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Teknologi Preventif: Pemanfaatan Gene Editing (CISPR Cas 9) 

pada Teknologi DNA 

 

 

Tujuan;  

1. Mahasiswa mampu menjelaskan tujuan Teknologi DNA 

2. Mahasiswa mampu menganallisis teknologi gene Editing  

3. Mahasiswa mampu menjelaskan perkembangan teknologi gebe editing 

dengan Caspr-cas 9  

 

A. URAIAN 

1. Pendahuluan 

Pengeditan genom adalah metode yang memungkinkan para ilmuwan 

mengubah DNA banyak organisme, termasuk tanaman, bakteri, dan hewan. 

Mengedit DNA dapat menyebabkan perubahan sifat fisik, seperti warna mata, dan 

risiko penyakit. Para ilmuwan menggunakan berbagai teknologi untuk melakukan 

ini. 

ilmuwan untuk membuat perubahan pada DNA, yang mengarah pada 

perubahan sifat fisik, seperti warna mata, dan risiko penyakit. Para ilmuwan 

menggunakan berbagai teknologi untuk melakukan ini. Teknologi ini bertindak 

seperti gunting, memotong DNA di tempat tertentu. Kemudian para ilmuwan dapat 

menghapus, menambah, atau mengganti DNA tempat itu dipotong. Teknologi 

pengeditan genom pertama dikembangkan pada akhir 1900-an. Baru-baru ini, alat 

pengeditan genom baru yang disebut CRISPR (clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats)/Cas9 (CRISPR-associated 9), ditemukan pada tahun 

2009, telah membuatnya lebih mudah untuk mengedit DNA. CRISPR lebih 

sederhana, lebih cepat, lebih murah, dan lebih akurat daripada metode 

penyuntingan genom yang dulu. Banyak ilmuwan yang melakukan pengeditan 

genom sekarang menggunakan CRISPR Cas 9. 

 

Peran Gene Editing  

Salah satu cara para ilmuwan menggunakan pengeditan genom adalah 

untuk menyelidiki berbagai penyakit yang memengaruhi manusia. Mereka 
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mengedit genom hewan, seperti tikus dan ikan zebra, karena hewan memiliki 

banyak gen yang sama dengan manusia. Misalnya, tikus dan manusia berbagi 

sekitar 85 persen gen mereka, mengubah satu gen atau banyak gen pada tikus, 

para ilmuwan dapat mengamati bagaimana perubahan ini memengaruhi 

kesehatan tikus dan memprediksi bagaimana perubahan serupa pada genom 

manusia dapat memengaruhi kesehatan manusia. 

Para ilmuwan di National Human Genome Research Institute (NHGRI) 

melakukan hal ini di laboratorium Burgess, untuk mempelajari genom ikan zebra. 

Para ilmuwan di lab ini menghapus gen berbeda di ikan zebra satu per satu 

menggunakan CRISPR untuk melihat bagaimana penghapusan gen berdampak 

pada ikan. Laboratorium Burgess berfokus pada 50 gen ikan zebra yang mirip 

dengan gen yang menyebabkan tuli manusia sehingga mereka dapat lebih 

memahami dasar genom tuli. 

Para ilmuwan sedang mengembangkan terapi gen dengan melibatkan 

pengeditan genom, untuk mencegah dan mengobati penyakit pada manusia. Alat 

pengeditan genom memiliki potensi untuk membantu mengobati penyakit seperti 

cystic fibrosis dan diabetes, dengan dasar genom. Ada dua kategori terapi gen 

yang berbeda: terapi germline dan terapi somatik. Terapi germline merupakan 

terapi dengan mengubah DNA dalam sel-sel reproduksi (seperti sperma dan telur), 

sehingga perubahan DNA pada sel reproduksi dapat diturunkan dari generasi ke 

generasi. Sedangkan terapi somatik, menargetkan sel-sel non-reproduksi 

sehingga memperbaiki kualitas gen pada orang tersebut.  

Pada tahun 2015, para ilmuwan berhasil menggunakan terapi gen somatik 

pada seorang anak berusia satu tahun di Inggris yang mengalami pengeditan gen 

untuk membantunya melawan leukemia, sejenis kanker. Para ilmuwan tidak 

menggunakan CRISPR tapi menggunakan metoda edit genom TALEN, namun 

tidak berhasil. Sehingga digunakan terapi gen dengan gene editing.  

