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RINGKASAN/ABSTRAK 

 

Dalam kasus COVID-19, sebagian besar vaksin dalam pengembangan awal 

menargetkan apa yang disebut protein spike. Vaksin biasanya mengandung antigen yang dibuat 

dari virus yang dilemahkan atau salah satu proteinnya. Antigen merangsang sistem kekebalan 

tubuh untuk mengenali agen sebagai ancaman, dan menghancurkan virus tersebut. Protein 

antigen dapat diberikan secara langsung, biasanya bersama-sama dengan adjuvant untuk 

meningkatkan respon imun. Namun, daripada merekayasa antigen protein, teknik  altematif 

telah dikembangkan  untuk merekayasa  DNA yang mengkode  protein antigenik.  Vaksin DNA 

memasukkan  DNA ke dalam sel untuk menghasilkan  protein spike,  yang kemudian akan 

diproses secara internal oleh sel dan disajikan di permukaan sel ke sel imun. Tantangan terbesar 

yang dihadapi vaksin DNA adalah memastikan  sel inang menerima materi genetik yang 

diperkenalkan. Metode teraman untuk memasukkan DNA ke dalam sel imun inang, yaitu 

menggunakan sistem penghantaran untuk membawa DNA melintasi membran sel dan 

mendorong sintesis protein spike. Beberapa  nanopartikel seperti   nanopartikel   kitosan   dan  

PLGA   memiliki   potensi   untuk   menjadi   sistem penghantaran untuk vaksin DNA. Penelitian  

ini bertujuan  untuk mengetahui formulasi yang tepat untuk komplek Nanopartikel Kitosan-

pEGFP-Cl-S 1  (Kode DNA untuk Protein Spike) dan Komplek Nanopartikel PLGA-pEGFP-

Cl-Sl, untuk mengetahui karakter fisikokimia dari komplek Nanopartikel Kitosan-pEGFP-C 1-

S 1  dan PLGA-pEGFP-C 1-S 1, untuk mengetahui efektivitas dalam mengekspresikan protein 

spike pada masing-masing sistem penghantaran. Pada penelitian ini telah dicapai indikator 

pelaksanaan penelitian sebesar 100% untuk submitted Publikasi Internasional, 100% untuk 

Model/rancangan MBKM, 100% untuk Video Publikasi dan 100% untuk publikasi di media 

massa. 

 

Kata Kunci: COVID-19, Kitosan   dan  PLGA, Protein Spike 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1.Latar Belakang 

Kasus  COVID-19  yang  telah  dikonfirmasi   mencapai  jutaan,  dan  dengan  ratusan  

ribu kematian   dengan  jangka   waktu  pandemik   selama  bertahun-tahun.   Sementara   

pemberian perawatan dengan obat hanya mengurangi gejala yang muncul, oleh karena itu 

vaksinasi merupakan  cara  yang  paling  tepat untuk  mengendalikan  virus  tersebut.  Berbagai  

teknologi sedang dikerahkan untuk mengidentifikasi  vaksin yang aman dan efektif ( 1). 

Dalam kasus COVID-19,  sebagian besar vaksin dalam pengembangan awal 

menargetkan apa   yang   disebut   protein   spike.   Protein   ini   diekspresikan   pada   permukaan   

virus   dan memungkinkan  virus untuk mengikat reseptor ACE2 pada permukaan sel, memulai 

fusi dengan dan penyerapan  oleh sel, diikuti oleh rantai proses yang mengarah ke replikasi 

virus (1 ). 

Vaksin biasanya  mengandung  antigen yang dibuat dari virus yang dilemahkan  atau 

salah satu proteinnya. Antigen  merangsang  sistem kekebalan  tubuh untuk  mengenali  agen 

sebagai ancaman, dan menghancurkan  virus tersebut. Protein antigen dapat diberikan secara 

langsung, biasanya bersama-sama  dengan adjuvant untuk meningkatkan  respon imun (2-5). 

Dalam kasus COVID-19,  protein  spike   yang  termasuk  domain  pengikatan  reseptor  

umumnya  digunakan sebagai antigen (1 ). 

