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ABSTRAK 

Kajian ini bertujuan mengklon dan mendapatkan jujukan gen transkriptase 

berbalik (Rl) dan gen protease (PRO) retrovirus endogenus dari ikan marin Sabah. 

Tujuh sampel ikan berlainan spesis telah melalui pengekstrakan genomik DNA di 

mana lima darinya mendapat keputusan positif dengan menghasilkan jalur tunggal 

setelah melalui analisa gel elektroforesis. Lima sampel yang mendapat basil positif ini 

kemudiannya diamplifikasikan gen transkriptase berba1ik (RT) dan gen protease 

(PRO) dengan menjalani tindakbalas berantai polimerase (PCR). Langkah ini 

dijalankan bagi membuat banyak salinan gen-gen yang dikehendaki dengan 

menggunakan dua primer universal iaitu PRO (protease) dan RT (transkriptase 

berbalik). Dua sampel ikan iaitu ikan Merah dan ikan Sebelab telab memberikan basil 

positif dengan penghasilan produk PCR be"",i. sekitar 600 hingga 900 pasangan bes. 

Kedua-dua sampel telab dipotong dari gel agaros dan dipurifikasikan. Kejayaan 

proses purifikasi membawa kepada proses seterusnya iaitu transfonnasi gen ke dalam 

vek"tor plasmid dan seterusnya kemasukan vektor tersebut ke dalam sel perumah iaitu 

E. coli DH5a. Hasil transfonnasi ini kemudiannya dikultur di alas piring media 

LBlamplX-gal. Koloni putib yang dihasilkan oleb kedua-dua sampel digunakan dalam 

proses seterusnya iaitu miniprep dan pemotongan plasmid. Langkah terakhir iaitu 

pemotongan menggunakan eozim pembatasan memberikan basil positif dengan 

menghasilkan jalur dalam lingkungan saiz 600 hingga 900 pasangan hes. Ked.ua-dua 

sampel telab dihantar untuk proses penjujukan ke MacroGen bertempat di Seoul, 

Korea Selatan. Keputusan penjujukan DNA yang diperolebi menunjukkan RV-Merah 

yang mempunyai 793 pasangan bes DNA. Walau bagaimanapun, RV-Sebelab tidak 

beljaya dijujukkan. Analisa lanjut menunjukkan babawa RV-Merah bukan merupakan 

retrovirus endogenus. Oleh itu, objektifkajian gagal dicapai. 



VI 

ABSTRACf 

This study was conducted to cloned and sequenced the reverse transcriptase 

(RT) and protease (PRO) genes from endogenous retrovirus found in Sabah marine 

fish. Seven different species underwent DNA extraction and five namely ikan Moog, 

ikan Tenggiri, ikan Sebdah, ikan Mcrall and ikan Blais gave positive results by 

producing band after analysis with gel electrophoresis. These five samples were later 

subjected to polymerase chain reaction (peR) (0 amplify their reverse lranscriptase 

(RT) and protease (PRO) genes. This step was done to make multiple copies of the 

studied gene using two universal primer that were PRO (protease) and RT (reverse 

transcriptase). Two samples namely ikan Mcrah and ikan Sebelah gave positive 

results by producing bands in the range of 600 to 900 base pairs. They were later cut 

from the agarose gel and purified. The success of purification led to the next process 

which was the transformation of the gene into the plasmid vector and later the 

insertion of this vector into the host cell namely E. coli DH5a. The product of 

transformation was later cu1tured on the culture media of LB/amplX-ga1. White 

colonies resulting from the transformation of both samples were then used in mini prep 

and plasmid digestion steps. The plasmid digestion produced positive results by 

producing band of insert within the range of 600 to 900 base pairs. Both samples were 

sent to MacroGen in Seoul, South Korea for sequencing. DNA sequencing result from 

ikan Sebelah and ikan Merah were obtained with RV-Merah having 793 base pairs of 

DNA. Unfortunately, RV-Sebelah was not suecessfully sequenced. Further analysis 

on RV-Merah showed that it is not an endogenous retrovirus. Therefore, objectives of 

this study were not achieved. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

