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Abstrak 

 

Kemunculan teknologi penyuntingan genom, terutamanya CRISPR/Cas9, telah mengubah dan merevolusikan 

landskap bidang genetik dan biologi molekul dengan begitu drastik. Sistem CRISPR/Cas9 diadaptasi daripada 

sistem adaptasi imuniti bakteria, menggunakan enzim Cas9 yang dipandu oleh sgRNA untuk penyingkiran gen atau 

penyuntingan genom secara jitu. Walau bagaimanapun, cabaran seperti kesan luar sasaran (off-target effects) 

telah mendorong pembangunan beberapa varian Cas9 seperti dCas9. dCas9 diubah suai untuk tidak memiliki 

sebarang aktiviti endonuklease dan kini dCas9 telah digunakan untuk pelbagai aplikasi yang melangkaui fungsi 

tradisional CRISPR/Cas9 sebagai kaedah pengeditan genom. Selain itu, teknologi terkini penyuntingan perdana 

(prime editing) telah menggabungkan enzim Cas9 yang diubahsuai bersama enzim transkriptase berbalik (reverse 

transcriptase) untuk meningkatkan lagi tahap keberkesanan penyuntingan genom secara jitu. Walaupun wujud 

kerisauan terhadap pertimbangan etika dan kebimbangan terkait keselamatan, namun teknologi ini menjanjikan 

dampak yang besar di dalam menangani penyakit genetik serta aplikasi dalam bidang perubatan jitu (precision 

medicine). Memahami dan mengoptimumkan potensi CRISPR/Cas9 dan teknologi penyuntingan perdana 

menandakan bermula era baharu dalam bidang penyelidikan berkaitan biologi dan perubatan, dan seterusnya 

menyediakan satu platform untuk penyuntingan genom yang tepat dan pengawalseliaan proses transkripsi gen. 

 

Kata kunci: CRISPR/Cas9, Penyuntingan Perdana, Penyuntingan Genom, Pengawalseliaan Transkripsi, 

Modifikasi Epigenetik 

 

 

Abstract 

 

The advent of genome editing technologies, notably CRISPR/Cas9, have profoundly reshaped the landscape of 

genetic and molecular biology fields. CRISPR/Cas9 system, adapted from bacterial adaptive immune system, 

employs the Cas9 enzyme guided by sgRNA for gene knockout or precise genome editing. However, challenges 

such as off-target effects have paved the way for the development of several Cas9 variants such as dCas9. dCas9 is 

catalytically inactive that have been used for wide variety of applications that go beyond the traditional CRISPR/ 

Cas9-mediated genome editing. Additionally, the latest advancement, prime editing technology, combines a 

modified Cas9 and reverse transcriptase enzyme that has further improved and offered unparalleled efficiency in 

performing precise genome editing. Despite ethical considerations and safety concerns, both CRISPR/Cas9 and 

prime editing technologies hold immense potential for treating various genetic diseases and precision medicine 

applications. Understanding and harnessing the full potential of these technologies would mark a new era in 

the field of biological science and medical-related research, providing powerful and valuable tools for precise 

genome modifications and gene expression regulation. 
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PENGENALAN 

Penyuntingan genom merupakan salah satu teknik 

terkehadapan dalam bidang biologi molekul. Teknik 

ini membolehkan pengubahsuaian jujukan asid 

nukleik (DNA) dilakukan dalam hampir semua 

jenis sel eukariot dan prokariot yang melibatkan 

sisipan, penghapusan, atau penggantian urutan. 

Teknik penyuntingan genom semakin berkembang 

dan berevolusi dengan pantas melalui pembangunan 

pelbagai teknologi terkini seperti kaedah Nuklease 

Jejari Zink (Zinc Finger Nuclease atau ZFNs) dan 

kaedah nuklease efektor seperti pengaktif transkripsi 

(Transcription Activator-Like Effector Nucleases 

atau TALENs) (Carroll 2014; Zhang, Zhang & Yin 

2019). Mutakhir ini, kaedah yang paling popular 

di kalangan saintis adalah teknologi CRISPR/Cas9 

yang berfungsi melalui pemotongan jujukan DNA 

sasaran menggunakan enzim endonuklease Cas9 

yang dipandu oleh helaian tunggal RNA (single 

strand RNA atau sgRNA) (Hsu, Lander & Zhang 

2014). 

Menelusuri sejarah teknologi penyuntingan 

genom, di tahun-tahun awal perkembangannya, 

penyelidik dunia lebih menggunakan kaedah ZFNs 

dan TALENs dalam kajian mereka. Dilaporkan di 

dalam beberapa dapatan penyelidikan, teknologi 

awal ini berjaya menghasilkan sel-sel imun yang 

dapat digunakan untuk rawatan kanser kanak-kanak 

(Qasim et al. 2017), mengurangkan mutasi gen HBB 

dalam sel stem haematopoietik (Chang et al. 2017b; 

Hoban et al. 2013), dan menyahaktifkan gen CCR5 

dalam sel somatik (Miller et al. 2011). Berdasarkan 

kejayaan dapatan ini, kaedah penyuntingan genom 

terbukti mempunyai potensi yang besar untuk 

tujuan terapeutik dan mampu mengubah bukan 

sahaja landskap bidang perubatan malah bidang- 

bidang lain seperti farmaseutikal, bioteknologi dan 

pertanian (Gaj, Gersbach & Barbas 2013; Li et al. 

