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ABSTRAK 

Terdapat tigajenis retrovirus endogenous khinzir iaitu PERV-A, PERV-B dan PERV-C. 
Ketiga-tiga kelas virus ini merupakan virus-virus di bawah genera gammaretrovirus di 
mana mereka mempunyai hubungan yang sangat rapat dengan virus-virus leukimia murin 
dan felin yang dapat merangsangkan atau menggalakkan tumor dan immunodcfisiensi 
dalarn perumah yang dijangkiti. Organ khinzir merupakan organ yang sangat penting 
dalam xenotransplantasi (pemindahan organ haiwan ke dalam badan manusia) kerana 
menurut kajian, organ khinzir merupakan organ yang paling sesuai menggantikan organ 
manusia. Akan tetapi, penerima xenotranplantasi berisiko tinggi untuk dijangkiti oleh 
PERV yang telah lama berintegrasi dan wujud di dalarn genom khinzir. Oleh itu, projek 
ini dilakukan untuk melihat kemungkinan samada pemindahan secara horizontal antara 
retrovirus endogenous khinzir ke dalam genom manusia dapat berlaku. Dalam projek ini, 
penyaringan secara berkomputer dilakukan dengan mencari elemen-elemen di dalam 
genom manusia yang homolog dengan prob yang digunakan. Prob yang digunakan terdiri 
daripada PERV, PERV-C/A dan PERV-C. Kaedah BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) digunakan untuk menyaring jujukan-jujukan tersebut melalui GENBANK. 
Pencarian ORF kemudian digunakan untuk penyaringan kali kedua. Jujukan yang 
didapati kemudiannya disusun menggunakan dua cara iaitu secara manual dan 
berkomputer (ClustalW). Sebanyak lOO elemen telah disaring untuk setiap satu prob 
dalarn penyaringan BLAST manakala selepas penyaringan ORF, sebanyak 14 elemen 
didapati dari prob 1, 27 elemen dari prob 2 dan 9 elemen dari prob 3. Sebanyak 27 
elemen sahaja tidak tennasuk prob dan retrovirus dari genera lain yang digunakan dalam 
penyusunan ClustalW bagi pembinaan pokok filogenetik. Dalam analisis pokok 
filogenetik, didapati semua elemen berkumpul mengikut perumah masing-masing 
tennasuk: retrovirus dari tujuh genera yang berlainan dalam pokok filogenetik universal. 
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BABt 

PENDAHULUAN 

Bioinforrnatik, iaitu istilah yang telah didapati pada pertengahan tabun 1980-an 

merupakan suatu bidang yang merangkumi aplikasi komputer dalam sains biologi. 

Dalam erti kata yang lebih rneluas, istilah ini mernbawa maksud aplikasi teknologi 

maklumat ke atas pengurusan dan anal isis data biologi. Secara ringkas, bioinformatik 

mengumpul, menyimpan, menganalisis dan mengintegrasi maklumat biologi dan 

genetik,seterusnya dapat diaplikasikan dalam penemuan dan perkembangan gen untuk 

hasilkan ubat-ubatan dan dadah. Dalam konteks inisiatif genom, istilah ini telah mula 

diaplikasikan ke atas pemanipulasian kornputer dan analisis data jujukan biologi (DNA 

atau protein). 

Bioinformatik melibatkan pencarian dan penemuan gen-gen dalam jujukan 

DNA pelbagai organisma. Selain itu,ia juga melibatkan perkembangan dan kemajuan 
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kaedah-kaedah untuk mengenalpasti dan menjangka struktur serta fungsi protein-protein 

yang baru ditemui selain struktur jujukan-jujukan RNA. Bioinformatik juga melibatkan 

pemotongan jujukan-jujukan protein kepada beberapa famili jujukan yang berkaitan,dan 

pembangunan model-model dan seterusnya penyusunan protein-protein yang sama serta 

penubuhan pokok filogenetik yang digunakan untuk mengkaji hubungan evolusi antara 

organisma. 

