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RINGKASAN Y,

Efek Pernyataan Diagnosis Terinfeksi HIV/AIDS Terhadap Mekamsme e } ’
Apoptosis Limfosit T-CD4 Pada Penderita HIV/A A

Suatu Pendekatan Psikoneuroimunologi

Nasronudin

Penyakit infeksi HIV/AIDS merupakan masalah kesehatan global termasuk
Indonesia. Menurut UNAIDS hingga Desember 2000, 58 juta jiwa terinfeksi HIV, 22
juta diantaranya telah meninggal akibat AIDS. Transmisi HIV masih terus
berlangsung, 16 ribu jiwa terinfeksi baru setiap hari. Mekanisme apoptosis limfosit T-
CD4 pada penderita HIV/AIDS yang melibatkan Heat shock protein70 (Hsp70)
belum dijelaskan. Padahal apoptosis merupakan jalur amat penting terhadap kejadian
kerusakan imunitas, terutama limfosit T-CD4 yang merupakan target utama HIV.
Hsp70 merupakan molekul chaperone yang mempunyai peran dalam imunitas
bawaan dan bersifat sitoprotektif terhadap lingkungan mikro yang penuh stresor.

Penelitian ini bertujuan untuk mengungkap efeck pemyataan diagnosis
terinfeksi HIV/AIDS terhadap mekanisme apoptosis limfosit T-CD4 pada penderita
HIV/AIDS. Penelitian ini memerfukan pendekatan melalut paradigma
psikoneuroimunologi.

Jenis penelitian ini termasuk penelitian observasional dengan melakukan
pengukuran terhadap pelbagai variabel. Rancangan penelitian yang digunakan adalah
panel study.

Empat belas pasien terinfeksi HIV yang ditentukan secara acak sederhana
menjadi subyek penelitian. Empat belas individu berisiko tinggi yang secara serologi
belum terinfeksi HIV sebagai pembanding. Kriteria ikut penelitian adalah kelompok
risiko tinggi yang terbukti terinfeksi HIV, dinyatakan melalui pemeriksaan serologis
tiga metode (ELISA, imunokromatografi, dipstik). Semua subyek dan pembanding
yang memenuhi kriteria inklusi dilakukan pemeriksaan ACTH, kortisol, Hsp70, anti



Hsp70, fragmentasi DNA limfosit T, dan jumlah CD4 setelah menandatangani surat
persetujuan setelah penjelasan.

Pemeriksaan dilakukan 3 kali yaitu pertama saat belum mengetahui status
infeksinya, pada tahap ini HIV sebagai stresor biologis. Pemeriksaan kedua (hari ke-
7) pada saat mengalami stres akut dengan stresor psikologis pernyataan terinfeksi
HIV/AIDS. Ketiga (hari‘ke-31), saat pasien mengalami stres kronis dan menerima
kenyataan bahwa dirinya terinfeksi HIV/AIDS.

Untuk menganalisis data penelitian digunakan analisis multivariat, karena
setiap perubahan biologik didapatkan interaksi antara beberapa variabel.

Pada pemeriksaan pertama didapatkan penurunan CD4 (kurang 1000 sel
/mm®) pada kelompok terinfeksi HIV/AIDS maupun kelompok yang secara serologis
belum terinfeksi HIV/AIDS. Laju penurunan kelompok terinfeksi HIV/AIDS lebih
progresif dari pada kelompok yang secara serologis belum terinfeksi HIV (250. 29 +
230.15 vs 598.50 + 370.70), dan pada analisis statistik perbedaan tersebut signifikan
(p= 0.006). Kelompok terinfeksi HIV/AIDS, kadar Hsp70 lebih tinggi daripada
kelompok yang belum terinfeksi HIV/AIDS (1.3007 + 0.6904 vs 0.8214 £0.3157).
Hal ini menunjukkan bahwa Hsp70 sebagai molekul chaperon muncul karena
distimulasi oleh stresor biologis HIV dari pada kélompok yang serologis HIV/AIDS
negatif.

Pada pemeriksaan kedua (hari ke-7) selain terdapat perbedaan CD4 antara ke
dua kelompok, juga terjadi kenaikan kadar Hsp70 akibat pengaruh stresor biologis
HIV serta terjadi kenaikan kadar kortisol yang di picu stresor pikologis yaitu
pernyataan di diagnosis terinfeksi HIV. Di dapatkan perbedaan kadar kortisol yang
signifikan antara kelompok yang terinfeksi dengan kelompok yang secara serologis
belum terinfeksi (12.37744.046 vs 8.650 +£3.213). Pemeriksaan kedua (hari ke-7) ini
kadar Hsp70 rerata lebih tinggi dari hasil pemeriksaan pertama pada kelompok
terinfeksi (1.5757 +0.8127 vs 1.3007 £ 0.8214).

Pada pemeriksaan ke tiga (hari ke-31) selain terdapat perbedaan CD4 dari
kedua kelompok, juga yang menonjol terjadi kenaikan kadar Hsp70 dan anti Hsp70.
Hsp70 meningkat secara signifikan pada kelompok terinfeksi HIV daripada
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kelompok yang secara serologis belum terinfeksi (1.6907 + 0.9175 vs 0.8464 +
0.3608). Hsp70 cenderung terjadi kenaikan kadar dari pemeriksaan pertama, kedua,
dan ketiga (1.3007+0.6904 vs 1.575720.8127 vs 1.6907 * 0.9175). Terdapat
kecenderungan peningkatan Hsp70 dari stres akut ke kronis. Pada penelitian ini
pemeriksaan fragmentasi DNA limfosit T tidak menunjukkan perbedaan antara
kelompok terinfeksi dan kelompok yang secara serologis belum terinfeksi. Hasil
pemeriksaan  pertama  (0.29307+0.43161 vs  0.33371%0.24749), kedua
{0.3403610.52735 vs 0.42871+0.42971), dan ketiga (0.30829+0.40400 vs
0.72357+0.68682), tidak didapatkan perbedaan bermakna antara kedua kelompok.
Hsp70 mempunyai peran melindungi terhadap apoptosis limfosit T. Atas berbagai
peran penting Hsp70 tersebut, dimasa mendatang Hsp70 sebagai suatu molekul
chaperon mempunyai peran dalam penatalaksanaan infeksi HIV/AIDS.

Dapat disimpulkan bahwa HIV selain menyebabkan deplesi CD4 juga
merupakan stimulator Hsp70 yang berperan dalam mekanisme sitoprotektif terhadap

lingkungan mikro yang penuh stresor.

Berdasarkan temuan tersebut disarankan untuk dilakukan penelitian lebih
lanjut guna untuk pengembangan diagnosis dan terapi penyakit infeksi HIV/AIDS.
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SUMMARY

The Effect of HIV/AIDS Infection Diagnosis to T-CD4 Lymphocytes Apoptosis
Mechanism in HIV/AIDS Patients

A Psychoneuroimmunelogical Approach

Nasronudin

HIV/AIDS until now is still a global health problem including in Indonesia.
The UNAIDS estimates that as in December 2000, 58 million people have been
infected with HIV. Twenty two million people have already died due to AIDS. The
epidemic continues to spread rapidly. A total of 16,000 persons are newly infected
per day. The T-CD4 lymphocytes apoptosis mechanism in HIV/AIDS infection
through Heat shock protein 70 (Hsp70) mediated pathway is still unclear, while
apoptosis is an important pathway in immunity destruction, especially T-CD4
lymphocytes as the target cells of HIV. Hsp70 is a member of a family of molecular
chaperones that contribute to innate immunity and cytoprotection from stressor in
‘microenviroment.

To disclose the effect of HIV/AIDS infection diagnosis to T-CD4
lymphocytes apoptosis mechanism in HIV/AIDS patients, a study using
psychoneuroimmunology paradigm was conducted. This study used observational
design with panel study approach.

Fourteen HIV/AIDS infected patients taken by simple random sampling were
enrolled in this research. Fourteen persons having a high risk of HIV infection, but
still nonreactive, as revealed in HIV serology test, served as control after providing
their informed consent. The inclusion criteria in this study were high-risk individuals
who, in the examination using serologic HIV test in three methods (ELISA,
immunochromatography, and dipstick), revealed reactive in all. All subjects and
controls were subjected to three-times examinations for ACTH, cortisol, Hsp70, anti
Hsp70, T lymphocytes DNA fragmentation, and CD4 count. The first examination
(day 0) was done two hours after the signing of informed consent while the patients
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still did not know about their HIV infection status. The second examination (day 7)
was carried out when the patients were in acute stress condition after HIV/AIDS
infection diagnosis was informed. At the third examination (day 31), the patients
were in chronic stress condition and showed acceptance of this disease.

The results of this research were analysed by multivariate analysis, because
each biological alterations showed interactions between variables.

The first examination revealed that CD4 decreased both in HIV/AIDS
infection and non-HIV/AIDS infection group of less than 1000 cellss'mm’. The
decrease progession in the HIV/AIDS group is faster than that in non HIV/AIDS
infection (250.29 + 230.15 vs 598.50 + 370.70). The difference was significant in the
statistical analysis (p = 0.006). This study demonstrated that in HIV/AIDS infection
group Hsp70 had a higher level than that in non HIV/AIDS infection (1.3007 +
0.6904 vs 0.8214 £ 0.3157). These data showed that Hsp70 as a molecular chaperone
became higher due to the stimulation by biological stress HIV.

In the second examination, besides the difference of CD4 count in two
groups, Hsp70 level increases. It was not only stimulated by biological stress HIV to
lymphocytes, but also to other immune cells. Cortisol secretion and production could
be induced by psychological stressor of being informed as having HIV infection.
Hsp70 level in the second examination was higher than that in the first examination
(1.5757 £ 0.8127 vs 1.3007 £ 0.6904).

The third examination revealed that Hsp70 and anti Hsp70 level could be
readily produced in large amount than those in the first and second examinations, in
addition to the greatest expression of CD4 cells in two groups. Hsp70 level increased
significantly in HIV/AIDS group, more than that in non HIV/AIDS infection at day
31 (1.6907 £ 0.9175 vs 0.8464 + 0.3608). Hsp70 level in HIV/AIDS group tended to
increase from first, second and third examination, i.e., 1.3007 + 0.6904 vs 1.5757 +
0.8127 vs 1.6907 * 09175 respectively. This research demonstrated a trend of
increasing Hsp70 level from acute to chronic stress in HIV/AIDS infection. In this
reseach T lymphocytes DNA fragmentation was found to have less significant
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difference between HIV and non HIV group. The first, second, and third examination
HIV/AIDS and non HIV/AIDS group revealed 0.29307 * 0.43161 vs 0.33371 *
0.24749, 0.34036 + 0.52735 vs 0.42871 £ 0.42971, 0.30829 + 0.40400 vs 0.72357 +
0.68682 respectively. Hsp70 function is for protecting T-CD4 lymphocytes from
apoptosis. Hsp70 as a molecular chaperone; is important for managing HIV/AIDS
infection in the future.

In conclusion, HIV not only contributes to T-CD4 lymphocytes depletion, but
also stimulates production of Hsp70, a cytoprotection mechanism from stressor in
microenvironment.

Based on the results of this research, the author suggests to conduct further
studies to clarify the role of Hsp70 in developing of the diagnosis and therapy of
HIV/AIDS infection.
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ABSTRACT

The Effect of HIV/AIDS Infection Diagnosis toe T-CD4 Lymphocytes Apoptosis
Mechanism in HIV/AIDS Patients

A Psychoneuroimmunologcal Approach

Nasronudin

HIV/AIDS until now is still a global health problem including in Indonesia.
The T-CD4 lymphocytes apoptosis mechanism in HIV/AIDS infection through the
Heat shock protein 70 (Hsp70) mediated pathway is still unclear. The objective of
this study was to disclose the effect of HIV/AIDS infection diagnosis to T-CD4
lymphocytes apoptosis mechanism in HIV/AIDS patients.

Fourteen HIV/AIDS infected patients taken by simple random sampling were
enrolled in this research. Fourteen persons having a high risk of HIV infection, but
stilt nonreactive, as revealed in HIV serology test, served as control. All subjects and
controls were subjected to three-times examinations for ACTH, cortisol, Hsp70, anti

‘Hsp70, T lymphocytes DNA fragmentation, and CD4 count. The first examination
(day 0) was done two hours afier the signing of informed consent while the patients
still did not know about their HIV infection status. The second examination (day 7)
was carried out when the patients were in acute stress condition after HIV/AIDS
infection diagnosis was informed. At the third examination (day 31), the patients
were in chronic stress condition and showed acceptance of this disease. The results of
this research were analysed by muitivariate analysis.

The first examination revealed that CD4 decreased both in HIV/AIDS
infection and non-HIV/AIDS infection group of less than 1000 cells/mm’. The
decrease progession in the HIV/AIDS group is faster than that in non HIV/AIDS
infection. This study demonstrated that in HIV/AIDS infection group Hsp70 had a
higher level than that in non HIV/AIDS infection.

The result of the second examination showed that besides the difference of

CD4 count in two groups, Hsp70 level increases. It was not only stimulated by




biological stress HIV to lymphocytes, but also to other immune cells. Cortisol
secretton and production could be induced by psychological stressor of being
informed as having HIV/AIDS infection. Hsp70 level in the second examination was
higher than that in the first examination

The result of the third examination revealed that Hsp70 and anti Hsp70 level
could be readily produced in large amount and it is enhanced by the CD4 expression
cells from the two groups. Hsp70 level increased significantly in HIV/AIDS group,
more than that in non HIV/AIDS infection at day 31. Hsp70 level in HIV/AIDS
group tended to increase from first, second and third examination, i.e., 1.3007 +
0.6904 vs 1.5757 + 0.8127 vs 1.6907 = 09175 respectively. This research
demonstrated a trend of increasing Hsp70 level from acute to chronic stress in
HIV/AIDS infection. In this reseach T lymphocytes DNA fragmentation was found
to have less significant difference between HIV/AIDS and non HIV/AIDS group.

In conclusion, HIV not only contributes to T-CD4 lymphocytes depletion, but
also stimulates production of Hsp70, a cytoprotection mechanism from stressor in

microenvironment,

Keywords: apoptosis, T lymphocytes, HIV/AIDS, Hsp70 biological stressor.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Penyakit infeksi HIV/AIDS hingga kini masih merupakan masalah kesehatan
global. Masalah yang berkembang sehubungan dengan penyakit infeksi HIV/AIDS
adalah kejadian dan kematian yang masih tinggi (Hirschel, 2003). Fakta yang
ditemukan ternyata keterlibatan ODHA (orang dengan HIV/AIDS), misalnya Magic
Johnson ketahanan hidupnya lebih baik. Kondisi tersebut dipengaruhi oleh proses
penerimaan dini (acceptance). Hal tersebut penting karena terkait dengan mekanisme
apoptosis. Hsp70 termasuk famili molekul chaperone yang mempunyai kontribusi
kuat terhadap imunitas bawaan sebagai protektor sel dari pengaruh stres. Ekspresi
Hsp70 secara berlebihan justru dapat menimbulkan jejas sel dan mendorong
apoptosis, tetapi batas kadar kedua pengaruh Hsp70 tersebut hingga kini belum
diketahui. Untuk menentukan batas tersebut perlu mengetahui peran Hsp70 terhadap
apoptosis. Keterkaitan Hsp70 dengan apoptosis dalam mekanisme ketahanan masih
terdapat berbagai sisi pandang yang hingga kini masih diperdebatkan.

Meskipun telah dicapai kemajuan di bidang ilmu kedokteran dan farmast,
serta telah dilakukan upaya pencegahan, seharusnya angka kesakitan akibat HIV dan
kematian akibat AIDS semakin menurun. Kenyataannya kesakitan dan kematian
masih tetap tinggi bahkan cenderung terus meningkat. Menurut UNAID, akhir

Desember 2000, dilaporkan 58 juta jiwa penduduk dunia terinfeksi HIV, 22 juta



diantaranya meninggal akibat AIDS. Transmisi HIV masih tetap berlangsung, 16 ribu
jiwa terinfeksi baru setiap harinya (Zavasky, 2001).

Pernyataan diagnosis terinfeksi HIV/AIDS merupakan stresor bagi individu
yang dapat memicu stres serta potensial mempengaruhi mekanisme apoptosis dan
perjalanan penyakit.

Apabila efek diagnosis terinfeksi HIV/AIDS terhadap mekanisme apoptosis
limfosit T-CD4 tersebut tidak segera dijelaskan maka penatalaksanaan terhadap
penderita tidak dapat dilakukan secara optimal, sehingga berakibat: transmisi infeksi
HIV terus berlangsung, kesakitan karena HIV terus bertambah, kematian akibat
AIDS semakin banyak, progresivitas infeksi HIV ke AIDS tidak terbendung dan
semakin meresahkan masyarakat.

Ada berbagai faktor yang menentukan perjalanan infeksi HIV, salah satu
faktor yang penting adalah status imun yang semakin lemah ditandai penurunan
jumlah limfosit T-CD4. Sel yang mampu mengekspresi CD4 juga teraktivasi
termasuk astrosit dan mikroglia. Astrosit dan mikroglia yang teraktivasi mendorong
peningkatan aktivitas aksis hipotalamus-pituitari-adrenal (HPA), serta kadar kortisol
dalam darah (Zavasky, 2001, Oppenhim, 2003; Ransohoff, 2003). Perubahan kadar
kortisol kemudian mempengaruhi fungsi protein tubuh termasuk keat shock protein70
(Hsp70) (Scholz, 2001; Tanaka, 2001; Bailey, 2002).

Hingga kini efek diagnosis terinfeksi HIV/AIDS terhadap mekanisme
apoptosis limfosit T-CD4 pada penderita HIV/AIDS yang melibatkan Heat shock
protein70 (Hsp70) belum dijelaskan. Padahal apoptosis merupakan jalur amat penting

terhadap kejadian kerusakan imunitas, terutama limfosit T-CD4 yang merupakan



target utama infeksi HIV. Pada penelitian ini dilakukan pemeriksaan kadar Hsp70,
karena Hsp70 merupakan chaperonin yang dapat berinteraksi dengan berbagai protein
regulator termasuk reseptor kortisol, melalui chaperonins-steroid receptor
interactions (Smith, 1998).

Guna menghambat laju apoptosis, maka penyampaian diagnosis terinfeksi
HIV/AIDS terhadap individu diperlukan langkah yamg arif dan bijaksana.

Berdasarkan uraian tersebut penelitian ini memerlukan pendekatan melalu
paradigma psikoneuroimunologi untuk mengungkap efek diagnosis terinfeksi
HIV/AIDS terhadap mekanisme apoptosis limfosit T-CD4 pada penderita HIV/AIDS
schingga penatalaksanaan penderita menjadi optimal, kesakitan karena HIV dan

kematian akibat AIDS dapat ditekan.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian dalam latar belakang masalah diatas, dapat diajukan
rumusan masalah penelitian sebagai berikut :

Apakah ada perubahan jumlah limfosit T, CD4, kadar ACTH, kortisol, Hsp70,
anti Hsp70, jumlah cell death dalam darah kelompok terinfeksi HIV/AIDS dan
kelompok yang secara serologis belum terinfeksi HIV/AIDS pada fase post

pernyataan diagnosis (fase akut dan kronis) ?




1.3  Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Menjelaskan efek pernyataan diagnosis terinfekst HIV/AIDS terhadap

mekanisme apoptosis limfosit T-CD4 pada penderita HIV/AIDS.

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Membuktikan perubahan jumlah limfosit T, CD4, kadar ACTH, kortisol,
Hsp70, anti Hsp70, dan jumlah cell death pada kelompok terinfeksi
HIV/AIDS dan kelompok yang secara serologis belum terinfeksi HIV/AIDS
pada stres akut dan kronis.
2. Menentukan diskriminator (variabel pembeda) perubahan respons imun fase

akut dan kronis pada penderita HIV/AIDS

1.4  Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis

Menjelaskan efek pernyatan diagnosis terinfeksi HIV/AIDS terhadap kejadian
apoptosis limfosit T-CD4 yang melibatkan perubahan jumlah limfosit T, CD4, kadar

ACTH, kortisol, Hsp70, anti Hsp70, dan jumlah cell death pada penderita HIV/AIDS.




1.4.2 Manfaat Terhadap Pelayanan Kesehatan

Petugas kesehatan harus bijaksana dan perlu memperhatikan tahapan dalam
penyampaian diagnosis terinfeks:i HIV/AIDS. Tahapan tersebut meliputi penjelasan
tentang potensi terinfeksi HIV/AIDS bagi risiko tinggi, menekankan bahwa setiap
penyakit ada obatnya, meyakinkan telah tersedia obat antiretroviral yang mampu
mengurangl kepadatan HIV dalam darah, telah tersedia ruang perawatan untuk
penderita HIV/AIDS, menumbuhkan rasa ketenangan jiwa yang mampu
mempercepat proses penerimaan dini (acceptance) melalui program pendampingan
(ODHA, sebaya, keluarga, masyarakat peduli AIDS) selain pengobatan dan
perawatan. Petugas kesehatan yang bijaksana dapat membawa kearah kualitas hidup

penderita tetap baik dan memperpanjang umur harapan hidup.



BAB 2
TINJAUAN PUSATAKA




BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Konsep Stres dan Stresor

Stres merupakan istilah yang rumit, sehingga untuk mengartikan istilah
tersebut secara tepat diperlukan 3 pendekatan. Pertama, pendekatan engineering, stres
digunakan untuk menanamkan kondisi lingkungan yang merusak, yang menyebabkan
individu yang hidup di lingkungan tersebut sakit. Kedua, stres digunakan untuk
menanamkan kondisi psikologis yang terancam sebagai akibat keterbatasan
kemampuan untuk memenuhi tuntutan. Penggunaan istilah stres yang demikian
digunakan oleh vang mengikuti pendekatan psikologis. Ketiga, menurut pendekatan
medikofisiologis istilah stres digunakan untuk menamakan respons biologis terhadap
sumber stres atau stressor. Dengan demikian maka istilah stres dapat digunakan
untuk menamakan lingkungan yang merusak, kondisi psikologis yang terancam, dan
respons biologis terhadap stressor (Putra, 2003). Stresor dapat berupa psikis, fisik,
maupun lingkungan (Stryer, 1995). Menurut Hans Selye, penampilan respons
biologis terhadap stresor ada 3, vang terkemas dalam gereral adaptation syndrom
(GAS), yaitu respons dengan penampilan alarm, adaptasi atau eustress, dan kelelahan
atau distress. Pada sel yang stres maka penampilan kelelahan dapat berupa nekrosis

dan apoptosis (Black, 1994; Putra, 2003).



2.1.1  Stress cell

Istilah stres tidak hanya berlaku untuk individu tinggi yang kompleks, tetapi
juga digunakan untuk menggambarkan respons sel terhadap stresor. Hal im
menunjukkan penggunaan istilah stres lebih didasari oleh persamaan konsep, dan
terkesan tidak mempersoalkan mekanisme respon stres. Berbagai penelitian terhadap
sel yang mengalami stres yang lazim disebut stress cell, telah menemukan stress
protein yang berfungsi sebagai bahan yang mengisyaratkan stres (stress sinyaling
substances) (Putra, 1999). Pada sel yang stres maka penampilan kelelahan dapat

berupa nekrosis dan apoptosis (Putra, 2003).

2.1.2 Produk Stress Cell

Stres adalah suatu keadaan yang mengancam atau dirasakan (dipersepsikan)
akan mengancam kesejahteraan (well-being) seseorang atau individu. Keadaan stres
selalu ditandai dengan peningkatan sekresi suatu molekul sinyal: CRF (corticotropin
releasing factor) suatu senyawa yang sekaligus dapat berfungsi sebagai
neurotransmiter dan sebagai hormon (neurohormon) (Suryohudoyo, 1999).
Sel yang mengalami stres dapat menghasilkan protein tertentu yang disebut stress
protein, salah satu diantaranya adalah heat shock proteins70 (Hsp70). Induktor Hsp70
adalah lingkungan stres, ROS, serta banyaknya polipeptida yang tidak terlipat (Stryer,
1995). Pada awalnya protein ini dihasilkan sel sebagai upaya melindungi diri agar
tidak mati. Pada kondisi lanjut protein tersebut dapat terlibat pada molecular
chaperones, yang dapat menimbulkan perubahan pada kualitas protein fungsional.

Respons sel terhadap stressor tergantung pada jenis, lama, dan berat jejas. Efek yang




ditimbulkan sangat tergantung pada jenis (labil, stabil, permanen), status dan
kemampuan adaptasi sel. Sel normal mempunyai keseimbangan fungsi yang harus
dipertahankan. Kemampuan sel tersebut dimungkinkan karena sel mempunyai inti,
mitokondria, sitosol dan berbagai organlela lain. Bila keseimbangan ini terganggu
atau bahkan tidak dipertahankan, maka sel akan mati. Setiap sel normal mempunyat
beratus-ratus mitokondria, setiap mitokondria mempunyai beberapa ikal DNA
(mtDNA), dan sebanyak 37 gen dan setiap mtDNA terlibat dalam pembentukan
energi. Mitokondria merupakan tempat pembentukan energi sel dan banyak
menghasilkan raikal bebas endogen. Ironisnya mtDNA tidak mempunyai intron dan
histon yang protektif sehingga rentan terhadap kerusakan akibat radikal bebas (Putra,
2003). Pada sel yang terpapar mikroorganisme pengelolaan (coping mechanism)
potensial terganggu sehingga mudah mengalami penurunan kualitas keseimbangan

(eustress) dan bahkan terjadi ketidakseimbangan yang berat atau kondisi distress.

2.1.3 Peran Hsp70
Hsp70 merupakan protein respons stres yang mempunyai peran:

1. Mengarahkan protein ke berbagai situs di dalam sel, seperti lisosom, mitokondria,
dan inti. Pemilahan ini terjadi ketika protein mulai disintesis. Suatu ribosom tetap
bebas dalam sitosol, sampai dibimbing ke retikulum endoplasma oleh suatu
urutan sinyal dalam protein nasens yang sedang disintesis. Rantai polipeptida
nasens yang dibentuk oleh ribosom yang terikat pada membran dipindahkan

melintasi membran RE. Dalam lumen RE banyak protein mengalami glikosilasi

dan diubah dengan berbagai cara. Selanjutnya protein terscbut dibawa ke




kompleks Golgi dan diubah lebih lanjut. Akhirnya protein tersebut dipilah dan
diserahkan ke lisosom, vesikel sekresi, dan membran plasma. Sinyal pemandu
protein melintasi membran retikulum endoplasma dengan urufan yang sama
mengirim protein ke membran plasma untuk mensekresikannya.

. Hsp70 membantu pelipatan dengan menghadang interaksi molekul yang tidak
lazim. Dengan demikian Hsp70 mendapatkan molekul chaperone. Rantai
polipeptida nasens dalam lumen RE tidak segera melipat. Polipeptida ini
mengikat protein Hsp sehingga tetap tidak terlipat untuk beberapa menit,
kemudian Hsp akan mengikat konformasi . Tanpa Hsp polipeptida nasens niscaya
akan terjalin kusut. Hsp akan mempertahankan nasens yang baru muncul sampai
sintesis lengkap terlaksana. Hsp akan melepaskan polipeptida nasens pada saat
yang tepat. Kompleks Hsp-ADP memiliki afinitas yang tinggi hanya terhadap
polipeptida yang belum terlipat dan tidak terhadap protein alamiah. Pengikatan
penggalan polipeptida yang belum terlipat ke Hsp akan membebaskan ADP,
sehingga ATP yang baru dapat masuk ke dalam situs katalitik Hsp.Kompleks
ATP-Hsp membebaskan penggalan peptida. Hidrolisis berikutnya yang dialami
ATP yang terikat ini memungkinkan Hsp untuk kembali mengikat penggalan lain
yang belum terlipat. Waktu antara pengikatan dan pembebasan ditentukan oleh
laju hidrolisis. Bersamaan dengan berlangsungnya pelipatan, makin sedikit rantai
peptida nasens yang dapat diikat oleh Hsp. Pada hakekatnya Hsp berusaha
menunda waktu yang tepat sehingga pelipatan yang tepat ini merupakan masalah

termodinamika.
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3. Hsp70 merupakan protein protektif endogen (Hung, 2002; Kirchhoff, 2002). Hsps
mempunyai peranan penting dalam proses biologis seperti pelipatan protein,
translokasi, dan kehidupan sel (Hung, 2002). Respon seluler terhadap infeksi
virus dan induksi Hsps sangat tergantung dari tipe virus yang menginfeksi dan
tipe sel (Hung, 2002). Meskipun berbagai virus disebutkan dapat menginduksi
Hsps tetapi penelitian ke arah itu masih belum dilakukan. Infeksi oleh virus
influenza melibatkan Hsp40 dan terlibat dalam pengendalian P68 protein kinase
(PKR) yang memediasi respons interferon. Hsp40 membentuk kompleks dengan
p58, dan menghambat PKR di dalam sel (Hung, 2002). Selama berlangsungnya
infeksi virus influenza, kompleks inhibitor melepaskan ikatan P58 ke PKR,
memblokade posforilasi pada subunit o dari faktor 2 dari eukaryotic, dan
merangsang sintesis protein di dalam sel yang terinfeksi virus (Hung, 2002).

4. Mengendalikan struktur sekunder, tersier, dan kuartener sebagaian besar protein.
Secara spontan setelah sintesis kemungkinan informasi setelah komformasi
protein yang aktif secara biologik (native) sudah disandikan di dalam urutan asam
aminonya. Dalam keadaan fisiologik, pelipatan protein menguntungkan struktur
alamiah (native) protein. Keadaan dimana protein kehilangan konformasi
alamiahnya disebut denaturasi protein. Denaturasi terjadi bila nilai pH terlalu
ekstrim, pada temperatur yang tinggi atau sebagai akibat pemberian zat pelarut
atau substansi lain yang dapat mendenaturasi. Konformasi protein dapat
distabilkan dengan bantuan interaksi, seperti jembatan hidrogen, jembatan

disulfida, interaksi elektrostatik, dan pembentukan kompleks dengan ion logam,
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serta efek hidrofobik. Mengenai urutan asam amino suatu protein menentukan
struktur tiga dimensi dan bagaimana suatu rantai polipeptida yang tidak terlipat
memperoleh bentuk protein alami, hal itu perlu ada yang mengatur dan
mengendalikan. Protein tidak dapat melipat dengan mencari konformasi secara
acak. Pembentukan lipatan protein terjadi dengan stabilisasi berbagai zat antara
yang terjadi secara progresif. Suatu rantai polipeptida yang terurai dengan cepat
memadat yang mempunyai lebih banyak bersifat struktur sekunder, bukan
struktur tersier yang tersusun padat seperti struktumya yang alamiah.
Pembentukan susunan yang padat disebabkan karena berbagai rantai samping
hidrofobik perlu dilindungi. Pembentuka lipatan protein ternyata diarahkan oleh
interaksi yang yang juga menstabilkan bentuk akhir protein yang terlipat.
Berbagai unit lipatan menstabilkan struktur lain yang kurang stabil. Penglipatan
protein dalam sel kebanyakan berlangsung dengan bantuan enzim. Protein
disulfida isomerase mengkatalisis pengacakan ikatan disulfida untuk menemukan
pasangan yang cocok. Peptidil prolil isomerase juga memainkan peran kunci
dalam pembentukan lipatan dengan cara mempercepat isomerase cis-trans ikatan
peptida prolil. Dalam suasana yang penuh sesak di dalam sel, berbagai protein
nasens akan melipat secara abnormal bila tidak bertemu pendamping Hsp
(molekul chaperone). Protein pemandu, banyak mendapat tenaga dari ATP,
memperkecil kemungkinan agregasi protein dan menguraikan semua agregat yang
telah terbentuk. Struktur tiga demensi dari urutan asam amino, satu dimensi dapat
dijadikan suatu arsitektur tiga dimensi yang merupakan penentu aktivitas

biologik. Penglipatan protein dalam sel dibantu oleh katalis. Protein disulfida
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isomerase (PDI) mempercepat pertukaran disulfida beberapa ribu hipat pada
bentuk antara yang ditangkap secara kinetik. Peptidil prolil isomerase (PPlase)
sangat mempercepat isomirasi ikatan-ikatan peptida. Protein yang terentang dan
vang terlipat scbagian dalam konsentrasi tinggi cenderung ber agregasi. Hsp
scbagai protein pendamping menghambat perlekatan yang tidak benar dan
membongkar hubungan yang tidak benar. Aksi pembongkaran oleh Hsp
digerakkan oleh hidrolisis ATP. Langkah pertama dalam ramalan struktur adalah
terletak pada suatu protein baru serupa dengan protein lain yang struktur tiga
demensinya sudah diketahui. Bila urutan dua protein lebih dari 40% identik,
konformasi tulang punggungnya sangat mungkin hampir sama di bagian yang
identik. Sepasang protein yang nyata berbeda urutannya secara esensial dapat
mempunyai struktur tulang punggung yang pada dasarnya sama bila pola
hidrofiliknya serupa. Motif fungsional dalam protein dapat juga diidentifikasi

dengan meninjau sekilas urutan asam amino.

2.1.4 Anti Hsp70

Perubahan lingkungan sel yang dipicu stressor akan mempengaruhi sel dalam
tubuh untuk meningkatkan produksi protein. Protein tersebut awalnya diinduksi oleh
pengaruh temperatur yang tinggi, maka disebut seat shock protein atau Hsp. Berbagal
kondisi stres seperti inflamasi, infeksi, iskemia, paparan toksin, atau transformasi
malignansi dapat memicu ekspresi Hsp. Heat shock protein berperan sebagai
molekuler chaperon terhadap molekul protein. Umumnya terdapat didalam

sitoplasma mempunyai berbagai fungsi penting pada proses intraseluler. Hsp




13

mempunyai peranan penting untuk perulihan sel dari pengaruh stres dan bersifat
sitoprotektif (Nollen, 2002). Peranan penting tersebut termasuk interaksi antar
protein, folding, penentuan konfirmasi dan struktur protein, mencegah terjadinya
agregasi protein. Nama heat shock protein diberikan berdasarkan berat molekulnya,
misalnya Hsp dengan berat molekul 70 kDa discbut Hsp70 (Fink, 1998, Smith,
1998). Hsp70 terekspresi pada kondisi normal dan kadarnya semakin meningkat pada
keadaan stres (stress-induced). Hsp70 di sitosol berperan untuk meregulasi
pembentukan komplek aporeseptor, bersama Bagl di nukleus mempunyai peran
downregulation terhadap reseptor yang teraktifasi (Nollen, 2002). Hsp70 dapat
ditemukan didalam sel yang sama meskipun berbeda tempat selnya, tetapi
mempunyai peran yang berancka ragam. Hsp70 tferutama terdapat di sitosol,
mitokondria, nukleus, retikulum endoplasmik, pada berbagai jaringan termasuk otot
polos. Sejalan dengan peningkatan kadar Hsp70 akan ditkuti dengan peningkatan
kadar anti Hsp70 sebagai respons terhadap sekresi dan peningkatan kadar Hsp70.
Translokasi Hsp70 dan anti Hsp70 pada berbagai komponen sel tersebut terutama
dipicu stressor yang mengakibatkan timbulnya stres sel, stres nukleus (Fink, 1998,
Smith, 1998). Ekspresi dan peningkatan kadar Hsp70 pada awalnya bersifat
sitoprotektif, tetapi bila terjadi ekspresi yang berlebihan justru memicu terjadinya
jejas sel. Ekspresi Hsp70 senantiasa akan diimbangi dengan ekspresi anti Hsp70 pada
kondisi fisiologis guna mencegah terjadinya degradasi, denaturasi protein, serta
kematian sel. Proses didalam sel yang melibatkan protein senantiasa diupayakan

 terjaga dalam kondisi homeostatis (Nollen, 2002).
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2,2 Neuropatogenesis Infeksi HIV : Sawar darah otak, infeksi pada sel endotel,
astrosit, mikroglia

Pada umumnya sel otak tidak mudah menjadi sasaran infeksi sistemik karena
99% dilindungi oleh sawar darah otak. Bila infeksi sistemik dapat menimbulkan
komplikasi ke sistim saraf pusat sering berakibat fatal (Becher, 2004). Otak
dilindungi dari pengaruh mikroorganisme oleh sawar darah otak yang terdiri dari
rangkaian endotel dengan tight junctions pada kapiler susunan saraf pusat (SSP),
pericyte, lamina basalis, astro-endofeet dan kanal. Dalam kondisi normal sawar darah
otak bersifat resisten terhadap rangsangan listrik (1200 ohm em?), multiple drug
resistance (P-glycoprotein), sebagai sistem transporter. Sawar darah otak mengalami
disfungsi oleh berbagai pengaruh antara lain stres, infeksi dan lain-lain (Burt, 1993;
Waxman SG, 2003). Peran sawar darah otak tersebut juga ditunjang oleh sel
imunokompeten dan antibodi.

Keberadaan HIV di endotel kapiler otak sebagai awal mula kelainan di otak
setelah berhasil melampaui sawar darah otak yang mengalami gangguan fungsi akibat
pengaruh infeksi. HIV dari sirkulasi awalnya menginfeksi lapisan endotel
serebrovaskuler (induksi dan sekresi sitokin IL1pB, IL6, TNFo). Pengaruh sitokin
tersebut menyebabkan kebocoran akibat peningkatan permeabilitas. HIV juga
menimbulkan infeksi perivaskuler. Akibat kerusakan endotel protein serum menjadi
bisa melewati sawar darah otak, monosit yang terinfeksi HIV juga memasuki jaringan
otak. HIV yang berhasil melewati lapisan permukaan basolateral menuju astrosit

kemudian menimbulkan kelainan patologis di otak, antara lain mielopati vacoular.
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Astrosit mempunyai peran penting sebagai penyangga jaringan otak terutama dalam
memenuhi kebutuhan nutrisi. HIV bersifat sitopatik dan sitolitik, bila menimbulkan
infeksi pada astrosit mengakibatkan aktivasi astrosit untuk memproduksi sitokin dan
atau astrosit mengalami kematian. Hal ini berakibat terjadinya kematian neuron.

-

Susunan saraf pusat sering terlibat pada infeksi HIV, sekitar 40% penderita AIDS

atau infeksi HIV simtomatik berkembang ke arah manifestasi neurologis. Separuh
dari kelainan neurologis penderita ATDS disebabkan pengaruh infeksi langsung (gp41
HIV) maupun tidak langsung (produk HIV), sisanya akibat pengaruh infeksi sekunder
(penurunan respons imun) (Becher, 2004). Dampak patologis yang ditimbulkan
sebagai akibat langsung dari protein virus yaitu Gpl20, Gp41, Tat, Nef (Epstein,
2000). Pengaruh langsung HIV mengakibatkan ensepalopati HIV, meningitis HIV
dan lain-lain. Sedangkan dampak tidak langsung akibat produksi dan sekresi sitokin
yaitu IL1§, IL.-2, TNF-o.. Pengaruh tidak langsung yang dimungkinkan akibat sitokin
dan penurunan sistem imun terjadi infeksi sekunder di otak akibat toksoplasma,
mikobakterium tuberkulosa, jamur (Boven, 1999; Epstein, 2000).

HIV dapat menginfeksi sel target yang dapat mengekspresikan reseptor CD4.
sel otak yang mampu mengekpresikan CD4 adalah astrosit, mikroglia. Astrosit akan
memproduksi TNF-a, limfotoksin, [L-6, [FNa dan IL-1B, serta transforming growth
factor B. Mikroglia (makrofag) memproduksi 1L-2, TNF-a,, TGF-B, IL-6, quinolonic
acid. Sel T memproduksi limfotoksin (TNF-B), neuroleukin, nitric oxide (NO)

(Boven, 1999; Meyerhoff, 2001). Sitokin yang berada di otak akan mempengarulu

perilaku dan demam (Boven, 1999, Lasserman, 1999; Ransohoff, 2003). Akaa’Lé';‘eic
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lanpsung dan tidak langsung tersebut menyebabkan gangguan komunikasi antar sel
karena terjadi blokade neurotransmiter sehingga terjadi neurotoksik dan kematian sel-
sel saraf yang berakhir dengan manifestasi klinis dari sindroma dimensia, meningitis,
abses serebri dan leukoensepalopati multifokal yang progresif (Lesserman, 1999;

Ransohoff, 2003).

2.3  Respons Sel Saraf terhadap HIV

Masuknya HIV ke dalam tubuh merupakan stresor biologis yang berdampak
luas (Mayer, 2003). HIV dapat mempengaruhi seluruh organ tubuh termasuk otak,
sistem imun, organ-organ visera (Mayer, 2003). Stresor HIV akan di respons oleh
sistem saraf pusat yang melibatkan otak, hipotalamus, batang otak, hipofisis, serta
saraf perifer (Black, 1994). Dampak dari stresor biologis HIV tersebut akan
menstimulir sel-sel otak untuk memproduksi dan sekresi berbagai molekul sinyal
seperti neurotransmiter, neuropeptida, neurohormon, maupun neuroendokrin molekul

efektor. Molekuler sinyal tersebut dapat memodulasi sistem imun (tabel 1).
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Tabel 1. Neorutransmiter, neuropeptida, neurchormen, efektor molekul
neuroendokrin, dan modulasi sistem imun {(Black, 1994).

Molekul Sinyal

Neurotrasmiter

- Norepinefrin

- 5-Hidroksitriptamin (serotonin)
- Asetitkolin

- Dopamin

Neuropeptida

- Arginin vasopresin

- Vasoaktif polipeptida intestinal
- Kholesistokinin

- Oksitosin

- Melatonin

Neurohormon

- CRF

- Kortikotropin

- Kortikosteroid

- Hormon pertumbuhan
- Prolaktin

- Somatostatin

Neuroendokrin melekul efektor
- Epinefrin

- Tiroksin

- Tri ldotironin

Stresor biologis HIV tersebut akan meningkatkan aktivitas aksis hipotalamus-
pituitari-adrenal (HPA) melalui corticotropin releasing factors (CRF). Dampaknya
akan dialami berbagai sel tubuh termasuk astrosit, mikroglia. Astrosit, mikroglia
menjadi aktif memproduksi, mensekresi sitokin proinflamatori (IL-1B, IL-6, TNF-a),
produksi reactive oxygen species (ROS). Sitokin proinflamatori tersebut, bersama
serotonin, norepinefrin, dan asetilkholin, mempengaruhi paraventrikuler nucleus
(PVN) di hipotalamus, kemudian memproduksi molekuler sinyal berupa
corticotropin-releasing factors (CRF). CRF bertindak sebagai koordinator respons

stres. Meskipun berbagai neuron juga memproduksi CRF tetapi kadar tertinggi di
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dapat di PVN (Black, 1994). Dalam waktu singkat yaitu hitungan menit sejak
munculnya stres akut akan meningkatkan mRNA CRF, disusul meningkatnya kadar
CRF pada nukleus paraventrikuler. CRF selanjutnya bergerak menelusuri akson ke
bagian medial hipotalamus dan akhirya dilepaskan di penghujung pembuluh darah
kapiler dalam pleksus venous hipofisialportal yang merupakan muara kelenjar
hipofisis anterior. CRF selanjutnya mengaktifkan reseptor basofil pada hipofisis
anterior, menginduksi poliprotein proopiomelanocortin (POMC) yang pasca translasi
memproduksi ACTH, o, P,y melanosit stimulating hormone (MSH), dan B endorfin.
ACTH menstimuler spongiosa pada zona fasikulata korteks adrenal untuk
memproduksi kortisol sebagai hormon stres (Chrousos, 1995; Seeley, 1998; Viviani,
2001). Hormon ACTH mengikuti aliran darah sistemik, selanjutnya mempengaruhi
spongiosit (se! zone fasikulata korteks) adrenal sechingga memicu peningkatan kadar
kortisol (Chrousos, 1995, Seeley, 1998; Nair, 2000).

