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Abstract: Chikungunya  is mosquito  born disease  that  is  spread  across  continents.  This  research  provides 

valuable insights into the potential functional significance of the hydrophobic tail and cysteine‐rich regions in 

E2 proteins. These findings lay the groundwork for future investigations into the specific roles of the C‐terminal 

domain and post‐translational modifications, which could ultimately lead to a better understanding of viral 

mechanisms and potential therapeutic targets. 
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1. Introduction 

Chikungunya virus is an RNA virus that belongs to alphavirus genus. Chikungunya affects a 

large  part  of  Asia,  Africa  and  Europe(World  Health  Organization,  2015).  The  symptoms  of 

chikungunya include rashes, fever, muscles pain and joint pain. The pain in the muscles and joint is 

the signature of the disease. The exact figures of morbidity and mortality not clear due to current 

challenges in reporting during the outbreaks and diagnosis (Deoshatwar et al., 2021; Gopalkrishna et 

al., 2019; A. Kumar et al., 2016, 2022). Though chikungunya related mortality rare and associated with 

co‐morbidity with other diseases (Gill et al., 2009; Roesch et al., 2018; Shahid et al., 2023; Shikha et al., 

2023). The diagnosis of chikungunya is mainly through RT‐PCR and also through antibodies. For RT‐

PCR, target gene includes non‐structural protein 2 (nsP2) and the E1 and nsp4 genes. Currently, many 

vaccine  candidates  are  in  the  pipelines  against  chikungunya  using  the  regions/proteins  of 

chikungunya. E2 proteins are one the vaccine candidate. E2 proteins is glycoprotein that facilitates 

binding of chikungunya virus to host cells (Gill et al., 2022). Chikungunya virus attacks the host cell 

by  receptor mediated  endocytosis mechanism.  For  the  same  even E1‐E2  heterodimer  complexes 

undergoes an irreversible conformational change leading to the opening of viral capsid and entry of 

viral  genomic  content  inside  the  host  cell.  E2  protein  exists  as membrane  protein  during  viral 

replication. Protein sequence based and network‐based analysis can provide important insight on the 

role of E2 protein in the host cell (Garg et al., 2023; Kaur et al., 2023). In this piece of work, we have 

tried to investigate the relevance of post‐translational modification of E2 proteins and its effect on 

viral cycle on human host. 

2. Materials and Methods 

In silico sequence‐based prediction method was used. The E2 protein sequence was retrieved 

from NCBI. Potential globular domain as well as  transmembrane domain was determined using 

GLOBPLOT2 and TMHMM‐2.0 respectively. Hyrodopathycity was determined using Protscale of 

Expasy. Post‐translation modification were determined using NetNGlyc ‐ 1.0 (Duvaud et al., 2021; P. 

Kumar, Rani, et al., 2022). 

3. Results 

Prediction of Transmembrane Domain 

Transmembrane  region was predicted  from 384  to 406 amino acids  (Figure 1). Hydrophobic 

region of C‐terminal supports the presence two transmembrane domains in precursor E2(Bogunia & 

Makowski,  2020).  Second  transmembrane  come  out  of  membrane  after  post‐transnational 
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modification. This hydrophobic region is also seems important interaction between E1 and E2 (Figure 

1). It contains three domains. N‐terminal region, transmembrane region and cytoplasmic region. E2 

N‐terminal region is approx 350 amino acid long, followed by 20 aa transmembrane region and then 

cytoplasmic region of again 20 amino acids. Transmembrane domain and C‐terminal region are more 

hydrophobic in comparison to N‐terminal region. E2 have 45% conserved protein. The percentage of 

conversion drop down  from 360‐380 aa which  is  the predicted  transmembrane  region. At  the C‐

terminal only that E2 protein interact with E1 by this C‐terminal tail. Thus, might be the interaction 

between E1 and E2 doesn’t depend on specific motif. Predicting the fold of second globular domain 

(structure of 183‐280 aa out of 161‐346 aa)(Dobhal et al., 2024; A. Kumar et al., 2016). 

A. 

 
B. 

 

Figure 1. A. Prediction of  transmembrane helices  in E2 proteins using TMHMM. B. Prediction of 

hydropathcity of E2 protein determined using ProtScale Expasy. 

Phylogenetic Analysis 

Phylogenetic analysis of less conserved proteins like E2 is difficult. Phylogenetic tree is prepared 

from E2 protein,  it  showed more  similarity between E2 proteins of  chikungunya virus  is and O’ 
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nyong‐nyong virus, whereas E2 proteins  two viruses have  significant phylogenetic distance with 

other alphaviruses (Figure 2). This distance is also significant with Semliki forest virus (SFV). Even 

though  chikungunya  and  O’  nyong‐nyong  belong  to  Semliki  forest  virus  class.  This  result  is 

important  in  illustrating  high mortality  in Chikungunya  infection  in  comparison  to  other  alpha 

viruses.   

 

Figure 2. Phylogenetic tree prepared based on E2 protein of chikungunya. 

Post‐Transnational Modification 

Post‐translation modification are the key player in regulating the protein structure‐function (Gill 

et al., 2010; A. Kumar et al., 2012; Mishra  et al., 2009). Alpha virus E2 are heavily palmitoylated 

containing  5  to  6  palmitic  acid.  These  lipid molecules  are  present  in  cytosolic  tail.  In  case  of 

chikungunya we are not able to satisfactorily determine the reason of palmitoylation site (Figure 3). 

 

 

Figure 3. Prediction of glycosylation sites using NetNGlyc  ‐ 1.0. Three potential glycosylation site 

were predicted out which one site is near the transmembrane site. 

4. Discussion 

Presence of the hydrophobic tail and large number of cysteines in the proteins could be play role 

in  the E2  function  inside  the host  cell. Further  studies  are  required  to understand  the  role of C‐

terminal domain and type of post‐translation modifications. N‐terminus region plays very important 

role in binding to host cell surface. In 404 amino acid chikungunya E2 protein N‐terminus length is 

approx 350 aa (Figure 4). This  is region which defines E2 glycoprotein domain. HMM  logo of the 

region showed  large number of conserved Cysteines  (almost all cysteines are conserved).  I  fail  to 

determine the  importance of this fact. Look at globular domain in this region protein contain two 

such domain(P. Kumar, Dhingra, et al., 2022; Sajid et al., 2021). 
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Figure 4. A. Potential globular domains (GlobDoms) by Russell/Linding definition was determine. B. 

Predicted structure of E2 protein. 
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