2020a; Osakabe & Osakabe 2015). 

Walau bagaimanapun, kemunculan teknologi 

CRISPR/Cas9 pada sekitar tahun 2012 telah 

menyebabkan ramai penyelidik beralih arah dari 

penggunaan teknologi ZFNs dan TALENs kepada 

teknologi CRISPR/Cas9 ini (Mali et al. 2013). Hal 

ini disebabkan kerana teknologi CRISPR/Cas9 

adalah lebih efisien, fleksibel, dan mudah untuk 

diatur cara (Jinek et al. 2012). Secara umumnya, 

kaedah penyuntingan genom ZFNs dan TALENs 

adalah kompleks, kerana teknologi ini bergantung 

kepada interaksi antara protein yang membawa 

enzim endonuklease FokI (yang akan memotong 

kawasan sasaran) dengan urutan DNA di kawasan 

sasaran (Rajah 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rajah 1. Prinsip asas kaedah penyuntingan genom ZFNs, TALEN dan CRISPR/Cas9 

Penyelidik perlu membina struktur protein ini agar 

ianya bersesuaian dan spesifik dengan kawasan 

sasaran. Sekiranya penyelidik mahu menyasarkan 

kawasan lain, struktur protein yang baharu perlu 

dibina dan dicirikan, proses ini memakan masa 

yang lama dan melibatkan kos yang tinggi (Eid & 

Mahfouz 2016). 

Sebaliknya, teknologi CRISPR/Cas9 pula 

bergantung kepada interaksi antara sgRNA dengan 

urutan DNA di kawasan sasaran berdasarkan 

padanan bes komplimentari Watson-Crick (Watson- 

Crick complimentary base pairing). sgRNA yang 

mempunyai kepanjangan antara 18-20 bp akan 

membentuk  sebatian  dengan  enzim  Cas9  dan 

memandu enzim ini ke kawasan sasaran (Jinek et 

al. 2012; Mojica et al. 2005). Untuk menyasarkan 

kawasan baharu, penyelidik hanya perlu mereka 

bentuk sgRNA yang melengkapi urutan DNA di 

kawasan sasaran tersebut. Disebabkan oleh tahap 

fleksibiliti yang tinggi ini, kaedah CRISPR/Cas9 ini 

boleh digunakan untuk menyasarkan lebih daripada 

satu atau hampir keseluruhan gen yang terdapat 

dalam organisma eukariot secara serentak (Bock 

et al. 2022; Cong et al. 2013; Patel et al. 2022). 

Perbezaan antara teknologi penyuntingan genom 

ZFNs, TALENs dan CRISPR/Cas9 disenaraikan 

dalam Jadual 1. 
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Jadual 1. Perbezaan antara teknologi penyuntingan genom ZFNs, TALENs dan CRISPR/Cas9 
 

 
ZFN dan TALEN CRISPR/Cas9 

Prinsip 

penyasaran 
Interaksi antara protein dan DNA kawasan sasaran Interaksi antara gRNA dan DNA kawasan sasaran 

 

Komponen 

penyasaran 

Protein mempunyai DNA-binding domain yang 

akan mengenalpasti dan mengikat jujukan DNA 

spesifik di kawasan sasaran 

gRNA yang komplementari dengan jujukan DNA 

spesifik di kawasan sasaran akan membentuk 

kompleks dengan enzim Cas9 

 

 

 

 

Kecekapan 

rekabentuk 

Sukar dan kurang cekap 

Perlu membina dan mencirikan protein baharu 

untuk menyasarkan kawasan DNA lain 

Boleh megambil masa yang lama dan kos yang 

tinggi 

Hanya boleh menyasarkan satu kawasan DNA 

pada satu masa 

Kecekapan penghantaran yang rendah ke dalam 

sel 

Mudah dan lebih cekap: 

Hanya perlu merekabentuk gRNA yang 

komplementari dengan DNA kawasan sasaran 

(watson-crick pairing) 

Cepat dengan kos yang amat berpatutan 

Boleh menyasarkan banyak kawasan DNA serentak. 

Genome wide-gene editing juga boleh dilakukan 

Kecekapan penghantaran yang tinggi ke dalam sel 

 

KAEDAH PENYUNTINGAN GENOM 

CRISPR/CAS9 

2.1. Sejarah Penemuan Dan Adaptasi Untuk Sel 

Eukariot 

 

CRISPR adalah akronim untuk kelompok 

pengulangan pendek berpalindrom yang berselang 

secara teratur (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats). Seperti yang diterangkan 

dalam seksyen 1, Cas9 merupakan enzim yang 

bertanggungjawab untuk memotong jujukan DNA 

yang ingin disunting. Pada awal penemuannya, 

sistem CRISPR/Cas9 ini hanyalah mekanisme 

adaptasi imuniti bakteria untuk menentang serangan 

atau jangkitan bakteriofaj (bacteriophage) dan virus 

(Barrangou et al. 2007; Jansen et al. 2002). Semasa 

proses jangkitan ini berlaku, sebahagian daripada 

elemen genetik bakteriofaj dan virus ini akan 

diintegrasi ke dalam genom bakteria yang dijangkiti. 

