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ABSTRAK

Dananjaya, Vigyan. 2019. Uji Efikasi Imunoterapi menggunakan Escalating Dose
Antigen Specific Self-Antigen dsDNA terhadap Kadar Proteinuria pada
Mencit Model Lupus Induksi Pristane. Tugas Akhir. Program Studi
Pendidikan Dokter, Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya.
Pembimbing : (1) Prof. Dr.dr. Kusworini, M.Kes, Sp.PK, (2) dr. Reyhan
Andika Firdausi, Sp.F

Lupus Eritematosus Sistemik adalah kelainan fungsi dari sistem imun yang ditandai
dengan inflamasi secara sistemik dan menimbulkan berbagai manisfestasi klinik
dikarenakan kehilangan toleransi terhadap antigen sel. Masalah saat ini pada LES
dikarenakan belum adanya terapi definitif. Metode terapi yang sedang dikembangkan
adalah peningkatan dosis imunoterapi (EDI) menggunakan self-antigen.

Mencit Balb /C betina sehat diberikan suntikan secara intraperitoneal 0,5 ml pristane.
Setelah dinjeksikan, Mencit ditunggu 8-12 minggu untuk dievaluasi manifestasi klinis
dan serologis. Mencit dengan tanda lupus (tikus PIL) dibagi menjadi dua kelompok;
kelompok kontrol positif dan PIL (0,5 ug / ml, 5 ug / ml, 50 ug / ml) kelompok perlakuan.
EDI dsDNA diberikan satu kali setiap minggu secara berurutan. Diberikan dengan
dosis akan meningkat setiap minggu. dsDNA dikomplekskan dengan polyethylenimine
kationik (PEI) sebelum injeksi. Uji Efikasi terapi EDI dsDNA dilakukan dengan
mengukur kadar Proteinuria menggunakan dipstick urinalysis.

Hasil penelitian menunjukkan pada Mencit Balb/c betina kelompok kontrol positif
memiliki perbedaan rerata kadar proteinuria yang signifikan 0,009(p<0,05)
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan 0,028
(<0,05). Desentisasi dengan menggunakan Escalating Dose Antigen Specific self-
antigen dsDNA pada kelompok EDI dsDNA menunjukkan perbedaan rerata yang
signifikan 0,047 (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Dari hasil
penelitian ini, terapi menggunakan EDI dsDNA memiliki efikasi yang baik berdasarkan
tingkat kadar proteinuria pada kelompok perlakuan lebih rendah secara signifikan p=
0,009 (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol positif.

Desensitisasi menggunakan self-antigen dsDNA digabungkan ke PEI memiliki efikasi
yang baik terhadap kadar Proteinuria dan potensial untuk dikembangkan lebih lanjut
sebagai imunoterapi baru, aman dan efektif terhadap SLE BALB / c tikus yang
diinduksi oleh pristane .

Kata Kunci : Lupus Eritematosus Sistemik, dsDNA, escalating dose, proteinuria,
efikasi
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ABSTRAK

Dananjaya, Vigyan. 2019. Immunotherapy Efficacy Test using Escalating Dose
Antigen Specific Self-Antigen dsDNA on the Proteinuria Levels of the
Lupus Mice Model. Final Assignment Medical Program, Faculty of
Medicine, Brawijaya University. Supervisors: (1) Prof. Dr.dr. Kusworini,
M.Kes, Sp.PK, (2) dr. Reyhan Andika Firdausi, Sp.F

Systemic Lupus Erythematosus is a function disorder of the immune system that is
characterized by systemic inflammation and results in various clinical manifestations
due to loss of tolerance to cell antigens. Current therapies of LES are due to the
absence of definitive therapy. The therapeutic method being developed is Escalating
dose immunotherapy (EDI) using self-antigens.

Healthy female Balb / C mice were given intraperitoneal injections of 0.5 ml pristane.
After injection, the mice were waited for 8-12 weeks to be evaluated for clinical and
serological manifestations. Mice with signs of lupus (PIL mice) are divided into two
groups; positive control group and PIL (0.5 pg / ml, 5 pug / ml, 50 pg / ml) treatment
group. EDI dsDNA were administered once every week consecutively. Given with a
dose that would increase every week. dsDNA is complexed with polyethylenimine
cationic (PEI) before injection. Efficacy test of EDI dsDNA therapy was carried out by
measuring Proteinuria levels using dipstick urinalysis.

The results showed that in female mice Balb / ¢ positive control group had a significant
difference in proteinuria levels which was significant 0.009 (p <0.05) compared to the
negative control group and the treatment group 0.028 (<0.05). Desensitization using
Escalating Dose Antigen Specific self-antigen dsDNA in the EDI dsDNA group showed
a significant mean difference of 0.047 (p <0.05) compared with the negative control
group. From the results of this study, EDI dsDNA therapy had a good efficacy based
on the level of proteinuria in the treatment group significantly lower p = 0.009 (p <0.05)
compared to the positive control group.

Desensitization using self-antigen dsDNA coupled to PEIl has good efficacy on
Proteinuria levels and has the potential to be further developed as new, safe and
effective immunotherapy against SLE BALB / c rats induced by pristane.

Keywords : Systemic Lupus Erythematosus, dsDNA, escalating dose, proteinuria,
efficacy
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG

Lupus Eritematosus Sistemik adalah kelainan fungsi dari sistem imun yang
ditandai dengan inflamasi secara sistemik dan menimbulkan berbagai manisfestasi
klinik. Lupus Eritematosus Sistemik memiliki karakteristik kehilangan toleransi
terhadap antigen sel sehingga terjadi pembentukan autoantibodi dan kompleks imun
yang bersifat patogenik (Xiong and Lahita, 2014). Kehilangan toleransi terhadap
antigen sel pada LES disebabkan oleh faktor risiko yang berbeda-beda pada setiap
individu. Beberapa faktor risiko yang dapat meningkatkan seorang individu terkena
LES adalah riwayat seorang individu mengalami reaksi alergi akibat pemakaian obat,
genetik, dan akibat paparan dari sinar UV (Choi et al., 2016). Keterpaparan individu
terhadap faktor risiko yang berkepanjangan menyebakan kerusakan jaringan hingga
terjadi pembentukan autoantibodi dan kompleks imun yang menimbulkan kerusakan
pada berbagai sistem organ seperti kulit, darah, ginjal, hati, dan sistem saraf.
Kerusakan pada berbagai sistem organ dapat menyebabkan kematian (Wang et al.,
2015). Hal ini menyebabkan angka kematian akibat Lupus cukup tinggi. Berdasarkan
data di negara Inggris, kematian akibat Lupus sebesar 227 kasus meninggal dari 2740
kasus insiden. Rata-rata kematian sekitar 15,84 dari setiap 1000 kelompok orang per
tahunnya (Rees et al., 2016). Prevalensi dan insiden penyakit LES rata-rata dari angka
empat hingga 250 per 100.000 pada populasi dewasa. Lupus Eritematosus Sistemik
(LES) terjadi terutama pada ras orang kulit hitam daripada ras kulit putih. Studi ini

ditemukan pada sejumlah peneliti di USA (Lim et al., 2014). Berdasarkan studi



ra

ub

=
- —
o
-
(&2 ]
o
[ e 18
(=B
-

UNIVERSITAS

epidemiologi, penyakit LES lebih banyak terjadi pada wanita jika dibandingkan dengan
laki-laki (Sokumbi et al., 2016),

Lupus Eritematosus Sistemik berasal dari sel dendritik yang mengaktifasi dan
memperluas ekspansi sel autoreaktif T dan B (Teichmann et al., 2014). Peran gen
dalam penyakit Lupus melalui terganggunya regulasi pembersihan antigen sel yang
dapat menyebabkan terjadinya pembentukan autoantibodi dan kompleks imun
patogenik, mengaktivasi respon sel untuk melepaskan sitokin interferon tipe 1, dan
terbentuknya autoantibodi dengan kehilangan toleransi yang dapat mengenai
beberapa sistem organ (Mohan and Putterman, 2015). Kehilangan toleransi terhadap
antigen sel akibat peran dari sel B dan sel T autoreaktif yang dapat berkontribusi pada
manifestasi klinis LES. Gangguan pada toleransi sel B dan pembentukan autoantibodi
pada LES mendorong terjadinya kerusakan toleransi terhadap antigen sel (Liu, Zou,
dan Davidson, 2011). Peran sel T dalam LES, terjadi karena aktifasi beberapa jenis
sel T oleh sitokin yang dikeluarkan oleh sel dendritic dan sel APC (Antigen Presenting
Cell) lainnya. Sel T yang teraktifasi memediasi respon inflamasi, dan memberikan
bantuan kepada sel B untuk memproduksi autoantibodi.. Akibat aktifasi sel T, CD4+
naif dapat berdiferensiasi menjadi sel berbagai macam sel Thelper. Salah satunya
adalah sel Th17 yang mensekresikan sitokin Interleukin 17. Sel ini mengalami
peningkatan produksi interleukin-17 yang dapat menyebabkan inflamasi dan
kerusakan jaringan pada LES (Moulton and Tsokos, 2015) Produksi interleukin-17
yang berlebihan dapat menganggu proses pembentukan maupun fungsi dari sel Treg.
Terjadinya penyakit autoimun dikarenakan kemampuan sel Treg yang fungsinya
terganggu atau jumlah nya berkurang (Dolff et al., 2011).

Lupus Eritematosus Sistemik dapat mengenai beberapa organ dan sistem

organ serta ginjal merupakan target organ tersering dalam LES (Feldman, C.H. et al,
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2013). Terjadinya nephritis pada penderita Lupus terjadi akibat deposisi pada
kompleks imun yang terdiri dari autoantibodi dan autoantigen pada glomerulus ginjal.
Studi lain juga menyebutkan bahwa peran sitokin IL-17 merupakan pathogenesis dari
lupus nefritis, Peningkatan jumlah sel Th17 dalam serum pasien lupus dan IL-17
tedeteksi pada glomerulus dan interstitial terinfiltrasi sel T (Vincent et al., 2013).
Menentukan pengaruh LES terhadap ginjal pada pasien lupus dapat dilakukan cek
urinanalisis. Proteinuria merupakan salah satu tanda yang diukur dalam urinanalisis.
Salah satu indikator dalam memanajemen pengobatan pada pasien LES dengan
nephritis yaitu kadar proteinuria dan kadar hematuria (Hahn, et al., 2012).

Masalah saat ini pada LES dikarenakan belum adanya terapi definitif. Terapi
yang digunakan saat ini hanya untuk menekan kerja dari sistem imun (Moroni et al.,
2006). Obat penekan sistem imun jika digunakan dalam jangka waktu panjang dapat
menimbulkan komplikasi seperti infeksi, keganasan, dan atherosclerosis (Urowitz et
al., 2008). Berdasarkan panduan terbaru yang dikeluarkan oleh The British Society for
Rheumatology terapi yang diberikan pada penyakit Lupus dibagi berdasarkan tingkat
aktifitas penyakit lupus itu sendiri mulai dari ringan, sedang, hingga berat (Gordon et
al., 2018). Pengobatan yang diberikan pada penyakit Lupus tingkat ringan digunakan
untuk meringankan tanda dan gejala yang muncul yaitu dengan diberikan obat-obat
dengan golongan seperti kortikosteroid, obat anti malaria, NSAID, dan krim kulit.
Penggunaan kortikostroid berkontribusi dalam menyebabkan kerusakan kronis dan
beresiko tinggi dapat terkena infeksi, osteoporosis, atherosclerosis (Sutton, Davidson
and Bruce, 2013). Penggunaan obat antimalaria dapat mengurangi aktifitas penyakit
lupus dan perkembagan penyakit lupus, namun obat antimalaria seperti chloroquine
dapat menyebabkan efek samping terjadinya retinopathy (Ruiz-Irastorza et al., 2010).

Terapi lain juga terus dikembangkan dalam pengobatan penyakit LES, penggunaan
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agen biologi juga mulai dikembangkan. Penggunaan obat Rituximab salah satu
contohnya. Rituximab menunjukkan efikasi yang baik, ditunjukkan dengan
kemampuannya dalam mengurangi aktifitas penyakit LES secara menyeluruh, yaitu
salah satunya dengan berkurangnya kadar anti-dsDNA dan komplemen (Mufioz-
Fernandez et al., 2014). Di sisi lain, obat ini juga dapat menghasilkan efek samping
yaitu terjadinya kekambuhan (Furie et al., 2011). Masalah lain dari pengguaan obat
bahan biologi pada penyakit LES adalah harganya yang mahal. Harganya yang mahal
membuat individu yang terkena LES tidak bisa mendapatkan akses dan
menggunakan obat tersebut (Lamore et al, 2012).

Perkembangan terapi dengan menggunakan antigen-specific immunotherapy
(SIT) mulai meningkat dengan pesat. Salah satunya contohnya adalah dengan
digunakannya self antigen pada penyakit multiple sclerosis. Pada penelitian ini
menunjukkan bahwa pemberian self antigen dari Myelin-Based Protein (MBP) secara
berkala dapat ditoleransi dengan baik oleh tubuh. Terjadi pula penurunan dari sel T
dan terjadinya peningkatan sitokin Interleukin-10 yang dapat mengembalikan toleransi
(Lutterotti et al., 2013).

