
AMPLIFIKASI peR GEN TRANSKRIPTASE BERBALIK RETROVIRUS 

ENDOGENUS DARIP ADA IKAN MARIN SABAH 3 

AHMAD AMIRUL AZIM BIN MUHAMMAD 

DISERTASI INI DIKEMUKAKAN UNTUK MEMENUHI SEBAHAGIAN 

DARIP ADA SY ARAT MEMPEROLEm IJAZAH SARJANA SAINS DENGAN 

KEPUJIAN 

PERPUSTAKAAN 
UNMRSITI MALAYSIA SABAH 

PROGRAM BIOTEKNOLOGI 

SEKOLAH SAINS DAN TEKNOLOGI 

UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 

Mac 2007 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



PUMS99:1 
UNlVERSIT! MALAYSIA SABAH 

. BORANG PENGESABAN STATITS TESIS@ 

mUPA 

Tjazah: i;:rA~ SAQ...::J1lNA- I.,S/l.ttJs C>~(;ri'.1\1 ~\"uJ'A-"' · c.1tS o"T .AIOTI%NOl-O(X) 

SES( PENGAJIAN: ~3 

Sa ya A. Hm AO A1)1 \~ f\;;)-Ull e ,IV mJttA-M mAt? 

I (HURUF BESAR) 
mcnga~-u rncmbeollIkan tcsis (LPSlSatjanalDolctor Falsafah)4 ini,d.isimpan di Perpustakaan Universili 

I Malaysia Sabah deng'~n syarat-sy"aBt kegunaan scperti beril.-ut 

t. T esis a&lab bakmilik Univecsiti Malaysia Sabah. 
2. ~erpustakaan Univer.;iti Malaysia Sabah dibenukan membuat satinan untuk tujuan pengajian sabaja. 
3, Pcrpustakaan dibcnarun memooat saliun tesis ini scbagai baban pcrtukaran antara institusi pengajian 

tinggi . 
4. "Sila tandakan ( / ) 

SULIT 

TERHAD 

V TIDAK TERHAD 

PANDA TANGAN PENUUS) 

Alanut Tctap : f; (:).'73 "\'-'~ fl1As.l1D 
11\U'Tn"I Q ItJ I ~ 0 ~. LJ,A1'v()/tNu-

\6:l.a; k:'om-~ ~ 

Tarikh: (6' . elf . o-:r 
• 

c AT A TAN: .. Potong yang lidak bcrkcnaan . 

(Mengandungi maldurnat yilOg berdaljah keselamatan atau 

kepeQti~gan Malaysia scperti yang tennaktub di dalam 
AKTA:'RAI;iSIA RASMI 1972) 

(Mengandungi maklumat TERHAD yang tclah ditentukan 
oleh organisasilbadan di maoa penyclidikan dijalankan) 

Disahkan oleh 

~~. ~O~ '~~O~ 

Nama Penyclia 

Tarikh: __ ' _i"_' b_L(:....-.:O:.....r~ ___ _ 

•• Jika Icsis ini SULIT alau TERHAD, sila lampirkan Stlral daripada pihak bcrkua.c;a/organisasi 
hcfkcnUl' dengan menyatakan sclcaJi schab dan tcmpoh tcsis ini pcrlu dilcelaskan scbagai SULIT 
dan TF.RHAD. 

@ Tesis dimalcsudkan sebagai tesis bagi Iju.ah Doktor Falsa!ah dan Satjana secara pcnyelidikan, at3u 

d isettasi bagi pcngajian secan. kcrja kursus dan pcnyelidikw, alau Laporan Projck Sarjana Muda 
( LPSM), 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



11 

PENGAKUAN 

Saya akui karya ini adalah hasil kerja saya sendiri kecuali nukilan dan ringkasan yang 

setiap satunya telah saya jelaskan sumbemya. 

