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ABSTRAK

Avian influenza (H5N1) merupakan suatu penyakit yang disebabkan
oleh virus influenza tipe A yang dapat menyebabkan kematian cukup tinggi.
Kasus virus influenza A yang mematikan bagi manusia antara lain HIN1
tahun 1918, H2N2 tahun 1957-1958, H3N2 pada tahun 1967-1968, dan
kasus terbaru adalah HIN1 tahun 2009. Hal ini menjelaskan bahwa mutasi
yang terjadi dapat mempengaruhi tingkat patogenisitas dari virus influenza.
Analisis mutasi secara in silico dapat dilakukan dengan menggunakan
metode multiple allignment disertai pembuatan phylogenetic tree. Mutasi
yang diamati untuk Hemagglutinin (HA) dilakukan pada daerah cleavage site,
sedangkan untuk Non Struktural (NS) 1 dan Matrik(M) 1 dilakukan pada
seluruh daerah pada sekuen. Pola untuk H5N1 Indonesia dan Hongkong
pada cleavage site HA adalah R-X-K/R-R, sedangkan sekuen subtipe H1IN1,
H1N2, dan H3N2 tidak memiliki pola ini. Pola ini menyebabkan HA H5N1
mudah terpotong oleh furin sesuai hasil prediksi pro-P (furin). Mutasi spesifik
pada sekuen NS1 untuk kontrol (A/Indonesia/5/2005 (H5N1),
A/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1), A/Hong Kong/156/97 (H5N1), A/Brevig
Mission/1/18 (H1N1), A/Mexico/InDRE4487/2009 (H1N1) ) terhadap subtipe
H1N1, H1N2, dan H3N2 terdapat di posisi 53. Pada M1 tidak ditemukan
posisi mutasi spesifik untuk kontrol yang identik untuk ketiga subtipe tersebut.

Sekuen NS1 dan M1 kontrol maupun subtipe HIN1, HIN2, dan H3N2
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memiliki nilai IC50 dibawah 50nM sehingga masih dapat dikenali dengan baik
oleh sistem imun host. Mutasi spesifik tidak terjadi pada daerah pengenalan
epitope. Hasil mutasi spesifik yang terjadi ini baik untuk NS1 dan M1 tidak
mempengaruhi perubahan struktur sekunder maupun struktur tersier protein
secara signifikan dari kontrol dengan sekuen H1IN1, HIN2, dan H3N2. Hal ini
terlihat dari nilai RMSD (Root Mean Square Deviation) setelah dilakukan

superimpose terhadap struktur protein 3D hasil prediksi.

Kata Kunci: cleavage site, hemagglutinin, influenza , in silico , mutasi, Matrik1, Non
Struktural 1

Xii + 113 him.; gbr.; lamp.; tab
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sejak tahun 1997 hingga sekarang kasus Highly Pathogenic Avian
Influenza (HPAI) H5N1 virus influenza A telah menyebabkan kematian pada
unggas ternak dan manusia dalam jumlah yang cukup besar. Daerah
penyebaran virus ini di Asia meliputi Jepang di Utara dan Indonesia di
Selatan. HPAI H5N1 harus diwaspadai sebagai ancaman terjadinya wabah
pandemik yang berakibat fatal bagi manusia. Ancaman pandemik dari virus
influenza sangatlah dimungkinkan dan virus H5SN1 yang diperkirakan
penyebab pandemik ini masih perlu dikaji lebih lanjut. Akan tetapi bukti-bukti
di lapangan menunjukkan bahwa virus H5N1 bertanggungjawab terhadap
kematian unggas dan manusia yang begitu banyak di berbagai negara. Yang
secara langsung maupun tidak, menimbulkan kerugian di bidang ekonomi
maupun sosial (Guan, Yi et al. 2007).

Evolusi maupun mutasi yang terjadi pada H5N1 sangat dipengaruhi
oleh kemampuan virus tersebut untuk melakukan drift / shift antigenik. Dalam
perkembangannya, HSN1 dapat menjadi lebih mudah menular dari manusia
ke manusia akibat kedua proses tersebut, sehingga ancaman pandemik

menjadi nyata (Guan, Yi et al. 2007).

Analisis variasi..., Danang Febry Witanto, FMIPA Ul, 2009



Virus influenza yang pertama menyebabkan pandemik dan korban
yang jatuh sangat banyak adalah subtipe HIN1 pada tahun 1918 (Spanish
Flu). Virus ini telah menyebabkan kematian sekitar 50 juta orang di seluruh
dunia . Selanjutnya subtipe H2N2 (Asian flu) pada tahun 1957-1958, H3N2
(Hongkong Flu) pada tahun 1967-1968 (Asmara, W. 2007). Kasus terbaru
pada tahun 2009 ini subtipe HIN1 (Swine Flu) setidaknya menelan ratusan
korban jiwa yang terjadi di Mexico. Sampai tanggal 12 Juni 2009, virus H1IN1
ini telah menyebabkan 145 orang tewas di berbagai negara

(http://www.who.int/csr/don/2009 06 12/en/index.html), diakses 14 Juni 2009

pukul 23.30 WIB).

Influenza disebabkan 3 tipe (strains) virus yaitu influenza A, B and C.
Tipe A bertanggungjawab atas pandemik influenza mematikan (epidemik di
seluruh dunia) yang menyerang setiap 10 sampai 40 tahun sekali. Tipe B
dapat menyebabkan wabah yang lebih kecil atau terlokalisasi yang biasanya
muncul setiap 3-15 tahun sekali. Tipe C kurang umum dan hanya
menyebabkan gejala ringan. Tipe C merupakan virus yang stabil tetapi tipe A
dan B berubah secara konstan dimana strain baru muncul rutin. Sekali
terkena flu, tubuh akan mengembangkan antibodi terhadap virus yang
menginfeksi tersebut, tetapi antibodi tersebut tidak melindungi tubuh dari
strain virus influenza yang baru (Baigent, Susan J & John W, McCauley.
2003).

Virus influenza A termasuk ke dalam famili orthomyxoviridae yang

terdiri dari 8 segmen single stranded RNA yaitu HA, NA, PB2, PB1, PA, NS,
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NP, dan M. Pada permukaan virion terdapat tonjolan (spikes) yang digunakan
untuk menempel pada reseptor yang spesifik pada sel inangnya pada saat
menginfeksi sel. Terdapat 2 jenis spikes yaitu yang mengandung
hemaglutinin (HA) dan neuraminidase (NA). Keduanya dijadikan pembeda
antara subtipe virus influenza A. Saat ini diketahui terdapat 16 jenis HA dan 9
jenis NA (Cox et al. 2005).

Fasa penempelan virus pada reseptor yang mengandung sialic acid di
permukaan sel host merupakan fasa paling menentukan dalam proses infeksi
virus. Pada virus avian influenza protein HA hanya dapat mengenal reseptor
yang ada pada unggas [Neu5Ac(a2-3)Gal]. Dimana molekul ini berbeda
dengan reseptor yang ada pada manusia [Neu5Ac(a2-6)Gal]. Secara teoritis
virus avian influenza tidak dapat menginfeksi manusia karena adanya
perbedaan reseptor tersebut. Akan tetapi perkembangan berikutnya
menunjukkan kemungkinan perubahan susunan asam amino pada HA akibat
antigenik drift / shift yang mengakibatkan penularan antar manusia yang
merupakan awal dari ancaman pandemi avian influenza secara global
(Asmara, W. 2007).

Aspek utama dalam penentuan tingkat patogenitas virus influenza
adalah (i) interaksi terhadap lapisan mucus, (ii) proses masuknya virus ke
dalam sel inang, (iii) proses replikasi virus, (iv) pengaruh infeksi virus
terhadap sistem imun, (v) penyebaran virus dari tempat bereplikasi, (vi)
tingkat kerusakan sel oleh infeksi virus, dan (vii) spesifisitas dari sel inang

(Sweet, C & H, Smith. 1980)
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Avian influenza dapat ditemukan dalam 2 bentuk yaitu bentuk akut
Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) dan bentuk ringan Low Pathogenic
Avian Influenza (LPAI). Pada HPAI tingkat morbiditas dan mortalitas dapat
mencapai 100% (Asmara, W. 2007).

H5N1 termasuk ke dalam HPAI yang menyebabkan tingkat kematian
begitu besar pada host-nya. Tingkat patogenisitas dari virus H5N1 ini
dipengaruhi antara lain oleh situs pemutusan HA (cleavage site) yang terdiri
dari polybasic amino region yang memungkinkan HA menjadi sangat peka
terhadap protease endogen/seluler hospes. Akibatnya virus ini dapat
menyebar dalam jangkauan yang luas bukan hanya pada sel saluran
pernapasan saja. Selain HA, mutasi gen-gen lain seperti NA, PB1, PB2, NS,
dan M juga mempengaruhi tingkat patogenisitas dari virus (Asmara, W.

2007).

1.2Perumusan Masalah

Pengetahuan akan tingkat patogenisitas dari virus avian influenza
H5N1 sangat penting artinya dalam penanganan pasien flu burung di
berbagai negara termasuk Indonesia. Berbagai kajian mengenai respon imun
terhadap infeksi flu burung terus dilakukan untuk mendapatkan jawaban
tentang patogenisitas virus ini bagi hostnya terutama manusia. Pertanyaan
yang muncul adalah apakah ada kesamaan variasi genetik dari H5N1

Indonesia yang memiliki tingkat patogenitas tinggi dengan kasus influenza,
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lain sehingga nantinya dapat dianalisa kesamaan maupun perbedaan genetik

yang menentukan tingkat patogenisitas dari virus tersebut.

1.3Tujuan

Melihat keganasan virus influenza H5N1 yang sangat tinggi terhadap
manusia maka timbul dorongan untuk mencari faktor penyebab patogenitas
yang begitu tinggi. Tujuan dari penelitian ini adalah menganalisis secara in
silico variasi genetik protein Hemaglutinin, Non struktural 1, dan Matrik 1 dari
H5N1 di Indonesia yang mempengaruhi tingkat patogenitasnya terhadap
manusia dibandingkan dengan kasus influenza dari subtipe lain. Serta
melihat pengaruh mutasi ini terhadap perubahan struktur sekunder, daerah

pengenalan epitope, dan perubahan dari struktur tersier protein.
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1Virus Influenza

Virus influenza adalah partikel berselubung yang berbentuk bundar
atau bulat panjang, merupakan genome RNA rangkaian tunggal dengan
jumlah lipatan tersegmentasi sampai mencapai tujuh hingga delapan lipatan,
dan berpolaritas negatif (negative sense) (Kamps, SB et al. 2006) .

Virus influenza merupakan virus RNA termasuk dalam famili
Orthomyxoviridae. Asam nukleat virus ini beruntai tunggal, terdiri dari 7 - 8
segmen gen yang mengkode sekitar 10 jenis protein. Virus influenza
mempunyai selubung/simpai yang terdiri dari kompleks protein dan
karbohidrat. Virus ini mempunyai sekitar 500 tonjolan (spikes) glikoprotein
yang digunakan untuk menempel pada reseptor yang spesifik pada sel-sel
hospesnya pada saat menginfeksi sel. Terdapat 2 jenis spikes yaitu yang
mengandung hemaglutinin (HA) dan yang mengandung neuraminidase (NA),
yang terletak di bagian terluar dari virion (Horimoto T, Kawaoka Y. 2001).

Virus influenza dibagi menjadi 3 tipe, yaitu A, B, dan C berdasarkan
perbedaan sifat antigenik dari nucleoprotein (NP) dan matriks proteinnya
(MP). Virus influenza A dan B terdiri dari delapan segmen RNA sedangkan

virus influenza C hanya terdiri dari tujuh segmen. Virus influenza A dapat
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menginfeksi unggas maupun mamalia (termasuk manusia) dan bersifat
patogen terhadap hostnya, sedangkan virus influenza B dan C dapat diisolasi
dari mamalia (termasuk manusia) dan umumnya kurang patogen

dibandingkan dengan virus influenza tipe A.

2.2. Avian Influenza

Avian influenza adalah penyakit viral pada unggas, termasuk ayam
dan unggas liar yang disebabkan oleh virus influenza tipe A dimana genom
virus ini tersusun dalam 8 segmen . Kedelapan segmen tersebut adalah
hemagglutinin (HA), neuraminidase (NA), nucleocapsid protein (NP),
polymerase basicl (PB1), polymerase basic 2 (PB2), polymerase acidic (PA),
protein matriks (M1 dan M2) serta nonstructural protein (NS1 dan NS2)
(Horimoto, T,. Kawaoka, Y. 2001; Swayne, D.E. 2003). Struktur dari virus

influenza tipe A ditampilkan pada Gambar 1.

Influenza A Virus

Orthomyxoviridae

Segmented,
negative stranded
RNA genome

Gambar 1. Struktur virus influenza (Klenk, Hans Dieter. 2007)
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Bagian dalam selubung dibatasi matrik protein (M) dan bagian luar
oleh peplomer glikoprotein hemaglutinin (HA) berbentuk batang yang
merupakan homotrimer dari membrane glikoprotein kelas | dan molekul
neuroamidase berbentuk cendawan yang merupakan tetramer dari
membrane protein kelas Il (Syahdrajat, T. 2007)

Virus influenza tipe A dibagi menjadi beberapa tipe berdasarkan
perbedaan antigen protein HA dan NA yang terdapat di permukaan virion.
Sampai saat ini virus influenza A telah dikenal sebanyak 16 sub-tipe HA (H1

sampai H16) dan 9 sub-tipe NA (N1 sampai N9) (Guan, Yi et al. 2007) .

2.2.1 Hemaglutinin (HA)

Hemaglutinin (HA) merupakan suatu glikoprotein yang memiliki berat
molekul kira-kira 76.000 dan mengandung 2 sampai 3 tempat terjadinya
glikosilasi. Hemaglutinin ini mengelilingi membran lipid pada sisi luarnya dan
setidaknya memiliki 5 daerah antigenik (epitope). HA berfungsi sebagai
reseptor dalam pengikatan virus terhadap sel host. HA akan berikatan
dengan sialic acid (N-acetyl-neuraminic acid) dan membantu dalam proses
penetrasi materi genetik virus terhadap nucleus host dengan melakukan
membrane fusion (Kamps, SB et al. 2006) .

Untuk terjadinya infeksi protein HA ini harus berikatan dengan
likoprotein atau glikolipid permukaan sel yang mengandung gugus terminal

sialil-galaktosil [Neu5Ac(a2-3)Gal] atau [NeuSAc(a2-6)Gal]. Virus avian
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influenza isolat asal ayam cenderung berikatan dengan [Neu5Ac(a2-3)Gall,
sedangkan virus isolat asal manusia mempunyai spesifitas terhadap
[NeubAc(a2-6)Gal]. Kondisi ikatan ini ikut berperan dalam spesifitas virus
dengan hospes (Matrosovich, 2004).

Bagian protein HA yang berikatan dengan reseptor hospes (Receptor
Binding Site / RBS) mempunyai susunan amino yang khas. Pada RBS virus
influenza subtype H3 isolat asal ayam dengan asam amino posisi 226 GIn
dan posisi 228 Gly akan lebih mengenal [Neu5Ac(a2-3)Gal], sedangkan virus
isolat asal manusia dengan asam amino 226 Leu dan 228 Ser akan lebih
mengenal [NeuS5Ac(a2-6)Gal] (Thompson et al. 2006).

Pada sel epitel permukaan saluran respirasi manusia terutama
mengandung [Neu5Ac(a2-6)Gal], sedangkan pada ayam mayoritas adalah
[Neu5Ac(a2-3)Gal]. Dengan kondisi seperti ini, maka virus avian influenza
isolat asal ayam tidak dapat dengan mudah menginfeksi manusia. Perubahan
spesifitas hospes dapat dimungkinkan akibat perubahan asam amino pada
RBS melalui peristiwa mutasi genetik (Asmara, W. 2007).

Diketahui bahwa semua tipe dari virus influenza A secara antigenik
labil dan dapat beradaptasi dengan baik untuk menghindari pertahanan tubuh
hospesnya. Mutasi yang terjadi pada daerah antigenik akan mengurangi
ikatan pengenalan dengan antibodi pada sistem imun hospes, dengan
demikian dapat menimbulkan subtipe baru pada virus ini sehingga akan
timbul ancaman endemik maupun pandemik pada populasi hospes. Variasi

antigenik pada virus avian influenza dapat ditemukan dengan frekuensi tinggi
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dan terjadi melalui 2 cara, yaitu shift dan drift. Shift antigenik dapat timbul
akibat gene reassortment (pertukaran atau pencampuran gen) yang terjadi
pada 2 atau lebih virus influenza tipe A sehingga terjadi penyusunan kembali
suatu galur virus baru yang bermanifestasi sebagai subtipe virus avain
influenza yang baru. Shift antigenik terjadi oleh adanya perubahan struktur
antigenik yang bersifat dominan pada antigen permukaan HA dan/atau NA.
Sebagai contoh virus dengan tipe H1 digantikan dengan H5 menghasilkan
strain baru dari virus ini. Hal ini dapat terjadi ketika suatu sel host terinfeksi
oleh 2 tipe virus influenza yang berbeda secara bersamaan sehingga segmen
gen dari kedua virus tersebut saling bertukar selama proses replikasi (Guan,
Yi. 2007; Tumpey et al. 2002).

Pada proses drift antigenik terjadi perubahan susunan asam amino
pada waktu gen melakukan encoding antigen permukaan setiap kali virus
bereplikasi sehingga menghasilkan subtipe yang baru. Drift antigenik dapat
terjadi oleh adanya perubahan struktur antigenik yang bersifat minor pada
antigen permukaan HA dan/atau NA dan dapat ditemukan pada virus
influenza tipe A dan B. Drift antigenik berlangsung lambat, tetapi progresif
dan cenderung menimbulkan penyakit yang terbatas pada suatu kawasan.
Mutasi pada materi genetik dapat menimbulkan perubahan polipeptida virus,
yaitu sekitar 2-3 kali substitusi asam amino per tahun (Asmara, W. 2007,

Soepadi PZ. 2005).
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2.2.2Neuraminidase (NA)

Neuraminidase (NA) merupakan suatu glikoprotein layaknya HA, dan
ditemukan di permukaan virion. NA membentuk struktur tetramer dengan
rata-rata berat molekul 220.000. NA berfungsi sebagai suatu enzim yang
dapat menghidrolisis ikatan antara galaktosa dan N-acetylneraminic pada
rantai ujung oligosakarida-glikoprotein. Dengan fungsi ini maka
neuraminidase dianggap ikut berperan dalam spesifitas virus avian influenza
terhadap hospes. Fungsi NA ini harus berada dalam keseimbangan dengan
HA. Hal ini agar aktivitas enzimatik dalam melepaskan asam sialat dari sel
yang terinfeksi tidak menyebabkan penurunan efisiensi infeksi sel berikutnya.
Sialiloligosakarid yang terdapat pada mukus di saluran respirasi mempunyai
peran pada pembatasan hospes terhadap avian influenza. Neuraminidase
avian influenza isolat asal ayam tidak dapat memecah 4-O-asetyl SA,
sehingga oligosakarida ini dapat berperan sebagai inhibitor analog reseptor
dalam saluran respirasi manusia (Asmara, W. 2007; Kamps, SB et al. 2006).

Fungsi lain dari NA adalah untuk melepaskan partikel virus yang sudah
selesai replikasi dalam sel host dan mencegah virion yang sudah terbentuk
menempel kembali pada reseptor asam sialat melalui tonjolan HA. Oleh
karena itu efisiensi replikasi avian influenza sangat bergantung pada
kerjasama protein HA dan NA dari virus (Zambon, Maria C. 2001).

Drift / shift antigenik juga dapat terjadi pada NA sehingga meyebabkan

terjadinya mutasi pada sekuens NA. NA membawa beberapa residu asam
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amino yang penting dalam pengembangan obat antiviral dan ketika terjadi
mutasi dapat meyebabkan virus ini resistance terhadap inhibitor

neuraminidase (Kamps, SB et al. 2006).

2.2.3 Polymerase basic 1 (PB 1), Polymerase basic 2 (PB 2),

Polymerase acidic (PA)

Ketiga jenis polimerase ini berperan dalam proses replikasi dan
transkripsi. Gen polymerase basic (PB) menyandi transkriptase yang
berperan diantaranya dalam capbinding dan elongation. Ketiganya memiliki
aktivitas endonuklease dan terikat dengan RNP (Asmara, W. 2007; Kamps,

SB et al. 2006).

2.2.4 Protein Non Struktural (NS)

NS1 memiliki berat molekul sekitar 26.000 dan membentuk dimer yang
dapat menginhibisi transfer mRNA sel host dari nukleus, sehingga
memberikan kemudahan bagi viral RNA untuk bisa dibawa ke ribosom dan
ditranslasikan. Selain itu NS1 juga dapat berperan dalam resistensi terhadap
respon interferon pada sistem imun sel host (Kamps, SB et al. 2006).

NS2 merupakan molekul kecil dengan berat molekul 11.000. Protein ini

kemungkinan terikat dengan M1 protein dan diyakini memiliki fungsi untuk
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memfasilitasi transport RNPs yang baru terbentuk dari nukleus ke sitoplasma

sehingga dapat mempercepat replikasi dari virus (Kamps, SB et al. 2006).

2.2.5 Matrix protein (M)

Gen matriks avian influenza menyandi 2 macam protein yaitu protein
M1 dan protein M2. Protein matriks mempunyai peran dalam pemyusunan
virion avian influenza. Bersama dengan protein HA dan NA, protein M2
menyusun struktur amplop virus dan berperan sebagai saluran ion. Protein
M1 tidak hanya sebagai komponen struktural virus, tetapi juga berperan
dalam proses awal infeksi dalam pemisahan protein M1 dari RNP untuk
masuk ke dalam sitoplasma sel tropisma. Pemisahan ini dipicu pemindahan
ion hidrogen melewati membran virus oleh protein M2. Aktivitas dari M2
menjadi target kerja amantadine dan rimantadine. Pada protein M1
ditemukan paling tidak, ada 2 domain yang conserved yaitu antara asam
amino 148 sampai 162 yang membentuk struktur zinc finger motif dan residu
palindromik pada posisi 101 sampai 105 (Kamps, SB et al. 2006; Reid et al.

2002).

2.3Siklus Hidup Virus Flu Burung

Virus influenza akan terikat dengan permukaan sel host (reseptor sel

hospes) dengan melekatkan HA pada sialic acid yang terdapat pada sel.
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Ikatan sialic acid terhadap galaktosa baik a 2,3 (pada burung) atau a 2,6
(pada manusia) akan bergantung kepada spesifitas calon host. Setelah
berikatan dengan reseptor sel hospes, maka virus akan masuk melalui fusi
amplop virus dengan membran endosomal sel hospes. Langkah memasukan
virus ini dilakukan dengan proses endositosis melalui mediasi penurunan pH
pada phagosom. Ketika tahapan ini selesai, penurunan pH akan dihentikan
oleh kerja protein M2 dimana selanjutnya akan terjadi serangkaian penataan

ulang protein matrix-1 (M1) dan kompleks glikoprotein homotrimerik HA.

Life Cycle of Influenza Virus

g@% Receptor binding
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Gambar 2. Siklus hidup virus influenza (Klenk, Hans Dieter. 2007)

Sebagai hasilnya, terbuka (exposed) sebuah bidang (domain) yang
sangat lipofilik dan fusogenik dari setiap monomer HA yang masuk ke dalam
membran endolisomal, dan dengan demikian memulai terjadinya fusi antara

membran virus dengan membran lisomal. Proses ini akan memerlukan
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bantuan protease sel hospes untuk mengaktivasi prekursor hemaglutinin
(HAO) menjadi fragmen 1 (HA1) dan fragmen 2 (HA2) yang akan
memungkinkan virus melepaskan ribonukleoproteinnya (RNPs) (Asmara, W.
2007; Kamps, SB et al. 2006).

