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INTISARI

Vaksinasi menjadi salah satu kunci pencegahan penyebaran Covid-19. Rekayasa teknologi
berbasis pelemahan virus perlu diterapkan dalam pengembangan vaksin. Penelitian ini bertujuan
untuk mendapatkan rancangan vaksin berbasis epitop yang memiliki resiko reaksi alergi yang lebih
rendah, aman, dan murah.

Rancangan vaksin diawali dengan pengambilan data sekuens SARS-CoV-2, analisis
filogenetika, prediksi antigenisitas protein, dan identifikasi epitop sel T. Selanjutnya dilakukan
konservasi epitop dan prediksi imunogenitas, serta analisis penambatan molekuler untuk melihat
interaksi antara epitop dengan alel. Tahapan berikutnya dilakukan prediksi epitop sel B, prediksi
population coverage, konstruksi dan visualisasi desain vaksin, analisis struktur dan validasi, analisis
interaksi antara vaksin dengan TLR 3 dan TLR 4, serta evaluasi imunogenitas desain vaksin. Semua
tahap dilakukan menggunakan webserver yang sesuai.

Desain vaksin yang dihasilkan memiliki antigenitas 0,5134, tidak toksik, dan tidak bersifat
alergen. Parameter fisika kimia memenuhi syarat kecuali BM yang kurang dari 40 KDa. Hasil desain
vaksin diprediksi memiliki population coverage 95,14% untuk populasi Indonesia. Hasil prediksi
imunogenitas desain vaksin menunjukkan peningkatan IgM dan IgG hingga hari ke-35.

Kata kunci : desain vaksin; coronavirus; epitop; glikoprotein Spike

ABSTRACT

Vaccination is one of the main prevention of the spread of Covid-19. Technological
engineering based on virus attenuation has been applied in vaccine development. This study aims to
obtain an epitope-based vaccine design with low risk of allergic reactions, safe, and inexpensive.

The design of the vaccine was conducted by the collection of SARS-CoV-2 sequence data,
phylogenetic analysis, prediction of protein antigenicity, and identification of CD 8+ T cell epitopes.
Furthermore, epitope conservation and immunogenicity prediction, as well as molecular docking
analysis were carried out to see the interaction between epitopes and alleles. The next step was B
cell epitope prediction, population coverage prediction, construction and visualization of vaccine
design, structural analysis and validation, interaction analysis between vaccines with TLR 3 and TLR
4, and evaluation of vaccine design immunogenicity. All stages were carried out using the appropriate
webserver.

The designed vaccine had an antigenicity of 0.5134, not toxic, and not allergenic. The
physicochemical parameters met the requirements except for the molecular weight which was less
than 40 KDa. The designed vaccine was predicted to have a population coverage of 95.14% for the
Indonesian population. The results of the immunogenicity prediction of the vaccine design showed
an increase of IgM and IgG until day 35.

Keyword : vaccine design; coronavirus; epitope; Spike glycoprotein
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1. PENDAHULUAN

Dunia saat ini memerangi pandemi global yang muncul pada akhir tahun
2019 dan kemudian berkembang pesat. Sekelompok kasus pneumonia dengan
etiologi yang tidak diketahui dilaporkan di Wuhan, ibukota Provinsi Hubei di
Republik Rakyat Cina. Penyebab wabah ini adalah virus corona baru yang diberi
nama severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2). Kondisi klinis
yang terkait dengan virus corona baru ini disebut sebagai coronavirus disease
(Covid-19). World Health Organization (WHO) pada 11 Maret 2020
mengkategorikan wabah Covid-19 sebagai pandemi.(1)

