhl AICD))  Kejadian AICL tenuama
diperantarai olch interaksi antara Fas (CIX95) dengan Fas ligand {CDY95L)
Molekul lain yang juga teriibat pada proses tersebut adalah interaksi antara TNF

dengan THNFR {Gupla, 20030

2.3.1.1 Apoptosis melalui jalur Fas- Fas Ligan (CD95/CD95L)

Fas (CD95) adalah anggota famili resepor TNF (TNFR) yailu sualu
plikoprotein dengan  berat molekul 45-32 kDa. D95 merupakan reseptor
transmembran tipe | yang secara luas terekspresi dan ada pada limfosit sedangkan
Fas lLigan atau CD95 ligan (CD95L), adalah protein transmembran tipe I
terekspresi sangat terbatas. Pada limtosnt yang tidak akuf, CD95L tidak
terekspresi dan baru terekspresi selama aktivasi hmfosit. Jalur signaling yang
diperantarai Fas (CD95) dapat dilihat pada gambar 4. Pada wakiu terikat olah
CD95L atau antibodi monoklonal ami-CD95, CI¥95 tertrimerisast dan ikatan

tersehul menarik adapuor protein fus—associated death domain {(FAIDD}, melalul
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DD dari CD95 dan DD dan FADD. FADD juga mempunyai dearh effector
domain (DED} dan melalui DED ini FADD menarik dan berinteraksi dengan
procaspase-8 (Flice) membentuk suatu DISC. Procaspase-8 vang tenkat oleh
FADD terakttvasi menjadh caspase-8 yang aktif Caspase 8 dapat memecah
sejumiah procaspase efektor seperti procaspase-3 menjadi caspase efektor yang
aktif sehingga mampu memecah dan mengaktivasi sejumlah substrat DFF dan
PARP sehingga menychabkan fragmaentasi DNA inti sel dan terjadi apoptosis.
{Abbas e al., 2000; Ashkenazi dan Dixitf, 1998, Burrett er af., 2001, Gupta, 2003,
Reed, 2000, Sharif-Askan et af., 200]1; Wolf dan Green, 1999)

Apoptosis yang diperantarai interaksi CD95-CD95L diregulasi oleh
malekul lain yang memiliki DED, yaitu FLIP (Flice-inhibitory protein). FLIP
seluler (Celiular FLIP/CFLIP) berbentuk FLIP {(fong) dan FLIPs (shor). FLIPI
mempunyai dua DED dan dapat berikatan dengan caspase-8 dan -10, tetapi FLIP{
tidak mempunyai aktivitas protease. Ekspresi yang berlebih dari FLIP] atau FLIPg
mengakibatkan resistensi terhadap apoptosis yang diperantarai Fas. FLIP juga
mengaktifkan NF-xB dan jalur signafing Erk melalui penarikan protein adapter
(termasuk RIP, TRAF-1,23). DED dari FLIPs mengikat kompleks CD95-FADD
dan menghambat penarikan dan aktivasi caspase-8 dan bahkan bertindak sebagai
molekul anti-apoptotik. Karena FADD juga digunakan sebagai molekul adaptor
untuk apoptosis yang diinduksi TNF, FLIP juga merupakan molekul anti-

apopiotik pada apoptosis yang diperantarai baik CD9S maupun TNFR-!,
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CD95-Medialed Signaling Pathway of Apoptosis
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Gambar 4. Apoptosis yang diperantara) oleh Fas. (Gupta, 2063)

2.3.1.2 Apoptosis melalui jalur TNF-TNFR.

Sitokin TNF- menjalankan aktivitas biologisnya melalui ikatan dengan
reseptor tipe 1 dan 2 {TNFR-1 dan TNFR-2) dan pengaktifan beberapa jalur
signaling. TNFR-1 mempunyai DD sedangkan TNFR-2 tidak mempunya DD,
TNFR-1 membert signal kematian sel dan sel taban bidup (survival cell)
sedangkan TNFR-2 utamanya memperantarm signalimg untuk sel yang tetap
hidup, tetapi data terbaru menunjukkan bahwa TNFR-2 meningkatkan
kemampuan signaling kematian yang diperantarai oleh TNFR-1. Signafing vang
diperantarai oleh TNF bak untuk kematian sel maupun sel tahan hidup
memerlukan molekul adapter dan signaling ikutan (downsiream) lainnyz yang
berbeda. (Gupia, 2003; Phillips er al, 2001). Tehapan signaling yang diinduksi

TNF-a dapat dihbat pada gambar 5.
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Gambar 5. Apoptosis yang diperantaral oleh TNFR (Gupta, 20033,

Interaksi TNF-a dengan TNFR-1 menyebabkan (rimerisasi DD dari

TNFR-1. TNFR-1 menank protein adaptor, INf-H-assveiated death domamn

(TRADD). TRADD akan menarik protein adaptor yang lain FADD. FADD

menank procaspase-8 melalui interaksi protein DED dan membentuk DISC.

Selama DISC terbentuk procaspase-8 teraktivasi menjadi caspase-8. Caspase-¥

yang aktif secara cepat lepas dan DISC masuk dalam sitoplasma dan bentindak

scbagai enzim untuk caspase efektor, caspase-3, -6, dan -7 Caspase cfekior,

utamanya caspase-3 memecah sejumlah substrat DFF dan PARP sehingga terjadi

tragmentasi DNA dan apoplosis. (Abbas ef af | 2000, Burrelt ef of., 200) Dumur

efal, 2001, Goldsby, 2000, Gupta, 2003, Sharif-Askari et al, 2001)
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Apoptosis yang diperantarat oleh FADD diregulasi oleh FLIP (Flice-
inthibitory protein) yang dapat menghambat caspase inisiator. FLIP adalah suatu
anggota famili protein virus vFLIP, dan sekerabat (berhubungan) dengan protein
seluler ¢cFLIP, mempunyal DED yang sama untuk berhubungan dengan segmen
FADD dan procaspase-8, yang tidak mempunyai bagian yang berfungsi
proteclitik. FLIP juga menghambat sinyal kematian oleh TNFR-1 melahzi
interaksi DED dani FADD. FLIP terekspres: pada sel mamalia sebagai dua
sambungan {spfice}, FLIPs dan FLIP... Laporan terbary menunjukkan bahwa FLIP
menghambat apoptosis meialui duz mekanisme yang berbeda, pertama melabui
penghambatan interakst antar FADE dan procaspase-8 dan kedua melalui aktivast
signal tahan hidup {survival signal). Mekanisme switching penarikan RIP, TRAF-
1 dan TRAF-2 yang diperantarai aoleh FLIP sehingga mengaktifkan Erk dan NF-

¥B belum jelas. {Gupta, 2003)

2.4 Desidua dan Trofoblas

Plasenta adalah organ vital yang tidak dapat hidup tanpa embro di dalam
uterus. Fungsi plasenta uniuk pertukaran udara, nutnsi dan sisa-sisa antara
maternal dan fetal. Plasenta menghasilkan hormon dan faktor pertumbuhan dan
bertanggung jawab pada perlindungan imun fetus. Beberapa keadaan lingkungan
local dari plasenta mempengaruhi perkembangan plasenta yang mengakibatkan
penghambatan pertumbuhan fetus dan kematian fetus. Lingkungan yang dimaksud
di sim adalah berbagai sel dan faktor terlarut seperti sitokin dan faktor

pertumbuhan.
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Plasenta berasal dan dua komponen yaitu matemal dan fetal. Kemponen
maternal disebut desidua dan komponen fetal adalah Trofobdas.

Jaringan desidua terbentuk setelah terjadi implantasi. Sel stroma uterus
berproliferasi dan berdiferensiasi membentuk desidua, menyebabkan dinding
uterus lebth tebal hima kali lipat uterus normal dan banyak mengandung glikogen
dan lipid. Perkembangan dan pemeliharaan desidua dipengaruhi oleh hormen
progesteron. D desidua terbentuk pembulub darah baru wvang memungkinkan
darah maternal mencapai tempat implantasi. Desidua memueliki beberapa fungsi
yang penting untuk mempertahankan kebuntingan, meliputi: 1) imunomodulas:;
2) nutrisi; 3) endokrin; 4) regulasi invast trofoblas. (Rossant dan Cross, 2001
Soares, 2005)

Trofoblas adalah sel yang berasal dan lapisan sel luar (fropectoderm) dari
blastosit yang memperantarai proses implantasi dan plasentasi. Keberhasilan
implantasi tergantung pada interaksi antara blastosit dan endometrium. Pada
manusia, agar implantasi teadi, trofoblas harus menempel pada epitel permukaan
endometrial. Trofoblas kemudian menerobos di antara sel endothetrial, masuk ke
besemen membran dan menginvas: ke arten spiralis maternal {Aplin dan Kimber,
2004). Trofoblas berkembang dan berdiferensiasi berdasarkan fungsinya, menjadi
17 willi sinsitictrofoblas vang secara aktif mempredoksi hormon, 2) exrranvilfons
ancharing trophoblastic celf cofumns, dan 3) trofoblas yang invasif. Trofoblas
yang tidak berdiferensiasi disebul sitotrofoblas. Sitotrofoblas merupakan precusar
semua trofoblas yang lain. Sitotrofoblas pada plasenta manusia sebagai sel

mononuklear. (Kliman, 203}
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Pada mencit, sekitar waktu implantasi, terjadi pembentukan tipe sel trefoblas
vang berbeda Sel tropcktoderm yang dekat dengan inmer mast cell (ICM)
berproliferasi  dan  berkembang menjadi  extra-embrionic  ecioderm  dan
ectoplacesial cone segera setelah terjadi implantasi konseptus. Sel tropektoderm
yang jauh darl ICM berhenti membelah, tetapi pembelahan inti berlamjut
membentuk sel Giant trofoblas (fraphoblast Giant Cefl). Trofoblas mencit
terdiferensiasi menjadi empat fenotipe trofoblas vartu: 1) sel Grant 2) sel
spongiotrofoblas, 3) sel glikogen, 4) sel trofoblas sinsitial. Sel (nant terbentuk
karena proses endoreduplication {sintesis DNA tanpa terjadi pembelahan sel}. Sel
Giant bersifat invasif dan mempunyai aktivitas memproduksi hormon. Sel
spongiotrofofoblas, secara morlologis berbeda dengan sel (iant, tetapl juga
berfungsi menghasilkan endokrnin. Spongiotrofofoblas  adalah lapisan yang
berbentuk kompak dan sel trofoblas non-sinsitial, terletak antara labyrinth dan sel
Giant. Trofoblas, dengan pembuluh darah fetal, berkembang secara ekstensif
membentuk percabangan wvillous membentuk struktur yang disebut labynith
Trofoblas di labyrith disebut trofoblas labynthine. Sel glikogen mengandung
glikogen dan merupakan sumber energi. Sel sinsitial adalah sel dengan banyak inh
yang merupakan fusi dari sel progenitor troficblas dan bertanggungjawab sebagai

transpot nutnisi dan sisa makanan. (Rossant dan Cross, 2001)

2.5 Respons Imun terhadap Kebuntingan
Selama kebuntingan, di dalam tuwbuh maternal, fetus kontak secara
langsung dengan darah maternal. Meskipun fetus mempunyal antigen asing yang

berasal dari paternal, tetapi fetus tidak ditelak oleh respons imun maternal.
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Hubungan antara maternal dan fetus memerlukan kerja imunomodulator yang
khusus, karena fetus harus dilindungi dari penolakan respons imun matemal.
Sementara, pada saat yang bersamaan, sistem imun matemal harus melindung)
dari serangan agen infeksi baik untuk melindungi maternal maupun maupun fetus.
Misteri ini sering disebut dengan immrnological paradox of pregroncy (Arvola,
2001). Para peneliti tcrus mencari penjelasan imunologis kenapa kebuntingan
dapat dipertahankan. Hasil penelitian para peneliti menunjukkan bahwa plasenta
merupakan organ yang berperanan terhadap daya tlahan fetus dari penclakan
maternal, tetapt mekamsme fetus dapat menghindan dan pengenalan dan
penolakan maternal sampai saat 101 masik belum pasti { Arvela, 2061),

Respons imun maternal selama kebuntingan kecenderungan ke arah
respons 1mun humoral dan sebaliknya respons seluler ditekan. Sel matemal yang
dirangsang oleh jaringan fetoplasental cenderung memben respons sitokin tipe
Th2 yang menguntungkan kebuntingan dan menurunkan pengaturan sitokin Thl
yang bersifat merusak kebuntingan. (Wegmann ef al | 1993)

Keberhasilan kebuntingan tergantung pada toleranst sistem imun maternal
terhadap fetus dan apabils toleransi tidak tercapai akam terjadi kegagalan
kebuntingan. Toleransi tersebut dapat tercapai melaiui tiga mekanisme. Pertama,
trofoblas mengeksprestkan molekul tertentu. Kedua, karena pengaruh sitokin
tertentu pada maternal-fetal interface dan ketiga, plasenta memproduksi agen
imunosupresif. {Abbas er al., 2000, Coulam, 2000; Vigano dan Ranieni, 2000)

Trofoblas tidak mengekspresikan MHC klasik, sehingga tidak dapat
dikenali dan dilisiskan sel imun maternal. Pada manusia, trofoblas

mengeksprsikan MHC Kelas I nonkiasik, yaitu MHC 1§ dan disebut HLA-G.
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Fungsi molekul HLA-G univk melindung sel trofoblas dari lisis yang diperantarai
sel NK matemal. Trofoblas juga mengekspresikan Fas Ligan (FasL). FasL ini
merupakan mekanisme pertahanan melawan leukosit matemmal. Di maternal-fetal
interface 1erjadi apoptosis leukosit maternal karena peranan FasL. Untuk
menghindari sel T melisiskan trofoblas, melalui metabolisme triptofan, trofoblas
mengekspresikan enzim indolamine 2 3-deoxygenase, yaitu enzim katabclisme
tnptopan. Kerja epzim indolamine 2,3-deoxypenase menekan fungsi sel T.
Plasenta juga memproduksi prostaglandin (PGE:) dan progesteron yang
berpengaruh pada perubahan respons ke arabh ke Th?. {Abbas ef af., 2000;
Coulam, 2000; Kauma er af., 1999; Miyaurza dan Iwata, 2002}

Toleransi juga tergantung pada interaks! antara sekresi sitokin matemal
dengan sel fetus. Komumtkasi antarz sel trofoblas {fetus) dengan sel desidua
{maternal) diperantarai oleh sitokin dan reseptor permukaan sel. Sitokin
diproduksi oleh sel imun di desidua dan trofoblas. Sel imun yang berada pada
desidua meliputi sel T CD8+, makrofag, sel NK (CD56+) dan CD4+. Sebagai
akibat dari komunikasi intraseluler antara trofoblas dan desidua terjadi perubahan
ekspresi sitokin baik tipe maupun kuvantitzs sitokin, Sitokan yang mengalami
perubahan ekspresi melipwti CSF, TNF-q, IFN-y, TGF-B, dan beberapa
interbevkins. (Coulam, 2000; Vigano dan Ranieri, 2000; Vince dan Johnson, 2000}

Keseimbangan sitokin Thl dan ThZ sangat menentukan keberhasilan
kebuntingan. Pola dominasi sitokin Th2 di plasenta melindungi feto-plasental dari
penclakan oleh imumtas adaptif vang diperantarai sel, inflamasi alami non
spesifik dan respons fagosit. IFN-y dan TNF- « bersifat embnotosik, TNF-a dapat

menyebabkan nekrosis embrio implantan sedangkan [FN-y menghambat sekresi
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CSF-1. CSF-1 berfungsi mendorong pertumbuhan dan diferensias: blastosit
Interleukin-1} dan TNF- o berperanan sebagai regulator apoptosis trofoblas,
produksi protease, angiogenesis dan biosintesis dari  sitokin  trofeblas,
prostaglandin dan hormaon. interlcukin [L-2 mempunyai kemampuan mengaktivasi
sel NK. Sel NK desidua vang teraktivasi IL.-2 mampu melisiskan sel trofohlas.
Sutokan ThZ, seperti IL-4, IL-10 dan TGF-P berperanan pada perlindungan embrio
dari penclakan matemal. Interlcukin-4 bersifat antagonis terhadap 1L-12. 1L-4
menginduksi diferensiasi Th) ke arah Th2 sedangkan IT.-12 menginduksi ke arah
Thl. Interleukin-4 juga menghambat prostaglandin dan produksi sitokin dari
monosit, switching Ig G dari sel B, merangsang diferensiasi sel eritroid dan
pertumbuhan sel B, meregulasi aktivasi monosit dan sitotoksisitas sel T. Ciri kerja
IL4 untuk pemeliharaan imounitas humoral dan dominasi Th2, untuk
mempertahankan kebuntingan Interlenkin-10 dipreduksi oleh sitotrofoblas
mempunyai peranan utama untuk diferensiasi ThO menjadi Th2. Interleukin-10
pada awal kebuntingan diperfukan untuk pertumbuhan dan perkembangan fetus
serta plasenta. Kerja IL-10 juga menghambat pengarubt produksi prostaglandin
dan sitokm yang dihasilkan oleh makrofag dan monosit. Sitokin TGF-p dihasilkan
oleh sel desidua. Fungsi TGF-§ menghambat aktifitas makrofag dan menghambat
produksi sitokin monosit. TGF-B merupakan sitokin yang mempunyai banyak
fungsi yang diperlukan untuk perkembangan embrio dan penting sebagai regulator
fungsi trofoblas. Pengaruh vyang besar dari TGF-f terhadap regulasi
perkembangan embric terjadi pada awal kebuntingan, Jadi Respons inflamasi
yang ditandai dengan produksi sitekin pro-inflamatori {Thl) diperlukan pada awal

implantasi, yaitu diperlukan untuk invasi trofoblas dan angiogenesis. Segera
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setelah tenadi implantass, respons harus segera berganti dan Thl ke Th2
(Coulam, 2000, Hanna ef <, 2000; Smith et o, 2001, Vigano dan Ranteri, 2000;
Zhang et af | 2001)

Ferubahan kesennbangan antara sitokin Th1 ke ThZ diperantarai harmon
kebuntingan dan sitokin TGF--f (Coulam, 200:0). Pada kebuntingan normal, ratio
sitokin Th1/ThZ tertinggi pada kebuntingan trimester pertama dan menurun pada
trimester kedua dan tnimester ketiga {Shimaoka e aqf, 2000}, Kemungkinan
tersebut dapat terjadi karena pepulasi limtosit desidua pada kebuntingan awal
didormnasi oleh subset sel Thl dan dominasi subset Th2 baru terjadi pada umur
kebuntingan lanjut (Arck er o/, 1999). Pendapat tersebut diduiung oleh Ashkar ef
af. (2000) yvang mengatakan bahwa limfosit yang dominan di tempat implantasi
adalah sel NK dan sel NK adalah sumber 1FN-y vang diperlukan uatuk
vaskularisasi di desidua. Doounasi sel NK di tempat implantasi bersifat
sernentara, populasi ulai menumun setelab umur kebuntingan mencit 12 han.

Alasan lain kenapa fetus tidak ditelak oleh maternal kemungkinan karena
plasenta (desidua) merupakan immunologically privileged site, yaitu suatu tempat
di janngan tubuh yang tidak terjangkau respons imun atau terjadi penghambatan
respans imun. Janngan lain yang termasuk imwnunclogically privileged site, yaitu:
otak, mata dan testis. Respons imun di tempat immune privilage terjadi tidak
sepertl repons imun secara umum, Banyak faktor vang terlibat pada immine

privifage. {Abbas er i, 2000)
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2.6 Pengaruh Hormon Kebuntingan pada Sisiem Imun

Plasenta mensekresikan hormon steroid, estrogen dan progesteron dalam
jumlah vang banyak. Kadar hormon tersebut meningkat secara tajam sclama
kebuntingan. Pada awal kebuntingan, progesteron diproduksi oleh corpus luteun,
tetapi pada kebuntmgan lanjut produksi progesteron didominasi oleh plasenta.
Sejalan dengan umur kebuntingan produksi progesteron meningkat secara
bertahap sampai masa akhir kebuntingan. Konsekuensi dari pemngkatan inj
membawa pengaruh besar terhadap sistem imun maternal, baik respons imun
adapfif mavpun alami. Kedua hormon tersebut menekan sel imun seperti sel NK
dan sel T. Estrogen menekan aktivitas sitolitik se] NK. Progesteron menekan
aktivitas sitolitik NK, aktivitas sitolitik limfosit T dar menghambat proliferasi
timfosit T, menghambat perkembangan sel Th]l dan meningkatkan perkembangan
sel Th2 sehingga keseimbangan Thl/Th2 berubak ke arah Th2Z Perubahan
tersebut terjadi karena pengaruh hormon estrogen dan progesteron menurunkan
ekspresi T-bet. T-bet adalah suat protein faktor transkripsi yang berpengaruh
langsung terhadap diferensiasi Th0 menjadi Thl. (Dosiou dan Giudice, 2005;
Kawana et al., 2005; Roberts er af, 2001; Spencer, 2004)

Progesteron berperanan mempertahankan kebuntingan melalui pengaturan
produksi sitckm. Progesteron mendorong ekspresi sitokin IL-4 dan IL-5. Di
bawah pengaruh progestercn, limfosit wanita hamil menghasilkan pratein PIBF
{progesteron-induced blocking factor). PIBF menginduksi produksi sitokin tipe 2.
Progesteron terlibat pada perubahan pola produksi sitakin pada wanita hamil.
Terdapat peningkatan 11.-12 dan penurunan PIBF serta 1L-10 pada pasien dengan

resikc prematur dibanding dengan wanita hamil normal PIBF meningkatkan
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produksi 1L.-10 dan memblokir produks: IL-12. {Beckerman dan Dudley, 2001)
Piccinni et &, 1995, 2000 dan 2001)

Selain berpengaruh pada subset sel T, progesteron juga berpengarub
terhadap aktivitas scl NK. Progesteron menyebabkar penurunan jumlah, aktivitas
dan 10ksisitas sel NK baik secara langsung bekerja pada sel NK dan/atau melalui
respons sitokin Th2 dan produksi PIBF. Protemn PIBF memodulasi aktivitas sel
NK, dengan cara menurunkan aktivitas sitotoksik sel NK dan mekanisme
penekanan akntivitas terlihat melalui penghambatan depranulasi sel NK (Dosiou
dan Giudice, 20065; Roberts et af, 2001).

Pengaruh hormon kebuntingan tersebut tidak terbatas pada sistem imun
Janngan repreduksi saja tetapi melibatkan sistem imun sistemik, karena hermoen
masuk dalam sirkulasi maternal-plasental dan menychabkan peningkatan yang
tajam kadar hormen dalam plasma maternal. Hormon tersebut mempenganshi
fungsi dan semua tipe sel imun, termasuk berbagal sel dan sistem imun alami,
seperti mastesit, eosinofil, makrofag, sel dendrit dan sel NK. Semua sel tersebut
selain sebagai pertzhanan melawan berbagal organisme patogen juga memainkan
peranan penting pada perkembangan langsung respons imun adaptif. Progesteron
bersifat imunosupresif sehingga individu bunting lebih peka terhadap patogen.

