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Dari Redaksi

. Penyakit malaria merupakan salah satu masalah kesehatan
di dunia terutama di negara sedang berkembang pada kawasan
tropis dan subtropis. Malaria disebabkan oleh parasit Plasmodium
falciparum (P. falciparum) dengan penyebarannya yang luas, angka
kesakitan tinggi serta bersifat ganas, dan menimbulkan lebih dari
2 juta kematian setiap tahun di seluruh dunia. Di Indonesia
malaria telah menyebar ke seluruh kepulauan terutama di bagian
timur dengan sekitar 15 juta kasus dan 42 ribu kematian akibat
malaria tiap tahunnya. Kondisi tersebut diperberat dengan
semakin luasnya parasit yang resisten terhadap obat anti malaria
yang selama ini digunakan seperti kloroquin dan nyamuk yang
resisten terhadap insektisida, sehingga vaksin terhadap malaria
sangat dibutuhkan.

Pada bagian lainnya, dibahas tentang efek biologik radiasi
adalah terjadinya kerusakan sel yang secara lebih mendetail
berupa kerusakan DNA yang merupakan sasaran utama paparan
radiasi. Ketika suatu jenis radiasi, baik sinar-X, gamma atau
partikel bermuatan maupun tidak bermuatan mengenai atau
berada dalam suatu jaringan tubuh organisme, maka ada
kemungkinan radiasi ini akan berinteraksi langsung dengan sel
atau komponennya dengan sasaran kritis seperti inti sel yang
mengandung kromosom:.

Dalam terbitan kali ini, dilengkapi juga dengan informasi
tentang distribusi zat mineral pada daun tanaman bayam dan
perunut radioaktif, potensi senyawa kimia sebagai radiosensitizer
untuk mempertinggi kepekaan sel kanker terhadap radioterapi.
Dan juga artikel tentang rumah yang sehat ditinjau dari aspek
radioekologi dan artikel potensi risiko penggunaan security
scanner pada pemeriksaan penumpang pesawat terbang.

Akhirnya disampaikan ucapan selamat membaca, semoga
apa yang tersaji dalam Buletin ini dapat menambah wawasan
yang lebih luas mengenai ilmu dan teknologi nuklir serta
menggugah minat para pembaca yang budiman untuk menekuni
iptek ini. Jika ada kritik dan saran yang menyangkut tulisan dan
redaksional untuk meningkatkan mutu Buletin Alara, akan kami

terima dengan senang hati.
redaksi

Buletin ALARA terbit pertama kali pada Bulan Agustus 1997 dan
dengan frekuensi terbit 3 kali dalam setahun (Agustus, Desember
dan April) -ini diharapkan dapat menjadi salah satu sarana
informasi, komunikasi dan diskusi di antara para peneliti dan
pemerhati masalah keselamatan radiasi dan lingkungan di Indonesia.
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IFTERK ILMIAH POFULER

RESPON SITOKIN PADA KULTUR SEL LIMFOSIT
SEBAGAI UJI PENTING DALAM
PENGEMBANGAN VAKSIN MALARIA IRADIASI

Darlina dan Siti Nurhayati

e Pusat Teknologi Keselamatan dan Metrologi Radiasi —- BATAN
Jalan Lebak Bulus Raya 49, Jakarta — 12440
PO Box 7043 JKSKL, Jakarta — 12070

e mdarlina@batan.go.id

PENDAHULUAN

Malaria merupakan penyakit infeksi parasit
yang disebabkan oleh plasmodium yang
menginfeksi eritrosit dalam darah sebagai sumber
hidupnya. Penyakit ini masih merupakan salah
satu masalah kesehatan di dunia terutama di
negara sedang berkembang pada kawasan tropis
dan subtropis. Plasmodium falciparum (P.
falciparum) adalah parasit malaria yang
terpenting karena penyebarannya luas, angka
kesakitan tinggi serta bersifat ganas, hingga
sering menyebabkan malaria berat dan
menimbulkan lebih dari 2 juta kematian setiap
tahun di seluruh dunia. Di Indonesia malaria telah
menyebar ke seluruh kepulauan terutama di
bagian timur dengan sekitar 15 juta kasus dan 42
ribu kematian akibat malaria tiap tahunnya.
Kondisi tersebut diperberat dengan semakin
luasnya parasit yang resisten terhadap obat anti
malaria yang selama ini digunakan seperti
kloroquin dan nyamuk yang resisten terhadap
insektisida. Adanya kemampuan parasit untuk
tahan terhadap obat baru dan kemampuan vektor

