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ABSTRAK

Pengamatan jenis glikokonjugat dan kelompok karbohidrat pada kelenjar mandibula babi
telah dilakukan menggunakan teknik pewarnaan Biru Alcian (AB), Periodic Acid
Schiff (PAS) dan Histokimia Lektin. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui jenis
glikokonjugat dan distribusinya serta untuk mengetahui kelompok karbohidrat netral atau
karbohidrat asam.Hasil penelitian menunjukkan bahwa sel-sel mukus, sereus, sel epitel dan
lumen kelenjar mandibularis babi mengandung karbohidrat netral dengan distribusi yang
bervariasi. Sedangkan sel sereus mengandung karbohidrat asam, namun sel mukous, sel-sel
epitel dan lumen duktus tidak mengandung karbohidrat asam. Sel-sel mukus bereaksi
positif terhadap lektin Peanut Aglutinin (PNA), Ricinus Communis Aglutinin (RCA),
Wheat Germ Aglutinin (WGA), Con Canavalin A (ConA), Ulexeuropeus Aglutinin (UEA)
serta negatif Lens Culinaris Aglutinin (LCA) dan mengandung karbohidrat Galaktosa,
GIcNAc, GalNAc, Asam sialat, Fruktosa, kecuali manosa. Sedangkan sel epitel bereaksi
positif terhadap lektin PNA, RCA, WGA, ConA, UEA serta LCA dan mengandung
karbohidrat Galaktosa, GaINAc, Asam sialat, Fruktosa, dan manosa dengan intensitas yang
bervariasi.

Kata kunci : glikokonyugat, kelenjar mandibula babi, histokimia lektin.
ABSTRACT

Study of glycoconjugates in the mandibular gland of swine was performed. The aim of this
study was to identify the composition of mainly terminal carbohydrate residues of
glycoconjugates in the mandibular gland of swine using Alcian Blue (AB), Periodic Acid
Schiff (PAS) and lectin histochemistry staining methods. Results showed that neutral
carbohydrates were detected in the mandibular gland ie. mucous cells, serous cells, epithel
ductus and lumen ductus cells. Acidic carbohydrates were detected in sereus cells of the
gland. Whereas in the mucous cells, epitel ductus and lumen ductus cells there were no
acidic carbohydrates detected. Using six types of lectins ie: PNA, RCA, WGA, LCA, ConA
and UEA the terminal carbohydrate residues detected in the mucous cells of the gland were
galactose, GIcNAc, GalNAc, sialic acid and fructose. In the epitel ductus cells
carbohydrates detected were galactose, GalNAc, sialic acid, fucose and manose,
respectivelly.

Key words : glycoconjugate, mandibular gland of pig, lectin histochemistry
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PENDAHULUAN

Karbohidrat tersebar di dalam jaringan
tubuh. Senyawa ini terutama ditemukan
dipermukaan sel, di dalam sitoplasma
(bergantung pada aktivitas fungsional sel)
dan matriks ekstrasel. Sebagain besar
karbohidrat sel berbentuk glikokonjugat,
berikatan dengan protein (dalam bentuk
proteoglikan dan glikoprotein) dan
(bentuk  glikolipid)

(Agungpriyono, 2003).

dengan  lemak

Proses-proses biologis seperti

pengeluaran air liur oleh kelenjar,
pengaturan pertumbuhan, ekskresi enzim,
pergerakan sel, respon imun dan respon
sel  terhadap  hormon,  semuanya
bergantung pada keberadaan karbohidrat
(glikokonjugat) pada membran sel. Tidak
hanya itu, banyak bakteri atau virus
memanfaatkan karbohidrat di permukaan
sel sebagai reseptor untuk masuk ke
dan infeksi

dalam sel menginisisai

(Agungpriyono, 2003).

