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RINGKASAN

Menurut World Health Organization (WHO), maloklusi merupakan
masalah kesehatan gigi dan mulut tertinggi ketiga di antara karies gigi dan
penyakit periodontal. Maloklusi dapat menyebabkan beberapa gangguan pada
penderitanya seperti masalah dengan fungsi rongga mulut. Maloklusi juga dapat
memungkinkan penderita mendapatkan trauma psikososial karena memiliki
gangguan estetik wajah. Salah satu macam maloklusi adalah gigitan silang
posterior. Dalam rangka untuk mencapai perawatan ortodontik yang efektif dan
optimal, diperlukan upaya mempercepat periode regenerasi setelah ekspansi
maksila. Pilihan perawatan untuk koreksi gigitan silang posterior adalah dengan
mengekspansi lengkung maksila. Kemampuan tulang dalam beregenerasi,
terutama regenerasi pada tulang maksila setelah dilakukan ekspansi secara
ortodontik masih menjadi tantangan tersendiri dalam bidang Kedokteran Gigi.
Salah satu upaya untuk mempercepat regenerasi tulang adalah dengan terapi sel
punca. Sel punca memiliki peran penting untuk memperbaiki setiap organ dan
jaringan. Sel punca dalam upaya rekayasa jaringan tulang menawarkan solusi
yang menjanjikan untuk pendekatan secara mendalam untuk meregenerasi tulang.
Kombinasi GMSCs dan PRF diduga mampu meningkatkan kemampuan
diferensiasi osteogenik GMSCs oleh karena PRF memiliki beberapa macam GFs
yaitu: PDGF,TGF-$1, bFGF dan IGF. kombinasi GMSCs dan PRF dapat
meningkatkan kemampuan diferensiasi osteogenik melalui peningkatan ekspresi
RUNX2, ALP, OSC, OSP, OSN schingga dapat mempercepat regenerasi dan
remodeling tulang rahang selama ekspansi lengkung rahang maksila.

Pada hasil penelitian isolat GMSCs menunjukkan morfologi sel bulat
kecil, memiliki bentukan spindle-shaped dan melekat pada kultur plate ketika
diamati menggunakan mikroskop elektron. Isolat GMSCs yang telah homogen
menunjukkan morfologi sel seperti sel fibroblast berbentuk spindle pada passage
pertama hingga passage kelima. Pada pemeriksaan ICC GMSCs mengekspresikan
marker positif MSC yaitu positif CD44, CD73, CD90 dan CD105 namun secara
kontras tidak mengekspresikan marker HSCs yaitu negatif terhadap CD34 dan
CD45. Pemeriksaan flowcytometry untuk mengetahui marker permukaan GMSCs
konfirmasi marker MSCs. Pada hasil pemeriksaan flowcytometry diketahui bahwa
GMSCs mengekspresikan marker positif MSC yaitu CD44, CD73, CD90 dan
sangat mengekspresikan positif CD105. GMSCs mengekspresikan secara negatif
marker HSCs yaitu CD45.

Marker diferensiasi osteogenik GMSCs pada setiap kelompok. Ekspresi
ALP paling tinggi dijumpai pada kelompok perlakuan pada hari ke 7
(16.00+1.732) Ekspresi RUNX2 paling tinggi dijumpai pada kelompok perlakuan
hari 7 (14.33+2.517) Ekspresi OSP pada kelompok perlakuan puncaknya pada
hari ke 21 (13.00+2.00). Ekspresi OSN puncaknya pada hari ke 21 (14.67+2.517).
Ekspresi OSC puncaknya pada hari ke 21 (13.67+2.309). Hasil temuan baru
mengungkapkan bahwa kombinasi GMSC dan PRF dengan medium osteogenik
meningkatkan kemampuan diferensiasi osteogenik yakni meningkatkan ekspresi
RUNX2, ALP, OSP, OSN, OSC.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Maloklusi merupakan penyimpangan dari oklusi normal. Maloklusi dan
kelainan dentofasial disebabkan bukan hanya karena proses patologi, tetapi juga karena
kelainan yang terjadi selama perkembangan secara normal. Maloklusi merupakan hasil
interaksi antara berbagai faktor yang dipengaruhi oleh pertumbuhan dan perkembangan
(Proffit et al., 2007)

Menurut World Health Organization (WHO), maloklusi merupakan masalah
kesehatan gigi dan mulut tertinggi ketiga di antara karies gigi dan penyakit periodontal
(Sim ez al., 2017). Sampai saat ini, prevalensi maloklusi masih tinggi yaitu sekitar 80%.
Maloklusi dapat menyebabkan beberapa gangguan pada penderitanya seperti masalah
dengan fungsi rongga mulut yakni gangguan sendi temporomandibular, gangguan
pengunyahan, menelan, dan berbicara. Maloklusi juga dapat memungkinkan penderita
mendapatkan trauma psikososial karena memiliki gangguan estetik wajah sehingga
menurunkan kualitas hidup seseorang (Narayanan ez al., 2016)

Salah satu macam maloklusi adalah gigitan silang posterior. Prevalensi gigitan
silang posterior bervariasi yaitu sekitar 6% sampai 23%, yang paling sering adalah
gigitan silang posterior unilateral yakni sekitar 6-7% dibandingkan gigitan silang

posterior bilateral dengan prevalensi 1.5% - 3.5%. Pilihan perawatan untuk
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koreksi gigitan silang posterior adalah dengan mengekspansi lengkung maksila.
Koreksi gigitan posterior apabila dilakukan secara dini, cepat dan tepat dapat
memberikan hasil yang stabil dengan pola oklusi yang normal, pertumbuhan kondylus
yang simetris, pergerakan Temporo Mandibular Joint (TMJ) yang harmonis dan
pertumbuhan mandibula yang optimal (Biondi et al., 2016).

Piranti yang digunakan untuk melakukan ekspansi lengkung maksila adalah
fixed palatal maxillary expansion appliances, W-arches, dan Quad Helix yang dapat
dimodifikasi dengan mengubah panjang dari lengan piranti tetapi harus disertai dengan
penambahan penjangkaran pada beberapa gigi seperti gigi molar (Magnifico et al.,
2017).

Dalam rangka untuk mencapai perawatan ortodontik yang efektif dan
optimal, diperlukan upaya mempercepat periode regenerasi setelah ekspansi
maksila. Beberapa penelitian sebelumnya menggunakan beberapa macam Growth
Factors (GFs) seperti Transforming Growth Factor-f1 (TGF-f1) dosis tunggal
untuk stimulasi osteogenesis pada sutura palatinus mediana tikus yang diekspansi.
Beberapa metode telah digunakan untuk menstimulasi deposisi tulang baru pada
daerah-darah yang diekspansi. Namun, mekanisme dan stimulasistress- mediated
osteogenesis pada sutura yang diekspansi oleh faktor eksternal masih belum dapat
dijelaskan (Uysal et al., 2009; Uysal et al.,2010; Ekizer et al., 2015).

Kemampuan tulang dalam beregenerasi, terutama regenerasi pada tulang
maksila setelah dilakukan ekspansi secara ortodontik masih menjadi tantangan

tersendiri dalam bidang Kedokteran Gigi. Salah satu upaya untuk mempercepat
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regenerasi tulang adalah dengan terapi sel punca. Sel punca memiliki peran penting
untuk memperbaiki setiap organ dan jaringan. Sel punca dalam upaya rekayasa jaringan
tulang menawarkan solusi yang menjanjikan untuk pendekatan secara mendalam untuk
meregenerasi tulang (Barzilay ez al., 2009; Egusa et al., 2012).

Mesenchymal stem cells (MSCs) merupakan nonhaematopoietic stromal cells
MSCs dapat memperbarui sel secara mandiri dan memiliki kemampuan untuk
berdifrensiasi menjadi bebagai macam tipe sel termasuk mesenchymal lineages seperti
kondrosit, fibroblast, osteoblast, adiposit, dan tendon. Kemampuan multipoten,
imunomodulator dan kapasitas bermigrasi ke jaringan terjejas serta secara langsung
menginisiasi perbaikan jaringan membuat MSCs sangat cocok untuk perkembangan
kedokteran regeneratif (Augello ef al., 2010; Law and Chaudhuri, 2013; Gao et al.,
2016).

Daerah orofacial merupakan area yang unik dan kaya akan sumber sel punca.
Fokus pengembangan sel punca dalam kedokteran gigi adalah untuk meregenerasi
jaringan orofacial yang hilang ataupun rusak. MSCs yang bersumber dari jaringan gigi
kini menjadi topik yang menarik dan terkini karena dalam proses pengambilan dari
jaringan gigi dapat dilakukan dengan prosedur minimal infasif, pilihan perawatan
untuk sel punca selain secara autologous ataupun allogenic, serta kemampuannya
untuk berdifrensiasi menjadi berbagai macam tipe sel secara in vitro (Miran et al.,
2016).

Sejauh ini terdapat 6 macam tipe MSCs yang berasal dari jaringan rongga mulut

manusia yang telah dideskripsikan sejauh ini yaitu (1) Dental Follicle
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Precursor Cells (WDFPCs), (2) Dental Pulp Stem Cells (hDPSCs), (3) Stem Cells From
The Pulp Of Human Exfoliated Deciduous Teeth (SHED), (4) Stem Cells From The
Apical Papilla (WSCAP), (5) Periodontal Ligament Stem Cells (\PDLSCs), dan

(6) Gingiva-Derived Stem Cells (hGMSCs) (Diomede et al., 2017). Pemanfaatan sel
punca yang berasal dari rongga mulut masih jarang diteliti dan diaplikasikan padahal
memiliki potensi yang baik untuk regenerasi jaringan oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut (Egusa ef al., 2012).

GMSCs dapat diperoleh dari jaringan gingiva yang mengalami hiperplasi.
GMSCs memiliki karakteristik fenotip yang mirip dengan Bone Marrow Stem Cells
(BMSCs). GMSCs memiliki kemampuan difrensiasi dan pembaruan sel. Sel punca ini
juga memiliki kemampuan spesifik untuk beregenerasi menjadi jaringan periodontal
seperti sementum dan tulang alveolar ketika di transplantasikan ke tikus dengan kondisi
imunokompremais. GMSCs juga secara spesifik menginduksi formasi matriks tulang
pada struktur lamellar dengan merekrut sel host. Kemampuan osteogenik GMSCs petlu
ditelusuri secara lebih mendalam (Egusa et al., 2012b; Miran, Mitsiadis and Pagella,
2016; Niibe ef al., 2017).

Sel punca untuk berdiferensiasi dan berproliferasi dengan lebih baik
membutuhkan Growth Factors (GFs). Platelet Rich Fibrin (PRF) merupakan salah satu
biomaterial natural yang memiliki banyak sekali GFs dan dapat diproduksi dengan
mudah hanya dengan mensentrifuse tanpa antikoagulan. PRF kaya akan GFs seperti

Platelet Derived Growth Factor-p (PDGF-B), Transforming Growth Factor-
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Bl (TGFB-1), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Insuline Growth Factor
(IGF-I) (Baek et al., 2011; Kazemi et al., 2014; Kamadjaja et al., 2016).

Matriks fibrin yang terkandung dalam PRF memiliki sifat fleksibel, elastis dan
kuat. PRF terdiri dari konsentrasi thrombin yang lemah dengan ikatan equilateral yang
membentuk anyaman fibrin yang halus dan fleksibel sehingga mendukung sitokin serta
migrasi sel sehingga dapat menjadi scaffold yang baik untuk memfasilitasi diferensiasi
osteogenik GMSCs. Marker osteogenik dari GMSCs yang dapat diamati yaitu Alkaline
Phospatase (ALP), Runt-Related Transcription Factor-2 (RUNX2), Osteonectin
(OSN), Osteopontin (OSP), Osteocalcin (OSC) (Granéli et al., 2014; Sumarta ef al.,
2016).

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk menganalisa dan membuktikan
akselerasi diferensiasi osteogenik kombinasi Gingival Mesenchymal Stem Cells dengan

Plasma Rich Fibrin untuk ekspansi tulang rahang secara in vitro.

