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Abstrak. Keragaman gen CSN2 menyebabkan perubahan urutan asam amino dari histidin pada alel A1 menjadi
proline pada A2. Keragaman tersebut dapat memberikan potensi adanya perbedaan sifat peptida yang
dihasilkan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya perbedaan peptida bioaktif dan karakteristik
druglikeness. Penelitian ini dilakukan secara in silico meliputi pemotongan sekuens protein oleh enzim tripsin,
kimotripsin dan pepsin. Peptida spesifik dari alel A1 dan A2 selanjutnya dibandingkan sifat bioavailabilitasnya
berdasarkan Lipinski’s rule of 5. Hasil yang diperoleh yakni terdapat peptida unik VYPFPGPIPNSL dari alel A2
dan VYPFPGPIHNSL dari alel Al. Kedua peptida memiliki berat molekul, jumlah donor H, jumlah akseptor H,
LogP dan TPSA berurutan yakni 1300,52vs.1340,55Da; 12vs.14; 16vs.17; -1,806vs.-2,346; 431,81vs.469,28.
Kedua peptida melanggar kriteria Lipinski’s Rule of 5, sehingga tidak dapat diserap ke dalam tubuh. Simpulan
yang diambil yakni alel A1 dan Al gen CSN2 menghasilkan peptida unik, namun tidak dapat diserap tubuh.

Kata kunci: Lipinski’s rule of 5, peptida, kasein beta, susu

Abstract. The diversity of CSN2 gene conducting a change in the sequence of amino acids from histidine in the
alel Al to proline in A2. This diversity can provide the potential for differences in the properties of peptides
produced. This study aims to determine the differences in bioactive peptide and druglineness characteristics.
This study was conducted in silico including cutting protein sequences by the enzymes of trypsin, kimotripsin
and pepsin. Specific peptides of Alel A1 and A2 are then compared to their bioavailability based on Lipinski’s
Rule of 5. The results obtained are the unique peptide namely VYPFPGPNSL from Alel A2 and VYPFPGPIHNSL
from Alel Al. Both peptides have molecular weight, number of H donors, number of H acceptors, logp and
sequential TPSA are 1300.52VS.1340.55DA; 12VS.14; 16VS.17; -1,806VS.-2,346; 431,81VS.469.28. Both
peptides violate the criteria for Lipinski’s Rule of 5, so it cannot be absorbed into the body. The conclusions
taken namely Alel A1 and A1 CSN2 gene produce unique peptides, but cannot be absorbed by the body.

Keywords: Lipinski’s rule of 5, peptide, casein beta, milk

Pendahuluan

Susu sapi memiliki banyak sekali protein yang dapat menjadi peptida bioaktif jika diolah lebih
lanjut. Protein paling dominan pada susu sapi yakni kasein meliputi kasein as1, B, as2 dan k. Setiap
protein tersebut dihasilkan atas proses translasi dari gen penyandinya masing masing. Gen penyandi
kasein secara berurutan yakni CSN1S1, CSN2, CSN1S2 dan CSN3 (Widodo et al., 2021).

Keragaman atau polimorfisme telah ditemukan pada gen-gen penyandi kasein tersebut.
Keragaman ini bahkan ditemukan sangat banyak dan memiliki karakteristiknya masing-masing.
Keragaman gen dapat berupa insersi, delesi dan substitusi nukleotida pada urutan DNA (Pizarro et
al.,, 2020; Vacca et al.,, 2014). Hal tersebut menyebabkan adanya perubahan asam amino yang
diterjemahkan hingga perbedaan kemampuan ekspresi kasein.

