Analisa Bioinformatika Gen E1 dan E2 dari Virus Hepatitis C (HCV) Genotipe 1, 2, 3 dan 6 sebagai Kandidat Vaksin Viral-Like
Carticles (VLP)

ANALISA BIOINFORMATIKA GEN E1 DAN E2 DARI VIRUS HEPATITIS
C (HCV) GENOTIPE 1, 2, 3 DAN 6 SEBAGAI KANDIDAT VAKSIN VIRAL-

LIKE PARTICLES (VLP)

Henny Saraswati
Fakultas IImu-ilmu Kesehatan, Universitas Esa Unggul
JI.Arjuna Utara No.9, Jakarta Barat
hennysaraswati@esaunggul.ac.id

Abstract

Hepatitis C virus (HCV) causes hepatitis disease. This disease is dangerous due to the large number of
people with chronic hepatitis infection. Chronic hepatitis infection may progress to cirrhosis, liver cancer
and death. The mortality rate due to liver cancer is quite large and occupies the top 10 causes of death in
the world. HCV vaccine is necessary to prevent HCV transmission. The challengeof this vaccine
developmentis the genotypes circulate in the world. In Indonesia, there are genotypes 1, 2, 3 and 6. HCV
vaccine should be able to protect from most genotype. Therefore, the development of HCV vaccine takes a
long time. One vaccine approach sounds promisingis VLP (Viral-like Particles) vaccine. The E1 E2
protein on the surface of the virus is an excellent candidate for VLP vaccine material, because of its
immunogenecity. In this study, we didbioinformatics studyto analyzes E1 and E2 genes from genotypes 1,
2, 3 and 6. These genes sequences are obtained fromGenBank, and analyzed further using softwares such
as BioEdit Sequence Alignment Editor, BLAST and BLAST Primer. From this study we can obtain E1-E2
gene consensus sequence and also conserved region of E1 and E2 gene sequence. The results of this study
can be further used in the development of HCV VLP vaccine candidates.
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Abstrak

Virus Hepatitis C (HCV) merupakan penyebab penyakit hepatitis. Penyakit ini berbahaya dikarenakan
besarnya angka penderita infeksi hepatitis kronis. Infeksi hepatitis kronis dapat berlanjut menjadi sirosis
dan kanker hati, hingga kematian. Angka kematian karena kanker hati cukup besar dan menempati 10
besar penyebab kematian tertinggi di dunia. Vaksin HCV sangat diperlukan untuk mencegah penularan
infeksi. Kesulitan yang dihadapi adalah banyaknya genotipe HCV yang beredar. Di Indonesia sendiri
terdapat genotipe 1, 2, 3 dan 6. Vaksin HCV harus dapat memberikan proteksi terhadap infeksi beberapa
macam genotipe. Oleh karena itu, pengembangan vaksin HCV memerlukan waktu yang cukup lama.
Salah satu pendekatan vaksin adalah dengan vaksin VLP (Viral-like Particles). Protein E1IE2 yang
terdapat pada permukaan virus merupakan kandidat yang sangat baik untuk dijadikan bahan vaksin VLP
karena memiliki imunogenesitas yang tinggi. Dalam penelitian ini dilakukan analisa bio informatika
terhadap gen E1 dan E2 dari genotipe 1, 2, 3 dan 6. Sekuen gen-gen ini diperoleh melalui Gen Bank dan
dianalisa lebih lanjut menggunakan beberapa perangkat lunak seperti Bio Edit Sequence Alignment
Editor, BLAST dan Primer BLAST. Berhasil didapatkan sekuen konsensus gen E1-E2 dan juga sekuen
lestari dari gen E1 dan E2. Diharapkan hasil penelitian ini dapat digunakan lebih lanjut dalam
pengembangan kandidat vaksin VLP HCV.

Kata kunci : Vaksin VLP, gen E1, gen E2.

Pendahuluan

Virus Hepatitis C (HCV) merupakan
penyebab penyakit sirosis dan kanker hati yang
menjadi permasalahan kesehatan dunia. Secara
global jumlah penderita hepatitis C kronis sekitar
130-150 juta orang. Sekitar 15-30% dari jumlah
penderita kronis infeksi HCV ini akan mengalami
sirosis (World Health Organization, 2016). Di
Indonesia sendiri, sekitar 28 juta diketahui menderita
infeksi hepatitis B dan C, 14 juta orang di antaranya
berpotensi menjadi kronis. Sebanyak 1,4 juta orang

di antaranya berpotensi menderita sirosis (Pusdatin
Kemenkes, 2014).

Pencegahan penularan virus HCV dapat
dilakukan melalui vaksin. Namun, sayangnya vaksin
untuk infeksi HCV saat ini belum tersedia.
Penelitian pengembangan vaksin HCV telah
dilakukan selama beberapa dekade. Berbagai
pendekatan teknologi juga sudah dilakukan seperti
pengembangan vaksin DNA, peptida sintetik,
rekombinan protein, protein core dan protein
envelope. Namun, beberapa tantangan yang ada
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menghambat terbentuknya vaksin dari beberapa
pendekatan ini. Salah satu tantangan yang dihadapi
adalah variasi genetik HCV yang tinggi di seluruh
dunia. Variasi genetik antara genotipe satu dengan
yang lain sekitar 30%. Sehingga vaksin yang ada
harus dapat menjangkau semua genotipe yang ada.
Salah satu pendekatan vaksin yang
berpotensi untuk menjadi terapi profilaksis adalah
vaksin VLP (Virus-like Particles). Vaksin VLP
adalah vaksin yang berisi protein yang mirip dengan
struktur virus asli serta memiliki imunogenesitas
tinggi. Artinya, vaksin ini dapat menstimulasi respon
imun yang mampu untuk mengeliminasi virus.
Kelebihan dari VLP sebagai kandidat vaksin adalah
lebih aman dan lebih murah dibandingkan dengan
vaksin dengan pendekatan lain. Vaksin VLP terdiri
dari protein struktural suatu pathogen. Pada virus
Hepatitis C yang berpotensi untuk pembentukan
vaksin VLP. Protein E1 dan E2 diketahui mampu
menimbulkan respon imun humoral dan seluler yang
adekuat pada beberapa hewan coba serta pada
subyek penelitian orang sehat (tanpa infeksi HCV).
Respon imun humoral (antibodi) yang ditimbulkan
juga bersifat cross-reactive, artinyga mampu
memberikan proteksi terhadap beberapa infeksi
HCV dari beberapa genotipe yang berbeda.
Sehingga protein-protein ini  sering digunakan
sebagai kandidat vaksin profilaksis infeksi HCV.
Bio informatika menurut Kamus Oxford
berarti adalah ilmu dalam mengumpulkan dan
menganalisa data-data biologi seperti kode genetik.
Terdapat juga arti lain, bahwa bio informatika
adalah manajemen sistem informasi untuk biologi
molekuler dan memiliki  beberapa aplikasi
fungsional (Luscombe, 2001). Bio informatika ini
semakin berkembang dengan semakin banyaknya
data-data molekuler organisme dari waktu kewaktu
dan memerlukan suatu sistem untuk mengaturnya.
Komputer menjadi jawaban dari permasalahan ini.
Salah satu contohnya adalah proyek genom manusia
yang selesai pada tahun 2003, menghasilkan data-
data genom manusia, dan sekarang sering digunakan
dalam bidang kesehatan seperti melihat keterkaitan

gen terhadap penyakit. Aplikasi lain dari bio
informatika ini cukup banyak, seperti dalam
memprediksi fungsi gen dan protein, prediksi

struktur protein, terapi gen, hubungan obat dengan
gen, pembuatan obat baru, pengembangan vaksin,
dil. Dalam pengembangan vaksin salah satu
contohnya adalah pengembangan vaksin DNA untuk
malaria. Dimana dilakukan pencarian data base gen-
gen yang berpotensi untuk dikembangkan menjadi
vaksin (Shuaibu, 2010).