Respons stres melalui sensitisasi CRF ternyata menstimuler dua komponen
berbeda, yaitu hormonal dan non-hormonal (Mayer, 2003). Respons stres dapat
menyebabkan aktifitya reseptor CRF1 (CRF1R) pada neuron non-hipotalamus dan
menghasilkan perubahan regulasi sebagai feedback terhadap aksis HPA dengan
meningkatkan aktivitas ekspresi reseptor mineralokortikoid di hipokampus (Mayer,
2003). CRFI, juga lazim disebut CRH mempunyai kaitan erat dengan peptida,

berbagai mediator dengan respons stres yang terintegrasi baik adaptil maupun

maladaptif. Sejak diketahui 20 tahun silam neuropeptida CRF dan reseptornya
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menunjukkan ke terkaitan stres dengan sistim saraf pusat dan perifer dengan berbagai
molekul sinyal.

Pengaruh CRF juga dikendalikan oleh tiga agonist endogen CRF (CRF,
urocortin (Uen), Ucn II dan Ucn III) yang berinteraksi dengan ke tiga reseptor
protein G (CRF1R, CRF2R, dan CRF3R) di berbagai tempat di otak (Mayer, 2003).
CRF1Rs penting didalam mempengaruhi perilaku, neuroendokrin dan memodulasi
respons nyeri terhadap stres. CRF2Rs berperan untuk counter regulasi terhadap
aktivitas CRF/CRF1R melalui pengendalian nafsu makan dan fungsi kardiovaskuler.
CRF2R memediasi neuroendokrin atau aksis HPA dan behavioral (respon
kecemasan) terhadap stres (Mayer, 2003).

Peningkatan kadar CRF, kortisol, katekolamin pada keadaan stres juga dutkuti
oleh peningkatan argininvasopresin (AVP) di hipotalamus yang bekerja sinergis
dengan CRF untuk menginduksi ekspresi poliprotein atau gen POMC dan ekspresi
norepinefim dari Jocus ceruleus. CRF juga menginduksi sekresi somatostatin dan
dopamin oleh hipotalamus.

Pengaruh terhadap respons imun, kortisol yang meningkat kadarnya selama
stres berlangsung mempunyai efek imunosupresif pada sistem limforetikuler. Kortisol
menghambat fungsi limfosit, makrofag, dan leukosit serta efek pada tempat infeksi.
Kortisol mempunyai kemampuan menekan produksi sitokin dan mediator inflamasi.

Dapat difahami bahwa peran otak melalui produksi dan sekresi mediator,
ROS, dan sitokin dalam merespon stres begitu hebat dan salah satu responsnya

berakibat peningkatan kadar kortisol (Black, 1994). Diantara ketiga sitokin (IL-1, IL-
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6, TNFa), peran IL-1 lebih dominan dalam menginduksi terjadi peningkatan kadar

kortisol dalam darah daripada {L-6 dan TNF-c {(Besedovsky, 2001).
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Gambar -1. Respons tubuh terhadap stres (Black, 1994)

2.4  ACTH dan Kortisol

Kortisol merupakan glukokortikoid yaitu steroid 21-karbon yang dominan
pada manusia, hormon ini dibuat di dalam zona fasikulata korteks adrenal. Dalam
kondisi normal, hanya sckitar 10% kortisol dalam plasma bebas dari ikatan
transkortin dan albumin. Dari semua yang di produksi korteks adrenal zona
fasikulata, hanya kortisol yang sekresinya dikendalikan oleh ACTH. Bila kortisol
bebas (tidak terikat protein) kadarnya meningkat dalam darah, maka sekresi ACTH

akan dihambat melalui lingkaran umpan-balik negatif. Demikian halnya bila kadar
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kortisol subnormal, maka mekanisme umpan-balik negatif menurun. Sebaliknya
kadar ACTH naik, korteks adrenal mensekresi kortisol hingga kadar dalam darah
normal. Sekresi kortisol, kalaupun ada hanya sedikit yang disimpan di dalam sel
adrenal mengingat hormon ini segera dilepas ke dalam plasma begitu sclesai dibuat.
Pelepasan kortisol terjadi secara berkala diatur oleh irama diurnal pelepasan ACTH.
Sebagai konsekuensinya kadar kortisol berfluktuasi. Kadar kortisol akan mencapai
nilai tertinggi pada pagi hari segera setelah bangun tidur dan nilai terendah akhir sore
hari serta awal malam hari. Kadar normal kortisol dalam serum atau plasma adalah
50- 230 ng/ml (138-635 nmol/l) pada jam 8.00-10.00, sedangkan pada sore hari jam
16.00 adalah 30-150 ng/ml (82.8-414 nmol/l), dengan faktor konversi 1 ng/ml =2.76
nmol/l. Pengukuran kortisol sebaiknya dilakukan pada jam 8.00 pagi, dapat dilakukan
dengan ELISA dari bahan serum maupun plasma. Pengendalian kadar hormon ini
dilakukan melalui lingkaran umpan-balik negatif klasik. Sekresi kortisol tergantung
pada ACTH oleh basofil di hipofisis anterior yang dikendalikan oleh corticotropin
releasing hormone (CRH) hipotalamus. Mekanisme umpan-balik negatif dilakukan
oleh hipotalamus maupun hipofisis.

Transport kortisol, kortisol beredar di dalam plasma dalam 2 bentuk yaitu bentuk
terikat protein dan bentuk bebas. Protein pengikat utama di dalam plasma adalah o-
globulin yang dinamakan transkortin atau globulin pengikat-kortikosteroid (CBG;
corticosteroid-binding globulin) yang diproduksi di hati. CBG mengikat sebagian

besar hormon tersebut kalau kadar kortisol plasma berada dalam kisaran normal.
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Efek biologis kortisol antara lain sebagai promotor glukogenesis, deposisi
glikogen liver, meningkatkan kadar glukose darah, efek metabolisme lemak, dan
potensi anti inflamasi. Efek terhadap mekanisme pertahanan tubuh adalah supresi
respons imun, Pertama, menyebabkan penghancuran (lisis) limfosit yang spesifik
menurut tipe sel. Kedua, supresi respons inflamasi dengan (1) menurunkan jumlah
leukosit yang beredar di dalam darah dan migrasi leukosit jaringan (2) menghambat
proliferasi fibroblast (3) menginduksi lipokortin lewat inhibisi fosfolipase A2, akan
menumpulkan produksi molekul-molekul anti inflamasi yang poten, yaitu
prostaglandin dan leukotrien (Granner, 2003).

Kaitan dengan stres, kortisol merupakan komponen esensial dalam proses
adaptasi terhadap keadaan stres berat. Mekanisme kerja kortisol dimulai lewat
penggabungan dengan reseptor intrasel yang spesifik. Kompleks ini akan berikatan ke
regio spesifik DNA untuk mengatur ekspresi gen.

Kortiso! disintesis dari kolesterol yang terutama berasal dari plasma, tetapi
sebagian kecil hormon ini disintesis secara insitu dari asetil-KoA lewat mevalonat
dan skualen. Dalam kelenjar adrenal di esterifikasi dan disimpan di dalam tetesan
lipid sitoplasma. Stimulasi adrenal oleh ACTH (atau cAMP), enzim esterase akan di
aktifkan. Kolesterol bebas yang terbentuk di angkut ke dalam mitokondria tempat
enzim pemutus rantai-samping sitokrom P-450 (P-450scc) mengubah kolesterol
menjadi pregnenolon. Pemutusan rantai samping tersebut melibatkan reaksi
hidroksilasi berurutan. Pertama pada C22, selanjutnya pada C20, diikuti oleh
pemutusan rantai-samping (pengeluaran fragmen 6-karbon isokaproaldehid) hingga

memberikan steroid 21- karbon. Suatu protein regulator akut steroidogenik yang
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bergantung- ACTH (STAR) sangat esensial bagi pengangkutan kolesterol ke P450scc

dt membran interna mitokondria (Granner, 2003).

Reseptor kortisol secara skematik dengan 777 asam amino sebagai berikut.

DBD LBD
I Il 1

Tl 12
NH, - - COOH
1 421 486 777

Translokasi nuklear
Dimerisasi
Interaksi dengan hsp90

2.5  Pengaruh Infeksi HIV terhadap Neurodegenerasi

Lebih 10% individu terinfeksi HIV berkembang ke arah demensia, ditandai
disfungsi motorik, dan perubahan perilaku (Ransohoff, 2003). Sehubungan dengan
demensia neuron mengalami destruksi secara tidak langsung, karena HIV memasuki
berbagai sel otak melalui makrofag atau mikroglia (Ransohoff, 2003). Mikroglia yang
terinfeksi HIV terstimulasi sehingga aktif memproduksi sitokin proinflamasi,
khemokin, matrix metalloproteases (MMPs), reactive oxygen species (ROS), dan
nirrogen species (Ransohoff, 2003). Berbagai neurotoksik serta radikal bebas tersebut
mempunyai peran begitu penting terhadap kejadian demensia atau HIV-associated
dementia (HAD). MMP-2 menginduksi terbentuknya stromal derived factor {SDF)1
atau CXCL12. CXCR4 merupakan reseptor tethadap CXCL12 yang berperan dalam

berbagai jaringan termasuk sistem saraf pusat (SSP). CDF-1 sangat toksik terhadap
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neuron. Jadi CXCR4 dan SDF-1 mempunyai peran kunci seluler pada HAD. Pada
limfosit-T, CXCR4 merupakan obligat ko-reseptor dari CD4 sechingga
memungkinkan masuknya HIV virion pada sel target. Neuron pada orang dewasa
mampu mengekspresi CXCR4 karena modulasi neurotransmisi SDF-1 yang
kemudian mengirimkan sinyal apoptotik (Ransohoff, 2003), tetapi karena tidak
mampu mengekspresi CD4 maka neuron tidak rentan terhadap infeksi HIV. Lain
halnya dengan astrosit, mikroglia yang mampu mengekspresi CD4 dan mempunyai
ko-reseptor CXCR4 pada astrosit dan CCRS pada mikroglia schingga merupakan
target HIV pada otak. CCR5 dan CXCR4 pada permukaan membran selubung
makrofag atau mikroglia menginduksi terbentuknya proMMP dan bila terinfeksi HIV
menjadi aktif memproduksi sitokin proinflamatori yang neurotoksik (Ronsohoff,
2003). Pada pemeriksaan cairan serebrospinal akan didapatkan kenaikan kadar MMP-

2, ini menunjukkan potensi terjadinya kematian sel.
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Gambar-2. Patogenesis kematian neuron pada HIV associated demenntia (HAD)
{sumber: Ransohoff, 2003).
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Neurodegenerasi pada infeksi HIV terkait dengan aktivitas neuroglia. Potenst
kerusakan sistem saraf pada infeksi HIV terjadi secara langsung maupun tidak
langsung. Secara langsung HIV berinteraksi dengan sel yang mampu
mengekspresikan reseptor CD4 dan ko reseptor CCRS5, CXCR4. Sel otak yang
mampu mengeskpresikan CD4 adalah astrosit, makrofag atau mikroglia,
oligodendroglia (Ransohoff, 2003). Kerusakan neuron terjadi secara tidak langsung,

melalui pengaruh astrosit dan atau mikroglia (Ronsohoff, 2003).

2.6  Mekanisme Infeksi HIV ke dalam Limfoesit T-CD4

Transmisi HIV masuk ke dalam tubuh manusia melalui 3 cara, yaitu : (1)
secara vertikal dari ibu ke anak, (2) secara transeksual (homoseksual maupun
heteroseksual), (3) secara horizontal yaitu kontak antar darah (pemakaian jarum
suntik bersama-sama secara bergantian, tatto, tindik, transfusi darah, transplantasi
organ, tindakan hemodialisis, perawatan gigi, khitanan masal, diI).
Berbagai sel dapat menjadi target dari HIV, tetapi HIV virion cenderung menyerang
limfosit T karena terdapat reseptor CD4 pada permukaannya. Target HIV pada
limfosit T-CD4 ini kemudian menarik perhatian karena mekanisme penurunan jumiah
limfosit T belum sepenuhnya diketahui, dan jumlah limfosit T tersebut penting untuk
menentukan progresivitas penyakit (McCloskey, 1998; Drew, 2001; Zavasky, 2001).
HIV cenderung memilih target limfosit T karena pada permukaan limfosit T terdapat
reseptor CD4 yang merupakan pasangan ideal bagi gpl20 permukaan (surface
glycoprotein 120) pada permukaan luar HIV (enveloped) (Schols, 1996; McCloskey,

1998; Badley, 2000). Meskipun demikian komplek gp120 dan reseptor CD4 tersebut
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masih belum memungkinkan HIV masuk kedalam limfosit T melalui proses
internalisasi. Internalisasi ke dalam limfosit T di tubuh host perlu dibantu oleh peran
coreseptor CCRS dan CXCR4 yang juga berada di permukaan limfosit T (Zavasky,
2001; Oppenheim, 2003). Dengan peran gp4l transmembran (transmembrane
glycoprotein 41), maka permukaan luar dari HIV terjadi fusi dengan membran plasma
limfosit T-CD4. Sedangkan inti (core) HIV selanjutnya masuk ke dalam limfosit T
sambil membawa enzim reverse transcriptase (Pavlakis, 1997, Lawrence, 2001; Gill,
2004). Begitu memasuki sitoplasma limfosit T-CD4 yang terinfeksi, bagian inti HIV
vaitu RNA (single-stranded RNA) akan berusaha menyesuaikan dengan konfigurasi
double-stranded DNA dengan bantuan enzim reverse transcriptase yang telah
dipersiapkan tersebut. Selanjutnya terjadi penyatuan virion dengan DNA polimerase,
terbentuklah cDNA atau proviral DNA. Begitu terbentuk proviral DNA, proses
berikutnya adalah upaya masuk ke dalam inti limfosit T dengan bantuan enzim
integrase. Terjadilah rangkaian proses integrasi, transkripsi yang dilanjutkan dengan
translasi protein virus, serta replikasi HIV virion. Jumlah HIV virion yang berlipat
ganda kemudian meninggalkan inti. Setelah mengalami modifikasi, saling
melengkapi, kemudian berusaha keluar menembus membran limfosit (budding).
Virion vang baru terbentuk siap menginfeksi limfosit T-CD4 berikutnya. Demikian
proses ini terus berlangsung sehingga jumlah limfosit T-CD4 cenderung terus

menurun (Drew, 2001; Brooke, 2002; Gill, 2004).
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Gambar-3. Siklus hidup HIV (Sumber: Mandel, 2000)

2.7  Berbagai Peristiwa yang Terjadi pada Limfosit T-CD4 Terinfeksi HIV
Stresor biologis dari HIV mencetuskan timbulnya stres psikologis dan
sebaliknya. HIV dapat mempengaruhi ekspresi astrosit di amigdala — hipotalamus
serta mikroglia. Akibatnya astrosit dan mikroglia tersebut menjadi aktif dan
mensekresi  berbagai interieukin. Astrosit memproduksi IL-1§3, IL-6, TNFa serta
IFN-c. Mikroglia memproduksi IL-2, IL-6, TNFa serta IFNB. Berbagai sitokin dan
interferon tersebut menstimulir para ventricularis nucleus (PVN) di hipotalamus
sehingga memproduksi molekuler sinyal yaitu corticotropin- releasing factors (CRF)
dan dapat menyebabkan neuroinflamasi atau neuro-AIDS. Corticotropin- releasing
factors (CRF) tersebut mempunyai peranan ganda yaitu sebagai neurotransmiter dan
neuroendokrin yang dapat mempengaruhi reseptor basofil di hipofisis anterior.
Stresor HIV tentunya dapat berpengaruh terhadap limfosit T-CD4.
Dampaknya seperti halnya stresor lain yang menyebabkan reseptor CD43
(sialophorin) pada permukaan limfosit terckspresi sehingga menjadi aktivator

terhadap limfosit T-CD4 sendiri maupun pada HIV (Barat, 2002; Brown, 2003).
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Selain itu rCDA43 juga berpengaruh terhadap peningkatan ekspresi reseptor CD69 dan
CD40L (Schols, 1996; Barat, 2002).

Peningkatan aktivitas Limfosit T-CD4 yang terinfeksi HIV tersebut menginduksi
Th-1 untuk mensekresi IL-1B, IL-2, TNF-a, dan IFN-y sehinga kadarnya meningkat
dalam darah serta berpengaruh terhadap peningkatan kadar ROS (Ledru, 1998; Barat,
2002; Oppenheim, 2003). IL-1pB, IL-2, TNF-¢, dan [FN-y, serta CD69 dan CD40L
yang terekspresi tersebut secara simultan meningkatkan aktivitas berbagai protein
yang terlibat dalam proses sinyaling termasuk protein kinase C (PKC), dan mobilisasi
kalsium transmembran mitokondria limfosit T-CD4. Meningkatnya aktifitas PKC dan
mobilisasi kalsium dalam sirkulasi tersebut berpengaruh tethadap mitokondria
sehingga meningkatkan produksi ATP dan memproduksi reactive oxygen species
(ROS) (Atanackovic, 2002). Peningkatan ROS juga terjadi sebagai efek toksik
langsung dari HIV virion melalui gp41, maupun secara tidak langsung oleh efek
bifasik dari nitrix oxide (NO) (Ramachandran, 2002).

HIV yang telah berada di dalam limfosit T-CD4 tersebut juga teraktifasi oleh
pengaruh 1CD43, kemudian menginduksi terbentuknya kompieks TCR-CD3 dan
bersama-sama CD28 mempengaruhi HIV menjadi lebih aktif. Akibatnya terjadi
peningkatan aktivitas transkripsi, translasi protein, dan replikasi HIV lebih lanjut
(Drew, 2001; Barat, 2002). Jumlah HIV dalam limfosit T-CD4 yang terus meningkat
tersebut akan berusaha menembus membran limfosit untuk menyerang limfosit T-

CD#4 berikutnya. Demikian proses ini akan berjalan terus, bila tanpa diimbangi upaya
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intervensi maka dari waktu ke waktu jumlah limfosit T-CD4 akan semakin turun dan

membuka peluang terjadi infeksi oportunistik (Barat, 2002; Gill, 2004).

2.8  Pengaruh HIV Terhadap Perubahan Kadar ROS dan Heat Shock Protein
Keterkaitan HIV dengan produksi ROS, dapat melalui : (1) peran aktivator
molekuler sinyal CD43 (Sialophorin) yang terekspresi karena pengaruh hormon
kortisol dari sel-sel zona fasikulata korteks adrenal serta hormon katckolamin dari
sel-sel medula adrenal (Barat, 2002), (2) efek sitotoksik maupun neurotoksik yang
merusak sel glia langsung dari gp41 HIV virion (Viviani, 2001; Brooke, 2002), (3)
efek bifasik dari nitric oxide (NO) endotel (Mossalayi, 1999, Ramachandran, 2002).

Tingkat perubahan kadar ROS yang terjadi tersebut akan sangat tergantung
dari kemampuan mitokondria dalam mempertahankan stabilitas homeostasis internal
melalui produksi ROS dari pengaruh limfosit T-CD4 yang terinfeksi HIV. Bila
produksi ROS terus meningkat dan atau bila disertai penurunan kadar antioksidan,
maka kadar ROS akan terus meningkat tanpa terbendung yang berdampak luas pada
berbagi sel.

Berbagai protein yang terlibat dalam proses sinyaling termasuk chaperonins
akan terpengaruh oleh peningkatan kadar ROS tersebut. Perilaku chaperonins yang
mestinya berfungsi sebagai sitoprotektif, maka berikutnya akan ditentukan oleh
kemampuan mempertahankan homeostasis melalui general adaptations syndrome
(GAS), yaitu alarm, adaptation, maupun exhaustion stage. Bila gagal melakukan

adaptasi maka chaperonins akan masuk ke exhausted stage atau mengalami distress.




Ekspresi chaperonins pada kadar tertentu mempunyai fungsi proteksi terhadap
sel terutama dalam mengatur irama dan waktu yang tepat untuk folding protein serta
mempertahankan struktur tiga demensi protein. Bila aktivitas chaperonins terus
berlebihan, maka pada saatnya akan mengalami exhausred atau distress sechingga
mekanisme kerjanva terganggu. Terjadi missfolding dan terjadi agregasi protein yang
irreversibel. (Kobayashi, 2000; Smith, 1998). Aktivitas berlebihan dari chaperonins,
seperti terjadinya ekspresi berlebihan Hsp70 akan berakibat exhausted. Fungsi
proteksi mitokondria menjadi terganggu, reparasi mitokondria juga terganggu.
Struktur dan fungsi mitokondria tidak bisa dipertahankan normal, akhirnya terjadi
fragmentasi mtDNA atau terjadi apoptosis (Smith, 1998).

Perilaku patologis chaperonins tersebut akan mengakibatkan komunikasi
antar sel yang ikut dalam proses sinyal terganggu schingga terjadi : (1) peningkatan
aktivitas kinase JNK (c-Jun NH2-terminal kinase), (2) meningkatkan ERK
(loxstracellular regulated kinase), meningkatkan aktivitas kinase Akt (AGE-1PI3
Inositol 3-Phosphaie (=IP3 )kinase transducer), dan p38 (Miyata, 2001; Suhara,
2001). Ketiga tipe mitogen-activated protein (MAP) kinase tersebut akan saling
berinteraksi satu sama lain. Bila aktivitas kinase JNK dan £FRK yang dominan maka
akan mendorong terjadinya apoptosis limfosit T-CD4, sebaliknya bila aktivitas kinase
Akt yang dominan akan menghambat apoptosis limfosit T-CD4.

Meskipun dominasi aktivitas kinase JNK dan FRK berpotensi menyebabkan
apoptosis limfosit T-CD4, tetapi jalur yang ditempuh ternyata berbeda. Aktivasi
kinase JNK akan mempengaruhi reseptor Fas dan bersama-sama Fas ligand akan

meningkatkan aktifitas caspase-8 (Katsikis, 1997; Mosser, 2000; Miura, 2001,
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Oppenheim, 2003). Peningkatan aktifitas kinase JVK juga mengaktifkan reseptor p55,
dan mengaktifkan caspase-8. Sedangkan peningkatan aktifitas FRK oleh pengaruh
ROS, akan memicu sekresi sitokrom C dari mitokondna limfosit T-CD4. Sitokrom C
tersebut akan mengaktifasi caspase-9 (Mosser, 2000, Sparagna, 2000; Gabai, 2002).
Caspase-9 bersama-sama dengan caspase-8, diduga berinteraksi dengan Chaperonins
khususnya Hsp60 akan menginduksi caspase-3 guna menjalankan fungsinya sebagai
eksekutor berakibat terjadi hidrolisis ATP, fragmentasi DNA mitokondria, dan
berakhir dengan kematian limfosit T-CD4 melalui apoptosis (Katsikis, 1997,
Xanthoudakis, 1999; Mosser, 2000).

Peningkatan kadar kortisol berpengaruh terhadap proses folding protein yaitu
melalui chaperonins yang berinteraksi terhadap berbagai sinyal protein. Hsp90
merupakan salah satu regulator protein termasuk regulator receptor glukortikoid,
sehingga terjadi interaksi chaperonine-receptor glukortikoid (Smith, 1998). Beberapa
molekul sinyal mempunyai peranan di dalam rangkaian folding protein antara lain .
Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40. Dari beberapa Hsp tersebut yang mempunyai
peranan penting dalam rangkaian fo/ding adalah Hsp90, Hsp70, Hsp60 dan Hsp40.
Retikulum endoplasmik (RE) memiliki komplek chaperonins. Ada dua RE
chaperonins yaitu Bip/Grp78 dan Grp94/gp96, yang berturut-turut merupakan
anggota dari famili Hsp70 dan Hsp90 (Benjamin, 1998; Ranford, 2000; Nollen,
2002).

Peranan chaperonins terhadap apoptosis limfosit T-CD4 belum sepenuhnya
diketahui. Awalnya over ekspresi Chaperonins bertujuan untuk mencegah

terbentuknya agregat protein dan menghindari terjadi apoptosis limfosit T-CD4 pada
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penderita terinfeksi HIV (Kobayashi, 2000), tetapi aktivitas yang berlebihan akibat
ROS seperti terjadi akibat stressor HIV, maka peran sitoprotektif chaperonins diduga
terjadi penurunan sehingga terjadi apoptosis limfosit T-CD4 patologis yang
dipercepat.

Beberapa jalur dapat ditempuh dalam rangka mempertahankan kehidupan sel,
kehidupan protein, termasuk kelestarian heat shock protein adalah melalui jalur
sinyal. Dengan menginduksi chaperonins, misalnya pada Hsp72 dan Hsp27, dengan
jalan aktivast sinyal protein kinase ekstraseluler. Adanya aktivasi stress kinase, c-Jun
NH2-terminal kinase maka hal ini akan menentukan terjadi atau tidaknya kematian
sel melalui apoptosis. Akhir-akhir ini diketahui bahwa aktivasi kinase oleh hear shock
dapat mengendalikan sintesis dan fungsi dari chaperonins, selanjutnya akan
memodulasi atau menentukan hidup atau matinya sel melalui apoptosis (Vladimir,
2002).

Human immunodeficiency virus (HIV) merupakan stresor biologis yang
berpengaruh terhadap terjadinya stres dan berkembang menjadi distres bagi penderita.
Distres tersebut juga akan dialami oleh protein termasuk hear shock protein (Hsp).
Pada penderita sepsis, pengaruh ROS terhadap apoptosis sel terjadi melalui receptor
mediated pathway maupun mitochondrial mediated pathway (Hotkiss, 2001). ROS
vang banyak diproduksi selama infeksi HIV tentu akan memperberat stres

chaperonins, memicu terjadinya apoptosis melalui jalur ekstraseluler yaitu recepror

mediated pathway dan jalur intraseluler yaitu mitochondrial mediated pathway.
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2.9 Aktivasi dan Modulasi Caspases

Peningkatan ROS maupun Ca™? intraseluler mengakibatkan terbukanya MPTP
(mitochondrial permiability transition pore), potensial membran mitokondria
menurun, pelepasan faktor pro-apoptotik yaitu sitokrom C dan AIF (apoptosis
inducing factor), aktivasi kaskade caspases, penurunan enzim DNA repair, dan
aktivasi endonukleoses, serta fragmentasi DNA. Caspases merupakan cystein aspartic
acid-specific proteases, merupakan interleukin-1f converting enzyme (ICE/CED-3)
atau CPP32, yaitu enzim penting dalam proses apoptosis. Ada 11 caspases yang
berhasil diidentifikasi pada tubuh manusia. Dalam kondisi normal caspases
diproduksi dalam sitoplasma sel sebagai pro-enzim inaktif. Aktifasi caspases terjadi
sebagai respons terhadap sinyal apoptotik, menyebabkan pro-caspases menjadi enzim
aktif.

Darni 11 caspases vang ada dalam tubuh manusia, caspase-3 merupakan
caspase utama dalam rangkaian proses apoptosis. Caspase-3 merupakan tetramer
terdiri 2 subunit kecil dan 2 subunit besar. P32 pro-enzim caspase-3 yang pertama
kali mengalami pembelahan pada C-terminal Asp28 yang kemudian ditkuti C-
terminal dari Aspl175 menghasilkan fragmaen pl17 dan pl2. Berbagai faktor dapat
mengaktivasi caspases, termasuk faktor eksternal melalui reseptor transmembran.
Selanjutnya dapat menghancurkan berbagai komponen seluler. Caspases dapat
diaktifkan melalui dua jalur. Jalur pertama, dimulai bila molekul sinyal (secara
kolektif disebut ligands kematian) terikat dengan reseptor spesifik (kolektif disebut

reseptor kematian) terjadi ikatan ligands kematian terhadap reseptor kemudian




mengaktifkan molekul transduksi pada sel membran yang di aktiver melalui caspases.
Ada dua contoh ligands kematian yaitu Fasl (Fas ligand) dan TNF-o. (tumor necrosis
Jactor @) dengan reseptor yaitu Fas reseptor (CD95) dan TNFr {TNF-receptor)
(Mukae, 1998; Suryohusodo, 2001).

Jalur kedua, dimulai bila melekul tertentu seperti oksidan, senyawa oksidatif reaktif,
kerusakan mitokondria. Kerusakan mitokondria diikuti sekresi sitokrom C dan
molekul lain yang disebut Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1. Bersama d-
ATP (deoxy-ATP) kemudian mengaktifer caspases.

Apoptosis diregulasi baik oleh molekul pro-apoptotik seperti Bad dan molekul anti
apoptotik seperti Bcl-2. Keseimbangan antara keduanya menentukan terjadi sensitif

atau resisten terhadap pencetus apoptosis.

2.10  Apoptosis dan Nekrosis

Seperti diferensiasi dan proliferasi, apoptosis merupakan metode kontrol
seluler yang tidak kalah penting dalam pengendalian sel. Gangguan pada sistem ini
dapat menyebabkan gangguan dalam pengendalian sel menjadi abnormal.
Proses kematian sel terjadi melalui apoptosis atau nekrosis. Kedua proses kematian
sel tersebut memberikan gambaran yang berbeda. Nekrosis selalu patologis, tetapi
apoptosis dapat patologis maupun fisiologis. Apoptosis fisiologis merupakan proses
kematian sel yang terjadi secara alami. Apoptosis dipicu oleh sekelompok enzim
yang disebut caspases. Dalam kondisi normal enzim tersebut dalam keadaan inaktif,

vaitu sebagai pro-enzime. Aktivasi enzim caspases segera disusul gambaran
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morfologis spesifik apoptosis, yaitu apopfotic bodies (Buchman, 2000; Suryohudoyo,
2001). Apoptosis dipicu oleh berbgai molekul sinyal dari dalam sel, misalnya protein
P53 (P33 dependent mediated pathway). Dari luar sel, misalnya TNFo (P53
independent mediated pathway) (Haryana, 1999; Hotchkiss, 2000; Suryohudoyo,
2001). Apoptosis dimodulasi oleh molekul yang proapoptotik dan molekul yang
antiapoptotik. Keseimbangan antara kedua kondisi tersebut menentukan sensitifitas
atau resistensi terhadap apoptosis. Banyak atau sedikitnya apoptosis akan
menentukan perpaduan proliferilasi atau kematian sel yang luas.

Terdapat perbedaan gambaran morfologis dari nekrosis dan apoptosis. Sel
yang nekrotik menunjukkan pembengkakan, lisis, diisi oleh komponen-komponen
ekstraseluler, disertai proses inflamasi, menarik serta berkumpulnya sel-sel fagosit,
terjadi perubahan berupa sel-sel nekrotik. Sel yang mengalami apoptosis tidak
disertai pembengkakan sel, terjadi perubahan struktur seperti penyusutan volume,
pengkerutan membran, sitoplasma mengalami konsentrasi, kondensasi kromatin,
tidak ada proses lisis tetapi terjadi degradasi DNA menjadi oligonukieosomal
fragmen. Terbentuk fragmen kecil disebut apoprotic bodies dari 600-750 kb menjadi
sekitar 50-300 kb. Serta kehilangan kemampuan berkomunikasi dengan sekitamya
(Winter, 1988; Rasola, 1999; Buchman, 2000). Apoptotic bodies yang terbentuk tidak
bertahan lama oleh karena segera di fagositer makrofag tanpa disertai proses
inflamasi (Collins JA, 1997; Buchman, 2000; Esser, 2001). Berbagai faktor dapat
mendorong terjadi apoptosis, menginduksi munculnya perubahan pada mitokondria

sebagai proses awal dari kematian sel. Awalnya terbentuk megaspore pada
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permukaan membran mitokondria, pembengkaan matrik, hilangnya mekanisme
elektrokimia pada permukaan membran dalam, menyebabkan terlepasnya sitokrom C
ke dalam sitosol. Begitu sitokrom C di dalam sitosol akan memprovokasi komplek
multiprotein yang kemudian mengaktifkan caspase-9 dan berikutnya caspase-3.
Caspase merupakan proteoses suatu enzim proteolitik yang mengubah zimogen
inkatif menjadi enzim heterodimerik aktif disebut juga interleukin- 1 f converting
enzyme (Rasola, 1999).

Apoptosis fisiologis terjadi pada masa embrional atau terjadi pada usia dewasa,
misalnya pada penggantian sel kulit dan mukosa saluran cerna (Buchman, 2000).
Apoptosis patologis terjadi bila terdapat fragmentasi DNA yang di induks: oleh
peningkatan aktivitas protein P53, maupun reseptor TNF a. Keadaan normal sinyal
kematian melalui apoptosis berada dalam keadaan inaktif. Menjadi aktif bila terdapat
sinyal kematian sel dan program kematian yang dipandu gen nef, dengan demikian
disebut kematian sel yang terprogram. Apoptosis merupakan proses kematian sel
terprogram berakibat matinya sel yang tidak dikehendaki. Apoptosis jelas berbeda
dengan nekrosis, karena apoptosis merupakan suatu kematian sel yang terprogram
dan bukan secara kebetulan seperti kerusakan sel yang mengalami nekrosis. Selain
itu, sel apoptotik dikenali dan dimusnahkan oleh fagosit sebelum mengalami
disintegrasi. Sehingga sel yang mengalami apoptosis tidak didapatkan kerusakan
jaringan sekitarnya, tidak terjadi induksi respons peradangan seperti pada nekrosis

{Buchman, 2000; Haryana, 2000; Rasola, 2001).
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Apoptosis merupakan bentuk kematian sel secara fisiologis, terjadi pada
semua sel dan jaringan. Merupakan bagian penting dari keseimbangan sel dan
jaringan normal. Pada akhir masa hidupnya, sel normal terjadi kondensasi inti
heterokromatik, pengerutan sel dan teracaknya letak berbagai organela di dalam
sitoplasma. Gambaran karakteristik seperti pola anak tangga di dapatkan pada
eletroforesis DNA sel apoptotik yang dihasilkan oleh fragmen oligonukleosom
karena adanya kromatin internukleosom oleh endonuklease endogen.

Berikut ini adalah beberapa protein yang mengontrol apoptosis :

Promoting Inhibiting
Intrinsic P53 BCL2/BCLX,
MYC A20
Interleukin-1§ converting enzyme
BAX/BCLXs
Extrinsic TNFo Many. For example :
TGFp Erythrpoietin
PDGF/IGFI

Sex hormones

2.11 Proses Apoptosis

Apoptosis dapat terjadi pada semua sel, ditandai oleh adanya pengkerutan sel,
konsentrasi sitoplasma, kondensasi kromatin, teracaknya berbagai organela di dalam
sel, dan fragmentasi DNA (Buchman, 2000). Dari beberapa kepustakaan disebutkan
bahwa selama infeksi HIV berlangsung, maka sejalan dengan itu terjadi peningkatan
proses apoptosis pada berbagai sel termasuk limfosit, hanya saja mekanismenya
hingga kini belum diketahui.

Pada penderita yang mengalami sepsis, apoptosis terjadi melalui 3 jalur yaitu

pertama melalui receptor mediated apoptosis pathway, kedua melalui mitochondrial-
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mediated apoptosis pathway, ketiga melalui proses sitolisis oleh sell killer dan

ADCC.

2.11.1 Proses Apoptesis Jalur Mitochondrial Mediated Pathway

Pada jalur metochondrial mediated pathway, maka radikal bebas yang
terbentuk akan memicu Protein kinase-C (PKC) dan PK-2 yang selanjutnya memicu
gen P33 sehingga terjadi peningkatan ekspresi protein P53 (Hotchkiss, 2000; Nakae,
2002). P53 merupakan faktor stress-induce tramscription yang kemudian
mencetuskan terjadinya kegoncangan sel dan mengakibatkan apoptosis pada berbagai
sel. Peningkatan ekspresi p53 tersebut berakibat kerusakan mitokondria melalui
terbukanya pore pada membran, yang kemudian mengeluarkan sitokrom-C dan
molekul lain yang bertindak sebagai apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1).
Keadaan ini akan mengaktifir caspase-9, caspase-3, mempengaruhi DNA-ase
sehingga terjadi fragmentasi DNA, dan berakhir dengan kematian sel melalui proses
apoptosis. Proses apoptosis pada penderita HIV/AIDS tersebut tentunya juga terjadi
pada Limfosit T-CD4, sehingga jumlah limfosit dalam sirkulasi darah penderita
dapat menurun jumlahnya kurang 50% dari nilai normal selama infeksi berlangsung. -
Hal ini semakin memperburuk keadaan penderita sehingga terjadi infeksi
oportunistik, muncul keganasan, sepsis berat, kegagalan fungsi multi organ

(Hotchkiss, 2000; Nakae, 2002).



2.11.2 Proses Apoptosis Melalui Jalur Receptor Mediated Pathway

Pada penderita sepsis, apoptosis dapat berlangsung dengan peran molekul
sinyal dan reseptor. Molekul sinyal yang secara kolektif disebut h'ga.lnds kematian
yang terikat pada reseptor spesifik yang secara kolektif disebut reseptor kematian.

Hal ini dapat difahami karena pada sepsis banyak diproduksi ROS yang
berinteraksi dengan reseptor spesifik dan ligands kematian. Ikatan ligands kematian
terhadap reseptornya yang aktif sebagai molekul transduksi pada sel membran yang
mengaktifir caspases. Ada dua contoh ligands kematian yaitu Fasl (Fas ligand) dan
TNF-a (Tumor necrosis factor-a) dengan reseptornya yaitu Fas dan TNFr (TNF-
receptor) vang disebut APO-1 atau CD95, menyebabkan trimerisasi reseptor.
Trimerisasi reseptor berakibat aktivasi caspase-8 melalui molekul adaptor
FADD/MORT1 dan aktivasi membran plasma oleh komplek sinyal kematian.

Pada proses apoptosis jalur ekstraseluler akan melibatkan receptor mediated pathway
yaitu reseptor TNF-o, reseptor ligan fas, dan reseptor protein p55 yang selanjutnya
memicu aktifasi caspase-8 dan caspase-6 serta dukuti kaskade aktivasi caspase-3
menyebabkan terjadinya pemisahan berbagai komponen sel seperti poli (ADP
ribosyl) polimerase, lamin, actin, tho-GDI, dan fodrin sehingga menyebabkan
perubahan morfologt sel selama berlangsungnya proses apoptosis (Yoon, 1996).
Peningkatan aktivitas caspase-3 menyebabkan aktifasi DNAase (Mukae, 1998). Salah
satu petanda penting dari apoptosis adalah terjadinya degradasi DNA kromosom

menjadi unit-unit nukleosom (Mukae, 1998).
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2.12  Mitokendria dan Peranannya pada Apoptosis

Mitokondria adalah organel yang ukurannya sebesar bakteri (kurang-lebih 1 x
2 um), terdapat pada hampir semua sel evkariotik dalam jumlah besar. Yang khas
adalah dijumpai sekitar 2000 mitokondria pada setiap sel, keseluruhan mitokondria
dalam satu sel mencapai 25% volume sel. Mitokondria dikelilingi oleh dua membran,
satu membran mitokondria bagian luar yang licin dan satu di bagian dalam yang
berlipat. Membran mitokondria bagian dalam mempunyai permukaan yang sangat
luas dan mengelilingi ruang matriks. Lipatan membran ini disebut krista, ruang antara
membran dalam dan luar disebut ruang antar membran (Koolman, 2001; Singh,
2003).

Jumiah dan bentuk mitokondria, demikian juga jumlah kristanya dapat sangat
berbeda dari tipe sel ke tipe sel lainnya. Jaringan dengan metabolisme oksidatif yang
intensif, seperti otot jantung, mempunyai krista yang sangat banyak. Di dalam satu
jaringan, bentuk mitokondria dapat bervariasi sesuai dengan fungsinya, karena
mitokondria merupakan organel yang mobil dan plastis.

Membran mitokondria mengandung protein integral. Pada membran bagian
luar terdapat pori-pori, yang memungkinkan membran dapat dilewati molekul-
molekul yang lebih kecil dari 10 kDa. Membran ini mengandung suatu fosfolipid
khusus, yaitu kardiolipin. Kandungan protein membran mitokondria bagian dalam
sangat tinggi, vaitu kira-kira 75%. Salah satu peran protein membran mitokondria
bagian dalam ialah pengemban spesifik untuk transfor zat yang terkontrol, enzim, dan

komponen rantai pernafasan lainnya serta ATP-sintase. Dalam kondisi normal lapisan
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mitokondria dalam bersifat impermeabel terhadap berbagai material kecuali terhadap
metabolit selektif dan ion. Pada keadaan stress, terbentuk pore non-spesifik yaitu
mitochondrial permiability transition pore (MPTP) yang memungkinkan lapisan
dalam membran mitokondria menjadi terbuka (Halestrap, 2002). Bila MPTP terbuka,
maka permiabilitas membran dalam menjadi terganggu dan mitokondria menjadi
tidak mampu mensintesis ATP. Akibatnya terjadi translokasi ATPase—proton yang
berbalik langsung mengakibatkan mitokondria menjadi aktif menghidrolise ATP
melalui glikolisis. Kadar ATP intraseluler menurun drastis, terjadi kekacauan ion dan
homeostasis metabolik serta aktivasi berbagai enzim degradatif seperti posfolipases,
nukleuses, dan proteases. Semakin banyak pore yang terbuka, akan terjadi perubahan
hiperkontraktur dan kerusakan sel yang ireversibel berakibat kematian sel (Halestrap,
2002; Widodo, 2003). Faktor yang mendorong pembukaan MPTP adalah
peningkatan kadar kalsium dalam matrik mitokondria, terutama akibat pengaruh
peningkatan ROS, penurunan nukleotida adenine, akumulasi posfat organik dan
depolarisasi mitokondria.

