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ABSTRAK

Protein matriks (M) dan nonstruktural (NS) adalah segmen terkecil dari genom virus influenza. Sekuen pendek non-coding
yaitu sekuen nukleotida 11 — 13 pada ujung 5’ dan nukleotida 9 — 11 pada ujung 3’ sangat conserved diantara tujuh atau delapan
segmen RNA dari genom dan sangat mirip diantara virus influenza A, B dan C. Protein matriks (M1) virus influenza adalah
komponen yang penting dari virion dan berperan penting dalam beberapa aspek dalam replikasi virus, mulai dari masuknya virus
dan uncoating sampai penyusunan dan budding dari partikel virus, sedangkan fungsi dari protein NS1 pada semua influenza A
adalah sebagai antagonis respon imun inang. NS1 adalah protein multifungsi yang diantaranya adalah melakukan kegiatan
regulasi temporal sintesis RNA, mengontrol splicing RNA virus, peningkatan translasi mRNA virus, regulasi morfogenesis
partikel virus, supresi respon imun dan apoptosis inang, aktivasi phosphoinositide 3—kinase (PI3K) dan keterlibatan dalam
patogenesis. Pada tulisan ini dibahas tentang peranan dari dua protein yang dikode oleh segmen 7 dan 8 dari genom virus
influenza yaitu protein matriks dan nonstruktural. Tujuan dari tulisan ini adalah untuk lebih memahami sifat dari virus influenza
yang berkaitan dengan virulensi dan patogenisitas virus selain protein hemagglutinin (HA) dan neuraminidase (NA).

Kata kunci: Virus influenza, protein matriks, protein nonstruktural

ABSTRACT

THE STRUCTURE AND ROLE OF SEGMENT 7 (MATRIX PROTEIN) AND SEGMENT 8 (NON STRUCTURAL)
IN THE LIFE CYCLE AND VIRULENCE OF INFLUENZA VIRUS

Matrix (M) and Non Structural (NS) proteins are smallest segments of influenza virus genome. The noncoding sequences at
each end include the sequences of 11 — 13 nucleotides at the 5’ ends and 9 — 11 nucleotides at the 3’ end which are highly
conserved between seven or eight different RNA segments and very similar for A, B and C influenza viruses. Protein of M1 is an
essential structural component of the virion and participates in other steps during the replication of influenza virus. During early
viral infection, dissociation of M1 from RNP is required for entry of viral RNP into the cytoplasm of the host cell. On the other
hand, NS1 is a multifunctions protein that performs a plethora of activities, which may additionally contribute toward efficient
virus replication and virulence during infection. The role of NS1 are temporal regulation of viral RNA synthesis, control of viral
mRNA splicing, enhancement of viral mRNA translation, regulation of virus particle morphogenesis, suppression of host
immune/apoptotic responses, activation of phosphoinositide 3—kinase (PI3K); and involvement in strain-dependent pathogenesis.
This paper reviews the structure and role of two proteins i.e. Matrix and Nonstructural to understand the character of influenza
virus especially in virulence and pathogenesis ability of virus other than hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) protein as
known.

Key words: Influenza virus, matrix protein, non structural protein

PENDAHULUAN Protein matriks (M) dan non structural (NS) adalah
segmen terkecil yang mengkode hanya satu produk
Virus influenza adalah virus yang mempunyai gen. Sekuen pendek non-coding yaitu sekuen

materi genetik RNA untai tunggal berpolaritas negatif
dengan genom bersegmen. Virus influenza A dan B
mempunyai delapan segmen, sedangkan virus influenza
C mempunyai tujuh segmen (MCGEOCH et al., 1976;
DESSELBERGER et al., 1980). Segmen-segmen tersebut
adalah PB2, PBI, PA, HA, NP, NA, M dan NS
(BETAKOVA et al., 1996; BRASSARD et al., 1996).

nukleotida 11 — 13 pada ujung 5 dan nukleotida 9 — 11
pada ujung 3’ sangat conserved diantara tujuh atau
delapan segmen RNA dari genom dan sangat mirip
diantara virus A, B dan C (SKEHEL et al., 1978;
DESSELBERGER et al., 1980; STOECKLE et al., 1987).
Tulisan ini bertujuan untuk membahas tentang biologi
molekuler, fungsi dan sifat biologi dari dua segmen
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terkecil dari virus influenza ini yaitu matriks dan
nonstruktural, sehingga dapat diketahui peranan protein
ini dalam mempengaruhi virulensi dan keganasan virus
influenza.

STRUKTUR DAN FUNGSI PROTEIN MATRIKS

Gen M virus influenza terdiri dari 1.027 basa dan
mengkode dua protein yaitu protein M1 dan M2
diturunkan oleh splicing mRNA (ALLEN et al., 1980;
LaMB, 1989). Open reading frame (ORF) dimulai dari
nukleotida ke-26 sampai 740 (gen M1) yang mengkode
protein M1, sedangkan nukleotida 26 — 51 dan
740 —1004 memisah dari reading frame +1 (gen M)
yang mengkode protein M2. Protein M1 (panjangnya
252 asam amino) adalah komponen mayoritas dari
partikel virus yang berfungsi dalam penyusunan dan
budding virus (CHOPPIN et al., 1972). Protein M2
mempunyai 97 asam amino adalah protein
transmembran dengan peran yang belum diketahui
dalam replikasi virus (LAMB et al., 1985).

