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sensi - METODE PEMBUATAN PROTOTIPE SEL LIMFOSIT TCD4+ YANG RESISTEN TERHADAP INFEKSI HIV

vensi ini menghasilkan prototipe stem cell yang berisi gen yang telah resisten terhadap infeksi HIV melalui transfeksi mutan 32
- gkode CCR5 pada stem cell hematopoetik derivat dari darah tepi. Tahapan yang dilakukan untuk mencapai invensi ini adalah
ikut; 1) isolasi, purifikasi dan kultur sel limfosit TCD4+ dari sel darah tepi (PBMC), 2) pemotongan gen pengkode CCRS pada
\i+ pada posisi 554-576 bp sehingga terbentuk CCRS yang mutan menggunakan enzim restriksi EcoRl, 3) pemotongan
ning dengan menggunakan pGMT easy vector dan dilakukan sub-lon dengan menggunakan pTarget mamalian vector, 4)
sfeksi gen pengkode CCRS ke dalam stem cell hematopoetik dari darah tepi pada pasase 2 saat usia sel mencapai 8 hari, 5)
3l limfosit TCD4+ yang telah mutan terhadap infeksi HIV berdasarkan focus forming unit (FFU).
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Deskripsi

METODE PEMBUATAN PROTOTIPE SEL LIMFOSIT TCD4+
YANG RESISTEN TERHADAP INFEKSI HIV

Bidang Teknik Invensi

Invensi ini berkenaan dengan suatu metode pembuatan
prototipe sel Limfosit TCD4+ yang resisten terhadap infeksi
HIV. Selanjutnya invensi ini berkenaan dengan prototipe stem
cell yang berisi gen yang telah resisten terhadap infeksi HIV
melalui transfeksi mutan 32 bp gen pengkode CCR5 pada stem
cell hematopoetik derivat dari darah tepi atau peripheral

blood mononuclear cell (PBMC).

Latar Belakang Invensi

Epidemi AIDS telah meluas ke seluruh wilayah Indonesia,
dimana berdasarkan laporan unit layanan kesehatan didapatkan
peningkatan kasus. Pada akhir tahun, 2000 dilaporkan hanya 16
provinsi dengan kasus AIDS, akhir 2003 meningkat menjadi 25
provinsi, kemudian tahun 2006 ditemukan 32 provinsi vyang
melaporkan kasus AIDS. Sementara itu, keadaan infeksi HIV di
dunia berdasarkan laporan UNAID akhir tahun 2000 telah
ditemukan 150 negara dengan infeksi HIV/AIDS (Depkes, 2009) .

HIV merupakan virus ss-RNA, dimana struktur yang paling
luar adalah envelop yang terdiri dari glikeoprotein gpl20 yang
melekat pada glikoprotein gp4. Infeksi HIV pada sel target
dapat terjadi karena adanya interaksi antara gpl20 virus
dengan reseptor CD4+ yang terdapat pada permukaan sel target.
Interaksi gpl20 dengan CD4+ menyebabkan terjadinya ikatan
dengan reseptor kemokina yang bertindak sebagai ko-reseptor
spesifik CXCR4 atau X4 dan CCR5 atau R5> yang juga terdapat
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pada membran sel target. Mutasi gen pengkode CCRS dapat

merupakan protektor atau resistensi terhadap infeksi HIV.

Bertolak dari hal tersebut, maka invensi ini membuat
prototipe stem cell vyang berisi gen yang telah resisten
terhadap infeksi HIV. Kemudian stem cell yang telah berisi
gen yang telah resisten tersebut dicek resistensinya dengan

mengko-kultivasi sel tersebut dengan HIV.

Masalah yang ditimbulkan oleh HIV/AIDS sangat kompleks,
dimulai masuknya HIV ke dalam sel target melalui CCRS vyang
berada pada membran sel target sehingga hal ini mengakibatkan
sel target pada tubuh host terinfeksi. Dengan demikian, maka
jumlah penderita HIV/AIDS juga meningkat. Perjalanan penyakit
ke stadium vyang lebih berat mengakibatkan penderita usia
produktif kehilangan daya produktivitasnya. Terapi HIV/AIDS
yang menggunakan obat ARV banyak kendala yang harus dihadapi

baik dari segi host, lingkungan maupun agennya sendiri.

