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Abstract

Dengue viruses (DENV) consist of 4 serotypes and each of serotype is divided in several genotypes based on the
envelope gene. To find the different in protein structure of DENV-3 circulated in Surabaya, we conduct analysis
of two sequences of DENV-3 genotype 1 in different clade. Information of nucleotide and amino acid were
searched from the GeneBank, homology were analysed using BLAST in NCBI. The different of amino acid of 2
sequences and protein structure were analysed using software Bioedit vs 7.2.5 and PyMol respectively. We
found six amino acid residu that are different in these sequences. Three of amino acids of the different
sequences have significant different similarities. These amino acid residu are 140, 340 and 362. Based on
physic-chemistry properties, these amino acids are more hydrophobic in sequence of clade 2. 3D prediction of
protein structure show that residu 140, 340, 362 and 386 have different surface protein. Physic-chemistry
properties and charge of amino acid causing different 3D structure of DENV-3 envelope protein.
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Abstrak

Virus dengue (DENYV) terdiri dari 4 serotipe. Masing-masing serotipe masih dibagi lagi menjadi beberapa
genotipe berdasarkan gen selubung virus, karena variasi genetik terbanyak ada pada gen ini. Analisis ini
membandingkan dua runutan nukleotida dan asam amino DENV-3 dengan genotipe sama namun pada clade
yang berbeda, yang bersirkulasi di Surabaya. Informasi sekuen gen maupun protein diperoleh melalui situs
GenBank (NCBI), analisis homologi menggunakan situs yang sama. Perbedaan residu asam amino
diidentifikasi menggunakan software Bioedit vs 7.2.5, sifat variasi asam amino diprediksi menggunakan
program pada situs ExXPASy. Kemiripan asam amino dinilai dengan menggunakan scoring Blosum dan prediksi
struktur permukaan protein selubung ditentukan menggunakan perangkat lunak PyMOL. Perbedaan susunan
asam amino kedua sekuen yang dianalisis terdapat pada 6 residu dengan posisi sekuen pada clade 1 dan 2
berturut-turut sebagai berikut, S1401I, V1411, E340G, P362L, K386R, dan I412L. Tiga dari residu ini memiliki
perbedaan yang cukup bermakna, yaitu pada 140, 340 dan 362. Sekuen pada clade 2 ketiga residu ini lebih
bersifat non polar dan hirofobik dibandingkan pada sekuen clade 1. Sementara prediksi 3D memperlihatkan
adanya perbedaan struktur permukaan pada residul40, 340, 362 dan 386. Perbedaan sifat maupun muatan asam
amino memberikan perbedaan struktur 3D protein selubung DENV-3.
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Pendahuluan

Virus dengue (DENV) termasuk
dalam genus flavivirus, family flaviviridae.
Berdasarkan sifat antigen dan sekuen
genetik terdapat 4 variasi serotipe virus
dengue yaitu DENV-1 hingga DENV-4.
Kekebalan spesifik terhadap 1 serotipe
tidak dapat menghambat infeksi terhadap
serotipe yang lain. Masing-masing
serotipe dibagi lagi menjadi beberapa
genotipe berdasarkan sekuen gen envelope
(selubung) virus dan variasi paling banyak
pada gen ini.'

Berdasarkan struktur kristal, protein
selubung DENV terdiri atas 3 domain,
yaitu domain I (DI) berperan pada
perubahan  konformasi pada  proses
endositosis, domain II (DII) berperan pada
proses fusi dengan membran sel dan
domain II (DIII) berperan pada proses
penempelan pada membran sel.” Pada
semua serotipe DENV, sekitar 123 residu
asam amino bersifat lestari, dua per tiga
dari residu ini terdapat pada protein
selubung DENV. Diperkirakan residu ini
menentukan spesifisitas reseptor,
preferensi vektor, sebaran pejamu maupun
tropisme DENV. 3 Sementara itu, 56 residu
bersifat tidak lestari, terutama pada DIIL.
Perubahan genetik pada DIII  tentunya
akan menimbulkan perbedaan susunan
residu dari masing-masing  genotipe
virus.**

