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RINGKASAN

Khoirunisah Dwi Hartanti, NIM. 146070122011024. Program Pascasarjana Fakultas
Kedokteran = Universitas Brawijaya Malang. Efek Pemberian Escalating Dose
Immunotherapy (EDI) Menggunakan Self Antigen dsDNA terhadap Jumlah Sel T Helper 2
(Th2) dan Kadar Interleukin-4 (IL-4) pada Mencit Pristane Induced Lupus (PIL). Komisi
Pembimbing Ketua: Prof. Dr. dr. Kusworini, M.Kes, Sp.PK; Anggota : Dr. dr. Nurdiana,
M.Kes.

Lupus Eritematosus Sistemik (LES) adalah suatu penyakit autoimun sistemik
yang bersifat kronis dan melibatkan kerusakan multi organ. Pada LES terjadi aktivasi
yang berlebihan dari sel T dan sel B menyebabkan aktivitas LES meningkat. Escalating
Dose (Antigen-Spesifik) Immunotherapy / EDI adalah metode terapi untuk mensupresi
respon imun melaui mekanisme toleransi dengan cara menginjeksikan autoantigen (self-
antigen dengan dosis yang bertahap. Metode EDI telah diteliti pada penyakit autoimun
multiple sclerosis dan terbukti mampu mengembalikan = toleransi imun dengan
menginduksi aktivasi dan fungsi pada Treg untuk sekresi sitokin IL-10 dan TGF-f3 yang
bekerja menekan sel imun autoreaktif termasuk sel T dan sel B. Peningkatan proliferasi
sel Th2 akibat pengenalan self antigen oleh APC berkontribusi pada hiperaktivitas sel B
autoreaktif yang berperan penting pada produksi autoantibodi pada LES. IL-4 sebagai
salah satu sitokin yang diproduksi oleh sel Th2 berperan dalam meningkatkan
diferensiasi sel B dan juga sel T, terutama sel T-helper 2 (Th2). Beberapa penelitian
menunjukkan kadar IFNy yang meningkat pada serum darah pasien LES dan
ketidakseimbangan sitokin Th1 (IFNy) dan Th2 (IL-4) berhubungan dengan peningkatan
aktivitas penyakit lupus pada mencit model lupus.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek pemberian terapi EDI
menggunakan self-antigen dsDNA dalam berbagai dosis pada mencit Balb/c pristane
induced lupus (PIL) terhadap persentase sel Th2, kadar IL-4, serta rasio kadar IFNy/IL-4.
Metode penelitian yang dilakukan adalah desain eksperimen murni di laboratorium
secara in vivo. Mencit betina Balb/c berusia 6-8 minggu dibagi kelompok kontrol negatif
(mencit normal, n=5) dan kelompok mencit pristane induced lupus (PIL). Kelompok
mencit PIL diberi injeksi 0,5 cc (782ug/ml) pristane secara i.p. Dua belas minggu paska
injeksi pristane, mencit dievaluasi manifestasi klinis dan serologis (kadar anti-dsDNA).
Mencit yang menunjukkan tanda-tanda lupus atau mencit PIL dibagi menjadi empat
kelompok diantaranya kelompok kontrol positif (n=5): mencit PIL tanpa terapi EDI dsDNA,
kelompok terapi A (n=5): mencit PIL dengan terapi EDI dsDNA dosis | (0.01 pg/ml, 0.1
pg/ml, 1 pg/ml), kelompok terapi B (n=5): mencit PIL dengan terapi EDI dsDNA dosis |l
(0.1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml), dan kelompok terapi C (n=5): mencit PIL dengan terapi
EDI dsDNA dosis Ill (1 pg/ml; 10 pg/ml, 100 pyg/ml) diberikan satu kali setiap minggu
secara berurutan. Persentase sel Th2 diukur menggunakan metode flowcytometry dari
limpa sedangkan kadar IL-4 dan IFN-y diukur menggunakan metode ELISA dari serum
darah mencit. Analisis data dilakukan dengan tingkat kepercayaan 95%. Uji beda
dilakukan dengan uji One Way ANOVA jika data terdistribusi normal dan homogen dan uji
Kruskal Wallis jika data tidak terdistribusi normal dan atau tidak homogen. Uji post hoc
dilakukan untuk mengetahui perbedaan antar kelompok.

Hasil penelitian ini menunjukkan pemberian injeksi pristane secara IP dosis
tunggal dapat menginduksi tanda-tanda lupus yaitu penurunan berat badan, bulu rontok,
penurunan aktivitas dan peningkatan kadar anti-dsDNA secara signifikan. Hasil
menunjukkan rata-rata persentase sel Th2 pada kelompok terapi A (3,28 + 0,64), B (3,31
% + 1,12), dan C (3,44 % * 0,52) cenderung mengalami penurunan dibanding kelompok
K(+)(4,31 % = 0,39) meskipun tidak signifikan. Kadar L4 pada kelompok terapi A (3,17
0,42; p=0.037), B (4,22 + 3,61; p=0.024), dan C (5,02 + 3,42; p=0.005) cenderung
meningkat dibandingkan kelompok positif (1,60 + 0,51) secara signifikan (p<0,05). Rasio
IFNy/IL-4 pada kelompok terapi A (3601.11 + 1070.77; p=0.003), B (2934.61 + 1083.00;
p=0.001) dan C (2953.56 + 1584.28; p=0.001) mengalami penurunan signifikan jika
dibandingkan kelompok K(+)( 7814.15 + 2331.95) yang menunjukkan pemberian terapi
EDI dsDNA dapat menurunkan rasio IFNy/IL-4.
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Pada penelitian ini pemberian EDI dsDNA pada kelompok mencit PIL dapat
menurunkan jumlah sel Th2 melalui peningkatan sel T-Reg dan produksi sitokin
imunomodulator IL-10 dan TGF-B. Pada penelitian sebelumnya, pemberian imunoterapi
dengan antigen spesifik dengan metode EDI terbukti dapat menginduksi aktivasi dan
fungsi pada Treg untuk sekresi sitokin IL-10 dan TGF-B yang bekerja menekan sel imun
autoreaktif. Sel Treg memiliki peran penting dalam pengembangan terapi toleransi
dengan antigen spesifik dan induksi sitokin IL10 sebagai imunomodulator. Peningkatan
kadar IL-4 pada mencit PIL akibat pemberian EDI dsDNA diduga tidak hanya karena
adanya produksi IL-4 oleh sel Th2 tetapi juga produksi dari sel-sel lain seperti sel mast,
sel basofil, dan sel B. Peningkatan kadar IL-4 ini sebagai regulator untuk menekan
aktivitas sel Thl yang berlebih. Aktivitas Thl salah satunya ditandai dengan produksi
IEN-y. Th2 juga memproduksi sitokin IL-4 yang bersifat antagonis terhadap IFN-y dan
menekan aktivasi makrofag. Aktivitas Th2 kemungkinan berfungsi sebagai regulator
fisiologis pada respon imun dengan menghambat efek yang mungkin membahayakan
dari respon Th1. Menurunnya rasio IFNy/IL-4 pada mencit PIL yang diberikan terapi EDI
dsDNA menjelaskan hasil pengukuran kadar IL-4 yang meningkat pada penelitian ini.
Peningkatan kadar IL-4 pada kelompok mencit yang diberi terapi EDI dsDNA diduga
sebagai kompensasi untuk menekan produksi sitokin IFN-y lupus. Mengembalikan
keseimbangan produksi IFN-y dan IL-4 diharapkan dapat menjadi target terapi untuk
menghambat kerusakan organ pada LES dan pada penelitian ini, pemberian terapi EDI
dsDNA pada mencit PIL berhasil mengembalikan keseimbangan IFN-y/IL-4 mendekati
mencit normal. Pemberian EDI dsDNA tidak dapat menurunkan kadar IL-4 pada mencit
PIL. Efek pemberian EDI dsDNA pada mencit PIL menunjukkan penurunan jumiah sel
Th2 dan penurunan rasio IFNy/IL-4 dengan dosis terbaik didapatkan pada kelompok
dosis Il (0.1 pg/ml, 1 ug/ml, 10 pg/ml).

viii
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SUMMARY

Khoirunisah Dwi Hartanti, NIM. 146070122011024. Biomedical Science Master Degree,
Medical Faculty of Universitas Brawijaya. 2017. Effect of Escalating Dose Antigen
Specific Therapy with dsDNA on Th2 Cell Number and Serum Interleukine-4 Levels in
Pristane Induced Lupus Mice. Supervisor Chairman: Prof. Dr. dr. Kusworini, M.Kes,
Sp.PK, Member: Dr. dr. Nurdiana, M.Kes.

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is chronic autoimmune diseases which
involve multi-organ damage. Previous studies found that in LES patient, excessive
activation of T cells caused LES exacerbation. Escalating Dose (Antigen-Specific)
Immunotherapy / EDI is a therapeutic method for suppressing the immune response
through the tolerance mechanism by injecting autoantigen (self-antigen). This method has
been studied in autoimmune multiple sclerosis with Myelin Basic Protein injection and has
been shown to be able to restore immune tolerance by inducing activation and function of
T-reg cells to increased level of IL-10 and TGF-B cytokine that can regulate autoreactive
cells including autoreactive T cells and B cells. The increased proliferation of Th2 cells
due to the introduction of self-antigen by APC contributes to the autoreactive B cell
hyperactivity that plays an important role in the production of autoantibodies in LES. IL-4
as one of the cytokines produced by Th2 cells plays a role in increasing the differentiation
of B cells as well as T cells, especially T-helper 2 (Th2) cells. Several studies have shown
that elevated IFN-y levels in blood serum of LES patients and imbalance of Thl (IFN-y)
and Th2 (IL-4) cytokines are associated with increased lupus disease activity in lupus
model mice.

This study was aim to determine the effect of EDI therapy using self-antigen
dsDNA in various doses to pristane induced lupus (PIL) Balb/c mice towards Th2 cell
percentages, IL-4 levels, and IFNy/IL-4 ratio. This research uses true experimental study
design in laboratory with post-test-only control group design. Samples were selected
using simple random sampling method. Balb/c female mice 6-8 weeks old and 20-30
grams body weight separated randomly to negative control group (healthy mice) and
pristane induced lupus (PIL) mice group. PIL mice groups were injected 0.5 cc (782ug /
ml) pristane intraperitoneally. Twelve weeks after the injection of pristane, the mice were
evaluated for clinical and serological manifestations (anti-dsDNA levels). Mice with lupus
signs (PIL mice) were divided into four groups; positive control group: PIL mice without
EDI dsDNA therapy, treatment A: PIL mice with EDI dsDNA therapy dose | (0.01 pg/ml,
0.1 pg/ml, 1 ug/ml), treatment B: PIL mice with EDI dsDNA therapy dose dose Il (0.1
pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml), and treatment C: PIL mice with EDI dsDNA therapy dose Il (1
pg/ml; 10 pg/ml, 100 pg/ml) was administered once every week respectively. In addition,
dsDNA has complexed with the cationic polymer polyethylenimine (PEI)2 before injection.
This study was measured some variables including percentages of Th2 cells in spleen
mice using flowcytometry method and IL-4 and IFN-y levels measured using ELISA
(eBioscience). The data obtained were analyzed first using the normality and
homogenicity test of variance with confidence level of 95%. Comparable tests performed
by One Way ANOVA test if the data were normal distributed and homogenous and
Kruskal Wallis test if the data were not normally distributed and or not homogeneous.
Analysis can be continued post hoc test to know the differences between groups.

The results of this study showed that a single dose of IP dose injection could
induce signs of lupus including weight loss, hair loss, decreased activity and significantly
increased anti-dsDNA levels. The results showed that the average percentage of Th2
cells in treatment group A (3.28 + 0.64), B (3.31% = 1.12), and C (3.44% = 0.52) tended
to decrease compared to positive group (K+) (4.31% % 0.39) although not significant. IL4
Levels in treatment A (3.17 + 0.42, p = 0.037), B (4.22 + 3.61, p = 0.024), and C (5.02 +
3.42; p = 0.005) tends to increase compared to positive group (1.60 £ 0.51) significantly
(p <0.05). The IFN-y/IL-4 ratio in treatment group A (3601.11 + 1070.77, p = 0.003), B
(2934.61 + 1083.00; p = 0.001) and C (2953.56 + 1584.28; p = 0.001) decreased
significantly when compared to positive group (K+) (7814.15 + 2331.95) suggesting
dsDNA EDI therapy may decrease the IFNy/IL-4 ratio.
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In this study, EDI dsDNA in the PIL mice group could decrease the number of
Th2 cells through 'increased T-Reg cells and production of IL-10 and TGF-
immunomodulatory cytokines. In previous studies, administration of immunotherapy with
specific antigens with EDI methods was shown to induce T-Reg activation and function
for IL-10 and TGF-B cytokine secretion that work suppresses autoreactive immune cells.
T-Reg cells have an important role in the development of tolerance therapy with specific
antigens and induction of IL10 cytokines as immunomodulators Increased levels of IL-4 in
PIL mice due to EDI dsDNA therapy are suspected not only because of the production of
IL-4 by Th2 cells but also the production of other cells such as mast cells, basophils, and
B cells. This increase in levels of IL-4 suggested as a regulator to suppress excess
activity of Thl cells. Thl activity is one of them characterized by the production of IFN-y.
Th2 also produces IL-4 cytokines that are antagonistic to IFN-y and suppress
macrophage activation. Th2 activity may function as a physiological regulator of the
immune response by inhibiting the potentially harmful effects of Thl responses. The
decrease in IFN-y/IL-4 ratio in PIL mice given dsDNA EDI therapy explains the increased
IL-4 measurement results in this study. Increased levels of IL-4 in the mice group treated
with dsDNA EDI were thought to be compensatory for suppressing the production of IFN-
v lupus cytokines. Restoring the balance of IFN-y and IL-4 production is expected to be a
target of therapy to inhibit organ damage to LES and in this study, EDI dsDNA therapy in
PIL mice successfully restored the IFN-y/IL-4 balance to approximately normal mice. As
conclusion, EDI administration of dsDNA could not reduce IL-4 levels in PIL mice and the
effect of EDI dsDNA on PIL mice showed decreased in Th2 cell count and IFN-y/IL-4 ratio
dose group Il (0.1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml) as the best dose.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) atau lebih dikenal dengan Lupus
Eritematosus Sistemik (LES) merupakan penyakit autoimun kronis dan kompleks
yang juga ditandai respon imun hiperaktif dan produksi autoantibodi abnormal
yang akhirnya menyebabkan kerusakan jaringan dan organ (Zhu et al., 2007;
Sawla et al.,, 2012). Organisasi Kesehatan Dunia atau WHO mencatat jumlah
penderita penyakit lupus di seluruh dunia dewasa ini sekitar lima juta orang. Di
Indonesia, tren penyakit lupus pada pasien rawat inap rumah sakit meningkat
sejak tahun 2014-2016. Jumlah kasus lupus tahun 2016 meningkat hampir dua
kali lipat dibanding tahun 2014. Terdapat sekitar 1.250.000 penderita lupus di
Indonesia (asumsi prevalensi 0.5% berdasarkan penelitian Kalim, dkk) dan
sangat sedikit yang menyadari bahwa dirinya menderita penyakit lupus.
Manifestasi penyakit LES sangat beragam dengan perjalanan penyakit yang
bervariasi dan memiliki risiko kematian yang lebih tinggi (hingga 67% lebih tinggi
dari populasi normal), sehingga memerlukan pengobatan yang lama dan seumur
hidup. Untuk itu, diperlukan pengenalan dini serta penatalaksanaan yang tepat
(Kemenkes, 2017).

Salah satu konsep penting pada patogenesis LES adalah
ketidakseimbangan antara apoptosis sel dan pembersihan bahan apoptosis.
Pada manusia, sekitar 1 miliar neutrofil mengalami apoptosis setiap hari dan
apoptosis sel dapat meningkat akibat terpapar sinar ultraviolet, infeksi, dan

paparan toksin, yang hal tersebut diketahui terkait dengan terjadinya penyakit
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LES. Debris-debris apoptosis yang menetap dan mengandung asam nukleat
dapat merangsang respons inflamasi melalui aktivasi reseptor pengenalan asam
nukleat, seperti anggota keluarga Toll-like Receptor (TLR) (Theofilopoulos et al.,
2011).

LES ditandai dengan hilangnya toleransi secara global dengan aktivasi
sel T autoreaktif dan sel B yang menyebabkan produksi autoantibodi patogen
dan kerusakan jaringan (Choi et al., 2012). Adanya abnormalitas sistem imun ini
diakibatkan oleh adanya gangguan pada fungsi sel T-regulator (Treg) dalam
meregulasi respon imun dan hal ini berdampak pada hiperaktivasi berbagai jalur
sel T helper (Th). Sel dendritik dapat mengenali berbagai jenis self antigen,
khususnya dsDNA yang memiliki peran penting dalam patogenesis LES, dan
melalui aktivasi sel B akan merangsang pembentukan antibodi terhadap self
antigen dsDNA (Guiducci et al., 2010). Banyak penyakit autoimun menghasilkan
produksi autoantibodi, namun antibodi anti-dsDNA sangat spesifik untuk penyakit
LES. Penelitian terbaru menunjukkan spesifisitas anti-dsDNA sebesar 100%
pada pasien sehat dan 97% pada pasien dengan berbagai masalah kesehatan
multipel (Wichainun et al., 2013)..

Terapi LES yang ada saat ini diantaranya obat-obatan imunosupresan
dan steroid yang ternyata masih belum menunjukkan hasil memuaskan.
Penggunaan obat-obatan steroid yang harus dikonsumsi jangka panjang juga
masih menimbulkan banyak efek samping pada penderita LES (Guiducci et al.,
2010). Selain itu, penggunaan agen-agen biologis memang sedang
dikembangkan agar memberikan keluaran klinis yang lebih baik tetapi harga nya
masih sangat mahal dan tidak mudah terjangkau oleh sebagian besar pasien

LES di Indonesia. Oleh karena itu, masih diperlukan pengembangan terapi LES
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dalam menginduksi dan memperbaiki regulasi sistem imun terhadap autoantigen
sehingga dapat memperbaiki kondisi klinis pasien LES secara maksimal (Kalim
et al., 2013).

Dewasa ini didapatkan penelitian-penelitian yang berhasil menemukan
adanya suatu metode terapi imunologi pada penyakit alergi dan autoimun, yaitu
Escalating Dose (Antigen-Spesific) Immunotherapy (EDI). EDI adalah metode
terapi untuk mensupresi respon-imun melalui mekanisme toleransi dengan cara
menginjeksikan autoantigen (self-antigen) yang menstimulus pembentukan
autoantibodi dengan dosis yang bertahap hingga memunculkan efek
desensitisasi. Pemberian dosis yang bertahap dan meningkat ini dilakukan untuk
menghindari efek-efek yang merugikan dari yang paling ringan sampai yang
paling berat, syok anafilaksis (Larche and Wraith, 2005).

Sel Treg memiliki peran penting dalam pengembangan terapi toleransi
dengan antigen spesifik. Induksi sitokin IL10 sebagai imunomodulator
menunjukkan efektivitas imunoterapi baik pada tikus maupun manusia (Tarzi el
al.,, 2006; Campbell et al., 2009; Fousteri et al., 2010). Selama proses
imunoterapi, stimulasi kronis pada sel CD4 dengan pemberian peptida antigen
mengubah program transkripsi (Anderson et al., 2006) sehingga sel T patogen
yang berubah menjadi anergi, sekresi IL10, sel dengan fenotip regulator yang
mampu mencegah autoimunitas (Gabrysova et al., 2009).

Penelitian terbaru dilakukan oleh Burton et al, 2014 membuktikan
keamanan imunoterapi menggunakan antigen spesifik dengan metode Elicit
Dose Immunotherapy (EDI). Penelitian dilakukan pada autoimmune
encephalomyelitis model (EAE) dari multiple sklerosis dengan pemberian terapi

menggunakan protein MBP (Myelin Basic Protein). Penelitian tersebut
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membuktikan aktivasi sel T CD4 yang berlebihan dapat dihindari dengan
memberikan imunoterapi dengan dosis rendah terlebih dahulu. Dengan
menggunakan protokol EDI, pemberian antigen spesifik mampu mencapai dosis
tertinggi yang dibutuhkan untuk menginduksi IL10 tanpa meningkatkan sitokin
inflamasi lainnya. Terapi dengan metode ini menunjukkan efek anergi sel,
supresi sel, dan peningkatan ekspresi IL10 (Burton et al., 2014).

Berdasarkan pada keberhasilan penelitian tersebut, peneliti ingin
mengetahui efek pemberian self antigen dsDNA dengan metode EDI sebagai
imunoterapi pada penyakit autoimun LES. Penelitian mengenai metode EDI self
antigen dsDNA pada lupus dewasa ini belum pernah dilakukan. Tujuan penelitian
ini adalah mengeksplorasi penggunaan self antigen dsDNA dengan metode EDI
dalam memperbaiki regulasi sistem imun pada penyakit LES. Peningkatan
proliferasi sel Th2 akibat pengenalan self antigen oleh APC berkontribusi pada
hiperaktivitas sel B autoreaktif yang berperan penting pada produksi autoantibodi
pada LES. IL-4 adalah salah satu sitokin yang diproduksi oleh sel Th2. IL-4
adalah sitokin yang berperan dalam meningkatkan diferensiasi sel B dan juga sel
T, terutama sel T-helper 2 (Th2). Pembentukan autoantibodi oleh sel B berperan
penting pada patogenesis LES dan adanya penyimpangan kompleks sitokin yang
berhubungan dengan sel B berkontribusi sangat kuat mempengaruhi hilangnya
toleransi dan berefek pada kerusakan akhir organ pada penyakit LES (Tsokos et
al., 2007). Beberapa penelitian menunjukkan kadar IFNy yang meningkat pada
serum darah pasien LES dan ketidakseimbangan sitokin Thl (IFNy) dan Th2 (IL-
4) berhubungan dengan peningkatan aktivitas penyakit lupus pada mencit model
lupus (Guimaraes et al., 2017). IL-4 dapat mencegah aktivasi makrofag yang

diinduksi oleh IFN-y, oleh karena itu IL-4 mempunyai efek yang berlawanan
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dengan IFN-y (Bratawidjaya, 2012). Dengan demikian, pemberian EDI self
antigen dsDNA diharapkan dapat menurunkan proliferasi sel Th2, menurunkan
kadar IL-4, serta menurunkan rasio sitokin IFNy/IL-4 pada LES.
1.2 Rumusan Masalah
1.2.1 Rumusan Masalah Umum
Apakah pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat memperbaiki regulasi sistem
imun penyakit lupus eritematosus sistemik (LES) pada mencit pristane induced
lupus (PIL)?
1.2.2 Rumusan Masalah Khusus
1 Apakah pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat menurunkan persentase
sel Th2 pada mencit pristane induced lupus (PIL)?
2 Apakah pemberian EDI. self-antigen dsDNA dapat menurunkan kadar IL-4
pada mencit pristane induced lupus (PIL)?
3 Apakah pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat menurunkan rasio kadar
IFNy/IL-4 pada mencit pristane induced lupus (PIL)?
1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah membuktikan efek pemberian EDI self-
antigen dsDNA dalam memperbaiki-regulasi sistem imun penyakit lupus
eritematosus sistemik (LES) pada mencit pristane induced lupus (PIL).
1.3.2 Tujuan Khusus
Tujuan khusus dari penelitian ini adalah sebagai berikut
1 Membuktikan efek pemberian EDI self-antigen dsDNA dalam menurunkan

persentase sel Th2 pada mencit pristane induced lupus (PIL).



-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

2 Membuktikan efek pemberian EDI self-antigen dsDNA dalam menurunkan
kadar Interleukin-4 pada mencit pristane induced lupus (PIL).

3 Membuktikan efek pemberian EDI self-antigen dsDNA dalam menurunkan
rasio kadar FNy/IL-4 pada mencit pristane induced lupus (PIL).

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat Keilmuan:

Dapat menambah informasi mengenai pilihan terapi lupus khususnya tentang
penggunaan metode Escalating Dose  Antigen Specific Immunotherapy
menggunakan Self Antigen dsDNA dalam memperbaiki regulasi sistem imun
pada lupus eritematosus sistemik.

Manfaat Aplikatif:

Dapat dijadikan dasar untuk pertimbangan Kklinisi kesehatan sebagai suatu
alternatif terapi yang efektif pada penyakit lupus eritematosus sistemik dengan
metode Escalating Dose Antigen Specific Immunotherapy menggunakan Self
Antigen dsDNA apabila telah melalui tahapan-tahapan penelitian yang

seharusnya.
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Lupus Eritematosus Sistemik (LES)
2.1.1 Definisi LES

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) atau yang lebih dikenal dengan
Lupus Eritematosus Sistemik (LES) merupakan penyakit autoimun kompleks
yang ditandai autoantibodi terhadap inti sel dan melibatkan banyak sistem organ
(Suarjana, 2014). LES juga ditandai respon imun hiperaktif dan produksi
abnormal autoantibodi yang akhirnya menyebabkan kerusakan jaringan dan
organ (Sawla et al., 2012). Menurut Perhimpunan Reumatologi Indonesia (2011),
LES ‘adalah penyakit autoimun yang belum jelas penyebabnya 'dengan
menifestasi klinis dan perjalanan penyakit yang beragam. Banyak faktor diduga
menjadi faktor risiko penyakit LES diantaranya faktor lingkungan, genetik, dan
hormonal (Mok and Lau, 2003).
2.1.2 Epidemiologi LES

Lupus Eritematosus Sistemik (LES) merupakan suatu penyakit autoimun
sistemik yang akhir-akhir ini semakin sering dijumpai. Meskipun secara umum
angka harapan hidup 10 tahun penderita LES meningkat hingga mencapai 90%
pada tahun 2000 di negara maju, penelitian Kalim dan kawan-kawan (2000)
menunjukkan bahwa penderita LES di Indonesia mempunyai harapan hidup yang
masih rendah, yakni untuk 5 tahun 70% dan untuk 10 tahun 55% (Kalim dkk,
2000). Manifestasi penyakit LES sangat luas, meliputi keterlibatan kulit dan
mukosa, sendi, darah, jantung, paru, ginjal, susunan saraf pusat dan sistem

imun. Oleh karena itu, manifestasi penyakit LES sangat beragam dengan
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perjalanan penyakit yang bervariasi dan memiliki risiko kematian yang lebih tinggi
(hingga 67% lebih tinggi dari populasi normal), sehingga memerlukan
pengobatan yang lama dan seumur hidup. Untuk itu, diperlukan pengenalan dini
serta penatalaksanaan yang tepat (Kemenkes, 2017).

Organisasi Kesehatan Dunia atau WHO mencatat jumlah penderita
penyakit lupus di seluruh dunia dewasa ini mencapat lima juta orang. Sebagian
besar dialami oleh perempuan usia produktif dan setiap tahunnya tercatat
penambahan penderita sebanyak lebih dari seratus ribu orang. Dari sekitar
1.250.000 penderita lupus di Indonesia (asumsi prevalensi 0.5% berdasarkan
penelitian Kalim, dkk), sangat sedikit yang menyadari bahwa dirinya menderita
penyakit lupus. Hal ini terjadi karena gejala yang ditimbulkan setiap penderitanya
dapat berbeda-beda (Kemenkes, 2017).

Berdasarkan data Sistem Informasi Rumah Sakit (SIRS) Online,
berdasarkan rumah sakit yang melaporkan datanya pada tahun 2016, diketahui
bahwa terdapat 2166 pasien rawat inap dengan penyakit lupus dan 550 pasien
diantaranya meninggal dunia. Tren penyakit lupus pada pasien rawat inap rumah
sakit meningkat sejak tahun 2014-2016. Jumlah kasus lupus tahun 2016
meningkat hampir dua kali lipat dibanding tahun 2014, yaitu sebanyak 1.169
kasus. Jumlah kematian akibat lupus pada pasien rawat inap dirumah sakit
meningkat lebih tinggi dibandingkan dengan tahun 2014. Jumlah pasien
meninggal akibat lupus tahun 2015 (110 kematian) menurun dibandingkan tahun
2014. Namun jumlah ini meningkat drastis pada tahun 2016, yaitu sebanyak 550
kematian. Tingginya kematian akibat lupus ini perlu mendapat perhatian khusus
karena sekitar 25% dari pasien rawat inap di rumah sakit di Indonesia tahun

2016 berakhir pada kematian. Tren jumlah kasus dan kematian pada pasien
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rawat inap di rumah sakit di Indonesia tahun 2014-2016 dapat dilihat pada

Gambar 2.1 (Kemenkes, 2017).
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Sumber: SIRS Online, Ditjen Pelayanan Kesehatan, Kementerian Kesehatan, 2017

Gambar 2.1. Jumlah Kasus dan Meninggal Akibat Lupus pada Pasien Rawat
Inap di Rumah Sakit di Indonesia Tahun 2014-2016
Pada tahun 2016, perhimpunan LES indondesia (PESLI) mendapatkan

rata-rata insiden kasus baru LES dari data delapan rumah sakit adalah sebesar
10.5%. Penyakit ini kebanyakan menyerang wanita usia 15-50 tahun (usia masa
produktif). Namun, lupus juga dapat menyerang anak-anak dan pria. Lupus dapat
menyerang usia remaja hingga orang tua. Pasien rawat inap di rumah sakit di
Indonesia pada kurun waktu 2014-2016 terbanyak pada pasien dengan usia 44-
46 tahun, diikuti kelompok pasien dengan usia 14-44 tahun. Jumlah pasien LES
di Indonesia secara pasti sampai saat ini masih belum diketahui secara pasti
(Kemenkes, 2017).
2.1.3 Faktor Risiko LES

Penyakit LES adalah penyakit inflamasi autoimun kronis yang belum
diketahui jelas penyebabnya, memiliki gambaran klinis dengan variasi yang luas,
dan manifestasi perjalanan penyakit yang beragam. Faktor genetik, imunologik
dan hormonal, serta lingkungan diduga berperan dalam perjalanan penyakit.

Faktor risiko penyakit LES diantaranya:
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1. Faktor genetik. Diketahui sekitar 7% pasien LES memiliki keluarga dekat
(orang tua atau saudara kandung) yang juga terdiagnosis LES. Oleh

karena itu, faktor genetik merupakan faktor risiko LES. Sejauh ini
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diketahui terdapat sekitar 30 variasi gen yang dikaitkan dengan kejadian
LES.

2. Faktor lingkungan, diantaranya infeksi, stress, makanan, antibiotik
(khususnya kelompok sulfa dan penisilin), cahaya ultraviolet (matahari)
dan penggunaan obat-obat tertentu, merokok, paparan Kristal silica,
merupakan faktor-faktor yang meningkatkan kejadian LES.

3. Faktor hormonal. Perempuan lebih sering terkena penyakit LES
dibandingkan dengan laki-laki. Meningkatnya angka kejadian penyakit
LES sebelum periode menstruasi atau selama kehamilan mendukung
dugaan bahwa hormon, khususnya esterogen menjadi pencetus penyakit
LES. Namun, hingga saat ini belum diketahui secara pasti peran hormon
yang menjadi penyebab besarnya prevalensi LES pada perempuan pada
periode tertentu (Dirjen P2P, 2016).

2.1.4 Patogenesis LES
Perjalanan penyakit LES perlu melalui beberapa tahapan yang panjang
(Gambar 2.2) (Hahn, 2007). Gejala LES baru akan muncul dalam hitungan bulan

sampai tahun.

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4 Phase 5
PREDISPOSITION BENIGN PRODROME CLINICAL SLE TREATED SLE,
AUTO- CHRONIC
IMMUNITY INFLAMMATION,
DAMAGE
Susceptibility genes + AutoAb AutoAb AutoAb AutoAb
Protective genes — (ANA) Malaise Symptoms Disease activity
Female gender No symptoms  Fatigue and signs Adverse effects of Rx
Environmental stimuli of SLE Sequela of chronic
inflammation & organ
damage

Gambar 2.2. Lima fase pada Lupus eritematosus sistemik (Hahn, 2007)
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Patogenesis LES hingga saat ini belum dapat diketahui dengan jelas.
Imunopatologi lupus ditandai dengan produksi autoantibodi. Antibodi yang
diproduksi ‘dapat mengikat nukleosum (DNA dan histon) dan membentuk
kompleks imun in situ termasuk di ginjal. Baik komplek imun yang dibentuk
dalam sirkulasi atau insitu berperan dalam terjadinya kerusakan ginjal, kulit,
pleksus koroid di otak dan jaringan lainnya (Mok and Lau, 2003; Setiyohadi-and
Kasjmir, 2003). Faktor genetik dan faktor lingkungan dengan jenis kelamin wanita
sangat kuat mempengaruhi patogenesis LES. Faktor-faktor tersebut memicu
kegagalan toleransi imunologis yang bermanifestasi pada respon imun terhadap
antigen inti endogen (Bertsias et al., 2012).

