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ABSTRAK

l.aporan tentang perkembangan organ reproduks: kuncl Tragnius jwianicus) masih sangat terbatas.
Penclitian ini bertujuan untuk mempelajart distribusi dan kansentrasi karbohidrat selama perkembangan
folikel ovarium. Pada penehitian ini digunakan satu ovarium kaneil yang berada pada fase luteal. Sayatan
luringan ovarinm dibuat mengikuti metode standar dan selanjulnya diwarna dengan histokimia lektin
menggunakan lektin peanut agelutinin (PNA), Ricinws commaunts agglufinin (RCA), Concanavalin A (Con
A), Winged bean agglutinin (WGA) dan [ex europaeus agglutinin (UTEA) vang berlabel floureseens. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa terjudi perubahan pada distribusi dan konsentrasi beberapa jenis
karbohidrat selama perkembangan folikel, baik pada tahap preantral maupun antral. Pada [olikel
preantral, sitoplasma oosit banyak mengandung karbohidrat dengan residu gula glukosa dan manosa.
Zona pelusida banyak mengandung karbohidrat dengan residu guln glukesa, manosa, galaktosa dan N-
asetilgalaktosamin, sedangkan matriks ekstraseluler banyak mengandung karbohidat rdengan residu
gula glukosa dan manosa. Pada folikel antral, sitoplasma oosit banyak mengandung karbohidrat dengan
residu gula galaktosa dan N-asetilgalaktosamin, sedangkan zona pelusida, matriks ckstraseluler dan
cairan folikuli banyak mengandung karbahidrat dengan residu gula fukosa, N-asetilglukosamin dan asam
sialat. [Tasil inl jelas menunjukkan bahwa ada perbedaan jenis dan pela distribusi karbohidrat dari
kedua tipe [ulikel, baik pada folikel preantral maupun pada tolikel antral.

Kata kunci : ovarium, folikel |, kanzil, lektin, histokimia:
ABSTRACT

The data available on the female reproductive organ of mouse decr (Traguius joranicus) 1s still very
limited. A study was therefore conducted to investigate the distribution and the concentration ol
carbohydrate restdues during the development of ovary follicles, An ovary at luteal phase was used in this
study. Thin sections of the ovary were prepared occording te the standard methods and they were then
histochemically stuined with flourecnecc-labelled lectins such as peanut agglutinin (PNA), Ricinus
communis agglutinin (RCA), Coneanavalin A (Con A}, Winged bean agglutinin (WGA» and Ulex curopaeus
agglutinin (UEA) The result showed that changes in the distribution and the concentration of curbohydrate
oceured during the development of the follicle. During the preantral stage, the eytoplasm of posit contained
carbohydrate with the residues of glucosa dan mannosa. Zona pelusida contained carbohydrates with
residues of glucesa, mannosa, galactosa duan N-asetylgalactosamine, whereas extracellular matrix
eontained carbohydrate with the residues of glucosa dan mannosa. In the antral follicle, the cyvitoplasm of
cocyles vonlained carbohydarte with the residues of galactosa dan N-asetylgalactosamine, whereas its
rona pelusida, extracellular matrix and follicular fluid contained carbohydarte with the residues of fucosa,
N-asetylglucosamin and cyalic acid. Diffrences in the types and the distribution pattern of carbohydrates
were observed 1n thus study, both in preantral and antral follicles.
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PLT DAHULUAN

Karbohidrat merupakan makromeickul
yvang berfungsi penting dalam tubuh, seperti
pada proses migrasi, pengenalan, adhesi,
diferens: <1 p» atancan dan interaksi antar sel
termasuk podt 2l coges perkembangan folikel
ovarium untuk . cnghasilkan oosit yang
mampu dibuahi oleh spermutozoa. Beberapa
penclitiun Lelah membukiikan bahwa
karbohidrat berperanan penting dalam proses
[ertilisasi karena berfungsi schagai unsur yang
memungkinkan spermatozoa untuk membuahi
oosit {Shalgi ef «l. 1986; Avilles ¢t ¢f. 1997;
Tulsiani ¢f «af. 1997; Rath et al. 2005). Pada
isthmus dari tuba Fallopii terjadi ikatan
karbohidrat antara epitel tuba Fallopii dan
membran plasma spermatozoa yang spesifik
pada setiap spesies.

