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Abstrak

AKTIVITASPIROPTOSISSEL T CD4 DARAH PADA PASIEN INFEKSI HIV DI
RS MOHAMMAD HOESIN PALEMBANG

Nelda Aprilia Salim*, Harun Hudari?, Syarif Husin®

Peserta didik Spesialis 2 Ilmu Penyakit Dalam keseminatan penyakit tropik dan infeksi FK Universitas
Sriwijaya/RS Mohammad Hoesin Palembang, 2Divisi Penyakit Tropik dan Infeksi Bagian IImu Penyakit
Dalam FK Universitas Sriwijaya/RS Mohammad Hoesin Palembang, 3FK Universitas Sriwijaya

Pendahuluan: Infeksi HIV menyebabkan kematian sel T CD4 yang diikuti dengan keadaan imunodefisiensi
dan timbulnya infeksi oportunistik yang berakibat kematian. Jalur kematian sel selama ini didominasi akibat
apoptosis. Piroptosis diduga juga berperan penting dalam kematian sel T CD4 yang menyebabkan inflamasi
kronik. Belum ada penelitian tentang piroptosis pada sel T CD4 darah di Indonesia.

Metode: Penelitian merupakan deskriptif analitik dengan rancangan potong lintang pada pasien infeksi HIV
baru usia >18 tahun yang belum mendapat terapi antiretroviral yang diambil secara berurutan di RS Mohammad
Hoesin Palembang periode Mei-Juni 2024. Darah sampel dilakukan pemeriksaan CD4 langsung dan sebagian
darah dilakukan isolasi PBMC dengan metode Ficoll-Paque kemudian dibekukan dalam tabung cryo
menggunakan nitrogen cair di laboratorium RSMH. Tabung cryo kemudian dikirim ke UKK PPM Laboratorium
terpadu FKUI untuk diperiksa ekspresi caspase-1 (sebagai penanda piroptosis) pada sel T CD4 darah dengan
flowcytometry.

Hasil: Didapatkan 19 sampel terdiri atas laki-laki 13 orang (68,4%), rerata usia 39,21+11,79 tahun, kelompok
usia <30 tahun merupakan yang terbanyak (6; 31,6%), faktor risiko transmisi terbanyak adalah heteroseksual
(11; 57,9%), dan stadium klinis 3 merupakan yang terbanyak (10; 52,6%). Median jumlah CD4 yaitu 45 (3-
1621) sel/mm3. Caspase-1 pada sel T CD4 darah terdeteksi tinggi, dengan median 88,9 (7,69-100)%. Tidak ada
korelasi signifikan antara caspase-1 sel T CD4 darah dan jumlah CD4, r=0,251, p=0,329). Tidak ada perbedaan
median caspase-1 aktif sel T CD4 darah antara kelompok stadium klinis 2-3 dan 4 (p=0,592).

Simpulan: Aktivitas piroptosis sel T CD4 darah pada pasien infeksi HIV tinggi yang ditandai dengan
dideteksinya caspase-1 aktif sel T CD4 darah sebesar 88,9%.

Kata kunci: HIV, CD4 darah, piroptosis



Abstract

PYROPTOSISACTIVITY OF BLOOD CD4 T CELL INHIV PATIENTS AT
MOHAMMAD HOESIN GENERAL HOSPITAL PALEMBANG

Nelda Aprilia Salim*, Harun Hudari?, Syarif Husin®

Resident of Internal medicine Subspecialist Tropical medicine and infectious disease Faculty of Medicine
Universitas Sriwijaya/Mohammad Hoesin General hospital Palembang, 2Division of tropical medicine and
infectious disease Internal medicine department Faculty of Medicine Universitas Sriwijaya/Mohammad
Hoesin General hospital Palembang, 2 Faculty of Medicine Universitas Sriwijaya

Introduction: HIV infection leads to the death of CD4 T cells, resulting in immunodeficiency and the onset of
opportunistic infections, which can be fatal. Until now, cell death has been attributed to apoptosis. Pyroptosis
may also play a significant role in the death of CD4 T cells, contributing to chronic inflammation. There has
been no research on pyroptosis in CD4 T cells in blood in Indonesia to date.