17 Mac 2007 

AHMAD AMIRUL AZIM BIN MUHAMMAD 

HS2003-2824 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



111 

PERAKUAN PEMERIKSA 

DIPERAKUKAN OLEH 

Tandatangan 

1. PENYELIA 

(DR. ROZIAH HJ. KAMBOL) 

2. PEMERIKSA 1 

(DR. ZALEHA ABDUL AZIZ) 

3. PEMERIKSA 2 

(DR. IVY WONG NYET KUl) 

4. DEKAN 

(SUPT/KS. PROF. MADYA DR. SHARIFF A.K. OMANG) 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



IV 

PENGHARGAAN 

Pada ruangan ini, saya ingin mengucapkan ribuan terima kasih kepada penyelia projek 

saya iaitu Dr. Roziah Kambol atas segal a bimbingan, nasihat, tunjuk ajar dan sudi 

meminjamkan jumal-jumal dan buku-buku yang telah banyak membantu saya semasa 

penyelidikan projek ini dijalankan. 

Di sini saya juga ingin merakamkan ribuan terima kasih kepada Sekolah Sains 

dan Teknologi, Universiti Malaysia Sabah atas segala kemudahan dan peralatan yang 

diperlukan untuk menyiapkan kajian saya ini. Tidak dilupakan rakan-rakan seperjuangan 

saya, khasnya Amir, Shahida, Razif dan Ridzuan yang telah banyak membantu dan 

memberi galakan sepanjang kajian ini. 

Akhir sekali kepada keluarga tersayang atas bantuan dari segi dorongan dan 

kewangan sepanjang saya menjayakan kajian ini. 

Segala tunjuk ajar, nasihat, bantuan serta galakan yang diberikan oleh semua 

pihak amat dihargai dan diingati. Semoga mereka sentiasa diberkati Tuhan. Sekian, 

terima kasih. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



v 

ABSTRAK 

Kajian ini dijalankan untuk mengamplifikasikan gen transkriptase berbalik {Rn 

endogenus retrovirus daripada ikan marin Sabah menggunakan teknik Tindakbalas 

Berantai Polimerase (peR). Sejumlah 15 ekor ikan marin Sabah yang berlainan spesis 

telah digunakan dalam kajian ini. Daripada 15 sampel ikan ini, sebanyak sepuluh sampel 

ikan telah menunjukkan keputusan yang positif bagi pengekstrakan genomik DNA 

dengan menunjukkan saiz genomik yang dikehendaki iaitu melebihi 23 000 pasangan bes. 

Sepuluh sampel yang menunjukkan keputusan positif ini kemudiannya dijalankan 

Tindakbalas Berantai Polimerase (peR) yang bertujuan untuk mengamplifikasikan gen 

transkriptase berbalik dengan penggunaan dua primer universal iaitu PRO (protease) dan 

RT (transkriptase berbalik) dengan purata kepekatan DNA adalah 124nglJll. Sebanyak 

satu sampel telah memberikan keputusan yang positif dengan memberikan produk peR 

pada saiz yang di kehendaki iaitu 700 pasangan bes. Sampel yang positif ini kemudiannya 

dipotong daripada gel agarose dan dipurifikasikan daripada gel. Apabila sampel ini 

dianalisa dengan gel elektroforesis untuk kali kedua, didapati bahawa tiada jalur DNA 

yang dapat di kesan pada saiz yang dikehendaki. Difahami bahawa kegagalan untuk 

mendapatkan hasil peR bagi gen transkriptase berbalik ini adalah disebabkan bilangan 

salinan endogenus retrovirus yang rendah pada ikan marin Sabah. 
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ABSTRACT 

This study was conducted to amplify the retrovirus endogenous reverse 

transcriptase gene CRT) from fish using the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. 