nyamuk untuk tahan terhadap insektisida,
sehingga vaksin terhadap malaria sangat
dibutuhkan.

Pembuatan vaksin dapat dilakukan dari
seluruh bagian agen atau suatu bagian yang
diisolasi  dari  agen  penginfeksi  yang
diatenuasi/dilemahkan atau dinon-aktifkan. Salah
satu alternatif untuk pembuatan vaksin adalah
menggunakan teknik nuklir. Iradiasi dapat
mengubah agen patogen menjadi non patogen

yang mampu menstimulasi sistem kekebalan
dalam tubuh. Teknik nuklir (iradiasi gamma)
dapat melemahkan agen penyakit tanpa
menghilangkan daya imunogeniknya dan mampu
meningkatkan daya kekebalan pada hewan coba.
Vaksin dapat merangsang sistem imun pada
inang untuk melawan infeksi organisme patogen
mampu menstimulasi sistem kekebalan dalam
tubuh. Tujuan pemberian vaksin stadium darah
adalah untuk menekan keganasan parasit bukan
menginduksi imunitas steril. Target pada vaksin
stadium aseksual adalah merozoit. Imunitas pada
stadium ini berupa antibodi yang mengaglutinasi
merozoit sebelum skizon matang pecah,
menghambat masuknya merozoit ke dalam sel
eritrosit. Disamping antibodi, mekanisme imun
yang diperantarai sel juga sangat berperan dalam
imunitas terhadap malaria. Respon hospes
terhadap infeksi malaria merupakan reaksi yang
sangat kompleks yang melibatkan respon
imunitas humoral yang diperantarai oleh antibodi
dan imunitas selular yang diperankan oleh
limfosit. Sel ini menyebar keseluruh tubuh
melalui sirkulasi darah dan limpa dan menetap
secara permanen dalam organ limpa dan nodus
limfa. Sel limfosit yang berperan terhadap respon
imunitas adalah sel limfosit B sedangkan respon
imunitas seluler diperankan sel T. Reaksi
imunitas selular yang terjadi dalam tubuh hospes
baik yang imun maupun yang tidak imun selama
infeksi malaria menyangkut aktivitas sel limfosit
T dan sel makrofag yang merupakan kunci
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mekanisme pertahanan tubuh terhadap infeksi
malaria.

Limfosit merupakan sel yang berperan
dalam respon imun karena mempunyai
kemampuan untuk mengenali antigen melalui
reseptor permukaan khusus dan membelah diri
menjadi sejumlah sel dengan spesifitas yang
identik serta masa hidup yang panjang
menjadikan sel yang ideal untuk respons adaptif.
Sel limfosit T berperan dalam imunitas seluler.
Limfosit T vyang berperan dalam imunitas
terhadap parasit stadium eritrosit adalah limfosit
T CDA4+. Limfosit T CD4+ membunuh
Plasmodium intraeritrosit banyak melibatkan
sitokin-sitokin baik sebagai efektor langsung
maupun sebagai pemacu.

Sel T memainkan peran sentral dalam
penghapusan parasit malaria stadium darah
melalui pelepasan sitokin yang mengaktifkan sel
efektor lainnya. Sel T helper terdiri dari dua
subset, Sel T helper tipe 1 (Th- 1) vyang
mengaktifkan sitokin proinflamasi ( IFNgamma
dan TNFalpha) dan sel T helper tipe 2 (Th- 2)
menghasilkan antibodi dan sitokin anti inflamasi
(IL-4, IL-5, IL-10, dan IL-13) menghambat
fungsi  makrofag. Masing-masings sel T
menghasilkan sitokin yang mengatur perbedaan
fungsi imun efektor dan bereaksi satu sama lain.