Genom retrovirus tcrdiri dari dua salin an bcbcnang lunggal RNA direplikasi Il1clalui 

lindakan cnzilll transkriptasc herbalik. Seliap genom mcmpunyai gen gag, pol, dan ell v 

dan seliap gen ini bcrperanan dalam pembentukan poliprotein virus. Gen gag 

mcngkodkan protein ~protein struktur sepcrti kaps id dan nukleokapsid manakala gen pol 

mcngkodkan pro tein-prote in enzimatik. Gcn ellv pula akan diterj cmahkan kepada 

g likopro lcin pennukaan dan protein transmembrall . Enzim transkriptasc herbalik, yang 

dikodkan o lch gen pol. menggullakan bebcnang heliks DNA schaga i pcrantaraan dalam 

proses replikasi. DNA retro virus yang tclah diintcgras ikan bersal11a DNA pcrumah 

dikenali scbugai provirus dan pro virus ini berpcranan schaga i sebahagian daripada b ahan 

genclik retrovirus itu sendiri. 

Retrovi rus endogenus da lam hos ikan Illc rupakan sm u cabang kaji rU1 yang kurang 

ditcrokai dan hakikat ini dapat dibuktikan dengan ll1udah apabila kurangnya le rdapal 

bahan rujukan mengenai topik ini . SClakat yang diketahui. genus ini terdiri dari virus 

cksogenus Walleye iai lll virus sarkomll dcnnal Wallcye (WDSV) dan vinls hypclplasill 

cpidcnnal Wallcycjenis I dan II (WEHV I dan WE I-I V II ) daripada ikan Walleye Perch 
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(SlizoSledion vitrellm) dan retrovirus Snakehead (SnRV) daripada ikan Striped Snakehead 

(OpMcepho/us stria/us). Berlainan pula kesnya dcngan retrovirus endogenus pada hos

hos lain sepeni manusia dan burung di mana terdapat penghasilan bahan-hahan kajian 

dalam kuantiti yang banyak mcngcnai retrovirus endogenus manusia (I-I ERV) dan ViruS 

Rous Sarcoma (RSV). 

Kesemua retrovirus mcmpunyai CiT; morfologi dan Siral biokimia yang sarna di 

mana persamaan ini membolehkan mercka tergolong di bawah satu famili iailu 

Retroviridae. Famili ini terbahagi kepada tigs sub-famil; iailU Oncovirinae, Len/ivirinae 

dan Spumavirinae. Perkataan Oneo membawa eni tumor atau kanser dan ahli sub- familj 

ini mcrupakan punca pcnyakit sarcoma dan leukemia di dalam perumah. Lenti pula 

merupakan perkataan Greek yang bennaksud perlahan dan sifat ini merupakan ciri utama 

bagi sub-famili Lentivirinae yang mempunyai tempoh inkubasi yang panjang antara saat 

jangkitan dan pengeluaran simptom-simptom penyakit. Spumavirinae pula mendapat 

namanya dari s ifatnya yang menghasilkan ciri-ciri berbentuk seperti bebuih dan vakuol 

pada sel yang dijangkitinya. 

Di dalam kajian transkriptase berbalik ini. teknik molekular yang akan 

diuplikasikan adalah ~ngekslrdkan DNA, pengukuran kcpekatan DNA, gel elektroforesis, 

tindakbalas rantai polimerase. purifikasi produk tindakbalas rantai polimerasc, serta 

tcknik pengklonan, transfonnasi dan penjujukan DNA. Kajian berkenaan enzim 

transkriptase berbalik tclah ban yak dijalankan mcnggunakan teknik molekular bagi 
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mengenal pasti fungsi serta mekanismanya di dalam scI. Tujuan utama kajian ini 

dilakukan adalah untuk mengesan kehadiran gen transkriptase berbalik dan gen protease 

di dalam organisma yang berlainan. Selain itll, jujukan bagi gen transkriptase berbalik 

dan gen protease juga ingin dikenal pasti. 

Tujuan kaj ian ini dijalankan adalah bagi meneari jujuknn gen transkriptase 

berbalik (RT) dan gen protease (PRO) endogenus retrovirus dalam ikan marin Sabah. 