Pengembangan vaksin yang aman dan efektif terhadap SARS-CoV-2 sangat
penting untuk menghambat penyebaran Covid-19. Saat ini telah ada beberapa
vaksin Covid-19 yang digunakan, yang dirancang dengan strategi yang berbeda-
beda, yaitu vaksin mRNA, vaksin vektor virus, vaksin whole-pathogen inactivated
virus, vaksin subunit, dan vaksin virus particle like. (2) Rekayasa teknologi dalam
vaksin berbasis pelemahan virus juga telah digunakan dalam pengembangan
genetika arah-balik untuk virus corona termasuk SARS-CoV dan MERS-CoV.
Metodologi ini memungkinkan terjadi penghapusan protein amplop. Penggunaan
vaksin yang dilemahkan mempunyai beberapa resiko seperti terjadinya kembali
virulensi dan cedera jaringan yang memicu terjadinya perkembangan infeksi
sekunder yang lebih parah (3). Vaksin DNA yang telah dicoba baik pada manusia
maupun hewan menunjukkan beberapa kelemahan terutama pada masalah
penghantaran sehingga mengurangi tingkat imunogenisitas vaksin DNA (4).

Berbagai penelitian menunjukkan bahwa vaksin mRNA, vaksin DNA, vaksin
inaktif ataupun vaksin yang dilemahkan yang memiliki risiko reaksi yang tidak
diinginkan. Vaksin sub unit merupakan pengembangan vaksin yang dibuat dari
bagian tertentu mikroorganisme yang imunogenik. Vaksin sub unit memiliki
kelebihan dibandingkan vaksin dengan metode yang lain yaitu reaksi alergi yang
rendah, aman, dan pengembangan metode yang murah. Penelitian ini bertujuan
untuk mendapatkan desain vaksin berbasis epitop yang dapat bermanfaat bagi
perkembangan vaksin di Indonesia.

2. METODE PENELITIAN

2.1. ALAT DAN BAHAN

Peralatan yang digunakan adalah komputer dengan prosesor Intel® Core™ i7
3770 @ 3,40 GHz, RAM 8.00 GB Dual-Channel DDR3 @ 665MHz. Perangkat lunak
yang digunakan adalah MEGA-X. Database dan webserver yang digunakan
ditunjukkan pada tabel 1. Bahan yang digunakan adalah sekuens protein spike SARS-
CoV-2 yang didapatkan dari database NCBI dan Uniprot.

2.2. CARAKERJA
Pengambilan Data Sekuens SARS-CoV-2 dan Analisis Filogenetika

Data sekuens SARS-CoV-2 diambil dari database UniProt dan NCBI. Fungsi,
struktur, dan evaluasi sekuens didasarkan pada uji sekuens homolog menggunakan
BLASTYp, kemudian dilakukan Multiple Sequence Allignment dan analisis filogenetika
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menggunakan perangkat lunak MEGA-X untuk mengetahui mutasi-mutasi yang
terjadi pada virus SARS-Cov 2. (5,6).

Tabel 1. Database dan webserver yang digunakan

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/
http://tools.iedb.org/mhci
http://tools.iedb.org/tepitool/
http://hdock.phys.hust.edu.cn/
http://tools.iedb.org/population/
https://yanglab.nankai.edu.cn/trRosetta/
https://web.expasy.org/protparam/
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://npsa-prabi.ibcp.fr/NPSA/npsa_sopma.html

GalaxyRefine2 http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE2
Swiss-Model https://swissmodel.expasy.org/assess

ERRAT https://saves.mbi.ucla.edu/

PyDock https://life.bsc.es/pid/pydockweb

C-IMMSIM https://kraken.iac.rm.cnr.it/C-IMMSIM /index.php?page=1

Prediksi Antigenitas Sekuens Protein

Sekuens yang telah didapat dilakukan analisa antigenitas dengan
menggunakan webserver VaxiJen 2.0 dengan pengaturan nilai ambang (threshold)
0,4 untuk meningkatkan akurasi prediksi untuk model vaksin. (7)

Prediksi Epitop dan Analisis Penambatan Molekuler antara Epitop dan Alel

Webserver NetCTL 1.2 digunakan untuk mengidentifikasi epitop sel-T
dengan pengaturan ambang 0,95 untuk mempertahankan sensitivitas dan
spesifisitas. Webserver ini memperluas prediksi untuk 12 super-tipe Major
Histocompatibility Complex kelas I (MHC-I) dan menyatukan prediksi pengikatan
peptida MHC-I, pembelahan terminal-C proteasom dengan efisiensi pengangkutan
TAP, dan diprediksi afinitasnya terhadap MHC-I menggunakan program IEDBAR.
Epitop dengan nilai ICso <200 nm dilakukan pengujian antigenitas dengan threshold
0,4.(7)

