PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DISERTASI

MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK ANTI HIV-1 TERHADAP
INFEKSI HIV-1 PADA FASE BINDING ANTARA GP120 DENGAN
RESEPTOR CD4, CCR5 DAN CXCR4 LIMFOSIT T CD4" SECARA

IN VITRO

ke

YicA
M. e, ;y
Mac 7T

WIWIEK INDRIYANI MASKOEP

PROGRAM STUDI ILMU KEDOKTERAN JENJANG DOKTOR
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
2019

DISERTASI MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK... WIWIEK INDRIYANI M



PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

MILIK :
1 PERPUSTAKA AR t
o SN ITAS AIRLANGGA '

: Ya ‘

DISERTASI

MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK ANTI HIV-1 TERHADAP
INFEKSI HIV-1 PADA FASE BINDING ANTARA GP120 DENGAN
RESEPTOR CD4, CCR5 DAN CXCR4 LIMFOSIT T CD4" SECARA

IN VITRO

WIWIEK INDRIYANI MASKOEP

PROGRAM STUDI ILMU KEDOKTERAN JENJANG DOKTOR
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
2019

i
DISERTASI MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK... WIWIEK INDRIYANI M



PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

MIL|
'EﬁPUSTAKAAh

Ve TAS AlRLANGE 2 |
NQ a.x'g §
BURABAY, -

MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK ANTI HIV-1 TERHADAP
INFEKSI HIV-1 PADA FASE BINDING ANTARA GP120 DENGAN
RESEPTOR CD4, CCRS DAN CXCR4 LIMFOSIT T CD4" SECARA

IN VITRO

DISERTASI

Untuk memperoleh Gelar Doktor
dalam Program Studi Ilmu Kedokteran Jenjang Doktor
pada Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga
dan dipertahankan di hadapan Panitia
Ujian Akhir Tahap 2 (Terbuka)

Pada hari : Senin
Tanggal : 16 September 2019
Pukul - 10.00 WIB

Oleh:

Wiwiek Indriyani Maskoep
011417017314

PROGRAM STUDI ILMU KEDOKTERAN JENJANG DOKTOR
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
2019

i
DISERTASI MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK... WIWIEK INDRIYANI M



PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LEMBAR PENGESAHAN

MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK ANTI HIV-1 TERHADAP
INFEKSI HIV-1 PADA FASE BINDING ANTARA GP120 DENGAN
RESEPTOR CD4, CCRS5 DAN CXCR4 LIMFOSIT T CD4" SECARA

IN VITRO

TELAH DISETUJUI
PADA TANGGAL 08 OKTOBER 2019

Oleh
Promotor

Prof. Dr. Nasronudin, dr., Sp.PD, K-PTI., FINASIM
NIP 195611031984031001

Kopromotor

Prof. Sri Agus Sudjarwo, Drh., Ph.D
NIP 195609041984031004

MILIK
PER PUSTAKAA
UNIVERSITAS AIHLAMNG A f'

SURABAYA '

DISERTASI MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK... WIWIEK INDRIYANI M



PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Disertasi ini telah diuji dan dinilai
oleh panitia penguji Ujian Tahap 1 (Tertutup)
pada tanggal 14 Agustus 2019

Panitia Penguji:
Ketua : 1. Prof. Win Darmanto, Drs., M.Si., Ph.D

Anggota : 2. Prof. Dr. Nasronudin, dr., Sp.PD, K-PTI., FINASIM
3. Prof. Sri Agus Sudjarwo, drh., Ph.D
4. Prof. Dr. I Ketut Sudiana, drs., M.Si
5. Prof. Dr. Jusak Nugraha, dr., MS, Sp.PK (K)
6. Dr. Hari Basuki Notobroto, dr., M.Kes
7. Dr. drh. Agustina Dwi Wijayanti, M. P

Ditetapkan dengan Surat Keputusan
Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga
Tentang Panitia Penguji Disertasi
Nomor : 283 / UN3.1.1/KD/2019
Tanggal : 14 Agustus 2019

DISERTASI MEKANISME HAMBATAN IgY SPESIFIK... WIWIEK INDRIYANI M



PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

UCAPAN TERIMA KASIH

Assalamu Alaikum Wr Wb.

