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Penelitian ini merupakan kelanjutan dari penelitian sebelumnya yaitu
membuktikan stimulasi IGF-1 dalam pertumbuhan prekondrosit kartilago sekunder
kondili mandibula melalui uji in vitro dengan menggunakan kultur primer kondrosit
yang dikembangkan langsung dari kondrosit kondili mandioula fetus tikus (Rattus
neovergicus) : suatu terapi baru di bidang ortodontik masa kini untuk harmonisasi
tingkat skeleto-maksilofasial. |

Pada tahap penelitian ini, dilakukan uji in vivo untuk membuktikan stimulasi
IGF-1 terhadap pertumbuhan kartilago kondili mandibula tikus (Ratrus noevegicus)
usia 8 hari.

Adapun tahapan penelitian sebagai berikut :

1. Pembuktikan pertumbuhan kondrosit dari kartilago kondili anak tikus setelah
distimulasi dengan IGF-1 secara langsung pada kondili mandibula tikus.

2. Pemeriksaan reseptor IGF-1 kondrosit dari kartilago kondili anak tikus setelah
distimulasi dengan IGF-1 secara langsung pada kondili mandibula tikus dengan
metode imunohistokimia.

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium in vifro Fakultas Kedokteran
Hewan Unair dan Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya.

Sampel penelitian yang digunakan tikus (Rartus noevegicus) galur Wistar
yang berasal dari kandang hewan percobaan Fakultas farmasi (Unair) Surabaya.
Masing-masing kelompok terdiri dari 18 ekor, dengan usia 14 hari dengan berat
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badan 17-20 gram. Pembagian kelompok sampel yang homogen dilakukan secara
alokasi random sehingga setiap anggota sampel mempunyai kesempatan sama untuk
menempati kelompok kontrol,1 ,2, dan kelompok 3.

Pemberian eksogenous IGF-I dosis 50 ng/ml secara langsung. Pengamatan
dilakukan setelah 14 hari dan 28 hari setelah perlakuan. Setelah itu tikus dilakukan
euthanasia dengan ether. Kemudian leher dipisahkan dari bagian badan dan dicuci
dengan alkohol 70 % dua kali untuk meghilangkan sisa darah kemudian dicuci
dengan MEM lengkap. Siap untuk diawetkan dan dibuat blok parafin. Pemeriksaan
ekspresi reseptor IGF-I menggunakan teknik imunohistokimia.

Data yang diperoleh dari ekspresi reseptor IGF-1 dianalisis secara diskriptif
dan dilanjutkan uji ANOVA untuk melihat perbedaan ekspresi reseptor IGF-I
setelah pemberian IGF-I 50 ng/ml pada hari ke 14 dan ke- 28.

Kesimpulan yang dapat ditarik dari penelitian ini adalah :

Pemberian eksogenous IGF-1 dosis tunggal 50 ng/ml dapat menstimulasi
pertumbuhan kartilago kondili mandibula tikus (Raitus noevegicus) secara in vivo
setelah 14 hari dan 28 hari. Aktivitas IGF-I tampaknya bekerja melalui resejtor
IGF-I, hal ini ditunjukkan ada peningkatkan ekspresi reseptor IGF-I sccara
signifikan.

Saran yang bisa disampaikan dari penelitian ini adalah :

Disarankan untuk mempelajari tingkat kematangan pada zona proliferatif dan zona
hipertrofik dengan mendeteksi ekspresi setiap zona dari kondili mandibula setelah
stimulasi dengan eksogenus IGF-I. Dengan demikian diharapkan dapat diketahui
tingkat diferensiasi kondrosit, transisi dari kondroblastik menjadi osteoblastik.

SUMMARY
This study is the further study about IGF-1 stimulation in vitro
prechondrocyte mandybular secondary cartilage through primary chondrocyte
culture from mandybular rat condyle (Rattus neovergicus) : as a new inovation
orthodontic therapy for skeletomaxillofacial harmonization level.
In this study, in vivo investigation about IGF-1 stimulation for rat
mandybular condyle growth (Rattus noevegicus) 14 days old.
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The study cunducted in two steps :
1. To prove the chondrocyte mandybular rat condyle after direct eksogenous IGF-1
stimulation.
2. To prove IGF-1 receptor in the chondrocyte mandybular rat condyle after direct
eksogenous IGF-1 stimulation through imunohistochemistry method.

The study has done in Laboratoiun in vitro Faculty of Verinary UNAIR and
Laboratorium Biomedic UNIBAW.

The sampel was used 18 rat (Raftus noevegicus) Wistar strain with 17-20
grams cach body weight, from the Faculty of Farmacy UNAIR. This homogen
sampel had the same opportunity and divided in 3 group investigation.

The aplication of exogenous IGF-1 was directly injected to mandybular rat
condyle. Furthermore, the rat was euthanasia with ether. The head was split from the
body and washed in 70 % alcohol and medium. The mandibular rat condyle was
ready for paraffin block and the investigation of IGF-1 receptor expression through
immunohystochemistry techniq.

All the diskriptif data revealed ware analysed with ANOVA test. The
conclusion of this study : exogenous IGF-1 with the single dose 50 ng/ml could be
stimulate the growth of mandybular rat condyle (Rattus noevegicus) ir vivo, after
14 days and 28 days stimulation. The stimulation activity of exogenous IGF-1
through IGF-1 receptor. This was proved that the IGF-1 receptor expresion
sicnivicantly were increased in every investigation.