Prediksi epitop sel T CD4+ dilakukan menggunakan webserver Tepitool IEDB.
Prediksi dilakukan menggunakan metode IEDB Recommended dan Kkriteria seleksi
epitop menggunakan metode 7 alel. Ukuran epitop hasil prediksi diatur sepanjang
15 mer. Lima epitop teratas berdasarkan nilai kuartil dipilih untuk dianalisis lebih
lanjut. Epitop hasil prediksi kemudian diprediksi nilai antigenisitasnya
menggunakan server Vaxijen 2.0 dengan nilai threshold 0,4. Epitop dengan nilai
antigenisitas di atas threshold digunakan untuk analisis lebih lanjut.(8)

Analisis penambatan molekuler epitop dan alel menggunakan webserver
HDOCK. Alel HLA-A 11*01 dan HLA DPA 1*01 dianggap sebagai protein reseptor
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sedangkan epitop sebagai ligand. Hasil penambatan molekuler disajikan sebagai
skor negatif dalam kcal/mol, menyatakan nilai afinitas pengikatan antara ligan
dengan reseptor. (9)

Prediksi Epitop Sel B

Prediksi epitop sel B bertujuan untuk mengidentifikasi antigen potensial
yang akan menimbulkan imunitas humoral. Deteksi epitop sel B dilakukan
menggunakan webserver IEDB untuk mengidentifikasi antigenisitas sel B. Epitop
dengan panjang 12 mer dipilih untuk analisis imunogenitas, antigenitas, dan
toksisitas. (10,11)

Prediksi Population Coverage

Berdasarkan nilai afinitas tertinggi terhadap MHC-I dan MHC-II diambil
masing-masing 5 epitop untuk diprediksi population coverage. Population coverage
menghitung fraksi individu yang diprediksi merespons set epitop yang diberikan
berdasarkan frekuensi genotip HLA dan berdasarkan data pengikatan MHC
dan/atau pembatasan sel T. Population coverage dianalisis untuk populasi di
Indonesia.(12)

Konstruksi Vaksin Dan Visualisasi 3d Desain Vaksin

Epitop yang telah didapatkan dari MHC-I atau Cytotoxic T Lymphocyte (CTL)
atau CD 8+, MHC-II atau Cell T Helper (CTH) atau CD 4+, dan sel B kemudian
dirangkai dengan 5 epitop CTL, 5 epitop CTH, dan 3 Sel B. Adjuvan yang dipakai
adalah 50S Ribosomal Protein L7/L12 sequencing adjuvan yang diambil dari
database Uniprot. Rangkaian adjuvan dan epitop kemudian divisualisasi 3D dengan
webserver trRosetta sebagai kandidat desain vaksin. (13,14)

Analisis Struktur Primer, Sekunder, Tersier, dan Validasi

Analisis struktur primer dimulai dengan analisis Blastp untuk mengetahui
persamaan desain vaksin dengan protein manusia. Selanjutnya dilakukan analisis
sifat fisikokimia desain vaksin dengan webserver ProtParam, diuji alergenitas
dengan AllerTOP 2.0, dan antigenitas dengan VaxiJen 2.0. Analisis struktur sekunder
dan konstruksi desain vaksin dilakukan dengan SOPMA. (15-17)

Analisis struktur tersier dilakukan dengan webserver GalaxyRefineZ untuk
memodifikasi 3D struktur. Ramachandran Plot Analysis menggunakan Swiss-Model
dilakukan untuk menganalisis kualitas struktur, dan untuk validasi struktur desain
vaksin digunakan webserver ERRAT. (18,19)

Analisis Interaksi antara Vaksin dengan TLR 3 dan TLR 4

Analisis penambatan molekuler epitop dan alel menggunakan webserver
HDOCK. Protein TLR 3 dan TLR 4 dianggap sebagai protein reseptor sedangkan
desain vaksin sebagai ligand. Hasil docking disajikan sebagai skor negatif dalam
kkal/mol, karena afinitas pengikatan ligan dengan reseptornya dihitung sebagai
nilai negatif (8). Analisa desolvation dan Elektrostatis menggunakan web server
PyDock. (20)

