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ABSTRAK 

Dalam kajian ini satu jujukan lengkap genom retrovirus endogenus ikan telah 

diperolehi darlpada pengkalan data projek genom zebrafish. Jujukan lengkap ini 

diperoJehi darijujukan nombor akses CR 792423.5. Klon CH21l-190HlO mempunyai 

struktur organisasi LTR-gag, pol, env-LTR yang mempunyai jujukan retrovirus 

endogenus. Pada kawasan gag terdapat gen Kapsid; dan mempunyai motif 

KQGAIEVEETEEDKKQRQL. Pada kawasan pol, terdapat empat gen di dalamnya 

iaitu Protease (GIDL), Transkriptase berbalik (WNTP, HDLR, NAFF, FAF, LPGQ, 

YVDD), RNaseH (SAQRAE, DSA Y, FVTSSG, GNEAADAA) dan Integrase iaitu 

motif jejari zink dan motif domain teras katalisis 

(HSLAHSSEKDMTKRVSQWWHPFMPHMISGVIASCQTC 

RVNGKRYLLVLVDQFTGWPEAFPCAREDAVSVVKCLINQYIPRHGFPRIIRSDN 

dan DFTDMIT 

GTHFKNEHLADVEKLLGLKHRYGA VYHPQSQGKVE). Pada kawasan env pula, 

terdapat dua gen iaitu protein SU yang mengkodkan motif isyarat glikolasi dan 

Transmembran yang mengkodkan motif immunosupresif. Protein SU mempunyai motif 

terpelihara iaitu NLT, NCT, NKS, NYT, NLT. Manakala gen Transmembran pula 

mempunyai motif QNRLALDMLLSERGGVCSMFK. Kesemua gen-gen virus diatas 

telah disahkan motifnya melalui pencarian pfam dan penggunaan BLAST 2 Sequence 

untuk pencarian L TR. Sebagai kesimpulannya, seluruh genom retrovirus endogenus 

dalam genom zebrafish telah dijujukkan dengan saiz genomnya 9587 pasangan bes 

bermula dengan LTR-gag, pol, env-LTR. Saiz LTR untuk kedua-dua hujung yang 

diperolehi menunjukkan saiz 667 pasangan bes dan 666 pasangan bes. 
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ABSTRACT 

One full sequence of piscine endogenous retrovirus has been extracted from the 

zebrafish genome project database in this study. The intact sequence was taken from 

accession number CR 792423.5. The CH211-190HIO clone composed of LTR-gag, 

pol, env-L TR structural organization which consists of endogenous retrovirus 

sequences. In gag region, there was Capsid and its motif, KQGAIEVEETEEDKKQR 

QL. In pol region, there were four genes involved, Protease (GTDL), Reverse 

transcriptase (WNTP, HDLR, NAFF, FAF, LPGQ, YVDD), RNaseH (SAQRAE, 

DSA Y, FVTSSG, GNEAADAA) and Integrase which are zinc finger motif and 

catalytic core domain (HSLAHSSEKDMTKRVSQWWHPFMPHMISGVIASCQTC 

and DFTDMITRVNG KRYLL VLVDQFTGWPEAFPCAREDA VSVVKCLINQYIP 

RHGFPRlIRSDNGTHFKNEHLADVEKLLGLKHRYGAVYHPQSQGKVE). While 

in env region, it comprise of SU protein which code for glycolation signal and 

Transmembrane protein that code for immunosuppressive motif. The SU protein motifs 

are NL T, NCT, NKS, NYT, NL T. The Transmembrane motif is QNRLALDMLLSER 

GGVCSMFK. All the motifs above have been approved by the searching from Pfam 

and the use of BLAST 2 Sequence in searching for the L TR As a result, the whole 

endogenous retrovirus genome in zebrafish genome have been sequenced with its size 

is 9587 bp ranging from LTR-gag, pol, env-LTR. The LTR sequences for both end 

have the size of 667 bp and 666 bp. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Virus RNA yang mengkodkan enzun transkriptase berbalik dinamakan sebagai 

retrovirus. Jujukan retrovirus endogenus piscin boleh diskrinkan daripada genom 

Zebrafish (Danio rerio) berdasarkan kepada perkembangan teknologi bioinformatik. 

Para saintis telah bekerja keras untuk mencari jujukan dan menyusun genom pelbagai 

organisma atas beberapa sebab penting. Walaupun matlamat utama dalam mana-mana 

projek pencarian jujukan mungkin untuk mendapatkan jujukan genom dan 

mengenalpasti set lengkap gen-gen, matlamat sebenarnya adalah untuk mengetahui 

bila, di mana, dan bagaimana gen diaktitkan, proses yang secara umumnya dirujuk 

sebagai ekspresi gen. Apabila kita mula mengetahui dimana dan bagaimana gen 

diekspresikan di bawah keadaan normal, kita kemudiannya boleh mengkaji apa yang 

telah terjadi dalarn keadaan yang telah diubahsuai, seperti yang terdapat di dalam 

penyakit-penyakit. 
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Retrovirus endogenus merupakan genom retroviral yang bergabung ke dalam 

kromosom vertebrata. Sesetengahnya masih aktif dan mungkin pada peringkat-

peringkat tertentu dalam jangkahayat sel, berupaya mensintesiskan virus eksogenus. 