1.2. Rumusan masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka di rumusan
masalah dalam penelitian ini, yaitu
1. Bagaimanakah akselerasi diferensiasi osteogenik Gingival Mesenchymal
Stem Cells dengan Plasma Rich Fibrin terhadap ekspresi RUNX2 untuk
ekspansi tulang maksila secara in vitro?
2. Bagaimanakah akselerasi diferensiasi osteogenik Gingival Mesenchymal
Stem Cells dengan Plasma Rich Fibrin terhadap ekspresi ALP untuk

ekspansi tulang maksila secara in vitro?
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3. Bagaimanakah akselerasi diferensiasi osteogenik Gingival Mesenchymal
Stem Cells dengan Plasma Rich Fibrin terhadap ekspresi OSC untuk
ekspansi tulang maksila secara in vitro?

4. Bagaimanakah akselerasi diferensiasi osteogenik Gingival Mesenchymal
Stem Cells dengan Plasma Rich Fibrin terhadap ekspresi OSP untuk
ekspansi tulang maksila secara in vitro?

5. Bagaimanakah akselerasi diferensiasi osteogenik Gingival Mesenchymal
Stem Cells dengan Plasma Rich Fibrin terhadap ekspresi OSN untuk

ekspansi tulang maksila secara in vitro?

1.3 Temuan dan Target Luaran

Tabel 1.1 Rencana Target Capaian Tabhunan.

NO Jenis Luaran Indikator capaian
TS | TS+1 | TS+2
1 Publikasi ilmiah Internasional \'/ \"
Nasional terakreditasi
2 | Pemakalah dalam temu ilmiah Internasional A\ v
Nasional
3 | Invited speaker dalam temu Internasional
ilmiah Nasional \Y% A\
4 | Visiting Lecturer Internasional
5 | Hak Kekayaan Intelektual (HKI} | Paten
Paten sederhana
Hak cipta
Merk dagang
Rahasia Dagang
Desain produk industri
Indikasi geografis
Perlindungan varietas tanaman
Perlindungan topografi sirkuit
terpadu
6 Teknologi Tepat Guna
7 | Model/Purwarupa/Desain/Karya seni/Rekayasa Sosial
8 | Buku ajar (ISBN)
9 | Tingkat Kesiapan Teknologi (TKT)
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BAB 2 SURABAYA

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mesenchymal Stem Cells
2.1.1 Definisi Mesenchymal Stem Cells

Mesenchymal stem cells (MSCs) adalah sel punca nonhematopoietik yang
terdapat di dalam stroma sumsum tulang dengan fraksi yang sangat kecil (0,001-
0,01%) dari jumlah populasi sel berinti. Sel prekursor multipoten ini pertama kali
diidentifikasi oleh Friedenstein berdasarkan penelitian yang menunjukkan bahwa sel
stroma yang berasal dari sumsum tulang adalah tipe sel prekursor umum dari jaringan
mesenkimal. MSCs memiliki kemampuan untuk berdiferensiasi menjadi jaringan
mesenkimal seperti tulang, tulang rawan, tendon, otot dan jaringan adiposa (Gao et al.,
2016).

MSCs memiliki aktivitas antiinflamasi, imunoregulator, dan imunomodulator.
Banyak uji klinis telah dilakukan untuk transplantasi MSCs dalam mengobati berbagai
penyakit yang timbul dari kegagalan sistem imunitas. MSCs memiliki kapasitas
homing yang spesifik dengan demikian dapat memperbaiki jaringan terjejas dan
memiliki kapasitas perbaikan diri sendiri. MSCs juga memiliki efek imunosupresif
dengan menekan proliferasi sel dan produksi sitokin yang menunjukkan efek
imunomodulator MSCs atau efek peningkatan sistem imunitas yang dihasilkan oleh

agregasi sel imun kemokin termediasi (Gao et al., 2016).
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2.1.2 Kemampuan Imunoregulasi dan Imunomodulasi oleh Mesenchymal Stem
Cells

MSC dewasa dapat mempengaruhi respons imun sel T dan B: (1) MSCs dewasa
menekan proliferasi sel T, sekresi sitokin dan sitotoksisitas dan mengatur
keseimbangan Thl / Th2. MSC dewasa mengatur fungsi sel T regulasi; (3) MSCs
meningkatkan viabilitas sel B tetapi juga dapat menghambat proliferasi dan menahan
siklus sel. MSCs mempengaruhi sekresi antibodi dan produksi molekul ko-stimulator
dari sel B; (4) MSCs menghambat pematangan, aktivasi dan presentasi antigen sel
dendritik; dan (5) MSC dewasa juga menghambat Interleukin- 2 (IL-2) dan aktivasi sel
natural killer (NK) terinduksi (Gao et al., 2016).

Serupa dengan MSC dewasa, MSCs yang berasal dari pluripoten seperti
Embyronic Stem Cells (ESCs) atau Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs) juga
menunjukkan potensi kuat untuk imunomodulasi dan imunoregulator dengan
penghambatan proliferasi limfosit dan sel NK. ESCs-MSCs menekan proliferasi
limfosit T termasuk CD4+ atau CD8+. MSCs juga menekan efek sitotoksik dari sel
NK yang diaktifkan dan menurunkan susunan reseptor pengaktif NK. iPSC-MSCs
dapat menghambat proliferasi limfosit phytohemagglutinin dengan cara yang
tergantung dosis (Gao et al., 2016).

MSCs memiliki efek imunomodulator pada jenis sel sistem imunitas yang sama
tergantung pada niche atau penyakit yang diderita. MSCs menurunkan respon Thl
pada pasien dengan Graft Versus Host Disease akut (GvHD) dan penyakit autoimun

seperti Sistemik Lupus Eritematosus (SLE) (Gao et al., 2016)
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MSCs memiliki kemampuan menjaga homeostasis tubuh. Mekanisme
imunomodulasi MSC belum dapat dijelaskan namun kemungkinan kemampuan
imunomodulasi dan imunoregulasi MSCs dimediasi oleh berbagai sel komponen
sistem imunitas (gambar 2.1). MSC mengatur sistem imun innate dan adaptif dengan
menekan sel T dan maturasi sel dendritik, mengurangi aktivasi dan proliferasi sel B
dan penghambatan proliferasi dan sitotoksisitas sel NK. MSCs juga menstimulasi
pembentukan sel T regulator. Kemampuan imunomodulasi dan imunoregulator MSCs
termasuk mengubah Transforming Growth Factor-f1 (TGF-p1), Prostaglandin E2
(PGE2), Hepatocyte Growth Factor (HGF), Indoleamine-Pyrrole 2,3-Dioxygenase
(IDO), Nitric Oxide (NO) dan Interleukin-10 (IL-10). Sitokin seperti Inferferon-y
(IFN-y), sendiri maupun yang dikombinasikan dengan Tumor Necrosis Factor-o
(TNF-a), IL-1a atau IL-1B, menginduksi MSCs untuk mengeluarkan berbagai enzim
seperti Cyclooxygenase 2 (COX-2), PGE2 dan IDO yang memediasi aktivitas
imunosupresif. PGE2 diregulasi MSCs dengan menstimulasi sel mononuklear perifer
menghambat proliferasi sel T. IDO mengkatalisis konversi tryptophan menjadi
kynurenine, mampu menghambat pertumbuhan dan fungsi sel imunitas. NO yang

diproduksi MSC adalah salah satu mediator utama sel T (Gao ef al., 2016).
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Gambar 2.1. Kemampuan imunomodulator dan imunoregulator dari MSCs pada sel imunitas (Gao e¢
al., 2016).

2.2 Tissue Engineering dan sel punca di bidang Kedokteran Gigi

Di bidang kedokteran gigi, perawatan ortodonti dengan menggunakan metode
ekspansi lengkung tulang maksila masih menjadi tantangan tersendiri. Hal tersebut
dikarenakan membutuhkan waktu yang relatif lama namun memiliki hasil perawatan
yang optimal. Tujuan akhir dari setiap perawatan ortodonti adalah mengkoreksi
maloklusi serta mencapai oklusi normal. Oklusi normal memiliki 6 (enam)
karakteristik atau Key of Occlusion menurut Andrew (1972) yaitu: relasi molar (molar
relationship) kelas 1, angulasi mahkota (correct crown angulation), Inklinasi mahkota
(correct crown inclination), tidak ada rotasi (absence of rotation), kontak proksimal
yang rapat (tight proximal contact), penampang oklusal yang datar (/at occlusal plane)

(Egusa et al., 2012; Huang et al., 2014; Chamieh ez al., 2016).
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Berbagai macam terapi telah diperkenalkan untuk memperoleh hasil yang
cepat dan optimal dalam mengekspansi lengkung tulang maksila dengan pemberian
Growth Factors (GFs) seperti Transforming Growth Factor-f1 (TGF-B1) dosis
tunggal untuk stimulasi osteogenesis pada sutura palatinus mediana tikus yang
diekspansi (Ekizer er al., 2015). Perawatan konvensional tersebut belum memberikan
hasil yang baik sehingga menjadi fenomena yang belum dapat dijelaskan. Berbagai
macam komplikasi bisa terjadi misalnya infeksi, inflamasi, serta kehilangan fungsi.
Keadaan ini menimbulkan keinginan untuk mencari alternatif lain yang lebih baik.
Pendekatan tissue engineering yang berbasis sel punca diharapkan dapat memperoleh
hasil perawatan ortodonti yang lebih baik dan optimal salah satunya dengan aplikasi
kombinasi GMSC dan PRF untuk menstimulasi osteogenesis terhadap lekung tulang

maksila yang diekspansi secara ortodonti.

2.3 Sel Punca berasal dari Gingival Mesenchymal Stem Cells

Gingiva merupakan jaringan yang unik dan merupakan komponen dari
jaringan periodontal yang mengelilingi gigi dan tulang alveolar. Gingiva memiliki
kemampuan untuk beregnerasi secara baik tanpa jaringan parut ketika terkena jejas.
Kemampuan regenerasi dan penyembuhan luka gingiva relatif lebih cepat yakni sekitar
7-14 hari dibandingkan dengan jaringan kulit yaitu 14-21 hari. Hal tersebut
menunjukkan bahwa jaringan gingiva memiliki sel punca niche yang memadai untuk

regenerasi jaringan (Tang et al., 2011; Venkatesh et al., 2017).
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Gingival Mesenchymal Stem Cells (GMSCs) teridentifikasi pada gingiva
(gambar 2.2). Sumber dari GMSCs dapat diisolasi dari jaringan gingiva yang
mengalami hiperplasi karena perawatan ortodonti (Tang et al., 2011). GMSCs
memiliki kemapuan yang menjanjikan dalam hal kemampuan regenerasi,
imunoregulator dan imunomodulator. Gingiva dapat menjadi sumber MSCs yang baik
karena memiliki sel punca niche yang melimpah dan mudah diisolasi melalui prosedur
yang minimal infasif dibandingkan dengan BMSCs. GMSCs memiliki karakteristik
fenotip yang mirip dengan BMSCs. GMSCs memiliki kemampuan diferensiasi dan
pembaruan sel. GMSCs menunjukkan proliferasi yang lebih tinggi dan memiliki
kemampuan memperbanyak diri lebih baik jika dibandingkan dengan sel punca yang
berasal dari sumsum tulang belakang dewasa (Tomar et al., 2010). GMSCs mampu
berdiferensiasi menjadi sel osteogenik, sel adiposit, dan sel chondrogenik (Niibe et al.,
2017). Sel punca ini juga memiliki kemampuan spesifik untuk beregenerasi menjadi
dentin, pulpa, jaringan periodontal seperti sementum dan tulang alveolar ketika

ditransplantasikan in vivo (Egusa ef al., 2012).

DPSCa SHE°
“ﬁ%f W
Pm.sm
__ : v e {
\ PSCs
" BMSCs

Gambar 2.2 Sumber stem cell dari rongga mulut manusia (Egusa ef al., 2012).
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Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, GMSCs tidak dapat
berdiferensiasi secara langsung menjadi osteoblast, akan tetapi merangsang
pembentukan tulang baru melalui pembentukan suatu template osteoinduktif untuk
mendapatkan sel osteogenik pada host murin (Fawzy El-Sayed dan Dérfer, 2016)

Osteoblast bertanggung jawab terhadap osteogenesis dan pembentukan
matriks tulang baru. Pada membran luar osteoblast terdapat kandungan ALP dimana
enzim ini dapat memecah ikatan fosfat secara organik. Lalu fosfat yang bebas akan
berkontribusi terhadap inisiasi dan pertumbuhan progresif dari kristal mineral tulang.
Osteoblast menghasilkan berbagai macam sitokin yang membantu meregulasi
metabolisme sel. Faktor kunci pada kecepatan pertumbuhan sel tulang adalah
perluasan jumlah faktor pertumbuhan dari osteoblas, prekusor, atau keduanya
(Rutkovskiy ef al., 2016).