Dengan terbukanya MPTP maka akan mendorong dipercepatnya putaran mata rantai
kearah kematian sel, hal i terjadi karena terbukanya pore yang diikuti keluarnya
subtrat metabolik penting dan antioksidan seperti NADH, ATP, dan GSH (Cassarino,
1998; Widodo, 2003). Penurunan kadar GSH merupakan situasi kritis menyebabkan
terjadinya kemampuan mitokondria dalam menurunkan kadar H202 serta ROS.
Terbukanya pore juga menyebabkan mitokondria melepaskan cadangan Ca+ yang

kemudian mengaktifkan enzim proteases. Terbukanya pore juga berakibat penurunan

ATP dan oksidasi NADH serta NADPH (Cassarino, 1998; Singh, 2003).
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Fungsi metabolik mitokondria dikenal sebagai pembangkit encrgi sel secara
biokiawi, karena mitokondria selama proses penghancuran oksidatif bahan makanan
memproduksi ATP dalam jumlah terbesar yang dibutuhkan oleh sel. Didalam
mitokondria berlangsung proses-proses berikut: perubahan piruvat menjadi asetil-
KoA, daur asam sitrat, rantai pernafasan yang terangkai dengan sintesis ATP
(bersama-sama dikenal sebagai fosforilasi oksidatif), penghancuran asam lemak
melalui oksidasi-beta dan sebagaian daur urea. Mitokondria menyediakan produk
antara untuk metabolisme sel dan merupakan suatu penyimpanan kalsium yang
menjaga konsentrasi kalsium di dalam sitoplasma tetap rendah (kira-kira 1 uM).

Fungsi penting lain dari mitokondria adalah menerima substrat untuk
metabolisme energi (asam lemak, piruvat, kerangka karbon dan asam amino) dari
sitoplasma dan menghancurkan secara oksidatif bahan-bahan tersebut menjadi CO2
dan H20 dan menghasilkan ATP. Dalam siklus asam sitrat menghasilkan
karbondioksida (CO2) yang teroksidasi secara lengkap dan ekuivalen dengan
pereduksi yang sementara waktu terikat pada koenzim. Proses ini berlangsung hampir
seluruhnya didalam ruang matriks. Sebaliknya rantai pemafasan yang mengoksidasi
kembali koenzim berlokalisasi di membran mitokondria bagian dalam. Rantai
pernafasan menggunakan NADH dan FADH2 yang terikat pada enzim sebagai zat
pereduksi oksigen dan membentuk air. Reaksi yang bersifat eksergonik kuat ini
terangkai dengan traspor proton (H') dari ruang matriks melalui membran
mitokondria bagian dalam ke dalam ruang intramembran, Akibatnya terbentuk suatu

gradien elektrokimia melalui membran dalam. Mitokondria mengunakan gradien int
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untuk sintesis ATP dari ADP dan Pi dengan bantuan ATP- sintese. Untuk pertukaran
zat dengan sitoplasma, berbagai sistem transpor berlokalisasi di dalam membran
mitokondria bagian dalam. Sistem tersebut dapat mentranspor zat-zat melalui
symport atau antiport antara lain: piruvat, ATP, ADP, glutamat, aspartat, malat, 2-
ketoglutarat, sitrat dan asam lemak. Untuk kalsium juga terdapat sistem pengemban
yang mengatur influks dan efluks dengan demikian mengontrol konsentrasi kalsium
di dalam sitoplasma. ATP-4 yang diproduksi mitokondria didalam ruang matriks
diekspor ke dalam sitoplasma dengan cara menukarnya terhadap ADP-3 dengan
bantuan suatu translokator ADP/ATP. Di dalam sitoplasma akan dipakai ATP-4
dalam jumlah besar. Fosfat bersama-sama dengan satu protein diimpor kedalam
mitokondria, tanpa tergantung dari transpor ADP/ATP. Dengan bantuan DNAnya
sendiri (mtDNA), mitokondria mempunyai kemampuan untuk mensintesis sendiri
beberapa proteinnya. Namun bagian terbesar protein mitokondria disandi di dalam
inti sel, kemudian disintesis pada ribosom yang bebas dalam sitoplasma dan diimpor
ke dalam mitokondria. Untuk impor protein terdapat pengemban khusus didalam
membran mitokondria.

DNA mitokondria manusia yang urutannya telah dikenal, mengandung 16.569
pasangan basa. mtDNA tersebut berbentuk sirkular dan tidak berhubungan dengan
histon. Pada kedua rantai mtDNA yaitu rantai H yang kaya akan nukleotida G dan
rantai L yang kaya akan nukleotida C, terdapat informasi genetik. MtDNA
mengandung sandi genetik untuk 2 rRNAs, untuk tRNAs dari 22 asam amino, dan

untuk 13 macam polipeptida yang berbeda. Sandi genetik mitokondria berlainan
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dengan sandi genetik inti sel, sedikit modifikasi dan menunjukkan varian spesifik
jenisnya,

Mitokondria memperbanyak diri melalui pertumbuhan dan pembelahan. Mitokondria
adalah tempat respirasi sel dengan hasil akhir energi (ATP, Adenosine Triphosphate),
90% kebutuhan oksigen dikonsumsi oleh mitokondria. Sekitar 1-2% dari oksigen
tersebut oleh mitokondria dirubah menjadi radikal bebas. Radikal bebas terjadi
karena adanya hambatan transfer elektron pada respirasi sel. Sehingga dapat
dikatakan bahwa mitokondria sebagai sumber radikal bebas intrasel (Ritcher, 1992).
Radikal bebas mempunyai sifat sebagai oksidator, yang mempunyai sasaran lipid,
protein, dan DNA yang selanjutnya akan menginduksi terjadinya mutasi DNA
mitokondria (mtDNA). Selain mitokondria, radikal bebas diproduksi di sitokrom
P450, lekosit, makrofag, hemoglobin, dli. Pada umumnya enzim tersusun oleh
nukleotida, apabila terjadi mutasi akan mengakibatkan enzim tersebut tidak aktif,
sehingga enzim tidak mampu atau sedikit metabolisme obat-obatan. Seperti diketahui
bahwa DNA terdapat di inti dan mitokondria. Mitokondria adalah tempat respirasi sel
melalui suatu proses enzimatik fosforilasi oksidatif (Oxidative Phosporylation,
OXPHOS) menghasilkan energi dalam bentuk ATP (Adenosine Triphosphate).
Mitokondria tidak mempunyai sistem repair, karena mtDNA tidak mempunyai histon
yang berfungsi sebagai pelindung seperti pada nDNA.

Mutasi pada mitokondria menimbulkan dua efek patofisiologi dari defisiensi
OXPHOS : pertama penurunan energi (ATP), kedua meningkatnya produksi dan
toksisitas ROS (Reacting Oxygen Species). Meningkatnya ROS akan menghambat

rantai respirasi yang merupakan patofisiologi kelainan mitokondria yang diawali
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menurunnya produksi energi atau terjadinya hambatan transfer eletron yang
mengakibatkan produksi ROS meningkat.

Telah diketahui bahwa mitokondria mensekresi berbagai faktor dari ruang membran
dalam antara lain sitokrom C yang kemudian menginduksi apoptosis. Peristiwa ini
terjadi karena sitokrom C tersebut selanjutnya mengaktifer pro-caspase-9 (caspase-9
inaktif) menjadi aktif, Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1). Begitu
caspase-9 aktif akan mengaktiver Apaf-1 dengan bantuan deoxy-ATP (dATP) dan
mempengaruhi enzim proteolitik pro-caspase-9 menjadi caspase-9 dan diikuti
caspase-3 yang juga menjadi aktif. AIF (apoptosis inducing factors) yang mengalami
migrasi ke nukleus dan menginduksi perubahan pada struktur kromatin, terjadi
aktifasi protein pro-apoptotik sebagai respon terhadap ROS dan kemudian membuka
MPTP. Keadaan tersebut menyebabkan mitokondria mengalami pembengkaan dan
ruptur atau terbukanya pore pada membran mitokondria yang menyebabkan
dilepaskannya sitokrom C. Akibat terbukanya pore pada membran tersebut maka
produksi ATP menurun, sel mengalami krisis terjadi aktifasi berbagai rangkaian

menuju apoptosis

2.13 Peranan Reseptor

Merupakan protein membran sel yang mempunyai peran mengenal dan
mengait neurotransmiter. Melaksanakan peran dengan efektor untuk membuka
maupun menutup kanal, secara langsung atau melalui messenger 1. Secara langsung
memerlukan waktu yang singkat dalam hitungan mili detik (lonik), melalui

messenger [l berlangsung agak lambat dalam hitungan detik atau menit




(metabotropik). Peran reseptor metabotropik adalah mengenali neurotransmiter
spesifik dan mengaktifkan organ efektor melalui proses biokimiawi. Ada dua Jjenis
reseptor metabotropik yaitu: pertama, G-protein (Guanine nucleotide, Ra, 5, R
muskarinik, GABAp, R Glutamat, R5-HT, R neuropeptida). Kedua, tyrosine kinase
(hormon, GF, peptida, dll). Tahapan transmisi 1) terkaitnya neurotransmiter pada
reseptor, 2) aktifasi G-protein, 3) aktifasi sitim efektor (Kandel, 1995).

Mekanisme yang menyebabkan suatu sel dapat mempengaruhi sel lain sudah
ada didunia sel jauh sebelum sel multiseluler muncul (Yuswanto, 2000). Sel-sel
berkomunikasi detgan berbagai molekul baik berupa protein maupun senyawa kimia
lain. Molekul-molekul sinyal tersebut dapat disekresikan oleh sel sinyaling atau
terdapat pada permukaan sel. Molekul sinyal (ligand) dari sel sinyaling diterima oleh
sel target pada protein spesifik yang disebut reseptor. Lokasi reseptor dapat berada
dipermukaan sel atau di dalam sel /intrasetuler. Jika molekul sinyal berikatan dengan
reseptor maka akan terjadi inisiasi proses respon dari sel target. Kebanyakan molekul
sinyal bereaksi pada konsentrasi sangat rendah (<10® M) dan reseptor yang
mengenalinya berikatan dengan afinitas yang sangat tinggi (konstante afinitasnya
Ka>10* L/mol) (Haryana, 1999). Molekul sinyal yang direspon oleh reseptor
permukaan biasanya berupa molekul hidrofilik, sementara molekul sinyal yang
direspon intrseluler biasanya berukuran lebih kecil dan berifat hidrofobik. Reseptor-
reseptor intraseluler tersebut diatas akan berikatan dengan sekuen DNA yang
berikatan dengan gen-gen dan diatur oleh liganda. Pada mekanisme tersebut ligand

mengubah konfirmasi reseptor yang kemudian akan mengaktifkan transkripsi gen.
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Pada beberapa kasus, mekanisme tersebut berjalan dalam dua tahap. Tahap pertama,
adalah respon primer yaitu induksi langsung dari traskripsi sejumlah gen. Selanjutnya
produk dari gen tersebut akan mempengaruhi produksi gen-gen lain, proses ini
disebut sebagai respon sekunder yang dapat bertindak sebagai sel sasaran untuk suatu
molekul sinyal tetentu, karena sel tersebut memiliki suatu reseptor yang dapat
menangkap melekul sinyal tersebut. Setiap molekul sinyal memiliki suatu reseptor
untuk molekul tersebut. Menurut lokasinya dapat dibedakan dua kelompok reseptor,
yaitu reseptor sitosolik (terletak didalam sitosol) dan reseptor transmembran (terletak
pada permukaan membran sel). Molekul sinyal yang bersifat hidrofobik dapat
menembus membran sel. Untuk molekul sinyal ini, reseptor terdapat di dalam sitosol.
Sebaliknya yang hidrofilik, memerlukan reseptor pada permukaan membran sel
molekul sinyal yang hidrofilik dapat larut dalam plasma darah, sebaliknya yang
hidrofobik, untuk transportasinya perlu diikatkan pada suatu protein, misalnya
albumin atau protein khusus yang disebut protein pengangkut. Karena molekul sinyal
yang hidrofilik tak dapat menembus membran sel, maka pesan yang dibawa harus
dialihkan (ditranduksi) kepada molekul lain yang terdapat di dalam sel (Suryohusodo,

1999).

2.14  Peran Mitochondrial Permiability Transition Pore (MPTP) pada Apoptosis

Paling tidak ada tiga stresor utama yaitu psikologis, fisikologis, dan
lingkungan dapat mempengaruhi rangkaian repons stres didalam tubuh manusia
termasuk dampaknya terhadap sel. Pada kondisi stres astrosit, mikroglia akan

merespon dengan memprodusi dan mensekresi sitokin proinflamatori, peningkatan
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produksi ROS. Di perifer limfosit yang terpapar HIV dan juga karena pengaruh
peningkatan kadar glukokortikoid akan terjadi aktivasi melalui CD43 r, sehingga
aktif memproduksi sitokin proinflamatori yang berdampak terhadap peningkatan
kadar ROS. Salah satu organcla di dalam sel adalah mitokondria, merupakan pabrik
utama ATP yang diperlukan untuk berbagai kebutuhan sel. Mitokondria memiliki
membran luar atau outer membrane mitochondria (OMM) dan membran dalam inner
membrane mitochondria (IMM). Membran lvar sangat permiabel, sebaliknya
membrane dalam impermiabel dan sangat membatasi terhadap berbagai molekul yang
akan melalui, kecuali terhadap 02 dan H20. Membrane dalam sangat selektif dalam
memberi kesempatan terhadap lalu-lalangnya molekul, kesempatan bisa tidaknya
molekul melalui membran dalam sangat ditentukan oleh aktivitas mitochondrial
permiability transition pore (MPTP). Molekul dapat melalui membran dalam bila
MPTP terbuka oleh beberapa keadaan seperti peningkatan kadar kalsium, depolarisasi
mitokondria, penurunan kadar adenin nukleotida, peningkatan kadar posfat inorganik,
dan peningkatan kadar reactive oxygen species (ROS) (Halestrap, 2002). Sedangkan
penutupan MPTP dilakukan oleh meningkatya kadar magnesium dan
imunosupresan. Mekanisme aktivitas MPTP tersebut akan menentukan kelangsungan
hidup sel itu sendiri, serta memandu proses kematian sel melalui nekrosis atau
apoptosis. Diantara membran luar dan dalam mitokondria terdapat ruang antar
membran (intermembrane space), didalamnya terdapat dua macam protein spesifik
yaitu cytochrom C dan smac.

Sel yang mengalami stres akan berdampak terhadap terjadinya peningkatan

kadar kalsium, depolarisasi mitokondria, depiesi adenin nukleotida, peningkatan
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kadar posfat inorganik, ROS, dan berbagai situasi tersebut akan membuka MPTP.
Pada mitokondria mekanisme apoptosis diawali oleh terbukanya MPTP pada
membran dalam yang membuka, dampaknya akan mempengaruhi aktivitas kedua
komponen protein spesifik yaitu cytochrom C dan smac yang terdapat didalam ruang
antar membran tersebut dan berlangsung secara simultan. Cytochrom ¢ menjadi aktif
dan mempengaruhi apoptosis inducing factors (AIF), sedangkan aktifnya smac
berdampak inhibisi terhadap pengaruh AIF endogen. Akibat kinerja yang simultan
dari kedua komponen protein spesifik tersebut menyebabkan terjadinya perubahan
vang dramatis pada mitokondria yaitu terjadi kondensasi (cell blebbing) disusul
terjadinya fragmentasi sehingga terbentuk apoptotic bodies dengan membran yang
tetap utuh yang akan segera difagositosis makrofag, atau terjadi nekrosis sekunder
bila respon makrofag lamban. Terbukanya MPTP menyebabkan terjadinya distensi
dan pembengkaan (swelling) menyeluruh vang mendorong terjadinya ruptur
membran luar mitokondria. Karena membran luar mengalami ruptur maka cytochrom
c (apaf-2) lepas kedalam sitoplasma, mempengaruhi apoptosis promoting activating
Jactor-1 (Apaf-1) dengan dukungan dioxy-ATP (dATP), Apaf-1 akan mengirimkan
sinyal apoptosis (apopfotic sinyal) ke inti (nuclear effects). Dalam kondisi normal,
inti terjaga dalam kondisi homeostasis oleh Bel-2 yang protektif dan Bax, t-bid,
MPTP terbuka yang destruktif. Oleh pengaruh stresor, maka aktivitas bax, t-bid, dan
MPTP yang terbuka begitu dominan dan Bcl-2 tidak kuasa membendung pengaruh
destruktif tersebut. Maka terjadi aktivasi Apaf-1, mempengaruhi aktivitas enzim
cystein aspartic acid specific proteosis (Caspases). Salah satu enzim yang

terpengaruh adalah pro-Caspase-9 (apaf-3) yang inaktif menjadi Caspase-9 yang




50

aktif. Rangkaian peristiwa yang kemudian terjadi Caspase-9 tersebut berpengaruh
terhadap pro-Caspase-3 inaktif menjadi Caspase-3 yang aktif. Caspases merupakan
enzim proteolitik yang dapat menyebabkan lisisnya berbagai organela sel yang
mengandung protein. Caspase-3 tersebut merupakan eksekutor kematian sel karena
melisis DNA inti menjadi fragmen-fragmen yang dalam waktu singkat difagositosis
oleh makrofag (Halestrap, 2002).

The role of mitochondria in initiating the apoptotic cascade
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Activation of

Apaf-1
Apaf-1gaTp A‘;?,’: ;g;‘;c
-c Bel-2
- “ ||~ ”

ro-Caspase-9 Bax
P P t-Bid

MPTP

Mitochondrion
Caspase

inhibitor

proteins Cas pase-3

Proteolyt:c
cleayage

Activation of
apoptotic
cascade

Caspase-9

pro-Caspase-3
Gambar-4, Peran Mitochondrial Permiability Trasition Pore, Caspases pada Apoptosis
(Source: Halestrap, 2002).

2.15 Peran Chaperonins Pada Apoptosis
Mekanisme terjadinya destruksi dan penurunan jumlah limfosit T-CD4 hingga
kini belum diketahui (Lauener, 1995; Hackeng, 2000). Laskey dkk (1978)

menemukan berbagai protein yang berperan untuk merespons stressor berbagai
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keadaan yaitu: siear-shock proteins (Hsps), stress =proteins atau molecular chaperones
(Ranford, 2000). Berbagai stressor tersebut antara lain: iskemia, hipoksia, panas,
dingin, gangguan keseimbangan osmotik, toksin, logam berat, sitokin, dan
etkosanoids.

Terdapat berbagai molecular chaperones atau chaperonins seperti yang tertera

pada tabel berikut (Ranford, 2000):

Table 2. Diversity of the major molecular chaperone families (tab001 jrl)

Family Chaperone functions

Chaperon 10 (cpn 10, hsp 10, co- ‘Co-chaperon’ to chaperonin 60; promotes folding of
chaperonin early pregnancy factor, | substrates that are bound to chaperonin 60
GroES)

Small heat-shock parotein (hsps) Diverse class of protein; chaperone function is
independent of adenosine triphospate (ATP); bind non-
native proteins

Hsp40 (Dnal related) Co-chaperones that regulated the activity of hsp 70
proteins, some can bind non-native proteins themslves

Chaperon 60 ATP-dependent folding and/or refolding of *15-30% of
total cellular proteins

Hsp70 Prevent the aggregation of unfolded polypeptides;

disassemble multimeric protein complexes; involved in
protein trafficking; regulate the heat-shock response

Hsp90 Spesific functions in regulating sinyal tranductional
pathways; through their actions on certain kinases and
steroid receptors; might also have ‘general’chaperon

activity

Hspl00 (Clp) Disasseble protein oligomers and aggregates

Hspl10 High degree of homology with the hsp70 family; little
know about functions

Pada akhir abad ke-20, diketahui bahwa di dalam sitoplasma sel, molecular
chaperones atau chaperonins berinteraksi dengan protein-protein lain sehingga
memungkinkan berlangsungnya mekanisme folding, refolding. Oleh karena itu peran

chaperonins dikenal luas dalam berbagai fungsi utama sel seperti dalam proses
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metabolisme, pertumbuhan, deferensiasi, kematian sel terprogram (apoptosis), serta
mempengaruhi aktifasi berbagai enzim dan reseptor (Ranford, 2000; Sullivan, 2002),

Chaperonins merupakan subkelompok oligomeric molecular chaperones,
termasuk subklas GroE dan TCP-1 (7-complex polypeptide I). Termasuk subklas
GroEL adalah chaperonin 60 dan termasuk GroES adalah chaperonin 10. GroEL
maupun GroES berperan penting dalam folding protein di dalam sel baik dalam
kondisi normal maupun kondisi stress. Ewalt dkk (1997), mengemukakan bahwa
dalam kondisi normal GroEL menentukan folding 10-15% dari seluruh protein
sitoplasma, sedangkan pada kondisi stress (heat stress) terjadi peningkatan folding
menjadi 30%. Chaperonin-60 merupakan tetradekamer, terdiri dari 14 cincin dalam 2
rangkaian cincin masing-masing rangkaian terdiri dari 7 cincin dengan mempunyai
berat molekul 60 kB (Bumns, 1992). Didalam memerankan fungsinya chaperonin 60
oligomers saling terkait dengan chaperonin 10 oligomers. Chaperonin 10 yang
berbentuk cincin tunggal heptamir, dengan berat molekul tiap unitnya 10 kB (Burns,

1992), Bila ATP berikatan dengan chaperonin 60, maka chaperonin 10 akan

memosisikan sebagai penutup pada puncak chaperonin 60 yang berbentuk t?g{'—'"

(barrel) akibatnya central cavity melebar sehingga memudahkan terjadinya f?{dmg .
b

L] .
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Chaperonins mulai banyak dibicarakan pada akhir abad ke-20 sebagat heat-"

shock atau respons sfress yang mampu menginduksi ekspresi protein tertentu dalam
upaya mempertahankan kelangsungan hidup sel tersebut. Pada perkembangan lebih
lanjut, yaitu pada abad ke-21 chaperonins diketahui sebagai molekul sinyal

(Ranford, 2000).
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Chaperonins merupakan imunogen yang potent, dalam arti mempunyai kemampuan

menginduksi dan respons terhadap sistem imun spesifik sangat kuat.

Peran chaperonins dapat diperlihatikan seperti

(Nollen, 2002):

Hsp%0 dan Hsp70 berikut

Table 3. Hsp90 and Hsp70 co-chaperons, interacting molecules and cellular function.

Chaperons Cellular function Co-chaperone Preferred interaction partner
Hsp90 Sinyal transduction Cdc37 Kinases
Hormone response PP5 (TPR): Glucocorticoid receptor
Cypd0 Hormone receptor
FKBP52 Oestrogen receptor
FKBP51 Progesteron/glucocorticoid receptor
Cell death Unknown Apaf-1
Stress response Unknown HSF-1
Complex assembly P23 Chaperone complex
Hop Chaperone complex
Hsp70 Sinyal trsnduction Bag 1 Raf-1 kinase
Bag 1 Growth factor receptors
Hormone response Bag 1 Hormone receptor
Hip Steroid receptor
Cell death Bag 1 Bel -2
Unknown Apaf-1
Stress response Unknown HSF-1
Complex assembly Hop Chaperone complex
Hdj-1 Chaperone complex

Infeksi merupakan stressor terhadap mikroorganisme maupun host, yang

dapat menginduksi peningkatan produksi chaperonins baik oleh mikroorganisme

maupun host. Meskipun demikian peran imunitas chaperonins pada infeksi hingga

kini masih belum diketahui (Ranford, 2000).
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Hsp90, Hsp70, Hsp60 merupakan stress protein, akan meningkat kadarnya bila
individu maupun sel mengalami stress, misalnya akibat terpapar bahan kimia,
hipoksia, iskemia, inflamasi, awtoimmunity, apoptosis, transplantasi organ, infeksi
bakterial, dan infeksi virus.

HIV sebagai stressor biologis berakibat terjadinya peningkatan kadar kortisol,
dan distress akan mempengaruhi mekanisme folding protein dan chaperonins
sehingga berbagai kemungkinan dapat terjadi antara lain mekanisme folding protein
tetap berlangsung sehingga memungkinkan terjadinya translokasi, terjadi native
protein, atau terjadi agregasi maupun denaturasi protein akibat pengaruh gen
penyandi yang mengalami stress. Hsp90 di ketahui mempunyai interaksi dengan
berbagai protein regulator termasuk mempengaruhi reseptor hormon steroid. Reseptor
kortisol merupakan salah satu target dari regulasi oleh Hsp90, serta di ketahui adanya
chaperonins-steroid receptor interactions (Smith, 1998). Keadaan ini akan
menentukan bertahan atau tidaknya kelangsungan hidup sel. Selain itu kelangsungan

hidup sel juga di tentukan oleh pengaruh chaperonin dan anti-chaperonin antibodies.
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Gambar-5, Struktur chaperonin 10 dan chaperonin 60 (Ranford, 2000)

2.16 Mitokondria, Reactive oxygen species dan Heat shock protein

Mitokondria merupakan organela sel yang mempunyai berbagai fungsi yaitu:
posforirasi oksidatif, sintesis hem, lipid, asam amino dan nukleotida. Mitokondria
merupakan 25% dari volume setiap sel, dan setiap sel terdiri dan kurang-lebih 2000
mitokondria. Mitokondria dikenal sebagai pembangkit energi sel secara biokimiawi,
lebih dari 90% kebutuhan energi sel diproduksi mitokondria. Mitokondria juga
berperan mempertahankan homeostasis intraselular karena pengaruh ROS.
Mitokondria memproduksi ROS tetapi aktifitasnya juga dipengaruhi ROS. Pengaruh
ROS pada DNA mitokondria dapat mengakibatkan lebih dari 100 tipe modifikasi
pada DNA, baik berupa perubahan epigenetik maupun mutasi. DNA mitokondria
banyak mengandung guanine, reaksi oksidatif dapat menyebabkan perubahan guanine

menjadi 8-oxoguanine (8-oxoG) sehingga menyebabkan terjadinya lesi DNA serta
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mutasi sclama berlangsungnya replikasi DNA. ROS dapat menginduksi kerusakan sel
terutama melalui DNA mitokondria sehingga mengalami exhausted, lesi, perubahan
epigenetik, maupun mutasi sehingga kehilangan gquality control terhadap proses
sinyaling pada akhirnya dapat mengakibatkan distress protein, distress molecular
chaperones, distress chaperonins, distress Hsp (Brown-Borg, 2003; Sing, 2003).
Keadaan int dapat menyebabkan perubahan penlaku Hsp yang berdampak pada
mutasi atau perubahan epigenctik DNA inti.

Mitokondria merupakan organela sel yang memproduksi ATP untuk
keperluan metabolisme dan mempertahankan kadar normal kalsium guna
mempertahankan homeostasis di dalam sel. Gangguan dani fungsi mitokondria
tersebut akan berdampak negatif berupa fragmentasi dan menuju kematian sel.
Fragmentasi mitokondria terjadi antara lain oleh: (1) penurunan kadar antioksidan di
dalam sel, (2) peningkatan kadar ROS, (3) peningkatan unsaturasi lipid pada
permukaan dalam membran mitokondria (Hagen, 1998)

Mikroorganisme merupakan sfressor kuat yang dapat mempengaruhi
mekanisme proteksi sel dengan menginduksi molekul sinyal Hsp sehingga terjadi
missfolding (denaturasi) pada protein intraseluler (Ranford, 2000). Hsp60 dan Hspl0
yang disekresi akibat infeksi oleh bakteri berpengaruh terhadap progresifitas penyakit
karena dapat menimbulkan inflamasi, aktivasi leukosit, aktivasi sel-sel epitel maupun

monosit untuk menstimulir produksi sitokin,
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Gambar-7, Interaksi chaperonin 60 Bakteri dengan Sel Host (Ranford, 2000)

2.17 Pengaruh Reactive Oxygen Species (ROS) terhadap Gen Pengendali

Folding Protein serta Hsp

Produksi ATP dan ROS oleh mitokondria meningkat pada infeksi HIV.
Mitokondria tersusun dari empat komponen yaitu membran luar, membran dalam,
intermembran dan matrik. Masing-masing komponen tersusun dari protein yang
spesifik. Protein-protein penyusun mitokondria disandi oleh gen-gen inti dan hanya
sebagian kecil protein mitokondria disandi oleh genom mitokondria. Protein
mitokondria disandi oleh gen-gen inti yang disintesis ribosom sitosolik sebagai
protein prekursor dan harus diimport kedalam mitokondria. Protein prekursor
mitokondria biasanya berupa rangkaian terminal NH2.

Cizaperonins dalam sitosolik pada pasca translasi protein diimport kedalam

mitokondria dengan difasilitasi Hsp70 (cHsp70). Di sitosol Hsp70 berikatan dengan
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unfold protein dan melepaskan beberapa protein serta hidrolisis ATP. Ada beberapa
pengaruh chaperonins terhadap unfold polipeptida pertama, mengalami pelipatan
awal setelah membentuk komplek dengan GroEL dan GroES akan terjadi pelipatan
protein sempuma (Bhutani, 2002). Kedua, terjadi pelipatan yang belum sempurna
tetapi kemudian terbentuk agregasi khususnya yang memiliki berat molekul rendah
dan berakhir dengan pembentukan inclusion body. Ketiga, dari pelipatan yang belum
sempurna tersebut terbentuk komplek dengan DnaK dan Dnal sehingga tidak terjadi |
folding. Keempat, dari wunfold langsung mengalami degradasi (Gragerov, 1998,
Gabai, 2002). Peran dalam proses pelipatan protein adalah Hsp70 disandi oleh
berbagai gen famili SSA (SSA1, SSA2, SSA3, dan SSA4) (Endo, 1998). Mekanisme
terjadinya import protein ke dalam mitokondria kinerja Hsp70 dan Hsp40
dikendalikan oleh DnalJ.

Di dalam kehidupan manusia protein termasuk chaperonins berperan di tiga
peristiwa penting yaitu proses kelahiran, tumbuh-kembang, dan kematian. Dalam
proses kematian, chaperonins berperan dalam dua peristiwa utama yaitu degradasi
dan agregasi protein. Ada dua jalur degradasi yang melibatkan chaperonins yaitu
jalur proteolisis lisosomal dan proteosome {the death machine).

Pada limfosit T-CD4 yang terinfeksi HIV, terjadi ekspresi rCDA43
(sealophorin) serta meningkatnya aktivasi CD43. Peningkatan aktifitas CD43 akan
menginduksi Thl sehingga terjadi peningkatan produksi ROS, yang menyebabkan
lesi pada DNA mitokondria. Lesi yang terjadi pada DNA mitokondria berpotenst
menyebabkan perubahan epigenetik maupun mutasi genetik akibat perubahan

susunan nukleotida. Keadaan tersebut dapat berpengaruh terhadap chaperonins.
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Pengaruh ROS yang begitu hebat menyebabkan chaperonins mengalami distress dan
berubah perilaku. Perubahan perilaku chaperonins tersebut sangat mungkin
menyebabkan terjadinya perubahan informasi kimia dan perubahan epigenetik,
terjadinya mutasi akibat perubahan susunan nukleotida pada DNA inti. Perubahan
tersebut dapat berupa substitusi, duplikasi atau delesi dari nukleotida yang merupakan
penyusun DNA (Sismindari, 2000). Informasi genetik yang disimpan dalam suatu
molekul DNA juga berubah karena sekuen dari nukleotida dalam segmen DNA dari
suatu gen adalah merupakan bentuk dari kode genetik. Kode genetik tersebut
merupakan kombinasi dari tiga nukleotida (triplet). Hampir semua kemungkinan
kombinasi triplet tersebut menentukan satu asam amino dari 20 jenis asam amino
penyusun protein, yakni produk akhir dari ekspresi gen. Untuk dapat diekspresi suatu
gen awalnya diproses menjadi messenger RNA (mRNA). Proses tersebut disebut
sebagai transkripsi. Hasil transkripsi tersebut akan berasosiasi dengan organel seluler,
ribosom untuk ditranslasi atau diterjemahkan menjadi protein. Adanya fakta bahwa
protein merupakan sebagian besar produk akhir ekspresi gen maka protein sangat
penting bagi suatu kehidupan. Protein mempunyai peranan yang penting karena
merupakan bagian dari berlangsungnya mekanisme suatu sel dapat mempengaruhi sel
lain, melalui protein-protein yang terlibat dalam proses sinyaling yaitu protein G-
binding, reseptor pada permukaan, dan protein kinase, serta chaperonins.

ROS dapat mengaktifkan rangkaian proses yang mengubah kadar satu atau
lebih molekul sinyaling intraseluler termasuk chaperonins yang pada gilirannya
meneruskan sinyal dengan cara merubah kondisi dari protein target. Selain

chaperonins, mediator intraseluler yang banyak digunakan adalah Ca™. Agar Ca™"




61

dapat berfungsi sebagai mediator intraseluler harus mampu merubah atau
menurunkan konsentrasinya. Padahal akibat pengaruh ROS  justru terjadi
peningkatan mobilisasi Ca™ transmembran sehingga kinerjanya tergangu.

Hsp90 merupakan heat shock protein 90-kDa. Hsp90 merupakan protein
spesifik yang terkait dari berbagai sinyaling termasuk reseptor steroid, p53, protein
kinases, sintesis nitric-oxide, dan telomerase. Aktifitas Hsp90 meliputi siklus ikatan
ATP dan hidrolisis. Berbagai peran Hsp90 adalah mengatur folding protein, terutama
pada folding reseptor steroid, terkait dengan Hsp70, Co-chaperones, dan imunofilins
(Scholz, 2001, Tanaka, 2001; Bailey, 2002). Interaksi Hsp90 dengan feseptor Hsp70
sangat heterokomplek. Penurunan kadar Hsp70 dan Hsp60 disertai peningkatan
Hsp90 Co-chaperon p23. Meskipun p23 terikat langsung dengan ATP pada Hsp90
(Scholz, 2001). Mutasi genetik dari DNA mitokondria tersebut dapat memicu
terbentuknya komplek Hsp90 + Cdc37 yang pada akhirnya mengalami perubahan
perilaku, menurunnya produksi ATP dan situasi ini mencetuskan timbulnya
perubahan epigenetik dan mutasi DNA inti. DNA mitokondria yang mengalami lesi
tersebut juga menstimulir terbentuknya komplek Hsp70 + Bagl/Hip menyebabkan
komplek ini mengalami perubahan perilaku dari Hsp70 dalam arti aktifitas Hsp70
dihambat oleh Bagl/Hip. Perubahan perilaku Hsp90 dan Hsp70 tersebut berpengaruh
terhadap terjadinya mutasi DNA inti yang mencetuskan timbulnya apoptosis. DNA
mitokondria yang mengalami lesi menyebabkan keluarnya sitokrom C keluar dan
memicu Apaf-1, kemudian dapat mengaktifasi caspase-9 dan secara simultan

mengaktifir caspase-3 sehingga mempercepat terjadinya apoptosis. Menurun atau

berubahnya fungsi Hsp70 dan Hsp90 menyebabkan mekanisme folding protein
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terganggu, terjadi missfolding maupun agregasi protein yang irreversibel sehingga

struktur protein tiga dimensi tidak bisa dipertahankan.
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Folding protein dikendalikan melalui kode genetik termasuk dalam proses
translasi asam amino dari struktur dimensi tunggal hingga struktur tiga dimensi

(Horowitz, 1998). Missfolding protein juga dapat terjadi akibat kendali GroER
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melalui upaya melambankan maupun mencegah terjadinya mekanisme folding
protein.

Protein merupakan komponen retikulum endoplasmik, aparatus golgi, bagian
luar inti, nibosom, dan endosom (Brewer, 1998). Didalam retikulum endoplasmik
mulai terjadi folding pembentuk komplek protein heterotipik. Apabila mekanisme
quality controf gagal maka akan terjadi degradasi protein. Chaperonins berperan pada
sintesis protein di ribosom, maturasi di retikulum endoplasmik serta mengeliminir
protein yang gagal maturasi.

Chaperonins rnemﬁunyai peranan yang penting didalam interakst protein
dengan molecular chaperones, folding protein, pada berbagai peristiwa kehidupan
terutama dalam sintesis, import protein, translokasi dan degradasi protein (Stuart,
1998). Selama kehidupan individu, protein diperlukan dalam tiga peristiwa penting
yaitu kelahiran, tumbuh- kembang, serta kematian. Dalam ke tiga peristiwa tersebut
chaperonins mempunyai peranan penting baik chaperonins umum dan sering dikenal
seperti Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hspl00 maupun chaperonins yang lebih spesifik
seperti calnexin. Peran dalam mekanisme fo/ding maupun maturasi protein,
translokasi protein transmembran, serta berbagai fungsi chaperonins sebagai pro-
peptides, proline dan isomerisasi disuifide. Dalam peristiwa kematian sel chaperonins
juga berperan, terutama dalam degradasi proteolitik serta insolubilisasi ireversibel.

Penentuan struktur tertentu serta supaya dapat menjalankan fungsinya,
chaperonins tersebut semuanya tidak lepas dari peranan gen pengendali. GroEL dari
famili Hsp60 dan dengan kombinasi dengan co-chaperonin GroES memfasilitasi

terjadinya folding protein terutama mencegah terjadinya agregasi protein. Peran
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dalam folding berbagai protein, chaperonins dibantu oleh dua kofaktor yaitu protein
disulfide isomerase (PDI) dan peptidyl prolyl isomerase (PPI) yang terdapat di dalam
retikulum endoplasmik.

Folding protein dikendalikan melalui kode genetik termasuk dalam proses
translasi asam amino dari struktur dimensi tunggal hingga struktur tiga dimensi
(Brewer, 1998; Bhattacharyya, 2002). Missfolding protein juga dapat terjadi akibat
kendali GroER melalui upaya melambankan mekanisme maupun mencegah

terjadinya fo/ding protein.
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Gambar-10. Peran Chaperonins pada Folding dan Sintesis Protein Baru (Fink, 1998).

2.18 Heat Shock Protein 70 (Hsp70)

Heat shock protein (Hsp) merupakan famili protein protektif endogen. Hsp70
merupakan protein terlarut sitosol yang utama dapat terekpresi pada kondisi normal
maupun stres, berperan sebagai transduksi sinyal, hormon respon, respon stres dan
kematian sel yang mekanisme belum diketahui (Beck, 2000; Nollen, 2002). Hsp70

merupakan molekuler chaperone yang teraktivasi oleh berbagai keadaan termasuk
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kondisi heat siress. Hsp70 akan berkoordinasi dengan chaperone dan cochaperone
yang lain dan berinteraksi intra-molekul antara N-terminal dan inter-molekul serta C-
terminal domain. Aktivitas molekuler chaperone heat shock protein 70-kDa (Hsp70)
adalah dalam hal fungsi, mencegah agregasi, dan regulasi stabilitas protein selular
yang penting termasuk reseptor hormon steroid, protein kinases, regulasi siklus sel
dan kematian sel terprogram calmodulin, Rafl, (Tanaka, 2001; Bhutani, 2002;
Nollen, 2002). Jadi berbagai kondisi tersebut menunjukkan adanya berbagai tempat
pengikatan peptida pada Hsp70. Bila sel dihadapkan pada kondisi stres maka Hsp
termasuk Hsp70 mempunyai peranan penting untuk melindungi sel dari pengaruh
stres, jadi bersifat sitoproteksi (Nollen, 2002). Didalam menjalankan fungsinya
sebagai tranduksi sinyal Hsp70 didampingi oleh co-chaperone Bag 1, sebagai hormon
respon didampingi oleh co-chaperone Bag 1 dan Hip, yang akan berinteraksi dengan

reseptor steroid maupun apaf-1 yang mekanismenya belum diketahui (Nollen, 2002).

2.19  Reactive Oxygen Species Penyebab Kegagalan Repair DNA Inti

ROS dapat mencetuskan timbulnya berbagai penyakit termasuk pancreatitis
akut, akibat lesi sel B pankreas. Hal tersebut diketahui dari adanya peningkatan kadar
peroxidasi lipid yang merupakan indeks kerusakan membran oksidatif pada penderita
dengan pankreatitis akut. Terapi Scavenger terhadap ROS dapat menunjukkan hasil
baik pada penyembuhan pankreatitis. Situasi seperti ini tentunya dapat
diekstrapolasikan pada limfosit T-CD4 yang terinfeks:t HIV. ROS dapat merupakan

trigger molekul pada berbagai proses inflamasi yaitu secara langsung dapat merusak
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membran biologis, akumulasi neutrofil dan perlekatan pada dinding kapiler. Keadaan
int diasumsikan bahwa ROS mempunyai peranan penting pada inflamasi pankreas
dan munculnya komplikasi ekstra pankreas. Kematian sel-sel dalam pankreas akibat
ROS dapat terjadi melalui nekrosis maupun apoptosis (Song, 2003).

Protein Ku70 (70-kDa) dan Ku80 (80-kDa) merupakan regulator pengikat
DNA sub unit DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) yang terdiri dari 470-kDa
catalytic (DNA-PKcs) dan protein Ku. Protein Ku70 dan Ku8( sebagai regulator
DNA-PK dan awal dari proses repair DNA double-strand break yang disintegrasi,
menghasitkan fragmentasi oleh aktifitas DNA-PK setelah mengikat DNA double
strand yang disintegrasi tersebut. Stress oxidative dapat menyebabkan kematian sel
melalui apoptosis dengan menghambat peran dan menurunkan kadar Ku70 dan Ku80
schinga menyebabkan kegagalan perbaikan (repair) DNA inti serta kematian sell

acinar pankreas AR42J (Song, 2003).

