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ABSTRAK
Embrio hasil SCNT dapat dijadikan sebagai sumber Embryonic Stem Cell(ESC) yang bersifat pluripoten dan meru-
pakan patient-specific stem cells. Penerapan teknik SCNT bertujuan untuk aplikasi kansep therapeutic cloning dan
regenerative medicine melalui teknik transplantasi autologous, sehingga tidak menimbulkan reaksi penolakan ja-
ringan pada tubuh pasien. Terobosan baru dalam teknik ini adalah menghambat pembentukan trofektoderm pada
embrio hasil SCNT, sehingga embrio hanya akan membentuk /nner Cell Mass [ICM) dan tidak dapat berimplantasi

ke dalam jaringan endometrium. Pengembangan teknik yang dikenal dengan Altered Nuclear Transfer (ANT] di-
harapkan mampu menjadi solusi bagi permasalahan etika penggunaan embrio sebagai sumber ESC. Metode ANT
dengan menggunakan RNA interference [RN Ai) untuk mencegah ekspresi gen Cd x2 pada embrio hasil SCNT

akan dibahas dalam artikel ini.
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PENDAHULUAN

Perkembangan teknik Somatic Cell Nuclear Transfer

(SCNT]) telah menjadi alternatif baru dalam kemajuan

riset biomedis”. Aplikasi teknik SCNT dapat digunakan

untuk untuk memproduksi Embryonic Stem Cell [ESC)E.

Secara garis besar teknik transfer inti sel somatik

(SCNT) meliputi 3 langkah utama (Gambar 1), yakni:

(1) enukleasi atau pembuangan inti cosit yang akan digu-
nakan sebagai resipien sitoplasma (oosit resipien),

(2] transfer inti atau pemasukan inti sel somatik ke
dalam oosit resipien,

(3] aktivasi atau induksi oosit hasil rekonstruksi agar dapat
berkembang menjadi embrio yang kemudian dikenal se-
bagai embrio SCNT yang dapat dijadikan sebagai sum-
ber sel punca .

Sel lestari (cell line) ESC yang
dihasilkan melalui  teknik
SCNT sering disebut dengan
istilah ntESC (nuclear trans-
fer Embryonic Stem Cell’.
Sel lestari ntESC diperoleh
dari kultur sel embrio hasil
aplikasi SCNT hingga men-
capai tahap blastosis, lalu
bagian /nner Cell Mass [ICM)
diisolasi dan dikultur dengan
medium  spesifik®.  Teknik
isolasi ICM dapat dilakukan
baik secara mekanik de-

DIENUKLEASI

bang menjadi embrio.

“\ OSEL OOSIT RESIPIEN

Gambar 1. Skema teknik SCNT pada mencit. 1: enukleasi atau
pembuangan inti oosit yang akan digunakan sebagai oosit resipien; 2:
transfer inti atau pemasukan inti sel somatik ke dalam oosit resipien;
3: aktivasi atau induksi oosit hasil rekonstruksi agar dapat berkem-

ngan menggunakan mikromanipulator ataupun secara
enzimatik dengan menggunakan reaksi antigen-antibodi
yang secara spesifik melisis sel-sel trofoblas®.

Medium spesifik untuk kultur ICM agar dapat berprolife-
rasi dan juga mempertahankan sifat pluripotensi serta
karakter sel punca yang dimiliki’. Pada ntESC mencit,
penambahan Leukemia Inhibitory Factor [LIF) berfungsi
untuk mempertahankan keadaan tidak berdiferensiasi
(undifferentiated stage)®. Sedangkan pada manusia, peng-
gunaan Mouse Embryonic Fibroblast(MEF) sebagai feeder
layer dapat mencegah proses differensiasi®. Hasil kultur
ntESC dapat dimanfaatkan sebagai sumber ESC yang apa-

bila diperlukan dapat diinduksi

TRV untuk berdiferensiasi menjadi
tipetipe sel tertentu’®"". Sek
‘3 sel hasil diferensiasi tersebut
dapat digunakan untuk tujuan

terapi berbasis sel pada ber-

bagai jenis penyakit degenera-

© ransreR INTI BLASTOSIS D -
I HERAPEUTIC | tif ~. Beberapa penelitian ter-

dahulu menunjukkan bahwa

< ESC dapat diarahkan menjadi
Kulturntesc seksel neuron™™, ginjal’,
otot jantung'®"’, pankreas'®.

