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KATA PENGANTAR

Dalam laporan awal artikel Human Genome Project yang dimuat di jurnal terkemuka dunia, Nature tahun
2011, oleh satu konsorsium melibatkan 20 kelompok peneliti dari 6 negara besar mengemukakan “it is has
not escaped our notice that the more we learn about the human genome, the more there is to explore.”
‘Tidak luput dari perhatian kami bahwa semakin banyak kita pelajari tentang genom manusia, semakin
banyak pula harus kita eksplorasi.” Ungkapan yang mirip dengan kalimat yang amat terkenal disampaikan
pertama kali oleh Watson dan Crick dalam artikel “Struktur DNA” di jurnal yang sama, tahun 1953 “It has
not escaped our notice that the specific pairing we have postulated immediately suggests a possible copying
mechanism for the genetic material.” “Tidak luput dari perhatian kami bahwa pasangan basa spesifik yang
kami postulasikan dapat menjelaskan mekanisme replikasi materi genetik.” Kalimat yang diungkapkan ini
menjadi batu loncatan perkembangan ilmu biologi molekuler, bukan mega proyek yang mengungkapkan
berbagai mekanisme kejadian patobiologi pada tingkat genom, melainkan kemajuan pengetahuan yang
akhirnya sampai pada tingkat pengetahuan “EPIGENETIK”, yang menjelaskan semua perubahan ekspresi
gen yang mendasari perubahan fenotipe penyakit tanpa mengubah sekuensi gen, sampai pada diferensiasi
stem cell.

EPIGENETIK adalah hasil perkembangan penelusuran genom yang belum lengkap, sehingga “ILMU BARU
GENETIK’ pantas disandang oleh “EPIGENETIK” , untuk menjelaskan permasalahan yang tidak dapat
diungkapkan oleh “ILMU GENETIK”. Oleh sebab itu, perubahan fenotipe pada tingkat stem cell, tidak luput
dari pengaruh dinamika lanskap epigenetik. Sehingga mekanisme stem cell baik pluripotensi, diferensiasi,
dediferensiasi, reprogramming, yang merupakan bagian plastisitas stem cell dapat dijelaskan, dan menjadi
landasan dalam pengembangan terapi stem cell untuk proses perbaikan dan regenerasi jaringan yang rusak
akibat proses penyakit neurodegeneratif, seperti penyakit kardiovaskuler, stroke, diabetes melitus, dan
penyakit Alzheimer.

Buku Stem Cell Epigenetik ini tersusun atas 6 bab. Bab 1, memaparkan tentang penemuan sel, ilmu stem cell
sampai pada epigenetik, sehingga dapat dirangkaikan proses perkembangan pengetahuan. Pada bab 2,
menjelaskan bahwa epigenetik adalah suatu ilmu baru yang mengungkapkan proses yang terjadi di dalam
genetik yang berpengaruh pada fenotipe. Bab 3, memaparkan stem cell self-renewal sebagai salah satu sifat
stem cell dengan penjelasan mekanisme pada tingkat epigenetik. Bab 4, mengungkapkan bagaimana
diferensiasi stem cell berperan penting terhadap proses perbaikan dan regenerasi pada jaringan yang
mengalami injuri dan inflamasi. Dengan berlandaskan pada penjelasan epigenetik, maka proses pemahaman
menjadi lebih detail. Bab 5, memaparkan pengetahuan diferensiasi sel yang direprogram menjadi tipe sel
pada turunan yang berbeda. Penelitian reprogramming direk secara in vivo saat ini menjadi trend penelitian
dunia, yang berupaya untuk mengubah sel yang abnormal menjadi normal kembali dalam tubuh manusia
dengan mengubah identitas sel. Sedangkan bab terakhir memfokuskan pada kemampuan stem cell berubah
menjadi tipe sel lain pada garis turunan berbeda pada berbagai organ tubuh.

Buku ini tidak akan dapat diselesaikan tanpa dorongan dan pengertian dari berbagai pihak. Kepada PT.
Sofmedia yang senantiasa mendorong dan bersedia menerbitkan buku ini, saya ucapkan banyak terima kasih.

Kepada istri saya, Sophia dan anak-anak saya, Vina Hadyanto, Steven Hadyanto, dan Richard Hadyanto,
yang selalu memberikan kedamaian, kebanggaan, dan sukacita dalam kehidupan ini, saya sampaikan terima
kasih.

Akhir kata, kami mengharapkan kontribusi kami yang kecil ini dapat menambah khazanah ilmu pengetahuan
kepada semua pembaca baik kalangan ilmuwan, dokter dan spesialis, para mahasiswa kedokteran dan
kesehatan, serta bagian farmasi yang ingin mengembangkan pengetahuan dan penelitian di bidang keilmuan
stem cell. Semoga bermanfaat !

Hadyanto Lim
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"We shall not cease from exploration. And the end of all our exploring will be to arrive where we started,

and know the place for the first time.’

’

-T.S. Eliot -

PENDAHULUAN

etiap organisme hidup yang bermukim di muka

bumi; manusia, hewan, tumbuh-tumbuhan, fungi
atau mikroorganisme dibentuk oleh sel. Sel adalah
unit dasar biologik, karena sel mampu tumbuh dan
berkembang biak, memperbanyak diri, berespon
terhadap stimuli serta beradaptasi terhadap
lingkungan. Hal ini menunjukkan sel bersifat
dinamis dan mampu menyesuaikan diri terhadap
lingkungan mikro (niche). Karena itu, sel disebut
sebagai pembentuk kehidupan makluk hidup.

Pemahaman sel sebagai unsur pembentuk organ
tubuh yang menunjang kehidupan didasarkan atas
penemuan sel pada tahun 1665. llmuwan Inggris
Robert Hooke, seorang kurator instrumen di Royal
Society, London pertama kali mengamati potongan
gabus di bawah mikroskop hasil ciptaannya dengan
pembesaran 30 Xx. Beliau mengamati bagian kecil
gabus tersusun menyerupai sarang lebah, sehingga ia
menamakannya sebagai cell, dalam bahasa Latin,
cellula, berarti “ruang kecil.” Penemuan Hooke
dituliskan dalam buku “Micrographia” hasil
pengamatan berbagai miniatur objek mulai dari sel



1. Sel, Stem Cell dan Epigenetik

hingga berbagai serangga kecil, dengan tujuan untuk
membuka cakrawala pemikiran dibawah objek yang
tidak terlihat.

Beberapa  tahun  kemudian,  Antonie  van
Leeuwenhook, seorang pedagang tekstil dari
Belanda, menciptakan sebuah lensa mikroskop

dengan pembesar 300 x. Dengan pembesaran lensa
yang lebih superior, van Leeuwenhook dapat
mengamati sel hidup, termasuk bakteri, sel darah, sel
sperma, berbagai organisme bersel tunggal seperti
protozoa dan algae. Meskipun beliau sanggup
mengamati sel hidup, struktur sel secara detail
belum mampu diungkapkan pada abad ke-17. Pada
abad ke 19, baru ditemukan mikroskop kombinasi
menggabungkan pembesaran pada lensa pengamatan
terhadap lensa objektif dan lensa okular, sehingga
didapati pembesaran yang lebih jelas dan besar.

Namun, kontribusi penemuan mikroskop pertama
oleh Hooke meletakkan dasar bagi pengembangan
penemuan yang lebih baik. Karena itu, untuk
memperingati 350 tahun penemuan sel oleh Robert
Hooke, the Royal Society, London, mengadakan
seminar Cell — dari Robert Hooke hingga terapi
stem cell —diadakan tanggal 5-6 Oktober 2015.
Dalam pertemuan yang dihadiri para ilmuwan, saya
diundang untuk menyaksikan betapa besar pengaruh
selama perjalanan 350 tahun terhadap pemahaman
sel hingga stem cell yang digunakan dalam terapi
untuk  menyembuhkan penyakit yang sulit
disembuhkan melalui obat-obatan.

Untuk mengetahui bagaimana sel digunakan sebagai
pemahaman awal hingga pada tingkat pemahaman
stem cell, perlu diketahui tentang teori sel hingga
anatomi dan fungsi sel.

Teori sel pertama kali dikemukakan oleh Matthias
Schleiden berdasarkan pengamatan bahwa semua
jaringan tumbuh-tumbuhan disusun oleh sel dan
tumbuhan embrio dibentuk oleh sel tunggal. Hasil
pengamatan beliau dikonfirmasi oleh ahli sel Jerman
yaitu Theodore Schwann pada jaringan hewan. Hal
ini menunjukkan bahwa baik sel tumbuh-tumbuhan
maupun sel hewan dibentuk oleh sel. Dari hasil
pengamatan ini, disusun postulasi oleh Schwann
bahwa semua organisme tersusun atas satu atau lebih
sel dan sel adalah unit dasar pembentuk semua
organisme hidup. Berdasarkan pengamatan oleh
Robert Brown bahwa di dalam setiap sel tumbuh-
tumbuhan didapati struktur bulat di dalamnya yang
dinamakan  nukleus, maka  Karl  Nagali
menambahkan bahwa sel mampu membelah. Karena
itu, Rudolf Virchow tahun 1855 menyatakan bahwa

sel dibentuk oleh hasil pembelahan sel sebelumnya.
Dalam bahasa Latin dikenal dengan sebutan : omnis
cellula e cellula.

Sebagai unit dasar pembentuk organisme dan
reproduksi, sel bersifat amat dinamis, baik struktur
yang beragam, dari bentuk spiral pada bakteri
Treponema hingga berbentuk cakram pada sel darah
merah manusia. Bentuk sel dapat memberikan
gambaran fungsi. Sel saraf manusia bercabang
memberi petunjuk bahwa sel ini berinteraksi dengan
berbagai sel saraf (neuron) lain.

Dengan perkembangan teknologi yang amat pesat
dalam abad ke 21 ini, maka dapat diciptakan
berbagai jenis mikroskop baik mikroskop optik
(cahaya), yang mampu mengamati sel hidup hingga
beresolusi 200 nanometer, mikroskop elektron
mampu mengamati sel hingga 100.000 x
pembesaran.

Dengan menggunakan mikroskop elektron trasmisi,
dapat diukur besarnya struktur sel dalam skala 100
nanometer. Dengan mikroskop elektron voltase
tinggi, dapat dipelajari struktur subseluler dengan
ketebalan 1pum. Untuk menampakkan permukaan sel
dan organel, dibutuhkan mikroskop elektron
scanning. Dengan mikroskop elektron transmisi
dapat diamati membran retikulum endoplasmik di
dalam sitoplasma dalam bentuk dua dimensi
sedangkan mikroskop elektron scanning dapat
menampakkannya dalam bentuk tiga dimensi,
sehingga struktur subseluler tampak lebih nyata.

Bagaimana sel melaksanakan fungsi pertumbuhan
yang bersifat dinamis ? Apa yang terkandung dalam
struktur sel yang memberikan kemungkinan
tersebut? Bentuk molekul apa yang memberikan
replikasi yang amat akurat dan tak terbatas sehingga
dapat mengarahkan perkembangan organisme dan
kehidupan sel ? Jawaban terhadap pertanyaan ini

mulai muncul tahun 1940-an, ketika ilmuwan
menemukan bahwa informasi genetik terutama
berfungsi sebagai instruksi pembentuk protein.

Karena protein adalah unsur pembentuk sel,
membentuk enzim yang mengkatalisis reaksi kimia
sel, mengatur ekspresi gen, memungkinkan
komunikasi antara satu sel dengan sel lain sehingga
timbul proses pergerakan.

Informasi genetik hasil pengamatan pada akhir abad
19 dilaksanakan oleh kromosom, struktur seperti
benang di dalam nukleus sel eukariot yang dapat
dilihat di bawah mikroskop cahaya ketika sel



mengalami pembelahan, pertama kali dilaporkan
oleh ahli biologi Jerma Walther Flemming. Beliau
menyebut proses pembelahan sel sebagai mitosis,
yang berasal dari kata Yunani berarti benang.

Hasil analisis biokimia mendapatkan bahwa
kromosom terdiri dari asam deoksiribonukleat dan
protein. Tahun 1930, DNA telah dikenal tersusun
oleh 4 nukleotida, sedangkan protein tersusun oleh
20 asam amino yang berbeda. Sebenarnya hingga
pertengahan abad ke 20, masih terdapat pemikiran
bahwa protein adalah pembawa informasi genetik
karena merupakan komponen nukleas satu-satunya
yang memiliki beragam komponen yang bersesuaian
dengan beragam gen.

Dalam studi bakteria yang dilaporkan ahli biokimia
dari Kanada, Oswald Avery Collin McLeod dan
ilmuwan Amerika Maclyn McCarty, sama —sama
bekerja di Univeristas Rockefeller, mendapatkan
bahwa DNA dapat mentransformasikan strain
bakteri nonpatogen menjadi strain patogen. Delapan
tahun kemudian, Alfred Hersley dan Martha Chase,
ahli biokimia Amerika, menunjukkan bahwa DNA,
bukan protein, masuk ke dalam sel bakteri ketika
terinfeksi dan secara genetik diubah oleh virus.
Tahun 1940, George Beadle dan Edward Tatum,
bekerja  menggunakan  Neurospora  crassa,
merumuskan konsep “satu gen —satu enzim” yaitu
satu gen mengatur pembentukan protein.

Dari pemaparan di atas, telah ditemukan bahwa
DNA adalah pembawa informasi genetik, namun
belum diketahui bagaimana informasi ini dicopy dan
dihantarkan dari satu sel ke sel lain. Tahun 1953,
misteri ini dapat dipecahkan melalui penjelasan
James Watson dan Francis Crick, yaitu ditemukan
struktur DNA, dengan menggunakan X-ray
crystallography yang dihasilkan Rosalind Franklin.
Dengan diketahui bahwa DNA tersusun atas untain
ganda (double helix), maka problem tentang cara
replikasi molekul dapat diketahui. Satu untaian DNA
saling berkomplementer dan terpilin satu sama lain
dengan pasangan basa di dalamnya dan ditopang
oleh sugar phosphate.

Tahun 1960 ditemukan enzim polymerase yang
mensintesa DNA dan RNA dan diketahui “kode
genetik” yang mengemukakan hubungan urutan
nukleotida di dalam DNA atau RNA dan urutam
asam amino di dalam protein. Ahli biokimia Jacques
Monod dan ahli Genetika Francois Jacob
mengemukakan  mekanisme yang  mendasari
pengaturan ekspresi gen pada bakteri.

Stem Cell Epigenetik

Setelah penemuan struktur DNA tahun 1953, Francis
Crick menyampaikan model informasi genetika yang
dinamakan sebagai dogma sentral biologi molekuler.

Protein

Replikasi  DNA < DNA 5> RNA >

Transkripsi Translasi

Informasi genetik melibatkan replikasi DNA untuk
menghasilkan dua copy identik, yaitu dua untaian
ganda (double helix) yang saling komplementer.
Ketika terjadi proses transkripsi, kedua untaian DNA
terbuka oleh enzim helicase polymerase DNA
seperti terbukanya zigzag untaian DNA. Untaian
induk akan menjadi “template” bagi untaian baru,
dengan demikian akan terbentuk dua untaian baru.
Proses pembentukan dua untaian baru DNA yang
berlangsung secara semikonservatif, dimana satu
untaian menjadi cetakan bagi pembentukan untaian
baru merupakan suatu proses replikasi DNA.

Sedangkan informasi transkripsi dari DNA dalam
pembentukan RNA dan translasi informasi RNA
menjadi protein adalah proses untuk pembentukan
sel. Transkripsi menunjukkan bahwa sintesis RNA
menggunakan DNA sebagai template, Kkarena
ekspresi gen hanya berupa pemindahan informasi
dari satu asam nukleat menjadi yang lain. Sedangkan
dari asam nukleat menjadi urutan molekul RNA
yaitu urutan asam amino dari rantai polipeptida
dilaksanakan melalui proses translasi.

Dari pemaparan di atas, dapat dipahami bahwa sel
sebagai unit dasar pembentuk kehidupan dibentuk
dari informasi genetik yang terkandung di dalam
DNA, yang terdapat di dalam inti sel (nukleus),
maka dapat dikemukakan beberapa sifat dasar sel
yang menunjang kehidupan :

1.  Sel adalah struktur yang kompleks

Meskipun seluruh sel tubuh dibentuk dengan
informasi genetik yang sama, fungsi msing-masing
sel mengemban tugas berbeda. Misalnya, sel jantung
seperti kardiomiosit berfungsi untuk berdenyut.
Dengan kesatuan sel membentuk jaringan jantung,
berarti sel jantung berfungsi sebagai pompa untuk
memompakan darah ke seluruh tubuh. Sedangkan
sel epitel usus yang melapisi usus tersusun dengan
sangat rapat menyerupai susunan batu bata berfungsi
mengabsorpsi nutrien makanan, karena pada ujung
(apical sel) terdapat mikrovili yang memudahkan
proses absorpsi. Pada bagian basal (bawah) sel usus
ini mempunyai sejumlah besar mitokondria yang
memberikan energi untuk kebutuhan proses
transportasi membran, karena masing-masing
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mitokondrion tersusun atas sejumlah protein,
termasuk enzim yang mensintesis ATP (adenosin
trifosfat). Karena itu, struktur sel yang berbeda
mengemban fungsi yang berbeda pula.

2. Sel memiliki program genetik

Pembentukan sel adalah berasal dari informasi
genetik, yang tersimpan di dalam satu set kromosom
yang menempati ruangan inti sel. Gen adalah unit
terkecil penyimpan informasi genetik sebagai
blueprint  pembentuk  struktur sel. Program
pembentukan sel tersimpan dalam bentuk faktor
transkripsi, menghasilkan berbagai bentuk sel
berbeda, untuk mengemban tugas berbeda dalam
jaringan berbeda, seperti diuraikan di atas. Sel
jantung berfungsi untuk berdenyut, sel usus sebagai
pengabsorpsi makanan.

3. Sel dapat berproliferasi untuk memperbanyak
diri dan berdiferensiasi

Melalui proses pembelahan, satu sel induk
menghasilkan dua sel anak. Pembelahan secara
simetrik menghasilkan dua sel anak dengan volume
yang hampir sama. Juga terdapat pembelahan
asimetrik, dimana satu sel induk menghasilkan satu
sel induk baru disebut proliferasi dan satu sel anak
yang akan berdiferensiasi membentuk sel yang sama
sesuai dengan lingkungan mikro sel anak ini berada.
Plastisitas sel ini merupakan salah satu upaya sel
untuk menggantikan sel yang mengalami kerusakan,
melalui proses regenerasi.

4. Sel dapat menghasilkan dan menggunakan energi

Sumber energi yang diperoleh dari sinar matahari
dapat disimpan melalui pigmen pengabsorpsi cahaya
yang berada di dalam membran sel fotosintesis.
Energi cahaya diubah menjadi energi kimia melalui
proses fotosintesis, disimpan dalam bentuk sukrosa,
karbohidrat kaya energi. Pada manusia, glukosa
yang disimpan di dalam hati masuk ke dalam darah
untuk memberikan energi kimia bagi semua sel
tubuh, Di dalam sel tubuh, energy ini disimpan
dalam bentuk ATP, yang digunakan dalam bentuk
energi.

5. Sel melaksanakan fungsi reaksi kimia

Sel mampu melaksanakan berbagai  fungsi
transfomasi kimia karena adanya enzim. Enzim
dapat meningkatkan kecepatan reaksi kimia.
Metabolisme sel menggambarkan besarnya reaksi
kimia yang terjadi di dalam sel. Semakin besar
metabolisme yang diemban oleh sel, semakin besar

pula reaksi kimia terjadi.

6. Sel mampu melakukan berbagai aktivitas sel

Sel bersifat dinamik dalam fungsi atau aktivitasnya.
Perubahan mekanik terjadi di dalam sel diawali
perubahan bentuk protein sebagai motor penggerak.
Protein penggerak hanya merupakan salah satu tipe
mesin molekul penggerak sel dalam melaksanakan
aktivitas mekanik.

7. Sel mampu memberikan respon terhadap stimuli

Sel mempunyai reseptor terhadap hormone, faktor
pertumbuhan, dan materi ekstraseluler dan substansi
dari sel lain. Karena itu, sel dapat memberikan
respon melalui sel reseptor terhadap rangsangan
yang mengubah aktivitas metabolisme, pembelahan
sel dan pergerakan serta bunuh diri.

8. Sel mampu mengatur sendiri

Bukti pengaturan sel dapat dilihat ketika terjadi
kerusakan. Kegagalan koreksi pada tingkat sel dapat
terjadi akibat kegagalan duplikasi pada DNA,
sehingga terjadi mutasi, yang mengakibatkan
gangguan pada pengaturan pertumbuhan sel yang
dapat berubah menjadi sel kanker. Karena itu, semua
informasi dari sel berada di dalam asam nukleat,
yang menghasilkan protein yang membentuk sel.

9. Sel dapat berkembang

Perkembangan sel dapat dilihat dari struktur yang
berbeda antara sel yang lebih sederhana, seperti sel
prokariotik pada bakteri. Sel yang lebih kompleks
seperti sel eukariotik, termasuk gunfi, tumbuh-
tumbuhan, dan hewan. Sel prokariotik pertama kali
muncul dimuka dibumi sekitar 2,7 miliar tahun yang
lalu, seperti pada mikroba yang telah menjadi fosil,
termasuk sianobakteri. Sedangkan sel eukariotik
diperkirakan telah ada di bumi lebih dari 1 miliar
tahun lalu.

PEMBELAHAN SEL

Jumlah sel dalam tubuh seseorang kurang lebih 100
trilion sel. Pertumbuhan dan reproduksi adalah sifat
dasar semua makluk hidup. Ketika protein, asam
nukleat, karbohidrat, dan lipid dibentuk yang baru,
volume sel  bertambah, membran plasma
mengembang untuk mencegah sel pecah. Namun,
ukuran pertambahan sel mencapai satu ukuran
maksimal ketika sel terus tumbuh berkembang,
hingga rasio permukaan dan volume mengecil



dengan  kapasitas  pertumbuhan  dipengaruhi
lingkungan.® Karena itu, pertumbuhan sel diikuti
dengan pembelahan, dengan menghasilkan dua sel
anak (Gambar 1).
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Gambar 1. Skema pembelahan mitosis dari satu sel induk
menghasilkan dua sel anak melalui proses replikasi DNA
secara semikonservatif. Pembelahan meiosis adalah
pembelahan dari satu sel induk disebut stem cell yang
berada di dalam zigot dapat membelah menjadi satu sel
induk lain dan sel anak. Proses pembelahan dari satu sel
induk menjadi sel induk lain disebut proliferasi untuk
mempertahanakn identitas sel sedangkan sel anak akan
berdiferensiasi membentuk sel lain sesuai dengan
lingkungan mikro, bertujuan untuk proses regenerasi.

Siklus sel

Siklus sel dimulai ketika dua sel baru yang dibentuk
dari hasil pembelahan satu sel induk dan berakhir
ketika salah satu sel anak membelah menjadi dua
sel. Keseluruhan siklus pembelahan sel dapat terjadi
di dalam tubuh atau pada piring kultur.

Siklus sel dibagi atas 2 fase berdasarkan aktivitas sel
yang tampak di bawah mikroskop cahaya yaitu fase
M dan interfase. Fase M terjadi ketika terjadi proses
pembelahan nukleus diikuti pembelahan sitoplasma.
Pembelahan nukleus disebut mitosis (Gambar 2),
dan pembelahan sitoplasma dikenal sebagai
pembelahan menghasilkan dua sel anak disebut
sitokinesis. Sedangkan interfase adalah periode di
antara pembelahan sel, yaitu terjadi pertumbuhan sel
karena adanya aktivitas metabolik, yang berlangsung
dalam hitungan hari, minggu atau lebih lama,
bergantung pada tipe dan kondisi sel.

Inti  pembelahan mitosis terdapat di dalam
kromosom. Mitosis diawali dengan kondensasi
kromosom vyaitu melingkar dan melipat dari

kromatin sel (Gambar 3).! yang membentuk
kromosom yang dapat dilihat di bawah mikroskop
cahaya.

Stem Cell Epigenetik
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Gambar 2. Empat fase siklus sel. Fase G (gaps)
memisahkan kejadian pada fase S dengan fase M. G:
adalah gap antara fase M dan fase S, sedangkan G2 gap
antara fase S dan fase M.

Dua kromosom vyang terbentuk dari hasil
pembelahan dikenal sister chromatid. Kromatid
membentuk mitotic spindle yang dapat terpisah
membentuk dua kromosom karena saling bergerak
ke arah berlawanan. Ketika proses mitosis telah
selesai, diikuti sitokinesis membentuk dua sel anak.

Secara rinci, fase M terdiri dari 5 fase. Awal mitosis
dikenal sebagai profase, ketika kromosom
berkondensasi pada satu tempat yan dapat dilihat di
bawah mikroskop cahaya. Karena molekul DNA
kromosom telah mengalami replikasi pada fase S,
kromosom profase tersusun atas dua sister
chromatid, melekat kuat satu sama lain. Pada awal
profase, sentrosom yang mengalami duplikasi pada
fase S mulai terpisah satu sama lain dan bergerak ke
arah berlawanan dari nukleus dan kedua kromosom
tersusun atas dua sister chromatid. Pada fase
prometaphase, sister chromatid melekat pada mitotic
spindle, suatu microtubule pada pada kedua kutub.
Terjadi fragmentasi membran nukleus envelope.
Fase metaphase terjadi ketika sister chromatid
melekat pada kutub berlawanan dari spindle. Kohesi
sister chromatid terlepas sehingga terbentuk fase
anafase, yang memisahkan sister chromatid. Fase
anafase merupakan fase paling singkat, berlangsung
beberapa menit. Spindle atau benang kromatin yang
terpisah namun kromosom menyatu dalam satu
nuklei yang terpisah dikenal fase telofase. Pada fase
ini, krosomom anak telah mencapai kutub spindle.
Pada sitokinesis, sel terpisah menjadi dua, sehingga
terbentuk dua nuklei yang mewarisi satu dari dua
nuklei (Gambar 4). ?



1. Sel, Stem Cell dan Epigenetik

MITOSIS
Sister CYTOKINESIS
chromatids
v
Chromosomes Centromere Mitotic Sister chromatids Daughter cells
condensing spindle separating forming

(a) The M (mitotic) phase

S
(DNA synthesis)

(b) The cell cycle

% 2012 Pearson Education, nc

Gambar 3. Siklus sel eukariotik. () Fase M (mitotik), fase pembelahan sel merupakan fase terdiri dari proses saling
tumpang tindih antara mitosis dan sitokinesis. Pada mitosis, benang mitotik berkumpul dari kromosom kondensasi
menjadi dua nuklei sel anak ; sedangkan pada sitokinesis, sitoplasma membelah menjadi dua sel anak yang identik. (b)
Antara pembelahan. Sel dalam interfase, adalah ketika fase S (antara replikasi nukleus DNA) dan dua fase “gap” yaitu G1
dan G2. Sel mengalami pertumbuhan sepanjang interfase, karena aktivitas metabolik tinggi.

Dikutip dari Hardin J and Bertoni G. Becker’s world of the cell. The cell cycle and mitosis. 9 ed. Pearson Education, Inc. , USA 2016;
p. 714- 745,

cytokinesis

DNA replication
Figure 17-3 Molecular Biology of the Cell 5/¢ (© Garland Science 2008)

Gambar 4. Fase M (mitosis) terbagi atas 5 fase; profase, prometafase, metafase, anafase, dan telofase. Pada masa transisi
metafase ke anafase, terjadi perubahan biokimiawi yang cepat. Sel bisa berhenti pada metafase sebelum masa transisi ini,
tetapi jika fase ini bisa dilewati, proses mitosis dapat berakhir pada seluruh fase termasuk sitokinesis dan masuk ke

interfase.
Dikutip dari Alberts B et eds. Molecular biology of the cell. 5 ed. Gardland Science. 2008, p. 1053-1114.



Pada sel mamalia, fase M hanya berlangsung kurang
dari 1 jam. Fase interfase berlangsung jauh lebih
lama, meliputi fase S (Sintesis), fase G1 terjadi
sebelum fase S, dan G2 memisahkan fase S dengan
fase M berikutnya (Gambar 3). *

Seluruh siklus sel di dalam kultur pada sel mamalia
berlangsung 18-24 jam. Dengan diketahui waktu
siklus total, maka dapat ditentukan waktu masing-
masing fase berlangsung. Sel dipaparkan secara
radioaktif dengan DNA diberi label radioaktif (3H-
thymidine) dalam waktu singkat, dan diperiksa di
bawah  autoradiografi. Dengan  pemeriksaan
radioaktif ini, biasanya fase S pada kultur
berlangsung sekitar 0.33, artinya panjang fase S 6-8
jam. Fase M dapat ditentukan dari perkalian
lamanya waktu total dengan persentase sel pada
masa pembelahan. Persentase ini disebut indeks
mitotik. Indeks mitotik untuk sel mamalia berkisar
3-5% artinya fase M berlangsung 30-45 menit.

Dengan mempelajari siklus sel dari sel normal atau
sel kanker yang diisolasikan dan ditumbuhkan di
dalam piring kultur plastik dengan media kultur
yang diberi nutrisi dan faktor lain, maka dapat
dipelajari fase pembelahan (Gambar 5). 2 Contoh, sel
fibroblast manusia akan berhenti pembelahan secara
permanen setelah 25-40 kali proses pembelahan,
suatu proses dikenal sebagai replicatve cell
senescence.

10 pm
Gambar 5. Sel mamalia berproliferasi di dalam kultur. Sel
fibroblast tikus dilihat di mikroskop elektron.
Dikutip dari Alberts B et eds. Molecular biology of the cell. 5 ed.
Gardland Science. 2008, p. 1053-1114.

Stem Cell Epigenetik

Fase G1 bergantung pada tipe sel, umumnya
berlangsung 8-10 jam. Selama fase G1, ditentukan
kapan sel membelah lagi. Pada fase G1, sel
menunggu signal yang memicu masuknya kembali
ke siklus sel. Masa ini dikenal sebagai fase GO (G
zero). Sel yang keluar dari siklus sel mengalami
diferensiasi terminal, berarti sel tidak membelah
lagi; seperti sel saraf, dengan daya diferensiasi
rendah. Ada sel yang terhenti membelah pada G2.
Namun, waktu G2 lebih pendek daripada G1 dan
lebih seragam, biasanya berlangsung 4-6 jam.

Selain penggunaan mikroskop elektron untuk
mengetahui proliferasi siklus ada media kultur.
Sintesis DNA dapat dipelajari menggunakan
analog timidin, sebagai pengganti timidin
radioaktif. Sel diinkubasi selama fase S dengan 5-
bromodeoxyuridine  (BrdU) atau 5-ethynyl-
2'- deoxyuridine (EdU), yang masuk ke dalam
DNA. Dengan mikroskop fluorescence dan
pewarnaan immunostaining (jika menggunakan
BrdU) atau reaksi kimia jika menggunakan EdU,
dapat ditentukan sintesis DNA dalam siklus sel. *

Sebagai implikasi adalah pemahaman proses
regenerasi pada sel. Misalnya, dengan
menggunakan kultur sel kardiomiosit (sel otot
jantung) di dalam media kultur secara in vitro,
dan ditambahkan sejenis protein parakrin,
C30rf58, suatu hypoxia and Akt induced stem cell
factor (HASF) yang baru dihasilkan mesenchymal
stem cell, Beigi et al., mengubah siklus sel
kardiomiosit yang bersifat dormant sesudah lahir
menjadi sel yang mampu masuk ke dalam siklus
sel dengan sintesis DNA meningkat sebesar 60%,
diukur menggunakan bromodeocyuridine (BrdU)
(Gambar 6). 3

Dari hasil pemeriksaan kardiomiosit neonatal
secara in vitro, peneliti melanjutkan penelitian
pada hewan coba mencit secara in Vivo
menggunakan overekspresi HASF. Mencit wild
type (WT) (sham operated) sebagai kontrol atau
mencit transgenic(Tg) overekspresi HASF yang
telah dilakukan infark miokard atau injuri pada
kardiomiosit, disuntikan EdU or BrdU secara
intraperitoneal untuk mengukur sintesis DNA dua
hari setelah pembedahan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa sintesis DNA meningkat
secara signifikan pada kardiomiosit dewasa pada
mencit overekspresi HASF dibandingkan dengan
mencit wild type (infark miokard sebesar 54%)
dengan nilai p< 0.05 (Gambar 7). ®
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Pemeriksaan ini juga memungkinkan analisis kimia
pada satu sel. ! Proses pemisahan sel dengan
menggunakan pewarna fluorescence atau antibody
dengan  flow  cytometry  dikenal  sebagai
fluorescence-activated cell sorting (FACS). Dengan
menggunakan  FACS  Calibur, saya dapat
mempelajari marker stem cell endotel yaitu CD34+
sebagai antigen. Dengan menggunakan monoclonal
antibody, memungkinkan pemeriksaan stem cell
CD34+ seseorang, sehingga saya dapat mengetahui
kapasitas regeneratif stem sel.

Untreated 81

cTNT*BrdU+/cTnT* [%]
~N

Ut HASF

Gambar 6. HASF meningkatkan sintesis DNA pada
kardiomiosit neonatal secara in vitro. A, Ambilan BrdU
oleh kardiomiosit neonatal diukur dengan ELISA . FGF1
(5,8 nmol/L) sebagai kontrol positif. B, Image
representatif kardiomiosit BrdU+ dengan atau tanpa
pengobatan hypoxia and Akt induced stem cell factor
(HASF) dilihat di bawah mikrokop konfokal. Pembesaran
dapat dilihat pada gambar inset di sebelah kanan. C,
perhitungan kardiomiosit neonatal BrdU +cTnT + 7 hari
setelah pengobatan dengan HASF. Cardiac troponin T
(cTnT; merah), BrdU (hijau), dan nuclear 4',6-diamidino-
2-phenylindole (biru). *P<0.05 wversus tidak diberi
pengobatan.

Dikutip dari Beigi F, Schmeckpeper J, Pow-anpongkul P, Payne
JA, Zhang L, Zhang Z, Huang J, Mirotsou M, Dzau VJ. C3orf58,
a novel paracrine protein, stimulates cardiomyocyte cell-cycle
progression through the PI3K-AKT-CDK7 pathway. Circ Res.
2013;113:372-380.

Selain itu, siklus sel juga dapat dipelajari dengan alat
flow cytometry. Flow cytometry adalah suatu teknik
pengukuran (metry) terhadap sifat sel (cyto) ketika
sel bergerak di dalam aliran cairan (flow).*
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Gambar 7. Hypoxia and Akt induced stem cell factor
(HASF) menginduksi sintesis DNA pada kardiomiosit
dewasa secara in vivo. A. Image representatif jaringan
jantung dewasa pada area peri-infark 2 minggu pasca
infark miokard (M) dilihat di bawah mikroskop konfokal
(A~40), menunjukkan proliferasi kardiomiosit cTnT+
9panah putih) dan proliferasi ¢cTnTneg nonkardiomiosit
(panah kuning). Contoh kardiomiosit proliferasi (kotak)
dapat dilihat pada nset yang diperbesar di bawah. 5-
ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU) (merah), cardiac troponin
T (cTnT; hijau) dan lamini (Lam; biru). B, perhitungan
jumlah total EdU+ atau BrdU + dari kardiomiosit cTnT+
yang berproliferasi. {P<0.05 for {Tg versus WT untuk
efek pengobatan for dan *P<0.05 untuk Tg-MI versus
WT-MI.

Dikutip dari Beigi F, Schmeckpeper J, Pow-anpongkul P, Payne
JA, Zhang L, Zhang Z, Huang J, Mirotsou M, Dzau VJ. C3orf58,
a novel paracrine protein, stimulates cardiomyocyte cell-cycle
progression through the PI3K-AKT-CDK7 pathway. Circ Res.
2013;113:372-380.



STEM CELL

Sel membentuk berbagai jaringan tubuh dapat
menjalankan berbagai fungsi berbeda. Misalnya, sel
saraf mengirimkan sinyal elektrik, sel retina
berespon terhadap cahaya. Sel tulang sebagai
penyangga tubuh dan mengatur kadar kalsium, sel
darah merah mengangkut oksigen, dan sel otot
berfungsi untuk pergerakan.

Apa yang membedakan stem cell dari sel. Apa yang
membuat sel dalam berbagai jaringan memiliki
fungsi yang berbeda dengan proses siklus sel yang
sama ? Mengapa hal ini bisa terjadi ?

Semua jenis sel didalam tubuh berasal dari stem cell
selama proses perkembangan fetus. Terdapat tiga
sifat yang membedakan stem cell dengan sel :
1. Mampu memperbanyak diri (self renewal)
dan berdiferensiasi menghasilkan sel anak.
2. Dalam kondisi tidak berdiferensiasi
(unspecialized).
3. Dapat berdiferensiasi menjadi jenis sel lain
dalam kondisi sesuai. ®

Dengan sifat ini, stem cell merupakan sumber
pengganti sel dengan potensi mengobati berbagai
penyakit pada manusia. Misalnya, terdapat dua juta
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molecule
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membrane

_Stem cell

Stem Cell Epigenetik

stem cell di dalam sumsum tulang membelah setiap
detik untuk mempertahankan jumlah sel darah
merah yang memadai di dalam tubuh. 1 Stem cell
berada di dalam “niche” atau lingkungan mikro
jaringan seperti di sumsum tulang dalam kondisi
“diam” atau “dormant”, namun dapat diaktivasi
masuk ke dalam siklus sel atau setelah mengalami
injuri. 7

Meskipun penggunaan stem cell baru berkembang
dalam satu atau lebih dekade ini, stem cell sebenarnya
telah dikenal lebih dari satu abad yang lalu oleh
Alexander A. Moximow. 8 Dalam 2 dekade ini,
embryonic human stem cell dapat dikultur di luar tubuh
sehingga dapat dipelajari perilaku stem cell, dilakukan
rekayasa genetik atau diubah menjadi tipe sel lain
dengan faktor kimia, sehingga dapat digunakan sebagai
awal perkembangan terapi stem cell.®

Telah diketahui bahwa stem cell bersifat self
renewal, berproliferasi untuk memperbanyak diri
dan berdiferensiasi, karena stem cell sendiri dalam
kondisi undifferentiated. Hanya saja, perlu diketahui
bahwa stem cell pada tahap perkembangan yang
berbeda memiliki kapasitas self renewal dan
diferensiasi berbeda. Karena itu, jenis stem cell
mana terbaik digunakan dalam aplikasi klinis masih
menimbulkan perdebatan.

Progeny cell

Gambar 8. Sel niche (hijau) terdapat di basement membrane memberi signal ke stem cell (merah) untuk memblok
diferensiasi dan mengatur pembelahan. Jika mekanisme lineage dominan (sel mitotik rendah), stem cell membelah

dengan satu sel anak berhubungan dengan niche, sedangkan sel

lain (kuning) mengadakan diferensiasi. Ketika

mekanisme populasi dominan (sel mitotic tinggi), pembelahan stem cell dapat berlangsung simetrik atau asimetrik (tidak

ditunjukan), bergantung pada faktor lokal. ECM, extracellular matrix.
Dikutip dari Spradling A, Drummond-Barbosa D, Kai T. Stem cells find their niche. Nature 2001; 414: 98-104.
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JENIS STEM CELL

Tiga jenis stem cell yang telah digunakan dalam
penelitian : stem cell dewasa (adult stem cell), stem
cell embrio (embryonic stem cell, ESC) dan induced
pluripotent stem cell. Embryonic stem cell biasanya
berasal dari hasil invitro fertilization (IVF), atau
hasil fertilisasi secara in vitro dikenal sebagai bayi
tabung, yang disumbangkan untuk penelitian dengan
informed consent dari donor. ESC berasal dari inner
cell mass blastocyst yang mempunyai sifat
pluripoten, artinya dapat membentuk ketiga lapisan
sel germinal, baik endoderm, mesoderm dan
ectoderm (Gambar 9). 1°
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Gambar 9. Embryonic stem cell berasal dari inner cell
mass blastocyst; sel yang menyusun inner cell mass
diisolasikan dan dikultur pada media kultur, dengan
selapis feeder cells.

Dikutip dari Gearhart J. New human embryonic stem-cell lines -
more is better. N Engl J Med 2004; 350: 1275-1276.
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EMBRYONIC STEM CELL

Embryonic stem cell (ESC) pertama Kkali
diisolasikan dari mencit tahun 1981 oleh Martin
Evans, dan Kaufman yang diperoleh dari
blastocyst.!* ES lines yang dikultur di media
membuka lembaran baru untuk mendapatkan stem
cell pluripotent yang dapat menghasilkan semua
jenis tubuh. 2 Meskipun diferensiasi ESC ini dapat
membentuk tumor teratoma pada tempat ektopik,
namun lebih mudah dikontrol daripada sel
embryonic carcinoma. ¥ Tahun 1998, James
Thomson melaporkan pertama kali penemuan
embryonic stem cell manusia dan sejak itu, terapi
stem cell mendapat perhatian dari para ilmuwan dan
publik. ° Satu tim peneliti dari Advanced Cell
Techonology melaporkan bahwa transplantasi
menggunakan embryonic stem cell pluripoten yaitu
sel retinal pigment epithelial (RPE) pada pasien
dengan degenerasi makula mendapatkan perbaikan
tajam penglihatan 4 bulan tanpa pembentukan tumor
atau rejeksi imun. (Gambar 10). * Hasil penelitian
yang juga dilaporkan kelompok peneliti yang sama
mendapatkan keamanan penggunaan hESC jangka
panjang pada pasien dengan degenerasi makula dan
distrofi makula Stargardt. 1°

Karena itu, embryonic stem cell dapat digunakan
dalam kedokteran regeneratif sebagai sumber sel
baru untuk berbagai penyakit yang memerlukan
perbaikan dan pergantian jaringan akibat hilangnya
atau disfungsi jaringan oleh berbagai penyakit
kronik 1414

Optimisasi kultur human embryonic stem  cell
(hESCs) lines atau embryonic stem cell manusia
secara in vitro telah mengalami perkembangan
dalam satu dekade ini. hESC semula dikultur
menggunakan media pertumbuhan mengandung
fetal calf serum atau derivat hewan lainnya, bersama
dengan selapis fibroblast sebagai “feeder” cell untuk
menopang faktor pertumbuhan (Gambar 9).1°
Penggunaan produk hewan menghalangi
penggunaan dalam terapi, karena dikhawatirkan
adanya patogen hewan atau terkomtaminasi prion
selama kultur. Karena itu, dikembangkan serum
bukan produk hewan (xeno-free) malah media tanpa
serum (serum-free) yang digunakan sekarang agar
dapat digunakan dalam klinis %6

Kardiomiosit yang diperoleh dari hESC, diisolasi
dari embryoid bodies melalui metode diseksi
mekanik atau enzimatik, ! memperlihatkan



morfologi kardiomiosit dewasa dengan struktur
sarkomerik dan ekspresi faktor transkriptor seperti
NK2 hoeobox 5 (Nkx2.5), GATA binding protein
(GATA-4), myocyte-specific enhancer factor 2C
(MEF2C). 8 Sel ini juga memperlihatkan aktivitas
denyutan spontan dengan potensial aksi atrium,
ventrikel dan nodal. 19,20 Dalam studi Manard et
al., mengggunakan ESC jantung  mencit,
ditransplantasikan ke miokard domba dengan infark
mengalami diferensiasi menjadi kardiomiosit dan
meningkatkan fungsi jantung. 2 Penelitian Cai et al.,
melaporkan bahwa terjadi pembentukan graft
kardiomiosit dengan penggunaan kardiomiosit
diperoleh dari ESC pada mencit, menyebabkan
perbaikan  fungsi jantung dan pengurangan
remodeling, namun terjadi pebentukan teratoma,

Stem Cell Epigenetik

tumor pada jantung. %

Meskipun kapasitas ESC dapat berdiferensiasi
menjadi jantung, masalah etika dan kekhawatiran
biologik seperti pembentukan teratoma, dan
rejeksi graft, 2 menghalangi penggunaan terapi
embryonic stem cell pada pasien. 2 Pembentukan
teratoma mencegah penggunaan ESC dalam uji
klinis, meskipun dilakukan manipulasi ESC. 2526
Belum ada satu uji klinis yang menggunakan
ESC pada penyakit kardiovaskuler sampai saat
ini. Namun dalam kurun waktu 2 dekade
belakangan ini, penggunaan adult stem cell telah
dilakukan pada beribu-ribu pasien dengan hasil
aman digunakan, sehingga memungkinkan uji
klinis fase Il dan fase Il. 24

Gambar 10. Tempat transplantasi hESC-RPE (human embryonic stem cell-derived retinal pigment epithelium) pada
pasien distrofi makula Stargardt. Foto fundus berwarna pada makula kiri sebelum dan sesudah operasi (A-C). Regio di
dalam kotak adalah batas transplantasi yang dilakukan sesuai dengan tempat atrofi makula. (A) image makula dengan
RPE dan atrofi makula neurosensori sebelum operasi (baseline). Tampak berkurangnya pigmentasi, menunjukkan regio
atrofi RPE baseline. Pigmentasi ini meningkat pada minggu ke 6 sesudah operasi (C). (D-G) foto fundus berwarna dan
image SD-OCT pada baseline (D) dan bulan ke 3 setelah transplantasi (F). Image berwarna menunjukkan peningkatan
pigmentasi pada level RPE dari baseline ke bulan ke 3. Image SD-OCT (E,G) menunjukkan peningkatan pigmentasi pada
level RPE dengan engrafment RPE satu lapis normal, dan survival pada bulan ke 3 (panah) dekat regio membrane Bruch
tanpa RPE. hESC=human embryonic stem cells. RPE=retinal pigment epithelium. SD-OCT=spectral domain ocular
coherence tomography.

Dikutip dari Schwartz SD, Hubschman JP, Heilwell G, Franco-Cardenas V, Pan CK, Ostrick RM, Mickunas E, Gay R, Klimanskaya I,
Lanza R. Embryonic stem cell trials for macular degeneration: a preliminary report. Lancet 2012; 379: 713-20.
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Gambar 11. Sumber stem cell digunakan untuk perbaikan fungsi jantung. Yang termasuk bone marrow-derived stem cell
mencakup hematopoietic stem cell, endothelial progenitor cell dan nonhematopoietic stem cell (mesenchymal stem cello,

dan unfractionized mononuclear cell.

Dikutip dari Sanganalmath SK, Bolli R. Cell therapy for heart failure. A comprehensive overview of experimental and clinical studies.
Current challenges, and future directions. Circ Res. 2013;113:810-834.

ADULT STEM CELL
BONE MARROW-DERIVED STEM CELL

Sumsum tulang mengandung adult stem cell;
hematopoietic stem cell dan nonhematopoietic stem
cell, yang berpotensi berdiferensiasi menjadi
fenotipe stem cell (Gambar 11). * Stem cell di
dalam sumsum mudah diperoleh baik dengan cara
sentrifugasi gradient atau mobilisasi, sehingga
banyak digunakan dalam penelitian preklinis dan
Klinis. 24
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Yang termasuk kelompok Bone Marrow-Derived
Stem Cell adalah :

HEMATOPOIETIC STEM CELL

Hematopoietic stem cell (HSC) adalah satu-satunya
sel di dalam sistem hematopoietik yang mempunyai
sifat multipotensi dan self renewal. Multipotensi
berarti kemampuan berdiferensiasi menjadi seluruh
sel darah, sedangkan self-renewal adalah
kemampuan untuk menghasilkan sel yang identik



dengan HSC tanpa diferensiasi.?’  Konsep
hematopoietic stem cell pertama kali disampaikan
oleh James Till dan Ernest McCulloch dari hasil
penelitian terhadap sistem regenerasi di dalam darah
mencit. %

Darah merupakan komponen sel yang mempunyai
daya regenerasi amat tinggi. Setiap hari sebanyak 1
trillion sel darah (10%2) dihasilkan oleh sumsum
tulang. Namun para ahli anatomi memperhatikan
adanya morfologi sel dan tingkat diferensiasi yang
berbeda di dalam sel sumsum tulang. Dr. Alexander
Maximow, pertama sekali mengemukakan bahwa
keberagaman sel di dalam sumsum tulang berasal
dari proses hematopoiesis yang tersusun di dalam
satu sel prekursor dikenal sebagai hematopoietic
stem cell (HSC). Maka lahirlan istilah stem cell
tahun 1909, yang disampaikan ilmuwan Rusia ini. 28

Kejadian jatuhnya bom atom di Hiroshima dan
Nagasaki tahun 1945 mengakibatkan ratusan ribu
korban. Penelitian retrospektif menunjukkan bahwa
para korban meninggal dengan dosis radiasi terkecil
akibat gagal hematopoetik. Namun, banyak di
antara yang selamat menderita leukemia akibat
radiasi. Pengamatan dengan mikroskop
menunjukkan bahwa sumsum tulang normal bersifat
radiosensitif. 2 Ray Owen tahun 1945 mengamati
bahwa sapi kembar jantan yang memiliki satu
plasenta dapat saling membagi sel darah.
Pengamatan ini mendasari penelitian Medawar dan
Bellingham tahun 1953 yang mendapatkan graft
kulit pada kembar heterozigot dan homozigot
(identik) hampir dapat ditoleransi dalam sel
hematopoietik. Penemuan Medawar ini
menghantarkan beliau mendapat hadiah Nobel
bidang kedokteran tahun 1960. *°

Penelitian pada mencit tahun 1950 mendapatkan
bahwa sindroma radiasi dapat dicegah dengan
melindungi limpa dengan tembaga, 3! atau
menyuntikan sel limpa atau sumsum tulang.®23%
Hasil penelitian membuka jalan perkembangan
transplantasi sel hemetopoetik. ¥ Pengamatan Till
dan McCulloch tahun 1961 dari penelitian
menggunakan mencit yang diberi sel sumsum dari
mencit lain (alogenik) mendapatkan bahwa di dalam
limpa mencit resipien terbentuk koloni sel pada hari
ke 10.3* Koloni sel dinamakan colony-forming cell
spleen (CFU-S) yang terdiri dari berbagai sel
diferensiasi. Till dan McCulloch mengusulkan
bahwa koloni sel ini adalah hematopoietic stem cell,
karena sel ini bersifat self-renewal dan mampu
menghasilkan semua jenis darah. % Penelitian
berikutnya membuktikan bahwa CFU-S adalah sel

Stem Cell Epigenetik

klonogenik tunggal, yang mampu menghasilkan
lebih banyak myeloerythroid colony-forming cells
pada mencit yang diradiasi dengan dosis subletal.
Penelitian secara in vivo dilanjutkan oleh Pluznik
dan Sachs, yang meneliti karakteristik HSC dan
mengidentifikasi growth factor yaitu G-CSF untuk
sel hematopoitik. Dalam perkembangan selanjutnya,
dapat diidentifikasi CD34 sebagai marker HSC dan
progenitor cells, 3

Weissman dan kolega menggunakan monoclonal
antibody mengisolasikan repopulating cells jangka
panjang pada mencit, 3 dan mendapatkan bahwa
stem cell terdapat di dalam satu populasi dengan
marker : c-Kit+, Thy-1.1, lineage marker ™9, dan
Sca+ (KTLS). Populasi HSC ini Dbersifat
multilineage pada mencit karena mampu melakukan
rekonstitusi jangka panjang (3 bulan) pada seluruh
sistem hematopoiesis pada mencit yang diberikan
penyinaran dosis mematikan meskipun jumlahnya
hanya 0.05% dari sel sumsum tulang. *° Osawa et al.,
melakukan isolasi HSC mencit dengan efisiensi
cloning 90% secara in vitro dan memberikan kepada
mencit yang telah mendapat penyinaran dosis letal,
juga mampu menginduksi hematopoiesis. %

Hal yang sama terjadi pada manusia. Dengan
pemurnian HSC yang menunjukkan marker CD34+,
Thy*, Lin,, CD38- dan CD34RA", diberikan kepada
mencit dengan gangguan imun berat (severe
combined immunodeficiency, SCID), mampu
menimbulkan hematopoiesis.?” Hal ini menunjukkan
bahwa populasi sel HSC manusia mempunyai
kemampuan daya regenerasi meskipun sulit
menentukan efek jangka panjang. Struktur hierarki
perkembangan hematopoietik sebagai multipotensi
secara progresif mengalami keterbatasan (Gambar
12).% Pada awalnya, HSC menghasilkan MPP
(multipotent progenitors) yang tidak memiliki sifat
self-renewal, namun berdiferensiasi dalam skala
penuh, yaitu berdiferensiasi menjadi CLP (common
lymphoid progenitor) dan CMP (common myeloid
progenitor). Progenitor oligopotensi ini
menghasilkan sel efektor megakaryocyte/erythrocyte
progenitors (MEPs) and granulocyte/macrophage
progenitors (GMPs), sedangkan CLL menghasilkan
progenitor limfosit T dan B matang, natural killer
(NK) cells. Sedangkan CLL dan CMP sama-sama
menghasilkan sel dendritik (Gambar 12). %

Marker sel permukaan pertama sekali diperoleh pada
HSC manusia adalah CD34, suatu ligand L-selectin
yang hanya berjumlah 0.5-5% dari sel darah di
dalam hati fetus manusia, darah plasenta dan
sumsum tulang dewasa. 394941 Semua sel CD34+
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bersifat multipotensi 2’ artinya dapat menghasilkan
semua jenis sel darah juga sel endotel vaskuler,
terutama pada ujung pembuluh darah, tempat
proliferasi paling aktif terjadi.*?, Sel endotel memiliki
plastisitas tinggi untuk memberikan respon terhadap
signal angiogenik. * Angiogenesis adalah proses
pertumbuhan pembuluh darah melalui tumbuhnya
percabangan daripembuluh darah yang sudah ada.
Sel endotel menjadi motil, aktif membentuk filopodia
akibat respon terhadap signal angiogenik, seperti
vascular endothelial growth factor (VEGF), yang

dihasilkan CD34+ stem cell. Melalui pembentuk ujung
sel, terbentuk lumen dan berproliferasi untuk
menopang pemanjangan lumen (Gambar 13B). “
Ujung sel beranastomosis dengan pertumbuhan sel lain
membentuk loop pembuluh darah. Dengan masuknya
aliran darah, pembentukan basement membrane,
rekrutmen sel mural untuk menstabilkan hubungan,
maka diakhiri dengan berhentiknya signal angiogenik,
maka kondisi ini kembali menjadi tidak aktif
(quiescence) setelah terbentuk pembuluh darah baru.
(Gambar 13 C) (Gambar 14).%

Hematopoietic Hierarchy
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Gambar 12. Perkembangan hematopoietic menunjukkan hierarki diferensiasi hematopoietik. Pertanda permukaan isolasi
pada manusia (atas) dan mencit (bawah) menunjukkan stem dan progenitor cell. HSC menunjukkan rekonstitusi jangka
panjang, self renewing; MPP, multipotent progenitor cell dengan self renewal terbatas ; CMP, common myeloid
progenitor; CLP, common lymphoid progenitor; BLP, B lymphocyte protenitor; ProT, T-cell progenitor; GMP,
granulocyte/macrophage progenitor; MEP, megakaryocyte/erythroid progenitor; MkP, megakaryocyte progenitor; EP,
erythroid progenitor.

