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| RepOSITORY.UB.ACID |

cknma Iv.a'fydrun )21. Perpandingan Perseritase Sel T CD4+dan

T Helper 47 pa da Kultur Per Ipnw“al Blood Monoriucizar Cetl
Pasien Uatcimmune Hemo '.\/tl.c Anemia dengan Kontrol Normal.
Tugas Akhir Prograim Pendidikari Dokter Spesialis I lImu Penyakit Daiam,
Fakultas Kedokteran Universites Brawijaya, RSUD Di. Saiful Anwar
Malang. Pembimbing: Dr. dr. Shinta Oktya Wardhani, SpRD-KHOM, Dr.
dr. Maimun Zulhaidah Artharmin, SpPK (K)
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LATAR BELAKANG: Anemia hemolitk: autwimun adzlan ‘kelzinan iangka yang
ditandai oleh hernolisis, yaitu pemecahan sel darah merah yang terjadioleh proses
autoantibodi dan/atau- komplemen, bersama dengan makrofag yvang diaktifkan,
limfosit T dan sitokin yang semuanya berkontribuasi pada prosesnya. Mekanisme
yang terlibai dalam kﬂgagalai' toleransi puset dan perifer daiam perkernbangan
AlHA sebagian besar masih belum diketahui. Lirnfopenia diketahui bergeran dalam
kejadian autoimun, dem|k|an juga dengan sel T Helper 17 diketahui memiliki peran
dalam patogenesisnya.
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METODE: Penelitian ini - menggunakan decain observasional case contrel  di
laboratorium secara invvitro pada kultui peripheral blood monenuclear.cell (PBMC)
pada kelompok sampel pasien AIHA dan subjek normal. Pada penelitian ini akan
gievaiuasi persentase sel T CD4+ dan sel Thl7 dengan fiowsitometi. Uji
normalitas dengan metcds’ saphiro wiik. Parrbedaan antara keiormpok dianalisis
dengan independet siudents t-test/Mann Withney dengan tingkat kebermaknaan p
< 0,05. Hasil dari analisa tersebut dilaniutkan dengan uiji korelasi regresi linear.

HASIL: Rerata persentase sel T'CD4+ antara kelompok yang divjidengan metods
Mann Withney memil ki per l‘ 2daan sighifikan (nilai p=0,000) dengan hasil Mean
SD, T CD4+ KN 0,292 + 0,024 KP 0,251 + 0,006. Bila dibandingkan-dengan KN
teruapat penuruan sei T CD4+ pada kelompok AIHA.. Rerata persentase Thl7
antara kelompok jan" diuji 'dengan independent 't-test tdak memiiiki perbedaan
barmakna dengan hasil Mean 4+ SD, Th17 KN:C,615 = 0,053 KP (0,652 + 0,042,
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KESIMPULAN: Persentase sel T CD4+ pada pasien AIHA lebih rendah
dibandingkan subjek rioimal.” Tidak “ada’ perbedaan yang beimakna pada
persentase sei Th17 pada Kedua kelompak

KATA KUNCI: Sel T CD4+, sel T Helper 17, sel darah merah, AIHA
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ABSTRACT
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Quisum, Rekhma Maisyarch. 2021. Comparison of The Fercentage of CDA+ T
Cells and T Helper 17 Cells in Peripheral Blood Mononuciear Cell
Cultures in Patients with Autaimmune Hemolytic Anemia.Compared
to Normal Subjects: Final Assigment, Resident Doctor of Speciality
Programime -in ‘internal ‘Medicine, Departrnent of internal Medicine, Dr.
Saiful  Anwar - General, Hospital, ~Faculty  of . Medicine Universitas
Brawiiaya, Malang. Supervisor: Dr. dr, Shinta Oktya Wardiiani, SpPD-
KHOM, Dr. dr. Maimun Zulhaidan Arthamin, SpPK (K)
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BACKGROUND: Autcimmune hemolyiic anemia is a rare disorder characterized
by hemolysis, the breakdown of red bleod cells that occurs by autoantibody and/or
compiement processes, togetner with aciivaied macropnages, T iyrnpnocyte and
cytokines all of which contribute io the process. The mechanisms involved in the
failure of central and peripheral tolerance in the development of AIHA remain
largely unknown. Lymphopenia is known to play a role in autoimmune events, as
well as Thl7 is known to have a role in its pathogenesis.
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METHOD: This study used a case-control cbservational design in the lzboraiory
in.vitro en peripheral blood menonuclear cell (PBMC) culture. i in *.he sample group
of AIHA patients and normal subjects. In this study, the percentage of CD4+ T cells
and Thl7 wiil be evaluated by flow cytometry. Noimality test using the aapn.ro wilk
method. Differenczs between groups were anaiyzed by indey (=r‘.d udents -
test/Mann Withney with a significance ievel of p < 0.05. The rosults of .he analysis
are followed by a linear regression correlation test

RESULTS: The mean pzrcentage of CTDA+ T cells between the grougs tested
using the Mann Withney method had 2 significant difference (p value=0.000) with
the results Mean + SD, T CD4+ KN 0.292 + 0.024 KP 0.261 + 0.006. When
compared with KN, there was a decrease in L,L)4+ T celisin the /-\IH/-\ group e
mean pearcentage of Thl7 between the groups tesied by .nd\.p\,naentt testhac no
significant cifference with the results Mean : SC, Th17 KN 0.615 £ C.053 KP 0.552
£0.042.
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CONCLUSION: The percentage of CD4+ T celis in AIHA patients was lower than
in normal subjects. There was ne significant difference in the percentage of Th17
inthe two .groups:

KEYWORDS: CD4+ T celis, T Helper 17 ceils, red blooa cells, AiIHA
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DAFTAR SINGKATAN

Ab = antiboay

AIHA = autelimmune hamoiytic anemia
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ADCC = antibedy-dependent cell- meciated cytotoxicity
APCs = antigen-presenting cells

C = complement
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CAD = Cold Agglitinaiion Disease

CDP = cluster of differentiation

CLL = Chronic Lymphocvtic Leukemia
CTLA-4 = cytotoxic T iymphccyie antigen 4
DAT = Direct' Aggiutination Test

PC = Dendritic cell
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IFN v, = Interferon gamma
IL = Interleukin
LES = lupus eritrematosus sistemik

NG = nitric oxide
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NHL = Non Hodgkin L.ymphoma

HLA = Human Leucocyte Anuagen

NK = Natural killer

PBMCs = perigheral bioed menonuclear celis
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PCH = paroxysmal celd hemoglobinuria
PMP = platelet microparticles
PS- = phosphatidyi serine

RBC =red klood cell
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TCR =T cell receptor

U
2
2

Teffs = sel-sel T efektor

TF-= tissue factor
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TG =tumor growth tactor

Th=T haiper

TNF = Tumor necrotizing factor

WAIHA = warm autoimmune hemolytic anemia
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u < 1.1 ~ Latar Belakang
S
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Anemia - hemalitik = autoimun —(Autoimmune; hemolytic _ancmia = AIHA)

merupakan suatu kelainan langka yarg dtandai cengan hemelisis, yaitu pemecahan

sel darah merah yanqg teriadi dengan autoantibodi dan/atau. komplemen, bersama
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derigain makrofag yang diaktifkan, limfosit 7 dan sitokin yang sernuanya berkontribusi

pada proses (Michalgk, et al., 2020).

AlHA termasuk penyskit autoimun vang cukup jarang,. diperkirakan kejadian
0,8-3 kasus / 100.000 orang dewasa setiap tahun dan hanya 0,2-0,4 kasus / 160.000
per tahun uniuek bayi dan anak-anak. Lenyakitini adaiah kelainan vang serius dan
seringkali mengancam nyawa, dengan angka kematian. yang mencapai 11% pada

orang dewasa (Niss and Ware, 2018). Meskipun insidensi AlHA relaiif rzndah,

7
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penyakit .ini_ menyebabkan anemia yang mengancam jiwa dengan onset cepat,
dengan tingkat kematian yang tinggi sebesar 11,29 (Xu, et al., 2012)
Data pasien AIHA dewasa dan anak di RSUD dr Saiful Anwar ‘Malang

berdasarkan pemeriksaan laboratorium yang dimintakan dari- Januari-2012 sampai
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Desember 2016 di instalasi -Laboratorium Sentral menunjukkan “insiderisi- yang

cenderung meningkat -dari tahun ke tzhun, lnsidensi - pada tahun 2012 adalah

sebanyak 17 kasus per 100.000 per tahun, pada tahun 2013 meningkat dua kal lipat,

tahun 2014-2015 meniadi 52 kasus per 100.000 per tanun, sedangkan tahun 2016,
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63 kasus per 90:000 pertahun. Perbandingan antara psrempuan dan laxi-lakiagalah

2-3: 1 (Arthamin, komunikasi parsonal)

Seperti halnya sebagian besar penyakit autoimun yang lainnya, penyebab

timbulnya AlHA adaleh fakior-akior genstik an lingkungan . ~aktor-faktor lingkungan
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vang sudah diketahui-antara lain, infeksi bakteri, virus, funga!. bahan-bahan kimia
tertentu - termasuk beberapa herbal -, stres psikis dan fisik, antibiotik dan erkagai

jenis obat lain yang samakin lama semakin bertambah panjang daftarnya (Friedberg,
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2014)

Patogenesis AIHA, termasuk defek imunologi, sebagian besar masih beium

jelas. Bentuk AlHA yang paling umum ditandai dengen adanyz - autcantibodi jenis "
hangat ", yang merunakan tipe IgG dan bereaksi secara optimal pada suhu 37 C,
menyebabkan kerusarkan sel darah merah ekstravaskular oieh makrofag jaringan.
Seperti yang telah diketahui bahwa sel T CD4* sangat penting untuk menyediakan

merbantu sel B yang mengaran ke produksi patogen autcantibodi lgG, dan karena
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itu mereka menjadi target imunoterapi. Sampai beberapa tahun lalu, sel T CD4+
nelper (Th) dibagi lagi menjacdi dua subset utama sel T, disebut subset Thl dan Th2.
Namun, penemuan sel Th17 baru-baru ini memerlukan evaluasi uleng dari bias Th

patogenik yang reievan dalam autoimunitas. Sei Thl7, yang aitandai denigan sexresi
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interleukin (1) -17, sekarang telah diidentifikasi sebagai kunci. sei efektor dalam

pembersinan paiogen ekstraseiuler dari dalam peikembangar banyak penyakit

autoimun. Pada AMHA, IL.-17 yang disekresikan oleh sel Th17 responsif untuk. sel

darah merain autoantigen dapat dideteksi pada pasien (Xu, et al., 2012).
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Presentasi: klinis- tdan- pengobatan ~AIHA dipengaruhi oleh bhanyzak  faktor,
termasuk jenis AiHA, derajat hemolisis, penyakit yang mendasari, adanya penyakit
penyerta,  kemampuan - kompensasi -sumsum o tuiang dan - edanya fibrosis dan
diserthropoiesis. Perawatan utama untuk AIHA adalah berdasarkan benghambatan

produksi autcantivodi dengan terapi tungoal atau kombinasi. Penglrangan kerusakan
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sel darah. merah melalui splenektomi saat ini merupakan pengobatan.lini ketiga untuk

AIHA tipe hangat. Perawatan suportif (ermasuk suplementasi vitamin, eritropeietin
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rekombinan, profilaksis trombosis dan pencegahan serta pengobatan infeksi sangat

penting. Keiompck obat baru yang menghambat respen kekebalan di berbagai tingkat

sedang dikembangkai secara intensif, termasuk penghambatan fagositosis sel darah

vierah yarig dimediasi antibodi, penghambatan frekuensi aan axktvitas sel B ‘dan sel
plasme, penghambaian daur ulang 1gG, imunomodulasi fungsi iimfosit T, dan
penghambatan kaskade komplemen. Penelitian terbaru teiah - membawa perubanan

aalam kiasifikasi dan kemajuan dalam memahaimi patogenesis dan pengobatan AIHA,

meskipun masih banvak masalah yang harus diselesaikan, terutama yang berkaitan
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dengandampeak usia terhadain perubahan kekebalan (Viichalak, et:al ; 2020)

Meskipun-mungkin adea beberapa faktor yang oerkontiiousi tarhadap induksi

AIHA, data menunjukkan bahwa gancguan jumlah dan aktivitas dari sel T CD4+ dan
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subsetnya sel Thi7, dalam hal inf IL 17 dapatmemainkan peran penting dalaim cnset

dan/atau pemeliharaan penyakit autoimun ini. Terapi saat ini untuk:-AIHA termasuk

pemberian obat imunosupresit tersarna dengan transfusi ‘alau splenekiomi pada

pasien . dengan.. kasus. . yang. kambuh,  bersifat. mengendalikan, .. daripada
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menyembuhkan penvakit.  Potensi imunoterapi mungkin imerupaken strategi vang

lebih efektif untuk pengobatan AIHA.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan Masalah Umuin

!_
N
=
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Apakah terdapat perbedaan persentase sel T CD4+ dan_ sel Thl7 antara

pasien AlHA dengan subjek norrmal.

.d
N
N

Rumusan Masalah Khusus
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1. Apakatiterdapat perbedaan persentase sel T CD4+ antara pasien AIHA

dengan subjek normal?

2. Apakalh terdapat perobedaan persentase sel Thl7 antara pasien AlHA

dengan subjek normal?

13 Tuivan Penelitian
1.3:1 Tujuan umum

Mengetzhui peran sel T CD4+ dan sei Thl7 pada AlHA
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1.3.2. Tujuan khusus
1. ‘Mengetahui parbedaan persentase sel T CD4+ pada pasien AlHA dan

subjek normal.
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o

Viengetahui perbedaarn persentase sel Th 17 pada pasien AlHA darn subjek

normal
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Manfaat Penelitian

'_A
N

1.4.1 Manfaat Akademis
Menjzdi dasar itmiah dalam kidang- Hematologi dan imunclogi mengenai

perbedaan persentase antara sel T CD4 dan sel Th17 antara pasien AIHA dan
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popuiasi normal
1.4.2 Manfaat Praktis

~

Dengan diketahuinye perbedaanantara sel T CD4 " dan set Thi7 antara pasien
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AIHA _dan pepulasi normal, - diharankan dapat diketahui korelasi dan

membperikan potensi imunoterapi- pada pasien-AlHA.
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TINJAUAN KEPUSTAKAAN

2.1 Autoimmune Hemolitik Anemia (AIHA)
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2.1.1 Definisi

Anemia hemolitik  autoimun = (Autoimmune ' Hemeclviic - Anemia  (AIHA))

didefinisikan sebagai peningkatan penghancuran sei daraih merah dengan adanya
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autoantibodi anti-RBC dengan atau tanpa aktivasi-kompiemen-(Hill.and Hill, 2018)

Autcirmmune lHemolytic Anemia (AiHA) adalah contch kiasik hipersensitivitas

tipe 1l,. dengan sel darah merah yang dilapisi autoantibodi akan dikeluarkan dari
sirkulasi oleh fagosit dari sisiem retikuic-endotelial (RES), makrofag limpa, dan/atau
lisis dengan fiksasi kemplemen (Packman, 2015). Anemia terjadi jike hemolisis tidak
diimbang: ‘dengai peningkatan produks! sel darah - -merah. Mekanisme hemoisis

bergantung terhadap tipe autoantibodi {Zhuang et al., 2009; Stevens, 2010; Jager and
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Lechner, 2013). Penghancuran eritrosit -secara prematur - diperantarai - oleh
autoantibodi oG, IgM; dan komplemean, sedangkan mekanismenya melalui aktifasi
sistemi kornpleimen, aktitasi mekanisme seiuier, atau Korribinasi keduanya (Hudnall,

2012). Mekanisme hemolisis dapat terjadi secara intravasku'er dan ekstravaskuler,

seperii yang ditunjukkan pada gambar 2.1
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Gambar 2.1 Mekanisrie hemaolicis: bisa <tariadi secara intravaskular atau ekstravaskular.
Hemolisis intravaskular teriadi dalam aliran darah. Hemolisis ekstravaskuiar terjadi dalam
sumsum tulang, limpa atau nepar (Nayak, 2012).

| REPOSITORY.UB.ACID |

Lebiti dari 59% pasien AlHA ada kaian dengan penyakit yang mendasarinya

1
-

atau AIHA sekunder, diantaranva: 18% kasus. limfoma berkembang menjadi AIHA,

10% kasus lupus eritematosus sistemik {(ILES) berkembang menjaci AlHA dar dzpat

ditemukan pada beberapa penyakit lainnya termasuk leukemia limfoblastik kronik,

Waldenstrom’s macroglcbulinenya. Sedangkan AIHA piimer atau AHA igiopatik
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penyakit yang mendecarinya tidak diketahui, dan 65% dari AlHA primer teriadi pada
wanita (Zeerleder, 2011). Sebanyak 48-70% AIHA adalah AIHA tipe hangat {warm
AIHA), sedangkan- AtHA iipe dingin {coid AlHA) yang terdirl dari coid aggluiinin

syndrome (CAS) ditemukan 16%-32% dari kasus AIHA dan AIHA karena bifasik
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autoantibodi: (paroxysmal cold hemaoglohinuria) ditemukan 32% daii kasus AtHA,
biasanya pada anak-anak, jarang orang dewasa, sedangkan AIHA karena drug-
induced ditemukan 12--18% dari kasus AIHA. Semua tipe timum-AtHA bisa akut dan
sementara, atau kronic. Sebagaimana yang ditunjukkan cada gambar 2.2 mekanisme

hemolisis pada bekerapa tipe AlHA
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Gambar 2.2 Mekanisme hemolisis.imun (Gonzales, 2018)
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Epidemiotogi

Saatini diperkirakan bahwa kejadian AIHA adalain 1,77 kasus per 100.000 per
tahun,  di antaranva. adalah AIHA tine hangat bentuk vang paling umum dan

menyurnbang szkitar 2/3 dari-kasus. CAD paling umum kedua untuk sekitar 15-20%
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kasus AIHA. CAD biasanya terjadi pada orana berusia > 50 tahun, paling sering pada
dekade ke-7 dan kKe-8 kehidupan. Paroxysmal cold hermogickinurna (PCH)jarang

terjadi, penyakit yang kebanyakan menyerang anak-anak. Ini sangat luar biasa jarang
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terjadi pada orang dewasa dan sering dikaitkan dengan infeksi pada keiompok usia

ini-(Michalak, et al., 2020). Pada peneiitian yang lain disebutkan dip=rkirakan angka

kejadian 0,8-3 kasus per 100.000 orang dewasa setiap tahun dan hanya 0,2-,04 kasus

per 100.000 per tahun pada kasus bayi dan anak-anak (Niss and Ware, 2018)

.

Risiko AIHA meningkat dengan wsia, AlHA tipe hangat risikonya 5 kalitebih
tinggi. dalam dekade ke-7 kehidupan. dibandingkan dengan dekade ke-4. Alasan

utarna. ketergantungarn -usia ' ini bisa -menjadl imunosenescence afau’ kelainan
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epigenetik terakumulasi di sel hematoroietik dengan penuaan. Proses.penuaan serta
berbagal penyakit penyerta meningkatkan kemungkinan dan tingkat keparahan sires
oksidatif dan eryptosis, misalnya perubahan membran sel eritrosit- menyehabkan

penuaan dan kematian dinl sei darah merah. Latar belakang genetik, defisiensi imun,
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penyakit autoimun, infeksi, pengobatan terutama obat anti kanker baru, neoplasia -

terutama CLL / NHL, dan transplantasi seinuanya telan disarankari seoagai faktor

risiko penting untuk pengembangan AIHA. Perialanan klinis AIHA dapat bervariasi dari

bentuk ringan ningga parah dan mengancam jiwa. Perjalanan AiHA mungkin kronis
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atau berulang; can, sangat jarang bisa episadik. Diperkirakan kemetian padca AHA

sekitar 10% (Michaiak, et al., 2020)

2.1.3. Etiologi- dan Faktor Predisposis

Penyakit autoimun dihasilkan cari interaksi berbagai faktor (Vickers dan Baker,

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

2020). AIHA idiopatik atau piimer pada ~ 50% orang dewasa dan ~ 30% kasus
pediatrik. Penyakit limfoproliferatif, penyakit autoimun, dan: keganasan -adalah

penyebab tersering AiHA sekunder pada crang dewasa, sedangkan infeksi, gangguan
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autoimun, dan gangguan disregulasi sistam imun adalah yang penyebab paling umum

pada pediatrik. Karena lebih banyak gangguan disregulasi sistem imun dikenali dan

A

dijelaskan pacda tingkai genetik, proporsi- AllHA sekunder berikemipang, terutama pada

pasien muda dan pasien multilineage sitopenia seperti sindrom Evans. Tabel 2.1
merangkurr penyeban paling umurn AiHA sekunder, berdasarkar - karakieristik
autoantibodi dan usia pasien. Sejarah pribadi dan keluarga yang menyeluruh,

ditambeh dengan peineriksaan fisik yang cermat, harus memandu invesigasi untuk

<
<
-
<
o
0

UNIVERSITAS

penyebab vang mendasari AIHA. ldentifikasi dini. bentuk-bentuk sekunder ini
merupakan hal bijaksana kareria AiHA ‘sekunder seringkali sulit” dicbati tanpa
mengobati. penyebabk yang mendasari. AIHA karena diinduksi obat juga harus
dipertimbangkan “sejak “dini, “karena menghentikan--paparan kepada agen 'yang

melanggar seringkali cukup untuk memperbaiki masalah latar belakang genetik, ienis

| REPOSITORY.UB.ACID |

kelamin, usia, taktor lingkungan seperti infeksi, obat-obatan, dan neopiasia semuanya
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Tabel 2.1 Etiologi AIHA Sekunder (Niss and Waie, 201.8)

2 Type af ATHA | Childsen ' Adults
V) = Warni AIHA b |'.'|.ll1- =‘|"II.JI.I‘.".'I." = Mialignancies (CLL,
< —— % < Inlecions (ERY B | MM
= nieciEoas (ERY parvoyvinis (inycoplasma,) | NHE: H
&5 ; Ch Y « Auioimmone disease
w < « Primary immens deficiendics amdfor (SLE. [BD WA, APS)
= o e abysse gulotion sysdiomzs D, &1\ Inifections Y hepiatiiis .
< ALPS, Dileorge syadrome, CTLA-4; LEBAL | L HIVCMY tuberonlesis)
S el

IFEX, STATI-GOF, STAT-GOF, WAS, CID, |+ Frimary immune

postirEnsplant) defictencies (CWID AL
1% Al r"r' ung dissases (SLE; hepatitis,

thyroiditis, AFS)

# Olufantile giznt cell hepatitis

U
iy
0

Cold agghitiaiis | |2 S IncEons i mycaplasma, Aard infactisns 5 \VERGEE
| disease | including EBW ) «  Lymphoprolifemtive
| * " Posttransplantation disaiise
| o iicEo ploRulingri
e CLL

*  Solid fumors
oV iiiGinewiane dissme
s Posterznsplans

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Paroxysmal cold - ! = Infections {adepovims, influenza A svphilis, CMY. EBY. VIV, measles.
hemoglobinwria | midmps, mycopiama, E. coli)

2.1.3.1 Predisposisi Genet.k

<
<
=
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e
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Kemungkinan predisposisi genetik ternadap AiHA pada manusia ditingkatkan
eh laporan penyakit familial langka. Human leucocyte antigen (HLA) tertentu adalah
perieniu genetik terkuat dari banyak penyakii autoimun, dan AiHA nangat

berhubungan - positt -~ dengan: HLA-DR15, - -dengan - sekitzr 60% - pssien

| REPOSITORY.UB.ACID |

mengekspresikan alei ini. Penelitian asosiasi genoim dari penyakit autoimun manusia

lainnya "mengungikapkan hahwa sejumiah besar gen nor=HLA kerkontribusi tebih

lanjut terhadap kerentanan, dan kecenderungan tikus NZB untuk AIHA juga telah
dikaitkan dengan bebieraps lokus. Basz molekuler dari sebagian hesar asosiasi

tersebut masih belum diketahui. Namun, sama dengan galur rawan autoimun lainnya,
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tikus NZB beibagi ‘haplotipe promotor yaitu terkait dengan-penuiunan ekspresi-dan
fungsi penghambatan FcyR {cyRIlb. Efeknya dari polimorfisme pada FcyRllb
diekspresikan oleh-makrofag dan sel 8 ditingkatkan fagositesis dari igGopsonized

RBC dan peningkatan respoi antibodi (Vickers ana Baker, 2020)

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

2.1.3.2 Jenis Kelamin dan Usia

Tidak seperti kebanyakan penyakit autcimun manusia lainnye, kejadian AIHA

tioak iebih tinggi pada wariite daripada pria. AIHA raenjadi semakin progresif dengan

| REPOSITORY,UB <AC_!D |

bertambahnya usia; mungkin-mencerminkan defek pada regulasi imun (Vickers and

Baker, 2020)

2.1.3.3 Agen Infeksi

Agen infeksi biasanya terlibat dalam memicu penyakit autoimun pada individu
yang rentan, dengan hampir 18% dari pasien AIHA ailaperkan memiliki - kondisi

bersamaan dengan.infeksi bakteri ataui virus, dan pada suatu studi, atitoantibodi RBC
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yang diinduksi pada tikus oieh LCMV.