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisa
gen E1 dan E2 dari virus HCV yang berasal dari
genotipe 1, 2, 3 dan 6 dengan pendekatan

bioinformatika,. Diharapkan dari hasil penelitian ini
dapat diketahui sekuen-sekuen lestari (conserved)
pada gen-gen E1 dan E2 HCV dari genotipe 1, 2, 3
dan 6. Hasil penelitian ini juga dapat digunakan
dalam pengembangan vaksin VLP HCV yang sangat
dibutuhkan di Indonesia dan dunia pada umumnya.

Metode Penelitian
Mendapatkan Database Gen el dan e2 HCV
dari Genotipe 1, 2, 3 dan 6

Database gen E1 dan E2 dari genotipe 1, 2,
3 dan 6 virus Hepatitis C diakses dari pusat data
informasi genomik seperti pada National Center for
Biotechnology Information (NCBI) yang berpusat di
Amerika Serikat dan melalui Virus Pathogen
Resources (ViPR) yang mengintegrasikan data-data
virus patogen dari beberapa sumber, seperti
GenBank, UniProt, Immune Epitop Database,
Protein Data Bank. Data DNA HCV yang dipilihdari
virus-virus HCV dengan genotipe 1, 2, 3 dan 6, yang
berasal dari daerah Asia, virus tersebut menginfeksi
manusia dan berasal dari hasil isolasi < 10 tahun.
Data-data genome ini kemudian diunduh dalam
bentuk FASTA.

Proses Pensejajaran (Alignment) Gen E1 dan
E2 Hcv dari Genotipe 1, 2, 3dan 6

Proses ini dilakukan dengan bantuan
perangkat lunak Bioedit Sequence Alignment Editor
ver.7.0.5.3 (North Carolina State University, AS).
Untuksetiapgenotipe, dilakukan pensejajaran dari5
(lima)  sekuen-sekuen gen E1 dan EZ2,
sehinggadidapatkansekuenkonsensusuntuksetiapgen
otipe. Pada proses pensejajaran ini akan terlihat pada
daerah mana suatu sekuen terdapat lestari pada
semua genotipe dan pada daerah mana yang tidak.

Pensejajaran Sekuen Konsensus Gen E1 dan
E2 dengan Seluruh Data Sekuen Hcv
Genotipe 1, 2,3dan 6

Proses pensejajaran kali ini dilakukan pada
sekuen konsensus gen E1 dan E2 yang berhasil
didapatkan dengan seluruh data genom HCV
genotipe 1, 2, 3 dan 6 yang ada di GenBank. Proses
ini dilakukan dengan perangkat lunak BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tools-Nucleotide)
yang terdapat pada situs NCBI pada alamat
www.blast.ncbi.nlm.nih.gov. dari HCV. Sekuen
konsensus dibandingkan untuk setiap genotipe, baik
genotipe 1, 2, 3 dan 6. Hasilnya adalah tingkat
kemiripan atau homologi dari sekuen konsensus
dengan data genom HCV untuk genotipe 1, 2, 3 dan
6 yang ada. Tingkat kemiripan yang akan digunakan
adalah 90%.

190BB Volume 2 Nomor 2, Desember 2017 49


http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Analisa Bioinformatika Gen E1 dan E2 dari Virus Hepatitis C (HCV) Genotipe 1, 2, 3 dan 6 sebagai Kandidat Vaksin Viral-Like
Carticles (VLP)

Penentuan Daerah Lestari dari Sekuen
Konsensus Gen E1 dan E2

Penentuan daerah lestari pada sekuen gen
E1 dan E2 merupakan kelanjutan dari hasil
pensejajaran  sekuen dengan BLAST. Hasil
pensejajaran sekuen diunduh dalam bentuk file
FASTA kemudian dilakukan proses pencarian
daerah lestari dengan bantuan perangkat lunak
BioEdit Sequence Alignment Editor. Panjang basa
daerah lestari adalah> 10 basa dengan tingkat

homologi 100%.

Desain Primer Untuk Konstruksi Plasmid
Rekombinan Kandidat Vaksin VLP HCV
Hasil akhir dari pensejajaran sebelumnya
berupa sekuen konsensus digunakan sebagai dasar
pembuatan primer. Primer yang didesain harus dapat
digunakan dalam perbanyakan gen. Syarat primer
yang akan didesain memiliki panjang 18-24 pb baik
forward dan reverse, dengan suhu Tm sekitar 55-
65°C dan akan menghasilkan produk PCR sepanjang
576 untuk gen E1 dan 1089 pb untuk gen E2.
Beberapa kriteria lain seperti primer harus tidak
berikatan dengan pasangan primer lain pada sisi 3’
dan tidak membentuk struktur hairpin. Untuk
melakukan desain primer maka digunakan perangkat
lunak Primer BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) dari NCBI melalui
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.

Pembahasan
Pencarian Database Gen E1 dan E2 HCV
dari Genotipe 1, 2, 3 dan 6

Setelah dilakukan pencarian pada situs ViPR
didapatkan 21 data genom HCV seusai dengan
kriteria yang diinginkan. Data-data genom HCV ini
berasal dari genotipe 1, 2, 3 dan 6. Sebagian besar
virus ini diisolasi di negara-negara Asia, seperti
Cina, Jepang, Pakistan, Nepal, Malaysia, Vietnam,
Thailand dan Australia. Data-data ini dipilih karena
sekuen genom vyang beredar di Asia memiliki
kemiripan yang tinggi dengan yang beredar di
Indonesia. Dalam penelitian ini hanya 3 sekuen yang
berasal dari Amerika Serikat, Kanada dan Swiss
seperti data sekuen gen E1 dan E2 dari genotipe 1
HCV, dikarenakan belum banyak data dari genotipe
ini yang berasal dari Asia. Meskipun demikian,
genotipe 1 adalah genotipe yang paling banyak
terdapat di seluruh dunia. Kemungkinan besar
genom dari genotipe ini tidak memiliki variasi yang
terlalu besar di belahan dunia. Virus HCV yang
datanya digunakan dalam penelitian ini menginfeksi
manusia (memiliki inang manusia). Data-data
lengkap dari genom yang didapatkan dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1
Data-data genom HCV yang digunakan dalam
penentuan sekuen E1 dan E2 dari genotipe 1, 2, 3

dan 6

Nomor Tempat
No Strain Genotipe Akses Isolasi

GenBAnk
1 QC165 lc KI439767 Kanada
2 H4 1b GU451220 Cina

HCWV-
3 1a/CH/BID- 1c EU482858 Swiss
V2712006
4 PlAol 1b KX767012 Amerka
Serikat

5 Z5542 2f KC844042 Cina
6 Z5260 b KCE44048 Cina
7 725623 Za KCE844043 Cina
8 J6CF/JFHZ2 1 2a AB690461  Jepang
9 2z52540 1b KCE844051 Cina
10 sSH37 3b JQO65709 Cina
11 1 3a EM387622  Australia
12 PK-1 3 GU294484  Pakistan
13 NE274 3d KI470619 Nepal
14 NE145 3e KI470618 Nepal
15 D b KMS587617  Australia
16 10MYEJI032 6tn KC191671 Malaysia
17 6_TWV453 6 KI>67648 Vietnam
18 6-TV469 6 KIs67646 Vietnam
19 C-0782 6f EMS504110 Thailand
20 BL120 Oa KIoT8744 Cina
21 6-TV443 6 KI567649 Vietnam