Evaluasi Imunogenitas Desain Vaksin

Evaluasi imunogenitas dilakukan dengan webserver C-IMMSIM. IMMSIM
akan memprediksi desain vaksin dalam meningkatkan dan menghasilkan respon
imun seperti kadar imunoglobulin, jumlah sel NK, sel T, sel B, dan makrofag. (21,22)
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Data Sekuens SARS-CoV-2 dan Analisis Filogenetika

Data sekuens yang digunakan adalah bagian dari protein spike virus (Tabel
2). Evaluasi sekuens homolog menggunakan webserver BLASTp dilakukan untuk
membandingkan sebuah sekuens protein dengan sekuens protein dari database(5).
Multiple Sequence Alignment dengan perangkat lunak MEGA-X dilanjutkan dengan
analisis filogenetika untuk mengetahui kekerabatan virus SARS-CoV-2 dan
perbedaan mutasi pada protein Spike(6).

Tabel 2. Data Sekuens Protein Spike SARS-CoV-2

Chain C, spike glycoprotein 6WPT NCBI
2 Spike D614G [Expression vector SARSCoV2SD614G] QTA38988.1 NCBI
3 Spike E484K [Expression vector SARS-CoV-2-S-E484K] QRZ20975.1 NCBI
4 Spike glycoprotein [Civet SARS CoV 007/2004] AAU04646.1 NCBI
5 Spike N501Y [Expression vector SARSCoV2SN501Y] QTA38987.1 NCBI
6 Spike P681H [Expression vector SARSCoV2SP681H] QTA38989.1 NCBI
7 Spike protein [Bat SARS CoV Rm1/2004] ABD75332.1 NCBI
8 Spike_SARS2 PODTC2.1 Uniprot

CRZ20T7S | wpie 48K Cxprawsce, wecme SARS-Col-3-5-LASAK

Gambar 1. Diagram Filogenetika

Hasil analisis filogenetika (gambar 1) menunjukkan sekuens yang dianalisis
mempunyai kedekatan atau kekerabatan karena menempati cabang yang terdekat
dengan sekuens standar (pembanding). Perangkat lunak Mega-X berguna untuk
pengambilan kesimpulan hubungan evolusi dari sekuens-sekuens yang homolog
dan memperkirakan keragaman evolusi netral dan selektif di antara sekuens. Hasil
analisis diketahui dari tampilan diagram pohon filogenetik serta hubungan
kekerabatan yang ditunjukkan oleh jarak terdekat terhadap 8 sekuens. (23)
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Dari 8 sekuens didapatkan 3 kelompok, 1 sekuens menjadi standar dan 2
kelompok sekuens adalah hasil mutasi dari sekuens standar. Sekuens standar
adalah sekuens rantai C glikoprotein spike (ID 6WPT). Sekuens ini terbagi menjadi
dua kelompok yaitu kelompok dengan perbedaan sekuens 0,0109 (kedekatan
sekuens 0,4607-0,4555) dan kelompok dengan perbedaan sekuens 0,008-0,007
(kedekatan 0,4705).(6)

Prediksi Antigenitas Sekuens Protein

Hasil prediksi antigenitas sekuens protein dengan VaxiJen 2.0 ditunjukkan
pada tabel 2. VaxiJen 2.0 merupakan webserver yang memprediksi antigenitas
sekuens protein(24). Sekuens dengan nilai antigenitas tertinggi (ID AAU04646.1)
dipilih menjadi kandidat desain vaksin berbasis epitop (Tabel 3). Antigenitas akan
memicu tingginya titer antibodi untuk melawan infeksi(25).

