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ABSTRAK

Kebanyakan sel saat fase embrionik relatif berada pada kondisi membelah maupun persiapan untuk melakukan pembela-
han. Serangkaian proses yang meliputi penggandaan materi genetik (DNA) serta komponen sel lainnya, pembelahan inti
(karyokinesis), dan pembelahan sitoplasma (sitokinesis) disebut dengan siklus sel. Pemahaman terhadap regulasi siklus
sel merupakan poin penting dalam manipulasi dan rekayasa sel oosit maupun embrio, khususnya pada SCNT. Prinsip
transfer inti berkaitan erat dengan interaksi sitoplasma, nuclear reorogramming, dan efek siklus sel. Mayoritas proses
dalam siklus sel dikendalikan oleh interaksi protein cyclin-dependent kinases (Cdks). MPF telah diidentifikasi sebagai
kompleks cyclin dan Cdk. Aktivitas MPF relatif tinggi saat sel oosit berada pada metafase Il. Aktivitas MPF yang tinggi
saat dilakukan transfer inti dapat menyebabkan NEBD, PCC, dan reorganisasi sitoskleton. Mekanisme regulasi siklus
sel serta efek siklus sel donor dan resipien akan dibahas dalam artikel ini.
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PENDAHULUAN

Siklus sel pada sel eukaryotik merupakan suatu taha-
pan kompleks meliputi penggandaan materi genetik, pe-
ngaturan waktu pembelahan sel, dan interaksi antara
protein dan enzim'. Siklus sel pada sel eukaryotik dapat
dibagi menjadi 4 tahap, vaitu: G, (Gap 1), S (Sintesis),
G, (Gap 2), dan M (Mitosis)'. Tahap G1 merupakan se-
lang antara tahapan M dengan S. Pada tahap ini sel terus
tumbuh dan melakukan persiapan untuk sintesis DNA. Sel
akan melakukan sintesis DNA dan terjadi proses replikasi
kromosom pada saat berada di tahap S*“. Pada tahap G.,
sel yang telah mereplikasi kromosom akan menduplikasi
keseluruhan komponen seluler lainnya. Selain itu terjadi
pula sintesis MRNA dan beberapa protein tertentu®.

Secara umum tahap Gy, G;, S, dan G, disebut juga se-
bagai tahap interfase®. Sedangkan pembelahan sel atau
sering disebut dengan tahap mitosis, terdiri dari empat
subtahapan, yaitu profase, metafase, anafase, dan telo-
fase ®. Pada kondisi tertentu, sel-sel yang tidak mem-
belah, karena tidak berdiferensiasi, meninggalkan tahap
G, dan pindah ke dalam tahap G,. Sel-sel yang berada
dalam tahap Gy sering disebut sedang beristirahat/ diam
(quiescent).

REGULASI SIKLUS SEL

Pada proses perkembangan sel dikenal beberapa tipe
siklus sel yaitu siklus sel embrionik, siklus sel somatis,
siklus endoreduplikasi, dan siklus sel miosis’. Masing-
masing tipe siklus sel mempunyai komponen protein dan
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enzim yang berbeda dalam regulasi siklus sel. Dalam
artikel ini hanya akan dibahas regulasi pada siklus sel
embrionik dan sel somatis.

a. Protein,Enzim,dan Inhibitor

Enzim yang berperan secara dominan dalam regulasi sik-
lus pembelahan sel adalah MPF (Maturation/ Meiosis/
Mitosis-Promating Factor)®, APC (Anaphase-Promoting
Complex)” dan CSF (Cytostatic Factor)®. Masing-masing
enzim mempunyai komponen protein dan inhibitor yang
spesifik pada setiap tahap siklus pembelahan sel.

MPF merupakan suatu enzim heterodimer yang terdiri
dari p34°9C sebagai suatu subunit katalitik dan cycling
sebagai suatu subunit regulatorik. Cdk (Cyclin depen-
dent kinase) adalah nama lain dari p34°®®; 34kDa. cdc2
merupakan gen siklus pembelahan sel yang mengkode
enzim Cdk pada siklus sel mamalia®'®"". Cdk merupakan
protein kinase yang aktivitasnya diregulasi oleh keadaan
terfosforilasi pada saat berikatan dengan cyclin. Selama
siklus pembelahan sel, jumlah Cdk relatif sama, namun
jumlah cyclin bervariasi pada tiap tahapan'.