Namun,  daripada merekayasa  antigen protein, teknik altematif telah dikembangkan  

untuk merekayasa  DNA  yang  mengkode  protein  antigenik.  Vaksin  DNA  memasukkan   

DNA  ke dalam sel untuk menghasilkan protein spike, yang kemudian akan diproses secara 

internal oleh sel dan disajikan di permukaan  sel ke sel imun. Dengan cara ini, virus atau 

antigennya disajikan dengan  cara  yang  sama  seperti  selama  infeksi  virus  wild  type  dan  

dengan  demikian  akan memicu   respons   imun   yang   lebih   alami.    Dengan   demikian,    

sistem   kekebalan   harus mengaktifkan  kedua sel T killer tetapi juga penetral antibodi untuk 

memerangi virus (2-5). 

Tantangan terbesar yang dihadapi vaksin DNA adalah memastikan  sel inang menerima 

materi genetik  yang  diperkenalkan.  Metode  teraman  untuk  memasukkan  DNA  ke  dalam  

sel imun inang, yaitu menggunakan  sistem penghantaran  untuk membawa DNA melintasi 

membran sel (2-5) dan mendorong sintesis protein spike. Beberapa nanopartikel  seperti 

nanopartikel kitosan dan PLGA memiliki potensi untuk menjadi  sistem penghantaran  untuk 

vaksin DNA (6,7). 

Polimer berbasis alami maupun sintetis merupakan pilihan utama dalam sistem 

penghantaran vaksin secara nonviral karena memiliki karakteristik dan keunggulan seperti 
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biodegradable,   biocompatible,    non   toxic,   dan   kemudahan   untuk   dimodifikasi   menjadi 

pembawa  materi genetik yang dapat disalurkan  melalui rute injeksi  yang berbeda-beda, serta 

yang  terpenting   dapat  melindungi   DNA  dari  kerusakan   oleh  nuclease   (8).   Berdasarkan 

karakteristik ini, Poly Lactide-Co-Glycolide Acid  (PLGA)  dan kitosan  menunjukkan potensi 

yang  besar  sebagai  suatu  agen penghantar  sekaligus  adjuvant  dan mediator  transfeksi  

DNA yang  baik  yang  mentargetkan  sel-sel  fagosit  seperti  makrofag,   melindungi   dari  

degradasi enzim,  dan mempercepat pelepasan  obat atau plasmid  DNA  (6,7). Muatan  positif 

dari gugus amino kitosan  akan mempermudah intemalisasi nanopartikel ke dalam sel serta 

meningkatkan bioadhesivitas dan bioavailabilitasnya (7). 

 

1.2. Tujuan 

1. Mengetahui  formulasi  yang tepat untuk komplek  Nanopartikel Kitosan-pEGFP-C1-

S1 (Kode DNA untuk Protein  Spike) dan Komplek Nanopartikel PLGA-pEGFP-C 1-

S 1; 

2. Mengetahui   karakter  fisikokimia   dari  komplek  Nanopartikel Kitosan-pEGFP-Cl-

Sl dan PLGA-pEGFP-C1-SI; 

3. Mengetahui   efektivitas   dalam  mengekspresikan  protein   spike  pada  masing-masing 

sistem penghantaran. 

 

1.3.Manfaat Kegiatan 

1. Studi Terbarukan  Pengembangan Delivery  Agent untuk peningkatan efektivitas  

vaksin DNA COVID-19; 

2. Sebagai referensi  ilmiah bagi peneliti terkait penghantaran untuk vaksin DNA COVID-

19. 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1.SARS-CoV-2  (COVID-19)  dan Spike Proteinnya 

SARS-CoV-2  (COVID-19)  adalah virus berselubung  RNA untai tunggal  (9). Pendekatan 

sekuensing generasi berikutnya metagenomik berbasis RNA telah diterapkan untuk 

mengkarakterisasi seluruh genomnya, yang panjangnya 29.881bp (GenBank no. MN908947), 

mengkodekan  9860 asam  amino  (10). Fragmen  gen mengekspresikan protein  struktural  dan 

nonstruktural.    Gen   S,  E,   M,   dan   N   mengkode   protein   struktural,   sedangkan   protein 

nonstruktural, seperti 3-chymotrypsinlike protease, papain-like  protease, dan RNA-dependent 

RNA polymerase,  dikodekan  oleh wilayah ORF (11). 

