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ABSTRAK 

 

Qulsum, Rokhma Maisyaroh. 2021. Perbandingan Persentase Sel T CD4+ dan 
Sel T Helper 17 pada Kultur Peripheral Blood Mononuclear Cell 
Pasien Uatoimmune Hemolytic Anemia dengan Kontrol Normal. 
Tugas Akhir Program Pendidikan Dokter Spesialis I Ilmu Penyakit Dalam, 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, RSUD Dr. Saiful Anwar 
Malang. Pembimbing: Dr. dr. Shinta Oktya Wardhani, SpPD-KHOM, Dr. 
dr. Maimun Zulhaidah Arthamin, SpPK (K) 

 
 
LATAR BELAKANG: Anemia hemolitik autoimun adalah kelainan langka yang 
ditandai oleh hemolisis, yaitu pemecahan sel darah merah yang terjadi oleh proses 
autoantibodi dan/atau komplemen, bersama dengan makrofag yang diaktifkan, 
limfosit T dan sitokin yang semuanya berkontribuasi pada prosesnya. Mekanisme 
yang terlibat dalam kegagalan toleransi pusat dan perifer dalam perkembangan 
AIHA sebagian besar masih belum diketahui. Limfopenia diketahui berperan dalam 
kejadian autoimun, demikian juga dengan sel T Helper 17 diketahui memiliki peran 
dalam patogenesisnya.  
 
METODE: Penelitian ini menggunakan desain observasional case control di 
laboratorium secara in vitro pada kultur peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 
pada kelompok sampel pasien AIHA dan subjek normal. Pada penelitian ini akan 
dievaluasi persentase sel T CD4+ dan sel Th17 dengan flowsitometri. Uji 
normalitas dengan metode saphiro wilk. Perrbedaan antara kelompok dianalisis 
dengan independet students t-test/Mann Withney dengan tingkat kebermaknaan p 
< 0,05. Hasil dari analisa tersebut dilanjutkan dengan uji korelasi regresi linear. 
 
HASIL: Rerata persentase sel T CD4+  antara kelompok yang diuji dengan metode 
Mann Withney memiliki perbedaan signifikan (nilai p=0,000) dengan hasil Mean ± 
SD, T CD4+ KN 0,292 ± 0,024 KP 0,261 ± 0,006. Bila dibandingkan dengan KN 
terdapat penuruan sel T CD4+ pada kelompok AIHA.. Rerata persentase Th17 
antara kelompok yang diuji dengan independent t-test tidak memiliki perbedaan 
bermakna dengan hasil Mean ± SD, Th17 KN 0,615 ± 0,053 KP 0,652 ± 0,042. 
 
KESIMPULAN: Persentase sel T CD4+ pada pasien AIHA lebih rendah 
dibandingkan subjek normal. Tidak ada perbedaan yang bermakna pada 
persentase sel Th17 pada kedua kelompok.  
 
KATA KUNCI: Sel T CD4+, sel T Helper 17, sel darah merah, AIHA 
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ABSTRACT 

 

Qulsum, Rokhma Maisyaroh. 2021. Comparison of The Percentage of CD4+ T 
Cells and T Helper 17 Cells in Peripheral Blood Mononuclear Cell 
Cultures in Patients with Autoimmune Hemolytic Anemia Compared 
to Normal Subjects. Final Assigment, Resident Doctor of Speciality 
Programme in Internal Medicine, Department of Internal Medicine, Dr. 
Saiful Anwar General Hospital, Faculty of Medicine Universitas 
Brawijaya, Malang. Supervisor: Dr. dr. Shinta Oktya Wardhani, SpPD-
KHOM, Dr. dr. Maimun Zulhaidah Arthamin, SpPK (K) 

 
 
BACKGROUND: Autoimmune hemolytic anemia is a rare disorder characterized 
by hemolysis, the breakdown of red blood cells that occurs by autoantibody and/or 
complement processes, together with activated macrophages, T lymphocytes and 
cytokines all of which contribute to 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 Th17 is known to have a role in its pathogenesis. 
 
METHOD: This study used a case-control observational design in the laboratory 
in vitro on peripheral blood mononuclear cell (PBMC) culture in the sample group 
of AIHA patients and normal subjects. In this study, the percentage of CD4+ T cells 
and Th17 will be evaluated by flow cytometry. Normality test using the saphiro wilk 
method. Differences between groups were analyzed by independent students t-
test/Mann Withney with a significance level of p < 0.05. The results of the analysis 
are followed by a linear regression correlation test 
 
RESULTS: The mean percentage of CD4+ T cells between the groups tested 
using the Mann Withney method had a 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 CD4+ T cells in the AIHA group. The 
mean percentage of Th17 between the groups tested by independent t-test had no 
significant difference with the results Mean ± SD, Th17 KN 0.615 ± 0.053 KP 0.652 
± 0.042. 
 
CONCLUSION: The percentage of CD4+ T cells in AIHA patients was lower than 
in normal subjects. There was no significant difference in the percentage of Th17 
in the two groups.  
 
KEYWORDS: CD4+ T cells, T Helper 17 cells, red blood cells, AIHA
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Anemia hemolitik autoimun (Autoimmune hemolytic anemia = AIHA) 

merupakan suatu kelainan langka yang ditandai dengan hemolisis, yaitu pemecahan 

sel darah merah yang terjadi dengan autoantibodi dan/atau komplemen, bersama 

dengan makrofag yang diaktifkan, limfosit T dan sitokin yang semuanya berkontribusi 

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

AIHA termasuk penyakit autoimun yang cukup jarang, diperkirakan kejadian 

0,8–3 kasus / 100.000 orang dewasa setiap tahun dan hanya 0,2-0,4 kasus / 100.000 

per tahun untuk bayi dan anak-anak. Penyakit ini adalah kelainan yang serius dan 

seringkali mengancam nyawa, dengan angka kematian yang mencapai 11% pada 

orang dewasa (Niss and Ware, 2018). Meskipun insidensi AIHA relatif rendah, 

penyakit ini menyebabkan anemia yang mengancam jiwa dengan onset cepat, 

dengan tingkat kematian yang tinggi sebesar 11,2% (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 

Desember 2016 di Instalasi Laboratorium Sentral menunjukkan insidensi yang 

cenderung meningkat dari tahun ke tahun. Insidensi pada tahun 2012 adalah 

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

tahun 2014-2015 menjadi 52 kasus per 100.000 per tahun, sedangkan tahun 2016, 
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63 kasus per 100.000 per tahun. Perbandingan antara perempuan dan laki-laki adalah 

2-3 : 1 (Arthamin, komunikasi personal) 

 Seperti halnya sebagian besar penyakit autoimun yang lainnya, penyebab 

timbulnya AIHA adalah faktor-faktor genetik dan lingkungan. Faktor-faktor lingkungan 

yang sudah diketahui antara lain, infeksi bakteri, virus, fungal, bahan-bahan kimia 

tertentu – termasuk beberapa herbal -, stres psikis dan fisik, antibiotik dan berbagai 

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

2014)  

 Patogenesis AIHA, termasuk defek imunologi, sebagian besar masih belum 

jelas. Bentuk AIHA yang paling umum ditandai dengan adanya autoantibodi jenis '' 

hangat '', yang merupakan tipe IgG dan bereaksi secara optimal pada suhu 37 C, 

menyebabkan kerusakan sel darah merah ekstravaskular oleh makrofag jaringan. 

Seperti yang telah diketahui bahwa sel T CD4+ sangat penting untuk menyediakan 

membantu sel B yang mengarah ke produksi patogen autoantibodi IgG, dan karena 

itu mereka menjadi target imunoterapi. Sampai beberapa tahun lalu, sel T CD4+ 

helper (Th) dibagi lagi menjadi dua subset utama sel T, disebut subset Th1 dan Th2. 

Namun, penemuan sel Th17 baru-baru ini memerlukan evaluasi ulang dari bias Th 

patogenik yang relevan dalam autoimunitas. Sel Th17, yang ditandai dengan sekresi 

interleukin (IL) -17, sekarang telah diidentifikasi sebagai kunci sel efektor dalam 

pembersihan patogen ekstraseluler dan dalam perkembangan banyak penyakit 

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

darah merah autoantigen dapat dideteksi pada pasien (Xu, et al., 2012). 
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 Presentasi klinis dan pengobatan AIHA dipengaruhi oleh banyak faktor, 

termasuk jenis AIHA, derajat hemolisis, penyakit yang mendasari, adanya penyakit 

penyerta, kemampuan kompensasi sumsum tulang dan adanya fibrosis dan 

diserthropoiesis. Perawatan utama untuk AIHA adalah berdasarkan penghambatan 

produksi autoantibodi dengan terapi tunggal atau kombinasi. Pengurangan kerusakan 

sel darah merah melalui splenektomi saat ini merupakan pengobatan lini ketiga untuk 

AIHA tipe hangat. Perawatan suportif termasuk suplementasi vitamin, eritropoietin 

rekombinan, profilaksis trombosis dan pencegahan serta pengobatan infeksi sangat 

penting. Kelompok obat baru yang menghambat respon kekebalan di berbagai tingkat 

sedang dikembangkan secara intensif, termasuk penghambatan fagositosis sel darah 

merah yang dimediasi antibodi, penghambatan frekuensi dan aktivitas sel B dan sel 

plasma, penghambatan daur ulang IgG, imunomodulasi fungsi limfosit T, dan 

penghambatan kaskade komplemen. Penelitian terbaru telah membawa perubahan 

dalam klasifikasi dan kemajuan dalam memahami patogenesis dan pengobatan AIHA, 

meskipun masih banyak masalah yang harus diselesaikan, terutama yang berkaitan 

dengan dampak usia terhadap perubahan kekebalan (Michalak, et al., 2020)   

 Meskipun mungkin ada beberapa faktor yang berkontribusi terhadap induksi 

AIHA, data menunjukkan bahwa gangguan jumlah dan aktivitas dari sel T CD4+ dan 

subsetnya sel Th17, dalam hal ini IL 17 dapat memainkan peran penting dalam onset 

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

pemberian obat imunosupresif bersama dengan transfusi atau splenektomi pada 

pasien dengan kasus yang kambuh, bersifat mengendalikan, daripada 
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menyembuhkan penyakit.  Potensi imunoterapi mungkin merupakan strategi yang 

lebih efektif untuk pengobatan AIHA. 

1.2 Rumusan Masalah 

1.2.1 Rumusan Masalah Umum 

Apakah terdapat perbedaan persentase sel T CD4+ dan  sel Th17 antara 

pasien AIHA dengan subjek normal. 

1.2.2 Rumusan Masalah Khusus  

1. Apakah terdapat perbedaan persentase sel T CD4+ antara pasien AIHA 

dengan subjek normal? 

2. Apakah terdapat perbedaan persentase sel Th17 antara pasien AIHA 

dengan subjek normal? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan umum 

Mengetahui peran sel T CD4+ dan sel Th17 pada AIHA 

1.3.2 Tujuan khusus 

1. Mengetahui perbedaan persentase sel T CD4+ pada pasien AIHA dan 

subjek normal. 

2. Mengetahui perbedaan persentase sel Th 17 pada pasien AIHA dan subjek 

normal 
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1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Akademis 

 Menjadi dasar ilmiah dalam bidang Hematologi dan Imunologi mengenai 

perbedaan persentase antara sel T CD4 dan sel Th17 antara pasien AIHA dan 

populasi normal 

1.4.2 Manfaat Praktis 

 Dengan diketahuinya perbedaan antara sel T CD4+ dan sel Th17 antara pasien 

AIHA dan populasi normal,  diharapkan dapat diketahui korelasi dan 

memberikan potensi imunoterapi  pada pasien AIHA. 
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BAB II 

TINJAUAN KEPUSTAKAAN 

 

2.1 Autoimmune Hemolitik Anemia (AIHA) 

2.1.1 Definisi 

 Anemia hemolitik autoimun (Autoimmune Hemolytic Anemia (AIHA)) 

didefinisikan sebagai peningkatan penghancuran sel darah merah dengan adanya 

autoantibodi anti-RBC dengan atau tanpa aktivasi komplemen (Hill and Hill, 2018) 

Autoimmune Hemolytic Anemia (AIHA) adalah contoh klasik hipersensitivitas 

tipe II, dengan sel darah merah yang dilapisi autoantibodi akan dikeluarkan dari 

sirkulasi oleh fagosit dari sistem retikulo-endotelial (RES), makrofag limpa, dan/atau 

lisis dengan fiksasi komplemen (Packman, 2015). Anemia terjadi jika hemolisis tidak 

diimbangi dengan peningkatan produksi sel darah merah. Mekanisme hemolisis 

bergantung terhadap tipe autoantibodi (Zhuang et al., 2009; Stevens, 2010; Jäger and 

Lechner, 2013). Penghancuran eritrosit secara prematur diperantarai oleh 

autoantibodi IgG, IgM, dan komplemen, sedangkan mekanismenya melalui aktifasi 

sistem komplemen, aktifasi mekanisme seluler, atau kombinasi keduanya (Hudnall, 

2012). Mekanisme hemolisis dapat terjadi secara intravaskuler dan ekstravaskuler, 

seperti yang ditunjukkan pada gambar 2.1 
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Gambar 2.1 Mekanisme hemolisis bisa terjadi secara intravaskular atau ekstravaskular. 
Hemolisis intravaskular terjadi dalam aliran darah. Hemolisis ekstravaskular terjadi dalam 
sumsum tulang, limpa atau hepar (Nayak, 2012). 

 

Lebih dari 50% pasien AIHA ada kaitan dengan penyakit yang mendasarinya 

atau AIHA sekunder, diantaranya: 18% kasus limfoma berkembang menjadi AIHA, 

10% kasus lupus eritematosus sistemik (LES) berkembang menjadi AIHA dan dapat 

ditemukan pada beberapa penyakit lainnya termasuk leukemia limfoblastik kronik, 

Waldenstrom’s macroglobulinemia. Sedangkan AIHA primer atau AIHA idiopatik 
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penyakit yang mendasarinya tidak diketahui, dan 65% dari AIHA primer terjadi pada 

wanita (Zeerleder, 2011). Sebanyak 48-70% AIHA adalah AIHA tipe hangat (warm 

AIHA), sedangkan AIHA tipe dingin (cold AIHA) yang terdiri dari cold agglutinin 

syndrome (CAS) ditemukan 16%-32% dari kasus AIHA dan AIHA karena bifasik 

autoantibodi (paroxysmal cold hemoglobinuria) ditemukan 32% dari kasus AIHA, 

biasanya pada anak-anak, jarang orang dewasa, sedangkan AIHA karena drug-

induced ditemukan 12–18% dari kasus AIHA. Semua tipe umum AIHA bisa akut dan 

sementara, atau kronis. Sebagaimana yang ditunjukkan pada gambar 2.2 mekanisme 

hemolisis pada beberapa tipe AIHA 

 

Gambar 2.2 Mekanisme hemolisis imun (Gonzales, 2018) 
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2.1.2  Epidemiologi 

Saat ini diperkirakan bahwa kejadian AIHA adalah 1,77 kasus per 100.000 per 

tahun, di antaranya adalah AIHA tipe hangat bentuk yang paling umum dan 

menyumbang sekitar 2/3 dari kasus. CAD paling umum kedua untuk sekitar 15-20% 

kasus AIHA. CAD biasanya terjadi pada orang berusia > 50 tahun, paling sering pada 

dekade ke-7 dan ke-8 kehidupan. Paroxysmal cold hemoglobinuria (PCH)jarang 

terjadi, penyakit yang kebanyakan menyerang anak-anak. Ini sangat luar biasa jarang 

terjadi pada orang dewasa dan sering dikaitkan dengan infeksi pada kelompok usia 

ini (Michalak, et al., 2020). Pada penelitian yang lain disebutkan diperkirakan 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 usia, AIHA tipe hangat risikonya 5 kali lebih 

tinggi dalam dekade ke-7 kehidupan dibandingkan dengan dekade ke-4. Alasan 

utama ketergantungan usia ini bisa menjadi imunosenescence atau kelainan 

epigenetik terakumulasi di sel hematopoietik dengan penuaan. Proses penuaan serta 

berbagai penyakit penyerta meningkatkan kemungkinan dan tingkat keparahan stres 

oksidatif dan eryptosis, misalnya perubahan membran sel eritrosit menyebabkan 

penuaan dan kematian dini sel darah merah. Latar belakang genetik, defisiensi imun, 

penyakit autoimun, infeksi, pengobatan terutama obat anti kanker baru, neoplasia - 

terutama CLL / NHL, dan transplantasi semuanya telah disarankan sebagai faktor 

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

bentuk ringan hingga parah dan mengancam jiwa. Perjalanan AIHA mungkin kronis 
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atau berulang, dan, sangat jarang bisa episodik. Diperkirakan kematian pada AIHA 

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

2.1.3 Etiologi dan Faktor Predisposis 

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

2020). AIHA idiopatik atau primer pada ~ 50% orang dewasa dan ~ 30% kasus 

pediatrik. Penyakit limfoproliferatif, penyakit autoimun, dan keganasan adalah 

penyebab tersering AIHA sekunder pada orang dewasa, sedangkan infeksi, gangguan 

autoimun, dan gangguan disregulasi sistem imun adalah yang penyebab paling umum 

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

dijelaskan pada tingkat genetik, proporsi AIHA sekunder berkembang, terutama pada 

pasien muda dan pasien multilineage sitopenia seperti sindrom Evans. Tabel 2.1 

merangkum penyebab paling umum AIHA sekunder, berdasarkan karakteristik 

autoantibodi dan usia pasien. Sejarah pribadi dan keluarga yang menyeluruh, 

ditambah dengan pemeriksaan fisik yang cermat, harus memandu investigasi untuk 

penyebab yang mendasari AIHA. Identifikasi dini bentuk-bentuk sekunder ini 

merupakan hal bijaksana karena AIHA sekunder seringkali sulit diobati tanpa 

mengobati penyebab 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, jenis 

kelamin, usia, faktor lingkungan seperti infeksi, obat-obatan, dan neoplasia semuanya 

telah terlibat dalam etiologi AIHA. (Niss and Ware, 2018) 
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Tabel 2.1 Etiologi AIHA Sekunder (Niss and Ware, 2018) 

 

 

2.1.3.1 Predisposisi Genetik 

Kemungkinan predisposisi genetik terhadap AIHA pada manusia ditingkatkan 

oleh laporan penyakit familial langka. Human leucocyte antigen (HLA) tertentu adalah 

penentu genetik terkuat dari banyak penyakit autoimun, dan AIHA hangat 

berhubungan positif dengan HLA-DR15, dengan sekitar 60% pasien 

mengekspresikan alel ini. Penelitian asosiasi genom dari penyakit autoimun manusia 

lainnya mengungkapkan bahwa sejumlah besar gen non-HLA berkontribusi lebih 

lanjut terhadap kerentanan, dan kecenderungan tikus NZB untuk AIHA juga telah 

dikaitkan dengan beberapa lokus. Basa molekuler dari sebagian besar asosiasi 

tersebut masih belum diketahui. Namun, sama dengan galur rawan autoimun lainnya, 
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tikus NZB berbagi haplotipe promotor yaitu terkait dengan penurunan ekspresi dan 

fungsi penghambatan FcγR FcγRIIb. Efeknya dari polimorfisme pada FcγRIIb 

diekspresikan oleh makrofag dan sel B ditingkatkan fagositosis dari IgGopsonized 

RBC dan peningkatan respon antibodi (Vickers and Baker, 2020) 

2.1.3.2 Jenis Kelamin dan Usia  

Tidak seperti kebanyakan penyakit autoimun manusia lainnya, kejadian AIHA 

tidak lebih tinggi pada wanita daripada pria. AIHA menjadi semakin progresif dengan 

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 10% dari pasien AIHA dilaporkan memiliki kondisi 

bersamaan dengan infeksi bakteri atau virus, dan pada suatu studi, autoantibodi RBC 

yang diinduksi pada tikus oleh LCMV.  

Reaktivitas silang antara lipopolisakarida bakteri dan antigen golongan darah 

I telah diusulkan menjelaskan tingginya insiden CAS sementara yang mengikuti 

infeksi Mycoplasma pneumoniae manusia. Potensi mimikri untuk menginduksi AIHA 

hangat dicontohkan oleh penyakit yang berkembang pada tikus berikut suntikan sel 

darah merah berulang yang mengekspresikan antigen reaktif silang dari spesies yang 

berkerabat dekat, tikus. Studi terhadap tikus NZB juga menunjukkan reaktivitas silang 

itu antara mikroba dan self-epitope dapat memfokuskan kecenderungan autoimunitas 

 



13 
 

ke target tertentu, bahkan bila bukan penyebab utama atau cukupnya penyakit. 

