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Abstract: Relationship between Serum AMH Levels with Number of
Mutations in AMH (Anti-Mullerian Hormone) Gene Promoter in Patients
PCOS (Polycystic Ovary Syndrome). Anti-Mullerian Hormone (AMH) is a
member of the Transforming Growth Factor-B group which plays an important role
in the regulation of the female reproductive folliculogenesis. A 2-3-fold increase in
AMH levels was found in patients with PCOS (Polycystic Ovary Syndrome)
compared to women with normal ovulation. The purpose of this study was to
determine the relationship between serum AMH levels and the number of mutations
in the AMH (Anti-Mullerian Hormone) promoter gene in PCOS (polycystic ovarian
syndrome) patients. The sample size was 114 patients consisting of 60 PCOS
patients and 54 non-PCOS patients as control. The AMH levels obtained from the
patients’ medical records of the Yasmin IVF Clinic, RSCM Kencana Hospital, Jakarta.
Molecular analysis and genotyping were performed by PCR and sequencing was
followed by bioinformatics analysis. There were 60-point mutations in the AMH
gene promoter variants. The highest variant types of mutations found was -674
G/A (100%), followed by -245 C/CT (88.2%), and -444 A/G (17.9%) in the entire
sample. Based on the results of the Wilcoxon Signed Rank test, the number of
mutations in the PCOS group were significant to affect the serum AMH (p<0.05). In
the control group, the number of mutations had no significant effect on the levels of
AMH (p>0.05). The number of mutations in the gene promoter affected serum AMH
levels in PCOS.

Keywords: AMH level, AMH Gene Promoter, PCOS

Abstrak : Hubungan Kadar AMH Serum dengan Jumlah Mutasi pada Gen
Promoter AMH (Anti-Mullerian Hormone) pada Pasien SOPK (Sindrom
Ovarium Polikistik). Anti-Mullerian Hormone (AMH) adalah anggota dari
kelompok Transforming Growth Factor-B yang berperan penting dalam regulasi
folikulogenesis reproduksi wanita. Peningkatan kadar AMH 2-3 kali lipat ditemukan
pada pasien SOPK (Sindrom Ovarium Polikistik) dibandingkan dengan wanita
dengan ovulasi normal. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
hubungan kadar serum AMH dengan jumlah mutasi pada gen promoter AMH (Anti-
Mullerian Hormone) pada pasien SOPK (Sindrom Ovarium Polikistik). Besar sampel
adalah 114 pasien yang terdiri dari 60 pasien SOPK dan 54 pasien bukan SOPK
sebagai kontrol. Kadar AMH didapatkan dari rekam medis pasien di Klinik Yasmin
IVF RSCM Kencana Hospital, Jakarta. Analisis molekuler dan genotipe dilakukan
dengan PCR dan sekuensing dilanjutkan dengan analisis bioinformatika. Terdapat
60 mutasi titik pada varian promotor gen AMH. Jenis mutasi varian tertinggi yang
ditemukan adalah -674 G/A (100%), diikuti oleh -245 C/CT (88,2%), dan -444 A/G
(17,9%) di seluruh sampel. Berdasarkan hasil uji Wilcoxon Signed Rank test,
jumlah mutasi pada kelompok SOPK berpengaruh nyata terhadap AMH serum
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(p<0,05). Pada kelompok kontrol, jumlah mutasi tidak berpengaruh nyata terhadap
kadar AMH (p>0,05). Jumlah mutasi pada promotor gen mempengaruhi kadar

serum AMH pada PCOS.

Kata kunci : Kadar AMH, Promoter Gen AMH, SOPK

PENDAHULUAN

Sindrom ovarium polikistik (SOPK)
adalah salah satu gangguan endokrin
yang paling umum dan dapat ditemukan
pada 5% -10% wanita usia reproduksi
(Fu et al., 2021; Lauritsen et al., 2014).
Hingga saat ini, penyebab SOPK masih
belum jelas dan berbagai sumber telah
menjelaskan bahwa penyebabnya
adalah hasil interaksi kompleks antara
faktor genetik dan lingkungan(Ndefo et

al., 2013). Pada SOPK, gangguan
endokrinologi dapat berupa
hiperandrogenemia, gangguan
menstruasi, atau anovulasi dan
mengakibatkan infertilitas.

