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I. PENDAHULUAN

1. Latar Belakang

Infekel wvirue hepatitie B (VHB) telah menjadi masalah
kesehatan masyvarakat di dunia termassuk di Indonesia. Selain
menyvebabkan penyakit hepatities akut infeksi VHB Jjuge dapat
menvebabkan akibat ikutan penyvakit hati kronik seperti hepa-
titis kronik., siroeis hati dan hepratoma. Di seluruh dunia
terdapat lebih dari 300 juta pengidap VHB., dengan eekitar 250
ribu kasus baru hepatoma rer tahun dan sekitar 40% dari pen-
derita sirosis hatl {akibat VHB) meninggal ksarena hepatoma
(Andereon & Murray-Lycon., 1885: Purcell, 18985: WHO, 1888;:
Zuckerman and Harrison, 1887).

Didalam darah individu yang terinfeksi VHB terdapat tiga
macam partikel wirus vaitu virion utuh (partikel Dane), par-
tikel HBsAg tubuler dan partikel HBsAg bulat dalam Jumlah
vang cukur banvak (Hoofnagle, 1981: Vvas and Blum, 1984).
Partikel Dane merupakan partikel yang terdiri atas selubung

luar valtu hepatitis &5 surtace anticen (HBsAz) vang membung-
kus baglien dalam virus vanz mengendung h=cstitis H core anti-
cger (HBcAg). hepatiti=s B e antigen (HBelAg), sartislly double
stranded DNa, ONVE polivmesitass dan suatu aktifitas protein
kinase.

HBeAg meruprakean komponen nukleokapsid virus vang biea
disekresikan kedalam sirkulasi darah (Vvas & Blum, 1884).
Adanva HBefAg dalam serum menunjukkan bahwa virus dalam fase
replikatif sehingga darah indiwvidu banyvek mengandung virien
dan eseangat infeksius (Baraldini e+ =2/., 1981; Miyvskewa &
Mayvumi, 1985). HBsAg tersusun atas protein S5 (masjor protein),
protein pre-52 (micole protein) dan protein pre-5S1 (Isrge
protezn). Proteln pre-5S2 merupakan Imun@dominant egitops,
sedang protein pre-51 didugs mempunvel reseptor VaANg nNerupa-
kan tempat untuk menempelnys VHE pada permukaan sel hati
(Wong =t &i., 1985; Neurath =:¢ =i., 1984, 1885, 1886, 18987a,
1988: Ou & Rutter., 1887}.
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Komrosisi protein HEsAg dari ketiga partikel wvirus (par-—
tikel Dane. HEsAgz tubuler dan HEsAg bulat) dipengaruhi oleh
aktifites replikesl virue. Pada fase replikesi, HBsAg virion
dan partikel HBsAg tubuler mengandung sekitar 158 large pro-
tern; sgedanglan rpartikel HBsgAg bulat hanva mengandung 1-2%
darge protein. Sebaliknye kompoeiel middle protein pada keti-
ga partikel tersebut sama yaitu sekitar 5-10% (Heerman e¢
aJ.. 19843, Pads fase nonreplikatif. hanva terdapat sedikit
sekall madoie protezn pada partikel HBsAg bulat dan praktis
tidak terdapst lzros protein (Stibbe and Gerlich, 1882: Tigl-
lais et s7., 1985). Ada tidaknya protein vang di kode oleh
regic pre & gencome VHE., membaws pengaruh terhadapr imuncgeni-

altas HBsAg. HBsAs vans mengandung meddis
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17 ternvata
lebih imuncgenik dibanding HBEsAg wang tidak mengandung micd-
dle provein (Millich &t 2d.., 18858 dan 1985L).

Pada protein S terdapat determinan antigenik yang menen-
tukan subtipe HE=sAg. Diketshui ada determinen kelompok a dan
determinan subtirik dfy dan w/r: sehinggs terdapat empat
subtipe utams HBsAg (subtipe VHB) vaitu adw, adr, ayw dan ayr
{Le Bouvier., 1871: Bancroft =¢ =2/., 1972)., Bubtipe adw, adr
dan avw tersebar luss di seluruvh Indonesia, sedang subtipe
avr sanget jearang ditemukan. Prevalensi subtire adw. adr dan
ayw di P. Jewa masing-maeing sdalsh sekitar 80X, 15% dan 5%
{Sulaiman =! =7., 1881: Gunawsasn dkk.. 1985: Mulyvanto. 1987;
Mulyanto = 24.. 1890).

VHE sebetulnva bukan virus vang sitopatik. terjadinya
kerussikan e=el hati pads infeksi VHE adalsh akibast resksi
imunologis tubuh penderita terhadap sel-sel hatl yang terin-
feksi VHE, Manifeestesi Lklinik veng terjadi sangat tergantung
pada reaksi imunclogik tersebut. terutama imunitas selular.
Dengan demikian hepatitis vang terjadil tergantung pada inter-
glkei wveng komplek antarsa sgent vang menginfeksi dan respon
imun host (Dienstag, 18984: Klingenstein & Dienstag, 1885).
Subtipe virus diduga dapat berpengaruh terhadsp perjalanan

penyakit (Dudley =t =2/.. 1972):; menurut Holland =t s/, (187Z)
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dan Gerety &t ail, (1975). subtipe ad cenderung lebih banyak
menvebabkan infeksi yvang mengakibatkan antigenemia wvang mene-
tap dan hepatitis kronis dibanding subtipe ay.

VHB mempunyai molekul DNA yang panjangnya bervariasi
tergantung subtipe virus, wyaitu antara 3182Z-3221 pasangan
basa. Perbedaan molekul DNA VHE antar subtipe wvang berbeda
depat mencapal 8-10%: sedang pada VHB dengen esubtipe vang
same hanyva sebesar 1.5%-2% (Tiollais =t al., 1984 & 1988).
Didalam genome VHB terdsrat empat open rsading “rame (ORF)
vaitu ORF 8§, C. P dan ORF X. OFRF 5., C dan ORF P masing-masing
mengkode s=intesa protein HBsAgz. protein core dan Dhve polvme—
rasie, sedang ORF X herfungsi dalam proses transsktivaei
translasi. ORF £ dibagi menjadi gena 5 yang mengkode sintesa
rrotein § dan regic pre-5 (pre-Sl1 dan pre-52) vang mengkode
sintesa protein pre-5. ORF C terdiri atas gena C dan regio
pre-C: gena C mengkode sintesa HBcAz., 2edang regio pre-C
hersama gena C berfungsi mengatur sintess dan sekresi HBEedg.
Produk dari masing-masing gena tersebut ternvata berbeda
tergantung subtipe wvirue dan perbedaan tersebut terutama
terdapat pada regio pre-5. Menurut Neurath =¢ s/, (1888)
perbedaan komposisi asam amino produk gena C, § dan regio
pre-3 dari subtipe VHE vang berbedz masing-masing adalash
sebesar 4%. B¥ dan 23% (Neurath =& =/, , 1888).

FPeda umumnyve pars ahli berpendarpst bahws subtipse VHE
tidak herpengaruh terhadap kuantitas berbageil komponen prote-
in yeng menyusun VHB, seperti HBeAg dan protein pre-SZ.
Laporan-laporan dsri berbagal deerah di dunis belum memberi
cukup bukti wvang dapat menunjukken bahwa subtipe virus berrce-
ngaruh terhadsr frekuensi HBsAg serum pengidap HBEsAg (Nath =:¢
al., 1878; Maynard =f si/., 1978: Courouce-Pauty & Plancon,
1878). Tenteng apakesh subtipe VHE pengaruh terhadap kandungan
antigen pre=-52. sampai ssat ini belum pernsh dilaporkan baik
di Indonesia maupun di negara lsin. Mulwyvanto (1888} wang
rertama kall melaporkan adanyva hubungan antara subtipe HBEsAg

dengan kandungan antisen pre-52. Penelitian pendshuluan yvang
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dilakuksn terhadap darah donor pengidap HBsAg di Jakarta dan
Surabava memberi petunjuk bahwa subtipe VHB berpengaruh ter-
hedap kandungan antlgen pre-5: serum: eerum prengidsp HBsAg
gubtipe adr mengandung lebih banyak antigen pre-52 dibanding
rengidap HBelAgz subtipe adw.

Dari laporan-laporan tersebut dapat disimpulkan adanvs
petunjuk bashwa skepresi gencme VHEB (vaitu preotein pre-3Z  dan
HB=Ag) dapat dipengaruhi oleh subtipe HBeAg. Oleh karena itu,
diduga perbedaan subtipe HBsAg akan membawa perbedsan kan-
dungan eantigen pre-52 sehinggs zkan menvebabkan perbedsasn
imunogenisitas HBsAg dan perbedaan subtipe HBEsAg akan membawa
varhedaan frekuesnsi HBEsAgz serum rpengidsp HEsAg,

2. Masalah

&). Apsksh terdapat perbedaan kandungen protein pre-3S2 dan
frekuensi HEeAz rada serum prengidap HBeAg dari berbagail
subtipe?

b1, Apsksh subtipe HEsfg depat menyebablan perbedsan Iimuno-

genisitas HEBEsAg murni.

o}

Tujuan Penelitian

g). mempelajari perbedaan kandungan antigen pre-5Z pada serum
pengidep HBEsfg dari berbagsail subtips. sehingga dapsat
diketshui perbedesan imunogenisitasnva.

b, mempelsajari perbedeern frekuensi HBelfg pads gerum pengidarn
HBsAgz dari berbagai subtipe.

=), mempelajari apakah perbedeasn subtipe HBEsAg dspst menve-
babkan perbedasasn imunogenisitas HBsAg murni.

d). mempelsisri epsksh perbedesn imuncogenieitas HEsAs murni

antar subtipe tersebut disebabkan oleh perbedsan kandung-

AN Bntigen rre-I2Z2.
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Hipotesis

Kandungan antigen pre-S5Z2 pada serum pengidap HBsAg subtipe
adr lebih tinggi dibanding pengidasp subtipe adw dan ayw.
Terdspat perbedaan frekuensi HBeAg pade serum pengidap
HEsAg dari berbagai subtipe HEsAg (adw, adr dan ayw).
HEBsAg murni subtipe adr lebih imuncgenik dibandinsg HBEsAg

murni subtipe adw dan avw.

Eegunaan Penelitian

Kegunaan teoritik

TDapat memberi sumbansgan dalam pengembangan tecori bioclogi
mcelekuler tentang peranan subtipe HEsAg terhadap kandung-
an protein pre-5SZ. Terdapat kemungkinan bahwa perbedaan
kandungan protein pre-5Z tersebut disebabkan oleh karena
rerbedaan rangkaizn (skibat perbedsan subtipe) dalam
regic wvang hertengsung Jewsbk untuk memacu transkripsi
gena pre-952.

Aplikasi klinik

Dapat mendasari penelitian untuk mengetahui sebseraps
bessr pengaruh subtipe terhedar gejalas dan prognosa
penvakit.

Aplika=sil laboratorik

FPemanfaatan subtipe untuk mendapstken HEsAg murni dengan
imuncgenisitas tingegi dalsm rangks produksi wvaksin dan

reagen diagnostik.
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II. TINJAUAN PUSTAEA

Virus hepatitis B bukan merupakan virus vyang sitopatik.
Kerusakkan sel yang terjadi pada hepatitis B adalah akibat
respon imunologik tubuh host terhadap antigent wvirus yang
menempel pada permukaan membran sel hati. Virus hepatitis B
mempunyal 3 determinan antigenik utama yaitu HBsAg, HBcAg dan
HBeAg. Pada HBsAg terdapat antigen pre-5 yang merupakan immu-
nodeminant epitepe dan subdeterminan antigenik ¥yang menentu-
kan subtipe wvirus. Perbedaan subtipe membawa perbedaan genome
virus; perbedaan tersebut cukup besar, bisa mencapai 10% dari
seluruh rangkaian genome virus. Pemurnian HBsAg dilakukan
untuk memperoleh HBsAg murni, baik untuk kepentingan produksi
reagen diagnostik maupun produksi wvaksin. Vaksin hepatitis B
vang sekarang beredar telah terbukti aman dan imunocgenik.
Namun demikian ada sebagian individu wyang tidak memberi
respon anti-HBEs setelah wvaksinasi hepatitis B. Penambahan
peptida pre-S diketahui dapat meningkatkan I1muncogenisitas

vaksin hepatitis B.

A. Viroelogi Virus Hepatitis B

Virus hepadna merupakan virus yang hepatotropik, terma-
suk dalam famili virus ini adalah Virus hepatitis B (VHB),
wood-chuck hepatitis wvirus (WHV), beechey ground squirrel
hepatitis virus (GSVH), Pekin duck hepatitis wvirus dan tree
squirrel hepatitis wvirus atau THBV (Feitelson et &al., 1986

cit. Tiollais et al., 15988).
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Pengetahuan mengenai VHE berkembang dengan pesat sejak

Blumberg et 21.(1965), melaporkan temuannva tentang antigen

Australia (HBsAg). Dilaporkan bahwa antibodi yang terdapat

dalam dua serum penderita hemopilia yvang sering mendapat

transfusi darah ternyata bereaksi dengan salah satu panel

serum vang berasal dari suku Aborigin Australia; karena itu

antigen tersebut dinamakan antigen Australia. Disusul pada

tahun 1870, Dane, Cameron dan Briggs menemukan partikel VHB

berdiameter 42 nm -disamping partikel HBsAg 22 nm- didalam

serum dari penderita dengan antigen Australia positif.

Fartikel tersebut sekarang dikenal sebagai partikel Dane,

vang merupakan virus utuh. Tahun 18970 Almeida et al.,

menggunakan detergen untuk memisahkan antigen core dari selu-

bung HBsAg:; berikutnyas Magnius dan Espmark menemukan HBeAg

pada tahun 1872, sehingga lengkaplah temuan seluruh determi-

nan antigenik utama VHBE.

HBeAg
HEBcAg
HEsAg

T DNA
DNA Polymerase

Gambar 1. Virus hepatitis B (partikel Dane)

(Sumber : Miyakawa and Mayumi, 1985)
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Virus hepatitis B (VHB) adalah virus vang species speci-
fie, hanva menginfeksi manusia dan beberapa primata lain;
sampail sekarang belum bisa dibiakkan dalam kultur jaringan
(WHO, 1977; Metselaar & Simpson, 1982; Vyas & Blum, 1984).
Virus hepatitis B (partikel Dane) merupakan partikel vyang
terdiri atas selubung luar yaitu hepatitis B surface antigen
(HEsAg) vang membungkus bagian dalam wvirus vyang mengandung
hepatitis B core antigen (HBcAg),  hepatitis B e antigen
(HBeAg), partially double stranded DNA, DNA polymerase dan
suatu aktivitas protein kinase.

Menurut Jawetz et al. (1976), virus hepatitis B stabil
pada suhu -20 derajat C sampai 20 tahun atau lebih dan tahan
terhadap pembekuan serta pencairan berulang kali. Stabil pada
suhu 37 derajat C selama 60 menit dan tahan terhadap iradiasi
ultraviolet. Pada suhu 100 derajat C selama 10 menit, 60
derajat C selama beberapa Jjam dan pada pH 2,4 selama & jam
infektifitasnya hilang, tetapi antigenisitasnya tetap. Sodium
hipecklorid 0,5% menyebabkan hilangnya antigenisitas HBsAg dan
infektifitas virion dalam waktu 3 menit, tetapi dalam serum

vang tidak diencerkan dibutuhkan konsentrasi yang lebih ting-

gi lagi (5%).

1. Hepatitis B Core Antigen (HBcAg).

HBcAg adalah komponen nukleockapsid VHB; terdapat dalam
gsel hati dan didalam partikel Dane. Dengan pemeriksaan mi-
kroskop elektron, HBcAg tampak sebagai partikel dengan diame-

ter 27 nm terletak didalam nukleus sel hati; sedang HBsAg

terdapat didalam retikulum endoplasmik sitoplasma. Tidak
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terdapat HBcAg bebas dalam sirkulasi darah; antigen ini dapat
dideteksi hanya setelah selubung wvirus dipecah (Sherlock,
1987). Pada penderita hepatitis akut, antibodi terhadap HBcAg
(anti-HBc) muncul dalam darah 3-5 minggu setelah munculnya
HBsAg, sebelum munculnya gejala klinik. IgM anti-HBec muncul
lebih dahulu dan bertahan dalam konsentrasi tinggi selama 6
bulan atau lebih; sedang IgG anti-HBe muncul segera setelah
IgM anti-HBc dan bertahan selama hidup. Pada individu yang
sembuh dari infeksi, HBsAg skan hilang disusul dengan muncul-
nva anti-HBs. Bila infeksi menetap, terjadilah pengidap kro-
nik yvang ditandail dengan tetap adanya HBsAg dan anti-HBec (CDC

Atlanta, 198B%).

2. Hepatitis B e Antigen (HBeAg).

HEeAg merupakan komponen nukleockapsid seperti halnya
HBcAg tetapi mempunyal determinan antigen%ﬁ vang berbeds;
selain itu HBeAg berbeda dengan HBcAg karena HBeAg dapat
disekresi kedalam darah (Vvas & Blum, 1984). Eratnya hubungan
antara HBeAg dalam serum dengan adanva partikel Dane dan
dengan petanda imunoclogik dan biockemik VHE (HBcAg dan DNA
VHE), menyvokong pendapat bahwa HBeiAg menunjukkan VHB vang
sangat infeksius dan secara tidak langsung menunjukkan infek-
tifitas sera (Baraldini et a2l1., 1981; Miyakawa & Mayumi,
1885). Sera HBsAg positif dengan HBeAg positif 1000.000 kali
lebih infeksius dari pada sera HBsAg positif dengan anti-HBe

positif (Miyakawa & Mayumi, 1985).
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HBeAg merupakan parameter dari replikasi virus. karens
itu prevalensinyva dipengaruhi cleh koneentresi HEesAg. Padsa
Ecnsentrasi HBEsAg tinggil (2 mgscc atau 1lebih) didapatkan
prevalensi HBeAg sebesar BOX: sedang pada konsentrasi HBEslAg
antara 0.05 mg/ce - 1.5 mg/ce, lebih sering didapatkan anti-
HBe (Vranckx =t a2l.,., 1880)., Menurut Mivakawa & Mayumi (1985)

status HBeAg pads rengidsar kronik VHB dipengaruhi oleh banvak

faktor termasuk status imunoclogik. etnik. sosicekonomik/gizi.

jenis kelamin dan umur host.

3d. Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg)

Didalam darsh individu wvang terinfeksi Virus Hepatitis
B, HBEsAg terdapsat dealam 3 bentuk vaitu HBsAg sebagal selubung
partikel Dane. partikel HB2Ag bulat dengan diameter Z2 nm dan

partikel HBEsAz tubular dengan diameter Z2 nm dan panjeng
antara S0-Z00 nm (Gambar Z). Konsentrasi HBsAgz dalam darah
1000-1000.000 kali konsentrasi partikel Dane. bissa mencapai
10 pangksat 13 partikel tiap oo gerum: =kivalen dengan 500 meog
rrotein HBsAg/cc (Hoofnagle, 1881;: Metzelsar & Simpson. 1982;
Robinson, 1985). HBsAg merupakan komponen antigenik VHB,
tetapl tidak infeksius: tersusun atas karbohidrat. lipid dan
protein (Vvas & Blum, 1884, Roblnson., 1885). Buovant density
dalam CeCl untuk partikel Dene. HEsAg bentuk bulat dan HBEsAg
tubular masing-masing adalsh 1.28 g/ml, 1.20 g/ml dan antara

1,20-1.28 g/ml (Millman ¢ &f.. 1970:; Dreesman =t &i., 1872:

Vyvae =t s5i,,1972; WHO, 1977: dan Robinson., 1985). EKoefisien
gedimentasinva sdsalsh anteras 33-545 untulk HBs&g bulat dan 145
5 untuk partikel Dane (Gerin et /., 1871: CDC Atlanta. 1877:

-]

WHO. 1877; Miyamoto., komunikasi pribadi).
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HBsAg bulat

Gambar 2. Partikel HBsAg

3a. Struktur dan Komposisi HBsAg

HBsAg terdiri atas protein (70,0%), karbohidrat (7,5%)

dan lipid (22,5%); merupakan suatu glikoprotein yang terikat

pada 2 lapisan lemak (Vyas & Blum, 1984; Ticllais et al.,

1984). Polipeptida HBsAg mempunyai kemampuan untuk berikatan

dengan sel-sel lipid dan membentuk partikel lipoprotein

{Patzer et al., 1984). Hubungan antara polipeptida HBEsAz de-

ngan lipid terdapat pada segmen hidrofobik polipeptida, waitu

pada 2 gegmen hidrofobik pertama dari 3 segmen hidrofobik

vang terdapat pada polipeptida protein S (Tiollais, 1984).

Polipeptida HBsAg terutama terdiri atas prolin (10%) yang

tersebar diseluruh bagian polipeptida, sistein (6%) di bagian

tengah polipeptida, triptofan (6-14%), tirosin (3%), serin

{10%) dan treonin (8%) vang pada umumnya merupakan tempat

i1
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mﬂnempelny&‘ molekul gula pada peptida (WHO, 1977: Robinson,

1885). Banyaknya asam amino aromatik yang menyusun HBsAg

menyebabkan abscrben (pada 280 nm, larutan 1%) wvang cukup

tinggl yaitu 37.26 (Vvee et ai., 1972). Hal ini mempermudah

pengukuran protein HBsAg secara spektrofotometrik: larutan

dengan absorben (pada 280 nm) = 3,726 mengandung 1 mg HEsAg.

HEzAg tersusun ates 3 maceam protein: masing-masing pro-
tein mengindukei antibodi speeifik. karensa itu dikenal tiga

epitope pada HBsAg wvaitu antigen S. antigen pre-S2 dan anti-

gen pre-51 yang masing-masing terdapat pada wmajor protein,

middle protein dan large protein (Neurath ¢ al., 1986).
Major protexn merupskan rangkeian 226 asam amino dan

didapatkan dalam Z bentuk vaitu bentuk glikoprotein dengan

berat molekul (BM) 27 ED (GP27) dan bentuk nonglikosilat

dengan BM 24 ED (P24). HKedua bentuk ssicr protein  tersebut

identilk susunan asasm aminonve. tetepl pada bentuk pertesms ada
tambahan molekul karbohidrat (glikan). Pada polipeptida ini

terdapat 3 segmen hidrofobik dan 2 segmen hidrofilik (Machida

gt af,, 1883; Tiolleis et al., 1884). Major protein merupsakan

rrotein tertier dan bentuknvs ditentuksan oleh jembatan disul-

fida antar sistein. Reaktifitas sssor protein sangat dipenga-

ruhi oleh Jjembatan disulfida tersebut (Heserman =t &:{.. 18984).

Migdle protean (pre-52) merurakan rangkalan 281  sasam

amine dan terdapat dalam Z bentuk. wvaitu glikoprotein dengan

2 komplek glikan BM 36 KD atau dissbut GF36 dan glikoprotein

dengan 1 komplek glikan BM 33 KD atau disebut GF33. Larg

o=
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protein (pre-S1) merupakan rangkaian 389-400 asam amino,
terdiri atas 2 bentuk yaitu bentuk glikoproetin dengan BM 42
KD atau disebut GP4Z dan bentuk nonglikosilat dengan BM 39 KD

atau disebut P38 (Heerman et al., 1984;:; Tiollais et al.,
1885).

HBEsAg selubung VHE mengandung 300-400 major protein dan

40-80 (middle + large protein). Komposisi protein HBsAg hen-

tuk tubuler identik dengan protein HBEsAg selubung VHB, sedang

komposisi protein partikel HBE=zAg bulat tergantung pada ada
ateu tidaknya replikasi wvirus. Pada pengidap kronik dengan
replikasi wvirus, partikel HEsAg bulat mengandung protein &
dan protein pre-52 dengan ratio yang sama dengan HBsAg selu-
bung VHE tetapi dengan jumlah protein pre-51 hanya 5% HBEsAg

selubung. Pada Kkeadaan tanpa replikasi virus, kandungan pro-

tein HEsAg bentuk bulat sebagian besar protein S5, protein

pre-52 hanva 1% dan tanpa protein pre-51 (Tiollais, 18985;

Takahashi, 1986). HBsAg bentuk bulat tersusun atas 60-100

molekul protein, merupakan sekitar 25% dari luas HBEsAg =selu-

bung VHE (Heerman et al., 1984).

3b. Sifat-sifat HBsAg
Menurut WHO Expert Comittee on Viral Hepatitis (1977)

dan CDC Atlanta (1977) HEsAg stabil terhadap pelarut-pelarut

organik dan reagen-reagen disosiasi, stabil terhadap suasana

asam untuk beberapa jam. Aktivitas antigeniknya stabil terha-
dap senyvawa-senyvawa yang biasanya menyebabkan denaturasi

seperti diethylaether, chloroform, urea, sodium dodecyl sul-
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phate dan beberapa enzim proteclitik. Tetapi pemberian etha-
nol dan buthancl menyebabkan hilangnyva aktivitas antigenik-
nya. Reaktivitas HBsAg stabil terhadap panas; pemanasan 60
derajat C selama beberapa jam tidak mempengﬁruhi reaktivitas
antigeniknya, tetapil pemanasan 100 derajat € selama 5 menit
menghilangkan seluruh afinitasnya terhadap antibedi. Aktivi-
tas antigeniknya hilang seluruhnya dengan pemanasan 85 dera-
jat C selama 60 menit. Determinan grup spesifik a stabil pada
60 derajat C selama 21 jam; sedang subdeterminan d/y reakti-
vitasnya akan sangat berkurang dengan pemanasan 60 derajat C
selama 3 Jjam.

Stabilnya HEsAg terhadap panas dan tahannya terhadap
digesti protease memberi petunjuk adanya komponen karbohidrat
dalam HEs=Ag, sedang adanya presipitasi HEsAg oleh cocncanava-
lin A dan reaksi anthrone positif menunjukkan adanya karbohi-
drat, lipid dan protein. Diduga karbohidrat memegang peranan
penting dalam mempertahankan aktivitas serclogik HBEsAg. Ak-
tivitas HBsAg murni turun 20% dengan pemberian sodium perio-
date selama 4 Jjam pada 37 derajat C (WHC Expert Comittee on
Viral Hepatitis, 1977:;CDC Atlanta, 13977). HEBEsAg dalam vaksin
| vang menggunakan adjuvant alumunium hidroksida) stabil sam-
pai 19 bulan bila disimpan pada 4 suhu derajat C. Selama
waktu tersebut antigenisitasnya menurun 50% bkila disimpan
pada suhu 20 derajat C dan menurun 75% bila disimpan pada

suhu 37 derajat C (Prince et al., 1984},

14
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3c. Subtipe HBsAg.

HEsAg mempunyai paling sedikit 5 antigenic determinant
vaitu group specific determinant a yang terdapat pada semua
HBsAg dan 2 pasang subtype specific determinant yvaitu d,y dan
w,r (Le Bouvier, 1971; Bancroft, 1972). Dengan demikian ter-
dapat 4 subtipe utama HBsAg wyaitu adw, ayw, adr dan ayr.
Dengan diketemukannya beberapa subtype subdeterminant maka
subtipe HBsAg pun bertambah yaitu: adw2, adw4; adr-g+, adr-g-
; ayr; aywl, ayw2, aywd, aywd4; adyw, adyr, adwr, aywr (Tiocl-
lais et al., 1884). Subtipe HEsAg adalah virus-specific dan
di "turunkan" bila VHB ditularkan kepada individu yang
rentan (Le Bouvier et al., 1972 Shorey, 1976; Holland,
1985). Di dunia terdapat variasi gecgrafik dari prevalensi
berbagai subtipe HBsAg dan wvariasi ini lebih banwyvak berhu-
bungan dengan daerah tempat asal individu dari pada daerah
tempat tinggal individu , sehingga dapat membantu menelusuri
migrasi penduduk pengidap VHB dimasa lampau (Mazzur et al.,
1974; Courocuce-Pauty et al., 1983). Subtipe adw, ayw dan adr
terdapat luas di berbagai bagian dunia; sedang subtipe avr
sangat jarang didapatkan. Dilaporkan subtipe ayr sering dida-
patkan di daerah Oceania dan di Jepang (WHO, 1977; Courouce-
Pauty et al., 1983; Nishioka, 1984; Tachibana et al., 1989).
Selain aspek epidemiologik, subtipe juga berpengaruh terhadap
perjalanan penyakit; subtipe ad cenderung lebih banyak menye-
babkan infeksi wvang mengakibatkan antigenemia yang menetap
dan hepatitis kronik dibanding subtipe ay (Holland et al.,

1972; Gerety et al., 1975).