Dikutip dari Weissman IL, Shizuru JA. The origins of the identification and isolation of hematopoietic stem cells, and their capability to
induce donor-specific transplantation tolerance and treat autoimmune diseases. Blood. 2008;112:3543-3553.
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Gambar 13. Pembentukan pembuluh darah (A) Angioblast berdiferensiasi menjadi sel endotel, membentuk cetakan
pembuluh darah, lumen dan sebagai awal fenotipe arteri dan vena (B) Langkah pertumbuhan pembuluh darah : 11) seleksi
ujung/batang sel; (2) navigasi ujung sel dan proliferasi batang sel; (3) koordinasi percabangan; (4) elongasi batang sel,
fusi ujung sel dan pembentukan lumen ; dan (5) perfusi dan maturasi pembuluh darah. (C) Langkah sekuensi remodeling
vaskuler dari primitif (kotak kiri) menjadi pleksus pembuluh darah yang matur (kotak kanan) termasuk fenotipe falang
endotel, deposisi basement membrane, penutupan dengan perisit dan regresi percabangan.

Dikutip dari Potente M, Gerhardt H, Carmeliet P. Basic and therapeutic aspects of angiogenesis. Cell 2011;146:873-887.
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Gambar 14. Pembentukan ujung sel. (A) Sebagai respon terhadap rangsangan vascular endothelial growth factor
(VEGF) sel endotel (EC) terlepas dari basement membrane dan perisit terlepas, memungkinkan sel endotel bermigrasi
(B) VSGF/Notch signaling menyeleksi ujung dan batang sel (C) Filopodia mengarahkan ujung sel dengan melalui respon
terhadap rangsangan. Pembentukan filopodia diatur oleh CDC42 dan endositosis reseptor EphrinB2/VEGFR2. Signaling

ROBO4/UNC5B diperlukan untuk menstabilkan lapisan endotel dengan menghmbat SRC.
Dikutip dari Potente M, Gerhardt H, Carmeliet P. Basic and therapeutic aspects of angiogenesis. Cell 2011;146:873-887.
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Gambar 15. Peran endothelial progenitor cell (EPC) terhadap biologi vaskuler. Penyuntikan EPC menyebabkan
reendotelialisasi dan neovaskularisasi pembuluh darh setelah injuri.

Dikutip dari Urbich C, Dimmeler S. Endothelial progenitor cells. characterization and role in vascular biology. Circ Res. 2004;95:343-
353.

Karena itu, CD34+ stem cell sebagai bagian dari
endothelial progenitor cell dapat meregenerasikan
sel endotel pada pembuluh darah yang mengalami
iskemia melalui proses neovaskularisasi dan re-
endoteliasasi (Gambar 15). 4445

Transplantasi CD34+ secara autologous telah
dilakukan pada pasien dengan kardiomiopati
iskemik %6 dan noniskemik. 4”48 Penyuntikan CD34+
stem cell ke area periinfark ketika dilakukan
coronary bypass secara off-pump meningkatkan
fungsi kontraksi dibandingkan hanya dengan
coronary bypass. “6 Penelitian menggunakan CD34+
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atau CD133-, CD34+ secara intrakoronaria pada
pasien dengan infark miokard anterior juga
mendapatkan perbaikan perfusi regional dan
remodeling ventrikel kiri. *° Vrtoves et al., dalam
penelitian terhadap pasien kardiomiopati noniskemik
dengan  menyuntikan  CD34+ cell secara
intrakoronaria juga mendapatkan peningkatan fraksi
ejeksi ventrikel kiri dan jarak jalan 6 menit serta
penurunan kadar N-terminal probrain natriuretic
peptide. 4" Penelitian lebih lanjut oleh kelompok
peneliti yang sama mendapatkan bahwa efek ini
bertahan dalam jangka waktu 5 tahun dengan
menurunnya angka kematian (Gambar 16). 4
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Gambar 16. Survival dan penyebab kematian pada pasien diberikan stem cell CD34+ dan kontrol. Survival 5 tahun
dievaluasi dengan analisis Kaplan-Meier mendapatkan 2,3 kali lebih tinggi pada kelompok stem cell dibandingkan
dengan kelompok kontrol (kanan), terutama karena mortalitas akibat gagal pompa (Kiri).

Dikutip dari Vrtovec B, Poglajen G, Lezaic L, Sever M, Domanovic D, Cernelc P, Socan A, Schrepfer S, Torre Amione G, Haddad F,
Wu JC. Effects of intracoronary CD34+ stem cell transplantation in nonischemic dilated cardiomyopathy patients: 5-year follow-up.
Circ Res. 2013;112:165-173.
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Gambar 17. Insiden angina per minggu pada bulan 6 dan bulan 12.

Dikutip dari Losordo DW, Henry TD, Davidson C, Lee JS, Costa MA, Bass T, Mendelsohn F, Fortuin FD, Pepine CJ, Traverse JH,
Amrani D, Ewenstein BM, Riedel N, Story K, Barker K, Povsic TJ, Harrington RA, Schatz RA, the ACT34-CMI Investigatorsa
Intramyocardial, autologous CD34+ cell therapy for refractory angina. Circ Res.2011;109: 428-436.

Penelitian Losordo et al., pada pasien angina
refrakter ~ menggunakan  penyuntikan  CD34+
intramiokard secara autologus dengan dua dosis;
1x10° atau 5x 10° cells/kg, terhadap 167 pasien
mendapatkan penurunan frekuensi angina selama 6
bulan (6.8+ 1.1 versus 10.9+1.2, P< 0.020) dan 12
bulan (6.3+1.2 versus 11.0+ 1.2, P< 0.035), dan
durasi exercise treadmill test meningkat selama 6
bulan (139+151 versus 69+122 detik, P<0.014; 12
bulan : 140£171 versus 58 +146 detik, P< 0.017)
(Gambar 17).

Penelitian kami mendapatkan bahwa pasien dengan
angina refrakter yang tidak bisa dilakukan balonisasi
dengan tindakan angiografi koroner atau coronary
bypass dapat dilakukan penyuntikan molekul untuk
meningkatkan jumlah CD34+ stem cell dalam tubuh.
Kemudian dilakukan tindakan apheresis untuk
memisahkan jumlah stem cell di dalam satu
kantongan, lalu dilakukan transplantasi secara
intravena. Hasil penelitian ini mendapatkan bahwa
pasien yang diberikan stem cell mendapatkan
penurunan angina secara signnifikan pada minggu
keempat (dari 15.07+4.03 vs 3.27+1.49, p<0.001)
(Gambar 18), juga perbaikan toleransi olahraga dari
5.90+2.53 menit menjadi 8.41 + 2.49 menit, p<
0.001) (Gambar 19). 5 Hasil penelitian ini telah
dipresentasikan pada seminar Basic Cardiovascular
Sciences (BCVS), American Heart Association
(AHA) tertanggal 18-21 Juli 2016 di Phoenix,
Arizona, Amerika Serikat. Metode penelitian yang
bersifat non-invasif ini  merupakan pertama
dilakukan di dunia dengan mendapatkan hasil yang
menggembirakan. Sehingga hasil penelitian ini

18

terpilih sebagai salah satu yang terbaik oleh AHA,
dan diundang untuk memberikan presentasi pada
pertemuan Scientific Sessions, American Heart
Association, bulan November 2016.
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Gambar 18. Frekuensi angina pada baseline dan minggu
ke 4 pada pasien dengan angina refrakter setelah dilakukan
transplantasi CD34+ stem cell (15.07£4.03  versus

3.27+1.49, p<0.001).

Dikutip dari Lim H, Lindarto D, Zein U, Hariaji I. Intravenous
mobilized autologous peripheral blood CD34+ stem cell
transplantation for angina.

Dari berbagai penelitian tersebut dapat disimpulkan
bahwa transplantasi CD34+ stem cell, baik yang
berasal dari darah perifer maupun bone marrow-
derived stem cell dapat digunakan pada berbagai
kondisi penyakit jantung; infark miokard, gagal
jantung iskemik dan noniskemik dan angina
refrakter serta memberikan hasil yang baik untuk
jangka pendek dan panjang.
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Gambar 19. Exercise treadmill test menunjukkan
perubahan signifikan pada durasi olehraga antara baseline
dengan minggu ke 4 setelah dilakukan transplantasi stem

cell (5.90+2.53 versus 8.41+2.49, p<0.001).

Dikutip dari Lim H, Lindarto D, Zein U, Hariaji I. Intravenous
mobilized autologous peripheral blood CD34+ stem cell
transplantation for angina.

NONHEMATOPOIETIC STEM CELL
MESENCHYMAL STEM CELL (MSC)

MSC, juga dikenal sebagai bone marrow stromal
cells, adalah nonhematopoietic stem cell bersifat
multipoten dan melekat pada kultur. MSC
berdiferensasi  menjadi  kondrosit,  adiposit,
osteoblast dan sel otot skeletal dan dilaporkan
berdiferensiasi menjadi kardiomiosit %2 dan sel
endotel, 5% namun potensi kardiogenik ini masih
kontroversial. 55 Ekspresi MSC secara khusus
adalah CD105, CD73, CD90 dan STRO-1, tidak
memiliki marker hematopoietic seperti CDA45,
CD34, da CD14/11b). 657 Selain terdapat di
sumsum tulang, MSC juga dapat diisolasi dari darah
perifer, 585° darah tali pusat, % jaringan adiposa, ©
jaringan sinovia, % dan jaringan paru, % bersifat
heterogen karena potensi pertumbuhan berbeda
namun marker permukaan dan potensi diferensiasi
sama. 5

Semua jaringan pembentuk MSC memiliki suplai
pembuluh darah yang baik. Ketika sel perivaskuler
diisolasikan, dikultur dan diperiksa menggunakan
dengan fluorescence activated cell sorting (FACS),
maka tampak marker khas perisit dan MSC.
Karena itu, Caplan mengusulkan bahwa semua MSC
adalah perisit.®® Namun pericyte dengan diferensiasi
tinggi bukan MSC. Dengan MSC sebagai perisit,
maka MSC memiliki respon terhadap sel endotel.
Perisit yang keluar dari pembuluh darah atau akibat
inflamasi menjadi MSC. MSC aktif mensekresi dua
jenis molekul bioaktif; imunomodulasi dan faktor
trofik (Gambar 20). ® Aktivitas imunomodulasi
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menghambat limfosit sehingga mencegah kerusakan
jaringan, yang berpotensi menimbulkan reaksi
autoimun. Molekul trofik menghambat apoptosis
akibat iskemia, pembentukan jaringan parut (scar)
dan meningkatkan angiogenesis dengan mensekresi
vascular endothelial growth factor (VEGF), yang
menarik sel endotel (Gambar 14).4
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Gambar 20. Injuri menginduksi pelepasan perisit yang
menyebabkan MSC teraktivasi (A). MSC teraktivasi
mensekresi sejumlah molekul bioaktif berperan sebagai
(B) imunomodulasi dan trofik.
Dikutip dari Caplan Al. MSCs: the new medicine. In : Vertes AA
eds. Stem cells in regenerative medicine. : science, regulation

and business strategies. Ed 1, John Wiley & Sons, Ltd, 2015, p.
415-421.

Dengan fungsi ganda MSC tersebut, maka MSC
merupakan ‘pabrik obat’ yang bersifat spefisik
terhadap tempat injuri, berfungsi memperbaiki
kerusakan jaringan di tempat yang dituju. Karena
itu, kunci efikasi pengobatan MSC adalah membawa
sedikit MSC ke tempat tujuan dengan
mempertimbangkan tempat dan waktu yang tepat.
Dengan demikian, MSC berfungsi sebagai pengantar
sekresi beragam obat. Karena itu, Caplan
menamakan MSC sebagai medicinal signaling cells
(MSCs). % Pemahaman ini akan memberikan arah
yang jelas terhadap penggunaan MSC untuk tujuan

19



1. Sel, Stem Cell dan Epigenetik

terapeutik. &

Berbagai  penelitian  preklinis  dan  klinis
menunjukkan bahwa transplantasi MSC pada zona
perbatasan infark miokard menunjukkan reduksi
miosit yang mengalami apoptotik dan meningkatkan
jumlah vaskularisasi, 7 reduksi jaringan parut dan
kardioproteksi. Amado et al., menunjukkan bahwa
dengan pencitraan computed tomography tampak
restorasi kontraksi jaringan miokard pada penelitian
menggunakan model babi.”%"2 Gnecchi et al.
mendapatkan bahwa penggunaan MSC dikutur di
media hipoksik mengurangi apoptosis dan nekrosis
pada kadiomiosit tikus yang dipapar dengan oksigen
rendah. ® MSC yang direkayasa dengan ekspressi
Akt  akan  meningkatkan  kardioproteksi.”
Kardioproteksi MSC secara in vivo mengurangi
jumlah sel apoptotik pada tempat penyuntikan
MSC.™ Hal ini menunjukkan bahwa MSC dapat
memproteksi atau mengurangi  stimuli  yang
menyebabkan kerusakan miosit (Gambar 21).

Mekanisme kerja MSC terhadap penyakit
kardiovaskular reduksi fibrosis, "¢ stimulasi
angiogenesis,””  dan restorasi fungsi kontraksi

jantung melalui proses engraftment,® diferensiasi
dan stimulasi cardiac stem cell secara endogen
untuk proliferasi dan diferensiasi (Gambar 21). 7
Efek ini terjadi secara serentak dalam memperbaiki
jaringan parut atau disfungsi miokard dengan
jaringan Kkontraksi sehingga dapat memperbaiki
perfusi jaringan. Sebagian besar studi mendapatkan
bahwa engraftment terapi stem cell memperlihatkan
retensi sel yang rendah. Toma et al., mendapatkan
bahwa setelah 4 hari, jumlah MSC yang
ditransplantasi yang masih tertinggal didalam
miokardium berkisar 0.44%. 5  Pada model
kardiomiopati iskemik kronik dengan model babi,
yang memiliki anatomi dan fisiologi seperti
manusia,”® Quevedo et al., melaporkan bahwa MSC
alogenik dapat mengadakan engraftment dan
berdiferensiasi menjadi kardiomiosit, sel otot
polosm dan endothelium.®® MSC sumsum tulang
babi jantan yang disuntikan ke babi betina
mendapatkan kolokalisasi dengan kromosom Y
dengan pemeriksaan fluorencence in-situ
hybridization (FISH). Diferensiasi kardiomiosit
didapati sebanyak 14% dengan kromosom Y
positive pada MSC yang diidentifikasi dengan
costaining untuk protein struktur jantung o-
sarcomeric  actinin dan tropomyosin, faktor
transkripsi GATA-4 dan Nkx2.5. ™ Meskipun
engraftment dan diferensiasi  MSC rendah
dibandingkan dengan pemulihan fungsional jantung
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setelah transplantasi sel, maka timbul pertanyaan
apakah engraftment dan diferensiasi merupakan
faktor dominan ? &

MSC dapat menghasilkan sejumlah soluble
paracrine factors yang berkontribusi terhadap
kardiomiogenesis dan angiogenesis. 7818282838485
MSC juga mensekresi sejumlah sitokin dan growth
factor yang menekan sistem imun, inhibisi fibrosis
dan apoptosis, meningkatkan angiogenesis dan
merangsang diferensiasi stem cell yang spesifik
terhadap jaringan. 887 Pemberian MSC intramiokard
pada model babi dengan infark miokard dapat
mengurangi besarnya infark dengan menrekrut
cardiac stem cell c-kit endogen, sedangkan
pemberian media kultur MSC tidak memberikan
efek. 8 Hal ini menunjukkan bahwa efek parakrin
MSC merupakan mekanisme kerja utama yang
mendasari perbaikan fungsi dan regenerasi jaringan
miokard (Gambar 21).

Sejak 2011, MSC dan preparat sel kultur telah diuji
untuk gagal jantung kronik dengan jumlah sampel
kecil. Uji klinis ini secara konsisten menunjukkan
bahwa sel terapi dapat mengurangi ukuran jaringan
parut infark miokard, memulihkan remodeling
ventrikel, meningkatkan jarak jalan 6 menit dan
meningkatkan  kualitas hidup diukur dengan
kuesioner (Tabel 1).89.90.91,92,93,94

Saat ini tercatat pada clinicaltrials.gov sebanyak 34
uji klinis menggunakan MSC untuk berbagai
gangguan jantung pada dewasa (infark miokard akut,
gagal jantung iskemik, dan  noniskemik).
Kebanyakan studi masih dalam fase | dan Il
(Gambar 22A), * dan ada beberapa studi fase yang
sedang berlangsung atau ongoing dan sudah selesai.
Terdapat beragam uji klinis MSC. Ada 7 uji Klinis
bersifat multicentered dan 1 double-centered.
Kebanyakan (27) adalah uji klini skala kecil, dengan
jumlah pasien < 100 per uji (Gambar 22 B dan C) dan
hanya beberapa bersifat placebo-controlled. Rute MSC
(intravena, intrakoronaria, intramiokard, transendokard;
Gambar 22 D), dosis dan asal sel (fetal-umbilical vs
dewasa, autologus vs allogenik, dan sumsum tulang vs
adiposa). Hal ini mendasari beragam rancang studi, asal
sel, dosis dan cara pemberian. Tahun 2009, uji Kklinis
dengan MSC alogenik diberikan secara intravena
menunjukkan pengurangan kejadian aritmia dan nyeri
dada. % Uji ini merupakan awal penggunaan MSC
alogenik pada penyakit jantung. Saat ini product MSC
digunakan untuk uji klinis skala besar melibatkan
ribuan pasien dan jika berhasil produk ini disetujui
FDA. %
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Gambar 21. Mekanisme kerja mesenchymal stem cell (MSC). Mekanisme kerja MSC adalah membentuk efek parakrin,
autokrin dan langsung yang menginduksi regenerasi vaskuler, proteksi miokard, regenerasi kardiomiosit yang
menyebabkan perbaikan jantung. Miro 1: mitochondria Rho-GTP ase.

Dikutip dari Karantalis V, Hare JM. Use of mesenchymal stem cells for therapy of cardiac disease. Circ Res. 2015;116:1413-1430.

Tabel 1.Terapi Stem Cell pada Gagal Jantung Kronik

Nama uji klinis (Jumlah Pasien) A6MWT AMLHFQ AMI SIZE AEF
Williams et al® (n=8) —18.3+8.3%
SCIP10? (n=21) -19.8 —9.843.5 g (—30%) +8-12.3%
MESOBLAST? (n=60) +52.5 m* +5.249.3%*§
CADUCEUS!® (n=25) +33.0m —10.87 —12.9 g (—42%) T
POSEIDON!6 (n=30) +435m 7.6 -33.21% +2.0%*t
C-CURE?® (n=33) +62.0m +10*T +7.0%
TAC-HFTY(n=59) +32.6 mt —6.3 —12.6 g (—32.9%) +
MSC-HF1 (n=59) —4.4+51¢g +5.5+3.8%

6MWT : 6-minute walk test; C-CURE, Cardiopoietic stem Cell therapy in heart failURE; CADUCEUS, CArdiosphere-
Derived aUtologous Stem CElls to Reverse ventricUlar dySfunction; EF, ejection fraction; MESOBLAST, A Phase Il
Dose-escalation Study to Assess the Feasibility and Safety of Transendocardial Delivery of Three Different Doses of
Allogeneic Mesenchymal Precursor Cells (MPCs) in Subjects With Heart Failure; M1 SIZE, myocardial infarction
size/scar size; MLHFQ, Minnesota Living With Heart Failure Questionnaire MSC-HF, Mesenchymal Stromal Cells in
chronic ischemic Heart Failure; POSEIDON, The Percutaneous Stem Cell Injection Delivery Effects on Neomyogenesis
Pilot Study; SCIPIO, Cardiac Stem Cell Infusion in Patients With Ischemic CardiOmyopathy; and TAC-HFT, The
Transendocardial Autologous Cells (hMSC or hBMC) in Ischemic Heart Failure Trial.

*Tidak signifikan vs kontrol

tTidak signifikan dalam kelompok.

iData tidak dipublikasi.

8§25 juta kelompok sel precursor mesenchymal.

Dikutip dari Sanina C, Hare JM. Mesenchymal stem cells as a biological drug for heart disease. Where are we with cardiac cell-based
therapy? Circ Res. 2015;117:229-233.
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Gambar 22. Jumlah uji klinis MSC (Mesenchymal Stem Cell) (n=34) didapati pada clinicaltrials.gov penyakit jantung.
Grafik bar menunjukkan jumlah uji klinis sesuai dengan fase klinis (A). Jumlah total pasien yang terdaftar sesuai dengan
fase uji klinis (B). Jumlah rata-rata pasien yang terdaftar per uji (C). Diagram menunjukkan persentase rute pemberian sel
dalam 34 uji klinis (intravena (1V), introkoronarier (IC), intramiokard (IM), dan transendokardial TE), D).

Dikutip dari Sanina C, Hare JM. Mesenchymal stem cells as a biological drug for heart disease. Where are we with cardiac cell-based

therapy? Circ Res. 2015;117:229-233.

MSC JARINGAN ADIPOSA

Jaringan adiposa mengandung sejumlah stem cell
multipoten dikenal sebagai MSC jaringan adiposa,
mampu bereplikasi menjadi sel tidak terdiferensiasi,
adiposit dan berdiferensiasi menjadi sel lain
sepanjang turunan mesenchymal. MSC jaringan
adiposa dilaporkan dapat berdiferensiasi menjadi
kardiomiosit * dan sel endotel, ® memotivasi studi
model gagal jantung pada hewan coba. Miyahara et
al., mendapatkan bahwa transplantasi MSC lapisan
tunggal ke dalam infark miokard dengan jaringan
parut dapat memperbaiki dinding jaringan parut
menipis dan memperbaiki fungsi jantung. % Studi
lain membandingkan MSC jaringan adiposa dengan
BMMNC (bone marrow mononuclear cell) pada
model tikus dengan infark miokard kronik. % Satu
bulan setelah transplantasi, MSC adiposa dapat
menginduksi perbaikan fraksi ejeksi ventrikel Kiri,
meningkatkan angiogenesis dan mengurangi fibrosis
secara signifikan dibandingkan dengan sel
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kardiomiogenik adiposa atau BMMNC. Studi A
Randomized Clinical Trial of Adipose-derived Stem
Cells in Treatment of Non Revascularizable
Ischemic Myocardium (PRECISE) oleh Perin et al.,
merekrut 27 pasien mendapatkan bahwa penggunaan
sel adiposa dapat menstabilkan besarnya infark dan
meningkatkan konsumsi oksigen maksimal. 1%

UNFRACTIONIZED
DERIVED STEM CELL

BONE MARROW-

Hasil meta-analisis yang dilakukan Afzal et al.,
dimuat di Circulation Research, jurnal ranking No 1
di dunia dalam penelitian  kardiovaskuler,
melibatkan 48 studi acak tersamar mendapatkan
bahwa transplantasi sel sumsum tulang (bone
marrow cell) pada pasien penyakit jantung iskemik
meningkatkan fraksi ejeksi ventrikel Kkiri (left
ventricular ejection fraction, LVEF) sebesar 2.92%
(95% confidence interval, 1.91-3.92; p <0.00001)


http://clinicaltrials.gov/

(Gambar 23) ' | mengurangi besarnya infark
(infarct size) sebesar —2.25% (95% confidence
interval, —3.55 s/d —0.95; p =0.0007), mengurangi
volume sistolik akhir (left ventricular end-systolic
volume, LVESV) sebesar —6.37 mL (95%
confidence interval, —8.95 s/d —3.80; p <0.00001),
dan cenderung mengurangi volume diastolik akhir
ventrikel kiri (left ventricular end-diastolic volume,
LVEDV) sebesar —2.26 mL (95% confidence
interval, —4.59 s/d 0.07; p =0.06) (Tabel 2). 1
Terapi sel sumsum tulang aman dilakukan dan
meningkatkan outcome klinis, termasuk menurunkan

Stem Cell Epigenetik

angka mortalitas, infark miokard rekuren, aritmia
ventrikel dan kejadian serebrovaskuler selama
follow-up. Efek ini dianalisis menggunakan
magnetic resonance imaging (MRI), merupakan
pencitraan canggih dalam menganalisis perbaikan
struktur dan fungsi jantung. Kesimpulan meta-
analisis ini memberikan petunjuk bahwa terapi stem
cell merupakan modalitas pengobatan dalam
meningkatkan fungsi jantung melalui proses
regenerasi jaringan jantung dan efek parakrin yang
merangsang cardiac stem cell dan faktor parakrin
yang menyebabkan perbaikan fungsi jantung.

BMC Therapy Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Rand 95% CI IV, Random, 95% CI
Ang et al 2008 216 636 18 07 48 7 20% 1.46-3.15,6.07) —
Assmus et al 2006 29 36 28 12 3 18 30% 410(218,6.02 ee—
Bartuneketal 2013 7 563 21 02 516 15 24% 6.80(3.25,10.35)
Ca0 et al 2009 115 316 41 787 342 45 31% 3.63(2.24,5.02) —
Chen et al 2004 18 684 34 6 68 35 25% 1200(8.77,1523) ———
Colombo et al 2011 16 54 § 22 43 5 156% 3.80-2.05,9.65) =
Gao etal 2013 43 32 2 35 328 22 30% 0.80F1.14,274) p—
Ge et al 2006 48 956 10 -19 585 10 13% 6700251365 1
Grajek et al 2010 -337 588 31 -644 787 14 20% 3.0711.54,768] =
Hendrike et al 2006 61 86 10 36 91 10 1.1% 250(5.26,10.26) —
Hirsch etal 2011 38 74 69 4 58 65 29% -02012.44,204) ——
Huang et al 2006 695 333 20 405 168 20 31% 290(1.27,453) ——
Huikuri et al 2008 4 113 39 14 101 38 19% 540(062,10.18)
Janssens et al 2006 34 69 30 22 73 30 23% 1.204239,4.79] —s——
Jazietal 2012 6 708 16 2 49 18 21% 400024,824)
Lipiec et al 2009 3 73 26 38 485 10 22% -0.80}4.80,3.20] I m—
Luetal 2013 135 787 25 81 688 25 21% 5.40(1.30,9.50]
Lunde et al 2006 81 112 50 7 986 50 21% 110(299,519) P | —
Maureira et al 2012 0 5 7 -4 9 7 11% 4.00}363,11863
Meluzin et al 2006 4 474 40 2 489 20 28% 200(053,453) rp——
Meyer et al 2006 59 89 30 31 96 30 19% 2801.88,748) =
Nogueira et al 2009 691 623 14 201 1099 6 09% 490[-4.48,1428)
Penicka et al 2007 154 563 14 205 452 10 22% -510}917,-1.03)
Perin et al 2011 25 805 20 48 654 10 1.7% -230F7.67,307) —
Perin et al AHJ 2012 -01 703 10 19 B71 10 15% -2001802,4.02 —
Perin et al JAMA 2012 14 52 84 13 51 28 28% 270(0.36, 5.04) Pr——
Piepolietal 2013 2 94 19 5 102 19 15% -300F9.24,324) —
Plewka et al 2011 10 1532 38 47 1987 18 07% 530[5.09,15869)
Pokushaloy et al 2010 45 288 49 16 203 33 32% 6.10(5.04,7.16) w—
Quyyumi et al 2011 25 9 16 1 78 15 1.5% 15014.42,742] S—
Ramshorst et al 2009 3 5§ 22 -1 3 18 28% 4.00(1.49,6.51) S———
Roncalli et al 2011 19 617 48 22 65 44 27% -030(2.90,230 i
Ruan et al 2005 596 111 9 -321 718 11 10% 917(0.77,1757) R ¢
Schachinger et al 2006 §§ 73 95 3 65 92 30% 250(0.52, 4.48) D
Silva et al 2009 55 646 14 048 1177 6 08% 50214991503
Srimahachota et al 2011 02 77 1" 15 61 12 16% -170(7.41,4.01] pm—
Suarez de Lezo et al 2007 i 8 10 6 10 10 1.1% 15.00(7.06,22.94] -_—
Surder et al 2013a 14 84 66 04 88 87 26% 180F1.12,4.72) T
Traverse etal 2010 62 98 30 94 10 10 12% -3.20110.32,3.92) e
Traverse etal 2011 05 82 S 36 93 26 21% -310}7.28,1.08) =
Traverse etal 2014 33 796 65 33 649 30 26% 0.00(3.02,3.02 ——
Tse et al 2007 37 54 19 04 75 8  16% 410(1.58,9.78 v
Turan etal 2011 6 6 38 0 837 18 24% 6.00(2.49,951)
Turan etal 2012 11 608 42 1 631 20 24% 1000(6.68,13.32)
Wohrle et al 2013 17 58 28 2 94 12 16% -37019.44,204] =
Yao et al 2008 24 31 24 16 21 23 31% 0800.71,231) '
Yao et al 2009 98 35 727 3 23 12 30% 5.80 [4.94, 8.66] =
Zhao et al 2008 1325 672 16 39 453 18 22% 935(5.45,1325
Total (95% CI) 1424 1078 100.0% 2.92[1.91,3.92) L3
Heterogeneity: Tau®= 7 85, Chi*= 210 81, df = 47 (P < 0.00001), = 78% _140 5 S 5 130

Test for overall effect: Z= 5.70 (P < 0.00001)

Favours Control Favours BMC Therapy

Gambar 23. Efek transplantasi BMC terhadap LVVEF (left ventricular ejection fraction). Transplantasi BMC memberikan
peningkatan LVEF sebesar 2,92% (95% Cl, 1.91-3.92; P<0.00001) dibandingkan kontrol. IN inverse variance.

Dikutip dari Afzal MR, Samanta A, Shah ZI, Jeevanantham V, Abdel-Latif A, Zuba-Surma EK, Dawn B. Adult bone marrow cell therapy
for ischemic heart disease. Evidence and insights from randomized controlled trials. Circ Res. 2015;117:558-575.
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Tabel 2. Perbedaan hasil akhir terapi sel sumsum tulang (BMC) dengan kontrol selama follow up pada pasien penyakit
jantung iskemik

Durasi Follow-Up BMC Therapy (n) Control (n) Perbedaan rerata (95% CI) Nilai P
LVEF
0-3 bin 499 385 3.53 (2.05 to 5.00) <0.00001
4-6 bin 1196 958 2.92 (1.88 to 3.96) <0.00001
7-12 bin 591 446 4.43 (0.48 to 3.89) <0.00001
>12 bin 330 298 2.19 (0.48 t0 3.89) 0.01
Infarct size
0-3 bin 123 88 —6.02 (—11.37 to —0.67) <0.03
4-6 bin 443 373 —2.25(-3.77 to —0.72) <0.004
7-12 bin 167 93 —4.39 (-7.20 to —1.57) 0.002
>12 bin 99 87 —2.25(-3.14 to —1.36) <0.00001
LVESV
0-3 bin 322 244 —7.26 (—11.11 to —3.41) 0.0002
4-6 bin 907 751 —5.50 (-7.78 to —3.22) <0.00001
7-12 bin 424 353 —10.58 (—14.90 to —6.27) <0.00001
>12 bin 285 271 —4.76 (—7.46 to —2.06) 0.0006
LVEDV
0-3 bIn 322 244 —2.34 (—7.03 to 2.34) 0.33
4-6 bin 877 725 —2.57 (—4.98 to —0.16) <0.04
7-12 bin 432 358 —5.84 (—11.03 to —0.64) <0.00001
>12 bin 262 266 —2.08 (—4.98 t0 0.82) 0.16

BMC, bone marrow cell; CI, confidence interval; LVEDV, left ventricular end-diastolic volume; LVEF, left ventricular
ejection fraction; LVESV, left ventricular end-systolic volume; and n, jumlah poin pada setiap kelompok.

Dikutip dari Afzal MR, Samanta A, Shah ZI, Jeevanantham V, Abdel-Latif A, Zuba-Surma EK, Dawn B. Adult bone marrow cell therapy
for ischemic heart disease. Evidence and insights from randomized controlled trials. Circ Res. 2015;117:558-575.
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Gambar 24. Persentase sel CD34+ dan perubahan LVEF pada 6 bulan. Aspirasi sumsum dilakukan pasien dengan infark
miokard akut dan disfungsi ventrikel kri. Persentase CD34+ diukur sesuai dengan kriteria ISHAGE dan LVEF diukur
pada baseline dan bulan ke 6. A. Pasien dengan infark miokard akut (Acute Mioacardial Infarction, AMI). A, Pasien
dengan persentase CD34+ dalam sumsum tulang tinggi (>2 SD dari dengan rerata) menunjukan peningatkan LVEF
secara signifikan pada 6 bulan follow up. B. Pasien dengan disfungsi ventrikel kiri, (left ventricular dysfunction, LVD)
dan CD34+ sumsum tulang tinggi (>2 SD dari rerata) menunjukan peningkatan LVVEF lebih tinggi pada 6 bulan follow
up.

DFi)kutip dari Cogle CR, Wise E, Meacham AM, Zierold C, Traverse JH, Henry TD, Perin EC, Willerson JT, Ellis SG, Carlson M, Zhao
DXM, Bolli R, Cooke JP, Anwaruddin S, Bhatnagar A, Cabreira-Hansen MDG, Grant MB, Lai D, Moy L, Ebert RF, Olson RE, Sayre
SL,. Schulman IH, Bosse RC, Scott EW, Simari RD, Pepine CJ, Taylor DA; for the Cardiovascular Cell Therapy Research Network
(CCTRN) Detailed nalysis of bone marrow from patients with heart disease and left ventricular dysfunction BM CD34, CD11b, and
clonogenic capacity as biomarkers for clinical outcomes. Circ Res. 2014;115:867-874
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Timbul pertanyaan : Apa yang mendasari perbaikan
fungsi dan struktur jantung menggunakan terapi sel
sumsum tulang ? Mengapa kenaikan fraksi ejeksi
hanya sebesar 2.92%, dapat menyebabkan
penurunan angka mortalitas ? Hasil analisis secara
detail dilakukan peneliti Cogle et al.,, yang
mendapatkan bahwa CD34+ stem cell yang berada
di dalam sumsum tulang berhubungan dengan
perbaikan LVEF (+9.9% versus +2.3%; p =0.03)
pada pasien dengan infark miokard akut (acute
myocardial infarction, AMI) dan +6.6% versus
—0.02%; p =0.021 pada pasien dengan penyakit
jantung iskemik konik (Gambar 24). 192 Hasil analisis
ini diperoleh dari stem cell sumsum tulang dan darah
perifer pasien yang direkrut dalam studi
Cardiovascular Cell Therapy Research Network
(CCTRN) meliputi 3 studi utama yaitu uji klinis
acak tersamar Transplantation in Myocardial
Infarction Evaluation (TIME), LateTIME, and First
Mononuclear Cells injected in the United States
(FOCUS) yang dilaksanakan oleh CCTRN dengan
jumlah sampel sebanyak 291 dari total 299 pasien
yang direkrut dalam ke 3 studi.

Dalam penelitian terhadap 2 studi kohort penelitian
melibatkan masing-masing n=502 dan n=403 pada
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pasien dengan penyakit jantung koroner, Patel et al.,
mendapatkan bahwa pasien dengan jumlah CD34+
stem cell dan CD34+/CD133+ yang rendah masing-
masing mendapatkan risiko kematian sebesar 3,54
(1.67-7.50) dan 2.46 (1.18-5.13) daripada orang
normal (Gambar 25).® Hal ini terjadi karena
gangguan Kkapasitas regenerasi endogen akibat
berkurangnya stem cell CD34+.

Dari hasil penelitian Cogle et al., and Patel et al.,
dapat ditarik suatu kesimpulan bahwa reaksi
sumsum tulang terhadap kondisi penyakit jantung
koroner dalam hal hematopoietic stem cell yang
bisa diperiksa dengan marker CD34+ stem cell
berbeda-beda. Meskipun kadar CD34+ mencapai
kadar terendah pada hari ke 7 setelah infark
miokard (Gambar 26), 1% pasien yang mempunyai
kadar CD34+ yang tinggi dalam 6 bulan setelah
infark akan mempunyai LVEF yang lebih tinggi
daripada pasien dengan LVEF yang rendah
(Gambar 24). 92 Hal ini berimplikasi bahwa
pemberian terapi stem cell dapat meningkatkan
fungsi jantung pasien ketika CD34+ mencapai
titik terendah, karena hanya CD34+ di dalam
sumsum tulang yang mengalami perubahan ketika
terjadi infark miokard.%?
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Gambar 25. Survival disesuaikan dengan usia dan jenis kelamin dengan end point primer jumlah CD34+ (atas) dan
CD34+/133+ (bawah). Hasil ditunjukkan dari kohort 1 dan 2 dan kombinasi. Garis berwarna menunjukkan tertil jumlah
progenitor cell (biru = tertil atas; hijau = tertil tengah; merah= tertil bawah). Nllai P adalah perkiraan efek dalam model

regresi Cox.

Dikutip dari Patel RS, Li Q, a Ghasemzadeh N, Eapen DJ, Moss LD, Janjua AM, Manocha P, Kassem HA, Veledar E, Samady H, Taylor
WR, A. Maziar Zafari AM, Sperling L, Vaccarino V, Waller EK, Quyyumi AA. Circulating CD34+ progenitor cells and risk of mortality
in a population with coronary artery disease. Circ Res. 2015;116:289-297
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Gambar 26. Subset sel di dalam sumsum tulang pada pasien Cardiovascular Cell Therapy Research Network (CCTRN).
BMMNCs (bone marrow mononuclear cells) dari subjek dilakukan imunostaining dan dihitung dengan flow cytometry.
Dalam uji TIME, pasien dilakukan secara acak 1:1 dengan aspirasi sumsum tulang (A) 3 hari atau (B) 7 hari setelah
infark miokard akut (AMI, acute myocardial infarction) . C. pada uji LateTime, semua subjek mengalami aspirasi sumsum
tulang 2-3 minggu setelah AMI. D. dalam uji FOCUS, aspirasi sumsum tulang dilakukan pada pasien dengan iskemia
miokard kronik dan disfungsi ventrikel kiri > 30 hari setelah AMI. VEGFR2 : vascular endothelial growth factor receptor 2.
Dikutip dari Cogle CR, Wise E, Meacham AM, Zierold C, Traverse JH, Henry TD, Perin EC, Willerson JT, Ellis SG, Carlson M, Zhao
DXM, Bolli R, Cooke JP, Anwaruddin S, Bhatnagar A, Cabreira-Hansen MDG, Grant MB, Lai D, Moy L, Ebert RF, Olson RE, Sayre
SL,. Schulman IH, Bosse RC, Scott EW, Simari RD, Pepine CJ, Taylor DA; for the Cardiovascular Cell Therapy Research Network
(CCTRN) Detailed nalysis of bone marrow from patients with heart disease and left ventricular dysfunction BM CD34, CD11b, and
clonogenic capacity as biomarkers for clinical outcomes. Circ Res. 2014;115:867-874

Apa yang terjadi di dalam sumsum tulang pasien
ketika timbul penyakit jantung iskemik berupa
infark miokard ? Di dalam sumsum tulang didapati
adanya niche (microenvironment) yang mengatur
hematopoietic stem cell (HSC). Ketika tidak ada
injuri atau infark, HSC berada dalam kondisi
quiescent berarti sel dalam keadaan dormant (GO).
Sebaliknya jika ada injury, HSC keluar dari kondisi
dormant dan menjadi aktif berproliferasi. %4
Menurut Kunisaki et al., HSC dalam kondisi
quiescent karena dipertahankan oleh endosteal
niche, yaitu rongga dinding osteoblast, sedangkan
HSC dalam kondisi aktif untuk daya regenerasi
akibat vascular sinusoidal niche. 1%
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Komponen sel di dalam niche sumsum tulang ada 2
jenis : sel endotel (endothelial cell), mesenchymal
stromal cell yaitu nonhematopoietic stem cell, dan
megakaryocyte yang memberikan signal ke HSC.
105 Arteriolar stromal niche cells yang
mempertahankan HSC dalam keadaan quiescent
adalah Nestin-GFP 19" NG2*, LepR- pericytes,
sedangkan sinusoidal stromal niche cells yang
mengatur HSC dalam keadaan aktif adalah as
Nestin-GFPY™ NG2- (Gambar 27) % HSC yang
quiescent memberi suplai 1 trilion sel setiap hari,
sedangkan sel yang aktif sebagai “backup” akan
menggantikan stem cell yang hilang dalam kondisi
homeostasis dan terutama sebagai respon terhap
injuri atau perubahan patologik. 1%
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Gambar 27. Susunan HSC Niche. (A) Anatomi rongga sumsum tulang menggambarkan inervasi simpatis dan pembuluh
darah dan hubungan antara arteriole dan pembuluh darah sinusoid. Setiap regio (kotak titik-titik) adalah bagian
perivasculer MSC, yang mengatur berbagai kondisi HSC. HSC dalam keadaan quisecent adalah sel dormant GO. HSC
aktif adalah sel yang keluar dari quiescent atau dalam kondisi aktif cycling atau migrasi. (B) HSC niche essential (hitam
dan asesoris (abu) mengatur fungsi HSC. Kelompok sel dalam Lingkaran titikt-titik baik dengan sumber yang sama (yaitu
perivascular MSC dan diferensiasi osteoclast) atau fungsi sama (komponen makrofag dan susunan saraf pusat). Panah
hitam mengambarkan progeni MSC berdiferensiasi menjadi osteoblast dan membentuk kompartemen osteoclast. Panah
abu-abu menunjukkan efek HSC niche cell. CAR, CXCL12bright MSCs; E-Sel, E-selectin; LEP-R, NG2+LEPR
+Nesbright MSCs; NG2, NG2+LEP-R_Nesdim MSCs; nmSC, non-myelinating Schwann cells; NorE, norepinephrine;
OCL, osteoclasts; OPr, osteoprogenitors; OsM, osteomacs.

Dikutip dari Schepers K, Campbell TB, Passegue E. Normal and leukemic stem cell niches: insights and therapeutic opportunities. Cell
Stem Cell 2015;16:254-267.

CARDIAC STEM CELL yang disebut cardiac stem cell. 1 Penemuan ini

tidak hanya memutarbalikan doktrin bahwa jantung

Leri et al., mengungkapkan adanya satu populasi
stem cell di dalam jantung atau resident stem cell
yang mempunyai kemampuan berdiferensiasi
menjadi kardiomiosit, sel otot polos dan sel endotel,

adalah organ pascamitotik melainkan bersifat self-
renewal, sekaligus membuka peluang terapeutik
(Gambar 11). ?* Apa yang disampaikan dalam
tinjauan pustaka Leri et al., adalah berdasarkan hasil
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studi dari kelompok mereka yaitu Beltrami et al.,
yang melaporkan adanya satu populasi sel diisolasi
dari jantung tikus yang mengekspresi tyrosine kinase
receptor c-kit (marker stemness) yang kurang
mengkespresikan  hematopoietik.1®  Penyuntikan
CSC manusia ke dalam miokardium roden dengan
infark miokard dapat memperbaiki struktur dan
fungsi ventrikel Kkiri dan terbentuk kimera jantung
berisikan miokardium manusia yang tersusun atas
miosit dan pembuluh darah koroner. 1%

Bukti bahwa kardiomiopati iskemik berhubungan
dengan hilangnya fungsi CSC, *° memotivasi
penelitian CSC pada gagal jantung kronik. Suntikan
c-kit+ CSC secara intramiokard ke zona batas infark
20 hari setelah oklusi koronaria permanen pada tikus
menunjukkan daya regenerasi pada jaringan parut
(scar) sebesar kurang lebih 42% dengan
pertumbuhan miokard baru, berkurangnya dilatasi
ventrikel kiri dan perbaikan fungsi jantung. **

Penelitian oleh Tang et al., *2 mendapatkan bahwa
CSC yang disuntikkan secara introkoronaria dapat
meregenerasikan jaringan jantung dan mengurangi
remodeling ventrikel kiri pascainfark pada infark
miokard lama setelah satu bulan pada tikus,
menghantarkan Bolli et al., melakukan verifikasi
hasil penelitian. ** Dengan menggunakan hewan
coba babi, kelompok peneliti ini melakukan oklusi
arteri  koronaria dan reperfusi. Setelah oklusi
dilakukan,  dilakukan  isolasi  dan  kultur
memperbanyak c-kit+ CSC pada atrium kanan.
Dengan menggunakan Kateter, hasil kultur sebanyak
1 juta CSC disuntikan secara introkoronaria, dan
mendapatkan peningkatan LVEF (left ventricular
gjection fraction), dan peningkatan penebalan
sistolik  dinding ventrikel di tempat infark,
penurunan tekanan diastolik akhir, dan peningkatan
dP/dtmax ventrikel. 2 Hasil yang meyakinkan ini
meletakkan dasar bagi penelitian SCIPIO (Cardiac
Stem cell Infusion in Patients with Ischemic
Cardiomyopathy), uji klinis pertama menggunakan
Csc. 2

SCIPIO adalah suatu studi acak tersamar
menggunakan CSC autologus untuk pengobatan
gagal jantung iskemik kronik, dengan target populasi
LVEF <40% yang telah menjalani coronary bypass.
Kurang lebih 4 bulan setelah bypass, CSC yang
diperoleh sebanyak 1 juta yang diperoleh dari hasil
ekspansi kultur, disuntikan secara intrakoromasi,
dengan kelompok kontrol tidak diberi CSC. Hasil
sementara sangat menjanjikan. 114115 Pada kelompok
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terapi CSC, LVEF vyang diukur dengan eko 3
dimensi mengalami peningkatan dari 29.0+1.7%
menjadi 36+2.5% setelah 4 bulan. Pada kelompok
kontrol sebanyak 13 orang tidak mengalami
perubahan. Efek CSC meningkat pada penilaianl
tahun (LVEF +8.1% versus baseline; n=17) dan 2
tahun (LVEF : +12.9%; n=8). Dengan pemeriksaan
MRI, besar infark berkurang pada 4 bulan dari
34.942.3 menjadi 21.622.7 gr (reduksi 38.1%) dan
pada 1 tahun dari 33.9£3.0 menjadi 18.7+3.6 gr
(reduksi 44.8%). Efek ini menyebabkan perbaikan
kelas fungsional NYHA dan kualitas hidup. 114

CARDIOSPHERE DAN CARDIOSPHERE-
DERIVED CELL

Messina et al., pertama kali melakukan isolasi satu
populasi sel yang melekat secara klaster pada piring
petri dari hasil biopsi atrium and ventrikel manusia
dan mencit. % Populasi sel ini mampu
berdiferensiasi menjadi kardiomiosit, sel endotel dan
sel otot polos maka kelompok studi ini menamakan
cardiosphere. 16 Smith et al., mendapatkan
cardiosphere yang diperoleh dari spesimen hasil
biopsi endomiokardium dan ditanamkan dalam
kultur sehingga memperoleh cardiosphere-derived
cells (CDC). CDC dilaporkan juga mampu
berdiferensiasi  menjadi  kardiomiosit  stabil
berdenyut secara in vitro dan menyebabkan
regenerasi  kardiomiosit, meningkatkan fungsi
jantung ketika disuntikan pada model mencit dengan
infark  miokard.'*”  Penelitian  eksperimental
dilakukan Johnston et al.,, tahun 2009 dengan
menyuntikan CDC manusia secara intrakoronaria ke
babi dengan infark miokard lama mengakibatkan
regenerasi jantung, reduksi besarnya infark, dan
mengurangi proses remodeling ventrikel kiri serta
memperbaiki fungsi jantung. '® Secara fenotipe,
CDC adalah campuran berbagai tipe sel, termasuk
sel yang mengekspresi endotel (kinase inserta
dpmain receptor (KDR) atau CD31, stem cell
(CD34+, c-kit, Sca-1) dan marker antigen
mesenkimal (CD105, CD90) (Gambar 11). ?*

Studi  klinis fase | secara acak tersamar
(CADUCEUS) oleh Makkar et al., pada pasien
dengan infark miokard akut dan gangguan fungsi
ventrikel LVEF<45% mendapatkan bahwa dari 17
pasien yang disuntikan CDC dosis 12.5, 17,3 atau 25
juta sel secara autologous dari hasil biopsy
endomiokard, setelah 1,5-3 bulan dengan infark,
dengan 8 pasien sebagai kontrol, mendapatkan



bahwa CDC dapat mereduksi besaran infark sebesar
42% (dari 24% menjadi 12% pada ventrikel Kkiri)
pada 12 bulan follow-up, dan peningkatan jaringan
yang hidup dan penebalan dinding sistolik regional
pada regio infark, *° namun terapi CDC tidak dapat
meningkatkan LVEF, mengurangi volume LV dan
meningkatkan kelas fungsional NYHA atau kualitas
hidup diukur dengan Minnesota Living with Heart
Failure Questionnaire. 1%°

INDUCED PLURIPOTENT STEM CELL

Takahashi dan Yamanaka menggunakan 4 faktor
transkripsi (octamer-binding transcription factor %
(OCT3/4), sex determining region Y-box2 (Sox-2),
c-Myc, Kruppel-like factor 4 (KIf-4), dikenal
sebagai faktor Yamanaka, pada fibroblast mencit
dewasa dan mengubahnya menjadi satu populasi
induced pluripotent stem cells (iPSC).!?° Sel ini
dapat mengekspresi marker permukaan embryonic
stem cell (ESC), dan memiliki morfologi dan
pertumbuhan seperti pada ESC. Potensi iPSC
terhadap kardiogenik sangat menyerupai potensi dari
ESC, dengan kardiomiosit yang dihasilkan berupa
denyutan spontan, kontraktilitas dan ekspresi ion
kanal. 12* Namun, sampai saat ini, belum ada studi
yang spesifik menilai potensi iPSC pada model
hewan dengan gagal jantung.

Faktor transkripsi yang digunakan memiliki sifat
onkogenik seperti c-Myc dan Kruppel-like factor-4
sehingga berpotensi menghasilkan teratoma. Metode
lebih baru tidak lagi menggunakan faktor ini
sehingga dapat menyingkirkan  kemungkinan
pembentukan teratoma, 12212 tetapi sifat alamiah
yang terkandung di dalam sel ini dapat
menyebabkan tumorigenesis. 1* Efisiensi yang
rendah dari iPSC dan variasi antar cell line juga
menimbulkan masalah terhadap reprogramming. %
Namun, dengan perkembangan teknologi yang pesat,
teknik ini akan dapat diatasi.

