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ABSTRACT

Human Herpesvirus 4 (HHV-4), also known as Epstein-Barr virus (EBV), is a member of the
herpes virus family that has significant genetic variation. Molecular studies show that this variation can
occur in genes that code for capsid proteins, DNA-binding proteins, and transcription-regulating
proteins. In silico methods are used to determine mutations and genetic variations. The purpose of this
study was to explore genetic variability in the LMP-1 HHV 4 gene sequence from NCBI PopSet
2581709082 using RFLP in silico. Restriction enzyme screening using restriction enzyme digest of DNA
sites. RFLP in silico using the Benchling site. Genetic variability using the MEGA 11 application. The
results obtained in silico screening of restriction enzymes and RFLP showed arelationship between
PopSet 2581709082 genetic variation and HHV 4 LMP-1 genes, marked by the presence of five alleles,
namely A1, A2, A3, A4, and A5.

Keywords : HHV-4 virus, in silico, genetic variability.

ABSTRAK

HHV-4 adalah virus DNA beruntai ganda yang termasuk dalam keluarga Herpesviridae.
Herpesvirus manusia 4 (HHV-4), juga dikenal sebagai virus Epstein-Barr (EBV), adalah anggota dari
keluarga virus herpes yang memiliki variasi genetic yang signifikan. Studi molekuler menunjukkan
bahwa variasi ini dapat terjadi pada gen-gen yang mengkode protein kapsid, protein pengikat DNA,
dan protein pengatur transkripsi. Metode in silico digunakan untuk mengetahui mutase dan variasi
genetik. Tujuan penelitian ini untuk mengeksplorasi variabilitas genetik pada gen LMP-1 HHV 4
sekuen dari NCBI PopSet 2581709082 menggunakan RFLP secara in silico. Skrining enzim restriksi
menggunakan situs restriction enzyme digest of DNA. RFLP secara in silico menggunakan situs
Benchling. Variabilitas genetik menggunakan aplikasi MEGA 11. Hasil yang diperoleh pada skrining
enzim restriksi dan RFLP secara in silico menunjukkan adanya hubungan variasi genetik PopSet
2581709082 dan HHV 4 gen LMP-1, ditandai keberadaan lima alel yaitu A1, A2, A3, A4, dan A5.

Kata kunci : virus HHV-4, in silico, variabilitas genetik.

PENDAHULUAN

Human Herpesvirus 4 (HHV 4) atau disebut juga Epstein-Barr Virus (EBV)
merupakan virus gamma herpesvirus yang menyerang sekitar 95% orang dewasa (Mentzer
et al.,, 2022). Sebuah studi pada tahun 2017 mengenai kanker terkait EBV memproyeksikan
bahwa beberapa penyakit, termasuk limfoma Burkitt, limfoma Hodgkin, karsinoma
nasofaring, dan kanker lambung, tercatat sebanyak 1,44 juta kasus baru dan sekitar 973.000
kematian di seluruh dunia (Khan et al., 2020). Virus EBV dapat menimbulkan penyakit
komplikasi mononukleosis menular yang berhubungan dengan epididimitis akut (Sako et
al, 2022). Kunci dalam perkembangan beberapa penyakit tersebut adalah peran
transformasi Latent Membrane Protein 1 (LMP-1) (Kimberlin et al., 2021).
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Latent Membrane Protein 1 (LMP-1) merupakan onkogen signifikan dari virus yang
menyebabkan kanker EBV (Zheng et al., 2007). LMP-1 mengandung 356 asam amino yang
terdiri dari tiga domain: ekor terminal-N pendek (asam amino 1-23); enam domain
transmembran (asam amino 24-186); dan ekor terminal-C sitoplasma panjang (asam
amino 187-386) yang mengandung tiga domain fungsional berbeda, juga dikenal sebagai
daerah aktivasi terminal-C 1, 2, dan 3 (Coffin et al., 2001; Gires et al., 1997). LMP-1 berperan
sebagai peniru sinyal reseptor CD40 kostimulasi pada limfosit B yang terinfeksi EBV dengan
meminta bantuan molekul pemberi sinyal seluler, seperti TRADD dan protein faktor terkait
reseptor faktor nekrosis tumor (TRAF). LMP-1 memicu aktivasi jalur mitogen-activated
protein kinase (MAPK), NF-kB, IRF7, fosfatidilinositol 3-kinase (PI3-K), dan STAT (Kieser &
Sterz, 2015).