Retrovirus merupakan sekurnpulan virus RNA daripada famili Retroviridae yang 

telah lama diketahui menyebabkan pelbagai penyakit dalam beberapa spesis haiwan. 

Penyakit-penyakit ini dapat dikategorikan kepada (a) penyakit yang dicirikan daripada 

perturnbuhan sel yang tidak terkawal dari pelbagai jenis dan punca (leukirnia, limfoma, 

eritroblastosis, sarkoma, karsinoma); (b) penyakit yang dicirikan daripada kehilangan 

jenis-jenis sel tertentu (imrnunodefisien, anemia, CNS 'Chronic degenerative disorders of 

the central nervous system'); dan (c) penyakit yang dikawal oleh tanda-tanda dan 

simptom-simptom keradangan dan autoirnrnuniti (artritis, mastitis, pneumonia, 

encepalitis). Dahulunya virus ini dikenali sebagai oncomavirus,leukovirus ataupun virus 

tumor RNA. 

Virus ini berbeza daripada VlruS-vuus RNA yang lain berdasarkan kepada 

keadaan genomnya, di mana virus ini dapat mengkodkan enzim transkriptase berbalik 

melalui gen pol yang dirnilikinya. Enzirn ini digunakan bagi proses transkripsi berbalik di 

mana ia mengkodkan rantai RNA kepada DNA. Genom Retrovirus mengandungi tiga gen 

yang mengkodkan protein dan ia boleh dijumpai dalam virus yang telah matang. Gen-gen 
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tersebut adalah gen gag, pol dan env. Gen gag mengkodkan teras dan struktur protein 

virus, gen pol mengkodkan enzim transkriptase berbalik, RNAse H, protease dan 

integrase manakala gen env mengkodkan lapisan protein retrovirus atau sarnpul. 

Retrovirus Endogenous Khinzir (PERV) adalah virus di bawah kumpulan gamma

retrovirus dan mengandungi tiga kelas utarna iaitu A,B dan C (Patience et aI. , 2001) di 

mana ia mengkodkan rangka bacaan terbuka (ORF) untuk antigen kumpulan spesifik 

(gag) , polirnerase/protease poliprotein (pol) dan protein sampul (env). Gen env ini 

menunjukkan perbezaan yang terbesar antara provirus-provirus individu dan menentukan 

spesifikasi perumah sarna seperti pembezaan taksonomi kelas-kelas PERV. Gen-gen yang 

mengkodkan protein aksesori adalah tidak biasa di kalangan gammaretrovirus (Coffin et 

al. , 1996). Oen gag adalah kolinear bersama dengan pro/pol ORF dan kodon penamat 

yang memisahkan kedua-dua gen ditindas oleh tRNA GIn. Sebahagian daripada gen env 

bertindih dengan pro/pol dan membentuk ORF yang barn. 

Projek Genom Manusia telah ditubuhkan untuk menjujukkan 24 pasangan 

kromosom manusia dan seterusnya melakar satu draf yang telah selesai pada tahun 2003. 

Selain itu, ia juga ditubuhkan untuk mengenalpasti jujukan bagi seluruh genom manusia 

iaitu kira-kira tiga bilion pasangan bes. Selepas proses pengenalpastian jujukan-jujukan di 

dalarn genom manusia, maklumat yang diperolehi kemudiannya disimpan dalam 

pangkalan data di seluruh dunia dan dapat diakses di Internet contohnya NCBI dan 

OENBANK. Secara ringkas, objektifpenubuhan Projek Genom Manusia ini adalah untuk 
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mengenalpasti kesemua lebih kurang 20,000-25,000 gen dalam DNA manusia serta untuk 

mengenalpasti jujukan-jujukan pasangan bes DNA. 