Pada keadaan /n vitro, Cdk dapat memfosforilasi sejum-
lah protein yaitu histone H1, nuclear lamins, RNA poly-
merase ||, pB0src, antigen T, dan faktor elongasi'®. Fos-
forilasi histone H, secara /n vitrotelah digunakan sebagai
dasar dalam teknik biokimia pada penentuan dan pengu-
kuran aktivitas enzim Cdk'*. Pada keadaan in vivo, akti-
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vasi Cdk akan memacu sel masuk ke dalam tahap M dan
menyebabkan pecahnya membran inti (NEBD=Nuclear
Enve/%ue Breakdown'®, kromosom mengalami konden-
sasi O penyusunan kembali sitoskeleton'’, dan dup-
likasi centrosome'®. Aktivitas Cdk dikontrol oleh asosiasi
dengan cyclin, sintesis dan proteolisis oleh Cdk sendiri,
modifikasi posttranslasi, dan interaksi dengan sejumlah
inhibitor kinase alami (CDI= Cyclin-dependent kinase In-
hibitor). Faktor cekaman luar yang tinggi akan meningkat-
kan ekspresi CDI dan menyebabkan siklus sel terganggu/
terhenti'®. Secara garis besar ada 2 golongan CDI, yaitu:
golongan Ink4 (p15, p16, p18, p19) dan golongan Cip/
Klp (p2’|0im, p27kip’ll p57kip2]23.

APC merupakan suatu multi-subunit ubiquitin ligase
yang berperan dalam regulasi transisi pada siklus sel.
APC tersusun oleh protein yang berasosiasi salah satu
atau kedua aktivatornya vyaitu: Cdc20 dan Cdh1, untuk
mengarahkan polyubiquitylation pada securin, cyclin, dan
regulator siklus sel lain yang akan didegradasi oleh pro-
teasome. Cdc20 merupakan substrat target pada awal
mitosis, sedangkan Cdh1 merupakan substrat target
pada akhir mitosis dan selama memasuki tahap G,°.

b. Mekanisme Regulasi

Pada umumnya sel-sel eukaryotik yang telah menyele-
saikan pembelahan pada tahap M akan masuk ke dalam
tahap G, untuk kembali melakukan pembelahan atau ma-
suk ke dalam tahap G, untuk beristirahat/ diam®. Sel
dapat keluar dari tahap G4 dan masuk ke dalam tahap Gg,
apabila berada dalam suatu kondisi tanpa faktor pertum-
buhan. Sel-sel yang dikultur pada medium sedikit kadar
serum tetap akan melakukan siklus sel G4-5-Go-M, na-
mun setelah keluar dari tahap M akan langsung masuk
ke tahap Gg. Penambahan serum atau faktor pertumbu-
han akan menginduksi sel untuk masuk kembali ke siklus
sel sampai ke titik restriksi untuk proses berikutnya®.
Setelah melewati titik restriksi (protein Rb terfosfo-
rilasi), regulasi siklus sel tidak bergantung pada sinyal
ekstraselular®’ 2,

Sel yang berada di tahap Gy yang distimulus dengan fak-
tor pertumbuhan untuk masuk ke dalam G, , pada awal-
nya akan mengekspresikan cyclin D. Kemudian cyclin D
akan berikatan dengan Cdk4 dan Cdkb. Kompleks Cdk-
cyclin tersebut lalu masuk ke dalam inti dan akan mem-
fosforilasi protein Aetinobla-stoma (Rb), protein p107
dan p130. Fosforilasi terhadap Rb diikuti oleh aktivasi
faktor transkripsi famili E2F dan memicu transkripsi pro-
tein yang diperlukan pada tahap G; dan S. Sinyal mito-
genik yang menginduksi terbentuknya cyclin D, juga akan
menginduksi terbentuknya cyclin E dan dua CDI vyaitu:
p21°"" dan p27+*",

Gambar 1. Mekanisme regulasi siklus sel pada tahap Gp,G4, dan S.
Pada tahap Gg sinyal faktor pertumbuhan ekstra seluler akan menginduksi
cyclin D, CDI, dan Cyclin E. Pada tahap G4 serangkaian reaksi biokimia akan
membuat Rb terfosforilasi sehingga faktor transkripsi E2F terlepas dan aktif
menstimulasi sintesis protein tahap S.

Kedua CDI ini berikatan dengan cyclin D-Cdk4 tapi tidak
menghambat aktivitas kinasenya dan hasil penelitian
menunjukkan bahwa p21°®" dan p27XP1 justru dibutuh-
kan untuk pembentukan dan impor cyclin D-Cdk4 oleh
inti. Kedua CDI tersebut efektif menghambat aktivitas cy-
clin E-Cdk2. Dengan demikian keberadaan protein CDI di
tahap G, adalah untuk memacu pembentukan kompleks
aktif cyclin D-Cdk4 dan pada saat bersamaan menunda/
menghambat aktivasi dari kompleks cyclin E-Cdk2 2.