Dengan sifat yang dimiliki menyerupai embryonic
stem cell (ESC) sehingga memungkinkan
tumorigenesis, maka timbul pertanyaan apa yang
membuat iPSC dapat menyerupai ESC ? Para ahli
mengungkapkan bahwa di dalam iPS cell terdapat
“epigenetic memory”, suatu pola chemical mark
(penanda kimia) pada metilasi DNA yang
menggambarkan asal tipe sel, 126 dengan
sekelompok gen spesifik yang resisten terhadap
proses reprogramming. %’ Karena itu, retensi
epigenetic memory mempunyai pengaruh lebih

Stem Cell Epigenetik

signifikan terhadap karakteristik sel. 27 Dengan
melakukan reprogramming berulang atau subkutur
iPSC secara kontinu atau obat demethylating agent
dapat dilakukan perubahan ulang untuk mencapai
pluripotensi yang paling mendasar. 2

EPIGENETIK

Kata epi- dalam bahasa Yunani berarti di atas,
dekat, pada, sebelum atau sesudah. Namun
konotasi sebelum atau sesudah mungkin lebih
sering digunakan. Epigenetik dapat diartikan
sebagai perubahan dalam regulasi ekspresi gen
yang dapat diturunkan kepada sel progeni tanpa
perubahan pada urutan nukleotida gen. 12 Definisi
epigenetic pertama kali dikemukakan oleh Conrad
Waddington sebagai perubahan ekspresi gen yang
diturunkan dan fenotipe sel yang tidak bergantung
pada perubahan sekuensi DNA. %0 Hal ini berarti
bahwa melalui perubahan pada ekspresi gen yang
diturunkan, epigenetik dapat mengubah proses
pada DNA melalui serangkaian proses seperti
metilasi DNA, modifikasi kromatin dan non-coding
RNA, 13

Kromatin adalah makromolekul DNA dan protein
histon, yang menyokong seluruh genom yang
mengandung materi genetik di dalam sel eukariot.
Unit dasar kromatin adalah nukleosom, terdiri dari
oktamer berisikan dua histon H2A, H2B, H3 dan
H4, tempat terbungkusnya 147 bp DNA (Gambar
28). 132 Nukleosom dipisahkan oleh DNA linker
dengan panjang 20-50 bp. ** DNA nuklesom yang
terbungkus lebih sulit dipengaruhi daripada DNA
linker (Gambar 29). 13* Karena itu, posisi genom dan
perubahan  nukleosom  dapat mempengaruhi
kemampuan protein berikatan dengan sekuensi
target di dalam DNA. Kromatin dapat dibagi atas :
heterokromatin, dengan kromatin yang terbungkus
ketat, terutama mengandung gen tidak aktif,
sedangkan eukromatin mengandung konformasi
yang lebih relaks yang memungkinkan terjadinya
transkripsi  aktif.  Berbagai  kondisi  dapat
berpengaruh terhadap proses ini yaitu modifikasi
pada DNA atau histon (Gambar 28 B). %2

Perubahan epigenetik dan susunan kromatin dalam
aktivasi dan represi gen penting dalam
mempertahankan pluripotensi stem cell, seperti pada
embryonic stem cell dan sel germinal primordial. 3
Kedua jenis sel dapat menghasilkan semua jenis sel
dari suatu organisme, sedangkan multipoten dan
unipoten stem cell mempunyai keterbatasan
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kapasitas diferensiasi dalam menghasilkan sel  Karena itu, sifat khusus sel tidak hanya ditentukan
progeni. Progresivitas dalam kondisi stem menjadi  oleh sekuensi DNA, tetapi juga kombinasi gen aktif
sel yang lebih terdiferensiasi memerlukan perubahan  dan silent dalam suatu waktu ketika mengalami
fungsi sel, pola ekspresi gen dan morfologi. **° proses perkembangan.
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Gambar 28. Nukleosom. Unit dasar fungsional kromatin adalah nukleosom (Panel A), tersusun atas oktamer histon
dikelilingi DNA. Oktamer dipisahkan oleh DNA linker. Oktamer histon dibentuk oleh histon tetramer H3:H4 dan dua
dimer H2A: H2B. Ekor histon terdiri dari empat histon inti yang dipengaruhi oleh modifikasi post-translasi (Panel B).
Hal ini meliputi metilasi (Me), asetilasi (Ac), fosforilasi (Ph), ubiquilasi (Ub) dan isomerisasi prolin (Iso), yang terjadi
pada tempat asam amino yang spesifik, seperti K4 dan K9 pada ekor histon H3. Asam amino histon yang sama juga

mengalami modifikasi post translasi yang berbeda.
Dikutip dari Dawson MA, Tony Kouzarides T, Huntly BJP. Targeting epigenetic readers in cancer. N Engl J Med 2012;367:647-57.
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Gambar 29. Metilasi DNA dan modifikasi kimia terhadap histon dapat mempengaruhi kecepatan transkripsi DNA
menjadi molekul RNA (histon adalah protein tempat lilitan DNA membentuk kromatin). Aktivitas faktor transkripsi dan
struktur elemen DNA (lokasi dan sekuensi) dari elemen DNA pengaturan gen termasuk promotor, yang berada upstream

dari tempat dimulainya transkripsi RNA.

Dikutip dari Ecker JR. Serving up a genome feast. Nature 2012; 489: 52-53.

Meskipun semua sel di dalam tubuh mempunyai
sekuensi DNA vyang identik, namun setiap sel
mempunyai fenotipe dan pola ekspresi gen berbeda.
Misalnya, perubahan kromatin di otak dapat
mempengaruhi  ekspresi  gen  yang  berupa
‘epigenetik’ dan menetap walaupun terjadi
pembelahan  sel. Teori “kode  epigenetik”
menjelaskan bahwa dua kondisi kromatin diperlukan
dalam memodifikasi kompleks kromatin. Regio
dengan aktivitas transkripsi diperankan oleh asetilasi
lisin oleh enzim histone acetyltransferase (HATS)
dengan merelaksasikan struktur kromatin dengan
melemahkan interaksi muatan positif pada ekor
histon dengan muatan negatif fosfat yang menopang

DNA, sehingga memungkinkan aktivator transkripsi
masuk dan menginduksi gen. % Sedangkan histone
deacetylase (HDACs) memperantarai deasetilasi
lisin dengan merubah sifat elektrostatik kromatin
yang menyebabkan represi gen. *%1% Karena itu,
histone acetyltransferases (HATs) dan HDACs
bekerja saling berlawanan dalam mengatur kondisi
asetilasi protein.

Untuk mendapat gambaran secara umum tentang
peran epigenetik terhadap ekspresi gen, maka di
sini akan dipaparkan salah sau contoh pengaruh
histone deacetylase terhadap ekspresi pada
penyakit jantung dan ginjal dan upaya intervensi
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terhadap peran kromatin
modifikasi kromatin.

Ada spasi

Sebagian besar studi HDAC terfokus pada peranan
dalam pengaturan hipertrofi jantung. Hipertrofi
jantung terjadi sebagai respon patologik dalam
upaya untuk menormalkan regangan dinding jantung
untuk meningkatkan performan jantung. Untuk
jangka panjang, respon ini bersifat maladaptif, %
sehingga supresi terhadap hipertrofi jantung akan
menurunkan angka morbiditas dan mortalitas pada
pasien dengan hipertensi. Jika hipertensi tidak
ditanggulangi dengan baik, dapat menyebabkan
gagal jantung dengan preservasi fraksi ejeksi
(HFpEF). % Hal yang sama dapat terjadi pada ginjal
jika pengontrolan hipertensi tidak diatasi dengan
baik. Upaya menurunkan tekanan darah
menggunakan angiotensin  converting enzyme
inhibitor atau obat RB-bocker, melalui modulasi
terhadap  sistem  renin  angiotensin,  hanya
mempertahankan pengontrolan tekanan darah dan
sedikit memperlambat proses injuri glomerulus dan
mekanisme fibrotik sehingga berakhir pada HPpEF
dan penyakit ginjal tahap akhir.!®® Histone
deacetylases (HDACs) memegang peranan penting
dalam petogenesis penyakit ini, sehingga inhibitor
HDAC berpotensi terhadap pengobatan pada sumbu
kardiorenal ini. 13

dengan melakukan

Studi Zhang et al, mendapatkan bahwa HDAC kelas
lla befungsi sebagai represor terhadap signal
hipertrofi jantung. Ketika terjadi signal stres, HDAC
kelas Ila keluar dari nukleus kardiomiosit shingga
tidak mampu merepresi gen yang meningkatkan
pertumbuhan miosit. ¥ Hal ini berarti HDAC
bersifat  represi  terhadap  gen.  Penelitian
menggunakan mencit transgenik dengan
overekspresi HDAC2 dependent yang menyebabkan
hipertrofi dapat dihambat oleh HDAC inhibitor TSA
(trichostatin  A) atau valproic acid selama 2
minggu.t%

Bagaimana mekanisme HDAC inhibitor dalam
memberikan efek terapeutik terhadap penyakit
jantung, dalam hal hipertrofi dan gagal jantung ?
Tentu salah satu penjelasan adalah efek protektif
terhadap ekspresi gen jantung dengan melepaskan
represi, misalnya peningkatkan ekspresi gen
Kruppel-like factor (KIf)4 transcription factor,
karena gen ini dapat menekan ekspresi gen yang
berhubungan dengan hipertrofi jantung.

Studi Gardner et al., mendapatkan bahwa ekspresi
BNP (brain natriuretic peptide) yang memperantarai
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regangan ventrikel jantung, dan meningkat pada
gagal jantung pada waktu hipertrofi jantung,
bergantung pada HDAC2 dengan faktor transkripsi
yin-yang (YY1) terhadap promotor gen BNP. 40
YY1 mengalami asetilasi pada miosit jantung
sehingga deasetilasi terhadap faktor transkripsi ini
oleh HDAC akan menyebabkan stimulus terhadap
transkripsi gen BNP. Dengan menggunakan TSA,
dapat menghambat kompleks YY1: HDAC2 dan
menekan ekspresi BNP yang diinduksi endotelin. 140

Penelitian Menick et al., menunjukkan bahwa
aktivitas HDAC1 merangsang ekspresi gen
sodium/calcium exchanger (NCX1) selama terjadi
hipertrofi jantung. * Setelah asetilasi, Nkx2.5 tidak
mampu berasosiasi dengan p300 HAT sehingga
tidak mampu merangsang ekspresi NCXI.
Deasetilasi gen Nkx2.5 olen HDAC1 meningkatkan
hubungan dengan p300 dan menyebabkan ekspresi
NCX1, dan proses ini dapat dihambat oleh TSA.
Dengan demikian, dapat dikemukakan bahwa studi
gen BNP dan NCX1 menjelaskan mekanisme
HDAC menekan ekspresi gen dengan merubah
kondisi asetilasi pada protein nonhiston (Gambar
30). 136

Penyakit ginjal kronik (CKD, chronic kidney
disease) dapat disebabkan hipertensi dan diabetes.
Penyakit ini sebagai respon terhadap stres dan injuri
kronik, menyebabkan pelepasan sitokin dan
inflamasi. % Peningkatan kadar transformisng
growth factor-8 (TGF-R) mengaktivasi sel mesangial
dan fibroblast mengakibatkan produksi protein
extracellular matrix (ECM) sehingga menyebabkan
fibrosis organ baik terhadap ginjal dan jantung.!4
TGF-B juga meningkatkan dediferensiasii sel epitel
ginjal menjadi sel mesenkimal yang memproduksi
matrix melalui proses epithelial-to-mesenchymal
transition (EMT). 143

Studi Yoshikawa et al., menunjukkan bahwa TSA
dapat memblok TGF-R yang memperantarai EMT,
mengurangi  ekspresi  profibrotik ECM  dan
mempertahankan ekspresi  E-cadherin, marker
fungsional epitel. ** TSA juga meningkatkan
ekspresi faktor renoprotektif, bone morphogenetic
protein (BMP)-7, suatu inhibitor TGF-R signaling
yang dikenal menekan EMT dan mengembalikan
fibrosis ginjal. 145146 Pada model nefritis nefrotoksik
pada mencit dengan injuri renal autoimun selama 3
minggu, pemberian TSA dapat mengurangi fibrosis

dan  mengembalikan  fungsi  ginjal  secara
signifikan.'¥”  Pemberian ~ pan-HDAC  dapat
mengembalikan fungsi ginjal pada model ini.
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Mekanisme yang mendasari efikasi HDAC inhibitor 7 oleh stem cell di dalam ginjal. 1%

sebagian disebabkan oleh rangsangan ekspresi BMP-
Heart

Pathological Stimulus

4
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Gambar 30. Regulasi gen jantung oleh HDAC inhibitor. Stimuli stres memicu pengeluaran antihipertrofi HDAC class
Ila melalui nukleus. HDAC klas Ila memiliki aktivitas intrinsik katalitik minimal sehingga resisten terhadap HDAC
inhibitor. Pada kondisi patologik, faktor transkripsi YY1 terikat pada HDAC klas 1, HDAC 2 mendeasetilasi YY1,
meningkatkan ekspresi gen BNP. HDAC kelas 1 mendeasetilasi faktor transkripsi Nkx2.5, sehingga meningkatkan
hubungan terhadap p300 HAT dan merangaang ekspresi gen NCX1. Karena itu, penggunaan inhibitor HDAC dapat
menghambat ekspresi gen tersebut. Inhibitor HDAC merangsang gen Klf4 dan Egrl di dalam jantung, sehingga dapat
menghambat hipertrofi (KIf4) dan meningkatkan gen kontraktilitas (Egrl).

Dikutip dari Bush EW, McKinsey TA. Protein acetylation in the cardiorenal axis. The promise of histone deacetylase inhibitors. Circ
Res. 2010;106:272-284.

Restorasi asetilasi protein oleh HDAC inhibitor  menjanjikan pada penyakit kardiorenal. Kemampuan
merupakan  suatu  pendekatan terapi yang HDAC inhibitor dapat disebabkan kemampuan
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senyawa ini mempengaruhi berbagai tipe sel seperti  produksi sitokin inflamatori, EMT, deposisi ECM,
miosit, fibroblast, sel epitel, sel inflamatori dan dan apoptosis yang menyebabkan gagal organ

mekanisme patologik, misalnya hipertrofi miosit,  (Gambar 31). 13
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Gambar 31. Target HDAC inhibitor terhadap mekanisme patologik pada penyakit jantung dan ginjal kronik. Stres kronik
hipertensi dan diabetes menyebabkan hipertrofi kardiomiosit dan inflamasi yang menyebabkan fibrosis kardiorenal,
mengurangi fungsi organ, kematian sel dan akhirnya menyebabkan gagal organ. HDAC inhibitor dapat menargetkan
berbagai tipe sel dalam progresivitas penyakit. HDAC inhibitor bersifat kardioprotektif dan renoprotektif, memblok
hipertrofi jantung dan mencegah kematian sel ginjal pada model gagal jantung dan gagal ginjal.

Dikutip dari Bush EW, McKinsey TA. Protein acetylation in the cardiorenal axis. The promise of histone deacetylase inhibitors. Circ
Res. 2010;106:272-284.
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“Great things are done by a series of small things brought together”
-Vincent van Gogh-
PENDAHULUAN

ada manusia, informasi genetik (DNA) tersusun

di dalam 23 pasang kromosom berjumlah
kurang lebih 25.000 gen. Kromosom ini diibaratkan
sebagai sebuah pustaka dengan berbagai jenis buku
berbeda di dalamnya, yang memberikan instruksi
terbentuk seorang manusia; tersusun oleh jaringan
tubuh yang dibentuk oleh protein. Sekuensi DNA di
dalam genom terdiri atas 3x10° (3 miliar) basa,
disingkat dengan 4 huruf; A,C,G, dan T di dalam
urutan basa, sehingga memberikan suatu rangkaian
kata (gen), kalimat, bab dan buku. Namun,
bagaimana kejadian sel dikoordinasi selama
perkembangan normal dan abnormal merupakan
suatu tantangan dalam mengungkapkannya. *

42

Jika molekul DNA dari sel eukariot dibentangkan,
maka panjang sekitar 2 meter harus dikondensasikan
secara maksimal menjadi 10.000 lipatan untuk diisikan
di dalam sebuah nukleus, ruang yang menyimpan
materi genetik. DNA vyang mengelilingi suatu
“bantalan benang” protein, yang dikenal sebagai
protein histon, adalah polimer DNA vyang disebut
kromatin. Ketika tumpukan DNA berada di dalam
ruangan terbatas, maka timbul masalah sulit
mendapatkan buku pilihan, karena itu diperlukan
sistem indeks. Kromatin sebagai platform penyusun
genom memberikan indeks. Kromatin bersifat
fleksibel, karena dapat mengalami kondensasi (dikenal
heterokromatin) atau kurang kondensasi (eukromatin).
Hal ini terjadi karena adanya variasi kromatin yang



dikenal sebagai protein histon yang tidak lazim (histon
varian), perubahan struktur kromatin (remodeling
kromatin), dan penambahan unsur kimia ke dalam
protein histon (modifikasi kovalen). Penambahan satu
gugus metil ke dalam satu basa cytosine (c) dalam
cetakan DNA (dikenal metilasi DNA) dan histon
kovalen dapat mengubah kondisi kromatin. Noncoding
RNA dapat “menuntun” regio khusus di dalam genom
menjadi kromatin yang lebih kondesasi. Karena itu,
kromatin bersifat dinamik dalam menentukan indeks
genom dan signal protein dari pengaruh lingkungan,
sehingga menentukan apakah gen akan diekspresikan
atau tidak.

Pengaturan kromatin di dalam genom dikenal sebagai
“epigenetik”. Jadi, epigenetik memberikan pola indeks
yang diturunkan pada pembelahan sel, memberikan

Stem Cell Epigenetik

“memori” seluler, yang merupakan ekstensi informasi
diturunkan dari kode genetik (DNA). Karena itu,
epigenetik dapat didefinisikan sebagai perubahan
dalam transkripsi gen melalui perubahan kromatin,
tanpa proses perubahan sekuensi DNA. Proses
epigenetik yang menyebabkan perubahan ekspresi gen
umumnya melalui proses metilasi DNA, modifikasi
kromatin dan non-coding RNA. 2

Proses perkembangan pada sebuah sel telur yang
dibuahi dapat berlanjut dari satu genom tunggal
menghasilkan sejumlah “epigenom” berbeda pada
lebih dari 200 jenis sel (Gambar 1) ! Variasi
program ini dikenal sebagai “kode epigenetik” yaitu
mekanisme kovalen dan non kovalen yang
berpengaruh terhadap kondisi kromatin melalui
pembelahan dan perkembangan sel.

1 genome

DNA

|

chromatin \

NNGVNGN,

stored
information

organized
information

epigenomes

>25,000 genes
identical | %o |

DNAsequence '/ "~ &

Gambar 1. Sekuensi DNA (untaian ganda berwarna hijau). Komposisi kromatin pada seluruh genom bergantung pada
tipe sel, dan respon terhadap signal internal dan ekstena. (Panel bawah) Divertifikasi genom pada organisme multiseluler
selama perkembangan dan diferensiasi dari satu stem cell (embrio yang telah dibuahi) menjadi sel terdiferensiasi.
Pengembalian diferensiasi (de-defereniasi) atau transdiferensiasi (garis biru) memerlukan reprogramming epigenom sel.

Dikutip dari Allis CD, Jenuwen T, Reinberg D. Overview and concepts. In : Allis CD eds., EpigeneticsCold Spring Harbour Laboratory

Press 2007, p. 23-61.
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5mC, 5hmC acetylation  H3K4me1-3  H3K27me1-3 H3K36me1-3

By C&%
)=

. 5mC: HAT1, SETD1AB, EZH1/2 SETD2,
+= DNMT1/3A/3B ATF2, MLL1-4, SETD7, NSD1/3
‘;‘ 5hmC: MYST1 PRDM9, ASH1L WHSC1
TET1/2/3
R 5mC: DPF3B, RSC4, CHD1/2/7/8, CBX7, PHF2/PCL1,
% MeCP2, MBD1-4, SNF5, BPTF, TAF3, CDY/L/LZ, PHF19/PCL2,
© UHRF1 GCNbS ING2 MPP8 EAF3
& 5hmC:
see Ref 44
5 Refer to text HDAC1-11, KDM1A/B, KDM2B, KDMBA/B, NOGE8,
g regarding DNA CTBP1/2 KDM5A-D, JHDM1D KDM2A/B,
J  demethylation NO66 KDM4A-C

Gambar 2. Protein yang terlibat dalam regulasi modifikasi epigenetik. Writer menunjukkan enzim mengkatalisis
modifikasi. Reader adalah protein atau kompleks multiprotein yang mengenal dan berikatan dengan modifikasi, dan
eraser adalah kelompok enzim yang mengkatalisis epigenetic mark. Koordinasi pengaturan ketiga kelompok tidak hanya
mempertahankan epigenetik yang dapat diturunkan tetapi juga menentukan regulasi epigenetik selama perkembangan.
Daftar modifikasi histon writer, reader, dan eraser amat panjang. Karena itu, hanya dimuat contoh masing-masing
modifikasi. Protein dalam cetakan huruf biru menunjukkan defek jantung ketika terjadi mutasi. DPF3B-Tetralogy of
Fallot, MLL2-Kabuki Syndrome, CHD7-CHARGE Syndrome, WHSC1-Wolf-Hirschhorn Syndrome. 5mC
menunjukkan 5-methylcytosine; 5hmC, 5-hydroxymethylcytosine; ASHILL, (absent, small or homeotic)-like; ATF,
activating transcription factor 4; BPTF, bromodomain PHD finger transcription factor; CBX, chromobox; CDYL,
chromodomain Y-like; CHD, chromodomain; CTBP, C-terminal binding protein; DNMTs, DNA methyltransferases;
DPF3B, D4 Zinc and double PHD Fingers, family 3; EAF (Eleven nineteen lysine-rich leukemia gene)-associated factor;
EZH, enhancer of zeste; GCNS5, general control of amino-acid synthesis 5; H3K27me3, histone 3 lysine 27
trimethylation; HAT, histone acetyltransferase; HDAC, histone deacetylase; ING2, inhibitor of growth family member 2;
JHDM1D, jumonji C domain-containing histone demethylase 1; KDM, lysine demethylase; MeCP2, methyl- CpG
binding protein 2; MLL, mixed-lineage leukemia; MPP8, M-phase phosphoprotein 8; MYST1, MOZ YBF2 SAS2 TIP60
family member 1; NO66, nucleolar oxygenase 66; NSD1, nuclear receptor binding SET domain protein 1; PCL,
polycystin-like; PHF2, PHD finger protein 2; RSC4, remodel the structure of chromatin complex subunit 4; SETD,
su(var)3-9 and enhancer of zeste domain; SNF5, switch/sucrose nonfermentable (SWI/SNF) homolog 5; PRDM, PR
domain-containing; TAF3, TATA box binding protein associating factor 3; TET, ten eleven translocation; UHRF1,
ubiquitin-like PHD and Ring finger domain-containing protein 1; and WHSC1, Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1

Dikutip dari Boland MJ, Nazor KL, Loring JF. Epigenetic regulation of pluripotency and differentiation. Circ Res. 2014;115:311-324.

Perubahan fenotipe yang terjadi dari sel ke sel Regulasi epigenetik terhadap stem cell meliputi
selama perkembangan organisme multiseluler modifikasi DNA, seperti 5-methylcytosine (5mC)
diungkapkan oleh Waddington sebagai “epigenetic ~ dan 5-hydroxymethylcytosine (5hmC), modifikasi
landscape”. Namun, spektrum sel, dari stem cell ke ekor histon post-translasi, remodeling nukleosom
sel yang mengalami diferensiasi memiliki sekuensi  energy-dependent, dan long noncoding RNA. 2
DNA yang sama, tetapi sangat berbeda dalam profil Modifikasi DNA oleh residu deoxycytidine
gen yang diekspresikan. 2 memberikan efek terhadap ekspresi gen yang kuat.

456 pemahaman terkini mengenai modifikasi histon
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pada remodeling kromatin (kode histon) telah
mengungkapkan berbagai  hubungan epigenetik
yang kompleks. Modifikasi DNA atau histon yang
meliputi enzim yang mengkatalisis modifikasi
(writer), protein yang mengenal dan berikatan
dengan modifikasi (reader), dan enzim yang
menghilangkan  modifikasi  (eraser). Misalnya
histone 3 lysine 27 trimetilasi (H3K27 me3)
dikatalisis oleh histone methyltransferase (HMTase)
enhancer dari zeste homolog 2 (EZH2), dibaca oleh
chromobox homolog 7 (CBX7), dan dihapus oleh
lysine-specific demethylase UTX (Gambar 2). 3
Reader memiliki pengenalan terhadap motif yang
khas seperti methyl-CpG binding domain untuk
5mC dan bromodomain untuk lysine atau arginine
dalam  modifikasi yang spesifik, termasuk
chromodomain dan tudor, WD40 repeat, dan plant
homeodomain (PHD) finger domain. 7

Untuk mendapat gambaran yang lebih jelas dari
pengaruh epigenetik terhadap stem cell di atas, maka
dibahas cara pengaturan epigenetik terhadap sel
mamalia. Proses epigenetik yang menyebabkan
perubahan ekspresi gen umumnya melalui proses
metilasi DNA, modifikasi kromatin dan non-coding
RNA. 8 Berikut ini akan dipaparkan metilasi DNA,
modifikasi  histon, noncoding RNA vyang
berpengaruh terhadap elemen pengaturan spesifik
yaitu promoter dan enhancer.

METILASI DNA

Metilasi DNA bersifat diturunkan dan reversibel,
merupakan modifikasi epigenetik yang memegang
peranan penting dalam represi transkripsi, supresi
transposisi retroelemen, genomic imprinting, XCI
(X-chromosome inactivation), dan  susunan
kromatin. ® Metilasi DNA melakukan pemindahan
gugus metil dari S-adenosylmethionine (SAM) ke
karbon 5 dari cincin cytosine untuk menghasilkan 5
mC dalam CpG dinucleotide (cytosine-guanine
dinucleotide yang dipisahkan oleh satu phosphate).
39 Sekuensi CpG cenderung dikelompokkan
bersama dikenal sebagai CpG island mengelilingi
gen promoter. Gen ini dapat diidentifikasi sebagai
high (HCP) atau low (LCP) density promoter.:°
Reaksi pemindahan ini dikatalisis oleh DNA
methyltransferase (DNMTSs). Dikenal tiga enzim
DNMT yaitu DNMT1, DNMT3A, DNMT3B dan
kofaktor DNMT3L. 3° Ketika proses Kkatalisis
terjadi, gugus metil yang telah menempati tempat
promoter dapat mencegah ikatan oleh faktor
transkripsi dan juga ekspresi gen (Gambar 3).1% !

Stem Cell Epigenetik

Pada mamalia, metilasi DNA terjadi selama
perkembangan embrio dan dipertahankan Kketika
terjadi pembelahan sel. Karena itu, pola metilasi
DNA memungkinkan marking epigenetik genom
tetap stabil melalui pembelahan sel mutipel sehingga
membentuk memori sel.

3 cytosine guanine
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Gambar 3. Metilasi cytosine pada DNA.

(a) Penambahan satu gugus metil (merah) pada posisi 5
cincin pirimidin cytosine (tanda panah hitam) tidak
mengganggu pasangan basa GC (garis biru). DNA
methyltransferase berhubungan dengan karbon posisi 6
secara kovalen (tanda panah hijau) selama transfer gugus
metil. (b) Model DNA dimetilasi panel b pada cytosine
pada dua sekuensi yang saling komplementer. Gugus metil
berpasangan (warna merah hati dan kuning) terletak pada
sulkus mayor dari untaian ganda.

Dikutip dari Li En, Bird A. DNA methylation n mamals. In : Allis
CD eds. Epigenetics. Cold Spring Harbour Laboratory press
2007, p. 341-355.

Penelitian molekuler dan genetik menunjukkan
bahwa metilasi cytosine DNA berhubungan dengan
gene silencing (Gambar 4). ** Gugus metil dari
residu metil cytosine berada di sulkus mayor DNA
helix, tempat protein berikatan DNA dan
memberikan efek menarik atau mengeluarkan
protein yagn berikatan dengan DNA. Sejumlah
protein dapat berikatan dengan DNA yang
mengandung CpG dinucleotide yang dimitilasi,
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dikenal dengan methyl CpG binding protein, yang
dapat merekrut kompleks represor terhadap regio
promoter yang dimetilasi sehingga menyebabkan
transcriptional silencing. Metilasi CpG mencegah
ikatan protein dan berpengaruh terhadap transkripsi.
Faktor transkripsi hanya dapat berikatan dengan
sekuensi DNA yang mengandung CpG ketika tidak
dimetilasi. 1!

CpG ISLAND PROMOTER

ACTIVE

SILENCED

Gambar 4. CpG islands.

CpG islands adalah regio dengan kepadatan CpG tinggi
tetapi metilasi CpG berkurang pada promoter gen
manusia. Silencing gen jangka panjang terjadi jika metilasi
didapati pada CpG island. Misalnya, gen pada kromosom
X inaktif dan imprinted genes yang mengalami silencing
di tempat ini. Pada sel kanker terdapat gen tertentu yang
mengalami silencing oleh metilasi pada CpG island.
Dikutip dari Li En, Bird A. DNA methylation n mamals. In : Allis
CD eds. Epigenetics. Cold Spring Harbour Laboratory press
2007, p. 341-355.

MODIFIKASI KROMATIN

Histon adalah unsur pembentuk nukleosom, dengan
struktur berbentuk oktamer yang membungkus DNA
pada sel eukariot. Struktur yang terbentuk dikenal
sebagai kromatin. 1?2 Histon mudah mengalami
modifikasi melalui  proses dikenal sebagai
posttranslational modification (PTM). Modifikasi
yang berpengaruh terhadap struktur kromatin ini
dilakukan oleh 2 kelompok : 1. Molekul kimia kecil
termasuk asetilasi, fosforilasi dan metilasi. 2 Peptida
yang lebih besar; ubikuitilasi dan sumoilasi (Tabel
1).12

Mekanisme histone posttranslational modification
(HPTM) yang berpengaruh terhadap kromatin dapat
berupa transkripsi gen atau represi melalui tiga
model (Gambar 5).22 Model 1 adalah histon yang
telah mengalami modifikasi berpengaruh terhadap
struktur  kromatin. Model 2 HPTM dapat
menghambat ikatan suatu faktor terhadap kromatin.
Model 3 HPTM menciptakan suatu tempat ikatan
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untuk protein tertentu.

Tabel 1. Tipe histone posttranslational modification
kovalen
Peran dalam transkripsi Tempat modifikasi histon
Kelompok 1
Asetilasi aktivasi H3 (K9,K14, K18, K356)
H4 (K5, K8KI2,K16)
H2A
H2B (K6, K7, K16, K17)
Fosforilasi aktivasi H3 (S10)
Metilasi aktivasi H3 (K4, K36,K79)
represi H3 (K9, K27)
HA4 (K20)
Kelompok 2
Ubikuitilasi aktivasi H2B (K123)
represi H2A (K119)
Sumoilasi represi H3?
H4 (K5, K8, K12, K16)
H2A (K126)

H2B (K6, K7, K16, K17)

Dikutip dari Kouzarides T, Berger SL. Chromatin modifications
and their mechanism of action. In : Allis CD eds. Epigeetics. Cold
Spring Harbour Laboratory press 2007, p. 191-209.

Model 1: Chromatin structural change
P — PP
( ( 4

Model 2: Inhibit binding of negative-acting factor

M — 35»

Model 3: Recruit positive-acting factor —

BB — BIh

Gambar 5. Model menunjukkan bagaimana histone
posttranslational modification berpengaruh terhadap
kromatin.

Dikutip dari Kouzarides T, Berger SL. Chromatin modifications
and their mechanism of action. In : Allis CD eds. Epigenetics.
Cold Spring Harbour Laboratory press 2007, p. 191-209.

Asetilasi dan Deasetilasi

Penelitian  eksperimental menunjukkan bahwa
asetilasi (versus tanpa asetilasi) berhubungan dengan



proses transkripsi. Regio dengan transkripsi aktif,
atau akan menjadi aktif, cenderung menyebabkan
konfigurasi kromatin “terbuka” sehingga mudah
diakses DNase dan MNase, jika ditambahkan pada
nuklei, dapat memotong DNA. Dengan
menggunakan  chromatin  immunoprecipitation
(ChIP), dapat dianalisis protein yang berikatan
dengan sekuensi DNA tertentu secara in vivo. Pada
pertengahan tahun 1990 an, enzim asetilasi histon
dan deasetilasi pertama kali diidentifikasi dan
berperan dalam pengaturan gen. Aktivator yang
berikatan dengan DNA  merekrut  histone
acetyltransferase  (HAT) melakukan asetilasi
terhadap histon nukleosom, sedangkan represor

merekrut enzim HDAC (histone deacetylase)
melaksanakan  deasetilasi  histon.  Hal ini
menyebabkan  perubahan  nukleosom  dalam

mengatur gen on atau off (Gambar 6). 2 Aktivitas
enzim HAT dan HDAC penting untuk mengatur
aktivasi dan represi gen.

S~

/@ ON
%5—:( (o]

Gene repressor recruits histone deacetylase

P
-

Gambar 6. Enzim pengubah histon direkrut ke arah
promoter oleh faktor transkripsi yang mengikat DNA.
Histone acetyltransferase (HAT direkrut oleh aktivator
yang berikatan dengan upstream activating sequences
(UAS). Enzim ini mengkatalisis asetilasi pada histon, dan
berkontribusi  terhadap aktivasi transkripsi. Histone
deacetylases (HDAC) direkrut oleh represor transkripsi
yang berikatan dengan upstream repressive sequences
(URS) dan menyebabkan deasetilasi histon sehingga
terjadi represi transkripsi.

Dikutip dari Kouzarides T, Berger SL. Chromatin modeifications
and their mechanism of action. In : Allis CD eds. Epigenetics.
Cold Spring Harbour Laboratory press 2007, p. 191-209.

Protein HAT dapat mengadakan asetilasi residu lisin
pada ke empat inti histon, tetapi enzim yang berbeda
memiliki spesifisitas dalam pemilihan substrat
(Gambar 7). 2 Misalnya, famili HAT — GNAT
(acetyltransferase yang berhubungan dengan GNAT)

Stem Cell Epigenetik

dengan target pada histon H2 (?) sebagai substrat
utama. Famili HAT kedua adalah MYST, dengan
target pada H4. Famili ketiga adalah terbesar yaitu
CBP/p300 dengan target pada kedua H3 dan H4.
Domain protein khusus yaitu bromodomain, berikatan
khusus dengan lisin yang mengalami asetilasi. Protein
yang mengandung bromodomain lain adalah Tafl dan
Bdf1 di dalam kompleks TFIID.

’r
K2 i
‘ K8

Histone H3 Histone H4

Gambar 7. Tempat-tempat asetilasi histon. Histon
mengalami asetilasi terutama pada residu lisin yang
terletak pada amino terminal H3 dan H4, kecuali H3K56
pada globular domain. Tampak protein dengan ikatan
khusus pada histon asetilasi.

Dikutip dari Kouzarides T, Berger SL. Chromatin modeifications
and their mechanism of action. In : Allis CD eds. Epigenetics.
Cold Spring Harbour Laboratory press 2007, p. 191-209.

Terdapat berbagai enzim HDAC yang mengeluarkan
gugus asetil, dikenal tipe I, tipe Il, dan tipe Il atau
enzim yang berhubungan dengan Sir2. Tipe | dan
tipe 1l tidak melibatkan kofaktor sedangkan tipe IlI
memerlukan  kofaktor NAD sebagai bagian
mekanisme katalitik. HDAC bersama dengan
kompleks multisubunit sebagai komponen dengan
target enzim terhadap gen menyebabkan represi
transkripsi (Gambar 6).*?

Fosforilasi

Histon merupakan salah satu protein pertama yang
mengalami fosforilasi, ketika sel dirangsang untuk
proliferasi, dengan gen diinduksikan menjadi aktif
dan berfungsi merangsang siklus sel. Peningkatan
ekspresi gen berhubungan dengan fosforilasi histon
H3. Fosforilasi juga dikenal sebagai modifikasi
posttranslasi dalam proses signal transduction dari
permukaan sel melalui sitoplasma ke dalam nukleus
sehingga menimbulkan ekspresi gen. ?
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Metilasi

Metilasi adalah modifikasi histon kovalen yang lebih
kompleks karena dapat terjadi pada lisin atau
arginin. Modifikasi metilasi dapat menimbulkan
ekspresi transkripsi positif atau negatif bergantung
pada posisi residu di dalam histon (Tabel 1).'
Keadaan metilasi dapat juga terjadi secara multipel
pada masing-masing residu. Lisin dapat mengalami
mono (me-1), di (me-2) atau tri (me-3) metilasi,
sedangkan arginin dapat mono (mel) atau di-me(2)
metilasi. Kombinasi metilasi di dalam nukleosom
amat besar karena paling tidak terdapat 24 tempat
metilasi lisin dan arginin pada H3, H4, H2A, H2B.
Hal ini disebabkan proses regulasi yang bersifat
dinamik memerlukan sekuensi dan waktu transkripsi
yang tepat.

Dari sejumlah tempat metilasi yang dikenal, terdapat
enam yang telah diketahui. Lima terdapat pada H3
(K4, K9, K27,K36,K79) dan satu pada H4 (K20).
Secara umum, metilasi berkaitan dengan aktivasi
transkripsi dan juga represi (Tabel 1). > Ada dua
tempat yang berkaitan dengan DNA repair yaitu
H3K79me dan H4K20me. ?

Ubikuitilasi dan Sumoilasi

Ubikuitilasi (Ub) dan Sumoilasi (SUMO) adalah
polipeptida besar, yang meningkatkan ukuran histon
kurang lebih dua pertiga kali lipat, sedangkan PTM
sebelumnya; asetilasi, fosforilasi dan metilasi adalah
molekul kimia kecil. Ub and SUMO identik sebesar
18%, memiliki 3 dimensi dengan permukaan muatan
berbeda.

Ubikuitilasi dapat bersifat represif atau aktivasi
(Tabel 1), ' bergantung pada tempat khusus. H2A
dan H2B adalah tempat monoubikuilasi, dengan
H2B monoubikuilasi mengaktivasi transkripsi,
sedangkan H2K119ubl, bersifat represif terhadap
transkripsi pada mamalia dan dikatalisis oleh grup
protein Policomb Bmi2/RinglAt (tulisan Gambar 8
dihapus). 12

Sumoilasi bersifat represif pada jamur dan mamalia.
Peran SUMO bersifat negatif dengan mencegah
aktivasi HPTM. Inhibisi terhadap HPTM melalui
dua mekanisme : SUMO-histon secara langsung
menghambat tempat substrat lisin pada asetilasi dan
sumoilasi secara bergantian seperti terlihat pada
Gambar 5 model 2. Kedua, histon sumoilasi dapat
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merekrut HDAC ke arah kromatin (Model 3) dan via
grup SUMO vyang terjadi pada represor yang
mengikat DNA.

NONCODING RNA

Noncoding RNA (ncRNA) dapat dibagi atas dua
kelompok yang berhubungan dengan epigenetic
yaitu : long ncRNA, dan short ncRNA termasuk di
dalamnya miRNA, siRNA dan Piwi-interacting
RNA (piRNA). Dalam pembahasan pada bab ini,
difokuskan pada short ncRNA dan miRNA. %3

Short ncRNA dan miRNA

RNAI (RNA interference) adalah mekanisme
dsRNA (double stranded RNA) pendek yang
digunakan untuk pengaturan ekspresi gen pada
sekuensi  khusus, dengan pengikatan beberapa
nukleotida ncRNA terhadap regio coding atau
promoter mMRNA.2® Pengikatan ini mengakibatkan
silencing terhadap ekspresi mRNA. Meskipun ada 3
kelas utama ncRNA; miRNA, short interfering RNA
(siRNA) dan Piwi-interacting RNA (piRNA)
(Gambar 8), ¥ miRNA paling dikenal di antara
ketiga kelas pengatur ncRNA. Studi menunjukkan
bahwa tidak hanya satu gen miRNA yang
menargetkan pada beberapa ratus gen target dalam
mengurangi ekspresi, ** tetapi beberapa miRNA
dapat mengurangi ekspresi melalui metode
deadenilasi pada polyA tail. 5

miRNA mempunyai peran penting dalam stem
cell terhadap self-renewal dan diferensiasi. 6
Pengaturan pada self renewal atau self-replication
pada sel jaringan termasuk adult stem cell (sel
somatik dan  germline-cells) menyebabkan
pembelahan asimetrik, dengan satu sel anak
mempertahankan sifat stem cell dan sel anak lain
mempunyai fungsi diferensiasi. Sifat ini diatur
secara interseluler (antar sel melalui cell
signaling), juga intrasel melalui epigenetik,
transkripsi, translasi dan mekanisme posttranslasi.
Akhir-akhir ini, miRNA memegang peranan
penting dalam mengatur nasib dan sifat stem cell,
contoh klaster miR 290-295 adalah kelompok
miRNA yang memiliki motif sama dengan 5’
proximal AAGUGC. 7 Ekspresi klaster ini akan
meningkat selama perkembangan pre-implantasi
dan tetap meninggi pada embryonic stem cell
(ESC) dalam kondisi undifferentiated, tetapi
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menurun pada waktu diferensiasi ESC. ¥
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Gambar 8. Jalur pengaturan ncRNA. (A) miRNA pada awalnya adalah single-stranded RNA (ssSRNA) dihasilkan melalui
transkripsi atau splicing, yang melipat menjadi stem-loop membentuk double-stranded RNA yang tidak sempurna
(dsRNA). Kemudian diproses oleh endoribonuclease RNase Il (Dicer) sebelum mengalami denaturasi. Salah satu
untaian RNA (biasanya yang kurang stabil) berikatan dengan RNA-induced silencing complex (RISC), kemudian
berikatan dengan mRNA yang berisikan sekuensi komplementer terhadap miRNA, untuk menginduksi pemecahan atau
degradasi, atau memblok translasi. (B) siRNA dihasilkan oleh dsRNA dan dapat masuk melalui jalur post-transcriptional
gene silencing (PTGS), menyebabkan degradasi miRNA di dalam sitoplasma, atau trancriptional gene silencing (TGS)
yang melibatkan modifikasi kromatin. (C) piRNA adalah ssRNA yang dihasilkan dalam bentuk klaster dan dipecahkan
menjadi unit individual melalui mekanisme yang belum diketahui. Kemudian akan berikatan dengan protein PIWI untuk
menginduksi pengaturan epigenetik dan transposon.

Dikutip dari Collins LJ, Schonfeld B, Chen XS. The epigenetics of non-coding RNA : In : In : Tollefsbol TO ed. Handbook of
Epifegentics.AcademicPress2011,p.49-61.

pengontrolan glukosa secara intensif membuat

MEKANISME EPIGENETIK DALAM  DCCT diterminasi lebih dini yaitu reduksi insiden
PENGATURAN EKSPRESI GEN PADA dan progresivitas komplikasi  mikrovaskuler;
RISIKO KARDIOVASKULER nefropati, neuropati dan retinopati secara signifikan

pada terapi insulin intensif. ® Sebagai lanjutan
METILASI DNA DAN MODIFIKASI  terhadap studi ini, dilakukan studi observasional the
KROMATIN Epidemiology of Diabetic Interventions and

Complications (EDIC). ® EDIC meneliti insiden

Gambaran keterlibatan pengaturan ekspresi gen oleh
mekanisme epigenetik dapat dilihat dari hasil studi
besar Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT) 3 dekade yang lain. Studi acak tersamar
yang melibatkan 1441 pasien yang didiagnosis
diabetes tipe 1 menggunakan terapi suntikan insulin
1 atau 2 kali dibandingkan terapi kombinasi regimen
suntikan insulin multipel dengan monitoring glukosa
secara ketat. ¥ Hasil studi ini mendapatkan
penurunan kadar HbAlc 7% dan 9% pada masing-
masing pasien yang mendapat terapi insulin intensif
dan standar. Manfaat klinis yang diperoleh dari

kejadian makrovaskuler yang tidak dilakukan DCCT
sebelumnya karena jangka studi yang relatif singkat.
Hasil studi EDIC mendapatkan outcome vaskuler
yang lebih melebar antara kedua kelompok,
menunjukkan bahwa adanya pengaruh terapi insulin
sebelumnya. 2°

Manfaat terapi insulin secara intensif pada awal
pengobatan terhadap progresivitas komplikasi
vaskuler diabetika tetap lebih baik ketika uji Klinis
DCCT/EDIC telah memasuki dekade ke 4. Hal ini
yang sama terjadi pada uji klinis United Kingdom
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Prospective Diabetes Study (UKPDS) terhadap
pasien diabetes melitus tipe 2, meskipun dengan
level HbAlc yang hampir sama pada kedua
kelompok setelah di follow-up selama 10 tahun,
menunjukkan bahwa reduksi komplikasi vaskuler
secara persisten terjadi pada kelompok kontrol
intensif pada awal pengobatan dibandingkan dengan
terapi konvensional. Studi Veteral Affairs Diabetes
Trial selama follow-up 10 tahun menunjukkan
manfaat klinis pada kelompok dengan pengontrolan
glukosa intensif, meskipun tidak diperoleh
perbedaan outcome Kkardiovaskuler pada awal
pengobatan. Konsistensi hasil akhir studi ini dengan
studi  lain  menunjukkan  bahwa  outcome
kardiovaskuler tetap negatif meskipun telah
dilakukan uji coba sejumlah obat hipoglikemik yang
baru. Hal ini menunjukkan adanya pengaruh
hiperglikemia terdahulu sebagai faktor patogenik
yang mendasarinya yang disebabkan oleh
mekanisme pada tingkat molekuler yaitu perubahan
ekspresi gen pada vaskulopati akibat pemaparan

glukosa sebelumnya. Adanya memori biologik
terhadap hiperglikemia inilah sebagai pemicu
terhadap outcome penyakit vaskuler diabetik.

Pemicu ekspresi gen ini adalah perubahan epigenetik

CHROMOSOME CHROMATIN FIBRE NUCLEOSOME

sebagai penyebab memori biologik yang mendasari
komplikasi kardiometabolik. 8

Unit kromatin dengan nukleosom oktamerik
tersusun adalah 2 copy pada masing-masing protein
histon H2A, H2B, H3 dan H4 mengelilingi 147 bp
DNA (Gambar 9).2* Kemampuan kromatin
mengalami  perubahan adaptasi struktur dan
remodeling dari transisi tertutup (heterokromatin)
menjadi terbuka (eukromatin) terhadap sel adalah
kemampuan mengelola respon terhadap berbagai
stimuli dengan mengatur asesibilitas sehingga terjadi
perubahan ekspresi gen. 2

Bersama dengan aktivitas microRNA dan long
noncoding RNA, komponen kromatin marks
menentukan regio struktur dan fungsi genom.??
Modifikasi epigenetik melibatkan kromatin marks
berupa writer, eraser dan reader. Writer
membutuhkan enzim khusus yang memodifikasi
pada ekor histon, sedangkan eraser mengeluarkan
marks. Akhirnya, kelompok protein ketiga adalah
reader yang mengenal histone marks dan
memungkinkan ekspresi gen berlangsung.

EPIGENETIC CODE
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Gambar 9. Kromatin dan residu modifikasi. Kromatin mengatur struktur dan fungsi gen. DNA dibungkus menjadi satu
makrostruktur 30 nm terdiri dari serabut kromatin. Bersama dengan residu posttranlation modifications (PTM), kromatin
mengatur fungsi meliputi transkripsi, repair, replikasi dan kondensasi. Nukleosom sebesar 11 nm terdiri dari 147 bp
DNA dengan satu oktamer tersusun atas 2 copy dari masing-masing protein histon H2A, H2B, H3 dan H4. Ekor histon
dapat mengalami perubahan oleh writing enzyme dengan menambahkan histone methyltransferase, Set7. Ekor histon juga
cenderung terhadap perubahan oleh erasing enzyme yang mengeluarkan modifikasi dan diintepretasi oleh protein reader
yang mengidentifikasi modifikasi ekor histon. Residu cytosine dari dupleks DNA cenderung mengalami modifikasi oleh
enzim 5-methylcytosine (5mc) dan 5 hydroxymethylcytosine (5hmC) oleh methyl-CpG binding domain (MBD) dan ten-
eleven translocation (TET). Supresi gen melalui metilasi melibatkan rekrutmen MBD sedangkan protein TET mengalami

demetilasi DNA aktif dan regulasi ekspresi gen.

Dikutip dari Keating ST, Plutzky J, EI-Osta A. Epigenetic changes in diabetes and cardiovascular risk. Circ Res. 2016;118:1706-1722.
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endothelial histone acetylation and deacetylation

endothelial genomic methylation
f

monocyte histone acetylation

endothelial histone acetylation

endothelial

Gambar 10. Profiling epigenom pada sel monosit dan endotel manusia. Membedakan profil epigenom dari populasi sel
yang berbeda di dalam pembuluh darah. Misalnya, modifikasi histon dan sekuensi metilasi DNA genom yang diperoleh
dari sel monosit dan endotel menggunakan metode profiling epigenomik digabung dengan analisis dan integrasi
komputasi. Data asetilasi histon dari monosit CD14 dinilai oleh portal Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE). Data
asetilasi histon dan metilasi DNA dari sel endotel aorta manusia diperoleh dari GEO (Gene Expression Omnibus; ID:
GSE37378). Plot ini menunjukkan bahwa pola asetilasi histon dan metilasi DNA di dalam kromosom 17. Dengan peaks
yang dihasilkan secara seragam menggunakan MACS (Model-based Analysis of ChIP-Seq) membandingkan sampel
dengan input sekuensi pada dua jenis sel. Panjang peak berbanding lurus dengan kekuatan peak (dikalkulasi dengan niali
P). Asetilasi monosit ditunjukkan dengan warna ungu. Asetilasi sel endotel dengan warna biru, sedangkan regio metilasi
dengan warna merah. Trek terdalam menunjukkan promoter gen dari HAECs dengan asetilasi histon (hijau) dan
deasetilasi (orange) diinduksi oleh histone deacetylase inhibitor suberoylanilide hydroxamic acid. Semua gen pada
kromosom 15 berada pada bagian terluar (biru dengan garis luar merah). Nama-nama gen berhubungan dengan asetilasi
histon pada promoter.

Dikutip dari Keating ST, Plutzky J, EI-Osta A. Epigenetic changes in diabetes and cardiovascular risk. Circ Res. 2016;118:1706-1722.

Bukti saat ini menunjukkan bahwa mekanisme
epigenetik  yang mendasari semua  proses
aterosklerosis yang didahului oleh disfungsi endotel.
Diabetes meningkatkan proses aterogenesis melalui
proses peningkatan ekspresi adhesi dan faktor
kemotaktik pada sel endotel pada milieu diabetik, 2
hiperglikemia yang menginduksi migrasi dan
proliferasi vascular smooth muscle cells,** dan
peningkatan  akumulasi makrofag.?®> Meskipun
predisposisi  genetik  berkontribusi  signifikan
terhadap aterosklerosis, namun studi genome-wide

association menunjukkan bahwa komponen yang
diwariskan ini hanya memberikan fraksi kecil
terhadap penyakit kardiovaskuler. 26 Karena itu,
perubahan epigenetik yang berimplikasi terhadap
kejadian molekuler ~ mendasari perubahan
aterogenik.®

Dibandingkan dengan sampel aorta orang sehat
dengan aorta orang yang mengalami aterosklerotik
menunjukkan bahwa epigenetic signature pada
aterosklerosis ditandai dengan hipermetilasi CpG
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pada  pembuluh  darah  yang  mengalami
aterosklerosis, dengan perubahan spesifik terhadap
fungsi gen yang berhubungan dengan homeostasis
vaskuler. 2" Follow-up akhir-akhir ini menunjukkan
bahwa loki CpG pada plak aterosklerotik terjadi
peningkatan metilasi dengan progresivitas lesi.?®
Akumulasi deep-sequencing dataset yang dilakukan
proyek Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)
memungkinkan genome-wide map yang
menunjukkan pentingnya chromatin signature yang
berdasarkan tipe sel (Gambar 10).2%2 Berdasarkan
pemahaman ini terhadap epigenom yang mendasari
lesi aterosklerotik akan membuka tabir terhadap
perkembangan dan progresivitas penyakit sehingga
dapat ditranslasikan ke dalam pengobatan baru.

Pertanyaan sekarang adalah bagaimana menjelaskan
memori biologik yang ditimbulkan oleh respon
epigenetik terhadap hiperglikemia sebelumnya pada
pasien diabetes mellitus tipe 2, meskipun telah
diobati dengan berbagai obat hipoglikemik, namun
tidak menurunkan komplikasi makrovaskuler secara
signifikan ?