Puji syukur kehadirat Allah SWT, pemilik segala yang ada, dan dengan
kekuasaan-Nya Dia memberi hikmah kepada siapapun yang dikehendaki. Syukur
alhamdulillah, atas berkah, rahmat dan hidayah-Nya, sehingga saya dapat
menyelesaikan Disertasi dengan judul Mekanisme Hambatan IgY Spesifik Anti
HIV-1 terhadap Infeksi HIV-1 pada Fase Binding antara Gp120 dengan Reseptor
CD4, CCRS dan CXCR4 Limfosit T CD4"* secara In Vitro.

Disertasi ini dapat selesai tidak lepas dari dorongan, bimbingan, arahan,
saran, koreksi dari promotor, Ko promotor dan Tim Penguji. Oleh karena itu, pada
kesempatan ini, saya ingin mengucapkan terimakasih dan penghargaan yang
setinggi-tingginya kepada yang terhormat :

Prof. Dr. Nasronudin, dr., Sp.PD, K-PTI., FINASIM, sebagai Penasehat
Akademik dan Promotor, yang telah membimbing dengan tulus ikhlas, penuh
pengertian, perhatian, dan kesabaran, memberi semangat, motivasi, arahan dan
wawasan serta berdiskusi mengenai berbagai hambatan dalam masa studi saya
serta meluangkan waktu untuk berkonsultasi sehingga disertasi ini dapat
diselesaikan dengan baik.

Prof. Sri Agus Sudjarwo, Drh., Ph.D, sebagai Ko Promotor yang dengan
penuh kesabaran, tulus ikhlas, pengertian, perhatian serta memberikan saya
bimbingan dan arahan, dukungan dan juga selalu memberikan motivasi bagi saya

dalam penyusunan disertasi.
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ucapan terimakasih yang sebesar-besarnya kepada :

Prof. Dr. M. Nasih, SE, MT, Ak., selaku Rektor Universitas Airlangga dan
Prof. Dr. H Fasichul Lisan, Apt., selaku mantan rektor Universitas Airlangga atas
kesempatan yang diberikan kepada saya untuk mengikuti dan menyelesaikan studi
pada Program Studi Ilmu Kedokteran jenjang doktor Fakultas Kedokteran
Universitas Airlangga.

Prof. Dr. Soetojo, dr., SpU(K) selaku Dekan dan Prof. Dr. Agung Pranoto,
dr., M.Kes., SpPD., KEMD, FINASIM, selaku mantan Dekan Fakultas
Kedokteran Universitas Airlangga, beserta jajaran dekanat atas kesempatan yang
telah diberikan kepada saya untuk mengikuti pendidikan ini.

Prof. Dr. dr. H. Joewono Soeroso, M.Sc., Sp.PD., KR, FINASIM, selaku
Koordinator Program Studi (KPS) Ilmu Kedokteran Jenjang Doktor Fakultas
Kedokteran Universitas Airlangga dan Dr. Teddy Ontoseno, dr., SpA(K), SpJP,
FIHA, selaku mantan Ketua Program Studi (KPS) yang telah memberikan fasilitas
dan dukungan kepada saya selama menjalani dan menyelesaikan pendidikan
Doktor pada Program Studi Ilmu Kedokteran Universitas Airlangga.

Tim penguji Materi prakualifikasi, kualifikasi, praproposal, proposal, dan
uji kelayakan Prof. Dr. Nasronudin, dr., Sp.PD, K-PTI., FINASIM, Prof. Sri Agus
Sudjarwo, drh., Ph.D, Prof. Dr. Aulanni’am, drh., Ph.D, Prof. Win Darmanto,
Drs., M.Si., Ph.D, Prof. Dr. I Ketut Sudiana, drs., M.Si, Prof. Dr. Jusak Nugraha,
dr., MS, Sp.PK (K), Dr. Hari Basuki Notobroto, dr., M.Kes, Dr. drh. Agustina

Dwi Wijayanti, M.P., dan Prof. Ari Gunawan, dr., MS., PhD (Alm).
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jajarannya yang telah memfasilitasi dan memberi dukungan kepada saya selama
menjalani dan menyelesaikan pendidikan Doktor pada Program Studi Ilmu
Kedokteran Jenjang Doktor Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga. Juga
Prof. Dr. Sunaryadi, dr., Sp.THT-KL(K) dan Prof. Marlina S Mahajudin, dr.,
SpKJ(K) yang juga mendukung serta memotivasi dalam menyelesaikan
pendidikan Doktor.

