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ABSTRAK

Pendahuluan: Huntington’s Disease (HD) merupakan penyakit neurodegeneratif langka
yang dapat menyebabkan gangguan fungsi motorik, kognitif dan psikiatrik pada
penderitanya akibat perpanjangan rantai CAG pada HTT sebagai manifestasi akibat
adanya polimorfisme dari mutasi gen HTT (mHTT). Namun penanganannya saat ini masih
bersifat simtomatik dan belum dapat menangani HD secara efektif dan efisien. Sebagai
langkah intervensi mutakhir, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-
Associated Cas9 Protein (CRISPR/Cas9) hadir sebagai revolusi pendekatan biomolekular
yang prospektif dalam menangani Huntington’s Disease (HD) didukung dengan vektor
nanopartikel berbasis hibridisasi polimer lipid (LPNs) yang memiliki fitur yang sangat baik
sebagai vektor CRISPR/Cas9 pada sistem saraf pusat.

Tujuan: Tujuan dari tinjauan pustaka ini adalah untuk mengetahui potensi CRISPR/Cas9
terenkapsulasi LPNs sebagai modalitas mutakhir dalam menangani HD.

Metode: Dengan melakukan analisis dan sintesis dari 81 jurnal full-text yang relevan
dengan topik dan kurun waktu tidak lebih dari sepuluh tahun terakhir, penulis membuat
kajian pustaka ini.

Pembahasan: CRISPR/Cas9 dapat mengintervensi area N-Terminal pada alel HTT yang
mengalami mutasi (mHTT) secara spesifik. Hal ini mengakibatkan ekspresi dari mHTT
teratenuasi secara signifikan sehingga dapat menurukan ekspresi dari astrosit reaktif dan
mencegah terbentuknya agregat mHTT secara lebih lanjut, sekaligus mengameliorasi
kondisi pada penderita HD. Dengan didukung oleh nanopartikel LPNs sebagai vektor
dalam upaya melewati Blood-Brain Barrier (BBB) dengan sifat toksisitas dan
imunogenisitas yang rendah, vektor ini mampu meningkatkan efektifitas dan efisiensi dari
tatalaksana mutakhir ini.

Kesimpulan: CRISPR/Cas9 terenkapsulasi LPNs dapat menjadi kandidat utama
modalitas kuratif mutakhir dalam penanganan kasus HD secara efektif, spesifik, aman, dan
efisien.

Kata Kunci: CRISPR/Cas9, huntingtin, Huntington’s Disease, LPNs, mHTT

ABSTRACT

Introduction: Huntington’s disease (HD) is a rare neurodegenerative disease resulting in
motoric, cognitive, and psychiatric dysfunction caused by CAG repeat elongation in the
mutated HTT gene (mHTT). Currently, there has not been any effective and efficient
curative treatment and there are only symptomatic treatments. To overcome this situation,
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-Associated Cas9 Protein
(CRISPR/Cas9) emerges as a prospective revolutionaire biomolecular approach toward
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Huntington’s disease supported by Lipid Polymer Nanoparticles (LPNs) vector with
excellent features as a vector that deliver CRISPR Cas9 to the central nerveous system.
Objective: As a solution, the objective of this literature review is to identify the potency of
CRISPR/Cas9 encapsulated by LPNs as a novel therapeutic strategy against HD.
Method:The authors constructed this literature review by analizing and synthesizing 81 full
text journal published no longer than 10 years ago that are relevant with the topic discussed
in this literature review.

Discussion: CRISPR/Cas9 is able to intervene the N-Terminal of the mutated HTT gene
(mHTT) specifically this intervention results in attenuated expression of the mHTT
significantly which hamper the expression of reactive astrocyte and prevent further
aggregation of the mHTT, thus ameliorate the condition of HD’s patients. LPNs play as
vector that deliver CRISPR/Cas9 in order to be able to get through the blood brain barrier.
Having low toxicit yand immunogenecity, this vector could improve effectivity and efficiency
of this novel therapeutic strategy.

Conclusion : CRISPR/Cas9 encapsulated by LPNs could be a promising novel therapeutic

strategy to treat HD efficiently, effectively, and safely.

