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ABSTRACT

Background: FXTAS (fragile X-associated tremor/ataxia syndrome) is a
neurodegenerative disease with tremor and ataxia as the primary symptoms and
ubiquitin-positive intranuclear inclusions as the major neuropathological
hallmark. FXTAS affects premutation males with an expanded premutation CGG
repeat in the promoter of the FMRI gene. The expanded premutation CGG RNA
is considered toxic. Inducible transgenic mice were generated, using the Tet-on
system to express transgene expanded premutation 99CGG along with an eGFP
reporter under control of dox (doxycycline) induction, as well as specific driver
promoter, the GFA2-rtTA and PrP-rtTA. This study aims to characterize those
mouse models so they would be ready to be used for further studies.

Methods: Immunohistochemistry, Western blot, and RT-Q-PCR techniques were
used to characterize the transgene expression of the transgenic mice.
Characterization of ubiquitin inclusions formation used immunohistochemistry
technique.

Results: The Tet-on-99CGG-eGFP transgene worked in vivo, while Tet-on-
11CGG-eGFP lost its expression. Tet-on-99CGG-eGFP/GFA2-rtTA bigenic mice
did not work in vivo, while Tet-on-99CGG-eGFP/PrP-rtTA bigenic mice did
work. As expected, the Tet-on-99CGG-eGFP/PrP-rtTA mice formed the FXTAS
hallmark, the ubiquitin-positive intranuclear inclusions after 12 weeks of dox
induction.

Conclusions: Mouse model Tet-on-99CGG-eGFP/PrP-rtTA worked well, and
were ready to be used for main further studies.

Keywords: FXTAS, FMRI gene, transgenic mice, Tet-on, PrP, GFA2,
reversibility, ubiquitin inclusions
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ABSTRAK

Latar belakang: FXTAS (fragile X-associated tremor/ataxia syndrome)
merupakan penyakit neurodegeneratif dengan gejala utama tremor dan ataxia serta
inklusi intranuklear ubiquitin yang muncul sebagai ciri-ciri utama secara
neuropatologikal. FXTAS menyerang pria premutasi yang mengalami ekspansi
repetasi CGG di promotor gen FMRI. RNA CGG premutasi dipercaya toksik.
Tikus transgenik yang dapat diinduksi sudah dibuat, dengan menggunakan sistem
Tet-on untuk mengekspresikan transgen 99CGG terekspansi bersama-sama
dengan reporter eGFP, serta dapat dikontrol melalui induksi dox (doxycycline),
juga menggunakan promotor pengendali yang spesifik yaitu GFA2-rtTA dan
PrP-rtTA. Studi ini bertujuan untuk mengkarakterisasi tikus tersebut sehingga
model tikus tersebut siap untuk digunakan untuk studi-studi berikutnya.

Metode: Teknik imunohistokimia, Western blot, dan RT-Q-PCR digunakan untuk
mengkarakterisasi ekspresi transgene pada tikus transgenik. Karakterisasi inklusi
ubiquitin menggunakan teknik imunohistokimia.

Hasil: Transgen Tet-on-99CGG-eGFP dapat bekerja secara in vivo, tetapi Tet-on-
11CGG-eGFP kehilangan ekspresi transgennya. Tikus bigenik Tet-on-99CGG-
eGFP/GFA2-rtTA tidak bekerja, sedangkan tikus bigenik Tet-on-99CGG-
eGFP/PrP-rtTA dapat bekerja dengan baik. Sesuai harapan, tikus bigenik Tet-on-
99CGG-eGFP/PrP-rtTA dapat menghasilkan inklusi intranuklear ubiquitin setelah
induksi dox selama 12 minggu.

Kesimpulan: Model tikus Tet-on-99CGG-eGFP/PrP-rtTA dapat bekerja dengan
baik dan siap untuk digunakan untuk studi penting berikutnya

Kata kunci: FXTAS, gen FMRI, tikus transgenik, Tet-on, PrP, GFA2,
reversibilitas, inklusi ubiquitin
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