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ABSTRACT

Development of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) vaccines and anti-retroviral treatmentis
currently hindered by the lack of models representing prominent symptoms of HIV-1 infections seen in
humans. Simian-human immunodeficiency virus (SHIV) was constructed to resolve the limitations of
SIV, . model and has been used in nonhuman primate model ofviral infections, particularly infections by
the close relatives of HIV-1. Macaca fascicularis and M. nemestrina are being developed as model HIV/
AIDS, by using chimeric virus SHIV produced by replacing the nucleotide structure of cyclophilin A binding
region, vif gene and nef of HIV-1 with cyclophilin A binding region, vif gene and nef from SIV. The research
aims to study the model of HIV/AIDS on nonhuman primates PBMC in vitro using SHIV. In particular, the
study aims to obtain information about the capability of SHIV replication in PBMC of M. fascicularis and
M. nemestrina. Results showed a cytopathic effect (CPE) in the form of multinucleated giant cells and
expression of p24 protein in PHA-stimulated PBMC cultures of M. fascicularis and M. nemestrina after
SHIV infection. The conclusion of this study is that SHIV can infect PBMC M. fascicularis and M. nemestrina
in vitro based on CPE and expression of p24 protein.
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ABSTRAK

Keterbatasan utama dalam upaya pengembangan vaksin dan pengobatananti-retroviral terhadap
infeksi human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) antara lain adalah ketiadaan model hewan yang
dapat menunjukkan semua gejala menonjol infeksi HIV-1 seperti pada manusia. Simian-human
immunodeficiency virus (SHIV) dikonstruksi untuk mengatasi keterbatasan model SIV__ dan telah
dimanfaatkan pada banyak penelitian menggunakan satwa primata untuk mempelajari virus yang
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memiliki kedekatan dengan HIV-1 pada manusia. Satwa primata Macaca fascicularis dan M. nemestrina
digunakan sebagai hewan coba penelitian HIV/AIDS dengan memanfaatkan virus kimera_SHIV yang
dihasilkan melalui penggantian susunan nukleotida bagian cyclophilin A binding region, gen vif dan gen
nefHIV-1 dengan bagian cyclophilin A binding region, gen vif dan gen nef dari SIV. Penelitian bertujuan
untuk mengkaji model HIV/AIDS pada PBMC satwa primata secara in vitro menggunakan SHIV. Secara
khusus, penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan informasi mengenai kemampuan atau daya replikasi
dan kinetika SHIV pada kultur sel PBMC asal M. fascicularis dan M. nemestrina secara in vitro. Hasil
penelitian menunjukkan gambaran cytopathic effect (CPE) berupa multinucleated giant cell dan ekspresi
protein p24 pada kultur PHA-stimulated PBMC M. fascicularis dan M. nemestrina setelah infeksi SHIV.
Kesimpulan penelitian ini SHIV dapat menginfeksi PBMC M. fascicularis dan M. nemestrina secara in

vitro berdasarkan gambaran CPE dan ekspresi protein p24.

Kata-kata kunci: HIV/AIDS; M. Fascicularis;, M. Nemestrina, SHIV

PENDAHULUAN

Peningkatan jumlah orang dengan Human
Immunodeficiency Virus/Acquired Immuno-
deficiency Sydrome (HIV/AIDS) setiap tahunnya
memberikan tantangan tersendiri dalam
pengobatan dan pencegahan HIV/AIDS.
Pengembangan vaksin HIV/AIDS menjadi salah
satu alternatif pencegahan HIV/AIDS.
Penelitian pengembangan vaksin HIV/AIDS
menunjukkan belum ada vaksin HIV yang
benar-benar efektif dan aman. Beberapa vaksin
HIV tidak dapat mencegah dan mengkontrol
infeksi HIV (Corey et al., 2011). Keterbatasan
utama dalam pengobatan dan pengembangan
vaksin HIV-1 antara lain kurangnya model
hewan yang dapat menunjukkan semua gejala
yang menonjol dari infeksi HIV-1 seperti pada
manusia. Sementara model tantang Simian
Immaunodeficiency Virus (SIV) dosis rendah yang
diulang dalam pengembangan vaksin berbasis
sel T menunjukkan kegagalan mengendalikan
infeksi HIV (Koff, 2012). Perbedaan yang
mendasar antara SIV dan HIV-1 membatasi
penggunaan model SIV dalam penelitian
tertentu, misal uji tantang vaksin HIV dan
pengujian obat antiretroviral yang dirancang
menghambat enzim protease, reverse
transcriptase dan integrase HIV-1 (Hatziioannou
dan Evans, 2012).

