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Abstrak

Hemofilia merupakan penyakit genetik berupa gangguan dalam pembekuan darah yang terjadi
akibat mutasi pada gen yang mengkode faktor koagulasi. Anak yang mengalami hemofilia apabila
tidak ditangani dengan baik akan mengakibatkan berbagai macam komplikasi yang dapat berujung
kepada kematian. Pada saat sekarang ini, anak yang mengalami hemophilia memerlukan terapi
pengganti atau pengobatan dengan desmopresin yang dilakukan seumur hidup dengan risiko
infeksi yang tinggi. Oleh karena itu dibutuhkan suatu terapi yang dapat mengatasi penyebab dari
hemofilia tersebut, satu-satunya terapi yang dapat menyembuhkan hemofilia yaitu terapi gen.
Terapi gen meliputi terapi dengan menggunakan metode pengeditan gen yang fleksibel dan mudah
digunakan, clustered regularly interspaced short palindromic repeats—associated nuclease 9
(CRISPR- Cas9). Metode ini mampu dengan baik memotong molekul DNA pada titik tertentu
melalui aktivitas endonuklease dengan bantuan single guide RNA (sgRNA). Penggunaan metode ini
dapat dikembangkan untuk dilakukan pada induced pluripotent stem cell (iPSC). Pengkombinasian
teknik iPSC dan gen editing CRISPR-Cas9 pada sel pasien hemofilia dapat dihasilkan stem sel yang
mampu menghasilkan faktor koagulasi yang diperlukan. Sehingga dapat mengatasi permasalahan
yang mejadi penyebab dari hemofilia tersebut.

Kata kunci: Hemofilia, iPSC, CRISPR-Cas9

Abstract

Hemophilia is a genetic disease in the form of a disorder in blood clotting that occurs due to
mutations in the genes that code for coagulation factors. Children with hemophilia, if not handled
properly, will experience various complications that can lead to death. At this time, children with
hemophilia require replacement therapy or treatment with desmopressin, which is carried out for life
with a high risk of infection. Therefore, we need a therapy that can overcome the causes of
hemophilia. The only therapy that can cure hemophilia is gene therapy. Gene therapy includes
therapy using a flexible and easy-to-use gene editing method, clustered regularly interspaced short
palindromic repeats-associated nuclease 9 (CRISPR-Cas9). This method is able to properly cut DNA
molecules at a certain point through endonuclease activity with the help of a single guide RNA
(sgRNA). The use of this method can be developed for induced pluripotent stem cells (iPSC).
Combining the iPSC technique with CRISPR-Cas9 gene editing in hemophilia patient cells can produce
stem cells capable of producing the necessary coagulation factors. So that it can overcome the
problems that are the cause of hemophilia.
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PENDAHULUAN

Hemofilia merupakan penyakit
genetik berupa gangguan dalam
pembekuan darah vyang terjadi akibat
mutasi pada gen yang mengkode faktor
koagulasi. Terdapat tiga jenis hemofilia
berdasarkan  faktor koagulasi yang
mengalami  defisiensi. Hemofilia A
merupakan kelainan terkait kromosom X
yang paling sering di dunia vyang
diakibatkan oleh kekurangan atau bahkan
tidak ada sama sekali faktor koagulasi VIII
(F8).142 Insidensi hemofilia A di dunia
mencapat 1/5000 anak laki-laki dan 1/3
dari individu yang tidak memiliki keluarga
dengan riwayat penyakit tersebut (80-85%
kasus hemofilia).l?) Pada hemofilia B yang
mengalami  defisiensi adalah  faktor
koagulasi IX (F9).[!I Prevalensi hemofilia B
lebih sedikit dibanding dengan hemofilia
A, angkanya sekitar 1/25.000-30.000 laki-
laki (14% kasus hemofilia).®> Berbeda
dengan hemofilia A dan B yang
merupakan penyakit genetik terkait X,
pada hemofilia C defek genetik diturunkan
melalui autosomal resesif yang
menyebabkan defisiensi faktor koagulasi
Xl (F11). Karena diturunkan melalui
kromosom autosom maka peluang
terjadinya hemofilia pada laki-laki maupun
perempuan sama, prevalensi masing-
masing jenis kelamin sekitar 1/100.000
pada laki-laki dan 0,2- 1/1.000.000 pada
perempuan.?