Kelenjar submandibularis pada mamalia

tidak sama, hal ini telah dilakukan
pembuktian penelitian histokimia secara
terperinci terhadap glikokonjugat pada sel
sekretori kelenjar ~ submandibularis
(Laden, et al., 1984). . Peran yang sangat
luas dari karbohidrat dalam berbagai
proses biologis di atas menjadikan
substansi ini sangat menarik untuk diteliti
dan pengembangan teknik baru dalam

bidang biomedis.
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Akhir-akhir ini berbagai jenis lektin telah
digunakan untuk mendeteksi residu gula
pada glikokonjugat dalam sel (Golstein
dan Hayes, 1978).
reseptor alamiah untuk glikokonjugat dan

Lektin merupakan

mungkin dapat menjadi pembeda yang
sangat sensitif terhadap perbedaan yang
sangat kecil pada oligosakarida antar sel,
sama baiknya dengan spesifisitas dan
monoklonal atau

lebih

sensitivitas antibodi

mungkin malah praktis

(Agungpriyono, 2003).

Lektin dapat digunakan dalam mendeteksi

residu gula intraseluler dan

karakterisasinya, sehingga keberadaan
dan distribusi glikokonjugat pada area
tertentu dari sel atau produk sel dapat
memberikan

dugaan yang berkaitan

dengan fungsinya di lokasi tersebut
(Spicer dan Schulte, 1992; Danguy, et al.,
1994). Lektin dapat berikatan dengan
ujung gula dari glikokonjugat sehingga
akan diketahui jenis glikokonjugatnya.
Pada teknik

histokimia lektin terutama untuk melihat

saat ini penggunaan

keberadaan jenis glikonjugat  pada
kondisi normal atau perubahannya pada

keadaan sakit.

Beberapa peneliti telah menggunakan
teknik histokimia lektin untuk melihat
sebaran karbohidraat pada kelenjar
mandibula ayam (Supraset, et al., 2000),
distribusi  karbohidrat pada beberapa
segmen usus ayam (Pohlmeyer, 2002) dan

studi lektin sebagai penanda diferensiasi
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dari kanker dan metastasis cell

line (Sherwani, et al., 2003).

Prosedur histokimia standar, seperti
periodic acid Schiff (PAS) dan alcian blue
(AB), dapat mendeteksi kelompok besar
karbohidrat yaitu golongan karbohidrat
netral dan karbohidrat asam. Lektin
memiliki afinitas secara spesfik kepada
residu gula tertentu sehingga
memudahkan identifikasi glikokonjugat
yang terdeteksi. Metode histokimia lektin
mendeteksi banyak glikokonjugat yang
sebelumya tidak terdeteksi oleh prosedur
standar karena tidak bereaksi dengan PAS
atau pewarna lainnya (Kiernan, 1990).
Hasil penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi mengenai jenis
karbohidrat (glikokonjugat) spesifik dan
distribusinya pada sel dalam keadan
normal, sehingga dapat dipakai sebagai
referensi  jika  kelenjar  mandibula
mengalami kelainan. Selain itu, dapat
digunakan untuk

sebagai  acuan

menggunakan  berbagai  jenis gula
(monosakarida) sebagai inhibitor untuk
oleh
yang

mempunyai reseptor pada glikokonjugat

mencegah  terjadinya  infeksi

mikroorganisme patogen

pada sel kelenjar mandibula.

MATERI DAN METODE

Materi Penelitian

Bahan yang digunakan adalah kelenjar
ludah babi bagian mandibularis dari 5
ekor babi betina jenis landrace dengan
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berat badan 85-90 kg, Lektin berlabel
biotin (PNA, ConA, RCA, WGA, LCA,
dan UEA 1 ), Avidin-Biotin-Peroxidase
Complex (ABC Kit), larutan DAB,
Alcian blue (AB) pH 2,5, Asam asetat
3%, counterstain, HCI 0,1 N, Periodic
acid 0,5-1%, Schiff reagens.

Metode Penelitian

Pembuatan sediaan histologis

Kelenjar di dicuci dengan larutan PBS
buffered yang

mempunyai pH 7,2 kemudian difiksasi

(phosphate saline)
dalam larutan bouin selama 24 jam.

Sampel  kelenjar  dipindahkan  dan
disimpan di dalam alkohol 70% sampai
proses selanjutnya siap untuk dilakukan
pewarnaan AB, PAS dan histokimia

lektin (Agung priyono, 2003).