Gen CSN2 pada sapi memiliki prevalensi keragaman yang tinggi pula (Li et al., 2022). Gen ini telah
ditemukan sebanyak 16 keragaman yang berbeda dan menyebabkan perbedaan ekspresi. Hal
tesebut menyebabkan perubahan ekspresi penerjemahan dari asam amino histidin pada alel Al
menjadi prolin pada alel A2. Urutan asam amino ke-67 yang berupa histidin tersebut dapat
menghasilkan peptida Bcasomorphine-7 (BCM7) apabila dicerna oleh enzim elastase (Hallén et al.,
2008). Peptida tersebut memiliki sifat opioid dan dapat menyebabkan iritasi serta dampak negatif
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lain. Hal tersebut memberikan stigma negatif pada sapi dengan alel Al serta positif pada alel A2
karena dampak yang akan diperoleh konsumen.

Keragaman terebut dapat dikaji lebih jauh dengan simulasi pencernaan oleh enzim di dalam
lambung manusia. Kedua sekuens protein dapat dicerna oleh enzim tripsin, kimotripsin dan pepsin,
sehingga akan menghasilkan peptida bioaktif yang potensial(Widodo et al., 2019). Peptida bioaktif
tidak akan berfungsi jika tidak dapat diserap oleh tubuh, sehingga perlu dikaji berdasarkan Lipinski’s
rule of 5 (Ro5). Lipinski's Ro5 dapat digunakan untuk menggambarkan druglikeness yakni
pertimbangan sebuah molekul dapat diserap oleh tubuh atau tidak seperti halnya obat. Parameter
ini mencakup ukuran molekul, donor hidrogen, akseptor hidrogen, logP dan kepolaran permukaan
molekul (Benet et al., 2016). Perbedaan asam amino dapat mengubah sifat yang dihasilkan dan perlu
dibuktikan secara perhitungan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya peptida dan
perbedaan sifat Ro5 dari peptida yang dihasilkan atas keragaman A1/A2 gen CSN2.

Metode dan Metode Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan menggunakan metode in silico. Metode ini memanfaatkan aplikasi
luring dan daring untuk memperoleh informasi yang dibutuhkan.

Materi

Penelitian ini menggunakan peralatan komputer yang terhubung secara daring pada internet.
Komputer yang digunakan memiliki spesifikasi CPU AMD 2,3GHz; RAM 8GB; ROM 512Gb; OS Win10.
Aplikasi yang dibutuhkan yakni web browser Google Chrome.

Metode

Persiapan sekuens protein kasein 8
Sekuens atau urutan asam amino kasein ini diperoleh secara daring dengan mengakses laman

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/) dengan kode akses sekuens P02666 sebagai kasein B Bos taurus

dengan alel A2. Sekuens yang diperoleh diubah pada urutan ke-83 dari prolin (P) menjadi histidin (H)
sebagai alel Al.

Pemotongan sekuens asam amino menggunakan aplikasi peptide cutter
Aplikasi ini dapat mensimulasikan pemotongan protein menjadi peptida dengan memilih enzim

yang digunakan. Aplikasi dapat diakses pada laman (https://web.expasy.org/peptide cutter/). Sekuens

asam amino dientrikan pada kolom pengisian. Penelitian ini menggunakan enzim pencernaan berupa
tripsin, kimotripsin dan pepsin, sehingga dipilih enzim tersebut pada pilihan yang tersedia. Hasil yang
diperoleh ditampilkan secara langsung dan dapat diketahui titik pemotongan yang dihasilkan.
Sekuens peptida yang paling unik dan dihasilkan dari keragaman A1/A2 dipilih untuk diujikan nilai
Ro5.

Pembentukan struktur 3 dimensi
Peptida yang dipilih perlu diubah menjadi struktur 3 dimensi secara virtual. Sekuens asam amino

peptida terlebih dahulu diubah menjadi kode SIMLE dengan mengakses laman
(https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string).  Kode  SMILE  tersebut

kemudian ditransformasikan menjadi bentuk 3 dimensi menggunakan aplikasi AVOGADRO. Hasil
transformasi disimpan dalam bentuk file dengan ekstensi .mol.
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Perhitungan nilai druglikeness menggunakan Lipinski’s Ro5
Nilai Lipinski’s rule of 5 dari kode SMILE setiap peptida unik yang terbentuk dilakukan

menggunakan  bantuan aplikasi ADME Calculator vyang dapat diakses melalui
(https://armakovic.com/online-tools/adme-calculator/). File .mol yang telah terbentuk diunggah pada

aplikasi dan perhitungan nilai Ro5 akan muncul.

