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Pemetaan Epitope Sel T Pengkode Protein Spike SARS-CoV-
2 Menggunakan Pendekatan Immunoinformatika Sebagai
Kandidat Vaksin Self-Amplifying RNA (SaRNA)

Fahmi Alief Afifudin, Kiptiyah, Mujahidin Ahmad

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

ABSTRAK

Pandemi COVID-19 yang diakibatkan oleh SARS-CoV-2 menjadi
krisis di berbagai sektor bagi manusia. Keperluan akan vaksin
menjadi sangat penting untuk mencapai kekebalan kelompok.
Penelitian ini bertujuan untuk menemukan kandidat vaksin
berbasis RNA dengan epitope protein spike pada SARS-CoV-2
spesifik Indonesia dan dapat dikenali oleh sel B dan spesifik HLA
Il. Penelitian ini diawali dengan mensejajarkan sekuens SARS-
CoV-2 Indonesia dengan sekuens referensi Wuhan, penentuan
epitope sel B dan sel T yang spesifik HLA 1l populasi Indonesia.
Kemudian analisis self peptide, nilai hidrofobisitas, antigenisitas,
alergenisitas dan topologi membran. Selanjutnya, menentukan
plasmid vaksin yang dapat membawa sekuens epitope terpilih
lalu dikonstruksi. Kandidat epitope terpilih dengan sekuens
KLQNVVNQNAQALNT memiliki karakteristik antara lain sifat
protein yang stabil, antigenik, dipresentasikan pada membran sel,
tidak menginduksi reaksi alergi (autoimun) dan hidrofilik. Plasmid
pPcDNA3.1(+)N-GST-TEV hasil konstruksi (bagian insert) terdiri
atas sinyal peptida tPa (tissue plasminogen activator) untuk
meningkatkan ekpresi antigen, NSP1-4VEEV untuk mengkode
protein yang berperan dalam replikasi agar dihasilkan self-
amplifying, CMV (human cytomegalovirus) untuk promoter agar
dikenali oleh sel mamalia untuk percobaan in vitro atau
menginisiasi ekpresi gen insert, bGH-poly (A) sebagai penstabil
sekuens mMRNA, ORI (Origin of repication) untuk menginisiasi
perbanyakan atau replikasi plasmid rekombinan di dalam sek
mikroorganisme untuk perbanyakan vektor. Berdasarkan hasil
penelitian disimpulkan bahwa kandidat vaksin saRNA (self
amplifying) dengan epitope KLQNVVNQNAQALNT memiliki
kriteria yang cukup menjanjikan untuk dilanjutkan dengan
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penelitian secara laboratorium (In Vitro dan In Vivo) ataupun uiji
pre-klinis.

Kata kunci: self-amplifying RNA, SARS-CoV-2, Protein Spike (S),
COVID-19.



Mapping of T-Cell Epitope Coding SARS-CoV-2 Spike Protein
Using Immunoinformatics as a Self Amplifying RNA Vaccine
(SaRNA) Candidate.

Fahmi Alief Afifudin, Kiptiyah, Mujahidin Ahmad

Biology Study Program, Science and Technology Faculty, State
Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang.

ABSTRACT

The COVID-19 pandemic caused by SARS-CoV-2 has become a
crisis in various sectors for humans. Thus, needed vaccines
become very important to achieve her immunity. This study aims
to find RNA-based vaccine candidates with spike protein epitope
on SARS-CoV-2 specific Indonesia and can be recognized by B-
Cell and specific for HLA II. This study begins by aligning the
Indonesian SARS-CoV-2 sequence with the Wuhan reference
sequence, determining the epitope of B-Cell and T-Cell that are
specific for HLA 1l in the Indonesian population. Then self-peptide
analysis, hydrophobicity value, antigenicity, allergenicity, and
membrane topology. Furthermore, determine recombinant
plasmid that can carry selected epitope sequence and then
construct it. The selected epitope candidates were generated with
KLQNVVNQNAQALNT sequence with protein that was stable,
antigenic, presented on cell membranes, didn’t induce allergic
(autoimmune) and hydrophilic reactions. The constructed
pdDNA3.1(+)N-GST-TEV plasmid (insert part) consists of a signal
peptide TPA (tissue plasminogen activator) to increase antigen
expression, NSP1-4VEEV to encode proteins that play a role in
replication to produce self-amplifying, CMV  (human
cytomegalovirus) for a promoter to be recognized by mammalian
cells for in vitro experiments or to initiate insertion gene
expression, bGH-poly (A) as mRNA sequence stabilizer, ORI
(Origin of replication) to initiate multiplication or replication of
recombinant plasmids in microorganisms for multiplication vector.
Based on the results of the study, was concluded that the SaRNA
(self-amplifying) vaccine candidate with the
KLONVVNQNAQALNT epitope had promising criteria to be
followed up with laboratory studies (In-Vitro and In-Vivo) or pre-
clinical testing.



Keywords: self-amplifying RNA, SARS-CoV-2, Protein Spike (S),
COVID-19.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sejak awal abad ke 21 dunia sudah beberapa Kkali
mengalami beberapa kali pandemi diantaranya pandemi SARS,
MERS, Flu Babi, Ebola dan yang saat ini masih terjadi yakni
COVID 19. Namun secara spesifik pada famili coronaviridae
sudah menyebabkan dua pandemi skala besar, yaitu Severe
Acute Respiratory Syndrome (SARS) dan Midle East Respiratory
Syndrome (MERS). Tahun 2002 merupakan awal dari dimulainya
pandemi SARS yang awal muuncul di Tiongkok yang mana
diawali oleh SARS-coronavirus (SARS-CoV) dengan total jumlah
8000 an kasus. Sementara itu MERS terjadi pada tahun 2012
yang disebabkan oleh MERS-coronavirus (MERS-CoV) merebak
pertama kali di kawasan Timur Tengah dengan total jumlah kasus
1000 an kasus dengan total akumulasi kasus kurang lebih 10000
kasus. Mortalitas (angka kematian rata-rata) SARS sekitar 10%
sedangkan MERS lebih tinggi yakni sekitar 40%. Siklus hidup dari
SARS-CoV-2 dimulai saat protein Spike (S) mulai berikatan
dengan reseptor Angiostenin Converting Enzyme — 2 (ACE-2) di
dalam sel inang. Kemudian partikel virus akan menggunakan
reseptor sel endosom untuk masuk ke dalam sel dan difasilitasi
oleh Transmembrane serine protease (TMPRSS2) (McCoy et al.,
2020).

COVID 19 diduga memiliki kesamaan genetik dengan
SARS dan MERS-CoV yang pernah mengakibatkan pandemi

beberapa tahun yang lalu. Namun setelah melalui evaluasi
1



2

genomik yang dilakukan di Tiongkok menunjukkan kesamaan
sebesar 99% yang menunjukkan adanya suatu virus baru yang
berarti virus ini termasuk dalam kelompok bersifat lestari
(conserved) dan memiliki kesamaan dengan bat-derived severed
acute respiratory syndrome (SARS)-like coronaviiruses sebesar
79%. SARS dan MERS sempat menyebabkan epidemi di
Hongkong dan juga negara Timur Tengah. Proses infeksi COVID
19 tidak jauh berbeda dengan SARS-CoV yang pernah menjadi
epidemi sebelumnya (Al-Tawfigq, 2020). Pada manusia, virus ini
menginfeksi melalui saluran pernafasan khususnya alveoli pada
paru-paru. SARS-CoV-2 akan berikatan dengan reseptor dan
membentuk jalur untuk masuk ke dalam sel dan glikoprotein yang
terdapat pada ujung selubung akan mengikat pada reseptor
tersebut. Diperkirakan virus ini berikatan dengan Angiostensin
Converting Enzyme 2 (ACE 2) sebagai reseptor masuk dan
kemudian akan mulai terjadi duplikasi materi genetiknya, sintesis
protein yang dibutuhkan dan selanjutnya akan terbentuk virion
baru yang muncul di permukaan sel (Temsah et al., 2020).
Mekanisme infeksi COVID-19 tidak berbeda jauh dengan
SARS-CoV yang pernah menjadi pandemi di wilayah Timur
Tengah beberapa waktu yang lalu. Pada manusia, virus ini
menginfeksi saluran pernapasan khususnya alveoli pada paru-
paru. Berdasarkan beberapa kasus lainnya, dilaporkan bahwa
SARS-CoV-2 menginfeksi saluran pencernaan dibagian sel epitel
gaster, duodenum dan rektum (Xiao et al., 2020). SARS-CoV-2
akan berikatan dengan reseptor dan membuat jalur masuk ke

dalam sel. Glikoprotein yang ada dan terdapat pada envelope
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spike virus akan berikatan dengan reseptor. Nantinya di dalam
sel virus akan melakukan duplikasi dan replikasi materi genetik
serta mensintesis protein-protein yang dibutuhkan, selanjutnya
akan membentuk virion-virion baru yang muncul di permukaan
sel. (Zhang et al., 2020).

Proses identifikasi COVID-19 bisa melalui beberapa cara
antara lain uji PCR (Polymerase Chain Reaction), tes antibodi
dan tes antigen. Tes PCR menjadi tes acuan untuk mendeteksi
ada atau tidaknya COVID-19 pada manusia. PCR adalah suatu
metode pemeriksaan yang dilakukan dengan mendeteksi
keberadaan materi genetik dari sel, bakteri ataupun virus.
Indentifikasi PCR ini dapat dilakukan dengan mengambil sampel
dari pasien berupa dahak ataupun cairan dari nasofaring,
osofaring atau paru-paru. Pengambilan sampel biasanya
dilakukan dengan metode usap (Swab). Kemudian terdapat
identifikasi berdasarkan tes antibodi atau serologi untuk
menentukan pernah atau tidaknya seseorang terinfeksi SARS-
CoV-2. Tes ini sering dilakukan untuk mengukur respon imun
humoral (IgM dan IgG) seseorang terhadap SARS-CoV-2. Namun
tes antibodi atau serologi ini tidak bisa digunakan untuk diagnosis
SARS-CoV-2 akan tetapi bisa dilakukan sebagai tracing untuk
memutus penyebaran COVID-19 (Gunardi, 2021).

Proses virulensi dari virus corona ini berhubungan
dengan protein struktural dan protein non struktural. Kedua jenis
protein inilah yang nantinya mampu memanipulasi dan mencegah
respon imun innate. Pada virus corona terdapat gen yang

berperan dalam proses transkipsi dan replikasi seperti ORFla
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dan ORF1b yang saling tumpang tindih. Kurang lebih terdapat 15
protein non-struktural yang dikode oleh ORF, antara lain NSP 1
(Pensabotase), NSP 3 (Pengurai), NSP 4 dan NSP 6 (Pembuat
gelembung droplet), NSP 7 8 dan NSP 12 (Memperbanyak RNA),
NSP 10 (Kamuflase), NSP 13 (Pengurai RNA), NSP 14
(Pengoreksi) dan NSP 15 (Pembersih sisa RNA). Bagian 1/3 dari
rangkaian RNA virus yang tidak ikut berperan dalam replikasi
ataupun transkripsi mengkode 4 protein struktural seperti protein
spike (S), protein membran (M), protein envelope (E) dan protein
nukleokapsid (N) (Afzal, 2020).

Berkembangnya imunitas terhadap suatu patogen melalui
infeksi alami merupakan proses bertahap yang biasanya
berlangsung selama 1-2 pekan. Tubuh akan segera merespon
infeksi virus ataupun antigen lainnya dengan respon bawaan
(innate) ysng bersifat umum dimana makrofag, neutrofil dan sel
dendrit akan memperlambat perkembangan virus dan dapat
mencegah virus untuk bereplikasi aaupun menimbulkan suatu
gejala (McKechnie dan Blish, 2020). Respon umum ini diikuti oleh
respon adaptif di mana tubuh memproduksi antibodi yang spesifik
mengikat tubuh tersebut. Antibodi ini merupakan protein yang
disebut imunoglobulin dan tubuh akan memproduksi sel T yang
mengenali dan mengeliminasi sel-sel lain yang terinfeksi virus
tersebut (imunitas seluler). Respon adaptif gabungan ini dapat
membersihkan virus dari tubuh dan jika respon ini cukup kuat
dapat mencegah berkembangnya suatu penyakit yang parah
ataupun reinfeksi akibat virus yang sama. Proses ini sering kali

diukur berdasarkan ada atau tidaknya antibodi di dalam darah.
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Vaksin menjadi salah satu solusi terbaik untuk meredam pandemi
COVID-19. Pengembangan vaksin saat ini masih terus
dikembangkan meskipun beberapa perusahaan bioteknologi
sudah bisa memproduksinya. Terdapat beberapa alasan vaksin
masih terus dikembangkan termasuk mutasi dari virus itu sendiri.
(Ahmadpoor & Rostaing, 2020).

Pengobatan atau terapi yang spesifik untuk COVID 19
masih belum ditemukan. Saat ini yang tersedia masih berupa
terapi simtomatik dan oksigenasi, adapun beberapa obat yang
digunakan secara klinis untuk terapi COVID 19 antara lain adalah
remdesivir, klorokuin, lopinavir, ritonavir, favipiravir, umivenovir
dan osletamivir meskipun sebenarnya belum diketahui secara
pasti mekanisme obat tersebut sebagai antivirus terhadap SARS
CoV-2. Klorokuin dan hidroklorokuin mampu digunakan sebagai
terapi COVID-19 karena meningkatkan pH endosom dan
menghambat glukosilasi reseptor ACE-2 sehingga mengganggu
ikatan virus dengan reseptor. Remdesivir sering juga digunakan
karena obat ini mampu menghambat proses replikasi virus
melalui terminasi prematur transkipsi RNA dan juga obat ini
sudah disetujui oleh FDA dibuktikan dengan pengujian secara in-
vitro. Terakhir, terdapat terapi plasma konvaselen yang dimaksud
disini adalah plasma yang berasal dari donor sebelumnya dan
telah dinyatakan sembuh dari COVID-19. Plasma convalescent
dapat mengandung antibodi terhadap SARS-CoV-2 dan
membantu menekan virus serta respon peradangan. Pasien
penerima plasma convalescent dapat memiliki titer antibodi yang
lebih tinggi dari SARS-CoV-2 lebih memiliki kondisi Klinis yang
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lebih bagus dibandingkan dengan titer yang lebih rendah jika
diberikan pada pasien non-intubasi dalam 72 jam setelah
diagnosis COVID-19 (BPOM, 2020).

Berkaca pada proses terapi untuk pasien COVID-19 yang
tergolong mahal dan membutuhkan penelitian lebih lanjut, maka
upaya lain yang dilakukan adalah menemukan obat (vaksin) atau

penawarnya seperti hadis berikut.

<Je L‘e‘” el o) 5 Gl 0 oY
sas 4 05t e 0ot e Ji V,Lw

Telah menceritakan kepada kami [Muhammad bin Al Mutsanna]
telah menceritakan kepada kami [Abu Ahmad Az Zubairi] telah
menceritakan kepada kami ['Umar bin Sa'id bin Abu Husain] dia
berkata; telah menceritakan kepadaku [‘Atha” bin Abu Rabah]
dari [Abu Hurairah] radliallahu 'anhu dari Nabi shallallahu ‘alaihi
wasallam beliau bersabda: "Allah tidak akan menurunkan
penyakit melainkan menurunkan obatnya juga." (HR. Bukhari no.
5246).

Razali (2021) menyebutkan bahwa hadis tersebut adalah
hadis tagriri dan menjelaskan bahwa Allah SWT tidak akan
menurunkan suatu penyakit tanpa menurunkan obatnya juga.
Hadis berikut juga dapat dijadikan sebagai landasan syara’ untuk
penelitian dalam mencari obat baru untuk tujuan mengobati dan
mencegah. Berdasarkan hadis tersebut, penelitian ini berupaya
menggunakan metode pemetaan peptida (epitope) pada SARS-

CoV-2 untuk kemudian dikembangkan menggunakan plasmid
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DNA Rekombinan sebagai kandidat vaksin. Menurut (Makmun &
Hazhiyah, 2020) berbagai metode telah digunakan dalam
pengembangan vaksin COVID 19 diantaranya vaksin DNA,
vaksin RNA, vaksin berbasis vektor virus, vaksin inaktif, vaksin
hidup yang dilemahkan dan vaksin protein rekombinan. Salah
satu cara untuk mendesain kandidat vaksin adalah dengan
mempelajari epitope yang menjadi bagian dari antigen untuk
berikatan dengan reseptor. Epitope merupakan bagian dari
protein pada sisi antigen yang dapat memicu aktifnya sistem
kekebalan tubuh dan juga merupakan bagian yang dapat
berikatan dengan antibodi. Epitope terdiri atas epitope sel T dan
Epitope Sel B, sel B bertugas untuk membentuk antibodi yang
sesuai untuk kemudian melemahkan antigen yang masuk
sedangkan sel T berfungsi untuk membunuh sel ataupun antigen
yang menghasilkan atau terdapat pada epitope.

