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KAJIAN EKSPRESI PROTEIN BAX PADA GANGGUAN SPERMATOGENESIS PASCA 
PEMAPARAN 2,5-HEXANADIONE, PADA TIKUS PUTIH (Rattus norvegicus L) 
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INTISARI 

Gangguan spermatogenesis pasca pemaparan senyawa 2,5-HD (2,5-Hexanadione) dapat terlihat dari 
meningkatnya kematian sel melalui mekanisme apoptosis. Apoptosis dapat dilihat melalui pengamatan ekspresi 
protein Bax yang merupakan protein proapoptosis. Untuk itu telah dilakukan penelitian untuk mengkaji ekspresi 
protein Bax pada tikus putih strain Wistar yang dipapar dengan 2,5-HD. Sejumlah 56 ekor tikus putih dibagi dalam 
8 kelompok secara random masing-masing 7 ekor. 2 kelompok sebagai pretest, 3 kelompok kontrol, dan 3 kelompok 
sebagai perlakuan yang dipaparkan pada 2,5-HD dengan dosis 0,06 mg/g BB selama 2, 4, 6 minggu. Pengamatan 
perubahan ekspresi protein Bax dilakukan pada irisan melintang testis dengan metode imunohistokimia. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa semakin lama paparan 2,5-HD menyebabkan jumlah sel yang meng-ekspresikan 
Bax pada sel sertoli dan sel germinal semakin meningkat. Ekspresi Bax dibanding kontrol meningkat menjadi 
132%, 112%, 108% dan 123% berturut-turut pada sel sertoli, spermatogonia, spermatosit, dan spermatid, pasca 
pemaparan 2,5-HD selama 6 minggu. Untuk menyempurnakan informasi tentang mekanisme apoptosis akibat 
pemaparan 2,5-HD, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengkaji rasio ekspresi protein BC12/Bax sebagai 
protein antiapoptosis dan proapoptosis 

Kata kunci: Ekspresi, protein Bax, Spermatogenesis, 2,5-Hexanadione, Ratus noryegicus L.

ABSTRACT  

The disturbance of spermatogenesis after exposure with 2,5-HD (2,5-Hexanedione) can be observed through 
the increasing of death cell in apoptosis mechanism, that can be observed through the expression of Bax protein. 
Therefore, it had been conducted a research to study the expression of Bax protein against white mouse of Wistar 
strain exposured with 2,5-HD. A number of 56 white mouse were divided randomly into 8 groups, each group 
consists of 7 white mouse, two groups were used as pretest, three groups used as control treatment, and three 
groups used as treatment were exposured with 2,5-HD of 0,06 mg/WW during 2, 4, 6 week. The changes in the 
Bax protein expression observed in the slices of cross section of testis using imunohistochemical method. The 
research result shows that the longer duration of 2,5-HD exposure causes the more increase the expression of 
Bax protein at the sertoli cell and the germinal. The expression of Bax protein compared to the control groups 
increases into 132%, 112%, 108% and 123% respectively for the sertoli, spermatogonial, spermatocyt, and spermatid 
cells in the treatment were exposured with 2,5-HD during 6 weeks. It is needed a further research to complete 
information of apoptosis mechanism as the result of 2,5-HD exposure, by study the ratio of Bcl-2/Bax expression 
as the antiapoptosis and proapoptosis proteins. 
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PENDAHULUAN 

Perkembangan industri kimia telah menghasilkan 
banyak produk dan bahan kimia yang dapat 
dimanfaatkan dalam berbagai bidang, terutama dalam 
bidang industri yang mencakup industri makanan, obat-
obatan, industri rumah tangga, dan Iain-lain. Di lain 
pihak, keadaan tersebut dapat menimbulkan dampak 
negatif yang tidak diinginkan. Sebagian besar pekerja 
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yang berhubungan langsung dengan bahan kimia dapat 
menderita berbagai jenis penyakit, terutama yang 
disebabkan oleh bahan kimia yang beracun atau bersifat 
toksik (Wisaksono, 2002). 

