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ABSTRACT

Objective: Disorder of sex development (DSD) includes congenital conditionsin which development of chromosomal,
gonadal or anatomy of urogenital is atypical. SRY and AZF genes have relationships with sex development and
fertility in 46,XY DSD patients. Therefore, the condition of those genes and gonadal function on 46,XY DSD patients
are needed to be explored deeply. The aim of this study was to know the incident number of SRY and AZF genesand
gonadal function of 46,XY DSD patients. So that it can be used as one of basic analyses of DSD and infertility status
on 46,XY DSD patients.

Methods: Thisis an observational descriptive study with cross sectional approach. This study involved 36 patients
that fulfilled thecriteriaof 46,XY DSD. The DNA of each samplewas analyzed by PCR electrophoresis. The data of
hCG stimulation test were obtained from secondary dataof patient’s medical record.

Results: A hundred percent (100%) of 36 samplesdid not have deletion ontheir SRY gene. About 22,22% of samples
had AZFagenedeletion especialy on STSSY 84. Therewere 19,44% samplesthat showed negative response to hCG
stimulation test. Chi square test showed that AZFa deletion did not have relation with gonadal response positifity on
46,XY DSD patients.

Conclusion: Patients of 46,XY DSD need to be evaluated for their fertility especially on the sperm analysis after
reaching puberty period. It isdoneto patientswith positive or negative gonadal responsesto know whether infertility
isinfluenced by AZF gene or other factors.
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Gangguan perkembangan seksatau dikenal juga
denganistilah Disorder of Sex Development (DSD)
adalah merupakan kondisi kongenital dimanaterjadi
keti dakjel asan perkembangan seksyang dinilai dari
keadaan kromosom, gonad, maupun anatomi
saluran urogenital.! Gen SRY yang terletak pada
lengan pendek kromosom 'Y (Ypl.1) menyebabkan
produksi faktor transkripsi SRY yang dengan
bantuan gen-gen lain di luar kromosom Y, memacu
gonad berdiferensias menjadi testis.?2 Ditemukannya
mutasi gen SRY pada kasus Gonadal Dysgenesis
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Syndrome dan hermaphroditisme memperlihatkan
peran gen SRY pada terjadinya kasus DSD
khususnya individu dengan kromosom 46,XY.3

Lokus gen AZF merupakan lokus yang berisi
gen-gen yang bertanggung jawab terhadap proses
spermatogenesis pada manusia. Lokus gen AZF
terdapat pada kromosom Y tepatnya pada lengan
panjang regio 1 band 1 (Ygl.1). Regio AZF ini
terbagi dalam tiga bagian yaitu yang disebut sebagai
AZFa,AZFbdan AZFc.* Deles gen padalokusAZF
khususnyaAZFa, memiliki peran yang nyata pada
proses patol ogi testicular yang berat disertai dengan
tidak terbentuknya sel-sel germinal .

Status fertilitas pada penderita DSD yang
memiliki kromosom'Y bervariasi dari fertil sampai

dengan infertil. Variasi status fertilitas pada
penderita DSD ini besar kemungkinan dipengaruhi
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oleh peran gen AZF. Tes stimulasi hCG dilakukan
untuk menguji fungsi gonad pada laki-laki yang
mempunyai gen SRY. Indikas tes stimulasi hCG
antaralain dilakukan pada bayi dengan ambiguitas
genitalia dan testis yang teraba, pada laki-laki
dengan keterlambatan puber dan atau testis yang
tidak turun, yang mana kelainan-kelainan tersebut
termasuk di dalam kategori 46,XY DSD.5

Berdasarkan penjelasan di atas, penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui angka kejadian mutasi
gen SRY dan gen AZF serta fungsi gonad pada
penderita 46,XY Disorder of Sex Development
(DSD) dengan harapan hasil penelitian ini dapat
memberikan dasar informasi ilmiah mengenai angka
kejadian mutasi gen SRY dan gen AZF sertafungsi
gonad pada penderita 46,XY DSD

METODE

Penelitian ini adalah penelitian observasional
deskriptif dengan melibatkan 36 sampel penderitabaru
yang tercatat di Laboratorium Pusat Riset Biomedik
(Center for Biomedical Research : Cebior) Fakultas
K edokteran Universitas Diponegoro padatahun 2008.
Data hasil pemeriksaan kromosom dan pemeriksaan
fungs gonad dengan stimulasi hCG merupakan data
sekunder yang diambil berdasarkan catatan medis
penderita. Interpretasi pemeriksaan fungsi gonad
dinyatakan dengan respon gonad positif (+) dan respon
gonad negatif (-). Sampel yang diikutkan dalam
penelitian adalah sampel dengan hasil katiotip 46,XY.
DNA sampd didapatkan melalui prosesekstraks DNA
dengan metode salting out. Andlissgen SRY danAZF
dilakukan dengan metode PCR. Sekuen dari primer
PCR gen SRY dan AZF seperti terlihat padatabel 1.