Konseling Prates HIV (Depkes RI, 2003 ; Kaplan, 2003))
Tujuan: membuat klien mampu memutuskan apakah dirinya perlu memenksakan
status HIV nya atau tidak, dengan segala konsekuensinya.
Pelaksana: konselor yamg memahami masalah psikologis dan pemeriksaan serta
penilaian hasil pemeriksaan laboratorium HIV, penyakit dan terapi.
Is1 konseling: konseling prates mempunyai 5 prinsip vaitu :

1. Motif pelaksanaan sukarela

2. Interpretasi hasil tes:

a. penapisan vs konfirmasi
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b. Tanpa gejala vs gejala nyata
¢. pemahaman bahwa infeksi HIV dan dampaknya tidak dapat sembuh
namun ODHA dapat tetap produktif
d. Infeksi oportunistik-dapat diobat
3. estimasi hasil
a. kesiapan mental-emosional penerimaan hasil pemeriksaan
b. mnsiko bukan harapan akan hasil
¢. periode jendela
4. Membuat rencana jika didapatkan hasil
a. apa yang harus dilakukan jika hasil positif atau negatif
b. memperkirakan dukungan dari orang dekat
c. membangun pemahaman hidup sehat dan mendorong perilaku sehat

5. Membuat keputusan melakukan tes apa tidak

Beberapa hal penting pada konseling prates HIV (Kaplan, 2003):

1. Diskusikan arti hasil positif dan jelaskan penyimpangan (misalnva, tes
mendeteksi pemaparan terhadap virus AIDS; bukan merupakan tes untuk
AIDS).

2. Diskusikan arti hasil negatif (misalnya, serokonversi memerlukan waktu,
perilaku resiko tinggi yang baru dilakukan mungkin memerlukan pengujian
susulan).

3. Siaplah untuk mendiskusikan rasa takut dan kekhawatiran pasien (rasa takut

yang tidak realistik mungkin memerlukan intervensi psikologis yang sesuai).
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4. Diskusikan mengapa tes diperlukan. (tidak semua pasien akan mengakui
memiliki perilaku risiko tinggi).

5. Qalilah kemungkinan reaksi pasien terhadap hasil yang positif (misalnya,
“saya akan bunuh diri jika positif®”). Ambillah langkah yang diperlukan untuk
mengintervensi kemungkinan reaksi yang membahayakan.

6. Galilah reaksi masa lalu terhadap stres yang parah.

7. Diskusikan konfidensialitas masalah yang relevan dengan situasi tes
(misalnya, apakah ini merupakan lingkungan anonim atau nonanonim?).
Beritahukan pasien tentang pilihan tes lain dimana konseling dan pengujian
dapat dilakukan secara anonim (misalnya, dimana hasilnya tidak dijadikan
bagian permanen kartu rumah sakit). Diskusikan siapa yang dapat melihat
hasi] tes.

8. Diskusikan kepada pasien bagaimana menjadi seropositif dapat
mempengaruhi status sosial (misalnya, perlindungan asuransi kesehatan dan
jiwa, pekerjaan dan perumahan).

9. Galilah perilaku risiko tinggi dan anjurkan intervensi untuk menurunkan
nisiko.

10. Catatlah diskusi dalam kartu.

11. Berikan waktu pada pasien untuk bertanya.
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Konseling Pascates HIV (Depkes RI, 2003; Kaplan, 2003):

Tujuan: membuat klien mampu menerima hasil pemeriksaan status HIVnya dan
menyesuaikan diri dengan konsekuensi dan risikonya, membuat perubahan perilaku
menjadi perilaku sehat.

Pelaksana: konselor yang memahami masalah psikologis dan pemeriksaan serta
penilaian hasil pemeriksaan laboratorium HIV, penyakit dan terapi.

Isi Konseling: (1) menilai keadaan psikososial terkini, (2) menilai pemahaman klien,
(3) membacakan hasil, (4) mendukung emosi klien, (5) manajemen pemecahan
masalah: gali masalah, pahami dan pahamkan pada klien, susun rencana, membantu
membuat rencana menghadapi kehidupan pascapenetapan hasil dengan perubahan
perilaku ke perilaku sehat, (6) bila ada masalah psikiatri yang memerlukan terapi obat

dan psikoterapi, rujuk pada psikiater atau bekerjasama dengan psikiater.

Beberapa hal penting pada konseling pascates HIV (Kaplan, 2003):

1. Interpretasi hasil tes:
Jelaskan penyimpangan (misalnya, “tes yang negatif masih berarti anda dapat
tertular virus dimasa depan; ini tidak berarti anda kebal terhadap ATDS’’).
Tanyakan tentang pemahaman pasien dan reaksi emosionalnya terhadap hasil
tes.

2. Anjurkan pencegahan penularan (diskusikan dengan berhati-hati tentang
perilaku risiko tinggi dan petunjuk untuk pencegahan penularan).

3. Anjurkan follow-up pasangan seksual dan kontak jarum.
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4. Jika hasil tes positif, anjurkan untuk menghindari mendonorkan darah, sperma,
atau organ dan jangan menggunakan pisau cukur, sikat gigi dan barang lainnya
yang mungkin mengandung darah secara bersama-sama.

Rujukan untuk dukungan psikologis yang tepat. Pasien dengan HIV positif
sering memerlukan jalur kepada tim kesehatan mental (jalur yang diperlukan untuk
perawatan rawat inap atau rawat jalan; pertimbangkan terapi suportif individual atau
kelompok). Tema yang sering adalah terguncang saat diagnosis, rasa takut akan
kematian, dan akibat sosial, duka cita terhadap kemungkinan kehilangan, dan harapan
yang kecil akan berita baik. Juga carilah adanya depresi, keputusasaan, rasa marah,
frustasi, rasa bersalah, dan tema obsesional. Aktivasikan dukungan yang tersedia bagi

pasien (misalnya, keluarga, teman-teman, pelayanan masyarakat).

220 The 5 Stages of Grief

Proses penerimaan penyakit terminal dan kematian dikemukakan oleh Dr.
Elizabeth Kubler-Ross. Kesedihan yang dialami oleh setiap individu ditentukan oleh
berbagai faktor yang kompleks, multidimentional. Tetapi pada umumnya proses
penerimaan kondisi penyakit terminal dan kematian melalui 5 tahap. Kelima tahap
tersebut pada umumnya adalah sebagai berikut. Pertama, Denial and Isolation pada
tahap ini penderita mengalami ketakutan terhadap penyakit terminal yang dialaminya
dan mengatakan No, not me. Kedua, Anger pada tahap ini penderita sering bertanya,
why me?. Dia merasa marah dan iri, frustasi dan merasa kurangnya dukungan
maupun bantuan. Dia marah terhadap keluarga, dokter, perawat, teman-temannya

maupun semua pihak yang ikut merawat dan memberikan perhatian. Ketiga,
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Bergaining pada tahap ini penderita sudah mulai melakukan perundingan terhadap
tuhan, kerabat maupun penyakit yang dideritanya. Individu memerlukan waktu yang
lebih lama untuk dapat disembuhkan dari penyakitnya maupun meyelesaikan
pekerjaan yang masih tersisa. Keempat, Depression and Withdrawal pada tahap ini
penderita memiliki perasaan yang besar untuk kehilangan segala-galanya, kehilangan
janji-janji dan kelompok kerja atau akan kehilangan segala sesuatu yang diperolch
dari keluarga maupun tuhan. Penderita sering mengalami depresi serta menutup diri.
Lingkungan vyang berusaha memberikan dukungan serta suasana yang
menggembirakan sangat bermanfaat bagi penderita pada tahap ini. Kelima,
Acceptance ini merupakan suatu tahap akhir untuk direnungkan dan mengharapkan
suasana yang tenang. Penderita umumnya merasa letih dan lelah sebelum pada
akhirmya pergi untuk selama lamanya. Ini merupakan saat penerimaan kematian yang
tidak mungkin dihindari bagi penderita serta penerimaan kenyataan kematian
penderita tersebut bagi keluarga dan teman-temannya (Kubler-Ross and TLC Group,

2003),
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

HIV merupakan stressor biologis dapat mempengaruhi lingkungan internal
maupun eksternal sel. Menurut Selye, penampilan respons biologis terhadap stressor
melalui general adaptation syndrom (GAS). Sel saling berinteraksi melalui molekul
sinyal. Rangkaian molekul sinyal terdiri atas reseptor, enzim, saluran, dan protein
pengatur, Hsp (Stryer, 1995). Astrosit memiliki daya tangkap yang tinggi terhadap
sinyal lingkungan. Penginderaan serta pengolahan rangsang terlaksana melalui
kaskade transduksi sinyal. Stressor virus akan meningkatkan aktivitas aksis HPA
melalui corticotropin releasing factors (CRF). Dampaknya dialami berbagai sel
termasuk astrosit, mikroglia. Astrosit, mikroglia menjadi aktif, mensekresi sitokin
(IL-18, IL-6, TNF-a), produksi reactive oxygen species (ROS). Sitokin tersebut,
bersama serotonin, norepinefrin, dan asetilkholin, mempengaruhi paraventrikuler
nucleus (PVN) di hipotalamus, dalam hitungan menit sejak dipicu stressor
memproduksi CRF (Black, 1994). CRF mengaktifkan reseptor basofil pada hipofisis
anterior, menginduksi poliprotein proopiomelanocortin  (POMC) memproduksi
ACTH. ACTH menstimuler spongiosa zona fasikulata korteks adrenal untuk
memproduksi kortisol sebagai hormon stres (Chrousos, 1995; Fink, 1998; Secley,
1998; Viviani, 2001). Kortisol berkomunikasi dengan Hsp melalui chaperone -

steroid receptor interactions (smith,1998).
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Hsp70 merupakan salah satu dari molekul chaperone, berupa protein seluler
yang di induksi transkripsi bila sel terpapar stressor. Hsp70 bersama Hsp90 sebagai
molekul chaperone mempunyai kontribusi terhadap reseptor kortisol melalw
chaperonins-steroid receptor interactions (Smith, 1998; Beck, 2000, Hung, 2002).
Hsp70 mempunyai berbagai peran termasuk pelipatan polipeptida sehingga terbentuk
struktur protein tiga demensi, mencegah salah lipat, atau justru tidak terjadi pelipatan,
mencegah agregasi, import protein, translokasi dan degradasi protein (Stuart, 1998;
Bhattacharyya, 1999; Bush, 1999). Protein utama dan rangkaian proses apoptosis
melibatkan mitokondria, Hsp70 mempunyai peran penting sebagai antiapoptotik.
Hsp70 sebagai protein stres mempunyai peran kunci didalam proses kehidupan dan
kematian sel akibat kerusakan DNA (Benyamin, 1998). Meningkatnya Hsp70 akan
menghambat apoptosis dari berbagai sel (Benyamin, 1998).

HIV merupakan stressor biologis tentu dapat mendorong terjadi gangguan
pelipatan protein serta terjadinya protein abnormal.

Hsp70 dapat menghambat berbagai reseptor protein virus (Vpr) yaitu CD40,
CCRS, CXCR4 yang mempunyai kotribusi kuat terhadap patogenesis infeksi.
Berbagai reseptor dan ko-reseptor tersebut terdapat pada limfosit T yang menjadi
target HIV.

Atas dasar berbagai pernyataan diatas, Hsp70 diduga dapat dipakai sebagai
landasan imunopatogenesis penyakit infeksi HIV serta progresivitas menuju AIDS.

Kerangka konseptual penelitian ini secara global dapat digambarkan sebagai

berikut :
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Umur
3.1  Kerangka Konseptual Jenis kelamin
Status gizt
Variabel Independen Diagnosis terinfeksi HIV/AIDS Jenis risiko
(stressor) Lama kontak risiko
{1 <y Variabel perancu (confounding)

Astrosit
1L-1B, IL-6, TNFa, IFNa

Mikroglia
IL-2, IL-6, TNFa, IFNB

PVN-Neuron
(Hipotatamus)

CRH
us
Basoﬂl
. Hipofisis Lobus Anterior
Variabel Dependen/Independe (Hipofisls Lobus ’ )
Spongiosit
(Zona Fasikulata Korteks Adrenal)
Variabel DepgndenyIndependen [- Zk z m&,;

Sel (Srtosol mltokondna)
Limfosit ~HSP7 Variabel

,,,,,
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3.2  Hipotesis Penelitian

Ada perubahan jumlah limfosit T, CD4, kadar ACTH, kortisol, Hsp70, anti
Hsp70, jumlah cell death dalam darah kelompok terinfeksi HIV/AIDS dan kelompok
yang secara serologis belum terinfeksi HIV/AIDS pada fase post pemyataan

diagnosis (fase akut dan kronis).
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BAB 4
MATERI DAN METODE PENELITIAN

4.1  Metode Penelitian
4.1.1 Jenis dan rancangan penelitian

Jenis penelitian ini termasuk penelitian observasional dengan melakukan
pengamatan dan pengukuran: terhadap pelbagal variabel subyek penelitian menurut
keadaan alamiah. Sebagai subyek penelitian adalah penderita terinfeksi HIV/AIDS.
Penelitian ini dimaksudkan untuk melihat perbedaan peran infeksi HIV terhadap
apoptosis limfosit T-CD4 melalui jalur Aear shock protein70 (Hsp70) pada kelompok
risiko tinggi yang terinfeksi HIV dengan kelompok risiko tinggi tetapi belum terinfeksi
HIV sebagai pembanding. Pada setiap subyek dari ke dua kelompok di lakukan follow-

up selama 30 han.

4.1.2 Rancangan penelitian

Rancangan penelitian yang akan dipakai adalah panel study. Kelompok yang
dibandingkan adalah kelompok risiko tinggi vang terinfeksi HIV dengan kelompok risiko
tinggl tetapt belum terinfeksi HIV. Pada kedua kelompok tersebut di observasi kadar
ACTH, kortisol, Hsp70 dan anti Hsp70, apoptosis limfosit T-CD4, jumlah CD4, jumlah
limfosit T.
Pada penelitian ini digunakan pembanding dari kelompok risiko tinggi tetapi belum

teninfeksi HIV sehingga perubahan kadar ACTH, kortisol, Hsp70 dan anti
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Hsp70, apoptosis limfosit T-CD4, jumlah CD4, jumlah limfosit T betul-betul oleh
pengaruh HIV.

Guna memperoleh kesahihan (validitas) interna yang tinggi atau asosiasi yang
diperoleh hanya dipengaruhi variabel yang diteliti, dilakukan upaya-upaya
meminimalkan kesalahan acak, nilai bias, dan faktor perancu (confounding), maka
penetapan subyek terpilih (eligible subjects) atau sampel yang dikehendaki (intended
sample) yang merupakan bagian dari populasi terjangkau yang direncanakan untuk
diteliti langsung.

Karena faktor transmisi HIV mempengaruhi perjalanan penyakit yang diduga
akan mempengaruhi hasil penelitian (jumlah CD4),maka perlu dilakukan stratitifikasi
jenis faktor risiko. Hal tersebut dimaksudkan agar diperoleh subkelompok (strata)
yang lebth homogen. Randomisasi dilakukan pada tiap strata secara terpisah,
kemudian subyek yang terpilih digabungkan kembali dalam kelompok yang sesuai.
Jadi dalam penelitian imi dilakukan random sampling sederhana di dalam strata
(stratified random sampling),dengan menggunakan sampling acak sederhana.

Pemilihan sampel yang dikehendaki dari kelompok penderita terinfeksi HIV
dilakukan dengan cara memilih secara sampling berdasarkan strata. Sedangkan untuk
mendapatkan sampel yang homogen dari kelompok risiko tinggi yang terinfeksi HIV
dengan kelompok risiko tinggi tetapi belum terinfeksi HIV sebagai pembanding,
dilakukan secara matching individual dalam hal umur, jenis kelamin, status gizi, jenis
risiko dan lama kontak dengan risiko tinggi.

Pengambilan darah tepi dilakukan 3 kali yaitu: pemeriksaan pertama (data

dasar), pengambilan darah tepi dilakukan pada hari ke-1 pada saat kriteria inklusi di
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penuhi, tetapi penderita belum mengetahui status terinfeksi HIV. Penderita
menyatakan tidak keberatan mengikuti prosedur penelitian dan membubuhkan tanda
tangan pada surat pernyataan persetujuan setelah penjelasan (informed consent)
scbagai subyek dan persetujuan tindakan medis berupa pengambilan sampel darah.
Pemeriksaan kedua dilakukan pada hari ke-7. Penetapan hari ke-7 didasarkan atas
pertimbangan bahwa stres akut terberat berlangsung pada 7 hari pertama setelah di
diagnosis terinfeksi HIV. Pemeriksaan ketiga, dilakukan pada hari ke-31, karena stres
akut umumnya berlangsung dua jam sampai hari ke-15 setelab mendapat stresor.
Setiap subyek mendapatkan konseling pre-tes dan pos-tes serologi HIV.

Tiga kali pemeriksaan tersebut dimaksudkan untuk mendapatkan data yang
menyangkut variabel bebas dan variabel terikat. Pemeriksaan dari bahan darah
meliputi : ACTH, kortisol, Hsp70, anti Hsp70, apoptosis limfosit T-CD4, jumlah
limfosit T, jumlah CD4. Dari bahan darah tersebut juga dilakukan pemeriksaan :
darah lengkap untuk mengetahui status hemoglobin dan limfosit total; pemeriksaan
SGPT, albumin, serta serum kreatinin untuk mengetahui satus gizi.

Guna memperoleh kesahihan (validitas) eksterna sehingga hasil penelitian ini
nantinya dapat diterapkan pada kelompok yang lebih luas, maka untuk kesahihan
eksterna pertama subyek penelitian diambil dari populasi terjangkau yaitu penderita
yang datang / berada di pusat perawatan intermediate penyakit infeksi dan dari
populasi terjangkau ke populasi target yaitu individu berisiko tinggi yang merupakan

kesahihan eksterna kedua.



4.1.3 Bagan Rancangan Penelitian
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Untuk mendapatkan sampel yang sesuai dengan perjalanan infeksi HIV, maka

dilakukan follow-up selama 30 han dengan pertimbangan bahwa stres akut muncul 2

jam hingga 15 hari dilanjutkan stres kronis sejak diketahui adanya stresor biologis

HIV. Stres biologis (Hans Selye) berat berlangsung terutama pada 7 hari pertama.

Kelompok f + ?
ristko tinggi H_Il H.I7 H—3l1
Infeksi HIV/AIDS (+) Sampel darah Sampel darah Sampel darah
pertama kedua ketiga
Kelompok | ; l
risiko tinggi ' I l
_ H-1 H-7 H-31
Infeksi HIV/AIDS (-) Sampel darah Sampel darah Sampel darah
pertama kedua ketiga
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Penderita terinfeksi HIV/AIDS di Pusat Perawatan Intermediate

Penyakit Infekst RSU Dr. Soetomo

. 4
Pemeriksaan serologi HIV dengan ELISA, Imunokhromatograf, E.1.A
(hasil reaktif semua) Pembanding :
4
Pemeriksaan infeksi oportunistik Kelompok homoseksual
secara klinis. laboratoris Kelompok heteroseksual
radiofo gist, , Kelom.pok‘ pengguna
narkotika intravena
v - Kelompok pengguna
v b4 narkotika intravena-+
srdapat infeksi Tidak terdapat infeksi homo/heteroseksual
yortunistik/keganasan oportunistik/keganasan : :
3 paru, pneumonia, hepatitis C, diare CD4 < 200 sel/mm’ Belum terinfeksi HIV
onik, sepsis, herpes simplek/ zooster, atau (pemeriksaan serologis non
rkoma kaposi, limfoma maligna. CD4 > 200 sel/mm’ reaktif)
v v
Eksklusi Inklust
v v v v
Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Pengguna
Homoseksual Heteroseksual Pegguna narkotika narkotika intravena +
itravena homo/hetero seksual

v

Pemeriksaan kadar :
ACTH, kortisol

Pemeriksaan kadar :
Hsp70 dan anti Hsp70

Pemeriksaan fragmentasi DNA limfosit T
Pemeriksaan jumlah CD4

Caliss
Crms
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4.2  Populasi, Besar sample dan Teknik Pengambilan Sampel
4.2.1 Populasi

Penelitian dilakukan pada populasi terjangkau (accessible population) yaitu
penderita terinfeksi HIV/AIDS, umur 15-65 tahun di Pusat Perawatan Intermediate

Penyakit Infeksi RSU dr Soetomo Surabaya, tahun 2004,

4.2.2 Penghitungan Besar Sampel

Untuk menentukan besar sampel, dilakukan penelitian pendahuluan
pengukuran jumlah CD4 pada kelompok risiko tinggi (kelomopk homoseksual,
heteroseksual multipartner, pengguna narkotika intravena, campuran/ pengguna
narkotika intravena dan juga aktif kontak seksual (homo/heteroseksual) yang

terinfeksi HIV/AIDS dengan hasil sebagai berikut:

Homoseksual — Heteroseksual multipartner narkotika intravena Campuran
Rerata 198,77 243,48 303,25 345
SD 159,43 250,63 247,13 306,08

Penghitungan besar sampel dipakai rumus :

, o NAPL(1-Py) 2 1L
n=7 3o (N’d’+Z I N4Py(1-Py)]
1«2 h-1

2 h-1
1o Wi
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1,962 (38215943  1072.250,63° 115%247,13* 8°306,08’

+ + +
38 107 115 8

" 268225% + 1,96% (38.159,43% + 107.250,63% + 115.247,13% + 8.306,08%)
Keterangan :

A = Harga normal baku ( luas area dibawah luas normal baku)

o =005; Z=1,96
N = Besar populasi penderita terinfeksi HIV/AIDS ( 268)
Ny, = Besar populasi pada strata ke-h (berdasarkan data th. 2003,
N=268)
Strata [ (homoseksual) = 14% (38)
Strata II (heteroseksual multipartner} = 40% (107)

Strata IlI {(pengguna narkotika intravena) = 43% (115)

Strata IV (campuran)

Gn

Strata I
Strata I
Strata I11
Strata IV

d

SD

SD

SD

SD

It

3% (8)
Simpangan baku populasi pada strata ke-h (berdasarkan SD
CD4)
=159,43
= 250,63
=247,13
= 306,08
Batas kesalahan yang dapat ditolelir (ketelitian

pemeriksaan) = 25
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Wi, = Fraksi observasi pada strata ke-h
Diambil alokasi strata setara W;=W,=W;=W,=025
Dari perhitungan tersebut didapatkan hasil n = 14,455, dibulatkan menjadil4.
n untuk strata I = 3 penderita, strata If = 4, strata Ill = 4, strata IV =3
penderita.
Jadi besar sampe] yang diperlukan dalam penelitian ini 14 penderita terinfeksi
HIV/AIDS dengan pembanding juga 14 orang msiko tinggi tetapi belum

terinfeksi HIV/AIDS.

4.2.3 Teknik pengambilan sampel

Pada waktu skrining dilakukan pemeriksaan serologi HIV, CD4, foto toraks,
serta pemeriksaan lain ke arah kecurigaan adanya infeksi oportunistik (kandidiasis
oris, endokarditis, tuberkulosis, diare infeksius, dil). Sebelum pemeriksaan dilakukan
konseling pre-tes dan pernyataan persetujuan pemeriksaan serologi HIV dengan
membubuhkan tanda tangan pada lembar persetujuan setelah penjelasan (PSP) atau
informed consent. Sampel adalah bagian (subset) dari populasi yang dipilth dengan
cara tertentu hingga dianggap mewakili populasinya. Subyek terpilih (eligible
subjects) atau sampel vang dikehendaki dalam penelitian ini adalah penderita

terinfeksi HIV/AIDS vang memenubhi kriteria penerimaan/inklusi.

Adapun Pengambilan Sampel Penelitian sebagai berikut:
1. Pemilihan sampel yang dikehendaki dari kelompok penderita HIV/AIDS

dilakukan dengan cara memilih secara sampling berdasarkan strata atau
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subkelompok risiko tinggi, sehingga diperoleh subkelompok homoseksual,
heteroseksual dengan multipartner, pengguna narkotika intravena, pengguna
narkotika intravena tetapi juga aktif kontak seksual (homo/heteroseksual).

. Karena besar kemungkinan terdapat hasil yang akan memberikan nilai bias
yang jelas berbeda, maka dalam sampling tidak dilakukan terhadap semua
subyek sebagai satu kesatuan, guna menghindari perolehan sampel dengan
variasi yang sangat besar serfa menghindari hasil penelitian (jumlah CD4)
yang bias. Untuk mengatasi hal tersebut dilakukan stratifikasi atau pemilihan
berdasarkan strata.

. Pada penelitian ini sampel dipilih secara acak sederhana (sample random
sampling) untuk setiap strata, kemudian hasilnya digabungkan menjadi satu
sampel yang terbebas dari variasi untuk setiap strata.

. Variabel yang digunakan untuk stratifikasi adalah jenis kelamin, umur, status
gizi, jenis faktor risiko (heteroseksual dengan multipartner, homoseksual,
pengguna narkotika intravena, pengguna narkotika intravena dan aktif kontak
seksual (homo/heteroseksual), lama kontak dengan faktor risiko.

. Penderita yang bersedia dengan sukarela ikut sebagai subyek penelitian
kemudian menandatangani surat persetujuan sebagai subyek penelitian dan
surat persetujuan tindakan medis berupa pengambilan sampel darah, setelah
sebelumnya diberikan penjelasan maksud dan fujuan penehitian, pemeriksaan
darah, risiko pengambilan darah, serta tindakan antisipasi yang dipertukan.

Bila penderita telah menyatakan persetujuan dengan membubuhkan tanda
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tangan baik pada lembar persetujuan sebagai subyek penelitian dan tindakan

medis, maka dilakukan pengambilan sampel darah.

. Pengambilan sampe} darah tepi dilakukan 3 kali yaitu :

Pertama, pengambilan sam?el darah dilakukan sebelum penderita mengetahwi
status HIV (data dasar) jadi sebelum 2 jam semenjak dinyatakan terinfeksi
HIV (oleh karena stres akut berlangsung 2 jam dan berlangsung dalam 15 hari
pertama). Kemudian penderita diberi penjelasan hasil pemerksaan HIV
sekaligus diberikan konseling post-tes. Kepada penderita tersebut juga
dilakukan anamnesis dan pemeriksaan fisik lengkap. Pemeriksaan berat
badan, tinggi badan. Pada pemeriksaan pertama tersebut, dilakukan
pengambilan darah tepi menggunakan 2 tabung BD vacutainer @ 7 ml,
dilanjutkan dengan 4 tabung BD vacutainer EDTA @ 3 ml (2 tabung untuk
pemeriksaan CD4, 1 tabung untuk pemeriksaan darah lengkap, dan 1 tabung
untuk pemeriksaan ACTH). Darah dari kedua tabung yang berisi 7 ml darah
tersebut kemudian disentrifugasikan dengan kecepatan 2500 rpm guna
memperoleh serum untuk pemeriksaan: kortisol, Hsp70 dan anti Hsp70,
apoptosis limfosit, albumin, SGPT, serum kreatinin.

Kedua, pengambilan darah tepi dilakukan pada hari ke-7 (kadar hormon stres
tertinggi sekitar 7 hari pertama sejak paparan stresor) dilakukan pengambilan
darah melalui satu tabung ukuran 7 ml untuk pemeriksaan laboratorium:
kortisol, Hsp70 dan anti Hsp70, apoptosis limfosit T-CD4. Dilanjutkan
pengambilan melalui 4 tabung DB vacutainer EDTA @ 3 ml : 2 tabung untuk

pemertksaan CD4, satu tabung untuk pemeriksaan darah lengkap, satu tabung
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untuk pemeriksaan ACTH. Juga dilakukan anamnesis dan pemeriksaan fisik
lengkap.

Ketiga, pengambilan darah dilakukan pada hari ke-31 dilakukan pengambilan
darah melalui satu tabung BD vacutainer ukuran 7 ml untuk pemernksaan.
kortisot, Hsp70 dan anti Hsp70, apoptosis limfosit T-CD4. Dilanjutkan
pengambilan melalui 4 tabung BD vacutainer EDTA @ 3 ml : 2 tabung untuk
pemeriksaan CD4, satu tabung untuk pemeriksaan darah lengkap, satu tabung
untuk pemeriksaan ACTH. Juga dilakukan apamnesis dan pemeriksaan fisik
lengkap.

Sampel darah untuk pemeriksaan ACTH, kortisol, Hsp70 dan anti Hsp70,
apoptosis limfosit T-CD4 disimpan dalam suhu minus 20 derajad C, karena
pemeriksaan dilakukan serentak setelah semua sampel terkumpul di

Laboratorium Prodia Pusat Jakarta.

Kriteria penerimaan/ inklusi

. Kelompok risiko tinggi : riwayat heteroseksual dengan berganti-ganti

pasangan, homoseksual, pemakai narkotika intravena. Suamy/isteri penderita
terinfeksi HIV/ AIDS yang terbukti positif terinfeksi HIV dari pemeriksaan
serologt

Umur 15-65 tahun

Status perkawinan: kawin/ belum kawin/ duda/ janda
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Jumlah CD4 > 200 sel/ mm’ tidak ada infeksi oportunistik maupun
malignansi
Jumlah CD4 < 200 sel/ mm’, tidak ada infeksi oportunistik maupun
malignansi
Menyatakan bersedia ikut penelitian dengan menandatangani surat
persetujuan setelah penjelasan (PSP) atau informed consent baik sebagai

subyek penelitian maupun tindakan medis pengambilan sample darah.

Kriteria AIDS yang ditkutkan dalam penelitian ini hanya kriteria hasil pemeriksaan

CD4 kurang 200 sel/mm” tanpa disertai infeksi oportunistik maupun malignansi.

Derajat penurunan limfosit T-CD4

a. Menurun ringan, yaitu bila CD4 > 500- 1000 sel/mm’

b. Menurun sedang bila CD4 > 200-499 sel/mm’

¢. Menurun berat bila CD4 < 200 sel/mm’

d. Menurun sangat berat bila CD4 < 100 sel/mm’

4.2.5 Kriteria penolakan / eksklusi :

a.

b.

Penderita tidak bersedia ikut penetitian,

Terdapat keadaan yang mengganggu pengukuran atau interpretasi: penderita
mendapat pengobatan kortikosteroid atau imunosupresan lain.

Terdapat infeksi oportunistik atau terdapat penyakit keganasan

Terdapat penyakit lain yang mengganggu pengukuran atau interpretasi yaitu:

diabetes mellitus, gagal ginjal kronis, sirosis hepatis.
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e. Terdapat keadaan yang mengganggn kemampulaksanaan: penderita tidak
komunikatif, dalam keadaan kritis, penderita tidak punya tempat tinggal tetap

hingga dipastikan akan sulit ditindaklanjuti.

4.2.6 Persetujuan setelah penjelasan (PSP, informed consent) dan Kelaikan etik

Karena penelitian ini melibatkan manusia sebagai subyek penelitian, maka
sebelum pelaksanakan telah diperoleh persetujuan setelah penjelasan (PSP) atau
inform consent dari calon subyek penelitian atau keluarganya. Karena penelitian ini
melibatkan penderita di institusi rumah sakit yaitu rumah sakit umum Dr Soetomo,
maka sebelum pelaksanaan usulan penelitian telah diajukan dan di presentasikan di
hadapan tim penguji kelaikan etik (ethical clearance) serta telah ditetapkan layak

etik.

43  Variabel Penelitian dan Definisi Operasional Variabel
4.3.1 Variabel Penelitian
1. Variabel bebas adalah: stresor biologis HIV, stresor pstkologis akibat
pernyataan terinfeksi HI'V yang ditentukan dengan mengukur kadar ACTH
dan kortisol
2. Variabel antara/ penghubung adalah: Hsp70, anti Hsp70
3. Variabel Tergantung adatah fragmentasi DNA limfosit T-CD4, Jumlah CD4
4. Variabel perancu (confounding). jenis kelamin, umur, status gizi, jenis faktor

risiko, lama kontak dengan risiko
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4.3.2 Definisi Operasional Variabel

Untuk menghindari makna ganda dalam pengukuran, analisis, serta simpulan,

maka semua konsep yang ada dalam penelitian ini dibuat batasan dalam istilah yang

operasional

1.

Mekanisme adalah urutan kejadian yang merupakan respons dari sel terhadap
suatu penyebab, dari stimulus awal sampai ke ekspresi suatu penyakit (Cotran,
1999)

Stresor, adalah sesuatu yang dapat menimbulkan stres. Stresor yang dimaksud
dalam penelitian ini adalah stresor biologis HIV. Diukur melalui pemeriksaan
kadar ACTH, kortisol, Hsp70, anti Hsp70

Stres psikologis, adalah stimuli psikologis yang dapat menimbulkan stres yang
pada penelitian ini adalah akibat pernyataan di diagnosis terinfeksi HIV. D1
ukur melalui pemeriksaan kadar ACTH, kortisol Hsp70, antiHsp70.

ACTH, adalah hormon yang dihasilkan oleh basofil di hipofisis anterior. Kadar
dalam darah di ukur dengan metode ELISA, hasilnya dinyatakan dalam ng/ml
(IBL, 2000}

Kortisol, yaitu hormon yang dihasilkan oleh spongiosit pada zona fasikulata
korteks adrenal yang terdapat dalam darah. Kadar dalam darah di ukur dengan
metode ELISA, hasilnya dinyatakan dalam ng/ml (IBL, 2000).

Hsp70 dan anti Hsp70 : merupakan protein respons stres yang terekspresi bila
individu mengalami stres. Diperiksa dengan metode ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay), hasilnya dinyatakan dalam ng/ml.
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Fragmentasi DNA, adalah disintegrasi DNA berupa fragmen oligonukleosom
karena adanya kerusakan kromatin internukleosom oleh endonuklease endogen.
Fragmentasi DNA dilakukan dalam rangka penentuan kematian sel melalui

apoptosis dilakukan dengan cell death detection ELISA P"*

one-step sandwich
ELISA colorimetric yang sekaligus membedakan kematian sel apoptosis dengan
nekrosis. Sel yang apoptosis di ketahui dari sel yang mengalamu lisis, dan
diikuti penentuan secara imunokimia dari histon- fragmen DNA limfosit T-CD4
pada mikrotiter terdapat fragmen-fragmen DNA.

Limfosit T-CD4, adalah petanda permukaan sel limfosit T. Jumlahnya
ditentukan dengan cara menghitung dan hasilnya dinyatakan dalam sel/mm’

Hitung CD4 menentukan beratnya penyakit infeksi HIV/AIDS secara

laboratorik. Derajat penurunan adalah

1. Derajat ringan . CD4 > 500-1000 sel/mm’
2. Derajat sedang . CD4 > 200-499 sel/mm’
3. Derajat berat - CD4 < 200 sel/mm’

4. Derajat sangat berat : CD4 <100 sel/mm’

Paradigma psikoneuroimunologi adalah kerangka berfikir yang didasari oleh
beberapa variabel yang berorientasi pada koplementasi antara perilaku, sistem
saraf pusat, sistem neurchormonal dan ketahanan tubuh (Ader, 1991).

Risiko tinggi HIV : adalah individu yang berada dalam misiko untuk tertular
infekst HIV dan kemungkinan harus diuji (Kaplan, 2003). Termasuk dalam
kerlompok risiko tinggi adalah homoseksual, heteroseksual dengan multipamer,
pengguna narkotika intravena, pasangan seks dari kelompok tersebut, pengguna

narkotika intravena juga aktif kontak seks homo/hetetroseksual.




13. Lama kontak : adalah waktu individu pertama kali kontak (seksual, pemakaian
jarum suntik bersamaan) dengan kelompok risiko tinggt hingga dinyatakan
terinfeksi HIV/AIDS pertama kali. Lama kontak ditentukan kurang dari 3 bulan
(periode jendela 6 minggu - 6 bulan); 3 bulan- 3 tahun (3 tahun waktu terpendek
muncul AIDS); 3 — 13 tahun (waktu tersering terjadi perkembangan HIV ke
AIDS).

14. Efek pernyataan diagnosis terinfekst HIV/AIDS: merupakan pengaruh atas
penyampaian status terinfeksi HIV/AIDS terhadap perilaku, sistem saraf pusat,
sistem neurohormonal dan ketahanan tubuh. Diukur melalui pemeriksaan kadar
ACTH, kortisol, Hsp70, anti Hsp70, jumlah limfosit, CD4, dan cell death.

15. Kriteria diagnosis terinfeksi HIV bila individu risiko tinggi dan pada pemeriksaan

serologi HIV tiga metode menunjukkan hasil reaktif semua (WHQO, 2001).

4.4  Sampel Penelitian
Sampel yang dipergunakan dalam penelitian im1 adalah darah penderita
terinfeksi HIV/AIDS, vang diambil dari darah vena di tampung dalam tabung BD
vacutainer dengan maupun tanpa EDTA. Sampel darah diambil tiga kali:
1. Sampel darah pertama diambil pada saat penderita menyatakan bersedia
mengikuti prosedur penelitian, tetapi belum mengetahui status terinfeksi HIV.
2. Sampel darah kedua diambil hari ke-7 sejak mengetahui status terinfeksi HIV
3. Sampel darah ketiga diambil hari ke-31 sejak mengetahui terinfeksi HIV
Tempat pengambilan darah di ruang perawatan intermediate penyakit infekéi RSU

Dr. Soetomo pada jam 8-9 pagi
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Penanganan spesimen darah

Darah dalam 2 buah tabung BD vacutainer @ 7 ml dibiarkan membeku 20-30
menit terlebih dahulu, baru dipusingkan pada 5.200 rpm selama 5-15 menit
serum untuk pemeriksaan kadar kortisol, Hsp70 dan anti Hsp70, SGPT,
albumin, serum kreatinin. Limfosit yang diperoleh untuk pemeriksaan
apoptosis.

Keadaan serum diperhatikan dan dicatat: lipemik, ikterik, atau hemolitik;
keadaan seperti ini sedapat mungkin dihindarkan

Serum disimpan pada suhu -20°C, setelah semua sampel terkumpul baru
dilakukan pemeriksaan sekaligus.

Darah dalam 4 tabung BD vacutainer EDTA @ 3 ml : 2 tabung untuk
pemeriksaan CD4, 1 tabung untuk pemeriksaan darah lengkap, 1 tabung untuk

pemeriksaan ACTH.

Bahan dan Peralatan Penelitian

. Untuk persiapan pemeriksaan ACTH, kortisol, Hsp70 dan anti Hsp70 diambil

serum darah kemudian dibekukan -20°C. Setelah terkumpul semua baru
serentak diperiksa

Kortisol diperiksa dengan metode Enzyme-Linked Immunosorbent (ELISA),
menggunakan Kit: Cortisol ELISA (Catalog Number: RE 520 61) IBL

Immuno-Biological- Laboratories, Hamburg.
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. ACTH diperiksa dengan metode Enzyme-Linked Immmosorbent (ELISA),

menggunakan Kit: DSL ACTIVE® ACTH ELISA USA (Catalog Number:

DSL-10-5100)

. Hsp70 diperiksa dengan metode Enzyme-Linked Immunosorbent (ELISA),

menggunakan Kit: StressXpress Hsp70 ELISA Kit (Catalog Number: EKS-

700) Stressgen Biotechnologises.

. Anti Hsp70 diperiksa dengan metode Enzyme-Linked Immunosorbent

(ELISA), menggunakan Kit: StressXpress Anti-Human Hsp70 (IgG/A/M)

ELISA Kit (Catalog Number: EKS-750) Stressgen Biotechnologises.

Peralatan Penelitian

. Lemari es, untuk menyimpan sediaan dan reagensia

. Pipet automatik untuk pengenceran dan penetesan reagensia, serta tabung

reaksi

. Inkubator untuk pengeraman

. Rotator dengan pengatur kecepatan, untuk memutar tabung reaksi

Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Ruang Perawatan Intermediate Penyakit Infeksi RSU

Dr Soetomo Surabaya, tahun 2004, pengambilan sampel darah dilakukan jam 08.00-

09.00 WIB
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Prosedur Pengambilan atau Pengumpulan data

Prosedur Pengambilan sampel darah

. Lengan penderita dalam posisi lurus, tidak membengkok disiku (tenaga analis

dari laboratorium Prodia Surabaya).

Penderita diminta untuk mengepaltkan tangan.

Torniguet dipasang.

Dican v.mediana kubiti atau sefalika.

Kulit pada bagian yang akan diambil darahnya dibersihkan dengan alkohol
70%; pada saat diambil darahnya, kulit dalam keadaan kering untuk
mencegah terjadinya hemolisis atau rasa terbakar. Kulit yang sudah bersih
tidak boleh dipegang lagi.

Bagian vena ditusuk dengan lubang jarum menghadap keatas, dengan sudut
kemiringan 45 derajad; tabung BD vacutainer ditekan sehingga vakumnya
bekerja dan darah terhisap kedalam tabung. Pada pemeriksaan pertama, darah
diambil melalui 2 buah tabung BD vacutainer @ 7 ml dilanmjutkan 4 tabung
BD vacutainer EDTA @ 3 ml.

Setelah volume darah dianggap cukup, tomiquet dilepaskan dan penderita
diminta membuka kepalan tangannya.

Jarum dilepaskan, dan segera diberi kapas alkohol 70% untuk menekan
bagian tersebut selama 2 menit. Setelah darah berhenti, plester bagian ini

selama 15 menit.
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4.7.2 Pemeriksaan sel darah tepi serta kimia darah

L.

2.

Pemeriksaan dilakukan dengan metode standard yang sudah baku.

Untuk pemeriksaan kimia darah digunakan alai merek Hitachi 911, dengan
automutic analizer spectrophotomelri.

Pemeriksaan dilakukan di laboratorium klinik Prodia di Surabaya yang sudah

berpengalaman.

4.7.3 Prosedur Pemeriksaan Kadar ACTH

1.

2.

Kertas mikrotitrasi dipersiapkan dan ditandai sebelum digunakan.

Dengan menggunakan pipet standar 100 L tambahkan 50 uL antibodi Biotin
yang dikonjugasi ke dispenser semioutomatik.

Dengan menggunakan orbital microplate shaker dilakukan pengguncangan
secara berkala dengan kecepatan 500-700 rpm pada suhu 20° C selama 3 jam.
Dilakukan aspirasi dan pencucian 5 kali dengan larutan pencuci
menggunakan mikroplate outomatik. Endapan dikeringkan memakai
lempengan yang mengandung bahan penyerap.

Tambahkan 100 pL larutan Streptavidin-Enzyme yang dikonjugasi pada
masing-masing dispenser semioutomatik.

Diinkubasi selama 30 menit pada suhu 25° C dengan mengguncangkan

secara berkala 500-700 rpm menggunakan microplate shaker.
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7. Dilakukan aspirasi dan pencucian masing-masing 5 menit dengan larutan
pencuci menggunakan pencuci microplate outomatik. Keringkan endapan
pada plate yang mengandung bahan penyerap.

8. Tambahkan 100 pL larutan chromogen TMB ke masing-masing dispenser
semioutomatik.

9. Diinkubasi selama 10-25 menit pada suhu -25°C dengan mengguncangkan
secara berkala 500-700 rpm. Hindari paparan sinar matahari.

10. Ditambahkan 100uL Stopping Solution (0.2M sulfuric acid) ke masing-
masing dispenser semioutomatik.

11. Pembacaan hasil dengan bantuan alat pembaca microplate yang mampu

membaca hingga 450 nm.