Salah satu bahan kimia yang bersifat toksik pada 
manusia adalah 2,5-Hexanedione (Krasavage et al., 
1980; Blanchard et al, 1996), yang dalam bidang 
industri banyak digunakan sebagai pelarut cat, pernis, 
lem pada industri sepatu dan Iain-lain. Senyawa 2,5-HD 
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dapat masuk ke dalam tubuh melalui pernafasan, 
pencernaan, dan kulit (Accu-chem, 2003). Paparan 
senyawa 2,5-HD dapat menyebabkan gangguan pada 
sistem reproduksi. 

Hasil penelitian Mahriani et al. (2003) menunjukkan 
bahwa pemberian 2,5-HD secara subcutan pada mencit 
jantan berpengaruh dalam menurunkan berat organ 
reproduksi (testis, epididimis) dan kelenjar asesoris. 
Senyawa 2,5-HD juga menyebabkan turunnya kualitas 
spermatozoa, yang ditandai dengan menurunnya jumlah 
spermatozoa normal, jumlah spermatozoa epididimis 
kauda, dan motilitas spermatozoa. Lebih lanjut 
disebutkan bahwa dosis 0,06 mg/g BB berpengaruh 
nyata terhadap penurunan berat organ reproduksi dan 
penurunan kualitas spermatozoa. 

Rosiepen et al. (1995) melaporkan bahwa pada Tikus, 
pemberian 2,5-HD 1% dalam air minum, berpengaruh 
terhadap penurunan berat tubuh, testis, dan epididimis 
tikus. Lebih lanjut disebutkan bahwa menurunnya berat 
testis merupakan indikator awal terjadinya gangguan 
pada testis. Boekelheide et al. (1991), juga melaporkan 
bahwa 2,5 HD dapat menyebabkan atropi testis, yaitu 
mengecilnya ukuran testis. Atropi terjadi karena adanya 
perubahan dalam testis, tepatnya terjadi gangguan pada 
sel sertoli yang merupakan target 2,5 HD. Sel sertoli 
memiliki peran yang penting dalam pematangan sel 
germinal dan berperan sebagai penyedia faktor yang 
dibutuhkan untuk proses spermatogenesis. Terjadinya 
atropi pada testis akan memberikan dampak atau 
pengaruh terhadap kemampuan reproduksi dan proses 
spermatogenesis. 

Spermatogenesis merupakan proses yang dinamis 
dan kompleks dari sel-sel germinal yang berproliferasi 
dan akhirnya berdeferensiasi menghasiJkan spermatozoa 
(Lee et al.; 1999). Proses spermatogenesis terjadi di 
dalam tubulus semineferus testis (Zirkin, 1993). Pada 
testis mamalia, sel germinal berkembang secara klonal 
melalui beberapa tahapan mitosis sebelum menuju 
deferensiasi dan pematangan yang menghasilkan 
spermatozoa ( Rodriguez & Garcia., 1996). 

Penelitian AUard et al. (1996) pada tikus, menunjukkan 
bahwa 2,5-HD merupakan senyawa toksik bagi sel 
sertoli. Perlakuan 2,5-HD selama 3 minggu akan 
menyebabkan terganggunya mikrotubulus sel sertoli 
yang kemudian diikuti oleh penurunan sekresi cairan 
tubulus seminiferus (Johnson et al., 1991; Richburg et 
al., 1994). Cairan tubulus seminiferus berperan dalam 
menyediakan nutrien dan hormon untuk mengatur 
pertumbuhan dan diferensiasi sel-sel germinal (Allard et 
al., 1996). Vakoulisasi pada sel sertoli akan menghambat 
regenerasi dan pematangan sel-sel germinal, yang 
mengakibatkan kematian sel germinal melalui suatu 
mekanisme yang disebut apoptosis. Mekanisme 
kematian sel dalam spermatogenesis ini mengalami 
peningkatan selama perlakuan senyawa 2,5 HD (Allan 
et al., 1992). 