The suggestion: to investigate the IGF-1 R in proliferative and hypertrophic
zone. Furthermore, it is need to investigate the gene expression in every zone in
mandybular rat condyle growth after the exogenous IGF-1 stimulation.
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DAFTAR TABEL
halaman
Tabel 5.1. : Analisis uji diskriptif : Ekspresi IGF-I R pada 23
pengamatan hari ke-14 setelah stimulasi eksogenous
IGF-I 50 ng/ml terhadap pertumbuhan kartilago
mandibula tikus
Tabel 5.2. : Hasil uji ANOVA satu arah : Ekspresi IGF-I R 23

pada pengamatan hari ke- 28 setelah stimulasi
eksogenous IGF-I 50 ng/ml terhadap pertumbuhan
kartilago mandibula tikus
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Hubungan bagian mitotik dari kartilago kondili dan
berbagai zona kondroblastik dan zona lain dari
jaringan kartilago
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setelah 14 hari distimulasi eksogenous IGF-I 50
ng/ml (A) Kontrol; B) Perlakuan (ekspresi reseptor
IGF-1 dihitung dengan satuan unit/10 lapang
pandang)

ekspresi IGF-I R kartilago kondili mandibula tikus
setelah 28 hari distimulasi eksogenous IGF-I 50
ng/ml A) Kontrol; B) Perlakuan (Keterangan :
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Stimulasi IGF-1 Untuk Menstimulasi Pertumbuhan ...

halaman

19

19

I.GA Wahju Ardani



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS A'RLANGC?A ML
MILIEK
e FfiP.PUST;HIA"n N
‘-.I‘r,:!{f;'IT:'\S AIRLAI\’GGA

i SURABA, Y A

PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Penelitian ini dilakukan untuk mengatasi kasus-kasus disharmoni-
maksilofasial yang gagal diterapi dengan perawatan konvensional. Hal ini karena
pola pertumbuhan yang salah atau kekurangan pertumbuhan pada kasus tertentu
seperti pituitary dwarfism (Laron, 2001; Watahiki dkk., 2004). Adapun terapi
yang sudah dilakukan sampai saat ini adalah memanipulasi dengan meletakkan
gigi-geligi pada lengkung geligi di tempat yang benar, tanpa memperhitungkan
perbaikan disharmoni skeleto-maksilofasial yang sangat sulit untuk dilakukan
perawatan secara konvensional. Secara teoritis kasus disharmoni skeleto-
maksilofasial memerlukan perawatan kombinasi ortodontik bedah (Rakosi dan
Jonas, 1989).

Pertumbuhan Kkartilago kondili mandibula sebagian ditentukan oleh
epigenetik tetapi juga dipengaruhi oleh ekstrinsik seperti rangsangan mekanik dan
sistemik, serta mediator lokal (seperti : growrh factor dan sitokin). IGF-1
disintesis dan disekresi di hati dan organ lain setelah distimulasi oleh hormon
pertumbuhan. IGF-1 mempercepat pertumbuhan, differensiasi dan aktivitas
sintesis substrat di dalam osteoblast dan kondroblast. Lebih lanjut, IGF-1
dilaporkan berperan penting dalam pertumbuhan tulang panjang dan juga
pertumbuhan pada kondili mandibula (Watahiki er al., 2004 dan Maor et al.,
1993). |

Insulin-like Growth Factor-1 pertama kali diisolasi oleh Salmon and

Daughaday pada tahun 1957 (cit. Laron, 2001), yang mampu menstimulasi sulfat
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dalam kartilago. IGF-1 adalah famili dari insulin, yang merupakan peptida kecil
terdiri dari 70 asam amino dengan berat molekul 7649 Da. Mirip dengan insulin,
IGF-1 mempunyai rantai A dan B yang dihubungkan dengan ikatan disulfida.
Regio peptida C mempunyai 12 asam amino. Mempunyai struktur yang mirip
dengan insulin, hal ini menjelaskan bahwa kemampuan IGF-1 untuk berikatan
dengan reseptor insulin, tetapi dengan afinitas rendah (Sugiyama ez al., 2001).
Kondili mandibula terbentuk melalui endochondral bone formation.
Proses ini merupakan urutan kejadian yang terprogram dengan baik, yang
dikontrol oleh faktor intrinsik yang disintesis oleh sel kondrosit (Enlow e al.,
1996). Kondrosit di dalam lapisan proliferatif mengekspresikan Sox9 faktor
transkripsi yang diperlukan untuk diferensiasi sel mesenkim menjadi kondroblast.
Sox9 kemudian mengatur kondrosit mensintesis kolagen tipe II, yang membentuk
Jramework matriks kartilago. Diikuti proses kematangan, proses kondrosit
menjadi hipertrofi dan mensekresi kolagen tipe X, urutan matriks peptida manusia
yaitu Cbfa 1 (Core binding factor a 1) terletak setelah Runt domain (Rabie et al.,
2004). Cofal adalah gen utama yang mengkontrol fungsi dari semua sel skeletal
lineage melalui sintesis functional isoform yang berbeda. Lebih lanjut, proses
pengkopelan Cbfa 1 pada proses kematangan kondiosit, mineralisasi matiks
ektraseluler dan degradation, maupun invasi osteoblas:i selama pembentukan
endochondral ossification. Di dalam fungsi perkembangan embrionik, Cbfal
mengatur pertumbuhan postnatal kondili mandibula (Rabie et al., 2004 dan Habib
el al., 2004). o
Penelitian ini merupakan rangkaian tahapan penelitian yang mencoba

