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PENDAHULUAN

Latar Belakang

Katup jantung merupakan salah satu bagian penting dalam sistem sirkulasi tubuh.
Katup jantung berperan sebagai pintu masuk atau keluar darah dari ruang jantung,
pengatur arah aliran darah, pengatur perbedaan tekanan antar ruang jantung, dan
pengatur jumlah darah yang berada di dalam ruang jantung. Kelainan katup jantung
menjadi masalah serius dengan tingkat morbiditas dan mortalitas yang tinggi. Kejadian
kelainan katup jantung dilaporkan mencapai 20 — 30% akibat malformasi kongenital
dan ditemukan terjadi pada 5% bayi di seluruh dunia (Combs dan Yutzey 2009).
Malformasi katup dapat berbentuk stenosis (katup tidak berhasil untuk membuka
dengan sempurna), regurgitasi (katup tidak mampu menutup dengan sempurna), atau
bahkan atresia (tidak terjadi pembentukan katup) (Bass 2015).

Kejadian kelainan penyakit jantung tidak saja terjadi pada usia muda, tetapi juga
pada pasien tua akibat adanya penurunan fungsi tubuh. Kelainan katup jantung lebih
sering terjadi pada katup semilunar aorta dan katup mitral dibanding katup lain (Lung
dan Vahanian 2014). Golden standar penanganan kelainan katup jantung adalah bedah
penggantian katup jantung. Teknik ini dilakukan sebagai solusi penggantian fungsi
katup yang sudah mengalami penurunan. Metode ini masih mempunyai banyak
kekurangan, antara lain pasien harus selalu mendapatkan terapi antikoagulan dan
terdapat kemungkinan bedah lanjutan akibat keterbatasan daya tahan katup sintetis
(Schoen dan Levy 2005).

Salah satu solusi yang sekarang tengah banyak dikembangkan adalah
penggunaan biomaterial sebagai media terapi penyakit degeneratif, termasuk di
dalamnya kelainan katup jantung. Penggunaan material biologis dalam terapi penyakit
kelainan katup jantung diharapkan mampu untuk memenuhi standar terapi yang lebih
baik daripada katup sintetis. Material biologis seperti stem sel diduga menjanjikan hasil
terapi yang lebih baik karena kapasitas pertumbuhannya yang dapat menyesuaikan
luasan katup jantung, mampu berdiferensiasi menjadi bagian katup jantung, berpotensi
sebagai pendukung katup jantung yang telah mengalami kerusakan, dan diharapkan
mempunyai daya tahan yang lebih baik (MacGrogan et al. 2015).

Stem sel didefiniskan sebagai sel yang belum mengalami diferensiasi dan
memunyai potensi yang sangat tinggi untuk berkembang menjadi seluruh sel tubuh
(Jurkowski et al. 2002). Stem sel dapat berasal dari embrio (embryonic stem cells atau
ESC) dan sel dewasa yang di-reprogramming (adult stem cells).

Stem sel asal embrio memanfaatkan sel-sel penyusun embrio yang masih bersifat
pluripoten. ESC diperoleh dengan melakukan kultur inner cell mast (ICM) pada masa
blastosis. Sel yang diperoleh dari ICM dapat diubah menjadi seluruh sel tubuh dengan
memberikan kondisi tertentu pada medium kultur. Kelebihan ESC adalah memunyai
kemampuan memperbarui diri yang lebih baik dengan kemampuan diferensiasi yang
lebih luas (Barfoot et al. 2009). Kelemahan penggunaan ESC dalam terapi penyakit
degeneratif adalah regulasi etik. Embrio yang digunakan sebagai sumber stem sel



adalah embrio yang sama dengan bakal penyusun seorang individu (Sivaraman dan
Noor 2015). Hal tersebut menyebabkan penelitian ESC di beberapa negara seperti
Austria, German, dan Italia tidak diperbolehkan. Negara lain seperti Amerika Serikat
memperbolehkan praktik ESCs dengan alasan menggunakan sisa embrio hasil in vitro
fertilization yang tidak dapat lagi ditransfer ke ibunya (Jurkowski et al. 2002; Mehta et
al 2014).

Adult stem cells adalah stem sel yang masih dapat ditemui pada tubuh makhluk
hidup dewasa yang berfungsi sebagai material pengganti saat dibutuhkan (Barfoot et
al. 2009). Material ini telah terspesialisasi, sehingga penggunaannya sebagai sumber
stem sel menghasilkan rentang diferensiasi sel yang lebih sempit. Kelemahan lain dari
jenis stem sel ini adalah keberadaannya pada jaringan terbatas jumlahnya dan sulit
untuk diisolasi, serta hasil isolasinya sulit untuk dipelihara dalam lingkungan
laboratorium (Jurkowski et al. 2002). Meskipun belum ada batasan etik penggunaan
adult stem cells, ketakutan terhadap potensi perubahan genetik yang tersimpan dalam
sel selama masa pertumbuhan donor menyebabkan adult stem cells kurang begitu
diminati penggunaannya.