Untuk saat ini yang menjadi
pengobatan standar adalah terapi
pengganti atau pengobatan dengan
desmopresin. Terapi ini cukup efektif
namun terdapat beberapa kelemahan
seperti adanya risiko infeksi virus dan juga
terapi ini harus dilakukan seumur hidup.
Oleh karena itu dibutuhkan suatu terapi
yang dapat mengatasi penyebab dari
hemofilia tersebut, satu-satunya terapi

yang dapat menyembuhkan hemofilia
yaitu terapi gen.!* Salah satu metode yang

sudah  diterapkan  terutama pada
hemofilia B (gen F9 lebih kecil sehingga
lebih mudah untuk dilakukan penelitian
genetik) adalah vektor AAV (Adeno-
associated Viral). Pada penelitian klinis
sebelumnya menunjukkan bahwa pada
pasien hemofilia B yang mendapat injeksi
AAV8, mampu mempertahankan 1- 6%
dari nilai normal faktor IX selama tiga
tahun.’) Namun terdapat keterbatasan
dalam penerapannya secara lebih luas
akibat respon imun terhadap kapsid
AAV.M  Sehingga dibutuhkan metode
terapi gen yang tidak akan mempengaruhi
sistem imun.

Pada tahun 2007, Takahashi dan
Yamanaka melakukan suatu terobosan
pada teknik stem sel dengan menemukan
suatu teknik vyang disebut induced
pluripotent stem cell (iPSC). Teknik ini
memungkinkan untuk terjadinya suatu
pemrograman ulang sel somatik yang
telah matur menjadi sel yang keadaannya
mirip sel punca embironal.[®! Keuntungan
utama iPSC terutama untuk terapi selular
yang dipersonalisasi  adalah  tidak
imunogenik. Hal ini karena iPSC berasal
dari satu individu, dan digunakan kembali
oleh individu yang sama setelah dilakukan
rekayasa genetika atau diferensiasi in-
vitro sehingga menghindari masalah
dalam penolakan imunologis.[! Namun
pada iPSC, stem sel yang dihasilkan tetap
memiliki kelainan genetik/mutasi gen
yang terlibat dalam patogenesis hemofilia.
Oleh karena itu dibutuhkan suatu
teknik/alat untuk melakukan koreksi pada
gen yang mengalami mutasi ini.

Kemudian pada tahun 2013,
ditemukan suatu metode pengeditan gen
yang fleksibel dan mudah digunakan,
clustered regularly interspaced short
palindromic repeats—associated nuclease
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9 (CRISPR-Cas9).l! Metode ini mampu
dengan baik memotong molekul DNA
pada titik tertentu melalui aktivitas
endonuklease dengan bantuan single
guide RNA (sgRNA). Dibanding dengan
metode gen editing lain seperti zinc finger
nucleases (ZFNs) dan transcription
activator-like effector nucleases (TALENS),
CRISPR-Cas9 lebih efisien, lebih mudah
dioperasikan, biayanya lebih murah, dapat
mencapai mutan homozigot, dan dapat
memperbaiki banyak mutasi dalam
berbagai situs secara bersamaan.!”!

Pengkombinasian teknik iPSC dan
gen editing CRISPR-Cas9 pada sel pasien
hemofilia dapat dihasilkan stem sel yang
mampu menghasilkan faktor koagulasi
yang diperlukan. Sehingga diharapkan
dapat mengatasi permasalahan yang
menjadi  penyebab  dari  hemofilia
tersebut. Tinjauan pustaka ini mencoba
untuk mendalami cara kerja dari
kombinasi teknik iPSC dan gen editing
CRISPR-Cas9 dalam mengatasi kelainan
genetik pasien hemofilia.

METODE

Tinjauan pustaka ini dibuat
dengan mengumpulkan berbagai artikel
dari situs pemerintah, pubmed, dan
google scholar dengan kata kunci induced
pluripotent stem cell (iPSC), clustered
regularly interspaced short palindromic
repeats—associated nuclease 9 (CRISPR-
Cas9), dan CRISPR-Cas9 and iPSC for
hemophilia. Penulis menemukan 50 jurnal
dan memilih 25 jurnal yang sesuai dengan
ruang lingkup tinjauan pustaka ini.