Proses pembuatan vaksin konvensional merupakan
penelitian yang memakan biaya mahal dan waktu yang lama. Hal
ini dikarenakan vaksin konvensional seperti vaksin yang
dilemahkan dan diinaktivasi membutuhkan biaya mahal untuk
percobaan dalam laboratorium yang berbasis wet lab. Namun
saat ini telah dikembangkan berbagai software ataupun platform
yang memungkinkan perancangan bisa dengan memanfaatkan
perangkat (tool) bioinformatika untuk penemuan kandidat epitope
dan konstruksi plasmid vaksin sehingga akan mengurangi
penggunaan dana yang besar dalam tahapan penemuan dan
simulasi untuk menguji antigenisitas dan alergenisitas kandidat

vaksin pada tahap awal. Penelitian ini memiliki keunggulan yakni
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dengan memanfaatkan database dan dianalisis menggunakan
perangkat komputer. Selain itu, penelitian ini memanfaatkan
sekuen peptida dengan harapan tidak menimbulkan efek samping
yang serius agar didapatkan hasil yang maksimal.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini antara lain:

1. Manakah sekuen epitope terbaik yang dianalisis berdasarkan
berat molekul, nilai GRAVY (Grand Average of
Hydropahicoty), uji alergenisitas, uji antigenisitas dan topologi
membran?

2. Bagaimanakah konstruksi plasmid (pcDNA) melalui teknologi
rekombinan yang nantinya akan disisipkan pada bakteri E.

coli?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah
1. Untuk mengetahui manakah sekuen epitope terbaik
berdasarkan parameter nilai hidrofobisitas atau Grand
Average of Hydropahicoty @ (GRAVY), antigenisias,
alergenisitas, dan topologi membran.
2. Untuk mengetahui konstruksi dan sisi insersi pada plasmid

(pcDNA) rekombinan menggunakan vektor E. Coli.



1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah

1. Epitope sel T pada SARS-CoV-2.

2. Parameter vyang digunakan antara lain alergenitas,
antigenisitas, nilai GRAVY (Grand Average of Hydropahicoty),
uji kebaruan dan topologi.

3. Vektor yang digunakan adalah bakteri E. coli.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah membantu mengkonstruksi
vaksin self-amplifying RNA (SaRNA) yang memanfaatkan
plasmid yang nantinya akan disisipkan pada bakteri sehingga
mampu meminimalisir waktu dan biaya dengan menggunakan
beberapa parameter terpilih seperti nilai GRAVY, uji antigenisitas,
uji alergenitas, uji kebaruan dan topologi untuk membuat vaksin
dengan memanfaatkan teknologi rekombinan yang sedang

berkembang pesat.
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2.1 Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)

Corona dalam bahasa latin mempunyai arti yakni
mahkota, hal ini didasarkan pada bentuknya yang
berpernampilan menyerupai sebuah mahkota ketika diamati
dibawah mikroskop. Coronavirus termasuk keluarga dari
coronaviridae dan ordo nidovirales. Ciri khas dari coronavirus ini
adalah memiliki terbungkus, berbentuk bulat atau pleuromorfik
dengan diameter 100 nm dan ukuran partikel 60-140 nm, serta
memiliki sekitar 30 kb genom RNA (rantai tunggal) (Marzuki et al.,
2021). Terdapat berbagai kelompok virus korona yang mana
diantaranya adalah alfa, beta, gamma dan delta. Kelompok
klasifikasi dari beta coronavirus yaitu SARS-CoV, HKU-1, MERS-
CoV, Human coronavirus-NL63 (HcoV-NL63) dan saat ini yang
merebak diseluruh dunia SARS-CoV-2. Sedangkan dari alfa
coronavirus yaitu Human coronavirus-229E (HcoV-229E) dan
Human coronavirus-OC43 (HcoV-OC43) (Lingeswaran et al.,
2020).

Pandemi COVID 19 disebabkan oleh sebuah novel
coronavirus yang dikenal dengan Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) yang meana diketahui
menyerang sistem pernapasan dan telah ditetapkan sebagai
PANDEMI oleh WHO. Kejadian ini pertama kali dilaporkan dan
terjadi di kota Wuhan, Provinsi Hubei, Tiongkok pada 8
Desember 2019 yang terus menyebar dengan cepat ke seluruh

dunia dan menimbulkan kekhawatiran yang serius. Penelitian
10
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pertama kali dilakukan untuk mengetahui penyebab terjadinya
wabah di Wuhan dengan memanfaatkan rangkaian genom dari
SARS-CoV-2 yang sebelumnnya berhasil diisolasi dari pasien
yang terinfeksi. Penelitian ini dilakukan guna mengetahui adanya
hubungan atau kekerabatan yang dekat antara SARS-CoV-2
dengan MERS-CoV yang mana sempat menjadi pandemi
beberapa tahun sebelumnya. Rangkaian genom SARS-CoV-2 ini
akan dibandingkan dengan rangkaian genom dari SARS-CoV dan
MERS-CoV dan hasilnya terdapat beberapa rangkaian genom
SARS-CoV-2 yang diteliti nyaris identik satu sama lain dan
SARS-CoV-2 memiliki angkaian genom yang lebih homolog
(mirip) dengan SARS-CoV dibandingkan dengan MERS-CoV.
Penelitian lebih lanjut berlangsung menggunakan analisis
filogenetik untuk menemukan asal-usul Covid-19 dan apakah
secara genetik terkait dengan famili coronaviridae lainnya. Hasil
penelitiannya menunjukkan bahwa SARS-CoV-2 masuk ke dalam
genus B-coronavirus dan subgenus sama yang mana
menyebabkan epidemi (wabah) Severe Acute Respiratory
Syndrome (SARS) pada 2002-2004 silam, yaitu Sarbecovirus.
Kemudian International Virus Classification = Commisson
memberikan nama temuan virus ini sebagai SARS-CoV-2 dan
setelah itu oleh WHO ditetapkan sebagai kasus PANDEMI yang
mana kasusnya sudah menyebar hampir keseluruh dunia (Li et
al., 2020).
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Gambar 2.2 Struktur genom dan fenotipe SARS-CoV&MERS-
CoV (de Wat et al., 2016)

2.2 Replikasi COVID-19

Replikasi SARS-CoV-2 serupa dengan semua virus
dalam ordo Nidovirales, SARS-CoV dan MERS-CoV yang
memiliki strategi unik yakni dua pertiga RNA virus diterjemahkan
menjadi dua poliprotein besar dan sisa genom virus
ditranskripsikan menjadi satu set mMRNA subgenomik. Poliprotein

dibelah oleh dua protease, yakni papainlike protease (Plpro;
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sesuai dengan nsp3) dan 3C-like protease (3Clpro; sesuai
dengan nsp5). Protein nsp mengatur ulang membran menjadi
tempa berlangsungnya replikasi dan transkripsi virus dan menjadi
vesikel membran ganda. Salah satu fitur unik dari virus corona
adalah fungsi exoribonuclease (ExoN) dari nspl4 yang
menyediakan kemampuan proofreading yang diperlukan untuk
mempertahankan genom RNA yang besar tanpa akumulasi
mutasi yang merugikan, SARS-CoV dan MERS-CoV masing-
masing mentranskripsikan 12 dan 9 RNA subgenomik dan
mengkode empat protein struktural yaitu Spike (S), Envelope (E),
Membrane (M) dan Nukelokapsid (N) serta beberapa protein
tambahan yang tidak terlibat dalam replikasi virus tetapi dapa
menimbulkan respon imun pada sel inang (Bergmann &
Silverman, 2020).

Envelope spike glicoprotein mengikat reseptor selulernya,
yaitu angiotensin-converting enzyme 2 (ACE 2) untuk SARS-CoV
dan dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) untuk MERS-CoV. Setelah fusi
membran, baik secara langsung dengan membran sel inang atau
dengan membran endosom genom RNA masuk ke dalam
sitoplasma dan RNA tidak dilapisi untuk memungkinkan
penerjemahan dua poliprotein, transkripsi RNA subgenomik dan
replikasi virus. Envelope glikoprotein yang terbentuk masuk ke
dalam membran RE atau Golgi; RNA genom dan protein
nukleokapsid bergabung membentuk nukleoplasmid dan partikel
virus bertunas ke kompartemen antara RE Golgi. Vesikel yang
mengandung virus mengikat membran plasma untuk melepaskan
partikel virus baru (de Wat et al., 2016).



14

Endozome ]‘

Genomic (+)RNA SRR R oA
”888““" Sy
II, / Tranzcription| wv;;wvmt‘),‘R%

pplaand ——

mmmmmnnnn

ppleb Commmmmm=m '“":::m
oO Genomic (+)RNAs
O \
N
(
.
XD pA—

Replicase-transcriptase

Double-
complex

membrane
Cytoplasm vesicles

Nucleus

Gambar 2.3 Replikasi SARS-CoV-2 (de Wat et al., 2016)

2.3 Patogenesis COVID-19
Patogenesis dari Covid 19 belum diketahui secara pasti.
Namun menurut Mason, (2020) menyatakan bahwa patogenesis
dari SARS-CoV-2 terjadi dalam beberapa tahap, yaitu:
Tahap 1: Keadaan asimtomatik (awal 1-2 hari infeksi)
SARS-CoV-2 yang masuk ke dalam saluran pernapasan
kemungkinan besar berikatan dengan epitel di bagian rongga
hidung dan akan mulai bereplikasi. Sementara itu ACE 2 menjadi
reseptor utama untuk SARS-CoV-2 dan SARS-CoV, berdasarkan

data in vitro dengan SARS-CoV menunjukkan bahwa sel bersilia
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adalah sel primer yang terinfeksi di dalam saluran udara
penghantar. Namun, perlu banyak penelitian lagi karena RNA sel
tunggal menunjukkan tingkat laju ekspresi reseptor ACE2 yang
rendah dalam melakukan sel saluran pernapasan dan tidak ada
preferensi jenis sel yang jelas. Selain itu terdapat penyebaran
virus secara lokal tetapi respon imun bawaan terbatas. Pada
tahap ini keberadaan virus sudah bisa dideteksi dengan swab
hidung. Meskipun beban virus mungkin rendah akan tetapi orang-
orang pada tahap 1 dapat menularkan pada sesama. Nilai RT-
PCR untuk viral load mungkin berguna untuk memprediksi viral
load dan infeksivitas berikutnya serta perjalanan klinis. Mungkin
penyebaran yang luas dapat dideteksi dengan nilai RT-PCR agar
nomor siklus RT-PCR berguna.

Tahap 2: Gangguan pada jalan napas bagian atas (beberapa hari

berikutnya)

Pada tahap 2 virus menyebar dan bermigrasi ke dalam
saluran pernapasan di sepanjang saluran udara dan dipicu kuat
oleh respons imun bawaan. Swab hidung atau dahak akan
menghasilkan virus (SARS-CoV-2) serta penanda awal dari
respon imun bawaan. Saat ini COVID 19 sudah terlihat secara
klinis dibuktikan dengan tingkat CXCL 10 (sitokin respon bawaan
lainnya) dapat memprediksi perjalanan klinis berikutnya. CXCL 10
adalah gen responsif interferon yang memiliki rasio signal yang
sangat baik dalam respons sel alveolar tipe Il terhadap SARS-
CoV dan influenza. CXCL 10 juga telah dilaporkan berguna
sebagai penanda penyakit pada SARS. Menentukan respon imun

bawaan inang dapat meningkakan prediksi perjalanan penyakit
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selanjutnya dan kebutuhan untuk pemantauan yang lebih agresif.
Sekitar 80% pasien yang terinfeksi penyakit ini akan mengalami
gejala nyeri ringan dan kebanyakan hanya terbatas pada saluran
pernapasan bagian atas dan konduksi. Pasien ataupun orang-
orang pada tahap 2 dapat dipantau dirumah dengan terapi
simtomatik konservatif.

Tahap 3: Hipoksia, (ground glass infiltrates) dan berkembang

menjadi ARDS (sesak napas berat)

Sekitar 20% dari pasien yang terinfeksi pada tahap 2
akan berkembang menjadi penyebab tahap 3 dan akan
mengembangkan infiltrat paru dan beberapa diantaranya akan
berkembang menjadi penyakit yang sangat parah. Perkiraan awal
tingkat kematian dari tahap 3 adalah sekitar 2% tetapi juga
tergantung pada usia. Angka kematian dan morbiditas dapat
direvisi setelah prevalensi kasus ringan dan tanpa gejala
didefinisikan dengan lebih baik. Kemudian virus mencapai unit
pertukaran gas di paru-paru dan menginfeksi sel alveolar tipe B.
Sesorang yang mengalami atau terjangkit SARS-CoV-2
kemungkinan mengalami toksin paru yang mereplikasi diri saat
partikel virus yang dilepaskan menginfeksi sel tipe Il di unit yang
berdekatan. Selain itu, diduga area paru kemungkinan akan
kehilangan sebagian besar sel tipe Il dan jalur sekunder untuk
regenerasi epitel akan dipicu. Biasanya sel tipe Il adalah sel
prekursor untuk sel tipe |. Urutan kejadian yang didalilkan ini telah
ditunjukkan dalam model pneumonia influenza. Efek patologis
SARS-CoV-2 adalah kerusakan alveoli oleh membran transparan

yang kaya akan fibrin dan beberapa sel berinti banyak.
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Dibandingkan dengan bentuk ARDS (sesak napas akut) lainnya,,
penyembuhan luka yang tidak efektif dapat menyebabkan
kerusakan jaringan dan fibrosis yang lebih parah. Pemulihan
akan membutuhkan respon imun bawaan dan didapat yang kuat
serta regenerasi epitel. Orang orang lanjut usia sanga beresiko
karena respon imun mereka yang berkurang dan kemampuan
yang berkurang untuk memperbaiki epitel yang rusak. Orang
lanjut usia jua telah mengurangi pembersihan mukosiliar dan ini
memungkinkan virus menyebar ke unit pertukaran gas paru-paru
dengan lebih mudah.

Infeksi dari virus atau antigen yang masuk mampu
memproduksi reaksi imun yang berlebihan pada inang. Pada
beberapa kasus, terjadi reaksi yang berlebihan dan disebut
dengan “badai sitokin”. Badai sitokon merupakan kondisi dimana
terjadi reaksi inflamasi berlebihan dan produksi sitokin yang cepat
serta dalam jumlah yang banyak sebagai suatu respon adanya
infeksi. Berkaitan dengan COVID-19, ditemukan adanya
penundaan sekresi sitokin dan kemokin oleh sel imun innate
dikarenakan blokade oleh non-structural protein (Nsp) virus.
Selanjutnya hal ini menyebabkan terjadinya lonjakan sitokin pro-
inflamasi dan kemokin (IL-6, TNF-a, IL-8, MCP-1, IL-1 3, CCL 2,
CCL 5 dan interferon) melalui aktivasi makrofag dan limfosit.
Pelepasan sitokin nantinya akan memicu aktivasi sel imun adaptif
seperti sel T, neutrofil dan sel NK, bersamaan dengan terus
diproduksinya sitokin pro-inflamasi. Lonjakan sitokin pro-inflamasi
yang cepat akan memicu terjadinya reaksi inflamasi pada

jaringan paru yang menyebabkan kerusakan paru-paru pada
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bagian epitel dan endotel. Kerusakan ini dapat berakibat pada
terjadinya ARDS (sesak napas akut) dan kegagalan multi organ
yang dapat menyebabkan kematian dalam waktu singkat.

Seperti diketahui bahwa transmisi utama dari SARS-CoV-
2 adalah melalui droplet. Akan tetapi terdapat kemungkinan lain
terjadinya transmisi melalui Fecal Oral. Penelitian oleh Xiao dkk
(2020) menunjukkan bahwa dari 73 pasien yang dirawat karena
COVID-19 terdapat 53.42% pasien yang diteliti positif terdapat
RNA SARS-CoV-2 pada fesesnya meskipun pada sampel
pernafasan sudah menunjukkan hasil negatif (-). Lebih lanjut,
penelitian juga membuktikan bahwa terdapat ekspresi ACE 2
yang berlimpah pada sel glandular gaster, duodenum dan rektum.
Hal ini menunjukkan bahwa SARS-CoV-2 juga dapat menginfeksi
saluran pencernaan dan kemungkinan juga bisa menular melalui

transmisi Fecal Oral.

2.4 Penularan COVID-19

Virus corona merupakan zoonosis (penyakit yang
ditularkan oleh hewan ke manusia oleh hewan peliharaan
ataupun liar) sehingga terdapat kemungkinan virus ini berasal
dari hewan (kelelawar) dan ditularkan ke manusia. Penularan dari
SARS-CoV-2 belum diketahui dengan pasti tetapi berdasarkan
data filogenetik memungkinkan bahwa SARS-CoV-2 mirip
dengan SARS-CoV dan MERS-CoV. Perkembangan lebih lanjut
melalui beberapa penelitan menunjukkan bahwa terdapat
penularan antar manusia yakni melalui droplet atau muncratan.

