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Abstrak 

Site-directed mutagenesis (SDM) merupakan metode biologi molekul yang 

digunakan untuk menghasilkan perubahan pada sekuens DNA. Hal ini telah dibuk- 

tikan dengan analisis hubungan antara struktur dan fungsi protein, dimana peru- 

bahan struktur protein dapat berpengaruh pada fungsinya. Teknik mutasi yang 

umum dilakukan berupa substitusi, insersi dan delesi pada satu atau beberapa asam 

amino. Langkah penting dalam melakukan SDM adalah mendesain primer yang 

mengandung poin mutasi dan memperbanyaknya menggunakan PCR. Berdasarkan 

beberapa studi yang telah dilaporkan, SDM menjadi metode yang penting dalam 

pengembangan biologi molekul dan bioteknologi. 

Kata kunci: Site-directed mutagenesis, biologi molekul, bioteknologi, mutasi 
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Abstract 

Site-directed mutagenesis (SDM) is a molecular biology method that is used to gen- 

erate intentional changes to DNA sequence. The SDM has proven to be valuable for 

analyzing the structure–function relationship of proteins. This method can be used 

to substitute, insert, and delete single or multiple amino acid residues. The mutation 

process can be carried out using two complementary mutagenic primer and exten- 

sion PCR. In addition, SDM becomes an important tool in molecular biology and 

biotechnology. 

Keywords: Site-directed mutagenesis, molecular biology, biotechnology, mutation 

 

 
1. PENDAHULUAN 

Salah satu dasar mempelajari interaksi antara DNA, RNA, protein, dan regulasi me- 

tabolisme, adalah untuk memahami fungsi dan aktifitas biologis di dalam sel. Biolo- 

gi molekul merupakan cabang ilmu hayati yang mempelajari komposisi, struktur, 

dan interaksi molekul di dalam sel, seperti asam nukleat dan protein yang membawa 

proses biologi yang penting untuk fungsi dan koordinasi sel (Astbury, 1961). Biolo- 

gi molekul menggunakan metode spesifik yang mengkombinasikan disiplin ilmu 

lain, yaitu antara genetika dan biokimia. Dewasa ini, site-directed mutagenesis 

(SDM) dikembangkan secara luas untuk memahami sistem biologi di dalam sel. 

SDM didefinisikan sebagai salah satu metode biologi molekuler yang bertujuan un- 

tuk mengubah sekuens DNA pada posisi tertentu dan menganalisis struktur-fungsi 

molekul DNA, RNA, protein. Berdasarkan aplikasinya, SDM juga memiliki prospek 

dalam pengembangan bioteknologi dan rekayasa protein (protein engineering). 

Gambar 1. Tahap SDM pada metode Q5 site-directed mutagenesis (Smith, 1993) 

Metode SDM berawal dari konsep mutagenesis yaitu perubahan informasi genetik 

pada suatu organisme yang terjadi secara random atau spontan di alam. Faktor yang 
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dapat menginduksi terjadinya mutasi adalah karena adanya paparan radiasi sinar x- 

ray dan senyawa kimia yang bersifat mutagenik. Berdasarkan analogi, maka dikem- 

bangkan metode agar dapat menghasilkan poin mutasi yang terlokalisasi. Contoh 

senyawa kimia yang digunakan diantaranya adalah aminopurine (Caras, dkk., 1982), 

nitrosoguanidine (McHugh, dkk., 1974), dan bisulfite (Shortle dan Nathans, 1978). 

Pertama kali SDM diperkenalkan tahun 1974 oleh Charless Weissman. Tahun 1978 

Clyde Hutchison dan Michael Smith menyempurnakan metode SDM sehingga lebih 

fleksibel dengan menggunakan DNA polimerase dan penambahan oligonukleotida 

pada primer (Hutschison et. al., 1978). Penemuan ini membawa Michael Smith 

menjadi peraih Nobel Prize di bidang kimia tahun 1993 bersama Kary Mullis, 

seorang inventor mesin polymerase chain reaction (PCR) (Kresge, dkk., 2006). 