Induksi kemampuan osteogenesis MSC dapat dilakukan meliputi pemberian
rangsang rangsangan kimia seperti p-gliserol fosfat, dexamethasone, dan asam
askorbat. Matriks mineral terbentuk dari MSCs akan menghasilkan produk osteogenik
yang dapat dijadikan biomarker osteogenesis atau diferensiasi MSCs- osteoblast
(Hung et al., 2013).

Osteoblast dihasilkan oleh BMP superfamily antara lain BMP-2 dan TGF-p,
serta IGF-I dan IGF-II, PDGF, dan FGF. Waktu dari sekresi dan interaksi komplek
pada faktor pertumbuhan ini masih harus diklarifikasi kembali, kombinasi IGF-1, TGF-
B, dan PDGF dapat meningkatkan kecepatan dari formasi tulang dan perbaikan tulang

yang berguna di masa yang akan datang pada terapi dental (Crotti ez al., 2015).
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Kombinasi MSCs dan PRF diduga dapat digunakan untuk menstimulasi
osteogenesis pada lengkung tulang maksila yang diekspansi secara ortodonti.
Penelitian yang telah dilakukan periode terakhir ini memperkenalkan mekanisme yang
mendasari diferensiasi GMSCs menjadi endotelium fungsional dan menunjukkan
diferensiasi dari GMSCs ke arah osteoblast. Inovasi perawatan kedokteran gigi melalui
teknologi tissue engineering dan menunjukkan bahwa regenerasi tulang dengan
penggunaan sel punca pulpa yang dikombinasi dengan BMP2 dapat memacu
diferensiasi sel osteoblast dalam pembentukan tulang baru. penggunaan sel punca
mempunyai peranan dalam regenerasi dan perbaikan defek jaringan tulang (Tomar et

al., 2010; Fawzy El-Sayed dan Dorfer, 2016).

2.4 Karakterisasi Gingival Mesenchymal Stem Cells

Karakterisasi sel untuk MSCs yang berasal dari gingiva (GMSCs) harus
memiliki hasil positif yang konsisten terhadap marker positif (+) CD105, CD44,
CD90, STRO1 CD106, CD146, CD166 dan memilki marker negatif (-) CD34, CD38,
CD45, CD54. MSCs yang mengekspresikan marker tersebut memiliki kemampuan
berdeferensiasi menjadi adipogenik, khondrogenik, dan osteogenik (Jin ez al., 2015).

CD105 atau endoglin yang digunakan sebagai marker sel untuk karakterisasi
MSCs berhubungan dengan proliferasi dan induksi protein hypoksia melimpah dan
terlihat dalam sel Endotel Angiogenik (EA). CD105 (endoglin) terbukti merupakan
reseptor yang terlibat dalam TGF-, mengikat TGF-B1 dan TGF-$3 yang membantu
aktivasi dan proliferasi fibroblast. TGF-B menghambat proliferasi dari Endothelial

Cells (EC), migrasi, dan pembentukan pembuluh darah kapiler (Du ez al., 2016).
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Transmembran glikoprotein CD44 diekspresikan dalam banyak jaringan dan
memiliki berbagai fungsi. Merupakan reseptor penting yang terlibat dalam interaksi
sel matriks dan telah ditunjukkan untuk diekspresikan pada MSCs. CD44 merupakan
reseptor transmembran tunggal bertanggung jawab untuk mengikat Hyaluronat.
Peningkatan kadar CD44 merupakan ciri dari aktivitas sel (Du et al., 2016).

CD90 juga dikenal dengan Thymocyte Differentiation Antigen-1 (Thy-1)
berdasarkan asal ditemukannya pada timosit. CD90 terekspresikan pada beberapa
MSCs, Hematopoietic Stem cells (HSCs), Keratinocyte Stem cells (KSCs) dan pada

beberapa sel fibroblast, neuron, serta endothelial (Moraes e? al., 2016)

2.5 Plasma Rich Fibrin

Regenerasi jaringan membutuhkan jumlah sel yang mencukupi dan Growth
Factors (GFs). Platelet Rich Fibrin (PRF) merupakan salah satu biomaterial natural
yang memiliki banyak sekali GFs dapat diproduksi dengan mudah hanya dengan
mensentrifuse tanpa antikoagulan (gambar 2.3). Matriks fibrin yang terkandung dalam
PRF memiliki sifat fleksibel, elastis dan sangat kuat. PRF terdiri dari konsentrasi
thrombin yang lemah dengan ikatan equilateral yang membentuk anyaman fibrin yang
halus dan fleksibel, sehingga mendukung sitokin serta migrasi sel sehingga dapat
menjadi scaffold yang baik untuk memfasilitasi diferensiasi MSCs (Kamadjaja et al.,

2016; Sumarta et al., 2016).
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Gambar 2.3 Darah dalam tabung vacutainer setelah disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama

10 menit terbagi atas tiga fraksi; fraksi paling bawah adalah sel darah merah, fraksi bagian tengah

adalah Plasma Rich Fibrin dan fraksi paling atas adalah plasma aselular (Naik et al., 2013).

Platelet Rich Fibrin (PRF) diketahui mengandung berbagai macam GFs seperti

Platelet Derived Growth Factor-p (PDGF-B), Tumor Growth Factor-pl (TGFp-1),

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Insulin Growth Factor (1GF-1) (tabel

2.1) (Baek et al., 2011; Kazemi et al., 2014).

Kadar GFs in-vivo tetap terjaga setelah dilakukan pembuatan PRF. Konsentrasi

trombosit dalam PRF dapat meningkat delapan kali dari kadar trombosit di dalam darah

sehingga kadar GFs di dalam plasma kaya trombosit juga meningkat delapan kali

termasuk IGF-1 (Kobayashi et al., 2016).

Tabel 2.1 Growth Factors pada Plasma Rich Fibrin (Kobayashi er al., 2016).

GFs

Sumber

Fungsi

Transformin
g Growth
Factor- beta
(TGF-B)

Platelets, extracellular matrix
dari tulang, cartilage matrix,
mengaktifkan sel Thl dan sel
Natural Killer (NK)
makrofag/monosit dan

Menstimulasi proliferasi MSC yang tidak
terdifferensiasi, meregulasi endothelial,
fibroblastik dan osteoblastik mitogenesis;
meregulasi sintesis kolagen dan sekresi
kolagenase; meregulasi efek mitogenik dari

neutrofil GFs lainnya; menstimulasi endothelial
kemotaksis dan angiogenesis; menghambat
makrofag dan proliferasi limfosit.
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Meningkatkan pertumbuhan dan differensiasi
khondrosit dan ostcoblasts; mitogenetik untuk
sel mesenkimal, khondrosit dan osteoblasts.

Mitogenetik untuk sel mesenkimal dan
osteoblasts; menstimulasi kemotaksis dan
mitogenesis pada fibroblast/glial/sel otot
polos; meregulasi sekresi dan sintesis kolagen;
menstimulasi makrofag dan kemotaksis
neutrofil.

Menstimulasi pembentukan, pertumbuhan
dan metabolisme tulang, mencegah
apoptosis tulang secara berlebih.

Fibroblast Platelcts, makrofag, sel
Growth mesenkimal, khondrosit,
Factor (FGF) osteoblast
Platelet Platelets, osteoblasts, sel
Derived endotelial, makrofag,
Growth monosit dan sel otot poos
Factor
(PDGF-B)
Insuline Sel tulang skelet
Growth
Factor
(IGF1 and 2)
2.6 Jaringan Tulang

Tulang dapat didefinisikan sebagai jaringan biologis yang terdiri dari sel-sel

aktif yang dinamis berintegrasi menjadi susunan yang kompak. Sel tulang terdiri dari

osteoblast, osteoklas, osteosit, osteoprogenitor (OPG) dan komponen hematopoetik.

Proses regenerasi tulang pada kasus fraktur atau defek tulang lainnya tergantung dari

keseimbangan antara aposisi, resobsi, remodelling, dan dipengaruhi berbagai

komponen biokimia, biomekanis, selular dan mekanisme patologi. Selama proses

regenerasi tulang, tulang dewasa membentuk osteoblast yang mensekresikan GFs yang

juga terdapat pada platelet. Osteoklas berfungsi sebagai sel yang meresobsi tulang,

dikontrol oleh mekanisme hormon dan seluler. Pada kondisi homeostasis, aktivitas

osteoblast dan osteoklas dalam keadaan yang seimbang (Brunetti ef al., 2013).
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Pada regenerasi fraktur tulang (callus formation), PRF memiliki peran sebagai
sumber eksogenus GFs yang menstimulasi aktivitas sel tulang, berdasarkan relevansi
pertumbuhan. Pada kasus regenerasi luka, regenerasi tulang juga melewati 3 tahap
yaitu inflamasi, proliferasi, remodelling. Pada defek tulang, PRF melepaskan PDGF,
TGF-B, dan EGF serta menyediakan sistem yang ideal untuk mengirimkan GFs pada

jaringan yang terjejas (gambar 2.4) (Hankenson et al., 2015).

Sumber yang kaya akan TGF-Pp dapat di temukan pada PRF, tulang dan
kartilago. TGF-B1 dan TGF-P2 terdapat pada platelets. TGF-p1 memiliki potensi yang
sangat baik untuk regenerasi tulang karena khondrosit and osteoblast memiliki reseptor
yang sesuai dengan TGF-B1. TGF-f juga berkontribusi untuk regenerasi tulang pada
setiap tahap. Kombinasi antara PDGF, TGF-f, FGF, IGF secara optimum menciptakan
stimulasi differensiasi dan proliferasi dari osteoblast menjadi sel osteogenik. Proliferasi
osteoblast meningkat karena aksi mitogenik PDGF pada differensiasi MSC ketika
TGF-p dan EGF ditambahkan (Masuki et al., 2016; Rutkovskiy et al., 2016).

Kemampuan regenerasi tulang berdasarkan tiga konsep yaitu: osteogenesis,
osteoinduksi, dan osteokondusi. Osteogenesis dideskripsikan sebagai kemampuan
untuk memproduksi tulang baru dan dideterminasikan ketika terdapat sel
osteoprogenitor dan sel prekursor osteogenik pada daerah tulang terjejas. PDGF
ditemukan pada tiga sampai empat tahap selama regenerasi tulang. Osteoinduksi
didefisikan sebagai kemampuan untuk menstimulasi sel punca untuk berdiferensiasi
menjadi sel dewasa melalui stimulasi GFs lokal seperti PDGF dan TGF-f (Brunetti ef

al., 2013; Crotti et al., 2015).
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Osteokonduksi didefinisikan sebagai kondisi dimana scaffold menyediakan
untuk vaskuler dan migrasi seluler. Scaffold biasanya berasal dari autograft, allograft
atau matriks artificial seperti demineralized bone (DMB), hydroxyapatite, tricalcium

phosphate, dan kolagen Rutkovskiy, Stenslekken dan Vaage, 2016).

platelet activation

D
.
4
autologous bonechip platelet grovath factor
osteoblast — activated platelet —
11 - granule osteoblast
thrombin fibrin strand
plateler —

Gambar 2.4 Interaksi antara Bioengineered bone graft dengan Growth Factors Plasma Rich Fibrin

(Kokdere et al., 2015).

2.6.1 Osteoprotegerin

Osteoprotegerin (OPG) juga dikenal sebagai Osteoclastogenesis Inhibitory
Factor (OCIF), atau Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 11B
(TNFRSF11B) yang merupakan protein yang dikode oleh gen TNFRSFIIB. OPG
merupakan sitokin reseptor. OPG dikenal sebagai the bone protector yang bertugas
melindungi tulang dari resobsi tulang berlebihan dan meningkatkan sekresi osteoblast
dengan cara merangsang RUNX2 dan osteorix. Ekspresi OPG diregulasi oleh
pensinyalan BMP2 pada osteoblas, jalur yang sama yang meregulasi pembentukan

tulang melalui osteoblastogenesis (Widschwendter ef al., 2015).
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2.6.2 Bone Morphogenic Protein

Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) memiliki peran penting dalam
pembentukan dan perkembangan tulang dan kartilago. BMP-2 terlibat dalam jalur
hedgehog jalur pensinyalan TGF-B dan interaksi reseptor sitokin seperti SMAD. BMP-
2 juga terlibat dalam diferensiasi sel kardio dan transisi sel epithelial menjadi
mesenkimal. BMP-2 secara potensial menginduksi diferensiasi osteoblast. BMP-2
dalam mekanisme diferensiasi osteogenik bekerja melalui reseptornya yaitu Bone

Morphogenetic Protein Receptor 1-A (BMPR1A) (Graves et al., 2016).