LES ditandai dengan hilangnya toleransi imun secara global dengan
aktivasi sel T autoreaktif dan sel B yang menyebabkan produksi autoantibodi
patogen dan kerusakan jaringan (Choi et al., 2012). Pada LES terjadi gangguan
mekanisme regulasi imun seperti gangguan pembersihan sel-sel apoptosis dan
kompleks imun (Musai, 2010; Suarjana, 2014). Pada LES terjadi aktivasi sel B
poliklonal, meningkatnya jumlah sel yang menghasilkan antibodi,
hypergammaglobulinemia, produksi autoantibodi dan terbentuknya kompleks
imun. Aktivasi sel B poliklonal akan menyebabkan produksi antibodi yang tidak
spesifik yang dapat bereaksi terhadap berbagai jenis antigen termasuk self
antigen (Mok and Lau, 2003). Di samping itu, sitokin diduga juga ikut berperan
dalam patogenesis LES. Keseimbangan sitokin Thl1l/Th2 serta Thl7 telah
ditunjukkan berkaitan dengan berbagai manifestasi klinis LES (Sayed, 2008).

Kompleks antigen-antibodi yang gagal dibersihkan akan menumpuk di
jaringan dan menyebabkan aktivasi sistem komplemen dan atau mediator

inflamasi lainnya, serta kemotaksis limfosit dan polimorfonuklear, pelepasan
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sitokin, kemokin, enzim proteolitik, sehingga memicu kerusakan organ (Hahn,
2013). Kerusakan jaringan pada LES disebabkan utamanya oleh penumpukan
kompleks imun. Kompleks imun terbentuk karena autoantibodi antinuklear terikat
pada materi nuklear di darah dan jaringan. Kompleks imun ini tidak dapat
dibersihkan dengan baik pada LES karena reseptor Fc dan komplemen yang
mengalami penurunan jumlah maupun fungsinya (Tsokos, 2011).

Sintesis dan sekresi autoantibodi pada pasien LES diperantarai oleh
interaksi antara sel T helper CD4+ dan duoble negative T cells (CD4- CDS8-)
dengan sel B. Terjadi kegagalan fungsi dari aktivitas supresi sel T suppressor
dan sel NK terhadap aktivitas sel B. Sel T supressor dan sel NK pada pasien
LES tidak mampu mengatur sintesis dari imunoglobulin poliklonal dan produksi
autoantibodi. Gagalnya supresi terhadap sel B menjadi salah satu faktor yang
menyebabkan penyakit LES berlangsung terus menerus (Mok and Lau, 2003).
Pembersihan (clearance) dari kompleks imun oleh sistem fagosit-makrofag juga
mengalami gangguan pada LES sehingga terjadi kegagalan eliminasi kompleks
imun dari sirkulasi dan jaringan. Hal ini diduga akibat dari penurunan jumlah CR1
yang merupakan reseptor untuk komplemen dan terjadi gangguan fungsi dari
reseptor antibodi pada permukaan sel. Gangguan pembersihan ini juga diduga
akibat tidakadekuatnya fagositosis penumpukan antibodi 1gG2 dan IgG3 (Mok
and Lau, 2003; Munoz, 2005).

Aktivasi sel T dan sel B memerlukan stimulasi oleh antigen spesifik.
Bahan kimia yang iritatif seperti pristane, DNA, dan fosfolipid dinding sel bakteri,
antigen virus dapat menginduksi produksi autoantibodi anti-DNA pada mencit.
Selain itu, self antigen seperti kompleks protein-DNA dan protein-RNA juga dapat

menginduksi - produksi autoantibodi.  Self antigen ditangkap oleh antigen
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presenting cell (APC) atau diikat oleh antibodi pada permukaan sel B. APC dan
sel B memproses antigen menjadi peptida kemudian menyajikannya pada sel T
melalui molekul HLA (Human Leukocyte Antigen) pada permukaan sel. Sel T
menjadi aktif dan dapat merangsang sel B untuk memproduksi autoantibodi yang
patogenik. Selain stimulasi melalui kontak langsung, interaksi dengan APC,
aktivasi sel T dan sel B dibantu oleh berbagai sitokin dan membutuhkan molekul
tambahan seperti sistem CD40/CD40L dan B7/CD28/CTLA4 untuk memberikan
sinyal kedua dalam proses aktivasi (Mok dan Lau, 2003).

DNA atau RNA sebagai self antigen dapat berikatan dengan TLR (toll like
receptors) dan mengaktivasi respon imun innate diantaranya sel dendritik dan
makrofag. Sel dendritik yang teraktivasi akan berubah dari tolerogenik menjadi
sel dendritik pro inflamasi yang mensekresi sitokin inflamasi (IFN-I). Sel
makrofag/monosit yang teraktivasi juga akan mensekresikan sitokin inflamasi
diantaranya TNF-a, IL-1, IL-12, serta IL-23. Aktifasi sel limfosit B juga dapat
terjadi secara langsung dengan aktivasi oleh DNA/RNA melalui jalur TLR dan
IFNa. Selain itu aktivasi sel B dapat dibantu oleh sel T untuk mensekresi
autoantibodi juga maturasinya menjadi sel plasma oleh BLyS (B-lymphocyte
stimulator)/BAFF (B cell-activating factor), IL-6, dan beberapa sitokin lainnya
(Hahn, 2013).

2.1.5 Manifestasi Klinis LES

LES adalah penyakit yang ditandai abnormalitas sistem imun disertai
kelainan banyak organ (Zhu et al,, 2007). Tingginya produksi autoantibodi
terhadap antigen inti, seperti double-strand DNA (ds-DNA) dan kromatin,
menyebabkan kerusakan organ pada LES dan menjadi ciri-ciri utama LES

(Lauwerys, 2003; Zhu et al., 2007). Penderita lupus biasanya mengeluh lemah,
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demam, malaise, anoreksia dan berat badan menurun. Gejala klinis yang timbul
bervariasi dari ringan, berat, bahkan sampai dapat mengancam jiwa (Wallace,
2007; Zhu et al., 2007). Gagal ginjal dan kerentanan infeksi akibat pemberian
imunoterapi menjadi penyebab tersering kematian pasien LES (Baratawidjaja,
2003).

Manifestasi klinis LES dapat digolongkan menjadi beberapa golongan,
diantaranya, gejala sistemik berupa demam, penurunan berat badan;
muskuloskeletal: arthritis, arthralgia, nodul subkutan, mialgia; Cardiorespiratory:
miokarditis, kardiomegali, lupus penumonia; Genitourinaria: sindroma nefrotik;
Gastrointestinal: disfagia, nausea, diare, perdarahan; Hemic-lymphatic: anemia,
adenopati, leukopenia; Serologis: hipoalbumin, positif palsu VDRL, ANA, anti-
dsDNA, anti-SSA. Penyakit LES sering mengalami- overlap dengan gejala
penyakit lain diantaranya skleroderma, rheumatoid artritis, serta akibat konsumsi
obat-obatan tertentu diantarany hydralazine dan procainamide (Wallace, 2007).
2.1.6 Diagnosis LES

Diagnosis LES dapat dilakukan dengan penilaian klinis dan laboratorium.
Kriteria diagnostik LES pada jaman dulu menggunakan kriteria dari American
College of Rheumatology (ACR) pada tahun 1997. Dewasa ini, kriteria untuk
diagnosis LES beralih- menggunakan kriteria kriteria terbaru dari Systemic Lupus
International Collaborating Clinics (SLICC) tahun 2012, Kriteria SLICC 2012
adalah kriteria yang lebih kompleks dan dapat digunakan bila kriteria ACR tidak
dapat mengklasifikasikan LES. Kriteria SLICC 2012 dijelaskan lebih lanjut pada
Tabel 2.1. Diagnosis LES tegak jika didapatkan lebih dari sama dengan 4 kriteria

(sedikitnya 1 kriteria klinis ditambah 1 kriteria laboratorium) atau jika didapatkan
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biopsy ginjal lupus nefritis ditambah ANA atau anti-DNA yang positif (Petri et al.,

2012).
Tabel 2.1 Kriteria SLICC 2012
Kriteria Klinis Kriteria Imunologi
1. Acute Cutaneous Lupus 1. ANA
2. Chronic Cutaneous Lupus 2. Anti-DNA
3. Ulkus mulut atau hidung 3. Anti-Sm
4. Alopesia tanpa skar 4. Antifosfolipid Ab
5. Artritis 5. Kadar komplemen yang rendah (C3,
C4, CH50)
6. Serositis 6. Direct Coomb Test (Tidak dihitung

jika ada hemolytic anemia)

. Ginjal

7
8. Neurologis
9. Hemolytic anemia

10. Leukopenia

11. Trombositopenia (<100.000/mm3)

2.1.7 Penatalaksanaan Penyakit LES
Pada umumnya, penelitian-penelitan mengenai  terapi  lupus
merekomendasikan terapi pada LES, sebagai berikut (tabel 2.2):

Tabel 2.2 Rekomendasi Terapi LES dengan Manifestasi Organ Ringan dan

Sedang.
Indikasi Medikasi

Hidroklorokuin, atau
Klorokuin,

Lini pertama dan terapi dasar Atau
Jika indikasi, berikan NSAID
dan/atau glukokortikoid
Azathiopin

Jika tidak memberikan respons atau tidak Atau

ada penurunan pada glukokortikoid < 7,5 Methotexate

mg mungkun untuk jangka panjang Atau

Mycophenolate mofetil

Terapi tambahan pada LES positif
autoantibodi dengan aktivitas penyakit Belimumab
tinggi meskipun dengan terapi standar

Keterangan: TB, Tinggi Badan; BB, Berat Badan; mg, miligram; kg, kilogram;
LES, Lupus Eritematosus Sistemik; NSAID, Non-Steroidal Anti-Inflammatory
Drug; S.C., Subcutaneous; I.V., Intravenous (Kuhn et al., 2015).
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Agen antimalaria direkomendasikan pada setiap terapi pasien LES
selama tidak ada kontraindikasi. Kerja dari antimalaria berdasarkan pada
hambatannya pada aktivasi TLR intraseluler. Hidroksiklorokuin dan klorokuin
merupakan terapi yang telah diakui pada LES. Obat-obat tersebut memiliki
efikasi yang bagus terhadap artritis dan lesi kulit LES spesifik, anti: malaria
menjaga remisi LES, serta menurunkan kerusakan organ dan flare pada LES
(Kuhn et al., 2015). Pada pasien LES tanpa manifestasi organ, terapi jangka
panjang antimalaria seharusnya sudah cukup. Akan tetapi, onset antimalaria
yang lambat menyebabkan kebanyakan pasien membutuhkan tambahan
medikasi jangka pendek yang efektif, antara lain NSAID atau glukokortikoid. Jika
pemberian glukokortikoid setara dengan prednisolon 5-7,5 mg/hari tidak dapat
diturunkan atau dilanjutkan dengan dalam periode waktu yang memungkinkan,
pemberian azathiopin, metotreksat, atau mikofenolat ~mofetil dapat
direkomendasikan (Bertsias et al., 2008). Dengan demikian, pasien bisa
memerlukan banyak obat yang harus dikonsumsi dan penggunaannya
kebanyakan dalam jangka panjang (bertahun-tahun) hingga seumur hidup.
Selain itu, penggunaan imunosupresan tentunya membuat pasien menjadi lebih
rentan terhadap infeksi bakteri dan jamur.

Obat lain yang dianggap sebagai pilihan terapi yang efektif adalah
belimumab. Pada tahun 2012, belimumab telah diakui sebagai terapi tambahan
untuk pasien dewasa dengan LES positif autoantibodi yang telah mendapatkan
terapi standar namun masih menunjukkan aktivitas penyakit yang tinggi, pasien
dengan intoleransi dan tidak dapat menerima glukokortikoid dosis tinggi. Akan
tetapi, obat ini memiliki ffek samping yang dpaat muncul antara lain mual, diare,

infeksi bakteri dan virus (seperti bronkitis, sistitits dan faringitis), serta reaksi
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hipersensitivitas. Data mengenai efikasi belimumab pada praktik klinis rutin pun
masih terbatas (Manzi et al., 2012).

Dalam beberapa dekade terakhir, perkembangan mengenai strategi
target terapi LES telah berkembang dengan pesat seiring dengan semakin
ditemukannya perkembangan dalam patogenesis LES. Kemajuan perkembangan
tersebut mengarahkan kepada munculnya strategi pendekatan baru yang
menargetkan pada suatu molekul spesifik yang berperan dalam patogenesis
LES, yang disebut sebagai terapi agen biologis. Terapi agen biologis adalah
suatu terapi yang menggunakan antibodi monoklonal yang dapat menetralisir
atau menghambat kerja suatu molekul baik reseptor atau ligannya ataupun
sitokin-sitoikin tertentu. Beberapa strategi pada terapi biologis adalah dengan
menargetkan sel B, menargetkan sel T, memblokir kostimulator, menghambat
sitokin dan menghambat komplemen (Postal et al., 2012).

Sebagian besar terapi agen biologis ditujukan kepada molekul yang
berhubungan dengan aktivasi sel B dan sel T. Terapi tersebut dibuktikan memiliki
efek yang lebih baik dibandingkan dengan terapi konvensional yang
menggunakan kortikosteroid dan imunosupresan, dinilai dari beberapa kasus.
Pada kasus-kasus LES yang gagal diterapi menggunakan pengobatan
konvensional, agen biologis ditemukan mampu memperbaiki kondisi klinis LES
pada pasien tersebut. Meskipun demikian, masih belum semua agen biologis
tersebut dapat digunakan karena masih dalam tahap uji trial klinik (Postal et al.,
2012).

Disregulasi sitokin terjadi pada hewan coba model LES dan pasien LES.
Terapi dengan melakukan pendekatan terhadap sitokin menjadi hal yang

menjanjikan. Pada LES terjadi disregulasi pada sitokin-sitokin seperti TNF-q,
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IFN-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-10, IL-15 dan IL-18 yang berperan penting pada
proses inflamasi yang memicu kerusakan organ dan jaringan. Sitokin-sitokin
tersebut dianggap mampu menjadi target potensial untuk mengurangi inflamasi
kronis pada LES (Postal et al., 2012). Akan tetapi, penelitian mengenai terapi
dengan target sitokin juga masih banyak dibuktikan dalam penelitian pre klinik
dan kandidat terapi ini - membutuhkan biaya yang mahal. Oleh karena itu,
diperlukan suatu metode pengobatan maupun pencegahan baru yang dapat
menginduksi dan memperbaiki regulasi sistem imun terhadap self antigen
sehingga meminimalkan resiko pengobatan konvensional dan memperbaiki
kondisi klinis pasien LES secara maksimal (Kalim et al., 2013).

2.2 Toleransi Imun

2.2.1 Mekanisme Toleransi Imun

Toleransi Imunologi (Immunological Tolerance) adalah ketidakmampuan
dari sistem imun untuk memberikan respon terhadap suatu antigen dikarenakan
telah mendapat induksi dari antigen yang sama sebelumnya. Sel limfosit yang
dikenalkan dengan antigen dapat menjadi aktif dan memicu respons imun,
ataupun dapat menjadi tidak aktif atau tereliminasi dan memicu toleransi. Antigen
yang menyebabkan toleransi disebut tolerogen (tolerogenic antigens). Toleransi
terhadap antigen yang diproduksi tubuh (self-antigen) disebut sebagai self-
tolerance (Abbas et al., 2007).

Sistem imun pada dasarnya dipegang oleh dua sel utama, yakni sel
limfosit B (berperan dalam respons humoral) dan sel limfosit T (berperan dalam
respons seluler). Ketidakmampuan kedua sel-sel tersebut dalam memberikan
respons terhadap antigen spesifik dikenal dengan istilah anergi. Lymphocyte

anergy (disebut clonal anergy) adalah kegagalan dari klonal sel B ataupun sel T
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untuk bereaksi terhadap antigen sehingga dapat mempertahankan toleransi
imunologi terhadap antigen tubuh sendiri (Cruse & Lewis, 2003).

Proses induksi toleransi (induced tolerance) terdapat dua jenis, yakni
toleransi sentral dan toleransi perifer. Toleransi sentral adalah toleransi yang
timbul selama perkembangan dari sel limfosit, sementara toleransi perifer adalah
toleransi yang timbul setelah sel limfosit meninggalkan organ limfoid primer.
Toleransi sentral terjadi pada organ primer/sentral dari perkembangan sel
limfosit, yakni timus untuk sel T dan sumsum tulang untuk sel B. Selama
perkembangan sel B dan sel T di sumsum tulang dan thymus, kehadiran antigen
yang terdapat pada organ tersebut umumnya adalah self-antigen. Hal ini
dikarenakan antigen asing dari lingkungan luar, tidak akan ditrasport ke dalam
timus, melainkan ditangkap dan ditransportasikan menuju organ limfoid perifer
(Abbas et al., 2007).

Paparan terhadap self antigen dengan dosis tinggi akan memicu sel
limfosit muda (immature) mengalami beberapa kemungkinan selama toleransi
sentral, yakni sel tersebut akan apoptosis (disebut juga clonal deletion),
beberapa sel B muda yang tidak mati akan mengalami perubahan pada reseptor
mereka sehingga tidak mengenali self antigen (proses ini disebut juga receptor
editing), dan beberapa CD4+ akan berdeferensiasi menjadi sel T regulator (biasa
disebut sel T suppressor) yang kemudian bermigrasi ke organ perifer dan
mencegah respons terhadap self antigen. Toleransi perifer terjadi saat limfosit
dewasa yang mampu mengenal self antigen kehilangan kemampuannya dalam
memberikan respons (disebut anergi), mengalami penurunan viabilitas sel, dan

mengalami apoptosis (Abbas et al., 2007).
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Sel B dapat menjadi toleran terhadap suatu antigen melalui empat
tahapan peristiwa, vaitu clonal abortion, clonal exhaustion, functional
deletion, dan AFC blockade. Clonal abortion terjadi saat pertama kali sel B yang
belum matang bertemu dengan suatu antigen dalam jumlah yang kecil. Kondisi
seperti ini diduga dapat memicu pembatalan sel B menjadi matur untuk memicu
respons imun. Peristiwa clonal exhaustion terjadi jika terjadi paparan terhadap
suatu antigen yang bersifat T-independent dapat menyebabkan terjadinya clonal
exhaustion. Hal tersebut mengakibatkan AFC (antibody-forming cells) dari sel B
yang terbentuk berusia pendek dan akhirnya tidak tersedia lagi sel yang dapat
merespon antigen. Peristiwa delesi fungsional disebabkan oleh keberadaan
antigen yang bergantung maupun yang tidak bergantung terhadap sel T.
Terjadinya delesi fungsional disebabkan oleh tidak adanya bantuan dari sel T
untuk melawan antigen tersebut sehingga sel B tidak dapat merespon secara
normal. Paparan dosis antigen yang sangat besar dapat mengakibatkan
terjadinya penghambatan pembentukan sel AFC sehingga antibodi tidak
terbentuk (Abbas et al., 2007).

Mekanisme toleransi sel T secara umum memiliki kemiripan dengan sel
B. Tahapan-tahapan toleransi sel T diantaranya clonal abortion, functional
abortion, dan sel T suppression. Clonal abortion dalah tahapan dimana sel T
imatur dapat dihambat proses pematangannya dengan cara yang mirip dengan
sel B. Functional deletion terjadi saat sel T yang matang fungsinya dihambat oleh
paparan terhadap antibodi. Sel T suppression dapat menghambat fungsi sel T

matur untuk mengenali antigen (Abbas et al., 2007).
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2.2.2 Kegagalan Toleransi Sistem Imun pada LES

Toleransi imunologis adalah salah satu mekanisme normal yang dimiliki
oleh sistem imun.secara normal. Sistem imun dapat bereaksi terhadap berbagai
macam jenis mikroba (non self antigen) namun tidak bereaksi melawan antigen
yang berasal dari tubuh sendiri (self antigen). Hal ini dikarenakan sel limfosit
memiliki kemampuan untuk mengenali self antigen yang didapatkannya saat
proses menuju maturasi. Mekanisme ini sangat penting dalam menjaga
keseimbangan sistem tubuh. Apabila mekanisme ini gagal, maka akan terjadi
suatu autoimunitas, yaitu sistem imun dari individu dapat menyerang sel dan
jaringan dari individu itu sendiri. Penelitian tentang induksi toleransi dewasa ini
banyak dilakukan untuk menemukan cara yang aman untuk mentoleransi pasien
autoimun terhadap self antigen mereka. Hal ini biasanya dilakukan dengan
memberikan terapi injeksi alergen secara berkala dengan formulasi khusus atau

pemberian injeksi self antigen untuk mengembalikan regulasi imun (Abbas et al,

Local tissue contributions to infl
= Type | IFN
Cenetics Susceptible = Hormones Lossof ?Triggers  Spread of « TNF
state = Microbes  tolerance autoimmunity . IL-6
* Ultraviolet = Epigenetic changes

light = Tissue damage
= Diet
= Toxins
= Stochastic
effects

Self-sustaining
feed-forward loop

tic Autoantibodies ————————— Symptoms

Gambar 2.3 Patogenesis LES
Perkembangan penyakit LES dapat dibagi menjadi beberapa tahapan. Faktor genetik dan
lingkungan berperan pada perkembangan penyakit ini. Pemicu seperti infeksi menyebabkan
autoimunitas, tetapi unsur-unsur yang menyebabkan hilangnya toleransi dan autoimunitas belum
dapat dijelaskan dengan baik. Perubahan epigenetic, deposisi imun kompleks dan autoantibodi
yang memperantarai kerusakan jaringan menyebabkan inflamasi kronis dan kerusakan organ
ireversibel. (Tsokos et al., 2016)

Patogenesis LES bergantung pada hilangannya toleransi imun dan
produksi autoantibodi yang terus menerus (Gambar 2.3). LES umumnya

merupakan kondisi yang berlangsung seumur hidup. Salah satu konsep kunci
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dalam patogenesis LES adalah ketidakseimbangan antara apoptosis sel dan
pembersihan bahan apoptosis. Antigen inti sel biasanya tidak dapat dikenali oleh
sistem imun, namun selama apoptosis, membran sel membentuk blebs yang
mengandung material seluler terfragmentasi, termasuk antigen inti sel (Tsokos et
al., 2016). Debris apoptosis tersebut biasanya dibersihkan dengan cepat dan
tidak akan dapat dikenali oleh sistem imun. Pada manusia, sekitar 1 miliar
neutrofil mengalami apoptosis setiap hari dan apoptosis sel dapat meningkat
akibat terpapar sinar ultraviolet, infeksi, dan paparan toksin, yang hal tersebut
diketahui terkait dengan terjadinya penyakit LES (Theofilopoulos et al., 2011).

LES dianggap sebagai penyakit yang disebabkan oleh hilangnya toleransi
sel B dan sel T. Sel B autoreaktif pertama Kkali ditemukan berperan pada
patogenesis LES pada tahun 1950an ketika antibodi anti-DNA ditemukan
sebagai komponen utama LES, dan penelitian-penelitian terbaru telah
membuktikannya lebih jauh. Sel T juga diketahui berperan pada patogenesis
LES. Aktivasi sel T secara spontan adalah karakteristik penyakit LES: jaringan
mencit dan manusia dengan LES diinfiltrasi oleh sel T CD4+ (Duty et al., 2009;
Rottman and Willis, 2010)

Respon imun adaptif pasien LES berbeda dengan seseorang tanpa
penyakit LES. Respon imun yang diperantarai sel B dan sel T bertujuan untuk
melawan antigen asing. Akan tetapi, respon imun yang diperantarai sel B dan sel
T pada LES justru melawan self antigen akibat adanya penumpukan autoantigen
yang gagal dibersihkan. Adanya respon dari sel T-Regulator mungkin dapat
menekan atau mengurangi respon sel B maupun sel T. Sebenarnya, ada banyak
bukti bahwa respons imun pada LES pada dasarnya adalah umpan balik positif

yang mana sel imun yang berperan diaktivasi terus-menerus secara langsung



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

23

atau tidak langsung dengan adanya kompleks antigen autoantibodi (Christensen
et al.,, 2006). Setelah diinisiasi, respons autoimun dapat menyebar melalui
pengaruh autoantigen ke autoantigen lainnya (misalnya, “epitope spreading”),
sehingga menyebabkan eksaserbasi (Deshmukh et al., 2005). Dengan demikian,
pasien LES ditandai oleh hilangnya toleransi sel B dan T terhadap self antigen,
yang menyebabkan produksi autoantibodi dan inflamasi (Rottman and Willis,
2010).

Terlepas dari berbagai gejala klinis yang muncul pada LES, baik pada
mencit maupun manusia, autoantibodi secara langsung melawan jumlah
autoantigen yang relatif kecil, terutama berasal dari inti sel. Antibodi tidak hanya
terbentuk melawan DNA, ribonukleoprotein, dan fosfolipid namun juga dapat
melawan kompleks imun yang dihasilkan. Meskipun alasan mengapa pasien LES
dapat memproduksi autoantibodi terhadap antigen inti sel tetap harus dibuktikan,
infeksi Epstein-Barr Virus (EBV) diketahui belakangan ini dianggap sebagai
faktor risikonya. Hipotesisnya adalah setelah infeksi EBV, pasien awalnya
memproduksi antibodi melawan antigen EBV-1 namun kemudian bereaksi silang
dengan ribonukleoprotein Sm dan Ro, sehingga membentuk kompleks imun
antibodi-autoantigen. Respons imun berikutnya terhadap kompleks antibodi-
autoantigen ini- memicu penyebaran epitope kemudian menghasilkan produksi
antibodi melawan sejumlah antigen inti sel yang baru, (Harley et al., 2006)
termasuk nukleosom (Mortensen et al., 2008). Menariknya, nukleosom dari sel
apoptosis dapat mengaktifkan antigen-presenting cells (APC) (Urbonaviciute et
al., 2008) dan merupakan autoantigen yang poten untuk dikenali sel B dan sel T
(Bruns et al., 2000). Kemampuan nukleosom yang dibawa oleh sel apoptosis

untuk menginduksi aktivasi APC bergantung pada kehadiran mediator
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proinflammasi HMGB1 (high-mobility group box protein-1). Apabila kompleks
nukleosom-HMGB1 ditemukan pada sirkulasi pasien LES, menunjukkan pasien
tersebut memiliki tingkat apoptosis endogen yang tinggi (Urbonaviciute et al.,
2008). Dengan demikian, paparan agen infeksi yang memicu produksi antibodi
antiviral yang bereaksi silang dengan antigen inti sel pada sel apoptosis adalah
satu mekanisme yang mengapa pasien LES dapat memproduksi autoantibodi.
Masih terdapat faktor predisposisi lain yang dihipotesiskan berperan terhadap
timbulnya autoimunitas pada LES (Rottman and Willis, 2010).

Salah satu alasan mengapa mencit LES dan pasien LES dapat
memproduksi-autoimmunitas terhadap antigen inti sel adalah kegagalan toleransi
sentral dari sel B. Pada manusia dan mencit yang sehat, sel B imatur yang
spesififik dapat mengenali antigen inti akan mengalami pengeditan reseptor atau
menjadi anergi sehingga terjadi toleransi terhadap antigen inti sel. Sebaliknya,
pada mencit lupus terjadi kegagalan untuk menghapus atau menonaktifkan sel B
autoreaktif yang spesifik untuk DNA/kromatin dan RNA dengan kata lain terjadi
kegagalan pada induksi toleransi sentral (Rottman and Willis, 2010).

Pada LES diperkiraan juga terjadi kegagalan toleransi perifer sel B. Sel T-
Regulator (T-Reg) berperan penting dalam menginduksi toleransi perifer
sehingga penurunan sel T-Reg menyebabkan peningkatan produksi autoantibodi
pada penyakit autoimun seperti LES (Morgan et al., 2003). Induksi peningkatan
sel T-Reg dapat menekan produksi autoantibodi secara in vitro dan in vivo. Satu
mekanisme sel T regulator menghambat fungsi sel B autoreaktif pada mencit dan
manusia adalah dengan menginduksi apoptosis melalui mekanisme kontak sel
secara langsung. Pasien LES yang baru terdiagnosis diketahui mengalami

penurunan jumlah sel CD4+CD25+. Sel T-Reg Foxp3+ pada pasien LES
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mengalami penurunan kemampuan dalam menekan proliferasi sel CD4 dan
CD8. Dengan demikian, pada pasien LES maupun mencit LES, kegagalan
toleransi terhadap self antigen disebabkan oleh beranekamacam penyebab.
Abnormalitas fungsi dan genetik menjadi salah satu predisposisi LES (Rottman
and Willis, 2010).

Pada LES terjadi regulasi epigenetik sehingga DNA pada pasien LES
mengalami hipometilasi.  DNA - hipometilasi dari sel limfosit T pasien LES
menyebabkan aktivasi sel T autoreaktif, peningkatan apoptosis, akumulasi
debris-debris apoptosis karena penurunan jumlah sel fagosit. Selain penurunan
sel fagosit, mekanisme lain yang menjadi presdisposisi LES adalah defisiensi
genetik komplemen C1q, C4, dan/atau C2 sehingga menghambat konversi C3
dan mengganggu pembersihan komplek imun. Hal tersebut menyebabkan
paparan antigen inti sel secara terus-menerus dan menjadi predisposisi
hilangnya toleransi self. Karena apoptosis adalah proses fisiologis yang normal,
tidak jelas mengapa individu yang biasanya toleran berkembang menjadi
autoimun terhadap komponen inti sel mereka sendiri. Satu hipotesis yang
menerangkan hal tersebut adalah bahwa pada pasien LES, debris apoptosis
diproses dengan cara yang berbeda sehingga menyebabkan mereka menjadi
imunogenik (Rottman and Willis, 2010).

Debris-debris apoptosis yang menetap dan mengandung asam nukleat
dapat merangsang respons inflamasi melalui aktivasi reseptor pengenalan asam
nukleat, seperti anggota keluarga Toll-like Receptor (TLR) (Theofilopoulos et al.,
2011). Reseptor pengenalan asam nukleat mengendalikan retrovirus endogen,
mengenali patogen virus, dan pertahanan melawan bakteri intraselular, dan

sangat terkait dengan produksi interferon tipe | (IFN). Defek pada jalur ini dewasa
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ini  memiliki peran penting pada patogenesis LES, karena keduanya
meningkatkan kerentanan penyakit dan secara langsung menyebabkan LES

(Tsokos et al., 2016).

e, o
- o
s o % o
), _\ﬁ\‘ o8, ({_\/L = TNF * Recruitment of
5’ -4 . é ) —— =Il-6 —»  inflammatory cells
%L_\ wef LI 0°'° vﬁ = IL-8 = Tissue injury
Neutrophil Apoptotic cell Macrophage ‘l
I
/ HMGB1
CAMPO ‘?:;?0 b TsE;
S
7 pAgesuse
e Antigen
({ NET g=n
presentation O
Type lIFN Teell
Antibodies to IL-21
Mucleic acids nucleic acids co-stimulation
A BAFF-R
] " Myeloid
FR ol dendriticcell S, L1

/ I-M\ \_/ BAFF cell
IL-6
| TLRO TLRT B cell
Type | IFN ’
\\o /Q Q\ ) TACI

— -

Plasmacy;c; d dendritic cell Autoantibodies

Gambar 2.4 Respon Seluler pada Perkembangan LES (Tsokos et al., 2016)

Kontribusi seluler terhadap pengembangan SLE. Neutrofil dan sel apoptosis berada pada
awal patogenesis lupus eritematosus sistemik (LES). Sel-sel tersebut memiliki ligan untuk memicu
ekspresi interferon tipe | (IFNs). Neutrofil mewakili sel inflamasi yang berperan penting pada
kerusakan organ; sel-sel ini juga dapat menghasilkan neutrophil extracellular traps (NET), sumber
citrullinated peptide dan antigen asam nukleat, melalui NETosis. Banyak sel dapat menghasilkan
IFNs tipe I, namun IFN tipe | paling banyak diproduksi oleh sel dendritik plasmasitoid. Debris
apoptosis dapat mengaktifkan ekspresi sitokin inflamasi sehingga terjadi perekrutan sel inflamasi
ke dalam jaringan. Baik sel T dan sel B berperan pada timbulnya autoreaktivitas sehingga sel B
memproduksi autoantibodi. Produksi IL-17 oleh sel T juga berkontribusi terhadap infiltrasi neutrofil
pada organ. BAFF, B-cell activating factor; BAFF-R, BAFF receptor; CAMP, cathelicidin
antimicrobial peptide; FcR, Fc receptor; MHC, major histocompatibility complex; TACI,
transmembrane activator and cyclophilin ligand interactor; TLR, Toll-like receptor.

