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ABSTRAK 

Tuj uan kajian ini adalah untuk menyaring retroelemen Gypsy dan Del daripada serangga 

Drosophila Melanogaster di dalam genom manusia. Retroelemen adalah eIemen bergerak 

yang mengandungi gen transkriptase berbalik. Elemen yang menggunakan perantara 

RNA ini boleh menyebabkan ketakstabilan genetik melalui mutasi penyisipan dan mutasi 

lain. Kaedah penyaringan yang digunakan adalah secara berkomputer. Retroelemen 

tersebut disaring di dalarn pangkalan data manusia. Retroelemen yang dipilih disusun 

dengan menggunakan dua cara; cara manual (penyusunan mata kasar) dan cara 

berkomputer (program c1ustalw). Pokok filogenetik khusus digunakan untuk melihat 

hubungan evolusi antara prob yang digunakan dengan retroelemen lain. Pokok ftlogeni 

universal pula digunakan untuk melihat hubungan antara retroelemen dan retrovirus. 

Daripada kajian sebanyak 773 elemen Gypsy dan 773 e1emen Del berjaya dipancing 

keluar daripada bank gen. Daripada jumlah ini hanya 100 e1emen Gypsy dan 100 e1emen 

Del dipertimbangkan. 28 elemen Gypsy dan 21 elemen Del disusun secara manual. Hanya 

13 e1emen Gypsy dan 8 elemen Del disusun dengan menggunakan program clustalw dan 

pembinaan pokok filogenetik. Keputusan yang diperolehi daripada kajian ini 

menunjukkan retrolemen Gypsy dan Del pada serangga Drosophila Melanogaster ini 

telah dijumpai dalarn genom manusia. Kedua-dua elemen ini paling banyak didapati pada 

kromosom seks,X. Selain itu elemen-elemen ini turnt didapati dalam bilangan yang tinggi 

dalam kromosom autosom. Elemen Gypsy dijumpai di dalam kromosom pertama dan 

kedua. Elemen Del pula banyak terdapat pada kromosom kelima dan ketujuh. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



VI 

ABSTRACT 

The purpose of this study was to screen retroelements of Gypsy and Del from insect 

Drosophila Melanogaster in human genome. Retroelemets are mobile elements 

containing reverse transcriptase that used RNA intermediate to jump among 

chromosome. It can make genetic instability through insertion and other mutation. 

Computer based screening was used as screening method. Retroelements was screened in 

human database. The selected sequence had been aligned with two methods; manual 

(eyeball alignment) and with computer program (using clustalw program). Specific 

phylogenetic tree was used to determine evolutionary relationship among prob that been 

used with other prob. Universal phylogenetic tree was used to determine the relationship 

between retroelements and 7 genera of retrovirus. 773 of Gypsy elements and 773 of Del 

elements were fishing out from human genome database. From this search, only 100 of 

Gypsy elements and 100 of Del elements have chosen. Only 28 Gypsy elements and 21 

Del elements were aligning by manual alignment. However, only 13 elements Gypsy and 

5 Del elements were chosen for sequence alignment with clustalw program and for 

phylogenetic tree construction. The result for this study showed that retroelements of 

Gypsy and Del from Drosophila Melanogaster are found in human genome. These two 

elements frequently seen in X chromosome. They also seen in autosom chromosomes 

like in Gypsy is found is first and second chromosome while Del is found in fifth and 

seventh chromosome. 
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BAB1 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenaian 

Elemen bergerak memberi impak yang besar pada semua genom eukariot walaupun pada 

asalnya ia lebih dikenali sebagai 'junk' DNA. Elemen yang menggunakan perantara RNA 

ini dikenali sebagai retroelemen dan mengkodkan enzim transkriptase berbalik. 

Retroelemen boleh menyebabkan ketakstabilan genetik melalui mutasi penyisipan dan 

mutasi lain. 