Tabel 3. Hasil Antigenitas Sekuens Protein

P681H 0,4618 5 D614G 0,4583
6WPT 0,4587 6 E484K 0,4591
AAU04646.1 0,4803 7 N501Y 0,4602
ABD75332.1 0,4281 8 PODTC2 0,4646

Prediksi Epitop dan Analisis Penambatan Molekuler antara Epitop dan Alel

Hasil identifikasi epitop sel-T dengan webserver NetCTL dan hasil
penambatan molekuler terhadap MHC-1 ditunjukkan pada tabel 3. Epitop yang
didapat dari setiap supertipe kemudian dilakukan uji antigenitas dengan
menggunakan VaxiJen 2.0, 4 epitop dengan antigenitas tertinggi setiap supertipe
dipilih untuk dilihat afinitas dan imunogenitasnya. Epitop dengan ICso <200 nm dan
imunogenitas yang positif dilanjutkan dengan analisis penambatan molekuler untuk
prediksi afinitas. Diperoleh 13 epitop dengan kriteria ICso <200 nm dan
imunogenitas bernilai positif. (26).

Tiga belas epitop yang telah didapatkan diprediksi strukturnya dengan
PEPFOLD dan dilakukan analisis penambatan molekuler terhada alel HLA-A 11*01
menggunakan webserver H-DOCK. Lima epitop dengan afinitas tertinggi digunakan
dalam desain vaksin (Gambar 2).
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Tabel 4. Antigenitas Epitop MHC-I dan Prediksi Afinitas terhadap Alel

Epitop

opaninaaaa HLA-A*68:02,

HLA-C*14:02

Ln i HLA-B*44:02,

HLA-B*40:01

o)nvdeendes . HLA-A*02:06, HLA-A*68:02,
copain'e . HLA-A*30:02, HLA-B*15:25, HLA-B*15:01
e HLA-A*30:01, HLA-A*68:01, HLA-A*11:01

Dotaiiiiel | HLA-B*18:01

HLA-B*18:01

VsAnaaA AR HLA-B*35:01,

HLA-B*56:01

HLA-C*03:02

Venenidieie . HLA-B*50:01, HLA-B*40:02
el HLA-A*68:01, HLA-A*11:01, HLA-A*30:01

A2

~ 4

QYIKWPWYV AEIRASANL

HLA-A*24:02, HLA-A*23:01,

HLA-B*44:03, HLA-B*40:02,

vemopanialsune HLA-B*40:02, HLA-B*44:03, HLA-B*44:02,

HLA-B*53:01, HLA-B*(07:02,
SURREEN AN HLA-A*11:01,
HLA-A*30:02, HLA-B*15:25
VAadin e HLA-B*27:05,
HLA-C*07:02, HLA-C*07:01, HLA-C*06:02
AR e e HLA-A*02:06,

HLA-A*01:01, HLA-A*29:02,

HLA-C*14:02, HLA-C*12:03,

HLA-C*15:02, HLA-C*03:04,

QIAPGQTGV

GQTGVIADY

Antigenitas  Energi ikatan

(kcal/mol)
0,04571 -261,38
0,09707 -210,93
0,00537 -195,75
0,25816 -192,73
0,04571 -173,86
0,09307 -172,31
0,06574 -158,37
0,21624 -149,76
0,21624 -146,40
0,32733 -146,15
0,21624 -145,67
0,1748 -135,07
0,02930 -133,03

Gambar 2. Interaksi antara desain vaksin (kuning) dan reseptor HLAA11*01 (biru)

Tahapan yang sama juga dilakukan terhadap epitop MHC-II. Epitop MHC-II
dengan ukuran 15 peptida dan memiliki afinitas di bawah <50 nm dipilih untuk

dilanjutkan dengan penilaian antigenitas. Didapatkan 6 epitop dengan antigenitas
tertinggi yang dilanjutkan ke analisis penambatan molekul terhadap alel MHC-II
yaitu HLA-DPA 1*01 (tabel 5). Diperoleh 5 epitop dengan afinitas tertinggi yang

merupakan kandidat vaksin berbasis epitop (Gambar 3).
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Tabel 5. Antigenitas Epitop MHC-II dan Prediksi Afinitas terhadap Alel
Epitop Alel Antigenitas Energi
ikatan
kcal/mol
-264,53

\ElEREslriEsieciol . HLA-DPA1*01, DPB1*04:01, HLA-
DPA1*01:03, DPB1*02:01, HLA-
DPA1*02:01, DPB1*05:01, HLA-
DPA1*03:01, DPB1*04:02, HLA-
DRB1*04:01, HLA-DRB1*04:05, HLA-
DRB1*11:01