Teknik SDM berkembang secara signifikan setelah ditemukannya teknik perban- 

yakan (amplifikasi) untai DNA melalui metode PCR. 
 

2. MEKANISME DASAR SDM 

Prosedur SDM didesain dalam skala in vitro dan umumnya menggunakan teknologi 

rekombinan DNA karena memungkinan untuk melakukan rekayasa struktur dan 

fungsi protein melalui modifikasi pada gen penyandinya. Teknologi rekombinan 

DNA merupakan teknik penggabungan dua molekul DNA berbeda, yaitu meng- 

gabungkan antara DNA yang dikehendaki dengan plasmid DNA, untuk 

memproduksi kombinasi genetik baru. 

Tahap awal yang dibutuhkan untuk melakukan teknik SDM adalah mendesain dan 

mensintesis pasang nukleotida (primer DNA). Primer tersebut harus mengandung 

target nukleotida yang akan dimutasi dan dapat diamplifikasi dalam untai ganda 

(double stranded) DNA target. Mutasi melalui SDM dapat dilakukan dengan satu 

atau beberapa poin mutasi berupa delesi (penghilangan nukleotida), substitusi 

(penggantian nukleotida), ataupun insersi (memasukkan nukleotida). Gen hasil di- 

mutasi dimasukkan (transformasi) ke dalam host cell seperti sel E. coli, selanjutnya 

dilakukan seleksi mutan dan konfirmasi melalui DNA sekuensing. 

Ada beberapa teknik SDM yang telah ditinggalkan sejak tahun 2000, yaitu Cassete 

Mutagenesis (Wells dan Estell, 1988) dan Kunkel’s method (Kunkel, 1985). Banyak 

perusahaan yang memproduksi kit SDM untuk melakukan rekayasa rekombinan 

DNA dengan tingkat efisiensi tinggi dan relatif mudah digunakan. Contoh yang ser- 

ing dipakai saat ini adalah menggunakan metode Q5 site-directed mutagenesis dan 

QuickChange. Perbedaan antara metode tersebut terletak pada primer yang didesain. 

Metode Q5 site-directed mutagenesis menggunakan primer desain desain berla- 

wanan arah (back-to-back orientation) (Gambar 1), sedangkan QuickChange 

menggunakan primer dengan desain saling tumpang tindih (overlapping) (Gambar 

2). Selain itu, metode terbaru teknik SDM yang dikembangkan sejak tahun 2013 

adalah teknologi CRISPR-Cas9. Kelebihan dari CRISPR-Cas9 diantaranya dapat 

melakukan mutasi pada DNA genom yang berukuran besar dan tidak meninggalkan 

marker genetik, sehingga teknologi ini sering disebutkan sebagai genome editing 

(Biot-Pelletier dan Martin, 2016). 
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Gambar 2. Tahap SDM pada metode Q5 site-directed mutagenesis (New England Bi- 

oLabs, 2017) 

Gambar 3. Tahap SDM pada metode QuickChange (Stratagene, 2010) 

 

3. APLIKASI SDM DALAM BIOLOGI MOLEKULER DAN BIOTE- 

KNOLOGI 

SDM telah banyak dikembangkan di berbagai disiplin ilmu diantaranya bioteknologi 

kesehatan, pertanian, bioproses, dan ilmu dasar melalui karakterisasi suatu 

makromolekul tertentu. Berikut adalah beberapa contoh aplikasi SDM saat ini. 

SDM untuk karakterisasi protein dan mempelajari fungsi fisiologis 

Protein merupakan bagian penting dalam setiap mahluk hidup karena lebih dari 50% 
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berat kering sel terdiri atas protein. Dalam proses metabolismenya, fungsi protein 

bermacam-macam diantaranya sebagai katalis (enzim), transport, imunitas (anti- 

bodi), termasuk sebagai komunikasi (reseptor). Metode SDM pada tanaman 

digunakan untuk mengkaji fungsi dasar dari protein yang terlibat dalam metabolisme 

tumbuhan serta untuk molecular breeding (terutama pada tanaman pangan) dalam 

upaya peningkatan fungsi dari protein yang terlibat dalam proses metabolisme 

(Bachman, 2013; Podevin dkk, 2013; Oladosu dkk, 2016). Teknik SDM melibatkan 

penggunaan analisis immunoblotting dan green fluorescent protein (GFP) untuk 

mendeteksi lokalisasi ekspresi protein yang mengalami mutasi (Pang dkk, 1996; 

Ckurshumova dkk, 2011; Tanz dkk, 2013; Sattarzadeh dkk, 2015; Songstad dkk, 

2017). 

