— elsauopu| Joog —

AysJaAUN gdl

N
o
)
o
o
=]
o
3
()
=
[oje}
3
3
c
3
=
o)
Q.
o3}
=
3
()
= !
3
ko)
(]
o
ol
=3
~<<
o7)
~
v
o
o
j)
oa
O
= |
)]
o
o))
=
M
=
=
~
QO
gl
<
o
-~
=
=]
Q.
V]
3
o
o
=
=
kel
Q)
©
c
>
=
Q
o
{3
=
0
o
c
(o
=
<
1%
%
=
=

22
el
®
5
g
=
=4
o
©
>
= )
o
o
=
=
3
I}
=
o,
=
)
~
[}
°
I}
=
£
5
@
©
=)
<
o
>
@
=

‘AJIsIaAIUN gd] 4

yejesew nyens uenefuy neye yuly uesinuad ‘uesode| ueunsnAuad ‘Yejwyr eAuey uesijnuad ‘uenljpuad ‘ueyipipuad uedunuaday

.
£ g
T
o 2
>
| >
C oq

L lagquins ue>[1_nqa/\uau1 uep uejwiniueduaw eduey 1l siny E/\J'RX yninjas neie uel

Suepun-3ue

KONSTRUKSI VEKTOR EKSPRESI GEN KEX2-650
DENGAN METODE SUBKLONING

dnsaaarun) gdi Y vdi> Y )

SALSABILA BENING

DEPARTEMEN BIOKIMIA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
INSTITUT PERTANIAN BOGOR
BOGOR
2024

—
0
vy
-
=
<
@)
]
Z.

<




@Hak cipta milik IPB University H_H_muu—w be/\@H.MMHV\

Hak Cipta Dilindungi Undang-undang
) 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber :
Sovosdl a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah
L . b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB University.
—1w CD_<O—.M_Q 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB University.

— Bogor Indonesia — Perpustakaan IPB University



PERNYATAAN MENGENAI SKRIPSI DAN
SUMBER INFORMASI SERTA PELIMPAHAN HAK CIPTA

Dengan ini saya menyatakan bahwa skripsi dengan judul “Konstruksi Vektor
Ekspresi Gen KEX2-650 dengan Metode Subkloning” adalah karya saya dengan
arahan dari dosen pembimbing dan belum diajukan dalam bentuk apa pun kepada
perguruan tinggi mana pun. Sumber informasi yang berasal atau dikutip dari karya
yang diterbitkan maupun tidak diterbitkan dari penulis lain telah disebutkan dalam
teks dan dicantumkan dalam Daftar Pustaka di bagian akhir skripsi ini.

Dengan ini saya melimpahkan hak cipta dari karya tulis saya kepada Institut
Pertanian Bogor.

Bogor, Agustus 2024

Salsabila Bening
(G8401201032



@Hak cipta milik IPB University H_H_muu—w be/\@H.MMHV\

Hak Cipta Dilindungi Undang-undang
) 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber :
Sovosdl a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah
L . b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB University.
—1w CD_<O—.M_Q 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB University.

— Bogor Indonesia — Perpustakaan IPB University



ABSTRAK

SALSABILA BENING. Konstruksi Vektor Ekspresi Gen KEX2-650 dengan
Metode Subkloning. Dibimbing oleh POPI ASRI KURNIATIN dan ASRUL
MUHAMAD FUAD.

KEX2 (EC3.4.21.61) dari Saccharomyces cerevisiae adalah enzim protease
yang memproses pematangan pro-protein secara intraselular di dalam retikulum
endoplasma (RE) dan kompartemen akhir badan Golgi. KEX2 memiliki domain
transmembran yang menyebabkan enzim ini tertahan di dalam membran RE dan
tidak dapat diekspreksikan secara ekstraselular seutuhnya. Penelitian ini bertujuan
untuk konstruksi gen Kex2-650 tanpa domain transmembran dengan metode
subkloning. Gen Kex2-650 diamplifikasi dengan metode PCR dari plasmid pD902-
KEX2-699 dan disubklon ke dalam pPICZa. Metode yang digunakan meliputi
konstruksi gen rekombinan KEX2-650 dengan PCR untuk amplifikasi sekuen gen
dan menambahkan situs restriksi Xhol pada kedua ujungnya, restriksi gen dan
plasmid dengan Xhol, ligasi fragmen gen ke plasmid pPICZa, transformasi plasmid
rekombinan ke E. coli DH5a, isolasi plasmid, dan verifikasi sisipan dengan PCR.
Amplifikasi gen KEX2-650 berhasil dilakukan, ditunjukkan oleh terbentuknya
amplikon berukuran 1.6 kb. Plasmid rekombinan pPICZa-KEX2-650 berhasil
ditransformasikan ke sel E. coli yang ditunjukkan oleh terdeteksinya amplikon
berukuran 2.2 kb.

Kata kunci: E. coli DH5a, KEX2, PCR, plasmid rekombinan, subkloning

ABSTRACT

SALSABILA BENING. Construction of KEX2-650 Gene Expression Vector
Using Subcloning Method. Supervised by POPI ASRI KURNIATIN and ASRUL
MUHAMAD FUAD.

KEX2 (EC3.4.21.61) from Saccharomyces cerevisiae is a protease enzyme
that processes intracellular maturation of pro-proteins within the endoplasmic
reticulum (RE) and late compartments of the Golgi apparatus. KEX2 has a
transmembrane domain, causes this enzyme to be retained in the ER membrane and
can not be completely expressed extracellularly. This study aimed to construct the
Kex2-650 gene without the transmembrane domain using the subcloning method.
The Kex2-650 gene was amplified using PCR method from plasmid pD902-KEX2-
699 and subcloned into pPICZa. The techniques used include constructing the
KEX2-650 recombinant gene using PCR to amplify the gene sequence while adding
Xhol restriction sites at both ends, restricting the gene and plasmid with Xhol,
ligating the gene fragment to the pPICZa plasmid, transforming the recombinant
plasmid into E. coli DH5a, isolating the plasmid, and verifying the insert by PCR.
Amplification of the KEX2-650 gene was successful as indicated by the detection
of 1.6 kb amplicon. The recombinant plasmid pPICZa-KEX2-650 were
successfully transformed into E. coli cells, as indicated by the detection of 2.2 kb.

Keywords: E. coli DH5a, KEX2, PCR, recombinant plasmid, subcloning.
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