{Beckerman dan Dudiey, Robert et @/, 2001)

2.7 Apoptosis Trofoblas, Sitokin di Plasenta dan Kegagalan Kebuntingan
Apoptosis  trofoblas merupakan kejadian normal pada plasenta. Pada
kebuntingan normal, pentngkatan apoptosis trofoblas terjadi sejalan dengan umur

kebuntingan. Selama implantasi, apoptosis penting untuk remodeling jaringan
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desidua maternal dan invasi trofoblas. Kejadtan apoptosis trofoblas lebih tinggi
pada kebuntingan trimester ketige dibanding dengan trimester pertama, hal ini
menunjukkan bahwa peningkatan apoptosis trofoblas terlibat pada preses
kelahtran. Trofoblas pada trimester pertamna lebth tahan terhadap apoptosis yang
diperantarai Fas, narnun demikian apoptosis trofobias juga terjadi pada trimester
pertama. Hal ini menunjukkan bahwa jumlah sel vang konstan pada tempat
implantasi sangat diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangan plasenta.
{Mor dan Abrahams, 2003; Smith er al., 1997b)

Meskipun apoptosis trofeblas merupakan kejadian fisiologis normal pada
plasenta, tetapi peningkatan apoptosis plasenia merupakan keadaan patofogis dan
merupakan ciri dari penolakan irofoblas schingga dapat menyebabkan komplikasi
kebuntingan, berupa abortus, lahir mati dan berat lahir ringan. Keadaan yang
sering dibubungkan dengan peningkatan apoptosis trofoblas antara lain
intrauterine growth restriction (JUGR), preeclampsia dan Chorioamnionitis,
(Allaire e ai., 2000; Aschkenazi er af., 2002; Balkundi et af., 2003; Crocker et af.,
2003, Smith er af., 1997¢; Smith ef ai_, 2001)

Menurut Olivares er al (2002) aktivasi limfosit desidua menginduksi
apoptosis trofoblas dan limfosit desidua teraktivasi menyebabkan abortus.
Apoptosis trofoblas dapat dipicu oleb berbagai rangsangan yang terlibat pada
signaling cascade (Dumur et al,, 2001), di antaranya diperantarai oleh sitokin Thl
atau sitokin proinflamator.

Lingkungan lokal dari maternal-fetal interface adalah berbagai tipe sel dan
faktor terfarut yang dihasilkan sel di lingkungan tersebut. Produksi dan pengaruh

sitokin pada tempat implantasi penting untuk pengaturan pertumbuhan,
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diferensiasi dan invasi trofoblas. Pada kebuntingan normal, khususnya di
maternod  fetal imterface, sitckinTh2 (anti-inflammatori), merupakan sitokin
predominan. Keseimbangan yang tepat antara sitokin Thl dan Th2 diperkirakan
sebagai penentu keberhasilan kebuntingan. Pada kebuntingan normal, produksi
sitckin Thl (seperti IL-2, TNF-a dan IFN-y} ditekan, sedangkan sitokin Th2
(seperti [L-4, [1-6 dan [L-10} ditingkatkan Aktivitas tersebut dipicu oleh
pengaruk: hormon kebuntingan, terutama estrogen dan progesteron. Trofoblas dan
desidua secara normal mengekspresikan kedua sitokin tersebut, tetapi produksi
sitokin Th] yang berlebihan terutama TNF-g atau [FN-y membahayakan
kebuntingan menyebabkan kelahiran dini. {Mor dan Abrahams, 2003; Piccinnt ef
al., 2001; Rabens et af | 2001}

Sel imun, terutama makrofag, sel T dan sel NK, merupakan sumber sitokin
dan fakior pertumbuban serta bertanggungjawab pada pemeliharaan
keseimbangan sitokin Thl dan TH2 dt plasenta. Populasi leukosit pada desidua
didominasi oleh makrofag, LGL dan sel T CTL (sel T CD8+) sedangkan sel T
CD4a+ (T helper/Th) hanya scbagian kecil (Vince dan Johnson, 2000). LGL adalah
leukosit yang secara morfologis dan fenotifikal sama dengan sel NK darah perifer.
Sel 1 mengekspresikan CD36 tetapi kehilangan CDI16 dan mempunyai
kemampuan sitetoksik seperti NK sel. Jad: LGL termasuk keturunan dari sel NK.
Aktivitas sitotoksik dan se) tersebut akan terekspresi apabila teraktivasi oleh 1L-2.
Pada utercplasenta) tidak diproduksi IL-2, ketidakberadaan IL-2 merupakan salah
satu mekanisme pengaturan lokal untuk mempertahankan fetus (Vigand dan
Ranieri, 2000). Pada kondisi patclogis seperti proses infeksi, IL-2 diproduksi dan

produksi IL-2 pada keadaan infeksi menyebabkan abortus. Hal ini dihuktikan oleh
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Jordan ef af. (2001) yang mengaiakan bahwa produksi [1.-2 akibat infeksi Human
Parvovirus B19 pada wanita hamil menjadi penyebab aborus.

Pada suatu percobaan, pemberian 1L-2 pada mencit bunting menyebabkan
abortus. Hal ini karena terjadi perangkatan apoptesis plasenta terutama sel
trofublas di bagian villous akibat akiifasi scl T CT1. maternal {Shiraishi e af,
19964, [nterleukin-2 berfungsi mengaktifkan sel NK dan CTL (sel T CD8+). Sel
NK dan CTL yang teraktivasi JL.-2 berkemampuan mehsiskan sel target melalui
produksi perforin dan granzim, Perforin berfungsi membuat saluran masuk
granzim ke sel target dan granzim mengaktifkan caspase apoptotik (Goldsby ef
al., 2000).

Sel T CTL dan sel NK yang teaktivasi IL-2 juga mampu mengekspresikan
Fas Ligan (Goldsby ef af , 2000} vang dapat membunuh sel target yang memiliki
Fas. Pada keadaan normal, trofoblas mengekspresikan Fas dalam kadar yang
sangat rendah dan tahan terhadap apoptosis yang diperantarai Fas, tetap
keberadaan IFN-y dan TNF-a memicu peningkatan ekspresi Fas dan kepekaan
terhadap apoptosis yang <iperantarair Fas {Aschkenazi ef &f | 2002; Ballundi af
al, 2003). Ikatan Fas Ligan sel T CTL dengan Fas yang dimiliki trofoblas
mengakibatkan apoptosis trofoblas. Apoptosis plasenta vang diperantarar cieh Fas
juga dibuktikan oleh Ejima er 4/ (2000) vang memapar mencit bunting dengan
LPS. Dikatakan bahwa induksi LPS, dapat menyebabkan apoptosis plasenta yang
diperantarai Fas baik secara mandin maupun bersama-sama dengan sitokin lain
seperti TNF-a, [L-1a dan [L-8.

Makrofag yang terakiivasi menghasitkan TNF-a. Secara normal, uterus dan

plasenta memprodukst TNF-a {Gonvodsky er af, 1998) tetapi eksprest TNF-a
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selama kebuntingan mencit sangat terbatas (Roby dan Hunt, 1994} dan produksi
TNF-a yang abnommal dithubungkan dengan kegagalan kebuntingan (Gonvedsky
et al., 1998), Kegagalan tersebut berupa: kelahiran dini, abortus atau pertumbuhan
embric terhambat (embryo growth retardation). Hal ini karena produksi TNF-o
oleh makrofag dapat memicu apoptosis trefoblas (Phillips ef af., 2601} melaiui
ikatgn TNF-z dengan reseptor TNF tipe 1 (FNFR1) yarg dimiliki oleh trofoblas

{Dumur &f af., 2001].

2.3 Apoptesis pada Infeksi T, gondii

Pada infeks) 7. gondii apoptosis justru terjadi pada sel yang tidak terinfeksi
dan bukan pada sel yang tennfeksi karena 7. gondii mampu melindungi sel
residen dari apoptosis (Mordue et af, 2001). Kemampuan 7T. gondii
menghindarkan sel tennfeksi dam apeptosis merupakan usaha parasit untuk
mempertahankan hidup, memperluas penyebaran organisme dan membentuk kista
{Mash ez al., 1998).

Kajian tentang hambatan apoptosis sel yang terinfeks: 7. gondii melalui
berbagai mekanisme kebanyakan dilakukan secarz im vire. Kultur yang
dipergunakan untuk membuktikan terjadinya hambatan apoptosis antara iain sel
human-derived HL-60 (Goebel, ef al, 1999 dan Goebel, et gl , 2001), makrofag
mencit (Hisaeda ef af, 1997). Sel T yang dikultur bersama sel Human Myeloid
Dendritic (Wei e al., 2002) dan sel T mencit (Nash et al., 1998}

Nash et af. (1998) menunjukkan infeksi 7. gondii menghambat apoptosis
yang diinduksi oleh sel T CTL {(baik tergantung maupun tidak fergartung pada

Fas), radiasi sinar gamma, radiasi sinar ultraviolet, penghambatan groweh factor,
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dan toxin. Mekanisme hambatan apotosis sel terinfeksi melalui berbagai jalur
diantaranya; pelepasan sitckrom c sehingga terjadi penurunan aktivitas caspase
cascade (Goebel, et af, 2001), peningkatan ckspresi heat shock protein 63
{(HSP65) oleh sel T-74 (Hisaeda er af,, 1997) dan aktivasi NF-xB (Caamano ¢f af,
2000).

Beberapa peneliti juga mengkaji apoptosis beberapa organ yang
diakibatkan oleh infeksi 7. gondii secara in vive. Kajian ini dilakukan melalui
hewan coba mencit. Mencit yang diinfeksi secara peroral mengalami apoptosis sel
T Peyer's paich (Liesenfeld et al., 1996). Dikatakan bahwa apoptosis sel T Peyer's
patch tergantung Fas dan diinduksi oleh IFN-y. Apoptosis yang diperantarai oleh
ikatan Fas-Fas Ligan juga terjadi pada toxoplasmosis okuler (Hu e/ al., 1999).
Keteriibatan IFN-y terhadap apoptosis juga dibuktikan oleh Shen ef af. (2001).
Dikatakan bahwa apoptosis pada cenmfral nervous system (CNS) mencit yang
terinfeksi 7. gondii melibatkan ekspresi IFN-y, tetapi menurut Gavrilescu dan
Denkers (2001) hanya ekspresi IFN-y yang berlebih yang dapat memicu apoptosis
sel limpa dan overproduksi IFN-y hanya dipicu oleh 7. gondii galur sangat virulen
bukan galur avirelen. Pendapat lain diungkapkan Deckert-Schliiter ef al. (1998}
apoptosis sel imun di intracerebral tergantung pada ekspresi TNFR-1, pendapat ini
didukung Mordue er al (2001), dikatakan bahwa apoptosis sel limpa tergantung
pada TNFR-1 dan tidak tergantung ekspresi Fas. Mordue er ai. (2001) juga
menambahkan bahwa apoptosis pada hati dan lien mencit yang diinfeksi lebih

merupakan konsekuensi sekunder dari patogenesis toxoplasmosis.
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2.9 Mencit Sebagai Hewan Coba

Beberapa hewan coba vang telah digunakan sebagar model infeksi 77 gonedii
baik pada infcksi perolchan maupun infeksi kongemial Hewan coba tersebut
anlara lain: mencit, tikus, marmut (guinea-pig), kelinci dan monyet. Mengit
merupakan hewan coba yang paling sering digunakan dan terbaik untuk model
eksperimental toxoplasmosis kongenital {Flon ¢f af, 2002). Hal terscbut mungkin
karena struktur plasenia manusia sama dengan struktur plasenta rodensia (mencit,
tikus dan kelinci) dan primata {monyet}, yaitu hemochorion {(Dupouy-Camet,
2002; Kanellopoulos-Lengevin ef af | 2003).

Cralur mencit yang pernah digunakan sebagai hewan coba, antara lain: galur
BALB/C, C56, C57BL/6 (H-2b), C3H/HeN (H-2k), Swiss, SCID dan Nude
{(Dupouy-Camet, 2002). Pada umumnya mencit dibuat kekurangan dari materi
vang akan diccbakan, antara lain mencit kekvrangan [L-4, INF-y, TNF-a dan lain
sebagainya. Di bawah ini akan dipaparkan contch percobaan yang menpgunakan
mode] hewan coba mencit untuk mempelajari toxoplasmosis.

Penelitian yang dilakukan aleh Roberts dan Alexander (1992) dengzn
mencit BALB/C menunjukkan bahwa penularan terjadi hanya pada mencit yang
terinfeksi pertama kali selama kebuntingan. Thouvenin &/ a4l (1997),
menggunakan mencit BALB/C yang tidak memiiliki IL-4 (IL-4-/-) untuk
membuktikan peranan IL-4 sebagai imunosupresif pada kebuntingan. Dari hasil
perelitian itu disimpulkan bahwa [L-4 dan substansi lain yang berhubungan
dengan kebuntingan meningkatkan pasase 7. gondlii secara transplasenial.

Selain mencit, rodensia yang pernah dipergunakan untuk  infeksi

toxoplasmosis yaitu tikus Pada model eksperimental mengunakan infeksi secara
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oral pada tikus Fisher, penularan Toxoplasma pada fetus hanya teadi pada tikus

yang terinfeksi pertama kali saat kebuntingan (Zenner et al., 1993).

2.10 Kebuntingan pada Mencit

Mencit betina umur 6-8 minggu telah mampu melakukan perkawinan dan
bunting. Lama kebuntingan 19-20 hari. Mencit s1ap kawin hanya pada saat estrus.
Siklus estrus mencit secara normal berlangsung 4 hart. Oosit dilepas dari ovanum
masuk ampula oviduct. Di tempat tersebut fertilisasi tenadi.

Perkawinan terjadi pada malam hari. Sewaktu mencit kawin, ejakulan dan
mencit jantan membeku di vagina mencit betina membentuk piug. Plug ini
menjadi tanda telah terjadi perkawinan dan masih terlihat pada vagina dalam
waktu yang lama bahkan lebih dan 18 jam. Pada hari diketemukannya vaginaf
plug dijadikan dasar umur kebuntingan dan dikatakan pada saat tersebut
kebutingan berumur 0, 1/2 atau 1 hani tergantung dari laboratorium setempat.

Setelah terjadi fertilisasi, zigot secara perlahan membelah diri dan bergerak
dari oviduct ke uters. Padz usia kebuntingan sekitar 3,5 - 4 hari, embrio (stadium
blastosit) sampai pada uterus, tempat implantasi. Implantas: terjadi pada umur
kebuntingan 5 hari. Implantasi blastosit menginduksi struma endemetrium
menebal dan terfadi banyak vaskulansasi. Di tempat tersebut terbentuk desidua,
bagian dari plasenta yang berasal dari maternal. Plasenta terbentuk sempurna pada
hari ke 9-9.5 umur kebuntingan. Plasenta rodensia, disusun cleh kempleks
jaringan maternal dan feal di daerah materno-foetal interface. Plasenta sebaga)
pemisah sirkulasi darah antara fetus dan matemal terdiri dan tiga lapis sel

trofloblas: Labyrinthine, Spongiotrofoblas dan sel Giant. Labyrinthine dibentuk
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sebagal bagian konus cktoplasenta yang menutup embrio. Spongiotrofoblas
dibentuk coleh konus ektoplasenta yang tidak diinvasi oleh pembuluh darah
allantoin, Sel Giant frophoblast membentuk garis batas terbadap desidua
matenal. Jadi sel trofoblaslah yang kontak langsung dengan darah maternal,
termasuk leukosit beserta protein preduksinya. Kontak amiara trofoblas dengan
darah maternal dirnula: pada hari ke 6,5 umur kebuntingan. Organogenesis mulai
pada han ke 10. {Arvola, 2001; Clark er af, 2001; Monk, 1987, Medicine

ucsd.edu, 2002)
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BAR3
KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual

Secara imunologis kontrol terhadap 7. gondif sangat komplek dan
melibatkan respons imun alami dan adaptif ¥ gomdii merupakan parasit
intraseluler obligat, sepert patogen intraseluler lainnya, 7. gondii membangkitkan
respons imun seluler lebih dominan dibanding dengan respons humoral. Pada
awal infeksi, imunitas terlihat tergantung pada makrofag dan sel NK. Sensitisasi
f. gondii mendorong makrofag mempreduksi I1.-12, Interlevkin-12, bersama-
sama dengan 1L-1[3, IL-15 dan TNF-a merangsang sel NK untuk memproduksi
IFN-y. Sitaokin IFM-y bekerja secara sinergis bersama TNF-z menginduksi
ekspresi iNOS, yang menghasilkan NO untuk membunuh 7. gondii intraseluler.
Pada iingkat adaptif, imunitas diperankan cleh sel T. Sitokin H.-12 yang
dihasilkan oleh makrofag atau APC mendorong diferensiasi sel Th) dan reaks
secara kuat ke arah Th 1 dengan memproduksi IFN-y. Makrofap atau APC
mampu mengekspresikan MHC | sehingga dapat dikenali oleh sel T CD8+ (CTL).
Sel Th juga menghasilkan IL-2 yang dapat memicu sel T sitolitik (sel T CTL atau
s¢el T CD8) menghasitkan IFN-y, Selanjutnya, sitokin ini penting untuk aktivasi
makrefag dan untuk mendorong fungsi makrofag sebagat mikrobisida. Makrofag
yang teraktivasi akan menghasilkan TNF-a dan NO. (Denkers dan Gazzinell;,
1998, Johnson, 1990; Roberts et af,, 2001)

Duwraikan di atas bahwa 7. gondii menginfeksi semua tipe sel termasuk
berbagai sel di uterus, schingga reaksi imun juga terjadi di uterus (khususnya di

desidua). Populasi leukosit pada desidua didominasi oleh makrofag, sel NK dan

59

Disertasi Mekanisme peningkatan .... Lucia Tri Suwanti



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

sel T CTL, sedangkan sel Th dalam jumlah kecil (Baines, 2002; Vince dan
Johnson, 2000). Sel NK yang teraktivasi mengeliarkan INFy. Sitokin 1FN-y
produksi sel NK mengaktivasi makrofag memproduksi faktar sitelittk meliput
NO, oksigen radikal dan TNF-a. Faktor litik tersebut mengganggu perkembangan
plasenta karena mengakibatkan kerusakan sel plasenta (Bames, 2002}.

Analog dengan pendapat Baines (2002) serta Vince dan Johnson (2000),
IFN-y yang dihasilkan oleh sel NK, Thl dan sel T CTL karena stimulasi infeksi T
gondii diperkirakan juga mengaktivasi makrofag desidua untuk memproduksi
TNF-a. Peningkatan sitokin TMNF-a sebagai akibat peningkatan IFN-y memicu
kematian plasente secara apoptosis. Sebagai ligan, TNF-u dapat memicu apoptosis
sel dengan cara mengaktifkan reseptor TNF tipe 1 (TNFR-I) permukaan
membran. {Rayet ef al,, 1998) sedangkar trofobias memiliki TNFR-I {(Dumur ef
al., 2001; Phillips ef @/, 2001). Ikatan TNF-a dengan TNFR-I vang dimiliki
trofoblas mengakibatkan trefoblas mengalami apoptosis.

Sitokin 1L.-2 vang dihasilkan oteh sel Thl karena rangsangan infekst T
gondii  diperkirakan mengaktifkan sel T CTL dan sel NK desidua
mengekspresikan Fas Ligan. Hal ini sesua1 pendapat Goldsby ef af. (2000) yang
mengatakan sel T dan sel NK yang teraktivasi oleh IL-2 akan mengekspresikan
Fas Ligan. Jkatan Fas Ligan sel T CTL dan NK dengan Fas yang dimiliki oleh
trofoblas memicu kejadian apoptosis trofoblas (Dumur et ai., 2001; Phillips er af |
2001). Dalam keadaan kebuntingan ncormal, trofoblas mengekspresikan Fas dalam
kadar yang sangat rendah dan tahan terhadap induksi apoptosis, tetapi keberadaan

IFN-y dan TNF-g, sebagai respons terhadap infeksi 7. gondii, akan meningkatkan
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ekspresi Fas dan kepekaan terhadap induksi apoptosis (Aschkenazi ef af , 2002,
Balkundi, et &f | 2003},

Plasenta mensekresikan hormon steroid, estropen dan progesteron dalam
jumlah yang banyak. Kadar hormen tersebut meningkat secara tajam selama
kebuntingan dan peningkatan tersebut sejalan dengan umur kebuntingan.
Konsekuensi dari peningkatan ini membawa pengarub terbadap sistem imun
maternal, baik respons imun adaptif maupun zlami. Kedua hormon tersebut
menekan sel imun seperti sel NK dan sel T. Pada sel NK, progesteron
menyebabkan penurunan jumlzh, aktivitas dao toksisitass sel NK, sedang pada sel
T progesteron menghambat proliferasi limfosit T dar mengubah keseimbangan
Th1/Th2 ke arab Th2 (Desiou dan Giudice, 2005, Kawana er af | 2005, Roberts et
al., 2001; Spencer, 2004}, Perubahan kadar hormon pada tiap umur kebuntingan
tentu mempengarvhi aktivitas dan jumlah sel NK dan sel T sebagai penghasil
IFN-y, apabila teraktivasi oleh suatu rangsangan agen infeksi (Abbas et al., 2000,
Goldby er af, 2000). Perubahan tersebut diperkirakan juga berpengaruh pada
kejadian apoptosis sel trofoblas, karena peningkatan apoptosis trofoblas tegadi
sebagai akibat aktivasi sel NK dan T d: desidua {Olivarse ef af,, 2002).

Dari konzep-konsep di ates dapat digambarkan seperti gambar berikut:
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Gambar 6 Kerangka Kenseptual Penelitian
Keterangan: F1 : Infeksi Tovoplasma gondii pada mencit bunting
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3.2 Hipotesis
Terdapat perbedaan respons inflamasi plasenta antara mencit yang
diinfeksi 7. gondii denpan mencit yang tidak diinfeksi, baik pada umur
kebuntingan minggu perdama, kedua maupun ketiga, berdasarkan pada
penmingkatan persentase jumlah hmfosit desidua penghasil IFN-y, persentase
jumlah makrofag desidua penghasil TNF-¢, persentase jumlah trofoblas yang

mengekspresikan Fas dan TNFR-1 serta indeks apoptosis trofoblas
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian ekspenmental. Handomized postiest

ondy control group design merupakan rancangan penetitian yang dipilih, karena

pengukuran awai tidak mungkin dilakukan. Gambar dibawah adalah skema pola

rancangan penelitian:

Disertasi

Kl * 01

/ £l 3

8 .R<:K2 > 03
P2 » 04

\: » o

P3 » ()6

Gambar 7, Skema Pola Rancangan Penelitian.

Keterangan:

S : Sampel mencit bunting umur kebuntingan G,5 hari.

R : Randomisasi, secara acak sampel dipisabkan menjadi 6 kelompok,

K : Kelompok kontrol (kelompok mencit tidak diinfeksi; K1, K2 dan K3
berturut-turut adalah mencit bunting umur kebuntingan 4,5 hari; 2.5
hari dan 14,5 hari),

P : Kelompok Perlakuan { P1, P2 dan P3 berturut-turut adalah mencit yang

dunfeksi dengan 7. gondii pada umur kebuntingan 4,5 han; 9,5 han dan
14,5 han).

01, 02, 03, 04, 05 dan 06: Pengamatan terhadap jumlah sel apoptotik dan

jumlah sel yang mengekspresikan IFN-y, TNF-a
TNFR1 dan Fas (pengamatan dilakukan 4 hari
setelah infeksi),

T
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4.2 Sampel, Besar Sampel dan Teknik Pengambilan Sampel
1. Sampel: mencit betina sehat umur 2 bulan, bunting, dari palur Swiss.
Umur kcbuntingan 4.5 hari, 9.5 hani dan 14,5 hani .
2. Besar Sampel: besar sampel ditentukan berdasarkan rumues Steel dan

Torrie. (1991)

11251

n-—- -
d2

n = besar sampel

d — setengah selisih rerata
s = Simpangan baku
t; = ttabel pada (a = 0,05)

Dari perelitian pendahuluan diperoleh data seperti terlampir dan setelah
dimasukkan dalam rumus di atas diperoleh nilai n = 7,123 maka pada penelitian
ini ditentukan besar sampel 8 untuk per kelompok perlakuan, Jadi setiap
kelompok perlakuan terdiri dari 8 ekor mencit sehingga total mencit dalam

penelitian ini 48 ekor mencit bunting. (Lampiran 2).

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Klasifikasi variabel

1. Vanabel bebas : Infeksi Toxoplasma gondii.

2. Variabel tergantung: respens inflamasi plasenta mencit yang dinyatakan
dengan persentase jumlah limfosit desidua yang mengekspresikan TFN-y,
persentase jumiah makrofag desidua yang mengekspresikan TNF-a,
peresentase jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan Fas dan TNFR-1

serta indeks apoptosis sel trofobias.
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3. Vanabel kendali: Dosis infeksi, strain T gondii, umur mencit, galur

mencit dan umur kebuntingan,

4.3.2 Delinisi operasional

1. Infeksi Foxgplasma pomdii dalam penelitian ini adalah infeksi buatan pada
hewan coba. Mencit Swiss betina bunting {umur kebuntingan 4,5 hani, 9,5
hari dan 14,5 har) diinfeksi dengan isolat 7 gendi stadium takizoit
dengan dosis ix10” takizoit per mencit, secara intraperitoncal. Pada saat
dikorbankan, caran periteneal mencit diambil untuk diamati keberadaan
takizoit 77 gondii sebagat bukti bahwa mencit telah terinfeksi.