Secara teoritis, ntESC memi-
iki kelebihan  dibandingkan
dengan sumber ESC lainnya,
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terutama karena pada ntESC
sel punca yang diperoleh dan
dikembangkan berasal dari tu-

buh pasien itu sendiri (patient-

specific sterm cells). Peman-
faatan ntESC  diharapkan
dapat mengatasi masalah
penolakan sistem imunitas
(immune rejection)'®. Namun
aplikasi terapi berbasis sel
dengan menggunakan ntESC
masih harus diteliti lebih lan-
jut untuk mencegah potensi
timbulnya dampak negatif, se-
belum ditransplantasikan ke
tubuh pasien =°

Pemanfaatan  teknologi
SCNT  untuk menghasil-
kan ntESC sebagai alter-
natif terapi pada manusia
merupakan hal yang masih
diperdebatkan di berbagai
kalangan. Salah satunya
karenamasalah etika peng-
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Gambar 2. Skema ANT untuk menghasilkan blastosis tanpa trofoblas.
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endometrium®®.  Dilapor-
kan bahwa, pada embrio
mencit gen yang bertang-
gung jawab terhadap pem-
bentukan  trofektoderm
adalah Cdx2, yang apabila
ekspresinya dihambat akan
menyebabkantrofektoderm
tidak terbentuk sehingga
embrio tidak dapat melaku-
kan proses implantasic?
Informasi ini juga didukung
dengan hasil penelitian bah-
wa gen Cdx2 secara in vitro
dapat menginduksi diferen-
siasi ESC mencit menjadi
sel-sel trofoblas®™. Diferensiasi
menjadi selsel trofablas juga
dapat dipengaruhi oleh interak-
si antara Oct” dengan Cdx2°°.

Telah dilaporkan bahwa pada
embrio mencit ekspresi gen
Cdx2 dapat dihambat dengan
menggunakan RNAi sehingga

‘\‘ mRNA gagal
) s interaksi Tidak terbentuk
Qﬂu - ‘\: u.u.u.l.lu.u "% dengan " protein-> ekspresi
4 ribasom gen dihambat

gunaan oosit dan peru-
sakan embrio pada tahap
blastosis®’.  Permasala-
han etika lainnya adalah
adanya kekhawatiran di-
lakukannya proses kloning
dengan tujuan menciptakan suatu ‘'manusia baru’ (re-
productive cloning). Hal ini menyebabkan William B. Hurl-
but mengemukakan gagasannya untuk memadifikasi sel
embrio agar tidak mampu berkembang menjadi embrio
normal yang mampu berimplantasi, yang disebut dengan
Altered Nuclear Transfer [ANT)?® sehingga diharapkan
dapat mengatasi permasalahan etika tersebut.

APLIKASI ANT UNTUK MENGHASILKAN ntESC
UNTUK MENGATASI MASALAH ETIKA

Teknik ANT merupakan pengembangan teknik SCNT
untuk mengatasi permasalahan etika. Modifikasi teknik
SCNT meliputi pemanfaatan retrovirus untuk menyi-
sipkan RNAI pada sel donor inti sebelum ditransfer ke
sel oosit resipien. Keberadaan RNAI diharapkan dapat
menghambat ekspresi gen yang bertanggung jawab
terhadap proses pembentukan trofoblas, sehingga
diharapkan embrio berkembang menjadi cacat dan
tidak dapat berimplantasi.

Pada tahap blastosis, embrio akan membentuk trofek-
toderm dan ICM. Trofektoderm yang mengelilingi ICM
berperan dalam proses implantasi embrio pada jaringan
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Gambar 3. Mekanisme penghambatan ekpresi gen oleh RNAI.