16
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4. Antigen Pre-s :

Rangkaian asam amino vang dianalisa dari berbagai subti-
pe HEsAg, menunjukkan bahwa protein pre-5 mempunyai sifat-

sifat yang berbeda dengan protein 5. (Neurath et al., 1986)

vaitu (a) mempunyai sifat hidrofilik tinggi dan prosentase

tinggi residu bermuatan listrik; (b) tidak mengandung residu

sistein dan karena itu antigenisitas dan imunogenisitasnya

tidak tergantung pada ikatan disulfida; (c) diantara semua

protein VHE, merupakan polipeptida yvang susunan asam aminonya

paling tergantung pada subtipe HBEsAg; (d) mempunyai sedikit

persamaan dengan analeog rangkaian DNA dari Hepadna viridae

non manusia. Sifat-sifat ini memberi petunjuk bahwa protein

pre-5 merupakan bagian terluar virion, merupakan sasaran bagi

respon imun host dan bertanggung jawab untuk spesifitas virus

vang hanya menginfeksi manusia dan beberapa primata lain.

Pre-51 diduga berperan dalam mengatur keseimbangan s=sintesa
partikel HBsAg bulat, HBsAg tubuler dan HBsAg selubung viri-
on; sedang protein pre-52 merupakan epitope wvang imuncdomi-

nan, meningkatkan imunogenisitas HBsAg. Selain itu protein

pre=51 diduga mempunyal reseptor vang merupakan tempat menem-
pelnya VHB pada permukaan sel hati {(Wong et al., 1985;
Neurath et al., 1984, 1985, 1986, 18987; COu & Rutter, 1887).

Berbeda dengan antigen S, antigen pre-5 mudah rusak oleh

perlakuan yang agresif seperti pemanasan dan digesti oleh
enzim protease (Neurath et al., 1986; Takahashi et al.,
1986). Proses inaktivasi selama pembuatan vaksin (yang bera-
sal dari plasma) dapat mempengaruhi stabilitas antigen pre-5.

Perlakuan dengan pepsin dapat mempercepat rusaknya antigen
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pre-5; sebaliknya perlakuan dengan formaldehida akan menambah

stabilnya antigen pre-S. Perlakuan dengan formaldehida selama

tiga hari pada suhu 37 derajat C menunjukkan bahwa antigen

pre-S2 stabil pada konsentrasi formaldehida 1:1.000 sampai

1:8.000. Sebaliknya antigen pre-S2 (GP33 dan GP36) cepat

menghilang dalam larutan tanpa formaldehida. Pada konsentrasi

formaldehida lebih dari 1:1.000 mulai terjadi polimerisasi

protein menjadi molekul yang lebih besar. Aktifitas antigen

pre-52 dipertahankan lebih lama bila partikel disimpan dalam

suhu 4 derajat C; hal ini memberi petunjuk bahwa hilangnya

aktifitas pre-52 pada suhu 37 derajat C mungkin disebabkan

oleh adanya kontaminan protease serum yang masih tetap teri-

kat setelah proses pemurnian HBEsAg (Chen & Howard, 198R).

B. Biologi Molekuler VHE

Menjelang akhir tahun 1970, kemajuan dibidang biologi

molekuler telah dimanfaatkan secara efektif untuk dapat mema-

hami berbagai antigen serta mekanisme replikasi VHE. Antara

lain telah dapat dibuat berbagai antibodi monoklonal dari

protein sintetik yang dibuat berdasar pengetahuan tentang

susunan asam amino protein VHE. Keberhasilan pembuatan vaksin

hepatitis B wang berasal dari rekayasa genetik -yang sekarang

telah beredar di pasaran- Jugas tidak terlepas dari kemajuan

di bidang biologi molekuler VHB. Selain itu, pengetahuan ten-

tang cara replikasi VHB akan dapat melengkapi informasi yang
diperlukan vang dapat dipakai sebagai dasar dalam strategi

pengobatan anti-viral (Summers, 1988).

1
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1. Struktur DNA Virion

Adanya DNA dalam partikel Dane pertama kali diumumkan

oleh Robinson dkk. pada tahun 1974. Genome VHBE mempunyai

struktur yang khas dan tidak biasa; yaitu merupakan DNA yang
sirkuler dan sebagian dalam keadaan berpasangan (partially
double stranded DNA). Untaian yang panjang atau L disebut (-)
strand dengan panjang tetap, sekitar 3.200 nuklecotida. Untai-
an yang pendek disebut (+)strand mempunyai panjang yang ber-
variasi, sekitar 50%-75% panjang (-)strand (Tiollais et al.,

1984; Robinson, 1985). Posisi akhiran 5' dari (-)

dan
(+)strand serta akhiran 3' dari (-)strand adalah tetap, se-
dang posisi akhiran 3’ dari (+)strand bervariasi. Struktur

sirkuler genome dipertahankan oleh berpasangannya basa dari
akhiran 5' kedua strand sepanjang kurang lebih 200 nukleo-
tida.

Sampai sekarang telah dipublikasi 13 genome VHE lengkap;
empat subtipe &adr, tiga s=subtipe ayw, lima subtipe adw dan
satu subtipe ayr (Okamoto et al., 18988). Dari 13 genome ter-
sebut diketahui panjangnya bervariasi antara 3182-32Z21 nukle-
otida. Variasi panjangnya polinukleotida ini terjadi karena
ada nukleotida yang hilang ataupun vang bertambah. Anslisa
dari 13 genome tersebut menunjukkan adanya suatu tingkat
perbedaan, vang ditandai oleh adanya mutasi titik. Perbedaan
tersebut mencapail sekitar 10% untuk virus vang berbeda subti-
pe, sedang untuk virus dari subtipe sama variasinva hanya
sekitar 2%; kecuali untuk subtipe ayr vang hanya berbeda
kurang lebih 2% dengan subtipe adr (Tiollais et &l., 1984 dan
1988). Menurut Tiocllais et al. (1984),jumlah nukleotida pada

subtipe ayw berkisar antara 3182Z-3188, subtipe adw antara

3200-3221 dan subtipe adr berkisar antara 3188-3214.

18

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO




» o B

i e
e

PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

2. Organisasi Genetik VHB

Gambaran umum organisasi genetik VHB dapat diperoleh
dari analisa komparatif rangkaian nukleotida dari genome vang
di clone. Seluruh rangkaian 13 genome yang telah di clone,
menun jukkan adanya empat open reading frame (ORF) besar pada
salinan (-) strand. Selain itu peristiwa masuk ataupun hi-
langnva nukleotida (insertions/deletions) s=elalu merupakan
kelipatan tiga, sehingga memungkinkan lestarinya ORF. Seba-
liknya tidak ada ORF yvang mantap pada salinan (+) strand:
karena itu minus strand mengandung seluruh kapasitas wvirus
untuk mengkode protein. Hal ini Jjuga sesuai dengan mekanisme
replikasi virus hepadna, yvang menvangkut sintesa suatu RNA(+)
vang sesuail dengan (-) strand. Keempat ORF tersebut adalah 8,
C, P dan X; antara regio 8, C dan regic X saling tumpang
tindih paling tidak antara satu regio dengan regio lain,
sedang regio P overlapping dengan tiga regio yang lain
(Gambar 2.). Dengan demikian seluruh genome VHBE dapat dibaca
sepanjang satu setengah kali lipat; ini sesuail dengan kenya-
taan bahwa VHB merupakan virus DNA mamalia yang terkecil

{Tiollais et &l., 1984 dan 1988).
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Gambar 3. Peta genome VHB

{Sumber : Tiollais et al., 1984)

2a. Regio 5 :

Regio S5/pre-5 mengkode sintesa protein HBsAg, vang diba-
£i menjadi gena S5, regic pre-S51 dan regio pre-S2. Gena S dan
regio pre-52 mempunyal panjang vang konstan pada semua subti-
pe VHB. Sebaliknva akhiran §5' regio pre-51 dari subtipe adw,
adr dan ayr mempunyai 33 nukleotida lebih panjang dibanding
subtipe ayw (Tiecllais et al., 1988).

Gena S5 mengkode sintesa major protein vang tersusun atas
226 asama amino, disebut juga protein 8. Major protein terdi-
ri atas dua bentuk waitu bentuk glikosilat (GP27) dan bentuk
nonglikosilat (P24). GP27 mengandung kompleks ikatan N-glvycan
pada posisi asam amino 146, Analisa teoritik dari produk
translasi gena & menunjukkan bazhwa peptida S5 mempunyai tiga

rangkaian hidropobik vang dipisahkan oleh dua daerah hidropi-
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lik (Tiollais et al., 1984 dan 1988). Batas yang tegas kedua

daerah itu belum diketahui dengan pasti; namun telah diketa-

hui bahwa rangkaian hidropobik tersebut terletak pada asam

aminoe 7-23, 80-98, dan 169-226. Sebagian hesar variasi asam

amino peptida 5 terletak pada kedua daerah hidropilik. Vari-

asi yang berhubungan dengan determinan d/y terletak pada

posisi asam amino nomer 68 dan 122:; waitu Ile dan Lys untuk

determinan d menggantikan Thr dan Arg pada determinan v¥.

Yang berhubungan dengan determinan w/r lebih banyak lagi,

vaitu pada posisi asam amine 4, 47, 110, 113, 126, 160, dan

207; adalah Ile, Val, Ile, Ser, Thr, Ly dan Ser untuk deter-

minan w menggantikan Thr, Thr, Leu, Thr, Ile, Arg, dan Asn

pada r (Okamoto et al., 1986). Dengan tersedianva lebih ba-

nyalk rangkaian nukleotida DNA VHB, wvariasi ini mungkin akan

berkurang menjadi pada beberapa asam amino saja.

Menurut Tiollais et al. (1984) dan Okamoto et al. (1987,

1988), fena yang menentukan subtipe HBsAg terletak pada regio

S, Determinan kelompok a, terutama terletak pada posisi a=zam

amino nomor 110-137 dan 138-14%. Determinan d/y terutama

ditentukan oleh posisi asam amino nomor 122 (lisin/arginin)

dan determinan w/r terutama ditentukan oleh posisi asam amino

nomor 160 wvaitu arginin untuk determinan r dan lisin untuk

determinan w.

2b. Regic pre-38

Regio pre-52 dan gena 5 mengkode sintesa middle protein

dengan panjang 281 asam amino; merupakan glikoprotein yang
terdapat dalam dua bentuk yaitu GP33 (satu glikan) dan GP36

(dua glikan). Diduga pelekatan VHB pada hepatosit diperanta-
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rai oleh reseptor polymerized human albumin (poly-HSA) yang
terdapat pada produk translasi pre-SZ2 pada permukaan hepato-
sit (Thung, 1984). Residu terminal N nomor 1-26 dari 55 asam
amine vang dikode oleh regioc pre-S52 mempunyal epitope vang

dominan pada permukaan HEsAg. Epitope ini tidak tergantung

pada ikatan disulfida dan nampaknya lebih imunogenik diban-
ding epitope major protein serta dapat menghasilkan neutrali-

zing antibody (Neurath et al., 1885; Rutgers et al., 1988)

Protein pre-52 mempunyail 2 daerah hidropilik lokal,
terletak antara assam amino nomor 15-20 dan antara nomor 50-
55, wang merupakan determinan antigenik pre-52. Pada rangkai-

an asam amino nomor 14-32, susunan asam amino untuk subtipe

adr, ayw dan subtipe ayr adalah =zama; tetapi pada subtipe adw

susunannyva berbeda. Pada subtipe adw asam amino nomor 22
adalah leusin, sedang pada subtipe adr, avw dan ayr adalah
fenil alanin (Okamotoc et al., 1985; Millich et al., 1988).

Menurut Millich et al. (1986) epitepe vang tersusun atas asam

amino nomer 17-23 adalah merupakan subtype dependent epitope.
Reagen Elisa/hemaggglutinasi untuk mendeteksi antigen pre-52
vang dibuat dari antibodi monoklonal terhadap peptida sinte-
tik {(aa nomor 14-32) ternvata mempunyai sensitifitas vang
tidak tergantung subtipe HBsAg (Okamoto et al., 1985; Machida
et &1., 1987; Budkowska et al., 1987; Neurath et al., 1987).
2b.1. Regio pre-S1

Regio pre-S51, pre-52 dan gena 5 mengkode sintesa large
protein, vyang terdapat dalam bentuk glikesilat (GP42) dan
bentuk nonglikosilat (P39). Panjang polipeptida pre-S1 berva-

riasi tergantung subtipe; 108 pada subtipe ayw dan 119 pada
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subtipe adw, adr dan ayr (Tiollais et al., 1988). Rangkaian

large protein sangat penting dalam mengenali reseptor pada

permukaan hepatosit, terutama asam amino nomor 21-47 (Neurath

et al., 1986b). Pada cell line yang mengandung DNA VHB rekom-

binan, adanya rangkaian pre-S1 yang berlebihan akan mengham-
bat sekresi partikel HBsAg (Ou & Rutter, 1987). Diduga large

protein membantu memacu pembentukan HBsAg filamen dan parti-

kel Dane (Persing et al., 1986 cit. Ticllais et al., 19B8).

Gambar 4. Regic § dan pre-5 genome VHB.

(Sumber : Neurath et al., 1986)

Keterangan:

- Jika pembacaan mulai pada titik (a) sampai ujung panah,
terbaca 226 codon dan akan disintesa protein 8.
- Jika pembacaan mulai pada titik (b) sampai ujung panah,

terbaca 226 + 55 codon dan akan disintesa protein pre-

52. Pembacaan pada titik b) jarang terjadi,sehingga

HBsAg sedikit mengandung protein pre-SZ2.
- Jika pembacaan mulai pada titik (c) sampai ujung panah,

terbaca 226 + 55 + 119 codon dan akan disintesa protein
pre-51 (Neurath et al, 1986).

MILIK
FERPUSTAKAAN
WRIYERSI TAS AIRLANGOA
SURABAYA
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Pada fase replikasi wvirus, HBsAg wvirion dan partikel
HBsAg tubuler mengandung sekitar 15% large protein; sedangkan
partikel HEsAg bulat hanya mengandung sekitar 1-2% large
protein. Sebaliknya komposisi middle protein pada ketiga
partikel HBsAg tersebut sama vaitu sekitar 5-10% [(Heerman et
al., 1984). Pada fase nonreplikatif, hanya terdapat sedikit
sekali middle protein pada partikel HBsAg bulat dan praktis
tidak terdapat large protein [(Stibbe and Gerlich, 1982: Tiol-
lais et al., 1985). Ada tidaknya protein yang di kode ocleh
regio pre 5, membawa pengaruh terhadap imunogenisitas HBsAg.
HEsAg yang mengandung protein yang dikode oleh region pre 8§
ternvata lebih imunogenik dari pada HEsAg wyang tidak mengan-
dung protein yang dikode oleh regio pre 8§ (Millich et al.,
1985a dan 1985b).
2c. Gena C

Gena C mengkode sintesa protein core (P22%), dengan
akhiran karboksil wyang sarngat kava akan residu arginine,
serine dan proline. Diduga rangkaian kava arginine ini terli-
bkat dalam interaksi antara genome VHB dengan nucleocapsid.
Regio pre-C dan gena € mengatur sintesa protein core yang
bisa disekresi wyvaitu HBeAg. Di dalam darah HBeAg terdapat
sebagal protein dengan berat molekul (BM) 15.000 dalton, ¥yang
dihasilkan dari pemecahan P22%. Regio pre-C tidak dibutuhkan
untuk expressi HBcAg maupun HBEeAg; tetapi adanyva regio pre-C
menvebablkan HBeAg berikatan dengan retikulum endoplasmik dan
berakibat disekresinya HBeAg. Selain itu regio pre-C mungkin
juga berperan dalam interaksi antara HBcAg dengan HBsAg untuk

prembentukan partikel Dane (Ou et al., 19%86; McLachlan, 1887;
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Rossinck et al., 1986 cit. Tiellais et al., 1988). Di negara-
negara Mediterania dan Asia banyak terdapat penderita penyva-
kit hati kronik dengan HBsAg positif, HBeAg(-) dan anti-
HEe(+) tetapi dengan DNA VHB(4). Penderita-penderita seperti
ini biasanya menunjukkan gejala klinik berat (Hadzivannis et
al., 1990). VHE pada penderita seperti ini terbukti telah
mengalami mutasi sehingga tidak mempunyai regioco pre-C; aki-
batnya tidak didapatkan HBeAg dalam serum. Anti-HBe bisa
muncul dalam darah, karena vang merupakan epitope HBeAg ada-
lah protein core. Bila binatang (kelinci, mencit, chimpanzee)
disuntik dengan HBcAg vang sudah mengalami denaturasi, maka
binatang tersebut akan membentuk anti-HBe. Jadi wvang berlaku
sebagai epitope untuk HBeAg adalah core vang mengalami dena-
turasi (Thomas, 1988).
2d. Regio P

Regio P mengkode sintesa suatu protein dasar yang kaya
histidine, dengan BM 20.000 dalton; suatu BM yang mendekati
DNA polymerase. Perbandingan rangkaian asam amino produk
translasi regioc P dengan reverse transcriptase retrovirus
serta virus cacliflower mozaic menunjukkan adanya Jjejak homo-
leogi pada daerah yang tumpang tindih (ocverlap) dengan bagian
akhir gena 5. Hal ini mendukung ide bahwa regio P mengkode
sintesa DNA polymerase yang mempunyal aktifitas reverse
transcriptase [{Toh et al., 1883 c¢it. Tiollais, et al.,1988).
2e. Regio X

Regio X dapat mengkode polipeptida dengan panjang 145-
154 asam amino, tergantung subtipe; antibodi terhadap poli-

peptida ini sering dijumpai pada berbagai penderita penyakit
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hati (Levrere et al., 1988; Moriarty et al., 1988). Fungsi
produk gena X belum jelas; diduga berperan dalam fungsi
transaktifasi translasi (Wollersheim & Hofschneider, 1888;

Mayumi, 1990; Seto et al., 1880; Maguire et al., 19891).

3. Heterogenitas Viral

Menarik untuk diketahui bahwa pasangan asam amino vyang
berhubungan dengan subtipe -baik determinan d/y maupun w/r-
didapatkan Jjuga pada regio lain; sehingga besar kemungkinan
subtipe HBsAg berhubungan Jjuga dengan subtipe HBcAg/HBeAg.
Variasi susunan asam amino vang didapatkan pada protein S
Jjuga didapatkan pada protein VHB wvang lain. Ada yang variasi-
nya besar seperti pada protein pre-5 dan ada juga vang varia-
sinva kecil seperti pada HBcAg (Tiocllais et al., 1984:; Neu-
rath et al., 1986b). Pada satu subtipe, antigenisitasnya juga
bervariasi (Courcuce et al., 1984), Misal antigenisitas sub-
tipe ayw3d pada pengidap VHEB orang kulit putih di Amerika
Serikat berbeda dengan orang-orang aborigin; demikian pula
antara orang-orang Afrika dan Timur Jauh dengan orang Amerika
dan Australia. Pada subtipe ayw2, aywd dan subtipe adw2,
ternvata didapatkan pula perbedaﬁn antigenisitas berdasarkan
asal geografik.

Okamoto et al. (1988) dan Estacio et al. (1988) mengada-
kan penelitian genome VHB dari berbagai subtipe yang berasal
dari beberapa negara. Hasil penelitiannya menunjukkan adanya
perbedaan susunan nuklecotida genome VHB dari subtipe yang

sama, tetapi berasal dari daerah (negara) yang berbeda. Su-

sunan nuklectida genome VHE subtipe adw yang berasal dari
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Amerika Serikat berbeda sampai lebih dari 8% dengan subtipe

vang sama yang berasal dari Asia (Jepang dan Indonesia).

Ternvata perbedaan tersebut terutama disebabkan cleh perbeda-
an dalam region pre-5 (12,4%) lebih dari pada perbedaan dalam
region 5 yang hanya 8,9%. Besarnya perbedaan susunan nukleo-
tida genome VHB dari subtipe wyang sama yvang berasal dari

daerah yang berbeda ini hampir sama dengan besarnya perbedaan

susunan nuklectida antar subtipe HEsAg.

4. DNA Virus Dalam Hepatosit

Didalam hati, DNA wvirus dapat berada baik dalam keadaan

bebas maupun dalam bentuk terintegrasi dalam genome hepato-
sit. DNA hebas dan bentuk terintegrasi biasanya tidak terda-

pat bersamaan di dalam satu penderita. Kalau pun kedua ben-

tuk tersebut terdapat di dalam satu penderita , masing-masing

terdapat dalam sel hepatosit wvang berbeda (Ticllais et &1.,
15984).

Rangkaian DNA virus vang terintegrasi kedalam genome

hepatosit dapat dijumpai pada penderita hepatitis kronik -

dengan maupun tanpa sirosis- , penderita hepatoma dan Jjuga

rada beberapa penderita hepatitis akut. Sebagian besar DNA
VHE yang terintegrasi terdapat pada pengidap dengan HEsAg-
positif dengan HBeAg-negatif; namun demikian dijumpai juga
pada bheberapa kasus dengan HEsAg-negatif (Tiollais et al.,
1884 )

Untuk ekspresi gena C dan gena P diperlukan adanya re-

plikasi virus, hanya gena 5 yang dapat diekspresikan dari

rangkaian DNA yang terintegrasi. Perbedaan ekspresi ini mem-
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beri petunjuk bahwa mekanisme pengaturan gene S berbeda de-

ngan gena yang lain. Integrasi kedalam genome hepatosit dapat

berupa fragmen maupun rangkaian DNA VHB utuh dengan beberapa

fragmen tambahan. Masih belum jelas apakah integrasi terjadi

hanya pada satu tempat tertentu dari genome host atau pada

beberapa tempat yang berbeda. Bukti-bukti yang ada menunjuk-
kan bahwa tempat integrasi DNA VHE terjadi secara acak, tidak
mempunyai lokasi tertentu pada genome hepatosit (Tiollais, et

al., 1984). Menurut Robinson (1985), pada satu individu

pengidap nampaknya integrasi DNA VHB kedalam genome hepato-

sit terjadi pada satu tempat tertentu,

Bukti yang menunjukkan bahwa DNA VHB mungkin berintegra-

si kedalam genome sel penderita hepatoma diperoleh dari

kloning molekuler rangkaian genome penderita tersebut. FPada
secrang penderita hepatoma dini ditemukan DNA bebas baik pada
jaringan tumor maupun Jjaringan non-tumor, sedang DNA VHBE vang

terintegrasi kedalam genome host hanyva terdapat pada jaringan

tumor saja. Tetapi pada penderita hepatoma yang sudah lanjut

tidak ditemukan DNA VHBE bebas baik pada sel tumor maupun sel

non-tumor; seluruhnya terdapat dalam bentuk terintegrasi.

Fadae penderita tersebut, panjang rangkaian DNA VHB wvang ter-
integrasi sangat bervariasi dan praktis tidak dalam ranskaian

agli (Rutter et =21., 1984), Bisa hampir utuh seluruh rangkai-

an DNA VHB terintegrasi maupun hanya berupa fragmen-fragmen
dan sering kali sudah mengalami penghilangan serta penyusunan
kembali rangkaian genome virus (Tiellais et al., 1984; Robin-
son, 198B5; Hino et al., 198%). Penelitian lain menunjukkan

adanva DNA VHB yang terintegrasi di dalam hepatosit non-tumor
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penderita -hepatnma. Adanva DNA vang terintegrasl dalam sel

non-tumor pada penderita hepatoma memberi petunjuk bahwa

proseg integrasi mendahului terjadinyva keganasan (Zuckerman

and Harrison., 1987).

5. Replikasi Virus

Feplikasi menunjuk pada proses dimana virus menginfeksi
gel vang rentan. mereproduksi bahan-bshan genome dan protein
virus. kemudian merakit progeny virus yvang infeksius serta
mengeluarkannva dari sel. Penelitian menunjuken bahwa gencme
Thick hepatitis virus melakukan replikasi melaluil suatu inter-
mediate ENA:; model tersebut sekarang diterima oleh para ahli
eesbagai cara replikasi untuk seluruh famili hepadna virus
(Summers & Mason. 1882).

Dalam proses sintesa protein virus. sintesa HBcAg terja-
di mendahului sintesa HBEsAg, untuk kemudia membungkus RNA(+)
membentuk pregenome virus. Selanjutnva terjadli sintesa DHA
virus dan pematangan nukleockapsid. Sementara itu terjadi
sintesa HBEsAg didalam membran dan sisterna retikulum endo-
plasmik. untuk kemudian menyelubungi partikel core membentuk
virion utuh. Sintesa HEsAg biasanva terjadi berlebihan. se-
hingga terdapat sejumlah besar partikel HBsfAg tanpa core.
Virion dan partikel HBEsfg (bulat dan tubuler) intrasisternal
kemudian dikeluarkan dari hepatosit dengan Jjalan budding
(Gudat & Bianchi, 1977 dan Kamimura et &J., 1981: cit. Gerber
& Thung, 1885; Summers, 1984, 1988: Watson =t =s1., 1887).

Mekanisme replikasi VHE terlihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Model Replikasi Hepadnavirus
(Sumber : Wu 2t ai., 189891)

Keterangan :

Waktu terjadi infeksi, VHE masuk kedalam sel hati tanpa
selubung HBsAg: nukleckapsid kemudian masuk kedalam nukleus
Zdidahuluil oleh lepasnva pembungkus DNA. Selama proses itu di
dalam nukleus hepatosit, DNA virus skan diubalh dari relaxed
circular DNA (RC DNA} meniadi bentuk covalently closed circu-
lar DNA (CCC DNa). Ferubahan dari RC DNA meniadi CCC DNA
diduga menggunakan enzim-ensim seluler, tetapi bagaimanas
mekanismenya samgal sekarang belum diketashui. CCOC0 ODNEG Lemu-—
dian berlasku sebagai cetakan unituk transkrip utama mANG virus
fiRNEG 2,1 kbase, FANA 2,5 kbase dan RARNA 3,5 kbase) termasuk
transkrip pregenome virus. DI delam sitoplasma, pregenome
wirFus selanjutnyva dibungkus kedalam core dan diubah menjadi
DNA(=) ocleh enzim reverse transkriptase; sintesa DNA(+) ter—
Jadi dengan menggunakan DN&({-}) sebagai cetakan. Selanjutnva
nukleckapsid yvang telah terbentuk biss kembali lagi masuk
kedalam nukleus untuk melipat gandakan Jumlah CCC DNA  (Jalur
1), ateu disekresi sebagai partikel virus masak (virionl).
Secara teoritis virion vang telash disekresi tersebut dapat
Jugs berpartisipasi dalam melipat gandakan CCC DNA (jalur 2},
tetapi pad umumnya para ahli berpendapat bahwa jalur 2 tidak
diperlukan untuk pelipat gandaan CCC DNA.
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C. Petanda Infeksi Virus hepatitis B

Bila individu terinfeksi VHB, tanda-tanda infeksi dapat
diketahui melaluil pemeriksaan serologik baik pemeriksaan
terhadap antigen wvirus maupun terhadap respon imun host
(Tabel 1). Petanda serclogik dari bagian core virion menun-
jukkan berlangsungnya replikasi virus; dengan demikian hepa-
titis B e antigen (HBeAg) berkorelasi dengan berlangsungnya
replikasi wvirus (Miyvakawa & Mayumi, 1985; Sherlock, 1987).
HBeAg muncul selama serangan akut, kemudian menghilang bila
penderita mengalami penyembuhan. HBeAg tetap bertahan pada
individu wang menderita penyvakit kronik. Antibﬂdi terhadap
HBeAg (anti-HBe), merupakan parameter kurang aktifnyva wvirus
dan petanda relatif rendahnva infektifitas (Mivakawa & Mayu-
mi, 1985).