2. Apoptosis wrofoblas  adalah  angka yang diperoleh berdasarkan
penghitungan indeks apoptoss. Indeks apoptosis .mempakan hasil
pembagian jumlah inti sel trofoblas yang mengalami apoptosis dengan
jumlah total w1 sel dikalikan 100 persen pada ;etiap preparat organ
plasenta yang diwarnai dengan apopteg . Di bawah mikroskop Pembesaran
400 kal, & lapang pandang dari tiap plasenta (labyrinthine dan
spongiatrofoblas) ditentukan secara acak untuk dihitung jumlah sel yang
mengalami apoptotik. Sel dikatakan mengalami apoptotik apabila inti
herwarna coklail kehitaman, dan negatif apabila inti berwarna hijau. (Runic
efal., 1998).

3. Sel desidua pengahsil IFN-y dan TNF-a, adalah angka yang dipercieh
berdasarkan penghitungan persentase jumlah limfosit desidua yang
mengekspresikan I[FN-y dan persentase jumlah makrofag desidua yang

mengekspresikan TNF-u pada pewarnaan imunohistokimia organ plasenta.
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Di bawah mikroskop Pembesaran 400 kali, 6 area di desidua basalis
ditentukan untuk dihitung frekuensi sel yang positif. Sel dikatakan positif
mengekspresikan 1FN-y dan TNF-o apabila sitoplasma sel berwama coklat
kehitaman, dan dikatakan negatif apabila sitoplasma berwarmna biru
{Bumnett dan Hunt, 200{0).

4. Trofoblas pepghasii Fas dan TNFR-1 adalah jumiah pesentase trofoblas
yang mengekspresikan Fas dan TNFR-1 pada pewarnaan imunchistokimia
organ plasenta. Di bawah mikroskop Pembesaran 400 kali, & area di
labyrinthine dan spongiotrofoblas ditentukan untuk dihitung frekuensi sel
yang positif. Penetuan sel positif sama seperti butir 3 di atas.

5. Respons inflamasi plasenta ditentukan berdasarkan pengamatan perubahan
persentase jumlah limfosit desidua penghasil IFN-y, persentase jumlah
makrofag desidua penghasil TNF-q, persentase jumlah trofoblas yang
mengekspresikan Fas dan TNFR-1 serta indeks apoptosis trofoblas.

6. Pola respons inflamasi plasenta adalah gambaran dalam bentuk diagram
batang yang mencerminkan kontribusi dari variabel dominan terhadap
modulasi respons inflamasi plasenta pada mencit (erinfeks) 7. gondii dan
tidak terinfeksi yang mendasari peningkatan apoptosis trofoblas.
Gambaran kentnbusi medulasi respons  inflamasi plasenta dibuat

berdasarkan hasil perhitungan skor diskriminan tiap variabel domonan.

4.4 Unit Analisis

Unit analisis adalah plasenta mencit Swiss bunting.

&7
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4.5 Prosedur Penelitian
4.5.1 Hewan Ceba
Hewan percobaan adalah mencit betina umur 2 bulan galur Swiss. Hewan

coba diperoleh dari laboratorium Hewan Coba Fakultas Farmasi Universitas

Sanata Dharma Jogjakana.

4.5.2 Isolat T gondii

Isolat 7° gondii yang dipergunakan galur RH yang diperoieh dan Pusat Studi
Bioteknologi Universitas (Gadjah Mada Jogjakarta. 1sclat diperbanyak dengan cara
dipasasekan ke mencit. Mencit diinjeksi secara intraperitoneal. Dosis injeksi 10°
takizoit tiap mencit. Penentuan dosis didasarkan pada basil penelittan Amirudin
{(1999). Menurat Amirudin (1999) 4 hari setelah infeksi, semua mencs yang
diinfeksi dengan 10° takizoit masih bertahan bidup. Empat hari atau seteiah
mencit menunjukkan gejala mencit lemah dan bulu berdin, mencit dikerbankan
dan diambil cairan peritoneal Ke dalam cavum peritoneum mencit ditambahkan 5
ml NaCl fisiologis dan cairar diambil kembali. Parasit dalam cairan pentoneal

dihitung dengan hemositometer.

4.5.3 Ferlakuvan

Untuk mendapatkan umur kebuntingan yang sama, 48 ekor mencit betina
umur 2 bulan digertak kombinasi 5 IU PMSG dan 5 U HCG. Mencit betina
diinjeksi dengan PMSG dan 48 jam kemudian diinjeksi dengan HCG secara
subkutan. Setelah penyuntikan HCG, mencit dikawinkan dengan pejantan. Satu

ekor mencit betina dikandangkan dengan satu ekor mencit jantan. Biasanya,
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mencit kawin pada malam harn. Keesokan harinya pada vagina mencit betina
diperiksa keberadaan vaginal plug. Apabila vaginag! plug positif berarti mencit
telah bunting 0.5 hari (Clark er af., 1998} Mencit bunting dibagi secara acak
menjadi & kelompek, schagai berikut:
K1 kelompok kontrel, mencit bunting 4,5 hari (tinggu pertama)
tidak dinleksi
K2. kelompok kontrol, mencit bunting 9.5 hari {(minggu kedua)
iidak dinleksi
K3 kelompok kontrol, mencit bunting 14,5 hari (minggu ketzga)
tudak dunfeksi
P1: kelompok perlakuan mepcit bunting 4,5 hari (minggu pertama)
dunfeks
P2 kelompok perlakuan mencit bunting 9,5 hari (minggu kedua)
dunfeksi
P3: kelompek perlakuan mencit bunting 14,5 hari (minggu ketiga)
diinfeksi
Dosis infeksi tiap mencit 197 takizoit secara intraperitoneal. Sehubungan
dengan dampak toxoplasmosis pada ibu hamil dikelompokan berdasarkan umur
kehamilan trimester pertama, kedua dan ketiga sedangkan umur kebuntingan
mencit antara 19-20 hari, maka pada penelitian ini pembagian umur kebuntingan
disesuaikan dan menjadi minggu pertama, kedua dan ketiga. Mencit bunting umur
4.5 han mewalkil: kelompok kebuntingan minggu pertama, mencit bunting umur
9,5 hari mewakili kelompok kebuntingan minggu kedua dan mencit bunting umur

14,5 hari mewakili kelompok kebuntingan minggu ketiga. Empat hari setelah
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infeksi, mencit dikorbankan untuk dilakukan pengamatan, Penentuan wakiu
pengorbanan mencit 4 hari setelah infeksi didasarkan asumsi bahwa pada han ke-
4 setelah infeksi parasit telah mencapai dacrah plasenta. Hal ini juga didukung
oleh Dubey et af. (1998) yang mengatakan bahwa T. gondii mencapai di berbagai
organ dalam waktu 24-48 jam setelah infeksi. Plasenia mencit diambil untuk
dilakukan pengecatan bistokimia untuk penghitungan indeks apoptosis trofoblas
dan pewarnaan imunohistokimia untuk mengetahui persentase jumlah limfosit
yang menghasilkan IFN-y, persentase jumlah makrofag yang menghasilkan TNF-
a, presntase jumlsh trofoblas yang menghasilkan Fas dan TNFR-1. Plasenta

difiksasi datam buffer formalin 10 % untuk dilakukan embbeding paraffin.

4.5.4 Penentuan apoptosis trofoblas dengan TUNEL ASSAY

Metode seperti yang dilakukan (Runic er al, 1998) dengan menggunakan
Apoptotic kit Apop tag (Daco). Sayatan plasenta setebal 4-5 pm dalam embedding
paraffin, dideparafinizasi dengan Xyiene 3 kali, ethanol absolut 2 kali, ethanol
95% 1 kali, ethanol 70% 1 kali, dan terakhir dengan PBS. Jaringan ditetesi
proteinase K selama 15 menit, lalu dicuci 2 kali dengan dH;0. Untuk
menghilangkan endogenous peroxidase, jaringan ditetesi 3% Hz0; PBS selama 5
menit pada suhu kamar, laiu dicuci 2 kali dengan PBS masing-masing 2 menit.
Jaringan diinkubastkan dalam buffer yang berisi digoxigenin yang dilabel deoxy-
UTP dan terminal deoxynucleotidy] transferase pada suhu 37°C di tempat vang
lembab selama 1 jam. Sampel lalu dicuci 3 kali dengan PBS, kemudian
ditambahkan konjugat peroksidase anti-digexigenin dan diunkubasikan dalam

suhu ruangan selama 3¢ menit. Selanjutnya slide dicuci 4 kali dengan PBS,

0
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kemudian ditambah diaminobenzidine den dunkubasikan selama 5 menit. Cuci
tiga kali dengan PBS dan ditambzhkan cowntersiain methyl green (Sigma),
kemudian dicuci 3 kali dengan dH»O. Preparat selamutnya dikeringkan dan

ditutup dengan cover giass.

4.5.5 Pengecatan imunchistokimia

Untuk pengecatan imunchistokimia dipergunakan streplavidin dan bionn
(Instruction Dako LSAB + Kit, Peroxidase). Potong setebal 4-5 pm plasenta
dalam embedding paraffin. Masing-masing sampei 4 sayatan. Sayatan pertama,
kedua, ketiga dan keempat secara terpisah dan secara berturut-turut untuk
pengamatan ekspresi IFN-y, TNF-a, TNFR-1 dan Fas. Slide dideparafinisasi
dalam xylol 2 kali masing-masing 5 menit, selanjutnya secara berturut-turut
dimasukkan dalam ethanol absolut 2 kali 3 menit, ethanol 95% 2 kali masing-
masing 3 menit dan ethanol 70% 3 menit. Terakhir dicui dengan agquabides. Slide
ditetesi denga proteinase K 5 menit. Cuci dengan PBS 2 kali, selanjutnya ditetasi
fpdrogen peroxidase (H2O;) 3 % selama 5 menit dan dicuci dengan PBS 2 kali.
Setiap sayatan diinkubasi dalam antibodi poliklonal kelinci terhadap IFN-y, TNF-
a, TNFR-1 dan Fas anfi-mouse 30 menit. Selanjutnya tiap sayatan diinkubasi
dalam antiboddi sekunder yang dilabel dengan biotin {(Link) selama 30 menit,
dicuci dengan PBS 2 kali Selanjuinya preparat ditetesi dengan streptawidin
proxidase selama 15-30 menit cucit dengan PBS 2 kali dan terakhir dimasukkan
dalam larutan substrat 3 3-dismincbenzidine tetrahydrochloride in H:0» in Tnis

buffe pH 7,4 selama 5-10 menit, Untuk countersiain, dimasukan dalam
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hematoxylin 30 detik pada suhu kamar kemudian dicuci 3 kali dengan dH:O.

Preparat selanjutnya dikeringkan dan ditutup dengan cover giass.

4.6 Analisis Data

Analisis efek infeksi 7° gondii terhadap respons inflamasi plasenta
berdasarkan pengamatan perubahan persentase jumlah limfosit desidua penghasil
IFN-y, persentase jumlah makrofag desidua penghasil TNF-¢, persentase jumlah
trofoblas yang mengekspresikan Fas dan TNFR-1 serta indeks apoptosis trofoblas
dengan MANOVA, untuk menentukan pola respons inflamasi plasenta
menggunakan Analisis Diskriminan. Semua znalisis diolah dengan program

SPSS.

12
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KERANGKA OPERASIONAL PENELITIAN
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BABS

HASIL PENELITIAN

5. 1 Pemeriksaan Titer Antibodi techadap T. gondii

Untuk menentukan mencit sebagail hewan coba terbebas dan infeksi T gondii
dilakukan pemeriksaan titer antibadi terhadap 77 gondii sebelum mencit dikawinkan.
Darah diambil dari sinus orbitalis dari 10 ekor mencit secara acak. Selanjuinya, serum
dikitim ke baman Parasiiolog Fakultas Kedokteran Umiversitas (Gadjah Mada,
Yopyakarta Penentuan nter antibodi dengan 134 fest. Hasil pemeriksaan
menunjukkan titer antibodi semuz serum adalah 0 (nol) (lihat Lampiran 1}. Hal i
menunjukkan babiwa mencit yang diperpunakan dalam penelitian, sebelum diberi

perlakuan, bebas dari infeksi T- gondii,

52 Pemeriksaan Parasitologis pada Mencit Terinfeksi T. gondii

Mencit dan kelompok periakuan dinyatakan terinfeksi 7' gondii apabila di
dalam cairan peritoneal ditemukan eakizoit . gomd’i. Pada saat pembedahan, 4 hari
setelah infeksi, cawran peritoneal diambil dari masing-masing mencit perlakuan.
Selanjutya, cairan pentoneal diamati dibawah mikroskop denpan pembesaran 100
kalt, D1 bawah mikroskop, takizoit terlihat seperti bentukan pisang (lihat Gambar &}
dan bergerak. Dan hasil penpamatan mikroskopis, cairan peritoneal dan semua
mencit kelompok tennfeksi ditemukan takizoit. Hal ini menunjukkan bahwa semua
mencit kelompok perlakuan tennfeksi T. gondii, Meskipun tidak termasuk dalam

tyuan penelitian i1, jumlah takezoit dalam cairan peritoneal dari tiap kelompok umur

Disertasi Mekanisme peningkatan .... Lucia Tri Suwanti



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

kebuntingan dilakukan penghitengan dan analisis dengan hasil seperti terlihat pada
Tabel i dan lampiran 4. Jumlah takizoit dalam cairan peritoneal mencit kelompok
kebuntingan minggu periama, kedua, dan ketiga berbeda nyata (p < 0,05). Dan post
hAoc tesit {Uji LSD) terlihat bahwa jumlah takizeit pada setiap kelompok umur
kebuntingan berbeda nyata {(p < 0,05}, Jumlak takizoit meningkat sesuvm dengan
peningkatan umur kebuntingan saat mendapatkan mmfeksi Jumlah takizoit dalam
cairan pentoneal terbanyak terdapat pada kelompok infeksi pada umur kebuntimpan
minggu ketiga, yaitu 5,98 x 10°, diikuti kelompok infeksi pada umur kebuntingan
mingpgu kedua: 5,15 x 10%, dan yang paling sedikit pada kelompok infeksi pada umur
kebuntingan mingeu pertama: 3,54 x 10%,

Tabel 1. Rerata dan Simpangan Baku serta Hasil Uj Beda Jumlah Takizo i
T. gondii dalam Cairan Peritoneal Mencit Bunting,

Lmur Kebuntingan saat Rata-rata Simpangan Baku
mendapatkan infeksi (dalam 10%) (dalam 10%)
Minggu 1 3,5413" 0,5076
Minggu LI 5,1494° 0,9025
Minggu 111 5,9788° 0,7267
Keterangan: Huruf yvang berbeda pada nilal rerata menunjukkan perbedaan
yang bermakna p < 0,05,

T
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Tabel 2. Rerata dan Stmpangan Baku serta Hasil Uji Beda Respons Inflamas

Plasenta Mencit yang Terinfeksi dan Tidak Terinfeksi.

Kelompok
Vaniabel Tidak Infeksi Infeksi F P

Persentase Limfosit Desidua 25,4885 45 2567 184 615 0,000
Penghasil IFN-y +7.7257 16,9499

Persentase Makrofag Desiduz | 16,2487 32,0831 57,854 | 0,000
Penghasil TNF-o +9 0323 17,2954

Persentase Sel Trofoblas yang | 6,8871 35,6837 120,135 0,000
mengekspresikan Fas +4,4362 +13 5562

Persentase Sel Trofoblas yang | 12,7699 34,6046 71,171 | 0,000
mengekspresikan TNFR] +5,5365 18,8017

Indeks Apoptosis Trofoblas §7.3276 49,1261 IS 0,000

+ 11,7230 +8,3923 |

Wilks' Lambda = 0,060 p = 0,000,

Selanjutnya, untuk melihat perbedaan antara mencit yang tidak tennfekst dan

terinfeksi pada umur kebuntingan minggu pertama, kedua, dan ketiga dilakukan

muliiple comparisons dengan wi LSD. Pada tiap kelompok pengamatan terdapat

perbedaan seperti terlihat pada Tabel 3 dan Lampiran 5. Hasil tersebut menunjukkan

bahwa pada kelompok mencit terinfeksi, baik pada umur kebuntingan minggu

petama, kedua, dan ketiga, ada peningkatan vang tajam dar setiap vanazbel yang

diukur apabila dibandingkan dengan kelompok mencit yang tidak diinfeksi. Pola

peningkatan tersebut terlihat jelas pada Gambar 9. Pada Tabel 3 jupa terlihat terdapat

perbedaan setiap vanabel pada tiap wmur kebuntingan mencit kecual: persentase sel

trofoblas yang mengekspresikan TNFR-1.
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Tabel 3. Rerata dan Simpangan Baku serta Hasil Uji Beda (LSD) Respons lnﬂg.masi
Plasenta Mencit Tidak Terinfeksi dan Terinfeksi pada Umur Kebuntingan

Minggu Pertama, Kedua, dan Ketiga.

i L Umur Kebuntingan
Variabel E Mingen1 | Mingeu 11 | Minggu IUI
Perlakuan MEgu mgsu g2
Tidak 32.05° 2767° 16.74°
Persentase imfosit Desidua Infeks: + 6.6 + 2 86 +7259
Penghasil IFN-y (nfeksi 48.14° 39327 48.31°
PIEEsl 4399 + 753 £ 5.06
Tidak 2399 14.12" 16.64"
Persentase makrofag Desidua | Infeksi 548 £330 t+6.47
Penghasil TNF-ct ! 35,508 30.47 30.18" |
s e +5.38 +934 '
Tidak 1.657 537 11.64™
Persentase Sel Trofoblas vang, Infeksi + 1472 +2.19 +418
mengekspresikan Fas 27 11" 38 50 4144
Infeks: : ]
+13.63 +15.23 +7.42
Tidak 10.40"° 13.94" 13.97°
Persentase Se¢l Trofoblas yang Infeksi +3 50 +10.59 +10.27
mengekspresikan TNFR] : 35.01° 3578 ° 13 52°
Infeks
+7.96 +9.66 19.79
Tidak g33F 10,19* 32.46°
Indeks Apoptosis Trofeblas Infekst 1 254 + 2,60 r6.74 ;
lnfekel 40194 491" 58.08" |
+ 538 t 4.08 +1.77 i

Keterangan: Huruf yang berbeda pada nilai rerata tiap variabel menunjukkan
perbedaan yang bermakna p < 0,05
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Gambar %, Rerata persentase jumlah hmfosit desidua vang menphasilkan 1FN-y,
persentase Jumlzk makmofap desidua vang menghasilkan TNF-,
persentase jumlah sel troloblas yang mengekspresikan  Fas,
persentase Jumlah sel trofohlas yang mengekspresikan TNFR-1 dan
indeks apoptosis trofoblas

Secara ringi perubahan trap vanabel yang diukur tersebut adalah sebagal berikut:

1. Persentase jumlah limfosit desidua penghasi] TFN-5.

Pari Tabel 2 terlihat bahwa persentase jumlzh himfosit desidua yang
menvhasilkan 1FN-y pada mencit yvang dinfeksi T gondii berbada nyata
dengan kelompok mencit yang udak diinfeksy (p<0,01) Pada kelompok
mencit yang terinfeksi (45.2567%) (erlihat terjadi peringkatan tila dibanding

dengan mencit udak tennfeks (25,4885%). Secars nnct perbedaan antara

mency tidak dimfekst dengan diinfeksi pada setiap umur kebuntingan dapat
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dilihat pada Tabel 3. Perbedaan tersebut adalah sebagai berikut: pada wmur
kebuntingan minggu pertama: 32,05% berbanding dengan 48,18% (terjadi
peningkatan 1,5 kali), pada minggu kedua: 27,67% berbanding dengan
39,32% (peningkatan 1,4 kali}, dan pada minggu ketiga: 16,74% berbanding
dengan 48,31% (peningkatan 2,9 kali). Dan wp LSD, juga terlibat ada
petbedaan pada tiap kelompok perlakuan, kecuali pada kelompok yang
diinfeksi minggu pertama dan ketiga Pada mencit yang tidak dimfekst,
ekspresi 1FN-y menurun secara tajam sejalan dengan umur kebuntingan,
persentase jumlah limfosit desidva penghasil TFN-y tertinggi pada mencit
burting minggu pertama, dan terendah pada mingpu ketiga Sedangkan pada
kelompek mencit terinfeksi, pada umur kebuntmgan minggu pertama tingpi,
menurun pada umur kebuntingan kedua, dan meningkat lagi pada umur
kebuntingan minggu ketiga. Ekspresi IFN-y pada mencit terinfeksi minggn
pertama tidak berbeda nyata dengan pada minggu ketiga (p > 0,05). Gambar

1G di bawah adalah limfosit desidua penghasil IFN-v.

80
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Gambar 10. Limfosit Desidua Mencit Penghasil [FN-y. Pewamnaan
imunohistokimia dengan antibodi poliklonal kelinei anti-
IFN-y. A. Pembesaran 100x, B. Pembesaran 400 x. Tanda
panah mcrah {(—w») sel yanp positif. Tanda panab Kuning
{ ) sel yang negatif.
2. Persentase jumlah makrofag desidua yang menghasitkan THF -
Persentase jumlah makrofag desidua yang menghasilkan TNF-i pada mencit
yang diinfeksi T gandii meningkat bila dibanding denpan kelompok mencit
tidak terinfeksi, dari 16,2487% pada yang tidak terinfeksi menjadi 32,0831
pada yang infeksi {Tabel 2). Peningkatan secara rinci pada tiap umur
kebuntingan (Tabel 3} adalah sebagai berikut: pada umur kebuntingan minggu
pertama mcningkat 1.5 Kali {23.99% pada mencit Lidak 1erinfeksi dan 35.59%
pada mencit terinfeksi), pada minggu kedua meningkat 2,2 kali (14,12% pada
tmencit Tidak terinfcksi dan 30,47% pada mencit terinfeksi), dan pada minggu
ketiga meningkat 2.8 kzli (10.64% pada mencit tidak terinfeksi dan 30,18%

pada mencit lerinfeksi). Berdasarkan umur kebuntingan mencil, baik pada

£l
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mencit yang tidak diinfcksi maupun yang diinfeksi, persentase jumlah
makrofag desidua vang menghasilkan TNF-& tertinggi pada kebuntingan
minggu pertama dan mulai menurun pada umur kcbuntingan minggn kedua
dan ketiga. Persentase jurmiah makrofag desidua yang menghasilkan TNF-a
pada minggu pertama berbeda nyata dengan persentuse TNF-o pada umur
kebuntingan mingge  kedua dan  ketiga, sedangkan persentasc jumlah
makrofag desidua  yang menghasilkan INF-oo pada  kelompok  umur
kebuntingan minggu kedua dan ketiga tidak berbeda nyata. Gambar 11 di

bawah adalah makrofag desidua yang menghasilkan TNF-a.

Gambar 11, Makrofag Desidua yang Menghasilkan TNF-¢. Pewamaan
imunohistokimia dengan antibedi poliklonal kelinci anti- TNF-
a. A, Pembesaran 100x, B, Pembesaran 400 x. Tanda panah
merzh {--»}: sel yang posilif. Tanda pznah kuning () sel
yang negatif.
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3. Persentase Jumlah Sel Trofoblas yang Mengekspresikan Fas:
Pada kelompok mencit yang diinfeksi 7. gondii apabila dibandingkan dengan
kelompok tidak terinfeks:, terlihat persentase jumlah sel trofoblas yang
mengekspresikan Fas meningkat secara tajam, dari 6,8871% pada kelompok
tidak infeksi menjadi 35,6837% pada kelompok mencit terinfeksi (Tabel 2}
Peningkatan tersebut juga terlihat pada setiap kelompok umur kebuntingan
{Tabel 3} Pada kelompok umur kebuntingan minggu pertama: 3,65% pada
mencit tidak terinfeksi dan 27,11% pada mencit teninfeksi {(meningkat 7.4
kali), pada minggu kedua: 5,37% pada mencit tidak tennfeksi dan 38,50%
pada mencit terinfeksi (meningkat 7,2 kali), sedangkan pada mnggu ketiga:
11,64% pada mencit tidak terinfeksi dan 41.44% pada mencit tennfeksi
{meningkat 3,6 kali}. Persentase jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan
Fas pada kelompok mencit yang tidak dunfeksi pada kelompek umur
kebuntingan minggu pertama dan kedua tidak berbeda nyata tetapi kedua
kelompok berbeda nyata denpan kelompok umur kebuntingan mmggu ketiga
Pada kelompok mencit terinfeksi, persentase jumlah se] wrofoblas yang
mengekspresikan Fas pada kelompok wmur kebuntingan minggu pertama
berbeda nyata dengan kelompok umur kebuntingan minggu kedua dan ketiga,
tetapi kelompok umur kebuntingan minggu kedua dan ketiga tidak berbeda

nyata. Gambar 12 di bawah adalah sel trofoblas yanp mengekspresikan Fas.

