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ABSTRAK

Stroke adalah terputusnya aliran darah ke otak akibat pecahnya pembuluh darah
ke otak. Stroke terjadi karena tersumbatnya pembuluh darah ke otak sehingga pasokan
nutrisi dan oksigen ke otak berkurang. Dalam pengobatan stroke, penelitian terus
dikembangkan, baik uji in vitro, in vivo, sampai uji klinik. Pada uji in vivo, dibutuhkan
hewan model yang sesuai dengan patogenesis penyakit sehingga mendapat gambaran
yang terjadi pada manusia. Tujuan penulisan artikel ini adalah mengkaji
berbagai metode yang digunakan dalam pembuatan hewan model penyakit stroke
pada mencit dan tikus. Artikel ini merupakan review literatur melalui penelusuran
pustaka yang didapatkan dari internet tentang berbagai metode dalam pembuatan
hewan model penyakit stroke pada mencit dan tikus, serta kelebihan, dan
kekurangan masing-masing metode tersebut. Beberapa model pembuatan hewan
coba penyakit stroke adalah model embolik, model intraluminal ilament middle
cerebral artery occlusion (MCAO), model fototrombosis, induksi endothelin-1,
model kraniotomi, dan lain-lain. Pemilihan model hewan stroke yang tepat
diharapkan dapat mengoptimalkan desain studi uji in vivo di laboratorium.

Kata kunci: hewan model, in vivo, mencit, stroke, tikus

PENDAHULUAN

Stroke adalah gejala klinis fokal atau global yang berkembang dengan cepat berupa
gangguan fungsi otak yang berlangsung lebih dari 24 jam atau menyebabkan kematian,
tanpa penyebab yang jelas selain karena berasal dari vaskular (Coupland dkk., 2017).
Menurut laporan Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) 2013, prevalensi stroke di Indonesia
berdasarkan diagnosis tenaga kesehatan sebesar tujuh per 1000 orang penduduk dan yang
terdiagnosis oleh tenaga kesehatan atau gejala sebesar 12,1 per 1000 orang penduduk pada
tahun 2013 dan meningkat pada tahun 2018 yaitu menjadi 10,9 per 1000 orang penduduk
menurut diagnosis dokter. Jadi sebanyak 57,9% penyakit stroke telah terdiagnosis oleh
tenaga kesehatan, dan terlihat meningkat seiring dengan peningkatan umur responden, serta
prevalensinya sama banyak pada laki-laki dan perempuan (Kemenkes, 2013; Kemenkes
RI, 2018).

Pada sebagian besar kejadian stroke dapat disebabkan oleh oklusi sementara dan
permanen dari pembuluh darah yang keduanya diikuti dengan kejadian infark otak. Faktor
risiko dominan penderita stroke di Indonesia adalah umur yang semakin meningkat,
penyakit jantung koroner, diabetes melitus, hipertensi, dan gagal jantung. Stroke
sudah muncul pada kelompok usia muda (15-24 tahun) sebesar 0,3%, demikian juga di
negara lain (Ghani dkk., 2016).
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Penelitian eksperimental dengan menggunakan berbagai macam hewan model
penting dilakukan dalam memahami berbagai aspek yang Dberkaitan dengan
patofisiologi selama fase stroke. Kejadian stroke dapat disebabkan antara lain oleh oklusi
transient dan permanent. Salah satu cara membuat oklusi adalah dengan memasukkan
benang filamen ke dalam interna carotis artery (ICA) sehingga akan mengoklusi
middle cerebral artery (MCA) (Howells dkk., 2010). Rodensia banyak digunakan
dalam pembuatan middle cerebral artery occlusion (MCAO) karena lebih
reproducible dan model yang sesuai dengan kasus cerebral iskemik pada manusia.
MCAO pada tikus menyebabkan area yang bersifat focal cerebral ischemic yang diikuti
dengan kejadian infark (Tamura dkk., 1981; Bederson dkk., 1986)3 animals were
perfused with carbon black and 8 with a FAM fixative (40% formaldehyde, glacial acetic
acid, and methanol.