Para dosen MKPD Program Studi Ilmu Kedokteran Jenjang Doktor
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga yang sangat saya hormati Prof. Maria
Lucia Inge Lucida, dr., M. Kes., SpMK(K), Ph.D, Prof. Dr. I Ketut Sudiana, Drs.,
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Dengan segenap kerendahan hati, penyusun menyadari bahwa dalam
penulisan disertasi ini masih banyak kekurangan, sehingga penyusun mohon maaf
sebesar-besarnya atas segala kekurangan. Semoga Allah SWT membalas seluruh
kebaikan yang telah diberikan kepada penyusun. Akhir kata, semoga disertasi ini
memberikan manfaat bagi siapapun yang membacanya.

Billahi fi sabilil haq fastabiqul khaerat, Wassalamu Alaikum Wr. Wb

Surabaya, Mei 2019

Peneliti
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Mekanisme Hambatan IgY Spesifik Anti HIV-1 Terhadap
Infeksi HIV-1 Pada Fase Binding Antara Gp120 Dengan
Reseptor CD4, CCR4 dan CXCR4 Limfosit T CD4* Secara
In Vitro

HIV adalah virus sitopatik yang diklasifikasikan dalam family
retroviridae, subfamily lentivirinae, genus lentivirus. Berdasarkan strukturnya
HIV berbeda dengan retrovirus yang lain. Terdapat 2 subtipe HIV, yaitu HIV-1
dan HIV-2. HIV-1 menyebabkan infeksi diseluruh dunia namun HIV-2 terbatas di
daerah Afrika Barat. Tahun 2017 jumlah pasien HIV/AIDS di dunia meningkat
yakni 36,9 juta orang dan diantaranya 25,7 juta orang berasal dari Afrika dan
tertinggi kedua yaitu Asia Tenggara yakni 3,5 juta orang. Benua Asia Pasifik
diindikasikan memiliki laju infeksi HIV tertinggi di dunia, terutama India, China
dan Indonesia yang merupakan negara dengan populasi terbesar di dunia. WHO
dan UNAIDS, dua organisasi dunia memberi peringatan bahaya kepada 3 negara
di Asia tersebut yang saat ini dinyatakan berada pada titik infeksi HIV. Bahkan
bisa dikatakan negara tersebut berada dalam posisi serius.

Di Indonesia provinsi dengan jumlah infeksi HIV tertinggi adalah DKI
Jakarta, diikuti Jawa Timur, Jawa Barat, Papua dan Jawa Tengah, dari 38
kabupaten/kota di Jawa Timur, Surabaya dengan ODHA terbanyak. Artinya,
dengan data ini persoalan HIV/AIDS telah menjadi tantangan dan ancaman besar
bagi hampir seluruh provinsi dan kabupaten/kota di Indonesia.

Vaksin untuk HIV belum ditemukan, dan obat antiretroviral hanya
menekan infeksi, sedangkan sekali terinfeksi akan terinfeksi seumur hidup karena
gen HIV akan menyisip ke dalam gen sel host yang terinfeksi, sehingga
dibutuhkan terapi substitusi untuk menggantikan sistem kekebalan tubuh yang
telah menurun dengan menggunakan imunoterapi. Penggunaan imunoglobulin
sebagai imunoterapi merupakan salah satu cara untuk meningkatkan sistem
kekebalan tubuh. Sehingga dalam upaya mencegah morbiditas dan mortalitas
pasien HIV/AIDS perlu dilakukan pencarian serta penemuan bahan yang banyak
mengandung imunoglobulin yang dapat digunakan sebagai imunoterapi pada
pasien HIV/AIDS.