membuat suatu inovasi baru dengan cara menstimulasi pertumbuhan kartilago
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sekunder kondili mandibula yang bersifat responsif terhadap stimulasi lokal faktor
pertumbuhan (Graber dkk., 1985; Maor dkk., 1993; Enlow dan Hans, 1996).
Sampai saat ini belum ada laporan teknik lain untuk mengatasi kasus disharmoni
skeleto-maksilofasial. Hal ini menjadi sangat penting untuk menggunakan hormon
pertumbuhan yaitu IGF-1 yang diberikan secara lokal untuk menstimulasi
pertumbuhan kartilago sekunder kondili mandibula melalui kultur sel dan uji in
vivo pada tikus ( Cancedda dkk., 1995; Habib dkk., 2005; Laron, 2001; Shen dkk.,
2005) .

1.2.  Subyek Penelitian

Penelitian ini merupakan kelanjutan dari penelitian sebelumnya yaitu
membuktikan stimulasi IGF-1 dalam pertumbuhan prekondrosit kartilago
sekunder kendili mandibula melalui uji in vitro dengan menggunakan kultur
primer kondrosit yang dikembangkan langsung dari kondrosit kondili mandibula
- fetus tikus (Rattus neovergicus) : suatu terapi baru di bidang ortodontik masa kini
untuk harmonisasi tingkat skeleto-maksilofasial.

Pada tahap penelitian ini, dilakukan uji in vive untuk membuktikan
stimulasi IGF~1 terhadap pertumbuhan kartilago kondili mandibula tikus (Rattus
noevegicus) usia § hari.

Adapun tahapan penelitian sebagai berikut :

1. Pembuktikan pertumbuhan kondrosit dari kartilago kondili anak tikus setelaﬁ'l
distimulasi dengan IGF-1 secara langsung pada kondili mandibula tikus.

2. Pemeriksaan reseptor IGF-1 kondrosit dari kartilago kondili anak tikus setelah
distimulasi dengan IGF-1 secara langsung pada kondili mandibula tikus

dengan metode imunohistokimia.

Laporan Penelitian Stimulasi IGF-1 Untuk Menstimulasi Pertumbuhan ... I.GA Wahju Ardani



. IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

1.3. Hasil Yang Diharapkan
Hasil yang ditargetkan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Memperoleh dasar teori molekuler tentang peran eksogenous IGF-1 pada
kartilago sekunder kondili mandibula, untuk stimulasi pertumbuhannya.,
2. Membuktikan secara in vivo peran eksogenous IGF-1 dalam menstimulasi
pertumbuhan kartilago sekunder baru kondili mandibula.
3. Sebagai alternatif terapi ortodontik untuk memperbaiki disharmoni skeleto-

maksilofasial, tanpa perawatan bedah.
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BAB 2

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN
2.1. Tujuan Penelitian

2.1.1. Penelitian ini mempunyai tujuan khusus, sebagai berikut :
Pemeriksaan pertumbuhan kondrosit dari kartilago kondili anak tikus
setelah distimulasi dengan IGF-1 secara langsung pada kondili mandibula tikus,

dengan mengukur ekspresi reseptor IGF-1.
2.1.2. Penelitian ini mempunyai tujuan umum, sebagai berikut :

1. Menemukan terapi disharmoni skeleto-maksilofasial tanpa melakukan
pembedahan.

2. Membuktikan IGF-1 dapat digunakan sebagai terapi disharmoni skeleto-
maksilofasial.

3. Membuktikan mekanisme IGFI-1 pada proses pertumbuhan Kartilago dari
kartilago kondili anak tikus setelah distimulasi dengan IGF-1 secara langsung
pada kondili mandibula tikus.
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2.2. Manfaat Penelitian
2.2.1. Manfaat Teoritis :
1. Eksogenus IGF-1 dapat digunakan sebagai terapi disharmoni maksilofasial.
2. Dapat menjelaskan mekanisme eksogenous terhadap pada proses pertumbuhan
kartilago sekunder kondilli mandibula.

2.2.2. Manfaat Praktis:

Eksogenus IGF-1 dapat digunakan dalam terapi disharmoni maksilofasial
tanpa melakukan pembedahan.
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BAB3

TINJAUAN PUSTAKA
3.1. Teori mekanisme pertumbuhan mandibula pada manusia

Kontribusi periosteal adalah mempunyai efek terhadap seluruh organisme
dan merupakan faktor kontrol lokal terutama melalui kontraksi otot-otot. Se;:ara
fisiologis kontrol pertumbuhan tulang dan remodeling (aposisi dan esopsi tulang),
pertumbuhan periosteal mandibula cenderung merupakan perintah dari pada
pengaturan terhadap pertumbuhan. Mekanisme ini cenderung lambat dan kasar.
Sedangkan kontribusi kartilago (kondili, coronoid, dan angular) lebih mudah
dimodifikasi dan lebih sebagai subyek dalam sistem kontrol lokal. Kontribusi
kartilago terhadap pertumbuhan mandibula, lgbih cepat dan halus dalam
menyesuaikan pertumbuhan mengikuti perkembangan oklusi gigi-geligi.,
sehingga diperoleh posisi mandibula yang harmonis terhadap muka. Pandangan
ini merupakan titik penting dalam pertumbuhan kartilago kondili mandibula, yang
tampaknya tergantung dari rangsangan yang bersifat lokal. Ini menunjukkan
bahwa ekspresi homeostasis struktur regional yang merupakan koordinasi
pertumbuhan dari perangkat mastikatori (Habib dkk., 2005; Enlow dan Hans,
1996; Maor dkk., 1993; Banani dkk., 1991; Graber dkk., 1985).