Method: This is a descriptive-analytical study with a cross-sectional design involving new HIV infection
patients aged over 18 years who have not yet received antiretroviral therapy. It was conducted at Mohammad
Hoesin Hospital Palembang from May to June 2024. Blood samples were examined for CD4 counts directly,
and a portion of the blood was isolated for PBMCs using the Ficoll-Paque method, then frozen in cryo tubes
with liquid nitrogen at the RSMH laboratory. The cryo tubes were then sent to the UKK PPM Integrated
Laboratory FKUI for assessment of caspase-1 expression (as a marker of pyroptosis) in CD4 T cells using flow
cytometry.

Results: A total of 19 samples were obtained, consisting of 13 males (68.4%), with a mean age of 39.21 £ 11.79
years. The largest age group was those under 30 years old (6; 31.6%). The most common transmission risk
factor was heterosexual contact (11; 57.9%), and the most common clinical stage was Stage 3 (10; 52.6%). The
median CD4 count was 45 (3-1621) cells/mms3. Caspase-1 in CD4 T cells in blood was detected at high levels,
with a median of 88.9% (7.69-100%). There was no significant correlation between caspase-1 levels in CD4 T
cells and CD4 count (r = 0.251, p = 0.329). No significant difference was found in the median active caspase-1
levels in CD4 T cells between clinical stages 2-3 and Stage 4 (p = 0.592).

Conclusion: The activity of pyroptosis in CD4 T cells in blood of HIV-infected patients is high, indicated by
the detection of active caspase-1 in 88.9% of CD4 T cells.

Keywords: HIV, CD4 blood, pyroptosis
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sampai saat ini, infeksi HIV (human immunodeficiency virus) masih menjadi
permasalahan di dunia. WHO memperkirakan pada akhir 2022 terdapat 39 juta
orang dengan infeksi HIV di seluruh dunia, dengan 630.000 kematian akibat
penyakit terkait HIV sepanjang tahun 2022.! Sementara data untuk Indonesia
sendiri, berdasarkan HIV and AIDS Data Hub for Asia Pacific, pada tahun 2023
diperkirakan terdapat 540.000 orang dengan HIV, 24.000 infeksi HIV baru, dan
26.000 kematian akibat penyakit terkait HIV.?

Telah lama diketahui bahwa target utama infeksi virus HIV adalah limfosit
T CD4. Masuknya HIV diawali dengan berikatannya glikoprotein gp120 virus
dengan molekul permukaan CD4 pada limfosit T dan difasilitasi oleh reseptor
kemokin CCR5 atau CXCRA4. Selanjutnya virus akan bereplikasi dengan sangat
cepat dan banyak di dalam sel T CD4, untuk kemudian menghasilkan virus baru
yang menginfeksi CD4 lain dan sel-sel sistem imun lainnya, dan menyebabkan
sel T CD4 yang ditinggalkan mengalami kematian sel. Proses ini lama kelamaan
menyebabkan penurunan jumlah sel T CD4 sampai ke kondisi imunodefisiensi
yang diikuti dengan munculnya bermacam infeksi oportunistik dan dapat
berujung pada kematian.3#

Selama ini, beberapa mekanisme telah disepakati sebagai penyebab
menurunnya jumlah sel CD4, diantaranya efek sitopatik virus pada sel T CD4
yang terinfeksi yang aktif digunakan untuk produksi virus. Kematian ini terjadi
akibat lisis sel secara langsung akibat infeksi virus dan melalui kerja sel limfosit
T sitotoksik CD8 (CTL, cytotoxic T lymphocyte). Mekanisme lain yang
menjelaskan terjadinya kehilangan sel T CD4 secara progresif adalah keadaan
aktivasi imun kronik, ditandai dengan tingginya kadar sitokin dan kemokin
proinflamasi di sirkulasi seperti interferon tipe 1, IL-6, TGFp, IL-8, IL-1a, IL-
1B, MIP-1a, MIP-1B, dan RANTES, yang menyebabkan delesi klonal dan
kehilangan sel T CD4 perifer secara bertahap.®



