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Abstrak

Protein NSI adalah protein multifungsi yang memainkan peran kunci dalam patogenesis dan virulensi virus
avian influenza H5N1. Substitusi asam amino P42S, D92E, F1031, M1061, dan delesi 5 asam amino di posisi
80 - 84 dilaporkan meningkatkan virulensi virus avian influenza H5N1. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa virus avian influenza di Indonesia mengalami perubahan dinamis. Studi ini akan menganalisis motif
asam amino yang menjadi penanda peningkatan virulensi pada sekuen protein NS1 virus avian influenza HSN1
asal Indonesia. Data sekuen asam amino protein NS1 diperoleh dari database GeneBank dan Gisaid. Analisis
data menggunakan Bioedit software. Hasil analisis menunjukkan subtitusi asam amino dari prolin ke serin di
posisi 42 (P42S) dan delesi 5 asam amino di posisi 80 — 84 telah ditemukan pada virus avian influenza asal
Indonesia, akan tetapi tidak ditemukan substitusi asam amino aspartat ke glutamat diposisi no 92 (D92E) dan
tidak ada yang mengalami 2 substitusi asam amino sekaligus diposisi 103 dan 106.

Kata kunci: H5N1, NS1, Indonesia

Abstract

NS1 protein is a multifunction protein that plays key role of pathogenesis and virulence of avians influenza
virus HSN1. The amino acid substitution at the position P42S, D92E, F1031, M1061 and 5 amino acid deletion
at the position 80 to 84 in NS1 protein reported increasing virulence of avians influenza virus HSNI1. Several
studies showed avians influenza virus H5N1 in Indonesia has dynamic changed. This study aimed to analyze
the markers of virulence of NS1 protein sequences of all HSNI virus isolates from Indonesia. The source of NS1
protein sequence data gene obtained from GeneBank and Gisaid. Data were analyzed using Bioedit software.
The Results showed the isolates from Indonesia had substitutions P42S and 5 amino acids deletions at
positions 80-84 resulting in the potential for increased virulence of the virus. However, amino acid substitution
at the position D92E, F103L and M1061 substitution were not found.
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PENDAHULUAN

Avian influenza adalah suatu penyakit menular yang
disebabkan oleh virus influenza tipe A dan ditularkan
oleh unggas. Sampai bulan April 2014 di Indonesia
tercatat 195 kasus positif terinfeksi virus avian influenza
dan 163 orang diantaranya meninggal dunia (WHO,
2014). Hospes alami virus H5N1 adalah unggas, akan

tetapi pada kenyataannya dapat menyerang manusia dan
menimbulkan kematian (Kumar ez al.,2006). Kombinasi
seluruh fragmen gen (genetic makeup) virus H5NI1
tampaknya secara bersama-sama menentukan apakah
suatu galur dapat menginfeksi manusia atau mamalia.
Secara umum rentang inang dan patogenesis virus HSN1
bersifat poligenik, yaitu faktor determinan untuk rentang



inang dan patogenesis terdapat pada semua fragmen
gen (Wright & Webster, 2001). Gen-gen tersebut antara
lain gen hemaglutinin (HA), gen-gen polimerase yaitu
polimerase basik-1(PB1), polimerase basik-2 (PB2) dan
polimerase asidik (PA), gen neuraminidase (NA), dan
gen non struktural (NS1 dan NS2) (Wright & Webster,
2001).

Protein NSI1 adalah protein multifungsi yang
memainkan peran kunci dalam patogenesis dan
virulensi virus Avian Influenza (Ma et al., 2010). Protein
NS1 berfungsi untuk menangkal respon antivirus
hospes. Protein ini akan berperan terhadap antagonis
IFN (interferon) yang poten pada sel epitel melalui
N-terminal  double-stranded RNA-binding domain
yang mencegah induksi sintesis IFN-1 (interferon tipe
I) selama proses infeksi. Peran NSI sebagai antagonis
interferon dipengaruhi oleh residu asam amino pada
posisi 42,92, 103 dan 106. Substitusi asam amino P42S,
D92E, F103L, M106I, dan delesi lima asam amino (5
aa) pada posisi 80-84 merupakan penanda peningkatan
virulensi virus (Jiao ef al., 2008; Dankar et al., 2008; Li
et al.,2010).