2.6.3 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) adalah kelompok RNA beruntai tunggal tanpa kode
yang berdimensi sekitar 22 nukleotida. miRNAs telah muncul sebagai regulator
penting dari proses fisiologis dan patologis. MiRNA berfungsi pada tingkat post-
transkripsional dengan mengatur secara negatif tranlasi mRNA target melalui
pengikatan komplementer yang tidak lengkap ke domain 30- Untranslated Region (30-
UTR). Sejumlah miRNA telah dilaporkan memiliki peran berbeda pada MSC selama
diferensiasi osteogenik. Peran regulasi miRNA osteogenesis telah menarik banyak
perhatian. Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa miRNA dikaitkan dengan
diferensiasi osteogenik. Beberapa microRNA seperti miR-142-3p, miR-100, miR-135,
miR-155, miR-34c, miR-182, dan miR-22 telah terbukti terlibat secara fungsional
dalam pengaturan diferensiasi osteogenik dengan menargetkan komponen jalur

pensinyalan terkait pada jaringan tulang (Xu et al., 2013; Xie et al., 2016).
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MiR-141 dan miR-200a terlibat dalam diferensiasi pre-osteoblas melalui
regulasi target yaitu DIx5. MiR-31 menurunkan kemampuan osteogenesis MSCs
dengan secara langsung menargetkan SATB2. BMP-2 dan miR-135 meningkatkan
kemampuan diferensiasi osteogenik MSCs dengan mempengaruhi Smad5. Tingkat
ekspresi mRNA dari melalui marker RUNX2, OSN, OSC dan OSP dipromosikan
secara signifikan oleh miR-135. MiR-135 diregulasi selama diferensiasi osteogenik.
MiR-135 secara negatif mengatur ekspresi Hoxa2, pengatur kunci diferensiasi
osteogenik, melalui pengikatan ke 30- UTR mRNA Hoxa2 (Xu et al., 2013; Xie et al.,

2016).

2.6.3 Jalur pensinyalan independen SMAD

Hampir seluruh BMP mengaktifkan jalur pensinyalan independen SMAD1/5/8
melalui R-SMAD. SMADI1/5/8-SMAD4 kompleks mentranskripsikan ekspresi
RUNX2. Aktivasi transkripsi RUNX2 menginisiasi ekspresi gen osteoblast. SMAD1
merupakan mediator penting dari fungsi osteogenik BMP. SMAD1 dan SMADS
bersama-sama menjadi perantara dari peran BMP sebagai perkembangan tulang
endokondral. SMADS sedikit berkontribusi pada perkembangan tulang dibandingkan
dengan SMAD1 dan SMADS. BMP3 mengaktifkan SMAD2/3 yang merupakan
antagonis dari aktifitas osteogenik dari SMAD1/5/8 dan berlawanan fungsi dari BMP
lainnya yang berperan dalam diferensiasi osteogenik. BMP dan pensinyalan TGF-8s
keduanya melalui pensinyalan SMAD4. SMAD4 memiliki berbagai macam peran

dalam tumbuh kembang dan homeostasis tulang (Graves e? al., 2016).

LAPORAN PENELITIAN AKSELERASI DIFERENSIASI OSTEOGENIK... FEDIK ABDUL RANTAM



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

22

2.6.4 Runt-Related Transcription Factor-2

Core-Binding Factor Alpha 1 (CBFAL) atau Runt-Related Transcription
Factor-2 (RUNX2) merupakan faktor transkripsi kunci terkait dengan diferensiasi
osteoblast. Gangguan pada kedua faktor ini mengakibatkan hambatan pada
pembentukan tulang karena diferensiasi osteoblast tidak terjadi. RUNX2 seringkali
terekspresi pada osteoblast hari ke 7 dan 14. OSX dan RUNX2 secara berkala mengatur
proses diferensiasi osteoblast (Brunetti er al., 2013; Crotti er al., 2015).

RUNX2 memainkan peran penting dalam tahap awal diferensiasi dari BMSC
menjadi preosteoblasts (Gambar 2.5). OSX terutama mengatur proses diferensiasi
preosteoblas menjadi osteoblas fungsional. RUNX2 secara umum menjadi pengatur
awal dan osterix adalah pengatur selama diferensiasi osteoblas. Kedua gen pengkode
osteoblastogenik ini juga diatur oleh sejumlah jalur sinyal perkembangan seperti jalur
pensinyalan the canonical Wnt dan Bone Morphogenetic Protein (BMP).
Wnt/Cytosolic p catenin merangsang osteoblastogenesis melalui pengaktifasian faktor
transkripsi osteogenik RUNX2 dan OSX. BMP-2 menginduksi osteoblastogenesis
melalui aktivasi RUNX2 dan OSX melalui pembentukan kompleks reseptor spesifik

yaitu reseptor SMAD (Graves et al., 2016).

Bone marrow Functional
mesenchymal stem cell  Preosteoblast osteoblast

®
e
¢

e

T BMPs, Wit~

Gambar 2.5 Osteoblastogenesis terregulasi-pensinyalan BMPs/Wnt melalui Runx2 and Osterix (Graves er al., 2016).
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Sel progrenitor osteoblas mengekspresikan peningkatan aktivitas ALP yang
dikenal sebagai fase preosteoblasts. Fase transisi dari preosteoblas menjadi osteoblast
yang dewasa dikarakterisasi dengan peningkatan ekspresi dari Osteorix dan diukur
melalui sekresi protein matriks tulang seperti OSC, OSP, dan OSN. Peningkatan
sekresi protein matriks tulang selaras dengan peningkatan osteosit sehingga
mengindikasikan tingginya kemampuan diferensiasi osteogenik (Graves et al., 2016,

Rutkovskiy et al., 2016).

2.6.5 Osteorix

Osterix (OSX) merupakan faktor transkripsi spesifik osteoblast yang
mengaktifkan berberapa gen penting selama diferensiasi preosteoblast hingga menjadi
osteoblasts dewasa dan osteosit. Peran penting dari OSX dalam program genetika dari
pembentukan dan homeostasis tulang sedang diteliti. OSX juga dikenal sebagai Sp7
karena memiliki sifat homolog yang mirip dengan zinc finger DNA- binding domains
dari faktor transkripsi Sp1, Sp3 dan Sp4. OSX sangat terlibat dalam jalur diferensiasi
osteoblast. OSX terekspresi pada osteoblast pada callus fraktur tulang pada hari ke-10
dan pada hari ke-14 setelah fraktur. OSX seringkali terekspresi pada osteoblast pada
daerah fraktur yang beregenerasi (Sinha dan Zhou, 2013).

Beberapa studi sebelumnya mengungkapkan peran dari jalur pensinyalan
BMP2 dan IGFl yang mengaktifasi gen osteoblast selama diferensiasi. Kompleks
ligand an GFs menimbulkan kaskade dari jalur pensinyalanyang diikuti dengan
forsorilasi dari substrat untuk mengkontrol transkripsi gen. BMP2 juga dikenal

menginduksi ekspresi OSX dan RUNX2 (Sinha dan Zhou, 2013).
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Jalur pensinyalan BMP2/SMAD memiliki target untuk mengaktifasi RUNX2
dan setelah itu mengaktifasi ekspresi Osx. IGF1 juga meningkatkan ekspresi OSX
tanpa menganggu ekspresi RUNX2. IGF1 memberikan respon yang tidak begitu kuat
apabila dibandingkan dengan BMP2. Kombinasi BMP2 dan IGF1 secara sinergis
meningkatkan ekspresi OSX pada Human Mesenchymal Stem Cells (hMSC) apabila
dibandingkan dengan pemberian tunggal IGF1. Hal tersebut menunjukkan bahwa
ckspresi OSX  membutuhkan jalur  pensinyalan  kombinasi  antara

BMP2/SMAD/RUNX2 (Hankenson et al., 2015; Kobayashi et al., 2016).

2.6.7 Alkaline Phospatase

Metalloenzim yang dikenal juga sebagai Alkaline phosphatase (ALP)
[phosphate-monoester phosphohydrolase] (alkalineoptimum) terdapat pada beberapa
jaringan yang merupakan isoenzim yang spesifik dikode oleh beberapa gen yang terpisah.
Kadar ckspresi ALP yang tinggi terdapat pada tulang. ALP berperan penting terhadap
pembentukan jaringan keras seperti tulang dan gigi. ALP terekspresi pada awal perkembangan
dan dapat diamati pada permukaan sel serta vesikel matriks. Setelah tahap perkembangan
ekspresi ALP akan menurun dan ekspresi petanda ostecogenik lainnya seperti OSC akan
meningkat. Hal tersebut jelas menunjukkan bahwa ALP harus berfungsi pada fase awal dari
pembentukan tulang. Prinsip yang mendasar dari regulator dan pengkontrolan jalur
pensinyalan diferensiasi osteogenesis, khondrogenesis dan ekspresi ALP adalah diatur oleh
BMP/RUNX2 (CBAfl, AML3)/ sistem OSX dan jalur pensinyalan kaskade Wnt yang saling

berinteraksi satu sama lain (Golub dan Boesze-Battaglia, 2007).
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Studi mengenai sistem BMP/RUNX2 mengimplikasikan jumlah dari berbagai
produk gen termasuk HOX10A yang menunjukkan kemampuan dalam menstimulasi
osteogenesis dari MSCs dan secara langsung meregulasi ekspresi dari gen TNAP
melalui remodeling chromosomal. Kontrol tambahan dari ekspresi ALP adalah melalui
aksi dari 1,25-(OH)2-vitamin D, asam retinoat dan Paratiroid hormon yang dapat
memodulasi ekspresi ALP melalui berbagai macam jalur pensinyalan yang unik dan
melalui interaksi dari sistem regulator utama. Regulasi ekspresi ALP sangat vital pada
saat tahap awal perkembangan dan pembentukan jaringan keras. Ekspresi ALP
merupakan marker awal diferensiasi sel osteogenik dari hari ke-5 sampai hari ke-14,
setelah fase puncak tersebut pada hari ke-14 maka ekspresi ALP akan turun (Halling

Linder ez al., 2017).

2.6.8 Osteocalcin

Osteocalcin (OSC) adalah protein spesifik tulang yang disintesis oleh osteoblas
yang merupakan marker yang baik sebagai diferensiasi osteogenik. OSC umumnya
digunakan sebagai penanda diferensiasi osteogenik fase akhir. OCS adalah protein
sekretori dengan residu posttranslasional Gamma-Carboxylated Glutamic Acid (Gla)
dan bekerja sebagai regulator negatif dari pembentukan tulang. Sel terdiferensiasi
osteogenik harus memproduksi dan mensekresikan protein sebelum proses
mineralisasi. Keberadaan protein spesifik tulang molekul gen ekspresi OSC dapat
dideteksi setelah hari ke-14 selama kultur. Tahap akhir pembentukan tulang hari ke-14

sampai hari ke-28 OSC terekspresi kuat (Nakamura et al., 2009).
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2.6.9 Osteopontin

Osteopontin (OSP) juga dikenal sebagai Secreted Phosphoprotein-1 (SPP1)
merupakan protein yang larut yang terdapat hampir pada seluruh cairan tubuh. OSP
hanya terdapat secara interselueler yang merupakan regulator dari cytoskeleton yang
dinamis dan ekspresi gen. Ekstraseluler OSP berfungsi melalui interaksi dengan
beberapa reseptor sel permukaan termasuk beberapa macam integrin (avfl, avp3,
avps, a4pfl, a8f1, a9p1) dan CD44. Ekspresi OSP yang berlebihan telah terlibat dalam
banyak proses fisiologis dan patofisiologis, termasuk remodeling tulang, respons
terhadap stres, penyembuhan luka, tumor metastasis dan gangguan autoimun. OSP
banyak disekresikan oleh MSC dan dapat diatur lebih lanjut selama diferensiasi
osteogenik. OSP termasuk dalam keluarga Small Integrin-Binding Ligand N-Linked
Glycoprotein (SIBLING), yang juga meliputi Bone Sialoprotein (BSP), Dentin Matrix
Protein-1 (DMP1), Dentin Sialophosphoprotein (DSPP) dan matrix extracellular
phosphoglycoprotein (MEPE). OSP terekspresi pada kadar yang tinggi pada tahap

akhir osteogenesis dari hari ke-14 sampai hari ke-28 (Chen et al.,, 2014).

