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ABSTRAK

Penyakit neurodegeneratif berhubungan dengan kerusakan bahkan kematian sel-sel saraf
progresif. Untuk mempelajarinya diperlukan suatu kondisi serupa dari penyakit manusia pada
hewan coba. Famili muridae merupakan hewan coba yang paling sering digunakan. Penelitian
ini bertujuan untuk Mengetahui berbagai metode pengkondisian hewan coba telah dikembangkan
dan digunakan dalam penelitian penyakit neurodegenratif. Dilakukan penelusuran literatur secara on-
line dengan menggunakan search engine PubMed dengan kata kunci "animal model” AND
"neurodegenerative”. Berbagai metode pengkondisian hewan coba tersebut dapat dilakukan dengan
cara merekayasa genetika, model cedera ataupun induksi bahan kimiawi dengan berbagai metode.

Kata kunci: hewan coba, muridae, neurodegeneratif

ABSTRACT

Neurodegenerative diseases are associated with damage and progressive apoptosis or necrosis of
nerve cells. To study about neurodegenerative diseases we were need a condition similar to human
disease in experimental animals. The muridae family is the most commonly used experimental
animal. This research aims to find out various methods of conditioning experimental animals that
have been developed and used in research into neurodegenerative diseases. Online literature search
was performed using the PubMed search engine with the keyword "animal model” AND
"neurodegenerative”. Various methods of conditioning experimental animals can be done by genetic
manipulation, injury models or chemical induction.

Keywords: animal model, muridae, neurodegenerative
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PENDAHULUAN

Penyakit  neurodegeneratif  adalah
penyakit  dari  sistem saraf  yang
berhubungan dengan kerusakan bahkan
kematian sel-sel saraf yang bersifat
progresifl. Munculnya penyakit ini akan
merubah fungsi fisiologis tubuh, seperti
pengolahan informasi sensorik dan motorik
maupun fungsi luhur. Beberapa contoh
gangguan yang muncul sebagai akibat
kerusakan atau kematian sel saraf
(neurodegenerasi)  adalah ~ Amyotrophic
Lateral sclerosis (ALS), Alzheimer,
Parkinson, multiple sclerosis, Stroke,
Spinal Cord Injury (SCI) dan lain-lain®?.

Untuk mencari jalan Kkeluar dari
permasalahan akibat penyakit
neurodegeneratif maka perlu dilakukan
berbagai  penelitian.  Penelitian  yang
dilakukan mulai dari penelitian dasar,
penelitian terapan maupun uji-klinis
termasuk upaya preventif?. Penelitian ini
harus menggunakan subyek hewan dan
bukan manusia, sehingga diperlukan suatu
kondisi serupa dari penyakit manusia pada
hewan coba. Penyakit tertentu menyebabkan
perubahan pada organ tertentu secara
spesifikl?, Berbagai metode telah
dikembangkan untuk mendapatkan kondisi
serupa tersebut. Metode pengkondisian
hewan coba ini  bergantung pada
penyakitnya. Seluruh efek dan gejala yang
muncul akibat pengkondisian pada hewan
coba harus diamati secara detail. Penelitian
penyakit  neurodegeneratif = menggunakan
hewan coba saat ini telah berkontribusi
menjelaskan konsep biologis, sampai terapi
dan prognosis. Famili muridae termasuk
mencit dan tikus merupakan hewan coba
yang paling sering digunakan dalam penelitian
laboratorium?=,

Artikel ini akan membicarakan berbagai
metode pengkondisian hewan coba yang telah
dikembangkan  dan  digunakan  dalam
penelitian penyakit neurodegenratif.

METODE

Prosedur pencarian literatur dilakukan
dengan penelusuran pustaka secara on-line
dengan menggunakan search engine PubMed
yang dilakukan pada 16 Juni 2015. Kata kunci
yang digunakan adalah: "animal model” AND
"neurodegenerative". Literatur yang
digunakan merupakan publikasi free fuul text
berbahasa Inggris, rentang waktu 5 tahun
2010-2015. Pada penelusuran ini didapatkan
196 artikel. Kriteria inklusi dipersempit
dengan jenis publikasi hasil penelitian dengan
menggunakan subyek hewan coba dari famili
muridae yang dilakukan pengkondisian
penyakit neurodegeneratif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hewan coba merupakan hewan yang
sengaja dipelihara untuk dipakai sebagai
hewan model suatu kondisi dalam skala
penelitian atau pengamatan laboratoris. Dalam
menggunakan hewan coba harus
mempertimbangkan banyak hal. Dimulai
dengan melihat kesesuaian atau kesamaan
dengan manusia, kepraktisan dari sisi analisis
dan ekonomis, dan pertimbangan lainnya.
Penggunaan hewan coba juga harus memenubhi
segala kebutuhan fisiologis hewan coba dan
etik??,

