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ANALISIS GENETIK MOLEKUL PESAKIT SINDROM FRAGILE X
DI HOSPITAL UNIVERSITI SAINS MALAYSIA (HUSM)

ABSTRAK

Sindrom Fragile X merupakan salah satu penyakit pewarisan yang paling kerap
menyebabkan keadaan kerencatan akal. Penyakit ini berlaku disebabkan oleh
peningkatan jujukan trinukleotida ulangan (CGG) yang terletak dalam kawasan 5’
UTR gen FMR1 dan mengakibatkan perencatan fungsi gen ini. Sindrom ini juga
dikaitkan dengan fenomena tapak rapuh yang berlaku pada hujung lengan q kromosom
X akibat sifat sensitif kepada asid folik yang terletak pada kromosom X ( Xq27.3) atau
simbolnya (FRAXA). Kajian ini dilakukan untuk menganalisis taburan alel FRAXA
dalam populasi lelaki normal, pesakit dan ahli keluarga pesakit sindrom Fragile X
orang Melayu di Kelantan. Taburan ale]l FRAXA dibandingkan dengan populasi lain.
Analisis struktur jujukan ulangan trinukleotida (CGG)n pada gen FMR1 dan lokus
mikrosatelit berhampiran kawasan ini turut dilakukan. Sejumlah 142 sampel darah
digunakan dalam kajian ini yang terdiri daripada 69 individu lelaki normal, 48 sampel
yang terdiri daripada pesakit terencat akal yang disyaki menghidap sindrom Fragile X
dan 25 sampel daripada ahli keluarga mereka. Ujian sitogenetik hanya dilakukan
kepada sampel pesakit sindrom Fragile X yang disaring secara klinikal bagi mengenal
pasti kewujudan tapak rapuh pada hujung q kromosom X (Xq27.3). Ujian genetik
molekul dilakukan terhadap kesemua sampel kajian termasuk daripada individu
normal.

Melalui ujian sitogenetik, hanya 2 sampel (4.17%) menunjukkan tapak rapuh pada
hujung kromosom X (Xq27.3) daripada 48 sampel yang dikaji. Sebanyak 73 sampel
kajian terdiri daripada sampel pesakit terencat akal dan ahli keluarga diuji dengan
kaedah PCR bagi menentukan bilangan jujukan ulangan trinukleotida (CGG). 18
sampel (37.50% daripada sampel pesakit) gagal diamplifikasi dan berkemungkinan

mengalami mutasi penuh. 55 sampel (75.34% daripada 73 sampel Kkajian)



xvi

menunjukkan saiz ulangan jujukan trinukleotida (CGG) bervariasi. Taburan jujukan
ulangan trinukleotida (CGG) di kalangan 69 orang individu lelaki normal didapati
berbeza dengan beberapa kajian yang telah dilakukan dalam populasi lain. Keadaan ini
berkemungkinan disebabkan wujudnya mutasi baru dalam populasi yang dikaji.
Analisis terhadap taburan alel FRAXACI dan DXS548 menunjukkan tiada perbezaan
yang signifikan di antara individu normal dan pesakit sindrom Fragile X. Ini
menunjukkan tiada kesan alel pengasas (founder effect) diperhatikan dalam populasi
kajian. Namun begitu analisis haplotaip (DXS548-FRAXAC1) menunjukkan
perbezaan yang signifikan di antara individu normal dan pesakit Sindrom Fragile X,
menunjukkan kehadiran ‘haplotaip pelindung’ dan ‘haplotaip pengasas’ dalam
populasi kajian. Hasil yang diperoleh daripada kajian ini menyimpulkan bahawa ujian
genetik molekul sesuai dan boleh dilakukan di Hospital Universiti Sains Malaysia
(HUSM). Kajian ini juga mencadangkan agar satu projek penyaringan perlu dilakukan
di kalangan pesakit terencat akal bagi menentukan punca sebenar penyakit tersebut dan
akan dapat membantu ahli keluarga serta pihak hospital merangka kaedah pengurusan
pesakit sindrom Fragile X dan ahli keluarga yang terlibat dengan lebih efektif. Hasil
kajian ini juga dapat dibangunkan di HUSM bagi tujuan diagnosis dan menyokong

kaunseling genetik Sindrom Fragile X.
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MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF FRAGILE X SYNDROME
PATIENTS IN HOSPITAL UNIVERSITI SAINS MALAYSIA (HUSM)

ABSTRACT

Fragile X syndrome is one of the most common inherited genetic disorders that cause
mental retardation. This disease results from the expansion of a trinucleotide repeat
(CGG)n sequences, located in the 5' UTR of FMRI1 gene, that further inactivate the
normal function of this gene. It is also associated with the expression of folate sensitive
fragile site at the q arm of chromosome X, at locus Xq27.3 or FRAXA. This study was
done to analyze the distribution of FRAXA alleles in Kelantan’s Malay population
consist of normal male, fragile X patients and their family members. The distribution of
FRAXA alleles was studied and compared with other population. Analysis of
trinucleotide repeats (CGG)n structure and microsatellite loci located nearby were
done. A total of 142 samples were analyzed. The samples were obtained from 69 normal
males as normal control, and 73 samples which consist of 48 fragile X syndrome
patient’s and 25 family members were analyzed. In order to analyze the existence of
fragile site at the q arm of chromosome X (Xq27.3), cytogenetics analysis were done on
samples obtained from individuals whom were clinically confirmed of Fragile X

syndrome. Molecular genetics tests were done on all samples.

Results of cytogenetics test showed that only 2 (4.17%) out of 48 samples studied have
the fragile site. 73 samples from fragile X syndrome patients and their family members
were tested using PCR to determine the repeat number of trinucleotide repeat (CGG)n
sequence. 18 samples (37.50% of patients) were failed to be amplified, suggested that
the samples may have a full mutation allele, and 55 remaining samples (75.34% of 73

samples studied) showed variable number of (CGG)n repeats. The distribution of



Xviii
trinucleotide (CGG)n repeat sequences among normal male in this study was found to
be difference from several findings in other populations, and this may suggest the
occurrence of new mutation in this population. Analysis of RFAXAC1 and DXS548
alleles distribution showed no significant difference between normal and fragile X
samples. This may suggest that no founder effect was found in this population. The
haplotypes analysis (DXS548-FRAXAC1) showed significant difference between
normal and fragile X samples and also suggested the existence of protector haplotypes

or founder haplotypes in this population.