Tetapi kebanyakan daripadanya mereput sebagai peninggalan dimana ianya tidak lagi 

mempunyai kebolehan untuk membentuk virus eksogenus. Retrovirus menjangkiti 

berbagai jenis vertebrata. Apabila di dalam sel, genom RNA disalin kepada DNA oleh 

enzim transkriptase berbalik yang dikhususkan oleh gen pol viral. Virus-virus baru 

boleh dihasiLkan dengan proses transkripsi DNA virus ke dalam RNA dan seterusnya 

translasi kepada protein virus sebelum dibungkus ke dalam bungkusan protein virus, 

kemudiannya dikodkan oleh gen env pada genom virus tersebut. 

Projek ini adalah berkaitan pencirian berdasarkan kepada peri sian daripada 

pangkalan data projek genom zebrafish (Danio rerio). Zebrafish merupakan sejenis 

ikan hiasan yang hidup dalam air tawar. Zebrafish telah dijadikan sebagai model 

vertebrata dalam berbagai bidang berkenaan dengan biologi. Berpandukan maklumat 

yang banyak hasil pengumpulan daripada perkembangan penyelidikan genetik, dan 

juga dengan projek genom zebrafish yang telah separa siap, telah meletakkan zebrafish 

dalam kedudukan yang menarik untuk digunakan sebagai model toksikologi. Walaupun 

ianya masih dalam peringkat permulaan, terdapat potensi yang pasti mengenai 

zebrafish untuk membekalkan kepelbagaian pemahaman baru dalam ketoksikan kimia, 

penemuan ubat-ubatan, dan penyakit menggunakan kemajuan semasa seperti teknik-

teknik genetik bersama-sama penyaringan berskala besar. 
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Penjujukan seluruh genom zebrafish telah dimulakan pada bulan Februari 2001 

di Institut Sanger, UK. Institusi ini bekerjasama dengan ZFIN (zebrafih information 

network) untuk mengenalpasti lokasi gen yang diketahui, menandakannya dan mencari 

serta mengenalpasti gen-gen barn. ZFIN juga terlibat dalam bekerjasama dengan NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) sekaligus membekalkan set data 

berkenaan zebrafish. Dengan ini, jujukan asid nukleik, dan protein dapat diakses 

dengan lebih mudah. Laman web NCBI ini akan digunakan sepenuhnya bersama-sama 

beberapa laman web utama yang lain dalam menjalankan projek ini. 

1.2 Objektif kajian 

Objektifutama kajian ini adalah: 

1. Mendapatkan keseluruhan jujukan lengkap genom retrovirus endogenus 

piscin dalam genom zebrafish. 

2. Mencirikan gen gag, pol, env dan L TR dari retrovirus endogenus piscin di 

dalam genom zebrafish. 
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BAB2 

ULASAN KEPUST AKAAN 

2.1 Sejarah ZebraClSh. 

Dalam kajian ini, zebrafish digunakan sebagai model kajian di mana jujukan Retrovirus 

endogenus boleh dijumpai melalui kaedah penyaringan secara berkomputer. Selama 

beberapa taboo, ikan zebrafish telah membuktikan bahawa ia merupakan model 

organisma vertebrata yang paling baik untuk kajian berbagai aspek sistem biologi 

manusia dan penyakit. Perkembangan embrio luar daripada induk dan embrio yang 

sepenuhnya lutsinar, menjadikan ia sesuai untuk kajian. Sebagai contoh, proses 

perkembangan awal dan pembentukan organ. Apa yang Iebih penting, pemilihan 

zebrafish sebagai kajian genetik adalah berdasarkan kepada saiznya yang kecil, 

bilangan anak yang banyak, dan secara relatifnya tempoh generasi yang singkat. Pada 

masa sekarang, banyak penyaringan dominan dan resesif genetik telah menghasilkan 

beribu mutan fenotip, untuk gen-gen yang terlibat dan diklonkan (Haffier et ai., 1996). 

Zebrafish juga telah dianggap sebagai satu sistem model yang cemerlang untuk 

kajian penyakit manusia kerana banyak mutan fenotip zebrafish seperti gangguan 
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dalam hematopoeisis, generasi kardiovaskular, dan perkembangan buah pinggang 

adalah merupakan eontoh keadaan penyakit manusia (Dooley dan Zon, 2000). 

