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ABSTRAK

MEKANISME OSTEOGENESIS SETELAH PEMBERIAN KOMBINASI
ELLAGIC ACID DAN BOVINE BONE XENOGRAFT PASCA
EKSTRAKSI GIGI

Latar belakang: Ellagic acid adalah polifenol yang ditemukan dalam buah delima,

memiliki stimulan osteoblastogenesis, osteoinduktif dan memiliki sifat anti-inflamasi.

Bovine bone xenograft bersifat osteokonduktif, sifat matriks bone graft yang

mendukung perlekatan sel-sel pembentuk tulang. Kombinasi ellagic acid dan bovine

bone xenograft merupakan bentuk kombinasi yang dapat memberikan efek sinergis

pada proses pertumbuhan woven bone seiring dengan pembentukan tulang. Tujuan:

untuk mengetahui mekanisme osteogenesis setelah pemberian kombinasi ellagic acid
dan bovine bone xenograft pasca ekstraksi gigi. Bahan dan metode: Tiga puluh enam
cavia cobaya jantan dibagi menjadi enam kelompok. Insisif Kiri mandibula diekstraksi.
Kelompok K(-) sebagai kontrol negatif, kelompok K(+) sebagai kelompok kontrol
positif yang diberi bovine bone xenograft dan kelompok P yang diberi kombinasi
ellagic acid dan bovine bone xenograft. Cavia cobaya didekapitasi pada hari ke-7 dan
hari ke-14 setelah perawatan dan rahang dipotong untuk pemeriksaan imunohistokimia
untuk mengamati pemeriksaan ekspresi TNF-a, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase,
Osteocalcin dan Hematoxillin Eosin untuk mengamati pembentukan woven bone. Data
dianalisis dengan uji univariat dilanjutkan dengan uji post hoc (P<0,05). Hasil:
menunjukkan ekspresi TNF-a menurun, ekspresi IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase.
Osteocalcin dan pembentukan woven bone meningkat pada hari ke-7 dan ke-14.
enunjukkan hubungan kausalitas antara ellagic acid dan bovine
F-a, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase.
Kesimpulan: Kombinasi e/lagic acid dan
embentukan woven bone

Korelasi analisis jalur m
bone xenograft mempengaruhi ekspresi TN
Osteocalcin dan pembentukan woven bone.
bovine bone xenograft dapat secara efektif mempercepat p

pasca ekstraksi gigi.

Kata kunci : bovine bone xenograft, ellagic acid, woven bone




DAFTAR ISI

LEMBARPENGESARIAD 1niu00mmmmmmmmnsin i e s i s ees s s ii
PENETAPAN PANITIA PENGUIJL.....oooiiiiicieeeeeece e iv
UCAPAN TERIMA KASTH......c.ooiiiiiiiiiiiiiiiiicicteee e ev s sassnens v
B T RN T e vcomsmimcemvmnscossoeersevsassenexeessoom ey o s S N T G B R s e ix
RINGEASAN INSBRTASL. s s s s s os i imissas Xi
DAFTAR IST ..ot et XV
I TR TR ccevomeesmmmmsmasseoressmintiss s somom s o S ez Xxii
DAPTAR GANBAR oo s iy s s s s smsssss s s ees xxiil
DAFTAR LAMPIRAN.,....oecmenssmssssnrssmmmes iotssss i i e s s o s s 153 XXV
DAFTAR SINGKATAN ..ottt st eac e crs e e XXV
R T s novcso s A S A S R MRS A AN 1
1.l LaarBelakang Masalali.omeamsmimsanimammansammsessmwasmssssais 1
1.2 Boiriasan MESHIAN s s s i s e s s s as 5
1.3 TUJUANL ottt e 6
0 T 1510750 D R S —— 6