Pengembangan penelitian untuk terapi HIV/AIDS, dimana
pada tahun 1987 ditemukan obat ARV yang pertama yaitu
Zidovudin vyang selanjutnya dilakukan riset untuk terapi
dengan kombinasi berbagai macam ARV. Dalam perjalanannya,
ternyata ditemukan adanya resistensi terhadap ARV,
keterbatasan Jjangkauan penderita dalam penggunaan obat
tersebut serta efek sampingnya, sehingga kasus HIV/AIDS
bertambah banyak. Riset tentang vaksin juga dilakukan. Tahun
1998 dilakukan uji coba vaksin di Amérika tetapi gagal,
demikian pula di Thailand dan beberapa negara lain Jjuga
terdapat kegagalan. Hal tersebut diduga terkait dengan mutasi
yang cepat dari HIV itu sendiri. Tahun 2009 di Jerman,
dilakukan transplantasi sumsum tulang pada kasus HIV/AIDS
yang menderita chronic myeloid leukemia (CML), dimana donor

yang diambil ternyata mempunyai mutasi pada gen pengkode CCRS



10

15

20

25

30

L] . e e e . .

w
eve
eea
o oe

see
oeo
Qee
[ X X )

.
1.4
[ ]

. L] [
L) L 1

1
L] o9 .

yaitu delesi 32 bp, setelah dilakukan transplantasi maka

rasien tersebut sembuh.

Pendekatan dengan terapi gen vyang didasarkan dari
analisis tersebut diatas dimasa depan dapat merupakan salah
satu alternatif yang menjanjikan untuk mengatasi merebaknya
infeksi HIV secara global. Invensi ini dilakukan dalam upaya
untuk mencegah masuknya virus HIV ke dalam tubuh manusia
dengan pendekatan terapi gen (genomik, molekuler dan stem
cell) yaitu membuat sel target dalam hal ini limfosit TCD4+

menjadi resisten terhadap infeksi HIV.

Dalam studi sebelumnya, telah dilakukan karakterisasi
sel limfosit TCD4+ dari stem cell derivat darah tepi dengan
menggunakan immunofluorescence dimana didapatkan sel limfosit
T yang telah terdiferensiasi secara signifikan yang kemudian
dapat digunakan sebagai dasar terapi imunodefisiensi seperti
HIV/AIDS (Purwati et al., 2010). Invensi ini merupakan tahap
lanjutan, dimana dilakukan pembuatan prototipe sel limfosit
TCD4+ yang resisten terhadap HIV dengan melakukan isolasi dan
kultur sel limfosit TCD4+ dari darah tepi, pemotongan gen
pengkode CCR5 yang mutan hingga uji resistensi secara in
vitro dengan cara mengko-kultivasikannya dengan darah tepi
pasien HIV/AIDS.

Uraian Singkat Invensi

Invensi ini berkaitan dengan pembuatan stem cell vyang
berisi gen yang telah resisten terhadap infeksi HIV. Tahapan
yang dilakukan untuk mencapai invensi ini adalah sebagai
berikut: 1) isolasi, purifikasi dan kultur sel limfosit TCD4+
dari sel darah tepi (PBMC), 2) pemotongan gen pengkode CCR5
pada limfosit TCD4+ pada posisi 554-576 bp sehingga terbentuk

CCRS yang mutan menggunakan enzim restriksi EcoRI, 3)
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pemotongan dilakukan kloning dengan menggunakan pGMT easy
vector dan dilakukan sub-klon dengan menggunakan pTarget
mamalian vector, 4) dilakukan transfeksi gen pengkode CCR5 ke
dalam stem cell hematopoetik dari darah tepi pada pasase 2
ketika usia sel mencapai 8 hari, 5) uji resistensi secara in
vitro pada sel limfosit TCD4+ vyang telah mutan terhadap

infeksi HIV berdasarkan focus forming unit (FFU).
Uraian Singkat Gambar

Gambar 1 mengungkapkan Analisis resistensi berdasarkan
FFU pada full gene CCR5 yang diko-kultivasi dengan darah tepi
(PBMC) pasien HIV, (a) FFU pada hasil transfeksi full gene
CCR5 kloning, (b) FFU pada hasil transfeksi full gene CCR5

sub-klon

Gambar 2 mengungkapkan Analisis resistensi berdasarkan
FFU pada CCR5 mutan (delesi 32) yang diko-kultivasi dengan
darah tepi (PBMC) pasien HIV, (a) FFU pada hasil transfeksi
CCR5 mutan 32 kloning, (b) FFU pada hasil transfeksi CCR5