Produksi reactive oxygen species (ROS) oleh
mitokondria  akibat  hiperglikemia  mendasari
berkembangnya injuri vaskuler pada diabetes yang
mengaktivasi 4 jalur utama dalam patogenesis
komplikasi kardiovaskuler termasuk aktivasi protein
kinase C, produksi advanced glycation end product
(AGE), polyol pathway flux, dan jalur heksamin.®
ROS yang dimediasi hiperglikemia merupakan
pemicu memori glikemik pada pembuluh darah.
Protein disandi gen yang mencegah akumulasi ROS,
baik uncoupling protein-1 atau manganese
superoxide dismutase secara efektif dapat
menghilangkan aktivasi transkripsi dari marker
hiperglikemik pda sel endotel vaskuler, termasuk
RELA. Aktivasi persisten yang menghasilkan ROS
menyebabkan memori proinflamasi dari
hiperglikemia, misalnya peningkatan enzim protein
kinease C (PKC)-R dan NAD (P) H oxidase subunit-
47 phox meskipun glukosa telah normal di dalam sel
endotel manusia. 3!  Penelitian akhir-akhir ini
menunjukkan sekuele modifikasi epigenetik yang
memodulasi  ekspresi gen pro-oksidant dan
proinflamasi yang mendasari stres  vaskuler
persisten. ¥

Dalam studi Paneni et al., terhadap sel endotel aorta
manusia,® dan mencit diabetes, menunjukkan bahwa
aktivasi protein mitokondria dan mediator stres
oksidatif p66Shc oleh elevasi PKC BRIl meskipun
telah terjadi normoglikemia. Dengan silencing
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pp66shc yang dimediasi SiRNA pada saat
normalisasi glukosa mengurangi produksi ROS
mitokondria, mengembalikan ekspresi PKC BRIl ke

arah basal, mengurangi inhibisi eNOS dan
ketersediaan nitric oxide dipulihkan, sekaligus
menekan  peningkatan  metilglioksil  persisten.

Perubahan epigenetik secara konsisten mendasari
memori hiperglikemia. Histone deacetylase inhibitor
kelas Il secara signifikan meningkatkan p66Shc
MRNA dan ekspresi protein pada sel endotel vena
umbilikasli manusia. ** Hal ini berimplikasi bahwa
perubahan pada asetilasi histon, dengan peningkatan
transkripsi p66Shc selama hiperglikemia diperburuk
oleh histone deacetylase kelas Il SIRT 1 dan
dengan overekspresi enzim yang sama dapat
mengembalikan fungsi.

Penemuan ini berdampak pada implikasi komplikasi

kardiovaskuler ~pada diabetes. Hiperglikemia
menginisiasi  peningkatan  regulasi  epigenetik
ekspresi  pp66Shc dan produksi ROS yang

mengaktivasi PKC R11, selanjutnya mempertahankan
level pp66Shc, yang dipicu oleh peningkatan
asetilasi histon H3 yang dimediasi GCN5, sehingga
meningkatkan ROS vyang bergantung pada
perubahan epigenetik oleh enzim seperti set7. Selain
sebagai penghasil utama ROS, p66Shc juga
mengurangi  antioksidan manganese superoxide
dismutase, sehingga terjadi akumulasi ROS di dalam
endothelium vaskuler. 2% Hal ini menunjukkan
bahwa legacy hiperglikemia spike pada diabetes
dapat menimbulkan konsekuensi patologik yang
lama. Mengatasi aktivitas ekspresi terhadap pp66Shc
dengan SIRT1, GCN5 dan Set7 berpotensi terhadap
pengurangan komplikasi kardiovaskuler diabetika. °
Dalam studi Zhoe et al., mendapatkan bahwa SIRT1
menghambat ekspresi p66shc, melindungi terhadap
disfungsi  endotel yang ditimbulkan  oleh
hiperglikemia.®*

MICRORNA

Noncoding RNA terutama microRNA mempunyai
peranan penting dalam perkembangan dan penyakit
kardiovaskuler. 3536373839 Ha| ini disebabkan karena
sistem kardiovaskuler memiliki kerentanan terhadap
perubahan ekspresi gen yang ditimbulkan oleh
microRNA, sehingga jika terjadi gangguan, dapat
berakibat kelainan berat dan fatal. “°  Small
noncoding RNA atau dikenal microRNA adalah
untaian tunggal RNA berjumlah kurang lebih 22
nukleotida yang berfungsi menghambat ekspresi
pada target MRNA melalui komplementer terhadap



pasangan Watson-Crick antara seed region miRNA
dengan sekuensi yang terletak pada 3 ‘untranslated
regions (UTR). #° Jadi, microRNA adalah regulator
penting terhadap ekspresi gen posttranskripsi. 414243

Penelitian eksperimental menunjukkan bahwa setiap
microRNA  berperan penting dalam berbagai
penyakit jantung (Gambar 11), 4° misalnya miR-1,*
miR-133,° dan miR -208a “¢ berimplikasi terhadap
aritmia, miR-21,%” dan miR-29 ¢ terhadap fibrosis,
miR-208 4649 dan miR-133 % terhadap remodeling

diinduksi  pressure overload dan gangguan
metabolik.5!
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system
miR-1/miR-133 T miR-208a
Y Yy
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Proliferation conduction

Cell-cycle
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vl
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Pacemaker/ Transcriptional
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Bagaimana peran masing-masing microRNA
terhadap penyakit jantung ? Famili miR-29
mengalami downregulated setelah infark miokard
yang berarti  fungsinya menurun, sehingga
menghambat ekspresi protein matriks ekstraseluler
dan kolagen, dan berkontribusi pada pembentukan
jariangan parut dan fibrosis. 52 miR-21 berperan
penting dalam meningkatkan hipertrofi dan fibrosis
jantung dalam respon terhadap pressure overload.
Dengan melakukan knowdown terhadap miR-21
dengan antagomir, dapat mengurangi remodeling
jantung setelah kontriksi aorta torakalis.

Hypertrophic

miR-29 miR21  @-MHC mRNA miR-23a
y l' v * b > l' Hypoxia
ECM MAPK miR-208 Ubiquitin { \'
components  signalling proteclysis  MiR-320 miR-199
\ Transcriptional J- \ ‘/
Fibrosis b——— regulators = Hypertrophy  Apoptosis
1l
Myosin
switching

Gambar 11. Fungsi miRNA pada kondisi normal dan penyakit jantung. Semua tanda panah menunjukkan kerja normal
dari masing-masing komponen atau proses. MiR-1 dan miR-133 terlihat dalam perkembangan jantung normal (kiri)
dengan mengatur proliferasi, diferensiasi dan konduksi jantung. Misalnya, proliferasi ditingkatkan oleh regulator siklus
sel, tetapi miR-1 dan miR-133 menghambat regulator tersebut. miR 208a mengatur sistem konduksi. miRNA
berkontribusi terhadap perubahan remodeling setelah terjadi injuri jantung (kanan). miR-29 dan miR 21 masing-masing
memblok dan meningkatkan fibrosis jantung. miR-29 memblok fibrosis dengan menghambat ekspresi komponen ECM,
sedangkan miR-21 meningkatkan fibrosis dengan merangsang signaling mitogen-activated protein kinase (MAPK). miR-
209 mengatur myosin isoform switching hipertrofi dan fibrosis jantung. miR-23a meningkatkan hipertrofi jantung dengan
menghambat proteolysis ubikuitin, yang menghambat hipertrofi. Hipoksia mengakibatkan represi miR-320 dan miR-199,
yang masing-masing meningkatkan dan menghambat apoptosis. ECM, extracellular matrix; LV, left ventricle; MHC,

myosin heavy chain; RV, right ventricle.

Dikutip dari Small EM, Olson EN. Pervasive roles of microRNAs in cardiovascular biology. Nature 2011; 469: 336-342.
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Kemampuan  masing-masing miRNA  dalam
memodulasi jalur penyakit yang kompleks melalui
targeting terhadap beberapa komponen, membuat
miRNA dapat memodulasi respon jaringan terhadap
stres. Hal ini tentu berbeda dengan kerja obat klasik.
Target miRNA multipel ini memungkinkan miRNA
dapat menempuh mekanisme pintas sehingga
membuat sel atau jaringan tidak sensitif terhadap
satu jenis obat, melalui mutasi terhadap target obat
atau desensitisasi terhadap reseptor permukaan sel.
Mekanisme ini tidak mengurangi sensitivitas
inhibitor miRNA, yang dapat menargetkan pada
beberapa jalur penyakit.*

METODE PEMERIKSAAN EPIGENETIK
PEMERIKSAAN METILASI DNA

Berbagai jenis pemeriksaan tersedia dalam
melakukan pemeriksaan metilasi DNA, termasuk :
Southern blot hybridization, bisulfite sequencing,
COBRA (combined bisulfite restriction analysis),
MSP (methylation-specific PCR), Real-time MSP,
MethyLight, Pyrosequencing, dan MassARRAY. 53
Jika ingin dianalisis metilasi DNA sebagai penyebab
gene silencing, perlu dianalisis regio spesifik yang
mengatur ekspresi gen.>
A) (B)

Restriction
enzyme
recognition site

b

Setiap teknik memiliki ciri tersendiri termasuk
jumlah DNA diperlukan, fleksibilitas dalam memilih
tempat CpG untuk dianalisis, kuantitas teknik,
kompleksitas teknik dan harga. Umumnya jumlah
DNA vyang diperlukan Kkecil, kecuali teknik
Southern-blot hybridization. Yang mudah dilakukan
adalah teknik COBRA, MSP. Real time MSP,
Methylight, dan MassARRAY, sedangkan yang lain
tergolong intermediate. Teknik Southern dapat
mendeteksi metilasi/tidak metilasi pada tempat CpG
yang spesifik, sedangkan bisulfite sequencing
menganalisis pola metilasi pada masing-masing
molekul DNA.

PRINSIP PEMERIKSAAN METILASI DNA

Analisis metilasi DNA dilakukan berdasarkan
identifikasi 5-methylcytosine (Cm) dari cytosine
dengan menggunakan enzim restriksi yang sensitif
terhadap metilasi. Aktivitas enzim ini dipengaruhi
oleh adanya gugus metil pada tempat CpG di dalam
tempat resktriksi (Gambar 12). % Enzim resktrisi
metilasi, seperti Hpall dan Smal, bersifat tidak aktif
pada tempat CpG, dan McrBC, tidak aktif pada
tempat unmethylated CpG. Dengan menggunakan
teknik Southern-blot Hybridization dapat
mendeteksi perbedaan pemecahan.
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Gambar 12. Metode deteksi metilasi DNA. Deteksi menggunakan ezim restriksi sensitif terhadap metilasi. Genom DNA
dicernakan enzim restriksi (Hpall dalam gambar) ketika tempat restriksi (CCGG) dalam kondisi tidak metilasi, tapi tidak
dicernakan ketika tempat ini dimetilasi. Apakah genom DNA dicernakan atau tidak tergantung kondisi status metilasi
berada dalam DNA original. Cm singkatan dari metilasi cytosine. (B) Deteksi oleh konversi DNA dimediasi bisulfite.
Unmethylated cytosine dikonversi dengan cepat menjadi uracil dengan deaminasi sedangkan methylated cytosine
dikonversi dengan amat lambat. Karena itu, perbedaan status metilasi pada tempat CpG dapat dkonversi menjadi
perbedaan sekuensi, UpG atau CpG. Setelah konversi DNA dimediasi bisulfite, untaian ganda atas dan bawah tidak lagi

komplementer.

Dikutip dari Hattori N, Ushijima T. Analysis of gene-specific DNA methylation :

Academic Press 2011, p. 125-134.

54

In : Tollefsbol TO ed. Handbook of Epifegentics.



T
T, : TA
DNA double strand ﬁ\ T

Denaturation

Bisulfite
treatment
T T 1T 1T 1T 1T 1T T TT
TACGTUUGAU

DNA rersi
conversion A TC,’C: chﬁ

}

19

LI T L
N TACGTTTGAT
PCR  ATOCAAACTA

Ly o

T
[ ®
G
1 1 i
PCR product

sub-cloning
T L) LI

S T
Laaaaia

T TV T

AR I A N S AP S .

Direct PCR
sequencing

cloning sequencing

Gambar 13. Prinsip analisis metilasi menggunakan
sekuensi bisulfit. Setelah diperlakukan dengan sodium
bisulfit, residu cytosine tidak metilasi dikonversi menjadi
uracil sedangkan methylcytosine (5mC) tetap dipengaruhi,
Setelah amplifikasi PCR, residu uracil dikonversi menjadi
thymine. Status metilasi DNA ditentukan menggunakan
sekuensi PCR atau sekuensi kloning.

Dikutip dari Li Y, Tollefsbol TO. DNA methylation detection:
Bisulfite genomic sequencing analysis. Methods Mol Biol. 2011;
791:11-21.

Prinsip kedua bergantung pada konversi DNA
dimediasi bisulfite. Perlakuan ini dengan cepat
mengubah  unmethylated C  menjadi uracil,
sedangkan perubahan ke methylated C amat
lambat®. Status metilasi pada tempat CpG dapat
dikonversi menjadi sekuensi, UpG atau CpG, dan
ketika konversi telah berubah menjadi sekuensi
DNA vyang berbeda, maka dapat dideteksi
menggunakan teknik bisulfite sequencing, MSP, real

Stem Cell Epigenetik

time MSP, COBRA, pyrosequencing, dan
MassARRAY (Gambar 12). 52

Status metilasi ditentukan melalui sekuensi produk
PCR (deteksi status metilasi rerata) atau sekuensi
sub klon (deteksi distribusi molekul tunggal dalam
pola metilasi) (Gambar 13 ).5® Analisis sekuensi
bisulfit tidak hanya mengidentifikasi metilasi DNA
di sepanjang untaian tunggal DNA, tetapi juga
mendeteksi pola metilasi DNA dari untaian ganda
karena untaian DNA yang telah dikonversi tidak
komplementer dan produk amplifikasi dapat diukur.
Karena itu, sekuensi genomik bisulfit dianggap
sebagai teknik gold standard dalam mendeteksi
metilasi DNA karena dapat mengidentifikasi 5-
methylcytosine secara kualitatif, kuantitatif pada
pasangan basa tunggal.>®

TEKNIK PEMERIKSAAN
Southern-blot Hybridization

Status metilasi pada tempat yang telah dikenal enzim
restriksi dapat dimonitor dengan melihat band
fragmen DNA vyang diapit tempat restriksi.
Keuntungan teknik adalah kuantitasnya dapat
menggambarkan jumlah molekul DNA vyang
dicernakan atau tidak. Teknik ini terutama
digunakan untuk menganalisis sekuensi ulangan
karena mampu mendeteksi sekuensi multipel di
dalam genom. Kekurangan adalah analisis tempat
CpG terbatas dan memerlukan jumlah DNA yang
banyak. Saat ini, teknik ini jarang digunakan,telah
diganti teknik bisulfite.

Bisulfite Sequencing

DNA yang telah dikonversi bisulfite diamplifikasi
PCR menggunakan primer yang terdapat pada regio
yang kurang memiliki tempat CpG. Produk PCR
disekuensi, biasanya setelah kloning produk PCR,
dan tempat CpG diamplifikasi (Gambar 14A).53
Basa cytosine (C) dan thymine (T) pada tempat
CpG pada DNA vyang dikonversi menunjukkan
masing-masing methylated and unmethylated C.
Teknik ini memungkinkan investigasi status metilasi
pada setiap tempat CpG antara primers dan
bagaimana tempat CpG di dalam molekul DNA
tunggal dimetilasi. Dengan metode ini, dapat
dianalisis hampir setiap metilasi DNA. Kekurangan
teknik ini adalah pekerjaan intensif memerlukan
sekurang-kurangnya 10 klon per satu sampel yang
disekuensi.
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Gambar 14. Prinsip teknik analisis metilasi DNA. Tempat CpG methylated and unmethylated ditunjukkan masing-
masing dalam lingkaran tertutup dan terbuka. (A) Bisulfite sequencing. DNA yang dikonversi bisulfite diamplifikasi oleh
PCR dengan primer tidak terdapat pada tempat CpG. Produk PCR diklon, dan masing-masing klon disekuensi. Tenik ini
memberikan pola metilasi pada molekul DNA pada tempat CPG. (B) COBRA, DNA yang dikonversi bisulfite
diamplifikasi oleh PCR dengan primer tidak terdapat pada tempat CpG, dan produk PCR dicernakan oleh enzim restriksi
(Tag) dalam gambar ini. Pada assay COBRA, jika cytosine pada tempat CpG dimetilasi, tempat restriksi tetap.
Sebaliknya, jika tempat tidak dimetilasi, restriksi akan hilang. Analisis kuantitatif dilakukan dengan gel elektroforesis.
(C) MSP, status metilasi pada beberapa CpG di dalam sekuensi primer dilakukan dengan PCR dengan primer pada
template metilasi dan tidak metilasi dan monitoring ada atau tidaknya PCR produk. Kondisi PCR dioptimalisasi
menggunakan DNA metilasi atau tidak metilasi. (D) Real time MSP. Jumlah molekul DNA metilasi dan tidak metilasi
dihitung dengan real-time MSP. (E) Pyrosequencing. Polimorfisme C/T pada produk PCR diteliti dengan mengukur
pirofosfat yang dilepaskan. Jumlah pirofosfat dikonversi menjadi signal seperti ditunjukkan dalam program. (F)
MassARRAY. Produk PCR diamplifikasi dari DNA yang dikonversi bisulfit ditranskripsi secara in vitro, dan dipecahkan
RNase A. Perbedaan dalam massa pada produk C dan T (16 Da) dideteksi dengam mass spectrometry.

Dikutip dari Hattori N, Ushijima T. Analysis of gene-specific DNA methylation : In : Tollefsbol TO ed. Handbook of Epifegentics.
Academic Press 2011, p. 125-134.
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COBRA (Combined Bisulfite  Restriction
Analysis)
Teknik ini didasarkan pada munculnya atau

hilangnya tempat pengenalan enzim restriksi setelah
konversi bisulfit (Gambar 14 B). % Jumlah rasio
molekul DNA yang dimetilasi atau tidak dapat
dihitung. Teknik ini dapat mendeteksi jumlah
metilasi pada tempat CpG dan kemudahan prosedur.
Kekurangannya adalah tempat CpG yang dianalisis
terbatas.

MSP (Methylation-specific PCR)

Teknik ini dapat mencari status metilasi di dalam
beberapa tempat CpG dengan melakukan PCR pada
tempat yang spesifik untuk sekuensi metilasi dan
tanpa metilasi dan mengamati ada atau tidak adanya
produk PCR (Gambar 14 C). % Molekul DNA
dengan pola mosaik tidak diamplifikasi. Teknik ini
mudah dilakukan dan memiliki fleksibilitas tinggi
dalam menseleksi regio genomik untuk dianalisis
karena primer dapat dirancang pada posisi
sembarangan, meskipun regio yang dianalisis kaya
CpG. Kekurangan adalah mudah mendapatkan hasil
positif dan negatif palsu.

Real Time MSP dan Methylight

Teknik ini dilakukan dengan deteksi real time dari
produk MSP. Dengan membandingkan amplifikasi
uji sampel dengan sampel standar yang berisikan
jumlah molekul DNA yang telah diketahui, maka
jumlah molekul DNA vyang dimetilasi dan tidak
dimetilasi dapat dihitung (Gambar 14 D).>® Produk
PCR dapat dideteksi dengan pewarnaan seperti
SYBR Green | (real time MSP) atau Tag-Man probe
(Methylight). °6 Teknik ini memiliki fleksbilitas
tinggi selama menyeleksi regio genom yang
dianalisis seperti MSP, dan perhitungan jumlah
metilasi DNA akurat dan sensitif. Karena itu, cocok
digunakan untuk analisis jumlah sampel besar dalam
klinis.

Pyrosequencing

Pyrosequencing dapat mendeteksi tingkat metilasi
pada setiap tempat CpG dalam produk PCR yang
diperoleh dari primer untuk sekuensi metilasi dan
tanpa metilasi setelah konversi bisulfite. Jumlah C
dan T pada masing-masing tempat dikonversi
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menjadi sejumlah pirofosfat yang dilepaskan dari
metode ekstensi primer. Jumlahnya dapat dihitung
menggunakan sistem  Pyrosegencing (Qiagen)
(Gambar 14 E). 5 Keuntungan teknik ini adalah
akurasi dalam jumlah dan kemudahan prosedur.
Kekurangan adalah sulit merancang primer yang
sesuai.

MassARRAY

MassARRAY mendeteksi tingkat metilasi pada
masing-masing tempat CpG di dalam produk PCR
menggunakan primer untuk sekuensi metilasi dan
tanpa metilasi setelah konversi bisulfite. Dengan
teknik ini, PCR dilakukan dengan reverse primer
bersama dengan T7 promoter tag. Transkrip in vitro
dapat dipecahkan oleh RNase A, yang mencernakan
basa pirimidin (Gambar 14 F). 3 MassARRAY
amat baik digunakan untuk menghitung jumlah
metilasi DNA di dalam tempat CPG dalam jumlah
sampel yang banyak, hanya harga instrumen yang
mahal.

PEMERIKSAAN MODIFIKASI KROMATIN

CHROMATIN
(ChIP)

IMMUNOPRECIPITATION

Chromatin immunoprecipitation (ChlIP) pertama kali
dikembangkan oleh Gilmour dan Lis 5% dan
Solomon dan Varshavsky 5° melibatkan sel hidup
dengan formaldehid untuk memfiksasikan protein ke
dalam substrat DNA di dalam
sel.(tulisangambar15,hapus)®®  Kromosom  yang
mengalami crosslink diekstraksi dan difragmentasi
oleh enzim. Kemudian dilakukan isolasi dengan
pemurnian immune-afinitas menggunakan antibodi
terhadap protein. Fragmen yang dimurnikan
dilakukan assay dengan sejumlah teknik seperti
Southern blot atau polymerase chain reaction (PCR),
untuk menentukan hubungan sekuensi DNA dengan
protein.?*®2 Metode untuk mendeteksi interaksi
protein-DNA pada genom jamur menggunakan
DNA microarrays (ChlP-chip) dikemukakan tahun
2000. 3%  perkembangan teknologi selanjutnya
adalah menggunakan high throughput sequencing
(ChlP-seq) membuka lembaran baru dalam analisis
berbasis ChIP terhadap kontrol gen dan epigenom,
memungkinkan surveilen terhadap seluruh genom
tanpa bias yang dilakukan chip sebelumnya. Jadi,
ChIP adalah suatu alat yang bermanfaat untuk
mempelajari interaksi protein-DNA dan perubahan
kromatin yang berhubungan dengan ekspresi gen.
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Karena itu, dapat dikumpulkan data epigenetik yang
meliputi seluruh genom. Teknik ini memungkinkan
penkayaan fragmen DNA yang terikat pada protein
spesifik dan identifikasi sekuensi spesifik dari
fragmen menggunakan microarrays, meliputi
sekuensing genom (tiling arrays) atau next-
generation DNA sequencing (Gambar 15). 6

Chromosome confirmation capture (3C) pertama
kali dikembangkan oleh Dekker, yang menentukan
interaksi antara setiap pasangan loci dari genom di
dalam sel. %667 Sama seperti ChIP, 3C menggunakan

Formaldehide
cell fixation

Cell lysis

Chromatin
fragmentation

Immunoaffinity
precipitation
of protein—-DNA
complexes

DNA isolation

ChIP-chip

/ Differential labeling \

and hybridization
to genomic microarrays

_

A

formaldehid untuk melakukan crosslinking pada sel

untuk mempertahankan interaksi genom untuk
dilakukan  analisis. Crosslinked  chromatin
dicernakan dengan enzim resktriksi dan DNA

genom yang dicernakan diligasi dalam kondisi untuk
mempertahankan ligase intramolekuler dari segmen
kromatin. Crosslink kemudian dibalikkan dan
campuran ligase dimurnikan. 3C akan menghasilkan
produk genome-wide ligation dengan masing-
masing produk ligase berhubungan dengan suatu
interaksi spesifik antar kedua loci di dalam nuklei
(Gambar 16). ¢

ChiIP-Seq

@ssive parallel

sequencing

Ll [

\

Gambar 15.1dentifikasi interaksi protein-DNA pada tingkat genome-wide menggunakan chromatin imunoprecipitation
(ChlIP) atau microarrays berbasis (ChIP-on-chip) atau next generation sequencing technology platform (ChIP-seq).
Dikutip dari Janit K, Janit M. Assessing epigenetic information. In : Tollefsbol TO ed. Handbook of Epifegentics. Academic Press 2011,

p. 159-171.
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Gambar 16. Teknik ChIP dan 3C. Sel yang dikutur atau primer dengan perlakuan formaldehid menjadi crosslink DNA
berikatan dengan protein di dalam loci in situ. Nuklei crosslink diproses dengan ChIP seperti pada panel kiri atau 3C pada
panel kanan. Nuklei DNA difragmentasi menghasilkan segmen DNA berhubungan dengan protein (kotak, segitiga,
lingkaran)). Protein yang diteliti (segitiga hitam) diseleksi dengan immune-affinitiy precipitation, dan crosslink
dibalikkan. Hasil DNA co-presipitasi dianalisis dengan whole-genome microarray (ChlP-chip) atau high-throughput
sequencing (ChlP-seq). Untuk menganalisis lipatan 3 dimensi, 3C menggunakan kromatin crosslink yang dicernakan
dengan enzim resktriksi dan ligasi dibawah kondisi larut menjadi ligase intramolekuler dalam DNA. DNA ligasi
dimurnikan dan dianalisis dengan PCR, DNA microarrays, atau sequencing.

Dikutip dari Wacker DA, Kim YJ, Kim TH. Chromatin modifications distinguish genomic features and physical organization of the
nucleus. In : Tollefsbol TO ed. Handbook of Epigenetics. Academic Press 2011, p. 159-171.

Dengan metode berbasis ChIP dapat diketahui
struktur dan fungsi dinamika epigenom. Misalnya,
dengan metode ini dapat diketahui histon marks
pada sel T CD4+ yang dilakukan oleh dua studi yang
saling berkaitan (Gambar 17).5° Studi ini dapat
menjelaskan fungsi modifikasi histon. Kalau H3K27

dan K9 di- dan trimetilasi (H3K27 me2 dan me3 dan
H3K9-me2 dan me-3) dikonfirmasi sebagai
repressive marks, maka monometilasi dari residu ini
berhubungan dengan promoter aktif. H2BKS5
monometilasi berhubungan degnan downstream
transcription start sites.
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550

Active promoter marks

“ Silent promoter marks

H2BK5ac H4K5ac H3K9me2,3
H2BK12ac H4K8ac H3K27me2 3
H2BK20ac H4K91ac H4K20me3
H2BK120ac H2A.Z
H3K9me1 H3K27me1
13K4me1,23 H4K20me1
H3K4ac H3K36me3
H3K9%ac H3BK5me1
H3K18ac
H3K27ac
H3K36ac

Gambar 17. Promoter aktif dan silent pada histone marks.
Distribusi histone marks aktif (kiri) versus silent (kanan).
Backbone 17 dari active chromatin marks ditunjukkan
dengan huruf tebal. Me-1, me2, me3, mono-di- tri- methyl
masing-masing. Ac= acetyl.

Dikutip dari Wacker DA, Kim YJ, Kim TH. Chromatin
modifications distinguish genomic features and physical
organization of the nucleus. In : : Tollefsbol TO ed. Handbook of
Epigenetics. Academic Press 2011, p. 159-171.

METILASI DNA PADA RISIKO DAN
PENYAKIT KARDIOVASKULER

Kondisi metilasi DNA berperan penting terhadap
regulasi proses biologik yang mendasari penyakit
kardiovaskuler  (PKV), seperti aterosklerosis,
hipertensi dan inflamasi. 8870 Misalnya, mencit
dengan genom hipometilasi mempunyai peningkatan
ekspresi marker inflamasi, "* dan hipometilasi DNA
merupakan awal pembentukan garis lemak di dalam
aorta. > Pada ApoE-null mencit yang cendrung
aterosklerosis, perubahan metilasi DNA terjadi pada

leukosit darah perifer dan aorta sebelum
pembentukan lesi vaskuler. 7 Perubahan ini
berperan terhadap peningkatan inflamasi dan

aterosklerosis. Jika jaringan jantung orang normal
dibandingkan dengan pasien dengan gagal jantung,
jaringan yang berpenyakit menunjukkan perubahan
metilasi pada gen yang berhubungan dengan
angiogenesis juga ekspresi. 74

NH, NH,
CH
7 Z 3
N | DNMT N |
O)\ 4 . O)\
ll\l SAM SAH T
Cytosine 5-Methylcytosine

WANN

—_——

gene |

Active Transcription

Gambar 18. Metilasi DNA biasanya berhubungan

SN

® CH,

.l mep

—

gene |

Inactive Transcription

dengan transkripsi inaktif dan supresi ekspresi gen. Gambar

menunjukkan mekanisme molekuler menghubungkan metilasi DNA dengan transkripsi inaktif. Cytosine dimetilasi
menjadi 5-methylcytosine oleh DNA methytransferase (DNMT). Ikatan methyl CpG binding protein terhadap sekuensi
metilasi mencegah akses sekuensi oleh faktor transkripsi, sehingga menekan transkripsi. MBP menunjukkan methyl CpG
binding protein; SAM, S-adenosylmethionine; dan SAH, S-adenosylhomocysteine.

Dikutip dari Zhong J, Agha G, Baccarelli AA. The role of DNA methylation in cardiovascular risk and disease. Methodological aspects,
study design, and data analysis for epidemiological studies. Circ Res. 2016;118:119-131.

Perubahan metilasi DNA yang berhubungan dengan
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diet dapat berpengaruh terhadap PKV pada manusia.



Flavonoid, sebagai antioksidan, memberikan
proteksi terhadap penyakit jantung, karena dapat
mengurangi DNMT 757677 (DNA methyltransferase)
yang mengubah DNA metilasi menjadi 5
methylcytosine (Gambar 18), " sehingga terjadi
peningkatan level metilasi DNA. Pada North Texas
Health Study, peserta yang mengkomsumsi tinggi
sayur-sayuran dan buah-buahan memiliki sekuensi
ulangan LINE-1 (long-interspersed nucleotide
repetitive elements-1) lebih tinggi dibandingkan
dengan orang yang memakan tinggi lemak dan
karbohidrat. "> Penelitian Normative Aging Study
dilaksanakan di Boston mendapatkan bahwa subjek
dengan prevalensi penyakit jantung iskemik dan
stroke yang tinggi mempunyai metilasi LINE-1 lebih
rendah. 7

Hubungan metilasi DNA dan perokok dewasa
terhadap gen AHRR dapat dilihat pada fibroblast dan
makrofag alveolar. 8 Penelitian kembar monozigot
mendapatkan adanya perubahan metilasi antara
kembar perokok dan bukan perokok di dalam 8 loki,
termasuk loki AHRR dan FeRL3. Perbedaan metilasi
DNA juga diamati pada perokok sekarang versus
terdahulu, pemaparan merokok kumulatif (jumlah
rokok dihisap seumur hidup), dan waktu berhenti
merokok (di antara mantan perokok). 882 Perubahan
metilasi DNA dalam respon terhadap merokok
berhubungan dengan merokok dan PKY 83848586
menunjukkan bahwa adanya peran metilasi DNA.

Pemaparan terhadap faktor lingkungan seperti polusi
udara, logam berat, dan arsenik, dapat menginduksi
stres oksidatif dan memicu inflamasi, yang
berkontribusi  terhadap  aterogenesis  melalui
peningkatan sitokin, disfungsi endotel, trombosis
dan artimia. & Partikel polusi udara berhubungan
dengan onset infark miokard dan risiko penyakit
jantung dan stroke jangka panjang. 8889908192 Sydi
menunjukkan udara partikel dalam udara lembab,
9.9 Jogam dan zat racun merubah metilasi DNA
pada elemen repetitif, juga gen spesifik.%%97

INTERVENSI
MENCEGAH
KARDIOVASKULER

EPIGENETIK DALAM

PENYAKIT

Dengan memahami pengaruh epigenetik terhadap
PKV, terutama epigenom yang dapat menjadi target
untuk dilakukan intervensi, sehingga dapat
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diterjemahkan pengetahuan ini dalam praktek.
Misalnya, metilasi DNA bergantung pada siklus
biokimia yang memerlukan donor metil, maka
intervensi diet dapat dilakukan berupa komsumsi
asam folat, vitamin B6, B12, metionin, betaine, dan
kolin. ® Metilasi DNA juga sensitif terhadap zinc,
% flavonoid, * vitamin C,*® dan niacin.®* Karena
itu, analisis epigenetik baseline dapat digunakan
untuk mengidentifikasi individu yang mendapat
manfaat dari intervensi nutrisi.

Keseimbangan diet fitokimia dan kesehatan
merupakan hubungan antara manusia dan alam
(Gambar 19). 192 Berbagai senyawa polifenol seperti
resveratrol, tea catechins, dan flavonoid, dijumpai di
dalam sayur-sayuran, buah-buhan dan juice tumbuh-
tumbuhan atau minuman memberikan efek
kardioprotektif, neuroprotektif, kemopreventif dan
anti-inflamasi. Mekanisme manfaat fitokimia adalah

1. Aktivitas antioksidan atau meningkatkan
ekspresi protein antioksidan; 2 mengurangi stress
signaling endoplasmic retikulum; (3) menghambat
sitokin anti-inflamasi; (4) menghambat faktor
transkripsi berhubungan dengan penyakit metabolit;
(5) menginduksi ekspresi gen metabolik; (6) aktivasi
faktor transkripsi yang mengantagonis inflamasi. 1%
Makanan ini memiliki aktivitas epigenom dan
menentukan  respon  adaptif terhadap  stres,

metabolisme energi, homeostasis imun, dan fisiologi
tUbUh. 104,105,106,107

Bukti  akhir-akhir ini mengemukakan peran
hiperhomosisteinemia terhadap penyakit vaskuler
dimediasi oleh akumulasi adenosyl-homocystein (Hcy)
dan metilasi DNA. Hcy berkompetisi dengan SAM
(donor gugus metil) (Gambar 18),” berikatan dengan
DNMT, yang menyebabkan hilangnya metilasi secara
pasif dalam replikasi DNA. Kadar Hcy tinggi dalam
darah berkorelasi dengan hipometilasi DNA dan
aterosklerosis sehingga menyebabkan reduksi metilasi
DNA sebesar 35% di dalam limfosit darah perifer.
109110,111.112 Hal yang sama terjadi pada insulin glukosa,
folat atau diet kaya flavanol mengganggu metabolisme
donor metil dan pool SAM, menyebabkan perubahan
metilasi DNA. 12113114115 Karena itu, makanan kelas
spesifik dapat dirancang untuk modulasi epigenetik
terapeutik terhadap penyakit gaya hidup seperti PKV,
dan diabetes. Studi epidemiologik dan antropologik
medis telah menunjukkan bahwa diet kaya flavanol
seperti pada coklat berhubungan terbalik dengan risiko
kardiovaskuIer.116’“7'118'119'120’121’122
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Nutritional Epigenetics

Epigenetic effects of nutrition
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MPO, CFTR, ...

CYP members, GSTM famlly
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LEP, NPY, POMC,
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Personalized Epigenetic Biomarkers

Personalized Nutrition

Gambar 19. Mekanisme regulasi epigenetik dari senyawa nutrisi. Modulasi berbagai kromatin writer-eraser oleh
fitokimia (panel kiri). Gen yang menyandi protein absorpsi, distribusi, metabolisme, dan ekskresi (ADME) diregulasi
secara epigenetik menentukan respon masing-masing nutrisi. Modifikasi epigenetik terhadap gen yang berhubungan
dengan penyakit dapat berkontribusi terhadap diagnosis (biomarker) juga pencegahan atau progresivitas penyakit (panel

kanan).

Dikutip dari Szarc vel Szic K, Declerck K, Vidakovi¢ M, Vanden Berghe W. From inflammaging to healthy aging by dietary lifestyle
choices: is epigenetics the key to personalized nutrition? Clin Epigenetics. 2015;7:33.

Berbagai senyawa nutrisi (seperti epigallocatechin
gallate, resveratrol, genistein, curcumin,
isothiocyanates, withaferin A) (Gambar 19) %2 telah
diketahui dapat mengintervensi writers, readers
kromatin, atau eraser seperti DNMT, histon kelas I-
IV deacetylase (HDACS), histone acetyl transferase
(HATS), dan HDAC sirtuin (SIRTSs) kelas 11l yang
memodulasi  respon inflamasi dan  senesen
imunologik.123124125126 HDAC adalah metaprotein
zinc yang bergantung pada Zn?* untuk aktivitasnya
dan dibagi atas empat kelas berdasarkan
homologinya dengan HDAC jamur. HDAC kelas 111
disebut sebagai sirtuins, tidak bergantung zinc tetapi
nicotinamide  adenine  dinucleotide  (NAD+).
Inhibitor HDAC kelas I-IV mengandung gugus
terdiri dari thiolate, thiol, hycroxamate, karboksilat,
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mercaptoamide, epoxide atau keton yang bersifat
Zn?* chelating. Flavonoid, adalah activator HDC
kelas 111 ( SIRTS). 2
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“The art of simplicity is a puzzle of complexity”

—Douglas Horton-

PENDAHULUAN

tem cell adalah sel yang mempunyai dua sifat

utama : self-renewal dan berdiferensiasi. *2
Secara eksplisit, stem cell mampu menghasilkan sel
anak yang identik dengan sel induk melalui mitosis
(self-renewal), juga menghasilkan sel anak (progeni)
dengan potensi terbatas (sel terdiferensiasi). 3
Dengan Kkapasitas self-renewal berarti mampu
menghasilkan kembali satu sel progeni yang
memiliki fenokopi yang sama dengan sel induk dan
satu progeni berdiferensiasi. Sehingga stem cell
dideskripsikan sebagai ‘immortal’, ‘unlimited’ atau
‘kontinu’ dalam kapasitas replikasi sel. ® Istilah
“immortal” ini ditinjau dari “replicative ageing”

68

kurang tepat, karena sel progeni dapat mengalami
proses “penuaan.” ®

Self-renewal pada stem cell bertujuan untuk
membuat lebih banyak stem cell melalui
pembelahan simetris yaitu menghasilkan dua stem
cell, misalnya pada awal perkembangan embrio yang
normal, pembelahan stem cell yang bersifat transien
ini untuk pertumbuhan tubuh.*  Sedangkan
pembelahan asimetris adalah menghasilkan satu
stem cell dan satu sel anak terdiferensiasi dengan
kemampuan diferensiasi terbatas.* Sifat self-renewal
menjadikan stem cell dapat memberikan jumlah
suplai sel tanpa terbatas, sedangkan potensi
diferensiasi memungkinkan stem cell menghasilkan



semua jenis sel. Sifat ini membuat stem cell dapat
digunakan dalam kedokteran regeneratif. °

Secara fungsional, stem cell mempunyai sifat
potensi karena mampu menghasilkan progeni yang
terdiferensiasi. Stem cell yang mampu menghasilkan
satu organisme disebut totipoten, misalnya terdapat
pada zigot. Stem cell yang mampu berdiferensiasi
menghasilkan 3 lapisan sel germinal disebut stem
cell pluripoten; lapisan ektoderm, mesoderm dan
endoderm. # Stem cell pluripoten dapat dijumpai
pada embrio pre dan post-implantasi. 3 Multipotent
stem cell adalah stem cell yang dapat menghasilkan
lebih dari satu jenis sel tetapi dalam jumlah terbatas,
misalnya pada adult stem cell. Stem cell ini
merupakan progeni dari stem cell pluripoten
sehingga sifat plastisitas terbatas. Kapasitas self-
renewal amat penting bagi kelangsungan fungsi
adult stem cell, misanya hematopoietic stem cell dan
spermatogonial stem cell — untuk dapat
mengembalikan fungsi jaringan dengan masa turn
over yang cepat, misalnya pembentukan darah
(hematopoiesis). Karena itu, dalam bab ini akan
dipaparkan strategi dan proses pembelahan pada
self-renewal pada adult stem cell dan embryonic
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stem cell, mekanisme yang mendasari, dan

pengaturan self-renewal pada tingkat epigenetik.

STRATEGI SELF-RENEWAL

Dengan melakukan pembelahan asimetris, stem cell
memiliki strategi untuk melakukan dua tugas dalam
sekali pembelahan (Gambar 1 a,b). ® Dengan strategi
ini, stem cell belum  mampu memperbanyak
jumlahnya yang amat diperlukan ketika pool stem
cell diperlukan untuk perkembangan "#° dan saat
terjadi injuri untuk regenerasi %1%11213 Karena itu,
diperlukan strategi self-renewal untuk memenuhi
jumlah yang diperlukan. °

Stem cell melakukan pembelahan secara simetris
untuk self-renewal sekaligus menghasilkan sel
progeni yang terdiferensiasi. Pembelahan simetris
adalah menghasilkan dua sel anak atau sel
terdiferensiasi, yang dibutuhkan ketika terjadi injuri
atau penyakit yang memerlukan banyak stem cell
(Gambar 1 c). ®  Stem cell dapat mengadakan
pembelahan secara asimetris atau kombinasi
pembelahan simetris dan asimitris (Gambar 1 d). ©

b

J ] —
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000

Stem-cell population

000000060

Gambar 1. Strategi stem cell. a, stem cell (orange) melakukan self-renewal dan menghasilkan sel terdiferensiasi (hijau).
B-d, strategi mempertahankan keseimbangan stem cell dan progeni terdiferensiasi. B, pembelahan sel asimetrik; setiap
stem cell menghasilkan satu sel anak dan satu sel anak mengadakan diferensiasi. c, d, strategi populasi. Strategi populasi
memberikan kontrol dinamik terhadap keseimbangan stem cell terdiferensiasi - kapasitas untuk memperbaiki setelah
injuri atau penyakit. Dalam skema ini, stem cell memiliki “potensi” untuk menghasilkan satu stem cell dan satu sel
terdiferensiasi pada setiap pembelahan. ¢, pembelahan sel simetrik; setiap stem cell dapat membelah secara simetrik
menghasilkan dua sel anak atau dua sel terdiferensiasi. d, kombinasi pembelahan sel: masing-masing stem cell dapat

membelah baik simetrik maupun asimetrik.

Dikutip dari Morrison SJ, Kimble J. Asymmetric and symmetric stem-cell divisions in development and cancer. Nature 2006; 441:

1068-1074.
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3. Stem Cell Self-Renewal
a O

Gambar 2. Kontrol pembelahan stem cell. a. lokasi asimetik dari regulator polaritas sel (merah) memulai pembelahan
asimetrik. Pembelahan asimetrik terdapat pada kompleks PAR-aPKC pada satu ujung pembelahan sel. Stem cell
berwarna orange, dan sel terdiferensiasi berwarna hijau. b, penentu nasib sel (merah) berkumpul di sitoplasma pada satu
sel anak, atau berhubungan dengan membran, sentrosom atau konstituen sel lainnya, yang didistribusikan ke sel anak. c,
Orientasi spindle mitotic hanya dijumpai pada sel anak dari stem cell niche (merah), karena sel anak mempunyai akses
terhadap signal ekstrinsik yang diperlukan untuk mempertahankan identitas stem cell. Mekanisme ini mencapai
pembelahan asimetrik meskipun pembelahan ini sendiri secara intrinsik adalah simetrik. Pada model yang sama, sel anak
ditempatkan jauh dari niche dipaparkan terhadap signal yang menginduksikan diferensiasi.

Dikutip dari Morrison SJ, Kimble J. Asymmetric and symmetric stem-cell divisions in development and cancer. Nature 2006; 441:

1068-1074.

Ada dua mekanisme yang mendasari pembelahan

asimetris : mekanisme intrinsik dan mekanisme
ekstrinsik. Mekanisme intrinsik meliputi faktor
polaritas sel dan segregasi penentu nasib sel

(Gambar 2 a,b). ® Hanya sel progeni yang keluar dari
stem cell niche karena adanya signal ekstrinsik
untuk berdiferensiasi (Gambar 2c).°Meskipun secara
intrinsik berupa pembelahan simetris, namun terjadi
pembelahan asimetris karena adanya pemaparan
terhadap signal eksterna. Karena itu, pada
pembelahan asimetrik proses benang pembelahan
dapat direproduksi karena proses ini diregulasi
secara ekstrinsik dan intrinsik.

PENGATURAN
RENEWAL

STEM CELL SELF-

STEM CELL NICHE

Dengan mengetahui pengaturan self-renewal stem
cell dan bagaimana stem cell diatur, maka dapat
diketahui sifat alamiah stem cell. Observasi pada
adult stem cell seperti hematopoietic stem cell
(HSC) menunjukkan bahwa potensi HSC akan
kehilangan  self-renewal jika sel tersebut
dikeluarkan dari microenvironment (niche) dan
banyak faktor signaling dari niche secara
langsung mengatur sel progeni mengalami
diferensiasi. Jika ruang di dalam niche terbatas,
satu sel progeni akan digantikan di luar niche, dan
memulai diferensiasi karena kurangnya faktor
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self-renewal. Jika ruang niche ada, maka kedua
sel progeni dari hasil pembelahan stem cell akan
menyimpan identitas stem cell (misalnya, self-
renewal). Karena itu, stem cell niche memprediksi

bagaimana jumlah stem cell dikontrol oleh
keberadaan niche yang memberikan signal
diperlukan untuk self-renewal dan survival.
Niche cell __

Stem cell Progeny cell
Adhesive ‘
molecule @
ECM—

Y (g
Basement
membrane —
Gambar 3. Sel niche (hijau) berada di basement

membrane memberikan signal ke stem cell (merah) untuk
memblok diferensiasi dan mengatur pembelahan. Jika
mekanisme garis turunan menonjol (pembelahan sel
rendah), pembelahan stem cell dengan satu sel anak
berhubungan dengan niche, yang lain (kuning) terlepas
dan memulai diferensiasi. Sebaliknya, jika mekanisme
populasi menonjol (pembelahan sel tinggi), pembelahan
stem cell dapat menjadi simetrik (terlihat pada gambar)
atau asimetrik (tidak ditunjukkan), ditentukan oleh faktor
local. ECM, extracellular matrix.

Dikutip dari Spradling A, Drummond-Barbosa D, Kai T. Stem
cells find their niche. 2001; 414: 98-104.



Mekanisme interna yang mengatur pola pembelahan
sel dan menentukan nasib sel anak adalah melalui
ekspresi gen. Berbagai signal dan interaksi
interseluler turut menentukan tingkah laku sel yang
tidak terdiferensiasi. Schofield mengemukakan
bahwa pengatur hematopoietic stem cell (HSC)
adalah pada satu regio yang dikenal sebagai niche
(Gambar 3). * Niche tersusun atas jaringan sel atau
substrat ekstraseluler yang menyangga satu atau
lebih stem cell dan mengatur self-renewal dan
produksi sel progeni secara in vivo. ** Niche juga
menunjang polaritas orientasi sel progeni misalnya
satu sel progeni ditempatkan di luar niche untuk
mengadakan diferensiasi (Gambar 3).

EMBRYONIC STEM CELL (ESC)

Selama pembentukan embrio, sel mengalami proses
dari sifat proliferatif and pluripoten menjadi sel yang
terbatas dalam potensi diferensiasi. Martin Evans
dan Kaufman menemukan pluripotent cell lines,
dikenal sebagai embryonic stem (ES) cells yang
berasal dari inner cell mass di dalam blastocyst
mencit, tahun 1981. 1 Atas penemuan ini, Martin
Evans bersama Mario Capecchi dan Oliver Smithies
dianugrahi hadiah Nobel. Kultur ES cell diperoleh
dari satu sel tunggal dapat berdiferensiasi menjadi
sejumlah tipe sel, atau membentuk teratokarsinoma
jika disuntikkan ke dalam mencit. ¢

Dengan adanya leukemia inhibitory factor (LIF),
suatu faktor pertumbuhan, di dalam kultur (secara in
vitro) yang mencegah diferensiasi dan meningkatkan
proliferasi, ES cell mencit dapat mempertahankan
self-renewal, atau kondisi  proliferasi  dan
undifferentiated terus-menerus selama bertahun-
tahun, ¥ serta dijumpai pada sel epiblast berusia
45 hari (E.4.5), dan jika disuntikkan ke dalam
blastocyst, maka menyebabkan pertumbuhan
embrio, menghasilkan seluruh sel embrio dan
germline.®  Kemampuan ES cell dalam
mempertahankan perkembangan embrio ini dikenal
sebagai naive pluripotency atau ground pluripotent
state. 120 Jadi, ES cell adalah stem cell yang berasal
dari epiblast preimplantasi yang mempertahankan
naive  pluripotensi  melalui  self-renewal. %
Sebaliknya, epiblast stem cell (EpiSC) berasal dari
epiblast  atau  ectoderm  primitif  embrio
pascaimplantasi. EpiSC mencit mempertahankan
self-renewal karena adanya fibroblast growth factor
(Fgf2) dan Activin dan jarang berkontribusi terhadap
embrio kimera setelah disuntikan ke dalam
blastocyst, dan  dikenal  sebagai  primed

Stem Cell Epigenetik

pluripotency.*

Secara in vivo, keadaan pluripotensi selama
perkembangan zigot totipoten menjadi blastocyst.
Pada tingkat proses ini terbagi atas dua garis turunan

inner cell mass (ICM), sebagai pembentuk
pluripotensi, dan trophectoderm (TE), yang
membentuk lapisan epitel ekstraembrionik yang
melapisi dan menyokong ICM (Gambar 4). 1° Pada
blastocyst tingkat akhir (E-4.0). ICM berkonsolidasi
membentuk garus turunan yang mengekspresikan
Nanog dan lapisan ekstraembrionik dengan
endoderm primitif yang mengekspresikan Gata-6
(dikenal sebagai hipoblast). 2 Epiblast yang terbagi
ini masuk ke dalam perkembangan “ground state”,
sebagai asal perkembangan seluruh sel embrio
(Gambar 4). *°

Epiblast akan berkembang menjadi ectoderm
primitif ~ pada tahap embryogenesis. Ektoderm
primitif dapat dibedakan dari ICM, karena tidak
menghasilkan trophectoderm dan endoderm primitif
(Gambar 5), ' juga morfologi epitel yang berbeda
dari ICM. 2 Ektoderm primitif adalah satu-satunya
sel lineage dengan mempertahankan pluripotensi dan
menghasilkan tiga lapis embrio dan sel germinal
primordial (Gambar 5). 7 Namun, kurang mampu
berdiferensiasi menjadi ekstraembrionik, endoderm
primitif ~ dan  trophectoderm.  Karena itu,
dibandingkan dengan ICM, tingkat pluripotensi
ektoderm primitif lebih kecil atau “terbatas. 7

Pluripotensi  didefinisikan ~ sebagai kemampuan
menghasilkan semua tipe sel dari satu embrio terlepas
dari trophoectoderm (prekursor pembentuk plasenta),
dan menghasilkan seluruh sel embrio dan dewasa. %2
Hal ini disebabkan analisis awal pada embrio kimerik
mencit, yang dihasilkan dari suntikan sel ICM dan sel
ES ke dalam embrio dengan jumlah sel sebanyak 8
atau blastocyst. ® Namun, ICM masih mampu
menghasilkan trophectoderm lineage, juga ES cell
dalam kondisi kultur. %

Dalam beberapa tahun terakhir, studi telah
mengemukakan peran faktor transkripsi dan proses
epigenetik dalam mempertahankan pluripotensi ES
cell 26:27.28293031 Fyngsi faktor transkripsi bergantung
pada tahap perkembangan sel pluripoten. Hal ini
menunjukkan bahwa faktor-faktor ini berfungsi
bersama dengan proses lain. % Aktivitas faktor
transkripsi juga bergantung pada akses gen target,
yang dapat dibuat lebih mudah atau tidak terhadap
modifikasi DNA nya, histon, atau struktur
kromatin.
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3. Stem Cell Self-Renewal

Meskipun ES cell dikatakan bersifat pluripoten,
diferensiasi menjadi 3 tipe sel : ectoderm pritmitif,
endoderm primitif dan sel trophectoderm, analog
dengan kemampuan diferensiasi ICM. Diferesiasi ECS
cell mencit dapat diinduksi oleh ekspresi ektopik dari
faktor transkripsi tertentu, Misalnya ekspresi faktor

transkripsi Gata6 pada ES cell menghasilkan
diferensiasi menjadi endoderm primitif. ** Juga
ekspresi caudal-type homeobox transcription factor
(Cdx2) menginduksi ES cell berdiferensiasi menjadi
trophectoderm. 2° Karena itu, faktor-faktor ini menekan
ES cell menjadi self-renewal.t’

Zygote (E0.5) Morula (2.5)

Early blastocyst (E3.5) Late blastocyst (E4.5)

NANOG
GATA6

Gambar 4. Pembentukan pluripotent ground state secara in vivo. Perkembangan zigot berlanjut melalui pembelahan
membentuk morula, yang berkembang menjadi blastocyst terdiri dari trophectoderm ekstraembrionic (TE) dan inner cell
mass pluripotent. ICM mengekspresikan Gata6 (hijau) dan Nanog (biru) tetapi selanjutnya berkembang masing-masing
menjadi extraembryonic primitive endoderm (PrE) dan pluripotent naive epiblast (EPI) secara mutually exclusive. EPI
adalah sumber pembentukan seluruh sel embrio, termasuk germline, sehingga dikenal sebagai perkembangan “ ground
state.”

