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ABSTRAK

Banyak bukti menunjukkan Chlamydia pneumoniae dapat menginduksi terjadinya aterosklerosis dan rupturnya plak
aterosklerosis. Hal ini diperantarai oleh berbagai hal, salah satunya adalah mekanisme penghambatan apoptosis
makrofag. Penelitian ini menguji keterlibatan protein struktural adhesin 61 kDa pada Outer Membrane Protein (OMP)
C.pneumoniae dalam menghambat apoptosis makrofag. Makrofag diperoleh dari monosit darah perifer individu sehat.
Rancangan penelitian berupa penelitian eksperimental laboratorik in vitro, post control design only. Pada penelitian ini
digunakan 4 sampel monosit. Pada setiap sampel dilakukan isolasi dan kultur, serta pemberian Phorbol Myristate Acetate
(PMA) agar monosit berdiferensiasi menjadi makrofag. Makrofag kemudian dipapar dengan adhesin 61 kDa OMP
C.pneumoniae (kecuali pada kontrol positif) dan diinduksi agar apoptosis dengan H202 berbagai macam konsentrasi
(5mM, 10 mM, 15mM, 20mM, 25mM, 25mM pada kontrol positif) selama 6 jam. Deteksi apoptosis makrofag dilakukan
dengan menggunakan metode imunositokimia, menggunakan antibodi monoklonal terhadap kaspase 3. Hasil dianalisis
secara statistik menggunakan ANOVA satu arah, a=0,05. Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan bermakna
jumlah makrofag yang apoptosis diantara perlakuan dan kontrol positif. Dapat disimpulkan adhesin 61 kDA OMP
C.pneumoniae memiliki kemampuan menghambat apoptosis makrofag.
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ABSTRACT

Many evidences show the ability of Chlamydia pneumoniae inducing atherosclerosis and rupturing the atherosclerosis
plague. The process mediated by various factors, which one of it is through the hindering of macrophage apoptosis. This
study investigates the role of structural protein adhesin 61 kDa at the Outer Membrane Protein (OMP) of C.pneumoniae in
hindering macrophage apoptosis. Macrophages are obtained from circulating blood monocytes of healthy people. The
design of the study is laboratory experimental in vitro, post control design only. This study used 4 samples of monocytes.
The monocytes in each sample were isolated, cultured and induced by Phorbol Myristate Acetate (PMA) in order to the
monocytes can be differentiated to macrophages. Macrophages were then exposed to adhesin 61 kDa OMP of
C.pneumoniae (except for positive control) and induced to apoptosis using H202 with different concentrations (5mM, 10
mM, 15mM, 20mM, 25mM, 25mM for positive control) for 6 hours. Macrophage apoptosis detected by
immunocytochemistry methode, using monoclonal antibody toward caspase 3. The result was analyzed statistically using
one way ANOVA, a=0,05. The result shows significant difference in the quantity of macrophage apoptosis between
adhesin-61-kDA-OMP-C.pneumoniae-exposed-groups and positive control groups. It can be concluded that adhesin 61
kDA OMP of C.pneumoniae has the ability to hinder macrophage apoptosis.
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PENDAHULUAN

Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) merupakan
agen patogen saluran pernafasan yang sering
menyebabkan faringitis, laringitis, bronkitis, atau
pneumonia interstitial. Secara signifikan bakteri ini
menyebabkan infeksi saluran pernafasan pada komunitas
di seluruh dunia dan insidennya tidak dipengaruhi oleh
musim (1). Antibodi terhadap C.pneumoniae terdeteksi
setidaknya pada 50%-80% populasi, akan tetapi angka
kejadian infeksi saluran pernafasan tetap tinggi (1-5).
Epidemi infeksi C.pneumoniae terjadi setiap 5-7 tahun.
Mayoritas orang dewasa telah terinfeksi setidaknya 2-3
kali selama hidupnya (5). Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa C.pneumoniae mempunyai
hubungan dengan terjadinya proses aterosklerotis pada
arteri koronaria yaitu melalui studi seroepidemiologis,
deteksi C.pneumoniae pada jaringan aterosklerotik, studi
kultur sel, model hewan, dan percobaan pencegahan
dengan menggunakan antibiotik (5-14).

Chlamydia pneumoniae bersifat intraselular obligat dan
dilaporkan dapat hidup di dalam makrofag, dan
menghambat proses apoptosis makrofag. Hal ini
berkaitan dengan induksi produksi IL-10 (3), hambatan
caspase-3, hambatan caspase-9, hambatan redistribusi
cytochrome c pada sel yang terinfeksi C. pneumonia (11-
15), dan degradasi protein proapoptotik BH3 (16).
Makrofag adalah sel penting pada lesi aterosklerotik, tidak
hanya karena sebagian besar lesi terbentuk dari
makrofag, tapi makrofag juga dapat mengeluarkan
berbagai jenis protein (seperti apoE, apoAl, ACAT dll) yang
dapat mempengaruhi clearance lipoprotein dan
metabolisme kolesterol, yang merupakan 2 faktor
signifikan yang mempengaruhi perkembangan lesi
aterosklerosis (17).