A total of 15 different species of Sabah marine fish had been used for this study. From 15 

of these samples, 10 samples of marine fish had shown the positive result for the DNA 

extraction by showing the genomic size more than 23 000 base pairs. These fishes which 

had shown positive results had been analyzed further by conducting Polymerase Chain 

Reaction (PCR) in order to amplify the reverse transcriptase gene with the use of two 

universal primers which are PRO (protease) and RT (reverse transcriptase) with their 

average concentration of DNA are 124nglfll. As a result, only one sample had given 

positive result by showing the right size of PCR product that is 700 base pairs. The DNA 

band of the PCR product was cut from the gel and purified but when this sample was 

analyzed with electrophoresis gel for the second time, no DNA band was formed on the 

gel, with the wanted size. It is understood that the failure to obtain the PCR product of 

reverse transcriptase gene from the purified sample was due to the fact that the low copy 

number of the retrovirus endogenous viruses in Sabah marine fishes. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Kajian mengenai retrovirus endogenus di dalam ikan adalah masih kurang jika 

dibandingkan dengan kajian yang telah dilakukan pada mamalia dan burung. Ini terbukti 

dengan penghasilan bahan-bahan kajian yang agak kurang mengenai retrovirus 

endogenus ikan berbanding dengan kajian-kajian yang telah dilakukan seperti pada 

endogenus retrovirus manusia (HER V s). Sehingga ke hari ini, hanya sebilangan keeil 

retrovirus ikan yang telah dikaji dan dikanalpasti sebagai genus retrovirus yang bam, iaitu 

epsilonretrovirus. 

Genus ini terdiri daripada virus dari dua perumah ikan: virus Walleye Dermal 

Sarcoma (WDSV), Walleye Epidermal Hyperplasia Virus I dan II (WEHVI dan 

WEHVII) daripada ikan jenis Walleye (Sdzostedion vitreum) dan retrovirus Snakehead 

(SnR V) daripada ikan Snake head berbelang (OphicephaZus striatus). 
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Struktur genomik retrovirus endogenus bagi ayam, khinzir, tikus dan manusia 

telah dikenalpasti. Namun bagi ikan, walaupun fragmen daripada e1emen retroviral 

endogenus telah dilaporkan tetapi ia menunjukkan terdapat mutasi dan pemotongan yang 

meluas dan berkemungkinan tidak. akan menghasilkan protein berfungsi. 

1.2 Objektif Kajian 

Objektifkajian ini ialah: 

1. Pengekstrakan genomik DNA daripada sampel ikan marin di Sabah. 

2. Penentuan saiz genomik DNA ikan menggunakan Spektrofotometer Penyerapan 

Cahaya Ultraungu. 

3. Amp lifi kasi gen transicriptase berbalik CRT) menggunakan teknik Tindakbalas 

Berantai Polimerase (peR) 
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BAB2 

RU~PERPUSTAKAAN 

2.1 Retrovirus 

Retrovirus merupakan sejenis virus yang mempunyai genom yang terdiri daripada RNA. 

Retrovirus bergantung kepada sejenis enzimnya yang dinamakan transkriptase berbalik 

(reverse trancriptase) bagi membolehkan genomnya ditukarkan daripada RNA kepada 

DNA. Ini adalah bagi membolehkan bahan genetiknya di integrasikan ke dalam genom 

perumah. Sebagaimana yang kita ketahui, virus hanya dapat diaktitkan apabila berada di 

dalam perumah dan genom retrovirus yang telah berintegrasi dengan genom perumah 

dipanggil provirus. 

Retrovirus yang tipikal lazimnya terdiri daripada kapsul luar yang sebenarnya 

berasal dari membran plasma perumah, beberapa salinan protein kapsul (envelope 

protein) yang tertanam pada membran dwilapisan lipid, protein kapsid, dua molekul RNA 

dan molekul enzirn transkriptase berbalik. 
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2.1.1 Genom retrovirus 

Genom retrovirus terdiri daripada sekurang-kurangnya tiga gen yang utama iaitu gag 

untuk mengkodkan sintesis teras dan protein struktur bagi virus, pol untuk mengkodkan 

enzim polimerase seperti enzim transkriptase berbalik, protease, RNaseH dan integrase 

dan env untuk mengkodkan sintesis kapsul glikoprotein. 