Results obtained from this study demonstrated that the molecular genetic test is suitable
and possible to be used in the diagnosis of Fragile X syndrome in Hospital Universiti
Sains Malaysia (HUSM). We would also like to suggest that a screening program to
study the causes of mental retardation among patients in HUSM as well as to help their
family members or hospital to plan suitable effective patient management system, need
to be established. The results of this study also will enable us to establish the diagnosis

method for Fragile X syndrome as well as to compensate the genetic counseling

process.



BAB 1 PENGENALAN

1.1 Latar belakang kajian.

Kajian terhadap penyakit kerencatan akal yang telah dilakukan pada peringkat populasi
mendapati kira-kira 1 - 3% populasi di negara maju (Mercer, 1973; Jacobson dan
Janicki, 1983; Roeleveld et al., 1997; Aicardi 1998) dan 2-3% di negara membangun
(Leonard et al., 2002) menghidapi penyakit ini. Manakala kajian oleh Batshaw (1997),
mendapati kekerapan berlaku penyakit kerencatan akal adalah 25 kali lebih tinggi
daripada penyakit kebutaan mata. Seseorang individu itu dianggap sebagai terencat akal
apabila tahap ujian kecerdasan (IQ) mempunyai nilai kurang daripada 70-75 dan ia
boleh berlaku pada individu tanpa mengira bangsa, kumpulan etnik, tahap pelajaran
(keluarga) atau keadaan sosioekonomi (Luckasson et al., 1992). Terdapat beberapa
punca yang boleh menyebabkan kerencatan akal dan sebahagian besar (sehingga 60%)

keadaan ini berlaku akibat punca yang berasaskan genetik (Moser, 1995).

Beberapa kajian epidemiologi menunjukkan kejadian kerencatan akal berlaku lebih
tinggi pada individu lelaki berbanding individu perempuan (McGuffin et al., 1994).
Perbezaan kekerapan ini mungkin berlaku disebabkan oleh ciri penyakit ini yang
bersifat terangkai kromosom X dan dikenali sebagai X-linked mental retardation atau
ringkasnya XLMR (Claes et al., 1996). Kekerapan berlakunya kes-kes XLMR
dianggarkan sebanyak 1/600 kelahiran individu lelaki (Herbst dan Miller, 1980; Opitz
dan Sutherland 1984), dan daripada keseluruhan kes ini kira-kira 25-40% adalah
merupakan kes sindrom Fragile X (Sutherland dan Hecht, 1985). Nilai kekerapan kes
XLMR didapati sedikit bertambah iaitu satu bagi setiap 550 individu lelaki, namun
kekerapan kejadian sindrom Fragile X berkurangan iaitu hanya 15% daripada

keseluruhan kes XLMR (Gendrot et al., 1994; Turner et al., 1996).



Kajian ini dilakukan dengan mengambil kira faktor genetik sebagai penyebab kepada
keadaan kerencatan akal khususnya di kalangan pesakit sindrom Fragile X yang telah
didiagnosis secara klinikal di Hospital Universiti Sains Malaysia (HUSM). Sindrom
Fragile X dipilih kerana ia merupakan penyakit genetik yang boleh diwarisi (inherited)
dan paling kerap menyebabkan keadaan kerencatan akal (Fu ef al., 1991). Pesakit akan
menunjukkan ciri-ciri klinikal yang pelbagai sama ada kerencatan akal yang sederhana
hinggalah ke tahap yang parah. Ciri-ciri fizikal yang paling kerap dilihat pada pesakit
sindrom ini ialah kerencatan akal, muka dismorfik, dan pengekspresian tapak rapuh
pada kromosom X, pada lokus Xq27.3 [Martin and Bell, 1943; Lubs, (1969); diungkap
dalam Pembrey et al., 2001; Sutherland, 1977; Sutherland and Ashford, 1979; Sherman
et al., 1985; Chakrabarti and Davies, 1997; dan Kooy, et al., 2000]. Pesakit perempuan
yang heterozigos pada umumnya cenderung untuk menunjukkan ciri-ciri klinikal yang
sederhana atau kadang-kadang tidak menunjukkan sebarang ciri (Opitz and Sutherland

1984).

Corak pewarisan sindrom ini menunjukkan ciri terangkai kromosom X (X-linked) yang
kompleks dan unik (Sherman ef al., 1984, 1985). Ia dikaitkan dengan pengekspresian
tapak rapuh yang sensitif-asid folik pada kromosom X di lokus Xq27.3 (FRAXA).
Sindrom Fragile X termasuk dalam kumpulan penyakit warisan yang disebabkan oleh
mutasi melalui peningkatan ulangan jujukan trinukleotida (CGG) yang tidak stabil dan
berterusan. Secara khusus, peningkatan ini berlaku pada kawasan tidak diterjemahkan 5’
gen ‘Fragile X mental retardation 1’ atau FMR1 (Oberl¢ et al., 1991a, Verkerk et al.,
1991), dalam kawasan ekson 1 gen FMR1 dan boleh dikelaskan sebagai pramutasi atau

mutasi penuh berasaskan kepada bilangan ulangan CGG (Fu et al., 1991, Rousseau et



al., 1991, dan Yu et al., 1992), mendapati majoriti kes Fragile X berlaku disebabkan
oleh penyahaktifan gen FMRI1 akibat peningkatan ketara jujukan ulangan CGG dan
dikaitkan dengan keadaan hipermetilasi pulau CpG yang terletak dengan kawasan

tersebut.