2.6.10 Osteonectin

Osteonectin (OSN), glikoprotein 32.000 kd yang terlibat dalam tahap akhir
mineralisasi jaringan tulang. OSN adalah penanda diferensiasi osteogenik dari sel.
OSN adalah glikoprotein pada tulang yang mengikat kalsium. OSN disekresikan oleh
osteoblast selama pembentukan tulang. OSN memulai mineralisasi dan
mempromosikan pembentukan kristal mineral. OSN juga menunjukkan afinitas dengan

kolagen selain dengan kalsium mineral tulang (Ardeshirylajimi ez al., 2014).
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OSN hadir pada osteoblast yang aktif dan osteosit muda. OSN telah disarankan
untuk menjadi penanda diferensiasi sel osteogenik pada tahap akhir. OSN adalah
matriks glikoprotein ekstraselular asam yang berperan penting dalam mineralisasi
tulang, interaksi matriks-sel, dan ikatan kolagen. OSN juga meningkatkan produksi dan
aktivitas matriks metalloproteinase. Molekul ini terlibat dalam beberapa fungsi
biologis, termasuk mineralisasi tulang, tulang rawan, mengatur homeostasis
mineralisasi tulang, modulasi proliferasi sel, mempromosi pelekatan dan distribusi sel.
Sejumlah fosfoprotein dan glikoprotein ditemukan di tulang. Fosfat yang terikat pada
protein tulang melalui residu serin dan asam amino treonin. OSN mengikat kolagen
dan hidroksiapatit di domain terpisah. OSN ditemukan dalam jumlah yang relatif besar
pada tulang dewasa dan mempromosikan mineralisasi kolagen. OSN terekspresi pada
kadar yang tinggi pada tahap awal diferensiasi osteogenik dari hari ke-21 sampai hari

ke-35 (Ardeshirylajimi et al., 2014).

2.6.11 Osteoblast

Osteoblast merupakan sel yang mensintesis dan menjadi perantara mineralisasi
osteoid. Osteoblast ditemukan dalam satu lapisan pada permukaan jaringan tulang
sebagai sel berbentuk kuboid atau silindris pendek yang saling berhubungan melalui

tonjolan-tonjolan pendek (Rutkovskiy et al., 2016).

LAPORAN PENELITIAN AKSELERASI DIFERENSIASI OSTEOGENIK... FEDIK ABDUL RANTAM



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

28

2.7 OKklusi

Oklusi dalam pengertian yang sederhana adalah penutupan rahang beserta gigi
atas dan bawah. Pada kenyataannya oklusi merupakan suatu proses kompleks karena
meibatkan gigi (termasuk mofologi dan angulasinya), otot, rahang, sendi temporo-
mandibula, dan gerakan fungsional rahang. Oklusi juga melibatkan relasi gigi pada
oklusi sentrik, relasi sentrik dan selama berfungsi (Proffit et al., 2007).

Oklusi normal menurut Angle (1899) dilihat dari hubungan gigi molar atas
terhadap gigi molar bawah sebagai kunci oklusi (gambar 2.6). Suatu oklusi dinilai baik
atau normal jika terdapat keserasian antara komponen-komponen yang berperan untuk
terjadinya kontak antara gigi-gigi rahang atas dan bawah. Oklusi normal dan maloklusi
kelas I memiliki relasi molar yang sama namun memiliki perbedaan pada susunan gigi-
geliginya. Malokusi kelas I tidak memiliki susunan gigi-geligi yang baik (Proffit et al.,
2007).

Secara universal, metode yang digunakan untuk melihat suatu oklusi normal
atau tidak dengan menggunakan metode yang dikemukakan oleh Angle karena
kemudahannya untuk dideskripsikan dan dikomunikasikan antar para klinisi (Proffit e

al., 2007).

2.8 Maloklusi

Maloklusi adalah penyimpangan letak gigi dan atau malrelasi lengkung geligi
(rahang) di lvar rentang kewajaran yang dapat diterima. Maloklusi juga dapat
merupakan variasi biologi tetapi karena variasi letak gigi mudah diamati dan
mengganggu estetik sehingga menarik perhatian dan memunculkan keinginan untuk

melakukan perawatan (Proffit et al., 2007).
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Istilah malokusi juga berarti semua penyimpangan dari gigi dan rahang dari
kondisi normal, termasuk beberapa kondisi yang berbeda, seperti diskrepansi antara
ukuran gigi dan ukuran rahang (crowding dan spacing), malrelasi lengkung gigi
(sagital, transversal, dan vertikal), dan malposisi dari gigi itu sendiri (Proffit ef al.,

2007).

2.9 Macam perawatan maloklusi

Dalam melakukan perawatan ortodontik sering sekali diperlukan penambahan
ruang untuk mengatur gigi-gigi yang malposisi, sehingga setelah perawatan gigi-gigi
dapat tersusun dalam lengkung yang baik (Proffit et al., 2007).

Tergantung pada jumlah kekurangan ruang yang diperlukan untuk mengatur
gigi-gigi yang malposisi tersebut, dapat dilakukan antara lain grinding, slicing atau
stripping pada gigi-gigi anterior, melebarkan (ekspansi) perimeter lengkung gigi,
kombinasi antara ekspansi lengkung gigi dan grinding gigi-gigi anterior, pencabutan
satu atau beberapa gigi. Pelebaran dengan alat ekspansi dapat dilakukan secara
ortodonti (pelebaran lengkung gigi) maupun ortopedi (pelebaran lengkung basal).
Pelebaran lengkung gigi sangat efektif dilakukan pada periode gigi bercampur, waktu
sutura palatina belum menutup dan pertumbuhan pasien masih aktif sehingga selain
lengkung gigi (lengkung korona) melebar, maka lengkung basal juga mengalami
pelebaran. Pada periode gigi permanen hanya dapat dilakukan perubahan inklinasi gigi
saja, yaitu melebarkan lengkung gigi tanpa diikuti pelebaran lengkung basal (Proffit e

al., 2007).
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2.9.1 Macam alat ekspansi

Macam alat ekspansi ortodonti dibagi menjadi beberapa macam berdasarkan cara
pemakaiannya dan pergerakan/reaksi jaringan. Berdasarkan cara pemakaiannya alat
ekspansi dapat bersifat yakni fixed/ cekat, misalnya Rapid Maxillary Expansion~
(RME), semi cekat, misalnya Quad Helix, Removabie/lepasan, misalnya plat ekspansi.
Berdasarkan pergerakan/ reaksi  jaringan yang dihasilkan yaitu alat ekspansi yang
menghasilkan gerakan ortodontik, misalnya plat ekspansi, alat ekspansi yang

menghasilkan gerakan ortopedik, misalnya RME (Proffit e al., 2007).

2.9.2 Rapid Maxillary Expansion

RME bersifat cekat, menghasilkan pelebaran arah lateral, paralel dan simetris,
digunakan untuk melakukan pelebaran lengkung basal pada periode gigi bercampur.
RME terdiri dari cincin stainless yang disemenkan pada gigi-gigi molar satu desidui
atau premolar satu dan gigi molar satu permanen kanan dan kiri, dihubungkan dengan
sekrup ekspansi yang mempunyai daya pelebaran yang besar (gambar 2.8). RME
apabila digunakan dapat melebarkan sutura palatina mediana ke arah lateral dan
lengkung gigi bergerak secara bodily. Indikasi perawatan dengan ekspansi antara lain
adalah gigitan silang anterior (anterior crossbite), gigitan silang posterior (posterior
crossbite) bilateral atau unilateral. Lengkung gigi atau lengkung basal yang sempit
yang disebabkan pertumbuhan ke arah lateral kurang. Adanya space loss sebagai akibat
pergeseran gigi molar permanen ke mesial pada pencabutan gigi desidui terlalu awal
(premature loss). Adanya gigi depan berjejal yang ringan, dengan diskrepansi lengkung

gigi 4-6mm (Proffit et al., 2007).
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Gambar 2.6 Rapid Maxillary Expansion (Proffit et al., 2007).

2.9.3 Quad Helix

Quad Helix bersifat semi cekat, dapat menghasilkan gerakan paralel simetris
atau asimetris maupun gerakan non paralel simetris atau asimetris, tergantung
kebutuhan. Semi cekat, karena sebagian dapat dilepas untuk diaktifkan (bagian
ekspansif yang terbuat dari kawat stainless steel diameter 0,9 mm) dan cincin yang
dipasang cekat dengan semen pada kedua gigi molar pertama (gambar 2.9). Pelebaran
lengkung gigi diperoleh dengan cara mengaktifkan koil, lengan helix ataupun palatal

bar, tergantung arah pelebaran yang diharapkan (Proffit ez al., 2007).

r "

Gambar 2.7 Quad Helix (Proffit et al., 2007).
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BAB 3

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

3.1.1 TujuanUmum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk menganalisa dan membuktikan

akselerasi diferensiasi osteogenik GMSCs dengan PRF untuk ekspansi tulang maksila

secara in vitro.

3.1.2 Tujuan Khusus

Tujuan khusus dari penelitian ini adalah

1.

Menganalisis akselerasi diferensiasi osteogenik GMSCs dengan PRF untuk ekspansi
tulang rahang secara in vitro melalui marker positif (+) RUNX2.

Menganalisis akselerasi diferensiasi osteogenik GMSCs dengan PRF untuk ekspansi
tulang rahang secara in vitro melalui marker positif (+) ALP.

Menganalisis akselerasi diferensiasi osteogenik GMSCs dengan PRF untuk ekspansi
tulang rahang secara in vitro melalui marker positif (+) OSC.

Menganalisis akselerasi diferensiasi osteogenik GMSCs dengan PRF untuk ekspansi
tulang rahang secara in vitro melalui marker positif (+) OSN.

Menganalisis akselerasi diferensiasi osteogenik GMSCs dengan PRF untuk ekspansi

tulang rahang secara in vitro melalui marker positif (+) OSP.

32
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3.2  Manfaat Penelitian
3.2.1 Manfaat Penelitian Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi informasi ilmiah
dan memberikan tambahan pengetahuan khususnya di bidang ilmu ortodonti dan
kepada praktisi kesehatan, terutama dokter gigi tentang pendekatan dengan terapi
rekayasa jaringan berbasis sel punca diharapkan didapatkan model terapi yang
merupakan alternatif terapi utama dalam meningkatkan pembentukan tulang pada
lengkung maksila yang di ekspansi secara ortodonti yang kemungkinan dapat

digunakan untuk acuan penelitian selanjutnya.

3.2.2 Manfaat Praktis

Diharapkan berbagai permasalahan dan kendala perawatan ortodonti terutama
yang membutuhkan perawatan ekspansi lengkung maksila dapat diatasi dengan terapi
bebasis sel punca yang berasal dari GMSCs yang dikombinasikan dengan PRF untuk

mendapatkan hasil terapi ortodontiyang relatif lebih cepat dan optimal.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Berdasarkan latar belakang, rumusan masalah dan tujuan penelitian maka
penelitian ini dilakukan secara eksperimental murni laboratoris (True Experimental)
dengan rancangan penelitian Post-test only Control Group Design secara longitudinal.
Rancangan penelitian dapat digambarkan dengan skema sebagai berikut:

— Kelompok Kontrol Negatif (-):
GMSCs dan aModified Eagle Medium (¢MEM).

sampel [———— Kelompok Kontrol Positif (+):

GMSCs, High Glucose-Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM-HG) medium osteogenik

|, Kelompok Perlakuan:
GMSCs, PRF, dan High Glucose-Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM-HG) medium osteogenik

Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian invitro.