LES merupakan penyakit autoimun yang hampir sama dengan Multiple
Sclerosis. Dari terapi yang sudah digunakan pada penyakit Multiple Sclerosis, terapi
pada LES bertujuan untuk menekan aktivitas penyakit, mencegah kerusakan organ,
menurunkan morbiditas, dan meningkatkan kesehatan pasien serta kualitas hidup
pasien (Dema and Charles, 2014). Penggunaan dosis yang rendah pada terapi
antigen specific immunotherapy dapat meningkatkan sekresi interleukin-10 (IL-10)
dan meregulasi respon imun lebih efektif kembali (GabrySova and Wraith, 2010). Maka
dari itu kami melakukan penelitian yang membuktikan bahwa pemberian (injeksi) self

dsDNA dengan dosis (5x10-2ug, 5x10-1ug, 5ug) dapat menginduksi fungsi toleransi
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penggunaan self antigen dsDNA dengan dosis (0,5 pg, 5 ug, 50 ug) terhadap kadar

proteinuria.

1.2 Rumusan Masalah

Apakah pemberian imunoterapi dengan menggunakan Escalating Dose Antigen
Specific Self-Antigen dsDNA tidak meningkatkan kadar Proteinuria pada model mencit

induksi Lupus ?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Khusus

1. Mengetahui efek terapi dengan menggunakan Escalating Dose Antigen
Specific Self-Antigen dsDNA terhadap kadar proteinuria pada model mencit

induksi Lupus

1.4. MANFAAT

Manfaat Keilmuan:

1. Dapat dijadikan sebagai dasar untuk pengembangan penelitian selanjutnya
dalam bidang kesehatan

2. Peluang publikasi dalam jurnal-jurnal ilmiah dan mendapatkan paten

§
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1. Pengembangan metode pengobatan imunoterapi pada penyakit autoimun
2. Dapat dijadikan obat untuk menciptakan suatu alternatif baru dalam terapi

pada penyakit autoimun terutama pada Lupus
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Lupus Eritematosus Sistemik
211 Definisi

Lupus Eritematosus Sistemik (LES) atau yang lebih dikenal dengan Systemic
Lupus Erythematosus (SLE) merupakan penyakit autoimun kronik dan kompleks
diikuti dengan manifestasi klinis, serta keterlibatan banyak organ (Touma and
Gladman, 2017). Etiopatogenesis dari LES melibatkan mulai dari faktor lingkungan
terhadap sinar matahari, obat, infeksi virus dan bakteri, serta ada peran dari genetik
dan genome dari setiap individu (Nath, Kilpatrick and Harley, 2004). Angka Prevalensi
dan Insiden dari LES telah banyak dilaporkan dalam berbagai bentuk laporan dari
berbagai negara. Penyakit ini terutama menyerang wanita dibandingkan dengan pria
9:1 (Lim et al, 2014). Berdasarkan penelitian yang dilakukan secara dari seluruh dunia
menunjukkan prevalensi dan insiden bervariasi. Angka insiden tertinggi di dunia
terletak pada daerah Amerika Utara mencapai 23,2 per 100.000 orang per tahun
sedangkan angka insiden terendah pada daerah Afrika yaitu dengan angka 0,3 per
100.000 orang per tahun. Secara keseluruhan, daerah negara Eropa memiliki angka
insiden yang lebih rendah pada dibandingkan dengan daerah negera Asia,
Australasia, dan Amerika (Rees et al, 2017). Pada negara Indonesia belum ada data
yang lengkap tentang Lupus namun berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Kalim, dkk mencapai angka 0,5% dari sekitar 1.250.000 orang Indonesia.
Berdasarkan data rumah sakit pada tahun 2016 lalu diketahui terdapat 2.166 pasien

rawat inap yang terdiagnosis penyakit Lupus, dengan angka 550 pasien diantaranya
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meninggal dunia (Kementrian Kesehatan RI, 2017). Hal ini menunjukkan penyakit
Lupus harus menjadi perhatian utama di Indonesia.
2.1.2 Patofisiologi dan Aktivasi Respon imun pada Pasien LES

Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Pathak and Mohan, 2011) dengan
menggunakan model tikus sebagai bahan percobaan menunjukkan salah satu ciri
khas dalam dimulainya terjadinya patogenesis pada LES dikarenakan adanya kadar
autoantibodi yang tinggi terhadap antigen nuklear diri. Penyimpangan pada antigen
nuklear diri yang berasal dari sel apoptosis dapat mendorong terjadinya patogenesis
LES. Penelitian yang dilakukan oleh Kruse et al pada tahun 2010 menunjukkan bahwa
jika terjadi defek pada proses pembersihan sel apoptosis dari tubuh akan
meningkatkan terjadinya patofisiologi LES.

Menurut Klinik Kolaborasi LES internasional dan Perkumpulan Reumatologi
Amerika pada tahun 2010. Bahwa ada bebearapa tahapan yang dapat berhujung
pada peningkatan morbiditas hinngga kefatalan jika penderita LES tidak diterapi

dengan baik, dapat dilihat pada gambar 2.1.

Ll
SHe
SEe

o S ey

1 l 1

(Autoantibodies | [ Inflammation | « Flares « Infections
general »specific * Involvement of * Involvement of * Atherosclerosis
first organs additional organs + Malignancies

* Damage (SLICC)

Gambar 2.1. Perjalanan Penyakit dari Lupus Eritemathosus Sistemik (Ann Rheum Dis 2010;
69;1603-11)

Dari gambar di atas, disebutkan bahwa penyakit LES dimulai dari tahap

preklinikal ditandai dengan terbentuknya autoantibodi spesifik terhadap terjadinya
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penyakit autoimun hingga berlanjut ke fase klinikal yang ditandai dengan penyakit
lebih spefisik dari fase autoimun tersebut. (George, Cervera, Boumpas, 2010).

Patogenesis penyakit ini masih belum jelas. Namun salah satu ciri khas pada
terjadinya patogenesis LES adalah terbentuk berbagai macam nuklear antigen dalam
tubuh. Auto-antigen ini dihasilkan dari sel apoptosis dan dipresentasikan kepada sel
dendritik hingga sel T yang berhujung sampai pengaktivasinya serta juga melibatkan
peran dari sel B, monosit, serta sel T regulator. Akibat dari penyimpangan tersebut
terjadi aktivasi sel B, meningkatnya jumlah sel yang menghasilkan autoantibodi dan
terbentuknya kompleks imun yang bersifat patogenik terhadap self antigen (Choi et
al, 2015)
2.1.3 Manifestasi Klinis

Lupus Eritematosus Sistemik merupakan penyakit autoimun yang memliki
karakteristik pembentukan autoantibodi pada self-antigen. Sistem imun yang
terganggu ini membuat pasien penderita LES mengalami berbagai macam
manifestasi klinis yang terjadi pada hampir seluruh sistem organ. Manifestasi pada
kulit paling sering terjadi pada pasien LES. Manifestasi tersebut dapat berupa lesi
acute cutaneous lupus erythematosus yang biasanya berbentuk butterfly rash atau
maculopapular exanthema generalized, Chronic Cutaneous Lupus Erythematosus
atau Discoid Lupus Erythematosus, dan Subacute Cutaneous Lupus Erythematosus
yang dapat berupa lesi berbatas tegas, kering, dan kemerahan. Pada manifestasi
muskuloskeletal, gejala yang sering terjadi adalah nyeri pada sendi. Pada manifestasi
ginjal pasien LES bisa timbul gejala proteinuria dan hematuria dikarenakan rusaknya
glomerulus oleh penumpukan immunoglobulin. Pada sistem gastrointestinal juga
biasanya timbul gejala ulkus pada mulut yang merupakan paling khas pada LES dan

nyeri perut (GEORGE, CERVERA and BOUMPAS, 2012).
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Penyakit LES merupakan salah satu perjalanan penyakitnya yang tidak dapat
diprediksi. Maka dari itu diagnosis LES dapat ditegakkan berdasarkan gambaran klinik
dan laboratorium yang diajukan oleh kriteria klasifikasi Systemic Lupus International
Collaborating Clinics (SLICC) pada tahun 2012. Diagnosis dengan menggunakan
kriteria SLICC minimal didapatkan 4 macam kriteria yang didalamnya terdapat satu
kriteria klinis dan satu kriteria imunologi atau harus memiliki lupus nephritis yang
terbukti dengan pemeriksaan biopsy dengan bersamaan adanya antibodi antinuklear

atau antibodi anti-dsDNA (Gordon et al., 2018).

Kriteria | Definisi

Kriteria Klinis

Termasuk malar rash, SLE varian
Acute atau Subacute Cutaneous toxic epidermal necrolysis,

Lupus maculopapular lupus rash, dan
photosensitive lupus rash

Termasuk ruam diskoid klasik baik
lokal maupun generalisata,
hypertrophic lupus, lupus panniculitis,
mucosal lupus, lupus erythematosus
tumidus, chilblains lupus, discoid
lupus/lichen planus overlap

Chronic cutaneous lupus

Ulkus oral Luka pada mulut
Alopecia tipe nonscarring Kerapuhan atau penipisan rambut
yang difus
Pembengakan atau efusi atau nyeri
Sinovitis tekan pada 2 atau lebih sendi dan

morning stiffness minimal 30 menit
Inflamasi pada sepanjang tepi luar
Serositis paru (pleuritis), efusi pleura,
pericardial rub, gambaran EKG

Proteinuria >0.5g/hari atau RBC

Kelainan ginjal cellular cast yang menetap pada urin

Adanya bangkitan, psikosis, myelitis,
Neurologis neuropati kranial maupun perifer,
mononeuritis multiplex, dan acute

10
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confusional state yang tidak dapat
dijelaskan oleh penyebab lain

Anemia hemolitik tanpa penyebab
lainnya yang diketahui
Leukopenia (<4000/mm?) atau
Kelainan leukosit limfopenia (<1000/mm?) tanpa
penyebab lainnya yang diketahui

Kelainan eritrosit

Trombositopenia (<100.000/mm?)
Kelainan trombosit tanpa penyebab lainnya yang
diketahui

Kriteria imunologis

Anti Nuclear Antibody diatas nilai referensi laboratoris
diatas nilai referensi laboratoris,

Anti-dsDNA kecuali ELISA: dua kali diatas nilai
referensi laboratoris

Anti-Sm Positif

Terdapat lupus anticoagulant, false
positive RPR, anticardiolipin titer
sedang atau tinggi, atau anti- B2
glycoprotein |

Nilai komplemen C3, C4, atau CH50 rendah

Antibodi antifosfolipid

Direct Coombs test Positif tanpa adanya anemia hemolitik

Tabel 2.1 Tabel kriteria klinis dan imunologis

menggunakan kriteria klasifikasi SLE oleh SLICC

2.1.5 Tatalaksana

Lupus Eritematosus Sistemik adalah penyakit autoimun yang dapat
menghasilkan berbagai manifestasi klinis pada berbagai organ dalam tubuh manusia.
Penatalaksaan untuk LES masih bergantung pada aktivitas penyakitnya dan hanya
bertujuan untuk mengatasi inflamasi, mencegah kekambuhan, serta mengurangi
gejala klinis (Davis dan Reimold, 2017). Berdasarkan buku panduan untuk
penatalaksaan gejala konstitusional, LES tingkat ringan, dan sedang

direkomendasikan diberikan obat antimalaria, kortikostreoid, non-steroidal anti-

11
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inflammatory dan imunosupresan dalam memajemen aktivitas penyakit. Untuk LES
tingkat berat dapat digunakan terapi imunosupresan dan glukokortikosteroid dalam
waktu bersamaan (Tunnicliffe et al., 2015). Namun pada penggunaan terapi saat ini
yang digunakan pada penyakit LES memiliki efek samping. Pada obat imunospresan
memiliki efek untuk menekan dari fungsi maupun jumlah dari sistem imun akan
menyebabkan berkurangnya tubuh dalam melawan infeksi. Obat jenis Mycophenolate
mofetil (MMF) merupakan salah satu obat imunosupresan yang memiliki mekanisme
menghambat sistesis purin dalam DNA. Obat ini dapat mencetuskan terjadinya
beberapa efek samping. Efek samping paling sering adalah kejadian gastrointestinal
seperti merasa mual dan muntah, diare, terjadinya infeksi minor, dan paling parah
dapat menyebabkan leukopenia Selain itu ada Azathioprine juga merupakan obat
imunosupresan yang menyebabkan gejala pada sistem organ gastrointestinal
(Contreas dan Gabiriel et al., 2004).
2.1.6 Prognosis

Prognosis pada penyakit LES berhubungan erat dengan rata-rata bertahan
hidupnya penderita. Prognosis pada pasien LES akan baik jika diagnosis ditegakkan
terlebih dahulu dan pemberian manajemen terapi yang baik. Kedua hal ini akan
meningkatkan rata-rata bertahan hidup penderita. Untuk prognosisnya yang paling
buruk adalah terjadinya kematian pada pasien LES karena infeksi karena terapi
dengan menggunakan NSAID, kortikosteroid, imunosupresan yang berkepanjangan.
Prognosis buruk juga dapat terjadi pada penderita LES yang tidak berespon pada
pemberian terapi kortikosteroid maupun imunosupresan sehingga makin
memperberat manifestasi klinis dari LES, salah satunya adalah keterlibatan ginjal

karena LES (Doria et al., 2006)

12
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2.2 Peran Sel Dendritik pada Patogenesis LES

Sel dendritik adalah antigen presenting (APC) yang berperan penting dalam
regulasi respon imun adaptif dalam mengaktivasi sel B maupun sel T. Sel dendritik
mampu menangkap antigen, memprosesnya, dan mempresentasikannya ke
permukaan sel dengan molekul kostimulator. Sel dendritik mengekspresikan CD80,
CD86 (B7.1 dan B7.2) dan CD40 yang merupakan molekul kostimulator (Pathak and
Mohan, 2011). Beberapa studi juga menunjukkan bahwa sel dendritik juga berperan
dalam patogenesis LES dengan mengeluarkan interferon tipe 1 (interferon alfa),
dimana interferon alfa mendorong sel B untuk memproduksi autoantibodi subklas 1gG,
meregulasi terbentuknya BAFF pada monosit dan membantu pembentukan sel
dendritik matang (Kalinke et al., 2014).