Simian-Human Immunodeficiency Virus
(SHIV) dikonstruksi untuk mengatasi
keterbatasan model SIV _ dan telah digunakan
dalam banyak penelitian menggunakan satwa
primata untuk mempelajari virus yang memiliki
kedekatan dengan HIV-1 pada manusia.
Penelitian mengenai konstruksi SHIV
diharapkan dapat menghasilkan strain yang
tidak hanya secara maksimal meniru penularan
HIV-1, tetapi dapat diinfeksikan secara in vivo
pada satwa primata (Tang dan Chan, 2018).

Simian Immunodeficiency Virus (SIV) pertama
berasal dari SIV  _ yang mengandung gen
transactivation (tat), gen regulatory of virus
(rev), gen viral protein u (vpu) dan gen envelope
(env) HIV-1 (Ambrose et al., 2007). Secara
umum, SHIV memiliki bagian gen env HIV-1
dan bagian backbone SIV . Meskipun
penggunaan SHIV yang beragam dan penting
dalam penelitian HIV/AIDS, mayoritas SHIV
yang dikembangkan memiliki kekurangan yang
signifikan sebagai model untuk infeksi HIV-1
pada manusia. Keterbatasan ini sering
dikaitkan dengan sifat gen env, yang di sebagian
besar SHIV tidak menggambarkan HIV-1 (Li et
al., 2016).

Simian Immunodeficiency Virus (SIV) yang
dikonstruksi Bela dan Triwidyaningtyas (2017)
dari Pusat Riset Virologi dan Kanker Patobiologi
(PRVKP) FKUI-RSCM merupakan kimera SIV
yang mengandung susunan nukleotida HIV-1
NL4-3 dengan bagian cyclophilin A binding
region, gen viral infectivity factor (vif) dan gen
negative factor (nef) berasal dari SIV.
Penggantian beberapa asam amino HIV-1
dengan asam amino SIV yang sesuai dan
berperan dalam interaksi dengan protein inang
diharapkan SHIV dapat menginfeksi dan
bereplikasi pada satwa primata. Konstruksi
SHIV dilakukan tanpa mengganti gen env HIV-
1, karena gen env HIV-1 merupakan target
beberapa obat dan vaksin HIV pada manusia.
Tidak adanya gen HIV-1 dalam SHIV
menghambat pengujian vaksin terhadap epitop
yvang hanya ditemukan pada HIV-1
(Thippeshappa et al., 2011).

Penggantian asam amino pada bagian
cyclophilin A binding region HIV-1dengan asam
amino bagian cyclophilin A binding region SIV,
berkaitan dengan peran cyclophilin A binding
region sebagai penentu ikatan poliprotein gag
dan cyclophilin A (CypA). Cyclophilin A binding
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region berfungsi sebagai situs pengikatan untuk
cyclosporin dan gen gag HIV-1. Poliprotein gag
HIV-1 mengikat sebagian besar anggota famili
cyclophilin dari peptidyl-prolyl isomerase, dalam
hal ini CypA menjadi fokus penyidikan, karena
terdeteksi pada virion HIV-1. Pengikatan CypA
dengan kapsid HIV-1 merupakan langkah awal
dalam siklus replikasi HIV-1 pada sel tertentu,
antara lain sel T CD4. TIkatan antara gag dengan
CypA menentukan keberhasilan proses
uncoating virus pada awal infeksi HIV dan
proses transkripsi balik (reverse transcriptation)
(Kamada et al., 2006). Penelitian menunjukkan
CypA mengatur stabilitas kapsid HIV-1 dan
gangguan pada interaksi CypA dan kapsid
menghasilkan uncoating dini (De Iaco dan
Luban, 2014).