IFN Tipe | dan sitokin inflamasi lainnya meningkatkan diferensiasi B-sel
dan hilangnya toleransi. Sel B dapat merespons asam nukleat melalui
pengenalan antigen langsung dan melalui reseptor IgM permukaan untuk protein
yang membentuk kompleks dengan asam nukleat. Begitu autoantibodi terbentuk,
sel B juga dapat mengambil asam nukleat melalui reseptor Fc dan reseptor sel B

yang mengenali Fc (faktor rheumatoid) (Leadbetter et al., 2002). Setelah
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diaktifkan, sel B ini matang, berkembang, dan mulai mengeluarkan lebih banyak
antibodi, yang meningkatkan respon imun adaptif (Gambar 2.4). Kelainan sel T
dan sel B telah lama dijelaskan pada LES dan dianggap penting dalam proses
penyakit. Autoantibodi yang diidentifikasi pada LES umumnya memiliki afinitas
tinggi dan merupakan antibodi IgG yang bermutasi secara somatik (Tsokos et al.,

2016).

LES ditandai dengan produksi antibodi terhadap berbagai antigen sendiri,
namun khususnya lebih terkait dengan anti-dsDNA. Antibodi Anti-dsDNA
diproduksi sebelum timbulnya = penyakit klinis dan berkaitan dengan
meningkatnya manifestasi lupus yang parah seperti glomerulonephritis (Giles
and Boackle, 2013). LES adalah penyakit autoimun yang melibatkan banyak
komponen sistem imun dan menghasilkan produksi autoantibodi terhadap
berbagai antigen termasuk diantaranya, namun tidak terbatas pada, DNA
beruntai ganda (dsDNA), protein pengikat RNA (RBPs), dan fosfolipid (Diamond
et al., 2011). Banyak penyakit autoimun menghasilkan produksi autoantibodi,
namun antibodi anti-dsDNA sangat spesifik untuk penyakit LES. Penelitian
terbaru menunjukkan spesifisitas anti-dsDNA sebesar 100% pada pasien sehat
dan 97% pada pasien dengan berbagai masalah kesehatan multipel (Wichainun
et al., 2013). Antibodi anti-dsDNA di LES pertama kali ditemukan pada tahun
1957 di dalam darah dan kemudian ditemukan di ginjal pasien nephritis (Tsokos
et al, 2016). Kehadiran antibodi ini dalam darah pasien lupus selama beberapa
tahun sebelum manifestasi Klinis pertama muncul menunjukkan anti-dsDNA
mungkin berperan dalam perkembangan klinis penyakit LES (Arbuckle et al.,

2003).
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Sel B dan sel T merupakan sistem kekebalan adaptif yang dilakukan
pengeditan dan penghapusan reseptor selama proses perkembangan sel untuk
memastikan bahwa sel yang reaktif terhadap antigen diri sendiri atau sel
autoreaktif tidak dilepaskan ke sirkulasi perifer. Meskipun demikian, beberapa sel
autoreaktif dapat melepaskan diri dari mekanisme toleransi dan memasuki
sirkulasi perifer. Adanya sel B autoreaktif pada individu sehat menyebabkan
terbentuknya autoantibodi yang bersifat sementara, termasuk yang memiliki
spesifisitas anti-dsDNA, setelah infeksi (Racanelli et al., 2011). Salah satu faktor
yang mempengaruhi potensi patogenik auto-antibodi anti-dsDNA adalah isotipe
antibodi yang dimiliki: manusia dengan penyakit aktif berkaitan dengan isotipe
IgG dan bukan IgM atau IgA (Forger et al., 2004), dan pada model mencit lupus,
subkelas lgG2a lebih patogenik daripada 1gG1l karena dapat mengaktivasi
komplemen dan Fc receptor dengan lebih efisien (Baudino et al., 2006).

2.3 dsDNA
2.3.1 dsDNA

Deoxyribonucleic acid (DNA) adalah suatu materi yang terdapat pada
tubuh manusia dan semua makhluk hidup yang diwarisi secara turun menurun.
Semua sel pada tubuh memiliki DNA yang sama dan sebagian besar terdapat
pada nukleus. DNA juga dapat ditemukan pada mitokondria (Campbell et al.,
2004). Struktur dari DNA terdiri dari gugus fosfat, gula deoksiribosa dan basa
nitrogen. Informasi yang dibawa oleh DNA bergantung pada urutan basa nitrogen
yang terdiri dari Adenin (A), Timin (T), Guanin (G) dan Sitosin (C). Basa pada
DNA selalu berpasangan yaitu A-T dan G-C (Lewis, 2003; Stansfield et al.,
2006). Masing-masing pasangan basa melekat pada molekul gula (deoksiribosa)

dan fosfat membentuk unit nukleotida. Nukleotida tersusun berpasangan pada
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baris panjang yang berbentuk spiral yang sering disebut double helix (Suryo,
2011).

DNA dapat bereplikasi dan memperbanyak jumlahnya ketika akan terjadi
pembelahan sel sehingga tiap sel baru akan memiliki DNA yang sama seperti sel
yang lama. Proses replikasi DNA dimulai ketika untaian DNA dibuka dan
dipisahkan oleh enzim helikase sehingga terjadi pemisahan antara untaian satu
dengan untaian lainya (Stanfield et al., 2002). Selanjutnya, tiap untaian DNA
yang terpisah tersebut menjadi dasar cetakan (template) pasangan basa baru
yang prosesnya dibantu oleh enzim DNApolymerase. Enzim ini akan
memasangkan basa-basa yang sesuai dengan templatnya (Yuwono, 2005).
Fungsi DNA adalah untuk Dbereplikasi dan mensintesis protein. Replikasi
diperlukan untuk memberikan informasi yang sama pada tiap sel baru ketika
terjadi pembelahan. Dalam proses sintesis protein, DNA menyediakan informasi
genetik yang diperlukan oleh sel untuk dapat berfungsi secara fungsional dan
struktural. Informasi dari DNA diturunkan dari generasi ke generasi dan
merupakan kombinasi dari ayah dan ibu (Butler, 2005).

DNA dapat dicampur dengan kationik poliamin polyethylenimine/PEl
(DNP) sebagai larutan pembawa yang menghantarkan DNA. Larutan ini
mengoptimalkan efisiensi dan stabilitas DNA (Intra and Salem, 2008; Gunther et
al., 2011). Sel akan menangkap DNP melalui proses fagositosis dan endositosis
kemudian dsDNA akan dilepaskan ke sitoplasma karena polimer kationik dari
PEI akan merusak vesikel endositik melalui efek “proton-sponge” (Gunther et al.,
2011). DNP akan ditangkap oleh sel dendritik, makrofag atau sel B. DNP akan
menstimulai sel dendritik untuk mengekspresikan IDO dan juga sel selain sel

dendritik juga mengekspresikan IDO. Induksi IDO ini dipicu sinyal dari IFNaf
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(IFN tipe I). Sel dendritik akan mencerna DNP kemudian memicu pelepasan IFN
tipe | yang dapat menginduksi CD19+ DC mengekspresikan IDO melalui jalur
autokrin maupun parakrin (Huang et al., 2012). dsDNA dapat ditangkap oleh
TLR9/MyD88 yang menghasilkan sinyal untuk melepaskan IFNaf. DNA juga
memiliki sensor pada sitosol diantaranya DDX41/STING, LRRFIP/B-catenin,
AIM2/ASC sebagai jalur untuk menginduksi pelepasan IFNap (Ishikawa et al.,
2009; Fernandez et al., 2010; Yang et al., 2010; Barbalat et al., 2011). Hal ini
menunjukkan bahwa pelepasan IFNap tidak hanya bergantung pada jalur
TLR9/MyD88 (Huang et al., 2012).
2.3.2 Self antigen-dsDNA pada LES

Penelitian terdahulu yang dilakukan Christense et al menunjukkan bahwa
self antigen dsDNA yang menjadi penyusun kompleks imun dapat memicu
aktivasi sel dendritik plasmasitoid pada pasien LES sehingga terbentuk
autoantibodi dsDNA (Means, 2005). Disregulasi dari pembersihan debris-debris
apoptosis menjadi karakteristik penyakit LES sehingga terjadi paparan dari
antigen tubuh sendiri. Akumulasi debris ini akan memicu TLRs dan sensor asam
nukleat. Sel-sel yang mengekspresikan TLR diantaranya sel B, beberapa sel T,
sel dendritik (DC), makrofag, serta beberapa sel non imun diantaranya sel epitel
dan fibroblast. Beberapa jalur telah berevolusi untuk mencegah aktivasi sistem
imun dalam melawan debris-debris seluler endogen. Sel-sel apoptosis akan
dilapisi dengan komponen komplemen C1q, protein C-reaktif, pentraxin 3, dan
serum amyloid P, yang meningkatkan fagositosis tanpa stimulasi imun (Gaipl et
al., 2004; Janko et al., 2011). Selain itu, terdapat DNase | yang berkontribusi
dalam degradasi kromatin (Gaipl et al., 2004). Akan tetapi, aktivitas DNase |

pada pasien dengan LES dan pada mencit model lupus diketahui mengalami
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penurunan (Wilber et al., 2003). Beberapa mutasi genetik diteliti pada keluarga
penderita LES diantaranya mutasi pada DNase | serta PRKCD yang mengkode
enzim kinase Cd (enzim yang mengaktivasi pada banyak jalur apoptosis) (Belot
et al., 2013).

Sel apoptosis sebagian besar akan dibersihkan oleh sel-sel didalam
kompartemen retikuloendotelial (RES) (Dieker et al.; 2015). Mencit model lupus
dapat menjadi model yang baik untuk mempelajari peran TLR. TLR3, TLR7,
TLR8, dan TLR9 berada pada retikulum endoplasma. Transfer TLR ke endosom
diregulasi oleh protein trafficking unc-93 homologue B1 (UNC93B1). Didalam
plasmacytoid DCs (pDCs), UNC93bl membawa kompleks DNA besar ke
endosom awal dimana terdapat TLR9 dan IRF7 yang berperan pada ekspresi
IFN. DNA monomer kecil akan dibawa ke endosom akhir dimana terdapat TLR9
dan NF-kB yang berperan pada ekspresi sitokin proinflamasi (Honda et al.,
2005). TLR9 adalah reseptor untuk DNA yang mengandung motif sekuen
unmethylated CpG. Pasien LES aktif memiliki lebih banyak sel B dan monosit
yang mengekspresi TLR9 dibandingkan pasien LES dengan aktivitas penyakit
yang lebih rendah serta jumlah ini berkorelasi dengan peningkatan kadar antibodi

anti-dsDNA (Papadimitraki et al., 2006).
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Gambar 2.5. Sensor asam nukleat pada LES
Respon imun terhadap asam nukleat pada LES dibuktikan berperan. TLR dibatasi oleh vesikel-
vesikel dan berespon primer pada endositosis asam nukleat. Sensor-sensor sitoplasma mengenali
asam nukleat endogen mirip dengan virus. Respon-respon tersebut bertemu pada dua faktor

transkripsi yaitu IRF3 dan NF-kB yang responsible untuk menginduksi ekspresi IFN tipe | dan
sitokin-sitokin inflamasi yang lain. (Tsokos et al., 2016)

Retroelement

Asam nukleat akan dikenali sensor yang juga terdapat pada sitosol
(Tsokos et al., 2016). Sensor asam nukleat pada sitosol mengenali infeksi virus
dan mengawali pertahanan tubuh dengan memproduksi IFN tipe |. Sensor-
sensor ini juga dapat mendeteksi ligan-ligan endogen dan meningkatkan
inflamasi yang tidak tergantung adanya infeksi. Jalur sinyal untuk sensor ini
mengarah pada stimulator dari gen protein IFN yaitu STING yang dikode oleh
TMEM173 (Ishikawa and Barber, 2008). Perlindungan tambahan adanya efek
dari asam nukleat endogen adalah adanya enzim nuklease yang mendegradasi
asam nukleat. Sensor-sensor ini bekerja didalam sitoplasma berkomplemen
fungsinya dengan TLR endosomal. Sensor pada sitosol mengaktivasi baik
produksi IFN maupun sitokin inflamasi (Schlee and Hartmann, 2016). Terdapat
sensor untuk DNA diantaranya TREX1 yang akan mengaktifkan STING, dan
masih ada sensor yang lainnya tetapi mekanismenya belum diketahui dengan

baik (Tsokos et al., 2016). STING akan mengaktifkan NF-kB atau IRF 3 yang
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akan meningkatkan produksi IFN tipe 1 (Hornung et al., 2009). Mencit model
lupus mendukung peran kunci dari jalur-jalur ini untuk mempelajari
etiopatogenesis dari LES (Choubey, 2012).

Penelitian yang dilakukan oleh giao et al tahun 2005 membuktikan bahwa
pemberian injeksi DNA dari limfosit yang teraktivasi pada mencit Balb/c dapat
menginduksi kondisi lupus. Kadar dsDNA yang dibutuhkan agar mencit Balb/C
dapat terinduksi lupus adalah sebesar 50 ug per mencit (Qiao et al.,, 2005).
Dengan memberikan injeksi DNA dari limfosit yang teraktivasi sebesar 50 g per
mencit, menyebabkan peningkatan kadar antibodi anti-dsDNA yang signifikan
serta kadar antibodi anti-ENA juga mengalami peningkatan. Selain peningkatan
antibodi. Hasil histopatologi jaringan ginjal juga menunjukkan adanya
glomerulonephritis dan deposisi antibodi 1IgG dan komplemen C3 pada ginjal.
Proteinuria juga dilaporkan meningkat dengan pemberian DNA sebanyak 50 ug
per mencit (Qiao et al., 2005). DNA dapat memicu pembentukan anti-dsDNA
dengan bantuan pengenalan dari sel T CD4+ (Wen et al.,, 2012). Penelitian
selanjutnya menunjukkan pemberian injeksi DNA pada mencit Balb/C juga
menyebabkan peningkatan kadar sitokin IL-17 yang berperan penting pada
patogenesis lupus dan berkorelasi positif dengan peningkatan kadar anti-dsDNA
(Wen et al., 2013).

2.4 Escalating Dose Antigen Specific Immunotherapy (EDI)

Escalating Dose (Antigen-Spesifik) Immunotherapy adalah salah satu
metode terapi untuk menginduksi supresi respon imun melaui mekanisme
toleransi. Metode ini dilakukan dengan cara menginjeksikan autoantigen (self-
antigen) yang menstimulus pembentukan autoantibodi dengan dosis yang

bertahap hingga memunculkan efek toleransi. Pemberian dosis yang bertahap
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dan meningkat ini dilakukan untuk menghindari efek samping dari pemberian
terapi dari yang paling ringan seperti gatal-gatal sampai yang paling berat,
seperti syok anafilaksis (Larche and Wraith, 2005). Tujuan utama dari terapi
penyakit autoimun adalah menekan respon imun terhadap self-antigen tanpa
menurunkan kemampuan sel imun untuk melawan antigen asing (non-self).
Injeksi  self-antigen dengan dosis yang bertahap dibuktikan dapat menginduksi
sel regulator pada respon imun yaitu T-Reg untuk dapat mensupresi sel T yang
autoreaktif (Sakaguchi, 2000).

Metode Escalating Dose Antigen-Spesific Immunotherapy merupakan
suatu metode yang berpeluang besar sebagai terapi penyembuhan penyakit
autoimun._meskipun penelitian tentang hal ini masih terbatas. Penelitian yang
dilakukan Seddon dan Mason pada penyakit autoimun tiroiditis = dengan
menginjeksi autoantigen tiroid ternyata mampu menginduksi sel T-reg. Penelitian
lain yang dilakukan oleh Thorstenson menunjukkan bahwa pemberian secara
oral dan injeksi antigen ovalbumin mampu menginduksi T-Reg (Sakaguchi,
2000).

Escalating Dose  Antigen-Spesific Immunotherapy juga telah
dikembangkan adalah terhadap autoimun Multiple Sclerosis. Injeksi subkutan
Myelin Basic Protein (MBP) mampu menginduksi aktivasi dan fungsi pada Treg
untuk sekresi sitokin IL-10 dan TGF-B yang bekerja menekan sel imun
autoreaktif. Penggunaan metode terapi ini terhadap penurunan progesivitas
penyakit LES belum pernah dilakukan, maka perlu dieksplorasi lebih lanjut lagi
mengenai  penggunaan metode  EDI-Antigen-Spesific  Immunotheraoy
menggunakan autoantigen dsDNA dalam menurunkan progresivitas dari penyakit

LES (Kawamoto, 2004).
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Sel Treg memiliki peran penting dalam pengembangan terapi toleransi
dengan antigen spesifik. Induksi sitokin IL10 sebagai imunomodulator
menunjukkan efektivitas imunoterapi baik pada tikus maupun manusia (Tarzi el
al., 2006; Campbell et al., 2009; Fousteri et al., 2010). Selama proses
imunoterapi, stimulasi kronis pada sel CD4 dengan pemberian peptida antigen
mengubah program transkripsi (Anderson et al., 2006) sehingga sel Thl patogen
yang berubah menjadi anergi, sekresi IL10, dan terdapat sel dengan fenotip
regulator yang mampu mencegah autoimunitas (Gabrysova et al., 2009).

Pada prakteknya, imunoterapi dengan antigen yang spesifik
menggunakan peningkatan dosis yang bertahap pada awal terapi kemudian
mempertahankan pada dosis tinggi dapat mencapai desensitisasi terhadap alergi
(Burks et al., 2013). Sudah disetujui bahwa menggunakan metode peningkatan
dosis yang bertahap ini akan meminimalisir risiko efek samping dari imunoterapi
yang bervariasi mulai dari gejala yang ringan hingga anafilaksis. Banyak faktor-
faktor yang mempengaruhi efek dari imunoterapi antigen spesifik baik antigen diri
sendiri ataupun antigen asing. Faktor tersebut diantaranya pemilihan antigen
(protein atau peptida), dosis antigen, dan frekuensi pemberian (Larche and
Wraith, 2005).

Penelitian terbaru  dilakukan oleh Burton et al, 2014 membuktikan
keamanan imunoterapi menggunakan antigen spesifik dengan metode Elicit
Dose  Immunotherapy (EDI). Penelitian  dilakukan pada autoimmune
encephalomyelitis model (EAE) dari multiple sclerosis dengan pemberian terapi
menggunakan protein MBP (Myelin Basic Protein). Dosis MBP yang diberikan
bertahap dari 0.08 pg-0.8 pg-8 pg-3x80 pg dengan konsentrasi 0.01 pg/mi-0.1

pHg/ml-1 pg/ml-10 pug/mi-100 pg/ml. Penelitian tersebut membuktikan aktivasi sel
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T CD4 yang berlebihan dapat dihindari dengan memberikan imunoterapi dengan
dosis rendah terlebih dahulu tetapi tetap mampu menginduksi sel menjadi anergi.
Dengan menggunakan protocol EDI, pemberian antigen spesifik mampu
mencapai  dosis tertinggi yang dibutuhkan untuk ‘menginduksi IL10 tanpa
meningkatkan sitokin inflamasi lainnya. Fenotip sel' T CD4 yang diinduksi EDI
juga dibandingkan dengan sel yang diinduksi dengan dosis antigen yang sama
berulang-ulang. Kedua metode tersebut sama-sama menunjukkan efek anergi
sel, supresi sel, dan peningkatan ekspresi IL10. Akan tetapi, pada penelitian ini
produksi IL10 pada sel yang diberikan paparan antigen dengan metode EDI
menunjukkan kadar yang lebih tinggi dibanding dengan metode pemberian
antigen berulang-ulang dengan dosis yang sama. Dengan demikian, pemberian
antigen dengan dosis yang bertahap lebih baik dalam menginduksi toleransi sel
serta meminimalisir efek samping yang mungkin terjadi (Burton et al., 2014).
Pemberian imunoterapi antigen spesifik dengan menggunakan metode
EDI juga dibuktikan dapat memicu perubahan transkripsi. Sel T CD4 yang diberi
terapi metode ini menunjukkan ekspresi molekul kostimulator negatif dan faktor-
faktor transkripsi. Faktor transkripsi yang termasuk didalamnya juga yang
berhubungan dengan ekspresi 1L10, diantaranya Maf, Ahr dan Nfil3. Hasil
penelitian ini juga menunjukkan induksi diferensiasi sel T regulator dengan
adanya fenotip sel Trl yang mensekresi IL-10. Korelasi paling penting yang
ditunjukkan pada penelitian ini adalah pemberian imunoterapi dengan metode
EDI yang efektif telah menginduksi molekul costimulatory negatif, diantaranya
PD-1, LAG-3 dan faktor transkripsi diantaranya TIM-3 and TIGIT. PD-1 dan LAG-

3 disebut marker sel anergi yang lebih baik dibanding lainnya. TIGIT dan TIM-3
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lebih menunjukkan adanya fenotip sel yang dapat mensekresi IL-10 karena
adanya imunoterapi (Burton et al., 2014).
25Sel T

Sel progenitor yang berasal sumsum tulang yang bermigrasi ke timus
berdiferensiasi menjadi sel T. Sel T merupakan imunitas selular yang berperan
pada sistem imun spesifik. Sel T terdiri atas sel CD4+, CD8+, sel T naif, NKT,
dan Tr/Treg/Ts/Th3. Sel T naif yang yang terpajan dengan kompleks antigen
MHC dan dipresentasikan APC atau rangsangan sitokin spesifik, akan
berkembang menjadi subset sel T berupa CD4+ dan CD8+ dengan fungsi efektor
yang berlainan. Dari timus, sel T naif dibawa darah ke organ limfoid perifer
(Bratawidjaya, 2012). Sel naif yang terpajan dengan antigen akan bekembang
menjadi sel ThO yang dipengaruhi oleh mekanisme autokrin dari IL-2 untuk
berproliferasi yang akan berdiferensiasi menjadi Thl dan Th2 (Abbas, 2007).
Sitokin terpenting yang dihasilkan sel Thl pada fase efektor adalah IFN-y. IFN-y
akan memacu aktifitas pembunuhan mikroba sel-sel fagosit dengan
meningkatkan destruksi intrasel pada mikroba yang difagositosis. Fungsi pokok
efektor Thl adalah sebagai pertahanan infeksi dimana proses fagositosis sangat
diperlukan (Bratawidjaya, 2012).

2.5.1 Sel T-helper 2 (Th2)

Atas pengaruh sitokin IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 yang dilepas sel mast yang
terpajan dengan antigen, ThO berkembang menjadi sel Th2 yang merangsang
sel B untuk meningkatkan produksi antibodi (Bratawidjaya, 2012). Diferensiasi
Th2 muncul sebagai respon terhadap alergi dan parasit, melibatkan reseptor sel
T, IL-4, faktor transkripsi GATA-3 dan STAT6. IL-4 menstimulasi produksi IgE

yang berfungsi dalam opsonisasi parasite sehingga Th2 adalah mediator untuk
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reaksi alergi dan pertahanan infeksi terhadap parasit. Th2 juga memproduksi
sitokin seperti IL-4, IL-13, dan IL-10 yang bersifat antagonis terhadap IFN-y dan
menekan aktivasi makrofag. Jadi Th2 kemungkinan berfungsi sebagai regulator
fisiologis 'pada respon imun dengan menghambat efek yang mungkin
membahayakan dari respon Thl. Pertumbuhan yang berlebihan dan tak
terkontrol dari Th2 berhubungan dengan berkurangnya imunitas seluler terhadap
infeksi mikroba intraseluler (Abbas, 2012).

Pada beberapa kondisi, seperti infeksi cacing, IL-4 yang diproduksi sel
mast dibawa ke organ limfoid dan eosinofil, yang ikut terlibat dalam
perkembangan Th2. Kemungkinan lain adalah antigen yang menstimulasi sel
CD4+ mensekresi sejumlah kecil IL-4 dari aktivasi awal sel tersebut. Jika antigen
tetap ada dan dengan konsentrasi yang tinggi, maka konsentrasi lokal IL-4
berangsur-angsur akan meningkat. Jika antigen tidak memicu inflamasi dengan
disertai produksi IL-12, maka akan menghasilkan peningkatan diferensiasi sel ke
subset Th2. Apabila sel Th2 telah berkembang, maka IL-4 akan memperkuat
reaksi dan menghambat perkembangan sel Thl dan sel Th17 (Abbas, 2012).
2.5.2 Peran Sel T-helper 2 (Th2) pada LES

Sel T merupakan sel yang dianggap menjadi pusat patogenesis dari LES
karena hubungan mereka dengan protein MHC. Hilangnya toleransi sel-sel T
menjadi ciri-ciri  penyakit autoimun. Secara konsep, hilangnya toleransi ini
berlangsung secara terpusat pada saat pengenalan antigen di timus atau di
perifer, tetapi model hewan coba telah menunjukkan pentingnya hilangnya
toleransi pada perifer. Sel Treg yang tidak efektif diidentifikasi baik oleh
penelitian pada hewan coba maupun pada manusia (Chavele and Ehrenstein,

2011).
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Banyak jalur yang menyebabkan toleransi sel T menjadi tidak efektif pada
LES. Fenomena pertama yang dapat menjelaskannya adalah gangguan
penghantaran sinyal melalui reseptor sel T. Sel T yang normal dapat menjadi
gagal dalam toleransi jika berikatan dengan IgG dari pasien dengan LES (Juang
et al., 2005). Sel-sel T dalam pasien LES, CD3 rantai { (yang memperantarai
sinyal -melalui tyrosine-protein kinase ZAP-70) mengalami penurunan regulasi
karena peningkatan aktivitas mTOR yang menyebabkan ZAP-70 digantikan oleh
FcRy. FcRy kemudian lebih berikatan dengan tyrosine-protein kinase SYK
dibandingkan protein ZAP-70. Hal tersebut menyebabkan aktivasi berlebih dari
jalur sinyal reseptor sel T (Enyedy et al., 2001).

Disamping adanya fenotip yang hiperaktivasi, produksi IL-2 dari sel T juga
mengalami gangguan. Ekspresi IL-2 oleh sel T pada LES akibat penurunan level
dari faktor transkripsi AP-1 dan supresi oleh cAMP-responsive element
modulator (CREMa) (Solomou et al., 2001; Kyttaris et al., 2004). Terapi
menggunakan rapamycin sebagai inhibitor mTOR secara invivo menunjukkan
efektivitas secara klinis, dan menunjukkan kepentingan jalur ini pada patogenesis
LES (Fernandez et al., 2009). Sel T menyediakan lebih dari sekedar sinyal untuk
switching class. Sel T menjadi poin kunci terjadinya autoreaktif sel B pada LES.
Interaksi sel T dan sel B menjadi focus kunci penelitian LES dewasa ini karena
interaksi mereka terjadi diluar lokasi biasanya, yaitu didalam organ limfoid
sekunder (Tsokos et al., 2016)

Perbedaan subset sel T helper berdasarkan jenis sitokin yang
dihasilkannya. Sel Th1 memproduksi utamanya sitokin IFNy dan IL-2 dan
mempromosikan imunitas yang diperantarai sel. Sel Th2 mensekresi IL-4, IL-5,

IL-6, IL-10 yang berhubungan dengan respon imun humoral dan menginduksi
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pembentukan antibodi. Ketidakseimbangan antara sitokin Thl dan Th2 memiliki
peran kunci pada induksi dan perkembangan beberapa penyakit-penyakit
autoimun. Perbaikan keseimbangan Th1/Th2 dapat menjadi target untuk
profilaksis dan terapi berbagai model penyakit-penyakit autoimun (Guimaraes et
al., 2017).

Pada pasien dengan LES, kadar serum sitokin Th2 seperti IL-4, IL-6, dan
IL-10 meningkat. Sedangkan produksi sitokin Th1 diantaranya IL2 dan IFNy
menurun. Pada umumnya LES dipertimbangkan sebagai penyakit dengan
predominan Th2. Akan tetapi beberapa hasil penelitian kontraindikasi dengan
pernyataan tersebut. Beberapa penelitian menunjukkan kadar |FNy yang
meningkat pada serum darah manusia dan ketidakseimbangan berhubungan
dengan peningkatan aktivitas penyakit lupus pada mencit model lupus (Alkahoshi
el al., 1999).

Kedua sel Thl dan Th2 sama-sama berespon dan berperan dominan
pada patogenesis kerusakan jaringan pada lupus. Faktanya, mencit model LES
memiliki dua tahap aktivasi sel T dan sekresi sitokinnya, ekspresi sitokin Thl
muncul pertama kali diikuti induksi sitokin Th2. Pada penelitian oleh alkahoshi et
al, dianalisis rasio Th1:Th2 pada sel Th darah perifer pasien LES dibandingkan
kontrol normal. Deteksi sitokin. intrasel dilakukan dengan metode flowcytometry
yang digunakan untuk menentukan sel Thl dan sel Th2 (Alkahoshi el al., 1999).

Pada penelitian Alkahoshi et al, rasio Th1l/Th2 pada pasien LES tidak
berbeda signifikan dengan pasien sehat sehingga disimpulkan pada pasien LES
belum tentu terjadi pergeseran dominasi respon ke sel Th2. Pasien LES dengan
proteinuria  kronis mengalami peningkatan persentase sel Thl perifer

dibandingkan dengan kontrol sehat. Keseimbangan Th1/Th2 pasien LES dengan
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Nefritis kelas 1V menunjukkan pergeseran ke Thl (Alkahoshi el al., 1999). Data
ini mendukung teori bahwa eksaserbasi nefritis pada LES di mediasi oleh sitokin
Th1 seperti IFNy. Telah dibuktikan bahwa IFNy menjadi sitokin yang berperan
penting pada perkembangan penyakit autoimun pada ginjal (Schwarting et al.,
1998).

Pada pasien LES, Hiperaktivitas sel B berhubungan dengan produksi
sitokin Th2 yang mengawali produksi autoantibodi yang berlebihan. Akan tetapi
peran sitokin Thl juga sama-sama diketahui. Baik sitokin Thl dan Th2 dapat
berperan dalam mendukung ataupun menghambat penyakit autoimun. Penelitian
sebelumnya menunjukkan peningkatan IFNy dan IL8 dan keduanya berkorelasi
positif (Amerio et al., 2002). Pada penelitian Sayed et al., IFNy menunjukkan
korelasi negatif dengan sitokin Th2 (IL4 dan IL10) (Sayed et al., 2008).

Penelitian terakhir menunjukkan kadar sitokin mengalami perubahan
pada LES. Tingginya sitokin @ proinflamasi kemungkinan mencetuskan
eksaserbasi dari respon inflamasi, apoptosis dan produksi autoantibodi yang
mengawali dan mempertahankan aktivitas penyakit (Yap et al., 2010; Postal et
al., 2013). Umumnya sudah disepakati adanya predominansi keterlibatan respon
Th2 atau respon Thl dan Th2 yang mengarahkan pada autoimun LES
(Theofilopoulos et al., 2001; Dolff et al., 2011; Miyake et al., 2011). LES dan
aktivitas penyakit ditandai dengan profil Thl, Th17, dan Treg bersamaan dengan
penurunan produksi IL-4. Tingkat serum sitokin dan profilnya di LES sedikit
dimodulasi oleh status vitamin D, BMI dan TNFB Ncol polymorphism, terutama
oleh genotip TNFB1/B1. Ketiga faktor ini dapat memperburuk Thl dan Th17 dan
respon IL-6 pada LES. Peningkatan Thl ditambah dengan peningkatan Th17

namun menurunkan aktivitas Th2 dan peningkatan kadar IL-10 bisa menjadi
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target obat baru di LES. Hasil ini menunjukkan bahwa strategi modulasi sitokin
memiliki potensi untuk pengobatan LES serta profil Thl, Thl7, dan Treg
bersamaan dengan penurunan produksi IL-4 dapat dijanjikan sebagai biomarker
aktivitas penyakit (Guimaraes et al., 2017).

