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ABSTRAK

EKSPRESI PROTEIN REKOMBINAN PEPTIDE YY (PYY) PADA Escherichia
coli

(Junoretta Haviva Ernanto, Januari 2021, 45 halaman)

Latar Belakang: PYY (1-36), polipeptida yang terdiri atas 36 susunan asam amino,
diketahui berperan dalam meningkatkan pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel beta
melalui aktivasi NPY1R di pankreas sehingga akhirnya mengarah pada keseimbangan
glikemik. (P3L3P3*)PYY(1-36) merupakan PYY(1-36) analog yang resisten terhadap
degradasi DPP-IV dan memiliki selektivitas yang tinggi terhadap NPY1R. Penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi karakteristik konstruksi gen penyandi protein
rekombinan (P3L3P34)PYY(1-36) beserta prediksi protein homolognya

Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan pendekatan
komputasional. Data berupa sekuens asam amino diakses dari Pubmed dan registry
IGEM. Penelitian ini menggunakan beberapa aplikasi berbasi website diantaranya,
OptimumGene™, Predict Protein, Protein-SOL, dan SWISS-MODEL.

Hasil: Konstruksi 1 memiliki karakteristik berupa komposisi struktur sekunder yang
terdiri atas a-helix dan loop, serta nilai kelarutan sebesar 0.5. Sedangkan konstruksi 2,
pada komposisi struktur sekundernya terdapat o-helix, B-strand dan loop dengan nilai
kelarutan sebesar 0.821. Pada pemodelan (P3L*'P3*)PYY(1-36) didapatkan tiga model
protein homolog.

Kesimpulan: Konstruksi 1 dan 2 memiliki struktur sekunder yang berbeda. Sedangkan,
nilai kelarutan konstruksi 2 memiliki nilai yang lebih tinggi. (P3L3P3)PYY(1-36)
memiliki tiga model protein homolog.

Kata kunci: PYY (1-36), (P3L3!P**)PYY(1-36), protein rekombinan, pendekatan
komputasional



ABSTRACT

EXPRESSION OF RECOMBINANT PEPTIDE YY (PYY) PROTEIN IN
Escherichia coli

(Junoretta Haviva Ernanto, Januari 2021, 45 pages)

Background: PYY (1-36), a polypeptide consisting of 36 amino acid structures, is known
to play a role in increasing the growth and survival of beta cells through NPY1R
activation in the pancreas, which ultimately leads to glycemic balance. (P3L3!P**)PY'Y (1-
36) isaPYY (1-36) analog that is resistant to DPP-1V degradation and has high selectivity
to NPY1R. This study aims to identify the characteristics of the (P°L3'P**)PYY/(1-36)
recombinant protein-coding gene and its prediction of homologous proteins.

Methods: This study is an experimental study with a computational approach. Data in
the form of amino acid sequences were accessed from Pubmed and the iGEM registry.
This study uses several website-based applications including OptimumGeneTM, Predict
Protein, Protein-SOL, and SWISS-MODEL.

Results: Construction 1 was characterized by a secondary structural composition
consisting of a-helix and loop, and a solubility value of 0.5. While construction 2, the
secondary structure composition contains a-helix, B-strand, and loop with a solubility
value of 0.821. In the (P*L3'P34)PYY(1-36) modelling, three homologous protein models
were obtained.

Conclusion: Construction 1 and 2 have different secondary structures. Meanwhile, the
solubility value of construction 2 has a higher value. (P3L3'P**)PYY(1-36) has three
homologous protein models.

Keywords: PYY (1-36), (P]L3P*%)PYY(1-36), recombinant protein, computational
approach
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Peptide tyrosin-tyrosin (PYY) merupakan polipeptida yang terdiri dari 36
asam amino. Polipeptida ini pertama kali diidentifikasi di usus halus babi oleh
Tatemoto (Tatemoto and Mutt, 1980). Pada sirkulasi, PYY memiliki dua bentuk
molekul yang dominan, yaitu peptida induk yang dikenal dengan PYY (1-36) dan
bentuk terpotongnya, PYY (3-36) (Lafferty et al., 2018). PYY (1-36)
disekresikan oleh sel-L neuroendokrin di ileum sebagai respon terhadap
konsumsi makanan yang kemudian akan didegradasi oleh dipeptidyl peptidase-
IV (DPP-1V) pada ujung terminal N PYY(1-36), tepatnya di sekuens tirosin-
proline, sehingga akan menghasilkan PYY (3-36), entitas utama PYY yang
beredar di sirkulasi (Ballantyne, 2006). Sebelumnya, penelitian terfokus pada
peran PYY (3-36) yang berkaitan dengan fungsinya dalam meregulasi nafsu
makan melalui aktivasi NPYR2 di hipotalamus yang berpotensi untuk
dimanfaatkan sebagai obat anti-obesitas. Namun, belakangan, penelitian terbaru
mengungkapkan efek positif PY'Y(1-36) terhadap regenarasi dan survival sel beta
pankreas (Lafferty et al., 2019). Sejalan dengan hal tersebut, penelitian juga
mengungkapkan hubungan ablasi selektif pada sel yang mengekspresikan PYY
pada tikus dengan kehilangan insulin pankreas yang signifikan dan gangguan
morfologi pulau. Selain itu, pemberian analog PYY kerja panjang mengurangi
studi hiperglikemia dan kehilangan insulin pada tikus dengan tikus kehilangan
sel beta yang diinduksi streptozotocin (Sam et al., 2012).

