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1. PENDAHULUAN

Zebrafish merupakan salah satu hewan coba yang secara genetic memiliki kemiripan dengan
manusia. Biomarker yang dapat diukur pada zebrafish dapat dimanfaatkan untuk pengujian aktivitas
dan toksisitas obat. Zebrafish sangat efisien digunakan untuk skrining aktivitas menggunakan
banyak jenis bahan uji, bahkan yang tidak memungkinkan dilakukan pada mencit. Kelemahan
zebrafish adalah dosis yang belum bisa dikonversi ke dosis manusia, sehingga hasil skrining yang
telah mengerucut pada sampel tertentu tetap diujikan pada mencit atau tikus (golongan rodent)
(Wang, 2021; Saito, 2020). Kajian literatur ini membahas rasionalisasi beberapa pengujian
farmakologi dan toksikologi menggunakan model zebrafish dilihat dari metode uji dan biomarker

yang dipilih.
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2. TOPIK

Kajian literatur ini membahas mengenai keuntungan penggunaan zebrafish (Danio rerio) untuk
penelitian kefarmasian dan jenis pengujian yang dapat dilakukan menggunakan zebrafish.
Pengujian tersebut meliputi pengujian aktivitas farmakologi dengan membuat pemodelan zebrafish
pada berbagai penyakit. Selain itu, zebrafish juga digunakan sebagai hewan coba pada uji toksisitas

dan penelitian manipulasi genetik.

2.1. Keuntungan Penggunaan Zebrafish

Penelitian aktivitas obat menggunakan makhluk hidup berdampak pada masalah etik yang
muncul. Prinsip Reduce, Replace, Refinement (3R) penggunaan hewan coba mengarahkan pilihan
hewan pada tingkatan terkecil yang masih bisa menghasilkan data yang valid (Verderio, 2023),
dengan jumlah sekecil mungkin, dan tanpa menimbulkan rasa sakit (David, 2019). Maka, penggunaan
kelinci, tikus, dan mencit masih bisa diganti dengan zebrafish pada pemodelan penyakit tertentu.
Penggunaan zebrafish juga lebih efisien untuk pengujian skrining yang menggunakan banyak

sampel (Patton, 2021).

2.1.1 Zebrafish mudah dikembangbiakkan

Pembiakan zebrafish lebih mudah daripada hewan coba mamalia. Zebrafish berusia 3 bulan dapat
menjadi indukan dewasa untuk pembiakan berkesinambungan sampai usia 12-15 bulan.
Produktivitas tinggi dengan masa hidup yang lebih pendek sangat ideal untuk penelitian obat-obat
dengan penggunaan jangka panjang. Pengujian skrining aktivitas obat juga dapat dilakukan dalam
waktu yang cepat. Selain itu, dari sisi pemeliharaan, zebrafish tidak memerlukan ruangan khusus.
Pemeliharaan berkaitan dengan pakan dan pH air bisa dikondisikan tanpa memerlukan banyak
biaya. Kondisi pemeliharaan ini perlu distandardisasi supaya bisa menghasilkan kualitas zebrafish

yang seragam (Longkumer, 2022; Tsang, 2020).

2.1.2 Kemiripan Genetik Zebrafish dengan Manusia

Zebrafish memiliki kemiripan genetik sekitar 70% dengan manusia. Kemiripan ini membuat
pemodelan penyakit manusia ke zebrafish bisa dilakukan dengan tingkat keberhasilan tinggi (Raby,
2020). Respon obat juga dapat diukur sebagai cerminan aktivitas yang muncul jika obat tersebut
digunakan pada manusia. Berbeda dengan hewan coba lain, dosis zebrafish belum dapat dikonversi
ke dosis manusia. Hal ini menjadikan zebrafish sangat praktis digunakan sebagai skrining aktivitas

sebelum pengujian in vivo menggunakan hewan rodent dilakukan (Tsang, 2020).

2.1.3 Embrio dan Larva Zebrafish Transparan

Beberapa pengujian memerlukan pengamatan organ dalam kondisi hewan coba hidup. Hal ini
sulit diamati pada mamalia. Pada zebrafish, pengamatan ini memungkinkan dilakukan pada embrio
dan larva. Zebrafish dewasa yang dapat digunakan untuk pengamatan organ seperti ini hanya pada

zebrafish transgenik. Pada embrio dan larva, pengamatan organ secara langsung dan penilaian
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perkembangan organ internal dapat diukur dengan cara observasi biasa dan menggunakan teknik

imaging menggunakan zat kontras tertentu (Lumaquin, 2020).