Dengan  ukuran  180-200kDa, protein  spike terdiri  dari N-terminus  ekstraseluler, domain 

transmembran  (TM) yang berada di membran virus, dan segmen terminal-C intraseluler 

pendek (12). protein spike biasanya ada dalam konformasi prefusi metastabil; setelah virus 

berinteraksi dengan sel inang, terjadi penataan ulang struktural protein spike yang ekstensif, 

memungkinkan virus  untuk  menyatu   dengan  membran   sel  inang.  Protein  spike  dilapisi  

dengan  molekul polisakarida  untuk  menyamarkan   mereka,  menghindari  pengawasan   

sistem  imunitas  inang selama infeksi (13). 

 

2.2. Vaksin DNA 

Vaksin  DNA  adalah plasmid  yang memfusikan  sistem replikasi  dan seleksi pada bakteri 

Escherichia  coli dengan  beberapa  urutan  nukleotida  yang  memiliki  fungsi  untuk 

mengekspresikan transgen  pada  sel eukariot  setelah mengalami  penghantaran  dan transfeksi 

pada  sel target  (14).  Kemudian, mekanisme  penghantaran  ke  sel inang,  fusi transgen  yang 

mengkode antigen diekspresikan  dan dipresentasikan menuju sistem imunitas dengan 

perantara MHC kelas  II atau pun  I. Vaksin  DNA memiliki  sifat aman karena  memiliki  

vektor  dengan sifat  non-replikatif,  hanya  mengkode   dan  mengekspresikan  antigen  dari  

target  saja,  serta inactive  sehingga  tidak  dapat  kembali  ke  kondisi  patogennya   seperti  

pada  kasus  vaksin teratenuasi. Oleh karena itu, pembuatan  vaksin DNA bersifat lebih mudah 

dan lebih cepat jika dibandingkan  dengan produk vaksin lainnya serta produk DNA bersifat 

relatiflebih stabil (14). 

mendukung  terjadi  transport  mRNA  yang  terjadi  secara  efisien  ke  sitoplasma.  Selain  

itu, terdapat  sekuens Kozak  yang akan dikenali oleh ribosom  untuk  mendorong  proses 

translasi yang efisien. Promoter yang digunakan berasal dari promoter  Cytomegalovirus 

(CMV) yang sangat aktif dalam mentranskripsi  rnRNA dalam level yang tinggi, sedangkan 
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sinyal poliadenilasi berasal dari gen dari beta globin kelinci atau bovine growth hormone (14), 

setelah proses terekspresinya gen sehingga terbentuk protein,  antigen yang antigen presenting  

cells. 

Peptida tersebut kemudian dapat juga dipresentasikan pada permukaan sel dan 

mengaktifkan sel T. Contohnya, pada Vaksin DNA yang ditransfeksikan ke dalam sel otot akan 

membuat sel otot dapat mengekspresikan dan mempresentasi molekul antigen menuju APC 

untuk akhimya menstimulasi  sel T,  selain itu, vaksin DNA dapat meningkatkan  produksi  

respon antibodi dengan perantara  representing  antigen  oleh sel B.  Oleh karena  itu,  vaksin  

DNA tersebut mampu menstimulasi respons imunitas humoral dan imunitas seluler. Sistem 

imunitas seluler inilah yang memiliki sifat penting untuk melindungi terhadap infeksi dari virus 

yang memiliki sifat yang intraseluler. 

 

2.3. Nanopartikel Kitosan sebagai Delivery Agent untuk Vaksin DNA Rekombinan 

Nanopartikel kitosan untuk penghantaran DNA. Kemampuan penghantaran tersebut 

berdasarkan pada kemampuan  liposom kationik dan nanopartikel kitosan untuk membentuk 

kompleks  dengan  asam nukleat.  Netralisasi  muatan  negatif DNA oleh gugus  amino pada 

liposom kationik dan nanopartikel kitosan mengakibatkan kondensasi DNA plasmid menjadi 

partikel yang padat (2,4,5). 

Sistem transfeksi DNA rekombinan merupakan mekanisme masuknya DNA ke dalam inti 

sel. Untuk dapat masuk ke dalam sel DNA harus terkondensasi ke ukuran yang memungkinkan 

dihantarkan ke dalam sel. Kerapatan  muatan dan ionisasi dari polimer  memegang peranan 

penting. 