Analisis data
Data yang diperoleh selanjutnya disajikan secara deskriptif serta diambil gambarnya sebagai bukti

visual.

Hasil dan Pembahasan
Pemotongan peptida

Sekuens peptida yang digunakan pada dari kedua alel memiliki urutan yang hampir sama. Kedua
protein memiliki 224 residu asam amino, namun terdapat perbedaan pada urutan ke-82 yakni P
pada alel A2 dan H pada alel Al. Hal ini memberikan gambaran berupa adanya perbedaan satu buah
asam amino dari kedua sekuens yang hampir sama. Sekuens lengkap dari protein kasein B yang
digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Gambar 1.

18 28 kL] 49 5@ ] 18 bl:] £ 48 58 68
MKVLILACLV ALALARELEE LNVPGEIVES LSSSEESITR INKKIEKFQS EEQQQTEDEL MKVLILACLY ALALARELEE LWVPGEIVES LS5SEESITR INKKIEKFQS EEQQQTEDEL
79 30 9% 169 118 128 78 e ] leg 118 128
QDKIHPFAQT QSLVYPFPGP IPNSLPQNIP PLTQTPVVVP PFLQPEVMGY SKVKEAMAPK QDKIHPFAQT QSLVYPFPGP IHNSLPQNIP PLTQTPVVVP PFLQPEVMGY SKVKEAMAPK
138 148 158 168 178 188 138 142 158 16@ 178 188
HKEMPFPKYP VEPFTESQSL TLTDVENWLHL PLPLLQSWMH QPHQPLPPTV MFPPQSVLSL HKEMPFPKYP VEPFTESQSL TLTDVENLHL PLPLLQSWMH QPHQPLPPTV MFPPQSVLSL
19 200 219 20 199 200 219 20
SOSKVLPVPQ KAVPYPQRDM PIQAFLLYQE PVLGPVRGPF PIIV SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM PIQAFLLYQE PVLGPVRGPF PIIV

Gambar 1. Sekuens asam amino kasein B dengan alel A2 (kiri) dan alel A1 (kanan)
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Gambar 2. Pemotongan sekuens kasein B dari alel A2 (atas) dan Al (bawah) menghasilkan 2 peptida yang unik.

Pemotongan sekuens protein tersebut secara simulasi menunjukkan adanya peptida unik antara
kedua alel. Peptida unik hasil dari pemotongan sekuens kasein B alel A2 yakni VYPFPGPIPNSL.
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Peptida unik dari alel Al protein kasein B yakni VYPPGPIHNSL. Kedua peptida ini merupakan hasil
pemotongan oleh enzim pepsin yang bekerja pada pH1,3 (lbrahim et al.,, 2017). Enzim pepsin
memotong asam amino urutan ke-73 dan 86 dan menghasilkan fragmen sebanyak 12 buah residu
dari asam amino ke-74 hingga 85. Kedua peptida ini memiliki perbedaan pada residu asam amino ke-
9 yakni prolin (P) pada alel A2 dan histidin (H) pada Al. Hal ini sesuai dengan beberapa hasil studi
yang membuktikan adanya perbedaan urutan asam amino akibat alel A1 dan A2 pada gen CSN2 sapi
perah. Peptida unik tersebut selanjutnya dianalisis untuk penghitungan nilai Ro5. Peta pemotongan
enzim pepsin tersebut disajikan pada Gambar 2. llustrasi struktur kedua peptida tersebut disajikan
pada Gambar 3. Struktur peptida menggambarkan adanya pertambahan beberapa ikatan hidrogen
karena perubahan residu asam amino, sehingga menyebabkan perbedaan tampilan druglikeness
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Gambar 3. Struktur peptida hasil pemotongan kasein B dari alel A2 (kiri) dan Al (kanan).