1.2 Sindrom Fragile X.

1.2.1 Kajian awal.

Kajian pertama (Martin and Bell, 1943) yang dicatatkan melibatkan sindrom Fragile X
telah dilakukan ke atas 7 orang ahli keluarga yang mempunyai penyakit kerencatan akal
terangkai kromosom-X yang menunjukkan ciri-ciri tipikal pada muka dan ciri
makroorkidisma yang kemudiannya dicadangkan sebagai sindrom Martin-Bell
(Richards et al., 1981). Kajian berikutnya oleh Lubs, (1969) hanya dilakukan selepas 25
tahun kajian pertama dibuat. Kajian ini mendapati sejumlah 178 penyakit yang
berlainan yang dikaitkan dengan keadaan terangkai kromosom X, yang mana ciri
terencat akal merupakan kriteria asas pemilihan mereka. Hasil daripada penemuan yang
telah dibuat dalam kajian ini beliau telah dianggap sebagai orang yang pertama
menerangkan tentang penanda sitogenetik bagi sindrom Fragile X atau [kromosom
fra(X)], yang beliau temui pada individu yang menghidap sindrom ini (Pembrey et al.,

2001).

Sindrom Fragile X wujud sebagai suatu entiti tersendiri di kalangan penyakit terencat
akal terangkai kromosom X dan dianggap sebagai penyebab utama kepada majoriti kes
yang dikenal pasti di kalangan pesakit lelaki pradominan (Opitz dan Sutherland 1984).
Berasaskan kepada kajian yang dilakukan ke atas populasi pesakit terencat akal, kira-

kira 4 — 8% adalah terdiri daripada pesakit lelaki yang mempunyai tahap kecerdasan



(IQ) kurang daripada 70 markah (Kahkonen et al., 1987). Namun begitu satu kajian
(Sutherland, 1977) telah berjaya mengesahkan kaitan kerencatan akal dengan tapak
rapuh Xq27.3 melalui kajian beliau ke atas beberapa keluarga pesakit sindrom Fragile
X. Kajian beliau berikutnya (Sutherland dan Ashford, 1979) telah berjaya
membangunkan kaedah sitogenetik bagi mengenal pasti penanda kromosom atau
simbolnya fra(X). Penemuan ini telah menerbitkan nama sindrom Fragile X berasaskan
kepada ciri tapak rapuh yang sensitif kepada asid folik pada lokus Xq27.3 kromosom X
(FRAXA). Tapak ini dapat dilihat sebagai suatu bahagian yang mengecut dan tidak
diwarnakan jika kromosom diwarnakan dengan kaedah pewarnaan penjaluran Giemsa,
dan secara fizikalnya ia terletak pada hujung distal lengan panjang (q) kromosom X

(Sutherland and Hecht, 1985).

Kajian telah menunjukkan bahawa sindrom Fragile X dianggap sebagai sindrom yang
menyebabkan kerencatan akal dan boleh diwariskan yang paling kerap ditemui dalam
kesemua bangsa dan populasi (Fu et al., 1991). Diagnosis sitogenetik ke atas sindrom
(FRAXA) ini pada mulanya menjangkakan kekerapan penyakit ini adalah 1/200 —
1/2600 orang bagi pesakit lelaki dan 1/1600 — 1/2400 orang, bagi pesakit perempuan
(Turner et al., 1986, Webb et al., 1986, Kahkonen et al.,1987). Namun begitu diagnosis
genetik molekul telah mengurangkan kekerapan yang telah dicadangkan sebelum ini
kepada 1/4000 — 1/6000 orang bagi pesakit lelaki yang mengalami mutasi penuh dan
menunjukkan ciri-ciri Fragile X (Murray et al., 1996, Turner et al., 1996, de Vries et al.,
1997, Crawford et al., 1999). Kajian oleh Turner et al., 1996, mencadangkan bahawa
kekerapan pesakit perempuan yang mengalami mutasi penuh adalah pada jumlah yang

hampir sama dengan pesakit lelaki namun kekerapan pesakit perempuan yang



menunjukkan tanda-tanda sindrom Fragile X adalah separuh daripada nilai kekerapan

bagi pesakit lelaki.

1.2.2 Ciri-ciri fenotip.

Kajian yang pertama (Martin dan Bell, 1943), telah menerangkan tentang penyakit
kerencatan akal yang berlaku pada seorang kanak-kanak dan diwariskan mengikut
corak pewarisan terangkai kromosom X (X-linked) berasaskan kepada kajian salasilah
keluarga pesakit tersebut. Beberapa penemuan awal dan penting seperti penemuan
penanda kromosom pada kromosom X iaitu tapak rapuh kromosom X atau FRAXA
(Lubs, 1969; diungkap dalam Pembrey et al., 2001), dan penjelasan tentang penggunaan
media khusus yang boleh merangsang pengekpresan tapak rapuh pada kromosom X
(Sutherland, 1977), telah merangsang ramai penyelidik untuk mengkaji semula fail
pesakit yang mengalami kerencatan akal bersifat familial yang tidak khusus. Kajian-
kajian yang dijalankan selanjutnya telah berjaya menjelaskan ciri-ciri klinikal pesakit

yang menghidap sindrom Fragile X.

Pesakit yang menghidap sindrom Fragile X secara klinikalnya menunjukkan ciri-ciri
fenotip yang mempunyai variasi yang tinggi dari satu kes berbanding kes yang lain. Ciri
klinikal utama yang di manifestasi oleh pesakit lelaki dewasa ialah ciri terencat akal
sama ada pada tahap yang sederhana atau parah, dengan nilai tahap kecerdasan (/Q) 40—
70 (Sutherland dan Hecht 1985). Ciri autisma merupakan ciri primer yang digunakan
bagi mendiagnosis pesakit sindrom Fragile X terutama di kalangan pesakit lelaki.

Pesakit perempuan didapati kurang parah berbanding pesakit lelaki termasuklah darjah



kegagalan fungsi mental, masalah perangai dan kurang ciri dismorfik (Sutherland dan

Richards, 1995).