Hepatitis B core antigen (HBeAg) tidak dapat dideteksi
dalam darash, berbeda dengan antibeodinya (anti-HBec). Anti-HBe
IgM titer tinggi dalam serum menunjukkan adanya infeksi akut
dan infektifitas tinggi (CDC Atlanta, 1983}, IgM anti-HBe
juga berguna untuk menentukan apakah hepatitis tersebut kare-
na VHB atau karena superinfeksi oleh virus lain; pada 5%-6%
kasus hepatitis B fulminan, IgM anti-HBc merupakan satu-satu-
nya petanda adanya infeksi VHB (Sherlock, 1987). Persistennya
IgM anti-HBC dalam serum menunjukkan berlangsungnyva penyakit
menuju kronik. Sebaliknya titer rendah IgG anti-HBc dalam
serum disertai dengan antibodi terhadap HEsAg (anti-HBs)

menandai infeksi wywang telah sembuh; tetapi titer tinggi IgG
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anti-HBc dalam serum tanpa anti-HBs, menunjukkan tetap

berlangsungnya replikasi virus. Petunjuk yang paling sensitif

dari replikasi wvirus adalah adanya DNA VHBE dalam serum

(Sherleck & Thomas, 1983).

Tabel 1. Petanda Serologik Infeksi Virus Hepatitis B
Petanda Makna

HBEsAg Pengidap akut atau kronik

IgM anti-HBc Hepatitis B akut (titer tinggi)

Hepatitis B kronik (titer rendah)
IgG anti-HEc Pernah terpapar hepatitis B [(HBsAg negatif)
Hepatitis B kronik (HBsAg positif)
Anti-HBs Imun terhadap hepatitis B
HEeAg Salah satu petanda replikasi wvirus,
Infeksi akut (IgM anti-HBc titer tinggi),
Infeksi kronik (IgG anti-HBc titer tinggi)
Masa konvalesens (HBEsAg negatif), atau
Infeksi kronik (HBsAg positif)

Infeksi akut atau infeksi kronik replikatif

Anti-HBe

Pre-5

anti pre-8 Hepatitis akut menjurus sembuh (HBEsAg+),

Imun terhadap hepatitis B (HBsaAg-).

DNA VHB Infeksi akut atau infeksi kronik replikatif

=Rl e T R

Cara pemeriksaan peptida HBsAg.

Ada beberapa cara untuk memeriksa ketiga macam protein
vang menvusun HBsAg (Okamoto et al., 1985; Neurath et al.,

1987h; PBudkowska et al., 1987) waitu:
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a. Elektroforesis Gel:

Cara ini mendasarkan diri pada berat molekul ketiga macam
peptida yang menyusun selubung VHB. Mula-mula dilakukan
pemecahan HBsAg dengan menginkubasikan HBsAg dalam bufer
Tris-HCl wvang mengandung Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) dan 2
mercaptoethancl. Kemudian bersama-sama standar berat mole-
kul dilakukan elektroforesis dalam gradient polyacrylamide
gel; setelah itu dicat dengan coomassie brilliént blue,
Dengan cara ini akan terlihat 3 kelompok protein vang ber-
beda BM nya vaitu

S protein : 24 - 27T K

pre-52 protein : 33 - 386 K

pre-51 protein : 39 - 42 K
b. ELISA, RIA dan hemagglutinasi pasif:

Disini digunakan antibodi monoklonal/poliklonal terhadap
HE=sAg dan terhadap peptida sintetik yang analog dengan
antigen pre-S. Pemeriksaan dengan metoda Elisa atau RIA
biasanya lebih sensitif dibanding SD5 PAGE (Gerken et al.,

1987)

D. Epidemiologi Infeksi Virus Hepatitis B

Selain menyebabkan Hepatitis virus akut, infeksi Virus
hepatitis B diketahui dapat menyebabkan akibat ikutan penya-
kit hati kronik seperti hepatitis kronik, sirosis hati dan
Hepatoma. Di seluruh dunia diduga terdapat lebih dari 300

juta pengidap virus hepatitis B, dengan sekitar 250.000 kasus
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baru hepatoma per tahun dan sekitar 40% dari penderita siro-
sis hati (dengan HBsAg positif) meninggal karena hepatocellu-
lar carcinoma (Anderson & Murray-Lyon, 1985; Purcell, 1985;
Zuckerman and Harrison, 1987; WHO, 1988).

Di Indonesia prevalensi infeksi Virus Hepatitis B -
seperti halnya negara-negara berkembang pada umumnya - ada-
lah termasuk sedang atau tinggi (Socewignjo & Mulyante, 1984),
Dari banvak laporan, frekuensi HBEs antigenemia (RPHA) pada
kelompok individu dewasa sehat berkisar antara 3-17%, dengan
exposure rate dapat mencapal sekitar 80%. Ini berarti pada
beberapa tempat ada sekitar B0% dari penduduk yang telah
pernah terinfeksi wvirus hepatitis B. Pada kelompok umur 1-10
tahun, exposure rate terhadap infeksi virus hepatitis B ber-
kisar antara 14 % - 42 % (Mulvanto dkk, 18383; Scewignjo dkk,
1983, 1984; Scewignjo & Mulyanto, 1984; Mulyanto, 1985).

Peranan infeksi Virus hepatitis B terhadap terjadinya
penyakit hati kronik tercermin dari banyaknya jumlah pende-
rita dan tingginya HBs antigenemia pada penderita-penderita
tersebut. Para peneliti melaporkan, sekitar 50% dari pende-
rita penyakit hati kronik adalah disebabkan oleh infeksi
virus hepatitis B dan dari seluruh penderita wvang dirawat di
Bagian Penvakit Dalam pada beberapa Rumah Sakit di Indonesia
3,5% adalah penderita sirosis hati dengan angka kematian men-
capai 30,5% (Scewignjo dkk, 1981; Kusumobroto, 1983;

Socewignjo & Mulwvanto, 1984; ).
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1. Prevalensi subtipe HBsAg

Di dunia terdapat variasi geografik dari frekuensi ber-
bagai subtipe HBsAg dan variasi ini lebih banyak berhubungan

dengan daerah tempat asal individu dari pada daerah tempat

tinggal individu , sehingga dapat membantu menelusuri migrasi

penduduk pengidap VHB dimasa lampau (Mazzur et al., 1974:

Courouce-Pauty et al, 1983). Subtipe adw, ayw dan adr terda-

pat luas di berbagai bagian dunia; sedang subtipe ayr sangat

jarang didapatkan. Dilaporkan subtipe ayr sering didapatkan

di daerah Oceania. Subtipe ayw tersebar luas mulai dari Afri-

ka Utara , Tengah dan Afrika Barat melalui Mediterania sampai

ke jazirah India. Di Afrika Timur, Eropa Utara, Amerika, Asia

bagian Selatan dan Australia subtipe yvang dominan adalah adw.
Subtipe adr meluas dari Asia Timur Laut sampai Asia bagian
Selatan. Nepal merupakan batas antara daerah adw dan ayw.

Untuk Asia daerah subtipe adw terutama terdapat di Asia

bagian selatan =seperti Okinawa, Taiwan Filipina, Indonesia,

China Selatan, India Barat-dava (WHO, 18977:; Courcuce-Pauty et

al, 1983; Nishiocka, 1984). Subtipe HBEsAg di Jepang menunjuk-

an distribusi geografik yang berbeda dari utara ke selatan.
Subtipe adr dominan terutama di Jepang bagian selatan, dan
cenderung makin Jjarang ke arah utara, sebaliknya subtipe adw
makin ke utara cenderung makin dominan (Yamashita et al.,
1975). Tachibana (1989) melaporkan subtipe adyr (79,6%), adw
{17,6%), ayw (0,4%) dan subtipe ayr (0,9%) dari 5082 pengi-
dap HBsAg asimtomatik di Jepang. Pada penderita hepatitis B
akut, perbandingannye justru terbalik; subtipe adw

Jjustru

lebih dominan dibanding subtipe adr (Mayumi, komunikasi pri-

35

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO



e

i e —

e —— R

PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

badi). Laporan tentang distribusi subtipe HBsAg di Indonesia

dapat dilihat pada Tabel 2. Seperti tampak pada Tabel 2, di
Indonesia subtipe adw dominan di Jawa, Kalimantan, Lombok dan
Sumbawa, subtipe avyw dominan di Flores dan Maluku,

sedang

subtipe adr dominan di Sumatera Barat dan Irian Jaya.

Tabel 2. Distribusi Subtipe Utama HEsAg di Indonesia

e e e e e e

Pulau/ FPenulis Jumlah  ===-==cememeee—e————-
Kota sampel adw adr avw
Sumatera, Sulaiman dkk. 12 25.0 58.3 16.7
Padang {1981)
Kalimantan, Sulaiman dkk. Tl g0.9 9.1 4]

Pontianak (1981)

Jawa : Mulyanteo et al 961 4.7 17.0 4.6
{1990)

Jakarta BE6S Ta+b 19.1 4.5

Surabava 986 B6.5 Ful g.3

Surabava Mulvanto 372 B8, 2 4.5 i
{1987)

Lombok, Mulvanto et al 139 79.3 16,1, 10.1
Mataram {19480)

Sumbawa Mulwvanto dkk. 11 45,4 36,4 18,2
Sbw-BEecar (1983)

Flores Hartono dkk. aT B.1 0 Q1.8
Bajawa {1880)

Sumba Mulvanto dkk. 49 8,2 12,2 79,6
Waingapu {1991)

Timor Mulvanto dkk. 2x 7,4 29,86 63,0
Kupang {1991)

Ambon Sanjava dkk. 10 an.o 10.0 60.0
(1990)

Irian Mulvanto et al B0 13.8 85.0 Ex2
(1990)
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Pemeriksaan subtipe HBEsAg bisa dilakukan dengan cara
counter-electrophoresis, rheophoresis, RIA dan Elisa (Holland
et al., 1972; Hoofnagle et al., 1984). Menurut Ben-Porath &
Wands (1984) dengan pemeriksaan subtipe HBsAg menggunakan
antibodi monoklonal dapat diketahui adanya perbedaan konsen-
trasi epitope HBEsAg. Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa
selain terdapat beberapa determinan antigenik pada epitope
a, terdapat Jjuga perbedaan densitas dan kualitas beberapa
epitope pada HBsAg dari berbagai subtipe. Hal ini memberi
petunjuk bahwa partikel HBsAg lebih beragam dari apa vang

selama ini diduga.

2. Frekuensi HBeAg

Frekuensi HBeAg sangat bervariasi antara satu daerah
dengan daerah lainnya. Di Indonesia frekuensi HBelAg pada
pengidap-HBsAg adalah sekitar 40%-60% (Soewignjo dan Mulyan-
to, 1984). Frekuensi HBeAg antar negara juga sangat bervari-
asi: di Amerika Serikat (7,4%); Perancis (10,6%); Belgia
(23%); Jepang (14%) (Tachibana et al., 1977 ; Nath et al.,
1978; Couroce-Pauty & Plancon, 1978). Menurut Szmuness et al.
(1981) terdapat beberapa faktor yang berpengaruh terhadap
besarnya variasi frekuensi HBeAg didalam populasi vang ber-
beda . Fakteor-faktor tersebut mungkin route infeksi, besarnya
dosis infeksi, predisposisi genetik, kemampuan imunologik,
intensitas dan frekuensi terpapar virus serta lamanya mengi-
dap VHB. Szmuness mengatakan bahwa faktor yang paling berpe-
ngaruh adalah lamanya mengidap virus VHB. Tsukuma et al.

(1987) mendapatkan bahwa frekuensi HBeAg di Jepang makin
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menurun dari tehun ke tahun, sejek tahun 1877 esampai tahun

1884. Penurunan tersebut diduga karena naiknyva kemampuan

imunologik akibat perbaikan gizi penduduk sesudah Perang
Dunia II (Mishioka, 18985).

HE=Ag merupakan parameter dari replikasi virus. karensa

itu prevalensinva dipengaruhi oleh konsentrasi HBsAg. Pada

konsentrasi HBEsAg tinggil (2 mgfce atau lebih) didapatkan

rrevalensi HBeAg sebesar B0%: sedang pada konsentrasi HBsAg

antara 0,05-1.5 mgfcc., lebih sering didapatken anti-HBe

(Vranckx =& &if., 1980). Menurut Mivakawsa & Mayumi (1985) sta-

tus HBeAg pada pengidap kronik VHB dipengaruhi oleh banvak

faktor termasuk status imunologik, etnik. sosioekonomik/gizi,

jenis kelamin dan umur host.

E. Mekanisme Terjadinya Kerusakan Sel Hati

Menurut Dudley =t a!. (18972) nekrosis sel hati merupakan

akkibat respon imun host terhadsep sel hati wvang terinfeksi

VHB. Respon host ini terutama dikeontrol oleh sel limfosit T,

dan variasi fungei sel T ini wang zkan menentukan perjalanan

klinik infeksi. Hal ini disckong oleh sejumlah laporan

a. Pasien-pasien dengan sistem imun seluler jelek vang

terinfeksi VHE cenderung akan mendapat hepatitis subklinik

dan infekesinva rersisten. Misalnwva rada rasien

hemodialisis. penderita lepra tipe L, beherapa penderita

lekemia dan limfoma serta penderita Down’s symdrom.
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Pemberian obat-obat imunosupresif pada fase akut penvakit
cenderung menyebabkan terjadinya hepatitis B persisten.
Sebaliknya bila obat-obat imunosupresif pada penderita

pengidap HBsAg dihentikan, seperti pada penderita

keganasan, maka akan terjadi nekrosis sel hati yang masif.

Hal ini mungkin disebabkan ocleh kembalinya kompetensi

sistem imun.

c. Hal wang sama terlihat pada penderita hepatitis kronik B,
dimana akan terjadi kenaikan sementara tramsaminase serum
setelah penghentian terapi imunosupresif (Dudley et al.,

1972; Klingenstein & Dienstag, 1985).

Walaupun banyvak observasi klinik dan penelitian invitro

vang mendukung hipotesis tersebut, tetapi peran imunoclogik
langsung dalam patogenesis penyakit hati akibat infeksi VHEB

belum pernah terbukti. Penelitian-penelitian invitro tentang

mekanisme imunocleogik hepatitis B menunjukkan hasil vang tidak
seragam, meskipun dikerjakan dengan metoda yang sama. Lagi
pula tidak ada model penelitian yang dilakukan dapat mencer-
minkan kondisi invive yvang cukup terpercava. Observasi klinik

selama ini mendukung teori tentang dasar imunologik untuk
terjadinyva kerusakan sel hati; meskipun terdapat juga obser-
vasi klinik vang bertentangan vyang mengingatkan kemungkinan
peran sitopatilk wvirus langsung yaitu virion replikatif (Dien-
stag, 1984; Thomas et al., 18984).

Hasil-hasil penelitian imunologik selama ini telah
diinterpretasikan sebagai mendukung teori bahwa kerusakan sel
hati terjadi akibat faktor imunclogik; tetapi hasil-hasil

penelitian tersebut tidak memberi keterangan yang mudah dan

39

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO



wy T

PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

seragam tentang terjadinya kerusakan sel hati pada semua
pasien yang diteliti (Eddleston and Dixon, 1990). Hasil
renelitian tersebut juga tidak memberikan keterangan
perbedaan imunologik diantara berbagai katagori penderita
hepatitiz= B untuk dapat menerangkan perbedaan antara mereka
vang dapat mengakhiri infeksi dan mereka wvang tetap
terinfeksi dan menjadi kronik. Juga tidak dapat menerangkan
perbedaan antara mereka yvang terus mengalami kerusakan sel
dan mereka yvang tanpa kerusakan sel, pada penderita hepatitis
krenik (Dienstag, 1984),

Yang sampai sekarang banvak dianut adalah hipotesis vyang
diajukan ecleh Dudley et al. (1872); vang menyatakan bahwa
kerusakan sel hati wvang terjadi adalah akibat respon imunoclo-
gik tubuh terhadap sel hati wvang terinfeksi VHB. Manifestasi
klinik wvang terjadi sangat tergsantung pada reaksi imuncleogik
tersebut, terutama imunitas seluler. Pada hepatitis kronik,
vang menjadi antigen sasaran adalah HBcAg dan mungkin Jjuga
HBeAg wang menempel pada permukaan membran sel hati. Sel T
sitelitik dan HLA klas 1 host memegang peran utama untuk
terjadinya lisis sel hati (Thomas et al., 1984). Perbedaan
dalam hasil siteolitik tersebut mungkin dipengaruhi oleh fak-
tor modulateri seperti kompetisi antara sel T sitelitik dan
anti-HBec dalam sirkulasi, dipengaruhi oleh imunoregulatori
serum {(rosette inhibitory factor, RIF dan serum inhibitory
factor, SIF) dan molekul imunoregulateri yang berasal dari
hati (seperti liver extract, LEx dan liver derived inhibitory
protein, LIP) serta pengaruh imunoregulatori =el T; 1lihat

Gambar 8.
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IMMUNOREGULATORY
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Gambar 6. Imunopatogenesis kerusakan sel hati

{Sumber : Dienstag, 1984)

Untulk dapat mengenali HBEcAg pada membran sel hati, sel T
harus melihat antigen tersebut dalam hubungan fisik dengan
glikoprotein HLA klas 1 (HLA-A, -B, -C). Glikoprotein ini
sangat Jjarang muncul pada permukaan membran sel hati diban-
ding pada saluran empedu, sel Kupffer dan sel endotel. Selama
fase HBeAg positif dari hepatitis B kronik, penampakan HLA
klas 1 tersebut tidak berubah; tetapi pada fase anti-HBe wang
telah berhasil mengeleminir hepatosit vang mengandung virus
replikatif, densitas protein HLA klas 1 tersebut naik secarsa

nyata. Jika perubahan ini mendahului serockonversi HBEeAg dan
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jika hal ini terjadi pada sel yvang mengandung virus replika-

tif, maka hal ini mungkin merupakan faktor yang mengakibatkan

lebih efisiennyva lisis hepatosit wang terinfeksi (Thomas et

al., 1984). Perubahan densitas HLA klas 1 ini mungkin sangat

penting bagi penderita-penderita dengan fenotipe HLA vyang

kurang berhubungan dengan antigen VHB. Observasi belakansgan

ini wvang menunjukkan bahwa interferon dapat menaikkan penam-

pakan HLA klas 1 dan pada beberapa pasien mangakibatkan hi-

langnva hepatosit wvang terinfeksi, memberi petunjuk bahwa

perubahan penampakan protein HLA mungkin merupakan faktor

renting dalam eliminasi secara imunologik  Thepatosit yang

terinfeksi.

F. Perjalanan Penwvakit

Penularan hepatitis B terjadi terutama karena terpapar

oleh darah vang terkontaminasi wvirus. Setelah masa inkubasi

yang panjang (6 minggu - 6 bulan), salah satu dari beberapa

manifestasi klinik dapat terjadi (diagram 1) hepatitis

fulminan | <1% )}, hepatitis akut | 20% ), atau hepatitis

subklinik vang tidak nampak { 80% ). Dari seluruh penderita
vang infeksinya terjadi pada usia dewasa, kira-kira 10% akan
menjadi pengidap kronik. Sebaliknya, 85%-95% bayi ¥yang
mendapat penularan vertikal dari ibu pengidap VHB akan
menjadi pengidap kronik (Vyas & Blum, 1984; Ferrari, 1987).
Sekitar 33% pengidap VHB kronik merupakan pengidap sehat dan

mempunyai harapan hidup yang normal. Sebaliknya sekitar 67%
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pengidap VHB kronik akan berkembang menjadi hepatitis kronik

dengan berbagai tingkat kerusakkan sel hati. Bentuk kelainan

vang paling berat yaitu hepatitis kronik aktif berpeluang

besar untuk menjadi =sirosis hati dan setelah 30-40 th bisza

berkembang menjadi kanker hati (Ferrari, 1987). Menurut

Beasley {(1981), pengidap VHE mempunyai resikeo untuk mendapat

kanker hati 223 kali lebih besar dari pada populasi normal.

o =

ITkterik Non ikterik
Sembuh Fulminan Hepatitis kronik Pengidap sehat

!

lHBeAg positif

g
o

Reaktivasi

HBedg negatif

!

Lirosis hati

{inaktif)

l

lKhnker hati

Diagram 1. Perjalanan alamiah infeksi VHB

(Sumber : Sherlock, 1987)
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1. Subtipe HBsAg dan Perjalanan Penyakit

Penelitian wyang telah dilakukan di Amerika menunjukkan
bahwa subtipe HBEsAg berpengaruh terhadap perjalanan penyvakit.
Hasil penelitian Heolland et &l. (1972) pada donor darah,
penderita hepatitis akut dan hepatitis kronik menunjukkan
bahwa subtipe ad dan ay menyebabkan hepatitis akut dengan
frekuensi wang tidak berbeda; tetapi subtipe ad cenderung
lebih banyak menyebabkan infeksi wyang mengakibatkaﬁ antigene-
mia wyang persisten atau mengakibatkan hepatitis kronik. Pene-
litian lain menunjukkan bahwa subtipe berpengaruh terhadap
lamanya waktu inkubasi; hepatitis B akut subtipe adw masa
inkubasinvya lebih pendek dari pada subtipe ayw. Individu vang
terinfeksi VHE dari subtipe adw cenderung lebih banvak wyang
menjadi kronik dari pada wang terinfeksi dengan subtipe ayw.
Demikian juga gejala penyakit yang lain -seperti lamanya
gejala klinik, tingginya puncak nilai bilirubin, lamanya
hiperbilirubinemia, lamanya hepatitis B surface antigenemia-
pada infeksi dengan subtipe adw lebih hebat/lama dari pada
infeksi dendgan subtipe ayw; walaupun perbedaan tersebut tidak
bermakna secara statistik (Gerety et al., 1975). Rioche
(1986 ) meneliti perbedaan subtipe antara pengidap HBsiAg asim-
tomatik dan penderita penvakit hati (hepatitis akut dan hepa-
titis kreonik) di Maroke. Pada pengidap asimtomatilk, prevalen-
si subtipe adr lebih tinggi dibanding subtipe avr, tetapi
pada penderita penvakit hati subtipe ayr lebih tinggi diban-
ding subtipe adr. Hasil penelitian ini sesuai dengan peneli-
tian lain vaitu subtipe ad lebih sering berhubungan dengan

penyvakit hati kronik dan subtipe ay cenderung lebih berhu-
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bungan dengan infeksi sementara. Di Ethiopia, Gebreselassie
(1986) mendapatkan hal yang serupa; prevalensi subtipe ay
pada donor darah hanya 11% tetapi pada hepatitis akut preva-

lensinya jauh lebih tinggi yaitu 43%.

2. HBeAg dan Perjalan Penyakit

Pengaruh subtipe terhadap prevalensi HBeAg pada pengidap
HBsAg asimptomatik sangat bervariasi. Vranckx et al. (1980)
melaporkan bahwa subtipe tidak berpengaruh terhadap prevalen-
i HBeAg di Belgia, didaerah dengan distribusi subtipe ad
dan avy masing-masing 68% dan 32%. Di Jepang subtipe HBsAg
vang menonjol pada pengidap HBsAg sehat adalah subtipe adr,
Distribusi subtipe HEsAg pada pengidap sehat adalah BO% adr
dan 18% adw, tetapl pada penderita hepatitis B akut perban-
dingannya terbalik. Pada hepatitis akut subtipe adw lebih
dominan dibanding subtipe adr (Tachibana et al., 1389; Mayvu-
mi, komunikasi pribadi). Subtipe HBsAg wang dominan (adr)
ternyata mempunvyai prevalensi HBeAg wvang lebih tinggi diban-
ding subtipe adw wang kurang dominan (Mayumi, komunikasi
pribadi). Mulyanto et al (1990) melaporkan bahwa subtipe
HBsAg berpencaruh terhadap prevalensi HEeAg pada pengidap
HEsAg di DTD PMI DKI Jakarta, DTD PMI Surabawyva dan Mataram.
Dilaporkan bahwa prevalensi HBeAg pada serum-serum pengidap-
HBsAg subtipe adw lebih tinggi dibanding subtipe adr dan

subtipe ayw.
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3. Antigen pre-S5 dan Subtipe HBsAg:

Petit et al. (1991) mengadakan penelitian untuk mengeta-
hui kemungkinan perbedaan fungsi akibat perbedaan struktur
dan antigenisitas HBsAg. Penelitiannya dilakukan dengan mem-

bandingkan perlekatan VHB pada sel hepatoma manusia (sel

HepG2), dengan cara pemeriksaan invitro cell-binding assay.
Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa struktur HBsAg dengan
banvak epitope pre-51 merupakan faktor utama untuk efektifnya i
perlekatan pada sel HepG2. Selain itu terdapat bukti bahwa I

ekspresi regio pre-51 dan pre-S2 (vang dipengaruhi subtipe

HBsAg d/y) dapat mempengaruhi perlekatan virus. Mulyanto
{1989) melaporkan bahwa subtipe berpengaruh terhadap titer
relatif antigen pre-S2Z pada donor darah pengidap HBsAg di DTD
PMI DEI Jakarta. Dilaporkan bahwa titer relatif antigen pre-

52 pada subtipe adr lebih tinggi dibanding subtipe adw.

4. Antigen pre-S5 pada berbagai pengidap HBEsAg

Adanya antigen pre-S5 dalam darah berbagai macam pengidap
VHB sangat bervariasi. Secara umum adanya antigen pre-5 dalam
darah berhubungan erat dengan replikasi wvirus (Budkowska et
al., 1986b; Theilmann et al., 19%86; Hadzivannis et al., 1887;
Kurai et al., 1987 & 1988; Ibara et al., 18B7 & 1988). Anti-

gen pre-32 merupakan petanda vang bisa memberi petunjuk prog-

nosa penvakit serta beratnva aktivitas inflamasi: dan elimi-

nasi imunologik antigen pre-52 merupakan petanda menyurutnya

penyakit {Budkowska et al., 19B7b}.
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Pada penderita hepatitis B akut, antigen pre-S biasanya
ditemukan dalam serum pada fase awal infeksi, ditandai dengan
positifnya HBeAg, DNA VHB dan titer HBsAg serta aktifitas
pengikatan polymerized human albumin receptor yang tinggi.
Pada penderita yang sembuh tanpa komplikasi, hilangnya anti-
gen pre-51 dan pre-S2 mendahului turunnya titer HBsAg dan
titer poly-HSAR (Pontisso et al., 1983; Neurath et al., 1986;
Ferrari et al., 1987). Antigen pre-S5 merupakan antigen yang
pertama kali menghilang pada penderita hepatitis akut yang
menjurus sembuh; tetapi pada penderita yang menjurus kronik,
antigen pre-S tetap bertahan dalam darah (Budkowska et al.,

1986b & 1986b; 1987; 1990; Gerken et al, 1987).

waktu

Gambar 7. Petanda infeksi VHB pada Hepatitis akut

(Sumber : Anonim, 1988)
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Pada hepatitis fulminan, ekspresi antigen pre-S dalam I
darah sangat bervariasi tergantung pada saat pengambilan
darah dalam perjalanan penyakit (Brahm et al., 1987). Pada
penderita hepatitis B akut yang menuju sembuh, ternyata res-
pon imun yang pertama kali terdeteksi adalah respon sel T
terhadap antigen pre-5; y¥ang mulai muncul 30 hari sebelum
naiknya enzim transaminase, pada waktu DNA VHE pertama kali
muncul dalam darah. Sepuluh hari kemudian disusul oleh respon
imun seluler dan humoral terhadap HBcAg; dan terakhir baru
muncul respon imun seluler terhadap HBsAg, 10 hari sebelum

naiknya enzim transaminase (Eddleston, 1988).

