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Imunitas Bawaan pada Kusta: Hubungan Ekspresi Kaspase-1 dengan
Interleukin-18 pada Lesi Kulit Pasien Kusta
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Departemen Ilmu Kesehatan Kulit dan Kelamin Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran
Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung

Abstrak

Respons imun terhadap Mycobacterium leprae (M. leprae) terdiri atas respons imun bawaan dan didapat. Salah
satu enzim yang berperan pada imunitas bawaan adalah kaspase-1 dengan fungsi memecah sitokin proinflamasi
prointerleukin (IL)-18 menjadi IL-18 aktif. IL-18 bersama IL-12 secara sinergis akan merangsang produksi
interferon (IFN-y) sehingga timbul respons imun seluler yang bersifat protektif. Tujuan penelitian ini adalah
menganalisis korelasi positif ekspresi kaspase-1 dengan IL-18 pada lesi kulit pasien kusta. Penelitian dilaksanakan
selama bulan Oktober-Desember 2014 di Poliklinik Morbus Hansen Departemen Ilmu Kesehatan Kulit dan
Kelamin serta Laboratorium Imunohistokimia Departemen Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Padjadjaran/Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung. Penelitian ini merupakan penelitian klinis analitik
observasional dengan rancangan potong lintang. Subjek penelitian berjumlah 19 pasien kusta yang didapatkan
melalui consecutive sampling. Terhadap subjek penelitian dilakukan anamnesis, pemeriksaan fisis, pemeriksaan
bakteriologis, dan biopsi plong. Pada jaringan hasil biopsi lesi kulit dilakukan pemeriksaan imunohistokimia
ekspresi kaspase-1 dan IL-18 yang dinilai dengan histoscore, kemudian dilakukan analisis korelasi menggunakan
uji Rank-Spearman. Pada hasil penelitian ini didapatkan nilai ekspresi histoscore kaspase-1 pada lesi kulit pasien
kusta berturut-turut tipe tuberkuloid (TT)=12,00; borderline tuberculoid (BT)=8,33; mid-borderline (BB)=8,00;
borderline lepromatous (BL)=4,00; dan lepromatous (LL)=10,67. Nilai histoscore ekspresi IL-18 pada lesi kulit
pasien kusta berturut-turut pada tipe TT=9,33; BT=6,50; BB=4,60; BL=4,00; dan LL=9,33. Berdasarkan hasil
analisis statistik uji Rank-Spearman pada derajat kepercayaan 95% didapatkan korelasi positif yang bermakna
antara ekspresi histoscore kaspase-1 dan IL-18 (rs=0,618; p=0,005). Simpulan penelitian ini adalah terdapat
korelasi positif antara ekspresi kaspase-1 dan IL-18 pada lesi kulit pasien kusta. Semakin tinggi ekspresi kaspase-1
pada lesi kulit pasien kusta maka semakin tinggi ekspresi IL-18. [MKB. 2016;48(3):181-6]
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Innate Immunity in Leprosy: Correlation between Caspase-1 and
Interleukin-18 Expression in Leprosy Patient’s Skin Lesion

Abstract

Immune response against M. leprae contains innate and adaptive immunity. Caspase-1 is one of the enzymes
which have a role in innate immunity to activate pro-IL-18 into its active form. IL-18 and IL-12 sinergically
enhance the production of IFN-y which triggers the protective cellular immunity. The aim of this study was
to analyze the positive correlation between the expression of caspase-1 and IL-18 in leprosy patients’ skin
lesions. The study was conducted from October tol December 2014 at the Dermatology and Venereology, and
Immunohistochemistry Laboratory, Pathology Anatomy Department, Universitas Padjadjaran/Dr. Hasan Sadikin
General Hospital Bandung. This was a clinical observational analytical study with cross-sectional design.
Subjects were 19 leprosy patients recruited through consecutive sampling. History taking, physical examination,
bacteriological examination, and punch biopsy were performed on all subjects. Caspase-1 and IL-18 expressions
were examined and measured with histoscore. Correlation analysis was performed using Rank-Spearman test.
The histoscore for the expression of caspase-1 in leprosy patients’ skin lesions was as follows: TT type=12.00;
BT=8.33; BB=8,00; BL=10.00; and LL=10.67. The histoscore for the IL-18 expression in leprosy patients’ skin
lesions were TT type=9.33; BT=4.60; BL=4.00; and LL=9.33. Rank-Spearman analysis with desired confidence
level of 95% showed a statistically significant positive correlation between the histoscore of caspase-1 expression
and IL-18 expression.(rs=0.618, p=0.005). In conclusion, this study demonstrates a positive corelation between
caspase-1 expression and IL-18 expression in leprosy skin lesions. An increase of caspase-1 expression indicates
an increase of IL-18 expression. [MKB. 2016;48(3):181-6]
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Pendahuluan