Salah satu sumber stem sel dan memunyai potensi yang baik untuk
dikembangkan menjadi biomaterial terapi penyakit kelainan katup jantung adalah
parthenogenetik embryonic stem cell (pESCs). Seperti namanya, material ini berasal
dari embrio yang dikembangkan dari satu gamet (maternal saja). Keberadaan pESCs
diduga menjadi alternatif sumber stem sel yang baik. Stem sel asal pESCs memunyai
sifat diferensiasi yang hampir sama dengan ESCs (Jurkowski et al. 2002). Embrio
pESCs tidak dibatasi oleh etika. Secara normal, pESCs tidak mampu melakukan
implantasi karena adanya defek gen pengode implantasi (Newman-Smith dan Werb
1995). Oleh karena itu, secara normal pESCs bukan calon individu baru.

Pembentukan pESCs sebagai biomaterial terapi kelainan katup jantung adalah
tantangan ke depan yang perlu dipecahkan. Pencapaian hal tersebut harus diawali
dengan pemahaman 1) proses aktivasi oosit sebagai bekal pembentukan embrio
partenogenetik, 2) proses kultur sel dari embrio partenogenetik, 3) tindakan evaluasi
yang perlu dilakukan untuk memastikan sel yang diperoleh masih berada dalam status
pluripoten, dan 4) pengetahuan tentang penelitian sebelumnya mengenai penggunaan
stem sel dalam terapi kelainan katup jantung. Keempat materi tersebut akan menjadi
bahasan tulisan ini.

Tujuan Penulisan

Tujuan penulisan makalah ini adalah menyajikan rangkuman informasi
kemajuan perkembangan penggunaan embrio partenogenetik sebagai sumber stem sel.
Hasil penulisan ini diharapkan mampu menjadi sumber bekal pemikiran awal untuk
melakukan penelitian di bidang pESCs terutama dalam terapi kelainan katup jantung.



PEMBAHASAN

Proses Fertilisasi Natural
sebagai Model Pembentukan Embrio Partenogenetik

Fertilisasi merupakan serangkaian proses reproduksi yang memungkinkan terjadi
pertemuan gamet jantan dan betina untuk mengembalikan ploidi genetik menjadi 2n.
Fertilisasi melibatkan proses programming secara kompleks yang diperlukan dalam
pengaturan proses biologi selanjutnya.

Fertilisasi melibatkan dua gamet, yaitu oosit dan spermatozoa. Spermatozoa
merupakan sel gamet jantan yang dihasilkan melalui proses pembelahan meiois
progenitor sel gamet (spermatogenesis) yang kemudian dilanjutkan dengan perubahan
morfologi menjadi sel menjadi motil (spermiogenesis) (Griswold 2016). Spermatozoa
yang baru saja diproduksi di dalam tubulus seminiferi tidak dapat langsung membuabhi
oosit. Spermatozoa perlu mengalami hiperaktivasi, kemotaksis, kapasitasi, dan reaksi
akrosom, dimana setiap proses tersebut terjadi kenaikan konsentrasi kalsium dalam sel
spermatozoa (Abou-haila dan Tulsiani 2009; Rahman et al. 2014). Kenaikan kalsium
dalam sitoplasma spermatozoa berperan penting terhadap induksi kematangan material
untuk meningkatkan kemampuan motilitas, fertilisasi, dan pembentukan embrio (Boni
et al. 2007).

Proses persiapan gamet betina melibatkan proses yang lebih kompleks.
Perkembangan gamet betina terjadi sejak masa embrional. Saat hewan lahir, ovarium
berada dalam fase inaktif tetapi sudah dilengkapi dengan oosit primer (Mac Lennan et
al. 2015). Induksi oleh follicle stimulating hormone menyebabkan oosit diovulasikan
dalam fase Metafase Il. Untuk memungkinkan terjadi fertilisasi, oosit dalam fase
dormansi ini perlu diaktivasi. Aktivasi oosit juga dilaporkan terkait dengan kenaikan
kalsium intrasel (O’Day 2010; Wakai et al. 2011; Tokmakov et al. 2014).

Kenaikan konsentrasi kalsium dalam sel telur terjadi karena adanya ikatan
spermatozoa di zona pelusida (ZP) 3 sel telur (Wassarman et al. 2001). Gambar
mekanisme molekular fertilisasi disajikan pada Gambar 1. Ikatan spermatozoa di
reseptor ZP 3 menyebabkan perubahan struktur zona pelusida sehingga terjadi
pencegahan polispermia dan teraktivasinya protein kinase C (O’Day 2010; Yaste et al.
2016). Aktivasi protein kinase C menyebabkan pengubahan phospatidil inositol
bifosfat menjadi inositol trifosfat dan diasil gliserol. Ikatan inositol trifosfat dengan
reseptornya menyebabkan pengeluaran kalsium dari retikulum endoplasma dan
peningkatan pemasukan kalsium dari ekstrasel. Kondisi ini menyebabkan peningkatan
kalsium di dalam sel.