Dalam tinjauan pustaka ini, penulis
akan memberikan sekilas informasi
mengenai patogenesis hemofilia pada
bagian awal tinjauan pustaka ini.
Kemudian, penulis membahas mengenai
teknik iPSC dan CRISPR-Cas9 serta
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potensinya dalam mengatasi etiologi
hemofilia.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Patogenesis molekular dan genetik
hemofilia

Hemofilia merupakan penyakit
gangguan pembekuan darah yang bersifat
herediter® Hemofilia merupakan salah
satu Inherited bleeding disorderss (IBDs)
tersering.l® Penderita hemofilia
mengalami pemanjangan waktu
perdarahan dan komplikasi yang berat
dapat menyebabkan perdarahan pada
sendi, otot, otak dan organ internal lainya.
Bentuk gejala yang ringan sering tidak
menimbulkan perdarahan yang spontan
sampai adanya perdarahan yang abnormal
akibat operasi atau luka yang berat.ll%
Penyakt ini diturunkan secara X-linked
resesif, sehingga hemofilia sering terjadi
pada pria.Bl% Ppasien hemofilia sering
didiagnosis pada usia dibawah 2 tahun.l®!

Faktor VIII  dan faktor IX
merupakan protein yang bersirkulasi
sebagai prekursor inaktif yang teraktivasi
saat proses hemostatik, melalui jalur
intrinsik dan ekstrinsik pada kaskade
koagulasi. Faktor VIII adalah protein
kofaktor dan faktor IX adalah serin
protease dengan syarat mutlak untuk
faktor VIl sebagai kofaktor. Selanjutnya
terjadi aktifasi dan kehadiran dari ion
kalsium, permukaan fosfolipid, faktor VIiI
dan faktor IX yang membentuk kompleks
aktif dan kompleks tenase yang
mengaktivasi faktor X. Tahap selanjutnya
pada kaskade terjadi, dengan puncak saat
deposisis fibrin dan sturktur polimer dari
darah membeku.[*!]

Defisiensi atau disfungsi dari faktor
VIII atau faktor IX dapat menghambat
aktivasi dari faktor X, sehingga tahap
kaskade  koagulasi juga terganggu.
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Gambar 1. Skema jalur intrinsik dan ekstrinsik dari kaskade koagulasi.*!

Faktor VIII dan faktor IX terdapat pada gen
di kromosom X: gen faktor VIII terletak
pada ujung lengan panjang Xq28; gen

faktor IX juga terletak pada lengan
panjang mendekati sentromer pada
Xq27.011]

Penggunaan analisis tautan diikuti
deteksi Long Polymerase Chain Reaction
(LPCR) dari dua mutasi tersering pada gen
F8 didapatkan inversi dari intron 1 atau
intron 22 disebabkan oleh rekombinasi
homolog dengan satu dari kedua salinan
ekstragenik. Inversi ini berperan pada
dasar molekular pada 45-50% penderita
hemofilia A berat. Pada kasus inversi
negatif dan pasien dengan hemofilia
ringan atau sedang, beberapa
polimorfisme pada gen F8 mungkin
terdeteksi.[*?!

Induced pluripotent stem cells (iPSC)
Induced Pluripotent Stem Cells
(iPSCs) merupakan sekumpulan sel yang
memiliki kemampuan untuk menjadi sel
yang baru dan dapat berdiferensiasi
menjadi berbagai macam sel dewasa.
Kemampuan iPSCs diperkirakan akan
menjadi harapan untuk perkembangan

ilmu kedokteran di masa yang akan
datang. iPSCs dapat berasal dari sel
somatik manusia yang kemudian di
program kembali untuk menjadi sel yang
berbeda.l3!

Pengembangan pemrograman sel
somatik menjadi iPSCs dilakukan melalui
pendekatan empat komponen utama
yaitu sumber sel yang digunakan, teknik
pemberian faktor transkripsi, faktor untuk
melakukan reprogram, dan karakteristik
dari iPSCs yang terbentuk.