Virus HS5N1 diperkirakan terus bermutasi dan
berpotensi meningkatkan kapasitas untuk melompati
rintangan spesies, sehingga dapat menular secara mudah
antar manusia (Mahardika et al., 2008). Beberapa
penelitian menunjukkan virus H5N1 yang beredar di
Indonesia mengalami perubahan genetik yang sangat
dinamis. Perubahan genetik virus H5N1 berpotensi
memunculkan virus Al baru yang lebih ganas dan
akan menimbulkan pandemi. Oleh karena itu, adanya
mutasi genetik virus HSN1 perlu diwaspadai dalam
rangka menciptakan sistem kewaspadaan dini untuk
mengantisipasi terjadinya pandemi sejak dini. Tulisan
ini membahas motif asam amino pada protein NS1 yang
menjadi penanda peningkatan virulensi virus avian
influenza H5N1 asal Indonesia yang telah teregistrasi
pada GeneBank data base dan Gisaid.

BAHAN DAN METODE

Sampel penelitian adalah sekuen gen NS1 virus
Avian Influenza H5N1 asal manusia, mamalia dan
unggas di Indonesia tahun 2005 - 2014 dari GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/Database,
akses tanggal 05 April 2014) dan Gisaid. (http://
platform.gisaid.org/epi3/frontend#13feb, akses tanggal
07 April 2014). Jumlah sekuen yang terkumpul sebanyak
177 yang terdiri dari 38 sekuen mamalia, 89 sekuen
manusia, dan 49 sekuen unggas. Analisis hasil dilakukan
secara deskriptif. Urutan asam amino gen NS1 H5NI
diposisikan (aligned) menggunakan perangkat lunak
BioFEdit 5.0.6.
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HASIL

Hasil pensejajaran runutan asam amino isolat
virus avian influenza H5N1 asal manusia, unggas, dan
mamalia ditampilkan pada gambar 1, 2, dan 3.

PEMBAHASAN

Hasil pensejajaran isolat virus avian influenza HSN 1
asal manusia menunjukkan bahwa pada posisi asam
amino penting yang berhubungan dengan peningkatan
derajat virulensi virus, asam amino pada posisi 42(S),
92(D), dan 106(M) mempunyai motif yang sama. Posisi
asam amino 103 semua isolat asal manusia mempunyai
residu asam amino F kecuali isolat A/Indonesia/6/2005
yang beresidu S. Semua isolat manusia asal Indonesia
juga mengalami delesi pada posisi 80 - 85 (gambar 1).
Isolat unggas pada asam amino nomer 42 semuanya
beresidu S, posisi 92 semua isolat beresidu D, asam
amino 103 sebagian isolat beresidu F dan S. Posisi
106 semua beresidu M kecuali isolat A/chicken/Pessel/
BPPVRII/2007 yang mempunyai residu (I), semua
isolat juga mengalami delesi 5 asam amino pada posisi
80 - 85 kecuali isolat A/chicken/Pessel/BPPVRII/2007
beresidu (TMASV) (gambar 2). Hasil sekuensing isolat
asal mamalia, pada posisi asam amino penting yang
berhubungan dengan peningkatan derajat virulensi virus,
semua isolat mempunyai motif asam amino yang sama
yaitu, 42(S), 92(D), dan 106(M). Posisi asam amino
103 mayoritas isolat mempunyai residu F dan beberapa
beresidu S. Semua isolat asal mamalia mengalami
delesi pada posisi 80 - 85 (gambar 3).

Posisi asam amino no 42 semua isolat asal Indonesia
mengalami substitusi dari prolin (P) ke serin (S).
Substitusi prolin menjadi serin (P42S) menyebabkan
peningkatan virulensi virus melalui mekanisme
penghambatan respon IFN inang, termasuk jalur NF-
kB dan IRB-3 (Hale, 2008; Jiao et al., 2008). Asam
amino serin pada posisi 42 terletak pada RNA binding
domain (RBD) (gambar 4). RBD merupakan simetrikal
homodimer, setiap monomer terdiri atas 3 o heliks.
Asam amino serin pada posisi 42 (S42) terletak pada
heliks 2. Heliks 2 berfungsi mengikat dSRNA dengan
membentuk trek antiparallel dikedua sisi cleft (Liu et
al., 1997).

Delesi 5 asam amino pada posisi 80 — 84 ditemukan
pada hampir semua isolat asal Indonesia kecuali
isolat A/chicken/Pessel/BPPVRII/2007 yang beresidu
(TMASYV). Delesi 5 asam amino pada posisi 80 — 84
ini ditemukan pada virus yang diisolasi mulai akhir
tahun 2000 sampai sekarang. Fenomena ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh Viseshakul et
al., (2004). Berdasarkan gen NS1 virus avian influenza
H5N1 dikelompokkan menjadi 2 yakni kelompok virus
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Gambar 1. Hasil multiple alignment sekuen asam amino virus avian influenza H5N1 asal manusia dari Indonesia. Posisi asam amino menggunakan penomoran
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Gambar 2.Hasil multiple alignment sekuen asam amino virus avian influenza HSN1 asal unggas dari Indonesia. Posisi asam amino menggunakan
penomoran H3.
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Gambar 3.Hasil multiple alignment sekuen asam amino virus avian influenza H5N1 asal mamalia dari Indonesia. Posisi asam amino menggunakan
penomoran H3.
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D 92

Gambar 4.Gambar diagram skematik monomer NS1. Struktur scalled ball and stict menunjukkan posisi asam
amino yang menjadi penanda peningkatan virulensi. Ilustrasi dibuat dengan Esypred3D.