Pemilihan famili muridae sebagai hewan
coba karena mempunyai banyak keunggulan,
antara lain banyak gennya relatif mirip dengan
manusia, kemampuan berkembangbiak tinggi,
cocok untuk digunakan dalam eksperimen
massal, bentuk badan kecil dan mudah
dipelihara serta berharga murah. Famili
muridae juga dapat membuat penelitian lebih
efisien karena anatomi, fisiologi dan gennya
telah diketahui®.

Hewan coba sebagai pendukung penelitian
neurodegeneratif

Jalur patologis seluler dan molekuler
merupakan dasar dari penyakit-penyakit
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neurodegeneratif®. Jalur ini menjadi dasar
dalam penelitian baik untuk diagnosis sampai
target terapi. Diperlukan kondisi yang serupa
dengan keadaan patologis pada manusia untuk
penelitian pada hewan coba. Untuk itu telah
dikembangkan berbagai metode pembuatan
hewan model yang mendukung upaya tersebut.
Dalam mempelajari fungsi gen pada hewan
coba/model secara langsung dikenal dengan 2
cara, yaitu transgenik dan penginaktifan gen
(gene disruption/gene knock out) serta model
traumatik2,

Hewan model transgenik dan knockout
gene/gene disruption neurodegeneratif

Hewan transgenik merupakan hewan
model yang memiliki genom/susunan gen
yang telah dimodifikasi dengan rekayasa
genetik dan dapat diturunkan®. Pada organisme
transgenik, gen atau fragmen DNA yang
dimasukkan bisa merupakan gen atau fragmen
DNA yang ditemukan pada organisme tersebut
(endogen) dengan tujuan untuk mendapatkan
ekspresi yang lebih kuat (overekspresi gen),
maupun gen atau fragmen DNA yang tidak
ditemukan pada organisme tersebut (eksogen).
Secara umum hewan transgenik digunakan
untuk mempelajari regulasi gen-gen yang
terkait dengan regulasi biologi maupun gen-
gen yang spesifik pada jaringan atau kondisi
tertentu dan untuk mempelajari fenotip dari
gen pada jaringan®®,

Pada tabel 1, memperlihatkan berbagai
model hewan dari famili muridae yang
digunakan dalam penelitian neurodegeneratif.
Beberapa model penyakit telah dihasilkan
dengan metode transgenik. Satu hewan model
dapat dikembangkan menjadi berbagai kondisi
penyakit neurodegeneratif, dan untuk 1
kondisi penyakit dapat dibentuk dengan
beberapa metode yang berbeda. Seperti
Alzheimer Sejumlah mutasi genetik telah

dikaitkan dengan perubahan patologis yang
terjadi di otak pada kasus ini. Dengan
menggunakan model hewan transgenik
Alzheimer berperan dalam menjelaskan
regulasi biologi yang terjadi, misalnya pada
tikus APP transgenik, patologis dan perubahan
fungsional terjadi sebelum munculnya plak
amiloid’®°. Pada model penyakit Huntington
dibentuk  dengan  penyisipan  dan/atau
perluasan Polyglutamine yang terulang pada
posisi N-terminal dari protein huntingtin
padaseluruh fragmen DNAnya'®!, Teknik
molekuler untuk model ALS yang paling
relevan secara klinis ini adalah tikus
transgenik yang mengekspresikan mutasi gen
SOD112’13’14.