Keywords: CRISPR/CAS9, huntingtin, Huntington disease, LPNs, mHTT

1. PENDAHULUAN

Huntington’s  disease  (HD)
adalah suatu bentuk neurodegeneratif
yang dapat menyebabkan gangguan
fungsi motor, kognitif dan psikiatrik pada
penderitanya. Nama Huntington diambil
dari nama “huntingtin”, yaitu protein yang
dihasilkan oleh gen HTT yang apabila
bermutasi dapat bersifat toksik pada sel
saraf terutama pada daerah striatum dan
dapat berujung pada berbagai
kelainan.!! Sebagai sebuah penyakit
neurodegeneratif yang langka akibat
kelainan autosom dominan, HD memiliki
prevalensi yang sangat variatif di
berbagai area di seluruh dunia.?3
Penyakit ini umumnya diderita oleh ras
kaukasia, khususnya di Amerika Utara
(7.33/100.000, CI=95%), Australia
(5.63/100.000, CI=95%), dan Eropa
Barat (3.66/100.000, CI=95%).1l Khusus
di Asia, HD memang sangat jarang
terjadi karena berdasarkan studi, hanya
terdapat sekitar 0,4 penderita di antara
100.000 penduduk.B! Setiap dekade,
populasi HD  diperkirakan  akan
meningkat sebanyak 15-20%.2% Kondisi
ini tidak menutup kemungkinan bahwa
Indonesia akan terkena dampaknya
mengingat bahwa pada era globalisasi,
penyakit genetik sudah mewabah
selayaknya penyakit infeksi, memperluas
jangkauan demografis akibat adanya
hubungan seperti pernikahan antar ras
yang berbeda,™ sehingga perlu
mendapat perhatian khusus.
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HD merupakan penyakit
neurodegeneratif yang menyerang pada
usia produktif manusia. Gejala utama
yang menegakkan diagnosis HD adalah
adanya gerakan tak disadari (chorea)
yang biasanya dimulai di usia 20 - 60
tahun dengan rata - rata usia 40 tahun.!
Bahkan dalam beberapa kasus, gejala
awal sudah muncul pada usia anak anak
dan balita.’®® Meskipun diagnosis HD
ditegakkan ketika adanya kelainan
motorik, tetapi gangguan kognitif dan
psikologis sudah dimulai bertahun -
tahun sebelum gejala motorik muncul.
Hal ini dapat berdampak pada
perubahan interaksi dengan orang lain
terutama keluarga yang dapat berujung
pada ketidakharmonisan rumah
tangga.l”’ Studi menunjukkan bahwa
lebih dari 50 % orang dewasa dengan
resiko HD memiliki riwayat kejadian
buruk pada masa kanak kanak meliputi
konflik dengan anggota keluarga, teman,
dan orang tua, serta mengalami kesulitan
dalam aktivitas sehari-hari.[!

Namun hingga saat ini belum
ada terapi kuratif yang dapat
menyembuhkan HD. Tatalaksana saat ini
masih berupa penanganan simtomatik
untuk mengurangi gangguan motorik,
kognitif dan psikologis. Penderita HD
pada umumnya tidak sanggup untuk
melakukan  pekerjaannya beberapa
tahun setelah muncul gejala dan
membutuhkan penanganan intensif 24
jam pasca 10 tahun semenjak
munculnya gejala motorik.[®! Perjalanan
HD tergolong lama apabila dibandingkan
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dengan  penyakit  neurodegeneratif
lainnya dengan durasi rata-rata 15 tahun
dari awal ditegakkan diagnosis hingga
akhir hayat.! Meskipun tergolong
penyakit yang langka, gejala awal yang
dimulai pada usia produktif, disertai

penanganan penyakit yang
berkepanjangan dan relatif mahal dapat
menyebabkan penderita HD

berkontribusi menjadi beban bagi
keluarga atau bahkan negara di usia
yang seharusnya dia dapat menjadi
tulang punggung. Tetapi, hal ini dapat
diatasi dengan hadirnya teknologi yang
mampu mengatenuasi sekaligus
mengameliorasi gen  HTT  yang
bermutasi dengan biaya yang lebih
murah sehingga dapat menyembuhkan
dan mengurangi waktu serta biaya
perawatan pasien HD.