Pewarnaan Alcian blue (AB) pada pH
2,5

Pewarnaan alcian blue bertujuan untuk
mengetahui kelompok karbohidrat asam
dalam jaringan (in situ), yang jika

bereaksi  positif  ditandai  dengan

terlihatnya warna biru.

Pewarnaan Periodic acid Schiff (PAS)

PAS

mendeteksi adanya kelompok karbohidrat

Pewarnaan bertujuan  untuk
netral, yang ditandai dengan terlihatnya

warna merah — magenta.
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Pewarnaan Histokimia Lektin

Sediaan histologis  yang sudah

dideparafinisasi di cuci dengan aquades,
dilanjutkan dengan PBS selama 15 menit
pada suhu ruang. Sediaan dikeringkan
tetesi larutan 0,03 %

lalu dengan

H,0, diamkan selama 15 menit pada
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suhu ruang. Cuci sediaan dengan larutan

PBS selama 10 menit Sediaan
dikeringkan lalu masing-masing tetesi
dengan 15 ml larutan lektin berlabel
biotin  (biotinylated). Jenis  dan

Spesifisitas lektin yang digunakan dalam
penelitian ini dirangkum dalam Tabel 1.

Tabel 1 Jenis lektin, gula spesifiknya, dan kontrol yang dipakai dalam penelitian.

No |Lektin Sumber lektin
(singkatan)

1 PNA Peanut Aglutinin

2 RCA Ricinus communis

3 WGA Triticum vulgaris

4 LCA Lens culinaris

5 ConA Canavalia ensiformis

6 UEA Ulexeuropeus Aglutinin

7 PBS Kontrol Negatif

Posisi Gula spesifik

Man ?, Glc ?

Gal?1,4, GIcNAc pada posisis terminal
?GIcNAc pada posisi terminal dan
internal

Mannose ? pada posisi terminal

?-Mannose dan ?-Glukose pada posisi

terminal dan internal

GalNAc, oligosakharida

Keterangan: Gal:galaktose; GaINAc: N-acetylgalactosamine; GIcCNAc:N-

acetylglucosamine. Kontrol negatif digunakan PBS pH 7,4.

Kemudian inkubasikan pada suhu 4°C
selama 30 menit. Cuci sediaan dengan
larutan PBS sebanyak 3 kali masing-
masing 5 menit dengan
menggunakan shaker. Keringkan sediaan
dan tetesi masing-masing sediaan dengan
larutan ABC,

menit pada suhu 37°C. Cuci sediaan

inkubasikan selama 30

dengan PBS sebanyak 3 kali masing-
masing 5 menit denganshaker. Keringkan

sediaan, tetesi dengan larutan DAB,
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diamkan 30 menit sambil diamati di
bawah mikroskop untuk melihat reaksi
DAB pada

timbul reaksi maka akan terlihat warna

larutan jaringan. Apabila

kecoklatan pada jaringan. Selama

pengamatan, sediaan preparat harus
berada dalam keadaan gelap. Cuci sediaan
preparat dengan PBS 3 kali masing-
masing 5 menit
kali

menit. Sediaan diberi pewarnaan dengan

dilanjutkan dengan

aquades 3 masing-masing 5
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larutan  hematoksilin  (counterstain),
kemudian dilakukan dehidrasi
dan clearing lalu diakhiri dengan
mounting.

Analisis Data

Afinitas dan intensitas reaksi yang
diamati menunjukkan konsentrasi

karbohidrat atau glikokonjugat dan dibagi
menjadi lima kelompok yaitu negatif (-),
sangat lemah (+/-), intensitas lemah (+),
intensitas sedang (++), dan intensitas kuat
(+++). Data yang diperoleh kemudian
dianalisis deskriptif
(Suarsana,dkk., 2005).

secara
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil

karbohidrat
kompleks (karbohidrat asam dan netral)

Jenis dan pola distribusi

pada kelenjar dapat diketahui dari reaksi
jaringan tersebut terhadap pewarnaan
PAS dan AB. Pola
intensitas karbohidrat netral dan asam

distribusi  dan

pada kelenjar mandibularis dapat dilihat
dalam Tabel 2.

