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English Summary

Altered Nuclear Transfer: Im-
provement of Somatic Cell Nu-
clear Transfer Technique to Re-
solve Ethical Problems

Harry Murti'?, Mokhamad Fahru-
din?, Caroline Tan Sardjono’, Boen-
jamin Setiawan’, Ferry Sandra’

' Stem Cell Division,Stem Cell and Can-
cer Institute, PT. Kalbe Farma Tbk. Ja-
karta, Indonesia

2 Laboratory of Embryology, Faculty of
Veterinary Medicine, Bogor Agricul-

tural University, Bogor, Indonesia.

Cloned embryos generated by
Somatic Cell Nuclear Transfer
(SCNT] technique are good re-
sources for Embryonic Stem Cell
(ESC) with pluripotent characte-
ristics. SCNT becomes a poten-
tial method used in therapeutic
and regenerative medicine with
the aim to produce cells for au-
tologous transplantation. An
advanced method recently deve-
loped to generate inner cell mass
lacking intact trophectoderm
function by targeting Cdx2 gene
by BNAi [RNA interference] is
known as Altered Nuclear Trans-
fer [ANT). Through ANT technique
ethical problems encountered in
SCNT could be resolved for the
reason that the cells created are
not intact embryos. This review
covers briefly the latest methods
used in SCNT including the ANT
technique.

Keywords: ANT, SCNT, Trophec-
toderm, RNA, Cdx2
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Biological Characteristic and
Differentiation of Stem Cell: Fo-
cus on Mesenchymal Stem Cell

Nurul Aini, Boenjamin Setiawan,
Ferry Sandra

Stem Cell Division,Stem Cell and Can-
cer Institute,PT Kalbe Farma Thk. Ja-

karta, Indonesia

Stem cell has been an interesting
and controversial focus among
researchers and public because
of their potential on cell based
the-rapy. Regarding ethical is-
sues surrounding the embryonic
stem cell source, adult stem cell
becomes a promising alterna-
tive choice. Mesenchymal stem
cell derived from umbilical cord
blood has been a preference for
researchers as recognized for its
high plasticity and low immunoge-
nicity.

With proper treatment, mesen-
chymal stem cell can be grown
into different kind of cells, ready
to be used for cell based therapy.
For that purpose, there has been
many attempts in establishing
culture protocol for mesenchy-
mal stem cell in xeno-free culture
condition to reduce potential
animal pathogen transfer to hu-
man.

Keywords : Stem cell, adult stem
cell mesenchymal stern cell, cell
based therapy.
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Ekspansi Endothelial Progenitor
Cell

Frisca, Caroline T. Sardjono, Fer-
ry Sandra

Stem Cell Division,Stem Cell and Can-
cer Institute, PT Kalbe Farma Tbk. Ja-
karta, Indonesia

The discovery of endothelial pro-
genitor cells (EPC) has major im-
plications in angiogenic therapy.
The limited numbers of EPC found
in adult blood circulation has been
the main obstacle for the usage
of EPC. Various attempts have
been made to expand EPC in vi-
tro in order to get sufficient num-
bers of EPC required for human
therapy. This review summarizes
the characteristics and different
methods used in the expansion
of EPC. Several methods for EPC
quantification and surface mark-
ers used for EPC identification
will also briefly covered.

Key wards : EPC, stem cell, expan-
sion, Endothelial Progenitor Cell.
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Hasil Penelitian

Altered Nuclear Transfer. Pengembangan Teknik
Somatic Cell Nuclear Transfer untuk
Mengatasi Masalah Etika

Harry Murti"#, Mokhamad Fahrudin®, Caroline Tan Sardjono’, Boenjamin Setiawan’, Ferry Sandra’

1 Stem Cell Division, Stem Cell and Cancer Institute, Kalbe Pharmaceutical Company Jakarta, Indonesia
2Laborator'y of Embryolagy, Faculty of Veterinary Medicine, Bogor Agricultural University, Bogor, Indonesia.

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)°.

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 embrioc SCNT yang dapat dijadikan sebagai sum-
ber sel punca °.

