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ABSTRAK. Lupus Eritematosus Sistemik (LES) merupakan salah satu penyakit autoimun
dengan etiologi yang belum jelas. Peningkatan aktivitas penyakit dikaitkan dengan
peningkatan produksi IL-17 pada pasien LES. Penelitian tentang LES di Indonesia
mendapatkan bahwa ada hubungan antara defisiensi vitamin D dengan timbulnya penyakit
LES. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui efek vitamin D [1,25(0OH)2D3] terhadap fungsi
sel Th17 pasien LES hipovitamin D. Sampel diperoleh dari PBMC empat pasien LES dengan
metode Rosette. Sel dikultur dan distimulasi IL-6, TGF-B, anti IFN-y, dan anti IL-4 menjadi sel
Th17. Pada hari kedua ditambahkan 1,25(0OH)2D3] sebanyak 1x10-9 M pada kelompok P1,
1x 10-8 M pada kelompok P2, 1 x 10-7 M pada kelompok P3, dan PO sebagai kontrol. Fungsi
sel Th17 dilihat dengan mengukur sekresi sitokin IL-17 pada media kultur (supernatan) yang
ditetapkan dengan metode ELISA. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata kadar I1L-17
pada kultur limfosit T CD4 baik pada P1, P2, dan P3bila dibandingkan dengan kontrol (PO)
mengalami penurunan. Terdapat perbedaan yang bermakna antara rerata kadar IL-17 antara
kelompok kontrol PO dengan kelompok perlakuan P1 (p=0.024) dan P2 (p=0.047). Hal ini
menunjukkan bahwa perlakuan pemberian vitamin D [1,25(0OH)2D3 ] dosis 1 x 10-9 M dan
dosis 1 x 10-8 M pada kultur T CD4 pasien LES berpengaruh pada fungsi sel Th-17, yakni
mampu menurunkan kadar 1L-17.

Kata Kunci: Vitamin D[1,25(0OH)2D3]; Th17 cells; lupus eritematosus sistemik

PENDAHULUAN

Lupus Eritematosus Sistemik (LES) merupakan gangguan autoimun multisistem dengan
manifestasi klinis yang luas. Tidak ada single factor sebagai penyebab LES, dimana faktor genetik,
lingkungan, hormonal, infeksi dan abnormalitas molekul sel-sel imun dapat sebagai faktor
predisposisi terjadinya LES (Cervera et al., 2009; Crispin et al., 2010).

Di daerah tropis seperti Indonesia dengan pajanan sinar matahari sepanjang tahun, telah
dilaporkan bahwa pasien LES mempunyai manifestasi yang lebih berat dengan harapan hidup
yang masih rendah yakni 5 tahun sebesar 70% dan 10 tahun sebesar 50% (Handono, 2000).
Penelitian Handono et al. (2012) mendapatkan bahwa pasien-pasien LES di Indonesia memiliki
kadar vitamin D yang rendah dibandingkan dengan kontrol sehat. Menurut Singh and Kamen
(2010), studi-studi observasional sebelumnya menunjukkan bahwa pemberian suplemen vitamin D
secara oral pada penderita LES dapat meningkatkan kadar vitamin D dalam darah serta dapat
mengurangi manifestasi klinis penderita.

Selain fungsi skeletal, vitamin D berperan penting dalam regulator sistem imunitas.
Beberapa penelitian terbaru menunjukkan bahwa bila terjadi penurunan kadar vitamin D maka
akan meningkatkan resiko terjadinya penyakit autoimun (Bikle, 2009).

Sel Th17 merupakan subset baru dari sel Th CD4+ , yang diidentifikasi karena
kemampuannya memproduksi interleukin (IL)17A, IL-17F, dan IL-23 (Yang et al., 2009; Perry
et al., 2011). Setelah terpapar dengan antigen, sel T CD4 naive akan membentuk subset efektor
tertentu tergantung pada faktor transkripsi yang diekspresikan yang nantinya akan menginduksi
profil fenotip dan memproduksi sitokin tertentu (Miossec et al., 2009).