Mekanisme kedua yang menghubungkan infeksi dan AIHA adalah kemampuan 

rangsangan mikroba bawaan dan sitokin yang mereka induksi untuk mengaktifkan 

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

autoantigen sel darah merah. Perubahan lingkungan sitokin akibat infeksi, terutama 

produksi IFN-γ, juga dapat meningkat. Fagositosis sel darah merah dengan 

memodulasi subkelas autoantibodi dan aktivasi makrofag. Akhirnya, agen infeksius 

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

menginfeksi dan mengacaukan sel imun (Vickers and Baker, 2020) 

2.1.3.4 Obat-obatan 

Anemia hemolitik yang dimediasi oleh imun adalah efek samping yang jarang 

dari banyak obat, termasuk penisilin, tetapi pada dalam kebanyakan kasus, antibodi 

tidak sepenuhnya autoreaktif dan hanya mengikat sel darah merah dengan adanya 

obat (Garratty, 2010; Garraty dan Arndt, 2014). Namun, contoh lain seperti α-

metildopa dapat menyebabkan autoantibodi sel darah merah yang sebenarnya yang 

dapat menyebabkan AIHA, dengan mengganggu regulasi imun atau struktur antigenik 

RBC (Vickers and Baker, 2020) 

2.1.3.5 Neoplasia 

Sebanyak 22% kasus AIHA terjadi bersamaan dengan beberapa bentuk 

penyakit neoplastik. Banyak pasien dengan CAS memiliki autoantibodi RBC 

monoklonal yang terkait dengan limfoproliferatif klonal gangguan, paling sering 

diklasifikasikan sebagai limfoma limfoplasmacytic (Berentsen and Tjønnfjord, 2012). 
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AIHA tipe hangat dan trombositopenia autoimun keduanya terkait erat dengan CLL. 

Lebih dari 10% kasus AIHA juga didiagnosis dengan kondisi tersebut dan leukosit 

yang bersirkulasi dengan fenotipe mirip CLL yang abnormal dapat dideteksi lebih 

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

hingga 14% pasien CLL memiliki AIHA atau peningkatan titer RBC bound 

autoantibody. Salah satu model untuk menjelaskan asosiasi ini adalah banyaknya 

jumlah file sel CLL ganas yang ada di limpa mendorong respons autoimun ke sel yang 

bersirkulasi dengan bertindak sebagai menyimpang APC (Vickers and Barker, 2020) 

 

2.1.4 Klasifikasi 

Pada umumnya pembagian AIHA didasarkan pada suhu reaksi antara antibodi 

dengan antigen eritrosit, tapi ada juga yang membagi AIHA berdasarkan AIHA 

sekunder dan primer. Autoantibodi yang bereaksi kuat dengan eritrosit pada suhu 

37oC atau dinamakan antibodi tipe hangat (warm autoantibody) dan afinitasnya akan 

berkurang pada suhu rendah atau di bawah 370C, sedangkan autoantibodi yang 

berikatan kuat pada suhu 0-40C dinamakan autoantibodi tipe dingin (cold 

autoantibody) dan afinitasnya akan berkurang pada suhu ruangan (Jäger and 

Lechner, 2013). Antibodi tipe dingin biasanya berupa imunoglobulin (Ig)-M, 

komplemen, yang menyebabkan kerusakan sel darah merah intravaskular atau klirens 

yang dimediasi oleh liver. Sebaliknya, antibodi tipe hangat biasanya IgG, terutama 

menyebabkan kerusakan sel darah merah dengan klirens sel yang dimediasi limpa. 

Pasien yang mengekspresikan antibodi aktif dingin dan hangat (campuran) sangat 
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bermasalah secara klinis karena dampak ganda dari kerusakan sel darah merah yang 

parah dan sering menghadirkan tantangan diagnostik dan terapeutik. Anemia 

hemolitik imun yang diinduksi obat (Drug-induced immune Hemolytic Anemia (DI-

IHA)) disebabkan oleh antibodi tipe hangat yang mungkin secara klinis dan serologis 

tidak dapat dibedakan dari tipe autoimun hangat idiopatik (tipe α-metildopa), spektrum 

klinis dari perlekatan antibodi yang diinduksi obat ke sel darah merah berkisar dari 

tanpa gejala hingga hemolisis masif yang mengancam jiwa. dan yang terakhir adalah 

jenis anemia hemolitik yang dimediasi kekebalan yang berbeda dapat terjadi sebagai 

komplikasi transplantasi organ. Karena antibodi dihasilkan dari limfosit yang 

diturunkan dari donor, kelainan ini tidak benar-benar berasal dari “auto”-imun, tetapi 

dapat dianggap sebagai gangguan graft-versus-host (Friedberg, 2019). Secara garis 

besar klasifikasi AIHA seperti terlihat pada Tabel 2.2  
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Tabel 2.2 Klasifikasi anemia hemolitik autoimun (Friedberg, 2019). 

 

 

2.1.4.1 AIHA Tipe Hangat (Warm AIHA) 

 AIHA tipe hangat menunjukkan spektrum karakteristik klinis yang sangat luas 

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

mendasari gangguan. Kondisi utama terkait dengan sekunder AIHA tercantum dalam 

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

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

Table 2.3 Gangguan atau kondisi utama yang berhubungan dengan wAIHA sekunder 
pada orang dewasa 

Hematologic disorders and lymphoproliferative diseases: 

Chronic lymphoid leukemia 

T-LGL leukemia 

B-cell lymphoma/ Hodgkin lymphoma 

Angioimmunoblastic T cell-lymphoma 

Castleman disease 

Myelodysplastic syndromes/Myelofibrosis 

Other immune cytopenias e.g., Evans syndrome 

Solid tumors: Thymoma /Ovarian dermoid cyst/Carcinoma 

Auto-immune and inflammatory diseases 

Systemic lupus erythematosus /Antiphospholipid syndrome 

Rheumatoid arthritis, Sjögren syndrome 

Pernicious anaemiaa/Thyroiditisa 

Myasthenia gravisa 

Auto-immune hepatitis, primary biliary cirrhosis 

Ulcerative colitis 

Sarcoidosis 

Eosinophilic fasciitis 

Infections: 

Virus: HIV/Ebstein Barr virus/hepatitis C/cytomegalovirus 

Bacteria: tuberculosis / brucellosis/babesiosis 

Drugsc: antibiotics (ceftriaxone, piperacillin); NSAIDs (diclofenac); antineoplastic drugs 

(oxaliplatin); check-point inhibitors (nivolumab). 

Primary immunodeficiencies 

Common variable immunodeficiency 

Hyper IgM syndromeb/ALPSb 

Others : 

Post-allogenic bone marrow transplantation, post-liver or small bowel 

transplant 

Rosai-Dorfman disease 

 

Warm autoimmune hemolytic anemia (wAIHA) dapat diklasifikasikan lagi 

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

masih tidak diketahui. Penyakit yang lain yang sering menyertai wAIHA adalah seperti 
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penyakit limfoproliferatif (chronic lymphocytic leukemia, B-lymphocytic lymphomas, 

dan Waldenstrom macroglobulinemia), neoplasma non limfoid (thymoma dan kanker 

kolon, ginjal, paru dan ovarium), penyakit autoimun (rheumatoid arthritis, scleroderma, 

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

infeksi virus. (Zeerleder, 2011; Friedberg and Johari, 2014; Michel and Jäger, 2018).  

 Onset terjadinya wAIHA biasanya bertahap, dengan gejala anemia (lemah, 

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

nyawa dengan gejala demam, ikterik, splenomegali, dan hepatomegali. Anemia pada 

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

kurang. Pemeriksaan laboratorium untuk serum dan urin memberikan gambaran 

hemolitik ekstravaskuler yang terjadi karena IgG-mediated immune hemolysis, seperti 

pada Gambar 2.3 

 

Gambar 2.3 Mekanisme destruksi eritrosit pada wAIHA. 
          Ig: imunoglobulin; C: protein komplemen (Berentsen and Sundic, 2015) 
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2.1.4.1.1 AIHA terkait obat 

 Lebih dari 150 obat telah dikaitkan dengan perkembangan AIHA tipe hangat. 

AIHA tipe hangat terkait obat telah dibagi menjadi 2 kategori berdasarkan mekanisme 

(Tabel 2.4). Yang pertama karena ketergantungan obat antibodi yang mengaktifkan 

respons imun hanya saat obat hadir. Ini adalah jenis AIHA terkait obat yang paling 

umum.  

 Ada dua subtipe antibodi yang bergantung pada obat yaitu hapten-mediated 

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

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

mungkin sangat kuat seperti yang biasa terlihat pada penisilin yang menginduksi AIHA 

(tipe penisilin) ditandai dengan DAT untuk IgG positif dan negatif untuk komplemen. 

Sebaliknya, obat pengikat pada RBC mungkin juga agak lemah (misal ceftriaxone) 

menghasilkan formasi kompleks imun (tipe kompleks imun), yang ditandai muncul 

pada onset yang terlambat atau lemah setelah dimulainya obat dan DAT positif untuk 

komplemen dan negatif untuk IgG. Mekanisme kedua adalah karena antibodi yang 

tidak tergantung obat, yang mampu menciptakan autoimun respon dengan tidak 

adanya obat yang menyinggung. Berbagai mekanisme telah disarankan oleh obat 

mana (yaitu, fludarabine, cladribine, metildopa) merangsang pembentukan 

autoantibodi melalui adsorpsi, disregulasi kekebalan, atau mekanisme lain tetapi tidak 

ada yang memiliki telah dijelaskan sepenuhnya (Jager, et al., 2020) 
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Tabel 2.4 Obat-obat yang menginduksi pembentukan antibodi 

Hapten and drug adsorption mechanisms 

Drugs such as penicillins, cephalosporins, tetracycline, carbromal, hydrocortisone, 

oxaliplatin, and tolbutamide 

Immune/ternary complex mechanisms 

Drugs such as stibophen, metformin, quinine, quinidine, cephalosporins, 

amphotericin b, rifampicin, antazolinc, thiopental, tolmetin, probenecid, 

nomifensine, cephalosporins, diclofenac and doxepin 

Autoantibody mechanism 

Drugs such as cephalosporins, tolmetin, α-methyldopa, L-dopa, mefenamic acid, 

teniposide, pentostatin, cladribine, fludarabine, lenalidomide, procainamide and 

diclofenac 

Non-immunologic protein adsorption 

Cephalosporins, carboplatin, cisplatin and oxaliplatin 

Unknown methods of AIHA causation 

Drugs such as mesantoin, phenacetin, insecticides, chlorpromazine, 

acetaminophen, ibuprofen, thiazides, omeprazole, carboplatin, nalidixic acid, 

erythromycin, and streptomycin 

 

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 

dewasa muda dan pasien anak, harus didampingi dengan pemeriksaan imunologi 

dasar termasuk skrining imunodefisiensi variabel umum dan limfoproliferatif autoimun 

sindrom (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) yang 

merupakan autoantibodi IgM yang mampu untuk menggumpalkan sel darah merah 

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

titer CA yang signifikan (paling sering didefinisikan sebagai> 64) pada 4°C, temuan 

 



21 
 

tipikal oleh DAT, dan tidak adanya penyakit klinis yang mendasari. Pola DAT khas 

yaitu tes monospesifik positif hanya untuk C3d. Namun, DAT bisa menjadi positif 

lemah untuk IgG selain C3d di atas menjadi 20% dari pasien. Suatu studi 

merekomendasikan pemberian titer sebagai angka, didefinisikan sebagai nilai 

kebalikan dari pengenceran tertinggi pada aglutinasi mana yang terjadi. Studi juga 

menyadari bahwa mungkin ada sesekali kasus CAD dengan CA titer < 64. Penentuan 

amplitudo termal memakan waktu dan, dalam banyak kasus, tidak diperlukan untuk 

dapat diandalkan diagnosis, tetapi mungkin berguna pada pasien tertentu untuk 

menyingkirkan secara normal terjadi CA titer rendah sebagai penyebab temuan positif 

palsu. Kriteria laboratorium yang sama berlaku untuk sindrom aglutinin dingin 

sekunder  (CAS) yang mempersulit limfoma agresif atau infeksi spesifik. Penilaian 

klinis dan histologis, dilengkapi dengan pemeriksaan radiologi sesuai kebutuhan, akan 

menyingkirkan kasus CAS sekunder untuk penyakit ganas. IgMκ monoklonal serum 

dapat ditemukan oleh kapiler atau agarose elektroforesis dan imunofiksasi di lebih dari 

90% pasien, sedangkan IgG, IgA, atau λ fenotipe rantai ringan adalah temuan langka. 

Klonal CD20 +, κ + limfosit biasanya dapat dideteksi oleh aliran sitometri aspirasi 

sumsum tulang. Frekuensi temuan positif tergantung pada berapa lama yang telah 

dilakukan untuk mengidentifikasi klon kecil dari sel B.  

 Cold Aglutinin Disease (CAD) primer telah terbukti menunjukkan pola 

histopatologi tertentu dari sumsum tulang, disebut “limfoproliferatif terkait gangguan 

primer CA (LPD)” dan ditemukan berbeda dari limfoplasmacytic limfoma (LPL), 

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

Temuan khas memiliki digambarkan sebagai agregat sel B nodular (atau, pada 
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beberapa pasien, hanya sel B tersebar) tanpa ciri khas LPL, seperti paratrabekuler 

pertumbuhan, fibrosis, morfologi sel limfoplasmacytoid, atau peningkatan jumlah sel 

mast yang mengelilingi agregat limfoid. Perbedaan antara CAD dan LPL juga telah 

dibuktikan dengan metode imunohistokimia dan flow sitometrik. Mutasi MYD88 

L265P, terdapat di hampir semua kasus LPL, adalah tidak ada atau jarang di LPD 

terkait CA. Kadang-kadang pasien yang telah menjalani histologi sumsum tulang 

diartikan sebagai LPD tingkat rendah lainnya, seperti LPL, MZL, limfositik kecil 

limfoma, atau limfoproliferasi sel B yang tidak diklasifikasikan, harus juga 

diklasifikasikan memiliki CAD primer. CA mengikat antigen RBC pada suhu rendah, 

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

pada mayoritas dan dapat menjadi masalah bagi pasien bahkan tanpa anemia. 

Antibodi memisahkan diri dari sel pada suhu tubuh pusat. Setelah jalur komplemen 

klasik teraktivasi, eritrosit berlapis C3b dihilangkan oleh makrofag dari sistem fagositik 

mononuklear (hemolisis ekstravaskular). Untuk tingkat yang berbeda, aktivasi 

komplemen terakhir juga dapat menghasilkan pembentukan serangan membran 

kompleks dan hemolisis intravascular (Jager, et al., 2020) Proses terjadinya hemolisis 

melalui sensitisasi IgM dan aktivasi komplemen seperti terlihat pada Gambar 2.4. 
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Gambar 2.4 Penghancuran eritrosit pada cold agglutinin disease. Proses hemolisis 

intravaskular dan ekstravaskuler yang disebabkan oleh IgM dan aktivasi komplemen. 
Darah yang terpapar dengan suhu yang dingin selama melewati pembuluh darah perifer 
akan menyebabkan cold aglutinin IgM berikatan dengan eritrosit dan menyebabkan 
aglutinasi dan fiksasi komplemen C1. C1 esterase mengaktifkan C4 dan C2 
menghasilkan C3 konvertase yang berikatan dan memecah C3, menyebabkan deposit 
C3b pada permukaan eritrosit. Setelah masuk ke sentral sirkulasi dan suhu tubuh 
kembali hangat, IgM akan terlepas dari eritrosit dan masuk ke dalam  serum dan eritrosit 
yang mengalami aglutinasi akan terlepas satu sama lainnya. C3b  tetap berikatan dan 
akan mengaktifkan C5 yang kemudian membentuk komplek pada permukaan eritrosit 
dan hemolisis, yang nampaknya memegang peranan penting selama eksaserbasi akut. 
Dalam kondisi ini eritrosit yang disensitisasi oleh C3b akan difagosit oleh sel-sel 
retikuloendothelial dalam hepar dan menyebabkan hemolisis ekstravaskuler. Dalam 
hepar C3b convertase akan menyebabkan deposit C3d pada eritrosit yang masih hidup 
dan dibebaskan ke sirkulasi (Berentsen, 2009). 

 

2.1.4.3 Mixed AIHA 

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

koeksistensi agglutinin dingin titer tinggi (> 40). Pasien seperti itu memiliki keduanya, 

AIHA tipe hangat dan tipe dingin dan harus diklasifikasikan secara terpisah dari pasien 

AIHA tipe hangat memiliki DAT positif untuk IgG dan C3. Bentuk campuran mewakili 

sekitar 8-10% dari semua AIHA dan umumnya ditandai dengan onset yang berat, 
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sekitar 2/3 dengan Hb <6 g / dL dan ¼ dengan Hb 6–8 g / dL. Dalam sebuah penelitian 

besar terhadap 308 pasien AIHA, pasien AIHA campuran memiliki median penurunan 

hemoglobin yang signifikan saat onset (median 5,8 g / dL) dibandingkan dengan jenis 

AIHA lainnya (~ 7 g / dL di wAIHA dan ~ 8 g / dL di CAD) dan lebih banyak 

retikulositopenia. Selain itu, mixed AIHA  lebih sering membutuhkan 2 atau lebih jalur 

terapi, termasuk kortikosteroid, rituximab, imunosupresan dan / atau splenektomi 

(Jager, et al., 2019) 

2.1.4.4 Paroximal Cold Hemoglobinuria 

 Paroximal Cold Hemoglobinuria (PCH) adalah bentuk AIHA yang langka 

dimediasi oleh autoantibodi IgG yang bergantung pada suhu dengan spesifisitas 

melawan antigen P pada sel darah merah, pertama kali dijelaskan oleh Donath dan 

Landsteiner. Autoantibodi mengikat sel darah merah pasien dalam cuaca dingin. 

Ketika suhu naik menuju 37°C, antibodi terlepas dari sel darah merah tetapi 

komplemen awalnya terikat sekarang diaktifkan dan menyebabkan hemolisis. Antibodi 

bifasik ini pertama kali dijelaskan dalam hubungannya dengan sifilis pada orang 

dewasa. Saat ini, PCH terjadi terutama pada anak-anak dengan riwayat infeksi virus 

("mirip flu") baru-baru ini. Ini menyajikan dengan hemolisis intravaskular, yang dapat 

terjadi bahkan tanpa adanya paparan dingin yang dapat diidentifikasi.  