Kelompok perlakuan dari
hari ke 7
/ Kelompok perlakuan dari
; R hari ke 14 Ekspresi RUNX2
GMSCs
\ Kelompok perlakuan dari
hari ke 21

Gambar 4.2 Rancangan penelitian kombinasi GMSCs dan PRF terhadap ekspresi RUNX2 GMSCs.
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Kelompok perlakuan dari
hari ke 7
/ Kelompok perlakuan dari
s | hari ke 14 Ekspresi ALP GMSCs
\ Kelompok perlakuan dari
hari ke 21
Gambar 4.3 Rancangan penelitian kombinasi GMSCs dan PRF terhadap ekspresi ALP GMSCs.
Kelompok perlakuan dari
hari ke 7
/ Kelompok perlakuan dari
hari ke 14 Ekspresi Osteocalcin
il I GMSCs
\ Kelompok perlakuan dari
hari ke 21
Cs dan PRF terhadap ekspresi Osteocalcin GMSCs.

Gambar 4.4 Rancangan penelitian kombinasi GMS

Kelompok perlakuan dari
hari ke 7
/ Kelompok perlakuan dari
s N hari ke 14 Ekspresi Osteonectin
GMSCs
\ Kelompok perlakuan dari
hari ke 21

Gambar 4.5 Rancangan penelitian kombinasi GMSCs dan PRF terhadap ekspresi Osteonectin GMSCs.
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Osteopontin GMSCs

Kelompok perlakuan dari
hari ke 7
/ Kelompok perlakuan dari
S hari ke 14 Ekspresi
\ Kelompok perlakuan dari
hari ke 21

Gambar 4.6 Rancangan penelitian kombinasi GMSCs dan PRF terhadap ekspresi Osteopontin GMSCs.

Keterangan:

s =

Sampel

4.2 Tempat dan Waktu penelitian

4.2.1 Tempat Penelitian

Lokasi penelitian ini dilakukan dibeberapa tempat, yaitu:

1. Isolat GMSCs diperoleh dari Pusat Pengembangan dan Penelitian Stem Cell,

Universitas Airlangga, Surabaya, Indonesia.

2. Pemilihan untuk pemgambilan PRF pada hewan penelitian tikus (Ratrus

Novergicus) dilakukan pada Pusat Pengembangan dan Penelitian Stem Cell,

Universitas Airlangga, Surabaya, Indonesia

3. Pemeriksaan Immunocytochemistry (ICC) petanda sel punca dilakukan di Pusat

Pengembangan dan Penelitian Stem Cell, Universitas Airlangga, Surabaya,

Indonesia

4. Pemeriksaan Flowcytometry (FC) petanda sel punca dilakukan di Pusat

Pengembangan dan Penelitian Stem Cell, Universitas Airlangga, Surabaya,

Indonesia.
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5. Pemeriksaan Immunocytochemistry (ICC) petanda diferensiasi osteogenik
RUNX2, ALP, Osteocalcin, Osteopontin, Osteonectin dilakukan di Pusat
Pengembangan dan Penelitian Stem Cell, Universitas Airlangga, Surabaya,

Indonesia

4.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan kurang lebih selama 3 bulan, yaitu pada bulan Januari

2018 sampai Maret 2018.

Tabel 4.1 Rancangan jadwal kegiatan penelitian

Bulan ke-
Kegiatan

1. Persiapan

1.1 Pembuatan dan pengajuan
ujian proposal

1.2 Persiapan perijian
penelitian, laboratorium, alat
dan bahan

2. Pelaksanaan

2.1 Persiapan, isolasi, kultur
GMSCs dan ekstraksi PRF

2.2 manipulasi GMSCs, PRF

2.3 uji karakterisasi

2.4 wuji proliferasi dan uji
diferensiasi

3. Pengumpulan Data dan Evaluasi Hasil

3.1 Pengumpulan Data

3.2 Evaluasi hasil

3.3 Analisa dan pengolahan
data

3.4 Penyusunan hasil dan ujian
tesis
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4.3 Obyek Penelitian
Obyek penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah sel punca berasal
dari gingiva (GMSCs) dikombinasikan dengan PRF yang diisolasi dari hewan tikus

wistar (Rattus Novergicus).

4.3.1 Besar obyek penelitian

Pada penelitian ini terdapat 3 kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif,
kelompok control positif dan kelompok perlakuan 1. Replikasi sampel sebanyak 3
setiap kelompok. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini dihitung berdasarkan

rumus perhitungan Lameshow ez al., (1997):

n= Z o* (Z%a+Zp)
(W1 -p2)
Keterangan
n = sampel minimum.
c = standar deviasi.

ZY%0 = 1,282 (nilai distribusi pada kurva normal standart dengan a =0.05).
ZB  =0.842 (nilai distribusi pada kurva normal standart dengan a=0.2).
m = rerata data kelompok kontrol.

M2 = rerata data kelompok perlakuan.
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Jumlah sampel minimal perlu diketahui dengan melakukan penelitian pendahuluan.

4.4 Variable Penelitian
Variabel dalam penelitian ini adalah:
1. Variabel bebas (independent variable): GMSCs
2. Variabel terikat (dependent variable): kemampuan diferensiasi osteogenik
GMSCs yang meliputi ekspresi RUNX2, ekspresi ALP, ekspresi osteocalcin,
ekspresi osteonectin, ekspresi osteopontin.
3. Variabel terkontrol: Cara pengambilan PRF, alat dan bahan yang digunakan,
cara pengujian ekspresi RUNX2, ekspresi ALP, ekspresi osteccalcin, ekspresi

osteonectin, ekspresi osteopontin.

4.5 Definisi Operasional Variabel

1. GMSCs adalah sel punca yang diisolasi dari gingiva yang mampu berproliferasi
dan berdiferensiasi menjadi berbagai macam sel seperti osteoblast, chondrosit
dan adiposit.

2. PRF adalah plasma darah yang mengandung 1.000.000 trombosit/mikroliter
dengan volume 5 ml plasma.

3. Ekspresi ALP adalah perubahan sel yang terjadi pada GMSCs menjadi
osteoblast dengan mengukur adanya marker ALP pada fase perubahan dari
osteoprogenitor menjadi preosteoblast yang  diperiksa dengan ICC

menggunakan antibodi monoklonal ALP diamati dengan elektron mikroskop dengan

pembesaran 200x.
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4. Ekspresi RUNX2 adalah perubahan sel yang terjadi pada GMSCs menjadi
osteoblast dengan mengukur adanya marker RUNX2 pada fase perubahan dari
osteoprogenitor menjadi preosteoblast yang diperiksa dengan ICC
menggunakan antibodi monoklonal RUNX2 diamati dengan elektron mikroskop
dengan pembesaran 200x.

5. Ekspresi osteocalcin adalah perubahan sel yang terjadi pada GMSCs menjadi
osteoblast dengan mengukur adanya marker osteocalcin pada fase perubahan
dari osteoprogenitor dari preosteoblast menjadi osteoblas yang diperiksa
dengan ICC menggunakan antibodi monoklonal osteocalcin diamati dengan
elektron mikroskop dengan pembesaran 200x.

6. Ekspresi osteonectin adalah perubahan sel yang terjadi pada GMSCs menjadi
osteoblast dengan mengukur adanya marker osteonectin pada fase perubahan
dari osteoprogenitor dari osteoblas menjadi osteoblast dewasa yang diperiksa
dengan ICC menggunakan antibodi monoklonal osteonectin diamati dengan
clektron mikroskop dengan pembesaran 200x.

7. Ekspresi osteopontin adalah perubahan sel yang terjadi pada GMSCs menjadi
osteoblast dengan mengukur adanya marker osteopontin pada fase perubahan
dari osteoprogenitor dari osteoblas menjadi osteoblast dewasa yang diperiksa

dengan ICC menggunakan antibodi monoklonal osteopontin diamati dengan
elektron mikroskop dengan pembesaran 200x.

8. Ekspansi Maksila adalah Pelebaran dengan alat ekspansi dapat dilakukan secara
ortodonti (pelebaran lengkung gigi) maupun ortopedi (pelebaran lengkung

basal) dengan menggunakan piranti RME.
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4.6 Cara kerja penelitian
4.6.1 Persiapan Laik Etik Penelitian

Sebelum melakukan penelitian, penelitian wajib mendapatkan sertifikat laik
etik penggunaan hewan coba dari institusi terkait, dalam perihal ini laik etik
dikeluarkan oleh Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Airlangga yang telah sesuai
dengan  deklarasi  Helsinki dengan nomor laik etik  penelitian

289/HRECC.FODM/XI1/2017 yang disahkan pada tanggal 12 Desember 2017.

4.6.2 Isolasi dan Thawing GMSCs

Metode isolasi GMSCs dilakukan berdasarkan prosedur Rantam ez al, (2008).
GMSCs diisolasi dari gingiva tikus pada regio rahang bawah yang diambil
menggunakan scalpel dan blade. Gingiva tersebut dipotong kecil-kecil kemudian
ditambahkan 1 mg/ml enzym trypsin kemudian dikultur dalam medium Dulbeccos
Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies/”GIBCO BRL) dengan
penambahan 20% Fetal Bovine Serum (FBS, Biochrom AG, Germany), Sm M L-
glutamine (Gibco Invitrogen), 100 U/ml penicillin-G, 100 pg/ml streptomycin, dam
100 pg/ml kanamycin.

Setelah 3 hari dilakukan pembuangan medium untuk menghilangkan bagian sel
yang tidak melekat pada dish dan dilakukan pemberian medium baru. Pada tahap ini
dilakukan penambahan FGF-2. Setelah sel dalam keadaan confluent dilakukan passage
dengan menggunakan 0.05% #rypsin-EDTA dan setelah itu sel dicuci dan dibiakkan
lagi dalam 60- atau 100-mm tissue culture dishes (Corning). Setelah sel confluent
dilakukan passage kembali dan sel bisa digunakan untuk penelitian selanjutnya. Bila

sel tidak segera digunakan, sel harus disimpan dalam N2 cair.
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Thawing GMSCs diawali dengan mengeluarkan vial sel dari mesin pembeku
penyimpanan. Vial ditempatkan dalam waterbath bersuhu 37°C selama | menit hingga
sel mulai mencair. Pastikan bahwa botol tidak tenggelam dan air tidak masuk ke dalam
botol. Vial dikeluarkan dari waterbath dan hapus dengan 70% isopropanol atau etanol
untuk mensterilkan vial. Pipet steril 2 ml digunakan untuk memindahkan sel ke dalam
tabung 15 mL yang mengandung 10 m! Iscove s Modiified Dublbecco’s Media IMDM)
+ 2% Fetal Bovine Serum (FBS). Tabung yang mengandung sel kemudian
disentrifugasi lalu dibuang dan pallet sel diresuspensi dalam volume awal IMDM +2%
FNS dan volume sel total untuk dibiakkan sampai passage ke-4 sesuai dengan

kebutuhan penelitian (Rantam e al., 2008).

4.6.3 Uji karakterisasi GMSCs
4.6.3.1 Analisa Immunocytochemistry

Sel kultur dilapisi dengan coverslips, dan setelah diinkubasi pada suhu 37° C
selama | - 2 jam difiksasi menggunakan formaldehida 10% selama 15 menit.
Kemudian coverlips dibilas empat kali dengan PBS dan dikeringkan selama beberapa
menit. Sel diblok dengan PBS dan FBS 1% selama 15 - 30 menit dan dicuci dengan
PBS sebanyak empat kali. Antibodi monoklonal berlabel FITC (Santa Cruz
Biotechnology™, Dallas, Texas, United States) CD105 (anti CD105 sc-71042) positif,
CD44 (anti CD44 sc-18849) positif, CD73 (sc-32299), CD90 (anti CD90 sc-53116)
positif, CD44 (anti CD44 sc7297) positif dan CD45 (anti CD45 sc-53665) negatif serta
CD34 (anti CD34 sc74499) negatif. Antibodi monoklonal diaplikasikan pada sel dan
diinkubasi selama 60 menit. Setelah itu, sel-sel dibilas dengan PBS dua kali dan sel

siap untuk analisis dengan menggunakan mikroskop fluoresensi.
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4.6.3.2 Analisa Flowcytometry

Analisa flowcytometry GMSCs diawali dengan persiapan sampel. GMSCs
sebanyak 500.000 sel dilarutkan dalam PBS 3ml dimasukkan ke dalam falcon tube
ditutup rapat dan dapat disimpan pada -20°C apabila tidak digunakan. 20 pL reagen
Becton Dickson Trites antibodi monoklonal CD34, CD44, CD45, CD73, CD90,
CDI105 berlabel FITC dan 50 pL sampel ke dalam tabung Becton Dickson Trucount.
Tabung Becton Dickson Trucount berisi /lycophilized pellet yang akan
melepaskan fluorescent beads yang diketahui jumlahnya apabila ke dalam tabung
ditambahkan reagen monoklonal antibodi dan darah EDTA, gunanya adalah untuk
menghitung jumlah absolut leukosit. Reagen BD Tritest CD34, CD44, CD45, CD73,
CD90, CD105 berlabel FITC. Reagen tersebut merupakan reagen imunofluoresen tiga
warna untuk identifikasi absolut CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105 berlabel
FITC. Campuran tersebut di-vortex dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu kamar
(di tempat gelap). 450 pL lysing solution ditambahkan ke dalam campuran, kemudian
di-vortex dan diinkubasi kembali selama 15 menit pada suhu kamar. Kemudian sampel
dibaca dengan flowcytometer FACS Calibur (BD FACSCALIBUR™, Becton,

Dickinson and Company, Singapore).