Secara khususnya, proses integrasi ini berlaku 

di antara jujukan DNA berulang (repeated DNA 

sequence) bakteria yang dikenali sebagai CRISPR 

DNA. Sekiranya terdapat jangkitan berulang, 

bakteria akan menghasilkan CRISPR RNA (crRNA) 

dan seterusnya akan membentuk kompleks bersama 

tracrRNA dan enzim Cas9 (Barrangou et al. 2007). 

Kompleks ini akan mengesan dan memusnahkan 

elemen genetik bakteriofaj atau virus yang menepati 

crRNA tersebut (Rajah 2). 
 

 

Rajah 2. Sistem adaptasi imuniti bakteria yang telah diadaptasi untuk pembangunan teknologi 
penyuntingan genom CRISPR/Cas9 
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Bertitik tolak daripada keberkesanan sistem 

adaptasi imuniti bakteria ini di dalam menyasarkan 

DNA, maka para saintis telah berjaya mengadaptasi 

sistem CRISPR/Cas9 ini untuk tujuan penyuntingan 

genom sel eukariot (Cho et al. 2013; Jinek et al. 

2013; Syafruddin et al. 2019). Bagi memudahkan 

penggunaan aplikasi ini di dalam sel eukariot, 

para saintis telah membuat modifikasi dengan 

mencantumkan crRNA bersama tracrRNA yang kini 

dikenali sebagai sgRNA. sgRNA ini membentuk 

kompleks dengan Cas9 yang seterusnya akan 

membawa Cas9 ini ke kawasan jujukan DNA 

sasaran yang menepati sgRNA (Jinek et al. 2012). 

Satu syarat utama dalam reka bentuk sgRNA 

adalah sgRNA ini perlu berada di huluan 5’ jujukan 

DNA yang dikenali sebagai motif bersebelahan 

pengatur jarak proto (Protospacer Adjacent Motif 

atau PAM) (Collias & Beisel 2021). Syarat ini amat 

penting kerana enzim Cas9 akan mengenal pasti 

jujukan PAM dan jujukan PAM ini bergantung 

kepada jenis enzim Cas9 yang digunakan Jadual 

2. Enzim Cas9 yang paling kerap digunakan 

adalah daripada Streptococcus pyogenes (SpCas9) 

manakala jujukan PAM untuk SpCas9 adalah 5’ 

NGG 3’ (Gasiunas et al. 2012; Jinek et al. 2012). 

 
Jadual 2. Enzim Cas9 yang diasingkan daripada spesies 

bakteria berbeza berserta syarat jujukan PAM 
 

Enzim Cas9 Bakteria 
Jujukan PAM 

(5’ to 3’) 

SpCas9 
Streptococcus 

pyogenes 
NGG 

SaCas9 
Staphylococcus 

aureus 

NGRRT or 

NGRRN 

NmecAS9 
Neisseria 

meningitidis 
NNNNGATT 

CjCas9 Campylobacter jejuni NNNNRYAC 

StCas9 
Streptococcus 

thermophilus 
NNAGAAW 

LbCpf1 
Lachnospiraceae 

bacterium 
TTTV 

AsCpf1 Acidaminococcus sp. TTTV 

 

SpCas9 mempunyai dua bahagian asas iaitu 

bahagian (i) pengesanan (recognition atau Rec) 

dan (ii) nuklease (nuclease atau Nuc). Enzim Cas9 

berinteraksi dan membentuk kompleks dengan 

sgRNA melalui bahagian Rec. Bahagian Nuc pula 

berperanan untuk memotong jujukan DNA sasaran 

menerusi dua domain nuklease yang dikenali sebagai 

HNH dan RuvC (Ishino, Krupovic & Forterre 2018; 

Nishimasu et al. 2014). Domain nuklease RuvC 

akan membelah helaian DNA yang mengandungi 

jujukan PAM manakala domain nuklease HNH akan 

membelah helaian DNA yang bertentangan dan 

seterusnya akan menyebabkan bebenang ganda dua 

DNA terputus (Shibata et al. 2017) (Rajah 3). Posisi 

belahan helaian DNA ini juga adalah spesifik iaitu 

tiga nukleotida di huluan 5’ jujukan PAM. Pecahan 

bebenang ganda dua DNA boleh mengakibatkan 

tekanan genotoksik kepada sel dan jika tidak dibaiki 

akan menyebabkan kerosakan yang lebih teruk. Oleh 

yang demikian, sel akan mengaktifkan mekanisme 

baik pulih DNA yang seterusnya dieksploitasi oleh 

para saintis untuk menjadi prinsip asas penyuntingan 

genom sel eukariot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Rajah 3. Domain HNH dan RuvC enzim SpCas9 yang 

mencetus pecahan bebenang ganda dua DNA 

2.2. Mekanisme Penyuntingan Genom CRISPR/ 

Cas9 

Sel akan bertindak balas terhadap pecahan bebenang 

ganda dua DNA yang dicetuskan oleh kompleks 

Cas9/sgRNA dengan mengaktifkan mekanisme 

baik pulih DNA sama ada menerusi penyambungan 

hujung bukan homolog (non-homologous end 

joining atau NHEJ) atau pembaikan berpandukan 

homologi (homology-directed repair atau HDR) 

(Symington & Gautier 2011) (Rajah 4). Mekanisme 

NHEJ akan mengambil tempat sekiranya sel tidak 

mempunyai sebarang templat untuk membaiki 

pecahan bebenang ganda dua DNA tersebut. 