Penggantian asam amino pada gen vif HIV-
1 dengan asam amino gen vif SIV diharapkan
dapat meningkatkan kemampuan SHIV untuk
menginfeksi satwa primata. Secara alami, sel
manusia mengekspresikan protein virus alami,
yaitu APOBEC3G (A3G), anggota famili
APOBECS3 dari tujuh cytidine deaminase (A3A-
A3H) yang berpotensi membatasi replikasi HIV-
1. Protein A3G merupakan senyawa yang
berperan sebagai anti HIV-1 melalui induksi
hipermutasi genom HIV-1. Hipermutasi
menyebabkan tidak dihasilkan virus infektif
pada akhir fase replikasi virus (Thippeshappa
et al., 2011). Kemampuan protein vif untuk
memblokir aktivitas antivirus APOBEC3G
bersifat specific-species. Protein vif HIV-1, SIVagm
dan SIV__ dapat menghambat APOBEC3G pada
spesies yang sama, tetapi tidak menghambat
spesies lain. Protein vif HIV-1 gagal menetralkan
aktivitas antivirus APOBEC3G dari African
green monkey atau rhesus macaque. Protein vif
SIVagm tidak dapat menetralkan APOBEC3G
manusia dan kera. Akan tetapi, protein vif
SIV dapat menghambat APOBEC3G manusia
dan African green monkey serta menghambat
APOBEC3G yang tidak homogen (Schrofelbauer
et al., 2004).

Penggantian asam amino pada gen nef HIV-
1 dengan asam amino gen nef SIV diharapkan
dapat meningkatkan kemampuan SHIV
menginduksi AIDS pada satwa primata. Gen nef
merupakan protein non-struktural pada HIV-1
yang penting dalam patogenesis AIDS secara in
vivo. Protein nef HIV-1 atau SIV diperlukan
dalam replikasi virus yang tinggi dan
perkembangan AIDS yang cepat pada manusia
dan monyet. Peningkatan infektivitas dan
replikasi HIV-1 bergantung pada gen nef, serta
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aktivasi sel T CD4 secara in vivo (Bouchet et
al., 2011). Protein nef SIV merupakan antagonis
terhadap tetherin dan bersifat spesies-spesifik.
Tetherin merupakan protein inhibitor dalam sel
manusia yang menghambat pelepasan partikel
HIV-1 baru dari sel yang terinfeksi (Zhang et
al., 2009). Simian Immunodeficiency Virus
(SIV) yang diinokulasi pada monyet dan
membawa gen nef SIV menunjukkan
peningkatan viral load yang signifikan
dibandingkan SHIV yang mengandung gen nef
HIV-1. Monyet yang diinokulasi dengan SHIV
yang mengandung gen nef SIV menunjukkan
kehilangan langsung limfosit CD4 dalam darah
perifer dan kelenjar getah bening/limfonodus
inguinalis (Shibata et al., 1997).

Satwa primata menjadi salah satu
kelompok hewan besar yang dipergunakan
untuk mempelajari infeksi HIV-1 secara in vivo.
Penelitian dengan satwa primata difokuskan
pada penggunaan SIV atau rekombinan SHIV
(Hatziioannuo dan Evans, 2012). Infeksi strain
SIV tertentu pada monyet asia sangat mirip
dengan infeksi HIV-1 pada manusia dan
penggunaan SHIV rekombinan menjadikan
monyet asia paling umum digunakan sebagai
model untuk HIV/AIDS. Tiga spesies secara
rutin digunakan sebagai hewan model untuk
AIDS, yaitu monyet rhesus (Macaca mulatta),
beruk (M. nemestrina) dan monyet ekor
panjang/MEP (M. fascicularis). Monyet rhesus
merupakan model satwa primata yang paling
banyak digunakan untuk penelitian HIV/AIDS,
karena kesamaan fisiologis, anatomis dan
imunologis dengan manusia (Veazey dan
Lackner, 2017). Namun, patogenesis dari strain
SIV dan SHIV yang umum diadaptasi untuk
replikasi pada monyet rhesus asal India berbeda
dengan yang berasal dari Cina dan Burma.
Beruk juga merupakan model satwa primata
yang paling umum digunakan untuk AIDS.
Meskipun viral load dan laju penurunan sel T
CD4+ tidak berbeda secara substansial dengan
monyet rhesus, namun perkembangan AIDS
pada beruk lebih cepat. Sementara itu, MEP
belum digunakan secara luas dalam penelitian
AIDS karena alasan historis yang berkaitan
dengan 1isolasi SIV dan karakterisasi
imunogenetik yang kurang luas dari spesies ini
(Hatziioannou dan Evans, 2012).