Reaktivitas silang antara iipopolisakarida bakteri dan antigen golongan darah
I telah diusuikan menjelaskan tingginya insicer CAS semeniara yang mengikuti

infeksi Mycoplasma pneumoniae manusia. Potensi mimikri untuk menginduksi AIHA

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

hangat dicentchkan oigh penyakit yang berkembang pada iikus berikut suntikan sel

darah merah berulang yang menagekspresikan antigen reaktif silang dari spesies yang

berkerabat dekat, tkus. Studi terhadap tikus NZB juga menunjukkan reakuvitas sitang

itu antara mikroba dan self-epitope dasat memfokuskan kecenderungan autoimunitas
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ke target tertentu, -bahkan  bila “bukan penvebab utama atau cukupnya penyakit.
Mekanisme kedua yang menghubungkan infeksi dan AIHA adalah kemampuan
rangsangarimikroba bawasn dan sitokin yang mereka induksi untuik mengakiifkan

antigen presenting cell (APC) dan oleh karena itu untuk meningkatkan imunogenisitas

BRAWIJAYA
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autoantigen sel darah merah . Perubahian lingkungan sitokin akibat infekesi, terutama
produksi  IFN-y, juga dapat meningkat. Fagositosis sel darah merah dengan

mernodulasi subkelas autoantibodi dan akiivasi makrofag.” Akhirnya, agen infeksius

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

tertentu yang terkait dengan AIHA, seserti Virus Epstein Barr, dapat secara langsung

menginieksi-dan mengacaukan sel imuri-(Vickers ana-Baker, 2020)

2.1.3.4 Obat-opatan

Anemia hemolitik yang dimediasi oleh imun adalah efek. samping yang jarang
dari banyak obat; termasuk penisilin, tetaoi pada dalam kebanyakan kasus, antibodi
tidak sepenuhnya autoreaktif dan hanya mengikat sel darah merah dengan adanya

obat (Garraity, 201C; Garraty dan Aradi, 2014). Narmun, contoh iain seperti a-
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metildopa dapat menyebabkan autoantibodi sel darah merah yang sebenarnva vang
dapat menyebalbkan AlHA, dengan mengganggu regulasi imun-atau strulcur antigenik

RBC (Vickers and Baker, 2020)

2.1.35 Neoplasia

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

Sehanyak 22% kasus AlHA terjadi -bersamaan  dengan “beberapa bentuk

penyakit neoplastik. Banyak pasien. dengan CAS memiliki autoantibodi® RBC
mornoklonal yang terkait dengan limfeproiiferaiil kionai gangguar, paling sering

dikiasifikasikan sebagai limfoma limfoplasmacytic (Berentsen and Tjgnnfjord, 2012).
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AIHA tipe hangzat dan trombositopenia auteimun keduanya: terksit-erat aengan CLL.
Lebih dari 10% kasus AIHA juga didiagriosis dengan kondisi tersebut dan ieukosit
vang bersirkuiasi-dengan fenotice mirip CLL yang aonormal dapat dideteksi tebih

lanjut pada 19% pasien yang diklasifikasikan dengan gejala primer. Sebaliknya,

BRAWIJAYA
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hingga ' 14% ‘pasien  CLL | memiliki AlHA -atau. peningkatan  titer  RRC: bound
autoantibody. Salah satu model untuk menjelaskan. asosiasi ini adalah banyaknya

jumiah file sel CLL ganas yang ada di limpa mendorong raspons auioimui ke sel'yang

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

bersirkulasi dengan bertindak sehagai menvimpang APC (Vickers and Barker, 2020)

a

214 Klasifikasi

Pada umuimnya pemboagian AlHA didasarkan pada suhil reaksi antara antbodi
dengan_antigen. eritresit, tapi ada juga yang membagi AIHA berdasarkan AIHA
sekunder dan-primer.- Autcantibodi yang Lereaksi kuat dengan-aritrosit pada suhu

37°C atau dinamakan antibodi tipe hangat (warm autoantibody) dan afinitasnya akan
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berkurang pada suhu rendah atau di bawah 37°C, sedangkan autoantiboai yang
berikatan kuat  pada - suhu . 0-4°C = dinamakan . autoantibedi  tip= - dingin  (cold
autoaritiboay) dain afinitasnya akan berkurang pada suhu ruangan  (Jagel and
l.echner,  2013).  Aniibedi tipe  dingin biasanya berupa imunogicbulin (1g)-M,

kompiemen, yang menyebabkan kerusakan sel darah merah iniravaskular atau klirens

| REPOSITORY.UB.ACID |

yang dimecdiasi oleh liver: Sebaliknye, antibodi-tipe hangat biasanya lgG, terutama

menyebabkan kerusakan sei darah meran dengan klirens sel vang dimediasi limpa.

Pasien yang mengekspresikan antibodi-alkiif dingin dzn hangat (campuran) sangat
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bermasalah secara klinis karena dampal gands dari kerusakan se! darainmerah vang
parah dan sering menghadirkan tantangan diagnostik dan terapeutik. Anemia
hemolitik imun yang dinduksi obat (Drug-inducad immune Hemalytic -“Anernia (DI-

IHA)) disebabkan oleh antiboditipe hangat yang mungkin secara klinis dan serologis

BRAWIJAYA
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tidak dapat dibedakan dari tipe autoimun hangatidiopalik (tipe a-metildopa), spektrum
Klinis dari perlekatan antibodi yang diinduksi obat ke sel darah merah berkisar dari

tahpa ggjala hingga hemolisis masif yang mengancam jiwa. dan yang teraknir adalah

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

jenis anemia hemolitik vang dimediasi kekebhalan vang berbeda dapat terjadi sehagai

kcmplikasi transplantasi “organ.’ Karena anticodi dihasiikan ~dar- limfosit | yang

diturunkan dari donor, kelainan ini tidak benar-benar berasal dari “aute’-imun, tetapi

dapat-diariggap sebagai gangguan grafi-versus-host (Friedberg, 2013). Secara garis

besar klasifikasi AIHA seperti terlihat pada Tabel 2.2
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Tebel 2.2 Klasifikasi anemia hemalitik autcimun (Friedberg, 2019)

fal

Cold-active anidbodies
Cold agglutinin disease
Primary aridiopathic
Secondary
ymphoproiifecative diseaces
Autoimmune disorders
Infections

UNIVERSITAS
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Myceplasmo pReusioniie
Infections mononucleosis
Onbher vivises

Paroxysmal cold hemeglobinuria
Syphilis
Measles, mumgs, cther vireces

Mixed cold- and warin-active anribodies

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

‘Warm-active antibodies

Idiopathic autoimmune hemolytic anemia
Secondary agtoimmine heimolyrid @noimia

Lymphoproliferstive disorders

Auoimrune and immunodeficiency aisorders
Malignancy

Wiral infecrions

Diug-induced immune hemolyic ansimia
Drug adsorpiion type (pendciiling
Meopantigen type (guinidine/stibophen)
Antoinurinin: type [o-methyidope)
Monimmune type (first-generation cephalosporins)
Trarspiant-associated hemody tic alnernia
Hematopoietic siem cell transplant
Mirer ABO group mismatch
Major ABO group mismatch
Passive aniibody transfer

Solid organ transplant
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Passenger lymphocyte syndrome
Passive antibody ransfer

2.1.4.1 AIHA Tipe Hangat (Warm AlHA)

AlIHA tipe hangat menunjukkan spektruim karakteristik klinis yang sangat iuas

dalam hal usia saat onset, derajat manifestasi klinis, dan terjadinya terkait atau

| REPOSITORY.UB.ACID |

mendasari gangguan. Kendisi utama terkait dengan sekunder-AlHA tercantum dalam

9

Tabel 2.3. Pada wanita, bahkan mungkin ada wAIHA sekunder terkait dengan kista
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ovarium: Infeksi, terutama virus telah dikaitkan dengan pengembsingan WAIHA seperti

halnya transfusi sebeiumnya dan transplantasi (Jager, et al., 2020)

Table 2.3 Gangguan atau kondisi utama yang berhubungan dengan wAIHA sekunder
pada cranyg dewasa
Hematologic disorders and lymphoproliferative diseases: =~ . ..
Chronic lymphoid leukemia
T-LGL leukemia
B-celt lymphema/ Hodgkin iymphoina
Angicimmunoblastic T cell-lymphoma
Castleman disease
Myelodyspiastic syndromes/Myelofibrosis
Other immune cyepenias e.g., Evans syndrorne
Solid tumars: Thymenma /Ovarian dermoid cyst/Carcinorna
Auto-immune-and- inflermmatory diseases
Systemic lupus erythematosus /Antiphospholipid syndrome
Rheumatoid arthritis, Sjogren syndrome
Pernicicus anacimiaa/Thyroiditisa
Myasihenia gravisa
Auto-immune hepatitis; primary biiiary cirrhosis
Ulcerative colitis
Sarcoidosis
cosinophilic fasciitis
infections:
Virus: HIV/Ebstein Barr virus/hepaiitis C/cyviomegalcvirus
Bacteria: tuberculosis / brucellosis/babesiosis
Drugsc: antibiotics (ceftriaxone, piperacillin); NSAIDs (diclofenac); antineopiastic drugs
{oxaliplatin}, check-pointinnibitors {(nivoluman).
Frimary immunodeficiencies
Comman variabie immunodeficiency
Hvper IaM syndromeb/ALPSb
Otners:
Fost-aliogenic bone marrow transpiantation, post-liver orsmiali-cowel
trarispiant
Rosai-Dorfman disease
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Warm zutoimmune hemolytic anemiz. (WAIHA) dapat diklasifikasikan lagi

| REPOSITORY.UB.ACID |

menjadi idiopatik dan sekunder. Pada pasien dengan wWAIHA idiopatik, penyebabnya

masih ticak diketahui. Penyakit yang lain yang sering menyertai wAIHA adalah seperti
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penyakit limfoprotiferaiif-(chronic: lympghocytic ieukemia, B=lymphecytic-!lympohomas,
dan Waldenstrom macroglobulinemia), neoplasma non limfoid (thymoma dan kanker
koion, ginjal, paru darn-ovarium), penyakit autcimun (rheumaioid arihritis; sciercderma,

polyarteritis nodosa, Sjogren syndrome, dan SLE) dan penyakit imunodefisiensi dan

BRAWIJAYA
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infeksi virus. (Zeeileder, 2011; Friedberg and Johari, 2014, Michel and Jager, 2018).

Chset ierjadinya wAIHA biasanye bertahap, dengan gejaia anemia {lemah,

letih, pusing, sesak napas). tetapi beberapa kasus dapat terjadi akut dan mengancam

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

nyawa dengan gejaia demam, ikierik, splenomegall, dan nepatomegali. Anerria pada

WAIHA bisa ringan maupun berat, dengan umur eritrosit berkurang -hingga 5 hari atau

kurang. Pemeriksaarn iaboratorium untuk serum dan urin memberikain gamoaran

hemoalitik ekstravaskuler yang teriadi karena aG-mediated immune-hemolysis; seperti

\
J

pada Gambar 2.3

Macrophage

<
<
-
<
o
0

UNIVERSITAS

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

Liver

GCambar 2.3 Mekanisme destruksi eritrosit pada wAIHA.
Ig: imunoglobulin; C: protein komplemen (Berentsen and Sundic, 2015)
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2.1.4.1.12 AlHA terkait obat

LLebih dzri 150 obat telah dikaitikan dengan per<embzngan AlFA tipe hangat.
AIHA tipe hangat terkait obat teiah dibagi menjadi 2 kategori berdasarkan mekanisme

\

(Tabel 2.4). Yang pertama karena keterganitingan obat antioocdi yarig mengaktitkan

BRAWIJAYA
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respons imun _hanya saat obat hadir. ini adalah jenis AIHA ferkait obat yvang paling

urmum.

Ada dua subtipe ‘antibodi yang bergantung pada obat yaitu hapten-riediated

| REPOSITORY,UB <AC_!D |

antibodi, yang bareaksi terhadap epitop campuran yang terdiri dari sel darah merah

struktur, dan obat yang terikat secara non-kovaieri ke RBC. Pengikatan antibodi ini

mungkinsangat kuat seperti yang biasa terlihat pada penisilin yang menginduksi AHA
(tipe penisilin) ditandal dengan DAT untuk IgG positif dan negatif untuk komplemen.
Sebaliknya, obat pengikat pada RBC mungkin juga agak iemarn (misal cefiriaxcne)
menghasilkan formasi. kompleks imun. (tipe kompieks imun), yang ditandai muncul

pada onsetyang terlembat atau lemati seteian dimulainya chat dan DAT positf tntuk
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komplemen dan. negatif untuk 10G. Mekanisme kedua adalah karena antibodi vang

tidak tergantung cbeat, yang mampu menciptakan autcimun respon dengan tidak

adanya cbat yang menyinggung. Berbagai mekanisme telah disarankan oleh obat

mana - (yaitu, fiudarabine, ~cladribing, - mietilaopa)  merangsang - pemoentukan

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

autoantibodi melalui arlserpsi, disregu'asi kekebalan, atau mekanisme lain fetapi tidak

ada yang memiiiki telan dijelaskan sepenunnya (Jager, et ai., 2020)
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Tebel 2.4 Obat-oliat vang menginduksi pernbentuksn antibodi

Hapten ana drug adsorption mechanisms
[Crugs such as peniciliing, cephalospering, tetracycline carbromai, hydiocorisone,
oxaliplatin, ;and tolbutamide

Immune/ternary-complex mechanisms
Drugs such as stibophen, metformin, quinine, quinidine, cephalosporins,
ampnotericin -~ b, nitampicin, antazolinc, thiopental, - ‘tolmetin, prebenecid,
nomifensine, cephaiosporing, diclofenac and doxspin

Autoantibody,mechanism
Drugs such as cephalosporins, tolmetin, a-methyldopa, L-dopa, mefenamic acid,
teniposide, pentostatin, ciadribine, fludarabine, lenalidomide, procainamide- and
dicicfenac

Non-immunclogic protzin adsorption
Cephalosporins, carbeplatin, cisplatin.and oxaliplatin

Unknown methcds of AIHA causation
Drugs such as mesantoin, phenacetin, - insecticides, chlorpromazine,
acetaminophen, ibuprofzn, thiazides, cimeprazole, carboplatin, nalidixic' acid,
erythromycin, and streptomyein

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

| REPOSITORY,UB <AC_!Dﬁ

2.1.4.1.2 Sindrom Evans

AIHA tipe hangat mempresentasikan baik secara bersamaan atau berurutan

dengan trombositopenia dikenal sebagai sindrom Evans. Diagnosis ini, terutama pada
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dewasa muda dan pasien anak, harus didampingl dengan pemeiiksaari irmunologi
dasar termasuk skrining imuneodefisiensi variabe! umum dan limfoproliferatif autoimun
sindroimn (ALPS) (Jager et al., 2020)

2.1.4.2 Cold Aglutinin Disease (CAD) / AIHA tipe dingin

Cold Aglutinin. Disease (CAD) dimediasi oleh .CA (cold agglutinin) vang

merupakan autoantibedi IgV 'yang mampu untuk mengguimpalkan sel darah merah

| REPOSITORY.UB.ACID |

setelah mengikat antigen permukaan. CAD primer ditentukan oleh hemaolisis kronis,

titer CA yang signifikan {paling sering aicefinisikan sebagai> 64) pada 4°C, temuan
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tipikal oleh DAT, dan tidak adanya penyalkit klinis yang mendasaii. Pola DAT khas
yaitu tes monospesifik positif hanya untuk C3d. Namun, DAT bisa menjadi positif
lemah  untuk 1gC ~selain C3d di atas menadi 20% dari. pasien. -Suvaty  studi

merekomendasikan pembeiian titer sepbagai angka, didefinisikan sebagai nilai

BRAWIJAYA
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kebalikan dari pengenceran tertinggi pada aglutinasi mana yang teqizdi. Studi juga
menyadari bahwa mungkin ada sesekali kasus CAD dengan CA titer < 64. Penentuan

amplitudo termal inemakan waktu dan, dalam banyak kasus, tidak dipeilukarn untuk

REPOSITORY,UB.AC.ID |

dapat diandalkan. diagnosis, tetapi mungkin berguna. pada _pasien tertentu untuk

menyingkirtkan secara niermal terjadi CAfiter rendah sepagal penyebab temuan positif

palsu. Kriteria. laboratorium yang sama berlaku untuk . sindrom aglutinin. dingin

sekurider (CAS) yarig mempersulit limmfoma agresif-atau infeksi spesifik. Periiaian
klinis dan histelogis, dilengkapi dengan pemeriksaan radiologi sesuai kebutuhan, akan
mehyingkirkan kasus CAS sekunder uniuk penyakit ganas. igivik monoklonai serum
aapat ditemukan oleh kapiler atau agarose elektrofores's dan imuncfiksasi di lebih dari

90% pasien, sedangkan igG, igA, atau A fenotipe rantal ringan adalah temuan iangka.
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Klonal CD20: +, k + limfogit biasanya dapat didsteks! olsh aliran:sitometri aspirasi
sumsum tulang. Frekuensi temuan positii tergantung pada berapa lama yang telah

dilakukan uptuk mengidentifikasi-klon keclidari sei B.

| REPOSITORY.UB.ACID |

Cold 'Aglutinin’ Ciseace - (CAD)  primer telah tercukti -menunjukkan: pola

histopatologi tertentu: dari. sumsum tulang, disebut “limfoproliferatif terkait. gangguan

primer- CA (LPD)" dan-ditemukan berbzda dari limfoplasmacytic Himfoma- (LPL),

limfoma zona marginal (MZL) dan entitas limfoma. lainnya yang sebeilumnya dikenal.

Ternuan khas memiiiki “digambarkan sebagai agregat sei B rioduiar (atau, pada
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beberapa pasien; hanya sel B tersebar) tanpa ciri khas LPL, seperti paratrabekuler
pertumbuhan, tibrosis, morfclogi sel limfoplasmacytoid, atau peningkatan jumlah sel
mast veng mengeliingi agregat limfoid. Perbedaan antara CAD dan LPL juga telah

dibuktikan dengan metode imunohistokimia dan flow sitometrik. Mutasi- MYD88
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LZ65P, terdapat di-hampir semua kasus ILPL, adalah tidak ada atau jarang ai LPD
terkait CA. Kadang-kadang pasien yang telah menjalani histologi sumsum tulang

diartikan 'sebagai LFD tingkat rendain lainnya, 'seperti LPL, MZL, limfositik kecil

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

limfoma, atau limfeproliferasi . sel B vyang. tidak . diklasifikasiken, harus  juga

diklasifiasikan memiliki-CAD primer. CA mengikar antigen-RBC pada suhu rengah,

diikuti dengan aglutinasi sel darah merah. Geiala sirkuler akibat aglutinasi RBC terjadi

pada inayoritas aan dapat menjadi masalah bagi pasien bankan tanpa.aneria.
Antibodi memisahkar diri dari se! pada suhu tubuh pusat. Setelah jalur komplemen
kiasik teraktivasi, eritrosit berlapis C3b dihilangkan oleht makioiag dari sisteimn fagositik
mononuklear (hemolisis  ekstravaskuiar). Uniuk . tingkat yang berbeda, aktivasi

kompiemen teraknir juga dapat menghasilkan pembentukan serangan mernoran
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kompleks danhemalisis intravascular (Jager, et al;, 2020) Proses terjadinya hemalisis

meialui sensitisasi IgM dan aktivasi komplemen seperti terlihat pada Gambai 2.4.

| REPOSITORY.UB.ACID |
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Gambar 2.4 Penghancuran eritrosit pada. -celd - agglutinin - disease.. Proses  hemelisis
intravaskular dan ekstravaskuler yang disebabkan oleh IgM dan aktivasi kompiemen.
Darahyang terpapar dengarn suhu yang dingin selama meiewati pembuiun darah perifer
akan menyshabkan cold aglutinin oM berikatan dengan eritrosit dan menyebabkan
aglutinasi dan fiksasi komplemen C1. C1 esterase mengaktifkan C4 dan C2
menghasiikan C3 konvertase yang berikatan dan memecah C3, menyebabkar deposit
C3b' pada permukaan eritrosit. Seteiah masuk Ke sentral sirkulasi dar suhu tubuh
kembali hangat, IgM akarn terlepas dari eritrosit dan masuk ke dalam. serum dan eritrosit
yang mengaiami aglutinasi akan terlepas satu saina lainnya. C3b tetap berikatan dan
akan mengaktitkan Ct yang kemudizin membentuk komplek pada permukaan eritrosit
dan hemolisis, yeng nampaknya mermegana peranan penting selama eksasarbasi akut.
Dalam kondisi ini eritrosit yang disensitisasi oieh C3b akan difagosit oleh sel-sel
retikulcendothelial dalam hepar dan menyebabkari-hemiclisis ekstravaskuler. Dalam
hepar €3b convertase akan menyecabkan deposit C2d pada erirrosit yang masih hidup
dan. dibebaskan ke sirkulasi (Berentsen, 2009).

| REPOSITORY.UB.AC.ID |
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2.1.4.3 Mixed AIHA

Mixed AIHA ditandai dengan DAT posiif untuk IgG dan C3, dengan

| REPOSITORY.UB.ACID |

AIHA tipe hangat dan tipe dingin dan harus diklasifikasikan secara terpisah dari pasien
AIHA tipe hangat memiliki DAT positif untuk igG dan C3. Beniuk campuran mewakili

sekitar 8-10% dari semua AIHA dan umumnya ditandai dengan onset yana berat,
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sekitar 2/2 dengan Hb <6 g/ dL dan Ya dencan Hb 6--8 g/ dl.. Dalam schuah penelitian
besar terhadap 308 pasien AIHA, pasien AIHA campuran memiliki median penurunan
hemoalobin yang signifikan saat cnset (median 5,8 g / di.) dibandingkan dengan ienis

AlIHA lainnya (~ 7 o / dL di wAIHA dan ~ 8 g/ dL di CAD) dan lebih banyak
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retikulositopenia. Selain iu, mixed AIHA lehih sering membutzhikan 2 atau lebih jalur
terapi, .termasuk kortikosteroid, rituximab, imunosupresan dan / atau splenektomi

(Jager, et al., 2019)

lé 2.1:4.4 Paroximai Cold Hemoglobinuria

!t!