Dalam mencapai ke permukaan sel, nanopartikel harus tetap bertahan dan melindungi DNA 

dari kerusakan  nuklease. Nanopartikel  harus tetap  stabil dalam cairan ekstraselular  karena 

cairan ekstraselular  dapat mengganggu  interaksi polielektrolit.  Setelah nanopartikel  ke sel 

target, nanopartikel kemudian terikat oleh membran sel yang bermuatan negatif dan kemudian 

mengalami   endositosis   dengan   mekanisme   spesifik/non   spesifik,   setelah   endositosis 

diperantarai oleh reseptor yang spesifik. Nanopartikel tersebut diasingkan dalam kompartemen 

endosomal yang bergabung dengan lisosom. Pada kompartemen ini banyak enzim yang efektif 

dan dengan pH yang rendah dapat mendegradasi  atau membuat polimer mengembang  dan 

melepaskan  DNA dan juga merusakkan  DNA. Nanopartikel  yang dapat melepaskan  diri dari 

sitoplasma dapat utuh berdifusi ke membrane nukleus. 

Penghalang  terakhir untuk transfeksi  adalah nukleus. Kompartemen  nukleus  diselubungi 

oleh selubung nukleus yang terdiri dari membrane ganda yang diantarai oleh struktur protein 
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besar, yaitu "Kompleks Pori Nukleus"  (Nuclear Pore Complex, NPC) (15). Ukuran dan sifat 

bulat menentukan  mudahnya  partikel  untuk masuk ke dalam nukleus.  Jadi  semakin besar 

ukuran plasmid menjadikannya sulit untuk masuk ke pori, batas ukuran untuk masuk adalah 26 

nm (±  8 million Dalton), batas ukuran ini bervariasi antar spesies.  Saat masuk ke dalam pori 

ada  tanda  pengenal  yang  disebut  NLS  (Nuclear  Localization  Sequens)  yang  memediasi 

masuknya partikel selama ke dalam nukleus dan NES (Nucleus Export Signal) yang memediasi 

keluamya dari nukleus (15). 

 

2.4. Nanopartikel PLGA sebagai Delivery Agent untuk Vaksin DNA Rekombinan 

Poly Lactide-Co-Glycolide  Acid  (PLGA) merupakan  kopolimer  dari Poly Lactic Acid 

(PLA) dan Poly Glycolic Acid (PGA). PLGA merupakan kopolimer golongan poliester yang 

memiliki sifat biodegradable, biocompatible, memiliki karakteristik penghantaran lepas lambat 

dan telah banyak digunakan untuk penghantaran  obat, protein dan gen. PLGA telah terbukti 

mampu menghantarkan vaksin DNA untuk melawan penyakit kanker, flu babi, infeksi akibat 

parasit  dan penyakit  hepatitits  B (16). PLGA memiliki  keuntungan  yakni aman dan dapat 

digunakan untuk penghantaran berbagai agen terapetik dan juga mampu untuk menghantarkan 

obat ke dalam sitoplasma. Produk dari penguraian PLGA adalah asam laktat dan asam glikolat 

yang terbentuk  dengan laju yang sangat lambat di dalam tubuh.  Kedua monomer  tersebut 

bersifat  endogen  dan mudah  dimetabolisme  melalui  siklus  Krebs  dalam  tubuh  kemudian 

dieliminasi  sehingga toksisitas  sistemik akan minim apabila dikaitkan  dengan penggunaan 

PLGA untuk penghantaran obat (17). 

Nanopartikel PLGA diintemalisasi ke dalam sel melalui fase pinositosis dan juga melalui 

endositosis yang diperantarai Clathrin-Mediated  Endocytosis  (Klatrin). Nanopartikel  PLGA 

dengan cepat berpindah  dari endolisosom  dan masuk ke sitoplasma dalam waktu  10 menit 

inkubasi.  Mekanisme  lepas cepat PLGA terjadi  akibat perubahan  muatan  permukaan  dari 

nanopartikel PLGA (dari muatan anionik menjadi kationik) dalam kompartemen endo-lisosom 

yang memiliki  pH rendah. Perubahan  muatan  ini mengakibatkan  nanopartikel  berinteraksi 

dengan membran endolisosom, mendestabilisasi membran, dan mampu lepas ke dalam 

sitoplasma (18). 
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BAB 3 METODOLOGI RISET 

 

A. Penyisipan urutan DNA yang mengkode  spike protein  (urutan DNA dari spike protein 

yang digunakan untuk vaksin COVID-19) pada vektor pEGFP-Cl untuk memudahkan 

reporter untuk uji efektivitas ekspresi, kloning dan Isolasi DNA rekombinan.  