Langkah berikutnya adalah transport RNPs ke nukleus, dimana
kompleks polimerase terikat pada viral RNA.Yang selanjutnya terjadi
pemutusan viral RNA oleh aktivitas endonuklease dan secara simultan
terjadilah proses elongation. Pembentukan dari viral RN A akan dibatasi oleh
NP yang akan membentuk mRNA.Viral RNA (vVRNA) dikopi dari (-) sense
menjadi (+) CRNA dan mRNA. cRNA akan tetap berada inti yang berfungsi
sebagai template pada produksi (-) sense VRNA baru, sedangkan mRNA
akan berpindah ke sitoplasma untuk memproduksi protein. Tahap berikutnya
viral protein yang baru terbentuk kembali lagi ke inti sel untuk membentuk
VRNA lagi dan membentuk RNPs atau viral protein yang baru terbentuk
dikeluarkan menuju badan golgi dimana terjadi proses glikosilasi. Protein
yang dibentuk ini kemudian dibawa ke membran sel dimana mereka akan
terikat dengan lipid bilayer. Tahap terakhir adalah vRNA dan inti viral
meninggalkan inti sel menuju membran. Dan melakukan pemisahan dengan
sel host melalui aktivitas NA, proses ini dikenal dengan budding (Kamps, SB

et al. 2006).
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2.4Patogenisitas Avian Influenza (H5N1)

Telah diketahui bahwa virus influenza tipe A memiliki sifat kelabilan
pada sisi antigenik sehingga dapat beradaptasi dengan baik untuk
menghindari pertahanan tubuh sel host. Mutasi genetik virus avian influenza
seringkali terjadi sesuai dengan kondisi dan lingkungan replikasinya. Mutasi
gen ini tidak saja untuk mempertahankan diri akan tetapi juga dapat
meningkatkan sifat patogenisitasnya (Radji, M. 2006).

Fasa penempelan virus pada reseptor yang mengandung sialic acid di
permukaan sel host merupakan fasa paling menentukan dalam proses infeksi
virus. Pada virus avian influenza protein HA hanya dapat mengenal reseptor
yang ada pada unggas [Neu5Ac(a2-3)Gal]. Dimana molekul ini berbeda
dengan reseptor yang ada pada manusia [NeuSAc(a2-6)Gal]. Secara teoritis
virus avian influenza tidak dapat menginfeksi manusia karena adanya
perbedaan reseptor tersebut. Akan tetapi perkembangan berikutnya
menunjukkan kemungkinan perubahan susunan asam amino pada HA akibat
drift/shift antigenik yang mengakibatkan penularan antar manusia yang
merupakan awal dari ancaman pandemi avian influenza secara global.
Seperti yang terjadi pada tahun 1918-1919 H1IN1 (Spanish flu), tahun 1957-
1958 H2N2 (Asian flu), serta tahun 1967-1968 H3N2 (Hongkong flu). Ketiga
pandemi tersebut telah merenggut jutaan orang di berbagai belahan bumi .

Pada tahun 1997 dilaporkan terjadi infeksi jenis virus avian influenza

tipe H5N1 di Hongkong yang menyebabkan kematian pada unggas. Yang
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lebih mengkhawatirkan adalah ditemukannya kasus infeksi pada manusia, 18
orang penduduk dan enam diantaranya meninggal. Sejak akhir 2003 virus
avian influenza subtipe H5N1 telah menyebar di peternakan unggas
beberapa negara Asia termasuk Indonesia. Bahkan akhir-akhir ini virus
tersebut telah menginfeksi unggas di beberapa negara Eropa dan Afrika
(Steven et al. 2006). Selain pada unggas avian influenza dapat pula
menyerang mamalia, termasuk manusia. Tidak kurang dari 191 orang telah
dilaporkan terinfeksi avian influenza H5SN1 dan 108 diantaranya meninggal
dunia. Di Indonesia sampai 2008 tercatat 80 orang terinfeksi dan 65 orang
diantaranya meninggal dunia (Asmara, W. 2007).

Dari data tersebut pertanyaan yang muncul adalah bagaimana virus
H5N1 dapat menginfeksi manusia dan menimbulkan kematian? Virus HSN1
Hk 150-97 isolat manusia memiliki sekuens RBS (Receptor Binding Site)
yang sama dengan virus H5N1 asal unggas (Webster, RG. 1999). Hal ini juga
ditemukan pada kasus H5N1 lain di berbagai negara termasuk Indonesia.
Penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa selain reseptor
[NeubAc(a2-6)Gal] yang merupakan mayoritas, pada jaringan
trakheobronkhial manusia juga terdapat sel bersilia yang mengandung
reseptor dengan gugus [Neu5Ac(a2-6)Gal] dan [NeuS5Ac(a2-3)Gal] dalam
proporsi yang rendah. Reseptor [NeuS5Ac(a2-3)Gal] juga ditemukan pada
pneumosit di saluran respirasi manusia bagian bawah (Thompson et al. 2006;
van riel et al. 2006). Keberadaan reseptor ini besar kemungkinan yang

berperan utama pada proses masuknya virus avian ke manusia.
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Avian influenza dapat ditemukan dalam 2 bentuk yaitu bentuk akut
Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) dan bentuk ringan Low Pathogenic
Avian Influenza (LPAI). Pada HPAI tingkat morbiditas dan mortalitas dapat
mencapai 100% (Asmara, W. 2007).

Virus yang termasuk dalam kelompok HPAI mempunyai hemaglutinin
yang sangat peka terhadap protease endogen/seluler hospes, sedangkan
pemotongan hemaglutinin pada LPAI membutuhkan protease ekstra seluler
aktif seperti tripsin. HA pada HPAI terdiri dari banyak asam amino dasar pada
lokasi pemecahan, sedangkan HA LPAI kehilangan residu asam amino dasar
karenanya tidak menjadi sasaran pemecahan protease. Akibatnya virus HPAI
termasuk H5N1 dapat menyebar dalam jangkauan yang luas bukan hanya
pada sel saluran pernapasan saja dan tentu saja hal ini akan meningkatkan
patogenisitas dari avian influenza tersebut (Alexander. 2000;; Swayne. 2000).
Pada daerah pemecahan (cleavage site)dari HA HPAI terdapat residu
polybasic amino acid region R-X-K/R-R. Gambar lokasi pemecahan dari HA
terlihat pada Gambar 3.

Patogenisitas infeksi virus influenza A HS5N1 mungkin berbeda dengan
influenza biasa (H1N1 dan H3N2) yaitu adanya hiperinduksi sitokin
proinflamasi sehingga menimbulkan hipersitokinemia (cytokine storm). Pada
infeksi H5N1, sitokin yang diperlukan untuk menekan replikasi virus terbentuk
secara berlebihan yang justru menyebabkan kerusakan jaringan paru yang
luas dan berat. Sifat patogenisitas ini diperankan oleh asam amino NS pada

posisi 92 yang dapat menyebabkan avian influenza tersebut resisten
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terhadap innate imune respon seperti IFN dan TNF sehingga berakibat pada
efek tersebut. Apabila asam amino NS pada posisi 92 adalah glutamat maka
akan menyebabkan virus resisten terhadap IFN dan TNF. Sedangkan apabila
posisi 92 berupa asam aspartat, virus ini akan sensitif terhadap IFN dan TNF
(Seo et al. 2002).

Substitusi asam amino dari asam glutamat (E) menjadi lisin (K) pada
posisi 627 PB2 menjadi penentu spesifitas host mamalia (Katz et al. 2000).
Mutasi D701N dan S714R pada PB 2 mempengaruhi tingkat viruensi dengan
meningkatkan aktivitas polimerase (Gabriel, G et al. 2005). Asparagin pada
posisi 66 pada PB1-F2 juga berperan dalam patogenisitas HSN1 (Conenello,
G M et al. 2007). Residu asam amino NP 10 Y juga berpengaruh pada

patogenisitas avian influenza (Gabriel, G et al.2005).

\ e HI-H16= H5, H7 m
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trypsin- v
like protease

Gambar 3. Cleavage site Hemaglutinin (HA) (Klenk, Hans Dieter. 2007)

furin
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Berikut ini ditampilkan tabel mengenai hubungan sekuens residu asam

amino terhadap tingkat patogenisitas virus pada manusia.

Tabel 1. Hubungan sekuens asam amino terhadap patogenitas virus

Posisi asam Patogenitas
Gen ) Sumber
amino HPAI LPAI
PB2 355 K Q Katz et al. (2000)
627 K/E E Gao et al. (1999)
PB1 198 K R Katz et al. (2000)
317 I M Katz et al. (2000)
: Subbarao & Shaw
HA Cleavage site RXK/RR -
(2000)
NA 223 I T Katz et al. (2000)
M1 15 I Vv Katz et al. (2000)
NS1 92 E D Seo et al. (2002)

2.5Sistem Imunitas

Virus Influenza HSN1 HPAI menyebabkan infeksi yang akut terhadap
host dan mendorong respon dari sistem imun host. Hampir seluruh respon
innate dari imunitas termasuk pelepasan sitokin (IFN) dan meningkatnya
neutrofil granulocytes / natural killer cell ditemukan dalam menangkal infeksi

virus ini. Respon innate merupakan langkah awal dalam menghambat
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replikasi dari virus, respon ini akan mendorong aktivasi dari adaptive immune
response yang lebih bersifat spesifik (Kamps, SB et al. 2006).

Virus influenza HPAI memiliki protein non struktural 1 (NS1) yang
berperan dalam menghindari respon sistem imun IFN. Sehingga produksi
sitokin oleh hospes berlangsung secara berlebihan yang menyebabkan efek
hiper-sitokinemia pada penderita (Asmara, W. 2007).

Respon imun adaptive membutuhkan beberapa hari untuk menjadi
efektif dalam menghambat replikasi dari virus, kelebihan dari sistem imun ini
adalah dalam kemampuannya untuk membuat suatu memori respon yang
akan digunakan untuk menangkal infeksi virus yang sama di kemudian hari.
Infeksi dari virus influenza mendorong terbentuknya antibodi secara sistemik
maupun terlokalisasi (humoral immunity) dan juga sel T sitotoksik (cellular
immunity). Kedua respon tersebut sangat penting dalam proses pemulihan
setelah infeksi akut dan dapat menecgah infeksi kembali oleh tipe virus yang

sama di kemudian hari (Kamps, SB et al. 2006).

2.5.1Sistem Imun Humoral

Infeksi dari virus influenza menghasilkan produksi antibodi secara
sistemik terhadap glikoprotein HA dan NA. Sebagai contoh produksi
immunoglobulin spesifik terhadap HA seperti IgM, IgA dan IgG terlihat setelah
infeksi virus selama 2 minggu. Pembentukan antibodi spesifik terhadap NA

juga dilkukan bersamaan dengan antibodi untuk HA. Puncak pembentukan

Analisis variasi..., Danang Febry Witanto, FMIPA Ul, 2009



antibodi diketahui setelah 4-7 minggu setelah infeksi virus. Antibodi spesifik
terhadap HA berguna dalam mencegah terjadinya infeksi oleh tipe virus yang
sama. Berbeda dengan antibodi NA yang tidak dapat menetralisasi infeksi
virus, tetapi hanya mengurangi efisiensi pelepasan virus baru dari sel yang

terinfeksi (Johanson.1989).

2.5.2Sistem Imun Selular

Sistem ini diperankan oleh sel T dengan dibantu oleh peran Major
Histocompatibility Complex (MHC) yang berperan dalam mempresentasikan
antigen ke permukaan sel terinfeksi sehingga dapat dikenali oleh sel T (Th
atau Tc). Sel T penolong/ helper (sel Th), mengkoordinasikan respon
imunitas dengan cara berkomunikasi dengan sel-sel lain. Ada yang bertugas
menstimulasi sel B untuk memproduksi antibodi, mengaktivasi fagosit, serta
ada yang mengaktivasi sel T lainnya. Sel T sitotoksik (sel Tc), akan
membunuh sel yang memiliki molekul asing atau abnormal pada permukaan
selnya. Sel T ini sangat berguna untuk menyerang virus karena ia mampu
mengenali fragmen kecil dari virus yang ada pada membran sel tempat virus
bersembunyi, dan kemudian menyerang dan membunuh sel tersebut
(Kamps, SB et al. 2006).

Sebagai contoh, infeksi virus influenza, Th (CD4) akan membantu sel
B untuk membentuk anti HA dan anti NA. Epitope yang dikenali oleh CD4 Th

berbeda dari yang dikenali oleh antibodi, kerja dari Th dibantu oleh MHC
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kelas Il. Sedangkan Tc (CD8) akan mengenali epitope dari HA maupun
protein internal seperti M, NP, dan PB2 yang di bawa ke permukaan sel
terinfeksi oleh MHC kelas | (Kamps, SB et al. 2006). Pada Gambar 4

diperlihatkan perbedaan antara sistem imun humoral dan selular.
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Gambar 4. Sistem imun humoral dan selular (Kamps, SB et al. 2006)
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2.6Bioinformatika

Bioinformatika adalah gabungan antara ilmu biologi dan ilmu teknik
informasi (TI). Bioinformatika adalah aplikasi dari alat komputasi dan analisis
untuk menangkap dan menginterpretasikan data-data biologi. llmu ini
merupakan ilmu baru yang merangkup berbagai disiplin ilmu termasuk ilmu
komputer, matematika, fisika, biologi, dan ilmu kedokteran yang kesemuanya
salng menunjang dan saling bermanfaat satu sama lainnya (Utama, 2003).

Bioinformatika menadi penting karena perkembangan teknologi
informasi dan peningkatan ilmu komputer, khususnya pada bidang biologi
molekuler, membuka sudut pandang baru dalam menyelesaikan persoalan

biologi molekuler (Baxevanis dan Qullette, 2005).

2.6.1 Format FASTA

Format FASTA terdiri atas definition line dan sequence asam amino
atau nukleotida. Format ini merupakan format input (query sequence) untuk
berbagai program analisis bioinformatika. Format FASTA tergolong kurang
informatif dibandingkan format lainnya, namun format ini lebih praktis jika
digunakan untuk data-data primer pada manusia (Baxevanis dan Ouellette,

2001).

Analisis variasi..., Danang Febry Witanto, FMIPA Ul, 2009



2.6.2 Format GBFF (Gen Bank Flatfile Format)

Format penyimpanan data yang paling umum digunakan adalah format
GBFF (Gen Bank Flatfile Format), yang merupakan format elementer
penyimpanan informasi dalam genbank. Gen Bank merupakan suatu institusi
yang menyimpan dan mengelola database urutan DNA suatu gen dan
ekspresi asam aminonya. Urutan DNA diperoleh dari berbagai penelitian
yang dengan sukarela mempublikasikan hasil penelitiannya untuk
masyarakat umum. Gen Bank didirikan oleh National Center for
Biotechnology Information (NCBI) bersama dengan DNA Data Bank of Japan

dan European Bioinformatics Institute (EBI) (Baxevanis dan Ouellette, 2001).

2.6.3 Multiple Sequence Allignment

Alignment merupakan metoda penjajaran dua atau lebih sekuens DNA
atau asam amino menggunakan algoritma tertentu dengan bantuan
komputer, sehingga di dapatkan area yang memiliki urutan relatif identik satu
sama lain. Kegunaan dari metoda ini adalah untuk mencari kesamaan
(konservatifitas) dan homologi antar sekuens nukleotida ataupun asam
amino. Konsertivitas menunjukkan adanya hubungan evolusi antara dua atau
lebih sekuens nukleotida yang mengalami perubahan, seperti substitusi,

insersi, dan delesi (Baxevanis dan Ouellette, 2001). .
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Berdasarkan jumlah sekuens yang digunakan, sequence alignment
dibagi menjadi dua jenis, yaitu pairwise alignment jika melibatkan dua
sekuens dan multiple sequens alignment jika melibatkan lebih dari dua
sekuens. multiple sequens alignment memberikan hasil yang lebih akurat dan
representatif dibandingkan pairwise alignment karena peningkatan jumlah
input sekuens meningkatkan kepercayaan dan akurasi output. Peningkatan
jumlah sekuens yang dimasukan berarti meningkatkan kompleksitas proses

sequence alignment. (Baxevanis dan Ouellette, 2001).

2.6.4 Phylogenetic Tree

Phylogenetic tree adalah proses untuk mengklasifikasikan makhluk
hidup berdasarkan tingkat similaritasnya. Dalam konteks ini, diasumsikan
bahwa semakin similiar kedua spesies maka semakin dekat pula common
ancestor mereka. Filogenetik adalah filogeni khusus yang bergantung pada
perbandingan gen-gen ekivalen dari beberapa spesies untuk merekonstruksi
pohon genealogi dan mengetahui kekerabatan diantara mereka. Filogeni
bermanfaat untuk merekonstruksi sejarah kehidupan dan menjelaskan

diversifitas dari makhluk hidup (Baxevanis dan Ouellette, 2001).
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2.6.5 Blast (Basic Local Alignment Search Tool)

Blast adalah proses alignment antara suatu sekuens yang belum
diketahui pembanding yang akan digunakan. Dengan metoda ini kita dapat
mencari kecocokan antara sekuens yang kita miliki dengan sekuens yang
ada di dalam database. Dengan begitu kita dapat melihat hasil/list sekuens
dari database dengan berbagai tingkat nilai kemiripan. Dalam prosesnya
Blast mencari kemiripan berdasarkan word matching secara cepat karena
langsung mencari kemiripan untuk tiap 3 huruf. Akibatnya metoda ini kurang
sensitif terhadap pencarian similiarity dikarenakan tidak akan menemui
kecocokan untuk sekuens yang sangat pendek (Baxevanis dan Ouellette,

2001).

2.6.6 Prediksi Struktur Sekunder

Struktur protein dapat dibedakan dalam empat tingkatan yaitu, struktur
primer yang menyatakan susunan linear asam-asam amino sepanjang rantai
polipeptida, struktur sekunder yaitu menggambarkan pola pelipatan (folding)
bagian — bagian polipeptida ke dalam struktur yang teratur, struktur tersier
yaitu menunjukkan kecenderungan polipeptida membentuk lipatan atau
gulungan dan struktur kwartener yang menunjukkkan interaksi non-kovalen
yang mengikat beberapa rantai polipeptida ke dalam satu molekul tunggal

protein.
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Struktur sekunder protein berupa bentuk ruang dari rantai peptida dan
antar residu asam amino yang berdekatan akan saling tertarik akibat
terbentuknya ikatan hidrogen antara gugus amino ikatan peptida pertama
dengan gugus karboksil ikatan peptida pada jarak tertentu.

Bentuk dari struktur sekunder yang umum adalah alpha helix yaitu
berbentuk berpilin, beta sheet yaitu berbentuk berlipat dan Random Caoil.
Prediksi struktur sekunder dari suatu sekuen protein dapat dilakukan dengan

metoda komputasi.

2.6.7 Epitope Prediction Server

Epitope prediction server adalah server yang mampu memprediksi epitope
yang terdapat pada suatu antigen, dengan bantuan dari penggunaan metode
algoritma. Saat ini, telah tersedia berbagai macam epitope prediction server, baik
untuk sequential maupun conformational epitope, yang dapat diakses melalui

jaringan internet (Kulkarni-Kale et al., 2005; Zhang et al., 2005).
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BAB Il

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan secara in silico dengan menggunakan
komputer yang terhubung ke jaringan internet dengan menggunakan program
Internet Browser atau Mozilla Firefox dan terintegrasi pada sistem operasi
Microsoft Windows XP.

Data sekuen protein influenza A diperoleh dari database GenBank
yang dikeluarkan oleh National Center for Biotechnology Information melalui

Influenza Virus Resource.

3.1 Pencarian Sekuens Database dari Protein H5N1

Sekuen protein H5SN1 diambil dari website http://ncbi.nlm.nih.gov/

yang dikeluarkan oleh National Center for Biotechnology. Data protein yang
akan diambil meliputi HA, NS, dan M1 dari virus H5N1 Indonesia isolat
manusia, H5N1 dari Hongkong, HIN1 tahun 1918, serta HIN1 Meksiko 2009
yang telah terbukti memiliki karakteristik tingkat keganasan tinggi. Data ini
juga akan didukung oleh tipe influenza lain yang memilliki tingkat keganasan

relatif rendah seperti HIN1, HIN2, dan H3N2
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3.2 Melakukan Multiple Alignment Terhadap Sekuens yang Diperoleh

Setelah didapat sekuen protein yang diinginkan, kemudian dilakukan
multiple alignment untuk mengetahui kemiripan dari sekuens protein pada
tiap strain H5N1 dengan subtipe influenza lain yang memiliki tingkat
keganasan relatif rendah s. Program yang digunakan dalam langkah ini
adalah menggunakan CLC Main Workbench 5.0, hasil dari alignment ini akan

berguna untuk analisa mutasi dari virus H5N1.

3.3Pembuatan Pohon Filogenetik

Pembuatan pohon filogenetik dimaksudkan untuk mencari sekuen
yang memiliki kekerabatan yang dekat dengan virus influenza bertipe High
Pathogenicity. Proses pembuatan pohon filogenetik dilakukan
menggunakan software CLC Main Workbench 5.0 dengan input hasil

alignment sekuen-sekuen yang diperoleh.

3.4 Analisis Mutasi

Langkah ini dilakukan untuk mencari daerah mana saja yang terdapat

perbedaan maupun persamaan sekuens protein dari H5SN1 Indonesia dengan

subtipe virus influenza yang lain. Dan diharapkan dapat menemukan daerah-

daerah yang menjadi penentu sifat patogenitas virus dengan
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membandingkan dengan kasus Low Pathogenicity. Studi literatur sangat
diperlukan untuk mencari daerah yang dimungkinkan menjadi penentu sifat
patogenitas virus influenza A terutama H5N1.

Program yang dapat digunakan untuk analisa mutasi ini adalah server

Amino Track yang dapat diakses melalui http://apps.sbri.org/AminoTrack/ .

Dengan menggunakan server ini akan memudahkan dalam melihat
perubahan — perubahan asam amino yang terjadi. Input data berupa sekuen
hasil allignment sebelumnya, dan akan diperoleh mutasi spesifik terhadap

sekuen-sekuen tersebut.

3.5 Prediksi Situs Pemotongan HAO oleh pro-Protein (Furin)

Salah satu faktor penentu patogenitas adalah pola pemecahan HA
oleh protein intraselular salah satunya adalah Furin. Maka dari itu untuk
melihat pola pemecahan yang terjadi oleg furin dapat dilakukan prediksi
menggunakan server online pro-protein (furin) yang dapat diakses melalui

website http://cbs.dtu.dk/services/ProP.

3.6 Prediksi Struktur Sekunder

Perubahan susunan asam amino berdasarkan hasil analisis

menggunakan Amino Track dilihat apakah ada pengaruh terhadap perubahan

struktur sekunder protein. Prediksi struktur sekunder melalui server Jpred 3
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yang dapat diakses melalui http://compbio.dundee.ac.uk/ dengan cara

memasukkan sekuen asam amino dari isolat yang akan diamati dalam format

FASTA.

3.7 Prediksi Lokasi Burried/ Exposed dari Sekuen Protein

Prediksi mutasi spesifik yang terjadi apakah pada daerah yang
burried/exposed dapat dilakukan menggunakan server Conseq yang dapat

diakses melalui website http://consed.bioinfo.tau.ac.il

3.8 Prediksi Epitope HA dan NA

Program yang dapat digunakan untuk prediksi epitope ini salah
satunya adalah Immuneepitope. Program ini dapat diakses melalui website

http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhc-binding.html. Dari analisa

menggunkan server ini diharapkan dapat mengetahui perubahan yang terjadi

dari pengenalan epitope oleh karena perubahan susunan asam amino

3.9Prediksi Struktur 3D protein

Penggambaran struktur 3D dari protein dapat membantu
memperlihatkan kesamaan dari fisiologis struktur pada tiap sekuen protein
yang ada. Program online yang dapat digunakan dapat diakses melalui

http://ps2.life.nctu.edu.tw.