Genotipe DENV yang beredar di
Indonesia sudah banyak dilaporkan. Suatu
studi melaporkan DENV-3 genotipe I
yang beredar di Surabaya berada pada dua
clade. Strain dari kedua clade ini diduga
telah bersirkulasi secara terus menerus dan
berpotensi menimbulkan ledakan kasus
infeksi dengue > karena dengan variasi
intragenetik dapat menyebabkan antibodi
tidak dapat menetralisasi secara efisien.’
Analisis bioinformatik ini bertujuan untuk
menganalisis perbedaan struktur protein
selubung dari 2 sekuen genetik strain
DENV-3 tersebut.
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Metode

Informasi sekuen gen diperoleh
melalui situs GeneBank (NCBI) dengan
accession no KF709425 dan KF709426,
maupun sekuen DENV-3 lain dari
Indonesia. Melalui situs yang sama
diperoleh informasi sekuen protein kedua
strain,  berturut-turut  accession  no
AIE42670 dan AIE42671. Kedua strain
tersebut juga dibandingkan dengan sekuen
gen dan protein lain di GeneBank yang
berasal dari Indonesia.

Pohon filogenetik dibuat
menggunakan perangkat lunak MEGA 6
untuk menentukan posisi kedua sekuen
terhadap sekuen DENV-3 Indonesia yang
lain.” Homologi sekuen ditentukan melalui
situs NCBI, perbedaan residu asam amino
ditentukan dengan menggunakan software
Bioedit vs 7.2.5. Sifat variasi asam amino
diprediksi dengan menggunakan program
pada situs ExPASy, kemiripan asam amino
dinilai dengan menggunakan scoring
Blosum. Berikutnya prediksi struktur
permukaan protein selubung ditentukan
dengan menggunakan perangkat lunak
PyMOL.

Hasil

Analisis filogenetik menggunakan
sekuen nukleotida gen selubung DENV-3
genotipe 1 yang diisolasi di Indonesia
mengelompok pada dua clade yang
berbeda, masing-masing pada clade 1 dan
2. Studi homologi menggunakan analisis
BLAST nukleotida untuk 2 sekuen
KF709425 dan KF709426 memperlihatkan
bahwa nilai identifikasi (query coverage)
100%, nilai E 0.0, dan kemiripan 97%
dengan 49 nukleotida yang berbeda.
Namun perbedaan tersebut tidak terlihat
pada analisis filogenetik menggunakan
sekuen asam amino. (Gambar 1).
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JF968091 1002aTw Indonesia 2010
JF968095 1008aTw Indonesia 2010

KF709426 Surabaya 2013
N575567 Indonesia 2008
KC589012 SMG-SE005 Semarang 2012 Clade 1
JE968102 1009bTw Indonesia 2010
EU448434 0702 Tw Indonesia 2007
EU448435 0603aTw Indonesia 2006

8 AY858046 strain P164 Indoanesia 2004
83 AY858041 strain FW06 Indoneisia 2004
AY858043 strain KJ46 Indonesia 2004
Y858037 Strain BA1 Indonesia 2004
JN575568 Indonesia 2008b

7 KF709425 Surabaya 2013
6 JF968113 1012aTw Indonesia 2010
52 JF968096 1008bTw Indonesia 2010 i

Clade 2

0.002
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Gambar 1. A. Pohonfilogenetik DENV-3 genotipe 1 berdasarkan nukleotida yang
menggambarkan posisi 2 sekuen yang dianalisis.Kedua sekuen ditandai dengan

huruf cetak miring dangaris bawah.

B. Pohon filo genetik dari strain yang sama berdasarkan urutan asam amino.

Analisis lebih lanjut dilakukan terhadap 2
sekuen asam amino DENV-3 Indonesia
yang diisolasi di Surabaya. Homologi
asam amino dari kedua sekuen ini
memiliki kemiripan sebesar 99%, terdapat
perbedaan pada 6 residu asam amino.
Hasil pensejajaran sekuen protein
AIE45870 dan AIE45871 memperlihatkan
perbedaan asam amino terdapat pada
residu 1140S, 1141V, E340G, P362L,
K386R dan I1412L. (Tabel 1).

Berdasarkan penilaian sifat fisiko
kimia, asam amino pada 3 residu memiliki
sifat yang berbeda, yaitu residu 140, 340
dan 362. Ketiga residu tersebut bersifat
hidrofobik pada sekuen AIE45870 dan
lebih hidrofilik pada sekuen AIE45871.
Hal ini didukung dengan sifat polaritas
ketiga  residu yang  diidentifikasi
menggunakan skala Grantham, dan
AIE45870 lebih bersifat non polar (data
tidak diperlihatkan).