Untuk menghasilkan hewan model
transgenik, metode yang pertama adalah
mikroinjeksi.  Proses transgenik  diawali
dengan memasukan/injeksi pronuklear
fragmen DNA atau gen asing®. Fragmen DNA
atau gen ini harus mengandung promoter,
complete  protein coding region dan
polyadenylation site®>®1h15, Proses
mikroinjeksi ini dilakukan dengan jarum halus
ke dalam telur (pronukleus) hewan model
yang telah dibuahi. Transgen yang didapatkan
selanjutnya di amplifikasi dengan Polymerase
Chain Reaction (PCR) Hasil PCR ini yang
selanjutnya ditanam pada cloning site dari
plasmid vektor menggunakan ligase. Vektor
ini ditransfersikan ke dalam bakteri khusus
melalui teknik heat shock. Selanjutnya bakteri
dibiakan pada media agar. Plasmid yang telah
mengandung transgen ini selanjutnya diisolasi
dari bakteri, dan fragmen transgen ini diisolasi
dengan enzim restriksi. Terakhir adalah proses
pemurnian pada gel agarose®16:1718,

David Pakaya, Rina Susilowati :47-57

49



Healthy Tadulako Journal (Jurnal Kesehatan Tadulako)

Tabel 1. Hewan model dengan metode transgenik

Hewan Model Mutasi gen Metode Model Penyakit Referensi
Mencit C57BL/6 ¢.307insC Gen Retrovirus-mediated gene NCL 15
CLNG6 transfer
Tikus FVB 498InsTC Mikroinjeksi Neuroferritinopathy 19
. Gen FAD G N 320
Mencit Tg2576 K670N, MB71L Mikroinjeksi Alzheimer's Disease ,
Tikus Sprague SOD1-G93A ALS 21
Dawley
. full-length gene Human Hit 10
Tikus BACHD CAG 97 HD
Tikus tgHD51 FragmentTrgrlsgenlc CAG HD 1
M . 12,13,14,17,18,
encit
SOD1-G93A ALS 22,23,24,25,26,
B6SJL/C57BL/6 27.28.20.30
Mencit R26CT Cre-Lox Alzheimer's Disease 16
Mencit ';fP/P81' L166P Alzheimer's Disease 89
mencit C57BL/KsJ- gen reseptor Diabetic Retinal 31
db/db leptin Neurodegeneration
. FVBTg(tetO- e P 2
Mencit rTgTauEC TauP301L) Alzheimer's Disease
Tikus SCA17 TBPQ64 Mikroinjeksi Spinocerebellar ataxia 33
Mencit R6/2 Repeat CAG HD 34
Mencit iarte i 35
HUAPPB95sWe PSEN1dE9 Alzheimer’s Disease
Mencit g;bl PXAT Microinjeksi Neuroinflammation 36
APP K670N,
. i M671L; PSEN1 PR 37
Mencit 3xTg-AD M146V: tau Alzheimer's Disease
P301L
Mencit B6C3F1/] AS3T mutant Parkinson 38
a-Syn.
Mencit - i 39
PEX13flox/flox Nestin-Cre Cre-Lox ZS
Blocking
Mencit C57BL/6 ADAM10709- Alzheimer's Disease 40
729

NCL: Neuronal ceroid lipofuscinosis
ALS: AmyotrophicLateral Sclerosis
HD: Huntington's Disease

ZS: Zellweger syndrome

Metode kedua adalah transfer fragmen
DNA atau gen dengan media retrovirus.
Fragmen DNA atau Gen ditransferkan pada
media retrovirus sebagai vektor, kemudian
hasil transfer tersebut diinjeksikan ke dalam
sel inang. DNA dari retrovirus berintegrasi ke
dalam gen untuk bekerja. Masuknya retrovirus
akan menginfeksi inang, namun retrovirus

bekerja memproduksi copy DNA dari genom
MmRNA  menggunakan  enzim  reverse
transcriptase®®®. Metode yang dijelaskan di
atas untuk  mentransfer gen  asing
mengandalkan integrasi. Adapula DNA yang
dimasukkan ke dalam genom inang. Secara
teoritis, dengan menggunakan vektor episom
mampu melakukan autoreplicating di sel
inang dan mentransfer DNA untuk sel
anakan®.

Metode ketiga adalah teknologi sel
punca embrionik, Teknologi ini dilakukan
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dengan mengenalkan DNA ke dalam sel punca
embrional yang bersifat pluripotensi. Sel
punca embrional didapatkan dari embrio
preimplantasi (morula dan blastosis) yang
dikultur, dengan manipulasi in vitro.
Selanjutnya sel tersebut diinjeksi langsung

pada blastosit host atau diinkubasikan dengan
morula. Embrio host kemudian ditransfer pada
host intermediate atau betina pengganti untuk
kelanjutan perkembangan. Untuk alasan yang
tidak diketahui, metode ini hanya digunakan
sampai turunan kedua®®.