4.7.4 Prosedur Pemeriksaan Kortisol

1. Alat : Immulite

2. Prinsip : Sampel penderita dan reagen berupa kortisol yang dikonjugasi
dengan enzim alkali fosfatase secara bersamaam dimasukkan ke dalam tes unit
yang berisi manik-manik berlapis antibodi monoklonal spesifik terhadap kortisol
dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37° C dengan pengguncangan secara
berkala. Selama waktu inkubasi ini kortisol dalam sampel berkompetisi dengan
kortisol yang dilabel dengan enzim untuk mendapatkan tempat berikatan yang
terbatas pada antibodi yang dilekatkan pada manik-manik. Lalu konjugat enzim

yang tidak berikatan disingkirkan dengan pencucian secara pemusingan, setelah
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itu ditambahkan substrat dan Tes Unit diinkubasi lagi selama 10 menit. Substrat

chemiluminescent, suatu ester fosfat dari adamantly dioxetan dengan adanya

alkali fosfatase mengalami hidrolisa menghasilkan suatu senyawa yang tidak

stabil. Terbentuknya senyawa ini secara terus-menerus menghasilkan emisi sinar

yang berlangsung cukup lama. Kompleks yang terikat dan dengan demikian juga

jumlah proton dipancarkan yang diukur dengan luminometer berbanding terbalik

dengan konsentrasi kortisol dalam sampel.

3. Sampel

1.

2,

W

4.

Jenis : Serum
Jumiah 500 ul (300 ub)
Stabilitas -2-8° C : 7 hari, -20°C - 3 bulan

Catatan : Sampel lipemik

4. Prosedur

1.

Masukkan reagen wedge ke dalam carousel reagent dan tekan (GO) pada alat
untuk membaca barcode reagent. Cek status reagent pada layar monitor
Urutkan sampel sesuai lembar kerja dengan cara urutan dari kiri ke kanan
dengan lubang no.1 dikosongkan

Tuang serum ke dalam sampel cup holder, setelah dituang serum ditaruh ke
lubang yang kosong begitu seterusnya

Masukkan sampel cup holder ditkuti Tes Unit kortisol ke alat Immulite dan

untuk selanjutnya program pemeriksaan sampel penderita
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5. Pembacaan Hasil
Secara otomatis hasil tampak di layar komputer dan akan dicetak pada printer.

Hasil dinyatakan dalam satuan mg/dl

4.7.5 Prosedur Penentuan Apoptosis

J; .
P _ sandwich.

Prinsip : Untuk menentukan apoptosis digunakan cara £LIS4
Alat vang digunakan adalah tipe one-step sandwich ELISA, colorimetric. Alat imi
dapat mendeteksi tiga jam setelah induksi apoptosis. Metode: dilakukan lisis limfosit
dilanjutkan penentuan histone-complexed DNA fragments pada mikrotiter secara
imunokimia. Prinsip tes : dilakukan penentuan aktivitas nukleosom menggunakan
one-step-sandwich immunoassay. Kit terdini dari: anti-histone antibody (clone H11-
4), anti-DNA antibody (clone M-CA-33), DNA- histone complex. Pemeriksaan
dilakukan dilaboratorium klinik Prodia Pusat Jakarta. Signifikansi kit : dapat
menentukan secara kuantitatif histone-fragmen DNA komplek (mono dan
oligonokieusom) dari sitoplasma sel setelah induksi apoptosis atau setelah dilepaskan
dari sel yang mengalami nekrosis.
Prosedur :

1. Dilakukan inkubasi sel didalam dinding blood mikro titer (misalnya : 104 sel
manusia dalam 200 m/L biakan) dengan penggunaan induser kematian sel
(misalnya:campothecin). Setelah diinkubasi sel dipisahkan dengan melakukan
pemusingan supernatan vang didapat (mengandung DNA dari sel yang

nekrotik terpisah dari membran selama inkubasi).
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2. Dilakukan pengadukan serta inkubasi sel dalam buferlisis. Setelah lisis nuklet
yang intake dipisahkan dengan cara pemusingan.

3. Pindahkan supernatan yang terikat stretavidin secara hati-hati ke cawan
mukrotiter.

4. Dilakukan pengikatan nukleusom pada supernatan menggunakan dua antibodi
monoklonal, antihistone (dilabel biotin) dan anti DNA (yang terkonjugasi
peroksidase). Kompleks antibodi-nukleusom pada plate mikrotiter terikat
streptavidin.

5. Dilakukan pencucian kompleks antibodi-histone yang telah terfiksasi 3 kali
untuk memindahkan komponen sel yang tidak imunoreatif.

6. Sampel diinkubasi dengan substrat peroksidase.

7. Ditentukan jumlah produk yang diwarnai secara sprectrophotometrically.

8. Metode ELISA mampu mendeteksi apoptosis melalui nukleusom minimal 600
sel.

Spesifitas ; metode ELISA ini spesifik untuk nukleusom yang mengandung untaian

DNA tunggal maupun ganda. Tidak spesifik spesies.

4,7.6 Prosedur Pengukuran Hsp70
1. Dipersiapan peralatan pada suhu ruangan : cawan immunoassay Hsp70, buffer
pencuci 10X, pengencer sampel, pengencer Biotin anti-Hsp70, Avidin-
terkonjugasi HRP, substrate TMB, acid stop solution.
2. Persiapan sampel : Pada penelitian ini dipakai sampel serum penderita

terinfeksi HIV/AIDS. Pengenceran serum dilakukan dengan perbandingan 1:5
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11.

12.

13.

14,

15.

16.

100

(v/v) dengan menambahkan larutan pengencer schingga dicapai suatu nilai
sesuail kurve standar.

Sebelum dan sesudah rtehidrasi dilakukan pemusingan lyophilized Hsp70
rekombinan standar.

Dilakukan pengenceran Hsp70 rekombinan standar kemudian di masukkan
kedalam sampel.

Ditambahkan 100ul preparat standar serta sampel pada cawan Hsp70
immunoassay kemudian ditutup secara pelan-pelan.

Dilakukan inkubasi cawan tersebut pada suhu ruangan selama 2 jam.
Dilakukan 6 kali pencucian, dilanjutkan 1 kali pencucian menggunakan
Buffer.

Ditambahkan 100ul biotin anti-Hsp70 pada cawan immunoassay lalu ditutup

pelan-pelan.

. Dilakukan inkubasi cawan selama 1 jam.

Dilakukan 6 kali pencucian, satu kali pencucian menggunakan Buffer.
Tambahkan 100ul avidin-_yang terkonjugasi HRP secara hati-hati kemudian
cawan immunoassay ditutup pelan-pelan.

Dilakukan inkubasi cawan pada suhu kamar selama 1 jam.

Dilakukan 6 kali pencucian, satu kali pencucian menggunakan Buffer.
Dilakukan penambahan 100 substrat TMB secara pelan-pelan.
Dilakukan inkubasi pada suhu kamar selama 10 menit.

Dilakukan penambahan 100! acid stop solution dengan hati-hati.
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17. Dilakukan pengukuran penyerapan pada 450 nm, atau 450nm dengan koreksi
pada 540 atau 570nm.
18. Ditetapkan kurve standar Hsp70 pada 7 titik dari 0.78-50 ng/ml, kemudian
ditentukan kadar Hsp70
19. Penentuan Hasil-Kadar Hsp70 :
e Ditentukan ukuran rata-rata penyerapan dari masing-masing standar
dan sampel. Kemudian ditentukan ukuran penyerapan dari 0 ng/ml
Hsp70 standar.
s Substrate rata-rata diperoleh (0 ng/ml) Hsp70 standar dari nilai yang
diperoleh dari langkah pertama (standar dan sampel).
e Ditentukan skala kadar standar Hsp70 rekombinan (ng/ml) pada
sumbu X, dan penyerapan diukur sesuai dengan standar Hsp70 pada
sumbu Y.
e Penentuan kadar sampel dari kurve standar dan penggandaan dengan
pengenceran kadar Hsp70 sampel. Contoh : jika sampel diencerkan 1 :
25 sebelum pengukuran maka nilai berikutnya dar kurve standar harusﬂ

diperbanyak dengan penghitungan 25 pada kadar Hsp70.
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BAB 5

ANALISIS DAN HASIL PENELITIAN

5.1  Data Penelitian

Penelitian ini dimaksudkan untuk melihat perbedaan peran infeksi HIV
terhadap apoptosis limfosit T-CD4 melalui jalur sear shock protein70 (Hsp70) pada
kelompok risiko tinggi yang terinfeksi HIV dengan kelompok risiko tinggi yang
secara serologis belum terinfeksi HIV sebagai pembanding. Pada setiap subyek dart
kedua kelompok di lakukan follow-up selama 30 hari. Rancangan penelitian yang
digunakan adalah panel study, subyek yang sama dilakukan pemeriksaan berulang
pada waktu yang berbeda. Pada kedua kelompok di lakukan pemeriksaan kadar
ACTH, kortisol, Hsp70 dan anti Hsp70, apoptosis limfosit T-CD4, jumiah CD4. Pada
penelitian ini digunakan pembanding dari kelompok risiko tinggi tetapi secara
serologis belum terinfeksi HIV sehingga perubahan kadar ACTH, kortisol, Hsp70 dan
anti Hsp70, apoptosis limfosit T-CD4, jumlah CD4 diakibatkan oleh infekst HIV.

Guna memperoleh kesahihan (validitas) interna yang tinggi atau asosiasi yang
diperoleh hanya dipengaruhi variabel yang diteliti, dilakukan berbagai upaya
meminimalkan kesalahan acak, nilai bias, dan faktor perancu (confounding), maka
penetapan subyek terpilih (eligible subjects) atau sampel yang dikehendaki (intended
sumple) yang merupakan bagian dari populasi terjangkau yang direncanakan untuk
diteliti langsung.

Faktor transmisi HIV mempengaruhi perjalanan penyakit yang diduga akan

mempengaruhi hasil penelitian (jumlah CD4), karena itu pertu dilakukan stratitifikasi
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jenis faktor risiko. Hal tersebut dimaksudkan agar diperoleh subkelompok (strata)
yang lebih homogen. Randomisasi dilakukan pada tiap strata secara terpisah,
kemudian subyek yang terpilih digabungkan kembali dalam kelompok yang sesuai.
Jadi dalam penelitian ini dilakukan randomisasi dalam strata (stratified

randomization), dengan menggunakan sampling acak sederhana.

5.2  Analisis dan Hasil Penelitian
5.2.1. Homogenity of variance IIDN (0,0)

| [IDN(0,0) singkatan dari identik; independen dan berdistrtbusi normal dengan
rerata sama dengan nol dan mempunyai besaran yang sama dalam interval.
Dikatakan mempunyai probabilitas normal sekumpulan data mengelompok pada nilai
rerata dan berbentuk gunung yang simetris atau pada grafik normal probability paper
sekumpulan data berada disekitar garis linier. Hasil analisis IIDN (0,0) dapat dilihat

dalam (lampiran 3) dengan hasil signifikan.

5.2.2  Uji data penelitian
a.  Uji beda data psikoneuroimunologi antara HIV+ dan HIV- pada pengamatan
hari pertama.

Karena nilai satuan pada setiap variabel tidak sama, maka perlu dilakukan

konversi guna menghilangkan perbedaan dengan menggunakan rumus (

y-y
sd )

y : nilai data ashi

v : nilai rerata data ashi
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sd : nilai penyimpangan baku (standart deviasi)

b% -; . tingkat kesalahan data (hasil ini bisa terjadi mlai positif dan negatif)

Hasil perhitungan labolatoris dapat dilihat pada tabel 5.4 dan gambar 5.1a dan 5.1b
(Lampiran 3.1).

Tabel 5.4 : Rerata variabel psikoneuroimunologi pemeriksaan hari pertama

Kelompok terinfeksi
HIV + HIV -
Rerata SD Rerata SD
Limposit 16271 0.4349 1.7171 0.4540
CD4 25029 230.15 598.50 370.70
ACTH 17.6893 11.4647 139971 8.1523
Kortisol 10.9814 4.3933 9.6950 4,1062
HSP 70 1.3007 0.6904 0.8214 0.3157
Anti HSP 70 291.8214 107.8165 244.3429 29.0051
Cell death 0.29307 0.43161 0.33371 0.24749
700 -
600 - CBHV+ |
BHNV-
500 +
400
aoo
200
100 f
D - T r r . 5
Limposit CD-4 ACTH Kortisol Hsp 70 Anti Hsp Cell
70 Death

Gambar 5.1a : Rerata variable psikoneuroimunologi pemeriksaan hari pertama

Setelah dilakukan uji tingkat kesalahan, sama dengan nol atau tidak serta
dilakukan standarisasi dapat dilihat pada tabel dan gambar 5.1b berikut. Gambar 5.1b
menunjukkan adanya penurunan jumlah limfosit, CD4 dan cel! death. Kadar ACTH,
kortisol, Hsp70, anti Hsp70 mengalami peningkatan pada kelompok HIV positif.
Pada kelompok HIV negatif terjadi peningkatan jumlah limfosit, CD4. Penurunan

ACTH, kortisol, Hsp70, anti Hsp70.
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Limfosit | CD_4 ACTH | Kortisol | Hsp_70 | A_Hsp_70 | Cell Death
HIV Pos | -0,1025 | -0,4962 | 0,1857 | 0,1436 | 04128 0,2925 -0,0587
HIV Neg | 01027 | 0,4962 | -0,1857 | -0,1435 | -0,4126 -0,2925 0,05877
‘| @HIV Pos|
|m HIV Neg [

o i

Limfosit

cD_4

ACTH

Kortisol

Hsp_70 A_Hsp_70 Cell Death

Gambar 5.1b ; Rerata variabel psikoneuroimunologi pemeriksaan hari pertama

Uji perbedaan antara kelompok infeksi (HIV+ dan HIV-) dengan menghitung

semua variabel secara bersama-sama (multivariat) dengan metode Willks' Lambda di

dapat Frinng=0.627 dan p =0.165 (o> 0.05) berarti tidak signifikan.

Kedua kelompok infeksi (HIV+ dan HIV-) secara bersama sama tidak ada

perbedaan, tetapi secara individu semua variabel tidak ada beda kecuali CD4 dan Hsp

70 yang ada beda.

Untuk mendapatkan variabel yang dominan dalam membedakan antara HIV+

dan HIV- dilakukan analisis diskriminan dan hasil perhitungan dapat dilihat pada

(lampiran 3.2). Empat variabel yang dianalisis ternyata hanya variabel CD4 yang

secara kuat membedakan antara HIV+ dengan HIV- melalui metode Willks’ Lambda
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didapat Fhing = 0.745 dan p=0.006 sedangkan kekuatan pengelompokan kembali
=714 %.

Model Diskriminan yang mewakili setiap kelompok infeksi {dalam analisis
diskriminan disebut Fisher's Linear discriminant function) lihat tabel 5.5

Tabel 5.5 : Koefisien diskriminan linier Fisher’s

Kelompok terinfeksi
HIV + HIV -
CD4 0.0021629 0.006287
Constant -1.022 -2.575

Nilai konstanta CD4 pada kelompok HIV+ dan HIV-, menunjukkan nilai

besaran yang mempengaruht perubahan CD4 pada kedua kelompok (tabel 5.5).

Dari model tersebut setelah di substitust dengan data ashi di dapatkan pola
untuk menggambarkan kekuatan CD4 terhadap kelompok infeksi, dapat dilihat pada
tabel 5.6 Gambar 5.2 (lampiran 3.3)

Tabel 5.6 :Pola kontribus

Kelompok terinfeksi
HIV + HIV -
Rerata SD Rerata SD
CD4 0.658 | .6051 37628 | 2.3306

Pola kontribusi merupakan model regresi yang dibentuk melalui analisis
diskriminan guna mendapatkan pengaruh CD4 dan kelompok HIV positit maupun

kelompok HIV negatif. Model Diskriminan untuk infeksi HIV positif adalah :
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D = -1.022 + CD4 X 0.0021629. Model Diskriminan untuk HIVnegatif adalah :
D =-2575 + CD4 X 0.006287, schingga diperoleh pola konstribusi pada tabel 5.6

dan gambar 5.2

chD4

HIV+ HiV-

Gambar 5.2 : Pola kontribusi terhadap infeksi HIV

Pola kontribusi terhadap infeksi HIV (gambar 5.2) merupakan hasil perkalian
antara nilai data asli CD4 dengan nilai pengaruh perubahan yang HIV positif maupun
negatif terhadap perubahan jumlah CD4. Pada kelompok yang terinfeksi HIV positif
nampak pengaruhnya begitu kuat terhadap penurunan CD4, sedangkan pada

kelompok HIV negatif penurunan CD4 tidak sekuat kelompok HIV positif,

Sehubungan penurunan CD4 tersebut, sesuai dengan hasil penelitian ini
(lampiran 3.1). Baik pada kelompok yang terinfeksi HIV maupun kelompok yang
secara serologis belum terinfeksi HIV keduanya menunjukkan kecenderungan
penurunan CD4 sehingga kurang dari 1.000 CD4/mm”,

Keberadaan Hsp70 tersebut di induksi oleh pengaruh stresor biologis HIV
vang telah mengitervensi limfosit T dan meningkatkan ekspresi reseptor CD40. Dari

hasil penelitian ini (lampiran 3.1) ditunjukkan bahwa peningkatan kadar Hsp70 lebih
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menonjol. Hal tersebut dimungkinkan karena Hsp70 termasuk protein kecil (kDa)
vang diperlukan oleh HIV sebagai ligand. HIV sendiri memerlukan peran reseptor

CD40 guna mengikat Hsp70 (Hsp70 sebagai ligand CD40).

b.  Uji beda data psikoneuroimulogi antara HIV+ dan HIV- pada pengamatan hari
ke tujuh.
Hasil perhitungan labolatoris yang merupakan data baku pada penilaian hari ke
tujuh diperoleh rerata dari data ashi dapat dilihat pada tabel 5.7 dan gambar 5.3a dan
5.3b (Lampiran 4.1)

Tabel 5.7 : Rerata variabel psikoneuroimunologi pemeriksaan hari ke tujuh

Kelompok terinfeksi
HIV + HIV -
Rerata 5D Rerata SD
Limposit 1.7271 03202 1.7507 0.2237
CD4 22771 200.58 67786 488,61
ACTH 22.125 16.4585 13.925 6.4434
Kortisol 12.3771 4.0465 8.63 32127
HSP 70 1.3757 0.8127 0.9579 0.3969
Anti HSP 70 300.8786 171.8802 237.8929 33.879
Cell Death 0.34036 0.52735 042871 0.47416
-R:4]
b4 — EHIV+
800 I H iV -
5010
400
200
100
[ |
Limposil ACTH Kortisol Hsp 70 An Cell Death
70

Gambar 5.3a : Rerata variabel psikoneurotmunologi pemeriksaan hari ke tujuh

Setelah dilakukan uji tingkat kesalahan, sama dengan nol atau tidak serta
dilakukan standarisasi dapat dilihat pada tabel dan gambar 5.3b berikut. Gambar 5.3b

menunjukkan adanya penurunan jumlah limfosit, CD4 dan cell death. Kadar ACTH,




109

kortisol, Hsp70, anti Hsp70 mengalami peningkatan pada kelompok HIV positif.

Pada kelompok HIV negatif terdapat peningkatan limfosit, CD4. Penurunan ACTH,

kortisol, Hsp70 dan anti Hsp70.

Limfosit | CD 4 ACTH Kortisol | Hsp 70 | A Hsp_70 | Celi Dsath
HIV Pos -0,0433 ! 05207 | 03185 | 0,4594 0,44 0,2488 -0,0932
HiV Neg 0,04355 | 0,5207 | 06165 | -0,4596 | -0,4401 -0,2488 0,09316
! 0,61 {EJHIV Posf—l
! la Hy Neg‘_

e

Limfosit

cD_4

ACTH

Kortisol Hsp_70 A_Hsp_70 Celt Death

Gambar 5.3b : Rerata variabel psikoneuroimunologi pemeriksaan hari ke tujuh

Uji perbedaan antara kelompok infeksi (HIV+ dan HIV-) dengan menghitung

semua variabel secara bersama-sama (multivariat) dengan metode Willks' Lambda

didapat Fhitme = 0.475 dan p = 0.020 (a < 0.05) berarti ada beda signifikan. Dengan

kata lain ke dua kelompok infeksi (HIV+ dan HIV-) secara bersama sama ada

perbedaan. Secara individu variabel ACTH, Anti Hsp 70 tidak ada beda kecuali CD4,

kortisol dan Hsp 70 yang ada beda.
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Untuk mendapatkan variabel yang dominan dalam membedakan antara HIV+
dan HIV- dilakukan analists diskriminan dan hasil perhitungan dapat dilihat pada
(lampiran 4.2). Empat variabel yang dianalisis ternyata variabel CD4 dan Hsp70
dapat membedakan antara HIV+ dan HIV- (Willks' Lambda, Frung = 0.563 dan
p = 0.007556, sedangkan kekuatan pembeda = 75.0 %.

Model Diskriminan yang mewakili setiap kelompok infeksi (dalam analisis
diskriminan disebut Fisher's Linear discriminant function) lihat tabel 5.8

Tabel 5.8 : Koefisien diskriminan linier Fisher’s

Kelompok terinfeks:
HIV + HIV -
CD4 0.0004838 0.0004286
Hsp70 3.803 1.901
Constant -3.744 -3.056

Pola kontribusi merupakan model regresi yang dibentuk melalui analisis
diskriminan guna mendapatkan pengaruh CD4 dan Hsp70 dari kelompok HIV positif
maupun kelompok HIV negatif. Model Diskriminan untuk infeksi HIV positif
terhadap perubahan CD4 dan Hsp70 adalah D = -3.744 + CD4 X 0.0004838 + Hsp70
X 3.803. Sedangkan model Diskriminan untuk HIV negatif adalah D = -3.056 + CD4
X 0.0004286 + Hsp70 X 1.901. Untuk mendapatkan nilai kontribusi CD4,
diasumsikan Hsp70 sama dengan nol, guna mendapatkan nilai kontribusi Hsp70
diasumsikan CD4 sama dengan nol. Sehingga diperoleh pola kontribusi pada tabel

5.9 dan gambar 5.4
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Dari model tersebut setelah di substitusi dengan data asli di dapatkan pola
untuk menggambarkan kekuatan CD4 terhadap kelompok infeksi dan dapat dilihat
pada tabel 5.9 Gambar 5.4 (lampiran 4.3)

Tabel 5.9 : Pola kontnibusi

Kelompok terinfeksi
HIV + HIV -
Rerata SD Rerata SD
CD4 0.1102 0.097 | 2.9053 2.0942
Hsp70 59924 | 3.0906 1.8269 1 0.7545
‘mCcD4 |

Lo B S L T 7 T - N & B & - B |

HIV+ HiV-

Gambar 5.4 : Pola kontribusi terhadap infeksi HIV

Pola kontrnibusi terhadap infeksi HIV (gambar 5.4), kekuatan penurunan CD4
pada kelompok terinfeksi HIV positif mendorong peningkatan kadar Hsp70.
Kelompok HIV negatif terdapat penurunan CD4 yang kurang progresif sehingga

pengaruh terhadap peningkatan Hsp70 kurang kuat.

Perbedaan kadar kortisol pada pemeriksaan kedua ini seiring dengan pengaruh
stres akut yang dipicu oleh stresor diagnosis terinfeksi HIV sebagai pemicu stres

akut. Stres akut umumnya terjadi di dalam minggu pertama dari awal paparan stresor,
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dengan puncak stres pada hari ke-7. Sesuai dengan pernyataan tersebut pada
pemeriksaan ke-2 yang dilakukan pada bari ke-7 sejak diagnosis terinfeksi HIV
dikemukakan, di dapatkan perbedaan yang signifikan antara kelompok yang
terinfeksi HIV dengan kelompok yang secara serologis belum terinfeks:

(12.37744.046 vs 8.650 +3.213).

c.  Uji beda data psikoneuroimunologi antara HIV+ dan HIV- pada pengamatan
hari tiga puluh satu
Hasil perhitungan labolatoris dan analisis statistik dapat dilibat pada tabel 5.10
gambar 5.5a dan 5.5b (Lampiran 5.1)

Tabel 5.10 : Rerata variable psikoneuroimunotogi pemeriksaan hari tiga puluh satu

Kelompok terinfeksi
HIV + HIV -
Rerata SD Rerata SD

Limposit 1.6029 0.3891 1.7586 0.2819
CD4d 305.14 265.00 598.79 373.57
ACTH 17.2100 10.7262 11.203 3.1106
Kortisol 9.1321 4.0378 6.800 3.1472
HSP 70 1.6907 0.9173 0.8464 0.3608
Anti HSP 70 278.4143 58.9133 231.3643 4727
Cell death 0.30829 0.40400 0.72357 0.68682
o S
oo [mHy- |
400 e
300
2040
100 4—

0 . - : .

Limposit cD-4 ACTH Kortisol Hsp 70 AntiHsp GeliDeath
70

Gambar 5.52 : Rerata variable psikoneuroimunologi pemeriksaan hari tiga puluh satu

Setelah dilakukan uji tingkat kesalahan, sama dengan nol atau tidak serta

dilakukan standarisasi dapat dilihat pada tabel dan gambar 5.5b berikut. Gambar
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5.5b menunjukkan adanya penurunan jumlah limfosit, CD4 dan cell death. Kadar

ACTH, kortisol, Hsp70, anti Hsp70 mengalami peningkatan. pada kelompok

terinfeksi HIV positif. Pada kelompok HIV negatif didapatkan peningkatan jumlah

limfosit dan CD4 serta cell deat. Penurunan kadar ACTH, kortisol, Hsp70 dan anti

Hsp70.
Limfosit | CD_4 ACTH Kortisol | Hsp_70 | A_Hsp_70 | Cell Death
HIV Pos -0,2271 0,418 0,3415{ 0,3113} 05224 0,4082 -0,4137
HIV Ne 02272 0,418 | -0,3415 1 0,3113 | -0,5224 -0,4082 0,4137
!rm HIV @
0,8, i@ HIV Neg!

-

Limfosit

cD_4

ACTH

Kortisol

Hsp_ 70 A_Hsp_70 Cell Death

Gambar 5.5b * Rerata variable psikoneurcimunologi pemeriksaan hari ke tiga puluh satu

Peningkatan kadar Hsp70 pada pemeriksaan ke tiga ini akibat pengaruh

stresor biologis HIV. Dari waktu ke waktu pengaruhnya semakin kuat. Kuatnya

pengaruh tersebut sehubungan dengan replikasi HIV yang terus berlangsung dengan

kecepatan rerata mencapai 10°-10" partikel virus per hari (Drew, 2001; Barat, 2002;

Hirschel, 2003). Selain itu juga semakin banyak limfosit T yang terlibat. Juga
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pengaruh sel-sel yang mampu mengekspresi CD4, serta semakin padatnya HIV (viral
{oad) di dalam sirkulasi.

Uji perbedaan antara kelompok infeksi (HIV+ dan HIV-) dengan menghitung
semua variabel seara bersama-sama (multivariat) dengan metode Willks' Lambda
didapat Fhiung = 0.505 dan p = 0.033 (a < 0.05) berarti ada beda signifikan. Dengan
kata lain ke dua kelompok infeksi (HIV+ dan HIV-) secara bersama sama ada
perbedaan, tetapi secara individu variabel CD4, Hsp70 dan anti Hsp70 yang ada beda.

Untuk mendapatkan variabel yang dominan dalam membedakan antara HIV+
dan HIV- dilakukan analisis diskriminan dan hasil perhitungannya dapat dilihat pada
(lampiran 5.2). Empat variabel yang dianalisis temyata hanya variabel Hsp 70 yang
dapat membedakan antara HIV+ dan HIV- dengan metode Willks' Lambda didapat
Fhimg = 0.717 dan p=10.004 sedangkan kekuatan pembeda = 71.4 %.

Model Diskriminan yang mewakili setiap kelompok infeksi (dalam analisis
diskriminan disebut Fisher’s Linear discriminant function) lihat tabel 5.11

Tabel 5.11 : Koefisien diskriminan linier Fisher’s

Kelompok terinfeksi

HIV + HIV -
Hsp 70 3.479 1.742
Constant -3.634 -1.143

Dari analisis diskriminan diperoleh model regresi yang mewakili setiap
kelompok vyaitu kelompok HIV positif dan kelompok HIV negatif. Model

Diskriminan infeksi HIV positif terhadap perubahan Hsp70 adalah D = -3.634 +
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Hsp70 X 3.479. Sedangkan model Diskriminan HIV negatif adalah D = -1.143 +

Hsp70 X 1.742. Schingga diperoleh pola kontribusi pada tabel 5.12 dan gambar 5.6

Dari model tersebut setelah di substitusi dengan data asli di dapatkan pola

untuk menggambarkan kekuatan Hsp 70 terhadap kelompok infeksi dan dapat dilihat

pada tabel 5.12 Gambar 5.6 (lampiran 5.3)

Tabel 5.12 : Pola kontnibust

Kelompok terinfeksi
HIV + HIV -
Rerata ! SD | Rerata SD
Hsp 70 5882 3192 ! 14745 0.6286

7 -
g -
5 - _
4 e _
3 e e
2
1 A -
0 ]

HiV + HIV -

Gambar 5.6 : Pola kontribusi terhadap infeksi HIV

Pada kelompok HIV positif terjadi peningkatan Hsp70 lebih menonjol

dibandingkan kelompok HIV negatif {(gambar 5.6).

Dengan demikian difahami bahwa kontribusi Hsp70 pada kelompok yang terinfeksi

HIV lebih menonjo! dalam menghambat laju apoptosis. Peningkatan kadar Hsp70

yang berlebihan justru dapat memicu apoptosis limfosit T.



1 hari 7 hari 31 Hari
HIV Pos 0,1025 | -0,0433| -0,2271
HIV Neg 0,1027 | 0,04355 0,2272
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G.aimbar 5.7 : Grafik perubahan jumlah limfosit pengamatan hari ke 1, 7, 31

Kelompok HIV positif terjadi peningkatan jumlah limfosit pada pemeriksaan
hari ke tujuh dan terjadi penurunan yang tajam pada pemeriksaan hari ke tiga puluh
satu. Pada ketompok HIV negatif terjadi penurunan pada pemeriksaan hari ke tujuh,
pada pemeriksaan hari ke tiga puluh satu terjadi peningkatan yang tajam (gambar

5.7).

1 hari

7 hari

31 Hari

HIV Pos

-0,4962

-0,6207

-0,418

HIV Neg

0,4962

0,5207

0,418

0.8

=

Hiy Pos‘i

HIV Neg

0,6 -

[ ]

Gambar 5.8 : Grafik perubahan jumlah CD4 pengamatan hari ke 1, 7, 31
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Pada kelompok HIV positif sejak pemeriksaan pertama maupun pemeriksaan
hari ke tujuh terjadi penurunan jumlah CD4, hanya saja pemeriksaan hari ke tujuh
sedikit dibawah pemeriksaan pertama. Setelah itu cenderung terjadi peningkatan
hingga pemeriksaan hari ke tiga puluh satu. Pada kelompok HIV negatif terjadi
sedikit peningkatan kemudian cenderung mengalami penurunan hingga pemeriksaan

hari ke tiga puluh satu (gambar 5.8).

1 hari 7 hari 31 Hari
HIV Pos 0,1857 0,3165 0,3415
HIV Neg -0,1857 -0,6165 -0,3415
_[+ HIV Pos
0.4 - N
0.2 - S—
) -
1 7 hari 31 Hari
0,4 - e
0,6
0,8

Gambar 59 : Grafik perubahan kadar ACTH pengamatan hari ke 1,7, 31

Kadar ACTH pada kelompok terinfeksi HIV cenderung mengalami
peningkatan pada pemeriksaan hari ke tujuh dan ketiga puluh satu. Pada kelompok
HIV negatif terjadi penurunan yang tajam kadar ACTH pada pemeriksaan hari
ketujuh, dan cenderung meningkat pada pemeriksaan hari ketiga puluh satu
Peningkatan kadar ACTH tersebut masih dibawah kadar ACTH pemeriksaan

pertama.
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0.2 -

—e—HIV Pos |

1 hari 7 hari 31 Hari
HIV Pos 0,1436 0,4594 03113
HIV Neg -0,1435 -0,4596 -0,3113
0,6 -

0

o

-0.6 -

31 Hari

égfﬁbar 5.10 : Grafik perubahan kadar kortisol pengamatan hari ke 1, 7, 31

Kelompok HIV positif terjadi peningkatan kadar kortisol pada pemeriksaan

har ketujuh dan cenderung menurun han ketiga puluh satu. Kelompok HIV negatif

terjadi penurunan kadar kortisol pada pemeriksaan hari ketujuh, cenderung meningkat

pada pemeriksaan hari ketiga puluh satu tetapi tidak dapat mencapai kadar

pemeriksaan pertama.

1 hari 7 hari 31 Hari
HIV Pos 0,4129 0,44 0,5224
HIV Neg -0,4126 -0,4401 -0,5224
0.6 4| —®—HWN Pos]
T ||t Neg] i ®
0,2
a
1 hari 7 hkari 31 Hari
-0.4 T a—
—-._\__&_‘%-
-0.6 - ’
[

Gambar 5.11 : Grafik perubahan Hsp70 pengamatan hari ke 1, 7, 31




119

Kelompok HIV positif mengalami peningkatan kadar Hsp70 pada
pemeriksaan hari ketujuh dan hari ketiga puluh satu dibandingkan pemeriksaan
pertama. Kelompok HIV negatif mengalami penurunan pada pemeriksaan hari

ketujuh dan semakin menurun hart ketiga puluh satu.

1 hari 7 hari 31 Hari
HIV Pos 0,2925 0,2488 0,4082
HIV Neg -0,2925 -0,2488 -0, 4082
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G;hbar 5.12 : Grafik perubahan anti Hsp70 pengamatan hari ke 1,7, 31

Kadar anti Hsp70 pada kelompok HIV positif terjadi penurunan pada hari
ketujuh dan meningkat hari ketiga puluh satu yang melampaui hasil pemeriksaan
pertama. Kelompok HIV negatif terjadi peningkatan kadar anti Hsp70 pada

pemeriksaan hari ketujuh dan cenderung tetjadi penurunan hari ketiga puluh satu.
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Gambar 5.13 : Grafik perubahan jumlah cell death pengamatan hari ke 1, 7, 31
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Jumlah cell death pada kelompok HIV positif terjadi penurunan pada

pemeriksaan hari ketujuh, menurun tajam pada pemeriksaan hari ketiga puluh satu.

Kelompok HIV negatif terjadi peningkatan jumlah cell death pada pemetiksaan hari

ketujuh dan cenderung terus meningkat tajam pada pemeriksaan hari ketiga puluh

satu,
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PEMBAHASAN

Transmisi HIV masuk ke dalam tubuh manusia melalui 3 cara, yaitu : (1)
secara vertikal dari ibu ke anak, (2) secara transeksual (homoseksual maupun
heteroseksual), (3) secara horizontal yaitu kontak antar darah (pemakaian jarum
suntik bersama-sama secara bergantian, tatto, tindik, transfusi darah, transplantasi
organ, tindakan hemodialisis, perawatan gigi, khitanan masal, dll).

Target infeksi HIV dapat mengenai berbagai sel tubuh terutama yang mampu
mengekspresi reseptor CD4 seperti astrosit, mikroglia, monosit-makrofag, limfosit T,
limfosit B, dendritik, fibrobalas, dan Langerhan’s.

Meskipun berbagai sel dapat menjadi target, tetapi HIV cenderung memilih
target limfosit T. Limfosit T menjadi pilihan utama karena permukaannya terdapat
reseptor CD4 yang merupakan pasangan ideal dan mampu mengikat erat gpl20
(surfuce glycoprotein 120) pada permukaan luar HIV (enveloped) (Schols, 1996,
McCloskey, 1998; Badley, 2000). Walaupun demikian komplek gp120 dan reseptor
CD4 yang terbentuk masih belum memungkinkan HIV masuk kedalam limfosit T
melalui proses internalisasi. Proses internalisasi ke limfosit T di tubuh host perlu
dibantu oleh peran koreseptor CCRS dan CXCR4 yang juga berada di permukaan
limfosit T (Zavasky, 2001; Oppenheim, 2003). Internalisasi HIV yang didukung
reseptor CD4 dan koreseptor CCRS serta CXCR4 tersebut di kendalikan oleh gp 41.
Peran gp 41 transmembran (transmembrane glycoprotein 41), menyebabkan

permukaan luar dari HIV akan terjadi fusi dengan membran plasma limfosit T-CD4,
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sedangkan inti (core) HIV melanjutkan masuk ke dalam limfosit T sambil membawa
enzim reverse transcriptase (Pavlakis, 1997, Lawrence, 2001; Gill, 2004). Enzim
reverse transcriptase berperan mentranskrip RNA virus menjadi DNA bila virus
memasuki sel target. Begitu memasuki sitoplasma limfosit T yang terinfeksi, maka
bagian inti HIV yaitu RNA (single-stranded RNA) akan berusaha menyesuaikan
dengan konfigurasi double-stranded DNA dengan bantuan enzim reverse
transcriptase yang telah dipersiapkan tersebut. Selanjutnya terjadi penyatuan virion
dengan DNA polimerase dan terbentuklah cDNA atau proviral DNA. Begitu
terbentuk proviral DNA, proses berikutnya adalah upaya masuk ke dalam inti limfosit
T dengan bantuan enzim integrase, maka terjadilah rangkaian proses integrasi,
transkripsi yang dilanjutkan dengan translasi protein virus, serta rephikasi HIV
virion. Jumlah HIV virion yang berlipat ganda kemudian meninggalkan inti. Setelah
mengalami modifikasi, saling melengkapi, kemudian berusaha keluar menembus
membran limfosit (budding). Virion baru yang terbentuk siap menginfeksi limfosit T-
CD4 berikutnya. Demikian proses ini terus berlangsung sehingga jumlah limfosit T-
CD4 cenderung terus menurun (Drew, 2001; Brooke, 2002; Gill, 2004).

Sehubungan penurunan CD4 tersebut, sesuai dengan hasil penelitién ini
(lampiran 3.1). Baik pada kelompok yang terinfeksi HIV maupun kelompok yang
secara serologis belum terinfeksi HIV keduanya menunjukkan kecenderungan
penurunan CD4 sehingga kurang dani 1.000 CD4/mm’. Laju penurunan CD4 pada
kelompok yang terinfeksi HIV lebih dramatis daripada kelompok yang belum
terinfeksi HIV. Pada kelompok yang terinfeksi HIV penurunan CD4 berlangsung

lebih progresif karena memang limfosit T merupakan target utama HIV. Limfosit T
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selain terdapat reseptor CD4 pada permukaannya juga dilengkapi dua koreseptor,
yaitu CCR5 dan CXCR4 yang semakin mempererat ikatan dengan gpl20 pada
permukaan luar HIV. Sedangkan pada kelompok yang belum terinfeksi HIV
penurunan CD4 masih mungkin akibat interfensi HIV. Meskipun pada saat
pemeriksaan serologi HIV dinyatakan non reaktif tetapi bukan berarti bahwa mereka
terbebas dari infeksi HIV. Bagaimanapun juga anggota kelompok ini termasuk risiko
tinggi (homoseksual, heteroselsual multipartner, pengguna narkoba intravena secara
bergantian), sehingga pada saat dilakukan pemeriksaan serologi HIV mereka masih
dalam periode jendela (window periode). Periode jendela ini terjadi dalam tahap awal
dari infeksi, yaitu suatu keadaan seronegatif selama kurun waktu 6 minggu sampai 6
bulan sesudah infeksi. Antibodi spesifik terhadap gp41l dapat dilacak beberapa
minggu atau beberapa bulan lebih awal daripada antibodi terhadap p24, dan tetap ada
selama perjalanan penyakit. Kadar antibodi spesifik terhadap p24 meningkat
mencapai kadar yang dapat di deteksi, dan dapat juga lenyap setelah suatu periode
yang pendek. Hal im1 terjadi bersamaan dengan peningkatan kadar antigen core di
dalam serum; diperkirakan sebagai akibat sekuesterisasi antibodi dalam kompleks
imun (Handojo, 2004). Dalam respon imun humoral tersebut dibentuk juga antibodi
(neutralizing antibodies) terhadap gp120 (bagian luar envelop), dan terhadap gp41
protein transmembran yang merupakan tempat penting pada infeksi HIV (Levy,
1989, Handojo, 2004). Jadi hasil seronegatif pada kelompok tersebut menunjukkan
adanya perkembangan respon imun humoral (pembentukan antibodi) terhadap

berbagai macam antigen HIV yang belum memadai.
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Begitu kontak dengan limfosit T, maka HIV sebagai stresor biologis akan
memicu limfosit T sehingga mengalami stres dengan berbagai perubahan. Perubahan
diawali dari ekspresi reseptor CD43 (siglophorin) pada permukaan limfosit T.
Reseptor CD43 yang terekspresi tersebut kemudian menjadi aktivator, baik terhadap
limfosit T-CD4 sendiri maupun terhadap HIV (Barat, 2002; Brown, 2003). Selain itu
rCD43 juga berpengaruh terhadap peningkatan ekspresi reseptor CD69 dan CD40
(Schols, 1996; Barat, 2002).

CD40 merupakan glikoprotein 40-50 kDa, anggota superfamili reseptor
tumour necrosis factor (TNF). Akhir-akhir ini diketahui bahwa CD40 merupakan
ligand untuk Hsp70 (Lehner,2005). Aktivitas limfosit T-CD4 yang meningkat akibat
terinfeksi HIV tersebut menginduksi Th-1 untuk mensekresi 1L-1B, 11.-2, TNF-q, dan
IFN-y sehingga kadar dalam darah meningkat. Peningkatan sitokin dan interferon
tersebut berpengaruh terhadap peningkatan kadar ROS (Ledru, 1998; Barat, 2002,
Oppenheim, 2003). IL-1B, IL-2, TNF-a, dan IFN-y, serta CD69 dan CD40 yang
terekspresi secara simultan dan meningkatkan aktivitas berbagai protein yang terlibat
dalam proses sinyaling, termasuk protein kinase C (PKC), serta mobilisasi kalsium
transmembran mitokondria limfosit T-CD4. Peningkatan aktivitas PKC dan
mobilisasi  kalsium tersebut berpengaruh terhadap mitokondria sehingga
meningkatkan produksi ATP dan produksi reactive oxygen species (ROS} meningkat
(Atanackovic, 2002).