Analisis variasi..., Danang Febry Witanto, FMIPA Ul, 2009



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pencarian Sekuen Protein

Subtipe virus influenza A yang digunakan adalah subtipe HIN1, HINZ2,
H3N2, dan H5N1dari host manusia. Pemilihan subtipe dari virus influenza A
ini bertujuan untuk membandingkan sekuen H5N1di Indonesia yang memiliki
tingkat keganasan tinggi dengan subtipe influenza A lainnya yang
mempunyai tingkat keganasan yang relatif kecil bagi manusia. Dalam hal ini
secara umum virus influenza subtipe HIN1, HIN2, dan H3N2 merupakan
strain virus influenza A yang telah mampu menyebar antar manusia dan
memiliki tingkat keganasan yang relatif lebih rendah dibandingkan dengan
subtipe H5N1. Akan tetapi ada beberapa kasus H1N1 yang juga memiliki
tingkat keganasan yang cukup tinggi seperti strain H1IN1 pada tahun 1918
dan 2009. Maka dari itu dalam proses pemilihan sekuen ini juga diperhatikan
secara seksama apakah ada kasus-kasus khusus seperti kedua strain HIN1
tersebut pada subtipe HLN2 maupun H3N2 yang dipilih. Sekuen protein
influenza yang dipilih dalam penelitian ini adalah Hemagglutinin (HA), Non
Struktural 1(NS1), dan Matrix 1 (M1)

Pencarian seluruh sekuen protein yang diinginkan ini dapat dilakukan
dengan mengakses website National Center of Biotechnology Information

dengan alamat situs http://ncbi.nim.nih.gov/genomes/FLU/Database.html .
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Dalam situs ini terdapat influenza data search yang kemudian
dilakukan advanced data search sesuai dengan spesifikasi virus influenza
yang kita inginkan. Spesifikasi ini meliputi tipe influenza, host dari virus, asal
negara virus diisolasi, jenis sekuen protein yang diinginkan, serta subtipe dari
virus influenza.

Dalam penelitian ini digunakan tipe influenza A dengan subtipe H1N1,
H1N2, H3N2, serta H5N1 yang berasal dari host manusia. Untuk H1IN1 serta
H3N2 diambil sekuen yang berasal dari wilayah di Asia, sedangkan H1N2
diambil dari seluruh wilayah yang ada di database dikarenakan sekuen yang
tersedia untuk subtipe ini di wilayah Asia tidak sebanyak subtipe yang lain.
Sedangkan sekuen subtipe HSN1 yang diambil berasal dari Indonesia.
Sekuen protein yang diambil adalah HA, NS1, dan M1 serta dipilih sekuen

yang full length guna memudahkan dalam analisa selanjutnya (Tabel 2).

Tabel 2. Jumlah sekuen protein influenza A yang diperoleh

. Protein
Subtipe
HA NS1 M1
H1N1 79 sekuen 34 sekuen 69 sekuen
H1N2 30 sekuen 32 sekuen 34 sekuen
H3N2 430 sekuen 130 sekuen 510 sekuen
H5N1 Indonesia 97 sekuen 85 sekuen 81 sekuen

Data sekuen yang di dapat berupa format GBFF yang terdiri atas

Header, Feature, serta sekuen protein. Header berisi data identitas
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organisme dari mana sampel virus diambil, seperti nama gen, waktu diambil,
dan nomor akses. Feature berisi informasi biologi yang penting, seperti
nama genus, spesies, jaringan,serta kromosom. Sedangkan bagian terakhir
adalah sususan lengkap asam aminonya (Lampiran 1 ). Untuk analisis
selanjutnya dengan menggunakan software maupun server yang digunakan
dalam penelitian maka lebih mudah apabila merubah format tersebut ke

dalam format FASTA (Lampiran 2 ).

4.2 Multiple Sequence Allignment

Sekuen HA, NS1, dan M1 yang telah diperoleh dalam format FASTA
kemudian dilakukan Multiple Sequence Allignment dengan menggunakan
program CLC Main Workbench 5.0. Untuk sekuen hemagglutinin (HA)
difokuskan untuk melihat perubahan sekuen protein di daerah pemotongan
HA1 dan HA2. Sedangkan untuk protein yang lainnya dilakukan allignment
secara menyeluruh untuk mengetahui perbedaan sekuen protein yang terjadi.

Dalam penelitian ini ingin dilihat perbedaan yang tejadi pada sekuen
protein HSN1 host manusia yang berasal dari Indonesia dengan kasus-kasus
virus influenza subtipe lain yang pernah terjadi. Untuk mempermudah
penentuan faktor penyebab patogenisitas yang tinggi pada H5N1 host
manusia di Indonesia, maka diambil 2 sekuen H5N1 host manusia dari
Indonesia sebagai perwakilan untuk protein HA,NS1, dan M1. Sekuen yang

dipilih didasarkan pada kasus pertama H5N1 yang menyerang manusia di
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Indonesia (A/Indonesia/5/2005) serta kasus terakhir yang dilaporkan ke
database NCBI (A/Indonesia/CDC1032/2007).

Sebagai pembanding juga diambil sekuen yang memiliki tingkat
keganasan yang tinggi terhadap manusia yaitu subtipe HIN1 tahun 1918
(A/Brevig Mission/1/18) dan 2009 (A/Mexico/InDRE4487/2009) serta strain
H5N1 Hongkong host manusia (A/Hong Kong/156/97).Sekuen-sekuen yang
memiliki tingkat patogenitas tinggi ini selanjutnya dijadikan sebagai kontrol
untuk melihat perbedaan sekuen protein yang terjadi bila dibandingkan
dengan kasus influenza dari subtipe lain yang relatif rendah patogenisitasnya
terhadap manusia.

Dari sekuen yang memiliki tingkat patogenitas tinggi tersebut
kemudian dilakukan allignment dengan sekuen HIN1, H1IN2, serta H3N2.
Hasil dari allignment ini berupa file dengan extension *.aln. Hasil multiple

sequence allignment ini dapat dilihat pada Lampiran 3.

4.3 Pembuatan Pohon Filogenetik (Phylogenetic Tree)

Dalam analisa sekuen selanjutnya diperlukan pembuatan pohon
filogenetik untuk pemilihan sekuen dari HIN1, H1IN2, maupun H3N2 yang
akan digunakan untuk melihat faktor penyebab patogenitas yang tinggi pada
H5N1. Hasil dari allignment sebelumnya kemudian digunakan untuk
membuat phylogenetic tree sehingga dapat diketahui kedekatan kekerabatan

antara kontrol dengan sekuen-sekuen yang dipilih dari berbagai subtipe.
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Dari hasil pohon filogenetik yang berhasil dibuat menggunakan
program CLC Main Workbench 5.0 didapatkan bahwa kontrol yang
merupakan strain dengan patogenitas tinggi berada pada cabang yang
berdekatan sehingga dapat disimpulkan bahwa mereka memiliki kekerabatan
yang dekat. Data yang cukup menarik adalah ditemukan masing-masing satu
sekuen untuk HIN1, HIN2, dan H3N2 yang berpatogenitas relatif rendah
memiliki kekerabatan cukup dekat dengan kontrol yang digunakan (Tabel 3).
Sekuen-sekuen protein ini dapat dijadikan sebagai pembanding dan dapat
dicari mutasi spesifik yang berpengaruh pada tingkat patogenitas suatu virus.
Hasil penggambaran pohon filogenetik dari masing-masing protein dapat

dilihat pada Lampiran 4.

Tabel 3. Sekuen virus influenza A HIN1, HIN2, dan H3N2 yang memiliki
kekerabatan dekat dengan kontrol

Protein
Subtipe
HA NS1 M1
HIN1 A/Thailand/271/2005 | A/Thailand/271/2005 | A/Thailand/271/2005
H1N2 A/Philipine/344/2004 | A/Philipine/344/2004 | A/Philipine/344/2004
H3N2 | A/HongKong/1774/99 | A/HongKong/1774/99 | A/HongKong/1774/99
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4.4 Analisis Mutasi

Setelah didapatkan sekuen protein yang akan dibandingkan dengan
kontrol berdasarkan analisis pohon filogenetik, maka langkah berikutnya
adalah melakukan analisis mutasi terhadap sekuen-sekuen terebut.

Dalam proses ini digunakan server Amino Track yang dapat diakses

melalui http://apps.sbri.org/AminoTrack/ . Amino Track merupakan server

yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi adanya mutasi yang terjadi
seperti deletion, substitution, maupun insertion hasil multiple allignment suatu
sekuen asam amino yang hasilnya berupa perbandingan antara satu sekuen
sebagai referensi dengan sekuen lainnya dengan dasar pemrograman
statistik (Mahalanabis, M., J et al.2006 ).

Input dari server ini adalah hasil multiple sequence allignment yang
dirubah menjadi format FASTA. Untuk itu diperlukan software Jalview yang
dapat merubah hasil allignment berformat *.aln menjadi format FASTA.
Output dari Amino Track berupa suatu file dalam format zip yang berisi file
dalam format microsoft excel. Dengan menggunakan server ini memudahkan
untuk melihat posisi perubahan sekuen protein pada tiap isolat virus yang

digunakan dalam analisis.
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4.4.1 Mutasi Hemagglutinin

Hasil analisis mutasi menggunakan Amino Track untuk sekuen protein

Hemagglutinin pada daerah pemotongan HAO (cleavage site) pada Tabel 4.

Tabel 4. Mutasi yang terjadi pada daerah cleavage site HA

Sampel 320 | 321 | 322 | 323 | 324 | 325 | 326 | 327 | 328 | 329 | 330 | 331 | 332
Alindonesia/5/2006 |N |S |P |Q |R |E |S |R |R |K |K |R |G
(H5N1)

Alindonesia/CDC1032 [N |S |P |Q |R |E |S |R |R |K |[K |R |G
/2007(H5N1)

A/HongKong/156/97 |N |T |P |Q |R |E |[R |R |[R |K |K |R |G
(H5N1)

A/SouthCarolina/1/18 |N |I |P |S |1 |Q |[Ss |R |- |- |- |- |G
(H1N1)

A/MexicollnDRE4487/ [N |V |P |S |[I |Q |[S |[R |- |- |- |- |G
2009 (HIN1)

A/Thailand/271/2005 | N |I |P |S |l |Q |S |R |- |- [- |- |G
(HIN1)

A/Philippines/344/ N [1 1he AN A5 | S | Al e G
2004(H1N2)

A/HongKong/1774/99 |N |I |P |E |K |Q [T |R |- |- |- |- |G
(H3N2)

HA selain berperan dalam pengikatan terhadap reseptor, juga

berperan dalam proses fusi virus untuk melepaskan materi genetiknya ke

dalam sel host. Proses ini memerlukan aktivasi pemotongan dari prekursor

molekul HA menjadi HA1 dan HA2 oleh protease sel host (Korteweg,

Christine., Gu, Jiang. 2007).

Dari Tabel 4 dapat dilihat bahwa sekuen H5N1 host manusia yang

berasal dari Indonesia maupun HongKong terdapat insersi berupa polybasic

amino acid region R-X-K/R-R sedangkan sekuen H1IN1, HIN2, dan H3N2
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hanya memiliki satu arginin di daerah pemotongan. Pola yang dimiliki oleh
sekuen H5N1 asal Indonesia telah sesuai dengan kasus avian influenza yang

tergolong Highly Pathogenic seperti A/lHongKong/156/97(H5N1).

4.4.2 Mutasi Non Struktural 1 ( NS1)

Mutasi spesifik pada sekuen NS1 ditampilkan pada Tabel 5.

Tabel 5. Mutasi spesifik NS1

a. Kontrol vs HIN1

Sampel 3 47 |51 | 53 | 80 |81 |82 |83 | 84 137 | 145 | 164 | 173 | 176 | 216

A/Indonesia/5/2005
(H5N1) S [ cie. D B E - T P|D|N|P

A/Indonesia/CDC1032/
2007 (H5N1) -dl- e T Y -

A/Brevig_Mission/1/
18(HIN1) - | -4F BT HE

A/HongKong/156/97
(H5N1) - | R R

A/Mexico/lnDRE4487/
2009(H1N1) e i B TR

A/Thailand/271/2005
(HIN1) P IS |S|N|T |I

> (> > >
(0]
< < <K <

b. Kontrol vs HIN2

Sampel 53 | 56 | 57 | 66 | 73 |80 | 81|82 | 83 | 84 | 180 | 183 | 211

A/Indonesia/5/2005
(H5N1)

A/Indonesia/CDC1032/2007
(H5N1)

A/Brevig_Mission/1/18
(HIN1)

A/HongKong/156/97
(H5N1)

A/Mexico/InDRE4487/2009
(HIN1)

> > | > | >
< < | < | <

A/Philipine/344/2004 (H1N2 E [P |S |K |Y |T [I
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Tabel 5 (Lanjutan). Mutasi spesifik NS 1

c. Kontrol vs H3N2

Sampel 53 |56 |66|73|80|81|82|83|84|98|180 | 183 | 185

AlIndonesia/5/2005 (H5N1) D|T|E|S - - - - - M \% G L

A/Indonesia/CDC1032/
2007 (H5N1)

A/Brevig_Mission/1/18

(HINT) T | A|S |V

A/HongKong/156/97

(H5N1) T | A|S |V
A/Mexico/InDRE4487/2009

(HIND) T | A|S |V

A/HongKong/1774/99

(H3N2) E|P|K|Y | T | A| S |V | K F

Dari tabel 5 terlihat bahwa mutasi spesifik kontrol dengan sekuen
H1N1 terjadi pada posisi 3, 47, 51, 53, 137, 145, 164, 173, 176, dan 216.
Mutasi spesifik kontrol dengan H1N2 terjadi pada posisi 53, 56, 57, 66, 73,
180,183, dan 211. Sedangkan mutasi spesifik kontrol dengan H3N2 terjadi
pada posisi 53, 56, 66, 73, 98, 180, 183, dan 185. Hal yang menarik adalah
terjadinya deletion pada posisi 80, 81, 82, dan 83 untuk sekuen H5N1 isolat
asal Indonesia. Pada posisi 53 terjadi mutasi untuk sekuen kontrol baik
dengan HIN1, HIN2, maupun H3N2. Mutasi D53N pada H1N1 dan D53E
pada HIN2/ H3N2.

Tingkat patogenitas dari virus influenza sangat dipengaruhi oleh kerja
dari protein NS1, dimana protein ini berperan dalam menginhibisi proses
innate immune respone yang dimediasi oleh interferon tipe 1 . Kehadiran

asam glutamat pada posisi 92 dari NS 1 akan menyebabkan virus tersebut
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resisten terhadap IFN, sedangkan apabila posisi 92 berupa asam aspartat
maka virus influenza tersebut menjadi sensitif terhadap IFN (Z, Maria C.
2001).

Pada sekuen A/HongKong/156/97 (H5N1) ditemukan asam glutamat
pada posisi 92, sedangkan pada isolat HSN1 asal Indonesia ditemukan asam
aspartat pada posisi 92 begitu juga isolat HIN1, H1IN2, serta H3N2. Yang
membedakan adalah H5N1 asal indonesia memiliki daerah deletion, ini
berdeda dengan sekuen virus yang lain. Daerah deletion ini juga
dimungkinkan berpengaruh pada tingkat patogenitas dari virus influenza
terutama H5N1 (Korteweg, Christine., Gu, Jiang. 2007).

Sekuen A/Brevig Mission/1/18(H1N1) dan A/Mexico/InDRE4487/2009
(HIN1) juga memiliki asam aspartat pada posisi 92, akan tetapi kedua
sekuen ini memiliki tingkat patogenitas yang tinggi terhadap manusia. Hal ini
dapat menggambarkan bahwa mutasi D92E pada NS 1 bukan satu-satunya
faktor penentu patogenisitas dari virus influenza A.

Selanjutnya hasil dari analisis mutasi spesifik tersebut dilihat

pengaruhnya terhadap perubahan struktur sekunder dan prediksi epitope.

4.4.3 Mutasi Matrix 1

Hasil analisa menggunakan server Amino Track didapatkan beberapa

posisi terjadinya mutasi pada sekuen Matrik 1. Dari hasil ini kemudian dicari
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posisi dimana terjadi mutasi spesifik kontrol dengan sekuen HIN1, H1IN2,

dan H3N2 yang telah dipilih (Tabel 6).

Tabel 6. Mutasi spesifik M1

a. Kontrol vs HIN1

c. Kontrol vs H3N2

Sampel 248 Sampel 193
Allndonesia/5/2005 (H5N1) M Allndonesia/5/2005 (H5N1) A
Allndonesia/CDC1032/2007 (H5N1) Allndonesia/CDC1032/2007 (H5N1) | -
A/HongKong/156/97 (H5N1) A/HongKong/156/97 (H5N1) -
A/Brevig_Mission/1/18 (H1N1) A/Brevig_Mission/1/18 (H1N1) -
A/Mexico/INDRE4487/2009(H1N1 A/Mexico/INDRE4487/2009(HIN1 -
AlThailand/271/2005(H1N1) [ A/HongKong/1774/99(H3N2) \%

b. Kontrol vs HIN2
Sampel 9| 10| 11| 12| 13| 14| 201 | 208 | 248
AlIndonesia/5/2005 (H5N1) T [N R | S I E Q M
Al/lndonesia/CDC1032/2007 (H5N1) - |- - - - - - -
A/HongKong/156/97 (H5N1) - |- - - - - - -
A/Brevig_Mission/1/18 (H1N1) - |- - - - - - -
A/Mexico/InDRE4487/2009(HIN1) - |- - - - - - -
A/Philippines/344/2004(H1N2) N |V |[C |S |L Y™=FD K I

Mutasi spesifik yang terjadi antara kontrol dengan HIN1 dan H3N2

terjadi hanya pada satu posisi yaitu 248 untuk H1N1 dan 193 untuk H3N2.

Sedangkan mutasi spesifik antara kontrol dengan H1N2 terjadi pada posisi 9,

10, 11, 12, 13, 14, 201, 208, dan 248. Posisi mutasi tidak ditemukan yang

identik untuk ketiga sub tipe. Hanya posisi 248 yang mengalami perubahan

pada HIN1 dan H3N2.
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Selanjutnya hasil dari analisis mutasi spesifik tersebut dilihat
pengaruhnya terhadap perubahan struktur sekunder dan prediksi epitope

sama seperti protein NS 1.

4.5 Prediksi Situs Pemotongan HAOQ oleh pro-Protein (Furin)

Protein HA berguna dalam proses pelekatan dengan reseptor sialic
acid pada sel host dan setelah melalui aktivasi proteolitik dari prekursor HA
menjadi HA1 dan HA2, virus mulai melakukan fusi dengan sel host. Studi
yang telah dilakukan menyebutkan bahwa tingkat kemudahan pemotongan
HA merupakan faktor penting dalam virulensi dari virus avian influenza. Virus
avian influenza yang memiliki tingkat patogenitas rendah atau digolongkan
sebagai Low Pathogenicity biasanya memiliki satu residu arginin pada daerah
pemecahan sehingga hanya dapat dipotong oleh protease ekstraselular
seperti tripsin, yang terdapat pada saluran pernapasan atas serta saluran
gastrointestinal. Hal ini memberikan efek infeksi virus secara lokal saja.
Sedangkan virus avian influenza yang digolongkan ke dalam Highly
Pathogenic memilki polybasic amino acid sehingga dapat dipotong oleh
banyak intraselular protease seperti furin. Hal ini menyebabkan infeksi secara
sistemik pada host (Korteweg, Christine., Gu, Jiang. 2007).

Dari hasil multiple allignment dan analisis mutasi menggunakan Amino
Track pada sekuen-sekuen yang digunakan terlihat bahwa isolat HSN1 host

manusia asal Indonesia telah memiliki pola R-X-K/R-R yang serupa dengan
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yang dimiliki oleh A/Hongkong/156/97. Secara menyeluruh terlihat bahwa
seluruh sekuen virus H5N1 host manusia asal Indonesia telah memiliki pola
tersebut, sehingga termasuk ke dalam golongan Highly Pathogenic.

Untuk membuktikan bahwa pola ini mempengaruhi kemudahan
pemotongan menggunakan intraselular protease seperti furin, digunakan
server online pro-protein (furin) yang dapat diakses melalui website

http://cbs.dtu.dk/services/ProP. Melalui server ini dapat diketahui pemecahan

yang terjadi pada sekuen HA oleh Furin, dimana input data berupa sekuen
HA yang berformat FASTA dan output berupa tabel yang berisikan data
residu asam amino tempat diperkirakannya terjadi proses pemotongan oleh
furin. Skor diberikan untuk memudahkan menunjukkan posisi yang paling
mungkin terjadinya proses pemotongan HA (Lampiran 5).

Berikut ditampilkan hasil prediksi server pro-P untuk sekuen HA yang
digunakan (Tabel 7).

Tabel 7. Hasil prediksi pro-P

Sampel Furin-type Cleavage Site
Prediction
Allndonesia/5/2005 (H5N1) ESRRKKR|GL
AlIndonesia/CDC1032 /2007(H5N1) ESRRKKR|GL
A/HongKong/156/97 (H5N1) ERRRKKR|GL
A/SouthCarolina/1/18 (H1IN1) none
A/Mexico/InDRE4487/2009 (H1IN1) none
A/Thailand/271/2005(H1N1) none
A/Philippines/344/2004(H1N2) none
A/HongKong/1774/99(H3N2) none
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Dari Tabel 7 terlihat bahwa adanya penambahan polybasic aminon
acid menyebabkan sekuen dari HSN1 mudah untuk dipecah oleh furin.
Sedangkan pada subtipe HIN1, HIN2, dan H3N2 tidak ditemukan adanya
pemecahan oleh furin.

Hal yang perlu digaris bawahi adalah pada sekuen H1N1 tahun 1918
(A/SouthCarolina/1/18) dan H1N1 tahun 2009 (A/Mexico/InDRE4487/2009).
Kedua sekuen tersebut merupakan strain yang menimbulkan kematian cukup
besar bagi manusia seperti halnya juga pada kasus HSN1. Akan tetapi kedua
sekuen tersebut tidak memiliki pola seperti yang dimiliki oleh HSN1. Hal ini
menggambarkan bahwa faktor virulensi atau patogenitas dari virus influenza
terhadap manusia bukan hanya sekadar dipengaruhi oleh situs pemotongan
HA saja. Akan tetapi ada faktor genetik lainnya yang mempengaruhi tingkat
keganasan virus influenza tersebut.

Walaupun virus influenza H1N1 tahun 1918 tidak memiliki polybasic
amino acid pada daerah pemotongan HA, akan tetapi sifat yang dimilikinya
menunjukkan tingkat kemudahan pemotongan HA yang tinggi. Ini terbukti
bahwa virus ini dapat juga dipotong dengan ketidakhadiran dari tripsin.
Sampai saat ini mekanisme dari tingkat kemudahan pemotongan HA pada
H1N1 tahun 1918 belum teridentifikasi secara jelas (Korteweg, Christine., Gu,

Jiang. 2007).
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4.6 Prediksi Struktur Sekunder

Penentuan struktur sekunder terhadap virus influenza diprediksi melalui

server Jpred 3 yang dapat diakses melalui http://compbio.dundee.ac.uk/

dengan cara memasukkan sekuen asam amino dari isolat yang akan diamati
dalam format FASTA. Hasil yang diperoleh berupa prediksi struktur sekunder
untuk tiap asam amino yang terdapat dalam sekuen. Bentuk struktur
sekunder helix diberi inisial (H), extended strand diberi inisial (E), dan tanda
(-) untuk random coil (Lampiran 6). Hasil prediksi struktur sekunder
terhadap posisi asam amino yang mengalami mutasi spesifik pada Non
Struktural 1 (NS 1) dapat dilihat pada Lampiran 7 . Sedangkan hasil prediksi
struktur sekunder terhadap posisi asam amino yang mengalami mutasi
spesifik pada Matrix 1 (M 1) dapat dilihat pada Lampiran 8.