Berdasarkan uraian tersebut, pengem-
bangan satwa primata MEP dan beruk sebagai
model HIV/AIDS berbasis SHIV yang mengalami
perubahan susunan nukleotida pada bagian
cyclophilin A binding region, gen vif dan gen
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nef yang berasal dari SIV. Perubahan susunan
nukleotida diharapkan dapat menghasilkan
SHIV yang dapat menginfeksi dan bereplikasi
pada peripheral blood mononuclear cell (PBMC)
MEP dan beruk secara in vitro. Keberhasilan
pengembangan MEP dan beruk sebagai model
HIV/AIDS berbasis SHIV diharapkan dapat
meningkatkan penelitian-penelitian yang
berkaitan dengan pengembangan vaksin dan
obat antiretroviral HIV-1 berbasis gen env.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Mikrobiologi dan Imunologi dan Laboratorium
Bioteknologi, Pusat Studi Satwa Primata (PSSP)
LPPM IPB, Bogor, pada bulan Juli sampai bulan
September 2019.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain biosafety cabinet (Nuare), penangas
air, rak tabung, vortex, sentrifus, hemosi-
tometer, mikroskop cahaya, mikroskop fluoresen
atau mikroskop konfokal, hand tally counter,
mikropipet (Gilson Biorad, Thermoscientific) dan
komputer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
terdiri atas supernatan kultur sel transfektan
mengandung SHIV, peripheral blood
mononuclear cell (PBMC) dari darah MEP dan
beruk, medium ficoll-paque (Histopaque),
phosphate buffer saline (PBS),
phytohemagglutinin (PHA), medium RPMI 1640,
etanol, antibodi terhadap protein p24, konjugat
anti-rabbit IgG serum kelinci, tabung vacutainer
EDTA, microtube 1,5 mL, tabung sentrifus 15
mL, tabung cryvial, cell culture plate 24 well,
pipet ukur 1 mL, 5 mL dan 10 mL dan pipet
pasteur 3 mL, gelas objek imunofluoresen, gelas
objek dan kaca penutup.

Prosedur Penelitian

Simian-Human Immunodeficiency
Virus (SHIV). Simian Immunodeficiency Virus
(SIV) yang dipergunakan dalam penelitian ini
merupakan hasil konstruksi Bela dan
Triwidyaningtyas (2017) dari Pusat Riset Virologi
dan Kanker Patobiologi (PRVKP), Fakultas
Kedokteran, Universitas Indonesia dalam bentuk
supernatan kultur sel transfektan yang
mengandung SHIV dan penggunaannya diatur
dalam material transfer aggreement (MTA).
Penggunaan SHIV telah mendapatkan
persetujuan Komisi Biorisiko PSSP LPPM-IPB
University Nomor: 006-PL-PSSP-03-2019.
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Pengambilan Darah M. fascicularis
dan M. Nemestrina. Sampel darah diambil
dari MEP dan beruk dewasa, umur 4-6 tahun,
jenis kelamin jantan masing-masing tiga ekor
pada vena femoralis dengan volume darah
masing-masing sebanyak 10 mL dan 15 mL per
ekor. Monyet ekor panjang dan beruk dibius
dengan menggunakan ketamine. Sampel darah
dimasukkan ke dalam tabung vakum dengan
antikoagulan ethylene diamine tetra aceti acid
(EDTA). Penggunaan beruk dan MEP telah
mendapatkan persetujuan Komisi Pengawasan
Kesejahteraan dan Penggunaan Hewan
Penelitian, Pengujian, Penangkaran dan
Pendidikan (KPKPHP4) PSSP LPPM-IPB
University Nomor ACUC No. IPB PRC-19-A003.

Isolasi Peripheral Blood Mononuclear
Cell (PBMC). Isolasi PBMC diawali dengan
whole blood disentrifus dengan kecepatan 1.500
RPM selama 15 menit. Buffy coat diambil dan
diencerkan dengan PBS (1:1). Medium ficoll
paque dimasukkan kedalam tabung sentrifus 15 mL
sesual dengan jumlah campuran buffy coat dan
PBS. Buffy coat dimasukkan ke dalam tabung
berisi medium ficoll paque secara pelan-pelan
dengan teknik over layer melalui dinding tabung.
Tabung disentrifus dengan kecepatan 2.750
RPM selama 30 menit. Supernatan dibuang
dan diambil layer kemudian dipindahkan pada
tabung lain serta ditambahkan PBS sebanyak 5
mL. Tabung disentrifus kembali dengan
kecepatan 2.000 RPM selama 15 menit.
Supernatan dibuang dan ke dalam tabung
dimasukkan kembali PBS sebanyak 5 mL.
Tabung disentrifus kembali dengan kecepatan
2.000 RPM selama 15 menit. Senyawa PBMC
diambil dan dimasukkan dalam tabung cryovial
serta disimpan dalam nitrogen cair.