Dikutip dari Hackett JA, Surani MA. Regulatory principles of pluripotency: from the ground state up. Cell Stem Cell 2014;15: 416-430.

A Morula B Early blastocyst C Late blastocyst D Egg cylinder stage
e Inner cell mass i Epiblast Primitive Germ cell
(ICM) ectoderm lineage
') f ;
. — \ I e s
b ) | A Somatic cell
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p endoderm S
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cavity | , Primitive P::dm'
Gata6 endoderm endoderm X% proamniotic
Trophectoderm Extraembryonic cavity
Cdx2 ectoderm

Gambar 5. Embrio mencit dengan pluripotent lineage. Perkembangan preimplantasi dalam bentuk skema. (A) Stem cell
pluripoten (hijau) pada perkembangan morula menjadi inner cells (B) membentuk inner cell mass (ICM) blastocyst. (C)
Setelah menjadi endoderm primitive pada permukaan ICM, stem cell pluripotent membentuk epiblast dan memulai
proliferasi secara cepat setelah implantasi. (D) Membentuk ectoderm primitif, epitelium berlapis tunggal yang membatasi
pluripotensi dan menghasilkan germ cell lineage dan membentuk somatic lineage embrio. Faktor transkripsi tertentu
(biru) diperlukan untuk diferensiasi berbagai embryonic lineages (garis turunan embrio).

Dikutip dari Niwa, H. How is pluripotency determined and maintained? Development 2007; 134, 635-646.
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EMBRYONIC STEM SELF-RENEWAL
DENGAN MENCEGAH DIFERENSIASI

Self-renewal dari ES cell dapat dipertahankan
dengan mencegah diferensiasi dan meningkatkan
pluripotensi. Untuk penelitian in vitro pada
mencit, sangat dibutuhkan satu faktor kunci yaitu
leukemic inhibitory factor (Lif) untuk mencegah
diferensiasi. Sebenarnya, kondisi kultur optimal
untuk self-renewal yang kuat pada ground state
(naive pluripotent) pada ES cell mencit terdiri
dari 3 adiktif 2i yaitu suplemen LIF (CHIRON,
PD03, LIF) (Gambar 6),'° yang terutama
berpengaruh terhadap masing-masing jalur WNT,
FGF/ERK, dan JAK/STAT. * Namun, kombinasi
dari dua dari antara tiga sudah cukup
mempertahankan naive self-renewal, paling tidak
untuk menguji genetik. 3536

Lif adalah family sitokin interleukin-6 berikatan
dengan reseptor heterodimerik terdiri dari Lif receptor-
B dan gpl130. lkatan ini menyebabkan aktivasi jalur
Jak/Stat (Janus kinase signal transducer and activator of
transkription). ¥ Aktivasi Stat amat penting dan cukup
mempertahankan EC cell mencit, ¥*® dan c-Myc
adalah target dari Stat3.*

Faktor transkripsi famili POU Oct3/4, yang disandi

oleh Pou5fl1, juga regulator pluripotensi,*® yang
Serum

Stem Cell Epigenetik

bekerja sebagai pengawal untuk mencegah
diferensiasi ES cell. Represi artifisial terhadap Oct
3/4 pada ES cell menginduksi diferensiasi sepanjang
trophectodermal lineage, ketika overekspresi ES cell
berdiferensiasi menjadi primitive endoderm-like cell
(Gambar 7B). %% Oct3/4 dilaporkan secara
langsung mencegah diferensiasi menjadi
trophoectoderm yang berinteraksi dengan Cdx2
(faktor pemicu diferensiasi trophectoderm (Gambar
7D,E). Y

Gen target yang mencegah ES cell dari diferensiasi
menjadi endoderm primitif dengan merepresi faktor
pencetus adalah Gata6. Nanog adalah NK-2 class
homeobox transcription factor yang diekspresikan
sepanjang sel pluripoten ICM. Overekspresi Nanog
pada ES cell dapat mempertahankan keadaan
pluripoten tanpa Lif, sehingga dikenal sebagai
repressor Gata6. 2839 Namun, dilaporkan bahwa
ekspresi Nanog sebagian diregulasi oleh Oct3/4 dan
Sox2, suatu anggota famili Sox (SRY-related HMG
box). 4442 Meskipun overekspresi Nanog pada ES
cell yang memblok diferensiasi ES cell menjadi
endoderm primitif (diinduksi oleh penarikan Lif)
atau pembentukan embryoid bodies (EB : struktur
menyerupai bola yang membentuk ES cell pada
suspensi  kultur dan menyerupai diferensiasi
mesoderm), tidak ada bukti langsung bahwa Gata6

direpresi oleh Nanog. ¥’

= 2i

Extracellular

—— () CHIRON

/\\
—1;-(&, FGF4
FGF-R

=@ rD03

Gambar 6. Jalur signaling ekstrinsik yang memperkuat dan mengantagonis naive pluripotency. Berbagai kaskade
signaling berpengaruh terhadap self-renewal. Tanda panah menunjukkan aktivasi, sedangkan bar menunjukkan inhibisi
atau blok terhadap aktivitas target. Garis tebal menunjukkan target downstream dan garis-terputus-putus adalah efek tidak
langsung. Sesuai jarum jam : BMP4 terdapat dalam serum dan berfungsi via SMADs mengaktivasi gen Id. LIF signaling
berpengaruh terhadap banyak jalur tetapi terutama bekerja pada fosforilasi dimediasi JAK pada STAT3, yang
mengaktivasi Ecfp211 dan KIf4. Signaling WNT kanonikal memblok aktivasi GSK3 menyebabkan stabilisasi -catenin,
yang sebaliknya menghilangkan represi gen pluripotensi yang dimediasi TCF3, termasuk Esrrb. CHIRON mirip dengan
signaling WNT dengan menginhibisi GSK3. Signaling FGF mengaktivasi jalur MAPK menyebabkan fosforilasi MEK,
yang sebaliknya mengadakan fosforilasi dan mengaktivasi ERK. ERK yang aktif meningkatkan transisi menjadi keadaan
“primed”, yang dihambat oleh inhibitor MEK yaitu PD03.

Dikutip dari Hackett JA, Surani, M.A. Regulatory principles of pluripotency: from the ground state up. Cell Stem Cell 2014;15: 416-
430.
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3. Stem Cell Self-Renewal
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Gambar 7. Diferensiasi ES cell mencit. (A) ES cell mencit berdiferensiasi menjadi 3 tipe sel —endoderm primitif,
trophoectoderm (TE) dan ektoderm primitif —menyerupai potensi diferensiasi pada stem cell pluripoten pada embrio
preimplantasi. (B-E) Berbagai kondisi kultur dapat menginduksi ES cell berdiferensiasi menjadi turunan tertentu. (B)
tanpa Lif dan adanya kelebihan Oct 3/4, ES cell berdiferensiasi menjadi primitive endoderm-like cell, sedangkan (C)
tanpa Nanog dan adanya Gata6, akan berdiferensiasi menjadi parietal endoderm-like cell. (D,E) Dengan mengeluarkan
Oct 3/4 dari dan menambah Cdx2 ke dalam kultur ES cell menginduksi diferensiasi TE-like. MEFc, mouse embryonic
fibroblast conditioned medium.

Dikutip dari Niwa, H. How is pluripotency determined and maintained? Development 2007; 134, 635-646
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Gambar 8. Regulasi ES cell pada mencit. Faktor transkripsi pluripoten mengaktivasi ekspresi efektor tertentu (B) yang
meningkatkan proliferasi ES cell. D iantaranya, Eras dan Tcll merangsang jalur signaling fosfoinositol 3-kinase
(PI3K)/Akt untuk meningkatkan siklus sel, sedangkan b-Myc dan c-Myc mengaktivasi progresivitas siklus sel secara
langsung. Bagaimana Utf1 dan Sall4 mempengaruhi proliferasi EC sel tidak diketahui.

Dikutip dari Niwa, H. How is pluripotency determined and maintained? Development 2007; 134, 635-646.
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EMBRYONIC STEM CELL SELF-RENEWAL
MELALUI PROLIFERASI

Dengan kondisi kutur optimal, ES cell dapat
mengadakan pembelahan simetris setiap 12 jam
dengan Lif. Selama self-renewal, sebagian besar ES
cell berada dalam fase S dari siklus sel, dengan
sedikit dalam fase G1.* Penemuan akhir-akhir ini
mendapatkan bahwa jalur fosfoinositol-3-kinase
(PI3K)/Akt signaling memegang peranan penting
dalam memingkatkan proliferasi, survival dan/atau
diferensiasi ES cell mencit (Gambar 8). " Delesi
Pten, yang menyandi regulator negatif PI3K pada ES
cell mencit dilaporkan meningkatkan viabilitas,
proliferasi ES cell, ** dan aktivasi Akt cukup
mempertahankan self-renewal ES cell tanpa Lif. *°

Dua modulator jalur PI3K)/Akt yang secara spesifik
diekspresikan pada ES cell, Eras dan Tcll (Gambar
8). 145 Eras menyandi molekul kecil GTPase dari
famili Ras yang mengaktivasi PI3K untuk
merangsang proliferasi ES cell dan tumorigenisitas
setelah transplantasi ektopik secara in vivo. 4" Produk
gen Tcll  meningkatkan aktivasi Akt dengan
membentuk kompleks heterodimerik dengan Akt. 8
Knockdown Tcll pada ES cell dapat mengganggu
self-renewal dengan menginduksi diferensiasi
dan/atau represi proliferasi. “>%° Namun, mekanisme
molekuler secara langsung mengekspresikan Eras
dan Tcll pada ES cell belum diketahui. ¥

MEKANISME
EMBRYONIC

EPIGENETIK TERHADAP
STEM SELF-RENEWAL

Protein grup Polycomb (PcG) berfungsi terutama
untuk menstabilkan struktur kromatin represif.
Polycom-repressive complex 2 (PRC2) terdiri dari
Exh2, Eed dan Suzl2 di dalam ES cell, berfungsi
sebagai histone methyltransferase pada lysine 27
(K27) dari histone H3, sehingga menghasilkan tri-
metilasi (H3K27me3), suatu methylation mark yang
berhubungan dengan gen transkripsi inaktif.>!
Secara umum, distribusi chromatin mark represif
bersifat mutuallly exclusive dengan H3K4me3, yang
berhubungan dengan regio aktif. °2° Berstein et al.,
melaporkan bahwa pada ES cell mencit terdapat
histone mark yang mempunyai lokasi sama pada
tempat khusus dikenal sebagai “bivalent domain.”
Domain ini tersusun atas elemen kromatin pendek
ditandai oleh H3K4me3, yang berhubungan dengan
gen vyang diekspresikan pada tingkat rendah
(Gambar 9B). 17 %4

Stem Cell Epigenetik
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Gambar 9. Karakteristik epigenom pluripoten. (A) Nuklei
undifferentiated (kiri) dan differented (kanan) dari ES cell.
Nukleus mengecil dan area distribusi dengan densitas
elektron, terutama heterokromatin, berubah secara
dramatis ketika ES cell diinduksi terdiferensiasi menjadi
endoderm primitif oleh ekspresi ektopik Gata6 (hasil
mikroskop elektron). (B) Gambaran epigenetik sel nukleus
pluripoten. Volume nukleus membesar pada sel
berdiferensiasi sebagai akibat dari relaksasi struktur
kromatin. Terdapat regio kecil heterokromatin tetapi
kebanyakan adalah eukromatin, sehingga histone mark
berhubungand dengan aktivitas transkripsi. Hiperdinamik
protein  kromatin  (hijau)  berkontribusi  terhadap
pemeliharaan  eukromatin.  Bivalent domain juga
merupakan gambaran pluripoten epigenom, dengan
histone mark (misalnya H3K4me) diapit oleh histone mark
represif (H3K9me).

Dikutip dari Niwa, H. How is pluripotency determined and
maintained? Development 2007; 134, 635-646.

Separuh dari bivalent domain berisikan tempat target
yang umum dari Oct3/4, Sox2, dan Nanog, yang
dianalisis dengan ChIP-on-ChIP. ?° Jadi, domain ini
menunjukkan gen struktur kromatin dalam kondisi
siap untuk berdiferensasi. > Lee et al., melakukan
analisis pemeriksaan ChIP-on-ChIP untuk Suzl2,
Eed dan H3K27me saling tumpang tindih dan
mendapatkan H3K27me3 mark berada pada regio
dengan gen silent, termasuk Gata4 dan Cdx2 pada
ES cell. Sebanyak 1800 gen yang dideteksi sebagai
target Suz12 termasuk target represif oleh Oct3/4,
Sox2 dan Nanog.”® Boyer et al,juga
mengidentifikasi 512 target gene PRC2 dan PRC1
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3. Stem Cell Self-Renewal

dengan analisis ChIP-on-ChIP dan menemukan
bahwa terdapat H3K27 me3 mark yang bersifat
represif. Penemuan ini menunjukkan bahwa jalur
perkembangan represif pada ES cell oleh proses
epigenetik  diperlukan untuk  mempertahankan
pluripotensi, tetapi perlu dilakukan studi lanjut. 1

Ekspresi sejumlah gen pada kondisi pluripotensi ES
cell adalah sebagai akibat proses genetik dan
epigenetik. Pada proses epigenetik, epigenom
pluripoten mempertahankan struktur kromatin terbuka,
sehingga memungkinkan regulasi genetik dengan cepat
(Gambar 9B). ** Banyaknya chromatin marks aktif
seperti H3K4me3 dan H4c pada ES cell menunjukkan
kesesuaian terhadap kondisi ini. 575 Kromatin
hiperdinamik yang diamati pada ES cell mencit selama
self-renewal adalah sebagai akibat pertukaran histone
H1 dan HPlee, ® sehingga berkontribusi terhadap
struktur kromatin terbuka. Hal ini dibuktikan adanya
perbedaan distribusi dan frekuensi densitas elektron
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otpotent cel

Developmental potential
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tinggi sebagai heterokromatin® antara ES dan parietal
endoderm cell (Gambar 9B). 17 %

SELF-RENEWAL PADA EMBRYONIC STEM
CELL MANUSIA

Potensi stem cell dibedakan berdasarkan potensi
perkembangan atas embryonic stem cell dan stem
pada jaringan postnatal (Gambar 10). ' Stem cell
pluripoten memiliki sifat berbeda mulai dari embrio
preimplantasi dikenal sebagai embryonic stem cell,
sedangkan yang dihasilkan setelah perkembangan
embrio sebagai tahapan embryonic epiblast, dikenal
sebagai epiblast stem cell. 6% Kebutuhan kultur
ekspresi gen dan gambaran epigenetik membedakan
perkembangan pluripotensi di dalam embrio. Istilah
naive dan primed menggambarkan epiblast tahap
dini dan lanjut dan merupakan derivat masing-
masing dari embryonic stem cell dan EpiSC.
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Gambar 10. Potensi stem cell. a. Dua assay utama menilai potensi stem cell pluripoten adalah kimera blastocyst dan
pembentukan teratoma. Penilaian assay menentukan Klasifikasi potensi perkembangan atas totipoten, naive pluripotent,
primed pluripotent, dan multipoten. Totipoten adalah kapasitas perkembangan dalam pembentukan suatu organisme,
termasuk jaringan ekstraembrio. Naive pluripotent mampu membentuk teratoma dan kimera setelah diberikan pada
embrio preimplantasi, sedangkan primed pluripotent membentuk teratoma tanpa membentuk kimera setelah diberikan
pada embrio pre implantasi, Stem cell multipoten membentuk tipe sel yang berhubungan dengan asal jaringan, tetapi
tidak membentuk teratoma atau kimera. Epiblast SC menunjukan pluripoten jika diberikan pada embrio postimplantasi. b.
Pengujian untuk menilai fungsi dan keadaan sel pluripoten. Penilaian ‘fungsi’ dengan mengukur kapasitas self-renewal dan
potensi perkembangan dan melakukan validasi “kondisi” pluripotensi dengan mengukur kadar marker faktor transkripsi inti
OCT4, SOX2 dan NANOG dan karakteristik marker seperti faktor transkripsi dan metilasi DNA.

Dikutip dari. De Los Angeles A, Ferrari F, Xi R, Fujiwara Y, Benvenisty N, Deng H,Hochedlinger K, Jaenisch R, Lee S, Leitch HG, M.
Lensch MW, Lujan E, Pei D, Rossant J, Wernig M, Park PJ, Q. Daley GQ. Hallmarks of pluripotency. Nature 2015; 525: 469-478.

76



Stem cell pluripoten ditandai oleh mekanisme
molekuler yang mempertahankan self-renewal dan
menekan diferensiasi sekaligus mempertahankan
gen kunci diferensiasi dalam keadaan quiescent
namun’’poised” atau siap untuk mengalami potensi
perkembangan.5'Faktor transkripsi yang terlibat
dalam bentuk kombinasi yang mengatur pluripotensi
: OCT4 (juga dikenal sebagai POU5F1, SOX2 dan
NANOG, secara kolektif dikenal sebagai OSN.
OCT4 dan NANOG adalah faktor transkripsi inti
berdasarkan pola ekspresi khusus di dalam stem cell
pluripoten dan embrio dini. dan identifikasi yang
berperan penting dalam pluripotensi pada mencit
dan manusia. 65,66,67,68,69,70,71,72,73,74,75 Fungsi OCT4
adalah heterodimer dengan SOX2, menempatkan
SOX2 di antara regulator inti. " Ekspresi ektopik
OCT4 dan SOX2 dalam menghasilkan induced
pluripotent stem (iPS) cell pada mencit and manusia
mengkonfirmasi pluripotensi.®® Meskipun NANOG
tidak diperlukan untuk mempertahankan stem cell
pluripoten mencit, ”® dan ekspresi rendah atau tidak
ada pada epiblast stem cell (EpiSC), NANOG
menstabilkan stem cell pluripoten, dan diperlukan
untuk perkembangan ICM secara in vivo, ™ dan
diekspresikan pada tempat yang sama dengan OCT4
dan SOX2. &

SIRKIT REGULASI FAKTOR
TRANSKRIPSI PADA EMBRYONIC STEM
CELL SELF-RENEWAL MANUSIA

Model awal sirkit regulasi transkripsi dibuat
berdasarkan identifikasi gen target dari OCT4,
SOX2, dan NANOG vyang menyandi faktor
transkripsi dan regulator kromatin. Regulator

downstream pada manusia dan mencit berdasarkan
studi ekspresi dan literatur dapat dilihat pada
Gambar 11. 5 Model ini meliputi subset gen target
yang aktif dan represif berdasarkan karakteristik dari
353 gen. Target aktif meliputi komponen yang
menyandi gen dari remodeling kromatin dan
kompleks yang memodifikasi histon (misalnya,
SMARCAD1, MYSTT3 dan SET) yang berperan
pada regulasi transkripsi dan faktor transkripsi yang
menyandi gen (misalnya, REST, SKIL, HESX1 dan
STAT3), yang menyandi gen khusus. REST banyak
didapati pada ES cell dan berfungsi menekan gen
spesifik neuron. 7 NANOG berfungsi melalui jalur
TGF-B pada ES cells. ® OCT4, SOX2, dan NANOG
menempati tempat yang sama dengan STA3, suatu
regular kunci self-renewal pada ES cell mencit, 7*
menunjukkan bahwa STAT3 berperan penting pada
ES cell manusia.

Stem Cell Epigenetik

INDUCED PLURIPOTENT STEM CELL

PLURIPOTENSI SECARA IN VIVO

Pluripotensi in vivo selama perkembangan, baik
melalui mekansime genetik dan epigenetik
terlibat dalam kondisi pluripotensi pada ICM
melalui reprogramming nuklei pada telur yang
dibuahi. 7 Aktivitas reprogramming terjadi pada
sitoplasma telur yang dibuahi, seperti lahirnya
embrio yang diklon dari somatic cell nuclear
transfer. 7%8  Namun, masih belum jelas
mekanisme yang berkontribusi terhadap aktivitas
karena enzim yang memodifikasi kondisi
epigenetik, juga faktor transkripsi  yang
ditranslasikan di dalam telur yang dibuahi.
Takahashi dan Yamanaka %° melaporkan bahwa
pemberian transgen yang menyandi faktor
transkripsi Oct3/4, Sox2, c-Myc dan KIf 4 ke
dalam sel somatik, seperti fibroblast embrio dan
dewasa pada mencit dan manusia, menghasilkan
induced pluripotent stem cell (iPS) cells, yang
memberikan embrio kimerik setelah disuntikan
ke dalam blastocyst mencit. Fungsi Oct3/4,
Sox2, dan c-Myc telah disebutkan sebelumnya,
KIf4 dikenal sebagai onkogen,® tetapi
overekspresi KlIf4 pada sel embrio mencit dapat
mengurangi kemampuan diferensiasi embryonic
bodies (EB). 8 KIf4 dapat berikatan dengan
promoter proksimal gen target Oct3/4, seperti
Leftyl, dan membantu mengaktivasi Oct3/4 an
Sox2. % Keempat faktor dipikirkan sebagai
pembentuk pluripotensi pada sel somatik dengan
mekanisme seperti pada Gambar 12. 8 c¢-Myc
meningkatkan replikasi DNA, dan
merelaksasikan struktur kromatin, sehingga
memungkinkan Oct3/4 masuk ke dalam gen
target. Sox2 dan Klf4 juga bekerja sama dengan
Oct3/4 mengaktivasi gen target yang menyandi
faktor transkripsi yang meningkatkan anyaman
faktor transkripsi pluripoten dan bersama dengan
Oct3/4, Sox2, dan KIlf4, menghasilkan aktivasi
proses epigenetik pada epigenom pluripoten. %’
iPS cell mempunyai profil ekspresi gen yang
sama dengan ES cell mencit. Yang menarik
adalah bahwa Nanog tidak diperlukan sebagai
faktor transkripsi eksogen dalam membentuk iPS
cell dan ekspresi endogen tidak selalu diaktivasi
untuk membentuk stem cell pluripotensi oleh
keempat faktor. Hal ini mendukung hipotesis
bahwa Nanog berfungsi untuk mempertahankan
pluripotensi dan bergantung pada kondisi.
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Gambar 11. Pembentukan nuklei sel somatik pluripotensi.
Studi Takahashi dan Yamanaka menggunakan empat
faktor Oct3/4, Sox2, KIf 4 dan c-Myc cukup membentuk
pluripoten nuklei fibroblast. Oct3/4, Sox2 dan KiIf4
mungkin berfungsi bersama untuk mengaktivasi gen target
dalam pembentukan anyaman yang stabil dalam faktor
transkripsi  pluripotensi, juga epigenom pluripoten,
sedangkan c-Myc meningkatkan masuknya gen target
dengan merangsang replikasi DNA.

Dikutip dari Niwa, H. How is pluripotency determined and
maintained? Development 2007; 134, 635-646.

MEKANISME INDUCED PLURIPOTENT
STEM CELLS PADA TINGKAT EPIGENETIK

fibroblast mencit atau manusia, selain proses
yang memerlukan waktu sekitar 2 minggu dan
tidak efisien (0.1-3%) 584 faktor transkripsi
yang digunakan harus mengatasi sejumlah
rintangan epigenetik terhadap genom selama
proses diferensiasi untuk menstabilkan identitas
sel dan mencegah perubahan nasib sel. & Studi
terdahulu menunjukkan bahwa populasi sel
yang mengekspresikan OKSM (Oct4, KIf4,
Sox2 dan c-Myc) melewati sejumlah kejadian
pada tingkat molekuler dan celuler (Gambar
12). 86

Pada awalnya fibroblast mengurangi marker
yang berhubungan dengan keadaan somatik dan
selanjutnya mengaktivasi gen yang berhubungan
dengan pluripotensi, yang berarti adanya suatu
proses yang teratur. 8788 Ketika iPSC yang baru
mengaktivasi gen inti pluripotensi termasuk
Oct4, Sox2, dan Nanog, maka sel yang terbentuk
telah mendapat keadaan pluripoten dan tidak
diperlukan faktor ekspresi dari luar (Gambar
13).%5 Kejadian berikutnya bertepatan dengan
aktivasi silenced X chromsome pada sel somatik
betina, upregulasi telomerase dan pembentukan

Untuk mendapatkan induced plupotency dari 'Tm.‘)rt?“%a_m yang  merupakan tanda  sel
satu sel yang telah terdiferensiasi seperti sel ~ P'Urpoten.
” pmatic program
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Gambar 12. Dinamika kejadian molekuler selama proses reprogramming seluler. Perubahan pada tingkat sel, transkripsi dan
epigenetik (bar berwarna) yang terjadi selama pembentukan induced pluripotent stem cell (iPSC) dari fibroblast dan contoh
regulator yang berhubungan dengan chromatin marks pada reprogramming langsung (kanan). Tanda panah merah
menunjukkan perjalanan waktu induksi faktor eksogen (+OKSM) dan penarikan (-OKSM). 5hmC, 5-hydroxymethylcytosine;
5mC, 5-methylcytosine; MET, mesenchymal-to-epithelial-transition; OKSM, Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc.

Dikutip dari Apostolou E, Hochedlinger K. Chromatin dynamics during cellular reprogramming. Nature 2013; 502; 462-471.
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Gambar 13. (A) Efek pengeluaran faktor individu dari

24 faktor trankripsi p

Colony number O

ada pembentukan koloni yang resisten G418.

Fbx15geo/bgeo MEFs ditransduksi dengan faktor yang dipilih dengan G418 selama 10 hari (kolom putih) atau 16 hari
(kolom hitam). (B) Efek pengeluaran faktor individu dari10 faktor yang dipilih dalam pembentukan koloni yang resisten
terhadap G418 setelah tranduksi. (C) Efek transduksi pool dari empat, tiga, dan dua faktor terhadap pembentukan koloni
resisten terhadap G418 pada 16 hari setelah tranduksi. (D) Morfologi iPS-MEF4 (klon7), iPS MEF 10 (klon 6) dan iPS-
MEF 3 (klon 3). Skar bar = 200 mm. MEF : murine embryonic fibroblast.

Dikutip dari Takahashi K, Yamanaka S. Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic and adult fibroblast cultures by

defined factors. Cell 2006; 126, 663-676.

Faktor  Transkripsi  Penentu Nasib  Sel

Pluripotensi

Oct4, KIf4, Sox2 (OKS) adalah satu kombinasi
faktor minimal yang dibutukan  untuk
menghasilkan  iPSC  di  bawah  kondisi
reprogramming (dengan adanya serum dan sitokin
leukemic inhibitory factor, LIF). OKS bekerja
menekan lineage-specific genes dan mengaktivasi
gen yang berhubungan dengan embryonic stem
(ES) cell, sehingga membentuk sel yang
mempertahankan pluripotensi. 8  Sedangkan
ekspresi c-Myc secara signifikan meningkatkan dan
mempercepat  reprogramming  tetapi  tidak
dibutuhkan dalam pembentukan iPSC. %! Ekspresi
c-Myc berfungsi pada awal reprogramming, dengan
merangsang proliferasi dan menginduksi pergeseran
metabolik dari keadaan oksidatif menjadi glikolitik
yang merupakan ciri sel pluripotensi. %% c¢-Myc
juga berperan dalam reprogramming dengan
menginduksi promoter RNA polymerase, sehingga
meningkatkan gen target. °4°%

Keempat faktor transkripsi yang dikemukakan
Takahashi dan Yamanaka secara fungsional dapat
digantikan oleh faktor transkripsi lain, upstream
epigenetic modifier, microRNA (miRNA) atau
molekul kecil untuk mendapatkan iPSC. 8
Penelitian selanjutnya juga mendapatkan bahwa
iPSC juga diperoleh dari molekul yang sama sekali
tidak mengandung faktor transkripsi, %67
menunjukkan bahwa terdapat fleksibilitas di antara
faktor reprogramming (Gambar 14). 8 Misalnya,
studi akhir-akhir ini melaporkan bahwa Oct4 dan
Sox2 dapat digantikan oleh lineage specifier dini
seperti Gata3 dan Geminin. ® Molekul ini masing-
masing berhubungan degan diferensiasi mesoderm
dan ectoderm. Juga menekan program lineage lain,
sehingga hal ini menunjukkan bahwa jalur
diferensiasi dapat memicu induksi IPSC. 8 Dengan
demikian dapat disimpulkan bahwa faktor
transkripsi reprogramming harus mencapai dua
tugas utama, yaitu menghilangkan program somatik
dan menginduksi keadaan pluripotensi stabil yang
khas untuk ES cells. 8
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Gambar 14. Hubungan antara faktor reprogramming dengan molekul yang mempengaruhi keadaan kromatin. Faktor
transkripsi yang ditunjukkan dapat memicu induced pluripotency dengan kombinasi yang lazim digunakan (Oct4, Klf4,
Sox2, c-Myc). Beberapa jenis molekul dapat memfasilitasi (hitam) atau menginhibisi (merah) reprogramming. Bone
morphogeneic protein(BMP) dan Wnt masing-masing dapat meningkatkan atau menekan pembentukan iPSC bergantung

pada tahap pembentukan.
RBPs, RNA binding proteins.

Dikutip dari Apostolou E, Hochedlinger K. Chromatin dynamics during cellular reprogramming. Nature 2013; 502; 462-471.

PERUBAHAN TARGET KROMATIN
SELAMA PROSES PEMBENTUKAN
INDUCED PLURIPOTEN STEM CELL

Studi akhir-akhir berhasil mengemukakan proses
penempatan OKSM dan histone marks pada awal
reprogramming pada fibroblast mencit dan manusia
yang menghasilkan iPSC. %1% Terdapat 3 tahapan
target OKSM terhadap lokus berdasarkan asesibilitas
kromatin, penambahan remodeling dan Kkinetik
aktivasi transkripsi (Gambar 15 a). % Gen dengan
keadaan kromatin “terbuka” pada sel somatik terdiri
dari kelompok pertama sebagai target, ditandai
dengan peningkatan hipersensitivitas DNA ase,
histon H3 lysine di dan trimetilasi (H3K4 me2 dan
H3K4me3) dan kemampuan berikatan dengan
OKSM.

80

Target OKSM dini yang kedua meliputi distal
regulatory elements, memerlukan penambahan
remodeling kromatin untuk aktivasi transkripsi. 1%
Distal regulatory element terdiri dari loki yang
resisten terhadap DNase-I yang tidak dapat berikatan
dengan c-Myc saja. 1 Gen pluripoten dini seperti
Sall4 termasuk kelompok ini. Penempatan target ini
oleh OKS memfasilitasi ikatan dengan c-Myc. Hal
ini mengidentifikasikan bahwa OKS adalah ‘pioneer
factors” yang mampu berikatan dengan kromatin
somatik tertutup dan memungkinkan remodeling
kromatin juga rekrutmen faktor transkripsi dan
kofaktor.

Gen bivalen terdiri dari sekelompok target kromatin
yang ditandai oleh metilasi H3K4 aktif dan metilasi
H3K27 represif pada iPSC dan ES cell. % Gen di



dalam kategori ini ditranskripsikan menjadi silent
pada ES cell dan iPS dan dalam keadaan siap
(poised) mengalami aktivasi cepat terhadap
komitmen lineage (Gambar 15 a). % Faktor
transkripsi Utfl terlibat dalam regulasi bivalensi

Stem Cell Epigenetik

melalui deposisi H2K27 mark represif dan degradasi
transkrip  residual.  1%Ekspresi  Utfl  dapat
menggantikan beberapa faktor reprogramming awal,
hal ini menunjukkan bahwa pembentukan promoter
bivalen penting untuk mendapatkan pluripotensi. 1%
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Gambar 15. Tingkat regulasi epigenetik selama proses induced pluripotency. a, ada 4 kategori gen yang berhubungan
dengan modifikasi histon dan respon transkripsi selama reprogramming. Misalnya, gen yang ditunjukkan dalam tanda
kurung. B, Gain dan loss metilasi DNA terjadi pada akhir reprogramming, sedangkan hidroksimetilasi pada gen
pluripotensi terjadi pada tahap awal-pertengahan pembentukan iPSC. c, Fungsi Oct (O), KIf4 (K) dan Sox2 (S) sebagai
“pioneer factors” yang berikatan dengan regio nukleosom dengan kepadatan tinggi, memungkinkan remodeling kromatin
(tanda panah bertitik) dan rekrutmen faktor lain termasuk c-Myc (M). d, Perubahan pada interaksi long-range chromatin
di sekitar lokus Nanog (somatic-specific, loop berwarna orang; intermediate-specific, hijau dan pluripotent specific biru)
selama pembentukan iPSC. Pembentukan iPSC membentuk kembali hubungan kromatin 3-D, tanda khas ES cell, dan

proses ini bergantung pada mediator dan kohesi.
Dikutip dari Apostolou E, Hochedlinger K. Chromatin dynamics during cellular reprogramming. Nature 2013; 502; 462-471.
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Metilasi DNA dianggap sebagai modifikasi
epigenetik yang paling stabil, membawa gene
silencing selama perkembangan dan pada dewasa. %
Perubahan pada modifikasi kromatin mendahului
deposisi metilasi DNA marks selama proses
diferensiasi. ® Demikian juga perubahan metilasi
DNA hampir selalu terjadi pada akhir proses
reprogramming dan setelah perubahan kromatin
terjadi, menunjukkan bahwa urutan kejadian dalam
proses perkembangan normal (Gambar 12). %
Metilasi DNA terbentuk melalui enzim Dnmt2a dan
Dnmt3b  methyltransferase ~ de  novo  dan
dipertahankan oleh Dnmtl methyltransferase. 1%
Meskipun  Dnmt3  knockdown  meningkatkan
pembentukan iPSC pada sel manusia,'®* delesi enzim
Dnmt3 dan Dnmt3b tidak memberikan konsekuensi
terhadap  reprogramming  sel.}®  Hal ini
menunjukkan bahwa lineage-specific genes terutama
terjadi melalui mekanisme alternatif yaitu deposisi
metilasi H3K27 represif, yang konsisten dengan
peran penting PRC2 dalalm pembentukan iPSC. 1%

Enzim yang berhubungan dengan metilasi DNA
mempunyai hubungan langsung dengan
pembentukan iPSC (Gambar 12). & Protein TET
mengkatalisis hidroksilasi 5-methylcytosine (5mc)
menjadi 5-hydroxymethylcytosine (5hmC), yang
merupakan substrat untuk excision repair dari
unmodified cytosine. 1% Sesaat setelah overekspresi
OKSM, Tet2 menginduksi hidroksimetilasi dari gen
kunci sepeti Nanog and Esrrb, selanjutnya demetilasi
dan aktivasi transkripsi (Gambar 12 dan 15b). 8107
Analisis proteomik dan genomik menunjukkan
bahwa Tetl dan Tet2 secara langsung berinteraksi
dengan Nanog dan menempati target yang sama di
dalam ES cell, menunjukkan bahwa Nanog
merupakan target Tets. 1% Tet 1 atau Tet2 bersama
dengan Nanog secara signifikan meningkatkan
pembentukan iPSC dan sebaliknya deplesi Nanog
atau Tet2 menghilangkannya. 2:10%.108

Struktur kromatin setempat dapat berpengaruh
terhadap posisi dan densitas nekleosom juga histon
varian (Gambar 14 dan 15c). ® Histon varian
biasanya memodifikasi kemampuan nukleosom
mengalami  remodeling dan  mengakomodasi
modifikasi histon aktif dan represif. Histon varian
macroH2A  berhubungan  dengan  resistensi
remodeling kromatin. 1% Struktur kromatin lokal
diatur oleh sejumlah kompleks remodeling yang
berpengaruh terhadap pembentukan iPSC (Gambar
14). ¥ Misalnya, kompleks SW1-SNF, seperti Brgl,
Baf155 dan Brm secara langsung merekrut Oct4
untuk merelaksasikan struktur kromatin dan
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memfasilitasi ikatan dengan faktor transkripsi lain.
110 penemuan ini menunjukkan bahwa Oct4 adalah
pioneer factor yang berpengaruh terhadap perubahan
struktur kromatin setempat yang bersifat silenced
target. ! Hal yang sama terjadi pada faktor
remodeling CHD misalnya Chdl yang membuka
kromatin selama reprogramming yang diinduksi
faktor transkripsi. 1%

Sebaliknya, kompleks NURD sebagai represif
termasuk Hdcl dan Mbd3, yang penting sebagai
heterokromatin, menghambat reprogramming. Jika
gennya dilakukan knockdown, akan meningkatkan
efisiensi pembentukan iPSC (Gambar 16).112113
Studi Rais et al., mendapatkan bahwa deplesi Mbd3
pada sel somatik memfasilitasi konversi ke
pluripotensi dengan efisiensi mendekati 100%, !'*
Hal ini membuktikan bahwa Mbd3 adalah faktor
yang menentukan naive atau ground state
pluripotency pada ES cell dan sel somatik mencit
dan manusia (Gambar 16). '*% Jadi, Mbd3 dapat
menghambat reprogramming ketika diberikan
sebelum tahap akhir reprogramming. Namun sekali
pluripotensi terbentuk, Mbd3 tidak mengganggu
pemeliharaan pluripotensi.tt® Sebagaimana
disampaikan peneliti, bahwa modifikasi pendekatan
reprogramming ini dapat membentuk pluripotensi
dengan fleksibilitas dan resolusi yang menentukan
dan sinkron, yang sebelumnya bersifat asinkron dan
stochastic, karena efisiensi mendapat sel induced
stem cell pluripoten hanya berkisar (0.1-3%). 13

Di samping struktur kromatin setempat, susunan
kromatin 3D telah diimplikasikan dalam proses
plutipotensi, diferensiasi dan reprogramming
(Gambar 15 c). 814 Diferensiasi ES cells diikuti
dengan reposisi gen pluripotensi dari nukleus di
tengah ke nukleus di perifer dan disrupsi promoter-
enhancer looping pada lokus pluripotensi seperti Oct
4 15116 dan Nanog. %12 Studi akhir-akhir ini
mengidentifikasi interaksi kompleks pluripotency
specific long-range pada lokus Nanog, yang disusun
kembali selama diferensiasi dan reprogramming.*
Pembentukan dan pemeliharaan network ini
bergantung pada kompleks mediator dan kohesi
(Gambar 15d). % Subunit dari kompleks ini secara
langsung berinteraksi dengan faktor reprogramming,
17118 dan dengan knockdown dapat menghambat
pembentukan iPSC. 7 Hal ini menunjukkan bahwa
faktor reprogramming tidak hanya mengaktivasi
atau melakukan silencing terhadap gen tetapi juga
berfungsi sebagai penyusun kromatin dengan
mengatur kembali struktur kromatin dari keadaan
somatik menjadi plutipoten.®
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Gambar 16. Melakukan deplesi ekspresi Mbd3 menfasilitasi pembentukan iPS manusia. 1. Secara in vitro fibroblast
terdiferensiasi dari MDB3 "t dan MBD3 ™ dari iPS cell membawa transgen OKSM vyang diinduksi doxycycline,
direprogram. Pluripotensi secara random dari sel yang diklon dengan pembentukan teratoma. b, Fibroblast C1 manusia
direprogram membawa transgen OKSM yang diinduksi doxycycline sesuai dengan protokol reprogramming.
Knockdown Mbd3 pada hari ke 2 dan ke 4, tetapi tidak dengan scrambled control siRNA, meningkatkan efisiensi
reprogramming secara nyata dievaluasi dengan pembentukan koloni NANOG/SSEA41 dan divalidasi secara in vivo
dengan pembentukan teratoma. Western blot mengkonfirmasi penurunan ekspresi protein MBD3 setelah transfeksi
dengan siRNA MBD3. Error bar menunjkkan s.d dari rata-rata (n 53). ¢, Perlakuan MBD3 siRNA pada fibroblast primer
manusia memungkinkan pembentukan sel IPS cell hanya dengan dua ronde reprogramming dengan transfeksi mRNA
dengan faktor OSKMdan LIN28 (OSKML). Representatif sel IPS cell manusia dengan waktu dan pasase berbeda (P,
jumlah pasase). Pluripotensi dari klon yang diseleksi ditunjukkan dengan pewarnaan OCT4 dan SSEA4 marker
pluripotency dan pembentukan teratoma. Hasil ini menunjukkan bahwa inhibisi ekspresi dan/atau fungsi MBD3
meningkatkan pembentukan iPSC cell dengan transien mRNA atau protokol transfeksi transien untuk reprogramming

iPS cell.
Dikutip dari Rais Y et al. Deterministic direct reprogramming of somatic cells to pluipotency. Nature 2013: 502: 65-70.
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“Perplexity is the beginning of knowledge”

-Khalil Gibran-

PENDAHULUAN

erbagai jenis stem cell manusia saat ini bisa

diisolasikan dan diperbanyak di luar tubuh atau
dikultur secara in vitro mulai dari embryonic stem
cell, adult stem cell meliputi hematopoietic stem
cell, hingga induced pluripotent stem cell (iPSCs),
sehingga dapat menjadikan  suatu  model
perkembangan manusia di dalam piring petri.  Stem
cell dapat dikultur dan ditumbuhkan dalam piring
petri tanpa batas waktu dan berdiferensiasi menjadi
berbagai jenis lineages (garis turunan) seperti
perkembangan secara in vivo dan/atau perbaikan
terhadap injuri. !

Hematopoietic stem cell (HSC) dengan sifat
multipoten mampu berdiferensiasi menjadi seluruh
jenis sel darah yang berjumlah lebih dari 10 jenis sel
darah yang matur. 22 HSC dapat mempertahankan
keseimbangan  antara  self-renewal  dengan
diferensiasi sepanjang hidup seseorang dengan

progeni yang telah berdiferensiasi. Dengan self-
renewal, berarti HSC dapat memperbanyak dirinya
tanpa diferensiasi.

Bab ini akan memfokuskan pada pembahasan
mengenai proses diferensiasi pada HSC, dengan
fokus pada penjelasan mekanisme epigenetik yang
mendasarinya, karena HSC telah berhasil
digunakan dalam terapi hemato-onkologik selama
beberapa dekade dan juga nonhematologik.
Penjelasan dinamika epigenetik pada stem cell
pluripoten juga dibahas, seperti pada embryonic
stem cell.

POTENSI DIFERENSIASI HEMATOPOISTIC
STEM CELL

Satu sistem nomenklatur mengkategorikan potensi

diferensiasi dari berbagai populasi stem cell seperti
tampak pada Tabel 1.
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Tabel 1. Potensi Diferensiasi dari Populasi Stem Cell

Penamaan Potensi Diferensiasi Contoh Stem/Progenitor Cell
Totipoten Semua jaringan embrio dan Zigot

Ekstraembrio
Pluripoten Semua jaringan embrio ICM, ES cell, iPSC
Multipoten Semua lineage (garis turunan) HSC, NSC

dari suatu jaringan/organ
Oligopoten Beberapa tetapi tidak semua CMP, CLP

Lineage dari suatu jaringan/organ
Unipoten Lineage tunggal dari suatu Macrophage progenitor

jaringan

Sperma

ICM: inner cell mass, ES: embryonic stem, iPS: induced pluripotent stem, HSC: hematopoietic stem cell, NSC: neural
stem cell, CMP: common myeloid progenitor, CLP: common lymphoid progenitor.
Diikutip dari Seita J, Weissman IL. Hematopoietic Stem Cell: Self-renewal versus differentiation. Wiley Interdiscip Rev Syst Biol Med .

2010 ; 26: 640-653.

HSC adalah stem cell somatik yang berada di
dalam sumsum tulang, dan jika ditransplansikan
ke dalam hewan yang diradiasi dengan dosis
subletal, mampu mengembalikan fungsi sistem
limfo-hematopoietik. ®* Konsep stem cell yang
pertama kali dipelopori oleh Till and McCulloch
yang melakukan transplantasi sumsum tulang ke
dalam mencit. Sepuluh hari kemudian, timbul
koloni di dalam limpa mencit yang memiliki sifat
: 1. Kemampuan menghasilkan sel mieloeritroid,
and  kemampuan  bereplikasi  sendiri.#%57
Berdasarkan pengamatan ini, diperoleh dua
kriteria stem cell yaitu multipotensi dan self-
renewal. 2 Di samping itu, juga dikemukakan
bahwa keputusan HSC mengadakan self-renewal
dan diferensiasi adalah suatu proses stochastic
atau acak. ® Ogawa et al., menguji model ini
secara in vitro dan mendapatkan bahwa produksi
koloni sel blast sekunder adalah proses self-
renewal, sedangkan koloni multilineage adalah
diferensiasi, ®° karena distribusi kedua jenis
koloni amat heterogen seperti dilaporkan oleh Till
an McCulloch.

Marker permukaan pertama yang digunakan untuk
memperkaya HSC adalah CD34, suatu ligand
terhadap L-selectin yang hanya diekspresikan
sebesar 0.5-5% di dalam sel darah hati fetus,
darah tali pusat dan sumsum tulang dewasa. 11213
Pemeriksaan assay in vitro mendapatkan semua
sel CD34+ memiliki sifat multipotensi atau
oligopotensi, namun populasi masih sangat
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heterogen. Isolasi HSC manusia memperlihatkan
fenotipe CD34*CD90*Lin", dengan marker Lin
meiputi marker T,B, NK (Natural Killer), dan
mieloeritroid. Sel ini menghasilkan progeni
limfoid dan mieloid secara in vitro dan juga pada
mencit dengan severe combined immunodefiency
(SCID) secara in vivo. Sebaliknya populasi yang
tersisa dari CD34* CD90 Lin" tidak mampu
menghasilkan klon sel yang mengandung tipe sel
mieloid dan limfoid. Namun, penkayaan HSC
melalui mobilisasi G-CSF ke dalam darah perifer
dengan ekspresi CD34 dan CD90 mampu
meningkatkan efisiensi transplantasi sumsum
tulang dengan memberikan rekonstitusi dimediasi
hematopoietic dan engraftment jangka panjang
sekaligus mengurangi kontaminasi sel kanker atau
sel T yang imunoreaktif. #1516 Sebenarnya semua
CD34+ CD9+ berada di dalam fraksi CD38" 7,
sehingga dapat disimpulkan bahwa HSC manusia
dapat diperkaya di dalam populasi Lin
CD34*CD38CD90".

SUMBER HEMATOPOIETIC STEM CELL

Produksi stem cell darah terjadi pada berbagai
tempat sel embrionik (Gambar 1). ¥ Urutan tempat
hematopoiesis pada mamalia meliputi yolk sac, area
di sekitar aorta dorsalis disebut aorta-gonad
mesonephros (AGM), hati fetus, dan sumsum tulang.
Plasenta juga dikenal sebagai tempat produksi
selama peralihan dari AGM ke hati fetus. Perbedaan



tempat hematopoiesis menggambarkan perbedaan
niche yang mendukung ekspansi HSC dan
diferensiasi pada setiap tahap perkembangan.
Misalnya, HSC pada massa hati fetus mengalami
siklus sel yang kontinu, sedangkan pada sumsum
tulang dewasa HSC umumnya bersifat quiescent
(dormant).

Sistem darah mamalia terdiri lebih dari 10 tipe sel
matur termasuk sel darah merah (eritrosit),
megakariosit/platelet, sel mieloid (monosit/makrofag
dan granulosit), sel mast, limfosit T dan B, natural
killer (NK) cells, sel dendritik dengan jumlah yang
diproduksi mencapai satu trillion (10%?) setiap hari
pada orang dewasa. 2 Sumber tipe sel yang
beragam ini berasal dari satu sel progenitor umum,
yatu hematopoietic stem cell, yang memiliki
potensi diferensiasi yang luar  biasa.
Perkembangan hematopoietik dengan diferensiasi
multipoten yang semakin ke bawah semakin
terbatas dalam hierarki struktur seperti terlihat
pada Gambar 2. ° Pada mulanya, HSC
menghasilkan MPP (multipotent progenitor), yang
tidak lagi memiliki sifat renewal, tetapi populasi
MPP masih mempunyai potensi diferensiasi untuk
pembentukan seluruh sel darah, 22! karena sifat
heterogen. 242223 MPP dapat berkembang menjadi
progenitor oligopoten : CLL (common lymphoid
progenitor (CLP) 242526 dan common myeloid
progenitor (CMP). 2 Progenitor ini selanjutnya
menghasilkan sel efektor sistem hematopoietik,
yaitu CMP menjadi megakaryocyte/erythrocyte
progenitor (MEP) dan granulocyte/macrophage
progenitor (GMP). 2 Hubungan lineage antara
stem cell, progenitor, dan sel matur membentuk
satu ‘roadmap’ kompleks yang mengarahkan pada
penelitian  dasar  molekuler dari transisi
perkembangan. °

HSC mencit pertama kali diisolasi sebagai populasi
(Lin-), c-kit+, Sca-1+ (LSK). menggunakan
multicolored fluorescence-activated cell sorting dan
monoclonal antibodies tahun 1988. 2% Di dalam
subset terdapat CD34- cell yang memiliki kapasitas
rekonstitusi multilineage jangka panjang dan self-
renewal. 2 Dengan melakukan isolasi HSC, dapat
dianalisis secara detail status transkripsi dan epigenetik.
313233 Gambaran perkembangan sel hematopoietik
mencit dapat dilihat pada Gambar 2A.1°

Isolasi HSC manusia menunjukkan fenotipe
CD34+CD90+Lin- dan marker Lin meliputi limfosit
T, B, NK, dan mieloerythroid (Gambar 2B). *°* Sel
ini menghasilkan progeni limfoid dan mieloid secara

Stem Cell Epigenetik

in vitro dan in vivo pada mencit severe combined
immunodeficiency  (SCID).  Sebaliknya,  sel
CD34+CD90- Lin- tidak mampu menghasilkan klon
sel yang mengandung tipe sel mieloid dan limfoid. 3*
Penkayaan HSC lebih lanjut dalam populasi CD34+
menghasilkan marker permukaan CD38. Meskipun
90,9% sel CD34+ mengekspresi CD38, sel ini
mampu  menghasilkan  koloni ~ multilineage
mengandung sel limfoid dan mieloid dengan fraksi
CD38 rendah hingga negatif dan fraksi CD90+.
35.3637.38  Ekspresi CD34+ kurang dari 5% dari
seluruh komponen sel darah, dan merupakan marker
pertama dijumpai di dalam HSC dan progenitor
manusia, * dan telah terbukti dalam berbagai
penelitian transplantasi stem cell hematopoietik
selama beberapa dekade, yang menandai keberadaan
HSC. 39,40

Jumlah sel darah matur yang dihasilkan pada
manusia adalah 1 juta sel per detik. HSC jarang
masuk ke dalam siklus sel atau berada dalam fase
GO dari siklus sel. Bagaimana keseimbangan jumlah
HSC dapat dipertahankan selama kehidupan
seseorang dengan kebutuhan pergantian sel darah
matur, yang sebagian besar hanya hidup dalam
waktu singkat ? Keseimbangan ini amat penting
karena gangguan perkembangan HSC dapat
menyebabkan penyakit yang serius, misalnya
diferensiasi HSC menjadi committed progenitor
tidak diikuti hilangnya kapasitas self-renewal, atau
progenitor derivat HSC gagal mencapai diferensiasi
penuh menjadi sel darah matur, 4 atau mengalami
progresivitas menjadi preleukemia. 42

Hematopoietic stem cell dapat berada dalam kondisi
quiescence karena dipertahankan oleh signaling
TGF-B melalui efek inhibisi terhadap proliferasi
tanpa induksi apoptosis dari hasil studi in vitro.
434445 Hal ini terbukti dari embrio mencit yang
mengalami kematian ketika dilakukan knockout
signaling Smad dan TGF-B. Namun hal ini sulit
dibuktikan TGF-B secara in vivo. ? Ang-1/Tie2
adalah reseptor tyrosine kinase yang diekspreiskan
pada sel endotel dan HSC. %6474 Tie dibutuhkan
untuk mempertahankan pool HSC di dalam sumsum
tulang dewasa.”® HSC yang mengekspresikan Tie2
berada dalam kondisi quiescent dan berdampingan
dengan  osteoblast sumsum  tulang  yang
mengekspreiskan ~ Ang-1.  Pengobatan  Ang-1
menekan proliferasi HSC dan mempertahankan
aktivitas repopulasi jangka panjang secara in vivo. %
Hal ini menunjukkan bahwa Ang-1/Tie2 merupakan
target dari modifikasi HSC dalam kondisi quiescent.
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Gambar 1. Regulasi perkembangan hematopoiesis (A). hematopoiesis pertama kali terjadi pada yolk sac (YS) kemudian
pada regio aorta-gonad mesonephros (AGM), plasenta dan hati fetus (HF) Pulo darah YS dilihat menggunakan
pewarnaan LacZ dari embrio transgenic dengan ekspresi GATA-1. AGM dan HF diwarnai dengan LAcZ pada mencit
dengan knockin Runx1-Laz. (V) hematopoiesis pada masing-masing tempat mendukung produksi garis turunan darah
yang spesifik. ECs, endothelial cells; RBCs, red blood cells; LTHSC, long-term hematopoietic stem cell; ST-HSC, short-
term  hematopoietic  stemcell;CMP,common  myeloid progenitor; CLP, common lymphoid progenitor;
MEP,megakaryocyte/erythroid progenitor; GMP, granulocyte/macrophage progenitor. (C) Waktu perkembangan dari
pergeseran tempat hematopoiesis.