Kajian yang terperinci telah dijalankan untuk mengetahui bagaimana fungsi dan 

pergerakan elemen ini di dalam sesuatu genom organisma. Selain itu, kita juga boleh 

mengetahui kesan penyisipan elemen ini pada kepelbagaian diversiti dan penyakit 

manus13. 

Terdapat pelbagai hipotesis yang menyatakan retroelemen terlibat dalam proses 

evolusi. Terdapat bukti yang menyatakan retroelemen mengadaptasi perumahnya. 

Walaupun ia selalunya tidak memberi kesan pada perumah tetapi terdapat banyak contoh 

kes yang menunjukkan mutasi yang disebabkan oleh elemen ini . DNA transposon, LTR-
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retrotrotransposon, long interspersed elements (LINEs) dan short interspersed elements 

(SINEs) membentuk sekurang-kurang 45% daripada DNA manusia dan 8% dari nilai itu 

disumbangkan oleh LTR-retrotransposon. 

Projek Genom Manusia adalah projek yang mengenalpasti sehingga 20 000 - 25000 

gen di dalam DNA manusia. Gen memberi maklumat untuk rnernbina protein yang 

diperlukan oleh manusia. Projek Genom Manusia ini juga telah mengenalpasti 3 bilion 

jujukan pasangan bes kimia yang mernbentuk DNA manusia. Semua maklumat ini 

tersimpan dalam pangkalan data manusia. 

1.2 Objektif 

Objektifbagi kajian ini adalah 

1) Penyaringan secara berkomputer retroelemen daripada pangkalan data genom 

manusia 

2) Penyusunan jujukan retroelemen yang boleh didapati dalam genom manusia 

3) Pembinaan pokok filogenetik untuk mengenalpasti hubungan evolusi antara 

primer yang digunakan dan retroelemen lain 
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BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Bioinformatik 

Kemajuan dalam bidang biologi molekul dan kemudahan yang terkini telah 

menggalakkan penyelidikan di dalam bidang ini pada kebanyakan spesies. Terdapat 

ban yak pangkalan data yang popular seperti GenBank dan EMBL yang telah 

dibangunkan dan semua data yang diperolehi akan disimpan, disusun dan didaftarkan 

dalam bentuk jujukan DNA. Semua maklumat sains yang digunakan dalam bidang 

biologi dikenali sebagai bioinformatik. Bioinformatik melibatkan penciptaan dan 

penyelenggaraan pangkalan data maklumat biologi. Ia menggabungkan proses penjujukan 

DNA dan aplikasi komputer dalam sains biologikal (Attwood dan Parry-Smith, 1999). 

Dalam kata umum, bioinformatik merujuk pada teknologi maklumat yang 

digunakan untuk menganalisa samada dalam bentuk jujukan nukleotida dan protein 

hinggalah ke peringkat analisa genom. Ia juga boleh ditafsirkan sebagai manipulasi 

komputer dan analisis jujukan data biologikal (samada DNA atau protein) (Attwood dan 

Parry-Smith, 1999). 
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2.1.1 Penyaringan Bank Gen 

Langkah penyaringan bank gen dilakukan dengan menggunakan kaedah BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) di laman web http://www.ncbi .nlm.nih.govl. BLAST 

adalah satu kaedah untuk mencari persamaan jujukan. Program ini memerlukan satu 

jujukan yang ingin dibezakan (query sequence) yang digunakan sebagai prob. Ia akan 

menyusun jujukan prob tersebut dan membandingkannya dengan setiap jujukan subjek 

(subject sequences) yang terdapat dalam pangkalan data (Altschul et al. ,1990). 