Tabel 2. Hewan model dengan metode Knockout

Hewan Model Perlakuan/Mutasi Metode Model Penyakit Referensi
Mencit C57BL/6 Delesi exon 3 (parkin-/-) Cre-Lox Deletion Parkinson 4
Mencit SI00A9 K670N/M671L AD 42
Mencit C57BL/6 IDS-ko Hunter Syndrome a3
Aicda;ndigfeicient Induksi MOG125 Cre-Lox Insertion MS a4
Tikus Trembler-J MAG-/—

Mencit C57BL/6 Aldhlal Cre-Lox Deletion Parkinson 4
Mencit C57BL/6 IFNAR-/-, IL10 KO Cre-Lox Deletion MS 46
Mencit C57BL/6 FGF-2)/) MS 47
C57BL/6J Oligl-/- Cre-Lox Deletion MS 48
Tikus CGG Knock-In (CGG repeat)  Homolog Rekombinan Ataxia 49

Knockout gene merupakan metode
menonaktifkan suatu gen tertentu dengan cara
membuat gen tersebut menjadi mutan.
Tujuannya untuk mempelajari fungsi gen dan
regulasi biologinya. Perkembangan teknologi
DNA sequencing sangat membantu dalam
membuat hewan model knockout®.

Pada tabel 2, memperlihatkan berbagai
model hewan vyang di knockout untuk
menghasilkan kondisi penyakit. Pada multiple
sclerosis beberapa gen yang mengekspresikan
berbagai molekul imunologis dihilangkan?®:>
maupun diinsersikan** untuk menghasilkan
kondisi autoimun. Pada penyakit Parkinson’s
sel dilakukan dengan system cre-lox deletion
dengan menghilanghkan  gen-gen  yang
berkaitan dengan terjadinya penyakit ini
seperti gen parkin*:%,

Salah satu teknik untuk membuat
knockout gen adalah dengan menggunakan
transposons. Transposon adalah suatu urutan
DNA yang dapat bergerak atau berpindah
posisinya dalam suatu genom (transposisi).
Dalam  proses transposisi  ini,  dapat
menyebabkan mutasi dan perubahan pada

DNA dalam suatu genom. Terdapat teknik lain
juga untuk membuat knockout gen, yaitu
dengan menggunakan metode homolog
rekombinan, yaitu dengan cara mengubah
urutan gen. Pada homolog rekombinan, terjadi
pertukaran gen pada suatu lokus, yang terjadi
oleh karena pengenalan daerah atau urutan gen
yang serupa®°1:°2,

Metode Cre LoxP adalah jenis
rekombinasi DNA yang disbeut sebagai site-
specific recombination. Cre-Lox
recombination adalah jenis rekombinasi yang
memiliki target pada untai DNA spesifik
kemudian memotongnya dengan bantuan
enzim yang disebut sebagai Cre recombinase.
Cre- sebagai suatu protein enzim spesifik pada
DNA. Enzim ini mengkatalisis rekomendasi
DNA di antara dua lokasi yang spesifik
sepanjang molekul DNA. Cre- dapat
mengenali LoxP. LoxP merupakan untaian
asam nukleat yang terdapat di dalam DNA.
Saat sel memiliki LoxP pada untaian gen-nya
juga mengekspresikan Cre, maka dapat
dilakukan rekombinasi di antara kedua lokasi
LoxP°. Metode ini dapat dibuat dengan cara
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mendelesi area  atau target  yang
dikenalinya*'*® atau dengan cara insersi pada
target®™®. Beberapa model penyakit menuntut
untuk dilakukan kombinasi dari beberapa
metode transgenik. Karena banyak penyakit
terjadi akibat efek gabungan dari beberapa
mutasi.

Hewan model cedera neurodegeneratif
Hewan  model  digunakan  untuk
mensimulasikan  cedera, dengan tujuan
mempelajari patomekanisme cedera, diagnosis
dan terapi®. Model hewan yang sering dibuat
adalah untuk suatu model penyakit, sehingga
untuk menghasilkan hewan model cedera
harus  dilakukan  manipulasi  traumatik
eksperimental sesuai standar. Untuk menjadi
model cedera, hewan harus mirip secara
etiologi dan fungsinya dengan manusia. Secara
umum, model eksperimental bisa terjadi secara
alami misalnya hewan yang kecelakaan,
penyakit bawaan, atau diinduksi (bedah,