Dari hasil prediksi struktur sekunder protein NS1 didapatkan bahwa
perubahan asam amino pada posisi mutasi spesifik tidak terlalu
mempengaruhi struktur sekunder yang dihasilkan. Hal ini terlihat bahwa
hanya ada satu posisi yaitu posisi 51 pada mutasi spesifik kontrol vs HIN1
yang mengalami perubahan struktur sekunder dari coil menjadi extended
strand.

Prediksi struktur sekunder pada mutasi spesifik protein Matrix 1 (M1)
didapatkan bahwa perubahan struktur sekunder hanya terjadi pada sekuen
H1N2. Dimana pada posisi 11 dan 12 terjadi perubahan dari extended strand

menjadi helix dan pada posisi 14 terjadi perubahan dari extended strand
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menjadi coil. Perubahan mutasi pada HIN1 dan H3N2 tidak memberikan

perubahan struktur sekunder dari protein M1. Dari sini dapat dilihat bahwa
struktur sekuen dari M1 H5N1 Indonesia , H5N1 Hongkong, HIN1 1918, dan
H1N1 Meksiko 2009 lebih dekat dengan sekuen dari HIN1 dan H3N2 yang

belum memiliki tingkat patogenitas tinggi.

4.7 Prediksi Mutasi Burried/ Exposed

Prediksi mutasi spesifik yang terjadi apakah pada daerah yang

burried/exposed dapat dilakukan menggunakan server Conseq yang dapat

diakses melalui website http://conseqg.bioinfo.tau.ac.il . Sebagai input

digunakan sekuen protein berformat FASTA dimana sekuen protein
A/lndonesia/5/2005 (H5N1) dijadikan sebagai pembanding. Hasil output
berupa jajaran sekuen yang dilengkapi dengan data prediksi letak tiap
sekuen asam amino pada struktur 3 dimensi. Dengan prediksi ini dapat
diketahui letak mutasi spesifik yang terjadi di struktur 3 dimensi dari protein.
Apabila terjadi di daerah burried berarti mutasi tersebut akan mempengaruhi
struktur 3 dimensi protein, sedangkan apabila terjadi di daerah exposed
dimungkinkan akan mempengaruhi sifat fungsional yang dimiliki oleh protein

tersebut.

Hasil yang diperoleh untuk daerah mutasi spesifik dari NS1 dapat dilihat

pada Lampiran 9 . Mutasi spesifik antara kontrol dengan H1IN1 di daerah

exposed ( posisi 3, 53, 164, 173, 176, 216), sedangkan di daerah burried
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(posisi 47, 51, 137, 145). Mutasi spesifik antara kontrol dengan H1N2 di
daerah exposed (posisi 53, 56, 66, 211), sedangkan di daerah burried (posisi
57, 73, 180, 183). Mutasi spesifik antara kontrol dengan H3N2 di daerah
exposed (posisi 53, 56, 66), sedangkan di daerah burried (posisi 73, 98, 180,
183, 185). Daerah mutasi yang terjadi pada protein NS 1 terlihat merata baik
di daerah exposed maupun burried. Posisi 53 yang menjadi titik mutasi
spesifik antara kontrol dengan H1IN1, H1N2, dan H3N2 terletak pada daerah
exposed sehingga dimungkinkan mempengaruhi aktivitas spesifik dari
protein,

Hasil yang diperoleh untuk daerah mutasi spesifik dari M1 dapat dilihat
pada Lampiran 10. Mutasi spesifik antara kontrol dengan H1N1 terjadi di
daerah burried (posisi 248). Mutasi spesifik antara kontrol dengan H1N2
terjadi di daerah exposed (posisi 9, 201, 208), sedangkan di daerah burried
(posisi 10, 11, 12, 13, 14, 248). Mutasi spesifik antara kontrol dengan H3N2

terjadi di daerah exposed (posisi 93).

4.8 Prediksi Epitope

Untuk mengetahui apakah ada pengaruh perubahan dari asam amino

terhadap perubahan pengenalan epitope, digunakan server Immuneepitope

dengan alamat website http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhc-

binding.html . Server tersebut memprediksi pengenalan epitope

menggunakan input sekuen protein berformat FASTA.
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Dalam server ini dilakukan pemilihan kelas MHC (Major
Histocompatibility Complex) yang akan digunakan dalam prediksi epitope.
Dalam penelitian ini dilakukan prediksi menggunakan MHC kelas | yang
berhubungan dengan fragmen peptida intraselular dan diaktifkan oleh CD8"
(Ulmer et al. 2003).

Output prediksi immuneepitope diberikan dalam unit IC50 nM. Datri
prediksi ini apabila terdapat peptida yang memiliki nilai IC50 (Inhibitory
Concentration) kurang dari 50nM maka peptida tersebut memilliki afinitas
tinggi, nilai IC50 kurang dari 500nM memiliki afinitas intermediate, dan nilai
IC50 kurang dari 5000nM memiliki afinitas rendah

(http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhc-binding.html, diakses 18

Mei 2009, 10.45 WIB).

Epitope adalah bagian dari antigen yang dapat membuat kontak fisik
dengan reseptor antibodi, menginduksi pembentukan antibodi dan dapat
diikat dengan spesifik oleh bagian dari antibodi atau reseptor antibodi.
Dengan membandingkan epitope NS1 dan M1 antara kontrol dengan subtipe
H1N1, HIN2, dan H3N2 kita dapat melihat apakah ada perubahan
pengenalan epitope yang diprediksikan sehingga merubah tingkat
patogenitas dari virus tersebut.

Dari prediksi epitope untuk NS 1 (Lampiran 10) diperoleh sekuen
protein yang memiliki nilai IC50 terendah adalah LKANFSVVF sebesar
0,98nM. Sekuen protein ini terdapat pada isolat A/Thailand/271/2005(H1N1)

posisi 130-138 dengan pengenalan oleh HLA B*1503. Pada posisi ini juga
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terjadi pengenalan pada isolat A/HongKong/156/97 (H5N1), A/BrevigMission
/1/18 (H1N1), A/Mexico/InDRE4487/2009 (H1IN1),
A/Philippines/344/2004(H1N2), A/HongKong/1774/99(H3N2) dengan sekuen
protein LKANFSVIF dan mempunyai IC50 sebesar 1,2nM. Untuk sekuen asal
Indonesia, epitope yang diprediksi memiliki IC50 sebesar 1,0nM pada posisi
196-204 adalah ETIQRFAWR dengan pengenalan HLA A*6801. Nilai-nilai
IC50 kurang dari 50nM tersebut memperlihatkan bahwa seluruh isolat virus
yang digunakan mudah untuk diinhibisi oleh sistem imunitas tubuh. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa mutasi spesifik yang terjadi tidak terlalu
berpengaruh terhadap prediksi epitope ini.

Prediksi epitope untuk M1 (Lampiran 11) diperoleh sekuen protein
yang memiliki nilai IC50 terendah adalah RKLKREITF sebesar 1,1nM.
Sekuen protein ini terdapat pada isolat A/Brevig_Mission /1/18 (H1N1) posisi
101-109 dengan pengenalan oleh HLA B*1503. Pada posisi ini juga terjadi
pengenalan pada isolat A/IMexico/InDRE4487/2009 (H1N1),
A/Philippines/344/2004(H1N2), A/lHongKong/1774/99(H3N2) dengan sekuen
KKLKREITF dan mempunyai IC50 sebesar 1,4 nM. Isolat
A/HongKong/156/97 (H5N1) juga memiliki daerah epitope pada posisi ini
dengan sekuen KKLKREMTF dan mempunyai IC50 sebesar 1,3nM. Untuk
isolat asal Indonesia, epitope yang diprediksi memiliki IC50 sebesar 1,3nM
pada posisi 160-168 adalah RSHRQMATI dengan pengenalan oleh HLA
B*1517. Sama seperti prediksi epitope untuk NS1, seluruh isolat memiliki nilai

IC50 dibawah 50nM sehingga dapat dikenali oleh HLA secara baik dan
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mudah untuk diinhibisi. Mutasi spesifik yang terjadi tidak mempengaruhi

perubahan dari prediksi epitope maupun nilai IC50 yang diperoleh.

4.9 Prediksi Struktur 3D

Prediksi struktur 3D protein NS 1 dan M1 dilakukan untuk mengetahui
sejauh mana perubahan yang terjadi akibat mutasi tersebut. Prediksi ini
dikenal dengan istilah homology modelling. Proses ini menggunakan server

online yang dapat diakses melalui http://ps2.life.nctu.edu.tw . Input berupa

sekuen protein yang akan diprediksi dengan format FASTA, kemudian akan
dilakukan proses Blast dalam pencarian template yang memiliki tingkat
homology paling tinggi untuk sekuen yang akan diprediksi.

Hasil pencarian template untuk protein NS1 seluruh isolat virus yang
digunakan memiliki kesamaan.Template untuk daerah RNA Binding Domain
yaitu 2ZoaA (Lampiran 12) dan daerah effector domain yaitu 2gx9A
(Lampiran 13).Hasil pencarian template untuk protein Matrix 1 seluruh isolat
virus yang digunakan memilki kesamaan yaitu 1aa7A (Lampiran 14).

Output dari prediksi ini berupa file berformat pdb yang dapat dibuka
melalui software Deepview. Melalui software ini kemudian dilakukan
superimpose struktur hasil prediksi untuk mengetahui perubahan yang terjadi
akibat mutasi asam amino, kemudian untuk pencitraan hasil dari superimpose

digunakan software Chimera.
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Gambar 5 dan 6 memperlihatkan struktur 3D protein NS 1 dari sekuen
yang dipilih dan telah dilakukan superimpose terhadap struktur protein

A/Indonesia/5/2005.

Gambar 6. Superimpose Effector Domain NS 1
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Tabel 8. Data RMSD Non Struktural 1

RMSD (A)
Sekuen
RNA Binding domain | Effector Domain

A/HongKong/156/97 (H5NL1) 0,361 0.222
A/SouthCarolina/1/18 (HIN1) 0.27 0,135
A/Mexico/INDRE4487/2009 (HLNZ) 0,356 0,152
AlThailand/271/2005(H1N1) R 0,17
A/Philippines/344/2004(H1N2) 0,379 0,235
A/HongKong/1774/99(H3N2) 0,433 0,117

Gambar 7 memperlihatkan struktur 3D protein M1 dari sekuen yang
dipilih dan telah dilakukan superimpose terhadap struktur protein

Al/Indonesia/5/2005.

Gambar 7. Superimpose Matrik 1
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Tabel 9. Data RMSD Matrik 1

Sekuen RMSD (A)
A/HongKong/156/97 (H5N1) 0,139
A/SouthCarolina/1/18 (HIN1) 0,191

A/Mexico/lnDRE4487/2009 (HIN1) | 9201
A/Thailand/271/2005(H1N1) 0,134
A/Philippines/344/2004(H1N2) 0:148
A/HongKong/1774/99(H3N2) 0,134

Nilai RMSD (Root Mean Square Deviation) memperlihatkan
kemiripan yang sangat dekat untuk tiap struktur hasil prediksi (Lampiran 15) .
Sehingga dapat disimpulkan bahwa mutasi spesifik yang terjadi tidak

mempengaruhi struktur tersier dari protein secara signifikan.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Analisis mutasi menggunakan multiple sequence allignment dan server
amino track ditemukan mutasi spesifik pada sekuen HA H5N1 isolat asal
Indonesia dan Hongkong pada daerah pemotongan (cleavage site)HAO
menjadi HA1 dan HA2. Pada daerah ini sekuen HSN1 memiliki pola R-X-K/R-
R, sedangkan sekuen subtipe HLIN1, H1N2, dan H3N2 tidak memiliki pola ini.
Pengaruh dari insertion ini pada H5N1 adalah kemudahannya dalam proses
pemotongan HA oleh protease intraselular seperti furin. Hasil prediksi p-prot
Furin menunjukkan bahwa memang benar pola ini menyebabkan HA H5N1
mudah terpotong oleh furin. Sedangkan HA HIN1, H1IN2, dan H3N2 tidak
dapat dipotong oleh furin. Dari hasil ini disimpulkan khususnya virus avian
influenza H5N1 dapat menyebabkan infeksi secara sistemik pada host
dibandingkan dengan isolat yang lain. Walaupun tanpa pola ini isolat HIN1
1918 dan H1IN1 Meksiko 2009 juga memberikan patogenitas yang tinggi
terhadap host.

Mutasi spesifik pada sekuen NS1 untuk kontrol dengan subtipe H1N1,
H1N2, dan H3N2 terdapat di posisi 53. Pada posisi 53 terjadi mutasi untuk
sekuen kontrol baik dengan H1N1, HIN2, maupun H3N2. Mutasi D53N pada

H1N1 dan D53E pada H1N2/ H3N2. Pada M1 tidak ditemukan posisi mutasi
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spesifik yang identik untuk ketiga subtipe tersebut. Hanya posisi M248l yang
mengalami perubahan pada H1IN1 dan H3N2.

Prediksi pengenalan epitope menjelaskan bahwa sekuen NS1 dan M1
baik kontrol maupun subtipe HIN1, HIN2, dan H3N2 sama memiliki nilai
IC50 dibawah 50nM sehingga masih dapat dikenali dengan baik oleh sistem
imun host. Mutasi spesifik tidak terjadi pada daerah pengenalan epitope.

Hasil mutasi spesifik yang terjadi ini baik untuk NS1 dan M1 tidak
mempengaruhi perubahan struktur sekunder dan struktur tersier secara
signifikan. Terlihat dari nilai RMSD setelah dilakukan superimpose terhadap

sekuen yang digunakan.

5.2Saran

Melakukan penelitian lebih lanjut terhadap mutasi spesifik yang
didapatkan pada penelitian ini secara in silico dengan melihat pengaruh
perubahan asam amino secara lebih molekular. Dengan cara melihat
interaksi-interaksi yang terjadi pada posisi sekuen yang mengalami mutasi
spesifik tersebut terhadap residu-residu asam amino yang berdekatan
ataupun dengan substrat yang ada. Sehingga dapat diketahui secara lebih
jelas pengaruh adanya mutasi spesifik dengan fungsi dari protein tersebut.
Salah satu teknik yang dapat digunakan adalah Molecular Dynamic

Symulation.
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Lampiran 1. Sekuen Format GBFF

a. Hemagglutinin
LOCUS ABP51969 568 aa linearVRL 01-MAY-2008
DEFINITION hemagglutinin [Influenza A virus (A/Indonesia/5/2005(H5N1))]-
ACCESSION  ABP51969
VERSION ABP51969.1 GI:145284450
DBSOURCE accession EF541394.1
KEYWORDS
SOURCE Influenza A virus (A/Indonesias5/2005(H5N1))
ORGANISM Influenza A virus (A/Indonesia/5/2005(H5N1))
Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Orthomyxoviridae;
Influenzavirus A.
REFERENCE 1 (residues 1 to 568)
AUTHORS  Smith,C.
TITLE Direct Submission
JOURNAL ~ Submitted (19-MAR-2007) Centers for Disease Control and
Prevention,
1600 Clifton Road, Mailstop G-16, Atlanta, GA 30329, USA
COMMENT Method: conceptual translation.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..568
/organism="Influenza A virus
(A/Indonesia/s5/2005(H5N1))™
/strain="A/Indonesia/5/05"
/serotype=""H5N1"
/isolation_source="38 year-old male"
/host=""Homo sapiens"
/db_xref="taxon:400788"
/segment="4"
/country="Indonesia"
/collection_date="2005"
/note=""passage level E"
Protein 1..568
/product="hemagglutinin®
Region 19..568
/region_name="Hemagglutinin"
/note=""Hemagglutinin; pfam00509"
/db_xref="CDD:109560"
CDS 1..568
/gene=""HA"
/coded_by="EF541394.1:9..1715"
ORIGIN
1 mekivlllai vslvksdgic igyhannste gvdtimeknv tvthaqgdile kthngklcdl
61 dgvkplilrd csvagwllgn pmcdefinvp ewsyivekan ptndlcypgs fndyeelkhl
121 Isrinhfeki qiipksswsd heassgvssa cpylgspsTf rnvvwlikkn styptikksy
181 nntngedllv lIwgihhpnda aeqtrlygnp ttyisigtst Ingrlvpkia trskvngqgsg
241 rmeffwtilk pndainfesn gnfiapeyay kivkkgdsai mkseleygnc ntkcqtpmga
301 inssmpfhni hpltigecpk yvksnrivla tglrnspqre srrkkrglfg aiagfieggw
361 qgmvdgwygy hhsneqgsgy aadkestgka idgvtnkvns iidkmntgfe avgrefnnle
421 rrienlnkkm edgfldvwty naellvimen ertldfhdsn vknlydkvrl glrdnakelg
481 ngcfefyhkc dnecmesirn gtynypgyse earlkreeis gvklesigty qilsiystva
541 sslalaimma glslwmcsng slgcrici
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b. Non Struktural 1 (NS 1)

LOCUS AB 136006 225 aa linear VRL 25-APR-2008

DEFINITION nonstructural protein 1 [Influenza A virus
(A/1Indonesia/5/2005(H5N1))] -

ACCESSION  AB136006

VERSION ABI36006.1 GI:113494204

DBSOURCE accession CY014174.1

KEYWORDS

SOURCE Influenza A virus (A/Indonesias5/2005(H5N1))

ORGANISM Influenza A virus (A/Indonesia/5/2005(H5N1))
Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Orthomyxoviridae;
Influenzavirus A.
REFERENCE 1 (residues 1 to 225)
AUTHORS Balish,A., Bright,R., Deyde,V., Garten,R., Jadhao,S.,
Lindstrom,S.,
Loftin,L., Matsuoka,Y., Shaw,M., Shu,B., Smith,C., Smith,E. and
Xu, X.
TITLE Avian Influenza Associated with Outbreaks in Indonesia
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (residues 1 to 225)
AUTHORS  Balish,A., Bright,R., Deyde,V., Garten,R., Jadhao,S.,
Lindstrom,S.,
Loftin,L., Matsuoka,Y., Shaw,M., Shu,B., Smith,C., Smith,E. and
Xu, X.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (30-AUG-2006) WHO Collaborating Center for
Surveillance,
Epidemiology and Control of Influenza, Influenza Branch, Centers
for Disease Control and Prevention, 1600 Clifton Road NE,

Atlanta,
COMMENT Method: conceptual translation.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..225

/organism="Influenza A virus
(A/Indonesia/s5/2005(H5N1))"

/strain="A/Indonesia/5/2005"

/serotype="H5N1""

/isolation_source="gender:M; age:38"

/host=""Human""

/db_xref=""taxon:400788"

/segment=""8"

/country=""Indonesia"

/collection_date="08-Jul-2005"

Protein 1..225
/product="nonstructural protein 1"
Region 1..211

/region_name="Flu_NS1"
/note="Influenza non-structural protein (NS1);
pfam00600"
/db_xref="CDD:109648"
CDS 1..225
/gene=""NS1"
/coded_by="CY014174.1:27..704"
ORIGIN
1 mdsntvisfq vdcflwhvrk rfadgelgda pfldrirrdg kslrgrgntl gldietatra
61 gkgiverile eesdealkmp asryltdmtl eemsrdwfml mpkgkvagsl cikmdgaimd
121 ktiilkanfs vifdriletli llrafteega ivgeisplps lIpghtgedvk naigvliggl
181 ewndntvrvs etiqrfawrg sdedgrlpfp pngkrkmart iesev
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c. Matrix 1

LOCUS

DEFINITION

ACCESS
VERSIO

DBSOURCE

KEYWOR
SOURCE

ORGANISM

REFERE

AUTHORS

TITL
JOUR
REFERE

AUTHORS

COMM
FEATUR
S

P

R

R

C

ORIGIN

AB136004

ION  ABI36004

N AB136004.
accession CY014173.1

DS

252 aa linearVRL 25-APR-2008

matrix protein 1 [Influenza A virus (A/Indonesia/5/2005(H5N1))]-

1 GI1:113494144

influenza A virus (A/Indonesia/5/2005(H5N1))

Viruses;

Influenza A virus (A/Indonesias5/2005(H5N1))

ssRNA negative-strand viruses; Orthomyxoviridae;

Influenzavirus A.
NCE 1 (residues 1 to 252)

Balish,A.

, Bright,R., Deyde,V., Garten,R., Jadhao,S.,

Lindstrom,S.,

Loftin,L.

Xu, X.

, Matsuoka,Y., Shaw,M., Shu,B., Smith,C., Smith,E. and

E Avian Influenza Associated with Outbreaks in Indonesia
NAL  Unpublished
NCE 2 (residues 1 to 252)

Balish,A.

, Bright,R., Deyde,V., Garten,R., Jadhao,S.,

Lindstrom,S.,

Loftin,L.

Xu, X.