Khinzir merupakan haiwan pend erma pilihan bagi xenotransplantasi dan 

pengukuran terapi sel xenogenik. Kebanyakan patogen khinzir yang diketahui boleh 

dikawal oleh cara biasa seperti pemvaksinan, perubatan atau keadaan pembiakan bebas

patogen yang khusus. PERV adalah berbeza daripada patogen-patogen biasa disebabkan 

mereka berada secara endoparasit di dalam kromosom setiap sel haiwan, oleh itu 

jangkitan PERV tidak dapat dikawal dengan mudah. 

Objektif pemetaan genom khinzir adalah untuk menghasilkan dua jenis peta, iaitu 

peta genetik dan peta fizikal. Peta genetik yang ingin dihasil haruslah mempunyai 

penanda genetik berjarak kira-kira 20 centiMorgan dan melebihi sekurang-kurangnya 

90% daripada genom khinzir. Peta fizikal yang ingin dihasilkan pula haruslah mempunyai 

sekurang-kurangnya satu distal dan satu proksirnal penanda lokus yang dipetakan dalam 

setiap lengan kromosom khinzir dan serta yang dipetakan secara genetik. Objektif kedua 

adalah untuk meningkatkan aliran karyotaip bagi khinzir berdasarkan kromosom yang 

diasingkan melalui F ACS (fluorescence activated cell sorter), objektif yang seterusnya 

adalah untuk meningkatkan teknik peR bagi membolehkan genotyping secara cepat bagi 

penanda polirnorfik, untuk menilaikan pemuliharaan sinteni (merujuk kepada kehadiran 

dua atau lebih lokus dalarn kromosom yang sarna, yang mungkin mempunyai hubungan 

yang rap at) antara khinzir, manusia, tikus dan lembu ternakan serta akhir sekali , untuk 

meningkatkan teknik statistikal yang diperlukan bagi menganalisa data daripada 



5 

eksperimen pemetaan QTL (quantitative trait loci) bagi merancang serta memulakan 

pemetaan QTL di dalam khinzir. 

Objektif kajian ini adalah:-

i) Untuk membuat penyaringan secara berkomputer retrovirus endogenous khinzir 

daripada pangkalan data projek genom manusia. 

ii) Untuk membuat penyusunan ke atas jujukan-jujukan DNA retrovirus endogenous 

khinzir yang diperoleh daripada pangkalan data projek genom manusia. 

iii) Untuk mengkaji hubungan di antara retrovirus endogenous khinzir dengan 

retrovirus endogenous perumah yang lain dengan menggunakan analisis daripada 

pokok filogenetik. 

iv) Untuk mengkaji kemungkinan berlaku transmisi horizontal antara retrovirus 

endogenous khinzir ke dalam genom manusia melalui analisis pokok filogenetik. 



BAB2 

ULASAN PERPUST AKA AN 

2.1 Retrovirus 

2.1.1 Pengkelasan Retrovirus 

Retrovirus dapat dibahagikan kepada dua kumpulan berdasarkan jenis atau cara 

pemindahan mereka. Seperti kebanyakan agen beIjangkit yang lain, mereka 

dipindahkan oleh jangkitan horizontal, iaitu dari satu individu kepada individu yang 

lain. Retrovirus ini dipanggil eksogenus. Yang lain dipindahkan secara vertikal, 

daripada induk kepada progeni, dalam bentuk provirus yang boleh diwarisi yang 

diintegrasikan ke dalam kromosom sperma atau oosit. Virus ini dikenali sebagai 

endogenus. Mereka ini tidak berjangkit di dalam perumah spesis asal mereka, tetapi 

boleh menjangkiti atau menyerang sel dari spesis yang lain. Bagi sesetengah 

retrovirus, mereka boleh menjangkiti sel daripada spesis yang sarna dan juga daripada 

spesis yang berlainan, contohnya retrovirus endogenus khinzir. 
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Retrovirus juga diklasifikasikan mengikut spesifikasi perumah. Virus yang 

bereplikasi hanya di dalam sel spesis yang heterologous dipanggil xenotropik. Virus 

ekotropik bereplikasi hanya di dalam sel perumah dan spesis berkaitan yang terdekat. 