Hansen'’s disease atau disebut kusta merupakan
penyakit kronik yang timbul akibat infeksi
Mycobacterium leprae (M. leprae).! Pemberian
multidrug therapy (MDT) di seluruh penjuru
dunia terbukti efektif dalam menyembuhkan
kusta, tetapi pada pengamatan dua dekade
terakhir ini belum terdapat penurunan jumlah
kasus kusta baru yang bermakna.? Berdasarkan
data WHO tahun 2013, Indonesia menempati
urutan ke-3 sebagai negara dengan jumlah
kasus kusta baru terbanyak, yaitu sebanyak
18.994 kasus.? Berdasarkan data Divisi Morbus
Hansen Departemen Ilmu Kesehatan (IK) Kulit
dan Kelamin Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin
(RSHS) Bandung sejak 1 Januari 2009 hingga 31
Desember 2013, didapatkan jumlah kasus kusta
baru sebanyak 260 kasus.

Jumlah individu terinfeksi M. leprae yang
berkembang menjadi kusta kurang dari 5-10%
dengan manifestasi beragam yang ditentukan
terutama oleh kondisi imunitas seluler,! yaitu (1)
tipe tuberkuloid (TT) dengan tingkat imunitas
seluler tinggi; (2) tipe borderline tuberculoid
(BT) dengan imunitas seluler lebih rendah; (3)
mid-borderline (BB); (4) borderline lepromatous
(BL); dan (5) lepromatosa (LL) dengan tingkat
imunitas seluler paling rendah.*

Respons imun terhadap M. leprae terdiri
atas respons imun bawaan dan yang didapat.!
Sistem imun bawaan diaktifkan oleh pattern
recognition receptor (PRR) yang terdiri atas
Toll-like receptors (TLR) dan nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD)-like receptors
(NLR). NLR berfungsi mengidentifikasi patogen
yang terdapat dalam sitoplasma.’ Berdasarkan
penelitian sebelumnya diketahui bahwa M.
leprae merupakan organisme intraseluler yang
tidak dapat berpindah ke dalam sitoplasma.®
Namun, pada penelitian terbaru didapatkan
bahwa M. leprae dapat mengalami translokasi
ke dalam sitoplasma sehingga diduga dapat pula
berinteraksi dengan NLR.”

Sebagai respons terhadap mikrob, NLR dapat
menyebabkan aktivasi Kkaspase-1.8 Kaspase-1
berperan dalam imunitas bawaan melalui dua
cara, yaitu (1) menyebabkan sitokin proinflamasi
pro-IL-1B menjadi IL-1f aktif dan pro-IL-18
menjadi IL-18 aktif dan (2) menginduksi
kematian sel.” Pada suatu penelitian didapatkan
bahwa infeksi M. leprae menyebabkan aktivasi
kaspase-1.1°