Dalam tahapan penelitian praklinis, pemilihan model stroke yang tepat merupakan
hal yang sangat penting karena variasi stroke pada manusia sangat beragam sehingga sangat
sulit untuk mendapatkan model stroke yang sangat menyerupai kondisi pada manusia. Hal
ini tergantung pada spesies hewan percobaan dan metode induksi stroke, ukuran, tingkat
keparahan dan lokasi infark. Misalnya, beberapa teknik melibatkan prosedur seperti
craniectomy yang dapat mengakibatkan trauma pada tengkorak, dan tidak mungkin terjadi
secara spontan pada manusia. Sehingga pemilihan metode induksi stroke perlu dipilih yang
paling dekat kemiripannya pada kejadian di manusia.

Penelitian menggunakan hewan banyak memberikan manfaat mengenai pemahaman
patofisiologi stroke, dan beberapa spesies hewan seperti mencit, tikus, kelinci dan primata
(nonhuman primates, NHP) telah digunakan sebagai model untuk mempelajari stroke. Perlu
diketahui sejauh mana hewan model stroke menyerupai kondisi pada manusia. Rodensia
(tikus dan mencit) paling banyak digunakan karena harganya yang relatif lebih murah dan
anatomi sirkulasi cranial mirip dengan manusia, tingkat keparahan, durasi, dan lokasi
oklusi dapat dikontrol.

Pembuatan hewan model dilakukan untuk mendeteksi kelainan yang terjadi
pada otak setelah kejadian stroke, sampai dengan penelitian yang bersifat neuroprotektif
untuk memperkecil kematian sel dan volume infark pasca stroke. Studi praklinis
menggunakan hewan model memiliki peran utama dalam pemahaman mengenai
patofisiologi dan pemilihan terapi stroke. Selama beberapa dekade terakhir, dilakukan
pengembangan hewan model stroke yang menyerupai stroke pada manusia. Pada kajian ini
akan dibahas beberapa metode pembuatan hewan model stroke menggunakan tikus dan
mencit.

METODE

Artikel ini merupakan review literatur tentang berbagai metode dalam pembuatan
hewan model penyakit stroke pada mencit dan tikus, serta kelebihan dan kekurangan
dari masing-masing metode tersebut. Literatur diperoleh dari berbagai sumber yang telah
dipublikasi. Bahan referensi didapatkan dari sumber internet berupa jurnal, buku, laporan
penelitian dari dalam dan luar negeri.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Stroke

Berdasarkan World Health Organization (WHO), stroke adalah gangguan fungsional
susunan saraf (otak) akibat dari gangguan aliran darah di otak dan tidak disebabkan trauma
atau tumor di otak (Setyopranoto, 2011). Penyakit ini termasuk penyakit serebrovaskuler
dengan berkurangnya aliran darah dan oksigen ke otak dan menyebabkan kematian sel saraf
karena pecahnya pembuluh darah ke otak (stroke hemoragik) atau adanya penyumbatan
pembuluh darah ke otak (stroke iskemik) (Harukuni dan Bhardwaj, 2006). Stroke akut
terjadi setelah 24 jam pertama dari kejadian stroke (Wittenauer dan Smith, 2012).

Stroke menyebabkan kerusakan pada sel saraf, astrosit, oligodendrosit, dan
sel endotelial. Stroke juga menyebabkan terganggunya saraf sensorik, motorik, dan
kemampuan kognitif pasien. Penyakit ini adalah penyakit yang fatal dan mematikan karena
tidak ada obat sampai saat ini. Transplantasi menggunakan sel punca mulai dilakukan
untuk mengembalikan fungsi otak setelah terjadi stroke (Ferroni dkk., 2012). Terdapat 3
jenis stroke, yaitu stroke iskemik, stroke hemoragik, dan transient ischaemic attack (TIA)
(Corbyn, 2014).