23
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Gambar 12, 5el Trofobias yang Mengekspresikan Fas.  Pewarnaan
imunchistokimia dengan antibodi poliklonal kelinci anti-Fas.
A. Pembesaran 100x, B. Pembesaran 400x. Tanda panah
merah (—»} sel yang positif, tanda panah kuning ( ) sel
yang negatif.

4. Persemase jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan TNFR-1.

Persentase jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan TNFR-1 pada mencit

vang diinfcks) apabila dibandingkan dengan kelompok mencit yang tidak

diinfeksi teriihat ada peningkatan, dari 12,7699 pada kelompok tidak diinfeksi

menjadi 34,6046% pada kelompok mencit 1erinfeksi (Tabel 2). Secara rinci

peningkatan tersebut dapat dilibat pada Tabel 3, adalah sebagai berikut: pada

kelompok umur kebuntingan minggu pertama meningkat 3,4 kali (10,40%

pada mencit tidak terinfeksi dan 35,01% pada mencit terinfeksi), pada minggu

kedua meningkat 2,5 kali (13,94% pada mencit tidak terinfeksi dan 35,28%

pada mencit terinfeksi) dan pada minggu ketiga meningkat 2.4 kali {13,97%

pada mencit tidak tetinfeksi dan 33,52% pada mencit terinfeksi). Umur
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kebuntimgan wrelihat tiduk berpengaruh pada cheprest INFR-1 Persentase
Jumlah sel trofoblas sange mengehspresikan INEFR-1 pada umur kebuntingan
minggu pertama, kedua, dan ketiga tidak berbeda nvata, baik pada kelompok
meneit terinfoksl mawpun pada tidak werinfekst. Gambar 13 di bawah adualah

sel trofoblas vang meagekspresikan PNER-E

Gambar 13 5S¢l Imaloblas yung Mengekspresikan TNFR-1. Pewarnaan
imunchistokimia  dengan antibodi poliklonal  kelinei  anti-
TNEFR-1. Pembesaran 400 A Spongiotrotoblas 13, Labyrinth,
Fanda panah merah (—e ) sel vang positik, woda panab kuning
[ ¥sel vang negatit,

3 Induks apoptosis treddoblas;

Indek= apoptosis trotoblas pada menen sang diinfeksi $eondis apabila

dibundingkan dengan kelompok yang tidak diinieksi terlihar ada perbedaan

vuny nyata (p-7 00035 dan terjadi peningkatan vang tajam dari 17,3276% dari

kelommpek mencit udak diinfeksi menjadi 49, 1261% pada kelompok mencit

-y

diintekst (Tabel 23 Perbedaan secara ringi Lihat Tabe]l 3. Pada mencit
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kelompok umor kebuntingan minggu pertama indeks apoplosis trofoblas
meningkat dari 9,33% menjadi 40.19%% (4.3 kali), pada mingau kedua dari
L0.19% menjadi 49.11% (4.3 kal), dan pada minggu ketiga dari 32.46%
menjadi 50.08% (1,5 kali). Dari post hoc tese (1LSDY, terlihat perbedaan pada
tiap kelompok perlakuan. Baik pada kelompok mencit vang diinfeksi maupun
yang tidak diinfeksi terlihat peningkatan indcks apoptosis scjalan dengan
umur kebuntingan mencit dan perbedaan tersebut sangat nyvata (18 < 0,010,
kecuah pada kelompok mencit Gdak diinfeksi umur kebuntingan mingpu
pertama dan kedua secara statistik tidak berbeda nyvaia (p > 0,05). Gambar 14

di bawah adaiah scl trolublas yang mengalami apoplosis.

Gambar 14. lrofoblas Meeit Teninfekst 7. gosdii vang Mengalami
Apoplosis. Pewamaan Apoptag Plus. Pembesaran 400x. Tanda
panah merah (—» ) sel yang positif mengalami apoptosis. tanda
panah kuning sel { ) vang nepatif.

a6
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5.4 Fola Respons Inflamasi Plasenta Mencit Pengaruh Infeksi T gondit

Lntuk mengetahul pola respons inflamasi plasenta pengarub inteks) T gonedii
dilakukan anahisis diskciminan pada setiap kelompok umur kebuntngan mencit, [ran
hasil analisis diskriminan diperoich variabel diskrinunator atau varabel dominan,
Locfisicn Fisher, dan besar kontribusi vanabel dormunan. Besar kominibust variabel
domuman merupakan perkalian koelisien Pisher dengan ol rerata tap varnabel
domunan.  Besar kontribusi wvarabel dominan menunjukkan kontobuse vaniabel
dominan terhadap kejadian respons inllamas: Hastl analisis diskriminan dapat deliba
pada l.ampiran & Secara pna poela respons nflamast plasenta mencit pengaruh

in{eksi 1 wondii adalah schagal berikut:

541 Pola respons inflamasi plasenta mencit termfeksi T, gondii pada vmar
kebuntingan minggu pertama

Dari hma variabel penentu respons inflamasi piasenia yang muncul sebagal
variabel dominan pada analisis diskrniminan adalah indeks apoptosis trofoblas dan
persentase jumlah limfosit desidua yang menghasilkan IFN-y  (hhat Tabel 4 dan
Oambar 15)

Dari Tabel 4 dan Gambar 15 terlhihat bahwa besar koatribusi vanabel dominan
indeks apoptosis trofoblas pada kelompok mencit infeks: (116,68) lebih tingg 14 kak
hla dibanding dengan kelompok mencit yang ndak dinfeksi (8,35) dan besar
kontnbusi variabel dominan persentase jumlah himfosit desidua penghasih [FN-y pada
mencil terinfekst (108,79) lebih tingee 2.5 kali hla dibanding dengan mencit yang

tidak dunfeksi (42,303 Hal imi menunjukkan kontribust pada kejadian respons
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inflamasi plasenta pada mencit yang tennfeksi T2 gondii didominast oleh vanabel
indeks apoptosis trofoblas dan ditkuu persentase jumlah limfosit desidua penghasil

IFN-y,

Tabel 4. Hasil Analisis Disknminan Respons Inflamasi Plasenta Mencit Terinfeksi
{ gondid pada Lmuar Kebuntinpan Mingeu Pertama.

Kelompok
! Nilai _ Tidak Infeksi : | Infeksi
Indeks Persentase Indeks Persentase
Apoptosis . Limfosit Apopiosis Limfosit
Trofohlas | Desidua Trofoblas | Desidua
! Penghasit " Penghasil
| IFN-v IFN-y
: !
Rara-rata 933 T 3205 40.19 18.14
Koefisien Fisher (1,895 a2 2.90 Y
Besar kontribusi :
variabe] dominan .35 42 30 - 116 68 [0E.79

120
10 el '
o N -
&0 !
|
|
e
f- — - 'ﬁhpﬁptﬂsis
Tidak Dwrfeksi Cenfeksi
| IFh-g

Gambar 15. Pola Respons Inflamasi Plasenta Mencit Kebuntingan Tennfeks:
I" gondit pada Umnor Kebuntingan Mingeu Pertama.
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5.4.2 Pola respons inflamasi plasenta mencit terinfeksi T. gondii pada umur
kebuntingan minggu kedua

Dari lima variabel penentu respons inflamasi plasenta yang muncul sebagai
variabel dominan pada kelompok mencit umur kebuntingan minggu kedus hanya

variabel indeks apoptosis trofoblas (lihat Tabel 5 dan Gambar [6}.

Tabhel 5. Hasil Analisis Diskriminan Respons Inflamasi Plasenta Mencit
Terinfeksi T, gondii pada Umur Kebuntingan Minggu Kedua.

| Kelompak
Tidak Diinfeksi Diinfaksi
Milai
Indeks Apoptosis | Indeks Apoptosis
Trofoblas Trofoblas

Rata-rata 10,19 4910
Koefisien Fisher 0.87 419
Besa_r konimbus: vanabel 887 205,92
dominan

Tabel 5 di atas mencerminkan bahwa besar kontribusi variabel dominan
indeks apoptosis trofoblas lebih tingg (23 kali Lipat) pada kelompok mencit infeksi
{205,92) dibanding kelompok tidak diinfeksi (8,87). Hal ini menunjukkan kontnbusi
pada kejadian respons inflamasi plasenta pada mencit yang terinfeksi 7. gondii
didominasi ¢leh variabel indeks apoptasis trofoblas. Secara lebih jelas pola tersebut

tergambar pada grafik batang di bawah im {Gambar 16).
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Gambar 16. Pola Respons Inflamasi Plasenta Mencit Teninfeksi 7. gomdii pada
Umur Kebuntingan Minggu Kedua.

5.4.3 Pola respons inflamasi plasenta mencit erinfeksi T. gondii pada umur
kebuntingan minggu ketiga

Dari lima vanabel penentu respons mflamasi plasenta, yang muncul sebagai
vaniabel dominan adalah persentase jumlah limfosit desidua yang menghasilkan IFN-
¥ dan persentase jumlah sel trofoblas vang mengekspresikan Fas (lihat Tabel 6. dan
Gambar | 7).

Dan Tabel &, besar kontribusi variabel domiman persentase Limfosit desidua
penghasi! IFN-y tertmgg pada kelompok mencit infeksi, 147.4 (8 kali lipat dibanding
dengan kelompok mencit tidak terinfeksi) dan diikuti besar kontnbusi variabel
dominan persentase jumilah sel trofoblas vang mengekspresikan Fas, 5014, Hal ini
menunjukkan kontribusi pada kejadian respons inflamas plasenta pada mencit yang
terinfeksi T gondii didominasi oleh vanabel persentase limfosit desidua penghasil
IFN-y dan dukut persentase jumiah sel trofoblas yang mengekspresikan Fas. Secars

lebih jelas pola tersebut terlihat pada gambar 17
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Tabel 6. Hasi! Analisis Disknminan Respons Inflamasi Plasenta Mencit Tennkeksi
1. gondii pada Umur Kebuntingan Minggu Ketiga

f—__ T Kelompok - [

| . . . . . . |

Nilai | Tidak Infeksi | Infeksi \

r — — - - - - s = = == —_— =

1 Persentase persentasc jumlah | Persentase | persentase jumlah |

' Sel Desidua | sel trofoblas yang ' Sel Desidua I sel trofoblas yang

. Penphasii | mengekspresikan | Penghasil | mengekspresikan |

. TFN-y Fas Ny Fas r

I ' I .

[Ratatata | 16,74 I1,64 a3z | alaa T o

Koefisien Fisher | 305 177 7¢3a 77 a5 T TiaT "7
be = 2 = = — . !

Besaf kontnbusi ) 4 ¢ 4,00 ©14785 ! 50,14

vanabel dobwnan | ’ i

1540

100}

i Tidak Diinfeksi Diinfeksi

Gambar 17. Pola Respons Inflamasi Plasenta Mencit Teninfeksi T gondii pada Umur
Kcbuntingan Minggu Ketiga,
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BADB &

PEMBAHASAN

6.1 Rancangan Fenelitian

Pecaelitian ini merupakan penelitizn ekspenmental. Kandomized postiest
only control group design merupakan rancangan penelitian yang dipilih karena
pengukuran awal tideak mungkin dilakukan. Pada saat pengambilan data mencit
harus dikorbankan. Kelemahan dari rancangan ini adalah validitas eksternal
diabaikan karena reaksi siuasi pada saat dilakukan perlakuan tidak diketahu

Untuk mengatasi masalah tersebut dilakukan randomisasi.

6.2 Pengarubh Infeksi Toveplasma gondii terhadap Respons Inflamasi

Plasenta

Respons inflamasi plasenta ditentukan berdasarkan pengamatan perubahan
persentase junlah limfosit desidua penghasil IFN~y, persentase jumlah makrofag
desidua penghasil TNF-o, persentase jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan
Fas dan TNFR-1 serta indeks apoptotis S»t;a] trofoblas. Pada mencit yang diinfeksi
terjadi peningkatan kelima variabel yang dukur yaitu pemngkatan persentase
jumlah limfosit desidua penghasil 1FN-y, peningkatan jumlah persentase
makrofag desidua penghasil TNF-g, peningkatan persentase jumlah sel trofoblas
yang mengekspresikan Fas dan peningkatan persentase jumlah sel trofoblas yang
mengekspresikan TNFR-1 serta pemingkatan indeks apoptotik sel trofoblas.
Infcksi 7. gondii menyebabkan perubahan respons inflamasi plasenta. Hal ini
tercermin dan hasil analisis multivariat yang menunjukikan terdapat perbedaan

yang bermakna antara kelompok mencit yang dunfeksi dan kelompok kontrol
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{Nilai Wilks" Lamda = 0,060 dan p = 0,H)} Setiap vanabel vang diukur
memberikan sumbangan perbedaan respons inflamasi piasenta. lal ini
ditunjukkan dengan hasil penghitungan yang tertera pada Tabel 2, yaitu setiap
variabel berbeda antara mencit yang diinfeksi dengan yang tidak dinfeks dengan
nilai p<0,01. Setelah dilakukan dengan uji LSD, terlihat perbedaan secara nnci
pada tiap kelompok pengamatan, baik infekst pada kebuntingan minggu pertama,
kedua maupun ketiga. {dilihal Tabel 3 dan Gambar 8).

Peningkatan peresentase jurniah limfosit desidua yang memproduksi IFN-y
pada kelompok mencit infeksi menunjukkan bahwa infeks1 17 gonedii berpengaruh
terhadap peningkatan aktivitas limfosit di desidua. Hasil pada penelitian 1ini
mendukung pendapat Denkers dan Gazzinelll (1998) yang mengatakan bahwa T
gondii membangkitkan respons imun seluler lebih dominan yang ditandai dengan
peningkatan produksi IFN-y. Parasit menginduksi produks: 1FN-y dalam jumlah
banyak baik pada infeksi akut maupun pada infeksi kronis. Hal ini juga
menunjukkan bahwa respons imun seluler terhadap . gondii juga terjadi di
plasenta. Reaksi tersebut tenadi karena 7. gondii merupakan parasit intraseluler
obligat yang menginfeksi semua tipe sel, termasuk berbagai sel di uterus, kecuali
eritrosit.

Menurut Denkers dan Gazzinelh (1998), pada awal infeksi, IFN-y
diproduksi oleh sel NK. Pada tahap ini, imunitas terhadap 7. gondii terlihat
tergantung pada makrofag dan sel NK. Ada 3 jalur alternatif sintesis [FN-y.
Pertama, infekst 7. gondii pada makrofag merangsang makrofag memproduksi 1L-
12, TNF-, IL-1B, dan IL.-15 Sitokin 1[-12, bersama-sama dengan 1L-1p, IL-15

dan TNF-u, merangsang sel NK untuk memproduksi 1FN-y. Sitokin IFN-y yang
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dihasilkan sel NK mengaktifkan makrofag TNF-a. Sitokin IFN-y bekerja secara
sinergis dengan TNF-a mengmduksi eksprest 1NOS, yang menghasilkan NO
untuk membunuh 7. gondii intraseluler. Jalur kedua, infeksi 7. gondii pada
makrofag atau APC mendorong preduksi 1L-12. APC mempresentasi peplida
parasit melalui MHC I sehingga dikenali oleh sel ThO (sel T CD4"). Sel Th yang
berikatan dengan MHC 11 memproduksi IL.-2. Sitokin [L-2 dari sel Th dan I1L-12
dari APC mendorong diferensiasi dari ThQ menjadi Thl. Sel Thl menghasilkan
IFN-Y. Jalur ketiga, makrofag atau APC vang terinfeksi mengekspresikan MHC |
yang dikenali oleh sel T CTL (sel T sitotoksik atau sel T CD3"). Tkatan sel T CTL
dengan APC melalui MHC 1 dan keberadaan IL-2 yang dihasiikan sel Th memicu
sel T CTL menghasilkan IFN-y.

Menurut Vince dan Johnson (2000), populasi leukosit pada desidua
didominasi oleh makrofag, sel NK dan sel T CTL, juga sel Th meskipun dalam
jumlah kecil. Jadi, semua komponen yang diperiukar untuk memproduksi IFN-y
ada pada desidua, sehingga apabila ada infeksi di desidua, limfosit di desidua
teraktivasi untuk memproduksi 1IFN-y. Jadi, peningkatan ekspresi IFN-y pada
penelitian ini juga menunjukkan bahwa infeks) 7. gondii meningkatkan akivitas
limfosit di desidua. Menurut Ofivares ef al. (2002) limfosit desidua yang
teraktivasi menyebabkan peningkatan apoptosis trofoblas. Selanjutnya dikatakan
bahwa peningkatan apopiosis trofoblés berhubungan erat dengan peningkatan
jumlah populasi limfosit T di desidua dan limfosit desidua yang teraktivasi
bersifat sitotoksik terhadap trofoblas.

Desidua merupakan jarngan maternal yang paling dekat kontak dengan

trofoblas fetus. Hubungan secara imunologis antara fetus dan matemal selama
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al, 2001; Phillips ef al, 2001). Interaksi TNF-a dengan TNFR-1 menyebabkan
trimerisasi DI dari TNFR-1. TNFR-1 menark protein adaptor TRADD. Protein
TRADD akan menarik protein adaptor yang lain FADD. Protein FADD meparik
procaspase-8 melalui interaksi protein DED. Procaspase-3 vang ternkat pada
FADD teraktivasi menjadi caspase-8. Caspase-8 mengakiifkan caspase efektor,
caspase-3, 6, dan -7, Caspase efektor, terutama caspase-3 memecah sejumlah
substrat antara lain PARP dan DFF schingga tenadi fragmentasi DNA mti dan
apoptosis. (Abbas ef al., 2000, Burett ¢ al,, 2001; Durur er al,, 2001; Goldsby,
2000, Gupta, 2003, Sharif-Askan et af, 2001). Tkatan TNF-u dengan TNFR-1
yang dimiliki trofoblas mengakibatkan trofoblas mengalami apoptosis.

Peranan TNF-a pada induksi apoptosis plasenta juga ditvojukkan pada
infeksi Auman Cvtomegalovirus (HCMV) (Chan et al., 2002, Zhu ef al., 1993), di
mana HCMYV adalah agen intraseluler sama seperti 7. gondii dan menimbulkan
infeksi kongenital seperti pada infeksi 7. gorndii. Peningkatan ekspresi TNF-q juga
bertbmbungan dengan apoptosis trofoblas pada komplikasi kebuntingan IUGR dan
pre eklamsia (DiFederico ef af, 1999; Smith ef af., 1997b).

Peningkatan ekspresi [FN-y dan TNF-o pada penelitian ini juga sama
dengan hasil yang ditunjukkan pada infeksi malaria, Menumut Fried et af. (1998),
infeksi Plasmodium falcifcrum, dapat meningkatkan kadar TNF-a, [FN-y dan IL-
2 pada plasenta dan perubahan ini berbubungan dengan hasil kebuntingan yang
jelek berupa kehilangan fetus dan berat bayi lahir kecil. P. falcifarum adalah
pretezea intraseluler obligat satu orde dengan 1. gondii.

Persentase jumlah limfosit desidua penghasil IFN-y pada kelompok mencit

yang tidak dinfeks1 kelompok umur kebuntingan minggu pertama lebih tinggi
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dibandingkan dengan kelampok umur kebuntingan minggu kedua dan ketiga. Hal
ini karena pada kelompok mencit umur kebuntingan pertama pada saat mencit
dikorbankan untuk pengambilan plasenta, proses perkembangan plasenta
(plasentasi} masih berlangsung. Pada mencit, plasentasi sempurna pada umur
kebuntingan 9-9,5 hari {Arvola. 2001, Clark ef af., 2001). Mencit pada kelompok
minggu pertama, dikorbankan pada waktu kebuntingan berumur 8,5 hart (urmur
kebuntingan 4,5 han diinfeksi dan 4 han setelah infeksi mencit dikorbankan untuk
pengambilan  plasenta). Pada saat pembentukan plasentas tenadi  proses
vaskularisasi dan IFN-v sangat diperlukan untuk vaskularisasi. Pendapat ini
dihubungkan dengan pendapat Ashkar et «f (2000} yang mcngatakan bahwa
limfosil yang dominan di tempat implantasi adalah sel NK dan sel NK adalah
sumber IFN-y yang diperlukan untuk vaskularisasi di desidua. Dominas! sel NK di
tempat implantasi bersifat sementara, populasi mulai menurun setelah umur
kebuntingan mencit 12 hari. Plasenta mencit pada kelompok mencit umur
kebuntingan minggu kedua diambil pada saat umur kebuntingan mencit mencapai
13,5 hari dan pada kelompok mencit umur kebuntingan minggu ketiga plasenta
diambil pada saat umur kebuntingan mencit mencapai 18,5 han.  Jadi,
kemungkinan memang sudah terjadi penurunan sel NK sebagai sumber penghasi
IFN-y. Hal inilah yang kemungkinan memjadi penjelasan mengapa persentase
jumnlah limfosit desidua penghasil IFN-y pada kebuntingan minggu kedua dan
ketiga lebih sedikit dibanding minggu pertama.

Persentase jumlah makrofag desidua penghasil TNF-a pada mencit yang
ndak diinfeksi pada kelompok kebuntingan minggu pertama lebih tingg dari pada

kelompok kebuntingan minggu kedua dan ketiga. Hasil ini sama dengan hasil
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Hunt ef af dalam Gorivodsky et al. (1998) yang menyatakan bahwa ekspresi
TNEF-u di plasenta sedikit sekali selama kebuntingan mencit, produksi mencapai
puncak terjadi pada pertengahan kehamilan, kemudian menurun dan tetap stabil
sampai akhir kebuntingan. Pada umur kebuntingan awal, TNF-ct diperlukan untuk
plasentasi, diferensiasi blastosit dan trofoblas serta untuk invasi trofoblas
(Gorivodsky er af, 1998). Pada perelitian ini pada minggu pertama tinggi
(23,99%). minggu kedua dan ketiga tidak berbedz nyata masing-masing 14,12%
dan 10 64%.

Peningkatan ekspresi Fas di trofoblas pada infeksi 7. gondii kemungkinan
karena pengaruh peningkatan TFN-y dan TNF-a di lingkungan mikro plasenta.
Hal ini dihubungkan dengan pendapat yang mengatakan bahwa meskipun pada
keadaan normal, trofeblas mengekspresikan Fas dalam kadar yang sanpat rendah
dan tahan terhadap apoptosis yang diperantarai Fas, tetapi keberadaan IFN-y dan
TNF-a memicu peningkatan ekspresi Fas dan meningkatkan kepekaan terhadap
apoptosis yang diperantarai Fas (Aschkenazi et af., 2002, Balkundi af af, 2003;
Mor dan Abrahams, 2003). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada mencit
vang tidak diinfeksi persentase ekspresi Fas sangat kecil baik pada kelompok
mencit umur kebuntingan minggu pertama, kedua dan ketiga secara berturut-turut
yaitu 3.63%, 537% dan 11.64%. Dari hasi! tersebut terlihat bahwa secarz
fisiologis ekspresi Fas pada trofoblas meningkat sejalan denpan umur
kebuntingan, Hasil tersebut sesuai dengan hasil penelitian Runic ef af. (19985,
yang melaporkan bahwa ¢kspresi Fas pada trofoblas plasenta termr lebih tinggj
dan pada preferm (umur 23-30 minggu atau trimester kedua). Dengan keberadaan

IFN-y dan TNF-a akibat infeksi 7. gondii menyebabkan peningkatan ekspresi Fas
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secara berturut-unut pada kelompek umur kebuntingan minggu pertama, kedua
dan ketiga scbesar 27.11% (7.4 kali), 38.50% (7.2 kali) dan 41,44% (3,6 kali).