Sel somatik yang diambil untuk
dijadikan iPSCs awalnya menggunakan sel
fibroblast  kemudian  berlanjut ke
penggunaan Peripheral Blood (PB) dan
Cord Blood (CB).**I Perkembangan ilmu
penelitian telah menemukan bahwa sel
epitel yang ada pada urin merupakan
sumber terbaik untuk dijadikan sebagai
iPSCs. Selain itu sel urin juga memiliki
keunggulan dalam accessibility and
availability sel.[°]

Metode pemberian factor
transkripsi  memainkan peran yang
penting dalam iPSCs. Sistem pemberian
secara  retroviral merupakan yang
pertama kali dilakukan, tetapi cara ini
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memiliki kekurangan dalam hal
pengenalan terhadap regio lokus yang
spesifik, sehingga dapat menyebabkan
mutasi insertional atau membentuk suatu
teratoma. Sistem pemberian secara
lentiviral dapat menangani pembentukan
tumor dan baik digunakan dalam
melakukan reprograman, disertai dengan
metode non-integrating untuk
mengurangi penyimpangan pada
kromosom dari sel host. Penelitian telah
dilakukan pada Adenovirus, Sendai virus,
polycistronic mini circle vectors, dan
autonomous episome, tetapi hasilnya
kurang efisien. Sistem dox lentiviral dan
single poly cistronic vectors diketahui
dapat mengurangi  peluang untuk

pembentukan tumor.[16] Metode
pemberiannya dilakukan secara langsung
supaya dapat mengurangi risiko

perubahan genetik melalui penggunakan
poly arginine protein tagged transduction
domain. Tetapi cara ini membutuhkan
banyak waktu dalam prosesnya.[*”]

Proses reprogram yang dilakukan
dengan menggunakan beberapa faktor
reprogram seperti Oct4, Sox2, KIf4, and c-
Myc, (OSKM), disebut juga dengan
Yamanaka’s cocktail. Setiap faktor
Yamanaka memiliki fungsi khusus. Oct3/4
atau POUS5SF1 akan merangsang
dediferensiasi ke arah endoderm dan
mesoderm primitif. Sementara Sox2 akan
membentuk ektoderm primitif (epiblast).
Sedangkan c-Myc akan memuncukan sifat
pluripoten sel punca embrional. Faktor-
faktor trankripsi tersebut berperan pada
pertumbuhan, diferensiasi, dan proliferasi
sel. Over-ekspresi faktor-faktor trersebut
akan diimbangi KIf4 vyang lebih
dihubungkan dengan sifat supresor.[8l

Mengetahui sel yang terbentuk
merupakan hal yang penting dalam
menentukan apakah iPSCs berhasil
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dibentuk atau tidak. Beberapa marker
telah digunakan untuk dijadikan memilihi
dan mengkarakteristikan dari kolon iPSCs.
Penggunaan dari marker positif (alkaline
phosphatase, SSEA- 4, Tral-81, Oct4, dan
lain-lain) yang dikombinasikan dengan
marker negatif CD44 dan digunakan untuk
memilih koloni iPSCS yang spesifik.['?!

Mekanisme kerja clustered regularly
interspaced short palindromic repeats—
associated nuclease 9 (CRISPR-Cas9)
Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats (CRISPR) adalah
nukleotida pendek yang umumnya
ditemukan pada genom dari bakteri dan
archea yang berfungsi untuk menghapus
elemen genetic eksogen (EGEs) yang
tergabung dengan protein Cas9.12%! CRISPR
dapat juga disebut CRIPSR/Cas9 genome-
editing system yang memiliki komponen
inti guide RNA (gRNA) dan Cas9. gRNA
terdiri dari dua bagian vyaitu region
variabel dan dasar scaffold. Pembentukan
CRISPR terdiri dari 18-20 nukleotida yang
dapat berikatan dengan DNA target.[2%]
CRISPR/Cas9 memiliki kemampuan
untuk melakukan manipulasi gen seperti
gene knockout, gene knockin, gene
interference atau activation.'*?!  Gene
knockout merupakan teknik manipulasi
gen yang menyebabkan suatu organisme
membawa gen yang telah dinonaktifkan.
Organisme ini disebut juga knock-out
organism. Gen yang sudah dinonaktifkan
ini kemudian fungsinya digantikan oleh
gen lain yang sudah disusun yang disebut
juga metode gene knockin.?3! Selain gen
knockout, CRISPR/Cas9 juga mampu
memberikan semacam gangguan
terhadap gen target kemudian
memberikan suatu faktor transkripsi
kepada gen tersebut sehingga aktif
menjadi suatu gen yang lain, kemampuan
ini disebut juga sebagai gene interference.
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CRISPR/Cas9 memiliki beberapa
keuntungan dibandingkan dengan
genome-editing system yang lain seperti
zinc-finger  nucleases  (ZFNs) dan
transcription  activator like  effector
nuclease (TALEN) vyang terdapat pada
pluripoten stem sel dan somatik stem sel.
Keuntungan pertama adalah CRISPR/Cas 9
lebih mudah digunakan daripada ZNF dan
TALEN karena spesifitasnya hanya
berhubungan dengan komplek
nukleotida.l® Keuntungan kedua hanya
dibutuhkan biaya yang sedikit untuk
memediasi plasmid dari CRISPR/Cas9.
Ketiga adalah proses pengeditan genom
lebih cepat dilakukan (dapat dilakukan
dalam dua minggu).[?4