 

Genome Editing  

 Teknologi genome editing merupakan metode rekayasa biologi molekuler 

yang pendekatannya disinyalir lebih baik dari teknologi manipulasi gen secara 

transgenesis klasik, seperti mengintroduksi sifat baru pada tanaman atau hewan 

dengan rekombinasi genetic alami dengan cara mengawinkan dengan induk yang 

lebih baik atau unggul. Genome editing adalah metode perakitan genetic dimana 

sebuah sekuens DNA bisa disisipkan, diganti, dihapus, dan atau dipindahkan dari 



 

Universitas Esa Unggul 
http://esaunggul.ac.id 
 

genom suatu organisme ke organisme lain dengan bantuan suatu enzim nuclease 

yang berfungsi seperti gunting molekuler. Tujuan dari metode ini tak lain adalah 

mengedit susunan basa DNA  pada genom sehingga Ketika diterjemahkan dalam 

bahasa asam amino bisa merubah sifat dari organisme tersebut.  

Teknologi genome editing generasi awal menggunakan perantara 

oligonukleotida (oligonucleotide-mediated mutagenesis, OMM), yang disintesis 

secara kimiawi dan berfungsi untuk membantu enzim DNA dalam menemukan 

situs spesifik gen dan melakukan penggantian atau penambahan basa DNA. Saat 

ini, generasi terbaru teknologi genome editing menggunakan enzim nuclease yang 

telah dimodifikasi dengan situs terarah (site-directed nucleases, SDNs; atau site-

specific nucleases, SSNs),yang mampu melakukan penargetan sangat spesifik 

pada gen yang diinginkan. Pemotongan utas ganda DNA (double strand breaks, 

DSBs) oleh enzim SDN akan memicu mekanisme perbaikan/reparasi DNA di 

dalam sel tersebut. Jenis reparasi yang dilakukan sel selanjutnya dapat diarahkan 

untuk menghasilkan sejumlah modifikasi sekuen DNA, berupa penghilangan 

sekuen DNA (delesi) atau penyisipan (insersi) DNA baru dalam berbagai ukuran.  

Kelompok enzim SDN ada empat, yaitu meganuclease (MegaN), zinc 

finger nucleases (ZFNs),transcription activator-like effector nucleases (TALENs), 

dan CRISPR/Cas : MegaN adalah endonuclease alami yang dapat mengenali dan 

memotong sekuen DNA berukuran besar (12–40 bp). 

Para peneliti berusaha untuk menciptakan modul terbaru genome editing 

dan memiliki presisi tinggi. Belum lama ini, teknologi tersebut sudah ditemukan 

dan diberi nama Cluster Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

associated protein-9 nuclease (CRISPR-Cas9). Modul teknologi genome editing 

ini disebut sebagai era penemuan baru dan terbesar dalam dunia biologi 

molekuler.   

Perkembangan teknologi CRISPR baru-baru ini, semakin mudah untuk 

merekayasa genom. Sistem pengeditan genome berdasarkan CRISPR, serta 

transcription nuclease like activators (TALENs) dan nuklease zinc finger nuclease 

(ZFN), menjadi alat yang berharga untuk penelitian biomedis, penemuan dan 

pengembangan obat, dan bahkan terapi gen. Metoda ini secara efektif memasuki 

sel yang dituju dan melakukan peranannya, sehingga diperlukan teknologi delivery 

yang efisien dan aman. 

Setelah pemotongan terjadi, sel akan mengalami reparasi DNA secara 

alami untuk rekombinasi atau induksi insersi dan delesi (indel). Kelemahan MegaN 
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berupa keterbatasan variasi enzim tersebut dan sekuen targetnya tidak banyak 

mencakup lokus-lokus yang penting.  ZFNs merupakan protein yang mempunyai 

penempelan spesifik sekuen DNA (3 bp). ZFNs dapat mengedit gen spesifik (20 

bp DNA) dari sebuah genom dengan  penggabungan 6–8 zinc finger. Protein 

sintetik ini difusikan dengan domain katalitik endonuclease FokI untuk 

menginduksi pemotongan DNA target dan reparasi DNA. Sementara itu, TALENs 

adalah enzim restriksi artifisial yang digabungkan dengan domain katalitik 

endonuclease FokI dengan monomer yang sesuai dari domain penempelan DNA 

yang dapat diarahkan pada sekuen nukleotida tertentu pada genom. Setelah 

berada di inti sel, nuclease artifisial akan menempel  pada situs target, domain 

FokI akan mengalami dimerisasi dan menyebabkan pemotongan DNA utas ganda 

pada sekuen target.  