Protein Rb merupakan penghambat transkripsi, karena
keberadaannya menonaktifkan E2F yang berperan se-
bagai faktor transkripsi’. Setelah protein yang diperlukan
dalam tahap S dihasilkan dari transkripsi, maka cyclin
D-Cdk4, cyclin D-CdkB, dan cyclin E-Cdk2 akan bersama-
sama memfosforilasi protein Rb, p107 dan p130 men-
jadi tidak aktif sama sekali. Hal ini akan mengaktifkan
secara penuh proses transkripsi pada tahap S 2. Den-
gan demikian sel tersebut telah memasuki tahap S pada
siklus sel. Pada sel mamalia jenis Cdk dan cyclin yang
ditemukan pada masa transisi tahap G,/S adalah Cdk2
(p33), Cdk4, CdkB, serta cyclin A, D1, D2, D3, dan E'".

Pada tahap S, kompleks cyclin E-Cdk2 berperan mengini-
siasi replikasi DNA. Selain itu cyclin A-Cdk2 juga berpe-
ran dalam menginisiasi replikasi DNA secara lengkap dan
meningkatkan ekspresi histon dan beberapa gen/protein
yang akan dibutuhkan saat replikasi®>.

Pada tahap G,, terjadi peningkatan sintesis cyclin B yang
akan mencapai tingkat konsentrasi maksimal pada saat
tahap M ©. Pada sel mamalia jenis Cdk dan cyclin yang
ditemukan pada masa transisi tahap Go/M adalah Cdk1
(Cdc2) serta cyclin A, B1, dan B2 '". Setelah tumbuh
dan menduplikasi komponen sel, maka sel akan melaku-
kan pembelahan menjadi dua sel anakan yang terjadi
pada tahap M.

Pada tahap M (profase, metafase, anafase, dan telofase),
defosforilasi dan aktivasi cyclin B-Cdk1 berpengaruh ter-
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hadap perubahan morfologi selama mitosis berlangsung.
Substrat dari cyclin B-Cdk1 adalah nuclear lamins, pro-
tein nucleolar, protein centrosomal, dan Egb. Pada sub-
tahap profase — metafase, konsentrasi MPF berada pada
level tertinggi dan akan mengalami penurunan pada sub
tahap berikutnya.

Sebelum memasuki subtahap berikutnya (anafasel, sel
oosit yang telah mencapai metafase pada meiosis I
(MIl), akan tertahan pada kondisi tersebut karena pe-
ngaruh CSF. Komponen utama CSF adalah golongan Emi
yaitu Emi1 (Early Mitotic Inhibition 1) dan Emi2 °. Apabila
terjadi fertilisasi atau partenogenesis, masuknya sperma
akan mengaktivasi Ca®"/calmo-dulin-dependent protein
kinase |l (CaMKIl) dalam sitoplasma. CaMKIl akan mem-
fosforilasi protein yang mengekspresikan CSF, sehingga
ekspresi CSF terhambat. Selain itu CSF juga akan ter-
degradasi oleh sistem ubiquitin/ proteosome. CSF yang
mengalami degradasi menyebabkan APC dapat berperan
aktif, sehingga sel oosit keluar dari tahap metafase dan
masuk ke dalam anafase®.

APC berperan sangat dominan pada tahap anafase. Salah
satu peranan APC adalah menghancurkan cyclin A dan
cyclin B yang mengaktifkan MPF, sehingga konsentrasi
MPF akan turun drastis seiring selesainya tahap M 2.

3. Hubungan Siklus Sel dan SCNT

Aplikasi SNCT (Somatic Cell Nuclear Transfer) dalam bi-
dang biomedis adalah sebagai salah satu teknik alternatif
untuk memproduksi ntESC (nuclear transfer Embryonic
Stem Cel)™. Transplantasi ntESC yang bersifat autolo-
gous diharapkan mampu mengatasi masalah penolakan
sistem imun pada penderita®. Konsep therapeutic clo-
ning ini dikembangkan untuk mengatasi berbagai je-
nis penyakit degeneratif®®. Teknik SCNT pada dasarnya
meliputi enukleasi (pengeluaran inti sel oosit resipien),
transfer inti (inti sel somatis dimasukkan ke dalam si-
toplasma sel oosit resipien), dan aktivasi (menginduksi
sel oosit hasil rekontruksi untuk mengalami nuclear re-
programming dan berkembang seperti sel embrio yang
normal)'®#’. Keberhasilan nuclear reprogramming pada
SCNT sangat dipengaruhi oleh sinkronisasi tahapan siklus
sel antara sel somatis sebagai donor inti dan sel oosit
sebagai resipien®®. Hal ini menjadi faktor penting karena
interaksi antara inti sel somatis dengan sitoplasma sel
oosit merupakan kunci sukses pada awal perkembangan
embrionik®®.