Sebagai sebuah prospektif,
Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats—Associated Cas9
Protein (CRISPR/Cas9) hadir sebagai
agen terapeutik melalui pendekatan
biomolekular sekaligus sebagai revolusi
teknologi rekayasa genetik paling
mutakhir yang dapat memotong fragmen
gen dengan bantuan protein Cas9
secara akurat dengan dipandu oleh
guide RNA nuclease (gRNA).
CRISPR/Cas9 pada HD bekerja dengan
cara memotong N-terminal atau HTT
Exonl dari gen HTT secara efektif dan
presisi yang tinggi.['® Akan tetapi, Blood
Brain Barrier (BBB) yang dibentuk oleh
sel astrosit dan endotelium kapiler yang
tersusun rapat sehingga  tidak
memungkinkan adanya aktivitas
transitosis, merupakan tantangan besar
dalam administrasi terapi pada penyakit
sistem saraf pusat. Keberadaan BBB
mampu melindungi neuron dan sel glia
dari toksin bakteri, agen infeksi, dan zat
asing, termasuk komponen obat,*!
sehingga diperlukan vehikulum agar
suatu obat mampu mencapai site of
action miliknya.

Sebagai solusinya, nanopartikel
berbasis hibridisasi polimer lipid (LPNSs)
merupakan terobosan vehikulum (vektor)
terbaru  yang dapat mengantarkan
molekul seperti CRISPR/Cas9 melewati
BBB karena ukurannya yang kecil dan
sifatnya yang memiliki integritas tinggi,
sehingga mampu mengontrol
pengeluaran substansi terenkapsulasi
dengan biokompatibilitas yang tinggi.
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Tentunya kombinasi dari CRISPR/Cas9
yang terenkapsulasi oleh nanopartikel
LPNs hadir sebagai solusi mutakhir yang
memiliki  prospektif  tinggi untuk
menangani HD.*2 Oleh karena itu, tujuan
kami melakukan tinjauan pustaka ini
adalah untuk mengetahui potensi dari
CRISPR/Cas9 yang terenkapsulasi
dengan vektor nanopartikel berbasis
hibridisasi polimer lipid (LPNs) sebagai
modalitas mutakhir untuk atenuasi
ekspresi gen mHTT pada penderita HD.

2. METODE

Sebagai sebuah literatur, karya tulis
ini merupakan hasil analisis dan sintesis
dari  berbagai referensi.  Penulis
menggunakan beberapa kata kunci
berupa  CRISPR/Cas9, huntingtin,
Huntington’s Disease, LPNs, mHTT
yang diketik pada mesin pencarian
seperti untuk mendapatkan jurnal-jurnal
yang berkaitan. Jurnal-jurnal tersebut
diseleksi oleh penulis melalui proses
inklusi dan eksklusi lalu dipilinlah 81
jurnal full text yang berhubungan dengan
topik yang dibahas. Referensi-referensi
tersebut diambil dari Pubmed, Google
Scholar, dan Clinical Key dengan tahun
publikasi dalam kurun waktu 10 tahun
terakhir. Kemudian, penulis menganalisis
dan membuat literatur berdasarkan
jurnal-jurnal tersebut.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Patogenesis dari Huntington’s
Disease (HD)

Secara molekular, HD
disebabkan oleh terlalu banyaknya
pengulangan asam amino CAG pada
gen HTT yang berjumlah 40 atau lebih.
Gen HTT terletak pada kromosom
4p16.3 dan mengodekan protein
huntingtin.®® Protein huntingtin  yang
utuh terdiri dari domain utama teratur
yang tersusun secara selang-seling
diantara fragmen protein lain yang tidak
teratur. Bagian yang teratur disebut
HEAT (huntingtin, Elongation factor 3,
protein phosphatise 2A dan TOR1),
sedangkan pada bagian fragmen protein
yang tidak teratur merupakan tempat
dimana terjadinya Post-Translational
Modifications (PTM) seperti pemotongan
proteolisis, glikosilasi dan fosforilasi.l*4
Pada huntingtin, proteolisis oleh
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caspase, endoprotease dan caspain
merupakan PTM yang paling umum
terjadi. PTM merupakan proses fisiologis
untuk mengaktifkan, menonaktitkan atau
mengangkut suatu protein.*® Salah satu
hasil pemotongan proteolisis segmen tak
teratur pada huntingtin adalah N-terminal
atau biasa disebut dengan HTT exonl
yang merupakan hasil transkripsi exon
pertama dari gen HTT. HTT exonl terdiri
dari 3 domain; pertama, domain dengan
17 asam amino (N17/ HTTNT); kedua,
domain polyQ; dan yang ketiga adalah
proline rich domain (PRD). PolyQ atau
polyglutamine dikodekan oleh rantai
CAG vyang termasuk dalam exon
pertama gen HTT.¥1 Pada kondisi
normal, HTT mengandung rantai CAG
sebanyak 6-35 unit. Glutamine akan
ditranskripsikan oleh setiap rantai CAG;
semakin panjang polyQ maka semakin
cepat HTT exonl menjadi agregat/inklusi
dan bersifat toksik."!

