Induction of Porphyromonas gingivalis Increase proportion of Aortic's Endothelin-1 in
Atherodiet Mice
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ABSTRACT

One of the risk factor of atherosclerosis is associated with activation of the inflammatory process in infection,
as evidence by systemic elevations of molecules such as MCP-1,PAI-1 and ET-1. Recent evidence suggests
that infectious agents, including those that cause periodontal disease, may also important role in
atherosclerosis. The aim of this study was to determine if recurrent intravenous injections with P. gingivalis for
14 weeks promotes endothelial smooth muscle ET-1 proportion in aortic mice. Twenty four weeks old mice
(n=6 per group for each time point) were divided in two groups, there were normal diet and atherogenic diet,
each of them were inoculated intravenously with live P. gingivalis (10" cell/50ul PBS) injections or vehicle (50
Ul PBS) once per week for 14 weeks. The Immunohistochemistry for aortic ET-1 proportion were performed.
The result of RAK with 3 interaction and Tukey test using SPSS 14 for windows showed that at 14 weeks, the
ET-1 proportion in aortic endothelial cell was higher than in aortic smooth muscle cell. Recurrent P. gingivalis
bacteremia in normodiet and atherodiet was proportion of ET-1 in aortic endothelial cell was higher than in
aortic smooth muscle cell. In can be concluded that induction of P. gingivalis increase proportion of aortic's
ET-1 in atherodiet mice.
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PENDAHULUAN Complement 3 dan 5 (C3 dan C5), makrofag,
Immuoglobuline A (IgA), Antigen Presenting Cells
(APC's) ; menstimulasi Toll Like Receptors (TLR)
yaitu TLR2 dan TLR4, Cluster Differetiation (CD)
antara lain CD14, CD11a/CD18. Pada tikus dengan
delesi gen Apolipoprotein-E (Apo-E), paparan P.
gingivalis menyebabkan terjadinya peningkatan
area lesi aterosklerotik (22). Beberapa galur P.
gingivalis yang telah diuji aktivitasnya padastudi in
vitro dan in vivo antara lain ATCC 33277 (non
invasive strain), W83, FDC 381 dan W50BE (23).
Hernowati et al pada tahun 2006 berhasil
mengisolasi Outer Membrane Proteine (OMP) P.
Porphyromonas gingivalis adalah suatu bakteri gingivalis galur ATCC 33277 dengan BM 49,60 dan
gram negatif anaerob, berpigmen hitam, dapat 72kDa. Diantara ketiganya, OMP 49,00 kDa
menginvasi sel endotel, sel epitel gingiva dan sel mempunyai kemampuan hemaglutinasi dan adesi
otot polos pembuluh darah (6) merupakan salah yang paling tinggi pada sel darah tikus (rattus
satu agen etiologi utama yang terlibat pada norvegicus) dan mampu meningkatkan ekspresi
periodontitis, yaitu suatu keradangan pada jaringan Monocyte Chemoattractant Proteine -1 (MCP-1),
penyangga gigi (2). Patogen ini mempunyai faktor  Plasminogen Activator Inhibitor -1 (PAl-1),
virulensi mayor, yaitu fimbriae (7,8,9,10), komplek Endothelin -1 (ET-1) pada kultur sel endotel
Lipopolisakarida (LPS) (11) vyang terdiri dari ,  Human Vein Endothelial Cells (HUVECs) (24).
proteinase LPS (12,13), OMP (14), hemaglutinin A
dan hemaglutinin B (15); hemoglobin binding
domain (16) dan suatu protease (17) berupa
Gingipain dan kolagenase (18,19,20). Masing-
masing faktor virulensi tersebut mampu
memodulasi respon imun yang berbeda (21) antara
lain: mampu menurunkan aktivitas Tumor Necrosis
Factor-a (TNFa), Interleukin-12 (IL-12),

Salah satu faktor resiko aterosklerosis adalah
keradangan oleh karena infeksi (1). Beberapa
mikroorganisme yang sering disebut-sebut
mempunyai hubungan dengan aterosklerosis
diantaranya Cytomegalovirus, Streptococcus
mutans, Helicobacter pylori, Actinomyces
actinomycetemcomittans dan Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis) (2). P. gingivalis yang
terdeteksi pada plak ateroma manusia (3,4)
menunjukkan P. gingivalis mampu mengaktivasi sel
endotel manusia (5).

Endotelin-1 diproduksi terutama oleh sel endotel
pembuluh darah. Selain bersifat sebagai
vasokonstriktor, ET-1 juga mempengaruhi
permeabilitas pembuluh darah dan berperan pada
proses keradangan sel endotel pembuluh darah
(25). Biosintesa ET-1 akan meningkat sebagai
respon terhadap hypoxia, glukosa, defisiensi
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molekul adhesi, yang akhirnya menyebabkan
terjadinya disfungsi pada sel endotel pembuluh
darah (26).