Menurut Mildner dan Jung (2014) dua macam subset sel dendritik di perifer
yang diidentifikasi pada mencit yaitu sel dendritik klasikal dan plasmacytoid sel
dendritik. Kelainan genetik pada penderita LES dapat mengakibatkan penyimpangan
dari fungsi sel dendritik, meliputi proses pengambilan antigen, maturasi, dan
kemampuan presentasi (Monrad dan Kaplan et al., 2007). Diperkirakan presentasi
antigen sendiri dalam waktu yang lama disertai dengan pembentukan sitokin inflamasi
oleh sel dendritik adalah hal yang penting dalam berkembangnya penyakit autoimun
dan defek pada fungsi toleransi sel dendritik dalam memegang peran krusial merusak
fungsi toleransi imun (Kim dan Diamond, 2015). Kerusakan pada reseptor sel dendritic
yang digunakan dalam membersihkan sel-sel apoptosis seperti MFG-EB, Tim4,
Scarf1, juga meningkatkan penyakit seperti lupus (Miyanishi et al., 2007).

Dalam keadaan normal, sel dendritik memiliki fungsi dalam menangkap dan
melakukan pembersihan debris apoptosis sel. Penangkapan debris sel apoptosis oleh

sel dendritic, dapat menginduksi aktivasi sel T karena autoantigen yang
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dipresentasikan, sehingga terjadinya gangguan dalam pembersihan debris dari sel
apoptosis. Sel nekrotik juga memiliki peran dalam menganggu fungsi fisiologis sel
dendritic melaui nukleosom sel nekrotik yang mengandung high mobility group box
protein 1 (HMGB1). Protein ini dapat menginduksi sel dendritik menjadi matur. Faktor
komplemen juga memiliki peranan penting pada sel dendritik. Faktor komplemen
berguna mengaktifasi toleransi pada sel dendritic. Faktor komplemen yang memiliki
peranan penting ini adalah C1q. Pada penyakit LES komplemen C1q mengalami
defek, sehingga menganggu populasi sel dendritik yang berada pada tahap imatur.
Penurunan jumlah faktor komplemen C1q dapat membuat sel dendritik menjadi matur
dan menstimulasi sel T, sehingga dapat menjadinya peningkatan aktivitas LES. Faktor
kompelemn C1q juga memiliki peranan penting dalam pembersihan debris apoptosis

sel (Tsokos et al., 2016).

2.3 Peran Sel T pada Patogenesis LES

Kemampuan sel T dalam mengenali antigen diperankan oleh Major
Histocompatibility Complex oleh sel APC (Antigen Presenting Cells) melalui reseptor
sel T. Stimulasi pada reseptor sel T oleh antigen ini dapat mengaktivasi sel T melalui
beberapa jalur. Pada sel T reseptor memiliki CD3. CD3 merupakan suatu polipeptida
yang memiliki hubungan dengan sel T reseptor dan berfungsi dalam menyalurkan
sinyal pengenalan antigen oleh sel T reseptor karena memiliki suatu rantai yang
memiliki motif aktivasi berbasis reseptor tirosin (ITAM). Kegunaan reseptor ini adalah
untuk tranduksi sinyal berbagai protein kinase yang spesifik. Reseptor tirosin yang
terfosforilasi akan mengaktifkan protein asosiasi 70 (ZAP 70) untuk mengaktifasi sel

T. Selain melalui jalur protein asosiasi 70 (ZAP70), aktifasi sel T dapat diaktivasi
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and Kow, 2014).

Pada penyakit LES, terjadi suatu gangguan stabilitas dan peningkatan
degradasi dari salah satu bagian rantai sitoplasma CD3 diikuti dengan peningkatan
reseptor Fc pada sel T. Peningkatan reseptor Fc yang mengaktivasi jalur tirosin
kinase limfa (Syk) akan terjadi peningkatan kalsium intrasel yang dapat
menyebabkan defosfolirasi calcineurin dan terjadi aktivasi faktor nuklear sel T (NF-
ATc2). Aktvasi dari faktor nuklear ini akan mengaktivasi kostimulator CD40L yang
dapat berinterkasi dengan CD40 pada sel B. Interaksi antara kedua molekul ini dapat
meningkatkan produksi antibodi. Sel T pada LES mengalami kerusakan dalam
memproduksi interleukin-2 merupakan suatu sitokin yang berguna dalam mengatur
keseimbangan pro- dan anti-inflamasi sel T (Ross and Cantrell, 2018).

2.4 Peran sel B pada LES

LES merupakan terbentuknya respon autoimun yang diperankan oleh sel T dan
sel B dalam melawan komponen intraseluler maupun self-antigen nuklear (Ferraccioli
and Tolusso, 2007). Sel B memiliki peran dalam terjadinya LES melalui respon
terhadap antigen, regulasi dari sel lain yang dapat menginduksi sel B, dan
pembentukan autoantibodi. Penderita LES aktif terjadi peningkatan berbagai macam
populasi sel B mulai dari sel B transisional, memori sel B, dan plasma sel B (Crispin
et al., 2010). Sama seperti pada sel T, terjadinya aktivitas yang berlebihan pada sel
B hingga terbentuknya antibodi yang melawan antigen di dalam nukleus diakibatkan
karena adanya gangguan toleransi pada sel B dalam menghilangkan pengaruh
reaktifasi sendiri pada sel B yang belum matang melalui mekanisme reseptor sel B,

toll like reseptor, peningkatan sitokin BAAF, dan sel T helper CD4. (Jenks and Sanz,
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2009). Peningkatan sitokin BAAF dapat diikat oleh reseptor B. Interaksi antara dua
molekul ini menimbulkan peningkatkan ketahanan sel B dengan menghambat kerja
dari protein Bim dan sel B reseptor untuk kematian sel B (Lesley et al., 2004).
Pengaktifan sel B pada patogenesis LES dapat melalui berbagai mekanisme.
Pengaktifan sel B pada sirkulasi pada pasien SLE distimulasi oleh reseptor sel B,
diikuti dengan peningkatan influx kalsium ke dalam sitoplasma dan peningkatan
fosforilasi tirosin (Kammer et al., 2008). Terjadinya kelainan dan kekurangan keluarga
src protein tirosin kinase Lyn. Lyn protein kinase memiliki peran dalam memfosforilasi
ITIM (Immunoreceptor Tyrosine Based Inhibition Motif) yang berguna dalam
menurunkan regulasi dan aktifasi sel B melalui reseptor FcgammaRIIB dan regulator
tirosin oleh Syk (Xu et al., 2005). Dalam FcgammaRIIB mengandung ITIM yang dapat
memberikan hambatan pembentukan autoantibodi IgG dan terjadinya autoimunitas
spontan (Bolland and Ravetch, 2000). Kehilangan toleransi pada sel B dapat
mengaktifasi diferensiasi sel B. Dalam keadaan normal, sel plasmatoid dendritik
(pDC) menstimulasi Toll like receptor untuk mengedukasi sel Treg dalam melawan
sel B autoreaktif. Stimulasi terhadap TLR 9 oleh gabungan DNA dari sel dengan
antigen lain dalam tubuh sendiri dapat mengaktivasi sel B melalui jalur indepeden
maupun jalur dependen TLR9 melalui sel dendritic, sehingga dapat terjadi
terbentuknya sel B transtitional menjadi sel B yang aktif mengsekresikan autoantibodi
(Guerrier et al., 2012) maupun terbentuknya anti-DNA antibodi (Gilbert et al., 2014).
2.5 Ketidakseimbangan Sel T Regulator dan Sel T Helper 17 pada Penyakit LES
Sel Treg merupakan salah satu subpopulasi dari sel limfosit T yang berperan
dalam menjaga fungsi dari sistem toleransi imun dengan cara menekan jumlah limfosit
yang autoreaktif. Salah satu peneltian membuktikan bahwa fungsi dari Treg dapat

menghambat progesifitas penyakit LES dan mengurangi tingkat kemungkinan
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kematian pada penderita LES, jika terjadi gangguan pada fungsi Treg ataupun pada
sel Treg itu sendiri maka akan meingkatkan terjadinya patogenesis LES (Ohl dan
Tenbrock, 2015).

Kemampuan sel Treg dalam menekan aktivasi dan perkembangan dari sel
CD4+ Th, dengan menghambat sel tersebut dan juga menekan diferensiasi dari sel
CD8+ T sitotoksik (Lim et al, 2005). Sel Treg dapat diidentifikasi pada darah perifer
melalui berbagai macam marker, yaitu CD4+ CD25+ dan marker intraseluler forkhead
box P3 (FoxP3) (Tran, Ramsey, dan Shevach., 2007). Sel Treg memiliki fungsi
supresif terhadap respon inflamasi. Hal ini dibuktikan dengan bahwa ketika terjadi
hilangnya marker protein FoxP3 dan jumlah yang sedikit dari Treg dapat
menghasilkan respon inflamasi. Sel Treg sendiri berasal dari produksi gen FOXP3
(Bennet et al, 2001).

Berdasarkan jenisnya sel Treg dapat dibedakan menjadi dua jenis kategori
yaitu ada sel tTreg yang berasal dari tymus dan iTreg yang terinduksi. Sel tTreg
berasal dari tymus sedangkan iTreg berasal dari sel T naif pada sirkulasi perifer
setelah terjadi stimulasi sel T. Stimulasi sel T naif menjadi sel Treg dikarenakan
adanya sitokin TGF-B (Bluestone dan Abbas et al, 2003). Aktivasi dari sel Treg ini
dimediasi oleh sitokin TGF-B. TGF- yang berikatan dengan reseptor TGF- pada sel
T naif sehingga mengaktivasi faktor transkripsi STAT5. Fosforilasi dari STATS5 ini akan
mengakibatkan aktivasi dari faktor transkripsi FoxP3 yang merupakan penanda dari
diferensiasi sel Treg. Sel Treg yang telah aktif akan mengekspresikan marker CD4+
CD25+ FoxP3+ dan menghasilkan sitokin TGF- dan IL-10 (Shevach et al., 2008).
Pada mekanisme lainnya, tTreg agar menjadi sebuah sel Treg di organ Thymus
membutuhkan IL-2 dan fosforilasi dari STAT 5 sebagai mediasinya dengan gen FoxP3

yang memproduksi sel Treg. Sel Treg juga memproduksi sitokin Treg IL-10 di mana
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sitokin ini dibuktikan dapat menurunkan aktivitas dari sel imun lainnya (Brandenburg
et al., 2008). Penelitian sebelumnya yang telah dilakukan juga membuktikan bahwa
sel Treg ini berperan secara langsung dalam menghambat aktivitas sel Th1, Th2,
Th17, dan aktivitas dari sel B (Khattri et al., 2017).

Pada kondisi inflamasi yang kronis seperti LES, jumlah sel Treg secara
fungsional tidak mengalami penurunan namun sebenarnya yang terjadi adalah
terjadinya penekanan kapasitas fungsi dari sel Treg pada penyakit LES aktif (Likuni
et al, 2009). Sehingga terjadinya penyimpangan keseimangan antara sel T efektor
dan sel Treg yang berhujung pada terjadinya aktivasi sel T dan sel B pada LES.

Peningkatan kadar sitokin IL-6 dan Interferon Gamma yang dihasilkan oleh
sel dendritik. Sitokin ini dapat menghambat fungsi dari sel Treg dan juga membuat sel
T effector menjadi resistensi terhadap sel Treg. Interleukin 10 yang dihasilkan oleh
makrofag, monosit, dan juga sel Treg sendiri berfungsi dalam mengaktivasi dari FoxP3
sehingga proses diferensiasi sel Treg juga dapat tetap berlanjut dan menghambat
aktivasi sel APC dan sel T efektor, namun sitokin ini dapat memfasilitasi proliferasi
dari sel B. Semakin maraknya produksi dari interleukin-21 oleh sel T dan interleukin-
6 oleh sel T, sel dendritik, dan monosit dapat menekan sel Treg. Di sisi lain interleukin-
6 dan interleukin-21 dapat meningkatkan jumlah dari sel Th17. Th17 merupakan salah
satu sel pro-inflamasi. Sel Th17 berasal dari sel T CD4+ naif dengan memiliki
karakteristik dari faktor transkripsi Orphan Receptor Gamma; RORT (Kleczynska et
al, 2011). Sel ini juga menghasilkan sitokin proinflamasi seperti interleukin-17,
interleukin-21, interleukin-22. Keberadaan sel Th17 diindikasikan dengan terjadinya
inflamasi pada jaringan dan progesifitas penyakit LES (Dolff et al, 2011).