mutan 32 sub-klon
Uraian Lengkap Invensi

Uji resistensi secara in vitro terhadap sel limfosit
TCD4+ dilakukan dengan teknik focus forming unit (FFU). Uji
dilakukan dengan membandingkan hasil transfeksi CCR5 gen yang
masih utuh (full gene) dan CCR5 yang telah mutan (delesi 32)
yang diko-kultivasi dengan darah tepi pasien HIV setelah 72
jam. Pada gambar (terlampir), didapatkan bahwa CCR5 yang full
gene terbentuk FFU yang artinya banyak sel terinfeksi, baik
pada DNA hasil kloning maupun sub-klon, sedangkan pada CCRS5
mutan 32 pada hasil ko-kultivasi tidak didapatkan FFU, yang

artinya tidak ada sel terinfeksi, baik itu hasil kloning
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maupun sSub-klon. Sehingga dapat disimpulkan bahwa delesi 32
& basa nukleotida gen pengkode CCR5 pada posisi 554-576 bp,
wang telah dilakukan kloning dan sub-klon kemudian
ditansfeksikan ke dalam stem cell hematopoetik dari darah
tepi akan membentuk sel limfosit TCD4+ yang sudah membawa
sifat gen yang baru yaitu CCR5 mutan 32 bp sehingga virus HIV

tidak dapat masuk ke dalam sel target.

Invensi ini menghasilkan inovasi baru vyaitu rekayasa
genetik dan inovasi teknologi dengan pendekatan genomik,
molekuler dan stem cell dalam pembuatan prototipe limfosit
TCD4+ vyang resisten terhadap infeksi HIV. Invensi ini
berhubungan dengan penggunaan prototipe sel vyang didesain
sedemikian rupa sehingga sel tersebut bisa resisten terhadap
infeksi HIV. Dimana pada ras kulit putih yaitu Amerika dan
Eropa, pada mutasi gen tertentu, maka dia menjadi resisten
terhadap infeksi HIV, tetapi hal ini hanya didapatkan pada

sebagian kecil saja, dan tidak pada ras Asia.

Tahapan yang dilakukan untuk mencapai invensi ini secara

garis besar terdiri dari:

1. Isolasi, purifikasi dan kultur sel limfosit TCD4+

Limfosit TCD4+ diisolasi dari darah tepi atau peripheral
blood mononuclear cell (PBMC). PBMC diisolasi dengan
menggunakan larutan ficoll gradien 1,007 sebanyak 10 ml.
Selanjutnya dilakukan pencucian dengan menggunakan salin
buffer fosfat (PBS = phosphate buffer saline). Dari 10 ml
darah tepi, didapatkan lapisan mononuklear (buffy coat)
sebanyak 2,5 mm® yang secara keseluruhan jumlah sel vyang

terkandung di dalamnya adalah 2x10’ sel mononucleated.
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menggunakan medium Roswell Park Memorial Instityte (RPMI),
sehingga sel melekat pada dasar Cawan petri. Setelah proses
kultur, sel akan tampak mengambang karena sebagian besar
sifat stem cell hematopoetik adalah adheren vaitu tidak
melekat pada dasar cawan Petri. Dalam waktuyu 24 jam setelah
kultur didapatkan 2x107 sel limfosit TCD4+. Setelan itu,

dilakukan karakterisasi limfosit TCD4+ dengan flowcytometry.

2. Desain Prototipe limfosit TCD4+

Tujuan pada tahap ini adalah untuk menghasilkan limfosit
TCD4+ yang resisten terhadap infeksi HIV. Pada tahapan ini

dilakukan delesi atau pemotongan kromosom 32 bp basa

(MCS) plasmid. Selanjutnya hasil delesi dicek dengan
pemeriksaan pPolymerase chain reaction (PCR) untuk membuktikan
apakah susunan basas nukleotida sudah terdelesi dilihat dari
adanya untaian CDNA vang lebih rendah letaknya pada CCR5S
mutan 32 bp dibanding dengan CCRS5.