HIV yang telah berada di dalam limfosit T-CD4 tersebut juga teraktivasi-oleh

pengaruh rCD43, kemudian menginduksi pembentukan kompleks TCR-CD3 dan
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bersama-sama CD28 mempengaruhi HIV menjadi lebih aktif. Keadaan tersebut
mengakibatkan terjadi peningkatan aktivitas transkripsi, translasi protein, dan
replikasi HIV lebih progresif schingga di dalam sirkulasi mencapai jumlah sangat
tinggi, terbentuk berjuta-juta genom HIV per ml. Produksi sclama mfeksi aktif
mencapai 10°-10'" partikel virus per hari (Drew, 2001; Barat, 2002; Hirschel, 2003).
Bila infeksi berlangsung tanpa upaya pengobatan jumlah virus bisa mencapai 500-
1.000.000 kopi HIV-RNA per ml. Viremia yang terus meningkat tersebut akan
berusaha menyerang limfosit T-CD4 berikutnya. Pada infeksi akut penurunan
tersebut berlangsung dramatis sehingga kurang dari 1.000 CD4/mm’. Kemudian naik
lagi pada saat serokonversi, dalam fase kronik turun terus dengan laju penurunan 70
sel/ul 'setiap tahunnya (Hirschel, 2003). Bila jumlah CD4 mencapai atau melampaui
batas kritis < 200 sel/mm’, maka berarti telah memasuki stadium AIDS dengan atau
tanpa manifestasi klinis. Manifestasi klinis dapat terjadi pada jumlah limfosit T-CD4
relatif normal (CD4 > 500 sel/mm’) atau saat terjadi penurunan sedang (CD4 200-500
sel/mm’), penurunan berat (CD4 < 200 sel/mm’). Demikian proses ini akan berjalan
berkesinambungan. Tanpa diimbangi upaya intervensi maka dari waktu ke waktu
jumlah limfosit T-CD4 akan semakin rendah, membuka peluang infeksi oportunistik
dan muncul manifestasi klinis AIDS hingga sepsis (Barat, 2002).

Begitu proses internalisasi limfosit T oleh HIV, selain terjadi perubahan
melalui aktivasi limfosit T-CD4 maupun HIV, juga membangkitkan timbulnya
protein stres termasuk hear shock protein70 (Hsp70). Induktor sintesis Hsp adalah

lingkungan stres, ROS, serta banyaknya polipeptida yang tidak terlipat (Stryer, 1995).
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Protein Hsp70 (stres-70) tediri atas bagian ATPase dan bagian pengikat
peptida. Bagian ATPase berlobus dua dengan celah di antaranya, nukleotida terikat di
dasar celah ini (Stryer, 1995).

.Peran Hsp70 antara lain adalah :

1. mengarahkan protein ke berbagai situs di dalam sel, seperti lisosom,
mitokondria, dan inti. Pemilahan ini terjadi ketika protein mulai disintesis.
Suatu ribosom tetap bebas dalam sitosol, sampai dibimbing ke retikulum
endoplasma oleh suatu urutan sinyal dalam protein nasens yang sedang
disintesis. Rantai polipeptida nasens yang dibentuk oleh ribosom yang terikat
pada membran dipindahkan melintasi membran RE. Dalam lumen RE banyak
protein mengalami glikosilasi dan diubah dengan berbagai cara. Selanjutnya
protein tersebut dibawa ke kompleks Golgi dan diubah lebih lanjut. Akhirnya
protein tersebut dipilah dan diserahkan ke lisosom, vesikel sekresi, dan
membran plasma. Sinyal pemandu protein melintasi membran retikulum
endoplasma dengan urutan yang sama mengirim protein ke membran plasma
untuk mensekresikannya.

2. Hsp70 membantu pelipatan dengan menghadang interaksi molekul yang tidak
lazim. _Dengan demikian Hsp70 mendapatkan molekul chaperone. Rantai
polipeptida nasens dalam lumen RE tidak segera melipat. Polipeptida ini
mengikat protein Hsp sehingga tetap tidak terlipat untuk beberapa menit,
kemudian Hsp akan mengikat konformasi . Tanpa Hsp polipeptida nasens
niscaya akan terjalin kusut. Hsp akan mempertahankan nasens yang baru

muncul sampai sintesis lengkap terlaksana. Hsp akan melepaskan polipeptida
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nasens pada saat yang tepat. Kompleks Hsp-ADP memiliki afinitas yang
tinggi hanya terhadap polipeptida yang belum terlipat dan tidak terhadap
protein alamiah. Pengikatan penggalan polipeptida yang belum terlipat ke Hsp
akan membebaskan ADP, sehingga ATP yang baru dapat masuk ke dalam
situs katalitik Hsp.Kompleks ATP-Hsp membebaskan penggalan peptida.
Hidrolisis berikutnya yang dialami ATP vang terikat ini memungkinkan Hsp
untuk kembali mengikat penggalan lain yang belum terlipat. Waktu antara
pengikatan dan pembebasan ditentukan oleh laju hidrolisis. Bersamaan
dengan berlangsungnya pelipatan, makin sedikit rantai peptida nasens yang
dapat diikat oleh Hsp. Pada hakekatnya Hsp berusaha menunda waktu yang
tepat sehingga pelipatan yang tepat ini merupakan masalah termodinamika.

. Hsp70 merupakan protein protektif endogen (Hung, 2002; Kirchhoff, 2002).
Hsps mempunyai peranan penting dalam proses biologis seperti pelipatan
protein, tranélokasi, dan kehidupan sel (Hung, 2002). Respon seluler terhadap
infeksi virus dan induksi Hsps sangat tergantung dari tipe virus yang
menginfeksi dan tipe sel (Hung, 2002). Meskipun berbagai virus disebutkan
dapat menginduksi Hsps tetapi penelitian ke arah itu masih belum dilakukan.
Infeksi oleh virus influenza melibatkan Hsp40 dan terlibat dalam
pengendalian P68 protein kinase (PKR) yang memediasi respons interferon.
Hsp40 membentuk kompleks dengan p58, dan menghambat PKR di dalam sel
(Hung, 2002). Selama berlangsungnya infeksi virus influenza, kompleks

inhibitor melepaskan ikatan P58 ke PKR, memblokade posforilasi pada
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subunit o dari faktor 2 dari eukaryotic, dan merangsang sintesis protein di
dalam sel yang terinfeksi virus (Hung, 2002).

. mengendalikan struktur sekunder, tersier, dan kuartener sebagaian besar
protein. Secara spontan setelah sintesis kemungkinan informasi setelah
komformasi protein yang aktif secara biologik (native) sudah disandikan di
dalam urutan asam aminonya. Dalam keadaan fisiologik, pelipatan protein
menguntungkan struktur alamiah (native) protein. Keadaan dimana protein
kehilangan konformasi alamiahnya disebut denaturasi protein. Denaturasi
terjadi bila nilai pH terlalu ekstrim, pada temperatur yang tinggi atau sebagai
akibat pemberian zat pelarut atau substansi lain yang dapat mendenaturasi.
Konformasi protein dapat distabilkan dengan bantuan interaksi, seperti
jembatan hidrogen, jembatan disulfida, interaksi elektrostatik, dan
pembentukan kompleks dengan ion logam, serta efek hidrofobik. Mengenai
urutan asam amino suatu protein menentukan struktur tiga dimensi dan
bagaimana suatu rantai polipeptida yang tidak terlipat memperoleh bentuk
protein alami, hal itu perlu ada yang mengatur dan mengendalikan. Protein
tidak dapat melipat dengan mencari konformasi secara acak. Pembentukan
lipatan protein terjadi dengan stabilisasi berbagai zat antara yang terjadi
secara progresif. Suatu rantai polipeptida yang terural dengan cepat memadat
yang mempunyai lebih banyak bersifat struktur sekunder, bukan struktur
tersier yang tersusun padat seperti struktumya yang alamiah. Pembentukan

susunan yang padat disebabkan karena berbagai rantai samping hidrofobik
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perlu dilindungi. Pembentukan lipatan protein ternyata diarahkan oleh
interaksi yang yang juga menstabilkan bentuk akhir protein yang terlipat.
Berbagai unit lipatan menstabilkan struktur lain yang kurang stabil.
Penglipatan protein dalam sel kebanyakan berlangsung dengan bantuan
enzim. Protein disulfida isomerase mengkatalisis pengacakan ikatan disulfida
untuk menemukan pasangan yang cocok. Peptidil prolil isomerase juga
memainkan peran kunci dalam pembentukan lipatan dengan cara
mempercepat isomerase cis-trans ikatan peptida prolil. Dalam suasana yang
penuh sesak di dalam sel, protein-protein nasens akan melipat secara
abnormal bila tidak bertemu pendamping Hsp (molekul chaporose). Protein
pemandu, banyak mendapat tenaga dari ATP, memperkecil kemungkinan
agregasi protein dan menguraikan semua agregat yang telah terbentuk..
Struktur tiga demensi dari urutan asam amino, satu dimensi dapat dijadikan
suatu arsitektur tiga dimensi vang merupakan penentu aktivitas biologik.
Penglipatan protein dalam sel dibantu oleh Kkatalis. Profein disulfida
isomerase (PDI) mempercepat pertukaran disulfida beberapa ribu lipat pada
bentuk antara vang ditangkap secara kinetik. Peptidil prolil isomerase
(PPlase) sangat mempercepat isomirasi ikatan-ikatan peptida. Protein yang
terentang dan yang terlipat sebagian dalam konsentrasi tinggi cenderung ber
agregasi. Hsp sebagai protein pendamping menghambat perlekatan yang
tidak benar dan membongkar hubungan yang tidak benar. Aksi pembongkaran
oleh Hsp digerakkan oleh hidrolisis ATP. Langkah pertama dalam ramalan

struktur adalah terletak pada suatu protein baru serupa dengan protein lain
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yang struktur tiga demensinya sudah diketahui. Bila urutan dua protein lebth
dari 40% identik, konformasi tulang punggungnya sangat mungkin hampir
sama di bagian yang identik. Sepasang protein yang nyata berbeda urutannya
secara esensial dapat mempunyai struktur tulang punggung yang pada
dasarnya sama bila pola hidrofiliknya serupa. Motif fungsional dalam protein
dapat juga diidentifikasi dengan meninjau sekilas urutan asam amino.
Pada penelitian ini, protein stres yang dominan pada pemeriksaan pertama ditandai
oleh peningkatan kadar Head shock protein70 (Hsp70) seperti yang tertera pada
lampiran 3.1. Dari data (lampiran 3.1) tersebut dapat dicermati adanya dominasi
kadar Hsp70 pada pemeriksaan pertama yang dilakukan pada saat individu belum
mengetahui status serologi HIVnya. Peningkatan Hsp70 tersebut bisa terjadi oleh
pengaruh lingkungan internal yang stres akibat di picu stresor biologis HIV. Stresor
biologis HIV mempengaruhi ekspresi reseptor CD40 pada permukaan luar limfosit.
Reseptor CD40 tersebut di peruntukkan bagi Hsp70 (Lehner, 2005). Oleh karena itu
wajar bila induktor HIV memicu peningkatan Hsp70 pada kelompok yang terinfeksi
HIV sebagaimana ditampilkan pada hasil penitian ini.

Mekanisme HIV sebagai induktor aktivitas Hsp70 sebagai berikut. Beberapa
faktor bertindak sebagai induktor Hsp70. HIV merupakan salah satu dari induktor
sintesis Hsp70 dan HSF1. Aktivitas yang mengganggu HSF1 mempengaruhi interaksi
regulatori negatif antara Hsp70 dan HSF1. Aktivitas makrofag yang meningkat pada
infeksi HIV cenderung mendorong peningkatan metabolisme asam arakhidonat yang
berpengaruh terhadap peningkatan aktivitas HSF1. Dan penurunan temperatur akan

semakin meningkatkan induksi Hsp. Karena asam arakhidonat sebagai mediator
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utama serta prekusor respons inflamasi yang berupaya beradaptasi terhadap aktivitas
Hsp70 di dalam atau mendekati sel yang terinfeksi Mekanisme induksi dan
akumulasi Hsp70 intraseluler potensial sebagai pengendali dan pencegah kesalah
lipatan protein sehingga menghindarkan progresivitas penyakit. HIV memicu
peningkatan kadar Hsp70 melalui reseptor CD40. Jadi induksi Hsp70 sangat efektif
mencegah atau meminimalkan progresivitas infeksi HIV ke AIDS.

Keberadaan Hsp70 tersebut di induksi oleh pengaruh stresor biologis HIV
yang telah mengitervensi limfosit T dan meningkatkan ekspresi reseptor CD40. Dari
hasil penelitian ini (lampiran 3.1) ditunjukkan bahwa peningkatan kadar Hsp70 lebih
menonjol dan munculnya mendahului stress protein yang lain termasuk kortisol. Hal
tersebut dimungkinkan karena Hsp termasuk protein kecil (kDa) sehingga mampu
tampil lebih awal dan diperlukan oleh HIV sebagai ligand Hsp70. HIV sendiri
memerlukan peran reseptor CD40 guna mengikat Hsp70 (Hsp70 sebagai ligand
CDA40).

HIV yang masuk ke tubuh merupakan stresor biologis yang berdampak luas
(Mayer, 2003). HIV dapat mempengaruhi seluruh organ tubuh termasuk otak, sistem
imun, organ-organ visera (Mayer, 2003). Stresor HIV akan di respons oleh sistem
saraf pusat yang melibatkan otak, hipotalamus, batang otak, hipofisis, serta saraf
perifer (Black, 1994). Dampak dari stresor biologis HIV tersebut akan menstimulir
sel otak untuk memproduksi dan sekresi berbagai molekul sinyal seperti
neurotransmiter, neuropeptida, neurohormon, maupun neuroendokrin molekul

efektor. Molekuler sinyal tersebut dapat memodulasi respons imun.
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Begitu diagnosis terinfeksi HIV disampaikan, maka hal tersebut merupakan
stresor psikologis yang menyebabkan stres. Hal ini karena neuron pada
paravenytricular nuclei (PVN) menerima persarafan dari berbagai lokasi antara lain
dari sistem limbik (/imbic system) dan korteks serebri (cerebral coriex). Hantaran
sinyal yang berasal dari pemicu psikis diperkirakan mencapai PVN melalui sistem
limbik, sedangkan yang berasal dari pemicu fisik melalui korteks serebri

(Suryohudoyo, 1999).

Stresor psikologis akan menyebabkan eckspresi astrosit di amigdala -
hipotalamus serta mikroglia. Akibatnya astrosit dan mikroglia tersebut menjadi aktif
dan mensekresi berbagai interleukin yaitu : IL-1p, IL-2, Il.-6 serta IFN-a.. Demikian
juga infeksi HIV dapat menginduksi IFN-a, IL-1B, TNF-o yang menstimulasi para
ventricularis nucleus (PVN) di hipotalamus sehingga memproduksi molekul sinyal,
yaitu corticotropin- releasing factors (CRF) dan dapat menyebabkan neuroinflamasi
atau neuro-AIDS. Corticotropin- releasing factors (CRF) tersebut mempunyai
peranan ganda yaitu sebagai neurotransmiter dan neuroendokrin yang dapat
mempengaruhi reseptor sel basofil di hipofisis anterior. Sel basofil menjadi aktif dan
mensekresi POMC (pro opio melanocortin), pasca translasi akan menghasilkan
hormon ACTH (adeno corticotropic hormon), o, fy -MSH (melanosit stimulating
hormon), dan PB-endorfin (Chrousos, 1995; Seeley,.1998; Viviani, 2001). Hormon
ACTH mengikuti aliran darah sistemik, kemudian mempengaruhi spongiosit (sel-sel
zone fasikulata korteks) adrenal sehingga memicu peningkatan kadar kortisol, serta

berpengaruh pada sel medula adrenal schingga mengakibatkan peningkatan kadar
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katekolamin (epinifrin, norepinefrin, dopamin) dalam darah (Chrousos, 1993; Seeley,

1998, Nair, 2000).

Sejalan dengan teori yang dikemukakan tersebut, hasil penelitian ini juga
menunjukkan peningkatan kadar kortisol pada kelompok yang terinfeksi HIV
daripada kelompok yang secara serologis belum terinfeksi HIV. Seperti yang
terungkap pada hasil pemeriksaan kedua (hari ke-7) ditandai kadar kortisol yang lebth
tinggi pada kelompok yang terinfeksi HIV daripada kelompok yang secara serologis
belum terinfeksi HIV (lampiran 4.1). Perbedaan kadar kortisol pada pemeriksaan
kedua ini seiring dengan pengaruh stres akut yang dipicu oleh stresor diagnosis
terinfeksi HIV sebagai pemicu stres akut. Stres akut umumnya terjadi di dalam dua
minggu pertama dari awal paparan stresor, dengan puncak stres pada hari ke-7.
Sesuai dengan pernyataan tersebut pada pemeriksaan ke-2 yang dilakukan pada hari
ke-7 sejak diagnosis terinfeksi HIV dikemukakan, di dapatkan perbedaan kadar
kortisol yang signifikan antara kelompok yang terinfeksi HIV dengan kelompok yang

secara serologis belum terinfeksi (12.377+4.046 vs 8.650 £3.213).

Guillemin dan Rosenberg (1955) telah menunjukkan pengaruh hipotalamus
pada kelenjar hipofise melalui corticotropin releasing factor (CRF) atau corticotropin
releasing hormone (CRH) atau kortikoliberin. Mekanisme kerja CRH melalu
pengaktifan adenilat siklase, mengadakan ikatan dengan reseptor di kelenjar hipofise
dan ikatan tersebut mengubah ATP menjadi ¢ AMP yang selanjutnya menstimulir
pengeluaran adenocorticotrophin hormone (ACTH). ACTH merupakan polipeptida

rantai tunggal yang mengandung 39 asam amino, berasal dari pro-opiomelanokortin
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(POMC) di hipofise. Dua puluh tiga asam amino pertama dalam rantai membentuk
“inti” aktif molekul dan peptida sintetik yang mengandung 23 asam amino dengan
aktivitas penuh dari peptida 39 asam amino. Sehingga asam amino 24-39 merupakan
“ckor” yang menstabilisasi molekul tersebut. Waktu paruh ACTH di dalam sirkulasi
sekitar 10 menit (Umar Kasan, 1987).

Hasil pemeriksaan ACTH dari pemeriksaan pertama, kedua dan ketiga dari
kelompok yang terinfeksi HIV dan kelompok yang secara serologis belum terinfeksi
HIV tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna. Hasil pemeriksaan ACTH
pertama, kedua, dan ketiga dari kelompok yang terinfeksi HIV maupun kelompok
yang secara serologis belum terinfeksi HIV juga tidak menunjukkan perbedaan yang
bermakna. Hal tersebut dimungkinkan karena kedua kelompok mempunyai potensi
yang sama dalam mengalami kegelisahan, kecemasan. Kedua kelompok kiranya
menyadari adanya risiko terinfeksi HIV. Kelompok yang serologi negatif mempunyai
dua makna yaitu memang betul-betul tidak terinfeksi HIV yang dalam hal ini perlu
dilakukan pemeriksaan berulang dua atau tiga bulan mendatang. Sedangkan
kemungkinan kedua mereka dalam fase jendela sehingga saat pemeriksaan reaksi
antigen antibodinya masih negatif akibat belum cukupnya kadar antibodi untuk
merespons antigen tersebut. Untuk itu periu dilakukan pemeriksaan antigen
komponen HIV, yaitu pemeriksaan terhadap gp120, gp41, p18, dan p24.

Stresor akut pada penelitian ini dimaknakan sebagai penetapan diagnosis
(pernyataan kepada subyek bahwa dirinya terinfeksi HIV), berdampak terhadap
peningkatan kortisol. Berarti dalam pemeriksaan kedua ini selain pengaruh stresor

biologis dari HIV juga berkembang pengaruh stresor psikologis akibat pernyataan
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terinfeksi tersebut. Namun pengaruh stresor psikologis lebih dominan (lampiran 4.1),
Dalam hal ini tubuh merespons melalui korteks serebri sebagai respons fisik terhadap
stesor HIV dan melalui sistem limbik merespon stresor psikologis. Aktivasi dari
korteks serebri dan limbik tersebut meningkatkan aktivitas aksis hipotalamus-
pituitari-adrenal (HPA), yang berdampak terhadap berbagai sel tubuh termasuk sel
saraf antara lain astrosit, mikroglia. Astrosit dan mikroglia menjadi aktif
memproduksi dan mensekresi sitokin proinflamatori (IL-1B, IL-6, TNF-a), produksi
reactive oxygen species (ROS). Sitokin proinflamatori tersebut, bersama serotonin,
norepinefrin, dan asetilkholin, akan mempengaruhi paraventrikuler nucleus (PVN) di
hipotalamus, kemudian memproduksi molekuler sinyal berupa corticotropin-
releasing fuctors (CRF). CRF tersebut bertindak sebagai koordinator respons stres.
Berbagai neuron juga memproduksi CRF tetapi kadar tertinggi didapatkan di PVN
(Black, 1994). Dalam waktu singkat yaitu dalam hitungan menit sejak terjadi stres
akut akan meningkatkan mRNA CRF, disusul peningkatan kadar CRF pada PVN.
CRF kemudian bergerak menelusuri akson ke bagian medial hipotalamus dan
akhirnya dilepaskan pada penghujung pembuluh darah kapiler dalam pleksus venous
hipofisialportal yang merupakan muara kelenjar hipofisis anterior. CRF kemudian
mengaktifkan reseptor basofil pada hipofisis anterior, dan menginduksi poliprotein
proapiomelanocortin (POMC) yang pasca translasi memprodukst ACTH, a.B,y
melanosit stimulating hormone (MSH), dan P endorfin. ACTH menstimuler
spongiosa pada zona fasikulata korteks adrenal untuk memproduksi kortisol sebagai

hormon stres (Chrousos, 1995; Seeley, 1998; Viviani, 2001). Hormon ACTH
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mengikuti aliran darah sistemik, kemudian mempengarubi spongiosit (sel zone
fasikulata kortcks) adrenal sehingga memicu peningkatan kadar kortisol, serta
berpengaruh pada sel chromafin medula adrenal schingga mengakibatkan
peningkatan kadar katekolamin (epinifrin, norepinefrin, dopamin) dalam darah
(Chrousos, 1995, Seeley, 1998; Nair, 2000).

Respons melalui sensitisasi CRF ternyata menstimuler dua komponen yang
berbeda, yaitu hormonal dan non-hormonal (Mayer, 2003). Respons stres dapat
menyebabkan aktifnya reseptor CRF1 (CRFIR) pada neuron non-hipotalamus dan
menghasilkan perubahan regulasi sebagai feedback terhadap aksis HPA dengan
meningkatkan aktivitas ekspresi reseptor mineralokortikoid di hipokampus (Mayer,
2003). CRF1, yang juga lazim disebut CRH mempunyai kaitan erat dengan peptida,
mediator-mediator dengan respons yang terintegrasi, baik adaptif maupun maladaptif.
Sejak diketahui 20 tahun yang silam neuropeptida CRF dan reseptornya menunjukkan
keterkaitan stres dengan sistim saraf pusat dan perifer dengan berbagai molekul
sinyal. Pengaruh CRF juga dikendalikan oleh tiga agomist endogen CRYF (CRF,
urocortin (Ucn), Ucn IT dan Ucn IIT) yang berinteraksi dengan ketiga reseptor protein
G (CRF1R, CRF2R, dan CRF3R) di berbagai tempat di otak (Mayer, 2003). CRF1Rs
penting didalam mempengaruhi perilaku, neuroendokrin dan memodulasi respon
nyeri terhadap stres. CRF2Rs berperan untuk counter regulasi terhadap aktivitas
CRF/CRFIR melalui pengendalian nafsu makan dan fungsi kardiovaskuler. CRF2R
memediasi neuroendokrin atau aksis HPA dan behavioral response terhadap stres

(Mayer, 2003)
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Dengan demikian dapat difahami bahwa peran otak melalui produksi dan sekresi
mediator, ROS, dan sitokin dalam merespon stres begitu hebat dan salah satu respons
berakibat peningkatan kadar kortisol (Black, 1994). Di antara ketiga sitokin (IL-1, I~
6, TNFa), peran IL-1 lebih dominan dalam menginduksi terjadi peningkatan kadar
kortisol dalam darah daripada IL-6 dan TNF-o (Besedovsky, 2001).

Oleh karena itu dalam pemeriksaan kedua ini (lampiran 4.1) dapat diamati
adanya peningkatan kadar kortisol disertai peningkatan kadar Hsp70. Pemeriksaan
kedua (hari ke-7) ini kadar Hsp70 rerata lebih tinggi dari pada hasil pemeriksaan
pertama (1.5757£0.8127 vs 0.9579+£0.3969). Kadar Hsp70 yang tinggi pada
pemeriksaan pada hari ke-7 ini dapat dijelaskan kalau pada pemeriksaan pertama
munculnya Hsp70 lebih di induksi oleh paparan stresor biologis HIV yang berhasil
mengintervensi limfosit melalui aktivasi reseptor CD40. Pada pemeriksaan hart ke-7
ini meningkatnya kadar Hsp70 selain dipicu stresor biologis HIV terhadap limfosit T,
juga oleh stres psikologis dari pernyataan terinfeksi HIV, serta dari berbagai
produktor dari beberapa jenis sel sistem imun lain maupun sel non imun. Reseptor
CD40 yang diperuntukkan bagi Hsp70, tetapi juga terdapat di sel epitel (Lehner,
2005). Perkembangan selanjutnya semakin banyak sel yang terlibat dan semakin
banyak jumlah virus. Produksi selama infeksi aktif bisa mencapai 10°-10" partikel
virus per hari (Drew, 2001; Barat, 2002, Hirschel, 2003). Bila infeksi berlangsung
tanpa upaya pengobatan jumlah virus bisa mencapai 500-1.000.000 kopt HIV-RNA
per ml. Viremia yang terus meningkat tersebut akan berusaha menyerang limfosit T-

CD4 berikutnya.
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Pada analisis diskriminan ternyata antara kortisol dan Hsp70 tidak saling
terkait. Kortisol dipicu oleh stresor psikologis yang disalurkan melalui sistem limbik.
Sedangkan Hsp70 oleh pengaruh stresor biologis yang disalurkan melalui korteks
serebri. Antara kostisol dengan Hsp70 saling berinteraksi. Interaksi tersebut
dimungkinkan karena Hsp70 merupakan salah satu regulator protein termasuk
regulator reseptor glukortikoid. Interaksi terjadi melalui  head shock proteins—
receptor glukortikoid (Smith, 1998).

Kortisol berpengaruh tidak langsung terhadap proses folding protein.
Pengaruh tersebut ditunjukkan melalui head shock proteins (Hsp) vang berinteraksi
terhadap berbagai sinyal protein. Hsp90 dan Hsp70 merupakan regulator protein
termasuk regulator receptor glukortikoid, sehingga terjadi inferaksi Head shock
proteins—receptor glukortikoid (Smith, 1998). Beberapa molekul sinyal mempunyai
peranan di dalam rangkaian folding protein antara lain : Hsp100, Hsp%0, Hsp70,
Hsp60, Hsp40. Dari beberapa Hsp tersebut yang mempunyai peranan penting dalam
rangkaian folding adalah Hsp90, Hsp70, Hsp60 dan Hsp40. Retikulum endoplasmik
(RE) memiliki komplek Hsp. Ada dua RE chaperonins yaitu Bip/Grp78 dan
Grp94/gp96, yang berturut-turut merupakan anggota dari famili Hsp70 dan Hsp9%0
(Benjamin, 1998; Ranford, 2000; Nollen, 2002).

Batasan stres akut dan kronis umumnya 14 hari dari paparan stresor, dengan
tingkat stres tertinggi pada hari ke-7. Ketika stres kronik berlangsung maka pasien
yang telah mendapatkan konseling pasca pemeriksaan serologi HIV akan semakin
menerima kenyataan, mengambil hikmah dari peristiwa masa lalu. Pasien juga akan

menghadapi dampak stresor psikologis dari pernyataan terinfeksi melalui sikap
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positif. Untuk mempertahankan stabilitas internal, sel akan berusaha keras merespon
pengaruh lingkungan internal yang stres melalui mekanisme homeostasis. Konsep
homeostasis pertama diperkenalkan oleh W.B.Cannon tahun 1939, yang kemudian
dipertajam pada proses-proses internal oleh Hipokrates bapak kedokteran dan Claude
Bernard bapak fisiologi. Jadi homeostasis meliputi lingkungan internal dan eksternal.
Keseimbangan psikologis dan fisiologis yang dikendalikan melalui berbagai
mekanisme baik secara  sistem saraf otonom maupun endokrin. Bila stres
berlangsung berkepanjangan dapat berakibat upaya mempertahankan homeostasis
fisiologis tidak efektif, sementara homeostasis psikologis akan dipertahankan melalui
coping.

Upaya mempertahankan diri melalui perilaku coping (coping-behavior) yang
efektif, walaupun stres meningkat tetapi psikopatologi dapat dicegah. Keberhasilan
tersebut dilalui, karena coping alamiah yang dipercepat oleh pengaruh konseling
secara berkesinambungan dan pendampingan sehingga kadar ACTH tidak meningkat
pada penelitian ini. Setiap manusia memiliki coping alamiah yang merupakan respons
terhadap berbagai peristiwa. Hal ini dapat mempengaruhi proses pembelajaran
(learning process) diberbagai sel otak schingga astrosit, mikroglia, neuron
mengurangi produksi dan sekresi. Sehubungan rangkainan proses penerimaan
penyakit terminal dan kematian yang dikemukakan Dr. Kubler-Ross (Denial and
isolation, anger, depression, bargaining, and acceptance), maka mekanisme
pertahanan alamiah serta pengaruh konseling dan pendampingan diharapkan
memperpendek rangkain tersebut dari denial ke bargaining babkan acceptance.

Dampak percepatan penerimaan penyakit tersebut mempengaruhi mekanisme coping
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dan menurunkan aktivitas HPA. Penurunan aktivitas HPA berpengaruh terhadap
penurunan  produksi dan  sekresi neuromodulator daserta neurotransmiter.
Selanjutnya terjadi pengurangan produksi dan sekresi kortisol oleh spongiosa zona
fasikulata korteks adrenal.

Keberhasilan pasien terinfeksi HIV mempertahankan homeostasis sel pada
penelitian ini ditandai kadar yang rendah atau tidak muncul kortisol. Hsp70 dan anti
Hsp70 justru lebih menonjol pada pemeriksaan ke-3 yang dilakukan pada hari ke-31.
Sclama stres kronis berlangsung pasien maupun keluarga terdekatnya diberikan
konseling berulang sehingga dampak stres psikologis lmaupun stres psikososial
diminimalkan. Menurunnya stres psikologis dan psikososial tersebut akan
mempengaruhi aktivitas sistem limbik, aksis HPA dan menurunnya kadar kortisol
seperti yang di dapatkan pada penelitian ini (lampiran 5.1)

Pada pemeriksaan ke tiga (hari ke-31) yang menonjol adalah kenaikan kadar
Hsp70 dan anti Hsp70 seperti yang tertera pada lampiran 5.1. Karena dampak stres
psikologis diredam melalui coping alamiah yang diperkuat adanya pendampingan dan
konseling maka kortisol tidek lagi muncul pada pemeriksaan ketiga. Hsp70
meningkat secara signifikan pada kelompok terinfeksi HIV (1.6907+£0.9175 vs
0.8464+0.3608) pada pemeriksaan ketiga (hari ke-31), dibandingkan dengan

pemeriksaan pertama (1.3007+0.6904 vs 0.821410.3157), dan kedua (hari ke-7)

(1.5757+0.8127 vs 0.9579+0.3969). Terdapat kecenderungan peningkatan Hsp70 dari
stres akut ke kronis. Peningkatan kadar Hsp70 tersebut terjadi dalam rangka upaya

untuk mempertahankan kelangsungan hidup limfosit T melalui sifat sitoprotektor



141

Hsp70 pada fase awal. Tetapi bila kadar Hsp70 terus menerus tinggi, maka dapat
menyebabkan timbulnya injury cell. Melalui peran sitoprotektif Hsp70 pada fase
awal tersebut progresivitas apoptosis limfosit T dapat dihambat.

Perubahan biologis dari kehadiran HIV tentunya akan melahirkan perubahan
biologis sesuai konsep General Adaptation Syndrome (GAS), yaitu alarm stage, the
stage of resistance or adaptation, dan the stage of exhaustation sepertt halnya hasil
penelitian Hans Selye pada tahun 1946 (Putra, 1999). Menurut Selye, penampilan
respons biologis terhadap stressor ada tiga, yaitu respons dengan penampilan alarm,
adaptasi atau custress, dan kelelahan dapat berakibat apoptosis. Stresor biologis dapat
menginduksi terbentuknya protein tertentu yang disebut stres protein. Awalnya
protein ini dihasitkan sel sebagai upaya melindungi diri agar bertahan hidup.
Selanjutnya protein tersebut terlibat sebagai molecular chaperones, yang dapat
menimbulkan perubahan kualitas protein fungsional. Respons sel terhadap stresor
tergantung pada jenis, lama, dan beratnya. Efek yang ditimbulkan sangat tergantung
pada jenis (labil, stabil, permanen), status, dan kemampuan adaptasi sel. Sel normal
mempunyai keseimbangan fungsi yang harus dipertahankan. Kemampuan tersebut
dimungkinkan karena sel mempunyai inti, organela, dan sitosol sebagai media cair.
Bila keseimbangan ini terganggu atau bahkan tidak dapat dipertahankan maka sel
akan mengalami apoptosis.

Peningkatan Hsp70 pada penelitian ini akibat pengaruh stresor biologis HIV
yang dari waktu ke waktu pengaruhnya cenderung semakin kuat. Kuatnya pengaruh
tersebut sehubungan replikasi HIV yang terus berlangsung dengan kecepatan rerata

mencapai 10°-10'! partikel virus per hari yang semakin menambah padatnya HIV
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(viral load) di dalam sirkulasi (Drew, 2001; Barat, 2002; Hirschel, 2003). Selain itu
juga semakin banyak limfosit T serta pengaruh sel yang mengeksprest CD4 yang
secara simultan terus bertambah. HIV yang mengikuti sirkulasi sistemik akan
mempengaruhi berbagai sel yang mempunyai protein CD4 pada permukaannya
seperti astrosit, mikroglia, monosit-makrofag, dendritik, Langerhan’s. Berbagai sel
tersebut teraktivasi untuk memproduksi Hsp70. Epitel pada permukaan saluran
pencernaan pun ikut teraktivasi atas pengaruh langsung dari gp41 HIV. Epitel juga
potensial mengekspresikan Hsp70 dengan dimilikinya reseptor CD40 yang
merupakan reseptor Hsp70.

Pada pemeriksaan ke-3 (lampiran 5.1) juga ditandai oleh peningkatan kadar
anti Hsp70 pada kelompok yang terinfeksi HIV daripada kelompok yang secara
serologis belum terinfeksi HIV. Berarti sel sistem imun pada kelompok subyek pada
penelitian ini masih memberikan respons terhadap Hsp70. Responsnya semakin
menurun dari waktu ke waktu terutama pada kelompok yang terinfeksi HIV. Hal ini
dapat diamati dari hasil pemeriksaan pertama kadar anti Hsp70 pada kelompok yang
terinfeksi HIV dan vyang belum terinfeksi HIV (291.821+107.816 vs
244.343429.005). Sedangkan pada pemeriksaan ke dua (han ke-7) (300.879+171.880
vs 237.893+39.879) dan terus menunjukkan kecenderungan penurunan kadar anti
Hsp70 pada pemeriksaan ke tiga (hari ke-31) (278.414+£58.913 vs 231.364+47.270).
Kecenderungan penurunan kadar anti Hsp70 tersebut dapat mencerminkan semakin

lemah respons sel dalam mempertahankan homeostasis melalui GAS. Penyebab lain
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adalah stresor biologis HIV yang semakin kuat, semakin tinggi kadar ROS akibat
hiperaktivitas mitokondria selama infeksi berlangsung.

Human immunodeficiency virus (HIV) tentunya merupakan stresor biologis
yang berpengaruh terhadap stres dan berkembang menjadi distres akibat diagnosis
dinyatakan terinfeksi HIV bagi penderitanya. Distres yang dialami individu tersebut
akan mempengaruhi berbagai komponen tubuh termasuk sel dan protein termasuk
heat shock protein (Hsp). ROS yang banyak diproduksi selama infeksi HIV tentunya
akan memperberat stres protein, memicu terjadinya apoptosis melalui jalur
ckstraseluler yaitu receptor mediated pathway dan jalur intraseluler yaitu
mitochondrial mediated pathway.

Peranan head shock proteins (Hsp) pada apoptosis limfosit T-CD4 belum
sepenuhnya diketahui. Awalnya over ekspresi dari Hsp bertujuan untuk mencegah
terbentuknya agregat protein dan menghindari terjadinya apoptosis limfosit T-CD4
(Kobayashi, 2000). Aktivitas yang berlebihan akibat pengaruh ROS, maka peran
sitoprotektif Hsp diduga terjadi penurunan sehingga terjadi apoptosis limfosit T-CD4
patologis yang dipercepat. Beberapa jalur dapat ditempuh dalam rangka
mempertahankan kehidupan sel, stabilitas protein, melalui peran molecular
chaperone. Untuk itu ditempuh melalui jalur sinyal dengan menginduksi Hsp,
misalnya pada Hsp72 dan Hsp27, dengan jalan aktivasi sinyal protein kinase
ekstraseluler. Adanya aktivasi stress kinase, c-Jun NH2-terminal kinase, hal ini akan
menentukan terjadi atau tidaknya kematian sel melalui apoptosis.

Hsp mulai banyak dibicarakan pada akhir abad ke-20 sebagai respons

terhadap stresor yang menyebabkan stres yang mampu menginduksi ekspresi protein
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tertentu dalam upaya mempertahankan kelangsungan hidup sel tersebut. Pada
perkembangan lebih lanjut, yaitu pada abad ke-21 Hsp diketahui sebagai molekuler
sinyal (Ranford, 2000). Hsp merupakan imunogen yang potent, dalam art1
mempunyai kemampuan menginduksi serta memberi respons terbadap sistem imun

spesifik sangat kuat.

Berbagai peran Hsp terutama dalam proses metabolisme, pertumbuhan,
deferensiasi, kematian sel terprogram (apoptosis), serta mempengaruhi aktivasi
berbagai enzim dan reseptor (Ranford, 2000; Sullivan, 2002}. Di dalam sitoplasma,
Hsp berinteraksi dengan berbagai protein lain sehingga memungkinkan
berlangsungnya mekanisme folding, refolding. Oleh karena itu peran Hsp dikenal luas
dalam berbagai fungsi utama sel.

Hsp merupakan subkelompok oligomeric molecular chaperones, termasuk subklas
GroE dan TCP-1 (T-complex polypeptide 1). Termasuk subklas GroEL adalah
chaperonin 60 dan termasuk GroES adalah chaperonin 10. GroEL maupun GroES
berperan penting dalam folding protein di dalam sel baik dalam kondisi normal
maupun kondisi stres. Ewalt dkk (1997), mengemukakan bahwa dalam kondssi
normal GroEL menentukan folding 10-15% dari seluruh protein sitoplasma,

sedangkan pada kondisi stres (heat stress) terjadi peningkatan folding menjadi 30%.

Kadar Hsp90, Hsp70, Hsp60 merupakan stres protein, akan meningkat bila
individu atau sel mengalami stres termasuk akibat terinfeksi HIV.
Mitokhondria merupakan tempat pembentukan energi sel dan banyak

menghasilkan radikal bebas endogen. Ironisnya mtDNA tidak mempunyai intron dan
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histon yang protektif sehingga rentan terhadap kerusakan akibat radikal bebas. Pada
kondisi normal radikal bebas endogen dikelola melalui berbagai reaksi yang
dikatalisasi olek katalase dan glutation peroksidase-reduktase serta ferro dan copper
katalase yang terjadi pada reaksi Fenton (Putra, 2003). Pada keadaan patologis atau
pada kejadian infeksi terjadi akumulasi stres oksidatif. Akibat produksi stres oksidatif
yang begitu tinggi selama berlangsungnya infeksi, mekanisme pengelolaan (coping
mechanisme) ini mulai menurun sehingga terjadi penurunan kualitas keseimbangan
(eustress) dan bahkan terjadi ketidakseimbangan yang berat atau terjadi kondisi
distres.

Akibat stresor biologis yang terus menerus dan kegagalan dalam mekanisme
pengelolaan, penurunan Hsp70, meningkatnya antibodi anti Hsp70 maka protektif sel
menurun, kualitas kontrol menurun maka struktur tiga demensi protein tidak bisa
terbentuk dan atau gagal dipertahankan. Semuanya berakibat terganggunya
mekanisme pelipatan protein, terjadi agregasi dan denaturasi protein. Padahal protein
perupakan komponen penting dari sel, fragmentasi DNA mitokhondna tidak dapat
dihindarkan, terjadi apoptosis.

Perubahan pada limfosit yang terpapar HIV potensial berpengaruh terhadap
mutasi mtDNA. Mutasi tersebut akan mempercepat penurunan jumlah limfosit T-
CD4 dan semakin membuka peluang tumbuh kembangnya berbagai mikroorganisme.
Mempercepat progresivitas infeksi HIV ke AIDS. Untuk mengendalikan
keseimbangan maka mutasi gen akibat HIV harus diperbaiki melalui mekanisme
DNA repair. Apabila DNA repair tidak mampu mengatasi, maka limfosit T yang

menjadi target utama HIV harus dimusnahkan melalui apoptosis. Demikian juga bila



146

terjadi kegagalan dalam pengendalian apoptosis melalui mitokhondria. Untuk
mengeksekusi sel vang terpapar HIV tersebut melalui respons imun khususnya
respons imun seluler.

Mitokondria merupakan kunci penting dalam pengaturan program kematian
sel, disisi lain dijelaskan bahwa gangguan fungsi mitokhondria merupakan salah satu
faktor yang sangat besar terhadap perkembangan infeksi HIV ke AIDS. Mitokondria
DNA (mtDNA) tidak memiliki intron dan tidak memiliki histon protektif sehingga
tidak terlindungi dari ancaman ROS serta penurunan efek protektif Hsp. Karena itu
mtDNA lebih mudah mengalami mutasi dari pada mitokondria inti. Gangguan fungsi
mitokondria karena adanya mutasi dapat menimbulkan atau memperberat penyakit
termasuk mempercepat laju HIV ke AIDS.