Pada penyakit LES, sitokin TGF-Beta yang diproduksi oleh sel limfosit

mengalami kekurangan. Peran TGF-Beta yang sangat penting dalam menginduksi
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dan menstabilisasi ekspresi FoxP3 pada sel Treg. Selain itu TGF-Beta memiliki
peranan penting dalam menekan proliferasi sel limfosit.
2.6 Ketidak seimbangan pembersihan autoantigen dengan pembentukan self

antigen dsDNA

SLE merupakan penyakit autoimun yang memiliki khas yaitu terbentuknya
autoantibodi spesifik terhadap dsDNA (Diamond et al., 2014). Pada penelitian yang
dilakukan oleh S. Yung dan T.M. Chan pada tahun 2015 menunjukkan bahwa pasien
SLE memiliki kadar anti-dsDNA antibodi yang dapat menyebabkan peningkatan
peningkatan flare penyakit lupus dan terjadinya nephritis pada organ ginjal.

Pembentukan self antigen dsDNA berasal dari sel tubuh terutama dari debris-
debris apoptosis dan beberapa antigen asing yang melekat pada permukaan sel
apoptosis. Selain itu pada keadaan fisiologis maupun dalam keadaan patologis di
dalam tubuh terdapat cell-free DNA yang berasal dari sel myeloid, lymphoid, dan sel
non-hematopoetik. Beredarnya Cf-DNA juga berhubungan erat dengan terbentuk
kompleks imun pada respons anti-DNA pada LES (Chan dan Shlomchik, 2014). Self
dsDNA akan menjadi antigen ketika sudah dilepaskan dari nukleus dan terekspos di
ekstraseluler. Ketika terjadi sel apoptosis, neutrofil akan melakukan tugasnya untuk
mendegradasikan sel beserta dengan komponen sel tersebut termasuk di dalamnya
ada self antigen dsDNA. Namun pada penderita LES terdapat defek pada sel neutrofil
yaitu dinamakan NETosis. NETosis adalah suatu mekanisme kematian sel oleh
berbagai macam stimulus seperti organisme infeksius dan oxidative stress. Neutrophil
yang mengalami NETosis akan mengeluarkan berbagai sitokin proinflamasi, peptide
antimikroba (LL37), enzim ROS, dan juga ada dsDNA yang nantinya menjadi
Neutrophil Extracellular Traps (NET) untuk didegradasikan dari tubuh, namun pada

penderita LES terjadi peningkatan produksi NET dan penurunan degradasi NET.
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Terakumulasinya jumlah DNA dari sel apotosis menghasilkan antigen dsDNA
nantinya akan bergabung dengan LL37 dan mengaktivasi TLR9 (Tsokos et al., 2016).
Terjadinya pelepasan NET merupakan salah satu stimulus inflamasi kuat dengan
menginduksi produksi interferon tipe 1 oleh plasmacytoid sel dendritic. Selain itu NET
juga dapat menginduksi aktivasi dari poliklonal autoreaktif memori sel B (Di Domizio
et al., 2018). Dalam keadaan normal sel apoptosis dan NETosis dapat didegradasi
secara cepat tanpa inflamasi dan iniasiasi respon imun, namun kadar yang tinggi pada
self antigen dsDNA dapat disebabkan dari keadaan abnormal dimana terjadi defek
pada proses pendegradasian tersebut (Kruse et al, 2010). Pada penyakit LES terjadi
defek fungsi fagositosis pada makrofag dalam, sehingga banyak material sel
apoptosis dibersihkan oleh sel dendritic follicular yang dapat meningkatkan ketahanan
sel B yang autoreaktif. Kerusakan fungsi protein opsonisasi seperti C1q, C-reactive
protein, mannose binding lectin, Immunoglobulin M dalam mengenali sel apoptosis
dapat menimbulkan terjadinya respon imun terhadap antigen diri sendiri. Gangguan
dalam melakukan pembersihan material NETosis oleh DNase 1 juga dapat
menimbulkan terjadinya LES (Pieterse and van der Vlag, 2014).
2.7 Toleransi Sistem Imun

Toleransi adalah kemampuan sistem imun dalam mengenali dan menoleransi
protein dan organ tubuh sendiri untuk menghindari terjadinya penyerangan terhadap
protein sendiri tersebut (Moulton et al., 2017). Mekanisme toleransi sistem imun dibagi
menjadi dua macam yaitu sentral dan perifer. Toleransi sistem imun sentral
diperankan oleh timus dan sumsum tulang. Sel imun yang berhasil melewati seleksi
negatif pada organ toleransi imun sentral akan diproses kembali oleh toleransi sistem
imun perifer. Dalam keadaan normal terjadinya toleransi ketika sel limfosit yang reaktif

sendiri berikatan dengan antigen sendiri. Toleransi tidak dibutuhkan pada sel limfosit
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yang merespon pada antigen asing. Presentasi antigen asing yang diperankan oleh
sel dendritik matang kepada sel limfosit T dapat membantu sel T untuk mengaktifasi
sel APC lainnya. Pada penyakit autoimun seperti LES, sel APC dapat terus
mengaktivasi sel limfosit T maupun sel limfosit T yang reaktif sendiri.

Pada kondisi patologis seperti LES terjadi kerusakan pada sistem toleransi
sistem imun. Kerusakan pada toleransi sistem imun disebabkan oleh sel yang
mengalami apoptosis. Sel-sel apoptosis dapat berasal dari jaringan biasa atau sel
neutrofil yang mengalami kematian sel (NETosis) menghasilkan berbagai pecahan
nuklear sel dan NETs dalam mengikat berbagai macam antigen bakteri, virus, dan
jamur yang dapat mengaktifasi sitokin-sitokin pendukung inflamasi hingga terjadinya
LES pada seorang individu (Pieterse and van der Vlag, 2014).

2.8 Pengembangan Metode Escalating Dose (Antigen-Spesifc) Inmunotherapy
dalam Menurunkan Progesivitas Penyakit Autoimun

Penyakit autoimun merupakan salah satu kondisi inflamasi kronis yang
disebabkan oleh respon imun berlebihan dalam melawan jaringan tubuh sendiri.
Dalam beberapa perkembangannya terus ditemukan terapi dalam mengobati penyakit
autoimun, namun hasil yang didapatkan belum memenuhi ekspetasi seperti obat
NSAID, kortikostreoid, antibodi monoclonal, dan inhibitor sel T dan sel B (Rosato,
Pisarri, dan Salsano, 2010). Gangguan imun secara fisiologis disebabkan oleh respon
tubuh terhadap autoantigen. Dalam penelitian yang dilakukan oleh Bosco et al pada
tahun 2013 menunjukkan bahwa dengan pemberian vaksin sel beta autoantigen dapat
memberikan efek induksi toleransi sistem imun pada penderita diabetes tipe 1. Hal ini
membuktikan bahwa pemberian administrasi autoantigen dapat memberikan proteksi
terhadap terjadinya penyakit autoimun. Pada kasus klinis, Escalating Dose Antigen

Immunotherapy digunakan dalam terapi allergen-spesifik immunoterapi. Metode
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terapi dengan memberikan dosis antigen yang meningkat dalam fase awal
pengobatan lalu dilanjutkan dengan dosis pemeliharaan yang tinggi tercapai.
Pemberian dengan metode ini bertujuan untuk mensupresi respon imun melaui
mekanisme toleransi dengan cara menginjeksikan autoantigen (self-antigen) dengan
dosis yang bertahap hingga memunculkan efek toleransi. Pemberian dosis yang
bertahap dan meningkat ini untuk menghindari efek-efek yang merugikan dari yang
paling ringan seperti gatal-gatal sampai yang paling berat, syok anafilaksis.( Larche
dan Wraith, 2005).

Dalam masalah ini, kemajuan terus dibuat dalam mengembangkan
pengobatan autoimunitas salah satunya diperlukan terapi yang berhasil
mengembalikan toleransi imunologi dalam jangka panjang dan sel T CD4+ patogenik
sebagai target, tanpa terjadinya ganggunan sistem kekebalan dan meninggalkan
respon immunosurveilsi anti-mikroba dan tumor secara utuh. Imunoterapi dengan
menggunakan antigen spesifik dapat memenuhi kriteria tersebut (Satpute et al.,
2009).

Metode Escalating Dose Antigen-Spesific Immunotherapy merupakan suatu
metode yang berpeluang besar sebagai terapi penyembuhan penyakit autoimun
meskipun penelitian tentang ini baru sedikit. EDI Antigen-Spesific Immunotherapy
yang telah dikembangkan adalah terhadap autoimmun Multiple Sclerosis. Injeksi
subkutan Myelin Basic Protein mampu menginduksi aktivsi dan fungsi pada Treg
untuk sekresi sitokin IL-10 dan TGF-B yang bekerja menekan sel imun autoreaktif
(Lutterotti et al., 2013).

2.9 Efek Samping Pemberian Terapi pada Ginjal
Efek yang dihasilkan oleh obat tergantung pada konsentrasinya. Obat diproses

dalam organisme melalui empat tahap mulai dari penyerapan, distribusi, metabolism,
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dan ekskresi. Organ ginjal berperan penting dalam ekresi dan peran xenobiotics.
Maka dari itu suatu kelainan pada ginjal dapat berefek pada kemampuan tubuh dalam
mengeluarkan obat dari tubuh.

Efek samping obat pada ginjal bervariasi. Cedera ginjal akut merupakan efek
toksisitas dari penggunakan terapi obat. Cedera ginjal kronik dapat terjadi karena
penggunaan obat analgesik, calcineurin inhibitors (Schwab, M., Billing, H., dan
Mérike, K., 2016). Nephrotoxicity juga bisa terjadi pada penggunaan obat jangka
panjang seperti obat antibiotik (khususnya aminoglikosida), angiotensin-converting
enzyme (ACE) inhibitor, NSAID, dan obat anti jamur (Zaffanello et al., 2010).

2.10 Proteinuria pada Fungsi Ginjal LES

Terjadinya Lupus Nephritis merupakan salah satu komplikasi terberat pada
pasien LES. Keterlibatan ginjal pada penyakit LES dapat dilakukan pengecekan
dengan melakukan urinalisis dan penggunaan biopsy ginjal dalam menemukan
kelainan patologi. Pada saat ini dalam memonitoring pasien LES terkena komplikasi
Lupus Nephritis dengan melakukan beberapa tes rutin seperti protein dalam urin,
komposisi sel dalam urin, dan fluktuasi dari antibodi anti-dsDNA (Enghard dan
Riemekasten, 2009). Sedangkan secara biopsi ginjal pada Lupus Nephritis dapat
dibagi menjadi lima tingkatan berdasarkan aktivitas organ, kekronikan organ, dan
adanya komplikasi-komplikasi lesi seperti nephritis interstitial dan microangiopati
thrombosis (loannidis et al., 2012)

Pada urin manusia normal didapatkan terdiri dari albumin kadar normal, enzim
proteolitik tertentu, hormone, dan bahan metabolit lain. Proteinuria merupakan
kelaninan yang terjadi dengan meningkatnya berbagai komponen sel dalam urin.
Terjadinya meningkatnya kadar protein dalam urin dikarenakan adanya lesi pada

Podosit glomelurus ginjal. Antibodi, komplemen, sel T limsfosit dapat menyebabkan
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lesi pada podosit glomelurus ginjal. Podosit adalah sel terdiferensiasi yang melapisi
bagian luar kapiler glomerulus yang memiliki peran penting dalam memisahkan
protein dari darah dalam proses pembentukan urin. Podosit terletak pada membran
basal glomerulus (Trivedi, Zeier dan Reiser, 2009)
2.11 Definisi Efikasi
Efikasi secara definisi merupakan bukti bahwa suatu agen atau produk tersebut dapat
menghasilkan efek terapi. Pengujian efikasi biasanya digunakan dalam penelitian
yang memiliki pemilihan populasi pasien yang ketat dan diberikan dengan cara paling
standar sesuai dengan jurnal prosedur yang ada. Namun uji efikasi tidak dapat
memberikan informasi yang dibutuhkan dalam menilai dampak suatu produk atau
agen ketika digunakan dalam keadaan dunia nyata (Sargent, 2010). Suatu studi
efikasi mengamati efek intervensi oleh suatu obat atau produk. Untuk memaksimalkan
efek intervensi, studi desain randomized controlled trial (RCT) sering digunakan dalam
studi efikasi. Penggunaan studi desain tersebut untuk mengetahui manfaat dan
bahaya dari suatu intervensi di bawah kondisi yang sangat terkendali (Singal, Higgins
and Waljee, 2014)
2.11.1 Efikasi terapi saat ini pada LES

Standar dasar dalam perawatan dan manajemen pada penyakit lupus yaitu dengan
menggunakan obat-obat NSAID (non-steroidal anti inflammantory drug), obat
antimalaria, kortikosteroid, obat penekan imun (methotrexate, azathioprine,
cyclophosphamide, mycophenolate mofetil (MMF) dan cyclosporine. Penggunaan
obat antimalaria sangat efektif dalam menangani LES gejala ringan, sedangkan
kortikostroid memiliki efek anti inflamasi yang kuat yang masih sering digunakan untuk
mencegah penyebaran LES pada tahap awal (Cagri Yildirim-Toruner, 2011). Namun

penggunaan dari pengobatan sebelumnya dapat menyebabkan beberapa efek
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samping serius seperti peningkatan resiko terjadinya infeksi, penekanan fungsi
sumsum tulang, terjadinya keracunan hepar, dan efek samping lainnya (Touma,
Urowitz and Gladman, 2013).
Pada terapi yang digunakan dalam lupus nephritis masih sama. Penggunaan obat
penekan sistem imun sesuai dengan panduan klinisi yang ada yaitu digunakan dalam
dalam fase induksi dan mempertahankan. Penggunaan terapi penekan imun pada
fase induksi diberikan tanpa menunda dan mencegah remisi penyakit ginjal seperti
proteinuria. Sedangkan tujuan dari terapi mempertahankan adalah untuk mecegah
terjadinya kambuh dan efek penyebaran. Penggunaan obat mycophenolate mofetil
(MMF) dan cyclophosphamide (CYC) merupakan pilihan untuk digunakan dalam fase
induksi maupun mempertahankan. Namun kedua obat ini memiliki efek samping
teratogenik terutama pada ibu hamil (Jordan, Natasha; Cruz, 2016).