ENT Method:

ES
ource

, Matsuoka,Y., Shaw,M., Shu,B., Smith,C., Smith,E. and

conceptual translation.
Location/Qualifiers

1..252
/organism="Influenza A virus

(A/1ndonesia/5/2005(H5N1))"

rotein

egion

egion

DS

1 mslltevety
61 gfvftltvps
121 tgalascmgl
181 lasttakame
241 gkrmgvgmgr

/strain="A/Indonesia/5/2005"
/serotype=""H5N1"
/isolation_source="gender:M; age:38"
/host=""Human"
/db_xref=""taxon:400788"

/segment=""7"

/country="Indonesia"
/collection_date="08-Jul-2005"
1..252

/product="matrix protein 1"

2..157

/region_name="Flu_M1"
/note="Influenza Matrix protein (M1); pfam00598"
/db_xref=""CDD:109646"

158..252

/region_name="Flu_M1_C"
/note="Influenza Matrix protein (M1) C-terminal domain;
smart00759"

/db_xref="CDD:128998"

1..252

/gene="M1"
/coded_by="CY014173.1:26..784"

visiipsgpl kaeiagkled vfagkntdle almewlktrp ilspltkgil
erglgrrrfv gnalngngdp nnmdravkly kklkreitfh gakevslsys
iynrmgtvtt evafglvcat ceqiadsghr shrgmatitn plirhenrmv
gmagsseqaa eamevangar gmvgamrtig thpnssaglr dnllenlqay
fk
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Lampiran 2. Sekuen Format FASTA

a. Hemaglutinin

>A/Mexico/InDRE4487/2009(H1N1)/1-566
MKAILVVLLYTFATANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDKHNGKLCKL
RGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETSSSDNGTCYPGDFIDYEELREQLSSV
SSFERFEIFPKTSSWPNHDSNKGVTAACPHAGAKSFY KNLIWLVKKGNSYPKLSKSYINDKGK
EVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQNADAYVFVGSSRYSKKFKPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTL
VEPGDKITFEATGNLVVPRYAFAMERNAGSGIISDTPVHDCNTTCQTPKGAINTSLPFQNIHPI
TIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNVPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSG
YAADLKSTQNAIDEITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNHLEKRIENLNKKVDDGFLDIWTYN
AELLVLLENERTLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDNTCMESVKNGT
YDYPKYSEEAKLNREEIDGVKLESTRIYQILAIYSTVASSLVLVVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC
I

>A/Philippines/344/2004(H1N2)/1-566
MKATLVVLLYTFTTANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENKHNGKLCKL
RGVAPLHLGKCNIAGWLLGNPECELLLTARSWSYIVETSNSDNGTCYPGDFINYEELREQLSS
VSSFERFEIFPKASSWPNHETNRGVTAACPYAGANSFYRNLIWLTKKGNSYPKLSKSYVNNKG
KEVLVLWGIHHPPTSTDQQSLYQNADAYVFVGTSKYNKKFNPEIATRPKVRDQAGRMNYYW
TLIEPGDTITFEATGNLVVPRYAFAMKRGSGSGIHISDAPVHDCNTTCQTPRGAINTSLPFQNVH
PVTIGECPKYVKSTKLRMATGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNEQGS
GYAADQKSTONAIDGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNHLEKRIENLNRKVDDGFLDIWTY
NAELLVLLENERTLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDDTCMESVKNG
TYDYPRYSEESKLNREEIDGVKLESTRIYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRI
Cl

>A/Thailand/271/2005(H1N1)/1-568
MKAILLVLLCTLAAA-NADTLCIGYHANNSTDTVDTILEKNVTVTHSVNLLEDRHNGKLCNLR
GEAPLHLGKCNIAGWLLGNPECELLFAVNSWSYIVETSNSDNGTCYPGDFTSYEELREQLSSV
SSFERFEIFPKASSWPNHETNRGVTAACPYAGTNSFYRNLIWLVKKGNSYPKLSKSYVNNKKK
EVLVLWGIHHPPTNADQQSLYQNADAYVFVGSSKYNKKFKPEIAKRPKVRGQAGRMNYYW
TLVEPGDTITFEATGNLVAPRYAFAMNRDPGSGIITSDAPIHDCNATCQTPKGAINTSLPFQNIH
PITIGECPKYVKSTRLRMATGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNGQGS
GYAADQKSTQNAIDRITNKVNSVIEKMNIQFTAVGKEFNHLERRIENLNKKVDDGFLDVWTY
NAELLVLLENERTLDFHDSNVKTLYEKVKTQLRNNAKEIGNGCFEFYHKCDDTCMESIKNGT
YDYPKYSKESKLNREEIDGVQLESTRLYQILAIYSTAASSLVLLVSLGAIGFWMCSNGSLQCRI
CIKN

>A/SouthCarolina/1/18(H1N1)/1-566
MEARLLVLLCAFAATNADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCKLK
GIAPLQLGKCNIAGWLLGNPECDLLLTASSWSYIVETSNSENGTCYPGDFIDYEELREQLSSVS
SFEKFEIFPKTSSWPNHETTKGVTAACSYAGASSFYRNLLWLTKKGSSYPKLSKSYVNNKGKE
VLVLWGVHHPPTGTDQQSLYQNADAYVSVGSSKYNRRFTPEIAARPKVRDQAGRMNYYWT
LLEPGDTITFEATGNLIAPWYAFALNRGSGSGIITSDAPVHDCNTKCQTPHGAINSSLPFQNIHP
VTIGECPKYVRSTKLRMATGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNEQGSG
YAADQKSTQNAIDGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNNLERRIENLNKKVDDGFLDIWTYN
AELLVLLENERTLDFHDSNVRNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDDACMESVRNGT
YDYPKYSEESKLNREEIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRI
Cl

>A/Indonesia/CDC1032/2007(H5N1)/1-552
DQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAGWLL
GNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPTNDLCYPGSFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHE
ASSGVSSACPYLGSPSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKKSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNNEEEQT
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RLYQNPTTYISIGTSTLNQRLVPKIATRSKVNGQSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYA
YKIVKKGDSAIMKSELEYSNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSSRLVLATGL
RNSPQRESRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGV
TNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDF
HDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESIRNGTYNYPQYSEEARLKRE
EISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMIAGLSLWMCSNGSLQCRICI
>A/Indonesia/5/2005(H5N1)/1-568
MEKIVL-LLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLD
GVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPTNDLCYPGSFNDYEELKHLLSRI
NHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPY LGSPSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKKSYNNTNQEDLL
VLWGIHHPNDAAEQTRLYQNPTTYISIGTSTLNQRLVPKIATRSKVNGQSGRMEFFWTILKPN
DAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIG
ECPKYVKSNRLVLATGLRNSPQRESRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVYDGWYGYHHSNEQG
SGYAADKESTQKAIDGVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWT
YNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESIRN
GTYNYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQC
RICI

>A/HongKong/156/97(H5N1)/1-568
MERTVL-LLATVSLV-KSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILERTHNGKLCDLN
GVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSY IVEKASPANDLCYPGNFNDYEELKHLLSRI
NHFEKIQIIPKSWSNHDASSGVSSACPYLGRSSFFRNVVWLIKKNSAYPTIKRSYNNTNQEDLL
VLWGVHHPNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLNQRLVPEIATRPKVNGQSGRMEFFWTILKP
NDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSTIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTI
GECPKYVKSNRLVLATGLRNTPQRERRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVYDGWYGYHHSNEQ
GSCYSADKESTQKAIDGVTNKVNSIINKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVW
TYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVK
NGTYDYPQYSEEARLNREEISGVKLESMGTYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCSNGSL
QCRICI

>A/HongKong/1774/99(H3N2)/1-565
MKTHALSYIFCMVLGQDLPGKGNNTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQVEVTNATELVQNLS
MGKICSNPHRILDGANCTLIDALLGDPHCDGFQNEKWDLFIERSKAFSNCYPYDVPEHASLRS
LIASSGTLEFVNESFNWTGVTQNGGSNACKRGPDSSFFSRLNWLYKSGNTYPMLNVTMPNSD
GFDKLYIWGVHHPSTDREQINLYVQASGKITVSTKRSQQTIIPNVGSRPWVRGLSSRISIYWTIV
KPGDILIISSNGNLIAPRGYFKVHTGKSSIMRSDAPIETCSSECITPNGSIPNDKPFQNVNKITYGA
CPKYVKQNTLKLATGMRNIPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEGMVDGWYGFRHOQNSEGTGQAA
DLKSTQAAINQINGKLNRVIEKTNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLV
ALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRKQLRENAEDMGNGCLKIYHKCDNSCIDSIRNGTYDHNEY
RDEALNNRFQIKSVELKTGYKDWILWISFAISCFLLCVVWLGFI-MWACQKGNIRCNIC

b. Non Struktural 1

>A/Indonesia/5/2005(H5N1)/1-225
MDSNTVLSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGNTLGLDIETATRAG
KQIVERILEEESDEALKMPASRYLTDMTLEEMSRDWFMLMPKQKVAGSLCIKMDQAIMDKTI
ILKANFSVIFDRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTGEDVKNAIGVLIGGLEWNDNTVR
VSETIQRFAWRGSDEDGRLPFPPNQKRKMARTIESEV
>A/Indonesia/CDC1032/2007(H5N1))/1-225
MDSNTVLSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDQKSLKGRGNTLGLDIETATRAG
KQIVERILEEESDEALKKPASRYLTDMSLEEMSRDWFMLMPKQKVAGSLCIKMDQAIMDKTII
LKANFSVIFGRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTGEDVKNAIGVLIGGLEWNDNTVRV
SETIQRFAWRGGDEDGRLPFPPNQKRKMARTIESEV
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>A/Brevig_Mission/1/18(H1N1)/1-230
MDSNTVSSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLGLDIETATRAGK
QIVERILKEESDEALKMTIASVPASRYLTDMTLEEMSRDWFMLMPKQKVAGSLCIRMDQAIM
DKNIILKANFSVIFDRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTDEDVKNAVGVLIGGLEWND
NTVRVSETLQRFAWRSSNENGRPPLPPKQKRKMARTIKSEV
>A/HongKong/156/97(H5N1)/1-230
MDSNTVSSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLGLDIRTATREGK
HIVERILEEESDEALKMTIASVPAPRYLTEMTLEEMSRDWLMLIPKQKVTGSLCIRMDQAIMD
KDIILKANFSVIFNRLEALILLRAFTDEGAIVGEISPLPSLPGHTEEDVKNAIGVLIGGLEWNDNT
VRVSETLQRFTWRSSDENGRSPLPPKQKRKMERTIEPEV
>A/Mexico/INDRE4487/2009(H1N1)/1-219
MDSNTMSSFQVDCFLWHIRKRFADNGLGDAPFLDRLRRDQKSLKGRGNTLGLDIETATLVGK
QIVEWILKEESSETLRMTIASVPTSRYLSDMTLEEMSRDWFMLMPRQKIIGPLCVRLDQAIMEK
NIVLKANFSVIFNRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTYEDVKNAVGVLIGGLEWNGNT
VRVSENIQRFAWRNCDENGRPSLPPEQK>A/Thailand/271/2005(H1N1)/1-219
MDPNTMSSFQVDCFLWHIRKRFADNGLGDAPFLDRLRRDQKSLKGRSSTLSLNIETATLIGKQ
IVEWILKEESNEALKMTIASVPAPRYLADMTLEEMSRDWFMLMPMQKVKGSLCVRMDQAIM
EKNILKANFSVVENRLENLTLLRAFTEEGAIVGEISPLLSLPGHTHENVKDAVGVLIGGLEWN
GNTVRVSENLQRFAWRSCNENGRPPLPSEQK

>A/Philipine/344/2004(H1N2)/1-225
VSSFQVDCFLWHVRKRFADWGLGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLGLEIEPSTRAGKQIVKRI
LKEEYDEALKITIASVPTSRYLTDMTLEEMSRDWFMLMPKQKMAGSLCIRMDQAIMDKTITL
KANFSVIFDRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTDEDVKNAIGTLIKGLEWNDNTVRVS
EALQRFAWRSINEDGGPPFPPKQKRKMARTIGPEV

>A/HongKong/1774/99(H3N2))/1-230
MDSNTVSSFQVDCFLWHVRKRFADWGLGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLGLEIEPATRAGK
QIVKHILEEEYDEALKITIASVPASRYLTDMTLEEISRDWFMLMPKQKVAGSLCIRMDQAVME
KSITLKANFSVIFDRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTDEDVKNAIGILIKGFEWNDNT
VRVSEALQRFAWRSINENGRPPFPPKQKRKVARTTGPEV

c. Matrik 1

>A/Indonesia/5/2005/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQKLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFT
LTVPSERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASC
MGLIYNRMGTVTTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATITNPLIRHENRMVLASTTAKAM
EQMAGSSEQAAEAMEVANQARQMVQAMRTIGTHPNSSAGLRDNLLENLQAYQKRMGVQM
QRFK

>A/Indonesia/CDC1032/2007/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQKLEDVFAGKNADLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFT
LTVPSERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDKAVKLYKKLKREITFHGAKEVALSYSTGALAS
CMGLIYNRMGAVTTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATITNPLIRHENRMVLASTTAKA
MEQMAGSSEQAAEAMEVANQARQMVQAMRTIGTHPNSSAGLRDNLLDNLQAYQKRMGVQ
MHRFK

>HKG156/1997/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFT
LTVPSERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREMTFHGAKEVALSYSTGALAS
CMGLIYNRMGTVTTEVALGLVCATCEQIADAQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAK
AMEQMAGSSEQAAEAMEVASQARQMVQAMRTIGTHPSSSAGLKDDLIENLQAYQKRMGVQ
MQRFK

>1918/1-252

Analisis variasi..., Danang Febry Witanto, FMIPA Ul, 2009



MSLLTEVETYVLSIVPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVF
TLTVPSERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYRKLKREITFHGAKEVALSYSAGALA
SCMGLIYNRMGTVTTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMVTTTNPLIRHENRMVLASTTAK
AMEQMAGSSEQAAEAMEVASQARQMVQAMRTIGTHPSSSAGLKDDLIENLQAYQKRMGVQ
MQRFK

>A/Mexico/InDRE4487/2009(H1N1)/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLESVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFT
LTVPSERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASC
MGLIYNRMGTVTTEAAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAKA
MEQMAGSSEQAAEAMEVANQTRQMVHAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGVQ
MQRFK

>A/Thailand/271/2005(H1N1)/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEGVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFT
LTVPSERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASC
MGLIYNRMGTVTTEAAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAKA
MEQMAGSSEQAAEAMEVASQTRQMVHAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGVQI
QRFK

>A/Philippines/344/2004(H1N2)/1-252
MSLLTEVENVCSLYHPVGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFV
FTLTVPSERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALA
SCMGLIYNRMGTVTTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAK
AMEQMAGSSEQAADAMEVASKARQMVHAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGV
QIQRFK

>A/HongKong/1774/99(H3N2)/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEGVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFT
LTVPSERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASC
MGLIYNRMGTVTTEAAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAKA
MEQMVGSSEQAAEAMEVANQTRQMVHAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGVQ
MQRFK

Analisis variasi..., Danang Febry Witanto, FMIPA Ul, 2009



Lampiran 3. Multiple sequence Allignment

a. Hemagglutinin

Alignment: C:\Users\TOSHIBA\Documents\data fix\HA\kontrol vs all.aln

A/Mexico/ InDRE4487/2009(H1IN1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ INnDRE4487/2009(H1N1)
A/Philippines/344/2004(HIN2)
A/Thailand/271/2005(H1IN1)
A/SouthCarolina/1/18(HIN1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99 (H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ INDRE4487/2009 (HIN1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99 (H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ InDRE4487/2009(H1IN1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/Thailand/271/2005(H1IN1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ InDRE4487/2009(HIN1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)
A/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)

10

DTLCIGYHAN
DTLCIGYHAN
DTLCIGYHAN
DTICIGYHAN
DQICIGYHAN
DQICIGYHAN
DQICIGYHAN
ATLCLGHHAV

60

HLGKCNIAGW
HLGKCNIAGW
HLGKCNIAGW
QLGKCNIAGW
TLRDCSVAGW
ILRDCSVAGW
1LRDCSVAGW
DGANCTLIDA

110

LREQLSSVSS
LREQLSSVSS
LREQLSSVSS
LREQLSSVSS
LKHLLSRINH
LKHLLSRINH
LKHLLSRINH
LRSLIASSGT
*

.-k -

160

LVKKGNSYPK
LTKKGNSYPK
LVKKGNSYPK
LTKKGSSYPK
LIKKNSTYPT
LIKKNSTYPT
LIKKNSAYPT
LYKSGNTYPM

- * -

210

VGSSRYSKKF
VGTSKYNKKF
VGSSKYNKKF
VGSSKYNRRF
IGTSTLNQRL
IGTSTLNQRL
VGTSTLNQRL
VSTKRSQQTI

SRR EETEY EEPRE B
20 30

NSTDTVDTVL EKNVTVTHSV NLLEDKHNGK
NSTDTVDTVL EKNVTVTHSV NLLENKHNGK
NSTDTVDTIL EKNVTVTHSV NLLEDRHNGK
NSTDTVDTVL EKNVTVTHSV NLLEDSHNGK

40

NSTEQVDTIM EKNVTVTHAQ
NSTEQVDTIM EKNVTVTHAQ
NSTEQVDTIM EKNVTVTHAQ

PNGTLVKTIT

70

ILGNPECESL
LLGNPECELL
LLGNPECELL
LLGNPECDLL
LLGNPMCDEF
LLGNPMCDEF
LLGNPMCDEF
LLGDPHCDGF

- *Kk -k

120

FERFE1FPKT
FERFE1FPKA
FERFEIFPKA
FEKFEIFPKT
FEKIQI IPK-
FEKIQI IPK-
FEKIQIIPK-
LE---FVNES

*kk

170

LSKSY INDKG
LSKSYVNNKG
LSKSYVNNKK
LSKSYVNNKG
TKKSYNNTNQ
TKKSYNNTNQ
TKRSYNNTNQ
LNVTMPNSDG
** *

220

KPEIAIRPKV
NPEIATRPKV
KPE IAKRPKV
TPEITAARPKV
VPKIATRSKV
VPKIATRSKV
VPEIATRPKV
IPNVGSRPWV

DDQVEVTNAT

80

STASSWSY IV
LTARSWSY 1V
FAVNSWSY IV
LTASSWSY IV
INVPEWSY IV
INVPEWSY IV
INVPEWSY IV
QN-EKWDLF1
*

130

SSWPNHDSNK
SSWPNHETNR
SSWPNHETNR
SSWPNHETTK
SSWSDHEASS
SSWSDHEASS
SSWSNHDASS
FNWTG-VTON
o -

180

KEVLVLWGIH
KEVLVLWGIH
KEVLVLWGIH
KEVLVLWGVH
EDLLVLWGIH
EDLLVLWGIH
EDLLVLWGVH
FDKLY IWGVH

* - - *%x X

230

RDQEGRMNYY
RDQAGRMNYY
RGQAGRMNYY
RDQAGRMNYY
NGQSGRMEFF
NGQSGRMEFF
NGQSGRMEFF
RGLSSRISIY

DILEKTHNGK
DILEKTHNGK
DILERTHNGK
ELVQNLSMGK

* =%k - kK

90

ETSSSDNGTC
ETSNSDNGTC
ETSNSDNGTC
ETSNSENGTC
EKANPTNDLC
EKANPTNDLC
EKASPANDLC
ERSKAFSN-C

* - - k%

140

GVTAACPHAG
GVTAACPYAG
GVTAACPYAG
GVTAACSYAG
GVSSACPYLG
GVSSACPYLG
GVSSACPYLG
GGSNACKRGP

-- -

190

HPSTSADQQS
HPPTSTDQQS
HPPTNADQQS
HPPTGTDQQS
HPNNEEEQTR
HPNDAAEQTR
HPNDAAEQTK
HPSTDREQIN

axk -

240

WTLVEPGDKI
WTLIEPGDTI
WTLVEPGDTI
WTLLEPGDTI
WTILKPNDAI
WTILKPNDAI
WTILKPNDAI
WTIVKPGDIL

Analisis variasi..., Danang Febry Witanto, FMIPA Ul, 2009

SR PR
50

LCKLRGVAPL
LCKLRGVAPL
LCNLRGEAPL
LCKLKGIAPL
LCDLDGVKPL
LCDLDGVKPL
LCDLNGVKPL
ICS-NPHRIL

* K- - -

SRR ERERN |
100

YPGDFIDYEE
YPGDFINYEE
YPGDFTSYEE
YPGDFIDYEE
YPGSFNDYEE
YPGSFNDYEE
YPGNFNDYEE
YPYDVPEHAS

-k k- -

R BT |
150

AKSFYKNL IW
ANSFYRNL IW
TNSFYRNLIW
ASSFYRNLLW
SPSFFRNVVW
SPSFFRNVVW
RSSFFRNVVW
DSSFFSRLNW

*

SRR BTN |
200

LYQNADAYVF
LYQNADAYVF
LYQNADAYVF
LYQNADAYVS
LYQNPTTYIS
LYONPTTYIS
LYQNPTTYIS
LYVQASGKIT
*

SR P
250

TFEATGNLVV
TFEATGNLVV
TFEATGNLVA
TFEATGNLIA
NFESNGNFIA
NFESNGNFIA
NFESNGNFIA
T 1SSNGNLIA



Clustal Consensus

A/Mexico/ InDRE4487/2009(HIN1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ INnDRE4487/2009 (HIN1)
A/Philippines/344/2004(H1IN2)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)
A/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ InDRE4487/2009(H1IN1)
A/Philippines/344/2004(H1IN2)
A/Thailand/271/2005(HIN1)
A/SouthCarolina/1/18(HIN1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/s5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ InDRE4487/2009(HIN1)
A/Philippines/344/2004(H1IN2)
A/Thailand/271/2005(HINL)
A/SouthCarolina/1/18(H1IN1)
A/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ InDRE4487/2009(H1IN1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
Clustal Consensus

* =k Kk -kkKk

260

PRYAFAMERN
PRYAFAMKRG
PRYAFAMNRD
PWYAFALNRG
PEYAYKIVKK
PEYAYKIVKK
PEYAYKIVKK
PRGYFKV-HT

* - -k -

310

GKCPKYVKST
GECPKYVKST
GECPKYVKST
GECPKYVRST
GECPKYVKSS
GECPKYVKSN
GECPKYVKSN
GACPKYVKQN

* = K KKk

360

GWYGYHHQNE
GWYGYHHQNE
GWYGYHHQNG
GWYGYHHQNE
GWYGYHHSNE
GWYGYHHSNE
GWYGYHHSNE
GWYGFRHQNS
- *

* -

410

FNHLEKRIEN
FNHLEKRIEN
FNHLERRIEN
FNNLERRIEN
FNNLERRIEN
ENNLERRIEN
ENNLERRIEN
FSEVEGRI1QD

H*k- - K-

460

EKVRSQLKNN
EKVRSQLKNN
EKVKTQLRNN
EKVKSQLKNN
DKVRLQLRDN
DKVRLQLRDN
DKVRLQLRDN
EKTRKQLREN

=kkkkAkkhkk -

270

AGSGIIISDT
SGSGI111SDA
PGSGI1TSDA
SGSGI1TSDA
GDSAIMKSEL
GDSAIMKSEL
GDST IMKSEL
GKSSIMRSDA

aek K - -

320

KLRLATGLRN
KLRMATGLRN
RLRMATGLRN
KLRMATGLRN
RLVLATGLRN
RLVLATGLRN
RLVLATGLRN
TLKLATGMRN

* - % *Kk -

370

QGSGYAADLK
QGSGYAADQK
QGSGYAADQK
QGSGYAADQK
QGSGYAADKE
QGSGYAADKE
QGSCYSADKE
EGTGQAADLK

e

420

LNKKVDDGFL
LNRKVDDGFL
LNKKVDDGFL
LNKKVDDGFL
LNKKMEDGFL
LNKKMEDGFL
LNKKMEDGFL
LEKYVEDTKI

* =Kke=k K -

470

AKEIGNGCFE
AKEIGNGCFE
AKEIGNGCFE
AKEIGNGCFE
AKELGNGCFE
AKELGNGCFE
AKELGNGCFE
AEDMGNGCLK

KKk - -k -k *

SRR PR
280

PVHDCNTTCQ TPKGAINTSL
PVHDCNTTCQ TPRGAINTSL
PIHDCNATCQ TPKGAINTSL
PVHDCNTKCQ TPHGAINSSL
EYSNCNTKCQ TPMGAINSSM
EYGNCNTKCQ TPMGAINSSM
EYGNCNTKCQ TPMGAINSSM

290

PIETCSSECI

- kK- - K

330

VPSIQSR---
IPSIQSR---
IPSIQSR---
IPSIQSR---
SPQRESRRKK
SPQRESRRKK
TPQRERRRKK
IPEKQTR---

* - - =k * X

380

STQNAIDEIT
STQNAIDGIT
STQNAIDRIT
STQNAIDGIT
STQKAIDGVT
STQKAIDGVT
STQKAIDGVT
STQAAINQIN

EE I = S

430

DIWTYNAELL
DIWTYNAELL
DVWTYNAELL
DIWTYNAELL
DVWTYNAELL
DVWTYNAELL
DVWTYNAELL
DLWSYNAELL

* - -k%

480

FYHKCDNTCM
FYHKCDDTCM
FYHKCDDTCM
FYHKCDDACM
FYHKCDNECM
FYHKCDNECM
FYHKCDNECM
1'YHKCDNSCI1

K-- K-k

TPNGSIPNDK

- - *

340

-GLFGAIAGF
-GLFGAIAGF
-GLFGAIAGF
-GLFGAIAGF
RGLFGAIAGF
RGLFGAIAGF
RGLFGAIAGF
-GIFGAIAGF

HhKKk - *

390

NKVNSVIEKM
NKVNSV IEKM
NKVNSVIEKM
NKVNSVIEKM
NKVNS 1 1DKM
NKVNS 1 1DKM
NKVNS I INKM
GKLNRVIEKT

K==k K =Kk

440

VLLENERTLD
VLLENERTLD
VLLENERTLD
VLLENERTLD
VLMENERTLD
VLMENERTLD
VLMENERTLD
VALENQHTID

-k kk- mk- -

490

ESVKNGTYDY
ESVKNGTYDY
ESIKNGTYDY
ESVRNGTYDY
ESIRNGTYNY
ESIRNGTYNY
ESVKNGTYDY
DSIRNGTYDH

- kK- kK- -
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SR PR
300

PFQNIHPITI
PFQNVHPVTI
PFQNIHPITI
PFQNIHPVTI
PFHNIHPLTI
PFHNIHPLTI
PFHNIHPLTI
PFQNVNKITY

K- K-

SRR R |
350

1EGGWTGMVD
IEGGWTGMID
I1EGGWTGMID
I1EGGWTGMID
1EGGWQGMVD
1EGGWQGMVD
1EGGWQGMVD
T1ENGWEGMVD

=kkk-kk K

SRR RN |
400

NTQFTAVGKE
NTQFTAVGKE
NIQFTAVGKE
NTQFTAVGKE
NTQFEAVGRE
NTQFEAVGRE
NTQFEAVGRE
NEKFHQIEKE

=kk =kk%k

SRR BT |
450

YHDSNVKNLY
YHDSNVKNLY
FHDSNVKTLY
FHDSNVRNLY
FHDSNVKNLY
FHDSNVKNLY
FHDSNVKNLY
LTDSEMNKLF

“ek akek

SRR EEEEY |
500

PKYSEEAKLN
PRYSEESKLN
PKYSKESKLN
PKYSEESKLN
PQYSEEARLK
PQYSEEARLK
PQYSEEARLN
NEYRDEALNN

=kkkk - - =-kk



A/Mexico/ InDRE4487/2009(H1IN1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
Clustal Consensus