Protein M1

Protein matriks (M1) virus influenza adalah
partikel protein virus yang paling banyak jumlahnya
dan berperan penting dalam beberapa aspek dari
replikasi virus, mulai dari masuknya virus dan
uncoating sampai penyusunan dan budding dari
partikel virus (LAMB dan KRUG, 2001; NAYAK dan
Hui, 2003). Struktur N terminus (aa 2 — 164) dari M1
telah ditentukan dengan kristalisasi, difraksi X-ray,
circular dischroism dan tritium bombardment (SHA dan
Luo, 1997; SHISHKOV et al., 1999, ARTZ et al., 2001;
HARRIS et al., 2001). M1 terdiri dari dua domain yang
berbeda yaitu N dan M, yang terdiri dari heliks dan
loop. Beberapa domain spesifik pada protein M1
adalah domain lipid-binding, domain RNA-binding,
domain transcription inhibition, nuclear localization
signal (NLS) dan sebuah motif putative zinc finger-
binding (WAKEFIELD dan BROWNLEE, 1989). Motif
putative zinc finger-binding motif M1
("®CATCEQIADSQHRSH'®)  (WAKEFIELD  dan
BROWNLEE, 1989) terletak pada C terminus heliks 9
(H9) dan diperpanjang sampai loop 9 (L9) (SHA dan
Luo, 1997; ArzT et al., 2001; HARRIS et al., 2001).
Sekuen asam amino yang terlibat dalam zinc binding
adalah yang menunjukkan motif Cys-Cys-His-His
(CCHH) zinc finger yang khas adalah (CX,4CX,.
1sHX,.6H, dan X adalah residu asam amino) (IUCHI,
2001). Protein CCHH zinc finger terdiri dari
bermacam-macam famili protein atau RNA binding
dan berfungsi untuk regulasi transkripsi (TAKATSUJI,
1998; TucHr, 2001).
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Motif seperti zinc finger ditemukan pada sejumlah
protein sruktural viral dan telah ditunjukkan bahwa
mereka mempunyai peran penting dalam siklus hidup
virus influenza (FERNANDEZ-POL et al., 2001).
Beberapa peristiwa yang memperkirakan motif CCHH
dalam M1 yang berperan penting dalam replikasi virus
adalah: (i) analisis sekuen asam amino menunjukkan
bahwa motif CCHH adalah conserved diantara virus
influenza A dan B (WAKEFIELD dan BROWNLEE,
1989); (ii) ion zinc ditemukan dalam kaitannya dengan
fraksi dari molekul protein M1 virus influenza (ELSTER
et al., 1997); (iii) OKADA et al. (2003) melaporkan
perubahan konformasi tergantung pH dalam struktur
peptide 28-mer meliputi daerah ini dengan adanya zinc
dan membuat sebuah model untuk binding zinc
(OkaDA et al, 2003). Lebih lanjut, telah juga
diprediksi bahwa fraksi kecil dari molekul M1 yang
terikat pada zinc sepertinya juga berperan penting
dalam uncoating virus pada pH asam; (iv) peptide 4
adalah peptida sintetik zinc finger berdasarkan sekuen
M1 ?EQIADSQHRSHRQMV'® dan peptida 6, yang
berkaitan dengan sekuen M1 yaitu
“SCATCEQIADSQHRSHRQMV'® yang ditunjukkan
sebagai inhibitor poten dari transkripsi virus influenza
(Jupp et al, 1997). Peptida 6 ditunjukkan juga
menghambat CPE pada sel MDCK yang terinfeksi
virus (NASSER et al., 1996) dan patogenisitas mencit
yang diinfeksi virus influenza (JuDD et al., 1997).
Studi-studi ini berimplikasi bahwa motif CCHH pada
148 — 162 dan fungsi zinc-binding dari motif tersebut
berperanan penting dalam replikasi virus.

Protein M1 virus influenza berperan penting
dalam beberapa aspek dalam replikasi virus dan
memiliki domain untuk fungsi yang spesifik dalam
siklus infeksi. Beberapa tahun yang lalu, diduga adanya
peran domain fungsional dari M1 dalam siklus hidup
infeksi virus influenza. Namun, pada beberapa tahun
terakhir ini diperlihatkan bahwa NLS dari M1 tidak
mempunyai peranan yang penting pada siklus hidup
virus tetapi keduanya membentuk sebuah motif domain
late (L) assembly yang dapat menyelamatkan mutasi
NLS seperti PTAP dan YPDL (Hui et al., 2003).