Untuk setiap genotipe, dipilih 5-6 data
sekuen genom sebagai rujukan. Hal ini dilakukan
untuk menghindari kesulitan pembuatan sekuen
konsensus setelah proses pensejajaran sekuen gen
E1l dan E2. Sekuen pengkode gen E1 dan E2
didapatkan dari genom yang sama untuk
menghindari variabilitas kedua gen ini. Tahun isolasi
genom HCV vyang digunakan dipilih dari tahun
2006-2012. Terdapat beberapa data genom yang
tidak diketahui tahun isolasinya dari virus. Hal ini
disebabkan karena peneliti yang melakukan proses
isolasi DNA dan mengunggahnya di GenBank tidak
mencantumkan kapan mereka melakukannya. Akan
tetapi, data-data genom yang tidak diketahui tahun
dilakukannya isolasi ini telah dipublikasikan di
jurnal-jurnal ilmiah, pada tahun 2007-2016 (Lu, et
al, 2007; Lu, et al, 2014; Li, et al, 2014; Lu, et al,
2016).

Proses Pensejajaran (Alignment) Database
Gen E1 Dan E2 Hcv dari Genotipe 1, 2, 3 dan
6

Penjajaran sekuen E1 dan E2 untuk genotipe
1 dilakukan terhadap 5 data gen E1, yaitu dari data
strain QC165, H4, HCV-1a/CH/BID-V271/2006,
P1A01 dan gz52540. Untuk genotipe 2, dilakukan
pensejajaran dari strain ZS542, ZS260, ZS623,
J6CF/JFH2.1 dan D. Cara yang sama juga dilakukan
untuk genotipe 3, yaitu terhadap strain SH37, I, PK-
1, NE274 dan NE145. Yang terakhir adalah
pensejajaran untuk genotipe 6 yang dilakukan pada
strain-strain berikut, yaitu 10MYKJ032, 6_TV453,
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6-TV469, C-0782, BL120 dan 6-TV443. Dari Hal yang sama juga dilakukan pada gen E2.
pensejajaran untuk setiap genotipe ini di dapatkan Hasil pensejajaran dan sekuen konsensusnya dapat
sekuen konsensus. Kemudian sekuen konsensus dilihat pada gambar 2.
untuk setiap genotipe ini disejajarkan kembali
sehingga didapatkan sekuen konsensus untuk gen E1
dari genotipe 1, 2, 3 dan 6. Hasil dari pensejajaran
ini dapat dilihat pada Gambar 1. R S AR SRR
0 2 2 0 2 @ Subtipet[ GCCACCTACA CGACAGGGGG GGAGGCTGGC CGCACCACCA ACAGACTCGC GTGCCTCTTT

| I | | | | | | | | | | sublipe2[ CGTACCAAGA TTATCGGGGG ACAAGCGGGG CGCACCGCCT GCGGCATTAC TAGCTTCTTC
Subtipe1 TACGAAGTGC GCAACTCGTC CGGGGTATAC CATGTCACGA ACGACTGCTC CAACTCAAGT subtipe3[ CACACGTACG TCACTGGTGG CGCTGCGGCT CGTACGGCCC ACGGCCTTAC GGGCCTCTTC
Subtipe2  GTGCAAGTGA GGAACACCAG TTACAGCTAC ATGGTGACTA ATGACTGCTC GAACAACAGC subtipe§[ GACACCACCA CCACCGGAGG CGCTGTAGGC CGCACCACGE GCGGGCTTGC CGGTATETTC
Subtipe3 CTAGAGTGGC GGAATACGTC TGGCCTCTAC GTCCTTACCA ACGACTGCTC CAACAGCAGT Consensus SVYACSWMSR YBAYHGGDGG VSMDGYDGSB CGYACSRCSN RCRGVMTYRC BODGYHTSTTY
Subtipe6 CTCAATTATG CCAACAAGTC TGGGATTTAC CATCTCACCA ATGACTGCCC CAACAGCAGC

Consensus BWVVADKDKY SSAAYWMSWS YKRSVKHTAC VWBSTBACBA AYGACTGCYC SAACWVMAGY | ‘J | 6‘3 | 9‘] | “)‘J | HI‘J | "‘;J

Subtipet[ ACACCAGGGG CGAAGCAGAA GATCCAGCTT GTGAACACCA ACGGCAGCTG GCACATCAAC

n @ ) m 1 1 subtipe2[ ACGCTCGGTG CCAAGCAGAA CATCCAGCTA ATCAACACCA ATGGCAGCTG GCACATCAAC

| | | | | | | | | subtipe3] ACCCGGGGCC CGAAACAGAA CCTGCAGCTG ATCAACACCA ACGGGTCGTG GCACATCAAC

Subtipet ATTGTGTATG AGGCAGCGGA CATGATCATG CATACCCCCG GGTGCGTGCC CTGCGTCCGG subtipe] ACCCCTGGAC CTAAGCAGAA CCTCCAGCTC ATGAACACCA ATGGCAGCTG GCACATCAAC

Subtipe2 ATCACCTGGC AGCTCAAGGC CGCAGTTCTC CACGTCCCTG GATGCGTCCC GTGTGAGAAA Consensus ACVCBNGGHS CBAARCAGAA SMTSCAGCTN RTSAACACCA AYGGSWSSTG GCACATCAAC
Subtipe3 ATTGTGTATG AGGCCGACGA TGTTATCCTG CACATACCCG GCTGTGTGCC TTGCGTTCAG

Subtipe ATCGTGTATG AGGCGGATGC TATGATCCTG CACCTTCCTG GATGCGTCCC TTGTGTGAGG 0 " ] 10 m 0

Consensus ATYRYSTRKS AGSYVRMBGM YRYDRTYMTS CAYVYHCCYG GVTGYGTSCC BTGYGWBMRR ! ! | | | | | | |
Subtipet[ AGGACTGCCC TGAACTGCAA TGACTCCCTC CACACTGGGT TCCTTGCCGC GCTGTTCTAC

subtipe2[ CGCACTGCCC TGAACTGCAA TGACAGCTTG AAGACCGGCT TCCTCGCGTC CCTGTTTTAC

0 " @ @ m ® subtipe3] AGCACTGCCC TGAACTGCAA TGATTCCATA AACACCGGGT TCATAGCTGG GCTATTCTAC
! oo l-oec [ I subtipes[ AGGACAGCCC TGAACTGCAA TGACAGCCTC AACACCGGGT TTATTGCCGC CCTGTTTTAT
Subfipe ! GAGGGTAACG CCTCCCGCTG CTGGGTAGCG CTCACTCCCA CACTCGCGGC CAGGAACGGC Consensus MGSACWGCCC TGAACTGCAA TGAYWSCHTV NASACYGGST TYMTHGCBKS SCTRTTYTAY