Virus pembawa digunakan untuk memasukkan RNAi ke dalam sitoplasma
sel. RNAi dan mRNA akan saling menempel dan membentuk RNA-/n-
duced Silencing Complex [RISC). Mekanisme penghambatan ekspresi gen
tergantung pada kemiripan urutan basa dari RNAi dan mRNA. Penggu-
naan BRNAi sangat efektif untuk menghambat ekspresi gen.

tidak dapat membentuk trofek-
toderm (Gambar 2). Namun
demikian dari embrio ini ma-
sih dapat diperoleh selsel ICM
yang dapat diturunkan menjadi
sel punca pluripoten yang mam-
pu berintegrasi pada hewan chimera®’. Walaupun teknik
ANT telah berhasil diaplikasikan pada embrio mencit, na-
mun masih harus dibuktikan pada embrio manusia®.

TEKNIK DAN MEKANISME PENGHAMBATAN
EKSPRESI Cdx2 PADA EMBRIO HASIL SCNT
Secara teoritis, penghambatan ekspresi Cdx2 dapat
dilakukan dengan berbagai macam cara di antaranya
adalah dengan menggunakan antisenseDNA, Ribozymes,
dan BNAI. Prinsip kerja antisense DNA adalah berikatan
dengan mBNA yang merupakan komplemennya, sehing-
ga proses translasi tidak terjadi. Sedangkan enzim Ribo-
zymes dapat digunakan untuk memotong mRNA spe-
sifik menjadi potongan kecitkecil sehingga mBNA tidak
dapat berfungsi normal®®. Cara lain untuk menghambat
ekspresi gen adalah dengan menggunakan sistem RNA
interference (RNAI*°. RNAI merupakan potongan kecil
RNA yang dapat menginduksi penghancuran mRNA ter-
tentu sebelum dapat mengkode pembentukan protein di
dalam sitoplasma®' (Gambar 3).

Sintesis protein merupakan ekspresi gen yang me-
liputi proses transkripsi dan translasi. Pada sel eu-



kariot umumnya ekspresi gen diawali dengan induksi
promoter terhadap proses transkripsi DNA menjadi
messenger BNA [mRNA). DNA pada tahap ini dapat
dibedakan menjadi dua yaitu bagian coding strand
(sense strand atau nontemplate strand) dan template
strand (antisense strand). Selanjutnya enzim RNA
polymerase akan membuat mBNA berdasarkan DNA
template strand. Setelah mRNA terbentuk, akan ke-
luar dari inti sel dan menuju ke ribosom di sitoplasma.
Urutan basa nitrogen pada mBNA merupakan kodon
yang akan diterjemahkan oleh transfer RNA [tRNA]
menjadi asam amino yang sesuai. Proses ini disebut

dengan proses translasi®®.

Penghambatan ekspresi gen Cdx2 pada teknik ANT di-
awali dengan penempelan RNAi pada mRNA memben-
tuk komplek RISC (RNA-Induced Silencing Complex)®>.
RNAi dimasukkan ke dalam sitoplasma sel dengan ban-
tuan vektor lentivirus®’. RNAi hanya dapat berikatan
dengan mRNA yang memiliki urutan basa yang meru-
pakan komplemennya. Dua mekanisme yang dapat ter-
jadi pada proses selanjutnya adalah: (1) apabila kom-
pleks RNAi dan mRNA (RISC) merupakan komplemen
(memiliki urutan basa yang cocok] dan dapat menem-
pel menjadi rantai RNA ganda maka enzim slicer dapat
memotong mMRNA hingga terdegradasi, (2] apabila kom-
pleks RNAi dan mBNA bukan merupakan komplemen
(ada sedikit basa yang tidak bisa berpasangan] maka
mRNA tetap eksis tapi tRNA yang berada di ribosom
tidak mampu menerjemahkan urutan kodon menjadi
asam amino, sehingga proses translasi tidak dapat ter-
jadi®*. Kedua mekanisme di atas menyebabkan proses
sintesis protein tidak berjalan sebagaimana mestinya
karena sehingga gen tidak terekspresikan®.

KESIMPULAN

ANT merupakan alternatif pengembangan teknik
SCNT untuk mengatasi permasalahan etika peng-
gunaan embrio sebagai sumber ESC. Pembentukan
trofoblas dapat dihambat dengan menggunakan RNAi
melalui inhibisi ekspresi gen Cdx2. Blastosis yang tidak
mengekspresikan gen Cdx2 tidak dapat implantasi, na-
mun sel-sel ICM masih dapat dikembangkan menjadi
sel punca yang bersifat pluripoten dan memiliki karak-
ter sama dengan ntESC.
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