Fenotip lain yang kerap dilihat ialah ciri-ciri dismorfik seperti muka yang panjang dan
bujur, dan menjadi kasar, bentuk muka yang bujur dan panjang, makroorkidisma,
telinga lebar dan besar, dahi yang luas, bersuara nyaring dan jocular speech (Turner et
al., 1975; Sutherland et al., 1979; Turner et al., 1980, dan Hagerman, 1996). Selain itu
terdapat juga pesakit yang mengalami ketidaknormalan tisu penyambung yang
menyebabkan keadaan hipermobiliti pada sendi mereka. Ciri fenotip am yang turut
ditemui dalam beberapa kajian ialah ketidaknormalan EEG (Opitz dan Sutherland 1984;
dan Fryns, 1988). Ciri kerencatan akal, makroorkidisma dengan simptom tambahan,
psikosis dan tanda piramidal telah dilaporkan berlaku pada pesakit terencat akal
terangkai kromosom X yang terletak pada lokus Xq28. Namun begitu pesakit lelaki
tidak menunjukkan perubahan pada tapak rapuh yang terletak pada bahagian distal

kromosom X atau peningkatan ulangan CGG pada lokus FRAXA (Lindsay et al., 1996).

Secara perbandingan, pada umumnya ciri fenotip pada pesakit perempuan yang
menghidap sindrom Fragile X adalah kurang parah berbanding pesakit lelaki (Fryn,
1988; dan Sutherland and Richards, 1995). Beberapa kajian membuktikan bahawa
perempuan yang membawa pramutasi Fragile X mempunyai risiko yang tinggi untuk
mendapat kegagalan ovari pra-matang sebelum mereka berumur 40 tahun, namun
keadaan ini tidak direkodkan berlaku pada pembawa mutasi penuh Fragile X yang
berada dalam kumpulan umur yang sama (Murray ef al., 1998, dan Macpherson et al.,

1999).



Di samping terdapat pesakit yang ditemui tidak menunjukkan ciri-ciri umum yang biasa
dilihat pada pesakit sindrom Fragile X sebaliknya menunjukkan ciri yang terdapat pada
penyakit lain seperti sindrom Prader Willi (de Vries and Niermeijr, 1994) dan sindrom
Sotos (Beemer et al., 1986). Sub-fenotip yang menyerupai ciri sindrom Prader-Willi
dengan keadaan obesiti melampau telah dilaporkan berlaku pada kanak-kanak yang
menghidap sindrom Fragile X (de Vries ef al., 1997 dan Schrander-Stumpel et al.,
1994). Manakala satu kajian lain (Meryash et al., 1984) telah melaporkan penemuan ciri
makrosipali dan dolychocephalic dalam kira-kira 70-90% daripada mereka yang
menghidapi sindrom Fragile X. Terdapat kalangan pembawa sindrom Fragile x
perempuan yang mempunyai tahap kecerdasan (JQ) normal tetapi mempunyai tanda-
tanda peningkatan risiko masalah psikiatri seperti skizofrenia (Hagerman and Sobeskey,

1989).

Ketidaknormalan tingkah laku kerap diperhatikan berlaku pada pesakit Fragile X lelaki
dan kadang kala pada pesakit perempuan. Antara ketidaknormalan tersebut ialah
tingkah laku yang menyerupai ciri autistik seperti hand-flapping dan biting, rocking,
poor eye contact dan repetitive speech patterns, perseveration dan echolalia (Fryns
1988, Reiss dan Freund 1992). Pesakit kanak-kanak lelaki yang belum baligh umumnya
menunjukkan ciri hiperaktif, kegagalan tumpuan, kegagalan pembelajaran dan
kelewatan menguasai bahasa (delay in learning language) kerap digunakan sebagai

tanda awal mereka mungkin menghidap sindrom Fragile X (Sudhalter et al., 1991).

Ciri klinikal pesakit Fragile X adalah bervariasi. Sebagai contohnya; tidak semua
petanda atau simptom sama ada ciri fizikal atau tingkah laku ditunjukkan oleh semua

pesakit. Petanda somatik pula akan kelihatan lebih ketara selepas mereka baligh. Ciri-



ciri kecacatan fizikal pada tisu penyambung yang dialami oleh pesakit sindrom ini
termasuklah keadaan hyperextensible pada sendi jari, dan ketidakstabilan sendi (Opitz
et al., 1984), hipotonia, miopa, flat feet (pes planus) mitral valve prolapse dan mild

dilatation of ascending aorta (Pyeritz et al., 1982).

Pada tahun 1993, Staley ef al,. telah menunjukkan bahawa tahap kecerdasan bagi lelaki
mozek (mempunyai genotip mutasi penuh dan pramutasi) adalah lebih tinggi
berbanding pesakit lelaki yang hanya mengalami mutasi penuh. Pesakit perempuan
sindrom Fragile X menunjukkan ciri-ciri yang kurang parah berbanding pesakit lelaki
(Sutherland and Richards, 1995). Keadaan ini mungkin disebabkan oleh penyahaktifan
kromosom X. Ciri-ciri seperti kegagalan mental dan masalah tabiat kerap berlaku pada
tahap yang sederhana (Hagerman, 1996). Rousseau (1994), menunjukkan bahawa kira-
kira 50% - 60% perempuan pembawa mutasi penuh menghidap cognitive impairment
pada tahap sederhana hingga ke paras sempadan tahap parah. Individu perempuan
pembawa yang mempunyai satu alel mutasi penuh dan menghidap kerencatan akal akan
mempunyai bilangan ulangan CGG yang lebih besar berbanding mereka yang tidak

menghidapi kerencatan akal.

Schwartz (1984), telah melaporkan bahawa kira-kira 21% daripada individu perempuan
pramutasi dan 38% daripada pembawa mutasi penuh mengalami menopaus awal iaitu
sebelum berumur 40 tahun. Partington et al., (1996), telah menerangkan bahawa
pembawa sindrom Fragile X mempunyai umur median menopaus 6 hingga 8 tahun lebih

awal daripada perempuan dalam populasi umum.