Tabel 1. Sekuen dari primer PCR untuk gen SRY dan AZF

Primer Fegion Eode Besar Selmen
Multiplex gen Sdmen  Produk
2 AFFa sYa6 320 hp F . gtgacacacagactatactic
F.: aracacagagggacaaccct
E Y64 326 hp F . agaaggagtctgasageagat
R goctactacctggagactic
A AZFh sY127 274 hp F: goctracasacgaasagasa
R . ctgcaggcagtastaagoga
B Y134 301 bp F: gtctgcctoaccataaaacy
F . accactgocaasactttcaa
2 AFFC Y254 400 by F . gogtattaccagaagocaaa
R gaaccgtatctaccasageagc
B sYass 126 hp F: gttacaggattcogocotoat
F: ctogtcatgtocagocac
Adan B ZFY 495 hp F: accroctgtactgactgtoattaca
R gracytotttggtatcy gagaaagt
Adan B SRY 472 by F: gaatattcoocgetotocgga

R . gotogtoctcoatictioag

Sumber: Simom et al, 20047

Proses amplifikasi dengan PCR (sebagaimana
mengikuti Hybrid Touch Down Thermocycler,
Dynex Hybald Lab System, Frankfurt, Germany)
dimulai dengan langkah denaturasi inisial selama
15 menit pada suhu 95°C, diikuti oleh 35 siklusyang
terdiri dari 30 detik denaturasi (94°C), annealing 90
detik (57°C) dan elongasi 60 detik (72°C), diakhiri
dengan langkah pemanjangan akhir 10 menit dan
pendinginan 4°C.2 Langkah selanjutnyasetelah PCR
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adalah elektroforesis. Produk PCR dielektroforesis
dalam gel agarose 4% dan dijal ankan padategangan
100 V selama + 2 jam. DNA hasil elektroforesis
diamati menggunakan iluminator ultraviolet untuk
melihat adadan tidaknyadelesi padagen SRY serta
region gen AZF. Kolom blangko digunakan untuk
mengetahui ada tidaknya kontaminasi. Kolom
kontrol laki-laki dan perempuan normal digunakan
sebagai pembanding dan mengetahui keberhasilan
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proses elektroforesis. Kontrol internal dalam
penelitian ini adalah gen ZFY. Variasi fungs gonad
pada sampel yang mengalami delesi gen dianalisis
lebih lanjut dengan menggunakan analisis statistik
Chi Sguare.

HASIL

Sejumlah 36 sampel telah dilakukan analisis
molekuler dengan metode PCR dengan sebelumnya
telah dipastikan keberadaan kontrol internal (ZFY :
495 bp). Hasil PCR dengan menggunakan
multipleksA pada semuasampel menunjukkan tidak
adanyadelesi, baik padaregion SRY, AZFa(sY 86),
AZFb (sY127) maupun AZFc (sY254). Hal ini
ditunjukkan dengan munculnya semua pita pada
region SRY (472 bp), AZFa (320 bp), AZFb (274
bp) serta AZFc (400 bp).

Gambar 1. Gambaran produk hasil PCR elektroforesis
gen SRY dan AZF dengan primer
MultipleksA. Kolom Marker ladder 100
bp, angka 11 s.d. 26 : nomer sampel 11 s.d
26, kolom CM: (Control Male) kontrol laki-
laki, kolom CF: (Control Female) kontrol
perempuan, kolom besar produk: besarnya
produk PCR. Angka 495 : besarnyaproduk
gen ZFY (kontrol internal) 495 bp, 472 :
besarnya produk gen SRY 472 bp, 400 :
besarnya produk AZFc 400 bp, 320 :

Data hasil analisis molekuler dengan
menggunakan multipleks B menunjukkan sejumlah
8 sampel mengalami delesi, antaralain pada sampel
nomer 8, 11, 14, 16, 17, 19, 21 dan 33. Delesi yang
ditunjukkan pada kedelapan sampel tersebut
semuanyaterjadi padaregion AZFa, ditandai dengan
hilangnya pita pada besar produk 326 bp dengan
kode sekuen sY 84. Gambaran delesi ini dapat dilihat
pada gambar 2, sedangkan data keseluruhan hasil
analisis molekuler gen SRY dan AZF dapat dilihat
pada tabel 2.