 Dalam pemeriksaan diagnostik, DAT positif (hanya untuk C3), skrining antibodi 

negative bersama dengan gejala khas jika tidak ada wAIHA, CAD, DIHA atau PNH 

menunjukkan PCH. Inspeksi visual dari sampel darah yang disentrifugasi untuk 

hemolisis intravaskular dapat membantu, meskipun hemolisis in vitro karena 
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pengambilan sampel darah yang buruk harus dianggap sebagai penyebab hasil positif 

palsu. Diagnosis pasti adalah masih berdasarkan tes biphasic in vitro Donath-

Landsteiner (DL). Serum pasien diinkubasi dengan sel darah merah (RBC) normal 

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

pada tes "biphasic" menunjukkan diagnosis PCH. Tergantung pengujian yang mana 

metode yang digunakan, tes ini bisa memakan waktu, intensif sumber daya, mahal, 

dan rentan terhadap hasil negatif palsu. Baru-baru ini survei laboratorium di Kanada, 

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

bahwa penyakit tersebut sangat jarang atau tes tidak sering diminta mengingat 

perkiraan frekuensi PCH 1-3 dalam 100.000. Masih ada kesepakatan yang buruk di 

antara para ahli tentang interpretasi tes DL positif pada orang dewasa, menyarankan 

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

 

Gambar 2.5 Destruksi eritrosit imun, diperantarai-komplemen pada paroxysmal cold 

hemoglobinuria (PCH) menunjukkan optimum suhu biphasic. Panah hitam: jalur utama 
(hemolisis intravaskuler); panah abu-abu/titik-titik: mungkin jalur minor; Ig: 
immunoglobulin; ag: antigen; ab: antibody; C: complement protein (Berentsen and 
Sundic, 2015). 
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2.1.4.5 AIHA atipikal 

 DAT negatif, IgA-driven, dan warm-IgM AIHA umumnya didefinisikan sebagai 

bentuk atipikal. Kasus-kasus ini merupakan tantangan diagnostik, biasanya 

mengakibatkan keterlambatan pengobatan. Apalagi terapi lini pertama steroid 

biasanya diberikan tanpa memperhatikan kebutuhan penanganan lebih lanjut 

mungkin menghasilkan ketidakpastian dan kesulitan. Ini khususnya merepotkan 

karena kasus atipikal sering menunjukkan onset yang parah dan dikaitkan dengan 

peningkatan risiko kambuh (Jager, et al., 2020) 

2.1.5 Diagnostik Klinis 

Dalam CAS dan AIHA tipe hangat (Packman, 2008), gambaran klinis yang 

dominan mencerminkan anemia, yang paling sering menyebabkan kelelahan dan 

dispnea. Tanda-dan gejalanya meliputi pucat dan ikterus, dan hemolisis masif dapat 

memicu hemoglobinuria. Di CAS mungkin juga ada sianosis atau bahkan nekrosis 

pada ekstremitas tubuh. Pada AIHA tipe hangat, splenomegali atau hepatomegali 

dapat dikaitkan dengan hemolisis ekstravaskuler (Packman, 2015). Jika AIHA bersifat 

sekunder, tanda-tanda penyakit yang mendasari dapat mendominasi (Vickers et al, 

2014) 

Dua kriteria harus dipenuhi untuk mendiagnosis AIHA: bukti klinis atau 

laboratorium hemolisis dan bukti serologis autoantibodi. Tes dasar untuk 

mengevaluasi hemolisis adalah termasuk hitung darah lengkap (CBC) dengan apusan 

darah perifer, bilirubin, laktat dehidrogenase (LDH, terutama isoenzim 1), haptoglobin, 

dan hemoglobin urine atau hemosiderin. Tanda-tanda umum hemolisis meliputi 
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penurunan hemoglobin dan hematokrit, peningkatan LDH serum dan bilirubin 

unconjugated, serta polikromasia dan retikulositosis yang menandakan cadangan 

hematopoietik yang memadai. Haptoglobin biasanya berkurang, meskipun tingkat 

sekuensial harus dinilai karena protein tersebut adalah reaktan fase akut dan dengan 

demikian bergantung pada fungsi hati dan tekanan vaskular sistemik. Hemolisis 

intravaskular selanjutnya bermanifestasi dengan peningkatan hemoglobinemia 

bebas, peningkatan hemoglobinuria, hemosiderinuria, methemalbuminemia, dan 

penurunan haptoglobin serum. Hemoglobinemia biasanya terlihat dalam tabung 

pengumpulan spesimen sebagai serum atau plasma yang jelas berwarna merah atau 

merah jambu. Hemolisis di AIHA dapat bersifat intravaskular atau ekstravaskular. 

Biasanya, hemolisis intravaskular berlangsung cepat dan agresif, sedangkan 

hemolisis ekstravaskular lebih ringan. Apusan darah tepi dapat menunjukkan sferosit 

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

Adanya imunoglobulin yang terikat pada permukaan sel darah merah atau 

bukti fiksasi komplemen mendukung diagnosis kerusakan sel darah merah yang 

dimediasi imun. Sel darah merah berlapis IgM dapat secara spontan menggumpal 

karena antibodi pentamerik dapat langsung reaksi silang dengan sel darah merah. 

Kemampuan antibodi IgM untuk menggumpalkan sel darah merah yang tersuspensi 

salin tanpa reagen tambahan mengarah pada terminologi tradisional antibodi 

"komplit". Sebaliknya, antibodi IgG biasanya membutuhkan antihuman globulin (AHG) 

sebagai kofaktor untuk menggumpalkan sel darah merah yang tersuspensi saline dan 

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

 

Terdapatnya autoantibodi tidak selalu patogenik. Sekitar 1 dalam 10.000 donor 

darah sehat hasil tes autoantobodinya positif, yang frekuensinya semakin meningkat 

dengan bertambahnya usia. Pengikatan autoantibodi pada permukaan eritrosit dapat 

dideteksi secara laboratorium dengan pemeriksaan direct antiglobulin test (DAT). 

Sedangkan autoantibodi yang bebas di serum/plasma dapat dideteksi dengan indirect 

antiglobulin test (IAT) (Blann and Ahmed, 2014). DAT mencerminkan sensitisasi 

antibodi in vivo pada sel darah merah. Eritrosit dicuci untuk menghilangkan antibodi 

yang tidak terikat, dan reagen anti-IgG antihuman globulin (AHG) kemudian 

ditambahkan. Antibodi IgG tidak dapat menyebabkan aglutinasi sel darah merah 

langsung, tetapi sel darah merah berlapis IgG akan menggumpal dengan adanya anti-
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IgG yang mengandung AHG. Tes ini juga dapat dilakukan dengan menggunakan 

reagen anticomplement AHG. Jika ada, IgG terikat RBC dapat dielusi untuk penentuan 

spesifisitas. Indirect Antiglobulin Test (IAT) digunakan untuk mendeteksi keberadaan 

antibodi IgG dalam serum (sensitisasi in vitro). Reagen RBC diinkubasi dengan 

adanya serum yang mungkin mengandung antibodi. Jika ada, antibodi mengikat 

antigen targetnya pada reagen sel darah merah. Setelah inkubasi, sel darah merah 

dicuci untuk menghilangkan antibodi yang tidak terikat. Reagen Anti-IgG AHG 

ditambahkan dan akan menyebabkan eritrosit yang dilapisi IgG menggumpal 

(Friedberg, 2019) 

        Adanya autoantibodi terhadap eritrosit juga tidak selalu menyebabkan 

hemolisis dan anemia. Sebagian besar pasien dengan konsentrasi autoantibodi yang 

rendah mempunyai direct agglutination test (DAT, direct Coombs’ tes) positif tapi tidak 

mengalami anemia dan gejala-gejala lainnya. DAT yang positif dapat disertai 

hemolisis oleh karena proses imun dan hemolisis oleh karena penyebab lain atau 

penyebab non imun, sedangkan DAT negatif bisa juga disertai hemolisis (Parjono dan 

Widayati, 2009). Sejumlah kecil pasien dengan DAT positif tanpa disertai pemendekan 

umur eritrosit atau tanpa disertai bukti-bukti hemolisis ditemukan pada 1%-15% 

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

yang menyebabkan adsorbsi antibodi non spesifik pada permukaan membran 

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

sehingga tidak menyebabkan hemolisis. Ketika derajat hemolisisnya signifikan maka 

anemia, ikterik, dan splenomegali dapat terjadi. 
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2.1.6 Patofisiologi 

2.1.6.1 Mekanisme Patogenik Penghancuran Sel Darah Merah 

Definisi tipe dan karakteristik termal dari autoantibodi adalah hal penting yang 

mendasar karena menentukan mekanisme hemolisis yang berbeda, dengan 

konsekuensi yang berbeda gambaran klinis dan pendekatan terapeutik. Autoantibodi 

IgG adalah monomer yang mengikat secara lemah sistem komplemen; mereka 

menyebabkan kerusakan sel darah merah melalui antibody dependent cellulae 

cytotoxicity (ADCC), digerakkan oleh sel-sel sistem monosit-makrofag yang 

memfagosit sel darah merah melalui 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 besar terjadi di limpa pada kasus ADCC yang dimediasi makrofag, dan di 

hati pada kasus ADCC yang dimediasi C3b. Khususnya, limpa mewakili organ 

hemokateretik yang menghilangkan semuanya sel-sel darah yang rusak / tua, tetapi 

juga merupakan organ limfatik, dan karena itu dapat berkontribusi untuk produksi 

autoantibodi. Berbeda dengan IgG, autoantibodi IgM adalah pentamers dengan 

aviditas dan kemampuan yang tinggi untuk mengaktifkan kaskade komplemen sampai 

kompleks litik akhir (C5 – C9). Yang terakhir menentukan lisis sel darah merah 

langsung di sirkulasi (hemolisis intravaskular) melalui aktivasi dari "perforin" dan faktor 

sitotoksik lainnya. Telah dihitung penyebab hemolisis ekstravaskuler penghancuran 

sekitar 0,25 mL sel darah merah per kg berat badan per jam (kurang lebih 420 mL sel 

darah merah dalam 24 jam untuk pasien dengan BB 70 kg ); varians, penyebab 
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hemolisis intravaskular yang dimediasi IgM penghancuran sekitar 200 mL sel darah 

merah per jam, dengan konsekuensi keparahan klinis yang lebih besar (Gambar 2.7) 

Terakhir, pemain penting dalam menentukan patogenesis dan tingkat 

keparahan klinis AIHA adalah hematopoietik sumsum tulang, yang mengkompensasi 

anemia dengan meningkatkan eritropoiesis. Penanda dari fenomena ini adalah 

peningkatan jumlah retikulosit (sel darah merah yang belum matang dengan residu 

inti) dalam darah tepi. Retikulositosis sebenarnya adalah tanda yang "baik" dalam 

perjalanan AIHA, yang mengindikasikan kompensasi sumsum tulang yang efisien. 

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

dengan keparahan klinis yang lebih besar dan respons yang lebih lambat terhadap 

terapi. Dalam beberapa kasus, retikulositopenia mungkin karena autoimunitas 

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

Gambar 2.7 Mekanisme pathogenesis destruksi sel darah merah (Barcellini, et al., 2020) 
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2.1.6.2 Latar Belakang Genetik dalam Patogenesis AIHA 

Latar belakang genetik memainkan peran penting. AIHA telah dikaitkan 

dengan HLA-B8 dan lokus BW6, dengan konfigurasi tertentu dari daerah variabel 

imunologi rantai berat dan ringan (IGHV dan IGKV), dan dengan polimorfisme antigen 

gen limfosit T sitotoksik-4 (CTLA-4) (Barcellini, et al. 2020). Baru-baru ini, mutasi gen 

KMT2D dan CARD11 telah dilaporkan pada 69% dan 31% pasien CAD. Selain itu, 

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

STAT3, PIK3CD, CBL, ADAR1, LRBA, RAG1, dan KRAS) telah dilaporkan di sekitar 

40% dari sindrom Evans pediatrik (hubungan AIHA dan trombositopenia primer) 

(Hadjadj et al., 2020). Hubungan erat antara autoimunitas dan imunodefisiensi disorot 

oleh dua imunodefisiensi ditandai dengan peningkatan fenomena autoimun: sindrom 

limfoproliferatif autoimun (ALPS) dan sindrom Kabuki (KS); yang pertama ditandai 

oleh organomegali dan dengan adanya mutasi somatik atau germline dari gen yang 

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

KS ditandai dengan malformasi dan cacat intelektual, dan disebabkan oleh mutasi 

pada gen KDM6A atau KMT2D, yang terlibat dalam toleransi dan pematangan sistem 

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

2.1.6.3 Mekanisme Imunologi Patogenesis AIHA 

Autoimunitas dapat muncul dari beberapa mekanisme, seperti yang dirangkum 

pada Gambar 2.8. Salah satunya yang paling sederhana adalah modifikasi antigen 

RBC sebagai konsekuensi dari agen atau obat infeksius. Selama infeksi, ada yang 

disebut "mimikri molekuler", (yaitu, reaksi silang antara antigen determinan agen 
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infeksius dan molekul diri). Beberapa infeksi telah dikaitkan dengan AIHA (parvovirus 

B19, virus hepatotropik, HIV, mycoplasma pneumonia, mycobacterium tuberculosis, 

brucella, sifilis) termasuk, baru-baru ini, pneumonia COVID-19 (Lazarian, et al.,2020; 

Capes, et al.,2020; Angileri, et al., 2020). Obat dapat menyebabkan produksi 

autoantibodi dengan memodifikasi membran RBC dengan adsorpsi ke membran atau 

dengan mengikat membran sebagai imunokompleks. Dalam kasus pertama, AIHA 

yang diinduksi obat tidak dapat dibedakan dari bentuk primer klasik dengan DAT 

positif untuk IgG dan hemolisis ekstravaskular (contoh tipikal alpha-methyldopa). 

Kemudian dalam kasus berikutnya, autoantibodi (umumnya IgG) bereaksi dengan 

obat tersebut terkait erat dengan membran RBC (contoh tipikal adalah penisilin, 

ampisilin, metisilin, karbenisilin, dan sefalosporin). Dalam kasus ketiga 

(imunekompleks obat-antibodi terhadap obat), antibody umumnya IgM, hemolisisnya 

intravaskular, dan DAT positif untuk komplemen (banyak obat-obatan yang terlibat 

seperti quinidine, phenacetin, hydrochlorothiazide, rifampicin, sulfonamides, isoniazid, 

kina, tetrasiklin, hidralazin, kloropromazin, dan streptomisin (Hill, 2017) 

Mekanisme tambahan untuk produksi autoantibodi adalah apa yang disebut 

“munculnya klon terlarang” selama sindrom limfoproliferatif B (seperti leukemia 

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

yang lalu, dan didasarkan tentang keberadaan klon limfosit yang reaktif sendiri yang 

seharusnya 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 

presentasi antigen autoimunitas secara langsung, dan melalui produksi sel T regulasi 
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nonfungsional yang menjadi bahan bakar ketidakseimbangan antara sel Th17 dan T-

reg. Beberapa sel neoplastik juga dapat menghasilkan kondisi autoantibodi, 

bagaimanapun, ini terutama IgG poliklonal yang diproduksi oleh sel B self-reaktif non-

ganas. Mirip dengan mekanisme ini adalah aktivasi sel B poliklonal, terjadi dalam 

kondisi yang berbeda seperti infeksi EBV, CMV, virus hepatotropik, dan HIV. Akhirnya, 

dasar dari fenomena autoimun adalah karena kerusakan "toleransi diri", yang 

dikendalikan oleh mekanisme seluler yang kompleks dan sitokin pola belum 

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

bawaan, di mana autoimunitas yang timbul dari interaksi kompleks ini juga ditopang 

oleh mutasi germinal yang merusak toleransi pematangan. Sel T-helper folikel, yang 

terlibat dalam inisiasi dan pemeliharaan respon imun yang menghasilkan sel B memori 

dan sel plasma berumur panjang, baru-baru ini terbukti meningkat dalam sitopenia 

autoimun dan berkontribusi pada produksi autoantibodi (Barcellini, et al.,2015) 
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Gambar 2.8 Faktor imunologis, lingkungan, dan genetik yang terlibat dalam pathogenesis 
anemia hemolitik autoimun (AIHA). CLL: leukemia limfositik kronis, NHL: non-Hodgkin limfoma, 
PD1 / -L: kematian terprogram 1 dan ligannya, CTLA 4: limfosit T sitotoksik. (Barcellini, et al., 
2020) 

 

2.1.6.4 Disregulasi Sitokin di AIHA 

Ada juga bukti disregulasi sitokin pada AIHA. Di antara banyak dan terkadang 

temuan yang bertentangan, interleukin (IL)-4, IL-6, dan IL-10 telah ditemukan 

meningkat pada kontrol yang sehat (Barecelini, et al., 2020). Hal ini konsisten dengan 

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

merah yang dimediasi oleh antibodi pada AIHA. Interferon (IFN) -γ telah dilaporkan 

berkurang pada pasien AIHA dibandingkan dengan kontrol, mengakibatkan 

penurunan penghambatan respon Th2, dan akibatnya dalam amplifikasi penyakit 

autoimun yang dimediasi autoantibodi. Imunitas seluler juga terlibat dengan 
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peningkatan aktivitas limfosit T CD8+ sitotoksik, sel NK, dan makrofag yang diaktifkan. 

Selain itu, IL-2 dan IL-12, yang menyebabkan diferensiasi Sel T naif CD4+ ke dalam 

subset Th1, telah ditemukan meningkat, selanjutnya meningkatkan kekebalan seluler. 

Sejalan dengan aktivasi berlebih ini, transformation growth factor (TGF) -β telah 

dilaporkan meningkat. Sitokin pleiotropik ini mendukung diferensiasi subset Th17, 

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

subset limfosit mampu menurunkan regulasi respon autoimun seperti sel CD4+ T-

regulasi perifer telah dilaporkan berkurang pasien AIHA dibandingkan dengan kontrol, 

sekali lagi mendukung respon autoimun (Gambar 2.9) (Barcellini, et al., 2020) 

 

Gambar 2.9 Disregulasi sitokin pada AIHA. IL: interleukin; TGF-: transforming growth factor; 
IFN-: interferon. Panah merah menandakan memicu, garis hitam menghambat/memblok 
(Barcellini, et al., 2020) 
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2.1.7 Penatalaksanaan terapi 

Perawatan AIHA yang tepat tergantung pada jenis autoantibodi, keparahan 

klinisnya, kondisi tambahan atau yang mendasari, dan usia pasien. AIHA tipe hangat 

adalah bentuk yang paling umum dan memiliki perjalanan kambuh yang lama pada 

anak-anak dan orang dewasa. Dalam keadaan akut dengan presentasi klinis yang 

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

umumnya tidak direkomendasikan sebagai pilihan pengobatan berkelanjutan. 

Kortikosteroid adalah terapi lini pertama tradisional untuk pasien dengan AIHA tipe 

hangat (Niss and Ware, 2018) 

2.1.7.1 Tranfusi Darah 

Onset AIHA tipe hangat biasanya tiba-tiba dan akut. Meski kebanyakan pasien 

dewasa membutuhkan manajemen rawat inap pada fase akut, beberapa pasien anak 

bisa dikelola dalam pengaturan rawat jalan jika gejala dan anemia tidak parah. 

Keputusan untuk transfusi darah berdasarkan kondisi klinis dan ada tidaknya 

gangguan kardiovaskular atau komorbiditas medis, bukan konsentrasi hemoglobin 

saja. Karena autoantibodi hangat di AIHA diarahkan terhadap antigen permukaan sel 

darah merah dan biasanya bersifat pan-reaktif, cross-match darah sepenuhnya 

seringkali tidak memungkinkan. Namun, transfusi tidak boleh ditunda pada pasien 

dengan anemia berat yang mengancam jiwa atau mereka yang mengalami hemolisis 

berat dan manifestasi klinis yang berkembang pesat. Transfusi dapat menyelamatkan 

nyawa untuk AIHA yang parah, dan ketakutan untuk mentransfusikan eritrosit yang 

tidak sesuai seharusnya tidak mencegah prosedur ini. Komunikasi dini antara dokter 

dan layanan transfusi sangat penting meminimalkan keterlambatan transfusi darah 
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dan untuk mengidentifikasi unit darah yang optimal untuk transfusi. Alloantibodi dapat 

terbentuk setelah terpapar darah yang ditransfusikan, tetapi ditutupi adanya 

autoantibodi hangat. Alloantibodi yang mempersulit transfuse telah dilaporkan di 32% 

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

dan ketika kehadiran aloantibodi tidak mungkin (tidak ada riwayat transfusi 

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

RhD Unit RBC dapat diberikan dengan aman. Dalam kasus yang tidak terlalu 

mendesak, mengesampingkan kehadiran aloantibodi dengan teknik autoadsorpsi 

hangat atau adsorpsi alogenik, atau bila mungkin, transfusi PRBC yang cocok secara 

fenotip, disarankan secara berurutan untuk meminimalkan risiko memburuknya 

hemolisis setelah transfusi. Saat transfusi diberikan, unit sel darah merah yang 

dikemas harus dikurangi leukositnya untuk menurunkan risiko reaksi demam yang 

diakibatkan oleh antibodi anti-leukosit. Darah harus ditransfusikan secara relatif 

lambat dan volume yang ditransfusikan dibatasi hingga tujuan memperbaiki anemia 

yang mengancam jiwa, yang dimanifestasikan oleh gangguan neurologis atau 

kardiovaskular yang kolaps, dan belum tentu mencapai konsentrasi hemoglobin 

normal. Transfusi berlebihan dapat dikaitkan dengan peningkatan hemolisis karena 

peningkatan massa sel darah merah, yang dapat disalahartikan sebagai aloimunisasi. 