Protein M2 dan resitensi amantadin

Messenger RNA (mRNA) dari protein M2 juga
ditranskripsi dari RNA segmen 7 yang diturunkan dari
koliner transkrip M1 dengan splicing. M2 adalah
protein membran yang memiliki domain membran-
spanning yang juga menyediakan sinyal untuk transpor
ke permukaan sel. Ditemukannya sejumlah besar
tetramer pada permukaan sel terinfeksi dan sejumlah
kecil yang ditemukan pada virion membuktikan bahwa
peran M2 sebagai ion proton channel yang dikontrol
oleh pH golgi selama sintesis hemagglutinin (HA) yang
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diikuti interior asidifikasi virion selama uncoating virus
(WEBSTER et al., 1992).

Analisis sensitivitas obat antara yang sensitif
amantadin dan resisten amantadin pada virus
menunjukkan faktor yang menentukan kepekaan
terhadap amantadin dan hubungannya dengan inhibitor
pada gen M (BELSHE et al., 1988). Sebagian besar
mutan resisten yang diseleksi dari pasase virus pada
kultur sel dengan keberadaan obat atau resistensi yang
telah terjadi pada hewan, unggas atau manusia terhadap
amantadin atau rimantadin diakibatkan perubahan asam
amino dalam domain transmembran M2, terutama pada
residu 26, 27, 30, 31 atau 34 yang dapat berbeda
posisinya pada virus yang berbeda (HAY et al., 1986;
BELSHE et al., 1988). Pada Gambar 1 dapat dilihat sel
terinfeksi virus Al subtipe HSN1 yang resisten terhadap
amantadin dengan keberadaan amantadin.

Derivat adamantane seperti amantadin dan
rimantadin berhasil digunakan untuk pengobatan dan
pencegahan infeksi virus influenza A lebih dari 30
tahun (BELSHE et al., 1988; DoLIN et al., 1982;
TOMINACK dan HAYDEN, 1987). Obat ini dikenal
sebagai channel blockers yang menghambat replikasi
virus influenza A dengan menghambat protein M2 ion
channel yang mencegah fusi virus dengan membran sel
inang untuk melepaskan RNA virus ke sitoplasma sel
terinfeksi (WANG et al., 1993).

Sebagian besar virus influenza yang diisolasi di
Asia Tenggara resisten terhadap amantadin dan
rimantadin (LI et al., 2004). Substitusi satu dari lima
asam amino (posisi 26, 27, 30, 31 dan 34) dalam
domain transmembran M2 diimplikasikan dengan
hilangnya sensitivitas blocker M2 (HAY et al., 1985;
PINTO et al., 1992).

(a)

Pada tahun 1979 — 1983, virus influenza A yang
berpotensi menjadi pandemi yaitu HS, H6, H7 dan H9
belum terdeteksi adanya resistensi terhadap amantadin
(ILYUSHINA et al., 2005). Namun pada tahun 2000 —
2004 mulai terdeteksi adanya resistensi terhadap
amantadin di wilayah Asia Tenggara yaitu sekitar
31,1% berasal dari subtipe H5 dan 10,6% berasal dari
subtipe H9. Lebih lanjut, CHEUNG et al (2006) dalam
penelitiannya tentang distribusi mutasi genetik yang
berhubungan dengan resistensi derivat adamantane di
antara virus yang diisolasi di Vietnam, Thailand,
Kamboja, Indonesia, Hong Kong dan Cina melaporkan
bahwa lebih dari 95% virus yang diisolasi dari Vietnam
dan Thailand mengalami mutasi di M2 yang
menunjukkan resisten terhadap derivat adamantane. Di
Indonesia pada tahun 2006, dilaporkan sekitar 6,3% (2
dari 32 virus) dan Cina 8,9% telah mengalami
resistensi terhadap amantadin. Mutasi terjadi umumnya
pada motif Leu26lle-Ser31Asn ditemukan di hampir
seluruh isolat dari Vietnam, Thailand dan Kamboja. Di
Indonesia, SMITH et al. (2006) juga menyatakan bahwa
virus yang berasal dari Pulau Sumatera menunjukkan
mutasi  Ser31Asn pada protein M2, yang
mengindikasikan bahwa virus-virus tersebut telah
mengalami resistensi terhadap amantadin. HURT et al.
(2007) menunjukkan bahwa sekitar 30% (2 dari 6 virus
yang digunakan, berasal dari virus tahun 2005)
menunjukkan resisten terhadap derivat adamantane.
Pada tahun 2009, penelitian terbaru dari DHARMAYANTI
et al. (2010) menunjukkan bahwa sepanjang tahun
2003 — 2008, terdapat sekitar 66,328% (91/146) virus
Al di Indonesia telah mengalami resistensi terhadap
amantadin dan sepuluh diantaranya merupakan virus
dengan mutasi ganda pada V27A dan S31N.