Premature Ovarian Failure atau ringkasnya POF telah dikenal pasti berlaku pada
individu perempuan pembawa pramutasi dalam tiga generasi daripada satu keluarga
yang mempunyai kes sindrom Fragile X (Vianna — Morgante ef al., 1996). POF juga
ditemui berlaku pada pesakit yang mempunyai delesi terminal pada kromosom X nya,
iaitu pada lokus Xq26 — q28 (Tharapel et al., 1993). Disebabkan keadaan regresi
transkripsi bagi gen FMR1 sering berlaku pada keadaan yang mempunyai mutasi penuh,
maka keadaan POF yang berlaku pada individu pramutasi sindrom Fragile X dianggap
berlaku bukan disebabkan oleh kehilangan fungsi gen FMRI, tetapi mungkin
disebabkan oleh keadaan delesi atau kehilangan fungsi bagi gen penting yang mengawal

fungsi ovari yang terletak dalam kawasan lokus gen FMR1.

Ketidaknormalan neurologi yang kadang-kadang berlaku pada pesakit sindrom ini ialah
strabismus, nystagmus dan epilepsi (Partington, 1984). Ciri seizures boleh diperhatikan
berlaku pada kira-kira 17% pesakit lelaki berasaskan kepada data ujian fisiologi elektro
(Hagerman, 1996). Kajian dengan menggunakan MRI (Magnetic Resonance Imaging)
menunjukkan terdapat perbezaan yang signifikan saiz yang lebih kecil posterior
cerebellar vermis pada pesakit sindrom ini berbanding individu kawalan (Reiss et al.,
1995). Dapatan ini telah menyokong teori gangguan terhadap interaksi frontal-
subcortical dalam kes sindrom Fragile X yang mungkin menjadi asas kepada penjelasan

kepada kegagalan sikap pada pesakit (Hagerman, 1996).

Oleh itu kaedah diagnosis sindrom Fragile X menjadi agak sukar jika diasaskan kepada
ciri-ciri klinikal sahaja terutama bagi pesakit yang belum baligh. Untuk membantu
proses penyaringan pesakit, Butler ef al, 1991, Hagerman et al, 1991, Arvio et al, 1997,

telah mencadangkan senarai uji yang dibina berasaskan kepada penilaian dan pengiraan



10

ciri-ciri fizikal dan tingkah laku pesakit. Namun kaedah ini tidak mendapat sambutan
yang meluas mungkin disebabkan oleh ketepatan keputusan yang terhad. Rousseau ef
al., 1994 telah mendakwa bahawa dengan menggunakan kaedah diagnosis DNA
terdapat hubung kait yang kuat di antara saiz ulangan jujukan CGG dengan penemuan

sitogenetik dan ciri-ciri klinikal pesakit yang dikaji.
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1.2.3 Corak pewarisan.

Umumnya sindrom Fragile X diwariskan sebagai suatu penyakit yang terangkai
kromosom-X dengan corak pewarisan yang unik. Sindrom ini tidak boleh dikelaskan
secara tidak sama rata (unequivocally) sebagai dominan atau resesif. Keadaan ini
ditunjukkan oleh perempuan pembawa yang mungkin akan menghidapi kerencatan akal
atau sebaliknya; keadaan yang sama berlaku pada pengekspresian tapak rapuh pada

kromosom X selepas sel limfosit daripada individu tersebut dikulturkan.

Pesakit lelaki yang menghidap sindrom Fragile X secara tipikal nya akan menunjukkan
ciri kerencatan akal, tetapi bagi pesakit perempuan heterozigos, kemungkinan untuk
mereka menghidapi kerencatan akal adalah sebanyak 30 — 35% (Sherman et al., 1985).
Oleh itu, seseorang perempuan heterozigos pembawa kepada sindrom Fragile X yang
diwarisi sebagai resesif kromosom X, didapati jarang menghidap penyakit ini atau jika
menghidap sekalipun, hanya menunjukkan ciri ‘mild pembawa’ dan ini mungkin
disebabkan oleh proses skewed X-inactivation (Mingroni-Netto et al,. 1994). Bagi
seorang lelaki yang hemizigos kromosom X, sepatutnya penembusan berlaku dengan
sempurna kerana mereka hanya mempunyai satu kromosom X. Namun dalam kes
sindrom Fragile X, terdapat pembahagian yang bermakna iaitu kira-kira 1/3 daripada
perempuan pembawa akan menghidap penyakit ini (Turner et al, 1986). Selain itu,
lelaki pembawa yang normal turut ditemui (Howard-Peebles and Friedman 1985).
Analisis segregasi terhadap 206 keluarga Fragile X yang telah dilakukan oleh Sherman
et al., 1984, 1985 menunjukkan bahawa berlaku pengurangan jumlah pesakit lelaki
sebanyak 20%, dan ini menerangkan bahawa kadar penembusan mutasi pada pesakit

lelaki berkurangan sebanyak 80%. Lelaki pembawa 'tidak tembus' ini turut dikenali
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sebagai ‘fransmitting male’. Kajian oleh Sherman (1984) menunjukkan bahawa penyakit
sindrom Fragile X adalah sejenis penyakit yang terangkai kromosom X dominan dengan
penembusan yang menurun atau tidak sempurna (reduced or incomplete penetrance).
Walau bagaimanapun risiko mental impairment didapati bergantung kepada kedudukan
seseorang pesakit dalam salasilah keluarganya dan juga ciri fenotip ibu pesakit yang
juga seorang pembawa seperti berikut; 1) anak perempuan kepada lelaki transmitting
yang menjadi pembawa obligasi tidak mempunyai risiko terhadap mental impairment,
2) anak kepada lelaki transmitting mempunyai risiko relatif yang rendah iaitu 9% dan
5% yang mengakibatkan penembusan masing-masing sebanyak 18% dan 10% bagi
lelaki dan perempuan; 3) Anak lelaki dan perempuan kepada seorang pembawa
perempuan yang normal mempunyai risiko sebanyak risiko sebanyak 18% dan 16%
yang mengakibatkan penembusan sebanyak 72% dan 32%, dan 4; anak-anak kepada
pembawa perempuan yang 'mentally impaired’ mempunyai risiko untuk menghidap
'mentally handicapped' sebanyak 50% bagi lelaki dan 28% bagi perempuan dan keadaan
ini mengakibatkan nilai penembusan masing-masing sebanyak 100% dan 56%. Nilai ini
telah berjaya menerangkan bahawa sindrom Fragile X merupakan sejenis penyakit yang

terangkai kromosom X dominan yang unik dan sukar.