Sel Th17 memegang peranan penting dalam proses inflamasi yang akan mengarah pada
kerusakan jaringan. Diferensiasi dan regulasi Thl7 dipengaruhi IL-6 dan TGF-p pada sel T
priming, juga memerlukan transkripsi faktor RORyt, STAT3, dan IRF-4. Adanya IL-6 akan
mensupresi pembentukan Tregulator (Treg) sehingga pembentukan sel-sel Th17 proinflamasi akan
meningkat. Peningkatan kadar IL-17 yang dihasilkan sel-sel Th17 telah dideteksi pada pasien-
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pasien dengan penyakit autoimun, seperti LES (Kurts et al., 2008). Pasien LES menghasilkan
produksi sitokin yang abnormal (Crispin et al., 2010).

Penelitian Crispin et al. (2010) membuktikan bahwa produksi IL-17 meningkat pada
pasien LES. Aktivitas dan derajat penyakit LES yang meningkat juga dikaitkan dengan
peningkatan produksi IL-17 yang diproduksi oleh sel T CD4 (Shah et al., 2010). Kadar vitamin D
pasien LES memiliki korelasi negatif dengan kadar IL-6 sehingga mempengaruhi keseimbangan
TGF-B/IL-6. Kadar TGF-f yang turun dan kadar IL-6 yang tinggi akan meningkatkan diferensiasi
sel Thl7(Hasanah, 2012).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek vitamin D [1,25(OH)2D3] terhadap
fungsi sel Th17 pasien LES hipovitamin D.

METODE PENELITIAN

Subyek dan Desain Penelitian

Subjek penelitian adalah sel limfosit T CD4 pasien LES baru, wanita, usia 18 — 43 tahun,
penyakit dalam keadaan aktif (MEX-SLEDAI>5), hipovitamin D (<30ng/ml). Diagnosis dilakukan
oleh dokter ahli llmu Penyakit Dalam Konsultan Reumatik berdasarkan criteria ACR 1997. Desain
penelitian adalah Experimental Laboratory Design dengan menggunakan the post test only group
design untuk mengetahui fungsi sel Th17 pada kultur limfosit T CD4 pasien LES (in vitro) setelah
pemberian vitamin D [1,25(0OH)2D3]. Sampel dibagi menjadi 4 kelompok, yaitu empat kelompok
yang dibedakan berdasarkan kadar vitamin D [1,25(0OH)2D3] yang diberikan (PO tanpa vitamin D,
P1 dengan dosis 1x10-9 M (1 nM), P2 dengan dosis 1x10-8 M (10 nM), dan P3 dengan dosis 1x10-
7 M (100nM).

Penelitian telah mendapat persetujuan dari Komite Etik Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya/RS Dr Saiful Anwar Malang. Seluruh pasien LES yang diikutkan dalam penelitian ini
telah menandatangani lembar persetujuan (Informed Concent).

Persiapan Sampel

Setiap subyek penderita diambil darah vena dari v. Mediana cubiti sebanyak 6 cc,
dimasukkan dalam tabung vacutainer yang berisi antikoagulan (EDTA). Sebanyak 2 cc darah
dilakukan pemeriksaan kadar vitamin D [25(OH)D3] dengan ELISA sesuai prosedur pabrik (Nova
Tein Bio).

Isolasi sel T CD4 dengan Metode Rosette

Darah sampel sebanyak 4 cc dilakukan isolasi sel T CD4. Ditambahkan RosetteSep Human
CD4+ T Cell Enrichment Cocktail untuk setiap 50uL/mL dari whole blood sesuai prosedur pabrik.

Kultur sel Th17 dan Pengukuran Kadar Sitokin IL-17A menggunakan ELISA

Sel T CD4 hasil isolasi di atas dimasukkan pada sumur plat kultur masing-masing
sebanyak 500.000 sel setiap sumur pada 96 microwell plate (hitung sel dengan haemocytometer)
dengan plate bound anti CD3 antibodi (5ug/mL, Biolegend). Pada sumur tersebut diberikan RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, USA), yang diberi suplemen 10% fetal bovine serum (BD Pharmingen), dan
1% glutamine (2 mM)/penicillin (100U/ml) /streptomycin (100 mg/ml), 5 pg/mL anti-CD28
(R&D). Lalu seluruh sel distimulasi menggunakan berbagai sitokin rekombinan, meliputi 10
ng/mL IL-6 (Biolegend), 5 ng/mL TGF-B1 (Biolegend), 10 pg/mL anti-IFN-y(R&D), dan 10
pug/mL anti-IL-4(R&D) agar terjadi diferensiasi sel T naive menjadi sel Th17. Viabilitas sel diukur
menggunakan tryphan blue dan juga dilakukan pengamatan morfologis di bawah mikroskop.