Gambaran produk hasil PCR elektroforesis
gen SRY dan AZF dengan primer
Multipleks B. Kolom M : Marker ladder
100 bp, kolom BI : Blanko, kolom KI :
Kontrol laki-laki, kolom Kp : Kontrol
perempuan, Angkals.d. 33 : nomer sampel
1s.d 33, kolom Bp: Besarnyaproduk PCR.
Angka 495 : besarnya produk gen ZFY
(kontrol internal) 495 bp, 472 : besarnya
produk gen SRY 472 bp, 326 : besarnya
produk AZFa 326 bp, 301 : besarnyaproduk
AZFb 301 bp, 126 : besarnyaproduk AZFc
126 bp. Tanda anak panah menunjukkan
gambaran terjadinyadelesi gen AZFapada
sampel nomer 8, 11, 14, 16, 17, 19, 21 dan
33 ditandai dengan hilangnya pita pada
besar produk 326 bp pada sampel-sampel

besarnya produk AZFa 320 bp, 274 : tersebut.
besarnya produk AZFb 274 bp.
Tabel 2. Data hasil analisis molekuler dengan PCR elektroforesis gen SRY dan AZF pada penderita
46,XY DSD
3RY 4FFa AZFb AFFc
sYE6 s¥84  sY127 s¥134 sV254  sY255
TMormal 36 36 28 36 36 36 38
% 100 100 7778 100 100 100 100
Delesi 0 0 ] 0 0 ] 0
Yo 0 0 22,22 0 0 ] 0
T otal 36 36 36 36 36 36 38
Yo 100 100 100 100 100 100 100
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Hasil analisis fungsi sel leydig gonad yang
dilihat dari nilai hormon testosteron setelah
dilakukannya tes stimulasi hCG ditunjukkan pada
gambar 2.
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Gambar 2. Distribusi frekuensi responden berdasarkan
respon sel leydig gonad terhadap tes
stimulasi hCG yang dilihat dari nilai
testosteron pada penderita46,XY DSD

Tabel 3.

delesi maupun AZFatanpa delesi

Keterangan :

(respon +) : menunjukkan adanya respon sel
leydig gonad terhadap tes stimulasi hCG. Hasil ini
menggambarkan bahwa sel leydig gonad dapat
berfungsi memproduksi hormone testosterone,
ditandai dengan terjadinya peningkatan nilai
testosterone dari sebelum stimulasi dan setelah
stimulasi hCG

(respon -) : menunjukkan tidak adanya respon
sel leydig gonad terhadap tes stimulasi hCG. Hasil
ini menggambarkan bahwa sel leydig gonad tidak
dapat berfungs memproduksi hormonetestosterone,
ditandai dengan tidak adanya peningkatan nilai
testosterone dari sebelum stimulasi dan setelah
stimulasi hCG

Tabel kontingensi respon gonad penderita 46,XY DSD terhadap stimulasi hCG pada AZFa

Fespon gonad tethadap Jumnlah I3
stimulas hCG
Positif Megatif
ATFatanpa delesi 23 (63,9%%) 5 (13,59%%) 28 (77.8%%)
ATFadeles 6 (16.7%%) 2 (5,6%4) 8 (22,2%)
Tumlah 29 (80,6%%) 7 (19,4%%) 36 (100%) 0,497

Hasil uji Chi square menunjukkan hasil
walaupun respon gonad terhadap stimulasi hCG
dengan hasil positif pada AZFa tanpa delesi 1ebih
besar daripadaAZFadengan delesi, tetapi distribus
keduanya tidak berbeda bermakna (p = 0,497).
Dengan demikian makatidak ada hubungan antara
AZFadelesi dengan positifitas respon gonad.

PEMBAHASAN

Penelitian ini menunjukkan tidak satupun
sampel yang mengalami delesi pada gen SRY,
namun seluruhnyamasuk dalam kategori penderita
46,XY DSD. Keadaan ini menjelaskan bahwa gen
SRY dalam keadaan tidak mengalami delesi, tetapi
kondisi yang dialami oleh penderita berhubungan
dengan faktor penyebab 46,XY DSD lain di luar
gen SRY. Hasil penelitian ini serupa dengan
penelitian sebelumnya yang mendapatkan koding
sekuens gen SRY yang normal pada perempuan
dengan 46,XY Complete Gonadal Dysgenesis.® Pada
penelitian yang lain juga didapatkan hanya sekitar
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15% penderita 46,XY Gonadal Dysgenesis
menunjukkan terjadinyamutasi gen SRY, sementara
85% yang lainnyamemiliki gen SRY dalam keadaan
normal .