Keberadaan sel-sel apoptotik di lesi aterosklerosis telah
banyak dilaporkan pada beberapa penelitian. Mayoritas
sel apoptotik yang diketemukan adalah makrofag.
Hambatan apoptosis makrofag ternyata meningkatkan
ukuran lesi aterosklerosis. Apoptosis makrofag justru
memegang peranan protektif penting dalam
perkembangan lesi aterosklerosis, yaitu dengan
mensupresi perkembangan lesilebih lanjut (17).

Hambatan apoptosis makrofag yang terinfeksi
C.pneumoniae adalah salah satu mekanisame agar bakteri
ini dapat bertahan hidup. Tanpa proses apoptosis yang
adekuat, infeksi C.pneumoniae akan terus berlangsung
dan menjadi persisten, yang akhirnya memberi kontribusi
pembentukan lesi aterosklerosis (15,18). Apalagi ternyata
infeksi oleh C.pneumoniae ini tidak selalu menimbulkan
gejala klinis atau asimtomatik (2-5%), sehingga proses
aterosklerosis karena infeksi akan terus berjalan tanpa
diketahui(4).

Terapi dengan mengintervensi aktivitas antiapoptosis
yang dimiliki oleh C.pneumoniae mungkin dapat
memfasilitasi eliminasi bakteri ini dan dapat mengurangi
risiko aterosklerosis. Untuk itu perlu diketahui sifat-sifat
anti-apoptosis yang dimiliki oleh C.pneumoniae terutama
pada makrofag yang turut berperan dalam proses
aterogenesis dan ruptur plak aterosklerosis (11).

Adhesin 61 kDa telah dapat diisolasi dari Outer Membrane
Protein (OMP) bakteri C.pneumonia. Adhesin tersebut
bersifat imunodominan dan imunoreaktif, karena selalu
bereaksi dengan serum penderita IMA. Adhesin 61 kDa
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(tanpa komponen bakteri C.pneumoniae yang lain)
ternyata mampu menginduksi mediator keradangan dan
proses aterosklerosis (19). Kepentingan adhesin dapat
menjadi kandidat vaksin untuk penyakit infeksi, karena
berperan dalam proses perlekatan dan terletak di
superfisial sehingga mudah diikat oleh antibodi (20,21).

Sel makrofag adalah sel yang mengawali terjadinya
respons imun selular ataupu humoral. Apoptosis pada sel
makrofag justru memegang peranan penting dalam
pertahanan diri terhadap patogen ini. Sejauh ini, belum
ada penelitian tentang potensi dariadhesin 61 kDa OMP C.
pneumoniae ini dalam menghambat apoptosis makrofag.
Pada penelitian ini akan diteliti potensi dariadhesin 61 kDa
OMP C. pneumoniae ini dalam menghambat apoptosis
makrofag, yang nantinya bisa dikembangkan vaksin yang
mempunyai basis proteinadhesin 61 kDa C. pneumoniae.

METODE

Penelitian eksperimental laboratorik dilakukan dengan
post control design untuk mendeteksi tingkat apoptosis
makrofag. Sampel penelitian menggunakan makrofag
yang berasal dari monosit darah individu sehat. Monosit
tersebut dikultur dan dipapar adhesin 61 kDa OMP
C.pneumoniae. Kelompok perlakuan dibagi dalam
beberapa kelompok vyaitu kultur makrofag yang dipapar
adhesin 61 kDa, ditambah dengan H,0, dengan dosis
bertingkat, yaitu 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM.
Kontrol positif dipapar H,0, 25 mM, tapi tidak diberi
adhesin. Dilakukan isolasi monosit, kemudian dilakukan
induksi monosit menjadi makrofag dengan Phorbol
Myristate Acetate (PMA) pada konsentarasi 107 mM,
Selanjutnya dilakukan paparan adhesin 61 kDa OMP
C.pneumoniae pada makrofag, dan dilanjutkan dengan
induksi H,0,. Data yang diperoleh dianalisis dengan uji One
Way ANOVA.

HASIL

Pada penelitian ini dilakukan uji, apakah adhesin 61 kDa
OMP C. pneumoniae mempunyai peran dalam
menghambat apoptosis makrofag yang diinduksi dengan
H,0, berbagai macam konsentrasi. Apoptosis dideteksi
dengan pewarnaan imunositokimia dengan kromogen
DAB, menggunakan antibodi monoklonal terhadap
caspase-3. Terdapat perbedaan jumlah sel apoptosis
antara kelompok kontrol positif dengan kelompok
perlakuan yang dipapar dengan adhesin 61 kDa OMP
C.pneumoniae dan H,0, berbagai konsentrasi. Kelompok
yang dipapar dengan adhesin 61 kDa OMP C.pneumoniae
hanya sedikit yang mengalamiapoptosis (Tabel 1).