LMP-1 memiliki derajat polimorfisme yang tinggi sehingga dapat mempengaruhi
aktivitas tumorigenik (Smatti et al., 2018). Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa
protein LMP-1 mempengaruhi jalur sinyal PI3K/AKT dalam proses onkogenesis, yang
terkait dengan angiogenesis sehingga menyebabkan berkembangnya tumor pada kanker
nasofaring dan limfoma Hodgkin (Luo et al., 2021). Pada kasus limfoma Burkitt endemik
(eBL) di Afrika, Amerika Selatan, dan Uganda ditemukan 4 varian urutan pada gen LMP-1
yaitu pola A hingga D, dengan pola A ditemukan pada 60,9% dari biopsi BL dan OR: 9,7 serta
pola D dengan OR: 13,6 (Liao et al., 2018). Selain itu, kasus di Kenya bagian barat varian
baru gen LMP-1 ditemukan di 40,5% rangkaian eBL dan 25,0% dari kontrol sehat (Wohlford
etal, 2013).

Salah satu analisis variasi genetik adalah Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP). RFLP merupakan metode untuk menentukan perubahan pola panjang fragmen DNA
yang telah dipotong oleh enzim restriksi. RFLP memanfaatkan perbedaan individu dalam
urutan DNA untuk menghasilkan variasi lokasi pemotongan enzim restriksi, yang
menghasilkan potongan DNA dengan ukuran berbeda (Sen, 2024). Pemetaan genom,
penandaan gen, perpustakaan cDNA, spesiasi dan domestikasi, hubungan keluarga, varian
genetik, dan fenomena lainnya semuanya dapat ditemukan dengan metode RFLP (Erni &
Wathon, 2019).

Berdasarkan penjelasan tersebut, penelitian ini bertujuan untuk menganalisis dan
mengeksplorasi variasi genetik pada gen LMP-1 HHV 4 menggunakan analisis RFLP secara
in silico, yang diharapkan dapat memberikan wawasan baru tentang diversitas genetik EBV
dan implikasinya terhadap patogenisitas dan terapi.

METODE PENELITIAN
Bahan

Sekuen gen LMP-1 HHV-4 yang digunakan untuk uji in silico diunduh dalam format
FASTA dari NCBI dengan PopSet 2581709082

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR393166.1). Dalam PopSet tersebut terdapat 21
sekuen gen pengkode protein LMP-1 HHV-4 (partial cds) dengan accession number
OR393146.1 - OR393166.1.
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Tabel 1. Sekuen gen LMP-1 HHV-4 yang digunakan untuk uji in silico

Accession number Panjang DNA
OR393166.1 302 bp
OR393165.1 302 bp
OR393164.1 302 bp
OR393163.1 236 bp
OR393162.1 236 bp
OR393161.1 335bp
OR393160.1 269 bp
OR393159.1 302 bp
OR393158.1 317 bp
OR393157.1 317 bp
OR393156.1 317 bp
OR393155.1 317 bp
OR393154.1 335 bp
OR393153.1 317 bp
OR393152.1 335bp
OR393151.1 335 bp
OR393150.1 317 bp
OR393149.1 317 bp
OR393148.1 317 bp
OR393147.1 317 bp
OR393146.1 317 bp

Skrining Kandidat Enzim Restriksi

Skrining enzim restriksi yang akan digunakan pada RFLP in silico menggunakan
situs (http://insilico.ehu.es/restriction/). Sekuen DNA yang sudah diperoleh dalam format
FASTA dari data GenBank NCBI, kemudian diunggah di kolom yang sudah disediakan pada
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menu Main tool. Langkah selanjutnya pilih “Only restriction enzymes with known bases (no
N,R)Y...)” digunakan agar memperoleh kandidat enzim restriksi dengan sisi pengenalan
yang pasti. Kemudian pilih “Get list of restriction enzymes” untuk memperoleh enzim
restriksi yang akan digunakan.