Dikutip dari Orkin SH, Zon LI. Hematopoiesis: An evolving paradigmfor stem cell biology. Cell 2008; 132: 631-644.
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Gambar 2. Model penentuan lineage pada hierarki hematopoietik mencit dan manusia. Sel terdiferensiasi terminal
ditunjukkan di sebelah kanan, dan hubungan lineage ditunjukkan dengan tanda panah. Pada mencit (A) HSC dipisahkan
atas kelas long-term (LT), intermediate-term (IT) dan short-term (ST) berdasarkan durasi repopulasi. Pada manusia (B),
HSC didefinisikan sebagai CD49f dan marker lain, tetapi belum diteliti heteregenisitas. Pada mencit, diferensiasi HSC
menghasilkan multiopoten progenitor (MPP), dan sejumlah lymphoid-biased progenitor (seperti LMPP) imatur yang
mengalami spesifikasi limfoid. Pada manusia. MPP dapat diidentifikasi dengan hilangnya ekspresi CD49f. Baik mencit
maupun manusia mempunyai myelo-erythorid progenitor : CMP, GMP dan MEP. Lin : cocktail yang mengandung
populasi myelo-erythroid progenitor untuk semua populasi diferensiasi terminal (sel B, sel T, NK, sel dendritik, monosit,
granulosit, megakariosit, dan eritrosit).

Dikutip dari Doulatov S, Notta F, Laurenti E, John E. Dick JE. Hematopoiesis: A human perspective. Cell Stem Cell 2012; 10: 120-136.
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REGULASI EPIGENETIK  TERHADAP
KESEIMBANGAN SELF-RENEWAL DAN

DIFERENSIASI PADA HEMATOPOIETIC
STEM CELL
Conrad H. Waddington tahun 1940 an

mengilustrasikan bahwa sel yang telah mengalami
diferensiasi bagaikan sebuah bola yang sedang
mengelinding di lembah; sekali masuk ke akhir
lembah, tidak mudah menyilang ke lembah yang lain
atau kembali ke posisi di puncak. Mekanisme
epigenetik yang melibatkan metilasi DNA dan
modifikasi histon secara progresif membatasi
potensi lineage (Gambar 3). 5.5 Pengetahuan
mengenai landskap epigenetik yang mengatur
perkembangan normal dari berbagai tipe sel
dipaparkan dalam studi Cui et al., yang melakukan
penelitian terhadap hematopoietic stem cell CD133+
dan CD34+ stem cells. 5

Gambar 3. Lanskap epigenetic klasik Waddington.
Conrad Waddington mengusulkan konsep lanskap
epigenetik untuk menggambarkan proses diferensiasi
sel selama perkembangan. Pada berbagai metafor
dinamik tersebut, sel (digambarkan sebagai sebuah
bola) yang sedang mengelinding, menentukan outcome
atau nasib sel.

Dikutip dari 51(tulisan 51 dihapus) Goldberg AD, Allis CD,
Bernstein E. Epigenetics: A landscape takes shape. Cell
2007;128: 635-638.

Kelompok peneliti Cui et al., mendapatkan bahwa
diferensiasi sel CD133+ menjadi sel CD36+
(precursor eritrosit atau eritroblast) diikuti oleh
perubahan modifikasi histon pada regio genetik yang
kritikal berdasarkan high-resolution genome-wide
maps. H3K4mel, H3K9mel, and H3K27mel
berasosiasi dengan enhancer diferensiasi gen
sebelum aktivasi dan berkorelasi dengan ekspresi
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basal, menunjukkan bahwa monometilasi ini terlibat
dalam mempertahankan potensi aktivasi sebelum
diferensiasi. H3K27me3 dan H3K9me3 merupakan
represi gen tetapi berhubungan dengan silencing
pada berbagai subset gen. Dari data yang diperoleh,
bahwa sejumlah fraksi kecil gen bivalen di dalam
HSC/HSP (hematopoietic progenitor cell) tidak
memiliki H3K9me3. Assosiasi peningkatan level
H3K4mel, H3K9me3, H2A.Z (histon varian) dan
RNA polymerase Il (Pol 1) dengan gen bivalen
menunjukkan potensi kehilangan H3K27me3 dan
menjadi aktif selama diferensiasi. Hasil ini
menunjukkan bahwa modifikasi bivalen selama
diferensiasi telah  diprogram pada stadium
HSC/HSP, dan perubahan ekspresi gen ini
mengidentifikasi manfaat enhancer dan promoter. 53

Secara ringkas penemuan hasil studi Cui tentang
regulasi epigenetik terhadap diferensiasi adalah
sebagai berikut : pola modifikasi kromatin global
adalah sama dan berkorelasi dengan ekspresi gen
pada dua keadaan sel, misalnya korelasi positif
antara ekspresi gen dengan H3K4me3, H3K4mel,
H3K9mel, H3K36me3, dan H4K20mel pada
regio promoter dan genes bodies. Perubahan
epigenetik di dalam lokus pengaturan berkorelasi
dengan perubahan selama diferensiasi eritroid
yaitu dari CD133+/CD34+, berarti epigenetik
membatasi  lineage. Eritroblast yang telah
berdiferensiasi  mencapai  silencing  dalam
pemeriksaan genome-wide dengan menghentikan
H3K4me3 mark dalam 53% bivalent genes yang

dideteksi pada HSC/progenitor cells (Gambar 4).
52, 53

Jadi, studi Cui et al., mendukung efek kombinasi
modifikasi histon dalam aktivitas gen dan
membuktikan gambaran korelasi umum selama
terjadi diferensiasi sel. 5 Namun, aturan umum ini
tidak berlaku bagi seluruh kondisi, misalnya CD36
yang diekspresikan dalam kondisi aktif mempunyai
H3K9me3 yang bersifat represif pada promoter.
Mayoritas gen bivalen pada HSC/progenitor cell
mempunyai monovalent H3K4me3 yang diaktivasi
di dalam eritroblast, dengan hampir 10% (53 gen)
menunjukkan berkurangnya ekspresi gen. Dengan
demikian, kelihatan bahwa kode epigenetik lebih
kompleks daripada kode genetik. 52

Untuk mendapatkan pemahaman terhadap studi yang
dilakukan Cui et al., tentang diferensiasi sel CD133+
menjadi sel CD36 sebagai prekursor eritrosit
(eritroblast), maka dapat dilihat Gambar 5. 5  Sel



CD34+ dan CD133+ pada sumsum tulang manusia
atau darah perifer mempertahankan hemapotopiesis
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CD133+ adalah memproduksi sel prekursor eritrosit
yang selanjutnya diinduksi menjadi sel darah merah

matur. 56Populasi stem cell yang diisolasi dari
manusia, termasuk HSC CD34+ atau CD133+
adalah kompleks dan tersusun atas sel progenitor
dengan potensi diferensiasi yang berbeda.

jangka panjang setelah transplantasi. 545  Sel ini
dapat berdirensiasi menjadi tipe sel khusus pada
studi in vitro dengan kondisi medium yang sesuai.
Jalur diferensiasi in vitro dari sel CD34+ atau
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Gambar 4. Kombinasi modifikasi epigenetik berkorelasi dengan status gen. Gen aktif sering berasosiasi dengan H2A.Z,
RNA Poli 11, dan modifikasi histon multipel (kiri bawah). Gen represif sering ditandai dengan H3K27me2, H3K27me3,
H3K9me2, dan H3K9me3 (kanan bawah). Poised gene (tengah) ditandai bivalen H3K4me3 dan H3K27me3 pada
HSC/progenitor cell yang siap mengalami tiga kondisi perubahan selama diferensiasi eritroid; aktivasi gen (Kkiri atas),
mempertahankan bivalensi, dan represi gen (kanan atas). Gen bivalen yang diaktivasi di dalam eritroblast (19%) lebih
berasosiasi dengan H2A.Z, Pol Il, H3K4mel, H3K9mel dan H4K20me1l di dalam HSC/progenitor cell. Karena itu, nasib
gen bivalen dapat diprogram bergantung pada penambahan mark modifikasi yang ada di dalam HSC/progenitor cell.
H3K4mel, H3K27mel, dan H3K9mel dapat menggambarkan mekanisme lain dalam aktivasi HSC/progenitor cell.
Dikutip dari Shen X, Orkin SH. Glimpses of the epigenetic landscape. Cell 2009; 4: 1-2.
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Gambar 5. Diferensiasi sel CD133+ menjadi CD36+. (A) Marker permukaan sel pada sel CD133+ dan CD36+. Sel ini
diwarnai menggunakan antibodi spesifik yang ditunjukkan pada kolum kiri dan dianalisis dengan flow cytometry. Fraksi
sel ditunjukkan dengan pewarnaan positif untuk masing-masing antibodi. (B) Skema eksperimen. (C) Distribusi genome-
wide pada modifikasi berbeda. Jumlah total island di dalam regio promoter, gene body dan intergenik diidentifikasi untuk
masing-masing modifikasi. Grafik menunjukkan fraksi island pada setiap regio untuk masing-masing modifikasi sel di

dalam sel CD133+ dan CD36+.

Dikutip dari Cui K, Zang C, Roh TY, Schones DE, Childs RW, Peng W, Zhao K. Chromatin signatures in multipotent human
hematopoietic stem cells indicate the fate of bivalent genes during differentiation. Cell Stem Cell 2009; 4;80-93.

HSC manusia terdiri dari ekspresi CD34 dan CD133
yang tinggi, dengan level intermediate CD117 (c-
kit) dan CD90 (Thy-1) dan tidak ada atau level
rendah dari CD38, HLADR, dan CD71. > Ekspresi
CD34 dan CD133 lebih dari 98% dan ekspresi
CD117 dan CD90 dalam fraksi kecil (2-20%),
sehingga jumlah ini sesuai dengan stem cell atau
progenitor cell (Gambar 5A). % Namun, lebih dari
99% sel ini adalah CD38, HLA-DR dan CD71
positif, menunjukkan bahwa sebagian besar sel
merupakan sel progenitor dini.

96

Diferensiasi sel CD133 menjadi CD36 (Gambar
5B).>® Analisis dengan FACS mengkonfirmasi
bahwa lebih dari 98% sel CD133+ mengekspresikan
CD34+ yang tinggi dan tidak terdeteksi level CD36
(Gambar 5C). %3 Setelah diferensiasi, lebih dari 95%
sel mengekspreiskan CD36 dengan hilangnya
ekspresi CD34 (Gambar 5A, dan 5C). 5% Pada waktu
yang sama, CD117 meningkat dari 2.12% di dalam
CD133+ menjadi 87.25% di dalam sel CD36+,
sedangkan CD38 dan HLA-DR menurun masing-
masing menjadi 15.96% da 17.12%, setelah



diferensiasi (Gambar 5A). 5

Analisis  metilasi  histon  seperti H3K4mel,
H3K4me3, H3K9mel, H3K9me3, H3K27mel,
H3K27me3, H3K36me3, and H4K20mel) histone
varian H2A, dan RNA Poli Il (RNAP II) dilakukan
menggunakan ChIP-Seq. Pola modifikasi histon
berbeda pada C133+ dan CD36+. H3K4me3 islands
pada regio promoter dari sel CD133+ dan CD36+
masing-masing berjumlah 65% dan 73%, sedangkan
71-76% H3K9me3 dideteksi di regio intergenik
kurang dari 1% di dalam regio promoter (Gambar

5C). 5 Modifikasi lain termasuk H3K4mel,
H3K9mel, H3K27mel, H3K36me3, and
A Promoter region
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H4K20mel terutama dideteksi di dalam gen yang
ditranskripsi (Gambar 5D dan 5E). 52

H3K9me3 dan H3K27me3 berimplikasi terhadap
represi gen. Kedua modifikasi kromatin berhubungan
dengan ekspresi gen pada tingkat rendah, dengan
H3K27me3 berkorelasi negatif dengan gen yang
menunjukkan level ekspresi yang rendah dan
intermediate.  Sebaliknya, H3K9me3 berkorelasi
negatif dengan gen yang menunjukkan level ekspresi
yang tinggi (Gambar 6).  Gen ini tidak berasosiasi
dengan H3K27me3, menunjukkan bahwa H3K9me3
dan H3K927me3 memodulasi ekspresi dengan subset
gen yang berbeda (Gambar 6). %3
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Gambar 6. Korelasi antara modifikasi histon dengan ekspresi gen di dalam sel CD36+. Gen dikelompokkan menjadi 100
kumpulan gen (satu titik di dalam gambar) sesuai dengan level ekspresi. Level modifikasi histon di dalam regio promoter
(A) dan gene body (B) dihitung untuk 100 kumpulan gen. Sumbu y menunjukkan level modifikasi histonm dan sumbu x

menunjukkan level ekspresi.

Dikutip dari Cui K, Zang C, Roh TY, Schones DE, Childs RW, Peng W, Zhao K. Chromatin signatures in multipotent human
hematopoietic stem cells indicate the fate of bivalent genes during differentiation. Cell Stem Cell 2009; 4;80-93.

97



4. Stem Cell Differensiasi

A Induced Genes
H3K4me3 H3K4mel
g ]
i
i, 3 'i
- Q e
H3K27mel
2 g e J
& R i
E 2 2 : |
w0 MAA S ‘
% v.., ﬂ‘:;
: H3K9me3 H3K9mel
H3K36me3
& x
H2AZ

Tag Density

B Repressed Genes

H3K4me3 H3K4mel

Tug Density
Tag Density

“’-‘, 4
H3K27me3 : H3K27mel
a =
G e ot
LY
H3K9me3 H3K9mel
z 5
e f‘,l'
H3K36me3 H4K20mel
-1 ' / i
2 =n t !
' % % % 3
kY % & 2
L ! L)

H2AZ Polll

Tag Density
Tag Density

> 9

Gambar 7. Aktivasi dan represi selama diferensiasi HSC berhubungan dengan perubahan modifikasi histon. Profil
modifikasi histon pada gen induksi (A) dan represi (B) selama diferensiasi sel CD1330+ (merah) menjadi sel CD36+
(hijau). Tag density untuk modifikasi ditunjukkan sepanjang gene bodies dan 50 kb dari gene bodies pada 5° dan 3°.
Dikutip dari Cui K, Zang C, Roh TY, Schones DE, Childs RW, Peng W, Zhao K. Chromatin signatures in multipotent human
hematopoietic stem cells indicate the fate of bivalent genes during differentiation. Cell Stem Cell 2009; 4;80-93.

Aktivasi dan represi gen selama diferensiasi HSC
dari sel CD133+ menjadi CD36+ meliputi profil
modifikasi kromatin pada kelompok gen yang
diinduksi dan direpresi. Profil modifikasi yang
relatif berhubungan dengan transcriptional start
sites (TSS) menunjukkan pola yang sama untuk gen
yang selalu diekspresikan antara sel CD133+ dan
CD36. Active mark meliputi H3K4mel, H3K9mel,
H3K27mel, H3K36me3 dan H4K20mel meningkat,
sedangkan repressive mark seperti H3K27me3
menurun pada gen yang diinduksi di dalam sel
CD36+ (Gambar 7A). % Sebaliknya profil perubahan
berlawanan dapat diamati pada repressive genes
(Gambar 7B). * Level H3K4me3 dan H2A.Z
terutama  terdapat pada regio  promoter,
menunjukkan perubahan ringan sesuai dengan pola
ekspresi, sedangkan Pol 1l menunjukkan perubahan
signifikan pada regio promoter dan gene body sesuai
dengan pola ekspresi.
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Bivalent domains pertama kali diidentifikasi sebagai
regio H3K27me yang mengandung regio H3K4me
yang lebih kecil, terletak di transcriptional start
sites.5” Ekspresi gen bivalen selama perkembangan
membuat ekspresi gen dalam kondisi poised atau
kondisi primed yang siap untuk aktivasi cepat atau
silencing stabil pada waktu diferensiasi sel
hematopoietik. %  Protein PRC2 (Polycomb
repressive complex 2) dan trithorax group (trxG)
menandai gen promoter yang  meregulasi
perkembangan dengan bivalent domains terdiri dari
modifikasi histon represif dan activasi yang saling
tumpang tindih dan mempertahankan regulator
perkembangan dalam kondisi “poised” untuk
aktivasi embryonic stem cell (ESC) (Gambar 8)

57,58,59,60,61 Pada adult stem cell, regulator
perkembangan mengatur spesifikasi lineage dengan
epigenetik  dalam  keadaan  represif  untuk

mempertahankan multipotensi. &2
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Gambar 8. Bivalent chromatin domains menandai gen yang penting dalam pluripotent ES cell. Protein PRC2 dan TrxG
masing-masing mengkatalisis tri-methylation histone H3 on lysine 27 (H3K27me3) dan 4 (HeK4me3). Ketika terjadi
diferensiasi, bivalent histone mark dapat mengalami modifikasi monovalent dengan gen dalam ‘on” or “off”. Bivalent
domain juga dapat mempertahankan lineage-commmitted cell yang baru terbentuk.

Dikutip dati Sha K, Boyer LA. The chromatin signature of pluripotent cells. Stembook.org.

Promoter yang mengelilingi transcriptional start
sites berlaku sebagai mesin transkripsi dan tempat
RNAPII menyatu selama insiasi transkripsi. Secara
umum, dibagi atas status CpG content/metilasi DNA
dan modifikasi histon sebagai aktif, represi atau
poised (Gambar 5). ® Gen aktif memiliki promoter
diperkaya dengan H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac,
5hmC dan yang tidak memiliki 5mc. Sebaliknya
promoter dengan gen represif adalah H3K27me3
dan H3K9me3, dan 5 mC. Poised genes, baik dalam
kondisi aktif atau represif selama perkembangan
mempunyai bivalent promoter, ditandai dengan
adanya H3K4me3 dan H3K37me3.

Enhancer yang berjumlah sekitar 400.000 di dalam
genom manusia berdasarkan analisis modifikasi
histon terletak dekat dengan transcription start site,
mempunyai  panjang 200-400 bp. 5 Secara
keseluruhan, enhancer yang diperkaya pada DNAse |
hypersentivity sites dan histone acetyltransferase
memberikan struktur kromatin yang aktif atau
terbuka.® Sebagian besar enhancer diikat oleh faktor
transkripsi multipel. Kompleks mediator, koaktivator
transkripsi  sering dijumpai pada enhancer. Kompleks
mediator adalah kompleks multiprotein besar yang
diperlukan untuk merekrut RNAP |1 ke promoter dari
gen target yang diregulasi enhancer. %

Enhancer dapat dibedakan dari  promoter
berdasarkan modifikasi histon. Sama seperti
promoter, modifikasi histon dapat digunakan untuk
mengelompokkan sebagai aktif, poised, atau represif
(Gambar 9).8% Misalnya, meskipun promoter dan
enhancer sama-sama memiliki H3K27ac, enhancer
diperkaya H3K4mel, yang berlawanan dengan
H3K4me3 yang terlihat pada promoter.

Hematopoietic stem cell (HSC) dan hematopoietic
progenitor cell (HPC) berada dalam kondisi primed
untuk diferensiasi menjadi lineage multipel dengan
ekspresi bersama dengan berbagai faktor transkripsi,
faktor pertumbuan, dan reseptornya yang terlibat
didalam lineages sebelum komitmen menjadi
lineage yang spesifik. &  Profil ekspresi gen
sebelumnya telah mengkonfirmasi adanya faktor
penting di dalam HSC. 68970 Meskipun HSC
menunjukkan heterogenisitas dalam ekspresi gen
antar sel individu, koekspresi dengan faktor lain
dalam satu sel tunggal telah pernah dilaporkan. ™72
Karena itu, multipotensi HSC dan HPC dapat
dihubungkan dengan potensi ekspresi, meskipun
dalam level rendah dengan keterlibatan berbagai gen
dalam perkembangan lineage multipel. 5 Timbul
pertanyaan : Apa yang mempertahankan potensi
aktivasi dan silencing gen ini ? %3
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Gambar 9. Pengaturan epigenetik dan remodeling pada elemen pengaturan selama perkembangan. A. Poised
enhancer/promoter terutama dijumpai pada stem cell pluripoten, memiliki modifikasi kromatin epigenetik dengan
transkripsi aktif (tanda hijau) dan represif (tanda merah). Misalnya, protein TrxG dan polycomb group (PcG) masing-
masing mengkatalisis H3K4me3 dan H3K27me3, terletak pada poised promoter. Posied regulatory element biasanya
tidak mempunyai 5-methylcytosine (5mC) dan 5-hydroxymethylcytosine (5hmC). Poised enhancer dapat dibedakan dari
poised promoter dengan adanya enhancer-specific mark, H3K4me, dan terikat pada kompleks Mediator chromatin oleh
CCCTC-binding factor (CTCF) pada distal poised (active) enhancer dan promoter. B. Transisi dari poised ke active
regulatory elements melibatkan hilangnya lokalisasi PcG dan demetilasi dan asetilasi H3K27. Gain H3K36me3 di dalam
gene body juga diamati dalam aktivasi gen. C. Pembentukan heterokromatin berhubungan dengan represi gen. Hal ini
dimediasi sebagian oleh hilangnya modifikasi histon represf (H3K4mel, H3K27ac, and 5hmC), pembentukan repressive
mark, seperti H3K27me3 dan 5mC, konstriksi nuklesom.

DNMT, DNA methyltransferase; HAT, histone acetyltransferase; HDAC, histone deacetylase; MBD, methyl-DNA
binding domain protein; MED, mediator complex; PcG, polycomb group complex; POL I, RNA polymerase II; TET, ten
eleven translocation dioxygenase; TF, transcription factor; TrxG, trithorax group complex.

Dikutip dari Boland MJ, Nazor KL, Loring JF. Epigenetic regulation of pluripotency and differentiation. Circ Res. 2014;115:311-324.

H3K4me3 berhubungan dengan gen aktif sedangkan
H3K27me3 berhubungan dengan gen silent di dalam
CD4+ T cell. ™™ Koeksistensi H3K4me3 dan
H3K27me3  berhubungan dengan  penurunan
ekspresi  gen di  dalam CD4+ T  cell.
37475K oeksistensi  kedua modifikasi  kromatin
memberikan mekanisme apakah aktivasi atau represi
gen dipertahankan dalam kondisi seimbang. Studi
pada ESC menunjukkan bahwa modifikasi bivalen
mempertahankan aktivasi atau silencing pada gen
diferensiasi. 576 Diketahui bahwa beberapa bivalent
genes dapat kehilangan H3K4me3 sedang yang lain
kehilangan H3K27me3 selama diferensiasi sel. Cui
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et al.,, melaporkan bahwa 19% bivalent genes
kehilangan H3K27me3 dan menjadi aktif selama
diferensiasi menjadi sel CD36+ (Gambar 10).%
Sebagian besar gen ini berhubungan dengan
modifikasi H3K4mel dan H3K9mel pada stadium
HSC/HPC dan terikat dengan RNA Pol I,
menunjukkan bahwa modifikasi berada dalam
kondisi poised atau siap untuk aktivasi, yang
kehilangan H3K4 me3 setelah diferensiasi. Pol 1l
tidak dideteksi di dalam promoter. Hasil ini
menunjukkan bahwa nasib bivalent genes selama
diferensiasi diatur oleh modifikasi kromatin meliputi
monometilasi yang terjadi pada stadium HSC/HPS.53
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Gambar 10. Nasib bivalent genes setelah diferensiasi dihubungkan dengan pola modifikasi kromatin pada HSC/HPC.
Fraksi bivalent genes berhubungan dengan H2A.Z, H3K4mel, H3K9mel, H4K20mel, dan Pol Il dan ditunjukkan
kehilangan H3K27me3 (A), kehilangan H3K4me3 (B), kehilangan kedua (C), or bivalen menetap (D) setelah

diferensiasi.

Dikutip dari Cui K, Zang C, Roh TY, Schones DE, Childs RW, Peng W, Zhao K. Chromatin signatures in multipotent human
hematopoietic stem cells indicate the fate of bivalent genes during differentiation. Cell Stem Cell 2009; 4;80-93.

REGULASI EPIGENETIK TERHADAP
DIFERENSIASI SEL PADA EMBRYONIC
STEM CELL

Embryonic stem cell (ESC) berasal dari inner cell
mass pada embrio preimplantasi ditandai adanya
self-renewal dan diferensisasi menjadi semua tipe
sel untuk perkembangan seluruh jaringan dan organ
embrio. ® Pada tingkat molekuler, ES cell memiliki

ekspresi faktor transkripsi Oct4, Sox2, dan Nanog,
yang termasuk gen pluripoten yang diperlukan untuk
self-renewal. 77 Pemeriksaan dengan mikroskop
elektron menunjukkan bahwa kromatin pada ES cell
lebih homogen, dan relaksasi daripada kromatin
dengan sel terdiferensiasi, yang lebih padat. ”® Studi
biokimia terhadap struktur kromatin dengan
nuclease digestion menunjukkan reduksi kondensasi
pada ES cell yang tidak terdiferensiasi. 76 Analisis
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dengan Western blot menunjukkan bahwa marker
heterokromatin H3K9me3 diperkaya pada sel
terdiferensiasi. "® Analisis dengan genome-wide
chromatin immunoprecipitation (ChIP) on chip atau
chromatin immunoprecipitation diikuti dengan deep
sequencing  (ChIP-seq) menunjukkan  jumlah
heterkromatin H3K9me3 lebih tinggi pada sel
terdiferensiasi dan penurunan H3KO9ac setelah
diferensiasi ES cell. 88 Gen pluripoten pada ES cell

yang tidak terdiferensiasi bersifat eukromatin
dengan kondisi transkripsi aktif, sebaliknya gen
yang berhubungan dengan diferensiasi adalah
heterokromatin dengan transkripsi silent.

"8Konfigurasi ulang pada struktur kromatin selama
diferensiasi ES cell dengan regio eukromatin pada
gen pluripoten mengalami transformasi menjadi
heterokromatin, dan sebaliknya, regio kromatin yang
berhubungan dengan gen diferensiasi menjadi
eukromatin kembali ke pluripoten. Karena itu, faktor
kromatin yang membawa transisi eukromatin dan
heterokromatin  tampaknya memegang peranan
penting dalam self-renewal dan penentuan nasib sel
(diferensiasi sel) (Gambar 11). 7

Epigenom pluripoten stem cell sangat berbeda
dengan sel somatik. Ketika membandingkan pola
modifikasi histon dan metilasi DNA antara sel
terdiferensiasi dengan ESC, Hawkins et al.,
memperkirakan bahwa kurang lebih sepertiga dari
jumlah genom dalam struktur kromatin berbeda. &
Perbedaan ini disebabkan oleh perbedaan ikatan
faktor transkripsi dan keadaan remodeling kromatin
selama diferensiasi. 88 Misalnya, sel terdiferensiasi
mempunyai regio lebih besar ditandai oleh
H3K9me3 dan H3K27me3 dibandingkan dengan
ESC. 8Domain H3K9me3 dan H3K27me3 secara
signifikan lebih besar (2-3 kali lipat) dalam
fibroblast dan limfosit T dibandingkan dengan ESC,
sedangkan domain H3K36me3 sama antara ESC
dengan sel terdiferensiasi. 88 Domain H3K27me3
mengalami remodeled menjadi seperti ESC selama
reprogramming. ® Hal ini menunjukkan bahwa
ekspansi domain H3K27me3 mengikuti diferensiasi
sel. 83

Bernstein et al., menunjukkan bahwa ES cell
mengandung bivalen dengan analisis chromatin
immunoprecipitation diikuti dengan  deep
sequencing, % dan  menunjukkan bahwa regio
pengaturan utama yang banyak mengandung faktor
transkripsi terlibat dalam lineage commitment yang
berhubungan dengan modifikasi kromatin aktif
H4K3me3 dan modifikasi  kromatin  silent
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H3K27me3. 5hmC juga diidentifikasi sebagai
marker epigenetik aktif untuk kromatin bivalen.8
Bivalent domain pada gen yang diperlukan untuk
komitmen ES cell mengalami diferensiasi tetap
silenced, berisikan H3K27me3, H3K9me3, dan 5mc
metilasi DNA, yang membawa kromatin dalam
keadaan stabil (Gambar 11). 88687

Bivalent domain pada ESC sering mengadakan transisi
menjadi H3K27me3 yang berekspansi menjadi lineage-
committed cell, sehingga H3K27me3 terdapat di dalam
genom pada 40% sel terdiferensiasi dibandingkan
dengan ESC sebanyak kurang lebih 8%.3 Diferensiasi
mengakibatkan penkayaan H3K27me3 yang terjadi pada
tipe sel yang spesifik. Represi yang dimediasi oleh
Polycomb  merupakan mekanisme penting yang
menentukan nasib sel sehingga mendukung hasil
diferensiasi dengan lanskap kromatin yang semakin
dibatasi. 8-%% Sebagian besar bivalent domain pada
ESC yang tidak terdiferensiasi berubah menjadi status
monovalen pada sel yang menjadi lineage tertentu.828
Sebagai contoh, diferensiasi kardiomiosit dari ESC
memerlukan banyak faktor transkripsi kunci seperti
GATAB, GATA4, NKX2.5, HAND2, TBX5 dengan
signaling molekul (BMP2 dan WNT5a) terlibat dalam
perkembangan kehilangan H3K27me3 secara bertahap
dan peningkatan H3K4me3 sejalan dengan transkripsi
ketika diferensiasi berlangsung. °*°*  Sebaliknya,
diferensiasi jantung memerlukan represi epigenetik yang
dimediasi EZH2 pada faktor transkripsi untuk maturasi
kardiomiosit.®*%? Kehilangan H3K3me2/me3 biasanya
diikuti munculnya metilasi DNA. &

Pada embryonic stem cell (ES) cell yang tidak
terdiferensiasi, faktor kromatin yang bersifat write,
read dan erase metilasi DNA diekspresi dengan
tinggi, dengan deteksi level metilasi DNA yang
tinggi. 9% Pada waktu diferensiasi ES cell dengan
lineage commitment, terjadi redistribusi metilasi
DNA, vyang mempengaruhi diferensiasi dan
pemeliharaan identitas tipe sel. %5%:9%.% Perybahan
metilasi DNA terutama terjadi pada regio promoter
dengan gen stem cell yang spesifik.

Pergeseran keseimbangan antara hidroksimetilasi
dan metilasi DNA sepanjang genom dihubungkan
dengan pluripotensi dan lineage commitment. 84%
Keseimbangan antara pluripotensi dan lineage
commitment tergantung pada aktivitas TET dan
TDG. Kedua protein bekerja berlawanan dengan
metilasi DNA de novo sehingga berkontribusi

terhadap pemeliharaan regio kromatin bivalen yang
aktlf 84,96,98,99
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Gambar 11. Mekanisme epigenetik yang terlibat dalam self-renewal dan diferensiasi embryonic stem (ES) cell. A,
Perubahan modifikasi epigenetik selama diferensiasi ES cell. Gen pluripotensi pada ES cell yang aktif terletak di dalam
regio kromatin ditandai dengan H3K4me3 dan H3K9ac. Gen diferensiasi ditranskripsi dalam kondisi silent dan terletak
di dalam regio heterokromatin ditandai oleh H3K9me3 dan 5mC. Konfigurasi ulang pada struktur kromatin berhubungan
dengan gen pluripotensi, ditransformasikan menjadi heterokromatin. Sebaliknya, gambaran terjadi pada regio kromatin
yang berhubungan dengan diferensiasi. Modifier kromatin yang membawa transisi eukromatin dan heterokromatin
meliputi DNA methyltransferase (DNMT); histone methyltransferase SETDB1, MLL/Wdr5 complex; histone
demethylase Jmjdla, Jmjd2c, Kdmb5b; histone acetyltransferase GCN5; dan ATP-dependent chromatin remodeling
complex CHD1, Brgl, Tip60-p400 complex. B, Bivalent chromatin domains dan kontrol epigenetik terhadap lineage
commitment. Pada sel pluripotent, gen lineage commitment berada dalam keadaan poised dan menunjukkan modifikasi
epigenetik bivalen: H3K4me3 aktif dan H3K27me3 represif. 5hmC terjadi juga pada bivalent domains. Pada lineage
commitment, gen yang mengatur cell lineage mempertahankan H3K4me3, menghilangkan H3K27me3, dan menjadi aktif.
Gen yang mengatur lineages lain mempertahankan H3K27me3, peningkatan H3K9me3 dan 5mC, dan menjadi silence.
Modifier kromatin yang mengatur bivaent chromatin domain meliputi DNA methyltransferase DNMT1; TET1; histone
methyltransferase; demethyllase complex MLL/Dpy-30, MLL/IJmjd3/UTX complex, PRC2 complex, dan LSD1.

Dikutip dari Zhou Y, Kim J, Yuan X, Braun T. Epigenetic modifications of stem cells. A paradigm for the control of cardiac progenitor
cells. Circ Res. 2011;109:1067-1081.

Modifikasi histon yang banyak diteliti adalah  mixed-lineage  leukemia) complexes  (MLL

metilasi H3K4 dan H3K27. Regulasi metilasi H3K4
oleh histone methytransferase dan demethylase
meliputi perubahan struktur kromatin dan bivalent
chromatin domain selama diferensiasi ES cell.
Metilasi H3K4 dikatalisir oleh trithorax group
(TrxG) MLL/setl MLL/Setl (myeloid/lymphoid or

complexes). MLL complexes mempertahankan gen
dalam keadaan aktif selama penentuan nasib sel.
100,101 Beherapa MLL complexes telah diidentifikasi
di dalam ES cell, yang mengandung subunit katalitik
berbeda (hSetl, MLL1, MLL2, MLL3, atau MLL5
dan beberapa subunit inti. 1% Deplesi beberapa unit
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inti dapat mengurangi level metilasi H3KA4.
Hilangnya MLL1 dan MLL2 tidak mengganggu
metilasi H3K3 global dan tidak meregulasi self-
renewal pada ES cell tetapi berperan pada
koordinasi dan waktu diferensiasi. 103104

Metilasi H3K27 dikatalisir oleh PRC2 (Polycomb
repressive complex 2), yang termasuk famili protein
PcG (Polycomb group), terlibat dalam silencing
gene atau mempertahankan silent gene  dalam
kondisi “poised” sebelum aktivasi gen selama
diferensiasi EC cell. % Analisis genome-wide
menunjukkan bahwa beberapa protein PRC2 lebih
condong berikatan dengan silent genes yang terlibat
dalam regulasi perkembangan. Protein PRC2 tidak
penting dalam self-renewal ES cell tetapi berperan
dalam diferensiasi (Gambar 11), 7® karena ES cell
yang kehilangan PRC2 protein Suz12 (suppressor of
zeste 12 homolog), Ezh1/Ezh2 (enhancer of zeste
homolog 1/2), and Jarid2 (Jumonji, AT-rich
interactive domain 2) masih bisa berkembang biak
dalam kondisi tidak terdiferensiasi pada kultur.
106,107,108 Demikian juga, menghilangkan H3K27me3
oleh histone demethylase Jmjd3 (Jumonji domain—
containing 3) dan UTX (ubiquitously transcribed
tetratricopeptide repeat, X chromosome) yang hanya
diperlukan untuk diferensiasi sel tetapi bukan self-
renewal, menunjukkan bahwa regulasi metilasi
H3K27 dalam regulasi ES cell bersifat dinamik.

109,110
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“Ideas are like rabbits. You get a couple and learn how to handle them, and pretty soon you have a dozen”

-John Steinbeck-

PENDAHULUAN

Reprogram sel dapat didefinisikan sebagai upaya
untuk menghasilkan tipe sel yang berfungsi
normal dari satu jenis sel terdiferensiasi menjadi sel
lain tanpa melewati stadium pluripotensi, ! yang
bertujuan untuk menghasilkan sel yang diinginkan
untuk keperluan kedokteran regeneratif jangka
panjang.”? Reprogram sel melibatkan penggunaan
faktor transkripsi, regulator epigenetik, microRNA,
molekul kecil, yang bekerja secara langsung
melakukan reprogram satu sel somatik (sel yang
sudah terdiferensiasi) menjadi sel lain. *Teknologi
ini memungkinkan untuk dilakukan karena
melibatkan suatu networking gen aktif selama proses
perubahan yang menginduksi pergeseran landskap
epigenetik, sehingga dapat dihasilkan diferensiasi sel
yang baru. Dengan demikian, reprogramming sel
dapat ditujukan untuk mengubah sel residen di
dalam organ yang rusak untuk diregenerasikan
menjadi tipe sel secara in situ (setempat) sehingga
dapat mengembalikan fungsi organ. 3

Konsep sel terdiferensiasi bersifat plastisitas yang
dapat direprogram menjadi sel lain pertama Kkali
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digagas dalam eksperimen kloning oleh Gurdon, #
kemudian dilanjutkan Wilmut, 3 yang menghasilkan
seekor domba bernama Dolly. SDalam penelitian ini,
faktor yang belum diketahui di dalam sitoplasma
oosit menginduksi sel somatik menjadi sel
embrionik. Sel embrionik berkembang menjadi
fetus, dan akhirnya lahir satu organisme yang hidup.
Pengamatan ini merupakan cikal bakal lahirnya
reprogram sel secara in vivo. 3

Hampir tiga puluh tahun yang lalu, Davis et al.
menggunakan mioblast cDNA tunggal yang
menyandi faktor tranksripsi MyoD, mengubah
fibroblast secara langsung menjadi mioblast. ©
Dengan  keberhasilan  ini,  lahir = “direct
reprogramming” secara in vitro. Penemuan ini
sejalan dengan observasi bahwa reprogram
nukleus dapat mengubah fibroblast secara cepat
setelah berfusi dengan miosit. 7 Setelah itu, diteliti
berbagai jenis sel lain, namun gagal mengubah
fibroblast menjadi sel lain karena tidak
mengekspresikan  faktor  transkripsi  yang
menyerupai MyoD. Terakhir ditemukan C/EBPa
yang mengubah sel limfosit menjadi sel mieloid
untuk sistem hematopoietik. &



Nasib sel yang sulit diubah setelah terbentuk sel
terdiferensiasi  akhirnya  dapat  ditemukan
pemecahan melalui satu landmark study oleh
Yamanaka, yang menggunakan empat faktor
pengubah gen sebagai penentu nasib sel somatik

menjadi sel pluripotensi. °  Kombinasi ini
membuka jalan untuk mengetahui aktivitas
reprogramming  nukleus. Mekanisme  yang

mendasari perubahan nasib sel secara epigenetik
dapat dibaca di Bab 3. Akhir-akhir ini, kombinasi
“kode” transkripsi secara langsung dapat
mereprogram sel menjadi tipe sel yang berfungsi
khusus, sehingga mengubah model diferensiasi sel
yang dikemukakan oleh Waddington.
(Gambar 1).%0

Studi yang dipelopori Yamanaka mengisyaratkan
bahwa diferensiasi bukanlah akhir kematian
perkembangan sel, melainkan dapat dikembalikan ke
fungsi awal sebagai stem cell pluripoten dengan
kondisi primitif dengan cara mengubah status
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genetik dan epigenetik sehingga mengubah ekspresi
gen dan status kromatin selama reprogramming dari
sel somatik menjadi induced pluripotent stem cell
(iPSC).!* Sehingga studi iPSC meletakkan fondasi
“reprogramming” dalam teknologi transformatif
ilmu biomedik. ®

Sejak penemuan Yamanaka, maka dikembangkan
penggunaan kombinasi faktor transkripsi sel yang
menghasilkan insulin dari pankreas sehingga dapat
mengatur kondisi hiperglikemia pada model mencit
diabetik. 2 Induksi sel neuron dengan faktor
transkripsi membuktikan bahwa konversi dapat
dilakukan di luar dari lapisan germinal. 3
Reprogramming menggunakan kombinasi faktor
transkripsi juga telah menghasilkan tipe sel lain
seperti hepatosit, dan kardiomiosit. 41516 Sampai
saat ini, sejumlah tipe sel yag telah berhasil
dilakukan dari lineage reprogramming baik pada
mencit maupun manusia (Gambar 2). *

Pluripotency Differentiation

Direct
reprogrammin

. Differentiated cell type 1
° Differentiated cell type 2
@ Pluripotent cell (ES or iPSC)

Gambar 1. Model Waddington dimodifikasi untuk reprogram sel. Menurut Conrad Waddington bahwa nasib sel
diibaratkan sebagai suatu bola yang sedang mengelinding melewati beberapa lembah yang menggambarkan tipe sel
terdiferensiasi penuh. Transfer nukleus dan reprogram menunjukkan bahwa sel dapat digelindingkan mencapai puncak
melalui perubahan epigenetik pada sel sehingga dapat menjelajah ke atas dan ke bawah dari satu lembah ke lembah lain.
Dikutip dari Ladewig J, Mertens J, Kesavan J, Doerr J, Poppe D, Glaue F, Herms, S, Wernet P, Ko™ gler G, Mu" ller F.J, et al. Small
molecules enable highly efficient neuronal conversion of human fibroblasts. Nat. Methods 2012;9, 575-578.
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In vivo induction of neurons
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Gambar 2. Perkembangan lineage reprogramming. Kemajuan dalam perkembangan lineage reprogramming diberi
warna berbeda; hijau, biru, dan merah dengan masing-masing menunjukkan induksi tipe sel dengan diferensiasi terminal,
stem cell progenitor/precursor, dan in vivo lineage reprogramming. Teks di atas menunjukkan waktu kejadian studi pada
mencit, sedangkan di bawah menunjukkan waktu kejadian pada manusia.

Dikutip dari Xu J, Du Y, Deng H. Direct lineage reprogramming: strategies, mechanisms, and applications. Cell Stem Cell 2015; 16:
119-134.

A Invitro B Invivo

Pooled candidate No intermediate Retroviral GMT
developmental TFs (20) Pluripotent stage
* Induced cardiomyocytes

N —p E:]?::: ;Il:te'l } months o glectrical coupling
' combinations ¢ / * Decreased infarct size
P ¢ Attenuated cardiac
Cardiac or dermal Induced cardiomyocyte- Minimal TFs: ~ dysfunction
fibroblasts like cells (Gatad, Mef2c, > )
Tbx5 (GMT) S

Gambar 3. Skematik pendekatan dalam mengidentifikasi faktor pengatur yang melakukan reprogramming direk secara
in vitro dan in vivo menggunakan reprogamming jantung. (A) Metode skrining mendapatkan faktor transkripsi yang
secara langsung mengubah fibroblast menjadi sel menyerupai kardiomiosit. (B) Pengujian faktor reprogramming secara
in vivo menjadi sel baru dalam kondisi injuri. Penggunaan faktor reprogramming secara in vivo menghasilkan konversi
fibroblast residen menjadi sel menyerupai kardiomiosit dengan interaksi elektrik yang berkontribusi meningkatkan fungsi

jantung setelah injuri.
Dikutip dari Srivastava D, DeWitt N. In vivo cellular reprogramming: the next generation. 2016;166: 1386-1396.

REPROGRAMMING JANTUNG SECARA perkembangan jantung. 17:181° Faktor-faktor ini
LANGSUNG berinteraksi satu sama lain, koaktif terhadap

ekspresi gen jantung (misalnya, Nppa, Gja5
leda et al., menggunakan kombinasi 3 faktor [Cx40], dan Myh6) dan meningkatkan diferensiasi
transkripsi perkembangan jantung - Gata4, kardiomiosit. 2 2% 22 2 Gata4 dianggap sebagai
Mef2c, dan Thx5 (GMT), mereprogram faktor “pioneer” dalam membuka struktur kromatin
fibroblast kulit atau jantung menjadi sel dalam loki jantung,® sehingga memungkinkan
menyerupai kardiomiosit (Gambar 3). ® Ketiga ikatan dengan Mef2c dan Tbx5 pada tempat target
faktor reprogramming, Gata4, Mef2c, dan Tbx5 yang spesifik, selanjutnya mengakibatkan aktivitas
merupakan faktor transkripsi pada waktu awal terhadap program jantung.
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Gambar 4. Induced cardiomyocyte (iCM) memperlihatkan denyutan spontan, dengan Ca?* fluks dan aktivitas elektrik.
(A dan B) iCM yang diperoleh dari fibroblast jantung menunjukkan osilasi Ca?* dengan berbagai frekuensi (A), sama
seperti kardiomiosit neonatus (B). Intensitas Rhod-3. (C) iCM yang diperoleh dari tail-tip dermal fibroblast (TTF)
menunjukkan osilasi Ca®* spontan dengan frekuensi rendah. (D) Gelombang Ca?* spontan dapat diamati pada iCM MHC-
GFP+ (dot putih) diperoleh dari fibroblast jantung atau kardiomiosit neonatus (tanda panah) dengan Rhod-3 pada Ca®
max dan min. (E) Osilasi Ca?* spontan diperoleh dari iCM MHC-GFP+ dengan Rhod-3 pada Ca?* max dan min. (F)
Kontraksi iCM spontan dengan aktivitas elektrik diukur menggunakan elektroda ekstraseluler. Kardiomiosit neonatus
menunjukkan aktvitas elektrik yang sama. (G) Pencatatan elektrik intraseluler dari iCM yang diperoleh dari fibroblast
jantung yang dikultur selama 10 minggu menunjukkan potensial aksi yang menyerupai kardiomiosit mencit dewasa.
Dikutip dari leda M, Fu, JD., Delgado-Olguin P, Vedantham, V., Hayashi Y, Bruneau BG, and Srivastava D. (2010). Direct
reprogramming of fibroblasts into functional cardiomyocytes by defined factors. Cell 142, 375-386.
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Ekspresi ektopik dari faktor ini memerlukan waktu 2
minggu dalam konversi fibroblast menjadi sel
kardiomiosit, setelah kondisi epigenetik stabil yang
ditandai dengan metilasi histon dan metilasi DNA.
Namun ekspresi gen iCM global sama, dan tidak
menyerupai kardiomiosit neonatus. ' Dalam studi
ini penggunaan GMT ini tidak melewati stadium
progenitor jantung atau mesodermal, menunjukkan
bahwa terjadi konversi direk dari satu tipe sel
postnatal ke sel lain. 3 Sehingga induced
cardiomyocyte (iCM) vyang dihasilkan lebih
menyerupai Kkardiomiosit ventrikel dewasa. iCM
yang dihasilkan dapat berkontraksi spontan (Gambar
4). ® Meskipun inisiasi reprogramming awal
berlangsung cepat vyaitu pada hari  ke-3,
dibandingkan dengan iPSC yang dipelopori
Takahashi dan Yamanaka memerlukan waktu 10-20
hari, proses reprogramming berlanjut sampai
beberapa minggu dengan perubahan pada ekspresi
gen, kontraktilitas dan maturasi elektrofisiologi. 6

Reprogramming yang mengkonversi fibroblast
menjadi induced pluripotent stem cell (iPSC) oleh
Yamanaka masih tergolong amat rendah (<0.1%),
sedangkan efisiensi reprogramming direk secara in
vitro tanpa melalui pembentukan stem cell lebih
tinggi yaitu 20%, namun masih terbatas. Hal ini
disebabkan sebagian besar iCM hanya direprogram
parsial, berarti masih ada faktor lain yang dapat
meningkatkan reprogramming, setidaknya secara in
vitro. 3

Penemuaan akhir-akhir ini mendapatkan bahwa
faktor alternatif termasuk regulator epigenetik,
microRNA (miRNA) dan molekul kecil dapat
digunakan dalam lineage reprogramming
(Gambar 5). 2 Pemahaman mekanisme molekuler
yang mendasari lineage reprogramming dapat
bermanfaat karena  faktor pengubah ini
merupakan cara alternatif dalam mengubah nasib
sel masa mendatang. 2
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Gambar 5. Faktor-faktor yang terlibat dalam lineage reprogramming. Faktor reprogramming termasuk faktor transkripsi

spesifik, regulator epigenetik, miRNA, dan faktor pluri

potensi dimanipulasi menjadi sel yang diinginkan. Efek

downstream adalah pembentukan kembali GRN (gene regulatory network) dengan target tipe sel lain.

Dikutip dari Xu J, Du Y, Deng H. Direct lineage reprogramming:
119-134.
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REGULATOR EPIGENETIK

Regulasi epigenetik memegang peranan penting
dalam membentuk dan mempertahankan identitas sel
selama  reprogramming  perkembangan  dan
reprogramming sel. 2 Studi akhir-akhir ini terhadap
diferensiasi jantung pada embryonic stem cell secara
in vitro menunjukkan bahwa gen jantung
memerlukan pengaturan struktur kromatin secara
terprogram.?6:2” Demikian juga reprogramming sel
diikuti oleh perubahan terhadap lanskap epigenetik.
2829303132 Zhou et al, mendapatkan bahwa efisiensi
induced cardiomyocyte (iCM) yang rendah
disebabkan oleh regulator epigenetik Bmil yang
bekerja sebagai penghalang epigenetik selama fase
awal reprogramming iCM, karena Bmil secara
langsung berikatan dengan regio gen kardiogenik
termasuk Gata4 yang ditempati bersama oleh
polycomb repressive complex (PRC). Dengan
menghilangkan atau melakukan knockdown Bmil
menyebabkan terlepasnya represi Gata4 secara
endogen sehingga Gata4 dapat menginduksi
denyutan terhadap iCM. Jadi, dengan knockdown
Bmil menyebabkan hilangnya level H2AK119ub
dan meningkatnya H3K4me3 pada loki jantung
sehingga terjadi ekspresi gen kardiogenik. % Hal ini
konsisten dengan penemuan sebelumnya bahwa
monoubikuitilasi H2AK119 oleh PRC1
berhubungan dengan represi gen. 33 Knockdown
Bmil juga merelaksasikan  kromatin  dan
meningkatkan aksesibilitas DNA, 35363738 sehingga
melepaskan represi terhadap Gatad. Dengan
menghilangkan penghalang Bmil juga
memungkinkan untuk menggunakan jumlah faktor
transkripsi yang lebih kecil misalnya hanya MT
(Mef2c, dan Tbx5). %

Penghalang epigenetik selama reprogramming iPSC
juga diketahui. “°** Melakukan knockdown terhadap
Plul dapat meningkatkan efisiensi reprogramming,
42 sedangkan melakukan silencing Plul mengurangi
efisiensi reprogramming iCM, menunjukkan bahwa
mekanisme pengaturan epigenetik berbeda antara
reprogramming iPSC dengan reprogramming direk
pada sel somatik ke sel lain. 2° Hal ini terjadi karena
terdapat interaksi antara regulator epigenetik dengan
faktor pengubah gen selama konversi lineage.

