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Abstract

In the last decade, much attention has been devoted to study immunologic factors in early-onset
periodontitis (EOP). This study was designed to investigate peripheral blood tymphocyte subpopulations cells
in patients with EQP. 32 patients with EOP and 10 normal healthy control subjects were included in the study.
Peripheral blood T-lymphocytes, helper T-cells, suppressor T-cells. B-lymphocytes, natural killer (NK} celis,
and the Th/Ts ratio were determined using appropriate monoclonal antibodies and the indirect
immunofluorescence method. In the EOP group. T lymphocytes and helper T-cells were found to be
significantty lower where as NK cells was significantly higher than the controi group. They bad normal
numbers of B-lymphocytes, suppressor T-cells, and the Th/Ts ratio. These findings could contribute to the
science about EOP in Indonesia, and to the immunopathogenesis of EOP.

Abstrak

Dalam dekade terakhir banyak dilakukan penelitian mengenai faktor-faktor imunologi pada penderita
early-onset periodontitis (EOP). Penelitian ini ditakukan untuk meneliti subpopulasi sel limfosit darah tepi
penderita EOP. 32 penderita EOP dan 10 subyek sehat sebagai kontrolnya diperiksa untuk penefitian ini.
Limfosit T, Th (helper), Ts (supresor), B, NK (Narural Killer). dan rasioc Th/Ts ditentukan dengan
menggunakan antibodi monoklonal yang sesuai dan dengan metoda imunofluoresensi tidak langsung. Dalam
kelompok EOP ditemukan proporsi limfosit T dan sel Th lebih rendah bermakna sedangkan sel NK lebih
tinggi bermakna dibandingkan dengan data pada kelompek kontrol. Proporsi limfosit B, Ts. serta rasio Th/Ts-
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+va ditemukan normal, Penemuan ini dapat menambah khasanah tlmu mengenai keadaan EOQP di [ndonesia
~crta pendalaman mengenai imunopatogenesis penderitanya.

Pendahuluan

Earh-Onset Pertfodontitis (EQP) terdiri
izr: sekelompeok penyakit yaitu Prepubertal
Perindontitis (PP) lokal dan menyeluruh.
Cirenile Periodontitis (IPy  lokal  dan
menveluruh, serta Rapidly Progressive Perio-
zontitis (RPP). Penyakit ini terjadi hanya
~ada individu berisiko tinggi untuk men-
zeritamva dengan  ciri spesifik  adanva
zestruksi periodontal yvang berat dan dimulai
-:dz usia muda’ remaja’ Destruksi berat
~ida jaringan penvangga gigi yang terjadi
22k sepadan dengan jumlah plak gigi vang
»23. KNeadaan tersebut diperkirakan karena
ajanva peningkatan kepekaan inang. Walau-
~un udak dapat disangkal bahwa bakteria
~er:odontal patogen sangat berperan sebagai
~rmyebab EOP, namun keberadaan hanya
=zaieria tersebut tidak cukup untuk me-
—~¢tabkan timbul atan berkembangnya pe-
=+ akit bersangkutan.”

Respons imun lokal maupun sistemik
erhadap antigen bakteri berperan penting
=1am patogenesis penyakit.' Yang pertama
~erperan adalah respons kekebalan selular.’
Limmntosit T {sel CD3+) berpartisipasi dalam
s-ses inflamasi destruktif penyakit perio-
zamtal. Interaksi antara limfosit 1 helper (Thy
se. UDH-) dan limfosit T suppressor (Ts /sel
. DE-) penting untuk imunoregulasi diferen-
sast sel T maupun B (sel CD19+).” Adanya
sangguan imunoregulasi akan menyebabkan
:eradinva keadaan patologis pada jaringan
~eriodonsium,' Penelitian ini dilakukan untuk
zeneliti keadaan subpopulasi limfosit pen-
xrnta FOP diperbandingkan terhadap kelom-
ooa individu dengan jaringan periodonsium
senat menggunakan anttbodi monoklonal de-
~gan metoda flow sitometri dua warna.