Imunitas seluler pada kusta oleh sitokin Th1
antara lain interferon (IFN)-y dan IL-12.''IL-18
merupakan salah satu sitokin yang diproduksi
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dalam makrofag atau monosit yang berfungsi
mempromosikan produksi IFN-y dan sitokin
proinflamasi lainnya, serta dapat meningkatkan
aktivitassitotoksikdanproliferasisel TCD8.° Pada
suatu penelitian didapatkan bahwa mencit yang
resisten terinfeksi M. leprae mengekspresikan
[L-18 dan IL-12, sedangkan mencit yang rentan
terinfeksi M. leprae tidak mengekspresi 1L-18
dan IL-12. Penelitian lain melaporkan bahwa
pada kusta tipe tuberkuloid, IL-18 bersama IL-12
merangsang produksi IFN-y pada sel T perifer.!!
IL-18 diproduksi dalam bentuk prekursor inaktif
pro-IL-18 dan disekresikan dalam bentuk IL-18
aktif setelah sebelumnya diaktifkan terutama
oleh kaspase-1, meskipun didapat pula oleh
stimulasi  membrane-associated  FasLigand
(FasL), soluble FasL, kaspase-4, enzim serin
protease, dan proteinase-3. Pada satu penelitian
terhadap lesi kusta tipe BT dan LL didapatkan
korelasi positif antara ekspresi kaspase-1 dan
IFN-y.12 Tujuan penelitian ini adalah mengetahui
korelasi positif antara ekspresi kaspase-1 dan IL-
18 pada lesi kulit pasien kusta.

Metode

Bentuk penelitian ini adalah penelitian analitik
observasional dengan rancangan potong lintang.
Pemilihan sampel dilakukan secara consecutive
sampling, yaitu semua pasien kusta yang berobat
ke Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung
dan memenuhi Kkriteria inklusi diambil secara
berurutan hingga jumlah sampel terpenuhi.

Perhitungan jumlah sampel ini ditentukan
berdasarkan tujuan penelitian, yaitu mencari
korelasi antara ekspresi kaspase-1 dan IL-18
dengan uji korelasi. Taraf kepercayaan pada
penelitian ini95% (Za =1,96) dan power test 80%
(ZB=0,84) dengan hasil sebanyak 19 sampel.

Penelitian dilaksanakan setelah mendapat
persetujuan (ethical clearance) dari Komite
Etik Penelitian Kesehatan FK Unpad Bandung,
di Departemen Ilmu Kesehatan Kulit dan
Kelamin, serta Laboratorium Imunohistokimia
Departemen Patologi Anatomi FK Unpad/
RSHS Bandung. Pasien dengan reaksi kusta, dan
atau riwayat penyakit lain selain kusta, yang
melibatkan kaspase-1 dalam patogenesisnya,
dan atau riwayat penyakit lain selain kusta
yang melibatkan IL-18 dalam patogenesisnya
dieksklusikan dari penelitian ini.

Peneliti melakukan pemeriksaan pada semua
pasien yang datang dan sudah didiagnosis kusta,
serta telah diklasifikasikan berdasarkan kriteria
Ridley-Jopling melalui anamnesis, pemeriksaan
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fisis, dan apus sayat kulit. Pada pasien yang
temasuk kelompok inklusi diberikan informasi
mengenai penelitian dan diminta mengisi surat
pernyataan persetujuan. Pada pasien yang setuju
untuk disertakan dalam penelitian dilakukan
wawancara dan pemeriksaan fisis untuk dicatat
dalam catatan medis peserta penelitian dan
telah dilakukan pengambilan bahan sediaan dari
kelainan kulitnya untuk kemudian dilakukan
pemeriksaan IHK.

Pemeriksaan IHK dilakukan mempergunakan
antibodi monoklonal kelinci antikaspase-1
manusia (ab108362, abcam®, Cambridge, UK);
antibodi poliklonal kelinci anti-IL-18 manusia
(ab137664, abcam®, Cambridge, UK), Novostain
universal detection kit (NCL-RTU-D), larutan
phosphatase buffered saline (PBS) pH 7,2, dan
larutan hematoksilin Meyer sebagai counterstain,
menggunakan sistem ultra vision/HRP dengan
sistem deteksi three step anti-polyvalent, dan
berkonjugasi dengan antibodi sekunder.