Apakah sistem CRISPR / Cas9 juga dapat digunakan untuk memanipulasi 

genom virus DNA secara efisien, yang mereplikasi secara ekstrachromosomally 

ke jumlah salinan yang tinggi, masih harus dipelajari sepenuhnya. Saat ini ini, satu 

hasil penelitian menunjukkan bahwa sistem CRISPR / Cas9 memang dapat 

digunakan untuk memperkenalkan mutasi dalam gen target dengan efisiensi tinggi 

dalam genom adenovirus dan virus herpes simpleks tipe 1 (HSV-1) dalam sel 

manusia yang baru terinfeksi di dimana virus mengalami replikasi litik. Namun, 

masih harus dilihat apakah CRISPR / Cas9 juga dapat memecah genom besar 

virus DNA lainnya, terutama dalam sel yang terus-menerus terinfeksi. Selain itu, 

metode untuk mengisolasi klon murni dari virus yang diedit untuk karakterisasi 

fenotipik belum dijelaskan. 

Virus Epstein-Barr (EBV) membentuk infeksi persisten seumur hidup di 

95% dari semua orang dewasa. Meskipun tidak menyebabkan penyakit pada 

pembawa yang sehat, infeksi EBV secara etiologis terkait dengan berbagai jenis 

limfoid dan keganasan epitel, seperti limfoma Burkitt, penyakit Hodgkin, karsinoma 

nasofaring dan kanker lambung, pada sebagian kecil individu. Meskipun 0,100 

protein virus diekspresikan selama replikasi EBV produktif, hanya sejumlah 

transkrip virus yang ditemukan selama infeksi laten. Untuk menyelidiki bagaimana 

transkrip-transkrip yang diekspresikan dalam sel yang terinfeksi secara laten ini 

dapat berkontribusi pada transformasi seluler dan onkogenesis yang dipicu EBV, 

maka diharapkan untuk memperkenalkan mutasi spesifik ke dalam genom EBV. 

Ini dicapai pada awalnya dengan rekombinasi homolog dalam sel manusia, yang 

dalam beberapa tahun terakhir telah memberi jalan untuk menggabungkan 
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kembali dalam kromosom buatan bakteri (BAC) yang membawa genom EBV. 

Meskipun teknologi BAC sangat efisien dan kuat, ada kendala teknis dan kesulitan 

yang membatasi penggunaannya dalam beberapa keadaan. Jika teknologi 

CRISPR / Cas9 yang muncul dapat diadopsi untuk pengeditan yang ditargetkan 

dari genom EBV dalam sel manusia, itu akan menambah alat baru yang mungkin 

melengkapi BAC yang bergabung kembali dalam bakteri. EBV mempertahankan 

antara lima dan 100 salinan genom sirkular tertutup kovalen dalam sel yang 

terinfeksi secara laten. Ini mungkin merupakan tantangan teknis utama untuk 

pengeditan yang dilakukan oleh CRISPR / Cas9. Dengan demikian, akan menarik 

untuk menentukan apakah genom episom multisopi EBV dalam sel yang terinfeksi 

secara laten mungkin rentan terhadap pengeditan yang dimediasi oleh CRISPR / 

Cas9. Ini juga akan menarik untuk melihat apakah penanda yang dipilih dapat 

dimasukkan ke dalam virus rekombinan selama pengeditan genom EBV yang 

dimediasi oleh CRISPR / Cas9. 
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Gambar 1. Prinsip kerja Genome Editing metode CRISPR-Cas9  

 

Prinsip kerja dari CRISPR-Cas9 untuk pengeditan gen:  

1) sgRNA yang terdiri dari sekuen crRNA yang spesifik menyasar DNA target dan 

tracrRNA yang berinteraksi dengan Cas9 protein.  
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2) Terbentuk ikatan komplek antara sgRNA (single guide RNA) dengan pro 

mengandung aktivitas DNA endonuclease.  

3) Ikatan komplek tersebut akan menyebabkan dsDNA target terputus.  

4) Situs yang terputus tersebut akan diperbaiki oleh lewat jalur – non homologous 

end joining (NHEJ), proses ini bisa menyebabkan insersi atau penghapusan dari 

nukleotida yang menyebabkan rusaknya fungsi gen.  