Sel lestari (cell fine) ESC yang
dihasilkan melalui  teknik c\&
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 /Inner Cell Mass [ICM)

INTESEL DONOR :

¥ pENuRLEast

&35{ DORIT RERIMIEN

Gambar 1. Skema teknik SCNT pada mencit. 1: enukleasi atau

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

Medium spesifik untuk kuftur 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]g. Sedangkan pada manusia, peng-
gunaan Mouse Embryonic Fibroblast[MEF) sebagai feeder
layer dapat mencegah proses differensiasi®. Hasil kultur
ntESC dapat dimanfaatkan sebagai surber ESC yang apa-
bila diperiukan dapat dinduksi
untuk berdiferensiasi menjadi
tipetipe sel tertentu®"". Sel
sel hasil diferensiasi tersebut
dapat digunakan untuk tujuan
terapi berbasis sel pada ber
bagai jenis penyakit degenera-
tif'?. Beberapa penelitian ter-
dahulu menunjukkan bahwa
ESC dapat diarahkan menjadi
seksel neuron'®',
otot jantung“s'17

Kultur ntESC

, pankreasm.

diisolasi dan dikultur dengan pembuangan inti oosit yang akan digunakan sebagai cosit resipien; 2:

medium SpESiﬁkB. Teknik transfer mt\ atqu pemgsukgn m‘q sel somatik ke dalam oosit resipien;
3: aktivasi atau induksi oosit hasil rekonstruksi agar dapat berkem-

isolasi ICM dapat dilakukan  bang menjadi embrio.
baik secara mekanik de-

Secara teoritis, ntESC mem#k
liki kelebihan  dibandingkan
dengan sumber ESC lainnya,
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terutama karena pada ntESC
sel punca yang dipercleh dan
dikembangkan berasal daritu-
buh pasien itu sendiri [patiert-
specific stem cells]. Peman-
faatan ntESC  diharapkan
dapat mengatasi masalah
penolakan sistem imunitas
(immune rejection)'®. Namun
aplkasi 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 menghasi-
kan ntESC sebagai alter-
natif terapi pada manusia
merupakan hal yang masih
diperdebatkan di berbagai
kalangan. Salah satunya
karenamasalah etika peng-
gunaan oosit dan peru-
sakan embrio pada tahap
blastosis®'.  Permasala-
han etika lainnya adalah
adanya kekhawatiran di-

Yeuspmstice

§ " F
DEARARAT OUER
AKTIVASE | g :

:ﬁﬁ L. TRANSFERINT}

SELOOSIT RESIPIEN
%,y DIENUKLEASI

Kulturntesc

Gambar 2. Skema ANT untuk menghasilkan blastosis tanpa trofablas.

Gambar 3. Mekanisme penghambatan ekpresi gen oleh RNAI.

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

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 implantasi?®,
Informasi ini juga didukung
dengan hasil penelitian bah-
wa gen Cdx2 secara in vitro
dapat menginduksi diferen-
siasi ESC mencit menjadi
selsel trofoblas®. Diferensiasi
menjadi sel-sel trofoblas 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
tidak dapat membentuk trofek-
toderm (Gambar 2). Namun
demikian dari embrio ini ma-
sih dapat diperoleh selsel ICM
yang dapat diturunkan menjadi

lakukannya proses kloning

dengan tujuan menciptakan suatu ‘'manusia baru’ (re-
productive cloning). Hal ini menyebabkan William B. Hurl-
but mengemukakan gagasannya untuk memaodifikasi 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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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 antisense DNA, Ribozymes,
dan RNA.. Prinsip kerja antisense DNA adalah berikatan
dengan mRNA yang merupakan komplemennya, sehing-
ga proses translasi tidak terjadi. Sedangkan enzim Ribo-
zymes dapat digunakan untuk memotong mRNA spe-
sifik menjadi potongan kecilkecil sehingga mRNA tidak
dapat berfungsi normal®®. Cara lain untuk menghambat
ekspresi gen adalah dengan menggunakan sistem BNA
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 RNA [mRBNA]. 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 mRNA berdasarkan DNA
termnplate strand. Setelah mRNA terbentuk, akan ke-
luar dari inti sel dan menuju ke ribosom di sitoplasma.
Urutan basa nitrogen pada mRNA merupakan kodon
yang akan diterjemahkan oleh transfer ANA (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 Complexi™.
RNAi dimasukkan ke dalam sitoplasma sel dengan ban-
tuan vektor lentivirus®’. RNAi hanya dapat berikatan
dengan mRBNA 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 mRBNA hingga terdegradasi, [2) apabila kom-
pleks RNAi dan mBNA bukan merupakan komplemen
(ada sedikit basa yang tidak bisa berpasangan) maka
mRNA tetap eksis tapi tBRNA 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®®

KES?MPULAN

SGNT untuk mertgatesl perma_salah' atika_ -peng-
gunaan embmn sebagai sumber ESC. ,Fﬁembenwkan
trofoblas dapat dihambat dengan menggunakan RANAI

melalut inhibisi ekspresz gen Cdx2. Biasmsns yangztldék,

’mengakspremkan gen Cdx@ tidak dapat implantasi, na-
mun selsel ICM masih dapat dikembangkai memadt
sel punca yang bersifat piumpote; da. mem ki kar’aic»
ter sama dengan ¢ n{:ESG . ' f
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