Pada hari ke-2, ditambahkan vitamin D3 [1,25(0OH).D3s] (Cayman,USA) sebanyak 1x10°
M pada kelompok penderita P1, 1x 10® M pada kelompok penderita P2, 1 x 107 M pada
kelompok penderita P3. Sel diinkubasi selama 72 jam pada suhu 37°C dengan 5% COsx.

Supernatan hasil kultur dipanen setelah 3 hari kemudian. Pengukuran fungsi sel Th17
dilakukan dengan mengukur sekresi sitokin IL-17 pada media kultur (supernatan) yang ditetapkan
dengan menggunakan metode ELISA (kit R&D).
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Analisis Data

Uji normalitas menggunakan uji Test of Normality (Shapiro-Wilk). Perbandingan respon
pemberian vitamin D [1,25(0OH).Ds] antar kelompok diuji dengan uji t berpasangan (paired t-test).
Signifikansi statistik ditentukan jika nilai p<0.05. Data akan dianalisa dengan program SPSS versi
19.

HASIL YANG DICAPAI

Karakteristik Subyek Penelitian

Jumlah pasien yang memenuhi kriteria inklusi dan kriteria eksklusi ada 4 orang, dengan
kadar vitamin di bawah normal (hipovitamin). Rata-rata kadar vitamin D sebesar 24.18 ng/ml
(terendah 20.5 ng/ml dan tertinggi 27.2 ng/ml). Rata-rata usia mereka adalah 33.75 tahun (termuda
29 tahun dan tertua 38 tahun). Lama sakit menderita LES rata-rata 1.6 bulan dan skor Mex-
SLEDAI rata-rata sebesar 10.5.

Tabel 1. Karakteristik Pasien

Karakteristik Rerata
Umur (tahun) 33.75+4.03
Lama sakit (bulan) 1.6+1.11
Kadar vitamin D (ng/mL) 24.18+3.21
Mex-SLEDAI 10.54£5.92

Perbandingan Variabel Kadar IL-17 pada Pasien LES

Dari hasil penelitian diperoleh bahwa rata-rata kadar 1L-17 pada kultur limfosit T CD4
dengan pemberian vitamin D [1,25(OH).Ds;] menunjukkan perbedaan. Dibandingkan dengan
kontrol (PO0), rata-rata kadar IL-17 pada kultur limfosit T CD4 baik pada P1, P2, dan P3 mengalami
penurunan seperti pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kadar IL-17 setelah pemberian 1,25(OH).D3 dengan berbagai dosis.

Tampak penurunan kadar IL-17 pada kelompok perlakuan P1, P2, dan P3 bila
dibandingkan dengan kelompok PO (kontrol). Perlakuan P2 memberi hasil lebih rendah
dibandingkan kelompok yang lain. *Signifikan (p-value<0.05) terhadap kontrol PO.

Hasil uji perbandingan data kadar IL-17 yaitu pada kelompok kontrol PO (tanpa vitamin D)
pada pasien LES, kelompok perlakuan P1 (vitamin D dosis 1 x 10°) pada pasien LES, P2 (vitamin
D dosis 1 x 10®), dan P3 (vitamin D dosis 1 x 10”) pada pasien LES dengan menggunakan uji t
sampel berpasangan (paired sample t-test) ditunjukkan pada Tabel 2.

Pada Tabel 2 menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna antara rerata kadar IL-17
antara kelompok kontrol PO dengan kelompok perlakuan P1 pada pasien LES (p=0.024), juga
kelompok kontrol PO dengan kelompok perlakuan P2 pada pasien LES (p=0.047).
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Tabel 2. Perbandingan pada kadar IL-17 dari kultur limfosit T CD4 dengan pemberian vitamin D
[1,25(0OH).Ds] dalam berbagai dosis.