Gambar 8. Petanda infeksi VHB pada infeksi persisten

{Sumber : Anonim, 1988)
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Titer antigen pre-S1 dan antigen pre-52 pada pengidap
kronik berhubungan erat dengan replikasi virus (Hess et al.,
1986); tetapi hal ini masih belum ada kesepakatan pendapat.
Hu et al. (1987) melaporkan bahwa titer antigen preS tidak

erat berhubungan dengan status HBeAg, tetapi tergantung pada

titer HBsAg. Antigen pre-S baru dapat dideteksi bila konsen-
trasi HBsAg mencapai 50 ng/cc-100 ng/cc atau lebih. Peneli-
tian Hess et a&l. (1887) menunjukkan bahwa pada pengidap sehat
ekspresi protein pre-S dalam darah tidak seragam, bisa posi-
tif atau negatif; tetapi pada penderita penyakit hati kronik
ekspresi protein pre-S dalam darah seragam, semuanya positif.
Hal ini menyokong pendapat Hu et 21.(1987) bahwa adanya anti-
gen pre-5 dalam serum tidak selalu berhubungan dengan viremia
ataupun dengan penyakit hati kronik. Menurut Hadziyvannis et
al. (1887) semua pengidap-HBEsAg dengan protein pre-5 positif
mempunvali penyvakit hati yang aktif. Pada penderita hepatitis
kronik, adanva antigen pre-5]1 dan pre-S2 biasanya berhubungan
dengan petanda replikasi virus wvang lain seperti DNA VHB dan
HBeAz (Hu et al., 1989), Bila antigen pre-S2 serum penderita
hepatitis kronik dengan anti-HEe positif diikuti secara seri-
al, tampak bahwa reaktivasi penyakit (naiknya serum trasami- I
nase) selalu didahului dengan naiknya antigen pre-52 (Kurai
et al., 1989). Petanda VHE pada infeksi persisten (carrier)

terlihat pada gambar 8.
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G. Imunisasi

Sebagian besar antibodi yang digunakan dalam immunoche-
mistry diperoleh dari penyuntikan suspensi antigen pada ke-
linci. Bila diinginkan produksi antibodi dalam jumlah besar,
imunisasi dilakukan pada domba, kambing atau kuda. Kemampuan
suatu benda/senyawa untuk memacu produksi antibodi (imunoge-
nisitas) biasanya ditentukan oleh beberapa faktor (Nowotny,
1879) waitu : a) Senyawa tersebut harus mempunyai struktur
khas dengan berat molekul tertentu sehingga merupakan benda
asing bagi tuan rumah. b) Senyawa tersebut harus berada dalam
tubuh organisme selama kurun waktu tertentu. c) Senyawa ter-

sebut harus dapat mencapai sel-sel sistem imun.

1. Sifat-sifat Antigen.

Walaupun fungsi primer sistem imun adalah untuk menvela-
matkan individu dari penyvakit yang disebabkan oleh mikroorga-
nisme, tetapi sistem imun itu sendiri tidak dapat membedakan
apakah organisme itu patogen atau non patogen. Sistem
imun hanya mengenali bahwa mikroorganisme tersebut merupakan
benda asing (bukan merupakan Jjaringan tubuh sendiri) dan eleh
karena itu maka mikroorganisme tersebut antigenik. Suatu
benda adalah antigenik, Jjika benda/senyawa tersebut mempunyai
susunan atom -pada permukaannva- vang berbeda dengan bentuk
permukaan dari semua komponen tubuh normal (Tainer et al.,
1984 cit. Watson et al., 1987; Roitt et al., 1989).

Sebagai benda asing saja bukanlah satu-satunya sifat

vang menyebabkan suatu substansi menjadi antigenik; syarat
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utama lain adalah bahwa substansi tersebut merupakan macromo-
lecule atau tersusun atas macromolecule. Sebagian besar
protein, beberapa polisakarida dan asam nukleat adalah anti-
genik. Molekul-molekul kecil jarang bisa menyebabkan timbul-
nya antibodi spesifik. Hal ini bukan disebabkan oleh kurang-

nya spesifitas, karena banyak molekul-molekul kecil (yang

tidak antigenik) dapat mengubah antigenisitas suatu molekul
besar jika berikatan kovalen dengan molekul besar tersebut.
Molekul-molekul kecil yang menjadi antigenik bila berikatan
dengan protein carriers disebut hapten (Guyton, 1981; Roitt
et al., 1989).

Ternyvata tidak seluruh permukaan sel diperlukan untuk

menjadikan suatu macromolecule antigenik atau tidak. Sistem
imun hanya bereaksi terhadap suatu grup atom spesifik wyang
disebut antigenic determinant atau epitope, yang terletak di
beberapa tempat pada permukaan molekul. Pada suatu molekul
protein, epitope bisa tersusun atas 5 - 8 asam amino; dengan
demikian suatu molekul protein biasanyva mempunyai banvak epi-
tope dan dapat memacu pembentukan berbagai macam antibodi.
Bakteri dan virus misalnya, mempunyai banyak epiteope ¥yang
berbeda (Westhof et al., 1984 cit. Watson et al., 1987 :Roitt
et al., 1989).

2. Imunisasi Pada Binatang Percobaan
Jika antigen yang dipakai merupakan antigen yang sangat
kuat, maka kelinci yang di inokulasi satu kali dengan antigen

tersebut (dalam larutan garam fisiologis) dapat memproduksi

antibodi yang sudah dapat diukur kadarnya dalam serum, 10

51

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO




PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

hari setelah inokulasi. Kadarnya mencapai maksimum pada hari
ke 15 - 20 dan kemudian menurun terus selama beberapa minggu.
Respon imun ini merupakan respon imun humoral primer dan
seluruhnya merupakan antibodi IgM. Respom imun sekunder dapat
diperoleh dengan menyuntikkan antigen yang sama, beberapa
waktu setelah respon imun primer. Respon imun sekunder ini
terjadi lebih cepat. Kenaikkan titer antibodi sudah dapat
diukur pada hari ketiga dan mencapai maksimum pada hari ke 10
setelah penyuntikkan yang kedua tersebut. Pada waktu itu
dapat dipercleh antibodi IgM yang kadarnya hampir sama dengan
respon primer dan Jjuga antibodi IgG dengan kadar 3 - 10 kali
kadar IgM. Penvuntikan selanjutnya dengan antigen yvang sama
- misalnva dengan interval tiap 2 minggu- akan menghasilkan
kelinci hiperimun dengan titer antibedi IgG spesifik yang
naik dengan cepat, bisa mencapai 1 - 5 mg/cc (Burin, 19886).
Bila antigen yvang dipakai antigenisitasnya rendah, maka
agar dapat dipakai untuk mendapatkan antibedi dengan titer
vang memadai dapat dilakukan dua cara. Pertama, memperpanjang
waktu perjumpaan antigen dengan sel sistem imun; baik dengan
cara penyvuntikkan kerulang-ulang maupun dengan membuat depot
antigen (dalam tubuh tuan rumah) vang dapat dilepaskan lambat
selama beberapa minggu. Depot antigen tersebut dapat disun-
tikkan secara subcutan, intradermal maupun Iintramuscular.
Kedua, antigenisitas dari antigen dinaikkan dengan mengguna-
kan adjuvants. Alumunium potassium sulphate adalah merupakan
adjuvant sederhana yang digunakan untuk mempresipitasikan

antigen wvang larut, sebelum diinckulasikan. Perlakuan ini

menvebabkan terjadinyva antigen yang lepas lambat, mirip suatu
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seri penyuntikkan yang diperpanjang; dan Jjuga menyebabkan
antigen lebih cepat tertangkap oleh macrophage yang terlibat
dalam respon imun (Burin, 1986). Adjuvant yang paling sering
dipakai adalah Freund’s complete adjuvant (FCA) yang mengan-
dung minyak mineral putih seperti paraffin cair, mengandung
emulsifier seperti mannide monc-oleate dan mengandung Myco-
bacterium tuberculose yvang telah dimatikan dengan pemanasan.
Biasanvya 1 cc emulsi dari satu bagian FCA dan satu bagian
suspensi antigen disuntikkan pada kelinci pada tiga tempat,
masing-masing dengan volume yang sama. Misalnya, satu bagian
emulsi disuntikkan subcutan dan dua bagian yang lain disun-
tikkan pada bagian belakang otot kaki, dalam upaya untuk
memperbanyak jumlah kelenjar limfe wang dapat dicapai oleh
antigen melalui saluran limfe. Antigen wvang masuk ke dalam
darah sebagai butiran emulsi akan mengaktifkan limfosit di
dalam limpa dan sumsum tulang. Depot antigen dalam bentuk
emulsi cenderung lama bertahan pada tempat inokulasi dan
| kuman tuberculeose yang sudah dimatikan akan memacu szel reti-
| kulo endotelial ke tempat tersebut. Terbentuknwya granuloma
akibat inokulasi ini juga akan meningkatkan keseluruhan res-
pon imun terhadap antigen. Jika antibodi wvang diperocleh akan
digunakan untuk penelitian imunokhemik, inckulasi akhir (se-
belum pengambilan darah) biasanvya menggunakan antigen dalam
emulsi dengan Freund’s incomplete adjuvant yang tidak mengan-
dung kuman tuberkulose; karena emulsi ini cenderung lebih
memacu respon imun humoral (Burin, 1986). Anti-HBEs dapat
timbul dalam individu vang mendapat infeksi VHE atau dengan

melakukan imunisasi menggunakan HBEsAg sebagai imunogen.
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H. Vaksin Hepatitis B

Sampai saat ini telah beredar di pasaran dua macam vak-
sin hepatitis B, vaksin yang berasal dari plasma yang dikenal
juga sebagai wvaksin generasi pertama dan wvaksin generasi
kedua yaitu vaksin hepatitis B hasil rekayasa genetik. Vaksin
generasi pertama dihasilkan dari plasma pengidap HBsAg. Mela-
lui serangkaian pemurnian HBsAg akhirnya diperoleh partikel
HBsAg murni (bentuk bulat dan tubular) tanpa partikel Dane.
Setelah melalui suatu proses inaktifasi, HBsAg murni tersebut
gsiap dipakai sebagai imunogen. Vaksin generasi kedua dihasil-
kan melalui proses rekayasa genetik, disebut DNA-Recombinant
vaccines. Prinsip pembuatannya adalah sebagai berikut. Perta-
ma, dilakukan seleksi fraksi genome VHB vang mengkode sintesa
HBsAg (gena S atau gena S + pre-5). Fraksi ini kemudian dita-
nam kedalam sel host, vang bisa berupa bakteria ([ Escheri-
shia eoli), wvirus (Vaccinia virus), sel ragi (Sacharomyces
cerevisiae), =sel mammalia (Chinese hamster ovary cell) dan
lain sebagainyva. Sel-sel host tersebut kemudian akan mengha-
silkan protein HBsAg spesifilk sesuai dengan potongan genome
| VHB yang ditanamkan. Setelah itu dilakukan pemurnian HBEsAg
vang dihasilkan, untuk memisahkan protein HBsAg dari protein
host.

Dilihat dari kandungan antigen pre-85, terdapat dua macam
vaksin hepatitis B yaitu vaksin vang mengandung antigen pre-5§
dan vaksin tanpa antigen pre-5. Ada atau tidaknyva antigen

pre-53 pada wvaksin gZenerasi pertama tergantung pada sumber

u HBsAg wang dipakai dan cara pemurnian serta cara inaktifasi.
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Untul vaksin generasi kedua adanya antigen pre-5 tergantung
dari potongan genome VHB yang ditanam dan cara pemurniannya.
Agar supaya vaksin tetap mengandung antigen pre-8, perlu
dihindari adanya perlakuan yang bisa merusak antigen tersebut
seperti perlakuan enzimatik atau pemanasan yang berlebihan.
Diduga liopilisasi, variasi pH yang besar dan denaturasi oleh
kemikalia juga berpengaruh terhadap protein pre-5 (Neurath et
al., 1985; Takahashi.et al., 1986).

Vaksinasi hepatitis B biasanya diberikan tiga kali pada
bulan 0, 1 dan 6 {(MSD) atau 0, 1 dan 2 (Cheil Sugar & Co.}:
tergantung dari merk wvaksin vang dipakai. Demikian juga dosis
vang dipakai; biasanya untuk dewasa diberikan dosis 20 mcg
(MSD), 5 mcg (Pasteur) dan 3 meg (Cheil Sugar & Co.):; untuk
anak-anak diberikan setengah dosis dewasa. Vaksin asal plasma

buatan Pasteur dan Cheil Sugar & Co. merupakan vaksin hepati-

tizs B yang mengandung antigen pre-S (pre-52 dan pre-81). Saat
ini Pasteur dan SKF Jjuga sudah memproduksi vaksin rekayasa
genetik vang mengandung antigen pre-52. Dari penelitian para
ahli terdapat petunjuk bahwa adanya antigen pre-52 dapat

meningkatkan imunogenisitas wvaksin.

Peranan Antigen Pre-5 Dalam Vaksin
Efek potensiasi respon imun oleh antigen pre-52 dan
dominannya antigen pre-51 pada partikel VHB merupakan indika-

i kuat bahwa vaksin hepatitis B harus mengandung antigen

pre-5 (Howard et al., 1888). Menurut Neurath et al. (1985)
dan Itoh et al. (1986) antibodi terhadap antigen pre-S2 meru-

pakan antibodi yang dapat menetralisir VHE. Penelitian invi-
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tro menunjukkan bahwa anti-pre-S1 dapat menghalangi menempel- M
nya VHB pada sel hepatoma HepG2. Hasil penelitiannya juga
menunjukkan bahwa chimpanzee yang disuntik dengan VHE dicam-
pur dengan anti-pre-S2 ternyata terhindar dari infeksi, se-
dang yang disuntik VHB saja menderita infeksi. Pada percobaan
dengan mencit, HBsAg yang mengandung antigen pre-S52 menimbul-
kan respon anti-HBs wvang lebih tinggi dibanding HBEsAg tanpa
pre-52, HBsAg dengan antigen pre-52 juga dapat menimbulkan
respon anti-HBs (anti-S$) pada mencit yang tidak bereaksi
terhadap HBsAg tanpa antigen pre-S5 (Millich et al., 19885a &
1985b; Neurath et al., 1986; Tiollais et al., 1986).
Percobaan klinik telah dilakukan untuk membedakan imuno-
genisitas dan efektifitas vaksin hepatitis B dengan dan tanpa
antigen pre-5. Hasil penelitian imunogenisitas menunjukkan
bahwa anti-pre-5 muncul lebih cepat dibanding anti-S; satu

bulan setelah wvaksinasi pertama anti-pre-S5 telah muncul pada

E7% dari individu yang mendapat vaksinasi, sedang anti-S
hanyva terdapat pada 18% (Petre & Peetermans, 1990). Tidak
semua individu yang mendapat wvaksinasi hepatitis B akan me-
nunjukkan respon apti—HBs. Pada individu dewasa di daerah
pedesaan di Zambia terdapat 18% individu yang tidak memberi
respon anti-HBs setelah 3 kali suntikan dengan wvaksin hepa-
titis B asal plasma (Tabor et al., 1990). Neurath et al.
| (1986) melaporkan adanya individu wvang tidak menunjukkan
respon anti-HBs tetapi bereaksi terhadap antigen pre-5. Pene-
litian tersebut menunjukan, satu bulan setelah wvaksinasi
ketiga (Hevac B, Pasteur) terdapat 8,5% individu wvang tidak

menuh jukkan respon anti-HBs, sedang anti-pre-52 tidak muncul
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hanya pada 1,7% dari seluruh individu yang mendapat wvaksina-
si. Menurut Stevens et al, (1984), efektifitas vaksin hepati-
tis B yang mengandung antigen pre-S juga lebih unggul diban-
ding vaksin hepatitis B tanpa antigen pre-S5. Penelitian pada
penderita hemodialisis menunjukkan bahwa wvaksin hepatitis B
dengan antigen pre-5 mempunyal daya lindung vang Jjauh lebih

besar dibanding vaksin tanpa antigen pre-S.

I. Antibodi Terhadap HBsAg (anti-HBs).

Anti-HBs adalah antibodi spesifik terhadap HBEsAg, umum-
nya merupakan antibodi dari klas IgG: muncul beberapa waktu
setelah kontak dengan HEsAg baik dalam bentuk wvaksinasi mau-
pun setelah infeksi dengan VHB (Lander et al., 1972 ecit. Hol-
land, 1985). Pemeriksaan anti-HBs wyang selama ini dilakukan
adalah merupakan pemeriksaan antibodi terhadap determinan S
dan determinan pre-S dari HBsAg (total anti-S5). Anti-pre-S
merupakan antibedi terhadap determinan pre-S5 dari HBsAg,
terdiri atas anti-pre-82 dan anti-pre-S1.

Anti-HBs biasanva muncul dalam beberapa minggu setelah
HBsAg menghilang dari sirkulasi; jadi dalam awal fase rekon-
valesen infeksi VHE akut. Namun pada beberapa kasus anti HBEs
mungkin tidak muncul walaupun telah beberapa bulan sembuh
dari infeksi VHB. Jika anti-HBs tidak muncul setelah 1 tahun
sembuh dari infeksi VHB atau 1 bulan setelah suntikan booster
vaksin Hepatitis B, biasanya untuk seterusnya juga tidak akan

muncul (Hoofnagle et al., 1978 cit. Holland, 1985; McMahon,

57

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO
e ————————




PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

1981). Anti-pre-5 biasanya sudah muncul dalam darah pada fase
awal hepatitis akut, sering kali masih dalam phase hepatitis
B surface antigenemia (Eddleston, 1988).

Jika kadar anti-HBs vyang timbul mencapai paling sedikit
10 mIU/cc maka individu akan imun terhadap infeksi VHB. Seka-
1i telah diproduksi tubuh, biasanya anti-HBs akan menetap
sampai bertahun-tahun (Holland, 1985). Menurut Milich (1985)
dan Mayumi (1986), kualitas dan kuantitas anti-HBs Iantara
lain Jjuga tergantung pada kualitas HBsAg vang masuk kedalam
tubuh. HBsAg yang mengandung protein yang dikode oleh region
pre-5 memberikan respon anti-HEs yang lebih baik dalam kuali-
tas maupun kuantitasnya. Hal ini bisa terjadi karena sel T
helper untuk protein HEsAg yang dikode oleh gene S5 dan regio
pre -S adalah sama; sehingga adanva protein yang di kode oleh
regio pre-8% akan memperkuat respon sel T helper terhadap
prrotein HBsAg yang dikode oleh gena 5. Mayumi (1986) melapor-
J kan bahwa antibodi terhadap protein HBsAg vang di kode oleh

regio pre-5 ternyata juga protektif terhadap reinfeksi VHB.

1. Respon Anti-HBs Pada Vaksinasi Hepatitis B

Selama ini telah ratusan ribu individu mendapat wvaksina-
esi hepatittis B; hasilnya menunjukkan bahwa vaksinasi hepa-
titin B aman dan protektif. Penelitian di Amerika Serikat
terhadap sekitar 500 sampel menunjukkan bahwa vaksinasi hepa-
titis B, imunogenik dan efektif. Dalam satu bulan setelah
suntikan pertama, anti-HBs muncul pada 31,4%; dalam dua bulan
angka tersebut naik menjadi 77%, dalam tiga bulan menjadi

87%, dan dalam 6 bulan (sebelum suntikan ketiga) naik menjadi
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90%. Suntikan booster menaikkan angka respon anti-HBs menjadi
96%, setelah sembilan bulan titer anti-HBEs mulai menurun.
Terdapat 4% individu yvang tidak memberi respon vaksinasi dan
5% yang responnya lemah. Kelompok yang mendapat vaksinasi dan
kelompok kontrol dikuti selama 18 bulan untuk mengetahui
attack rate infeksi VHB. Pada kelompok kontrol terdapat 35%
individu vang terinfeksi VHE, sedang pada kelompok yang men-
dapat waksin angka tersebut hanya 7,6% (Szmuness et al.,
1980). Penelitian serupa pada anak-anak di Senegal Jjuga me-
nunjukkan efektifitas vaksinasi hepatitis B di daerah endemis
hepatitis B (Maupas et al., 1981).

Penelitian klinik Jjuga menunjukkan bahwa wvaksin hepati-

tis B wyang mengandung antigen pre-5 lebih unggul dibanding

e

vaksin wang tidak mengandung antigen pre-=S. Stevens et al,

{1984) membandingkan efektifitas vaksinasi hepatitis B pada

——

prenderita vang mendapat hemodialisis. Helompok pertama menda-

pat dosis 40 mcg wvaksin buatan MSD vang tidak mengandung

Pasteur yang mengandung antigen pre-5. Ternyvata HBV infection
attack rate pada kelompok wang mendapat wvaksin MSD tidak
berbeda dengan kelompok kontrol. Sebaliknya attack rate pada
kelompok yang mendapat vaksin Pasteur Jjauh lebih rendah di-
banding kelompok kontreol. Penemuan klinis ini memperlihatkan
adanya perbedaan kualitas antigenik antara kedua wvaksin ter-

‘ antigen pre-5 dan kelompok kedua mendapat 5 mecg vaksin buatan
i sebut, akibat perbedaan kandungan antigen pre-5S.
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2. Respon Anti-HBs Pada Percobaan Binatang

Rutgers et al. (1988) mendapatkan adanya perbedaan
respon anti-HBs pada mencit yang disuntik HEsAg (0,8 meg/0,1
ml) tanpa antigen pre-S (major protein) dan HBsAg yang me-
ngandung antigen pre-5 (middle protein). Dalam penelitian
tersebut Rutgers melakukan imunisasi satu kali pada dua ke-
lompok mencit Balb/c menggunakan imunogen major preotein dan
middle protein, darah diambil 30 hari kemudian. Mencit wvang
disuntik middle protein menunjukkan titer anti-S yang lebih
tinggli dibanding mencit yang disuntik major protein. Pada
kelompok mencit wyang disuntik middle protein, selain anti-S
muncul pula anti-pre-52. Heerman et al. (1987) melakukan
penelitian serupa menggunakan virion, HBsAg tubuler dan HBsAg
bulat sebagai imunogen. Tiga kelompok mencit Balb/c masing-
masing diimunisasi dengan salah =satu antigen tersebut (0,8
meg/0,1 ml) pada hari ke 1 dan hari ke 30; darah diambil pada
hari ke 40. Tidak ada perbedaan respon anti-HBs pada ketiga
ﬁ kelompok mencit tersebut. Selanjutnya Gerlich et al. [(1988)
juga melakukan penelitian pada mencit menggunakan imunogen
partikel Dane, HBsAg tubuler dan HBsAg bulat. Mencit Balb/c
disuntik dengan imuncgen tersebut (1 meg/0,1 ml) pada hari 1
dan 30 dan pengambilan darah dilakukan 10 hari setelah sun-
tikan kedua. Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa tidak ada
prerbedaan nyata total anti-HBs antara mencit sang disuntik
HBsAg virion, HEsAg tubuler maupun yang disuntik HBsAgz bulat;

tetapi titer anti-pre-S5 pada mencit yvang disuntik wvirion dan

| HBsAg tubuler lebih tinggi dibanding mencit wyang disuntik
; HBsAg bulat. Tidak adanya perbedaan titer anti-HBs tersebut
|
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mungkin disebabkan karena dalam penelitian tersebut, Heerman
dan Gerlich masing-masing menggunakan tiga macam antigen
(HBEsAg virion, HBsAg tubuler dan HBsAg bulat) yang mengandung
antigen pre-52 yang tidak berbeda.

Coursaget et al. (1985) membandingkan imunogenisitas dua
batch waksin hepatitis B buatan Institute Pasteur pada men-
cit. Satu kelompok mencit disuntik 0,5 mcg vaksin (intraperi-
toneal) yvang tidak mengandung antigen pre-5 dan kelompok yang
lain diberi wvaksin wvang mengandung antigen pre-5. Pengambilan.
darah dilakukan tiap dua minggu, sampal minggu ke delapan.
Periksaan respon anti-HBs (RIA) menunjukkan bahwa mencit yang
disuntik dengan vaksin yang mengandung antigen pre-S mempu-
nyai titer anti-HBs yang lebih tinggi dibanding mencit yang
disuntik wvaksin tanpa antigen pre-3. Perbedaan tersebut mulai
tampak pada minggu ke 4, titernya mencapail maksimum pada
minggu ke 6-8. Hasil penelitian tersebut memberi petunjuk
bahwa wvaksin hepatitis B wyang mengandung antigen pre-5 lebih

unggul dibanding wyang tidak mengandung antigen pre-5.

3. Heterogenitas Anti-HBEs

HBsAg mempunyai determinan antigenik umum a dan deter-
minan subtipik d/y dan w/r; ada tiga macam antibodi monocklo-
nal untuk determinant a dan masing-masing satu antibodi mono-

klenal untuk determinant d dan ¥ (Peterson et al., 16884).

1 Menurut Jilg et al. (1984), pada individu yang mendapat
vaksinasi hepatitis B terutama akan muncul anti-HBs terhadap

determinant umum a dan subdeterminant d/yv. Satu bulan setelah

suntikan ketiga dengan vaksin subtipe adw atau ayw, sebagian
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besar anti-HBs yang muncul adalah anti-HBs/a (50%) dan anti-
HBs/d atau anti-HBs/v (49%): sedikit sekali didapatkan anti-
HEs/w. Demikian juga pada percobaan dengan chimpanzee, anti-
HBs yang muncul sebagian besar adalah anti-HBs/a. Titer anti-
HBs/a didapatkan lebih tinggi dibanding anti-HBEs/d atau anti-
HBs/yv, sangat sedikit dijumpai anti-HBs/w (Hoofnagle et al.,
1977). Millich et al. (1983) melaporkan bahwa ada tiga go-
longan mencit Balb/c ditinjau dari responnya terhadap suntik-
an HEsAg, wvaitu respon kuat, sedang dan wvang tidak menunjuk-
kan respon. Mencit yvang tidak bereaksi terhadap epitope a
biasanva juga tidak bereaksi terhadap epitope d/v.

Menurut Millich et al. (1983), respen anti-HBs pada
mencit dipengaruhi oleh subtipe HEsAg, skedul imunisasi dan
waktu pengambilan darah. Pada mencit vyang disuntik HBsAg,
respon terhadap epitope d/y biasanya muncul lebih dahulu 1-2
minggu sebelum respon terhadap epitope a. Sepuluh hari sete-
lah vaksinasi pertama, titer anti-HBs/d atau anti-HBs/y¥ sudah
tinggi tetapi anti-HBs/a belum terdeteksi. Pada hari ke 24
setelah vaksinasi pertama, titer anti-HBs/a mencapail 75% dari
titer anti-HBs/d atau anti-HBs/y dan pada hari ke 14 setelah
vaksinasi kedua titernva sama dengan titer anti-HBs/d atau
anti-HBs/y. ©Selain itu dilaporkan juga adanya heterogenitas
anti-HBs/a, dijumpai ada tiga macam anti-HBs/a yaitu anti-

HBs/al, a2 dan ai.
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J. Ultrasentrifugasi

Ada dua macam teknik sentrifugasi yaitu sentrifugasi
analitik dan sentrifugasi preparatif. Sentrifugasi analitik
ditujukan untuk mempelajari partikel/molekul yang sudah mur-
ni, terutama untuk mempelajari karakteristik-karakteristik
sedimentasi dari molekul biologik dan struktur molekuler.
Cara ini hanya membutuhkan sedikit bahan murni, menggunakan
rotor dan sistem deteksi khusus untuk secara terus menerus
memonitor proses sedimentasi bahan tersebut dalam gava sen-
trifugal. Sebazliknya sentrifugasi preparatif merupakan
pemisahan, isolasi serta pemurnian partikel/molekul yang
belum murni (seperti sel utuh, organels seluler, ribosome dan
virus) untuk diteliti atau digunakan lebih lanjut.