Panjang rantai CAG pada HTT
berbanding terbalik dengan usia awal
serangan HD, meskipun baik huntingtin
normal maupun abnormal sama-sama
mengalami  fragmentasi pada HTT
exonl. Individu dengan panjang CAG
berjumlah 40 sampai 49 akan mengalami
gejala awal HD di usia sekitar 30-50
tahun. Panjang CAG berjumlah 50
sampai 59 akan memulai gejala awal di
usia 20-30 tahun sedangkan jumlah CAG
yang melebihi 60 akan menyebabkan
Juvenile Huntington’s Disease (JHD)
yaitu ketika gejala awal terjadi pada usia
dibawah 21 tahun.l*”

Pengaruh panjang polyQ
terhadap konformasi HTT exonl yang
dapat mempercepat terjadinya agregasi
huntingtin masih diperdebatkan untuk
menjadi  penyebab utama HD.I®
Mekanisme bagaimana panjang polyQ
mampu menyebabkan serangan dini dari
HD masih belum banyak diketahui. HTT
exonl dihasilkan melalui fragmentasi
proteolisis dari huntingtin utuh, namun
bila terjadi pemanjangan CAG, mRNA
pada nukleus mampu mentranskripsikan
HTT exonl saja tanpa elemen lain,
sehingga mempersingkat proses
pembentukan HTT exonl.®! Fragmen
huntingtin ini dapat mengganggu fungsi
sel baik pada sitoplasma maupun
nukleus. Di dalam nukleus, fragmen ini
mengalami oligomerasi dan agregasi
yang berujung pada pembentukan inklusi
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sehingga mampu mengganggu proses
transkripsi melalui interaksinya dengan
protein regulator transkripsi seperti p53,
cAMP response element-binding, dan
CREB binding protein.**'HTT exon1 juga
berinteraksi dengan protein  yang
berperan dalam transkripsi  untuk
proliferasi dan keberlangsungan hidup
sel seperti; PGC-1a yang berperan untuk
metabolisme energi, Spl dan
koaktivatornya, serta cystathionine vy-
lyase yang merupakan enzim biosintesis
untuk cystein.”® Di dalam sitoplasma,
fragmen tersebut juga akan mengalami
oligomerasi dan fragmentasi yang
berujung pada kerusakan sel dengan
mengganggu sistem degradasi protein
pada sel vyaitu sistem ubiquitin-
proteosom dan autofagi.?! Agregat
fragmen yang mengandung polyQ juga
berinteraksi dengan membran luar
mitokondria, sehingga menyebabkan
gangguan aliran ion kalsium yang dapat
mengakibatkan gangguan pembentukan
ATP dan menginduksi apoptosis. Selain
itu, degenerasi neuron juga dapat terjadi
karena fragmen polyQ merusak organel
transport  axonal.??% Keberadaan
agregat fragmen huntingtin mengganggu
berbagai fungsi sel seperti transkripsi,
komunikasi intrasel, sekresi, daur ulang
endositik, sistem pertahanan, dan
disfungsi sinaps.?? Berbagai macam
gangguan yang timbul seperti
eksitotoksik sel saraf akibat kerusakan
pada jaras impuls dan sel autonom
menyebabkan gejala neurologis dan
non-neurologis pada HD.?!