Beberapa penulis menyarankan "uji kompatibilitas in vivo" dengan memasukkan 

volume kecil dari 20 mL RBC yang dikemas, diikuti dengan 20 menit pengamatan 

untuk reaksi sebelumnya melanjutkan dengan sisa transfusi (Niss and Ware, 2018) 
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2.1.7.2 Kortikosteroid 

Meskipun kurangnya studi sistematis, ada konsensus umum tentang 

kortikosteroid adalah terapi “lini pertama” paling efektif untuk pasien dengan AIHA tipe 

hangat. Untuk presentasi klinis yang parah, metilprednisolon intravena harus 

diberikan dengan dosis 1–4 mg / kg / hari, dibagi setiap 6–8 jam. Transisi ke prednison 

oral atau prednisolone kemudian dicapai dengan 1–2 mg / kg / hari, biasanya dibagi 

menjadi dua atau tiga dosis, yang dipertahankan selama 2-3 minggu sampai 

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

Laboratorium tambahan harus menunjukkan pengurangan retikulositosis, tetapi DAT 

mungkin masih positif. Dosis steroid yang lebih tinggi, hingga 1000 mg 

metilprednisolon setiap hari atau 30 mg/kgBB/hari pada pediatri selama 3 hari, telah 

digunakan dalam beberapa seri kasus orang dewasa dan anak, biasanya dalam 

keadaan akut. Untuk presentasi klinis yang tidak terlalu parah, kortikosteroid oral 

dapat menjadi pilihan pengobatan awal. Jika konsentrasi hemoglobin yang stabil 

dapat dipertahankan tanpa transfusi, kortikosteroid oral dapat diturunkan cukup cepat 

dalam 1-2 bulan pertama, bertujuan untuk rejimen dosis harian tunggal yang 

mempertahankan jumlah stabil diikuti dengan yang lebih lambat meruncing selama 

beberapa bulan. Meskipun tingkat respon awal yang tinggi terhadap steroid mendekati 

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

uji coba acak baru-baru ini (N = 64), 50% orang dewasa yang baru didiagnosis dengan 

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

bulan, sementara hanya 36% tetap dalam remisi pada 12 bulan. Durasi pendek dosis 

pemeliharaan dan pengurangan cepat kortikosteroid berhubungan dengan risiko 
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kambuh meningkat, sedangkan risiko kekambuhan lebih rendah pada pasien yang 

menerima kortikosteroid selama lebih dari 6 bulan. Oleh karena itu, tapering 

selanjutnya dosis kortikosteroid setelah 1–2 bulan pertama harus terjadi lebih lambat 

selama setelah 4-6 bulan dengan pemantauan ketat dari konsentrasi hemoglobin dan 

jumlah retikulosit. Penghentian steroid hanya boleh dipertimbangkan di pasien yang 

stabil dengan dosis rendah (≤10 mg/hari) setelah setidaknya 4 bulan pengobatan 

kortikosteroid, dan harus diperpanjang setidaknya 1–2 bulan. Meskipun tidak ada 

konsensus tentang definisi respoj pengobatan di antara berbagai penelitian, pasien 

yang gagal mencapai perbaikan konsentrasi hemoglobin setelah 3 minggu 

kortikosteroid atau tidak dapat menghentikan dukungan transfusi umumnya dianggap 

resisten. Evaluasi ulang diagnostik dan tambahan terapi harus dipertimbangkan pada 

pasien ini. Selain itu, pasien yang membutuhkan kortikosteroid dosis tinggi untuk 

mempertahankan remisi atau tidak mentolerir kortikosteroid harus dipertimbangkan 

sebagai kandidat untuk pilihan pengobatan lini kedua karena untuk kekhawatiran 

tentang efek pengobatan jangka panjang, terutama pada pertumbuhan dan kesehatan 

tulang. Di antara pasien yang merespon terapi awal, hanya ~ 50% dari pasien dapat 

dipertahankan dalam remisi dengan dosis steroid yang "dapat diterima", didefinisikan 

sebagai dosis prednison <15 mg / hari pada orang dewasa atau <0,1-0,2 mg/kg/hari 

pada pediatric (Niss and Ware, 2018) 
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2.1.7.3 Terapi target saat ini dan yang sedang berkembang di AIHA 

a.  Terapi yang menargetkan limfosit B 

Diketahui dengan baik bahwa limfosit B adalah efektor utama kekebalan 

humoral dengan mengeluarkan antibodi, tetapi bertindak juga sebagai sel APC, 

menghasilkan sitokin imunoregulasi, dan mengekspresikan ko-stimulasi permukaan 

molekul. Limfosit B antigen CD20 adalah aktivasi-terglikosilasi fosfoprotein 

diekspresikan pada permukaan semua sel B pada fase awal  pro-B (CD45R +, CD117 

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

ligan alami yang diketahui dan diduga bertindak sebagai saluran kalsium di membran 

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

independen. Dalam beberapa tahun terakhir, antibodi monoklonal anti CD 20, 

Rituximab telah menjadi lini kedua yang disukai pilihan untuk wAIHA yang refrakter 

terhadap steroid. Obat itu, pertama kali dikembangkan pengaturan keganasan limfoid, 

juga efektif pada rheumatoid artritis, lupus eritematosus sistemik (SLE), multiple 

sklerosis, dan beberapa penyakit autoimun hematologi seperti trombositopenia imun 

primer (ITP), hemofilia didapat, dan purpura trombositopenik trombotik (Barcellini dan 

Zanela, 2011; Visentini et al., 2015). Tentang AIHA, rituximab efektif pada idiopatik 

dan bentuk sekunder, termasuk yang terkait dengan gangguan autoimun dan 

limfoproliferatif, dan transplantasi sumsum tulang. Seperti diberitakan di beberapa 

studi dan dalam analisis meta baru-baru ini, tingkat 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 2‒16). Regimen 

standar adalah 375 mg / m2 setiap minggu selama 4 minggu, tetapi juga rejimen lain 
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(1 g pada hari 1 dan 15) dan dosis rendah (100 mg dosis tetap mingguan × 4) sama 

efektifnya pada AIHA primer dan sekunder untuk berbagai penyakit autoimun. 

Rituximab memiliki profil keamanan yang baik dan juga perawatan ulang efektif, 

meskipun risiko imunosupresi seharusnya perlu diingat, mendorong profilaksis 

hepatitis virus yang memadai pengaktifan kembali. Obat tersebut juga telah digunakan 

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

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

direkomendasikan sebagai pengobatan lini pertama, mengingat kemanjuran steroid 

yang terbatas dan adanya klon sel-B pada kebanyakan pasien yang didiagnosis 

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

sangat sedikit tanggapan lengkap dan dengan durasi median kurang dari 12 bulan. 

Lini terapi selanjutnya adalah kombinasi dengan bendamustine (rituximab 375 mg / 

m2 hari 1 dan bendamustine 90 mg/m2 hari ke-1 dan ke-2 selama empat siklus pada 

Interval 28 hari) yang menyebabkan 71% ORR (40% selesai). Rituximab pada dosis 

standar juga telah dikombinasikan dengan fludarabine oral (40 mg/m2 pada hari 1–5 

dari empat siklus 28 hari) dengan 76% respons keseluruhan (OR) (21% selesai) tetapi 

dengan efek samping parah (kebanyakan toksisitas hematologi tingkat 3-4) di 41% 

kasus. Akhirnya, rituximab telah berhasil digunakan bersama dengan siklofosfamid 

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

et al., 2017) 

b.  BCR dan proteasome inhibitor 

Diketahui bahwa BCR mengontrol aktivasi dan diferensiasi limfosit B 

selanjutnya menjadi antibody sekresi PC dan memori sel B. Agregasi BCR dengan 
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cepat mengaktifkan beberapa tirosin kinase, termasuk fosfatidylinositol 3-kinase 

(PI3Ks) dan Bruton tirosin kinase (BTK) yang berperan penting dalam perkembangan 

dan fungsi sel B. Penargetan rejimen pengobatan BCR didasarkan pada asosiasi yang 

erat dan beberapa mekanisme patogenetik umum antara penyakit limfoproliferatif dan 

autoimun. Penghambat BTK (BTKis), ibrutinib dan acalabrutinib, disetujui secara 

bervariasi untuk / dalam penyelidikan di beberapa gangguan limfoproliferatif, termasuk 

limfositik kronis leukemia (CLL), makroglobulinemia Waldenström, dan mantel 

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

dengan CLL dan limfoma (Manda et al., 2015; Galinier, et al., 2017). Oleh karena itu, 

BTKis adalah golongan obat yang berpotensi menarik untuk pengelolaan wAIHA 

primer yang refrakter dan CAD. Demikian juga, BCL2 inhibitor venetoclax, 

diindikasikan untuk pengobatan lini kedua CLL dengan penghapusan 17p, memiliki 

peran potensial untuk AIHA refrakter. Kelas inhibitor BCR lain yang menjanjikan 

ditujukan terhadap PI3K. Sinyal PI3Kδ menyimpang mengaktifkan dan menginduksi 

proliferasi sel B self-reaktif yang menghasilkan autoantibodi, bertindak sebagai APC 

yang menghadirkan antigen sendiri ke sel T autoreaktif, dan menghasilkan sitokin pro-

inflamasi. Apalagi, PI3K inhibitor telah terbukti mengurangi insiden dan keparahan dari 

artritis autoimun, asma, ensefalomielitis autoimun eksperimental, dan SLE dalam 

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

CLL, telah menunjukkan insidensi yang tinggi komplikasi autoimun, termasuk hepatitis 

autoimun, kolitis, dan pneumonitis, meningkatkan beberapa kekhawatiran tentang 

penggunaannya di AIHA. Terakhir, proteasome inhibitor bortezomib yang diketahui 

memiliki efek apoptosis pada PC yang mensekresi Ig dan menunjukkan kemanjuran 

 



44 
 

pada penyakit penghasil Ig, seperti multiple myeloma, amiloidosis rantai ringan, dan 

makroglobulinemia Waldenström. Itu terbukti efektif dalam beberapa kasus AIHA yang 

kambuh / refrakter sebagai monoterapi atau terkait dengan obat sitotoksik. Baru-baru 

ini, suuatu multicenter, studi fase 2 menunjukkan bahwa dosis tunggal bortezomib (1,3 

mg / m2) menyebabkan ORR pada 31% pasien yang mendapat perlakuan awal berat 

dan pasien CAD yang bergantung pada transfusi, dengan toksisitas yang dapat 

diterima, dan mempunyai respon manfaat jangka panjang pada mayoritas  pasien 

(Rossi et al., 2018) 

c.  Terapi yang bekerja berdasarkan komplemen 

Aktivasi jalur komplemen klasik sangat tinggi diinduksi oleh IgM dan pada 

tingkat yang lebih rendah oleh isotipe IgG1 dan IgG3. Deposisi C3c dan C3d pada 

RBC terdeteksi oleh DAT sebagian besar disebabkan oleh IgM yang umumnya lolos 

dari deteksi (antibody tersembunyi). Autoantibodi IgM ditemukan secara khas dalam 

CAD dan dapat mengaktifkan komplemen saat kisaran termal mendekati suhu 

fisiologis, atau ketika darah terkena suhu yang lebih rendah di permukaan tubuh atau 

ekstremitas. Subclass IgM dan IgG yang mengaktifkan komplemen mungkin hadir 

dalam persentase yang cukup besar dari wAIHA (~ 30% kasus), berakibat parah dan 

sering mengaktivasi komplemen secara in vivo. Aktivasi komplemen dapat 

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

fagosit mononuklear. Atau, juga dapat menyebabkan hemolysis intravaskular yang 

berbahaya, menginduksi sel lisis melalui kompleks komplemen terminal atau 

kompleks serangan membran (C5b, C6, C7, C8, dan beberapa molekul C9). 

Faktanya, diperkirakan bahwa jumlah kerusakan sel darah merah oleh hemolisis 
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intravaskular sekitar dalam 200 mL sel darah merah dalam 1 jam, sedangkan 10 kali 

lipat lebih rendah hemolisis ekstravaskular, dengan konsekuensi klinis yang jelas 

berbeda. Apalagi AIHA dengan keterlibatan komplemen (IgG + C tipe hangat, mixed, 

dan CAD) lebih sering membutuhkan terapi lini kedua atau selanjutnya, yang 

menunjukkan peran utama ini sistem amplifikasi yang kuat dalam tingkat disregulasi 

kekebalan (Barcelini et al., 2018) 

Berdasarkan pertimbangan di atas, blokade komplemen dapat secara rasional 

menghentikan atau mengurangi hemolisis yang sedang berlangsung di AIHA, 

terutama pada fase akut. Eculizumab, antibodi monoclonal anti-C5, adalah inhibitor 

komplemen pertama yang dikembangkan dan sekarang memiliki peran yang mapan 

dalam pengobatan hemoglobinuria nokturnal paroksismal (PNH). Itu telah digunakan 

pada CAD parah / refraktori, menunjukkan penurunan yang signifikan dalam LDH, 

stabilisasi hemoglobin, penghindaran transfusi, dan tidak adanya peristiwa trombotik, 

dibandingkan dengan temuan sebelum terapi. Namun, ekulizumab efektif pada 

hemolysis intravascular saja, yang bukan merupakan mekanisme utama wAIHA dan 

juga pada CAD, setidaknya pada penyakit stabil / kronis dimana fiksasi komplemen 

pada RBC terjadi sebelum komponen C5. Secara konsisten, blokade C5 diinduksi oleh 

pengobatan eculizumab pada PNH telah terbukti meningkatkan deposisi C3 pada 

RBC, sehingga mendukung perkembangan hemolisis ekstravaskular pada penyakit 

ini awalnya ditandai dengan hemolysis intravaskular 'murni'. Oleh karena itu, 

penghambat komplemen lain itu bertindak sebagai hulu dalam kaskade komplemen 

telah dikembangkan dan saat ini dalam uji klinis. BIVV009, nama generik sutimlimab 

(sebelumnya TNT003), adalah IgG4 MoAb yang secara khusus menghambat C1s dan 
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membatalkan hemolisis mediasi komplemen in vitro (Shi et al., 2014). Dalam uji coba 

fase 1 dengan CAD primer, pengobatan BIVV009 terbukti mampu menormalkan 

hemoglobin tingkat di semua pasien yang dirawat (Hb rata-rata meningkat 4 g/dL). 

Seperti yang diharapkan, hemolisis dan anemia kambuh saat kadar obat hilang dan 

penggunaan kembali obat tersebut meningkatkan kembali kemanjurannya dengan 

durasi jangka panjang. Mengingat pendahuluan ini menggembirakan Hasilnya, 

BIVV009 kini telah memasuki uji coba fase 3 (NCT03347396, NCT03347422). APL-2, 

peptida siklik sintetis terkonjugasi dengan polimer polietilen glikol yang mengikat 

khusus untuk C3 dan C3b (3 jalur inhibitor), telah menunjukkan suatu profil efikasi / 

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

berlangsung menilai kemanjuran awal pada pasien dengan kedua AIHA, tipe hangat 

dan dingin (NCT03226678). Akhirnya, molekul inhibitor terhadap C1q, ANX005, telah 

terbukti memblok aktivasi komplemen klasik dan hemolisis secara uji in vitro pada sel 

darah merah domba (Gerzt, et al., 2016) dan sedang dalam peneyelidikan uji klinis 

fase 1 (NCT03010046). Penghambat komplemen lainnya (compstatin, TT30 MoAb, 

faktor mini H, larut rekombinan CR1) saat ini sedang dalam pengembangan di PNH 

dan mungkin akan dikembangkan pada AIHA (Risitano and Marotta, 2018). Secara 

keseluruhan, blokade komplemen jangka panjang menimbulkan kekhawatiran yang 

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

dicegah dengan jadwal vaksin yang tepat dan, pada akhirnya, antibiotik jangka 

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

dalam AIHA, karena yang mendasarinya disregulasi imun dan pengobatan 

imunosupresif sebelumnya (Benamu and Montoya, 2016) 
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d.  Terapi yang bekerja pada imunitas seluler dan sitokin 

Meskipun AIHA adalah model klasik auto-imunitas humoral, sebagai antibody 

anti-RBC yang disekresikan oleh limfosit B dan PC, bersilangan dengan APC, limfosit 

T, dan sitokin pasti terlibat. Peran yang sangat kompleks dimainkan oleh sel T regulasi 

(Treg) yang sangat penting dalam mencegah reaksi autoimun. Sel T CD4 + Treg yang 

beredar ditemukan berkurang di pasien dengan AIHA, bersama dengan meningkatnya 

interleukin (IL) -10 dan IL-12, dan menunjukkan beberapa korelasi dengan parameter 

hematologi parameter. Ward dkk. menjelaskan autoantigen spesifik, klon Treg yang 

mensekresi IL-10 memulihkan pasien AIHA secara ex vivo. Jumlah Treg ini 

mengekspresikan kadar CD25 dan LAG-3 yang tinggi saat berkembang nonspesifik, 

tapi FoxP3 setelah aktivasi oleh autoantigen. Mengingat, yang diketahui kemampuan 

IL-2 untuk mengembangkan sel CD8 + T-regulator in vitro, sebuah percobaan yang 

sedang berlangsung sedang mengevaluasi kemanjuran IL-2 dosis rendah yang 

diberikan secara subkutan pada pasien dengan wAIHA [NCT02389231]. Beberapa 

kelainan imunoregulasi sitokin lainnya telah dilaporkan di AIHA, termasuk peningkatan 

kadar IL-4, IL-12, IL-13, dan IL-21 dalam serum dan / atau dalam eksperimen kultur. 

Selain itu, penambahan IL-4, IL-6, IL-10, IL- 13, dan faktor pertumbuhan transformasi 

beta (TGF-β) meningkat sekresi autoantibodi dalam kultur.  Akhirnya, sel-B aktivasi 

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

baru-baru ini ditemukan meningkat di AIHA, membuka pilihan terapeutik di masa 

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

belimumab (Xu et al., 2015: Lenert and Lenert, 2015) 
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Target potensial lainnya adalah serine treonine kinase mammalian target of 

rapamycin (mTOR), bagian dari reseptor sel-T jalur hilir, yang mengatur sintesis 

protein, pertumbuhan, proliferasi, dan aktivasi sel T. Berbagai mTOR inhibitor 

tersedia, sebagian besar telah digunakan dalam penyakit limfoproliferatif dan sebagai 

antireject pada transplantasi organ padat dan sumsum tulang, tetapi data telah 

dilaporkan bahkan mengenai penyakit autoimun. Secara khusus, sirolimus telah 

terbukti efektif dalam AIHA multirefrakter pasca transplantasi (baik setelah 

transplantasi organ padat atau sel induk hematopoietik) dan dalam kasus anak-anak 

dengan sindrom Evans (Park, et al., 2016; Jasinski, et al., 2017) 

e.  Terapi yang bekerja pada monosit / makrofag dan sel 'inflamasi' lainnya 

Monosit dan makrofagnya serta keturunan sel dendritiknya memiliki beberapa 

fungsi kekebalan, seperti presentasi antigen, produksi sitokin, dan fagositosis 

komplemen atau target antibody-opsonin. Mereka adalah pengatur utama respon 

peradangan, bersama dengan sel T-helper 17, subset dari sel T-helper pro-inflamasi 

yang mengeluarkan IL-17, dan melawan aksi Tregs. Pembentukan Th17 diatur oleh 

beberapa sitokin, termasuk TGF-β, IL-6, IL-21, dan IL-23. Pada AIHA, kadar IL-1 dan 

IL-6 serum ditemukan meningkat, dan produksi IL-6 dan IL-17 dalam kultur dilaporkan 

meningkat dibandingkan dengan kontrol yang sehat. Pasien dengan hemolisis aktif 

menunjukkan peningkatan sekresi TGF-β, dan penambahan TGF-β pada kultur sel 

pasien AIHA meningkatkan sekresi autoantibodi. Peningkatan frekuensi sel Th17 dan 

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

pasien AIHA. Secara konsisten, pada tikus model AIHA, transfer adopsi sel Th17 

meningkatkan respon antibodi anti-RBC dan mendukung timbulnya AIHA, sedangkan 
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onset penyakit dihilangkan dengan netralisasi IL-17 secara in vivo. Secara 

keseluruhan, temuan ini menunjukkan peningkatan tingkat TGF-β mendukung 

diferensiasi subset Th17, yang memperkuat pro-inflamasi dan respon autoimun. 