2.11.2 Efikasi Pengobatan Bahan Biologi pada LES
Seperti disebutkan sebelumnya efikasi pengobatan LES saat ini memiliki beberapa
efek samping seperti pada penggunaan dan ketidakmampuan pengobatan LES dalam
menekan terjadinya remisi serta memberhentikan proses penyakit LES membuat
pengembangan obat baru terus dikembangkan, salah satunya yang memiliki
mekanisme dalam menghambat atau memutus terjadinya pembentukan auto sel B
terhadap diri sendiri sekaligus hubungan interaksi sel T dan sel B dalam LES (Kamal,
2014).
Pengembangan obat yang mempengaruhi aktivitas sel B memiliki beberapa
mekanisme diantaranya obat yang dalam menghambat permukaan reseptor sel B dan
menghambat mediator kimia yang digunakan sel B untuk tumbuh dan menjadi
fungsional. Beberapa obat yang menghambat reseptor permukaan sel B yaiut

Rituximab (anti-CD20), Ocrelizumab (anti-CD20), Epratuzumab (Anti-CD22).
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Penggunaan obat rituximab dan ocrelizumab memiliki mekanise dengan menghambat
kerja receptor CD20. Reseptor ini merupakan antigen permukaan yang berguna
dalam mematangkan sel B dan dapat mengaktivasi sel B melalui kalsium infux.
Rituximab dan Ocrelizumab adalah antibodi monoclonal terhadap reseptor CD20 yang
dapat menyebabkan kematian sel B matang secara selektif. Studi mengenai
penggunaan rituximab telah banyak dilakukan. Dari hasil studi yang dikembangkan
dalam beberapa tahun terakhir menunjukkan efikasi rituximab baik ketika digunakan
pada pasien LES dengan tingkat yang parah. Rituximab dapat menurukan kadar anti-
dsDNA antibody dan terjadinya perbaikan pada beberapa sistem organ seperti sistem
saraf pusat, ginjal, hematologi, dan pembuluh darah (Leandro et al., 2005).
Penggunaan rituximab juga dilakukan pada pasien LES yang memiliki keterlibatan
organ ginjal, obat ini dapat mengurangi progress kerusakan ginjal (Looney et al.,
2004). Namun pada penelitian sebelumnya juga menyebutkan bahwa sebenarnya
penggunaan terapi standar LES memiliki hasil yang hampir sama dalam menurunkan
manifestasi klinis penyakit LES dan juga tidak terlalu berpengaruh dalam respon pada
organ ginjal (Merrill et al., 2010). Maka dari itu penggunaan rituximab dalam LES
masih menjadi kontraversi dan perlu dikaji ulang lebih dalam. Rituximab juga dapat
menghasilkan beberapa efek samping yang sering terjadi seperti neutropenia, reaksi
infus ringan, dan leukoencephalopathy (Murdaca, Colombo and Puppo, 2011).
2.11.3 Efikasi terapi LES saat ini pada ginjal

Berdasarkan panduan European League Against Reumatism (EULAR) pemberian
terapi kortikosteroid, obat anti malaria, dan obat penekan sistem imun digunakan pada
penderita LES yang telah terdiagnosis memiliki keterlibatan ginjal akibat LES atau
yang biasanya disebut dengan lupus nephritis (Ruiz-Irastorza et al.,, 2012).

Prednisone merupakan salah satu obat kortikosteroid yang masih digunakan dalam
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penanganan lupus nephritis. Pemberian prednisone dengan dikombinasikan dengan
obat penekan sistem imun lebih memberkan hasil yang efektif. Walaupun prednisone
merupakan dasar terapi dalam pengobatan lupus nephritis, pemakaian obat ini masih
terbatas dan harus berhati-hati dalam penentuan dosis yang diberikan. Pemberian
prednisone dengan dosis kurang dari 1000mg/per hari sangat efektif dalam
menurunkan risiko terjadinya sebaran dari penyakit LES dan infeksi. Di satu sisi,
penggunaan obat kortikosteroid akan menghasilkan beberapa efek samping seperti
peningkatan terjadinya infeksi dan timbulnya penyakit jantung dan pembuluh darah
menurut beberapa bukti yang ada (Ruiz-Irastorza et al., 2010).

Terapi dengan menggunakan obat anti-malaria, salah satunya adalah
hydroxychloroquine juga dapat diberikan pada penderita LES. Berdasarkan studi
sebelumnya, hydroxychloroquine dapat mengurangi progesifitas dari lupus nephritis
untuk meningkat ke tahap tingkatan 5 hingga kematian. Namun pemberian
hydroxychloroquine pada penelitian yang lain menyebutkan bahwa dapat

meningkatkan kemungkinan terjadinya remisi (Ruiz-Irastorza et al., 2010)
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KERANGKA KONSEP dan HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep Penelitian

| Lingkungan |
Kerusakan Jaringan dan Defek Klirens Imun
Inflamasi Kompleks

|| Akivasi Sel Dengritk E:I Self Antigen Ds-DNA

Y

—| Induksi Toleransi '— ...................

Kerentanan Infeksi

| Aktivasi Self Reactive Lymphocyte
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Sel Tt Th2 1 Thi71 T-Reg | Self Reactive antibody |
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Menginduksi } | Inflamasi - Organ Damage l E
Menghabat il ' ' v |
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian

Lupus Eritematosus Sistemik terjadi karena peran dari faktor lingkungan
terhadap sinar matahari, obat, atau pun infeksi virus dan bakteri, serta ada peran dari

genetik dan genome dari setiap individu (Nath, Kilpatrick and Harley, 2004).
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Keterpaparan seorang individu pada lingkungan yang terus menerus dapat
menyebabkan kerusakan jaringan dan terjadinya inflamasi secara terus menerus. Jika
kerusakan pada jaringan terus berlanjut, maka akan terjadi apoptosis sel. Apoptosis
sel menghasilkan berbagai macam debris yang salah satunya adalah nuklear self-
antigen. Dalam keadaan normal tubuh dapat melakukan pembersihan debris-debris
ini. Namun terjadinya berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Manderson et al
pada tahun 2004 menunjukkan bahwa terjadi defek pada proses pembersihan sel
apoptosis dari tubuh akan meningkatkan terjadinya patofisiologi LES. Debris nuklear
self-antigen ini nanti akan ditangkap dan mengaktivasi sel dendritik. Kelainan genetik
pada penderita LES dapat mengakibatkan penyimpangan dari fungsi sel dendritik,
meliputi proses pengambilan antigen, maturasi, dan kemampuan presentasi (Monrad
dan Kaplan et al., 2007). Diperkirakan presentasi antigen sendiri dalam waktu yang
lama disertai dengan pembentukan sitokin inflamasi oleh sel dendritik adalah hal yang
penting dapat membuat defek pada fungsi toleransi sel dendritik dalam memegang
peran krusial sebagai toleransi imun (Kim dan Diamond, 2015). Kemampuan sel
dendritik yaitu juga mempresentasikan ke sel T dan sel B. Pelekatan sel dendritik
dengan menggunakan kostimulatornya dan berikatan dengan kostimulator sel T
disertai dengan sitokin interferon-| (interferon-alfa) akan menyebabkan peningkatan
proliferasi dan berdiferensiasi menjadi sel T aktif. Sel Th1 memproduksi IL-2, IFN-y,
TNF-a, dan IL-12 dan diduga berperan pada kerusakan jaringan dari beberapa
penyakit inflamasi kronis autoimun seperti rheumatoid arthritis. Sel Th2 mengeluarkan
IL-4, IL-5, IL-13 yang memediasi aktivasi sel B dan produksi antibodi, dan berperan
pada penyakit autoimun lain seperti lupus. Hal ini diketahui juga bahwa kedua jalur ini
saling menghambat satu sama lain (Doria et al., 2010). Produksi dari interleukin-21

oleh sel T dan interleukin-6 oleh sel T, sel dendritik, dan monosit dapat menekan sel
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Treg. Di sisi lain interleukin-6 dan interleukin-21 dapat meningkatkan jumlah dari sel
Th17. Sel T aktif juga memproduksi sitokin IL-17A. Sitokin ini memiliki peranan penting
dalam aktifitas penyakit LES, yaitu memiliki peran dalam memanggil sel-sel efektor,
pembentukan germinal center, dan meningkatan proliferasi dan diferensiasi sel B
menjadi sel yang mengsekresikan antibodi (Durieu, et al, 2009). Sel dendritik yang
dapat memproduksi sitokin interferon gamma dapat secara langsung mempengaruhi
sel B untuk memproduksi autoantibodi subklas 1gG yang spesifik melawan
autoantigen (Kalinke et al, 2014). Pengaktifan berbagai sel imun akan membuat
kerusakan pada seluruh organ di seluruh tubuh termasuk ginjal dan menjadi LES. Self-
antigen dsDNA diberikan untuk memperbaiki sistem toleransi imun melalui sel
dendritik. Sel dendriitk memepang peranan penting dalam toleransi imun seperti yang
telah disebutkan. Terapi dengan menggunakan self-antigen dsDNA dapat
menginduksi sistem toleransi imun menjadi normal kembali.

Pada penelitian ini, untuk memperkirakan efikasi dengan menggunakan terapi
Escalating Dose Antigen Specific Self-Antigen dsDNA dengan melakukan pengukuran
kadar proteinuria pada mencit lupus terinduksi pristine.

3.2 Hipotesis Penelitian
3.2.1 Hipotesis
1. Pemberian Escalating Dose Antigen Specific Immunotheraphy
menggunakan self antigen dsDNA menurunkan kadar Proteinuria pada

mencit lupus induksi pristane.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental murni (true experimental)
laboratorik dengan menggunakan desain post test only controlled group design.
Penelitian ini dilakukan secara in vivo dengan menggunakan mencit Balb/C sebagai
subjek penelitian yang sebelumnya diinjeksikan pristane untuk induksi LES dan
kemudian diinjeksikan self-antigen dsDNA dalam dosis tertentu secara berurutan dan
bertahap.

Pengelompokan dan perlakuan hewan coba dilakukan secara acak dengan
metode simple random sampling dan pembagian kelompok didasarkan atas
pembagian pemberian perlakuan self antigen dsDNA. Berikut ini merupakan
pembagian kelompok perlakuan :

A. Kelompok 1: kelompok kontrol negatif (mencit yang tanpa injeksi pristane,
ds DNA).
B. Kelompok 2: Kelompok kontrol positif (mencit yang diinjeksi pristane, tanpa

ds DNA).
C. Kelompok 3: mencit yang diinjeksi pristane dan ds DNA konsentrasi (5x10~

2pg, 5x10'1pg, 5ug) secara berurutan

4.2 Populasi dan Sampel Penelitian

Sampel penelitan ini adalah mencit strain Balb/c yang diperoleh dari

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang yang telah bersertifikasi.
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dengan dosis tertentu secara bertahap, lalu dibedah pada akhir perlakuan Mencit yang
tidak dibedah dirawat dalam kandang metabolik selama 1 minggu di laboratorium
Biosains Universitas Brawijaya untuk pengumpulan sampel urin. Penelitian dilakukan
setelah mendapatkan persetujuan dari Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya.

Berikut ini merupakan kriteria inklusi mencit subjek penelitian ini :

1. Mencit strain Balb/C betina

2. Mencit bewarna bulu putih mengkilat, sehat, bergerak aktif, dan tingkah laku

normal

3. Umur 6-8 minggu

4. Berat badan rata-rata 25-30 gram

Berikut ini adalah kriteria eksklusi subjek penelitian

1. Mencit yang selama penelitian tidak mau makan

2. Mencit yang kondisinya menurun atau mati selama penelitian berlangsung

Jumlah sampel mencit yang digunakan dalam penelitian ini dihitung menggunakan
rumus sebagai berikut :

n(p=1)215; n:jumlah ulangan p : jumlah perlakuan

Penelitian ini terdapat tiga perlakuan sebagaimana yang telah disebutkan
sebelumnya. Oleh karena itu didapatkan jumlah sampel sebagai berikut:

n (3— 1) 2 15; n =2 7.5 dibulatkan menjadi 8 ekor

Untuk tiga kelompok perlakuan, diperlukan pengulangan paling sedikit sebanyak 8
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ekor untuk tiap perlakuan sehingga sampel mencit total yang diperlukan dalam

penelitian ini adalah minimal 24 ekor mencit Balb/C betina.

4.3 Variabel Penelitian

Varibel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian self antigen dsDNA

2 1

dengan dosis 5x10™ug, 5x10™'yg, 5ug secara intraperitoneal bertahap kepada
mencit Balb/c model Lupus.

Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini antara lain sebagai berikut:
1. Efikasi pemberian terapi escalating dose antigen specific self antigen ds-
DNA terhadap kadar proteinuria pada mencit lupus terinduksi pristane

44 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian akan dilaksanakan di Laboratorium Parasitologi, Laboratorium Sentral
Biomedik, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Penelitian dilaksanakan pada
bulan Januari—Oktober 2018.
4.5 Alat dan Bahan
4.5.1 Alat dan Bahan Pemeliharaan Mencit
Alat: Kandang mencit, botol air minum mencit. Bahan: Pakan mencit, air PDAM,
sekam, handscoen
4.5.2 Injeksi Pristane

4.5.3 Alat dan Bahan Isolasi dsDNA
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Alat: Pipet, sentrifus, kit Invitrogen, vortex, water bath, nanodrop. Bahan: vacutainer
EDTA, falcon, proteinase K, RNAse A, genomic lysis/binding buffer, alcohol absolut,
spin column, Eppendorf
4.5.4 Alat dan Bahan Preparasi dan Injeksi dsDNA
Alat: Laminar Air Flow, pipet, vortex. Bahan: glukosa 5%, reagen invivo-jetPEl, larutan
dsDNA, spuit 1cc
4.5.5 Alat dan Bahan Label Indikator Protenuria
Alat : dipstick urinalysis (1 kotak) dan kamera handphone. Bahan: sampel urin mencit
sebanyak 5cc
4.6 Definisi Operasional
1. Hewan coba model Lupus adalah mencit galur Balb/C betina, yang telah
menunjukkan tanda lupus karena induksi pristane meliputi tanda klinis seperti
artritis, bulu rontok, glomerulonephritis, lebih terlihat sedikit beraktifitas,
lemas, pembesaran organ spleen dan ginjal, serta disertai peningkatan
adanya antibody anti-dsDNA dan ANA
2. Pristane (tetramethylpentadecane) merupakan alkana isoprenoid yang
digunakan untuk menginduksi lupus pada mencit dan diinjeksikan secara
intraperitoneal 0,5mL (Reeves et al., 2010). Pristane didapatkan dari V
Gamma Scientific Biolab Malang
3. Self antigen dsDNA merupakan antigen yang digunakan dengan metode
Escalating Dose Immunotheraphy dengan optimasi/penentuan dosis antigen
ini diisolasi dari darah mencit. Konsentrasi dsDNA yang diinjeksikan, 5x10°
2ug, 5x10"'ug, dan 5ug, diadaptasi berdasarkan konsentrasi Myelin Basic
Protein yang digunakan pada penelitian Burton et al pada tahun 2014 yaitu

8x102ug, 8x10™'ug, dan 8ug (Burton, et al, 2014).
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4. Proteinuria adalah suatu penanda biologis aktifitas penyakit dan kerusakan
ginjal, serta termasuk dalam aktifitas penyakit lupus (Touma, 2018).

5. Dipstick Urinalysis adalah sebuah alat yang memiliki suatu reagen untuk
digunakan dalam mengecek sampel urin dan secara visual membandingkan
warna dari setiap reagen dengan bagan warna dipstick (Ginardi et al., 2016)

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 diperoleh dari
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang karena telah memiliki
sertifikasi mengenai keaslian strain. 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.

4.7.2. Injeksi pristane

Pristane 0,5 mL diinjeksikan secara intraperitoneal pada mencit sehat untuk
menginduksi LES, lalu ditunggu selama 8-12 minggu untuk diikuti gejala dan
manifestasi klinisnya dalam menentukan mencit sudah lupus.

4.7.3 Pembuatan Mencit model Lupus

Pada mencit sehat diinjeksikan pristane 0,5 mL secara intraperitoneal, lalu
ditunggu 8-12 minggu untuk menunjukkan manifestasi klinis dan gejala lupus. Mencit
dikatakan lupus jika memiliki gejala dan manifestasi klinis seperti artritis, bulu rontok,
glomerulonephritis, lebih terlihat sedikit beraktifitas, lemas, pembesaran organ spleen

dan ginjal, serta disertai peningkatan adanya antibody anti-dsDNA dan ANA (Freitas,
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de Oliveira and Monticielo, 2017). Pada minggu ke - 8 mencit dibedah untuk dilakukan

pengecekan kadar anti-dsDNA.

4.7.4 lIsolasi dsDNA

ds-DNA diisolasi dari serum darah mencit yang sehat menggunakan kit
Invitrogen. Darah yang diambil dimasukkan ke dalam falcon 15cc. masing-masing
falcon ditambahkan proteinase K sebanyak 20uL dan 20uL RNAse A. Falcon
kemudian divortex lalu inkubasi dalam suhu ruang selama 2 menit. Genomic
lysis/binding buffer dimasukkan ke tiap falcon dan divortex hingga homogen. Lakukan
inkubasi selama lima menit dalam water bath 550C, vortex, dan lanjutkan inkubasi
kembali selama lima menit. Tambahkan alcohol absolut 200uL dalam falcon kemudian
vortex lima detik.

Sebanyak 640uL lysate dari masing-masing falcon dimasukkan ke dalam spin
column untuk kemudian mendapatkan DNA setelah proses binding dan washing tiap-
tiap spin column. Spin column yang telah melalui proses binding dan washing
ditambahkan elution buffer kemudian diinkubasi suhu ruang selama satu menit dan
sentrifus kecepatan maksimal selama tiga menit. Lakukan proses nanodrop setelah
DNA yang didapat dicampurkan pada Eppendorf.

4.7.5 Preparasi dan injeksi dsDNA
Reagen invivo-jetPEI dilarutkan dalam setengah volume injeksi pada glukosa 5%
dengan pelarut sterile water kemudian divortex cepat. Diambahkan larutan tersebut
seluruhnya ke dalam larutan dsDNA (setengah volume injeksi) dan divortex kembali.
Dilakukan inkubasi selama 15 menit pada suhu ruang hingga larutan menjadi stabil.
Larutan dsDNA diinjeksikan secara intraperitoneal sebanyak 3 kali dengan selang

waktu satu minggu sesuai dosis masing—masing tahapan injeksi. Perbandingan
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campuran yang digunakan adalah 100 ug dsDNA : 16 ul reagen invivo-jetPEIl : 1 mL
glukosa 5% sesuai dengan protokol Nucleic Acid Delivery Protocol dari produsen
reagen invivo-jetPEI (Polyplus-transfection Inc.).
4.7.6 Pengukuran kadar proteinuria dalam sampel urin

Sampel urin dikumpulkan dengan menggunakan kandang metabolik yang
dimiliki oleh lab Biosains Universitas Brawijaya, Malang, Jawa Timur. Penggunaan
kandang metabolik digunakan untuk mengumpulkan sampel urin dalam 24 jam.
Pengumpulan sampel urin selama 24 jam merupakan komponen yang penting dalam
suatu pengambilan sampel urin dari hewan coba (Cohen et al., 2007). Dalam
pengumpulan sampel urin, mencit dibedakan menjadi lima kandang yaitu satu
kandang untuk kelompok kontrol negatif, satu kandang untuk kelompok kontrol positif,
dan tiga kandang lainnya untuk kelompok yang diberi perlakuan. Mencit yang akan
dikumpulkan urinnya diberi makan dan minum setiap harinya agar urin dapat
terkumpul untuk dianalisis kadar proteinnya. Kemudian sampel urin dimasukkan ke
dalam beberapa botol kecil plastik untuk kemudian di uji dengan menggunakan
dipstick urinalysis. Kemudian dipstick yang telah dilengkapi dengan fitur White Patch
Retinex akan difoto dengan menggunakan kamera smartphone. Dipstick yang telah
dicampurkan dengan sampel urin maka akan terjadi perubahan warna yang ada pada
dipstick. Masing-masing dari hasil warna pada foto akan dipotong dan satu per satu
warna akan diubah dengan menjadi lingkup warna RGB atau warna CIELAB.
Kemudian dilanjutkan metode assesmen quantifikasi. Metode ini dilakukan untuk
menemukan kesamaan antara warna dipstick yang diuji dengan serangkain warna
pada bagan warna. Untuk meningkatkan akurasi dalam menginterpretasikan warna
dipstick yang diuji, melakukan penghitungan berdasarkan kurva perlu dilakukan untuk

memperkirakan warna yang diuji terletak di antara dua bagan warna. Cara yang
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menggunakan Euclidean distance dan selajutnya hasil yang didapatkan akan
diperkirakan dengan stepwise linear interpolation. Hasilnya akan menunjukkan skor
warna reagen (Ginardi et al., 2016)

4.8 Skema Prosedur Penelitian

Mencit Balb/C Betina, 6-8 minggu
sebanyak 24 ekor

Y
\J v Y

Perlakuan kontrol positif kontrol negatif

\/

Injeksi Pristnane 0,5 i.p
pada 16 ekor mencit

v

ditunggu selama 8 - 12 minggu

v

Pengecekan manifestasi klinis dan serologi untuk

menentukan mencit model lupus \

: Mencit dipelihara di dalam
Pengambilan dsDNA >
dgn isolasi dari kandang metabolik selama

mencit lupus pada 1 minggu untuk
pengumpulan urin

minggu ke-12 =
hasil pengumpulan
pemberian dsDNA dosis urin dikumpulkan ke
5| bertingkat (5x10-2ug, dalam botol
“| 5x10-1ug,5ug) selang 1 ¢
minggu
tiap botol diberi label

!

pengecekan kadar proteinuria pada sampel urin dengan
menggunakan dipstick urinalysis memakai kamera handphone

Gambar 4.8 Skema Prosedur Eksperimen Penelitian
Pada penelitian ini, mencit Balb/c betina usia 6-8 minggu sebanyak 24 ekor dibagi ke
dalam tiga kelompok yakni kelompok kontrol negatif, kontrol positif, dan perlakuan.
Kelompok kontrol positif dan perlakuan kemudian diinjeksi pristane secara

intraperitoneal. Delapan hingga dua belas minggu setelah injeksi, telah menunjukkan
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manifestasi klinis lupus. Kelompok positif dan negatif dilakukan pengumpulan sampel
urin menggunakan kandang metabolik di Laboratorium Biosains. Setelah satu minggu
dipelihara di dalam kandang metabolik, kelompok positif dan negatif dilakukan
pembedahan dan pengambilan darah untuk pengecekan kimia darah dan pembuatan
isolasi dsDNA. Hasil pengisolasian dsDNA yang didapat diinjeksikan sebanyak tiga
kali dengan dosis berbeda dan bertahap pada tiap kali injeksi berselang satu minggu
kepada kelompok perlakuan. Setelah diinjeksikan self-antigen dsDNA kelompok
perlakuan dipelihara ke dalam kandang metabolik selama satu minggu. Selanjutnya
sampel urin dari ketiga kelompok akan di lakukan pengecekan kadar proteinuria
menggunakan metode Dipstick Urinalysis dengan kamera handphone (Ginardi et al.,
2016)

4.9 Analisis Data

Hasil pengukuran parameter tikus kontrol dan perlakuan dianalisa secara statistik
dengan menggunakan program IBM SPSS Statistics 23 dengan tingkat signifikansi
0,05 (p = 0,05) dan taraf kepercayaan 95% (a = 0,05). Data hasil terapi dengan
self-antigen dsDNA terhadap kadar proteinuria dengan memakai uji stastistik
sebagai berikut :

1. Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov (Uji K-S) untuk mendeteksi normalitas suatu

data

2. Uji Homogenitas Levene untuk mengetahui kesamaan atau homogenitas varian

dari beberapa populasi

Apabila hasi menunjukkan data berdistribusi normal dan homogen, maka data

digolongkan sebagai data parametrik. Selanjutnya dilakukan uji komparasi (One-

way ANOVA), Post hoc test, dan uji korelasi Pearson.
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1. Uji analisis varian satu arah (ANOVA), untuk melihat perbedaan efek terapi
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menggunakan self-antigen dsDNA terhadap kadar proteinuria pada mencit lupus
induksi pristane.

2. Uji Post Hoc Tukey HSD Test, untuk membandingkan perbedaan antara
kelompok mencit yang tidak lupus dengan kelompok mencit lupus induksi pristane
yang diberikan terapi menggunakan self-antigen dsDNA dan kelompok mencit
induksi pristane yang tidak diberikan terapi self antigen dsDNA.