Perbandingan tampilan druglikeness
Hasil perhitungan nilai Lipinski’s Rule of 5 sebagai parameter drugelikeness disajikan pada Tabel

Tabel 1. Perbandingan nilai Lipinski’s Rule of 5 dari paptida unik yang dihasilkan.

Alel A2 Alel A1

Parameter (VYPFPGPIPNSL) (VYPFPGPIHNSL) Kriteria Lipinski’s Ro5
Berat molekul (Da) 1300,52 1340,55 <500Da
Jumlah donor H 12 14 <5
Jumlah akseptor H 16 17 <10
LogP -1,806 -2,346 <5(1sd4)
TPSA (A?) 431,81 469,28 <140

Keterangan: TPSA=topological polar surface area.

Kedua molekul memiliki berat molekul yang berbeda akibat sebuah perubahan residu asam
amino. Peptida yang dihasilkan alel A1 memiliki selisih lebih berat sebesar 40Da dibanding A2. Berat
molekul yang disarankan pada Lipinski’s Ro5 untuk molekul obat yakni kurang dari 500Da, sehingga
kedua peptida melanggar kriteria ini. Molekul yang lebih kecil akan mempermudah penyerapan pada
saluran pencernaan dibandingkan molekul yang lebih besar (Coimbra et al., 2021).

Jumlah donor hidrogen pada kedua molekul memiliki nilai yang berbeda yakni 12 dan 14. Jumlah
akseptor keduanya memiliki perbedaan pula yakni 16 dan 17. Kedua hasil tersebut melanggar
kriteria Lipinski’s Ro5 yakni donor hidrogen tidak lebih dari 5 dan akseptor hidrogen tidak lebih dari
10. Semakin meningkatnya hidrogen donor dan akseptor menyebabkan sebuah molekul akan
mengubah nilai polaritasnya (Chen et al., 2016). Hal ini menyebabkan perbedaan difusi pasif pada
membran sel, sehingga menyebabkan perubahan penyerapan molekul (Gao et al., 2017).
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Nilai Log P pada kedua molekul memiliki perbedaan yakni -1,806 dan -2,346. Kenegativitasan
molekul lebih kuat pada alel Al. Nilai LogP menggambarkan sifat lipopilik suatu molekul karena
mengelompokkan molekul terlarut pada oktanol atau air (Daina et al., 2017). Hasil dari nilai tersebut
sesuai dengan kriteria pada kedua peptida. Walaupun demikian, referensi terbaru menyarankan nilai
LogP yang baik yakni antara 1 sampai 4, sehingga kedua peptida melanggar kriteria ini (Thompson et
al., 2006).

Nilai TPSA menunjukkan hasil yang besar pada kedua peptida yakni 431,81 dan 469,28A. Nilai ini
melebihi kriteria Lipinski’s rule of 5 yakni kurang dari 140A. Nilai TPSA menggambarkan kepolaran
permukaan sebuah molekul berdasarkan unsur penyusunnya (Maximo da Silva et al., 2015). Semakin
tinggi nilai TPSA menggambarkan permukaan yang semakin polar dan menghambat penetrasi
dinding mikrofili usus (Hamley, 2017). Kedua peptida memiliki TPSA yang terlampau tinggi sehingga
secara teoritis penyerapan di saluran pencernaan tidak optimal.

Kesimpulan

Simpulan yang dapat ditarik yakni alel A1 dan A2 gen CSN2 sapi perah dapat menghasilkan
peptida unik, namun keduanya tidak bisa diserap secara baik pada saluran pencernaan seperti
halnya obat.
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