Penggunaan IgY sebagai imunoglobulin spesifik telah banyak teraplikasi
antara lain penggunaan Rotamix IgY secara oral untuk terapi diare pada anak,
H5NI1, dan influenza B. Namun belum ada penelitian tentang penggunaan IgY
Spesifik anti HIV-1. Keberhasilan IgY dalam penelitian sebelumnya, dapat
membuka peluang keberhasilan juga dalam aplikasi penggunaan IgY sebagai
antibodi spesifik anti HIV-1. Oleh karena itu, pada penelitian ini berfokus pada
evaluasi sifat imunogenik HIV-1 sebagai pemicu respon imunitas ayam petelur,
khususnya respon humoral yang berimplikasi kepada terbentuknya IgY Spesifik
anti HIV-1 di dalam kuning telur dari ayam yang diinjeksi virus HIV-1 yang telah
diinaktivasi secara intramuskular (IM), dan analisis efektivitas IgY Spesifik anti
HIV-1 dalam menghambat infeksi HIV-1 sehingga dapat menjadi terapi imun
untuk mencegah morbiditas (angka kesakitan) dan mortalitas (kematian) pasien
HIV-1.

xi
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Jenis penelitian ini merupakan jenis ekperimental murni untuk
membuktikan uji aktivitas netralisasi IgY Spesifik anti HIV-1 dengan metode uji
pembentukan syncytium kemudian dilakukan pemeriksaan densitas/kepadatan
reseptor CD4, CCR5 dan CXCR4. Rancangan penelitian adalah rancangan post
test dengan kelompok kontrol (post test only control group design). Penelitian ini
terdapat 2 kelompok yaitu kelompok kontrol (tidak diberi perlakuan) dan
kelompok eksperimen (diberi perlakuan). Data yang diperoleh kemudian
dianalisis secara deskriptif dan inferensial. Data yang dianalisis secara deskriptif
digunakan untuk menentukan nilai rata-rata pembentukan syncytium dan
densitas/kepadatan reseptor CD4, CCRS5 dan CXCR4, sedangkan analisis
inferensial yang digunakan adalah uji t, Anova dan uji Mann Whitney.

Bahan uji IgY diperoleh dari kuning telur ayam Lohmann laying hens yang
diimunisasi dengan virus HIV-1 yang diinaktivasi. Sebelum dilakukan uji
aktivitas netralisasi dilakukan karakterisasi powder IgY untuk membuktikan
bahwa IgY tersebut spesifik anti HIV-1 dengan menggunakan metode Agarose
Gel Precipitation Test (AGPT), Enzime- Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Elektroforesis gel poliakrilamida- Sodium Dodesil Sulfat (SDS-PAGE) dan
Western blot. Langkah selanjutnya dilakukan pengujian untuk menilai aktivitas
netralisasi antibodi IgY Spesifik anti HIV-1 dengan metode uji pembentukan
syncytium dan untuk menilai densitas/kepadatan reseptor CD4, CCRS5 dan CXCR4
menggunakan metode imunohistokimia.