Interleukin-2 yang dihasilkan olch sel Thl karena rangsangan infeksi 7.
gondii diperkirakan mengaktifkan sel T CTL dan sel NK  mengekspresikan Fas
Ligan, Hal ini scsuai pendapat Goldsby ef af. (2000} yang mengatakan sel T dan
sel NK yang teraktivasi oleh 1L-2 akan mengekspresikan Fas Ligan. lkatan Fas
Ligan sel T sitotoksik dan sel NK dengan Fas yang dimiliki oleh trofoblas
memicu kejadian apoptosis trofoblas (Dumur e al., 2001; Phillips ef af., 2001).
Tkatan tersebut menarik adapter protein FADD, melalui DD dan Fas dan DD dari
FADD. FADD juga mempunyai DED dan melaiui DED ni FADD menarik dan
berinteraksi dengan procaspase-8. Procaspase-8 wvang terikat oleh FADD
teraktivasi menjadi caspase-8 yang aktif. Caspase-8 dapat memecab sejumlah
procaspase efektor seperti procaspase-3 menjadi caspase efektor yang aktif
sehingpa mampu memecah dan mengaktivasi sejumiah substrat diantaranya PARP
dan DFF yang menyebabkan fragmentast DNA inti sel sehingga terjadi apoptosis.
{Abbas et af., 2000, Ashkenazi dan Dixit, 199%; Burrett ¢ o/, 2001; Gupta, 2003,
Reed, 2000; Shanf-Askan et al., 2001, Wolf dan Green, 1999}

Peningkatan ekspresi Fas di trofoblas, peningkatan kepekaan trefoblas
terhadap apoptosis vang diperantarai Fas serta peningkatan Fas Ligan akibat
peningkatan TL-2 pada infeksi I gomedfii ini memjadi penjelasan, mengapa pada
indeks apoptosis trofoblas pada kelompok mencit yang dinfeksi lebih tinggi
dibanding dengan kelompok mencit yang tidak diinfeksi. Peningkatan ekspres:
Fas pada trofoblas juga terjadi pada kasus korioamniconitis pada wanita hamil dan

peningkatan ekspresi Fas tersebut berhubungan dengan peningkatan apoptosis
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trafoblas (Balkundi et al., 2003). Menurut Balkundi ef af. (2003), ekspres: Fas
Ligan baik pada trofoblas dan limfosit maternal {desidua) yang teraktivasi dapat
memicu apoptosts trofoblas yang diperantarai Fas dan peningkatan ckspresi Fas
pada trofoblas menyebabkan trofoblas peka terhadap apoptosis yang diperantarai
Fas.

Peningkatan ekspresi TNFR-1 di trofoblas pada infeksi 7. gondii
kemungkinan hanya merupakan konsekuensi dari peningkatan ekspresi TNF-a di
desidua. Peningkatan TNFR-1 juga terjadi pada infeksi I\ gondii pada penelian
tingkat iz vitro. Infeksi 7. gondii pada sel kultur fibroblas memicu peningkatan
ekspresi TNFR-1, tetapi peningkatan reseptor ini berhubungan dengan resistensi
sel terinfeksi terhadap apoptesis (Derouich-Guergour ef ai, 2002; Molestina ef
al, 2003). Sitokin TNF-p. merupakan sitokin yang berperan pada inflamas:,
imunitas, respons antiviral dan berbagai penyakit. Sitokin TNF-a mengaktitkan
berbagai komponen yang bertanggung jawab pada tranduksi sinyal sel (Osawa ef
al, 2002). Sitokin TNF-a sebagai ligan mempunyai reseptor TNFR-1 (p55} dan
TNFR-2 (p75) (Abbas er of., 2000). TNFR-1 mempunyai dua aktivitas biologis
yang saling berbeda yaitu memberikan sinyal apoptotik dan sinyal tetap hidup
(survival signal tranduction). Tkatan antara TNF-o dengan reseptor TNFR-1
menyebabkan penarikan protein intraseluler yang terlibat dalam tranduksi sinyal
apoptotik dan tetap hidup (Abbas ef al., 2000, Dumur ef af., 2001; Gupta, 2003).
Kontribusi peningkatan TNFR-1 di trofoblas terhadap kejadian inflamasi plasenta
akibat infeksi 7. gondii pada penelitian ini kecil, bal ini terlihat pada analisis
diskriminan, variabel ini tidak muncul sebagai variabel dominan Meskipun

peranan TNFR-1 terhadap inflamasi plasenta kecil, peningkatan TNFR-] pada
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lingkungan mkro plasenta perlu diwaspadai, hal 1m terkait dengan penclitian
Gorivodsky er al. (1998} yang melaporkan bahwa peningkatan TNFR-1 pada
plasenta berhubungan dengan kehilangan kebuntingan mencit. Peningkatan
TNFR-1 ini berhubungan dengan peningkatan ekspresi TNF-w pada plasenta
mencit yang mengalami abortus spontan. Keterlibatan peningkatan ekspresi
TNFR-1 pada kejadian apoptosis akibat pada infeks) ¥, goadii ditunjukkan oleh
Deckert-Schliiter ef af (1998) dan Mordue er af. (2001). Mereka melaporkan
bahwa apoptosis sel imun di intracerebral dan sel impa tergantung pada ekspresi
TNFR-1.

Jad), peningkatan ndeks apoptosis trofoblas pada infekst 7. gomdii pada
penelitian ini terkait dengan peningkatan wvariabel lain yaitu persentase jumlah
limfasit desidua penghasil IFN-y, persentase jumlah makrofag desidua penghasil
TNF-g, persentase jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan Fas dan
peningkatan persentase jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan TNFR-1.
Apoptosis trofoblas dapat dipicu oleh berbagai rangsangan yang terlibal pada
signaling cascade {Dumur et gi., 2001}, antara lain diperantarai oleh sitokin Thl
{Aschkenazi ef af, 2002} Jadi, peningkatan apopiosis trofoblas akibat infeksi
T. gondii pada penelitian ini disebabkan karena terjadi peningkatan ekspresi 1FN-y
dan TNF-a di desidua seria perungkatan ekspresi Fas dan TNFR-1di trofoblas.
Pemingkatan apoptosis trofoblas merupakan keadaan patologis dan merupakan cin
dari penolakan trofoblas sehingga dapat menyebabkan komplikasi kebuntingan,
berupa abortus, lahir mati dan berat lahir nngan ( Aschkenazi et af | 2002; Smith

etal, 1997),
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Indeks apopiosis pads kelompok mencit terinfeksi pada umur kebuntingan
minggu ketiga sangat berbeda nyata dengan kelompok umur kebuntingan minggu
kedua dan pertama. Penjelasan untuk hal tersebut kemungkinan karena pada
kebuntingan yang lebih muda terjadi pengantian sel trofoblas yang ielah mau
dengan sel baru. Hal ini didasarkan pada pendapat Payne ef af. {1999} yang
mengatakan bahwa villi plasenta terdiri dan sitotrofoblas muda, sitotrofoblas yang
selalu memperbanyak din dan sitotrofoblas berinti satu. Sitotrofoblas adalah
prekusor dan semua trofoblas, Jumlah trofoblas pada wvillous plasenta tersebut
tertinggi pada umur kebuntingan trimester pertama, dukut pada tnmester kedua
dan semakin berkurang pada tnmester ketiga. indeks apoptosis dihitung
berdasarkan jumlah mti sel yang apoptotik dibagi jumlah inti semua sef dalam
pengamatan dikalikan 100% (Rumc et @i, 1998). Karena pembag jauh lebih
sedikit maka hasil perhitungan pada kebuntingan minggu ketiga terlihat indeks
apoptosis lebih tinggi dari yeng minggu kedua dan pertama Dari hasil tersebut
juga dapat disimpulkan bahwa infeksi pada umur kebuntingan yang iebih lanjut
mempunyai resiko terjadi apoptosis trofoblas lebih tinggi dibandingkan dengan
infeksi pada umur kebuntingan lebih muda. Resiko tersebut akan membawa
dampak pada fetus vang dikandung,

Apoptosis trofoblas juga tenadi padz kelompok mencit yang tidak diinfeksi
dan terjadi peningkatan indeks apoptosis trofobias sejalan dengan pemingkatan
umur kebuntingan Peningkatan indeks apoptosis trofoblas menyadi sangat nyata
pada umur kebuntimgan minggu ketiga. Hasil ini sesuat dengan pernyataan Mor
dan Abrahams (2003) dan Smith ef af (1997a), bahwa pengaturan apoptosis

plasenta penting untuk kebuntingan normal secara fisiologis. Selama implantasi,
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apoptosis penting untuk remodelfling jaringan desidua maternal dan invasi
trofoblas. Selanjutnya dikatakan bahwa pada kebuntingan normszl, apoptosis
tefadi sejalan dengan umur kebuntingan, Kejadian apoptosis trofoblas lebih tinggi
pada kebuntingan trimester ketiga dibanding dengan trimester pertama, Penelitian
i juga membuktikan bahwa indeks apoptosis trofoblas pada kelompok mencit
tidak duinfeksi, tertingg: pada kelompok umur kebuntingan minggu ketiga.
Kenyataan ini juga memperkuat penjelasan kejadian peningkatan indeks apopiosis
yang sangat nyata pada mencit tennfeksi 7 gondii pada umur kebuntingan
minggu ketiga, dibanding kelompok mencit terinfeksi pada umur kebuntingan

mingpu kedua dan perlama.

6.3 Pola Respons inflamasi Plasenta Mencit Pengaruh Infeksi . gondi

Setelah diketahui bahwe infeksi T. gondii menyebabkan perubahan respens
inflamasi plasenta, baik infeksi pada kebuntingan minggu pertama, kedua maupun
ketiga, analisis dilanjutkan dengan analisis diskriminan. Dengan analisis ini dapat
diketahui vanabel pembeda dominan {diskriminator) dan besar kontribusi variabel
dominan terhadap respons inflamasi plasenta akibat infeksi 7. gondii. Besar
kontnbusi variabel dominan diperlukan uniuk membangun pola respons inflamasi
plasenta yang mencerminkan kontribusi fungsi setiap variabel domtinan pada
proses respons inflamasi. Pola respons inflamasi dibentuk berdasarkan besar
kontribusi variabel dominan yang diperoleh dengan mengkalikan nilai koefisien
Fisher (dari analisis diskriminan) dengan nilai rerata masing-masing variabel
dominan. Besar kentribusi variabe! dominan menggambarkan besar kontribusi

variabel dominan terhadap respons inflamasi plasenta.
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Dan peneluan pola respons inflamasi plasenta diperoleh tliga pola yang
berbeda berkaitan dengan umur kebuntingan mencit saat mendapatkan infeksi

T gremaedii (Nihat Tabel 4,5, 6 dan Gambar 15, 16, 17).

6.3.1 Pola respons inflamasi plasenta mencit terinfeksi Toxoplasma gondii
pada umur kebuntingan minggu pertama

Setelah dilakukan analisis diskriminan. ternyata respons inflamasi plasenta
alabat  nfeksi ¥ gemedfr pada kebuntingan  mungpu pertama didonnnasi
peningkatan indeks apoptosis trofoblas dan persentase jumlah Limfosit desidua
penghasil 1FN-y. Pada kelompok i, vanabel indeks apoptosis trofoblas dan
persentase jumlah limfosit desidua penghasil [FN-y muncul sebagai wvariabel
dominan Milat koefisien Fisher indeks apoplosis trofobias 2,90 pada kelompok
infekst dan 0,89 pada kelompok tidak diinfeksi. Setelah nila: rerata dikalikan
dengan koefisien Fisher, dipercleh hasil besar kontrbust variabel dominan indeks
apoptosis trofoblas pada mencit bunting mingpu pertama yang diinfeksi T2 gondis
{116,68), empat belas kalh lerh besar dan kelompok mencit yang tidak dimfeksi
{8.35) (lihat Gambar 14).

Kontribusi fungs: indeks apoptosis trofoblas yang besar ini menunjukkan
bahwa pada kasus infeksi 7 gendii pada kebuntingan minggu pertama rentan
untuk terjadi apoptosis trofoblas. 1» atas, dijelaskan bahwa peningkatan apoptosis
trofoblas merupakan keadaan patologis dan merupakan ciri dan penolakan
trofoblas yang berakibat pada komplikasi kebuntingan, antara lain abonus

{Aschkenazi ef @l 2002,  Smith ef af, 1997) Hal inilah yang kemungkinan
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6.3.2 Pola respons inflamasi plasenta mencit terinfeksi Toxoplasma gondii
pada umur kebuntingan minggu kedoa

Dari analisis diskriminan pada kelompok mencit umur kebuntingan minggu
kedua diperoleh variabel dominan indeks apoptesis trofoblas dengan koefisien
Fisher 087 untuk kelompok mencit tidak diinfeksi dan 4,103 untuk kelompok
mencit diinfeksi. Setelah dikalikan dengan mlai rerata setiap kelompok, diperoieh
besar kontribusi variabel dominan untuk mencit tidak terinfeksi 8,87 dan untuk
kelompok mencit tennfeksi 205,92, Dan perhitungan tersebut dapat diartikan
bahwa besar kontribusi indeks apoptosis trofoblas terhadap respons inflamasi
plasenta pada mencnt yang diinfeksi F. gondii, 23 kali lebih tinggi dibanding
dengan mencit yang tidak diinfeksi. Hal inilah yang kemungkinan juga menjadi
alasan mengapa pada infeksi T. gondii pada kebuntingan trimester kedua juga
terjadi resiko aboertus spontan,

Pola ini berbeda dengan pola respons inflamasi mencit terinfeksi pada umur
kebuntingan minggu pertama. Pada pola ini persentase jumlah sel desidua
penghasil IFN-y tidak muncul sebagai variabel dominan Perbedaan tersebut
kemungkinan karena sel sumber IFN-y di desidua pada mencit bunting umur
minggu pertama lebih banyak dari pada mencit bunting minggu kedua. Hal ini
dihubungkan dengan pendapat Ashkar ef af (2000) yang menyatakan bahwa
dominasi sel NK di tempat implantasi bersifat sementara, populasi mulai menurun
setelah umur kebuntingan mencit 12 hari. Pada penelitian ini, plasenta mencit
pada kelompok umur kebuntingan minggu kedua diambii pada saat umur
kebuntingan mencit mencapai 13,5 hari. Jadi, kemungkinan memang sudah terjadi
penurunan sel NK sebagai sumber penghasil TFN-y, sehingga pada pengamatan

terlihat ada penurunan persemtase jumlah se! penghasil IFN-y bila dibanding

106

Disertasi Mekanisme peningkatan .... Lucia Tri Suwanti



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

dengan kelompok mencit umur kebuntingan minggu periama (48,136% pada
kebuntingan minggu pertama dan 39.321% pada kebuntingan minggu kedua).
Penusnunan pessentase jumlah sel penghasil 1IFN-y juga disebabkan kadar hormon
steroid pada umur kebuntingan kedua mulai meningkat, hal ini berakibat pada
penekanan produksi IFN-v. Pada saat individu bunting, hormon progesteron dan
estrogen menyebabkan penurunan jumlah, aktivitas dan toksisitas sel NK dan sel
T (Dosiou dan Giudice 2005 Kawana et al, 2005). Kedua alasan penurunan
jumlah se! penghasil 1FN-y tersebut kemungkinan yang menyebabkan vanabel
persentase jumJah hmfosit desidua penghasil IFN-y tidak muncul sebagai vanabe)
dominan. Penuruman tersebut juga menyebabkan perbedaan pola respons
inflamasi plasenta mencit akibat infeksi I. gondii pada saat umur kebuntingan

minggu kedua.

6.3.3 Pola respons inflamasi plasenta mencit terinfeksi Taxoplasma gondii
pada umur kebuntingan minggu ketiga

Pela respons inflamasi plasenta mencit karena pengaruh infeksi pada umur
kebuntingan minggye ketiga menunjukkan perbedaan dengan kelompok umur
kebuntingan minggu pertama dan kedua. Pada kelompek umur kebuntingan
minggu ketiga, respens inflamasi plasenta mencit akibat infeksi 7. gondii
didominasi oleh pemngkatan IFN-y dan Fas. Hal ini terlihat pada analisis
diskriminan yang muncul sebagai variabel dominan adalah persentase jumlah
limtosit desidua penghasil IFN-y dan persentase jumlah sel trofoblas vang
mengekspresikan Fas. Koefisien Fisher persentase jumlah sel desidua penghasil

[FN-¥ 1,65 untuk mencit tidak diinfeksi dan 3,05 untuk mencit yang diinfelsi,
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sedangkan koefisien Fisher persentase sel trofoblas yang mengekspresikan Fas
0344 untuk mencit tidak diinfeksi dan 1,21 untuk mencn yang diinfekst.
Kontribusi tertinggi terhadap kejadian inflamasi plasenta mencit akibat infeksi 7.
gondii pada kelompok umur kebuntingan minggu ketiga ditempati oleh variabel
persentase jumlah limfosit desidua penghasil IFN-y dengan besar kontribusi
variabel dominan 147 45 {8 kali dan kelompok mencit yang tidak diinfeksi yaitu
17,65) dan diikuti persentase pumlah sel frofoblas yang mengekspresikan Fas
dengan besar kontribusi variabel dominan 5G,14 (12,5 kali dari kelompak yang
tidak diinfeksi yaitu 4,00).

Fas sebapai vanabel dominan yang muncul pada kelompok umur ini
kemungkinan karena faktor umur. Runic et af (1998) mengatakan bahwa pada
manusia, ekspresi Fas pada plasenta cenderung meningkat pada kehamilan
trimester ketiga dibandingkan dengan trimester pertama dan ekspresi Fas ini
berhubungan dengan apoptosis plasenta. Apoptosis pada kebuntingan trimester
ketipa merupakan proses fisiologis. Selanjutnya dikatakan bahwa peningkatan
ekspresi Fas pada plasenta menunjukkan peranan signaling Fas pada apoptosis
dan remodeliing membran fetus. Ekspresi Fas yang dimaksudkan untuk proses
fisiologis, dengan peningkatan IFN-y akibat induksi 7. gondii menyebabkan
peningkatan ekspress Fas pada plasenta mencit terinfekst (peningkatan sampai
lebib dan 3,5 kali, dan 11,64% pada kelompok tidak terinfeksi menjadi 41,44%
pada mencit terinfeksi).

Reaksi peningkatan ekspresi Fas di trofoblas yang berkontribusi terhadap
respens inflamasi plasenta akibat infeksi T gondii ini hampir sama dengan

penelitian Ejima ef @l (200X)) yang membuat model inflamas: plasenta dengan
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menginjcksikan LPS pada mencit umur kebuntingan 13 han Pembenan LPS
mengakibat terjadi apoptosis plasenta dan peningkatan eksprest Fas seita Fasl.
Peninglkatan ekspresi Fas pada trofoblas dan spongiotrofoblas akibat LPS tersebut
berhubungan dengan kejadian apoplosis plasenta.

Indcks apoptosis trofoblas pada kelompok mencit umur kebuntingan
mingeu ketiza tidak muncul scbagai variabel yang dominan kemungkinan karena
pengaruh faktor urmur kebuntingan, Pada urmnur kebuntingan minggu ketiga, secara
f1si0logis, juga tegadr perungkatan indeks apaptasis yang tinggs Hal tersebut
dibubungkan dengan pendapat Snuth ef af (1997a) yang mengatakan babwa
apoptosis  trodoblas derjadi pada  kebuntingan normal sejalan dengan umur
kebuntingan, secara signifikan apoptosis troloblas tertinggl terjadi pada umur
kebuntingan trimester ketiga dan terendah trimester pertama. Sehingga meskipun
secara perhitungan pada hasil pengamatan dan analisis statistik menunjukkan
perbedaan antara kelompok infeksi dan yang tidak dinfeksi, tetapi karena
perbedaan tersebat lebib rendah ila dibanding dengan variabel lain {IFN-y dan
Fas} maka pada ujt diskriminan vanabel indeks apoptosis tidak muncul. Selain itu
mungkin karena faktor hormonal. Dijelaskan di atas hormon steroid menekan sel
Thl. Salah satu produk dan Thl adalah 11.-2 sehingga dengan keberadaan hormon
tersebut dalam kadar tingg), menekan produks: 11.-2 dan ckspresi Fas Ligan
terhambat. Jadi meskipun infoksi /. wosdid pada mingpu ketipa, Fas muncul
scbagai variabel dominan telapi karena ekspresi Fas Ligan udak sebanding dengan
ekspresi Fas maka mempengaruhi indeks apoptosis trofoblas sebagar variabel

dominan,
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Perbedaan pola respons inflamasi plasenta akibat infeksi 7. gonedii pada
minggu  pertama, kedua dan ketipa i kemunpkinan  pengaruh  hormon
kebuntingan. Selama kebuntingan terutama hormon estrogen dan progesteron
meningkat  Hal il membawa dampak pada sistem imun  Secara tisiologls
perubahan lersebut dimaksudkan untuk melindungl fetus dar respons 1mun
maternal. Progesteron dan estrogen menckan aktivitas dan jumlah sel NK,
menghambat aktivitas, diferensiasi dan proliferasi seb Thl serta mengaktifkan sel
ThZ i bawah pengaruh progesteron limiosit memproduksi protemn PIBE. PProtein
PISF memodulas: aktivitas sel NK dengan cara menurunkan aktovitas sel NK. Sel
NK merupakan mediator seloler yang penting pada pertabanan alamu terhadap
berbagal patogen. Pnnsip mekanisme efektor sel NK antara lain mehisiskan sel
tennfeksi dan memprodukst 1IEN-y. Produkst IFN-y oleh sel NK penting pada
infekst parasit intraseluler karena memicu perkembangan respons adapuf tipe
Thl. Protein PIBF juga menghambat produksi 1L-12 vang dipergunakan untuk
aktivasi sel NK dan diferensiasi sel Th ke arah Thl untuk memproduksi JFN-y.
Sebalikpya PIRY memingkatkan produkst IL-10 sehingga diferensiasi sel Th ke
arah Th2. Sitokin 11-10 menghambat sel Thl memprodukst IFN-y, {Abbas &f af |
2000, Dosiou dan Gludice 2005, Kawana er o, 2005, Picoinm er af. 2001,
Roberts e af | 20011},

Progesteron dan estrogen dihasilkan oleh corpus futenm dan plasenta. Pada
awal kebuntingan produks: progesteron dalam jumlah sedikit dan meningkat
sejalan dengan umur kebuntingan, tetapt mendckati waktu kelahiran kadar
progesteron menurun sedangkan cstrogen tetap tinpgi {Peltier, 2003 Bekerman

dan Dudley, 2001, Monk, 1987) Karena hormon kebuntngan tersebut
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mempengaruhi aktivitas scl yang berperanan pada respons inflamasi plasenta
maka perubahan  kadar hormon akibat pertambahan  umur  kebuntingan
mempengaruhi perubzhan respons inflamas plasenta pada tiap kelompok umur
kebuntingan mencit {erinieksL.