Apabila hasil menunjukkan data berdistribusi tidak normal dan atau tidak homogen,
maka dilakukan transformasi data terlebih dahulu. Apabila hasil transformasi
masih menghasilkan data yang tidak tersebar normal dan atau tidak homogeny,
maka data tersebut diuji sebagai data non-parametrik. Uji yang dilakukan untuk
data non-parametrik meliputi uji komparasi, uji post-hoc dan uji korelasi:

1. Uji Komparasi Kruskal-Wallis kemudian dilanjutkan uji Post Hoc Mann Whitney
untuk melihat perbedaan efek imunoterapi dengan menggunakan Escalating
Dose Antigen Specific Self-Antigen dsDNA terhadap kadar proteinuria pada

mencit lupus terinduksi pristane.
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

5.1. Hasil penelitian data kasar kadar proteinuria

Dari penelitian yang dilakukan selama kurang lebih 6 bulan yang dimulai pada
bulan Mei 2018-Desember 2018. Dari dua puluh empat mencit yang dibagi menjadi
tiga kelompok yaitu kelompok perlakuan, kelompok positif, dan kelompok negatif.
Kelompok perlakuan diinjeksikan escalating dose antigen specific self-antigen dsDNA
dengan tiga macam dosis 5x10-2ug, 5x10-1ug,dan 5ug dalam selang satu minggu.
Pemberian terapi ini digunakan untuk melihat efekasi terhadap kadar proteinuria pada
mencit model lupus terinduksi pristane. Sampel urin yang telah dikumpulkan, diuiji
dengan menggunakan dipstick urinalysis. Dipstick ini kemudian akan difoto dengan
menggunakan kamera handphone. Setelah difoto, hasil foto yang telah ada dilakukan
uji quantifikasi untuk menentukan kadar proteinuria melalui warna yang telah

ditentukan sesuai indikator pada label produk dipstick urinalysis. Berikut data kasar

: - . Kel

hasil quantifikasi. T 516.94
K+ 81.42
K+ 113.05
K+ 209.00
K+ 157.53
K- 7.83
K- 21.87
K- 10.11
K- 12.67
K- 23.76
Ds 16.98
Ds 111.61
Ds 44.61
Ds 97.20
Ds 22.38

Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Kadar Proteinuria (ket: K+ = kelompok
perlakuan positif, K- = Kelompok perlakuan negatif, Ds = Kelompok
pemberian injeksi dsDNA
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5.2. Hasil Pengujian Normalitas dan Homogenitas kadar proteinuria

Data Hasil penelitian diuji dengan uji normalitas sebagai syarat untuk
melakukan uji parametrik. Untuk menguji apakah sampel penelitian merupakan jenis
sampel dengan distribusi normal maka digunakan pengujian Shapiro-Wilk. Tabel 5.1
menunjukkan bahwa nilai kadar proteinuria pada kelompok positif, negatif, dan
kelompok perlakuan masing masing memiliki nilai signifikansi adalah 0,318, 0,532,
dan 0,263 (p>0,05), sehingga dapat disimpulkan bahwa data rerata kadar proteinuria
pada mencit terinduksi lupus berdistribusi normal. Setelah dilakukan uji Shapiro-Wilk,
dilakukan uji homogenitas varians data untuk mendeteksi sampel dalam penelitian
merupakan sampel yang homogen. Tabel 5.2 menunjukkan bahwa nilai signifikansi
adalah 0,10, sehingga dapat disimpulkan bahwa ragam data rerata kadar proteinuria
pada mencit lupus terinduksi pristane merupakan sampel yang tidak homogen.

5.3. Hasil Uji Kruskal Wilis

Sebelum dilakukan uji Mann-Whitney, analisis data dengan menggunakan uji
Kruskal Wilis untuk membandingkan tiga sampel (kelompok kontrol positif, negatif,
dan perlakuan). Setelah diuji didapatkan nilai signifikansi 0,006 (<0,05) hal ini
menunjukkan bahwa distribusi nilai antar kelompok perlakuan yang diberi terapi
(kelompok dsDNA) dengan kelompok kontrol positif (kelompok K+) dan kelompok
kontrol negatif (Kelompok K-) memiliki perbedaan yang signifikan. Berdasarkan hasil
ini, distribusi nilai variabel kadar proteinuria pada ketiga kelompok sampel adalah
berbeda atau tidak sama.

5.4. Hasil Uji Mann Whitney

Uji Mann-Whitney digunakan untuk menguji signifikansi perbedaan rerata
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antara satu kelompok data dengan kelompok lainnya. Pada uji Mann-Whitney

didapatkan:

Kelompok Kontrol Positif dibandingkan dengan Kelompok Kontrol Negatif
Data hasil penelitian berupa kadar proteinuria dianalisis dengan
menggunakan uji Mann-Whitney. Pada kelompok kontrol positif dibandingkan
dengan  kelompok  kontrol negatif menunjukkan bahwa nilai
signifikansi/asimpto (2-tailed) adalah 0.009(p<0.05), sehingga dapat
disimpulkan bahwa ada perbedaan yang signifikan antara rerata kelompok
kontrol kontrol positif dan kelompok kontrol negatif.

Kelompok Kontrol Negatif dibandingkan dengan Kelompok Perlakuan

Data hasil penelitian berupa kadar proteinuria dianalisis dengan
menggunakan uji Mann-Whitney. Pada kelompok kontrol negatif
dibandingkan dengan kelompok perlakuan menunjukkan bahwa nilai
signifikansi/asimpto  (2-tailed) adalah 0.047(p<0.05), sehingga dapat
disimpulkan bahwa ada perbedaan yang signifikan antara rerata kelompok
kontrol negatif dan kelompok perlakuan.

Kelompok Kontrol Positif dibandingkan dengan kelompok perlakuan

Data hasil penelitian berupa kadar proteinuria dianalisis dengan
menggunakan uji Mann-Whitney. Pada kelompok kontrol pemberian injeksi
dsDNA dibandingkan dengan kelompok kontrol positif menunjukkan bahwa
nilai signifikansi/asimpto (2-failed) adalah 0.028(p<0.05), sehingga dapat
disimpulkan bahwa ada perbedaan yang signifikan antara rerata kelompok

kontrol pemberian injeksi dsDNA dan kelompok positif.
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5.5. Hasil Rata-Rata Perbandingan Kadar Proteinuria pada hewan coba
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Gambar 5.5 Hasil Pengukuran Rata-Rata Kadar Proteinuria pada tiap
kelompok perlakuan (ket: K+ = kelompok perlakuan positif, K- =
Kelompok perlakuan negatif, Ds = Kelompok pemberian injeksi dSDNA

Terapi menggunakan EDI dsDNA menurunkan kadar proteinuria pada tikus
Pristane Induksi Lupus. Tingkat proteinuria sedikit lebih tinggi pada kelompok kontrol
positif (155,5 + 26,39) dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (15,24 + 3,19,
p = 0,001). Tingkat proteinuria pada kelompok perlakuan (58,55 £ 19,41, p = 0,009)
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol positif. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa terapi EDI dsDNA tidak memperburuk fungsi ginjal pada tikus

PIL.
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BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Kadar Proteinuria

Lupus Eritematosus Sistemik adalah kelainan fungsi dari sistem imun yang
ditandai dengan inflamasi secara sistemik dan menimbulkan berbagai manisfestasi
klinik. Lupus Eritematosus Sistemik dapat mengenai beberapa organ dan sistem
organ serta ginjal merupakan target organ tersering dalam LES (Feldman, C.H. et al,
2013). Keterlibatan organ ginjal karena pengaruh dari LES disebut Lupus Nephritis.
Lupus Eritematosus Sistemik memiliki karakteristik kehilangan toleransi terhadap
antigen sel sehingga terjadi pembentukan autoantibodi dan kompleks imun yang
bersifat patogenik (Xiong and Lahita, 2014). Hal ini dibuktikan pada penelitian mencit
yang diinjeksikan Pristane untuk menginduksi Lupus. Pristane merupakan senyawa
aktif yang dapat berinteraksi dengan membran permukaan sel. Pristane memiliki efek
sitotoksik dan kematian sel (apoptosis) terhadap sel sehingga menyebabkan tingginya
produksi autoantigen yang dapat mendorong pembentukan berbagai variasi
autoantibodi yang berhubungan dengan LES (Freitas, de Oliveira and Monticielo,
2017). Pembentukan autoantibodi dan komplek imun ini dapat mencederai organ
ginjal. Cedera pada ginjal dapat ditandai dengan timbulnya manifestasi klinis seperti
proteinuria dan gagal ginjal akut (Yung dan Chan, 2015).

Proteinuria merupakan kelaninan yang terjadi dengan meningkatnya kadar
protein dalam urin. Proteinuria merupakan salah satu tanda yang diukur dalam
urinanalisis dan merupakan manifestasi paling umum dari Lupus Nephritis. Proteinuria

adalah salah satu biomarker terbaik yang tersedia untuk menilai keterlibatan ginjal
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dalam LES dan untuk memantau respons terhadap terapi dan perkembangan
penyakit (Bertsias et al., 2008). Patogenesisnya terjadinya proteinuria pada penderita
LES masih belum jelas. Salah satu alasan terjadinya proteinuria diakibatkan dari
terbentuknya autoantibodi dan kompleks imun terhadap antigen sel. Autoantibodi dan
kompleks imun ini dapat bereaksi silang dengan antigen sel di ginjal. Hal ini dibuktikan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Quagini dkk. (2015) ditemukannya kadar anti-
C1g dan anti-dsDNA antibodi yang tinggi pada penderita LES yang memiliki
keterlibatan pada organ ginjal (Lupus Nefritis). Pada penelitian ini juga ditemukan
kadar anti-C1q dan anti-dsDNA yang menurun disertai dengan perbaikan dari kadar
proteinuria setelah tiga bulan pemberian terapi induksi pada penderita LES (Quagini
et al., 2015). Maka dari itu dalam menurunkan kadar proteinuria diperlukan
pengobatan yang aman dan terjangkau untuk menekan aktifitas pembentukan
autoantibodi dan komplek imun pada ginjal. Penggunaan dosis yang rendah pada
terapi antigen specific immunotherapy dapat meningkatkan sekresi interleukin-10 (IL-
10) dan meregulasi respon imun lebih efektif kembali (GabrySova and Wraith, 2010).

Manifestasi yang dapat dijumpai pada LES di ginjal adalah proteinuria.
Terjadinya proteinuria menunjukkan terjadinya kerusakan fungsi organ ginjal yang
dapat berisiko tinggi menjadi penyakit ginjal kronik (chronic kidney disease)
(Markowitz and D’Agati, 2009). Kerusakan pada ginjal disebabkan oleh pembentukan
deposisi kompleks imun yang berikatan dengan autoantigen di mesangium, ruang
subendotel, atau di luar lapisan basement membrane glomelular dan mengaktifasi
faktor komplemen yang berperan lebih lanjut dalam merusak sel-sel pada organ ginjal
(Anders and Fogo, 2014). Dekomposisi komplek imun yang terbentuk dan komponen
asam nukleatnya dapat mengaktifasi makrofag, sel endotel glomeluar, dan sel

mesangial untuk memproduksi lebih banyak sitokin proinflamasi yang meningkatkan
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inflamasi dan kerusakan pada jaringan ginjal. Selain peran dari komplek imun,
terdapat peran autoantibodi. Salah satunya adalah anti-DNA antibodi yang dapat
berikatan dengan sel mesangial dan sel endotel glomelular. Peran ligasi dari Toll-like
receptor, complement receptor, dan Fc reseptor juga dapat mengaktifasi sel ginjal
untuk melepaskan berbagai macam sitokin dan kemokin proinflamasi yang
mendorong datangnya makrofag, hyperaktif sel B, dan sel T yang dapat menyebabkan
kerusakan pada ginjal (Kulkarni and Anders, 2012).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efikasi pemberian imunoterapi
menggunakan self-antigen dsDNA terhadap kadar proteinuria pada mencit Lupus
terinduksi Pristane secara in vivo. Metode yang digunakan adalah asesmen
quantifikasi urinalisis dengan menggunakan dipstick. Metode ini dilakukan karena
imunoterapi menggunakan self-antige dsDNA merupakan sebuah specimen darah
sehat yang diisolasi dari mencit sehat dan diinjeksikan secara intraperiotenal kepada
mencit betina. Hasil penelitian ini diperoleh dengan cara mengukur kadar proteinuria
pada setiap sampel urin dengan menggunakan dipstick khusus urinalisis yang
dicelupkan ke dalam sampel urin dan difoto dengan menggunakan aplikasi kamera
smartphone (Ginardi et al., 2016). Pada setiap dipstick terdapat warna standar.
Perubahan warna yang terjadi pada dipstick dapat diukur dengan membandingkan
pada bagan warna untuk menentukan kadar proteinuria pada setiap sampel urin dari
tiga kelompok perlakuan. Penggunaan dipstick sebagai alat yang sering digunakan
oleh praktisi klinisi untuk mendeteksi awal kadar proteinuria pada sampel urin karena
alat ini merupakan yang mudah diaplikasikan (Siedner et al., 2007).