4.6.4 Isolasi Plasma Rich Fibrin

Darah diaspirasi melalui ekor tikus setelah dilakukan anastesi menggunakan
injeksi ketamine dosis20 mg/berat badan dan xylazine 3 mg/berat badan. Darah
sebanyak 1.5 ml diaspirasi menggunakan disposeable syringe 3 ml kemudian
diletakkan pada tabung vacutainer tanpa antikoagulan setelah itu di sentrifuge dengan

kecepatan 3000 rpm/menit selama 10.
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Alat sentrifuge dibuat seimbang dengan memasukkan 2 tabung dengan isi air
dengan berat sama dengan tabung darah. Ambil tabung dari sentrifuge, akan tampak 3
lapisan yaitu terbagi atas tiga fraksi; fraksi paling bawah adalah sel darah merah, fraksi
bagian tengah adalah Plasma Rich Fibrin dan fraksi paling atas adalah plasma aselular.
PRF kemudian diisolasi setelah itu PRF dipotong kecil-kecil menggunakan gunting
steril dan dimasukan ke dalam masing-masing p/ate kelompok perlakuan (Borle et al.,

2015; Sumarta et al., 2016; Rahmawati et al., 2017).

4.6.5 Analisis Diferensiasi Osteogenik In vitro kombinasi GMSCs dan PRF.

Analisis dilakukan pada 3 kelompok, terdiri dari: 2 kelompok eksperimen dan
1 kelompok control. Pada kelompok perlakuan GMSC dengan PRF ditempatkan pada
plate kultur mengandung ITS plus, 2 mM L-glutamin, 100 pg / ml natrium piruvat, 0,2
mM asam askorbat- 2 fosfat, dexamethasone 10-7 M (GeneTex, AS), 10 ng / ml TGF-
B3, dan glukosa berkadar tinggi-Dulbecco’s Modifikasi Eagle Medium (DMEM-HG)
kelompok perlakuan 1. Kelompok kontrol adalah GMSCs diletakkan pada plate kultur
medium osteogenik ITS plus, 2 mM L-glutamin, 100 pg / ml natrium piruvat, 0,2 mM
asam askorbat- 2 fosfat, dexamethasone 10-7 M (GeneTex, AS). Setiap 3 hari, setiap
medium sel kelompok diganti. Diferensiasi osteogenik dievaluasi setelah 21 hari sel
kultur (Sumarta et al., 2016).

Sel kultur dilapisi dengan coverslips, dan setelah diinkubasi pada suhu 37° C
selama 1 - 2 jam difiksasi menggunakan formaldehida 10% selama 15 menit.
Kemudian coverlips dibilas empat kali dengan PBS dan dikeringkan selama beberapa
menit. Sel diblok dengan PBS dan FBS 1% selama 15 - 30 menit dan dicuci dengan

PBS sebanyak empat kali.
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Sampel kemudian diperiksa dengan pewarnaan imunositokimia dengan teknik
indirect menggunakan staining kit 3,3'-diaminobenzidine (DAB) (Pierce™ DAB
Substrate Kit cat. 34002, Thermofisher™, Waltham, Massachusetts, United States)
dan antibodi monoklonal (Santa Cruz Biotechnology™, Dallas, Texas, United States
dan Abcam™, Cambridge, United Kingdom) dengan petanda positif (+) RUNX2 (anti
RUNX2 sc10145), ALP (anti ALP sc271431), osteocalcin (anti osteocalcin sc365797),
osteopontin (anti osteopontin sc21742), osteonectin (anti osteonectin sc-25574),
negatif (-) sox9 (anti sox9 ab26414) dan aggrecan (anti aggrecan abcam 36861) sel
siap untuk analisis dengan menggunakan mikroskop (Rantam et al., 2008; Ekiser et

al,, 2015; Kamadjaja et al., 2016).

4.7 Analisis Data
Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan Statistical Package for the
Social Sciences Software (SPSS) edisi 20.0 (SPSS™, Chicago, United State). Hasil
pengukuran ditabulasi menurut kelompok masing-masing. Hasil yang diperoleh
dianalisis dengan cara menghitung ukuran pemusatan (mean, median dan modus) dan
pencaran (standar deviasi dan koefisien variasi). Selanjutnya dibandingkan antar
kelompok yaitu kelompok control negatif, kelompok positif dan kelompok perlakuan

1. Hasil dinyatakan sebagai nilai rerata + standar deviasi.
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Gambar 4.7 Kerangka Operasional Alur Penelitian
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4.9 Indikator Capaian Tahunan
Tabel 4.1 Indikator Capaian Tahunan

Obyek Penelitian Indikator capaian Metode Luaran
GMSCS Isolasi dan Kultur sel Isolasi dan
Karakterisasi GMSCs konfirmasi

MSCs Flowcytometri, | GMSCs adalah

Imunofluorosense MSCs
GMSCS Differensiasi Imunositokimia Akselerasi
Osteogenik diferensiasi
RUNX2, OSC, osteogenic

OSN, OSP, BALP. GMSCs

4.10 Luaran penelitian
Luaran penelitian ini adalah hasil penelitian yang telah dilakukan akan diterbitkan pada

jurnal ilmiah internasional.
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HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental murni laboratoris (7rue Experimental)
dengan rancangan penelitian Post-test only Control Group Design secara longitudinal. Sampel
yang digunakan pada penelitian ini adalah GMSCs yang diisolasi dari gingiva rahang bawah
tikus wistar (Rattus Novergicus), sampel dibagi menjadi tiga kelompok yaitu Kelompok
Kontrol Negatif (-): GMSCs dan aModified Eagle Medium (eMEM); Kelompok Kontrol Positif
(+): GMSCs, High Glucose-Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM-HG) medium
osteogenik; Kelompok Perlakuan: GMSCs, PRF, dan High Glucose-Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM-HG) medium osteogenik. Variabel dependen dalam penelitian ini
adalah RUNX2, ALP, OSP, OSN, dan OSC. Pada bagian ini memuat hasil penelitian dan

analisis hasil penelitian yang berkaitan dengan tujuan dan hipotesis.

5.1 Deskripsi Hasil Penelitian

[solat GMSCs dari gingiva tikus wistar (Rattus Novergicus) dilakukan splitting dan
mencapai konfluensi 95%. Pada tahap awal isolat GMSCs menunjukkan morfologi sel bulat
kecil, memiliki bentukan spindle-shaped dan melekat pada kultur plate ketika diamati
menggunakan mikroskop elektron. Isolat GMSCs yang telah homogen menunjukkan morfologi

sel seperti sel fibroblast berbentuk spindle pada passage pertama hingga passage kelima

(Gambar 5.1).
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Gambar 5.1. Morfologi Gingival Mesenchymal Stem Cells pasase ketiga menunjukkan bentukan morfologi
seperti fibroblast berbentuk spindle dan melekat pada dasar plate (panah merah). Pemeriksaan dengan
mikroskop Elektron (CX22 Binocular, Olympus) dengan pembesaran 400x.

Gambar 5.2. Pemeriksaan ICC immunofluoresence GMSCs pasase ketiga mengekspresikan marker
permukaan MSCs positif (+) (panah merah). A, B. CD44; C, D. CD73; E, F. CD90; G, H. CD105 berlabel
FITC. Pemeriksaan dengan mikroskop Elektron (/mmunofluoresence Microskop, Olympus) dengan
pembesaran 100x.
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GMSCs mengekspresikan marker positif MSC yaitu positif CD44, CD73,
CDY0 dan CD105 (gambar 5.2) namun secara kontras tidak mengekspresikan marker

HSCs yaitu negatif terhadap CD34 dan CD45 (gambar 5.3).

.- , - A
Gambar 5.3. Pemeriksaan 1ICC immunofluoresence GMSCs pasase ketiga tidak mengekspresikan marker
HSC (panah merah); A, B. negatif CD34; C, D. negatif CD45 berlabel FITC, Pemeriksaan dengan
mikroskop Elektron (Immunofluoresence Microskop. Olympus) dengan pembesaran 100x.

Hasil pengamatan terhadap rerata marker permukaan GMSC menunjukkan nilai
rerata paling besar dijumpai pada marker CD105 diikuti CD73, CD90, dan CD44 yang
merupakan marker MSCs, namun memiliki nilai rerata yang rendah terhadap CD34 dan CD45

yang merupakan marker HSC (gambar 5.4).

| ‘ 0 CD44+
B CD73+
‘ 0CD9o+

| OCD105+ |
| mco3a-

0coas-

The Mean of Surface Cell Marker

Gambar 5.4. Hasil rerata marker permukaan GMSCs pasase ketiga mengekspresikan marker positif (+)
MSCs CD44, CD73, CDY0, CD105 and negatif (-) marker permukaan HSCs CD34 dan CD45.
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e —

Gambar 5.5 Analisis Flowcytometry menunjukkan karakterisasi GMSCs pasase ketiga. A. GMSCs sangat
mengekspresikan CD105 namun tidak mengekspresikan CD45; B. GMSCs juga mengekspresikan marker
MSCs yaitu CD44, CD73, and CD90.

Pemeriksaan flowcytometry untuk mengetahui marker permukaan GMSCs konfirmasi

marker MSCs. Pada hasil pemeriksaan flowcytometry diketahui bahwa GMSCs

mengekspresikan marker positif MSC yaitu CD44, CD73, CD90 dan sangat mengekspresikan

positif CD105. GMSCs mengekspresikan sccara negatif marker HSCs yaitu CD45.
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Tabel 5.1 Rerata ekspresi marker osteogenik hari ke -7, 14, 21 pada kelompok kontrol negatif (GMSCs dan
aMEM), kelompok kontrol positif (GMSC, DMEM, medium osteogenik), dan kelompok perlakuan (GMSCs,
DMEM, medium osteogenik dan PRF) pasase kelima.

Hari ReratatSD
Kelompok n Kt
ALP RUNX2 OSsP OSN 0sC
3 7 11.33+2.517  9+2.000 7.3321.155 4.00+£1.732  3.33%1.528
Kontrol Negatif
(GMSCs+aMEM) 3 14 7.67+£2.082 7.33%£1.528 8.67+1.528 7.67+2.887  7.00+1.000
321 4£1.000 3.33£1.528  9.0£2.000  9.33+1.528  7.00+2.646
3 7 11.33+1.528 111,000 7.67+£1.528  7.33%1.528  8.3341.155
Kontrol Positif
(GMSCs + 9.67+1.155
DMEM-+Medium 14 9.33£0.577 9.67£3.215 11.33+£2.082 9.33+0.577
Osteogenik)
3 21 8.67+2.517 8+1.115 11.67+1.528 12.67+2.082 11.00+1.000
3 7 16.00£1.732 14.33£2.517 11.33+1.155 10.67+£1.528  10+1.000
Kelompok
Perlakuan
(GMSCs + 3 14 10.67x1.528 12.67+2.082 11.67+1.528 12.67+1.528 12.33+3.055
DMEM-+Medium
Osteogenik+PRF)
3 21 9.67x1.155 11.67+1.528 13.00+£2.00 14.67+£2.517 13.67+2.309

Marker diferensiasi osteogenik GMSCs pada setiap kelompok dapat dilihat pada

Tabel 5.1. Ekspresi ALP paling tinggi dijumpai pada kelompok perlakuan pada hari ke 7

(16.00+1.732) dan mulai menurun pada hari ke 14 (10.67+1.528) hingga hari ke 21

(9.67+1.155). Ekspresi ALP paling sedikit dijumpai pada kelompok kontrol negatif yaitu hari

ke 21 (4+1.000) (Gambar 5.6, 5.7, 5.8).
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Gambar 5.6 Grafik rerata ckspresi ALP, RUNX2, OSP, OSN, OSC pada kelompok kontrol negatif hari ke
7, 14,21,
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Gambar 5.7 Grafik rerata ekspresi ALP, RUNX2, OSP, OSN, OSC pada kelompok kontrol positif hari ke
7, 14,21,
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I Gambar 5.8 Grafik rerata ekspresi ALP, RUN)Q, OSP, OSN, OSC pad-a kelompok perlakuan hari ke i
14, 21.
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Pemeriksaan ICC dengan metode DAB dilakukan untuk mengetahui jumlah
GMSCs yang positif (warma cokelat) mengekspresikan ALP (gambar 5.9). Hasil
pengamatan terhadap ekspresi ALP pada kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol
positif dan kelompok perlakuan menunjukkan nilai rerata paling besar pada kelompok

perlakuan hari ke -7 (gambar 5.10).