Dalam pandangan ini, obat yang menjanjikan adalah luspatercept (ACE-536), fusi 

protein baru yang memblok superfamili TGF-β inhibitor eritropoiesis, yang telah 

terbukti efektif dalam meredakan anemia pada sekitar dua pertiga pasien dengan 

sindrom myelodysplasia (MDS) risiko rendah (Barcellini, et al., 2018) 

Menargetkan hemolisis ekstravaskular yang digerakkan oleh IgG, sitokin pro-

inflamasi juga merupakan pendekatan yang menarik di AIHA. Fostamatinib adalah 

tersedia oral, yaitu inhibitor spleen tirosin kinase (Syk), tirosin kinase nonreseptor yang 

diekspresikan secara luas yang terlibat dalam proliferasi, diferensiasi, dan fagositosis. 

Penghambatan syk-kinase menyebabkan penekanan sel mast, makrofag, dan sel B 

dan terkait respon inflamasi dan kerusakan jaringan. Potensi anti inflamasi dan 

aktivitas imunomodulasinya sangat diminati semua penyakit yang dipicu oleh IgG, dan 

temuan yang menjanjikan telah ditemukan dijelaskan dalam rheumatoid arthritis dan 

pengobatan ITP kronis (Newland, et al., 2018). Obat tersebut saat ini sedang diteliti, 

dicoba pada dosisnya dari 150 mg dalam percobaan multicenter fase 2 pada wAIHA 

(NCT02612558). Pendekatan menarik lainnya adalah penargetan FcRn (neonatal 

crystallizable fragment receptor). Selaput FcRn IgG yang beredar, termasuk 

autoantibodi patogen, melindungi mereka dari katabolisme dan mengatur respon 

bawaan dan adaptif yang diprakarsai oleh kompleks imun IgG. Sifat-sifat ini membuat 

FcRn menjadi target potensial untuk terapi imun pada penyakit autoimun yang 

dimediasi IgG. SYNT001 adalah human-de-immunized IgG4 MoAb yang menargetkan 
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dan mengikat ke FcRn di situs pengikatan IgG, dan memblokir interaksi antara molekul 

FcRn dan IgG, mengubah homeostasis IgG dan kekebalan bawaan dan adaptif. 

SYNT001 dapat ditoleransi dengan baik dan menghasilkan penurunan cepat di semua 

subclass IgG pada sukarelawan yang sehat dalam penelitian pertama pada manusia 

(Blumberg, et al., 2017). Suatu studi multicenter fase 1b saat ini sedang mengevaluasi 

SYNT001 pada pasien dengan wAIHA kronis untuk menilai keamanan, tolerabilitas, 

dan aktivitas dalam pengaturan ini (NCT03075878).  

f.  Terapi yang bekerja pada sumsum tulang 

Sumsum tulang tidak diragukan lagi merupakan organ penting hematopoietik 

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

miliar sel darah / hari, termasuk garis keturunan myeloid dan limfoid. Yang terakhir, 

setelah menyelesaikan pematangannya di organ limfoid lainnya (misalnya timus), dan 

melalui sirkulasi dan jaringan, mungkin menjadi efektor kekebalan yang sebenarnya 

bahkan di sumsum tulang. Pemeriksaan sumsum tulang tidak rutin dilakukan pada 

hematologi jinak, karena umumnya diasumsikan bahwa aktivitas kompensasi yang 

efektif (retikulositosis) terjadi terus-menerus setelah kerusakan yang dimediasi oleh 

imun perifer. Memang, retikulositopenia / retikulositosis yang tidak adekuat ada pada 

lebih dari setengah dari pasien AIHA, biasanya pada kasus yang sangat parah dan 

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

anak-anak, mewakili keadaan darurat klinis dengan kebutuhan transfusi yang sangat 

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

(Barcellini, et al., 2018). Erythropoietin telah terbukti efektif dalam AIHA, khususnya 

pada kondisi retikulositopenia dan kronis, CAD-tergantung tranfusi untuk menghindari 
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overtransfusi. Bahkan, androgen danazol baru-baru ini mendapat perhatian karena 

mempunyai efek yang menjanjikan pada anemia aplastik (AA), penyakit yang dikenal 

serangan imunologi terhadap prekursor sumsum tulang (Townsley dan Winkler, 2016; 

Khurana, et al., 2018). Dalam pengaturannya, kemanjurannya mungkin dikaitkan 

dengan pemanjangan telomer. Faktanya, obat ini telah digunakan sejak lama pada 

penyakit autoimun termasuk AIHA, tanpa mengetahui mekanisme tindakan yang pasti 

(Barcelini, et al., 2018) 

 

2.2 Mekanisme imun hilangnya toleransi self   

Toleransi imunologis adalah keadaan di mana individu tidak mampu 

mengembangkan respons imun terhadap antigen tertentu. Toleransi self mengacu 

pada kurangnya respons terhadap antigen self individu, yang merupakan keadaan 

normal. Hasil autoimunitas dari hilangnya toleransi self, menyebabkan sel T atau 

antibodi bereaksi terhadap antigen sendiri dan mengakibatkan cedera jaringan. Dalam 

AIHA, autoantibodi diarahkan terhadap target pada sel darah merah individu ("antigen 

self"), yang mengarah ke peningkatan klirens melalui fagositosis yang dimediasi 

reseptor Fc ("hemolisis ekstravaskular") atau lisis yang dimediasi komplemen 

("hemolisis intravaskular"). AIHA mungkin sebagian besar karena antibodi reaktif self 

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

terlibat dalam penuaan sel darah merah. (Friedberg, 2019) 
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2.2.1 Toleransi Sentral 

Toleransi sentral mengacu pada delesi normal klon limfosit 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 meluas dengan 

cara memilih khusus sel T nonautoreaktif (yaitu, "Normal") untuk masuk ke sirkulasi 

perifer ("seleksi negatif intrathymic"). Toleransi sentral tidak begitu lengkap, dan 

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

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

autoimun spesifik organ atau sistemik. (Friedberg, 2019) 

2.2.2 Toleransi Perifer 

Mekanisme dimana sel T autoreaktif yang lolos dari seleksi negatif intrathymic 

dan didelesi di jaringan perifer yang membentuk toleransi perifer, termasuk anergi, 

supresi oleh sel T regulator, dan delesi klonal oleh induksi kematian sel. Anergi 

mengacu pada inaktivasi fungsional limfosit yang berkepanjangan atau irreversible. 

Aktivasi sel T spesifik antigen membutuhkan dua sinyal: (a) pengenalan antigen 

peptida dalam kaitannya dengan molekul self-major histocompatibility complex (MHC) 

pada permukaan sel penyaji antigen (Antigen Presenting cell (APC)) dan (b) satu set 

sinyal kostimulatori yang disediakan oleh APC (costimulator B7-1 dan B7-2). Dengan 

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

Limfosit anergik tidak dapat diaktifkan bahkan jika antigen yang relevan disajikan oleh 

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

mempengaruhi sel B karena mereka melawan antigen tanpa adanya sel T helper. 
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Mereka menjadi tidak dapat merespons rangsangan antigenik berikutnya dan 

mungkin akan dikeluarkan dari folikel limfoid (Friedberg, 2019). 

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

CD25, rantai α dari reseptor interleukin-2 (IL-2), tetapi beberapa sel CD4 + yang 

kekurangan CD25 juga dapat menyebabkan toleransi perifer dengan supresi. Sel T ini 

dapat mensupresi (menghambat) aktivasi limfosit dan sebagian fungsi efektor oleh 

sekresi sitokin seperti IL-10 dan mengubah growth factor-β. Namun, mekanisme aksi 

lebih tepatnya tidak diketahui. 

Penghapusan klonal oleh aktivasi kematian sel mengacu pada proses di mana 

sel CD4 + T yang diaktifkan oleh antigen self dapat menerima sinyal yang 

menyebabkan apoptosis. Limfosit mengekspresikan Fas (CD95), anggota famili 

reseptor tumor necrosis factor (TNF), dan limfosit aktif mengekspresikan FasL, protein 

membran yang secara struktural homolog dengan sitokin TNF. Keterlibatan Fas oleh 

FasL menginduksi apoptosis sel T autoreaktif yang teraktivasi. Self-antigen yang 

melimpah di jaringan perifer menyebabkan stimulasi berulang dan persisten dari sel T 

spesifik antigen sendiri, yang pada akhirnya mengarah ke eliminasi melalui apoptosis 

yang dimediasi Fas. FasL pada sel T yang melibatkan Fas pada sel B juga dapat 

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

Autoimunitas dapat dipengaruhi oleh sejumlah faktor yang berbeda, termasuk 

sifat autoantigen, asosiasi genetik, dan faktor lingkungan. pada AIHA, epitop sel T 

autoantigenik telah dipetakan untuk autoantigen RhD. Meskipun sisi autoantigenik ini 

mungkin menjadi target potensial untuk intervensi terapeutik baru, mekanisme yang 
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tepat dari inisiasi penyakit ini masih belum jelas. Selain itu, gen MHC kelas I dan kelas 

II dapat mempengaruhi individu terhadap jenis penyakit autoimun tertentu. Misalnya, 

molekul (HLA) -DQ-6 telah dikaitkan dengan kejadian AIHA. Namun, asosiasi genetik 

ini masih multifaktorial seperti kebanyakan penyakit autoimun lainnya. Akhirnya, 

stimuli inflamasi seperti infeksi virus dan bakteri telah terlibat sebagai pemicu 

lingkungan dari autoimunitas, mungkin karena mimikri antigenik yang mengarah ke 

gangguan toleransi, yaitu, agen lingkungan atau infeksi mungkin memiliki struktur 

molekul yang mirip dengan antigen self. Mekanisme lain yang mungkin melibatkan 

produksi interferon γ selama infeksi virus yang menyebabkan peningkatan regulasi 

FcRI. mekanisme alternatif lain yaitu infeksi virus dapat menyebabkan perubahan pola 

ekspresi reseptor Fc sebagai akibat aktivasi transkripsi atau mekanisme lain. 

(Friedberg, 2019) 

 

2.3  Sel T CD4+ Dalam Imunitas dan Autoimunitas 

 Sistem imun dibagi menjadi 2 tipe, yaitu sistem imun adaptif dan innate. Sistem 

imun innate bersifat non spesifik, yang berarti sebagai pertahanan cepat, karena 

diinisiasi dalam beberapa jam setelah paparan dengan benda asing atau infeksi, 

meliputi neutrofil, sel dendritik, makrofag, sel mast, sel natural killer, limfosit T natural 

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

sitokin innate terutama sitokin IL-1, IL-6, IL-8 dan TNF-α yang dapat mendukung 

respon adaptif, proses diferensiasi dan aktifasi limfosit T (Burkett et al., 2019; Mahaki 

et al., 2019) 
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Sel T sangat penting untuk mengeliminasi mikroba yang bertahan hidup dan 

berreplikasi di dalam sel dan untuk memberantas infeksi oleh beberapa mikroba 

ekstraseluler, seringkali dengan merekrut sel lain untuk membersihkan patogen 

infeksius. Respon sel imun yang dimediasi dimulai dengan aktivasi sel T naif untuk 

berkembang biak dan berdiferensiasi menjadi sel efektor. Sel T efektor ini kemudian 

bermigrasi ke tempat infeksi, dan berfungsi untuk mengeliminasi mikroba (Abbas et 

al, 2016). 

Infeksi mikroba dapat terjadi di mana saja di tubuh, dan beberapa patogen 

infeksius dapat menginfeksi dan hidup di dalam sel inang. Mikroba patogen yang 

menginfeksi dan bertahan hidup di dalam sel inang termasuk (1) bakteri, jamur, dan 

protozoa yang tertelan oleh fagosit tetapi melawan mekanisme pembunuhan fagosit 

ini dan dengan demikian bertahan dalam vesikel atau sitosol, dan (2) virus yang 

menginfeksi fagosit dan sel nonfagosit dan bereplikasi di sitosol sel ini. Kelas sel T 

yang berbeda mengenali mikroba di kompartemen seluler yang berbeda dan berbeda 

dalam sifat reaksi yang mereka hasilkan. Secara umum, sel T CD4 + mengenali 

antigen mikroba dalam vesikula fagositik dan mengeluarkan sitokin yang merekrut dan 

mengaktifkan leukosit yang membunuh mikroba, sedangkan sel T CD8 + mengenali 

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

Imunitas seluler terhadap patogen ditemukan sebagai bentuk imunitas terhadap 

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

dikenal sebagai limfosit T) tetapi tidak oleh antibodi serum. Telah diketahui dari 

penelitian bahwa spesifisitas imunitas yang dimediasi sel terhadap mikroba yang 

berbeda adalah fungsi limfosit, tetapi eliminasi mikroba adalah fungsi makrofag yang 
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teraktivasi. Seperti yang telah disebutkan, sel T CD4+ terutama bertanggung jawab 

atas jenis klasik imunitas yang dimediasi oleh sel ini, sedangkan sel T CD8 + dapat 

memberantas infeksi tanpa harus menggunakan fagosit. (Abbas et al, 2016) 

Imunitas adaptif utamanya diperantarai oleh sel limfosit T. Limfosit dapat 

diklasifikasikan menjadi beberapa populasi menggunakan sejumlah operasional dan 

parameter fenotip. Sebagai contoh, sel limfosit T CD4+ mengekspresikan baik CD3 

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

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

naïve dan subset CD45RO menggambarkan populasi sel T helper memori. Sel-sel T 

helper (Th) CD4+ self-reactive memilki peran penting dalam patogenesis banyak 

penyakit autoimun pada manusia. Hal ini sebagian disebabkan oleh kemampuan unik 

sel-sel Th untuk berdifferensiasi menjadi subset-subset yang berbeda, yang dibagi 

menjadi 5 jenis besar setelah bertemu dengan antigen presenting cell, yaitu sel T 

sitotoksik, Sel T helper 1, sel T helper 2, sel T helper 17, dan sel T induced regulatory. 

Subset-subset ini dikhususkan pada perekrutan dan koordinasi mekanisme-

mekanisme efektor imun yang berbeda, sebagian besar melalui sekresi sejumlah 

sitokin dan kemokin (Turgeon, 2014; Abbas, Lichtman and Pillai, 2016).  

Sel-sel Th1 berperan penting dalam menginduksi respons imun protektif 

terhadap patogen-patogen intraseluler seperti Mycobacterium tuberculosis atau 

Listeria monocytogenes. Sitokin polarisasi kunci yang menginduksi diferensiasi sel T 

naif menjadi sel Th1 adalah IL-12, IL-18, dan IFN-ꙋ. IL-12 diproduksi oleh sel dendritik 

setelah pertemuan dengan suatu patogen. Ekspresi IL-12 juga diregulasi dalam 

merespon IFN-ꙋ, yang dihasilkan oleh sel T dan sel NK yang teraktifasi. IL-18, yang 
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juga diproduksi oleh sel dendritik, mendorong proliferasi perkembangkan sel Th1 dan 

meningkatkan produksi IFN-ꙋ. Sitokin-sitokin tersebut memicu jalur sinyal dalam sel T 

naif untuk meningkatkan ekspresi pengatur gen master T-Bet, yang mana 

menginduksi ekspresi sitokin efektor tipe 1, meliputi: IFN-ꙋ dan TNF. IFN-ꙋ merupakan 

sitokin efektor tipe 1 yang sangat kuat, yang dapat mengaktifkan makrofag, 

merangsang sel-sel ini untuk meningkatkan aktivitas mikrobisidal, mengatur molekul 

MHC kelas II dalam mensekresi sitokin seperti IL-12, yang selanjutnya meningkatkan 

diferensiasi Th1. Sekresi IFN-ꙋ juga menginduksi class-switching sel B ke IgG, yang 

mendukung fagositosis dan fiksasi komplemen. Akhirnya, sekresi IFN-ꙋ class-

switching meningkatkan diferensiasi sel T sitotoksik sepenuhnya dari prekursor CD8+ 

dengan mengaktifkan sel-sel dendritik yang terlibat dengan sel T naif. Efek gabungan 

ini membuat subset Th1 sangat cocok untuk menanggapi infeksi virus dan patogen 

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

Sel-sel Th2 berfungsi dalam menangani infeksi parasit ektraseluler, termasuk 

helminthes dan parasit-parasit ekstraseluler lain, atau bersifat merusak dan 

menyebabkan terjadinya asma dan alergi-alergi terhadap bahan-bahan di lingkungan. 

Sel Th2 memiliki peran penting dalam memperbesar dan memeliharan keradangan 

yang ditandai dengan perekrutan eosinophil dan aktivasi sel mast. Differensiasi Th2 

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

3. GATA-3 kemudian men-transaktivasi banyak sitokin-sitokin spesifik-Th2, terutama 

IL-4, IL-5, dan IL-13, yang semuanya share lokus genetik bersama. IL-4 juga 

menginduksi diferensiasi, aktifasi, dan migrasi dari eosinofil dan meningkatkan aktifasi 

Sel B, serta menstimulasi IgE class-switching. IL-5 juga menginduksi sel B class-
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switching ke sub kelas IgG yang tidak mengaktifkan jalur komplemen, dan IL-13 juga 

hampir tumpang tindih dengan IL-4 (Schwartz, 2019). 

 

Gambar 2.10 Pembentukan dan fungsi subset-subset Th 
Sel-sel T CD4+ Naı¨ve mampu berdifferensiasi menjadi berbagai subset efektor dan regulator. 

Pada gambar ditunjukkan subset-subset Th dengan sitokin-sitokin yang penting untuk 

diferensiasi, lineage-defining transcription factors, dan sitokin-sitokin efektor (Burkett et al., 

2019) 

 

2.4  Sel T Helper 17 dan Interleukin 17 

Sel CD4+ T-helper (Th) memainkan peran sentral dalam memulai dan 

mempertahankan respons imun yang beragam. Berbeda secara fungsional sel Th 

diinduksi ketika sel T naïve distimulasi. Keterlibatan reseptor sel T dalam 

hubungannya dengan kostimulatori molekul dan sitokin yang diproduksi oleh sel imun 

bawaan. Secara klasik, sel Th1 mengatur imunitas seluler melalui produksi interferon 

(IFN) -𝛾, sedangkan sel Th2 mengatur kekebalan humoral melalui produksi interleukin 

(IL) -4, IL- 5, dan IL-13. Sel T regulator (Treg), subset ketiga sel T CD4+, mengatur 

aktivasi dan perluasan garis keturunan ini melalui ekspresi dari P3 dan/atau kapasitas 
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untuk menghasilkan sitokin seperti transformasi pertumbuhan faktor (TGF) -𝛽, IL-10, 

dan IL-35. Baru-baru ini, identifikasi dari garis keturunan baru sel T helper, Th17, telah 

merusak paradigma lama tentang peran tiga lainnya garis keturunan (Th1, Th2, dan 

Treg) (Gambar 2.9). Membedakan dengan produksi IL-17 (juga disebut IL-17A),  sel 

Th17 ini dikembangkan dari sel  T naïve CD4 + di bawah pengaruh jaringan sitokin 

inflamasi, termasuk IL-1, IL-6, dan TGF-𝛽, yang mendukung komitmen terhadap 

silsilah ini. Meskipun IL-23 sebelumnya dilaporkan diperlukan untuk diferensiasi Th17, 

saat ini diperkirakan bahwa IL-23 memainkan sebuah peran penting dalam 

kelangsungan hidup dan perluasan patologis sel Th17 (Qu, et al., 2013) 

Sel Th17 pertama kali dikenali  oleh karena dari pengekspresian IL-17A, 

namun juga mereka telah mengekspresikan secara istimewa IL-22, serta IL-17F, IL-

21, GM-CSF, dan berpotensi TNF- 𝛼 dan IL-6. Bagaimanapun juga, menjadi jelas 

bahwa profil ekspresi IL-22 berbeda dengan IL-17A. Sedangkan TGF-𝛽 dan IL-6 

keduanya diperlukan untuk induksi IL-17A, IL-22 dapat diinduksi melalui IL-6 saja, dan 

meningkatkan jumlahnya dari TGF-𝛽 sebenarnya menghambat ekspresi IL-22. 

Kumpulan data menunjukkan bahwa sel Th17 memainkan peran yang signifikan  

dalam penyakit menular, kondisi autoimun, respon imun adopsi, dan imunitas mukosa. 