2.2. Pemodelan Penyakit Pada Zebrafish
Zebrafish dapat digunakan sebagai model hewan untuk penyakit pada manusia, seperti kanker,
penyakit kardiovaskular, penyakit metabolik seperti diabetes mellitus, serta penyakit yang berkaitan

dengan saraf (Fazio, 2020, Wang, 2021).

2.2.1 Kanker

Pemodelan kanker pada hewan coba sangat berisiko terhadap peneliti. Tingkat keberhasilan
pemodelan kanker pada mamalia belum dapat dicapai maksimal, dan stadium hewan coba yang
terinduksi cukup bervariasi (Fazio, 2020). Zebrafish dapat digunakan sebagai model alternatif hewan

coba kanker seperti pada Tabel 1.

Tabel 1. Jenis pemodelan kanker pada zebrafish.

Pemodelan Rasionalisasi Penggunaan
Leukemia Zebrafish transgenik mengekspresikan human ~ Pemodelan ini digunakan
dan limfoma  oncogenes atau tumor suppressor genes yang untuk meneliti perkembangan
(Yi, 2022) berkembang menjadi kanker darah yang kanker dan penelitian obat
menyerupai leukemia dan limfoma pada antikanker.
manusia.
Melanoma Induksi melanoma pada zebrafish dilakukan Meneliti patogenesis
(Biagini, dengan membuat mutasi gen, misalnya BRAF.  melanoma dan pengujian obat
2022) Mutasi tersebut biasa menghasilkan human baru
melanoma.
Kanker Zebrafish mengekspresikan onkogen KRAS Pengujian obat baru
pankreas dan sejenisnya pada pankreas. Onkogen ini
(Franco, menyerupai kondisi pada kanker pankreas
2020) manusia. Penelitian dilakukan secara in vivo
xenotransplantation.

Pemodelan kanker menggunakan tikus dan mencit memerlukan waktu yang lama dan biaya
tinggi. Zebrafish menjadi model alternatif spesifik untuk skrining obat antikanker baru ataupun
menilai aktivitas terkait. Penelitian kanker pada model zebrafish menggunakan parameter spesifik
genomik pencetus patogenesis kanker. Model zebrafish yang diinduksi melanoma, leukemia, dan
kanker pankreas menghasilkan data parameter yang dapat mencerminkan hasil pengujian jika obat
yang dipaparkan pada manusia karena biomarker yang digunakan pada zebrafish adalah biomarker
penyakit pada manusia (Ti, 2022; Biagiani; 2022; Franco, 2020)

2.2.2 Pemodelan Zebrafish Pada Penyakit Kardiovaskular dan Penyakit Metabolik Lain
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Penelitian in vivo pada penyakit metabolik sangat banyak dipublikasikan. Kendala induksi

seringkali muncul. Kendala efisiensi hewan coba juga sering terjadi pada jumlah sampel yang sangat

banyak. Tabel 2 menyajikan beberapa penyakit metabolik yang dapat menggunakan model zebrafish.

Tabel 2 Pemodelan penyakit metabolik pada zebrafish.

Pemodelan

Rasionalisasi

Penggunaan

Infark myocard

(Bowley, 2022)

Atherosclerosis

(Fan, 2020)

Diabetes
(Mohammadi,
2020)

Obesitas
(Smolinska,

2024)

Zebrafish mampu meregenerasi jantung

Zebrafish dapat dimodifikasi genetik atau
diinduksi menggunakan diet tinggi kolesterol
supaya menghasilkan lesi aterosklerosis
menyerupai kondisi lesi pada manusia
Zebrafish dapat dimanipulasi secara genetik
atau induksi menggunakan bahan kimia
untuk menghasilkan kondisi menyerupai
diabetes tipe 1 dan 2.

Zebrafish dapat diinduksi obesitas

menggunakan diet spesifik tinggi lemak

Penelitian regenerasi jantung
dan penelitian obat penyakit
jantung

Penelitian metabolism lipid
dan uji aktivitas anti-

atherosklerosis.