Kondili mandibula terbentuk melalui endochondral bone formation.
Proses ini merupakan urutan kejadian yang terprogram dengan baik, yang

dikontrol oleh faktor intrinsik yang disintesis oleh sel kondrosit. Kondrosit di
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dalam lapisan proliferatif mengekspresikan Sox9 transcription factor yang
iiiperlukan untuk diferensiasi sel mesenkim menjadi kondroblast. Sox9 kér‘nvudian
mengatur kondrosit mensintesis kolagen tipe I, yang membentuk jaring
(framework) matriks kartilago. Diikuti proses kematangan, proses kondrosit
menjadi hipertrofi dan mensekresi kolagen tipe X, urutan matriks peptida
manusia yaitu Cbfa 1 terletak setelah Runt domain (Alpha Diagnostic Intl.Inc.,

SA., USA) (Rabie et al., 2004).

3.2. Karakteristik kartilago

Ada dua jenis kartilago, yaitu kartilago primer dan sekunder. Kartilago
primer ada di kerangka ekstremitas, basis tengkorak. Kartilago primer tersusun
dari pembelahan kondroblast, kondroblast yang sudah mengalami diferensiasi
dikelilingi oleh matriks kartilago yang mengisolasi dari faktor lokal yang mampu
menstimulasi pertumbuhan kartilago. Kartilago sekunder ada di kondili dan
prosesus koronoid mandibula dan sutura maksilofasial. Kartilago sekunder
tersusun dari pembelahan sel kondroblast, prekondroblast yang tidak dikelilingi
oleh matriks kartilago dan tidak terisolasi dengan pengaruh luar. Hzl ini yang
membedakan kartilago primer dan sekunder (Shen dan Darendeiler, 2005;
Cancedda dkk., 1995; Graber dkk., 1985).
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Gambear 2.1. : Hubungan bagian mitotik dari kartilago kondili dan berbagai zona
kondroblastik dan zona lain dari jaringan kartilago (Phomphutkul dkk, 2004)

Pada gambar 2.1. ditunjukkan model proses endochondral
ossification pada kartilago kondili mandibula yang terdiri dari beberapa zona.
Zona terluar dari kartilago kondili mandibula adalah zona progenitor kondrosit
yang akan menjadi kondrosit. Bila ada pertumbuhan aktif maka sel p?égenitor
kondrosit akan menjadi kondrosit dan berproliferasi dan berbentuk pipih. Zona ini
disebut zona mitotik. Kondrosit akan terus bermitosis dan akan berdiferensiasi

membentuk koldm, dimana sel bebrbentuk lebih heksagonal. Zona ini disebut
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hipertropik. (Phornphutkul dkk, 2004; Enlow dan Hans, 1996). Pada tahap
diferensiasi akhir kondrosit ini, terjadi mineralisasi jaringan ekstraseluler dan
dimulai proses apoptosit kondrosit. Akhimya terjadi proses ossifikasi dan menjadi
masa tulang. Demikian proses pemanjangan mandibula (Enlow dan Hans, 1996;

Graber dkk., 1985).
3.2.  Insulin-like Growth Hormone-1 (IGF-1) : suatu hormon pertumbuhan

IGF-1 pertama kali diisolasi oleh Salmon and Daughaday (1957), yang
mampu menstimulasi sulfat dalam kartilago. IGF-1 adalah famili dari insulin,
yang merupakan peptida kecil terdiri dari 70 asam amino dengan berat molekul
7649 Da. Mirip dengan insv.;lin, IGF-1 mempunyai rantai A daﬁ B yang
dihubungkan dengan ikatan disulfida. Regio peptida C mempunyai 12 asam
amino. Mempunyai struktur yang mirip dengan insulin, hal ini menjelaskan bahwa
kemampuan IGF-1 untuk berikatan dengan reseptor insulin, tetapi dengan afinitas
rendah (Sugiyama dkk., 2001).

IGF-1 disekresi di hati dan ditransportasikan ke jaringan lain, bertindak
sebagai hormon endokrin. IGF-1 juga disekresi oleh jaringan iain, termasuk sel
kartilago dan bertindak sebagai hormon autokrin (Maor dkk., 1993).

Biosintesis IGF-1 identik dengan hormon alamiah pada orang dewasa dan
anak-anak. Pemberian IGF-1 setiap hari akan meningkatkan alkalin fosfatase
dalam serum, yang merupakan indikator aktivitas osteoblastik, dan peningkatan
prokolagen dalam serum (Habib dkk., 2005; Quarto dkk., 1997).

10
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Telah dilakukan penelitian dengan memberikan IGF-1 pada peénderita
Laron dwarfism atau sindroma yang resisten terhadap hormon pertumbuhan pada
usia dini dan mampu mencapai tinggi badan normal (Laron, 2001; Maor dkk.,
1993).