Liraian di alas juga dapat dijadikan penjelasan mengapa pada penclitian imi
persentase jumlah imiosit desidua penghasil 1'N-y pada kelompok mencut
terinfcksi minggu pertama lebih tinggl dari pada minggu kedua dan fidak berbeda
nyala dengan kelompok kebuntingan minggu ketiga Karena kadar progesteron
plasenta kelompok mencit yang diinfeksi pada umur kebuntingan minggu pertama
lebih scdikit dari pada kelompok mencit terinfekst minggu kedua dan hormon
progesteron menckan produksi JFN-y maka ekspresi IFN-y pada desidua
kelompok mencit terinfeksi minggu kedua lebih sedikit dari pada minggu
pertama. Plasenta mencit terinfeksi pada kelompok umur kebuntingan minggu
ketiea diambil pada saat umur kebuntingan meneit 185 hari Lama umur
kebuntingan mencit adalah 19-20 hari {Medicine ucsd.edu. 2002; Monk, 1987).
Diperkirakan propesteran pada mencit terinfeksi pada umur kebuntingan minggu
ketiga sudah menurun {mendekati kelahiran), akibat penurunan kadar hormon

tersebut menycbabkan produksi [FIN-y meningkat

6.4 Mekanisme Apoptasis Trofoblas Pada Mencit yang Terinfeksi 7. gondit
Tiga pola respons inflamasi plasenta yang diperoleh dari analisis
diskriminan tersebul mendasart peningkatan apoptosis trofoblas. Jadi, dan ketiga

pola tersebut juga dapat diartikan bahwa mekanisme apoptosis trofoblas akibat
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infeksi 7. gondii berbeda pada setiap kelompok umur kebuntingan mencit saat
mendapatkan nfeksi:

1. Pela respons inflamasi plasenta mencit terinfeksi pada umur
kebuntingan minggu pertama didominasi variabel indeks apoptesis
dan persentase jumlah limfost desidua penghasil IFN-y. Jadi
mekamsme apoptosis  trofoblas karena infeksi pada umur
kebuntingan minggu pertama melalui peningkatan persentase jumiah
limfosit desidua penghasil IFN-y

2. Pola respons inflamasi plasenta mencit terinfekst pada umur
kebuntingan minggu kedua hanya didominasi oleh variabel indeks
apaptosis. Jadi mekanisme apoptosis trofoblas pada infeksi T, gondif
pada vmur kebuntingan minggu kedua terjadi melalui semua jalur
yaitu peningkatan persentase jumilah limfosit desidua penghasil IFN-
v, persentase jumlah makrofag desidua penghasil TNF-u, persentase
jumlah trofoblas yang mengekspresikankan Fas dan persentase
jumiab trofeblas yang mengekspresikankan TNFR-1 atau bahkan
mungkin jalur lain yang tidak diamati pada penelitian ini.

3. Pola respons inflamasi plasenta mencit terinfeksi pada umur
kebuntingan minggu ketiga didominasi persentase jumlah limfosit
desidua penghasil IFN-y dan persentase jumlah trofoblas vang
mengekspresikankan Fas. Dan pola ini dapat disimpulkan
mekanisme apoptesis trofeblas karena infeksi T gondii pada umur

kebuntingan minggu ketiga melalui jalur peningkatan persentase
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jumlah limfosit desidua penghasil IFN-y dan persentase jumlah
trefobias yang mengekspresikankan Fas.

Meskipun pola respons inflamasi plasenta akibat infeksi 7. gondii dan
mekanisme apoptosis trofoblas tersebut berbeda berdasarkan umur kebuntingan
menci{ saat mendapatkan infeksi, tetapi ada persamaan yang dapat ditarik yaitu:
pertama bahwa persentase jumlah limfosit desidua penghasil 1FN-y selalu muncul
sebagai variabel dominan dengan besar kontribusi culup tinggi pada bampir
setiap kelompok umur kebuntingan. Kedua, persentase jumlah trofoblas yang
mengekspresikankan Fas hanya muncul sebagai vanabel dominan pada infeksi
minggu ketiga, namun demikian pada infeksi minggu kedua variabel tersebut juga
merupakan jalur mekanisme peningkatan apoptosis trofoblas. Pada minggu
pertama ekspresi Fas tidak muncul sebagai variabel dominan dan tidak merupakan
jalur mekanisme peningkatan apoptosis, tetapi kalau dicermati perbedaan antara
mencit yang diinfeksi dengan yang tidak diinfeksi pada minggu pertama cukup
tinggi (lihat Tabel 3),

Persamnaan tersebut di atas memberikan kesimpulan bahwa kenaikan
peningkatan indeks apoptosis trofoblas selalu ditkuti dengan peningkatan
persentase jumlah limfosit desidua yang menghasilkan [FN-y dan persentase
jumlah trofoblas yang mengekspresikan Fas. Hal ini juga tercermin pada Tabel 2,
variabel indeks apoptosis trofoblas mempunyai nilai F tertinggi (F=371,775),
diikuti presentase jumlah limfosit desidua penghasil IFN-y (F=184,615) dan
persentase trofoblas vang mengekspresikan Fas (F=120,135). Jadi dapat
disimpulkan bahwa mekanisme apoptosis trofoblas akibat infeksi 7. gondii

melalui penimgkatan ekspresi [FN-y di desidua dan peningkatan ekspresi Fas di
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trofoblas. Hasil ini sesuai dengan pendapat Qlivares ef al. (2002) limfosit desidua
yang teraktivasi mengakibatkan apoptosis trefoblas. Pendapat Aschenascazi ef al
{2002) dan Balkundi ef al. (2003) bahwa peningkatan [FN-y di lingkungan mikro
plasenta memicu peningkatan Fas pada trofoblas dan meningkatkan kepekaan
apoptosis melalui Fas sehingga menyebabkan peningkatan apopiosis trofoblas.
Dalam penelitian ini infeksi 7~ gondii mengaktifkan limfosit desidua, ditunjukkan
dengan peningkatan persentase jumlah limfosit desidua yang menghasilkan IFN-y
sehingga terjadi peningkatan Fas dan apoptosis trofoblas.

Menurut Olivares e/ al. {2002} limfosit desidua selale cenderung mematikan
trofoblas, meskipun pada kondisi kebuntingan normal aktivitas tersebut dihambat.
Selanjutnya dikatakan bahwa aktivitas imun matemnal melawan trofoblas
merupakan mekanisme biologis yang efisien untuk mengeliminasi fetus sewaktu
tejadi masalah kebuntingan dan hanya akan dipilih fetus vang normal untuk
dikembangkan. Permyataan tersebut dapat diasumsikan bahwa respons inflamasi
pada plasenta mencit yang terinfeksi 7. gondii yang ditandai oleh peningkatan
ekspresi IFN-y, TNF-a, Fas, TNFR-1 dan apoptosis trofoblas yang terlihat pada
sefiap umur kebuntingan merupakan upaya maternal untuk membatasi penyebaran
infekst pada anak. Pembatasan penyebaran infeksi pada anak tersebut ditunjukkan
dengan cara akibat yang ditimbulkan pada infeksi 7. gondii yaitu abortus. Asumsi
tersebut didasarkan pada kenyataan bahwa pada infeksi yang beresiko abortus
cukup tinggi, angka penularan rendah. Pada infeksi 7. gondii resiko abortus dan
angka penularan tergantung umur kebuntingan saat mendapatkan infeksi. Infeksi
T.gondii pada umur kebuntingan trimester pertama, angka penularan 17% dengan

resiko abortus spontan, infeksi trimester kedua angka penularan 25% dengan
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resiko abortus spontan atau tetus tennfeksi berat dan infeks: pada kebuntingan
trimester ketiga angka penularannya 65% dengan resiko fetus teninfeks ringan
{ Pediatric Deatabase, 1994)

Meskipun telah ada usaha untuk mengeliminasi fetus sewaktu terjadi imfeksi
§. srondii. pada kenyataannya masih ada fetus yang terlahir dengan kemungkinan
penularan yang semakin meningkat pada inleksi trimester ketiga dan bahkan pada
infeksi timester ketiga 1idak terjadi resiko abortus. Hal im kemungkinan karena
ada peranan hormon kebuntingan, khosusnya hormon propesteron. Horman
propesteron menyebabkan reaksi imun matemal bias ke arah Th2, yang
menguntungkan bagi parasit untuk berkembang biak dan hidup lebih lama. Pada
kebumingan irimester pertama kadar progesteron rendab sehingga bas ke Th2
kecil. Jadl, apabila terjadi infeksi pada trimester pertama dan kedua maka angka
penularan ke fetus kecil, tetapi frckuensi kejadian apoptosis trofoblas tingg:
schingga mengakibat resiko abortus tinggi. 1lal ini juga dibuktikan pada penelitian
ini, indeks apoptosis muncul sebagai variabel dominan pada respons mnflamasi
plasenta. Scbaliknya, infeks) pada trimester ketipa, di mana kadar progesteran
meningkat maka frekuensi penularan kongenital lebib tinggi. Kadar yang tingg)
menyebabkan terjadi bias ke arah Th2 lebih kuat dan resiko peningkatan apoptosis
irofoblas lebih kee! schingpa tidak mampu mengakibatkan terjadi induksi
abatrus. Pada hasit penelitian 1 terlihat pemngkatan indeks apoptosis trofohblas
pada mencit terinfeks) minggu ketiga 1,5 kali, lebih rendah dari pada kelompok
infekst minggu pertama dan kedua {masing-masing 4.3 kali dan 4.8 kali}. Ada
kemungkinan bahwa respons Thl akibat infeksi 7. gondii pada kebuntingan awal

lebih kuat sehingga resiko bagi fetus lebih berat, yaitu abortus. Sebaliknyva pada
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pericde kebuntingan lanjut, bias ke arah Th2 lebih kuat dari pada ke arah Thl.
Sitokin ThZ berfungsi umuk mempertahankan kebuntiagan, tetapi sitokin Th2
menekan fungsi sel NK, makrofag dan sel T CD8+ (CTL) sehingga
memungkinkan parasit tahan hidup lebih iama dan memperbanyak diri serta
memngkatkan kemungktnan penularan transplasental. (Piccinni ef a@f, 2001;
Reberts ¢ af., 2001, Thouvenin ef af., 1997). Bukti bahwa kemungkinan pengaruh
hormon kebuntingan yang berperan pada angka penularan juga ditunjukkan pada
hasil perhitungan jumlak takizoit yang tinggi pada infeksi pada kebuntingan
minggu ketiga dibanding mingpu kedua dan pertama. Jumiah takizoit T. gondii
dalam cairan peritoneal mencit yang diinfeksi pada umur kebuntingan minggu
ketiga Jebik banyak (5,98 x 10%) bila dibanding dengan kelompok mencit yang
diinfeksi pada umur kebuntingan minggu kedua (5,15 x 10%) dan pertama (3,55 x
10%) (lihat Tabel 1) (Data tidak dibahas lebih jauh karena bukan merupakan
tujuan uiama dart penelitian ini dan hanya merupakan konfirmasi bahwa mencit
eksperimental telah terinfeksi).

Peningkatan eksprest IFN-y pada limfosit desidua dan ekspresi Fas pada
trofoblas dan hasil penelitizn ini semakin memperjelas efek negatif infeksi 7.
gondif terhadap kebuntingan yaitu menyebabkan peningkatan apoptosis trofoblas,
Roberts ef al. (2001) menyatakan bahwa kualitas penganih negatif respons imun
seluler terhadap 7. gondii terhadap kebuntingan masih merupakan kontroversial,

Uraian d1 atas dapat diartikan bahwa komplikasi kebuntingan yang
diakibatkan cleh T. gondii merupakan reaksi dari induk {maternal), vaitu terjadi
aktivasi limfosit di desidua yang mengakibatkan peningkatan indeks apoptosis

trofoblas. Desidua merupakan bagian dari maternal. Hal ini sedikit berbeda
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dengan kesimpulan Sardjono (2005) yang mengatakan bahwa berhentinya proses
kehamilan pada toxoplasmosis lebih diprakarsai oleh pihak fetal dibanding pihak
maternal. Pada penelitian ini justre peningkatan aktivitas desidua (dari maternal)
menyebabkan apoptosis trofoblas. Perbedaan ini kemungkinan karena terletak
pada perbedaan pengamatan. Kesimpulan Sardjono (2005) didasarkan pada
penemuan indeks apoptosis pada desidua lebih rendah dibanding dengan indeks
apoptesis trofoblas dan apoptosis trofoblas berpengaruh terhadap penurunan
jumlah janin, sedangkan apoptosis desidua tidak berpengaruh terhadap penurunan
jumlah janin. Sardjono (2005) juga mengamati pemngkatan kadar IFN-y serum
darah perifer (sirkulasi) dan disimpulkan bahwa kadar IFN-y serum darah perifer
tidak berhubungan langsung dengan peningkatan apoptosis trofoblas tetaps
melalui peningkatan peningkatan caspase-3 di trofoblas. Sedangkan pada
penelitian ini unit pengamatan dilakukan di plasenta yaitu desidua dan trofoblas.
Mekanisme peningkatan apopiocsis trefoblas melalui peningkatan eksprest IFN-y
di limfosit des:dua.

Pada penelitian ini peningkatan apoptosis trofoblas akibat infeksi T. gondii
dipengaruhi oleh peningkatan ekspresi FFN-y lokal, di lingkungan mikro plasenta,
vaitu di desidua, bukan peningkatan IFN-y dalam serum (sirkulasi). Hasil ini
mendukung pendapat Mordue ef af (2001) yang mengatakan bahwa pentngkatan
IFN-y dalam serum pada infeksi akut I gondii ttdak berhubungan langsung
dengan apoptosis beberapa organ seperti hati dan limpa. Pendapat tersebut
dibuktikan dengan pemberian antibodi anti IFN-y pada kasus infeksi akut T.
gondii hanya menurunkan kadar [FN-y dalam serum tetapi tidak mengurangi

kerusakan hati,
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IFN-y siukulasi tidak menjadi salah satu pengamatan dalam penelitian imi
karena dari hasil penelitian pendahuluan yang kami lakukan menunjukkan bahwa
peningkatan ekspresi IFN-y sirkulasi sangat tergantung pada galur ¥ gondii dan
umur kebuntingan mencit saat mendapatkan infeksi. Pada penelitian pendahuluan
kami yang menggunakan galur lokal (Surabaya), menunjukkan bahwa infeksi
pada pada umur kebuntingan minggu pertama tidak terjadi pemingkatan ekspresi
IFN-y sirkulasi dan peningkatan baru terjadi pada kelompok mencit yang
dilinfeksi pada umur kebuniingan minggu ketiga (Suwanti dan Mufasirin, 2004,
Sasmita dkk., 2004), Sedangkan peningkatan ekspresi IFN-y di desidua terjadi
pada mencit bunting yang dunfeksi galur lokal {Surabaya) baik pada umur
kebuntingan minggu pertama maupun minggu ketiga (Suwanti dan Mukasirin,
2004; Sasmita dkk., 2004). Di samping itu, pengamatan respons lokal diharapkan
lebih menggambarkan respons vang sesungguhinya yang tedadi di lokasi
pengamatan, yaitu plasenta. Respons imun lokal lebih mencerminkan perubahan
biologis yang terjadi pada daerah yang mengalami jejas (Putra, 1997), dalam hal
ini plasents. Plasenta mentpakan tempat yang secara imunologis istimewa karena
plasenta termasuk sebagai immunologically privilaged site. Menurut Abbas ef al.
(2000) respons imun di tempat immune privilage terjadi tidak seperti repons imun
secara umum, Banyak faktor yang terlibat pada immune privilage. Pada jaringan
tersebud, tingkat inflamasi sening tidak sebanding dengan keberadaan parasit dan
perubahan patclogis lebih diakibatkan oleh reaksi imun seluler untuk mengontrol
infeksi (rev Mordue et af,, 2001}

Hasil ini mempertegas uraian di atas bahwa infeksi 7. gondii mengaktivasi

limfosit desidua untuk menghasilkan IFN-y, keberadaan IFN-y di lingkungan
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mikro plasenta memicu peningkatan ekspresi Fas di trofoblas. Peningkatan
ekspresi Fas oleh trofoblas mengakibatkan kepekaan trofoblas terhadap apotosis
melalui Fas meningkat. Fas apabila berikatan dengan Fas higan dan sel NK dan
CTL seperti sudah dijelaskan di atas akan mengakibatkan caspase cascade. Pada
proses ini caspase-3 sebagai caspase efektor diaktifkan. Jadi, hasil penelitian ini
melengkapi hasil penemuan Sardjono (2005) yang mengatakan bahwa infeksi
T.gondii menyebabkan peningkatan kadar 1FN-y dalam serum dan peningkatan

kadar [FN-y berpengaruh terhadap peningkatan Caspase-3 pada trofoblas.

6.5 Temuan Baru

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, penelitt menemukan bahwa:

Infeksi 7. pondii mampu memicu respons imun seluler di lokal plasenta,
schingga mempengaruhi perubahan lingkungan mikro plasenta dan penmgkatan
apoptosis trofoblas. Infeksi 7. gondii meningkatkan aktivitas limfosit T dan sel
NK di desidua yang ditandai dengan peningkatan jumlah limfosit desidua
penghasil IFN-y. Peningkatan ekspresi IFN-y di plasenta memicu peningkatan
ekspresi Fas di trofeblas dan meningkatkan kepekaan trofoblas terhadap apoptosis
melalui Fas sehingga memicu peningkatan apoptosis trofoblas. Jadi, mekanisme
peningkatan apoptosis trofoblas karena infeksi 7. gondii melalui pemngkatan
aktivitas limfosit desidua penghasil IFN-y dan peningkatan ekspresi Fas di
trofcblas.

Berdasarkan hasil temuan ini maka kerangka konseptual mengalami

perubaban menjadi seperti berikut:
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Makrofag yang terinfcksi 7 gondii memproduksi TL-12. Interleukin-12
merangsang sel NK untuk memproduksi TFN-y. Makrofag juga berperan sebagai
APC. Interleukin-12 yang dihasilkan oleh makrofag atau APC karcna sensitisast
7. gondii, mendorong diferensiasi sel ThO menjadi Thl dan Th1 memproduksi .-
2 dan IFN-y. 7. gondii merupakan parasit intraseluler, sehingga makrofag atau
APC vyang terinfeksi mampu mengekspresikan MHC 1 sehingga dapat dikenali
olch sel T CTL. CTL vang tersensitisasi antigen memproduksi IFN-y. Jadi, pada
infeksi 7. gowndii terjadi aktivasi sel NK dan sel T yang dicirikan dengan
preningkatan produksi 1FN-y. Peningkatan produksi 1FN-y di lingkungan mikro
plasenta memicu peningkatan ckspresi Fas di sel trofoblas dan peningkatan
kepckaan terhadap apoptosis melalui Fas, Interleukin-2 yang dihasilkan oleh sel
Thl karena rangsangan infeksi T, gondii mengaktifkan sel T CTL dan sel NK
desidua mengekspresikan Fas Ligan. Jkatan antara Fas dan Fas Ligan
mengaktifkan Fas. Fas menarik adaptor protein FADID} di sitoplasma trofoblas.
FADD yang tenkat Fas, menarik dan berinteraksi dengan procaspase-3.
Procaspase-8 yang tenikat oleh FADD, teraktivasi menjadi caspase-8 yang aktif.
Caspase-8 memecah procaspase-3 menjadi caspase-3 yang aktif sehingga mampu
memecah dan mengaktivasi sejumlah substrat seperti PARP dan DFF. PARP dan
DFF yang teraktifasi menycbabkan fragmentasi DNA inti trofoblas sehingga

tegadi apoptosis trofoblas.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 KESIMPULAN

I. Respons inflamasi plasenta mencit yang diinfeksi 7. gondii berbeda
dengan mencit yang tidak diinfeksi. Pada plasenta mencit terinfeksi 7.
gondii, terjadi respons inflamasi plasenta yang ditandai dengan
peningkatan persentase jumlah limfosit desidua yang menghasilkan IFN-y,
persentase jumlah makrofag desidua yang menghasilkan TNF-,
persentase jumlah sel trofeblas yang mengekspresikan Fas, persentase
jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan TNFR-~1 dan indeks apoptosis
trofoblas baik pada mencit bunting minggu pertama, kedua dan ketiga.
Jadi, infeksi 7. gondii berpengaruh terhadap perubahan lingkungan mikro
plasenta yang menyebabkan terjadinya peningkatan apeptosis trofoblas.

2. Pola respens inflamasi plasema akibat infeksi 7. gondii berbeda pada
setiap umur kebuntingan saat mendapatkan infeksi

3. Pola respons inflamasi plasenta akibat infeksi T. gondii pada umur
kebuntingan minggu pertama didominasi oleh peningkatan indeks
apoptosis dan persenmtase jumlah limfosit desidua yang menghasilkan
IFN-y.

4. Pola respons inflamasi plasenta akibat infeksi 7. gondii pada umur
kebuntingan minggu kedua didominasi oleh peningkatan indeks apoptosis.

5. Pola respons inflamasi plasenta akibar infeksi 7. gomdii pada umur

kebuntingan minggu ketiga didominasi oleh peningkatan persentase
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jumlah limfosit desidua yang menghasilkan IFN-y dan persentase jumlah

sel trofoblas yang mengekspresikan Fas

Kesimpulan dari keseluruhan hasil penelitian ini mcnunjukkan bahwa
infeksi 7. gondii meningkatkan aktivitas limfosit T dan sel NK di desidva yang
dicirikan dengan peningkatan jumlah limfosit penghasil 1FN-y sehingga
mempengaruhi perubahan lingkungan mikro plasenta dan peningkatan apopiosis
trofoblas. Mekanisme peningkatan apoptosis trofoblas karena infeksi 7. gondii
melatui peningkatan jumlah limfosit T dan sel NK penghasil IFN-y di desidua dan

peningkatan ¢kspresi Fas di trofoblas.

7.2 SARAN

1. Peninpkatan apoptosis trofoblas merupakan keadaan patologis dan
merupakan ¢iri dari penolakan trofoblas sehingpa dapat menyebabkan
komplikas: kebuntingan berupa abortus, lahir mati dan berat lalir nngan.
Infeksi T. gondii menyebabkan peningkatan apoptosis trofoblas melaiu:
perubahan lingkungan mikro plasenta berupa peningkatan persentas;e
jumlah limfosit desidua yang menghasilkan 1FN-y dan peningkatan
ekspresi Fas di trofoblas maka perlu dilakukan intervensi terhadap
peningkatan apoptosis trofoblas dengan memberikan antagonis dan IFN-y
dan antagonis dan Fas secara langsung di plasenta.

2. Perle dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menetapkan aphkasi dan

dosis pcmbenan antagonis dari 1FN-y dan Fas.
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3. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenar pengaruh infeksi 7 gondii
terhadap kadar 1FN-y, TNF-, Fas solubel dan TNFR-1 solubel di dalam
cairan plasenta {cairan amnien dan atau cairan chorion) dihobungkan
dengan pemingkatan ckspresi pada sel plasenta serta indeks apotosis
trofoblas Sehingga apahila terdapat hubungan anatar peningkatan kadar di
cairan dan ekspresi pada sel plasenta, dapat dikembangkan menjadi
perangkat diagnostik dan digunakan untuk memprediksi peningkatan

apoptosis trafoblas.
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LAMPIRAN

Lampiran | Hasil Pemeriksaan Tier Antibodi Anti- Fexoplasma pondii pada
Mencit Sebelum Perlakuan
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Lampiran 2: Perhitungan Besar Sampel
Telah dilakukan penelitian pendahulvan pengamatan presentase jumlah sel
desidua penghasil IFN-y pada mencit bunting 4,5 han yang dtinfeksi dengan T. gondii

isolat local Surabaya (Suwanti dan Mufasinn, 2004).

Data dan analisis hasil pengamatan

Jumlah se) penghasil 1FN-y
dalam persen
Infeks) tidak infeksi
6024 33,40
7746 36,39
56,35 33.95
36,15 24 63
40 66 25,73
51,70 38,28
69,23 37.77
51,47 21,14
61,67 2595
52,20 24,16
T-Test
Group Statistics
INFEKSI N Mean Std. Deviation | Std Error
Mean
IFN Tidak 10 30,1650 64532 2.0407
infeksii LD 55,7030 12,3083 38922
Infeksi L
Teatal 20 42,9340 1622081 3,62708
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Indepeiient Zamplas Test
Levenes Tes! kor

| Equalty ol Vanannes

Itest ko Equady of kaans

&5% Conbdence
Witer of e
Mean &d Enmu Diflaronce
F S5 \ of Siy. [2Haiked} | Cifierence | Tafferonce L ovemr Upper
IFh Egqual vanances 1 D5 ATB £.5811 18 GO0 | -25.5380 A3t | -narnig | -16,3050
Fstymed
Equal vanances SE1 13,600 oo | 255380 43047 | 349898 | -18.0862
el S5 EO

Bila dimasukkan dalam cumus (Steel dan Torne, 1991):

d= (25 538):2 = 12,769 jadi

d*= 163.047361
5= 1622081 Jadi 5 =
t=t g s = 2.10) Jadi ¥ = 4414201
ns (4414201} (263,1146770561)
n= = .
d’ 163,047361

263.11467705061

=7,123

Jadi n = 7,123 dan dibulatkan ke atas menjadi 8 sehingga dalam penelitian yang

sesungguhnya digunakan besar sampel &,
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1. Data Jumlah Takizeit T. gondii dalam Cairan Peritoneal Mencit
Terinfeksi PadalUmur Kebuntingan Mingpu Pertama, Kedua dan Ketiga.