Gen HTT yang bermutasi
(mHTT) merupakan penyebab utama
terjadinya HD, maka dari itu beberapa
percobaan dilakukan untuk merekayasa
mHTT dengan berbagai metode.
Walaupun sejauh ini fungsi fisiologis dari
huntingtin ~ normal  belum  banyak
diketahui secara pasti, studi terbaru
mengindikasikan bahwa eradikasi gen
HTT normal pada otak mencit dewasa
tidak mengganggu kelangsungan hidup
dan pertumbuhan baik neuron mencit
ataupun mencit itu sendiri.?5271 Hal ini
mengimplikasikan bahwa intervensi pada
mHTT tidak akan mengganggu fungsi
fisiologis tubuh.2627
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3.2 Potensi Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic
Repeats-Associated Cas9 Protein
(CRISPR/Cas9) dalam Proses
Intervensi Huntington’s Disease
(HD): Struktur dan Mekanisme
Aksi dalam Atenuasi Ekspresi
mHTT

Sebagai langkah intervensi

mutakhir, Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats-
Associated Cas9 Protein

(CRISPR/Cas9) hadir sebagai
pendekatan biomolekular yang prospektif
dalam menangani Huntington’s Disease
(HD) dengan mengintervensi area N-
Terminal pada alel HTT yang mengalami
mutasi (mHTT).[282930.31 CRISPR/Cas9
merupakan teknik rekayasa genetika
yang diadopsi dari sistem imunitas
adaptif prokariot yang terdiri dari repetisi
sekuens b3a323334 yang dipandu oleh
guide RNA nuklease (gRNA) untuk
memotong substansi genetik
asing.[3335361  Terdapat tiga tipe sistem
CRISPR yang telah diidentifikasi pada
prokariot, namun CRISPR Il merupakan
tipe yang terbaik karena walaupun hanya
terasosiasi dengan satu protein Cas9,
sistem ini melakukan kinerjanya secara
efektif.[3347]

Sejauh ini, CRISPR/Cas9
menjadi terapi melalui pendekatan
biomolekular yang mudah, paling efektif,
paling murah, serta paling akurat
dibandingkan  dengan pendekatan
lainnya seperti Zinc Finger Nuclease
(ZFN) dan TALENS.[233:4849 Walaupun
siRNA dan antisense oligonucleotide
pada kasus Huntington’s Disease sudah
teruji memiliki efek terapeutik yang cukup
baik, modalitas ini masih memiliki
ketergantungan terhadap Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) serta
tidak mampu membedakan alel normal
HTT dengan alel HTT mutan yang
terekspansi lebih lanjut sehingga
CRISPR/Cas9 menjadi kandidat paling
unggul sebagai agen terapeutik pada
HD.[28'29’40'41]

Secara struktural, sistem ini
terdiri atas dua komponen utama yaitu
gRNA vyang terdiri dari crRNA dan
tracrRNA serta protein Cas9 sebagai
enzim endonuklease untuk memotong
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sekuens target.$233383% crRNA terdiri
dari 20 unit sekuens basa untuk
mengarahkan protein Cas9 agar
berikatan dengan DNA target melalui
Watson-Crick Base Pairing yang difiksasi
oleh tracrRNA sehingga membentuk
area yang kemudian akan dipotong oleh
protein  Cas9.[32:33:3839] Namun,
CRISPR/Cas9 membutuhkan
Protospacer Adjacent Motif (PAM) yang
terdiri dari 2-6 pasang basa (NGG) yang
spesifik terhadap protein Cas9 dan diikuti
oleh sekuens DNA target untuk
menginisiasi pengikatan antara gRNA
dengan DNA target pada proses tersebut
secara spesifik.[3233.35:49

Genomic DNA fal i

DD iwesenss XX

Guide RNA T,

chNA/ &Q_\

tracrRNA

Gambar 1. Skema struktur dari
CRISPR/Cas9.142

Pada eksperimen yang
dilakukan oleh Yang et al (2017)P8],
disusunlah empat gRNA sebagai bagian
dari CRISPR/Cas9 yang menargetkan
empat area DNA, yaitu T1, T2, T3, T4
pada alel mHTT yang mengekspresikan
exon 1 disertai dengan repetisi CAG
(area polyQ) sebanyak 120 pasang
disertai dengan kontrol (Lampiran 1).[28
Berdasarkan hasil studi in vitro pada sel
lini HEK293 yang ditransfeksikan dengan
gRNA dan Cas9 (CRISPR/Cas9),
didapatkan penurunan ekspresi dan
agregat dari mHTT secara sangat
signifikan dibandingkan dengan
kontrolnya khususnya dengan
menggunakan kombinasi dual gRNA
spesifik T1 dan T3 secara bersamaan
pada vektor yang sama.?®!
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HTT-gRNA only CMV-Cas9 + HTT-gRNA
O TN A VR

Gambar 2. Penurunan ekspresi dan
agregat dari mHTT secara signifikan
pasca transfeksi CRISPR/Cas9 pada sel
lini HEK293 dibandingkan dengan
kontrol (HTT — gRNA) pada preparat
mikroskopis. 2!