Penelitian terbaru dilakukan oleh Gumaraes et al (2017), dengan temuan
utama dari penelitiannya adalah bahwa kadar sitokin dalam plasma diantaranya
IL-6, IL-12, IL-17, IFN-y, dan IL-10 secara signifikan lebih tinggi sedangkan IL-4
lebih rendah pada LES jika dibandingkan dengan kontrol. Selain itu, peneliti
menemukan bahwa profil Thl / Th2 dan Thl + Th1l7 /Th2 secara signifikan lebih
tinggi di LES, padahal tidak ada perbedaan signifikan dalam profil sitokin pro-
inflamasi (Guimaraes et al., 2017). Data penelitian tersebut sesuai dengan
penelitian sebelumnya yang menunjukkan tingkat tinggi IFN-y berhubungan
dengan aktivitas penyakit pada LES (Csiszar et al., 2000; Chun et al., 2007).
IFN-y memberikan efek patogennya dengan mendorong sitokin proinflamasi
lainnya, menginduksi apoptosis pada sel ginjal, dan mempromosikannya
kerusakan jaringan bila diproduksi berlebihan. IFN-y menginduksi percepatan
progresivitas LES, sementara anti-IFN-y antibodi menunda aktivitas penyakit,
menunjukkan potensi patogenik IFN-y di LES (Fonslow et al., 2013). Selain itu,
penelitian lain menemukan bahwa penurunan kadar IL-4, sitokin Th2,
diperkirakan terjadi pada LES dan berhubungan negatif dengan tingkat
keparahan penyakit. Peningkatan ekspresi IL-4 pada model murine dari LES
telah ditunjukkan mengarah pada hipotesis bahwa IL-4 juga bisa terjadi
meningkat pada LES manusia dengan respons Th2 yang dominan (Peng et al.,
1997). Namun, penelitian terbaru ditunjukkan baik tidak ada perubahan pada IL-4

pada pasien LES (Talaat et al., 2015) atau penurunan kadar IL-4 yang signifikan
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(Eriksson and Dahlgvist, 2014). Studi menunjukkan bahwa penurunan kadar 1L-4
akan terjadi pada LES sebagai akibat stimulus IL-4 itu sendiri dalam
memproduksi antibodi non complement-fixing oleh sel B. Sebaliknya, auto-
antibodi di LES secara dominan merupakan complement-fixing 1gG1 dan IgG3
(Csiszar et al., 2000 Guo et al., 2015);

2.6 Peran Interleukin-4 (IL-4)

2.6.1 Interleukin-4 (IL-4)

Interleukin-4 dahulu disebut BSF-1, diproduksi oleh sel T, mastosit, dan
sel B CD5+. IL-4 merupakan sitokin anti inflamasi yang menstimulasi respon
imun humoral untuk melawan patogen ekstraseluler (Kresno, 2010). Sumber
utama IL-4 adalah sel T CD4+, khususnya Th2, bahkan produksi IL-4 dianggap
sebagai kriteria untuk mengklasifikasikan sel T dalam golongan sel Th2, dan IL-4
berfungsi sebagai faktor pertumbuhan autokrin bagi sel Th2 (Abbas, 2012). I1L-4
merangsang sel B meningkatkan produksi IgG dan IgE dan meningkatkan
ekspresi MHC-1lI dan merangsang isotipe sel B dalam pengalihan IgE. IgE sangat
berperan pada reaksi alergi, oleh karena itu reaksi alergi akan timbul apabila I1L-4
diproduksi berlebihan (Abbas, 2012).

Aktivitas IL-4 tidak terbatas pada sel B, tetapi juga pada sel T, makrofag,
granulosit, mastosit, prekursor eritrosit dan megakariosit. IL-4 merupakan sitokin
petanda sel Th2, merupakan stimulus utama perkembangan Th2 dari sel CD4+
naif (Bratawidjaya, 2012). IL-4 dapat berfungsi sebagai faktor pertumbuhan sel T
dan menginduksi sel T untuk mengekspresikan reseptor IL-2 dan memproduksi
IL-2. Tetapi ia juga dapat merupakan antagonis bagi IL-2 pada beberapa jenis sel
lain. Reseptor IL-4 telah dapat dideteksi pada permukaan sel hemopoetik,

fibroblast, sel epitel, otot, neuroblast, dan sel stroma (Abbas, 2007). IL-4
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mempunyai efek inhibisi terhadap sitokin proinflamasi melalui supresi IL-1, TNF-
a, IL-6, IL-8, dan MIP-1a. IL-4 mencegah aktivasi makrofag yang diinduksi oleh
IFN-y, oleh karena itu IL-4 mempunyai efek yang berlawanan dengan IFN-y
(Bratawidjaya, 2012).

2.6.1 Peran Interleukin-4 pada LES

Sitokin-sitokin terlarut berkontribusi pada kerentanan penyakit LES serta
sangat kuat mempengaruhi hilangnya toleransi dan efek kerusakan akhir pada
organ. Banyak kadar sitokin yang mengalami peningkatan pada LES diantaranya
TNF, IL4, IL6, dan IL10 dan efek utamanya adalah memacu produksi
autoantibodi dan inflamasi (Tsokos et al., 2016). IFN tipe | dan IFN tipe Il menjadi
sitokin yang memiliki peran kunci dalam patogenesis LES (seperti penyakit
autoimun lainnya) dan peningkatan kadarnya ~mengawali pembentukan
autoantibodi (Lu et al., 2016; Monroe et al., 2016). IFNa salah satu anggota IFN
tipe | yang diproduksi sebagai bagian dari respon imun alami dari infeksi virus,
memiliki banyak efek konsisten seperti peningkatan regulasi dari B-cell activating
factor (BAFF, yang juga disebut TNF ligand superfamily member 13B or BLyS),
penurunan fungsi sel Treg dan induksi dari sel-sel plasma (Liu and Davidson,
2013). Akan tetapi, uji klinis terapi inhibisi IFN saja tidak menunjukkan hasil yang
memuaskan (Wang et al., 2008; Rudolf et al., 2015).

LES adalah penyakit autoimun sistemik yang muncul sebagai
konsekuensi dari kegagalan beberapa mekanisme imunologi (Singh et al., 2003).
LES ditandai dengan disfungsi sel T dan aktivasi sel B. IL-4 adalah sitokin yang
meningkatkan tidak hanya diferensiasi sel B tetapi juga sel T, terutama sel T-
helper 2 (Th2) (Tsokos et al., 2007). Sitokin yang diproduksi oleh sel Th2

diantaranya IL-4, IL-5, IL-10, dan IL-13 adalah sitokin yang memainkan peran
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penting dalam berbagai fungsi sel B, diantaranya proliferasi, aktivasi, dan
perubahan isotipe. Sitokin-sitokin tersebut juga menginduksi diferensiasi sel T
naif ke sel Th2. Pembentukan autoantibodi berperan penting pada patogenesis
SLE dan adanya penyimpangan kompleks sitokin yang berhubungan dengan sel
B berkontribusi pada penyakit LES (Tsokos et al., 2007). Frekuensi sel IL-4-
positif di PBMC pada LES juga diketahui meningkat dibandingkan kontrol sehat
(Funauchi et al., 1998).

Interleukin 4 (IL-4) merupakan sitokin yang disekresi oleh sel Th2, sel NK,
sel Mast, dan sel Basofil. IL-4 dan memiliki peran penting dalam meregulasi
diferensiasi sel T naif yang distimulasi antigen untuk berkembang menjadi sel
Th2 yang memproduksi IL-4 melalui sinyal yang diperantarai IL-4R (Shiroiwa et
al.,, 2007). Ekspresi IL-4 yang meningkat menyebabkan peningkatan dan
pengaktifan sel B autoreaktif dan dengan demikian dapat berkontribusi pada
perkembangan dan keparahan dari penyakit yang diperantarai autoantibodi
(Morris et al., 2000). IL-4 dapat mencegah apoptosis sel B dan meningkatkan
ketahanan hidup sel B. IL-4 juga bertanggung jawab pada perubahan isotipe
antibodi menjadi IgG1 dan IgE (Tsokos et al., 2007 Autoantibodi patogen pada
mencit lupus umumnya termasuk pada subkelas IgG2a dan IgG3 yang dipicu
oleh sitokin tipe 1 yaitu IEN-y dan ditekan oleh sitokin tipe 2 diantaranya IL-4.
Akan tetapi, IL-4 dapat meningkatkan autoimunitas dengan cara menghambat
apoptosis sel B autoreaktif tetapi juga menghambat autoimunitas dengan
menginduksi produksi sitokin regulator, TGF-B. Sitokin tipe 1 dan 2 juga dapat
langsung berperan pada kerusakan organ tahap akhir. Misalnya, sitokin tipe 1
IFN-y dapat memperburuk proses inflamasi pada organ, sedangkan sitokin tipe 2

dapat memperparah fibrosis jaringan. Masih menjadi perdebatan apakah sitokin
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IFN- y ataukah IL-4 yang lebih berperan pada lupus. Ekspresi berlebihan dari IL-
4 pada mencit trasgenik menunjukkan efek protektif tetapi juga penelitian lain
menunjukkan efek dalam memacu perkembangan penyakit lupus (Singh et al.,
2003).

Penelitian ' terakhir mengenai peran |IL-4 pada perkembangan lupus
menunjukkan penghambatan IL-4 dengan pemberian terapi antibodi anti-IL4 atau
dengan menghambat sinyal STAT6 dapat menghambat perkembangan
glomerulosclerosis dan mencegah perkembangan ESRD pada mencit NZMj410
meskipun kadar IgG anti dsDNA tinggi (Singh et al., 2003). Molekul STAT adalah
protein pada sitoplasma yang berperan pada respon sitokin tipe-1 dan tipe-2 dan
memediasi banyak respon sitokin. Protein ini aktif setelah terjadi fosforilasi Janus
kinase family dari tyrosine kinases akibat ikatan sitokin dengan reseptornya.
Sebagai contoh, protein STAT 6 aktif setelah IL-4 berikatan dengan reseptor IL-
4R pada permukaan sel dan hal ini penting untuk perkembangan sel yang
mensekresi sitokin tipe 2 seperti II-4 dan IL-13 (Singh et al., 2003).

Data mengenai peran IL-4 pada perkembangan lupus masih memiliki
konflik pendapat (Tsokos et al., 2007). Sitokin ini juga diperkirakan memiliki
peran dalam menyupresi sel T. IL-4 dapat memperparah autoimunitas yang
diperantarai sel B tetapi juga dapat menghambat aktivasi sel T dalam beberapa
sistem secara in vivo (Morris et al.,, 2000). Penelitian Morris et al, 2000
menunjukkan IL-4 memiliki efek imunosupresi saat proses aktivasi sel T.
Peningkatan kadar IL-4 menyebabkan sel T helper autoreaktif yang baru
terbentuk mengalami delesi atau menjadi kurang responsif terhadap kontak

dengan autoantigen (Morris et al., 2000).
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Beberapa penelitian menunjukkan peningkatan kadar IL-4 pada serum
beberapa pasien lupus. Selain itu, isolasi sel B dari pasien lupus menunjukkan
produksi dari faktor terlarut dengan aktivitas seperti IL-4. Sebaliknya, penelitian
lain juga menujukkan jumlah normal mMRNA IL-4 dari PBMC pasien lupus dan
jumlah sel T CD4 yang memproduksi IL-4 juga mengalami penurunan signifikan
pada pasien lupus. Polimorfisme pada gen promoter IL-4 dan gen reseptor IL-4
berkaitan dengan perkembangan LES. Suatu penelitian lain menunjukkan
ditemukannya sel IL-4-positif pada biopsi ginjal pasien dengan nefritis lupus yang
aktif, tetapi penelitian - lain - menunjukkan ekspresi mRNA IL-4 dan IL-4R
berkorelasi negatif dengan derajat kerusakan glomerular (Tsokos et al., 2007).
Dengan demikian, IL-4 mungkin memiliki banyak peran dalam perkembangan
lupus diantaranya, produksi autoantibodi melalui efeknya secara langsung pada
sel B, melawan autoimun melalui efek supresor sel T atau menyebabkan
kerusakan jaringan melalui efeknya secara langsung pada organ target (Tsokos
et al., 2007).

Pada penelitian yang dilakukan Elewa et al, dibuktikan bahwa IL-4
merupakan sitokin yang sangat sensitive pada pasien LES dan ketika
dibandingkan kadarnya antara kelompok LES dan kelompok kontrol, kadarnya
secara signifikan lebih rendah pada pasien LES (Elewa et al., 2014). Hal tersebut
juga sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan supresi ekspresi
IL-4 pada pasien LES (Sugimoto et al., 2002; Lit et al., 2007; Yu et al., 2010).
Csisza et al, juga menemukan bahwa jumlah transkripsi mRNA dari IL-4
mengalami penurunan signifikan pada kelompok LES (Csisza et al., 2000). Disisi
lain, juga dilaporkan terdapat peningkatan kadar serum IL4 pada pasien LES

(Wong et al., 2000; Kawamoto et al., 2006).
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Studi menemukan bahwa penurunan kadar 1L-4, sitokin Th2, diperkirakan
terjadi pada LES dan berhubungan negatif dengan tingkat keparahan penyakit.
Peningkatan ekspresi IL-4 pada model murine dari LES telah ditunjukkan
mengarah pada hipotesis bahwa IL-4 juga bisa terjadi meningkat pada LES
manusia dengan respons Th2 yang dominan (Peng et al., 1997). Namun,
penelitian terbaru ditunjukkan baik tidak ada perubahan pada IL-4 pada pasien
LES (Talaat et al., 2015) atau penurunan kadar IL-4 yang signifikan (Eriksson
and Dahlgvist, 2014). Studi menunjukkan bahwa penurunan kadar IL-4 akan
terjadi pada LES sebagai akibat stimulus IL-4 itu sendiri dalam memproduksi
antibodi non complement-fixing oleh sel B. Sebaliknya, auto-antibodi di LES
secara dominan merupakan complement-fixing 1gG2 dan 1gG3 (Csiszar et al.,
2000; Guo et al., 2015);

IL-4 mempromasikan produksi autoantibodi oleh sel B sehingga menjadi
alasan mengapa kadarnya meningkat pada pasien LES. Akan tetapi, ketika
kadarnya tidak meningkat seperti penelitian yang dilakukan oleh Elewa et al.
tahun 2014 mungkin dikarenakan IL-4 menyediakan bantuan untuk sel B dalam
memproduksi antibodi tipe non complement fixing sedangkan autoantibodi pada
LES merupakan tipe complement fixing (Csisza et al., 2000). Ditambah lagi,
predominansi sel Thl pada pasien LES dan ketidakseimbangan antara Th1/Th2
kemungkinan dapat membatasi sekresi IL-4 (Yu et al., 2010).

2.7 Interferon-y (IFN-y)

Interferon gamma (IFN-y) adalah suatu glikoprotrein 20-25 kd yang
disekresi sel T dan sel NK sebagai respon terhadap berbagai rangsangan.
Sitokin ini mempunyai banyak efek dan mempengaruhi banyak sel imun dan non

imun, termasuk kemampuannya menghambat proliferasi sel Th2 dan
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mencetuskan peralihan klas Ig (meningkatkan produksi lgG2a). Produksi IFN-y
pada suatu respon imun mengakibatkan kecenderungan ekspansi sel-sel Thl
dan merangsang fagositosis makrofag terhadap mikroba intraseluler dan parasit.
IFN-y mencetuskan atau meningkatkan ekspresi MHC klas Il pada sel-sel imun
dan nonimun, sehingga dapat mencetuskan autoimunitas (Susiani dan Handono,
2012).

Peran IFN-y pada patogenesis LES sangat kompleks.Pemberian IFN-y
pada mencit NZB/NZWF1 mempercepat berkembangnya glomerulonefritis,
sementara pemberian mencit tersebut dengan antibody yang menetralkan IFN-y
atau cDNA yang menyandi IFN-y R/Fc menimbulkan remisi kelainan ginjalnya.
Penelitian pada manusia didapatkan peningkatan mRNA IFN-y pada sel
mononuclear darah tepi penderita lupus dan peningkatan kadar IFN-y intraseluler
pada sel T CD4 penderita nefritis lupus. Penelitian microarray menunjukkan
adanya peningkatan 13 gen IFN-y pada sel mononuclear penderita LES
dibanding pada sel yang orang normal. Sel T penderita lupus juga terbukti
memberikan respon kuat dari IFN-y akibat suatu rangsangan. Pada penderita
lupus ditemukan pula adanya kaitan IFN-y.dengan aktivitas penyakit, yang
menunjukkan peningkatan produksi IFN-y menyebabkan eksaserbasi penyakit
LES (Susiani dan Handono, 2012).

Efek pleitropik IFN-y mungkin dapat menjelaskan efek yang berbeda
pada berbagai penelitian hewan coba dan manusia dan hal ini menunjukkan
bahwa baik peningkatan maupun penurunan IFN-y penting dalam patogenesis
lupus pada tahap yang berbeda. Kadar IFN-y yang tinggi pada awal penyakit
dapat meningkatkan ekspresi HLA klas Il, berperan pada hilangnya toleransi

pada antigen sendiri dan mencetuskan terbentuknya autoantibodi patogenik.
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Pada tahap penyakit selanjutnya, produksi IFN-y yang lebih rendah dapat dapat
menyebabkan peningkatan sitokin Th2 yang selanjutnya mengakibatkan
peningkatan aktivitas sel B. IFN-y juga dapat memperkuat mekanisme efektor
yang berkaitan dengan kerusakan jaringan (Susiani dan Handono, 2012).

2.8 Peran Sel Dendritik pada Patogenesis Pasien LES

Sel dendritik dapat berperan sebagai antigen presenting cell (APC) yang
berperan penting dalam regulasi respon imun adaptif. Sel dendritik mampu
menangkap antigen, memprosesnya, dan mempresentasikannya ke permukaan
sel dengan bantuan molekul kostimulator (Wieder et al., 2003). Sel dendritik
mengekspresikan CD80, CD86 (B7.1 dan B7.2) dan CD40 yang merupakan
molekul kostimulator (Kapsenberg, 2003). Keberadaan sel dendritik hanya 1%-
3% dari peripheral blood mononuclear cells (PBMC), tetapi di distribusikan di
dalam berbagai jenis jaringan (Ferreira et al., 2010).

Sel dendritik di perifer dapat dibedakan menjadi dua subset yang
diidentifikasi berdasarkan ekspresi CD11c, yaitu CD11c+ myeloid dendritic cells
(M-DC) dan CD11c- plasmacytoid dendritic cells (P-DC) (Rossi dan Young,
2005). Kelainan genetik pada penderita LES dapat mengakibatkan gangguan
fungsi sel dendritik diantaranya, saat proses pengambilan antigen, maturasi, dan
kemampuan mempresentasikan antigen (Monrad et al., 2008). Sel dendritik juga
memiliki peran dalam menginduksi toleransi imun baik sentral maupun perifer
(Maddur et al., 2010).

Pada LES semua jalur menyebabkan asam nukleat endogen yang
memediasi produksi interferon-a (IFNa). Peningkatan produksi autoantigen
selama apoptosis (terkait UV dan/atau spontan), menurunnya bersihan,

deregulasi penanganan dan presentasi, semuanya penting untuk inisiasi respon
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autoimun. Nukleosom mengandung ligan endogen berbahaya yang dapat
mengikat reseptor molekul patogen terkait yang menyebabkan apoptosis dan
aktivasi sel dendritik dan sel B, serta produksi IFN dan autoaantibodi. Reseptor
permukaan sel seperti BCR dan FcRlla memfasilitasi endositosis asam nukleat
yang mengandung bahan atau kompleks imun dan mengikat reseptor endosomal
dari innate imunitas seperti TLRs. Pada tahap awal penyakit, ketika autoantibodi
dan kompleks imun mungkin belum terbentuk, peptida antimikroba yang
dilepaskan oleh jaringan yang rusak seperti LL37 dan neutrophil extracellular
traps, mungkin mengikat asam nukleat dan menghambat degradasi dan dengan
demikian memfasilitasi endositosis dan stimulasi TLR-09/07 di plasmacytoid
dendritic cells (pDCs). Meningkatnya jumlah dari asam nukleat endogen akibat
apoptosis merangsang produksi IFN dan menyebabkan autoimunitas dengan
merusak toleransi melalui aktivasi dan promosi pematangan sel dendritik
konvensional (myeloid dendritic cells). Produksi autoantibodi oleh sel B dalam
lupus didorong oleh ketersediaan antigen endogen dan sebagian besar
tergantung pada bantuan sel T, yang dimediasi oleh interaksi sel permukaan
(CD40L/CD40) dan sitokin (IL-21). Kromatin yang mengandung kompleks imun
merangsang sel B karena gabungan silang BCR/ TLRDC, reseptor sel BCR, B,
FCR, Fcreseptor, UV, TLR (Bertias, 2012).

Kegagalan presentasi antigen oleh sel-sel dendritik (DCs) memicu
hilangnya toleransi sel T dan sel B pada LES serta pada penyakit autoimun yang
lain (Tsokos et al., 2016). Pasien dengan LES menunjukkan banyak
ketidaknormalan pada sel dendritik. Termasuk penurunan jumlah sel dendritik
konvensional yang tersirkulasi tetapi jumlah pDCs meningkat (Jin et al., 2008).

Subset pDC ini merupakan sel yang pertama kali bertanggung jawab pada



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

52

sekresi IFN tipe | akibat respon TLR7 dan TLR9 terhadap asam nukleat. pDC
juga menangkap kompleks imun, melalui FcyRIlla, dan mengakses TLR7 dan
TLR9 pada kompartemen endosomal dalam sel (Batteuz et al., 1999). Pada LES
sel dendritik konvensional memicu autoreaktifitas dibanding toleransi imun
(Mozaffarian et al., 2008). Kemudian, sel-sel T yang aktif juga mendorong
peningkatan produksi IFN oleh pDCs (Leonard et al., 2015). DC konvensional
telah terbukti sangat penting untuk pengembangan nefritis pada mencit model
lupus (Celhar et al., 2015). Dengan demikian, kedua jenis DC dianggap sangat
penting untuk proses penyakit di LES (Tsokos et al., 2016).
2.9 Ketidakseimbangan Sel T Regulator dan Sel T Helper 17 pada Penyakit
LES

Sel Treg merupakan subpopulasi dari sel limfosit T CD4+ yang berperan
dalam menghambat aktivitas sel imun, menginduksi toleransi imun sehingga
dapat menghambat proses autoimun. Sel Treg ini dapat diidentifikasi pada darah
perifer melalui berbagai marker permukaan, diantaranya CD4+ CD25+ dan
marker intraseluler forkhead box P3 (FoxP3) (Elias et al., 2008). Sel Treg
memiliki fungsi supresif terhadap respon inflamasi dengan cara memproduksi
sitokin TGF- dan IL-10. Kedua sitokin tersebut telah dibuktikan dapat menekan
aktivitas dari sel imun lainnya (Afzali et al., 2007). Penelitian sebelumnya yang
telah dilakukan juga membuktikan sel Treg dapat berperan secara langsung
dalam menghambat aktivitas sel Thl, Th2, Th17, dan aktivitas dari sel B (Xu et
al., 2003).

Aktivasi dari sel Treg juga dimediasi oleh sitokin TGF-B. TGF-B dapat
berikatan dengan reseptor TGF-B pada sel T naif sehingga faktor transkripsi

STATS teraktivasi. Fosforilasi dari STATS tersebut mengakibatkan aktivasi dari
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faktor transkripsi FoxP3 yang merupakan penanda dari diferensiasi sel T-reg. Sel
T-reg yang telah aktif akan mengekspresikan marker sel diantaranya CD4+
CD25+ FoxP3+ dan dapat menghasilkan sitokin TGF-B dan IL-10 (Elias et al.,
2008).

Pada kondisi inflamasi yang kronis seperti LES, terjadi peningkatan kadar
sitokin IL-6 akibat aktivasi berbagai macam sel imun, seperti makrofag dan sel T.
Produksi sitokin ini dapat menghambat aktivasi dari FoxP3 sehingga proses
diferensiasi sel T-reg juga dapat terhambat. TGF-B sendiri dapat mengaktivasi
STATS5 sehingga terjadi aktivasi FoxP3 dan diferensiasi sel T naif menjadi sel
Treg. Akan tetapi, TGF-B yang bekerja bersama-sama dengan IL-6 justru akan
mengaktivasi STAT3 yang malah menginduksi terbentuknya faktor transkripsi
retinoid-related orphan receptor yt (RORyt) dan RORa (Kimura et al., 2010).
Kedua faktor transkripsi tersebut justru akan menghambat pembentukan faktor
transkripsi FoxP3 sehingga proses diferensiasi sel T naif menjadi sel Treg akan
terhambat. Kedua faktor transkripsi tersebut juga menyebabkan terbentuknya
transkripsi dari sitokin IL-17 yang merupakan marker dari sel Thl7.
Pembentukan sel Thl7 akibat adanya produksi sitokin IL-6 pada LES akan
merangsang semakin parahnya proses inflamasi. Dikatakan bahwa
keseimbangan antara Treg dan Th17 merupakan hal yang penting dalam
patogenesis LES kronis (Ma et al., 2010; Yang et al.,, 2011). Peningkatan
aktivitas Th17 beserta penurunan aktivitas Treg akibat IL-6 berkorelasi positif
dengan tingkat keparahan pada pasien LES (Shah et al., 2010). Oleh karena itu,
agen yang dapat mengembalikan keseimbangan peran Thl7 dan Treg
merupakan target yang potensial untuk memperbaiki gejala LES (Guimarez et

al., 2017).
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Sel Th17 adalah subset sel T CD4+ yang dapat memproduksi sitokin IL-
17. Th17 ditemukan dapat menginfiltrasi ginjal pasien dengan lupus nefritis dan
lesi jaringan kulit pada pasien LES (Crispin et al., 2008). Sel T CD4- CD8- diduga
dapat menjadi sumber ekspresi IL17 pada LES (Apostolidis et al., 2011). Sel T
negatif ganda tersebut ditemukan berkembang pada pasien LES dan ditemukan
juga terjadi pada hewan coba. Hal tersebut berkontribusi pada hilangnya
toleransi imun (Crispin and Tsokas, 2009) karena sel tersebut mengekspresikan
IL-18 dan IENy, dan mempromosikan diferensiasi sel B dan produksi
autoantibodi (Tsokos et al., 2016).

Penelitian oleh Doreau et al (2009) juga menunjukkan bahwa baik sitokin
IL-17A maupun BAFF memiliki kemampuan dan efisiensi yang sama dalam
proliferasi dan diferensiasi serta mencegah apoptosis dari sel B. Kombinasi kerja
antara IL-17A dan BAFF secara sinergis diketahui akan menghasilkan efek yang
lebih baik dalam aktivasi sel B dibandingkan dengan IL-17A atau BAFF yang
bekerja secara independen. BAFF juga telah diketahui mampu meningkatkan
proliferasi dari sel penghasil IL-17A yaitu sel Thl17 sehingga BAFF mampu
meningkatkan produksi IL-17A (Lai et al., 2008).

Pasien dengan LES juga mengalami ketidakseimbangan profil sitokin sel
T. Hal ini ditandai dengan menurunnya IL-2 dan meningkatnya kadar IL17 (Talaat
et al., 2015). Produksi IL2 terganggu pada beberapa dari tiap tahapannya
(Solomou et al., 2001; Kyttaris et al., 2004). IL2 juga sangat penting untuk
perkembangan dan peningkatan fungsi dari sel Treg serta berperan dalam
membatasi ekspresi IL17. Pada LES, IL17 memediasi kerusakan jaringan lokal
melalui induksi sitokin inflamasi dan kemokin dan merekrut sel-sel imun yang

lain. Diferensiasi sel Th17 yang memproduksi IL17 bergantung pada IL23 dan
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antibodi anti-IL23 yang memperberat penyakit pada mencit model lupus (Kyttaris
et al., 2013).

2.10 Pristane

2.10.1 Mekanisme Pristane Menginduksi Lupus

Induksi lupus bisa dilakukan pada strain mencit normal yang tidak
mengalami modifikasi genetik. Pembentukan mencit ini didasarkan pada teori
bahwa lupus tidak hanya didapat dari faktor genetik saja melainkan juga dari
faktor lingkungan. Pengembangan hewan model lupus dari strain mencit normal
ini dapat dicapai dengan sejumlah metode, seperti manipulasi genetik gen
tunggal (baik dengan overekspresi maupun delesi), injeksi serum autoimun atau
limfosit dari mencit rentan LES, vaksinasi dengan debris apoptosis sel dendritik,
imunisasi dengan antigen lupus prototipikal seperti DNA dan kompleks RNA-
protein atau antigen lain yang dikenal untuk menginduksi lupus, atau suntikan
pristane (minyak hidrokarbon) (Rottman dan Willis, 2010).

Saat ini, pengembangan model hewan coba lupus induksi yang sudah
pernah dilakukan yaitu dengan menggunakan induksi pristane, dan beberapa
obat-obatan seperti Hydralazin, isoniazid, procainamide, a-methyldopa. Model
induksi menggunakan obat-obatan diatas sudah dilakukan oleh penelitian
sebelumnya dan menunjukan bahwa mencit yang diinduksi oleh obat-obatan
tersebut menunjukan hasil ANA Test yang positif, namun penelitian ini
menunjukan angka kematian mencit yang cukup tinggi. Induksi lupus dengan
injeksi tunggal pristane pada mencit diketahui berhasil memunculkan penyakit
dengan sebagian besar manifestasi lupus pada manusia (Rottman dan Willis,

2010). Perkembangan glomerulonefritis dan produksi autoantibodi, khususnya
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antibodi antinuklear dan anti dsDNA pada hampir semua strain hewan model
lupus memiliki persamaan (Stanford dan Peng, 2012).

Minyak hidrokarbon TMPD (2,6,10,14-tetramethylpentadecane), atau
yang lebih dikenal dengan sebutan pristane, menginduksi inflamasi kronis ketika
diinjeksikan kedalam rongga peritoneal. Mencit Balb/c yang diberikan injeksi
minyak hidrokarbon (pristane) sebanyak 0,5 ml secara intraperitoneal,
menunjukkan bahwa mencit normal dapat mengalami sindrom autoimun seperti
lupus. Pristane menghentikan pertumbuhan sel dan memicu kematian sel secara
apoptosis melalui jalur mitokondria dengan aktivasi caspase. Terbentuknya
autoantigen inti yang dipicu oleh pemberian pristane tersebut memicu
perkembangan  autoimunitas.  Pristane (Tetramethylpentadecane/TMPD)
merupakan alkalin isoprenoid yang ditemukan pada tumbuhan dan organisme
laut (alga, plankton) yang dapat menginduksi LES pada hewan bila diberikan
secara intraperitoneal (Calvani et al., 2005). Gambar 2.6 menunjukkan struktur

kimia pristane (2,6,10,14-tetramethylpentadecane) (Reeves et al, 2009).

16 17 18 19

Gambar 2.6. Struktur kimia pristane (2,6,10,14-tetramethylpentadecane)
(Reeves et al, 2009)

Induksi pristane menyebabkan produksi yang abnormal dari IFN a dan R
yang berperan penting pada patogenesis lupus. Produksi berlebihan dari IFN tipe
| sesuai dengan patogenesis penting dari terjadinya LES pada manusia (loannou
and Isenberg, 2000). Produksi abnormal dari IFN tipe | (IFN a dan R) didapatkan
pada mencit yang diinduksi pristane dan tidak didapatkan pada zat lain untuk

menginduksi lupus seperti minyak mineral. Dalam hal munculnya manifestasi
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klinis yang sesuai dengan kriteria lupus, mencit lupus yang diinduksi pristane
menjadi model lupus yang lebih baik daripada model lain (Reeves et al., 2009).

Injeksi pristane pada hewan coba juga dapat memunculkan patofisiologi
yang mirip dengan patofisiologi LES pada manusia seperti keterlibatan sitokin
IFN-I, disregulasi sel plasma hingga terbentuknya autoantibodi ANA dan anti-
dsDNA (Rottman dan Willis, 2010). Injeksi pristane secara intraperitoneal mampu
meningkatkan sitokin IFN tipe I (IFN a dan IFNB).Peningkatan IFN 1 terjadi pada
pasien LES dan diketahui sejak 30 tahun lalu (Reeves et al., 2009). Ekspresi gen
yang memproduksi IFN tipe | berkaitan dengan keparahan penyakit, nefritis, dan
terbentuknya antibodi melawan antigen inti diantaranya dsDNA, sm, atau RNP
(Reeves et al., 2009).