Kajian tcntang retrovirus cndogcnus menarik dari SudUI kajian perubatan kcrana virus 

jenis endogenus ini dikatakan sebagai prekursor kepada retrovirus eksogenus. Bukli 

kepada kenyataan ini timbul apahila kajian menunjukkan tidak tcrdapat perbezaan yang 

ketara Bnlara struktur protein dan jujukan DNA dari kedua-dua jenis virus ini . Spekulasi 

awal mengatakan bahawa retrovirus endogenus pada asalnya mcrupakan virus eksogenus 

yang telah memasuki genom perumah dan selelah melalui satu jangka masa yang panjang, 

integrasi ke dalam genom perumah menukarkan virus eksogenus ini kepada retrovirus 

cndogenus. 

Kajian ini diteruskan daripada kajian-kajian pe l ajar terdahulu bagi memastikan 

kehadiran gen transkriptase berbalik retrovirus di dalam ikan marin khususnya ikan marin 

Sabah. Ikan marin dipilih kerana industri perikanan merupakan salah satu industi besar di 

negara kim dan jangkitan retrovirus kepada ikan akan mengancam sumber pendapatan 

nelayan. Selain itu, tujuan kajian ini adalah untuk mengkaji penyebaran dan kepelbagaian 

retrovirus ikan marin secara umum. 
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1.1 Objektif kajian 

Tujuan utama kajian ini dijalankan adalah uotuk: 

L Menjalankan pengekstrakan genomik DNA daripada sampcl ikan iaitu ikan 

Moog (Hi/sa lcelee), ikan Basung (Decaplcrus manwdsi), ikan Tenggiri 

(Scomheromoros commerson), ikan Gelama (Scraena bathylalos), ikan 

Sebelah (Cynoglasslis lingua), ikan Merah (Luljanus erylhroplcrus) dan ikan 

Blais (Siganllsjavus) 

II. Mengamplifikasi gen transkriptase berbaJik (RT) dan gen protease 

menggunakan tcknik peR 

III. Menjalankan purifikasi prod uk peR yang diperoJehi dan scterusnya mengklon 

dan menjujukkan gen transkriptase berbalik dan gen protease dari ikan marin 

Sabah 



DAD2 

RUJUKAN PERPUSTAKAAN 

2.1 Retrovirus 

Pcncirian retrovirus yang utama adalah penggunaan enzim transkriptase berbalik dalam 

proses replikasi bahan geneliknya. Enzim transkriptase berbalik bertindak sebagai DNA 

polimerase bcrarahkan RNA (RNA.directed DNA polymerase) dan berfungsi bagi 

menghasilkan salinan DNA virus tcrsebut. Transkriptase berhalik merupakan scjenis 

cnzim di dalam se l virion yang matang dan kehadiran aktiviti enzim ini di dalam cecair 

supematan kultur tisu digunakan sebagai penanda kewujudan retrovirus (Gifford dan 

TriSlem, 2003). 

Struktur asas bagi retrovirus adalah kehadiran kapsu! luar yang terdiri daTi 

memhran plasma perumah, beberapa salinan protein kapsul yang berada dalam membran 

dwilapisan lipid, protein kapsid, dan dua molekul RNA (Vogt, 1997). 
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2.1.1 Genom Retrovirus 

Genom bagi virion matang bersifat diploid yang terkandung dalam dua kompleks dimer 

60-70S, bebenang tunggal RNA. Struktur genom bagi provirus dikenal pasti melalui 

jujukan berulang di kedua-dua belah hujung genom. Jujukan yang dikenali sebagai 

jujukan terminal berulang (LTR) ini memainkan peranan penting di dalam tindakan virus 

kerana jujukan ini mempunyai promoter dan clemen perangsang (enhancer). Genom bagi 

kesemua retrovirus yang mampu menjalani proses replikasi mempunyai liga gen yang 

mengkodkan liga protein struktur yang penting iaitu teras protein (gag), protein kapsul 

(env) dan polimerase serta lain-lain enzim (POl). Kesemua retrovirus mempunyai susunan 

genom L TR-gag-pol-env-LTR (Bruce, 2002). 