Keputusan BLAST memaparkan bit skor, nilai E, nombor akses dan susunan 

jujukan. Nilai E lalah nilai jangkaan daripada skor yang diperolehi dalam pangkalan data 

berdasarkan peluang. Semakin rendah nilai E, semakin nyata nilai itu. Dalam erti kata 

lain, apabila nilai E semakin menghampiri sifar, semakin banyak persamaan antara 

jujukan yang ingin dibezakan dengan jujukan prob yang digunakan. Skor bit pula merujuk 

pada skor yang diperolehi daripada daIjah homolog antara jujukan yang ingin dibezakan 

dengan jujukan asal. Semakin tinggi nilai skor, semakin banyak persamaan antara 

jujukan. Di dalam kajian ini, pemilihan jujukan adalah berdasarkan nilai E yang rendah 

dan bit skor yang tinggi (Altschul et al. ,1990). Nombor akses pula merujuk pada nombor 

rujukan jujukan tersebut pada pangkalan data genom manusia. Terdapat dua nombor 

akses yang berlainan digunakan. Nombor akses yang bennula daripada NT merujuk pada 

nombor akses yang digunakan dalam pangkalan data NCBI manakala nombor akses yang 

bennula daripada Hs merujuk pada nombor akses yang digunakan dalam pangkalan data 

genom manusia (Altschul et al. ,1990). 
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2.1.2 Pembinaan Pokok FiJogenetik 

Filogeni bennaksud sejarah evolusi sesuatu spesies atau sekumpulan spesies organisma. 

Pengelasan filogem merupakan satu sistem pengelasan semulajadi yang menunjukkan 

hubungan evolusi dan juga mencerminkan sejarah evolusi bagi organisma yang dikaji. 

Filogeni berasal dari perkataan phylon dan geny daripada bahasa Greek. Phylon bermakna 

bangsa, ke1uarga ataupun kelas. - geny pula merupakan singkatan daripada geneia 

bennaksud titik mula ataupun sumber (origin). 

Terdapat beberapa andaian yang diguna pakai oleh sistem im. Andaian pertama 

menunjukkan organisma-organisma yang mempunyai ciri-ciri homolog mempunyai 

hubungan evolusi yang rapat. Andaian kedua pula menunjukkan ciri homolog merupakan 

perkembangan daripada leluhur yang sarna tetapi perbezaan berlaku disebabkan 

penyesuaian terhadap persekitaran. Ini menyebabkan terdapat organisma yang 

mempunyai struktur homolog yang sarna meskipun melakukan akti vi ti yang berbeza 

(Woese, 2000). 

Pokok filogenetik adalah cara tennudah untuk membuktikan sejarah evolusi 

kehidupan. Pokok filogenetik adalah carta bercabang-cabang seperti cabang pokok 

tumbuhan. Pengelasan filogeni menunjukkan sistem yang mencari ciri-ciri homolog yang 

menyokong hubungan evolusi sesuatu spesies atau sekumpulan spesies organisma. 
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Dahan (branch) menunjukkan hubungan di antara taksa asal dengan pecahannya. 

Panjang dahan (branch length) menunjukkan perubahan yang muncul pada dahan. 

Semakin panjang dahan ini, semakin lama tempoh evolusi bagi organisma tersebut. Skala 

jarak (distance scale) pula menunjukkan skala yang menunjukkan bilangan perubahan 

antara spesis dengan jujukan. Clade pula menunjukkan sekumpulan dua atau lebih taksa 

atau jujukan DNA yang melibatkankan leluhur sarna (Brown, 1999). 

2.2 Projek Genom Manusia 

Projek Genom Manusia telah dimulakan pada tahun 1990 dan siap sepenuhnya pada 14 

April 2003 (Initial Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Projek telah 

dijalankan selama 13 tahun ini dikoordinasikan oleh Institut Kesihatan Kebangsaan dan 

Jabatan Tenaga Amerika Syarikat. Projek Genom Manusia turut mendapat kerjasama 

daripada negara-negara lain seperti Negara Jepun, Perancis, Jerman, China dan United 

Kingdom (Initial Human Genome Sequencing Consortium, 2001). 