Penyebaran SARS-CoV-2 biasanya ditemukan melalui droplet
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(percikan) kemudian virus dapat masuk ke dalam mukosa
(lapisan kulit dalam) pada mulut yang terbuka. Sebuah percobaan
dilakukan untuk mengukur laju penularan berdasarkan masa
inkubasi dan lamanya gejala pada pasien yang diisolasi. Menurut
percobaan tersebut, ditemukan fakta bahwa penularan oleh satu
pasien dapat menginfeksi 3 orang disekitarnya, namun diduga
penularan selama masa inkubasi akan mengakibatkan waktu
kontak yang lebih lama antar pasien dan menimbulkan resiko
penyakit (Pei et al., 2020).

Penularan virus ini terjadi karena kontak antara satu
individu dengan individu lain terutama melalui partikel droplet
akibat bersin. Seseorang yang terkena COVID-19 dapat
menimbulkan gejala ataupun tidak sama sekali sehingga menjadi
sangat rawan ketika virus ini dapat menyebar melalui kontak fisik
ataupun melalui udara sehingga pemakaian masker dan jaga
jarak (Social Distancing) menjadi aturan wajib saat berada diluar
rumah. Penyebaran COVID-19 berlangsung sangat cepat
disebabkan adanya protein pada virus dan memiliki ridge lebih
padat dibanding Coronavirus jenis lainnya sehingga mudah
menempel pada sel manusia, sehingga spike protein SARS-CoV-
2 akan masuk pada reseptor ACE-2 sel manusia yang menjadi
pintu masuk dan nantinya virus akan mulai bereplikasi dan

menginfeksi manusia dengan masa inkubasi 1-14 hari.
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Gambar 2. 4 Penularan MERS-CoV dan SARS-CoV (Liu et al.,
2020)

2.5 Sistem Imun (Respon Imun)

Respon imun merupakan mekanisme atau sebuah proses
dalam makhluk hidup yang berperan melindungi tubuh melawan
infeksi dengan mengidentifikasi dan mengeleminasi patogen
(benda asing). Respon imunitas ini bisa mendeteksi dan
mengeleminasi patogen mulai dari virus hingga parasit serta
dapat membedakan dari sel dan jaringan normal yang berada
didalam suatu makhluk hidup. Respon ini dimulai dengan deteksi
yang merupakan proses rumit karena umumnya patogen mampu
beradaptasi untuk menginfeksi tubuh. Sebagai suatu sistem yang
kompleks dan rumit yang tersusun oleh sel-sel spesifik dan saling
berkaitan, selain itu respon imun juga merupakan bentuk sistem
sirkulasi terpisah dari pembuluh darah dan semuanya bekerja

sama mengidentifikasi dan menghilangkan infeksi atau patogen
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yang menyerang (Marliana dan Widhyasih, 2018). Bentuk dari
sistem imun yang meliputi cairan limfa yang terdiri dari sel darah
putih ini terletak hampir di seluruh tubuh dan dikenal dengan
organ limfoid. Pembuluh limfe, kelenjar limfe dan organ limfoid
memainkan peran penting dari sistem sirkulasi terpisah dan
terdapat cairan limfe yang terdiri atas cairan bening dan sebagian
besar berisi sel darah putih terutama limfosit. Cairan limfe ini
mengandung sel darah putih yang berfungsi mengeleminasi
patogen yang masuk ke tubuh, kemudian pembuluh getah bening
ini  mengumpulkan cairan getah bening (sel darah putih) lalu
membawanya kembali ke peredaran darah. Fungsi kelenjar getah
bening adalah untuk menyaring cairan getah bening dan
memberikan media bagi sistem kekebalan untuk melindungi

tubuh dari infeksi patogen selanjutnya (Sudiono, 2014).
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Gambar 2.5 Organ dan sistem imun (Marliana & Widhyasih,
2018)

Respon imun digolongkan menjadi respon imun alami
dan respon imun adaptif (spesifisitas). Contoh komponen yang
diklasifikasikan sebagai imunitas bawaan adalah sel fagosit
(neutrofil, makrofag, monosit, natural killer) yang secara genetik
diwariskan oleh orang tua ke anak-anak dan memiliki
kemampuan untuk membunuh dan mengidentifikasi patogen.
Sebaliknya, respon imun adaptif akan meningkat ketika terpapar
oleh patogen dan otomatis akan aktif apabila respon imun alami
tidak mampu mengeleminasi patogen. Respon imun adaptif

(spesifik) sel T dan sel B merupakan komponen utama dan
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berperan penting dalam menunjukkan adanya patogen yang
berhasil melewati sistem imun bawaan. Kemampuan sel T dan
sel B untuk mengidentifikasi struktur spesifik patogen dan
membentuk sel memori untuk mengenali patogen memungkinkan
sistem kekebalan adaptif untuk merespon dengan cepat dan
efektif ketika terpapar kembali pada patogen yang sama. Oleh
karena itu, perbedaan penting antara respon imun bawaan dan
adaptif adalah respon imun adaptif lebih spesifik dan efektif
terhadap patogen tertentu dan akan meningkat setiap Kkali
bersentuhan ataupun terdapat kontak dengan patogen yang
sama. Namun kedua respon imun ini dapat bekerja secara
sistematis dalam beberapa UBCp, misalnya dengan melepaskan
faktor perangsang sitokin unuk menghancurkan patogen
(Sudiono, 2014).
2.5.1 Respons Imun Innate/ Non Spesifik/Alami

Respon imun bawaan ini sudah ada sejak lahir dan akan
terus berkembang mengenali patogen seiring bertambahnya usia
untuk mengidentifikasi patogen dan merupakan komponen
normal yang selalu ditemukan pada manusia sehat. Respon imun
alami ini meliputi pertahanan fisik, biokimia, humoral dan seluler.
Penamaan non spesifik dikarenakan respon imun ini tidak secara
spesifik menyerang patogen tertentu. Respons imun alami ini
berada pada garda pertahanan terdepan dalam menghadapi
serangan patogen, sehingga dapat merespon secara langsung
yang dapat dengan cepat menghilangkan patogen yang masuk
ke dalam tubuh. Jumlahnya akan meningkat seiring dengan

terjadinya infeksi dan jumlah sel darah putih akan meningkat



24

pada tahap penyakit kronis (akut). Respon imun alami ini
dimediasi oleh serangkaian fagositosis kompleks, peradangan,
aktivasi komplemen dan sel pembunuh alami (natural killer).
Dibandingkan dengan respon imun adaptif, ketika terpapar lebih
lanjut dengan patogen yang sama maka respon imun adaptif
akan meningkat dan respon imun bawaan tidak akan berubah
pada paparan berikutnya. Contoh reaksi imun bawaan adalah
reaksi peradangan (inflamasi), reaksi ini bermula karena dirilisnya
mediator jenis tertentu, seperti histamin yang dirilis oleh basofil
dan sel mast, amina vasoaktif dilepaskan oleh trombosit dan
anafilatoksin dari bahan-bahan pelengkap sebagai respon umpan
balik dari sel mast dan basofil ) (Marliana&Widhyasih, 2018). .
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Gambar 2.6 Diagram imun non-spesifik dan spesifik setelah
terserang patogen (Sudiono, 2014)
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2.5.2 Respon Immun Adaptive

Umumnya, respon imun bawaan (aktivitas fagositik,
natural killer, inflamasi) yang muncul sejak lahir dan hanya
berlangsung selama beberapa jam pertama infeksi tidak dapat
mengatasi patogen, sehingga menyebabkan infeksi oleh penyakit
(patogen). Tubuh harus melawan resistensi patogen dengan
mengaktifkan sistem imun adaptif (immune response) terhadap
patogen. Respon imun adaptif dimediasi oleh limfosit dan
mengaktifkan serta memicu proliferasi dan diferensiasi berbagai
limfosit melalui AMI (respon imun yang dimediasi oleh antibodi)
dan CMI (respon imun yang dimediasi oleh sel), sehingga
menghasilkan sel T dan sel B untuk menghancurkan patogen
yang menyerang. Setelah infeksinya sembuh, sebagian besar
limfosit spesifik antigen akan menjalani apoptosis (kematian sel
terprogram) untuk menghilangkan limfosit yang tidak lagi
dibutuhkan oleh tubuh manusia dan sebagian kecil limfosit akan
berkembang lagi menjadi limfosit memori yang dapat hidup lama
dan bertahan dalam sirkulasi darah manusia serta selalu
waspada sebelum kontak pertama dengan patogen tertentu.
Ketika terkena patogen yang sama untuk kedua kalinya, maka
patogen tersebut dapat dihancurkan dengan sanga cepat dan
efektif oleh sel-sel memori dan individu tersebut bisa dikatakan
“kebal” bila memiliki kekebalan terhadap patogen atau memiliki
kekebalan tertentu. Namun patogen seringkali dapat merancang
berbagai strategi seperti mutasi atau mengurangi imunogenisitas
antigen serta mampu menipu sistem pertahanan tubuh (Helbert,
2006).
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2.6 Teknologi Rekombinan (DNA Rekombinan)

Pengembangan teknologi pembuatan vaksin saat ini
sudah memasuki tahap yang lebih modern dengan pendekatan
yang lebih molekuler. Saat ini vaksin yang sudah beredar
kebanyakan merupakan vaksin yang dibuat secara konvensional
atau masih menggunakan antigen (virus atau bakteri) yang
dikhawatirkan masih menimbulkan efek alergi pada manusia.
Oleh karena itu pendekatan teknologi vaksin rekombinan ini
diharapkan mampu menjadi solusi untuk mengurangi efek dari
alergi yang ditimbulkan. Pada dasarnya, teknologi rekombinan
dilakukan melalui proses memasukkan DNA atau gen asing ke
dalam sel inang dengan bantuan vektor ataupun plasmid. Tujuan
dari penyisipan DNA atau gen asing adalah untuk membantu
mereplikasi gen yang sama atau DNA rekombinan yang dapat
bereplikasi atau memperbanyak diri di dalam inang
(Susmiarsih&Putih, 2018).

Teknologi rekombinan ini meliputi empat tahap utama
diantaranya konstruksi DNA, transformasi, seleksi sel inang hasil
klon dan isolasi klona DNA. Beberapa bagian yang penting dalam
teknologi rekombinan antara lain adalah sumber DNA, sel inang
dan vektor yang akan digunakan. Vektor kloning yang sering
digunakan adalah plasmid yang berbentuk sirkuler dan nantinya
akan dipotong oleh enzim restriksi, selanjutnya gen asing akan
disisipkan ke dalam plasmid. Penggunaan bakteri sering dipilih
dikarenakan bakteri merupakan organisme yang mampu
memperbanyak diri dalam waktu yang singkat secara singkat

atau yang biasa disebut pembelahan biner (Unnikrishnan et al.,
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2012). Beberapa spesies bakteri sering digunakan sebagai inang,
antara lain Eschericia coli, Bacillus subtilis dan Saccharomyces
cerevisiae. Namun spesies E. coli sering digunakan dalam
teknologi rekombinan karena mudah diperbanyak, banyak strain,
mudah ditangani dan dapat menerima banyak jenis vektor
(plasmid). Penggunaan enzim juga sangat penting untuk
menghasilkan kloningan yang baik dan sesuai target. Terdapat
dua jenis enzim yang digunakan dalam teknologi rekombinan,
yaitu enzim (endonukelase) restriksi dan ligase. Enzim restriksi
digunakan untuk memotong bagian dari plasmid sirkuler hingga
nantinya gen asing bisa disisipkan. Setiap enzim restriksi memiliki
lokasi pengenalan pembelahan (potong) yang spesifik dan hasil
pembelahan enzim restriksi terbagi menjadi dua jenis, yaitu ujung
tumpul (blunt) dan ujung lengket (overhang). Pada saat yang
sama, ligase digunakan untuk menggabungkan fragmen DNA
(DNA plasmid dan DNA target) dengan membentuk ikatan diester
(Pereira et al., 2014).
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Penggunaan plasmid sebagai suatu produk bioteknologi
terbarukan merupakan suatu terobosan yang saat ini patut untuk
dipertimbangkan karena bisa menekan biaya menjadi lebih murah
dibandingkan dengan metode konvensional yang saat ini masih
banyak dikembangkan. Penambahan beberapa elemen juga
diperlukan dalam konstruksi plasmid rekombinan unttuk tujuan
perbanyakan meliputi promoter elemen replication origin/ORI,
terminator dan gen penanda. Selain itu, diperlukan unsur lain
seperti enzim restriksi untuk memutus ikatan fosfodiesterase,
enzim yang memodifikasi urutan ujung 3’ ataupun 5’, ligase yang

menggabungkan hasil potongan (fragmen) dan topoisomerase
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yang mengubah konformasi ikatan kovalen DNA plasmid menjadi
kumparan (super coil). Selain faktor diatas ada beberapa
penambahan promoter-promoter yang memulai proses terjadinya
sebuah ekspresi, beberapa promoter yang digunakan antara lain
Human Cytomegalovirus (CMV), promoter viral (SV40), promoter
seluler human ubiquitin C (UbC) atau human elongation factor 1
(EF-1) (Kumar et al., 2013).

Selanjutnya teknologi rekombinan sering digunakan untuk
menghasilkan hasil rekombinan lain berupa protein rekombinan
yang diharapkan bisa meminimalisir efek negatif yang
sebelumnya ditimbulkan oleh plasmid rekombinan. Pemilihan
sistem ekspresi bakteri menjadi paling umum digunakan untuk
menghasilkan protein rekombinan, sistem ekspresi prokariotik,
operon menjadi unit transkripsi yang terdiri atas promotor, operon
dan terminator (gen regulator dan gen struktural). Contoh gen
regulator yang ada pada sistem ekspresi prokariot adalah gen lacl
dan tiga gen struktural yaitu gen lacZ, lacY dan lacA. Bakteri E.
coli sering digunakan karena bakteri ini cenderung mudah diubah
(manipulasi), murah dan tingkat ekspresi yang tinggi. Akan tetapi,
penggunaan E. coli memiliki kelemahan termasuk perotein pasca
translasi, non-modifable dan protein berlebih yang tidak optimal
untuk ekspresi protein mamalia (Unnikrishnan et al., 2012). Oleh
karena itu dilakukan eksplorasi dengan menggunakan beberapa
galur lain dari E. coli. E. coli galur BL21 merupakan vektor yang
terbukti dapat digunakan untuk menjadi aplikasi ekspresi protein
rekombinan. Galur BL21 ini merupakan galur yang kuat dan

mumpuni (Sgrensen & Mortensen, 2005).
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Gambar 2.8 Teknologi DNA rekombinan menggunakan vektor
bakteri (Susmiarsih, 2018)

2.6.1 Pemanfaatan Bakteri Sebagai Sel Inang

Bakteri E.coli menjadi salah satu jenis bakteri yang sering
digunakan dalam proses transformasi. Hal ini berkaitan dengan
proses replikasinya yang cenderung cepat, yakni berkisar 20-30
menit sekali. Selain itu E.coli dapat tumbuh pada media
sederhana ataupun khusus dan sangat mudah untuk dikulturkan.
Bakteri E.coli tergolong bakteri Gram negatif dengan bentuk
menyerupai batang. Jenis bakteri Gram negatif ini dicirikan
dengan kandungan peptidoglikan yang lebih sedikit dibandingkan
dengan bakteri Gram positif. Cara lain untuk membedakan antara
bakteri Gram negatif dengan bakteri Gram positif adalah ketika
diberi pewarna cat Gram. Ketika diberi pewarna violet dan iodine
maka akan tetap berwarna ungu kebiruan, akan tetapi ketika

diberi alkohol maka warna ungu kebiruan akan luntur. Setelahnya
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ketika diwarnai dengan safranin akan berwarna merah (Tortora et
al., 2007).

Bakteri E.coli mampu hidup pada suhu berkisar 5-55°C
dengan suhu optimum untuk tumbuh 37°C dengan sifat aerobik
dan anaerobik fakultatif. Koloni yang tumbuh pada medium
pertumbuhan akan berbentuk bulat, berwarna putih keabu-abuan
dan memiliki permukaan yang rata. Bakteri E.coli mampu
memfermentasi glukosa, galaktosa, fruktosa, maltosa, xilosa,
laktosa, arabinosa dan manitol dengan menghasil asam dan gas.
Sementara itu sukrosa hanya akan menghasilkan asam.
Kemampuan E.coli dalam dalam fermentasi glukosa dikarenakan
terdapat enzim heksokinase. Enzim ini nantinya akan
menambahkan satu gugus fosfat ke glukosa menjadi glukosa-6-
fosfat dan menghidrolisis ATP menjadi ADP. Glukosa-6-fosfat
akan digunakan dalam glikolisis (Yoon et al., 2009).