Beberapa mekanisma telah dicadangkan untuk menerangkan corak pewarisan dan
pengekspresian unik gen yang bertanggungjawab dalam sindrom Fragile X. Salah satu
teori yang telah dicadangkan ialah teori pramutasi iaitu sesuatu pramutasi itu berlaku
akibat penyusunan semula secara mikro kromosom pada lokus FRAXA, yang diwarisi
melalui perempuan dan akan mendedahkan individu tersebut kepada mutasi sebenar
(Pembrey et al., 1985). Teori lain mencadangkan jika berlaku kegagalan setempat untuk

mengaktifkan semula kromosom Fragile X ibu sebelum proses oogenesis bermula,
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maka akan menyebabkan berlaku pemetilan yang tinggi pada tapak Fragile X (Xq27.3)

dan menyebabkan proses penyahaktifan transkripsi gen FMR1 (Laird et al., 1990).

Namun begitu corak pewarisan yang agak ganjil dan unik dengan risiko berlaku mental
impairment yang semakin bertambah pada setiap generasi berikutnya dirujuk sebagai
paradoks Sherman atau antisipasi. Sebagai perbandingan, secara umumnya, dalam
penyakit yang diwarisi sebagai terangkai kromosom X, ciri-ciri tipikal penyakit tersebut
akan diekspresikan pada individu lelaki hemizigot, dan lelaki yang tidak terlibat tidak
akan mewariskan penyakit tersebut kepada generasi berikutnya sama ada lelaki atau
perempuan. Keadaan sebaliknya berlaku dalam sindrom Fragile X. Individu lelaki yang
pada hakikatnya merupakan seorang pembawa mutasi, didapati tidak menunjukkan ciri
kerencatan akal dan tidak mengekspresikan tapak rapuh kromosom X semasa analisis
sitogenetik. Individu ini dianggap sebagai ‘non-expressing normal transmitting male’
yang akan mewariskan gen ini kepada kesemua anak perempuannya. Kajian juga
mendapati selalunya, anak — anak perempuan ini mempunyai nilai intelek atau
kecerdasan yang normal, namun anak lelaki mereka dijangka akan mempunyai
kemungkinan untuk menghidap kerencatan akal. Asas molekul yang menjadi penyebab
berlakunya sindrom Fragile X merupakan kunci kepada kefahaman terhadap teori yang

dicadangkan di atas.

1.3 Struktur dan fungsi gen Fragile X Mental Retardation 1 (FMR1).

Hasil kajian yang dibuat (Fu ef al., 1991 ) telah berjaya memetakan gen yang terlibat
dengan sindrom Fragile X dengan menggunakan kaedah pengklonan posisi (positional

cloning), dan kemudiannya dikenali sebagai gen FMR1. Gen ini mempunyai saiz 38 kb
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dan terdiri daripada 17 ekson (Gambar rajah 1.1). Intron pertama gen ini sangat besar
iaitu sepanjang 9.9 kb yang merangkumi kira-kira satu pertiga (1/3) daripada
keseluruhan gen ini. Manakala intron terkecil ialah terletak di antara ekson VIII dan

ekson IX dengan saiz 88 bp.

Gen FMRI1 ini kemudiannya didapati mempunyai mRNA sepanjang 4.0 kb yang terdiri
daripada 1.9 kb jujukan pengkodan yang menghasilkan protein yang terdiri daripada
631 asid amino (Verkerk er al., 1991). Kajian seterusnya mendapati jujukan 5’
Untranslated region (UTR), juga mempunyai saiz yang besar dan melebihi purata saiz
panjang ekson, (112 bp) iaitu 318 bp . (Eichler ef al., 1993). Kawasan yang tidak
mengkodkan protein pada hujung 5’ gen ini mempunyai jujukan ulangan trinukleotida
yang berulang secara tandem dan terletak 250 bp daripada kawasan pulau CpG.
Kawasan ini kemudiannya didapati bertanggungjawab terhadap kewujudan tapak rapuh

pada hujung kromosom X.
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Gambar rajah 1.1 Struktur dan organisasi gen FMRI1. Jujukan ulangan trinukleotida
CGG terletak dalam ekson 1 dalam kawasan 5’UTR. Pulau CpG yang terletak 250 bp
huluan daripada ulangan pertama CGG, yang akan merencatkan pengekspresian atau
proses transkripsi gen ini akibat pemetilan hiper pulau ini (Eichler et al., 1993). Gen
FMRI terdiri daripada 17 ekson (segi empat gelap). Segi empat putih mewakili kawasan
ulangan jujukan trinukleotida CGG. Bentuk bulat mewakili ciri ulangan jujukan
trinukleotida dalam individu normal dan mempunyai 28 ulangan CGG dan dua jujukan
AGG yang terselit selepas CGGjo dan selepas itu (CGG)y yang berikutnya. Rajah
diadaptasi daripada Eichler et al., (1993).
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Gen FMR1 dalam keadaan normal akan menghasilkan protein yang dipanggil Fragile X
Mental Retardation Protein atau ringkasnya FMRP. Ia merupakan sejenis protein
pengikat RNA bersaiz 68-70 KD. Kajian juga mendapati protein ini pada amnya
diekspresikan pada semua sel namun mempunyai paras pengekpresan yang lebih tinggi
di otak dan testis (Tamanini et al., 1997). Satu kajian telah dilakukan bagi melihat
fungsi FMRP dan mendapati protein ini dikaitkan dengan beberapa mRNA yang terlibat
dengan fungsi neuronal seperti proses pengangkutan vasikel, transduksi signal dan

lain-lain. Tanpa kehadiran FMRP, mRNA —-mRNA ini akan menjadi tidak terkawal dan
akhirnya menyebabkan keadaan kerencatan akal pada subjek kajian. (Mittal et al.,

2002).