a. Stroke Iskemik

Stroke iskemik adalah jenis stroke yang terjadi karena adanya penyumbatan arteri
menuju otak oleh gumpalan darah atau penumpukan lemak. Stroke ini paling umum dan
cenderung berakibat fatal yang disebabkan oleh trombosis atau emboli. Gejala stroke
ini bervariasi tergantung pada lokasi oklusi. Jenis stroke ini dibedakan menjadi 2, yaitu
atherosclerotic ischemic stroke dan embolic ischemic stroke. Atherosclerotic ischemic stroke
sering terjadi pada lansia yang berlangsung tanpa gejala. Sedangkan embolic ischaemic
stroke terjadi pada pasien penyakit jantung rematik, atrial fibrilasi, ateroma arteri, dan infark
miokard. Emboli dapat menyebabkan pendarahan kecil di sekitar obstruksi (Wittenauer
dan Smith, 2012).

b. Stroke hemoragik

Stroke hemoragik disebabkan pembuluh darah di otak pecah secara spontan karena
adanya hipertensi yang tidak terkontrol dan dapat berakibat fatal. Namun, stroke ini jarang
terjadi dibandingkan stroke iskemik. Ada 2 jenis stroke hemoragik, yaitu stroke hemoragik
akibat pendarahan intraserebral sekunder yang menyebabkan hipertensi, angiopaty
amyloid cerebral, atau penyakit arteri degeneratif, dan stroke hemoragik akibat perdarahan
subarachnoid yang disebabkan oleh pecahnya aneurisma. Faktor risiko pendarahan
utama pada lansia adalah konsumsi alkohol (tingkat berat) dan hipertensi, sedangkan
pada penduduk usia muda pendarahan biasanya terjadi karena penyalahgunaan kokain
(Wittenauer dan Smith, 2012).

c. Transient ischaemic attack (T1A)

TIA atau ‘mini-stroke’terjadi karena aliran darah ke otak terganggu yang berlangsung
kurang dari 5 menit, setelah itu gejala menghilang.

81



Jenis jenis metode induksi stroke

Banyak jenis hewan telah dikembangkan untuk mempelajari patofisiologi penyakit
stroke. Penggunakan hewan model bertujuan agar hasil penelitian dapat diprediksi dan
reproducible. Beberapa metode hewan model penyakit stroke pada tikus dan mencit adalah
sebagai berikut:

Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAQ)

Intraluminal filament model of middle cerebral artery occlusion (MCAQ) adalah
metode yang paling banyak digunakan untuk induksi stroke. Hal ini dikarenakan model
ini menghasilkan persamaan pada penumbra dan reproducible infark yang sama pada
manusia (Clark dkk., 1997). Kelemahan model dan metode ini adalah terjadinya perluasan
kerusakan jaringan di otak. Di beberapa penelitian, kerusakan meluas ke thalamus,
substantia nigra dan hipokampus (Steele dkk., 2008)even after 2 days of reperfusion.
Sixty minutes fMCAO followed by 2 hours reperfusion resulted in extensive cell damage
in the inner nuclear (>30%

MCA sangat rentan terhadap kejadian iskemik dan oklusi pada manusia, dan 70%
kejadian menyebabkan kecacatan. Metode ini paling banyak digunakan pada tikus dan
mencit (Bogousslavsky dkk., 1988; Howells dkk., 2010). Metode MCAO bersifat invasif
yang minimal, pemembuatan oklusi pada arteri karotis dengan memasukkan benang yang
bertujuan menghambat aliran darah ke MCA. Lama oklusi untuk menginduksi terjadinya
infark pada umumnya selama 60 atau 90 menit atau secara permanen, dan memiliki tingkat
keberhasilan 88-100% pada tikus dan mencit (Liu dkk., 2009)our review of literature shows
that the infarct variation coeffi-cient of commonly performed stroke models ranges from
5% to 200%. An overall improvement of the commonly used stroke models will further
improve the quality for experimental stroke research as well as inter-lab comparability.
Many factors play a significant role in causing outcome variation; however, they have
not yet been adequately addressed in the Stroke Therapy Academic Industry Roundtable
(STAIR