(b)

Gambar 1. (a) Sel MDCK diinfeksi virus resisten amantadin A/Ck/WestJava/SMI-Biot/08 dengan penambahan
amantadin (4pg/ml); (b) diinfeksi virus resisten amantadin A/Ck/West Java/ SMI-Biot/08 dengan

penambahan amantadin (8 pg/ml)

Sumber: DHARMAYANTI (2009)

57



WARTAZOA Vol. 20 No. 2 Th. 2010

Struktur dan fungsi protein non struktural (NS)

Untuk membatasi penyebaran virus, sel yang
terinfeksi oleh virus biasanya mempunyai mekanisme
yang kuat dan respon antivirus yang luas (RANDALL
dan GOODBOURN, 2008). Oleh karena itu, untuk
bertahan  hidup di alam, virus influenza
mengembangkan beberapa mekanisme untuk mengelak
terhadap pertahanan yang telah dibuat inang. Beberapa
strategi yang strain-spesifik, antara lain dengan
peningkatan kecepatan replikasi (GRIMM et al., 2007,
KUROKAWA et al., 1999), atau penurunan sensitivitas
efektor antivirus sel inang (DITTMANN et al., 2008).
Protein NS1 pada semua influenza A adalah sebagai
antagonis respon imun inang. (EGOROV et al., 1998;
GARCIA-SASTRE et al., 1998; KocHs et al., 2007). L1 et
al (2006b) menyatakan dalam penelitiannya bahwa
NS1 berkontribusi terhadap virulensi virus influenza.

Virus influenza mutan yang tidak mengekspresikan
NS1, hanya menunjukkan patogenisitas yang tinggi
pada mencit yang kekurangan mediator antivirus
seperti STAT1 (GARCIA-SASTRE et al., 1998), atau
protein kinase yang diaktifkan dsRNA, PKR
(BERGMANN et al., 2000; KocHs et al., 2007). NS1
adalah protein multifungsi yang diantaranya adalah
melakukan kegiatan regulasi temporal sintesis RNA,
mengontrol splicing RNA virus, peningkatan translasi
mRNA virus, regulasi morfogenesis partikel virus,
supresi respon imun dan apoptosis inang, aktivasi
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) dan keterlibatan
dalam patogenesis yang intensitasnya tergantung strain.

Sintesis dan biokimia NS1

Protein NS1 virus influenza A adalah komponen
bukan struktural dari virion, tetapi protein ini
diekspresikan pada level yang sangat tinggi pada sel
terinfeksi (KRUG dan ETKIND, 1973; PALESE dan
SHAW, 2007). Protein NS1 dikode oleh collinear
mRNA yang berasal dari segmen 8 VRNA, sebagai
hasil splicing pada sintesis nuclear export protein
mRNA (NEP, sebelumnya diistilahkan NS2) (INGLIS et
al., 1979; LaMB dan CHOPPIN, 1979). Potongan mRNA
kedua jenis protein ini menggunakan 56 nukleotida
pada ujung 5° secara bersama dan menghasilkan NS1
serta NEP berbagi 10 N-terminal asam amino (LAMB
dan LAI, 1980). Pada sel terinfeksi, jumlah potongan
NEP mRNA hanya kira-kira 10% dari NS1 mRNA
yang belum terpotong (LAMB et al., 1980). Seperti
dijelaskan di bawah ini, regulasi splicing dikontrol oleh
protein NS1 virus sendiri (GARAIGORTA dan ORTIN,
2007) dan mungkin merupakan mekanisme untuk
autoregulasi protein dalam sel terinfeksi.

Protein NS1 memiliki strain-spesifik dengan
panjang 230 — 237 asam amino (aa), dan diperkirakan
mempunyai massa molekul sekitar 26 kDa (PALESE dan
SHAW, 2007). Secara alami terjadi pemotongan protein
NS1 pada C-terminal (~ 15 — 30 aa) (SUAREZ dan
PERDUE, 1998). Pada tahun 1940-an, analisis sekuen
menunjukkan bahwa protein NS1 dengan panjang 230
aa dan kemudian meningkat sekitar tujuh asam amino
pada virus manusia HIN1 (Gambar 2).
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Gambar 2. Sekuen asam amino C-terminal protein NS1 virus influenza manusia

Diagram skematik yang menggambarkan asam amino C-terminal residu 227 — 230/237 protein
NS1 protein dari virus influenza pada manusia yang diisolasi sejak tahun 1918

Sumber: disadur dari HALE et al. (2008b)
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Sirkulasi virus influenza A pada manusia
ditunjukkan sesuai dengan waktu. Warna-warna
merepresentasikan subtipe yang bersirkulasi: merah,
HINT; hijau, H2N2; biru, H3N2; jingga, HIN2; dan
ungu virus H5N1/H9N2/H7N7 pada manusia yang
berasal dari unggas. Sekuen C-terminal dari asam
amino 227 diperlihatkan pada Gambar 2 sesuai waktu
dengan isolat yang pertama kali diisolasi pada tahun
1918 dengan sekuen KSEV. Pada akhir 1940, protein
NS1 mengalami perpanjangan tujuh asam amino
(RRNKMAD) dan perpanjangan ini terpelihara pada
semua subtipe influenza virus pada manusia dan
kemudian hilang pada saat terjadinya ko-sirkulasi
antara virus HIN1 dan H3N2 pada akhir 1980.
Sepanjang waktu ini sejumlah influenza yang diisolasi
memiliki pemendekan C-terminal protein NSI yang
ditunjukkan dengan tanda asterik. Virus yang diturunkan
dari spesies unggas memiliki sekuen ESEV dan EPEV
pada sekuen konsensus PDZ domain ligand (PL).