I LTR I MA I NCR I PR 

Rajah 2.1 Susunan organisasi genom retrovirus. LTR= jujukan temlinal berulang, MA= 

matriks, CA= kapsid . NCR= nukleokapsid, PR= protease, RT= transkriplase berbalik, 

IN= integrase. SU= protein membran, dan TM= protein trans-membran. 

St:bugaimani:l yang lcrlt:rd di rdjuh 2.1 di alaS, genom retrovirus mempunyai jujukan 

tenninal berulang (LTR) di setiap hujung. Jujukan ini memainkan peranan penting dalam 

proses transkripsi dan integrasi virus DNA. Semasa proses transkripsi, jujukan tenninal 

berulang berperanan memangkinkan peningkatan kadar transkripsi manakala semasa 
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proses integrasi , jujukan ini membantu dalam proses integrasi DNA virus ke dalam DNA 

perumah bagi membentuk provirus (Swanstrom dan Wills, 1997). 

Protein gag mengkodkan liga protein berbeza iaitu matriks (MA), kapsid (CA) 

dan nukleokapsid (NCR). Mat'riks bcrfungsi melapisi sampul virus manakala kapsid 

melindungi teras virus dan nuklcokapsid yang membentuk teras virus akan melindungi 

genom. Protein pol pula mengkodkan liga enzim berbeza iaitu protease (PRO), 

transkriptase berbalik (RT) dan integrase (IN). Protein pol juga mengkodkan RNase H 

yang berfungsi mendegradasikan RNA. Protease bertindak mcmOlong protein gag semasa 

repJikas i. enzim transkriptase berbalik menukarkan bahan genetik yang terdiri daTi RNA 

kepada DNA dan integrase bcrfungsi dalam kemasukan DNA virus ke dalam DNA 

perumah bagi membentuk provirus. Bagi protein etTV pula. ia mengkodkan protein 

membran (SU) dan protein trans-membran (TM). Protein membran berfungsi sebagai 

antigen virus utama manakala protein trans-membran membentuk bahagian dalam 

sampul glikoprotein (Swanstrom dan Wills, 1997). 

2.1.2 Kitar Hidup Retrovirus 

Retrovirus menjangkiti pt:rumuh melalui pelekatan kepada reseptor-reseptor spesifik pada 

permukaan scI. Bagi virus I-IIV, rescptor tcrsebut merupakan CD4. Sclepas pelekatan, 

proses pengambilan masuk (fusion) akan berlaku sarna ada di permukaan sci sepcrtimana 

yang berlaku pada lentiviMls, atau melalui salur endositotik bagi retrovirus-retrovirus lain. 
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RNA retrovirus kemudiannya akan memasuki sitoplasma bersama protein-protein teras. 

Proses transkripsi berbalik berlaku di dalam s itoplasma dan berakhir di nukleus, di mana 

eDNA akan dihasilkan dan sctcrusnya diintegrasikan ke dalam kromosom se l perumah 

(Doerfler dan Bohm, \993). 

Bagi virus haiwan yang mempunyai bcbenang RNA posit if, RNA tcrsebut 

mulanya ditranslasikan kerana bagi RNA, protein replikasenya hams dihasilkan terlebih 

dahulu sebe lum rcplikasi bcrmula. Walau bagaimanapun, partikel retrovirus membawa 

pelbagai molckul enzim yang berbeza untuk mcnjalankan proses replikasinya. Enzim 

utama yang diperlukan dalam proses replikasi adalah enzim transkriptase bcrbalik yang 

merupakan sejenis protein kccil, bersaiz di anlara 60 hingga 70 kilo Dalton (kDa). Enzim 

ini mempunyai sekurang-kurangnya liga aktiviti berbeza iailu menghasilkan DNA yang 

komplementari kepada RNA virus. Enzim ini juga mempunyai aktiviti nuklease yang 

dipanggil ribonuklease H. Ribonuklease H ini mencerna hanya bebcnang RNA daripada 

bebcnang hibrid RNAIDNA. Kemudiannya, enzim transkriptase berbalik akan 

menjadikan DNA yang tinggal kepada bebcnang ganda dua (Doerfler dan Bohm, 1993). 