Aktivasi Peripheral Blood Mononu-
clear Cell (PBMC). Aktivasi PBMC dilakukan
dengan penambahan PHA 5 mg. Peripheral
Blood Mononuclear Cell (PBMC) sebanyak 1 mL
dimasukkan  dalam sumuran/well  yang
mengandung media stimulasi dasar.
Phytohemagglutinin (PHA) sebanyak 0,5 pg/mL
dimasukkan ke dalam well dan diinkubasi
selama 72 jam.

Perhitungan Peripheral Blood
Mononuclear Cell (PBMC). Jumlah PBMC
dihitung dengan menggunakan hemositometer.
Pelet PBMC ditambah dengan 10 mL PBS dan
dihomogenkan. Larutan diambil sebanyak 10iL dan
ditambahkan 90 i, asam asetat 3%. Larutan diambil
sebanyak 10 1L dan diletakkan pada
hemositometer. Pengamatan jumlah PBMC
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dilakukan dengan menggunakan mikroskop
cahaya dengan perbesaran 100 kali. Jumlah
PBMC dihitung dengan rumus, Jumlah sel =
[(Jumlah sel dalam 4 lapang pandang) x (41)] x
volume hemositometer x faktor pelarutan

Infeksi SHIV pada PHA-stimulated
PBMC. PHA-stimulated PBMC beruk dan MEP
sebanyak 500.000 sel/mL dimasukkan kedalam
well. PHA-stimulated PBMC diinfeksi dengan
supernatan kultur sel transfektan yang
mengandung SHIV dengan perbandingan 1:10.
PHA-stimulated PBMC yang diinfeksi dengan
supernatan yang mengandung HIV sebagai
pembanding dan kontrol negatif berupa PHA-
stimulated PBMC tanpa perlakuan apapun.
Kultur diinkubasi pada suhu 37°C dengan 5%
CO,.

Pemeliharaan dan Koleksi Super-
natan Kultur PHA-stimulated PBMC.
Pemeliharaan kultur sel PHA-stimulated PBMC
beruk dan MEP yang diinfeksi dengan
supernatan dari kultur sel transfektan yang
mengandung SHIV dilakukan setiap satu
minggu sekali, yaitu hari ke-7 dan ke-14.
Pemeliharaan dilakukan dengan penambahan
media atau re-feeding PHA-stimulated PBMC
sebanyak 500.000 sel. Supernatan dikoleksi
setiap hari dan disimpan di dalam freezer dengan
suhu -80°C.

Pengamatan cytopathic effect (CPE).
Pengamatan cytopathic effect (CPE) dilakukan
setiap hari dengan menggunakan mikroskop
cahaya dengan perbesaran 160x. Interpretasi
pengamatan CPE dilakukan dengan
memberikan nilai ada atau tidaknya CPE pada
kultur PHA stimulated PBMC beruk dan MEP.

Pemeriksaan Imunofluoresen. Pelet
PHA-stimulated PBMC beruk dan MEP
diresuspensi dengan 100 ul. PBS, kemudian
diambil 25 ul. dan diletakkan di gelas objek.
Gelas objek kemudian didiamkan hingga kering
dan difiksasi dengan aseton selama dua menit
dan dicuci dengan PBS. Pelet kemudian ditetesi
dengan 10 pL antibodi terhadap protein p24 dan
inkubasi selama 60 menit. Gelas objek kemudian
dicuci dengan PBS sebanyak tiga kali masing-
masing selama lima menit. Pelet kemudian
ditetesi masing-masing dengan 10 uL konjugat
anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich) dan inkubasi
selama 60 menit. Gelas objek kemudian dicuci
dengan PBS sebanyak tiga kali masing-masing
selama lima menit. Pelet kemudian ditetesi
dengan evans blue secukupnya dan inkubasi
selama dua menit. Gelas objek kemudian dicuci
dengan akuades sebanyak tiga kali masing-
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masing selama lima menit. Gelas objek
kemudian diamati dengan mikroskop fluoresen.
Interpretasi jumlah sel yang terwarnai
dilakukan dengan memberikan nilai
berdasarkan interpretasi yang dimodifikasi dari
DeRycke et al. (2009) sebagai berikut: (-) tidak
ada pewarnaan, (+) <10% sel terwarnai, (++) 10%-
50% sel terwarnai, dan (+++) >50% sel terwarnai.