Plasmacytoid dendritic cells (PDCs) merupakan sumber utama untuk
ekspresi IFN tipe | pada manusia. Pada mencit yang diinduksi pristane, sel-sel
inflamasi, monosit yang mengekspresi kadar tinggi Ly6C merupakan sumber
utama ekspresi IFN tipe I. Fungsi dari Ly6C diekspresikan pada mencit tapi tidak
pada manusia masih belum diketahui jelas. Monosit dengan ekspresi tinggi Ly6C
dilepaskan oleh sum-sum tulang dan ekspresinya secara normal mengalami
penurunan ketika mencapai darah perifer (Sunderkotter et al., 2004)). Injeksi
pristane intrapritoneal memicu.produksi MCP-1 (CCL2), suatu kemokin yang
menginduksi produksi IFN 1 dan menyebabkan keluarnya monosit imatur dengan
penanda permukaan sel CD11b, Ly6Chi, Mac-3, F4/80, dan CCR2 dari sumsum
tulang menuju kavum peritoneum. Gambar 2.6 menunjukkan mekanisme

pristane dalam menginduksi lupus (Reeves et al., 2009).



.aC.|

.ub

repository

AS

RSIT

v

<
<
>
=

58

cotto: A IFNa/B
A yec o A
ac-3' — A Ectopic
Bone ww@ lymphoid
marrow h
Circulation ®'.-- 4 tissue
II“ .’
MCP-1 ... V Apoptosis
@) ., 0| 00 TMPD
]
coiib @ e
Lysc™ Maturption
Mac-3*
CCR2" cD11b*
F4/80* Ly6C-
Mac-3*
Fa/80*
Mineral oil

Peritoneal cavity

Gambar 2.7. Mekanisme pristane dalam menginduksi lupus
Pristane menstimulasi produksi IFNa and IFNR oleh monosit imatur (Ly6Chi). IFN tipe | yang dapat menginduksi
kemokin MCP-1 (CCI2) timbul akibat injeksi pristane intraperitoneal dan memicu monosit imatur
mengekspresikan CD11b, Ly6Chi, Mac-3, F4/80, dan CCR2 (reseptor untuk MCP-1) dari sum-sum tulang. Sel
monosit ini kemudian masuk ke sirkulasi dan terekrut kedalam kavum peritoneum. Sel-sel tersebut bertahan
selama tiga hari hingga menyebabkan apoptosis. Pada mencit yang diinjeksi minyak mineral, monosit menjadi
matur di rongga peritoneum dengan mengekspresikan CD11b+, Ly6C—, Mac-3+, F4/80+ tetapi tidak
menghasilkan IFNa and IFNR seperti ketika diinjeksi pristane. (Reeves et al, 2009)

Mekanisme produksi berlebihan dari IFN tipe | pada LES masih dalam
penelitian. Sel-sel mamalia yang memiliki beberapa reseptor innate menginisiasi
produksi IFN tipe | sebagai respon adanya patogen yang berhubungan dengan
pola molekuler (Kawai and Akira, 2006). Sel dapat mengenali asam nukleat
endogen diperkirakan karena adanya TLR 7 dan TLR 8 mengenali ssSRNA virus,
dan TLR 9 merupakan sensor dari unmethylated CpG DNA (Means et al., 2005;
Vollmer et al., 2005; Savarese et al., 2006). TLR endosomal ini memicu sekresi
IFN tipe | melalui sekresi molekul adaptor yaitu MyD88. TLR3 dan TLR4
memediasi produksi IFN tipe | melalui protein adapter TRIF yang yang berikatan
dengan dsRNA atau lipopolisakarida. Didalam sitoplasma, DNA mengaktivasi

jalur dependen TBK-1 (Gambar 2.8) (Kawai and Akira, 2006).
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Gambar 2.8. Jalur stimulasi produksi IFN tipe | dan sitokin pro inflamasi.
IFN tipe | dan sitokin-sitokin pro inflamasi dapat distimulasi melalui 4 macam jalur selular dengan
protein adaptor atau perantara sinyal yang berbeda-beda diantaranya melalui TRIF (TLR 3 dan 4),
MyD88 (TLR 7,8 dan 9), IPS-1 (Rig-I like helicases, (RLH)), dan TBK1 (reseptor belum diketahui
dengan jelas). Pengenalan motif unmethylated CpG DNA pada endosome oleh TLR 9 atau sSRNA
oleh TLR7 atau TLR 8 mengakibatkan aktivasi ekspresi gen IFNa and IFNR melalui jalur yang
melibatkan protein adaptor MyD88, beberapa kinase dan faktor transkripsi regulator interferon
(IRF).7. Sebaliknya, pengenalan di endosomal dari dsRNA oleh TLR 3 atau LPS oleh TNF4
mengaktifkan jalur TRIF, kinase, dan IRF3. Pengenalan dsRNA (virus)oleh RLH Rig-I atau Mda5
mengaktifkan kalur IPS-1, IRF3 dan IRF7. DNA sitoplasma dideteksi oleh reseptor tertentu yang
mengaktifkan kinase TBK-1 yang menyebabkan ekspresi IFNa and IFNR. Semua jalur ini bertemu
pada NFkB. Induksi IFNa and IFNB oleh pristane lebih bergantung pada jalur TLR7-MyD88-IRF7
tetapi jalur lainnya juga tidak dapat dihilangkan. (Reeves et al, 2009)

Mencit yang diinduksi pristane dapat menjadi hewan coba model lupus
dengan disregulasi produksi IFN tipe I. IFN tipe | akan berikatan dengan reseptor
IFNAR dan menghasilkan sinyal untuk terbentuknya autoantibodi terhadap
antigen inti sel yang berperan penting pada patogenesis lupus. IFN tipe | pada
mencit diproduksi sebagian besar oleh monosit imatur melalui jalur TLR7-MyD88.
Sebagian besar IFN-I diproduksi oleh monosit yang belum matang, bukan PDC,
dan produksinya dimediasi secara eksklusif oleh jalur TLR7-MyD88. Produksi
autoantibodi terkonsentrasi pada jaringan limfoid ektopik yang diinduksi oleh
pristane. Peradangan kronis pada kavum peritoneum akibat injeksi pristane ini
mungkin merupakan tempat interaksi sel T dan sel B, namun peran penting ligan
TLR dan mekanisme yang bertanggung jawab atas disregulasi sel B autoreaktif

tetap menjadi hal penting untuk diteliti (Reeves et al., 2009).
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Kemungkinan mekanisme lain dari pristane yaitu induksi kematian sel dan
akumulasi sel-sel apoptosis. Pristane memiliki efek sitotoksik bergantung dosis
yaitu diatas 150 pl dan dilaporkan menginduksi kematian sel in vitro dan in vivo
(Herman et al., 2012). Pada tikus, pristane menginduksi apoptosis melalui jalur
mitokondria. Selain itu, tampaknya terdapat keterlibatan protein Fas, karena
injeksi pristane meregulasi ekspresi Fas dan Fas-L dalam sel peritoneal. Ada
juga bukti pristane yang akan tergabung dalam membran sel dan karena itu
dapat memiliki pengaruh yang merugikan pada membran integritas (Boeltz et al.,
2013).

Pristane dapat menginduksi pembentukan neutrophil extracellular traps
(NETs) pada neutrofil polimorfonuklear dari darah tikus dan mencit. Hal Ini
merupakan temuan penting, karena NETSs telah terlibat dalam patogenesis lupus
Peptida antimikroba (AMP) ,seperti cathelicidins, berhubungan dengan NETs dan
mampu mengikat asam nukleat, melindungi dari degradasi oleh nucleases, dan
meningkatkan serapan ke TLR pada endosomes yang mungkin berkontribusi
pada patogenesis LES (Garcia et al., 2011).

2.10.2 Manifestasi Klinis Mencit Model Lupus yang Diinduksi Pristane

Pristane dapat memicu autoantibodi dan manifestasi klinis LES (Calvani
et al., 2005). Mencit BALB/c yang diberikan injeksi pristane menyebabkan
gambaran yang memenuhi kriteria lupus yaitu artritis, ANA, anti-dsDNA, anti-Sm,
immune complex mediated glomerulonephritis, pulmonary capillaritis (pulmonary
vasculitis) dan didapatkan IFN tipe 1 pada darah perifer. Inflamasi pada
perikardium dan pleura juga terjadi. Mencit dengan injeksi pristane memenuhi 4
kriteria ACR 1997 untuk penegakan LES, yaitu anti ds DNA, artritis, lupus nefritis,

dan vaskulitis. Seperti LES pada manusia, LES pada mencit juga cenderung
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terjadi pada mencit betina. Injeksi pristane intraperitoneal pada mencit BALB/c
akan menyebabkan glomerulonefritis, arthritis, ANA dan pembentukan berbagai

autoantibodi lupus seperti anti-dsDNA dan anti-Sm. Pristane dapat menginduksi
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terbentuknya auto ‘antibodi 1gG yang menarget komponen inti sel diantaranya
double-stranded (ds) DNA, single-stranded (ss) DNA, chromatin, Sm, RNP, Su,
and ribosomal P (Reeves et al., 2009).

Berikut ini beberapa autoantibodi yang diproduksi pada hewan model
lupus dengan induksi pristane:

Tabel 2.3 Autoantibodi pada Hewan Model Lupus dengan Induksi Pristane
(Reeves et al., 2009)

Autoantibody Autoantigen Nucleic acid Frequency in Frequency in B
component BALE/c mice mice
Anti-Sm” U1, U2, U4-Usg, U1, U2, U4, Us, 20-40% 10%
and US snRNPs Us small nuclear
{proteins B', B, RMAs
D,E F, G)
Anti-RNF U1 snRNP U1 small nuclear 50-90% 5%
(proteins A, C, RNA
T0K)
Anti-ribosomal Ribosomal PO, Ribosomal RNAs 0%* 20%
p* P1, P2 proteins
Anti-Su Argonaute 2 Micro-RNAs 50-70% 26%
protein
Anti-dsDNA" Native DNA Native DNA 40% 0%
Anti-chromatin DNA-histone DMA B0% 0%

complexes

'schifiL for the diagnosis of SLE.
“BALBicByJ 0%; BALB/c) 5-10%.

Penelitian yang dilakukan oleh Cui, et al. (2006) menunjukkan bahwa
injeksi tunggal 0,5 mL pristane pada mencit BALB/c secara intraperitoneal dapat
meningkatkan kadar autoantibodi anti-dsDNA dan ANA pada bulan ke-3 dan
bulan ke-4. Penelitian tersebut juga menunjukkan bahwa pada bulan ke-8 paska
injeksi sebesar 87,5% mencit dideteksi mengalami peningkatan anti-dsDNA dan
47% mencit mengalami peningkatan ANA (Cui, et al., 2006). Penelitian lain yang
dilakukan oleh Chowdhary, et al. (2007) menunjukkan bahwa induksi pristane

pada mencit juga akan meningkatkan produksi ANA pada 4 dari 11 mencit yang

BRAWIJAYA

diinjeksi oleh pristane setelah 2 minggu paska injeksi. Pada penelitian tersebut
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tidak hanya didapatkan adanya peningkatan ANA saja tetapi juga didapatkan
manifestasi glomerulonefritis dan juga haemorrhagic pulmonary caplllaritis pada
mencit yang diinjeksi oleh pristane (Chowdhary et al., 2007). Meskipun
autoantibodi muncul pada bulan ke-3 atau ke-4, produksi IFN tipe | telah ada
sejak dua minggu paska injeksi pristane (Reeves et al., 2009).

Autoantibodi yang didapatkan meningkat ternyata bukan hanya ANA atau
anti-dsDNA saja melainkan pada beberapa penelitian lain didapatkan bahwa
autoantibodi lain juga meningkat pada mencit yang diinjeksi oleh pristane.
Penelitian yang dilakukan oleh Satoh, et al. (1995) menemukan bahwa 100%
mencit BALB/c yang diinjeksi oleh pristane mengalami peningkatan autoantibodi
tersebut setelah diukur menggunakan ELISA. Penelitian lain yang dilakukan oleh
Mizutani, et al., (2005) hanya menemukan 40% hingga 43% peningkatan dari
autoantibodi tersebut (Satoh, et al., 1995; Mizutani, et al., 2005).

Hampir seluruh strain mencit ternyata memiliki suseptibilitas terhadap
munculnya autoantibodi LES setelah diinduksi oleh pristane, meliputi anti-Sn,
anti-dsDNA, dan anti ribosomal P. Munculnya autoantibodi ini memang hampir
ada pada semua strain mencit namun memiliki onset yang berbeda-beda. Dua
strain mencit yang memiliki onset yang cepat dan paling menyerupai gambaran
klinis LES pada manusia adalah mencit strain BALB/c dan SJL/J. Oleh karena
itu, kedua mencit tersebut selalu digunakan dalam penelitian (Satoh et al., 2000).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Heiss et al, 2013, sebanyak 57 tikus
Balb/c diberikan injeksi pristane kemudian diukur kadar autoantibodi pada serum
(anti-chromatin-, -histone, -Sm, -dsDNA) dan juga manifestasi klinis yang timbul.
Mencit pristane induced lupus (PIL), mencit Balb/c yang diberi injeksi pristane,

menunjukkan Klinis artritis dimulai dari tiga bulan paska injeksi pristane dan
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artritis terjadi pada 79% mencit. Klinis artritis yang terjadi berkorelasi dengan
daerah keradangan, erosi, kerusakan tulang rawan, jumlah osteoklas dan total
skor keparahan artritis. Serum autoantibodi juga mengalami peningkatan secara
signifikan pada semua mencit PIL. Mencit PIL dengan Kklinis artritis juga
menunjukkan tanda-tanda lupus pada paru (100%) dan ginjal (46%) (Leiss et al.,
2013).

Dalam satu bulan setelah injeksi pristane, baik antibodi anti-histone dan
anti-chromatin ditemukan pada >20% mencit dan setelah dua bulan didapatkan
lebih dari 50% mencit PIL yang positif mengalami peningkatan antibodi tersebut
secara signifikan. Setelah delapan bulan, 100% mencit PIL positif mengalami
peningkatan anti-chromatin dan 93% positif mengalami peningkatan anti-histone.
Antibodi anti-Sm juga mulai positif pada tiga bulan setelah injeksi pristane dan
setelah delapan bulan 80% mencit PIl positif mengalami peningkatan anti-Sm.
Kadar ANA yang diperiksa menggunakan immunofluorescence (IF) menunjukkan
24% mengalami peningkatan kadar ANA dengan titer rendah (24%). Hasil IF
ANA menunjukkan pola homogenous (60%) dan speckled (40%). Kadar antibodi
anti-dsDNA juga mengalami peningkatan dan didapatkan pada 47% serum
mencit PIL. Mencit PIL Balb/c juga menunjukkan peningkatan kadar rheumatoid
factor (RF) secara signifikan dalam dua bulan paska injeksi dibanding mencit
normal. Sebagai tambahan, kadar anti-CCP juga mengalami peningkatan pada

100% mencit PIL setelah 8 bulan paska injeksi pristane (Leiss et al., 2013).
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Mencit BALB/c betina yang diinduksi pristane 0,5 mL secara
intraperitoneal. Hewan coba ini akan memiliki manifestasi mirip LES. Injeksi
pristane menyebabkan peningkatan apoptosis sel-sel limfoid di rongga
peritoneum. - Apoptosis sel ini- menghasilkan produk-produk inti sel seperti
dsDNA. Antigen self yang terlalu banyak akan menimbulkan gangguan
mekanisme klierens atau pembersihan sehingga terjadi kegagalan toleransi imun
melawan antigen self dan memicu sel B autoreaktif yang memproduksi banyak
autoantibodi seperti ANA dan dsDNA. dsDNA dari hasil apoptosis dapat
ditangkap oleh plasmacytoid dendritic cells (pDCs) kemudian berikatan dengan
TLR-9 dan memicu produksi IFN tipe I. IFN=I terdiri dari IFN a dan IFN . Sitokin
ini berperan penting menyebabkan hilangnya mekanisme toleransi pada LES.
IFN tipe | akan meningkatkan aktivasi sel dendritik, meningkatkan jumlah sel T
autoreaktif, dan secara tidak langsung meningkatkan jumlah sel B autoreaktif
melalui bantuan dari sel CD4+ Th2. IFN a/f juga dapat secara langsung
menurunkan jumlah sel T-Reg sebagai sel yang dapat menekan aktivitas
berlebih dari sel T dan sel B. Sel Th seperti Th2 akan diaktivasi oleh sel dendritik
(DC) maupun sel APC lainnya dan merangsang terjadinya respon inflamasi,
aktivasi sel makrofag, serta aktivasi sel limfosit B. IL-4 merupakan sitokin yang
dihasilkan oleh sel Th2 memiliki peran penting dalam meregulasi diferensiasi sel
T naif yang distimulasi antigen untuk berkembang menjadi sel Th2 yang
memproduksi IL-4 melalui sinyal yang diperantarai IL-4R (Shiroiwa et al., 2007).
IL-4 juga dapat memicu sel B untuk menghasilkan autoantibodi. Peningkatan
jumlah sel B autoreakif akan meningkatkan jumlah antibodi dan imun kompleks
sebagai faktor pencetus terjadinya kerusakan jaringan pada lupus. Beberapa

penelitian menunjukkan kadar IFNy yang meningkat pada serum darah pasien
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LES dan ketidakseimbangan sitokin Thl (IFNy) dan Th2 (IL-4) berhubungan
dengan peningkatan aktivitas penyakit lupus pada mencit model lupus
(Guimaraes et al., 2017).

Escalating Dose (Antigen-Spesifik) Immunotherapy adalah metode terapi
untuk mensupresi respon imun melaui mekanisme toleransi dengan cara
menginjeksikan autoantigen - (self-antigen) yang menstimulus pembentukan
autoantibodi dengan dosis yang bertahap hingga memunculkan efek toleransi.
Pemberian dosis yang bertahap dan meningkat ini dilakukan untuk menghindari
efek-efek yang merugikan dari yang paling ringan seperti gatal-gatal sampai
yang paling berat, syok anafilaksis. Pemberian EDI self antigen dsDNA dapat
mengembalikan toleransi imun, memperbaiki fungsi sel dendritik, memicu sel T
menjadi anergi, dan meningkatkan jumlah sel T-Reg. Sel Treg membantu
menekan aktivitas berlebihan dari sel T dan sel B autoreaktif. Aplikasi metode
EDI menggunakan self antigen dsDNA diharapkan dapat mengembalikan
toleransi imun khusunya menurunkan jumlah sel Th2, menurunkan sitokin yang
diproduksi yaitu IL-4, serta mengembalikan keseimbangan rasio sitokin IFNy/IL-
4.

3.2 Hipotesis Penelitian

3.2.1 Hipotesis Umum

Pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat memperbaiki regulasi sistem imun
penyakit lupus eritematosus sistemik (LES) pada mencit mencit pristane induced
lupus (PIL).

3.2.2 Hipotesis Khusus

1 Pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat menurunkan persentase sel Th2

pada mencit pristane induced lupus (PIL).
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2 Pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat menurunkan kadar IL-4 pada
mencit pristane induced lupus (PIL).

3 Pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat menurunkan rasio kadar IFNy/IL-4
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pada mencit pristane induced lupus (PIL).
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Penelitian = ini- -merupakan penelitian - eksperimental =~ murni - (true
experimental) laboratorik dengan menggunakan desain post test only controlled
group. Penelitian ini dilakukan secara in vivo dengan menggunakan mencit
Balb/c sebagai subjek penelitian. Peneliti mengukur pengaruh perlakuan
(intervensi) pada kelompok eksperimen dengan cara membandingkan kelompok
eksperimen dengan kelompok kontrol. Intervensi pada penelitian ini adalah
pemberian terapi EDI dsDNA pada mencit Pristane Induced Lupus/PIL.
Sebanyak enam puluh mencit Balb/c betina usia 6-8 minggu dibagi secara acak
menjadi dua kelompok yaitu kelompok mencit Pristane Induced Lupus/PIL:
mencit yang diinduksi LES dengan diberikan injeksi pristane sebanyak 0,5 ml
secara intraperitoneal dan kelompok kontrol negatif: mencit normal tanpa
diinjeksi pristan maupun diberikan intervensi berupa terapi EDI dsDNA.
4.2 Waktu dan Tempat Penelitian
4.2.1 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan selama 6 bulan, mulai dari bulan Januari
hingga bulan Juni 2017.
4.2.2 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi, Laboratorium
Parasit, dan Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

Malang.

69



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

70

4.3 Objek dan Sampel

Sampel penelitan ini adalah mencit strain Balb/c. Sebanyak enam
puluh mencit Balb/c betina usia 6-8 minggu dibagi secara acak menjadi dua
kelompok vyaitu kelompok mencit Pristane Induced Lupus/PIL: mencit yang
diinduksi LES dengan diberikan injeksi pristan sebanyak 0,5 ml secara
intraperitoneal dan kelompok - kontrol negatif: mencit normal tanpa diinjeksi
pristan maupun diberikan terapi EDI dsDNA. Mencit PIL kemudian dibagi secara
acak menjadi empat kelompok diantaranya:

1. Kelompok kontrol positif: mencit PIL tanpa terapi EDI dsDNA

2. Kelompok terapi A: mencit PIL dengan terapi EDI dsDNA dosis | (0.01 pg/ml,
0.1 pg/ml, 1 pg/ml) diberikan satu kali setiap minggu secara berurutan.

3. Kelompok terapi B: mencit PIL dengan terapi EDI dsDNA dosis 1l (0.1 pg/ml,
1 pg/ml, 10 ug/ml) diberikan satu kali setiap minggu secara berurutan.

4. Kelompok terapi C: mencit PIL dengan terapi EDI dsDNA dosis Il (1 pg/ml,
10 pg/ml, 100 pg/ml) diberikan satu kali setiap minggu secara berurutan
(Burton et al., 2014).

Penelitian ini telah 'mendapatkan persetujuan dari Komisi Etik Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya.

Berikut ini merupakan kriteria inklusi mencit subjek penelitian ini :

1. Mencit strain Balb/C betina dengan tanda klinis lupus (Pristane Induced
Lupus)

2. Umur 6-8 minggu karena pada usia ini mencit Balb/C dianggap dewasa
sehingga kadar hormon lebih stabil (Gunawan, 2007).

3. Berat badan rata-rata 20-30 gram
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Berikut ini adalah kriteria eksklusi subjek penelitian
1. Mencit yang selama penelitian tidak mau makan
2. Mencit yang mati bukan karena lupus selama penelitian berlangsung.
Perhitungan besarnya pengulangan pada sampel dilakukan menggunakan rumus
Federer, 1977 sebagai berikut (Supranto, 2000):
(t-1)(r=1)=15 r: jumlah ulangan t: jumlah perlakuan
Pada penelitian ini, mencit akan dibagi menjadi lima perlakuan sehingga
didapatkan jumlah sampel sebagai berikut:
(5-1) (r—-1)=215 | r=4, 75 dibulatkan menjadi 5 ekor
Untuk lima perlakuan, diperlukan pengulangan paling sedikit sebanyak 5 ekor
untuk tiap perlakuan. Kelompok kontrol pasitif dan kelompok terapi adalah mencit
Pristane Induced Lupus/PIL (mencit yang sudah menunjukkan manifestasi
lupus).
4.4 Variabel Penelitian
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian EDI self antigen
dsDNA dengan berbagai dosis yang dibagi menjadi tiga kelompok sebagai
berikut:
1. Kelompok terapi A: mencit PIL dengan terapi EDI dsDNA dosis | (0.01 pug/ml, 0.1
pg/ml; 1 pg/ml) diberikan satu kali setiap minggu secara berurutan.
2. Kelompok terapi B: mencit PIL dengan terapi EDI dsDNA dosis Il (0.1 pg/ml, 1
pg/ml, 10 ug/ml) diberikan satu kali setiap minggu secara berurutan.
3. Kelompok terapi C: mencit PIL dengan terapi EDI dsDNA dosis Il (1 pg/ml, 10
pg/ml, 100 ug/ml) diberikan satu kali setiap minggu secara berurutan.
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah:

1. Kadar IL-4 pada serum darah mencit menggunakan metode ELISA
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2. Persentase sel Th2 dengan marker CD4'IL4" dari sampel jaringan lien
menggunakan metode flowcytometry
3. Rasio kadar IFNy/IL-4 pada serum darah

4.5 Definisi Operasional

Mencit BALB/c adalah salah satu strain mencit yang sering digunakan
dalam penelitian laboratorium untuk - menguji zat pengobatan dan
mempelajari patogenesis satu penyakit pada manusia, karena mencit ini
memiliki onset yang cepat dan paling menyerupai gambaran klinis LES
pada manusia (Satoh et al., 2000). Mencit BALB/c pada penelitian ini
didapatkan dan mendapat surat keterangan dari Universitas Islam
Negeri Malang.

Mencit PIL (Pristane Induced Lupus) adalah mencit galur Balb/C betina
yang diberikan injeksi pristan sebanyak 0.5 ml (782 ug/ml) secara
intraperitoneal kemudian ditunggu selama 12 minggu. Mencit PIL adalah
mencit yang telah menunjukkan Klinis lupus. Klinis lupus yang diukur
diantaranya klinis penurunan berat badan, bulu rontok, penurunan
aktivitas, dan peningkatan autoantibodi anti-dsDNA (Rottman & Willis,
2010; Leiss et al., 2013).

Pristane (tetramethylpentadecane) merupakan alkana isoprenoid yang
digunakan untuk menginduksi lupus pada mencit. Pristane didapatkan
dari Sigma Aldrich, USA dengan konsentrasi larutan sebesar 782 pug/ml
(Sigma-Aldrich, Singapore, katalog 1921-70-6).

Aktivitas mencit diukur dari banyaknya putaran yang dihabiskan mencit
untuk berpindah dari ujung kandang ke ujung kandang sisi lainnya

secara manual selama kurun waktu 30 menit. Normalnya mencit sehat
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dapat melakukan sebanyak 150-300 putaran dalam waktu 15 menit
(Suwendar et al., 2004).

Bulu rontok pada mencit ditandai dengan terdapatnya daerah alopesia
pada bagian tubuh mencit.

Self antigen dsDNA merupakan antigen yang digunakan dengan metode
Escalating Dose dan didapatkan dengan prosedur isolasi DNA -dari
darah mencit. Isolasi DNA dilakukan dengan metode isolasi sesuai
dengan protokol dari NucleoSpin® Blood MACHEREY-NAGEL GmbH &
Co. KG Germany. Hasil isolasi kemudian dicampur dengan
polyethylenimine (PEI) sesuai dengan protokol dari in vivo jetPEI®: DNA
&SiRNA Delivery Protocol.

Polyethylenimine (PEIl) adalah adalah polimer kationik sebagai reagen
adjuvant yang dapat mengantarkan nukleotida. Antigen dsDNA dicampur
dengan PEI dengan prosedur yang dilakukan sesuai dengan protokol in vivo

jetPEl: DNA &siRNA Delivery Protocol, 2009. In vivo-jetPEI® didapatkan dari
Polyplus-transfection Inc. New York, USA.

Jumlah sel Th2 adalah persentase sel T-helper 2 yang ditandai dengan
marker sel CD4 (CD4-FITC biolegend antibody) dan IL4 (IL-4-PE
biolegend - antibody) dalam spleen yang diukur dengan metode
flowcytometry. Hasil yang diperoleh berupa persentase (%) sel yang
mengekspresikan CD4+ IL-4+ yang diukur di dalam 10.000 sel limfosit.
Kadar interleukin 4 (IL-4) adalah kadar IL-4 (pg/ml) yang diukur dari
serum darah mencit sesuai menggunakan protocol IL-4 mouse elisa kit
eBioscience.

Rasio IFNy/IL-4 adalah perbandingan kadar IFNy dengan kadar IL-4

yang diukur dari serum darah mencit.
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4.6 Alat dan Bahan Penelitian

4.6.1 Persiapan Hewan Coba

Alat : Kandang mencit, timbangan, handscoon, kain steril

Bahan : Hewan coba mencit Balb/c, pakan mencit standar (PAR-S) dan tepung,
air mineral

4.6.2 Pemberian Pristane

Alat : Handscoon, spuit 1cc, kain steril

Bahan : Pristane, alkohol 70%, kapas

4.6.4 Isolasi dsDNA

Alat -~ : Sentrifugator, Micropipet, Incubator, alat vortex

Bahan : Darah mencit, NucleoSpin® Blood MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG Germany

4.6.5 Preparasi dan Injeksi dsDNA

Alat  : Micropipet, ependorf, alat vortex, NanoDrop 2000 Spectrophotometer
handscoon, spuit 1cc, kain steril

Bahan : dsDNA, Invivo Jet-PEI, Aquades steril

4.6.6 Pengukuran Persentase Sel Th2

Alat : Tip biru, kuning, dan putih, pipet mikro, vortex, sentrifus, flowsitometer,
tabung ependorf, kapas, kertas penyerap, cawan, kuvet fcm

Bahan : PBS, cell staining buffer (CSB) (Biolegend, USA, katalog 420201),
permeabilization wash buffer (10x) (Biolegend, USA, katalog 421002),
fixation buffer (Biolegend, USA, katalog 420801, FITC anti mouse CD4
(Biolegend, USA), PE antimouse IL-4 (Biolegend, USA, Katalog 504104),

phobol myrisate acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, katalog P-8139),
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ionomycin (BD Bioscience, katalog 1-0634), golgiplug (BD Bioscience,
katalog 555029).
4.6.7 Pengukuran Kadar IL-4
Alat : Tip biru, kuning, dan putih, pipet mikro, vortex, sentrifus, plate, ELISA
reader.
Bahan : Anti-mouse IL-4 ELISA Kit (eBioscience, USA), Biotin-conjugated, wash
buffer, Streptavidin-HRP, TMB Substrate Solution, Stop Solution
4.6.8 Pengukuran Kadar IFN-y
Alat : Tip biru, kuning, dan putih, pipet mikro, vortex, sentrifus, plate, ELISA
reader.
Bahan : Anti-mouse IFN-y ELISA Kit (eBioscience, USA), Biotin-conjugated,
wash buffer, Streptavidin-HRP, TMB Substrate Solution, Stop Solution
4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Persiapan Hewan Coba
Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit strain
Balb/C yang dipilih berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi. Mencit Balb/C dipilih
karena penelitian terdahulu yang menunjukkan bahwa mencit Balb/C dapat
memberikan gambaran imunologis seperti yang terjadi pada manusia (Rottman
dan Willis, 2010). Mencit diberikan makanan standar dan ditempatkan di dalam
kandang. Penelitian ini dilakukan setelah mendapat persetujuan etik dari komisi
etik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Sebelum dilakukan perlakuan, mencit diadaptasikan terlebih dahulu di
laboratorium selama tujuh hari. Mencit diberi makanan standar dan ditempatkan
di dalam kandang yang berisi sekam. Selama proses aklimatisasi mencit

diberikan pakan, minum, dan penggantian sekam secara rutin sesuai standar
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laboratorium Farmakologi FKUB. Pemberian minum mencit juga diberikan tiap
hari dengan menggunakan air masak yang ditempatkan pada botol minum
hewan. Air minum dilakukan penggantian setiap hari. Sekam yang terdapat
dalam kandang mencit dilakukan penggantian setiap 3 hari sekali.

4.7.2 Mencit Pristane Induced Lupus (Mencit PIL)

Sebanyak lima puluh lima mencit BALB/c diberikan injeksi pristane secara
intraperitoneal sebanyak 0,5 ml dengan konsentrasi 782 pg/ml. 12 minggu paska
injeksi mencit dinilai tanda-tanda Klinis lupus. Mencit yang menunjukkan tanda
Klinis lupus yang sama merupakan mencit PIL yang digunakan pada penelitian
(Leiss et al., 2013). Tanda-tanda Klinis lupus diantaranya penurunan berat
badan, bulu rontok, penurunan aktivitas, dan peningkatan autoantibodi anti-
dsDNA (Rottman & Willis, 2010; Leiss et al., 2013).