Yang masih menyisakan pertanyaan sampai saat ini : apakah ada reseptor
IGF-1 yang cukup di tempat zona progenitor kartilago sekunder di kondili
mandibula terhadap respons eksogenous IGF-1. Seperti yang telah dibuktikan dari
penelitian scbelumnya, bahwa peran eksogenous IGF-I dapat menstimulasi
pertumbuhan kondrosit pada kultur primer. Pemberian eksogenous IGF-I
memberikan pandangan bahwa eksogenous IGF-I menstimulasi pertumbuhan
kultur primer kondrosit dari kondili mandibula fetus tikus (Rattus noevegicus)

(Ardani, 2008 dan 2009).

11
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BAB 4 SURABAYA

METODE PENELITIAN

4.1. Lokasi Penelitian
Laboratorium in vitro Fakultas Kedokteran Hewan Unair dan

Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.

4.2. Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode eksplorasi laboratorium secara
cksperimental. Penelitian eksperimental dilakukan melalui beberapa tahapan
penclitian berkelanjutan.

Pc_nelitian ini adalah pengujian tentang konfirmasi pertumbuhan kondrosit
kondili manndibula tikus setelah pemberian eksogenous IGF-1, melalui tahapan
sebagai seberikut :

l. Stimulasi eksogenous IGF-{ kartilago kondili mandibula tikus (Rattus
noevegicus) usia 8 hari.

2. Pemeriksaan reseptor IGF-1 Kartilago kondili mandibula tikus (Rattus
noevegicus) usia 14 hari setelah distimulasi cksogenous IGF-1 dengan teknik

imunchistokimia.

4.3. Sampel Penelitian

Sampel penelitian menggunakan anak tikus jantan berumur 14 hari,

dengan berat badan antara 17-20 gram. Hewan coba tikus putih yang digunakan

12
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adalah Ratfus noevegicus galur Wistar yang berasal dari kandang hewan
percobaan Fakultas farmasi (Unair) Surabaya. Masing-masing kelompok Rattus
noevegicus galur Wistar terdiri dari 18 ekor, dengan usia 14 hari dengan berat
badan 17-20 gram. Pembagian kelompok sampel yang homogen dilakukan secara
alokasi random sehingga setiap anggota sampel mempunyai kesempatan sama
untuk menempati kelompok kontrol (kelompok 1); kelompok 2 (pengamatan 2
minggu setelah perlakuan); dan kelompok 3 (pengamatan 4 minggu setelah
perlakuan).

4.4. Bahan Penelitian

Berbagai macam bahan yang diperlukan dalam penclitian ini adalah
sebagai berikut :
Anagk tikus tikus jantan (Ratrus noevegicus) galur Wistar umur 14 hari;
Antimouse IGF-1 (Labvision); Mouse IGF-1 (Raybiotech); Universal LSAB =

kit/HRP, rabbit/mouse/goat (DAB"); alcohol destiled water; aquadest; CO2.

4.5. Alat Penelitian

Berbagai alat yang diperlukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :
Aiat suntik 2 ml; Pipet micro; pipet pastur; ependorf; yeliow tip; scalpel; pinset;
gunting; haemocytometer; Mikroskop disecting dan inverted.

4.6. Variabel Penelitian
Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah : pemberian eksogenous

IGF-1 dosis tunggal sebesar 50 ul/ml.
13
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Variabel Tergantung

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah : ekspresi reseptor IGF-1
setelah pemberian eksogenus IGF-1 pada waktu pengamatan yang berbeda (nul
hari; 14 hari; dan 28 hari).
Variabel Terkontrol

Variabel terkontrol pada penelitian ini adalah dosis IGF-1; kondisi anak
tikus, lingkungan anak tikus (makan, minum) peralatan, pemilihan alat ukur,

bahan-bahan yang digunakan pada penelitian.

4.7. Kerangka Operasional Penelitian

ﬁmﬁg%:;t:gl}i) Pemeriksaan ekspresi reseptor IGF-1

14 hari dengan metode imunohistokimia

Kelompok 1 : _
Stimulasi Pengamatan 14 hari .| Pengamatan 28 hari

IGF-I 0 ng/ml stimulasi stimulasi
(KONTROL)

Kelompok 2 : n
Stimulasi > Pengan_l atan 1.4 hari
stimulasi

IGF-1 50 ng/ml

Y

Kelompok 3 : -
Stimulasi Pengamatan 28 hari

IGF-I 50 ng/ml stimulasi

v

Gambar 4.1. Kerangka Operasional Penelitian
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4.8. Prosedur Pengumpulan Data Penelitian
4.8.1. Persiapan perlakuan
Hewan coba anak tikus (Rattus noevegicus) usia 14 hari dipilih dari dua

induk yang sama, untuk alasan homogenitas sampel.

4.8.2. Cara mengumpulan data :

1. Perlakuan pada anak tikus (Ratfus noevegicus)
Tulang mandibula diambil dari anak tikus umur 14 hari, dari dua induk dan
kemudian dibagi menjadi 3 kelompok. Pemberian eksogenous IGF-I dosis 50
ng/ml secara langsung. Eksogenous IGF-1 diinjeksikan di daerah synovial
kondili mandibula. Pertama-tama dicari sendi mandibula, dengan cara tikus
dalam keadaan membuka mulut, sehingga kondili bergerak keluar. Kemudian
jarum injeksi ditumpukan pada kondili tegak lurus masuk sampai sedikit
dibawah kulit. Pengamatan dilakukan setelah 14 hari dan 28 hari setelah
perlakuan. Setelah itu tikus dilakukan euthanasia dengan ether. Kemudian
leher dipisahkan dari bagian badan dan dicuci dengan alkoho!l 70 % dua kali
untuk meghilangkan sisa darah kemudian dicuci dengan MEM lengkap. Siap

untuk diawetkan dan dibuat blok parafin.