Namun, rentannya PYY (1-36) terhadap degradasi oleh DPP-IV
menyebabkan peneliti mulai melakukan penelitian lebih lanjut untuk membuat
PYY(1-36) analog yang tahan terhadap DPP-1V (Keire et al., 2000) serta
memiliki kestabilan dan selektivitas tinggi terhadap NPY1R (Lafferty et al.,
2019). Sebuah studi yang dilakukan oleh Lafferty et al., (2019) mengidentifikasi



sebuah analog PYY (1-36), dikenal dengan (P3L3!P*%) PYY (1-36) yang
sepenuhnya resisten terhadap DPP-IV dan diketahui menginduksi proliferasi
BRIN BD11 dan 1.1B4 beta cell lines (Lafferty et. al., 2019). Namun, saat ini,
untuk menghasilkan protein sejenis (hPYY(3-36)) masih bergantung dengan
metode soild-phase peptide synthesis dengan kisaran biaya beberapa ribu US$
(Fazen et al., 2012). Oleh karena itu, dengan adanya protein rekombinan
(PPL3P3*) PYY (1-36) akan menjadi alternatif dengan biaya produksi yang lebih
murah.

Pemanfaatan teknologi rekayasa genetika untuk memproduksi protein
manusia telah menjadi bagian penting dalam dunia kesehatan. Insulin merupakan
protein rekombinan pertama yang dihasilkan menggunakan teknologi
rekombinan DNA. Dari perspektif farmasi, percobaan DNA rekombinan yang
berhasil ini membuka kemungkinan untuk menghasilkan biomolekul manusia
lainnya melalui organisme lain. Dengan ini, alternatif untuk isolasi protein
terapeutik dari bahan biologis (jaringan, organ), dalam hal kapasitas produksi dan
keamanan, sekarang tersedia (Dingermann, 2008). Meskipun demikian,
pemanfaatan teknologi rekombinan sangat bergantung pada trial and error untuk
menciptakan gen dan lingkungan yang sesuai antara gen ekspresi, vektor
ekspresi, dan sistem ekspresi yang tidak jarang juga akan memakan waktu dan
biaya.

Efisiensi pada ekspresi protein rekombinan merupakan salah satu masalah
utama yang menghambat produksi protein rekombinan dalam jumlah besar.
Pengembangan teknologi dalam bidang produksi dan purifikasi protein banyak
dilakukan untuk mendapatkan ekspresi protein dengan kualitas dan kuantitas
yang baik. Penggunaan affinity tag untuk melokalisasi protein target telah umum
digunakan. Selain itu, affinity tag juga berfungsi untuk memisahkan protein
target yang diekspresikan oleh host ekspresi dari protein lainnya yang terdapat
didalam host. His tag, biasanya terdiri atas 6 hingga 10 susnan histidine,

merupakan salah satu afinitas tag yang sering digunakan.



Selain affinity tag, fussion tag juga merupakan teknologi yang mulai banyak
digunakan untuk meningkatkan ekspresi protein. Penggunaannya akan
meningkatkan solubilitas protein rekombinan, terutama pada protein yang sulit
diekspresikan. Small ubiquitin-like modifier (SUMO), salah satu jenis fusion tag,
yang umum digunakan. Beberapa keuntungan menggunakan fusion tag jenis ini
diantaranya melindungi protein ekspresi dari degradasi proteolysis serta
meningkatkan protein folding pada E. coli.

Pada studi ini, peneliti akan mengidentifikasi dua konstruksi gen penyandi
(PPL3P*HPYY(1-36). Pada konstruksi satu, peneliti hanya menambahkan
hexahistidine tag pada susunan gen (P3L3P3%)PYY(1-36). Sedangkan pada
konstruksi dua, selain menambahkan hexahistidine tag, peneliti juga
menambahkan SUMO tag. Setelah itu, dilakukan evaluasi terhadap struktur
protein yang dihasilkan dan solubilitas dari kedua konstruksi protein. Selain itu
peneliti  juga akan melakukan analisis terhadap struktur homolog
(PPL3PPHPYY(1-36). Seluruh penelitian ini dilakukan dengan menggunakan
pendekatan secara komputasional.

1.2 Rumusan Masalah
a. Bagaimana karakteristik konstruksi gen penyandi protein rekombinan
(PPL3P*HPYY (1-36) berdasarkan eksperimen pendekatan komputasional?
b. Bagaimana prediksi protein homolog (P3L3'P3**)PYY (1-36) berdasarkan
eksperimen pendekatan komputasional?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
a. Mengetahui karakteristik konstruksi gen penyandi protein rekombinan
(PPL3PPYPYY (1-36) berdasarkan eksperimen pendekatan
komputasional,
b. Mengetahui prediksi protein homolog (P3L3P3**)PYY(1-36)
berdasarkan eksperimen pendekatan komputasional



1.3.2 Tujuan Khusus

a.

Mengetahui struktur sekunder konstruksi gen penyandi protein
rekombinan (P3L3P34)PYY(1-36)

Mengetahui solubilitas konstruksi gen penyandi protein rekombinan
(P3L3P3YPYY (1-36)

Mengetahui prediksi protein homolog (P3L3'P3**)PY'Y(1-36)

berdasarkan eksperimen pendekatan komputasional

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis

1.

Penelitian ini dapat menjadi sumber referensi di bidang biologi
sintetis, terutama pada pemanfaatan pendekatan komputasional pada
teknologi rekombinan DNA

Penelitian ini dapat menjadi sumber referensi di bidang kesehatan
yang berhubungan dengan pemanfaatan teknologi rekombinan DNA

untuk menghasilkan terapi berbasis protein manusia.

1.4.2 Manfaat Praktis
1. Menambah pemahaman dan pengetahuan terhadap pemanfaatan alat
atau software untuk mengkarakterisasi protein.
2. Menambah pemahaman dan pengetahuan terhadap pemanfaatan
Escherichia coli sebagai sistem ekspresi protein.
3. Menambah pemahaman dan pengetahuan terhadap protein

rekombinan yang dihasilkan.
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