Tabel 1. Jumlah apoptosis makrofag

Kelompok Dosis H202 Mean SD
5 mM 32,25° 9,394147
10 mM 34,25° 8,539126
I. Perlakuan 15 mM 73,25° 10,436315
20 mM 67,75 8, 693868
25 mM 22,75° 7,182154
1. Kontrol Positif 25 mM 191,75° 10,210289
Keterangan:

**¢ hurufyang sama menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan



Hasil uji One Way ANOVA menunjukkan adanya
perbedaan yang bermakna antara jumlah makrofag yang
apoptosis diantara perlakuan. Hal ini menunjukkan bahwa
H,0, mampu menginduksi terjadinya apoptosis dan
adhesin 61 kDa OMP C.pneumoniae mampu menghambat
terjadinya apoptosis makrofag. Hasil analisis post hoc
menunjukkan ada perbedaan yang bermakna antara
kelompok yang hanya dipapar H,0, 25 mM dengan setiap
kelompok perlakuan. Perbedaan rata-rata jumlah sel
apoptosis antara kelompok perlakuan dosis H,0,5 mM, 10
mM, dan 25 mM adalah tidak bermakna. Perbedaan rata-
rata jumlah sel apoptosis antara kelompok perlakuan
dosis H,0, 15 dan H,0, 20 mM juga tidak bermakna.
Terdapat perbedaan bermakna antara kelompok
perlakuan dosis H,0, 5 mM, 10 mM, 25 mM dengan
kelompok perlakuan dosis H,0, 15 mM, 20 mM.

DISKUSI

Chlamydia pneumoniae adalah bakteriintraselular obligat
yang dapat menyebabkan infeksi saluran pernafasan atas
dan bawah. Chlamydia pneumoniae bereplikasi di dalam
vakuloa sel eukariotik. Bakteri ini dapat beradaptasi
dengan sangat baik sehingga mampu bertahan hidup
dalam jangka waktu yang lama. Sel yang diinfeksi oleh
C.pneumoniae dapat melepaskan sitokin inflamasi. Tetapi,
respon inflamasi yang terbentuk sering kali gagal untuk
mengeliminasi bakteri ini (14,18). Demi kelangsungan
hidupnya di dalam makrofag, bakteri ini mempunyai
berbagai mekanisme untuk mencegah apoptosis dari
makrofag. Padahal apoptosis justru memegang peranan
penting dalam pertahanan diri terhadap patogen ini.
Tanpa apoptosis, sel hospes akan tetap menyuplai nutrisi
untuk pertumbuhan C.pneumoniae. Selain itu, bakteri ini
juga akan terlindungi dari proses fagositosis dan respon
imun spesifik. Hal ini dapat menyebabkan infeksi yang
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persisten (15-17).

Mekanisme penghambatan apoptosis sel-sel yang
terinfeksi oleh C.pneumonia ini diperantarai oleh berbagai
macam hal, seperti adanya sintesa protein oleh
C.pneumonia untuk menghambat apoptosis, hambatan
aktivasi Kaspase 3 p-32, hambatan hidrolisis PARP p112,
hambatan fragmentasi DNA nukleosomal, blok pelepasan
sitokrom c mitokondria, induksi IL-10 makrofag, dan
degradasi protein proapoptotik BH3 (3, 15, 16,18).

Pada penelitian ini dilakukan eksperimen untuk
mengetahui apakah protein struktural adhesin 61kDa
OMP C.pneumoniae mampu menghambat apoptosis.
Sebagai inducer apoptosis digunakan H,0, berbagai
macam konsentrasi. Hidrogen peroksida sendiri telah
diketahui dapat menginduksi terjadinya apoptosis lewat
jalur intrinsik (jalur mitokondria). Hidrogen peroksida
dapat berdifusi dengan bebas melewati membrane sel
makrofag, terakumulasi di dalam sel, dan akhirnya
menginduksi disfungsi mitokondria sehingga melepaskan
sitokrom c¢ dan faktor apoptogenik lain seperti
Smac/DIABLO, Omi, dan AIF (Apoptosis Inducing Factors)
melalui regulasi golongan Bcl-2 pada membran
mitokondria. Pada akhirnya akan terbentuk caspase 9 yang
akan mengaktifasi eksekutor kematian utama—caspase 3
(17).

Hasil penelitian ini dapat membuktikan bahwa adhesin
61kDa OMP C.pneumoniae mampu menghambat
apoptosis makrofag melalui jalur intrinsik. Sebenarnya
kedua jalur apoptosis (intrinsik dan ekstrinsik) mampu
untuk saling berhubungan (cross talk) dan mempengaruhi
satu sama lain. Perlu penelitian lebih lanjut, apakah
hambatan apoptosis oleh paparan adhesin 61kDa OMP
C.pneumoniae melalui jalur intrinsik saja atau melalui
keduajalur.
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