Ada dua komponen utama dalam system CRISPR-Cas9 yaitu protein Cas 

dan single guide RNA (sgRNA). Dalam system CRISPR-Cas tipe II, Cas 9 ini 

merupakan protein penting yang menjadi karakteristik utama dan system ini  yang 

paling banyak digunakan dalam penelitian. Hal ini karena CRISPR Cas tipe II ini 

memiliki komponen yang lebih sederhana yaitu 3 komponen (Cas9, crRNA dan 

trRNA) yang lebih mudah diadaptasi dibandingkan CRISPR-Cas tipe I, III dan IV. 

Cas 9 berfungsi sebagai enzim yang memotong DNA target di sekuen yang 

posisinya dekat dengan situs protospacer adjacent motif (PAM). Sekuen di situs 

PAM ini biasanya ditandai dengan 3 basa nukleotida (NGG, dengan N adalah basa 

nukleotida yang bisa berupa A: Adenin; T: Timin; C: Cytocine; G:Guanin).  

Protein cas9 ini memiliki 2 situs homolog yaitu RuvC dan HNH, yang 

masing-masing memotong satu dari untai ganda DNA, yang menghasilkan 

potongan tumpul (blunt cut) pada sekuen DNA target. Selanjutnya, sgRNA yang 

merupakan RNA buatan gabungan dari  dua noncoding RNA yaitu crRNA 

yang berfungsi sebagai guide yang bisa menyesuaikan dengan sekuen dariDNA 

target dan tracrRNA yang berfungsi sebagai scaffold. Cas9 dan sgRNA dapat 

dikonstruk dalam satu vector atau bisa menggunakan dua vector yang terpisah 

dengan mengkombinasikan dengan jenis promotor dan sekuen dari enzim restriksi 

lainnya tergantung dari karakter genom yang ditargetkan.  

Metode pengeditan dari CRISPR ini, sama dengan dua teknologi 

sebelumnya yaitu adanya mekanisme reparasi akibat terpotongnya sekuenDNA 

target. Mekanisme reparasi tersebut bisa terjadi secara alami yang bergabung 

dengan Non-Homologous End Joining (NHEJ) maupun dengan menggunakan 

cetakan eksternal yang diinginkan seperti Homology Repair (HR). Dari mekanisme 

perbaikan ini maka akan terjadi insersi basa atau penghapusan nukleotida baru 

yang menyebabkan terjadinya disfungsi gen.   

Jalur reparasi hasil akhir pengeditan genom dipengaruhi oleh jalur 

reparasi (repair pathway) yang digunakan dan ketersediaan cetakan untuk 

reparasi. Dua jalur reparasi DSB yang telah diketahui, yaitu nonhomologous end 
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joining (NHEJ) dan homologous recombination (HR). Dalam mekanisme NHEJ, 

proses penyambungan Kembali kedua utas DNA yang terpotong dapat 

menyebabkan terjadinya penyisipan atau penghilangan sekuen DNA secara acak. 

Hal ini dikarenakan sel tidak memiliki  rujukan sekuen DNA yang harus dipulihkan 

atau mendapatkan rujukan yang keliru karena utas DNA masing-masing 

menempel pada posisi yang salah. Bila mekanisme NHEJ terjadi pada daerah 

pengode sebuah gen, dapat dihasilkan mutase yang berakibat pada rusaknya atau 

hilangnya fungsi produk gen (protein) tersebut dan dikenal dengan istilah gene 

knockout.  

Pada mekanisme HR, sebuah cetakan DNA digunakan sebagai rujukan 

sekuen DNA yang harus disalin oleh sel saat memperbaiki dan memulihkan 

kromosom yang digunting. HR dapat digunakan untuk memperoleh modifikasi 

sekuen DNA terarah dengan mengintroduksi ke sel sebuah SDN untuk 

menggunting daerah target dan sebuah cetakan yang memiliki sekuen yang mirip 

dengan daerah yang digunting tersebut. Melalui HR, penambahan (knock-in) gen 

utuh secara terarah juga dapat dilakukan dengan menggunakan cetakan DNA 

berisikan satu atau lebih gen yang diapit oleh sekuen homolog daerah target. Jalur 

reparasi DSB inilah yang digunakan para pembuat kebijakan untuk 

mengategorikan produk genome editing menjadi tiga tipe, yaitu SDN-1, SDN-2, 

dan SDN-3.  