Dalam keadaan normal, gen ini mereplikasi dalam fasa S kitaran sel, manakala bagi gen
yang mempunyai alel yang tidak normal, di mana bilangan ulangan jujukan
trinukleotida CGG telah bertambah, maka ia akan mereplikasi dalam fasa G2/M (Laird
et al., 1987). Jujukan trinukleotida CGG menunjukkan ciri polimorfik dalam populasi
dengan individu normal mempunyai 6 hingga 52 ulangan (18 hingga 156 pasangan bes)
dan selalunya diselangi oleh jujukan AGG dalam setiap 9 atau 10 ulangan jujukan CGG
(Kunst dan Warren, 1994; Eichler et al., 1994; Snow et al., 1994; Hirst et al., 1994).
Zon kelabu bagi alel FRAXA (35 hingga 52 ulangan) mewakili kawasan yang
mempunyai saiz ulangan bertindih iaitu jarak ulangan paling tinggi tapi masih normal
dalam populasi umum dan ulangan paling rendah alel pramutasi dalam sesuatu keluarga
yang mempunyai pesakit sindrom Fragile X. Alel-alel tersebut boleh wujud sebagai
berada dalam keadaan stabil atau tidak stabil (Fu et al., 1991; Eichler et al.,1994;

Montagnon, 1994).
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Gambar rajah 1.2. Kromosom X dan lokasi gen FMR1 pada lokus Xq27.3 serta lokus
beberapa mikrosatelit yang terletak berdekatan dengan lokus gen FMR1. Gambar rajah
diadaptasi dari ideogram diperolehi dari Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?ORG=hum&MAPS=ideogr,est,Joc& LINKS=ON&VE
RBOSE=ON&CHR=X)
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Gambar rajah 1.3. Mekanisma mutasi dalam sindrom Fragile X. Individu normal
mempunyai bilangan ulangan CGG daripada 5 — 52 kali. Peningkatan ulangan ini
menghasilkan keadaan pramutasi yang dicirikan oleh bilangan CGG daripada 52 — 200
kali dan tidak stabil. Peningkatan seterusnya menyebabkan keadaan mutasi penuh dengan
bilangan ulangan melebihi 200 kali. Pada tahap ini CpG akan mengalami pemetilan dan ia
akan merencatkan proses transkripsi mRNA gen FMR1 dan akibatnya tiada protein FMRP

dihasilkan.
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1.4 Mutasi yang menyebabkan sindrom Fragile X.

1.4.1 Peningkatan jujukan ulangan trinukleotida.

Jujukan ulangan trinukleotida merupakan salah satu jujukan yang berulang secara
tandem dan juga dikenali sebagai penanda mikrosatelit. Ia adalah salah satu sumber
polimofisma jujukan DNA dalam genom eukariot (Weber and May, 1989).
menyimpulkan bahawa Mutasi yang melibatkan peningkatan jujukan ulangan
trinukleotida (Gambar rajah 1.3) merupakan penyebab kepada beberapa penyakit
neurogenetik dan terdapat 7 penyakit yang telah dikenaplasti iaitu; sindrom Fragile X,
myotonic dystrophy, spinal dan bulbar atrophy terangkai kromosom X, penyakit
Huntington, spinocerebellar ataksia (jenis I), dentatorubral-pallidoluysian atrophy dan
penyakit Machado-Joseph. (Paulson and Fischbeck, 1996). Kajian juga mendapati
terdapat 14 penyakit neurologi berpunca daripada keadaan peningkatan jujukan
trinukleotida .(Cummings and Zoghbi, 2000). Mereka membahagikan kepada dua
subkelas berasaskan kepada lokasi jujukan trinukleotida : iaitu penyakit yang
melibatkan peningkatan ulangan jujukan trinukleotida pada kawasan tidak
diterjemahkan (ron-coding sequences) dan penyakit yang melibatkan peningkatan

jujukan ulangan trinukleotida dalam kawasan jujukan mengkodan (exonic).

Analis terhadap variasi bilangan ulangan CGG pada individu normal telah menunjukkan
terdapat variasi pada saiz ulangan CGG (Gambar rajah 1.3) bermula daripada 6 hingga
52 ulangan (Fu et al., 1991). Alel yang paling kerap ditemui ialah ulangan 29/30 dan
merupakan alel yang mempunyai nilai polimorfisma yang tinggi dalam populasi
individu normal. Alel ulangan trinukleotida CGG yang berada di dalam jarak normal

akan wujud sebagai penanda mikrosatelit dan wujud dalam keadaan yang stabil semasa
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transmisi (Fu ef al., 1991, Snow et al., 1993). Analisis terhadap ulangan CGG
menunjukkan bahawa dalam kebanyakan alel normal, terdapat jujukan ulangan
trinukleotida AGG yang menyelit (interrupted), dan terletak di antara blok ke 9 atau 10
ulangan trinukleotida CGG (Chen et al., 1997). Majoriti alel normal adalah terdiri
daripada ulangan CGG 5-50 kali dan mempunyai dua atau lebih jujukan selitan AGG,
manakala kebanyakan alel pramutasi (50-200 ulangan) hanya mempunyai satu atau
tiada jujukan selitan ini (Eichler et al., 1995; Hirst et al., 1994; Kunst dan Warren
1994, dan Zhong et al., 1995). Satu postulasi telah diterbitkan dengan menganggap
jujukan selitan trinukleotida AGG ini berfungsi untuk menstabilkan jujukan ulangan

trinukleotida CGG (Eichler et al., 1995; Hirst ef al., 1994 dan Kunst and Warren 1994).