!g Paroximal Coid Hemoglobinuria” (PCH) adalah bentuk AiHA yang langka
5

=] dimedizsi gieh autoantibod igG yang ‘bergantung pada suhu dengan spesifisitas

meiawan antigen P pada sel darah merah, pertama kali dijelaskan oleh Donatn dan

LLandsteiner. /Autcantivodi mengikat sei darah ‘merah pasien dalari cuaca dingin.
Ketika . suhu naik menuju 37°C, antibodi terlepas dari sel darah merah ‘tetapi

karnplemen awalnya terikat sekarang diskifkan dan menyegabkan hemofisis. Antibodi
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bifasik  ini pertama kali dijeiaskan dalam hubungannya dengan sifilis pada orang
dewasa. Saat ini, PCH terjadi erutama ahax-anak dengan riwayat infeksi virus
("mirip flu™) baru-baru ini. Ini menyajikan dengan hemolisis intravaskular, yana dapat

terjadi-bahkan tanpa adanya paparan aingin yang dapat dildentiika

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

Daiam pemeriksaan diagnostik, DAT posiiif (nanya untuk C3), skrining antibodi

negative bersama dengan geiala khas iika tidzsk ada WAIHA, D, DIHA atau PNH

menunjukkan PCH. Inspeksi visual dari sampel darah yang disentrifugasi -untuk

hamolisis intravasikular - dapat  'membantu, ~meskipun hemaolisis- in vitro - karsna
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pengambilansampeal darah yaing buruk harus dianggap sehagai penyebab hasi! pasitif
palsu. Diagnosis pasti adaian masih berdasarkan tes biphasic in vitro Donath-

lLaindsteiner (RL.). Serum pasizn diinkubasi derngan sei derah merah (RBC) normal

o)

didinginkan selama 30 menit, dilanjutkan dengan pemanasan hingga 37°C. Hemolisis

~ra

pada tes "biphiasic™ menunjukkan diagnosis PCH' Tergantung penguiian yang mana
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metode yang digunakan, tes ini bisa memakan waktu, intensif sumber daya, mahal,

dan rentan terhadap nasil negatif palsu. Baru-baru ini.survei laboratorium di Kanzada,

17 tes positif (terutama di anak-anak) dilaporkan dalam 124 penguiian, menunjukkan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

bahwa penyakit tersebui sangat jarang atau tes tidak ‘sering diminta mengingat

perkiraan frekuensi PCH 1-3 dalam 1080.000. Masih ada kesepakatain yang huruk di

antara para ahii tentang interpretasi tes DL positii pada orang dewasa, menyarankan

bahwa tes ini paling baik dilakukan di iaboraterivm rujukan (Jager, et al., 2020)

~alA Ve
@---- (SR TAS > Jg-ab%-———i—-——f
complex O P
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Survival ’
@‘cm

Gambar 2.5 Destruksi “eritrosit imun, diperantarai-kompiemen pada paroxysmal cold
hemoglobinuria (PCH) menunjukkar optimum suhu biphasic. Panah hitain. jalur utama
(hemolisis — intravaskuier); - panan . abu-abuftitik-titik: . -mungkin - ialur. -minor;- 1g:
immunoglobulin; ag: antigen; ab: antibody; C: complement protein (Bererntsen and
Sundic, 2015).
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2.1.45 AlHA atipikal

DAT negatif, laA-driven, dan warm-lgM AlHA urnurmnya didefinisikan sebagai
bentuk atipikal. Kasus-kasus ini merupakan tantangan diagnestik, biasanya

mengakibatkan keteriambatain pengobatan. Apalagi terapt lini- pertama -~ steroid
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biasanya diberikan tanpa memperhatikan kebutuhan penanganan lebih lanjut
mungkin  mengnasitkan - ketidakpastian -dan kesulitan. Ini- khususnya merepcikan

karena kasus atipika! sering menunjukkan onset yang parah dan dikaitkan dengan

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

peringkatan risiko kamouh (Jager, et ai., 2020)

2.1.5 Diagnosiik Kiinis

Dalam CAS dan AIHA tipe hangat (Packman, 2008), gambaran Klinis yang
dominan mencerminkan anemie, yang paling sering menyebabkar kelelahan dan
dispnea. Tanda-dan gejalanya meliputi pucat dan ikterus, dan hemolisis masif dapat
mericu hemoeglobinuria. D1 CAS mungkin juga ada sianosis-atau bahkan nekrosis

pada ekstremitas tubuh. Pada AIHA tipe hangat, splenomegali atau hepatomegali
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dapat dikaitkan dengan hemoiisis ekstravaskuier (Packman, 2013). Jika AlriA bersifat

sekuncer, tanda-tanda penyakit yang imendasari dapat mendominasi (Vickers et al,

2014)

[a]

@ Dua kriteria harus dipenuhi untuk mendiagnosis AiHA: bukti klinis atau
|z

| o : . P . A " " . )

|5 laboratorivm - hemolisis dan  bukti seroicgis autcantivodi.  Tes dasar untuk
|8

2

mengevaluasi hemolisis adalah termasuk hitung daiah lengkap (CBC) dengan apusan
darah perifer, bilirtbin, lakiat dehidrogenase (LDH| terutamae isoenzim 1), haptogicbin,

dan hemoglobin urine atau hemosiderin. Tanda-tanda umum hemolisis meliputi
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penurunan -hemegiokin. dan: hematekrit, peringkaten 1LD. serurn ~dan  bilirubin
unconjugated, serta polikromasia dan retikulositosis yang menandakan cadangan
hematopoietik yang memadai. Haptoglchin biasanya berkurang, meskipun-tingkat

sekuensial harus dinilai karena protein tersebut adalah reaktan fase akut dan dengan
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demikian bergantung pada fungsi hati dzn-tekanan vaskular sistemik. Hermolisis
intravaskular selanjutnya bermanifestasi dengan . peningkatan hemoglobinemia

bebas, peningkatan “heimoglobinuria, - hemosiderinuria, methemalbuminemia, ~dan

REPOSITORY,UB.AC.ID |

penurunan. haptoglobin serum. Hemoglobinemia biasanya. terlihat dalam tabung

pengumpulan spesimen sebagei serum atau plasma yang jeias berwarna merah atau

merah iambu. Hemolisis di: AIHA dapat bersifat intravaskular atau:ekstravaskular.

Biasanya, heimolisis intravaskular beriangsung cepat can agresif, sedangkan
hemolisis ekstravaskuiar lebih ringan. Apusan darah tepi dapat menunjulkan sferosit

dalam AIHA hangat atau aglutinasi RBC pada AiHA dingin (Friedberg, 2019)

Adanya imunoglobulin yang terikat pada permukaan sel darah merah atau

bukti fiksasi kompiemen 'mendikung -diagnos's kerusekan 'sel -darah ‘merah yang
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dimediasi imun. Sel darah meiah berlapis IgM dapat. secara spontan menggumpal
karena antibodi pentameriiK dapat langsung reaksi silang dehgan sel darah-merah.

Kemampuan antibodi 'aM untuk menggumpalkan sel darah merah yang tersuspensi

| REPOSITORY.UB.ACID |

salin ‘tanpa ‘reagen “tambeahan  mengarah pada terminciogi iradisicnal antibodi

"komplit". Sebaliknya; antibodi 10G biasanya membutuhkan antihuman- globulin (AHG)

sebagai kofaktor uniuk meriggumpalkan sel'darah merah yang iersuspensi saline dan

dengan demikian disebut antibodi "tidak lengkap" (Friedberg, 2019)
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Gambar 2.6 Direct Antigiobulin Test (DAT) dan Indirect Antglobulin Test (IAT)
(Friedberg, 2C19)

Terdapatnya autoantipodi tidak selalu patogenik. Sekitar 1. dalam 10.000 donor
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darah sehat hasil tes autoaniobodinya positif, yang frekuensinya semakin meningkat
dengan bertambahnya usia.. Pengikatan autoantibodi;pada permukaan eritrosit dapat
dideteksi secara iaberatorium dengan pemeriksaan -direct antiglcbulin test (DAT).
Sedangkan autoantibodiyvang bebas cli serum/plasma dapat dideteksi denoan. indirect
antigloouiin test (IAT) (Blanni and Ahmed, 2014). DAT ‘mencerminkar sensitisasi

antibodi-in vive padaise! darah merah. Eritrosit dicuci untuk menghilangkan antibodi

| REPOSITORY.UB.ACID |

yang fligak terikai, dan reagen ant-igG  antihuman gloouiin® (AHG) kemudian
aitambankan ‘Antibodi lgG tidak dapat menyzbabkan agiutinasi-sel darah-merah

langsung, tetapi sel darah merah berlapis igG akan-menggumpal dengan aganya anti-
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oG yang mengandung AHG. Tes int juga dapat dilekukan dengan menggunakan
reagen anticomplement AHG. Jika ada, 1gG terikat RBC dapat dielusi untuk penentuan

spesifisitas: Indirect Antigiobuiin Test ({AT) digunakan untuk mendeteksi keberadaan

antibodi IgG dalam serum (sensitisasi in vitro). Reagen RBC diinkubasi- dengan
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adanya serum yang mungkin mengandurig-aniibodi. Jika ada, aniibedi mengikat
antigen targetnya pada reagen sel darah merah. Setelah inkubasi, sel darah merah

5 A

dicuci untuk ' menghiangkan antibodi yang- tidak terikat. Reagen Anti-ilge AHG

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

ditambahkan_dan akan menyebabkan eritrosit yana dilapisi 1gG menggumpal

(Fricaberg, 2018)

Adanya autoantibodi ternadap eritrosit juga tidak seiaiu “menyebabkan

hemoalisis dan-ariemia. Sebagian besar pasien dengan konsentrasi-auvtcantibodi vang
rendahn mempunyai direct aggiutination test (DAT, direct Coombs’ tes) positif tapi tidak
mengalami anemia dan geiala-gejala lainnya. DAT vang - pesitif -dapat -disertali
hermolisis oieh karena proses imun dan hemolisis oieh karena penyebab lairi atau

penyebab nonimun, sedangkan 2AT negatii bisa juga disertai hemelisis {Pariono dan
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Widayati, 2009). Sejumlah kecil pasien dengan DAT positif tanpa disertai pemendekan
umur eritrosit - atau tanpa disertai bukti-bukti hemclisis ditemukan pada  1%-15%

pasien yang dirawat di rumah sakit. Hal ini mungkin disebabkan proses keradangan

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

yang -menyebabkan ~adsorbsi antibodi non spesifik  pada -permukaan memiran

eritrosit. Antibodi ini tidak berikatan secara imunologik dengan antigen spesifik eritrosit

sehingga tidak menyebabkan hamolisis. Ketika derajat hemalisisnya signifikan maka

anemia, ikterik, dan snlenomegali dapat terjadi.
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2.1.6 Patefisicloqi

2.1.6.1 Mekanisme Fatogenik Penghaacuran Sel Darah Merah

Definisitipe dan karekieristik termai dari autoantioodi adaiah hal genting yang

mendasar = karena . menentukan mekanisme  hemolisis vang beibeda, dengan

BRAWIJAYA
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konsekuensi yarig verbeda gaimbaran kiinis dan pendekatan terapeutik. Autoantibodi
IgG - adalah- monomer yang mengikai secara lemeh -sistem kompiamen: mereka

mehyebabkan kerusakan sei garah meran melalui antibody dependent celiulae

| REPOSITORY,UB <AC_!D |

cytotoxicity - (ARCC), . digerakkan oleh ~sel-sel- sisiem -morosit-makrofag  yang

<

meimfagosit sel darah merah meialui Fc fragmen IgG (atau fraksi komplemen-C3b).

Limfosit teraktivasi yang mengekspresikan reseptor fragmen igG: Fc dan untuk C3b
juga dapat memediasi ADCC. Oleh karena itu, hemolisis bersifat ekstravaskular dan
sebagian hesar terjadi di limpa pada kasus ADCC yang dimediasi- makrofag, dan di
hati pada kasus ADCC yang dimediasi C3h. Khususnya, limpa mewakili ‘organ

hemokateretik yarg menghilangkan semuanya sel-sel darah yang rusak / {Ua, (etapi
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juga merupakan organ limfatik, dan karena itu dapat berkontribusi-untuk produksi
autoantibodi. Berbeca dengan igG, autcantibodi IgM adalzh pentamers dengan
aviditas dan kemamptian vang tinggi untuk mengaktifkan kaskade komplemen sampai

kompieks itk akhir {(C5 ~ C9). Yang terakhir-menentukan -iisis sci darah merah

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

lanosung di sirkulasi (hemolisis intravaskular) malalui aktivasi dari "perforin” dan faktor

sitotoksik lairinya. Telah ainitung penyebalb heinolisis ekstravaskuier penghancuran

sekitar 0,25 mk sel.darah merah per kg herat.-badan periam (kurang lebih 420 mL sel

darah merah dalam 24 jam untuk pasien dengan BB 70 kg ); varians, penyepab
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hemolisis intravaskular vang dimediast 'gM penghancuran sekitar 200 ml: sel darah

merah per jam, dengan konsekuensi keparahan klinis vang iebin besar (Gambar 2.7)

Terakhir, pemain peniing dalam menentukan patoogenesis dan tingkat

keparahan kiinis AHHA adalah heratopoietik sumsum tulang, yang mengkomgensasi
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anemia_dengan meningkatkan eritropoiesis. Penanda dari_fenomena ini_adalah

)
2
&

peningkatan jumlah retikulosit (sel darah rerah yang beium matang dengan residu
int) dalam. darah tepi. Retikulositosis sehenarnya adalah tanda yang "baik" dalam

cerjalanan AlHA, yang mengindikasikan komgernsasi sumsuim wlang yang efisien.
J J }’ b

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Sebaliknya, pada kasus anemia berat dengan retikulositopenia, progresisnya buruk,

dengan keparahan kiinis yang iebih beseai dan respons yaing lebin lambat terhadap

terapi. Dalam beberapa kasus, retikulositopenia mungkin karena - autoimunitas

terhadap prekursor sumsum tulang (Barceilini, et al. 2020)

) -
<L S—— extravascuiar hernolysis
: Anti-leG 125 auto Abs veealdy . s _ea o
& e thude compleinte b et thes
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intravascuar benolysic by

membrane attack complex
[MAC)

Gambar 2.7 Mekanisma padiogenesis destiuksi sel darah merah- (Barcelini, etal.; 2020)
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2,1,6.2 Latar Belakanyg Genectik dalam Patogenesis AllHA

_ater belakang genetik imemainkzn peran pentng. AMHA ielah dikaitkan
dengan HLA-B8 dan.lokus BW6, dengan konfigurasi tertentu dari daerah'variabel

imunclcgl rantai berat dan ringan (IGHV dan IGKY), dan dengan potimorfisme-antigen
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gen limfosit T _sitotoksik-4 (CTIL.A-4) (Barcellini, et al. 2020). Baru-baru-ini, mutasi gen
KMT2D dan CARD1L telah cilaporkan pada 69% dan 319% pasien CAD. Selain itu,

mutasi; pada. gen yang terlibat dalam imunodefisiensi primer (TNFRSF6, CTLA4,

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

STATS, PIK3CD, CBL, ADARL, LRBA, RAG1, dan KRAS) telah dilaporkan di sekitar

0% dari sindrom Evans pediatrik (hubungan AIHA dan trombesiiopenia primer)

(Hadjaqj et al., 2020). Hubungan erat antara autoimunitas dan imunoderisiensi disorot

oleh dua imunadefisiensi ditandai dengan peningkatan fenemeana auoimun: sinarom
limfoproliferatii autoimun (ALPS) dan sindrom Kabuki (KS); yang pertama- ditandai
oleh organemegali dan dengan adanya muizasi somatik atau germiine dari gen vang

terlibat dalam apoptosis (yaiwu, FAS, FASL, CASP10, CASP 8, NRAS, atau KRAS);

KS ditandai-dengan maliormasi dan czcat intelektual, dan disebabkan oleh rriutasi
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pada gen KDM6A atau KMT2D, yang terlibat dalam toleransi dan pematangan sistem

imun (Margot et al.; 2020 dan Almecija et al., 2019)

2.1.6.2 Mekanisme Imunolog: Fatogernesis AlHA

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

Autoimunitas dapat muncul dari beberapa mekanisme, seperti yang dirangkum

pada Gambar 2.8 -Salah satunya yang-paling sederhana adalah medifikasi antigen

RBC sebagal konsekuensi cdari agen atau obat infeksius. Seiama infeksi, ada yang

u

diseburt "mimikri molskuter”, {yaitu, reaksi silang antera antigen dererminan agen
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infeksius danmolekul diri), Beberapa nfeksitelah dikaltkan dengan AlHA (parvovirus
B19, virus hepatotropik, HIV, mycoplasma pneumonia, mycobacterium tuberculosis,
brucellz, sifilis) termasuk, baru-baru ini, pneumaonia COVID-18 (Lazarian; et ai.,2020;

‘

Capes, et al.,2020; Anglileii, et al., 2020). Obat dapat menyebabkan produksi
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autoantibodi:dengan memuodifikasi membran RBC dengan adsorpsi ke mearnbran atau
dengan mengikat membran sebagai imunokompleks. Dalam kasus. pertama, AIHA

yang diinduksi obat fdak dapet dibedakan dar bentuk: primer klasik dengan DAT

REPOSITORY,UB.AC.ID |

positif untuk 1gG _dan hemalisis ekstravaskular (contoh tipika! alpha-methyvidopa).

Kemugdian dalam kasus berikutnya, autoantbodi (umumnya igG) bereaksi dengan

cbat tersebut terkait-erat dengan membran RBC (contoh tipikal adalah. penisilin,

ampisiiin, * “metisiiin, ~ karbenisiiin, dan - sefalosporin).  Daiam kasus — ketiga
(imunekompleks chai-antibodi terhadap obat), antibody umumnya Igh, hemaolisisnya
intravaskuiar, dan DAT posiif untuk koiripiermen (bainyak obat-obatan yang teriibat
seperti quinidine, phenacetin, hydrochlcrothiazide, rifampicin, sulfenamides, isoniazid,

kina, tetrasiklin, hidraiazin, kloropromazin, dan sireptomisin (Hili, 2017)

<
<
-
<
o
0

UNIVERSITAS

Mekanisme tambahan untuk produksi autoantibodi adalah apa yang disebut
‘rnunculnya Kion teriarang” selama sindrom limfoproliferatit 2 {s=peiti leukemia

limfositik kronis dan limfoma). Hipotesis ini diaiukan .oleh Burnet lebih dari 60 tahun

| REPOSITORY.UB.ACID |

yang lalu, dan didasarkan tentang keberadaan klon imfosit yang reaktf senciri yang

seharushya telah terhapus pada janin, tetapi. dapat mengaktifkan kembali. dan

meningkatkan reaksi autoimun (McQueen, 2012). Wawasan yang lebih baru tentang

produksi autoantibodi -pada. pasien dengan CLL. Sel CLL .dapat memfasilitasi

presentasl antigen autoimunitas secara iangsurig, dan meiaiui produksi sel 1 regulasi
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nonfungsional-vang menjadi bahan bekar ketidakseimbangan antara sel Th17.dan T-
reg. Beberapa sel neoplastik juga dapat menghasilkan Kkondisi autcaniibodi,
haigaimanapur, ini fervtama lgG poliklonal yang diproduksi cleh sel B zelf-reaktif non-
ganas. Mirip dengan _mekanisme ini adalah aktivasi sel B poliklonal, terjadi dalam

N

kendisi yang berbeda sepertl infeksi EBV, CMV, virus hepatciropiik, dan HiV. Akhirnya,
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dasar dari fenomena autoimun adalah karena kerusakan "toleransi diri", yang

dikendalikan ' olefi-mekanisms seluler - yang kompleks: ‘dan’ siwokin ~pola belum

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

sepenuhnya dipahami (Abbas dan Lichtman, 2012). Ini adalah kasus.imunodefisiensi

bawaan, di mana autcimunitas_ yang timbul dari interaksi kempleks ini juga ciiopang

cleh mutasi.germinal vang. merusak teleransi pamatangan. Sel T-helper folikel, yang

terlinat dalam inisiasi aan pemeliharaan respon imun yang menghasilkan sei B inernori
dan sel plasma berumur panjang, baru-baru ini terbukti meningkat dalam sitopenia

autoimun dan berkoniiiousi pada produksi autoantibodi (Barceilini, et al.,2015)
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“lvunnne eheckpoiat inhibirton (anti-F0-1 , PD-11and -CiLA-4)

+Sclid organ and hematopoietic stam cell transplants

Gambar. 2.8 Faktor imuinologis, lingkungan, dan genetik yang. terlibat dalam. pathcgenesis
anemia hemolitik autoimun (AIHA). CLL: leukemia limfositik kronis, NHL: non-Hodgkiri limfoma,

PDL /-L: kematian terprogram L dainligannya, CTLA 4: limfosit T sitotoksik. (Barcellini, et al.,
2020)

2.1.6.4 Disregulasi Sitokin gi AiHA
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Adajuga bukt disreguiasi sitokin-pada AliHA. Di-antara banyak dan terkadang
temuan yang bertentangan, interleukin (iL)-4, IL-6, dan IL-10 telah ditemukan

meningkat pada kontrel vang sehat (Bargceiini; et al., 2020). Hal ini konsisten dengan

| REPOSITORY.UB,ACID |

respons humoral T-helper (Th) 2 yang lazim dan mekanisme penghancuran sel darah

merah yang dimediasi cleh antivodi pada AIHAL interferon (IEN} -y telah dilaporkan

berkurang pada pasien AIHA dibandingkan dengan kontrol, ~mengakibatkan

penurunan penghambaten respon Th2, dan akipatnya dalam ampiifikasi penyakit

autoimun.  vang. dimediasi - autoantibodi.. Imunitas ; seluler _juga terlibat. dengan
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peningkatan aktivitas imfosit T CD8+ sitetoksik, seiNK, danmakiofag yang diaktifkan.
Selain itu, IL-2 dan IL-12Z, yang menyebabkan diferensiasi Sel T naif CD4+ ke dalam
subset Thi; telah ditemukan meningkat, selanjutnya meningkatkan kekebalan seluler.

Sejalan dengan aktivasi berlebih ini, transformation growth factor (TGF) - telah
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dilaporkan meningkai. Sitokin pieiotropik ini-mendukung. diferensiasi subset Thl7,

U
2
2

yang memperkuat respon pro-inflamasi dan autoimun (Xu, et al., 2012). Akhirnya,

subset lirmfosit mampu menuiunkan regulast respon. autcimun sepertl sel Cb4+ T-

r

regulasi perifer telah dilaporkan berkurang pasien AIHA dibandingkan . dengan kontrol,

el
S
| <
1S sekali-lagi mendukung respor autoimun {Gambar 2.9) (Barceliini, et al., 2020}
|8
| g CD4+ naive T cell
| Elevated TGF-R favors the
\. differentiation of Th 17 subset,
= mhich amplifins tha cro-
< Elevated IL-2 and IL-22 2 ~7 \._ inflammatery and autsimmune
- induce the ditferentiation , ‘\ response
< of COA+ naive Tzells info 7/ Clavared il-4, N
2 om— T helper (Th) 1 subsat / IL-6, IL-10, \
s 4 . - .
= " o ahd il-15 .
A B P ‘\~ = stimulate Th2 B )
5 < ( 4 \ | responses \.'\
5 ’ - - /” ) o ? \ 4
Zm \ - l AN \rJ
Zm ) e /- ( i ) Q o SRR g
D T.L‘ 1C=il \\_‘—/ L 0N 4 Th i ‘7,_‘31,
mall
Reducea IFN-y resuited in Thie Reduced T-reg cause aiack of
decreased inhikition of Th 2 dewn-regulation o
vesponse with an amplification of inflammatory and
the auteantibody-mediated autoimniune pathway:
X autoimmune diskase
‘ Cellular immunity ‘ Humora immunity

Gambar 2.9 Disreguiasi sitokin pade AIHA. L interleukin, TGFE- transforming growih factor;
IEN-: interferon. Panah: merah menandakan memicl!, -garis hitam menghambat/memblok
(Barceilini, et al., 2020)
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Penatalaksanaan terapi
Perawatan AIHA yang tepat tergantung pada jenis autoantibodi, keparahan

- A

Kiinisnva, keridisi tamoahan atau yang mendasari; dan usia pasien. AHA tipe hangat

adalah bentuk yang paling umum dan memiliki perjalanan kambuh vang lama pada
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<S

anak-anak gan orang dewass. Dalan keadazn akut dengan preseniasi klinisy

’

ang
parah, transfusi darah harus digunakan sebagai intervensi penyelamatan jiwa, tetapi

umnumnya . tidak - direkcinendasikan sehagai ‘pilihan ' pengobatan — derkelanjutan.