Proses aktivasi oosit dilakukan dengan menghilangkan faktor dormansi yang
sangat tinggi konsentrasinya di dalam sitoplasma sel telur. Maturation promoting factor
(MPF) merupakan salah satu faktor penyebab terhentinya siklus sel dalam fase
metafase. Keberadaan molekul MPF seperti cyclin B dan securin menginduksi
penahanan kromosom di bagian ekuator sel (Jones 2003). Peningkatan konsentrasi
kalsium menyebabkan peningkatan molekul polyubiqunation dan mendegradasi



intraselular cyclin B (Madgwick et al. 2004; Jones 2005). Polyquination adalah salah
satu molekul anaphase promoting complex. Peningkatan molekul menyebabkan siklus
sel memasuki fase anafase.
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Gambar 2 Reaksi peningkatan kalsium intrasel akibat

penempelan spermatozoa pada zona pelusida oosit
(Sumber: O’Day 2010)

Selain polyquination, proses anafase juga diinduksi oleh pembatasan jumlah
protein endogenous meiotic inhibitor tipe 2 (Emi2) (Wakai et al. 2011; Miao et al.
2012). Kenaikan konsentrasi kalsium intra sel menyebabkan pengikatan calsium oleh
kalmodulin dependent protein kinase Il membentuk Ca-CaMKII. Pembentukan Ca-
CaMKII menyebabkan degradasi Emi2 dan menginisiasi proses anafase o0osit.
Pengaruh lain yang muncul akibat kemunculan Ca-CaMKII adalah terjadinya rotasi
benang-benang spindel kromosom yang kemudian menginduksi terjadinya ekstrusi
badan polar (Miao et al. 2012).

Selain beropengaruh terhadap kemunculan Ca-CaMKII, kenaikan kalsium
diduga menyebabkan perunan jumlah mitogen activated protein kinase (Jones 2007,
Miao et al. 2012). Penurunan MAPK menyebabkan terjadinya pembentukan
pronukleus jantan dan betina. Proses fusi proneukleus jantan dan betina diduga diatur
oleh cdk 1 (cycline dependent kinase 1), meskipun mekanisme kenaikan cdk 1 dalam
ooplasma belum diketahui (Tachibana et al. 2008).

Pembentukan embrio partenogenetik dilakukan dengan menggunakan
mekanisme natural fetilisasi. Terdapat dua dasar pemikiran pembentukan embrio
partenogenetik berdasar proses tersebut, yaitu inisiasi kenaikan kalsium intra sel dan



penurunan konsentrasi MPF di dalam ooplasma (Cevik et al. 2009). Beberapa cara
yang dilaporkan dapat meningkatkan konsentrasi kalsium intraseluler adalah dengan
pemberian strontium, ionomycin, induksi listrik, atau etanol pada media kultur
(Kharche dan Birade 2013). Beberapa sediaan yang diduga dapat menurunkan MPF
dalam ooplasma adalah 6-dimethylaminopurine (6-DMAP), cycloheximide, dan
senyawa antioksidan (Fulka et al. 1991; Tarin et al. 2002; Marques et al. 2011).

Strontium klorida merupakan salah satu sediaan yang dilaporkan mampu
menginduksi peningkatan kalsium intraselular pada oosit muda, matang, atau tua pada
mencit (Tomashov-matar et al. 2005). Stronsium dilaporkan mampu meningkatkan
konsentrasi kalsium intraselular dengan dua cara, yaitu dengan meningkatkan Kkerja
InsP3 dalam mengeluarkan calsium dari depo intrasel (Meo et al. 2004). Etanol mampu
mengaktivasi peningkatan kalsium ooplasma dengan cara meningkatkan kalsium dari
ekstra dan intrasel (Meo et al. 2004). Etanol mampu menginduksi pembentukan
inositol 1,4,5-tri fosfat (IP3) pada plasma membran sehingga terjadi pembukaan kanal
kalsium dalam membran oosit dan juga meningkatkan sekresi kalsium dari depo
intrasel (Kharche dan Birade 2013). Meski demikian, Tomashov-matar et al. (2005)
menganggap bahwa ethanol meningkatkan kalsium ooplasma dengan satu cara saja,
yaitu dengan pengeluaran kalsium dari depo internalnya saja, seperti mekanisme kerja
ionomisin. Mekanisme peningkatan kalsium intraselular melalui pemberian aliran
listrik adalah peningkatan influk Ca dari ekstrasel ke dalam sel melalui pembentukan
pori-pori pada plasma membran (Cevik et al. 2009).

Aktivasi oosit menggunakan sediaan pemicu peningkatan kalsium intrasel harus
disertai dengan pemberian Cytochalasin B. Sediaan ini berperan dalam mencegah
terjadinya ekstrusi badan polar 2 (Han dan Gao 2013; Kharche dan Birade 2013).
Kegagalan pengeluaran badan polar 2 menyebabkan sel telur masih bertahan dalam
fase diploid. Pembentukan pronukleus setelah terjadi kegagalan ekstrusi badan polar 2
diinduksi oleh adanya penurunan MAPK akibat peningkatan kalsium oleh medium
aktivasi partenogenetik yang digunakan (Mitalipov et al. 2001). Berdasarkan laporan
Mitalipov et al. (2001) tersebut menunjukkan cytochalasin B tidak terbukti
menginduksi pembentukan pronukleus, tetapi pembentukan pronukleus terjadi seperti
mekanisme pembentukan pronukleus pada fertilisasi natural.