Penelitian metabolisme
glukosa, obat antidiabetes,
insulin, komplikasi penyakit
diabetes

Penelitian obat antiobesitas

Penyakit metabolik merupakan penyakit tidak menular yang sangat banyak ditemukan. Sebagian

besar riset obat baru berfokus pada penyakit ini. Induksi penyakit perlu waktu yang lama. Potensi

kegagalan induksi belum diketahui apakah setara atau lebih kecil daripada potensi kegagalan

induksi menggunakan zebrafish. Zebrafish dapat digunakan sebagai model skrining obat antara lain

pada penyakit jantung, diabetes, dan obesitas (Bowley, 2022; Fan, 2020; Mohammadi, 2020;

Smolinska, 2024).

2.2.3 Pemodelan Zebrafish Pada Penyakit Saraf, Otot, dan Tulang

Penyakit neuromuskular dan skeletal memerlukan hewan coba yang mudah diinduksi dan

ditangani. Zebrafish dapat digunakan untuk jenis penyakit tersebut. Beberapa jenis penyakit yang

dapat menggunakan zebrafish ada pada Tabel 3.
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Tabel 3. Jenis penyakit saraf, otot, tulang yang bisa menggunakan zebrafish (Wang, 2021).
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Pemodelan Rasionalisasi Penggunaan
Parkinson Model zebrafish Parkinson dibuat dengan Penelitian mekanisme
(Vaz, 2018) induksi gen seperti LRRK2 atau dengan penyakit dan penelitian obat
mengekspos ikan pada neurotoksin MPTP neuroprotektif
Alzheimer Zebrafish transgenik mengekspresikan amyloid Penelitian patofisiologi

(Wang, 2021)

Kecemasan
(Ferreira,
2020)
Epilepsi
(Scott, 2021)

Distrofi

muskular

(Wasala, 2020)

Osteoporosis

(Fu, 2020;
Saito, 2020)

precursor protein (APP) atau protein tau
menghasilkan plak menyerupai kondisi
penyakit Alzheimer

Zebrafish dewasa memiliki sistem,

serotonergic (5 HT) mirip dengan manusia

Zebrafish diinduksi epilepsi dengan
menginduksi mutasi gen yang berkaitan
dengan patofisiologi epilepsi, atau dengan
menggunakan senyawa kimia yang
menimbulkan konvulsi

Induksi dengan cara mutasi gen distrofin.
Distrofin juga bermutasi pada manusia yang
terkena distrofi muskular

Zebrafish menjadi model osteoporosis dengan
cara manipulasi gen yang berkaitan dengan
pembentukan tulang, atau dengan intervensi

diet

Alzheimer dan obat untuk

Alzheimer

Penelitian obat untuk

mengatasi kecemasan

Penelitian obat antiepilepsi

Penelitian degenerasi otot

dan terapinya

Penelitian metabolisme
tulang dan penelitian obat

untuk osteoporosis

Penyakit saraf seperti Parkinson, Alzheimer, dan kecemasan memerlukan teknik khusus dalam

menginduksi dan mengamati parameter penyakit. Biomarker yang dipilih sangat bervariasi.

Biomarker yang ada pada manusia seperti APP, protein tau,dan serotonin juga ada pada zebrafish

sehingga menjadi parameter ukur yang valid. Pada gangguan otot dan tulang, manipulasi genetik

dilakukan pada zebrafish. Belum dapat dipastikan angka tingkat keberhasilan induksi penyakit,

namun penelitian ini telah dipublikasikan pada beberapa artikel penelitian (Wang, 2021; Scott,

2021;Fu, 2020).

2.2.4 Pemodelan Zebrafish Pada Penyakit Kulit

Gangguan kulit cukup banyak diteliti pada tikus dan kelinci. Pengamatan visual mudah

dilakukan. Zebrafish juga dapat digunakan untuk beberapa penyakit kulit antara lain ada pada Tabel

4.
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Tabel 4. Jenis gangguan kulit yang dapat diujikan pada zebrafish.

Pemodelan Rasionalisasi Penggunaan
Psoriasis Induksi overekspresi sitokin pro-inflamasi Pengujian aktivitas
(Yuan, 2020) misalnya TNF alfa sehingga menghasilkan lesi  antiinflamasi

inflamasi kulit seperti psoriasis pada manusia

Inflamasi Zebrafish memiliki mediator inflamasi, sel, Uji aktivitas antiinflamasi
(Rodrigo, dan reseptor yang menyerupai mamalia. berbagai penyakit
2020) Inflamasi dapat diinduksikan pada larva atau

zebrafish dewasa
Luka sayat Zebrafish memiliki kapasitas regenerasi kulit ~ Pengujian obat luka

(Naomi, 2021)  yang cepat.