Interleukin-12 adalah sitokin kunci yang
memulai respon Thl dengan memicu produksi
IFNgamma dari pembunuh alami (NK) dan CD4
T cells. sekresi Interleukin-12 diinduksi oleh
berbagai agen infeksi, termasuk virus, bakteri dan
parasit. Selama infeksi malaria, respon non-
spesifik awal kekebalan tubuh dapat ditandai
dengan skresi IL-12 dari macrophages.

TNF-o merupakan salah satu sitokin yang
dihasilkan sel Th-1 vyang menghambat
pertumbuhan stadium darah parasit dengan
mengaktifkan sistem imun seluler dan makrofag,
juga dapat membunuh parasitsecara langsung
namun aktifitasnya lemah

Interferon adalah hormon berbentuk sitokin

berupa protein berjenis glikoprotein yang
disekresi oleh sel vertebrata karena akibat
rangsangan biologis, seperti virus, bakteri,
2

protozoa, mycoplasma, mitogen, dan senyawa
lainnya. Interferon gamma (IFN-y) merupakan
sitokin yang berperan dalam respon imun bawaan
maupun respon imun adaptif terhadap malaria.
IFN-y akan disekresikan secara cepat oleh sel
efektor seperti makrofag, monosit dan leukosit
dalam memberikan perlawanan terhadap infeksi
parasit malaria yang masuk kedalam tubuh.
Struktur IL-12, TNF-a, dan IFN-y dapat dilihat
pada Gambar 1.

(b)

Gambar 1. Struktur tiga dimensi IL-12 (atas), IFN-y
(tengah), dan TNF-o, (bawah) pada manusia.
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IFN-y merupakan salah satu sitokin
proinflamasi yang disekresi sel T helper (Thl)
pada saat terjadi infeksi parasit. IFN-y sangat
berperan aktif melawan infeksi parasit baik pada
stadium hepatosit maupun stadium eritrosit. IFN-
vy memacu sekresi tomuor necrosis alfa (TNF-a)
untuk  mengaktifkan  fagosit dan  juga
meningkatkan daya bunuh netrofil. Pada fase
eritrositik, eritrosit terinfeksi parasit yang pecah
sewaktu proses skizogoni mengeluarkan berbagai
toksin seperti glycosylphospatidylinositols (GPI),
hemazosin, atau mungkin antigen parasit lain
seperti MSP-1, MSP-2,RAP-1. Toksin tersebut
akan memicu makrofag dan limfosit T helper-1,
menghasilkan  berbagai sitokin proinflamasi
(TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,IL-12, dan IFN-y) dalam
jumlah banyak, yang akan menimbulkan
gangguan metabolisme sel, selanjutnya sitokin
tersebut dapat memicu enzim inducible nitric
oxide synthase (iNOS), pada sel endotel vaskuler
untuk menghasilkan Oksida nitrit (NO). NO
dihasilkan makrofag melalui aktifasi sitokin IFN-
v dan TNF-o untuk membunuh parasit bila terjadi
infeksi pada stadium eritrosit (Gambar 2).

Aktivasi sel limfosit T dan sel makrofag
dapat dilalukan dengan jalan imunisasi. Dengan
demikian diharapkan selama infeksi malaria pada
hospes yang imun akan disekresi sitokin

rd Immature
/ dentritic cell

| Maturation
| inhibited by
pRBC
| Death of parasites
intracellulariy

proinflamasi lebih besar daripada hospes yang
tidak imun. Dengan meningkatnya aktivitas sel
limfosit T dan sel makrofag diharapkan akan
mempunyai efek proteksi selama infeksi malaria.