Pada SDN-1, DSB direparasi dengan mekanisme NHEJ yang sering 

menghasilkan kesalahan kecil yang bersifat acak karena tidak ada cetakan DNA 

yang diberikan pada sel. Mekanisme ini paling mirip dengan mutase alami yang 

sering ditemukan. Pada SDN-2, mekanisme reparasi DSB yang digunakan ialah 

HR, cetakan DNA ditambahkan sebagai rujukan bagi sel sehingga perbaikan 

menghasilkan perubahan DNA berupa substitusi, penambahan, atau 

penghilangan sedikit basa DNA. Mutasi semacam ini juga sulit dibedakan dengan 

mutase alami, namun jelas bahwa dalam proses pembentukannya sangat 

diarahkan oleh manusia.   

Pada SDN-3, DSB direparasi dengan cara yang sama seperti SDN-2, tetapi 

cetakannya berisikan sekuen yang lebih panjang, bahkan dapat berupa gen atau 

promotor utuh. Jadi, hasil akhir SDN-3 serupa dengan transformasi genetik, tetapi 

lokasi penyisipannya sangat presisi karena ditargetkan pada daerah spesifik pada 

genom atau menggantikan sekuen yang ada pada daerah target, misalnya untuk 

keperluan pertukaran promotor.  
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 Regulasi Produk Genome Editing di Indonesia Dalam proses penyusunan 

regulasi untuk genome editing, regulasi PRG sangat relevan untuk 

dipertimbangkan mengingat sebagian metode genome editing juga menggunakan 

teknik rekayasa genetic dalam proses perakitannya. Secara umum, negara-negara 

di dunia mengatur PRG berdasarkan sifat produk atau proses perakitan produk 

tersebut. Regulasi berbasis proses seperti Protokol Cartagena mengatur secara 

khusus produk yang dirakit melalui proses tertentu, sedangkan regulasi 

berdasarkan produk tidak akan melihat metode perakitan, tetapi lebih focus pada 

sifat produk yang dihasilkan. Aturan khusus yang diterapkan berupa kajian 

keamanan hayati, baik dalam  aspek Kesehatan manusia maupun lingkungan.  

 Aplikasi Genome Editing Pada Bakteri Asam Laktat Pada tahun 2007, 

para peneliti dari Danisco, yang bergerak dalam industry komposisi makanan yang 

dimiliki oleh DuPont, melakukan penelitian mengenai bakteri Streptococcus 

thermophilus yang sangat penting dalam industry pembuatan yoghurt dan keju. 

Bakteri ini ternyata menjadi bersifat lemah, maka diteliti bagaimana caranya 

menstimullasi agar bakteri ini dapat melawan serangan virus (fag). Mirip dengan 

prinsip vaksinasi, jadi bakteri tersebut diekspose dengan virus agar melawan 

serangan virus. Menariknya bakteri tersebut mampu menciptakan kekebalan 

system imun system yang memungkinkannya untuk resisten pada serangan virus 

yang kedua dan seterusnya. Sistem pertahanan yang ditunjukkan oleh bakteri S. 

thermophilus tersebut menjadi sangat penting tidak hanya bagi para ahli makanan 

dan mikrobiologi tapi para ahli biologi molekuler lainnya untuk meneliti lebih lanjut. 

  Akhirnya, Danisco dan tim berhasil merubah S.thermophilus yang resisten 

terhadap serangan fag dengan menambah atau menghapus spacer DNA yang 

bersesuaian dengan fag. Pada saat itu para ahli masih belum memikirkan 

teknologi tersebut adalah cara kerja CRISPR dan potensi CRISPR sebagai 

teknologi genom editing dalam skala yang lebih besar. Kemudian ahli dari Jerman, 

Doudna dan Emmanuelle Charpentier (2007) meneliti lebih jauh dari system 

CRISPR ini dengan mengaitkan protein lain untuk mengetahui bagaimana 

S.thermophilus ini menggunakan DNA spacers dalam system pertahanan imun 

mereka. Kedua ahli ini focus menggunakan system CRISPR ini dengan protein 

yang disebut Cas9 untuk menyederhanakan system CRISPR dibandingkan 

dengan yang lain.  

 Bakteri Asam Laktat untuk fermentasi Tren terbaru dalam menggunakan 

BAL untuk makanan terkait dengan memperbaiki sifat-sifat seperti nutrisi (misal 
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produksi vitamin), kualitas organoleptic (misal pembentukan rasa) atau fungsi 

teknis (misal pembentukan polisakarida). Bakteri asam laktat juga merupakan 

kunci dalam proses fermentasi bahan dasar seperti biji kakao dan biji kopi  yang 

selanjutnya berpengaruh signifikan pada kualitas produk akhir.  