Tinjauan Pustaka

Periodontitis adalah  penyakit kronis
dengan penvebab multifaktorial® Penvakit
EOP dikaitkan dengan keberadaan bakteria
patogen (seperti Porphyromonas gingivalis.
Actinebacillus  actinomycetemcomitans, Fu-
sobacterium nucleatum, Campillobacter rec-
tus. Eikenella corrodens, Bucieroides for-
svthus),  gangguan  respons  kemotaktik
neutrofil dan atau monosit. penvakit auto-
imun. predisposisi  genetik.  dan  adamya
gangguan mekanisme imun (seperti mening-
katnya ekspresi molekul MHC  /major
histocompatibilin: complex klas Ii. gangguan
fungsi sel Th dan Ts, aktivasi poliklonal set B
oleh plak bakteri).*’

Bakteria di atas ditemukan sebagai
mikroflora yang predominan pada lesi perio-
domtal berat” P gingivalis paling sering
ditemukan dengan proporsi lehih tinggi
danpada bakteri-bakteri lain  dalam plak
subgingiva.” sedangkan A. actinomycetem-
comitans (vang sering dinvatakan sebagai
bakteri paling terkait dengan lesi JP) ternvata
tidak selalu ditemukan dalam lesi Jp.'™"
Berdasarkan hasil observasi bahwa sejumlah
spesies bakteri didapatkan berhubungan ber-
makna dengan lesi berat. Kamma dkk (1995)
menyatakan bahwa penvebab dari destruks:
periodontal adalah lebih dari satu spesies,
Namun keberadaan hanya bakteri saja tidak
cukup kuat untuk menimbulkan penyakit.”
Pendapat ini juga diperkuat oleh penemuan
Schenkein & Van Dyke (1994)"° serta
Gemmel dkk {1996)=3 bahwa ditemukannya
bakteri patogen periodontal tertentu dalam
mulut seseorang tidak selalu disertai dengan
adanya lesi klinis periodontitis yang secara
awal terlihat berupa kerusakan perlekatan.
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Keadaan-keadaan di atas menyatakan bahwa
ada faktor-faktor lain baik lokal maupun
sistemik vang turut berperan.:

Penyakit periodontal selain  sebagai
infeksi lokal, juga sebagai respons inang yang
mengakibatkan rusaknya jaringan ikat. Sis-
tem imun sangat berperan dalam membatasi
infeksi dalam sulkus gingiva ataupun jaringan
ikat di sekitarnya. Selain itu sistem imun juga
mengakibatkan perubahan-perubahan jaring-
an ikat dalam proses vang kompleks seperti
siklus  dari destruksi dan rekonstruksi.
Leukosit sangat berperan dalam pertahanan
periodontal karena banyak bakteri patogen
periodontal yang resisten terhadap mekanis-
me antimikroba dalam serum. Baik dalam
inflamasi periodontal akut maupun kronis,
neutrofil, monosit, dan limfosit segera
berpartisipasi dalam respons imun terhadap
penyakit periodontal. Sel neutrofil yang
pertama dan segera bergerak ke luar dari
pembuluh darah menuju epitel penghubung
dan memasuki sulkus uniuk menghadapi
bakteri sebagai antigen. Kemudian diikuti
oleh monosit dan limfosit yang ke luar dari
pembuluh darah masuk ke jaringan ikat dan
berkembang menjadi mal\rofag jaringan dan
limfosit yang teraktifkan."” Selain itu, reaksi
imun limfosit T dan B, yang memproduksi
berbagai limfokin dan antibodi, merupakan
protektor efektif terhadap antigen. Tetapi bila
terjadi gangguan fungsi imunoregulasi, reaksi
akan terjadi justru ke arah ipang berupa
perusakan seperti zesorps1 tulang alveolar dan
kerusakan fibroblast."