KULTUR SEL LIMFOSIT DAN RESPON
IMUN

Kultur sel limfosit manusia atau human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
secara umum digunakan untuk mempelajari
respon imun terhadap Plasmodium yang
menginfeksi manusia secara in vitro. Sel limfosit
diisolasi dari darah vena dengan cara sentrifugasi
gradien dengan menggunakan larutan
Histopaque. Sel limfosit diresuspensi pada 1 x
10° sel/mL di medium tumbuh.

P.falciparum merupakan parasit yang
paling ganas dan banyak menyebabkan mortalias
pada manusia. P.falciparum strain 3D7 banyak
digunakan  dalam  penelitian dan  dapat
diperbanyak dengan dikultur secara kontinyu
menurut metode Trager Jensens. Parasit dikultur
dalam medium RPMI 1640 yang ditambahkan 25
mM HEPES dan 30 mM NaHCO; dan dilengkapi
dengan serum manusia golongan AB 5% serta
eritrosit golongan O dengan hematokrit 1%,
parasit diinkubasi pada 37°C dalam candle jar.
Bahan vaksin berupa P.falciparum yang

Phagocytosis /
of pRBC S

Gambar 2. Mekanisme kerja TNF-o IFN-gamma untuk sistem respon imun.

Respon sitokin pada kultur sel limfosit sebagai uji penting dalam pengembangan vaksin malaria iradiasi (Darlina dkk) 3



IFTERK ILMIAH POFULER

dilemahkan dengan radiasi sinar gamma.

Pengujian sitokin (IL-12, IFNgamma dan
TNFalpha) secara in vitro, dengan cara
menambahkan sekitar 10" P.falciparum ke dalam
kultur sel limfosit yang telah ditambahkan 5
ug/mL phytohaemagglutinin (PHA), kemudian
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Respon sitokin dilihat dengan mengukur kadar
sitokin dalam supernatan dengan metode uji
ELISA, hasil uji dibaca dengan alat ELISA
Reader pada panjang gelombang 450 nm.

RESPON SITOKIN

Pengujian respon imun terhadap manusia
tidak dapat menggunakan hewan coba mencit
karena parasit malaria adalah spesifik spesies.
Oleh karena itu pengujian respon imun terhadap
P.falciparum dilakukan secara in vitro pada
kultur sel limfosit manusia. Pengujian secara in
vitro dalam kultur sel limfosit manusia dilakukan
sebagai studi awal penelitian bahan vaksin.
Respon limfosit dilihat dari konsentrasi sitokin
yang dikeluarkan sel  sebagai respon imun
terhadap keberadaan parasit.

Sel T memainkan peran sentral dalam
penghapusan parasit malaria panggung darah
melalui pelepasan sitokin yang mengaktifkan sel
efektor lainnya. Sitokin yang terlibat dalam
kekebalan terhadap malaria tahap darah termasuk
IL-12, IFNgamma dan TNFalpha. sel T yang
berkembang biak dan mengeluarkan sitokin
dalam  menanggapi  parasit antigen dan
menghambat pertumbuhan parasit dalam kultur in
vitro. Derajat proliferasi sel mononuklear darah
perifer (PBMC) diisolasi dari individu yang
dirangsang dengan penambahan parasit secara in
vitro

IFN-y merupakan sitokin yang berperan
dalam respon imun bawaan maupun respon imun
adaptif terhadap malaria. IFN- y banyak berperan
dalam imunitas terhadap malaria yang berfungsi
baik sebagai efektor maupun penginduksi respon
imun bawaan maupun yang didapat. Respon IFN
gamma dalam kultur limfosit yang di inokulasi
dengan P.falciparum radiasi maupun tidak
diradiasi dilakukan di BATAN dalam studi awal

penelitian bahan vaksin radiasi. Sel limfosit
diisolasi dari darah donor manusia sehat dengan
metode sentrifugasi gradien  menggunakan
histopak kemudian sel limfosit dikultur dalam
medium komplit. P.falciparum radiasi maupun
yang infeksius diinokulasi dengan variasi volume
25 ul dan 50 pl dengan penambahan 5 ug/mL
phytohaemagglutinin. Setelah 48 jam inkubasi
supernatan diambil untuk diukur kadar IFN-y
dengan metode ELISA.