Uji karakterisasi yang dilakukan didapatkan hasil bahwa powder yang
digunakan merupakan IgY spesifik anti HIV-1 ditunjukkan dengan adanya garis
presipitasi pada uji AGPT, adanya nilai absorbansi (Optical Density = OD) yang
melebihi nilai cut off pada pemeriksaan ELISA serta munculnya berat molekul
yang sesuai dengan rantai berat dan rantai ringan IgY pada pemeriksaan SDS-
Page dan Western blot. Pembentukan molekul syncytium pada pengamatan 24 jam
rata-rata lebih banyak pada kelompok kontrol (28,95) daripada kelompok
perlakuan (14,9) dan pada pengamatan hari ke-7 rata-rata lebih banyak pada
kelompok kontrol (92,20) dan kelompok perlakuan (24,07). Hal ini menunjukan
bahwa IgY Spesifik anti HIV-1 efektif dalam menghambat terbentuknya
syncytium pada infeksi HIV-1 terhadap limfosit T CD4* pada fase binding (tahap
entry) pada pengamatan 24 jam dan hari ke-7 (p<0,05). Hasil wji
densitas/kepadatan reseptor CD4 pada pengamatan 24 jam menggunakan metode
imunohistokimia nilai rata-rata lebih sedikit pada kelompok kontrol (0,10)
daripada kelompok perlakuan (0,84), hal ini menunjukkan bahwa IgY Spesifik
anti HIV-1 efektif dalam menghambat infeksi HIV-1 terhadap limfosit T CD4*
pada fase binding (fahap entry) pada kelompok perlakuan (p<0,05). Sedangkan
pada pengamatan hari ke-7 nilai rata-rata lebih sedikit pada kelompok kontrol
(1,04) daripada kelompok perlakuan (2,00), hal ini menunjukkan bahwa IgY
Spesifik anti HIV-1 efektif dalam menghambat infeksi HIV-1 terhadap limfosit T
CD4" pada fase binding (tahap entry) pada kelompok perlakuan pada pengamatan
hari ke-7 (p<0,05). IgY Spesifik anti HIV-1 memiliki pengaruh langsung terhadap
reseptor CD4 sebesar 61,4%. Nilai rata-rata densitas/kepadatan reseptor CCRS
lebih sedikit pada kelompok kontrol (0,78) daripada kelompok perlakuan (0,80),
berdasarkan rata-rata densitas/kepadatan reseptor CCR5 menunjukkan bahwa IgY
Spesifik anti HIV-1 dapat menghambat infeksi HIV-1 terhadap limfosit T CD4*
pada fase binding (tahap entry) pada kelompok perlakuan pada pengamatan 24
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jam, namun tidak menunjukkan keefektifan yang signifikan (p>0,05). Sedangkan
nilai rata-rata densitas/kepadatan reseptor CCRS lebih sedikit pada kelompok
kontrol (0,92) daripada kelompok perlakuan (1,34), hal ini menunjukkan bahwa
IgY Spesifik anti HIV-1 efektif dalam menghambat infeksi HIV-1 terhadap
limfosit T CD4* pada fase binding (tahap entry) pada kelompok perlakukan pada
pengamatan hari ke-7 (p<0,05). IgY Spesifik anti HIV-1 memiliki pengaruh tidak
langsung terhadap reseptor CCRS5 sebesar 46,1%. Nilai rata-rata
densitas/kepadatan reseptor CXCR4 lebih banyak pada kelompok kontrol (0,2)
daripada kelompok perlakuan (0,16), hal ini menunjukkan bahwa IgY Spesifik
anti HIV-1 tidak menunjukkan efektifitas dalam menghambat infeksi HIV-1
terhadap Limfosit T CD4* pada fase binding (tahap entry) pada kelompok
perlakukan pada pengamatan 24 jam (p>0,05). Sedangkan nilai rata-rata
densitas/kepadatan reseptor CXCR4 lebih sedikit pada kelompok kontrol (0,4)
daripada kelompok perlakuan (0,9), hal ini menunjukkan bahwa IgY spesifik anti
HIV-1 efektif dalam menghambat infeksi HIV-1 terhadap limfosit T CD4* pada
fase binding (tahap entry) pada kelompok perlakukan pada pengamatan hari ke-7
(p<0,05).

Kesimpulan dari penelitian ini, IgY Spesifik anti HIV-1 efektif dalam
menghambat terbentuknya syncytium pada infeksi HIV-1 terhadap limfosit T
CD4"* pada fase binding (tahap entry) pada kelompok perlakuan pada pengamatan
24 jam dan hari ke-7. Hasil pemeriksaan densitas’kepadatan reseptor CD4
menggunakan metode Imunohistokimia IgY Spesifik anti HIV-1 efektif dalam
menghambat infeksi HIV-1 terhadap limfosit T CD4* pada fase binding (tahap
entry) pada kelompok perlakuan pada pengamatan 24 jam dan hari ke-7. Hasil
pemeriksaan densitas’/kepadatan reseptor CCRS5 menggunakan metode
Imunohistokimia menunjukkan bahwa IgY spesifik anti HIV-1 dapat menghambat
infeksi HIV-1 terhadap limfosit T CD4* pada fase binding (tahap entry) pada
kelompok perlakuan, namun tidak menunjukkan keefektifan yang signifikan pada
pengamatan 24 jam, sedangkan pada pengamatan hari ke-7 menunjukkan bahwa
IgY spesifik anti HIV-1 efektif dalam menghambat infeksi HIV-1 terhadap
limfosit T CD4* pada fase binding (tahap entry) pada kelompok perlakukan, pada
pemeriksaan densitas/kepadatan reseptor CXCR4 menunjukkan bahwa IgY
spesifik anti HIV-1 tidak menunjukkan efektifitas dalam menghambat infeksi
HIV-1 terhadap limfosit T CD4* pada fase binding (tahap entry) pada kelompok
perlakuan pada pengamatan 24 jam, sedangkan pada pengamatan hari ke-7
menunjukkan bahwa IgY spesifik anti HIV-1 efektif dalam menghambat infeksi
HIV-1 terhadap limfosit T CD4"* pada fase binding (tahap entry) pada kelompok
perlakuan.