Cycloheximid merupakan sediaan penghambat sintesis protein yang dapat
menyebabkan aktivasi oosit babi (Ye et al. 2005), tetapi menyebabkan dekstruksi pada
oosit sapi (Lonergan et al. 1998). Cycloheximid menyebabkan defilamentasi aktin
oosit, sehingga terjadi meiosis blocking pada oosit terhenti (German et al. 2015). Aktin
merupakan salah satu material pendukung terjadinya meiotic arrest pada oosit. Laporan
sebelumnya menyatakan bahwa maturasi oosit pada zebrafish ditandai dengan adanya
pelepasan CCNBL1 yang tersimpan dalam granula terikat filamen aktin (Kotani et al.
2013). Senyawa antioksidan dan 6-DMAP bekerja melalui mekanisme penghambatan
molekul MPF dalam ooplasma. Pemberian senyawa antioksidan seperti vitamin E dan
vitamin C pada oosit babi menunjukkan peningkatan insidensi auto-partenogenetik
yang disebabkan oleh penurunan MPF (Marques et al. 2011). Sediaan 6-DMAP bekerja
dengan menghambat aktivasi reseptor protein kinasi yang kemudian menyebabkan
ketidakstabilan benang-benang kromosom dan penurunan mitogen activted protein
kinase (Liu et al. 1998).



Hasil pengujian menggunakan kombinasi sediaan peningkat kalsium intraselular
dengan cytochalasin B menunjukkan hasil yang hampir sama. Penggunaan etanol pada
oosit sapi menunjukkan sifat aktivasi yang lebih baik daripada strontium, tetapi
strontium menunjukkan jumlah embrio yang mampu bertahan hingga oosit lebih baik
(Meo et al. 2004). Pada oosit tikus, penggunaan etanol dengan cytochalasin B dianggap
memberikan hasil terbaik. Etanol mampu mengaktivasi oosit tikus secara lebih efektif,
tetapi menunjukkan perkembangan blastosit yang tidak berbeda jauh dengan hasil
aktivasi oleh strontium (Han dan Gao 2013). Hasil penelitian lain menunjukkan
penggunaan stimulasi elektrik dalam mengaktivasi oosit menunjukkan hasil yang lebih
baik daripada penggunaan bahan kimia. Aktivasi menggunakan listrik 2 x 1.6 kV
selama 30 us dengan interval 100 ms pada oosit tikus menghasilkan blastosit terbentuk
yang lebih banyak daripada aktivasi dengan kombinasi ionomicyn-cycloheximide (10
umol/ L selama 5 menit dan 10 pg/ L selama 4 jam) ataupun SrCl (10 mmol/ L selama
4 jam) (Versieren et al. 2010).

Metode Kultur Embrio Partenogenetik dan Evaluasi Sifat Stemness-nya

Teknik dan metode kultur menjadi salah satu elemen penting yang diperlukan
dalam upaya produksi embrio partenogenetik dan pemanfaatannya menjadi sumber
stem sel untuk terapi kerusakan jantung, terutama katup jantung. Selain embrio
partenogenetik, terdapat beberapa sumber stem sel terutama untuk terapi kerusakan
jantung, yaitu bone marrow stromal cells, skeletal myobalast, fetal/ neonatal
cardiomyocytes, endothelial progenitor cells, smooth muscle cells, dan embryonic stem
cells (EI Fahime dan Tremblay 2006). Dari semua sumber stem sel yang dapat
digunakan, embryonic stem cells merupakan sumber stem sel yang diduga memunyai
sifat yang paling baik dibanding stem sel lain (Segers dan Lee 2008). Meskipun
demikian, jenis stem sel ini banyak menjadi perdebatan karena adanya pendapat bahwa
embrio adalah sumber individu baru, sehingga manipulasinya merupakan salah satu
tindakan pelanggaran kode etik (Fischbach dan Fischbach 2004).

Salah satu sumber stem sel embrionik dan memunyai potensi yang baik untuk
dikembangkan menjadi biomaterial terapi penyakit kelainan jantung adalah
parthenogenetik embryonic stem cell (pESCs). Seperti namanya, stem sel asal material
ini berasal dari embrio yang dikembangkan dari satu gamet (maternal saja) (O’sea
1999). Keberadaan pESCs diduga menjadi alternatif sumber stem sel yang baik. Stem
sel asal pESCs memunyai sifat diferensiasi dan potensi terapeutik yang hampir sama
dengan ESCs (Jurkowski et al. 2002; Brevini dan Gandolfi 2008). Embrio pESCs tidak
dibatasi oleh etika. Secara normal, pESCs tidak mampu bertahan hingga lahir di dalam
saluran reproduksi induk karena embrio partenogenetik memunyai kelainan gen
pengode proses implantasi (Newman-Smith dan Werb 1995). Berdasarkan
kharakteristik tersebut, embrio partenogenetik bukan merupakan calon individu baru
seperti halnya ESC yang berasal dari embrio terfertilisasi dan bebas dari persoalan etika
(Latkovic 2002).

Sumber embrio parthenogenetik pada hewan tingkat tinggi telah berhasil
dilakukan dengan menggunakan oosit hasil resque atau panen dari superovulasi.