A/Mexico/ InDRE4487/2009(H1IN1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/SouthCarolina/1/18(H1N1)
A/Indonesia/CbDC1032/2007 (H5N1
A/Indonesia/s5/2005(H5N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/HongKong/1774/99 (H3N2)
Clustal Consensus

b. Non Struktural 1

SRR EEE
51

REEIDGVKLE
REEIDGVKLE
REEIDGVQLE
REEIDGVKLE
REEISGVKLE
REEISGVKLE
REEISGVKLE
RFQIKSVELK

KhKk - K= -k

SRR EEE
0

STRIYQILAI
STRIYQILAI
STRLYQILALI
SMGVYQILAI
SIGTYQILSI
SIGTYQILSI
SMGTYQILSI
TGYKDWILWI

=kkkk - - *

520

YSTVASSLVL
YSTVASSLVL
YSTAASSLVL
YSTVASSLVL
YSTVASSLAL
YSTVASSLAL
YSTVASSLAL
SFAISCFLLC

* - -k -

530

SRR PR
54

VVSLGAISFW
LVSLGAISFW
LVSLGAIGFW
LVSLGAISFW
AIMIAGLSLW
AIMMAGLSLW
AIMVAGLSLW
VVWLGF I -MW

* * -k - -

SR PR
550

MCSNGSLQCR
MCSNGSLQCR
MCSNGSLQCR
MCSNGSLQCR
MCSNGSLQCR
MCSNGSLQCR
MCSNGSLQCR
ACQKGNIRCN

**x *

0

Alignment: C:\Users\TOSHIBA\Documents\data FTixX\NSI\A_lIndonesia_5_2005-1_alignment.aln

A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1)
A/Brevig _Mission/1/18(H1N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/Mexico/ INnDRE4487/2009 (HIN1
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/Philipine/344/2004(HIN2)
A/HongKong/1774/99(H3N2))
Clustal Consensus

A/Indonesia/5/2005(H5N1)
A/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N
A/Brevig_Mission/1/18(H1N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/Mexico/ InDRE4487/2009(H1IN1
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/Philipine/344/2004(H1IN2)
A/HongKong/1774/99(H3N2))
Clustal Consensus

A/Indonesia/5/2005(H5N1)

A/ Indonesia/CDC1032/2007 (H5N
A/Brevig_Mission/1/18(H1N1)
A/HongKong/156/97 (H5N1)
A/Mexico/ InDRE4487/2009(HIN1
A/Thailand/271/2005(H1N1)

--1----1
10

MDSNTVLSFQ
MDSNTVLSFQ
MDSNTVSSFQ
MDSNTVSSFQ
MDSNTMSSFQ
MDPNTMSSFQ

MDSNTVSSFQ

- k%%

SRR R
60

GLDIETATRA
GLDIETATRA
GLDIETATRA
GLDIRTATRE
GLDIETATLV
SLNIETATLI
GLEIEPSTRA
GLEIEPATRA

* -k -k

SRR EERE
110

ST PR
20

VDCFLWHVRK
VDCFLWHVRK
VDCFLWHVRK
VDCFLWHVRK
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A/ Indonesia/5/2005
A/Indonesia/CDC1032/2007
HKG156/1997

1918

A/Mexico/ InDRE4487/2009(HIN1)
A/Thailand/271/2005(H1N1)
A/Philippines/344/2004(H1N2)
A/HongKong/1774/99(H3N2)
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Lampiran 4. Pohon Filogenetik

a. Hemagglutinin

Icl|ABIZ1563
st lcl|ABI95283 - ..
Icl|ABI21574 Tree View Hemagglutinin HIN1
a1} 1cI|ABI95272

208 lcl|ABI9302B

Icl|ABJ53493

1¢p Icl|ABJI53504

12¢ Icl| ABIZ21541

31 IcI| ABI95261

5 IcI|ABIZ1530

b IcI|ABI21552

Icl|AAP34323

Icl|ACF41867

k Icl|ABI95250

asp lcl|BAG28223

3| 45 10| ABST1673

434 |cl|BAG 28220

5% Icl|BAG28224

5% Icl|BAG28222

2 Icl|BAG28219

Icl|BAG28218

Icl|ABX58536

73ilt: IIABST1670

w

&

sog IcI|ABST1671
Ici|ABST1672
s Icl|[ACB32203

5o 7l IcI|ACB32204
ot IcI|ACB32205

Ls| [*1cliACB32201

30 IcI|ACI45446
IcI|ACIA5447

lcl| ACM30870
Icl|ACI45445
leljaCia5444
I; lcljaCB32202
Icl|ACB32207
Icl|ACB32206
s0f L eIl ABST1667
1t Icl|ABST1666
571 [t 1cllaBST1665
of* Icl|ABST 1664
IcI|ABEST1668
54 Icl|ACM20868
i s{:llACN32512
cl|ABST1669
—= Icl|ABD&2061
_+:: Icl|CACEBE625
Icl|ABVA5654
&t lcl|BAGZE8217
P lcl|ACAIESDSE
e IclBAG28221
IclABB51962
lcl|laBST6e427
‘I Il AAKTO457
lcl|AAKTD456
—= lcl|ABD59848
—= Icl| AAKTD451
aaf IcI|BAAOZTES
lcl|BAADZTED
Icl|ABF21274
Icl| ABO38395
Icl|[CAAD10B3
lcl|CAAS1080
lcl|ABO44134
lcl| ABDE0944
100t ICI|ABOS2280
Icl|ABDE0966
Icl|ABO38362

39

Icl|AAB2T052
AlSouth Carolina/M18 (H1N1)
AlMexico/inDRE4487/2009(H1N1)

lcl | ABKSTOS3
sap—= Allndonesial/S/2005(H5N1)
1wl._E- Alindonesia/CDC1032/2007(H5N1)
L. A/Hong Kong/156/97(H5N1)

-mur lel|CAAS1082

lcljCAA91081
lcl|AAP34325

5l IcI|ABDS98B4T

Icl|ABD59849

<[IJ:I|AMK713-152

lcl|AAKTD453
lcl| AAKTO454
lcl|ABIZ15192

0,220
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ICIJADLD/ 0D
4o |cl|ABB04338
520 |cI|ABD60790
*IcI|ABC40619

2} |cI| ACF54455
[#18 IcI|ACF54433
14 IcI|BAF48361
b IcI|ACF54400
W9 cI|ACF41735
o IcI| ACF41823
% Icl|ACF54466
b ICI|ACF41812
Icl|ABR18479
Icl|ACF54422
Icl|ACF22287
Icl|ACF22276
Icl|ACF22254
Icl|ACF22232
Icl|ACF22221
Icl|ABR18478
Icl|ABR18477
IcI|ACF54444
IcI|ACF54411
IcI|ACF22298
Icl|ACF22265
Icl|ACF22243
% IcI|ACF22210
Icl|ABC84389
1 Icl|AAK51718

b IGiACF41790
# IGI|ACF41779
» ICI|ACF41768
IcI|ACF41746
s# IcI|ACF41757

P ICI[ACF41801

[} Icl[BAF37221

Icl|/ABB80034

Icl|ABB04294
Icl|ABB46392
Icl|ABB04928

33 IcI|ABR18476

R IcI|AAA43178
B Icl|CAA24269

* Icl|AAA43239

Icl|ABQ97200

Icl|ABB96520
2 Icl| ABB80023

[ 1c1jABB04371
Icl|ABB82227

Icl|CAC40044

Tree View Hemagglutinin H3N2

AlMexico/InDRE4487/2009(H1N1)
A/South Carolina/1/18 (H1IN1)

il » IcI|ACF36289
i} IcI|ACF 36254
IcI|ACF36288
IcI|ACF36263
[} 1cl|ACF 36269
[t IcllACF 36261
[t IcllACF 36356
Icl|ACF36348
IcI|ACF36255
IcI|ACF36291
Icl|ACF36217
i ICI|ACF36270
i IcI| ACF36257
i IcI| ACF36273
AP ICI| ACF36350
b IcI|ACF 36268
P rctiacF3s262
i IcI|ACF36316
IcIACF36220
73 IcI|ACF36401
Icl|ACF36315
Icl|ACF36411
IcI|ACF36311
Icl|ACF36346

100p Allndonesial5/2005(H5N1)
Alindonesia/lCDC1032/2007(H5N1)
AlHong Kong/156/97(H5N1)
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lcl|ABC40631 Tree View Hemagglutinin H1IN2
lcI|AAY78939
IcI|ABBB3026
IcI|ABB83015
Icl|ABB03134

Icl|ABK57092
AlMexico/InDRE4487/2009(H1N1)

AiSouth Carolina/1/18 (H1N1)
Allndonesia/5/2005(H5N1)

10 Alindonesia/CDC1032/2007(H5N1)
AlHong Kong/156/97(H5N1)

Icl|ABW81529
cI|AAZT4374
lcl|ABB53729
IclABB03101
Icl|[ABB96487
Icl|ABI96106
IcI|ABB83138
Ilcl|ABB83127
lcl|ABADE510
lcI[ABW81532
IcI|AAZ79549
lcI|ABK39995
IcI| AAZ79538
IclABDI4943
IclABB04972
IclJABB53603
Icl|ABA0B508
IcI|ABWB1531
1¢/|ABI96104
el ABB02781
lcl|ABA42280
ol ABC40522
* Ic)|ABWS1530
Icl|ABAD6542

0,250
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b. Non Struktural 1 (NS 1)

L L L L e Ld e

34

>

1cl|ABI95266
lcl|ABJ53509
- Icl| ABJ53498
Icl|ABI21568
Icl|ABI21557
Icl|ABI21546
Icl|ABI21535
Icl|ABI21524
Icl|AB195288
Icl|AB195277

Icl]ABB51975

lcl| ABB51977
Icl|ABD59907

Il ACN32517
IclABX58541
1cl|CAD58614

Il ABI95255
- IlAAC14271

1l AAC14269

1cl|AAC14273

lel|[ABD59903

¢71 1cl|ABO44139
ss1 1cl| ABD60949
1cl|ABO52285
34 1c1 ABD60971
1cl|ABO38367

s1g 1] ABF21210

95,

Icl|ABO38400

Tree View Non Struktural 1 HIN1

mUL—' A/Indonesia/CDC1032/2007-1
A/Indonesia/5/2005-1

100, —— 1918-1

HKG 156/ 1997

100]
j

L IcJAAC14267
Icl|ACF41872

— Icl| ABD59905

1cl|ABI93033
Icl|ABI21579

0,100

Ic]|ABK57102
Meksiko 2009
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1 Icl|[ABD94948
65+ Icl ABB04977
'§ 1cl|ABB83143
Icl[ABA06515
8 IclABB96492
i 1cl|ABB53608
4 1cl|ABA08513
Icl|AAZ74379

Tree View Non Struktural 1 HIN2

- Aflndonesia/CDC1032/2007-1
62 Allndonesia/5/2005-1
3 HongKong 156/97

=3

— Icl|ABW81741
Icl|ABB83132
o 1cl| ABC40636
2 flAAY78944
9 lcl|ABB8303l
inilcq,mmsozo

lelABB03139

3

I¢l[CAD58606
Iel|CAD58603
1el|CAD58598
Ie|CADS8602

2# 1l ABB03106

A IcABWS1743

IcIABK40000

IellABB02786

8 1cl ABA42285

Icl|AAZ79543

IcI[BAD02363

ALl ABC40527

3} 1| ABA06547

A1clABBS3734

IclIAAZ79554

Ic[BAD02353

0,110

)
I

Icl|ABK57101
1918-2
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- KEACFA1773
L BACFS4438
- lel AAKS1750 .
e L ACF#1795 Tree View Non Struktural 1 H3N2
= lel AAOE6T49
JJACF22292
IACF22281
IAACF222T0
IIACF22259
IIACK22248
KIACF22237
JAACK22226
JIACF22215
JIACF41828
JACFA817
IIACF41806
IACFa1762
KIACF41751
IACF417240
1l ABCR4394
JLACF54471
JIACKFSS460
JIACF54449
JAACFS4427
IAACF54416
JIAAOL6TIS
1IAAD46731
ITAAOET2S
JAAAO46T2S
IAAAD46TIT
JIAAD46715
1l AACH6721
Il AAOSETIS

L)
3,
b
5
3,
)
3
b}
s
3,
L)
3,
5
s,
3
s
3
)
3
3
b
3
s
3,
3]
P
B

IkEABBS6525

lel| ACFS4405

o1 kel ABBS2232
KIAAO6TS9
Il ABES0028
KiABBO3T6

1JAAO26768
|.{ AlIndonesin/S2005-1
26 Adndonesia/CDCIO322067-1
HongKong 15697

19182
4 ICAC20063

Ksiko 2009

- IcljA B BR003Y
I AAOM675T
] REAACSI4BT
Pl * I PAAKIIR?
KEAACTI880
Iel|AACT9882
KIBAADGIHT
IAACG3495
1el|BAADGI4G
lel|ACF41861
31 WEACLI12132
T4 el AACTIRBA
Icl|AACT98%6
IclABC6%238
1clJABB79973

Il ABRO4966
1ol KEAAKI8009
KEAACSISRY
s Il ABDS9913
lel|ABDS9911
— I AAKIS007
Il AACE3 491
= IdAACE393
Icl|ACN32288
11 BAGSS1
kACNI2495
3 L leljACNS2479
- I BAGE4425

]
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c. Matrik 1

o

o 0o o o

o oNno

o o 00 own o o0 o0 o0w

o o ow

2 S

o o ouwn

— Icl|BAF63118
Icl|ABI21553
Icl|BAF63134
Icl|BAF63106
Icl|BAF63049
Icl|BAF63038
Icl|ABI21531
— Icl|ABD59881
Icl|ABJ53505
Icl|BAF63094
Icl|BAF63056
Icl|ACD37502
Icl|ABB51967
— Icl|BAF63114
Icl|ABI21542
Icl|ABJ53494
Icl|BAF63100
Icl|BAF63053
IcI|[BAF63034

Icl|ABO44135
Icl|ABD60945
Icl|ABF21308
Icl|ABO38396
Icl|ABO38363
Icl|ABI21564

1cI|ABI93029

IcI|BAF63122
Icl|BAF63067
Icl|BAF63042

61,

IcI|AAF99672
IcI|AAF99670

IcI|ABI95262
IcI|ABI95251
151 IC1/ACN32513
Icl|ABB51971
Icl|[BAF63110

121 IcI|ACD37443
Icl|ACD37434
Icl|ACD37499
IcI|ACD37467
Icl|ACD37458
Icl|ACD37455

a1 IcI|ACD37479
IcI|ACD37452
IcI|BAF63138
Icl|ACD37433
IcI|ACD37440
Icl|BAF63130

0,
Icl|ABI21575
o} IcI|ABX58537

Icl|BAF63126
Icl|BAF63071
Icl|BAF63045
Icl|ABI95273
IcI|ACF41868
s Icl|BAF63077
Icl|ABD59885
Icl|BAF63074
Icl|BAF63063
Icl|ABI95284
Icl|ABI21520
+—= Icl|BAF63081
Icl|ABD59883
Icl|BAF63088
Icl|BAF63060
Icl]ACD37461
0,035

asp IcI|ABO52281
Icl|ABD60967

Tree View Matrix 1 HIN1

Icl|ABK57098
AlMexico/InDRE4487/2009(H1N1)

Alindonesia/5/2005

——— < HKG 156/1997
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IcI|AAZ79539
Icl|AAZ74375
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Tree View Matrix 1 HIN2

Icl|BAD02365
Icl[BAD02355

100

Icl|ABY75042
Icl|ABY75040
IcI|ABY75038
Icl{ABY75036
IcI|ABY75034
IcI|ABY75032
IcI|ABW81683
IcI|ABW81635
IcI|ABK39996
IcI|ABD34944
IcI|ABC40523
Icl|ABBY6488
Icl|ABB83139
IcI|ABB83128
Icl|ABB83027
IcI|ABB83016
IcIABB53730
IcI|ABB53604
144 |cI|ABC40632
4 1cI|ABB04973
21 IcI[ABB03135
34 |cI|ABB03102
IcI|ABA08509
IcI|ABA06543
IcI{ABA06511
IcI|AAZ79550

w
<

w
=D

— 1918

0,040
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e
HKG 156/1997

_73:‘ Allndonesia/CDC1032/2007
Allndonesia/5/2005

AlMexico/InDRE4487/200

Icl|ABK57097
9(HIN1)
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28,

26

26,

26,

26,
26
26
26
26,
26
265,
26,

]

26,
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62

Icl|A

Iel|A

Icl|ACCE
+— Icl|ACCB
Icl|BAG84411
Icl|BAF57569

Icl|ACF08290

Icl|ACC60771

? O © © 0 0 0 00 0 0.0 0 O o

4 1cI|AAK51730

Icl|CAC40043
A/Mexico/InDRE4487/2009(H1N1)
HKG 156/1997

Allndonesia/CDC1032/2007
Allndonesia/5/2005

——— 1918
Icl|AAO46699
Icl|ABB82228
L— IcI|AAO46693
— [cl|ACF41758
Icl|ACL12130
Icl|ACF41857
Icl|ABB04962
Icl|ABB04951
Icl|ABB04940
Icl|ABB04918
Icl|ABB04350 A ;
IcI|ABB04306 Tree View Matrik 1 H3N2
Icl|ABD60802
IcI|ABC86149
IcI[ABC68234
IcI|ABB79969
IcI|ABB79958
Icl|ABB79811
Icl]ABB79800
Icl|ABB79789
IcI|AAD00149
Icl]AAD00147
Icl]AAD00145
IcI|AAD00143
Icl|AAD00141
Icl]AAD00139
Icl|AAD00137
Icl|AAD00135
Icl|AAD00133
Icl|AAD00131
IcljAAD00129
Icl|AACB0167
IcIJAAC80165
IcI|AAC80163
IcI]AAC80161
Icl|AAC80159
IclJAAC80157
Icl|AACE3481
Ic||AAC63479
Icl|AAA62336
Icl|AAAG2333

BF21298

Icl|ABB04907
Icl|ABB04317

AC80155

IcI|AAK91756

0403
0735

Icl]ACM45822
Icl|ACCE0797
Icl|ACC60777
IcI|ACH82067
IcI|ACD62360
Icl|ABG91486

IclJACC60939
Icl|ACC60925

1cI|ACC60759
Icl|ACC60745
IcI|ACC60727
1cIJACC60549
Icl|ACC60907
IcI|ACC60895

Analisis variasi..., Danang Febry Witanto, FMIPA Ul, 2009




Lampiran 5. Hasil pro-P
a. H5N1

ProP v.1.0b ProPeptide Cleavage Site Prediction
Furin-type cleavage site prediction (Arginine/Lysine residues)

569 Icl_ABI136012
XXXXXXXXXXXXXXXXDQICIGYHANNSTEQVDT IMEKNVTVTHAQD I LEKTHNGKLCDLDGVKPLIL
RDCSVAGWLLGN 80
PMCDEFINVPEWSY IVEKANPTNDLCYPGSFNDYEELKHLLSRINHFEKIQI IPKSSWSDHEASSGVS
SACPYLGSSSFF 160
RNVVWLIKKNSTYPT IKKSYNNTNQEDLLVLWG IHHPNDAAEQTRLYQNPTTY ISIGTSTLNQRLVPK
IATRSKVNGQSG 240
RMEFFWT I LKPNDAINFESNGNF IAPEYAYK 1VKKGDSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGA INSSMPFH
NIHPLTIGECPK 320
YVKSNRLVLATGLRNSPQRESRRKKRGLFGAIAGF I EGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQ
KAIDGVTNKVNS 400
1 IDKMNTQFEAVGREFNNLERR I ENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKV
RLQLRDNAKELG 480
NGCFEFYHKCDNECIESIRNGTYNYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIM
MAGLSLWMCSNG 560
SLQCRICIX
640
Signal peptide cleavage site predicted: none

Propeptide cleavage sites predicted: Arg(R)/Lys(K): 1

Name Pos Context Score Pred
\Y;
Icl _ABI136012 38 VDTIMEK|NV 0.068 .
Icl_ABI136012 51 AQDILEK|TH 0.061 =
Icl_AB136012 56 EKTHNGK|LC 0.059 =
Icl _ABI136012 64 CDLDGVK|PL 0.053 by
Icl_AB136012 69 VKPLILR|DC 0.094 .
Icl_AB136012 98 WSYIVEK|AN 0.065 -
Icl_ABI136012 118 NDYEELK]JHL 0.065 =
Icl_AB136012 123 LKHLLSR]IN 0.095 .
Icl _ABI136012 129 RINHFEK]1Q 0.066 .
Icl _ABI136012 135 KIQIIPK]SS 0.074 .
Icl _ABI136012 161 GSSSFFRINV 0.153 .
Icl_ABI136012 168 NVVWLIK]KN 0.061 .
Icl _AB136012 169 VVWLIKKINS 0.066 .
Icl _AB136012 177 STYPTIK]KS 0.064 .
Icl _AB136012 178 TYPTIKK]SY 0.110 .
Icl _AB136012 205 DAAEQTR]LY 0.081 .
Icl_AB136012 224 TSTLNQR|LV 0.103 .
Icl_AB136012 228 NQRLVPK]IA 0.078 .
Icl_AB136012 232 VPKIATR|SK 0.138 .
Icl _AB136012 234 KIATRSK|VN 0.087 .
Icl_AB136012 241 VNGQSGR|ME 0.083 .
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Icl_ABI36012 250 FFWTILK|PN 0.058 -
Icl_ABI36012 271 APEYAYK]IV 0.083 -
Icl_ABI36012 274 YAYKIVK]KG 0.063 -
Icl_ABI36012 275 AYKIVKK|GD 0.172 -
Icl_ABI36012 282 GDSAIMK]SE 0.093 -
Icl_ABI36012 293 YGNCNTK]CQ 0.064 -
Icl_ABI36012 320 TIGECPK]YV 0.084
Icl_ABI36012 323 ECPKYVK]|SN 0.076 -
Icl_ABI36012 326 KYVKSNR|LV 0.107 -
Icl_ABI36012 334 VLATGLRINS 0.072 -
Icl_ABI36012 339 LRNSPQRJES 0.118 -
Icl_ABI36012 342 SPQRESR|RK 0.348 -
Icl_ABI36012 343 PQRESRR]KK 0.158 -
Icl_ABI36012 344 QRESRRK|KR 0.087 -
Icl_ABI36012 345 RESRRKKJRG 0.298 A
Icl_ABI36012 346 ESRRKKR|GL 0.793 *ProP*
Icl_ABI36012 384 SGYAADK|ES 0.065 5
Icl_ABI36012 389 DKESTQK]JAlI 0.073 4
Icl_ABI36012 397 IDGVTNK|VN 0.069 =
Icl_ABI36012 404 VNSIIDK|MN 0.081 =
Icl_ABI36012 414 QFEAVGR|EF 0.092 -
Icl_ABI36012 421 EFNNLER|RI 0.082 -
Icl_ABI36012 422 FNNLERR|IE 0.108 -
Icl_ABI36012 428 RIENLNK]KM 0.075 -
Icl_ABI36012 429 IENLNKK|ME 0.115 -
Icl_ABI36012 452 VLMENER|TL 0.075 -
Icl_ABI36012 462 FHDSNVK|NL 0.058 .
Icl_ABI36012 467 VKNLYDK|VR 0.060 E
Icl_ABI36012 469 NLYDKVR]LQ 0.078 3
Icl_ABI36012 473 KVRLQLRIDN 0.118 5
Icl_ABI36012 477 QLRDNAK]EL 0.087 :
Icl_ABI36012 489 CFEFYHK|CD 0.061 -
Icl_ABI36012 499 ECIESIR|NG 0.077 -
Icl_ABI36012 513 QYSEEAR|LK 0.110 -
Icl_ABI36012 515 SEEARLK|RE 0.064 2
Icl_ABI36012 516 EEARLKRJEE 0.490 Z
Icl_ABI36012 523 EEISGVK|LE 0.057 2
Icl_ABI36012 565 0.110 .