Ekstensi asam amino ini ditemukan pada virus
manusia HIN1, H2N2 dan H3N2 sampai tahun 1980-
an, dan ketika virus H3N2 dan HINI keduanya
bersirkulasi bersama, virus kehilangan ekstensi ini
melalui mekanisme reversi. Adanya ekstensi dan
mengapa ekstensi tersebut kemudian hilang, tidak
sepenuhnya jelas, meskipun secara fungsional
diimplikasikan ~ dalam  nuclear dan nucleolar
localization dari NS1 (MELEN et al., 2007). Interaksi
antara NSI C—terminus dengan berbagai protein
selular, seperti poly (A)-binding protein I (PABPI) dan
protein yang mengandung PDZ domain, sepertinya
juga masih belum jelas.

Analisis filogenetik sekuen asam amino NS1 juga
menunjukkan bahwa protein NS1 dapat dibagi menjadi
dua kelompok besar, awalnya dikenal sebagai alela A
dan B (TREANOR et al., 1989; LUDWIG et al., 1991).
Sejumlah protein NS1 dari virus avian influenza
bersama dengan semua virus influenza dari manusia,
babi dan kuda disebut sebagai alel A, sedangkan alel B
khusus untuk virus unggas. Tingkat homologi di dalam
alel adalah 93 — 100%, namun homologi di antara alel
sedikitnya sekitar 62%. Ketika virus rekombinan
manusia mengandung alel B protein NS1 digunakan
untuk  menginfeksi  squirrel  monkey, terdapat
penurunan kemampuan virus dalam melakukan
replikasi pada saluran pernafasan dibandingkan dengan
virus jenis-liar (WT) (TREANOR et al., 1989). Hal ini
memperlihatkan bahwa alel A protein NS1 protein
memiliki keuntungan jika bereplikasi pada mamalia.
Analisis lebih lanjut mengungkapkan bahwa alel A
protein NSI1 berada terus di bawah tekanan seleksi
untuk melakukan mutasi, sedangkan pada alel B tidak
mengalami hal demikian (LUDWIG et al., 1991).

Alel B kemungkinan mewakili versi archaic dari
protein ini dan setelah berada dalam populasi virus
influenza manusia dengan melalui reassortment, NS1

berada di bawah tekanan seleksi yang kuat untuk
bermutasi. Besarnya tingkat evolusi diantara dua alel
mungkin menunjukkan bahwa terdapat hambatan
fungsi nyata dari protein NS1 diantara spesies inang.
Signifikansi alel NS1 dalam virulensi dan patogenisitas
virus influenza belum sepenuhnya jelas, namun
sebagian besar virus influenza HPAI yang diisolasi dari
manusia memiliki alel A dari protein NS1 (ZOHARI et
al., 2008).

Struktur protein NS1

NSI1 terbagi menjadi dua domain fungsional yang
berbeda yaitu: sebuah N-terminal RNA-binding domain
(residu 1 — 73), yang secara in vitro mengikat dengan
afinitas rendah ke beberapa spesies RNA secara
berurutan secara independen (CHIEN et al., 2004;
HATADA dan FUKUDA, 1992; QIAN et al., 1995); dan
C-terminal ‘effector' domain (residu 74 — 230), yang
secara dominan memperantarai interaksi protein sel
dengan inang, tetapi juga secara fungsional
menstabilisasi RNA-binding domain (WANG et al.,
2002).

RNA-binding domain adalah simetris homodimer
dengan masing-masing monomer yang terdiri dari
tiga-a helik (CHIEN et al., 1997, L1u et al., 1997). Hal
ini juga dibuktikan pada Gambar 3 menunjukkan
bahwa hasil dari visualisasi tiga dimensi protein NS1
dari virus A/Ck/East Java/BL-IPA/2003 terdiri dari
tiga heliks (DHARMAYANTI, 2009). Studi kristalografi
menunjukkan bahwa domain C-terminal effector pada
protein NS1 virus influenza manusia dan unggas (residu
74 —230) (Gambar 4) dapat melakukan homodimerisasi
secara independen, dengan masing-masing monomer
yang terdiri dari tujuh pB-strand dan tiga o-helik
(BORNHOLDT dan PRASAD, 2006; HALE et al., 2008a).