B. Preparasi Nanopartikel Kitosan-pEGFP-Cl-Sl dan PLGA-pEGFP-Cl-Sl, dilanjutkan 

dengan  Gel Retardation Assay  yang merupakan  uji pergerakan  kompleks  

nanopartikel untuk mendapatkan formulasi yang tepat dari masing-masing 

penghantaran.  

C. Pelaksanaan  karakterisasi  fisikokimia yang terdiri  dari Penentuan  Ukuran Partikel  

dan Zeta Potensial. Ukuran partikel dan zeta potensial dengan Protokol Horiba SZ-100. 

D. Uji  sitotoksik  pada  sel HeLa  (model  sel  eukariot  untuk  In Vitro).  Kemudian  untuk 

pengujian sitotoksik dengan MTTAssay pada sel HeLa sebagai model sel pada manusia. 

E. Pelaksanaan transfeksi pada sel HeLa dengan sistem penghantaran nanopartikel kitosan 

dan PLGA berikut uji efektivitas dari masing-masing  sistem penghantaran. 

F. Indikator Capaian Keberhasilan: Keberhasilan penyisipan  urutan DNA yang mengkode 

spike protein (urutan DNA dari spike protein yang digunakan untuk vaksin COVID-19) 

pada vektor pEGFP-C 1  untuk memudahkan reporter untuk uji efektivitas ekspresi, 

kloning dan Isolasi  DNA  rekombinan  (PCR  dan nano  drop),  Variasi  Formulasi  

Nanopartikel Kitosan-DNA Rekombinan dan PLGA-DNA rekombinan (perbandingan 

jumlah nanopartikel   kitosan   dan   PLGA   dengan   DNA   rekombinan   yang   

berbeda-beda), karakterisasi komplek nanopartikel kitosan-DNA rekombinan (Ukuran 

Partikel dan Zeta Potensial), tingkat kematian sel pada uji sitotoksik pada sel HeLa 

sebagai model sel pada manusia dan efektivitas dari masing-masing  sistem 

penghantaran  (Real Time PCR dan Sinyal berbendar dari GFP sebagai reporter). 
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BAB 4 PELAKSANAAN KEGIATAN RISET 

 

1. Telah dilaksanakan penyisipan urutan DNA yang mengkode  spike protein  

(urutan DNA dari spike protein yang digunakan untuk vaksin COVID-19) pada vektor 

pEGFP-Cl untuk memudahkan reporter untuk uji efektivitas ekspresi, kloning dan 

Isolasi DNA rekombinan. Tahapan ini mengadopsi penelitian yang telah dilakukan 

sebelumnya (2-5). 

2. Telah dilaksanakan preparasi Nanopartikel Kitosan-pEGFP-Cl-Sl dan PLGA-

pEGFP-Cl-Sl, dilanjutkan dengan  Gel Retardation Assay  yang merupakan  uji 

pergerakan  kompleks  nanopartikel untuk mendapatkan formulasi yang tepat dari 

masing-masing penghantaran. Tahapan ini mengadopsi penelitian yang telah dilakukan 

sebelumnya (2-5,7). 

3. Telah dilaksanakan pelaksanaan  karakterisasi  fisikokimia yang terdiri  dari 

Penentuan  Ukuran Partikel  dan Zeta Potensial. Ukuran partikel dan zeta potensial 

dengan Protokol Horiba SZ-100. 

4. Telah dilaksanakan uji  sitotoksik  pada  sel HeLa  (model  sel  eukariot  untuk  

In Vitro).  Kemudian  untuk pengujian sitotoksik dengan MTTAssay pada sel HeLa 

sebagai model sel pada manusia. 
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BAB 5 EVALUASI PELAKSANAAN RISET 
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BAB 6 CAPAIAN INDIKATOR KINERJA RISET 
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BAB 7 KONTRIBUSI MITRA 

Pelaksanaan Monitoring Evaluasi 
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BAB 8 KESIMPULAN 

Pada penelitian ini telah dicapai indikator pelaksanaan penelitian sebesar 100% untuk 

submitted Publikasi Internasional, 100% untuk Model/rancangan MBKM, 100% untuk 

Video Publikasi dan 100% untuk publikasi di media massa. 
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