2.6.2 Plasmid

Plasmid pertama kali dikembangkan oleh Joshua
Lederberg pada tahun 1952. Plasmid adalah molekul DNA
esktrakromosomal dengan ukuran berkisar kurang dari 1 kb
hingga lebih dari 200 kb. Plasmid biasanya molekul bulat
(sirkuler), beruntai ganda dan tertututp dengan ikatan kovalen.
Plasmid juga dapat ditemukan pada eukariota seperti pada yeast.
Plasmid hanya mengandung beberapa gen dan digunakan oleh
bakteri pada keadaan tertentu, sehingga pada saat dibutuhkan
gen tersebut mampu memberikan keuntungan bagi bakteri seperti
resistensi terhadap antibiotik dan toksin (Casali dan Preston,
2003).
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Peneliti sering menggunakan plasmid untuk menyisipkan
DNA dari sumber lain ke plasmid untuk membentuk molekul DNA
rekombinan. Sel bakteri yang ditransformasi dengan plasmid
rekombinan akan menjadi bakteri rekombinan. satu sel bakteri
akan berkembang biak melalui pembelahan sel berulang untuk
membentuk klon sel (populasi sel yang sama secara genetis),
plasmid akan diturunkan ke generasi berikutnya dan dengan cara
ini DNA asing dan gen yang dibawanya juga akan diklon
(Primrose et al., 2001)

Escherichia coli

7 Plasmids

Escherichia coli

Gambar 2.9 Plasmid (Sumber: National Human Genome
Research Institute (NIH), 2021)
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2.7 Epitope

Epitope adalah urutan peptida khusus yang ditemukan di
permukaan antigen tertentu yang kemudian mengikat antibodi
atau reseptor sel T. Epitope yang berikatan dengan antibodi
disebut epitope sel B dan epitope yang berikatan dengan reseptor
sel T disebut epitope sel T (Kharisma et al., 2020). Epitope sel B
akan berfungsi dalam memfasilitasi proudksi antibodi spesifik
terhadap antigen yang masuk ke dalam tubuh. Epitope sel B
dibagi menjadi 2 kelompok yaitu Linear B-Cell Epitope dan
Conformational B Cell Epitope. Linear B-Cell Epitope terdiri dari
susunan peptida yang tersusun secara berurutan sedangkan
Conformational B-Cell Epitope tersusun tidak berurutan. Sel B
akan mengenali antigen yangmasuk melalui reseptor yang
dimilikinya yaitu B-Cell Receptor (BCR). Ketika reseptor tersebut
aktif, sel B akan berdiferensiasi dan mensekresikan antibodi
(Sanchez-Trincado et al., 2017).

Epitope sel T adalah bagian peptida dari urutan peptida
lain dari protein yang diproses dalam sel penyaji gen (APC) serta
molekul protein dari Major Histocompatibility Complex (MHC)
yang dikenal oleh reseptor sel T. Epitope sel T berfungsi dalam
mengidentifikasi peptida terpendek yang dimiliki antigen yang
mampu menstimulasi CD4 atau CD8. Reseptor sel T terdiri dari 2
macam yaitu reseptor MHC 1 dan MHC 2 dimana ketika reseptor
tersebut berikatan dengan akan mengaktivasi dari sel T CD8 dan
sel T CD4 menjadi sel T sitotoksik dan sel T helper (Kharisma &
Ansori, 2020).
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2.8 MHC (Major Histocompatibility Complex)

Major Hystocompatibility Complex atau MHC ini pada
manusia lebih sering disebut dengan Human Leucocyt Antigen
(HLA) adalah molekul protein pada permukaan sel dan berperan
sebagai pengenalan antigen kepada antibodi dan presentasi
antigen ke antibodi. Proses antigen di dalam tubuh dibagi menjadi
tiga cara, pertama protein dari patogen ekstraseluler akan
dipecah oleh jalur eksogen. Cara lain berupa protein yang
diproduksi secara endogen akan diproses melalui jalur endogen.
Cara lain adalah lipid dan turunannya diproses seperti protein
ekstraseluler, tetapi molekul mirip MHC akan disajikan ke sel T.
Pada proses eksogen antigen yang masuk terlebih dahulu akan
diproses oleh enzim lisosom, kemudian akan dibawa oleh APC ke
kelenjar getah bening. Di kelenjar getah bening, partikel di APC
akan berikatan dengan MHC Il kemudian akan diangkut ke
permukaan sel dan dipresentasikan ke sel T CD4. APC memiliki
sifat kostimulator karena dipengaruhi oleh kadar MHC 1l yang
tinggi dan dapat mengaktitkan sel T naif (Baratawidjaja &
Rengganis, 2014).

Antigen yang diproses melalui jalur endogen akan diikat
oleh molekul MHC |, dibawa ke permukaan sel dan
dipresentasikan ke sel CD8. Jika antigen disajikan oleh molekul
MHC maka sel CD4 dan CD8 akan dapat mengenali antigen,
fenomena ini sering disebut dengan restriksi MHC. Misalnya,
protein virus dapat diproses melalui jalur MHC |I. Proses
terjadinya adalah molekul antigen dibawa dari sitoplasma ke

retikulum endoplasma untuk berinteraksi dan diikat oleh MHC I.
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Setelah itu, kompleks antigen MHC | akan masuk ke aparatus

golgi untuk kemudian dibawa ke permukaan sel kemudian akan

dikenali oleh sel T dan setelahnya akan dihancurkan.
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Gambar 2.10 Jalur antigen MHC | (Genbinesia, 2021)

Menurut strukturnya molekul MHC dapat dibagi menjadi
tiga jenis, yaitu MHC I, MHC Il dan MHC IIl. Molekul MHC 1 terdiri

dari dua polipeptida, rantai berat polimorfik dan rantai ringan non-

polimorfik. Rantai

ringan non-polimorfik juga disebut rantai

mikroglobulin B2. Rantai berat dikodekan oleh lokus MHC yang

terletak pada kromosom 6, sedangkan rantai non-polimorfik
dikodekan oleh kromosom 15. Molekul MHC | terdiri dari HLA-A,

HLA-B dan HLA-C, molekul MHC-I dapat dikenali oleh sel

T

sitotoksik misalnya selama transplantasi organ. MHC | terdapat



36

pada semua permukaan sel tubuh yang terdapat nukleus, kecuali
sel darah merah. Protein yang diikat oleh MHC | berasal dari
patogen yang menginfeksi dan sebelumnya sudah dipecah
menjadi peptida dalam sitosol yang nantinya akan diangkut ke
permukaan sel untuk kemudian dikenali oleh sel T CD8 yang
sitotoksik. Molekul MHC 1l tersusun dari HLA-D dan peran HLA-D
adalah untuk menentukan ekspresi antigen permukaan sel
tertentu untuk mengaktifkan sel T. Rantai molekul MHC I
berbeda karena tersusun dari kombinasi beberapa polipeptida
dan kombinasi yang dihasilkan akan berbeda dikarenakan satu
kombinasi akan lebih stabil dari yang lain tergantung pada
beberapa orang. Sementara itu, MHC I1ll berperan dalam
mengatur pembentukan sitokinin dan molekul lainnya seperti
properdin, limfotoksin dan lain-lain (Doytchinova et al., 2004).
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2.9 Vaksin

Langkah-langkah dalam membuat vaksin itu memang
diperlakukan beberapa tahapan sampai vaksin dapat diproduksi
dan diterima di seluruh dunia, termasuk pengembangan vaksin
COVID-19. Vaksin dianggap sebagai cara yang paling efektif dan
ekonomis dalam mencegah penyakit menular seperti COVID-19
membuat pengembangan vaksin untuk memerangi infeksi SARS-
CoV-2 sangat dibutuhkan. Sejauh ini ada beberapa perusahaan
farmasi dan institusi akademik di seluruh dunia mulai
mengembangkan vaksin guna berjuang melawan SARS-CoV-2
(Corum et al., 2020).

Dibutuhkan setidaknya 12 hingga 18 bulan untuk
mengembangkan vaksin baru sebelum akhirnya produksi massal.
Setidaknya harus ada tiga tahap untuk mengembangkan vaksin
agar tersedia dalam skala besar. Tahap awal adalah Preclinical
Testing di mana tes dilakukan pada hewan coba seperti monyet
atau tikus untuk mengamati respon imun penerima. Setelah
memasuki tahap pertama (tahap pertama; uji keamanan), vaksin
akan divaksinasi ke banyak pasien untuk menguji keamanan,
ketepatan dosis dan memastikan sistem kekebalan penerima
terstimulasi. Pada tahap kedua (tahap kedua: uji coba diperluas),
vaksin yang lolos pada tahap pertama duji pada ratusan orang
yang dikelompokkan berdasarkan wusia untuk memahami
hubungan antara usia dan efektivitas vaksin. Uji coba ini
kemudian menguji keamanan vaksin dan kemampuannya untuk
merangsang kekebalan di segala usia. Fase ketiga (uji efikasi),

vaksin diuji ulang pada ribuan orang untuk melihat berapa banyak
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orang yang terinfeksi dibandingkan dengan sukarelawan placebo
(pengobatan tidak berdampak atau obat palsu). Uji coba tersebut
bertujuan untuk mengetahui kemampuan vaksin dalam
mencegah virus corona. Tahap selanjutnya adalah persetujuan,
yaitu vaksin yang telah melalui berbagai tahapan sebelumnya
disetujui oleh pemerintah melalui badan pengatur atau pengawas
untuk menentukan apakah vaksin tersebut disetujui (Lurie et al.,
2020).
2.9.1 Vaksin mRNA

Terdapat dua jenis vaksin berbasis RNA yang dapat
digunakan untuk memerangi patogen, yaitu vaksin mRNA tidak
bereplikasi dan vaksin mMRNA yang dapat memperbanyak diri.
Karena metode pengiriman yang berbeda, vaksin mRNA yang
tidak bereplikasi selanjutnya dibagi menjadi dua jenis, yaitu
pemuatan sel dendritik in-vitro dan injeksi in-vivo langsung ke
anatomi yang terserang. Penetrasi menuju membran lipid adalah
langkah pertama bagi mRNA asing untuk mencapai sitoplasma
sebelum translasi protein fungsional terjadi. Selain itu, cara
pengambilan mRNA dapat menunjukkan spesifisitas sel dan sifat
fisika maupun kimia dari mMRNA secara signifikan dan mampu
mempengaruhi kemampuan pengiriman menuju sel dan distribusi
menuju organ. Faktor-faktor tersebut harus dipertimbangkan
untuk membuat vaksin berbasis mMRNA yang efektif dan sejauh ini
karena kecepatannya tinggi, mMRNA masih menjadi pertimbangan
utama dalam pengembangan vaksin (Wang F, et al., 2020).

Karena struktur genom (+)ss RNA, SARS-CoV-2 dapat

menggandakan diri dan menghasilkan replikasi RNA yang
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ekstrem di sitoplasma. Hal ini sangat membantu untuk
mengembangkan fungsi mRNA sebagai vaksin COVID-19.
Namun, keamanan dan efektivitas vaksin mRNA pada manusia
masih belum diketahui. Meskipun ada beberapa keterbatasan
dalam pengiriman dan stabilitas karena degradasi RNA serta
keamanan karena immunogenisitas yang menghambat
perkembangannya. Vaksin berbasis mMRNA secara aktif
menginduksi aktivasi respon sel B dan sel T sitotoksisitas (Wang
F, et al., 2020).

Penggunaan vaksin berbasis mRNA ini memiliki empat
keunggulan utama dalam hal keamanan dan efektivitas. Pertama
vaksin berbasis mMRNA meminimalkan potensi resiko infeksi dan
induksi insersi mutagenesis karena degradasi mRNA di dalam sel
. Kedua, meningkatkan efisiensi imunitas karena desain struktur
MRNA vyang dimodifikasi akan meningkatkan stabilitas dan
translasi yang baik. Ketiga, vaksin berbasis mRNA memiliki
potensi tinggi untuk menetralkan immunoglobulin dalam imunisasi
dosis rendah sehingga dapat menginduksi respon imun yang kuat
dengan mengaktifkan sel T sekaligus nantinya akan mengkode
protein tertentu dan spesifik. Keempat, dapat diproduksi secara
massal dengan cepat untuk mengobati populasi yang terjangkit
serta mencapai kekebalan kelompok (Herd Immunity). Semua
faktor ini membuat penggunaan vaksin berbasis mRNA lebih
cocok untuk respon cepat yang dapat dioptimalkan selama
pandemi (Wang F, et al., 2020).
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Gambar 2.12 Skema vaksin berbasis mMRNA dengan target
protein spike (S) pada COVID-19

2.10 Metode In Silico

Sebelum era teknologi informatika berkembang, ada dua
cara untuk penelitian biologi yaitu in vivo dan in vitro. Seiring
berjalannya waktu antara pemanfaatan teknologi informatika
dengan biologi maka berkembang suatu metode penelitian baru
yang disebut dengan in silico. Penamaan in silico ini merujuk
pada mikroprosesor komputer yang berasal dari bahan silika
(silica) sehingga disebut dengan In Silico. llmu yang mendukung
penelitian komputer para ahli biologi adalah bioinformatika,

sementara itu bioinformatika adalah salahsatu cabang ilmu yang
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menggabungkan teknologi informasi dengan bioteknologi (Mutiah
et al., 2020).
2.10.1 Database

Database merupakan kumpulan banyak data biologi dan
infromasi yang tersimpan dalam program komputer secara
sistematik untuk mempermudah pengguna. Saat ini database
banyak memuat data primer sekuen asam nukleat maupun
protein, data sekunder untuk menyimpan motif atau informasi
sekuen dan data struktur untuk menyimpan data struktur asam
nukleat atau protein yang diperoleh melalui penelitian
laboratorium. Database sekuen yang sering dijumpai anatara lain
GenBank (Amerika Serikat), EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) dan DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Ketiga
database tersebut sering bekerjasama untuk menjaga keluasan
cakupan data dan informasi. Data sekuen diperoleh melalui
submisi dari laboratorium, proyek sekuensing dan pendaftaran
hak paten serta disimpan dalam file komputer. Pada file tersebut
berisi keterangan nama sekuen, organisme dan nomor akses
untuk membedakan dan mengidentifikasi sekuen tersebut.
Format database GenBank Flat File (GBFF) format dan FASTA
merupakan format yang sering digunakan. FASTA merupakan
format sederhana yang berupa satu baris nama (identitas)
sekuen dan sekuen tersebut. Oleh karena itu, format FASTA
menjadi format yang sering digunakan dalam analisis

bioinformatika (Sukmawati, 2015).
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2.10.3 Epitope Prediction Server

Terdapat banyak algoritma yang telah dikembangkan
untuk memetakan sekuen peptida epitope potensial yang
terdapat pada suatu antigen. Saat ini sudah banyak server yang
digunakan untuk memetakan epitope anatara lain PROPRED,
BCPRED, BEPIPRED dan lain-lain. Algortima yang digunakan
cenderung menilai sifat peptida seperti hidrofobisitas,
antigenisitas dan aksesibilitas serta keakuratan algoritma tersebut
bisa diatur dengan range berbeda (El-manzalawy, 2018).

2.11 Perspektif Dalam Islam

Metode In Silico menjadi salah satu metode yang bisa
dijadikan rujukan untuk penemuan dan pengembangan suatu
obat ataupun vaksin. Studi In Silico bisa digunakan untuk
pemetaan epiope, identifikasi senyawa baru, penambatan
molekuler, studi penemuan obat dan lainnya. Perkembangan
baru yang ditunjukkan pada kemajuan teknologi komputer dapat
menjadi cara untuk dilakukannya penelitian dalam bidang
kesehatan berbasis komputer. Desain obat atau vaksin yang
dilakukan dengan metode komputasi (In Silico) merupakan suatu
metode yang baru dan pada jaman nabi tentu belum ada metode
tersebut. Namun Allah SWT telah berfirman dan memerintahkan
kepada manusia untuk senantiasa berpikir agar dapat memahami
adanya pengetahuan yang akan selalu berkembang dan menjadi
pengetahuan baru. Allah SWT berfirman dalam Al-Qur'an Surah
Al-Ankabut (29): 43.
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Artinya :“Perumpamaan-perumpamaan itu Kami buatkan untuk
manusia. Dan tidak ada yang memahaminya, kecuali
orang yang berilmu. (QS Al-Ankabut (29):43.
Berdasarkan tafsir ibnu katsir (2014) maksud
perumpamaan-perumpamaan yang ada di dalam Al-Quran dan
ditujukan bagi orang-orang musyrik yang menjadikan (bagi
mereka) ilah-ilah selain Allah dan mengharapkan pertolongannya,
meminta rezeki dan berepeganga pada mereka dalam keaadaan
sempit. Keadaan mereka ini diperumpamakan seperti orang yang
berpegangan dengan sarang laba-laba yang tidak merubah
apapun. Seandainya mereka mengetahui maka mereka tidak
akan mengambil selain Allah SWT. Tidak ada yang dapat
memahami dan merenungkannya kecuali orang-orang yang
kokoh dalam ilmunya serta menguasainya. Menurut pandangan
islam, ilmu pengetahuan dan perkembangan teknologi menjadi
salah satu kebutuhan dasar untuk manusia sebagai makhluk
yang berakal. Metode komputasi yang digunakan untuk
pemetaan epitope dan desain penyisipan sekuen peptida ke
plasmid tertentu menjadi metode komputasi baru untuk
menemukan suatu obat ataupun vaksin. Hal ini menjadi solusi
ataupun rancangan awal untuk mengurangi penggunaan dana
berlebih sekaligus ketersediaan laboratorium yang saat ini
terbatas dikarenakan pandemi yang sedang berlangsung.
Proses pengembangan pengembangan obat untuk
mengatasi virus SARS-CoV-2 ini banyak sekali. Namun, Allah

SWT telah menyediakan berbagai macam tanaman obat untuk
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dimanfaatkan manusia. Hal ini merujuk pada surah An-Nahl ayat
11:

) Ly 830 G821 3g <Y
N\yijijb )\j@)mvﬁ%
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V) O)M\fﬁ’“'} :)IJ-/S L}/dg
Artinya: “Dia menumbuhkan bagimu dengan air hujan itu tanam-
tanaman; zaitun, korma,anggur dan segala macam
buah-buahan. Sesungguhnya pada yang demikian itu
benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum

yang memikirkan.” (An-Nahl ayat 11).