RFLP secara In silico

RFLP merupakan metode untuk menentukan perubahan pola panjang fragmen DNA
yang telah dipotong oleh enzim restriksi. RFLP dilakukan secara in silico menggunakan situs
(https://www.benchling.com/). Tahap awal yang dilakukan adalah mengimpor sekuen
DNA yang sudah diunduh dari NCBI pada menu “+”, pilih “Project”, dan “Import DNA/ RNA
sequences”. Selanjutnya pilih tanda gunting pada pojok kanan atas. Kemudian pilih nama
enzim restriksi yang sudah ditentukan sebelumnya pada saat skrining pada menu “find
enzyme”. Selanjutnya, klik menu “run digest” untuk merestriksi sekuen DNA dan pilih menu
“virtual digest” untuk melihat gambar elektroforegram.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Alignment Sekuen DNA

Sekuen DNA yang telah dikumpulkan dengan PopSet 2581709082 dari GenBank
kemudian di alignment. Alignment sekuen DNA dilakukan menggunakan software MEGA11
ClustalW. Clustal merupakan perangkat lunak yang digunakan untuk penyelarasan urutan
sekuen. Alignment digunakan untuk mengetahui tingkat kesamaan atau homologi, variasi
genetik, dan identifikasi sekuen yang memiliki potensi sebagai barcode. Sekuen yang
memiliki potensi sebagai DNA barcode adalah sekuen pendek yang khas dan berbeda dari
sekuen lainnya.
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¥IName GATGACAATGGCCCACAGGACCCTGOGACAACACTOATGACAATGGCCCACATGACCC
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Gambar 1. Hasil alignment sekuen gen LMP-1 HHV 4 menggunakan software Mega 11.
Mutasi genetik terjadi pada urutan basa ke-1, 6, 7, 43, 44, 46, 47, 59, 169,213,246, 255,

266,274,293, 294, 295, 311, 314, 320, 321

Tabel 1. Frekuensi mutasi basa nukleotida

From/ To A

T/U

C

T/U 6,86
C 6,86

G 17,39

3,50

5,30

3,50

7,88

11,95

7,88

16,15
6,37

6,37
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Total (%) 50,79 49,22

Keterangan:
Substitusi transisi = tulisan bold
Substitusi transversi = tulisan italic

Berdasarkan Tabel 2. yang menunjukkan hasil frekuensi mutasi dapat dinyatakan
bahwa perubahan basa nitrogen yang terjadi merupakan mutasi yang memiliki sifat
substitusi transisi dan substitusi transversi. Mutasi titik disebut juga SNP (Single Nucleotide
Polymorphism). Nilai substitusi transisi sebesar 50,79% dan substitusi transversi sebesar
49,22%. Perubahan basa nitrogen didominasi oleh substitusi transisi. Perubahan basa
nitrogen yang didominasi oleh substitusi transisi sering kali disebabkan oleh mutasi titik
(Kim et al., 2020)

Transisi lebih umum terjadi dibandingkan dengan transversi karena stabilitas
strukturalnya (Dash et al., 2024). Transisi adalah jenis mutasi titik di mana satu basa purin
diganti dengan basa purin lainnya (adenin (A) diganti dengan guanin (G), atau sebaliknya)
atau satu basa pirimidin diganti dengan basa pirimidin lainnya (sitosin (C) diganti dengan
timin (T), atau sebaliknya). Setiap perubahan pada basa nukleotida dalam DNA dapat
mempengaruhi karakteristik gen dan dapat menunjukkan variasi atau karakter pembeda
(Hsieh et al., 2021). Perubahan ini bisa berdampak pada berbagai aspek, termasuk ekspresi
gen, fungsi protein, dan fenotip organisme (Murakami & Jaffery, 2022.

Skrining Kandidat Enzim Restriksi

Berdasarkan hasil skrining enzim restriksi, didapatkan sisi pengenalan C*"TA_G
yang disebut sebagai enzim Bfal. Enzim ini dipilih karena memperlihatkan variasi dalam
pola pemotongan pada semua sekuens gen LMP-1 HHV4 dalam PopSet 2581709082. Hal ini
dapat dilihat pada Gambar 2.

35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35
249 248 249 249 248 258 258 249 258 249 248 248 248 225 192 258 159 159 225 225 225

Gambar 2. Skrining enzim restriksi secara in silico
Enzim Bfal merupakan merupakan enzim restriksi yang berasal dari bakteri
Bacteroides fragilis (New England Biolabs, 2024). Isoschizomer enzim Bfal adalah Mael dan
XspxI. Ketiga enzim ini menghasilkan fragmen DNA dengan ujung yang tumpul (blunt ends)
(Thermo Scientific, 2024).