Bilangan ulangan CGG bagi pesakit sindrom Fragile X dan juga individu pembawa
dalam keluarga Fragile X adalah melebihi bilangan jarak normal. Mutasi dalam sindrom
Fragile X dikelaskan mengikut saiz ulangan dan status pemetilan jujukan CGG. Bagi
jujukan CGG yang mempunyai ulangan di antara 50 hingga 200 kali, ia dikelaskan
sebagai pramutasi, manakala ulangan yang melebihi 200 kali dikelaskan sebagai mutasi
penuh dengan pemetilan hiper yang berlaku pada kawasan pulau CpG gen FMRI.
Mutasi penuh dikesan berlaku pada pesakit sindrom Fragile X dan juga pada sesetengah
perempuan yang menjadi pembawa tetapi tidak menghidap sindrom ini, dan pramutasi
tidak akan menunjukkan sebarang petanda penyakit bagi individu tersebut (Fu et al.,

1991; Rousseau et al., 1991 dan Yu et al., 1992).
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1.4.2 Mekanisma Mutasi yang menghasilkan peningkatan jujukan ulangan
CGG.

Mekanisma sebenar bagaimana peningkatan jujukan ulangan trinukleotida CGG berlaku
masih belum difahami sepenuhnya. Namun terdapat hipotesis yang cuba menerangkan
keadaan ini. Worhle ef al., (1993) mencadangkan masa berlakunya fenomena ini adalah
semasa proses mitosis yang berlaku selepas pembentukan zigot. Hipotesis lain
menyatakan bahawa proses peningkatan ulangan berlaku semasa proses meiosis dan
hanya berlaku semasa peringkat oogenesis. Hipotesis ini dilihat konsisten dengan
pemerhatian bahawa tidak berlaku keadaan peningkatan kepada mutasi penuh pada
anak-anak lelaki yang membawa alel pramutasi atau dikenali juga sebagai normal

transmitting male (NTM).

Reyneir et al., (1993) pula mencadangkan bahawa lelaki yang mengalami mutasi penuh
hanya akan membawa alel pramutasi dalam sel gamet mereka, dan kenyataan ini
dijadikan bukti kepada hipotesis yang mengatakan peningkatan jujukan ulangan adalah
berlaku semasa mitosis. Namun kajian oleh Malter et al., (1997) mendapati sel sel testis
pada fetus yang mengalami mutasi penuh seawal berumur 13 minggu dan hanya

mempunyai alel mutasi penuh dan tiada alel pramutasi.

Mornet ef al., (1996) melaporkan penemuan mereka pada satu keluarga yang
menunjukkan corak transmisi alel pramutasi yang tidak dijangka daripada ibu kepada
tiga orang anak perempuannya dan kejadian mutasi yang berulang (recurrenf). Anak
perempuan pertamanya menunjukkan ciri mozek dengan dua alel pramutasi. Anak
perempuan keduanya menunjukkan keadaan terbalik iaitu pengurangan alel pramutasi

daripada ibunya kepada alel normal. Anak perempuan ketiganya menunjukkan ciri saiz
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alel pramutasi yang lebih besar berbanding ibunya. Beliau menyimpulkan keadaan yang
wujud pada keluarga ini mungkin berlaku disebabkan oleh beberapa faktor yang
berbeza seperti; kegelinciran (slippage) fungsi DNA polimerase dalam proses replikasi,
atau berlaku pengecutan yang besar pada jujukan ulangan CGG semasa proses replikasi
dalam kedua ibu bapa mereka, atau disebabkan oleh rekombinasi yang terhasil melalui

silangan yang tidak sama rata pada kromatid beradik mereka.

Gasteiger et al., (2003) menemui fenomena mutasi terbalik dalam kajian beliau terhadap
satu keluarga yang mempunyai 2 anak lelaki dan seorang anak perempuan yang
menghidap sindrom Fragile X dan 2 lagi anak perempuan yang normal. Seorang
daripada anak perempuan mempunyai alel 10 CGG yang tidak didapati sama ada pada
ibu atau ayahnya. Analisis haplotaip selanjutnya menunjukkan alel 10 CGG ini diwarisi
daripada ibunya. Keadaan ini dianggap sebagai satu proses mutasi terbalik daripada alel

pramutasi daripada seorang perempuan kepada alel bersaiz normal dalam anaknya.

Di kalangan orang-orang Yahudi di Tunisia, kekerapan individu yang mempunyai
bilangan ulangan jujukan trinukleotida CGG normal tetapi tidak mempunyai jujukan
selitan CCT didapati semakin bertambah dan ini mengakibatkan kejadian sindrom
Fragile X dalam kumpulan etnik ini menjadi semakin meningkat (Falik-Zaccai et al.,

1997).
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1.4.3 Mutasi jujukan berulang dinukleotida (mikrosatelit) yang berdekatan

dengan gen FMRI.

Peningkatan alel normal kepada alel pramutasi dan mutasi penuh menunjukkan keadaan
linkage disequilibrium dan lokus mikrosatelit (Richards et al., 1992) dan single
nucleotide polymorphisms atau ringkasnya SNP’s (Gunter et al., 1998) yang terletak
pada hujung 5° gen FMRI. Kajian oleh Huggins et al., (2004) telah berjaya
menunjukkan bahawa haplotaip DXS548-FRAXAC1 (Gambar rajah 1.4) dan juga
keadaan keluarga seseorang pesakit boleh mempengaruhi transmisi jujukan ulangan
CGG daripada emak kepada anak-anaknya. Kajian oleh Thelma dan Sharma, (2002)
mendapati terdapat bilangan haplotaip yang pelbagai wujud di kalangan komuniti
keturunan kasta di India seperti Brahmin, Kshatriyas, Vaishyas dan Shudras. Kajian
selanjutnya oleh Sharma ef al., (2003) mengesahkan kepelbagaian haplotaip FRAXACI
dan DXS548 hasil perbandingan beliau di antara kromosom yang mengalami sindrom
Fragile X dan sampel kawalan disamping penemuan mercka tentang kesan pengasas

yang lemah dalam populasi India.
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Gambar rajah 1.4. Lokasi penanda haplotaip yang digunakan dalam kajian ini. Lokus
mikrosatelit DXS548 terletak kira-kira 157 kb dan lokus mikrosatelit FRAXACI
terletak 7kb daripada lokus FRAXA (CGG). Rajah adaptasi daripada Eichler et a/.,
1996.
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