Subtipe? GAGGGGAATA CATCCCGCTG CTGGATACCG GTCACACCCA ATGTGGCTGT GAAGCAACCC

Subtipe3 ACCGGCAACA CATCGAAGTG CTGGACCCCA GTGACACCAA CAGTGGCAGT CAAATACGCT w - n - - u
Subtipe6 GCTGGCAACC AGTCCACGTG CTGGGTGCCT GCCTCACCCA CCCTGGCCGT TCCGAACGCC | | | | | | | | | | | |
Consensus RMBGGBAAYV MVTCSMVSTG CTGGRYVSCD SYSWCWCCMA MHSTSGCHNGY BMVRHAMSSY Subtipe1[ ACACACAAGT TCAACTCGTC CGGATGCCCA GAGCGCATGG CCAGCTGCCG CCCCATTGAC
subtipe2[ ACCAATAGCT TCAACTCCTC GGGATGTCCC GAGCGCCTGG CTTCCTGCCG CGAGATTGAC
subtipe3[ TATCACAGGT TCAACTCCAC GGGATGTCCT GCAAGGCTCT CCAGCTGCAA GCCCATCACT
subtipe[ ACCCACAAGG GCAACTCCTC GGGATGCCCT GAGCGCATGA GCGCTTGTAA GCCCCTCACC
Consensus WMHMAYARSK KCAACTCSWC SGGATGYCCH GMRMGSMTSD SYDSYTGYMR SSMSMTYRMY

9 m M m m m
| | | | | | | | |
Subtipet AGCGTCCCCA CTACGACAAT ACGACGCCAC GTCGATTTGC TCGTCGGGGC GGCTGCTTTC
Subtipe2 GGTGCCCTCA CCCAGGGCTT GCGGACGCAT ATCGACATGA TCGTAATGTC CGCTACGCTC

Subtipe3  GGAGCAACCA CCGCTTCGAT ACGCAGTCAT GTGGATCTGC TAGTGGGCGC TGCCACGATG A o " ;B F o
Subtipe6 TCGACGCCTC TTACCGGGTT CCGCAGGCAT GTGGACCTCA TGGTGGGCGC CGCTGCCGTT Subtipel[ GAGTTC-GAT CAGGGCTGGG GTCCCATCAC TT.-ACGETG AGTCTAACAG CCC---GGAC
Consensus DSHRYVMYYM YYVMBDSVWT VCGVMSBCAY RTSGAYHTSM TVGTVRKSKC BGCYRCBNTB subtipe2[ GCCTTCCGGA TTGGGTGGGG AACCTTGCAA TACGAGGATA ATGTCACCAA TCCTGAGGAT

subtipe3[ TCCTTC-AAG CAGGGGTGGG GCCCTTTGAC AG--ATGCCA ACATCACCGG CTCCTCTGAG
« w n " = o subtiped[ TACTTC-GAC CAGGGGTGGG GCCCTATCAC CT--ATGCCA ACATATCAGG CCCATCCGAT
| | | | | | | | | | | | Consensus KMSTTCCRRN YWGGGBKGGG RHCCYWKSAM HDCGABGMYR ABDYHWMMRR YYCHKMEGAB
Subtipe1 TGCTCCGCTA TGTACGTGGE GGATCTCTGC GGATCTGTCT TCCTCGTCTC CCAGCTGTTC
Subtipe2 TGCTCCGCCT TGTATGTGGE GGATCTCTGC GGCGCCGTGA TGATCGTGTC CCAGGCTTTC ) @ n ) ) )
Subtipe3 TGCTCCGCGC TCTACGTCGG TGACATGTGC GGGGCCGTCT TCCTCGTGEG GCAAGCCTTC ! | ! | | ! ! | !
Subtipe6 TGCTCAGCCA TGTACGTAGG GGATCTGTGC GGTGGTGTCT TCCTAATTGG GCAGCTCTTC Subfipet [ CAGAGGCCTT ATTGCTGGCA CTACGCGCCT CAACCGTGTE GCATTGTGCC CGCGCGEAAG

subtipe2[ ATGAGACCAT ACTGCTGGCA TTACCCACCA AAACCTTGTG GTATCGTCCC GGCTAGGTCT
Consensus TGCTCMGCBH TSTAYGTVGG KGAYMTSTGC GGNKSYGTSW TSMTMRTBKS SCARSYBTTC subtipe3] GACAGACCAT ACTGCTGGCA CTACCCACCC AGGCCTTGCG AGATAGTCCC AGCAGCGACT

subtipe[ GACAAGCCCT ACTGCTGGCA TTACGCTCCC AGGCCTTGTG GAGTGGTGCC GGCCCGCGCC

10 w ) ) ) ® Consensus VWSARRCCHT AYTGCTGGCA YTACSCDCCH MRRCCKTGYG RHRTNGTSCC VGCNVSSODMB

| | | | | | | | | | | |
Subtipe1 ACCTTCTCGC CTCGCCGGCA TGAGACAGTA CAGGACTGCA ACTGCTCAAT CTATCCCGGC n " “ o " @
Subtipe2 ATCATCTCGC CAGAACACCA CAAGTTCGTG CAGGAGTGCA ATTGCTCCAT CTACCCTGGT | | | | | | | | | | | |
Subtipe3 ACCTTCAGGC CTCGTCGCCA CAAAACGGTC CAGACCTGCA ACTGCTCGCT GTACCCAGGC Subtipet[ GTGTGTGGCC CAGTGTACTG CTTCACCCCA AGCCCCGTTG TGGTGGGGAC GACCGATCGT
Subtipe 5 ACCTTCAAGC CCCGCATGCA TCGGACAGTC CAAGACTGCA ATTGCTCCAT CTACACTGGC subtipe2[ GTGTGCGGCC CEGTGTACTG TTTCACCCCC AGCCCAGTGG TCGTBGGCAC GACCGACAGA
Consensus AYCWTCWVGC CHSRHMDSCA YVRRWYVGTV CARRMSTGCA AYTGCTCVMT STAYMCHGGY subfipe3[ GTCTGCGGCC CCGTCTACTG CTTCACACCA TCGCCAGTGG TGGTAGGCAC TACCGATGCT

subtipe[ GTTTGCEGCC CTGTTTACTG CTTCACACCG AGCCCTGTGG TGGTGGGCAC TACTGACAGG
Consensus GTBTGYGGCC CNGTBTACTG YTTCACMCCV WSSCCHGTKG TSGTRGGSAC KACYGAYVSD

mn k) L] w " &2
| | | | | | | | ! ] ;
Subtipe1 CATGTATCAG GTCACCGCAT GGCCTGGGAT ATGATGATGA ACTGGTCACC TACAACAGCC | ‘*" ‘ '*" ‘ "f ‘ ‘ff ‘ “I‘J | “f
Subtipe2 CACATCACTG GCCACCGTAT GGCATGGGAC ATGATGATGA ACTGGTCACC AACTGCTACC Subtipel[ TCCGGCGTCE CTACATATAG CTGGGGGGAG AATGAGACGG ACGTGCTGCT CCTTAACAAC
Subtipe} CATATTTCAG GACATCGAAT GGCTTGGGAT ATGATGATGA ACTGGTCCCC TGCTGTCGGE subtipe2[ CGTGGAGTGC CCACCTACAC CTGGGGGGAG AATGAGACGG ATGTCTTCCT GCTGAACAGC
Subtipe6 CGCATCACTG GCCATCGCAT GGCGTGGGAT ATGATGATGA ACTGGTCTCC GACTGCCACT subtipe3| AGGGGCGCGC CAACCTACAA CTTTGGCGAG AATGAAACAG ACGTGTTCCT GCTGAAGTCC
Consensus CRYRTHWCWG GHCAYCGHAT GGCNTGGGAY ATGATGATGA ACTGGTCHCC DRCWRYHRSB subtipes[ AAGGGCCTCC CCACATACAC CTGGGGTGAG AATGAGACTG ATGTGTTCTT GCTGGAGAGC
Consensus HVBGGMSYSC CHACMTAYAV CTKKGGBGAG AATGARACDG AYGTSYTSYT SCTKRASWVC
& w & & m &l