Potensi kombinasi iPSC dengan gen
editing CRISPR-Cas9 pada pengobatan
hemofilia

Penggunaan iPSC dari pasien
hemofilia yang telah dilakukan rekayasa
genetik dengan menggunakan CRISPR-
Cas9 telah terbukti memiliki potensi
dalam pengobatan hemofilia. Hal ini dapat
dilihat pada penelitian yang dilakukan
oleh Park CY, et al. Pada penelitian
tersebut dilakukan pengambilan sel
somatik dari pasien hemofilia A yang tidak
memiliki hubungan keluarga. Dari 11
orang pasien, dilakukan pembacaan

A
2.5 -
0O Paz-iPSC mm Pai-iPSC
B Pa2-iPSC Co-1 B Pal-iPSC Co-1
2.0 B3 Pa2iPSC Co-2 @@ Pal-iPSC Co2
< B PaziPSC Co-3
g1s :
E
H
§ 1.0
]
@«
0.5
0.0

oCcT4 SOx2 LiN28 NANOG

genotip terhadap kromosomnya dan
dipilih 1 orang dengan genotip inversi
pada intron 1 gen F8 di kromosom X dan 2
orang dengan inversi pada intron 22. Dua
mutasi ini dipilih karena hampir separuh
dari seluruh pederita hemofilia A yang
parah memiliki salah satu dari dua jenis
mutasi ini.?>!

Pasien yang dipilih diambil sel
somatis yang berasal dari traktus urinarius
didalam wurin. Hal ini dipillih karena
metode invasif pada pasien hemofilia
harus dihindari. Sel somatis pasien ini
kemudian diinduksi dengan 4 faktor
Yamanaka melalui metode  vektor
episomal dan virus Sendai. IPSC yang
dihasilkan kemudian diinduksi dengan
CRISPR-Cas9 atau disebut juga dengan
nama RNA-guided engineered nucleases
(RGENSs). Terdapat dua macam RGEN yang
dirangcang sesuai dengan situs mutasi gen
nya. Pada pasien dengan mutasi inversi
pada intron 1 digunakan RGEN 01 dan
pada pasien dengan inversi di intron 22
digunakan RGEN 02 dan RGEN 03.[23]

Dari hasil pengamatan
menggunakan PCR didapatkan hasil
bahwa terjadinya pembalikan inversi
manjadi susunan normal. Kemudian
dilakukan pengujian juga terhadap sifat

pluripoten stem sel tersebut
Pat14PSC Pa2.PSC
Co1 Co-1

Mescderm Ectoderm

Endoderm
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Gambar 2. Pengujian sifat pluripoten pada iPSC yang sudah dikoreksi.!?*

(A) Real-time PCR kuantitatif dilakukan untuk mendeteksi endogenous OCT4, SOX2, LIN28, dan NANOG
mRNAs. (B) Diferensiasi in vitro dari garis yang dikoreksi inversi. Ekspresi marker protein yang mewakili
ektoderm (Nestin), mesoderm (aktin otot polos [a- SMA]), dan endoderm (a-fetoprotein [AFP]) ditunjukkan
dalam garis yang dikoreksi. Diagram batang, 50 mm. (C) Ekspresi dari OCT4 dan SSEA4, human ESC-specific
markers, terdeteksi oleh imunohistokimia.