Jumlah sel T dan B dalam jaringan
periodontal  sakit dltelnlean sekltar 3 kali
lipat daripada jaringan sehat."* Juga sel T di
epitel sulkus lebih banyak daripada di cpitel
mulut. Bahkan dalam epitel poket sel T lebih
sering ditemukan dalam bentuk lapisan, dan
hanya kadang-kadang terlihat dalam kelom-
pok-kelompok kecil atau sel tunggal.” Ber-
dasarkan fungsinya. sel T terbagi menjadi T
helper CDA+ (Th)} yang membantu men-
stimulasi sel B untuk berdiferensiasi menjadi
sel plasma dan memproduksi antibod, serta T
suppressor-inducer yang menginduksi pro-
liferasi sel T cyrotoxic CD8~ (Tc) atau sel T
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suppressor CD8+ (Ts). serta menstimulasi
sifat sitotoksitk sel imun dan aktivitas
membunuh bakleri, Selain itu Th berdasarkan
profil produksi sitokin stabilnya. dibagi
menjadi Thl {memproduksi 1L-2. [I.-3. IL-
12. IFN-y, GM-CSF ‘granulocyte macro-
phage-colony stimudating factor, serta TNF-
) dan Th2 (memproduksi IL-3. I1.-4, IL-5.
JL-6, IL-10. dan GM-CSF)."™'°® Di sini
terlihat pentingnya peran sel T dalam fungs:
proteksi terhadap penyakit periodontal. Jadi
adanva gangguan pada regulasi sel T ataupun
fungsi limfosit akan mr,mpermudah progresi
penyakit penodontal

Subyek dan Metoda
Pemiiihan Subyek

Berdasarkan pemeriksaan Klinis dan
radiogratis periodontal ditetapkan 32 orang
menderita EOP di antara para pengunjung
Klinik Periodonsia Rumah Sakit Gigt &
Mulut FKGUT sejak Juli 1999 hingga April
2000. yang memenuhi syarat untuk disertakan
dalam penelitian ini. Sebelum  ditentukan
sebagai subyck penelitian, kepada yang ber-
sangkutan dimintai persetujuannya terlebih
dahulu (informed consent). Mereka berusia
antara 21 hingga 45 tahun (rerata 34 tahun).
Syarat-syarat tersebut adalah berusia 18—40
(+5) tahun, tidak menderita penyakit sis-
temik. dalam waktu minimal 2 minggu tidak
minum antibiotika terutama dari golongan
kuinolon dan klindamisin, dalam 3 bulan
terakhir tidak mendapatkan perawatan bedah
monbedah /maupun maintenance periodontal.
Semua penderita mempunyai kerusakan tu-
lang alveolar berat pada area terkena EOP.
dengan skor perdarahan pada probing = 25
dan jumlah gigi goyang > 2. Subyek kontrol
terdivi dari individu sehat berumur 22-46
tahun (rerata 31 tahun). tanpa kerusakan
berarti dari bukti radiogram tulang alveolar-
nva, memenuhi syarat tersebut di atas kecuali
keadaan tulangnya, dan secara klinis tidak
menderita penvakit periodontal.
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Pengambilan Sampel Penelitian

Darah 3 m] diambil dar vena antekubital
~ang ditampung dalam tabung vacutainer
zan Becton & Dickinsen berist EDTA cair.
sampel int segera dianalisis.

Flow Sitometri Dua Warna

Sediakan 6 tabung 12 x 75 mm sekali
~ihai merk Falcon. Namai A. B. C.D.E. ..
Masukkan 100 vl sampel darah ke setiap
sbung. Bubuhkan 20 ul reagen A ke tabung
3 tleucoGate berisi antibodi  anti-CD45+
dengan label FITC/ fluorescein isothio-
-iomare dan antibodi anti-CD14 dengan label
PE Phycoervthrin,  untuk  memisahkan
-mtosit dari sel-sel lainnya). reagen B ke
zhung B (kontrol. uatuk mengontrol adanya
«emungkinan 1katan antibodi yang non-
spesink sebab adanya reseptor Fo pada IgG.
cabung ini  berisi 1gGl dengan label FITC
zin lg(i2a dengan label PE), reagen C ke
:zbung ¢ (CD3+/CD19+ untuk mengiden-
~7xast sel T dan sel B vang terdiri dari
:mtbodt anti-CD3+ dengan labet FITC dan
anbodi anti-CD19+  dengan  label PE),
~=agen ) ke tabung D untuk mengidentifikasi
s2i 1" dan sel Th yang terdiri dari antibodi
zu-+ D3+ dengan label FITC dan antibodi
U D4+ dengan iabel PE), reagen E ke
zoung F (CD3+/CD8+ untuk mengidentifi-
azsi sel T dan sel Ts yang terdiri dari antibodi
nn-CD3- dengan label FITC serta aniibodi
U D8+ dengan label PE), dan reagen F ke
zeung F (CD3+/CD16+CD56+ untuk meng-
Jenrifi-kasi sel T dan se! NK yang berisi
i~pnbodi anti-CD3+  dengan  label  FITC,
ubodl anti-CD16+ dengan label PE serta
rmbodi anti-Cd56+ juga dengan label PE)
Z1bel 1). Homogenkan setiap tabung dengan
zzra mengetuk secara perlahan dengan
2.umuk. Inkwbasikan semua tabung pada
s ruang di tempat gelap selama 20 menit.
_x:u tambahkan 2 ml larutan G (fysing
vt ron: NHiCl untuk melisiskan sel darah
—e-an1  vang telah diencerkan dengan
e .ades 109 ke setiap tabung. Homogenkan
ez 2 tabung dengan cara mengetuk perlahan

