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PENDAHULUAN

Hingga saat ini penyakit kanker merupakan penyakit yang di derita oleh banyak orang di Indonesia
(Adyani, 2024). Kanker adalah penyakit genetik yang berasal dari penyimpangan genetik atau epigenetik
kumulatif (Epsilawati et al., 2018). Beberapa masyarakat Indonesia menderita penyakit . kanker tertentu,
seperti kanker darah sepertii leukemia dan limfoma, kanker paru-paru, kanker hati, kanker prostat, kanker
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pankreas, kanker payudara, kanker kulit seperti melanoma, kanker rahim, kanker indung telur, kanker
endometrium, kanker vagina, kanker kista ovarium, kanker mioma dan masih banyak jenis kanker lainnya
(Rahayu & Nurhidayati, 2017). Pengobatan kanker yang sering dilakukan adalah terapi gen. Terapi gen
sel merupakan transfer gen fungsional ke dalam sel tubuh pasien sehingga malfungsi pada organ dapat
diperbaiki (Widyastuti, 2017). Keunggulan terapi gen adalah mampu menekan banyak jenis penyakit yang
ditimbulkan dari kelainan materi genetik. Teknologi yang berkembang dalam terapi gen memberikan hasil
yang baik sehingga terapi gen diaplikasikan sebagai sarana pengobatan penyakit kanker (Ginn et al.,
2013).

Seiring perkembangan jaman dan kemajuan teknologi ditemukan teknologi terapi gen terbaru yaitu
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats associated with Cas9 protein CRISPR/Cas9
atau CRISPR/Cas9. CRISPR adalah alat yang sangat fleksibel untuk memanipulasi genom karena enzim
Cas mengikat DNA target secara independen dari kemampuan mereka untuk memotong DNA target
(Putri, n.d.). Metode ini memanfaatkan prosedur yang sistematis dan natural yang terjadi pada bakteri.
Bakteri memproduksi protein enzim dari dirinya sendiri sehingga teknologi terapi gen
CRISPR/Cas9 membutuhkan biaya yang lebih hemat daripada terapi gen lainnya (Uddin et al., 2020).
Bakteri memiliki kemampuan melindungi dirinya sendiri dari berbagai macam agresi dari virus. Tahap
awal yang dilakukan bakteri adalah memotong DNA virus yang menyerang bakteri (Damara, 2017).

Teknologi CRISPR/Cas9 merupakan rekayasa genetika dengan memanfaatkan mutasi titik dan
penggantian kodon pada Escherichia coli. Plasmid CRISPR/Cas9 pengekspres protein fluoresen hijau
yang mengkode gen virulensi pp38 sedangkan Salmonella sebagai pembawa plasmid untuk terapi in
vivo melawan kanker yang disebabkan oleh virus (Senevirathne et al., 2021). Sebuah laporan terbaru
menggambarkan penggunaan sistem CRISPR-Cas9 untuk mewujudkan berbagai modifikasi genom
yang tepat pada Escherichia coli (. Modifikasi genom dilakukan dengan menggabungkan kode genetik
gRNA dan DNA donor ke dalam satu vektor sehingga dapat mencapai efisiensi pengeditan yang tinggi
dan mengganggu tiga gen target secara bersamaan. Ko-transformasi DNA donor untai ganda dengan
gRNA yang mengekspresikan plasmid menghasilkan efisiensi yang relatif rendah (Ratan et al., 2018).
Hal tersebut mendukung proses intervensi dalam metode CRISPR/Cas9. CRISPR/Cas9 mengintervensi
gen yang menimbulkan terbentuknya sel-sel kanker. Kemampuan tersebut mendukung cara kerja yang
lebih efektif dan efisien, yaitu langsung tertuju dan fokus pada gen yang menyebabkan berkembangnya
sel-sel kanker dalam tubuh . Penelitian ini akan mengkaji tentang rekayasa genetika CRISPR Cas9
menggunakan Escherichia coli dan Salmonella sp. untuk pengobatan kanker hati, pankreas, dan
payudara (Wei et al., 2022).