Gambar 4 menunjukkan bahwa protein NSI
(berwarna kuning) mempunyai panjang asam amino
230 — 237 tergantung dari strain. Dua puluh asam
amino pada asam amino C-terminal ~20 merupakan
protein nonstruktural. NS1 terdiri dari dua nuclear
localization sequences (NLS1 dan NLS2), dan sebuah
nuclear export sequence (NES). Residu yang terlibat
dalam RNA-binding (Arg-38 [R38] dan Lys-41[K41])
diimplikasikan dalam penghambatan OAS/RNase L,
Jun N terminal kinase, dan RIG-I. Lebih lanjut, NS1
mengandung binding sites untuk poly(A)-binding
protein 1 (PABPI), p85b, importin-a, nucleolin, NS1-
BP, elF4GI, hStaufen, NS1-I, PKR, PACT, CPSF30,
poly(A) —binding protein 1I (PABPII), Crk/CrkL,
domain PDZ, viral polimerase, dan komponen seluler
mRNA nuclear export machinery (E1B-AP5, pl5,
NXF1, dan Rael). Interaksi NS1 dengan nucleolin, dan
NS1-I  (17b-oestradiol  dehydrogenase precursor
protein) (WOLFF et al., 1996) sejauh ini belum banyak
dikarakterisasi.
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Gambar 3. Visualisasi prediksi tiga dimensi protein NS1 dari virus
A/Ck/East Java/BL-IPA/2003

Sumber: DHARMAYANTI (2009)
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Gambar 4. Representasi skematik protein NS1 dan protein yang berinteraksi dengannya

Sumber: HALE et al. (2008b)
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NS1 membatasi aktivitas PKR dan OAS

NS1 dapat secara langsung menghambat fungsi
dua protein antivirus sitoplasama yaitu 2'-5'-
oligoadenylate synthetase (OAS) (MIN dan KRUG,
2006), dan dsRNA-dependent serine/threonine protein
kinase R (PKR) (MIN et al., 2007). OAS/Rnase L dan
PKR merupakan kunci regulator dari proses transkripsi
dan translasi virus, tetapi berperanan juga dalam
pertahanan awal seperti induksi IFN-B dan respon
apoptosis inang (GARCIA et al., 2006; SILVERMAN,
2007). OAS diaktifkan oleh dsRNA, diduga merupakan
produk dari replikasi virus, dan polimerisasi ATP
menjadi rantai 2'-5' oligoadenylate. Rantai ini
menyebabkan dimerisasi dan aktivasi laten RNase,
RNase L, yang menghambat replikasi virus dengan
degradasi RNA  (SILVERMAN,  2007). Data
menunjukkan bahwa fungsi utama NS1 RNA-binding
domain adalah keluarnya OAS untuk berinteraksi
dengan dsRNA, sehingga penghambatan ini merupakan
strategi antivirus inang (MIN dan KRUG, 2006). Peran
RNase L dalam menambah produksi IFN-B
(SILVERMAN, 2007), kemungkinan inaktivasi OAS
yang diperantarai NS1 juga berkontribusi terhadap
supresi sintesis IFN-B (DONELAN et al., 2003; TALON
etal., 2000).

Double strand ribonucleic acid (dsRNA) juga
terikat dan mengaktivasi PKR, melepaskan PKR
auto-inhibition yang merupakan substrat utama untuk
mengaktifkan PKR adalah eukaryotic translation
initiation factor 2a (alF2a), fosforilasi yang berperanan
terhadap pengurangan sintesis protein selular dan
protein virus (GARCIA et al., 2006). Dalam percobaan
in vitro, menunjukkan bahwa pada awalnya mungkin
juga NSI berkompetisi dengan PKR untuk mengikat
dsRNA (HATADA et al., 1999; Lu et al., 1995). Namun,
RNA-binding yang defek pada protein NS1 secara
efisien membatasi aktivasi PKR dalam merespon
dsRNA atau PACT yang merupakan sebuah pengaktif
protein dari PKR (LI et al., 2006a). Selain itu, NSI
juga berinteraksi dengan PKR, yang memerlukan
residu 123 — 127 dari NS1 (L1 et al., 2006a; MIN et al.,
2007). Berdasarkan studi pemetaan domain,
diperkirakan NS1 terikat pada daerah penghubung
dalam PKR dan dengan demikian mencegah perubahan
konformasi  yang biasanya diperlukan  untuk
melepaskan PKR auto-inhibition (L1 et al., 2006a).

NS1 dan respon apoptosis inang

Fungsi biologis apoptosis selama infeksi virus
influenza A tidak begitu jelas, meskipun sering
dianggap sebagai mekanisme antiviral selular yang
akan membatasi replikasi virus. Virus influenza telah
mengembangkan berbagai cara untuk menunda ini,

sebagai strategi pertahanan inang (EHRHARDT et al.,
2007; KUROKAWA et al., 1999; ZHIRNOV dan KLENK,
2007; ZHIRNOV et al., 2002).

Faktor pro-apoptosis selular juga menginduksi
efisiensi propagasi virus influenza dan protein virus
tertentu, seperti NA dan PBI1-F2, yang juga
mempunyai fungsi pro-apoptosis (PALESE dan SHAW,
2007). Secara keseluruhan regulasi temporal antara
mekanisme pro- dan anti-apoptosis mungkin menjadi
sangat penting untuk virus. Pembatasan apoptosis pada
fase awal selama infeksi dapat meginduksi beberapa
kejadian  seperti  replikasi genom, sementara
meningkatkan apoptosis nantinya dapat mengakibatkan
peningkatan keluarnya anakan virus. Apoptosis yang
terjadi setelah virus bereplikasi kemungkinan dapat
meningkatkan pembersihan fagositik dari sel terinfeksi,
yang mungkin merangsang respon sitotoksik yang
diperantarai oleh sel.