NGSLQCR] IC
N\

b. HIN1

ProP v.1.0b ProPeptide Cleavage Site Prediction #####
Furin-type cleavage site prediction (Arginine/Lysine residues)

568 Icl_AAB27052
MKARLLVLLCAFAATNADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCRLGGIAPLQ
LGKCNIAGRLLG 80
NPECELLLTVSSWSY IVETSDSDNGTCYPGDFIDYEELREQLNSMSSFEKFE I FPKTSSWPNHETTKG
VTAACPYAGASS 160
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FYRNLLWLVKKENSYPKLSKSYVNNKGKEVLVLWGVHHPPTSTDQQSLYQNADAYVSVGSSKYYRRFT

RETAARPKVRGQ 240
AGRMNYYWTLLEPGDT I TFEATGNLVAPRYAFALNRGSGSG I I TSNAPVHDCDTKCQTPHGAINSSLP
FONVHPVTIREC 320

PRYVKSTKLRMVTGLRNIPS1QSRGLFGATAGFIEGGWTGL I1DGWYGYHHQNGQGSGYAADQKSTQNA
IDGITNKVNSVI 400
EKMNTQFTAVGKEFNNLERR IENLNKKVDDGFLD IWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVRS
QLRNNAKEIGNG 480
CFEFYHKCDDRCMESVRNGTYDYPKYSEESKLNREE IDGVKLESMMVYQILATYSTVASSLVLLVSLG

A1SFWMCSNGSL
QCRICIXX
640

560

Signal peptide cleavage site predicted:

TNA-DT

Propeptide cleavage sites predicted:

Name Pos Context Score Pred
VvV

Icl_AAB27052 2 = MK]JAR 0.059
Icl_AAB27052 4 ---MKAR]JLL 0.080 -
Icl_AAB27052 39 VDTVLEK|NV 0.062 .
Icl_AAB27052 57 EDSHNGK|LC 0.069 .
Icl_AAB27052 60 HNGKLCR|LG 0.111 .
Icl _AAB27052 71 APLQLGK|CN 0.065 N
Icl_AAB27052 77 KCNIAGR|LL 0.113 E
Icl_AAB27052 119 IDYEELR|EQ 0.078 &
Icl_AAB27052 130 SMSSFEK|FE 0.067 5
Icl_AAB27052 136 KFEIFPK|TS 0.063 =
Icl_AAB27052 147 PNHETTK|GVY 0.101 .
Icl_AAB27052 163 GASSFYRINL 0.102 .
Icl_AAB27052 170 NLLWLVK]KE 0.053 .
Icl_AAB27052 171 LLWLVKK]EN 0.089 A
Icl_AAB27052 177 KENSYPK|LS 0.064 J
Icl_AAB27052 180 SYPKLSK]SY 0.070 B
Icl_AAB27052 186 KSYVNNK|GK 0.073 o
Icl_AAB27052 188 YVNNKGK|EV 0.076 .
Icl_AAB27052 222 VSVGSSK]YY 0.068 -
Icl_AAB27052 225 GSSKYYR]RF 0.114 z
Icl_AAB27052 226 SSKYYRR|FT 0.208 -
Icl_AAB27052 229 YYRRFTR]EI 0.249 .
Icl_AAB27052 234 TREIAAR|PK 0.128 .
Icl_AAB27052 236 EIAARPK|VR 0.078 .
Icl_AAB27052 238 AARPKVR|GQ 0.108 .
Icl_AAB27052 243 VRGQAGR|MN 0.101 .
Icl_AAB27052 269 GNLVAPR]YA 0.136 .
Icl_AAB27052 276 YAFALNR]GS 0.128 .
Icl_AAB27052 295 VHDCDTK|CQ 0.061 .
Icl_AAB27052 318 VHPVTIR|EC 0.076 .
Icl_AAB27052 322 TIRECPR|YV 0.122 .
Icl_AAB27052 325 ECPRYVK]|ST 0.125 .
Icl_AAB27052 328 RYVKSTK]JLR 0.058 .
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Icl_AAB27052 330 VKSTKLR|MV 0.214 -
Icl_AAB27052 336 RMVTGLRINI 0.073 -

Icl_AAB27052 344 IPSIQSR|GL 0.207 -
Icl_AAB27052 383 GYAADQK]ST 0.094 -
Icl_AAB27052 395 IDGITNK]VN 0.075 -

Icl_AAB27052 402 VNSVIEK|MN 0.077 -
Icl_AAB27052 412 QFTAVGK]EF 0.064 -
Icl_AAB27052 419 EFNNLER|RI 0.087 -
Icl_AAB27052 420 FNNLERR]IE 0.092 -
Icl_AAB27052 426 RIENLNK]KV 0.101 -
Icl_AAB27052 427 IENLNKK]VD 0.101 -
Icl_AAB27052 450 VLLENER|TL 0.068 -
Icl_AAB27052 460 FHDSNVK|NL 0.058 .
Icl_AAB27052 465 VKNLYEK|VR 0.065 -
Icl_AAB27052 467 NLYEKVR]SQ 0.111 L
Icl_AAB27052 = 471 KVRSQLR|NN 0.084 =
Icl_AAB27052 475 QLRNNAK|EI 0.096 -
Icl_AAB27052 487 CFEFYHK|CD 0.063 4
Icl_AAB27052 491 YHKCDDR|CM 0.099 =
Icl_AAB27052 497 RCMESVRING 0.075 =
Icl_AAB27052 505 GTYDYPK]YS 0.070 -
Icl_AAB27052 511 KYSEESK|LN 0.073 -
Icl_AAB27052 514 EESKLNR|EE 0.107 -
Icl_AAB27052 521 EEIDGVK|LE 0.057 -
Icl_AAB27052 563 NGSLQCR]IC 0.110 -
N

c. HINZ2

ProP v.1.0b ProPeptide Cleavage Site Prediction

Furin-type cleavage site prediction (Arginine/Lysine residues)

566 Icl_AAY78939
MKVKLLILLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCLLKGIAPLQ
LGNCSVAGWILG 80
NPECELL ISKESWSY IVETPNPENGTCYPGYFADYEELREQLSSVSSFERFE I FPKESSWPNHXTVTG
VSASCSHNGKSS 160
FYRNLLWLTGKNGLYPNLSKSYANNKEKEVL I LWGVHHPPNIGDQRTLYHTENAYVSVVSSHYSRRFT

PEITKRPKVRDQ 240
EGRINYYWTLLEPGDT I IFEANGNL TAPWYAFALSRGFGSG I I TSNAPMDECDAKCQTPQGAINSSLP
FONVHPVTIGEC 320

PKYVRSAKLRMVTGLRN IPS IQSRGLFGA I AGF I EGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNA
INGITNKVNSVI 400

EKMNTQFTAVGKEFNKLERRMENLNKKVDDGFLD IWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKS
QLKNNAKE IGNG 480
CFEFYHKCNNECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREK I DGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLG
AISFWMCSNGSL 560

QCRICI

640
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Signal peptide cleavage site predicted:

TYA-DT

Propeptide cleavage sites predicted:

Arg(R)/Lys(K): O

Name Pos Context Score Pred
\Y;

Icl_AAY78939 2 - MK]VK 0.058
Icl_AAY78939 4 -—-MKVK]LL 0.058
Icl_AAY78939 39 VDTVLEK|NV 0.062

Icl _AAY78939 57 EDSHNGK|LC 0.061 .
Icl_AAY78939 62 GKLCLLK]GI 0.068 .
Icl_AAY78939 90 CELLISK]JES 0.054 :
Icl_AAY78939 119 ADYEELR|EQ 0.075 L
Icl_AAY78939 130 SVSSFER|FE 0.092 =
Icl_AAY78939 136 RFEIFPK]ES 0.065 L
Icl_AAY78939 158 SCSHNGK]SS 0.085 .
Icl_AAY78939 163 GKSSFYRINL 0.111 <
Icl_AAY78939 171 LLWLTGK|NG 0.054 -
Icl_AAY78939 180 LYPNLSK|SY 0.064 .
Icl_AAY78939 186 KSYANNK]EK 0.068 .
Icl_AAY78939 188 YANNKEK]EV 0.079 -
Icl_AAY78939 206 PNIGDQR]|TL 0.097 .
Icl_AAY78939 225 VSSHYSR|RF 0.104 .
Icl_AAY78939 226 SSHYSRR|FT 0.270 .
Icl AAY78939 233 FTPEITK|RP 0.050 E
Icl_AAY78939 234 TPEITKR|PK 0.175
Icl_AAY78939 236 EITKRPK]VR 0.065 4
Icl_AAY78939 238 TKRPKVR|DQ 0.209 &
Icl_AAY78939 243 VRDQEGR|IN 0.089 8
Icl_AAY78939 276 YAFALSR|GF 0.138 .
Icl _AAY78939 295 MDECDAK]CQ 0.073 .
Icl_AAY78939 322 TIGECPK]YV 0.083 -
Icl_AAY78939 325 ECPKYVR]SA 0.107 .
Icl_AAY78939 328 KYVRSAK]JLR 0.104 3
Icl_AAY78939 330 VRSAKLR|MV 0.248 g
Icl_AAY78939 336 RMVTGLRINI 0.073 !
Icl_AAY78939 344 IPSIQSR|GL 0.207 -
Icl_AAY78939 383 GYAADQK]ST 0.092 -
Icl_AAY78939 395 INGITNK|JVN 0.078 iz
Icl_AAY78939 402 VNSVIEK|MN 0.077 .
Icl_AAY78939 412 QFTAVGK]EF 0.067 .
Icl_AAY78939 416 VGKEFNK|LE 0.059 .
Icl_AAY78939 419 EFNKLER|RM 0.078
Icl_AAY78939 420 FNKLERR|ME 0.088 .
Icl_AAY78939 426 RMENLNK]KV 0.103 .
Icl_AAY78939 427 MENLNKK]VD 0.107 .
Icl_AAY78939 450 VLLENER|TL 0.068 .
Icl_AAY78939 460 FHDSNVK|NL 0.058 .
Icl_AAY78939 465 VKNLYEK]VK 0.066
Icl_AAY78939 467 NLYEKVK]SQ 0.079 .
Icl_AAY78939 471 KVKSQLK]NN 0.059 .
Icl_AAY78939 475 QLKNNAK]ElI 0.086 .
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Icl_AAY78939 487 CFEFYHK|CN 0.062 -
Icl_AAY78939 497 ECMESVK|NG 0.058 -
Icl_AAY78939 505 GTYDYPK]YS 0.068 -
Icl_AAY78939 511 KYSEESK|LN 0.073 -
Icl_AAY78939 514 EESKLNRJEK 0.117 -
Icl_AAY78939 516 SKLNREK]ID 0.078 -
Icl_AAY78939 521 EKIDGVK|LE 0.063 -
Icl_AAY78939 563 NGSLQCR]IC 0.104 -
N

d. H3N2

ProP v.1.0b ProPeptide Cleavage Site Prediction

Furin-type cleavage site prediction (Arginine/Lysine residues)

566 Icl_AAK63819
MKTLIALSY ILCLVFAQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITNDQIEVTNATELVQSSSTGRIC
DSPHQI1LDGENC 80
TLIDALLGDPHCDGFQNKEWNLFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNNENFNWTGVAQ
NGTSSACKRRSI 160
KSFFSRLNWLHQLKYRYPALNVTMPNNDKFDKLY IWGVHHPSTDSDQTSLYAQASGRVTVSTKRSQQT
VIPNIGSGPWVR 240
GVSSRISIYWTIVKPGD ILL INSTGNLTAPRGYFKIRSGKSS IMRSDAP I GKCNSECITPNGS IPNDK
PFQNVNRITYGA 320
CPRYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRG I FGAITAGFIENGWEGMMDGWYGFRHONSEGTGQAADLKSTQA
AINQINGKLNRL 400
1EKTNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHT IDLTDSEMNKLFERTR
KQLRENAEDMGN 480
GCFKTYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLL

GFIMWACQKGNI 560

RCNICI

640

Signal peptide cleavage site predicted: between pos. 16 and 17:
VFA-QK

Propeptide cleavage sites predicted: Arg(R)/Lys(K): O

Name Pos Context Score Pred
\Y;
Icl_AAK63819 2 - MK]TI 0.066

Icl_AAK63819 18 CLVFAQK|LP 0.062 -
Icl_AAK63819 43 PNGTLVK|TI 0.061 -
Icl_AAK63819 66 QSSSTGR]IC 0.095 -
Icl_AAK63819 98 CDGFQNK]EW 0.064 -
Icl_AAK63819 106 WNLFVER|SK 0.096 -
Icl_AAK63819 108 LFVERSK]AY 0.067 -
Icl_AAK63819 125 PDYASLR|SL 0.124 -
Icl_AAK63819 156 GTSSACKJRR 0.070 -
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Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819
Icl_AAK63819

157
158
161
166
174
176
189
192
217
223
224
240
245
254
271
275
277
280
285
292
308
315
323
326
331
337
342
345
370
384
396
399
403
407
413
421
427
433
462
466
468
469
472
484
488
498
508
515
519
524
528
557
561

TSSACKR|RS
SSACKRR| S|
CKRRSIK|SF
IKSFFSR| LN
NWLHQLK | YR
LHQLKYR|YP
TMPNNDK | FD
NNDKFDK | LY
YAQASGR|VT
RVTVSTK|RS
VTVSTKR|SQ
GSGPWVR |GV
VRGVSSR| IS
IYWTIVK|PG
GNLIAPR|GY
APRGYFK| IR
RGYFKIR|SG
FKIRSGK|SS
GKSSIMR]SD
SDAPIGK|CN
GSIPNDK | PF
PFONVNR | IT
TYGACPR| YV
ACPRYVK | QN
VKQNTLK | LA
KLATGMR | NV
MRNVPEK | QT
VPEKQTR|GI
DGWYGFR |HQ
GQAADLK| ST
INQINGK | LN
INGKLNR|LI
LNRLIEK | TN
IEKTNEK | FH
KFHQIEK | EF
FSEVEGR| 1Q
RIQDLEK | YV
KYVEDTK | ID
TDSEMNK | LF
MNKLFER | TR
KLFERTR|KQ
LFERTRK QL
RTRKQLR | EN
MGNGCFK | 1Y
CFKIYHK|CD
ACIGSIR|NG
YDHDVYR | DE
DEALNNR | FQ
NNRFQIK | GV
IKGVELK | SG
ELKSGYK | DW
IMWACQK | GN
CQKGNIR|CN
VAN

0.345
0.395
0.248
0.101
0.070
0.097
0.060
0.073
0.082
0.058
0.218
0.156
0.111
0.060
0.116
0.065
0.148
0.187
0.194
0.069
0.069
0.102
0.138
0.107
0.073
0.133
0.112
0.165
0.080
0.100
0.071
0.110
0.067
0.062
0.072
0.079
0.095
0.054
0.075
0.079
0.071
0.230
0.085
0.078
0.062
0.074
0.095
0.092
0.097
0.074
0.059
0.063
0.081
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Lampiran 6. Prediksi Struktur Sekunder
a. Non Struktural 1

A/HongKong/1774/99(H3N2)
MDSNTVSSFQVDCFLWHVRKRFADWGLGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLGLEIEPATRAGKQIVKHI
LEEEYDEALKITIASVPASRYLTDMTLEEISRDWFMLMPKQKVAGSLCIRMDQAVMEKSITLKANFSVIFD
RLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTDEDVKNAIGILIKGFEWNDNTVRVSEALQRFAWRSINENG

RPPFPPKQKRKVARTTGPEV

-------- EEEEEHHHHHHHHHHH--—-----HHHHHHHHHHH-------EEEEHHHHHHHHHHHHHHH-----
EEEE-----mmmmmr HHHH-HHHHHHH--H-----EEEHHHHHH---EEEEE--HHHHHHHHHHHHHHHH---—
EEEE-—---m-mmmo- HHHHHHHHHHH--—---- EEEHHHHHHHHHH- oo HHHHHHHH----

A/Philipine/344/2004(H1N2)
VSSFQVDCFLWHVRKRFADWGLGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLGLEIEPSTRAGKQIVKRILKEEY
DEALKITIASVPTSRYLTDMTLEEMSRDWFMLMPKQKMAGSLCIRMDQAIMDKTITLKANFSVIFDRLET
LILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTDEDVKNAIGTLIKGLEWNDNTVRVSEALQRFAWRSINEDGGPPF
PPKQKRKMARTIGPEV

---EEEEEHHHHHHHHHHH------- HHHHHHHHHHH-------- EEEEHHHHHHHHHHHHHH-------- EEEEE-—-

A/Thailand/271/2005(H1N1)
MDPNTMSSFQVDCFLWHIRKRFADNGLGDAPFLDRLRRDQKSLKGRSSTLSLNIETATLIGKQIVEWILK
EESNEALKMTIASVPAPRYLADMTLEEMSRDWFMLMPMQKVKGSLCVRMDQAIMEKNIILKANFSVVF
NRLENLTLLRAFTEEGAIVGEISPLLSLPGHTHENVKDAVGVLIGGLEWNGNTVRVSENLQRFAWRSCN
ENGRPPLPSEQK

A/Mexico/InDRE4487/2009(H1N1)
MDSNTMSSFQVDCFLWHIRKRFADNGLGDAPFLDRLRRDQKSLKGRGNTLGLDIETATLVGKQIVEWIL
KEESSETLRMTIASVPTSRYLSDMTLEEMSRDWFMLMPRQKIIGPLCVRLDQAIMEKNIVLKANFSVIFN
RLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTYEDVKNAVGVLIGGLEWNGNTVRVSENIQRFAWRNCDEN
GRPSLPPEQK

A/Brevig_Mission/1/18(H1N1)
MDSNTVSSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLGLDIETATRAGKQIVERI
LKEESDEALKMTIASVPASRYLTDMTLEEMSRDWFMLMPKQKVAGSLCIRMDQAIMDKNIILKANFSVIF
DRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTDEDVKNAVGVLIGGLEWNDNTVRVSETLQRFAWRSSNE
NGRPPLPPKQKRKMARTIKSEV

-------- EEEEEHHHHHHHHHH---------HHHHHHHHHHH- -------EEEHHHHHHHHHHHHHHH- ------EEEE--
----------- HHHH-HHHHHHH--H-----EEEHHHHHH---EEE EE---HHHHHHHHHHHHHHH- ---~- EEEE----------
-HHHHHHHHHHH------- EEEHHHHHHHHH---<-ememee o HHHHHHHH----

A/HongKong/156/97(H5N1)
MDSNTVSSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLGLDIRTATREGKHIVERI
LEEESDEALKMTIASVPAPRYLTEMTLEEMSRDWLMLIPKQKVTGSLCIRMDQAIMDKDIILKANFSVIFN
RLEALILLRAFTDEGAIVGEISPLPSLPGHTEEDVKNAIGVLIGGLEWNDNTVRVSETLQRFTWRSSDEN
GRSPLPPKQKRKMERTIEPEV

-------- EEEEEHHHHHHHHHH---------HHHHHHHHHHH-------EEEHHHHHHHHHHHHHHH- -----EEEE--
----------- HHHH-HHHHHHH--------EEEHHHHHH---EEEEE---HHHHHHHHHHHHHHH- -- - EEEE---cnnenoeov
HHHHHHHHHHH-------- EEEEHHHHHHHH--------cnoeneen HHHHHHHH----
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Al/Indonesia/5/2005(H5N1)
MDSNTVLSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGNTLGLDIETATRAGKQIVERI
LEEESDEALKMPASRYLTDMTLEEMSRDW FMLMPKQKVAGSLCIKMDQAIMDKTIILKANFSVIFDRLET
LILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTGEDVKNAIGVLIGGLEWNDNTVRVSETIQRFAWRGSDEDGRLP
FPPNQKRKMARTIESEV

-------- EEEEEHHHHHHHHHH--------HHHHHHHHHHH-------EEEHHHHHHHHHHHHHHH- - < ememeeev
~-HHHH-HHHHHHH-------- EEEHHHHHH---EEEEE---HHHHHHHHHHHHHHH------EEEE---ne-om---
HHHHHHHHHHH-------- EEEHHHHHHHHH--------e-o--- HHHHHHHH----

A/Indonesia/CDC1032/2007(H5N1)
MDSNTVLSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDQKSLKGRGNTLGLDIETATRAGKQIVERIL
EEESDEALKKPASRYLTDMSLEEMSRDWFMLMPKQKVAGSLCIKMDQAIMDKTIILKANFSVIFGRLETL
ILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTGEDVKNAIGVLIGGLEWNDNTVRVSETIQRFAWRGGDEDGRLPF
PPNQKRKMARTIESEV

-------- EEEEEHHHHHHHHHH---------HHHHHHHHHHH-----—--EEEHHHHHHHHHHHHHHH----=- ===~
--HHHH-HHHHHHH-------- EEEEHHHHH---EEEEE---HHHHHHHHHHHHHHH------EEEEE-----------
HHHHHHHHHHH----—- EEEHHHHHHHHH-------======--- HHHHHHHH----

b. Matrik 1

>A/Indonesia/5/2005
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQKLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSER
GLOQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASCMGLIYNRMGTVTT
EVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATITNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAAEAMEVAN
QARQMVQAMRTIGTHPNSSAGLRDNLLENLQAYQKRMGVQMQRFK

--HHHHHHHHEEEE------ HHHHHHHHHHHH------ HHHHHHHHH------ HHHHHHHHHHHEEEE------

HHHHHHHH--—---—-— HHHHHHHHHHHHEEE-~-EEEEE-~-HHHHHHHHHHH--—--
EEHHHHHHHHHHHHHHHH----—-HHEE EEEEEE-HHHHHHH--——
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH---- HHHHHHHHHHHHHHH---EEEE—

>A/Indonesia/CDC1032/2007/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQKLEDVFAGKNADLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSER
GLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDKAVKLYKKLKREITFHGAKEVALSYSTGALASCMGLIYNRMGAVTT
EVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATITNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAAEAMEVAN
QARQMVQAMRTIGTHPNSSAGLRDNLLDNLQAYQKRMGVQMHRFK
--HHHHHHHHEEEE------HHHHHHHHHHHH------HHHHHHHHH- -----HHHHHHHHHHEEEEE ------
HHHHHHHH----------- HHHHHHHHHHHH-EE----HHHH-----HHHHHHHHHHHH----
EEHHHHHHHHHHHHHHHH HHEE EEEEEE-HHHHHHH-------
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-------- HHHHHHHHHHHHHHHH--EEEE—