Tidak hanya pada eksperimen in
vitro, mencit HD140Q-KI* yang telah
diinduksi oleh mHTT secara homozigot
dan heterozigot, kemudian
ditransfeksikan dengan gRNA/Cas9
(CRISPR/Cas9) dengan promotor CMV
untuk mencit homozigot mHTT dan
promotor methyl-CpG-binding protein
(Mecp2) untuk mencit heterozigot mHTT
melalui injeksi di kedua  sisi
striatum.?84344451  Tiga minggu pasca
transfeksi, didapatkan bahwa terjadi
penurunan ekspresi mHTT secara
dramatis pada mencit yang
ditransfeksikan gRNA/cas9
(CRISPR/Cas9) dibandingkan dengan
kontrolnya, baik pada mHTT homozigot
maupun heterozigot (target spesifik T1
dan T3) pada gambar 3.284344 Ha| inj
pun berbanding lurus dengan
meningkatnya kemampuan  motorik
mencitl*3444546l  yang terpapar oleh
CRISPR/Cas9 dibuktikan dengan
peningkatan hasil pada tes rotarod,
keseimbangan balok (balance beam),
dan kekuatan genggaman (grip strength)
serta penurunan reduksi berat badan
(gram) pada mencit (gambar 4) sebagai
dampak dari atenuasi ekspresi mHTT

secara signifikan khususnya pada area
striatum.[28:43:44.45,46]
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Gambar 3. Penurunan secara dramatis
dari ekspresi mHTT yang
ditransfeksikan dengan gRNA/Cas9
(CRISPR/Cas9) dibandingkan dengan
kontrol pada studi in vivo mencit
HD140Q-KI mHTT homozigot dan
heterozigot. (***P<0.001)[8
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Gambar 4, Perfufunan eksgresi mHTT
secara signifikan yang berbanding lurus
dengan peningkatan kemampuan
motorik pada tes rotarod, balance beam,
dan grip strength, serta penurunan
reduksi berat badan pada studi in vivo
mencit HD140Q-KI. (**P<0.012,
***P<0,001)8

Hal ini diakibatkan karena
gRNA/Cas9 (CRISPR/Cas9) mampu
secara spesifik mendeteksi DNA target
dengan adanya sekuens PAM dan gRNA
(tepatnya pada bagian crRNA) yang
akan berusaha untuk berikatan dengan
DNA target yang berkomplemen dan
kemudian protein Cas9 akan memotong
area tersebut dan regio yang sejajar
dengannya sehingga terjadi mutasi
frameshift diikuti oleh rekombinasi gen
secara  non-homolog  (NHEJ).*7-52
Sebagai dampaknya, ekspresi dari
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mHTT teratenuasi secara signifikan
sehingga menurukan ekspresi dari
astrosit reaktif dan mencegah
terbentuknya agregat mHTT secara lebih
lanjut.?84344451  Tentunya, kondisi ini
dapat mengameliorasi kondisi neuron
sekaligus meningkatkan kemampuan
motorik tanpa efek samping yang berarti
karena area yang akan diintervensi telah
dipastikan aman melalui NCBI Blast
dengan aktivasi off-target yang minimum
atau bahkan tidak ada.[3-5%

3.3 Nanopartikel Berbasis Hibridisasi
Polimer  Lipid (Lipid-Polymer
Hybrid  Nanoparticles/ LPNs)
sebagai Platform Vektor Terapi
Gen CRISPR/Cas9 Terbarukan