Aplikasi SDM dalam mengkaji fungsi dasar protein pada proses metabolisme 

umumnya dilakukan pada tanaman model Arabidopsis thaliana. Salah satu kajian 

penting adalah fungsi reseptor cahaya yang berkaitan dengan adapatasi tanaman ter- 

hadap sinar ultraviolet-B (UV-B) sebagai faktor penting yang mempengaruhi proses 

pertumbuhan. Protein reseptor yang penting dalam merespon sinar UV-B adalah UV 

Resistance Locus 8 (UVR8) dimana struktur protein UVR8 telah diketahui melalui 

metode kristalografi sinar-X oleh (Wu dkk, 2012). Akan tetapi, adanya struktur pro- 

tein saja tidak dapat menjawab mekanisme kerja protein UVR8 secara presisi. Oleh 

karenanya dilakukan SDM untuk meregenerasi variasi protein UVR8 pada Ara- 

bidopsis dalam mengkaji fungsi vital dari asam amino triptofan dan arginin terhadap 

proses fotomorfogenesis yang di induksi oleh UV-B (O’Hara dan Jenkins, 2012; 

Huang dkk, 2014; Jenkins, 2014). 

Penggunaan teknik SDM dalam mengkaji fungsi spesifik protein juga telah banyak 

dilakukan pada tanaman pangan, salah satunya adalah tebu (Sacharum officinarum). 

Teknik SDM digunakan dalam mengkaji fungsi protein yang memegang peran pent- 

ing pada biosintesis sukrosa yaitu enzim sucrose phosphate synthase (SPS). Karak- 

terisasi fungsi enzim SPS dalam biosintesis sukrosa pada tanaman transgenik tebu 

hasil mutase enzim SPS diidentifikasi melalui skrining mutasi delesi N-terminal 

(Sawitri dkk, 2016) dan skrining mutasi menjadi asam amino alanin (Sawitri dkk, 

2018). 

3.1 SDM untuk Rekonstruksi Model Metabolik Pada Metabolit Sekunder 

Tanaman 

Tanaman menghasilkan metabolit primer yang memiliki fungsi penting dan fisiolo- 

gis untuk pertumbuhan dan perkembangannya. Selain itu, tanaman juga 

menghasilkan metabolit sekunder atau disebut dengan plant specialized metabolites 

yang memiliki peranan penting dalam interaksi tanaman dengan lingkungan, terma- 

suk respon terhadap biotik dan abiotik. Manusia umumnya memanfaatkan metabolit 

sekunder untuk pengobatan, kosmetik, dan pertanian. Metabolit sekunder memiliki 

fungsi biologis yang dipengaruhi oleh peran enzim dalam sintesis metabolit 

sekunder tersebut. Hal yang menarik adalah keragaman metabolit sekunder di alam 

yang tinggi, mulai dari tingkat genus, spesies dan kultivar tanaman. Oleh karena itu, 

keragaman metabolit sekunder tanaman perlu dikaji lebih detil sehingga memung- 
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kinkan untuk rekonstruksi model metabolik dalam upaya penemuan obat baru. 

Berbagai informasi genetik, salah satunya data transkriptomik, telah banyak 

dilaporkan seperti pada proyek 1KP (Matasci, dkk., 2014). Eksplorasi enzim yang 

terlibat dalam biosintesis metabolit sekunder telah banyak dilakukan, baik 

menggunakan metode gene mining maupun co-expression analysis. Urutan asam 

amino dari enzim sejenis dibandingkan antar spesies sehingga menunjukkan adanya 

urutan asam amino yang sama (conserve) dan beragam. Keragaman urutan asam 

amino memiliki peran penting dalam fungsi enzimatis dan keragaman metabolit 

sekunder. Salah satu metode yang memungkinkan untuk menghasilkan metabolit 

sekunder baru adalah rekayasa enzim yang terlibat dalam sintesis metabolit sekunder 

menggunakan SDM (Gambar 4). 
 