Tabel 2. Intensitas Kelenjar Mandibularis Terhadap PewarnaanPAS dan AB pH 2,5

Kelenjar Mandibularis

-Sel-sel Mukus

-Sel-sel Sereus

-Sel-sel Epitel duktus

-Lumen duktus

Hasil pewarnaan PAS (Gambar 1) pada
kelenjar mandibularis, sel-sel sereus dan
mukus  menunjukkan  reaksi  positif
masing-masing dengan intensitas sedang
(++) sampai kuat (+++), sedangkan sel-
sel epitel dan dan lumen duktus juga
menunjukkan  reaksi

positif  dengan

intensitas sedang (++).

Pewarnaan PAS

+++

++

++

++
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Pewarnaan AB pH 2,5

++

&S
22 T

Gambar 1. Pewarnaan PAS terhadap
kelenjar mandibularis menunjukkan

Sel-sel mukus, sereus, sel-sel epitel
dan  lumen  duktus  kelenjar
mandibularis bereaksi positif

terhadap PAS.
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Terhadap pewarnaan AB pada pH 2,5
(Gambar 2) pada sel-sel sereus kelenjar
mandibularis menunjukan hasil reaksi
positif dengan intensitas sedang (++),
sementara sel-sel mukus, sel-sel epitel
dan lumen duktus menunjukkan reaksi

negatif.
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Gambar 2. Hasil pewarnaan AB pH 2,5
terhadap kelenjar mandibularis. Sel-
sel sereus bereaksi positif terhadap
AB pH 2,5, sedangkan sel-sel mukus,
sel-sel epitel dan lumen duktus
kelenjar ~ mandibularis  bereaksi
negatif terhadap AB pH 2,5.

karbohidrat
pada
diketahui

Distribusi spesifik

(glikokonjugat) kelenjar
mandibularis dapat

lektin.

dengan
pewarnaan Pola distribusi dan
intensitas  glikokonjugat pada kelenjar

mandibularis dapat dilihat Tabel 3.

Tabel 3. Pola distribusi dan intensitas glikokonjugat pada kelenjar mandibularis terhadap

pewarnaan histokimia lektin

Kelenjar mandibularis dan

Jenis Lektin dan Kontrol

PNA | RCA | WGA | LCA [ConA| UEA @ PBS
distribusi
-Sel-sel Mukus ++ + +/- - + +/- -
-Sel-sel Sereus - - - - - +/- -
-Sel-sel Epitel duktus ++/- + +/- + + + -
-Lumen duktus - ++ - +/- - -
Pembahasan duktus  menunjukkan reaksi positif
terhadap RCA. Terhadap WGA dan
Secara  umum  kelenjar - mandibularis ConA, sel-sel mukus, sel-sel epitel duktus
menunjukkan reaksi positif terhadap

PNA, RCA, ConA, UEA dan LCA
(Gambar 3). Terhadap lektin PNA, sel-sel
mukus, sel-sel epitel dan lumen duktus
munujukkan reaksi positif lemah sampai

kuat. Sel-sel mukus dan sel-sel epitel
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dan lumen bereaksi poisitif. Terhadap
UEA, sel-sel mukus, sel-sel sereus dan
sel-sel epitel duktus menunjukkan reaksi
positif, sementara terhadap LCA hanya
sel-sel epitel duktus yang menunjukkan

reaksi positif.
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Hasil penelitian dengan pewarnaan PAS
dan AB pH 2,5, dapat diperoleh gambaran
tentang sebaran karbohidrat pada Kelenjar
mandibularis. Pewarnaan AB dan PAS
dapat digunakan untuk mendeteksi jenis
karbohidrat yang bersifat asam dan
karbohidrat  netral  dalam
1967). Pada

asam berarti di

jaringan
(Bancroft,
karbohidrat

kelompok
dalam
strukturnya  terdapat gugus  asam
sedangkan pada karbohidrat netral tidak
terdapat gugus asam (Dellmann dan
Brown, 1993). Jenis karbohidrat yang
adalah

termasuk  karbohidrat netral

glikoprotein, glikogen, glikolipid dan
amilase sedangkan termasuk karbohidrat
asam adalah kondroitin sulfat, hyaluronat,
sialomusin, mukoitn sulfat dan asam

hyaluronat.