Sampai saat ini, studi yang menghubungkan antara
P. gingivalis dengan ET-1 secara in vivo belum
dilakukan. Sehubungan dengan uraian diatas,
maka peneliti ini ingin mengetahui pengaruh P.
gingivalis terhadap ET-1 mencit diet aterogenik,
yaitu dengan menghitung proporsi ET-1 sel endotel
dan sel otot polos jaringan aorta secara
Imunohistokimia.

METODE

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Januari
sampai Desember pada tahun 2008, di
Laboratorium Biologi Molekuler Fakultas Biologi,
Laboratorium Parasitologi dan Laboratorium
Fisiologi, Universitas Brawijaya, Malang.

Hewan coba, berjumlah 24 mencit. Perlakuan pada
subyek penelitian terbagi dalam 4 kelompok
perlakuan, yaitu kelompok A (mencit diet normal
injeksi PBS sebagai kelompok kontrol), kelompok B
(mencit diet normal injeksi P. gingivalis 14
minggu), kelompok C (mencit diet tinggi lemak
injeksi PBS sebagai kelompok kontrol), kelompok D
(mencit diet tinggi lemak injeksi P. gingivalis 14
minggu).

Data yang diperoleh dicari rata-rata dan standar
deviasinya, uji beda antar kelompok dengan RAK
(Rancangan Acak Kelompok) dilanjutkan dengan uiji
Tukey dengan taraf signifikansi (a) =0,05. Semua
data diolah dengan menggunakan SPSS 14.

Pengukuran Proporsi ET-1 jaringan aorta secara
Imunohistokimia

Preparat organ diblocking serum,  diinkubasi
dengan antibodi primer Ab poliklonal rabbit anti ET-1
selama 24 jam. Selanjutnya preparat diinkubasi
dengan antibodi sekunder IgG anti rabbit selama 1
jam, ditetesi dengan SA-HRP  selama 40 menit ,
lalu ditetesi dengan Diamine Benzidine (DAB)
sesudah itu, preparat organ ditetesi dengan
counterstain dengan Mayer hematoxilen selama 10
menit. Preparat organ dicuci dengan air kran
kemudian dicuci dengan aquades selama 10 menit.
Kemudian preparat organ ditetesi dengan entellan
serta cover glass. Dilihat perlapangan pandang
dengan mikroskop dengan pembesaran 1000X.

HASIL

Proporsi ET-1 sel endotel terbanyak didapatkan
pada kelompok C yaitu pada sel endotel pembuluh
darah mencit dengan perlakuan diet aterogenik
yang diinjeksi PBS (0,812 £+ 0,036). Proporsi ET-1
pada sel otot polos terbanyak didapatkan pada
kelompok C vyaitu sel otot polos mencit dengan
perlakuan diet tinggi lemak yang dinjeksi PBS
(0,609 + 0,048) (Tabel 1). Dari data tersebut
ternyata proporsi ET-1 sel endotel lebih tinggi dari
pada sel otot polos (Gambar 1).

Pada hasil pemeriksaan Imunohistokimia ET-1
pada jaringan aorta mencit pada minggu ke-14,
didapatkan perbedaan intensitas warna DAB

Proporsi ET-1

Tabel 1. Rata-rata dan SD Proporsi ET-1 dalam
Jaringan Aorta Mencit Minggu ke-14

ET-1 Kelom Kelom Kelom Kelom

pok A pok B pok C pok D
SEL 0,678 0,711 0,812 0,618
ENDOTEL + +

+0,036 0,026 +0,036 0,026
SEL 0,569 0,528 0,609 0,482
OTOT + + + +
POLOS 0,048 0,034 0,048 0,034

Keterangan :

Kelompok A = Diet Normal Injeksi PBS ;

Kelompok B = Diet Normal Injeksi P.gingivalis .

Kelompok C = HFD(High Fat Diet)/diet aterogenik injeksi
PBS.

Kelompok D= HFD/(High Fat Diet) /diet aterogenik injeksi
P.gingivalis.

(Diamine Benzydine). Intensitas warna DAB
menunjukan adanya ikatan antara antibodi anti ET-1
dan protein ET-1. Pada mencit dengan perlakuan
kontrol negatif Didapatkan intensitas warna DAB
yang paling rendah ( atau ikatan antara antibodi anti
ET-1 dan protein ET-1 lebih sedikit ) dibanding
dengan kelompok mencit yang lain. lkatan antara
antibodi anti ET-1 dan protein ET-1 pada sel endotel
dan pada sel otot polos lebih banyak ditemui pada
mencit dengan perlakuan diet aterogenik yang
diinjeksi PBS (Gambar 2).
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Gambar 1. Grafik Proporsi ET-1 pada Sel Endotel dan
Sel Otot Polos Aorta Minggu ke-14.

Keterangan :

Kelompok A (DS) = Diet Normal Injeksi PBS ;

Kelompok B (DG) = Diet Normal Injeksi P.gingivalis .
Kelompok C (HS) = HFD(High Fat Diet)/diet aterogenik injeksi
PBS .

Kelompok D (HG) = HFD/(High Fat Diet) /diet aterogenik injeksi
P.gingivalis.