| | | | | | | | o 20 Bl El kol 50
Subtipet  CTAGTGGTAT CGCAGCTACT CCGGATCCCA CAAGCTGTCG TGGACATGET GGLGGGAGCC Lo o ! Lo Lo
Subpe2  ATGATCCTGG CCTACGCGAC TCGTGTTCCC GAGGTCGTCC TAGACATCAT CATCGGGECT Subipe1 [ ACGCGGCCGC CGCAGEGCAA CTGETTCGGG TGTACATGGA TGAATACCAC CGGATTCACC

subtipe2[ ACCCGACCAC CGCAAGGAGC CTGGTTCGEC TGCACTTGGA TGAATGGGAC TGGATTCACC
Subfipe 3 ATGETGETGG CGCACTTGCT GCGGCTGCCC CAGACCATGT TTGACATAAT AGCCGGGECC subtipe3[ CTGCGGCCTC CCAGTGGTCG GTGGTTTGEG TGTGCGTGGA TGAACTCCAC GGGETTTGTC

Subtipe CTGGTCGTGT CCTACGCTCT GAGGGTGCCC CAGCTGATCA TCGACATCTT TGTCGGTGET subtipsb]  CTGCGECCCE CTCCCGOCO6 ATGOTTTEOC TGCACGTGEA TCAACTCCAC GGGETTTGTC

Congensus MTRRTSSTRK CSYASBYDMY BMGKVTBCCM SARVYBRTSH THGACATVDT NRYSGGDGSY Consensus MYSCGRCCHC CEMVHGGHVY VTGETTYGES TGYRCDTGGA TGAAYDSSAC BGGRTTYRYC

& 0 50 o 0 £ Ll Eal 5 58 E) &0

| | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Subtipet CACTGGGGAG TCCTAGCGGG CCTTGCCTAC TATTCCATGG TGGGGAACTG GGCTAAGGTT Subtipet [ AAGACETGCG GGGGCCCCCC GTETAACATC --------- G GGGGGG---- TCGGCAACAA

Subtipe2 CATTGGGGTG TGATGTTCGG CTTGGCCTAC TTCTCTATGC AGGGAGCGTG GGCGAAGGTC subtipe2[ AAGACATGCG GCGCACCACC TTGCCGCATT ----oo--- A GGACTGA-TT TCAACGCCAG

Subtipe3 CATTGGGGCG TCATGGCAGG CCTAGCCTAC TACTCCATGC AGGGCAACTG GGCCAAGGTC sublipe3 AAGACGTGCG GGGCCCCCCC TTGCAACATC TATGGGGGTE GGEGGGAGTT CCGGAAATGA

Subtipe§ CATTGGGGTG TGGTCGCCGE CCTGCTGTAT TATAGCATGG TTGCCAATTG GGCCAAAGTC g“‘“‘pﬁ'[ iﬁgﬁgﬂglg gsgg;ggagg ﬂgm;g:x msaagg»c'\cr ggggﬁgﬁav @12;;:35;;
Consensus CAYTGGGGHG TSVTVKYVGE CYTDSYSTAY TWYWSYATGS WKGSVRMBTG GGCBAARGTY ansensus

(3] ] &0 0 650 B0

= £ Bl | | | | | | | | | | | |

| | | | | | | Subtiped[ CAC---CTTG ACCTGCCCCA CGGATTGCTT CCGGAAGCAC CCCGAGGCCA CTTACACCAA

Subtipet  TTGATTGTGA TGCTACTCTT TGCCGGCGTT GATGGG subtipe2[ CACGGACCTG CTGTGCCCCA CAGACTGTTT TAGGAAGCAC CCTGACGCCA CTTACCTCAA

Subtipe? GTTGTCATCC TCCTGCTGGC CGCGGGGGTG GACGCA subtipe3[ GACCTACCTT ATCTGCCCCA CCGACTGCTT CAGGAAACAT CCCGATGCCA CATACAGCCG

Subtipe} GCCATCATCA TGGTCATGTT CTCGGGGGTT GATGCC subtipe6[ TACTTCAACG ACGTGCCCCA CGGACTGCTT CCGGAAACAT CCGGAAGCAA CGTACAGCAA

Subtipe6 ATCGGCATTC TGTTCCTGTT TGCAGGTGTG GACGCG Consensus BACBKMMHYK MYSTGCCCCA CVGAYTGYTT YMGGAARCAY CCBGANGCMA CDTACMBCMR

Consensus DYBRKYRTBM TSBTVMTSKY YKCVGGBGTK GAYGSV
Gambar 1.

Hasilpensejajaransekuen-sekuen gen E1
darigenotipe 1, 2, 3 dan 6
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& & & ™ m ™
| | | | | | | | |
Subtipe1[ ATGCGGCTCG GGGCCTTGGT TGACACCTAG GTGTTTGGTT GACTACCCAT ACAGGCTTTG
subtipe2[ GTGTGGGGCC GGGCCCTGGT TGACGCCCAG GTGCCTGGTC GATTACCCCT ATAGATTGTG
subtiped[ GTGCGGATCT GGGCCCTGGC TGACGCCTCG GTGCTTGGTC GACTACCCAT ACCGGCTCTG
subtipe[ GTGTGGTTCT GGGCCTTGGC TAACGCCCAG GTGTCTGGTT GACTACCCCT ACAGGCTGTG
Consensus RTGYGGNKCB GGGCCYTGGY TRACRCCYMG GTGYYTGGTY GAYTACCCMT AYMGRYTBTG

m i 0 70 m "
| | | | | | | |

Subtipe1[ GCACTACCCC TGCACTGTCA ATTTTACCCT CTTCAAGGTC AGGATGTATG TGGGGGGCGT

subtipe2[ GCACTACCCC TGCACAGTCA ACTTTACCAT CTTCAAGATA AGGATGTACG TAGGGGGGGT

subtipe3[ GCATTACCCT TGCACAGTGA ATTTCACCAT GTTCAAGGTG AGGATGTTTG TGGGCGGGTT

subtipeb[ GCACTACCCC TGCACTGTGA ACTTCACCGT CCACAAGGTC CGGATGTACG TGGGAGGGGT

Consensus GCAYTACCCY TGCACWGTSA AYTTYACCVT SYWCAAGRTV MGGATGTWYG TRGGVGGSKT

™ o &0 a ) s
| | | | | | | | |
CGAGCACAGG CTCAACGCCG CATGCAACTG GACTCGGGGA GAGCGTTGTG ACTTGGAGGA

Subtipet [

subtipe2[ GGAGCACAGG CTCACCGCTG CGTGCAACTT CACTCGCGGG GATCGCTGCA ACTTGGAAGA
subtiped[ TGAACACCGG TTTACCGCCG CTTGCAACTG GACCAGGGGG GAGCGCTGCG ATATCGAGGA
subtipeb[ TGAGCACAGG TTCGATGCTG CATGCAACTG GACCCGGGGA GAGCGCTGCG AGCTGGAAGA