Penggunaan parasit iradiasi bertujuan untuk
memeriksa aspek dari respon kekebalan tubuh
manusia terhadap parasit yang diradiasi maupun
yang tidak diradiasi dalam menginduksi respon
sitokin awal. Setelah 24 jam paska pengkulturan
dengan eritrosit terinfeksi dengan variasi volume
inokulum 25 pl dan 50 pl dilakukan pengkulturan
kembali dengan penambahan 5 ug/mL PHA dan
diinkubasi kembali selama 48 jam. Setelah 48
jam inkubasi supernatan diambil untuk diukur
kadar IFN-y dengan metode ELISA. Pada
penelitian ini limfosit terpacu oleh PHA yang
berperan sebagai mitogen dan selanjutnya
limfosit berproliferasi mensekresi sitokin.

Dari pengukuran IFN-y dalam supernatan
medium diperoleh hasil, konsentrasi IFN-y dalam
kultur sel limfosit yang diinokulasi dengan
P.falciparum radiasi lebih tinggi dibandingkan
tanpa radiasi. Berdasarkan hasil uji Turkey’s
terdapat perbedaan yang sangat bermakna antara
kedua kelompok pada taraf signifikan di bawah
5%. Konsentrasi IFN-y tertinggi terdapat pada
medium kultur limfosit yang diinokulasi dengan
50ul radiasi (Gambar 3).

Dari hasil tersebut diatas membuktikan
radiasi membuat mikroorganisme tidak mampu
melakukan replikasi sehingga tidak menimbulkan
infeksi, tetapi tetap mempertahankan sifat-sifat
parasit seperti hemaglutinasi dan antigenisitas.
Hilangnya kemampuan infektif dari parasit
memungkinkan untuk memproduksi bahan yang
layak untuk pembuatan vaksin.

Beberapa penelitian telah melaporkan
limfosit donor dan jumlah parasit yang
diinokulasi mempengaruhi jumlah IFN- y yang
diinduksi.  Tingkat konsentrasi IFN-y terlihat
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meningkat dengan meningkatnya parasitemia
hingga 7%. Pada parasitemia tinggi, ada
kemungkinan bahwa parasit dan sel limfosit
bersaing untuk sumber daya, dengan efek yang
merugikan pada viabilitas sel limfosit sehingga
sekresi sitokinnya menurun. Pada penelitian ini
membuktikan kultur limfosit yang diinokulasi
dengan 50 pl P.falciparum memberikan sekresi
IFN- v yang lebih tinggi dibandingkan dengan 25
ul. Inokulasi dengan 50 pl P.falciparum dalam

kultur sel limfosit menghasilkan  sekresi

konsentrasi IFN-y tertinggi.
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Gambar 3. Konsentrasi IFN-y dalam kultur in vitro paska
inokulasi P.falciparum iradiasi maupun yang infeksius
dengan variasi volume.

Beberapa penelitian menggunakan bahan
vaksin malaria berupa seluruh molekul MSP1
telah terbukti menginduksi perlindungan terhadap
P. yoelii dan P. falciparum. Protein permukaan
merozoit (Merozoit Surface Protein/MSP) adalah
kandidat vaksin malaria potensial karena mereka
memainkan peran penting dalam pengenalan
awal dan perlekatan merozoit kepermukaan sel
darah merah yang terinfeksi. Sebagai protein
pada permukaan merozoit yang pertama terkena
sistem kekebalan tubuh inang maka mereka
dianggap target respon imun Kebanyakan
penelitian telah berfokus pada MSP1 sebagai
kandidat vaksin malaria utama terhadap malaria
tahap darah. Pada penelitian untuk melihat
respon beberapa sitokin terhadap protein MSP1
dilakukan dengan menganalisis konsentrasi
sitokin dalam supernatan pada kultur limfosit
yang diukur dengan ELISA (Gambar 4)
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Gambar 4. Konsentrasi TNF, IFN-y and IL-10 sampel
plasma dan supernatan kultur limfosit manusia.