Berdasarkan tafsir ibnu katsir jilid 5 (2014), makna
penciptaan tumbuh-tumbuhan haruslah disyukuri karena hanya
dengan satu macam air ini, maka tumbuhlah tanaman dari bumi
dengan berbagai perbedaan, macamnya, rasa, warna, bau,
bentuk dan manfaatnya. Salah satu manfaat tanaman yang
sering digunakan adalah sebagai pengobatan dengan
memanfaatkan tanaman menjadi salah satu alternatif pengobatan
secara kimiawi menimbulkan banyak efek samping. Pengobatan
secara alami dari tumbuh-tumbuhan juga telah dicontohkan oleh
Allah  SWT dimana disebut sebagai Ath Thibbun Nabawi
(Pengobatan cara Nabi), sehingga tanaman merupakan salah
satu anugerah dari Allah SWT yang wajib dimanfaatkan dengan

baik oleh manusia.
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini merupakan penelitian deskriptif
eksploratif secara in silico menggunakan perangkat komputer
diawali dengan pemetaan untuk menentukan letak epitope,
analisis epitope serta karakterisasi sel B sel T CD8 dan sel T CD4
pengkode protein spike SARS CoV-2 menggunakan plasmid
pcDNA 3.1 (+) N-GST(TEV) dan vektor E. Coli sebagai kandidat

vaksin saRNA.

3.2 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli 2021 -
September 2021 di Laboratorium, Fakultas Sains dan Teknologi,

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah laptop
lenovo ideapad 110 (Processor Intel Celeron N3060 1.60 Ghz-
2.48 Ghz, RAM 4 GB DDR3, Graphic Card Intel HD Graphics
400), buku tulis. Tools yang digunakan antara lain database
GISAID, website NCBI, ExPasy, MEGA 6, database IEDB,
Bepipred 2.0, NetMHCpan EL 4.1, NCBI BlastP, VaxiJen 2.0,
website  TMHMM 2.0, website EMBOSS BackTranseq dan

aplikasi SnapGene.

45
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3.3.2Bahan

Bahan yang dibutuhkan antara lain adalah sekuen whole
genome dari SARS-CoV-2 spesifik Indonesia dan Wuhan sebagai
sekuen referensi untuk mengetahui posisi urutan sekuen spike.
Plasmid Rekombinan pcDNA 3.1 (+)N-GST(TEV) vyang
didapatkan dari SnapGene. Software SnapGene ini bisa juga
digunakan untuk mengkonstruksi plasmid rekombinan yang

nantinya akan disisipkan sekuen nukleotida epitope terpilih.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pemetaan dan Penentuan Epitope sel B, sel T CD4 dan
CD8
Metode diawali dengan diunduh sekuens genom lengkap
SARS-CoV-2 Indonesia berjumlah 15 (Spesifik jawa dan
sumatera) pada website GISAID (https://www.gisaid.org/) dan

melakukan pengaturan High Coverage dan Complete. Selain itu,
diunduh juga sekuen peptida pengkode protein spike SARS-CoV-
2 yang berasal dari Wuhan, Tiongkok (Reference No.
NC_045512.2) untuk sekuen referensi pemetaan daerah yang
mengkode spike pada sekuen genom lengkap SARS-CoV-2
Indonesia yang belum ditandai.

Karena sekuen yang diunduh berupa sekuen nukleotida
dan perlu diubah ke sekuen peptida maka diperlukan website

ExPasy (https://web.expasy.org/translate/) setelah itu proses

pensejajaran sekuen peptida referensi dari wuhan dengan
sekuen lokal indonesia menggunakan software MEGA 6.

Pensejajaran sekuen peptida berfungsi mengetahui posisi peptida


https://www.gisaid.org/
https://web.expasy.org/translate/
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pengkode protein spike (S) dari SARS-CoV-2 Indonesia dengan
sekuen peptida spike (S) Wuhan yang diambil dari genom
lengkap dan sudah ditandai. Kemudian sekuens peptida
nukleotida protein spike (S) dari masing-masing sekuen SARS-
CoV-2 Indonesia yang diperoleh sebelumnya ditranslasi agar
diperoleh sekuen peptida protein spike (S) menggunakan website

ExPasy (https://web.expasy.org/translate/) Translasi dilakukan

menggunakan tools translasi yang tersedia secara online.

Sekuen protein Spike SARS-CoV-2 Indonesia dipetakan
terhadap sel B untuk menentukan letak epitope yang nantinya
akan dikenali oleh sel B dengan menggunakan prediksi epitope
sel B menggunakan database IEDB dan parameter Bepipred 2.0

(http://tools.iedb.org/beell/)  yang tersedia secara online.

Kemudian dilanjutkan dengan penentuan epitope sel T CD8
dengan panjang lebih dari sama dengan 9-mer pada MHC (Major
Hystocompatibility Complex) | menggunakan database IEDB dan
pilih T Cell Epitope Prediction dan menu MHC | binding
(http://tools.iedb.org/mhci/) dan dipilih metode NetMHCpan EL 4.1
serta pilih HLA yang akan digunakan untuk prediksi (HLA*A

01:01). Kemudian sekuen yang dapat dikenali oleh sel T CD8
dipetakan lagi terhadap MHC Il untuk menentukan epitope yang
mampu dikenali sel T CD4 dengan menggunakan tools online
IEDB dan pilih T Cell Epitope Prediction dan menu MHC Il
binding (http://tools.iedb.org/mhcii/) dan dipilih pengaturan IEDB

recommended 2.22, panjang peptida 15-mer, alel HLA I
DRB1*01:01, select organism Human dan sort peptides by

adjusted Rank. Pada penelitian ini dilakukan pemetaan sekuen


https://web.expasy.org/translate/
http://tools.iedb.org/bcell/
http://tools.iedb.org/mhci/
http://tools.iedb.org/mhcii/
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peptida epitope sel T CD8 dan CD4 terhadap HLA kelas |
(HLA*A 01:01) dan HLA kelas Il (DRB1*01:01) yang mana kedua
HLA tersebut banyak ditemukan pada populasi suku-suku asli di
Indonesia.
3.4.2 Perhitungan Karakteristik

Setelah didapatkan sekuen epitope mana saja yang bisa
dikenali oleh sel T, maka akan dilakukan perhitungan atau
analisis mengenai beberapa karakteristik yang menjadi acuan
unuk kandidat vaksin. Dimulai dengan menggunakan NCBI
Blastp(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastp
&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome) dan diatur

beberapa algoritma parameter seperti world size 2, matriks yang

digunakan PAM 30, dinonaktifkan low complexity filter dan
kategori composition based statistics diatur ke pengaturan “no
adjustment” dan diatur tanpa adanya gap atau mismatch
terhadap self-peptide.

Kemudian dilanjutkan dengan analisis karakteristik
fisikokimia (Physicochemical characteristic) untuk menentukan
kelarutan  epitope berdasarkan nilai hidrofobisitasnya

menggunakan  ExPasy  (https://web.expasy.org/protparam/).

Website ini mampu memprediksi hidrofobisitas sekuen peptida
yang pendek (> 6 asam amino), titik isoelektrik (tpl), berat
molekul (Molecular Weight) dan kestabilan protein. Selain
hidrofobisitas website  tersebut juga memanfaatkan GRAVY
score yang disebutkan apabila berada diatas 0 maka bersifat

hidrofobik sementara dibawah 0 maka bersifat hidrofilik.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://web.expasy.org/protparam/
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Pengujian selanjutnya adalah dilakukannya pengujian
antigenisitas kandidat epitope sel T CD4 vyang lolos
menggunakan server VaxiJen 2.0 (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) dengan melakukan

beberapa pengaturan seperti nilai ambang (thresold) menjadi 0.4
yang membantu meningkatkan akurasi prediksi untuk tumor dan
pada bagian pengaturan organisme dipilih tumor. Analisis
alergenisitas dari kandidat epitope sel T dilakukan menggunakan
website AllerTOP V2.0 (https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/).

Kemudian dilanjutkan prediksi topologi transmembran

pada kandidat epitope terpilih menggunakan tools online TMHMM
v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) dan dilakukan

pengaturan pada Output format berupa grafik dan letak epitope

dimunculkan berupa pernyataan yang menunjukkan satu lokasi
dari tiga pilihan, vyaitu Inside (di dalam), Outside (di luar) atau
Transmembran. Setelah menggunakan beberapa parameter dan
karakteristik seperti uji self peptide, uji hidrofobisitas, uji
antigenisitas, uji alergenisitas dan topologi membran maka akan
didapatkan sekuen peptida terpilih yang bisa dijadikan kandidat
vaksin.

Sekuen peptida epitope terpilih ditranslasi balik agar
diperoleh sekuen nukleotida menggunakan website EMBOSS
BackTranseq

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss _backtranseq/) hasil

translasi berupa sekuen nukleotida inilah yang nantinya akan
digunakan dan disisipkan DNA Sirkuler dalam konstruksi vektor

plasmid rekombinan.


http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/
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3.4.3 Konstruksi Plasmid Rekombinan

Konstruksi  plasmid rekombinan ini menggunakan
software SnapGene yang tersedia online di inernet. Diawali
dengan mendesain daerah sisipan (Insert) untuk menentukan
letak penyisipan sekuen nukleotida terpilih dan pemilihan plasmid
pcDNA 3.1 yang digunakan sebagai vektor dan perancangan
designed insert yang terdiri dari sekuen nukleotida, promoter
Human Cytomegaalovirus (CMV) sebagai promotor yang dapat
dikenali oleh sel mamalia, sinyal peptida Human Tissue
Plasminogen Activator (tPa) untuk meningkatkan ekspresi antigen
dan region NSPI-4 VEEV yang mengkode protein yang berperan
dalam replikasi agar nanti diperoleh self-amplifying (saRNA),
bGH-poly signal sebagai komponen penstabil sekuens mRNA
yang akan diekspresikan agar tidak mudah terdegradasi, ORI
(Origin of Replication) untuk menginisasi perbanyakan atau

replikasi di dalam mikroorganisme.

3.5 Analisis Data

Dalam penelitian ini data diperoleh secara kuantitatif yang
berasal dari nilai hidrofobisitas (GRAVY) yang diperlukan untuk
menentukan epiope dengan kelaruan yang baik (hidrofilik) agar
dapat berinteraksi satu sama lain dengan sistem imun. Uji
antigenisias dipilih untuk menentukan kemampuan epitope
dikenali sebagai antigen oleh sel T. Epitope yang memiliki sifat
antigenisitas yang baik diharapkan dapat menstimulasi respon
imun adaptif untuk menghasilkan sel memori. Sehingga ketika

terjadi infeksi sesungguhnya tubuh akan lebih cepat merespon
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dan mengeleminasi. Hanya epitope yang memiliki nilai ambang
(threshold) diatas (>0,4) yang ditetapkan dan dipilih sebagai
kandidat vaksin. Kemudian dilakukan uji alergenisitas untuk
mengeleminasi epitope yang berpotensi menginduksi reaksi
alergi dalam tubuh. Epitope yang dipilih sebagai kandidat vaksin
diharapkan tidak menimbulkan efek berbahaya bagi tubuh
termasuk alergi. Oleh karena itu kandidat epitope yang
dinyatakan bersifat non-alergen berdasarkan tools online yang

digunakan dalam penelitian ini.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Pemetaan, Karakterisasi dan Analisis Sekuen Peptida
Epitope

Penentuan sekuen peptida epitope dilakukan agar
nantinya bisa dikenali dengan baik oleh sel B, Sel T CD8 dan sel
T CD4 agar nantinya sekuen peptida yang didapatkan sebagai
kandidat vaksin mampu menginduksi respon imun humoral dan
seluler dengan baik yang penting dalam vaksinasi. Epitope sel B
seperti diketahui mampu menginduksi terbentuknya antibodi,
internalisasi antigen, memproses antigen, mempresentasikan ke
limfosit T untuk meningkatkan respon imun. Selain itu sel B yang
teraktivasi akan menjadi sel memori dan akan bertahan lama
dalam peredaran darah maupun limfa untuk menjaga dari
serangan antigen yang sama sekaligus menjadikan respon imun
lebih cepat dan efektif ketika terjadi proses infeksi selanjutnnya.
Aktivasi sel B sepenuhnya diatur oleh heteroodimer Ig a dan Ig B
yang bagian ujungnya terdapat Immunoreceptor tyrosine
activation motifs (ITAM) (Huang et al., 2020).

Epitope sel T adalah bagian peptida dari urutan peptida
lain dari protein yang diproses dalam sel penyaji gen (APC) serta
molekul protein dari Major Histocompatibility Complex (MHC)
yang dikenal oleh reseptor sel T. Epitope sel T berfungsi dalam
mengidentifikasi peptida terpendek yang dimiliki antigen yang
mampu menstimulasi CD4 atau CD8. Reseptor sel T terdiri dari 2
macam Yyaitu reseptor MHC 1 dan MHC 2 dimana ketika reseptor

tersebut berikatan dengan akan mengaktivasi dari sel T CD8 dan
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sel T CD4 menjadi sel T sitotoksik dan sel T helper (Jennifer,
2017).

Berdasarkan hasil pemetaan, analisis dan karakterisasi
menggunakan beberapa parameter didapatkan sekuen peptida
terbaik dengan sekuen KLOQNVVNQNAQALNT (K:lisin,
L:Leusinin, Q:Glutamin, N:Asparagin, V:Valin, A:Alanin,
T:Treonin) yang mana didapatkan dari daerah Depok, Jawa
Barat. Terpilihnya sekuen peptida yang berasal dari daerah
Depok diharapkan mampu menginduksi respon imun yang baik
dan dapat meminimalisir efek samping yang dapat ditimbulkan.
Beberapa keunggulan karakteristik yang didapatkan dari sekuen
peptida terpilih antara lain bersifat antigen dengan skor
antigenisitias lebih dari nilai ambang batas (>0.4) yakni 0.4343,
hal tersebut menjadikan sekuen peptida terpilih mampu dikenali
oleh tubuh sebagai antigen.

Analisis antigenisitas perlu juga dilakukan untuk
mengukur kemampuan epitope untuk dikenali sebagai antigen
oleh respon imun adaptif, khususnya untuk menstimulasi atau
menginisiasi respon sel B dan sel T. Epitope yang memiliki sifat
kemampuan antigenisitas yang baik (Highly antigenic) dapat
menstimulasi respon imun adaptif agar nantinya dapat
menghasilkan sel B memori dan B plasma untuk berjaga pada
peredaran darah dan limfa serta mengingat jenis antigen (virus).
Selanjutnya sel memori tersebut akan menstimulasi respon imun
ketika terjadi infeksi sesungguhnya akan lebih cepat jika diukur

dari segi waktu.