- = sel otot polos -

= sel endotel

Gambar 2. Hasil Pemeriksaan ET-1 Secara IHK pada
Minggu ke-14, Adanya ET-1 pada Sel Endotel Aorta
Ditunjukkan dengan Tanda Panah (Mikroskop Cahaya
Perbesaran 1000x).



Selanjutnya dilakukan pengujian terhadap 2 faktor
mana yang paling berpengaruh, antara jenis diet
dan jenis injeksi serta interaksi diantara keduanya
terhadap proporsi ET- 1 dengan menggunakan RAK
(Rancangan Acak Kelompok) 2 faktor dengan
interaksi, didapatkan hasil bahwa proporsi ET-1
pada sel endotel aorta mencit diet aterogenik
mengalami peningkatan yang signifikan (sig=0.001)
tetapi peningkatan proporsi ET-1 pada sel otot polos
tidak signifikan (sig=0.308).

DISKUSI

Pengukuran proporsi ET-1 diambil dari data
imunohistokimia pada minggu ke-14, karena pada
pemeriksaan pendahuluan terhadap kadar ET-1
serum didapatkan adanya peningkatan proporsi ET-
1 secara bermakna pada minggu ke-14. Proporsi
ET-1 sel endotel meningkat secara signifikan tetapi
peningkatan proporsi ET-1 otot polos yang tidak
signifikan. Kemungkinan penyebabnya adalah
perubahan fungsi reseptor ETA maupun ETB pada
sel endotel maupun sel otot polos dan adanya
perbedaan efek ET-1 pada sel endotel dan pada sel
otot polos.

Peningkatan ET-1 yang bersumber dari sel endotel
salah satunya berasal dari LDL teroksidasi akibat
adanya diet tinggi lemak (26,27). Pada penelitian ini
pemberian diet aterogenik / diet tinggi lemak,
memungkinkan terjadinya peningkatan
metabolisme lemak. Salah satu transporter lemak
dalam darah adalah LDL, suatu lipoprotein
berdensitas rendah, yang sangat mudah teroksidasi
(28). LDL yang teroksidasi akan berperan sebagai
suatu autoantigen yang pada proses aterosklerosis
akan membentuk komplek imun antara oxLDL
dengan anti-oxXLDL yang akan 'dimakan' oleh
makrofag  jaringan, membentuk sel busa,
mengaktivasi sitokin pro inflamasi dan ROS,
sehingga meningkatkan ET-1. Adanya oxLDL yang
berikatan dengan reseptor ETA akan menginduksi
peningkatan ekspresi gen ET-1 pada sel endotel
dan sel otot polos pembuluh darah (29).

The net effect dari ET-1 bergantung pada lokasi
reseptor dan keseimbangan antara reseptor ET-1
yaitu, ETAdan ET-B. Pada keadaan normal, dinding
pembuluh darah memproduksi sedikit ET-1 dan
produksi NO meningkat, artinya keseimbangan efek
vasorelaksasi melalui peningkatan sinyal cGMP
(cyclic Guanine Monophosphat). Pada kondisi
patologis, respon reseptor bisa berlawanan. Pada
keadaan disfungsi endotel, terjadi peningkatan ET-1
pada sel otot polos dan makrofag melalui
peningkatan reseptor ET-B pada sel otot polos
(yang menyebabkan vasokontriksi dan under
expression dari reseptor ET-B sel endotel)
memperantarai terbentuknya superoxide pada
disfungsi endotel. Superoxide inilah yang akan
menurunkan aktivitas biologi NO melalui
pembentukan peroksinitrat sehingga menurunkan
ekspresi eNOS (endothelial NO synthase),
menurunkan produksi NO (Nitrit Oxide).
Menghasilkan efek kolektif yaitu vasokontriksi,
inflamasi dan disfungsi endotel.

Peningkatan jumlah reseptor ET-B ini dapat ditemui
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pada aterosklerosis manusia. Reseptor tersebut
ditemukan pada sel-sel radang (makrofag, limfosit
T) dan sel otot polos. Sel otot polos intimal, yang
berdekatan dengan foam cell menunjukkan adanya
peningkatan ekspresi ET-1 dan reseptor ET-B, hal
ini diduga, akibat adanya switching dari reseptor ET-
A ke ET-B pada sel otot polos yang akhirnya
memperparah aterosklerosis. Berdasarkan teori
adanya switching, maka kemungkinan peningkatan
jumlah ET-1 sel endotel pada hasil penelitian ini,
adalah peningkatan jumlah reseptor ETB di sel
endotel, yang efeknya mengalami switching, yaitu
terjadi perubahan dari efek vasorelaksasi menjadi
efek vasokonstriksi.

KESIMPULAN

Paparan P. gingivalis mampu meningkatkan
proporsi ET-1 pada sel endotel aorta mencit diet
aterogenik.

Diperlukan penelitian lanjutan tentang hubungan
antara keberadaan P. gingivalis dengan mengukur
jumlah reseptor P. gingivalis (TLR2/4), diet
aterogenik (dengan mengukur jumlah LDL ox, foam
cell ) dan ET-1 (jumlah big ET-1 dan jumlah reseptor
ET-Adan ET-B).
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