Virus amphotropik pula bereplikasi di dalam kedua-dua perumah semuJajadi dan di dalam 

sel yang heterologous. Oleh itu, virus endogenus lazimnya adalah xenotropik manakala 

virus eksogenus pula adalah ekotropik atau arnphotropik. 

Terdapat dua jenis pengkelasan retrovirus iaitu pengkelasan cara klasik dan 

pengkelasan cara moden. Mengikut pengkelasan cara klasik, walaupun mempunyai 

struktur yang hampir sarna, retrovirus boleh diklasifikasikan kepada empat jenis yang 

berlainan, iaitu A,B,C dan D, menurut kepada ciri-ciri morfologi virion mereka. 

Kebanyakan virus yang dikenali mempunyai morfologi jenis C. Partikel-partikel bagi 

kumpulan ini yang terbentuk oleh pertunasan daripada membran plasma mempunyai 

diameter kira-kira 80-120nm, dan mempunyai teras di tengah-tengall. Partikel jenis B 

(contohnya virus tumor tikus mamari, MMTV) adalah besar (l25nm), mempunyai teras 

di dalam sitoplasma, dan memperoleh sanlpul sebaik saja bertunas daripada membran 

plasma. Teras mereka terletak secara esentrik. Virus jenis D pula terbentuk melalui cara 

yang hampir sarna dengan virus jenis B, tetapi virionnya lebih menyerupai jenis C. 

Partikel jenis A hanya dijumpai secara intraselular dan tidak beIjangkit. 

Retrovirus juga diklasifikasikan berdasarkan kepada ciri-ciri biologikal atau 

patogeniknya dalam pengkelasan secara klasik. Farnili Retroviridae mengandungi tiga 

subfamili iaitu Oncovirinae, Spumavirinae, dan Lentivirinae (Matthews, 1979). 
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Oncovirus adalah berkait dengan tumor malignan dan Lentivirus pula dikaitkan dengan 

radang yang mengambil masa yang lama untuk membentuk virion sepenuhnya dan 

menyebabkan perumah tidak dapat berfungsi dengan baik. Spumavirus menyebab 

kemerosotan sel berbuih (sel yang mempunyai lebihan bahan metabolik yang tersimpan 

di dalamnya) secara in vitro, tetapi sehingga kini tidak dikaitkan dengan penyakit pada 

haiwan atau manusia. Beberapa ciri-ciri ultrastruktur telah membantu untuk 

mengklasifikasikan subfamili-subfamili dengan menggunakan mikroskop elektron. 

(Bouillant dan Becker, 1984). 

Untuk pengkelasan moden Retrovirus, terdapat tujuh genera utama di mana 

mereka dikelaskan berdasarkan penjujukan DNA dan organisasi genomik virus. Mereka 

terdiri daripada:-

a) Alpharetrovirus 

Saiz genom bagi retrovirus ini adalah sebanyak 7.2kb. Mereka mempunyai gen viral (gag, 

pro, pol dan env) dengan tiada gen tambahan. L TR adalah sepanjang 350 pasangan bes di 

mana U3, U5 dan kawasan R masing-masing adalah 250 pasangan bes, 80 pasangan bes 

dan 20 pasangan bes. tRNA primer selalunya adalah dari jenis tRNA trp. Struktur genomik 

bagi virus ini adalah gen gag dan pro yang berada dalam rangka bacaan terbuka (open 

reading frame) yang sama manakala pol dan env berada pada rangka bacaan terbuka yang 

berbeza (Van Regenmortel el al., 2000). 
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Virus jenis genera ini biasanya terdapat pada burung dan juga boleh didapati pada 

ayam. Genus ini terdiri daripada tiga kumpulan virus yang berlainan mengikut ciri-ciri 

onkogenetik masing-masing (Van Regenrnortel et aI, 2000). KumpuJan virus yang 

pertama merupakan Avian Leukosis-Sarcoma virus (ALSV) dari jenis eksogenus dan 

endogenus. ALSV ini selalunya ditemui pada ayam dan merupakan virus yang membawa 

penyakit leukotik, sarkoma dan beberapa jenis barah yang lain. Manakala kumpulan virus 

yang kedua iaitu virus Rous sarcoma, terdiri daripada beberapa jenis virus onkogenik 

yang menjalankan respirasi dan bersifat kompetan seperti virus Rous sarcoma Gujukan 