Perkembangan folikel antral yang gagal
akan menyebabkan oosit matang dan
tidak diproduksi (Kabel, 2016).
Anti-Mullerian  Hormone (AMH)
atau Mullerian Inhibiting Substance
(MIS) termasuk dalam  kelompok
Transforming Growth Factor-g (TGF-B)
dan memiliki  struktur homodimer
glikoprotein. Gen AMH terletak pada
lengan panjang kromosom 19 di lokus
13 (19p13.2-p13.3) dengan panjang 2.8
kb (Kim et al., 2014; Unal et al., 2018).
Anti-Mullerian Hormone (AMH)
memainkan peran penting selama
perkembangan embriogenesis pria dan
diproduksi oleh sel Sertoli. Selain itu
AMH berperan meregresi  duktus
Mullerian, yang selama diferensiasi akan
berkembang menjadi saluran reproduksi
pria (Chenl et al., 2019). Pada wanita,
AMH penting dalam mengatur
folikulogenesis dan diproduksi oleh sel

granulosa pada usia kehamilan 36
minggu (Bedenk et al., 2020).
Pada reproduksi wanita, AMH

terkait erat dengan peningkatan jumlah
folikel ovarium berukuran 2-9 mm dan
mengatur folikulogenesis, yang secara
tidak langsung menggambarkan jumlah
folikel antral (Dumont et al., 2015).
Pada pasien dengan sindrom ovarium
polikistik, tingkat AMH meningkat 2-3
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kali lebih tinggi dari pada wanita normal
dan produksi AMH 4 kali lebih tinggi
pada sel granulosa selama ovulasi dan
75 kali pada anovulasi (Tal et al., 2020).
Pada tahun 2014, Wiweko menemukan
bahwa kadar AMH pada pasien SOPK di
Jakarta 2-3 kali lebih tinggi dari pada
wanita normal (Wiweko et al., 2014).
Adanya variasi pada promotor gen AMH
diduga mempengaruhi proses
transkripsi gen AMH lebih lanjut dan
berimplikasi pada pembentukan protein
AMH. Jika pembentukan protein AMH
terganggu, maka kadar protein tersebut
dalam darah akan terpengaruh dan erat
kaitannya dengan jumlah folikel anthra
yang dapat diproduksi.

Prediksi dan pemahaman tentang
manifestasi varian genetik
menggunakan metode komputasi telah
menjadi sangat penting untuk pemilihan

polimorfisme genetik dalam  studi
genetik dan pemahaman penyakit
berbasis molekuler. Saat ini
bioinformatika merupakan metode
pilihan bagi para peneliti yang
mempelajari struktur dan fungsi genom,
sehingga data identifikasi dan

karakterisasi polimorfisme genetik dapat
diakses oleh publik. Berdasarkan latar
belakang di atas maka tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui
hubungan kadar serum AMH dengan
jumlah mutasi pada gen promoter AMH
(Anti-Mullerian Hormone) pada pasien
SOPK (Sindrom Ovarium Polikistik).

METODE

Subyek penelitian adalah ibu-ibu yang
menjalani program bayi tabung di Klinik
Yasmin IVF RS Kencana Cipto
Mangunkusumo (RSCM), Jakarta.
Sampel berjumlah 114 pasien yang
terdiri dari 60 pasien SOPK dan 54
pasien non SOPK (kontrol). Kadar serum
AMH diperoleh dari rekam medis pasien.
Tiga mL darah diambil dari vena cubiti,
kemudian dilakukan isolasi DNA dan
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dilanjutkan dengan amplifikasi fragmen
DNA dilakukan dengan metode PCR
(Polymerase Chain Reaction)
menggunakan Thermal Cycler T100TM
Biorad. Urutan primer yang digunakan
adalah forward
5'GTCCACCCTCAGCCTCCGGGAGTTCACC
3 dan reverse
3'GATGCCTGGAGGCCAGTCCAAGTCTTCT
CG5' (IDT). Total volume reaksi PCR
adalah 50 L yang terdiri dari 10 L
genomic DNA, 1 L oligonucleotides (IDT)
primer, 25 L BiolineTM master mix. dan
13 L ddH20. Kondisi PCR ditetapkan
sebagai: 94°C selama 5 menit, 35 siklus
94 °C selama 30 detik (denaturasi), 66
°C selama 30 detik (annealing) dan 72
°C selama 30 detik, 1 siklus untuk
ekstensi akhir pada 72 °C selama 10
menit.  Amplikon yang dihasilkan
dideteksi dengan elektroforesis pada gel
agarosa 3% (Promega). Fragmen pita
DNA kemudian dipisahkan dengan
elektroforesis pada tegangan 90 volt
selama 50 menit. Tangga DNA 1000bp
(1 kb) (Kappa) digunakan sebagai
penanda. Visualisasi fragmen pita DNA
yang dihasilkan oleh elektroforesis