Pulasan IHK dilakukan berdasarkan tahapan
sebagai berikut: (1) sediaan dipotong dengan
microtome setebal 4 s.d. 5 mikron, ditempelkan
pada gelas objek yang telah dilakukan coating,
dipanaskan, dan disimpan di dalam inkubator
bersuhu 38-40 °C selama 24 jam; (2) keesokan
harinya dilakukan deparafinisasi dengan xylol
sebanyak 3 kali masing-masing 5 menit; (3)
Sediaan dicelupkan ke dalam etanol sebanyak
3 kali masing-masing 5 menit; (4) sediaan
dicelupkan dalam alkohol 90%, 80%, dan juga
70% masing-masing 5 menit, dicuci dengan
akuades, dimasukkan dalam cairan bufer sitrat
yang telah mendidih dua kali selama 5 menit,
kemudian didinginkan pada suhu ruangan; (5)
sediaan dicuci dengan PBS tiga kali selama 5
menit, bagian tepi sediaan dibersihkan dari
sisa cairan, sekeliling sediaan ditandai dengan
Pap pen; (6) blocking serum ditambahkan dan
diinkubasi pada tempat tertutup selama 10
menit, dibilas dengan PBS sebanyak tiga kali
selama 5 menit dan dibersihkan; (7) antibodi
kaspase-1 dan IL-18 masing-masing diteteskan
pada sediaan yang terpisah kemudian diinkubasi
dalam tempat tertutup pada suhu ruangan
selama 60 menit, dibilas dengan PBS tiga kali
selama 5 menit, kemudian dibersihkan dari
cairan pencucian; (8) pada sediaan diteteskan
biotinylated universal secondary antibody dan
sediaan lalu diinkubasi pada tempat tertutup
dengan suhu ruangan selama 10 menit, dibilas
dengan PBS tiga kali selama 5 menit, lalu
dibersihkan dari sisa cairan pencuci; (9) larutan
kromogen DAB diteteskan lalu diinkubasi dalam
ruangan tertutup pada suhu ruangan selama 5
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menit dan dibilas dengan air mengalir selama
5 menit; (10) counterstain dilakukan dengan
mayer haematoxylin, inkubasi selama 2 menit,
kemudian dibilas dengan air mengalir; (11)
dehidrasi dengan berturut-turut dicelupkan
pada larutan alkohol 70%, 80%, dan 90%,
masing-masing selama 5 menit, kemudian ke
dalam etanol 100% sebanyak dua kali, masing-
masing selama 5 menit; (12) dikeringkan dengan
kertas saring, dimasukkan dalam xylol selama 3
menit, kemudian dilihat dan dianalisis melalui
mikroskop cahaya.

Penilaian ekspresi kaspase-1 dan IL-18
dilakukan memakai histoscore, yaitu berdasarkan
intensitas dan distribusi melalui pewarnaan IHK.
Penilaian dilakukan pada pembesaran 400x.
Sistem penilaian dilakukan dengan cara menilai
tingkat intensitas warna, dengan skor 0 untuk
hasil negatif, 1 untuk intensitas warna lemah, 2
sedang, dan 3 kuat, sedangkan distribusi dinilai
dengan cara membagi satu lapang pandang besar
menjadi empat bidang yang sama besar sehingga
satu bidang dinilai sebagai distribusi 25%.
Persentase sel pada keempat bidang tersebut
kemudian dijumlahkan sehingga didapatkan
total ekspresi kaspase-1 dan IL-18 satu lapang
pandang besar. Setelah mendapatkan nilai rata-
rata ditentukan tingkat distribusi 1=<20%,
2=20-50%, 3=50-80%, 4=>80%. Berdasarkan
nilai distribusi dan intensitas kemudian dinilai
histoscore menggunakan formula:°"* (Intensitas
+ 1) x Distribusi.

Data yang diperoleh kemudian dianalisis
dengan program analisis statistik SPSS versi
15 menggunakan uji korelasi Rank-Spearman.
Kemaknaan hasil uji ditentukan berdasarkan
nilai p < 0,05.

Hasil

Pada penelitian ini didapatkan rentang usia
subjek penelitian 6-42 tahun dan usia rata-rata
semua pasien adalah 24,84 tahun dengan usia
median 25 tahun. Data selengkapnya mengenai
karakteristik umum subjek penelitian tercantum
pada Tabel 1.