Gambar 4. Rekonstruksi model metabolik melalui SDM pada enzim yang terlibat dalam 

sintesis metabolit sekunder 

3.2 SDM untuk Pengembangan dan Pencarian Obat (Drug Design Develop- 

ment) 

Obat merupakan molekul organik berukuran kecil yang memiliki kemampuan untuk 

mengaktifkan ataupun menghambat fungsi dari biomolekul dalam tubuh, salah 

satunya protein. Aktivasi atau penghambatan protein ini yang kemudian mencip- 

takan aktifitas molekular sesuai dengan tujuan kerja obat dibuat. Teknik SDM ini 

berguna untuk mengidentifikasi situs penempelan obat tersebut pada proteinnya. 

Pada tahap pengembangan dan pencarian senyawa baru dari alam yang dapat di- 

manfaatkan sebagai obat, dipelajari juga kemungkinan jalur mekanisme kerja sen- 

yawa tersebut. Untuk mempelajari jalur ini, teknik mutasi pada situs kunci suatu 

protein adalah tahap awal dan fundamental untuk memahami interaksi antara protein 

target dan mekanisme dari kandidat senyawa aktif. Selain itu, pemodelan molekular 

berdasarkan SDM juga dapat memberikan gambaran tentang kemungkinan adanya 

variasi resistensi obat tertentu (Koch, et. al., 2012). 

Dengan melakukan mutasi spesifik pada sekuens DNA, maka fungsi protein target 

dapat diketahui. Sebagai contoh, penelitian tentang mutasi asam amino serin men- 

jadi alanin pada substrat protein terbukti mencegah penempelan grup fosfat. Melalui 

hasil penelitian ini, proses fosforilasi dapat dipelajari secara utuh. Berdasarkan kon- 

sep ini juga mekanisme fosforilasi protein CREB binding protein (CBP) oleh home- 

odomain interacting protein kinase 2 (HIPK2) berhasil dipelajari secara dalam (Ko- 
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vács et al., 2015). Selain itu, identifikasi residu kunci yang berperan paling penting 

pada rice manganese transporter OsMTP8.1 juga telah berhasil dijelaskan 

menggunakan pemanfaatan metode SDM ini (Chen et al., 2016a). Situs aktif pada 

beberapa protein telah banyak dipelajari secara mendalam menggunakan metode 

SDM (Chen et al., 2016 b). Bahkan saat ini, peneliti dapat mengembangkan dan 

menganalisa mutasi-mutasi penting pada suatu molekul protein berdasarkan penjaja- 

ran sekuens protein dalam basis data melalui website 

(http://mutationmapper.bioch.ox.ac.uk) (Vohra dan Biggin, 2013). 

Aplikasi SDM juga digunakan untuk validasi domain atau bagian penting pada pro- 

tein yang menjadi pengembangan dan pencarian obat baru berdasarkan konsep de- 

sain rasional berdasarkan struktur (Liu, 2016). Desain rasional obat berdasarkan 

struktur atau dikenal structure-based rational drug design (SBDD) adalah proses 

pencarian dan pengembangan obat baru berdasarkan kemungkinan mekanisme kerja 

obat yang sudah diketahui. 
 

4. KESIMPULAN 

Site-directed mutagenesis (SDM) adalah salah satu metode biologi molekular yang 

bertujuan untuk mengubah satu poin atau daerah nukleotida tertentu pada sekuens 

DNA yang diinginkan. Tujuan utama SDM ini adalah untuk mempelajari fungsi pro- 

tein berdasarkan strukturnya. Beberapa contoh telah diulas mengenai aplikasi SDM 

yang memiliki prospek dalam pengembangan riset biologi molekuler dan biote- 

knologi, khususnya di Indonesia. 
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