Pemberian imunoterapi menggunakan self-antigen dsDNA terhadap kadar
proteinuria pada mencit Lupus terinduksi Pristane didapatkan tingkat proteinuria

sedikit lebih tinggi pada kelompok kontrol positif (155,5 + 26,39) dibandingkan dengan
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kelompok kontrol negatif (15,24 £+ 3,19, p = 0,001). Tingkat proteinuria pada kelompok
perlakuan (58,55 + 19,41, p = 0,009) lebih rendah dibandingkan dengan kelompok
kontrol positif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terapi EDI dsDNA tidak
memperburuk fungsi ginjal pada tikus PIL. Kadar proteinuria pada mencit Lupus
terinduksi Pristane memiliki tingkat kadar sedikit lebih tinggi. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Satoh pada tahun 1994 tentang kadar proteinuria pada
tikus Balb/c mice yang diinduksi Pristane mengalami peningkatan secara signifikan
dibandingkan dengan mencit normal sebelum diinduksi Pristane dikarenakan pada
penyakit LES sistem imun kehilangan toleransi terhadap antigen sel. Antigen sel ini
berasal dari sel-sel yang mengalami apoptosis dan debris-debris. Ketidak seimbangan
kemampuan tubuh dalam membersihkan produk dari debris-debris dan sel-sel yang
mengalami apoptosis menyebabkan terinduksinya sel dendritik, sel B, dan sel T dan
sel imun lainnya serta sitokin untuk membentuk suatu sel T dan sel B autoreaktif
terhadap self-antigen. Peningkatan Tumor Necrosis Factor (TNF) dapat meningkatkan
kadar Interferon-1 (IFN) yang dapat mengaktifasi sel B untuk membentuk autoantibodi
(Tsokos et al., 2016). Apabila hal ini terjadi di organ ginjal, autoantibodi yang terbentuk
dapat menyebabkan kerusakan pada subendotel, subepitel, dan kapiler peritubular
pada ginjal, sehingga menyebabkan penyerapan protein kembali menjadi terganggu
dan urin terkandung kadar protein (Yu et al., 2010). LES juga dapat menyebabkan
kerusakan fungsi dari sel T untuk memproduksi lebih banyak kadar interleukin-17.
Peningkatan jumlah sel Th17 dalam serum pasien lupus dan IL-17 tedeteksi pada
glomerulus dan interstitial terinfiltrasi sel T (Vincent et al.,2013). Pada kelompok
perlakuan memiliki kadar proteinuria yang lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok positif, hal ini dikarenakan imunterapi dengan menggunakan escalating

dose specific self-antigen dsDNA dapat memberikan proteksi terhadap terjadinya
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penyakit autoimun dengan cara menginduksi aktivsi dan fungsi pada Treg untuk
sekresi sitokin IL-10 dan TGF- yang bekerja menekan sel imun autoreaktif (Lutterotti
et al., 2013). Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Hahn et al. (2001)
dengan menggunakan sebuah peptida asam amino yang diambil dari immunoglobulin
anti-DNA. Pada penelitian ini didapatkan bahwa injeksi peptida (pCons) dengan dosis
tinggi secara intravena pada mencit yang terinduksi lupus dapat mengurangi
progesifitas penyakit, menunda terjadinya lupus nephritis, menghambat produksi
autoantibodi, dan menghilangkan produksi sitokin pro-inflamasi dengan mennginduksi
sel T-reg yang dapat menghasilkan sitokin TGF-B untuk menekan produksi dari
pembentukan autoantibodi (Hahn et al., 2001)

Uji normalitas dan uji homogenitas digunakan sebagai syarat unutk melakukan
uji One-Way ANOVA yaitu untuk mengetahui apakah sampel data yang digunakan
berdistribusi normal dan homogen. Hasil kedua uji tersebut menunjukkan bahwa
sampel berdistribusi normal, namun data tidak homogen sehingga dapat dilakukan uiji
statistik non-parametrik. Dalam uji non-parametrik digunakan uji Kruskal-Wilis untuk
menguji perbedaan distribusi nilai variabel antar kelompok dan uji Mann-Whitney
untuk menguji perbedaan rerata antara satu kelompok dengan kelompok lainnya
Berdasarkan hasil uji statistik Kruskal-Wilis didapatkan nilai signifikansi sebesar 0,006
(<0,05). Hal ini disimpulkan bahwa distribusi nilai variabel antar kelompok tidak sama.
Hasil ini didukung dengan uji Mann-Whitney. Hasil uji tersebut menunjukkan bahwa
pemberian imunoterapi dengan menggunakan self-antigen dsDNA menghasilkan
perbedaan signifikan rerata antara kadar proteinuria pada kelompok perlakuan positif
(0,028) maupun kelompok perlakuan negatif (0,047) pada mencit lupus terinduksi
Pristane secara in-vivo dengan metode asesmen kuantifikasi urinalisis dipstick. Hal ini

menunjukkan ada pengaruh pemberian Escalating Dose Antigen Specific self-antigen
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dsDNA terhadap kadar proteinuria. Pengaruh pemberian dengan Escalating Dose
Antigen Specific self-antigen dsDNA terhadap kadar proteinuria sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Monneaux et al. (2003) dengan menggunakan peptida
dari ribonucleoproteinuklear (snRNP) yang merupakan autoantigen utama dalam
SLE, namun hanya analog peptida yang mengandung fosfoserin pada posisi 140
(P140) yang mampu menghasilkan efek perbaikan pada tikus terinduksi lupus. Pada
penelitian ini analog peptida tersebut dapat mengurangi produksi autoantibodi anti-
DNA, menghambat terjadinya proteinuria, dan memperpanjang survival rate dari tikus
tersebut. Namun mekanisme kerja dari analog peptida ini masih belum jelas
prosesnya dalam menekan autoreaktif sel B dan T pada LES (Monneaux et al., 2007).

Pada uji Mann-Whitney didapatkan rerata yang tinggi pada kadar proteinuria
kelompok kontrol positif yang singnifikan jika dibandingkan dengan kelompok kontrol
negatif dan kelompok kontrol perlakuan. Hal ini dikarenakan pada penyakit LES sistem
imun kehilangan toleransi terhadap antigen sel. Terjadinya mekanisme ini akibat dari
faktor gen, maupun ketidakseimbangan sistem imun dalam membersihkan debris-
debris sel mati (Kulkarni and Anders, 2012). Debris-debris sel yang terlalu banyak di
dalam tubuh dapat menginduksi toll-like receptor (TLR) pada sel dendritik dan sel B
yang dapat membuat sel-sel untuk mengeluarkan sitokin interferon tipe 1. Interferon
ini memiliki fungsi yang dapat mengaktifasi sel B untuk menghasilkan autoantibodi.
Debris-debris sel dipresentasikan sel dendritik kepada sel T, sehingga sel T lebih
banyak menghasilkan sel Th17 yang bersifat patologis (Tsokos et al., 2016).
Terbentuknya sel B yang menghasilkan autoantibodi dan sel Th17 dapat menginfiltrasi
ginjal, jika hal ini terjadinya maka akan menyebabkan kerusakan ginjal (Kulkarni and
Anders, 2012). Kerusakan pada organ ginjal ditandai dengan adanya proteinuria

(Hemmelgarn et al., 2010). Selain dikarenakan faktor gen dan berkurangnya
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kemampuan dalam membersihkan debris-debris, terjadinya LES pada mencit akibat
induksi oleh pristane. Sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Satoh dan
Reeves, (1994) yang menggunakan injeksi pristane secara intraperitoneal untuk
menginduksi mencit menjadi lupus. Pristane merupakan komponen dari minyak
mineral yang dapat menyebabkan iritasi pada peritoneal. Iritasi ini dapat
menyebabkan inflamasi kronik granulomatous yang memiliki karakterisitik kadar
interleukin-6 tinggi. Tingginya kadar interleukin ini diproduksi oleh makrofag dan sel-
sel inflamasi granuloma. Selain memiliki efek yang membuat tubuh membentuk
autoantibodi terhadap antigen sel, pristane memiliki efek reaktifasi autoantibodi untuk
melawan berbagai macam retrovirus. Pada mencit biasanya baru menunjukkan
terbentuknya autoantibodi khusus LES pada satu-dua bulan setelah injeksi satu dosis
pristane. Salah satu pemeriksaan urinalysis yang dilakukan pada penelitian itu, mencit
yang terinduksi lupus oleh Pristane memiliki kadar proteinuria secara signifikan (Satoh
dan Reeves, 1994).

Pada data di atas rerata kadar proteinuria pada kelompok perlakuan lebih
rendah secara signifikan dari kadar proteinuria kelompok positif dikarenakan
kemampuan pemberian terapi dengan metode Escalating Dose Antigen Specific Self-
Antigen dsDNA dapat meregulasi fungsi dari sel Treg untuk menekan progesifitas
penyakit autoimun dan tidak memperburuk fungsi dari organ ginjal (Khattri et al,.
2017).

Imunoterapi dengan menggunakan metode self-antigen dapat mengembalikan
fungsi regulator dari sistem imun. Penggunaan metode ini telah digunakan pada
beberapa penyakit autoimun seperti diabetes tipe 1 dan multiple sclerosis. Pemberian
self-antigen dengan mengguanakan nanopartikel yang mengandung kompleks MHC

diabetes tipe 1 dapat menginduksi sel T untuk memproduksi lebih banyak sel Treg
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melalui sekresi sitokin interleukin-10 dan TGF-Beta. Penggunaan nanopartikel ini
dapat menurunkan kadar gula menjadi normal dan memproduksi lebih banyak sel
Treg yang berguna dalam menekan progesifitas penyakit diabetes tipe 1. Pemberian
nanopartikel yang mengandung myelin glikoprotein oligodendrisit diberikan pada tikus
yang menderita multiple sclerosis. Setelah dilakukan pemberian imunisasi pada hari
ke 13 dan hari ke-21 didapatkan hasil penurunan progesifitias penyakit dan fungsi
motorik pada tikus kembali bekerja (Clemente-Casares et al., 2016).

Penggunaan Escalating Dose Antigen Immunotherapy merupakan metode
terapi dengan memberikan dosis antigen secara bertahap hingga dosis pemeliharaan
yang tertinggi tercapai. Pemberian dengan metode ini bertujuan untuk mensupresi
respon imun melaui mekanisme toleransi dengan cara menginjeksikan autoantigen
(self-antigen) dengan dosis yang bertahap hingga memunculkan efek toleransi.
Metode ini pertama kali digunakan dengan pemberian self-antigen multiple sclerosis
melalui dosis secara oral. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian dosis
rendah dapat menginduksi terjadinya supresi autoimusitas (Benson et al., 2000).
Metode Escalating Dose Antigen-Spesific Immunotherapy merupakan suatu metode
yang berpeluang besar sebagai terapi penyembuhan penyakit autoimun meskipun
penelitian tentang ini baru sedikit. EDI Antigen-Spesific Inmunotherapy yang telah
dikembangkan adalah terhadap autoimmun Multiple Sclerosis. Penggunaan metode
ini dapat menurunkan terjadinya kekambuhan dan progefitas lesi multiple sclerosis
serta tidak menghasilkan efek samping yang berarti pada pasien. Injeksi subkutan
dengan Myelin Basic Protein mampu menginduksi aktivsi dan fungsi pada Treg untuk
sekresi sitokin IL-10 dan TGF-3 yang bekerja menekan sel imun autoreaktif (Lutterotti

etal., 2013).
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6.2 Keterbatasan Penelitian

Berdasarkan penelitan ini rerata kadar proteinuria pada kelompok kontrol
perlakuan memiliki perbedaan rerata yang lebih rendah secara signifikan daripada
kelompok kontrol positif maupun kelompok kontrol negatif. Hal ini akibat efek
pemberian imunoterapi mengguakan EDI Antigen-Specific Self Antigen dsDNA.
Pemberian imunoterapi dengan metode ini dapat menginduksi aktifasi dan fungsi sel
Treg dalam menekan sel-sel imun yang mengalami hiperaktif. Namun penelitian ini
memiliki beberapa limitasi. Perlu dilakukan pengkajian lebih lanjut tentang efek
pemberian imunoterapi EDI Antigen-Specific Self Antigen dsDNA terhadap fungsi
eksresi ginjal dengan melakukan pengukuran Laju Filtrasi Glomelurus (LFG). Selain
itu, pengkajian lebih lanjut diperlukan untuk mengetahui efek pemberian imunoterapi
EDI Antigen-Specific Self Antigen dsDNA dalam jangka panjang untuk mengukur
kemampuan terapi ini dalam mencegah kerusakan ginjal yang semakin luas akibat
penyakit LES dipadukan dengan melakukan tes biopsi ginjal (European Medical

League, 2015).
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KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

1. Pemberian Escalating Dose Antigen Specific Self-antigen dsDNA dapat
menurunkan kadar proteinuria mencit betina model lupus induksi pristane

7.2. Saran

1. Penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efek pemberian imunoterapi
Escalating Dose Antigen-Specific Self Antigen dsDNA terhadap fungsi
eksresi ginjal dengan melakukan pengukuran Laju Filtrasi Glomelurus (LFG).

2. Penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efek pemberian imunoterapi
Escalating Dose Antigen-Specific Self Antigen dsDNA dalam jangka panjang
untuk mengukur kemampuan terapi ini dalam mencegah kerusakan ginjal
yang semakin luas akibat penyakit LES dipadukan dengan melakukan tes
biopsi ginjal.

3. Penelitian lebih lanjut untuk melakukan uji toksiksitas pemberian imunoterapi

Escalating Dose Antigen-Specific Self Antigen dsDNA
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LAMPIRAN 2 Analisis Data

Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df Sig.

Proteinuria K- .882 5 .318
K+ 920 5 532
dsDNA .869 5 .263

Tabel 5.1 Hasil Uji Normalitas Shapiro-Wilk pada Kadar Proteinuria

Levene
Statistic df1 df2 Sig.
Proteinuria Based on Mean 6.949 2 12 .010

Tabel 5.2 Hasil Uji Homogenitas Levene pada Kadar Proteinuria

Kelompo Mean Sum of
k N Rank Ranks
Proteinuri K+ 5 7.60 38.00
a dsDNA 5 3.40 17.00
Total 10
a
Proteinuria

Mann-Whitney

Y 2.000
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Wilcoxon W 17.000
z -2.193
Asymp. Sig. (2-

tailed) 028
Exact Sig.

[2*(1-tailed .032°

Tabel 5.3 Hasil Uji Mann-Whitney antara Kadar Proteinuria pada Kelompok
Perlakuan terhadap Kadar Proteinuria pada kelompok positif

Kelompo Mean
k N Rank
Proteinuri K- 5 3.60
a K+ 5 12.60
dsDNA 5 7.80
Total 15
Proteinuri
a
Chi- 10.140
Square
df 2
Asymp. 006
Sig.

Tabel 5.4 Hasil Uji Kruskal Wilis
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