Kapsul 
Glikoprotein (env) 

Protein Kapsid 
(gag) 

Transkriptase 
Berbalik (pol) 

~ 

Rajab 2.1: Struktur asas retrovirus. 

Dwilapisan Lipid 

Gambarajah di bawah menunjukkan genom bagi retrovirus. 

LTR Gag pol env LTR 

Rajab 2.2: Susunan organisasi genom retrovirus. 
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Sebagai mana yang dapat kita lihat, pada hujung setiap genom retrovirus terdapat 

jujukan terminal yang berulang (L TR). Sebenarnya jujukan ini mempunyai dua fungsi 

penting bagi retrovirus. Fungsi yang pertama adalah bagi membolehkan salinan DNA 

virus dapat di integrasikan bersama dengan DNA perumah. Fungsi yang kedua pula 

adalah jujukan ini bertindak untuk memangkinkan proses transkripsi salinan DNA virus 

pada kadar yang lebih cepat. 

Retrovirus telah menjadi bahan kajian kerana mempunyai sejenis enzim 

polimerase yang unik yang dikenali sebagai transkriptase berbalik. Enzim ini dapat c:::I ... 
J 

menukarkan bahan genetik retrovirus yang terdiri daripada RNA kepada DNA. 1ni adalah ~ ~ 
;-:;; 

bagi membolehkan bahan genetik virus tersebut dapat berintegrasi dengan genom 

perumah. Enzim transkriptase berbalik merupakan sejenis polimerase DNA yang 

menggunakan RNA sebagai templat. Oleh yang demikian, enzim ini berupaya untuk 

menghasilkan bahan genetik dalam keadaan berbalik iaitu daripada RNA kepada DNA 

dan juga daripada DNA kepada RNA. 

2.1.2 Kitar hidup retrovirus 

Kitar hidup retrovirus bermula dengan interaksi protein kapsul retrovirus dengan reseptor 

yang terdapat pada sel perumah semasa jangkitan. Apabila retrovirus menjangkiti sel, 

enzim transkriptase berbalik dan RNA bebenang tunggal virus akan memasuki sitoplasma 

sel perumah tersebut. Enzim ini kemudiannya akan melekat pada RNA virus dan 

.. ~ -< 
J .. -; 

......... . -
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seterusnya menjalankan proses transkripsi berbalik. Proses ini akan menukarkan RNA 

bebenang tunggal kepada DNA bebenang ganda dua di dalam sitoplasma perumah 

dengan bantuan enzim transkriptase berbalik. Salinan DNA ini seterusnya akan memasuki 

nukleus perumah dan berintegrasi dengan DNA perumah dan dikenali sebagai provirus 

(Lewin, 2004). 

DNA proviral ini bertindak sebagai gen perumah yang stabil semasa fasa yang 

selanjutnya dalam kitar hidup retrovirus di mana DNA proviral ini akan ditranskripsikan 

kepada RNA yang lengkap dan RNA subgenomik oleh enzim perumah iaitu RNA 

polimerase II. Genomik RNA yang lengkap ini seterusnya akan diproses dan 

ditranslasikan kepada gen prekursor gag dan gag-pro-po/ yang mengkodkan struktur dan 

komponen enzim retrovirus. RNA subgenomik pula akan ditranslasikan kepada prekursor 

env yang menentukan kebolehjangkitan virus. 