Ekspresi kaspase-1 pada lesi kulit pasien
kusta semua subjek penelitian ini ditemukan
pada seluruh tipe sel (Tabel 2). Ekspresi IL-18
didapatkan pada makrofag dan foam cell seluruh
sampel penelitian, sedangkan ekspresi IL-18
pada limfosit/neutrofil/sel plasma ditemukan
terutama pada sampel lesi kulit pasien kusta tipe
tuberkuloid dan ekspresinya semakin berkurang
pada kusta tipe lepromatosa, yaitu masing-
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masing pada tipe TT sebesar 66,67%, tipe BT
sebesar 50%, tipe BB sebesar 40%, tipe BL
sebesar 0%, dan tipe LL sebesar 0%. Penilaian
lokasi ekspresi IL-18 pada lesi kulit berbagai tipe
kusta berdasarkan sel yang mengekspresikannya
tercantum selengkapnya pada Tabel 3.

Berdasarkan analisis statistik menggunakan
uji Rank-Spearman pada derajat kepercayaan
95% didapatkan nilai r=0,618 dan p=0,005
sehingga telah diketahui bahwa terdapat korelasi
positif bermakna antara histoscore kaspase-1
dan [L-18 (Tabel 4).

Pembahasan

Berdasarkan berbagai penelitian yang telah
dilakukan sebelumnya, pada manusia normal
didapatkan ekspresi kaspase-1 dalam kadar
rendah antara lain di keratinosit, makrofag,
neutrofil, monocyte-derived cell* sel T,
fibroblas,'* folikel rambut, kelenjar ekrin, dan
kelenjar sebasea.'

Mycobacterium leprae merupakan bakteri
intraseluleryangmampubertranslokasikesitosol
sehingga mengaktifkan NLR yang menyebabkan
aktivasi kaspase-1." Pada suatu penelitian
menggunakan metode RT-PCR terhadap mRNA
kaspase-1 didapatkan bahwa pada lesi kulit
pasien kusta terdapat ekspresi kaspase-1.!?
Berdasarkan suatu penelitian in vitro dengan
metode enzym linked immunosorbent assay
(ELISA) dsimpulkan bahwa infeksi M. leprae
pada makrofag mencit menyebabkan aktivasi
kaspase-1.1° Hal-hal tersebut dapat menjelaskan
didapatkannya ekspresi kaspase-1 di berbagai
sel lesi kulit kusta.

Interleukin-18 diekspresikan oleh berbagai
macam sel-sel antara lain sel makrofag, sel
berdendrit, limfosit T, limfosit B, keratinosit, sel
Kupffer, osteoblas, sel korteks adrenal, sel epitel
usus, sel mikroglia, dan sel fibroblas sinovial.'®
Pada kulit orang normal IL-18 diekspresikan di
keratinosit dalam kadar yang rendah di daerah
interfolikular seluruh epidermis, sel endotel,
selubung akar luar folikel rambut, dan duktus
ekrin. IL-18 secara IHK tidak diekspresikan pada
selubung akar dalam, matriks rambut, papila
folikel rambut, Kkelenjar sebasea, fibroblas,
dan jaringan lemak, sedangkan ekspresi IL-18
pada Kkelenjar ekrin memberikan hasil yang
bervariasi.'” Hal tersebut dapat menjelaskan
ditemukannya ekspresi IL-18 pada keratinosit,
sel endotel, fibroblas, kelenjar ekrin, epitel folikel
rambut, dan kelenjar sebasea pada penelitian ini.