Consensus BGARCACMGG YTYRMYGCYG CDTGCAACTK SACYMGSGGR GAKCGYTGYR ABHTSGARGA

= £ & ) = )
| | | | | | | | | | | |

Subtipe1[ CAGGGATAGG TCCGAGCTTA GCCCGCTGCT GCTGTCCACC ACAGAGTGGC AGATACTGCC

subtipe2[ TAGGGACAGA GGTCAGCTGA GCCCGTTGCT GCACTCCACC ACGGAATGGG CCATTTTGCC
subtipe3[ TCGTGACCGC AGCGAGCAAC ATCCGCTGCT TCACTCAACA ACTGAGCTTG CCATACTGCC
subtipeb[ CCGGGACAGG GTTGAAATGA GTCCCCTGCT GTTCTCGACA ACAGAGCTCG CAATCCTTCC

Consensus YMGKGAYMGV DBYSARMWDM RYCCSYTGCT KYWSTCVACM ACDGARYKBS MVATHYTKCC

Ed F E) 0 E %

| | | | | | | | | | | |
Subtipet[ CTGTTCCTTC ACCACCCTAC CGGCTTTGTC CACCGGTCTG ATCCACCTCC ACCAGAACAT
subtipe2[ ATGCTCCTAC TCAGACCTGC CGGCTTTATC CACTGGTCTA TTGCACCTCC ACCAAAACAT
subtipe3[ CTGCTCATTT ACGCCCATGC CTGCTCTGTC AACAGGGCTC ATACACCTCC ACCAGAACAT
subtipgp[ CTGCTCCTTC ACGACCATGC CAGCCCTGTC CACTGGCCTC ATCCATCTCC ACCAGAACAT

Consensus MTGYTCMTWY WCVVMCMTRC CDGCYYTRTC MACHGGBCTV WTVCAYCTCC ACCARAACAT

2 ) ) 100 1010 1020
| | | | | | | | | | | |
CGTGGACGTG CAATACCTGT ACGGTGTGGG GTCAGCGGTT GTCTCCTGTG CCATCAAGTG

Subtiped [

subtipe2[ CGTGGACGTG CAATACATGT ATGGCCTTTC ACCAGCTATC ACAAGATACA TCGTCAAGTG
subtipe3[ CGTGGATGTC CAATACCTTT ATGGTGTTGG GTCTGGCATG GTGGGCTGGG CGTTGAAATG
subtipeb[ CGTGGACGTC CAATACCTCT ATGGTGTGTC CCCGGCCGTC ACATCGTGGG TAATCAAGTG

Consensus CGTGGAYGTS CAATACMTBT AYGGYSTKKS VYCDGSBRTB RYVDSVTRBR YVDTSAARTG

08 100 1050 1060 T 1080
| | | | | |

| |
Subtipe1[ GGAGTACGTC GTGCTCCTCT TCCTCCTGCT GGCGGACGCG CGCATCTGTG CCTGCTTGTG

subtipe2[ GGAGTGGGTG GTTCTCCTTT TCCTGCTCCT GGCAGACGCC AGGGTCTGCG CCTGTCTGTG
subtipe3[ GGAGTTCGTC ATCCTCGTAT TCCTCCTCCT AGCAGACGCA CGCGTGTGCG TTGCCCTTTG
subtipe[ GGAGTATGTA GTCCTCGCTT TCCTGGTGTT GGCGGATGCG CGCATTTGTG CGTGCCTGTG

Consensus GGAGTDBGTV RTBCTCSYHT TCCTSSTSYT RGCRGAYGCV MGSRTBTGYG YBKSYYTKTG

1090 1100 1o
| | |

Subtipet [ GATGATGCTA CTGATAGCCC AGGCTGAGGC C

subtipe2[ GATGCTCATC TTGCTGGGCC AAGCCGAGGC A

subtipe3[ GATGATGCTA CTAATATCAC AAGCAGAAGC G

subtipe6[ GTTGATGTTG CTCATAGGCC AAGCGGAGGC A

Consensus GWTGMTSHTV YTVMTRKSMC ARGCNGARGC V

Gambar 2
Hasil pensejajaran sekuen-sekuen gen E2 dari
genotipe 1, 2, 3dan 6

Dari hasil pensejajaran gen E1 dan E2 setiap
genotipe ini terlihat adanya variasi di beberapa titik
atau posisi. Variasi yang didapatkan untuk gen E1
ini berkisar 60% dan gen E2 sebesar 50%. Variasi
yang cukup besar ini dikarenakan perbandingan
dilakukan pada 4 genotipe yang berbeda. Tetapi
terdapat juga daerah-daerah yang lestari. Variasi
sekuen genetik pada HCV dengan genotipe yang
sama adalah sekitar 15%, sedangkan variasi antar
genotipe berkisar antara 30-35% (Messina et al.,
2015; Smith et al., 2014). Variasi sekuen gen E1 dan
E2 kemungkinan disebabkan karena proses adaptasi
virus terhadap respon imunitas tubuh organisme
inang, dalam hal ini adalah manusia. Protein E1 dan
E2 merupakan glikoprotein yang terdapat pada
bagian terluar dari virus dan diketahui berperan
penting dalam proses masuknya (fusi) virus ke
dalam sel inang. Dikarenakan posisi protein E1 dan
E2 yang terletak di luar sel, maka akan dikenali oleh
antibodi, baik antibodi monoklonal maupun antibodi
netralisasi. Beberapa penelitian menemukan bahwa
pada beberapa penderita hepatitis kronik memiliki
titer antibodi netralisasi yang tinggi terhadap protein
El dan E2. Oleh karena itu, virus HCV berupaya

untuk melakukan upaya penghindaran dari respon
imun antibodi ini. Oleh karena itu, virus melakukan
beberapa variasi gen E1 dan E2 agar tidak dikenali
oleh respon imun tubuh manusia. Variasi sekuen gen
ini banyak terdapat pada gen E2 yang juga terlihat
pada proses pensejajaran kali ini. Protein E2
merupakan protein yang memiliki situs HVR1
(Hypervariable Region 1) dan HVR2 yang sangat
bervariasi. Hal ini dibuktikan dengan beberapa
penemuan bahwa HVR1 banyak terdapat pada
strain-strain virus yang mampu bertahan dari
serangan respon imun manusia.

Pensejajaran Sekuen Konsensus Gen E1 dan
E2 dengan Seluruh Data Sekuen HCV
Genotipe 1, 2,3 dan 6

Perbandingan dilakukan antara sekuen
konsensus gen E1 dengan keseluruhan database
genotipe 1, sebanyak 100 database genotipe 1 HCV
(Gambar 3, tidak semua data dapat ditampilkan).
Syt igres

Gambar 3
Proses perbandingan sekuen gen E1 denganseluruh
database HCV genotipe 1 (100 genom HCV
genotipe 1, tidaksemuadapatditampilkan)

Perlu dicermati dari hasil ini adalah nilai E-
value (Expect value) yang didapatkan. Nilai E-value
adalah jumlah berapa kali suatu sekuen spesifik
didapatkan sama dengan sekuen database apabila
seseorang melakukan pencarian dalam suatu
database. Dalam hal ini, semakin kecil nilai E-value
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yang didapatkan dalam perbandingan, maka
kemiripan antara sekuen-sekuen yang dibandingkan
semakin besar. Selain itu didapatkan nilai % identity,
dimana identity adalah kemiripan antara sekuen-
sekuen yang diperbandingkan, memiliki data sekuen
yang sama pada daerah yang sama. Nilai E-value
untuk genotipe 1 yang tertinggi adalah 5 x 10™**
dengan % identity adalah 79%, artinya bahwa
sekuen konsensus yang dibuat untuk gen E1
memiliki kemiripan yang tinggi dengan gen E1 dari
virus-virus HCV genotipe 1 yang ada. Sehingga
berpotensi digunakan sebagai template dalam
pengembangan pembuatan vaksin VLP.