Prinsip dasar teori sedimentasi berasal dari Hukum

Stokes (Griffit, 1983) waitu
2
d® Pp = By ]
e e Xeg
18 U
dimana
v = Kecepatan =sedimentasi Pl = densitas cairan
d = diameter partikel U = viskositas medium
PP = densitas partikel g = gaya gravitasi
|
| Dari persamaan Stockes tersebut terlihat bahwa kecepatan
sedimentasi adalah : sebanding dengan besarnya partikel,

sebanding densgan perbedaan antara densitas partikel dengan
densitas cairan (medium), nol Jjika densitas partikel s=sama

dengan densitas medium.
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Menurut Griffit (1983) ada dua cara pemisahan dalam

ultrasentrifugasi preparatif yaitu :

1. Differential centrifugation/pelleting :
Disini mula-mula tube diisi larutan sampel yang merupa-

kan campuran vyang uniform. Dengan sentrifugasi akan dida-
pratkan 2 fraksi wyang terpisah wvaitu prellet wyang berisi
bahan-bahan yang tersedimentasi dan larutan supernatan
dari bahan-bahan wvang tidalk tersedimentasi. Komponen-kom-

ponen dalam larutan bisa mengendap dalam pellet atau dalam

supernatan dan pellet: tergantung dari besarnva partikel

dan atau kondisi sentrifugasi.

- Gaya sentrifugal

Waktu sentrifugasi

Gambar 9. Differential centrifugation

(Sumber : Griffit, 1983)
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2. Density gradient centrifugation

Dengan cara ini dapat dipisahkan secara sempurna berba-
gai komponen dalam suatu larutan., Mula-mula tube diisi dengan
sejumlah larutan wvang sudah dipersiapkan yang mempunvai den-—
sitas yang berbeda-beda; dengan densitas yang makin tinggi
kearah ujung tube. Cairan density gradient vang dipakai meru-
pakan larutan dari zat terlarut dengan BM rendah, dimana

partikel sampel dapat dilarutkan.

Densi :
Gradi i

Gaya sentrifugal

1. Tube di- 2. Sempel 3. Akibet geyas sent-ifugel,

igi la- diletak pertikel-partikel berge-
rutan kan di —ek dengen kecepatan yeng
density atas berbeds tergentung

gradient gradient massanys

Gambar 10. Density gradient centrifugation

(Sumber : Griffit, 1988)

Ada dua cara pemisahan pada density gradient centrifuga-
tion yaitu :
2a. Teknik isopiknik :
Disini kolom density gradient meliputi seluruh kisaran
densitas partikel sampel. Dengan ultrasentrifugasi masing-

masing sampel akan mengendap hanya pada pesisi dimana den-
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sitas partikel sama dengan densitas gradien, dan akan tetap
bertahan pada posisi tersebut tanpa tergantung waktu.
2b. Teknik rate zonal

Disini larutan partikel sampel ditempatkan pada kolom
gradien yang telah dibentuk terlebih dahulu, dimana larutan
sampel menciptakan gradien negatif pada puncak kolem gradi-
en. Dibawah tekanan sentrifugasi partikel partikel akan
mulai mengendap menembus zona-zona kolom gradien yang ter-
pisah tersebut. Masing-masing zona berisi partikel tertentu

sesual dengan kecepatan sendimentasinya.

K. Pemurnian HBsAg

Berdasarkan sifat-sifat fisik dan biokemik, HBsAg dapat
dimurnikan dengan berbagal cara seperti presipitasi dengan
polyvethylen glycol (PEG), density gradient centrifugaticon dan
u dengan cara affinity chromatography. Dengan cara-cara terse-

but dapat dihasilkan HBsAg murni dengan tingkat kemurnian

tinggi. Menurut WHO (1985), tingkat kemurnian HBEsAg untuk
vaksin pada manusia paling rendah adalah 95%. Ini berarti
HBEsAg paling sedikit merupakan 95% dari total protein dalam

vaksin.

' 1. Presipitasi HBsAg dengan polyethylene glycol (PEG)
Menurut Polson (1964), PEG dengan berat molekul 6000

merupakan presipitan yang paling memadai; karena penangannya

mudah serta tidak menyvebabkan denaturasi protein. Pada pema-
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kaiannya hanya perlu mengontrol pH, sedang temperatur dan
konsentrasi ion larutan tidak perlu dikontrol. Selain itu
presipitasi dengan PEG adalah reversible dan polimer PEG
dapat dipisahkan dengan mudah dengan cara filtrasi gel. Menu-
rut Laurent (1963, cit. Chesebro & Svehag, 1968), makin besar
molekul protein makin sedikit PEG yang diperlukan untuk
mengendapkannya.

Protein plasma terutama terdiri atas albumin, globulin
dan fibrinogen. PEG akan mengendapkan golobulin alfa bersama-
sama HBsAg, pada konsentrasi PEG 6000 6%-8% (Polson, 1964).
Menurut Vnek & Prince (1976) pada pH 4.5 , fibrinogen dan
globulin alfa 1 akan mengendap pada konsentrasi PEG 2%; glo-
bulin alfa 2, globulin beta dan HBEsAg akan mengendap pada
konsentrasi PEG 4,5%; sedang albumin tidak mengendap pada
konsentrasi FEG sampai dengan 4,5%. Atas dasar sifat tersebut
Tizuka (komunikasi pribadi) mengembangkan cara untuk mengen-
dapkan HEsAg melalui 2 tahap. Pertama, plasma yvamg mengandung
HEsAg diberi larutan 50% (w/v) PEG B000 pada pH 4.5 sehingga
| konsentrasil akhir PEG menjadi 1,3%. Dibiarkan selama 3-6 Jjam
pada temperatur 4 derajat C, sehingga terjadi endapan wvang

terutama terdiri atas fibrinogen. Supernatan diambil dan

ditambahkan lagi larutan 50% (w/v) PEG 6000 sampai konsen-
trasi akhir PEG menjadi 4,5%. Dibiarkan semalam pada tempera-
tur 4 derajat C, kemudian di sentrifus supava endapan sempur-
na dan supernatan dibuang. Endapan vang terutama terdiri atas
HE=sAg, globulin alfa dan globulin beta, dilarutkan lagi dalam
akuades pada pH 7.0. HBsAg dalam larutan ini kemudian siap
untuk dimurnikan lebih lanjut dengan cara ultrasentrifugasi

density gradient.
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2. Pemurnian HEsAg Dengan Ultrasentrifugasi

Untuk keperluan pemurnian HEsAg skala besar dipakai
rotor vang mempunyail volume besar yaitu zonal rotor; wyang
merupakan rotor berbentuk mangkuk dimana volumenya ditentukan
oleh luas bagian rotor berdasarkan Jjauhnyva Jjarak dari pusat
rotasi. Volume gzonal rotor ini dapat mencapai 1600 cc, se-
hingga cukup banyal sampel plasma vang dapat ditampung. Pe-
murnian HBEsAg menggunakan zonal ultracentrifugation dilakukan
dalam 2 fase waitu bouyant density zonal ultracentrifugation

dan rate zonsl ultracentrifugation (Mishiro et al, 1980).

2a. Bouyant density zonal ultracentrifugation : .

Bouyant density zonal ultracentrifugation adalah terma-
suk pemisahan iscopiknik, merupakan teknik untuk memisahkan
partikel-partikel berdasarkan pada baik Lkoefisien floata-
si maupun densitas partikel. Pada metode ini sampel diatur
densitasnya (dengan menambah EKBr) menjadi 1,3 =2/ml; pemur-
nian tipe ini memungkinkan penggunaan sampel dengan volume
besar (B850 ce). Pada keadaan rotor berputar 3000 rpm la-
rutan sampel dimasukkan kedalam rotor: demikian pula dengan
larutan gradien lain yang diperlukan. Kemudian rotor dipu-
tar pada 28000 rpm selama 16 jam, setelah itu isi rotor
dikeluarkan dalam fraksi-fraksi; dalam keadaan rotor berpu-
tar pada 3000 rpm. Fraksi-fraksi vang banvak mengandung
HBsAg (densitas antara 1,7 g/ml - 1,22 g/ml) dikumpulkan
dan didialisis untuk membersihkan EKBr, selanjutﬁya dikon-

sentrasikan dengan menggunakan tekanan negatif supaya veolu-

menya menjadi kecil, untuk kemudian dipakai sebagai sampel
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dalam fase pemurnian berikutnya. Pada fase ini HBsAg dipi-
sahkan dari protein plasma yang lain {Mulyantu, 1984 ;

Prince et al., 1984).

2b. Rate zonal ultracentrifugation

Cara pemisahan ini termasuk teknik rate zonal vang meru-
pakan teknik pemisahan komponen-komponen berdasarkan pada
kecepatan sedimentasi; dengan demikian akan tergantung pada
besar, bentuk dan densitas partikel. Pada metode ini sampel
diletakkan diatas kolom density gradient antara 1,15 - 1,30
g/ml wvang telah dipersiapkan sebelumnya. Sampel yang dipa-
‘kai pada fase ini sangat sedikit yaitu antara 50 - 100 ml,
merupakan hasil pemurnian fase sebelumnya. Karena density
gradientnya landai maka dava pisahnva besar sehingga dapat
memisahkan HBsAg dari komponen-komponen plasma lain vang
densitasnyva tidak begitu berbeda dengan HBsAg., Pada fase
ini sampel dan density gradient juga dimasukkan dan dikelu-
arkan dari rotor dalam keadaan rotor berputar pada 3000
rpm; ultrasentrifugasi dilakukan selama 16 Jjam pada kece-
patan 26000 rpm. Lipoprotein plasma akan dipisahkan dari
HEsAg pada fase pemurnian ini, sehingga pada akhir pemurni-
an dapat diperoleh HBsig murni; dengan tingkat kemurnian
lebih dari 95% (Anonim, 1987). Untuk mengevaluasi hasil
dari masing-masing langkah pemurnian, diperiksa titer
HBsAg (R-PHA), densitas larutan, optical density pada
daerah 280 nm, 0OD2%0 nm, scanning 0D200-320 nm, serta mor-

fologi HBsAg dengan mikroskop elektron.
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Menurut Prince et al. (1984) HBsAg murni hasil pemurnian
tersebut dinilai baik bila : 1. Pada optical density scanning
(200 nm- 320 nm) terlihat adanya characteristic sheoulder pada
daerah 290 nm. 2. Tidak mengandung protein-protein lain se-
perti wvang ditunjukkan melalui pemeriksaan agar gel diffusion
dan sodium dodecyl sulphate/ polyacrylamide gel electrophore-
sis (SDS/ PAGE). 3. Perbandingan total protein yang diukur

0,1%
dengan OD28B0 (E = 3;73) dan dengan antigenisitas
1 cm

HBsAg vang diukur dengan gquantitative RIA terhadap standard
HBEsAg dari WHO adalah 1:1 + batas yang bisa diterima dari
variabilitas tes. Cara penilaian tersebut ketelitiannya ting-
gi, tetapi membutuhkan alat-slat wvang lengkap dan mahal serta
memakan waktu lama. Menurut Mayumi (komunikasi pribadi) untuk
menilai kemurnian relatif HBsAg dari berbagai hasil pemurnian
dapat dipakail cara yvang lebih praktis yvaitu dengan menghitung
aktivitas spesifik HBsAg. Aktivitas spesifik HBsAg dihitung
dengan membagi titer (nilai pengenceran) HBsig (RPHA) dengan
nilai Optical density 280 nm. Dengan cara ini akan lebih
mudah untuk membandingkan tingkat kemurnian HBsAg dari berba-
gai hasil pemurnian yang akan digunakan untuk pembuatan sel
PHA wuntuk mendeteksi anti-HBs. Mulvante (1984) mendapatkan
HEsAg murni antara 30 - 49 mg/liter dari plasma HBsAg dan
HBeAg positif dengan aktivitas spesifik berkisar antara
40.000 - 162.000. Oda (komunikasi pribadi) mendapatkan HBsAg
murni dari plasma HBsAg dan HBeAg positif dengan aktivitas
spesifik antara 58.000 - 372.000. Menurut Prince et al (1984)
dan Gerety & Tabor {1983) selama proses pemurnian VHE dengan
ultrasentrifugasi, VHB dan virus-virus lain yang mungkin ada
akan mengalami inaktivasi. Menurut Prince et al (1984) inak-

tivasi selama proses pemurnian ini dapat mencapai 20% dari

seluruh proses inaktivasi dalam pembuatan vaksin Hepatitis B.
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I11. MATERI DAN METODA

1. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Hepatitis PBumi

Gora Nusa Tenggara Barat; waktu yang digunakan adalah 18

bulan mulai Februari 1990 =s/d Juli 1991.

2. Materi Penelitian

a. Darah donor dengan HBsAg positif
Diperoleh dari Dinas Transfusi Darah PMI DKI Jakarta dan
Dinas Transfusi Darah PMI Surabava.

b. Eritrosit domba
Digunakan eritrosit domba yang telah diawetkan dengan
glutaraldehyde menurut cara Hirata & Brandriss (1968).

¢. Binatang percobaan

Digunakan mencit putih (Balb/c mice) betina, berumur 16

minggu, yang diperoleh dari PFPerum BEio Farma, Bandung.

3. Bahan dan Alat
Alat-alat:
a. Ultracentrifuge (HITACHI 70FP) dengan
zonal roteor RPZ 35 T.
k. UV Visible Spectrophotometer ( Varian, DMF 100S5}).
c. Large capacity refrigerated centrifuge (HITACHI SCRTB).,
d. Gamma counter (ANSR, Abbot) dengan Qwikwasher (Abbott).
e, Electron microscope [(Akashi 0024).
f. Affinity column chromategraphy.
g. Microplate tipe V, microdiluter dan dropper 0,025 cc.
h. Botol gelas 200 cec, gelas ukur 50 cc, Beaker Glass 1
1L, 2 L: pipet mikre 0,100 cc & 1 cc.

|
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Bahan :

a, Larutan PBS 0,15 M (pH 7,2)

b. Larutan bufer Tris-HC1 0,01M {(pH 7,5)

c. Larutan Alsever pH 6,1

d. Larutan Garam Fisicleogis 0,85%

e. Bufer PHA yaitu larutan PBS 0,15 M (pH 7,2} wyang
mengandung 1% protein serum kuda dan 0,5% protein
serum kelinci.

f. Larutan glutaraldehyvde (Junsei Co.) 5%, dalam PES.

g. Reagen diagnostik : RPHA-HBsAg (Hepatika Lab.):
HBeAg/Elisa, subtipe HBsAg/Elisa dan RPHA-preS2
{Institute of Immunclogy Co., Tokyo); RIA-anti-HBs
{Abbott Lab.)

h. Kemikalia : Sucrose (Zigma); KBr, Al(OH)5, Tris, HCI,
Na2HP0O4.12H20 dan KH2F04 (Merck);

Tannic acid ({(Junsei Chem.,Co.),
PEG 6000 (Wako Pure Chem. Industries Ltd., Japan).

i. Serum kuda normal dan Serum kelinci normal (Zigma).

4, Metoda Penelitian

Penelitian ini dibagi menjadi dua tahap waitu Tahap I
merupakan survel serocepidemiologik analitik yang bersifat
penelitian cross sectional dan Penelitian Tahap II merupakan

penelitian eksperimental.
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Penelitian Tahap 1

Survei gercepidemiclogik ini mempelajari rerbedaan

frekuenei HBelg, frekuensl antigen pre-51 dan titer antigen

pre-52 pada darah donor pengidap HEsAg menurut subtipe utama
HBsfAg (adw, adr., ayw), dengan model pendekatan atau observasi
sekaligus prada satu saat. Merupakan penelitian untuk menguji
hipotesis 1. dan 2.

Pengidap HBEsAg dalam penelitian ini adalash donor darah |

tanpa keluhan penyakit hati wvang pads remerikeaan serologik

menunjukkan HBsAg positif dengan titer HEsAg lebih dari 1:128
(ET} dan memenuhi kriteria sebagal donor. EKEriteria donor
adalah individu berumur 17 - B5 tshun. berat hadan >= 45 HKg.
HB =>= 12 g% dan tidak dalam keadaan sakit menurut pengamatan

vetugas. Dalam penelitian ini hanva digunakan darsh donor

Pria.

Cara Penelitian

Darah donor HBsAg positif diperocleh dari DTD PMI DKI
Jakarta dan DTD PMI Surabayva antara Juli 18988 sampai Juni
1980. Darah tersebut dipisahkan plasmanya dan diberl pengawet
Sodium azide (konsentrasi akhir 0.2%). Masing-masing plasmsa
donor diambil 6 cc dibagi delam 2 tube dan diesimpan pada -20
derajat C sebelum diperiksa. Setelash terkumpul cukupr banyvalk,
kemudian dilakukan remerikeaasn titer HEsAg dan titer antigen |
rre-52, subtipe HBEsAg. HEeAg dan antigen pre-51. Sebagian
dari sampel tersebut (50%) dikirim ke Institute of Immunology

di Tokyo untuk remeriksaen silang. Flasma dengan titer HBEsAsz
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> 210, HBeAg(+) pada pengenceran 100 kali dan titer antigen
pre-52 > 25 dikumpulkan menjadi satu menurut subtipe HBsAg.
Kumpulan plaema HBsAg positif yang terdiri dari subtipe adw,

adr dan ayvw merupakan bsahan untuk penelitisn tahap II.

Cara pemerikesaan laboratorium (lihat lampiran 6) :

HEsAg : Reverse passive hemagglutination (RPHA)

Antigen pre-S5Z: RPHA

Antigen pre-S51: Enzvme-link immunosorbent assay (Elisa)

Subtipe HBsAg : Elisa

HBeAg : Elisa
Pengamatan :

Perbedean imunogenisitas serum pengidapr HEsAg menurut
subtipre diukur dengasn membandingkan kandungan antigen pre-5Z
{titer SZ2/titer &) serta frekuensi antigen pre-5S1 antars
pengidap eubtipe adw, adr dan ayw. Pengidap HBsAz vang di-
bandingkan adalah pengidap HBsAg dengan HBeAg titer tinggi
(sebagai parameter replikasi sktif VHB) serta tidak ada keru-
sgskan antigen pre-52 selama penvimpanan serum. Kriteria sam-
rel wvang dipakal adalah serum dengan titer HBEsfg 5210.
HEeAg({+) pada pengenceran 100 kalil dan titer antigen pre-52 >

28

—_

Ferbedaan infektifites =erum pengidap HEsfAz menurut
subtipre diukur dengan membandingkan frekuensi HBefAg antars
pengidap subtipe adw, adr den syvw. pada titer HBE=zAg yvang

sama.
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Analisa Statietik

Perbedaan kandungan entigen pre-5Z antara subtipe adw,
adr dan ayw diuji dengan uji t: eedang perbedaan frekuensi
antigen pre-51 dan perbedaan frekuensi HBEelAg diuji dengan uji
Kai kuadrat.

Penelitian Tahap II

Penelitian Tahap II terdiri atas Pengukuran Antigenisi-
tas dan Imunogenisitas HBsAg murni menurut subtipe; untuk
menguji hipotesis 3.

Bila terdapat perbedasn antigenisitas (kandungan antigen
pre-52) antara pengldap HBsAg subtipe adw, adr dan ayw, per-
hedaan terssebut mungkin disebsebhken oleh perbedsan kandungan
antigen pre-52 pada rartikel Dane, partikel HBsAg (partikel
bulat dan partilkel tubuler). Untuk mengetahuil apaksh memang
terdapat perbedaan antigenisitas antara partikel HEsAg murni
dari berbagai subtipe, maka partikel HBeAg harus dipisahkan

dari partikel Dane dan komponen serum yang lain.

Cara Pemurnian HBsAg

HB=sAg murni yang dipakail dalam penelitian ini merupakan
HBsAg (subtipe adw., adr dan avw) hasil pemurnian dengan cars
sucrose rafte ronald witrecentritugstian. Hahannya berasal dari
B liter plasma HBsAg-prositif titer tinggi peda Penelitian
Tahap I, setelsh melalui presipitasi bertahap dengan PEG
saerta serangkaisn ultrasentrifugasi meliputi 2 kalil «&-

buoyvant density dan KBr rate zonal altrscentrd fugastion,
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Presipitasi HBsAg dengan PEG dilakukan menurut cara vang
lazim, dengan modifikasi Iizuksa; sedang pemurnian HBEsAg de-
ngan cara ultrasentrifugasi zonal dilakukan menurut cara yang
dimodifikasi Mishiro et al (1980). Terhadap plasma dari tiap l

subtipe HBEsAg dilakukan 6 kali sucrose rate zgonal ultracen-

trifugation, =ehingga diperoleh 6 lot HBsAg murni untuk tiap

subtipe (lihat lampiran-1). I

Evaluasi Eemurnian HBsAg.

Untuk mengevaluasi kemurnian HBsAg hasil pemurnian de-
ngan ultrasentrifugasi dilakukan pemeriksaan optical density
scanning hasil pemurnian tiap tahap, pengukuran aktivitas

spesifiik HBsAg, pemeriksaan eleektroforesis gel (SDS PAGE)

dan pemeriksaan elektronmikroskopik.
Pemeriksaan optical density scanning
Pemeriksaan ini dilakukan dengan membandingkan optical

density scanning (200-320 nm) hasil pemurnian HBsAg tiap
tahap terhadap materi awal (plasma awal). Bila pemurnian
berhasil baik maka akan muncul characteristic shoulder pada
daerah 290 nm.
Pengukuran aktivitas spesifik HBEsAg

Aktivitas spesifik HBsAg, adalah angks wyang menunjukkan
antigenisitas HBEsAgz per satuan berat protein. Aktivitas spe-

sifik HBsAg dihitung dengan membagi titer hemaglutinasi HBEsAg

dengan kadar protein total. Kadar protein total ditentukan |
secara spetrofotometrik, dengan pedoman : abscerben (pada
gelombang 280 nm) = 3,73 mengandung 1 mg protein HBsAg (Vyas l

et al, 19872).

76

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO




PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

titer HBsAg
Aktivitas spesifik = -———===-—-—-—-

Pemeriksaan SDS PAGE

Pemeriksaan sodium dodecyl sulphate polyacrilamide gel
electrophoresis (SDS PAGE) dilakukan di Institute of Immuno-
logy, Tokyo. Pada prinsipnya cara pemeriksaan adalah sebagai
berikut.

Sepuluh mikrogram HBsAg di inkubasikan pada 100 derajat
C selama 5 menit dalam bufer yang menganduneg 1% (v/v) sodium
dodecyl sulfate (SDS) dan 1% (v/v) 2 mercaptoethancol. Kemudi-
an bersama-sama standard berat molekul dilakukan elektrofore-
sie dalam gradient (10%-20%) polyacrylamide gel dengan kondi-
si aliran listrik 60mA selama 45 menit, menggunakan alat
(Hoeffer Scientific Instrument, San Francisco) dan cara vyang
lazim. Setelah elektroforesis, gel dicat dengan Coomassie
Brilliant Blue,
Pemeriksaan Elektronmikroskopik Partikel HEsAg

Pemeriksaan elektron mikroskopik partikel HBEsAg dilaku-
kan di Institute of Immunclogy, Tokyo: menggunakan elektron
mikroeskeop merk Akashi 002A buatan Jepang, dengan pengecatan
uranyl acetate 2% . FPemeriksaan dilakukan pada perbesaran

akhir 100.000 kali.

Pemeriksaan Antigen pre-5

HBsAg murni dari tiap-tiap subtipe (adw, adr dan ayw)
diperiksa secara kuslitatif adanya antigen pre-51 dan titer
antigen pre-S2, sehingsga dapat dihitung perbedaan kandungan

antigen pre-S8 antara ketiga subtipe.

T
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Pengukuran Antigenisitas HBsAg

Antigensitas HBsAg diukur dengan membandingkan kemampuan
HEsAg untuk mengikat anti-HBs. Penilaian dilakukan dengan
cara mengukur sensitivitas sel passive hemagglutination (PHA)
vang dibuat dari HBEsAg murni masing-masing subtipe, untuk

mendeteksi anti-HBs standar.

Cara Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan
3 perlakuan dan 18 ulangan. Sel PHA dibuat dengan jalan me-
nempelkan HBsAg murni pada eritrosit domba. Sebanyvak 350 cc
satu lot eritrosit domba (5%) yang telah diawetkan dengan
glutaraldehvde (lihat lampiran 2) dibagi menjadi 54 botol
mazing-masing 25 cc dan dikelompokkam menjadi 3 kelompok
secara simple randomization. EKemudian masing-masing kelompok
diberi perlakuan HBEsAg murni dari satu macam subtipe [adw/
adr/ ayw) dengan cara sensitisasi seperti yang ditunjukkan
Bovden (1851; lihat lampiran 3). Setelah didiamkan 4 mingggu,
sel PHA tersebut diperiksa sensitifitasnya untuk mendeteksi

anti-HBs standar; pemeriksaan dilakukan secara duplo.

Pengamatan

Pengamatan sensitifitas (eara kerja, lihat lampiran 5)
dilakukan terhadap 3 macam standar anti-HBs wyaitu
a. Anti-HBs/a:; standar ini dipercleh dari pemurnian anti-

HBs/avw dengan cara affinity chromatograhy, menggunakan

Sepharcose 4B vang ditempeli HBsAg/adr (lihat lampiran 4)}.
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b. Anti-HBs/d monoklonal (Hyb. no. 423): diperoleh dari
Institute of Immunology Co., Tokyo.

c. Anti-HBs/w monocklonal (Hyb. no. 4111); dipercleh dari
Institute of Immunoclecgy Co., Tokyo.

Fengenceran larutan standar anti-HBs dilakukan secara serial

2 kali dalam bufer PHA dari kit. Sensitivitas diamati sebagai

titer PHA, yang ditentukan oleh nilai pengenceran tertinggi

yang masih menunjukkan hemaglutinasi (2").

Pengukuran Imunogenisitas HBsAg

Imunogenisitas HB=sAg dinilai dari kemampuannya untuk
menimbulkan respon antibodi (anti-HBs) pada binatang percoba-

an [(Balb/c mice) vang mendapat imunisasi HEsAg.

Cara membuat imunogen (vaksin)

HBEsAg murni subtipe adw, adr dan ayw (6 lot untuk tiap
subtipe) hasil pemurnian dengan ultrasentrifucasi didialisis
dalam larutan garam fisiologis (pro infus) untuk menghilang-
kan Sodium azide vang ada dalam bufer pelarut. Setelah didia-
lisis, dilakukan sterilisasi menggunakan filter disposable
berdiameter 0,45 mikren. Suspensi HBsAg tersebut dilarutkan
lagi dalam larutan garam fisiolegis (pro infus) sedemikian
rupa sehingga kadar HBsAg menjadi 100 mcg per mililiter.
Setelah itu ditambahkan Al1{OH3) sebagai adjuvant (konsentrasi

akhir 1%}.
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Cara Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap dengan
d perlakuan dan 24 ulangan. Sebanyvalk 26 ekor mencit (Balb/c
mice) betina berumur 16 minggu dibagi dalam 4 kelompok secara
simple randomization. Eelompock I sebagai kelompok kontrel,
Kelompok II diberi perlakuan suntikan HBEsAg subtipe adw,
Kelompok III diberi suntikan HBsAg subtipe adr dan Kelompok
IV diberi suntikan HBEsAg subtipe ayw. Penyuntikan dilakukan
rada hari ke 1 dan hari ke 30, secara intraperitoneal dengan
dosis 10 meg/0,1 cc. Pengambilan darah dilakukan 10 hari

setelah suntikan kedua, secara intracardial,

Pengamatan Respon Anti-HBs

Anti-HBs diperiksa dengan metoda radic immuno assay
(RIA) menggunakan kit (Ausab, Abbott) dan gamma counter merk
ANSR buatan Abbott Laboratory. Pemeriksaan dilakukan pada
serum yang telah diencerkan dalam fetal calf serum, sedemiki-
an rupa sehingga hitungan per menit (cpm) dari sampel mende-
kati 10 kali rata-rata cpm Kelompok kontrol. Titer anti-HBEs
dinvatakan dalam RIA Unit, vang dihitung menurut cara seperti

vang tertulis dalam buku petunjuk.