>HKG156/1997/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSER
GLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREMTFHGAKEVALSYSTGALASCMGLIYNRMGTVT
TEVALGLVCATCEQIADAQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAAEAMEVA
SQARQMVQAMRTIGTHPSSSAGLKDDLIENLQAYQKRMGVQMQRFK
--HHHHHHHHEEEE------HHHHHHHHHHHH------HHHHHHHHH-----HHHHHHHHHHHEEEE -
HHHHHHH-- - HHHHHHHHHHHHH--——-HHHHH---HHHHHHHHHHH---—-

>1918/1-252
MSLLTEVETYVLSIVPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSE
RGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYRKLKREITFHGAKEVALSYSAGALASCMGLIYNRMGTV
TTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMVTTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAG SSEQAAEAMEV
ASQARQMVQAMRTIGTHPSSSAGLKDDLIENLQAYQKRMGVQMQRFK
--HHHHHHHHEEEE------HHHHHHHHHHHH------HHHHHHHHH------HHHHHHHHHHHEEEE---—--
HHHHHHH---------—- HHHHHHHHHHHH-EE-—--HHHHH---HHHHHHHHHHH---—-
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EEHHHHHHHHHHHHHHHH-------HHEEE EEEEEE-HHHHHHH-------
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH--—---- HHHHHHHHHHHHHH---EEEE--

>A/Mexico/INDRE4487/2009(H1N1)/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLESVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSER
GLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASCMGLIYNRMGTVTT
EAAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAAEAMEVAN
QTRQMVHAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGVQMQRFK
--HHHHHHHHEEEE------HHHHHHHHHHHH------HHHHHHHHH------HHHHHHHHHHHEEEE------

HHHHHHH----------—- HHHHHHHHHHHHEEE----EEEEE-—--HHHHHHHHHHH--——
HHHHHHHHHHHHHHHHHH-~----HHHEE - ---------- EEEEEE-HHHHHHH--—--
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH--—--- HHHHHHHHHHHHHHH---EEEE--

>A/Thailand/271/2005(H1N1)/1-252
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEGVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSER
GLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASCMGLIYNRMGTVTT
EAAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAG SSEQAAEAMEVAS
QTRQMVHAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGVQIQRFK
--HHHHHHHHEEEE------HHHHHHHHHHHH------HHHHHHHHH------HHHHHHHHHHHEEEE -

HHHHHHH === HHHHHHHHHHHHEEE ----EEEEE----HHHHHHHHHHH---—
HHHHHHHHHHHHHHHHHH------HHHEE----------- EEEEEE-HHHHHHH-------
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH- - HHHHHHHHHHHHHHH---EEEE--

>A/Philippines/344/2004(H1N2)/1-252
MSLLTEVENVCSLYHPVGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPS
ERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASCMGLIYNRMGT
VTTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAG SSEQAADAME
VASKARQMVHAMRTIG THPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGVQIQRFK
--HHHHHHHHHHE-----=-HHHHHHHHHHHH------HHHHHHHHH------HHHHHHHHHHHEEEE------

HHHHHHH-----n=mmmme HHHHHHHHHHHHEEE----EEEEE----HHHHHHHHHHH-----
EEHHHHHHHHHHHHHHHH------HHHEE---------- EEEEEE-HHHHHHH-------
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH---------- HHHHHHHHHHHHHHH---EEEE--

>A/HongKong/1774/99(H3N2)/1-252

MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEGVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSER
GLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYKKLKREITFHGAKEVSLSYSTGALASCMGLIYNRMGTVTT
EAAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMATTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMVGSSEQAAEAMEVAN
QTRQMVHAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGVQMQRFK

--HHHHHHHHEEEE ------HHHHHHHHHHHH--~-~HHHHHHHHH--~-HHHHHHHHHHEEEEE -

HHHHHHHH--—-—-—— HHHHHHHHHHHHEEE-—-EEEEE-—-HHHHHHHHHHH--——-
HHHHHHHHHHHHHHHHHH------HHHEE - - EEEEEE-HHHHHHHH--—-
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH--———— HHHHHHHHHHHHHHH---EEEE—
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Lampiran 7. Mutasi Spesifik Struktur Sekunder Non Struktural 1

a. Kontrol vs HIN1

Isolat Posisi
3 | 47 51 53 137 | 145 | 164 | 173 | 176 | 216
coi | coi Extende Heli | Heli | Coi | Heli | Heli | Coi
A/Indonesia/5/2005-1 Coil X X | X X |
| | d Strand
A/Indonesia/CDC1032/200 | Coi | Coi . Extende Heli | Heli | Coi | Heli | Heli | Coi
Coil X X | X X |
7 | | d Strand
AJ/Brevig_Mission/1/18 CIO " coi Coil Extende H)f“ H)f“ CIO ! H)f“ H)f“ CIO !
(HIN1) | d Strand
A/HongKong/156/97(H5N1 CIO' Coi | oy | Extende H)f" H)f" CIO' H)f" H)f" CIO'
) | d Strand
A/Mexico/InDRE4487/200 | Coi Coi ) EXoE Heli | Heli | Coi | Heli | Heli | Coi
9 | | Coail d Strand X X | X X |
(HIND)
AlThailand/271/2005 | S | Coi | Extende | Extende | Hell | Hell | Col j Heli | Heli | Col
(HIN1) | d Strand | d Strand
b. Kontrol vs HIN2
Isolat Posisi
53 56 57 66 | 73 | 180 | 183 | 211
A/Indonesia/5/2005-1 Eg{fg‘gj" Helix | Helix | Helix | Coil | Helix | Coil | Coil
AllndonesialCDC1032/2007-1 | =XIE9®d | ety | elix | Helix | Coil | Helix | Coil | Coi
A/Brevig_Mission/1/18(HLN1) Egi‘f;‘ggd Helix | Helix | Helix | Coil | Helix | Coil | Coil
A/HongKong/156/97(H5N1) Eg’fgggd Helix | Helix | Helix | Coil | Helix | Coil | Coil
A/Mexico/INDREA4487/2009(H1N1) Egﬁfgﬁgd Helix | Helix | Helix | Coil | Helix | Coil | Coil
A/Philipine/344/2004(H1N2) Eg;f;‘ggd Helix | Helix | Helix | Coil | Helix | Coil | Coil
c. Kontrol vs H3N2
Posisi
Isolat
53 56 66 | 73 | 98 | 180 | 183 | 185
AlIndonesia/5/2005-1 Egif;‘ggd Helix | Helix | Coil | Helix | Helix | Coil | Coil
AlIndonesia/CDC1032/2007-1 Egi‘fgggd Helix | Helix | Coil | Helix | Helix | Coil | Coil
A/Brevig_Mission/1/18(H1N1) Egi‘fggsd Helix | Helix | Coil | Helix | Helix | Coil | Coil
A/HongKong/156/97(H5N1) Egi‘:;‘ggd Helix | Helix | Coil | Helix | Helix | Coil | Coil
A/Mexico/INDRE4487/2009(HLN1) Egi‘fgggd Helix | Helix | Coil | Helix | Helix | Coil | Coil
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Lampiran 8. Mutasi Spesik Struktur Sekunder Matrik 1

a. Kontrol vs HIN1

Isolat Posisi
248

A/Indonesia/5/2005 Ekstended strand
A/Indonesia/CDC1032/2007 Ekstended strand
A/Brevig_Mission/1/18(H1N1) Ekstended strand
A/HongKong/156/97(H5N1) Ekstended strand
A/Mexico/InDRE4487/2009(HIN1) | Ekstended strand
A/Thailand/271/2005(H1N1) Ekstended strand

b. Kontrol vs HIN2

Posisi
Isolat
9 10 11 12 13 14 201 208 248

Aindonesia/s/2 | Heli | Heli Ekstende | Ekstende | Ekstended | Ekstende | Helix | Heli | Ekstende

005-1 X X d strand d strand strand d strand X d strand
Allndonesia/C | Heli | Heli Ekstende | Ekstende | Ekstended | Ekstende | Helix | Heli | Ekstende
DC1032/2007- | x X d strand d strand strand d strand X d strand

1
A/Brevig_Missi Heli | Heli Ekstende | Ekstende | Ekstended | Ekstende | Helix | Heli | Ekstende
0n/1/18(ﬁlN1) X X d strand d strand strand d strand X d strand
A/HongKong/1 Heli | Heli Ekstende | Ekstende | Ekstended | Ekstende | Helix | Heli | Ekstende
56/97(H5N1) X X d strand d strand strand d strand X d strand
A/Mexico/InD | Heli | Heli Ekstende | Ekstende | Ekstended | Ekstende | Helix | Heli | Ekstende
RE4487/2009( | x X d strand dstrand | strand d strand X d strand

H1N1)
A/Philipine/344 Heli | Heli Helix Helix Ekstended | Coil Helix | Heli | Ekstende
/2004(H1N2) X X strand X d strand

c. Kontrol vs H3N2

Posisi
Sample

193
A/Indonesia/5/2005 (H5N1) Colil
AJ/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1) | Coil
A/HongKong/156/97 (H5N1) Coil
A/Brevig_Mission/1/18 (HIN1) Coil
A/Mexico/INDRE4487/2009(HIN1 | Coil
A/HongKong/1774/99(H3N2) Coil
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Lampiran 9. Prediksi Burried/ Exposed

a. Non Struktural 1 (A/Indonesia/5/2005 (H5N1))

MVL VECFIVERK R IFLDELRRD@
be bbbbbbbb bbeeb
ffff ff s Ss ffffsf r fff fff

51 61 71 81 91

GLD I EIZNIRA 6K VER]LE EESOEALKIE ASKYL DL EEVSZOWR]L

bbebeeb beebbeebbe eebeebbebe beebbbebbb bbeebbbb
st ff f s f T S f sfTss T sf S

101 111 1218 141

NPKEKVABSU CIIKVETRIID KITNREIFS V ] EEEEFIEECA

eeeb bbebbebbbe eebbbebebe bbbeebbbbb bbebb bb

fff T s sfs s T s fsf f ss s fs T
151 161 171 181 191
| JCEEPLPS LPGETEENYK [AWGVELceL EWRIELVEVE EMIEREANRG
bbbebbebee bee be ebbbbbbbbb eb bebe ebbeehbbeb
s fssft ff fff ffst fTs s ffff f T
201 211 221
SDEREGRLPEP BNEKRKUARO KESEV

eeeeeeee x:ebbee beeee

ff s F

Legend:

The conservation scale:

B2 3 4 5 6 "7 EIEA

Variable Average Conserved

- An exposed residue according to the neural-network algorithm.
b - A buried residue according to the neural-network algorithm.
T - A predicted functional residue (highly conserved and exposed).
S - A predicted structural residue (highly conserved and buried).
- Insufficient data - the calculation for this site was performed on less than
10% of the sequences.
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b. Matrik 1 (A/lndonesia/5/2005 (H5N1))

s TEVET, AEIA VAKN D ME KTR

beebbeb bbbbb b ebebb b b bbbebbeeb
frf ffsst s ss ffff fsfss f s ffff fr sf frst

51 61

OLSPLRGIL = QRRREY M R K
bbbebbeebb bbbbbbbb be beebbebb
s sf sff s s s ff fff ffff s ffsf fFfff ffstf s T
101 111 121 131 141

KL 1T LLEAEAS oNc T INRV L VT TIEVAZEIROAT

be /bbeebbbbbb bebbbbbbbb bbbbbbebbb ebbbbbbbb

f r f st s Ts ss s S SsSss sss T s st
151 161 171 181 191

CEQINECER SHEUADETY PRLGERDY A

beebbeeceee eceebbebee - bbbecbbbbb bbbbbbebbe ebeeeeecebb

fsst fFfF £ ffs t T sTFfsssss sst st F fff ffss
201 211 221 231 241
INQAETIC [PAERACLE DNLLETL SR RREIISUS
bbebbeebP bbebbbbbb ebeeeeceb b eeeeeeeb
S S f ss sss fst ff ff ff £ fffff T
251
FK
f
Legend:

The conservation scale:

BN 2 34 5 67 iSNEE

Variable Average Conserved

- An exposed residue according to the neural-network algorithm.
b - A buried residue according to the neural-network algorithm.
T - A predicted functional residue (highly conserved and exposed).
S - A predicted structural residue (highly conserved and buried).
- Insufficient data - the calculation for this site was performed on less than

10% of the sequences.
Lampiran 10. Prediksi Epitope Non Struktural 1 (NS 1)
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Lampiran 10. Hasil Prediksi Epitope Non Struktural 1 (NS1)

a. Allndonesia/5/2005 (H5N1) dan A/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1)

Allele ‘ Position PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA A*6801| 1:191-199 9 ETIQRFAWR 1.0
HLA B*1503| 1:125-133 9 LKANFSVIF 1.2
HLA B*1503| 1:24-32 9 DQELGDAPF 2.8
HLA B*1517| 1:93-101 9 MSRDWFMLM 3.3
HLA B*1517| 1:121-129 9 KTIILKANF 5.0

b. A/HongKong/156/97 (H5N1)

Allele ‘ Position PepLength ‘ Sequence IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:130-138 9 LKANFSVIF 1.2
HLA A*0203| 1:76-84 9 ALKMTIASV 2.2
HLA B*1517| 1:98-106 9 MSRDWLMLI 2.7
HLA B*1503| 1:24-32 9 DQELGDAPF 2.8
HLA B*1517| 1:81-89 9 IASVPAPRY 3.6
HLA A*6801| 1:80-88 9 TIASVPAPR SEN

c. A/Brevig_Mission/1/18 (H1IN1)

Allele ‘ Position PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:130-138 9 LKANFSVIF .2
HLA A*0203| 1:76-84 9 ALKMTIASV 2.2
HLA B*1503| 1:24-32 9 DQELGDAPF 2.8
HLA B*1517| 1:98-106 9 MSRDWFMLM 3.3
HLA B*1517| 1:81-89 9 IASVPASRY 4.1
HLA A*6801| 1:196-204 9 ETLQRFAWR 5.2

d. A/Mexico/InDRE4487/2009(H1N1)

Allele ‘ Position PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:130-138 9 LKANFSVIF 1.2
HLA B*1517 1:6-14 9 MSSFQVDCF 3.1
HLA B*1517| 1:81-89 9 IASVPTSRY 3.3
HLA B*1517| 1:98-106 9 MSRDWFMLM 3.3
HLA A*0203| 1:76-84 9 TLRMTIASV 4.0
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Allele ‘ Position PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]

HLA B*1503| 1:69-77 9 LKEESSETL 5.2

€. A/Thailand/271/2005 (H1N1)

Allele ‘ Position PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:130-138 9 LKANFSVVF 0.98
HLA B*1517| 1:46-54 9 RSSTLSLNI 2.0
HLA A*0203| 1:76-84 9 ALKMTIASV 2.2
HLA B*1517 1:6-14 9 MSSFQVDCF 3.1
HLA B*1517| 1:98-106 9 MSRDWFMLM 3.3
HLA B*1503| 1:111-119 9 VKGSLCVRM 2.5
HLA B*1517| 1:81-89 9 IASVPAPRY 3.6
HLA A*3201| 1:193-201 9 RVSENLQRF 4.4
HLA A*6801| 1:80-88 9 TIASVPAPR 5.1

f. A/Philipine/344/2004(H1N2)

Allele ‘ Position PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:125-133 9 LKANFSVIF 1.2
HLA B*1503| 1:60-68 9 VKRILKEEY 3.0
HLA A*0203| 1:71-79 9 ALKITIASV 3.2
HLA B*1517| 1:76-84 9 IASVPTSRY 3.3
HLA B*1517| 1:93-101 9 MSRDWFMLM 3.3
HLA B*1503| 1:98-106 9 FMLMPKQKM 4.6
HLA A*3201| 1:174-182 9 GTLIKGLEW 5.5
HLA A*3201| 1:188-196 9 RVSEALQRF 5.9

g. A/HongKong/1774/99(H3N2)

Allele ‘ Position PepLength ‘ Sequence IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:130-138 9 LKANFSVIF 1.2
HLA B*1503| 1:65-73 9 VKHILEEEY 1.7
HLA A*0203| 1:76-84 9 ALKITIASV 3.2
HLA B*1517| 1:81-89 9 IASVPASRY 4.1
HLA A*3001| 1:209-217 9 NGRPPFPPK 5.0
HLA A*3201| 1:193-201 9 RVSEALQRF 5.9
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Lampiran 11. Hasil Prediksi Epitope Matrik 1

a. Allndonesia/5/2005 (H5N1) dan A/Indonesia/CDC1032/2007 (H5N1)

‘ Allele Position ‘ PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1517| 1:160-168 9 RSHRQMATI 1.3
HLA B*1503| 1:101-109 9 KKLKREITF 1.4
HLA B*1503} 1:157-165 9 SQHRSHRQM 2.6
HLA B*1517| 1:165-173 9 MATITNPLI 2.7
HLA B*1503| 1:240-248 9 YQKRMGVQM 3.1
HLA A*3001f 1:47-55 9 KTRPILSPL 3.7
HLA B*1503| 1:243-251 9 RMGVQMQRF 4.3
HLA B*1517 | 1:124-132 9 LASCMGLIY 5.8

b. A/HongKong/156/97 (H5N1)

‘ Allele Position ‘ PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1503} 1:101-109 9 KKLKREMTF 1.3
HLA B*1503| 1:157-165 9 AQHRSHRQM LS
HLA B*1503| 1:240-248 9 YQKRMGVQM 31
HLA A*3001| 1:47-55 9 KTRPILSPL 3.7
HLA B*1517} 1:165-173 9 MATTTNPLI 3.8
HLA B*1503| 1:243-251 9 RMGVQMQRF 4.3
HLA B*1517| 1:138-146 9 VTTEVALGL 4.7
HLA B*1517| 1:124-132 9 LASCMGLIY 5.8

C. A/Brevig_Mission/1/18 (H1N1)

‘ Allele Position ‘ PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:101-109 9 RKLKREITF 1.1
HLA B*1503| 1:157-165 9 SQHRSHRQM 2.6
HLA B*1503| 1:240-248 9 YQKRMGVQM 3.1
HLA A*3001| 1:47-55 9 KTRPILSPL 3.7
HLA B*1503| 1:243-251 9 RMGVQMQRF 4.3
HLA B*1517| 1:124-132 9 LASCMGLIY 5.8
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d. A/Mexico/InDRE4487/2009(H1N1

f.

‘ Allele Position ‘ PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:101-109 9 KKLKREITF 14
HLA B*1503| 1:157-165 9 SQHRSHRQM 2.6
HLA B*1503| 1:240-248 9 YQKRMGVQM 31
HLA A*3001| 1:47-55 9 KTRPILSPL 3.7
HLA B*1517| 1:165-173 9 MATTTNPLI 3.8
HLA B*1503| 1:243-251 9 RMGVQMQRF 4.3
HLA B*1517| 1:138-146 9 VTTEAAFGL 4.9
HLA B*1517| 1:124-132 9 LASCMGLIY 5.8
HLA B*1503| 1:24-32 9 IAQRLESVF 5.9

e. A/Thailand/271/2005 (H1NZ1)

Allele ‘Position ‘PepLength Sequence IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:101-109 9 KKLKREITF 14
HLA B*1503| 1:157-165 9 SQHRSHRQM 2.6
HLA A*3001| 1:47-55 9 KTRPILSPL 3.7
HLA B*15171} 1:165-173 9 MATTTNPLI 3.8
HLA B*1503| 1:243-251 9 RMGVQIQRF 4.2
HLA B*1517| 1:138-146 9 VTTEAAFGL 4.9
HLA B*1517 | 1:124-132 9 LASCMGLIY 5.8

A/Philipine/344/2004(H1N2)

Allele ‘ Position ‘ PepLength Sequence IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:101-109 9 KKLKREITF 14
HLA B*1503| 1:157-165 9 SQHRSHRQM 2.6
HLA A*3001| 1:47-55 9 KTRPILSPL 3.7
HLA B*1517| 1:165-173 9 MATTTNPLI 3.8
HLA B*1503| 1:243-251 9 RMGVQIQRF 4.2
HLA B*1517| 1:124-132 9 LASCMGLIY 5.8
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g. A/HongKong/1774/99(H3N2)

‘ Allele Position ‘ PepLength Sequence ‘ IC50 [nM]
HLA B*1503| 1:101-109 9 KKLKREITF 14
HLA B*1503| 1:157-165 9 SQHRSHRQM 2.6
HLA B*1503| 1:240-248 9 YQKRMGVQM 31
HLA A*3001| 1:47-55 9 KTRPILSPL 3.7
HLA B*1517| 1:165-173 9 MATTTNPLI 3.8
HLA B*1503| 1:243-251 9 RMGVQMQRF 4.3
HLA B*1517| 1:138-146 9 VTTEAAFGL 4.9
HLA B*1517| 1:124-132 9 LASCMGLIY 5.8
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Lampiran 12. Template RNA Binding Domain NS 1
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Lampiran 13. Template Effector Domain NS1
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Lampiran 14. Template Matrik 1
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Lampiran 15. Daftar RMSD

RMSD (A) Structure Comparison Comment
>12 Completely unrelated
7,0 Dubius relationship
5,0 Maybe structurally related
4,0 Good Structural relationship
2,0 Closely related
NS Very close related
0,8 Differences are not obvious
0,4 Essentially indistinguishable

Baxevanis, A. D., Ouelette (2005)
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Lampiran 16. Daftar Singkatan

BLAST

EBI

GBFF

HA

HPAI

IFN

LPAI

M1

MHC

NA

NCBI

NS 1

RMSD

TNF

Basic Local Alignment Search Tool
European Bioinformatics Institute
Gen Bank Flatfile Format
Hemagglutinin

Highly Pathogenicity Avian Influenza
Inhibitory Concentrration

Interferon

Low Pathogenicity Avian Influenza
Matrik 1

Major Histocompatibility Complex
Neuraminidase

National Center for Biotechnology Information
Non Struktural 1

Root Mean Square Deviation

Tumor Necrosis Factor
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Lampiran 17. Daftar Kode Asam Amino

No | Kode satu Huruf Kode tiga huruf Nama

1 Ala Alanin

2 Arg Arginin

3 N Asn Asparagin
4 D Asp Asam Aspartat
5 C Cys Sistein

6 Q Gln Glutamin
7 E Glu Asam Glutamat
8 G Gly Glisin

9 H His Histidin
10 I lle Isoleusin
11 L Leu Leusin
12 K Lys Lisin

13 M Met Metionin
14 F Phe Fenilalanin
15 P Pro Prolin
16 S Ser Serin
17 " The Treonin
18 w Trp Triptofan
19 Y Tyr Tirosin
20 Vv Val Valin
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Lampiran 18. Bagan Kerja Penelitian

Pencarian Sekuens Protein Virus Influenza A (H5N1, HIN1,HIN2, dan
H3N2)

(httn-/l nehi nlm nih AN\

Hemagglutinin Non Struktural 1 Matrik 1
(HA) (NS 1) (M1)

N !

Multiple Sequence Allignment
(CLC Main Workbench, Jalview)

Phylogenetic Tree
(CLC Main Workbench)

Analisis Mutasi
(http://apps.sbri.org/AminoTrack/)

Hemagglutinin
(HA) |

(NS 1 dan M1)

Prediksi Struktur Sekunder
(www.compbio.dundee.ac.uk/www,jpred)

Prediksi Situs Pemotongan HAQ
oleh pro-Protein (Furin)
(http://cbs.dtu.dk/services/ProP)

Prediksi Posisi dari Asam Amino yang Mengalami
Mutasi (Burried/Expose)
(www.conseq.bioinfo.tau.ac.il)

Prediksi Epitope
(http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mh)

Prediksi Struktur 3D
(http://ps2.life.nctu.edu.tw)
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