Temuan baru pada penelitian ini, terbukti bahwa IgY Spesifik anti HIV-1
efektif dalam menghambat terjadinya infeksi HIV-1 pada sel limfosit T CD4*
melalui mekanisme hambatan pada fase binding antara gp120 pada HIV-1 dengan
reseptor CD4, CCRS, dan CXCR4 limfosit T CD4*.

Berdasarkan hasil penelitian ini, untuk mendapatkan manfaat klinis, perlu
dilakukan penelitian lanjutan dengan menggunakan hewan coba untuk dilakukan
uji tantang dan selanjutnya diaplikasikan untuk manusia sebagai obat per oral
maupun intravena.
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SUMMARY

In Vitro Inhibiting Mechanism of Anti HIV-1 Specific IgY to HIV-1
Infections at Binding Stage Between Gp120 and Receptor CD4, CCRS5 and
CXCR4 of CD4" T Lymphocytes

HIV is a cytopathic virus classified in retroviridae family, lentivirinae
subfamily, lentivirus genus. Based on its structure, HIV is different from other
retroviruses. There are two types of HIV, i.e. HIV-1 and HIV-2. The former causes
infections throughout the world, but the latter is limited only in West Africa. In
2017, the number of patients with HIV/AIDS in the world increased by 36.9
million, 25.7 million of them came from Africa and 3.5 million came from
Southeast Asia as the second highest case. The Asia Pacific continent is indicated
to have the highest rate of HIV infections in the world, especially India, China
and Indonesia, which becomes the country with the world largest population.
WHQO and UNAIDS, as two world organizations concerning health, gave warning
of danger to the three countries in Asia which are currently stated to be at the
point of HIV infections. It can even be said that the country is now in a serious
position. _

The provinces with the highest number of HIV infections in Indonesia
include DKI Jakarta, East Java, West Java, Papua and Central Java, respectively.
Surabaya has the highest case of ODHA from 38 districts/cities that do HIV
testing in East Java. Based on the data, it means that the case of HIV/AIDS has
become a major challenge and threat to almost all provinces and districts/cities in
Indonesia.

Vaccine for HIV infection has not been found and antiretrovirals are only
able to suppress infection, but do not cure the individuals with HIV/AIDS.
Meanwhile, once an individual is infected, he will be suffered it forever since HIV
genes will insert in to infected host cell genes. Substitutive therapy is thus needed
to replace the immune system by using immunotherapy that has decreased.

The use of immunoglobulins as immunotherapy is one way to improve the
immune system as the prevention from morbidity and mortality of patients with
HIV/AIDS. It is necessary to search for and find materials that contain lots of
immunoglobulin as immunotherapy in patients with HIV/AIDS.

The use of IgY as a specific immunoglobulin has been widely applied, among
others is the use of Rotamix IgY orally for the treatment of diarrhea in children,
HS5NI1, and influenza B. However, related studies have not been found yet on the
use of anti-HIV-1 Specific IgY. The success of IgY in previous studies can also
open the chance of success in the application of its usage as anti-HIV-1 Specific
antibodies. Therefore, the present study focuses on evaluating the immunogenic
nature of HIV-1 as a trigger for the immune response of laying hens, especially
the humoral response formations of anti-HIV-1 Specific IgY in chicken yolks
injected with intramuscularly inactivated HIV-1 virus and analysis of the
effectiveness of anti-HIV-1 Specific IgY in inhibiting HIV-1 infections so that it
can be used as an immune therapy to prevent morbidity and mortality of patients
with HIV-1.
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This type of the present study is a true experimental research to reveal
neutralization activity test of anti-HIV-1 Specific IgY using Syncytium formation
test method. The density of receptor CD4, CCRS5 and CXCR4 were then examined.
The research design was post-test only control group. It consisted of two groups,
ie. the control group (not subjected to treatment) and the experimental group
(subjected to treatment). The data obtained is then analyzed descriptively and
inferentially. Data analyzed descriptively was used to determine the average
value of the formation of syncytium and density of CD4, CCR5 and CXCR4
receptors, while inferential analysis used was the t test, Anova test, and Mann
Whitney test.