Y T 111157y [ R — 6

1A Marifaat PEHEIATD, ..comusensonnsnesessrmmmnesnasiostsstssanss snisssilisaisssscisiisiass i amsninnssissns 7
BAB LL..c.ooioteeeeeieeiteetsueasesses s saseseesessesesbe st eatss s b s et e e e e e d st 8
21 Pamica Granaum Linh (POL Y sswspssumuspvasmssmonstsoomis s 8
21X EUASTe ACH (AN conencossmmmesnenssoss iiness it am s s e s i s 9
31,2  Peran EA padaparameterantt inflamiasl. ....ommmsmmesssrsesnsssasmmpssarsnss 9
2.1.3  Peran EA dalam pembentukan tulang ......cwssmmssisssmassesssessassss 10
2.1.4  Konsentrasi pada EA........cc.cvmnmsisiisissmasssisssiasisinsiabonisssmssioisisi: 11

2.2 Bone Graft Kedokteran Gigi .......cccouvureriennsiiisniiiinsnc s 11
2.2.1 Dasar Pemikiran Untuk Bong Graft .......uusassssissssisssssivssssssissoss 11
222  Lokasi/ Indikasi Untuk Bone Grafi..........cccoocvvviviiiiiniiniiicinncieennninnnns 12
2.2.3  Persyaratan Ideal Untuk Bone Grafl ........coeumenssnsiinesesssssesianessinnsass 13
2.2.4  Klasifikasi Bone Graft Berdasarkan Sumber Bahan............................. 14

XV



2.2.4.1 Bovine Bone Xenograft (BBX) ..o oooeeeeeeee oot 17

2.3 TR, ovorssssrssssssssssss s iiessisnmmonpurs armssessenssessasassesebtssomsesamssateaseossae ensecrasesssn 18
2.3.1 Trauma Pada Gigi ....oovviiniieccce e, 18
24.3.2 LM i ansomm s emensn a0 AR s 19

2.4 Proses Penyembuhan Luka Ekstraksi Gigi..............oooooooooooooooooooo 19
24.1 Koagulasi dan hemostasis ..........covvveeeoeooooeoeee 20
24.2 POTABAMBAIL 1is:custeiisitiiness snmenensrmemsseammsuseosss pes s vassssssasssimismsssrssssessses 22
243 Fase Proliferasi........cccoocuiiiiiiiiiieeeeee oo 23
244 Modeling dan’Remodeling ... mmsssmsmsaammmassnammss i 24

2.5 Alveolar Ridge Preservation (ARP)..........cocccveevereeeeeeeeiseeeeresesesesereenns 25
2.5.1  Prosedur preServasi 7idge ...........ooeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer e 25
2.52  Indikasi dan Kontraindikasi Preservasi Alveolar Ridge ....................... 26
2.5.3  Alveolar Ridge Remodeling............c.oeeuiiieuiieiiciieseereeereeeeeeeenn 27
BN G s s 2T T R ———————— 29
2.5.5  Rasional Ekstraksi Soket PreServasi .........c.ocoocoovevoveeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 30
2.5.6  Fitur mikroskopis dari tulang.............ocoovveeiiiiieiinieeecieeee e 30

2.6  Mekanisme Hantaran Sinyal Pada Proses Inflamasi ............c.ccocoovivvenennnn.. 31
26.1 DAMPsdan Proses INFlamas) ......coaviisim it 31
2.7  Tool Like Receptor (TLR) ..c.ccooiiiiiiiriiiiieeeeeeeeeae e 33
2.7.1  Tool Like Receptor 2 (TLR2) ....ccvvviiivieiiieieeeeeee e 34
28 Makrofap .o ammmmsmmimmsesimmons s m v s 34
28 TR TR . . xceseis iiniisciionse s SR A S S S A A TS RSP it 35
29.1 Aktivasi Pattern Recognition Receptors (PRRS).......ccocoviiiiiiniiiiiinnns 37
292  Peran PRRs; DAMPs endogen oleh TLR ........ccuinnisncisiai: 38
293  Aktivast Jalir IRTIAYHAST . ..ouexs cisasesssnsvrsasmvssissimis S s st 38
29.3.1 WExB stgnaling pada SlIABART. oxomsmommamromemmsmsesmmmes 38
294 Pelepasan Marker INTIamssh s 39
2.9.5  Rekrutmen Sel INflamasi.........cocovveerieomieiiiiiiiiiiiisinieeie e, 39
2.10 Pensinyalan molekuler di balik anabolisme tulang yang diinduksi polifenol