a. Siklus Sel Somatis Sebagai Donor Inti

Pada teknik transfer inti, salah satu faktor yang harus di-
perhatikan dari sel donor inti adalah jumlah kromosom®.
Sel somatis pada tahap Gg/G; mempunyai kromosom
diploid (2n), tahap G, mempunyai kromosom tetraploid
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(4n) karena telah mengalami replikasi DNA pada tahap S,
maka tahap S mempunyai jumlah kromosom yang berva-
riasi antara diploid-tetraploid (2n-4n). Penelitian kloning
pada mamalia menggunakan teknik SCNT menunjukkan
keberhasilan ketika menggunakan inti donor sel somatis
pada tahap Gg 3"93334% tahap G1 *%9 tahap Go

3.3 tahap M pada metafase %2404,
/ Rpolarsodyl \
> /¢
2n 2-4n o n/ n

\Z ’ 5
Gambar 2. Siklus sel oosit pada saat metafase II.

Aktivitas MPF berada pada level tertinggi pada saat profase dan metafase.
Sebagian besar sel oosit mamalia diovulasikan pada saat metafase Il. Sel oosit
matang mempunyai sepasang kromosom haploid dan sebuah polar body | yang
diploid. Aktivitas CSF menyebabkan sel oosit dapat stabil berada pada kondisi
ini. Setelah sel oosit difertilisasi (diaktifasi) maka CSF akan terdegradasi dan
aktivitas APC menjadi meningkat serta aktivitas MPF menurun drastis.

b. Siklus Sel Oosit Sebagai Resipien

Perbedaan kandungan protein yang terekspresi pada tiap
tahap siklus sel, menjadi faktor penentu untuk mempro-
gram kembali inti sel donor®®. Sel oosit yang telah me-
ngalami ovulasi biasanya berada pada metafase meiosis
[l (MIl). Pada tahap tersebut konsentrasi MPF (cyclin
B-Cdk1) mencapai tingkatan maksimal*. Selain itu CSF
juga memegang kendali regulasi siklus sel dengan mem-
pertahankan kondisi stabil pada MIl dan menghambat
masuk ke tahap anafase®. Penggunaan sel oosit pada
tahap MIl sebagai resipien SCNT telah berhasil pada
kloning mencit®"##34, babi*, domba®, ferret %%, dan
kambing**.

Konsentrasi MPF sitoplasma sel oosit pada tahap Ml
juga dipengaruhi oleh aktivasi'®. Setelah sel oosit diak-
tivasi baik secara elektrik®” maupun secara kimiawi de-
ngan SrCI2 #*® maka konsentrasi MPF akan menurun
secara drastis.

DISKUSI

a. Sinkronisasi Siklus Sel

Dalam satu siklus sel secara normal, materi genetik
(DNA) hanya mengalami satu kali replikasi dan mitosis.
Hingga saat ini belum diketahui secara jelas mekanisme
yang mendasari hal tersebut®. Namun beberapa hasil
penelitian, menunjukkan bahwa diduga membran inti
mempunyai andil dalam terjadinya replikasi DNA'. Pada
transfer inti dengan resipien pada tahap Mll, konsentrasi
MPF yang tinggi dapat menyebabkan inti donor mengala-
mi NEBD dan PCC (Premature Chromosome Condensa-
tion)*®. Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua inti
sel pada semua tahap siklus sel akan mengalami NEBD
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dan PCC bila ditansfer ke sitoplasma sel oosit yang kon-
sentrasi MPFnya tinggi'®. Namun bagaimana efek NEBD
dan PCC terhadap proses nuclear reprogramming belum
diketahui secara tuntas hingga saat ini*°.

Inti donor pada tahap Gy dan G; yang masing-masing
jumlah kromosomnya diploid (2n) bila ditransfer ke dalam
sel oosit resipien pada MIl akan terjadi PCC pada kro-
matid tunggal, lalu mengalami Nuclear Reformation (2n)
dan akan terjadi replikasi DNA (menjadi 4n) kemudian
akan membelah menjadi dua sel dengan masing-masing
kromosom diploid®.