The IgY test material was obtained from Lohmann laying hens yolks
immunized with the inactivated HIV-1 virus. Before performing the neutralization
activity test, IgY powder characterization was carried out to prove that the IgY
was Specific anti-HIV-1 using the AGPT, Elisa, SDS-Page and Western blot
methods. The next step was a test to assess the neutralization activity of anti-HIV-
1 Specific IgY with the Syncytium formation test method and the density of
receptor CD4, CCRS and CXCR4 using immunohistochemical methods.

Based on the characterization test, it found that the powder was anti HIV-
1 specific IgY indicated by the precipitation line in the AGPT test, the presence of
absorbance (Optical Density=0D) values that exceeded the cut off value on Elisa
examination and the presence of molecular weight corresponding to the heavy
chain and light chain IgY on SDS-Page and Western blot examinations. The
formation of syncytium molecule at 24 hour observation was more in average in
the control group (28.95) than the treatment group (14.9) and smaller at 7" day
observation in the group control (92.20) than the treatment group (24.07). This
shows that anti-HIV-1 Specific IgY is effective for inhibiting the formation of
Syncytium in HIV-1 infection against CD4 + T lymphocytes at binding stage
(entry stage) at 24-hour and 7" day observations (p <0.05). The results of the
average values at density of receptor CD4 test at 24 hour observation using
immunohistochemistry were lower in the control group (0.10) than the treatment
group (0.84). This indicates that anti-HIV-1 Specific IgY is effective for inhibiting
HIV-1 infections against T CD4 + lymphocytes at binding stage in the treatment
group at 24-hour observation (p <0.05). Meanwhile, the average value at 7" day
observation was lower in the control group (1.04) than the treatment group
(2.00). This indicates that anti-HIV-1 Specific IgY is effective for inhibiting HIV-1
infections against lymphocytes T CD4* at binding stage in the treatment group at
7" day observation (p <0.05). Anti-HIV-1 specific IgY has direct effects on
receptor CD4 by 61.4%. The average values in the density of receptor CCR5 was
lower in the control group (0.78) than the treatment group (0.80). It indicates that
anti-HIV-1 Specific IgY can inhibit HIV-1 infections against the binding stage of
CD4* T lymphocytes in the treatment group at 24 hour observation, but it does
not show significant effectiveness (p> 0.05). Meanwhile, the average values in the
density of receptor CCR5 was lower in the control group (0.92) than in the
treatment group (1.34). This indicates that anti-HIV-1 Specific IgY is effective for
inhibiting HIV-1 infections against CD4* T lymphocytes at binding stage in the
treated group at 7" day observation (p <0.05). Anti-HIV-1 Specific IgY has
indirect effects on receptor CCRS5 of 46.1%. The average value in the density of
receptor CXCR4 was higher in the control group (0.2) than in the treatment group
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(0.16). This indicates that anti-HIV-1 Specific IgY is not effective for inhibiting
HIV-1 infections against CD4"* T lymphocytes at binding stage in the treated
group at 24 hour observation (p> 0.03). Meanwhile, the average values in the
density of receptor CXCR4 was lower in the control group (0.4) than in the
treatment group (0.9). This indicates that anti-HIV-1 Specific IgY is effective for
inhibiting HIV-1 infections against CD4* T lymphocytes at binding stage in the
treated group at 7" day observation (p <0.05).