Galur tikus yang paling umum digunakan pada uji praklinis adalah galur Sprague-
Dawley, yang memiliki volume infark lebih kecil (O’Collins dkk., 2017). Sementara
galur mencit yang paling sering digunakan untuk metode ini adalah C57BL/6 dan SV129.
Reproduksibilitas teknik ini tergantung pada banyak faktor, seperti galur hewan, diameter
jahitan, berat badan dan umur. Kelebihan dari metode ini adalah mirip dengan stroke
iskemik pada manusia dan menghasilkan area penumbra yang sama (Connolly dkk., 1996).
Metode MCAO sesuai untuk menghasilkan stroke iskemik dan berkaitan dengan gambaran
klinis seperti kematian sel, inflamasi serebral dan kerusakan blood brain barrier (BBB)
(Kaur dkk., 2019).

Teknik pembuatan model ini diawali dengan memberikan anastesi inhalasi kombinasi
3% isoflurane dan oksigen. Suhu tubuh selama prosedur operasi diukur menggunakan
thermometer dan dijaga antara 37°C+0,5°C menggunakan warm pad. Cerebral blood
flow (CBF) diukur bilateral di kedua hemispher menggunakan Laser-Doppler flowmeter
optic probe. Probe pada hemisphere kontralateral bertujuan untuk mengetahui adanya
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subarachnoid hemorrhage setelah benang dimasukkan. Jika aliran darah turun sebesar
50% hanya pada bagian ipsilateral hemisphere maka dikatakan terjadi iskemia (Habib
dkk., 2020)despite the reperfusion modalities thrombolysis and thrombectomy. Post-
ischemic brain damage is aggravated by an excessive inflammatory cascade involving
the activation and regulation of the pro-inflammatory cytokines IL-1p and IL-18 by
inflammasomes. However, the role of AIM2 and NLRC4 inflammasomes and the influence
of the neuroprotective steroids 17p-estradiol (E2, tetapi jika aliran darah menurun pada
kedua hemisphere menandakan terjadinya ruptur pada arteri diikuti hemoragi pada otak
sehingga hewan ini tidak dapat diikutkan sebagai hewan percobaan. Sayatan dibuat pada
garis tengah leher sepanjang 3 cm dan common carotid artery (CCA) kiri dan nervus vagus
dipisahkan dari arteri. Kemudian dibuat lubang kecil pada dinding CCA menggunakan
gunting kecil. Benang berlapis silikon dimasukkan perlahan ke dalam arteri karotis interna
sampai MCA tersumbat, dan penurunan mendadak nilai CBF (lebih dari 50%) diamati
di ipsilateral. Benang MCAO difiksir menggunakan microclip. Kondisi ini dipertahankan
selama 1 jam, dan aliran darah diamati dan dicatat setiap 10 menit selama oklusi. Kemudian
benang dikeluarkan secara perlahan dari interna carotis artery (ICA). Langkah bedah yang
sama dilakukan pada kelompok kontrol kecuali untuk penyisipan benang di MCA (Khassafi
dkk., 2022).

Craniotomy

Metode ini menggunakan prosedur pembedahan untuk menginduksi oklusi
di arteri. Pada teknik ini, penurunan neurologis dapat diinduksi pada mencit dengan
electrocoagulation yang menyebabkan kerusakan permanen atau mikroaneurisma sampai
aliran darah terganggu. Perbedaan volume infark tergantung pada jenis oklusi permanen
atau sementara (Popa-Wagner dkk., 1999; Sugimori dkk., 2004). Spesies hewan yang
paling banyak digunakan pada metode ini adalah tikus galur P72 CB-17 (Tsuji dkk., 2013)
such as cerebral palsy and epilepsy. Currently, the rodent models of neonatal stroke that are
available exhibit significant inter-animal variability, which makes it difficult to accurately
assess the mechanisms of brain injury and the efficacy of candidate treatments. We aimed
to introduce a novel, highly reproducible model of stroke, middle cerebral artery occlusion
(MCAO.