dengan telunjuk. [Inkubasikan pada subu
ruang di tempat gelap selama 7 menit.
Sentrifugasikan dengan kecepatan 200 x g
selama 3 menit. Buang supernatan dengan
cara membalik tabung 180° satu kali ke atas
kertas saring tanpa dikeruk. Pelet berisi
limfosit akan tertinggal di dasar tabung.
Tambahkan 2 mi bufer FACSflow ke setiap
tabung untuk mencuci lmfosit. Sentri-
fugasikan semua tabung dengan kecepatan
200 x g sclama 5 menit. Buang supernatan
dengan cara sama. Masukkan 500 ul formal-
dehida 1 % ke setiap tabung uniuk mem-
fiksasi sel. Inkubasikan pada suhu 4" C
selama 20 menit. Baca dengan FACScan
yang sebelumnya telah dikalibeasikan. Pene-
litian dilakukan secara duplo.

Tabel 1. Antibodi menoklonal dengan label Fluo-
resens untuk analisis subpopulasi limtusit

Antibodi Konjugal  Kespesitikan
Anti-CD45+ (anti-Hbly  FITC leukosit
Anti-CD4 (leu-M33 PE monosit

IgGl  {clone X40) FITC  kemungkinan adanya
TeGG2a (clone X39) PE  antibodi nonspesifik
Anti-CD3 0 leu-4) FITC T matur
Ant-CDH G (leu-12) PE B

Anti-CD4+ (leu-3a) PL Th
Anti-CD&+  (leu-2ay PE Ts
Anti-CD16: (leu-11¢) PE NK meutrotil

Anti-CDI36- (leu-19) PE NK: T

FITC = fluorescein isothiocvanare. PE = phveoervthrin,
CD = cluster of differendiation. Selural antibedi dari
Becton & Dickinson. USA

Analisis statistik

Kemaknaan hasil-hasil prosedur flow-
sitometri  dianalisis menggunakan uji Stu-
dent’s t (data-data EOP menunjukkan distri-
busi normal}. Digunakan toleransi nilai p
sebesar < 0.05. Pengolahan data dilakukan
dengan bantuan soft ware computer SPSS for
MS Windows 9.0 .
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Hasil

Tabel 2. menunjukkan keadaan subpo-
pulasi limfosit serta rasio Th/Ts darah tepi
penderita EOP dan kelompok kontrol. Pro-
porsi sel T. Th dan NK penderita EOP dite-
mukan berbeda bermakna dengan proporsi
kelompok kontrol. Dalam hal ini proporsi sel
T dan sel Th penderita EOP lebih rendah,
sedangkan proporsi sel NK-nya lebih tinggi
daripada kontrol. Rerata nilai proporsi sel Ts,
B. dan rasic Th/Ts penderita EOP tidak
berbeda ‘dengan pada kelompok kontrol.
Rerata data kelompok kontrol setiap proporsi
sel limfosit dan rerata rasio Th/Ts dalam
penelitian imi juga berada dalam spektrum
nilai standart normal acuan internasional
{Becton & Dickinson)(Tabel 3).