RFLP secara in silico

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) adalah teknik yang sering
digunakan untuk menentukan genotip (genotyping) suatu organisme. Teknik ini melibatkan
pemotongan urutan DNA menggunakan enzim restriksi. Setelah itu, fragmen-fragmen DNA
hasil pemotongan dipisahkan menggunakan proses elektroforesis. Fragmen DNA yang
terpisah akan divisualisasikan menggunakan metode Southern Blotting (Dai & Long, 2015).
Sebelum melakukan proses RFLP di laboratorium, prediksi terhadap hasil genotyping dapat
dilakukan secara in silico. Proses in silico ini melibatkan simulasi pemotongan sekuen DNA
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dengan enzim restriksi dan visualisasi fragmen DNA yang terbentuk tanpa harus melakukan
eksperimen secara fisik. Uji in silico dapat digunakan sebagai metode untuk memperkirakan
kondisi yang akan terjadi secara nyata di laboratorium. Hal ini dilakukan dengan
memanfaatkan program aplikasi atau perangkat lunak tertentu yang dapat melakukan
simulasi berbasis komputer (Kanaya & Achyar, 2023).

RFLP secara in silico pada 21 sekuen DNA gen LMP-1 HHV 4 PopSet 2581709082
pada aplikasi Benchling menggunakan enzim restriksi yang telah dipilih pada tahap
skrining kandidat enzim restriksi yaitu enzim Bfal. Hasil RFLP in silico divisualisasikan
dengan elektroforegram seperti pada Gambar 3.

il

Gambar 3. Hasil elektroforegram restriksi dengan enzim Bfal secara in silico
Kiri: Ladder, (1) OR393166.1, (2) OR393165.1, (3) OR393164.1, (4) OR393163.1,

(5) OR393162.1, (6) OR393161.1, (7) OR393160.1, (8) OR393159.1, (9) OR393158.1,
(10) OR393157.1, (11) OR393156.1, (12) OR393155.1, (13) OR393154.1, (14)
OR393153.1, (15) OR393152.1, (16) OR393151.1, (17) OR393150.1, (18) OR393149.1,
(19) OR393148.1, (20) OR393147.1, (21) OR393146.1

Restriksi dengan enzim Bfal pada 21 sekuen DNA gen LMP-1 HHV 4 menghasilkan
lima variasi alel. Alel A1 menghasilkan dua pita DNA berukuran 190 bp dan 77 bp, alel A2
menghasilkan dua pita DNA berukuran 124 bp dan 77 bp, alel A3 menghasilkan dua pita
DNA berukuran 223 bp dan 77 bp, alel A4 menghasilkan dua pita DNA berukuran 157 bp
dan 77 bp, dan alel A5 menghasilkan dua pita DNA berukuran 205 bp dan 77 bp. Alel A5
memiliki frekuensi alel lebih tinggi dibandingkan dengan alel lain. Hal tersebut disebabkan
alel A5 memiliki persentase kehadiran fragmen 48% dari 21 sekuen pada NCBI PopSet
2581709082.

Tabel 3. Frekuensi alel gen LMP-1 HHV 4 menggunakan enzim Bfal

Enzim Situs Ukuran Alel Jumlah Persentase Frekuensi
Restriksi Pengenalan Fragmen Kehadiran Kehadiran Alel
Fragmen (N=21) Fragmen

Bfal CrTA_G 77 bp Al 4 19% 0,19
190 bp
77 bp A2 2 9% 0,09
124 bp
77 bp A3 4 19% 0,19
223 bp
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77 bp A4 1 5% 0,05
157 bp
77 bp A5 10 48% 0,48
205 bp

Berdasarkan hasil RFLP in silico diketahui terdapat variasi genetik dalam sisi
pengenalan enzim restriksi Bfal pada gen LMP-1 HHV 4. Gen LMP-1 ini dapat menginfeksi
dan mengaktifkan sel-sel darah putih yang disebut limfosit B, virus ini dapat mengubah sel
tersebut menjadi sel limfoblastoid yang bersifat ganas atau kanker (Volaric et al., 2024). Hal
tersebut disebabkan gen LMP-1 memiliki laju mutasi yang relatif tinggi dan rentan
mengalami mutasi dibandingkan varian lain, sehingga kemungkinan memiliki sisi
pengenalan enzim yang dapat digunakan untuk mendeteksi cepat secara RFLP (Lorenzetti
etal., 2012).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada skrining enzim restriksi dan RFLP secara in
silico menggunakan enzim Bfal (CATA_G) menunjukkan adanya hubungan variasi genetik
dalam sisi pengenalan restriksi enzim antara PopSet 2581709082 dan HHV 4 gen LMP-1
yang ditandai keberadaan lima alel yaitu A1, A2, A3, A4, dan A5.
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