Jumlah Takizoit T. gondii dalam Cairan Pentoneal
Subyek (dalam 10%)
Minggu 1 Minggu I1 Minggu OI

j 290 5.40 5.55
2 424 3.45 6.65
i 4.03 6.33 4. 68
4 385 3306 6.88
5 e 5.82 6.65
6 375 5.55 586
v 3. 48 495 568
i 2.90 4.34 5.88

2. Data Indeks apoptosis , Persentase limfosit Desidua Penghasil IFN-y,
Persentase makrofag Desidua Penghasil TNF-o, Persentase Sel Trofoblas

yang mengekspresikan Fas dan TNFRI1

Disertasi

Mekanisme peningkatan ....

Umur Kebuntingan Meacit
Minggu | Minggu 11 Min {1}

Variabel Tidak Tidak Tid#
Infeksi | Infeksi | Infeksi | Infeksi | Infeksi | Imfeksi
Indeks apoptosis 1344 | 4783 | 1141 | 5182 | 3168 | 59.69
6.07 35.56 10.77 ] 4218 | 35.03 58.65
767 31.84 13.69 4755 3372 60.39
826 4594 12.70 509 4538 57.40
12,88 41.60 588 34.35 34.53 5618
B.45 4291 916 4521 2203 58,99
8.93 3T 10.41 4972 2829 55.13
B.O5 3811 7.52 48 95 29.00 5818
Persentase limfosit Desidua 3131 | 4449 27.08 50.08 17.63 45.66
Penghasil IFN-y 3002 5548 33.04 3556 17.84 46.52
2724 4877 20.58 3250 10.63 57.03
46.23 48.66 28.54 40,43 17.97 41.82
3264 50.66 23.23 4120 1768 4297
2535 4218 26.42 3348 15.79 49.43
31.28 46,72 2728 50.09 17.97 5133
L3231 41814 26.23 31.21 18.44 51.75
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Persentase makrofag ' 3525 3433 - 3560 2739 12.03 44 14 .
Desidua Penghasil TNFo | 26.68 37.45 | 9. 47 3567 V2225 2597
L2186 | 3433, 1328 | 2078 | 1194 | 43.27

26,77 | 4855 ' 407 2330 | 1359 | 2045

1852 | 3341 1437 1 3510 346 . 2580

1291 | 3798 | 1072 | 2610 377 . 3401

2222 | 2905 | 1101 | 3819 1361 | 2093

_ 2173 ] 2965 | 1431 | 3127 @ 445 2677
Persentase Sel Trofoblas | 4,14 4794 9.01 51.22 7.97 47 69
vang mehgekspresikan Fas . 3.40 39.26 475 41 85 535 28.5]
L 273 42.47 8.55 5549 ¢ 1342 | 3513 ¢

604 | 1679 419 | 4542 ] 1435 | 3578
2.40 1631 473 1902 13.36 44 98
4.04 1517 d.43 3787 1347 48 &6
FG2 19.13 ZE7 44 93 1.37 4758
as2 | 1977 | 444 | 1220 1731 4301
Persentase Sel Trofoblas 13.96 37.62 702 2741 1 la.13 50.54
yang mengekspresikan 1298 3766 . 294 2794 713 42.06
TNFRI | 14.01 Rl 152 46.33 1439 34.07 1

320 42 00 17.22 310 3754 20.40 .
987 3506 577 2454 ¢+ 419 31
.89 34.84 3698 4541 7.85 2227
9.59 32,98 13.21 48.13 11.47 32.53
973 | 427 16.03 31.43 12.27 35.15
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Lampiran 4. Perhitungan Uji Beda Jumbah Takizoit 7° gondii dalam Cairan
Peritonial Mencii

Univariate Analysis of Variance

Between-Sublects Factors

Valye Labsl M
Umur Kebuntingan 1 Umur
Kehuntinga B
n Minggu 1
2 Urnir

Kebuntingz a8
n Minggu il
3 Umur

Kebuntinga 8
] Min@u Il

Descriptive Statistics
Dependent Variable: Surmiah Takizo# dalam

Umur Kebuntingan Mean Std. Denvistion N

M?‘n;u UnEngan 1 35418 5076 8
ﬂmg“;ﬁ’m"ﬂ“" 51494 9025 8
ﬂ?;:;‘:":’:m""g“" 5.9768 7267 8
Total 4.8898 1.2472 24

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Jumlah Takizoit dalam

Type IN Sum
Source of Squares df | Mean Sguare F Sig.

[ Torrecied Model 24 574" 2 12.287 23.032 060
Intercept 573842 1 573.842 | 1075.670 000
UMKET 24 574 2 12,2687 23.032 Ri i}
Error 11.203 21 533
Tetal 609 615 29
Corrected Total 35777 23

a. § Squared = B87 |Adjusted R Squared = _657)
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Post Hoc Tests
Umur Kebuntingan
Muftiple Comparisons
Craperrdent Variable: Jumish Takizeh dalam
Ls5D
Mean
Difference 95% Cafidenc interval
{1} Umur M {JI Lemasr w‘ {1} Std. Ermor Sig. Lower Bound | Upper Bound
Ui Kebuntingan e Kebuntingan R .
M I M I -1.60a81 302 200 -2 676 k-Elory
Limur Kebuntingan . g
Minggu L1 2 4375 3652 00 -3.1970 1 GTAL
Umanr Kabuntingan Uinur Kebuntingan 0
M 1 Minggu | 1.6081 2652 000 8487 23576
Umur Kebuntingan N _
Minggu i - G2 557 034 15888 | -6.9007E-02
L Kebuntingan Lhour Kebuntingan
Minggu Il Minggu | 24375 652 005 1. 6780 21570
Lrnur Kebartingssn "
Minggu Il B204 65T 034 &.991 E02 1 5668
Based on observed means.
*. The mean diffarsnce is significant of the 05 level.
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Lampiran 5. Perhitungan Multivariat Uji Beda Respon Inflamasi Plasenta
Penparuh Infeksi T. gendii

General Linear Model

Between-Subjects Factors

Value Label N
Perlakuan ] tidak diinfekst 24
2 diinfeksi 24
Umur Kebuntingan ] bunting myg I 16
2 buntig mg Il 16
3 buntnpg mg 111 16
Descriptive Statistics
perlakuan umur Mean | Std Deviation | N
kebuntingn
indeks apoptosis tidak diinfeksi | bunting mg | 9,3310 2,5384 | 8
trofoblas
buntig mg 11 10,1932 2,5966 [
bunting mg IIf { 26,3613 12,6587 8
Total 13,2951 10,8076 | 24
diinfeksi bunting mg I | 40,1933 53750 | 8
buntig mg I 49,2348 40939 ] 8
bunting mg I | 58,0754 1,7676 | &
Total 49,1679 23939 | 24
Total buntingmgl | 24,7623 16,4465 | 16
buntiz mg I 29,7140 204312 ] 16
bunting mg I | 42,2183 18,5593 | 16
Total 32,2315 196108 | 48
% IFN-v tidak ditnfeksi | buntng mgl | 32,0465 6,2645| 8
buntig mg II 27,6747 2,8558| 8
bunting mg 01 | 16,7444 2,517 B
Total 25,4885 77257 24
dinfeks: bunting mg I 48,1360 39952 8
buntig mg I1 39,3210 7,5328 | 8
bunting mg U1 | 48,3132 50580 8
Total 45,2567 6,9499 | 24
Total bunting mg 1 40,0913 97363 | 16
buntig mg I 33,4978 B.1521 l6
bunting mg Il | 32,5283 16,7580 | 16
Total 35,3726 12,3539 | 4%
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% THNF-a tidak dunfeksi | bunting mg 1 239219 3,4809 (]
buntig mg 1T | 14,1163 52085 | &
bunting mp 111 | 10,6378 64695 B
Total 16,2487 90323 | 24
dunfeksi bunting mg I 35,5953 &, 1283 B
buntig mg 11 30,4745 53770 | 8
bunting mg I11 { 30,1794 3,3386 B
Total 320831 7.2954 | 24
Total bunting mgl | 29,7936 821271 16
buntig mg 11 | 22,2954 11,i893 | 16
buntmg mg 11 | 20 4087 12,7304 § 16
Total 24,1659 11,4011 | 48
% Fas tidak diinfeksi | bunting me [ 36501 1,4171 ]
buntig mg Il 5.3725 2.1884 3
bunting mg 1 | 11.6386 41793 &
Total 6,8871 44362 | 24
dunfeksi bunting mg 1 27,1051 13,6287 g
buntig mg 11 38,5041 152275 &
bunting mg I | 41 4418 7.4234 8
Total 35,6837 13,5562 | 24
Total bunting mg I 15,3776 15,3075 16
buntigmg 11 | 21,9383 20,0790 | 16
bunting mg HI | 26,5402 16,4539 | 16
Tota! 21,2854 176432 | 48
% TNFR-1 nidak drinfeksi | bunting mg 1 10,4028 3,5033 B
buntig mg 11 13,9308 10,5864 g
bunting mg ITT | 13 5701 10,2706 2
Total 12,7699 B8.5365 | 24
dunfeksi bunting mg 1 350120 7.9563 ]
buntigmg [1 | 35,2846 56598 | 8
bunting mg 11 | 33,5171 95,7908 | 8
Total 34,6046 58017 )| 24
Total bunting mgl | 22,7074 140273 | 16
buntig mg | 24,6107 14.7436 | 16
1 bunting mg M1 | 23,7436 13,9947 | 16
Total 23,6872 13,9748 | 43
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Multivariate Tests

Effect Value F Hypoth | Error df | Sig.
esis df

Intercept Pillai's Trace L9900 | 728,090 | 5,000 | 38,000 ] 000

Wilks' Lambda 010 ] 728,090 s.000] 38000 000

Hotelling's Trace 95,801 | 728,090 5000 | 38,000 | ,000

Roy's Largest Root | 95,801 | 728,090 5000 | 38000| 000

INFEKSI Pillar's Trace 240 | 119,762 5000 | 380001 000

Wilks' Lambda 60 | 119,762 5,000 | 38,000 | ,000

Hotelling's Trace 15,758 | 1192762 3,000 | 38000 | 000

Roy's Largest Root 15,758 | 119,762 5000 | 38,000 | 000

BUNTING Pillar's Trace ST 6,604 10,000 | 78000 | 000

Wilks' Lambda 217 8,726 10,000 ] 76,000 000

Hotelling's Trace 2,997 | 11,091 | 10,000 | 74.000| ,000

Roy's Largest Root 2,775 21,646 3,000 | 39004 | 000

INFEKSI * Pillai's Trace L6548 3.740 | 10,000 | 78,000 | 000
BUNTING

Wilks' Lambda A3 3,970 | 10,000 | 76,000 | 000

Hotelling's Trace 1,133 4,192 | 10,000 | 74,000] 000

Roy's Largest Root 9361 7,299 5,000 39,000 000

a Exact statistic
b The statistic is an upper bound on F that yields a lower bound on the sigmificance

level.

¢ Design: Intercept FINFEKST+HBUNTING+INFEKSI * BUNTING

Tests of Between-Subjects Effecis

Source Dependent Type Il | df Mean F| Sig
Variable Sum of Square
Squares

Corrected | indeks apoptosis 16519929 | 5| 3303926 89,215 | 000
Model trofoblas

%o IFN-v 6106,261 5| 122],252 480791 000

% TNF- a 39250211 5| 785,004 15,095 | .000

% Fas 11151,354 51 2230271 26,925 000

% TNFR-1 5802,782 51 1160556 14,438 | 000

Intercept | indeks apoptosis | 49865786} 1| 49865786 | 1346483 | 000
trofoblas

% IFN- v 60058713 | 1| 60058713 | 2364440 ,000

% TNF-a 28031,535 1| 28031,535 539,007 | ,000

%% Fas 217477204 1] 21747204 262,547 | XX}

% TNFR-1 26932 081 1] 26932 081 335,041 L0

INFEKSI | indeks apoptosis 13768,355 | 1| 13768355 371,775 | 000
trofoblas
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% IFN- v 4689.173 1| 4689373 184,615 | 000
% TNF-a 3008,764 1| 3008764 57854 O
% Fas 9950950 1 F250 950 20,135 00
% TMER-1 5721,054 1 5721,054 71,171 REid
BUNTING | indeks apoptosis 2589.821 2| 1294911 349565 | 000
trofoblas
% IFN- ¥ 541 825 2 270,943 10667 | 00
% TNF-a 788,576 2 394,288 T582) 002
% Fas 1007 048 2 503,524 6079 ! 005
% TNFR-1 29,057 2 14,528 J1EE 835
INFEKSI * | indeks apoptosis 161,753 | 2 80,876 2,184 125
BUNTING | trofoblas
% IFN- ¥ g75.003| 2 437,501 17,224 | 000
% TNF- ¢ 127,681 2 03,841 1,228 | 303
% Fas 193,356 2 96,678 1,167 | 321
% TNFR-1 52672 2 26,336 328 | 722
Error mmdeks apoplosis 1555433 | 42 37,034
trofoblas
% IFN- v 1066834 | 42 25,40
% TNE- o 2184246 | 42 52,006
% Fas 3478933 | 42 82 8312
% TNER-1 3376,149 | 42 80 385
Total indeks apoptoss 67941 147 | 48
trofoblas
% IFN- y 67231,808 | 48
% TNF- a 34140802 | 48
% Fas 363TTA91 | 48
% TINFR-1 36111013 | 48
Corrected | indeks apoptoss 18075,362 | 47
Total trofoblas
% IFN- ¥ F173,0851 47
% TNF-a 6109 267 | 47
%e Fag 14630287 | 47
% TNFR-1 5178,931 | 47
a R Squared = 914 (Adjusted R Squared = 904}
b R Squared = ,851 {Adjusted R Squared = ,834)
¢ R Squared = ,642 (Adjusted R Squared = ,600)
d R Squared = 762 (Adjusted R Squared =,734)
e R Squared = 632 (Adjusted B, Squared = ,588)
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Multiple Comparisons
Mezn Std. Sig. 95%
Difference | Erroc Confidenc
{-n e [nterval
Dependent N (D Lower Upper
Variable KELOMPOK | KELOMPOK Bound Bound
indeks LS | vidak nfeksi tidak nfeksi -BA21 | 21149 | 6BE -5.1302 3.4059
apoplosis mgl mgll
trofoblaz
txdak infeksi 231275 211491 WK -27.3955 -18 8594
mgll]
infeks: mg [ -3 8625 1 21149 | 000 -35.1306 -26.5945
infeksi mg 11 327784 ) 21149 | 004 440465 =35.5104
infek=a mg 111 487444 | 21145} OO -31.0124 -44 4763
tidak infeks tidak mfeksi B2l | 211459 | 686 -3.4059 5.1302
mgll mgl
lidak infeksi 222653 | 21149 | 000 26.53M -17.9973
mgll]
fnfeksi ma 1 -5000004 | 21149 | OO0 -54 2684 -25.7323
infeksi mg [T -38.9163 | 21149 | .00 -43 1843 -34 6482
infek st mgp G 478822 | 211497 000 -52.1303 436141
tidak infeksi tidak infelksi 2312751 21149 | 000 188594 27,3955
mgelll _mgl
tidak infeksi 222655 | 2.1149 | .00 17.9973 26,534
mall
infeksi mg | -FTAS0 | 21149 ) 001 -12 0031 -1.45670}
infeksi mg I1 -16,6509 | 21145 | 000 -20.9190 ~12. 3829
infeks mg I 256169 21140 ] 0N -29. 5849 -21.3488
mfeks mg I tidak infela 308625 | 21149 | 000 26,5945 351306
mgl
tidak infeksi 30,0004 | 21149 000 25733 34 2684
gl
tidak mfeksi 77350 21149 | 001 14670 120031
mglll
infeksi mg I1 -8915% | 21145 | .000 =13, 1840 -4 6478
infeksn mg I 178819 | 2.114% | 000 -22.1499 -13.6138
mlcksi mg [1 tidak inleksi 397784 | 21149 | 000 35,5104 44 0465
gl
tidak infeksi 389163 | 21149 | 000 34 6422 41 1843
mgil '
Tidak infek=i 166509 | 2.1149 1 000 12,3829 209190
mglil
infeksi mg 1 3.9159¢{ 21149 | 000 46478 13 1840
infeks myg IT1 -B9650 ] 21149 | 000 -13.2340 -4 69719
infcksi mg 111 | 1dak infeksi 4R T444 | 21149 | 000 44.4763 550124
mg
tidak infeksi 478822 | 21149 | 000 416142 52,1503
mpll
tdak infeksi 256169 | 21149 | 000 25 3488 293849
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mgll]
inteksi mg T L7 8815 | 2.1149 | 000 136118 221499
infeks mg i o560 { 21149 (MO 4 6979 132340
% IFN- ¥ 18I | tidak wfeksi tidak infcksi 46366 | 278311 103 - S800 10.2331
mgl mgll
t1dak infeksi 162710 | 27831 | {00 106544 21.8875
mgill
nfeksi mg 1 1611751 27831 | O] -21.734] -10. 309
infeksi mg [1 59685 | 27831 | 06| -12.5850 -1.351%
mfeks mg [T 146768 ) 27811 | 000 | -20.2933 -9.0602
ndek mfeks: tidak infeksi 46366 | 27831 103 -10.2531 9300
mgll mgl
tlidak infeksi 116344 | 27831 | KO 50179 17.2510
mglll
infckst mg [ SI0754 | 2RI 000 263706 | 151373
[nfeksi mg I -11.6051 27831 | 000 -1 T 221& -5 9885
[nfekst mg (M1 -19.3133 | 27831 000 ) 249299 ] -13.6963
tidak infeksi Tidak infek= 162710 | 27331 | 000 -11.8%875 106544
mglll mgl
Tidak infek= 116344 | 27831 | 000 172510 £0179
mgll
[n%leksi mg [ -3238B5 | 278351 000) 3B00S0 | -26.7NY%
[nfeks mg 11 -23.2395 | 27331 | 000 ) -2B8560 | -17.56222
Infeksi mg 1 309437 X783 | 000 ) 355643 | -25.3312
infeksimgJ Tidak infeka 161175 | 27831 | 000 105005 21.734]
mgl
tidak infeksi 20.7541 17831 | 000 151373 26 3706
mgll
ﬁdi]k infeksi I1ARRS | 27E3L | OO 267719 320050
mglll
infekess mg 11 41450 ] 27831 | 002 15325 14 Te56
infeks mg I 14408 | 2.7831 | &07 -4 1758 7.0573
infeles mg [1 tidak infekai 69685 | 17831 | 016 1.3519 12 3850
mgl
1lidek mfeksi 116051 27831 | O 5.59885 1731216
mgll
tidak infzksi 232395 ) 17831 | .00 176289 288550
mglll
infeksi mg [ <O149G 27831 | 002 { -14.7656 -3 53125
infeks mg [ ~TT083( 27831 | OO0BY -13.3248 -2.1917
infeksi mg M1 tlidak infeksi id 6768 { 27831 | QOO 90602 20,2933
mgl
tidak mfeksi 193133 27831 | 000 13 6958 249199
mgll
Ii}a]k infeksi 309477 27831 | 000 25.3312 165641
mglll
infek=1 mg [ -1 4408 1 27R31 | 607 -1.0573 41758
infeksa mg [1 7081 ) 27831 | 008 2.0917 13.3248
% TNF-a L3S0 | uidak infeksi tlidak infeksi I1.5459 | 42271 | 0040 ims2 20,0755
mgl mgll
tidak infeksi 122185 ) 42271 | 06 36878 20,7492
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mglil
infeks me | -16.0251 | 4.2271 | 000 -24 5558 -7.49%44
infeksi mg 11 160681 42271 e -10.1375 6.9219
infcks mg 111 43335 | 42271 | 311 -12 2542 4,1972
nidak infeksi tlidak infeks=i -11.5459 42271 | 008 -20.0766 -3.0152
mgll mgl
tidak infeksi L6726 42271 | 8314 =T858l 9.2013
mglll
infeksi mg | ST5TI0T 42271 000 -36_1017 -19.0401
infeksi mg 11 =13.1527 42271 | 003 -21.6834 -4 6220
infeksi mg 111 158794 1 42271 | 001 -24.4101 -T.3487
tidak infeksi tidak mfeksi 122185 ) 42271 | 006 20452 -3.6878
mglll mgl
tlidak nick= -6726 42271 | BT4 -9.2033 73581
mgl]
infeksi mg 1 -2R2436 1 42271 | 000 16,7743 197129
infeksi mg 11 -[3 8253 42271 | 002 =12 3560 =5 29456
infeksi mg 15 -15.5520 4 423271 | 000 -25 0827 20213
infeksl mg [ tidak mlcksi L&6.0251 42271 | 000 7.45944 24,5558
ﬂ mieksn 275710 ] 42271 | 000 19.6403 361017
mall
tidak infeksi 282436 ) 42271 | 000 1971129 35,7143
II
Efﬁleksi mg I1 144183 | 42271 | 00l 5.887% 22,9490
infeksi mg I 116916 4227] | 008 3.1609 20,2223
infeksi mg 11 tidak infeksi 16068  4.2271 | 706 -5.9239 101375
mgl
tidak infeksi 13.1527 F 42271 | 003 46220 2168
1
:Jgk infeksi 13,8253 | 4.2271 | 002 52046 22,3560
Il
?l.%txi mg I -4 4183 f 42271 | OM -22 9490 -5 BE76
infeksi mg 111 27267 | 42271 | 532 -11.2574 5.8040
infeksi mg [T | tidak infelksi 43335 42271 | 31 41912 128642
tidak infeksi L5874 | 42271 | Q0L T 3487 244101
mgll
Lidak infeksi 165520 | 42271 | 00D BO213 250827
mglll
infeksimg | -[1.6916 | 4.2271] 008 =20.2223 -3.1609
infeksi mg 11 2767 42271 Sn -5.8040 L1.2574
Y Fas LD { tidak mfeksi tidak infeksi -1.7223 | 49230 | 728 -11.6574 82127
mal mall
tidak infeksi 79916 49230 | AR -17.9267 1.9434
mglIl
infeksi mg 1 -23.4550 | 49230 | .000 -33.3500 | -13.5199
infeksi mg I1 -34 8540 49230 | 00 =44 7RI =24. 9190
infeksi mg 111 350089 | 49230 | 000 44,9439 | -25.0738
tidak infeksi Lidak infeksi 17220 | 49230 | 728 82127 LL6574
mgll mg|
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tidak infuksi £.2093 | 49230, 210 -16.2043 Jjo6se
| mpll]
wileks mg | C2LTI2T | 49230 | 00D -3 16677 -1, 7975
" {inleksimp 11 331317 49230 ] 000] 430667 | 231966
infgksi mp I1T -33.2866 | 49230 | (W0 43,2216 -23.3515
tidak infeksi tdak infeks Tool6 | 49230 ] 112 -1.9434 179267
mplll mpgl
tidak infeksi 02693 | 49233 210 -1.6658 16,2043
mgall
unfeksi mg [ 154634 | 49230 ] O3 -25.3984 -5.5283
infikst myg 11 26 RG24 | 49230 000 -36. 7975 -16.59273
] infcks: me, 111 270173 | 492301 00| 369523 | -17.0822
infiksi mg [ tidak mfeksi 234550 | 49230 | 000 13,3159 13,3904
mgl
tidak infcksi 217327 49230 | 000 11.75%7% ILe6TT
mgll
1 tidak inliks: 154634 | 4.9230 | 003 55283 25,3954
melll
infcksn mg L 113990 ] 49230 | 026 -21.334] -1.4540
infeksi mg 111 -11.5539 | 49230 | 024 -21.4E89 -L.61E3
infcksi mg 11 tidak mleks 485407 49230 000 24,9190 44.789]
mgl
tidak inleksi 339317 | 49230 | 000 23,1965 43 0667
mgll
tidak infeksi 268624 | 49230 | 000 169273 38,7975
mglll
infeksi mg [ 11,3990 | 49230 | 026 1.4540 21,3241
nfcks mg 11 - 1549 49230 975 -19.0889 0. 7802
infeks mg T | tdak infeksi 350089 | 45230 | 000 250738 44 5439
mgl
tidak inlcksi 332806 { 49230 | 000 133515 43 2216
mgll
tidak infeksi 70173 49230 | 000 17.0822 369513
mglIl
infeks mg [ 11,5535 | 4.5230 | 024 1.6188 21 4889
infeksi mg [1 1549 49230 975 -0 7R02 100899
% TNFR-1 | 1.5 | tidak micksi lidak mfuksi -3.3340 | 56337 534 -14.5033 78353
mgl mgl]
Ldak mfeksi -3.5672 | 6337 | 530 -14.9365 T.8021
mg!l)
infeksi mg I -25. 1418 | 56337 | 000 =36.5111 -13.7725 |
— Tinfeksimg Il 193293 | 563371 001 206986 [ -7.9600
infcksi mg I 151605 | 56337 | 010 -26.52598 57002
tidak infuksi Udak 1nfeks 35340 | 36337 534 -7.8353 14 9033
mpll { mgl
| udak mfekst -3A275E- | 3337 995 -11.4026 11.3360
mpll] 02
o nleks mg | 216079 [ 56337 | O -32.97711 -10.2386
infeksi mp 11 157953 | 506337 | 00K -27. 1646 -4 42601
] wnleks mg 11 116265 | 56337 ) 045 -22 9958 - 1572
tdak infeksi ) udak infeksi 35672 | 5063371 530 =7.8021 14 9385
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mglll mgl
tidak inlcksi INTED2 | 56337 995 -11.330 11.4026
mgll
nfckz mg [ 215746 | 56337 | (HKD -32.943% -10.2053
infeksi mg [1 -15.7621 | 56337 | 08| -27.1314 -4 3928
infekst my 101 -11.5933 | 56337 | 046 | -22.96523 - 2240
infeksi mg | tidak infek= 251418 | 36337 | 000 137725 36.5111
mgl
tidak mfcks LG0T | 56337 | 000 10.2385 329772
mgli
tidak infeksi 2L.3M4 | 56337 000 10.2053 32548
mglll
mlcksi mg [1 52125 ] 56337 308 -5.5568 17.1318
infeksi mg T 998133 563317 | OB4 -1.3880 21.3506
infeksi mg II tidak infeksi 193293 | 56337 | .00 79600 30 6986
gl
tidak infeks: 157953 | 56337 | (0B 4 4260 271646
mgll
tidek infeks 157621 | 56337 | .008 43928 2713514
mglll
infekz mg 1 -58825| 56337 308] -L7.18lR 55568
infeksi g I 4 1688 | 56337 | 463 -7.2005 15.5381
infeksi myg [[[ | tidak infeksi 151605 | 56337 | 010 30912 26.5298
mgl
tidak inleks 116265 | 56337 | 045 2372 22 9058
mglT
tidak infeksi 115933 | 56337 ] 046 2240 229625
mgll!
mfeks mg [ 50813 ] 56337 | OB4 ] -21.35% 13880
infeksi mg i1 -4 1688 | 563371 463 | -155381 7.2005
Based on observed means.
* The mean difference is significant at the .05 level.
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Lampiran 6. Apalisis Diskrinunan