diamati dengan iluminator UV. Panjang
DNA target vyang dihasilkan oleh
promotor gen PCR AMH adalah 1066 bp.
Analisis sequencing dilakukan oleh First
Base di Singapura. Data dianalisis
menggunakan SPSS versi 19 untuk

mengetahui hubungan antara jumlah
mutasi dan konsentrasi AMH dengan
jumlah folikel anthra pada kelompok
PCOS dan kontrol. Hasil sekuensing
dianalisis dengan menggunakan
software Mutation Surveyor

(http://www.softgenetics.com).
HASIL

1. Jumlah mutasi per individu
pada kelompok SOPK

Berdasarkan jumlah mutasi yang
ditemukan per individu pada kelompok
SOPK didapatkan sebaran data vyang
disajikan pada gambar 1. Dari sebaran
data tersebut terdapat 1 pasien yang
memiliki 34 jenis mutasi dan sebanyak
42 pasien ditemukan memiliki 2 jenis
mutasi yaitu pada titik -245 C/T dan -
674 G/A.
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Gambar 1. Grafik Frekuensi Jumlah Mutasi Per Individu Kelompok SOPK

Dari hasil jumlah mutasi yang
didapat pada kelompok SOPK dilakukan
uji statistik untuk melihat pengaruh
antara jumlah mutasi terhadap kadar
AMH. Pada kelompok kontrol dari 54
pasien, 1 pasien memiliki 23 jenis
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mutasi yang ditemukan dan frekuensi
tertinggi dengan 2 jenis mutasi yaitu
pada titik -245 C/T dan -674 G/A
ditemukan pada 15 pasien kelompok
kontrol gambar 2.
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Gambar 2. Frekuensi Jumlah Mutasi Per Individu Kelompok Kontrol.

Tabel 1. Hasil uji normalitas untuk data jumlah mutasi, kadar AMH antral
pada kelompok SOPK.

Kolmogoro-Smirnov

Data

Kesimpulan

Statistik Df Sig.
Jumlah Mutasi 0,294 40 0,000 Tidak normal
Kadar AMH 0,110 40 0,200 Normal

Pada hasil uji statistik dengan
menggunakan Wilcoxon Signed Ranks
didapatkan pada kelompok SOPK

ditemukan jumlah mutasi yang terjadi

berpengaruh secara bermakna terhadap
kadar AMH (p<0,05).

Tabel 2. Hasil uji Wilcoxon Signed Ranks antara jumlah mutasi dengan
kadar AMH pada kelompok SOPK.

Data N _ Median i Rerata P
(minimum-maksimum) s.b.
Tumiah 40 2,00 (1,00 - 34,00) 4,28 £564  0,011%
utasi P < 0,05
Kadar AMH 40 4,99 (1,00 - 16,54) 5,41 £ 3,32 !
Ket : *)signifikan
Pada kelompok kontrol diketahui Wilcoxon Signed Ranks. Dari hasil

memiliki sebaran data yang terdistribusi

tidak normal menggunakan uji
Kolmogoro-Smirnov. Dan untuk
mengetahui pengaruh jumlah mutasi

terhadap kadar AMH digunakan uji

perhitungan statistik didapatkan pada
kelompok kontrol jumlah mutasi tidak
berpengaruh secara bermakna
terhadap kadar AMH ( p > 0,05).

Tabel 3. Hasil uji normalitas untuk data jumlah mutasi dan kadar AMH
dengan menggunakan uji KolImogoro-Smirnov pada kelompok kontrol.