Fag S.thermophillus diklasifikasikan menjadi  dua kelompok bernama cos 

dan pac sesuai dengan mekanisme pengemasan DNA mereka. Sistem CRISPR-

Cas membangun 'dinding yang tidak bisa dihancurkan' pada bakteri, berfungsi 

melalui  interferensi dan pemotongan gen eksogen. Ketika terpapar fag, strain 

inang mengintegrasikan urutan pendek dari penyerbuan fag sebagai spacer. 

Selain itu, penambahan spacer baru hanya terdeteksi di CRISPR1 dan CRISPR3. 

Dan baik CRISPR2 maupun CRISPR4 tidak memperoleh urutan DR baru apa pun 

meskipun CRISPR4/Cas menyajikan aktivitas biokimia in vitro.  

Setelah transkripsi lokus CRISPR yang mengandung urutan DR 

ditambahkan dan pemrosesan lebih lanjut, CRRNA untai tunggal dengan struktur 

kedua bergabung dengan kompleks Cas atau Cascade untuk membentuk efek 

CRISPR nucleoprotein complex (CRRNP). Fungsi CRRNP sebagai endonuclease 

dipandu oleh CRRNA. Akhirnya, inang kebal terhadap fag yang menyerang 

Kembali melalui pembelahan urutan spesifik dari DNA fag. 

Bakteri Asam Laktat untuk Probiotik Lactobacillus adalah genus yang luar 

biasa dan beragam yang mengandung lebih dari 200 spesies berbeda dan 

merupakan genus terbesar dalam bakteri asamm laktat. Lactobacilli ditemukan di 

berbagai lingkungan, termasuk tanaman dan hewan, dan beberapa spesies 

umumnya ditemukan di saluran GI mamalia. Banyak strain dapat menahan kondisi 

keras yang dijumpai selama transit GI, misal Asam lambung dan asam empedu, 

yang membuat galur lactobacilli terpilih yang tidak terdomestikasi memilih 

kendaraan pengiriman. Salah satu pendekatan untuk meningkatkan sifat probiotik 

adalah memodifikasi gen asli yang berkontribusi pada imunomodulasi.Meskipun 

pemahaman mekanistik keseluruhan fitur probiotik Sebagian besar masih kurang, 

permukaan sel luar bakteri memainkan peran kunci dalam interaksi probiotik-host. 

Permukaan sel luar bakteri Gram-positif terdiri dari lapisan peptidoglikan tebal 

yang mengandung polimer gugus fosfat-alditol selain protein dan polisakarida. 

Polimer dari gugus fosfat-alditol juga dikenal  sebagai asam teikoat (TA). 

TA dapat dikaitkan dengan peptidoglikan (TA sel dinding) atau ke membrane 

melalui glikolipid (asam lipoteikoat [LTA]). Kehadiran TA tampaknya dilestarikan 

dalam lactobacilli, meskipun beberapa spesies, termasuk Lactobacillus casei, 
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Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum, dan L.reuteri, tidak 

menghasilkan TA dinding sel. Peran menjanjikan dalam imunomodulasi 

menawarkan target potensial untuk meningkatkan efisiensi probiotik. Sebagai 

contoh, TA bertindak pada reseptor seperti mamalia yang merangsang sel-sel 

dendritic dan selanjutnya mengarah pada respon sitokin. Juga, TA dapat 

memengaruhi adhesi bakteri ke sel inang. Dengan demikian, perubahan 

komponen dinding sel tersebut dengan pendekatan rekayasa genome dapat lebih 

meningkatkan profil probiotik dari suatu strain. Sedangkan LTA yang dimurnikan 

dari L.plantarum WCFS1 memunculkan respon proinflamasi, integrasi vector KO 

‘bunuh diri’ pada gen yang bertanggung jawab untuk D-alanylation dari TA 

mengubah profil imunomodulator menjadi anti-inflamasi. Selain itu, strain yang 

dimodifikasi secara genetic memberikan peningkatan perlindungan dalam model 

murine colitis. Karya elegan ini dan karya orang lain  tidak hanya menjelaskan 

imunomodulasi yang dimediasi Lactobacillus, tetapi juga memberikan kesempatan 

yang menarik untuk menjelajahi jalur ini untuk meningkatkan fitur probiotik.  