Embrio partenogenetik dilaporkan dapat dilakukan menggunakan oosit mencit, tikus,
kerbau, sapi, kuda, dan primata (Kharce dan Birade 2013). Keberhasilan aktivasi oosit
menjadi embrio partenogenetik dipengaruhi oleh umur induk yang digunakan sebagai
donor. Keberhasilan pembentukan embrio partenogenetik menurun dengan seiring
dengan pertambahan umur donor yang digunakan (Bai et al. 2006). Diduga penurunan
amplitudo oscilasi kenaikan kalsium intrasel yang tidak optimal karena adanya radikal
bebas menjadi penyebab penurunan kualitas embrio partenogenetik yang dihasilkan
dari oosit berusia tua (Nasr-Esfahani et al. 2010).

Penggunaan mencit sebagai donor oosit dalam penelitian partenogenetik
dilakukan dengan metode superovulasi. Mencit yang digunakan adalah mencit yang
telah berada di masa subur yaitu 6-8 minggu (Luo et al. 2011). Induksi superovulasi
dapat dilakukan dengan pemberian sediaan pregnant mare serum gonadotropin
(PMSG), human menopausan gonadotropin (HMG), atau gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) yang kemudian dilanjutkan dengan induksi ovulasi menggunakan
human chorionic gonadotropin (HCG). Dosis superovulasi yang dinyatakan
memberikan hasil paling optimal terhadap jumlah oosit yang digunakan dari tiga
induktor superovulasi tersebut adalah 10 IU PMSG secara intraperitoneal dan 10 1U
HCG secara intra peritoneal 46-48 jam setelah induksi dengan PMSG (Heidari et al.
2013). Berdasarkan beberapa laporan, induksi superovulasi untuk menghasilkan oosit
sumber embrio partenogenetik menggunakan PMSG dengan rentang dosis 5-10 1U per
ekor dan dilanjutkan dengan HCG dengan dosis yang sama setelah 46-48 jam
pascainjeksi PMSG (Luo et al. 2011; Didie et al. 2013).

Koleksi oosit pada mencit yang disuperovulasi dilakukan dengan bedah
laparotomi. Waktu koleksi yang disarankan adalah 15-20 jam setelah penyuntikan
HCG (Lou et al. 2011). Pada waktu tersebut, oosit berada di ampula tuba falopii. Hasil
koleksi oosit disimpan dalam larutan phosphat bufer saline free calcium and
magnesium (FBS minus). Sediaan ini berfungsi sebagai media pemelihara proses
fisiologi dan integritas dalam media kultur dalam batas waktu tertentu (Haemek 2012).
Sel telur yang telah diperoleh kemudian dilakukan pelepasan dari sel-sel kumulus
dengan melakukan pencucian kompleks oosit-kumulus ooforus pada hyaluronidase 1
mg/mL selama 10 menit. Aktivasi oosit menggunakan strontium klorida 10 mmol/L di
dalam larutan medium CZB tanpa kalsium yang ditambahkan dengan 5 mg/ml bovine
serum albumin dan 100 U/ mL penicilin dan 100 g/ mL streptomisin selama 6 jam
(Didie et al. 2013). Pencegahan pengeluaran polar bodi ke-2 dilakukan dengan
pemberian cytochalasin B (5 pg/ mL).

Telur terfertilisasi diinkubasikan selama 6 hari. Blastosis yang diperoleh
dipindahkan dalam knock out DMEM medium yang diberikan 20% serum replacement.
Sel yang telah ditrpsinasi dipindahkan dalam media Dulcecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) tinggi glukosa, tanpa piruvat, dan dengan 25 mmol/L HEPES yang
ditambahkan dengan 20% fetal calf serum. Sel diperoleh dipisahkan setiap 48-72 jam
dengan 0.25% tripsin EDTA.

Karakterisasi sifat pluripoten partenogenetik stem sel dilakukan terhadap
parameter morfologi, alkalin fosfatase, sifat sebagai stem sel, dan kecepatan
pertumbuhan pluripoten stem sel. Alkalin fosfatae merupakan enzim yang muncul di
hampir semua organisme. Alkalin fosfatase diduga merupakan salah satu marker yang



dapat digunakan dalam menetapkan sifat pluripoten sel dalam pengujian stem sel
(Stefkova et al. 2015). Dari 4 jenis alkalin fosfatase, TNAP disinyalir sebagai marker
alkalin fosfatase yang paling signifikan dalam pengujian sifat pluripoten sel. TNAP
ditemukan tinggi rendah sebelum terjadi implantasi pada embrio, meningkat tajam 7
hari post coitus, dan mendatar hingga 4 minggu fase gestational manusia (Stoop et al.
2005).

Pengujian sifat puripotensi sel juga dapat dilakukan dengan pelabelan terhadap
marker gen POU5SF1, NANOG, FUT4. Menurut Lee et al. (2013), gen POU5F1,
NANOG, FUT4 merupakan gen penanda berubahnya sifat maternal faktor menjadi
zigot faktor. Pengujian terhadap marker gen-gen ini penting dalam penelitian
partenogenetik yang menunjukkan bukti perubahan sifat oosit dari maternal menzadi
zigot.

Principal component analysis merupakan uji pemetaan genom berdasarkan
database pada material stem sel untuk memperoleh kedekatan sifat pluripoten genom
yang dimunculkan (Palmer et al. 2012). Hasil pengujian sifat pluripotensi pada embrio
partenogenetik menunjukkan tidak terdapat perubahan morfologi sel, positif terhadap
marker TNAP, POU5F1, NANOG, dan FUT4, serta kecepatan pertumbuhan embrio
partenogenetik hampir sama dengan embrio partenogenetik (Didie et al. 2013).