Apoptosis memegang peranan penting dalam 

perkembangan jaringan selama embryogenesis, 
folikolugenesis dan spermatogenesis. Apoptosis yang 
terjadi di testis merupakan mekanisme fisiologi untuk 
mengatur jumlah sel- sel germinal dalam epitelium 
semineferus (Boekelheide et al., 2000), sehingga 
apoptosis memegang peranan penting pada homeostatis 
testis. 

Secara umum apoptosis antara lain dicirikan oleh 
penyusutan ukuran sel, blebbing pada membran, 
kondensasi kromatin dan fragmentasi inti. Ada 2 
jalur apoptosis, yaitu jalur ekstrinsik melalui reseptor 
permukaan sel, dan intrinsik melalui mitokondria 
(Garrido, 2001). Pada jalur intrinsik, energi yang 
dimiliki oleh sel digunakan untuk mengakumulasikan 
Ca++ terkumpul di mitokondria. Adanya Ca++ tersebut 
menyebabkan pembentukan oksigen reaktif. Senyawa 
ini bersama dengan protein Bax, membuka pori-pori 
membrane mitokondria, sehingga mitokondria akan 
blebbing dan melepas salah satu protein intermembran 
cytokrom-c ke sitosol, dengan dikontrol Bel 2. Pelepasan 
cytokrom C akan mengikat Apaf-1 (Apoptotic protease 
activation factor-1) dan CARD (Caspase recruitment 
domain). Oligomer dari Apaf-l kemudian mengikat 
procaspase-9 pada sitosol membentuk apoptosom 
(kompleks aktivasi Caspase-9). Caspase-9 selanjutnya 
mentriger maturasi katalitik dari procaspase -3 yang 
menghentikan cascade Caspase, sehingga menyebabkan 
apoptosis (Dispersyn et al., 2001). 

Apoptosis terdiri atas 3 fase, yaitu aktivasi spesifik 
sinyal transduksi, gangguan fungsi mitokondria yang 
menyebabkan dikeluarkan protein intermembran di 
sitoplasma, dan degradasi sel (Adams et al.,1999; Evan 
et al., 1998). Kunci pengaturan apoptosis yang penting 
adalah protein famili Bcl-2 yang terdiri dari protein 
anti-apoptosis seperti Bcl-2, Bcl-Xl, Bcl-w dan protein 
pro-apoptosis seperti Bax, Bak, Bad (Zhang et al.,2001; 
Krajewski et al.,1996). Bcl-2 atau Bcl-w merupakan 
faktor prosurvival yang penting pada sel sertoli, 
spermatogonia, dan spermatosit; serta mempunyai 
peranserta dalam pengaturan apoptosis melalui 
pengikatan faktor proapoptosis Bax dan Bak. Ekspresi 
protein Bax dapat digunakan untuk menetapkan 
kematian sel sertoli, spermatogonia, dan spermatosit 
(Jacobson et al., 1997; Yan et al., 2000). 

Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian tentang 
kajian ekspresi protein Bax pada gangguan spermato-
genesis pasca pemaparan 2,5-hexanadione pada tikus 
putih (rattus norvegicus), sehingga dapat diketahui 
sejauhmana terjadinya perubahan ekspresi protein 
proapoptosis dapat digunakan sebagai dasar ilmiah 
untuk menggambarkan terjadinya gangguan sper-
matogenesis. 

 
 
 

Penelitian dilaksanakan secara eksperimental 
dengan rancangan Separate sample Pretest-Posttest Control 

METODE PENELITIAN 



Kajian Ekspresi Protein Box Pada Cangguan Spermatogenesis Pasca Pemaparan 2,5-Hexanadione, Pada Tikus Putih (Rattus Norvegicus L) [Mahriani] 
 

 
 
Series Desaign, dengan tujuan mengkaji 
perubahan ekspresi Bax pada tikus putih 
strain Winstar yang dipapar dengan 2,5-
HD. Sejumlah 56 ekor tikus putih strain 
Winstar Jantan dibagi dalam 8 kelompok 
secara random masing-masing 7 ekor. 2 
kelompok sebagai pretest, 3 kelompok 
kontrol, dan 3 kelompok sebagai perlakuan 
yang dipaparkan pada 2,5-HD selama 2, 4, 6 
minggu. 