2. Pembuatan parafin blok
Kepala Tikus direndam dalam larutan fiksatif berupa Formalin/PFA (1-7 ’hari).
Kemudian direndam dalam etanol 70% selama minimal 24 jam, dan
dilanjutkan dengan etanol 80% selama 2 jam. Direndam dalam etanol 90%

dan 95% secara berurutan selama masing-masing 30 menit. Dilanjutkan
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perendaman sebanyak 3 kali dalam etanol absolut selama 30 menit masing-
masing dalam botol yang berbeda. Direndam dalam x&lol sebanyak 2 kali
masing-masing selama 30 menit. Proses sclanjutnya dikerjakan dalam
inkubator dengan suhu 56-58°C. Direndam dalam xylol, parafin sebanyak 3
kali, kemudian dilanjutkan dengan embedding dengan mencelupkan kepala
tikus dalam parafin cair yang telah dituang dalam wadah. Setelah beberapa

saat, parafin akan memadat dan kepala tikus berada dalam blok parafin.

. Pemeriksaan ekspresi reseptor IGF-1 Kkartilago kultur kartilago
kondillimandibula setelah distimulasi dengan IGF-1 menggunakan teknik
imunohistokimia.

Preparat dicelup dalam xylol sebanyak 2 kali, alkohol bertingkat (100%, 90%,
80%, 70%, 30%), dan aquades secara berurutan. Dicuci dalam PBS pH 7,4
selama 3 x 5 menit. Direndam dalam 3% Hidrogen Peroksida (dalam DI
water) selama 5-10 menit. Dicuci dalam PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit.
Direndam dalam 1 % BSA (atau 1% NGS) dalam PBS selama 10-30 menit
pada suhu ruang. Dicuci dalam PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit. Ditambahkan
antibodi primer Rat Anti Rabbit Anti-bZP3 selama 1 jam pada suhu ruang.
Dicuci daiam PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit.

Ditambahkan antibodi sekunder Anti-Rat IgG Biotin Labelled selama 1 jam
pada suhu ruang. Dicuci dalam PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit. Ditambahkan
SA-HRP (Strep Avidin-Horseradish Peroxidase) selama 30-60 menit pada
suhu ruang. Dicuci dalam PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit. Ditambahkan
Cromogen DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride) selama 10-20

menit pada suhu ruang. Dicuci dalam aquades selama 3 x 5 menit. Dilakukan
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counterstain dengan Hematoxilen selama 5 menit pada suhu rua'rig’. Dicuci
dalam aquades selama 3 x 5 menit. Dilakukan mounting dengan entellan.
Pengamatan dengan menggunakan mikroskop pada perbesaran 400 x.

4.9.Analisis data

Pengumpulan data dilakukan dalam lingkungan yang terkontrol
dan terkendali dengan asumsi semua kondisi diusahakan sama. Data yang
diperoleh dari ekspresi reseptor IGF-1 dianalisis secara diskriptif dan dilanjutkan
uji ANOVA untuk melihat perbedaan ekspresi reseptor IGF-I setelah pemberian

IGF-I 50 ng/ml pada hari ke 14 dan ke- 28.

17
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BAB S5

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini merupakan kelanjutan dari penelitian sebelumnya yaitu
pengujian tentang konfirmasi proliferasi prekondrosit pada kultur sel primer
kondrosit setelah pemberian IGF-1. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa pemberian eksogenous IGF-1 dapat menstimulasi pertumbuhan kultur
primer kondrosit dari kartilago kondili mandibula. IGF-I bekerja melalui
keberadaan reseptor IGF-I yang ditunjukkan ada peningkatan secara signifikan
ekspresi reseptor IGF-1 pada kultur primer kondrosit (Ardani dkk., 2008 dan
Ardani, 2009).

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pemberian eksogenous IGF-1
dapat menstimulasi pertumbuhan kartilago kondili mandibula tikus (Ratfus
norvegicus) secara in vivo. Hasil penelitian ini adalah pemberian eksogenous
IGF-I memberikan pertumbuhan dari kanilago. kondili mandibula dengan baik dan
tampak ada peningkatkan ekspresi reseptor IGF-I secara signifikan. Ini dapat
disimpulakan IGF-I bekerja melalui reseptor IGF-I. Hasil ini didukung dengan
penelitian sebelumnya pada kultur primer kondrosit (Ardani dan Sjafei, 2008 dan
Ardani, 2009) .

Hasil penelitian ini dapat dilihat dari pemeriksaan imunohistokimia,
dimana ekspresi reseptor IGF-1 kartilago kondili mandibula tikus positif ditandai
dengan wama coklat. Ini menunjukkan imunoreaktifvitas reseptor IGF-1 dengan

kompleks antibodi avidin biotin (anak panah) (Gambar 5.1 dan 5.2). Pada gambar
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tersebut merupakan Kkartilago kondili mandibula tikus setelah hari ke-14 dan 28

hari pemberian eksogenous IGF-I sebesar 50 ng/ml.

Gambar 5.1 : ekspresi IGF-I R kartilago kondili mandibula tikus setelah 14
hari distimulasi eksogenous IGF-1 50 ng/ml (A) Kontrol; B)
Perlakuan (ekspresi reseptor IGF-1 dihitung dengan satuan
unit/10 lapang pandang).