Tabel 4. 1 Hasil karakterisasi dan analisis sekuen peptida

Hidrofobisitas

Daerah Antigenisi  Alergenisi Nilai Arti Topolo Kemirip Kestabil Keterang
Sekuen . an (Self-
Asal tas tas GRA gi . an an
peptide)
VY
Tidak
0.1613 . . ditemuk
Banten KSFLWKGLSSYV (Non- Allergen 0.213 H|d_rofo Outsid an Stabil Eleminasi
LPS . bik e -
antigen) kemiripa
n
Tidak
. ditemuk
Aceh KVAVYKMAMVHL 0.6307 Allergen 0.773 H|d_rofo Inside an Stabil Eleminasi
ARF (Antigen) bik Kemiri
emiripa
n
Tidak
. . ditemuk
Bangka LSFELLHAPATVC 0.6307 Allergen 0.847 Hidrofo  Outsid an Stabil Eleminasi
Belitung GP (Antigen) bik e Kemiri
emiripa
n
Tidak
- ditemuk
Bogor QNVVNONAQAL 0.0614 Non- 0613 Hidofili e an Stabil  Eleminasi
NTLV (Antigen) alergen k Kemiri
emiripa
n
VVLSFELLHAPAT 0.6189 Non- Hidrofo  Outsid Tidak . .
Brebes Ve (Antigen) alergen 1.540 bik e ditemuk Stabil Eleminasi
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Cilacap

Depok

Jogjaka
rta

Semara
ng

Suraba
ya

VLSFELLHAPATV
CG

KLQNVVNQNAQ
ALNT

LONVVNQNAQAL
NTL

GKLQNVVNQNA
QALN

NVVNQNAQALNT
LVK

0.6189
(Antige)

0.4343
(Antigen)

0.1943
(Non-
antigen)

0.4985
(Antigen)

0.0937
(Non-
antigen)

Non-
alergen

Non-
alergen

Allergen

Allergen

Allergen

1.233

-0.633

-0.120

-0.613

-0.170
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Hidrofo
bik

Hidrofil
ik

Hidrofili
k

Hidrofili
k

Hidrofili
k

Outsid

Inside

Inside

Inside

Inside

an
kemiripa
n
Tidak
ditemuk
an
kemiripa

n
Tidak
ditemuk
an
kemirip
an
Tidak
ditemuk
an
kemiripa
n
Tidak
ditemuk
an
kemiripa
n
Tidak
ditemuk
an
kemiripa

Stabil

Stabil

Stabil

Stabil

Stabil

Eleminasi

Terpilih

Eleminasi

Eleminasi

Eleminasi



0.1149
Sidoarjo VVNQNAQALNTL (Non-
VKQ '
antigen)
Bali  LGKLQNVVNQNA  0.409%
QA (Antigen)
Bengkul KVAVYKMAMVHL 01613
(Non-
u ARF _
antigen)

Allergen

Alergen

Allergen

-0.120 H'dlic’f"' Inside

0407 A ngige
Hidrofo .

0.773 bik Inside

n
Tidak
ditemuk
an
kemiripa
n
Tidak
ditemuk
an
kemiripa
n
Tidak
ditemuk
an
kemiripa
n

stabil

Stabil

Stabil

Eleminasi

Eleminasi

Eleminasi

Keterangan: 1. Skor antigenisitas lebih dari nilai ambang batas (>0.4) menyatakan bahwa sekuen berpotensi

dikenali sebagai antigen.

2. skor GRAVY diatas menyatakan bahwa sekuen bersifat hidrofilik sedangkan dibawah nol

bersifat hidrofilik.
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Hasil sekuen peptida terpilih di analisis menggunakan
AllerTOP v 2.0 dan didapatkan hasil Non-allergen yang berarti
tidak menimbulkan reaksi alergi. Epitope yang bisa dijadikan
sebagai kandidat vaksin sebaiknya tidak menimbulkan reaksi
alergi maupun reaksi berbahaya lainnya bagi tubuh. Pada
keadaan normal mekanisme pertahanan tubuh baik humoral dan
seluler tergantung pada aktivasi sel B dan sel T. Aktivasi
berlebihan oleh antigen atau gangguan mekanisme seperti ini
akan meinmbulkan suatu keadaan imunopatologik yang disebut
reaksi hipersesitivitas (alergi). Mekanisme imun yang mendasari
terjadinya alergi adalah mekanisme tipe | yang diperantarai oleh
IgE spesifik. Eosinofil berpeeran secara tidak langsung pada
reaksi hipersensitivitas tipe | melalui faktor kemotaktik eosinofil,
anafilaksis (ECF-A= Enosinophil Chemotactic Factor of
Anaphylasis). Zat ini merupakan salah satu dari preformed
mediator yaitu mediator yang suda ada dalam granula sel mast
selain histamin dan faktir kemotaktik neutrofil (NCF= Neutrophil
Chemotactic Factor). Mediator yang kemudian terbentuk
merupakan metabolit asam arakidonat akibat degranulasi sel
mast yang berperan pada reaksi tipe | (Munasir dan Suyoko,
2010).

Hasil sekuen epitope terpilih dianalisis skoring
hidrofobisitas untuk melihat sifat kelarutan yang didasarkan dari
perhitungan nilai rata-rata GRAVY (Grand Average of
Hydropathicity) pada tools online ExPasy. Sekuen peptida terpilih
mendapatkan skor GRAVY -0.633 yang berarti bersifat hidrofilik

(larut dalam air). Selain memprediksi skor hidrofobisitas, ExPasy
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juga bisa memprediksi titik isoelektrik (pl) dan berat molekul (MW)
protein. Analisis Grand Average of Hydropathicity (GRAVY)
dilakukan untuk memilih epitope yang memiliki kelarutan baik
(hidrofilik) agar nantinya didapatkan peptida yang dapat
berinteraksi dengan baik satu sama lain dengan sistem imun
dalam pelarut air. Analisis topologi membran dilakukan sebagai
tambahan untuk mengetahui lokasi epitope tersebut akan
diekspresikan atau presentasikan pada transmembran dan
berdasarkan hasil prediksi topologi transmembran dari epitope
terpilih diidentifikasi epitope cenderung dipresentasikan pada
permukaan dalam (Inside) membran.

Sekuen peptida terpilih tidak ditemukan kemiripan
dengan peptida manusia (self-peptide) yang berarti tidak dapat
menginduksi respon autoimun. Autoimun sendiri merupakan
respon imun terhadap antigen pada jaringan sendiri yang terjadi
akibat gagalnya sebuah mekanisme normal yang memiliki peran
untuk mempertahankan (Self tolerance) atau bisa disebut
kegagalan pada respon imunitas. Reaksi ini terjadi ketika sistem
kekebalan tubuh mengalami gangguan dan menyerang jaringan
tubuh itu sednriri sehingga menyebabkan kerusakan jaringan,
gangguan fisiologis atau peradangan.

Selain faktor dari antigen terdapat faktor imun lain yang
berperan pada autoimunitas antara lain gangguan presentasi,
ekspresi MHC yang tidak benar dan keseimbangan Thl-Th2.
Gangguan dapat terjadi pada presentasi antigen, infeksi yang
menngkatkan respons MHC, kadar sitokin yang rendah (misal

TGF-B) dan gangguan respons terhadap IL-2. Pengawasan
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beberapa sel autoreaktif diduga bergantung pada sel Ts atau Tr.
Bila terjadi kegagalan sel Ts atau Tr, maka sel Th dapat
dirangsang sehingga menimbulkan autoimunitas. Ekspresi MHC
Il yang tidak pada tempatnya itu yang biasanya hanya
diekspresikan pada APC dapat mensensitasi sel Th terhadap
peptida yang berasal dari sel B atau tiroid dan mengaktifkan sel
atau Tc atau Thl terhadap self antigen.

Kemudian epitope terpilih akan di rancang menggunakan
plasmid rekombinan agar mudah dikenali oleh tubuh inangnya
serta dapat menginduksi respon imun tanpa menimbulkan efek
samping yang merugikan. Proses penghantaran epitope terpilih
hingga dapat dikenali oleh sistem imunnitas tubuh manusia akan
melalui beberapa tahapan mulai dari proses penghantaran hingga
ke sitoplasma, dikenali oleh APC ataupun MHC hingga kemudian
dikenali oleh sel B ataupun sel T. Sekuen peptida terpilih yang
masuk ke dalam tubuh akan masuk sebagai antigen untuk
kemudian akan menginduksi respon imun.

Antigen (epitope terpilih) yang masuk ke dalam tubuh
akan dibawa atau dipresentasikan oleh smakrofag. Makrofag
sendiri menjadi sel fagosit terpenting yang berperan dalam
menghancurkan antigen serta mempresentasikan antigen ke sel
T melalui APC (Antigen presenting cell) atau MHC (Major
Histocompatibility Complex) yang terdapat pada permukaan sel
nya. Pemilihan MHC |l pada penelitian ini dikarenakan terdapat
pada sel-sel spesifik seperti makrofag, dendritik, sel B dan
beberapa sel khusus lainnya. Dibandingkan dengan MHC | yang

terdapat pada semua permukaan sel (kecuali sel darah), MHC Il
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lebih spesifik karena akan mempresentasikan antigen ke sel T.
Sel T akan mengikat antigen dengan reseptor spesifik pada
permukaan sel. Makrofag membunuh antigen melalui beberapa
mekanisme seperti sekresi molekul, lisosom dan membentuk
radikal oksigen, asam nitrat serta klorin. Makrofag hidup bulanan
atau tahunan karena perannya yang penting untuk menyajikan
antigen ke sel T dan penting dalam aktivasi responimun adaptif
melawan patogen.

Antigen yang berasal dari luar (termasuk epitope terpilih)
akan disajikan oleh sel penyaji antigen khusus atau APC (Antigen
Presenting Cell) pada molekul MHC II. Molekul MHC 11 ditemukan
hanya pada permukaan sel penyaji khusus seperti makrofag, sel
B dan dendritik. Molekul MHC Il berperan penting dalam
penyajian antigen ke reseptor sel T pada sel T-helper CD4+. Sel
sel ini khusus menyajikan antigen ke sel T CD4+ yang mengenali
antigen pada molekul MHC Il. Hal ini menjadi penting karena
CD4+ sel T mampu mengontrol proliferasi sel T lainnya dan sel B.
Sel penyaji antigen khusus memproses antigen dan
mengekspresikannya pada molekul MHC II (misal HLA-DP, HLA-
DQ, HLA-DR). Molekul MHC pada manusia bersifat pleomorfik
berdasarkan adanya variasi gen tertentu.

Oleh karena itu antigen yang terikat pada molekul MHC
kelas | dan Il seseorang belum tentu terikat pada orang lain.
Faktor pleomorfik yang menjadikan faktor pertimbangan ada
tidaknya penolakan dalam transplantasi sehingga ada istilah
histokompatibilitas. Jika jaringan donor tidak cocok dengan MHC,

akan terjadi bermacam=macam antigen baru yang dikenali
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sebagai benda asing dan jaringan donor ditolak oleh respon
imun. Hal ini yang menyebabkan pemilihan sekuen whole
genome protein spike berasal dari wilayah Jawa dan
Sumatra.dikarenakan frekuensi alel dari kedua wilayah tersebut
mencakup 37.8% dari frekuensi alel HLA 1l populasi suku di
indonesia. Terdapat 3 jenis HLA 1l yang dominan ditemukan pada
indvidu dari wilayah Jawa dan Sumatra yaitu, DRB1*12:02,
DRB1*15:02 dan DRB1*07:01 dengan frekuensi masing-masing
37.8%, 23% dan 13.1%.

Sel T yang terstimulasi akan menghasilkan mediator
kimia seperti interleukin, interferon dan limfokin. Mediator yang
dihasilkan akan memicu proliferasi sel imun serta menyebabkan
sel B akan berkembang menjadi sel B plasma dan membentuk
antibodi yang dinamakan imunoglobulin. Imunoglobulin banyak
dijumpai dalam serum dan menjadi komponen humoral utama.
Mediator interferon yang dihasilkan oleh sel T akan memicu
makrofag teraktivasi sehingga akan mencerna dan mematikan
antigen (epitope terpilih). Pada saat yang sama sel B dan sel T-
sitotoksik teraktivasi dan menjadi banyak agar dapat mengenali
antigen. Sel T-sitotoksik akan menginjeksi antigen ke dalam
membran sel dan terbentuk lubang dalam membran,
menyebabkan bagian dalam sel terbuka dan membunuh sel yang
terinfeksi.

Sesudah pengikatan fragmen komplek antigen MHC
pada TCR (T-Cell Receptor) sel T menjadi aktif hanya bila
menerima sinyal kedua (sinyal ko-simulator). Sinyal kedua ini

penting untuk aktivasi penuh selT dengan cara membuat sel T
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resisten terhadap apoptosis (kematian sel terprogram),
meningkatkan regulasi reseptor faktor pertumbuhan pada sel T
sehingga menstimulasi proliferasi sel T dan mengurangi jumlah
waktu yang diperlukan untuk menstimulasi proliferasi sel T.
Molekul ko-simulator umumnya merupakan molekul
adhesi sel yang membuat 2 sel melekat satu dengan yang lain
untuk periode lama dan menyebabkan proliferasi dan diferensiasi
sel T. Contoh aktivasi dan diferensiasi sel T CD4+ menjadi sel T-
helper membutuhkan ikatan molekul CD28 pada CD4+ sel T ke
molekul CD80/CD86 yang tersaji pada APC, menghasilkan
pembentukan IL-2, ekspresi IL-2, progresi siklus sel dan
proliferasi sel T teraktivasi. Pengenalan antigen oleh reseptor
antigen pada sel limfosit dalam absennya sinyal ko-simulator
menyebabkan tidak terbentuknya sitokin yang menghasilkan
suatu keadaan yang dinamakan anergi (tidak adanya respon
imunologi) atau meningkatnya apoptosis. Berbeda dengan sel T-
helper CD4+, aktivasi penuh sel T-sitotoksik melawan sel target
dicetuskan oleh ikatan CD2 pada CD8+ sel T dengan molekul
CD58 sel target dan dengan interaksi LFA-1 (lymphocyte
Functional Antigen-1) pada sel T dengan molekul adhesi
interseluler-1 (ICAM-1, Intercellular Adhesion Molecule 1) pada

target.
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Tabel 4.2 Properti kandidat epitope terpilih

Karakteristik Keterangan Arti
S Tidak ditemukan
Similarities Tidak ditemukan kemiripan
Dengan self- -
eptide kemiripan dengalj self
P peptide
Massa Molekule 1654.84
Titik Isoelektrik 8.75
Stabilitas Stable protein
Antigenisitas 0.4343 Antigen
Alergenisitas Non-Allergen
Topology Inside
Hidrofobisitas -0.633 Hidrofilik

Tabel 4.3 Sekuens nukleotide pengkode epitope terpilih
Kandidat

Reverse Translated Sequence

Epitope \
Terpilih (Sekuen Nukleotida)
KLQNVVNON AAGCTGCAGAACGTGGTGAACCAGAAC

AQALNT GCCCAGGCCCTGAACACC
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4.2 Konstruksi Plasmid pcDNA3.1(+)N-GST-TEV

Plasmid pcDNA3.1+N-GST(TEV) digunakan dalam
penelitian ini sebagai vektor dan nantinya akan disisipkan sekuen
nukelotida untuk menginduksi respon imun tubuh dan beberapa
komponen lain seperti NSP1-4VEEV yang berperan mengkode
protein dalam replikasi agar dihasilkan self-amplifying RNA. Serta
sinyal peptida Human Tissue Plasminogen Activator (tPa) yang
berperan dalam meningkatkan ekspresi antigen dan sekresinya
ke luar sel. Sementara itu terdapat komponen penting lainnya
yang terdapat dalam plasmid antara lain, bGH-poly (A) signal
untuk menstabilkan sekuen nukleotida mMRNA agar tidak mudah
terdegradasi ketika akan diekspresikan, ORI (Origin of
Replication) yang berfungsi untuk menginisiasi perbanyakan
(replikasi) plasmid dalam sel mikroorganisme untuk perbanyakan
vektor (plasmid), CMV (Human Cytomegalovirus) berfungsi
sebagai promoter yang dapat dikenali oleh sel mamalia sehingga
berpotensi untuk dikenali dalam percobaan secara in-vitro dan
berguna untuk menginisiasi ekspresi dari gen sisipan tersebut.
Serta terdapat NeoR dan KanR berfungsi sebagai gen resisten
untuk antibiotik dari Neomycin dan Kanamycin yang berperan

untuk selective marker (Kowalski, et al., 2019).
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S Nne |
f J Hind Il

Kozac

pcDNA3.1+N-GST(TEV)

6.1kb
TEV
£
£ BamH1
EcoR |
ECOR V
Not |
Xho |
SVAD Xba |
Apa |
Hind III GST tag
--- AGC TGG_CTA GCG TTT AAA CTT AAG CTT GCC ACC ATG TCC CCT ATA ... ... TCG GAT CTG
Nhe | Aflll Kozak seq M S P | S D L

TEV Cleavage site

GAA AAC CTG TAT TTT CAG GGC GGA TCC GAA TTC TGC AGA TAT CCA GCA CAG
E N L Y F Q G  BamH| EcoR | EcoRV

Not |
TGG CGG CCG CTC GAG TCT AGA GGG CCC GTT TAA —

Xho Xbal Apa | Stop
Gambar 4.1 Plasmid pcDNA 3.1(+) N-GST-(TEV) (Addgene,
2021)

Pada plasmid (pcDNA3.1(+)N-GST-TEV) rekombinan
bagian yang akan dikonstruk dan nantinya akan diinsersikan
pada sisi restriksi BamHI dan Apal serta terdapat bagain MCS
(multiple cloning site) yang mana menjadi daerah untuk
dinsersikan atau dimasukkan materi genetik (Hardianto dkk,
2015) dan juga dengan penambahan beberapa komponen utama
yang terdapat dalam plasmid rekombinan antara lain sekuens
nukleotida yang ditambahkan start kodon untuk mengkode asam
amino esensial (metionin). Selain itu terdapat juga GST (Glutation
S-Transferase) yang terdapat dalam plasmid pCDNA3.1(+)N-
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GST(TEV). Enzim GST berperan penting dalam proses katalis
enzimatik untuk detoksifikasi senyawa yang bersifat mutagenik,
karsinogenik dan mutagenik melalui konjugasi. GST terdiri atas 6
kelas enzim sitotoksik yaitu mu, pi, theta, sigma, alpha dan zeta
serta terdapat kelas GST yang terikat dengan membran yaitu
GST kappa mitokondria dan GST mikrosomal. (Chen et al.,
2017). Aktivitas berlebihan enzim GST terutama GST pi dapat
digunakan sebagai penunjuk adanya tumor. Oleh karena itu,
peningkatan berlebihan aktivitas enzim GST kelas tertentu dan
jika diberikan terapi maka akan mengalami resistensi karena
sebagian obat sitostaik akan dimetabolisme melalui konjugasi
glutasi (GSH) yang dikatalisis GST (Malik, 2016). Enzim GST
berperan dalam menjaga protein target dari degradasi proteolitik
dan menstabilkan protein target dalam fraksi monomer ataupun
homodimer. Namun GST memilki kelemahan lain berupa
beberapa jenis protein yang digabungkan dengan GST tidak bisa
larut atauh bahkan seluruhnya (Maksum et al., 2019).