Sekiranya terdapat templat untuk proses baik pulih 

berlaku, sel akan mengaktifkan mekanisme HDR 

(Symington & Gautier 2011). Namun begitu, kadar 

keefisienan mekanisme HDR adalah sangat rendah 

menjadikan NHEJ mekanisme pembaikan DNA yang 

utama dalam sel (Liu et al. 2019). Oleh kerana tiada 

templat, mekanisme NHEJ akan membaiki pecahan 

bebenang ganda dua DNA ini secara rawak. Perkara 

ini akan menyebabkan mutasi atau perubahan 

jujukan DNA sama ada melalui penambahan atau 

kehilangan satu (atau lebih) nukleotida (Insertion/ 

Deletion atau INDELs) di kawasan sasaran (Chang 

et al. 2017a). 

Dengan menggunakan teknologi CRISPR/Cas9 

yang disusuli oleh pengaktifan mekanisme NHEJ, 

saintis boleh mengganggu atau menyahaktifkan 

fungsi sesuatu gen atau protein dengan berkesan 

(Bétermier, Bertrand & Lopez 2014). Mekanisme 

ini dapat membantu kajian tentang peranan gen 

atau protein tertentu dalam pengawal aturan proses 

fisiologi atau patofisiologi organisma dengan lebih 

terperinci. 
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Rajah 4. Mekanisme baikpulih pecahan bebenang ganda dua DNA yang dicetuskan oleh kompleks sgRNA/Cas9. Pengaktifan 

mekanisme baikpulih NHEJ akan menyebabkan penyingkiran gen manakala pengeditan gen secara jitu diaruh oleh mekanisme 

baikpulih HDR 

Untuk penyuntingan jujukan DNA yang lebih 

jitu, mekanisme HDR perlu diaktifkan dengan 

menghantar templat baik pulih ke dalam sel, sama 

ada dalam bentuk helaian tunggal DNA (single- 

stranded DNA atau ssDNA), plasmid atau bulatan 

mini (minicircle) bersama dengan enzim Cas9 dan 

sgRNA (Ran et al. 2013b). Templat baik pulih ini 

mengandungi jujukan DNA yang akan menggantikan 

atau disisip ke dalam kawasan sasaran dan diapit 

oleh jujukan DNA yang mempunyai homologi 

dengan kawasan sasaran. Sejurus pecahan bebenang 

ganda dua DNA berlaku, sel akan membaiki pecahan 

ini dengan menggunakan templat melalui proses 

rekombinasi homolog (homologous recombination) 

(Ran et al. 2013b). Pengeksploitasian proses 

rekombinasi homolog ini membolehkan pengeditan 

gen secara jitu dan penyisipan gen (gene knockin) 

dapat dijalankan dengan menggunakan teknologi 

CRISPR/Cas9. Namun begitu, pengeditan gen 

secara jitu melalui proses ini tidak boleh dijalankan 

di dalam sel yang tidak mempunyai keupayaan 

untuk menjalankan proses rekombinasi homolog 

(homologous recombination deficiency) (Liu et al. 

2019). 

Kedua-dua kaedah penyuntingan genom 

CRISPR/Cas9 ini sama ada melalui proses NHEJ 

atau HDR ini telah digunakan secara meluas dalam 

bidang penyelidikan biologi molekul, genetik, sains 

perubatan dan lain-lain (Doudna 2020; Hsu, Lander 

& Zhang 2014; Uddin, Rudin & Sen 2020). Hal 

ini disebabkan oleh tahap keefisienan yang tinggi 

serta aliran kerja yang lebih ringkas untuk tujuan 

penyenyapan gen atau pengubahsuaian jujukan 

DNA secara jitu di kawasan sasaran. 

VARIASI ENZIM CAS9 

Di sebalik tahap keefisienan yang tinggi dalam 

menyasarkan dan mengedit gen, teknologi CRISPR/ 

Cas9 ini juga mempunyai beberapa kekurangan 

yang telah menghalang kemajuan aplikasinya untuk 

tujuan perubatan dan terapeutik. Seperti yang telah 

dinyatakan, NHEJ adalah mekanisme baikpulih DNA 

yang utama dalam sel dan lebih cekap berbanding 

HDR (Liu et al. 2019). Disebabkan itu, kadar 

kejayaan untuk menghasilkan gen terubahsuai secara 

jitu amat rendah. Selain itu, terdapat kebimbangan 

faktor keselamatan bahawa enzim Cas9 ini mungkin 

boleh bertindak di luar kawasan sasaran (Doudna 

2020). Tambahan pula, pecahan bebenang ganda 

dua DNA yang dicetuskan oleh enzim Cas9 ini akan 

menyebabkan tekanan genotoksik di dalam sel dan 

boleh menjejaskan integriti genom (Sheridan 2021). 

Justeru, beberapa strategi telah dibangunkan untuk 

meningkatkan tahap keefisienan, pengkhususan dan 

keselamatan penggunaan teknologi CRISPR/Cas9 

ini, terutamanya untuk aplikasi klinikal. Antaranya 

adalah termasuk pembangunan pelantar reka 

bentuk sgRNA yang lebih baik bagi meningkatkan 

kecekapan proses sasaran dan meminimumkan 

tindakan di luar kawasan sasaran (Cui et al. 2018). 