Pengamatan ekspresi protein Bax pada 
penampang melintang tubulus seminiferus 
testis, dilakukan dengan metode 
imunohistokimia, dan selanjutnya dihitung jumlah sel 
germinal (spermatogonia, spermatosit, spermatid) dan 
sel sertoli yang meng-ekspresikan Bax yaitu sel yang 
memberikan reaksi positif terhadap pewarna kromogen 
DAB (Diamino benzidine tetrahydrochoride) dengan 
menunjukkan warna coklat. Pengamatan dilakukan 
dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan 
perbesaran 40X. Data hasil penelitian selanjutnya 
dianalisis dengan menggunakan anova dan analisis 
diskriminan yang digambarkan dengan histogram. 
Hasil penelitian ini menggambarkan ekspresi protein 
Bax dalam kaitannya dengan mekanisme apoptosis 
tikus putih strain Wistrar yang dipapar dengan senyawa 
2,5-HD. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil pengamatan imunohistokimia, dan perhitungan 
jumlah sel germinal (spermatogonia, spermatosit, 
spermatid) dan sel sertoli yang meng-ekspresikan 
Bax pada penampang melintang tubulus seminiferus 
testis, setelah pemaparan 2,5-HD selama 2 minggu, 4 
minggu, dan 6 minggu menunjukkan bahwa semakin 
lama pemaparan bahan toksikan 2,5-HD cenderung 
menyebabkan semakin meningkatnya jumlah sel yang 
meng-ekspresikan Bax pada sel germinal maupun sel 
sertoli. Data hasil pengamatan ekspresi protein Bax 
pada sel germinal dan sel sertoli pasca pemaparan 
2,5-HD sebagaimana terlihat pada tabel 1 berikut. 

Berdasarkan tabel di atas tampak bahwa jumlah 
sel yang meng-ekspresikan Bax pada sel germinal 
maupun sel sertoli cenderung semakin meningkat 
dengan semakin lamanya pemaparan 2,5-HD. Hal 
ini disebabkan karena senyawa 2,5-HD merupakan 
senyawa yang toksik bagi sel sertoli (Allard et al., 1996), 
Perlakuan 2,5-HD akan menyebabkan terganggunya 
mikrotubulus sel sertoli yang kemudian diikuti oleh 
p%nurunan sekresi cairan tubulus seminiferus (Johnson 
et al., 1991; Richburg et al., 1994), yang berperan 
dalam menyediakan nutrien dan hormon untuk 
mengatur pertumbuhan dan diferensiasi sel-sel germinal 
(Allard et al., 1996). Gangguan pada sel sertoli akan 
menghambat regenerasi dan pematangan sel-sel 
germinal, yang mengakibatkan kematian sel germinal 
melalui mekanisme apoptosis. Mekanisme kematian sel 

Lama 
papara

Perlakuan Spermato 
Gonia 

Spermato 
sit 

Spermatid Sel Sertoli

2
minggu

Kontrol 54,43 ± 6,48 52,1 4 ±3,08 26,71 ± 6,99 10,86 ±2,04
2,5-HD 54,90 ± 7,30 53,67 ± 4,99 27,90 ± 2,88 1 1 ,33 ± 2,43
2,5- 1,01 1,03 1,04 1,04

4 
minggu

Kontrol 54,86 ± 4,53 52,86 ± 4,26 26,43 ± 2,82 10,57 ±1,72
2,5-HD 56,67 ± 9,65 55,05 ± 5,23 29,95 ± 6,80 12,48 ±3,53
2,5- 1,03 1,04 1,13 1,18

6
minggu

Kontrol 54,71 ±4,11 53,57 ± 5,38 25,86 ± 4,56 10,71 ±2,56
2,5-HD 61, 19 ±4,27 57,90 ±4,1 4 31, 86 ±3,67 9,62 ± 2,46
2,5-
HD/K t l

1,12 1,08 1,23 1,32

Gambar 1. Sel-sel germinal dan sel sertoli yang menunjukkan 
reaksi negatip pada pengamatan imunohistokimia 