4.7.3 Isolasi dsDNA

Antigen ds-DNA diisolasi dari darah mencit yang sehat. Isolasi DNA
dilakukan dengan menggunakan bahan dan prosedur dari NucleoSpin® Blood
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG Germany. 200 pl darah ditambahkan
dengan 25 pl proteinase K dan kemudian ditambahkan larutan 200ul B3 yang
digunakan untuk melisiskan sel darah dan diinkubasi pada suhu 70°C selama 10-
15 menit. Setelah dilakukan washing ditambahkan 210pL larutan etanol 96%-
100% dan kemudian dilakukan vortex. Larutan kemudian dipindahkan ke
NucleoSpin® Blood Column yang diletakkan ke dalam Collection Tube.
Dilakukan sentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan 11.000 g. Dipindahkan
NucleoSpin® Blood Column kedalam Collection tube yang baru dan tambahkan
500 ul Buffer BW kemudian dilakukan sentrifugasi selama 1 menit dengan

kecepatan 11.000 g. Ditambahkan 600 pl larutan B5 dan dilakukan sentrifugasi
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selama 1 menit dengan kecepatan 11.000 g sebanyak dua kali. Pindahkan
NucleoSpin® Blood Column keatas microcentrifuge tube dan tambahkan 100 pl
Buffer BE yang telah dipanaskan sebelumnya pada suhu 70°C. Dilakukan
inkubasi pada suhu ruang selama 1 menit kemudian dilakukan sentrifugasi
dengan kecepatan 11.000 g selama 1 menit. Hasil isolasi DNA kemudian diukur
konsentrasinya menggunakan nanodrop (Genomic DNA from blood: User
manual, 2016).

4.7.4 Prosedur Nanodrop

NanoDrop 2000 Spectrophotometer [Thermo Scientific] dapat digunakan
untuk mengetahui- nilai absorbansi larutan.Alat sangat sensitif dan hanya
membutuhkan volume sampel sebesar 2 pl untuk tiap kali pengukuran. Beberapa
tipe pengukuran sampel, antara lain: asam nukleat (DNA/RNA), microarray,
protein A280, protein&labels, BCA, modified Lowry, Bradford, dan Pierce 660
nm. Lama waktu pengukuran absorbansi yang relatif singkat (kurang dari 5 detik)
tiap sampel akan mempersingkat waktu dalam pengukuran.

Rasio kemurnian DNA yang diukur dengan alat nanodrop adalah rasio
nilai absorbansi DNA A260 dengan nilai absorbansi protein (kontaminan) A280.
Hasil isolasi DNA yang murni didapat dengan kisaran nilai 1.8-2.0. Kemurnian
DNA di atas 2 kemungkinan terkontaminasi dengan RNA dan di bawah 1.8
terkontaminasi protein dan larutan fenol (Neil et al. 2011). Tingkat rasio
kemurnian DNA yang relatif baik diperoleh pada metode konvensional yang
menunjukkan kecenderungan mendekati nilai kemurnian ideal 1.8-2.0, seperti
yang dilaporkan Fitzgerald dan Burden (2014).

Konsentrasi DNA dihitung dari persamaan berikut:

1 OD260 unit = 50 pg/ml
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1 absorbansi pada panjang gelombang 260 setara dengan kadar DNA sebesar
50 pg/ml. Alat nanodrop mengukur absorbansi cahaya pada panjang gelombang
260 dan mehitung kadar DNA sesuai dengan jumlah absorbansi cahaya.
Persamaan ini dihitung absorbansi larutan standar yang sudah diketahui
kadarnya.

Berikut adalah konsentrasi DNA yang didapatkan dari hasil isolasi DNA
dengan metode yang telah dijelaskan.

Tabel 4.1 Konsentrasi DNA dengan Pengukuran Nanodrop

Kode Stok DNA ng/ul
Stok DNA 1 73.7
Stok DNA 2 141.0
Stok DNA 3 238.2
Stok DNA 4 270.3

4.7.5 Preparasi dan Injeksi dsDNA

Kadar dsDNA yang dibutuhkan agar mencit Balb/C dapat terinduksi lupus
adalah sebesar 50 pg per mencit (Qiao et al., 2005). Kadar tersebut dapat
meningkatkan kadar anti-dsDNA, anti-ENA, kadar sitokin IL-17, kondisi
glomerulonephritis, dan proteinuria secara signifikan. Dengan demikian, dosis
tersebut adalah dosis yang dapat menimbulkan manifestasi Klinis lupus (Qiao et
al., 2005; Wen et al., 2012; Wen et al., 2013). Untuk tahap awal, dosis terapi
maksimal EDI menggunakan dosis yang dapat menyebabkan menifestasi Klinis
lupus. Dengan konsep terapi desensitisasi, penelitian° mengambil dosis dibawah
dosis tersebut sesuai penentuan dosis yang dianjurkan pada terapi EDI self
antigen yang dilakukan oleh Burton et al (2014) pada penyakit autoimun multiple

sclerosis (Burton et al., 2014). Dosis EDI dsDNA yang digunakan pada penelitian
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ini sebesar 0.005 pg (0.01 pg/ml), 0.05 pg (0.1 pg/ml), 0.5 pg (1 pg/ml), 5 pg (10
pg/ml), dan 50 pg (100 pg/ml).

Agar dsDNA dapat dipastikan dapat memicu respon imun yang poten,
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kami menggunakan polyethylenimine (PEI) sebagai adjuvant. PEI adalah polimer
kationik yang telah digunakan bertahun-tahun sebagai reagen yang dapat
mengantarkan nukleotida. PEI adalah polimer yang terdiri dari pengulangan grup
amine dan dua carbon aliphatic CH,CH, spacer (Zhang et al., 2016).

dsDNA dicampur dengan PEI (N/P=6), glukosa 10%, dan aquades steril
hingga mencapai volume injeksi. Volume injeksi pada penelitian ini sebesar
500ul. Digunakan perbandingan N/P (DNA/polyethylenimine) sebesar 6 atau
dengan kata lain 0,12 ul PEI per pg asam nukleat/DNA. dsDNA dicampurkan
dengan glukosa 10%, PEI, dan aquades steril kemudian dilakukan vortex secara
perlahan dan dilakukan spindown. Larutan diinkubasi terlebih dahulu selama 15
menit pada suhu ruang agar kompleks menjadi stabil. Larutan dipindahkan
kedalam spuit 1cc kemudian diinjeksikan secara intraperitoneal sesuai dosis
masing-masing kelompok perlakuan. Prosedur ini dilakukan sesuai dengan
protokol in vivo jetPEl: DNA &siRNA Delivery Protocol, 2009 (Huang et al.,
2012).

Antigen dsDNA diencerkan dengan metode tersebut diatas sehingga
mencapai lima konsentrasi yang digunakan sebagai dosis terapi dsDNA pad
apenelitian ini, diantaranya 0.01 pg/ml (0.005 ug dalam 500 pl), 0.1 pg/ml (0.05
pg dalam 500 pl), 1 pg/ml (0.5 pg dalam 500 ul), 10 pg/ml (5 pg dalam 500 pl),
dan 100 pg/ml (50 pg dalam 500 ul). Pada tabel 4.2 dibawah ini dijelaskan

rincian kebutuhan dsDNA, PEI, glukosa 10%, dan aquades steril untuk mencapai
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masing-masing konsentrasi dsDNA yang dibutuhkan. Konsentrasi glukosa diakhir
volume pengenceran sebesar 5%.

Tabel 4.2 Pengenceran DNA dengan Larutan PEI

dsDNA PEI
Dosis 0 PE lG(;‘j/kosla HZS I/%tlil ﬁ?rr;?
Stok (ul), Volume o) (ub) me  (ug/ml)
dsDN DNA ' Stok
dsDNA N/P = PEI (ul)
A (hg) () 6
Stok
0005 DNAL 068 00006 SWKPEL 46 2494 24932 500  0.01
; (1:1000)
(1:10)
Stok Stok PEI
005 NG 068 0006 O0EC 6 244 24932 500 0.1
Stok Stok PEI
0 T2 2\ V08 T 60 190 24645 500 1
5 Stgh 21 06  StokPEI 06 250 2284 500 10
DNA 3 : : :
Stok
50 o0¢ 185 6 Stok PEI 6 250 59 500 100

4.7.6 Pengukuran Persentase Sel Th2

Hasil homogenisasi jaringan spleen disentrifugasi untuk mendapatkan
pellet cell. Pellet cell yang didapatkan disuspensikan ulang pada 1 ml Cell
Staining Buffer. Sel disentrifus, lalu disuspensikan ulang dengan 0,5 ml Cell
Staining Buffer yang sesuai sehingga konsentrasinya sesuai dengan yang
dibutuhkan. Dilanjutkan dengan prosedur pewarnaan permukaan sel. Antibodi
ditambahkan pada tabung berisi pellet cell dari prosedur sebelumnya sebagai
berikut: FITC Anti-Mouse CD4 Antibody. Diinkubasi pada temperatur ruangan
selama 15-20 menit dalam gelap. Dicuci dengan 1,5 ml Cell Staining Buffer
dengan sentrifus pada 350x g selama 5 menit. Diulangi langkah tersebut. Sel
disuspensikan ulang dalam 0,5 ml Cell Staining Buffer. Dilanjutkan segera ke
proses pewamaan intraseluler.

Prosedur Pewarnaan Imunofluoresen Intraseluler untuk sel T helper

sebagai berikut. Ditambahkan 1 ml 1X Fix/Perm Solution pada tabung, di-vortex
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dan diinkubasi pada temperatur ruangan dalam gelap selama 20 menit, lalu
disentrifus pada 350 X g selama 5 menit sampai mengendap dan supernatant
dibuang. Di cuci dengan 1,5 ml Cell Staining Buffer dengan sentrifus pada 350 X
g selama 5 menit dan supernatan dibuang. Ditambahkan 20 ul PE Anti-Mouse IL-
4 Antibodi untuk sel Th2 dan diinkubasikan pada temperatur ruangan dalam
gelap selama 30 menit. Dicuci dengan 1,5 ml Cell Staining Buffer dengan pada
350 X g selama 5 menit sampai mengendap dan supernatan dibuang. Diulangi
langkah tersebut. Disuspensikan ulang dalam 0,5 ml cell Staining Buffer lalu
analisis dengan flowcytometer (Kalim et al., 2017).
4.7.7 Pengukuran Kadar IL-4

Kadar IL-4 dari serum darah diukur dengan Mouse IL-4 ELISA kit yang
dilakukan sesuai dengan protokol dari eBioscience Thermo Fisher Scientific Inc.
Prosedur ELISA wuntuk mengukur kadar IL-4 diawali dengan membuat
pengenceran larutan standar berbagai konsentrasi. 50 pl sample diluent
ditambahkan ke setiap well, kemudian ditambahkan 50 pl sampel. Tambahkan
50 ul biotin-conjugate yang sudah diencerkan. Inkubasi pada suhu ruang selama
dua jam diatas microplate shaker dengan kecepatan 400 rpm. Lakukan washing
dengan wash buffer yang telah diencerkan sebanyak tiga kali. Tambahan
substrat TMB sebanyak 100 pl ke dalam setiap well. Inkubasi pada suhu ruang
selama sepuluh menit di tempat gelap. Tambahkan stop solution ke dalam setiap
well. Kadar IL-4 (pg/ml) kemudian segera dibaca pada ELISA Reader pada
panjang gelombang 450 nm (Mouse IL-4 Coated ELISA Kit User Guide, 2017).
4.7.8 Pengukuran Kadar IFN-y

Kadar IFNy dari serum darah diukur dengan Mouse IFNy ELISA kit yang

dilakukan sesuai dengan protokol dari eBioscience Thermo Fisher Scientific Inc.
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Prosedur ELISA untuk mengukur kadar IFNy diawali dengan membuat
pengenceran larutan standar berbagai konsentrasi. 50 pul sample diluent
ditambahkan ke setiap well, kemudian ditambahkan 50 pl sampel. Tambahkan
50 ul biotin-conjugate yang sudah diencerkan. Inkubasi pada suhu ruang selama
dua jam diatas microplate shaker dengan kecepatan 400 rpm. Lakukan washing
dengan wash buffer yang telah diencerkan sebanyak tiga kali. Tambahan
substrat TMB sebanyak 100 pl ke dalam setiap well. Inkubasi pada suhu ruang
selama sepuluh menit di tempat gelap. Tambahkan stop solution ke dalam setiap
well. Kadar IFNy (ng/ml) kemudian segera dibaca pada ELISA Reader pada
panjang gelombang 450 nm (Mouse IFNy Coated ELISA Kit User Guide, 2017).
4.8 Prosedur Pengumpulan dan Analisis Data

Pada penelitian ini dilakukan pengukuran berat badan mencit secara
berkala. Dilakukan uji beda antara berat badan mencit normal dengan berat
badan mencit PIL. Produksi autoantibodi anti-dsDNA juga dievaluasi sebelum
pemberian terapi EDI dsDNA. Dilakukan uji beda antara mencit normal dengan
mencit PIL. Pengumpulan data juga dilakukan setelah pembedahan. Saat
pembedahan dikumpulkan darah dari jantung mencit dan limpa untuk dilakukan
pengukuran variabel. Hasil pengukuran variabel dibandingkan antar kelompok
perlakuan. Variabel yang diukur adalah persentase Th2, kadar IL-4, dan
perhitungan rasio kadar IFNy/IL-4. Persentase Th2, kadar IL-4, dan rasio kadar
IFNy/IL-4 merupakan data numerik rasio. Dalam penelitian ini dilakukan uji beda
persentase sel Th2, kadar IL4, dan rasio kadar IFNy/IL-4 antara masing-masing
kelompok perlakuan serta uji korelasi masing-masing variabel terhadap berat

badan dan kadar anti-dsDNA
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Uji normalitas digunakan dengan metode statistik uji Shapiro-wilk dengan
0=0,05. Jika didapatkan data p value > 0,05, maka data terdistribusi normal.
Kemudian dilanjutkan dengan uji homogenitas/ keragaman data menggunakan
uji Test Homogenicity of Variance bertujuan untuk memperlihatkan bahwa
sebaran data memiliki varian yang sama atau homogen. Data disebut homogen
apabila didapakan nilai signifikansi a> 0,05. Jika data terdistribusi normal dan
homogen, dapat dilakukan uji parametrik.

Jika data terdistribusi normal dan homogen maka dapat dilakukan uiji
parametrik One Way ANOVA untuk uji beda. Jika dari hasil uji ANOVA
didapatkan nilai P signifikan (p<0,05) maka dapat dilanjutkan uji Pos Hoc
LSD/Tukey. Jika data tidak terdistribusi normal dan atau tidak homogen maka
dilakukan uji non parametrik Kruskall-Walis uji beda. Uji korelasi dilakukan
dengan uji Pearson jika data data terdistribusi normal dan homogen. Apabila
data tidak terdistribusi normal dan atau tidak homogen maka uji korelasi
dilakukan dengan uji Spearman. Hubungan korelasi yang kuat ditunjukkan
dengan koefisien korelasi yang mendekati nilai 1. Koefisien korelasi yang bernilai
negatif artinya memiliki hubungan korelasi berbanding terbalik sedangkan nilai
positif menunjukkan hubungan korelasi berbanding lurus.

Data ditampilkan dalam bentuk diagram batang dalam rerata + standar
deviasi (SD). Perbedaan yang bermakna antar tiap kelompok ditunjukkan
dengan notasi yang berbeda. Nilai p<0.05 menunjukkan perbedaan yang
bermakna antar kelompok perlakuan. Analisis data pada penelitian ini dibantu

dengan program SPSS 21 for Windows.
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Gambar 4.1 Bagan Alur Penelitian
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

Penelitian ini menggunakan desain eksperimen murni (true experimental
design) di laboratorium secara in vivo menggunakan mencit strain balb/c.
Sebanyak enam puluh mencit Balb/c betina usia 6-8 minggu dibagi secara acak
menjadi dua kelompok vyaitu kelompok kontrol negatif: mencit normal tanpa
diinjeksi pristane maupun diberikan terapi EDI dsDNA dan kelompok mencit
Pristane Induced Lupus/PIL: mencit yang diinduksi LES dengan diberikan injeksi
pristan sebanyak 0,5 ml (728ug/ml) secara intraperitoneal. Mencit PIL kemudian
dibagi secara acak menjadi empat kelompok diantaranya: kelompok kontrol
positif: mencit PIL tanpa terapi EDI dsDNA, kelompok terapi A: mencit PIL
dengan terapi EDI dsDNA dosis | (0.01 ug/ml, 0.1 pg/ml, 1 pg/ml) diberikan satu
kali setiap minggu secara berurutan, kelompok terapi B: mencit PIL dengan
terapi EDI dsDNA dosis Il (0.1 pg/ml, 1 pug/ml, 10 pg/ml) diberikan satu kali setiap
minggu secara berurutan dan kelompok terapi C: mencit PIL dengan terapi EDI
dsDNA dosis Il (1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml) diberikan satu kali setiap minggu
secara berurutan. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek pemberian
terapi EDI dsDNA dengan injeksi secara intraperitoneal pada mencit PIL dalam
mengembalikan regulasi sistem imun. Pada penelitian ini peneliti fokus pada efek
pemberian EDI dsDNA pada persentase jumlah sel Th2 melalui marker

CD4°IL4", kadar sitokin IL-4, serta rasio IFNy/IL-4.

85
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5.1 Identifikasi Karakteristik Mencit Balb/c Pristane Induced Lupus (PIL)
5.1.1 Manifestasi Klinis Mencit Balb/c Pritane Induced Pristane

Mencit Balb/c Pristane Induced Lupus/PIL adalah mencit betina galur
Balb/c usia 6-8 minggu dengan berat badan 20-30 gram yang diberikan injeksi
pristane secara intraperitoneal sebanyak 0,5 cc (782 ug/ml) dosis tunggal
kemudian ditunggu  selama 12 minggu hingga muncul manifestasi lupus.
Penentuan hewan coba LES ditandai dengan adanya hasil dari manifestasi klinis
dan laboratorium. Manifestasi LES yang ditemukan pada mencit PIL pada
penelitian -ini antara lain penurunan berat badan (70%), bulu rontok (60%),
penurunan aktivitas (50%), asites (10%) dan peningkatan kadar anti-dsDNA.
Beberapa gambaran manifestasi klinis LES pada mencit PIL pada penelitian ini

ditunjukkan pada gambar 5.1

Gambar 5.1 Manifestasi Klinis Mencit PIL Paska Injeksi Tunggal Pristane

secara Intraperitoneal. Beberapa manifestasi klinis LES yang ditemukan 12
minggu paska injeksi 0,5 ml pristan dosis tunggal secara intraperitoneal
diantaranya asites (panah hitam) (A) dan alopesia (panah hitam) (B)

Berat-badan mencit Balb/c pada penelitian ini diukur secara berkala untuk
mengevaluasi adanya peningkatan maupun penurunan berat badan mencit
sebelum dan setelah diinjeksi pristane. Rata-rata hasil pengukuran berat badan

secara berkala pada mencit normal dan mencit PIL disajikan pada tabel 5.1.
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Tabel 5.1 Rata-rata Berat Badan Mencit yang Diukur secara Berkala

Sebelum 4 Minggu 12 Minggu
BB (9) Adaptasi Injeksi Setelah Injeksi ~ Setelah Injeksi
Pristane Pristane Pristane

MencitNormal - 510+200 26.2+271  313+398  36.8+337

(n=5)
M?:j'ztoF)"L 206+1.97 250+359  315+4.14 305 + 4.16
Sig. P=0.527%  P=0.402* P=0.947% P=0.002%*

*~Mann whitney test **=Independent t-test

Hasil uji normalitas data menggunakan Shapiro-Wilk menunjukkan data
berat badan mencit yang saat adaptasi dan sebelum injeksi pristane secara
berkala pada mencit normal dan mencit Pristane Induced Lupus/PIL memiliki
persebaran tidak normal (P<0,05). Kemudian untuk hasil uji homogenitas data
Berat Badan (BB) menunjukkan data homogen (P>0,05). Oleh karena data berat
badan mencit yang normal dan mencil PIL saat adaptasi dan sebelum injeksi
pristane secara berkala menunujukan persebaran tidak normal dan homogen
maka uji beda berat badan (BB) dilakukan dengan uji non parametrik Mann
whitney. Hasil uji Mann whitney berat badan mencit saat adaptasi (P=0.527) dan
sebelum injeksi pristane (P=0,402) tidak menunjukan perbedaan yang bermakna
antara mencit normal dan mencit PIL.

Hasil uji normalitas data menggunakan Shapiro-Wilk menunjukkan data
berat badan mencit yang saat setelah diinduksi Pristane pada minggu ke-4 dan
minggu ke-12 secara berkala pada mencit normal dan mencit lupus induksi
Pristane memiliki persebaran normal (P>0,05). Kemudian untuk hasil uji
homogenitas data berat badan (BB) menunjukkan data homogen (P>0,05). Oleh
karena data berat badan mencit yang normal dan diinduksi pristane pada minggu
ke-4 dan minggu ke-12 secara berkala menunujukan persebaran normal dan

homogen maka uji beda berat badan (BB) dilakukan dengan uji parametrik
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Independent T-test. Hasil uji Independent T-test berat badan mencit pada minggu
ke-4 (P=0,947) tidak menunjukan perbedaan yang bermakna antara mencit
normal dan mencit PIL. Hasil uji Independent T-test berat badan mencit pada
minggu ke-12 (P=0,002) menunjukan perbedaan yang bermakna antara mencit
normal dan mencit PIL yang mana BB mencit PIL lebih rendah dibanding
kelompok mencit normal.

Setelah pemberian EDI dsDNA, dilakukan evaluasi mengenai manifestasi
Klinis lupus pada mencit. Hasil pengamatan manifestasi klinis tidak menunjukkan
perubahan sehingga tidak dapat dilakukan evaluasi pengaruh EDI dsDNA
terhadap perubahan manifestasi klinis lupus. Evaluasi manifestasi klinis
dilakukan setelah pemberian terapi EDI dsDNA selama tiga minggu sehingga
perubahan manifestasi klinis belum tampak. Data mengenai manifestasi klinis
lupus setelah pemberian EDI dsDNA disajikan pada tabel 5.2.

Tabel 5.2 Evaluasi Manifestasi Klinis Setelah Pemberian EDI dsDNA

BB (g) Bulu Rontok Penurunan Aktivitas

9 Pre Post Pre Post

ﬁ_(s) 37.7+45 0/5 0/5 0% 0%

K(+)

=5 29.0+2.8 5/5 5/5 Menurun (100%) Tetap (100%)
A

A 33.2+23 5/5 5/5 Menurun (100%) Tetap (100%)
:5 29.0+3.2 5/5 5/5 Menurun (100%) Tetap (100%)
n(—:5 325+3.3 5/5 5/5 Menurun (100%) Tetap (100%)

Keterangan: K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat (n=5), K (+) = Kelompok
kontrol positif, mencit Pristane Induced Lupus/PIL (n=5), A = Kelompok terapi A, mencit Pristane
Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis | (n=5), B = Kelompok terapi B, mencit Pristane
Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il (n=5), C = Kelompok terapi C, mencit Pristane

Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il (n=5).

5.1.2 Manifestasi Serologis Mencit Balb/c Induksi Pristane
Manifestasi  serologis pada ~mencit PIL diukur untuk mengetahui

peningkatan kadar autoantibodi pada mencit PIL dibandingkan kelompok mencit
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normal. Rata-rata kadar anti-dsDNA diperoleh dari mencit normal dan mencit
PIL. Pengukuran anti-dsDNA dilakukan dengan metode ELISA pada setiap
kelompok. Hasil pengukuran kadar anti-dsDNA antara mencit normal dan mencit
PIL ditunjukkan pada tabel 5.3.

Tabel 5.3 Rata-Rata Hasil Pengukuran Kadar anti-dsDNA Pada Mencit
Normal dan Mencit PIL

Kelompok Kadar anti-dsDNA (ng/ml)
Mencit Normal (n=5) 7.85 + 5.00°
Mencit PIL (n=5) 80.36 + 47.29°

Hasil uji normalitas data menunjukkan kadar anti-dsDNA memiliki
persebaran normal (P>0,05). Hasil uji homogenitas data kadar ANA
menunjukkan data homogen (p=0.998) tetapi hasil uji kadar anti-dsDNA
menunjukkan data tidak homogen (p=0.001). Oleh karena data ANA yang
menunujukan persebaran normal dan homogen maka uji beda kadar ANA
dilakukan dengan uji parametrik Independent T-test. Hasil uji Independent T-test
kadar ANA menunjukkan peningkatan kadar ANA pada kelompok mencit PIL
(34.88 = 7.52) dibandingkan kelompok mencit normal (30.68 + 7.70) tetapi tidak
berbeda secara signifikan (p=0.362). Oleh karena analisis data kadar anti-dsDNA
menunjukkan data memiliki persebaran normal tetapi tidak homogen maka uji
beda pada antara kadar anti-dsDNA pada kelompok mencit normal dengan
mencit PIL dilakukan dengan uji non parametrik Mann-whitney. Hasil uji Mann-
whitney kadar anti-dsDNA menunjukkan peningkatan kadar anti-dsDNA pada
kelompok mencit PIL (80.36 + 47.29) dibandingkan kelompok mencit normal

(7.85 = 5.00) secara signifikan (p=0.023). Hal ini menandakan pemberian
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pristane 0.5 cc (782ug/ml) dosis tunggal secara intraperitoneal berhasil

menginduksi peningkatan kadar autoantibodi pada mencit PIL.

5.2 Efek Pemberian Terapi EDI dsDNA terhadap Jumlah sel T Helper 2 (Th2)
pada Mencit PIL

Persentase jumlah sel T Helper 2 (Th2) diukur dengan menggunakan
metode flowcytometry dari jaringan limpa mencit. Hasil pengukuran berupa
persentase jumlah sel dengan marker CD4'IL4" dan kemudian dibandingkan
rata-rata persentase jumlah sel Th2 antar kelompok. Hasil flowcymetry

representatif dari setiap kelompok ditunjukkan pada gambar 5.2.
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th 5 2
= 23 =
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Gambar 5.2 Hasil Pemeriksaan Persentase Sel Th2 (CD4+IL4+) dengan
Metode Flowcytometry. K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat
(n=5), K (+) = Kelompok kontrol positif, mencit Pristane Induced Lupus/PIL (n=5),
A = Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI
dsDNA dosis | (n=5), B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL
dan diberi EDI dsDNA dosis Il (n=5), C = Kelompok terapi C, mencit Pristane
Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il (n=5).
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Setelah mendapatkan persentase jumlah sel Th2 dengan metode
flowcytometry dari setiap sampel, dilakukan perhitungan rata-rata persentase sel
Th2 untuk setiap kelompok. Rata-rata persentase jumlah sel T-helper 2 dari
masing-masing kelompok  ditunjukkan pada gambar 5.3. Rata-rata tertinggi
persentase sel Th2 didapatkan pada kelompok kontrol positif (K (+)) sedangkan
rata-rata terendah ditunjukkan pada kelompok A. Untuk menilai perbedaan antar

kelompok perlakuan, dilakukan uji beda parametrik One-way ANOVA.

5.00 -
4.50

a a
| a
a
400 - a
215 431
3.50 -
3.00 -
Th2 (%) 2.50 -
2.00 -
1.50 -
1.00 -
050 -
0.00 T T T
K () K (+) A B C

Gambar 5.3 Efek Pemberian EDI dsDNA terhadap Persentase Sel Th2
(CD4+IL4+). K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat (n=5), K (+) =
Kelompok kontrol positif, mencit Pristane Induced Lupus/PIL (n=5), A =
Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA
dosis | (n=5), B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan

diberi EDI dsDNA dosis Il (n=5), C = Kelompok terapi C, mencit Pristane
Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il (n=5).

Uji beda dilakukan dengan uji One-way ANOVA dengan tingkat
signifikansi 0,05 (o) dan taraf kepercayaan 95%. Hasil uji normalitas data
menggunakan Saphiro-Wilk menunjukkan data memiliki persebaran normal
(P>0,05) sedangkan dari hasil uji homogenitas levene menunjukkan data bersifat

homogen dengan nilai p=0,228 (P>0,05). Dari kedua uji tersebut dapat
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disimpulkan bahwa data persentase jumlah sel Th2 terdistribusi normal dan
homogeny sehingga syarat uji parametrik One-way Anova terpenuhi.

Pada tahap selanjutnya dilakukan uji One-Way Anova karena didapatkan
persebaran data normal dan homogen. Dari hasil One-Way Anova didapatkan
nilai p tidak signifikan, yaitu 0,132 yang berarti tidak terdapat setidaknya dua
kelompok yang berbeda secara signifikan. Rata-rata persentase sel Th2 pada
kelompok positif (K+) (4,31 % % 0,39) mengalami kenaikan dibanding kelompok
negatif (K-) (4,15 % + 0,47) meskipun tidak signifikan. Rata-rata persentase sel
Th2 pada kelompok terapi A (3,28 + 0,64), B (3,31 % £ 1,12), dan C (3,44 % +
0,52) cenderung mengalami penurunan dibanding kelompok positif (K+). Tidak
didapatkan perbedaan yang bermakna persentase sel Th2 antara kelompok
terapi A, B, maupun C.

Manifestasi - serologis LES yang diukur pada penelitian ini adalah
peningkatan kadar anti-dsDNA. Untuk mengetahui pengaruh pemberian EDI
dsDNA terhadap manifestasi serologis mencit PIL, dilakukan pengukuran
terhadap kadar anti-dsDNA (data tidak ditampilkan) setelah pemberian EDI
dsDNA. Untuk mengetahui hubungan antara persentase sel Th2 dengan kadar
anti-dsDNA, maka dilakukan uji korelasi antara persentase sel Th2 dengan kadar
anti-dsDNA. Hasil uji korelasi. Pearson menunjukkan nilai signifikansi sebesar
0.794 (p>0,05) yang berarti tidak terdapat korelasi yang bermakna antara

persentase sel Th2 dengan kadar anti-dsDNA.

5.3 Efek Pemberian Terapi EDI dsDNA terhadap Kadar Interleukin 4 (IL-4)

pada Mencit PIL

Interleukin-4 atau IL-4 merupakan salah satu sitokin yang diproduksi oleh

sel Th2. Pada penelitian ini dilakukan pengukuran sitokin IL-4 pada serum darah
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hewan coba dengan metode ELISA. Rata-rata hasil pengukuran kadar sitokin IL-
4 pada setiap kelompok perlakuan disajikan pada gambar 5.4. Rata-rata tertinggi

kadar IL-4 didapatkan pada kelompok terapi C sedangkan rata-rata terendah
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ditunjukkan pada kelompok kontrol positif (K (+)). Untuk menilai perbedaan antar

kelompok perlakuan, dilakukan uji beda parametrik One-way ANOVA.
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Gambar 5.4 Efek Pemberian EDI dsDNA terhadap Kadar Interleukin-4.
K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat (n=5), K (+) = Kelompok kontrol positif, mencit
Pristane Induced Lupus/PIL (n=5), A = Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan
diberi EDI dsDNA dosis | (n=5), B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan
diberi EDI dsDNA dosis Il (n=5), C = Kelompok terapi C, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan
diberi EDI dsDNA dosis Il (n=5).

Uji beda dilakukan dengan uji One-way ANOVA dengan tingkat
signifikansi 0,05 (a) dan taraf kepercayaan 95%. Hasil uji normalitas data

menggunakan  Saphiro-Wilk ‘menunjukkan data memiliki persebaran normal

S

(P>0,05) sedangkan dari hasil uji homogenitas levene menunjukkan data bersifat
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disimpulkan bahwa data kadar IL-4 terdistribusi normal dan homogen sehingga
syarat uji parametrik One-way Anova terpenuhi.

Pada tahap selanjutnya dilakukan uji One-Way Anova karena didapatkan
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persebaran data normal dan homogen. Dari hasil One-Way Anova didapatkan
nilai p yang signifikan, yaitu 0,016 yang berarti terdapat setidaknya dua kelompok
yang berbeda secara signifikan. Uji Post Hoc LSD selanjutnya diperlukan untuk
mengetahui nilai perbedaan antar kelompok. Dari hasil uji post-hoc LSD multiple
comparasions didapatkan kadar IL4 pada kelompok kontrol negatif tidak berbeda
secara signifikan dengan kelompok kontrol positif (1,65 + 0,13 vs 1,60 + 0,51;
p=0.839). Kadar IL4 pada kelompok terapi A (3,17 + 0,42; p=0.037), B (4,22 +
3,61; p=0.024), dan C (5,02 £ 3,42; p=0.005) cenderung meningkat dibandingkan
kelompok positif secara signifikan (p<0,05). Hal ini menunjukkan pemberian
terapi EDI dsDNA dapat berpengaruh pada peningkatan kadar IL-4 pada mencit
PIL. Tidak didapatkan perbedaan kadar IL-4 yang signifikan antara terapi A, B,
dan C (p<0.05). Jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, kadar 1L-4
pada terapi A tidak berbeda secara signifikan (p=0.055) sedangkan terapi B
(p=0.036) dan C (p=0.007) menunjukkan perbedaan secara signifikan. Hasil uji
korelasi Pearson menunjukkan nilai signifikansi 0,403 (p>0,05) yang berarti tidak

terdapat korelasi yang bermakna antara kadar IL-4 dengan kadar anti-dsDNA.