Berdasarkan penelitian, tidak semua kematian sel terkait dengan infeksi
langsung virus dan proses replikasinya. Hal ini dibuktikan bahwa terdapat
beberapa sel yang mengekspresikan CD4 yang tidak langsung mati setelah
terinfeksi HIV, seperti makrofag yang dapat tetap memproduksi virus
berminggu-minggu. Virus HIV sendiri yang memiliki amplop (envelope) dapat
meninggalkan sel inang dengan cara bertunas (budding) tanpa menyebabkan
lisis sel inang yang diinfeksinya sehingga sel tidak langsung mati. Namun,
kehilangan sel T CD4 yang terjadi pada infeksi HIV ternyata lebih besar
dibandingkan jumlah sel T CD4 yang aktif yang terinfeksi, jika mengacu kepada
mekanisme kematian sel yang selama ini telah diteliti. Penelitian lain
menunjukkan bahwa kematian sel T CD4 di kelenjar limfe banyak terjadi pada
sel T CD4 yang tidak terinfeksi aktif, disebut sel bystander. Respon imun dari
inang melalui apoptosis selama ini diduga berperan dalam kematian sel
bystander ini.°

Dalam upaya membuktikan ini, Doitsh dkk melakukan penelitian in
vitro menggunakan kultur agregat limfoid manusia (human lymphoid
aggregrate culture) yang dibuat dari jaringan limpa dan tonsil manusia yang
segar, yang diinfeksi dengan virus HIV-1. Hasilnya pada kultur ini terjadi
kehilangan sel T CD4 yang ekstensif, padahal didapatkan hanya sekitar 5% sel
T CD4 yang diinfeksi aktif oleh HIV-1, dan 95% sisanya menjadi sel bystander
yang mengalami infeksi HIV abortif, tidak permisif dan dalam keadaan tenang.
Ekspresi caspase-3 aktif, penanda apoptosis, hanya ditemukan pada sel yang
terinfeksi aktif, tidak pada sel bystander. Pada sel bystander ini dijumpai
dominan ekspresi caspase-1 aktif, suatu penanda piroptosis. Hal ini
menandakan mekanisme kematian yang dominan pada sel T CD4 di jaringan
limfoid didominasi oleh proses piroptosis.®’

Piroptosis adalah salah satu kematian sel terprogram bersifat nekrosis
dan inflamasi yang diinduksi oleh caspase inflamatorik. Piroptosis pertama kali
diamati pada makrofag yang diinfeksi dengan Shigella flexneri, dimana tidak

terjadi kematian sel pada makrofag yang kekurangan gen yang mengkode



caspase-1. Penelitian berikutnya mendapatkan terjadi kematian sel yang
tergantung caspase-1 pada makrofag yang diinfeksi Salmonella typhimurium.®
Caspase sendiri diaktifkan di dalam inflammasome, suatu kompleks protein
makromolekuler yang terdiri atas sensor yang memicu inflammasome (NLRP1,
NLRP3, NLRC4, AIM2, atau pyrin) dan caspase inflamatorik, disertai atau tanpa
disertai protein ASC. Aktivasi caspase inflamatorik akan mendorong
pembelahan faktor pro piroptosis gasdermin D, menghasilkan fragmen N-
terminal yang mengalami oligomerisasi untuk membentuk pori-pori pada
membran sel dan menyebabkan kematian sel secara litik. Hasil akhirnya adalah
membran sel ruptur dan mengeluarkan isi dari sitoplasma sel, termasuk sitokin
pro inflamasi (interleukin-1p (IL-1B) dan interleukin-18 (1L-18)), ligand
endogen, alarmin, dan pola molekuler berbahaya lainnya.®

Dari penelitiannya, Doitsh dkk mendapatkan infeksi HIV-1 pada sel
bystander menyebabkan siklus replikasi virus melemah, sehingga dihasilkan
banyak transkrip DNA virus yang tidak lengkap saat proses reverse transkripsi.
Akumulasi transkrip inkomplit ini akan dikenali dan dimediasi oleh IFI16
(interferon-gamma-inducible protein 16) yang selanjutnya akan mengaktifkan
inflammasome, mengaktifkan caspase-1, terjadi piroptosis dengan hasil
akhirnya kematian sel T CD4 ini dan dilepaskannya IL-1p.%7