Ianya bertujuan untuk mendapatkan sepenuhnya jujukan DNA di dalam genom 

manusia. Dianggarkan terdapat 3 ribu juta pasangan bes dan di antara 20 000 hingga 

25 000 gen yang tersimpan di dalam genom ini. Genom merujuk pada maklumat yang 

tersimpan dalam semua set kromosom DNA dan secara amnya merujuk kepada semua 

gen yang membentuk manusia (Karp, 2002). Selain itu, maklumat - maklumat yang 

diperolehi akan disimpan di dalam pangkalan data dan seterusnya dapat meningkatkan 

kemudahan untuk analisis data. 
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Teknologi-teknologi baru turut dikaji bagi penskrinan polimorfisme dalam gen-

gen yang berlainan. lni boleh membantu menolong individu-individu yang berisiko tinggi 

yang penyakit dimana gen-gen yang terlibat adalah lebih kompleks. Berdasarkan 

maklumat yang tersimpan dalam genom, ianya boleh membantu individu ini seperti 

mengikut diet yang telah ditetapkan dan latihan bagi mengurangkan risiko penyakit 

(Karp, 2002). 

2.3 Penemuan elemen pindab (TE) 

Elemen boleh pindah (Transposable element atau lebih dikenali sebagai TE) ditemui pada 

pertama kalinya oleh Barbara McClintock, seorang pakar genetik yang mengkaji penyakit 

jagung, pada tahun 1961. Behau menggelarkan TE sebagai e1emen pengawal kerana 

beliau mendapati elemen ini boleh muncul dan hilang daripada lokasi genetik individu 

dan mengubah kapasiti untuk pengekspresan bagi lokasi genetik yang terlibat. Beliau 

merumuskan bahawa terdapat beberapa elemen genetik tertentu yang boleh berpindah di 

dalam kromosom pada tapak-tapak yang berlainan. Beliau menamakan mekanisma 

penyusunan genetik ini sebagai transposisi (Shapiro, 1999). 

Pada lewat tahun 1960, terdapat beherapa makmal yang menjumpai bahawa 

terdapat jujukan DNA tertentu di dalam bakteria yang mempunyai keupayaan untuk 

berpindah daripada satu kromosom kepada kromosom lain di dalam sesuatu genom 
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organisma. Elemen Ini dikenali sebagai ' transposons'. Seperti yang telah dibuktikan oleh 

McClintock, genom eukariotik mengandungi sejumlah besar TE (Karp, 2002). 

Sebelum 1970, semua maklurnat ujikaji genetik mempercayai konsep 'central 

dogma' iaitu transkripsi bahan genetik dari DNA ke RNA. Walaubagaimanapun, pada 

tahun 1970, kajian ke atas virus tumor RNA menunjukkan 'central dogma' tidak 

menerangkan keseluruhan mekanisma transkripsi tersebut. Eksperimen yang dilakukan 

secara berasingan oleh Howard Temin dan David Baltimore secara berasingan 

menunjukkan enzim transkriptase berbalik boleh mensintesis DNA daripada RNA. Pada 

peringkat awalnya, para saintis tidak menerima mekanisma ini kerana bertentangan 

dengan teori ' central dogma' (Karp, 2002). 

Penemuan enzim transkriptase berbalik memberi impale sains yang besar dalam 

perbagai cara. Kebolehan menukarkan mRNA pada DNA membenarkan pembinaan 

perpustakaan cDNA. cDNA ialah DNA pelengkap yang tidak mengandungi introns. Ini 

memudahkan pengklonan dan kajian ke atas gen dalam pelbagai aspek biologi . Selain 

turut merangsang kajian terbadap retrovirus, virus RNA yang bereplikasi melalui 

transkripsl berbalik, gen transkriptase berbalik juga diperlukan untuk replikasi beberapa 

kelas TE dan beberapa virus tumbuhan dan haiwan (Dej et al., 1998). 