Secara fisiologis permeabilitas membran mitokondria diatur oleh
mitochondria permeability transtition pore (MPTP) yang tersusun oleh suatu protein
yang menghubungkan antara membran dalam dan membran luar dari mitokondria.
Pada infeksi terjadi ekspresi yang berlebihan BCL-2 dan BCL-XL yang berperan
menghambat pembukaan porus pada membran mitokondria dan menekan ekspresi
gen BAX dan Bad. Protein BAX fungsinya memicu pembukaan porus pada membran
mitokondria. ROS dan P53 aktif akan menekan ekstresi BCL-2 dan meningkatkan
eksprest BAX (Sudiana, 2003).

Stres protein dalam sitosolik pada paska translasi protein di import ke dalam
mitokondria dengan difasilitasi Hsp70 (cHsp70). Di sitosol Hsp70 berikatan dengan
unfold protein dan melepaskan beberapa protein serta hidrolisis ATP. Beberapa

pengaruh Hsp terhadap unfold polipeptida pertama, mengalami pelipatan awal setelah
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membentuk komplek dengan GroEL dan GroES akan terjadi pelipatan protein
sempurna (Bhutani, 2002). Kedua, terjadi pelipatan yang belum sempurna tetapi
kemudian terbentuk agregasi khususnya yang memiliki berat molekul rendah dan
berakhir dengan pembentukan inclusion body. Ketiga, dari pelipatan yang belum
sempurna tersebut terbentuk komplek dengan DnaK dan Dnal sehingga tidak terjadi
Jolding. Keempat, dari unfold langsung mengalami degradasi (Gragerov, 1998,
Gabai, 2002). Peran dalam proses pelipatan protein adalah Hsp70 disandi oleh
berbagai gen famili SSA (SSA1, SSA2, SSA3, dan SSA4) (Endo, 1998). Mekanisme
terjadinya import protein ke dalam mitokondria kinerja Hsp70 dan Hspd0
dikendalikan oleh Dnal.

Di dalam proses kematian, Hsp berperan dalam dua peristiwa utama yaitu
degradasi dan agregasi protein. Ada dua jalur degradasi yang melibatkan chaperonins
yaitu jalur proteolisis lisosomal dan proteosome (the death machine). Hsp
mempunyai peranan yang penting didalam interaksi protein dengan molecular
chaperones, folding protein, pada berbagai peristiwa kehidupan terutama dalam
sintesis, import protein, translokasi dan degradasi protein (Stuart, 1998). Selama
kehidupan individu, protein diperlukan dalam tiga peristiwa penting vaitu kelahiran,
tumbuh - kembang, serta kematian. Dalam ke tiga peristiwa tersebut Hsp mempunyai
peranan penting baik Hsp umum yang sering dikenal seperti Hsp40, Hsp60, Hsp70,
Hsp100 maupun yang lebih spesifik seperti calnexin. Peran dalam mekanisme folding
maupun maturasi protein, translokasi protein transmembran, serta berbagai fungsi

chaperonins sebagal pro-peptides, proline dan isomerisasi disulfide. Dalam peristiwa
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kematian sel chaperonins juga berperan, terutama dalam degradasi proteolitik serta
insolubilisasi ireversibel.

Penentuan struktur tertentu serta supaya dapat menjalankan fungsinya, Hsp
tersebut semuanya tidak lepas dari peranan gen pengendali. GroEL dari famili Hsp60
dan dengan kombinasi dengan co-Hsp GroES memfasilitasi terjadinya folding protein
terutama mencegah terjadinya agregasi protein. Peran dalam folding berbagai protein,
Hsp dibantu oleh dua kofaktor yaitu profein disulfide isomerase (PDI} dan peptidy!
prolyl isomerase (PPI) yang terdapat di dalam retikulum endoplasmik.

Folding protein dikendalikan melalui kode genetik termasuk dalam proses
translasi asam amino dari struktur dimensi tunggal hingga struktur tiga dimensi
(Brewer, 1998; Bhattacharyya, 2002). Missfolding protein juga dapat terjadi akibat
kendali GroER melalui upaya melambankan mekanisme maupun mencegah
terjadinya folding protein.

Heat shock protein 70 kDa (Hsp70) merupakan famili protein protektif
endogen. Hsp70 merupakan protein terlarut sitosol yang utama dapat ter ekpresi pada
kondisi normal maupun stres, berperan sebagai transduksi sinyal, hormon respon,
respon stres dan kematian sel yang mekanisme belum diketahui (Beck, 2000; Nollen,
2002). Hsp70 merupakan molekuler chaperone yang teraktivast oleh berbagat
keadaan termasuk kondisi seat stress. Hsp70 akan berkoordinasi dengan chaperone
dan cochaperone yang lain dan berinteraksi intra-molekul antara N-terminal dan
inter-molekul serta C-terminal domain. Aktivitas molekuler chaperone heat shock
protein 70-kDa (Hsp70) adalah dalam hal fungsi, mencegah agregasi, dan regulasi

stabilitas protein selular yang penting termasuk reseptor hormon steroid, protein
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kinases, regulasi siklus sel dan kematian sel terprogram, termasuk calmodulin, Rafl,
(Tanaka, 2001; Bhutani, 2002; Nollen, 2002). Kondisi tersebut menunjukkan adanya
berbagai tempat pengikatan peptida pada Hsp70. Bila sel dihadapkan pada kondisi
stres maka Hsp termasuk Hsp70 mempunyai peranan penting untuk melindungi sel
dari pengaruh stres, jadi bersifat sitoproteksi (Nollen, 2002). Didalam menjalankan
fungsinya sebagai tranduksi signal Hsp70 didampingi oleh co-chaperone Bag 1,
sebagai hormon respon didampingi oleh co-chaperone Bag 1 dan Hip, yang akan
berinteraksi dengan reseptor steroid maupun apaf-1 yang mekanismenya belum
diketahui (Nollen, 2002).

Stresor biologis HIV secara medikofisiologis merupakan respons biologis
terhadap stresor HIV. Dengan demikian stres sel, stres protein yang timbul akibat
respons biologis terhadap stresor HIV. Termasuk respons mitokhondria terhadap
stresor radikal bebas atau perilaku mitokhondria yang stres (Putra, 2003).

Tiga molekul makro vang menjadi sasaran radikal bebas endogen adalah
lemak, asam nukleat, dan protein. Radikal bebas akan menimbulkan peroksidasi
lemak, kerusakan DNA dan protein. Mutasi DNA akan meningkatkan produksi
radikal bebas. Tiga komponen yang menentukan kualitas stres oksidatif adalah
pembentukan oksidan, perlindungan antioksidan, dan perbaikan kerusakan oksidatif.

Limfosit yang terpapar HIV akan mengekspresi r CD43 dan dapat memicu
respons imun baik humoral maupun seluler. Respons imun seluler sebenarnya lebih
protektif karena limfosit akan mengekspresikan Fas pada permukaannya, sedangkan
sel NK (Narural Killer Cell) dan CTL (Cytotoxic T Lymphocyte) mengekspresikan

ligan pada permukaan sel NK ataupun CTL, serta adanya ekspresi ekspresi Fas pada
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permukaan limfosit T, maka terjadilah ikatan Fas-ligan. Pada sitosol limfosit T yang
terpapar HIV akan terjadi aktifitas FADD (Fas Asociated Protein Death Domain),
Adanya aktivitas FADD inilah akan memicu kaskade dari caspase sehingga limfosit
mengalami apoptosis.

Sehubungan import protein ke dalam mitokondria, maka protein yang akan di
translokasikan harus berada dalam bentuk terbentang atau tidak terpilin (Siretched or
uncoiled) (Artika, 2004). Kondisi siap translokasi ini dicapai berkat adanya
pengikatan ATP, serta distabilkan oleh kelompok protein chaperon seperti Hsp70
yang berdomisili di sitosol. Setelah protein yang ditranslokast ber interaksi dengan
reseptor pada membran luar, protein tersebut selanjutnya .menuju saluran yang
melintasi kedua membran. Segera setelah protein memasuki matriks, peptida sinyal
diputus oleh enzim protease yang terdapat pada matriks. Selanjutnya Hsp70
mitokondria (mt-Hsp70) menarik protein dan menuntaskan proses translokasinya
menuju mitokondria. Seperti halnya Hsp70 sitosol, mt-Hsp70 menunjukkan avinitas
tinggi terhadap polipeptida yang tidak melipat mulai muncul di matriks. Hsp70 akan
menempel secara kuat pada protein tersebut dan kemudian melepaskan diri melalui
suatu tahap yang memerlukan energi (ATP). Siklus pengikatan dan pelepasan mt-
Hsp70 dari protein yang ditranslokasi turut menarik protein tersebut memasuki
matriks mitokondria. Selain mt-Hsp70, pada matriks mitokondria juga terdapat mt-
Hsp60 yang berinteraksi dengan rantai polipeptida yang tidak melipat. Hsp ini
membantu proses pelipatan protein melalui suatu tahap yang memerlukan energi ATP

(Artika, 2004).
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Peningkatan ekspresi Hsp70 akan semakin meningkatkan resistensi terhadap

apoptosis (Mosser, 2000). Stres dapat menginduksi apoptosis dengan di awali dar
pelepasan sitokrom ¢ dari ruang antar membran mitokondria. Ikatan sitokrom ¢
dengan d ATP yang kemudian menginduksi apoptotic protease —activating factor-1
(Apaf-1) di sitoplasma menyebabkan Apaf-1 mengekspose N-terminal procasapase 9.
Procaspase 9 bersama apoptosom mengaktiver caspase 9 dan berdampak pada
aktifnya caspase 3, 6 dan 7 berdampak pada kematian sel.
Peningkatan ckstresi Hsp70 dapat memblokade proses kematian tersebut, melalui
blokade pada poli (ADP-ribose) polimerase caspase 3. Proteksi oleh Hsp70 dapat
berpengaruh terhadap penurunan pelepasan sitokrom ¢ dengan menghambat sitokrom
c-d ATP.

Sinyaling stres melalm jalur JNK menuju apoptosis diekspose oleh stres
protein seperti Hsp atau respons terhadap non protein seperti akibat sitimulasi sitokin
interleukin (IL-1) dan tumor necrosis factor ( TNF-ar). Hsp70 diketahui menghambat
aktivitas JNK dan mencegah apoptosis melalui kerusakan protein maupun stimuli
psikologis. Kemampuan Hsp70 memblokade aktivitas JNK tidak dapat di deteks: di
dalam sel tetapi melalui ekspresi Hsp70 (Mosser, 2000).

Sel yang mengalami stres dapat mencetuskan penghancuran dirinya sendiri
melalui apoptosis (Mosser, 2000). Dalam menghadapi stres, sel memberikan respons
untuk adaptasi dengan meningkatkan toleransi dan berada tetap normal. Ekspresi
Hsp70 dapat meningkatkan proteksi sel darn ancaman apoptosis. Hsp70 diketahui

dapat berperan wupstream atau downstream terhadap aktivitas caspase, dan
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mempunyai pengaruh protektif secara dependent maupun independent terhadap
blokade aktivitas JNK, Hsp70 memblokade procaspase3 dn 9 sehingga caspase 3 dan
9 aktif tidak terbentuk. Hsp70 juga menghambat pelepasan sitokrom c di mitokondria
(Mosser, 2000)

HIV merupakan stresor biologis, termasuk stresor internal yang dapat
berpengaruh bahkan menimbulkan stres sel. Persepsi dan pengaruh stresor terhadap
sel tentunya bersifat holistik dan sangat individual yang bisa berpengaruh positif
maupun negatif terhadap kelangsungan hidup sel tergantung respons pertahanan
melalui mekanisme coping. Bila sel mampu menjaga keseimbangan homeostasis
terhadap pengaruh stresor maka akan dicapai adaptasi yang tidak mempengaruhi
kelangsungan hidup sel. Respons sel terhadap stresor, stres dan adaptasi akan
menentukan apakah akan tetap sel bertahan hidup atau sakit babkan mengalami
kematian. Sel tentunya akan selalu berinteraksi dengan lingkungan luar maupun
dalam yang diupayakan agar tetap homeostasis.

Hasil penelitian 1m1 selama stres akut yang menonjol adalah Hsp70 dan
kortisol, stres kronis yang menonjol adalah Hsp70. Agar progresivitas penyakit
infeksi HIV dapat dikendalikan perlu upaya mengoptimalkan dan meningkatkan
efektivitas coping alamiah serta dilaksanakan program pendampingan. Pelaksanaan
pendampingan diharapkan dapat mengurangi derajat beratnya stres. Proses
penerimaan penyakit dan kematian akan dialami oleh individu. Proses penerimaan
penyakit terminal dan kematian seperti yang dikemukakan oleh Dr. Elizabeth Kubler-
Ross (2005), vyaitu : denial and isolation, anger, depression and withdrawal,

hargaining, acceptance. Coping alamiah yang disertai dengan konseling dan
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pendampingan terhadap pasien yang terinfeksi HIV diharapkan dapat memperpendek
proses penahapan penerimaan tersebut, yaitu dari denial langsung ke bargaining
untuk menuju acceptance. Coping alamiah yang efektif dapat memperpendek fase
penerimaan tersebut, sehingga kadar kortisol turun dan imunitas diuntungkan.
Perilaku patologis chaperonins mengakibatkan terjadinya komunikasi antar
sel yang ikut dalam proses sinyal terganggu sehingga terjadi : (1) peningkatan
aktivitas kinase JNK (c-Jun NH2-terminal kinase), (2) meningkatkan ERK
(exstracellurarly responsiver kinase), meningkatkan aktivitas kinase Akt (AGE-1 PI3
kinase Transduce}, dan p38 (Miyata, 2001; Suhara, 2001). Ketiga tipe mitogen-
activated protein (MAP) kinase tersebut akan saling berinteraksi satu sama lain. Bila
aktivitas kinase JNK dan ERK yang dominan maka akan mendorong terjadinya
apoptosis limfosit T-CD4, sebaliknya bila aktivitas kinase Akt yang dominan akan
menghambat apoptosis limfosit T-CD4.
Meskipun dominasi aktivitas kinase JNK dan ERK berpotensi menyebabkan
apoptosis limfosit T-CD4, tetapi jalur yang ditempuh ternyata berbeda. Aktivast
kinase JNK akan mempengaruhi reseptor Fas dan bersama-sama Fas ligand akan
meningkatkan aktifitas caspase-8 (Katsikis, 1997, Mosser, 2000; Miura, 2001,
Oppenheim, 2003). Peningkatan aktifitas kinase JNK juga mengaktifkan reseptor p33,
dan mengaktifkan caspase-8. Sedangkan peningkatan aktifitas ZRK oleh pengaruh
ROS, akan memicu sekresi sitokrom C dari mitokondria limfosit T-CD4. Sitokrom C
tersebut akan mengaktifasi caspase-9 (Mosser, 2000; Sparagna, 2000; Gabai, 2002).
Caspase-9 bersama-sama dengan caspase-8, diduga berinteraksi dengan Chaperonins

khususnya Hsp60 akan menginduksi caspase-3 guna menjalankan fungsinya sebagai
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eksekutor yang berakibat terjadinya hidrolisis ATP, fragmentasi DNA mitokondria,
dan berakhir dengan kematian limfosit T-CD4 melalui apoptosis (Katsikis, 1997,
Xanthoudakis, 1999; Mosser, 2000).

Awalnya ekspresi berlebihan Chaperonins bertujuan untuk mencegah
terbentuknya agregat protein dan menghindari terjadi apoptosis limfosit T-CD4 pada
penderita terinfeksi HIV (Kobayashi, 2000), tetapi aktivitas yang berlebihan akibat
ROS seperti terjadi akibat stressor HIV, maka peran sitoprotektif chaperonins diduga
terjadi penurunan sehingga terjadi apoptosis limfosit T-CD4  patologis yang
dipercepat.

Akhir-akhir ini diketahui bahwa aktivasi kinase oleh heat shock dapat mengendalikan
sintesis dan fungsi dari chaperonins, selanjutnya akan memodulasi atau menentukan
hidup atau matinya sel melalui apoptosis (Vladimir, 2002).

Hsp70 merupakan suatu stimulator yang sangat efektif untuk menghasilkan
khemokin. Khemokin yang terstimulasi oleh Hsp70 adalah MIP-1c. dan MIP-1§,
yang mempunyai peran terhadap berbagai sel imunologis (monosit, dendritik, limfosit
T dan B) dan dapat menguatkan respon imun pada vaccine adjuvant. (Lehner, 2000;
Wang, 2001). Hsp70 bukan hanya sebagai stimulator khemokin saja tetapi juga
menstimulir produksi sitokin (IL-12, TNF-a, dan NQ) yang sangat kuat menstimulir
respon imun dari killer cells. Hsp70 berperan penting sebagai protektor guna
melawan infeksi dan kanker, karena mempunyai reseptor terhadap protein virus dan
peptida protein antigen. (Wang, 2002). Hsp70 sebagai imunomodulator pada penyakit

imunodefisiensi, tumor ganas, dan penuaan. Pengaruh Hsp70 melalui peran
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khemokin, 11-12, TNF-c, dan NO menguatkan peran imunomodulator dengan
menguatkan peran TH-1. Hsp70 yang mempunyai hubungan dengan berbagai
mikroba tersebut dapat diperankan didalam vaksinasi aktif. Hsp70 sebagai ligand dari

peptida CCR5 dan CCR4 dapat digunakan sebagai imunoterapi infeksi HIV.

Hsp70 dapat menghambat berbagai Viral protein R (Vpr) yaitu CD40, CCRS5,
CXCR4 yang mempunyai kotribusi kuat terhadap patogenesis infeksi HIV. Over
ekspresi Hsp70 yang merupakan kebalikan terhadap Vpr-induced G2 arrest,
mencegah kematian melalui Vpr-expresing cells, dan menghambat translokasi inti
Vpr. Hsp70 sebagai protektor limfosit T yang terinfeksi HIV melalui Vpr induced
growth arrest serta menghambat apoptosis tanpa mempengaruhi replikast virus.
Dengan demikian Hsp70 dapat berfungsi sebagai faktor imunitas bawaan yang
melindungt sel dan Vpr-mediated G2 arrest dan apoptosis. Sehingga Hsp70
merupakan imunitas bawaan yang mampu melawan infeksi HIV tanpa harus menekan
replikasi virus. Hsp70 sebagai intracellular chaperones terdapat pada manusia dan
mikroorganisme mempunyai 3 komponen fungsional : N-terminal 44 kDa ATPase
(amino acids 1-358), ditkuti /8 kDa peptide-binding domain (amino acids 359-494),
dan C-terminal 10 kDa fragmen (amino acids 495-609). Hsp70 mempunyai 3 fungsi
imunologis yang berbeda didalam mestimulir monosit dan dendritik tetapi belum
sepenuhnya diketahui. C-terminal portion (amino acids 359-610) menstimulir
produksi CC khemokin, IL-12, TNF-a, NO dan maturasi dendritik serta berfungsi

sebagai adjuvan pada induksi respon imun. CD40 merupakan reseptor, Hsp70 yang

o
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dengan limfosit T. Hsp70 merupakan ligan alternatif terhadap CD40r. interaksi
Hsp70-CD40 mempunyai peranan penting didalam infeksi HIV terutama dalam

toleransi terhadap imunitas (Carpino, 2004; Lehner, 2005).

Pada peneltian ini pemeriksaan fragmentasi DNA untuk mengetahui kematian
limfosit T tidak menunjukkan perbedaan antara kelompok yang terinfeksi dan
kelompok yang secara serologis belum terinfeksi. Hasil pemeriksaan pertama
(0.2930740.43161 vs 0.3337120.24749) (lampiran 3.1), kedua (0.3403610.52735 vs
0.42871+0.42971) (laimpiran 4.1), dan ketiga (0.30829+0.40400 vs 0.7235710.68682)
(lampiran 5.1), tidak didapatkan perbedaan bermakna antara kedua kelompok.
Demikian juga dari pemeriksaan pertama hingga pemeriksaan ketiga tidak didapatkan
kecenderungan peningkatan kematian sel yang progresif. Pada kelompok yang secara
serologis belum terinfeksi HIV apoptosis limfosit T justru lebih rendah dari pada
kelompok yang terinfeksi HIV. Keadaan tersebut dapat dijelaskan bahwa pada
penelitian ini terdapat peningkatan kadar Hsp70 sebagai sitoprotektor pada kelompok
terinfeksi HIV selama tenggang waktu penelitian longitudinal 30 hari. Dengan kata
lain, hal tersebut menunjukkan bahwa tubuh masih mampu menghambat laju
apoptosis limfosit T selama kurun waktu 30 hari. Untuk kematian limfosit T melaiui
apoptosis secara nyata kiranya diperfukan waktu yang lebih lama lagi, sejalan dengan
semakin menurunnya jumlah CD4 dalam fase kronik turun terus dengan laju

penurunan 70 sel/mm’ setiap tahunnya (Hirschel, 2003).

Karena dampak stressor sangat dipengaruhi oleh berbagai faktor yaitu besar,

lama, jenis stressor. Dipengaruhi juga oleh ketahanan individu yang mendapat



157

terpaan stresor yaitu tergantung dari tingkat pendidikan, pengendalian emosi, umur,
jenis kelamin dan lain-lain. Sehingga stres yang timbul individu yang satu dengan

yang lain tentunya tidak sama.

Pada penehitian ini terdapat tiga subyek yang menunjukkan gambaran
kelainan laboratoris yang menonjol terutama derajat penurunan CD4. Subyek nomor
3, nomor 8, dan nomor 23 menunjukkan penurunan jumlah CD4 yang sangat tajam
(<100 sel/mm’), menurut WHO masuk ke derajat penurunan sangat berat. Jumlah
CD4 yang sedemikian rendah mestinya pada ketiga subyek tersebut sudah terdapat
berbagai infeksi sekunder. Tetapi kenyataan pada ke tiga subyek belum di dapatkan
infeksi sekunder. Ketiga subyek tersebut berasal dari kelompok yang terinfeksi
HIV/AIDS. Jumlah CD4 yang rendah pada ketiga subyek sejak pemeriksaan pertama
menunjukkan betapa kuat pengaruh stresor biologis HIV terhadap perubahan kadar
CD4. Kalau diamati jumlah CD4 pada pemeriksaan hari pertama, hari ketujuh, dan
hari ketiga puluh satu terdapat kecenderungan penurunan CD4. Kecenderungan
penurunan CD4 1ni dipengaruhi oleh stresor biologis HIV yang dari waktu ke waktu
semakin kuat akibat jumlah HIV bertambah (akibat replikasi} dan limfosit T vang
terdesak terus bertambah banyak. Penurunan CD4 dari pemeriksaan awal hingga
pemeriksaan akhir selain akibat pengaruh stresor biologis HIV, juga dipengaruhi oleh

stresor psikologis akibat dinyatakan terinfeksi HIV/AIDS.

Penderita nomor 3, kadar ACTH lebih tinggi daripada kadar rerata kelompok,
tetapi kadar kortisol normal. Hal ini menunjukkan rangkaian proses ketahanan

menuju adaptasi biologis cukup berlangsung baik. Hal tersebut dipengaruhi oleh
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faktor individu dan juga dampak dari konseling pre dan post pemeriksaan serologis
HIV. Pada penderita nomor 3 ini kadar Hsp70 juga lebih tinggi daripada rerata
kelompok. Peningkatan kadar Hsp70 tersebut merupakan respons sel terhadap stres
biologis yang dipicu HIV. Hal yang sama terjadi selain pada penderita nomor 3, juga
penderita nomor 23. Penderita nomor 3 terdapat peningkatan kadar anti Hsp70 pada
pemerikéaan hari pertama, hari ketujuh, hari ketiga puluh satu melampaui kadar
rerata anti Hsp70 kelompok. Situasi ini menunjukkan bahwa sel masih memberikan

respons meskipun dalam kondisi terinfeksi HIV.

Jumlah Cell death pada subyek nomor 3 dan nomor 8 menunjukkan
kecenderungan penurunan dari pemeriksaan hari pertama, hari ketujuh dan hari ketiga
puluh satu. Hal tersebut menunjukkan bahwa Hsp70 masih menunjukkan peran
sitoprotektif hingga hari ketiga puluh satu. Pada fase stres akut (14 hari) terjadi
kematian sel yang begitu tinggi pada subyek nomor 3 kemudian mencapai angka

kematian sel yang begitu rendah pada stres kronis pemeriksaan hari ketiga puluh satu.

Yang menarik dari ketiga subyek tersebut berasal dari kelompok terinfeksi
HIV yang mengalami penurunan CD4 yang sangat berat (< 100 sel/mm’) tetapi
perilaku fisik secara klinis masih baik (Karnofsky Score = 100). Kalau hanya
berdasarkan jumiah CD4 pada ketiga subyek tersebut mestinya Karnofsky Score nya
sudah menunjukkan angka dibawah 40. Bukti bahwa CD4 bukan satu-satunya
indikator bagi infeksi HIV/AIDS, tetapi terdapat indikator penting lain yaitu Hsp70.
Masih primanya penampilan fisik ke tiga subyek merupakan realisasi penerimaan dini

(acceptance) dari penyakit HIV yang diderita. Hal tersebut dimungkinkan
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sehubungan konseling pre dan post pemeriksaan serologis HIV, program
pendampingan para ODHA dan keluarga, program pengobatan oleh tenaga medis dan
program perawatan oleh tenaga paramedis seperti yang dilakukan di Unit Perawatan

Intermediet Penyakit Infeksi (UPIPI) RSU Dr. Soetomo.

Bila diperhatikan pada ketiga subyek dari kelompok terinfeksi HIV tersebut
ternyata ka.rakteristik subyek nomor 3 adalah pelaku aktif homoseks yang
berlangsung lebih dari 4 tahun, pendidikan lulus SMP, mempunyai pekerjaan tetap.
Subyek nomor 8 adalah seorang heteroseks yang sering berganti-ganti pasangan telah
berlangsung lebih dari 3 tahun, pendidikan S1, mempunyai pekerjaan tetap. Subyek
nomor 23 adalah pengguna narkoba intravena berlangsung lebih 6 tahun yang juga
aktif kontak heteroseksual lebih dari 14 tahun, pendidikan lulus SMU, mempunyai
pekerjaan tetap. Berdasarkan karakteristik ketiga subyek, maka HIV yang masuk
kedalam limfosit T melalwi cara transmisi yang berbeda. Meskipun ketiga subyek
menunjukkan pola yang sama dalam penurunan CD4, tetapr cara transmisinya
berbeda. Untuk mengevaluasi pengaruh transmist HIV terhadap penurunan CD4
tentunya diperlukan penelittan lebih lanjut dengan mempertimbangkan berbagai

peran penting molecular chaperones pada berbagai cara transmisi HIV.

Tiga subyek lain yang menarik untuk dikaji adalah subyek nomor 5, nomor 16
dan nomor 17. Ke tiga subyek menunjukkan jumlah CD4 menurun hingga mencapai
derajat berat (> 100 - < 200 sel/mm’), tetapi kadar ACTH, kortisol normal. Kadar
Hsp70 yang lebih tinggi dan kadar rerata kelompok, jumlah cell death yang lebih

rendah daripada rerata kelompok. Subyek nomor 5 adalah homoseks aktif
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berlangsung lebih 5 tahun, pendidikan lulus SMU, pekerjaan salon, berasal dari
kelompok pembanding. Subyek nomor 16 dari kelompok terinfeksi HIV, pengguna
narkoba aktif selama lebih 5 bulan, pendidikan lulus SMP, bekerja tidak tetap.
Subyek nomor 17 dari kelompok terinfeksi HIV, pengguna narkoba aktif lebih 2
bulan dan heteroseksual, pendidikan lulus SMU, pekerjaan satpam diskotik. Jumlah
CD4 yang rendah pada ketiga subyek ternyata tidak dikuti peningkatan kadar ACTH,
kortisol, maupun peningkatan jumlah cell death. Jumlah CD4 yang rendah pada
subyek nomor 5 lebih diakibatkan oleh stres karena rasa kecemasan. Temuan
penelitian ini sejalan dengan penelitian Lasserman (1999) yang mengemukakan
adanya stress-associated reduction in killer lymphocytes in HIV-infected men at
buseline. Pengaruh biologis HIV belum dapat dipertanggung jawabkan karena
pemeriksaan serologis HIV menunjukkan hasil non reaktif selama penelitian
berlangsung. Meskipun demikian pengaruh stresor biologis HIV masih belum dapat
disingkirkan dan perlu dilakukan pemeriksaan lebih lanjut. Tetapi mekanisme
ketahanan cukup efektif karena subyek mendapat dukungan penuh dari kelompoknya
(PERWAKOS), dukungan ASA (aksi stop AIDS) Surabaya, yayasan Ners, dukungan

medis dan paramedis selama bergabung di UPIPI RSU Dr. Soetomo.

Subyek nomor 16 dan 17 mengalami problem psikologis yang berat. Setelah
diketahui terinfeksi HIV/AIDS kedua subyek ditolak keluarga dan lingkungan tempat
tinggalnya. Kelemahan penelitian ini tidak diakukan psikometrik, tetapi mekanisme
ketahanan pada subyek berlangsung cukup efektif ditunjukkan oleh kadar ACTH dan

kortisol normal. kedua subyek juga diusahakan percepatan proses penerimaan dini




161

terhadap penyakit yang diderita melalui program case /manager, pendampingan, dan

perawatan yang di kembangkan di UPIPIL.

Penclitian ini menunjukkan betapa uniknya kehidupan subyek berisiko tinggi
terinfeksi HIV, antara stresor psikologis dan biologis sulit dipisahkan. Subyek yang
parameter biologis menunjukkan kelainan begitu berat, ternyata infeksi sekunder
belum didapatkan dan penanpilan fisik normal (Karnofsky score = 100). Subyek yang
mendapat tekanan psikologis berat akibat tidak diterima kembali oleh keluarga dan
masyarakat, tetapi kadar ACTH, kortisol normal. Hal ini berbeda dengan penelitian
Liang (2002), yang menunjukkan sebagian besar subyek mengalami kecemasan dan

depresi.

Uniknya kehidupan subyek berisiko tinggi, tercapainya percepatan
penerimaan dini terhadap penyakit infeksi HIV/AIDS, aktivitas jalur HPA yang
terkedali dalam posisi homeostasis, efektifnya learning proces tingkat sel, sikap dan
perilaku tenaga keschatan yang bijaksana terutama dalam penyampaian pernyataan
diagnosis terinfeksi HIV/AIDS dengan mempertahankan tahapan-tahapan yang
menyejukkan. Semua tersebut sengaja diciptakan di UPIPI melalui penatalaksanaan
penderita secara holistik melalui konseling pre dan post pemeriksaan serologi HIV,
konseling tuangan UPIPI, konseling keluarga, konseling lanjutan, konseling
pemberian ARV, pemberian terapi oleh tenaga medis; perawatan oleh paramedis;
pendampingan oleh ODHA, 1L.SM, keluarga, masyarakat peduli AIDS, serta perhatian

berbagai lembaga pemerintah dan non pemerintah, pemberian nutrisi berbasis
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makronutrien dan mikronutrien; pembinaan olahraga dan latihan pernafasan secara

rutin.

Suasana tersebut sangat berbeda dengan kondisi sebelum diterapkannya
penatalaksanaan secara holistik. Awalnya penatalaksanaan penderita hanya bertitik
tumpu pada pelaksanaan program terapi dan prawatan semata. Penatalaksanaan
secara ho]is';ik UPIPI mampu memperkecil angka kematian dari hampir 100% ke
27.9% pada akhir Maret 2005. Banyak kejadian kematian penderita yang tidak
terduga sebelumnya. Penderita sore hari nampak bugar esok paginya menjadi mayat.
Penderita tiba-tiba meninggal setelah keluar dari kamar mandi. Berbagai kegawatan
medis yang mengantarkan kematian penderita ditinjau dari sisi disiplin ilmu Penyakit
Dalam. Penderita yang mengalami infeksi dapat berkembang menjadi sepsis dan syok
septik; penderita mengalami infeksi berkembang ke distres akut pernafasan dan gagal
nafas; infeksi disusul terjadi perdarahan otak lyang berkembang ke kegagalan pusat
kardiovaskuler; penderita mengalami infeksi berkembang ke gangguan konduksi
jantung; penderita mengalami infeksi yang mengalami kekurangan cairan tubuh
terjadi syok hipovolemik. Berbagai kegawatan medik yang lazim mengantarkan
penderita ke pintu gerbang kematiannya tersebut sering tidak didapatkan pada
penderita AIDS. Hal tersebut menggugah peneliti untuk berusaha mengungkap
mekanisme kematian sel melalui apoptosis sebagai penyebab kematian. Apoptosis
limfosit T-CD4 hanya merupakan salah satu dari rangkaian kematian sel. Kuatnya
dugaan peneliti bahwa progresivitas penyakit dan kematian melalui apoptosis karena

tidak ditemukannya bukti klinis, bukti parameter biologis melalui nekrosis yang



seharusnya disertai akumulasi sel radang. Ekspresi yang berlebithan Hsp70
mengiduksi injury sel akibat kelelahan atau exhausted. Kematian yang tidak diduga
sebelumnya dan sering terjadi pada penderita HIV/AIDS, berdasarkan parameter
biologis hasil penelitian ini diduga kuat terjadi apoptosis patologis difus dipercepat
setelah sel gagal mempertahankan kondisi homeostasis. Dari hasil penelitian i
dipastikan apoptosis patologis difus dipercepat tidak terjadi sebelum hari ke-31 post

pernyataan diagnosis terinfeksi HIV/AIDS.
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BAB 7

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

1.

Pernyataan  diagnosis terinfeksi HIV/AIDS menyebabkan peningkatan
kadar Hsp70, kadar kortisol akibat stres psikologis yang meningkatkan
aktivitas aksis HPA pada stres akut. Peningkatan kadar Hsp70, penurunan
kadar kortisol, penurunan jumlah cell death, sehubungan penerimaan

(acceptance) dini pada stres kronis.

HIV selain menyebabkan deplesi CD4, pada kondisi tertentu merupakan
stimulator Hsp70 yang berperan penting dalam mekanisme sitoprotektif
terhadap lingkungan mikro yang penuh stresor. CD4 bukan satu-satunya
parameter biologis pada infeksi HIV/AIDS, tetapi terdapat parameter

biologis lain yang penting yaitu Hsp70.

Penerimaan (acceptance) dini terhadap kondisi terinfeksi HIV/AIDS dapat
mengoptimalkan peran Hsp70 pada fase awal. Hsp70 sebagai molekul
chaperon mencegah agregasi protein, mengatur irama pelipatan protein,
mempertahankan struktur protein 3 dimensi yang fungsional sehingga peran
enzim, hormon, reseptor menjadi alami. Hsp70 sebagai ligand dapat

mempunyai peran protektif terhadap HIV.
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7.2 Saran

Berdasarkan berbagai peran penting Hsp70, maka diperlukan penelitian lebih
lanjut untuk menentukan batas kadar Hsp70 sebagai sitoprotektor dengan Hsp70

sebagai stimulator apoptosis guna pengembangan diagnosis dan terapi penderita

HIV/AIDS.
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JADWAL KEGIATAN

BULAN
KEGIATAN 1 3 4

Persiapan pasien dan pengadaan bahan X
X

Pemeriksaan pasien dan pengambilan sampel

Pengolahan data dan penyusunan laporan




1.

RINCIAN BIAYA

Pemeriksaan laboratorium 32 subyek

No Pemeriksaan Biaya (rupiah)
1. | Darah lengkap 3. 100. 000
2. tSGPT 800. 000
3. | Albumin 560.000
4. { Serum keratin 560.000
5. | Tes serologi HIV dengan 3 metode 3. 250. 000
6. | IgM anti HBc 5.125. 000
7. | CD4 8. 400. 000
8. | ACTH 5.180. 000
9. | Kortisol 4, 520. 000
10. | Hsp70 15. 000. 000
11. | Anti Hsp70 15. 000. 000
12. | Cell death detection ELISA *** 4. 500.000
Jumlah 65.999. 000
2. Foto thoraks 32 subyek 1. 600. 000
3. Biaya administrasi dan penyusunan laporan 1. 400. 000
4, Biaya tak terduga 6. 001. 000
Total biaya 75. 000. 000

(Tujuh puluh lima juta Rupiah)




PENJELASAN PENGAMBILAN SAMPEL DARAH

Tujuan

Mendapatkan sampel darah untuk kemudian dilakukan pemeriksaan laboratorium

sehinga dapat diketahui kondisi / keadaan pasien berdasarkan hasil labqratoﬁum.

Manfaat

Dapat ditentukan tindakan medik selanjutnya terhadap pasien

Cara Pengambilan darah

dilakukan strerilisasi pada daerah yang akan dilakukan pengambilan darah
diambil darah memakai 2 tabung BD vacutainer @ 7 ml dilanjutkan dengan 4
tabung BD vacutainer EDTA @ 3 ml, kemudian dilakukan penutupan dan
proteksi pada tempat pengambilan sampel darah tersebut

prosedur sclesai

Risiko yang mungkin terjadi

Nyeri pada daerah tempat pengambilan sampel darah

Terjadi hematom (bengkak kebiruan) pada daerah tempat pengambilan darah
Terjadi infeksi pada daerah tempat pengambilan darah, bila dilakukan tidak
secara benar

Meskipun jarang tetapi terdapat kemungkinan pengaruh rasa sakit dan takut

yang bisa menimbulkan syok pada subyek



SURAT PERSETUJUAN

Saya yang bertanda tangan dibawah ini:

Nama :

Dengan ini menyatakan bahwa saya telah mendapatkan penjelasan dengan cukup
jelas tentang infeksi HIV sehubungan dengan kondisi saya saat ini, dan telah
memahami sepenuhnya.

Oleh karena itu saya menyatakan persetujuan saya dengan sukarela untuk menjalani
tes HIV dan bersedia/tidak bersedia diberitahu statusnya, serta bersedia/tidak bersedia
dibuka statusnya (coret yang tidak perlu)

Demikian pernyataan ini saya buat tanpa adanya tekanan dari pihak manapun juga.

Surabaya,

Petugas yang menjelaskan Yang menyatakan

Nasronudin, dr., Sp.PD-KPTI




SURAT PERNYATAAN PERSETUJUAN SEBAGAI SUBYEK PENELITIAN
Saya yang berfanda tangan dibawah ini :

Nama PP
Umur/ Kelamin . .......Tahun, laki-laki / perempuan
Alamat

Bukti diri KTP . .

Stétus Perkawinan : Kawin/ Belum Kawin / Duda / Janda

Setelah memperoleh penjelasan sepenuhnya dan menyadari tujuan, manfaat serta
risiko yang mungkin timbul, dengan ini menyatakan dengan sesungguhnya telah
memberikan PERSETUJUAN untuk diikut sertakan dan bersedia berperan serta
dalam penelitian berjudul :

EFEK DIAGNOQSIS TERINFEKSI HIV/AIDS TERHADAP MEKANISME
APOPTOSIS LIMFOSIT T-CD4 PADA PENDERITA HIV/AIDS

Studi Kasus Di Unit Perawatan Intermediet Penyakit Infeksi (UPIPI) RSU Dr. Soetome

Terhadap diri saya sendiri / isteri / suami / anak / ayah / ibu saya, dengan :

Nama N et eenteiererteeieereeieteetteeseeateate e i eesaes e e e s st s e s aa e
Umur / Kelamin *iven.. Tahun, laki-laki / perempuan

Alamat L et et to e eeetsbestesteasesesseeeeeeestiteie e e s a e e et r e
Bukti diri / KTP e e eehto—e e e—teatestanieteiaeereer et ere s eet s e s et e e s an s ne s

Demikian pernyataan persetujuan ini saya buat dengan penuh kesadaran dan tanpa
paksaan.

Surabaya, ........... 2004

Yang membuat pernyataan

Mengetahui
Penanggung jawab Penelitian

Nasronudin, dr., Sp.PD-KPT1

Sakst




PERSETUJUAN TINDAKAN MEDIS
Saya yang bertanda tangan dibawah ini :

Nama TUT U PRPTP PP

Umur/ Kelamin T Tahun, laki-laki / perempuan

Alamat

Bukti diri KTP

Status perkawinan  : Kawin/ belum kawin/ duda/ janda

Dengan ini menyatakan dengan se4sungguhnya telah memberikan PERSETUJUAN
untuk dilakukan tindakan medis berupa pengambilan sampel darah terhadap diri saya
sendiri / isteri / suami / anak / ibu saya, dengan

Nama e eeeeeeeeerantetesbeetesatesaeeateaEe e s
Umur / Kelamin D e Tahun, laki-laki / perempuan

Alamat ST U POV OO PRSP PRPE PSRRI S
Bukti diri / KTP et st b

Yang tujuan, sifat dan perlunya tindakan medis tersebut diatas, serta risiko yang dapat
ditimbulkannya telah cukup dijelaskan oleh dokter dan telah saya mengerti
sepenuhnya.

Demikian pernyataan persetujuan ini saya buat dengan penuh kesadaran dan tanpa
paksaan.

Surabaya, .......... 2004
Yang membuat pernyataan
Mengetahui
Penanggung jawab Penelitian
( )

Nasronudin, dr., Sp.PD-KPTI

Saksi




PROSEDUR PEMANTAUAN UNTUK KESELAMATAN SUBYEK
PENELITIAN

. Prosedur pengambilan sample dilakukan secara benar dan se-aseptis mungkin

. Disediakan peralatan untuk penanggulangan kegawatan bila terjadi syok

(oksigen, infus set, dan lain-lain)

_ Bila setelah meninggalkan rumah sakit terjadi kelainan pada tempat

pengambilan sample darah, subyek dapat menghubungi peneliti melalui

telpun 5014077, 5949335, 081-1372497 atau IRD RSU Dr Soetomo

UPAYA PENGAMANAN TAMBAHAN

. Petugas menggunakan peralatan kewaspadaan universal

. Darah yang terpercik kelantai disiram dengan bayclin atau larutan klorin dan
dibiarkan selama 10 menit baru dibersihkan sebagaimana umumnya

. Dilakukan pengamanan terhadap peralatan habis pakai

. Dipilih pasien terinfeksi HIV/ AIDS tanpa infeksi oportunistik

CARA MELINDUNGI KERAHASIAAN SUBYEK

. Peneliti akan menjunjung tinggi etika profesi untuk menjaga kerahasiaan
subyek

. Kerahasiaan hanya akan dibuka atas seijin subyek untuk keperluan: asuransi,

saksi ahli, atas perintah jabatan, atas daya paksa



PANITIA KELAIKAN ETIK
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
RSUD Dr. SOETOMO SURABAYA

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
({ "ETHICAL CLEARANCE")

..........................