 

THE Cas9 ENZYMES 

Sebagai bagian dari respon imun adaptif pada bakteri dan archaea, sistem 

CRISPR / Cas (terkait CRISPR) menggunakan dua RNA kecil untuk mengarahkan 

Cas nuclease untuk secara khusus mendegradasi asam nukleat dari virus yang 

menyerang. Pengeditan genom yang dipandu RNA berdasarkan salah satu sistem 

yang disebut CRISPR / Cas9 baru-baru ini muncul sebagai alat yang kuat dan 

serbaguna untuk rekayasa genom seluler yang ditargetkan. Untuk memfasilitasi 

penggunaan sistem CRISPR / Cas9 untuk pengeditan genom dalam sel mamalia, 

vektor bikistronik baru yang mengekspresikan Cas9 nuclease dan panduan 

fungsional RNA (gRNA), yang secara langsung mengarahkan pengenalan urutan-

spesifik, telah dikembangkan. Sistem CRISPR / Cas9 telah berhasil digunakan 

untuk menghasilkan sel KO dan hewan. 

pyogenesCas9 (selanjutnya disebut sebagai SpyCas9) adalah 

multidomain besar (1,368-asam-asam) dan DNA multifungsi endonuklease. Ini 

memotong dsDNA 3 bp hulu dari PAM melalui dua domain nuclease yang berbeda: 

domain nuclease seperti HNH yang membelah untaian DNA sebagai pelengkap 

urutan RNA panduan (untai target), dan nukleasedomain seperti RuvC yang 

bertanggung jawab untuk memotong untai DNA di seberang untai komplementer 

(nontargetstrand). Selain peran penting dalam interferensi CRISPR, Cas9 juga 
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berpartisipasi dalam pematangan CRRNA dan akuisisi spacer. Arsitektur Bobobe 

dari ApoenzymeStruktur Cas9 dalam keadaan apo memiliki dua lobus yang 

berbeda, lobus pengenalan alfa-heliks (REC) dan nuklease. (NUC) lobus yang 

mengandung HNH yang dikonservasi dan nukleusdomain RuvC terpecah serta 

domain C-terminal yang lebih variabel. Kedua lobus selanjutnya dihubungkan 

melalui dua segmen yang menghubungkan, satu dibentuk oleh jembatan yang 

kaya akan arginin elix dan yang lainnya oleh linker yang tidak teratur (residu 712-

717). Lobus REC terdiri dari tiga domain alfa-heliks (Hel-I, Hel-II, dan Hel-III) dan 

tidak memiliki kesamaan struktural dengan protein lain yang diketahui. CTD 

memanjang juga menampilkan lipatan spesifik Cas9 dan berisi situs yang 

berinteraksi dengan PAM yang diperlukan untuk interogasi PAM. Namun, daerah 

pengenalan PAM ini sebagian besar tidak teratur dalam struktur apo-Cas9, 

menunjukkan bahwa enzim apo-Cas9 disimpan dalam konfigurasi aninaktif, tidak 

dapat mengenali DNA target sebelum mengikat ke RNA panduan. Pengamatan 

struktural ini sejalan dengan apa yang disebut tes tirai DNA yang menunjukkan 

bahwa apo-Cas9 mengikat DNA secara tidak spesifik dan dapat dengan cepat 

terlepas dari situs yang tidak spesifik di hadapan RNA pesaing (panduan RNA atau 

heparin). Penumpukan super struktural dari apo-Cas9 dengan sgRNA-terikat dan 

struktur DNA-terikat lebih lanjut menunjukkan bahwa enzim mengadopsi 

konformasi katalitik tidak aktif dalam postate, memerlukan RNA-induced struktural 

aktivasi untuk pengenalan dan pembelahan DNA. Temuan struktural ini konsisten 

dengan pengamatan biokimia bahwa enzim Cas9 tidak aktif sebagai nukleasi 

tanpa adanya RNA pemandu yang terikat dan selanjutnya mendukung fungsinya 

sebagai endonukleas yang dipandu RN 
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Gambar 2. Keseluruhan struktur Streptococcus pyogenes Cas9 (SpyCas9) dalam 

keadaan apo. (a) Representasi pita dari struktur kristal SpyCas9 

(PDBID4CMP) .IndividualCas9domaindidaftartakdidasarkan padachemeinFigure 

1bunlessotherwisestated. (b) Tampilan dekat domain SpyCas9 RuvC (laut; ikatan 

Mn2 + ion yang ditampilkan sebagai struktur ungu pada suhu di atas PDB); 

thermophilus RuvC dalam kompleks dengan persimpangan Holliday (abu-abu) 

(PDB ID 4LD0). (c) Tampilan close-up situs aktif domain SpyCas9 HNH (hijau) 

ditumpangkan dengan struktur T4 Endo VII (abu-abu) terikat pada ion Mg2 + 

(bola abu-abu) dan DNA persimpangan Holliday (PDB ID 2QNC). Singkatan: 
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CTD, domain C-terminal; Hel, domain alfa-heliks; NUC, nuclease lobe; REC, 

lobus pengenalan; tracrRNA, trans-aktifasi CRISPR RNA. 