Penilaian kemiripan asam amino
dengan  menggunakan scoring blosum
menunjukkan terdapat 3 residu yaitu 141,
340 dan 362 yang memiliki perbedaan
yang cukup bermakna. Posisi residu pada
protein selubung DENV-3 yang dilaporkan
oleh Modis Y dan kawan-kawan® terlihat
bahwa perbedaan asam amino lebih
banyak terdapat pada DIII. (Tabel 1).

Hasil prediksi struktur sekunder
menunjukkan perbedaan struktur pada
residu P362L. Residu P berbentuk loop,
sementara residu L berbentuk [ sheet.
Residu 140, 340, 386 dan 412 yang
berbeda pada kedua sekuen tidak tampak
perbedaan struktur sekunder (data tidak
diperlihatkan).
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Ta

bel 1. Variasi Asam Amino berdasarkan sifat fisiko kimia, scoring Blosum
dan domain protein selubung DENV

AIE45870 (KF709425) ATE45871 (KF709426)
Posisi . .. .
Asam  Asam Slfat. F1.51k0 As?lm Sifat Fisiko kimia Skor Blosum  Domain
. . kimia amino
Amino amino
40 I Hidrofobik S Hidrofilik 2 |
41 1 Hidrofobik A\ Hidrofobik 3 1
40 G Hidrofobik E Hidrofilik -2 111
62 L Hidrofobik P Hidrofilik -3 111
26 R Hidrofilik K Hidrofilik 2 111
. . . . Stem
12 L Hidrofobik I Hidrofobik 2 Anchor
s Residy 1408 141
Recidu 362
v Residu 386
»
Residu 340
Gambar 2. Lokasi perbedaan asam amino pada protein selubung DENV-3. Domain I (DI)
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ditandai dengan warna merah, domain II (DII) kuning dan domain III (DIII) biru.
Residu 140 dan 141 terdapat pada DI, residu 340, 362 dan 386 pada DIII. Residu
dari sekuen AIE45870 ditandai dengan warna cyan dan AIE45871 berwarna hijau
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Tabel 2. Perbedaan struktur protein permukaan DENV-3 pada AIE45870 dan

AIE45871

Posisi asam AIE45870

amino (clade 1)

AIE45871

(clade 2)

Residu 140,
141

Residu 362

Pada residu
340 dan 386

Lokasi perbedaan asam amino
diperlihatkan pada Gambar 2. Residu
asam amino yang berbeda berada pada
posisi yang sama dan tidak mengubah
struktur sekunder maupun domain protein.
Perbedaan struktur permukaan protein
selubung DENV-3 seperti terlihat pada
tabel 2. Residu 140 dan 141 pada DI tidak
tampak perbedaan bermakna. Namun pada
residu 340 dan 386 tampak ada perbedaan
yang nyata pada struktur permukaan
protein.

Pembahasan

Kotaki dan kawan-kawan’ melapor-
kan studi analisis genetik DENV-3 yang
bersirkulasi di Surabaya. Dua dari 3

sampel diisolasi dari penderita dengan
kondisi klinis yang berat, sementara satu
sampel yang diisolasi dari penderita
dengan kondisi klinis ringan, namun
memiliki urutan genetik yang mirip
dengan salah satu genetik dari sampel
dengan  klinis  berat. Hal ini
mengindikasikan bahwa perbedaan genetik
tidak berpengaruh terhadap manifestasi
klinis. Selain itu diindikasikan bahwa
DENV-3 yang bersirkulasi di Surabaya ini
sudah bersirkulasi di Indonesia secara
terus menerus, dan memiliki potensi untuk
menimbulkan peningkatan jumlah kasus.’
Untuk melihat gambaran filogenetik
DENV-3 yang bersirkulasi di Indonesia
penulis mengunduh beberapa sekuen
DENV-3 Indonesia dari GeneBank dan
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membuat  pohon filogenetik  untuk
menentukan posisi sekuen gen DENV-3
dari Surabaya (Gambar 1). Hasilnya sama
dengan laporan Kotaki dan kawan-kawan,
bahwa dua isolat DENV-3 yang
bersirkulasi di Surabaya berada pada dua
clade yang berbeda, demikian juga
dengan sampel lain dari Indonesia. Untuk
melihat pengaruh perbedaan nukleotida
dengan uruan asam amino dari kedua
sampel terhadap struktur permukaan
protein, maka dikaji perbedaan struktur
protein selubung dari 2 strain DENV-3
tersebut.