Gambar 2. Sel-sel germinal yang menunjukkan reaksi positif pada 
pengamatan imunohistokimia 

dalam spermatogenesis melalui mekanisme apoptosis 
mengalami peningkatan selama perlakuan senyawa 
2,5 HD (Allan et al, 1992). Protein Bax merupakan 
salah satu protein pro-apoptosis, yang mempunyai 
peran penting dalam mekanisme apoptosis (Zhang 
et fl/.,2001; Krajewski et a/., 1996). Pada pengamatan 
imunohistokimia, ekspresi protein Bax pada sel-sel 
geminal dan sel sertoli menunjukkan reaksi positif 

Ekspresi protein Bax (sel/tubulus) pada sel germinal dan sel sertoli 
pasca pemaparan 2,5-HDTabel 1



JURNAL BIOLOGI VOLUME XII N0.1 2008 

  

terhadap kromogen DAB dengan menampakan warna 
coklat sebagaimana terlihat pada Gambar 1 dan 2. 

Semakin lama paparan senyawa toksik 2,5-HD 
mengakibatkan semakin meningkatnya gangguan 
pada sel sertoli, sehingga juga menyebabkan semakin 
meningkatnya jumlah sel yang meng-ekspresikan Bax 
pada sel sertoli dan sel germinal. Peningkatan ekspresi 
protein Bax dibanding kontrol pada spermatogonia, 
spermatosit, spermatid, dan sel sertoli pasca pemaparan 
2,5-HD selama 2, 4, dan 6 minggu dapat digambarkan 
sebagaimana histogram pada Gambar 3. 

• 2 minggu 

• 4 minggu 
n 6 minggu 

 
Keterangan : 1 (Spermatogonia), 2 (Spermatosit), 
3 (spermatid), 4 (Sel sertoli) 

 
Gambar 3. Histogram peningkatan ekspresi protein Bax dibanding 

kontrol, pasca pemaparan 2,5-HD selama 2,4, dan 6 
minggu 

 
Ekspresi protein Bax meningkat dengan semakin 

lamanya pemaparan 2,5-HD. Ekspresi protein Bax 
pada sel sertoli meningkat menjadi 132% dibanding 
kontrol, pada spermatogonia 112% dibanding kontrol, 
pada spermatosit 108% dibanding kontrol, dan pada 
spermatid 123% dibanding kontrol, pasca pemaparan 
2,5-HD selama 6 minggu. Hal ini menunjukkan bahwa 
2,5-HD toksik terhadap sel sertoli (Allard et d., 1996), 
yang selanjutnya akan menghambat regenerasi dan 
pematangan sel-sel germinal dan mengakibatkan 
kematian sel germinal melalui mekanisme apoptosis, 
yang ditunjukkan oleh meningkatnya ekspresi protein 
Bax pada sel-sel germinal, baik pada spermatogonia, 
spematosit, maupun spermatid. 

KESIMPULAN DAN SARAN 
 
Berdasarkan hasil penelitian kajian ekspresi protein 

bax pada gangguan spermatogenesis pasca pemaparan 
2,5-hexanadione, pada tikus putih (Rattus norvegicus) ini, 
dapat ditarik kesimpulan bahwa semakin lama paparan 
2,5-HD menyebabkan jumlah sel yang meng-ekspresikan 
Bax pada sel sertoli dan sel germinal semakin meningkat. 
Ekspresi Bax dibanding kontrol meningkat menjadi 
132%, 112%, 108% dan 123% berturut-turut pada sel 
sertoli, spermatogonia, spermatosit, dan spermatid, 
pasca pemaparan 2,5-HD selama 6 minggu. 

Untuk lebih menyempurnakan informasi mekanisme 

apoptosis akibat pemaparan 2,5-HD, perlu dilakukan 
kajian rasio Bcl-2/Bax dalam menetapkan kematian 
sel, sehingga bermanfaat sebagai dasar ilmiah untuk 
pencegahan, pengobatan, dan penanggulangan 
dampak negatif akibat paparan senyawa 2,5-HD di 
masyarakat. 
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