Analisa Statistik

Perbedaan titer relatif antigen pre-S52 antara HBEsAg
murni subtipe adw, adr dan ayw diuji dengan uji t. Data yang
terkumpul pada penelitian tahap I] merupakan data dengan
skala ratioc, yaitu sensitivitas sel PHA-antiHBs dan titer

anti-HEs mencit. Data wyang dipereleh dianalisa dengan analisa
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keragaman dan diuji dengan uji F. Uji statistik pembeda antar
perlakuan digunakan uji jarak ganda Duncan (Snedecor, 1964),

Sensitivitas Sel PHA-antiHBEs dinvatakan dalam Nilai
pengenceran (T) wyang ditentukan oleh Angka pengenceran (c),
Pengenceran awal (a = 2Z) dan Faktor pengenceran (b = 2) mela-
lui persamaan

T = a.b!® 1) (Lutz, 1978).

KEarena faktor pengenceran disini tetap wvaitu = 2, maka sebar-
an data tidak normal:; sehingga sebelum dianalisa data diubah
dulu kedalam leog (Lutz, 1978), persamaan menjadi

leg T = log (a) + (c-1) log (b)

g1
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IV. HASIL DAN BAHASAN

HASIL

Surveil Seroepidemiclogik

Telah dilakukan 2.193 pemeriksaan subtipe pada darah

donor pria dari DTD PMI DKI Jakarta dan DTD PMI Surabava;

umur donor darah menurut subtipe HBsAg ditampilkan pada

Tabel 1. Tampak bahwa umur rata-rata donor darah pengidap

HBsAg subtipe adw tidak berbeda nyata dengan pengidap subtipe

adr maupun subtipe ayw.

Tabel 1. Umur donor darah menurut subtipe HBsAg

Subtipe Umur (tahun)
o e e s it
Kisaran Rata-rata + SD
adw 17-62 30,0 + 8,72
adr 18-56 31,2 + 8,78
ayw 20-50 29,6 + 7,12

s

KEeterangan :

a-a : tidak berbeda nvata ( p > 0,05 )

Hasil pemeriksaan subtipe menunjukkan bahwa subtipe adw

dominan baik di Jakarta maupun Surabaya, tidak didapatkan

subtipe avyr (Tabel 2).
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Tabel 2. Prevalensi relatif subtipe HBsAg pada

donor darah di Jakarta dan Surabaya

e = ]

Subtipe Jakarta Surabaya Total
HBsAg  -—-=-----—-ccemrc e
Jml % Jml % Jml %

adw 1357 75,9 349 85,9 1706 778
adr 3z7 18,3 17 4,2 344 15,7
ayw 70 3,9 as 9,4 108 4,9

atipik 33 1,9 2 0,5 35 1,6
Total 1787 100,0 4086 100,0 2193 100,0

Eeterangan : Subtipe atipik = adyw, adrw dan adyr

Dalam penelitian ini sebagian besar sampel yang dipe-
riksa menunjukan antigen pre-52 positif. Kandungan antigen
pre-52 pada pengidap HEsAg menurut subtipe virus mencermin-
kan konsentrasi antigen pre-S2 (S2) per satuan konsentrasi
HBsAg (S). Tabel 3 menyajikan perbandingan titer relatif
antigen pre-S2 (S52/S) antara pengidap HBsAg subtipe adw,
adr dan subtipe ayw. Pengidap HEBsAg yang dibandingkan
adalah pengidap yang mempunvai titer HBsAg > Elﬂ. titer
antigen pre-52 > 28 dan HBeAg(+) pada pengenceran 100 kali,
dengan jumlah sampel untuk subtipe adw, adr dan ayw masing-
masing adalah 637, 118 dan 49 donor. Data pada Tabel 3
menunjukkan bahwa subtipe virus sangat berpengaruh terhadap
kandungan antigen pre-52; pengidap HBsAg subtipe adr me-

ngandung lebih banyak antigen pre-52 dibanding subtipe adw
dan ayw.
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Tabel 3. Perbandingan kandungan antigen pre-52
(titer S2/titer 5) pada donor darah

pengidap HBsAg menurut subtipe HBsAg

e T

Subtipe Titer rata-rata (27)
HBsAg L e e 52/8
sampel S 52
adw 637 12,4 9,1 8.138%
adr 118 13,2 10,9 0,293P
ayw 49 11,8 9,2 0,215%
Eeterangan

a-b : berbeda nyata ( p<0,001 )
b-c : berbeda nyata ( p<0,01 )
a-c ! berbeda nyata ( p<0,01 )

Frequensi antigen pre-52 menurut status HBeAg terlihat
pada Tabel 4 dan Tabel 5: terdapat 86% atau lebih sampel
antigen pre-S2 positif baik pada pengidap HBsAg dengan
HEeAg(+) maupun pengidap dengan HBeAg negatif.

Untuk mengetahui frekuensi antigen pre-52 pada sampel
dengan HBeAg titer tinggi, maka HBeAg diperiksa pada serum
vang telah diencerkan 100 kali dalam 25% calf serum. Dari
Tabel 4 dan Tabel 5 tampak tidak ada perbedaan frekuensi
antigen pre-S2 antara pengidap HBsAg dengan HBeAg(+) titer

tinggi dan HBeAg(+) tanpa pengenceran (p>0,05).
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Tabel 4. Frekuensi antigen pre-S2 pada donor darsh

rengidap HBeslAg menurut status HBelg

Subtipe HBeAg positif HBeAg negatif

HOgREE — Seesssssesanedinas 0 el i
n S2(+) n B2 (+)

adw 739 27 ( 858.4%) =) 84 ( B4.,8%)

adr 136 131 ( 97,0%) B1 69 ( 85,2%)

BYVW 53 53 (100,0%) 18 18 (100,0%)

Total 928 911 ( 98,2%)% 198 171 ( 86,4%)°

Keterangan
a-b : berbada nvata (p<0,0001)

Tehel 5, Frekusnsi asntigen rre-352 peda donor darah

prengidap HB=sAz menurut status HBeesg(l:100)

Subtipe HBeAg(+) 1:100 HBelAg(-) 1:100%

EBBAR  —————==—————————— e
1 S2(+) n S2(+)

adw 682 §71 ( 28.4%) 156 134 ( B85.9%)

adr 123 121 ( 98.4%) g4 T8 ( 84,0%)

ayw 52 52 (100,0%) 18 18 ( 94.7%)

. B T T o o e S e e S e e e

Eeterangan :
a-b : berbeda nvata (p<0.0001)
¥ : termasul HBelfg(-) 1:1
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Frekuensi antigen pre-S1 dibandingkan secara kualitatif
pada 745 pengidap HBsAg dari ketiga subtipe yang mempunyai
titer HBsAg (RPHA) >= 2105 dan HBeAg(+) pada pengenceran 100
kali. Tabel 6 menunjukkan bahwa frekuensi antigen pre-51 pada
pengidap HBsAg subtipe adr lebih tinggi dibanding pengidap

subtipe adw dan ayw.

Tabel 6. Frekuensi antigen pre-51 pada donor
darah pengidap HBEsAg titer tinggi

menurut subtipe HBEsAg

Subtipe Antigen pre-S1(+)
HEsAg W e e e e e e i
Jumlah %

adw 604 46 7,85

adr 102 100 g8, 0P

ayw 39 K| 7572

Total 745 149 20,0

Keterangan

a-b : berbeda nyata ([ p<0,001 )

Frekuensi antigen pre-S1 menurut status HBeAg terlihat
pada Tabel 7 dan Tabel 8. Tampak bahwa frekuensi antigen pre-

S1 pada serum HBsAg(+)/HBeAg(+) lebih rendah dibanding serum
dengan HBsAg(+)/HBeag(-).
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Tabel 7. Frekuensi antigen pre-51 pada donor darah

renglidap HEBsAg menurut status HBEeAg

e e e e e e e e e e e e e e T e T e o e o o o o o D T

Subtipe HBelAg positif HBeAg negatif
HEsAg n Sl1(+) n 51(+)
adw 631 Bl { B.T%) 174 13 { 7.5%)
adr 124 120 (96.8%) T &7 (87.,0%)
avw 40 d { T.B%) 20 11 (55.0%)

Total 795 184 (23.1%)% 271 91 (35.6%)°

Takel B. Frekuensi antigen pre-51 pada donor darah
rengidap HBsAg menurut status HBelAg(1:100)

Subtipe HBeAg(+) 1:100 HBeAg(-) 1:100%
HE=sAg n S1(+) n S1(+)
adw 624 54 ( B,6%) 181 20 (11.0%)
adr 111 107 (96.4%) 90  BO (88.9%)
ayw ag 2 ( 5,1%) o1 12 (57.1%)

Total 774 183 (21,1%)8 292 112 (38,4%)P

Keterangan : a-b = berbeda nyata (p<0,0001)
¥ : termasuk HBelAg(-) 1:1

Gambar 1 (A, B, C) memperlihatkan Ifrekuensi HBefAg pada

1.188 rpengidap HBslAg dengan titer HBsgAg >= 28 Tampak bahwa

pada titer HBsAg yveng sama. frekuensi HBeAg pada pengldap

HEsAg subtipe adw lebih tinggl dibanding subtipe adr dan ayw.
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Gambar 1. Frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAg

subtipe adw, adr dan ayw
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Pada 944 pengidap dengan HBsAg titer tinggi {>21ﬂ},
dibandingkan frekuensi HEeAg pada sampel yang diencerkan 100
kali dalam 25% calf serum. Dari Tabel 9 nampak bahwa freku-
ensi HBeaAg (titer tinggi) pada pengidap HBEsAg subtipe adw

Jjauh lebih tinggi dibanding pengidap subtipe adr dan ayw.

Tabel 9. Frekuensi HBeAg pada pengidap HBEsAg

titer tinggi menurut subtipe HBsAg

e EE R R R R R RS S S SR EE RS SRR S eSS S e e e e e e e e EE R EEEEE=

Subtipe Jumlah HBeAg(+) 1:100
HBE=Ag sampel = = 000 06meeemmmmmmmmmmmm—e-
jumlah %
adw 693 648 93,52
adr 190 121 63,70
ayw 61 49 80, 3¢
Total 944 g18 86,6
Eeterangan

a-b : berbeda nyata [(p < 0,0001)
a-¢ : berbeda nveta (p < 0,001}
b-¢ : berbeda nyata (g ¢ 0,025)
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BAHASAN

Hasil penelitian ini menunjukan adanya perbedaan kan-
dungan antigen pre-52 pada pengidap HBsAg dari berbagai sub-
tipe HBsAg. Kandungan rata-rata antigen pre-52 dan frekuensi
antigen pre-S1 pada serum-serum pengidap VHB subtipe adr
lebih tinggi dibanding subtipe adw.

Regio S genome VHB dibagi menjadi gena S yang mengkode
sintesa major protein (protein 8) dan regic pre S (pre-S1 dan
pre-52) wvang mengkode sintese protein pre-5. Menurut Tiollais
et al. (1984; 1988) DNA VHB terdiri atas sekitar 3200 pasang-
an basa; jumlahnya berbeda untuk tiap subtipe. Jumlah pasang-
an basa pada subtipe ayw berkisar antara 3182-3188, subtipe
adw antara 3200-3221 dan pada subtipe adr berkisar antara
3188-3214. Perbedaan molekul DNA VHBE dari subtipe vang berbe-
da adalah sebesar 8%-10%, kecuali pada subtipe ayr wyang hanva
berbeda sekitar 2% dari subtipe adr; sedang pada subtipe yang
sama perbedaan tersebut hanya 1,5%-2%. Protein pre-52
{middle protein) merupakan produk regio pre-82 dan gena §S;
tersusun atas 28] asam amino dan terdiri atas glikoprotein
vang terdapat dalam dua bentuk yaitu GP33 (satu glikan) dan
GP36 (dua glikan). Regioc pre-S1, pre-52 dan gena S mengkode
sintesa protein pre-S1 (large protein), yang terdapat dalam
bentuk glikosilat (GP42) dan bentuk nonglikosilat (P39).
Panjang polipeptida pre-S1 bervariasi tergantung subtipe; 108
pada subtipe ayw dan 119 pada subtipe adw, adr dan ayr (Tieol-

lais et al., 1988).
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Signal-signal untuk memulai proses sintesa protein S
lebih kuat dibanding untuk protein pre-S. Dengan mekanisme
ini dimungkinkan untuk terjadinya sintesa berbagai protein
HBsAg (dengan perbedaan akhiran N) dari satu open reading
frame vang kontinyu. Perbedaan kecepatan sintesa protein S,
rre-52 dan pre-Sl1 terlihat pada komposisi ketiga macam parti-
kel wvirus dalam darah individu wang terinfeksi VHB. Partikel
HB=Ag bulat dan partikel tubuler terutama terdiri atas pro-
tein S5 (major protein); sedang proporsi protein pre-52 pada
ketiga partikel HBsAg adalah sama yaitu antara 5-10%, tetapi
partikel HEsAg bulat pada serum penderita dengan HBeAg posi-
tif mengandung lebih banyak protein pre-52 dibanding penderi-
ta dengan anti-HBe pesitif. Sebaliknya protein pre-51 merupa-
kan 15% dari protein HBsAg partikel Dane dan partikel HEsAg
tubuler, tetapi hanya merupakan 1-2% dari protein partikel
HBsAg bulat (Tiellais et al., 1985; Stibbe & Gerlich., 1982).

Adanya perbedaan gencome antar subtipe VHB memberi petun-
juk bahwa pada suatu daerah/populasi genetik yang sama, eks-
presi genome VHB pada individu yang terinfeksi dapat dipenga-
ruhi cleh subtipe virus; terutama ekspresi regio pre-%. Sam-
pai saat ini telah banyak penelitian mengenai antigen pre-5,
tetapi penelitian serocepidemiologik tentang hubungan antigen
pre-5 dengan subtipe HEsAg belum pernah dilakukan. Hasil
penelitian ini konsisten dengan landasan teori tersebut; pada
pengidap HBsAg pria dewasa di Jakarta dan Surabaya terdapat
perbedaan kandungan antigen pre-S2 yang tergantung subtipe
virus. Serum pengidap VHB subtipe adr rata-rata mengandung
lebih banvak antigen pre-52 dibanding pengidap VHE subtipe

adw dan subtipe ayw.
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Lalu mengapa bisa terjadi perbedaan kandungan antigen
pre-52 diantara berbagai subtipe HBsAg? Telah diketahui ada
dua transkrip utama yang mengatur sintesa protein HBsAg vaitu
RNA 2,5 kb yang mempunyai initiation site sebelum regio pre-
S1 dan berfungsi mengatur sintesa protein pre-S1 (large
protein) serta RNA 2,1 kb yang dibagi dua wvaitu rantai pan-
jang dan rantai pendek. RNA 2,1 kb panjang mempunvyai
initiation site pada regio pre-51 dan berfungsi mengatur
sintesa protein pre-S2 (middle protein), sedang RNA 2,1 kb
pendek mempunyai initiation site pada regio pre-52 dan ber-
fungsi mengatur sintesa protein 5 atau major protein
(Mayumi, 1990). Belum diketahui mengapa suatu transkrip rela-
tif terdapat lebih banvak pada suatu subtipe wvirus dibanding
subtipe yang lain. Terdapat kemungkinan bashwa lebih banyaknya
transkrip 2,1 kb panjang pada VHE subtipe adr dibanding VHB
subtipe adw dan ayw adalah disebabkan oleh adanya perbedaan
rangkaian (akibat perbedaan subtipe HBsAg) dalam regio yang
bertanggung Jjawab untuk memacu transkripsi gena pre-52Z. Apa-
kah memang demikian mekanismenva, belum ada yang tahu. Pene-
litian lebih lanjut oleh para ahli bioclogi molekuler diharap-
kan akan dapat menjawab pertanvaan ini.

Kandungan antigen pre-5 pada serum pengidap HBEsAg dipe-
ngaruhi oleh aktifitas virus; yaitu apakah virus masih dalam
fase replikatif atau nonreplikatif. Baik HBsAg selubung par-
tikel Dane dan partikel HBsAg tubuler mengandung protein wvang
di kode oleh gena S maupun regio pre-S. Sebaliknya partikel
HBsAg bulat susunan proteinnya tergantung pada fase ada ti-
daknyva replikasi virus. Pada fase replikasi aktif, partikel
HBsAg bulat mempunyai susunan protein yang sama dengan prote-

in HBsAg selubung partikel Dane; tetapi pada fase non repli-
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katif, partikel HBsAg bulat praktis tidak mengandung protein
vang dikode oleh regio pre-S5 (Stibbe and Gerlich, 1982: Heer-
mann et =J., 1884: Tiollais =f si1,, 1985). Fase replikasi
aktlf wvirue depat diketshui sntera lain dengan pemeriksasan
HBeAg serum; pada fase ini didapatkan titer HBeAg tinggi
(Baraldini =t ai,, 1981; Miyakawa snd Mayumi, 1985). Dalam
penelitian ini telah dibandingkan kandungan antigen pre-S
rada eserum HBeAg titer tinggi dari pengidapr HBsAg berbagai
subtipe. Dengan demikian semua serum vang dibandingkan bera-
sal dari pengidar VHB dalam fase replikstif. Oleh karena itu,
dapat disingkirkan adanya kemungkinan bahwa perbedaan kan-
dungan antigen pre-5 tersebut akibat adanyve rerbedasn aktifi-
tas replikasi virus (replikatif/non-replikatif) dalam tubuh.
Antigen pre-5 merurakan :mmuncdominant epitope, dengan
demikian adanya antigen pre-S akan meningkatkan imunogenisi-
tas HBsAg . Pers shli melsporksn bahwa antigen pre-5 mempu-
nyvali imuncgenisitas yang kuat baik pada binatang percobasan
maupun pada manusia (Stevens et al.. 198B4: Neurath =+ &71.,
1984; 18585; 1986; 1987Ta; Tabor st ail., 1980: Petre and FPee-
termans. 1880). Atas desar pedoman kandungsn santigen pre-5
sebagal parameter imunogenisitas., maka hasil penelitian ini
menunjukan bahwa subtipe HBsAg berpengaruh terhadsp imuno-
genisitas HBsAg peda serum pengidap HBsAg pria dewasa di
Jakarta dan Sursbaye: HBsAg pada serum pengidap VHE subtipe
adr lebih imunogenik dibending pengidap subtipe adw dan ayw.
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa antigen pre-52
positiT pada sebsgisn besar peEngidap HEsSg. baik  pengidap
dengan HEsAg positif maupun penglidsp dengan HBeAg negatifs
dengan demikian status antigen pre-5 serum bukan merupakan
parameter vang bsik wuntuk menunjukkan sda tidaknya aktifitas

replitasi VHE.
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Hadziyannis et al. (1987), Kurai et al. (1987 & 1889),
dan para ahli lain melaporkan hubungan antigen pre-5 dengan
adanya replikasi aktif VHB pada penderita penyakit hati.
Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa antigen pre-S berhu-
bungan erat dengan parameter replikasi virus seperti DNA VHB
dan HBeAg. Pada penderita hepatitis akut, antigen pre-S bia-
sanya ditemukan dalam serum pada fase awal penyakit bersama
parameter virus lain seperti HBeAg, DNA VHBE dan HBsAg. Pada
penderita yang sembuh, hilangnya antigen pre45 mendahului
turunnya titer HBsAg (Pontisso et al., 1983; Neurath et al.,
1986; Ferrari et sl., 1987). Berbeda dengan pada penderita
penyakit hati, pada pengidap HBsAg asimtomatik adanya antigen
rre—-S2 tidak erat berhubungan dengan replikasi virus (Hess et
al., 1887; Hu et al., 1987). Hess et al.; (1987) melaporkan
bahwa adanya perbedaan ekspresi antigen pre-5 pada pengidap
HEsAg adalah disebabkan oleh perbedaan titer HBsAg; menurut
Hu et al. (1987) dalam semua sampel vang mengandung HBsAg
lebih dari 50-100 ng/ml diharapkan dapat dideteksi adanva
antigen pre-S. Dalam laporannya disimpulkan bahwa adanya
antigen pre-5 (51 dan 52) tidak berhubungan dengan replikasi
virus, dilihat dari adanya DNA VHB. Hal ini berbeda dengan
pendapat Theilman et al.(1986), Hadziyannis et al. (1987),
Kurai et al. (1987 & 1882}, vang menvatakan bahwa antigen
pre-5 berhubungan erat dengan viremia (replikasi aktif).
Menurut Hess dkk., perbedaan temuan ini mungkin disebabkan
cleh karena pada penelitiannva digunakan reagen vang =angat
gsensitif untuk mendeteksi anticgcen pre-S51 dan pre-52, sehingga
masih terdeteksi adanvya antigen pre-8& walaupun parameter
replikasi wvang lain sudah tidak terdeteksi. EKesimpulan Hess

dkk. (1987) disokong eoleh Hu dkk. (1987) wvang melaporkan
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bahwa adanya antigen pre-S serum pada pengidap HBsAg asim-
tomatik bukan merupakan petanda yang baik untuk menunjukkan
replikasi virus. Dalam penelitiannya Hu dkk. mendapatkan
tidak adanya hubungan antara adanya antigen pre-S5 (81 dan 52)
dengan status HBeAg; adanya antigen pre-S tergantung dari
titer HEsAg serum.

Dalam penelitian ini sebagian besar serum HBsAg positif
yang diperiksa menunjukkan antigen pre-S2 positif, baik pada
serum HBeAg(+) maupun serum HBeAg(-). Demikian pula dengan
frekuensi antigen pre-51; frekuensi antigen pre-S1 pada peng-
idap HBsAg dengan HBeAg positif bahkan lebih rendah dibanding
pengidap dengan HBeAg negatif. Dalam penelitian ini digunakan
reagen (Elisa) vyang kurang sensitif.untuk mendeteksi adanya
antigen pre-81 serum, sehingga positifnya antigen pre-81
menunjukkan bahwa serum mengandung antigen pre-81 titer ting-
g£i. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa adanya antigen
pre=-81, ternvata tidak tergantung status HBeAg. Dengan demi-
kian hasil penelitian ini menyokong pendapat Hess dkk. (1987)
serta Hu dkk. (1987) bahwa status antigen pre-5 serum bukan
merupakan petanda yvang baik untuk menunjukan adanya replikasi
virus; tetapi lebih tepat untuk menunjukan tingkat aktifitas
replikasi wvirus, seperti pendapat yang diajukan para ahli
lain (Kurai et al., 1987 & 1989; Ibarra et al., 1987: Hadzi-
vannis et al., 1987).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada pengidap
HBsAg di Jakarta dan Surabaya didapatkar subitipe adw lIebih
menonjol dibanding subtipe adr dan ayw; tidak ditemukan ada-

nya subtipe ayr.
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Subtipe HBsAg adalah virus-specific dan bila seseorang
tertular oleh VHB dari salah satu subtipe maka ia akan mende-
rita infeksi VHE dengan subtipe wvang sama. Karena itu subtipe
HBsAg merupakan petanda epidemiclogik penting yang dipakai
untuk mengidentifikasi sumber infeksi (Shorey, 1976; Le Bou-
vier et al., 1872). Di dunia terdapat variasi geografik dari-
frekuensi berbagai subtipe HBsAg dan variasi ini lebih banyak
berhubungan dengan daerah tempat asal individu dari pada
daerah tempat tinggal individu , sehingga dapat membantu
menelusuri migrasi penduduk pengidap VHE dimasa lampau (Maz-
zur et al., 18974; Courouce-Pauty et al., 1983). Subtipe adw,
ayw dan adr terdapat luas di berbagai bagian dumia; sedang
subtipe ayr sangat Jjarang didapatkan. Dilaporkan subtipe ayr
antara lain didapatkan di daerah Oceania dan Jepang. Satu-
satunya laporan yang menunjukan adanya subtipe ayr di Indone-
sia adalah laporan Gunawan dkk (1%85). Dalam penelitiannya
pada penduduk di daerah Lombok bagian utara, Gunawan dkk.
mendapatkan 3 (18%) subtipe ayr dari 16 pengidap HBsAg wvang
diperiksa.

Dalam penelitian ini pemeriksaan subtipe HBsAg dilakukan
pada sampel vang cukup besar (2.183 donor) dan penentuan
subtipe HBsAg dilakukan sampai determinan subtipik w/r. Di
Jakarta dan Surabava didapatkan tiga subtipe utama HBsAg
vaitu subtipe adw, adr dan ayw, dengan subtipe adw yang pa-
ling menonjol; tidak ditemukan adanya subtipe ayr. Hasil
penelitian ini memperkuat laporan para peneliti lain yang
juga mendapatkan bahwa di P. Jawa subtipe HBsAg yang paling
dominan adalah subtipe adw (Sulaiman et al., 1881; Mulyanto,

1987; Mulwyvanto et al., 189850).
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Hasil penelitian ini menunjukkan adanya perbedaan
frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAg dari berbagai subtipe.
Pada titer HBsAg yang sama frekuensi HBeAg pada serum—-serum
pengidap subtipe adw lebih tinggi dibanding subtipe adr dan
ayw; frekuensi HBeAg pada serum—-serum pengidap HBsAg subtipe
ayw juga lebih tinggi dibanding subtipe adr.

Telah banyak laporan mengenai hubungan aspek geografik
dan etnik dengan subtipe HBsAg, tetapi sangat jarang dilapor-
kan hubungan antara subtipe HEsAg dengan frekuensi HBeAg.
Laporan-laporan dari Belgia, Perancis dan Amerika Serikat
menunjukan hasil wvang berbeda-beda. Vranckx et al (1880)
melaporkan bahwa tidak ada hubungan antara subtipe HBsAg
dengan adanyva HBeAg dan anti-HBe pada pengidap HBEsAg asim-
tomatik di Belgia. Dalam penelitiannya Vranckx et al. hanya
membedakan subtipe ad dan subtipe ay; di Belgia didapatkan
prevalensi relatif subtipe ad dan ay masing-masing sebesar
B8% dan 32%; dengan frekuensi HBeAg (RIA) pada subtipe ad dan
ay masing-masing sebesar T71% dan T2%. Selanjutnya dilaporkan
bahwa yang mempengaruhi frekuensi HBeAg adalah titer HBEsAg
serum; makin tinggi titer HBsAg akan makin sering didapatkan
HBeAg. Laporan dari Amerika Serikat dan Perancis menunjukkan
bahwa subtipe HBsAg berpengaruh terhadap frekuensi HBeAg. Di
Amerika Serikat didapatkan frekuensi HBeAg sehesar 1Z% pada
pengidap HBsAg subtipe ad dan 34% padas subtipe ay; sedang di
Perancis didapathkan frekuensi HBeig sebesar 17,5% pada pengi-
dap HBsAg subtipe ad dan 8% pada subtipe ay (Nath et al.,
1978 dan Courcuce-Pauty et al., 1978).

Menurut Szmuness et al.(1981) terdapat beberapa faktor
vang berpengaruh terhadap besarnya wvariasi frekuensi HEeAg

dalam suatu populasi. Faktor-faktor tersebut adalah rute
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infeksi (cara penularan), besarnya dosis infeksius predispo-
sisi genetik, kemampuan sistem imun tubuh, intensitas dan
frekuensi terpapar virus serta lamanya mengidap VHB. Szmuness
mengatakan bahwa faktor yang paling berpengaruh adalah lama-
nya mengidap infeksi VHB, makin lama telah mengidap VHB akan
makin rendah frekuensi HBeAg. Menurut Miyakawa dan Mawyumi
(1985) status HBeAg pada pengidap VHB kronik dipengaruhi oleh
banyak faktor termasuk status imunolegik, etnik, sosiso-eko-
nomik/gizi, Jjenis kelamin dan umur host. Bila gizi individu
baik maka kemungkinan untuk terjadi serokenversi menjadi
anti-HBe(+) akan makin besar, hal ini diduga berhubungan
dengan status imunologik tubuh yang makin baik dengan memba-
iknya gizi (Nishioka, 1985).