Penyakit pada kulit yang memiliki salah satu gejala berupa inflamasi lebih banyak muncul pada
kondisi penyakit kronis. Psoriasis, alergi dan sejenisnya adalah penyakit yang sampai saat ini tidak
ada obat penyembuhnya. Terapi hanya terbatas pada mengurangi gejala inflamasi. Kondisi ini yang
membuat penelitian skrining obat baru untuk antiinflamasi terus dilakukan (Rodrigo, 2020).
Penggunaan zebrafish untuk pengamatan molekular mediator inflamasi dan sitokin pro inflamasi
menjadi satu terobosan penting penelitian obat antiinflamasi yang efektif. Sedangkan, karakteristik
kecepatan regenerasi sel pada zebrafish mempermudah peneliti mengamati efek bahan yang dapat

dikembangkan menjadi agen yang mempercepat penutupan luka.

2.3. Uji Toksisitas Menggunakan Zebrafish

Zebrafish banyak digunakan pada penelitian toksikologi untuk mengevaluasi keamanan obat dan
senyawa kimia. Zebrafish sensitif terhadap toksikan lingkungan sehingga mampu memunculkan
gejala toksisitas dalam waktu cepat dan pada konsentrasi toksikan rendah. Beberapa pengujian

toksisitas menggunakan zebrafish ada pada tabel Tabel 5.

Tabel 5. Jenis uji toksisitas menggunakan zebrafish.

Pemodelan Rasionalisasi Penggunaan
Uji toksisitas Embrio dan larva zebrafish dipaparkan pada Mendapatkan dosis letal
akut (Von berbagai konsentrasi suatu bahan kimia untuk dan abnormalitas organ

Helfeld, 2020) mengukur toksisitas akut.

Uji toksisitas Embrio dan larva dipaparkan dengan konsentrasi Mendapatkan data
kronis (Ma, lebih kecil untuk meneliti efek jangka panjang skrining efek merugikan
2023) penggunaan suatu bahan pada pertumbuhan, bahan uji yang
reproduksi, dan perilaku hewan coba dipaparkan jangka
panjang
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Uji neurotoksik

(Wang, 2022)

Uji hepatotoksi
sitas (Katoch,
2020)

Kardiotoksisita

s (Wang, 2021)

Analisis efek
toksikan pada
respon
molekuler dan
genetik (Audira,
2021; Wang,
2021)

Analisis
toksisitas pada
organ dengan
pengamatan
imaging (Qin,
2024)

Zebrafish dipaparkan pada suatu bahan uji
kemudian diamati perubahan perilaku, aktivitas
motorik, kemampuan menghindari predator dan

sejenisnya

Larva zebrafish transparan sehingga bisa diamati
menggunakan teknik real-time imaging. Zebrafish
juga memiliki enzim sitokrom P-450 yang
memungkinkan biotransformasi obat dengan
jalur yang mirip dengan mamalia.

Analisis transkriptomik mengindikasikan bahwa
NOTCH signaling pathway dapat berkorelasi
dengan kardiotoksisitas pada embrio zebrafish.
NOTCH signaling menghasilkan pembengkakan
pericardium, fibrosis miokard, dan kongesti
jantung.

Respon molekuler dapat diukur menggunakan
Teknik proteomik dan menggunakan real-time
PCR. Biomarker yang dipilih untuk pengamatan
adalah biomarker yang relevan dan juga ada pada

manusia pada kondisi tersebut.

Efek toksikan dapat diamati secara visual dengan

mikroskop fluoresens pada organ dan jaringan

zebrafish

Perubahan perilaku
menunjukkan adanya
gangguan pada
perkembangan dan fungsi
saraf

Pengujian efek bahan uji
terhadap hepar, uji

biotransformasi obat

Uji toksisitas obat

terhadap organ jantung

Identifikasi biomarker
yang muncul akibat
paparan toksikan
sehingga mekanisme

toksisitas dapat ditelusuri

Menghasilkan data
perubahan morfologi dan
fisiologi jaringan dan

organ

Bahan uji toksisitas pada berbagai penelitian antara lain obat-obatan, nanopartikel, hormon,
pencemar lingkungan. Zebrafish yang digunakan bisa dalam bentuk larva, embrio, dan zebrafish
dewasa. Masa hidup yang singkat, perkembangan organ yang cepat, dan sensitivitas tinggi membuat
zebrafish menjadi pilihan skrining uji toksisitas. Berbagai metode pengamatan biomarker toksisitas

telah dikembangkan dan dapat digunakan untuk penelitian selanjutnya (Ma, 2023; Audira, 2021).
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2.4. Manipulasi Genetik Zebrafish