Tabel 2. Kondisi subpopulasi limfosit dan rasio
Th/Ts darah tepi kelompok Early-Onset
Periodontitis dan kontrol

Sel N Rerata SD SE

T EQOP 32 61.8438* RB.8504 1.5693

Kontrol 10 69.8000 5.6332 1.7814
Th EQP 32 31.59 % 7.25 1.28
Kontrol 10 37.70 4.92 1.56
Ts EQP 32 28.63 7.56 1.34
Kontrol 10 30.10 5.26 1.66

B EOP 32 13.75 5.16 0.91
Kontrol 10 14.40 5.99 1.89
NK EOP 32 2081 ¢ 8.53 1.51
Kontrol 10 12.90 6,94 2.19
Th/Ts EOP 32 1.1800 0.4073 F200E-02
Kontrol 10 1.2930 0.3442 0.1089

* Berbeda bermakna dengan P < 0.05

Tabel 3. Nilai rerata setiap proporsi subpopulasi
limfosit dan rasio Th/Ts Kelompok kontrol
serta nilai rerata acuan intemasionalnya {B
& D)

Kelompok T Th Ts B WK ThiTs

Kontrol 658 377 3010 1440 1290 1.2830
B&D 94-846285-60.511.1-38.3 64-22.656-30.909-36
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Karena sel B sangat tergantung kepada
regulasi sel Th dan Ts. menurunnya jumlah
sel Th (menyebabkan sel B tidak /kurang
berdiferensiasi dan berproliferasi menjadi set
plasma) serta meningkatnya jumlah sel Ts
(menckan sel B untuk tidak memproduksi
antibodi) menyebabkan penyakit periodontal
yang ada berkembang menjadi lebih berat."”

Dalam penelitian ini ditemukan jumlah
proporsi sel T maupun Th penderita EOP
lebih rendah bermakna dibandingkan dengan
kelompok kontrolnya (61.8438 vs 69.8 dan
31.59 vs 37.70). Hal int diperkirakan sebagai
adanya penurunan fungsi pertahanan jaringan
pada penderita EOP karena rendahnya ke-
mampuan sel T dan sel Th yang bersang-
kutan. Malberg dkk (1992)"" menuliskan sel
Th akuf dapat menstimulasi proses-proses
imunopatologis baik secara langsung (sebab
perannya sebagai sel T inducer/helper atau T
effector) ataupun secara tidak langsung
(melalui beberapa limfokin yang diproduk-
sinya). Sel Th tersebut dapat beraksi sebagai
sel sitotoksik yang mampu menghancurkan
fibroblast dan sel epitel. Baker dkk (1999)'®
juga menuliskan adanya peran destruksi dari
sel Th dalam kerusakan tulang alveolar
melalui produknya yaitu [L-1, [L-2, II.-6. dan
IFN-y. Pada penderita EOP dalam penelitian
ini ditemukan rendahnya proporsi sel Th.
yang berarti kemungkinan rendahnya kemam-
puan perusakan fibroblast, sel-sel epitel. dan
tulang alveolar, maupun perangsangan sel B
untuk berdiferensiasi dan berproliferasi. Ren-
dahnya proporsi sel T maupun Th di sini ti-
dak disertai dengan peningkatan proporsi sel
Ts terhadap kontrolnya (28.63 vs 30.10).
Berarti mungkin juga tidak ada penekanan
terhadap sel B untuk tidak berproliferasi.

Data proporsi sel B dari kelompok EQP
di sini relatif tidak berbeda dengan kon-
trolnya (13.75 vs 14.40), sehingga diperkira-
kan baik dalam jaringan periodonsium
maupun dalam serumnya tidak terlalu padat
dengan antibodi. Keadaan ini menunjang pe-
nemuan rendahnya proporsi sel T dan Th
dalam penelitian ini yang dapat diartikan
rendahnya fungsi pertahanan jaringan yang
bersangkutan.
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et NK para penderita EOP ini lebih
22 bermakna terhadap kontroinyva (20.81
vs 2.9 Data ini menunjukkan meningkat-
—.a paopulasi sel pembunuh terhadap jaringan
—eradang vang diinduksi oleh bakteri. Sel
\& mgerupakan bagian dari respons unun
seiwaar vang tidak spesifik’ dan adalah salah
s:7. d1 antara sel-sel yang bertanggung jawab
=roadap  sitotoksisitas selular vang tanpa
~ezzenalan terlebib dahulu.’ Walaupun hing-
«ini peran sel NK dalam penyakit perio-
“m1al belum diketahui tetapi lebih ting-
=31 proporst sel NK darah tepi meng-
zzmibarhan sel NK menckan proporsi sel T
:= el Th. Diperkirakan pada individu
~ranzhutan dapat /fakan terjadi perusakan
se-zel Jaringan vang progresif. Penemuan ini
rzzs berbeda dengan hasil penelitian Ce-
e :gil dkh (1990a)’ pada pendcrita JP dan
R2? Mlereka menemukan hanya sel NK da-
x5 tept vang jumlahnya meningkat sedang-
ot~ oroporst sel-sel lainnya tidak berbeda
X221 dara individu kontrolnya.