REPOSITORY,UB.AC.ID |

Kortikosteroid adalah terapi lini pertama tradisional untuk pasien dengan AIHA tipe

hangat (Niss and Ware, 2018)

2.1.7.1 Tranfusi Darah

Onset AllHA tipe harigat biasanya tiba-tiba dan akut. Meski kebanyakan pasien
dewasa membutuhkarn manajemen rawat inap pada fase akut, beberana pasien anak
bisa dikelola dalam perngawian rawat jalan jika gejala dan anemia tidak parah.
Keputusan untuk transfusi darah berdasarkan kondisi klinis dan ada tidaknya

gangguan kardiovaskuiar atau-komorbiditas medis, bukan konsentrasi hemogiobin
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saja. Karena autcantisod hangat di AlHA diarankan terhadap antigen germukaan sel
darah merah dan biasanya bersifat pan-reaktif,  cross-match darah sepenuhnya

seringkali tidak memungkinkan: ‘Namun; trensfusi tidak beleh ditundsz pada pasien

| REPOSITORY.UB,ACID |

dengan anemia berat yvang mergancam jiwa atau rnereka yang mengalami hemolisis

berat dan manifesiasi klinis yang berkembang pesat. Transfusi dapat menyelamatkan

nyawa.untuk AIHA yang parah, dan ketakutan uniuk mentransfusikan eritrosit vang

tidak sesuai seharusnya udak mencegan prosedur ini. Kormunikasi dini antara dokter

dan layanan transfusi.sangat penting meminimalkan keterlambatan transfusi darah
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dain untuk mengidentitikasi unit darah yang optimal untuk transfusi.-Alloantibodi dapat
terbentuk setelah terpapar darah yang ditransfusikan, tetapi ditutupi- adanya
autoantibodihangatl. Allcantibodi yang imempersulit transfuse telah dilgporkan di 22%

dari AIHA, menyebabkan hemolisis yang memburuk. Dalam kasus yang mendesak

BRAWIJAYA
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dan ketika @ kehadiran aloantibodi  tidak Craungkin (tidak = aca “riwayal  transfusi

sebelumnya, kehamilan, atau transplantasi organ), kemasan kompatibel ABO dan

RhD Unit' RBC dapat’ diberikan: dengan ‘aman. Dalam kasus yang tdak teilalu

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

mendesak, mengesampingkan kehadiran alcantibodi dengan. teknik autoadsorpsi

-~

hangat atau-adscrpsialcgenik, atau bila-murngkin, transfusi PRBC yang cocok secara

fenotip, disarankan secara berurutain untuk meminimalkan. risiko -memburuknya

nemoiisis seteiah transfusi. Saat transtusi diberikan, unit sel darah imerah yang
dikemas harus dikurangi leukositnya untuk menurunkan risiko reaksi demam yang
diakibatkan oieti antibodi anti-leukosii. Darah harus aitransfusikan secara relatif
lambat dan velume yang ditransfusikan dibatasi hingga tujuan memoarbaiki anemia

yang mengancam jiwa, yang dimanifestasikan olen gangguan neurologis atau
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kardiovaskular yang kolaps ~dsn belum tentu mencapai-kensentrasi hemoglobin
normal. Transfusi beriebiharn dapat dikaitkan dengan peningkatan hemolisis karena
peningkatan massa sz! darah merah, vang dapat disalehartikan sebagai aloimunisasi.

Beberapa penulis menyarankan "uji kompatibilitas .in vivo" dengan memasukkan

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

~

volume kecil aari 20 ml RBC yang dikemas, diikuti dengan 20 rnenit pengameatan

untuk reaksi sebelumnya melanjutkan dengan sisa transfusi (Niss and. Ware; 2018)
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2,1.7.2 Kartikasteroid
Meskipun kurangnya -studi sistematis, ada konsensus umum - tentang
kortikosteroid adalah terapi “lini nertama” paiing efektif untuk pasien dengan AlHA tipe

hangat. Untuk presentasi klinis yang parah, metlprednisolon intravena harus
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diberikan dengan dosis 1--4' mg / kg / hari; dibag! setiap 6--8 jam. Transisike prednison
oral atau prednisolone kemudian dicapai dengan 1-2 mg / kg / hari, hiasanya dibagi

b)

menjad! dua atau tiga dosis, yang dipertaharkan. selaina  2-3 minggu ‘sampai

REPOSITORY,UB.AC.ID |

konsentrasi hemoalobin paling sedikit 10-11 g/dL dicapai tanpa dukungan transfusi.

Laboratcrium tambahan-harus menunjukkan pengurangan retikuiositesis, tetapi DAT

mungkin . masih - positif. . .Dosis. steroid. yang. . lebih. tinggi;. hingoa. 1000..mg

Tietilprednisolon seiiap hari atau 30 myg/kgBB/hari paaa pediatri selama 3 hari, telah
digunakan dalam beberapa seri kasus-.crang dewasa dan anak, biasanya dalam
keadaan akut. Untuk presentasi klinis yang tidak teilalu parah, koriikosteroid oral
cdapat menjadi pilihan pengchatan awal. Jika kensentrasi hernoglebin: yang stabil

dapat dipertahankan tanpa transfusi, kortikosteroid-oral dapat diturunkan cukup cepat
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dalam 1-2 bulan pertama, bertujuan ~untuk rejimen dosis- harian wngoal yang
mempertahankan jumlah stabil diikuti dengan yang lebih lambat meruncing selama

haberapa bulan. Meskipun tingkatrespon awal yarig tinggi terhadap stercid mendekati

| REPOSITORY.UB,ACID |

80% secara historis, relaps sangat umum terjadi selama pengurangan steroid. Dalam

uji coba acek baru-paruini (N = 64), 50% orang dewasa yang baru didiagnosisdengan

AIHA diobati dengan prednisolon saja mencapai respon lengkap atau. parsial pada 3

bulan; sementara nanya 36% tetap daiam remisi pada 12 bulan. Durasi pendek dosis

pemeliharaan dan_penguranoan. cepat. kartikosteroid. berhubungan- dengan risiko
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keimbuh meningkat, sedangkan risikc kekambuhan lebih rendah: pada pasien vang
menerima Kortikosteroid selama lebih dari 6 bulan. Oieh karena i, tapering
seianjutnya desis kortikosteroia setelar 1--2 bular pertama hatus terjadi lehi lambat
selama setelah 4-6 bulan dengan pemantauan ketat dari konsentrasi hemoglobin dan

jumlah retikulosit- Penghentian steroid-hanya boleh digertimbangkar: dipasien yang
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stabil dengan dosis rendah (<10 mg/hari) setelah setidaknya 4 bulan pengobatan

lkcrtikostergid, dan harus diperpanjang setidaknya 1--2 buian. Meskipun tidak ada

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

konsensus. tentang definisi respoj pengobatan.di antara berbagai penelitian, pasien

yang -gagal mencapal perbaikan Konsenirasi hemoglebini setelah 3 ‘minggu

kortikosteroid atau tidak dapat menghentikan dukungan fransfusi umumnya dianggap

resisten. Evaluasi tiang diagriostik dan tambahan terapi harus dipettimbangkan pada
pasien ini.. Selain. itu, pasien yang membutuhkan kortikosteroid. dosis-tinggi untuk
mempertanankan remisi atau tidak mentolerir kortikosteroid harus dipertimbangkan
sebagai kandidat untwuk pilihan pengcbatan Iini kedua karena untuk kekhawatiran

tentang efek pengobatan jangka panjang, terutama pada pertumbuhan dan kesehatan
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—

tulang. Drantara pasien yang merespen terapi awal, hanya ~ 50% dari pasien dapat
dipertahankan daiam remisi dengan dosis steroid yang "dapat diterima", didefinisikan
sebagal dosis prednison <15 :mg / hari pada orang dewass atau <0,1-0,2 mg/kg/hari

pada pediatric (Niss and Ware, 2018)

| REPOSITORY.UB.ACID |
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2.1.7.3 Terapitarget saatini-dan yang sedang berkembang diAIHA
a. Terapi yang menargetkan limfosit B
Diketahui dengan baik bahwa fimfosit B acalah efektor utarmna kekebalan

hurnoral dengan mengeluarkan antibhodi, tetapi bertindak juga sebagai sel APC,
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menghasiikan: sitokin irnunoreguiasi, dan mengekspresikan: ko-stimuiasi permukaan

moiekul. - Limfosit B antigen CD20 adalah aktivasi-terglikosilasi fosfoprotein

diekspresikan pada parmukaain semua sel B pada fase awai pro-2 (CD4SR +,CD117

REPOSITORY,UB.AC.ID |

+). dan semakin -meningkat dalam konsentrasi sampai matang. CD20 tidak memiliki

ligan aiami yang diketahui dan diduga bertindak 'sebageai saluran kaisiun di membran

sel, memungkinkan respon imun.sel B yang optimal, khususnya melawan antigen T-

independen. Dalam beberapa tahun terakhir, anticodi - monckionai anu . €D 20,
Rituximab telah menjadi lini kedua yang disukai pilihan untul wAIHA yang refrakter
terhiadap steroid. Obat itu, pertama kali dikembangkan pengaturan keganasan lirnfoid,
juga efektif pada rheumateoid artritis - lupus eritematosus. sistemik (SLE), multiple

sklerosis, dan beberapa penyakit autoimun hematologi seperti trombositopenia imun
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primer (ITRP}, hermofilia didapat dan purcura troimbositopenik trormbatik (Barcellini dan
Zanela, 2011; Visentini et al., 2015). Tentang AIHA, rituximab. efektit pada idiopatik

dan’ bentuk sekunder; dermasuk yang lerkait  dengan ganggouan autoimun ~dan

<

| REPOSITORY.UB,ACID |

limioproliferatif, dan transplantasi sumsum tulang. Seperti diberitakan di beberapa

studi dan dalam analisis imeta baru-baru ini/ lingkat respons keseluruhan (ORR) pada

WAIHA ~ 80%, dengan kelangsungan hidup bebas relaps ~ 60% pada 3 tahun, dan

waktu rata-rata untuk ‘merespons sekitar 3-- .6 'minggu (kisaran 2--1€ ). Regirnen

standar adalah 275 mg / m2 setiap minggu selama 4 mingou, tetapi juga. rejimen lain
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(10 pada hari-l dan 15) dan dosis rendah (100 mg dcsis tetap mingguan x 4) sama
efektinya pada AiHA primer-dan sekunder untuk berbagai penyakit autcimun.
Rituximab memiliki. profil keamanan yang: baik dan_juga perewatan ulang efektif,

meskipun risiko imunosupresi seharusnya perlu diingat, mendorong priofilaksis
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hepatitis virus yang mernadai pengaktifan kembali. Obat tersebut jugaieiah diguriakan

<

pada lini pertama atau sedini mungkin lini kedua bersamaan dengan steroid, terutama

ox

pada kasus wAIHA berat (Laribi-et al., 2016). Mengenai CAD, rituximab sekarang

REPOSITORY,UB.AC.ID |

direkomendasikan sebagai pengobatan lini pertama, mengingat kemaniuran steroid

yarg terbatas-dan-aganya ' klon ‘sel-B 'pada kebanyaxkar pasien yang didiagriosis

dengan CAD utama. Namun, tanggapan teriadi dalam waktu kurang dari 50% dengan

sangat sediKit tanggapan lengkap dan dengan durasi median kuiang dari 12 buian.
Lini terapi selanjutnya adalah kembinasi dengan bendamustine (rituximab 375 mg /
m2 hari 1 dan bendarnustine SC mg/m2 nari ke-1 dan ke-2 selama empat siklus pada
Interval 28 hari) yang menyebabkan 71% ORR (40% sclesai). Rituximab pada dosis

standar juga telah dikombinasikan dengan fiuaarabine oral (40 mg/mz pada hari 1-5
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dariempat siklus 28 hari) dengan 76% respons keseluruhan {(OR) (21% selesai) tetapi
dengan efek samping parah (kebanyakan toksisitas hematologi tingkat 3-4) di 41%

kasus. Akhirmya, vituxirmab teiah berhasil digunakan bersama dengan siklofosfamid

| REPOSITORY.UB,ACID |

dan deksametason, atau dengan antibodi monoklonal anti-CD52 alemtuzumab (Hill,

etral., 2017)

b. BCR dan proteasome inhibitor

N

Diketahui- bahwa BCR ~mengontrol - aktvasi dan  diferensiasi limiosit B

selanjutnya menjadi antibody sekresi PC _dan memori sel B. Agregeasi BCR dengan
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cepat mengalktitkan beberapa tirosin: kinase, termasulk  fosfatidylinositol  3:kinase
(PI3Ks) dan Bruton tirosin kinase (BTK) yang berperan penting dalam perkembangan
danfungsisel B. Penaigetan rejimen pengobaian BCR didasarkan pada asosiasiyang

erat dan beberapa mekanisme patogenetik umum antara penyakit limfoproliferatif dan
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autoimun. Penghambat BTK (BTKis), ibrutinib dan acalebrutinib, disetuiui- secara
bervariasi untuk / dalem penyelidikan di beberapa gangguan limfoproliferatif, termasuk

imiositik ' kronis leulkemia’ (CLL), mairoglobulinemia Waldenstidm, ~dan ~mantel

\

limfoma. sel. Ibrutinib-telah terbukti efektif dalam kasus AIHA yang berhubungan

e

| o

| <€

‘§ dengan CLL dandimfema (Manda et al.; 2013; Galinier, et al., 2017). Oieh Karena itu,

| &

|2

|8 BTKis adalah golongan obat yang berpotensi menarik untuk pengelolaan WAIHA

e primer yang refrakter “dan CAD. Derikian juga, BCL2 inhibitor  venetoclax,
diindikasikan untuk pengobhatan lini kedua CLL dengan penghapusan 17p, memiliki

peran potensial untuk AlAA refrakter. Kelas innibitor BCR lain yaing menjanjikan
aituiukan terhadap PI2K- Sinval PI3Ka menyinipang mengaktif<an dan menginduksi

proiiferasi sel B seif-reaktf yang menaghasilkan autoantibodi, bertindak sebagai APC
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yang menghadirkan antigen sendiri ke sel T autoreakt f, dan-menshasitkan sitokin pro-
inflamasi. Apalagi, PI3K inhibitor telah terbukti mengurangi insiden dan keparahan dari

artritis autoimun, asra, ensefalomielitis ‘autoimun eksperimental; dan SLE dalam

| REPOSITORY.UB,ACID |

model tikus. Namun, idelalisib, suatu PI3K inhibitor yang saat ini digunakan dalam

CLL, telah rmenunjukkaninsidensiyang tinggi komplikasi autoimun, termasuk hepatitis

autoimun, kolitis, dan, pneumonitis, meningkatkan beberapa kekhawatiran- tentang

penggunaannya di-AlHA. Terakhir, proteasome inhibitor bortezomib yang diketahui

memiliki efek apontosis pada PC yanag:-mensekresi Ig dan menunjukkan kemanjuran
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pada penyakit nenghasit Ig, seperti multipie myeloma, amiloidosis:-rantai ringan, dan
makrogiobuiinemia Waldenstrom. Itu terbukti efektif daiam beberapa kasus AIHA yang
kambufi / refraikter sedagai moncierapi-atau terkait dengan obat sitotoksik. Baru-baru

ini, suuatu multicenter, studi fase 2 menunjukkan bahwa dosis tunggal hortezomib (1,3
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Mg/ mz) menyecackan ORR pada 31% pasien vang mendapat perlakuan awal bierat
dan pasien CAD vang bergantung pada transfusi,. dengan toksisitas yang dapat

diterime, dan mempunyai respon marifaatl jangka panjang pada mayoritas — pesien

REPOSITORY,UB.AC.ID |

(Rossi et al., 2018)

C. Terapiyang bekerja beraasarkan kempglemer

Aktivasi falur komplemen klasik sangat tinggi diinduksi. oleh IgM. dan pada

tingkat yang lebih rendah oieh 1sotipe 1gGL dan IgG3. Deposisi C3c¢ dan C3d pada
RBC terdeteksi oleh DAT sebagian besar disebabkan cleh IgM yang umumnya lolos
dari deteksi (antibody tersemuounyi). Autoantibodi IghM ditemukan secara khas daiam
CAD dan dapat mengaktifkan kompiemen saat kisaran termal rendekati suhu

fisiologis, atau ketika darah terkena suhu yang lebih rendah di permukaan tubuh atau
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ekstremitas. Subclass IgM dan 1gG vang mengaktitkan komplemen mungkin hadir
dalam persentase yang cukup besar dari WAIHA (~ 30% kasus), berakibat parah dan

sering  ‘mengakiivasi - komplemen  secara  invivo. CAktivasi korapiemen - dapat

| REPOSITORY.UB,ACID |

menentukan hemolisis ekstravaskular di limpa, hati, dan organ limfoid melalui sistem

fagosit menonuklear. Atau, juga dapat menyebablkan hemaolysis inttavaskular yang

berbahaya, menginduksi sel lisis melalui kompleks -komplemen - terminal atau

kompleks “serangan ‘membran (Chb, C8, C7, C8, dan beberapa molekul C9).

Faktanya, diperkirakan bahwa jumlah: kerusakan sel darah merah oleh hemolisis

44

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiTORY.UBACID |

intravaskular sekitar dalam 200 mL se! darah mierah dalam 1 jam, secangkan 10 kali
lipat lebih rendah hemolisis ekstravaskular, dengan konsekuensi Kiinis yang jelas
herbeda: Apzlagi AIHA dengan keterlivadan kompiemen (igG + C tipe hiangat, mixed,

dan CAD) lebih sering membutuhkan terapi lini kedua atau selanjutnya, yang
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Mmenunjukian peran uiamea ini sistem ampiifikasi yang Kuat daiam tingkat disregulasi
kekebalan (Barcelini et al., 2018)

Berdasarkan pertimbaingan di atas, bickade kemplemen dapat secara rasional
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menghentikan_atau ‘mengurangi hemolisis yang  sedang herlangsung. di. AIHA,

erutama paca fase akut. Ecuizumab, anticedi moneclonal anti-C5, adalah inhibitor

komplemen pertama yang dikembangkan dan sekarang memiliki peran yang maoan

dalam pengoobatan hemogloninuria nokturnal parcksismal (PN, itu teiah digunakan
pada CAD. parah / refraltori, menunjukkan penurunan yang signifikan dalam LDH,
stabilisasi hemogiobin, penghindaran transtusi, dan tidak adanya perstiwa trombotik,
aibandingkan dengan temuan sebelum terapi. Namun, ekulizumab efektif pada

hemoiysis intravascuiar saja, yang bukan merupakan mekanisme utama wAIHA dan
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juga pada CAD, setidaknya pada penyakit stabii / kronis dimana fiksasi komplemen
pada RBC terjadi sebelum komponen C5. Secara konsisten, blokade C5 diinduksi oleh

pangobatan eculizumab pacda PNH telar terbukii meningketicen: deposisi C3 pada

| REPOSITORY.UB,ACID |

RBC, sehingga mendukung perkembangan hemoiisis. ekstravaskular pada penyakit

ini awzlnya @itandal ~ dengarn ‘hemoiysis lintravaskular 'muini'= “Oleh - Karena 'itu,

penghambat komplemen lain itu bertindak sebagai hulu dalam. kaskade kompiemen

telan dikempangkan dan saat ini-dalam uji kiinis. B'VV009, nama generik sutimiirab

(sebelumnya TNT002), adalah IgG4 McAb yang secara khusus menghambat C1s dan
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membatalkan hemalisis mediasi komplemen in vitro (Shi et al.; 2014) Dalam uji coba
fase 1 dengan CAD primer, pengobatan BiVV009 terbukti mampu menormalkan
hemoalobin tingkei di sernua pasien yeng dirawsat (Hb rata-rata raeningkat 4 g/dL).

Seperti yang diharapkan, hemolisis dan anemia kambuh saat kadar obat hilang dan
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pengaunaan kembali obat tersebut meningkatkan kembeli kernanjuraniya dengan
durasi . jangka panjang. Mengingat pendahuluan ini_menggembirakan Hasilnya,

BIVVQOS kini telah memasuki-uji coba fase 3 (NCT033473936, NCT03347422). APL-2,
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peptida_siklik sintetis-terkonjugasi dengan polimer polietilen glikol - yvang menaikat

khusus uniuk 3 gan C3b (3 jalur inkibiicr), teiah menunjukkan suaw profil efikasi /

keamanan. yang baik pada fase 1 {Grossi et al, 2016). Uji coba yang sedang

berlangsung meniiai kemanjuran awai pada pasien dengan kedua AIHA, tipe hangat
dan dingin (NCT03226678). Akhirnya, molekul inhibitor terhadap C1lg, ANX005, telah
terbukii memoiok aktivasi kompiemen klasik dan nemolisis secara uji in vitro pada sel
darah merah domba (Gerzt, et al., 2016) dan sedang dalam peneyelidikan uji klinis

fase 1 (NCT03010046). Penghambat kompiemen iainnya (compstatin, TT30 MoAb,
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faktor mini - {afut rekombinan CR1) caat ini sedang Jalam pengembangan di PNH
dan mungkin akan dikembangkan pada AIHA (Risitano and Marotta, 2018). Secara

keseluruhan, Blokade kemplemen jangka panjang menimguikan kekhawatiran vang

signifikan tentang risiko infeksi, khususnya dari bakteri meningokokus, yang perlu

dicegah dengan jadwal vaksin yang tepat dan, pada akhirnyza, entibiotik-jangka

panjang. Hal ini- sudah dihadapi pada PNH tetapi membutuhkan perhatian lebih lanjut

| REPOSITORY.UB,ACID |

dalam-Al=A, - karena' 'yang mendasarinya disregulasi imurn dan - pengobatan

imunosupresif sebelumnya (Benamu and Montoya, 2016)
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a. Terapiyang bekerja pada imunitas seluter dan sitokin

Meskipun AiHA adalah model kiasik auto-imunitas humoral, sebagai antibody

~

anti-RBC yang disekresikan oleh limfosit B .dan PC, bersilangan dengan ARC, limfosit
T, dan sitokin pasti terlibat. Peran yang sangat kompleks dimainkan oleh sel T regulasi

(Treg) yang sangat penting daiam mencegah reaksi autoimun. Sel T CiD4 + Treg vang
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beredar ditemukan berkurang di pasien dengan AIHA, bersama dengan meningkatnya

interleukin (iv) -106 dan IL-12, dan-menuhjukkan beberapa Korelasi dengan parameter
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hematologi parameter, Ward dkk. menielaskan autoantigen spesifik, klon Treqg vang

mensekresi- IL-10 ~memulinkan ~pasien AlHA secara ex vive: Jumiah Treg ini

mengeksoresikan kadar CD25 dan LAG-3 yang tinggi saat herkembang nonspesifik,

tapl FoxP3 setelati aktivasi oleh autoantigen. Mengingat, yang diketanui kemampuan
IL-2 untuk mengembangkan sel CD8 + T-reqgulator in vitro, sebuah percobaan yang
secang beriangsung sedang ‘mengevaiuasi kermanjuran iL-2 dosis rendan yang
diberikan secarz subkutan pada pasien dengzn wAIHA INCT(02388231]. Beberapa

kelainan imunoregulasi sitokin lainnya telan dilaporkan di AIHA, termasuk peningkatan
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kadar IL:=4, 1L-12, 1L-13; dan IL-21 dalam serum dan / aiau-dalaw eksperimen ku'tur.
Selain itu, penambahan IL-4, IL-6, IL-10, IL- 13, dan faktor pertumbuhan transformasi

beta (TGF-3) meningkat sekresi-autoantibodi dalam kuitur:  Akhiraya, sel-B aktivasi

| REPOSITORY.UB,ACID |

facior kelompok tumor nekrosis factor (TNF) dan proliferation-inducing.ligand (APRIL)

baru-baruini ditemukan meningkat di- AlHA, membuka pilinan terapeutiK' di masa

depan dengan antibodi monoklonal yang diarahkan melawan faktor-faktor ini, seperti

belimumalb (Xu etai., 2015 Lenert anad Lenett, 2015)
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Target-potensial fainnya adalah szrine treonineg kinase mammatian target of
rapamycin (mTOR), bagian dari reseptor sel-T jalur hilir, yang mengatur sintesis

protein, pertumbuhan; proliferasi, dan - akiivasi sel T. Berbay

(SN

gal MTOR  inhibitor

()]

tersedia, sebagian besar telah digunakan dalam penyakit imfoproliferatif dan sebagai
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antireiect pada transplantasi-organ padat dan sumsum tulang, teizpi data telah
dilaporkan bahkan mengenai penyakit autoimun. Secara khusus, sirolimus telah

terbuldi' efektif  dalem ~ AlHA  multirefrakter  pasca. transpiantasi - (baik ‘setelah
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transplantasi oroan padat atau sel induk hematopoietik) dan dalam kasus anak-anak

dengan sindrom Evans (Park, etal., 2015; Jasinski, et al., 2017)

e, Terapi yang bekerja pada monosit / makrofag dan se! 'inflamasi' lainnya

Monosit dan makrofagriya serta ketuiunan sel dendritikinya meiniliki beberapa
ungsi kekebalan, seperti  presentasi antigen, produksi - sitokin, dan. fagositosis
kompiemen atau target antibody-opsonin. Mereka adalah pengatur utama respon
peradangan, bersama aengan se! T-helner 17 subset aari se! T-helper pro-inflamasi

yang mengeluarkan IL-17, dan melawan aksi Tregs. Pembentukan Th17 diatur oleh
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beberapa sitokin, termasuk TGF-8, IL-6,1l.-2%, dan IL-23 Pada AllHA, kadar IL-1 dan
IL-6 serum ditemukan meningkat, dan produksi IL-6 dan IL-17 dalam kultur dilaporkan

meningkat divandingkar dengan konircl yang sehat. Pasier dengari hemalisis -aktif

| REPOSITORY.UB,ACID |

menunjukkan peningkatan sekresi TGF-, dan penambahan TGF-B.pada kuliur sel

pagien AIHA meningkatkan sekresi auioaniibodi. Peningkatan frekuensi sel Th17 dan

peningkatan sekresi IL-17 ditemukan berkorelasi erat dengan aktivitas penyakit pada

pasien AlHA a konsisten, pada tikus model AIHA, ‘transter adopsi sel Thl7

meningkatkan respon antibodi anti-RBC dan mendukuna timbulnya AlHA, sedangkan
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onset penyakit dihilangkan dengan  netratisasi- 1l.-17  secara ~in- vivo, -Secara
keseluruhan, temuan ini menunjukkan peningkatan tingkat TGF-f mendukung
diferensiasi-subset Thi7, yang memperkuat pro-inflamasi dan: respen altoimun,