Penjujukan Iengkap gen zebrafish pada masa akan datang akan pasti memudahkan 

kajian genetik dan genomik dalam zebrafish. 

2.1.1 Kajiao Geo Zebrafish 

Ikan zebrafish telah berkembang dengan eepat sebagai model sistem untuk kajian 

genetik dalam perkembangan vertebrata. Kajian perintis awal dalam zebrafish 

menunjukkan penggunaan eksperimen dalam had yang luas basil daripada embrionya 

yang lutsinar, termasuk melabelkan sel, penearian sumber induk berasaskan asal-usul, 

dan transplan sel (Ho dan Kimmel, 1993; Kimmel et al., 1995). Saiznya yang keeil dan 

tahap kesuburan juga menjadikan zebrafish sesuai untuk penyaringan mutagenesis 

berskala besar untuk pengenalpastian gen-gen yang diperlukan untuk proses 

perkembangan yang Iebih spesifik. 

Pemilihan zebrafish sebagai model kajian adalah kerana embrio zebrafish yang 

lutsinar, saiz zebrafish yang kecil dan mempunyai genom yang padat dan kompleks 

seperti manusia, kitar hidup yang pendek (tempoh kajian tidak mengambil masa yang 

lama), dan antara sebab yang paling utama sekali ialah zebrafish ini dipilih adalah 

kerana mutasi yang berlaku di dalam genom ini selari dengan penyakit anemia pada 

manusia (http://Zon.tehlab.orgtbody.htm). 
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Projek ini telah dimulakan pada bulan Februari, 2001. Genom ini mula 

dijujukkan dengan menggunakan 2 cara iaitu dengan pemetaan klon (clone mapping) 

yang dijujukkan dari perpustakaan BAC dan PAC, dan kaedah kedua menggunakan 

kaedah ' shotgun' . 

2.2 Retrovirus 

Retrovirus telah dijumpai di dalam berbagai spesies termasuk dari ikan sehingga 

kepada manusia. Kebiasaannya, virus ini bergabung dengan pelbagai keadaan 

patologik, termasuklah penyakit sitopatik yang menular dan tak menular seperti 

leukimia. Retrovirus haiwan telah diberikan perhatian yang lebih sejak kebelakangan 

ini, terutarnanya selepas penemuan bahawa retrovirus mengkodkan enzim transkriptase 

berbalik dan mengaktitkan onkogen. Penemuan barn tentang sistem biologi virus ini 

membantu daIam meningkatkan teknologi dan penyelidikan, dan sebagai panduan 

kepada pengenalan dan penyaringan retrovirus endogenus pertama manusia. 

Retrovirus adalah virus RNA bebenang tunggal yang berupaya menyebabkan 

kanser tertentu, dan bereplikasi melalui proses transkripsi leukovirus. Ianya 

menjangkiti pelbagai jenis vertebrata. Apabila di dalam sel, genom RNA disalin ke 

dalam DNA oleh transkriptase berbalik, dikhususkan oleh gen pol viral dan salinan 

DNA tersebut seterusnya bercantum dengan DNA lain dari genom perumah. Salinan 
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DNA dari virus ini dikenali sebagai provirus. Virus-virus barn boleh dihasilkan dengan 

menyalin gabungan DNA tersebut ke dalam RNA dan dibungkuskan kepada virus 

selaput protein, kemudiannya dikodkan oleh gen env pada genom virus tersebut 

(V enn~ 1990). Proses ini dapat difahami dengan lebih lanjut berdasarkan rajah 2.1 

dibawah: 

Genom RNA w-al 

Transkriptase berbalik 
/ 

Genom DNA w-al 

RNA polimerase 

Genomik RNA viral 

Pemotongan 

mRNA 

Protein viral 

wus 

Rajah 2.1 Proses replikasi retrovirus 

Retrovirus, satu kelas virus RNA asing yang secara umumnya dihadkan kepada 

subjek bukan manusia, barn-barn ini telah dikenalpasti di dalam manusia. Berikutan 

daripada itu, retrovirus telah menjadi kelas gen yang paling baik difahami yang terlibat 

dalam pembentukan kanser. 
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2.2.1 Retrovirus endogenus. 

Retrovirus boleh dibahagikan kepada dua kurnpulan utama iaitu endogenus dan 

eksogenus. Sesetengahnya masih aktif dan mungkin, pada sesetengah peringkat dalam 

jangkahayat sel, meneruskan sintesis virus eksogenus, tetapi kebanyakannya mereput 

meninggalkan keupayaan untuk membentuk virus. Jujukan tidak aktif ini merupakan 

ulangan genom lebar tetapi ianya tidak berkemampuan untuk menghasilkan 

pertumbuhan barn. Retrovirus endogenus ini dikenalpasti hadir dalam hampir 

keseluruhan genom vertebrata. Terdapat perubahan pada hampir keseluruhan genom 

retrovirus endogenus kerana berlakunya mutasi dan pelenyapan pada genom tersebut. 