IFN-y IL-10

Dari Gambar di atas diketahui konsentrasi
sitokin tertinggi pada supernatan kultur limfosit
yang diinokulasi dengan protein MSPL.
Konsentrasi tertinggi yang tertinggi TNF alfa
diikuti IFN gamma dan terendah IL-10.
membuktkikan TNF alfa berperan dalam respon
awal terhadap protein MSP. TNF alaf dan IFN
gamma merupakan sitokin proinflamasi.

Pada fase eritrositik, eritrosit terinfeksi
parasit yang pecah sewaktu proses skizogoni
mengeluarkan berbagai toksin seperti glycosyl
phospatidylinositols (GPI). Toksin tersebut akan
memicu makrofag dan limfosit T helper-1,
menghasilkan  berbagai sitokin  proinflamasi
antara lain TNF-o, IL-12, dan IFN-y yang akan
menimbulkan  gangguan  metabolisme  sel,
selanjutnya sitokin tersebut dapat memicu enzim
inducible nitricoxide synthase(iNOS), pada sel
endotel vaskuler untuk menghasilkan NO. Sekresi
NO untuk mengeliminasi dan membunuh eritrosit
berparasit di dalam pembuluh darah. Namun pada
kadar yang tinggi NOdapat berikatan dengan
radikal bebas H,O, membentuk pereoksinitrit
yang toksik bagi sel, sehingga menimbulkan
vasodilatasi berlebihan yang dapat
mengakibatkan hipotensi pada malaria berat

Respon imun terhadap malaria, terutama
yang melibatkan sitokin harus teregulasi dengan
baik karena menentukan hidup matinya seorang
penderita malaria berat. TNF-a merupakan sitokin
pro-inflamasi utama dalam innate immunity
(imunitas alamiah) yang berperan dalam
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kerusakan jaringan/organ bila diproduksi dalam
kadar yang tinggi. IFN-gama suatu sitokin pro-
inflamasi lain yang mengaktivasi makrofag dan
memiliki fungsi sangat penting dalam imunitas
alamiah dan adaptif terhadap mikroba intraseluler
(termasuk Plasmodium), diduga memegang peran
sentral dalam pengaturan respon imun terhadap
malaria  karena  mengaktivasi makrofag
memproduksi TNF-a dan juga IL-10. IL-10
adalah sitokin anti-inflamasi utama dalam respon
imun alamiah dan adaptif yang berperan
menghentikan respon imun/ inflamasi yang
berlebihan melalui inaktivasi makrofag dan sel T.
Ketiga sitokin ini merupakan mediator inflamasi
lokal dan sistemik dan dapat diproduksi dalam
jumlah besar sehingga mudah terdeteksi dalam
serum. Pada respon imun di awal infeksi malaria,

sitokin  proinflamasi lebih berperan dalam
mengeleminasi  parasit. Sitokin antiinflamasi
berperan untuk menekan sekresi  sitokin
proinflamasi agar tidak berlebihan sehingga
menimbulkan
PENUTUP

Vaksin adalah sebuah substansi yang
menstimulir respon sistem imun untuk melawan
suatu penyakit. Vaksin dapat dibuat dengan
meradiasi mikroorganisme sehingga tidak mampu
melakukan replikasi sehingga pertumbuhannya
menurun, tetapi tetap mempertahankan sifat-sifat
parasit seperti hemaglutinasi dan antigenisitas
sehingga dapat memicu respon imun. Sel limfosit
T berperan respon imunitas seluler melalui
pelepasan sitokin yang mengaktifkan sel efektor
lainnya untuk membunuh parasit. Sitokin yang
terlibat dalam kekebalan terhadap malaria tahap
darah termasuk 1L-10, IFNgamma dan TNFalpha
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