 

Hambatan teknis 

Meskipun CRISPR ditingkatkan pada teknologi pengeditan genom yang 

lebih tua, namun terkadang alat pengeditan genom ini memotong tempat yang 

salah. Para ilmuwan belum yakin bagaimana kesalahan ini dapat mempengaruhi 

pasien. Menilai keamanan terapi gen dan meningkatkan teknologi pengeditan 

genom adalah langkah penting untuk memastikan bahwa teknologi ini siap 

digunakan pada pasien. 

 

Kekhawatiran etis 

Para ilmuwan harus mempertimbangkan banyak masalah etis yang dapat 

muncul dengan pengeditan genom, termasuk keamanan. Pertama dan terutama, 

pengeditan genom harus aman sebelum digunakan untuk merawat pasien.  

Beberapa pertanyaan etis lain yang harus dipertimbangkan oleh para ilmuwan dan 

masyarakat adalah apakah boleh menggunakan terapi gen pada embrio ketika 

tidak mungkin mendapat izin dari embrio untuk perawatan? Apakah mendapat izin 

dari orang tua cukup? Bagaimana jika terapi gen terlalu mahal dan hanya orang 

kaya yang bisa mengakses dan membelinya? Itu bisa memperburuk kesenjangan 

kesehatan antara si kaya dan si miskin. Akankah beberapa orang menggunakan 

pengeditan genom untuk sifat-sifat yang tidak penting bagi kesehatan, seperti 

kemampuan atletik atau tinggi badan? Apakah itu tidak apa apa? Haruskah para 

ilmuwan bisa mengedit sel germline? Suntingan di germline akan diturunkan dari 

generasi ke generasi. 

Kebanyakan orang setuju bahwa para ilmuwan tidak boleh mengedit 

genom sel germline saat ini karena keamanan dan komunitas ilmiah di seluruh 

dunia sedang mendekati penelitian terapi germline dengan hati-hati karena 

pengeditan sel germline akan diturunkan dari generasi ke generasi. Banyak 

negara dan organisasi memiliki peraturan ketat untuk mencegah pengeditan 

germline karena alasan ini. NIH, misalnya, tidak mendanai penelitian untuk 

mengedit embrio manusia. 

Para ilmuwan di seluruh dunia mengadakan konferensi untuk 

membicarakan hal ini dan masalah etika serupa pada KTT Internasional tentang 

Pengeditan Gen Manusia. Banyak bakteri dan sebagian besar archaea telah 
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mengembangkan sistem imun adaptif terpandu RNA canggih yang dikodekan oleh 

lokus CRISPR dan gen (cas) terkait CRISPR yang menyertainya untuk 

memberikan kekebalan yang didapat terhadap infeksi bakteriofag dan transfer 

plasmid. Selama proses imunisasi setelah terpapar unsur-unsur genetik 

penyerang dari phageor plasmid, fragmen pendek DNA asing diintegrasikan ke 

dalam pengulangan spacer-spacer CRISPR dalam kromosom inang sebagai 

spacer baru, dengan demikian memberikan catatan genetik infeksi awal yang. 

memungkinkan tuan rumah untuk mencegah invasi di masa depan dari penyerang 

yang sama. Transkripsi selanjutnya dari susunan CRISPR dan pemrosesan enzim 

dari transkrip prekursor-CRISPR melalui pembelahan endonukleolitik 

menghasilkan RNA CRISPR (crRNA). Pada akhirnya crRNA berisi spacer, 

segmen pendek RNA yang melengkapi urutan dari elemen genetik asing, dan 

3 ′end berisi sepotong urutan berulang CRISPR. Pembelahan antara spacer 

crRNA dan target asing komplementer sequence (proto-spacer) memicu 

penghancuran spesifik urutan DNA atau RNA yang diinvasi oleh Cas nucleases 

setelah infeksi kedua. Fitur yang menentukan dari sistem CRISPR-Cas adalah 

perakitan maturecrRNAs dengan protein Cas ke kompleks efektor-CRRNA untuk 

menginterogasi target DNA dan menghancurkan sekuensing urutan dalam asam 

nukleat asing. 
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