Polarisasi sel Th17 sangat bergantung pada aksi sitokin (misalnya, IL-23) yang 

disekresikan oleh sel penyaji antigen (APC). Selain penyakit radang, IL-23 juga 

memainkan peran penting selama tumorigenesis. Berdasarkan bukti bahwa sel Th17 

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

dalam mendefinisikan asal-usul dan fungsinya dan berkembang strategi untuk 

memblokir efek patologisnya (Qu, et al., 2013) 
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IL-17 adalah salah satu sitokin yang paling banyak dipelajari dalam imunologi, 

setidaknya sebagian karena keterlibatannya dalam patologi inflamasi. Gen pengkode 

IL-17 diklon pada tahun 1993 dari perpustakaan cDNA hibridoma limfosit T sitotoksik 

tikus dan peran IL-17 manusia dalam inflamasi dikenali segera setelahnya. Namun, 

IL-17 menjadi sorotan perhatian imunologis setelah penemuan subset Th CD4+ yang 

berbeda secara perkembangan yang mengekspresikan IL-17 (yang disebut garis 

keturunan Th17) dan memediasi peradangan jaringan. Interleukin-17 atau IL-17A 

adalah anggota pendiri famili sitokin yang juga mencakup IL-17B hingga IL-17F. 

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

terutama oleh sel epitel daripada sel hematopoietik. Sitokin dengan karakteristik 

terbaik dalam famili adalah IL-17 dan IL-17F, yang dapat memberi sinyal sebagai 

homodimer atau sebagai heterodimer IL-17A / F melalui reseptor heterodimer yang 

sama yang terdiri dari subunit IL-17RA dan IL-17RC (gambar 2.9). IL-17RA 

diekspresikan di mana-mana pada berbagai tipe sel seperti halnya IL-17RC, meskipun 

profil ekspresi jaringannya menunjukkan perbedaan yang menarik. IL-17RC sebagian 

besar diekspresikan dalam sel epitel prostat, ginjal dan sendi, sedangkan IL-17RA 

banyak diekspresikan dalam kompartemen sel hematopoietik. Jika repertoar 

pengikatan IL-17RA dan IL-17RC mencakup ligan yang berbeda, ini akan 

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

hal ini, IL-17RA juga mengalami oligomerisasi dengan IL-17RB dan kompleks IL-17RA 

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

IL-25 mungkin mengekspresikan tingkat IL-17RA yang lebih tinggi. dari IL-17RC). IL-

17RA juga berpasangan dengan IL-17RD, meskipun ligan serumpun (jika ada) untuk 
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kompleks IL-17RA / RD belum diidentifikasi. Distribusi jaringan yang berbeda dari IL-

17RA dan IL-17RC juga dapat berfungsi untuk memungkinkan pensinyalan spesifik 

jaringan oleh IL-17A, IL-17F, dan IL-17A / F, karena ligan ini memiliki afinitas 

pengikatan yang berbeda untuk masing-masing IL- 17RC dan IL-17RA subunit, 

meskipun IL-17A secara keseluruhan mengikat IL-17RA / RC kompleks dengan 

afinitas yang lebih tinggi dari IL-17F. Menariknya, IL-17B dan IL-17C dapat memberi 

sinyal melalui reseptor monomerik, IL-17RB dan IL-17RE, masing-masing, sedangkan 

reseptor untuk IL-17D tidak diketahui (Zenobia and Hajishengalis, 2015) 

 

Gambar 2.11 Pensignalan reseptor interleukin 17 

Meskipun merupakan sitokin khas sel Th17, IL-17 sekarang diketahui 

diekspresikan juga oleh jenis sel adaptif dan kekebalan lainnya, termasuk sel T CD8 

 



62 
 

+, sel T γδ, sel T NK (NKT), dan sel limfoid bawaan (gambar 2.10). Sel T γδ merupakan 

subset sel limfoid yang relatif kecil dalam jaringan limfoid dan darah tetapi mereka 

merupakan subset utama di situs mukosa, di mana mereka dapat dipicu untuk 

memproduksi IL-17 oleh sinyal bawaan, seperti IL-1 dan IL-23, tanpa keterlibatan 

reseptor sel-T. IL-17 juga ditunjukkan diekspresikan oleh neutrofil tikus dan, baru-baru 

ini, populasi neutrofil manusia diidentifikasi yang mengekspresikan faktor transkripsi 

RORγt dan keduanya menghasilkan dan menanggapi IL-17. Konsisten dengan tingkat 

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

Foxp3 + semuanya telah terbukti memiliki kemampuan untuk berdiferensiasi menjadi 

fenotipe penghasil IL-17. Sel T penghasil IL-17 yang dihasilkan dapat 

mengekspresikan berbagai konsentrasi efektor yang berbeda seperti IL-17 dan IL-10, 

yang berpotensi menunjukkan fenotipe patogen atau regulasi (Zenobia and 

Hajishengallis, 2015) 
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Gambar 2.12 Diferensiasi Th17 dan sel subset penghasil IL-17 lainnya 

 

2.4.1  Peran T Helper-17 dan Interleukin-17 pada AIHA 

Sampai saat ini, paradigma dominan untuk pemahaman patogenesis penyakit 

autoimun dinyatakan bahwa sel Th1 dan Th2 mengatur respons autoimun. Namun 

demikian, penemuan subset baru dari sel T CD4+ , dinamai Th17 ditandai dengan 

sitokin IL-17, yang merupakan revisi utama dalam paradigma ini. Banyak studi baru 

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

dalam berbagai penyakit autoimun. Sebuah penelitian terbaru menunjukkan 

peningkatan ekspresi sel Th17 dan IL-17 pada AIHA. Namun, peran potensial sel 

Th17 di AIHA masih belum banyak diketahui. Dalam sebuah studi menemukan 

proporsi sel Th17 meningkat secara signifikan pada pasien dengan AIHA, yang 

 



64 
 

konsisten dengan laporan sebelumnya. Yang penting, bahwa proporsi sel Th17 dan 

IL-17 adalah berkorelasi erat dengan aktivitas penyakit AIHA. Sebaliknya, tidak 

ditemukan korelasi yang signifikan antara serological interferon (IFN)-ᵞ dan aktivitas 

penyakit di pasien AIHA. Temuan ini konsisten dengan sebuah penelitian terbaru yang 

menunjukkan bahwa produksi IL-17 lebih tepatnya dibandingkan IFN-g, lebih kuat 

terkait dengan anemia hemolitik autoimun, dan menyarankan bahwa sel Th17 

mungkin menjadi kritis dalam pengembangan AIHA. Bukti terbaru menunjukkan 

bahwa IL-6 dan IL-21 adalah efektor penting dalam mempromosikan pembentukan 

sel Th17. Temuan ini menyatakan bahwa kadar serologis IL-6 dan IL-21 secara 

bermakna lebih tinggi pada pasien dengan AIHA dibandingkan dengan kontrol yang 

sehat. Peningkatan tingkat IL-6 dan IL-21 mungkin terjadi dikaitkan dengan 

peningkatan proporsi sel Th17 pada pasien AIHA. Namun, mekanisme tepat yang 

mendasari peningkatan proporsi sel Th17 tetap membutuhkan penelitian selanjutnya. 

IL-17 adalah sitokin dari sel Th17 dan efektor kunci untuk sel Th17 untuk 

menggunakan fungsinya aktivitas dalam penyakit inflamasi dan autoimun. Serologis 

IL-17 juga secara signifikan lebih tinggi pada pasien dengan AIHA dan berkorelasi 

dengan aktivitas penyakit. Untuk mengkonfirmasi lebih lanjut peran potensial sel Th17 

dan mengeksplorasi kemungkinan mekanismenya dalam pengembangan AIHA, telah 

dilakukan adopsi percobaan transfer dan uji netralisasi menggunakan model AIHA. 

Ditemukan transfer adopsi itu sel Th17 secara efektif dapat meningkatkan 

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

membatalkan efek sel Th17 pada yang diinduksi AIHA. Juga ditemukan bahwa 

blokade IL-17 pada model tikus yang tidak ditransfer dapat secara signifikan 
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mengurangi kejadian tersebut dari AIHA disertai dengan tingkat keparahan yang relatif 

lebih lemah aktivitas penyakit. Akhirnya, dikonfirmasi peran IL-17 dalam 

pengembangan AIHA menggunakan IL-17 tikus. Selain itu, tidak ditemukan korelasi 

yang signifikan antara IFN-ᵞ serum dan tingkat anti-RBC antibodi, atau serum C3 pada 

pasien AIHA, dan mengungkapkan bahwa frekuensi IFN-g +CD4+ sel T pada 

splenosit mencit yang diimunisasi sekitar 2,7%. Yang penting, telah ditemukan bahwa 

level Anti-RBC IgG autoantibody dan anti-rat RBC IgG antibody dalam kelompok sel-

ditransfer Th17 lebih tinggi dari mereka yang berada dalam kelompok transfer sel Th1. 

Jika digabungkan, data kami sangat menunjukkan sel Th17 itu sangat penting untuk 

pengembangan AIHA secara dominan melalui IL-17. Mengenai kemungkinan 

mekanisme yang mendasari, bukti terbaru menunjukkan bahwa sel Th17 dapat 

berfungsi sebagai sel B helper. Sensitisasi sel T spesifik antigen ditemukan rusak 

pada tikus yang kekurangan IL-17, menyebabkan penekanan respons seluler dan 

humoral alergi. Sejalan dengan temuan tersebut, kami juga menemukan adanya 

gangguan respon antibodi terhadap antigen RBC tikus di IL-17 tikus. Data ini 

menunjukkan bahwa sel Th17 dan IL-17 memainkan peran penting dalam mendorong 

peningkatan produksi antibodi melawan sel darah merah tikus, yang pada gilirannya 

bertanggung jawab atas gangguan induksi AIHA (Xu, et al., 2012) 
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BAB 3 

KERANGKA TEORI, KONSEP DAN HIPOTESIS 

3.1 Kerangka Teori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Kerangka Teori 
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3.2 Kerangka Konsep 
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Gambar 3.2 Kerangka Konsep 
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Kerusakan toleransi imunologis dan perkembangan penyakit autoimun adalah 

proses yang kompleks. Studi AIHA pada manusia dan hewan coba tikus telah 

menyatakan adanya defek dalam presentasi autoantigen oleh sel dendritik serta 

kelainan fungsional limfosit B dan T.  Pengenalan yang kuat terhadap autoantigen 

oleh sel T imatur di timus dapat menyebabkan kematian sel tersebut (seleksi negative 

atau delesi), atau berkembang sel T regulator yang memasuki jaringan perifer. Antigen 

presenting cell, termasuk sel dendritik dan makrofag, menangkap autoantigen dari sel 

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

baik oleh penghapusan dan apoptosis atau anergi. Pada pasien dengan AIHA, sel T 

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

bahwa sel-sel ini kemudian dapat diaktifkan secara in vivo pada pasien dengan AIHA, 

tetapi tidak pada kontrol sehat.  

Aktivasi poliklonal sel B oleh superantigen atau mitogen telah diusulkan 

sebagai mekanisme yang mungkin oleh: virus mana yang memicu penyakit autoimun. 

Pada penelitian dengan hewen coba, inokulasi intraserebral virus koriomeningitis 

limfositik, tikus CH3cB/FeJ mengembangkan AIHA dan hipergammaglobulinemia. 

Pada manusia, beberapa infeksi virus dan parasit diikuti oleh peningkatan produksi 

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

oleh sel T donor menginduksi autoimun, termasuk AIHA tipe hangat.  

Meskipun AIHA disebabkan oleh antibodi anti-RBC yang diproduksi oleh 

limfosit B, produksi auto-antibodi adalah proses yang tergantung pada sel T. Pada 

penelitian yang dilakukan dengan hewan coba tikus hitam Selandia Baru, di mana 

pengobatan dengan monoklonal antibody anti-CD4 menurunkan produksi 
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autoantibodi IgG. Deplesi sel T dari tikus tersebut mencegah induksi AIHA dalam 

respon imunisasi oleh sel darah merah tikus.  

Dogma saat ini menunjukkan bahwa penyakit autoimun ditandai dengan 

ketidakseimbangan antara pro-inflamasi dan mekanisme anti-inflamasi. Yang baru-

baru ini diketahui Interleukin 17 diproduksi oleh pro-inflamasi sel Th17. Di sisi lain, sel 

T regulator (Treg) ditandai dengan CD4+CD25hi Fox3+ memiliki peran penting dalam 

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

dan mengurangi potensi autoimun. Baik penurunan sel Treg maupun peningkatan sel 

Th17 telah didokumentasikan dalam AIHA 

Peneliti ingin meneliti kadar sel T CD4+ dan sel Th17 pada pasien AIHA 

dibandingkan normal, sehingga bisa lebih mendalami faktor penyebab terjadinya 

autoimunitas.  

3.3  Hipotesis: 

1. terdapat persentase sel T CD4+ yang lebih rendah pada pasien AIHA 

dibandingkan subjek normal   

2. terdapat persentase sel Th17 yang lebih tinggi pada pasien dengan AIHA 

dibandingkan subjek normal   
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1  Rancangan Penelitian 

 

Penelitian ini menggunakan desain observasional case control di laboratorium 

secara in vitro dengan Randomized Post Test Only Controlled Group Design pada 

kultur peripheral blood mononuclear cell (PBMC) pada  kelompok sampel pasien AIHA 

dan kontrol normal. Pada penelitian ini akan dievaluasi jumlah sel T CD4+ dan 

subsetnya berupa  sel Th 17.  

 

4.2  Populasi dan Subyek penelitian 

 

Populasi kelompok pasien adalah pasien AIHA yang datang ke RS. 

Sedangkan subyek penelitian adalah dari pasien yang telah didiagnosis AIHA yang 

datang ke RSUD dr. Saiful Anwar Malang. Diagnosisnya didasarkan klinis oleh dokter 

ahli Ilmu Penyakit Dalam dan Laboratoris. Kontrol sehat adalah subyek dengan umur 

dan jenis kelamin yang sesuai. Informed consent tertulis diperoleh baik dari pasien 

maupun kontrol.  

Subyek yang terlibat dalam penelitian dilakukan anamnesis, pemeriksaan fisik 

diagnostik, pemeriksaan laboratorium darah lengkap, urine lengkap, kimia darah, dan 

analisis flow sitometri sel T CD4+ dan sel Th17 kultur PBMC pasien AIHA dan normal 
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4. 3. Kriteria Inklusi dan eksklusi subyek penelitian 

4. 3. 1 Kriteria inklusi: 

1. Usia antara 18 - 65 tahun  

2. Memenuhi kriteria diagnosis AIHA seperti yang ditetapkan 

3. Bersedia ikut dalam penelitian dan menandatangani informed consent 

4. 3. 2 Kriteria Eksklusi  

 

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

kanker kurang dari 5 tahun yang lalu, diagnostic X rays kurang dari 3 bulan 

yang lalu, alergi akut, vegan nutrition dan alcohol abuse.  

2. Subyek menolak untuk ikut serta dalam penelitian. 

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

lain seperti LES, Evans syndrome) 

 

4. 4 Sampel 

 

 Sampel darah dari pasien AIHA yang memenuhi kriteria diagnosis berikut: 

hemoglobin (Hb) turun, aktifitas lactate dehydrogenase (LDH) > 480 U/L, kadar 

bilirubin serum >1,0 mg/dL, retikulositosis (> 2,5%), dan DAT positif. Pada semua 

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

dengan polyspecific DiaMed Micro Typing ID gel system (DiaMed, Cressier sur Morat, 

Switzerland). 

 Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah peripheral blood 

mononuclear cell (PBMC) yang diisolasi dari whole blood-Heparin kedua kelompok 

subyek, kemudian masing-masing dilakukan kultur selama 48 jam. 
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Besar sampel yang digunakan pada penelitian ini dihitung dengan rumus: 

Penelitian ini merupakan penelitian komparatif  numerik tidak  berpasangan. Jumlah 

sampel dihitung dengan rumus : 

  

 n = jumlah sampel tiap perlakuan 

 Zα = deviasi baku dari kesalahan tipe 1 

 Zβ = deviasi baku dari kesalahan tipe 2 

 S = simpang baku selisih rerata 

 X1-X2 = perbedaan rerata minimal yang dianggap bermakna 

 Setelah dilakukan perhitungan dengan menggunakan α sebesar 5% dan β 

sebesar 20%, didapatkan Zα sebesar 1,64 untuk hipotesis satu arah, dan Zβ sebesar 

0,84. Berdasarkan referensi penelitian sebelumnya, didapatkan nilai S sebesar 10%, 

dan X1-X2 sebesar 10%. Dari hasil perhitungan didapatkan besar sampel yang akan 

digunakan pada penelitian ini adalah 12 untuk masing-masing kelompok eksperimen. 

 Cara Pengambilan sampel: sampel diperoleh secara konsekutif pada kontrol 

sehat dan pasien yang memenuhi kriteria inklusi-eksklusi di Poliklinik Ilmu Penyakit 

Dalam (IPD) divisi Hematologi Onkologik Medik, Instalasi Laboratorium Sentral RSUD 

Dr. Saiful Anwar Malang, Laboratorium Biomedik dan Laboratorium Parasitologi FK 

Universitas Brawijaya Malang. 
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4. 5 Variabel Penelitian 

 

 Dalam penelitian ini terdapat dua macam variabel yaitu variabel bebas dan 

variabel tergantung. Variabel bebas (independent variable) adalah AIHA. Sedangkan 

variabel tergantung (dependent variable) adalah sel-sel T CD4+ dan Th17 

4. 6. Definisi Operasional 

 

• Pasien Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) adalah pasien dengan 

penyakit yang disebabkan oleh autoantibodi terhadap beberapa antigen 

yang diekspresikan pada permukaan eritrosit. Diagnosis AIHA ditegakkan 

berdasarkan gambaran klinis dan laboratoris, yaitu, anemia, aktifitas 

lactate dehydrogenase (LDH) > 480 U/L, kadar bilirubin serum >1,0 

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

• Direct Antiglobulin Test (DAT) adalah prosedur laboratorium imunologi 

yang digunakan untuk mendeteksi keberadaan antibodi terhadap sel 

darah merah (RBC) yang bersirkulasi dalam tubuh, yang kemudian 

menginduksi hemolisis. Prinsip DAT adalah untuk mendeteksi 

keberadaan antibodi yang menempel langsung ke sel darah merah, yang 

dilakukan dengan mencuci sampel darah yang dikumpulkan dalam saline 

untuk mengisolasi sel darah merah pasien; prosedur ini menghilangkan 

antibodi yang tidak terikat yang dapat mengacaukan hasi. 

• Kultur Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) adalah kultur sel darah 

tepi manusia di mana hanya sel yang mempunyai nukleus tunggal saja 

(limfosit, monosit) yang diisolasi. Dikultur pada kondisi tertentu dan 
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dipanen pada saat tertentu. PBMC diperolah dari whole blood pasien 

AIHA dan kontrol normal, dengan satuan sel/μl. 

• Sel T CD4+ adalah kompleks protein antibodi monoklonal pada 

permukaan limfosit yang terdiri dari empat rantai yang berbeda, yang pada 

mamalia, komplek CD3+ terdiri dari rantai CD3γ, rantai CD3δ, dan dua 

rantai CD3ε. Pada penelitian ini sel-sel T CD4+ berasal dari kultur PBMC 

pasien AIHA dan kontrol normal, yang diukur prosentasenya dengan flow 

sitometri facs melody 

• Sel T Helper 17 merupakan salah satu subunit sel T CD4+ yang 

menghasilkan interleukin proinflammatory, yaitu interleukin 17 yang 

dikaitkan dengan banyak penyakit keradangan seperti rheumatoid 

arthritis, asma, lupus eritrematosus sistemik (LES), dan allograft rejection. 

Pada penelitian ini sel Th17 diperiksa dengan flow sitometri facs melody, 

yang berasal dari kultur PBMC pasien AIHA dan kontrol normal 

4. 7 Lokasi dan Waktu Penelitian 

 

Penelitian ini dilakukan di tiga laboratorium yaitu di Instalasi Laboratorium 

Sentral RSSA untuk untuk pengambilan sampel darah dan urine, dan Laboratorium 

Parasitologi FKUB untuk isolasi, kultur dan pemanenan PBMC. Uji ekspresi sel 

TCD4+ , dan sel Th-17  dengan flow sitometri facs melody dilakukan di Laboratorium 

Biomedik FKUB. 