Untukgenotipe 2, 3 dan 6 tingkatkemiripan
yang didapatkanberkisarantara 65-77% (Gambar 4a-
c, tidaksemua data dapat ditampilkan)

a)

S oty it e

Gambar 4.

Proses perbandingan sekuen gen E1 dengan seluruh
database HCV (a) genotipe 2, (b) genotipe 3 dan (c)
genotipe 6. Terdapat 100 genom yang
diperbandingkan (tidak semua dapat ditampilkan)

Hasil yang didapatkan memperlihatkan
adanya nilai E-value untuk gen E2 genotipe 1
sebesar 0 dan % identity sebesar 81% (Gambar 5.).
Ini artinya sekuen konsensus yang dibuat memiliki
kemiripan sebesar 81% dengan gen E2 pada virus-
virus HCV genotipe 1 yang beredar di seluruh dunia
(data tidakdapatditampilkansemua).

s g St

Gambar 5
Proses perbandingan sekuen gen E2 dengan seluruh
database HCV genotipe 1 (100 genom HCV
genotipe 1, tidak semua dapat ditampilkan)

Hasil yang didapat juga memperlihatkan
adanya kemiripan yang tinggi (77-80%) antara
sekuen konsensus gen E2 dengan sekuen gen inidari
virus HCV genotipe 2, 3 dan 6 yang ada dunia
(Gambar 6a-c).

a)

S ot
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c)
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Gambar 6

Proses perbandingan sekuen gen E2 dengan

seluruh database HCV (a) genotipe 2, (b) genotipe 3
dan (c) genotipe 6. Terdapat 100 genom yang
diperbandingkan (tidak semua dapat ditampilkan)

Penentuan Daerah Lestari dari Sekuen
Konsensus Gen E1 dan E2

Penentuan daerah lestari untuk sekuen
konsensus gen E1 dan E2 diperlukan untuk
mengetahui daerah-daerah mana saja yang yang
tidak banyak memiliki variasi sekuen gen. Daerah
lestari adalah daerah-daerah yang memiliki
kemiripan sekuen yang tinggi. Sekuen-sekuen lestari
ini dapat bermanfaat dalam pengembangan vaksin
HCV dengan pendekatan yang berebda-beda,
pendekatan VLP, DNA sintetik maupun pendekatan
lain. Proses pencarian dilakukan antara sekuen
konsensus dengan seluruh sekuen gen E1 HCV yang
ada pada database GenBank. Hal ini dibantu dengan
perangkat lunak BioEdit Sequence Alignment Editor.

Dihasilkan beberapa daerah lestari baik pada
gen E1 dan E2. Pada gen E1 virus HCV genotipe 1
terdapat 2 daerah lestari, yaitu pada posisi basa ke-
33 hingga 53 dan basa ke-385-401(Gambar 7).
Untuk genotipe 2 terdapat 4 daerah lestari, yaitu
posisi basa ke-426-442, 538-545, 562-572 dan 574-
581 (Gambar 8). Untuk genotipe 3 terdapat 1 daerah
lestari, yaitu pada posisi basa ke-451-464 (Gambar
9). Yang terakhir adalah pada genotipe 6 pada posisi
basa ke-211-220, 223-230 dan 389-396 (Gambar
10).

Region 1: Position 33 to 53 Region 2: Position 385 to

Consensus: 401
33 Consensus:
GTCACGAACGACTGCTCCAAC 385
53 TGGGATATGATGATGAA
401
Gambar 7

Hasilanalisadaerahlestari gen E1 padagenotipe 1

Region 1: Position 426 to 442
Consensus:

Region 2: Position 538 to 545
Consensus:

426 ATGATGATGAACTGGTC 442 338 CACTGGGG 343

Region 3: Position 362 to 572 Region 4: Position 574 to 581

Consensus: Consensus:

362 GCCTACTTCTC 572 374 ATGCAGGG 581
Gambar 8

Hasil analisa daerah lestari gen E1 pada genotipe 2

Region 1: Position 451 to 464
Consensus:

451 CCCCAGACCTTGTT 464

Gambar 9
Hasil analisa daerah lestari gen E1 pada genotipe 3

Region 1: Position 211 to 220
Consensus:
211 GGGTTCCGCA 220

Region 2: Position 223 to 230
Consensus:
223 CATGTGGA 230

Region 3: Position 389 to 396
Consensus:
389 TCCATCTA 396

Gambar 10
Hasil analisa daerah lestari gen E1 pada genotipe 6

Gen E2 juga memiliki daerah lestari
meskipun terdapat sekuen HVR1 dan HVR2. Pada
genotipe 1, daerah lestari yang didapatkan cukup
banyak, yaitu terdapat pada 11 posisi, antara lain
posisi (1) basa ke 140-160, (2) basa ke 260-280, (3)
basa ke-424-443, (4) basa ke-480-494, (5) basa ke-
520-536, (6) basa ke-556-572, (7) basa ke-638-657,
(8) basa ke-731-747, (9) basa ke-890-905, (10) basa
ke-974-991 dan (11) basa ke-1083-1105 (Gambar
11). Untuk genotipe 2, terdapat 2 daerah lestari yaitu
pada posisi basa ke-104-122 (Gambar 12), genotipe
3 pada posisi basa ke-228-244 (Gambar 13) dan
genotipe 6 pada posisi basa ke-341-348, 406-413,
558-566, 949-956 dan 1191-1198 (Gambar 14).

Region 1: Positon 140 to 160 Region 2: Positon 260 to 280
Consensus: Consensus:

140 260
CTGAACTGCAATGACTCCCTC CAGGGGTGGGGTCCCATCACT
160 280

Region 3: Position 424 to 443 Region 4: Position 480 to 494
Consensus: Consensus:

424 480 GACGGACGTGCTGCT 454
GTGGTGGGGACGACCGATCG
443

Region 5: Position 520 to 536
Consensus:

520 GGCAACTGGTTCGGCTG 536

Region 6: Position 556 to 572
Consensus:

556 GGGTTCACCAAGACGTG
572

Region 7: Position 638 to 657 Region 8: Position 731 to 747
Consensus: Consensus:

638 TGCTTICCGGAAGCACCCCGA 731 TGGCACTACCCCTGCAC
657 747

Region 9: Position 890 to 05 Region 10: Position 974 to 991
Consensus: Consensus:

850 ACAACAGAG-TGGCAG 905 974 CGTGGACGTGCAATACCT
991

Region 11: Position 1083 to 1105

Consensus:

1083

GCCTGCTTGTGGATGATGCTGCT

1105
Gambar 11
Hasil analisa daerah lestari gen E2 pada genotipe 1
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Region 1: Position 104 to 122 Region 2: Position 474 to 492

Consensus: Consensus:
104 474
CCAATGGCAGCTGGCACAT CCTGGGGGGAGAATGAGAC
122 492

Gambar 12.

Hasil analisa daerah lestari gen E2 pada genotipe 2

Region 1: Position 228 t0 244~ Region 2: Position 1166 to 1185

Consensus: Consensus:
228 AGCTGCAAGCCCATCAC 1166
pLY! ATCGAGGATCGTGACCGCAG
1185
Gambar 13.

Hasil analisa daerah lestari gen E2 pada genotipe 3

Region 1: Position 341 to 348 Region 2: Position 406 to 413

Consensus: Consensus:
341 TGCTGGCA 348 406 TACTGCTT 413
Region 3: Position 558 to 566 Region 4: Position 949 to 956
Consensus: Consensus:
558 TGGATGAAC 566 949 GAGCACAG 956
Region §: Position 1191 to 1198
Consensus:
1191 AAGTGGGA 1198
Gambar 14.