40

XVl



£ L -5 B R [ S — 42

2.10.2 Jalur pensinyalan AKt............c.cocvvvirivnrieninernnnssssssnssssessessecsesssssssssssssees 42
103  Jalurpensinyalan TOF-D/BMP . ...mmmuspnpsiimmnssmssmnmissves 43
2,11 SHOKIN Proinflamast oottt 44
2.11.1 Tumor Necrotic Factor Alpha (TNF@)......ccccocceeeevvrnceccnecsiiiiinineareoninn 44
P L O L Ly 1 T T r—— 44
2.11.1.2 Peran TNFo dalam Aktivasi Makrofag..........ccecveeiiicciininininnnnen 45

i B T e — 45
2.11.2.1 Peran TL-6 dalam inflamasi ...covommmmmsimnimnasssasiassosonse 45
2.11.3  Interleukin I (TL-1) .ovoeiieiiioiececeenicciiiicieiec e 45
2.11.3.1 Peyan I1.-1 dalamh mflamast osamamsmssimsssommnissssvsisssssssin 46
ol B O G £ T P P ——— 46
2121 Biterlemkiit 100 e L) cemnemnnconnarssmensisf s T VRS O SRR %5 46
2.12.2 Peran [1.-10dalam anti IBADmes] .uassmssmsmmsmmmsemsesnonesms 47
2.12.3  Interleukin 10 menghambat pembentukan osteoklas ..............coceeeniee 47
2.12.4 Interleukin 10 memicu diferensiasi osteoblas...........ccccooiiiiiininn. 47
2.12.5 Regulasi molekular 0Steoblas.........ccooeeiieniinininencicciinnieeei 48
2.12.6  Sel OSIEOPIOZEMILOL. .. c...ucvruerereiirinisisasniesnesenersssatescasastsnssssnsassnsansnsas 48
2.13 Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2).....ccccocooneiiii 49
2.13.1 Jalur smad dari BMP-2 dalam 0SteOZENESIS .......coovemriresenenuenncnieinnnes 50
2.13.2 Jalur Smad dari BMP 2 terhadap TNF- ......ccccoiiiininini 51
2.14 Runt-related transcription factor 2 (RUNX-2).....cccoocviiiiininnnn. 52
2.15  Extracellular Matrix (ECM) ...c.oeciiiiiiiiiiinsisesesiiniinsn s 53
2.16  BONE REMOAELING ........cneenveiiiirivieneiieinisisise st s 53
2.16.1  Osteoprotogerin (OPG) ..ot 54
2.16.2  Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)........... 55
2.16.3  Receptor activator of NF-xkB (RANK) .ot 55
2.17 Marker untuk Hone formation. ... 56
2.17.1  Alkalin Phospatase (ALP).......cccoveninininii, 56
2.17.1.1 Struktur Alkaline phoSPRALASE ........coovviriiiriiiiiiiiiins 57