Kemudian dilakukan kloning dengan menggunakan pGMT Easy
vector dan dilanjutkan dengan sub-klon ke dalam pTarget
mamalian vector untuk memberikan hasil yang baik pada saat
ditransfeksi ke dalam sel mamalia yang dalam invensi ini

menggunakan stem cell] hematopoetik dari darah tepi.
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tahap selanjutnya dilakukan transfeksi, yaitu

- Fada
anjasakkan nucleic acid ke dalam sel mamalia tanpa
ggunakan virus. Pada tahap ini, sub-kion CCRS5 mutan 32 bp
*ﬁi:ransfeksikan ke dalam stenm cell hematopoetik dari darah
tepi atau beripheral blood mononuclear cell (PBMC) . Sebelum
dilakukan transfeksi ke dalam stem cell hematopoetik, maka
terlebih dahuluy disiapkan stem cell hematopoetik yang diambil
dari darah tepi pada pasase 2 dimana usia sel telah mencapai

8 hari.
3. Uji resistensi pPrototipe limfosit TCD4+

UJji resistensi Secara in vitro prototipe limfosit TCD4+
yang telah mutan terhadap infeksi HIV dilakukan dengan cara

mengko-kultivasinya dengan darah tepi (PBMC) pasien HIV/AIDS

mendeteksi sel yang terinfeksi, Melalui ko-kultivasi
diharapkan agar sel limfosit TCD4+ yang normal HIV masih
dapat menginfeksinya, sedangkan limfosit TCD4+ Yang resisten

HIV tidak dapat menginfeksinya.

gen yang masih utuh (full gene) dan CCR5 yang telah mutan
(delesi 32) yang diko-kultivasi dengan darah tepi (PBMC)
pPasien HIV setelah 72 jam. Dari hasi] uji didapatkan bahwa
CCRS yang fulz gene terbentuk FFU, Yang artinya banyak sel
terinfeksi, baik Ppada DNA hasil kloning maupun sub-klon,
Sedangkan pada CCR5 mutan 32 pada hasil ko-kultivasi tidak
didapatkan FFU, yang artinya tidak ada sel terinfeksi, baik
itu hasii kloning maupun sub-klon. Sehingga dapat disimpulkan
bahwa delesi 32 bp basa nukleotida gen pengkode CCR5S pada
posisi 554-57¢ bp, yang telah dilakukan kloning dan sub-klon

kemudian ditansfeksikan ke dalam stenm cell hematopoetik dari
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darah tepi akan membentuk sel limfosit TCD4+ yang sudah
membawa sifat gen yang baru yaitu CCR5 mutan 32 bp sehingga
virus HIV tidak dapat masuk ke dalam sel target.

Contoh 1

Seseorang yang mengalami mutasi secara alamiah pada gen
pengkode CCR5 akan menjadi resisten terhadap infeksi HIV.
Dengan demikian, terapi gen berguna untuk mencegah masuknya
HIV ke dalam sel target yang dihubungkan dengan mutasi pada
CCR5 yang berupa delesi 32 bp gen pengkode CCR5. Dipilihnya
CCR5 bukan CXCR4 dengan pertimbangan bahwa CXCR4 mempunyai
banyak fungsi bioclogis di dalam tubuh, sehingga bila
dilakukan mutasi pada CXCR4 maka banyak sistem fisiologis

tubuh yang terganggu.
Contoh 2

Delesi 32bp CCR5 mengakibatkan reseptor tersebut tidak
berfungsi lagi, sehingga HIV tidak dapat masuk ke dalam sel
target. Dua salinan dari alel ini terbukti memberikan efek
proteksi yang kuat terhadap infeksi HIV. Alel ini ditemukan
pada 5-14% populasi di Eropa, namun sangat Jjarang pada
populasi di Afrika dan Asia. Beberapa riset menunjukkan bahwa
individu dengan alel satu salinan mampu menghambat
progresivitas ke arah AIDS dalam kurun waktu kurang lebih dua
tahun. Delesi 32bp CCR5 pada permukaan luar dari CD4+

memberikan pengaruh besar pada progresifitas infeksi HIV.
Contoh 3
Tahun 2008, seorang dokter di German melakukan

transplantasi sumsum tulang pada pasien leukemia yang

terinfeksi HIV dari donor yang homozigot delesi 32 CCR5-.
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Setelah 600 hari, didapatkan bahwa pasien tersebut sembuh

dengan HIV yang tidak terdeteksi di dalam darahnya, jaringan

otak dan anusnya.