Based on the findings above, it can be concluded that anti-HIV-1 Specific
IgY was effective for inhibiting syncytium formation in HIV-1 infections against
CD4* T lymphocytes at the binding stage in the treatment group at 24 hour and
7" day observations. The results of examination on the density of receptor CD4
using an anti-HIV-1 Specific IgY immunohistochemistry method were effective in
inhibiting HIV-1 infection against CD4" T lymphocytes in the binding stage (entry
stage) in the treatment group on 24-hour observation and 7" day. The results of
the CCRS density test using Immunohistochemistry method revealed that anti-
HIV-1 specific IgY could inhibit HIV-1 infection against CD4* T lymphocytes in
the binding phase (entry stage) in the treatment group, but did not show
significant effectiveness at 24-hour observation, whereas on the 7% day
observation it revealed that anti-HIV-1 specific IgY was effective in inhibiting
HIV-1 infection against CD4* T lymphocytes in the binding phase (entry stage) in
the treatment group, on examination of CXCR4 receptor density revealed that anti
HIV-1 specific IgY did not show effectiveness in inhibiting HIV-1 infection against
CD4* T lymphocytes in the binding phase (entry stage) in the treatment group at
24-hour observation, whereas on the 7" day observation it revealed that anti-
HIV-1 specific IgY was effective in inhibiting HIV-1 infection against CD4* T
lymphocytes in the binding phase (entry stage) in the treatment group.

The findings of the present study reveals that anti-HIV-1 Specific IgY is
effective for inhibiting HIV-1 infections in CD4* T lymphocyte cells through a
mechanism of stage binding between gpl20 on HIV-1 with receptor CD4, CCRS,
and CXCR4 of CD4* T lymphocytes.

The conclution to obtain clinical benefits, further research is needed by
using trial animals to be challenged and then applied to humans as an oral or
intravenous drug.
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ABSTRACT

In Vitro Inhibiting Mechanism of Anti HIV-1 Specific IgY to HIV-1
Infections at Binding Stage Between Gp120 and Receptor CD4, CCRS and
CXCR4 of CD4* T Lymphocytes

Wiwiek Indriyani Maskoep

Background : HIV is a cytopathic virus causing HIV/AIDS infections: HIV-1
(which infects the whole world individuals) and HIV-2. Vaccine for HIV infection
has not been found and antiretrovirals are only able to suppress infection. An
immunotherapy using immunoglobulin-containing ingredients for treating
patients with HIV/AIDS patients should be found. The successful use of IgY
(Rotamix IgY orally for the treatment of diarrhea in children, H5NI, and
Influenza B) has opened wider opportunities for the use of anti-HIV-1 specific IgY
obtained from Lohmann laying hens yolks immunized with the inactivated HIV-1
virus as passive immunotherapy.

Methods: This was a true experimental research to reveal the neutralization
activity of anti-HIV-1 specific IgY using syncytium formation test method, and the
density of receptor CD4, CCR5 and CXCR4 were then examined. The research
design was post-test only control group.

Results: The formation of the Syncytium molecule showed that anti-HIV-1 specific
IgY was effective for inhibiting the formation of Syncytium in HIV-1 infections
against CD4" T lymphocytes in the binding stage (entry stage) at 24-hour
observation and 7" day (p <0.05). The results of CD4 receptor density using
immunohistochemistry method revealed that anti-HIV-1 specific IgY was effective
in inhibiting HIV-1 infection against CD4" T lymphocytes at the binding stage in
the treatment group at 24 hour and 7" day observations. The same method done
to the CCRS revealed that anti-HIV-1 specific IgY could inhibit HIV-1 infection
against CD4" T lymphocytes in the binding stage, but did not show significant
effectiveness (p-value> 0.05 ) at 24-hour observation, whereas on the 7" day
observation anti-HIV-1 specific IgY was effective in inhibiting HIV-1 infection
against CD4" T lymphocytes in the binding stage (p-value <0.05). Examination of
CXCR4 receptor density revealed that anti HIV-1 specific IgY did not show
effectiveness in inhibiting HIV-1 infection against CD4" T lymphocytes in the
binding stage at 24-hour observation (p-value> 0.05 ), whereas on the 7" day
observation anti-HIV-1 specific IgY was effective in inhibiting HIV-1 infection
against CD4" T lymphocytes in the binding stage (p-value <0.05).

Conclusion: Anti-HIV-1 specific IgY was effective in inhibiting HIV-1 infection
against CD4" T lymphocytes in the binding stage (entry stage).

Keywords: Anti HIV-1 Specific IgY, HIV-1, Syncytium, Receptor CD4, CCRS5 and
CXCR4
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