Berdasarkan data hasil penelitian di atas, maka
dapat dijelaskan bahwa diferensiasi seksual
merupakan proses yang melibatkan banyak faktor,
dan gen SRY hanya merupakan salah satu faktor
yang terlibat di dalamnya, meskipun gen SRY
merupakan salah satu faktor kunci yang sangat
menentukan proses diferensiasi seks tersebut.
Namun demikian gen SRY bukan merupakan satu-
satunya faktor penentu perkembangan seks,
sehingga apabila terjadi penyimpangan proses
diferensiasi seks maka salah satu kemungkinan bisa
sgja disebabkan oleh terjadinya mutasi pada gen
SRY atau bisajugadisebabkan oleh faktor lain yang
jugamempunyai peran dalam proses perkembangan
seks. ™t

Sejumlah 36 kasus 46,XY DSD yang terlibat
di dalam penelitian ini, kejadian delesi padaregion
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AZFaadaah sebanyak 22,22% (8 dari 36) sampel,
dan seluruhnyaterjadi pada Sequence tagged sites
(STS) sY 84. Sementarapadakeduaregionyang lain
yaitu AZFb dan AZFc tidak satupun ditemukan
terjadinya delesi. Hasil serupa ditunjukkan oleh
penelitian sebelumnya dimana didapatkan delesi
pada regio AZFa khususnya STS sY 84 yang
dilakukan pada laki-laki dengan infertilitas.> Hal
ini juga sesuai dengan penelitian yang dilakukan
pada kasus azoospermiadan oligozoospermiaberat
dimana terjadi mikrodelesi pada ketiga region gen
AZF. Padakasus azoospermiafrekuens deles AZFa
mencapai 43,4%., delesi AZFb mencapai 8,6% dan
delesi AZFc mencapai 17,4%. Sementara itu pada
kasus oligozoospermiaberat frekuensi delesi AZFa
mencapai 40%, delesi AZFb mencapai 5% dan deles
AZFc mencapai 5%.%° Penjelasan tersebut
menggambarkan frekuensi terjadinya delesi pada
region AZFalebih besar dibandingkan dengan kedua
regio gen AZF yang lain yaitu AZFb dan AZFc.

Delesi pada gen AZF, khususnya regio AZFa
berkaitan dengan ketidakberadaan sel-sel germinal
secarakomplit padatestis. Keadaan ini merupakan
karakteristik dari Sertoli Cell Only Syndrome
(SC0O9).* Selain ditemukan pada penderita SCOS,
delesi regio AZFa juga ditemukan pada penderita
yang memiliki struktur testis immature,®® dimana
hubungan antara terjadinya delesi regio AZFa
terisolasi dengan histologi testis merupakan suatu
rentang yang bervariasi dari SCOS sampai
hi pospermatogenesis yang berat.®

Pendapat tentang hubungan antaradelesi regio
AZFadengan kelainan histologi testis seperti yang
telah dissmpaikan di atas, diperkuat dengan hasil
penelitian yang mendapatkan bahwadelesi gen DBY
yang terdapat padaregio AZFamerupakan kejadian
tersering dari patologi testis pada laki-laki yang
mengaami delesi padaregioAZFa. Hal ini didukung
oleh penelitian yang mendapatkan bahwa hasil
transkripsi dari gen DBY ini dapat ditemukan pada
berbagai jaringan yang diperiksa meskipun secara
dominan ditemukan pada jaringan testis, namun
demikian hasil trandasi dari gen DBY ini hanya
terdeteksi pada sel-sel germinal sgjal’ Selain gen
DBY pada regio AZFa juga terdapat gen USPOY.
Gen USPIY ini juga merupakan gen fungsional
yang terekspresi secaraluas.®® Meskipun fungsi dari
gen USPIY ini belum diketahui secarapasti, namun
pada sebuah penelitian terdahulu ditemukan

terjadinya delesi gen USPOY pada kasus SCOS.
Frekuensi delesi gen USPIY ini cukup tinggi yaitu
sebesar 18,2%.%°

Pendapat di atas menjelaskan apabila terjadi
delesi padaregio gen AZFayang di dalamnyajuga
terjadi delesi gen DBY atau gen USPAY atau bahkan
keduanyadimanaini menyebabkan keadaan patol ogi
pada testis, maka secara tidak langsung delesi ini
dapat menjadi penyebab kelainan pada sel leydig
yang juga terdapat pada testis. Sementaraitu telah
diketahui bahwa sel leydig merupakan sel yang
memproduksi testosteron, dimana testosteron ini
dibutuhkan dalam proses perkembangan seks
khususnya organ genetalia eksterna dengan
sebelumnya dikonversi terlebih dahulu menjadi
dihidrotestosteron oleh 5 & reductase.?® Sehingga
apabilaterjadi deles padagen DBY atau gen USPOY
atau keduanya yang terdapat pada regio AZFa ini
maka pada akhirnya dapat berakibat terganggunya
perkembangan organ genitalia eksterna yang
merupakan salah satu gambaran dari DSD.