Pada imunopatogenesis kusta, sel yang
terutama terlibat adalah sel makrofag yang
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berperan sebagai sel fagosit, sel APC dalam
mengaktifkan respons imun seluler maupun
humoral, sel epiteloid, dan sel inang M. leprae.
Selain itu, terdapat pula sel polymorphonuclear
yang berperan sebagai sel fagosit.'® IL-18
bersama dengan IL-12 berperan penting dalam
menginduksi respons imun seluler sehingga
merangsang berbagai sel termasuk berdendrit
dan makrofag memproduksi IFN-y.!? Pada suatu
penelitian disimpulkan bahwa besarnya ekspresi
[L-18 pada kusta sesuai dengan tingkat imunitas
seluler terhadap M. leprae.?’ Hal-hal tersebut di
atas dapat menjelaskan didapatkannya ekspresi
[L-18 pada makrofag dan foam cell semua subjek
penelitian, dan ekspresi IL-18 pada limfosit/
neutrofil/sel plasma lebih banyak ditemukan
pada pasien Kkusta tipe tuberkuloid dan semakin
berkurang pada tipe lepromatosa.

Kaspase-1 merupakan suatu enzim yang
salah satu peranannya adalah memecah pro-
IL-18 yang secara biologis merupakan suatu
prekursortidak aktif, menjadi IL-18 matur.?! Pada
kulit orang normal diketahui bahwa ekspresi
kaspase-1 berlokalisasi pada lokasi yang sama
dengan ekspresi IL-18. Hasil serupa didapatkan
pada lesi kulit psoriasis vulgaris, yaitu ekspresi
kaspase-1 berlokalisasi pada lokasi yang sama
dengan ekspresi kaspase-1.22 Hasil penelitian
ini juga memberikan hasil korelasi positif antara
nilai distribusi ekspresi kaspase-1 dan IL-18
pada lesi kulit pasien kusta. Pada hasil penelitian
ini didapatkan ekspresi kaspase-1 ditemukan
bersama ekspresi IL-18 pada sel keratinosit,
makrofag, foam cell, sel endotel, fibroblas, dan
juga kelenjar ekrin semua sampel penelitian
yang memiliki sel tersebut. Pada sel limfosit/
neutrofil/sel plasma, epitel folikel rambut, dan
kelenjar folikel rambut semua sampel penelitian
yang mempunyai sel-sel tersebut ditemukan
ekspresi kaspase-1, namun ekspresi IL-18 hanya
ditemukan pada sebagian sel-sel tersebut.

Pada suatu penelitian in vitro didapatkan
infeksi Clamydia trachomatis akan menyebabkan
aktivasi kaspase-1 sehingga terjadi pemecahan
pro-IL-18 yang menjadi bentuk matur.?* Keadaan
serupa terjadi pada infeksi M. tuberculosis. M.
tuberculosis merupakan bakteri yang termasuk
ke dalam genus yang sama dengan M. leprae, yaitu
genus mikobakteria sehingga memiliki banyak
kesamaan gen.** Pada penelitian in vitro terhadap
M. tuberculosis diketahui bahwa kaspase-1 yang
teraktivasi melalui inflamasom NLRP3 oleh M.
tuberculosis akan menginduksi proses proteolitik
pemecahan pro-IL-18 dan pro-IL-18 menjadi
bentuk aktifnya.?®> Pemberian IL-12 bersama
IL-18 mengakibatkan peningkatan produksi
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IFN-y pada pasien kusta.?® Pada penelitian
sebelumnya diketahui bahwa terdapat korelasi
positif antara ekspresi kaspase-1 dan IFN-y pada
lesi kulit pasien kusta.'? Hal-hal tersebut di atas
dapat menjelaskan hasil penelitian ini berupa
didapatkannya korelasi positif intensitas dan
histoscore ekspresi kaspase-1 dengan IL-18 pada
lesi kulit pasien kusta yang signifikan.

Terdapat keterbatasan pada penelitian ini
adalah ekspresi kaspase-1 dan IL-18 pada
limfosit, neutrofil, dan sel plasma tidak dapat
dibedakan karena pembacaan IHK dilakukan
secara manual, tidak dengan automated
morphometry.

Simpulan, bahwa terdapat Korelasi positif
antara ekspresi kaspase-1 dan IL-18 pada lesi
kulit pasien kusta. Jika semakin tinggi ekspresi
kaspase-1 pada lesi kulit pasien kusta maka
semakin tinggi ekspresi IL-18.
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