Manipulasi  regulator  epigenetik saja  dapat
mengubah lineage reprogramming. Defisiensi DNA
methyltransferase Dnmtl pada sel R pankreas
mengakibatkan konversi ke sel lain. 22 Analisis lebih
lanjut mendapatkan bahwa Arx, suatu master gene
mengalami reaktivasi pada sel B setelah mutasi
Dnmtl1.# Karena itu, menghilangkan metilasi DNA

Stem Cell Epigenetik

dapat mereaktivasi master gene dan cukup
mengubah nasib sel. Selain itu, manipulasi terhadap
histone-modifying enzyme dapat berpengaruh
terhadap proses konversi lineage karena modifikasi
histon juga berhubungan dengan keadaan kromatin
aktif atau silent. 4

MIKRO RNA

Pada saat terjadi injuri jantung yang luas bersifat
subletal, karena penyumbatan arteri Kkoronaria
ekstensif, maka regenerasi jantung yang tidak adekuat
dengan fibrosis yang luas oleh jaringan fibroblast dapat
mengakibatkan gangguan struktur dan fungsi jantung.*®
Kondisi hilangnya kardiomiosit yang masif sebagai
akibat infark miokard ini dengan apoptosis pasca infark
merupakan kontribusi utama terhadap progresivitas
gagal jantung, dan menimbulkan perburukan terhadap
miokardium yang masih viable. “ Dengan penemuan
bahwa regenerasi jantung dapat terjadi, maka
penggunaan miRNA untuk mereprogram sel somatik
ke sel lain secara langsung merupakan upaya yang
menjanjikan. 4

miRNA adalan RNA noncoding kecil yang dapat
memodulasi ekspresi messenger RNA (mMRNA)
dengan melakukan ikatan basa antara beberapa
nukleotida pada miRNA (the seed sequence) dengan
sekuens komplemeter di dalam open reading frame
atau regio 3” untranslated dari target mRNA
sehingga menyebabkan gangguan stabilitas mRNA
atau inhibisi sintesis protein. MiRNA disintesis dari
prekursor yang lebih panjang menjadi ~ 22 mers
melalui kerja mikroprosesor dan enzim Dicer. Di
dalam genom sering dijumlah miRNA dalam bentuk
klaster dan diekspresikan dalam bentuk tipe sel yang
spesifik, sama seperti faktor transkripsi. Hal yang
penting adalah bahwa setiap miRNA dapat
menargetkan dan menekan ratusan mRNA; sehingga
ekspresi satu mIRNA dapat mengubah profil
ekspresi dan identitas sel secara dramatis.*’

Barangkali  kalimat  terakhir  inilah  yang
menginspirasi Jayawardena et al., dengan mentornya
Victor Dzau melakukan skrining dan mendapatkan
bahwa kombinasi miRNA (miRNAs 1, 133, 208,
499) mengubah fibroblast menjadi kardiomiosit
secara in vitro dan in vivo, (Gambar 6) * dan
efisiensi konversi dapat ditingkatkan sebesar 10 kali
lipat dengan menggunakan JAK inhibitor. Sel yang
direprogram menunjukkan gen kardiomiosit spesifik
dan memperlihatkan susunan sarkomerik, osilasi
kalsium spontan dan dengan fenotipe berciri khas
menyerupai kardiomiosit.
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Gambar 6. Memasukkan microRNA ke dalam fibroblast jantung dapat menginduksi ekspresi marker kardiomiosit yang
spesifik. A, Data ekspresi gen kumulatif fibroblast jantung dewasa yang ditransfeksi dengan miRNA dapat dilihat dalam
bentuk heat map. Hasil ini memperlihatkan pergeseran dari fibroblastik (Ddr2 dan Vim) menjadi kardiomiosit awal (Isl1,
Nkx2.5, Gata4, Hand2, Mef2c) dan ekspresi marker kardiomiosit lanjut (Tnni3, Cx43) antara hari 3 dan 6 setelah
transfeksi. Lipatan perubahan ekspresi masing-masing gen ditunjukkan dalam skala hijau sampai hitam (hijau; minimum,
merah; maksimum). B, Grafik bar menunjukkan profil ekspresi RNA Gata4 dan Mef2c pada fibroblast jantung pada hari
ke 3 setelah transfeksi dengan kombinasi miRNA 1,133, 206 dan 1, 133, 208. Semua kombinasi miRNA diperlihatkan
dengan bar abu-abu terang. Warna abu-abu gelap memperlihatkan rata-rata kontrol: untransfected, mock, dan
nontargeting miRNA (negmiR). C, Scatterplot menunjukkan rata-rata ekspresi normal Gata4, Mef2c dan Tbx pada hari
ke 3 setelah transfeksi. Terlihat miRS-1, 133, 208 (merah); dan miRs-1, 133, 206 (nila); mock, negmiR dan untranslated
control (hijau); kombinasi miRNA 9hitam). D, Imunostaining ACTININ (hijau) dan DAPI positif (biru) pada fibroblast
jantung neonatus 1 minggu setelah transfeksi dengan miR-1; miRs-1, 133, 206; miRs-1, 133, 208; dan miRs-133, 206,
208. Skala bar 100 pm. E. Imunostaining TNNI3 (hijau) dengan DAPI positif (biru) pada fibroblast kardiomiosit
neonatus 1 minggu setelah transfeksi dengan miRs-1, 133m 208. F. Immunostaining TNNI3 dari DAPI positif (biru) dari
fibroblast jantung neonatus diisolasi dari mencit Fsp1Cre/tgTOMATO (merah), 4 minggu setelah transfeksi dengan
miRs-1, 138, 208. Skala bar 100 pm.

Dikutip dari Jayawardena TM, Egemnazarov B, Finch, EA, Zhang L, Payne JA, Pandya K, Zhang Z, Rosenberg P, Mirotsou M, and
Dzau VJ. MicroRNA-mediated in vitro and in vivo direct reprogramming of cardiac fibroblasts to cardiomyocytes. Circ. Res. 2012;110,
1465-1473.
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Gambar 7. Kombinasi mikroRNA (miR combo) mereprogram kardiomiosit yang mengekspresikan marker jantung
matur. Tandem dimer Tomato 9tdTomato)+ kardiomiosit dengan imunostaining untuk sarcomeric-ce-actinin, cardiac
troponin-T, N-cadherin, and connexin-43 (hijau), bersama dengan tdTomato 9 merah P dan DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole; biru). Image yang ditunjukkan meliputi tumpang tindih marker jantung dengan DAPI (atas), td Tomato dan
DAPI (tengah) dan merger image marker, td Tomato, DAPI (bawah). Skala bar, 100um.

Dikutip dari Jayawardena TM, Finch EA, Zhang L, Zhang H, Hodgkinson CP, Pratt RE, Rosenberg PB, Mirotsou M, and Dzau VJ.
MicroRNA induced cardiac reprogramming in vivo: evidence for mature cardiac myocytes and improved cardiac function. Circ. Res.
2015;116, 418-424.

A tdTOMATO- tdTOMATO+

1s

Sarcomeric
length (pm)
Sarcomeric
length (um)

B
O 06 Y a
b= ® 0 0164
2 os- ° o
3 2
§ 04] % g 0.12
>
S 034 £ o 008
3 H o
™ 024 o
b = T 004
© 014 ol
@ g 2
@ 0.l O g0 0.004
m " T - B o0 -
WT Tom WT Tom WT Tom
C . ?a‘ W oos £ 504
O =6 =7 o 9077 a0
EE 8 61 £ 0064 i
3, 5 S 00s € 30
ET 12 o5 %1 0 £
§E §E + % oot Bl
g 202 o 3 9 0034 2 204
BB g4l ro 21‘ T 0.02] 8 m}
» 11 R 001 o i
0.0 . 0 - S 0.00d - w o -
WT Tom WT Tom WT Tom WT Tom

Gambar 8. Excitation-contraction (EC) coupling pada tandem dimer Tomato (tdTomato)* cardiac myocytes. A. Contoh
representatif transien kalsium spontan dan kontraktilitas yang diperoleh dari kardiomiosit tdTomato™ dan tdTomato*
diberi muatan Fura-2 selama pacing pada 1 Hz dengan rangsangan eletrik. B, parameter kalsium transien diukur
menggunakan kardiomiosit tdTomato- (wild type, n=22) dan tdTomato+ (tom+; n=12) dilakukan pacing pada 1 Hz
seperti pada A. C. Parameter kontraktilitas termasuk panjang sarkomerik (tdTomato- = 1.80 +0.013; tdTomato* =
1.84+0.018; p=0.13), fractional shortening (tdTomato- = 5.77+1.08%; tdTomato* = 4.64 +1.08%; p=0.51), dan
contraction decay kinetics (tdTomato- = 0.063+0.011; tdTomato* 0.047+0.0053; p=0.31)

EC coupling gain (fractioning shortening/calcium transient amplitude) menggambarkan hubungan antara amplitude
transien kalsium dan kontraktilitas (tdTomato- = 27.5+5.5; dtTomato + = 34.4 £12.0; p = 0.55). Tidak ada perbedaan
pengukuran yang signifikan antara kardiomiosit dtTomato™ dan dtTomato*.

Dikutip dari Jayawardena TM, Egemnazarov B, Finch EA, Zhang L, Payne JA, Pandya K, Zhang Z, Rosenberg P, Mirotsou M, and
Dzau V.J. MicroRNA-mediated in vitro and in vivo direct reprogramming of cardiac fibroblasts to cardiomyocytes. Circ. Res. 2012;110,
1465-1473.
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Studi selanjutnya dari kelompok Jayawardena yang
dimuat di Criculation Research 2015, menunjukkan
bahwa kombinasi miRNA (miRNAs 1, 133, 208,
and 499; miR combo) berhasil mereprogram injuri
miokardium menjadi kardiomiosit ventrikel matur
(Gambar 7) “® setelah disuntikan ke dalam otot
jantung yang mengalami injuri dan terjadi perbaikan
fungsi jantung secara progresif dibandingkan dengna
kontrol dalam waktu 3 bulan. Hal ini menjelaskan
potensi penggunaan mMiRNA sebagai suatu cara
pendekatan meregenerasikan jantung setelah injuri
miokard. 4

Untuk menentukan apakah marker tdTomato+ sel
yang menyerupai kardiomiosit berbentuk batang dari
hasil  konversi  fibroblast (Gambar 7) “
mengkepresikan protein kardiomiosit matur, maka
dlakukan profiling immunositokimia. Troponin T
jantung dan sarcomeric-eeactinin terdapat pada
kardiomiosit matur. Sedangkan connexin-43 dan N-
cadherin, protein yang terlibat dalam komunikasi
gap-junctional dan adhesi sel antara kardiomiosit,
terletak pada membran kardiomiosit dengan
tdTomato+, sama seperti kardiomiosit ventrikel
dewasa yang normal (wild type).

Ketika diuji sifat elektrofisiologi tdTomato +
berbentuk batang dengan tdTomato sel menyerupai
kardiomiosit dari mencit transgenik yang disuntikan
lentivirus yang mengekspresikan miRNAs 1, 133,
208, or 499 (miR combo) dalam waktu 5-6 minggu
setelah injuri mendapatkan bahwa mayoritas sel
tdTomato + menunjukkan sarkomer normal dengan
transien kalsium cepat dan besar, dan kontraksi
dalam respon terhadap depolarisasi. Hal ini
menunjukkan  bahwa sel yang menyerupai
kardiomiosit tdTomato+ memperlihatkan excitation-

contraction coupling (Gambar 8A). “ Tidak ada
perbedaan antara level Kkalsium sitosol atau
amplitudo puncak dan decay kinetics dari

depolarisasi yang ditimbulkan transien kalsium
antara kardiomiosit tdTomato- dengan dtTomato+
(Gambar 8B). “

Dengan overekspresi miRNA miR-9/9* and miR-
124 saja pada fibroblast manusia dapat
menginduksi sel menyerupai neuron yang
mengekspresi marker MAP2, dan difasilitasi oleh
NEUROD?2, juga dibutuhkan faktor transkripsi
berupa ASCL1 dan MYT1L untuk meningkatkan
pembentukan fungsi neuron yang diinduksi. #°
Overekspresi miR-124 juga menginduksi sel
neuron manusia yang dimediasi overekspresi via
BRN2 dan MYT1L. 5°
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Meskipun penelitian menunjukkan bahwa konversi
sel dapat dimediasi miRNA, namun mekanisme
molekuler yang mendasari proses ini belum
diketahui. miRNA mengatur target melalui represi,
51 namun bagaimana miRNA mengaktivasi ekspresi
master gene untuk target tipe sel merupakan
pertanyaan yang belum mendapat jawaban.
Kemungkinan adalah bahwa overekspresi miRNA
mengurangi  regulator  master gene  yang
diekspresikan pada awal perkembangan atau transisi
sel, yang mengganggu keseimbangan master
regulator dari lineage yang lain. Misalnya miR-124a
spesifik untuk neuron mengurangi ratusan level
transkrip non-neuron meskipun diekspresikan di
dalam sel non-neuron. %Inhibisi ini  juga
menghambat master gene non-neuron dan
menggeser keseimbangan ke arah ekspresi master
gene neuron, sehingga menyebabkan konversi
neuron. Kemungkinan lain adalah penurunan
regulasi  ekspresi regulator epigenetik yang
meningkatkan perubahan epigenetik global secara in
vitro dan in vivo. Misalnya, miR-124 secara
langsung mengatur ekspresi Ezh2, histon H3 lys-27
histone  methyltransferase, yang menfasilitasi
ekspresi gen target Exh2 spesifik terhadap neuron. 53

MOLEKUL KECIL

Ada beberapa keuntungan menggunakan molekul
kecil dibandingkan dengan metode tradisional dalam
menentukan nasib sel; sel permiabel, tidak bersifat
imunologik, lebih cost-effective, mudah disintesis,
data dipertahankan, terstandardisasi. 2 Yang lebih
penting, efeknya dapat disesuaikan dengan
konsentrasi dan kombinasi, sehingga memberikan
pengaturan ruang dan waktu dibandingkan dengan
fungsi protein. > Molekul kecil banyak digunakan
dalam reprogramming iPSC. %

Hou et al., menggunakan molekul kecil Forskolin
(FSK), 2-methyl-5-hydroxytryptamine (2-Me- 5HT),
dan D4476, sebagai pengganti Oct 4, setelah
dilakukan skrining terhadap lebih dari 10.000
molekul kecil, karena faktor Oct 4 amat dibutuhkan
untuk mengubah sel menjadi pluripoten. % Dengan
kombinasi bersama VC6T [VPA, valproic acid,
CHIR99021 (CHIR), 616452, Tranylvypromine],
maka dilakukan reprogramming dengan gen
tunggal, Oct4. (Gambar 9A dan B). % Kombinasi
molekul-molekul kecil ini (VC6T plus FSK,
kelompok Hou dapat mengubah sel somatik mencit
menjadi sel yang mengekspresikan E-cadherin, suatu
marker transisi mesodermal-epitelium, sebagai awal



reprogramming oleh faktor transkripsi (Gambar 9
C). % Meskipun dikombinasikan molekul kecil itu,
ekspresi Oct4 dan Nanog belum terdekteksi, berarti

kondisi  epigenetik  masih  represi  karena
hipermetilasi.  Untuk  menfasilitasi  kondisi,
ditambahkan doxycycline (DOX) untuk
menginduksi  Oct4, dan agonis cAMP (FSK,

Prostaglandin E2, and Rolipram) dan modulator
epigenetik [3-deazaneplanocin A (DZNep), 5-
Azacytidine, sodium butyrate, and RG108] pada hari
ke 16, maka terbentuk koloni (Gambar 9D dan
9E).% Dalam sel ini, tingkat ekspresi dari sebagian
besar gen marker pluripotensi masih tinggi tetapi
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lebih rendah daripada ESC (embryonic stem cell),
berarti reprogramming belum lengkap. Setelah
diganti ke medium 2i (dual inhibisi ganda) dengan
glycogen synthase kinase-3 dan mitogen-activated
protein kinase setelah hari ke 28 pasca perlakuan,
koloni dengan GFP (green fluorescenet positive)
berkembang menjadi morfologi  seperti ESC
(Gambar 9F). % Koloni ini dilakukan pasase
sebanyak lebih dari 30 kali, dan mempertahankan
morfologi menyerupai ESC (Gambar 9 F dan H). %
Kombinasi komponen 2i, menyerupai ESC, dan sel
GFP positif merupakan hasil chemically induced
pluripotent stem cell (CiPSC). %°
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Gambar 9. Pembentukan CiPSC oleh senyawa molekul kecil. (A dan B) Jumlah koloni iPSC diinduksi oleh MEF
iinfeksi SKM (A) atau SK plus senyawa molekul atau Oct 4. (C) Morfologi MEF untuk reprogramming Kimia pada hari
0 (DO0) dan klaster dengan GPF positif dihasilkan VC6TF pada hari ke 20 (D20) setelah pemberian molekul kecil. (D)
Jumlah koloni GFP positif diinduksi dengan pemberian DZNep pada hari ke 36. (E-G) Morfologi epiteloid, koloni GFP
positif pada hari 32 (D32) setelah pemberian perlakuan (E), suatu CiPSC pad hari ke 40 (D40) setelah perlakuan (F), dan
pasase koloni CiPS. (H) Diagram skematik proses pembentukan CiPSC. Skala bar 100 mm. Untuk (D) sel untuk

reprogram diambil pada hari ke 12.

Dikutip dari Hou PP, Li YQ, Zhang X, Liu C, Guan JY, Li HG, Zhao T, Ye JQ, Yang WF, Liu K, et al. Pluripotent stem cells induced
from mouse somatic cells by small-molecule compounds. Science 2013;341, 651-654.
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Gambar 10. Pluripotensi CiPSC (A). Pengecatan hematoxylin dan eosin pada teratoma yang diperoleh dari CiPSC (klon
CiPSC-30). (B-D) mencit kimera (B, klon CiPS-34), kontribusi germline CiPSC di dalam testis, (C, klon CiPS-45) dan
anak mencit F2 (D, klon CiPS-34). Skala bar, 100 mm (E) Analisis genomik dengan PCR pada Oct4-GFP kaset di dalam
jaringan kimera. (F) Kurva survival kimera. n, jumlah kimera yang diteliti.

Dikutip dari Hou PP, Li YQ, Zhang X, Liu C, Guan JY, Li HG, Zhao T, Ye JQ, Yang WF, Liu K, et al. Pluripotent stem cells induced
from mouse somatic cells by small-molecule compounds. Science 2013;341, 651-654.

Dengan penambahan retinoid acid receptor ligand
(TTNPB), efisiensi reprogramming kimia dapat
ditingkatkan sebesar 40 kali, setara dengan
reprogramming diinduksi  faktor transkripsi
(hingga 0.2). Sel CiPSC vyang diinjeksikan ke
dalam mencit imunodefiensiensi (SCID) dapat
berdiferensiasi menjadi 3 lapisan germinal
(Gambar 9A), % dan ketika disuntikan ke dalam
sel embrio dengan 8 sel atau blastocyst, CiPSC

120

mampu berintegrasi ke dalam organ di dalam
ketiga lapisan sel germinal, termasuk gonad dan
melahirkan seekor mencit baru (Gambar 9 B-E). 5
Mencit kimera yang dilahirkan 100 % hidup dan
tampak sehat sehingga 6 bulan berbeda dengan
mencit kimera yang dihasilkan dari iPSC yang
diinduksi oleh cMyc dengan survival lebih rendah
% (Gambar 8F). Hal ini menunjukkan bahwa
CiPSC direprogram secara lengkap. 5°



Stem Cell Epigenetik

o] 0
COH W ot ,O.-,OH
H
e ,L s
I
All-trans retinoic acid Trichostatin A S-Azacytidine Reversing Dexamethasone

l\,N
HO
[+
O’J\)N s SOH
Purmorphamqne 16,16-Dimethyl prostaglandin E; Forskolin
HD‘N
ﬁ Q
BIO Cyclopamine Neuropathiazal

& o,
,ﬁ[ *; ,,.D"ﬂ‘"

Qsn BIX 01294

OCH;
OCH;

@(i}?@* i mﬂiﬁ?ﬁﬁn)ﬁj‘% O

Pluripatin ¥-27632

Gambar 11. Senyawa molekul yang mengatur nasib sel. Molekul kecil sintetik dan produk alamiah yang berikatan
dengan reseptor nukleus (all-trans asam retinoid dan deksametason), histone-modifying enzyme dan DNA-modifying
enzyme (trichostatin A, BIX 01294, dan 5-azacytidine) dan protein kinase dan molekul signaling (reversine,
purmorphamine, 16,16-dimethyl prostaglandin E2, forskolin, QS11, BIO, Cyclopaine, neuropathiazol, pluripotin, dan Y-

27632).

Dikutip dari Xu Y, Shi Y, Ding S. A chemical approach to stem-cell biology and regenerative medicine. Nature 2008; 453: 338-344.

Selain itu, beberapa molekul kecil dilaporkan
dapat meningkatkan efisiensi konversi neuron dan
mengurangi kebutuhan faktor eksogen atau secara
langsung dalam menginduksi konversi sel.
57.58,59.606162  Misalnya, Kim et al., dapat
mereprogram fibroblast manusia menjadi neural
crest yang menghasilkan berbagai jenis neuron,
glia, melanosit ataupun derivat mesenkimal
dengan menggunakan satu overekspresi faktor
transkripsi  Sox10 bersama dengan aktivasi
molekul  signaling WNT. Dengan satu klon
neural crest yang diinduksi dapat menghasilkan
keempat lineage neural crest. 58

Molekul kecil yang memodulasi target tunggal atau
multipel nasib sel termasuk asam retinoik, analog
sitidine, histone-deacetyase inhibitor dan protein
kinase inhibitor (Gambar 11). 83

REPROGRAMMING IN
REGENERASI JARINGAN

VIVO UNTUK

Reprogramming secara in vivo pertama Kkali
dilakukan pertama kali pada organ pankreas dengan
mendapatkan bahwa terdapat plastisitas di antara

tipe sel yang berhubungan. Dengan menggunakan 3
faktor transkripsi, Ngn3 (Neurog3), Pdx1 dan Mafa,
Zhou et al., berhasil mengubah sel eksokrin pankreas
yang sudah terdiferensiasi menjadi sel menyerupai
sel 8 pankreas pada mencit dewasa. Sel [ yang
diinduksi dapat berfungsi mengurangi hiperglikemia
karena mengekspresi gen yang penting dalam fungsi
sebagai sel R (Gambar 12).

Untuk menguji apakah sel- 8 yang diinduksi dari sel
eksokrin  menghasilkan insulin, maka disuntikan
pAd-M3 (adenovirus yang mengekpresikan 3
kombinasi gen Ngn3, Pdx1 dan Mafa) ke dalam
hewan coba dengan sel-B yang dirusak oleh
streptozotocin (STZ), ternyata kadar hewan coba
dengan hiperglikemia menunjukkan penurunan
secara signifikan dibandingkan dengan hewan coba
yang diinjeksi virus nGFP sebagai kontrol (Gambar
12 d). ® Di samping itu, hewan pAd-M3
menunjukkan toleransi terhadap glukosa meningkat,
dan peningkatan kadar insulin dalam serum (Gambar
12e) ® dan memiliki jumlah insulin lebih tinggi pada
sel-R yang diinduksi (Gambar 12f). &

Hasil studi ini menunjukkan bahwa pankreas
memiliki plastisitas yang dibawa lahir.%5 Meskipun
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tanpa ekspresi faktor transkripsi yang dipaksakan,
mencit dewasa dapat bertahan hidup setelah
hilangnya sel-8 yang masif yang diinduksi oleh
toksin difteri seperti dilaporkan Thorel et al.,
bahwa sel pankreas memiliki tingkat plastisitas yang
belum diketahui sebelumnya.  Jumlah sel B dapat
bertambah banyak dengan berjalannya waktu,
dengan sejumlah sel 8 baru yang terbentuk dari sel,
seperti terlihat dari hasil turunannya. Namun, sifat
plastisitas pankreas dalam konversi direk secara in
vivo belum diketahui dapat diterapkan untuk organ
atau jaringan lain. 4

Studi reprogramming jantung yang menggunakan
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kombinasi faktor transkripsi GMT (Gata 4, Mef2c
dan Thx5 secara in vitro, *6 meletakkan dasar bagi
penggunaan GMT secara in vivo langsung ke dalam
jantung dengan terapi gen yang mengkonversi
nonmiosit terutama fibroblast menjadi induced
cardiomyocyte (iCM). 6768 Kualitas konversi secara
in vivo jauh lebih baik daripada in vitro, dengan
jumlah sel yang direprogram menjadi sel yang dapat
berdenyut dengan transkriptom yang lebih
menyerupai kardiomiosit endogen. ® Kardiomiosit
yang direprogram sangat menyerupai kardiomiosit
ventrikel dewasa dan secara elektrik dapat menyatu
dengan iCM baru vyang terbentuk dengan
kardiomiosit endogen (Gambar 13). %
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Gambar 12. Sel B yang baru memperbaiki pembuluh darah dan mengurangi hiperglikemia. a-c, sel B mensintesis VEGF
(a) dan menginduksi remodeling angiogenik local (b). Pembuluh darah (PECAML) terletak berdekatan dengan sel-
yang diinduksi (b) versus sel terinfeksi sebagai kontrol (c). d, perbaikan glukosa darah puasa pada mencit diabetik setelah
injeksi dengan pAd-M3 (mutiara) dibandingkan dengan kontrol dengan virus nGFP (kotak). Segitiga, kontrol non-
diabetik. STZ, streptozotocin. Tanda panah menunjukkan waktu injeksi. n=6-8 hewan coba. e, kadar insulin serum tidak
puasa 6 minggu setelah injeksi. n=6-8 hewan coba. f, jumlah insulin rata-rata per bagian 8 minggu setelah injeksi. n= 3
hewan coba. Pulo Langerhans dan sel R yang diinduksi dihitung sebagai sampel pAd-M3. Satu tanda bintang p<0.05; dua
tanda bintang =<0.01,; tiga tanda bintang, p<0.001. Data dipreseantasikan sebagai meanzs.d.

Dikutip dari Zhou Q, Brown J, Kanarek A, Rajagopal J, Melton, D.A. In vivo reprogramming of adult pancreatic exocrine cells to beta-

cells. Nature 2008; 455: 627-632.
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Gambar 13. Pemeriksaan ejection fraction (EF), stroke volume (SR) dan cardiac output (CO) ventrikel kiri dilakukan
dengan MRI dalam waktu 12 minggu setelah infark miokard (n=9 untuk setiap kelompok, p<0,05). Keempat panel
sebelah kiri menunjukkan pencitraan toraks pada saat jantung dalam keadaan diastolik akhir (relaksasi) atau sistolik
(kontraksi) dari mencit dsRed atau GMT, dibandingkan dengan kontrol sham-operated dan strain-matched. LV, left
ventricle; RV, right ventricle. b, gPCR dari atrial natriuretic factor (ANF), brain natriuretic peptide (BNP) dan tenascin
(TnC) dengan RNA diekstraksi dari zona batas jantung 4 minggu setelah infark dan injeksi dsRed atau GMT. RQ,
relative quantification. ¢, gPCR dari collagen type 1 (Collal), Colla2, Col3al dan elastin (EIn) pada RNA yang
diekstraksi dari zona batas jantung 4 minggu setelah infark miokard dan injeksi dsRed atau GMT. Data b dan c
dibandingkan terhadap mencit sham-operated yang disuntikan dsRed, diindikasikan dengan garis-terputus-putus. n=3
untuk setiap genotype. *P<0,05. d, Pengecatan Masson Trichrome pada potongan jantung 8 minggu post-MI disuntikkan
dsRed atau GMT dengan kuantifikasi ukuran jaringan parut. Skala bar, 500um. dsRes, n=8; GMT, n=9; *p<0.05. e,
pengecatan Masson-Trichrome (kiri) dan imunofluoresecent untuk ce-actinin dan/atau B-galactosidase (B Gal; kanan)
pada GMT yang disuntikkan pada jantung mencit periostin-Cre: R26R-lacZ 4 minggu pasca-pembedahan. Skala bar, 500
pum pada panel kiri, 50 um pada ketiga panel kanan. Error bar : sem.

Dikutip dari Qian L, Huang Y, Spencer Cl, Foley A, Vedantham V, Liu L, Conway SJ, Fu JD, and Srivastava D. In vivo reprogramming
of murine cardiac fibroblasts into induced cardiomyocytes. Nature 2012;485, 593-598.
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Besaran infark berkurang dan perbaikan fungsi
jantung terjadi setelah diberikan GMT pada mencit
yang dilakukan ligase koronaria (Gambar 13b).
Pemberian  kaset  polysistonic MGT  yang
menghasilkan peningkatan level Mef2c,
mengakibatkan reprogramming lebih optimal secara
in vivo. ® Hal ini menunjukkan pentingnya
pengaturan dosis tiap faktor. Pembentukan iCM in
vivo yang baru dapat meningkatkan densitas kapiler.
Namun,  pemberian  terapi  ajuvan  dapat
meningkatkan angiogenesis sehingga meningkatkan
fungsi lebih lanjut setelah reprogramming direk.
Pemberian thymosin R4- suatu protein yang
mengikat 43 asam amino pada G-actin dapat

meningkatkan angiogenesis dan survival sel,
proliferasi dan migrasi. "®*~ meningkatkan
regenerasi yang dimediasi GMT sehingga

meningkatkan ejeksi fraksi pada setiap denyutan

jantung. & Thymosin R4 juga mengaktivasi sel
epikardial, yang memiliki efek regeneratif.
Pemberian vascular endothelial growth factor

(VEGF) bersama dengan GMT dapat memberikan
efek perbaikan fungsi jantung yang sama. "

Reprogramming in vivo juga memberikan reduksi
fibrosis secara signifikan, karena iCM mensekresi
faktor yang menghambat ekspresi kolagen dan
aktivitas matrix metalloproteinase. Fibroblast yang
diinfeksi  faktor reprogramming yang gagal
mereprogramnya secara intrinsik akan berubah
sehingga tidak meningkatkan fibrosis. Kombinasi
efek ini bertanggung jawab terhadap perbaikan
fungsi jantung dan mengurangi pembentukan
jaringan parut setelah injuri. 3

Di samping dapat membentuk kardiomiosit,
reprogramming direk dapat membentuk miosit
khusus yang tidak berkontraksi sebagai sel
pacemaker. Ekspresi Thx18 jelas dapat menginduksi
nasib sel kardiomiosit dengan aktivitas yang
menyerupai  pacemaker.” Adenoviral yang
membawa Thx18 secara in vivo pada model kelinci
coba dengan bradikardia dapat mengembalikan
denyutan jantung menjadi normal, menunjukkan
potensi perbaikan mekanik pacemaker. Meskipun
diperlukan penyempurnaan, regenerasi pacemaker
dan sel konduksi khusus lainnya dapat mengoreksi
gangguan irama jantung.  Namun diperlukan
transkriptom sel sebagaimana  dilaporkan
Vedantham et al., untuk sel pacemaker dengan
pendekatan sekuensi RNA menggunakan sel tunggal
di masa mendatang. "

Jantung dewasa sedikit mempunyai progenitor aktif
dengan kapasitas regeneratif terbatas seperti
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ketidakmampuan menggantikan jaringan rusak oleh
kejadian iskemik. Sebaliknya zona khusus otak
mempunyai derajat plastisitas dan kapasitas migrasi
yang tinggi. 757" Misalnya, stem cell neural dapat
bermigrasi ke area otak yang rusak dan
berdiferensiasi menjadi lineage neural pada model
roden dengan injuri otak. 7

Dengan menggunakan faktor transkripsi Sox2, Niu
et al.,, mereprogram astrosit endogen menjadi
neuroblast yang mampu berproliferasi. 8 Kemudian,
faktor pertumbuhan brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) dan noggin atau histone deacetylase
inhibitor  valproic acid merangsang induksi
neuroblast membentuk neuron yang berfungsi secara
elektrofisiologik berintegrasi dengan neural lain.
Pendekatan ini secara efektif mengkonversi astrosit
medula spinalis menjadi stem cell neural yang
berproliferasi membentuk interneuron sinaps di
medula spinalis pada model mencit dengan atau
tanpa injuri berat. &

Mekanisme konversi yang dimediasi Sox2 dari
astrosit residen menjadi progenitor neural adalah
melalui progresivitas dari neuroblast Ascll+ dan

Dcx+  sebagai  progenitor  intermediate.
Penggunaan Ascll saja telah cukup untuk
mereprogram  astrosit menjadi  neuron  yang

diinduksi. 8 Sox2 juga dapat mereprogram perisit di
dalam otak menjadi neuron diinduksi, hal ini
menunjukkan bahwa efeknya tidak hanya untuk
astrosit. ® Sel glia yang menjadi reaktif oleh injuri
luka tusukan atau sel glia karena penyakit Alzheimer
dapat  direprogram  menggunakan  NeuroD1
membentuk neuron glutamatergik dan neuron
GABAergik. 8  Jadi, faktor spesifik dapat
menginduksi nasib neuron. 2

Gliosis adalah suatu proses injuri otak yang
melibatkan aktivasi sel glia berproliferasi dan
menjadi hipertrofik di area otak dengan injuri.
85868788 GSe| glia, termasuk astrosit, sel NG2,
mikroglia, mengalami respon reaktif terhadap injuri
untuk membentuk sistem pertahanan terhadap invasi
mikroorganisme dan  sitotoksin di  jaringan
sekitarnya. 883878 Jjka terjadi aktivasi, sel glia
reaktif menempati area injuri dan menghasilkan
faktor neuroinhibitori untuk mencegah pembentukan
neuron, sehingga terbentuk jaringan parut glia di
dalam otak. 8 Kondisi ini dapat dijunpai pada stroke,
injuri medulla spinalis, glioma, dan gangguan
neurodegeneratif seperti Alzheimer. 88899051

Dalam penelitian Guo et al., mendapatkan bahwa
penggunaan retrovirus yang menyandi faktor
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transkripsi tunggal NeuroD1 dapat mereprogram  NeuroD1 (Gambar 14).%5 Dengan reprogram
astrosit dan sel NG2 menjadi neuron di dalam secara in vivo dari sel glia reaktif menjadi neuron
korteks mencit secara in vivo. % Rekaman yang berfungsi dapat menjadi suatu pendekatan
elektrofisiologik menunjukkan respon sinaptik terapeutik pada gangguan otak akibat injuri atau
secara spontan pada neuron yang dikonversi penyakit. 8
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Gambar 14. Konversi sel glia reaktif menjadi neuron secara in vivo setelah injuri otak. (A) Penyuntikan retrovirus yang
mengekspresikan GFP (hijau) ke dalam kortek mencit menunjukkan astrosit reaktif positif GFAP (merah) di tempat injuri
14 hari pascasuntikan (DPI). (B dan C) Sel diinfeksi NeuroD1-IRES-GFP (hijau) bersifat imunopositif untuk marker
neuron DCX (B, 3DPI) dan NeuN (C, 7 DPI). (D) Setelah 21 DPI, neuron dikonversi dari NeuroD1 (NeuU positif, kepala
panah) menunjukkan pembentukan banyak neuron. Skala bar, 20mm untuk (A) dan (D); 40 mm untuk (B) dan (C). (E)
Data kuantitatif menunjukkan jumlah neuron dikonversi per area dan efisiensi konversi setelah infeksi NeuroD1. (F dan
G) Neuron dikonversi dari NeuroD1 menunjukkan imunopositif terhadap marker neuron kortikal Tbrl (F) dan deep layer
marker Ctip2 (G, 12 DPI). Skala bar : 100 mm untuk image kekuatan rendah, 40 mm untuk image kekuatan tinggi. (H
dan 1) Gambaran representatif untuk rekaman kortikal menunjukkan arus Na+ dam K+ (H) dan potensial aksi ulangan (1)
pada neuron dikonversi dari NeuroD1 (30 DPI). (J) Gambaran representatif menunjukkan kejadian sinaptik spontan pada
neuron dikonversi NeuroD1 (26 DPI) pada rekaman kortikal. (K) Kejadian evoked synaptic yang direkam dari neuron
yang dikonversi.

Dikutip dari Guo Z, Zhang L, Wu Z, Chen Y, Wang F, and Chen G. In vivo direct reprogramming of reactive glial cells into functional
neurons after brain injury and in an Alzheimer’s disease model. Cell Stem Cell 2014;14, 188-202.

125



5. Differensiasi Reprogram Sel

a No iHep cell injection

%
%o/
@,

Fah-Rag2-- mice maintained
with NTBC water

Intrasplenic iHep cell injection

-3

el | i I
% 80— -------------- _'g_,l_
3 6 I
< o l
: *
) ! 1
2 OfwFR | M
S oo ] TIFFR :
§ —Hepa—F/R Seansnnainee .E
O o f==iHep-F/R :

1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60
Time (day)

c

Liver failure and death

—_

o

j

i

= - 5o,

Repopulation and liver
function restoration

Fah”-Rag2™"

iHep-Fah™-Rag2~'~

Lt

Gambar 15. Transplantasi sel iHep ke dalam hati mencit Fah”-Rag2”-. Kurva survival Kaplan Meier dari mencit yang
ditransplantasi hepatosit primer (Hepa-F/R, n=10), mencit Fah”"Rag2”- yang ditransplantasi sel iHep (iHep-F/R, n=2),
mencit Fah”’-Rag2” ditransplantasi TTF (TTF-F/R, n=6 dan kelompok mencit Fah”’-Rag2-- sebagai kontrol (F/R, n=10)
setelah dihentikan NTBC. * p<0,02, log-rank test. ¢, Repopulasi sel iHep pada hati Fah”-Rag2” ditentukan dengan
imunostaining Fah (pengecatan sitoplasma berwarna coklat). d, Sel iHep betina ditransplantasikan ke dalam hati Fah"-
Rag2. Potongan hati serial diwarnai dengan imunostaining Fah dan pengecatan kromosom Y FISH (titik merah). Batas

nodul Fah+ diindikasikan dengan garis kuning.

Dikutip dari Huang P, He Z, Ji S, Sun H, Xiang D, Liu C, Hu Y, Wang X, Hui L. Induction of functional hepatocyte-like cells from

mouse fibroblasts by defined factors. Nature. 2011;475:386-389.

Dua kelompok peneliti menunjukkan secara
independen  bahwa fibroblast mencit dapat
direprogram secara langsung menjadi sel hepatosit
dikenal sebagai induced hepatocyte (iHep)
menggunakan faktor transkripsi. %29 Sekiya dan
Suzuki * menunjukkan bahwa induksi menggunakan
fibroblast mencit dilakukan dengan transduksi
Hnf4o dan Foxal. Sel iHep menunjukkan morfologi
khas dengan ekspresi gen hepar dan berfungsi
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sebagai hepatosit. Namun Morris et al., akhir-akhir
ini mengemukakan bahwa sel yang diinduksi dengan
metode Sekiya dan Suzuki berasal dari progenitor
endoderm daripada hepatosit yang terdiferensiasi. %
Studi Morris mendapatkan bahwa sel yang diinduksi
mempunyai kapasitas berdiferensiasi baik menjadi
sel menyerupai hepatosit atau sel menyerupai usus
secara in vitro, bergantung pada level ekspresi Hnf4
dan Foxal dan kombinasi faktor transkripsi lain.



Transplantasi sel yang diinduksi ke dalam hati dan
kolon masing-masing dapat berdiferensiasi menjadi
hepatosit matur dan epitelium kolon. Hal ini
menunjukkan bahwa lingkungan mikro penting
sebagai penentu nasib sel. %

Studi Huang et al., menunjukkan bahwa fibroblast
tail-tip mencit dapat direprogram menggunakan
Gata4, Hnfla dan Foxa3 dengan inaktivasi p19*f
menjadi sel hepatosit. Hasil sel ini menunjukkan
morfologi epitel dengan ekspresi gen hepar dan
dapat berfungsi sebagai hepatosit. Sel iHep dapat
memperbaiki mencit dengan defisiensi
fumarylacetoacetate-hydrolase (Fah 2/2) dan dapat
menyelamatkan hampir separuh mencit ini dari
kematian (Gambar 15). %> Strategi ini tentu akan
bermanfaat untuk rekayasa hepar sehingga dapat
digunakan dalam kedokteran regeneratif.

Stem cell yang menyerupai hematopoietik dapat
mengadakan engraftment jangka panjang menjadi
multilineage yang dihasilkan dari progenitor
limfoid dan mieloid dengan sel efektor mieloid
dilakukan ekspresi ektopik menggunakan 6 faktor
transkripsi Runltl, HIf, Lmo2, Prdm5, Pbx1, dan
Zfp37 yang secara selektif mengekspresikan stem
cell atau progenitor hematopoietic (Gambar 16).%
Keberhasilan engrafment hematopoietic stem cell
(HSC) memerlukan lingkungan mikro sumsum
tulang sebagai niche untuk HSC dalam penentuan
nasib sel.

Batta et al., menunjukkan bahwa fibroblast mencit
dapat direprogram menjadi progenitor
hematopoietik multilineage melalui ekspresi
ektopik dengan faktor transkripsi Erg, Gata2,
Lmo2, Runxlc, dan Scl. Pembentukan sel
hematopoietik didahului oleh pembentukan endotelium
hemogenik, menyerupai perkembangan darah masa
embrio. Hasil ini menunjukkan bahwa kombinasi
faktor transkripsi cukup mereprogram
perkembangan sel melalui berbagai tahapan
kompleks, dinamik secara in vitro (Gambar 16).
Reprogramming direk dapat memberikan platform
untuk  membuka tabir mekanisme nasib
perkembangan sel pada tingkat molekuler.

Akhir-akhir ini Han et al., melaporkan bahwa
fibroblast mencit dapat direprogram secara langsung
menjadi sel endotel menggunakan 5 faktor traksripsi
yaitu Foxol, Er71, KIf2, Tall dan Lmo2.%” Sel
endotel yang terbentuk (iEC, induced endothelial
cell) dapat berfungsi sebagai sel endotel matur
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dengan melepaskan nitric oxide dengan rangsangan
asetilkolin atau vascular endothelila growth factor.
Transplantasi sel endotel yang dinduksi ini dapat
meningkatkan engiogenesis dan perfusi anggota
gerak pada model mencit dengan iskemia anggota
gerak (Gambar 17). ¥ Hal ini menunjukkan potensi
terapi untuk tujuan regeneratif pada penyakit
vaskuler iskemik. %

Q O 0 0 ©

ERG GATA2 LMO2 RUNX1c SCL

\NT77/

Fibroblasts m

Hemogenic
Endothelium

Hematopoietic
Progenitors &

Erythrocytes Megakaryocytes Myeloid cells
Gambar 16. Ekspresi ektopik dengan faktor transkripsi
Erg, Gata2, Lmo2, Runxlc, dan Scl dapat mereprogram
fibroblast menjadi hematopoietic progenitor cell dan
menghasilkan berbagai jenis sel darah.

Dikutip dari Batta K, Florkowska M, Kouskoff V, Lacaud G.
Direct reprogramming of murine fibroblasts to hematopoietic
progenitor cells. Cell Rep. 2014;9:1871-1884.

Dari pemaparan mengenai reprogramming direk di atas
menunjukkan  bahwa  teknik  ini  berpotensi
menghasilkan sejumlah tipe sel dari fibroblast, meliputi
pankreas, kardiomiosit, neuron, hepar, hemaptopietic
stem/progenitor  cell, sel endotel (Gambar
18).131664929597.98 panemuan ini menunjukkan bahwa
sel memiliki plastisitas yang jauh lebih besar dari
perkiraan sebelumnya, setelah penemuan iPSC oleh
Takahashi dan Yamanaka yang menginspirasi
pendekatan menghasilkan tipe sel yang spesifik ini.
Reprogramming direk saat ini menjadi fokus utama
dalam penelitian biologi dasar. %
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Gambar 17. Peningkatan perfusi anggota gerak menggunakan induced endothelial cell (iEC) pada model mencit dengan
iskemia anggota gerak. A, Foto memperlihatkan suntikan iEC intramuskuler untuk menyelamatkan angota gerak. B,
Laser Doppler perfusion imaging (LDPI) menunjukkan pemulihan perfusi setelah implantasi iEC. C, Kuantifikasi LDPI.
D, Pemeriksaan histologik iskemia anggota gerak yang diambil 14 hari setelah pembedahan menunjukkan peningkatan
densitas kapiler pada mencit ditransplantasi iEC. E, Perhitungan densitas kapiler. n 3-5 hewan coba pada setiap
kelompok. Data dipresentasikan dalam mean+SEM.

Dikutip dari Han JK, Chang SH, Cho HJ, Choi SB, Ahn HS, Lee J, Jeong H, Youn SW, Lee HJ,Kwon YW, Cho HJ, Oh BH, Oettgen P,
Park YB, Kim HS. Direct conversion of adult skin fibroblasts to endothelial cells by defined factors. Circulation. 2014;130:1168-1178.
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Original cells Induced cells Reprogramming factors
Pluripotent Oct4/Sox2/KIf4/c-Myc
O stem cell (Mouce and Human)

) [1. Brn2/Ascl1/Myt1l (BAM)(Mouse)
Excitatory neuron

) —
2. BAM/NeuroD1 (Human)
— %@ivé Motor neuron BAM/Lhx3/Hb9/Isl1/Ngn2 (Mouse)
Dopaminergic Ascl1/Nurrt/Lmx1a
neuron (Mouse and Human)
—> <@~ Neural stem cell Sox2 (Mouse and Human)

1. Hnf4a/Foxa1
Fibloblast nf4a/Foxal (Mouse)

& T Hepatocyte
2. Hnfla/Hnf4a/Hnf6/Atf5/Prox1/
Cebpa (Human)

Hematopoietic
— Q progenitor cell Erg/Gata2/Lmo2/Runx1c/Scl (Mouse)

——> — <>~ Endothelial cell Foxo1/Er71/KIf2/Tal1/Lmo2 (Mouse)

——> &L == Cardiomyocyte Gata4/Mef2c/Tbx5 (Mouse)

> @@ Skeletal myocyte MyoD

Exocrine cell 1. Neurogenin3/Pdx1/Mafa (Mouse)

@ —— @  Pancreatic B cell "

. Epidermal growth factor/ciliary
neurotrophic factor (Mouse)

Myeloid cell

Hematopoietic Run1t1/HIf/Lmo2/Prdm5/Pbx1/
@ @ stem cell Zfp37 (mouse)

Gambar 18. Ringkasan reprogramming direk menggunakan faktor transkripsi spesifik. Sejumlah tipe sel, termasuk
induced pluripotent stem cell dan berbagai subtipe sel, neuron, kardiomiosit, sel endotel, hematopoitic stem/progenitor
cell, hepatosit, sel otot skeletal dan sel B pankreas dapat diinduksi dari sel heterogen dengan overekspresi faktor
transkripsi. BAM menunjukkan Brn2, Ascll dan Mytll.

Dikutip dari Sadahiro T, Yamanaka S, leda M. Direct cardiac reprogramming. Progress and challenges in basic biology and clinical
applications. Circ Res. 2015;116:1378-1391.
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Reprogramming in vivo pada jantung dapat
menghasilkan iCM (induced caradiomyocyte) matur
dalam memperbaiki infark miokard. Suntikan faktor
reprogramming secara langsung ke dalam otot yang
rusak dapat mengkonversi populasi fibroblast
jantung, yang berjumlah >50% dari sel jantung
menjadi iCM. Pendekatan reprogramming in vivo
mempunyai beberapa keuntungan. Pertama, proses
mudah, kedua, terhindar dari induksi sel pluripoten
sebelum difirensiasi jantung sehingga mempunyai
risiko pembentukan tumor yang jauh lebih kecil, dan
ketiga, suntikan langsung dengan faktor transkripsi
tidak memerlukan transplantasi sel, namun
kelangsungan hidup sel jangka panjang dengan
reprogramming in vivo merupakan suatu tantangan
(Gambar 19).99:100.101,102,108,104

Hasil penelitian pada hewan coba memberikan
proof-of concept bahwa reprogramming in vivo
direk ini  merupakan pendekatan kedokteran

regeneratif, namun tantangan selain survival sel
jangka panjang dan efisiensi reprogramming harus
dapat diatasi sebelum teknologi ini dapat dimanfaat
untuk kesehatan manusia. Menghilangkan rintangan
epigenetik untuk meningkatkan reprogramming
dapat meningkatkan efisiensi reprogramming. %
Alternatif lain adalah interferensi CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats)
genome editing untuk mengatasi rintangan dalam
konversi nasib sel.

Uji Kklinis terhadap hewan besar diperlukan untuk
menguji keamanan dan efikasi, terutama terhadap
organ jantung, karena diperlukan jumlah sel besar
untuk regenerasi daripada hewan kecil. Isu
keamanan tidak hanya meliputi cara pemberian,
tetapi juga potensi sel reprogram parsial dalam
menimbulkan gangguan aritmia. Untuk kondisi yang
belum mempunyai pendekatan yang efektif,
perbaikan minimal merupakan suatu keberhasilan.

Cell
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Transplantation of iPSC-derived cardiomyocytes
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Gambar 19. Terapi regeneratif jantung masa mendatang. Hilangnya jaringan jantung digantikan oleh jaringan fibrosa
terutama terdiri dari fibroblast jantung dan matrik ekstraseluler. Pendekatan transplantasi sel menggunakan kardiomiosit
yang diperoleh dari induced pluripotent stem cell (iPSC) (atas). Pendekatan reprogramming direk dapat mengkonversi
fibroblast jantung endogen secara langsung menjadi kardiomiosit dengan faktor transkripsi secara in situ (bawah).

Dikutip dari Sadahiro T, Yamanaka S, leda M. Direct cardiac reprogramming. Progress and challenges in basic biology and clinical

applications. Circ Res. 2015;116:1378-1391.
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“By prevailing over all obstacles and distractions, one may unfailingly arrive at his chosen goal
or destination”

-Christopher Columbus-

PENDAHULUAN

Penemuan sel somatik yang direprogram melalui
ekspresi  faktor transkripsi menjadi  sel
menyerupai embryonic stem cell dikenal sebagai
induced pluripotent stem cell (iPSC) telah membuka
jalan bagi kedokteran regeneratif. * Penemuan ini
telah menggeser fokus penelitian pada komunitas
peneliti dengan menggunakan adult stem cell yang
terdiferensiasi untuk menghasilkan tipe sel yang
spesifik untuk jaringan lain, yang dikenal dengan sel
plastisitas, transdiferensiasi atau lineage
reprogramming. >34

Kapasitas regenerasi organ tubuh manusia terbatas
dalam memperbaiki kerusakan jaringan dan organ
seperti jantung, pankreas, hati, darah. Dengan
aktivasi terhadap stem cell niche, maka sel dapat
berproliferasi untuk menggantikan sel yang rusak
misalnya di dalam hati. Namun, beberapa hewan lain
mampu beregenerasi menggantikan kerusakan organ
yang luas, misalnya organ jantung pada zebrafish,
dan regenerasi anggota gerak pada salamander. °
Dengan mempelajari daya regenerasi pada tingkat

136

molekuler dan seluler, dapat dikembangkan strategi
regenerasi pada manusia.®

Mekanisme yang berhubungan dengan regenerasi
alamiah adalah dediferensiasi, yaitu perubahan dari sel
terdiferensiasi menjadi sel yang kurang terdiferensiasi
dari lineage sendiri. Proses ini memungkinkan sel
berproliferasi kembali sebelum rediferensiasi, sehingga
dapat menggantikan sel yang rusak (Gambar 1).”
Sedangkan transdiferensiasi adalah mekanisme alamiah
yang pertama kali diamati pada lensa mata salamander
satu abad yang lalu. ° Proses ini melalui dediferensiasi
dan berubah menjadi lineage, sehingga berdiferensiasi
menjadi tipe sel lain. 5 Bab ini akan memfokuskan
pembahasan plastisitas stem cell terutama organ
jantung dan pankreas, proses dediferensiasi dan
transdiferensiasi yang mengubah fenotipe sel pada
tingkat molekuler dan sel, termasuk faktor transkripsi
yang berperan pada perubahan lineage sel, faktor
epigenetik yang berpengaruh terhadap ekspresi profil
sel, sehingga diharapkan dapat bermanfaat dalam
regenerasi dan perbaikan terhadap sel yang mengalami
kerusakan akibat penyakit jantung dan diabetes melitus
serta penyakit lainnya.
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Gambar 1. Sumber stem cell untuk kedokteran regeneratif. Embryonic stem cell (ESC) menghasilkan tiga lapisan sel
germinal dan merupakan sumber sel ideal untuk stem cell yang khusus untuk jaringan. Namun, kekhawatiran etika dan
politik, risiko pembentukan tumor dan kemungkinan rejeksi imun membuat ESC alogenik sulit diterapkan dalam terapi.
Penemuan induced pluripotent stem cell (iPSC) dari sel pasien dapat mengatasi kekhawatiran tersebut. Namun, isu
keamanan berkaitan dengan reprogramming telah terpecahkan. Fenomena plastisitas stem cell (atau transdiferensiasi),
yaitu kemampuan menghasilkan stem cell yang spesifik untuk jaringan dengan tipe stem cell organ lain, memberikan
sumber stem cell yang dapat diaplikasikan untuk kedokteran regeneratif. Penggunaan adult stem cell akan terhindar dari
kekhwatiran etika dan politik, imunologik dan potensi pembentukan tumor, yang dapat terjadi pada transplantasi ESC
atau iPSC.

Dikutip dari Bilousova G, Roop DR. Altering cell fate: from thymus epithelium to skin stem cells. Cell 2016; 165: 1598-1608.

KARDIOMIOGENESIS 5 sumber potensi kardiomiosit pada jantung dewasa

(Gambar 2). ¥ : 1. Kardiomiosit bukan sel
Paradigma lama menyatakan bahwa jantung terdiferensiasi terminal dan dapat masuk kembali
merupakan suatu organ yang tersusun atas jumlah  dalam siklus sel dan membelah, (2) Dediferensiasi
miosit yang telah ada sejak lahir dan tidak pernah  kardiomiosit secara in vivo untuk mendapatkan
berubah sepanjang hidupnya hingga kematian. &  fenotipe sel primitif kemudian berkembang biak, (3)
Perubahan struktur protein yang terjadi dianggap Kardiomiosit berasal dari engraftment dan komitmen
sebagai mekanisme untuk  mempertahankan  hematopoietic stem cell (HSC), (4) Kardiomiosit
performan dan kelangsungan hidup sel. 8% Secara  merupakan progeni cardiac stem cell (CSC) residen,
ilmiah, pandangan ini tidak benar akibat kesalahan  yang mengatur perubahan sel secara fisiologik dan
teknik, misalnya kesulitan dalam mengidentifikasi  perbaikan jantung setelah injuri, (5) Kardiomiosit
nuklei yang sedang bermitosis, * level sintesis DNA  dihasilkan dari kombinasi keempat mekanisme sel
yang diukur dengan inkorporasi ® H-thymidine ini. Terapi sel pada jantung dekompensasi harus
terabaikan, '? sehingga menganggap bahwa jantung  didasarkan pada pengetahuan biologi dasar. Karena
tidak mampu beregenerasi setelah terjadi infark. %3 itu, pemahaman asal kardiomiosit merupakan hal

yang penting untuk perkembangan strategi dalam
Dogma ini telah berubah dengan ditemukan bahwa  meningkatkan respon pertumbuhan miokardium
kardiomiosit mempunyai daya regenerasi. Terdapat (Gambar 3). 1
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Gambar 2. A-D. Mekanisme potensi kardiomiogenesis. a-SA menunjukkan a-sarcomeric actin; ANP, atrial natriuretic
peptide; HSC, hematopoietic stem cells; SM, smooth muscle; CSC, cardiac stem cell
Dikutip dari Leri A, Rota M, Pasqualini FS, Goichberg P, Anversa P. Origin of cardiomyocytes in the adult heart. Circ Res.