Semenjak penemuan TE dalamjagung oleh Barbara McClintock pada tabun 1956, 

terdapat banyak kajian dan debat mengenainya. Pandangan awal mengenai TE ialah TE 

adalah DNA parasit yang bersifat 'selfish' dengan sedikit fungsi yang relevan pada 
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perumahnya (Medstrand et al. 2002). TE adalah satu contoh DNA yang tidak 

mengkodkan sebarang gen berfungsi. Sebanyak 97% daripada genom vertebrata telah 

dilaporkan terdiri daripada genom yang tidak mengkod. TE memainkan peranan yang 

penting dalam membentuk genom mamalia. Teori ini disokong penuh oleh projek genom 

manusia apabila ia lengkap sepenuhnya pada tahun 2003. Ia membentuk 45% daripada 

DNA manusia (Deininger et ai. , 2003). 

Ia boleh dikelaskan kepada dua kelas berdasarkan struktur jujukan DNA dan 

mekanisma transposisinya (Deininger et aI., 2003). Kelas pertama TE terdiri daripada 

retroposons dan retrotransposons. Ia juga dikenali sebagai retroelemen. Mekanisma kelas 

ini memerlukan perantara RNA. Kelas kedua TE pula terdiri daripada jujukan penyisipan 

(elemen IS) dan transposons. la dikenali sebagai elemen DNA dan mekanisma kelas ini 

memerlukan perantara DNA (Deininger et aI., 2003). 

2.4 Pengkelasan Retroelemen 

'Retroelement' adalah elemen genetik boleh pindab yang mengandungi gen transkriptase 

berbalik. Elemen ini boleh wujud sarna ada sebagai molekul DNA atau RNA. Ia boleh 

dipindahkan berganda melalui proses yang dikenali sebagai retrotransposisi atau 

retroposisi. Elemen ini mengalami transkripsi berbalik daripada RNA kepada DNA dan 

dipindahkan pada kromosom lain di dalarn genom sesuatu organisma. 
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Retroelemen boleh ditemui dengan mudah daripada yis kepada haiwan. Ia boleh 

dibahagikan kepada dua kelas iaitu kelas virus dan bukan virus. Pengkelasan ini 

bergantung pada kehadiran atau ketidakhadiran terminal ulangan panjang (Long Terminal 

Repeat atau lebih dikenali sebagai LTR). Kelas virus boleh dibahagikan kepada dua kelas 

iaitu retrovirus dan peraretrovirus manakala bukan virus boleh dibahagikan kepada tiga 

kumpulan iaitu L TR retrotransposons, bukan LTR transposons dan elemen primitif seperti 

retron, plasmid mitokondria dan kumpulan II introns (Deininger dan Batzer, 2002). 

Struktur L TR retrotransposons adalah sama seperti retrovirus cuma ia tidak 

mempunyai gen bersampul (env) berfungsi yang diperlukan untuk membina kapsul virus. 

Ia masih mempunyai jujukan transkripsi yang teratur dan tapak prob untuk memulakan 

transkripsi berbalik dan beberapa rangka bacaan terbuka (ORP) yang mengkod protein 

untuk retrotransposisi. Protein ini termasuklah domain untuk enzim endonuklease yang 

bertanggungjawab untuk memotong tapak integrasi genom dan memulakan transkripsi 

berbalik (Deininger dan Batzer, 2002). 

Elemen bukan LTR retrotransposons pula dicirikan berdasarkan struktur teras 

protein (gag) dan dua enzim; enzim transkriptase berbalik (rt) dan enzim integrase (int). 

Ciri lain bagi elemen bukan LTR ialah ia tidak mempunyai jujukan LTR dan mempunyai 

satu ekor A (poli A) pada hujung 3' sebagai tapak prob untuk transkripsi. Elemen bukan 

L TR boleh dibahagikan kepada dua kelas iaitu Long Interspersed Nuclear Element 

(LINE) dan Short Interspersed Nuclear Element (SINE) (Deininger dan Batzer, 2002). 