Inti donor pada tahap G, yang jumlah kromosomnya te-
traploid (4n) bila ditransfer ke dalam sel oosit resipien
pada MIl akan terjadi PCC pada kromatid ganda, lalu
mengalami Nuclear Reformation (4n) dan akan terjadi
replikasi DNA (menjadi 8n) kemudian akan membelah
menjadi dua sel dengan masing-masing kromosom te-
traploid (4n). Hal ini menunjukkan bahwa inti donor tahap
G, tidak sinkron apabila ditransfer pada tahap Ml sel
oosit resipien®.

Pada transfer inti ke dalam sel oosit dengan MPF ren-
dah yang dapat diperoleh dengan aktivasi secara cepat,
menunjukkan bahwa inti donor sel tahap Gy, G;, dan
S akan tetap mengalami replikasi DNA, sehingga sel
anakan mempunyai kromosom diploid (2n). Sedangkan
inti donor tahap G, tidak melakukan replikasi DNA, se-
hingga pada kromosom sel anakannya tetap 2n. Hal ini
juga memperkuat dugaan bahwa faktor yang mempenga-
ruhi replikasi DNA bukan sekedar karena membran inti
yang pecah dan terjadi kondensasi prematur (PCC), tapi
diduga juga disebabkan oleh kandungan DNA (kromosom)
pada inti donor®.

Ada beberapa cara untuk memperoleh kultur sel soma-
tis pada tahap-tahap tertentu dalam siklus sel. Untuk
memperoleh sel pada tahap Gy/G,, dapat dilakukan de-
ngan cara mengkultur sel dengan medium tanpa/rendah
serum®'. Sinkronisasi tahap G, dapat dilakukan dengan
cara menambahkan cycloheximide pada medium kultur'®.
Sedangkan tahap M pada metafase dapat diperoleh de-
ngan menambahkan demecolcine®® atau nocodazole®’
(senyawa penghambat polimerisasi mikrotubuli) pada
medium kultur.

b. Perkembangan Embrio Pasca Aplikasi SCNT

Keberhasilan perkembangan dan pertumbuhan embrio
hasil SCNT cenderung menurun seiring dengan mening-
katnya jumlah pembelahan sel®®®". Jumlah embrio yang
berhasil bertahan dan hidup pada tahap embrio 2 sel
relatif lebih banyak daripada tahapan berikutnya, yaitu 4
sel, 8 sel, morula, dan blastula®®. Beberapa penelitian

menggunakan parameter keberhasilan perkembangan
kultur embrio hingga mencapai tahap blastosis sebagai
salah satu tolok ukur keberhasilan SCNT dan nuclear
reprogramming™>. Sel embrio hasil SCNT yang berhasil
mencapai tahap blastosis dapat digunakan untuk keperlu-
an kloning reproduksi (diimplantasi ke hewan betina) dan
produksi embryonic stem cell (ntESC) dimana ICM diiso-
lasi dan dikultur dalam keadaan belum berdiferensiasi®*.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ntESC mempunyai
sifat pluripoten dan dapat berdiferensiasi menjadi ber-
bagai macam sel, seperti dopaminergic & seronergic
neuron dan germ cells>. Namun ntESC masih berpo-
tensi memiliki beberapa karakter yang berbeda dengan
ESC alami (hasil fertilisasi). Hal ini diduga dipengaruhi
oleh memori epigenetik yang tidak sepenuhnya dapat di-
hapus dalam proses nuclear reprogramming™.

SIMPULAN

Jumlah kromosom dalam inti sel donor dan kandungan
MPF dalam sitoplasma sel oosit menentukan terjadinya
replikasi DNA. Sel oosit pada tahap MIl merupakan re-
sipien bagi inti sel donor yang dapat memfasilitasi ter-
jadinya proses nuclear reprogramming. Aktivasi sel oosit
dapat menurunkan konsentrasi MPF secara drastis. Inti
sel donor pada berbagai tahap siklus sel mempunyai jum-
lah kromosom yang berbeda, sehingga perlu dilakukan
sinkronisasi sebelum melakukan transfer inti. Sinkronisa-
si tahapan sel donor dapat dilakukan dengan mengkultur
sel tanpa serum atau penambahan berbagai senyawa
kimia pada medium kultur. Pemahaman tentang regulasi
siklus sel oosit sebagai resipien dan sel somatis sebagai
inti donor merupakan faktor penting dalam keberhasilan
SCNT. Dengan demikian dapat diperoleh sumber ntESC
yang berpotensi tinggi untuk therapeutic cloning.
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