Diferensiasi pluripoten sel menjadi kardiomiosit spesifik menggunakan regulasi
marker gen spesifik. Gambaran faktor transkripsi dan marker permukaan sel dari sel
pluripoten menjadi sel kardioiosit disajikan pada Gambar 2. Upaya diferensiasi
menjadi sel kardiomiosit dapat dilakukan menggunakan tiga cara, yaitu diferensiasi
menggunakan co-culture dari sel stoma menyerupai endokardium, pembentukan
embryoid body, atau dengan diferensiasi monolayer PSC (Batalov dan Feinberg 2015).
Penggunaan END-2 cells dan P19 EC sebagai co-culture mampu menumbuhkan sel
setelah 2-3 minggu dan memunculkan sel yang dapat berdenyut setelah 5 hari
berikutnya (Mummery et al. 2002). Co cultur memungkinkan adanya sekresi
mikropartikel yang berperan dalam pengaturan dan regulasi diferensiasi sel dari
pluripoten menjadi sel kardiomiosit. Hasil pengujian oleh Graichen et al. (2008),
induksi diferensiasi menjadi kardiomiosit menghasilkan 20% area dalam media kultur
menunjukkan kemampuan berdenyut.

Pembentukan embryoid body dilakukan dengan hanging drop method. Melalui
metode ini dilakukan pemisahan setiap 50 sel di dalam 20 pL medium Iscove yang
ditambahkan dengan 20% fetal calf serum (Didie et al. 2013). EB terbentuk dalam
waktu 2 hari. EB terbentuk kemudian ditransfer ke cawan petri untuk dilakukan kultur
dalam suspensi selama 5 hari sebelum kemudian dipindahkan dalam cawan kultur. EB
yang menunjukkan kontraksi dipilih untuk dilakukan karakterisasi. Teknik diferensiasi
menggunakan embryoid body menggunakan kombinasi fisik dan kimia untuk
memodulasi diferensiasi pluripoten sel menjadi kardiomiosit (Batalov dan Feinberg
2015). Hasil diferensiasi menggunakan teknik ini, sebanyak 5-70% embryoid body
muncul denyut (Kawamura et al. 2012).



(Cardiomyocyte Lineage) Transcription Factors Cell-Surface Markers

Oct4, Nanog, Tra-160, SSEA4,
Sox2 EpCAM

Epithelial-Mesenchymal Transition

(Mesoderm Progemtor) @ Oct4 NCAM, SSEA1

BMP4, Activin A, FGF2, Wnt3a ——

Insulin
(Precardiac Mesoderm) T, MIXL1
BMP4, Activin A, FGF2, Wnt3a —»1
(Cardlac Mesoderm) Mesp1 KDR, PDGFRa
Wnt —— DkK1 —»1
Heart Field Specific Nkx2.5, GATA4 SIRPA
[ Progenitor ] (Tbx5/1sl1/Tbx20)

Embryonic Nkx2.5, GATA4 SIRPA, VCAM-1
Cardiomyocyte

Gambar 2 Marker diferensiasi pluripoten sel menjadi sel kardiomiosit
(Mummery et al. 2012)

Beberapa penelitian terdahulu telah mencoba melakukan induksi diferensiasi
kardiomiosit dari partenogenetic stem cell menggunakan medium spesifik. Beberapa
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contoh keberhasilan induksi diferensiasi PSC menjadi kardiomiosit disajikan pada
Tabel 1.

Tabel 1 Induksi diferensiasi PSC menjadi kardiomiosit

z z i
[=] = =] =
£ g g » 8,85 2
E 2 E 2z gbE @b 3 wo
=z < = z U4 i S - P T
o %= o (I zE zE Owigh
i a2 : 55 Sgigsgcct
™ 2 w [=l=} 2 22 Th&Eda
(= o= (=] < O IJdIXIJono x<a<0
Laflamme et al (2007)** MEF-conditioned Matrigel RPMI 1640 + B27 Activin A, BMP4 1 0 - - -
medium
Lian et al (2012) #1°° mTeSR1 Matrigel ~ RPMI 1640 + B27 CHIR99021 (GSK-inhibitor), 3 3 + - -
(w/o insulin for the Activin A, BMP4
first 7 days)
Lian et al (2012) #22° mTeSR1 Matrigel ~ RPMI 1640 + B27 CHIR99021 (GSK-inhibitor), 3 3 + - -
(w/o insulin for the IWP-2 or IWP-4
first 7 days) (Wnt-inhibitors)
Cao et al (2013)* mTeSR1 Matrigel CWPC induction Ascorbic acid, BMP4, 2 1 + - =
medium (CIM), CHIR99021 (GSK-inhibitor),
Cardiomyocyte dorsomorphin (BMP-inhibitor),
differentiation A83-01 (activin/nodal inhibitor),
medium 1 and 2 IWR1 (Wnt/B-catenin signaling
(CDM1 and CDM2) inhibitor)
Burridge et al (2014)** E8 Matrigel, CDM3 RPMI 1640 +  CHIR99021 (GSK3-inhibrtor), 2 1 + + +
laminin, or albumin + L-ascorbic ~ Wnt-C59 (Wnt-inhibitor)
vitronectin  acid 2-phosphate