Teknik seperti CRISPR-Cas9, TALENSs, dan morfolino antisense oligonucleotide digunakan untuk
menciptakan gene knockout dan knockdown pada zebrafish. Modifikasi genetik ini membantu
mengukur peran gen spesifik pada penyakit dan efek obat. Beberapa contoh cara manipulasi genetik

zebrafish ada pada Tabel 6.

Tabel 6. Beberapa teknik manipulasi gen pada zebrafish.

Pemodelan Rasionalisasi Penggunaan

CRISPR-Cas9  Sistem ini menggunakan guide RNA (gRNA) Mutasi gen target
(Rubbini, 2020) untuk mengarahkan Cas9 nuclease ke lokasi

genomik spesifik dan menghasilkan

pemecahan ikatan double stranded. Pemecahan

ini diperbaiki menggunakan non-homologous

end joining (NHE]) atau homology-directed

repair (HDR)
Transcription TALENs merupakan protein yang mengikat Penelitian peran gen tertentu
activator-like untaian DNA spesifik dan menghasilkan pada efek dan toksisitas obat
effector pemecahan double stranded. Pemecahan ini
nucleases diperbaiki menggunakan NHE] atau HDR
(TALENS) (Li,
2021)
Morfolino Morfolino adalah molekul sintetik yang Penelitian fungsi gen pada
antisense mengikat untaian complementary DNA, penelitian efek obat

oligonucleotide ~ memblok translasi dan splicing. Perubahan

(Dulla, 2021) genetic yang dihasilkan berupa gene

knockdown
Transgenesis Transgenesis merupakan insersi DNA asing Zebrafish transgenik
(Choe, 2021) ke dalam genom zebrafish. Proses ini digunakan untuk penelitian

menggunakan mikroinjeksi plasmid DNA atau regulasi gen dan mekanisme
bacterial artificial chromosom (BAC) ke dalam kerja obat.

embrio zebrafish

Teknik tersebut memerlukan keahlian spesifik pada bidang genomik. Zebrafish transgenik yang
dihasilkan dapat digunakan untuk berbagai penyakit. Zebrafish transgenik dewasa yang transparan
sangat ideal digunakan untuk pengujian obat dengan pengamatan langsung pada fungsi semua organ
pada kondisi hewan masih hidup. Namun, kelemahan transgenik adalah masa hidupnya jauh lebih

pendek dari zebrafish normal (Choe, 2021).
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2.5. Tantangan Penentuan Dosis Pengujian Obat Pada Zebrafish

Penelitian menggunakan zebrafish memerlukan teknik khusus pada penentuan dosis. Obat yang
dipaparkan akan dilarutkan dalam air aquarium tempat zebrafish dipelihara. Larva dan embrio
zebrafish dapat menyerap obat melalui kulit dan insang. Obat yang paling sesuai untuk penelitian
menggunakan zebrafish adalah obat-obat yang dapat larut sempurna dalam air. Obat yang tidak larut
air tidak dapat diformulasi menjadi sejenis kosolven, suspensi, atau emulsi karena akan
mempengaruhi pH optimal air untuk kehidupan zebrafish. Pada awal pengujian, sebaiknya
dilakukan percobaan dosis optimal yang dapat menghasilkan pengukuran efek yang benar. Usia,
jenis kelamin, dan berat badan zebrafish yang digunakan sebaiknya yang setara supaya standar

deviasi hasil pengamatan lebih rendah.

3. KESIMPULAN

Zebrafish dapat digunakan untuk berbagai penelitian skrining uji aktivitas farmakologi dan
toksikologi obat atau bahan uji yang larut air. Uji aktivitas farmakologi menggunakan zebrafish
meliputi pengujian obat pada model zebrafish yang diinduksi kanker,gangguan saraf, penyakit
metabolik, gangguan otot dan tulang. Uji toksisitas menggunakan zebrafish dapat dilakukan pada

uji toksisitas akut, kronis, dan uji toksisitas khusus.
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