Analisis Data

Data hasil penelitian berupa pengamatan
CPE pada kultur PHA-stimulated PBMC beruk
dan MEP dianalisis secara kualitatif deskriptif.
Sementara itu, hasil pengamatan ekspresi
protein p24 pada kultur PHA-stimulated PBMC
beruk dan MEP dianalisis secara semi
kuantitatif berdasarkan nilai yang diperoleh dari
hasil rerata pengamatan semua lapang pandang.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Gambaran utama dari Acquired Immuno-
deficiency Syndrome (AIDS) adalah penipisan
limfosit T, yang sebagian disebabkan oleh
cytopathic effect (CPE) atau efek sitopatik
langsung dari virus. Cytopathic effect (CPE)
merupakan istilah yang sering diterapkan pada
perubahan seluler yang diinduksi virus yang
terlihat pada pengamatan menggunakan
mikroskop cahaya. Cytopathic effect (CPE)
terlihat ketika sel-sel memburuk akibat infeksi
virus. Perubahan ini termasuk pembesaran atau
penyusutan ukuran sel, pembentukan sel
raksasa berinti banyak (syncytia) dan produksi
inklusi (pewarnaan tertentu) dalam nukleus
atau sitoplasma sel yang terinfeksi. CPE antara
lain dapat berupa: pembulatan (rounding),
penempelan (plaques), penggumpalan
(clumping), sel raksasa (ballooning atau giant
cell), fusi (syncytium formation) dan badan
inklusi (Dilnessa dan Zeleke, 2017). Infeksi HIV
secara in vitro menyebabkan pembentukan dua
jenis CPE, yaitu syncytia dan lisis sel tunggal
(Costin, 2007). Syncytia juga ditemukan pada sel-
sel monyet yang diinfeksi SHIV (Etemad-
Moghadam et al., 2001).

Pengamatan CPE pada kultur PHA-
stimulated PBMC-SHIV beruk dan MEP dite-
mukan gambaran CPE berupa multinucleated
giant cells MGCs) sebagaimana Gambar 1 dan
Gambar 2. Multinucleated giant cells (MGCs)
merupakan fusi berbagai sel seperti makrofag,
sel epitel, monosit dan lainnya serta berinti
banyak dan berukuran besar (Gupta et al.,
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2014). Pembentukan MGCs pada kultur PHA-
stimulated PBMC-SHIV beruk dan MEP
menunjukkan bahwa SHIV dapat menginfeksi
PBMC beruk dan MEP secara in vitro.
Multinucleated giant cells (MGCs) juga
ditemukan pada sel manusia yang terinfeksi
HIV. Pembentukan MGCs diawali dengan
kontak antara limfosit T yang terinfeksi dengan
makrofag atau virus dengan makrofag atau
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limfosit T dengan reseptor primer CD4 dan
koreseptornya, baik CXCR4 atau CCRS5,
perubahan konformasi yang disebabkan oleh
pengikatan surface glycoprotein (SU) dan
mengekspos peptida TM yang memicu fusi
langsung HIV dan membran sel inang (Costin,
2007). Proses fusi sel menyebabkan membran
kedua sel bergabung dan membentuk sel raksasa
dengan inti banyak (Bracq et al., 2017).

210 pm

Gambar 1. Gambaran CPE berupa multinucleated giant cells (tanda panah hitam) pada kultur
PBMC terstimulasi PHA beruk yang diinfeksi SHIV (1A), HIV-1 (1B) dan kontrol negatif (1C) serta
ekspresi protein p24 (tanda panah putih) pada kultur PBMC terstimulasi PHA beruk yang diinfeksi
SHIV (2A), HIV-1 (2B) dan kontrol negatif (2C). Pewarnaan imunofluoresen terhadap protein p24
dengan konjugat -anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich) (perbesaran 400x).