Menurut Sequeira et al (2017), vektor E coli menjadi
vektor bakteri yang paling sering digunakan karena mudah
ditangani, tumbuh dengan cepat pada media kaya kurang lebih
20 menit. Namun bakteri (vektor) ini memiliki kelemahan dalam
sistem ekspresi, terutama pada sistem untuk memproduksi
biofarmasi. Selain itu terdapat kelemahan lain seperti kelarutan
rendah, masalah endotoksin, kurangnya modifikasi pasca-
translasi dan pelipatan protein yang tidak tepat nantinya akan
membuat protein menjadi tidak aktif. Sehingga penambahan Tag

fusi protein diharapkan mampu meningkatkan ekpresi protein
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dan/atau kelarutan protein (Ki dan Pack, 2020). Tag fusi terdiri
atas peptida yang terikat dengan protein target dan membantu
pelipatan protein secara alami untuk mencapai tingkat
selanjutnya untuk protein yang akan diekspresikan. Oleh karena
itu penggunaan Tag fusi Glutathione S-Transferase (GST)
diharapkan mampu meningkatkan ekpresi protein yang diinginkan
agar nanatinya mendapatkan hasil yang optimal. Tag fusi juga
bisa meningkatkan nilai kelarutan, berat molekul, nilai pl dan nilai
GRAVY (lsalan et al., 2013). Sementara itu Tag afinitas
digunakan bersama dengan ligan pengikat afinitas yang sesuai
untuk memungkinkan pemurnian protein yang cepat dan efisien
yang kemudian menyebabkan peningkatan hasil produksi protein
yang diekspresikan. Apabila disertakan TEV (Tobacco Etch Virus)
pada plasmid maka Tag afinitas akan dihapus setelah purifikasi.
Hal ini dilakukan untuk memastikan bahwa Tag afinitas tidak
mengganggu fungsi biologis dan mengganggu analisis struktural
atau imunogenisitas yang tepat (Costa et al., 2014).

Plasmid rekombinan yang sudah siap dirancang untuk
dapat dilanjutkan dalam percobaan skala laboratorium untuk
diwujudkan menjadi vaksin berbasis self-amplifying (SaRNA).
Proses penghantaran mRNA yang terdapat dalam vaksin
nantinya akan melewati tahap enkapsulasi nanolipid (LNPs)yang
mana berisi MRNA dan menjadi mRNA-LNPs. Ketika nanolipid
mendekati membran sel maka akan mengalami endositosis dan
akan membentuk vesikel sehingga nanolipid akan dilapisi
membran dan kemudian akan sampai di sitoplasma, mRNA tidak

dapat bertahan lama dalam sel manusia sehingga setelah
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memasuki sitoplasma vesikel akan hancur dan akan menyisakan
MRNA (Shoenmaker et al. 2021), . Selanjutnya mRNA akan di
translasi oleh ribosom dan akan menghasilkan protein yang
diinginkan dengan kecenderungan bahwa protein dipresentasikan

pada permukaan dalam membran.
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Gambar 4.2 Penggambran Plasmid pcDNA3.1(+)N-GST-TEV
epitope protein spike dengan komponen-
konponen lainnya

4.3 Integrasi dengan Al Quran

Saat ini seluruh negara sedang berjuang untuk
menemukan cara agar bisa melawan pandemi COVID-19.
Pandemi yang melanda seluruh dunia mampu mengubah
kebiasaan manusia sebagai makhluk sosial. Sejatinya manusia
sebagai makhluk sosial harus dibatasi dengan diterapkannya
protokol kesehatan sehingga membatasi ruang gerak menjadi
terbatas. Hal tersebut dilakukan guna menekan risiko penularan

SARS-CoV-2, selain itu diberlakukan juga Work From Home
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(WFH) untuk mengurangi resiko penularan pada sektor pekerja.
Pandemi COVID-19 sangat berpengaruh pada banyak sektor
sehingga melumpuhkan ekonomi negara sehingga banyak
masyarakat yang mengalami pemutusan hubungan kerja (PHK).
Selain itu, akibat aturan protokol kesehatan sektor ibadah terkena
imbas dikarenakan tata cara pelaksanaan agar terhindar dari
resiko penularan.

Dampak yang diakibatkan pandemi ini banyak hikmah
yang bisa dijadikan pelajaran seperti memiliki lebih banyak waktu
untuk keluarga dan juga kepada Sang Pencipta Allah SWT.
Adanya hikmah tersebut untuk memulihkan kehidupan sebagai
umat Muslim agar bertindak ke haluan yang lebih baik dan jalan
yang diridhoi oleh Allah SWT. Asal mula COVID-19 yang muncul
dari kelelawar dan dianggap sepele nyatanya kini mampu
merubah dunia dan melumpuhkan beberapa sektor.

Menurut sudut pandang sains berdasarkan tafsir bil ilmi
kitab tafsir ilmi Kemenag (2016) menyatakan bahwa prinsip
mind-body medicine atau suatu metode bahwa cara berpikir dan
emosi dapat mempengaruhi kesehatan diri seseorang adalah
standar yang banyak dikenal. Ditinjau dari sudut kejiwaan dan
fisik, sakit adalah persepsi seseorang atas kesehatan dimana
sesorang merasa kesehatannya terganggu. Sementara itu,
penyakit adalah suatu proses fisik dan patofisiologis aktual yang
sedang berlangsung dan dapat menyebabkan keadaan tubuh
atau pikiran menjadi abnormal.

Mengenai kesehatan, Islam menyatakan bahwa hanya
Allah SWT yang dapat menurunkan penyakit sekaligus obat untuk
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menyembuhkan nya. Keadaan tersebut digambarkan dalam salah
satu hadis

-

2 <.z % G, % ° p
ST 15 3155 13 Gl 4133 501 T3 3L A
Rasulullah bersabda, “Setiap penyakit pasti ada obatnya, bila
sebuah obat sesuai dengan penyakitnya maka penyakit itu akan
sembuh dengan izin Allah ‘azza wa jalla.” (HR Muslim).

Kesembuhan yang dikandung dalam Al Quran ataupun
hadis terutama meliputi penyakit dalam hati. Akan tetapi dapat
pula digunakan dalam menyembuhkan penyakit badan apabila
dipakai untuk merukyah. Obat menjadi alat utama dalam
penyembuhan penyakit saat ini (COVID-19) sehingga menjadi
suatu kewajiban untuk menemukan obat (penawar) agar
terkendali. Allah SWT juga sudah mendorong manusia agar
selalu berdoa kepada-Nya pada setiap keadaan; sakit atau sehat,
kaya atau miskin, lapang atau sempit agar senantiasa bersyukur
atas anugerah yang telah diberikan-Nya.

Allah SWT telah memberikan kita petunjuk melalui

firman-Nya pada Surah Yasin ayat 36:
% %%0 ¢ @ ) P s P
5//’5.‘ &:3 &bjy‘ }“;.’iL:/‘/S/Cé, ‘ Zul| % L..g./)J‘ < .}
v osla Y G

Artinya: “Maha Suci Tuhan yang telah menciptakan pasangan-
pasangan semuanya, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi
dan dari diri mereka maupun dari apa yang tidak mereka ketahui.”
(QS: Yasin [36]: 36)

Berdasarkan tafsir ibnu katsir jilid 6 (2006) menyebutkan

bahwa Allah SWT telah menciptakan segala sesuatu berpasang-
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pasangan, baik itu berupa laki-laki dengan perempuan, kematian
dengan kehidupan, penyakit dengan penawar (obat) dan lain
sebagainya. Selain itu Allah SWT juga menciptakan makhluk-
makhluk lain yang tidak mereka (mereka) ketahui, sebagaimana
Allah yang Maha agung berfirman dalam QS. Adz-Dzariyat ayat
49:

L Ea. AE L Pry P 3
s “ = - 297 A 5 h W . 2%
Artinya: “Dan segala sesuatu Kami ciptakan berpasang-pasangan

supaya kamu mengingat kebesaran Allah.” (QS: Adz-Dzariyat
[51]: 49)



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

Kesimpulan pada penelitian ini adalah:

Sekuens peptida epitope protein Spike (S) SARS-CoV-2 yang
dapat dikenali oleh sel B dan dipresesntasikan oleh HLA | dan
HLA Il kepada sel T didapatkan dengan sekuens
KLONVVNQNAQALNT dengan karakteristik tidak
menginduksi reaksi alergi (autoimun), tergolong protein yang
stabil, dipresentasikan di dalam membran sel, bersifat
antigenik dan hidrofilik.

Plasmid pcDNA 3.1(+) N-GST-TEV dirancang untuk bisa
mengekspresikan self-amplifying RNA dengan bagian insert
terdiri atas sekuen peptida epitope sel T pengkode protein
spike (S) SARS-CoV-2 terpilih, signal peptide tPa (tissue
plasminogen activator) dan NSP1-4VEEV untuk mengkode
protein yang nantinya membantu replikasi dan menghasilkan
self-amplifying RNA.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian, terdapat beberapa saran

yang dapat diajukan ke peneliti, antara lain:

1.

Dibutuhkan lebih banyak karakteristik lainnya untuk
mendapatkan sekuens peptida yang paling menjanjikan.

Perlu uji lanjutan menggunakan aplikasi atau software lain
yang terkait dengan Immunoinformatika.

Perlu ditambahkan keterangan lebih mengenai bagian-bagain

yang ada pada plasmid.
72
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ATTTGGCTACTAACAATCTAGT TGTAATGGCCTACATTACAGGTGGTGTTGTTCAGTTGACTTCGCAGTG
GCTAACTAACATCTTTGGCACTGTTTATGARAAAC TTGATTGGCTTGAAGAGAAGTTT
AAGGANGG TGTAGAGT TTC TTAGAGACGGT TGGGAAATTGTTAAATTTATCTCAACCTGTGCTTGTGAM
TTGTCGGTGRACAATTGTCACC TG TGCANAGGAAAT TAAGGAGAGTGTTCAGACATTCTTTASGCTTGT
AAATAAATTTTTGGCTTTGTGTGCTGACTCTATCATTATTGGTGRAGCTAAACTTAMAGCCTTGAATTTA
GGTGARACATTTGTCACGCACTCARAGGGAT
TACTCATGCCTCTAAMAGCCCCAMAGARATTATCTTC TTAGAGGGAGAAMCAC TTCCCACAGARGTGTT

AGAGGANGTTGTCTTGAAMAC TGGTGATTTACAACCATTAGAACAACC TACTAGTGAAGC TG TTGA
GCTCCATTGGTTGGTACACCAGTTTGTATTAACGGGC TTATGTTGC TCGAMTCAMGACACAGAAANGT v
100%  Windows (CRLP)  UTF-8

Tampilan sekuen yang sudah d| unduh
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4 M5 Mgament Explorer (Sekuen Cond-19.FASTA)

- 8 x
DM, €t Sewch Abgament Web_Sequencer Display Wep

D Creste hew WY CREIEXY BB ar ABAR
@ opm .

Foaances
Reopen ’

Close

Phylogeneic Ansis

& Soesesion  Cuies

© pont Algment MEGA format

® ONA Sequences FASTA format
Protein Sequences PAuP Format

o

Tansiate Veeransiate
B Select Genetic Code Table

Pensejajaran sekuen spesifik Indonesia dengan sekuen referensi

Wuhan

IEDB Analysis Resource

| home || Hetp | [ Exampte || Reterence || nownioaa || contact |

Antibody Epitope Prediction

Specify Input

Enter a Swiss-Prot ID (example: P02185)

Or enter a protein sequence in plain format (50000 residues maximum).

ATIICCRCCCACCCCTTCACCETICT TG CGRATCTCOCCEATTECCATCCARCTCACRCCTICECCRACE ™

TGATGAR A CTCALGCCTTACCGCAGAGACAGALGARACAGCARACTCTGACTCTTCTTCCTCCTGCAGAT
TICGRTGATTTCTCCR AL C R LT TR RCAATCCATGRGCACTGCTGACTCALCTCAGGCCTRRRCTCATE
AR A e e T T AT AT A CeT T TTCECTTITCC T TTACGATATATACTCTACTCTT
CIECACART A T TCT CeT AR C T C AT A CCAC AR CTAGRTCTACTTARCTITARTCTCACRTACCARTCT
IR CAGT T TR C AT TR GG AT T AL LG CCCACCACATT TTCACCEACECCACECEEAGTAL
GRTCGACTCTACRGT AL CR R TGO TAGGGAGAGCTGCCTATATGCAAGRGCCCTARTCTCTRARLATTALT
Il CT AT eI AT e T T GAT T T T AR TAGCTTCTTACGAGARTGACARARARARARAALARRAALE W

4
Choose a metho

® Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0

O Bepipred Linear Epitope Prediction

O Chou & Fasman Beta-Turn Prediction

O Emini Surface Accessibility Prediction
0O Karplus & 3chulz Flexibility Prediction
OKmaskar&TongannkarAnt\gM
QF‘arker Hydrophilicity Prediction

Bepipred untuk analisis epitope pengkode sel B
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J Home | Help |Eumple || Reference H Download || Contact |

MHC-II Binding Predictions

LAl ~
o CF‘AI GGG CTATATAMAGCTITICRS: GRG
ATT C‘*\ &i&: L TACATAGCACAAGTAGATGTAGTTAAG

A
LIAGGAISIA]
GLGUAGAAT &

TITAAICTCAL 1iol)
SR EBIRE NECEREC e CAGGAGATTL
AGGLCACGLGH
SO R T S S SR e A A A e TAC GG ARAGE TRCGTATATG AL
et SRR
LLIAGIAGTGC TR CCU LA CTCATTTTAAJAGGITGTIAGRAGARIGE
T
Y
Potential DNA sequence detected.

Or selectfile containing sequence(s) \ Telusuri \ Tidak ada berkas dipilih.

Choose a Prediction Method

Prediction Method (2!
Show all the method versions: 0

Specify what to make binding predictions for

Select speciesflocus Human, HLA-DR

IEDB recommended 222+ [Help on prediction method selections

Select MHC allele(s) N Allele
Select o & B chains separately if applicable: D @ DRB1701:01 &

gz:zg;u—‘zllrel\_: E[:Te’};?e?:‘e Et % @ Upload allele ﬁfe®
12-18  asis
[1]12]13]14 6] 17[18]19]20]
[21[22[23[24 |25 [ 26 [ 27 [28 [ 20 [ 30
.| ... BN
NetMHCII untuk analisis epitope yang dikenali oleh sel T CD4

Select length(s)
@

MHC-| Binding Predictions

Prediction Method Version v2.24 [Older versions]

Specify Sequence(s)

AT IICCCCGAGCECT T CACCRTTCTICGGART GTCRCECATIGGCAT GCARGICACACCTICAREARCE

TEET I GACC I ACAC A e T B CCAT AR AT TOCA T CACARA AT CCARATTTCARAGETCARGTCATTTITGS
IGART ARG AT AT T GAC G CATACARRACAT T CCCACCARCACACCCTAARARCCACAA A AAGAACARCE
TGATEARACT CARGCCT T ACCACACAGACACAACARACAGCARACTETCACTCTTCTTCCTRETGCAGAT
TIGGATGATTICTCCARACART T CCARC AT CCATCAGCAGTGCTGACT CAACTCACECCTARRCTCAT

Enter protein sequence(s) in FASTAformal | C2czcCa CCARGECaGATEEECTATATARLCGTTITCECITITCCET T TACGATATATAGTCTACTCT,

or as whitespace-separated sequences. || crccycn AT c AT TCT COTARCTACATACCACAACTACAT CTACTTARCT ITARTCTCACATACCARTC
TIAATCACTCT G AR AT TAGEGACEACTICAR A CACCCACCACATTTTCACCEAGECCACEEAGARTL
GATCEACT G A AT A T GO A C R A C TGO T AT AT CERACACCCCTARTCTCTARRATIALT
TTIAGTAGT GCTATCCCCATGTAATTITARTACCTICT TAGGAGARTGAC v

| A

Potential DNA sequence detected.

Or selectfile containing sequence(s) | Telusuri... | Tidak ada berkas dipilih.