Ini akan dipahami bahwa uraian di atas dari perwujudan
yang disukail diberikan dengan cara contoh saja dan bahwa
perbagai modifikasi dapat dibuat oleh orang-orang Yyang ahli
di bidangnya. Meskipun perwujudan invensi ini telah
dijelaskan di atas dengan tingkat kekhususan tertentu, orang
yang ahli dalam pidang ini bisa membuat pbanyak perubahan pada
perwujudan yang diungkapkan tanpa menyimpang dari lingkup

invensi ini.
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Klaim

11

Metode pembuatan prototipe sel Limfosit TCD4+ vyang

resisten terhadap infeksi HIV melalui tahapan:

a)

mengisolasi sel limfosit TCD4+ dari darah tepi
sebanyak 10 ml menggunakan larutan ficoll 10 ml
bergradien 1,007, kemudian didapatkan lapisan
mononuklear (buffy coat) sebanyak 2,5 mm®, selanjutnya
dipurifikasi menggunakan magnetic beads dan dikultur
pada medium penumbuh Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) untuk diperoleh stem cell hematopoetik
sebanvyak 2x107 sel dan dilakukan karakterisasi

menggunakan flowcytometry,

memotong gen pengkode CCR5 pada limfosit TCD4+ pada
posisi 554-576 bp sehingga terbentuk CCR5 yang mutan

menggunakan enzim restriksi EcoRI sesual pemetaan,

memotong gen pengkode CCR5 pada bagian b) kemudian
dilakukan kloning dengan menggunakan pGMT easy vector
dan dilakukan sub-klon dengan menggunakan pTarget

mamalian vector,

melakukan transfeksi gen pengkode CCR5 ke dalam stem
cell hematopoetik derivat dari darah tepi pada pasase
2 dimana usia sel mencapai 8 hari, sehingga
dihasilkan prototipe limfosit TCD4+ yang telah mutan
terhadap infeksi HIV.

Metode menurut klaim 1 menghasilkan prototipe limfosit

TCD4+ dimana dilakukan uji resistensi secara in vitro

dengan cara mengko-kultivasi dengan darah tepi pasien
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1= iiiiiiii

HIV/AIDS selama 72 jam dan dianalisis berdasarkan focus

forming unit (FFU).

Metode menurut klaim 1 dan 2 dimana pengujian dilakukan
dengan membandingkan hasil transfeksi CCR5 full gene dan
CCR5 mutan (delesi 32).

Metode menurut klaim 1 sampai 3 dimana CCR5 full gene
terbentuk FFU (focus forming Unit) yang menunjukkan
banyak sel terinfeksi baik pada DNA hasil kloning maupun

sub-klon.

Metode menurut klaim 1 sampai 4 dimana CCR5 mutan tidak
didapatkan FFU (focus forming Unit) yang menunjukkan
tidak ada sel terinfeksi baik pada DNA hasil kloning

maupun sub-klon.

Metode menurut klaim 1 sampai 5 dimana memperoleh
prototipe limfosit TCD4+ yang memiliki sifat gen

resisten terhadap HIV.
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Abstrak

METODE PEMBUATAN PROTOTIPE SEL LIMFOSIT TCD4+
YANG RESISTEN TERHADAP INFEKSI HIV

Invensi ini menghasilkan prototipe stem cell yang berisi
gen vyang telah resisten terhadap infeksi HIV melalui
transfeksi mutan 32 bp gen pengkode CCR5 pada stem cell
hematopoetik derivat dari darah tepi. Tahapan yang dilakukan
untuk mencapai invensi ini adalah sebagai berikut: 1)
isolasi, purifikasi dan kultur sel limfosit TCD4+ dari sel
darah tepi (PBMC), 2) pemotongan gen pengkode CCR5 pada
limfosit TCD4+ pada posisi 554-576 bp sehingga terbentuk CCR5
yang mutan menggunakan enzim restriksi EcoRI, 3) pemotongan
dilakukan kloning dengan menggunakan pGMT easy vector dan
dilakukan sub-klon dengan menggunakan pTarget mamalian

vector, 4) dilakukan transfeksi gen pengkode CCRS ke dalam

stem cell hematopoetik dari darah tepi pada pasase 2 saat
usia sel mencapai 8 hari, 5) uji resistensi sel limfosit

20 TCD4+ yang telah mutan terhadap infeksi HIV berdasarkan focus
forming unit (FFU).

25
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GAMBAR 1. Analisis resistensi berdasarkan FFU pada full gene CCRS yang diko-
kultivasi dengan darah tepi (PBMC) pasien HIV, (a) FFU pada hasil
transfeksi full gene CCRS5 kloning, (b) FFU pada hasil transfeksi fu// gene
CCRS sub-klon.

(1) M

GAMBAR 2. Analisis resistensi berdasarkan FFU pada CCRS mutan (delesi 32) yang
diko-kultivasi dengan darah tepi (PBMC) pasien HIV, (a) FFU pada hasil
transfeksi CCRS mutan 32 kloning, (b) FFU pada hasil transfeksi CCRS
mutan 32 sub-klon.