Para saintis juga telah mereka bentuk pelbagai varian 

enzim Cas9 untuk mengatasi dan menyelesaikan 

masalah yang dihadapi ini. Selain itu, pembangunan 

varian enzim Cas9 ini telah membolehkan teknologi 

CRISPR/Cas9 ini digunakan dalam pelbagai 

aplikasi dan tidak lagi terhad kepada proses 

sasaran dan penyuntingan gen. Ini adalah termasuk 

modulasi proses transkripsi, pengubahsuaian histon 
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dan metilasi DNA, visualisasi kromosom, dan 

pengeditan gen secara jitu yang tidak bergantung 

kepada HDR (Adli 2018; Sánchez-Rivera & Jacks 

2015). 

 

3.1. Cas9 Nickase 

 

Cas9 nickase atau Cas9n dihasilkan dengan 

memutasikan salah satu domain nuklease (RuvC 

atau HNH) yang berfungsi untuk memotong jujukan 

DNA di kawasan sasaran. Bagi domain nuklease 

RuvC, asid aspartik di posisi amino asid yang ke- 

10 di gantikan dengan alanina (D10A), manakala 

histidina di posisi amino asid 840 domain nuklease 

HNH digantikan dengan alanina (H840A) (Ran et 

al. 2013a). Penyahaktifan aktiviti nuklease dalam 

salah satu domain ini hanya akan mengakibatkan 

cetusan pecahan bebenang tunggal DNA (single 

strand break) oleh kompleks sgRNA/Cas9n di 

kawasan sasaran. Bagi tujuan proses sasaran atau 

pengeditan gen, konfigurasi dua kompleks sgRNA/ 

Cas9n secara berpasangan dan berdekatan antara 

satu sama lain diperlukan. Setiap satu kompleks 

sgRNA/Cas9n ini akan menyasarkan helaian DNA 

yang bertentangan dan seterusnya mencetuskan 

pecahan bebenang ganda dua DNA yang akan dibaik 

pulih samada menerusi mekanisme NHEJ atau HDR 

(Ran et al. 2013a). Penggunaan varian Cas9n dan 

dua sgRNA yang berbeza di kawasan sasaran ini 

dapat meningkatkan ketepatan dan meminimumkan 

tindakan di luar kawasan sasaran (Shen et al. 2014; 

Trevino & Zhang 2014). 

Di samping itu, enzim Cas9n juga telah 

digunakan untuk membangunkan teknologi 

penyuntingan jitu ke atas gen generasi baharu yang 

tidak bergantung kepada HDR: penyuntingan bes 

(base editing atau BE) dan penyuntingan perdana 

(prime editing atau PE) (Anzalone et al. 2019; 

Gaudelli et al. 2020; Komor et al. 2016). Berbeza 

dengan kaedah tradisional CRISPR/Cas9, BE dan 

PE tidak mencetuskan pecahan bebenang ganda 

dua DNA serta tidak memerlukan templat baik 

pulih yang berasingan untuk menyunting jujukan 

DNA. Dalam teknologi BE, Cas9n digabungkan 

sama ada dengan (i) sitosina deaminase (CBE) 

yang akan menggantikan sitosina kepada timidina, 

atau (ii) adenosina deaminase (ABE) yang akan 

memangkin penukaran adenina kepada guanina 

(Gaudelli et al. 2020; Komor et al. 2016). Teknologi 

PE pula menggunakan Cas9n yang dikonjugasikan 

bersama dengan enzim transkriptase berbalik 

(reverse transcriptase) di mana templat baik pulih 

dibekalkan bersama dengan sgRNA dan jujukan 

pengikat primer (primer binding sequence atau 

PBS) dalam satu oligonukleotida yang dikenali 

sebagai pegRNA (Anzalone et al. 2019). Berbanding 

teknologi PE, aplikasi teknologi BE amat terhad 

dalam penyuntingan gen kerana ia hanya boleh 

memangkin penggantian nukleotida tunggal tertentu 

sahaja. Sehubungan itu, teknologi PE adalah 

lebih versatil di mana ia boleh digunakan untuk 

memangkin sebarang jenis perubahan nukleotida 

sama ada tunggal mahupun lebih. Dalam pada itu, 

teknologi PE juga boleh digunakan untuk menyisip 

atau menyingkirkan jujukan pendek DNA (small 

INDELs) di kawasan sasaran. Teknologi PE ini akan 

dibincangkan dengan lebih mendalam dalam ulasan 

ini manakala perincian untuk teknologi BE boleh 

dirujuk dengan lebih terperinci di dalam makalah 

berikut (Anzalone, Koblan & Liu 2020; Chen & Liu 

2023; Porto et al. 2020). 

 

3.2. Cas9 tidak aktif (Dead Cas9) 

 

Berpandukan strategi penghasilan Cas9n, para 

saintis seterusnya berjaya menghasilkan Cas9 tidak 

aktif atau“Cas9 mati” (dead Cas9/dCas9) dengan 

menyahaktifkan kedua-dua domain nuklease 

RuvC dan HNH (Qi et al. 2013). Disebabkan oleh 

modifikasi ini, dCas9 kehilangan sepenuhnya aktiviti 

nukleasenya dan tidak boleh mencetuskan sebarang 

pecahan DNA. Namun begitu, dCas9 masih boleh 

direkrut ke kawasan sasaran oleh sgRNA (Jusiak 

et al. 2016). Oleh yang demikian, para saintis 

mengambil peluang ini untuk menghasilkan varian 

dCas9 dengan menggabungkan dCas9 dengan 

pelbagai enzim atau molekul pemangkin yang lain. 