_ PANITIA KELAIKAN ETIK FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS AIRLANGGA - RSUD
Dr. SOETOMO SURABAYA, TELAH MEMPELAJARI SECARA SEKSAMA RANCANGAN
PENELITIAN YANG DIUSULKAN, MAKA DENGAN IN| MENYATAKAN BAHWA PENELITIAN
BERJUDUL :

" Efek Diagnosis Terinfeksi HIV/AIDS
" Terhadap Mekanisme Apoptosis Limfosit T-CD4
Pada Penderita HIV/AIDS "

PENELITI UTAMA : Dr. Nasronudin,SpPD-KPTI

UNIT / LEMBAGA / TEMPAT PENELITIAN :  RSU Dr. Soetomo Surabaya
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LAMPIRAN 1




Lampiran 1

Oneway
Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper Mini | Maxi
N Mean | Deviation | Error Bound Bound | mum | mum
Berat Badan  HIV positif 14 | 59.39 14.70 3.93 50.91 67.88 42 a7
HIV negatif | 14 | 60.71 13.38 3.58 52.99 68.44 43 89
Total 28 | 60.05 13.81 2.61 54.70 65.41 42 97
Tinggi Badan  HIV positif 14 | 164.43 10.32 2.76 158.47 | 170.38 142 178
HIV negatif § 14 | 162.36 8.59 2.30 167.40 | 167.32 150 180
Total 28 | 163.39 9.37 1.77 159.76 | 167.03 142 180
Ling. Lengan  HIV positif 14 | 25.98 3.38 .80 24.03 27.93 20 32
HIVnegatif { 14 | 28.29 2.43 .65 26.88 29.69 24 33
Total 28 | 2713 3.11 .59 25.92 28.34 20 33
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig. |
Berat Badan Between Groups 12.223 1 12.223 .062 808
Within Groups 5135.946 26 197.536
Total 5148.170 27
Tinggi Badan  Between Groups 30.038 1 30.036 333 .589
Within Groups 2342643 26 80.102
Total 2372.679 27
Ling. Lengan Between Groups 37.260 1 37.260 4313 .048
Within Groups 224 621 26 8.639
Total 261.881 27

General Linear Model

Between-Subjects Factors

Value Label N
Terimfeksi 1 HIV positif 14
2 HIV negatif 14




Descriptive Statistics

Terimfeksi Mean Std. Deviation N
SGOT HiV positif 43.07 34.46 14
HIV negatif 21.36 9.43 14
Total 32.21 27.15 28
Albumin HIV positif 4.15 A48 14
HIV negatif 4.59 37 14
Total 437 .48 28
Kreatinin  HIV positif 936 217 14
HIV negatif 736 118 14
Total .836 199 28
Multivariate Tests®
Hypothesis Error
Effect _ Value F df df Sig. |
Intercept  Pillai's Trace 982 | 954.660° 3.000 | 24.000 .000
Wilks' Lambda 008 | 954.860° 3.000 | 24.000 .000
Hoteliing's Trace 119.333 | ©54.6602 3.000 | 24.000 .000
Roy's Largest Root 110.333 | 954.660° 3.000 | 24.000 .000
INF_HIV  Pillai's Trace 549 g9.7328 3.000 | 24.000 .000
Wilks' L.ambda 451 9.7322 3.000 | 24.000 .000
Hotelling's Trace 1.216 9.73248 3.000 | 24.000 .000
Roy's Largest Root 1.216 9.7322 3.000 | 24.600 .000

a. Exact statistic
b. Design: Intercept+INF_HiV




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Type Ul Sum Mean
Source Variable of Squares gf Square F Sig.
Corrected Model  SGOT 3300.571° 1 3300.571 5.170 .031
Albumin 1.3260 1 1.329 7.180 M3
Kreatinin .280° 1 .280 9.282 .005
intercept 8SGOT 29057.286 1 ] 29057.286 45.517 .000
Albumin 534,189 1 534,189 |2886.222 .000
Kreatinin 19.558 1 19.556 | 848.295 .000
INF_HIV SGOT 3300.571 1 3300.571 5170 .031
Albumin 1.329 1 1.329 7.180 13
Kreatinin .280 1 .280 9.282 .005
Error SGOT 16598.143 26 638.390
Albumin 4812 256 .185
Kreatinin .784 26 { 3.016E-02
Totat SGOT 48956.000 28
Albumin 540.330 28
Kreatinin 20.620 28
Corrected Total SGOT 19898.714 27
Albumin 6.141 27
Kreatinin 1.084 27

a. R Squared = .166 (Adjusted R Squared = .134)
b. R Squared = .216 (Adjusted R Squared = .186)
¢. R Squared = .263 (Adjusted R Squared = .235)

Estimated Marginal Means

Terimfeksi
95% Confidence Interval
Dependent Variable  Terimfeksi Mean Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
SGOT HIV positif 43.071 6.753 28.191 56.952
HIV negatif 21.357 6.753 7.477 35238
Albumin HIV positif 4150 415 3.914 4.386
HIV negatif 4.586 115 4.349 4.822
Kreatinin HIV positif .938 .046 .840 1.031
HIV negatif 736 .046 640 831
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Lampiran 3.1
General Linear Model

Between-Subjects Factors

| Value Label N
Terimfeksi HIV positif 14
HIV negatif 14
Descriptive Statistics
Terimfeksi Mean Std. Deviation
Limfosit HIV positif 1.6271 4349 14
HIV negatif 1.7171 4540 14
Total 1.6721 4387 28
CDh4 HIV positif 250.29 230.15 14
HIV negatif 598.50 370.70 14
Total 42438 350.86 28
ACTH HIV positif 17.689 11.465 14
HIV negatif 13.997 8.152 14
Totai 15.843 9.941 28
Kortisol HIV positif 10.981 4.893 14
HIV hegatif 9.695 4.108 14
Total 10.338 4.481 28
Hsp 70 HIV posifif 1.3007 6904 14
HIV negatif 8214 .3157 14
Total 1.0611 .5806 23
Anti Hsp 70 HIV positif 291.821 107.816 14
HIV negatif 244343 29.005 14
Total 268.082 81.157 28
Cell Death HIV positif 29307 43161 14
HIV negatif .33371 24749 14
Total 31338 .34585 28




Multivariate Testd

Effect Value F Hypothesis df ;| Error df Sig.

Intercept  Pillai's Trace 081 149.675° 7.000 20.000 .000
Wilks' Lambda 018 | 149675° 7.000 20.000 .000
Hotelling's Trace 52.386 | 149.675° 7.000 20.000 .000
Roy's Largest Root 52386 | 149.675° 7.000 20.000 .000

INF_HIV  Pillai's Trace .373 1.7032 7.000 20.000 185
Wilks' Lambda 827 1.703° 7.000 20.000 165
Hotelling's Trace 596 1.703° 7.000 20.000 .165
Roy's Largest Root 596 1.7032 7.000 20.000 165

a. Exact statistic
b. Design: Intercept+INF_HIV




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Type Il Sum
Source Variable of Squares df Mean Square F___ Sig.
Comrected Model Limfosit 5.670E-02* 1 5.670E-02 287 597
ch4 B4g772.321> 1 848772.321 8.916 006
ACTH 95.423¢ 1 95.423 964 335
Kortisol 11.5844 1 11.584 568 458
Hsp 70 1.608° 1 1.608 5.580 026
Anti Hsp 70 15779.503' 1 15779.503 2532 24
Cell Death 1.156E-029 1 1.156E-02 .093 762
Intercept Limfosit 78.290 1 78.290 396.128 .000
ch4 5043060.321 1 5043060.321 52.978 .000
ACTH 7028.208 1 7028.208 71.028 .000
Kortisol 2992.603 1 2992.603 146675 000
Hsp 70 31.524 1 31.524 109.386 000
Anti Hsp 70 2012304.989 1 2012304.989 322.855 000
Cell Death 2.750 1 2.750 22.219 .000
INF_HiV Limfosit 5.670E-02 1 5.670E-02 287 597
CD4 B48772.321 1 848772.321 8.916 .008
ACTH 95.423 1 95.423 964 335
Kortisol 11.584 1 11.584 .568 458
Hsp 70 1.608 1 1608 5.580 026
Anti Hsp 70 15779.503 1 15779.503 2.532 124
Cell Death 1.166E-02 1 1,156E-02 .093 .762
Error Limfosit 5.139 26 198
CD4 2474954 357 26 95192.091
ACTH 2672.686 26 £8.949
Kortisol 530,478 25 20.403
Hsp 70 7.493 26 288
Anti Hsp 70 162053.958 26 6232.845
Celt Death 3.218 26 124
Total Limfosit 83.485 28
ch4 8366827.000 28
ACTH 9696.318 28
Kortisol 3534 665 28
Hsp 70 40.626 28
Anti Hsp 70 2190138.450 28
Cell Death 5.980 28
Corrected Total Limfosit 5.195 27
cD4 3323766.679 27
ACTH 2668.109 27
Kortisol 542.062 27
Hsp 70 9.101 27
Anti Hsp 70 177833.461 27
Cell Death 3.230 27

[+

- ® o o o

- R Squared = .011 (Adjusted R Squared =-.027)
- R Squared = .255 (Adjusted R Squared = .227)
R Squared = .036 (Adjusted R Squared = -.001)
. R Squared = .021 (Adjusted R Squared =-.016)
- R Squared = 177 (Adjusted R Squared = .145)
R Squeared = .089 (Adjusted R Squared = .054)

g. R Squared = .004 (Adjusted R Squared = -.035)




Lampiran 3.2
Discriminant

Analysis Case Processing Summary

Unweighted Cases N Percent
Valid 28 100.0
Excluded Missing or out-of-range 0 0
group codes :
A.t Iegs'f one missipg 0 0
discriminating variable )
Both missing or
_out-of-range group ches 0 0
and at least one missing
discriminating variable
Total 0 0
Total 28 100.0
Group Statistics
Valid N (listwise)
Terimfeksi Mean Std. Deviation Unweighted Weighted
HV positif Limfosit 1.62714 43487 14 14.000
CD4 250.28571 230.14826 14 14.000
ACTH 17.68929 11.46469 14 14.000
Kortisol 10.98143 4.89334 14 14.000
Hsp 70 1.30071 89045 14 14.000
Anti Hsp 70 291.82143 107.81647 14 14.000
Cell Death .29307 43161 14 14.000
HIV negatif Limfosit 1.71714 45405 14 14.000
ch4 598.50000 370.69659 14 14.000
ACTH 13.99714 8.15229 14 14.000
Kortisol 9.69500 410624 14 14,000
Hsp 70 .82143 31871 14 14.000
Anti Hsp 70 244.34286 29.00514 14 14,000
Cell Death .33371 24749 14 14.000
Total Limfosit 1.67214 43865 28 28.000
cCh4 42439286 350.85962 28 28.000
ACTH 15.84321 9.94077 28 28.000
Kortisoi 10.33821 4.48067 28 28.000
Hsp 70 1.06107 .58058 28 28.000
Anti Hsp 70 268.08214 81.15679 28 28.000
Cell Death .31339 34585 28 28.600




Tests of Equality of Group Means

Wilks'
Lambda F df1 df2 Sig.
Limfosit 989 287 1 286 597
CD4 745 8.916 1 26 .006
ACTH .964 .964 1 26 .335
Kortisol 979 .568 1 26 .458
Hsp 70 .823 5.580 1 26 .026
Anti Hsp 70 911 2532 1 26 .124
Cell Death 596 083 1 26 762
Pooled Within-Groups Matrices
Limfosit CD4 ACTH Kortisol | Hsp 70 jAnt Hsp 70 |Cell Death
Correlation Limfosit 1.000 -.068 126 -450 .088 251 129
CDh4 -.068 1.000 .049 .014 -.274 =171 17
ACTH 126 .049 1.000 -.079 =111 .621 .020
Kortisol - 450 .014 -.079 1.000 -175 220 -.023
Hsp 70 .088 -274 =111 -175 1.000 -121 - 117
Anti Hsp 70 .251 =171 621 .220 =121 1.000 416
Cell Death 129 A17 .020 -.023 - 117 416 1.000
Analysis 1
Box's Test of Equality of Covariance Matrices
Log Determinants
Log
Terimfeksi Rank Determinant
HIV positif 1 10.877
HIV negatif 1 11.831
Pocled within-groups 1 11.464

The ranks and natural logarithms of determinants
printed are those of the group covariance matrices.

Test Results
Box's M 2.848
F Approx. 2.745
df1 1
df2 2028.000
Sig. .098

Tests null hypothesis of equal population covariance matrices.




Stepwise Statistics

Variables Entered/Remodditfd

Wilks' Lambda
ExactF
Step { Entered | Statistic df1 df2 df3 Statistic df1 df2 Sig.
1 CD4 .745 1 1] 26.000 8.916 1| 26.000 .006
At each step, the variable that minimizes the overall Wilks' Lambda is entered.
a. Maximum number of steps is 14.
b. Maximum significance of F to enter is .05.
C.Minimum significance of F to remove is .10.
d.F level, tolerance, or VIN insufficient for further computation.
Variables in the Analysis
Sig. of F to
Step _ Tolerance Remove
1 CD 4 1.000 .006
Variables Not in the Analysis
Min, Sig. of F Witks'
| Step Tolerance Tolerance to Enter Lambda
1} Limfosit 1.000 1.000 697 .989
Ch4 1.000 1.000 .008 745
ACTH 1.000 1.000 .335 .964
Kortisol 1.000 1.000 458 .979
Hsp 70 1.000 1.000 .026 .823
Anti Hsp 70 1.000 1.000 24 911
Cell Death 1.000 1.000 .762 .996
1 Limfosit .895 895 .536 733
ACTH .998 .898 .349 718
Kortisol 1.000 1.000 507 731
Hsp 70 .925 .925 .186 .693
Anti Hsp 70 .971 971 .362 .720
Cell Death .986 .686 .970 .745
Wilks' Lambda
[Number of Exact F
Step }Variables | Lambda df1 df2 df3 Statistic df1 df2 Sig.
1 1 745 1 26 B.916 1| 26.000 |.088BE-03




Pairwise Group Comparisons®?

Step Terimfeksi _ HIV positif | HIV negatif
1 HIV positif  F 8.916
Sig. .008

HIV negatif F 8.916

Sig. .008

a. 1, 26 degrees of freedom for step 1.

Summary of Canonical Discriminant Functions

Eigenvalues
Canonical
Function | Eigenvalue | % of Variance | Cumulative % | Correfation
1 3432 100.0 100.0 .505
a. First 1 canonical discriminant functions were used in the
analysis.
Wilks' Lambda
Witks'
Test of Function(s} Lambda Chi-square df Sig.
1 745 7.519 1 .006

Standardized Canonical Discriminant Function Coefficients

Function

1

CcD 4

1.000

Structure Matrix

Function
[ 1
CcD4 1.000
Hsp 70 @ -274
AntiHsp 70 @ -171
Cell Death @ 17
Limfosit @ -.068
ACTHa2 .048
Kortisol 2 014

Pooled within-groups correlations between discriminating
variahles and standardized canonical discriminant functions

Variabtes ordered by absolute size of correlation within function.

a. This variable not used in the analysis.



Caneonical Discriminant Function Coefficients

Function
1
| CD 4 .003
(Constant) -1.276

Unstandardized coefficients

Functions at Group Centrolds

Function
Terimfeksi 1
HiV positif -.564
HIV negatif .564

Unstandardized canonical discriminant
functions evaluated at group means

Classification Statistics

Classification Processing Summary

Processed 28

Excluded Missing or out-of-range 0

group codes

At least one missing 0

discriminating variable
Used in Cutput 28

Prior Probabilities for Groups
Cases lJsed in Analysis

Terimfeksi Prior Unweighted | Weighted
HIV positif .500 14 14.000
HIV negatif .500 14 14.000
Total 1.000 28 28.000

Classification Function Coefficients

Terimfeksi
| HIV positif | HIV negatif
cD4 2.629E-03 6.287E-03
{Constant) -1.022 -2.575

Fisher's linear discriminant functions



Classification Results P©

Predicted Group
Membership
Terimfeksi HIV positif HIV negatif Total
Original Count HiV positif 11 3 14
HIV negatif 5 9 14
% HIV positif 786 214 100.0
HIV negatif 35.7 64.3 100.0
Cross-validated @ Count HIV positif 11 3 14
HIV negatif 5 g 14
% HIV positif 7886 21.4 100.0
HIV negatif 357 64.3 100.0
a. Cross validation is done only for those cases in the analysis. In cross
validation, each case is classified by the functions derived from all
cases other than that case.
b. 71.4% of original grouped cases correctly classified.
€. 71.4% of cross-validated grouped cases correctly classified.
Lampiran 3.3
Oneway
Descriptives
POLA_CD4
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper Mini Maxi
N Mean Deviation Error Bound Bound mum mum
HIV positif 14 6580 8051 1617 3087 1.0074 .02 1.93
HiV negatif 14 | 3.7628 2.3306 6229 2.4171 5.1084 .28 7.39
Total 28 | 2.2104 2.3001 4347 1.3185 3.1023 .02 7.39
ANOVA
POLA_CD4
Sum of
= _ Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 67.477 1 67.477 23.277 .000
Within Groups 75.369 26 2.899
Total 142.847 27
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Lampiran 4.1

General Linear Model

Between-Subjects Factors

| Value Label N
Terimfeksi 1 HiV positif 14
2 HIV negatif 14
Descriptive Statistics
Terimfeksi Mean Std. Deviation
Limfosit HIV positif 1.7271 .3202 14
HIV negatif 1.7507 2237 14
Total 1.7389 2713 28
CDh4 HIV positif 227.71 200.58 14
HIV negatif 677.86 488.61 14
Total 452,79 432.26 28
ACTH HIV positif 22125 16.458 14
HIV negatif 13.925 6.443 14
Total 18.025 12.956 28
Kortisol HiV positif 12.377 4.046 14
HIV negatif 8.650 3.213 14
Total 10.514 4.056 28
Hsp 70 HIV positif 1.5757 8127 14
HIV negatif 8579 .3969 14
Total 1.2668 .7020 28
Anti Hsp 70 HIV positif 300.879 171.880 14
HIV negatif 237.893 39.879 14
Total 269.386 126.564 28
Celi Death HIV positif .34036 52735 14
HIV negatif 42871 42971 14
Total .38454 A7416 28




Multivariate Testd

Effect _ Value F Hypothesis df | Error df Sig.

Intercept  Piliai's Trace .o88 230.5202 7.000 20.000 .000
Wilks' Lambda 012 230.520°8 7.000 20.000 .000
Hotelling's Trace 80.682 230.5202 7.000 20.000 .000
Roy's Largest Root 80.882 230.5202 7.000 20.000 .000

INF_HIV  Pillai's Trace 525 3.160° 7.000 20.000 .020
Witks' Lambda 475 3.160° 7.000 20.000 .020
Hotelling's Trace 1.106 3.160° 7.000 20.060 .020
Roy's Largest Root 1.108 31602 7.000 20.000 .020

a. Exact statistic
b. Design: Intercept+INF_HIV




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Type th Sum
| Source Varable of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model Limfosit 3.889E-032 1 3.885E-03 051 .823
CcD 4 1418400 143P 1 1418400.143 10.169 .004
ACTH 470.680¢ 1 470.680 3.013 .094
Kortiso) 97.2414 1 97.241 7.285 012
Hsp 70 2.672° 1 2672 6.534 017
Anti Hsp 70 27770.401f 1 27770.401 1.784 193
Cell Death 5.465E-028 1 5.465E-02 238 631
Intercept Limfosit 84.668 1 84 668 1109.914 .000
ch4 5740417.286 1 5740417.286 41.155 .000
ACTH 9087.218 1 0097.218 58.241 .000
Kortisol 3094.885 1 3094.985 231.873 .000
Hsp 70 44,933 1 44.933 109.865 .000
Anti Hsp 70 2031922.566 1 2031922 566 130.531 .000
Cell Death 4.140 1 4,140 17.894 .000
INF_HIV Limfosit 3.880E-03 1 3.889E-03 .051 823
Cch4 1418400.143 1 1418400.143 10.169 004
ACTH 470.680 1 470.680 3.013 094
Kortisol 97.241 1 97.241 7.285 012
Hsp 70 2672 1 2672 6.534 M7
Anti Hsp 70 27770.401 1 27770.401 1.784 193
Cell Death 5.465E-02 1 5.465E-02 236 631
Error Limfosit 1.983 25 7.628E-02
Ch4 3626594.571 26 139484.407
ACTH 4061.173 26 156.199
Kortisol 347.042 26 13.348
Hsp 70 10.634 26 409
Anti Hsp 70 404730.573 26 15566.560
Cell Death 6.016 26 231
Total Limfosit 86.656 28
ch4 10785412.0 28
ACTH 13628.070 28
Kartisol 3539.268 28
Hsp 70 58.239 28
Anti Hsp 70 2464423.540 28
Cell Death 10.211 28
Corrected Total Limfosit 1.987 27
cC 4 5044994.714 27
ACTH 4531.853 27
Kortisol 444 283 27
Hsp 70 13.306 27
Anti Hsp 70 432500.974 27
Cell Death 6.070 27

- R Squared = .002 (Adjusted R Squared = -.035)
b. R Squared = .281 (Adjusted R Squared = .254)
- R Squared = .104 (Adjusted R Squared = .069)

- R Squared = .201 (Adjusted R Squared = .170}

a
¢
d. R Squared = 219 (Adjusted R Squared = .189)
e
f

- R Squared = .064 (Adjusted R Squared = .028)
9. R Squared = .009 (Adjusted R Squared = ..028)



Lampiran 4.2

Discriminant
Analysis Case Processing Summary
Unweighted Cases N Percent
Valid 28 100.0
Excluded  Missing or out-of-range 0 0
group codes )
At least one missing o 0
discriminating variable )
Both missing or
out-of-range group co_des 0 0
and at least one missing
discriminating variable
Total 0] .0
Total 28 100.0
Group Statistics
Valid N {listwise)
Terimfeksi Mean Std. Deviation Unweigmad Weighted
HIV positif Limfosit 1.72714 .32018 14 14.000
CDh4a 227.71429 200.58163 14 14.000
ACTH 2212500 16.45846 14 14.000
Kortisol 12.37714 4.04649 14 14.000
Hsp 70 1.57571 .81268 14 14.000
Anti Hsp 70 300.87857 171.88015 14 14.000
Celi Death .34036 52735 14 14.000
HIV negatif Limfosit 1.75071 22373 14 14.000
Ch4 677.85714 488.60800 14 14.000
ACTH 13.92500 6.44338 14 14.000
Kortisol 8.65000 3.21270 14 14.000
Hsp 70 .85786 .36690 14 14.000
Anti Hep 70 237.89286 39.87900 14 14.000
Cell Death 42871 A2971 14 14.000
Total Limfosit 1.73B93 27130 28 28.000
CDh4 45278571 432.26341 28 28.000
ACTH 18.02500 12.95555 28 28.000
Kortisol 10.51357 4.05647 28 28.000
Hsp 70 1.26679 70200 28 28.000
Antt Hsp 70 269.38571 126.56443 28 28.000
Cell Death .38454 47416 28 28.000




Tests of Equality of Group Means

Wilks'
Lambda F cif1 df2 Sig.
Limfosit .998 .051 1 26 .823
CD4 719 10.169 1 26 .004
ACTH .896 3.013 1 26 .094
Kortisol 781 7.285 1 26 012
Hsp 70 799 6.534 1 26 017
Anti Hsp 70 .936 1.784 1 26 193
Cell Death .991 .236 1 26 .631
Pooled Within-Groups Matrices
Limfosit CDh4 ACTH | Kortisol | Hsp 70 1Anti Hsp 70iCell Death
Correlation Limfosit 1.000 -125 -.182 300 .082 -.249 -.316
ch4 -125 1.000 -.007 .01 476 -079 077
ACTH -.182 -.007 1.000 .035 107 .590 -.047
Kortisol 300 .01 .035 1.000 .329 102 .072
Hsp 70 .082 78 107 329 1.000 .290 -.167
AntiHsp 7]  -249 -.079 .590 102 .290 1.000 -.093
Cell Death -.316 077 -.047 072 -.167 -.093 1.000
Lampiran 4.3
General Linear Model
Between-Subjects Factors
Value Label N
Tenmfeksi 1 HIV positif 14
2 HIV negatif 14
Descriptive Stafistics
_ Terimfeksi Mean Std. Deviation
PCLA_CD4  HIV positif 1102 9.704E-02 14
HIV negatif 2.9053 2.0542 14
Total 1.5077 2.0351 28
POLA_HSP  HIV positif 5.9924 3.0908 14
HIV negatif 1.8208 7545 14
Total 3.9087 3.0634 28




Multivariate Tests P

Hypothe Error
Effect Value F sis df df Sig. |
Intercept  Pillai's Trace .806 51.8372 2.000 25.000 .000
Wilks' Lambda .194 51.837® 2.000 25.000 .000
Hotelling's Trace 4,147 51.8372 2.000 25.000 .000
Roy's Largest Root 4,147 51.8372 2.000 | 25.000 .000
INF_HIV Pillai's Trace .667 25,053 2.000 25.000 .000
Wilks' Lambda .333 25.0532 2.000 25.000 .000
Hotelling's Trace 2.004 25.0532 2.000 25.000 .000
Roy's Largest Root 2.004 25.053° 2.000 25.000 .000
a. Exact statistic
b. Design: Intercept+INF_HIV
Tests of Between-Subjects Effects
Type Il Sum Mean
| Source Dependent Variable of Squares df Square F Sig. |
Corrected Model POLA_CD4 546894 1 54.889 24887 .000
POLA_HSP 121.813P 1 121.813 24,071 .000
Intercept POLA_CDA4 63.651 1 63.651 28.966 .000
POLA_HSP 427.337 1 427.337 84.445 .000
INF_HIV POLA_CD4 54,689 1 54.689 24,887 .000
POLA_HSP 121.813 1 121.813 24.071 .000
Error POLA_CD4 57.134 26 2.197
POLA_HSP 131.574 26 5.061
Total POLA_CD4 175.475 28
POLA_HSP 680.724 28
Corrected Total POLA_CD4 111.823 27
POLA=HSP 253.388 27

2. R Squared = .489 (Adjusted R Squared = .469)
b. R Squared = .481 (Adjusted R Squared = .461)



LAMPIRAN §



Lampiran 5.1
General Linear Model

Between-Subjects Factors

Value Label N
Terimfeksi 1 H¥ positif 14
2 HIV negatif 14
Descriptive Statistics
Terimfeksi Mean Sid. Deviation
Limfosit HIV positif 1.6029 .3891 14
HIV negatif 1.7588 .2819 14
Total 1.6807 .3427 28
CD4 HIV positif 305.14 265.00 14
HIV negatif 598.79 373.57 14
Total 451,96 351.23 28
ACTH HIV positif 17.210 10.726 14
HIV negatif 11.205 5.111 14
Total 14.208 8.793 28
Kortisol HIV positif 9.132 4.038 14
HIV negatif 6.800 3.147 14
Total 7.966 3.748 28
Hsp 70 HIV positif 1.6907 9175 14
HIV negatif .8484 .3608 14
Total 1.2686 .8080 28
Anti Hsp 70 HIV positif 278.414 58.913 14
HIV negatif 231.364 47.270 14
Total 254.889 57.627 28
Cell Death HIV positif .30829 .40400 14
HIV negatif 72357 .68682 14
Total 51593 59187 28




Multivariate Test$

Effect _ Value F Hypothesis d&f | Error df Sig.
Intercept  Pillai's Trace .992 356.597° 7.000 20.000 .000
Wilks' Lambda .008 356.5972 7.000 20.000 .000
Hotelling's Trace 124.809 356.5972 7.000 20.000 .000
Roy's Largest Root 124.809 356.597° 7.000 20.000 .000
INF_HIV  Pillai's Trace .495 2.8032 7.000 20.000 .033
Wilks' Lambda .505 2.803° 7.000 20.000 .033
Hotelling's Trace .981 2.8034 7.000 20.000 .033
Roy's Largest Root .981 2.803° 7.000 20.000 .033

a. Exact statistic
b. Design: intercept+HINF_HIV




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Type t Sum
Source Variable of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model Limfosit 4702 1 170 1.470 236
ch4 603582.8930 1 603582.893 5.754 024
ACTH 252.420° 1 252.420 3576 .070
Kortisol 38.0729 1 38.072 2.905 .100
Hsp 70 4.990° 1 4,990 10.267 004
Anti Hep 70 15495917 1 15495917 5.432 .028
Cell Death 1.2079 1 1.207 3.803 062
intercept Limfosit 79.094 1i 79.084 685.106 000
ch4 5719608.036 1 5719608.036 54.529 000
ACTH 5651.886 1 5651.886 80.073 .000
Kortisol 1776.832 1 1776.832 135.586 .000
Hsp 70 45,060 1 45.060 g2.712 .000
Anti Hsp 70 1819119.343 1 1819119.343 637.702 000
Cell Death 7.453 1 7.453 23.477 .000
INF_HIV Limfostt A70 1 A70 1.470 236
ch4 603582.893 1 603582.893 5.754 024
ACTH 252.420 1 252.420 3576 .070
Kortisol 38.072 1 38.072 2,905 100
Hsp 70 4.990 1 4.990 10.267 .004
Anti Hsp 70 15485.917 1 15495917 5432 .028
Cell Death 1.207 1 1.207 3.803 .062
Error Limfosit 3.002 26 115
cD4 2727146.071 26 104880.234
ACTH 1835.193 26 70.584
Kortisol 340725 26 13.105
Hsp 70 12.635 26 486
Anti Hsp 70 74168.029 26 2852617
Cell Death 8.254 26 317
Total Limfosit 82266 28
CDh4 9050337.000 28
ACTH 7739.498 28
Kortisol 2155.629 28
Hsp 70 62.666 28
Anti Hsp 70 1908783.290 28
Cell Death 16.815 28
Corrected Total Limfosit 37 27
ch4 3320728.964 27
ACTH 2087613 27
Kortisol 378.797 27
Hsp 70 17626 27
Anti Hsp 70 89663.947 27
Cell Death 9.461 27

a. R Squared = .054 (Adjusted R Squared = .017)
b. R Squared = .181 {Adjusted R Squared = .150)
¢. R Squared = 121 (Adjusted R Squared = .087)
d. R Squared = .101 (Adjusted R Squared = .068)
e. R Squared = 283 (Adjusted R Squared = .256)
f. R Squared = .173 (Adjusted R Squared = .141)

0. R Squared = .128 (Adjusted R Squared = .094)



Lampiran 5.2

Discriminant
Analysis Case Processing Summary
Unweighted Cases N Percent
Valid 28 100.0
Exciuded Missing or out-of-range 0 0
group codes )
At least one missi_ng 0 0
discriminating variable :
Both missing or
out-of-range group ches 0 0
anhd at least one missing ;
discriminating variable
Total 0 .0
Total 28 100.0
Group Statistics
Valid N (listwise)
Terimfeksi Mean Std. Deviation Unweighted Weighted
HIV positif Lirmfosit 1.60286 .38915 14 14.000
CD4 305.14286 264,99778 14 14.000
ACTH 17.21000 10.72616 14 14.000
Kortisol 9.13214 4.03790 14 14.000
Hsp 70 1.69071 91752 14 14.000
Anti Hsp 70 278.41429 58.91331 14 14,000
Cell Death .30829 40400 14 14.000
HIV negatif Limfosit 1.75857 .28189 14 14.000
cbh4 598.78571 373.57281 14 14.000
ACTH 11.20500 5.11059 14 14.000
Kortisol 6.80000 3.14721 14 14.000
Hsp 70 .B4643 .36082 14 14.000
Anti Hsp 70 231.36429 47.27002 14 14.000
Cell Death 72357 .68682 14 14,000
Total Limfosit 1.68071 34272 28 28.000
CDh4 451.96429 351.22690 28 28.000
ACTH 14.20750 8.79312 28 28.000
Kortisol 7.96807 3.74560 28 28.000
Hsp 70 1.26857 .80797 28 28.000
Anti Hsp 70 254,88929 57.62714 28 28.000
Cell Death .51593 59197 28 28.000




Tests of Equality of Group Means

Wilks'
Lambda F df1 df2 Sig.
Limfosit 946 1.470 1 26 .236
CDh4 .819 5.754 1 26 .024
ACTH .879 3.578 1 26 070
Kortiso! .BO9 2.905 1 26 .100
Hep 70 T17 10.267 1 26 .004
Anti Hsp 70 .827 5.432 1 26 .028
Cell Death .872 3.803 1 26 .062
Pooled Within-Groups Matrices

Limfosit CD4 ACTH Kortisol | Hsp 70 jAnti Hsp 70 | Cell Death

Correlation Limfosit 1.000 -059 045 -.245 -.088 .09 -385

CD4 -.059 1.000 052 .08s -.185 -.180 -.055

ACTH .0a5 .052 1.000 .288 212 250 -141

Kortisol -.245 .088 298 1.000 291 -.244 -.243

Hsp 70 -.088 -.185 212 291 1.000 .108 .044

Anti Hsp 70 109 -.190 .250 -.244 108 1.000 -.160

Cell Death -.385 -.055 -.141 -.243 .044 -.160 1.000

Analysis 1

Box's Test of Equality of Covariance Matrices

Log Determinants

Log
Terimfeksi Rank Determinant
HIV positif 1 -172
HIV negatif 1 -2.039
Pooled within-groups 1 -.722

The ranks and natural logarithms of determinants
printed are those of the group covariance matrices.

Test Results
Box's M 9.982
F Approx. 9.654
df1 1
df2 2028.000
Sig. .002

Tests null hypothesis of equal population covariance matrices.




Stepwise Statistics

Variables Entered/Removhcd
Wilks' Lambda
Exact F
Step { Entered | Statistic df1 df2 af3 Statistic dft df2 Sig.
1 Hsp 70 717 3 1 26.000 | 10.267 1 26.000 004
At each step, the variable that minimizes the overall Wilks' Lambda is entered.
a. Maximum number of steps is 14,
b. Maximum significance of £ to enter is .05.
€. Minimum significance of F to remove is .10.
d.F level, tolerance, or VIN insufficient for further computation.
Variables in the Analysis
Sig. of F to
Step _ Tolerance Remove
1 Hsp 70 1.000 .004
Variables Not in the Analysis
Min. Sig. of F Wilks'
Step Tolerance Tolerance to Enter i.ambda
0 Limfosit 1.000 1.000 236 .946
CD4 1.000 1.000 .024 .819
ACTH 1.000 1.000 .070 .879
Kortisol 1.000 1.000 100 .898
Hsp 70 1.000 1.000 .004 717
Anti Hsp 70 1.000 1.000 .028 827
Cell Death 1,000 1.000 .062 872
1 Limfosit 992 892 445 700
CDh4 966 .966 140 656
ACTH .955 .955 314 .688
Kortisol 815 915 .510 704
Anti Hsp 70 .988 .988 110 548
Cell Death .998 .998 .094 .640
Wilks' Lamhda
Number of Exact F
Step |Variables | Lambda df1 df2 a3 Statistic af1 df2 Sig. |
1 1 T147 1 1 26 | 10.267 1| 26.000 |566E-03




Pairwise Group Compariscens?

Step Terimfeksi . HIV positif | HIV negatif |
1 HIV positif F 10.267
Sig. .004
HIV negatif F 10.267
Sig. .004

a. 1, 26 degrees of freedom for step 1.

Summary of Canonical Discriminant Functions

Eigenvalues
Canonical
Function | Eigenvalue | % of Varance | Cumulative % Correlation
1 .3957 100.0 100.0 532
a. First 1 canonical discriminant functions were used in the
analysis.
Wilks' Lambda
Wilks'
Test of Function(s) Lambda Chi-square df Sig.
1 717 8,486 1 .004

Standardized Canonical Discriminant Function Coefficients

Function

1

Hsp 70 1.000

Structure Matrix

Function
1
Hsp 70 1.000
Kortisol @ 291
ACTH =@ 212
Ch4 2 -.185
Anti Hsp 70 a .08
Limfosit 8 -.088
Cell Death a .044

Pooled within-groups correlations between discriminating
variables and standardized cancnical discriminant functions

Variables ordered by absolute size of correlation within function.

2. This variable not used in the analysis.




Canonical Discriminant Function Coefficients

Function
1
Hsp 70 1.434
(Constant) -1.820

Unstandardized coefficients

Functions at Group Centroids

Function
Terimfeksi 1
HIV positif .606
HIV negatif -.806

Unstandardized canonical discriminant
functions evaluated at group means

Classification Statistics

Classification Processing Summary

[ Processed 28
Exciuded Missing or out-of-range
group codes

At least one missing
discriminating variabie

Used in Output 28

Prior Probabilities for Groups

Cases Used in Analysis

Terimfeksi Prior Unweighted Weighted

HIV positif .500 14 14.000
HIV negatif 500 14 14.000
Total 1.000 28 28.000

Classification Function Coefficients

Terimfeksi
. HIV positif HIV negatif
Hsp 70 3.479 1.742
(Constant) -3.634 -1.430

Fisher's linear discriminant functions



Classification Results P°

Predicted Group
Membership
| Terimfeksi HIV positif HIV negatif Total
Original Count HIV positif 8 6 14
HIV negatif 2 12 14
% HIV positif 571 42.9 100.0
HIV negatif 14.3 B85.7 100.0
Cross-validated & Count HIV positif 8 6 14
HIV negatif 2 12 14
% HIV positif 57.1 42.9 100.0
HIV negatif 14.3 85.7 100.0
a. Cross validation is done only for those cases in the analysis. In cross
validation, each case is classified by the functions derived from all
cases other than that case.
b. 71.4% of original grouped cases correctly classified.
C. 71.4% of cross-validated grouped cases correctly classified.
Lampiran 5.3
Oneway
Descriptives
POLAJSP
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper Mini Maxi
N Mean Deviation Error Bound Bound mum mum
HIV positif 14 5.8820 3.1920 .8531 4,0390 7.7250 244 | 1148
HIV negatif 14 1.4745 6286 1680 1.11186 1.8374 26 2.32
Total 28 3.6782 3.1832 6016 2.4439 4.9125 26 | 11.48
ANOVA
POLA__LHSP
Sum of
| Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 135.983 1 135.983 25698 .000
Within Groups 137.595 26 5.292
Total 273.578 27




5.1.1 Uji homogenitas
Uji homogenitas bertujuan untuk memenuhi persyaratan dalam perhitungan
dan analisis statistik, agar dapat dipertanggung jawabkan validitasnya.
Uji homogenitas melalui beberapa tahapan sebagai berikut.
a. Randomisasi sampel yaitu pengambilan dan pemilan sampel penelitian sudah
diusahakan memenuhi randomisasi agar dapat mewakili populasi
b. Uji data sampel, bertujuan untuk mengetahui apakah sampel yang terpilih
tersebut sudah memenuhi homogenitas data. Sedangkan variabel-variabel
yang di uji adalah variabel Klinik (Berat badan; Tinggi Badan dan Lingkar
lengan) dan variabel labolatoris (SGOT; Albumin dan Kreatinin). Untuk
melihat nilai hasil data penelitian yang diperoleh kondisinya sesuai yang

diharapkan yaitu homogen.

Hasil perhitungan berat badan dapat dilihat pada tabel 5.1 (Lampiran 1)

Tabel 5.1 : Rerata berat Badan

HIv+ HIV -
Rerata SD Rerata SD
Berat badan 59.39 1470 | 60.71 13.38

Uji perbedaan berat badan antara kelompok (HIV+ & HIV-) didapat Frinng =
0.062 dan p = 0.806 (c. > 0.05) berarti tidak signifikan. Dengan kata lain ke dua
kelompok (HIV+ & HIV-) tidak ada perbedaan berat badan atau homogen.

Hasil perhitungan tinggi badan dapat dilihat pada tabel 5.2 (Lampiran 1)



Tabel 5.2 : Rerata tinggi Badan

HIV+ HIV -
Rerata Sb Rerata SD
Tinggi Badan | 164.43 | 10.32 | 162.36 | 8.59

Uji perbedaan tinggi badan antara kelompok (HIV+ & HIV-) didapat Fhitung =
0.333 dan p = 0.569 (o > 0.05) berarti tidak signifikan. Dengan kata lain ke dua
kelompok (HIV+ & HIV-) tidak ada perbedaan tinggi badan atau homogen.

Hasil perhitungan labolatoris dapat dilihat pada tabel 5.3 (Lampiran 1)

Tabel 5.3 : Rerata Vanabel Kendali

Variabel HIV + HIV -
Rerata SD Rerata SD
SGOT 43.07 34 46 21.36 9.43
Albumin 415 0.48 4.59 0.37
Kreatinin 0.936 0217 0.736 0.115

Uji perbedaan variabel kendali antara kelompok (HIV+ & HIV-) secara multivariat
dengan metode Willks’ Lambda didapat Fritwg = 0.451 dan p = 0.000 (a. < 0.05)

berarti signifikan. Dengan kata lain ke dua kelompok (HIV+ & HIV-) ada perbedaan

pada variabel kendali




LAMPIRAN KONVERSI DATA

Data penelitian perlu dilakukan konversi, dengan tujuan untuk menghilangkan perbedaan
nilai satuan pada setiap variabel, konversi tersebut menggunakan rumus (ﬂ ).
Dimana y : milai data ash
v : nilai rata-rata data asli
sd : nilai penyimpangan baku (standart deviasi}
y—y : tingkat kesalahan data (hasil ini bisa terjadi nilai positif dan negatif)

Hasil data setelah dikonversi dengan rumus tersebut dapat dilihat pada lembar hasil
olahan statistika.

Hasil olahan statistika tersebut dapat disimpulkan sebagai betikut :

1. hasil data tersebut dapat dikatakan sebagai data perubahan, karena jika yang
dihasilkan memperoleh nilai positif disebut juga mengalami peningkatan, dan jika
nilai negatif disebut juga mengalami penurunan.

2. gambar diagram yang didapat, jika kelompok HIV positif mempunyai nilai
negatif maka HIV negatif mempunyai nilai positf.

3. Hasil analisis Diskriminan yang diperoleh sama dengan hasil analisis diskriminan
dari data asli, yaitu :

a. pengamatan pertama (1 hari) variabel diskriminatornya adalah CD4

b. pengamatan ke dua (7 hari) variabel diskriminatornya adalah CD4 dan
HSP70

c. Pengamatan ke tiga (31 hari) variabel diskriminatornya adalah HSP70
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