Daiam pandangan ini, obat yang menjanjikan adalah luspatercept (ACE-536), fusi
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protein ‘haru yang-membiok - superfamili TGF-Ginhibiior erifropeciesis, yang telah
terbukti efektif dalam meredakan anemia pada sekitar dua pertiga pasien dengan

sindrom myelodysplasia (MDS) risiko rendah (Earcellini, et al.; 2018)
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Menargetkan hemolisis ekstravaskular yang digerakkan oleh 1gG, sitokin pro-

inflamasi'juga merupakan pendekatan yang menarik-di AiHA. Fostamatinib acalah

tersedia.oral, yaitu inhibitor spleen tirosin kinase (Syk); tirosin kinase nonresentor yang

diekspresikan secara luas yarnig terlibat dalam proliferasi, diferensiasi, aan iagositosis.
Penghambatan syk-kinase menyebabkan pencekanan sel mast, makrofag, dan sel B
an terkait respon inflaimasi dan kerusakan jaringan. Potensi ant inilamasi dan
aktivitas imunamaodulasinya sangat dirninati semua penyakit yang dipicu oleh igG, dan

temuan yang menjanijikan telan ditemukan dijelaskan dalam rheumatoid artriritis dan
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pengobatan ITP kranic (Newland, et al.; 2018). Obat tersehut saat ini sedang diteliti,
dicoba pada dosisnya dari 150 mg dalam percobaan multicenter tase 2 pada wAIHA

(NCT02612858)  Pendekatar: menarik dzinnya ‘adalah penargetan FcRn (neonatal

crystallizable fragment recepior). Selaput FcRn 1gG yang. beredar, terrasuk

autoantibodi patogenr, meiindungi mereka dari katabolisme dan mengaiur-respon

| REPOSITORY.UB.ACID |

bawaan dan adaptif yang diprakarsai cleh kompleks imun 1gG. Sifat-sifat ini membuat

FCRn-menjadi target potensial “untuk terapr imun pada penyakit autoimun yang

dimediasi 10G. SYNTGO1 adalah human-de-immunized loG4 MoAh yang menargetkan

49

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiTORY.UBACID |

dan'mengikat ke FcRi disitus-pengikatan 'gG, dan memblokirinterakst antara molekul
FcRn dan IgG, mengubah noineostasis IgG dan kekebaian bawaan dan adaptif.
SYNTO001 depat ditcleransi dengan baik dan menghnasilkan penurunan cepat disemua

subclass IgG pada sukarelawan yang sehat dalam penelitian pertama pada manusia
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(Biumberg, et al., 2017). Susiu studi mulicenter fase 1b saatini sedang mengevaliasi
SYNTO001 pada pasien dengan wAIHA. kronis untuk menilai keamanan, tolerabilitas,

dan aktivitas dalaim pangaturan ini (NCTO2075878).
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f. Terapi yana bekerja pada sumsum tulang

Sumsum wiang tidek diragukan iagi-merupakan organ penting hematspcietik

dan juga elemen kunci dari sistem limfatik / kekebalan, menghasilkan. sekitar. 500

miliar sel darah / har, termasuk garis keturunan myeloid aan limicia. Yang. terakhir,
setelah menyelesaiken pematangannya di organ limfoid lainnya (misainya timus), dan
melalul sirkulasi dan jaringan, rnungkin imenjaai efekior kekebalan yang sebenainya
bahkan di sumsum tulang. Pemeriksaan sumsum tulang tidek rutin dilakukan pada

hemaiologi jinak, karena umumnya aiasumsikan bahwa aktivitas kompensasi yang
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efektif (retikulesitosis) terjadi terus-menerus seteleh kziusakan yang dimediasi oleh
imun perifer. Memang, retikulositopenia / retikulositosis yang tidak adekuat ada pada

lebih dari setengah dari-pasien AIHA, bissanya pada kasus yang saingat parah-dan

| REPOSITORY.UB,ACID |

pada CAD dan bentuk mixed. Retikulositopenia telah. dilaporkan secara khusus pada

ariek-anak, mewakili «<cadaean darurat klinis'’dengan kebutuhan transfusi yang sangat

tinggi, dan juga dikaitkan dengan reaksi autoimun terhadap eritroblas sumsum tulang

(Barceilini, et al.,~2018). Erythropoietin (elah terbukti efeklif dalam AHA, kKhususnya

pada kondisi retikulositopenia dan kronis, CAD-tergantung tranfusi untuk menghindari

50

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiTORY.UBACID |

overtransfusi- Bahkan, androgen-danazo! baru-baru ini: mendapat perhatian karena
mempunyai efek yang menjanjikan pada anemia aplastik (AA), penyakit yang dikenal
serangan imunoiegi terhadap prekursor sumsum tulang (Townsley das Winkler, 2016;

Khurana, et al., 2018). Dalam pengaturannya, kemanjurannya mungkin dikaitkan
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dengan pemanjangan telomer. Faktanya, obat ini telah digunakan sejek iama pada
penyakit autoimun termasuk AIHA, tanpa mengetahui. mekanisme tindakan yang pasti

(Barcelini, et al., 2018&)
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o

2.2 Mekanisime imun nilangriya toleransi selt

Tolerans! ~imunclogis . adalah =~ keadaan «di 'rnana . individu tidak mampu

mengembangkan respons imun terhadap antigen tertentu. Toleransi self mengacu
pada kurangnya respons terhadap antigen seif individu, yang merupakan keadaan
normal. Hasil autoimunitas daii hilangnya toleransi self, menyebabkan sel T atau
antibodi bereaksiierhadap antigen sendiri dan:mengakibatkan cederajaringan. Dalam

AIHA, autoantibodi diarahkan terhadap target pada sel darah merah individu {“antigen
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seif), yang mengaraih ke peningkatan klirens melalui fagositosis yang dimediasi
reseptor Fc ("hemolisis ekstravaskular”) atau lisis. vang dimediasi kompiemen
("hemalisis intravaskuiar”). AIFIA mungikin sebagian besar karena antibodi reaktit self

terhadap pita eritrosit 3, transporter anion yang ditemukan di membran RBC vang

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

erlivat dailam penuaar sel darah merahn. (Friedberg, 2019)
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2.2.1 Toleransi Sentral

Tolerans! seniral mengacu pada delesi normai klen fimfasit T dan B yang
reaktif self selama maturasinya di organ limfoid sentral (timus untuk sel T; sumsum

tulang untuk sel B). Toleransi sentral mencegah autoimunitas yang meivas dengan
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cara memilih khusus cel T nonautoreaktif (yaitu, "Normal") untuk measuk ke sirkulasi
perifer ("seieksi negatf intrathymic"). Toleransi 'sentral {idak begitu leng«ap, dan

populasi sel. T dengan aviditas menengah untuk antigen self selalu loios ke sirkulasi.

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

Dalam kondisi tertentu, sel-sel ini dapat - menjadi aktf 'dan menyebabkan penyakit

autoimun spesifik organ atau sistemik (Friedberg, 2012)

2.2.2 Toleransi Perifer

Mekanisme dimana sei T autoreaktif yang ‘cios dzari seleksi negatif intrathymic
dan didelesi di jaringan periter yang membentuk toleransi perifer, termasuk anergi,
supresi- cleir sel T reguiatcr, dan deiesi klenal ‘cleh induksi kematiar sel.- Anargi

mengacu pada inaktivasi fungsional limfosit yana berkepanjangan atau irreversible.
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Aktivasi ‘sei- T spesifik: anugen membutuhkan dua sinyal. (&) pengenalan ‘antigen
peptida dalam kaitannya dengan moleku! self-major histocompatibility complex (MHC)
pada permiukaar sel penyaji antigen (Antigen Fresenting ceil (APC)) aan (b) satu set

sinyal kestimulatori yang disediakan cieh APC (costimulator B7-1 dan B7-2). Dengan

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

tidak adanya ko-stimulator, -sinyal negatii dikirim, dan limfosit T menjadi-anergik.

Limfosit anergik tidak dapat diaktitkan bahkan jika antiden vang relevan disajikan oleh

PC (misalnya, sel dendritik): yang dapat memberikan ko-stimulasi. Anergi juga

mempengaruni sel-B-karenzs mereka imelawar ‘antigen tanpa adanva sei T heiper.
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Mereka - menjadi-tidak ~dapat merespons rangsangan antigenik berikutnya ~dan

mungkin akan dikeiuarkan dari oiikel limtoid (Friedberg, 2019).

Supresi oleh sel T regulator melibatkan sel CD4 + yang ikut mengekspresikan

CD25, rantai o dari reseptor interleukin-2 (IL-2), tetapl beberapa el CD4 =+ vang
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kekurangan CD25 juga dapat menyebabkan toleransi perifer dengan supresi. Sel T ini
dapat-mensupresi {(mengharmbat) aktivasi imfosic dan secagian fungsi efekior oleh

sekresi sitokin seperti !.-10 dan mengubah growth factor-B. Namun, mekanisme aksi
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lebin tepatnya tidak diketahu..

Penghapusan kional oien aktivasi kematian sei mengacu pada proses dirmana

sel /CD4 o+ T. yang - diaktifkan - oleh - antigen < self  dapat mensrima “sinya! vang
menyebabkan apoptosis. Limfosit mengekspresikan Fas (CD95), anggota - famili
reseptor turmor necrosis factor {TNF), dan limfosit ziktif mengekspresikarn Fasl,; protein
membran yang secara struktural homolog dengan sitokin TNF. Keterlibatan +as oleh

FasL menginauksi apoptosis sel T aureaktif yang terakiivasi. Seif-antigen yang
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meiimpah di jaringan perifer menyebabkan stimulasi berulana dan persisten dari sel T
spesiiik antigen sendiri, yang cada akhirmya mengarah «e ciiminasi melaiul apoptosis

vang dimediasi Fas. f-asl. pada sel T vang melibatkan Fas pada sel B juga dapat

melakukan delesi sel B yang reaktif self {Friedberg, 2019)

| REPOSITORY.UB.ACID |

Autoimunitas dapat dipengaruhi oleh sejumlah faktor yang berbeda, termasuk

sifat autoantigern; asesiasi genetik, dan faktor lingkungan.-pada AlHA, epitop sel T

autoantigenik telah dipetakan untuk autoantigen RhD. Meskipun sisi autoantigenik ini

mungkin menjadi target potensial untuk intervensi terapeutik baryu, mekanisne yang
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tepat daii inisiasi penyakitini masih belumijelas: Selain itu; gen MHC kelas | dan kelas
li dapat mempengaruhi individu terhadap jenis penyakit autoimun tertentu. Misalnya,
molekul (HLA) -DQ-6 teiah dikaitkan dergan kejadian AiHA. Narnun, asosiasi-genetik

ini ‘masih multifaktorial seperti kebanyakan penyakit autoimun lainnya. Akhirnya,
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stimuli inflemas! seperti infeksi virus dan ‘hakteri tesizah terlibat sebagal pemicu

lingkungan dari- autoimunitas, mungkin karena mimikri antigenik yang mengarah ke

gangguan toleransi, yeitu, ‘agen lingkungan atau infeksi mungkin: memiliki struktur

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

molekul yana mirip dengan antigen self. Mekanisme 'ain vang mungkin melibatkan

produksi interferen y selame infeksi virus yang menyebabkan peningkatan regulasi

FcRI. mekanisme alternatif lain yaitu infeksi virus dapat menyehabkan:perubahan pola

eKspresi reseptor Fc sevagal akibal aktivasi- transkripsi atau “mekanisme’ ain.

2.3 Sel T CD4+ Dalam Imunitas dan Autoimunitas
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Sistem imun dibagi menjadi 2 tipe, vaitu sistem imun adaptif dan innate. Sistem

imun innate bersifat nion spesifik, yang berart sebageal pertahanan cepat, karena

diinisiasi dalam beberapa jiam setelah paparan dengan benda asing atau_infeksi,
meliput neutreill, sel denaritik; makrofag, sei mast, sel natural kilier, mfosit T-natural

killer dan T limfosit delia gamma. Pada imunitas innate, semua sel dapat memproduksi

sitokin innate terutama siokin 1t-1, (L-6, iL-8 dan TNF-a yang dapat rnendukung

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

respon adaptif, croses diferensiasi dan aktifasi limfos’t T (Burkett et ai., 2019; Mahaki

etal., 2019)
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Sel T sangat senting untuk mengeliminasi mikroba yanc bertahan hidup dan
berreplikasi di dalam sel dan-untuk memberantas infeksi oieh beberapa mikroba
ekstraseluler, 'seringkali dengarn. merekrut sel lain untuk membersihkan pategen

infeksius. Respon sel imun yang dimediasi dimulal dengan aktivasi sel T naif untuk
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harkembpang biak dan berdiferansiasi menjadi sel efektor. Sei T efekior ini kemudian
bermigrasi ke tempat infeksi, dan berfungsi untuk mengeliminasi mikroba (Abbas et

al; 2016).
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infeksi-mikroba dapat terjadi di mana saja di-tubuh, dan beoerapa paicgen

infeksius dapat menginfeksi dan hidun. di dalam sel inang. Mikroba natogen yang

menginieksi dan bertanan nidup di dalam sei inang termasuk (1) bakieri, jamu:, dan

protozoa yang tertelan oleh fagosit tetani- melawan mekanisme pemaunuhan fagosit
ini dan dengan demikian bertahan dalam vesikel atau sitosol, dan (2) virus yang
menginfeksi fagosit can sel nonfagosit dan kereplikasi di sitcsol sel ini. Kelas sal T
yang berbeda mengenali mikroba di kompartemen seluler yang berbeda dan berbeda

daiam sifat reaksi yang mereka hasikan: (Secara’ umum; sel T D4+ mengenali
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antigen mikroba dalam vesikula fagositik dan mengeluarkan sitokin yang merekrut dan

Mmengaktifican icukosit yang mermbunuir mikreba, sedangkan sel T CD8 + mengenali

antigen mikroba vang ada di dalam sitosol dan menghancurkan sel yang terinfeksi.

| REPOSITORY.UB.ACID |

Imunitas seiuler terhadap  patogen ditemukan sebagai teniuk imunitas terhadap

infeksi bakteri intraseluler yang dapat ditransfer dari imun ke naif melalvi sel (sekarang

dikenai sebagai iimfesit T) tetapi tidak sleh ariibodi serum. Telah diketanhui dari

penelitian. bahwa spesifisitas imunitas yang dimediasi. se! terhadap mikroba yang

berbeda adalah fungsi iimiosit, etapi eliminasi mikroba adaiah furigsi makrotag yang
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('\

teraktivasi. Seperti-yang telah disebukan, se! T CD4+ terutama bartanggung jawab
atas jenis kiasik imunitas yang-dimediasi oleh sel ini, sedangkan sel T CD8 + dapat

memberantas infeksi tanpa harus menggunakan fageosit. (Achas et-al, 2016)

imunitas adapif - utamanya dipeiantarai oieh sel iimfosit T. Limfosit dzpat
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dikiasifikasikan menjadi beberapa populasi menagunakan sejumlah cperasional dan
parameter fengtip. Sebagai centch, sel limfosit T'CL4+ mengekspresikan bak CD3

dan CD4, sel limfosit T CD8+ akan mengekspresikan penanda permtuikaan membran

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

CD3 dan CD8, sedangkan subset CD45RA menggambarkan populasi sel T heiper

naive dan subset CDA5RQ menggambarkan populasi sel T helper memori. Sel-sel T

helper (Th) CD4+ seif-reactive inemilki peran penting daiam patogenesis banyak

penyakit autoimun pada manusia. Hal ini sebagian disebabkan oleh kemampuan unik
sel-sei Th untuk berdifferensiasi menjadi subset-subset yang berbeda, yang dibagi
menjaci 5 jenis besar setelah bertemu: dengan antigen presernting celi; yaitu sel T
sitotoksik, Sel T helper 1, sel T helper 2, sel T helper 17, dan sel T induced reguiatory.

Subset-subset . ini- dikitususkar: pada perekiutan _dan Keordinasi ‘mekanisime-
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mekanisme efektor imun yang berbeda, sebagian besar melalui sekresi sejumlah

sitokin dan kemokin (Turgeon, 2014; Abbas, tichtman and ®iliai, 2015).

Sel-sel Thl berperan penting dalam menginduksi respons- imun  protektif

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

terhadap . pategen-paiogen  intraseluler. seperti. Mycobacterium. tuberculosis - atau

Listeria monocytogenes. Sitckir polarisasi kunciyang menginduksi diferensias! sel T

naif menjadisel Th1 adalah 1.-12, IL-18, d FN-YL IL-12 dipreduksi clieh-sel dendritik
setelah pertemuan dengan suatu patogen. Ekspresi IL-12 juga diregulasi dalam

merespon IEN-Y, yang dihasilkarn oletise! T .dan sel NK yang teraktifasi. 1i.-18, vang
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juga diproduksi oleh sel dendritik,; menderong proliferasi-perkembbangkan:se! Thl dan
meningkatkan produksi IFN-¥. Sitokin-sitokin tersebut memicu jalur sinyai dalam sel T
naif untulkk - meningkatkan ' ekspresi pengatur ' 'gen. masier T-Bei, ‘yang mana

menginduksi ekspresi sitokin efektor tine 1, meliputi: IFN-Y dan TNF. IEN-¥ merupakan
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sitokin- ‘efektor tipe ‘1 'yang sangat kuat, yang dapat mengaktifkan maxroiag,

U
2
2

merangsang sel-se! inj untuk meningkatkan. aktivitas: mikrohisidal, m=ngatur. molekul

MHAC Kelas 1i dalam merisekres! sitokin seperti IL-12, yang selanjutiya meningkatkan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

dgiferensiasi- Thl. Sekresi |FN-¥ juga menginduksi class-switching sel B ke 196G, vang

mendukung fagositosis dan fiksasi kornplemen. Akhirnya, sekresi IFN-¥ class-

switching meningkatkan diferensiasi sei T sitotoks k sepenuitnya dari prekurser CD8+

dengan mengaktifkan sel-sel dendritik yang terlibat dengan sel T naif. Efek cabungan
ini membuat subset Thl sangat cocok untuk-menanggapi infeksi virus dan patogen

intraseluler lainnya (Michel and Jager, 2018; Schwartz; .2019).

Sel-sel Th2 berfungsi dalam menangani infeksi parasit ektraseluler, termasuk
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helminthes dan parasii-parasit  ekstraseluier lain, atau bersifat merusak dan
menyebabkanteriadinya asma dan alergi-alergi terhadap bahan-bahern dilingkungan.
Sel Th2 memiiiki peran penting dalam memperbesar dan memeiiharan keradangan

yang ditancai dengari-perskrstan eosineghii dan aktivasi sel mast. Differensiasi Th2

| REPOSITORY.UB.ACID |

diinduksi oleh IL-4, yang memicu jalur sinyal peningkatan regulasi dari ekspresi GATA-

3. GATA-2 kemudian men-transaktivast -hanyak sitokin-sitokin spesifik-Th2, terutama

IL-4, 1.-5, dan IL-13, vang semuarya share lokus genetik bersama. IL-4 juga

mengindukst ciferensiast, aktifasi, dan migras: dari eosinofil dat reningkatkan aktifasi

Sel B, serta. menstimulasi IgE class-switching. 11.-5:juga menginduksi sel B class-
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switching ke sub kelas 1gG yang tidak rnengaktifkan jalur kemplemean, dan I.-13 juga

hampir tumpang tindin dengan iL-4 (Schwartz, 2019).
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Gambar 2.16 Pembentukan dan fungsi subsei-subset Th

Sel-sel T CD4-- Nart've imampu berdifferersiasi menjad! berbagai subiset efekior dan regulator.
Pada gambar ditunjukkan subset-subset - Th -dergan - sitokin-sitekin-yang - penting. untuk
diferensiasi, lineage-defining transcription factors, dan sitokin-sitokin efektcr (Burkett et al.,
2019)
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2.4 Sel T Helper 17 dan Interleukin 17
Sel CR4+ T-helper (Thy memainkan peran sentral dalani memulai dan
mempertahankan respons imun yang beragam. Berbeda secara fungsional sel Th

diinduksi ' ketika ~sal =T naive distimulasi. - Keterlibetan resepior ~sel T dalam

| REPOSITORY.UB.ACID |

hubungannya dengan kostimulatori melekul dan sitokin vang diproduksi oleh sel imun

bawaan. Secara klasik, sel Thl mengatur imunitas seluler-rnelalui'preduksi interferon

(IEN) -y, sedangkan sel Th2 mengatur kekebalan humceral melalui produksi interleukin
(IL) -4, IL-'5, dan 1L-13.°Sel T regulator {Treg), subset ketiga sei T CD4+, mengatur

aktivasi dan perluasan garis keturunan ini melalui eksoresi dari P3 dan/atau kapasitas
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untuk menghasikan sitokin sepeiti transformasi-perturnbuhan faktor (TGF) -4, 11.-10,
dan IL.-35. Baru-baru ni, identifikasi dari garis keturunan baru sel T helper, Th17, telah
merusak paradigme larna ientang perari tiga fainnya garis keturunan {Thl, Th2, dan

Treg) (Gambar 2.9). Membedakan dengan produksi IL-17 (juga disebut IL-17A), sel
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Thl7 ini dikembangkan dari sel T neive CD4 + di bawzh pengarith jaringan sitokin
inflamasi, termasuk !L-1, IL-6, dan TGF-£, yang mendukung komitmen terhadap

silsilah ini. Meskipun IL-23 sebelumnya dilaporkan diperlukan untuik diterensiasi Thl7,

REPOSITORY,UB.AC.ID |

saat ‘ini. diperkirakan bahwa. I1L.-23 -memainkan sebuah bperan penting . dalam

kelangsungan hidup dan perltasan patoicgis sel Th17 (Qu, etal.;’2013)

Sel Th17 periama. kali. dikenali - .oleh ‘karena dari pengekspresian 1L.-17A,

namui juga mereka telan rmengekspresikan secara istiimewa iL-22, serta iL-17F, IL-
21, CM-CSF, dan berpotensi TNF- o dan IL-6. Bacaimanapun juga, menjadi jelas
bahwa profii ekspresi IL-22  berbeda dengan IL-17A. Sedangkan TGF-£ dan IL-6

keduanya diperlukan uritulc induksi IL-L7A 1L-22 dapat diinduksi metaluilL-6 saja, dan

meningkatkan jumlahnya dari TGF-# sebenarnya. menghambat ekspresi [L-22.
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Kumpulan data menunjikikan bahwe sel Th17 memainkan peran yang signifikan
dalam penyakit menular, kondisi autoimun, respon imun adopsi, dan imunitas mukosa.