Waktu penelitian ini dilaksanakan mulai pada bulan April 2018 – Agustus 2021 
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4. 8 Alur Penelitian 

        Kelompok Kontrol    Kelompok Kasus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1  Alur Penelitian 

 

4. 9 Bahan dan Alat  

 

4.9.1    Isolasi PBMC 

 

A.  Alat 

1. Tabung sentrifus 15 ml 

2. Micropipette 

3. Swing centrifuge 

B. Bahan 

Pemanenan kultur PBMC setelah 48 jam untuk diperiksa sel TCD4+ dan sel Th 17 

Analisis dengan SPSS  

Isolasi dan Kultur PBMC  Isolasi dan Kultur PBMC  

Subjek Penelitian 

Kriteria inklusi dan eksklusi  

Subjek Penelitian 

Kriteria inklusi dan eksklusi  

Kelompok sampel dari subjek sehat  Kelompok sampel dari pasien AIHA 

Sampel darah dgn heparin 

9 ml + media kultur  

Sampel darah dgn heparin 

9 ml + media kultur  
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1. Ficoll-Hipaque d=1.077 g/mL 

2. Phosphat Buffer Saline (PBS) 

3. Sampel darah + 9 ml yang dimasukkan dalam vacutainer heparin 

4.9.2 Kultur PBMC  

1. Kultur PBMC kedua kelompok sampel 

2. Well plate 

3. Inkubator  

4.9.3  Flow sitometri  

Facs Melody (BD flow cytometer) 

 

4.10  Prosedur Penelitian  

4.10.1  Isolasi PBMC 

1. Semua bahan yang diperlukan dikeluarkan dari lemari pendingin dan 

dibiarkan sampai suhu ruang. 

2. Disiapkan tabung sentrifus 15 ml dan diisi dengan Ficoll-Hipaque d=1.077 

g/mL  

3. Sampel darah dalam vacutainer heparin yang akan diuji dibolak-balik 

perlahan agar homogen kemudian dicampur 1:1 dengan PBS. Kemudian 

diambil dengan micropipette dan disalutkan secara perlahan pada dinding 

tabung yang sudah diisi Ficoll-Hipaque d=1.077 g/mL. Perbandingan 

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

terbentuk 2 lapisan. 
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4. Kemudian disentrifus suhu ruang dengan kecepatan 1000 rpm selama 30 

menit. 

5. Setelah disentrifus akan terpisah menjadi 5 lapisan, yaitu plasma, PBMC, 

Ficoll-Hipaque, granulosit dan eritrosit.  

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. 2  Isolasi PBMC 

6. Cincin PBMC yang terbentuk diambil secara perlahan menggunakan 

micropipette dan diletakkan dalam tabung sentrifus 15 ml yang baru. 

7. Larutan PBMC kemudian dicuci dengan PBS 10 ml dan disentrifus suhu 

ruang dengan kecepatan 1200 rpm selama 10 menit. 

8. Kontaminasi eritrosit ditambahkan RBC lysis buffer. 

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

dan disentrifus kembali pada suhu ruang 1200 rpm (1000 – 1600 rpm) 

selama 10 menit, dilakukan dua kali. 

10. Setelah  disentrifus  maka  akan  terbentuk pellet (sel PBMC) pada dasar  

tabung sentrifus 15 ml. 
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4.10.2 Kultur PBMC dari pasien AIHA dan kontrol sehat 

A. Bahan: 

1. Golgi Plug 

2. RPMI 1640 with L-Glutamine 

3. FBS 

4. Penicillin Streptomicin Culture Grade  

5. Hepes 

6. Natrium Bicarbonat culture grade 

B. Kultur PBMC: 

- Sebanyak 105 - 106 PBMC disuspensikan dalam 300 uL medium kultur 

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

1. PBMC kelompok pasien AIHA  

2. PBMC kelompok subjek normal  

PBMC dikultur selama 48 jam dalam tissue culture well dalam inkubator 

370C 5% CO2.  

Medium kultur: 

1. RPMI 1640 

2. Natrium bicarbonat  0.2% 

3. Buffer Hepes 0.28% 

4. Penstrep 0.25% 

5. PBS 10% 
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Pada hari ke 3 dipanen, 5-6 jam sebelum dipanen diberikan Brefeldin A 

(Golgiplug) dosis 10 µg/ml. Tujuan pemberian Golgiplug agar sitokin tidak 

disekresi terlalu banyak oleh sel ke dalam supernatan. Sel diambil dengan 

micropippete dan dimasukkan ke dalam tabung ependorf 1,5 ml dan 

disentrifus 2500 rpm selama 3 menit.  

Pellet yang terbentuk dicuci dengan 1 ml PBS, dicuci 2-3 kali. 

Siap untuk dilakukan pengecatan untuk pemeriksaan flow sitometri. 

4.10.3 Flow sitometri 

     A. Bahan: 

1. PerCP anti human CD3+ 

2. APC anti human CD4+  

3. Cell Staining Buffer 

4. Fixation Buffer 

5. Permeable Wash Buffer 

     B. Alat : 

1. Tabung eppendorf 1,5 ml 

2. Sentrifus dingin 

3. Micropipette 

4. Tabung sentrifus 50 mL 

5. Tabung sentrifus 15 mL 

6. Tabung sentrifus 1.5 mL 

7. Blue tip 

8. Yellow tip 
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9. White tip 

10. TC Well 96 

11. Disposable syringe filter 0.45 μm 

12. Disposable syringe filter 0.2 μm 

13. Disposable spuit 10 ml 

14. Disposable pipet 5 ml 

    4.10.3.1 Pengecatan dengan cell surface marker CD 

Cara Kerja: 

• Pellet PBMC ditambahkan dengan cell staining buffer, dan dibagi 

dalam beberapa eppendorf sesuai dengan banyaknya perlakuan. Cell 

staining buffer merupakan larutan yang dibuat dari 2% Fetal Bovine Serum 

(FBS) dalam PBS. 

• Pellet siap untuk distaining dengan antibodi cell surface marker anti 

human CD4 berlabel fluorochrome FITC (yang telah diencerkan dengan 

cell staining buffer dengan perbandingan 1:100).  

• Antibodi yang telah diencerkan kemudian diambil sebanyak 50 µl dan 

dicampurkan dengan pellet PBMC dan dihomogenkan. 

• Pellet yang telah diberi antibodi diinkubasi selama 20 menit dalam 

gelap di suhu ruang. 

• Setelah inkubasi ditambahkan cell staining buffer sesuai dengan 

kebutuhan, dihomogenkan  

• Kemudian dipindahkan ke kuvet baca dan siap untuk dibaca dengan 

flow sitometri. 
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4.10.3.2 Pengecatan Intracellular (cytoplasmic) marker/antibodi anti sitokin 

 Cara Kerja: 

• Pellet yang telah diinkubasi dengan antibodi cell surface marker kemudian 

dicuci dengan 500 µl cell staining buffer, disentrifus pada suhu 40C dengan 

kecepatan 2500 rpm selama 3 menit. 

• Supernatan dibuang, kemudian pellet yang terbentuk dicuci dengan 500 

µl larutan fix buffer, dihomogenkan dan disentrifus pada suhu 40C dengan 

kecepatan 2500 rpm selama 3 menit.  

• Supernatan dibuang, kemudian pellet difiksasi dengan 500 µl fix buffer lalu 

diinkubasi selama 20 menit dalam gelap di suhu ruang. 

• Setelah inkubasi selesai, larutan disentrifus pada suhu 40C dengan 

kecepatan 2500 rpm selama 3 menit. 

• Supernatan dibuang, pellet yang terbentuk dicuci dengan larutan 

permeable wash buffer disentrifus pada suhu 40C dengan kecepatan 2500 rpm 

selama 3 menit. Larutan perm wash buffer tersedia dalam 10x konsentrasi, jadi 

apabila akan digunakan harus diencerkan terlebih dahulu dengan deionized 

water. 

• Supernatan dibuang, kemudian pellet siap untuk dilakukan pengecatan 

dengan antibodi intraseluler sitokin (yang telah diencerkan dalam permeable 

wash buffer dengan perbandingan tertentu). 

• Masing-masing larutan dilakukan pengecatan dengan 50 µl antibodi yang 

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

menit. 
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• Setelah diinkubasi dicuci dengan menambahkan 500 µl larutan perm wash 

buffer dan disentrifus pada suhu 40C dengan kecepatan 2500 rpm selama 3 

menit. 

• Supernatan dibuang dan ditambahkan 350 µl cell staining buffer, 

dihomogenkan.  

• Pellet dipindahkan ke kuvet baca dan siap untuk dibaca ekspresi sitokin 

dengan flow sitometri. Ekspresi sitokin dinyatakan dalam satuan prosen (%). 

Analisis sampel dilakukan dengan FACS Melody flow sitometer (Becton 

Dickinson, San Jose, California, USA). FACs-acquisition dan analisis dilakukan 

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

pemeriksaan jumlah sel-sel T CD4+. Persentase sel-sel T CD4+ dan sel Th17 dalam 

populasi sel T CD4+ total kemudian ditentukan. 

4.11  Pengumpulan dan Analisis Data 

 

   Data hasil penelitian dihitung untuk mendapatkan rerata dan standard error of 

mean. Perbedaan antar kelompok dianalisis dengan independent t-Test atau Mann 

Whitney tergantung distribusi data yang diperoleh, dengan tingkat kebermaknaan p < 

0,05. 
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BAB V 

HASIL PENELITIAN  

 

5.1 Karakteristik Subjek Penelitian 

 Dari penelitian didapatkan subjek penelitian sebanyak 24 orang, terdiri dari 12 

pasien AIHA dan 12 orang sebagai kontrol normal.  

Tabel 5.1 Perbandingan data klinis dan laboratorium pasien AIHA  
dan subjek normal 

 
No Data Pasien AIHA Subjek normal Nilai p 

1 Usia 31,5 ± 8,46 25,25±5,53 0,045 

2 Ratio L:P 1:5 1,4:1 0,035 

3 Hemoglobin (g/dL) 

Laki-laki 

Perempuan 

 

10,35 ± 0,35 

10.05 ± 1.01 

 

16,7 ± 1,271 

12,44 ± 1,11 

 

0,02 

0,001 

4 Hematokrit (%) 29,04 ± 2,85 43,84±5,76 0,000 

5 RDW 15,34 ± 1,78 12,88 ± 1,007 0,000 

6 Leukosit (sel/mm3) 4830 ± 2064,76 5838,33 ± 1159 0,41 

7 Trombosit (sel/mm3) 167.333 ± 90.324 241.500 ± 69.783 0,035 

 

 Dari tabel didapatkan rata-rata usia pasien AIHA sebagai subjek penelitian 

yaitu 31,5 dan rata-rata usia subjek normal 25,25 tahun. Rasio jenis kelamin laki-laki 

dibanding perempuan pada pasien AIHA 1:5. Dari pemeriksaan laboratorium 

didapatkan hasil perbedaan yang bermakna pada kadar hemoglobin, hematokrit dan 

trombosit pasien AIHA dan subjek normal, dimana rata-rata kadar hemoglobin, 

hematokrit dan trombosit pasien AIHA lebih rendah dibandingkan subjek normal. Pada 
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pemeriksaan laboratorium RDW, rata-ratanya dijumpai lebih tinggi pada pasien AIHA 

dibandingkan subjek normal. Sedangkan pada nilai leukosit tidak terdapat perbedaan 

yang bermakna pada kedua kelompok penelitian. 

5.2 Analisa statistik 

Dari hasil penelitian didapatkan 12 kultur PBMC sampel populasi normal dan 

12 kultur PBMC populasi AIHA yang selanjutnya dilakukan pengecatan dengan cell 

surface marker CD dan intracellular (cytoplasmic) 

marker/ antibodi anti sitokin. Hasil akhir yang menjadi data pada penelitian ini 

didapatkan dari perhitungan parameter pada scatter tersebut, seperti yang tertera 

pada gambar sebagai berikut:  

 

Gambar 5.1 Diagram Scatter salah satu pasien penelitian 

Seluruh sampel dilakukan pembacaan pada diagram scatter dan didapatkan 

hasil persentase sel T CD4+ dan Th17  sebagai berikut 
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Tabel 5.2 Hasil penelitian persentase sel T CD4+ dan sel Th17 

Normal/ sehat 
Sel T 
CD4+ 

Sel Th17 Pasien/sakit 
Sel T 
CD4+ 

Sel Th17 

S_01 31,24% 65,26% P_01 26,58% 60,06% 

S_02 27,00% 54,82% P_02 25,42% 66,17% 

S_03 26,17% 67,69% P_03 24,93% 67,40% 

S_04 27,54% 66,27% P_04 26,12% 68,96% 

S_05 26,80% 68,23% P_05 25,77% 71,35% 

S_06 27,38% 63,98% P_06 26,09% 60,13% 

S_07 31,12% 52,44% P_07 26,42% 64,36% 

S_08 30,93% 57,49% P_08 25,66% 67,66% 

S_09 31,53% 61,79% P_09 27,28% 68,71% 

S_10 32,12% 62,81% P_10 26,54% 69,00% 

S_11 27,00% 54,82% P_11 26,58% 59,98% 

S_12 32,12% 62,81% P_12 26,58% 59,98% 

 

5.2.1 Uji Normalitas  

Uji normalitas data hasil penelitian dilakukan dengan uji Saphiro-Wilk. Uji 

normalitas dikatakan terpenuhi jika p-value >0,05. Dengan menggunakan bantuan 

software SPSS didapatkan hasil uji normalitas sebagai berikut : 

Tabel 5.3 Hasil Uji Normalitas  

Variabel Kelompok Shapiro-Wilk P-value Keterangan 

Sel T CD4+ Subyek Sehat 0.813 0.013 Tidak Normal 

 
Pasien AIHA 0.957 0.746 Normal 

Sel Th17 Subyek Sehat 0.915 0.247 Normal 

 Pasien AIHA 0.86 0.05 Normal 

Dari tabel di atas dapat dilihat bahwa data variabel CD4+ terdistribusi tidak 

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

selanjutnya menggunakan analisis nonparametric (uji Mann Whiteny). Data variabel 
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Th17 terdistribusi normal karena nilai p-value > 0,05, sehingga analisis selanjutnya 

menggunakan analisis parametrik (uji t). 

5.2.2 Uji Homogenitas 

Pengujian asumsi homogenitas ragam dilakukan dengan menggunakan uji 

Levene. Asumsi homogenitas ragam dikatakan terpenuhi jika p-value hasil 

penghitungan lebih besar daripada α = 0,05. Berikut hasil pengujian asumsi 

homogenitas ragam dengan menggunakan bantuan software SPSS : 

5.4 Tabel Uji Homogenitas Ragam 

Variabel Koefisien p-value Keterangan 

Sel T CD4+ 104.279 0.000 Tidak Homogen 

Sel Th17  0.704 0.410 Homogen 

 

Berdasarkan tabel di atas, pada pengujian asumsi homogenitas ragam 

variabel menunjukkan bahwa asumsi homogenitas ragam variabel CD4+ tidak 

terpenuhi, sehingga analisis selanjutnya menggunakan analisis nonparametrik (uji 

Mann Whitney). Asumsi homogenitas ragam variabel Th17 terpenuhi, sehingga 

analisis selanjutnya menggunakan analisis parametrik (uji t). 

 

5.2.3      Uji Beda (Uji t/Mann Whitney)  

Sebagaimana telah dijelaskan dalam pengujian asumsi normalitas dan 

homogenitas ragam, asumsi normalitas dan homogenitas variabel sel Th17 terpenuhi 

dan pada variabel sel T CD4+ tidak terpenuhi. Selanjutnya dilakukan uji beda sel T 
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CD4+ dengan uji Mann Whitney dan sel Th17 dengan uji t berdasarkan kelompok 

sehat dan pasien AIHA. 

Tabel 5.5  Perbandingan Sel T CD4+ dan Th17  berdasarkan kelompok sehat 
dan pasien AIHA 

No Variabel Kelompok Mean ± SD p-value Keterangan 

1 Sel T 

CD4+ 

Subyek Normal 0,292 ±  0,024 0,000 Berbeda 

Signifikan 

 
Pasien AIHA 0,261 ±  0,006 

2 Sel Th17 Subyek Normal 0,615 ±  0,053 0,072 Tidak 

Berbeda 

Signifikan 
Pasien AIHA 0,652 ±  0,042 

 

5.3  Perbandingan persentase Sel T CD4+ 

Berdasarkan pada hasil analisis perbedaan sel T CD4+ berdasarkan kelompok 

sehat dan pasien AIHA dengan menggunakan uji Mann Whitney, didapatkan p-value 

lebih kecil daripada α = 0,05 (p<0,05), yakni 0,000. Sehingga dari pengujian ini dapat 

disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan rata-rata sel T CD4+ pada 

kelompok sehat dan pasien AIHA. Rata-rata sel T CD4+ pada pasien AIHA (0,261) 

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

Rata-rata nilai sel T CD4+ pada subjek normal dan pasien AIHA ditunjukkan 

dalam histogram berikut : 
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Gambar 5.2 Histogram rata-rata sel T CD4+ 

 

5.4  Perbandingan persentase sel Th 17  

Berdasarkan pada hasil analisis perbedaan sel Th17 berdasarkan kelompok 

sehat dan pasien AIHA dengan menggunakan uji t, didapatkan p-value lebih besar 

daripada α = 0,05 (p>0,05), yakni 0,072. Sehingga dari pengujian ini dapat 

disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan rata-rata sel Th 17 pada 

kelompok sehat dan pasien AIHA.  Rata-rata nilai sel Th 17 pada kelompok sehat dan 

pasien AIHA ditunjukkan dalam histogram berikut : 
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Gambar 5.3  Histogram rata-rata sel Th 17  

 

5.5 Analisis Regresi Liner  

Analisis regresi linier berganda digunakan untuk mengetahui seberapa besar 

pengaruh variabel bebas yaitu sel T CD4+ terhadap sel Th17. Hasil analisis terlihat 

dalam tabel berikut: 

Tabel 5.6 Hasil Analisis Regresi Linier 
 

Variabel Konstanta Koefisien 

regresi 

Nilai R Nilai p Keterangan 

Sel T CD4+ 

dan Th17  
0,865 -0,832 -0,381 0,066 

Tidak berbeda 

bermakna 

 

Dari tabel di atas maka persamaan regresi persamaan regresi sebagai berikut: 

Th17 = 0,865 - 0,832 CD4+ 

Dari persamaan regresi tersebut, diketahui bahwa: 

0.615425 ±
0.0538349
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a.  Nilai konstanta sebesar 0,865 memiliki arti jika variabel sel T CD4+ sama 

dengan 0 (nol), maka sel Th17  sebesar  0,865. 

b. Koefisiensi regresi sel T CD4+ sebesar -0,832 menunjukkan bahwa 

kenaikan CD4+ sebanyak 1 satuan akan menyebabkan sel Th17 turun 

sebesar -0,832 dan sebaliknya. 

c.  Dari hasil analisis regresi linier pada tabel di atas terlihat bahwa variabel sel 

T CD4+ menunjukkan nilai signifikan t sebesar 0,066 > 0,05, berarti tidak ada 

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

Th17. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa  hipotesis ditolak. Sel T 

CD4+ tidak berpengaruh signifikan terhadap sel Th17.  

 

Pengaruh sel T CD4+ terhadap sel Th 17 ditunjukkan dalam grafik berikut : 

 

 

 

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  

 Dalam hasil penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan antara 

persentase sel T CD4+ pada pasien AIHA dibandingkan subjek normal. Pada pasien 

AIHA didapatkan persentase sel T CD4+ yang lebih rendah dibandingkan dengan 

subjek normal. Sesuai dengan hasil beberapa penelitian sebelumnya.  