Hari ke 7 Hari ke 14 Hari ke 21

‘. Kelompok
Kontrol Negatif

Kelompok
Kontrol
Positif

Kelompok
Perlakuan

W k

Gambar 5.9 Ekpresi ALP pada GMSCs pasase kelima tikus wistar (Rattus Novergicus). A. ALP Kontrol
Negatif; B. ALP Kontrol Positif dan C. ALP kelompok Kontrol Ekspresi pada hari ke 7, 14 dan 21.
Ekspresi ALP positif ditandai dengan warna coklat pada GMSCs dengan pembesaran 200x.
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Gambar 5.10 Rerata ekspresi ALP hari ke -7, 14, 21 pada kelompok kontrol negatif (GMSCs dan «MEM),
kelompok kontrol positif (GMSCs, DMEM, medium osteogenik), dan kelompok perlakuan (GMSCs,
DMEM, medium osteogenik dan PRF) pasase kelima.

Pemeriksaan ICC dengan metode DAB dilakukan untuk mengetahui jumlah GMSCs
yang positif (warna cokelat) mengekspresikan RUNX2 (gambar 5.11). Hasil pengamatan
terhadap ekspresi RUNX2 pada kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif dan
kelompok perlakuan menunjukkan nilai rerata paling besar pada kelompok perlakuan hari ke-

7 (gambar 5.12).
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Gambar 5.11 Ekspresi RUNX2 pada GMSCs pasase kelima tikus wistar (Rattus Novergicus). A. RUNX2
Kontrol Negatif; B. RUNX2 Kontrol Positif dan C. RUNX2 kelompok Kontrol Ekspresi pada hari ke 7,
14 dan 21. Ekspresi RUNX2 positif ditandai dengan wama coklat pada GMSCs dengan pembesaran 200x.
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Gambar 5.12 Rerata ekspresi RUNX2 hari ke -7, 14, 21 pada kelompok kontrol negatif (GMSCs dan
aMEM), kelompok kontrol positif (GMSCs, DMEM, medium osteogenik), dan kelompok perlakuan
(GMSCs, DMEM, medium osteogenik dan PRF) pasase kelima.

ICC dengan metode DAB dilakukan untuk mengetahui jumlah GMSCs yang positif
(warna cokelat) mengekspresikan OSN (gambar 5.13). Hasil pengamatan terhadap ekspresi
OSN pada kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan

menunjukkan nilai rerata paling besar pada kelompok perlakuan hari ke -21 (gambar 5.14).
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Gambar 5.13 Ekspresi OSN pada GMSCs pasase kelima tikus wistar (Rattus Novergicus). A. OSN
Kontrol Negatif; B. OSN Kontrol Positif dan C. OSN kelompok Kontrol Ekspresi pada hari ke 7, 14 dan
21. Ekspresi OSN positif ditandai dengan warna coklat pada GMSCs dengan pembesaran 200x.
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Gambar 5.14 Rerata ekspresi OSN hari ke -7, 14, 21 pada kelompok kontrol negatif (GMSCs dan aMEM),
kelompok kontrol positif (GMSCs, DMEM, medium osteogenik), dan kelompok perlakuan (GMSCs,
DMEM, medium osteogenik dan PRF) pasase kelima.

Pemeriksaan [CC dengan metode DAB dilakukan untuk mengetahui jumlah GMSCs
yang positif (warna cokelat) mengekspresikan OSP (gambar 5.15). Hasil pengamatan
terhadap ekspresi OSP pada kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif dan
kelompok perlakuan menunjukkan nilai rerata paling besar pada kelompok perlakuan hari

ke -21 (gambar 5.16).
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Gambar 5.15 Ekspresi OSP pada GMSCs pasase kelima tikus wistar (Rattus Novergicus). A. OSP Kontrol
Negatif; B. OSP Kontrol Positif dan C. OSP kelompok Kontrol Ekspresi pada hari ke 7, 14 dan 21.
Ekspresi OSP positif ditandai dengan warna coklat pada GMSCs dengan pembesaran 200x.
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Gambar 5.16 Rerata ekspresi OSP hari ke -7, 14, 21 pada kelompok kontrol negatif (GMSCs dan «MEM),
kelompok kontrol positif (GMSCs, DMEM, medium osteogenik), dan kelompok perlakuan (GMSCs,
DMEM, medium osteogenik dan PRF) pasase kelima,
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Pemeriksaan ICC dengan metode DAB dilakukan untuk mengetahui jumlah GMSCs
yang positif (warna cokelat) mengekspresikan OSP (gambar 5.17). Hasil pengamatan
terhadap ekspresi OSP pada kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif dan
kelompok perlakuan menunjukkan nilai rerata paling besar pada kelompok perlakuan hari
ke -21 (gambar 5.18).

Hari ke 7 Hari ke 14 Hari ke 21
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Gambar 5.17 Gambaran ekpresi OSC pada GMSCs pasase kelima tikus wistar (Rattus Novergicus). A.
0SC Kontrol Negatif; B. OSC Kontrol Positif dan C. OSC kelompok Kontrol Ekspresi pada hari ke 7, 14
dan 21. Ekspresi OSC positif ditandai dengan warna coklat pada GMSCs dengan pembesaran 200x.
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Gambar 5.15 Rerata ekspresi OSC hari ke -7, 14, 21 pada kelompok kontrol negatif (GMSCs dan «MEM),
kelompok kontrol positif (GMSCs, DMEM, medium osteogenik), dan kelompok perlakuan (GMSCs,
DMEM, medium osteogenik dan PRF) pasase kelima.
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PENUTUP

Hasil temuan baru mengungkapkan bahwa PRF mempercepat diferensiasi
osteogenik GMSCs dengan meningkatkan ekspresi RUNX2, ALP, OSP, OSN, OSC

untuk ekspansi tulang maksila (in vitro)

7.1 Kesimpulan
Kesimpulan hasil analisis data serta pembahasan dalam penelitian ini adalah
sebagai berikut:

I. PRF  mempercepat diferensiasi osteogenik GMSCs  dengan
meningkatkan ekspresi RUNX2 untuk ekspansi tulang maksila (in
vitro).

2. PRF mempercepat diferensiasi osteogenik GMSCs dengan
meningkatkan ekspresi ALP untuk ekspansi tulang maksila (in vitro)

3. PRF mempercepat diferensiasi osteogenik GMSCs dengan
meningkatkan ekspresi OSC untuk ekspansi tulang maksila (in vitro)

4, PRF mempercepat diferensiasi  osteogenik GMSCs  dengan
meningkatkan ekspresi OSP untuk ekspansi tulang maksila (in vitro)

5. PRF mempercepat diferensiasi osteogenik GMSCs dengan

meningkatkan ekspresi OSN untuk ekspansi tulang maksila (in vitro)
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7.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut menggunakan hewan coba
(penelitian in vivo) mengenai kombinasi Gingival Mesenchymal Stem
Cells dan Plasma Rich Fibrin untuk akselerasi ekspansi tulang Maksila.
2. Perlu dilakukan pengembangan kombinasi Gingival Mesenchymal Stem
Cells dan Plasma Rich Fibrin untuk akselerasi ekspansi tulang Maksila.
sebagai terapi ajuvan pada tata laksana perawatan ortodonti dan
diperlukan kerjasama yang baik intra disiplin ilmu di FKG Unair
mengingat FKG Unair sebagai rumah sakit pendidikan yang
memungkinkan untuk pengembangan penelitian bagi mahasiswa dan

staf pengajar.
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4 Januari 2018 — 08 Januari 2018 Thawing GMSCs dan Passage 3
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22 Januari 2018 Gingival Mesenchymal Stem Cells Passage 4

23 Januari 2018 Isolasi Plasma Rich Fibrin dari Tikus Wistar (Rattus Novergicus)
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23 Januari 2018 Sentrifugasi Isolat Plasma Rich Fibrin dari Tikus Wistar (Rattus

Novergicus) yang berhasil.

23 Januari 2018 Hasil Sentrifugasi Isolat Plasma Rich Fibrin dari Tikus Wistar

(Rattus Novergicus) yang gagal.
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Tanam GMSC+PRF+medium osteogenik 24 Januari 2018, Pemeriksaan ICC

GMSC+PRF+medium osteogenik Hari ke 7,14,21.

Panen kelompok perlakuan 31 Januari 2018.
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Karakterisasi MSCs dengan Immunocytochemistry 30 Januari 2018 dan 1 Februari 2018
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Pemeriksaan Flowcytometry 1 Februari 2018
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Gingival Mesenchymal Stem Cells from Wistar Rat's Gingiva (Raltus Novergicus) - Isolation
and Characterzation (In Vitro Study)

Amande P NuTga'sa Kby Bagus Nacrady’ Dan Saer Ermax Agung Das Watyu Wdads
Puds Le=ta | Asstia Drmrart Erye Heandranto | o Sl Bean | Heen Susioaad
Nara Ertart’ Deya Ka= e Fedi Addu Ratam

Setoiel Shatert f Mateat Soert e FaadTy f 'Rdars I W L e S e
2 v e Ceoertitwt P ety f Dwatid Mats vw Lo an das faSiegepd Suribiaph validwiad
vl i dorm Ongartim el TaadTy f Oartd A$ e v mrdds e ia Suoebiss - eliiwda
4 Trwsss Mag dieady Rosw TadTy of MuSaw Ureerd i A @gsd bW & rEreal
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Abstract
Gingiva 5 eamargng 85 a sowrce of Mesenchymal Stem Calis. Gegval M hymal Stem Cad
has bean solated and characterzed fom the gngval connecive tssue of wistar rat (Rafius
Novergicus). Gengival Mesenchymal Stem Cell sources are nch, afanable and easy 10 iSoiale
Twough memal imasve procedure. Gangival Mesenchymal Stiam Cels am ideal 10 accsierale
bone regeneraton. The asm of thes study was © analyze Gngnval Mesenchymal Stam Ceds fom
Wistar Ras’' gnova (Ratuus Novemyxcus) solaton and charactenzation by CO34, CO44, CD73,
CD90, CO105 expresson
This study was descrpine obsenalonal with smple random samping method. Gengval
senchymal Stem Calls were soiated from healthy, 200 gram. 1 month year old, male rals
{Rattus Novergicus) ower qogval ssue through gngrveciomy procedure (n=4) Gngeva were
mnced o amall fagments then cultured in 2 weeks. The cultire was passaged every 3-5 days
after cuftred and plaed The solated Ggival Mesenchymal Stem Calis = passage 5 were
Charac lenge by CD34, CD44, CD73. CD20, CD105S usng mMmmunocyiochamstYy and
fowcylometry axamanaton
Gingrval Mesanchymal Stem Calis srongly expressed CDdds, COT3+, CD20+, CD105+ but od
not express COMS- and COG4-. Gegival Mesenchymal Stem Calis’ morphoiogy was foroblast-ike,
spendie-shapad, colony-formng abdéitses, and SiCK 10 e cufre piate
Gingiva 15 potental Stem Caoll source. Gngival Mesenchymal Stem Cels has muilipotency
profferation and mesenchymal siem cells charactenssc advantageous for Issue
and reganaralive therapy
Clinical article {J Int Dent Mead Res 2018; 11(3: pp. 604-699
Keywords. Gingwval Messnchymal Skem Celis Immunophenolypng Boaton and
Charactenzation, Ouster of Dfferentation, Penodontd Tissue
Recelved date: 23 February 2018
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