Pada pemeriksaan ekspresi gen
marker stem sel pada iPSC pasien
hemofiilia yang sudah dikoreksi,
ditemukan adanya transkripsi aktif dari ke
empat gen marker (OCT4, SOX2, LIN2S,
dan NANOG) pada sel tersebut. IPSC yang
sudah dikoreksi ini mampu berdiferensiasi
manjadi tiga lapisan germinal primer.
Pada pemeriksaan kariotipe, iPSC yang
sudah dikoreksi juga menunjukkan hasil
yang normal. Artinya dapat disimpulkan
bahwa koreksi mutasi gen pada iPSC
pasien hemofilia tidak berpengaruh
negatif terhadap sifat pluripotennya.[?°]

Untuk melakukan pengukuran
ekspresi gen F8 dilakukan diferensiasi
pada iPSC pasien dan iPSC pasien yang

WT

Pal Co-1 Co-2

Factor VIl

Brachyury

GAPDH

2.0

Oowr &8 Cot
BN Pal @@ Co-2

Relative mRNA
° o«

e
«»

o
°

Factor Vil Brachyury

Factor Vill

Brachyury

GAPDH

2.0

sudah dikoreksi menjadi mesoderm
(sumber utama ekspresi gen f8 adalah
endotel yang berasal dari mesoderm).
Didapatkan hasil seperti pada gambar 3.
Tidak ada pita PCR yang mengarah ke F8
terdeteksi pada sel yang dideferensiasi
dari iPSC pasien yang menunjukkan bahwa
F8 tidak diekspresikan dalam sel yang

diturunkan dari pasien. Sebaliknya, pada
iPSC yang sudah dikoreksi dapat dideteksi
pita PCR F8. Hal ini membuktikan bahwa
iPSC pasien yang sudah dilakukan koreksi
mampu menyimpan kede genetik yang
benar dan mampu mengekspresikan gen
F8.

WT Pa2 Pa3 Co-1 Co-2 Co-3

Relative mRNA
e =2 =
@ ° o

:

o wr @ Co-t
@ Pa2 EB Co-2
@8 Pa3 @@ Co-3

[aYa]
zZ

Factor Vill Brachyury

Gambar.3. Hasil ekspresi gen F8 pada iPSC pasien dan iPSC yang sudah dikoreksi.[?*!
Ekspresi gen F8 dalam sel dibedakan dari intron 1 dan 22 garis iPSC yang dikoreksi inversi. RT- PCR (sebelah
atas) dan qPCR (sebelah bawah) digunakan untuk mendeteksi ekspresi F8 dan gen penanda mesoderm
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(Brachyury) dalam sel yang berasal dari WT iPSCs, iPSCS pasien (Pal, Pa2 dan Pa3), dan Pal-(Co 1 dan Co2)
yang sudah dikoreksi, atau Pa2-iPSCs (Co-1, Co-2 dan Co-3). Ekspresi GADPH digunakan sebagai loading
control. Nd, tidak terdeteksi.

Terakhir  dilakukan  pengujian
fungsionalitas iPSC yang sudah dikoreksi
ini pada hewan percobaan. Pada tes ini
dilakukan dilakukan tes penjepitan ekor
pada tikus hemofilia yang belum
ditransplantasi ataupun vyang sudah
ditransplantasi iPSC pasien dan iPSC yang
sudah dikoreksi. Pada tikus hemofilia

2

B B

g

M.5.

Survival time (min)
E

z

40 4
HA Paz

HAT

Pal Co-1

Relative Fackor VI activity (%)

dengan iPSC yang sudah dikoreksi ada
yang mampu selamat sampai dua hari dan
sisanya mengalami peningkatan signifikan
pada waktu bertahan hidup dibanding
dengan tikus hemofilia yang tidak
ditransplantasi atau tikus yang
ditransplantasi iPSC pasien.[?°]

-
o

-
=]

w

L=

Fa2 Co-1
HAT

HA Paz

Gambar. 4. Pembebasan fungsional faktor VIII pada tikus hemofilia menggunakan iPSCs yang sudah dikoreksi.

Aktivitas F8 relatif pada tikus yang
ditransplantasikan dengan iPSC vyang
sudah dikoreksi adalah 10% dibanding
tikus WT, nilai ini secara signifikan lebih

tinggi dari pada tikus yang tidak
ditransplantasikan  (3,3%) dan yang
ditransplantasikan dengan sel vyang
berasal dari iPSC pasien (4,3%).

Didapatkan kesimpulan bahwa defisiensi
F8 pada tikus yang hemofilia dapat
diselamatkan dengan transplantasi iPSC
yang sudah dikoreksi.[?>!