Prague C, Schmidt-Ruppin B dan jujukan-jujukan D). Kumpulan virus yang ketiga pula 

terdiri daripada virus yang onkogenik dan bersifat tidak aktif seperti virus Avian 

myloblastosis, virus Fujimani sarcoma dan virus Avian carcinoma. 

b) Betaretrovirus 

Saiz genom virus ini selalunya sepanjang 8-10 kb. Wujud gen tambahan iaitu sag, pada 

hujung 3' pada genom MMTV bersama dengan gag-pol-env dan bertindak sebagai 

jujukan superantigen semasa proses percantuman virus dengan membran perumah. tRNA 

primer yang digunakan oleh virus ini adalah dari jenis tRNA Ly\ dengan tRNA Lys·3 untuk 

MMTV dan untuk ahli kumpuJan lain di bawah genus yang sarna. L TR untuk MMTV 

adalah sepanjang 1300 pasangan bes dengan 1200 pasangan bes pada kawasan U3 , 15 

pasangan bes pada kawasan R dan 95 hingga 120 pasangan bes pada kawasan U5 (Heinz, 

1988). Struktur genomik bagi genus ini adalah gen gag, pro, pol dan env yang wujud 

dalam rangka bacaan terbuka (ORP) yang berasingan (Van Regenrnortel et ai. , 2000). 
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Kebanyakan virus-virus yang berada pada genus ini terdapat pada tikus dan 

primat. Pada tikus, contohnya virus Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) manakala 

pada primat pula, betaretrovirus akan bergabung dengan immunasi penyakit dan barah-

barah lain, contohnya virus Mason, PfIzer Monkey Virus (MPMV). Sebagai tarnbahan, 

terdapat betavirus juga saling berkait dengan barah pulmonari pada kambing biri-biri. 

Genus Betaretrovirus terdiri daripada virus yang dikenali sebagai retrovirus jenis B dan 

D. 

c) Gammaretrovirus 

........ 
Saiz genomnya adalah sepanjang 8.3kb, dengan tiada gen tambahan. L TR pula adalah c:n 

~ .. ~ . ('" 

sepanjang 600 pasangan bes, di mana kawasan U3 adalah sepanjang 500 pasangan bes,? ~ ~: 

kawasan R pula adalah 60 pasangan bes dan kawasan US sepanjang 75 pasangan bes~ . I;' 
10..;.. r ) 

fii (Van Regenmortel et al., 2000). tRNA primer yang digunakan bagi genus kumpu]an ini ;.> 
.,." 

~ 
adalah tRNAPro dan tRNA Glu (pada virus endogenus tertentu bagi tikus). Struktur genomik 

bagi genus ini adalah gen gag, pro dan pol terletak di dalarn rangka bacaan terbuka yang 

sarna manakala gen env terletak pada rangka bacaan terbuka yang berbeza. Selalunya 

virus ini mudah didapati pada mamalia dan khususnya pada perumah murin. Namun 

begitu, ia juga boleh ditemui pada perumah-perumah avian dan reptilian. 