Pada beberapa spesies mamalia, membran
plasma spermatozoa berikatan dengan epitel
mukoezn tuba Fallopii melalui suatu /igan
karbohidrat. DeMott et al. (1995) melaporkan
bahwa asam sialat memperantarai ikatan
spermatozoa dengan epitel tuba Fallopii pada
hamster, galaktosa pada kuda (Lefebvre ef af.
19951, dan fukosa pada sapi {Lefebvre ef of.
1997} Penclitian oleh Revah ef al, (2000)
menunjukkan bahwa perubahan konsentrasi
karbohidrat selama siklus estrus menyebabkan
pelepasan spermatozoa yang manipu membuahi
oosit dari reservoir tuba Fallopii.
Prasetyaningtyas (2005) melaporkan bahwa
membran plasma spermatozeoa pada kaneil
(Tragulus juvanicus) jantan mengandung
karbohidrat dengan residu N-asetilglukosamin
dun asam sialat,

Laporan mengenai jenis karbohidrat dan
pola distribusiny« pada organ reproduksi hewan
betina, khususnys ovarium yang menghasilkan
oosit belum banyak yang melaporkan. QOleh
karena itu, penclitian ini bertujuan untuk
mempelajari jenis dan pola distribusi
karbohidrat selama perkembangan folikel

furnad Netering

ovarium kancil khususnya pada folikel
preantral dan folikel antral.

METODE PENELITIAN

Sampel Peneclitian

Penelitian ini menggunakan satu ovarium
(fase luteal) yang berasal dari kancil 17,
Javanicus) betina dewasa yang dipereleh dengan
memanfaatkan kancil yang telah mati.

Pewarnaan Ilistokimia pada Folikel
Ovarium

Ovarium difiksasi dengan larutan Bouin
dan selanjutnya dipreparasi untuk pembuatan
preparat histolegi (Kiernan 1990). Ovarium
ditanam dalam parafin (Paraplast, Thermo
Shandon, Pittsburgh, USA) dan dipotong dengan
ketebalan 5 pym menggunakan mikrotom.
Preparat diwarnai dengan pewarnaan
histokimia lektin dengan beberapa tektin yang
berlabel Auorescence isotyvoeyanate (FITCH
(Fluorescein Lectin Kit I, FLK 2100, Vector
Laboratories, Burlingame, USA:. Jenis,
spesifisitas dan dosis lektin yang digunakan
disajikan pada Tabel 1,

Untuk menentukan spesifisitas metode
histokimia lektin dipakai kentrol positif dan
negatif, Kelenjar submandibularis domha
digunakan scbagai preparal kontrol positif,
sedangkan untuk kontrol negatif digunakan
larutan phosphate buffer saline (PBS) sebagai
pengganti lektin. Data yang diperoleh adalah
data semikuantitatif tentang afinitas dan
intensitas warna yang ditimbulkan pada metode
tersebut. Penilaian infensitas warna
dikclompokkan dalam empat kategori, yaitu
negatif (-), sangat lemah (1), lemah (+1, sedang
(++) dan kuat {+++).

HASIEL DAN PEMBAHASAN

Hasil pewarnaan histokimia lektin (Tabel
2 dan Gambar 1-3) dengan menggunakan

Tabel 1 Jenis, spesifisitas dan desis lektin vang digunakan

Jenis Lektin

Con AtCanavalia ensiformis apglutining
RCA (Ricinus communis aggluimin)
VEA (Ulex europueus apglutinin)

WA (Treticum vulgare agglutining
PNA (Arachis hvpogaer agglutinem)

Spesifisitas Dosis

Man, Glc 30 ppiml
(ral, (GalNAc 30 pptml
Fuc 30 pg/ml
(GleNAg, sialic acid 30 pg/ml
Gal, GalNAc 30 pgiml

Man
FleNAc

Keterangan
. N-Acetvlglucosamine

mannaze, Gle @ gluecose, Gal @ galactose, GollNAC

N-ucetvlgalactosamine, Fue  Tucoze,



Jurnal Veteriner Maret 2008

Vol 9No. 1: |-6

Tabel 2 Distribusi karbohidrat (residu gula) pada folikel preantral dan antral ovarium kancil
Tragulus javanicus dengan metode histokimia lektin

. . Folikel preantral Folikel antral

Lektin dan Residu Gula ST 7p MES ST 7p MES T

| Glc, Man {Con A) I + ++ + - + +
Gal, GalNAc (RCA) ++ * At - EDS ot
Fuc (UEA) + o + et t EE——
GleNAc, Sialic Acid - * * + et n it
(WGA)

| Gal, GalNAc (PNA) t~t + Ft + + -t et

Keterangan : Man : mannose, Gle :

glucose, Gal : galactose, GalNAc :