 Regulasi yang dimediasi sel-T dari sistem kekebalan humoral telah terbukti 

memainkan peran penting dalam hilangnya toleransi diri dalam AIHA. Dalam 

beberapa tahun terakhir peningkatan respon proliferasi in vitro dari sel T dan 

peningkatan sitotoksisitas sel pembunuh alami terhadap autologous sel darah merah 

telah dijelaskan dalam AIHA (Barcellini, 2015) Selain itu, CD4+ CD25+ Tregs 

sekarang dikenal sebagai pemain kunci dalam toleransi imunologi dan, dengan 

demikian, dalam mencegah AIHA dan gangguan autoimun poliklonal lainnya. Ward 

dkk pertama menggambarkan autoantigen spesifik, klon Treg yang mensekresikan IL-

10 pulih secara ex vivo dari pasien dengan AIHA. Klon ini diakui sebagai peptida, 72H-

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

berbeda tergantung pada kondisi aktivasi: CD25 dan LAG-3 tingkat tinggi saat 

berkembang tidak spesifik, tetapi FoxP3 setelah aktivasi oleh autoantigen yang 

mereka kenali. Baru-baru ini, Treg CD4+ yang beredar ditemukan berkurang dalam 

pasien dengan AIHA, bersama dengan kadar IL-10 dan 92 IL-12 yang tinggi. Diketahui 
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bahwa Treg menghasilkan IL-10 dan TGF-β, dan ketidakseimbangan IL-10/IL-12 

mungkin memainkan peran penting peran dalam timbulnya dan / atau pemeliharaan 

AIHA. Beberapa kelainan lain dari sitokin imunoregulator telah dilaporkan dalam 

AIHA: kadar serum IL-1α, IL-2/IL-2R, IL-6, dan IL-21 ditemukan meningkat; dalam 

percobaan kultur, sitokin Th1 yaitu IL-2 dan IL-12 dilaporkan meningkat, sedangkan 

IFN-γ ditemukan berkurang. Selain itu, sitokin Th2 yaitu IL-4 dan IL-13 dilaporkan 

meningkat, bersama dengan peningkatan produksi IL6, IL-10, dan IL-17. Pasien 

dengan hemolisis aktif menunjukkan lebih lanjut pengurangan IFN-γ dan peningkatan 

sekresi TGF- β. Lebih-lebih lagi, penambahan IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, dan TGF-β 

meningkatkan sekresi autoantibodi sekresi dalam kultur. Semua data ini mendukung 

mengurangi Th1- dan profil mirip Th2 yang dominan dalam imunopatogenesis AIHA, 

berbeda dengan peran umum CD8+ Sel T sitotoksik yang mensekresi IFN-γ dalam 

autoimunitas spesifik organ (yaitu multiple sclerosis, ensefalomielitis autoimun 

eksperimental, diabetes tipe 1, dan tiroiditis autoimun) (Barcellini, 2015) 

Ada bukti eksperimental in vitro dan in vivo yang menyatakan bahwa sel T 

dan/atau B  yang spesifik untuk self-antigen dapat diaktifkan, jika presentasi antigen 

dan kostimulasi memadai. Aktivasi poliklonal terjadi pada pasien dengan AIHA. 

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

tetapi tingkat autoantibodi dan spesifisitas lebih tinggi dan condong pada kelompok 

yang terakhir. Penelitian lain menunjukkan keterlibatan subpopulasi B-1 limfosit B 

pada AIHA tidak seperti selfreactive konvensional sel B di perifer dan sumsum tulang, 

self-reactive sel B-1 di rongga peritoneum dipisahkan dari sel darah merah sel dan 

karena itu dapat lolos dari penghapusan klon (Semple dan Freedman, 2005) 

 



93 
 

Untuk mendukung hipotesis self-ignorance pada AIHA, peptida sintetis yang 

sesuai dengan urutan polipeptida Rh, target paling sering untuk autoantibodi pada 

AIHA tipe hangat, diuji secara in vitro untuk kemampuannya merangsang sel T normal. 

Beberapa peptida memicu aktivasi  sel T, dan proliferasinya dapat diblokir oleh 

antibodi anti-HLA-DR. Sel T autoreaktif pada AIHA mungkin tidak dapat dihapus tetapi 

bersifat anergik terhadap polipeptida Rh autologous dan dengan demikian secara 

imunologis mengabaikan self-antigen RBC. Selain itu, ada data eksperimen bahwa 

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

helper kelas II terbatas khusus untuk cryptic epitop Rh53, sel T autoreaktif ini 

tampaknya lolos penghapusan klonal dan anergi selama induksi toleransi diri dan 

tetap diam, bahkan jika autoantigen yang mereka kenali ada. Pada AIHA, ignorant sel 

T bisa menjadi diaktifkan melalui peristiwa independen, seperti persisten stimulasi 

antigen lingkungan lintas-reaktif atau perubahan yang diinduksi sitokin Th1 dalam 

pemrosesan autoantigen yang memicu presentasi epitop samar (Semple dan 

Freedman, 2005) 

Pada pasien dengan AIHA, kadar proliferasi sel T in vitro meningkat lebih dari 

dua kali lipat dari kontrol, konsisten dengan keadaan hiperaktivasi. Namun, setelah 

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

IL-10 dan IL-2 meningkat. Produksi basal IL-4 dan TNF-α juga meningkat dalam kultur 

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

AIHA, kelainan sitokin ada dan berhubungan dengan sumbu Th1/Th2 ; respons sitokin 

dapat berkontribusi pada imunopatogenesis dari AIHA. Lebih khusus, IL-10 dapat 
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menginduksi autoimunitas sel darah merah dan menjaga penyakit dengan terus 

menerus produksi autoantibodi (Semple dan Freedman, 2005) 

Sebuah teori diajukan berupa two hit of autoimmunity yang menyatakan bahwa 

dengan adanya pemicu lain, seperti limfopenia, hilangnya kontrol atas homeostasis 

dapat mengakibatkan timbulnya autoimunitas. Salah satu kondisi yang bisa 

menimbulkan kondisi autoimun adalah limfopenia. Limfopenia mendorong induksi 

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

(Sheu and Chiang, 2021) 

Limfopenia telah ditemukan pada primary immunodeficiency disorder (PID), 

seperti Omen syndrome dan Wiskott-Aldrich syndrome (WS) (Park et al, 2004). PID 

adalah kelainan genetik yang mempengaruhi bagian yang berbeda dari sistem imun. 

Pasien dengan PID memiliki tingkat yang lebih tinggi kerentanan terhadap infeksi. 

Selain itu, mereka dapat cenderung mengalami disregulasi imun termasuk 

keganasan, alergi, peradangan, dan autoimun penyakit. PID adalah gangguan 

monogenik; oleh karena itu, hubungan spesifik  dengan autoimunitas menunjukkan 

pentingnya pemberian tertentu gen dalam autoimunitas/toleransi (Schmidt et al., 

2017). Dilaporkan, 70% pasien dengan WAS menderita setidaknya salah satu 

gangguan autoimun berikut: anemia hemolitik, neutropenia, artritis, vaskulitis kulit, 

glomerulonefritis, atau penyakit radang usus. Gangguan ini disebabkan oleh mutasi 

protein WAS (WASP). WASP sangat penting dalam pensinyalan seluler ke 

sitoskeleton aktin untuk memediasi fungsi beberapa jenis sel dalam sistem imun 

(Sheu and Chiang, 2021) 
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Limfopenia, bagaimanapun juga, meskipun sering dikaitkan dengan penyakit 

autoimun, tampaknya tidak cukup saja untuk pengembangan autoimunitas manusia, 

diperlukan juga faktor lain seperti faktor lingkungan dan faktor genetik untuk 

berkembang menjadi penyakit klinis   

6.2 Persentase Sel Th17 pada pasien AIHA  

 Sampai saat ini, paradigma dominan untuk pemahaman patogenesis penyakit 

autoimun dinyatakan bahwa sel Th1 dan Th2 mengatur respons autoimun. Namun 

demikian, penemuan subset baru dari sel T CD4+, dinamai Th17 ditandai dengan 

sitokin IL-17. Banyak studi baru akhi-akhir ini menunjukkan bahwa sel Th17 adalah 

penggerak utama respon inflamasi dalam berbagai penyakit autoimun. Sebuah 

penelitian terbaru menunjukkan peningkatan ekspresi sel Th17 dan IL-17 pada AIHA 

(Xu et al., 2012). Namun dalam penelitian ini didapatkan hasil tidak ada perbedaan 

antara persentase sel Th17 antara pasien AIHA dengan subjek normal.  

 Pada AIHA, sitokin inflammatory sel Th17 yaitu  IL-17 diduga tidak berkaitan 

dengan stimulasi respons-respons sel B. Penelitian akhir-akhir ini pada hewan coba 

mencit menunjukkan bahwa sel-sel Th17 dapat berfungsi sebagai helpers bagi 

respons antibodi, yang mampu menstimulasi sel-sel B untuk berproliferasi, switch 

class ke produksi IgG dan membentuk germinal centers (Hall et al., 2012) 

Beberapa penelitian dilakukan terkait dengan peran penting sel-sel Th17 pada 

AIHA. Penelitian oleh Xu et al., 2012, menunjukkan hasil bahwa pada pasien, 

peningkatan sel-sel Th17 berkaitan erat dengan aktifitas penyakit, termasuk kadar 

antibodi IgG anti-RBC, hemoglobin, C3 serum, dan aktifitas lactate dehydrogenase. 
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Pada penelitian tersebut juga menunjukkan bukti bahwa IL-17 juga berkaitan erat 

dengan aktivitas penyakit pada pasien AIHA. Sel-sel Th17 mempengaruhi 

perkembangan AIHA dengan meningkatkan respons-respons imun humoral adaptif. 

Secara khusus juga ditemukan bahwa transfer adoptif sel-sel Th17 meningkatkan 

respons-respons awal antibodi anti-rat RBC dan juga mempercepat onset AIHA. 

Selain itu, neutralisasi IL-17 in vivo menghambat terjadinya AIHA dan menggagalkan 

inisiasi respons IgG anti-rat RBC dan induksi AIHA pada mencit IL-17−/− (Xu et al., 

2012). 

Kemungkinan persentase sel Th17 tidak berbeda jauh dari subjek normal 

karena aktivitas penyakit yang sudah menurun/rendah ataupun pasien sudah 

mendapatkan terapi sebelumnya. Hal tersebut dapat juga disebabkan oleh karena 

pemberian terapi kortikosteroid pada pasien AIHA. Suatu penelitian menyebutkan 

adanya pengaruh kortikosteroid (metilprednisolon) dalam menghambat interleukin 17. 

Glukokortikoid (GC) adalah hormon steroid yang merupakan salah satu obat 

imunosupresif dan antiinflamasi paling kuat yang tersedia saat ini. Glukokortikoid 

sintetis  berkhasiat dalam pengobatan berbagai inflamasi dan penyakit autoimun dan 

dalam mencegah penolakan cangkok, sementara glukokortikoid yang diproduksi 

secara endogen memainkan peran penting dan peran kompleks dalam regulasi 

respon sistem imun. Telah terbukti mempengaruhi keduanya, sistem imun bawaan 

dan respon imun adaptif dengan mempengaruhi perdagangan sel, proliferasi, ekspresi 

molekul permukaan, seperti MHC, co-stimulator dan molekul adhesi, dan sintesis 

banyak mediator inflamasi, termasuk sitokin. Glukokortikoid telah mengerahkan 

sebagian besar, jika tidak semua, dari efeknya melalui pengikatan pada reseptor 
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glukokortikoid (GR), faktor transkripsi yang diaktifkan ligan. Pengaruh glukokortikoid 

pada fungsi sel T baik langsung maupun tidak langsung, melalui sel penyaji antigen 

(APC). Diketahui bahwa kompleks GC-GR menghambat fungsi sel T dan APC dengan 

mempengaruhi faktor transkripsi kunci yang terlibat dalam regulasi ekspresi sejumlah 

sitokin inflamasi, seperti seperti IFN-γ, TNF-α dan IL-2. Selain itu, beberapa penelitian 

dengan jelas menunjukkan baik pada hewan coba maupun manusia bahwa adanya 

pengaruh glukokortikoid meningkatkan sitokin Th-2, IL-4, IL-10 dan IL-13 bersamaan 

dengan penurunan sekresi sitokin Th-1  oleh limfosit CD4+ (Momcilovic et al., 2008) 

Dalam suatu laporan penelitian, metilprednisolon tampaknya hanya sebagian 

efektif dalam memblokir produksi IL-17 yang dipicu ionomisin secara in vitro oleh 

limfosit dari manusia yang sehat dibandingkan dengan penghambatan yang ekstrim 

oleh siklosporin A dalam pengaturan yang sama. Pengaruh glukokortikoid pada 

ekspresi IL-17 in vivo ditunjukkan dalam spesimen biopsi bronkial pasien asma 

sedang hingga berat dengan menunjukkan jumlah sel penghasil IL-17 menurun ke 

tingkat yang ditemukan dalam kontrol normal setelah pengobatan oral dengan 

glukokortikoid. Penelitian lain membuktikan bahwa metilprednisolon berpotensi 

menghambat ekspresi dan produksi IL-17 dalam respons sel T terstimulasi mitogen 

yang kuat, serta dalam respons limfosit T spesifik antigen yang lebih halus. Banyak 

produksi sitokin yang telah terbukti penting untuk stimulasi IL-17 dalam sel T, seperti 

IL-1, TNF-α, IL-6, IL-18, dapat terpengaruh pada makrofag dan sel dendritik oleh 

pengaruh glukokortikoid. Metilprednisolon menghambat produksi IL-6 dalam populasi 

kelenjar limfe tanpa limfosit T. Demikian diharapkan metilprednisolon lebih 

mempengaruhi produksi IL-17 di kelenjar limfe lebih kuat daripada di sel T murni. 
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Selanjutnya, di antara sel-sel dari kelenjar limfe ada jenis sel lain, selain sel T, yang 

bisa menjadi sumber IL-17 yang relevan, dan itu dapat berkontribusi pada perbedaan 

yang diamati (Momcilovic et al., 2008) 

 Sel Th17, setidaknya pada percobaan pada tikus, berkembang dari sel T CD4+ 

naif di bawah pengaruh TGF-β dan IL-6 , membutuhkan IL-23 untuk kelangsungan 

hidup dan ekspansi  dan mengeluarkan profil sitokin inflamasi termasuk IL-17 dan IL-

17F, IL-6, GM-CSF, TNF-α, IL-21 dan IL-22.  IL-17 telah muncul sebagai patogen 

penting faktor dalam beberapa penyakit autoimun dan menginduksi inflamasi pada 

hewan percobaan, seperti eksperimental ensefalomielitis autoimun (EAE), collagen 

induced arthritis (CIA), penyakit radang usus (IBD), sebelumnya dianggap dimediasi 

oleh sel Th1. Menariknya, sel T CD4+ naif dapat berdiferensiasi menjadi fenotipe 

subtype Th17 non-patogen tergantung pada subtipe faktor pertumbuhan tumor-β yang 

digunakan untuk menginduksi diferensiasi Th17. Th17 dihasilkan dengan faktor 

pertumbuhan tumor-β1 dan IL-6 menghasilkan IL-17 tetapi tidak dapat mendorong 

patologi autoimun tanpa adanya IL-23, sedangkan Th17 yang dihasilkan dengan 

faktor pertumbuhan tumor-β3 dan IL-6 menentukan subset efektor pathogen yang 

dapat menginduksi autoimunitas, seperti yang ditunjukkan pada model tikus 

percobaan autoimun ensefalitis. Studi-studi ini menggambarkan bahwa kompleksitas 

lingkungan sitokin adalah kunci dalam mengarahkan karakteristik fungsional spesifik 

sel efektor Th17, yang dengan demikian dapat memainkan peran patogen atau 

pengatur dalam penyakit inflamasi (Zenobia and Hajishengallis, 2015). Oleh 

karenanya diperlukan juga pemeriksaan untuk mengetahui kadar dari sitokin IL-6 dan 
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IL-23 serta TGF-ᵦ dalam penelitian selanjutnya yang terlibat dalam proses 

perkembangan sel T CD4+ menjadi Th17.  

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan, antara lain sitokin yang 

dimungkinkan berpengaruh pada hubungan sel T CD4+ dan Th17 (IL-17) seperti TGF-

ẞ, IL-6, IL-21, IL-23 tidak diteliti sehingga hubungan kausalitas belum dapat 

dibuktikan. Pada penelitian ini tidak dibedakan tipe dari AIHA, dimana masing-masing 

tipe AIHA mempunyai patogenesis yang berbeda sehingga dapat mempengaruhi hasil 

penelitian. Selain itu, terapi kortikosteroid yang dikonsumsi oleh pasien bisa jadi 

mempengaruhi hasil penelitian. Dibutuhkan penelitian eksperimental lebih lanjut 

dengan kriteria inklusi yang lebih ketat dan menambah variable sitokin yang 

berpengaruh serta memperbanyak jumlah sampel penelitian sehingga dapat 

menjelaskan lebih dalam patofisiologi molekular dan AIHA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 
 

BAB VII 

KESIMPULAN DAN SARAN 

7.1  Kesimpulan 

 Dari penelitian ini, kesimpulan yamg dapat diambil adalah sebagai berikut: 

1. Persentase sel T CD4+ pada pasien AIHA lebih rendah dibandingkan dengan 

pada subjek normal 

2. Persentase sel Th17 pada pasien AIHA dan subjek normal tidak didapatkan 

perbedaan 

7.2 Saran 

 Berikut ini adalah beberapa saran yang dikemukakan dari penelitian ini untuk 

meningkatkan manfaatyang dapat diperoleh di masa mendatang, antara lain sebagai 

berikut : 

1. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan senter penelitian multiple dan jumlah 

sampel yang lebih besar untuk mendapatkan hasil penelitian yang lebih 

representative 

2. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan data subjek penelitian (pasien AIHA) 

yang lebih lengkap, riwayat pengobatan 

3. Diperlukan penelitian kohort yang membandingkan jumlah sel T CD4+ dan sel 

Th17 pada pasien AIHA sebelum dan sesudah dilakukan terapi 
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Lampiran 1. Kelaikan etik 
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Lampiran 2. Uji Normalitas 

 

Tests of Normality 

 

Kelompok 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

CD4+ Subyek Sehat .260 12 .024 .813 12 .013 

Pasien AIHA .174 12 .200* .957 12 .746 

CD4+Th17 Subyek Sehat .185 12 .200* .915 12 .247 

Pasien AIHA .223 12 .103 .860 12 .050 

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

a. Lilliefors Significance Correction 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



110 
 

Lampiran 3. Uji Homogenitas 

 

Test of Homogeneity of Variance 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

CD4+ Based on Mean 104.279 1 22 .000 

Based on Median 100.807 1 22 .000 

Based on Median and with 

adjusted df 

100.807 1 21.061 .000 

Based on trimmed mean 104.225 1 22 .000 

CD4+Th17 Based on Mean .704 1 22 .410 

Based on Median .310 1 22 .583 

Based on Median and with 

adjusted df 

.310 1 20.640 .584 

Based on trimmed mean .593 1 22 .449 
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Lampiran 4. Uji Beda (Uji Mann Whitney) 

NPar Tests 

Mann-Whitney Test 

Ranks 

 
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

CD4+ Subyek Sehat 12 17.75 213.00 

Pasien AIHA 12 7.25 87.00 

Total 24   

 

Test Statisticsa 

 CD4+ 

Mann-Whitney U 9.000 

Wilcoxon W 87.000 

Z -3.642 

Asymp. Sig. (2-tailed) .000 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .000b 

a. Grouping Variable: Kelompok 

b. Not corrected for ties. 
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Summarize 

 

Case Processing Summary 

 

Cases 

Included Excluded Total 

N Percent N Percent N Percent 

CD4+  * Kelompok 24 100.0% 0 0.0% 24 100.0% 

Case Summaries 

CD4+   

Kelompok Mean Std. Deviation 

Subyek Sehat .292458 .0241183 

Pasien AIHA .261642 .0063707 

Total .277050 .0233528 
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Lampiran 5. Uji Beda (Uji t) 

T-Test 

Group Statistics 

 
Kelompok N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

CD4+Th17 Subyek Sehat 12 .615425 .0538349 .0155408 

Pasien AIHA 12 .652683 .0420308 .0121332 

 

Independent Samples Test 

 

Levene's Test for 

Equality of Variances t-test for Equality of Means 

F Sig. t df 

Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval 

of the Difference 

Lower Upper 

CD4+Th

17 

Equal variances 

assumed 

.704 .410 -1.890 22 .072 -.0372583 .0197163 -.0781474 .0036307 

Equal variances not 

assumed 
  

-1.890 20.777 .073 -.0372583 .0197163 -.0782873 .0037707 
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Lampiran 6. Uji Regresi Linier 

Regression 

Variables Entered/Removeda 

Model Variables Entered 

Variables 

Removed Method 

1 CD4+b . Enter 

a. Dependent Variable: CD4+Th17 

b. All requested variables entered. 

 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .381a .146 .107 .0481293 

a. Predictors: (Constant), CD4+ 

 

 

ANOVAa 

Model Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

1 Regression .009 1 .009 3.747 .066b 

Residual .051 22 .002   

Total .060 23    

a. Dependent Variable: CD4+Th17 

b. Predictors: (Constant), CD4+ 
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Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) .865 .119  7.237 .000 

CD4+ -.832 .430 -.381 -1.936 .066 

a. Dependent Variable: CD4+Th17 
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Lampiran 7 

 

Dokumentasi 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 