Pada perumah murin, gammaretrovirus telah diletakkan kepada empat kumpulan 

utama: virus ekotropik (bereplikasi banya pada sel-sel murin), virus xenotropik 

(bereplikasi hanya pada bukan sel-sel murin), virus politropik (bereplikasi pada sel-sel 
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murin dan bukan murin) dan virus amfotropik (bereplikasi pada sel-sel murin dan sel-sel 

yang tidak aktit). Melalui ciri-ciri berikut, terdapat dua kumpulan virus telah ditemui 

secara uji kaji makmal yang dicirikan mengikut kepada struktur genom dan sifat 

patogenik virus tersebut. Bagi kumpulan pertama (ekotropik) merupakan permindahan 

virus. Virus di dalam kumpulan ini membawa sifat onkogenik dan terbentuk hasil 

daripada kombinasi semula antara virus bersifat onkogenik dan jujukan-jujukan viral. 

Virus bagi kumpulan ini juga merupakan pembawa penyakit secara spontan ataupun di 

dalam jangka masa yang pendek (kira-kira beberapa hari). Sebaliknya, bagi kumpulan 

kedua (xenotropik), virus dalam kumpulan tersebut adalah virus yang tidak menjalankan 

proses replikasi. Virus ini tidak membawa sifat onkogenik dan pembentukkan barah 

apabila virus ini menjangkiti perumah. Seperti perumah murin, sesetengah daripada taksa 

mamalia terdapat beberapa perhimpunana virus, contohnya kucing (FeLV), gibbon 

(GaL V), tikus hamster dan khinzir (PoEV). Manakala tiga ganunaretrovirus telah 

ditemui daripada perumah avian iaitu itik (SNV), ayam tempatan (REV) dan ayam biasa 

(CSV). 

d) Deltaretrovirus 

Saiz genom ini adalah sepanjang 8.3kb dengan dua gen tambahan iaitu tax dan rex wujud 

dalam genom deltaretrovirus dan telah terbukti bahawa gen tambahan tersebut 

mempunyai peranan yang signiftkan semasa proses replikasi dan transkripsi. tRNA 

primer yang digunakan adalah tRNAPro
• LTR adalah sepanjang 550-750 pasangan bes, 

200-300 pasangan bes pada kawasan U3, 135-235 pasangan bes pada kawasan R dan 100-
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200 pasangan bes pada kawasan US. (Van Regenmortel et ai., 2000). Struktur genomik 

virus ini adalah gen yang umum iaitu gag, pro, pol dan env berada dalam rangka bacaan 

terbuka yang berbeza. 

Virus yang tergolong di dalam genus ini merupakan virus yang sukar ditemui. 

Virus ini hanya boleh ditemui pada rnanusia, rnonyet (contohnya seperti simian dan ape) 

dan binatang temakan seperti lernbu dan kerbau. Virus ini telah bersatu dengan sel-sel 

leukaemia dan limfomas bagi sel B atau sel T, punca kepada penyakit neurologi. Pada 

manusia, virus ini terbahagi kepada dua kumpulan yang berbeza iaitu Human T

Lymphotropic virus type I (HTLV-I) dan type II (HTLV-II). Secara morfologi, partikel 

Type-D bagi virus ini mempunyai ciri-ciri yang hampir sama dengan garnmaretrovirus. 

e) Epsilonretrovirus 

Bagi menerangkan organisasi genomik genus ini, kita akan melihat pada ciri-ciri genomik 

yang terdapat pada Walleye dermal sarcoma virus (WDSV) sebagai contoh. Saiz genom 

pada WDSV adalah sepanjang 12.8 kb di mana beberapa gen tambahan dan satu tRNA 

primer telah diperhatikan. Virus ini juga mempunyai tiga gen tambahan berfungsi yang 

dikenali sebagai orf-a, orf-b dan arf-c. (Van Regenmortel et aI, 2000). Pada masa arf-a 

dan arf-b terletak pada hujung 5' pada env, arf-c pula mendahului gen gag. Ketiga-tiga 

gen (arf-a, orf-b dan orf-c) tersebut tidak menunjukkan jujukan yang sarna kepada gen 

yang telahpun diketahui ataupun telah wujud sebelum ini (gag, pol dan env). WDSV juga 

menggunakan tRNA1
-
1is primer baru yang tidak diperhatikan pada mana-mana retrovirus 
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