Kelebihan metode ini terdapat pada ukuran infark yang dapat direproduksi dan
penurunan fungsi neurologis, penurunan mortalitas dan visual. Sementara kelemahan
metode ini adalah sangat invasive, dapat menyebabkan komplikasi saat prosedur bedah
serta membutuhkan ketrampilan bedah.

Teknik pembuatan model ini diawali dengan memberikan sedasi isoflurane (3%),
kemudian dianastesi. Hewan difiksasi menggunakan alat stereotaxic. Saturasi oksigen
diukur menggunakan oximeter dan pengukuran suhu tubuh dijaga pada suhu 37,3°C+0,2°C.
Sayatan midsagittal 2.5 cm dibuat menggunakan scalpel dan dipreparasi sampai tampak
tulang tengkorak. Diameter dan lokasi lubang pada cranium tergantung pada tujuan
penelitian. Tulang yang paling mudah diakses adalah tulang parietal. Pengeboran tulang
dilakukan di bawah mikroskop menggunakan micro drill bit (0.7 mm) sampai menemukan
dura atau sampai dengan potongan tulang di tengah kraniotomi menjadi longgar. Terdapat
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2 macam teknik untuk mengekspose jaringan otak. Pertama menjaga dura tetap utuh,
kemudian ditipiskan menggunakan jarum kecil. Kedua, merusak dura menggunakan jarum
sehingga membentuk celah (Aboghazleh dkk., 2022)making them vulnerable for injury. In
addition, they are uniquely characterized with the blood-brain barrier, and an extra caution
is required during procedures that involve engagement of cerebral vessels (i.e., craniotomy.

Photo-thrombosis model

Cerebral venous sinus thrombosis (CVST) adalah tromboemboli vena yang jarang
terjadi, hanya 1% dari kejadian stroke yang mengakibatkan kerusakan parenkim otak
(Bourrienne dkk., 2022). CVST adalah lokasi yang jarang terjadi thromboemboli vena
(VTE), merupakan penyebab stroke pada manusia dewasa muda (Ferro dkk., 2017)
Teknik pembuatan model ini diawali dengan memberikan anastesi dan difiksasi pada alat
stereotaxic. Lokasi iradiasi dipusatkan 1 mm lateral dan posterior kanan ke bregma pada
tengkorak. Segera setelah injeksi pewarna fotokimia Rose Bengal (20 mg/kg) melalui
vena ekor, mencit disinari green light pada 540 nm melalui lokasi iradiasi pada diameter
2 mm selama 2 menit. Laser speckle contrast imaging system (Pericam PSI HD system,
Stockholm, Sweden) digunakan untuk merekam perubahan aliran darah cortical in vivo.
Selama perlakuan, status pernapasan dikontrol dan suhu tubuh dijaga pada 37,5°C dengan
bantal pemanas (Yao dkk., 2022).

Model Endothelin-1

Endotelin-1 adalah peptide long acting yang bekerja vasokonstriktif melalui injeksi
stereotaktis, atau diaplikasikan pada permukaan kortikal saja (Fluri dkk., 2015). Injeksi
endotelin-1 menghasilkan penurunan signifikan pada aliran darah otak yang berlangsung
lebih lama dan diikuti dengan reperfusi (Biernaskie dkk., 2001). Kelebihan model ini
adalah tingkat kematian yang sangat rendah karena teknik yang kurang invasive. Tetapi
endotelin-1 menginduksi astrositosis dan menyebabkan pertumbuhan aksonal sehingga
dapat mengakibatkan salah interpretasi pada evaluasi perbaikan saraf pasca stroke (Uesugi
dkk., 1998).