5.4 Efek Pemberian Terapi EDI dsDNA terhadap Rasio IFNy/IL-4 pada
Mencit PIL

Interleukin-4 atau IL-4 merupakan salah satu sitokin yang diproduksi oleh
sel Th2 sedangkan interferon-gamma atau IFNy merupakan salah satu sitokin

yang diproduksi oleh sel Thl. Pada penelitian ini, peneliti juga ingin berfokus

IVERSITA
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diukur dalam serum darah dengan sitokin IL-4 yang juga diukur dalam serum
darah. Keseimbangan tersebut diukur dengan menghitung rasio dari kadar IFNy
dibagi dengan kadar IL-4 (IFNy/IL-4).

Setelah  meninghitung rasio IFNy/IL-4, dilakukan perhitungan rata-rata
IFNy/IL-4 tiap kelompok. Hasil perhitungan rata-rata rasio |FNy/IL-4 tiap
kelompok ditampilkan pada gambar 5.5. Rata-rata rasio IFNy/IL-4 tertinggi
didapatkan pada kelompok kontrol positif (K(+)) sedangkan rata-rata terendah
didapatkan pada kelompok terapi B. Untuk menilai perbedaan antar kelompok

perlakuan, dilakukan uji beda parametrik One-way ANOVA.

12000.00

* **

10000.00 -

8000.00 -

*p<0.05 **p<0.01

Gambar 5.5 Efek Pemberian EDI dsDNA terhadap Rasio IFNy/IL4. K (-) =
Kelompok kontrol negatif, mencit sehat (n=5), K (+) = Kelompok kontrol positif, mencit Pristane
Induced Lupus/PIL (n=5), A = Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi
EDI dsDNA dosis | (n=5), B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi
EDI dsDNA dosis Il (n=5), C = Kelompok terapi C, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi
EDI dsDNA dosis Il (n=5).

Uji beda dilakukan dengan uji One-way ANOVA dengan tingkat
signifikansi 0,05 (a) dan taraf kepercayaan 95%. Hasil uji normalitas data
menggunakan Saphiro-Wilk menunjukkan data memiliki persebaran normal

(P>0,05) sedangkan dari hasil uji homogenitas levene menunjukkan data
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bersifat homogen dengan nilai p= 0,079 (P>0,05). Dari kedua uji tersebut dapat
disimpulkan bahwa data rasio [FNy/IL-4 terdistribusi normal dan homogen

sehingga syarat uji parametrik One-way Anova terpenuhi.
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Pada tahap selanjutnya dilakukan uji One-Way Anova karena didapatkan
persebaran data normal dan homogen. Dari hasil One-Way Anova didapatkan
nilai p yang signifikan, yaitu 0,004 yang berarti terdapat setidaknya dua kelompok
yang berbeda secara signifikan. Uji Post Hoc LSD selanjutnya diperlukan untuk
mengetahui nilai perbedaan antar kelompok. Dari hasil uji post-hoc LSD multiple
comparasions didapatkan rasio IFNy/IL-4 pada kelompok kontrol positif
meningkat secara signifikan dibanding kelompok kontrol negatif (7814.15 +
2331.95 vs 5173.41 + 1914.47; p=0.041). Hal ini menunjukkan pemberian
pristane mengganggu keseimbangan sitokin IFNy dengan sitokin IL-4 dengan
dominasi IFNy. Rasio IFNy/IL-4 pada kelompok terapi A (3601.11 = 1070.77;
p=0.003), B (2934.61 £ 1083.00; p=0.001) dan C (2953.56 + 1584.28; p=0.001)
mengalami penurunan signifikan jika dibandingkan kelompok kontrol positif. Hal
ini menunjukkan pemberian terapi EDI dsDNA dapat menurunkan rasio IFNy/IL-
4. Kelompok terapi A, B, maupun C tidak berbeda signifikan jika dibandingkan
kelompok kontrol negatif (p=0.203; p=0.077; p=0.080; secara berurutan). Rasio

IFNy/IL-4 antara kelompok terapi A, B maupun C tidak berbeda secara signifikan.
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BAB VI

PEMBAHASAN

6.1 Manifestasi Mencit Pristane Induced Lupus (PIL)

Patogenesis LES bergantung pada hilangannya toleransi imun dan
produksi autoantibodi terhadap antigen inti sel yang terus menerus (Tsokos et
al.,, 2016). Salah satu konsep kunci dalam patogenesis LES adalah
ketidakseimbangan antara apoptosis sel dan pembersihan bahan apoptosis
(Theofilopoulos et al., 2011). Penelitian menunjukkan injeksi pristane secara
intraperitoneal pada mencit berhasil menginduksi penyakit lupus (Rottman dan
Willis, 2010). Manifestasi Perkembangan glomerulonefritis dan  produksi
autoantibodi, khususnya antibodi antinuklear dan anti dsDNA pada hampir
semua strain hewan model lupus memiliki persamaan (Stanford dan Peng,
2012). Pristane menghentikan pertumbuhan sel dan memicu kematian sel secara
apoptosis melalui jalur mitokondria dengan aktivasi caspase. Dosis pristane
sebanyak 0,5 cc (782ug/ml) secara intraperitoneal merupakan dosis yang cukup
untuk menginduksi apoptosis berlebihan dan terus menerus pada sel limfoid
mesenterikal pada intraperitoneal sehingga menghasilkan paparan antigen inti
sel yang cukup untuk -memicu. terjadinya autoimunitas (Calvani et al., 2005).
Penelitian yang dilakukan oleh Cui, et al. (2006) menunjukkan bahwa injeksi
dosis tunggal pristane dengan dosis 0.5 mL pada mencit BALB/c secara
intraperitoneal dapat meningkatkan kadar autoantibodi anti-dsDNA dan ANA
mulai bulan ke-3 setelah injeksi dimana 87,5% mencit dideteksi mengalami
peningkatan anti-dsDNA (Cui, et al., 2006). Dalam hal munculnya manifestasi

klinis yang sesuai dengan kriteria lupus, mencit lupus yang diinduksi pristane
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menjadi model lupus yang lebih baik daripada model lain (Reeves et al., 2009).
Pada penelitian ini pemberian injeksi pristane secara intraperitoneal berhasil
menginduksi menifestasi LES pada mencit Balb/c. Manifestasi yang muncul
diantaranya penurunan berat badan, bulu rontok, penurunan aktivitas, dan
peningkatan autoantibodi (anti-dsDNA).

Berat badan mencit pada penelitian ini diukur secara berkala. Mencit
normal (tanpa dinjeksi pristane) menunjukkan peningkatan berat badan
sedangkan mencit yang diberi injeksi pristane tidak menunjukkan peningkatan
berat badan dan bahkan mengalami penurunan berat badan. Pada minggu ke-12
paska injeksi pristane, rata-rata berat badan kelompok mencit injeksi pristane
lebih rendah secara signifikan dibanding kelompok mencit normal (tanpa injeksi
pristane). Dengan demikian, dapat disimpulkan injeksi pristane berpengaruh
pada berat badan mencit pada penelitian ini. Mencit injeksi pristane pada
penelitian ini juga mengalami bulu rontok yang ditandai dengan adanya daerah
alopecia pada tubuh mencit. Mencit yang telah terinduksi lupus juga tampak
mengalami penurunan aktivitas. Pada mencit yang diinjeksi pristane didapatkan
peningkatan kadar anti-dsDNA secara signifikan. Hal ini menunjukkan injeksi
pristane berhasil memicu pembentukan autoantibodi pada mencit.

Injeksi pristane pada hewan coba juga dapat memunculkan patofisiologi
yang mirip dengan patofisiologi LES pada manusia seperti keterlibatan sitokin
IFN-I, disregulasi sel plasma hingga terbentuknya autoantibodi ANA dan anti-
dsDNA (Rottman dan Willis, 2010). Injeksi pristane secara intraperitoneal mampu
meningkatkan sitokin IFN tipe | (IFN a dan IFNB). Peningkatan IFN tipe I terjadi
juga pada pasien LES dan diketahui sejak 30 tahun lalu (Reeves et al., 2009).

Ekspresi IFN tipe | berkontribusi pada hilangnya toleransi sistem imun. Ekspresi
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gen yang memproduksi IFN tipe | juga berkaitan dengan keparahan penyakit,
nefritis, dan terbentuknya antibodi melawan antigen inti diantaranya dsDNA, sm,
atau RNP (Reeves et al., 2009).

Injeksi pristane pada penelitian sebelumnya terbukti dapat menurunkan
sel T-Reg. Pada penelitian ini, jumlah sel T-reg pada kelompok mencit yang
diinjeksi pristane juga mengalami penurunan dibanding mencit normal (data tidak
ditampilkan). Adanya kelainan sistem kekebalan tubuh disebabkan oleh
terganggunya fungsi sel regulator T (T-reg) dalam mengatur respon imun dan ini
mempengaruhi hiperaktivasi berbagai sel T pembantu (Th). Sel Th Thl, Th2, dan
Th1l7 akan diaktifkan oleh sel dendritik (DC) dan sel APC lainnya dan
merangsang terjadinya respon inflamasi, aktivasi sel makrofag, dan aktivasi
limfosit sel B. Sel dendritik dapat mengenali berbagai jenis antigen diri terutama
dsDNA yang memiliki peran penting dalam patogenesis LES, dan melalui aktivasi
sel B akan merangsang terbentuknya antibodi terhadap self-antigen dsDNA.
Kehadiran autoantibodi patogen ini akan mengakibatkan kerusakan jaringan
akibat deposisi kompleks imun.

Tanda utama LES adalah tingginya produksi autoantibodi terhadap
antigen inti, seperti double-strand DNA (ds-DNA) dan kromatin, yang
mengakibatkan kerusakan organ yang diperantarai antibodi (Zhu et al., 2007;
Lauwerys, 2003). Autoantibodi merupakan kelainan imunologis yang menjadi
dasar patogenesis dari LES. Penumpukan autoantibodi di jaringan membutuhkan
aktifasi sistem komplemen dan atau mediator inflamasi lainnya, serta kemotaksis
limfosit dan polimorfonuklear, pelepasan sitokin, kemokin, enzim proteolitik,
sehingga menyebabkan kerusakan organ (Hahn, 2013). Penderita LES

umumnya mengeluh lemah, demam, malaise, anoreksia dan berat badan
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menurun. Manifestasinya bisa ringan, berat, bahkan sampai dapat mengancam
jiwa (Wallace, 2007; Zhu, 2007).

Pada penelitian ini, pemberian imunoterapi dengan self antigen dsDNA
dengan metode EDI pada kelompok mencit PIL menunjukkan penurunan kadar
anti-dsDNA. Kehadiran autoantibodi patogen dalam hal ini anti-dsDNA akan
mengakibatkan kerusakan jaringan akibat deposisi kompleks imun. Penurunan
autoantibodi anti-dsDNA diharapkan dapat menurunkan kerusakan jaringan
akibat deposisi kompleks imun sehingga manifestasi klinis yang timbul akibat
kerusakan jaringan diantaranya lemah, malaise, dan berat badan menurun
mengalami perbaikan. Manifestasi klinis pada kelompok mencit PIL setelah diberi
terapi EDI dsDNA tidak menunjukkan perubahan sehingga tidak dapat
dievaluasi. Proses perbaikan manifestasi klinis ini mungkin membutuhkan waktu
sehingga pengaruh pemberian EDI dsDNA pada mencit PIL belum menunjukkan
perbaikan manifestasi klinis secara signifikan.

Pemberian terapi EDI dsDNA pada penelitian ini dilakukan diharapkan
dapat mengembalikan toleransi sel B pada LES sehingga produksi antibodi
terhadap self antigen dsDNA dapat mengalami penurunan. Pada penelitian ini,
pemberian imunoterapi dengan self antigen dsDNA dengan metode EDI pada
kelompok mencit PIL menunjukkan penurunan kadar anti-dsDNA (data tidak
ditampilkan). Pemberian imunoterapi menggunakan self antigen dengan metode
EDI diketahui mampu menginduksi aktivasi dan fungsi pada Treg untuk sekresi
sitokin IL-10 dan TGF- yang bekerja menekan sel imun autoreaktif (Burton et
al., 2014). Pada penelitian ini pemberian EDI dsDNA pada kelompok mencit PIL
berhasil menekan respon sel B dalam memproduksi autoantibodi anti-dsDNA

melalui peningkatan sel T-reg dan peningkatan sekresi TGF-B. Pada penelitian
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ini, pemberian EDI dsDNA pada kelompok mencit PIL berhasil meningkatkan
jumlah sel T-Reg dan peningkatan sitokin TGF-B (data tidak ditampilkan).
Aktivasi sel Treg juga dimediasi oleh sitokin TGF-B. TGF-B mengikat reseptor
TGF-B pada sel T naif sehingga mengaktifkan faktor transkripsi STAT5 sehingga
memicu diferensiasi sel Treg. Sel Treg berperan langsung dalam menghambat
aktivitas  sel B. Penghambatan aktivitas sel B oleh T-reg menghambat
terbentuknya antibodi terhadap self-antigen dsDNA.

6.2 Efek Pemberian EDI dsDNA terhadap Jumlah sel Th2 pada mencit PIL

LES dianggap sebagai penyakit yang disebabkan oleh hilangnya toleransi
sel B dan sel T. Sel B autoreaktif pertama kali ditemukan berperan pada
patogenesis LES pada tahun 1950an ketika antibodi anti-DNA ditemukan
sebagai komponen utama LES, dan penelitian-penelitian terbaru  telah
membuktikannya lebih jauh. Sel T juga diketahui berperan pada patogenesis
LES (Duty et al., 2009; Rottman and Willis, 2010). Hasil penelitian sebelumnya
menunjukan bahwa injeksi pristane secara intraperitoneal telah mampu
menginduksi terbentuknya sel B dan sel T auto-reaktif dan memicu terbentuknya
autoantibodi (Reeves et al.,, 2009). Hal ini sesuai dengan hasil penelitian ini.
Injeksi pristane secara intraperitoneal pada kelompok kontrol positif (mencit PIL)
menunjukkan peningkatan jumlah sel Th2 dibandingkan kelompok kontrol (4,15
% + 0,47 vs 4,31 % + 0,39; p>0,05) meskipun tidak signifikan.

Mencit LES dan pasien LES dapat memproduksi autoimmunitas terhadap
antigen inti sel karena terjadi kegagalan toleransi sentral dari sel B. Pada
manusia dan mencit yang sehat, sel B imatur yang spesififik dapat mengenali
antigen inti akan mengalami pengeditan reseptor atau menjadi anergi sehingga

terjadi toleransi terhadap antigen inti sel. Sebaliknya, pada mencit lupus terjadi
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kegagalan untuk menghapus atau menonaktifkan sel B autoreaktif yang spesifik
untuk DNA/kromatin dan RNA dengan kata lain terjadi kegagalan pada induksi
toleransi sentral. Kegagalan toleransi sentral juga terjadi pada sel T dengan
mekanisme yang sama (Rottman and Willis, 2010).

Pada LES diperkiraan juga terjadi kegagalan toleransi perifer sel B dan
sel T. Sel T-Regulator (T-Reg) berperan penting dalam menginduksi toleransi
perifer sehingga penurunan sel T-Reg menyebabkan peningkatan produksi
autoantibodi pada penyakit autoimun seperti LES (Morgan et al., 2003). Induksi
peningkatan sel T-Reg dapat menekan produksi autoantibodi secara in vitro dan
in vivo. Satu mekanisme sel T-regulator menghambat fungsi sel B dan sel T
autoreaktif pada mencit dan manusia adalah dengan menginduksi apoptosis
melalui mekanisme kontak sel secara langsung. Pasien LES yang baru
terdiagnosis diketahui mengalami penurunan jumlah sel CD4+CD25+. Sel T-Reg
Foxp3+ pada pasien LES mengalami penurunan kemampuan dalam menekan
proliferasi sel CD4 dan CD8. Dengan demikian, T-reg yang menurun
menyebabkan kegagalan dalam menghambat fungsi sel B maupun sel T yang
autoreaktif pada mencit dan manusia yang mengalami LES.

Sel T merupakan sel yang dianggap menjadi pusat patogenesis dari LES
karena hubungan mereka dengan protein MHC. Hilangnya toleransi sel-sel T
menjadi ciri-ciri  penyakit autoimun. Secara konsep, hilangnya toleransi ini
berlangsung secara terpusat pada saat pengenalan antigen di timus atau di
perifer, tetapi model hewan coba telah menunjukkan pentingnya hilangnya
toleransi pada perifer. Sel Treg yang tidak efektif diidentifikasi baik oleh
penelitian pada hewan coba maupun pada manusia (Chavele and Ehrenstein,

2011).
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Pada umumnya LES dipertimbangkan sebagai penyakit dengan
predominan Th2. Atas pengaruh sitokin IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 yang dilepas sel
mast yang terpajan dengan antigen, ThO berkembang menjadi sel Th2 yang
merangsang sel B untuk meningkatkan produksi antibodi. Diferensiasi Th2
melibatkan reseptor sel T, IL-4, faktor transkripsi GATA3 dan STAT6
(Bratawidjaya, 2012). Hilangnya toleransi imun, banyaknya antigen,
meningkatnya sel T helper, terganggunya supresi sel B dan perubahan respon
imun dari Thl ke Th2 menyebabkan hiperreaktivitas sel B dan terbentuknya
autoantibodi (mok and Lau, 2003).

Tujuan utama dari terapi penyakit autoimun adalah membatasi respon
imun terhadap self-antigen tanpa menurunkan kemampuan sel imun untuk
mengeleminasi antigen asing (non-self). Injeksi self-antigen dengan dosis yang
bertahap dapat menginduksi sel regulator pada respon imun yaitu T-Reg untuk
mensupresi Sel T yang autoreaktif (Sakaguchi, 2000). Escalating Dose (Antigen-
Spesifik) Immunotherapy adalah metode terapi untuk mensupresi respon imun
melaui mekanisme toleransi dengan cara menginjeksikan autoantigen (self-
antigen) yang menstimulus pembentukan autoantibodi dengan dosis yang
bertahap hingga memunculkan efek toleransi. Escalating Dose Antigen-Spesific
Immunotherapy lain yang telah dikembangkan adalah terhadap autoimun
Multiple Sclerosis. Injeksi subkutan Myelin Basic Protein mampu menginduksi
aktivasi dan fungsi pada Treg untuk sekresi sitokin IL-10 dan TGF-f yang bekerja
menekan sel imun autoreaktif (Burton et al., 2014).

Penelitian dilakukan pada autoimmune encephalomyelitis model (EAE)
dari multiple sclerosis dengan pemberian terapi menggunakan protein MBP

(Myelin Basic Protein). Dosis MBP yang diberikan bertahap dari konsentrasi 0.01
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pg/ml-0.1 pg/ml-1 pg/mi-10 pg/ml-100 pg/ml. Dengan menggunakan protokol
EDI, pemberian antigen spesifik mampu mencapai dosis tertinggi yang
dibutuhkan untuk menginduksi IL10 tanpa meningkatkan sitokin inflamasi
lainnya. Fenotip sel T CD4 yang diinduksi EDI juga dibandingkan dengan sel
yang diinduksi dengan dosis antigen yang sama berulang-ulang. Kedua metode
tersebut sama-sama menunjukkan efek anergi sel, supresi sel, dan peningkatan
ekspresi IL10. Akan tetapi, pada penelitian ini produksi IL10 pada sel yang
diberikan paparan antigen dengan metode EDI menunjukkan kadar yang lebih
tinggi dibanding dengan metode pemberian antigen berulang-ulang dengan dosis
yang sama (Burton et al., 2014).

Penelitian ini bertujuan untuk mengembalikan regulasi imun pada
penyakit LES dengan memberikan imunoterapi menggunakan antigen dsDNA
dengan metode EDI. Pada penelitian ini, dilakukan pemberian EDI self antigen
dsDNA dengan berbagai dosis diantaranya terapi A ((0.01 pyg/ml, 0.1 pg/ml, 1
pg/ml), terapi B (0.1 pyg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml), dan terapi C (1 pug/ml, 10 pg/mli,
100 pg/ml). Kelompok mencit PIL yang diberikan terapi EDI dsDNA mengalami
kecenderungan penurunan jumlah sel Th2. Rata-rata persentase jumlah sel Th2
pada kelompok terapi A (3,28 + 0,64), B (3,31 % + 1,12), dan C (3,44 % + 0,52)
cenderung mengalami-penurunan dibanding kelompok positif (K+) meskipun
tidak signifikan (p<0,05). Akan tetapi, tidak didapatkan perbedaan yang
bermakna antara persentase jumlah sel Th2 antara kelompok terapi A, B,
maupun C. Penurunan ini menunjukkan pemberian EDI dsDNA pada kelompok
mencit PIL_ mampu menurunkan jumlah sel Th2. Pada penelitian sebelumnya,
pemberian imunoterapi dengan antigen spesifik dengan metode EDI terbukti

dapat menginduksi aktivasi dan fungsi pada Treg untuk sekresi sitokin IL-10 dan
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TGF-B yang bekerja menekan sel imun autoreaktif (Burton et al., 2014). Dengan
demikian, pada penelitian ini pemberian EDI dsDNA pada kelompok mencit PIL
dapat menurunkan jumlah sel Th2 melalui peningkatan sel T-Reg pada produksi
sitokin imunomodulator IL-10 dan TGFB. Sel T-reg memiliki fungsi penekan
terhadap respons ' inflamasi dengan memproduksi sitokin  TGF-B dan IL-10
dimana keduanya sitokin ini terbukti dapat mengurangi aktivitas sel imun lainnya.
Sel Treg memiliki peran penting dalam pengembangan terapi toleransi dengan
antigen spesifik. Induksi sitokin 1L10 sebagai imunomodulator menunjukkan
efektivitas imunoterapi baik pada tikus maupun manusia (Tarzi el al., 2006;
Campbell et al., 2009; Fousteri et al., 2010). Penelitian sebelumnya yang telah
dilakukan juga membuktikan bahwa sel Treg ini berperan secara langsung dalam
menghambat aktivitas sel Thl, Th2, Thl7, dan aktivitas dari sel B (Xu et al.,
2003).

Pemberian imunoterapi antigen spesifik dengan menggunakan metode
EDI juga dibuktikan dapat memicu perubahan faktor transkripsi. Selama proses
imunoterapi, stimulasi kronis pada sel CD4 dengan pemberian peptida antigen
mengubah program transkripsi (Anderson et al., 2006) dengan sel Thl patogen
yang berubah menjadi anergi, sekresi IL10, sel dengan fenotip regulator yang
mampu mencegah autoimunitas (Gabrysova et al., 2009). Penelitian yang
dilakukan oleh Burton et al dengan memberikan EDI MBP pada penyakit multipel
sklerosis juga menunjukkan sel T CD4 yang diberi terapi metode  ini
menunjukkan ekspresi molekul kostimulator negatif dan faktor-faktor transkripsi.
Hasil penelitian oleh Burton et al (2014) juga menunjukkan induksi diferensiasi
sel T regulator dengan adanya fenotip sel T yang mensekresi IL-10. Korelasi lain

yang ditunjukkan pada penelitian Burton et al adalah pemberian imunoterapi
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dengan metode EDI yang efektif telah menginduksi molekul kostimulator negatif,
diantaranya PD-1 dan LAG-3. Molekul kostimulator tersebut berhubungan
dengan kelelahan sel T. PD-1 dan LAG-3 disebut marker sel anergi. Selain itu,
pemberian EDI dapat meningkatkan faktor transkripsi TIGIT dan TIM-3 yang
menyebabkan perubahan fenotip menjadi sel yang dapat mensekresi IL-10
(Burton et al., 2014).

Pada penelitian ini, pemberian EDI dsDNA pada kelompok mencit PIL
berhasil meningkatkan jumlah sel T-Reg dan peningkatan sitokin TGF- (data
tidak ditampilkan). Aktivasi sel Treg juga dimediasi oleh sitokin TGF-B. TGF-
mengikat reseptor TGF-B pada sel T naif sehingga mengaktifkan faktor
transkripsi STAT5 sehingga memicu diferensiasi sel Treg. Sel Treg berperan
langsung dalam menghambat aktivitas sel T termasuk sel Th2. Penghambatan
aktivitas sel Th2 dapat menghambat fungsi Th2 dalam memicu sel B untuk
berubah menjadi sel plasma dan membentuk antibodi terhadap self-antigen
dsDNA.

Korelasi jumlah sel Th2 dengan kadar anti-dsDNA pada penelitian ini
tidak menujukkan hubungan korelasi yang signifikan. Akan tetapi, jumlah sel Th2
dan kadar anti-dsDNA sama sama menunjukkan penurunan karena pemberian
EDI dsDNA. Korelasi yang tidak signifikan diduga karena banyak faktor yang
mempengaruhi hubungan Th2 dalam memicu produksi autoantibodi. Th2
mengaktifkan sel B untuk berubah menjadi sel plasma untuk kemudian dapat
memproduksi anti-dsDNA. Pada penelitian ini jumlah sel B juga mengalami
penurunan pada mencil PIL yang diberi terapi EDI dsDNA dibandingkan mencit

PIL tanpa terapi (data tidak ditampilkan). Akan tetapi, produksi anti-dsDNA juga
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dapat terjadi dari aktivasi sel B secara langsung oleh antigen tanpa melalui jalur
aktivasi sel Th2.
6.3 Efek Pemberian EDI dsDNA terhadap Kadar IL-4 pada serum mencit PIL

Interleukin 4 (IL-4) merupakan tipe “hematopoietin superfamily yang
disekresi oleh sel Th2, sel NK, sel Mast, dan sel Basofil (Tsokos et al., 2007).
Sitokin ini - diperkirakan memiliki peran dalam menyupresi sel T. IL-4 dapat
memperparah autoimunitas yang diperantarai sel B tetapi juga dapat
menghambat aktivasi sel T dalam beberapa sistem secara in vivo (Morris et al.,
2000).

Pada penelitian ini, diukur kadar 1L-4 untuk mengetahui efek pemberian
EDI dsDNA terhadap Kadar IL-4 pada serum mencit PIL. Kadar IL-4 mencit PIL
(1,60 = 0,51) tidak berbeda signifikan dengan mencit kelompok kontrol negatif
(1,65 + 0,13) dengan rata-rata IL-4 kelompok kontrol positif sedikit menurun
dibanding kelompok - kontrol negatif. ~Beberapa penelitian menunjukkan
peningkatan kadar IL-4 pada serum beberapa pasien lupus (Wong et al., 2000;
Kawamoto et al., 2006). Selain itu, isolasi sel B dari pasien lupus menunjukkan
produksi dari faktor terlarut dengan aktivitas seperti IL-4. Terdapat beberapa
penelitian. yang mendukung hasil penelitian ini. Terdapat penelitian yang
menujukkan mRNA IL-4 dari PBMC pasien lupus memiliki jumlah yang normal
dan jumlah sel T CD4 yang memproduksi IL-4 mengalami penurunan signifikan
pada pasien lupus (Tsokos et al., 2007).

Pada penelitian yang dilakukan Elewa et al, dibuktikan bahwa IL-4
merupakan sitokin yang sangat sensitif pada pasien LES dan ketika
dibandingkan kadarnya antara kelompok LES dan kelompok kontrol, kadarnya

secara signifikan lebih rendah pada pasien LES (Elewa et al., 2014). Hal tersebut
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juga sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan supresi ekspresi
IL-4 pada pasien LES (Sugimoto et al., 2002; Lit et al., 2007; Yu et al., 2010).
Csisza et al, juga menemukan bahwa jumlah transkripsi mRNA dari IL-4
mengalami penurunan signifikan pada kelompok LES (Csisza et al., 2000).

Escalating Dose (Antigen-Spesifik) Immunotherapy adalah metode terapi
untuk mensupresi respon imun melaui mekanisme toleransi dengan cara
menginjeksikan autoantigen (self-antigen) yang menstimulus pembentukan
autoantibodi dengan dosis yang bertahap hingga memunculkan efek toleransi.
Pada penelitian ini, dilakukan pemberian EDI self antigen dsDNA dengan
berbagai dosis diantaranya terapi A ((0.01 pg/ml, 0.1 pg/ml, 1 pg/ml), terapi B
(0.1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml), dan terapi C (1 pg/ml, 10 yg/ml, 100 pg/ml).
Escalating Dose Antigen-Spesific Immunotherapy lain yang telah dikembangkan
adalah terhadap autoimun Multiple Sclerosis. Injeksi subkutan Myelin Basic
Protein mampu menginduksi aktivasi dan fungsi pada Treg untuk sekresi sitokin
IL-10 dan TGF-B yang bekerja menekan sel imun autoreaktif.

Kadar IL4 pada kelompok terapi A (3,17 = 0,42; p=0.037), B (4,22 + 3,61,
p=0.024), dan C (5,02 + 3,42; p=0.005) cenderung meningkat dibandingkan
kelompok  positif secara signifikan (p<0,05). Akan tetapi, tidak didapatkan
perbedaan kadar IL-4 yang signifikan antara terapi A, B, dan C (p<0.05). Hal ini
menunjukkan pemberian terapi EDI dsDNA berefek pada peningkatan kadar IL-4
pada mencit PIL.

Peningkatan kadar IL-4 ini diduga tidak hanya karena adanya produksi IL-
4 oleh sel Th2 tetapi juga produksi IL-4 dari sel-sel lain seperti sel mast, sel
basofil, dan sel B. Peningkatan kadar IL-4 ini sebagai regulator untuk menekan

aktivitas sel Thl yang berlebih. Aktivitas Thl salah satunya ditandai dengan
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produksi IFN-y. Pada penelitian ini kadar IFN-y berhasil mengalami penurunan
pada kelompok mencit PIL yang diberi terapi EDI dsDNA. Th2 juga memproduksi
sitokin ‘seperti IL-4 dan IL-13 yang bersifat antagonis terhadap IFN-y dan
menekan aktivasi makrofag. Jadi Th2 kemungkinan berfungsi sebagai regulator
fisiologis ~pada respon imun dengan menghambat efek yang mungkin
membahayakan dari respon Thl (Abbas, 2012).

IL-4 memiliki peran pada produksi antibodi oleh sel B. IL-4 bertanggung
jawab pada perubahan isotipe antibodi menjadi IgG1l dan IgE. Akan tetapi,
autoantibodi patogen pada mencit lupus umumnya termasuk pada subkelas
IgG2a dan 1gG3. Antibodi dengan subkelas IgG2a dan 1IgG3 dipicu oleh sitokin
tipe 1 yaitu IFN-y akan tetapi ditekan oleh sitokin tipe 2 diantaranya IL-4 (Tsokos
et al., 2007). IL-4 mempunyai efek inhibisi terhadap sitokin proinflamasi melalui
supresi IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, dan MIP-1a. IL-4 mencegah aktivasi makrofag
yang diinduksi oleh IFN-y, oleh karena itu IL-4 mempunyai efek yang berlawanan
dengan IFN-y (Bratawidjaya, 2012). IL-4 memperantarai penghambatan produksi
IFN-y oleh sel CD4+ melalui beberapa mekanisme (Wurtz et al., 2004).
Peningkatan kadar IL-4 pada kelompok mencit yang diberi terapi EDI dsDNA
diduga sebagai kompensasi untuk menekan sitokin IFN-y lupus. Pada penelitian
ini, dilakukan juga pengukuran pada kadar IFN-y (data tidak ditampilkan). Kadar
IFN-y pada kelompok mencit PIL yang diberi terapi EDI dsDNA berhasil
mengalami penurunan.