~n

Polarisasi sel- Thl7 sangatl tergantung pada aksi sitokin (misainya, 1L-23) yang

disekresikan oleh sel, penvaiji antigen (APC).. Selain penyakit radang, I.-23 iuga

memainkan peran penting selarma tumorigenesis. Beraasarkan bukii cahwa sel Thl7

| REPOSITORY.UB.ACID |

dapat memediasi inflamasi dan kerusakan jaringan, telah terjadi secara intens minat

dgalan mendefiriisikain  asal-usul’ dan fungsinya -dain berkembaiig strategi -untuk

memblokir efek patologisnya (Qu, et ai, 2012)
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.-17 adalah salah satu sitokin yang paling bahyek dipelajari dalam imunoctogi,
setidaknya sebagian karena keterlibatannya daiam patologi infiamasi. Gen pengkode
IL.-17 diklon pada tahun 1993 dari perpustakaan cDNA hibridoma linfosit T sitotoksik

tikus dan peran IL-17 manusia dalam inflamasi dikenali segera setelahnya. Namun,
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IL.-17 menjedi sorotan perhatian imunoicgis seiclah penernuan subsei Th CD4+ yang
berbeda secara perkembangan yang.mengekspresikan IL-17 (yang disebut garis

keturunan Thi7) dan- memeadias: peradangan jaringan. Interleukin-17 atau IL-17A

REPOSITORY,UB.AC.ID |

adalah: anggota. pendiri_famili sitokin yang iuga _mencakup_ IL-17B: hingga I_-17F.

Sumber seluler IL-17C cukup unik di antara iscform lainnya karena IL-17C diproduksi

terutama oleh sel epitel daripada sei hematopoietik. - Sitokin dengan. karakteristik

terbaik daiam famili adalah IL-17 dan iL-17F, yang dapai memberi sinyai. sebagai
homodimer atau sebagai heterodimer {L.-17A 1 E melelui resepter-heierodimer yang
sama yang terairi dan suounit IL-17RA dan IL-17RC (gampar 2.9). ‘[IL-17RA
aiekspresikan di mana-mana pada berbeagaitipe sel seperti halnya 1L-17RC, meskioun

proiil ekspresi jaringannya menunjukkan perbedaan yang menarik. iL-17RC sebagian
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besar dickspreskan galam sel epitel prostat, ginjal dan sendi sedangkan IL-17RA
banyak diekspresikan dalam  kompartemen sei hematopoietik. Jika repertoar

pengikstan 1L-17RA - dan 1L-17RC mencakup ligan yanhg berbeda, i akan

| REPOSITORY.UB,ACID |

menjelaskan, setidaknya sebagian, distribusi jaringan mereka yang herbeda. Dalam

halini, I A Juga mengaiami cligonierisasidengan IL-17R B dar komplzks [L-17RA

/ RB mengikat IL-17E, juga dikenal sebagai IL-25 (jaringan vang responsif terhadap

IL-25 mungkin-mengekspresikan tingkat iL-17RA yang lebii tinggi. dari {L-17RC). IL-

17RA juga herpasangan dengan IL-17RD, meskioun ligan serumnun:{jika ada) untuk
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kompleks Il-17RA / RD belum diidentitikasi. Distriousi jaringan yang berbeda daii IL-
17RA dan IL-17RC juga dapat berfungsi untuk memungkinkan pensinyalan spesifik
jaringar olet IL-17A, iL-17F, dan IL-17A0 L Fokarena ligan ink memiliki -afinitas

pengikatan yang berbeda untuk masing-masing IL- 17RC dan IL-17RA" subunit,
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meskipun 1L-17A secara keszluruhan mengikat IL-17RA /[ RC kompicks dengan
afinitas vang lebih tinggi dari IL-17F. Menariknya, iL-17B dan IL-17C dapat memberi

sinyal melalul reseptormonomerik, IL-17RB dan IL-17RE, masing-masing, secangkan

r

reseptor untuk IL.-17D tidak diketahui {Zenohia and Hajishengalis, 2015)
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Gambar 2.11 Pensignalan reseptor interleukin 17
MesKipun' merupakari sitokin krias ‘sel’ Thi7, IL-17 sekaiang diketahui

diekspresikan juga ol=h jenis sel adapiif dan kekebalan lainnya, termasuk se! T.CD8
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+,8el T yd, sel T NK(NKT), dan sel limfcid bawaan (gambar 2.10). Sal T y3 merupakan
subset sel limfoid yang relatii kecil dalam jaringan limfoid dan darah tetapi mereka
merupakan: subset: utama di-situs mukosa, diomana mereka dapat dipicu untuk

memproduksi IL-17 oleh sinyai bawaan, sepertl IL-1 dan IL-23, tanpa keterlibatan
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reseptor sel-T.IL-17 juga ditunjukikan diekspreskan oleh neutrofii tikus dan, baru-baru
i, populasi neutrofil manusia diidentifikasi yang mengekspresikan faktor transkripsi

RORyt dan kecduanya menghasilkan dan menanggapi lL-17. Konsisten dengan tingkat

plastisitas bawaan tertentu, sel T naif, sel T memori, dan sel T requlasi (Treg) CD4 +

el

| o

| <

E Foxp3-+ semuanya telah terbukti-memiliki kemampuan uniuk seraiferensiasi menjadi
| &

|2 . : o

| & fenotipe. penghasil IL-17. Sel T penghasil. IL.-17  vang  dihasilkan . dapat
| &

|= :

e Tiengekspresikai berbagai konsentrasi efekior yang berbeda seperti 1L-17 dan iL-10,

vang berpotensi - menunjukkan . fenotipe - pategen atau . regulasi (Zenobkia and

Hajishiengaiiis, 2015)

<
<
-
<
o
0

UNIVERSITAS

| REPOSITORY.UB.ACID |

62

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




REPOSITORY.UB.ACID |

1

: Nentitic rolis
> 3 rto=nd oo thellal oty
< = £ Wetrophages
ARZ VoV Pgh Aoti=eton @ els
V) = 25
< .
— M
Z =
o ¥ 5 ¥ y
w < £ 8 2 r' S %Y 2 = H & =l - &
S a3 =5 2 . = : h | 0 2 Cs LA
Zec ' Voryss 5
= A4 L4 hAL B4 ]4
(an) ‘ | iy » 3 i . eS| v
3 -1 BN i s Y R L | LR k)
= e A B 5 5 |d¥s ¢ SRR e iRl IR IRL
PRSP Qs WS Progeantir . Blosantinr  CDAL NSl Ausa i il e (=
et V| pmowwse  CDS-CDO-  COés COBs |
_STATS. ROAA v . l . .
1PN ST T s v 3 ! . B
Frofin - (113 T (rey7
L ‘e
| (R ! ) t i
=~ g | 1 l
iU + v * v
l: | PR X L 17A 7N P 174 17,
|2 1L 12A I L-17¥ 21 = -t
> L-ATF -2 L-22 L2 121
| & 12 T ; &
: = w2 GM-CST Ny
8 ucse ¥
| & "
I§ Nare COde
|

Gambar 2.12 Diferensiasi Th17 dan sel subset penghasit I1L.-17 lainnva

241 Peran T Helper-17 dan Interleukin-17 pada AHIHA

Sampai saat ini, paradigma dominan untuk pemahaman patogenesis penyakit
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autoimun dinyatakan banwa sel Thl ¢an Th2 mengatur resgons auvtoimun. Namun

&
7 i

demikian, penemuan _subset baru dari sei T CD4+ , dinamai Thl/ ditandai dengan

sitokin IL-17, vaing merupakan revisi utama dalam paradigma:ini. Beinyak studi baru

akhi-akhir ini menunjukkan bahwa sel Th17 adalah penggerak utama respon inflamasi

dalam  ‘berbagal  penyakit | autoimun.. - Sebuzh ' penelitian terbaru  menunjukkan

peningkatan ekspresi sel Th1l7 dan IL-17 pada AIHA. Namun, peran potensial sel

| REPOSITORY.UB,ACID |

Thi7 di AIHA masih belum banyak diketanui. Daiam sebuan studi ‘menemukan

proporsi. sel Th17 _meningkat secare signifikan pada. pasien: dengan AIHA, vang
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konsisten dengan lapcran sebelumnya. Yang penting, bahwa proporsi-sal Thl7-dan
IL-17 adalah berkorelasi erat-dengan aktivitas penyakit AIHA. Sebaliknya, tidak
ditemukan korelasi-yang signifikan antare seroiogical interfercn {iEN)-/ dan aktivitas

penyakit di pasien AIHA. Temuan ini konsisten dengan sebuah penelitian terbaru yang
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menunjukican hahwa produksi IL-17 lebih tepanya dibandingkan IFN-g, lebih kuat
terkait .dengan anemia hemoiitik autoimun, dan menyarankan bahwa sel Thl7

mungkin ' menjadi kritis “dalam’ pengembangen  AlHA. Bukli- terbaru 'menunjukkan
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bahwa, IL-6 dan IL.-21 adalah efektor penting dalam mempromosikan pembentukan

D

sel Thl7. Temuan ini menyatakan bahwe kadar seroiogis iL-6 dan iL-21 secara

hermakna lebih tinggi-pada pasien dengan AlHA dibandingkan dengan kontrol yang

Schat. Periingkatan tingkat 1L-6 dan 1L-21 mungkin *terjadi  dikaitkan . dengan
peningkatan. proporsi sel Th17 pada pasien AIHA. Namun, mekanisme tepat yang
mendasari peningkatan propoisi sel Tnl7 tetap membutuhkan penelitian selanjutnya.
IL-17 adalah - sitokin- dari se! Th17. dan. efektor kunci untuk sel Thi7 untuk

menggunakan fungsinya aktivitas dalam penyakit inflamasi dan autoimun. Seroiogis
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IL-17 juga secara signifikan lebih tinggi pada pasien dengain AMHA can herkorelasi
dengan aktivitas penyakit. Untuxk mengkonfirmasi lenih lanjut peran potensial sei Th17

dain'mengeksplorasi kemungkinan mekanismenya dalam pengembangan AIHA, telah
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dilakukan adopsi percobaan transfer dan uji netralisasi menggunakan model AIHA.

Ditemukan transier “adopsi itt sel “Th17  secare  efekiif  dapat mzningkatkan

perkembangan dari AIHA, sedangkan.blokade in vivo IL-17 bisa secara signifikan

mernbatalkan efek sel Thl7 pada yang diinduks AlIHA. Juga diternukan - banwa

hlokade IL-17. -pada model tikus yana tidak ditransfer. dapat secara. signifikan
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mengurangi kejadian tersehutdari AIHA disertai dengantingkat keparahain yang relatif
lebih ~leman aktivitas penyakit. Akhirnya, dikonfirmasi peran 1L-17 dalam
pengembangan AIHA menggunakan IL-17 dikus. Selain itu, tidak ditemukan korelasi

yang signifikan antara IFN-Y serum dan tingkat anti-RBC antibodi, atau serum C3 pada
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pasien AIHA, dain- mengungkepkan bahwa- frekuensi' IFN-g +CD4+ sel T pada
splenosit mencit yang diimunisasi sekitar 2,7%. Yang penting, telah ditemukan bahwa

level Anti-RBC 1gG autoantibedy dan anti-rat REC 1gG antibody dalam keicmpok sel-

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

ditransfer Th17 lehih tingai dari mereka yang berada dalam kelompok transfer sel Thi.

Jikal digebungkan, data kami sangat rnenunjukkan sel Thl7 itu'sangal pentng untuk

pengembhangan . AIHA _secara  dominan. melalui 1_+17. Mengengi. kemungkinan

viekanisme yang mendasari, bukti terbaru menunjukkan obahwa sel Thl7 dapat
berfungsi sebagai sei B helper. Sensitisasi sel T spesifik antigen ditlemukan rusak
pada tikus yang kekurangan iL-17, menyebabkan penekanan respons seluier dan
humoral alergi. Seia'an dengan temuan tersebut, kemi juga menemukan adanya

gangguan respon antibodi ternadap antigen RBC tikus di IL-17 tikus. Data ini
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menunjukikan banwa 3ei Th17 dan IL-17 memainkan peran penting delaim mendoiong
peningkatan produksi antibodi melawan sel darah merah tikus, yang pada gilirannya

hartanggung jawals atas gangguan inauksi AIHA (Xu, et al/; 2012)

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |
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Kerusakean toleransiimunologis dan perkembarigan penyakit auteimun agalah
proses yang kompleks. Studi- AIHA pada manusia dan hewan coba tikus telah
menyatakan adarya defek dalam presentasi autoantigen oieh sal dendritiik serta

kelainan fungsional Iimfosit 8 dan T. Pengenalan yang kuat terhadap autoantigen
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oleh sel Timatur ditimus dapat menyebatkan kematian seitersebit (seicksi negative
atau delesi), atau berkembang sel T regulator yang memasuki jaringan perifer. Antigen

presenting celi, termasuk sel dendritik dan makrofag, menangkap-autoantigen dari sel

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

lain dan mempresentasikannya ke sel T autoreaktif untuk menginduksi toleransi sel T

baik cleh penghiapusan dan apoptosis atau anergi. Pada pasien dengan AllHA, sel T

autoreaktif lolos. dari-seleksi timus dan. tetan berada di perifer. Telah. ditunjukkan

bahwa sel-selini kemudian dapat diaktitken secaia in vivo pada pasien dengan AiHA,

tetapi tidak pada kentro! sehat.

Aktivasi poalikicnal sel B oleh: superantigen atau mitogen telah diusuikan
sebagal mekanisme yang mungkin oleh: virus mana yang memicu penyakit autoimun.

Pada penelitian dengart heweri coba; inokulasi intrasereoral virds Koriomeningitis
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limiositik, tikus CH3cB/FeJ mengembangkan AIHA. dan hipergammaglobulinemia.
Pada rmanusia, heberapa infeksi virus dan parasit diikuti cleh peningkatan produksi

auto-antibodi dan AIHA. Pada penyakit kronik graft-versus-host, aktivasi sei B inang

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

oleh sel T'donhor mengincuksi-autoimun, termasuk AlHA tipe hangat.

Meskipuni- AIHA “disebabkan oiern antibod! anti-RBC yaing diproduksi ‘oleh

limfosit B, produksi autc-antibodi adeiah proses yang tergantung pada sel T. Pada
penelitan yang dilakukan dengan hewan coba tikus hitam Selandia Baru, di ‘mana

pengobatan: - dengan - moneklonal antinody - ant-CD4 . menurunkan  produksi
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autoantibodi igG;Deglesi sel T dari ttkus tersebut mencegah induksi AlHA dalam

respon imunisasi oieh sel darak merah tikus.

Dogma -saat ini_menunjukkan- bahwa . penyakit - autoimun_ditandai° dengan

ketidakseimbangan antaia pro-inflamasi dan- mekanisme: anti-inflamasi. Yang baru-
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baru ini diketahui Interleukin 17 diproduksi oleh pro-inflamasi sel Th17. Di sisi lain, sel
T regulator (Treg) ditandal deigan CD4+~CD25n0i Fox3+ memiliki peran penting dalam

mempertahankan toleransi diri. Telah disarankan bahwa sel Treg meiawan sel Th17

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

dar mengurangi potensi autcirnun. Baik penurunan sel Treg maupun peningkatan sel

Th17 telah didokumentasikan dalam AiHA

RPeneglitt ingin meneliti-kadar se! T CD24+ dan sel Thl7 pada pasien AIHA
dibandingkan normal, sehingga bisa lebih mendalami faktor. penyebab terjadinya

autoimunitas)

3.3 Hipotesis:

1. terdapat persentase sel T CD4+ yana lebkih rendah. pada pasien AIHA
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dibandingkan subjek normal
2. terdapat persentase sel Th1l7 yang lebih tinggi pada. pasien dengan AIHA

dibandingkan subjek riormal

| REPOSITORY.UB.ACID |
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RAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Fenelitian
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Fenalitizn in! menggunakan desain observasional case conirol dilaporatciium
secara in vitro dengan Randomized Post Test Only. Controlled Group Design pada

«ultur peripheral bicod mononuclear ceil (PEMC) pada kelompok sampel pasien AIHA

| REPOSITORY,UB <AC_!D |

dan. kontrol normal. Pada penelitian ini akan dievaluasi _jumlah se! T CD4+ dan

subsetnya berupa sel Th 17

4.2 Populasi dan Subyek penelitian

Populasi- kelompok pasien adalah . pasien AIHA vang datang ke RS.
Sedangkan subyek penelitiar adalah dar pasien yang teiah dgidiagnosis AIHA yang

datang ke RSUD dr. Saiful Anwar Malang. Diagnosisnya didasarkan kiinis oleh dokter
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anli llmu Penyakit Daiam dan Laboratoris. Kontrol sehat adalain subyek dengan umur

dan jenis kelamin yang sesuai. Inforrmed consent tertulis diperoleh Baik dari pasien

maupun kontrol.

Subyek yang terlibat dalam penelitian dilakukan anamnesis, pemeriksaan fisik

| REPOSITORY.UB.ACID |

diagnostik, pemeriksaan teboratcrium daran lengkap, urine tengkap, kimia daraii, dan

analisis flow sitometri.sel T CD4+ dan sel Th17 kultur,PBMC pasien AHA dan normal
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S
S9]

Kriteria Inktusidan eksklusi subyek penelitian

4. 3.1 Kriteriainkiusi:

a
V) —
L - i. isia anhtara 18- 65 tahun
5=
g < 2. Memenuhi kriteria diagnosis AIHA seperti yang ditetapkan
S 0
2 _ - i y : y v 02
S0 3. Bersedia ikut daiam penelitizn dan rmenzandeatangani iniormed consent

4.3, 2 Kriteria Eksk!usi

1. Merokok, infeksi akut, vaksinasi kurang dari 3 buiain yang lalu, terapi

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

canker kurang dari: 5 tahun yang laly, diagnostic X rays kureng dari 2. bulan

yang lalu, aiergi akut, vegan nutrition dan alconol abuse.

2. Subyek menolak untuk kut serta dalarn penelitian.

3. AIHA sekunder (AIHA vang disebabkan oleh penyakit autoimun yang

lain seperti LES, Evans syndrome)

4.4 - sampel

Sampe! darah-dari pasien AlHA yang memenuhi kriteria diagnosis berikut:
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hemoglobin (Hb) turun, aktifitas lactate dehydrogenase (LDH) > 480 U/L, kadar

bilirubin serum >1,0 mg/dL, retikulostosis (> 2.5%), dan DAT positii. Pada serua

kasus dilakukan pemeriksaan direct antiglobulin test (DAT)/direct Coornbs test

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

dengan poiyspecific DizMed Micro Typing 1D gel systern (DiaMed, Cressier sur Maorat,

Switzerland).

Sampet yang digunakarn pada penelitian -ini vadalah peripheratl ciood

mononuclear cell (PBEMC) vang diisolasi dari whole blood-Heparin kedua kelompok

subyek, kemudian masing-masing dilakukan kultur selama 48 jam.
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Besar sampelvang digunaken pada peneiitian ini dihitung dengan rumus:
Penelitian ini merupakan penelitian komparatif nuimerik tidak berpasangan. Jumlah

sampel dihitung dengan rumus
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n =jumiah sampel tap perlakuan

Za = deviasi baku dari kesalahan tipe 1

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

Z[3 = deviasi bzaku dari Kesalahan tipe 2

S = simpana baku selisin rerata

X1-Xz =perbedaan rerata minimal yanyg aianggap bermakna

Setelah dilakiikan perhitungan dengan menggcunakan a sebesar 5% dan
sebesar 20%, didapatkan Za sebesar 1,64 untuk hipotesis'satu arah, adan Zp sebesar
0,84, Berdasarkan referensi penelitian sebelumnya. didapatkan nilai S sebesar 10%,
dan Xi-Xz sebesai 16%. Dari hasil perhitingan didapatkan besai sampel yang akan

aigunakan pada peneiitian ini adalah 12 untuk masing-masing kelompok sksperimen.
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Cara Pengambilan sampel: sampel diperoleh secara konsekutif pada kontrol
sehat dan pasien vang memenuhi kriteria inklusi-eksklusi di- Pclikiink ilmu Penyakit
Dalam (IPD) divisi Hematologi Onkoloaik Medik, Instalasi Laboratorium Sentral RSUD

Di. Saiful Anwar Malarig, Laboratorium Biomedik dan Laboratorium Parasiteiogi FK

Universitas Brawijaya Malang.

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |
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4.5  Variabe! Penclitian
Dalam _penelitian ini terdapat dua macam variabel yaitu variabel bebas dan
variabel tergantung. Variabel tebas (independent variaole) acalah AlHA. Sedangkan

variabel tergantung (adependent variable) adalah sel-sel T. CD4+ dan Th17
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4.6. Deiinisi Operasiona.
o Pasien Autcimmune hemolytic anemia (AIRA) adalah pasien dengan

penyakit yang disebabkan oleh autoantibedi terhadap beberapa antigen

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

yarg aiekspresikan pada permukaan eritresit. Diagnosis AIHA ditegakkan

berdasarkan gambaran kiinis dan laboratoris,. yaitu, ainemia, aktifitas

laclate denydiogenase (LDH) > 430 UL, kadar wiiirubin serurn >1,0

mg/dL, retikulositosis (> 2,5%), dan DAT positif

e Direct Antiglobulin ‘Test (DAT) adalan prosedur iaboratorium imunologi
yang digunakan untuk mendeieksi kebzradaan antibodi terhadap sel
daran merah (RBC) yang bersirkulasi dalam tubuh, vang kemudian

menginduksi- ' hemoiisis. ~Prinsip - DAT adalah  untuk - mendeteksi
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keberadaan antibodi yang menempel langsung ke sel darah merah, yang
diiakukan dengan mencuci sampel darah yang dikimpulkan calam saline

untuk mengisolasi sel darah merah pasien; prosedur ini-menghilangkan

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

antibear yang tidak terikat yang dapat mengacauvkan hasi.

o Kultur Peripheral hlood menonuclear cell (PBMC) adalah kultur sel darah

tepi manusia di mana hanya sel yang mempunyai nukleus tunggal saja

{limfosit, monaosit). yang diisclasi. Dikultur. pada. kondisi-tertentu.-.dan
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dipanen pada saat tertertu. PEMC diperoiah dari who'c blood pasien
AIHA dan kontrol noermal, dengan satuan sel/ul.
o Sel T CD4" adaleh kompieks protein antbedi  monckional pada

permukaan limfosit yang terdiri dari empat rantai yang berbeda, yang pada
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marnalia, komplek CD3* terdiri dari rantai CD3y, rantai CC33, dan dua
rantai CD2¢. Pada penelitian ini sel-sel T CD4+ berasal dari kultur PBMC

pasien AlHA aan kontrol normal; yang diukur prosentasenya dengan flow

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

sitometri facs melody

¢ Sel T Heiper 17 merupakan salah satu subunit sel T CD4+. yang

menaghasiikan . interleukin: proinflammatory, yaitu interleukin 17 vang

dikaiikan dengan -banyak penyakit keradangan seperti rheumatoid
arthritis, esma, lupus eritrematosus sistemik (LES), dan allograft rejection.
Pada penelitian ini sel Th17 diperiksa aengan flow sitometri facs meiody,
yang berasa! dari kuliur PEBMC pasien AIHA dan kontrst normal

4.7 Lokasi dan Waktu Penelitian
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Penelitian ini dilakukan di tiga laboratorium yaitu di instalasi Laberatorium
Sentral RSSA untuk untuk pengambilan sampel darah dan urine; dan-Laboratorium

Parasitologi FKUB untuk Isoiasi, kultur dan pemanenan PBMC. Ujl ekspresi sel

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

TCD4+ , dansel Th-17 dengan flow sitemetri facs malody dilakukan diLaboratorium

Biomedik FKUB.