Andmviendiigeamr= il HLA-DPA1*02:01, DPB1*01:01, HLA- 0,7088 -258,58
DPA1*02:01, DPB1*05:01

dtreplEsn s @ciis HLA-DPA1*01:03, DPB1*02:01, HLA- 0,4189 -257,25
DPA1*02:01, DPB1*05:01

ChdepdgaaEs ==t HLA-DPA1*01, DPB1*04:01, HLA- 1,0740 -219,76
DPA1*01:03, DPB1*02:01, HLA-
DPA1*02:01, DPB1*01:01

SOAAES ES BN AR A9 | HLA-DPA1*01, DPB1*04:01, HLA- 0,7089 -216,39
DPA1*01:03, DPB1*02:01, HLA-

DPA1*02:01, DPB1*01:01, HLA-

DPA1*02:01, DPB1*05:01, HLA-

DRB1*01:0

pi= =z dipenf s HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB3*01:01, 0,3818 -210,94
HLA-DPA1*02:01, DPB1*01:01

0,6167

CARRARAAS

X &7

AYFVGYLKPTTFMLK DEIFRSDTLYLTQDL

LYLTQDLFLPFYSNV MFIFLLFLTLTSGSD RVVVLSFELLNAPAT

Gambar 3. Interaksi antara desain vaksin (jingga) dan reseptor HLAA11*01 (hijau)

Prediksi Epitop Sel B

Hasil prediksi epitop sel B menggunakan 6 metode ditunjukkan pada tabel 6.
Diperoleh 112 epitop sel B dengan panjang peptida 6-12 mer. Epitop sel B dengan
panjang 12 mer dipilih untuk desain vaksin. Diperoleh 5 epitop dengan panjang 12
mer, dengan data antigenitas, toksisitas, dan alerginitas ditunjukkan pada tabel 7.
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Tiga epitop dengan antigenitas tertinggi akan menjadi epitop dalam desain vaksin.
(26)

Tabel 6. Hasil Prediksi Epitop Sel B

Bepipred Linear Epitope Antigenitas epitop sel B antara 0,186-0,623 (threshold 0,500).
Prediction Epitop pada sekuen 500-516 diprediksi memiliki antigenitas
terbaik (0,623).

Chou and Fasman Beta-Turn  Epitop pada sekuens 458-464 (threshold 0,997) diprediksi
Prediction memiliki putaran Beta terbaik (1,371)

Kolaskar and Tongaonkar ~ Epitop pada sekuens 1209-1215 diprediksi memiliki antigenitas
Antigenicity terbaik (1,253) dengan threshold 1,039

Tabel 7. Sel B Epitop
Epitop Antigenitas Toksisitas Alerginitas
Non Toksik

1,5139 Non Alergen
0,2816 Non Toksik Non Alergen
0,6664 Non Toksik Non Alergen
0,9990 Non Toksik Non Alergen
2,2210 Non Toksik Non Alergen

Prediksi Population Coverage

MHC-I dan MHC-II dengan afinitas tertinggi diambil masing-masing 5 epitop
yang kemudian diprediksi population coverage, untuk menghitung fraksi individu
yang diprediksi merespons set epitop yang diberikan berdasarkan frekuensi
genotip HLA dan berdasarkan data pengikatan MHC dan/atau pembatasan sel T.
Dilakukan kalkulasi population coverage menggunakan kombinasi MHC I dan II
untuk populasi di Indonesia. Frekuensi ekspresi tipe HLA yang berbeda bervariasi
pada etnis yang berbeda karena molekul MHC sangat polimorfik. Polimorfisme
ekstrim membatasi proporsi populasi manusia yang dapat merespon antigen
tertentu. Jadi, suatu peptida yang berfungsi sebagai epitop sel-T dalam suatu
populasi dengan susunan HLA tertentu mungkin tidak efektif pada populasi lain
dengan distribusi alel HLA yang berbeda sehingga mendapatkan desain vaksin yang
maksimal dalam satu populasi. Diperoleh population coverage untuk Indonesia
adalah 95,14%. (12).