Keadaan ini menciptakan suatu autoinflamasi yang mengakibatkan
terjadinya proses piroptosis yang menetap, inflamasi kronik, diikuti kehilangan
sel T CD4 meskipun proses replikasi virus berhasil ditekan oleh obat-obat
antiretrovirus. Sehingga, piroptosis yang sejatinya merupakan respon sel inang
untuk membatasi dan mengeliminasi proses infeksi, pada infeksi HIV kondisi
ini menjadi proses inflamasi yang patogenik. Respon ini menjadi berlebihan dan
dilepaskannya sinyal inflamatorik akan menarik lebih banyak sel ke kelenjar
getah bening untuk mengalami kematian dan memproduksi inflamasi yang lebih
banyak lagi. Doitsh dkk juga membuktikan bahwa pemberian penghambat
seluruh caspase (pan-caspase inhibitor) dan penghambat caspase-1 (caspase-1

inhibitor), dapat mencegah terjadinya penurunan jumlah sel T CD4 dan sekresi



IL-1pB. Hal ini mendorong potensi strategi pengobatan HIV yang mentargetkan
jalur piroptosis ini.®’

Hasil yang berbeda didapatkan oleh Munos-Ariaz, dkk, yang meneliti
apakah piroptosis juga menjadi mekanisme yang dapat menjelaskan kehilangan
sel T CD4 pada darah perifer. Hasilnya didapatkan hanya 1% sel T CD4 darah
pasien HIV yang ditemukan positif mengalami aktivasi caspase-1 dengan
metode flow cytometry. Deteksi antibodi anti-caspase-1 dengan metode
immunoblotting juga tidak mendapatkan aktivasi caspase-1. Sel T CD4 darah
juga mengekspresikan IF116 yang lebih rendah dibandingkan pada sel T CD4
yang berasal dari jaringan limfoid, sehingga disimpulkan sel T CD4 darah
bersifat resisten terhadap piroptosis.®

Pemeriksaan untuk melihat aktivitas piroptosis ini menggunakan FLICA
(fluorescent labelled inhibitor of caspases), suatu penghambat berlabel
fluoresen yang nonsitotoksik terhadap caspase yang secara kovalen terikat pada
enzim caspase aktif. FLICA yang ditambahkan langsung ke media kultur sel,
dapat masuk ke dalam sel dan jika terdapat enzim caspase aktif di dalam sel,
enzim akan secara kovalen terikat dengan FLICA dan mempertahankan sinyal
fluoresensi hijau di dalam sel. Sel-sel yang mengalami apoptosis dan piroptosis
(tergantung caspase yang dipindai) akan mempertahankan konsentrasi FLICA
yang lebih tinggi dan bersinar lebih terang/berfluoresensi dibandingkan sel-sel
sehat. Sehingga sel yang akan mati melalui apoptosis dan/atau piroptosis, pada
sel tersebut akan mengandung tingkat aktivitas caspase yang lebih tinggi
dibandingkan dengan sel kontrol negatif dan akan bersinar dengan FLICA.*°

Atas dasar inilah, peneliti tertarik untuk meneliti bagaimana aktivitas
piroptosis pada sel T CD4 darah pada pasien infeksi HIV. Penelitian ini
menggunakan pemindai FLICA pada peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) dan akan dihitung intensitas fluoresensinya menggunakan flow
cytometer. Sepengetahuan peneliti, di Indonesia belum didapatkan publikasi
penelitian mengenai piroptosis pada sel T CD4 pada pasien infeksi HIV,
sehingga hasil penelitian ini dapat menjawab mekanisme penurunan sel T CD4
pada infeksi HIV.



1.2 Rumusan Masalah

Berapa persentase aktivitas piroptosis sel T CD4 darah pada pasien infeksi

HIV?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Mengetahui persentase aktivitas piroptosis sel T CD4 darah pada pasien
infeksi HIV.
1.3.2 Tujuan khusus

1.

Mengidentifikasi data demografis pasien infeksi HIV di kota
Palembang

Mengidentifikasi jumlah CD4 dan stadium Klinis pasien infeksi HIV di
kota Palembang

Mendeskripsikan aktivitas piroptosis sel T CD4 darah pada pasien
infeksi HIV.

1.4 Manfaat penelitian
1.4.1 Manfaat teoritis

1.

Memberikan data tentang aktivitas piroptosis sel T CD4 pada pasien
infeksi HIV di kota Palembang
Memberikan data demografis, jumlah CD4, dan stadium klinis pasien
infeksi HIV di kota Palembang
Membuka cakrawala dan pandangan baru tentang patogenesis
kehilangan sel T CD4 pada infeksi HIV yang berpotensi untuk

pengembangan terapi infeksi HIV di masa depan

1.4.2 Manfaat praktis

1. Pasien infeksi HIV dapat mengetahui mengenai hal yang mendasari

terjadinya penyakit infeksi HIV yang dialaminya.
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