Sebagai sebuah  prospektif
dalam suatu tatalaksana penyakit, terapi
gen seperti CRISPR/Cas9, sangat
terasosiasi dengan kapasitas
pengembangan vehikulum (vektor) yang
aman dan efisien dalam melindungi
substansi  terapeutik dari paparan
eksogen yang berbahaya  serta
meningkatkan dampak yang
menguntungkan pada sel dan jaringan
target.’657] Sebagai terobosan terkini,
nanoteknologi berupa nanopartikel hadir
sebagai teknologi yang sedang intensif
dikaji sebagai vehikulum terbaik dari
berbagai agen terapeutik karena
keuntungan-keuntungan yang
dimilikinya.[6:57-621

Nanopartikel merupakan

material yang memiliki ukuran berkisar di
antara 1-100 nm.[6364 Akibat ukurannya
yang kecil, substansi ini mampu
menembus Blood Brain Barrier (BBB)
sebagai tantangan terbesar dalam terapi
neurologis,®®65861 menuju site of action
dengan efektifitas yang tinggi dengan
sifat imunoinert yang rendah sehingga
dapat menghindari penangkapan sistem
retikuolendotel, alhasil bioavailabilitas
agen terapeutik menjadi tinggi.[58-60.65.67]

Berbagai substansi organik,
anorganik, ataupun hibrid melalui proses
polimerisasi digunakan sebagai bahan
baku produksi nanopartikel.®®-671 Semua
jenis  nanopartikel dapat diproduksi
dalam berbagai ukuran dan varietas
yang dapat digunakan  sebagai
vehikulum agen terapeutik terapi gen
seperti CRISPR/Cas9 yang
berkelanjutan dan dapat bertahan dalam
jangka waktu yang lama.l®® Di antara

(4
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substansi tersebut, nanopartikel hibrid
menjadi kandidat utama karena efisiensi
transfer yang tinggi, proses sintesis yang
mudah, serta tingkat toksisitas yang
rendah dibandingkan dengan material
lainnya dan sejauh ini sudah teruji baik
secara in vitro maupun in vivo.[69.68:69.70]

Nanopartikel berbasis hibridisasi
polimer lipid (Lipid-Polymer Hybrid
Nanoparticles/ LPNs) merupakan salah
satu jenis dari nanopartikel hibrid yang
cukup mudah untuk disintesis dan
merupakan kombinasi dari nanopartikel
polimer yang memiliki durasi sirkulasi
yang berkepanjanganl’72l dan
nanopartikel liposom yang masih
memiliki keterbatasan karena mudahnya
tereliminasi oleh sistem retikuloendotel
walaupun memiliki biokompabilitas yang
baik karena merupakan analog dari
membran sel74 sehingga kombinasi
keduanya merupakan solusi terbaik
dalam mengatasi kekurangan masing-
masing material dan meningkatkan
efektifitas.®® LPNs disintesis melalui
proses nanopresipitasi, emulsifikasi-
pelarutan-evaporasi,[’>7¢7"] maupun two-
step methods dengan proses spray
drying dan soft lithography.["®

Secara struktural, LPNs terdiri
dari (1) inti polimer tempat agen
terapeutik seperti terapi gen
terenkapsulasi, (2) lapisan lipid dalam
untuk menyokong biokompatibilitas inti
polimer sekaligus sebagai tameng
pencegah kebocoran substansi yang
terenkapsulasi, (3) dan lapisan lipid-PEG
luar sebagai pembungkus  yang
meningkatkan waktu sirkulasi secara in
vivo serta stabilisasi sterik.[60.7

Lipid shell

Lipid-PEG

Polymer core

e W
Encapsulated
substance

Lipid-Polymer Hybrid Nanoparticles (LPN)