Selepas menjalani proses translasi, gag dan prekursor gag-pro-po/ dipindahkan ke 

dalam bahagian sitosolik dan seterusnya menjalani proses pematangan. Bagi prekursor 

kapsul, proses pematangan berlaku di dalam retikulum endoplasmik. Kesemua gen virus 

yang telah matang akan dihimpunkan pada membran plasma perumah sebelum 

pertunasan dan pembebasan partikel yang berjangkit (virion) akan dibebaskan daripada 

perumah (Lewin, 2004). 
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Bagi retrovirus eksogenus, kitar jangkitan virus hanya akan dimulakan apabila 

virion yang terbebas mengjangkiti sel perumah yang lain Gangkitan sel ke sel). Namun ini 

berbeza dengan retrovirus endogenus kerana virus jenis ini tidak berjangkit dan tiada 

partikel virus yang terbebas daripada sel perumah. Retrovirus endogenus telah 

menghasilkan strategi replikasi yang unik menggunakan transkripsi berbalik dan 

transposisi (transposition) di dalam kitar hidupnya. Strategi ini akan dapat meningkatkan 

jumlah retrovirus endogenus di dalam sel perumah. Antara contoh retrovirus endogenus 

yang terdapat di dalam sel perumah dengan salinan yang banyak adalah seperti di dalam 

genom ayam iaitu sebanyak 40 hingga 100 salinan dan 30 hingga 100 salinan retrovirus 

endogenus di dalam genom manusia (Wilkinson et ai, 1994, Tristem, 2000, Lower et ai, 

1996 and Me Allister el ai, 1978). 

Bagi memastikan kelangsungan hidup retrovirus endogenus di dalam genom 

perumah, retrovirus endogenus telah mengalami beberapa modifikasi dan adaptasi di 

dalam kitar hidupnya. Antara modifikasinya adalah seperti bersifat tidak berjangkit 

kepada sel perumah yang lain bagi memastikan retrovirus endogenus ini tidak diserang 

oleh sistem keimunan yang terdapat di dalam sel perumah. Oleh kerana itu, kebanyakan 

retrovirus endogenus mempunyai struktur genom yang tidak lengkap akibat proses delesi 

dan mutasi yang berlaku. Selain itu, retrovirus endogenus juga bereplikasi secara 

relatifuya adalah kurang berbanding retrovirus eksogenus bagi meminimakan persaingan 

di antara kedua-dua virus ini semasa di dalam genom perumah (Wilkinson et ai, 1994). 
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Retrovirus endogenus mempunyai tiga fungsi yang utama di dalam genom 

perumah. Fungsi yang pertama adalah bertindak sebagai prekursor kepada bentuk 

berjangkit (infectious form) iaitu kepada bentuk retrovirus eksogenus. Ini di buktikan 

dengan beberapa fakta yang jelas menunjukkan bahawa terdapat banyak persamaan di 

dalam jujukan protein struktur dan jujukan asid amino antara retrovirus endogenus 

dengan retrovirus eksogenus. 

Pada mulanya, retrovirus endogenus memasuki sel perumah sarna seperti 

retrovirus eksogenus, sebelum bersifat tidak berjangkit kepada sel perumah yang lain 

selepas berintegrasi ke dalam genom perumah untuk jangka masa yang panjang. Contoh 

bagi situasi ini dapat dijumpai pada dua kumpulan virus endogenus yang dijumpai pada 

genom tikus, Murine Leukaemia Virus (ML V) dan Mouse Mammary Tumor Virus 

(MMTV) (Wilkinson et ai, 1994). 

Fungsi retrovirus endogenus yang kedua adalah berperanan untuk membekalkan 

gen yang diperlukan kepada virus eksogenus, iaitu bertindak sebagai kolam genetik bagi 

membekalkan gen yang komplimen yang diperlukan bagi membentuk virus eksogenus. 

Di dalam genom tikus, kebanyakan virus endogenus yang dijumpai mempunyai jujukan 

yang tidak lengkap dan seterusnya akan menghasilkan gen yang tidak berfungsi. Walau 

bagaimanapun, terdapat beberapa strain tikus yang mempunyai jujukan retrovirus 

endogenus yang lengkap dan interaksi antara virus endogenus yang lengkap dengan virus 
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