Berbeda dengan hasil penelitian dari Belgia, Perancis
dan Amerika Serikat tersebut, hasil penelitian ini menunjukan
adanya perbedaan frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAg subtipe
ad (adw dan adr) ; frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAg sub-
tipe adw lebih tinggi dibanding pengidap HEsAg subtipe adr.
Rupanya perbedaan determinan subtipik w/r berpengaruh penting
terhadap ekspresi genome wvirus; seperti Jjuga terbukti pada
penelitian tahap II, determinan d dari subtipe adr ternyata
lebih antigenik dibanding determinan d dari subtipe adw.
Temuan inil memperjelas apa yang selama ini masih menjadi
perdebatan para ahli; ternvyata subtipe HBEsAg berpengaruh
terhadap frelkuensi HEeAg serum pengidap HBzAg. Mengapa demi-
kian, sampali sekarang belum diketahui Jjawabannya. Terdapat
kemungkinan bahwa persistennva HBeAg pada suatu subtipe HBsAg
tersebut berhubungan dengan kelainan genome virus yaitu ada-

nyva defect pada regio pre-C.
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Kerusakan (defect) pada regio pre-C genome virus hepati-
tis B sekarang sedang menjadi topik penelitian yang hangat.
VHE dengan defect regio pre-C ini banyak terdapat pada pende-
rita penyakit hati kronik di negara-negara Mediterania serta
Asia dan biasanya penderita menunjukkan gejala klinis yang
berat (Hadziyannis et al., 1890). Ternvata adanya defect pada
regio pre-C tersebut dapat menyeﬁahkan serokonversi dari
HBeAg positif menjadi HBeAg negatif. Hal ini disebabkan oleh
karena sintesa dan sekresi HBeAg diatur bersama oleh regio
pre-C dan regio C dari genome VHE; bila terjadi defect pada
regio pre-C maka HBeAg tidak dapat disekresi kedalam sirku-
lasi darah, akibatnyva HBeAg serum menjadi negatif (Ou et al.,
1886; McLachlan, 1987; Rossinck et al. cit. Tiollais et al.,
1988). Hasil penelitian ini memancing dugaan bahwa VHB subti-
pe adw -pada pengidap HBsAg di Jakarta dan Surabava- mempu-
nyail suatu mekanisme genetik yang dapat menghambat terjadinva
defect pada regio pre-C, sehingega status HBeAg positif pada
pengidap HBsAg subtipe adw akan lebih lama bertahan. Akibat-
nya frekuensi HBeAg pada serum pengidap HBsAg subtipe adw
lebih tinggi dibanding pengidap HB=sAg subtipe adr dan avw.
EKEemungkinan lain adalah adanya suatu heterogenitas faktor-
faktor viruz dan atau faktor host yang dapat memperpanjang
serokonversi dari HBeAg positif menjadi HBeAg negatif pada
pengidap HB=Ag di Jakarta dan Surabava.

Dalam penelitian ini pengaruh faktor umur pengidap HBsAg
terhadap status HBeAg dapat dikesampingkan, karena rata-rata
umur donor darah antara pengidap HBEsAg subtipe adw, adr dan
ayw tidak berbeda nyata. Demikian pula dengan pengaruh Jjenis
kelamin, karena sampel dalam penelitian ini hanya terdiri

atas donor darah pria; hal ini disebabkan oleh sangat sedi-
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kitnya donor darah wanite yvang mengidapr HBsAg {(kurang dari
3%). Pengaruh faktor gizi dan predisposiei genetik juga bisa
diabaikan dengan asumei bsahwa faktor-faktor tersebut terse-
bar secara acak diantara subtipe adw, adr dan ayw. Menurut
Vranckx et a/. (1980) yang berpengaruh terhadap frekuensi
HBeAg pada pengidap HBsAg adaslsh titer HBsAz. Titer HBsAg
gerum ini esecara tidak langeung Jjuga menunjukan sktifitas VHB
dalam tubuh, kemampuan sistem imun tubuh untuk menghilangkan
virus dan lamanva mengidap VHBE. Pada infekei akut biasanva
didapatkan titer HBsAz yang rendah den makin tinggi titer
HBefAg akan makin sering dijumpai HBeAg dalam serum (Villare-
Jjos et al,, 1880: Vyas and Blum, 1984). Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa pada titer HEsAg vang sama. HBeAg lebih
gering didaspatkan pada pengidap HBeAg subtipe adw dibanding
gubtipe adr dan ayw: frekuenszsi HBelg p&da rengidap HBesA=
subtipe ayw juga lebih tinggi dibanding pengidap subtipe adr.
Jadi cukup beralasan bila diambil kesimpulan bahwa subtipe
HBsAg berpengaruh terhadap adanyva HBeAg dalam serum. dengan
demikian juga berpengaruh terhadap infektifitae serum pengi-
dar VHB.

Menjadi pertanyvasn a&apakah adanva perbedasan kandungan
antigen pre—5 dan frekuensi HEeAg pads serum—serum psangidap
HBsAg tersebut dapat mempengaruhi perjalanan infeksi VHE pada
individu yang terinfeksi.

Telah diketeshui bahwa VHB sebetulnya bukan wvirus yang
gitopatik. terjadinya kerueskan sel hatl pada penyakit hepa-
titie B adalah skibat reskel imunclogis tubuh penderita ter-
hadap sel-sel hati yvang terinfeksi VHB. Dengen demikian hepa-
titis wyang terjadi tergantung pada interakei vang komplek

antars scent yvang menginfekei dan respon imun host (Dudley =t
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al., 18972; Dienstag, 1884; Klingenstein & Dienstag, 198§).
Dudley et al. (1972) mengajukan hipotesis bahwa kemampuan
cell mediated dari sistem imun tubuh menentukan apakah infek-
si itu akan hilang atau terus bertahan dengan berbagai ting-
kat kerusakan sel hati. Bila reaksi imunologik tersebut tidak
ada atau sangat sedikit maka akan terjadi pengidap sehat.
Hepatitis akut terjadi bila reaksi imunologik cukup memadai
sehingga menimbulkan nekrosis sel wyvang diikuti oleh hilangnya
VHBE dari sel hati; sedang bila reaksi imunologik tersebut
tidak memadai untuk dapat menghilangkan seluruh VHE dari sel
hati, akan terjadi hepatitis kronik.

Fespon imun hest antara lain dipengaruhi oleh imuncgeni-
sitas agent yvang menginfeksi. VHEB dengan imuncgenisitas ting-
gi akan lebih mudah dikenali oleh sistem imunitas tubuh.
Karena protein pre-8 imuncgenisitasnya tinggi, maka VHB dari
subtipe yang mengandung banyak antigen pre-85 akan lebih mudah
memacu respon imun tubuh vang adekuat. Akibatnya individu
vang terinfeksi akan lebih banyak menderita hepatitis akut
vang diikuti hilangnva VHB. Sebaliknyva infeksi VHB dari sub-
tipe vang sedikit mengsandunsg antigen pre-8 akan lebih banwvak
menimbulkan respon imun yvang tidak adekuat; sehingga mengaki-
batkan pengidap VHB kronik. Dengan demikian, distribusi sub-
tipe tersebut pada populasi akan lebih banyak dibanding sub-
tipe VHB wvang banyak mengandung antigen pre-5.

Prevalensi relatif subtipe VHB pada pengidap HBsAg kro-
nik di Amerika Serikat mirip dengan di Jakarta dan Surabaya,
prevalensi subtipe adw di Amerika Serikat lebih banyak diban-
ding subtipe adr dan ayw. Helland et al. (1972) dan Gerety et

al. (1975) melapcrkan bahwa subtipe VHE berpengaruh terhadap

perjalanan klinik penyakit; individu yang terinfeksi VHB
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subtipe adw cenderung lebih banyak yang menjadi kronik diban-
ding individu yang terinfeksi VHB subtipe ayw . Di Jepang,
distribusi subtipe VHB pada pengidap kronik berlawanan dengan
pada penderita hepatitis B akut. Pada pengidap kronik dida-
patkan subtipe adr lebih banyak dari pada subtipe adw; sedang
pada penderita hepatitis B akut distribusinya terbalik, sub-
tipe adw lebih banyak dibanding subtipe adr (Tachibana et
al., 18989; Mayumi, komunikasi pribadi). Dari hipotesis Dudley
serta laporan-laporan dari Amerika dan Jepang tersebut tampak
suatu pola, yaitu bahwa individu yang terinfeksi VHB dengan
subtipe yang menonjol (adw di Amerika dan adr di Jepang)
cenderung menjadi kronik bila dibanding individu wvyang terin-
feksi VHBE dengan subtipe vang tidak menonjol (ayw di Amerika
dan adw di Jepang). Pola tersebut diperkirakan juga berlaku
di Jakarta dan Surabava, daerah dengan prevalensi subtipe adw
yang menonjol. Disini VHE subtipe adw mengandung sedikit
antigen pre-5 tetapi mempunyai infektifitas yang lebih tinggi
{ frelkuensi HBeAg tinggi) dibanding VHB subtipe adr, sehingga
individu-individu yang terinfeksi subtipe adw akan lebih
banvak menderita antigenemia vyang persisten dan hepatitis
kronik dibanding bila terinfeksi VHBE subtipe adr. Karena itu
prevalensi pengidap VHB subtipe adw di Jakarta dan Surabaya
lebih tinggi dibanding subtipe adr. Menjadi pertanyaan apakah
demikian mekanisme yang sesungguhnya; diperlukan banyak
bukti. untuk menyokong pendapat ini. Penelitian klinik pada
penderita hepatitis B akut diberbagai daerah dengan distribu-

si subtipe VHEB vang berbeda, diharaepkan dapat memberikan

bukti-bukti untuk menjawab pertanyaan ini.
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PENELITIAN TAHAP II

Pemurnian HBsAg

Pemurnian HBsAg tashap akhir {sucrose rate) dilakukan &
kali untuk tiap-tiap subtipe. sehingga untuk subtipe adw, adr
dan ayvw masing-masing diperoleh 6 lot HBEsAg murni. Hasil
HBsAg murni dari 1 liter plasma untuk tiap subtipe ditampil-
kan pada Tabel 10A. 10E dan 10C. Tampalk behwa dari 1 liter
rplasmae dengan HEeslAg posgitif titer tinggi dapat diperoleh

sekitar 24-76 mg HE=sAz murni.

Tebel 10A. Hasil pemurnian HBsfg subtipe adw

No. Vol Titer HBsag (2%) Hasil HBsAg
lot (BB | ——rrtmsreesin,, S e
awal murni mg/sl recovery (X))
2 § 24 1.3.5 17.0 33,62 27,15
2 23 13.5 17.5 41.54 A5, 80
3 23 13.5 17.5 41,08 35,80
4 23 13.58 175 a8 .84 a8, 80
5 23 135 e 37.77 36.80
& 23 13.5 17.5 38,71 435,80
Rata-rata 28.80 35,19
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Tabel 10B. Hasil pemurnian HBsAg subtipe adr

=Sy —S— -4 45— G —5—F———F— i el e e ———————————— il

No Vol Titer HBsAg (2") Hasil HBsAg
lot (Ee]  omesssecccosstmsn 0 ettty
awal murni mg/1 recovery (%)
1 20 14,5 19,0 81,26 45,25
2 20 14,5 18,5 75,84 32,00
3 20 14,5 18,5 70,04 32,00
4 20 14,5 19,0 81,00 45,25
5 20 14,5 19,0 74,34 45,25
6. 20 14,5 18,5 TT,T8 32,00
Rata-rata 76,79 38,62

Tabel 10C. Hasil pemurnian HBsAg subtipe ayw

No. Vol Titer HBsAg (27) Hasil HBsAg
lot o I T
awal murni mg/1 recovery (%)
1 21 13,0 16,5 23,282 23,78
2 21 13,0 gt 24,67 47,52
3 21 13,0 17,0 24,17 33,60
4 21 130 17,0 23,89 33,60
5 21 13,0 170 23,89 33,60
6 21 13,0 17,0 24,86 23,60
Rata-rata 24,12 34,28
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Ha=il pemurnian HBsAg dievaluasi dengan meme;iksa
optical density scanning (200-360 nm), aktifitas spesifik
HBsAg, SDS PAGE dan pemeriksaan elektronmikroskopik.

Gambar 2 (A, B, C) menampilkan pemeriksaan optical
density scanning hasil pemurnian HBEsAg subtipe adw, adr dan
ayw. Tampak adanva characteristic shoulder di daerah gelom-
bang 290 nm dari hasil pemurnian tahap KBr rate dan Sucrose
rate; hasil pemeriksaan ini menunjukkan bahwa HBsAg yang

diperoleh cukup murni.
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Tabel 11 menampilkan aktifitas spesifik HBE=Ag murni

menurut subtipe. Secara tidak langsung aktifitas spesifik
dapat mencerminkan kemurnian relatif HEsAg antara HBsAg
murni dari ketiga subtipe. Dari tabel tersebut tampak
tidak ada perbedaan bermakna antara aktifitas spesifik

HBsAg murni subtipe adw, adr dan ayw.

Takel 11. Perbandinsan aktifitas spesifik

HEsAsg murni menurut subtipe I

My = e e e e e e i e e e e

Lot adw adr AVW
1 24,521 33.817 21.968
2 26.8897 25.621 41.328
3 27.220 27.T42 29.836
1 28.687 33.928 30.188
3 29.:578 Jd6.967 30.188
5 28.870 24 .983 29.024

Rata- 27.628% 30.510% 30.4222

rata

Keterangan

a-a : tidak berbeda nyata (p > 0,05)
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Pemeriksaan SDS PAGE dan pemeriksaan elektronmikroskopik
dilakukan di Institute of Immunology, Tokyo, Jepang. Gambar 3

dibawah ini menampilkan hasil pemeriksaan SDS PAGE.

SDS PAGE 10-20%

13%14 15 16},

MolWLiM ‘1, 2 3 &8 5 6 7 8
; T ey F i

122 23 24|
| g S
K| e S

| M-17.18 19 20 2
|.._1- -

i

Subtipe adr : Subtipe ayw : Subtipe adw :
1. start ., start 17. start
2. KBr rate 0. KBr rate 8. KOr rate
3-8. Sucrose 11-16. Sucrose 18-24. Sucrose

Gambar 3. Pemeriksaan SDS PAGE hasil pemurnian HBsAg
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Pada pemeriksaan SDS PAGE tampak jelas adanya pita pada
daerah dengan BM antara 20-30 KD yang mencerminkan peptida §;
samar-samar terlihat pita pada daerah dengan BM sekitar 35 KD
yvang mencerminkan peptida pre-52 serta pita pada daerah de-
ngan BM sekitar 43 KD yang mencerminkan peptida pre-S1. Ba-
vangan pita pada sekitar daerah 35 KD dan 43 KD terutama
terlihat pada HBsAg subtipe adr. Adanya peptida pre-82 dikon-
firmasi dengan hasil pemeriksaan Elisa: tetapi pemeriksaan
Elisa untuk mendeteksi peptida pre-S1 pada subtipe adw dan
subtipe ayw menunjukkan hasil negatif. Hal ini memberi petun-
juk bahwa reagen Elisa vang dipakal untuk mendeteksi antigen
pre-51 sangat rendah sensitifitasnyva, masih kurang sensitif
dibanding metoda SDS PAGE. Hasil pemeriksaan SDS PAGE juga
memperlihatkan bahwa masih terdapat kontaminan protein dalam
hasil akhir pemurnian HBsAg (sucrose rate}; ini terlihat
dengan adanya bayangan pita pada daerah dengan BM sekitar 67
KD vang Jjelas makin kabur bila dibandingkan dengan plasma
awal. EKemungkinan besar kontaminan tersebut adalah albumin,
vang biasanva memaﬂg tidak bi=sa 100% dipisahkan dari HBEsAsg
pada pemurnian dengan cara ultrasentrifugasi. Baryang-bavang
kontaminan tersebut tampak hampir sama Jjelas baik pada subti-
pe adw, adr maupun subtipe ayw.

Hasgil pemerikssasan antigen pre-52 (RPHA), menunjukan
baehwa subtipe HBEsAg berpengaruh terhadap banyvaknya kandungan
antigen pre-52 HBsAg. Dari Tabel 12 tampak bahwa HBEsAg murni
subtipe adr mengandung lebih banvak antigen pre-S2 dibanding

HEsAg murni subtipe adw dan avw.

110

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO
e ———



PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Tabel 12. Perbandingan kandungan antigen pre-S2

(titer S2/titer S) HBsAg murni menurut

subtipe HBsAg £

e e e e e e e S
R e R R R E E E E E E E m E e e e o e e o

No. =  ——=reecmemcmcm e e e ————
lot adw adr ayw
) 2 0,0055 0,0313 0,0028
2 0,0028 0,0884 0,0010
3. 0,0039 0,3535 0,0010
4 0,0055 0,0825 0,0038
5 0,0028 0,1250 0,0039
6 0,0055 0,3535 0,0019
Rata-rata 0,0043% 0,16900 0,0024F€
Eeterangan

a-b : berbeda nyata ( p<0,0001 )
a-c : berbeda nyvata ( p<0,01 )
b-c¢ : berbeda nyata ( p<0,0001 )

Pemeriksaan elektronmikroskopik dilakukan dengan perbe-
saran akhir 100.000 kali, dengan pengecatan uranyl acetate
2%, Pada Gambar 4A, 4B dan 4C tampak beberapa partikel HBsAg
tubuler diantara banyak sekali partikel HBEsAg bulat; tidak

tampak adanya partikel Dane.
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Gambar 4A. Pemeriksaan elektronmikroskopik

HBsAg murni subtipe adw

Gambar 4B. Pemeriksaan elektronmikroskopik

HBsAg murni subtipe adr
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Gambar 4C. Pemeriksaan elektronmikroskopik

HBsAg murni subtipe ayw

Hasil pemurnian HBsAg dalam penelitian ini menunjukan
tidak ada perbedaan kemurnian vang bermakna antara HBEsAg
subtipe adw, adr dan avw. Menurut Mavyumi (komunikasi pribadi)
kemurnian relatif HBsAg antar lot dapat dinilai dengan cara
membandingkan aktifitas spesifiknyva. Cara penilsian ini meru-

pakan cara yang =sederhana tetapi ‘dapat diandalkan. Dengan

demikian, perbandingan aktifitas =spe=ifik antara ketiga sub-

tipe HBsAg dapat mencerminkan perbandingan aktifitas HEsaAg

per satuan berat protein.
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Dalam penelitian ini, rata-rata HBsAg murni yang dipero-
leh cukup baik yaitu sekitar 46,696 mg/l plasma. Menurut
Mayumi (komunikasi pribadi) jumlah HBsAg murni yang diperoleh
dengan cara pemurnian ultrasentrifugasi dikatakan cukup ba-
nyak bila merupakan 35% atau lebih dari HBsAg yang terdapat
dalam plasma sumber HBsAg (mempunyai recovery >= 35%). HBsAg
murni berguna antara lain dalam pembuatan reagen untuk mende-
teksi anti-HBs dan dalam rangka pembuatan vaksin. Prinsip
pembuatan wvaksin hepatitis B asal plasma meliputi dua cara
yaitu pemurnian HBsAg dan inaktivasi hasil pemurnian.

Bila hasil pemurnian HBEsAg ini dipakai sebagai sumber
vaksin, maka dari darah denor di DTD PMI DKI Jakarta dan
Surabaya selama setahun akan dapat diperocoleh HEsAg murni
ekivalen dengan 2.181.000 dosis wvaksin. Penghitungan ini
didasarkan pada kondisi prevalensi HBsAg 5% (20% diantaranya
dengan HBsAg titer tinggi) dan 1 dosis wvaksin berisi 5 mcg

HE=Ag murni. Penghitungan tersebut terlihat pada Tabel 13.

Tabel 13. Perkirasan deosis vaksin vang dapat diperecleh

dari DTD PMI DEI Jaskarta dan Surabava

jumlah HEsAg(+) tinggi HEsAg HEsAg Ekivalen
donor ——mm—mmmmmmmm e murni murni vaksin
-4 kantong liter {mg/1) {mg ) {dosis)
200.000 1 2.000 250 43,682 10.905 2.181.000
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Jumlah darah donor di seluruh Indonesia adalah sekitar
600.000 kantong dalam setahun. Ini berarti dari seluruh darah
donor di Indonesia dapat diperoleh HBsAg murni ekivalen de-
ngan sekitar 6.500.000 dosis wvaksin. Jumlah ini masih bisa
ditingkatkan menjadi 2-3 kali lipat bila donor darah pengidap
HEsAg 2-3 kali lebih Sefing diambil darahnya. Angka kelahiran
di Indonesia adalah sekitar 2,7% per tahun, ini berarti dalam
setahun akan lahir sekitar 5.000.000 bayi. Dengan Jjumlah
vaksin sekitar 15.000.000 deosis per tahun berarti bisa mencu-
kupi kebutuhan vaksin untuk vaksinasi hepatitis B bagi selu-

ruh bayi di Indonesia.
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Pengukuran Antigensitas HBsAg murni

Pengukuran antigenisitas HBsAg dilakukan dengan cara
membuat sel PHA dari ketiga subtipe HEsAg menggunakan eritro-
sit domba, kemudian dibandingkan sensitifitasnya untuk mende-
teksi anti-HBs standar. Dari 6 lot HBsAg murni tiap subtipe,
dibuat 18 lot sel PHA yang disimpan pada 4 derajat C sebelum
diperiksa. Pemeriksaan sensitifitas dilakukan 1 bulan setelah
pembuatan sel PHA. Hasil pemeriksaan sensitifitas ditampilkan
pada Tabel 14; tampak bahwa subtipe HBsAg berpengaruh nyata

terhadap sensitifitas sel PHA wang dihasilkannya.

Tabel 14. Perbandingan sensitivitas sel PHA/adw,
PHA/adr dan PHA/ayw untuk mendeteksi \

anti-HBs

SERTGRTE. =~ e o e oo i ik o o e e e ‘
anti-HBs PHA/adw PHA/adr PHA/avyw |
anti-HBs/a g DTS 4,098 4,042

anti-HBs/d* 1,622 3,970 0,00

KEeterangan

* a-b : berbeda nvata { p<0,0001 )

anti-HBs/w 3,652 0,00 P
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Hasil penelitian Ini menunjukan bahwa subtipe berpenga-—
ruh terhadap antigensitas HEsAg; epitope d HEsAg subtipe adr
lebih antigenik dibanding HEsAg subtipe adw.

HBsAsg mempunyeal determinant antigenik umum & dan deter-
minan subtipik 4d/y dan w/r:; ada tiga macam antibodi monoklo-
nal untuk determinant a dan masing-masing satu antibodi mono-
klonal wuntuk determinant o dan ¥ (Peterson et ai.,, 1984).
Dalam penelitiasn ini digunalan anti-HBs/d monoklonal sebagai
standar untuk mengukur sensitifitas el PHA yvang dibuat dari
HB=Ag s=ubtipe adr dan esubtipe adw. Deri Tebel 14 terlihat
bahwa sensitifitas sel PHA wvang dibuat dari HE=slAg subtipe adr
lebih tinggi dibanding sel PHA yang dibust dari HBsAg subtipe
adw. Hal ini menunjukan bahwa kemampuan HBsfAg adr untuk megi-
kat anti-HBe/d lebih kuat dibending HBsAg subtipe adw: dengan
demikian epitope d HEsAg adr lebih antigenik dibanding HEsAg
adw. Haesil pengukuran antigenieites epitope & ini menvokong
temuan pada survel sercpepidemiclogik. yaitu bahwa epitope o
yvang berasal dari subtipe berbeds {(adw dan adr) ternyvata
mempunyvail antigenisitas vang berbeda.

Tidak ada perbedaan antigenisitas vang bermakna antara
epitope a pada HEsAg subtipe adw., adr dan avw; demikian Jug=s
antara epiicpe W pada HBEsAg subtipe adw dan ayw.

Baik PHA /adw., PHA/adr maupun PHA/avw tidak berbeda sen-
gitifitaenys untuk mendetekei eanti-HBs/ /s, veaitu entibodi
terhadap determinan kelompok & wvang dipercoleh dari pemurnian
snti-HBe kelinci vang mendapet imunisasil HEsAg murni subtipe
avw. Telah diketahui, dalam determinan kelompok & darli satu
subtipe HBsAg bisa terdarat 3 macam epitope vaitu determinan
al, &2 dan 53; oleh karena itu anti-HBe/a standar yang dipa-
kai dalam penelitian ini menggunakan anti-HBs/a yang dipero-
leh dari pemurnian anti-HBs/ayw poliklconal. Dengan demikian

hasil penelitian ini memberi petunjuk bahwa tidek terdapat
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perbedaan antigenisitas epitope a antara HBsAg subtipe adw,
adr maupun subtipe ayw. Anti-HEs/w standar yang dipakai untuk
mengukur antigenisitas epitope w adalah Jjuga antibodi mono-
klonal. Hasil pengukuran menunjukan tidak ada perbedaan sen-
sitifitas antara sel FHA/adw dan sel PHA/ayw dalam mendeteksi
anti-HBs/w, berarti tidak ada perbedaan antigenisitas epitope
w antara HBsAg subtipe adw dan subtipe ayw.

Selama ini reagensia (Elisa atau RIA) untuk mendeteksi
anti-HBs biasanya menggunakan campuran HBEsAg subtipe ad/ay,
karena dianggap bahwa campuran subtipe ad dan ay cukup sensi-
tif untuk mendeteksi anti-HBEs total dari semua subtipe. Bia-
sanya bila reagensia tersebut dibuat oleh pabrik di Amerika
atau Eropa maka HBsAg vang digunakan adalah subtipe adw dan
ayw. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa epitope d dari
subtipe adw dan adr ternyata berbeda antigenisitasnva. 0Oleh
karena itu pandangan bahwa epitope d yang berasal dari HBEsAg
subtipe adw akan sama sensitif didalam mendeteksi anti-HBs/d

vang berasal dari subtipe adr nampaknyva perlu ditinjau lagi.
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Pengukuran Imunogenisitas HBsAg

Pengukuran respon anti-HBs pada mencit Balb/c dilakukan
10 hari esetelah suntikan I1. Pemeriksasn anti-HBs dilaskukan
terhadap serum yang di kumpulkan dari masing-masing lot tiap
gubtipe. Hesil pemeriksean anti-HBs (RIA) dari tiap kelompok
mencit vang masing-masing disuntik dengan HBsAg/adw,
HBeAg/adr dan HBsAg/avw terlihat pada Tabel 15,

Table 15. Respon anti-HBe pada mencit Balb/c yvang
mendapat imunisasi HBslAg dari berbagai

gsubtipe., 10 hari setelsh suntikan I1

How @00 e e
lot adw edr ayw
1 200.000 2.320.000 Z280.000
L 2.880,000 2.560, 000 640,000
3 8 220.000 4.480. 000 400.000
4 180, 000 540,000 224,000
i 1.600.000 1.380.000 1.040.000
G. 880,000 1.760.000 200,000
Rata- 1.006.6867%2 2.190.000° 464 .000%C
rata*
Keterangan :
¥ a— b : kerbhads nyvets ( p < 0,08 )
b-ac : berbeda nyata ( p<0,001 )
119
DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO

B ———



PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa subtipe berpenga-
ruh terhadap imunogenisitas HBsAg; pada mencit Balb/c HBsAg
subtipe adr lebih imunogenik dibanding HBEsAg subtipe adw dan
subtipe ayw.