Evaluasi hasil diferensiasi dilakukan dengan analisis struktur dan fungsi sel,
ekspresi marker sel jantung, dan elektrofsiologi (Pekanen-Mattila 2010). Keberhasilan
diferensiasi menjadi sel jantung salah satunya adalah kesamaan struktur dan fungsi sel
kardial terbentuk dengan fenotif sel jantung dewasa. Penilaian struktur sel kardial hasil
diferensiasi dilakukan dengan mengukur ukuran sel, keseragaman sel, dan densitas
myofibril (Lundy et al. 2013). Sel kultur yang terdiferensiasi sempurna menjadi sel
jantung ditandai dengan kemampuan dibedakan struktur zona sarkomernya,
mitokondria, dan gap junction (Kehat et al. 2001). Fungsi sel jantung dilakukan dengan
mendeteksi kemampuan kontraktilitas melalui pemasangan video microskopi untuk
merekam pergerkan (denyut) sel (Lundy et al. 2013).

Terdapat beberapa marker yang digunakan sebagai acuan terjadi proses
diferensiasi dari pluripoten sel menjadi sel jantung. Marker yang sering digunakan
adalah Pou5f1, Nanog (marker pluripoten), T, Kdr, Isl1 (marker mesoderm), Nkx2-5,
dan Myh6 (marker spesifik terhadap kardiomiosit) (Didie et al. 2013). Diferensiasi dari
kardiomiosit menjadi sel katup memerlukan marker yang lebih spesifik. Menurut
Shelton dan Yutzey (2008), Twist1 banyak ditemukan pada proses pembentukan katup.

Elektrofisiologi adalah penggambaran kelistrikan jantung. Diferensiasi ini
merupakan salah satu cara untuk melakukan pengelompokan sel hasil diferensiasi.
Didalam jantung terdapat ventricle like cells, purkinje like cells, atrial like cells, dan
pacemaker like cells yang memunyai grafik kelistrikan jantung yang berbeda
(Pekanen-Mattila 2010).
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Proses Pembentukan Katup Jantung pada Masa Embrional

Belum ditemukan laporan diferensiasi dari sel pluripoten menjadi sel spesifik
katup jantung. Terdapat dua jenis sel katup, yaitu sel endotel valvular (SEV) dan sel
intersitial valvular (SIV). SEV adalah sel yang sama dengan sel paling luar dari
endokardium dan endotel buluh darah (Tao et al. 2012). Pada kondisi infeksi penyakit
atau luka, VECs katup berperan dalam menginduksi proses proliferasi sel intersitial
katup dengan dibantu oleh matriks ekstra seluler (Bischoff dan Aikawa 2011). Sel
intersitial katup terdiri dari sel-sel yang lebih heterogen dibanding VECs. Beberapa
jenis sel intersitial katup adalah sel otot polos, fibroblas, dan myofibroblas (Tao et al.
2012). Sel-sel yang terdapat dalam intersitial katup berperan dalam mensekresikan
matriks ekstra selular (Fondard et al. 2005). Sel-sel intersitial katup juga dicirikan
memunyai responsivitas yang sangat baik terhadap rangsangan kimia atau fisika (Sack
dan Yogananthan 2007).

Pemahaman proses pembentukan katup diharapkan mampu memberikan gagasan
teknik pembentukan sel spesifik katup jantung. Katup jantung dibentuk di daerah kanal
atrio-ventrikular dan area outer flow tract (OFT). Regulasi diferensiasi sel dilakukan
oleh berbagai macam protein signaling. Gambaran signaling dari mesoderm hingga
menjadi sel jantung spesifik disajikan pada Gambar 3.

Mesodermal precursor

NK-tyPe ¢ amp
Wy factors?

Cardioblast
MEF2 factors
¢ GATA factors
ET-1 :
. Cardiomyocyte
 Purkini -
Conduction D cell GATA factors
system vy
Heart tube NF-ATc
COUP-TFII L & Smadé
7HRT — —  TGF-p
Ventricles
GHAND /1N MEF2C
MEF2C L TEX5 N 2TBX5
Versican W 7eHAND <€—NKX2.5
~ & Ventricular N
4 septation
Right Left
ventricle ventricle B
~ 7IRX4 ”~ .
7HRT2 ’ { 1)
RXRu
N-myc
s Neuregulin

Chamber maturation

Gambar 3 Regulasi diferensiasi dari mesodermal menjadi sel kardial spesifik
(Srivastava dan Olson 2000)

12



Signaling pembentukan katup jantung dimulai dari protein Bmp2 yang kemudian
mengaktivasi Thx20, Heyl, Hey2, Thx2 (YYamada et al. 2000). Penentuan batasan area
katup dilakukan oleh Thx20, Heyl, dan Hey2 setelah terjadi penurunan Bmp2 dan
Thx2 (MacGrogan et al. 2015). Pembentukan jaringan mesenkim katub diinduksi oleh
protein Notchl yang menyebabkan penghambatan pensinyalan Bmp2 (Luna-Zurita et
al. 2010).