Pada penelitian lain yang dilakukan
oleh Lyu et al pada hemofilia B juga
menunjukkan hasil yang baik. Pada
penelitian tersebut digunakan iPSC yang
berasal dari sel PBMNCs (peripheral blood
mononuclear cells) pasien hemofilia B
yang sudah dikonfirmasi adanya mutasi
pada gen F9. [IPSC vyang dihasilkan
kemudian dilakukan pengujian kariotipe

[25]

dan marker stem sel. Kariotipe normal
dan ditemukan ekspresi OCT 4, SOX2,
NANOG, TRA-1-60, dan SSEA4 pada iPSC
yang dihasilkan dari pasien. IPSC yang
dihasilkan kemudian dilakukan penyisipan
cDNA F9 pada lokus AAVS1 menggunakan
CRISPR- Cas9 dengan metode
elektroporasi. Lokus AAVS1 merupakan
suatu tempat di intron gen PPP1R12C di
kromosom 19 vyang aman untuk
menyisipkan gen dari luar.[!

Setelah dipastikan bahwa kariotipe
dan sifat pluripoten iPSC pasien hemofilia
B yang sudah dikoreksi tersebut normal,
selanjutnya dilakukan diferensiasi iPSC
menjadi sel hepatosit. Dari pemeriksaan
didapatkan bahwa ekspresi gen F9, kadar
dan aktivitas antigen hFIX pada iPSC
pasien yang sudah diinsersi jauh lebih
tinggi dibanding dengan iPSC pasien yang
tidak diinsersi. Dapat disimpulkan bahwa
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hepatosit yang dideferensiasi dari iPSC
pasien hemofilia B yang sudah diinsersi
gen F9 mampu menghasilkan hFIX secara
stabil.l!. Hal ini menunjukkan adanya

F9

Fold change
relative to GAPDH

Undifferentiated paternal iPSCs
iPSCs-parental-Heps
iPSCs-insertion-Heps

0
omOo

. P=0.0084

2] —ef——

o

hFIX activity(%)

iPSCs- iPSCs-

parental-Heps insertion-Heps

- W
=l

potensi dimasa depan dari kombinasi iPSC
dan  CRISPR-Cas9 terhadap terapi

hemofilia.
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Gambar.5. Ekspresi gen F9, kada
r dan aktivitas antigen hFIX pada iPSC yang sudah diinsersi dan yang tidak diinsersi.™
(a) gRT-PCR menunjukkan ekspresi F9dalam iPSCs pasien yang tidak terdiferensiasi, iPSCs pasien, iPSCS pasien
yang sudah diinsersi gen F9. (b) Perbandingan tingkat antigen hFIX dalam sel kultur supernatan antara iPSCs
pasien dan iPSCS pasien yang sudah diinsersi gen F9. (c) Perbandingan aktifitas hFIX dalam sel kultur
supernatan antara antara iPSCs pasien dan iPSCS pasien yang sudah diinsersi gen F9. (d) Dua minggu setelah
transplantasi, kadar antigen hFIX pada plasma tikus dari dalam kelompok antara iPSCs pasien dan iPSCS
pasien yang sudah diinsersi gen F9, dan kelompok kontrol yang terdeteksi oleh ELISA

SIMPULAN

Berdasarkan pembahasan di atas
dapat ditarik kesimpulan bahwa
penggunaan iPSC dari pasien hemofilia
yang dilakukan pengeditan gen dengan
CRISPR- Cas9 memiliki potensi pada
tatalaksana pasien hemofilia.

IPSC yang dihasilkan mampu
mempertahankan sifat pluripoten nya
sekaligus berhasil diperbaiki kesalahan
genetiknya. Sehingga IPSC yang dihasilkan
tersebut mampu menghasilkan faktor
koagulasi F8 atau F9.

Dibanding dengan terapi
konvensional, terapi ini jauh lebih efektif.

Terapi ini tidak perlu dilakukan seumur
hidup karena mampu mengatasi sumber
permasalahan pada pasien hemofilia.
Penggunaan iPSC juga memiliki
keunggulan dibanding terapi gen lain,
karena pada iPSC dihasilkan dari sel pasien
sendiri sehingga tidak akan menimbulkan
reaksi penolakan.
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