Menurut Millich et al. (1983), respon anti-HBs pada
mencit dipengaruhi oleh subtipe HBsAg, skedul imunisasi dan
waktu pengambilan darah. Biasanya titer anti-HBs mencapai
puncak pada minggu ke 5-8 setelah suntikan ke 1 atau 1-3
minggu setelah suntikan ke 2 { Rutgers et al., 1988; Gerlich
et al., 1988; Millich et &l., 1983; Coursaget et al., 18385).
Menurut Millich et al. (1983), anti-HBs yang muncul dipenga-
ruhi oleh subtipe HBEsAg, dalam arti macam antibodi poliklonal
vang muncul akan sesuai dengan subtipe HB=Ag vang disuntikan;
vaitu anti-HBs/a, anti-HBEs/d, anti-HBs/y, anti-HBs/w atau
anti-HBs/r tergantung pada subtipe HBEsAg yang disuntikan.
Sangat Jjarang dilakukan penelitian mengenai pengaruh subtipe
HEsAg (dalam hubungannva dengan kandungan antigen pre-5)
terhadap respon anti-HEs total. Sebagian hesar penelitian
vang telah dilakukan =adalah tentang pengaruh perbedaan kan-
dungan antigen pre-52 terhadap respon anti-HBEs.

Rutgers et al. (19B8) melaporkan bahwa 30 hari setelah
satu kali suntikan HBsAg, mencit vang disuntik middle protein
(protein pre-52) menunjukan titer anti-HEs (anti-5) yang
lebih tinggi dibanding vang mendapat suntikan major protein.
Demikian juga Coursaget et al. (1985) melaporkan bahwa mencit
vang disuntik dengan wvaksin hepatitis B yang mengandung anti-
gen pre—-S52 mempunvai titer anti-HBEs yang lebih tinggi diban-
ding mencit yang disuntik wvaksin hepatitis B tanpa antigen
pre-52Z. Dalam penelitian tersebut Coursaget et al. mendapat-
kan perbedaan titer anti-HBs mulai minggu ke 4 setelah sun-
tikan ke 2 dan mencapai maksimum pada minggu ke 6. Hasil-

hasil penelitian tersebut menunjukan bahwa veksin yang me-
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ngandung antigen pre-52 lebih unggul dibanding vaksin hepati-
tis B tanpa antigen pre-52. Para ahli lain meneliti perbedaan
respon anti-HBs pada mencit yang disuntik dengan partikel
HBsAg vang berbeda yaitu HBsAg selubung partikel Dane, parti-
kel HBsAg tubuler dan partikel HBEsAg bulat. Heerman et al.
{1987} dan Gerlich et al. (1988) melakukan penelitian menggu-
nakan partikel Dane, HBsAg tubuler dan HEsAg bulat sebagai
imunogen. Tiga kelompok mencit Balb/c masing-masing diimuni-
sasil dengan salah satu antigen tersebut {(0,8-1,0 meg/0,1 ml)
pada hari ke 1 dan hari ke 30; darash diambil pada hari ke 40.
Hasilnya menunjukan tidak ada perbedaan nyata total anti-HEs
pada ketiga kelompok mencit tersebut; tetapi Gerlich menda-
patkan bahwa titer anti-pre-5% pada mencit yvang disuntik viri-
on dan HEsAg tubuler lebih tinggi dibanding mencit yang di-
suntik HB=Agz bulat. Dalam penelitian tersebut, Heerman dan
Gerlich masing-masing menggunakan tiga macam antigen (HBsAg
virion, HBEsAg tubuler dan HBsAg bulat) vang mengandung anti-
gen pre-5S2 vang tidak berbeda.

Dalam penelitian ini skedul wvaksinasi dan waktu pengam-
bilan darah antar 3 kelompok mencit percobzan adalah sama.
Vaksinasi diberikan pada hari ke 1 dan hari ke 30 dengan
desis 10 meg/0,1 ml, intraperitoneal; sedang pengambilan
darah dilakukan 10 hari setelah vaksinasi ke 2. Subtipe HBEsAg
vang dipakai adalah subtipe adw, adr dan ayw, yang mengandung
antigen pre-52 berbeda; kandungan antigen pre-352 HBEsAg sub-
tipe adr lebih tinggi dibanding HBsAg subtipe adw dan ayw dan
kandungan antigen pre-52 HBsAg subtipe adw lebih tinggil di-
banding HEsAg avw., Pengukuran anti-HEs deéengan metoda RIA
{Abbott) menunjukan bahwa total anti-HBs pada mencit yang
disuntik HBsAg subtipe adr lebih tinggi dibanding yang disun-

1 tik HBsAg subtipe adw dan ayw (p<0,05)., Mencit yang mendapat

suntikan HEBsAg subtipe adw cenderung mempunyai titer anti-HEs
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vang lebih tinggi dibanding vang disuntik HBsAg subtipe ayw;
tetapi perbedaan tersebut tidak bermakna (p>0,05). Kit Ausab
RIA (Abbeott) wang dipakai dalam penelitian ini menggunakan
campuran HBEsAg subtipe adw dan ayw, sehingga anti-HBs/r pada
mencit yang mendapat suntikan HBsAg subtipe adr tidak dapat
terdeteksi dengan pemeriksaan tersebut. Oleh karena itu jika
remeriksaan anti-HBs dilakukan dengan kit Ausab RIA vyang
menggunakan campuran HBsAg subtipe adw, ayw dan subtipe adr
maka pasti titer anti-HBs pada mencit yang mendapat suntikan
HEsAg subtipe adr akan terdeteksi lebih tinggi lagi.
Bukti-bukti pada binatang perccobaan maupun pada manusia me-
nunjukan bahwa wvaksin hepatitis B yang mengandung antigen
pre-52 lebih imunogenik dibanding wvaksin tanpa antigen pre-
52, Pada percobaan dengan mencit, HBsAg yang mengandung anti-
gen pre-52 menimbulkan respon anti-HBs yang lebih tinggi
dibanding HEBEsAg tanpa pre-52., HBsAg dengan antigen pre-52
juga dapat menimbulkan respon anti-HBs (anti-8) pada mencit
vang tidak bereaksi terhadap HEsAg tanpa antigen pre-§
(Heurath et al., 1%86; Millich et al., 1985a & 1985b:
Tiollais et &8l., 1986).

Percobaan klinik telah dilakukan untuli membedakan imuno-
genisitas dan EfEktifit%E vaksin hepatitis B dengan dan tanpa
antigen pre-5. Para ahli melaporkan bahwa vaksin hepatitis B
vang mengandung antigen pre-52 lebih imuncgenik dibanding
vaksin tanpa antigen pre-52. Penelitian pada individu dewasa
vang mendapat vaksinasi hepatitis B menunjukan terdapat seki-
tar 8,5-15% individu yang tidak menunjukan respon anti-HEBEs,
tetapi hanva 1,7% wvang tidak menunjukan respon anti-preS2
{Neurath et al1., 1986; Tabor et al., 1990). Menurut Stevens
et al. (19B4), efektifitas wvaksin hepatitis B wang mengandung
antigen pre-5 lebih unggul dibanding wvaksin hepatitis B tanpa

antigen pre-S8. Penelitian pada penderita hemodialisis menun-
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Jjukkan bahwa vaksin hepatitis B dengan antigen pre-S mempu-
nyai daya lindung yang jauh lebih besar dibanding wvaksin
tanpa antigen pre-S5. Para ahli juga menunjukkan bahwa anti-
pre-S2 merupakan antibodi yang protektif (Iteh et al., 1986;
Neurath et al., 1986) dan muncul lebih cepat dibanding anti-S
(Petre & Peetermans, 1990); sehingga wvaksin yvang mengandung
antigen pre-52 sangat menguntungkan jika dipakai untuk melin-
dungi individu yang terpapar bahan yang telah tercemar VHB
seperti misalnya pada bayi yang lahir dari Ibu pengidap
HE=Ag.

Efek potensiasi respon imun oleh antigen pre-52 dan
dominannyva antigen pre-=51 pada partikel VHE merupakan indika-
si kuat bahwa wvaksin hepatitis B harus mengandung antigen
pre-S (Howard et al., 1988). Pada umumnyva vaksin hepatitis B
asal plasma dibuat dari HBsAg subtipe adw dan ayw; demikian
pula vaksin hepatitis B generasi ke 2, dibuat dari hasil
rekayasa genetik HB=Ag subtipe adw. Hasil penelitian ini
memberi petunjulk bahwa subtipe HBEsAg berpengaruh terhadap
ekspresi regdio pre-5 genome VHB. 0Oleh karena itu untuk mebuat
valksin hepatitis B yang banvak mengandung antigen pre-8 perlu
diteliti subtipe HEsAg apa yang lebih banyak mengandung anti-
gen tersebut di suatu daerah, sehingga bisas dimanfaatkan
dengan sebaik mungkin sebagai sumber wvaksin hepatitis B asal
plasma., Demikian pula dalam pembuatan vaksin hepatitis B
generasi ke 2, perlu diteliti apakah terdapat perbedaan kom-
posisi protein HBsAg hasil rekayasa genetik gena S dan regio

pre—-5 dari berbagai subtipe HBsAg.

MIL1K b
FERPUSTAKAA
WNIVEKSITAS AIRLANGOA

SURABAYA
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Eesimpulan
Ha=il penelitian ini menunjukan bahwa :

1. Terdapat perbedaan kandungan antigen pre-5Z2 pada serum-
gerum pengidap HBsAg dari berbagal subtipe. Kandungan
antlgen pre-5Z rata-rata pada serum pengidap VHB subtipe
adr lebih tinggl dibanding subtipe adw dan subtipe ayw
(p<0.,01); frekuensi antlzen pre-5l1 pada serum-serum pengi-
dar HBsAg subtipe adr lebih tinggi dibanding pengidap
HBeAg subtipe ayw dan adw (p<0(.001). Ataes dasar kandungan
antigen pre-S5 sebagal parameter imunogenisites dapast diam-
bil kesimpulan bahwa di Jakarts dan Suresbayva, VHB dari
darah pengidap HBEsAg subtipe adr leblh imunogenik diban-
ding subtire adw dan subtire ayw.

2. Antigen pre-5 positif pads sebagian besar darah deonor
rengidap HBsAg. baik dengan HBEe=Ag(+) maupun HBelhi{-):
dengan demikian status antigen pre-5 serum bukan merupa-

' kan pearameter vang baik untuk menunjukan ada atau tidaeknya
' aktifitas replikasi VHB peda pengidap HEsAg.

3. Terdapat perbedaan frelkuensi HBEeAg pada serum-serum pengi-
dap HBEesAg dari berbagai esubtipe. Pada titer HEsAg yang
gama Trekuensi HBeAg pada serum-serum rengidspr HBEsAz sub-
tipe adw lebih tinggi dibanding pengidspr HEsAg subtipe adr

| dan avw (p<0,001);: frekuensi HBeAg prada subtipre avw lebih
| tinggi dibanding subtipe adr (p<0.,05). Dengan menggunakan
. HBeAg sebagai parameter infektifitas dapat diambil keeslm-
rulan bahwa di Jakarta dan Surabayva, darsah donor rpengidap

HBsAg subtipe adw lebih infeksius dibanding darah donor

pengidep HEsfAg subtire ayw dan subtire adr.
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4. HBsAg murni subtipe adr mengandung lebih banyvak antigen
pre-52 dibanding HBzAg murni subtlpe adw dan aVW
(p<0,001); demikian Juga kandungan antigen pre-S2Z HBsAg
murni subtipe adw lebih tinggil dibanding HBsAg subtipe ayw
(p<0.056).

5. Subtipe berpenegaruh terhadap sntigensitas HBeAg: epitope d
HEsfAg esubtipe adr lebih antigenik dibanding epitope d
HBsAg subtipe adw (p<0,05).

€. Pade imunisasi binatang percobasan (mencit Balb/c) ternyata
subtipe berpengaruh terhadap imuncogenisitas HBsAg: HBsAg
gubtipe adr lebih imunogenik dibanding HEsAg subtipe adw
dan subtipe avw: perbedasn ini disebasbkan oleh karena
verbedaan kandungan antigen pre-5.

Dari hasil penelitizn ini dapat diambil kesimpulan bahws
subtipse berpengarul terfisdap kandungan antigen pre-52 sehing-—
ga menvebsabian perbedaan imunogenisitss HEsAg; Jugs perbedasn
subtipe HEsAg membawa perbedsan frekuensi HEsAg serum  pengi-—

dzp HEs4g.

B. Saran
Fembuatan waksin vang lsbih Imunogenik dan efekiif -

Delesm penelitian ini imunogeniesiteas HEsAg diperikea pada
binatang cobs mencit Balb/c, oleh kerens itu perlu dilasku-
kan penelitian lebih lanjut apaksh pada mesnusia HEBEsAg
subtipe adr Jjusgs lebhih imunogenik dibanding HEsAz subtipes
adw den ayw. Haslil penelitisn terssbut aken dersat membantu
menentukan komposisl subtipe HBsAg yvang tepat untuk dipa-
ksi sebsgai vaksin hepatitis B, sehingga vaksin vang diha-
silkan akan lebih imunogenik dan mempunval efektifitas

tinggi.
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2. Meningkatkan sensitivitas diagnostik ¢

Selamsa ini kit disgnoetik (import) untuk mendeteksi

enti-HBs menggunakan HBsAg subtire ad dan ay (adw dan ayw)
sebagali antigen: sedang hasil penelitian ini menunjukan
adanya perbedsan antigenisitas determinen santigenik d.
Epitopre d pade HBsAg subtipe adr lebih antigenik dibanding
epltore d peda HBsAgZ subtipe adw. Oleh karena itu perlu
dilakukan penentusan komposisi subtipe HBsAg vang tepat
untuk meningkatken sensitifitas reagen diasgnostik (Elisa/-
RIA/FHA) yang skan dihasilkan.

Follow up penderita hepatitis B akut :

Hasil penelitian ini memberi petunjuk bahwa subtipe
HEsAg berpengaruh terhadsp imunogenisitas dan infektifitas
(kandungan antigen pre-5) darsh donor pengidsp HBsAg.
Dsrah pengidap HEsAg Subtipe adw lebih infeksius tetapi
kurang imunogenik dibanding dareh pengidap HBsAg subtipe
adr dan ayw. 0Oleh karena itu bila seorang individu tertu-
lar VHE vang berasal dari pengidap HBsfAg subtipe adw maka
diduga aken lebih banyek vang menderita infeksi dengan
antigenemia persisten dan hepatitis kronik dibanding bila
terinfekai VHB yang berasal dari pengidsp HBsAg subtipe
adr atau ayw. Dugaasn ini perlu dibuktikan dengan melakukan
penelitian pengarih subtipe HEsAg terhadepr perjaslansan
penvakit hepatiti= B akut. Pemeriksaan subtipe HEsAgz pada
penderita hepatitis skut dihsrarkan skan dapat membantu
menentukan prognosa penvakit apaksh akan menjurus ke hepa-

titis kronik astsu skan sembuh. Bile penelitisn klinik wvang

dilakukan nanti mendukung dugaan tersebut, maka akan dapat.

dilakukan usahs-uszahs wvang lsbih terarah untuk mencegsah
terjadinya kronisitas pads penderita hepatitis B akut,

misalnvae dengen remberiasn terspi interferon secaras dini.
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RINGEASAN

Terdspat petunjuk bahwa ekspresi genome virus hepatitis
B (yaitu protein pre—5 dan HBEeAg) dapat dipengaruhi oleh
subtipe HBEsAg. Herdasarkan fenomena itu, penelitian ini dila-—
kukan dengan hipotesis bahwa subtipe HEsfg berpengaruh terha-
dap kandungan antigen pre-52 sshingga menyebabkan perbedaan
imunogenisitas HBEsAg dan perbedaan subtipe HBEsAg membawa
perbedaan frekuensi HBeAg serum pengidap HEsAg.

Fenelitian dilakukan dalam dusa tahap: tahap pertama
merupakan survel sercepidemicologik untuk mempelajari perbeda-—
an  kandungan antigen pre—52 dasn frekuensi HBEsAg pada donor
darah pengidsp HBsAg subtipe adw, adr dan avw. Tahap kedus
merupakan penelitian eksperimental untuk mengetahui pengaruh
subtipe terhadap imunogenisitas HBsAg murni.

Materdi penelitian ini adalah darah donor pria pengidap
HBsdg dengan titer HEBEsAg tinggi, di DTD PMI DKI Jakarta dan
Surabaya. Tiap darah donor diperiksa titer HEBEsAg (RFHA, Hepa-—
tika Lab) dan subtipe HBsAg {(Elisa}), titer antigen pre-5=2
({RFHA}, antigen pre—-51 (Elisa} serta HEsSg (Eliss) mengguna-—
kan kit buatan Institute of Immunoclogy Co., Tokyvo. Sampel
dengan HEsAg dan HBeAg titer tinggi. yaitu plasms dengan
titer HBEsAg » EIQ, HB=Ag (+}) pads pengencersn plasma 100 kali
dan titer antigen pre-8& »* 2k dikumpulkan menurut subtipe
HEsAg wuntuk kemudian dilakukean pemurnian HEsAg. Femurnian
HEsAg dilskukan dengan cara presipitasi HFsAg menggunakan FES
&000  dan serangkaian ultrsseptrifugasi meliputi 2 kali  buo-
vant density dalam K8r, KBr rate zonal dan Sucrose rate zonal
menurut cars vang lazim. FPengukuran antigensitas HEsAg dila-—
kukan dengsn memeriksa sensitivitas sel FPHA (hasil coating
eritrosit domba dengan HEsAg subtipe adw/adr/ayw) untuk men-—

dJeteksi anti-HBs standar. Anti—-HBs standar yang digunakan
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adalah antibodi monoklonal anti-HEs/d dan anti-HBEs/w, serta
anti—-HBs/sa vang diperoleh dari pemurnian anti-HBs savw dengan
arffinity chromatography menggunakan Sepharose 48 vang ditem—
peli HEsAgsadr. Imunogensitas HEsAg diukur dari respon anti-
HEs (RIA. Abbott} pada mencit Balb/c yvang diimunisasi HBEsAg
f10 mcg/ 01 mi, 1IZ AI(OH3Z}] intraperitonesl. FPenyvuntikan
gdilakuban pada hari ke 1 dan hari ke Z0, darah diambil pada
hari ke 41.

Dari Z1793 sampel wvang diperiksa didapatkan subtipe adw,
adr, ayvw dan subiipe atipik {(advw, adrw, adyr)}) masing-masing
sehesar 77,54, 15,7%, 4,9% dan 1,8%. Dari S04 sampel dengan
HEBEsfAg dan HEsfAg positif titer tinggi didapatkan kandungan
antigen pre—E8:Z (titer EZtiter 5} rata-reta pada pengidap
HB=sAg subtipe adw (n=437), subtipe adr (n=118) dan subtipe
ayvw (n=4%) masing-masing adalah 0,132, 0,293 dan Q,215. Fada
sampel dengan titer HBEsAg xpl0 didapatkan Tfrektuensi HE=sAg
titer tinggi untuk subtipe adw, avw dan subtipe adr masing-—
masing sebesar P3,5%; B0,3% dan &53;7%. Hasil pemurnian HEsAg
menunjukan kandungan antigen pre-52 HEsAg murni subtipe adr,
adw dan avw masing-masing adalah 0,188, 0,004 dan 0,002,
Femerilksan sensitifitss ssl] FHASs0w, FPHEAs5dr dan FPHAAspyw (18
Iotssubtipe HEsAg) menunjuban bahwa sel FHA adr lebih ssnsi-
tif dikanding sei FHA  /adw dalam mendeteksi sntibodi monocklo—
nel anti-HEsAd (pd0,001)., Tidak terdspat perbsdazsn sensitifi-
tzs warng bermakne antara sel PHASadr, FPHAAadw dan FPHAAayw
delam mendeteksi anpti—HBsAa; demikian jugs tidask terdapat
perbedsan sensitiftitas yang bermakns antara sel PHASadw  dan
Frdsayw dalam mendeteks:i aptibodl monoklonal anti-ABsAw.
FTiter anti-HBs rata-rata dari 24 sekor mencit RBalb/c yang
masing—-masing mendagat imunisasi HBsAg subtipe adr, adw dan

aviw adalah Z2.190.000, 1.008.4847 dan 454.000 RIA Unit.
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Hasil penelitian ini menunjukan bahwa =

1. Terdapat perbedaan kandungan antigen pre-57 pada darah
donor penglidap HEsAg dari berbagai subtipe. Kandungan
antigen pre—52 rata—rats pada pengidap HEsAg subtipe adr
lebih tinggi dibanding subiipe adw dan subtipe e
(pi0,01).

2. Terdapsat perbedaan Trekuensi HEeAg pada darah donor pengi-—
dap HEsAg dari berbsgsai subtipe. Fads titer HEsAg vang
sama frekuensi HEeAg pada darah donor pengidap HEsAg sub—
tipe adw lebih tinggi dibanding pengidap HEsAg subtipe adr
dan avw (p<Q.001); frekuensi HFEefAg pada subtipe ayvw lebih

tinggi dibanding subtipe adr (pi{0,05).

oy

HEBsAgq murnl subtipe adr mengandung lebhih banvak antigen
pre=52 dibanding HBsAgz murni subtips adw d=r Sy
fps0 . 001} kandungan antigen pre—5Z2 HEsAg murni subtipe
adw lebih tinggi dibanding HEsAg subtipe ayw (p<0,01}.

4., Subtipe berpengaruh terhadap aniigensitas HEsAg: epitopes d
HBsGg subtipe adr lebih antigenik dibanding epitope o

HBEcsAg subtipe adw {(pd0.001}.

o
A

Subtipe berpengsruf terhadap imunogenisitas HEsAg; pada
mencit Balbrsc, HEsfAg sublipe adr lebih imunogenik diban-
ding HEBsAg subtipe adw dan subtipe syw (<0051,

Dari hasil penelitian ini dapat diambil kesimpulan bahwa
subtipe HEsAg berpengarub terhadap kandungan antigen pre-52
sehingga menvebsbkan perbedasn imunogenisitss HEsAg dan
perbedaan subtipe HEsAg membsws perbedsan  Trekuensi  HEeAg

s=rum pengidaep ABsAg.
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SUMMARY

There has been an indication that the expression of pre—
5 and C region of HBV genome is determined by the subtype of
HE=sAg. Based on this phenomencn, this study was performed
with a hvpothesis that the subtype of HBsAg would affect the
HB=dg immunogenicity through its specific influence to the
content of pre—S5 antigen, and that the HBsAg subtype would
determine the HBEsAg freguency among the HBsAg carriers.

The study wss carrisd out in two stsps. The first step
was an epidemiciogical survey to study the difference in the
pre—=5 antigen content among blood donors who were HBsAg car-
riers of subtyvpes adw, sdr and avw. The second step was an
experimental study io investigste the difversnce of Immuno—
genicity of purified HEsAg of subtypes adw, adr and ave.

Blood wnits from male donors having high-titer HBEsAg
were recruited from the Flood Transfusion Service of the
Indonesian FRed Cross in Jakarits and Surabava. Each unit  was
tested for HBsAg titer (RFHS, Hepatika Lab. )}, antigen pre—-52
titer (RFHA, Institute of Immunclogy Co.. Tokyvolg HBEsAg sub—
tvpe, HE2Ag and antigen pre-51 (Elisa, Institute of Immunolo—
gy Co.; Tokyo). Specimens with high—titer HBsfg and HBeAg
wers selected wusing the folowing criterias : HEsAg titer
2250 uPsAg  positive st 1:100 diluticn and pre-SZ antigen
titer >2°. Further they were pooled according to the HEsAg
subtvpes and were purified. In this studyv, the presence of
HEefg was used a5 an indicator of hepatitis B wvirus (HBEV]
replicration. Furification of HEsAg was performed by a combi-
mation of precipitstion using FEG-&000 and a series of ulitra-—
centrifugation : two-step KBr buovant density, KBr-rate zonal
and Sucrose—rate zonal ultracentrifugations as usswual. HEsAg

antigenicity was messured by determining the sensitivity of
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FPHA cells, I.e. sheep eryvthrocytes coated with purified HBsAg
{adw, adr or ayw), to detect standard anti-HFs. Standard
anti-HBs were monoclonal anti-HBs/d and anti-HEs/w antibodies
{Institute of Immunology Co.), and anti-HBs/a obtained from
rabbit sera contsining anti—-HBs/ayw purified by affinity
chromatography wusing Sepharose 48 {(Fharmacia) coupled with
HEsAg/adr. Immuncgenicity of HBsAg was measured by anti-HBs
response  (ARIA, Abbotit) generated by Balb/c mice which were
immunized with the HBEsAg [10 mcgrs0.1 ml, 1% AI{0OH)Z] intrape—
ritoneally. The innoculations of HEBsAg were given cn day 1
and day 30, and blood specimens were collected on day 41.

Of 2,193 specimens Investicated, sdw, adr, ayvw and aty-
pical subtypes {(advw, adrw, adyvr}) were detected 1n 77.8%.
I15.7%, 4.9% and 1.&% respectively. Among 804 specimens
having high titer HBEsAg and HEedg., the mean pre-52 antigen
content (pre—52 titer/5 titer) in adw subtyvpe (=4637). adr
(n=i18}) and ayvw {(n=4%9}) were 0.132, 0.293, and 0.Z215 respec—
tively. Pre—51 antigen was positive in 21.1% (153/774) in the
fighly HBEedg positive group and JF8.4% (112/7292) Iin the HE=Ag
negative group. Among the specimens with HEsAg titer }210,
the freguency of high-titer HEeAg in adw, adr, and avw subty—
pes were $I3.5K, &3.7% and 80.3%. FResults from purification
of HBEsAg showed the pre—5F antigen content in adr subtype,
adw, and ayvw were d.1i&58, 0.004, and 0.002. The sensitivity
tested wsing FHASadr, FPHASadw and PHA syw cells (n=18ssubty-
pel demonstrated that FHASadr was more sensitive than PHA adw
in the detection of moncclonal anti-HBs d antibody (p<G.001).
Mo significant differsnces in the sepsitivity were found
among FHASadr, FPHASadw and FPHAAsyw cells in determining anti-
HBs /ar similariyv, no differences were seen betwesn FHA adw
sand PHA avw cells in determining anti—HBs /w. The mean titer

of anti—-HEs generated by Balb/c mice (n=24/subtype) after
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immunization wusing HBsAg of adr, adw, and ayvw subtvpes were

Zy170,000; 1,006,46567 and 4564,000 RIA Units.

The results ocbtained in this study show
1. There are differences in pre—-57 antigen content among sera

of HBEsfg carriers of various subtvpes. The mean content of
pre-52 antigen in carriers of adr subtype is higher than
in those of adw and a&ayw subtvpes (pd0.01). Also the
frequency of pre-=51 sntigen in carriers of &dr subtyvpe 1is
higher than in those of ayw and adw subtypes (p<0.01)}.

2. There are differences in the freqguency of HBeAg among sera
of HBsAg carriers (with HBsAg titer 214 of various
subtypes. At a similar HEsAg titer, HEsAg is found to be
bigher in adw subtype than in adr and ayw subtyvpesg of the
latter, HB=Ag In avw subtype is higher than in adr
subtype.

S« Furified HBEsAg of adr subityvpe contains pre—52 antigen more
sbundantly thsn that of adw and avw sublvpes {(pd0.001); of
the latter. pre—5F antigen content is higher in adw subty-—
pe than in avw subtype (pi0.01).

4. HEsAg subtype is found to be reiated with the antigenicity
of HBs#Ags: d determinant of adr subivpe Is more antigenic
than that of adw subtype (pd0.001}.

5. HBsAg subtype Is found to b= related with the immunogeni-
city of HEsAg; Iin Balb/c mice, adr subtyvpe is more immuno—
genic than baoth adw and ayw subtypes (pd0.05).

It is econcluded from this study that the subtvpe of
HEsfg has & specific inftluence to the content of pre-52 anti-
gen which subsequently affects its immunogenicity. It is also
indicated thst the HBEsAg subivpe cetermines the fregusncy cfF

HBedg among HAEsAg-carrier sera.
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