Dilakukannya pengamatan terhadap hasil tes
stimulasi hCG pada penelitian kali ini bertujuan
untuk mengetahui gambaran fungsi gonad
khususnya sel leydig pada penderita 46,XY DSD.
Berdasarkan data tes stimulasi hCG dari rekam
medis penderita yang berhasil dikumpulkan, maka
dari 36 sampel yang terlibat dalam penelitian ini,
19,44% (7 dari 36) sampel memperlihatkan sel
leydig gonad tidak berfungsi dengan baik yang
ditandai dengan tidak adanya respon peningkatan
nilai hormon testosteron dari sebelum dan setelah
tes stimulasi hCG, sementara 80,56% (29 dari 36)
sampel lainnya memperlihatkan fungsi sel leydig
gonad yang baik dimanaterjadi respon peningkatan
nilai hormon testosteron setelah tes stimulasi hCG,
dengan nilai peningkatan minimal mencapai duakali
dari nilai testosteron awal sebelum pemberian
hormon hCG. Hal ini disebabkan oleh karena
penyebab dari gangguan perkembangan seks pada
individu46,XY yang satu dengan yang lain berbeda-
beda sehingga berakibat kepada respon yang
menggambarkan fungsi gonad yang juga berbeda-
beda. Hasil ini sesuai dengan penelitian terdahulu
yang mendapatkan juga variasi respon gonad pada
penderita gangguan perkembangan seks yang
dikelompokkan berdasarkan kelainan yang
didapatkan.

Hasil respon gonad positif menggambarkan
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bahwa sel leydig gonad dapat berfungsi
memproduksi hormon testosteron yang dibutuhkan
dalam proses diferensiasi seks pada awal
perkembangan janin, maupun pada proses
pematangan sperma yang dikenal dengan istilah
spermatogenesis. Di dalam penelitian ini 80,56%
sampel 46,XY DSD memperlihatkan respon gonad
positif terhadap stimulasi hCG, maka ini berarti
bahwa sebagian besar penderita 46,XY DSD
memiliki fungsi gonad yang baik. Dengan fungsi
gonad yang baik dalam menghasilkan testosteron
memungkinkan proses spermatogenesis dapat
berjalan dengan baik. Sementara itu 19,44%
responden memperlihatkan respon gonad negatif
yang menggambarkan bahwa sel |eydig gonad pada
sebagian kecil penderita 46,XY DSD tidak dapat
memproduksi hormon testosteron dengan baik
sehingga akan mengganggu proses spermatogenesis
yang padaakhirnyaakan berdampak pada penurunan
fertilitas pada laki-laki.?

Hasil uji Chi square memperlihatkan hasil
walaupun respon gonad terhadap stimulasi hCG
dengan hasil positif pada AZFa tanpa delesi 1ebih
besar daripadaAZFadengan delesi, tetapi distribus
keduanya tidak berbeda bermakna. Dengan
demikian maka tidak ada hubungan antara AZFa
delesi dengan positifitas respon gonad. Hal ini sesual
dengan penelitian terdahulu dimana didapatkan
delesi gen AZFa pada kasus SCOS,* yang disertai
dengan terganggunya proses aktivitas sekresi sel
leydig dalam memproduksi hormon testosteron.z
Padapenelitianlain terjadinyadelesi genAZFapada
kasus SCOStidak disertai dengan gangguan fungsi
sel leydig ditandai dengan produksi hormon
testosteron dengan jumlah yang normal.?* Kedua
hasil penelitian di atas menunjukkan bahwa delesi
AZFa tidak berpengaruh pada fungsi gonad
khususnya fungsi sekresi hormon testosteron.

KESIMPULAN

K esimpulan yang didapatkan dari penelitianini
adalah ditemukannya delesi pada AZFa segjumlah
22,22% sertatidak ditemukan delesi gen SRY,AZFb
maupun AZFc pada kasus 46,XY DSD. Sebanyak
19,44% sampel memperlihatkan respon gonad
negatif. Berdasarkan respon gonad penderitadengan
dan tanpa delesi gen AZFa menunjukkan bahwa
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tidak ada hubungan delesi gen AZFa dengan
positifitas respon gonad penderita 46,XY DSD.
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