Jurnal Veteriner

Pembentukan CPE pada kultur PHA-
stimulated PBMC beruk dan MEP dikonfirmasi
dengan pemeriksaan imunofluoresen terhadap
protein p24. Pemeriksaan imunofluoresen
merupakan teknik pewarnaan berdasarkan pada
interaksi antibodi-antigen dalam jaringan atau
cairan tubuh, dalam hal ini antibodi spesifik
dilabel dengan fluorofor (Im et al., 2020). Protein
p24 atau capsid (CA) merupakan antigen utama
(core) membentuk struktur pelindung di sekitar
asam nukleat dan untuk memperkenalkan
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genom virus ke dalam sel inang (Kartikeyan et
al., 2007). Ekspresi protein p24 pada kultur
PHA-stimulated PBMC beruk dan MEP ditandai
dengan pendaran warna hijau sebagaimana
Gambar 1 dan Gambar 2. Pendaran warna hijau
menunjukkan adanya ikatan antigen-antibodi
homolog yang sudah dilabel. Ekspresi protein
p24 pada kultur PHA-stimulated PBMC
menunjukkan ++ atau 10-50% sel terwarnai
pada beruk dan + atau <10% sel terwarnai pada
MEP sebagaimana Tabel 1.

Gambar 2. Gambaran CPE berupa multinucleated giant cells (tanda panah hitam) pada kultur
PBMC terstimulasi PHA MEP yang diinfeksi SHIV (1A), HIV-1 (1B) dan kontrol negatif (1C) serta
ekspresi protein p24 (tanda panah putih) pada kultur PBMC terstimulasi PHA MEP yang diinfeksi
SHIV (2A), HIV-1 (2B) dan kontrol negatif (2C). Pewarnaan imunofluoresen terhadap protein p24
dengan konjugat -anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich) (perbesaran 400x).
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Tabel 1. Nilai ekspresi protein p24 pada kultur
PHA-stimulated PBMC beruk dan

MEP yang diinfeksi SHIV
Perlakuan Macaca Macaca
fascicularis nemestrina
(N=23) (N=3)
SHIV + ++
HIV + ++
Kontrol negatif

Perbedaan nilai ekspresi protein p24 pada
kultur PHA-stimulated PBMC beruk dan MEP
berbanding lurus dengan pembentukan CPE
pada beruk dan MEP. Ekspresi protein p24
menunjukkan banyaknya PHA-stimulated
PBMC beruk dan MEP yang terinfeksi dengan
SHIV. Ekspresi protein p24 pada PHA-
stimulated PBMC beruk lebih banyak
dibandingkan MEP, dalam hal ini CPE yang
terbentuk juga lebih banyak pada PHA-
stimulated PBMC beruk dibandingkan MEP.
Ekspresi protein p24 yang rendah berkaitan
dengan kemampuan SHIV dalam menginfeksi
PHA-stimulated PBMC MEP.

Pembentukan CPE dan ekspresi protein p24
pada kultur PHA-stimulated PBMC
menunjukkan bahwa penggantian asam amino
pada bagian cyclophilin A binding region, gen
vif dan gen nef HIV-1 dengan asam amino pada
bagian cyclophilin A binding region, gen vif dan
gen vif SIV mampu meningkatkan kemampuan
SHIV dalam menginfeksi beruk dan MEP.
Penggantian ketiga bagian tersebut berkaitan
dengan fungsi masing-masing yang bersifat
spesies-spesifik. Cyclophilin A binding region
pada HIV-1 berfungsi sebagai situs pengikatan
untuk cyclosporin dan gen gag HIV-1.
Pengikatan CypA dengan kapsid HIV-1
merupakan langkah awal dalam siklus replikasi
HIV-1 pada sel. Ikatan antara gag dengan CypA
menentukan keberhasilan proses uncoating
virus pada awal infeksi HIV dan proses
transkripsi terbalik (Kamada et al., 2006).
Perubahan cyclophilin A binding region HIV-1
dengan cyclophilin A binding region SIV
meningkatkan keberhasilan ikatan antara gag
SIV dengan CypA sel satwa primata.

Protein vif merupakan protein aksesoris
pada HIV yang berperan sebagai faktor virulensi
untuk mendorong replikasi dan persistensi virus
serta penting untuk infektivitas virus dalam sel
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target (Sharkey et al., 2019). Human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
menyandikan gen aksesoris sebagai pertahanan
balik terhadap A3G yang berpotensi membatasi
replikasi HIV-1. Protein A3G merupakan
senyawa protein yang berperan sebagai anti
HIV-1 melalui induksi hipermutasi genom HIV-
1. Hipermutasi menyebabkan tidak dihasilkan
virus infektif pada akhir fase replikasi virus
(Thippeshappa et al., 2011). Kemampuan protein
vif untuk memblokir aktivitas antivirus A3G
bersifat specific-species. Protein vif HIV-1, SIVagm
dan SIV__ dapat menghambat A3G pada spesies
yang sama, tetapi tidak menghambat spesies
lain (Schrofelbauer et al., 2004).