Hasil pewarnaan PAS terhadap sel-sel
mukous, serous, sel epitel dan lumen
duktus menunjukkan reaksi positif, hal ini
menunjukkan bahwa pada lokasi tersebut
Reaksi

terdistribusi  karbohidrat netral.

positif pada pewarnaan PAS terjadi
karena reaksi antara aldehide dan Schiff
reagent yang membentuk wanra merah.
Gugus aldehide berasal dari hasil oksidasi
glikol. Glikoprotein yang mengandung
glikol antara lain: glukosil, manosil,
fukosil, galaktosil dan asam sialik. Jika
metabolise sel meningkat maka reaksi sel
akan semakin meningkat atau terjadi

reaksi positif (Kiernan, 1990).

Hasil pewarnaan AB pH 2,5, sel-sel
sereus memperlihatkan reaksi positif, hal
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ini menunjukkan bahwa sel-sel sereus
mengandung karbohidrat asam. Menurut
Zainudin, et al(2000) umumnya kelenjar
mengandung karbohidrat asam, misalnya
heparin sulfat dan hialuronat sulfat yang
berhubungan dengan fungsinya dalam
menghasilkan skreta, mukus dan beberapa
enzim. Kelenjar mandibularis secara
umum bereaksi positif terhadap enam
jenis lektin yang digunakan yaitu PNA,
RCA, WGA, LCA, Con A dan UEA. Hal
ini ~ menunjukna  bahwa  kelenjar
mandibularis mengandung karbohidrat
glukosa, manosa, Gal?1-4,
GIcNAc, dan GalNAc.Dalam hal ini

kontribusi monosakarida — monosakarida

galaktosa,

tersebut terhadap permukaan sel adalah
sebagai penyusun atau bagian struktur

yang menyusun glikoprotein  atau
glikolipid.
Secara umum sel-sel mukus

memperlihatkan reaksi positif terhadap
PNA, RCA dan Con A (intensitas lemah
sementara

sampai sedang),

WGA dan UEA memperlihatkan reaksi

terhadap

Hal ini
beberapa  karbohidrat
GalNAc,

glukosa disintese di dalam sel-sel mukus.

positif ~ sangat  lemah.
menunjukkan

seperti galaktosa , manosa,

Sel-sel epitel duktus memperlihatkan
reaksi positif terhadap keenam lektin
yang digunakan, sementara lumen duktus
hanya positif terhadap PNA, WGA dan
Con A. Hal ini menunjukkan karbohiodrat
asam sialat, dan

galaktosa, glukosa,
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fukosa dapat ditemukan pada epitel dan

lumen duktus.

Menurut Pedini, et al (1994) Kkelenjar

mandibularis babi memiliki beberapa

kesamaan dengan kelanjar
hal
kandungan karbohidrat yaitu memiliki
fukosa, Galaktosa, GaINAc, GIcNAc dan

asam sialat. Sementara adanya perbedaan

submandibularis  anjing dalam

distribusi dan kandungan karbohidrat lain
yang mungkin terjadi antara jenis hewan
disebabkan
perbedaan fisiologis, biokimia perbedaan

ini  kemungkinan karena

jenis dan pola makan masing-masing

hewan.
SIMPULAN DAN SARAN

Sel-sel mukus, sereus, sel epitel dan
babi

mengandung karbohidrat netral dengan

lumen  kelenjar  mandibuaris
distribusi yang bervariasi. Sedangkan sel
serous mengandung karbohidrat asam,
namun sel mukous, sel-sel epitel dan
duktus  tidak

lumen mengandung

karbohidrat asam.

Sel-sel mukous positif terhadap PNA,
RCA, WGA, ConA, UEA serta negatif
LCA dan

Galaktosa,

mengandung  karbohidrat
GIcNAc, GalNAc,
Fruktosa, kecuali

Asam
sialat, manosa.
Sedangkan sel epitel positif terhadap
PNA, RCA, WGA, ConA, UEA serta
LCA dan karbohidrat

Galaktosa,

mengandung

GalNAc, Asam sialat,
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Fruktosa, dan manosa dengan intensitas

yang bervariasi.
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