Peran NSI1 dalam apoptosis belum sepenuhnya
jelas, karena NS1 dilaporkan memiliki keduanya yaitu
sebagai pro- dan anti-apoptotis (EHRHARDT et al,,
2007; LaM et al., 2008; SCHULTZ-CHERRY et al., 2001;
SHIN et al., 2007b; STASAKOVA et al., 2005; ZHIRNOV
et al., 2002). Sepertinya antagonis fungsi dari NS1 ini
mungkin sebagai konsekuensi dari protokol eksperimen
yang spesifik, tipe sel atau strain virus yang digunakan.
Hipotesis yang menarik adalah NS1 berkontribusi
secara temporal terhadap tekanan pada awal apoptosis
dan induksi yang lambat dari kematian sel.

Selama infeksi virus, NS1 dengan jelas
menampilkan fungsi anti-apoptotis yang terkait dengan
kemampuan untuk membatasi produksi dan pengaruh
IFN (ZuaIrRNOV et al., 2002). Oleh karena itu, dalam sel
MDCK kompeten IFN, virus PR8 deINS1 menginduksi
apoptosis lebih tinggi daripada wt PR8 (ZHIRNOV et al.,
2002). Namun, dalam sel Vero, yang kekurangan gen,
kedua virus menginduksi apoptosis dalam tingkat yang
serupa, namun lebih lambat daripada yang diamati pada
sel MDCK (ZHIRNOV et al., 2002). Belum diketahui
fungsi sel Vero yang defek di jalur gen selain IFNo/p,
karena itu diduga bahwa antagonis IFNo/f NS1 adalah
faktor yang paling penting dalam membatasi apoptosis.
Secara katalitik aktif, PKR dilaporkan berperan dalam
apoptosis selama infeksi virus influenza (TAKIZAWA et
al., 1996). Pengikatan langsung dan penghambatan
PKR oleh NS1 juga dapat mengakibatkan tekanan pada
kematian sel. Hal yang sama mungkin berlaku untuk
inhibisi yang diperantarai NS1 yaitu pro-apoptotis
OAS/RNase L (MIN dan KRUG, 2006), atau jalur
JNK/AP-1 (LUDWIG et al., 2002). Seperti yang telah
dijelaskan, aktivasi dari jalur sel-inang PI3K
digambarkan sebagai metode tambahan dari NS1 yang
mungkin membatasi induksi apoptosis (EHRHARDT et
al., 2007; SHIN et al., 2007a; ZHIRNOV dan KLENK,
2007).
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Protein NS1 dalam deregulasi sitokin dan virulensi

Pertama kali dilaporkan infeksi virus influenza
H5N1 (HPAI) pada manusia di tahun 1997 yang
menyebabkan infeksi pada 18 individu dengan enam
diantaranya meninggal dunia (SUBBARAO et al., 1998).
Virus yang bertanggung jawab atas kejadian tersebut
merupakan pemicu yang kuat dari sitokin pro-
inflamatori, terutama TNF-o (CHEUNG et al., 2002),
dan infeksi  virus yang dicirikkan  dengan
hypercytokinaemia dan sindrom reaktif
haemophagocytic (To et al., 2001). Berdasarkan
analisis pada virus influenza manusia, protein NS1
virus H5N1 dapat menurunkan tingkat induksi sitokin
pro-inflamatori, dan spekulasinya adalah datangnya
penyakit tergantung pada keseimbangan produksi
sitokin pro-inflamatori dan kemampuan NSI1 untuk
mengatasi hal tersebut (HYyLAND et al., 2006).
Penelitian SEO et al. (2002) menunjukkan bahwa virus
letal H5N1 (HK/97) telah resisten terhadap efek
antiviral IFN dan TNF-a (SEO et al.,, 2002) dan
resistensi ini membutuhkan asam amino asam glutamat
pada posisi 92 dari NS1. Introduksi protein NS1 dari
virus HK/97 ke dalam virus influenza manusia
memungkinkan virus rekombinan melakukan replikasi
dengan adanya sitokin, sedangkan virus wt, atau virus
rekombinan virus dengan asam aspartat pada posisi 92,
virus tidak dapat bereplikasi sama sekali. Virus
rekombinan ini juga meningkatkan patogenisitas pada
babi. SEO et al. (2002) dalam studinya juga
menunjukkan bahwa hypercytokinaemia yang terkait
dengan virus HK/97 kemungkinan disebabkan oleh
respon sitokin inang yang sangat besar dalam melawan
virus yang sangat resisten terhadap sitokin. Hal berbeda
dengan hasil HYLAND et al. (2006), pada mencit yang
diinfeksi dengan PR8 rekombinan yang mengkode
protein NS1 virus HK/97 menyebabkan tingginya
tingkat sitokin/kemokin dan menurunkan sitokin
inflamatori (IL-10) (LIPATOV et al., 2005).