Gambar 5.2 : ekspresi IGF-I R kartilago kondili mandibula tikus setelah
28 hari distimulasi ecksogenous IGF-I 50 ng/ml A) Kontrol;

B) Perlakuan (Keterangan : ekspresi reseptor IGF-1 dihitung
dengan satuan unit/10 lapang pandang.

IGF adalah sitokin sirkulasi yang mencapai kartilago artikuler melalui
cairan synovial. IGF adalah polipeptida tunggal dengan urutan protein yang mirip

dengan insulin. IGF-I mempunyai berat molekuler 7,5 kDa dan pl (isoelectic

point) dari 8,5. IGF-I adalah faktor anabolik pertumbuhan untuk pertumbuhan

9
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kartilago. IGF-1 berperan di dalam homoestasis kartilago, keseimbangan sintesis
proteoglikan dan pemecahan kondrosit. Studi in vitro menunjukkan bahwa IGF-1
menstimulasi produksi proteoglikan dengan bergantung pada dosis.'IGF-l telah
dibuktikan memperlambat katabolisme proteoglikan yang bergantung pada dosis.
Produksi kolagen dan degradasi kolagen tidak diatur melalui IGF-1 (Bhakta dkk.,
2000).

Kartilago kondili mandibula adalah penting sebagai tempat pertumbuhan
mandibula yang penting, baik dalam pertumbuhan panjang maupun tinggi.
Mandibula jelas mempunyai growth spurt selama periode prepubertas dan
pubertas. Tampak ada pengaruh hormon pada pertumbuhan linier synchronous
pada laki dan permpuan. Karena morfogenesis terjadi lambat pada perkembangan
prenatal, kartilago kondili mandibula didesign sebagai kartilago sekunder yang
berbeda dengan kariilago primer (basis kranial dan ekstremitas ) (Haudenschild
dkk., 2001).

Kartilago memjunyai struktur yang berbeda antara pertumbuhan tulang
ekstemitas dan kartilage kondili mandibula.  Pada kartilago sekunder,
pembelahan sel berasal dari mesenkim yang belum mengalami diferensiasi lebih
dari pada kondrosit yang sudah mengalami diferensiasi (Carson dkk., 1980,
Mizoguchi dkk., 1990; Petrovic dkk., 1975; Silberman dkk., 1987).

Pembentukan tulang kondili mandibula melalui proses endonkondral dari
kartilago dapat dibagi dua fase : fase kondrogenesis dan fase diferensiasi
kondrosit. Sel prekursor mesenkim yang belum mengalami diferensiasi menjadi
jalur signal kondrogenik, merupakan awal dari proses dimana kondroprogenitor
berasal dan berprolifarasi menjadi kondroblast. Pada fase ke dua, subset kondrosit
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yang baru terbentuk menjadi mitotik yang aktif, bmmlifemi, keluar dari siklu;
sel, menjadi hipertrofi, dan berhenti diferensiasi. Akhir dari tahap kondrosit yaitu
apoptosis dan digantikan oleh prekursor sel tulang. Fase proliferasi dan
diferensiasi kondrosit kemudian terjadi di bagian dalam lempeng kartilago. Regio
ini mengkontrol pertumbuhan tulang endokondral secara longitudinal
(memanjang) melalui multiplikasi dan hipertrofi kondrosit (James dkk, 2004,
Fuantes dkk., 2002 dan Visnapu dkk., 2002).

Hasil pemeriksaan imunohistokimia dari penelitian ini menunjukkan,
distribusi reseptor IGF-I terletak pada lapisan zona proliferatif dan hipertropik
dari kondili mandibula tikus usia 28 hari — 32 hari. Keadaan ini menunjukkan
bahwa tikus masih dalam masa pertumbuhan. (Gambar 5.1. dan 5.2).

Masa prepubertas tikus yaitu sebelum umur 31 hari dan masa akhir
pubertas usia 42 hari. (Fuentes dkk., 2002). Penelitian ini didukukung oleh Bhakta
dkk. (2000) bahwa imunoreaktivitas reseptor (R) IGF-I paling menonjol di daerah
proliferatif (area mitotik), lapisan kondroblast dan kondrosit hipertropik pada
kondili tikus. Sedang Visnapuu dkk. (2001) dan Fuentes dkk. (2002) menemukan
bahwa distribusi reseptor IGF-1 yang lebih luas pada kartilago tulang epifise yang
sedang umbuh. Dan keseluruhan hasil penciitian ini menunukkan efek seluler
IGF-1 diperantarai melalui ikatan dengan reseptor IGF-1.

Peningkatan ekspresi gen IGF-I akan mengalami transisi dari prepubertas
(31 hari) ke dimulainya akhir pubertas (42 hari). Ini menunjukkan bahwa
proliferasi kartilago kondili mandibula diatur oleh IGF-1 (Fuantes dkk., 2002).

Data juga menunjukkan mekanisme yang mengatur proliferasi kartilago kondili
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mandibula mungkin sama dengan pengaturan proliferasi di sutura kranial seperti
di lempeng tulang (Nirav dkk., 2000). |

Insulin-like growth factors (IGFs) adalah regulator kunci dari homeostasis
matriks di dalam kartilago artikuler. Cairan synovial mempunyai konsentrasi
signifikan dari IGFs yaitu antara 20-50 ng/ml pada manusia dewasa normal, dan
ini merupakan sumber signifikan IGFs ke kartilago. Kartilago mengekspresikan
mRNA IGF-1 dan juga berkontribuasi sebagai sumber growth factor ini. Kartilago
artikuler manusia dewasa, kondrosit tunggal mengelilingi mendekati area matriks,
melalui mana IGF harus ditransportasikan untuk mencapai sel responsif (Nirav
dkk., 2000). Oleh karena itu, dalam penelitian ini pemberian eksogenous IGF-I
dilakukan dengan cara langsung melalui cairan synovial.