Proses pembentukan pertama katup jantung tikus terjadi pada hari ke-9.5
(MacGrogan et al. 2015). Proses diawali dengan penebalan pada daerah atrio-
ventrikular dan OFT. Penebalan tersebut merupakan penumpukan komponen matriks
ekstraselular katup jantung. Proses penebalan distimulir oleh protein Snaill dan
Slug/Snail2 (Person et al. 2005) atau Bmp, transforming growth factor , dan Notch
(Yamagishi et al. 2009). Proses ini didukung dengan proliferasi sel intersitial katup
yang diinduksi oleh gen Nfacl (Lin et al. 2012) dan ErbB/SHP-2/NF-1/Ras (lwamoto
dan Mekada 2006).

Pembentukan katup tidak terlepas dari pembentukan sekat ruang jantung. Pada
hari ke 10.5, terjadi gumpalan mesekhim yang memenuhi rongga kanal atrio-
ventrikular (AVC). Gumpalan ini yang akan berkembang menjadi katup bikuspidalis
dan trikuspidalis. Terdapat empat daun katup yang terbentuk pada saat pembentukan
katup, yaitu superior (SAVC), left lateral (IIAVC), right lateral (rlAVC), dan inferior
(IAVC) (Gambar 4). Pembentukan katup dilakukan dengan membagi dua gumpalan
mesenkhim AVC menjadi katup trikuspidalis dan bikuspidalis. Penyatuan SAVC dan
IAVC menjadi bakal pembentukan utama kedua katup ini. Pada katup trikuspidalis,
terjadi pembelahan daun rlAVC menjadi dua, sehingga diperoleh tiga daun katup.

Anterior
cusp

IcC Left Right

SAVC L eft coronary

IAYC cusp

cTG Noncoronary
cusp

Right coronary
cusp

Anterior
leaflet
Mural
leaflet

Poslerior
Aorti leaflet

leallet Annulus Septal

Preseptation fibrosus leatl et

IAVC rAYC

Postseptation

Gambar 4 Proses pembentukan katup jatung embrio tikus
(Sumber : MacGrogan et al. 2015)
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Proses yang sama terjadi pada pembentukan katup semilunar di area OFT.
Pembentukan tiga daun katup dilakukan dengan pembagian rlOTC dan IIOTC menjadi
masing-masing dua. Katup aorta memunyai daun katup yang berasal dari rlOTC,
IIOTC, dan iOTC, sedangkan katup pulmonar memunyai daun katup yang berasal dari
rlOTC, IIOTC, dan sOTC (Gambar 4). Sekat antara katup ditutup dengan annulus
fibrosus, sehingga terjadi pemisahan dua ruangan secara sempurna. Pemisahan aorta
dan dan arteri pulmonalis dilakukan dengan bantuan krista syaraf (Midgett dan
Rugonyi 2014).

Proses perapihan jaringan penunjang katup dilakukan mulai hari ke 13.5 fase
embrional tikus. Korda tendinae, anulus fibrosus, dan musculus papilaris merupakan
derivat dari endokardium. Pembentukan jaringan tersebut dilakukan dengan pemisahan
lapisan dari dalam zona dinding ventrikel (Gambar 5 A). Pada katup semilunar, terjadi
pembuatan lubang di sepanjang bakal daun katup membentuk sinus valsava dan
pengubahan sel progenitor jantung di bagian dasar daun katup menjadi sel matang
penunjang (Gambar 5 B).

Supporting
apparatus

Myocardium

Sinus of
Valsalva

Gambar 5 Proses finalisasi pembentukan katup jantung tikus
Keterangan : A: katup di AVC, B: katup di OFT
(Sumber : MacGrogan et al. 2015)
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Stem Sel sebagai Sumber Terapi Kelainan Katup Jantung

Penggunaan stem sel diduga memunyai banyak kelebihan. Stem sel autolog
diduga memunyai kelebihan berupa respons penolakan yang minimal. Manfaat lain
dengan pembiakan secara in vivo adalah hilangnya batasan molekul signaling parakrin
dibanding metode kultur. Meski demikian terdapat tantangan ke depan yang perlu
dijawab sebelum penggunaan stem sel sebagai terapi kelainan jantung. Seperti laporan
Flanagan et al. (2009), pemberian stem sel dalam terapi katup jantung domba
menyebabkan penebalan dan kontraksi katup, sehingga terjadi regurgitasi cairan
jantung.

Penggunaan pESCs dalam terapi kerusakan katup jantung merupakan salah satu
solusi yang diduga menyajikan jalan terang bagi optimalisasi terapi penyakit jantung.
Beberapa tantangan ke depan yang perlu dipecahkan dalam aplikasi pESCs menjadi
sediaan terapeutik penyakit kerusakan jantung adalah teknik isolasi dan permurnian,
cara aplikasi, evaluasi tingkat kelangsungan hidup dan proliferasi stem sel, integrasi
sel asal stem sel dengan kelistrikan jantung, dan tingkat stabilitas serta keamanan
penggunaan pESCs (Segers dan Lee 2008).

KESIMPULAN

Embrio partenogenetik merupakan salah satu material yang potensial sebagai
sumber stem sel. Meski demikian diperlukan penelitian yang panjang dan terstuktur
mengenai stem sel ini agar dapat dimanfaatkan sebagai sediaan terapeutik yang aman,
efektif, dan efisien.
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