METODE PENELITIAN

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah kajian literatur yang membahas tiga fokus
kajian, yaitu: 1) Escherichia coli dan Salmonella sp. sebagai agen rekayasa genetika, 2) rekayasa
genetika menggunakan metode CRISPR-Cas9 , serta 3) peranan CRISPR-Cas9 untuk mengobati
penyakit kanker. Penelitian ini dilakukan dengan cara menganalisis hasil-hasil penelitian yang telah
dipubilkasi secara nasional maupun internasional yang berkaitan dengan penyakit kanker, jenis
pengobatan, dan metode CRISPR-Cas9 untuk pengobatan penyakit kanker (Dailami et al., 2022).

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
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Escherichia. coli dan Salmonella sp. sebagai agen rekayasa genetika

Escherichia coli adalah bakteri yang berbentuk seperti batang pendek dengan ukuran diameter
0,7 ym dan panjang 2 um, lebar 0,4 — 0,7 um, bakteri ini termasuk dalam bakteri gram negatif yang bersifat
anaerob fakultatif (Marista et al., n.d.).Sel Escherichia coli dikelilingi oleh membran sel dan terdapat
sitoplasma yang mengandung nucleoprotein. Dinding selnya berlapis kapsul yang menutupi membran sel
bakteri tersebut (Hadijah, 2021). Escherichia coli memiliki bentuk bulat dengan ukuran 0,5 x 1 - 3 y,
biasanya hidup berpasang-pasangan. Bakteri ini bergerak menggunakan flagella peritrik, tidak
membentuk kapsul dan spora, dan termasuk bakteri Gram negatif. Escherichia coli merupakan parasit
dalam saluran pencernaan makanan manusia dan dapat menyebabkan penyakit enteritis, peritonitis,
serta cistitis (Melliawati, 2015)

Struktur DNA Escherichia coli berbentuk heliks ganda yang terdiri dari dua untai polinukleotida,
terdiri dari rangkaian nukleotida adenin (A), sitosin (C), guanin (G) dan timin (T). Kode diatur dalam
susunan yang dikenal sebagai urutan basa DNA serta membentuk heliks ganda. Kode DNA Escherichia
coli terdiri dari sekitar 4,6 juta pasangan basa dan mengandung lebih dari 4.000 gen yang mengkodekan
berbagai protein, RNA, dan molekul lain yang dibutuhkan sel untuk bertahan hidup dan bereproduksi.
Struktur kode DNA Escherichia coli memiliki kesamaan dengan kode DNA organisme lain, tetapi ada
perbedaan urutan basa tertentu yang dapat menyebabkan perbedaan sifat dan karakteristik antar
organisme (Blattner et al., 1997).

Salmonella sp. memiliki struktur yang terdiri dari nukleus, dinding sel, dan sitoplasma. Salmonella
sp. memiliki keunikan, yaitu mampu bertahan hidup di lingkungan aerobik dan anaerobik sehingga bakteri
ini mampu mengkolonisasi atau menargetkan sel kanker atau tumor hipoksia (Santoso, 2018). Hipoksia
adalah suatu keadaan dimana jaringan tubuh kekurangan kadar oksigen (Wahyudi et al., 2022).

Salmonella sp. termasuk bakteri Gram negatif, tidak ada spora, bergerak dengan flagel
ektoplasma, memiliki sifat intraseluler dan opsional anaerobik15. Ukuran bervariasi dari 0,7 hingga 1,5X
2-5 pm, mempunyai somatik antigen (O), serta antigen flagelata (H) dan kapsul antigenik (Vi) (Ristiansyah
etal., 2018). Salmonella sp. termasuk bakteri patogen yang dapat menimbulkan berbagai penyakit seperti
demam tifoid, diare, sakit perut, nyeri dan kram di perut (Cita, 2011). Struktur DNA Salmonella sp.
berbentuk heliks ganda, terdiri dari urutan nukleotida dari adenin (A), sitosin (C), guanin (G) dan timin (T).
Kode DNA Salmonella sp. terdiri dari sekitar 4,9 juta pasangan basa dan mengandung antara 5.000 dan
6.000 gen yang mengkode berbagai protein, RNA, dan molekul lain (Deatherage & Barrick, 2014)