Kelompok yang (meanxSD) p-value
dibandingkan
PO dengan P1 59.18+26.95 25.90+11.90 0.024*
PO dengan P2 59.18 £26.95 15.75+£1.22 0.047*
PO dengan P3 59.18 +26.95 38.97+9.63 0.109
P1 dengan P2 25.90£11.90 15.75+1.22 0.185
P1 dengan P3 25.90+11.90 38.97+9.63 0.020*
P2 dengan P3 15.754£1.22 38.97+9.63 0.014*
Keterangan :

Bila p <0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna

Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan pemberian vitamin D [1.25(OH).Ds] dosis 1x10
® M dan dosis 1x10® M pada kultur T CD4 pasien LES mampu mempengaruhi kadar 1L-17 yakni
mampu menurunkan kadar IL-17. Sedangkan perbandingan antara kelompok kontrol PO dengan
kelompok perlakuan P3 pada pasien LES menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna
(p=0.109). Hal ini berarti, meskipun pemberian vitamin D [ 1.25(0OH).D; ] dosis 1x107 M
berdasarkan nilai reratanya terdapat perbedaan yakni penurunan kadar IL-17 bila dibandingkan
dengan kontrol, tetapi perbedaan tersebut tidak bermakna secara statistik.

Tabel 2 juga menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang bermakna rerata kadar I1L-17
antara kelompok perlakuan P1 dengan kelompok perlakuan P2 (p=0.185). Ini membuktikan bahwa
perlakuan pemberian vitamin D [1.25(0OH),Ds] dosis 1 x 10° M dan pemberian vitamin D
[1.25(0OH).Ds] dosis 1x10® M pada kultur T CD4 pasien LES mempunyai kemampuan yang sama
dalam menurunkan kadar IL-17. Perbandingan rerata kadar IL-17 antara kelompok perlakuan P1
dengan kelompok perlakuan P3 menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna (p=0.02). Ini
berarti bahwa perlakuan pemberian vitamin D [1.25(0OH).Ds] dengan dosis 1 x 10° M lebih
mampu menurunkan kadar IL-17 dibandingkan dengan dosis 1x10" M. Lalu pada perbandingan
rerata kadar IL-17 antara kelompok perlakuan P2 dengankelompok perlakuan P3 juga didapatkan
perbedaan yang bermakna (p=0.014). Apabila berdasarkan nilai rerata kadar IL-17 maka dapat
diartikan bahwa perlakuan pemberian vitamin D [1.25(0OH);Ds;] dengan dosis 1x10® M lebih
mampu menurunkan kadar IL-17 pada kultur T CD4 pasien LES dibandingkan dengan dosis
lainnya.

Peran vitamin D [1,25(OH).Ds] terhadap fungsi sel Th17 pada kultur T CD4 pasien LES

Dari hasil penelitian telah terbukti bahwa vitamin D [1,25(0OH).Ds] dapat menurunkan
fungsi sel Thl7 pada kultur limfosit T CD4 pasien LES, yang dalam hal ini diukur fungsi
sekresinya, yakni kadar IL-17.

Secara in vitro, vitamin D sebagai imunomodulator dapat menekan fungsi dari sel Th17
yang memiliki peran dalam patogenesis penyakit LES. Studi Tian et al. (2012) mendapatkan
bahwa vitamin D3 menghambat diferensiasi sel Thl dan Th17 pada pasien Behcet disease secara in
vitro. Vitamin D3 menghambat molekul-molekul yang berhubungan dengan diferensiasi dan fungsi
sel Th17 seperti RORc, CCR-6, dan IL-23R. Vitamin D3 menstimulasi sekresi IL-10 regulator oleh
sel T CD4 naive. Ditunjukkan pula saat dilakukan kultur T CD4 co-cultured dengan sel dendrit
juga memperlihatkan efek supresi oleh vitamin D3 terhadap kadar IL-17 dan IFN-y yang diambil
dari supernatan sel kultur. Colin et al. (2010) menunjukkan dengan 1.25(0OH);Ds; dapat
menurunkan kadar IL-17A dan IFN-y serta meningkatkan kadar IL-4 dari PBMC pasien
rheumatoid arthritis (RA). Peneliti lain (Joshi et al., 2011) menunjukkan 1.25(OH).Ds menghambat
human IL-17A pada sel T CD4 orang sehat dan IL-17A pada mencit model Multiple Sclerosis.