Konstruksi Vaksin dan Visualisasi 3D Desain Vaksin

Epitop yang telah didapatkan dari MHC-I atau Cytotoxic T Lymphocyte (CTL)
atau CD 8+, MHC-II atau Cell T Helper (CTH) atau CD 4+, dan sel B kemudian
dirangkai seperti pada gambar 5 dengan 5 epitop CTL, 5 epitop CTH, dan 3 Sel B.
Adjuvan yang dipakai adalah (-Defensin, sekuens adjuvan diambil dari bank data

9
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protein Uniprot. Rangkaian adjuvant dan epitop kemudian divisualisasi 3D dengan
websever sebagai kandidat desain vaksin.

Indonesia - Class combined Coverage

\ .

100

Percent of individuals

0 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Number of epitope hits/HLA combination recognized

Cumulative percent of population coverage

13 14

Gambar 4. Hasil Population Coverage di Indonesia

Analisis Struktur Primer, Sekunder, Tersier, dan Validasi
Analisis Blastp untuk mengetahui persamaan vaksin dengan protein Homo sapiens.

Hasil menunjukkan tidak adanya persamaan lebih dari 23% dengan beberapa
protein manusia. Desain vaksin memiliki antigenitas 0,5134, tidak toksik, dan tidak

bersifat alergen.

i

Adjuvant Beta Cytotoxic T Cel Helper T Cell
Defensin
Cell B Linear EAAK linker AAY linker GPGPG Hnker

Gambar 5. Rangkaian Desain Vaksin

Desain vaksin memiliki berat molekul 29,581 KDa. Berat molekul desain vaksin
memiliki berat molekul dibawah standard untuk berat vaksin subunit yaitu 40-50
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KDa. Terlalu rendahnya berat molekul didasarkan pada rendahnya berat molekul
adjuvan yang digunakan dalam desain vaksin. Struktur desain vaksin diprediksi
stabil dengan instability index 14,96 dan theoretical pl 8,52. Prediksi waktu paruh
pada mammalian reticulocytes secara in vitro lebih dari 30 jam, yeast in vivo lebih
dari 20 jam, dan Escherichia coli, in vivo lebih dari 10 jam. Nilai Grand Average of
Hydropathicity (GRAVY) adalah 0,153. (27)

Hasil analisis struktur sekunder menggunakan SOPMA, menunjukkan bahwa
struktur vaksin rancangan terdiri dari 24,46% a-helix, 29,50% extended strand,
4,32% B-turn, dan 41,73% random coil. Analisis struktur tersier menggunakan
Ramachandran plot menunjukkan vaksin rancangan memiliki 94,20%
Ramachandran Favoured, 0,36% Ramachandran outliers, Mol Probability 1,81,
Rotamer Outliers 0%, RMSD 0,426, 0,0 Poor Rotamer, dan Z-score -6,26. Validasi
struktur menggunakan Procheck model desain vaksin menunjukkan O error dan
model score 77,89% dalam analisa ERRAT.

MRTFLFLFAVLFFLTPAKNAFFDEKCNKLKGTCKNNCGKNEELIALCQKFLKCCRTIQPC
GSIIDEAAAKQYIKWPWYV AETRASANL QIAPGQTGV GQIGVIADY
GVIADYNYKGPGPGMFIFLLFLTLTSGSDGPGPGAYFVGYLKPTTFMLKGPGPGLYLTQ
DLFLPFYSNVGPGPGGYQPYRVVVLSFELLGPGPGRVVVLSFELLNAPATGPGPGVSAT
KLNDLCEFSGPGPGPIDVRDLPSGFNGPGPGTGVIADYNYKLP

Gambar 6 Sekuens Desain Vaksin

Gambar 7. Struktur 3D, Zeta score, dan Ramachandran plot dari Desain Vaksin
Analisis Interaksi antara Vaksin dengan TLR 3 dan TLR 4

Interaksi antara desain vaksin dengan sistem imun TLR 3 dan TLR 4
dilakukan dengan HDOCK untuk melihat kekuatan ikatan, sedangkan untuk
mengetahui energi desolvasi dan energi elektrostatik digunakan PyDock.
Penggunaan TLR 3 dan TLR 4 dikarenakan protein tersebut dapat menginduksi
sistem imun setelah rekognisi virus.
Evaluasi Imunogenitas Desain Vaksin