Escherichia coli dan Salmonella sp. merupakan bakteri patogen yang cenderung menimbulkan
penyakit, tetapi dapat dimanfaatkan untuk menyembuhkan berbagai penyakit kanker dengan
menggunakan teknik rekayasa genetika. Untuk mendukung fungsinya dalam pengobatan kanker,
dibutuhkan gen editing untuk menciptakan produk yang dapat meningkatkan sistem kekebalan tubuh atau
melawan sel kanker. Bakteri Escherichia coli dan Salmonella sp. telah digunakan dalam pengobatan
kanker sebagai mediator yang mampu memasukkan produk tersebut ke dalam sel kanker (Yang et al.,
2021).

Contoh pemanfaatan Escherichia coli dan Salmonella sp. dalam pengobatan kanker adalah
menyisipkan gen pembuat protein yang mampu memicu sistem kekebalan tubuh untuk melawan sel
kanker. Struktur DNA bakteri akan dimodifikasi untuk menambah atau mengganti gen yang mampu
menghasilkan produk tersebut. DNA Escherichia coli dan Salmonella sp. juga dapat dimodifikasi untuk
menghasilkan senyawa yang mampu membunuh sel kanker secara langsung. Struktur DNA bakteri dalam
Rekayasa CRISPR/Cas akan dimodifikasi untuk menambah atau mengganti gen yang dapat
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menghasilkan senyawa tersebut. Berdasarkan hal tersebut, maka struktur DNA pada Escherichia coli dan
Salmonella sp. dapat direkayasa dan dimodifikasi untuk mendukung fungsinya dalam terapi kanker dan
imunoterapi (Fatahi et al., 2021)

Rekayasa genetika menggunakan metode CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 merupakan teknologi rekayasa genetika yang menggunakan sistem kekebalan
bakteri yang terdiri dari single guide RNA (sgRNA) dengan kombinasi sintetik non-coding RNA,
khususnya CRISPR RNA (crRNA) untuk memandu modifikasi sekuen DNA target dan promotor crRNA
(Wu et al., 2013). TracrRNA berfungsi sebagai perancah dan berikatan dengan protein yang berasosiasi
dengan CRISPR (Cas). CRISPR (Cas) merupakan enzim endonuklease yang dihasilkan oleh gen “cas
operon” (Wirayasa, 2022) CRISPR/Cas9 adalah mekanisme kompleks yang biasanya bekerja dengan
memotong DNA target. CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
merupakan bagian dari DNA bakteri yang berfungsi sebagai sistem pertahanan terhadap virus atau fag,
sedangkan Cas9 (CRISPR-associated protein 9) adalah enzim yang memotong DNA untuk memperbaiki
atau mengubah urutan asam nukleat (Angeline, 2020).

CRISPR-Cas9 dapat digunakan untuk memotong dan memodifikasi sekuens DNA spesifik pada

sel manusia atau organisme lain dengan memodifikasi urutan DNA tertentu, teknologi tersebut dapat
digunakan untuk melawan penyakit genetik, mengembangkan tanaman yang tahan terhadap hama dan
penyakit, serta menghasilkan enzim atau bahan kimia yang diinginkan. Penggunaan CRISPR-Cas9
bersifat kontroversial karena efek potensialnya masih belum sepenuhnya dipahami. Oleh karena itu,
penggunaan teknologi ini harus dilakukan dengan hati-hati dan memperhatikan aspek etika dan
keamanan (Sander & Joung, 2014).