Rasio ThiTs penderita EOP udak ber-
~2: hermakna dengan pada  kontrolnya
D% vs 1.2930), Steidley dkk (1992)"
e atakan rasio Th/'Ts serum sebesar 1 ;1
memsaitan dengan ke tidak mampuan inang
a2 berespons dalam reaksi limfosit cam-
paran autolog {(awtolog mixed hmphocyte
e AMLR. suatu pengukuran imuno-
m=zlas] termasuk stimulasi sel Th oleh sel-sel
ae-1 autolog). Bahkan Raber-Durlacher dkk
"1 menuliskan rasio Th/Ts darah tepi
setesar 10 1 sebagai keadaan rendahnya res-
~es sel T terhadap bakteri oral yang
herbaitan dengan periodontitis. Rasio Thi/Ts
wxrg rendah di serum (rasio 1.75-2 me-
nooukkan respons imun normal /scimbang)
rewahill keadaan rasio di jaringan gingiva
-z umumnys lebih rendah lagi. Hal ini
renuniukkan adanya kaitan antara penyakit
perzadontal dengan imunoregulasi dan lim-
sos T terurama Th.'"” Baik Kinane dkk’
raupun Meng & Zheng® menyatakan bahwa
resi> Th Ts rendah berkattan dengan mening-

R
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katnya peradangan gingiva yang ditemukan
berupa warna gingiva vang lebih merah ber-
makna serta skor perdarahan pada probing
{bleeding on probing /BOP) vang lebih tinggi
bermakna. Tetapi dalam penelitian i udak
didapatkan korelasi antara BOP dengan rasio
ThiTs-nya (r = .2379).

Walaupun proporsi sel 1. Th. dan NK
dalam penelitian ini  ditemukan herbeda
bermakna dengan  kontrolnya. tetapi nilai-
nilai seluruh proporsi subpopulasi limfosit
penderita EOP ini masih dalam lingkup data
normal acuvan internasional menurut Becton
& Dickinson (B & D). Tentuava data kontrol
penelitian ini juga berada dalam standant
normal acuan B & D tersebut. tctapi perlu
dilakukan penclitian untuk  mendapatkan
acuan data normal subpopulasi limfosit orang
Indonesia dengan periodontal sehat, meng-
ingat adanya perbedaan pola penyakit perio-
dontal dan mulut. kebiasaan makan dan gizi.
cara hidup. iklim. serta kebudayaan dj
Indonesia. Dengan demikian keadaan sub-
populasi limfosit penderita EQP di Indonesia
akan menjadi lebih jelas dan pasti.

Dalam penelitian ini flow sitometri dua
wama secara jelas menunjukkan perbedaan
antara subpopulasi penderita EOP dan subyek
dengan jaringan periodonsium sehat. Data-
data proporsi atau jumlah retatif sel T. Th.
dan NK penderita EOP herbeda bermakna
dengan data-data kontrolnva. Disimpulkan
bahwa kemungkinan individu Indonesia
dengan EOP mempunvai kemampuan sel T
dan Th rendah. dan mungkin rendahnya ke-
mampuan sel T dan Th tersebut sebab adanva
penekanan oleh proporsi sel NK.

Pencmuan ini bermanfaat bagi khasanah
ilmu mengenai keadaan FEOP di Indonesia.
serta pengembangan imunopatogenesis EQDP,
Disarankan untuk melakukan penclitian lan-
jutan pada penderita EOP dengan jumlah
subvek lebih besar guna mempertegas hasil
penelitian ini, dan untuk mencari data subset
limfosit dari individu dengan periodonsium
sehat sebagai acuan normal orang Indonesia.
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