Wakiy perneiitiar ini dilaksanakar muiai pada bulan April 2018 - Agustue 2021
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4,8 Alur Penelitian

<L Ketompok Kantraol Kelompok Kasus
V) —
<[ — r —~ ) Yir
= ; Subjek Penelitian J Subiek Fenelitian
e .
o | |
w < | |
Zec < -
= A P (L =? ey T| H r VR 1A 11 HS ol el
S Kriteria inkiusi dan eksklusi | Kriteria inkiusi dan eksklusi
| |
+©= v Liniversitas Brawiiava Rar ; Universitas Brs vz ar
Kelompaok sampel dari subjek sehat l [ Kelompok-sampel dari pasien: AIHA ]
I
N v X,
ié Sampel darah dgn heparin Sampe: darah dgn hepatin
‘§ g mi-media kult 9wl + media kalor
| & : RN T SR S S
|2 |
8 V- iversitas Brawiiava—i
| . -
| & [ Isolasi dan Kultur PBMC [ Isolasi dan Kultur PBI\/lC
L] L e e
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|
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| Pemanenan kulfur PBMC setelah 48 jam untuk diperiksa 'sel TCD4+ dan'sel Th 17
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Gambar 4.1 Alur Penelitian

4.9 Bahan dan Alat

4.9.1 lIsolasiFBMC

| REPOSITORY.UB.ACID |

A. Alat

1. Tabung sentrifus 15l

2. Micropipette
3. Swing centrituge

R, Bahan
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1. ~Ficcl-Hipague d=1.077 g/mL

N

Phosphat Buifer Saline (PBS)

o)

Sampei darah + 9 mit yang dimasukkan calam vacuiainer heparin

492 KulturPEmMC
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=

Kultur PBMC kedua kelompok sampe!l

2. Weli plate

w

Inkubator
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4 9.3 Flow sitometri

Facs Melody (BD flow cytometer)

4,10  Prosedur Fenelitian
4.10.1 Isolasi PBMC
1. Semua bahan yang diperlukan- dikeluarkan dari-lemiari pendingin dan

dibiarkan sampai suhu ruang.
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2. Disiapkan tabung senirifus 15 mi dan diisi dengan Ficoli-hipaque ¢4=1.077
g/mL.
3. Sampel darah daiam vacutainer heparin yang akan diuji dibclak-balik

periahan agar homogen kernudian dicampur 11 dergan PBS. Kemudian

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

diambil dengan micropipette dan disalutkan secara perlahan pada dinding

tabung yang sudah diisi Ficoli-Hipague d=1.677 g/mL. Perbandingan

volume antara Ficoll-Hipague dengan sampel darah adalah 1:1." Akan

{

[gu)

rbentux 2 lapisan.
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4. Kemudian disentrifus suhu ruang dengan kecepatan 100C tpm selama 30
menit.
5. Setelah disenirifus akan terpisah menjadi 5 lapisan, vaitu plasma, PRMC,

Ficoll-Hipaque, granulosit dan eritrosit.
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m———

]
! iavers before centrifugation
]

Blood samiplz
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Ficoll

Layers after centrifugation

-—— Plasma
PEMCs

Ficall
Granulocytes
Erytnrocytes

Gambar 4.2 Isolesi PBMC

6. Cincin PBEMC yang terbentuk ‘diambii’ secara periahan  menggunakan
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micropipette dan diletakkan dalam tabung sentrifus 15 ml yang baru.
7. Larutan P3MC kemudian dicuci dengan PBS 10 ml dan disenirifts suhu
ruang dengan kecepatan 1200 rom selama 10 menit.
r~ |

3. 'Kontaminasi eritrosit ditambahkan RBC lysis buifer.

9. Supernatain dibuang dan pelet yang terbentuk dicuci kembali dengan PBS

| REPOSITORY.UB.ACID |
ot
5

lan disentrifus kembali pada sunu ruang 1200 rpim (1000 = 1600 rpm)

selama 10 menit, dilakukan dua kali.

10. Seielah diseitrifus -maka akan terbernituk peilet (sel PBMC) pada dasar

tabung senirifus 15 mt.
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4,10.2 Kultur PBMC dari pasien-AIHA dan kontrol sehat
A. Bahan:
1. -Golgi Riug

2. RPMI 1640 with L-Glutamine
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1)

FBS
4. Penicillin Streptomicin Culture Grade

= ] -
S. 'Hepes
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6. Natrium Bicarbonat culture arade

3. KulturPEMC:

- Sebhanyak 10° - 108 PBMC disuspensikan dalam 200 ui: medium kultur

RPMI untuk masing-masing sampel PBMC. Dibagi menjadi 2 kelompok:

(WY

PBVC kelompok pasien AIHA

D

PBNV.C kelompok subjelk normel!

[N

PBMC diktltur selama 4€ jam dzlam tissue culture well dalam inkubator
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37°C 5% CO.,

Mediuni kultur;

[

. RPMi 1640

N

Natrium hicarbonat 0.2%

| REPOSITORY.UB.ACID |

w

. Buifer Hepes 0.28%

Penstrep 0.25%

NN

. PBS 10%

ol
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Padz hari ke 3 dipanen, 5-€ jam sebeluny dinanen dibetkain Brefeldin A
(Golgipiug) dosis 10 pg/mi. Tujuan pemberian Goigipiug agar sitokin tidak
disekresi terlalubanyak oleh sel ke daiam supernatan; Sei diambil dengan

micropinpete dan dimasukkan ke dalam tabung ependorf 1,5 ml dan
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diseniriius 2500 rpm selaima 3 menil.
Pellet yang terbentuk dicuci dengan 1 ml PBS, dicuci 2-3 kali.

1

Siap-untuk dilekiukan pengecatan untuk pemeriksaan fiove sitormetil,

4.10.3 Flow sitometri

el

| o

| <

5 A. Bahan:

| &

|2

|8 1. PerCP anii human CD2+

| &

" 2. APC ant human CD4+
3. - Cell'Staining Buffer

4. Fixation Buifer

i

Peririeabie Wash Buffer

Alat

w
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1. Tabung eppendorf 1.5 ml

[RS]

Sentritus dingin

3. Micropipette

[al
E 4. Tanung sentiifus 50 Tl
|2 5. Tabung sentrifus 15 mL
|8
|8 |
| & 6. Taoung senurifus 1.5 mL
7. Blue tip
6. Yeiiow up
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©

White tin
10. TC Well 96

11.Risposable syringe filier 0.45 ym

12. Disposable syringe filter 0.2 um
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13. Risposable spuit 10 ny

14. Disposable pipet 5 ml

4.10.3.1 Pengecatan dengan cell surface marker CD

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

Cara Kerja:

e Pellet PBMC ditambahikan dengan cell staining buffer, dan dibagi

dalam beberapa eppendori sesuai dengan banyaknya perlakuan. Cell

staining buffer merupakan 'arutan yang dibuat dari 2% Feta! Bovine Serum
(FBS) dalaim PBS.

e Pellet siap untuk distaning dengan antibodi cell surface marker anti
human CD4 berlabel fluorochrome FITC (yang telah diencerkan dengan

ceil stainirg puffer dengan perbandingan 2.:100).
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e Antibodi yang teiah diencerkan kemudian diambil sebanyak 50 ul dan
dicampurkan dengan pellet EBMC dan dihomogenkan.

o __Pellet yang telah diberi. antibodi_diinkubasi_selama 20 menit dalam

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

gelap ai suhu ruang.

e Setelal .inkubasi.-ditambahkan cell staining buffer sesuai dengan

kebutuhan, dihomogeiikan

o Kemudian dipindahkan ke kuvet baca dan siap untuk dibaca dengan

fiow sitometri.
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4.10.3.2 Pengecatan intraceliular (cyteplasmic) marker/antibodi anti sitokin
Cara Kerja:
o Felletyangtelah diinkubasi dengan antibodi cell sutface markar kemudian

dicuci dengan 500 pl cell staining buffer, disentrifus pada suhu 4°C dengan

BRAWIJAYA
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kecepatain- 2500 rpm selama 3 menit.
o _Supernatan dibuang, kemudian pellet yang terbentuk dicuci dengan 500

pl larutan fix buffer, dinomogenkan dan disentrifus pada suhu 4°C dengan

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

kecepatan 2500 rom selama 3 menit.

¢ Superiatain diouarig, kemudian peiletdifiksasi dengan 500 ul fix buiferlalu

diinkukasi selama 20 menit daiam gelap di suhu ruang

e Setelah inkubasi selesai, iarutan disentrifus pada suhu 4°C- dengan
kecepatan 2500 rpmiselama 3 rnenit.

e Supernatan dibuang, pellet yang terbentuk dicuci dengan larutan
permeable wash tuffer disentrifus pada suhu 4°C dengan kecepatan 2500 rpm

selama 3 menit. Larutan perm wash buffer tersedia dalam 10x konsentrasi, jadi
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apabila akan digunakan harus diencerkan terlebih cahulu dengan deicnized
water
o Supernatan dibuang, kemudian pellet siap untuk dilakukan pengecatan

dengan antibodi intraseluler sitokin (yang teleh diencerkan daiam permeable

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

wash buffer dengan perbandingan terientu).

o Masing-masing larutan dilekuken pengecatan dengan 590 ul-antibodi yang

telah diencerkan, kemudian diinkubasi dalam gelap di suhu ruang selama 20

menit
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»  Setelah diinkubasi dicuci-dengan menambahkan 500 pui-larutan: perm wash
butfer dan disentrifus pada suhu 4°C dengan kecepatan 2500 rpm selama 3
menit

e Supernatan dibuang ‘dan ditambahkan 350 pl cell staining buffer,
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dinomogeikan.
o Pellet dipindahkan ke kuvet baca dan siap untuk dibaca gkspresi. sitokin

dengan ficw sitometri. Ekspresi sitokin dinyatakan dalam satuan prosein (%6).

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

Analisis sampe! dilakukan dengan FACS  Melody. flow . sitometer (Becton

Dickinson, San Jose, Caliioinia, USA). FACs-acquiisition dan analisis dilakukan

dengan FACs Cell Quest software (B Biosciences). Pertamakali- sampel dilakukan

-~

pemeriksaan jumian sel-sei 7 CD4+. Persentase sel-sel T CD4* aan sei Th17 dalam

—~m™

populasi sel T-CD4+ total kemudian ditentukan.

411  Pengumpuian-dan Aneiisis Data

Data hasii penelitian dinitung untu< mendapatkan rerata dan siandard error of

<
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<
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Whitney tergantung distribusi data yang diperolenh, dengan tingkat kebermakinaan p <

0,05.

| REPOSITORY.UB.ACID |
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HASIL PENELITIAN

5.1 Karakteristik Subjek Penelitian
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)
%

Dari penelitian didapatkan subiek penclitian sebanyak 24 orarg, terdiri dari 12

pasien AIHA dan 12 orang sebagai kontrci normail.

r

ol : .
E: Tabel 5.1 Perbandingan data klinis dan laboratorium pasien AIHA
E: dan suojek normal
I OF a a
|8 No Data Pasien AHA Subiek nornal Nilai p
=) 1 | I Usia 31,5+8,46 25.25+5,53 0,045
2 Ratio L:F L5 1,4:1 0,035
< 3 7'7‘-|F,-|‘.“.()gl:‘hir'. (argL) Jni ¢
E Laki-leki 10:35 + 0,35 16.7 +1,271 0,02
) — Perempuan 10.05+1.01 7 712,44 +1,11 0.001
= § 4 Hematokrit (%) 29.04 = 2,85 43,84+5,76 0,000
W) IAIAVE SISV IAN I P2 LN Y 2L PE LT B A2l A T NS TAVE NISIAVISI AN P2 N I SSLLTIIEAY . B .
o 5 RDW 1534 1,78 12,88 £ 1,007 0,000
w < ory Universitas Brawiiava “Rengdsiory Univarsitas Rrawiiava R
% o 6 Leukosit (sel/mm3) 4830 + 2064.75 5838,33 + 1159 0,41
S0 .7 _Trombhosit (sel/mm3)  167.323+90.324 . 241500+69.783 0,035 -

e
i

Dari tabel didapatikan rata-rata’ usia pasien AIHA sebagai subjek penelitian
yaiiu 31,5 dan rata-rata usia subjek normal 25,25 tahun. Rasio jenis kelamir laki-laki

dibanding perempuein pada  pasien - AIHA - 1:5. 'Dali  pemeriksaain faboratorium

didapatkan hasil perbedaan yang bermakna pada kadar hemoglobin, hematokrit dan

| REPOSITORY.UB.ACID |

trombosit pasien AIHA - dan ~sukjek nermal, dimana rata-rata kadzar -hemagiobin,

hematokrit dan trombesit pasien AIHA lebin rendah dibandingkan subjek normal. Pada
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pemeriksaandaboratorium RDW, rata-ratanya dijumpai lebih tinggi Deda pasien AHA
dibandingkan subjek normal. Sedangkan pada nilai leukosit tidak terdapat perbedaan

vang bermakna pada kedua kelompok-ceneiitian:

5.2 Anpatisa statisiik
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Dari hasil penelitian didapatkan 12 kuitur PBMC sampel populasi normal dan
12 kultur PBMC pepuiasi AIHA yang selanjutnya dilakukan pengecaian dengan cell

suriace marker CD dan intraceiiular (cytopiasinic)

| REPOSITORY,UB <AC_!D |

marker/- antibadi -anti" sitokin.. Hasil akhir yarig -menjadi-data pada -peneclitian ini

didapatkan dari perhitungan parameter pada scalter tersebut, seperti yang tertera

pada gambar sepagai berikut;

] -

g FSC Sitglets B coacoas
v g z | & {» ot 1S
52 | 5
i | z
wi < . COY D06 1
= o | | ‘ X |
2 m b \ Q‘l %) |
S : | Jp‘/ | £

1 S ’
O ) 't_’i'_ | - j
o |
|

1

l‘ -
4] CE

|

|
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Gambar 5.1 Diagram Scatter salah satu pasien penelitian

Seluruh sampel dilakukan pembacaan nada diagram scatter dan didapatkan

hasil persentase sei T-CD4+ dan Thl7 sebagai berikut
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1

< Tabel 5.2 Hasit penelitian persentaze sel T CD4+ dzn sel Thl7
><- | Normal/ sehat gg:,] ! Sel Th17 | Pasien/sakit | E(";IE Sel Th17
<= 0l | e i3 e 55.20% P01 25,5893 1110 60,06%
% s (8002 5 jiohs .y T 54.82% [P 02 | 25420 | ok 65.17%
W < BSS0NE aeams| 67,69% P08 " | 2493% | . 67,40%
= o ih;"?‘:;Q‘_‘________________27-_55’(9 ( ______ 5‘_5-_2_2_0@;l_'?.9‘} __________ | 26,12% | 68,96%
- 1S05 | ,,%@590,/9,{,,  6823% |P 05 | 2577% _71,35%
1S 06 27.38% | 63,98% | P 05 | 26,09% 60,13% |
| S 07 | 31,12% | 52,44% | P_07 | 26,42% 64,36% |
| 5.08 | 30,93% | 57,49% | 08 | 25,66% 67,66%
_ ' 5.09 Htass s 61,79% | F_09 ' 27,28% 68,71%
E |5 10 32:12%\| |2 62.81%: F_10 ' 25.54% 0 69,00%
P sy 112 c27:00% 54.82%: il | 25,58% 59,080
I HSd2 | Litamemliavg | s281% IR 12 | 255891} 0/ -159.98%
i 521 UjiNormaliias

LJji normalitas data hasil penelitian dilakukan dengan uii. Saphiro-Wilk.. Uji

normaiiias aikaiakan terpenuhii jika p-value >0,05. Dengan menggunakan bantuan

<
V) -
S [R—
= ; software SPSS didapatkan hasil uji ncrmalitas sebagai berikut :
o
L <
> o N
= Tabel 5.3 Hasil Uji Normal tas
>0
= Variabel Kelornpok Shapiro-wilk P-value Keterangan
P
Sel T CDA4+ Subyek Sehat 0.813 0.013 Tidak Normal
Pasien AlHA 0.957 0:746 Normal
Sei Thi7 Subyek Sehat 0.915 0.247 Normal
| Pasien AIHA 0.86 0.05 Normal

Dari tabel di aias depat dilihat-bahwa data variabel CD4+ teidistribusi fidak

| REPOSITORY.UB,ACID |

normal karena nilai p-value pada subyek sehat 0,013 < 0,05, sehingga analisis

selanjutnya mengguriakan analisis ncnparameric (uji Mann Whiteny). Data variabel
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Th17 terdistricusi-normal karena-nilai p-value > 0,05, sehingga analisis selanjutnya

menggunakan analisis parametrik (uji t).

5.2.2. Uji Homogenitas

Penaguijian asumsi homogenitas ragam dilakukan dengan menggunakan uji
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Levene. Asumsi homogeniias ragam dikatakan terpenuhi “jika - p-value = hasil
penghitungan . lebih besar. daricada o = 0,05. Berikut hasil pengujian: asumsi

homogenitas ragam dengan rmenggunakan bantuan software SFSS :

]
| o
| <€
| @
{3 5.4 Tabel Uji Homogenitas Ragam
|&
[ = - —
' 8 \/ariakbel Koefisien n-vzlue Keterancan
& A R A = T A = S
e Sei T CD4+ ‘ 104.27 C.000 Tidak Hornogen
|
Sel Th17 - 0.704 0.410 Homogen

3erdasarkan tabe! di atas, pada pengujian asumst homoegenitas ragam

variabel. menunijukkan bahwa asumsi homogenitas ragam. variabel CD4+ fidak
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terpenuhi, sehingga anaiisis selanjutnya menggunakan analisis nonparameurik (uji
Mann Whitney). Asumsi. homogenitas ragam variabel: Th17 terpeinuhi, sehingga

analisis selanjutnya menggunakai anaiisis parametrik (uji t).

| REPOSITORY.UB.ACID |

523 Uji Beda (Uji tiMann Whitney)

Sebagaimana telan’ dijelaskan dalam  pengujian asumsi norinalitas  dan

homaogenitas ragam, asumsi normalitas dan homogenitas variabel se! Th17 terpenuhi

dan pada variabei sel T-CD4+ ticak terpenubi. Selanjutnya dilakuikan uj beda'sel T
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CDb4+ cengan uji-Mann Whitney dan sel Thi7 dengen uji-t berdasarkan kelompok

sehat dan pasien AiHA.

a
V) m—
S rap—
7 ; Tabel 5.5 Perbandingan Sei T CD4+ dan Th17 berdasarkan kelompok sehat
§ < dan pasien AIHA
% % No Variahel Kelompok Mean 4: 5D o-va'le Keterangan
1 Sel T Subyek Normal 0,292 £ 0,024 0,000 Berbeda
CD4+ Signifikan

Pasien AIHA 0,261+ 0,006

N

Sel Th17 . Subyek Nermal ~.0,615 + 0,053 0,672 Tidak
Rerbeda

REPOSITORY,UB.AC.D |

Pasien AIHA 0,652 + 0,042 Sicnifikar
S !

5.3 Serbandingan persentase Sei T CD4+

3erdasarkar pada hasil analisis perbedaan sel T CD4+ bergasarkan keiorapok
sehat dan pasien AIHA dengan mengaunakan uji Mann Whitney, didapatkan p-value

lebin kecil aaripada a = 0,05 (p<0,05), yakni C,0600. Sehingga dari pengujian ini dapat

<
<
-
<
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disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan rata-rata - sei: T CD4+ pada
kelompok sehat dan pasien AIHA. Rata-raia sei T CD4+ pada pasien AIHA (0,261)

lebih rendah daripada rata-rata sel CD4+pada subjek normal-(0,292)

| REPOSITORY.UB,ACID |

Rata=ratz nilal sel T CD4+ pada subjek normal dan pasien AiHA ditunjukkan

dalam histogram berikut :
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g Sel T CD4+
< 0,35
UHeE 0.292458 +
S — 010241183
= g 0.3 1 0.261642 +
2 6,0063707
L < 0.25
S
S>00 0.2
e 0,15
0.1
o] 0.05
(G
| <
‘g 6]
{ >
| S Subyek Sehat Pasien AlIHA
18 D43
| W
| e

Gambar 5.2 histogram rata-rata-sel T CD4+

5.4 rerbandingan persentase sel Tri 17

Berdasarkan pada hasi! analisis perbedaarn sel Th17 berdasarkan keiompok

<
<
=
<
o
o0
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sehat den pasien AIHA dengan menggunakan uji t, didapatkar p-vaiue lebih besar
daripada a = 0,05 (p>0,05), yakni 0,072. Sehingga dari pengujian ini dapat
disimpuiikar-bahwa tidak terdapat perbedaan yany signifikan rata-ratecsel Th 17 pada
kelompok sehat dan pasien AIHA. Rata-rata nilai sel Th 17 pada kelompok sehat dan

pasgien AIHA aditunjukkan dalam histogram berikut

| REPOSITORY.UB.ACID |
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sel Th17

0.652683 +
0.7 0.615425 + 0.04%-03’)9.
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Subyek-Sehat

Cha+Th17

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Gambar 5.3 Histegram reta-rata sel Th 17

(O]
al

Analisis Regresi Liner
Analisis regresi linier berganda digunakan untuk mengetahui seberapa besar
pengaruh variabel bebas yaitu sel T CO4+ terhadap sel Th17. Hasil analisis teriihat

dalam tabel berikut:
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Tabel 5.6 Hasil Analisis Regresi Linie

Variabel Konstanta Koefisien Nilai R Nilai p Keterangan N
B R N L B R e _
Sel T CD4+ Tidak berbeda

0,865 0,832 -0,381 0,066

dan Thi7 o bermakna

Dari tabel di-atas imaka persamaan regresi persamaan regresi sebagai berikut:

| REPOSITORY.UB.ACID |

Thl7=0,865+-0,832/CD4+

Dari persamaan regresi terseout, diketanui bahwa:
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a. Nitai- konstanta sebesai 0,855 memilki arti jka variabe! sel T-CD44 sama
dengan 0 (nol), maka sel Th17 sebesar 0,865.
b.  Keoefisiensi tegresi -sel T CDR4+ sebesar -0,832° rneaunjukkan ~bahwa

kenaikan CD4+ sebanyak 1 satuan akan menyebabkan sel Thil7 turun

BRAWIJAYA
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sebesar +2,832 dan sebaliknya.
¢, -Dari hasil analisis regresi linier pada tabei di atas terlihat bahwa variabel sel

T CD4+ menunjukkan nitai signifikan t sebesar 0,065 > 0,05, berarti tidak ada

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

pengaruh yang signifikan dari variabel sel. T.CD4+ terhadap variabel sel

Thi7. Bengan demikian dapat disimpulkan bahwa  hipctesis ditclak. Sel T

CD4+ tidak herpengaruh signifikan terhadap sel Th17.

Pengaruh sel T CD4+ terhadap sel Th 17 ditunjukkan dalam grafil.berikut

Pengaruhisel T CD4+ terhadap Th17

0.8
vy ==08219%x+0.3645
0.7 =X ) P R?=.0.1455

0.6

<
<
-
<
o
0
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0.5

+Trl7

0.4

D4

0.3

~
L)

0.2

0.1
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0.2 0.22 0.24 0.26 0.28 0.3 0.32 0.34
CD4+

Gambar 5.4 Pengaruh Sel T CD4+ terhadap sel Th 17
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BAB VI

PEMBAHASAN

6.1 Persentase sel T CD4+ pada pasien AIHA
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Dalam- hasil penelitian -ini didapatkan -perbedaan yang -signifikan- antara

persentase sei T CD4+ pada pasien AlHA dibandingkan subjek normal. Pada pasien

REPOSITORY,UB.AC.ID |

AIHA didapatken persentase sel T CD4- yang lehih rendah dibandingkan dengan

subjek normal. Sesuai dengan hasil beberapa penelitian sebelumnya.