Xvil



2.17:1.2 Ekspresi Alkaling phosphatase..........aniisimmssssmssirsrmesmens 57

2.17.1.3 Mekanisme pensinyalan dalam mineralisasi sel tulang ..................... 58
Z1T2  Osteotaleim {OICN Y iiumsmammmmensonsssanssansenssos sspmonsiiisissisoaiusesusss fosh tisnnessd 58
2.17.2.1 Osteocalcin dan Runt related transcription factor 2 ........................ 59
2173  CB1e0 0BT COPN ) iinmaesrorsaeessmmamnesssmsrasmmensssensavsmmssansrsat £606ARHITFERRFS 59
2.18 KISOODIAR.. ccowucwmnpanssammmmrmr R Y IS s s 59
2.18.1 Diferensiasi dan Fungsi Osteoblas.........ccccoovvviiiiiiiininiiriciecicccieene 60
2.18.2 Regulasi Transkripsi dalam Osteoblastogenesis ..........c.cccccooecccennn 62
2.18.3  Jalur Pensinyalan dalam Osteoblastogenesis .........ccccccoevvvurricriieicenenn. 62
2,184 Reguluzi Sitokin OsteoblastiSenes]s weus s i 63
219 Ostenklan oo s st s e sssssmousoissais sms 63
2.19.1 Jalur Sinyal dalam Diferensiasi Osteoklas...........ccicccvmnnirensninsaiiiiinssions 64
2.19.2  Sitokin OsteoClastO@eNESIS. ... ..ccviieirirerieeeieeeeeeeeeieeseeeeieerreesieeesaaee e 65
2,193 Suoknt Al QstEokIaSIOEENIR e o s s S s s s 66
0 T PO — 66
221 Heswai boba Canill CODEVE ..o s i s s sy i s sasesss 67
223 FPemerksoan Imunolistolimis. . cuoususmmmammmmnammsmasessemns 68
2.22.1 Pewarnaan ImunohistoKimia ..........ecueveemeeriiniiiniiniininniisiscercinnns 69
2:22.2  Metode perhitimgan JHC ..o 70
2.23 Pemeriksaan Histopatologi Anatomi (HPA).........coooovooiii 71
2.23.1 Bistem scoring RIStOpEtOIoR auimmmmmavnvommessssssasmssasi 72
2.24  Pengukuran Wovern BORE ............cccocivieiiniiinsenisinieiiennsece s 2
0 1 R  mm————————— ¥ 5
g1 EBerpngks Eonsep Penelilian....commesommesmsmmmsmssemmssmmsmasssssssons 75
I - T st B i LN e —_——————————e e 76
s N 1T OO — 78
BB TV ermmmrsnsnsommmmssmsmsssmson s s G55 0 e S D S e 80
. Jenis Pereliiii commmemsmsvemaismssmsesomsmms oo s oo s s ey 80
4.2  Populasi, Teknik penghitungan sampel dan Besar sampel........................... 81
421 PODUEST covsmmusnmmmssisvsmusecnmmmavemvons s s oo s s s e s iogs 81



422 Tehnik penghitungan Sampel ...........co.coo.oiviviveeieoesseeeeeeeeeni 81

4.23 Besar SAMPE! ...t 82
4.3 Pembegion Relompok penBlitEN oo i 82
4.4 Variabel Penelitian ....cooviueeeicceecceecee e en s 83
4.5 Definist Operasional........cociiiiiieeeeeeee oot ees e es e es e es e ereeereen e 83
4.6 Luaran PenelItIBIn. ... uusimiionsimommmnmssenneossessussassensssssorsassomsanspensassesessts 85
4.7  Bahan dan Alat Penelitian ............ocoooiviiiiiiinciiiiccceeeceee e 85

4.7.1 NI oo v S S A AT o SRR ARG 85

G.7.2 ALt 86
I B L ——————— 87

48.1 L OKAST 1. ettt ettt ettt et ettt 87

B2 IRIIDL. comememmeonrmmsmeess e om e oo e O A R R ARSI 87
49 Kerngks Operasional PEHEIMENG comsmmmmmmsmsmimmisms s es as i 88
4.10  Prosedur penelitian ............cooueieieeeneeieieeee et 38

4.10.1 Perjinan Ethical clearanoe.swmismmmssionsvmsssinsrmvmsessisomisssion 88

4102 Ellafe Aol oo s e e s 88

4.10.3 Bovine Bone Xenograft (BBX)....cccooiiiiiiiiiiiiiiiiicciieicceieees 88

4:10/4 Poly Ethylen:Glyeol (PEG)...oumspmmsmmmmsinmmsusssmiesssiviomms 89

4.10.5 Pencampuran ellagic acid dengan bovine bone xenograft .................... 89
4,11 Pelalmn Hewan Cobil c.cmmnssasnssimnmsssmsmses s 89

4.11,1 ‘Tabapai persiapan Hewan Cobi.coumsammmnsmamammmmonmesi 89

4.11.2 Tahapan perlakuan Hewan Coba .......cccoirmmmmsessssssssssssssassessssansasases 90

4113 Ekstraksi pigi Hewan Cobacmasummmnnsmasamissias ki 90

4.11.4 Aplikasi Ellagic Acid dan bovine bone xenografit...............ccccceoceeue. 90

4.11.5 Tahap Euthanasia Hewan Coba ..o, 90
4.12 Pembuatan Preparat Histologis (HPA).......cocoooeniiiinninn, 91

4.12.1 Perendaman Jaringan dengan Larutan Phosphate Buffered Formalin..91

4.122. Perendaman latutan dekalsifikasi . qonunaumanmmnamasisoasis 91

4123  Pemrosesan JATINGAN cowssnsesmmmmmvssseisssss s AR a4 o7 Sassunpmspasns 91
4.13 Pembuatan Preparat Imunohistokimia (IHC) ... 93