Sistem CRISPR-Cas9 merupakan sistem kekebalan prokariotik yang memberikan resistensi
terhadap genetik asing (llhamsyah et al., 2018). Mekanisme CRISPR-Cas9 merupakan sistem kekebalan
prokariotik yang memberikan resistensi terhadap genetik asing kompleks yang secara umum bekerja
dengan memotong DNA target. Mekanisme CRISPR-Cas9 terjadi ketika DNA asing masuk ke dalam sel
sehingga fragmen DNA asing tersebut direkam sebagai memori materi genetik dan disimpan ke dalam
spacer. Ketika virus masuk, gen CRISPR akan melanjutkan transkirpsi dengan menghasilan CRSPR DNA
(crRNA) sedangkan gen Cas9 akan menghasilkan protein Cas9. Selanjutnya tracrRNA akan bergabung
dengan crRNA. Gabungan kedua RNA tersebut disebut dengan guide RNA (gRNA). Guide RNA sering
dikenal sebagai RNA pemadu. RNA pemandu ini akan bergabung dengan Cas9 kemudian Cas9 akan
mengikat DNA asing dan memotongnya menjadi DNA inaktif (Siswanto & Kartiko, 2017). Mekanisme
kerja CRISPR-Cas9 pada bakteri dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Mekanisme kerja CRISPR-Cas9 pada bakteri. Sumber : www.generasibiologi.com
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Gambar 2. Pemotongan sisi spesifik DNA oleh nuclease 9 (Minkenberg, 2017)

Pemotongan CRISPR gen merupakan teknik rekayasa genetika molekuler dimana genom
organisme hidup dapat dimodifikasi (Cahyo et al., 2021). Mekanisme pemotongan CRISPR digambarkan
seperti gunting genetika. linti Cas9 membuka kedua untai rangkaian targer DNA untuk memasukkan
modifikasi. Gambar 2 menunjukkan inti komponen CRISPR-Cas9 adalah nuklease Ca9 yang berisi dua
katalitis aktif yaitu RuvC dan HNH dan turunan dari CRISPR RNA (crRNA) serta trans-aktivitas CRISPR
RNA (tracrRNA) yaitu single guide RNA (sgRNA) (llhamsyah et al., 2018). Mekanisme proteksi bakteri
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memiliki 3 tahap utama yaitu adaptasi, transkripsi dan interferensi (Barrangou, 2013). Adaptasi
melibatkan DNA penyerang dari virus atau plasmid yang dibelah menjadi fragmen kecil lalu dimasukan
ke dalm lokus CRISPR. Lokus CRISPR kemudian ditranskripsi dan diproses untuk menghasilkan RNA
kecil (crRNA). CrRNA akan memandu endonuklease efektor untuk menargetkan virus berdasarkan basa
saling melengkapi. Tahap transkripsi, lokus CRISPR yang meliputi spacer kemudian ditranskripsikan
menjadi RNA-RNA CRISPR kecil (crRNA dan tracrRNA) yang memiliki panjang sekitar 40 basa serta
digabungkan dengan tracrRNA untuk mengaktivasi nukleus cas9 (Karvelis et al., 2013). Gen cas terdapat
di dekat kaset CRISPR yang dapat mengekspresikan protein dan memiliki aktivitas helikase dan nukleus
(Jinkerson & Jonikas, 2015). Tahap terakhir interferensi yang meliputi terbentuknya kompleks antara
tracrRNA-crRNA-Cas9 pada ujung 3’ dari struktur dupleks tracrRNA-crRNA serta berikatan dengan cas9
(Jinkerson & Jonikas, 2015). Komples ini akan memotong sekuen DNA utas ganda homolog
(protospacer) pada DNA asing. Syarat untuk proses pemotongan yaitu adanya motif konservatif yang
berdekatan dengan protospacer yang berada di ujung downstream DNA target, yang biasanya
mempunyai sekuen 5-NGG-3’ atau 5-NAG-3’ (Minkenberg, 2017)
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Gambar 3. Pengeditan DNA melalui jalur NHEJ non-homologous end joining dan HR homologous recombination (Prajoko,
2022)