Kolmogoro-Smirnov

Data

Kesimpulan

Statistik Df Sig.
Jumlah Mutasi 0,247 30 0,000 Tidak normal
Kadar AMH 0,144 30 0,117 Normal
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Tabel 4. Hasil uji Wilcoxon Signed Ranks antara jumlah mutasi dengan
kadar AMH pada kelompok kontrol.

Median

Rerata *

Data N . . P
(Minimum-maksimum) s.b.
Jumlah Mutasi 40 3,00 (1,00 - 19,00) 4,43 = 3,80 0,245
Kadar AMH 40 2,58 (0,36 - 8,40) 3,20 £ 2.26 P>0,05
PEMBAHASAN bioedit. Bioedit berfungsi untuk
Amplifikasi dilakukan pada daerah memastikan satu persatu sekuen
promoter gen AMH yang menghasilkan sampel yang dihasilkan urutan
amplikon 1066 bp (Gambar 4.3), mutasinya sesuai dengan aplikasi
menggunakan sepasang primer yaitu 5’- sebelumnya sehingga hasil yang
GTC-CAC-CCT-CAG-CCT-CCG-GGA-GTT- didapatkan dapat lebih akurat dan
CAC-C-3’ dan 3'- GAT-GCC-TGG-AGG- menghindari bias.
CCA-GTC-CAA-GTC-TTC-TCG-5". Primer Berdasarkan hasil penelitian
diperoleh dari referensi jurnal penelitian menunjukkan jumlah mutasi sampel

sebelumnya yang dilakukan oleh Oppelt,
dkk (2005) dan dilakukan blast untuk
memastikan bahwa sekuen primer
spesifik berada pada gen AMH.
Pemilihan daerah promoter gen AMH
didasarkan pada dua hal yaitu pertama
daerah sepanjang promoter gen AMH
merupakan tempat melekatnya faktor-
faktor transkripsi dan sekuen GC berada
sehingga adanya variasi promoter gen
AMH diduga mempengaruhi proses
transkripsi gen AMH yang selanjutnya
berimplikasi pada pembentukan protein
AMH. Dasar kedua adalah penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa adanya
variasi sekuen promoter gen AMH
bertanggung jawab terhadap aktivasi
peningkatan hormon AMH pada pasien
MRKH (Mayer-Rokitansky-Kuster-
Hauser) (Oppelt et al., 2005).

Amplikon disekuensing di
perusahaan 1s'Base  (First Base),
Singapura. Hasil sekuensing

menghasilkan data elektrogram dari
seluruh sampel penelitian dan diolah
secara bioinformatika menggunakan 3
software. Ketiga software tersebut yaitu
finch TV sebagai aplikasi pertama untuk
membaca dan membuka file
elektrogram hasil sekuensing,
dilanjutkan dengan aplikasi mutation
surveyor yang secara otomatis
mendeteksi mutasi yang terjadi pada
masing-masing sampel dan memberikan
informasi mengenai persentase mutasi
pada keseluruhan populasi sampel.
Aplikasi ketiga yang digunakan adalah
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pasien pada kelompok SOPK (Gambar
1) maupun pada kelompok kontrol
(Gambar 2) memberikan hasil sebaran
frekuensi yang bervariasi. Dari sebaran
data pada kelompok SOPK tersebut
terdapat 1 pasien yang memiliki 34
jenis mutasi dan sebanyak 42 pasien
ditemukan memiliki 2 jenis mutasi yaitu
pada titik -245 C/T dan -674 G/A. Pada
kelompok kontrol dari 54 pasien, 1
pasien memiliki 23 jenis mutasi yang
ditemukan dan frekuensi tertinggi
dengan 2 jenis mutasi yaitu pada titik -
245 C/T dan -674 G/A ditemukan pada
15 pasien kelompok kontrol.