Choose a Prediction Method

Prediction Method &)
Show all the method versions: [

Specily what to make binding predictions for

IEDB recommended 2020.09 (NetMHCpan EL 4.1) v Help on prediction method seleclions

WHC source species human v
iy frequently oceuring alieles: (@ () Alele Length
SHe G Sete)
Select HI Aallele reference set [ (2) HLA-A01:01 v ~ | Uplozd allete file

(Specih MHC allele sequence)

Specify Output

Sort peptides by Predicted Score (descend) v

Output format XHTML table v

NetCTLpanl.1 untuk menentukan epitope yang mampu dikenali
oleh sel T CD8



BLAST

oGBS Search protain datsbases UsINg P ——

Enter Query Sequence
Enter sccession number(s), gifs), of FASTA sequence(s) @ Cin Query subrangs @

From
.=
| ™ T
Or uplosd e Tewsurl. | Tidak ada berkas dipith. @
Job Ttie
ter iptive tile for you T search @

Algn two or more sequences @

Choose Search Set
Database Wan-edunaan profein SequUences (i) vle
Grganism |
Exciude Modets (0P | Non-regundant RefSeq proteins (W) ] Uncuiturediemironmental sampie sequences

Program Selection
Algerrinm

aled protein-protein BLAST)
atéin BLAST)

ifc herated BLAST)
I-BLAST (Palter H Ivéiated BLAST}

‘Blastp untuk henguji kemiripén protein dengan peptide manusi

Expasy* ProtParam

Contact

ProtParam tool

ProtParam (References / Documentation) is a tool which allows the computation o
user enlered protein sequence. The compuled parameters incl
I, instabay indox, slphatic index and grand average of hydr

rious physical and chemical parameters for a given protein stored in Swiss-Prot or TIEMBL or for 8
jude the molacular weight, theoretical pl, amino ackd composition, atomic composition, extinction coefliciant, estimated half.
pathicity (GRAVY) (Disclaimer)

Piease note that you may only fil out one of the following fie

atatime

Enter a Swiss-ProUTrEMBL accession number (AC) (for example P0§130) or a sequence identifier (ID) (for exam

KPC1_DROME)

Of You can paste your own amino acid sequence (in one-letter code) in the box below

RESET || Compute parameters

ExPasy untuk menentukan nilai Hidrofobisitas (GRAVY)

VaxiJen 2.0

a

Enter a PROTEIN sequence here:
Plain format osly.
O please select a multiple protein sequeace file i fasta format to upload:
Tohusurl..| Tilak ada barkas dipiih,
Select 3 TARGET ORGANISM:  gyctaria ~ THRESHOLD:
Virus
Tumour v
1 ACC Output 2 Sequence Output [ Summary Mode

Submit || Clear form

Yaxiden Hely Pt Servers Gitaion

Other EJIVR Bioinformatics Web-Sites:  Anilen Epblen MHCPred LipPred BPROMPT

Uji antigenicity



@ Data sets Method description

AllerTOP v. 2.0

IBioinformatics tool for allergenicity prediction

Enter 3 PROTEIN sequence here as a plain text (one letter code)

100100010001100

-

e0+1101110110100101

Uji Alergenisitas

TMHMM - 2.0

F iction of helices in p
Submission  Guide  Downloads
Submission
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of a local file in FASTA format (HTML. 3.0 or higher)
idak ada berkas dipilih.

OR by pasting in FASTA format:

Output format:
@Extensive, with graphics
O Extensive, no graphics
© One line per protein

Other options:
[)Use old model (version 1)

Restrictions:
At most 10,000 sequences and 4,000,000 amino acids per submission; each sequence not more than 8,000 amino acids.

Confidentiality:

Prediksi Transmembran
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EMBOSS Backtranseq

EMBOSS Backiranseq reads a protein saquence and writes the nucleic acid sequence it is most likely to have come from

STEP 1 - Enter your input sequence(s)

Enter or paste prolein sequences in any supported format

Use 3 exampie sequence | Clear SEqUENCE | See MOrE SXampie NpUts

O, upioad a file: [ Telusur..| Tidak ada berkas dipith

STEP 2 - Select Parameters

Translasi balik untuk mendapatkan sekuen nukleotida

7 insertfragment
fle Edt View Enzymes Features Primers Actions Jools Window Help
oo et et
© sosabp | feck
© | ozt

vt o

Selectad: BamHI (1607) — Apal (1662) = 55 bo [50% G<]

BtI - BspOT (639)
AFIII - Birl - BspTl - BSt981 - BSHAFI - MspCl

o
Hind1I1 (511)
NI - EcoNT - Xagl (33)

I - BmeRT - Dril - Eam1105T

Bsgl (1209)
Sl - Swal (1350)

Bamkl (1607) —  Apal (1662)

Apal (1662) -  BamHI (1607)

(5[ peomarae/n-
{ GST(TEV) 7
092 b ) EcoRI (161
CCiNT - Notl (1650)
PoeR71 - PspX1 - SFr2741 - SloT - Xhol (164t

Xbal (1652)
B5p1201 - PSPOMI (1658)

i [Aea1]
B\ BGH paly(a) signal

BbSI - BpiL - BpuAT - BSV21 (1875)
Adel - Drall (2152)

57) BSSNAL - BSt11071 - BSZ171
) BsaMI - Bsml - Mya12691 - Petl

nigue 6+ Cutters (al) | ¢

Q Mg Seqmne  Enmes

Bamit

(1607)

- -
(Caned.are
Cane

...6c0 3
...COCCTAG CCOGGCA. ..

ssbp

==

i spal
r6e2)
‘ ’ -+ Insert - | Product )
Crstepode ] and cone v

Konstruksi Plasmid Rekombinan Menggunakan Aplikasi
SnapGene.
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LAMPIRAN 2 Kitab Tafsir Dan Jurnal Yang Digunakan Untuk

Integrasi

L~~~ AL ANKABUUT orEE|

el 0 5
g] SavaiiN gdanis

bil pelind,

g yang -pelindung selain
Aliab “adalah sepmz laba- lal‘:a yang mcmbm:r rumab. Dan sesunggubnya
rumah yang paling lemal ialab rumab laba-laba, seandainya mereka me-
ngetabui. (QS. 29:41) Sesunggubnya Allab mengetabni apa saja yang mereka
sern selain Allah. Dan Dia Mabaperkasa lagi Mababijaksana. (QS. 29:42)
Dan perumpamaan-perumpamaan ini Kami buatkan nntek manwsia; dan
tidak ada yang memabaminya kecuali orang yang berilmu. (QS. 29:43)

Ini adalah perumpamaan yang dibuat oleh Allah bagi orang-orang
musyrik yang menjadikan (bagi mereka) ilah-ilah lain selain Allah, dimana
mereka mengharapkan pertolongannya, meminta rizki dan berpegang pada
mereka dalam keadaan sempit. Keadaan mereka itu seperti sarang laba-laba
dalam kelemahan dan kerapuahnnya, Tidak ada di tangan-tangan ilah mereka
itu kecuali seperti orang yang berpegangan dengan sarang laba-laba yang ridak
dapat merubah apa-apa. Seandainya mereka mengetahui hal tersebut, niscaya
mereka tidak akan mengambil selain Allzh sebagai penolong. Ini tentu saja
berbeda dengan orang Islam yang hatinya beriman kepada Allah, dan di samping
itu dia bebuat amal baik dengan mengikuti syari‘at. Dia berpegang dengan
buhul tali yang amat kuat yang tidak akan lepas karena begitu kuat dan kokoh-

. Kemudian Allah Ta'ala berfirman mengancam orang yang menyembah
se,lam Allah dan menyekutukan-Nya, Allah 35 Mahamengemahm perbuatan-
perbuatan yang mereka lakukan serta m i tandingan-tandi yang
mereka persekutukan serra akan membalas mereka. Sesungguhnya Dia adalah
Mahabijaksana lagi Mahamengetahui. Kemudian, Allah Ta'ala berfirman,
& 0 Gl ) ) G 0N 0l b Dan perumpamaan-perumpamaan
ini Kami buathan untuk manusia dan tidak ada yang memabaminya keenali
orang-orang yang berilmu,” yaitu, vidak ada yang dapat memaham dan me-
renungkannya kecuali orang-orang yang kokoh dalam ilmu nya serta me-

)
E

AT N TR T T T T e T L T T T i'\_'\

Terjemahan QS Al-Ankabut 29:43 berdasarkan kitab tafsir Ibnu

Katsir
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— + m BB A @DV
L e o5
;\“ _ujga—/‘:

Dia-lab yang telab menurunkan air bujan dari mgn untick kamu, sebaba-
giannya menjadi minwman dan sebahagiannya menyuburkan tumbub-
tiombiban, yang (pada tempat tombubny ) kamu menggembalakan ternakii,
(QS. 16:10) Dia mensenbubkan bagimn dengan air bujan it tanam-ianaman;
zaitun, korma, anggnr dan segala macam buab-buaban. Sesunggubaya paca
yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasazan Allah) bagi kawm
Yyang memikirkan. (QS. 16:11)

Ketika Allah 3 tclah menyebutkan apa yang telah Dia berikan nikmar
kepada mercka, yaitu berupa binatang-binarang ternak, dan binatang-binatang
‘melata, mulailah Dia menyebutkan nikmar-Nya yang diberikan kepada mereka
yaivu berupa turunnya hujan dari langje, yang di dalam hujan it ada air minum
dan kenikmatan dunia untuk mereka dan binatang-binatang mereka. Maka
Allah 8 berfirman, € ¥ "Dan wntwkmn sebagiannya menjadi
minman.” Maksudnya, Allah mu\]adlk-\mz).\ tawar lagi cair, yang mudah

bagimu ya, dan. Allah tidak asin lagi pahit.

L sz ey b “Dan sebagiannya pricnyuburkan) sumbuh tumbuban yang
{pada temspat tuanbuhrsya) ki mengembaiakan temakran.” Maksudnya Allah
menumbubkan tumbub-tumbuhan dari hujan itu unrukmu, yang kamu semua
menggembalakan ternak-rernakmu di tempat itu, scperti apa yang dikatakan
oléh Thiu ‘Abbas, Thrimah, adh-Dhahhak, Qatadah dan Thnu Zaid dalam

1) antinya, Unta yang digembalakan. Akr kata dari kaa erschin
penggembalaan.

man Allah, € = PR
Dia mensbwblan bagims dongin i b 1 camamartanaman, zaicion,
Jurina, angewr dan segala macam buab buahe, " maksudaya Allah mengeluar-
kannya dari bumi, dengan air yang hanya satu macam iai, keluarlah buah-
buahan itu dengan segala perbeduan, macamnya, rasanya, wamnanya, bauny
dan bentuknya. Dan unruk i Allah berfirman: € 5555 £ 29 2 33
pada adda vanda fkekasaan Allih)
bagi kaurn yang nientikirkan,” maksudnya sebagai dalil dan bukti bahwasanya
tidak ada [ah (yang berhak diibadahi dengan sebenarnya) kecuali Allah, Se-
hai Aok S b

Terjemahan QS An-Nahl 16:11 berdasarkan kitab tafsir Ibnu
Katsir
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“Kuda itu untuk tiga orang. Bagi sescorang kuda itu akan menjadi pahala,
bagi scorang lagi akan menjadi satar (penutup), dan bagi seorang yang lain-
nya akan menjadi dosa. Adapun orang yang mendapatkan pahala adalab orang
yang mengikat kuda iru di jlan Allah, lalu dia membi, di tempat peng-
pembalaan atau taman dalam waktu yang lama, maka apa teradi scima masa

di tempat Jaan dan taman itu’ maka ia akan

57 Taisir tbou Katsir Juz 30

‘menjadi kebaikan baginya. Dan jika dia mengheniikan masa penggembalaan-
ya lalu kudy itu melangkah satu atau dua langkah, maka jejak kaki dan juga
Kotoraanya akan menjadi hebaikan baginya. Da jika kuda itu menycberangi
sungi lalu ia minum ai dari sungai tersebut, maka yang demikian iru menjadi
Kebeikan baginya, dan kuca i pun bag) orang temeber adilh pabals, D
orang yang mengikat kuda itu karena untuk memperkaya diri dia demi ke-
hosmatan diri tetapi dia tidak lupa hak Allah dalam pemcibarannys, maka

kuda itu skan menjadi satar baginya. Serta orang yang mengikatnya karena
perasaan bangga dah riya', mak i hasya akan smeaach doss baginye.”

Kemudian Rasulullah # ditanya tentang keledai, maka beliau bersabda:
: )

Terjemahan QS Al- Zalzalah 99 7- 8 berdasarkan kitab tafsir Ibnu
Katsir

"E%




b. Sunaah
Dirwayatkan dars Anax ra. Bakowa rasululiah saw melewan susts kaum
lalu rasul
Numun tesmyucs seseluh sehun bubcrupn wukis kurms i bes s sirmon

e TG e o e e e i Lk e o e e

A 25 o ol AR U5 ey oSy sapmy oy v e B g

153 st o il 5By ) ke 55 0D o e Dy L s
)

g i) s 4 W S S B e P s
Amimys: Durt Abu Hursirah ra. Dart mabi saw- “Allah swt tidak
menurunkan penyokst kecuali Allah menurunkan pula penawarnya. “(HR
Bukhari)

Pl ) S B 5 0 s o i s S P e

Aninya: Dart Jabir ra, dari nabi saw-"Setiop penyalit ada obamya. Jika
penyakit maka ia akan sembuk dengan izin Allsh az=a

© Kacdah Fighiyah
Pengujian obat wntuk mencan solusi terbadap berbogai
penyakit yang diderita umat manesia. Tujusn ini scjalan dengan salsh satu tjuan
pensyariatin yaitu Hifidw an Nafs. Dengan demikian, secara tidak langsung
pengujuan obat adalah sesuaty yang dipenntahkan olch agama dems tercapainys
maksusd dan percbatan yang dipermtahkan.
Hal 1 juga sesum dengan kacudsh figh:

87

Terjemahan HR Bukhari

Q
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LAMPIRAN 3 Bukti Konsultasi Bimbingan Skripsi
KEMENTERIAN AGAMA
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
PROGRAM STUDI BIOLOGI
JL Gay: No. 50 Malang 65144 Telp (0341) 558933, Fax. (0341) 558933

KARTU KONSULTASI SKRIPSI
Nama : Fahmi Alief Afifudin
NIM : 17620047
Program Studi : S1 Biologi
Semester : Ganijil TA 2021/2022
Pembimbing . Dr. Kiptiyah, M.Si
Judul Skipsi . Pemetaan Epitope Sel T Pengkode Protein

Spike SARS-CoV-2 Menggunakan
Pendekatan Immunoinformatika Sebagai
Kandidat Vaksin SaRNA (Self~-Amplifying)

Ttd.
No Tanggal Uraian Materi Konsultasi Pembimbing |
1 1 Maret 2021 Simulasi Seminar Proposal t
2 23 Maret 2021 Konsultasi BAB |, Il dan Il AR
3 29 Maret 2021 Revisi BAB |, Il dan lll A
4 1 Juni 2021 Acc Proposal Skripsi ok
5 | 25 Oktober 2021 Konsultasi BAB IV +
11 November Konsultasi BAB IV dan \
2 2021 revisi t
7| 2= Nz"c‘)’;“ber Acc Naskah Skripsi

Malang, 24 November 2021
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LAMPIRAN 4 Bukti Konsultasi Bimbingan Agama

KEMENTERIAN AGAMA

UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI

PROGRAM STUDI BIOLOGI

J1. Gajayana No. 50 Malang 65144 Telp (0341) 558933, Fax. (0341) 558933

KARTU KONSULTASI AGAMA SKRIPSI

Nama Fahmi Alief Afifudin
NIM 17620047
Program Studi S1 Biologi
Semester Ganjil TA 2021/2022
Pembimbing Mujahidin Ahmad, M.Sc
Judul Skipsi Pemetaan Epitope Sel T Pengkode Protein
Spike SARS-CoV-2 Menggunakan
Pendekatan Immunoinformatika Sebagai
Kandidat Vaksin SaRNA (Self~-Amplifying)
N T al Uraian Materi Ttd.
o angg Konsultasi Pembimbing |
1| 10Maret2021 | IntegrasiBABIdan %
— - i
2 | stmaretooz | ReVSMegESIBABT |7
™ . F
3 | 8November2021 [ MOmsuias ivegrasi /
24 Konsultasi Integrasi
4 | November2021 wax) AS",fﬁ':;Skah

Pembimbing Skripsi,

Malang, 24 November 2021
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Form Checklist Plagiasi
Nama . Fahmi Alief Afifudin
NIM : 17620047
Judul Skipsi : Pemetaan Epitope Sel T Pengkode Protein
Spike SARS-CoV-2 Menggunakan
Pendekatan Immunoinformatika Sebagai
Kandidat Vaksin SaRNA (Self-Amplifying)
No | Tim Check Plagiasi ooy Tanggal TTD
Plagiasi
1 | Azizatur Rohmah, M.Sc
2 Berry Fakhry Hanifa,
M.Sc
3 Bayu Agung
Prahardika, M.Si
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