Delesi 80 - 84

Gambar 5.Gambar diagram skematik monomer NS1. Daerah yang dilingkari menunjukkan delesi 5 asam
amino pada posisi 80 — 84. Ilustrasi dibuat dengan Esypred3D.

yang diisolasi pada tahun 1997 dan kelompok virus
yang diisolasi pada akhir tahun 2000 sampai sekarang.
Kelompok virus yang diisolasi pada tahun 1997 tidak
mengalami delesi 5 asam amino pada posisi 80 — 84,
sedangkan virus yang diisolasi pada akhir tahun 2000
sampai sekarang menunjukkan adanya delesi pada
posisi 80 — 84.
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Delesi 5 asam amino pada posisi tersebut
berkontribusi pada peningkatan virulensi virus H5N1
(Long et al., 2008). Bila dilihat dari struktur 3 dimensi
delesi 5 asam amino pada posisi 80 — 84 menyebabkan
penghubung yang menghubungkan RNA binding
domain dengan effector domain menjadi lebih pendek.
Pemendekan ini mengubah orientasi dan stabilitas RBD,
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dan atau keduanya (gambar 5). Pengubahan orientasi
dan stabilitas RBD memberikan kontribusi terhadap
peningkatan virulensi virus baik dengan memodulasi
peningkatan pengikatan dsRNA oleh RBD maupun
interaksi dengan protein inang (Bornholdt &Prasad
2008).

Posisi asam amino 92 semua isolat asal Indonesia
masih terbaca aspartat (D) tidak mengalami mutasi
menjadi asam glutamat (E). Substitusi aspartate (D)
menjadi glutamat (E) menentukan virulensi virus karena
dapat memperpanjang siklus hidup virus (Lin, ef al.,
2007). Asam aspartate pada posisi 92 (Asp92) terletak
pada effector domain, karena letaknya dekat dengan
dimeric interface, maka jika terjadi mutasi pada posisi
tersebut akan mengubah stabilitas atau orientasi RBD
sehingga mempengaruhi kemampuan mengikat dsSRNA.
Mutasi D92E dapat menurunkan efisiensi fosforisasi
NS1. Fosforilisasi NS1 diperlukan untuk induksi proses
apoptosis yang memungkinkan ribonukleoprotein virus
(VRNP) dikeluarkan (diekspor) dari inti sel hospes.
Pada akhirnya, mutasi D92E menentukan virulensi virus
karena dapat memperpanjang siklus hidup virus (Lin et
al., 2007). Virus influenza H5N1 yang ditransmisikan
pada manusia di Hong Kong tahun 1997 memiliki asam
glutamat pada posisi 92 yang merupakan faktor penting
dalam virulensi dan resistensi terhadap sitokin pada babi
(Seo et al., 2002).

Pada posisi 103 dan 106 mayoritas isolat beresidu
F beberapa isolat dari unggas dan mamalia beresidu S.
Substitusi asam amino fenil alanin (F) menjadi serin
(S) pada posisi 103 belum diketahui efeknya terhadap
patogenitas maupun replikasi virus. Pada posisi 106 satu
isolat dari unggas A/chicken/Pessel/BPPVRII/2007
mengalami substitusi asam amino metionin (M)
menjadi [soleusin (I) sedangkan semua isolat Indonesia
yang lain masih tetap beresidu (M). Menurut Dankar
et al., (2011) mutasi 2 asam amino dari F menjadi L
(F103L) dan M menjadi I (M106I) menjadikan virus
lebih adaptif dan virulen pada mamalia. Semua isolat
virus dari Indonesia tidak ada yang mengalami mutasi
di 2 posisi itu sekaligus.

KESIMPULAN

Subtitusi asam amino dari prolin ke serin di posisi
42 (P42S) dan delesi 5 asam amino di posisi 80 — 84 telah
ditemukan pada virus avian influenza asal Indonesia,
akan tetapi tidak ditemukan substitusi asam amino
aspartat ke glutamat diposisi no 92 (D92E) dan tidak
ada yang mengalami 2 substitusi asam amino sekaligus
diposisi 103 dan 106.

SARAN

Surveilan molekuler terhadap penanda peningkatan
virulensi virus avian influenza HSN1 di Indonesia harus
selalu dilakukan untuk meningkatkan sistem peringatan
dini terjadinya pandemi.
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