XIiX



. N 035000 335 0043w Aot e AR AP R ARS8 95
R - TR P S 95
5.1.1 Hasil Pemeriksaan ImunohistoKimia ................ccoeevovieiiiericcrieneseneenen. 95
5.1.1.2 Pemeriksaan Ekspresi IL-10 ..........ooveieeeereeieieeieeeeeeeceeeeeeaee e 96
5.1.1.3 Pemeriksaan EKSpresi BMP-2.......cccooooivieieeeeeeeeeeeeeeee s 97
5.1.1.4 Pemeriksaan Ekspresi Alkaline Phospatase...................cccocoecvvenene., 98
§.1.1.5 Pemeriksaan Ekspresi Osteoottloin suunmvamunmsisnsnssssssamiss 99
R T TN ST [ 100
5.1.2.1 Pemeriksaan Woven BORe...............ccoeeeeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeae 100

5.2 Analisis Hagil Penelitlan ....ovwmmmmmmsvaomasmmammmesssssssmmsmss 101
5.2.1 Rerata dan Standar deviasi..........cccc.iveveeiriinieiieniiiesencneeee e 101
5:2.2 Uit Normalitas s s s seais s 108
5.2.3 Ujl HOMOZENITAS .....eiviiiiiiiiii et 109
3. 24 Uj1 ONe- W AMTOVE i st sisbshmssmsmnsssssstmmemmmmmssamsas sssnsnmasnssmesmens 109
5.2.5 Ui post Bow L8L) ..conimunmnmsmmsassanssswossssssssnigpessimesssmge s 111

5.2.6 Hubungan antar variabel yang diteliti..........cccoooiciiiiiiniinincnnince 116

5.2.7 Analisis jalur mekanisme pembentukan woven bone setelah pemberian

kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-7................... 116
5.2.8 Analisis jalur mekanisme pembentukan woven bone setelah pemberian
kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-14................. 120
BAB VI ..ottt sttt es e s et b ettt s et 124
6.1 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada
pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi TNF-w ............ 124

6.2 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada
pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi IL-10 .............. 127

6.3 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada
pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi BMP-2............ 130

6.4 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada
pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi Alkaline
PHOSHAIEED. ..o nersmsmenssmmssnnss ssssh i S50 B S N BT 60 SR DA S S5 VTS8R anmm s 133

XX



6.5 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine hone xenograft pada
pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi Osteocalcin ... 136

6.6 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap luas woven bone............ 138
6.7 Analisis jalur hubungan kausalistik, mekanisme pembentukan woven bone pada
pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft ..............ccccoueue... 141
6.7.1 Analisis jalof betdasarkan lerafitre wumsssesnmmmsiasprsmmsssssran 141
6.7.2 Analisis jalur berdasarkan pathway analisis............ccoceeveecerecvcvevcicennnnn. 155

6.8 Tenmiumtl VAT oo ors i consimsm oo o Sy S R s i 158
6.9 Tinidak Tanjut texbadap TeBan o e ves 159
6.10 Keterbatasan PEACIIIEAN . .. rmssemssssssnssssonsssssrisssisisimsmmss s ste e ssissssisss 159
BAB VIL.....oocommummmmmmammmmmsmmamsmssmsssanssnmasemssses i i s S son G s s visstsnes 160
T RPN .....ocm s rsmmascrmmsnesmmas senmmosn snamonmnasedEHHAE ST SRR S S R TSS9 160
Dok BIHEHL ... commmmmmmrmsmsmmomrssnspassmmmmsmrmsseansmsrsassmmras ST A G e s 161
DATTAR PLSTRICA ... cconmmmnrsmmmmmasraesmssssmamansssnssmssis tonia s sseans i am s v 162
LANIPIRAN .conionessmemvmmmermmnsnmnms s ssssmmssassmasawisb us o e A A S SRS 191

xXXI1