IL-4 juga diketahui dapat menghambat autoimunitas dengan membantu
menginduksi  produksi sitokin regulator, TGF-B. Beberapa penelitian
menunjukkan ekspresi berlebihan dari IL-4 pada mencit transgenik menunjukkan

efek protektif pada perkembangan penyakit lupus (Singh et al., 2003). IL-4
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memang memiliki peran pada produksi antibodi oleh sel B tetapi IL-4 memicu
antibodi dengan isotipe IgG1 dan IgE sedangkan isotipe antibodi patogenik pada
lupus adalah IgG2a dan IgG3 (Tsokos et al., 2007). Selain IL-4 terdapat sitokin
lain - yang mempengaruhi produksi -anti-dsDNA  diantaranya sitokin IL-17A
maupun BAFF. IL-17A dan BAFF memiliki kemampuan dalam meningkatkan
proliferasi dan diferensiasi serta mencegah apoptosis dari sel B (Doreau et al.,
2009).
6.4 Efek Pemberian EDI dsDNA terhadap Rasio Kadar IFNy/IL-4 pada Serum
Mencit PIL

Beberapa penelitian menunjukkan kadar IFNy yang meningkat pada
serum darah pasien LES dan ketidakseimbangan sitokin Thl (IFNy) dan Th2 (IL-
4) berhubungan dengan peningkatan aktivitas penyakit lupus pada mencit model
lupus (Guimaraes et al., 2017). Kedua sel Thl dan Th2 sama-sama berespon
dan berperan dominan pada patogenesis kerusakan jaringan pada lupus.
Faktanya, mencit model LES memiliki dua tahap aktivasi sel T dan sekresi
sitokinnya, ekspresi sitokin Th1l muncul pertama kali diikuti induksi sitokin Th2
(Alkahoshi el al., 1999). Pada penelitian Alkahoshi et al, (1999) pasien LES
dengan proteinuria kronis mengalami peningkatan persentase sel Thl perifer
dibandingkan dengan kontrol sehat. Keseimbangan Th1/Th2 pasien LES dengan
Nefritis kelas IV menunjukkan pergeseran ke Thl (Alkahoshi el al., 1999). Data
ini mendukung teori bahwa eksaserbasi nefritis pada LES di mediasi oleh sitokin
Th1 seperti IFNy. Telah dibuktikan bahwa IFNy menjadi sitokin yang berperan
penting pada perkembangan penyakit autoimun pada ginjal (Schwarting et al.,

1998).
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Pada pasien LES, hiperaktivitas sel B berhubungan dengan produksi
sitokin Th2 yang mengawali produksi autoantibodi yang berlebihan. Akan tetapi
peran sitokin Thl juga sama-sama diketahui. Baik sitokin Thl dan Th2 dapat
berperan dalam mendukung ataupun menghambat penyakit autoimun. Penelitian
sebelumnya menunjukkan peningkatan IFN-y dan IL8 pada LES (Amerio et al.,
2002). Pada penelitian Sayed et al., IFN-y menunjukkan korelasi negatif dengan
sitokin Th2 (IL4 dan IL10) (Sayed et al., 2008). Penelitian terakhir menunjukkan
kadar sitokin mengalami perubahan pada LES. Tingginya sitokin proinflamasi
kemungkinan mencetuskan eksaserbasi dari respon inflamasi, apoptosis dan
produksi autoantibodi yang mengawali dan mempertahankan aktivitas penyakit
(Yap et al., 2010; Postal et al., 2013). LES dan aktivitas penyakit ditandai dengan
profil ' Thl, Thl7, dan Treg bersamaan dengan penurunan produksi IL-4.
Peningkatan Thl ditambah dengan peningkatan Th17 namun menurunkan
aktivitas Th2 dan peningkatan kadar IL-10 bisa menjadi target obat baru di LES.
Hasil ini menunjukkan bahwa strategi- modulasi sitokin memiliki potensi untuk
pengobatan LES serta profil Thl, Th17, dan Treg bersamaan dengan penurunan
produksi IL-4 dapat dijanjikan sebagai biomarker aktivitas penyakit (Guimaraes et
al., 2017).

Interleukin-4 atau IL-4 merupakan salah satu sitokin yang diproduksi oleh
sel Th2 sedangkan interferon-gamma atau IFNy merupakan salah satu sitokin
yang diproduksi oleh sel Thl. Pada penelitian ini, dilakukan evaluasi efek
pemberian terapi EDI dsDNA pada keseimbangan sitokin yang dihasilkan oleh
Thl (IFNy) yang diukur dalam serum darah dengan sitokin yang dihasilkan oleh
Th2 (IL-4) yang juga diukur dalam serum darah. Keseimbangan tersebut diukur

dengan menghitung rasio dari kadar IFN-y dibagi dengan kadar IL-4 (IFNy/IL-4).
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Pada penelitian ini, didapatkan rasio IFNy/IL-4 pada kelompok kontrol positif
meningkat secara signifikan dibanding kelompok kontrol negatif (7814.15 +
2331.95 vs 5173.41 + 1914.47; p=0.041). Hal ini menunjukkan pemberian
pristane mengganggu keseimbangan sitokin IFNy dengan sitokin IL-4 dengan
dominasi produksi sitokin IFNy.

Penelitian . ini bertujuan untuk ~mengembalikan - regulasi imun pada
penyakit LES dengan memberikan imunoterapi menggunakan antigen dsDNA
dengan metode EDI. Pada penelitian ini, dilakukan pemberian EDI self antigen
dsDNA dengan berbagai dosis diantaranya terapi A ((0.01 pg/ml, 0.1 pg/ml, 1
pg/ml), terapi B (0.1 pyg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml), dan terapi C (1 pg/ml, 10 pg/ml,
100 pg/ml). Rasio IFNy/IL-4 pada kelompok terapi A (3601.11 + 1070.77;
p=0.003), B (2934.61 + 1083.00; p=0.001) dan C (2953.56 + 1584.28; p=0.001)
mengalami penurunan signifikan jika dibandingkan kelompok kontrol positif. Hal
ini menunjukkan pemberian terapi EDI dsDNA dapat menurunkan rasio IFNy/IL-
4. Akan tetapi, rasio IFNy/IL-4 pada kelompok terapi A, B, maupun C tidak
berbeda signifikan jika dibandingkan kelompok kontrol negatif (p=0.203; p=0.077;
p=0.080; secara berurutan). Rasio IFNy/IL-4 antara kelompok terapi A, B
maupun C tidak berbeda secara signifikan. Hal tersebut menunjukkan pemberian
EDI dsDNA pada kelompok mencit PIL tersebut mampu menurunkan rasio
IFNy/IL-4 mendekati normal.

Penelitian terbaru dilakukan oleh Guimaraes et al, dengan temuan utama
dari penelitiannya adalah bahwa kadar sitokin dalam plasma diantaranya IL-6, IL-
12, IL-17, dan IFN-y secara signifikan lebih tinggi sedangkan IL-4 lebih rendah
pada LES jika dibandingkan dengan kontrol. Selain itu, peneliti menemukan

bahwa profil Thl / Th2 dan Thl + Th17 /Th2 secara signifikan lebih tinggi di LES,
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padahal tidak ada perbedaan signifikan dalam profil sitokin pro-inflamasi
(Guimaraes et al., 2017). Data penelitian tersebut sesuai dengan penelitian
sebelumnya yang menunjukkan tingkat tinggi IFN-y berhubungan dengan
aktivitas penyakit pada LES (Csiszar et al., 2000; Chun et al., 2007). IFN-y
memberikan efek patogennya dengan mendorong sitokin proinflamasi:lainnya,
menginduksi apoptosis pada sel ginjal, dan mempromosikannya kerusakan
jaringan bila diproduksi berlebihan. IFN-y menginduksi percepatan progresivitas
LES, sementara anti-IFN-y antibodi menunda aktivitas penyakit, menunjukkan
potensi patogenik IFN-y di LES (Fonslow et al., 2013). Selain itu, penelitian lain
menemukan bahwa penurunan kadar IL-4, sitokin Th2, diperkirakan terjadi pada
LES dan berhubungan negatif dengan tingkat keparahan penyakit.

IL-4 mempunyai efek inhibisi terhadap sitokin proinflamasi melalui supresi
IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, dan MIP-1a. IL-4 mencegah aktivasi makrofag yang
diinduksi oleh IFN-y, oleh karena itu IL-4 mempunyai efek yang berlawanan
dengan IFN-y (Bratawidjaya, 2012). Menurunnya rasio IFNy/IL-4 pada mencit PIL
yang diberikan terapi EDI dsDNA menjelaskan hasil pengukuran kadar IL-4 yang
meningkat pada penelitian ini. Peningkatan kadar IL-4 pada kelompok mencit
yang diberi terapi EDI dsDNA diduga sebagai kompensasi untuk menekan
produksi sitokin IFN-y lupus (Singh et al., 2003). Pada penelitian ini, dilakukan
juga pengukuran pada kadar IFN-y (data tidak ditampilkan). Kadar IFN-y pada
kelompok mencit PIL yang diberi terapi EDI dsDNA berhasil mengalami
penurunan. Mengembalikan keseimbangan produksi IFN-y dan IL-4 diharapkan
dapat menjadi target terapi untuk menghambat kerusakan organ pada LES. Pada
penelitian ini, pemberian terapi EDI dsDNA pada mencit PIL berhasil

mengembalikan keseimbangan IFNy/IL-4 mendekati mencit normal.
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Dominasi Thl ataupun dominasi Th2 pada LES tergantung dari tahapan
penyakit LES itu sendiri. Kadar IFN-y yang tinggi pada awal penyakit dapat
meningkatkan ekspresi HLA klas I, berperan pada hilangnya toleransi pada
antigen sendiri dan mencetuskan terbentuknya autoantibodi patogenik. Pada
tahap penyakit selanjutnya, produksi IFN-y - yang lebih rendah dapat dapat
menyebabkan = peningkatan - sitokin Th2 yang selanjutnya = mengakibatkan
peningkatan aktivitas sel B (Susianti dan Handono, 2012). Sitokin Thl dapat
menekan aktivitas sitokin Th2 begitupula sebaliknya. Pada lupus nefritis,
dominasi sitokin Thl dapat berkembang kearah diffuse lupus nephritis (DLN)
sedangkan dominasi sitokin Th2 menyebabkan perkembangan kearah
membranous lupus nephritis (MLN) (Nakashima et al., 2006). Dengan demikian,
keseimbangan sitokin Th1/Th2 mendekati normal diperlukan agar terjadi remisi
pada penyakit LES.

6.5 Keterbatasan Penelitian

Pada penelitian ini hanya digunakan tiga macam dosis terapi EDI dsDNA
sehingga hal ini menjadi keterbatasan penelitian dalam menentukan dosis
pemberian EDI dsDNA yang efektif.” Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk
mencari dosis efektif dan dosis toksik dari pemberian EDI dsDNA pada mencit
pristane induced lupus. Selain itu, pengaruh dalam perubahan Kklinis pada
penelitian ini tidak dapat dievaluasi karena perubahan klinis pada lupus
memerlukan waktu setelah terjadi perubahan secara imunologis. Penelitian lebih
lanjut diperlukan dengan waktu penelitian yang diperpanjang agar dapat
mengamati perubahan klinis setelah pemberian terapi EDI dsDNA pada mencit
PIL. Terlepas dari berbagai keterbatasan penelitian ini, penelitian ini

menunjukkan pemberian EDI dsDNA pada mencit PIL menunjukkan keberhasilan
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terapi dengan metode ini dapat mengembalikan regulasi imun pada LES
sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut agar metode terapi ini benar-benar
dapat diaplikasikan pada penyakit LES.

Penelitian ini- membuktikan pemberian EDI dsDNA pada mencit PIL
memiliki efek pada penurunan sel Th2, peningkatan kadar IL-4, serta penurunan
rasio IFNy/IL-4. Pada penelitian ini juga dibuktikan pemberian EDI dsDNA dapat
mengembalikan toleransi perifer dengan meningkatkan jumlah sel T-reg (data
tidak ditampilkan). Peningkatan sel T-reg menjadi salah satu faktor dari
penurunan sel Th2 karena sel T-reg dapat menekan aktivitas sel Th2 yang
autoreaktif dengan kontak sel secara langsung. Penelitian yang dilakukan oleh
Burton et al dengan memberikan EDI MBP pada penyakit multipel sklerosis
menunjukkan induksi diferensiasi sel T regulator dengan adanya fenotip sel T
yang mensekresi IL-10. Hasil penelitian oleh Burton et al juga menunjukkan
pemberian imunoterapi dengan metode EDI telah menginduksi molekul
kostimulator negatif, diantaranya PD-1 dan LAG-3. Molekul kostimulator tersebut
berhubungan dengan kelelahan sel T. PD-1 dan LAG-3 disebut marker sel anergi
(Burton et al., 2014). Pada penelitian ini, penurunan sel Th2 juga diduga karena
pemberian imunoterapi dengan metode EDI berpotensi menginduksi anergi sel T
atau kelelahan sel T. Akan tetapi, pada penelitian ini belum dilakukan
pengukuran ekspresi kostimulator negatif pada sel T setelah pemberian terapi
EDI dsDNA karena penelitian ini -memang belum ditujukan untuk melihat
pengaruh tersebut. Hal tersebut bukan merupakan kelemahan dari penelitian ini
tetapi dapat menjadi saran untuk penelitian lebih lanjut agar dapat mempelajari

hal tersebut.
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7.1 Kesimpulan

7.1.1 Kesimpulan Umum

Pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat memperbaiki regulasi sistem imun

penyakit lupus eritematosus sistemik (LES) pada mencit pristane induced lupus

(PIL).

7.1.2 Kesimpulan Khusus

1 Pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat menurunkan persentase sel Th2
pada mencit pristane induced lupus (PIL) dengan dosis terbaik didapatkan
pada kelompok dosis 11 (0.1 yg/ml, 1 yg/ml, 10 pg/ml).

2 Pemberian EDI self-antigen dsDNA tidak dapat menurunkan kadar IL-4 pada
mencit pristane induced lupus (PIL).

3 Pemberian EDI self-antigen dsDNA dapat menurunkan rasio kadar IFNy/IL-4
pada mencit pristane induced lupus (PIL) dengan dosis terbaik didapatkan
pada kelompok dosis 1l (0.1 yg/ml, 1 yg/ml, 10 pg/ml).

7.2 Saran

1. Perlu dilakukan eksplorasi dosis terapi Escalating Dose Immunotherapy
menggunakan Self Antigen dsDNA untuk mengetahui dosis efektif dan dosis
toksik.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan waktu penelitian yang
diperpanjang untuk mengetahui perubahan klinis LES setelah pemberian EDI

dsDNA.
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3. Perlu dilakukan penelitian mengenai efek pemberian EDI dsDNA terhadap

ekspresi kostimulator negatif pada sel T.
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= Lampiran 2. Hasil Analisis Data
>:- . . . . . . . . .
:5 1. Lampiran Analisis Statistik Manifestasi Klinis (Berat Badan (BB))
—
— Mencit Normal Dan Mencit PIL Secara Berkala
(=
— a. Uji Deskriptif Berat Badan Mencit
Kelompok n Mean Std. Deviation Std. Error Mean
Mencit Normal 5 21.0000 2.00000 .81650
Adaptasi
Mencit PIL 20 20.6250 1.97402 40294
Sebelum Injeksi Mencit Normal 5 26.1667 2.71416 1.10805
Pristane Mencit PIL 20 24.9583 3.59322 .73346
4 Minggu Setelah Mencit Normal 5 31.3333 3.98330 1.62617
Injeksi Pristane Mencit PIL 20 31.4583 4.13867 .84480
12 Minggu Setelah Mencit Normal 5 36.8333 3.37145 1.37639
Injeksi Pristane Mencit PIL 20 30.4583 4.15963 .84908

b. Uji Normalitas

Kelompok_ Shapiro-Wilk
Statistic Sig.
_ Mencit Normal 976 933
Adaptasi
Mencit PIL .890 .013
o Mencit Normal .859 .184
Sebelum Injeksi
Mencit PIL .859 .003
4 Minggu Setelah Injeksi Mencit Normal .944 .689
Pristane Mencit PIL .963 511
12 Minggu Setelah Mencit Normal .976 931

Injeksi Pristane Mencit PIL .957 .381
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= c. Uji Homogenitas
>
jE—
o Levene's Test for Equality of Variances
e
Z= F Sig.
L=
5 Equal variances assumed .175 .679
Adaptasi
- .
Equal variances not assumed
o Equal variances assumed .064 .802
Sebelum Injeksi Pristane
Equal variances not assumed
4 Minggu Setelah Injeksi Equal variances assumed .072 791
Pristane Equal variances not assumed
12 Minggu Setelah Injeksi Equal variances assumed .612 441

Pristane

Equal variances not assumed

d. Uji Mann-whitney

Test Statistics®

Adaptasi Sebelum Injeksi
Mann-Whitney U 59.500 55.000
Wilcoxon W 359.500 355.000
Z -.659 -.893
Asymp. Sig. (2-tailed) .510 .372
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 527" 402"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

e. Independent Samples Test

Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

t df Sig. (2- Mean Std. Error  95% Confidence Interval of
tailed) Difference Difference the Difference
Lower Upper

4 Minggu Equal variances -.067 28 .947 -.12500 1.87657 -3.96898 3.71898
Setelah assumed
Injeksi Equal variances not  -.068  7.937 .947 -.12500 1.83252 -4.35662 4.10662
Pristane assumed
12 Minggu  Equal variances 3.466 28 .002 6.37500 1.83953 2.60690 10.14310
Setelah assumed
Injeksi Equal variances not  3.942 9.239 .003 6.37500 1.61721 2.73097 10.01903
Pristane assumed
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= 2. Lampiran Analisis Statistik Manifestasi Serologis (Kadar Anti-
> _
o dsDNA) Mencit PIL
—
— a. Uji Deskriptif Kadar anti-dsDNA Mencit PIL
e
an
— Group N Mean  Std. Deviation Std. Error Mean
Anti_ds Mencit Normal 5  7.8509 5.00367 2.50184
DNA Mencit PIL 5 80.3581 47.29211 23.64606

b. Uji Normalitas Kadar anti-dsDNA Mencit PIL

Shapiro-Wilk
Group
Statistic  Sig.
Mencit Normal .848 .218
Anti_dsDNA
Mencit PIL .923 .553

c. Uji Homogenitas Kadar anti-dsDNA Mencit PIL

Levene's Test for Equality of Variances
F Sig.

Equal variances assumed 31.582 .001
Anti_dsDNA ]
Equal variances not assumed

d. Uji Mann-Whitney Kadar anti-dsDNA Mencit PIL

Anti_dsDNA
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029
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'
S
— 3. Hasil Analisis Data Persentase Sel Th2
p= a. Hasil Uji Deskriptif
—
“ Descriptive
o
e N Mean Std. Deviation
=
5 4.1475 .46985
K()
K (+) 5 4.3125 .38767
A 5 3.2825 .64562
B 5 3.3075 1.11933
c 5 3.4400 52192
Total 25 3.6980 .75481
b. Hasil Uji Normalitas
. Shapiro-Wilk
Variabel Kelompok Statistic Sig.
K () .984 .923
K (+) 916 512
Persentase Sel Th2 A 893 396
B .962 792
C .987 .939

Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for
Windows. Sig. significance (p value): T-helper 2

K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat

K (+) = Kelompok kontrol positif, mencit Pristane Induced Lupus/PIL

A = Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis |
B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il
C = Kelompok terapi C, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il

c. Hasil Uji Homogenitas

Variabel Levene Statistic dfl df2 Sig.

Persentase Sel Th2 1.592 4 15 .228
Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for Windows.
Sig. significance (p value); df, degrees of freedom; Th2: T-helper 2

d. Hasil Uji One-Way ANOVA

Variabel Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Persentase Between Groups 3.885 4 971 2.100 132
Sel Th? Within Groups 6.940 15 463
Total 10.825 19

Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for Windows.
Sig. significance (p value); df, degrees of freedom; Th2: T-helper 2; IL-4: Interleukin 4.
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'
<3
= 4. Hasil Analisis Data Kadar Interleukin-4 (IL-4)
p=— a. Hasil Uji Deskriptif
S
o Descriptive
=5 N Mean Std. Deviation
|-
K () 5 1.6500 12910
K (+) 5 1.6000 50990
A > 3.1750 42720
B 5 4.2250 3.61513
c 5 5.0250 3.42284
Total 25 3.1350 2.43900
b. Hasil Uji Normalitas
: Shapiro-Wilk
Variabel Kelompok Statistic Sia.
K 992 1969
K (+) 984 923
Kadar IL4 A 996 988
B 828 162
C 847 217

Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for
Windows. Sig. significance (p value); IL-4: Interleukin 4.

K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat

K (+) = Kelompok kontral positif, mencit Pristane Induced Lupus/PIL

A = Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis |
B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il
C = Kelompok terapi C, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il

c. Hasil Uji Homogenitas

Variabel Levene Statistic dfl df2 Sig.

Kadar IL-4 2.677 4 15 .073
Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for Windows.
Sig. significance (p value); df, degrees of freedom; Th2: T-helper 2; IL-4: Interleukin 4.

d. Hasil Uji One-Way ANOVA

P Variabel Sum of df Mean Square F Sig.
{ Squares
o Between Groups .644 4 161 4.354 .016
Qg Kadar IL-4  wjithin Groups .555 15 .037
> é Total 1.199 19
z N Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for Windows.

Sig. significance (p value); df, degrees of freedom; IL-4: Interleukin 4.
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e. Hasil Uji Post-Hoc Rasio Kadar IL-4

Dependent Variable: IL-4
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LSD
Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound  Upper Bound
K(+) .02814 .13598 .839 -.2617 .3180
KO A -.28232* .13598 .055 -.5722 .0075
B -.31279 .13598 .036 -.6026 -.0230
C - 42244 .13598 .007 -.7123 -.1326
K (-) -.02814 .13598 .839 -.3180 .2617
K (+) -.31046: .13598 .037 -.6003 -.0206
-.34093 .13598 .024 -.6308 -.0511
C -.45058" .13598 .005 -. 7404 -.1607
K (-) .28232 .13598 .055 -.0075 5722
A K (+) .31046 .13598 .037 .0206 .6003
B -.03047 .13598 .826 -.3203 .2594
C -.14012 .13598 319 -.4300 1497
K () 31279 .13598 .036 .0230 .6026
B K (+) .34093 .13598 .024 .0511 .6308
A .03047 .13598 .826 -.2594 .3203
C -.10965 .13598 433 -.3995 .1802
K () 42244 .13598 .007 1326 7123
o K (+) 45058 .13598 .005 1607 7404
A .14012 .13598 .319 -.1497 4300
B .10965 .13598 433 -.1802 .3995

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for Windows.
Sig. significance (p value); IL-4: Interleukin 4.
K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat
K (+) = Kelompok kontrol positif, mencit Pristane Induced Lupus/PIL
A = Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis |
B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis I
C = Kelompok terapi C, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis llI
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= 5. Hasil Analisis Data Rasio Kadar IFNy/IL-4
>:- . .. . .
P a. Hasil Uji Deskriptif
—
“ Descriptive
o
=t
e N Mean Std. Deviation
K () 5 5173.4069 1914.47497
K (4) 5 7814.1498 2331.94768
A 5 3601.1057 1070.76632
B 5 2934.6087 1083.00177
C 5 2953.5647 1584.27870
Total 25 4495.3671 2407.72034
b. Hasil Uji Normalitas
. Shapiro-Wilk
Variabel Kelompok Statistic Sig.
K (-) 847 216
K (+) 974 .865
Rasio IFNy/IL4 A .970 .843
B .978 .888
C .960 778

Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for
Windows. Sig. significance (p value); IL-4: Interleukin 4; IFNy: Interferon-y.

K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat

K (+) = Kelompok kontrol positif, mencit Pristane Induced Lupus/PIL

A = Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis |
B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il
C = Kelompok terapi C, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis Il

c. Hasil Uji Homogenitas

Variabel Levene Statistic dfl df2 Sig.

Rasio IFNy/IL4 2.592 4 15 .079
Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for Windows.
Sig. significance (p value); df, degrees of freedom; IL-4: Interleukin 4; IFNy: Interferon-y.

d. Hasil Uji One-Way ANOVA

Variabel Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Rasi Between Groups 68347527.759 4 17086881.940 6.132 .004
asio
Within Groups  41797700.094 15 2786513.340
IFNy/IL4
Total 110145227.853 19

Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for Windows.
Sig. significance (p value); df, degrees of freedom; Th2: IL-4: Interleukin 4; IFNy: Interferon-y.
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e. Hasil Uji Post-Hoc Rasio IFNy/IL-4

Dependent Variable: Rasio IFNy/IL-4
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LSD
Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound Upper Bound
K (+) -2640.74298"  1180.36294 .041 -5156.6270 -124.8589
KO A 1572.30121 1180.36294 .203 -943.5828 4088.1853
B 2238.79818 1180.36294 .077 -277.0859 4754.6822
C 2219.84220 1180.36294 .080 -296.0419 4735.7262
K() 2640.74298"  1180.36294 .041 124.8589 5156.6270
K () 4213.04419: 1180.36294 .003 1697.1601 6728.9282
4879.54116  1180.36294 .001 2363.6571 7395.4252
C 4860.58518"  1180.36294 .001 2344.7011 7376.4692
K() -1572.30121  1180.36294 .203 -4088.1853 943.5828
A K#) -4213.04419°  1180.36294 .003 -6728.9282 -1697.1601
B 666.49696  1180.36294 .581 -1849.3871 3182.3810
C 647.54099 1180.36294 591 -1868.3431 3163.4250
K () -2238.79818 1180.36294 .077 -4754.6822 277.0859
B K(#) -4879.54116  1180.36294 .001 -7395.4252 -2363.6571
A -666.49696  1180.36294 .581 -3182.3810 1849.3871
C -18.95598 1180.36294 .987 -2534.8400 2496.9281
K () -2219.84220  1180.36294 .080 -4735.7262 296.0419
c K(#) -4860.58518"  1180.36294 .001 -7376.4692 -2344.7011
A -647.54099 1180.36294 591 -3163.4250 1868.3431
B 18.95598 1180.36294 .987 -2496.9281 2534.8400

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Keterangan: Analisis data menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 22 for Windows.
Sig. significance (p value); IL-4: Interleukin 4; IFNy: Interferon-y.
K (-) = Kelompok kontrol negatif, mencit sehat
K (+) = Kelompok kontrol positif, mencit Pristane Induced Lupus/PIL

A = Kelompok terapi A, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis |
B = Kelompok terapi B, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis I
C = Kelompok terapi C, mencit Pristane Induced Lupus/PIL dan diberi EDI dsDNA dosis llI
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6. Hasil Analisis Data Berat Badan setelah Pemberian Terapi EDI
dsDNA

a. Hasil Uji Deskriptif

Descriptive
N Mean Std. Deviation
K () 5 37.6667 450185
K (+) 5 29.0000 2.75681
A 5 33.1667 2.31661
B 5 29.0000 3.22490
C 5 32.5000 3.27109
Total 25 32.2667 4.47162

b. Hasil Uji Normalitas

Tests of Normality

Kelompok Shapiro-Wilk
Statistic Sig.
K () 975 923
K (+) 971 .899
BB A .823 .094
B .804 .064
C .894 .340

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction
c. Hasil Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

BB
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.693 4 25 .604

d. Hasil Uji One-Way ANOVA

142

ANOVA
BB
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 308.200 4 77.050 7.090 .001
Within Groups 271.667 25 10.867

Total 579.867 29
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—
g Multiple Comparisons
o
et Dependent Variable: BB
L ]
o LSD
(=B () Kelompok (J) Kelompok  Mean Difference  Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
.
(1-J) Lower Bound  Upper Bound
K(+) 8.66667 1.90321 .000 4.7469 12.5864
KO A 4.50000" 1.90321 .026 .5803 8.4197
B 8.66667 1.90321 .000 4.7469 12.5864
C 5.16667 1.90321 .012 1.2469 9.0864
K() -8.66667 1.90321 .000 -12.5864 -4.7469
K (4) A -4.16667 1.90321 .038 -8.0864 -.2469
+
B .00000 1.90321 1.000 -3.9197 3.9197
C -3.50000 1.90321 .078 -7.4197 4197
K() -4.50000" 1.90321 .026 -8.4197 -.5803
A K(+) 4.16667 1.90321 .038 .2469 8.0864
B 4.16667 1.90321 .038 .2469 8.0864
C .66667 1.90321 729 -3.2531 4.5864
K() -8.66667 1.90321 .000 -12.5864 -4.7469
8 K(H#) .00000 1.90321 1.000 -3.9197 3.9197
A -4.16667 1.90321 .038 -8.0864 -.2469
C -3.50000 1.90321 .078 -7.4197 4197
K() -5.16667 1.90321 .012 -9.0864 -1.2469
c K(H#) 3.50000 1.90321 .078 -.4197 7.4197
A -.66667 1.90321 .729 -4.5864 3.2531
B 3.50000 1.90321 .078 -.4197 7.4197

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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_g 7. Data Aktivitas Mencit Pristane Induced Lupus (PIL)
>
:'5 Penurunan aktivitas
- Perlakuan saat saat injeksi 4 minggu setelah 12 minggu setelah
8 adaptasi pristane injeksi pristane injeksi pristane
3 Mencit Normal
B 1 300 310 610 203
2 310 320 630 210
3 320 330 650 217
4 330 340 670 223
5 340 350 690 230
6 350 360 710 237
Mencit PIL saat  saat injeksi 4_n_1inggu _setelah 12 r_ning_gu_setelah
adaptasi pristane injeksi pristane injeksi pristane
1 360 370 730 243
2 370 380 750 250
3 380 390 770 257
4 390 400 790 263
5 400 410 810 270
6 410 420 830 277
7 420 430 850 283
8 430 440 870 290
9 440 450 890 297
10 450 460 910 303
11 460 470 930 310
12 470 480 950 317
13 480 490 970 323
14 490 500 990 330
15 500 510 1010 337
16 510 520 1030 343
17 520 530 1050 350
18 530 540 1070 357
19 540 550 1090 363
20 550 560 1110 370
21 560 570 1130 377
22 570 580 1150 383
23 580 590 1170 390
24 590 600 1190 397

<C
=
=
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8. Hasil Uji Korelasi Persentase Sel Th2, Kadar IL-4, dan Rasio IFNy/IL-

4 terhadap Kadar anti-dsDNA (Manifestasi Serologis)

a. Uji Korelasi Pearson antara Persentase Sel Th2 dengan Kadar anti-
dsDNA

Correlations

Anti-dsDNA Th2
Pearson Correlation 1 .074
Anti-dsDNA  Sig. (2-tailed) 794
N 25 25
Pearson Correlation .074 1
Th2 Sig. (2-tailed) 794
N 25 25

b. Uji Korelasi Pearson antara Kadar IL-4 dengan Kadar anti-dsDNA

Correlations

Anti-dsDNA IL4
Pearson Correlation 1 -.233
Anti-dsDNA  Sig. (2-tailed) 403
N 25 25
Pearson Correlation -.233 1
IL4 Sig. (2-tailed) 403
N 25 25
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= Lampiran 3. Tabel Data Penelitian
>-.- . . . - . . . - -
:5 a. Manifestasi Klinis Dan Manifestasi Serologis Mencil Pristane
—
— Induced Lupus (PIL)
T
e BB Bulu Rontok Aktivitas
Pre Post
4 12 Anti-
Sebelum | Minggu | Minggu dsDNA
. L Pre Post Pre Post
Adaptasi Injeksi Setelah | Setelah (ng/ml)
Pristane Injeksi Injeksi

Pristane | Pristane

Mancit 21.0+ 26.2 + 31.3+ 36.8 + Tidak | Tidak | Tidak ada | Tidak ada 79+

Normal 2.00 2.71 3.98 3.37 ada Ada | penurunan | penurunan 5.0
Mencit | 206% | 250+ | 315+ | 305% |Tidak | o Je":li‘:ui‘;i penAu?jnan 80.4 +
PIL 1.97 3.59 4.14 4.16 ada ik ~Kivitas 47.3

b. Efek Terapi EDI dsDNA Terhadap Mencit Pristane Induced Lupus

(PIL)

Bulu Rontok Penurunan Aktivitas Anti- Jumlah Kadar Rasio
BB(@ pre post Pre Post ?:52’3 Se(IO/I)hZ (p”g;/_rtl) IFNX/IL'
’ ’ 1914.47
o\ - 5 N =l i Sy
' ' ’ ’ 2331.95
: ' ’ ’ 1070.77
i~ Rl s
‘ ' ’ ’ 1083.00
bt o e A
' ' ' ’ 1584.28
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