N-acetylgalactosamine,

Fuc: fucose, GlcNAc: N-Acetylglucosamine

perbedaan pada jenis dan pola distribusi
karbohidrat dari kedua tipe folikel baik pada
folikel preantral maupun pada folikel antral.
Pada folikel preantral, lektin Con A yang
mengindikasikan karbohidrat dengan residu
glukosa dan manosa, bereaksi positif dengan
intensitas sangat lemah pada zona pelusida
hingga kuat pada sitoplasma oosit, sedangkan
pada folikel antral terjadi penurunan intensitas
menjadi sangat lemah pada matriks
ekstraseluler dan cairan folikuli hingga lemah
pada sitoplasma oosit. Pada zona pelusida, Con
A bereaksi negatif. Lektin RCA yang
mengindikasikan karbohidrat dengan residu
galaktosa (Gal) dan N-asetilgalaktesamin
(GalNAc) bereaksi positif dengan intensitas
sedang pada sitoplasma oosit dari folikel
preantral dengan intensitas sangat lemah pada
matriks ekstraseluler dan cairan folikuli hingga
sedang pada sitoplasma oosit dari folikel antral.
Lektin UEA yang mengindikasikan karbohidrat
dengan residu fukosa bereaksi positif dengan
intensitas lemah pada sitoplasira oosit dari
folikel preantral dan intensitas lemah pada
sitoplasma oosil, zona pelusida, dan matriks
ekstraseluler dari folikel preantral hingpa kuat
pada cairan folikuli dari folike! antral. Lektin
WGA mengindikasikan adanya karbohidrat
dengan residu gula N-asetilglukosamin (GleNAc)
dan asam sialal bereaksi positif dengan
intensitas lemah pada sitoplasma ocosit dari
folikel preantral dan intensitas lemah pada
sitoplasma ocosit, zona pelusida, dan matriks
ekstra-seluler hingga kuat pada cairan folikuli
dari folikel antral. Lektin PNA yang
mengindikasi-kan karbohidrat dengan residu
galaktosa dan N-asetilgalaktosamin (GalNAc)
bereaksi positif dengan intensitas sangat lemah
pada sitoplasma oosit, zona pelusida, dan
matriks ekstraseluler hingga lemah pada

sitoplasma oosit dan matriks ekstraseluler dari
folikel preantral, sedangkan pada folikel antral,
lektin PNA bereaksi positif dengan intensitas
sangat lemah pada matriks ekstraseluler dan
cairan folikuli hingga lemah pada sitoplasma
oosit, zona pelusida, matriks ekstraseluler, dan
cairan folikuli,

Berdasarkan tahapan perkembangannya
maka pada folikel preantral, keberadaan dan
fungsi karbohidrat diduga berkaitan dengan
proses perkembangan, diferensiasi folikel, dan
sebagai signal komunikasi antar sel granulosa,
sedangkan pada folikel antral fungsi karbohidrat
diduga berkaitan dengan proses sintesis reseptor
terhadap spermatozoa terutama pada zona
pelusida. Karbohidrat pada zona pelucida
berkaitan erat dengan proses fertilisasi dan
bersifat species-specific. Substansi-substansi
termasuk karbohidrat pada zona pelusida
merupakan kunci pada proses awal inisiasi
pengenalan (recognized) dan perlekatan
(binding) oosit dengan spermatozoa.

Skutelsky et al. (1994) melaporkan bahwa
zona pelusida, sel granulosa dan cairan folikuli
pada folikel ovarium tikus, hamster, kelinci,
kucing, dan babi mengandung karbohidrat
dengan residu gula B-galaktosa dan N-
asetilgalaktosamin. Wuet al. (1984) melapor-
kan bahwa zona pelusida oosit tikus mengan-
dung N-asctilglukesamin, asam sialat, -
galaktosa dan B-asetilgalaktosamin., Namun
demikian pola distribusi karbohidrat pada
struktur ovarium ruminansia masih belum
banyak dilaporkan. Adanya variasi pada pola
distribusi karbohidrat pada struktur folikel
ovarium pada berbagai spesies telah
dikemukakan oleh Tulsiani et ai. (1997) dan
Rath ef ai. (2005).

Hasil penelitian ini memperlihatkan pada
folikel preantral, sitoplasma oositnya banyak
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