Pengeditan genom dengan sistem CRISPR/cas9 dapat dilakukan dengan cara yang berbeda
tergantung jalur reparasi dan ketersediaan dari cetakan untuk reparasi (Li et al., 2016). Sistem CRISPR-
cas9 mampu membentuk potongan utas ganda pada target DNA yang kemudian akan direparasi oleh
mekanisme reparasi alami dari sel itu sendiri. Ada dua jalur reparasi yaitu non-homologous end joining
(NHEJ) dan homologous recombination (HR). Jalur NHEJ mampu menyebabkan mutasi karena pada
dasarnya jalur ini sangat mudah mengalami kesalahan yang menyebabkan insersi atau delasi acak
(Prajoko, 2022). Selain itu jika DSB menghasilkan ujung overhang, maka NHEJ dapat membantu
mengintroduksi target DNA utas ganda dengan ujung komtibel (Prajoko, 2022)Apabila target mempunyai
daerah homologi dengan sekuen di sekitar DSB, maka DNA yang rusak akan diresparasi dengan HR dan
mekanisme ini mampu dimanfaatkan untuk memeroleh modifikasi atau penyisipan gen yang persisi
(Santoso, 2018). Pengeditan DNA melalui jalur NHEJ non-homologous end joining dan HR homologous
recombination (Gambar 3).
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Gambar 4. Prinsip kerja dari CRISPR-Cas untuk pengeditan gen. Sumber: www.generasibiologi.com

Gambar 4 menunjukkan prinsip kerja pengeditan CRISPR-cas9. Tahap pertama, sgRNA terdiri
dari sekuen crRNA spesifik yang menyasar sehingga DNA target dan tracrRNA berinteraksi dengan Cas9
protein. Tahap kedua, terbentuklah ikatan kompleks antara sgRNA denga protein Cas9 yang
mengandung aktivitas DNA endonuklease. lkatan kompleks tersebut akan menyebabkan dsDNA target
putus. Terputusnya dsDNA akan diperbaiki oleh jalur perbaikan DNA non-homologus dan NHEJ. Proses
inilah yang menyebabkan insertasi atau penghapusan dari nukleotida yang mampu menyebabkan
rusaknya fungsi gen (Cahyo et al., 2021)
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Peranan CRISPR-Cas9 untuk mengobati penyakit kanker

CRISPR-Cas9 memiliki peranan penting di bidang kesehatan yang mampu menyembuhkan
penyakit melalui rekayasa genetika. Salah satu penyakit yang dapat diatasi dengan metode CRISPR-
Cas9 adalah kanker. Proses penyembuhnya terjadi apabila CRISPR-Cas9 dapat melakukan rekayasa
pada beberapa gen dengan menghapus gen yang menyebabkan terjadinya suatu penyakit ataupun
mengubah susunan gen yang mampu menghasilkan suatu karateristik gen yang dapat melawan penyakit
tersebut (Angeline, 2020). Enzim cas9 akan mengkode protein secara spesifik untuk menyerang bakteri
target dengan memasukan plasmid yang berisi CRISPR enzim cas9 pada Escherichia coli yang secara
spesifik akan menyerang Salmonella sp. Plasmid akan berpindah dari Escherichia coli ke Salmonella sp.
sehingga sistem CRISPR akan akiif dan menghancurkan materi genetik patogen. CRISPR hanya
membunuh bakteri patogen secara sepisifik sehingga tidak akan mengganggu keseimbangan mikrobiota
di dalam usus.