2015;116:150-166.

PROBLEMA EVALUASI REGENERASI

KARDIOMIOSIT

Kesulitan terjadi pada evaluasi proliferasi miosit
dengan berbagai metodologi pengukuran. 3
Pengukuran jumlah miosit ventrikel yang ideal tanpa
kematian sel merupakan pendekatan satu-satunya
yang dapat menunjukkan derajat hiperplasi sel
miosit. 3 Namun, hilangnya miosit yang luas,
bersamaan dengan injuri miokard pada berbagai
tempat dan timbulnya jaringan parut menyebabkan
analisis penggantian sel pada jantung dekompensasi
terlalu rendah. 13

Beberapa laporan mengemukakan bahwa miosit

ventrikel manusia dapat masuk kembali ke dalam
siklus sel dan mensintesis DNA. 4516 Namun,
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apakah replikasi DNA menyebabkan ploidi,
kariokinesis tanpa sitokinesis, atau kariokinesis
diikuti sitokinesis menimbulkan perdebatan. 3
Meskipun studi morfometrik menunjukkan bahwa
regenerasi miosit dapat terjadi pada jantung
hipertrofik berat tanpa perubahan sel mononukleus
dan binukleus, namun sulit menghitung jumlah
mitotik di dalam miosit. 13

Lokalisasi proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) pada kardiomiosit fetus dan dewasa pada
manusia dan identifikasi pembelahan miosit pada
pemeriksaan potongan histologik pertama kali
diperoleh pada pertengahan tahun 1990 an (Gambar
4). 161718 pengukuran indeks pembelahan miosit dan
sel interstisial memberikan estimasi terhadap
fenomena ini.
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Gambar 3. Siklus sel dan pembelahan kardiomiosit. A, Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) diekspresikan di dalam
beberapa nuklei (kepala panah) pada miokardium fetus manusia diambil dari otopsi. B, Lokalisasi nukleus PCNA di
dalam kardiomiosit (panah) pada jantung manusia dengan kardiomiopati iskemik. PCNA dideteksi menggunakan alkali
fosfatase diberi label streptavidin dan sarcomeric actin (a- SA) dengan immunoperoxidase. C, Pembelahan miosit
manusia terdapat pada zona batas pada pasien yang meninggal akibat infark miokard yang luas. Pengecatan hematoxylin
dan eosin. D, Gambaran mitosis miosit pada jantung dengan kardiomiopati iskemik. Myofibril, a-SA (coklat muda);

muklei, hematoxyline (biru). Skala bar 10um.

Dikutip dari Leri A, Rota M, Pasqualini FS, Goichberg P, Anversa P. Origin of cardiomyocytes in the adult heart. Circ Res.

2015;116:150-166.

Dengan menggunakan teknik yang lebih canggih
dapat diperoleh bukti replikasi kardiomiosit dan
kariokinesis dan sitokinesis. 1%2°2! Penggunaan
imunolabeling dan mikroskop konfokal
mendapatkan resolusi pencitraan dan akurasi data
kuantitatif. 3 Pemeriksaan histologik rutin tidak
mampu mendeteksi gambaran mitosis di dalam
kardiomiosit pada jantung normal, ekspresi protein
siklus sel, pembelahan nukleus dan pembelahan sel
miosit dapat diidentifikasi menggunakan
imunolabeling dengan marker sel proliferasi Ki-67
dan mikroskop konfokal. 20:2

Terdapat 2 studi dalam mengukur kecepatan sintesis
DNA pada kardiomiosit jantung  manusia.
Pendekatan pertama dilakukan Bergmann et al.,

berdasarkan penggunaan *C yang terjadi selama uji
coba senjata nuklir di atmosfer pada waktu perang
dingin. Atmosfer “C masuk ke dalam tumbuh-
tumbuhan dan dimakan manusia, sehingga dapat
ditandai pembelahan sel di dalam DNA. Setelah
perjanjian pembatasan uji coba nuklir 1963, kadar
14C di atmosfer menurun drastis. Dengan demikian,
kondisi pulse chase assay dapat digunakan untuk
menghitung pertanggalan sel, dengan
mengidentifikasi saat kadar C di atmosfer
bersesuaian dengan DNA. Sebagaimana terjadi, non-
kardiomiosit pada jantung manusia didapati lebih
muda daripada pasien, dengan 18% pergantian per
tahun dalam selang waktu rata-rata 4 tahun. DNA
yang diperoleh dari isolasi nuklei kardiomiosit
(menggunakan pengecatan troponin nukleus) lebih
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muda daripada pasien meskipun tidak semuda non-
kardiomiosit. ~ Sebelum  diinterpretasi  sebagai
pembelahan sel, perlu disingkirkan poliploidisasi.
Untuk melakukan hal ini, peneliti melakukan sortir
nuklei kardiomiosit dengan isi DNA dan analisis
DNA diploid. Nuklei kardiomiosit diploid juga lebih
muda daripada pasien, menunjukkan bukti adanya

Labeled Myocyte Nuclei

i Hi

50

no IdU labeling

pembelahan sel. Modeling matematik menunjukkan
regenerasi kardiomiosit bergantung pada usia,
dengan 1% kardiomiosit mengalami renewal per
tahun pada usia 20 tahun, dan 0,4% pada usia 75
tahun. Berdasarkan hal ini, 45% kardiomiosit
diprediksi mengalami renewal pada kehidupan
normal dan 55% sel menetap sejak lahir. 22
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Gambar 4. IdU di dalam kardiomiosit manusia. A. Beberapa nuklei miosit (panah) dan nonmiosit (kepala panah) diberi
label IdU (hijau). Miosit positif terhadap ce-sarcomeric actinin (ce-SA, merah). Laminin (putih) sebagai pembatas miosit
dan sel interstisial. B. Kromosom metafase pada nukleus miosit yang membelah (panel atas) diberi label 1dU (panel
bawah). C. Persentase nuklei miosit yang positif terhadap idU pada masing-masing 8 pasien disuntik analog timidin.
Interval antara pemberian 1dU hingga kematian pasien ditunjukkan dalam grafik. Juga ditunjukkan pembentukan miosit
rata-rata pada 8 pasien. D. Nuklei miosit yang ditunjukkan dalam kotak persegi panjang dengan label 1dU bertitik-titik
(putih). Label 1dU nuklei miosit difus (panah). Kedua label IdU titik dan difus diambil dari sampel miokardium pada saat
pasien meninggal. Kontrol positif untuk MCMS5 (kuning) ditunjukkan pada kedua panel bawah.

Dikutip dari Kajstura J et al. Cardiomyogenesis in the adult human heart. Circ Res 2010;107:305-315.
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Pendekatan kedua dilakukan Kajstura et al., dengan
kecepatan sintesis DNA jantung diperoleh dari
hasil pemeriksaan jantung post-mortem dari pasien
dengan kanker yang diberi analog iododeoxurudine
(IdU). % Obat ini dapat masuk ke dalam DNA yang
baru terbentuk, dan menimbulkan sensitisasi sel
terhadap terapi radiasi. 1dU diberikan dalam bentuk
suntikan bolus atau infus selama beberapa minggu
dengan masa terapi dan kematian dari 7 hari

sampai 4,3 tahun. Dengan menggunakan
pemeriksaan  signal 1dU dan identifikasi
kardiomiosit secara imunohistokimia, peneliti

mendapatkan kecepatan tinggi pada label DNA
kardiomiosit, berkisar 2,5%-46%. Tidak ada
pengecatan IdU pada jantung kontrol dari pasien
tanpa kanker yang tidak terpapar dengan
radiosensitizer. Modeling matematik menunjukkan
bahwa pergantian kardiomiosit dengan kecepatan
22% per tahun, dibandingkan dengan 20% untuk
fibroblast dan 13% untuk sel endotel, berarti masa
hidup masing-masing sel sebesar 4,5, 5 dan 8
tahun. Sel jantung vyang baru terbentuk
menunjukkan  fenotipe dewasa dengan sel
terdiferensiasi dan tidak menunjukkan protein p16
INK42 yang bersifat penuaan. Jumlah nuklei yang
dilaporkan sebagai diploid berjumlah 83% dengan
pemeriksaan mikroskop konfokal dan flow
cytometry yang menggambarkan pembelahan sel,
bukan peningkatan plodi nukleus.

Sulit untuk mempertemukan kedua studi, karena
perbedaan amat mencolok sebesar 50 kali lipat.10:2324
Perbedaan yang penting tampaknya berhubungan
dengan aktivitas sintesis DNA kardiomiosit dengan
kecepatan lebih tinggi pada pasien kanker diterapi
IdU.>* Kajstura et al., melaporkan bahwa sintesis
DNA  (berdasarkan  imunolabelling  marker
proliferasi sel Ki 67) tiga kali lebih rendah pada
jantung pasien kontrol tanpa kanker daripada
jantung pasien dengan kanker. Tidak disingkirkan
kontribusi DNA repair, yang dapat menyamar
sebagai replikasi DNA pada assay ini. Hal ini
terutama terjadi pada pasien yang mendapat terapi
radiasi plus radiosensitizer. * Kajstura et al.,
menyatakan bahwa hanya nuklei kardiomiosit
senesen (tua) yang mengandung troponin, sehingga
membuat studi Bergmann dan kawan-kawan
mendapat proliferasi yang rendah. Namun studi
Bergmann berikutnya mendapatkan bahwa hampir
semua nuklei kardiomiosit diidentifikasi dengan
pencegatan troponin. 2 Penemuan Kajstura et al.,
berkontradiksi dengan prinsip yang telah diterima
baik. Pertama, penemuan ini mendapatkan bahwa
lebih dari 80% nuklei kardiomiosit adalah diploid,
sedangkan sebagian laporan menyatakan poliploid.

Stem Cell Epigenetik

Jika nuklei adalah polipoid berarti perkiraan
poliploidisasi menjadi dasar peneliti terhadap
sintesis DNA.

Kedua studi memberikan bukti amat kuat bahwa
jantung  manusia bersifat  plastisitas.  Bukti
morfometrik sintesis DNA dan peningkatan jumlah
kardiomiosit pada penyakit jantung. Pembelahan
kardiomiosit atau pembentukan sel progenitor dapat
terjadi pada manusia, namun dengan proses yang
sangat lambat. 2°

DEDIFERENSIASI KARDIOMIOSIT

Dediferensiasi kardiomiosit pada jantung mamalia
didasarkan pada interpretasi mikroskop elektron;
ditandai dengan hilangnya materi kontraktil secara
parsial dan Z line abnormal. Retikulum endoplasmik
dan  T-tubule berkurang sedangkan jumlah
mitokondria meningkat dengan akumulasi glikogen.
Di samping itu peningkatan gen fetus merupakan ciri
proses konversi miosit postmitotik menjadi sel
imatur. >% Marker stem cell Runl, sebagai faktor
transkripsi yang mengatur diferensiasi hematopoietic
stem cell (HSC) menjadi sel darah matur, % level
mRNA surface antigen c-kit yang terdapat di dalam
HSC, stem cell paru, 272 meningkat hanya pada
preparat kultur dari dediferensiasi miosit.

Kubin et al., mengemukakan bahwa dediferensiasi
miosit merupakan mekanisme dasar proses replikasi
pada miosit postmitotik pada manusia. Setelah
reprogramming molekuler ini, kardiomiosit dapat
membelah dan berkontribusi terhadap pengaturan
homeostatik organ dan bertanggung jawab terhadap
integritas struktur dan fungsi miokardium setelah
injuri. Oncostatin M (OCM) yang mengaktivasi
reseptor OSM di dalam kardiomiosit mengubah
miosit dewasa menjadi sel fetus-neanatus. 26
Dediferensiasi  kardiomiosit ~ dimediasi OCM
membantu mempertahankan performan jantung dan
menurunkan kematian setelah infark, menunjukkan
bahwa manfaat dediferensiasi meningkatkan tahanan
terhadap hipoksia, sehingga lebih bersifat toleran
terhadap iskemia. 2% 3031

Manfaat dediferensiasi kardiomiosit pada kerusakan
miokat akut berubah menjadi beban terhadap kondisi
penyakit kronik dengan pemaparan kardiomiosit
terhadap signaling OCM (Gambar 5). % Misalnya,
pada dilated cardiomyopathy yang kronik
menyebabkan daya kontraksi menurun sehingga
mengakibatkan dilatasi ventrikel bersamaan dengan
peningkatan muatan hemodinamik. 2 Fenomena ini
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menjelaskan mengapa evolusi berlawanan dengan
aktivasi jalur regeneratif dediferensiasi/rediferensiasi
pada mamalia. Jalur ini mungkin hanya terjadi pada
zebrafish dan salamander yang tidak memerlukan
muatan tekanan untuk mempertahankan tekanan
darah tinggi. > Manipulasi terhadap jalur ini

memungkinkan reprogramming kardiomiosit secara
proliferasi
sehingga

komprehensif,
progenitor

sel
dapat

menyebabkan
jantung in  situ,

WT

KO

A

meningkatkan fungsi jantung. 2 Jadi, data ini

menjelaskan bahwa OCM, suatu sitokin inflamatori
merupakan signal protektif pada awal stadium injuri
jantung melalui dediferensiasi kardiomiosit, dengan
aktivasi ekspresi gen stem cell berupa Runx1, c-kit,
and Dab2. Namun, signaling OCM persisten, seperti
terjadi pada gangguan jantung kronik, mencegah
kardiomiosit dari rediferensiasi dalam
mempertahankan daya dan fungsi kontraksi. 32
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Gambar 5. Perbaikan fungsi janung pada hewan transgenik dengan inaktivasi Ob Allele (A) (A). MRI short axis pada
midventrikel end systolic (Sys)/End-diastolic (Dia) pada WT, OCM receptor-KO (KO), MCP-1 dan MCP-1 KO pada
mencit usia 6 bulan. Hilangnya reseptor OCM pada mencit MCP-I mengakibatkan geometrik ventrikel Kiri dengan
dilatasi ventrikel dan perbaikan fungsi ventrikel kiri dapat dipertahankan. Perbaikan secara signifikan terjadi pada semua
parameter fungsional. Error bar menggambarkan standard error. (B) Kurva survival Kaplan Meier menunjukkan
penurunan survival MCP-1/KO dibandingkan dengan mencit MCP-1 (ditunjukkan pada grafik). (C). Model
menggambarkan fungsi OCM selama injuri miokardium akut dan kronik. Injuri awal (misalnya infark miokard)
menyebabkan invasi makrofag, yang melepaskan OCM. Aktivasi Ob pada awalnya melindungi kardiomiosit dengan
dediferensiasi dan remodeling awal. Signaling OCM kontinu mengganggu fungsi jantung dan mengakibatkan gagal
jantung.

Dikutip dari Kubin T, P.ling J, Kostin S, Gajawada P, Hein S, Rees W, Wietelmann A, Tanaka M, L.rchner H, Schimanski S, Szibor M,

Warnecke H, Braun T. Oncostatin M is a major mediator of cardiomyocyte dedifferentiation and remodeling. Cell Stem Cell.
2011;9:420-432.
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Tabel 1. Perkiraan Jumlah Pergantian Kardiomiosit pada Mamalia Dewasa

Pergantian kardiomiosit Spesies Metode Referensi
Per tahun (%)
0,5-1,9 Manusia Accelerator mass Bergmann
spectrometry etal., 2009 #
10-40 Manusia Ki67, phosphos-H3,  Kajstura
Aurora B, IdU etal., 2010"°
7-23 Manusia Accelerator mass Kajstura
spectrometry etal. 2012 *
0,04-4,5 Manusia Phospho-3 Mollova,
etal., 2013%
1,34 Mencit BrdU Malliaras
etal., 2013 ¥
0.74 Mencit 15N, imaging mass Senyo et al
spectrometry 2013 *
1.09 Mencit [*"] thymidine Soonpaa and Field,

1997 *: Soonpaa
etal., 2013

Dikutip dari Garbern JC, Lee RT. Cardiac stem cell therapy and the promise of heart regeneration. Cell Stem

Cell 2013; 12: 689-698.

PLASTISITAS HEMATOPOIETIC
CELL PADA KARDIOMIOGENESIS

STEM

Kini pergantian miosit pada jantung dewasa telah
diterima secara umum. Perdebatan hanya terjadi
pada besarnya proses ketimbang proses itu sendiri. 2
Mollova et al., mendapatkan bahwa kardiogenesis
pada dewasa muda adalah 1,9% pada usia 20 thun
menggunakan imaged based assay pada sampel
jaringan dari jantung donor sebelum transplantasi.
Sehingga dengan semua studi yang ada (Tabel 1), 3
menunjukkan bahwa pergantian kardiomiosit pada
mamalia postnatal menunjukkan angka yang amat
kecil, sekitar 1% per tahun dan angka ini menurun
dengan berlanjutnya usia. 3

Sel tidak terdiferensiasi mengalami perkembangan
terbatas pada prenatal dan mekanisme ini bersifat
ireversibel pada kehidupan dewasa. Pemikiran ini
ditantang oleh beberapa contoh yang menyatkana
bahwa satu tipe sel atau satu turunan sel dapat
berubah menjadi tipe turunan sel lain. *
Kemampuan adult stem cell menghasilkan sel di luar
dari jaringannya sendiri dikenal sebagai plasitisitas
sel. B Saat ini, istilah plastisitas dan
transdiferensiasi digunakan sebagai sinonim. 3

Konsep transdiferensiasi hematopoietic stem cell-
bone marrow progenitor cell (HSC-BMPC)
didasarkan pada identifikasi sel jantung perempuan
di dalam sel jantung laki-laki sebagai resipien. 42

Transplantasi dengan gender berbeda menunjukkan
bahwa pada laki-laki didapati jumlah miosit dan
pembuluh darah koroner mengandung kromosom Y.
Hal ini menunjukkan adanya kimerisme, yang
berarti sel laki-laki dapat berkolonisasi di dalam
jantung perempuan dan berdiferensiasi menjadi
struktur miosit dan koroner (Gambar 6). ¥ Adanya
sel laki-laki di dalam jantung perempuan
menunjukkan bahwa sel menyerupai stem cell dapat
bermigrasi ke alograft jantung dan memberikan tiga
turunan sel jantung yaitu kardiomiosit, sel endotel
dan sel otot polos. **

Kini, HSC-BMPC dengan c-kit positif merupakan
stem cell yang mampu berkomitmen menjadi
turunan sel jantung untuk menggantikan sel infark
pada miokardium dan meningkatkan fungsi
ventrikel. 4 Hasil ini menunjukkan bahwa
diferensiasi sel yang disuntikan menjadi fenotipe
miogenik dan vaskuler sebagai mekanisme
pemulihan miokard setelah infark. ** Berbagai studi
telah mengkonfirmasi pengamatan ini, 444546:47:48,49,50

HSC-BMPS dengan c-kit positif merupakan kelas
progenitor hematopoietik yang  menimbulkan
perdebatan terhadap plastisitas stem cell. ** Namun,
CD34+ cells, CD133+ cells, endothelial progenitor
cells dan side population cell sumsum tulang telah
menunjukkan berbagai tingkat transdiferensiasi.
51525354 Dalam laporannya, Yeh et al. mendapatkan
bahwa CD34+ cell yang diperoleh dari darah perifer
dapat mengadakan transdiferensiasi  menjadi
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kardiomiosit, sel endotelial matur dan sel otot polos  penggunaan CD34+ cells sebagai terapi sel
secara in vivo. Transdiferensiasi dapat ditingkatkan — merupakan metode yang dapat digunakan untuk
dengan injuri jaringan (Gambar 7). % Karena itu, kerusakan miokardium. %

A Detection of Male Chromosome B c-kit BMPCs
151 30
10' _l— - 201 }' .|' ‘|'
2 2 7
AN
0- T peactine  -MHC- «-MHC-c-myc
Myocytes Areterioles Capillaries EGFP EGFP  -nuc-Akt

CD45-Positive Cells

p-actin-EGFP «-MHC-EGFP a-MHC-c-myc-
nuc-Akt

12h 24-36h 48h 12h 24-36h 48h 12h 24-36h 48h

Gambar 6. Stem cell homing dan regenerasi miokard. A. Deteksi sel laki-laki di dalam jantung perempuan dengan
resipien laki-laki. B. Jumlah bome marrow progenitor cell (BMPC) yang terdapat di dalam miokardium mencit 48 jam
setelah injeksi BMPS. C. BMPC dengan fraksi CD45+ dari 12-48 jam setelah implantasi sel. Hasil mean + SD. *P<0.05
vs 12 hours; **P<0.05 vs 24 - 36 hours.

Dikutip dari Leri A, Rota M, Pasqualini FS, Goichberg P, Anversa P. Origin of cardiomyocytes in the adult heart. Circ Res.
2015;116:150-166.

A

Gambar 7. Pengecatan imunoflouresen menunjukkan transdiferensiasi CD34+ cell darah perifer yang disuntikkan secara
intravena ke dalam mencit tanpa infark miokard. Potongan jaringan jantung yang diperoleh 12 hari setelah suntikan dan
dilakukan pengecatan untuk HLA-ABC (B dan E), cardiac troponin T (A) dan otot polos dengan ce-actin (D). Image C
dan F adalah hasil merger dari pengecatan ganda. Pembesaran x200. Scaka bar = 10 mm.

Dikutip dari Yeh ETH, Zhang S,. Wu HD, Kérbling M, Willerson JT, Estrov Z. Transdifferentiation of human peripheral blood CD34+
enriched cell population Into cardiomyocytes, endothelial cells, and smooth muscle cells in vivo. Circulation . 2003;108:2070-2073.
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Mesenchymal stromal cell sumsum tulang juga telah
menunjukkan ~ kemampuan  menjadi  turunan
kardiomiosit, meskipun fungsi utama dimediasi oleh
pelepasan faktor pertumbuhan dan sitokin dengan
mengaktivasi cardiac stem cell residen. °c-kit pada
cortical bone-derived stem cell dapat menghasilkan
miosit dan pembuluh darah koroner. 3 Cortical bone-
derived stem cell dapat mengadakan transdiferensiasi
secara langsung menjadi miosit dan secara tidak

A 1 week Post-MI (scale bars = 25
Endocardium

Epicardivm

6 weeks Post-MI (scale bars = 10 pum)

C 6 weeks Post-MI (scale bars = 20 um) i

BN
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langsung membentuk arteriole dan kapiler koroner
dengan mengsekresi faktor proangiogenik yang
merangsang neovaskularisasi endogen. Karena itu,
CD34+ cell, CD133+ cell, endothelial progenitor cell,
bone marrow side population cells, mesenchymal
stromal cells dan cortical bone-derived stem cell
dapat menghasilkan miokardium baru. Namun, faktor
parakrin juga relevan dalam mekanimes ini, sama
halnya dengan transdiferensiasi. **

aSMA

Gambar 8. Cortical bone stem cell bertumbuh dan berdiferensiasi selama 6 minggu. A. 1 minggu pasca infark miokard
dan (B). 2 minggu pasca infak miokard, sampel diberikan immnuostaining untuk ce-sarcomeric actin (ce-SA; putih),
connexin 43 (merah), dan EGFP (hijau) atau (D) ce-smooth muscle actin (ce-SMA,; putih), von Willebrand factor (VWF;
merah, dan EGFP (hijau). Nuklei diberi label 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; biru). EGFP : enhanced green

fluorescent protein.

Dikutip dari Duran JM, Makarewich CA, Sharp TE, Starosta T, Zhu F, Hoffman NE, Chiba Y,Madesh M, Berretta RM, Kubo H, Houser
SR. Bone-derived stem cells repair the heart after myocardial infarction through transdifferentiation and paracrine signaling

mechanisms. Circ Res. 2013;113:539-552.
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6. Stem Cell: Plastisitas dan Dediferensiasi

Untuk mengetahui diferensiasi cortical bone marrow
stem cell (CBSC), Duran et al., melakukan kokultur
CBSC dengan neonatal rat ventricular myocyte dan
diwarnai dengan ce-sarcomeric actin. Pewarnaan ini
menunjukkan adanya enhanced green fluorescemt
protein (EGFP) positive cell mengekspresikan ce-
sarcomeric actin dan menyatu dengan connexin 43
gap junction, sehingga tampak sebagian EGFP cell
yang berkontraksi setelah dikultur selama 72 jam.
Hal ini membuktikan bahwa CBSC dapat
mengadakan transdiferensiasi menjadi sel yang
mengekspresikan protein jantung spesifik secara in
vitro. Dalam penelitian secara in vivo, diperoleh
bahwa suntikan CBSC dalam 2 minggu setelah
infark miokard pada mencit menunjukkan
pemanjangan dan penyatuan aksis kontraksi, dengan

8B).5 EGFP cell mengadakan engrafting terhadap
miosit endogen, sehingga membuktikan adanya
transdiferensiasi CBSC menjadi kardiomiosit. %

Dalam studi Sayed et al., mendapatkan bahwa
fibroblast dapat mengalami transdiferensiasi menjadi
sel endotel menggunakan molekul kecil toll-like
receptor 3 agonist Poly I:C, dikombinasikan dengan
faktor pertumbuhan sel endotel. Sel endotel yang
diinduksi dapat meningkatkan perfusi anggota gerak
dan neovaskularisasi pada angota gerak iskemik.
Transdiferensiasi yang efektif ini memerlukan
aktivasi imun alamiah. 8 Timbul pertanyaan

Molekul apa yang meningkatkan transdiferensiasi ?
Kelompok studi ini mendapatkan bahwa aktivator
imunitas alamiah polyinosinic:polycytidylic acid,

adanya organisasi sarkomerik dari ekspresi ce- dapat mengaktivasi NO (nitric oxide) yang
sarcomeric actin di dalam sitoplasma (Gambar dihasilkan melalui iNOS signaling (Gambar 9). %°
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Gambar 9. Transdiferensiasi berhubungan dengan aktivasi imunitas alamih dan ekspresi inducible nitric oxide synthase
(iNOS). BJ fibroblast pada pasase 8 dilakukan perlakuan protokol transdiferensiasi untuk menghasilkan induced
endothelial cells( iEC). A. Data FACS CD31+iEC pada hari ke 28. Sel diberi perlakuan protokol transdiferensiasi dengan
dan tanpa polyinosinic:polycytidylic acid (PIC). B. Perhitungan persentase CD31+ cell dengan analisis FACS. Level
ekspresi gen relatif iNOS (C) dan eNOS (D) selama transdiferensiasi pada hari ke 0,,6,14,21, dan 28 dengan real time

polymerase chain reaction (PCR). *P<0.05, vs ekspresi gen pada hari 0. *P<0.05, vs

CT diberi vehicle. Data

dipresentasikan sebagai means+SEM dengan 3 eksperimen independen.
Dikutip dari Meng S, Zhou , Gu Q, Chanda PK, Ospino F, Cooke JP. Transdifferentiation requires OS activation. Role of RING1A S-

nitrosylation. Circ Res. 2016;119:e129-e138.
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Selanjutnya NO menyebabkan pembentukan S
nitrosothiol pada epigenetic modifier ring finger
protein 1A (RING1A), suatu anggota polycomb
repressive complex (PRC), yang bekerja mengurangi
kadar H3K27 trimethylation, dengan berikatan
terhadap kromatin. Pelepasan represi epigenetik oleh
nitrosilasi RING1A merupakan faktor penting terjadi
transdiferensiasi efektif.

Hasil studi menunjukkan bahwa iNOS diperlukan
untuk memberikan S-nitrosothiol yang secara
langsung berikatan dengan epigenetic modifier
sehingga mengatur remodeling kromatin selama
transdiferensiasi.  Karakteristik  S-nitrosylation
adalah  memberikan efek epigenetik, yaitu
menyebabkan  S-nitrosilasi  RING 1A dan
menyebabkan disosiasi dari kromatin, sehingga
mengganggu kemampuan PRC mempertahankan

trimetilasi  H3K27.  Perubahan  ini  dapat
meningkatkan plastisitas epigenetik, 56! yang
dikonfirmasi  dengan  pemeriksaan  chromatin

immunoprecipation-qPCR pada regio promoter yang
sesuai. 5862

Aktivasi imunitas alamiah juga dapat meningkatkan
ekspresi  family histone acetyltransferase dan
menekan histone deacytylase dan DOTIL (DOT1-
like histone lysine methyltransferase). Perubahan
terhadap  keseimbangan  epigenetic  modifier
diharapkan meningkatkan epigenetic plasticity. 8
Transdiferensiasi dari fibroblast menjadi sel endotel
bermanfaat dalam regenerasi  kardiovaskuler.
Misalnya, strategi ini efektif mengubah proses
penyembuhan dengan mencegah pembentukan
jaringan  parut  (scar) dan  mempermudah
pembentukan jaringan pembuluh darh, dalam respon
terhadap injuri. %°

DEDIFERENSIASI PANKREAS

Pada awalnya progresivitas stem/progenitor cell ke
arah sel terdiferensiasi dipikirkan sebagai suatu
perkembangan satu arah. Namun sekarang, nasib sel
yang sudah terdiferensiasi bersifat fleksibel. 636465
Identitas sel tidak hanya dapat dimanipulasi melalui
diferensiasi stem cell (sama dengan perkembangan
normal), tetapi juga dediferensiasi (seperti displasia)
dan transdiferensiasi (seperti metaplasia) (Gambar
10). ® Transisi sel terdiferensiasi menjadi tipe sel
lain (metaplasia) atau menjadi fenotipe yang lebih
tidak terdiferensiasi (displasia) dalam mekanisme in
vivo. ® Menentukan nasib atau identitas sel
merupakan fokus penelitian regeneratif. 666

Stem Cell Epigenetik

Stem cell

In vivo

In vitro

Neuron *\ Fibroblast

\;../ Metaplasia

Transdifferentiation

Gambar 10. Perubahan identitas sel in vivo dan in vitro.
Identitas sel merupakan sejumlah landskap epigenetik sel,
yang dapat berubah melalui proses in vivo, termasuk
perkembangan, metaplasia, dan displasi. Juga dapat
dimanipulasi melalui protokol peneliti seperti directed
differentiation, transdiferensiasi, dan reprogramming pada
sel mamalia.

Dikutip dari Cherry AB, Daley GQ. Reprogramming cellular
identity for regenerative medicine. Cell 2012; 148: 1110-1122.

Banyak bukti mengemukakan bahwa sebagian besar
tipe sel terdiferensiasi akhir pada pankreas dapat
berubah menjadi sel pankreas lain, sehingga
mendukung plastisitas sel dari sel terdiferensiasi.
Peningkatan plastisitas sel ini mungkin merupakan
suatu strategi mekanisme pertahanan yang
memungkinkan sel pankreas terdiferensiasi masuk
ke siklus istirahat dan menghindari injuri atau
kematian yang disebabkan injuri berkelanjutan. %

Pankreas adalah organ yang berasal dari turunan
endoderm yang memiliki sel eksokrin yang
mensekresi enzim pencernaan yang memberikan
suplai ke dalam wusus melalui saluran duktus,
sedangkan sel endokrin berfungsi mengatur glukosa
darah melalui sekresi hormon, termasuk insulin dan
glukagon masing-masing dihasilkan oleh sel 8 dan
sel e pankreas. Meskipun fungsi kedua jenis sel
sangat berbeda tetapi sama-sama berasal dari satu
progenitor, sehingga memicu peneliti
mengidentifikasi pengatur identitias sel di dalam
pankreas selama perkembangan dan mekanisme
yang mengatur fleksibitas nasib sel setelah
diferensiasi terminal terjadi. Plasitisitas sel pankreas
dapat didefinisikan sebagai kemampuan sel
terdiferensiasi (eksokrin dan endokrin) menjadi tipe
sel lain di dalam turunan organ yang sama dengan
kehilangan gambaran fungsi dan sel matur.
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6. Stem Cell: Plastisitas dan Dediferensiasi

Transdiferensiasi adalah perubahan satu tipe sel pankreas
matur menjadi turunan sel lain. Proses ini dapat terjadi
secara langsung tanpa melewati transisi intermediate
seperti reprogramming atau melalui ekspresi oleh faktor

transkripsi atau melalui jalur dediferensiasi menjadi
stadium yang menyerupai progenitor kemudian
melakukan rediferensiasi menjadi turunan sel lain dalam
kondisi injuri jaringan (Gambar 11). %
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Changes: morphology, gene expression and cellular function

Gambar 11. Transisi antara sel terdiferensiasi dalam respon terhadap manipulasi genetik atau injuri dan kaitan dengan
penyakit pankreas. Skema ini menggambarkan transisi sel yang berpotensi terjadi sebagai respon terhadap injuri. Sel
“Normal” dapat berubah menjadi nasib sel baru yang disebut sel mengalami “Transdiferensiasi” atau kehilangan fungsi
dan menjadi “Dediferensaisi”. Transisi menjadi fenotipe sel baru dapat terjadi secara langsung atau melalui keadaan
dediferensiasi. Kondisi “Resting” juga mungkin terjadi, ketika sel berhenti berfungsi secara normal tetapi mendapat

identitas sel dan dapat kembali berfungsi normal. Stres

berkepanjangan, injuri atau aktivasi jalur onkogenik dapat

mengubah sel “Dediferensiasi” menjadi kondisi penyakit, menyebabkan patogenesis. Keadaan ini juga terjadi jika sel
“Transdiferensiasi” tidak stabil dan mengalami modulasi. Proses sel yang sakit kembali menjadi sel “Normal” merupakan
implikasi terapi sel. Panah biru terputus-putus menggambakran hipotesis perubahan nasib sel.

Dikutip dari Puri S, Folias AE, Hebrok M. Plasticity and dedifferentiation within the pancreas: development, homeostasis, and disease.

Cell Stem Cell 2015; 16: 18-31.
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Dediferensiasi  didenifisikan sebagai hilangnya
karakteristik sel terdiferensiasi terminal, baik
keadaan matur dan berubah nasib menjadi imatur
baik bersifat diturunkan atau stimulasi eksterna.
Alternatif lain adalah bahwa sel yang mengalami
dediferensiasi berhenti berfungsi tetapi berada dalam
keadaan resting ketika kerusakan berlangsung.
Sel eksokrin acinar pankreas dapat mangadakan
dediferensiasi menjadi fenotipe sel menyerupai
duktus akibat respon terhadap stres seperti injuri

Stem Cell Epigenetik

atau inflamasi. Sel acinar mengalami perubahan
morfologi, dengan reduksi ekspresi dari marker
acinar matur bersamaan dengan peningkatan
ekspresi  faktor yang  diekspresikan  pada
perkembangan embrio normal. Sel yang mengalami
dediferensiasi menunjukkan kualitas sel duktus dan
sel progenitor selama perkembangan pankreas

termasuk ekspresi Sox9, Hnf6, Hesl,Pdx1, dan
untuk

Nestin, istilah sel menyerupai duktus
menjelaskan populasi sel ini. 67:6869.70.71.72.73
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Gambar 12. Dediferensiasi acinar menyerupai sel progenitor multipoten embrio. (A) Skema menggambarkan berbagai
turunan pankreas berasal dari satu sel progenitor multipoten yang berhubungan dekat dengan sel acinar. (B) Skema
menunjukkan bagaimana stres sel (akibat injuri, ekspresi faktor transkrips, tekanan metabolik, inflamasi) menyebabkan

dediferensiasi sel acinar matur. ADM, acinar-to-ductal metaplasia.
Dikutip dari Puri S, Folias AE, Hebrok M. Plasticity and dedifferentiation within the pancreas: development, homeostasis, and disease.
Cell Stem Cell 2015; 16: 18-31.
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6. Stem Cell: Plastisitas dan Dediferensiasi

Dediferensiasi sel acinar menciptakan sel
progenitor fakultatif yang mampu mengadakan
repopulasi berbagai tipe sel pankreas. Selama
perkembangan awal pankreas, sel progenitor
multipoten berada pada ujung cabang epitel
membelah dan meninggalkan progeni
berdiferensiai menjadi duktus dan sel endokrin
yang membentuk trunkus percabangan (Gambar
12 A). Progenitor multipoten di bagian ujung
akhirnya berdiferensiasi menjadi sel acinar,
menunjukkan bahwa sel acinar merupakan sel
progenitor multipoten embrio. 7475 Dediferensiasi

sel yang menyerupai duktus dapat dilihat pada
injuri pankreas, termasuk ligase duktus parsial
dan pankreatitis yang diiinduksi zat kimia,
menunjukkan  bahwa sel pankreas dapat
mengadopsi keadaan menyerupai progenitor yang
membantu repopulasi organ setelah injuri.
Misalnya, ketika analog kolesistokinin caurulein
digunakan  untuk merangsang sel acinar
mengsekresi jumlah enzim pencernaan secara
berlebihan, maka respon sel acinar adalah
menghentikan ekspresi enzim pencernaan dan
melakukan ekspresi faktor progenitor/stres. %7376
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Gambar 13. Kombinasi 3 faktor transkripsi menginduksi sel insulin pada pankreas mencit dewasa secara in vivo. a,
Diagram skematik strategi eksperimen. Adenovirus yang menyandi faktor transkripsi dan nGP dihubungkan dengan
elemen IRES (I) disuntikan ke dalam pankreas mencit dewasa (Rag2/2). CMV, cytomegaloviral promoter. B, Pankreas
Wild type (WT) dengan dominan jaringan eksokrin dan sel- 8 insulin+ diberi tanda lingkaran. Nuklei diberi pengecatan
biru dengan DAPI. C, Satu bulan setelah infeksi dengan kombinasi Ngn3, Pdx1, dan Mafa oleh virus (pAd-M3), banyak
sel insulin+ tampak di luar pulo pankreas. D,E Jumlah induksi satu bulan setelah infeksi. M9, M6: campuran 9 dan 6
jenis masing-masing virus berbeda. Data dipresentasikan sebagai means+sd; n=53 hewan coba. 1000 sel GFP1 dihitung
per hewan coba. Satu bintang p<0.05, dua bintang p<0.01; tiga bintang, P< 0.001.

Dikutip dari Zhou Q, Brown J, Kanarek A, Rajagopal J, Melton DA. In vivo reprogramming of adult pancreatic exocrine cells to beta-

cells. Nature 2008; 455: 627-632.
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Reprogramming direk dari pankreas eksokrin
menjadi populasi endokrin menggunakan faktor
eksogen menunjukkan bahwa sel dapat dengan cepat
mengalami transdiferensiasi direk. 7’® Zhou et al.,
menggunakan tiga faktor trankripsi Ngn3 (juga
dikenal sebagai Neurog3), Pdx1l dan Mafa, dapat
mereprogram sel eksokrin pankreas pada mencit
dewasa menjadi sel yang menyerupai sel-R. Sel ini
mengekspresikan gen sel B dan mensekresi insulin
yang berfungsi mengurangi hiperglikemia. 7/

Faktor transkripsi dimasukkan ke dalam pankreas
melalui vector adenovirus. Vektor ini menginfeksi
sel eksokrin pankreas, tidak sel pulo pankreas
yang terutama mengandung sel B endogen
(Gambar 13 b). 77 Sel-B yang diinduksi dapat
dilihat sebagai sel insulin + yang berada di luar
pulo pankreas. 77 Label 5-bromodeoxyuridine
(BrdU) secara kontinu dalam reprogram 10 hari
pertama menunjukkan bahwa sel-R yang diinduksi
sebesar  3,2% telah membelah.  Sebagai
perbandingan, 12,9% sel 8 endogen pada hewan
yang sama diinkorporasi BrdU. Tidak ada induksi
Sox9 atau Hnf6, berarti bahwa reprogramming in
vivo dari sel eksokrin menjadi sel- B adalah
konversi langsung tipe sel dan tidak melibatkan
dediferensiasi (Gambar 14).”7 Sel eksokrin dan
sel- B memiliki progenitor yang sama selama
embriogenesis, ditandai dengan pembelahan dan
ekspresi gen meliputi Sox9 dan Hnf6 yang dikenal
sebagai Onecutl. ™

Li et al. melaporkan bahwa menggunakan strategi
ekspresi adenovirus untuk membawa kombinasi tiga
faktor transkripsi pada mencit dewasa, sel acinar
pankreas dapat diubah menjadi sel menyerupai sel 0
dan sel ce, dua jenis subtipe sel endokrin. Jadi,
pendekatan kombinasi dapat menghasilkan populasi
subtipe sel. 7

Penelitian lain juga melaporkan bahwa sel acinar
dapat direprogram menjadi sel- B baik in vitro 798082
maupun in vivo 8 menggunakan epidermal growth
factor (EGF) dan ciliary neurotrophic factor
(CNTF). Perlakuan dengan EGF dan CNTF
menyebabkan reprogramming sel acinar pada
mencit hiperglikemik menghasilkan massa sel-3
yang dapat berfungsi mengembalikan dan
mempertahankan normoglikemia dalam proses
indirek bergantung pada Ngn3 dan signaling mellaui
Stat3. &

Ablasi  sel-B8  menyebabkan sel @ yang
mengekspresikan glukagon dan sel 0 yang
mengekspresikan somatostatin - menjadi sel B

Stem Cell Epigenetik

menghasilkan insulin. 88 Selanjutnya, konversi
sel B menjadi sel menyerupai sel o setelah
kehilangan Pdx1 menunjukkan bahwa tidak ada
bukti keadaan progenitor endokrin (kurangnya
ekspresi Arx dan Ngn3), hal ini menunjukan
bahwa konversi direk melalui keadaan hybrid
dengan sel menunjukkan baik sifat ce dan B. %
Agregasi  kembali pulo pankreas manusia
menyebabkan sel yang mengeksresikan glukagon
terus mengekspresikan Pdx1 dan Nkx6.1. % Sel ini
menyerupai sel multihormon positif yang dapat
dihasilkan dari embryonic stem cell manusia
selama  directed differentiation, sedangkan
lingkungan yang kurang sesuai menyebabkan
aktivasi gen spesifik sel 8 dan ce. 8 Konversi sel
B menjadi sel endokrin lain selanjutnya
dediferensiasi juga telah terjadi (Gambar 14). 888
Konversi ini antara sel endokrin dipermudah oleh
kesamaan struktur kromatin antara berbagai sel
endokrin yang berbeda. Karena itu, supresi identitas
sel & mungkin akan menghilangkan faktor yang
merepresi identitas sel endokrin non- R.

Pemahaman plastisitas sel pankreas berkontribusi
terhadap manifestasi berbagai penyakit pankreas
yang berpengaruh terhadap pendekatan terapeutik.
Mengenal faktor yang meningkatkan, menghambat,
atau menstabilkan proses akan membawa implikasi
terhadap berbagai strategi pengobatan untuk terapi
penggantian sel B, diabetes dan kanker pankreas.
Pada  model kanker  pankreas, tindakan
menghilangkan aktivitas onkogenik Kras pada lesi
prekursor dapat mengembalikan sel ke arah acinar
sehingga mengurangi beban tumor. %%

Selain itu, reprogramming direk secara in vivo juga
telah berhasil dilakukan pada berbagai organ
lainnya, 9%93:94959697.9899 G| gljal, terutama astrosit
juga telah dikonversi menjadi neuroblast atau neuron
secara in vivo. 99100 Misalnya, pada model mencit
penyakit Alzheimer, Guo et al., telah berhasil
mereprogram sel glia reaktif menjadi neuron
fungsional, sehingga dapat diaplikasikan untuk
perbaikan otak. 1%  Jadi, penggunaan berbagai
kombinasi faktor transkripsi efektif mereprogram
satu lineage sel ke sel lain (Gambar 15). 1% dan ini
menunjukkan bahwa sel yang telah terdiferensiasi
masih memiliki sifat plastisitas 0

Faktor transkripsi yang pertama kali ditemukan yaitu
MyoD tahun 1980 an, di laboratorium Harold
Weintraud mampu menginduksi  pembentukan
myotube dari cell line fibroblast. 1°2 Namun, bukti
pengaturan resiprokal dari lineage-restricted gene
berasal dari sistem darah. Dengan menggunakan
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6. Stem Cell: Plastisitas dan Dediferensiasi

faktor transkripsi GATAL, tidak hanya menginduksi
ekspresi marker turunan erythroid-megakariosit,
tetapi juga mengurangi marker monositik. 103104
Level GATAL1 yang lebih rendah menginduksi
pembentukan eosinofil, sesuai dengan level
eosinofil (Gambar 14). Perubahan monositik ke
erythroid juga dipengaruhi arah yang berlawanan

ekspresi PU.1 (dikenal Sfpl) pada cell line
erythroid-megakariosit yang menginduksi
r;B-to-c;:

B-cell
dysfunction

-

Metabolic/ s
Genetic stress

konversi monocytic lineage, dengan represi
GATAL.'% Sel terdiferensasi penuh juga dapat
diubah menggunakan C/EBPa, suatu faktor
transkripsi yang diperlukan untuk mengubah
progenitor sel B dan sel T menjadi makrofag
fungsional %% dengan frekuensi mendekati
100%.107:108 Sel B matur yang menghasilkan
immunoglobulin  juga dapat diubah dengan
frekuensi lebih rendah (Gambar 14). 10
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Gambar 14. Konversi sel endokrin di dalam pulo pankreas. Perubahan nasib sel antara sel endokrin dapat terjadi dalam
kondisi stres yang berbeda. Hal ini terjadi secara direk atau melalui dediferensiasi. Stres berkelanjutan pada sel R dapat

menyebabkan dediferensiasi menjadi diabetes.

Dikutip dari Puri S, Folias AE, Hebrok M. Plasticity and dedifferentiation within the pancreas: development, homeostasis, and disease.

Cell Stem Cell 2015; 16: 18-31.
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Gambar 15. Overekspresi faktor transkripsi atau ablasi menyebabkan perubahan nasib atau identitas sel.
Dikutip dari Graf T, Tariq Enver T. Forcing cells to change lineages. Nature 2009;462: 587-594.
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Gambar 16. Faktor transkripsi dengan antogonisme menyilang : paradigma PU.1 : GATA 1. A, Dalam formulasi
sederhana dari antagonisme menyilang, kedua regulator (masing-masing hijau dan merah) secara negatif berpengaruh
satu sama lain. B, Motif antagonisme menyilang dengan kedua faktor juga mengatur sendiri. C, Kedua faktor ditunjukkan
secara positif dan negatif mengatur repertoire sendiri terhadap gen target. D, Skema mekanisme biokimia yang mendasari
GATAL1 disatu sisi dari antagonisme PU.1:GATAL. Untuk mengaktivasi gen target pada sel eritroid GATAL merekruit
histone acetylase CREB-binding protein. Overekspresi PU.1 menggeser CREB-binding protein (CBP) dengan berikatan
degan GATAL dan erekrut Rb juga Suv39H protein. Hal ini menyebabkan metilasi lysine 9 pada histone H3 dan
rekruimen HP1a, menyebabkan represi gen target. E, Representasi antagonisme PU.1 : GATAL sebagai model binary
attractor dalam lanskap epigenetik Waddington yang dimodifikasi. Dasar dua warna dibagian atas, dan dasar dangkal
menggambarkan progenitor monositik/eritroid yang mengekspresikan rasio PU.1 dan GATAL. Progenitor ini berfluktuasi
antara kedua keadaan yang berbeda yang ditentukan oleh PU.1 dan GAT1. Sel pada ujung adalah spektrum yang
mengarah ke diferensiasi monositik dan eritroid. Ketika terjadi komitmen spontan atau diinduksi, faktor ini keluar dari
basin dasar dan bergulir menuju attractor di basin bawah. Warna hijau adalah sel monositik mengekspresikan level PU.1
yang tinggi sedangkan yang berewarna merah adalah sel eritroid yang mengkespresikan GATAL tinggi.

Dikutip dari Graf T, Tariq Enver T. Forcing cells to change lineages. Nature 2009;462: 587-594.
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Gambar 17. Pandangan molekul epigenetik sekarang. Faktor yang telah dikenal meregulasi fenomena epigenetik
ditunjukkan sebagai pergerakan bola menyilang landskap yang diusulkan Waddington. Tidak ada aturan kejadian
molekuler yang bersifat teratur, sehingga sekuensi tidak diketahui. Protein efektor mengenal modifikasi histon,
sedangkan protein presenter adalah subtrat yang spesifik untuk enzim pengubah histon. H3.3 dan macroH2A ditunjukkan
hanya sebagai representatif histon varian yang masing-masing terlibat dalam aktivasi dan represi transkripsi. ChR,
chromatin remodelers; DNMTs, DNA methyltransferases; HATSs, histone acetyltransferases; HDACs, histone
deacetylases; HMTs, histone methyltransferases; HDMs, histone demethylases; DDMs, DNA demethylases dan TFs,

transcription factors (menggambarkan komponen genetik dari proses epignetik).
Dikutip dari Goldberg AD, Allis D, Bernstein E. Epigenetics: A landscape takes shape. Cell 2007; 128: 635-638.

Timbul pertanyaan mengapa reprogram sel darah oleh
faktor transkripsi memiliki frekuensi atau efisiensi
konversi yang tinggi ? Faktor apa yang berpengaruh
terhadap konversi ini ? Efisiensi yang tinggi pada
reprogramming sistem darah menunjukkan bahwa
ekspresi faktor transkripsi dapat berinteraksi dengan
komponen endogen anyaman transkripsi sel resipien,
berarti dapat mengubah lanskap epigenetik seperti
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terlihat pada Gambar 15.1% Faktor transkripsi GATAL
atau PU.1 merupakan faktor yang paling mendasar
terhadap perkembangan hematopoietik sehingga
berlaku sebagai paradigma melintasi interaksi faktor
traskripsi.’®1° Antagonisme Pu.1 dan GATAL dalam
lineage normal adalah terkait pengaturan sel
monositik dan erithroid oleh masing-masing PU.1 dan
GATA.1 (Gambar 16).%0



Studi pada konversi sel mielomonositik yang
dimediasi GATAL1 menunjukkan bahwa faktor ini
secara langsung berikatan dengan protein PU.1. !
Level GATA.1 yang tinggi menghambat PU.1
dengan menggeser c-Jun, suatu kofaktor PU.1,
sehingga menyebabkan kolaps program
monositik.1'? Sebaliknya PU.1 yang diekspresikan di
dalam prekursor eritroid berinteraksi dengan GAT1
berikatan dengan promoter gen target, termasuk
globin ¢ dan B juga EKLF (atau KLF1), dan
mengkonversi kompleks aktif menjadi represif
melalui  pergantian koaktivator CREB-binding
protein (CBP) dan rekrutmen protein retinoblastoma
(Gambar 16d). 1% Karena itu, faktor transkripsi ini
tidak hanya “akselerator” dalam menginduksi
program ekspresi gen, tetapi juga “mengerem”
dengan menginaktivasi regulator kunci dari tipe sel
alternatif, sehingga menyebabkan hilangnya marker
fenotipe lama. Ketika kedua faktor transkripsi
menjadi dominan maka komitmen mengubah
menjadi tipe sel lain terjadi. 1t

Pada organ lain seperti jantung, saraf, pankreas, hati,
tentu faktor transkripsi yang berperan dalam reprogram
sel in vivo secara direk tidak dapat mengubah seluruh
kondisi anyaman transkripsi endogen pada tingkat
epigenetik. Misalnya, Zhou et al., melaporkan bahwa
penghalang epigenetik Bmil adalah faktor kunci yang
menyebabkan efisiensi reprogram jantung secara direk
dari fibroblast menjadi kardiomiosit sangat kecil
dengan proses lambat.*** Hampir semua perkembangan
sel bersifat epigenetik, sedangkan sekuensi DNA
bersifat statik,'** sebagaimana disampaikan oleh
Conrad Waddington tentang konsep lanskap epigenetik
yang menggambarkan nasib perkembangan sel.!*> Sel
yang sedang bergulir melewati rintangan di dalam
lembah dan akhirmya menentukan menentukan nasib
sel  akhir. Dengan  kemajuan  pengetahuan
reprogamming in vivo, maka landskap ini juga
mengalami modifikasi (Gambar 17).116
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