Gen nef menjadi faktor virulensi yang
penting untuk perkembangan AIDS. Selama
fase awal infeksi HIV Nef diekspresikan dalam
jumlah besar bersama dengan gen tat dan gen
rev. Protein nef memainkan peran sentral
dengan menurunkan ekspresi protein
permukaan CD4, major histocompatibility
complex (MHC) I, MHC II dan CD28 yang
penting untuk pembentukan sinaps imun.
Protein nef juga meningkatkan kelangsungan
hidup sel yang terinfeksi dengan menghambat
sinyal kematian (Das dan Jameel, 2005). Protein
nef SIV merupakan antagonis terhadap tetherin
dan bersifat specific-species. Tetherin
merupakan protein inhibitor dalam sel manusia
yang menghambat pelepasan partikel HIV-1
baru dari sel yang terinfeksi (Zhang et al., 2009).
Simian-human immunodeficiency virus (SHIV)
yang diinfeksi pada monyet dan membawa gen
nef SIV menunjukkan peningkatan viral load
yang signifikan dibandingkan SHIV yang
mengandung gen nef HIV-1 (Shibata et al.,1997).

Perbandingan jumlah CPE dan ekspresi
protein p24 beruk dan MEP secara kualitatif
berbeda, dalam hal ini CPE dan ekspresi protein
p24 pada beruk lebih banyak ditemukan
dibandingkan pada MEP. Perbedaan jumlah
CPE dan ekspresi protein p24 pada beruk dan
MEP berkaitan dengan kemampuan SHIV
menginfeksi PBMC beruk dan MEP.
Pembentukan CPE dan ekspresi protein p24
yang terbatas pada PHA-stimulated PBMC MEP
berkaitan dengan protein tripartite motif
containing 5 (TRIMS5). Protein TRIMS5
merupakan faktor restriksi yang mengenali dan
menonaktifkan kapsid yang mengelilingi dan
melindungi inti retrovirus yang masuk (Ganser-
Pornillos dan Pornillos, 2019). Protein TRIM5
menjadi salah satu alasan yang mendasari
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ketidakmampuan HIV-1 untuk bereplikasi pada
sel satwa primata (Hatziioannou et al., 2009).
Protein TRIM5 dari monyet dunia lama,
seperti monyet rhesus dan membatasi retrovirus
pada manusia (HIV-1 dan HIV-2) serta
retrovirus hewan, seperti equine infectious
anemia virus (EIAV) dan N-tropic murine
leukemia virus (NMLV). Sementara itu, monyet
dunia baru umumnya tidak membatasi HIV-1
(Jimenez-Moyano et al., 2016). Beruk tidak
mengekspresikan protein TRIMS5, tetapi beruk
memiliki protein TRIMCyp, yaitu famili protein
TRIMS5 yang tidak menghambat infeksi HIV-1.
Alel TRIMCyp pada monyet rhesus dan beruk
membatasi HIV-2 dan feline immunodeficiency
virus (FIV), sedangkan alel TRIMCyp pada MEP
membatasi replikasi HIV-1 atau HIV-2 (Dietrich
et al., 2011). Meskipun MEP memiliki
keterbatasan dibandingkan dengan beruk,
namun MEP masih dapat dipergunakan sebagai
alternatif model HIV/AIDS berbasis SHIV.

SIMPULAN

Simian-Human Immunodeficiency Virus
(SHIV) dapat menginfeksi dan bereplikasi pada
PBMC beruk dan MEP secara in vitro. Infeksi
SHIV pada PHA-stimulated PBMC beruk dan
MEP ditandai dengan CPE berupa giant cell.
Cytopathic effect (CPE) pada PHA-stimulated
PBMC beruk dan MEP mengekspresikan protein
p24 masing-masing dengan nilai ++ (10-50% sel
terwarnai) dan + (<10% sel terwarnai). Beruk
memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan
MEP sebagai model HIV/AIDS berbasis SHIV
secara in vitro.
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