Retrovirus endogenus pada umumnya diketahui mempunyai sekurang-

kurangnya tiga fungsi utama di dalam genom perumah. Peranan pertamanya adalah 

sebagai penyebab utama kepada bentuk jangkitan retrovirus eksogenus. Ini disokong 

dengan fakta bahawa tidak terdapat banyak perbezaan dalam struktur protein dan 

jujukan asid amino diantara bentuk. retrovirus endogenus dan eksogenus. Virus 

endogenus dikatakan masuk ke dalam genom perumah dalam bentuk eksogenus, 

sebelum menjadi bentuk endogenus tak berjangkit selepas menduduki di dalam genom 

perumah dalam tempoh yang lama. Contohnya seperti yang terdapat dalam dua 

kumpulan virus endogenus pada genom tikus, Murine Leukaemia Virus (ML V) dan 

Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV). Kedua-duanya adalah berkait rapat kepada 

virus yang serupa dan dipercayai berpotensi mempunyai sifat berjangkit bagi tempoh 

bertahun-tahun lamanya. Satu lagi contoh ditunjukkan di dalam genom kucing dimana 
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feline endogenus leukaemia virus (FeL V) mempunyai persamaan struktur dan jujukan 

kepada bentuk eksogenus. Perbezaannya hanyalah dalam bahagian U3 L TR endogenus 

dan eksogenus virus feline leukimia (Wilkinson et 01., 1994) 

Peranan kedua virus endogenus adalah untuk membekalkan gen-gen yang 

diperlukan kepada virus eksogenus. Dengan kata lain, virus endogenus cenderung 

untuk menjadi kolam genetik bagi melengkapkan gen-gen yang diperlukan untuk 

membentuk virus eksogenus. Dalam genom tikus, kebanyakan virus endogenus yang 

dijumpai mempunyai jujukan rosak dan seterusnya membawa kepada penghasilan gen-

gen yang tak berfungsi. Walau bagaimanapun, sesetengah jenis tikus membawa virus 

endogenus lengkap di dalam jalinan germanya dan berkaitan diantara virus endogenus 

lengkap dengan virus endogenus rosak (Wilkinson et ai., 1994). 

Sehubungan dengan itu, virus endogenus juga mampu untuk membekalkan 

jujukan DNA berfungsi kepada penyingkiran kerosakan virus eksogenus ataupun boleh 

bertindak sebagai virus asal. Analisa virus endogenus juga menunjukkan bahawa 

penyingkiran asal dalam virus eksogenus rosak telah dibaiki oleh penggabungan 

semula diantara dua virus tersebut merujuk kepada pembuatan semula virus eksogenus 

berpenyakit yang lengkap (Wilkinson et oz., 1994). 
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2.2.2 PengkeJasan Retrovirus 

Ahli famili Retroviridae wujud di dalam semua genom (Herniou et al. , 1998). 

Umumnya retroviridae diklasifikasikan ke dalam tujuh genera, enam daripadanya 

terdiri daripada virus yang kebanyakannya dipeneilkan dari perumah mamalia dan 

burung, manakala ahli yang ketujuh (E-retrovirus) hadir dalam perumah ikan (Van 

Regenmortel et ai. , 2000). Kesemua tujuh genera tersebut adalah alpharetrovirus, 

betaretrovirus, gammaretrovirus, deltaretrovirus, epsilonretrovirus, lentivirus, dan 

spumavirus. Setiap genus retrovirus ini mempunyai prototaip virus yang tersendiri 

(Weiss, 2001). 

Alpharetrovirus biasanya terdapat dalam burung dan juga boleh terdapat 

didalam ayam. Salah satu eontoh virus yang terdapat dalam genera ini adalah Avian 

Leukosis Virus (ALV). Walaupun virus ini mempunyai persamaan struktur dan eiri-eiri 

biologikal dengan virus jenis C mamalia, kedua-dua kumpulan virus ini tidak 

mempunyai hubungan yang rapat. Kesemua AL V berkait rapat diantara satu sarna lain 

dengan mempunyai jujukan dan identiti antigenik yang sarna (Coffin, 1996). 

Alpharetrovirus membekalkan sistem yang berguna di dalam kajian mekanisma 

molekul perumah dan hubungan antara reseptor. Virus ini dapat dibahagikan kepada 

sub kumpulan berdasarkan kepada kepelbagaian penggunaan reseptor iaitu hr 1 dan hr2 

di dalam glikoproteinnya, SU, pada kawasan bersampul env. 
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