Kelebihan Escherichia coli yaitu memiliki struktur yang sederhana dan mudah untuk direkayasa
sehingga menjadi alasan bakteri ini digunakan dalam penerapan metode CRISPR-Cas9. Escherichia coli
dapat bertahan hidup dalam jangka waktu yang cukup lama. Bakteri Escherichia coli memiliki potensi
untuk berkembangbiak di lingkungan ekstraintestinal. Bakteri Escherichia coli dapat tumbuh dengan
cepat dan optimal karena bakteri ini mampu bereplikasi dalam waktu kurang lebih 20 menit (A'yun et al.,
2022)

Escherichia coli telah banyak dikembangkan sebagai bakteri yang menghasilkan enzim dalam
jumlah yang sangat banyak (Anggraini et al., n.d.). Penggunaan Escherichia coli dalam rekayasa genetika
CRISPR- Cas9 adalah sebagai vektor untuk menyisipkan suatu gen tertentu yang diinginkan untuk
dikembangkan. Salmonella sp. memiliki efisiensi yang tinggi sebagai strain bakteri anti tumor dalam
model empiris kanker yang sudah diteliti hingga sekarang. Hasil rekayasa genetika Salmonella sp. dapat
dikombinasikan secara efektif dengan kemoterapi atau radioterapi. Kanker adalah penyakit yang
disebabkan oleh mutasi pada gen yang terlibat dalam pengendalian fungsi, pertumbuhan, dan
pembelahan sel. ltulah sebabnya modulasi epigenetik dan pengeditan genom penting untuk pemodelan
kanker dan kemanjuran terapi. CRISPR-Cas9 menargetkan lokus genom tertentu dengan sgRNA. RNA
lebih mudah disintesis dan dimasukkan ke dalam sel dibandingkan domain protein sehingga CRISPR-
Cas9 dapat memfasilitasi modifikasi genom yang ditargetkan. Spesies bakteri Salmonella sp sangat
efisien dalam menginvasi sel fagositik dan sel nonfagositik. Salmonella sp menjadi vektor pengiriman
plasmid yang efisien.

Kemajuan teknologi rekayasa genetika dalam memanipulasi genom bakteri menjadi pilihan yang
menguntungkan daripada menggunakan mikroorganisme lain (Sihotang et al., 2022). Metode CRISPR-
Cas9 menggunakan Escherichia coli juga memiliki kelebihan yaitu kemampuannya dalam menyunting
beberapa gen yang dapat menyebabkan suatu penyakit. Metode ini sudah banyak digunakan di bidang
kesehatan yaitu dalam penyembuhan penyakit seperti penyakit keturunan, contohnya penyakit kanker
dan penyakit neurodegeneratif (Irianti & Pramono, 2022). Metode CRISPR-Cas9 juga memberikan
kemudahan bagi para ilmuwan dan peneliti dalam usaha menginvestigasi fungsi dari suatu gen,
merancang simulasi pengobatan tentang suatu penyakit, dan mengembangkan sifat genetik yang kuat
melawan penyakit melalui mutasi gen. Melalui metode CRISPR-Cas9, bakteri yang kebal terhadap
antibiotik juga dapat diatasi. Metode CRISPR-Cas9 yang diterapkan, memungkinkan terjadinya integrasi
langsung gen target ke dalam inang kromosom dalam strain yang diinginkan (Beumer et al., 2013).
Kelebihan metode CRISPR-Cas9 juga dapat dilihat dari pengaplikasiannya yang relatif murah dan
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sederhana. Metode CRISPR-Cas9 dalam operasi DNA menjadi jauh lebih akurat, efisien, dan sangat
menguntungkan dalam ekspresi dan ekstraksi heterolog dari kluster gen, khususnya bakteri dengan
ukuran lebih dari 50kb. Transposisi dan rekombinasi homolog tersedia untuk diintegrasikan pada fragmen
DNA eksogen ke dalam genom dari bakteri (Davy et al., 2017).

SIMPULAN

Escherichia coli dan Salmonella mampu direkayasa gennya untuk menghasilkan karakter baru
yang lebih tahan terhadap penyakit dan dapat melawan penyakit kanker. Bakteri Escherichia coli dan
bakteri Salmonella mampu menargetkan sel kanker atau tumor hipoksia. Rekayasa genetika
menggunakan metode CRISPR Cas9 memungkinkan terjadinya integrasi langsung gen target ke dalam
inang kromosom dalam strain yang diinginkan.
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