1. Respon Inflamasi Plasenta Mencit Yang Diinfeksi 17 gondi Pada
Kebuntingan Miaggu Pertama

Discriminant

Apalysis Case Processing Summary

Linwaahted Cases N Farcant
Vald 16 100 G
Excluded  Missing or out-of-range grood codes 0 O
At least one missing discriminating variabde [ 0
E"‘:_"h mlﬂﬁting.or.om.-m-mn.ge gioup codes and at least one a q
misging discriminating variakbde '
Total i a
Total 16 1G04
Group Statistics
Walid N {listwise}
petlakuan Mean Std. Devianan | Lnweighted | Weightad
tdzk diinteksi  indeks apoptosis trofoblas 2.3310 2.5384 a &.000
¥ [FM-gama 32.0465 6. 2645 4 &.000
% THF-alfa 23.9319 2 4805 A 8.000
Y FAS 365 1.4171 B 8.0
¥ THFR-1 10,4028 35033 & &.{00
dinfeksi  indeks apoptosis trofoblas 40 1335 5 3750 8 8.000
¥ IFM-gama 48 1360 149952 g 8.000
% THF-alla 35 5353 B 1263 & 8.0{H]
W FAS 27 1021 1316287 ] a 00d
% THFR-1 35 mzZa TULG3 g 2.000
Total indeks apoptosis trotoblas 24 7623 T ' 16.4465 16 15 000
% IFMN-gama 40 0913 9.7363 16 16.000
% THF-alta 29.74938 8.2127 16 15 000
" FAS 15 3778 15 3075 16 16.000
% THFR-1 227074 14 02735 16 15 Q0
)57
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Tests of Equality of Group Means

Wilks'
Lambda F df1 df2 Saig.
inckeka apoptosis frofoblas 061 215655 1 14 100
% IFN-gama 272 37514 1 14 000
% THF-alfa 468 15834 1 14 a0
% FAS 374 23.441 1 14 00
% THFR-1 A7a 84 106 1 14 (HH)
Pocled Within-Groups Matrices
indaks
apoptosis
trodoblas % IFN-gama | % THF-alfa k. FA_S_ % THFR-1
[Comelation  indeks apoptusis rofoblas 1.000 - 222 360 -176 531
% IFH-gama - xx2 1,000 180 AS4 -. 260
% THF-alfa e 180 1.000 -5 21
% FAS - 176 A5 -.058 1.000 =37
% THFR-1 o - 260 Mg =378 1.000
Analysis 1
Box's Test of Equality of Covariance Matrices
Log Determinants
Log
perlakaan Rank Detarminant
tidak dinfelesi 2 5.5
diinfeksi 2 5 862
Pooled within-greups 2 4.139
The ranks and natural logarithins of determinants
printed are thosa of the group covariance matrices.
Test Results
Boxs M 6.154
F Approx, 1.745
df 3
dr2 35280000
Siy. 55
Tests null hypothesis of equal population covariance matnces.
158
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Stepwise Statistics
Variabtes Entered/Removed M c-d
Wilks' Lambia
_ Exact F

Step Entered Statistc odf1 dfz2 df3 Statistic di1 di2 Sig.
1 indaks

apoptosis 1 1 1] 140 215555 1] 1400 | 000

trafoblas
2 %o IFN—gama 043 2 1 14.0 143 168 2 13.00 000

At each step, the variable that minimizes the overall Wilks' Lambda is entered.
A Maximum number of steps is 10,
b. Maximum significance of F to enter js .05,
C. Minimum significance of F to remove is 10
d. F level, tolerance, or VIN inzsufficient for further computation.

Yariables in the Analysis

Sig. of F to Wilks'
Step Tolerance Remoye {ambda
1 sndeks a OSIE
“muﬁmn 1.00¢ 0%
2 :r;ﬁazmms 951 000 272
% IFM-ggama 951 39 161
Variables Mot in the Analysis
Min, Sig. of F Wilks
Stap Tolerance | Teolerance to Enter Lambda
i] indeks apoptosis frofoblas 1.000 1.000 000 061
% IFN-gama 1.000 1.004 00g 272
% THNF-alfa 1.000 1.000 001 A58
% FAS 1.0040 1.000 J0aaq 74
% TNFR1 1.000 1.0{40 00N 79
1 % IFH-gama 851 851 029 143
% THF-alfa 70 870 Ll 060
&% FAS 6D gt 96 0490
% THFR-1 718 it 955 081
2 % THF -alfa TH 763 408 04
% FAS 855 830 238 038
% THFR-1 697 597 Nari 043

159
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YWilks' Lambda

Mumber of Exact F

Step Warakles Lambda df 1 dt2 3 Statistic df 1 of? =]

1 1 (5 1 1 14 2ihBERY 140 [}k
2 2 043 Z 1 14 143168 130 0

Summary of Canonical Discriminant Functions
Eigenvalues
Cancaical
Functon | Figenvalue | % of Variance | Cumulative % Corralation
1 22 " 1004 1004 ATE
A First 1 cancnical discriminant functions were used in the
analysis
Wilks™ Lambda
Wilks®

Test of Function(s) | Lambda Chr-squarg of Sig.

1 043 0776 2 000

Standardized Canonical Discriminant Function Coefficients

Function
1
indeks apoptosiz
trofoblas 461
% IFMN-gama w2
L)
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Structure Matrix

Fundction
T

Iindeks apoptosis
frofoblas B35
% THF -alfan 45873
% THFR-¥ 364
Yo \FMN-pama 349
% Fas - 083

Pooled within-groups correatigns betwean discnimemating
variables and standardized canonical descnmmnant functions
YWarables ordered by absolule size of correlation wathin function.

2 This vanable ngt vsedin the analysts

Canonical Discriminant Function Coeflicienis

Funchion
1
indeks apoptosis
trofobdas g
Y [FM-nama 07
(Constant) -5 954
Unstandardized cosficients

Functions at Group Centroids

Function
perlakuan 1
tidak diinfeksi =4 30}
diinfaksi 4 380

lInslandardired cananical descriminant
functions evaluated at group means

Classification Statistics

Classification Precessing Summary

Processed
Excluded

| 5] in Chutprt

Missirg ol cul-ol-range group codes
Al |mast one missiig disctiminatng variable
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Pricr Probabititles for Groups

{ases Lised in Analysis

pefiakuan Prior Umweighted | Weighted
tidak diinfeksi .500 a 8.060
diinfeksi .a00 a 8.000
Total 1.000 16 16.0{0

Classification Function Coefficlents

pedakuan
tidak diinfeksi denfeks
indeks apaptosis
rofoblac B85 24803
% IFNgama 1.320 2260
(Constant) 20018 -113.418
Fr=her's inear discriminant funclions
Clagsification Results *©
Pradicted Group
Membership
m Hcak diinfelcal ] Tolsl
[ [ ]
w [1] B ]
% Hcak. ekl 100.0 A 100.0
cireksd 0 10040 100.0
Ceonp-vnlicoted  *  Count tdak dlindeki a8 a L]
ciindalcal 1] L] B8
% Ticlok cRviekai 10040 a 1000
dacfalc k] 100.0 1004

B. Cross validation = Jong anly or thoss cxses bn the anslysis. | oross
walidation, aach cazae i chzsified by tha functions dervad from sl cases
othar than that case,

b. 400,0% of original prouped cases comectly classliad.
€ 100.0% of crosz-validated grouped cRses comecty classied.

Besar kontribusi variabel dominan

Tidak
IMinfcks: | Dhinfeks:
Indek apoptosis refoblag %3513 | 116.6818
ey | 42304 [ 10878
162
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2. Respon Inflamasi Plasenta Mencit Yang Diinfeksi T. gondii Pada
Kebuntingan Minggu Kedua

Discriminant

Analysls Case Processing Summary

Urweighted Cases N Parcent

Walid 16 100.0

Excluded Missing or out-ofrange group codes 0 .a
At least one mmissing discrifminating variable 0 k4]

Bath missing or out-of-range group codes and at

least one missing discriminating variable 0 0
Total 0 R
Total 16 100.0

Group Statistics
Valid N (listwise)
pearakuan Maan Std. Devialion | Unweighted | Waighted
twdak dinfeksi  indexs apoptosis trofoblas 10,1932 2 5866 5 8.000
% IFN-gama 27 ET4A7 28558 8 8.000
% THF-alfa 141163 92945 -] 6.000
% FAS 5.3725 2 1884 8 B.0O0
% THFR-1 13,9368 10,5864 5 8.000
diinfeksi indedes apoptosis trofobiss 49,1094 4 0843 8 8,000
% IFMN-gama 39.3210 7.5328 8 8,600
% TNF-alfa 30,4745 5.3770 a a.004]
% FAS 3B8.5042 152275 a 8,004
% TNFR-1 35.2846 06598 a 8.000
Total indeks apoptoais trofoblas 29,6513 203664 16 16.000
% IFN-gama - 33,4878 B.1521 16 16.000
% THF-affa 222954 11,1893 16 16.000
% FAS 21,9383 20,0790 15 16.000
% THFR-1 24 6107 14, 7436 15 153K
143
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Tests of Equality of Group Means

Wlilks"
Lambda F i1 o2 Sig.
indeks apoptosis trofoblas 026 217.244 1 14 Q00
% IFM-gama A56 16.720 1 14 001
% TNF-alfa A30 18.555 1 14 Reiay
% FAS 274 37108 1 14 000
% THFR-1 A4t 17.751 1 14 001
Pooled Within-Groups Matrices
indeks
apoptosis
trofoblas % IFM-gama | % TNF-alfz % FAS % THFR-1
Correlation  indeks apoptosis
trotoblas 1.000 536 -.0G8 - T18 =202
% IFN-gama a3E 1.000 52 414 - 124
%% THF-alta - 068 .0a2 1.000 -079 - 213
e FAS - 118 314 =079 1.0G0 245
% TNFR-1 =202 -.120 -.213 245 1.000
Analysis 1

Box's Test of Equality of Covariance Matrices

Log Determinants

Lea
perlakuan Rank Creterminant
tidak diunfeksi 1 1.908
diinfeksi 1 2814
Poaled withit-groups 1 2 461

The ranks and natural togarithms of determinants
printed are those of the group covanance matrices.

Test Resufts

Box's M 1.390
F Approsx, 124948
df1 1
df2 SRE (HID
Sig 255

Tests null hypothas s of equal populalion covanance matrices.
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variables Entered/Remaved-554

Wilks' Lambda L
Exact F
Step Enterad Stabishc df1 of2 3 Statistic df i df2 g
1 indaks
apoptosis (K2 1 1 14 4] 517 244 1 1410 A0
trofobdns

At sach step. the variablg that meninuzes the overati Wilks' L ambda s entored

3. Maximurm number of steps is 10

E. Maximum significance of F to entel s 5.

C Minimum significance of F to remove s 10

i F level, tolerance. or VM insufficent for further com putadion

Yariables in the Analysis

Sig of F to
Step Tolerancs Ramave
1 indeks apoptosis
trofoblas 1.000 A
Wariables Mot in the Analysis
Min Sy of F Wilks'
Step Tolarance Tolerance I3 Enter Lambda
[ indeks apoptosis
trefoblas IRy 1,000 0040 026
¥ IFM-gama 1. Criec 1.004 A0t AEE
% TNF -alfa 1 000 10840 1 430
% FAS 1. Qi) 1,009 339 perr-
% TMFR-1 10M] 1.000 Qo 441
1 W IFM-gama T13 13 157 Oz
% THF-alfa .4gs 885 375 325
W FAL ARG JBEG 90 NErx)
% THFR-1 954 859 183 G
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Wilks' Lambda

Mumbar of Exact F
Step WYanables Lambeda dft o2 df3 Statistic a1 or2 3ig.
1 1 126 1 1 14 817.244 1 140 | 2E12
Summary of Canonical Discriminant Functions
Eigenvalues
Canonical
Function | Eigenvalue | % of Vagiance | Cumulative % Coarredation
1 36 945¢ 1000 100.0 987
a. First 1 cancnical discriminant functons were used in the
analysis
Wilks' Lambda
Whiilks'
Test of Function{s} | Lambda Chi-square oif Sig.
1 L6 49 054 1 O
Standardized Canonical Discriminant Function Coefficients
Function
1
indeks apoptosis
trofobtas 1.060
1 66
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Structure Matrix

| Function
1
e [ oo
% IFMH-gama? 536
% TNFR-# -.202
% FAT -118
% TMF-alta -.(58

FPooled within-graups corralations betwaen discriminating
variables and standardized canonical discriminant funclions
Variatles ordered by absolute size of eonelation within function.

8. This varnable not used in the analysis.

Canonleal Discriminant Fuaction Coefficients

Function
1
indeks apaptosis
trefoblas i
{Censtant) 5554

Unstandardired coefficients

Functions at Group Centroids

Funetign
perlakuan 1
tidak diinfeksi -5.686
diinfeksi 5686

Unstandardized canamacal discriminant
functions evaluated at group means

Classification Statistics

Classification Processing Summany

Frocessed
Excluded

Used in Outpel

Misting or out-of-range group codes
&Y least one nussing discrminating vanalbde

Ly ]
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Cases Used in Analysis
perlakyan Prior Lnweighted | Weighted
ldak ditnfeksi 504 a 8000
dinfeks| 500 3 8 D0
Total 1.000 14 16000

Classification Function CoeMicients
perlgkuan
tidak diinfeksi diinfeksi
indeks apoplosis 870 4193
trofahlas
{Constant) <5 124 -103.654

Fisher's linear discriminant funclions

Classification Result®®

FPredicted Grouvp
| Membership

petlakuan tdak dinfeksi | diinfeksi Total
Siginal Count  tidak diinfeksi E 1) 3]
diinfeksi L] 8 g
Yo tidak diinfeksi 100.0 0 100.0
diinteksi A 100 O 100.0
Cross-validated? Count  bdak dinfeksi 8 0 a
diinfaksi ) a 3]
4 tdak diinfeksi 1000 .0 100.0
diinfeksi 0 10{.0 1001

8. Cross validation is dane only Tor these cases in the analysis. In cross
validation. each case s dassified by the functions derived from all cases
other than that casze.

b 100 0% of original grovped cases cormectly classified.

¢ 100 0% of cross-validated grouped cases cormectly classified

Besar kontribusi variabel dominan
Tl
l'J-iinI'cL:s_u __T_f_li_ir!ﬁ:kx_\i
& SORY| 2059158

Indek apwiptasis trofoblay

168
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3. Respon Inflamasi Plasenta Mencit Yang Diinfeksi T, gondii Pada
Kebuntingan Minggn Ketiga

Discriminant

Analysis Case Processing Summary

Unweightad Cases N Percent
Vahd 16 100.0
Excluded  Missing or cut-af-range a o
group codes ;
At feast one missing 0 0
discriminating variable ;
Both missing or
out-of-range gmup_cuides 0 a
and at least one missing '
discriminating variable
Total a Ly
Total 16 100,10
Group Statistics
Walid N {listwisa)
perlakuan Mean Std. Deviation | Unweighted | Waeighted
fdak dinfekar  Inchs apopmoss | 324585 6.7428 8{ 2000
% IFMN-gama 16.7444 2.5917 a2 8.000
*% THF-alfa 10.6378 £.4G95 a 8.000
% FAS 11.6383 41793 a 8.000
% THFR-1 13,8701 102706 2 8.000
chinfeksi indekz a oeaks
ot Oblaspﬂpt 58,0754 1.7676 ) 2.000
% IFN-gama 48 3132 5.0580 a £.000
% THF-alz ATHE 5.3386 8 §.000
% FAS 41 4418 T 4234 a 8.000
% THFRE-1 351 0.790R 8 £8.000
Total newe apopiosts | 45,2660 14.0595 16| 16000
% IFN-gama A2.57288 16.7580 16 1650040
% THF-alfa 20 4087 127304 16 15,000
% FAS 26.5402 16.4539 16 165000
%% THFE-1 23.7435 13.8847 16 15,004
169
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Yariables Mot in the dnalysis

Min. Wilks'
Step Tolerance | Tolerance | F to Enter | Lambda
0 Indeks apopiosts 1.000 1000 | 108.043 115
trofoblas
% |[FM-gama 1.000 1.{1{H} 248 830 154
% THF-alfa 1.000 1.00H} 23671 a7z
% Fas 1.004 1. (A} 97 913 25
% THFR-1 1.000 1. CHHD 15,181 480
1 indeks apoptasss
trefoblas L0865 SGEG 3B75 042
% THF-alfa SO06 WG 0gd 054
W FAS 599 Reiss £.414 Rkl
% THFR-1 G494 et 64 A52
2 ingdeks apoptosis
trofoblas a84 484 2639 RIK)]
% THF-alfa 895 BES 045 RUKL]
% THFR-1 832 B2 154 REN
Wilks" Lambda
M mber af Exaed F
Step | vanables | Lambda 1 o2 df3 Shatrstic df df2 Sig.
1 i 054 1 1 14 | 246 830 14.000 ¢ 7o4E-10
2 2 033 2 1 14 | 165,034 13.000 §.763E-10
Summary of Canonical Discriminant Functions
Elyenvaiues
Cananical
Function | Eigenvalue | % of Yariance | Comulative % | Correlahan
1 253909 100 0 100.G a1
A First 1 canonical discriiminant functions were used in the
analysis.
Wilks' Lambda
Wilks'
Test of Funchonis) | Lambda | Chi-sguare of Sig.
1 35 42 549 2 a0
i72
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Standardized Canonical iscriminant Function Coetfticicents

Function

1
% IFM-gama 852
Yo FAS %

Structure Matrix

Function
1

%% IFM-gama JB3E
W% FAS 525
% THF alff e
% THFR-1 92
indeks apopiosis
tr niouasgw -

Fooled wathin-oroups correlations betwesn discriminating
vanables and standardized capanical descrimunant functicns
Vanables ardered by absolute size of correlation within functon.

2 Thiz vanable not ysed 1n the analysis,

Canonical Discniminant Function Coefficients

Function

1
" |FM-gana 217
% FAS 082
{Censtant) -8.31

Unstandardized coetficients

Functions at Group Centroids

Function
peilakuan 1
tidak diinfeks -} 713
diinteks 4713

Lnstandardized cancmcal discriminant
tunctions evaluated At cyoup means
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Classification Statistics

Prior Probabilities for Groups

Casas Usad in Apalysis
periakuan Prigr Unweighted | Weighted
tidak diinfeksi L9 :] £.000
diinfeksi 1) a 8.000
Total 1.000 16 16000

Classification Functlon Coefficients

oeriakuan
tidak diinfeksi | dinfeksi
% IFN-gama 1.054 | 3.05¢ |
% FAS 44 1.240
(Constant) -11.51% 55 477

Fisher's linear discriminant functions

Besar kontribusi variabel dominan

Tidek
Diinfcksi Diinfiksi
Ny 17.6484  147.4517
Fas 40037 50.1445
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Lampiran 7 Ethical Clearence

DEFARTEREN FENDIRIKAN HASIONAL
LINIYERSITAS AIRLANGGA

LEMBAGA PENELITIAN

1 Fukah P bangudnen Rygeonal 5. My Fynpeiebiees i SEST20 3. PLEM Kopmoudulan den
B Raath el Traflybpn & P VBT W (IR P A (TR

3. P Pamgmmiargen Husem (SOCA] 7. Pum M Onah At S Pum s K e st Faarm s
3 Pumi | inglengen Hidun fSmETiE] 1. Pt Kt Blosrmgd

Kampus © ynasic L kiphair iy Suckbend 60115 Talp [021] S55246. S9RL240, S0G0247 Far ({01} SMEHES
E-rrpd el el cuiet o - P e G Ceoaen T oA B M Cun Y 22

KOMISl ETIEA PENELITIAN
LEMBAGA PENELITIAN UNIVEREITAS AIRLANGCA
SLRABAYA

EKETERAMGAN KELAIKAN ETIK
(ETHICAL CLEARANCE)
T HO, WEFANECALEMLITZ005

Fanitia Kelakan Etk Penelitan Lembage Penaifian Universitas Aidangga Surabaya,
ectolah mempelajar dan mengkaji secam seksama maccangan penedtian yang
dirsuban, maka dengan ini menyaiakan bahbwa penelitian yang berfudul:

Pengaruh Infaiksi Taxoplagma Gondli Pada Umur Keburrtingan
Yang Berbeda Terhadap Apopingia Trofolbiae, Ekepresi IFN-y, TWFa, FAS
dan THFR-1 Pads $sncit Bunting.

Penahtl Utama : drh. Luchs Trd Suwant, P,

UnitfLab. Termpat Poneltian  Lab. Blokimis - Pusat Shud| Biotsirrologl
Univeraitas Gyah Mada Yogyakarts

DINYATAKAN LAIK ETIK
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