Regulasi yang dimediasi sel-T dari sistem kekebalan humoral telah terbukti
merainkan  peran- pendting dalam hilangnya ‘toleransi “dir- dalam - AtHA, “Dalam
beberapa. tahun terakhir peningkatan respon proliferasi in vitro dari sel T dan
peningkatan sitotoksisitas sel pembunub aiami terhadap autologeus seldarah' merah
telah  diielaskan. dalam AIHA  (Barcellini, .2015). Selain jtu, . CD4+ CD25+ Tregs

sekararg aikenal sebagai perain kunci- dalam toleransi imunciogi dan, dengan

<
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demikian; dalam mencegah AIHA dain gangguan.-autcimun. poliklonal lainnya, Ward
akk pertama menggaimbarkan autoantiger spesiiik, klon Treg yang imnensekresikai IL-

pulih secara exvive d

O]

ripasien dengan AlHA Klon ini diakui sehagzipeptida, 72H-

| REPOSITORY.UB.ACID |

86L, berasai dari autoantigen Rh RBC dan diekspresikan penanda T regulasi yang

berbeda tergantung pada keondisi akiivasi: CD25 dan LAG-3 tingkat tinggi- saat

berkembang tidak spesifik, tetapi FoxP3 seteiah aktivasi oleh autoantigen yang
mereka kenaii. Baru-garu ini, Treg CD4+ yang oeredar diternukan berkurang dalam

pasien dengan AIHA, bersama dengan kadar IL-10 dan 92 IL-12 vang tingqgi. Diketahui
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bahwa Treg mznghasitkan 1L-10 dan TGF-3, dan Kketidakssimbangan, ll.-10/11.-12
mungkin memainkan peran penting peran daiam timbulnya dan / atau pemelinaraan
AIHA. Beberapa kelainan lain dari sitekin imunoreguiaior telah dilaporkar dalam
AlIHA: kadar serum IL-1a, IL-2/IL-2R. IL-6, dan IL-21 ditemukan meningkat; dalam

4

pearcobaan kukur; sitokin Thl yaitu IL-2 dan i.-12 dilaporkan meningkat, sedangkan
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IFN-y. ditemukan berkurang. Selain itu, sitokin Th2 yaitu IL-4 dan IL-13 dilaporkan

meningkat, tersaima dengen peningkatan. produksi LG, 1L-10, dan 1L-17.  Pasien

REPOSITORY,UB.AC.ID |

dengan hemolisis aktif menuniukkan Iebih lanjut pengurangan IFN-v dan peningkatan

sekresi TGF- 8. Lebihi-lebin {agi, penambahan'iL+4,-1L-€,-1L-1C; iL-13, dan TGF-B

meningkatkan sekresi-autoantihodi sekresi dalam kultur. Semua data ini mendukung

viengurangi Thl- dari profii mirip Th2 yang dominan dalarn imuncpatogeriesis AlidA,
berbeda dengan peran umum CD8+ Se! T sitotoksik yang mensekresi IFN-y dalam
autoimunitas spesifik  organ (yaitu multipie sclerosis, ensefalomieiilis * autoiinun

eksperimantal;, diabetes tipe 1, dan tiroiditis autoimun) (Barcellini, 201.5)

Ada bukli sksperimental in vitro dan in vivo vang menyatakar bahwa sel T
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dan/atau B yang spesifik untuk self-antigen dapat diaktifkan, jika presentasi antigen
dzn’ kostimulasi mermadai. Aktivasi peolikional ‘terjadi 'pada ‘pasien dengan AlHA.

Autoantibodi RBC hadir pada kedua kelompok; individu yang sehat dan pasien AIHA,

tetapi-tingkat autocantibodi dan sgesifisitas lebih tinggl dan condeng pada keionipok

vang terakhir._Penelitian lain. menunjukkan keterlibatan: subponulasi. B-1 limfosit B

| REPOSITORY.UB.ACID |

pada AIHA tidak seperii selireactive konvensionai'sel B di periter dan sumsum tuiang,

self-reactive sel B-1 dj rongga peritoneum dipisahkan dari se!l darah-merah sel dan

karena itu aapat folos daii penghapusan kioin (Semple dan Freedman, 2005)
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Untuk- mendukung hipotesis seif-ignorance pada AlHA, peptida sintetis yang
sesuai dengan urutan polipeptida Rh, target paling sering untuk autoantibodi pada
AlHA tipe harigat, diuji secara invitro untuk kemampuannya merangsangse! T normal.

Beberapa peptida memicu aktivasi sel T, dan proliferasinya dapat diblokii oleh
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antibodi anti:HiLA-DR.Sel T autoreaktif pada AlHA mungkintidak dapai dinapus etapi
bersifat anergik terhadap polipeptida Rh autologous dan dengan demikian secara

inunclcegls imengabalkan self-antigen RBC. Selain itu, ada data eksperimen bahwa

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

produksi autoantibodi dalam beberapa kasus AIHA disebabkan oleh: aktivasi sel T

nelper kelas' il terbatas knusus' untuk- cryptc-epitep Rh53, sei” T autoreakti ini

tampaknya lolos penghapusan klona! dan anergi selama induksi teleransi diri. dan

tetap diarn, batikain jika autoantigen yarig mereka kenali ada. Pada AlHA, ignorant sel
T hisa menjadi diaktiikan melalui peristiwa independen, seperti persisten stimulasi
antigen lingkungan lintas-reaktif atau perubahan yang diinduksi sitokin Thi1 dalam

pemrosesan autoantigen yang mernicu- presentasi ' epitop - samar (Semple dan

Freedman, 2005)
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Pada pasien dengan AIHA, kadar proliferasi sel T.in vitro meningkat lebih dari
dua kallipat c¢ari koniral, konsisten dengan keadaan hipersktivasi. Namun, sefelah

stimulasi anti-CD3, respon proliferatif dari sel T sangat berkurang, sementara produksi

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

[L-10 dan IL-2 meningkat. Procuksi basal [L-4 dan TNF-a juga meringkat dalam kultur

PBMC dari pasien dengan AIHA, Secara keseluruhan; data menunjukkan bahwa pada

AlIHA, kelainan sitokir-ada dan berhuburigan derigan sumbu Th1/Th2 ;respons sitokin

dapat herkentritusi pada. imunopatogenesis.-dari- AIHA.  Lebih khusiis, IL.-10 dapat
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menginduksi rautcimunitas se! darah merah dan menjaga penyakit gengan terus

menerus produksi autoantibadi-(Semple dan Freedman, 2005)

Sebuah teori diajukan berupa two hit of autoimmunity yang menyatakan bahwa

dengan adanya pemicu iain, seperti limfopenia, hilanghya kKontrol atas homeostasis
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dapat mengakibatkan timbulnya autoimunitas.  Salah  satu . kondisi yang = bisa
menimobulkan kendisi-autoimun ‘adalan-limfcpenia. Limfopenia mendcrong -induksi

autoimun inflamasi oleh sel TCD4+ dari darah perifer herupa syngeneic reaktif self.

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

(Sheuana Chiang, 2021)

Limfopenia teiah ditemukan pada primary immunodeficiency disoraer (PID),

seperti Omen syndrome dan Wiskott-Aldrich syndrorme (WES) {Fark et al. 2004). PID
adalah kelainan genetik yang mempengaruhi bagian yang berbeda dari sistem-imun.
Pasien dengan PID memiiiki-tingkat yang debin tingai kerentanarn: terhadap: infeksi.
Selain . itu, mereka dapat cenderung mengalami. disregulasi imun terrnasuk

keganasan, aiergi, peradangan, dan autoimun penyakit. PID adaleh gangguan

~
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monogenik; oleh karena itu; hubungan spesifik dengan autoimunitas menunjukkan
pentingnya pemberian’ terteniu 'gen daiam autoimunitas/ioleransi (Schmidt et al.,
2017). Dilaporkan, 70% pasien dengan WAS menderita setidaknya salah satu

gangguan autoimun berikut: anemia hemalitik, neutropenia, -artritis, vaskulitis' kulit,

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

aglemerulonefritis, atai penyakit radang usus. Gangguan ini disebabkan oleh mutasi
J r b~ ]

prolein WAS (WASP). WASP  sangat penting dalam pensiniyalari seluler ke

sitoskeleton- akiin. uniuk memediasi fungsi-beberapa jenis. sel dalarn sistem imun

(Sheu and Chiang, 2021)
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Limfopenia, bagaimanapun juga, meskipun sering dikaitkan dengan penyakit
autoimun, tampaknya tidak cukup saja urituk pengembangan autoimunitas manusia,
diperlukan juga faktor ‘tain ‘seperti faktor dingkungan dan- faktor genetk untuk

berkembang menjadi penyakit klinis
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6.2 Persentase Sel Th17 pada pasien AIHA

Sampai saat ini, paradigma dominan un:uk nemahaman patogenesis penvakit

autoimun dinyatakan banwa sel Thl dan Th2 mengatur respons autoimun. Nainun

| REPOSITORY,UB <AC_!D |

aemikian - penermuan: subset baru dar sel T-CD4+, cinamai Th17 ditandai dengan

sitckin IL-17. Banyak studi baru akhi-aknir ini menunjukkan bahwa sel Th17 adalah

penggerak utama respen. inflamasi dalam barbagai rpenvakit - autcimun. Sehuah
penelitian terbaru menunjukkan peningkaian ekspresi sel Thl/.dan IL-17 pada AIHA
(Xu et ai., 2012). Namun dalarm peneiitian ini didavatkan hasil idak ada perbedaan

antara persentase sel Th17 antara pasien AIHA dengan subjek normal.

Pada AIHA, sitokin inflammatory sel Th17 yaitu.  {L-17 diduga tidak berkaitan
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dengan stimulasi respons-respons sel B. Penelitian akhir-aknirini pada newan coba
mencit; menunjukkan -bahwa. sel-sel Th17. dapat berfungsi.sebagai.-helpers. bagi
respons antibodi, yang rnampu imenstimulasi sel-sei B untuk verproliferasi, switch

class ke produksi'aC dan membentuk germinal centers (Hall et al., 201.2)

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

Beberapa penelitian dilakukan terkalt dengan peran penting sei-sel Tn17 pada

AIHA| Penelitian: cleh Xu et al, 2022, menunjukken hasil bahwa pada pasien,

peningkatan sel-sei Th1l7 berkaitan erat dengan akitifitas penyakit, termasuk kadar

antibodi lgG ant-RBC, hemoglobin, C3 serum, dan aktifitas lactete denydrogenase.
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Pada penelitian tersebut juga menunjukkan-bukti bahwa iL-17 juga berkaitan erat
dernigan akitivitas penyakit- pada pasien AiHA. Sel-sel Thl7 “mempengaruhi
perkembangan AiHA dengan meningkatikan respons-respens irmun humoral adaptif.

Secara khusus juga ditemukan bahwa transfer adoptif sel-sel Th1l7 meningkatkan
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respons-respons awai antivodi anti-rat RBC dan juga mempercepal onset AtHA.

Selain itu, neutralisasi IL-17 in vivo menghambat terjadinya AIHA dan menggagalkan

—F

inisiasi respons 1gG anti-rat RBC dan induksi AIHA pada mencit iL-1777(Xu et al.,

REPOSITORY,UB.AC.ID |

2012).

Kemungkinan persenase sel Thil7 tdak berbeda jaun dar sugjek normal

karena -aktivitas - penyakit. vang. suaah menurun/rendah . ataupun: pasien . sudah

viendapatkan terapi sebeiumnya. Hal tersebut dapat juga disebabkan oleh karena
pemberian terapi koriikestercid pada pasien AIHA. Suaty penelitian -menyebutkan

adanya pengarun kortikosteroid (metilprednisolon) daiam rnenghambat interleukin 17.

Glukokortikoid (GC) adalah hormon steroid yang merupakan salah satu obat

imunosupresit-dan-antinflamasi paling: kuat yang tersedia saat ini. Giukokortikoid
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sinietis berkhasiat dalam pengobatan bherbagai inflamasi dan penyakit autoimun dan
dzlam  mencegeah penolakan cangkok, sementara glukokartikeid yang dipioduksi

secara._endogen memainkan peran penting dan peran kompleks dalam regulasi

| REPOSITORY.UB.ACID |

respon sistern-imun. Tetah terbukti mempengaruhi keduanya, sisiem imun tawaan

dan respon imun adaptif dengan mempengaruhi perdacangan se!, oroliferasi, ekspresi

molekul ‘permukaari, seperti MHC, co-strnulatoi dan molekul adhesi, dan ‘sintesis

banyak mediatcr. inflamasi, termasuk sitekin. - Glukokortikeid telah mengerahkan

sebagian pesar, jika tidak semua, dar efekinya reiaiui pengikatari pada reseptor
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glukokaitikoid (GRY); faktor transkripsi yang diaktifkan 'igan. Perigaruh glukokortikoid
pada fungsi sel T baik langsung maupun tidak langsung, melalui sel penyaji antigen
(APC). Diketahul bahwa kompieks GC-GR menghambat fungsi sei T can APC dengan

mempengaruhi faktor transkripsi kunci vang terlibat dalam regulasi ekspresi sejumlah
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sitokin inflamasi, sepeiti seperti [EN-y, TNF-adan iL-2. Selain itu, beberapa peneiitian
dengan jelas menunjukkan baik pada hewan coba maupun manusia bahwa adanya

pengaruh giukokortikoid imeningkatkan sitokine Th-2, 1L-4, 1L-10 dan IL-13 bersamaan

REPOSITORY,UB.AC.ID |

dengan penurunan sekresi sitokin Th-1. oleh limfosit CD4+ (Momcilovic et al., 2008)

Dalam suatu laperan penelitian; metilorednisclon tampaknya nhanya sebagian

efektii dalam memblokir produksi IL-17 yang dipicu 10nomisin secaia in vitro oleh

limfosit dari manusia yang sehat dibandingkan gaengan penghambatan yang ekstrim
oleh siklosporin A dalam pengaturan yang sama. Pengarun glukokortikoid- pada
ekspresi {=17 i vivo: ditunjukkan dalam: spesimen Giopsi hienkial pasien asma
sedang hingga berat dengan menunjukkan jumiah sel penghasil IL-17 menurun ke

tingkat 'yang ditemuxar: ‘dalam kontiol: normai 'setelah pengobatain oral dengan
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aglukokortikoid. Penelitian lain® membuktikan. . baihhwa metilprednisclon berpotensi
menghambat ekspresi dain produksi IL-17 dalam respons sl T terstimulasi mitegen

yang kuat, serta dalam respons limfosit T spesifik antigen vang lebih-halus. Banyak

| REPOSITORY.UB.ACID |

produksi sitckin yang telah terbukti penting untuk stimulasi iL-17 dalam sel T, seperti

IL-1, TNF-0, IL-6, IL-18, dapat terpengaruh pada makrofag dan. sel dendritik. oleh

pengaruh giukokeitikeid. Metiiprednisolon menghambat produksiiL-6 dalam populasi

kelenjar  limfe. tanpa  limfosit . T. Demikian dihargpkan . metilorednisolon . lebih

mempengaruhi produksi 1L-17 di kelenjar iimfe iebihi kuat daripada di sel T rnurni.
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Selanjutnya, di zntara sel-sel dari kelenjar limfe ada jenis sei lan selain sel T, vang
bisa menjadi sumber IL-17 yang relevan, dan itu dapat berkontribusi pada perbedaan

vang diamati (Momcilovic et'al; 2008)

Se!'Thi7, setidakinya pada percobaan pada tikus, berkembang daii sel 7 CD4+
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naif di bawah pengaruh TGF-B dan IL-6 , membutuhkan 11.-23 untuk kelangsungan
hidup dan ekspansi dan mengeluarkan profil sitekin inflamasi termasuk iL-17-aan IL-

17F, IL-6, GM-CSF, TNF-0; 1L.-21 dan IL-22.:]L-17 telah muncul sebagai patcgen

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

penting fakior dalarn beberapa penyakit autcirmun dan menginduksi inflamasi pada

hewan percobaan, seperti eksperimental ensefalomielitis autoimun (ZAE), collagen

o

inducea artnritis (CiA), penyakit radang usus (IBD), sebelumnya dianggap dimediasi

oleh sel Thi Menariknva, se! T CD4+ naif dapat berdiferensiasi menjadi fenatipe
subtype Th17 non-patogen tergantung pada subtipe faktor pertumbuhan wmeor-p yang
digunakan untuk menginduksi - diferensiasi Thi7. Thi7 dihasiikan -dengan faktor

pertumbuhan tumor-31 dan IL-6 menghasiikan IL-17 tetapi tidak dapat mendorong

patologiauwimun fanpa adanya IL-23, sedangkan Thl7: yang dihasiikan dengan
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fakior pertumbuhan tumor-3 dan IL-6 menentukan subset efektor pathogen yang
dzpat  menginduks! ‘autoimunitas, seperti. yang  ditunjukkan paca mode!l tikus
perccbaan autoimun ensefalitis. Studi-studi ini menggambarkan bahwa kompleksitas
lingkungan sitekin adalah kunci dalam rengarahkan karakieristik fungsional spesifik

sel efektor Th17, vang dengan demikian dapat memainkan: peran. patogen . atau
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pengatur dalarm® penyakit Inflarnasi (Zenobia ‘and- Rajishengallis, 2015). - Oleh

karenanya diperlukan juga pemeriksaan untuk mengetahui kadar dari sitokin IL.-6 dan
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IL=23 serta ' TGE-x dalam -penelitian - seianjutnya vang: teriibat dalam - proses

perkembangan sel T CD4+ menjadi Thi7.

Penelitian_ini- memiliki- beberapa keterbatasan, antara lain sitokin yang

dimungkinkanberpengaruh pada hubungan'sel T.CD4+ dan Thi17{IL-17) sepeiti TGF-
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3, IL-6, 1L-21, 1L-23 tidak diteliti sehingga hubungan kausalitas belum dapat
dibukiikan. Pada penelitianiniudak dibedakan tipe dari AIHA, dimana masing-masing

tine AIHA mempunyai patogenesis yang berbeda sehinoga dapst mempengaruhi hasil

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

perelitian. Selain itu, terapi Kortikosteroid yang dikonsumsi-oleh’ pasien bisa jadi

mempengaruhi hasil penelitian. Dibuiuhlan penelitian eksperimenial lebih lanjut

dengain Kriteria inklusi - yang -lebih ketat ‘dan menamban variabie sitokin- yang

berpengaruh serta memperbanyak jumlah sampel - penelitian- sehingea  dapat

meinjeiaskan lebih dalam patofisiologi molekuiar dan AIHA
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARPAN
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Dari peneiitiari ni, kesiimpulan yaing dapat diaimbil adaiah sebagai berikut.

1. Persentase sel T CD4+ pada pasien AIHA lebih rendah dibandingkar dengan

sada subjek normai

A
;::’ 2. Persentase sel Th17 pada pasien AIHA dan subjek normal tidak didapatkan
|2

|8 percedaan

s 7.2 sararn

Beiikut ini-adalah benerapa saran yang dikemukakan dari penelitan ini-untuk
meningkatkan manfaatyang dapat dip=releh di masa mendatang, antara lain sebagai

berikut :
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1. Diperlukan penelitian lebin lanjut dengan senter penelitian multiple dan jumlah
sampel vang sebih besar untuk mendapatkar hasii- penelitizin: yanyg lebih
representative

2. Diperlukan penelitian lebih lanjut-dengan data subjek penelitian (pasien AlHA)

{ REPOSITORY.UB,AC.ID |

vang lebih lengkap, riwayat pengobatan

3. Diperlukan penelitian kohert yang membpanding«an jumtah sel 7' CD4+ dan sel

Th17 pada pasien AIHA sebelum dan sesudah dilakukan teragi
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_ampiran 2. Jii Nermalitas

e
= Tesis of Normality
% 5 jtac aun  Donacitang Lniy arcitac Beaudiaun Do
e S S
> < Kolmegorov-Smirnov? W Shapiro-Wilk
S
>M - : 5 |
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
CD4+ Subyek Sehat .260 12 .024 .813 12 .013
Pasien AllHA 174 12 200" 957 12 746
] - Rrawiisve—RenssiornHaiversitas B > -
| =
| 3 CD4+Th17 . Subyek Sehat 185 12 200" 915 12 .247
| =2
! = Pasien AIHA 223 12 .103 .860 12 .050
|2
E

* This-is a lower bound of the tiue significance.

a. Lilli=fors Significance Correction
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Lampiran 3. Ui

Hemogenitas

A
= ; Test of Homogeneity cf Variance
v
Ej < i o . — S . S S —— S " S " S——— T . 2 S S S — A S . S " S . S B S 2 S — — S " —
> evene Statistic dfl df2 Sig:
S
S :
=2,
CD4+ Based on Mean 104.279 1 22 .000
.‘:;‘.
Based on Median 100.807 1 22 .000
Based en Median and with 100.807 & 2..061 .£00
o adjustad cf
| g
| <
|2
| 2 .
[ & Based on trimmed mean 104.225 1 22 .000
k=
| g CDA4+Tn17 Based on Mean 704 i 22 410
| e
32$R20 oh Median 210 L 22 583
E Based on Median-and with 210 1 20.540 584
V) == adjusted ¢f
=2
75
o Based on trimmed mean .593 1 22 449
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_ampiran 4. dii Beda (Uji Mann-Whitney)

NPar Tests

<=
= Mann-Whitney Test
&
(W} <
= o Ranks
= - e R = R T = T S T T ATy S
sSm tmsmsmasszsse— o oo—rzorzzocsoo——— oo oooooocooo o ooooooocooooooo
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
|
CD4+ Subyek Sehat 12 17.75 213.00
- Pasien AlFlA 12 7.25 87.00
(o
|2
| @ Toial 24
{2
; E eSS == IoIITI—===—=o=—/=T T e e e ST e e e m e e . e e m e e m e m e - e ————— -
|2
&
H Test Statistics?
g CD4+
2 : Mann-Whithey U 9.000
=
e i 0
5 < Wilcoxon W 87.000
=0
= z -3.642
>0
Asymp.: Sig. (2-tailed) .000
Exact Sig. [2*(1-tailea Sig.)] .00QP

a. Grouping Variable: Kelompolk
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b. Not corrected for ties.
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Summarize

e
= .
v Case Processing Summary
o
(W} < — _ =
= R
S Cases
>0
Included Exclucead Total
N Percent N Percent N Percenit

(o] CD4+ * Kelompok 24 100.0% 0 0.0% 24 100.0%

| S

| <

| @

B Case Summaries

E

§ CoAa+

i g s e s T~ = —== —_—=T _—— —_——m———

Kelompok Mezan Std. Devistion
E Subyek Sehat .292458 .0241183

s .. Pasien AiHA 261642 0063707
=
5 < Total .277050 .0223528
=
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_ampiran 5. Jii Beda (Ujit)
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< rap—
= Group Statistics
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w < e TV WA P e e 1ttt — S
= x elompok N Mean Std. Devistion Sid. Error Mean
Z e -_—
S m k - —ava— = —rm L ———— ——
CD4+Th17 Subyek Sehat 12 .£15425 .0538349 0155408
-
Pasien AIHA 12 .652633 .0420308 .0121332

Py
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| o

| : Independent Samples Test

| =

| &

| S Levene's Test for

| E, Equality of Variances t-test for Equality of Means

|8

B

| ==

e 95% Confidence Interval

of (he Difference
< Sig. (2- Nean St ErOr emee e
F Sig. t df tailed) Difference Difference Lower Upper

) - CD4+Th Equal variances .704 410 -1.890 22 072 .-.0372533 .0197163.  -.0781474 .J036307
f_( i7 assumea
S
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Larnpiran 6. Uji Regresi Linier

Regression

) —
< rar—n
E ; Variables Entered/Removed?
o
g < Variables
= o Model Variables Entered Removed Method
S>00
1 CD4+b Enter

a. Dependent Variable: CD4+Th17 -~

b.-All reauested variahles entered.

r

e
| o
| <€
| @
| =
| & Mcdel Summar
|2
|5
,g Adjusted = Std. Errorof the
i“. Model R R Square Square Estimate
e & U318 1A 107 0481293
2 a.-Predictors: (Constant), CD4+
<=
=
o
L <
2 e
= ANOVAR
S0
Mode! Sum of Squares df Mean Square F Sig
1 Regression .009 1 .0c9 747 .056°
Residual .051 22 .002
| Total .060 23

a. Dependeznt Veariabiz: CD4+Th17
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b. Predictors: (Coristant), CD4+
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2 _— Cooffi a

rm— ~rionte

= Coefficients

vy - = - S =

5 < Standardized

= o Unstandardizeo Coefiicients Coefficients

S

=, =1 Sy 2 ARG |
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Censtant) €65 119 71237 .000

CD4+ -.832 430 -.381, -1,936 .066
| a. Dependent Variakie: CD4-+Thil7 -
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