Analisis sistem imun digunakan untuk mengetahui desain vaksin dalam
menimbulkan imunitas di dalam tubuh. Analisis desain vaksin memiliki peningkatan

antibodi yang baik. Desain vaksin menunjukkan antibodi yang bertahan sampai 20
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hari. Observasi sistem imun mengindikasikan desain vaksin dapat menjadi kandidat

dalam pengembangan vaksin.(21)
Tabel 8. Energi ikatan desain vaksin terhadap TLR3 dan TLR4

TLR 3 TLR 4

-363,71 -324,86

-211,71 -206,15
-4,2 -3,6

Antigen mengalami peningkatan pada hari ke-5, dan mulai menurun hari ke-
20 artinya tubuh merespon vaksin sebagai antigen ditandai dengan peningkatan
Imunoglobulin M (Ig M) dan Imunoglobulin G (Ig G) meningkat signifikan pada hari
ke 20 dengan titer 1000000 (gambar 8a). Peningkatan titer Ig M dan Ig G
menunjukkan vaksin memberikan pertahanan alami terhadap tubuh terhadap virus
COVID-19.(21)

\ .4v

Gambar 8. Evaluasi Imunogenitas Desain Vaksin
(a) Kadar antigen, (b) Kadar sitokin

Respon imun humoral diawali dengan limfosit B menjadi satu populasi sel
plasma yang akan melepaskan antibodi spesifik ke dalam darah. Sel B aktif terus
mengalami peningkatan sampai hari ke 35 sehingga sel B dalam plasma (PLB)
mengalami puncak peningkatan pada hari ke-20 dengan populasi 600 mm3 dan
mengalami penurunan tetapi PLB masih tetap tinggi di hari ke-35 dengan populasi
300 mm3. Sel B akan dibantu dengan TH (T-helper) dan TR (T-regulatory) untuk
menyeimbangkan produksi antibodi dan menghasilkan antibodi yang dibutuhkan.
Sel TH dan Sel TR mengalami peningkatan TH dengan populasi 18000 sel/mm3 pada
hari ke 35 dan 40 sel/mm3, Peningkatan TH dan TR memberikan produksi antibodi
yang dibutuhkan oleh tubuh. Sel TC (T Cytotoxic) dengan populasi 1100 sel/mm3
menghasilkan granul toksik yang mengandung enzim yang menginduksi kematian
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sel target. Setelah aktivasi, sel B dan sel T meninggalkan sel-sel memori, yang akan
mengingat setiap patogen spesifik yang dihadapi, dan mampu memberikan respon
yang kuat dan cepat jika patogen terdeteksi lagi. (28)

Sel dendritik (DC) dan makrofag yang dihasilkan desain vaksin memiliki hasil
yang minim. Sel Dendritik berfungsi dalam mengajarkan sel-sel imun untuk
menghasilkan antibodi sedangkan makrofag menghancurkan sel yang rusak.
Populasi DC hanya di kisaran 10 sel/mm3 sedangkan makrofag mengalami
peningkatan sampai hari ke-35 dengan populasi di kisaran 30 sel/mm?3 (29). Desain
vaksin menghasilkan sitokin yang baik pada tipe IL-4, IL-12, TNF-q, IL-10, IL-6, IFN,
b, IL-18, dan IL-23 (gambar 10b). Sedangkan IFN-y dan TGF-3 memberikan sinyal
buruk karena vaksin menimbulkan hasil berlebih. Kelebihan IFN-y dan TGF-3
memberikan efek samping demam hingga radang setelah vaksinasi. (28)

4. KESIMPULAN
Desain vaksin yang dihasilkan memiliki antigenitas 0,5134, tidak toksik, dan
tidak bersifat alergen. Parameter fisika kimia memenuhi syarat kecuali BM yang
kurang dari 40 KDa. Hasil desain vaksin diprediksi memiliki population coverage
95,14% untuk populasi Indonesia. Hasil prediksi imunogenitas desain vaksin
menunjukkan peningkatan IgM dan IgG hingga hari ke-35.
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