Ketidakseimbangan sitokin ini memerlukan Glu-92
pada NS1, hal ini konsisten dengan hasil post mortem
individu yang meninggal pada tahun 1997 akibat
wabah H5N1 HPAI. Namun, harus dicatat bahwa,
walaupun virus HPAI yang diisolasi pada tahun 1997
mengandung Glu-92 pada NS1, virus HSN1 yang
memiliki residu ini tidak dapat diisolasi lagi di alam
dan Glu-92 belum pernah ditemukan di protein NS1
virus influenza A yang lain. Pada tahun 2008,
penelitian terbaru melaporkan bahwa delesi asam
amino pada posisi 80 — 84, protein NS1 meningkatkan
virulensi virus H5N1 (LONG et al., 2008). Namun,
karena peningkatan virulensi selalu terkait dengan
mutasi Glu-92 dan tidak terjadi pada virus yang
mengandung Asp-92 di NSI1, efek delesi ini menjadi
tidak jelas. Dalam studi sebelumnya dicatat bahwa
beberapa virus dengan delesi residu 191 — 195 di NS1
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juga memiliki delesi residu 80 — 84 (ZHU et al., 2008).
Mengingat bahwa salah satu virus ini memunculkan
sifat tidak patogen, sehingga sangat penting untuk
menentukan peranan delesi dari 80 — 84 sebagai
determinan virulensi.

Peranan NS1 dalam sinyal sel dan virulensi

Selain mengatasi respon IFN inang dan dapat
melakukan replikasi secara efisien dalam keberadaan
sitokin, mekanisme lain yang dapat mempengaruhi
virulensi NS1 adalah dengan binding dan berinteraksi
dengan protein sinyal selular. Dari skala besar analisis
sekuensing teramati bahwa C-terminal dari protein NS1
virus avian influenza memiliki sekuen konsensus dari
PDZ domain ligand (PL) (OBENAUER et al., 2006).
PDZ domain PL adalah protein-protein recognition
yang termasuk dalam protein-protein yang mengatur
berbagai penyusunan sinyal selular yang luas. Mereka
secara khusus mengenali dan mengikat motif peptida
pendek C-terminal yang terdiri dari 4 — 5 asam amino,
yang disebut PL. PL dari protein NS1 virus influenza
unggas terdiri dari residu 227 — 230, dengan sekuen
ESEV atau EPEV. Sekuen C-terminal NS1 pada virus
influenza manusia yang diisolasi sejak tahun 1918
dapat dilihat pada Gambar 2. Sekuen PL pada unggas
tidak terdeteksi pada protein NS1 virus influenza bukan
unggas, dan untuk sejumlah besar protein NS1 virus
influenza pada manusia diperpanjang dengan tujuh
asam amino pada C-terminal.

OBENAUER et al. (2006) menunjukkan bahwa
protein NS1 influenza unggas dari virus 1918 mampu
untuk mengikat 30 protein PDZ domain manusia,
sedangkan virus pada manusia tidak dapat melakukan
hal tersebut. Efek dari sekuen PL NS1 virus unggas
justru terjadi pada virulensi virus influenza manusia
yang baru-baru ini dilaporkan oleh JACKSON et al.
(2008). Introduksi sekuen PL virus 1918 pada protein
NSI dari virus WSN meningkatkan virulensi virus ini
pada mencit. Infeksi dengan virus yang berisi PL-avian
like pada protein NS1 telah ditandai dengan kehilangan
bobot badan yang parah, kemampuan hidup yang
menurun, menurunkan MLDs, alveolitis parah dan
peningkatan penyebaran virus pada paru-paru. Hasil ini
mendukung hipotesis bahwa protein NSI, ketika
berada dalam sel manusia, dapat berinteraksi dengan
protein yang mengandung domain PDZ untuk
mengganggu jalur selular dan meningkatkan virulensi.

KESIMPULAN

Peranan dua segmen terkecil virus influenza yaitu
M dan NS sangat penting dalam analisis patogenisitas
dan virulensi virus influenza. Analisis sensitivitas obat
antara yang sensitif amantadin dan resisten amantadin
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pada virus menunjukkan faktor yang menentukan
kepekaan terhadap amantadin dan hubungannya dengan
inhibitor pada gen M. Protein NS1 virus influenza A
adalah komponen bukan struktural dari virion, tetapi
protein tersebut diekspresikan pada level yang sangat
tinggi pada sel terinfeksi sehingga protein ini dapat
digunakan sebagai penanda faktor virulensi baru dari
virus influenza. Selain itu, protein NS1 juga dapat
menunjukkan virus influenza tersebut berasal dari
mamalia atau manusia atau berasal dari unggas. Semua
virus influenza dari manusia, babi dan kuda disebut
sebagai alel A, sedangkan alel B khusus untuk virus
unggas. Pentingnya melakukan analisis kedua protein
ini untuk mengetahui karakter biologis dan molekuler
virus influenza secara keseluruhan, terutama virus
influenza di Indonesia, selanjutnya dapat membantu
dalam memprediksi perubahan karakter virus dan
mewaspadai virus-virus mutasi yang kemungkinan
akan lebih berbahaya bagi manusia pada masa
mendatang.
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