Pohon filogenetik nukleotida dan
asam amino (Gambar 1) yang berbeda
pada analisis ini mengindikasikan bahwa
perbedaan  urutan  nukleotida  tidak
memberikan dampak pada urutan asam
amino. Perbedaan ini diduga akibat evolusi
pada nukleotida yang belum berpengaruh
terhadap fenotipe virus. Hasil analisis
homologi memperlihatkan bahwa
walaupun kedua sekuen berada pada
genotipe yang sama, namun masih terdapat
perbedaan susunan asam amino sebesar
1%. Sifat hidrofobik dan hidrofilik asam
amino dapat digunakan untuk
memprediksi struktur protein yang akan
menentukan fungsi protein.

Pada kedua sampel ini, 3 residu
memiliki perbedaan sifat fisiko kimia
protein, yaitu hidrofobik pada AIE45870
(clade 2) namun hidroflilik pada
AIE45871 (clade 1). Nilai kemiripan
asam amino pada 3 residu dari kedua
sekuen memperlihatkan bahwa pasangan
asam amino dari kedua sekuen memiliki
perbedaan yang cukup  bermakna.
Berdasarkan  domain  protein  yang
dianalisis, perbedaan sekuen terdapat pada
domain I dan domain III. Hal ini sejalan
dengan laporan sebelumnya, bahwa DIII
terutama pada 56 residu merupakan
domain yang banyak Variasinya.z’4
Perbedaan  ini  akan = memberikan
konsekuensi pada antibodi netralisasi
terhadap DIII, 39 dan hanya antibodi
spesifik ~ yang  dapat menetralisasi.”
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Perubahan struktur permukaan protein
selubung DENV-3 seperti terlihat pada
tabel 2. Residu 140 danl41l pada DI
maupun 362 pada DIII tampak sedikit
perbedaan. Dan pada residu 340 dan 386
tampak ada perbedaan struktur yang nyata
permukaan protein. Perbedaan struktur
protein ini diduga dapat memberikan
implikasi terhadap proses infeksi.

Lokasi perbedaan residu asam amino
pada protein DENV menjadi begitu
penting, karena terkait dengan peran
protein tersebut. Antibodi terhadap DI
tidak memiliki efek netralisasi, sementara
antibodi spesifik untuk serotipe pada DII
dapat memberikan efek netralisasi dengan
menghambat proses fusi pada membran
sel,3’10’ll dan hanya antibodi monoklonal
tertentu yang dapat menetralisasi virus.'?
Pada DIl antibodi mengenal epitop
lateral-ridge pada serotipe tersebut.
Antibodi  yang tidak spesifik akan
berikatan dengan afinitas yang rendah
sehingga tidak mampu untuk
menetralisasi, namun dapat menginfeksi
sel melalui interaksi Ig G- Fc receptor.”"

Perbedaan sekuen DENV-3 yang
dianalisis ternyata tidak memperlihatkan
perbedaan manifestasi klinis. Namun tetap
harus diperhatikan bahwa perubahan dapat
terjadi sewaktu-waktu, dan telah banyak
dilaporkan bahwa perubahan clade,
serotipe dan  genotipe  berpengaruh
terhadap klinis maupun lonjakan jumlah
kasus. ' Sehingga perlu pemantauan
untuk mengikuti kemungkinan terjadinya
pengelompokan strain tertentu menjadi
lebih virulen.

Kesimpulan

Terdapat perbedaan asam amino
yang mempengaruhi struktur permukaan
protein selubung virus dengue serotipe 3
pada dua strain yang beredar di Surabaya.
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Saran

Perlu dilakukan surveilans epide-
miologi secara berkesinambungan untuk
memantau  maupun mengevaluasi ke-
mungkinan pergeseran straint atau pun
terbentuknya suatu kelompok virus yang
virulen di masa mendatang.
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