Dalam konteks ini, dCas9 hanya berfungsi sebagai 

“pengangkut’ yang membawa enzim atau molekul 

pemangkin ini yang seterusnya akan bertindak dan 

menjalankan fungsinya ke atas kawasan sasaran 

(Adli 2018). Sebagai contoh, dCas9 digabungkan 

dengan domain pengaktif transkripsi (VP64 atau 

VPR) atau domain penindas transkripsi (KRAB) di 

mana kedua-dua variasi dCas9 ini berguna untuk 

mengawal selia ekspresi dan mengkaji fungsi gen 

(Alerasool et al. 2020; Chavez et al. 2015; Gilbert et 

al. 2013; Maeder et al. 2013). 

Di samping itu, terdapat varian dCas9 yang 

digabungkan dengan kumpulan enzim yang 

berfungsi dalam pengawalseliaan dan modifikasi 

epigenetik. Penggabungan ini termasuk dengan 

enzim yang memangkin modifikasi protein histon 

seperti histon asetiltransferase, histon deasetilase 

dan histon metiltransferase yang berperanan dalam 

mengawal pembukaan dan penutupan kawasan 

kromatin (Hilton et al. 2015; Kearns et al. 2015; 

Kwon et al. 2017; Li et al. 2020b; O’Geen et al. 

2017). Pembukaan dan penutupan kromatin ini 

merupakan antara proses awal dan penting dalam 

pengawalaturan replikasi dan transkripsi gen dalam 

sel. Selain itu, penggabungan dCas9 dengan enzim 

yang berperanan dalam proses metilasi DNA seperti 

DNA metiltransferase dan DNA demetilase juga 

telah digunakan untuk mengkaji pengawalseliaan 

ekspresi dan fungsi gen di dalam sel (Lu et al. 2019; 
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Nuñez et al. 2021; Taghbalout et al. 2019; Tarjan, 

Flavahan & Bernstein 2019). Selain itu, dCas9 

juga boleh digunakan untuk tujuan penandaan atau 

visualisasi lokus genomik atau kromatin dengan 

mengkonjugasikan dCas9 ini bersama protein 

pendarfluor hijau, merah dan lain-lain (Chen et al. 

2018;Ye, Rong & Lin 2017). Rajah 5 menggambarkan 

aplikasi dCas9 yang pelbagai melalui penggabungan 

dCas9 bersama enzim atau molekul pemangkin 

yang berkaitan. Perincian berkaitan aplikasi dCas9 

ini boleh dirujuk dalam ulasan-ulasan berikut (Adli 

2018; Rahman & Tollefsbol 2021; Xu & Qi 2019). 

Secara kolektif, penjanaan varian dCas9 yang ini 

telah mengembangkan aplikasi teknologi CRISPR 

melangkaui fungsi tradisionalnya sebagai alat proses 

sasaran dan pengeditan gen. Justeru, para saintis 

kini mempunyai pelbagai kaedah biologi molekul 

untuk mengkaji fungsi gen serta proses fisiologi 

dan patofisiologi dengan lebih komprehensif dan 

efisien. 
 

 
Rajah 5. Aplikasi dCas9 dalam pengawalseliaan proses transkripsi dan modifikasi epigenetik 

TEKNOLOGI PENYUNTINGAN 

PERDANA 

Seperti yang telah dibincangkan dalam subseksyen 

3.1, penghasilan varian Cas9n telah menjadi asas 

kepada pembangunan teknologi penyuntingan bes 

(BE) dan penyuntingan perdana (PE) yang dapat 

menyunting jujukan DNA dengan lebih cekap dan 

jitu (Kantor, McClements & MacLaren 2020). 

Kelebihan BE dan PE adalah teknologi ini tidak 

memerlukan templat baik pulih yang berasingan 

serta tidak akan menyebabkan pecahan bebenang 

ganda dua DNA (Anzalone, Koblan & Liu 2020). 

Namun begitu, aplikasi teknologi BE hanya terbatas 

untuk membuat perubahan atau mencetuskan mutasi 

transisi pada nukleotida tunggal: G→A, A→G, 

T→C, dan C→T (Gaudelli et al. 2020; Komor et 

al. 2016). Oleh yang demikian, teknologi PE yang 

lebih versatil telah dibangunkan, teknologi ini boleh 

memangkin sebarang perubahan jujukan DNA sama 

ada pada nukleotida tunggal atau lebih (mutasi 

transisi dan transversi), selain mampu membuat 

penyisipan atau penyingkiran jujukan DNA (Chen 

& Liu 2023). Atas kelebihan ini, teknologi PE 

mempunyai potensi besar untuk digunakan dalam 

membangunkan model eksperimen dan mengkaji 

pelbagai jenis penyakit yang berpunca daripada 

mutasi jujukan DNA. 

Teknologi PE menggunakan Cas9n yang 

dikonjugasikan dengan enzim transkriptase 

berbalik (Cas9n-RT), dan oligonukleotida pegRNA 

yang mengandungi (i) jujukan sgRNA yang 

komplimentari dengan kawasan sasaran, (ii) jujukan 

primer untuk proses baik pulih oleh enzim RT (PBS) 

dan (iii) template baik pulih (Anzalone et al. 2019). 