Dalam sesetengah retrovirus, endonuklease juga dikodkan olch gen pol. Enzim ini 

bcrtindak dengan kehadiran primer dan iajuga mempunyai tapak pelekatan spesifik MCi 

tRNA yang spesi lik. Dalam ROils Sarcoma Virus (RSy), primemya merupakan molekul 

triptofan yang terikat kepada tRNA. tRNA ini pula akan melekat pada kedudukan 38S di 
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RNA RSV melalui kompJemcntari bes. Semua pelekatan ini beradu pada kedudukan 

seJepas nukleotid kc 101 dari hujung 5' (Doerner dan Bohm, 1993). 

Mekanisme transkripsi berbalik retrovirus melibatkan dua ' )ompatan' yang 

dikawa l oleh transkriptase berbalik virus di mana ia membolehkan pemindahan bebenang 

DNA yang sedang memanjang kepada jujukan yang seropa pada bebenang yang sarna 

mahu pun jujukan pada bebenang RNA yang bcrbeza. Maka. satu salinan genom virus 

dalam bentuk bebenang DNA ganda dua alau eDNA akan terhasi l. Salinan ini digelar 

provirus dan dari molekul provirus ini akan seterusnya dijalankan proses transkripsi. 

Proses ini menghasilkan bebenang RNA virus mcnggunakan molekul RNA polimerase II 

perumah yang berfungsi dengan kehad iran DNA (DNA dependent). Walau 

bagaimanapun, proses ini hanya mungkin berlaku selepas DNA virus yang terhasil 

diintegrasikan ke dalam genom sel perumah (Doerner dan Bohm. 1993). 

DNA virus ini kemudiannya menjadi 'supercoiled' dan memasuki nuklcus di 

mana dalam konformasi ini. DNA boleh diintegrasikan kc dalam satu tapak spesifik pada 

kromosom sel perumah. Semasa proses integrasi. hujung 3' DNA virus akan bercantum 

kepada hujung 5' DNA selular dan menghasi lkan pengulangan empat pasangan bes 

dalam jujukan sasaran hos penlmah sementara dua pasangan hes dari DNA virus akan 

!erbuang (Doerfler dan Bohm, 1993). 
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PeJekatan protein intcgrase kepada hujung DNA virus telah dikenal pasti sebagai 

satu bentuk kawalan proses integrasi. Kompleks yang terbentuk akan mulanya memolong 

satu bahagian pada DNA kromosomal sebelum memasukkan DNA virus. Integrasi DNA 

virus boleh berlaku secara rawak di mana-mana jujukan sepanjang bebenang DNA yang 

aktif bcrtranskripsi atau mempunyai struktur kromalin yang terbuka. Dalam jangka rnasa 

lima jam. kehadiran bebenang ganda dUB DNA virus sudah balch dikesan dan dalam 

masa sembi Ian jam, progeni virus sudah pun terhasil (Doerner dan Bohm, 1993). 

Transkripsi gen retrovirus dari DNA proviral dipengaruhi oleh kewujudan jujukan 

terminal berulang (L TR). L TR mempunyai beberapa ciri penting seperti kewujudan gen 

promoter, tapak pelekatan ribosom, tapak pelekatan protein selular, signal terminasi 

lranskripsi dan juga signal bagi penambahan 3' poli(A). L TR juga mempunyai clemen-

elemcn yang menyerupai perangsang di dalam sel eukariotik di mana molekul ini 

berfungsi untuk meningkatkan transkripsi gen-gen berdekatan. la berfungsi dengan 

mcrangsang permulaan proses transkripsi pada promoter dan bagi mcmbolehkan molekul 

perangsang ini berfungsi ia mestilah terletak pada molekul DNA yang sarna dengan gen 

yang ingin dirangsang. Aktiviti molekul perangsang tidak bergantung pada kekutuhan 

susunan gen perangsang , bermaksud bahawa ia boleh terletak sarna ada sebelum atau 

sclepas gen yang ingin dirangsang dan pada mano-mana bentuk orientasi (Doerfler dan 

Bohm, 1993). 
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