Studi biologi molekuler tentang perbedaan kartilago primer dan sekunder
pada fase awal perkembangan setelah lahir. Distribusi ekspresi mRNA IGF-1 di
kondili mandibula dan kartilago costae tikus usia 1-28 hari diperiksa in situ
hibridisasi dengan menggunakan oligo probe cocktail untuk IGF-I mRNA. Di
kondili, ekspresinya terlokalisasi pada selapis tipis lapisan artikuler dimana sel
masih belum mengalami diferensiasi. Penting, tidak dijumpai sintesis IGF dari
sampel kedua kartilago tersebut. Di kartilago costae, mRNA IGF-1 terletak di
lapisan sel germinatif, proliferatif, dan di lapisan awal hipertropik pada tikus umur
1-28 hari. Sekali lagi tidak ada perbedaan ekspresi mRNA IGF-1 yang
menunjukkan sintesis IGF-1 selama pertumbuhan di kartilago kondili mandibula
dan ini berbeda dengan kartilago costae. Penemuan ini menunjukkan terjadi
pertumbuhan yang berlebihan pada costochondral graft untuk menggantikan
kondili mandibula (Visnapu dkk., 2002).
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Hasil penghitungan statistik mendukung bahwa ekspresi reseptor IGF-1
meningkat secara signifikan pada pengamatan hari ke-14 maupun hari ke-28
setelah dilakukan uji ANOVA satu arah.

Tabel 5.1. : Analisis uji diskriptif : Ekspresi IGF-I R pada pengamatan hari ke-14
setelah stimulasi eksogenous IGF-I 50 ng/ml terhadap pertumbuhan
kartilago mandibula tikus

Lama pengamatan N Rerata SD SE
14 hari 7 21,75 2,50 1,25

28 hari 7 12,75 3,09 1,55
Kontrol 7 9,50 0,71 0,50
Total 21 15,70 5,83 1,84

Tabel 5.2. : Hasil uji ANOVA satu arah : Ekspresi IGF-I R pada pengamatan
hari ke- 14 dan 28 setelah stimulasi eksogenous IGF-I 50 ng/ml
terhadap pertumbuhan kartilago mandibula tikus

Derajat kebebasan - F Sig
Antar kelompok 2 18,82 | 0,002
Di dalam kelompok 7
Total 9

Pada mencit dengan null reseptor growth hormone, mengalami retardasi
pertumbuhan tulang dan jumlah sirkulasi IGF-1 yang sangat rendah pada masa
pertumbuhan lempeng tulang usia 2 minggu. Ini terjadi karena pengurangan Iebar
zona proliferatif, regio dimana kondrosit mengalami pembelahan sel:" Zona
hipertropik bagian yang mengalami pertumbuhan lempeng tulang dimana

kondrosit meningkat dalam volume juga mengalami pengurangan. Bila IGF-1
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diperikan pada binatang ini, maka perpanjangan tulang meningkat dan lebar antara
zona proliferatif dan hipertrofik kembali membaik (Phornphutkul dkk, 2004)..
Seperti yang ditekankan di atas, pertumbuhan lempeng tulang melalui tiga
zona, dimana terjadi proliferasi, pertumbuhan megalami istirahat dan dimana
terjadi diferensiasi akhir. Zona proliferatif, kondrosit aktif membelah dan sel
membentuk kolom dari sel yang flatt mensekresi matriks ekstraseluler hialine
yang kaya kolagen II. Diferensiasi terjadi di zona hipertropik, yang dimulai di luar
titik dimaha pertumbuhan kondrosit istirahat. Zona ini ditandai dengan ekspresi
kolagen X. Pada lempeng pertumbuhan, kondrosit mensintesis sejulah besar
chondroitin 4-and 6-sulfate dan keratan sulfat, yang terdeksi dengan pewarnaan

Alcian Blue or toluidine (Chang et al. 1998).
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"BABVI
KESIMPULAN DAN SARAN
6.1. Kesimpulan
Kesimpulan yang dapat ditarik dari penelitian ini adalah :

Pemberian eksogenous IGF-1 dosis tunggal 50 ng/ml dapat menstimulasi
pertumbuhan kartilago kondili mandibula tikus (Rattus noevegicus) secara in vivo
setelah 14 hari dan 28 hari. Aktivitas IGF-I tampaknya bekerja melalui reseptor
IGF-I, hal ini ditunjukkan ada peningkatkan ekspresi reseptor IGF-I secara

signifikan.

6.2. Saran

Saran yang bisa disampaikan dari penelitian ini adalah :
Disarankan untuk mempelajari tingkat kematangan pada zona proliferatif dan zona
hipertrofik dengan mendeteksi sekresi ekstraseluler yang dihasilkan. Disamping
itu juga perlu diketahu bagaimana IGF-I eksogenous dapat bekerja melalui
reseptor IGF-1. Dengan demikian diharapkan dapat diketahui tingkat diferensiasi

kondrosit, transisi dari kondroblastik menjadi osteoblastik.
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