genetik rekayasa) yang mirip dengan kondisi
manusia®>,

Untuk membuat hewan model cedera
paling mungkin adalah menggunakan metode
bedah®, berikut adalah beberapa metode
pembuatan hewan model cedera. Kompresi,
dilakukan dengan penekanan atau penjempitan
menggunakan alat berupa impactor ataupun
klem dengan  menyesuaikan  kekuatan
tekanannya. Hasilnya ditandai dengan adanya
memar, hemoragik  nekrosis, iskemia,
peradangan, dan Kkavitasi. Transeksi, yang
digunakan pada hewan model SCI, merupakan
kerusakan segmen tulang belakang. Transeksi
medula spinalis dilakukan setelah
Laminektomi dengan gunting bedah, dan
disesuaikan dengan target kerusakannya.
Model Iskemik, metode ini menggunakan
sternotomi anterior dengan oklusi aorta.
Metode kombinasi, untuk beberapa tujuan
tertentu, menggunakan  kombinasi  dari
berbagai metode lainnya®.

Tabel 3. Hewan model dengan metode cedera dan induksi

Hewan Model Perlakuan/prinsip injuri Model Penyakit Referensi
Mencit C57BL/6J controlled cortical impact (CCI) mTBlI 53
controlled cortical impact (CCI)/

Mencit C57BL/6J Chronic Traumatic Encephalopathy mTBlI 54
Mencit BALB/c Cecal Ligation & Puncture Sepsis 55
Tikus Wistar ICV-STZ Alzheimer's Disease 56

Tikus Lewis indusi EAE MS 57 58 59

Mencit C57BL/6 indusi EAE MS 60 6162

Mencit C57BL/6 Injeksi MOG35-55 MS 63, 64 65
mencit hTau dan Tau—/— Injeksi MOG35-55 MS 66
leusl\/?gr:i?[ué:f,?gvzllgy dan injeksi MPTP Parkinson’s 67
Tikus Wistar Injeksi 6-OHDA pada SNC Parkinson’s 68
Mencit Zr:/(\j”'zrﬁlléa// Fnid-/- MCAO Iskemia Serebral 69
Mencit SIL/L indusi EAE MS 70
Mencit CD-1 Inhalasi Mn2+/Mn3+ Parkinson’s 7

mTBI: mild traumatic brain injury

ICV-STZ: intracerebroventricular injection of streptozotocin

MS: Multiple sclerosis
MCAQO: Middle cerebral artery Occlusion

Bivalent and Trivalent Managanese (Mn2+/Mn3+)
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Pada Tabel 3, memperlihatan berbagai hewan
model yang trauma maupun penyakit
neurodegenerative  menggunakan  metode
induksi bukan rekayasa genetika. Traumatic
brain injury (TBI) adalah penyebab utama
mortalitas dan morbiditas®. Penderitaya akan
mengalani kognisi jangka panjang, perubahan
fungsi sensorimotor dan kepribadian. Salah
satu cara untuk mempelajari mekanisme
patologisnya dengan hewan coba yang dibuat
model cedera dengan metode. Controlled
cortical impact injury (CCIl), pembuatan
hewan model ini menggunakan dampak
pneumatik atau elektromagnetik dari suatu
perangkat untuk menekan area tertentu dari
otak yang akan dicederai, tujuannya menekan
dura dan meniru kehilangan jaringan kortikal,
subdural akut hematoma, cedera aksonal
maupun gegar otak®34,

Selain itu, beberapa model penyakit
neurodegenartif, dapat dibentuk dengan
menggunakan induksi bahan tertentu yang
akan mengganggu keadaan neurofisiologi.
Cara yang digunakan, paling mudah adalah
secara subkutan®*®’ injeksi intraperitoneal
MPTP dalam menyebabkan parkinsons®’
inhalasi, keuntungannya meminimialisir efek
traumatik .

KESIMPULAN DAN SARAN

Dalam mempelajari penyakit
neurodegenratif baik secara preklnis maupun
klinis, harus menggunakan hewan coba.
Hewan coba yang dibuat harus dikondisikan
dengan keadaan patologis dan etiologinya.
Etiologi dan patogenesisnya akan menentukan
metode yang akan digunakan. Hewan model
neurodegenerative  dapat dibuat dengan
merekayasa genetika ataupun model cedera
dan induksi berbagai bahan kimiawi dengan
berbagai metode.
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