Cas9n-RT akan dipandu ke kawasan sasaran oleh 

pegRNA di mana kawasan sasaran ini harus berada 

di huluan jujukan PAM (5’ NGG 3’) yang merupakan 
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syarat utama penggunaan enzim Cas9 dari spesies 

Streptococcus pyogenes. Kompleks Cas9n-RT/ 

pegRNA akan mencetuskan pecahan bebenang 

tunggal DNA di kawasan sasaran yang seterusnya 

akan dibaiki oleh enzim RT dengan menggunakan 

jujukan PBS dan templat baik pulih yang 

dibekalkan dalam pegRNA (Anzalone et al. 2019) 

(Rajah 6). Bagi meningkatkan tahap keberkesanan 

penyuntingan, satu sgRNA berasingan boleh direka 

bentuk dan dihantar ke dalam sel bersama-sama 

dengan komponen PE yang dinyatakan di atas. 

sgRNA tambahan ini akan memandu Cas9n-RT ke 

bebenang DNA yang bertentangan dan seterusnya 

mengaruh  pecahan  bebenang  tunggal  DNA 

(Anzalone et al. 2019). 
 

 
Rajah 6. Prinsip asas dan komponen kaedah penyuntingan 

Prime editing 

 

4.1 Aplikasi Penyuntingan Perdana dalam 

Pembangunan Model Eksperimen Penyakit dan 

Terapi 

 

Teknologi PE ini telah digunakan secara meluas 

dalam lapangan kajian perubatan dan pembangunan 

model eksperimen yang lebih tepat dan mirip kepada 

patogenesis penyakit yang dikaji (Abuhamad et 

al. 2022; Anzalone et al. 2019; Happi Mbakam et 

al. 2022; Schene et al. 2020; Sürün et al. 2020). 

Dalam kajian terdahulu yang dijalankan oleh 

Anzalone et al. (2019), teknologi PE digunakan 

untuk memperkenalkan jujukan DNA asal atau 

membetulkan mutasi patogenik yang menyebabkan 

penyakit berkaitan genetik seperti Sickle Cell 

Disease dan penyakit Tay-Sachs Disease. Dalam 

kajian penyakit Sickle Cell Disease, mutasi HBB 

E6V dapat diperkenalkan ke dalam sel selanjar buah 

pinggang embrio manusia (HEK293T) dengan kadar 

kecekapan penyuntingan sebanyak 44% melalui 

penggunaan teknologi PE. Seterusnya, teknologi 

PE ini juga digunakan untuk membalikkan mutasi 

gen HBB E6V kepada jujukan asal (wild-type) dan 

kecekapan pembetulan mutasi yang diperhatikan 

adalah di antara 26% hingga 52% (Anzalone et al. 

2019). 

Selain itu, Liu et al., menggunakan teknologi 

PE untuk mengkaji kesan mutasi E342K serta baik 

pulih mutasi gen Serpin Peptidase Inhibitor Family 

A Member 1 ini dalam model eksperimental in vitro 

dan in vivo penyakit Alpha-1 Antitrypsin Deficiency 

(Liu et al. 2021). Dalam penemuan lain, teknologi PE 

digunakan untuk membaik pulih mutasi gen DNMT1 

dalam retina mencit yang menyebabkan penyakit 

Inherited Retinal Disease (She et al. 2023). Terdapat 

juga kajian yang mengaplikasikan teknologi PE ini 

untuk memperbaiki mutasi R785* dalam gen CFTR 

yang menyebabkan penyakit Cystic Fibrosis (Geurts 

et al. 2021). Disamping itu, teknologi PE digunakan 

dalam kajian untuk menyisip semula 2 nukleotida 

yang tersingkir dalam gen DMD yang menyebabkan 

penyakit Duchenne Muscular Dystrophy berjaya 

mengembalikan semula fungsi gen DMD dalam 

menghasilkan protein dystrophin (Chemello et al. 

2021). 

Kajian kes yang dibincangkan di atas 

menunjukkan penggunaan dan fleksibiliti 

teknologi penyuntingan perdana atau PE dalam 

membangunkan model eksperimen yang tepat 

dan mirip dengan penyakit yang dikaji. Selain 

daripada itu, ia juga menunjukkan tahap keefisienan 

teknologi PE ini yang tinggi dalam penyuntingan 

gen terutama sekali untuk membalikkan mutasi 

kepada jujukan asal (wild-type) dan berpotensi 

untuk digunakan secara klinikal sebagai kaedah 

rawatan. Namun begitu, kajian klinikal yang lebih 

komprehensif dan mendalam masih diperlukan bagi 

memastikan keberkesanan dan keselamatan kaedah 

rawatan berasaskan teknologi PE ini. 