Penge]asan retroelemen boleh dilihat dengan jelas pada rajah 2.1 . 
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(LINE) dan Short Interspersed Nuclear Element (SINE) (Deininger dan Batzer, 2002). 

Pengelasan retroelemen boleh dilihat dengan jelas pada rajah 2.1. 

5' LT R gag pol erw 3 ' LT R 

S' LT R gag pol 3' L'TR 
. z j 

L..: R retr.oltiansposons 

ORF 2 

Non-L TR re'b'O'kansposOC'lS ~U NEs) 

politi 

"'OAIIBI AfI..AAAA.,. _ .. ..-r_ 

Non a u l onornous retropos.on s {'SI N E s ) 

Rajah 2.] : Pengelasan retroelemen. LTR retrotransposon tidak mempunyao pembalut 

(env). LINE mempunyai ORFI dan ORF 2. SINE dan LINE mempunyai poli A pada 

hujung 3' . (Sumber: Deininger et at. ,2003) 

Temin mencadangkan idea yang menyatakan retroelernen berubah seiring dengan 

perubahan gen transkriptase berbalik. Komposisi retroelemen yang hadir dalam eukariot 

yang berlainan, termasuklah rnanusia, dipengaruhi oleh aktiviti-aktiviti enzim seperti 

RNase H, Integrase dan Protease (Lower etal. ,1996). 

Retrotransposons berkembang dalam pelbagai orgamsma daripada protozoa 

kepada manusia. Di dalam elemen ini, gen transkriptase berbalik dihubungkan dengan 

gen yang mengkodkan poliprotein yang boleh bergabung sesama sendiri untuk 

membentuk teras partikel. Protein ini sarna dengan kapsid protein retroviral yang 
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biasanya dibina oleh kumpulan spesifik antigen ('group-specific antigen' atau lebih 

dikenali sebagai Gag). Elemen ini diapit oleh tenninal ulangan panjang ('Long Terminal 

RepealS' atau LTR), yang bertindak sebagai tapak jujukan promoter. Retrotransposons 

juga digandakan pada jumlah yang banyak dan kebanyakan daripada elemen ini tidak 

berfungsi. Kajian retroposons telah banyak dijalankan terutama di dalam yis, Drosophila 

dan juga tikus. Retrotransposons boleh muncul sebagai terbitan ataupun leluhur kepada 

retrovirus (Rajah 2.2)(Lower et al.,] 996). 

Pseudogene 

Retrotransposon 

r 
I 

Retroposon Relroviru!I 

Rajah 2.2 : Evolusi retroelemen. Anak panah putus-putus menunjukkan penerbitan 

elemen genetik melalui transkripsi berbalik. Anak panah penuh pula menunjukkan 

penerbitan elemen bam dengan kombinasi gen transkripsi berbalik, ORF, gag, pol, env, 

LTR, promoter (P) dan poly (A) (Lower et aZ., 1996) 
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KAEDAH 

Terdapat 41angkah utama dalam kajian ini 

1) Mendapatkan jujukan transkripsi berbaJik elemen LTR retrotransposons yang 

bertindak sebagai prob 

2) Penyaringan daripada bank gen 

3) Penyusunan jujukan 

4) Pembinaan pokok filogenetik 

3.1 Mendapatkan jujukan transkriptase berbalik elemen LTR retrotransposons 

yang bertindak sebagai prob 

Langkab pertama eli dalam kajian ini , adalah mendapatkan jujukan transkriptase berbalik 

elemen L TR retrotransposons yang bertindak sebagai prob. Prob adalah jujukan pendek 

yang eligunakan untuk memancing keluar jujukan retroelemen daripada pangkalan data 

projek genom manusia. Prob eligunakan untuk mengesan kehadiran jujukan transkriptase 

berbalik L TR retrotransposons dalam genom manUSIa. Prob yang 
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