Gambar 3. Skema struktur dari LPNs.[9

Oleh karena struktur tersebut,
LPNs memiliki fitur yang dengan
integritas  tinggi, kapabilitas  untuk
mengontrol  pengeluaran  substansi
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terenkapsulasi, biokompatibilitas dan
bioavailabilitas yang tinggi 871, disertai
dengan adanya modifikasi rantai PEG
pada lapisan lipid terluar menggunakan
grup  methoxyl, sehingga  dapat
menurunkan imunogenisitas yang sudah
terbukti oleh berbagai studi baik secara
in vitro maupun in vivo.®81 Selain itu,
substansi ini dapat menembus BBB,
memiliki sifat toksisitas yang rendah,
disertai dengan peluang produksi dalam
skala besar. Apabila dilihat dari
perspektif molekular, ikatan di dalam
LPNs sangat prospektif sebagai vektor
dalam terapi gen CRISPR/Cas9
khususnya pada HD.5881  Seluruh
keuntungan yang dimiliki oleh
CRISPR/Cas9 berupa efektifitas yang
sangat baik disertai sifatnya yang
memiliki presisi tinggi dalam
mengintervensi suatu area gen yang
bersifat sangat molekular dan tidak
menimbulkan efek samping yang berarti
karena minimnya off-target, didukung
dengan berbagai keuntungan dari vektor
LPNs, tentunya hal ini menjadikan terapi
CRISPR/Cas9 yang terenkapsulasi
dengan LPNs sebagai kandidat utama
dengan prospektif yang sangat tinggi
untuk menangani HD secara efektif dan
eﬁsien_[SS—SS, 58-81]

4. SIMPULAN

Huntington’s  Disease  (HD)
merupakan penyakit neurodegeneratif
langka akibat adanya mutasi pada gen
HTT (mHTT) vyang terletak pada
kromosom 4p16.3 sehingga
menyebabkan terjadinya elongasi dari
rantai CAG yang dapat bermanifestasi
berupa timbulnya gangguan fungsi
motorik, kognitif dan psikiatrik pada
penderita HD di usia produktif. Walaupun
kondisi ini memerlukan perhatian khusus
akibat beban yang ditimbulkan akibat
HD, sejauh ini tatalaksana yang ada saat
ini belum mampu menangani HD secara
efektif dan efisien sehingga diperlukan
solusi mutakhir dalam menangani kondisi
ini.

Oleh karena itu, CRISPR/Cas9
hadir sebagai revolusi pendekatan
biomolekular paling mutakhir yang dapat
mengintervensi  dan  mengatenuasi
ekspresi mMHTT pada HD secara spesifik,
akurat, aman, dan efisien sekaligus
mengameliorasi kondisi penderita HD

)
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secara efektif. Dengan didukung oleh
vektor nanopartikel berbasis hibridisasi
polimer lipid (LPNs), CRISPR/Cas9 yang
terenkapsulasi oleh substansi ini mampu
menembus BBB dengan sifat toksisitas
yang rendah, disertai dengan peluang
produksi dalam skala besar, sehingga
modalitas ini berprospektif sangat tinggi
untuk menjadi kandidat utama modalitas
terapeutik mutakhir pada penderita HD.
Sehingga dapat disimpulkan dari 81
jurnal yang telah disintesis dan dianalisis
bahwa CRISPR/Cas9 terenkapsulasi
nanopartikel efektif menurunkan ekspresi
mHTT pada HD.

5. SARAN

Tentunya, hal ini memicu
perkembangan ilmu pengetahuan karena
dibutuhkan studi lebih lanjut khususnya
pada fase uji Klinis untuk
mengoptimalisasi kinerja dari sistem ini.
Selain itu pendekatan holistik melalui
kerja sama dengan pemerintah dan
sosialisasi kepada masyarakat sangat
dibutuhkan agar inovasi ini dapat segera
diterapkan kepada pasien mengingat
urgensi yang ditimbulkan oleh penyakit
ini cukup tinggi.
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LAMPIRAN

restriction sites. gRNA sequences are as follows: T1: GGCCTTCATCAGCTTTTCCAggg, T2:
GGAAGGACTTGAGGGACTCGAagg, T3: GGCTGAGGAAGCTGAGGAGGcgg, T4:
GCCCCCGCCGCCACCCGGCCcgg, and control gRNA: ACCGGAAGAGCGACCTCTTCT (PAM
sequence are shown in lowercase). AAV-CMV-Cas9 vector was generated by replacing Mecp2
promoter (228 bp) in PX551 with CMV promoter (658 bp) using Xbal and Agel restriction sites. These
viral vectors were sent to the Viral Vector Core at Emory University for packaging and purification of

viruses. The genomic titer of viruses was determined by PCR method.

Lampiran 1. Sekuens DNA target pada ekson 1 mHTT (T1-T4) dan kontrol.™

A CAG
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Hit ‘ ‘ -—-—
HTT-gRNA T1 T3

Lampiran 2. Skema desain sekuens gRNA dengan target spesifik T1 dan T3 pada
mHTT.H
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