Teknik pembuatan model ini diawali dengan memberikan anastesi isoflurane (5%
at 1 L/min) dan ditempatkan pada alat stereotaktis. ET-1 diinjeksikan pada motor cortex
diarea kedua rostro-caudal: 0.5 dan 2.0 mm rostral dan 2.8 mm lateral bregma dan 1.5 mm
di bawah permukaan otak (Syeda dkk., 2022).

Embolic stroke model

Kebanyakan kasus stroke iskemik pada manusia disebabkan karena oklusi arteri
(paling sering pada MCA oleh trombus atau emboli). Oklusi emboli pada MCA dengan
clot darah autologous atau heterolog pada rodensia, merupakan salah satu metode untuk
memodelkan fokal dan multifocal serebral iskemia, dan menyerupai patogenesis stroke
iskemik pada manusia (Chuang dkk., 2018. Bentuk emboli pada metode ini berupa
microsphere, macrosphere dan thromboembolic. Model microsphere dengan pemberian
emboli berbentuk bola berdiameter 20-50 pm ke dalam sistem sirkulasi menggunakan
mikrokateter untuk membentuk infark multifocal (Hossmann, 2008). Emboli bentuk
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Macrospheres berdiameter 100-400 pum yang dimasukkan ke dalam intracerebral artery
(ICA) untuk menghasilkan lesio yang dapat direproduksi di MCA (Gerriets dkk., 2003).

Model oklusi tromboemboli dari MCA pada tikus dikembangkan menggunakan
injeksi trombin langsung ke dalam lumen MCA, dan menghasilkan clot/bekuan darah.
Volume infark tergantung pada ukuran bekuan yang terbentuk. Kekurangan metode ini adalah
sangat invasif (craniotomy) dan pembentukan bekuan darah yang tidak terstandar sehingga
menurunkan reprodusibilitas infark pada otak, serta keterbatasan dalam pengamatan
neurologi/sensimotor karena lokasi dan ukuran infark yang kecil (Niessen dkk., 2003; the
middle cerebral artery was occluded by intracarotid injection o fibrin-rich clots, prepared
either according to established methods by adding thrombin to freshly drawn arterial blood
or by spontaneous coagulation. The mechanical properties of clots were determined in vitro
by elasticity and plasticity tests. One hour after embolism, thrombolysis was started by
intra-arterial application of recombinant tissue plasminogen activator (rtPAMacRae, 2011).

Teknik pembuatan model ini diawali dengan memberikan anastesi dengan injeksi
intraperitoneal 6% chloral hydrate (300 mg/kg). Dibuat sayatan pada garis tengah
sepanjang 2 cm di permukaan anterior leher tikus, common carotid artery (CCA) kiri
diisolasi dan diikat menggunakan benang silk 4.0. external carotid artery (ECA) kiri dan
internal carotid artery (ICA) dipisahkan dari dasar tengkorak, pterygopalatine artery
(PPA) diligasi. Dibuat sayatan kecil di CCA berjarak 2 mm distal dari bifurkasio. Kateter
dimasukkan ke dalam ICA melalui sayatan di CCA pada jarak 14-18 mm dari bifurkasi
CCA. sebanyak 400 pL darah arteri diambil menggunakan syringe yang berisi 50 pL
larutan tromboplastin dan 50 uL 0,025 M CaCl2, kemudian dibilas menggunakan larutan
0.9% NaCl. Darah dalam syringe dihomogenkan, dan setelah 20 menit, terbentuk 100 pL
clot kemudian diinjeksikan melalui kateter melalui lumen ICA sampai mencapai lokasi
yang diinginkan (Ostrova et al., 2021).

KESIMPULAN

Beberapa metode pembuatan hewan coba penyakit stroke adalah model embolik,
model intraluminal filament, middle cerebral artery occlusion (MCAQ), model
fototrombosis, induksi endothelin-1, model kraniotomi, dan lain-lain. Pemilihan model
hewan stroke yang tepat diharapkan dapat mengoptimalkan desain studi uji in vivo di
laboratorium.
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