Ekspresi gen secara umum
dipengaruhi oleh elemen promoternya
yaitu terdiri atas empat elemen, vyaitu
sekuen pemulai (iniator) yang terletak
pada daerah inisiasi transkripsi, elemen
hilir (downstream) vyang terletak di
sebelah hilir dari titik awal transkripsi,
kotak TATA dan suatu elemen hulu
(upstream) (Yuwono, 2008). Morikawa
et al., (2000) melaporkan bahwa
promoter gen AMH pada manusia tidak
ditemukan kotak TATA maupun CCAAT
box elements. Transkripsi gen AMH
berjalan tanpa adanya TATA box, fungsi

inisiasinya digantikan oleh aktifitas
faktor transkripsi TFII-I (Morikawa et
al., 2000). Meskipun kotak TATA
mempunyai peranan sangat penting

dalam menentukan inisiasi transkripsi
beberapa gen, namun cukup banyak
gen yang tidak mempunyai kotak TATA
termasuk gen AMH. Selain kotak TATA,
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ada sekuen lain yang terletak di sebelah
hulu dari sekuen TATA yang juga
diperlukan dalam proses transkripsi,
yaitu sekuen GC yang terletak pada
posisi sekitar -47 sampai -61 dan antara
-80 sampai -105 (Tatosyan et al.,
2020).

Sejumlah mutasi yang terdeteksi
pada promoter gen AMH diduga
berperan penting dalam memicu inisiasi
proses transkripsi gen AMH sehingga
protein gen AMH yang terbentuk
menjadi lebih tinggi. Adanya perubahan

pada daerah promoter gen
menyebabkan adanya perubahan
aktivitas ekspresi gen sehingga

mempengaruhi laju transkripsi. Hal ini
diperlihatkan pada penelitian Oppelt
et.al (2005) bahwa variasi sekuen
promoter gen AMH menstimulasi
ekspresi AMH pada penyakit MRKH
(Mayer Rokitanski  Kuster Hauser)
(Oppelt et al., 2005). Li tahun 2011
melaporkan bahwa peningkatan AMH
pada sel granulosa pasien SOPK
disebabkan adanya aktivitas enhancer
pada promoter gen AMH, namun
aktifitas ini dapat ditekan dengan
meningkatnya kadar FSH sehingga
terjadi gangguan pada aktifitas
promoter dan menyebabkan
menurunnya ekspresi AMH (Li et al.,
2011). Pada penelitian lain dengan gen
yang berbeda dilaporkan bahwa variasi
sekuen promoter gen akan
menstimulasi ekspresi gen, diantaranya

oleh De Vivo dkk (2002) bahwa
polimorfisme promoter gen reseptor
progesterone menghasilkan titik
transkripsi baru sehingga terjadi
peningkatan ekspresi h-PR-B isoform

yang berasosiasi terhadap tingkat risiko
kanker endometrium (De Vivo et al.,
2002). Wang dkk (2019) melaporkan
variasi DNA pada promoter gen AMH
interleukin-10 (IL-10) berasosisasi
dengan tingginya ekspresi IL-10 pada
penyakit autoimun lupus (Wang et al.,

2019).

Hasil penelitian ini juga
menunjukkan bahwa mutasi pada
promoter gen AMH akan memicu

peningkatan sekresi AMH. Ekspresi AMH
lebih tinggi pada folikel preantral dan
antral kecil (£ 4 mm), sedangkan pada
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folikel antral besar dan preovulasi kadar
AMH menurun. Peningkatan kadar AMH
akan mempengaruhi perkembangan
folikel sehingga AFC meningkat. Pada
SOPK terjadi gangguan proses
pematangan folikel yang diakibatkan
oleh kerja AMH yang menekan sekresi
FSH sehingga tidak tercapai ambang
rangsang (threshold) FSH untuk proses
pematangan folikel. Akibatnya tidak
pernah terbentuk ovum yang matang
(anovulasi) (Dewailly et al., 2016). Hasil
penelitian terdahulu yang mendukung
hasil penelitian ini diantaranya yang
dilakukan oleh Renato Fanchin, dkk
(2003) terhadap 93 orang wanita yang
mengikuti program fertilisasi in vitro di
Perancis mendapatkan korelasi yang
bermakna antara kadar serum basal
AMH dengan jumlah folikel preovulasi
(Fanchin et al., 2003).

KESIMPULAN

Jumlah  mutasi yang terjadi
berpengaruh terhadap kadar AMH pada
kelompok SOPK dan bermakna secara
statistik dengan nilai p lebih kecil dari

0,05. Pada kelompok kontrol jumlah
mutasi  tidak berpengaruh  secara
signifikan terhadap kadar  AMH.
Semakin tinggi jumlah mutasi pada
individu maka semakin tinggi kadar

AMH nya.
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