Menurut Chang et al. (2010), pemberian 1.25(0OH).D; pada mencit akan menekan
terjadinya experimental autoimmune encephalomyelitis, yang disertai berkurangnya ekspresi IL-17.
Secara in vitro, terapi sel T CD4 dengan 1.25D; dosis fisiologis akan menghambat produksi sitokin
sel Th17, melalui VDR-dependent. TGF-f dan IL-6 sangat penting dalam dalam pembentukan sel
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Th17 dengan mengaktivasi STAT3 dan menginduksi faktor transkripsi, RORyt dan RORa (Dong,
2010; Waite and Skokos, 2012).

Penemuan bahwa mayoritas sel-sel imun,termasuk limfosit T, limfosit B, makrofag,
neutrofil, dan sel dendrit yang memiliki vitamin D receptor (VDR) (Kurts, 2008; Crispin et al.,
2010), terutama setelah aktivasi menimbulkan pemikiran bahwa vitamin D memiliki efek
pleiotrofik pada sel-sel imun. Aktivasi VDR oleh 1,25(0OH),D; akan merubah pola sekresi
sitokin,menekan aktivasi sel T efektor, dan menginduksi sel T regulator.

Pada penelitian ini telah diketahui adanya penurunan kadar IL-17 setelah pemberian
vitamin D [1,25(0OH).Ds] pada kultur T CD4 pasien LES. Ada kecenderungan semakin tinggi
dosis vitamin D [1,25(0OH),Ds] maka akan semakin rendah kadar 1L-17 pada kultur T CD4 pasien
LES. Penurunan bermakna terjadi pada pemberian vitamin D [1,25(0OH).Ds] pada dosis 1x10° M
(1nM) dan 1x108M (10nM).

Status vitamin D ditentukan dengan mengukur 25(OH)D pada serum, dimana status
optimal vitamin D adalah >75 nM (>30ng/ml)(Hewison, 2011). Pada penelitian ini tampak bahwa
pada dengan pemberian bentuk aktif vitamin D [1,25(0OH);Ds] semua dosis pada kultur T CD4
menunjukkan penurunan kadar IL-17 bila dibandingkan dengan dosis kontrol. Namun untuk dosis
ke-3 tampak bahwa pada kadar IL-17 menunjukkan adanya kecenderungan untuk kembali sama
dengan kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa pada dosis tertentu, efek 1,25(0OH).D; akan optimal.
Bila pemberian dilakukan pada dosis yang lebih tinggi, efek 1,25(0OH).;Ds; kurang memberikan
hasil optimal bahkan cenderung kembali sama dengan kontrol. Dosis 1x10° M (1nM) kurang lebih
setara dengan 0,4 ng/ml (Hewison, 2011) , maka dosis 1x107 M (100nM) kurang lebih setara
dengan 40ng/ml. Bila senyawa aktif vitamin D [1,25(OH)2Ds] dosis 1x107 M (100nM) diberikan
pada kultur maka kemungkin dosis sudah berlebih (toksik) mengingat status vitamin D diukur dari
serum darah pasien yang digolongkan hipovitamin bila kadar vitamin D 25(OH)D <30ng/ml.
Senyawa 25(OH)D dalam tubuh masih perlu diubah menjadi bentuk senyawa aktif yakni
1,25(0OH).Ds. Bentuk aktif ini yang akan berikatan dengan VDR, reseptor nuklear yang akan
meregulasi transkripsi sejumlah gen target vitamin D. Sebuah studi tentang efek vitamin D pada
diferensiasi sel otot menjadi sel adiposa (Ryan et al., 2013) pemberian 1,25(0OH).D; dengan dosis
10° M memberikan efek toksik. Hal ini karena dosis 1x107'M merupakan konsentrasi
suprafisiologis (10"M-10°M) yang memungkinkan untuk memiliki efek yang berlawanan dan
/atau beracun. Begitu juga dengan dosis 1x10°M, meskipun memiliki efek menghambat namun
tidak bermakna dikarenakan dosis 1x10°M merupakan dosis fisiologis (10*M-10°M). Hal ini
menjelaskan bahwa pemberian vitamin D [1,25(0OH),Ds] dosis 1x10® M lebih dapat menekan
kadar IL-17 dibandingkan dengan dosis 1x10°M, sedangkan pada dosis 1x107 M hanya
memberikan hasil sedikit penurunan.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat diperoleh kesimpulan yaitu
pemberian vitamin D [1,25(0OH)2D3] dosis 1 x 10-9M dan 1 x 10-8M pada kultur limfosit T CD4
pasien LES dapat menurunkan kadar I1L-17.
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