Hasil analisa daerah lestari gen E2 pada genotipe 6

Desain Primer untuk Konstruksi Plasmid
Rekombinan Kandidat Vaksin VLP HCV

Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan
pasangan primer untuk dapat menggandakan gen
target E1-E2 secara utuh. Hasil yang didapatkan
adalah sebagai berikut, sekuen konsensus gen E1-E2
memiliki panjang 1672 pb. Terdapat 10 pasang
primer yang didapatkan dengan primer BLAST,
memiliki daerah target masing-masing. Posisi
pasangan primer E1-E2 dapat dilihat pada Gambar
15.
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Gambar 15
Posisi relatif pasangan-pasangan primer terhadap
gen E1-E2

Kesepuluh pasang primer ini rata-rata
memiliki suhu Tm antara 55-60°C. Detil sekuen,
posisi relatif primer, suhu Tm dan karakteristik lain
dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2
Detil karakteristik pasangan-pasangan primer
terhadap gen E1 dan E2

o 3
Primer  Posizi Selmuen (5'—37) Fanjanghasa  Tm GC%  compleme

(basske) @ atare
Forward CGCATGGCCTGGGATATG 20 bp (376) 60,03 55 3
1 Fsvarss ﬂAAC AGGCCGECAATE 20bp (T54) 59,87 50 o
Forward #é—gTC ATTTACTGCCGCC 20 bp (403) 60,03 50 2
2 Fooverzs éz—c-C-AC AATACCACAAG 20 bp (224) 60,04 55 3
Forward E‘gg CTTGTGGTATTGTCC 20 bp (205) 60,04 2
3 Fooverzs %E:TC-C-CC AGCTCTGTTGT 20 bp (1456) 60,04 1
Forward g‘Cc:AC-AC GGATGTGTTCCT 20 bp (1026) 60,04 3
# Fooverzs EﬁA{Z TCCCACTTGATGGC 20 bp (1588) 60,11 60 4
Forward ggAC GGGATTCGTCAAGA 20 bp (1100) 60,04 2
Fooverzs géAC—ACCAC—TC—C—ACAAA 20 bp (1502) 0,80 1
Forward g_g-g CCTGAACTGCAATGA 20 bp (TOZ) 0,80 il 1
s Favens gg AGGACATCCCGAGGAG 20 bp (788) 0,06 2
Forward %AC—C—AAACATCCCC—ATC— 20bp(1181) 60,11 2
7 Faverza E-E-ACC-ACC-TACTCCCACT 20bp (1385) 60,11 50 2
Forward ECTTC GGCTGTACGTGGAT 20bp {1077y 60,11 1
& Faversa giAc—c—Ac—c AGGGCAGTA  20bp(1471) 60,18 60 0
Forward lgiCCCACAC-C-TTCAACT 20 bp (T55) 50,81 55 1
e Favera ggAC—C—C TTGCGOTGCCOTAA  20bp (P11 50,83 55 1
Forward Ec'l-'TAC-AC ATCATGGCCGE 20 bp (4500 60,25 &0 2
o Fsversa gj’TC—TAC—C—TC—TC CEGOGTC 20bp (SRR &0,11 55 o
Ad
Pasangan-pasangan primer ini kemudian
mengalami perbandingan kembali (Re-BLAST)

untuk mengetahui kecocokan primer dengan yang
dimaksud serta untuk melihat apakah primer-primer
ini dapa tmengenali sekuen dari gen-gen lain (tidak
spesifik). Apabila primer-primer ini tidak dapat
secara spesifik mengenali gen E1 dan E2, maka
sebaiknya tidak digunakan. Hal ini dikarenakan
primer tadi akan mengenali gen lain dan
menghasilkan  perbanyakan gen yang tidak
diinginkan. Hasil Re-BLAST dapat dilihat pada
Tabel 3.

Tabel 3
Hasil Re-BLAST Pasangan-pasangan Primer yang
BerhasilDidapatkan

Tingkat
Primer  Nomoraksesi Sekuen kesamaan E-value
(%)
Primer 1 KI470506 CGCATGGCCTGGGATATGAT 100 0,28
1Q470506 AAAACAGGGCGGCAATGAAC 100 0,011
Primer 2 KY620832  TGGTCATTTACTGCCGCCAT 100 39
AB622121  CGGGACAATACCACAAGGCT 100 8e-04
Primer 3 AB622121  AGCCTTGTGGTATTGTCCCG 100 8e-04
KM587623  TATGGCCAGCTCTGTTGTGG 95 0,18
Primer 4 KY620850  TGAGACGGATGTGTTCCTGC 100 Te-04
KM007429  GTACTCCCACTTGATGGCCC 100 Te-04
Primer § KY620527  CCACGGGATTCGTCAAGACA 100 0,057
KY930698  TGAGACCAGTGGACAAAGCC 100 0,012
Primer 6 AY545952  TGCCCTGAACTGCAATGACT 100 Te-04
KI470622 TCAGGACATCCCGAGGAGTT 100 0,045
Primer 7 KY620800 TCAGGAAACATCCCGATGCC 100 Te-04
KX621451  GGACGACGTACTCCCACTTG 100 Te-04
Primer § KY930697  GTTCGGCTGTACGTGGATGA 100 6e-04
KY620797  GAAGGAGCAGGGCAGTATGG 100 fie-04
Primer KI678753 ACACCCACAGGTTCAACTCC 100 Te-04
KT735649  CAAGGCTTGGGTGCGTAATG 100 0,042
Primer 10 KY735649  CTTAGACATCATGGCCGGGG 100 0,19
EU025552  GATGTAGGTGTCCGCGTCAA 100 0,010
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Semua pasangan primer yang didapatkan bisa dipilih
untuk perbanyakan gen E1-E2, namun apabila
dilihat kembali pada karakteristik yang dimiliki,
maka pasangan primer 1, 3, 7 dan 9 akan dipilih
untuk proses perbanyakan gen. Pasangan primer ini
dipilih dikarenakan posisi relatifnya yang saling
berdekatan dan tumpang tindih untuk dapat
digunakan dalam perbanyakan gen E1-E2 secara
utuh. Selain itu primer-primer ini juga sedikit sekali
memiliki sekuen yang komplemen terhadap dirinya
sendiri pada daerah 3’. Hal ini penting karena primer
tidak boleh terlalu banyak memiliki situs
komplemen dengan dirinya sendiri yang dapat
mengganggu proses penempelan primer ke gen
target. Hasil akhirnya adalah tidak banyaknya gen
target yang terduplikasi.

Kesimpulan

Sesuai dengan tujuan penelitian kali ini,
maka dari penelitian ini berhasil didapatkan sekuen
konsensus gen E1-E2 yang berasal dari genotipe 1,
2, 3 dan 6 yang memiliki panjang 1672 pb. Sekuen
ini menjadi dasar untuk desain pasangan primer dan
10 primer diperolen. X sekuen primer telah
dikonfirmasi menggunakan BLAST dan X sekuen
primer memiliki tingkat homologi tinggai (> 90%).
Hasil penelitian ini dapat dijadikan dasar dalam
penelitian lebih lanjut, baik jangka pendek maupun
panjang. Untuk jangka pendek akan digunakan
dalam proses pengujian sekuen pasangan primer
yang berhasil didapatkan.
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