 

PENUTUP DAN PERSPEKTIF MASA 

HADAPAN 

Penemuan dan seterusnya adaptasi penggunaan 

teknologi CRISPR/Cas9 dalam sel eukariot memang 

tidak dapat dinafikan telah merevolusikan bidang 

penyelidikan berkaitan biologi dan perubatan ke 

tahap yang tidak dapat kita bayangkan sebelum 

ini. Kemajuan teknologi ini berkembang dengan 

begitu pesat dan sehingga kini ia telah digunakan 

secara meluas oleh saintis di seluruh dunia. Hal ini 

didorong oleh tahap fleksibiliti dan keefisienannya 

yang tinggi serta aplikasinya yang pelbagai, 

merangkumi proses penyingkiran dan penyuntingan 

gen secara jitu sehinggalah kepada pengawalseliaan 

proses transkripsi dan modifikasi epigenetik. 

Disebabkan oleh ini, dua saintis yang menjadi 

antara tulang belakang penting dalam penemuan 

dan pembangunan teknologi CRISPR/Cas9 ini, 

Jennifer Doudna dan Emmanuelle Charpentier, 

telah dianugerahkan Hadiah Nobel dalam bidang 

Kimia pada tahun 2020 (Ledford & Callaway 

2020). Kejayaan ini amat mengagumkan kerana 

kebolehgunaan teknologi CRISPR/Cas9 ini dalam 

penyuntingan gen sel eukariot telah ditunjukkan 
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buat kali pertama pada tahun 2012 (Cong et al. 2013; 

Mali et al. 2013), dan 8 tahun berselang, dua saintis 

yang merintis teknologi ini telah berjaya merangkul 

Hadiah Nobel. 

Di sebalik kelebihan dan ciri luar biasa teknologi 

CRISPR/Cas9 ini, kaedah ini secara umumnya 

masih terbatas untuk kegunaan dalam bidang 

penyelidikan berkaitan perubatan, farmaseutikal, 

bioteknologi dan pertanian. Beberapa faktor telah 

menjadi perdebatan dan batu penghalang kepada 

pengeksploitasian sepenuhnya teknologi ini, 

terutama sekali untuk tujuan terapeutik. Antara 

faktor yang menjadi kebimbangan penggunaan 

teknologi ini dalam merawat pesakit adalah faktor 

ketoksikan, tindakan di luar kawasan sasaran dan 

keberkesanan kaedah rawatan itu sendiri. Bagi 

meleraikan kegusaran ini, saintis telah berusaha 

untuk meningkatkan keselamatan dan keberkesanan 

untuk membolehkan penggunaan teknologi 

CRISPR/Cas9 secara klinikal. Namun begitu, 

ini tidak bermakna yang teknologi ini tidak dapat 

digunakan langsung dalam penyelidikan berkaitan 

pembangunan kaedah terapeutik untuk kegunaan 

klinikal. Sebagai contoh, kaedah CRISPR/ 

Cas9 digunakan dalam kajian klinikal kanser 

immunoterapi di mana imun T-sel diedit secara ex 

vivo yang bertujuan meningkatkan sifat anti-kanser 

dan imuniti sel ini sebelum dipindahkan semula 

ke dalam pesakit (Foy et al. 2023; Ottaviano et al. 

2022; Stadtmauer et al. 2020). 

Juga, kaedah ini juga digunakan dalam kajian 

klinikal bagi merawat penyakit β- Thalassemia 

dan Sickle Cell Disease (Dever et al. 2016; Zakaria 

et al. 2022). Hasil daripada usaha penyelidikan 

ini, CASGEVYTM merupakan kaedah terapeutik 

berasaskan teknologi CRISPR/Cas9 pertama yang 

mendapat kelulusan FDA bagi merawat penyakit 

β- Thalassemia dan Sickle Cell Disease (Sheridan 

2023). Strategi rawatan CASGEVYTM adalah 

pengaktifan semula hemoglobin fetal (HbF) melalui 

penyuntingan gen BCL11A yang berfungsi sebagai 

penindas pembentukan HbF. Pengaktifan semula 

HbF ini dapat menggantikan fungsi hemoglobin 

dewasa (HbA) yang abnormal disebabkan oleh 

mutasi dalam gen β-globin (Frangoul et al. 2021). 

Selain daripada itu, terdapat satu kajian klinikal 

kaedah terapeutik CRISPR/Cas9 yang kini berada 

dalam fasa 2 untuk merawat penyakit Hereditary 

Transthyretin Amyloidosis (hATTR). Penyakit ini 

berpunca daripada mutasi dalam gen TTR yang 

akan menyebabkan akumulasi fibril amiloid yang 

patogenik. Oleh yang demikian, teknologi CRISPR/ 

Cas9 digunakan bagi menyunting dan seterusnya 

menghalang pembentukan fibril amiloid ini 

(Gillmore et al. 2021). Sebagai tambahan, maklumat 

berkaitan aplikasi klinikal teknologi CRISPR/Cas9 

yang lebih komprehensif boleh dirujuk di ulasan ini 

(Khoshandam et al. 2024; Li et al. 2020a). 

Kesimpulannya, teknologi CRISPR/Cas9 

telah terbukti sebagai satu kaedah biologi molekul 

yang sangat penting dan bernilai tinggi dalam era 

ini. Berdasarkan usaha yang telah digembleng 

dan perkembangan positif mutakhir ini, aplikasi 

teknologi ini di dalam terapeutik mempunyai 

masa hadapan yang cerah dan bukan lagi sekadar 

impian. Kemajuan ini seterusnya mampu membuka 

lembaran baharu dan mengubah landskap strategi 

rawatan serta pengurusan pesakit ke arah lebih 

cekap dan berkesan. 
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