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ABSTRAK

MEKANISME KOMBINASI Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem
Cells (hUCMSCs) DAN SCAFFOLD HA-TCP UNTUK REGENERASI
BONE LOSS PADA MODEL PERIIMPLANTITIS

(Penelitian eksperimental pada Rattus norvegicus)

Latar belakang : Defek tulang akibat kasus periimplantitis merupakan tantangan terbesar
dibidang kedokteran gigi yang sampai saat ini belum ada terapinya selain terapi debridement.
Scaffold merupakan struktur pengganti sementara dari matriks ekstraseluler yang rusak.
Kelemahan penggunaan scaffold jenis biomaterial tunggal yang terbuat dari polimer alami
adalah kekuatan mekanik rendah dan cepat terdegradasi, sehingga diperlukan kombinasi
dengan bahan lain untuk menutupi kelemahan tersebut. Mesenchymal stem cells (MSCs)
merupakan suatu alternatif untuk terapi regenerasi tulang. Penelitian pendahuluan dengan
menggunakan Mesenchymal Stem Cell dari tali pusat bayi menunjukkan potensi osteogenik
yang baik. Scaffold HA-TCP juga merupakan suatu pilihan bahan yang bermanfaat untuk
regenerasi tulang. Penggabungan hUCMSCs dan scaffold HA-TCP diharapkan untuk
mempercepat proses regenerasi tulang pada bone loss akibat periimplantitis. Tujuan :
menjelaskan mekanisme kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP untuk regenerasi bone
loss pada periimplantitis serta membuktikan kemampuan percepatan regenerasi tulang.
Metode : Ada 2 tahapan penelitian. Tahap 1 uji in vitro dilakukan karakterisasi HUCMSCs
melalui flowcytometry dan kultur sel, kemudian dilakukan uji cytotoxicity HUCMSCs dengan
scaffold serta uji perlekatan antara keduanya. Tahap 2 uji in vivo dengan cara melakukan
perlakuan terhadap 70 ekor tikus jantan yang dipasang implan di area femur kemudian dibagi
menjadi 10 kelompok yaitu KN2 dan KN4, KP2 dan KP4, KPA2 dan KPA4, KPU2 dan KPU4,
KPAU2 dan KPAUA4. Pada minggu ke-2 dan minggu ke-4 hewan diterminasi. Dilakukan
pemeriksaan imunohistokimia TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-1, LL-37, dan pemeriksaan HE
osteoblas, osteoklas, dan BIC. Hasil : Terdapat penurunan ekspresi TNF-a, IL-1P
dibandingkan kelompok kontrol pada minggu ke-2 dan ke-4 yang artinya terapi tersebut
mampu menurunkan inflamasi, terdapat peningkatan ekspresi LL-37 dibandingkan kelompok
kontrol pada minggu ke-2 dan ke-4 yang artinya memiliki kemampuan sebagai antibakteri dan
terdapat peningkatan ekspresi Runx2, COL-1, osteoblas, dan BIC dibandingkan kelompok
kontrol pada minggu ke-2 dan ke-4 yang artinya terjadi proses osteogenik. Kesimpulan :
Pemberian kombinasi hUCMSc dan scaffold HA-TCP pada minggu ke-2 sudah mampu
menurunkan proses inflamasi pada kondisi periimplantitis, meningkatkan antibakteri dan juga
memiliki efek osteogenik didalam regenerasi tulang.

Kata kunci: human umbilical cord mesenchymal stem cells, scaffold, HA-TCP,
periimplantitis, bone remodelling
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ABSTRACT

MECHANISM OF Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells
(hUCMSCs) AND SCAFFOLD HA-TCP COMBINATION FOR BONE
LOSS REGENERATION IN PERIIMPLANTITIS MODELS
(Experimental research on Rattus norvegicus)

ABSTRACT

Background: Bone defects caused by periimplantitis are the biggest challenges in dentistry,
there is no therapy until now other than debridement therapy. Scaffold is a temporary
replacement structure of the damaged extracellular matrix. The disadvantage of using a single
dose of biomaterial scaffold made from natural polymers is that it has low mechanical strength
and is rapidly degraded, so it is necessary to combine it with other materials to cover these
weaknesses. Mesenchymal stem cells (MSCs) is a material that is currently used for bone
regeneration. Prelimenary experimental studies using human umbilical cord mesenchymal
stem cells (hUCMSCs) have shown good osteogenic potential. Scaffold HA-TCP ones of
materials alternatif that is currently used for bone regeneration. The combination of hUCMSCs
and scaffold HA-TCP is a good therapy to treat bone loss due to periimplantitis. Objectives:
To explain mechanism combination hUCMSCs and scaffold HA-TCP for bone loss
regeneration by periimplantitis and to prove the osteogenic accelerate ability. Methods: There
were 2 stages of research. Stage 1 in vitro characterization of hUCMSCs through
flowcytometry and cell culture, then conducted cytotoxicity test of hUCMSCs with scaffold as
well as the attachment test between those two. Stage 2 in vivo conducting an in vivo test by
performing therapy on 70 male rats implanted in the femur area then divided into 10 groups,
that are KN2 and KN4, KP2 and KP4, KPA2 and KPA4, KPU2 and KPU4, KPAU2 and
KPAUA4. At week 2 and week 4 the animals were terminated. TNF-¢, IL-14, Runx2, COL-1 LL-
37 expression were examined using IHC and osteoblasts, osteoclasts, BIC were examined
using HE. Results: There was an expression decrease TNF-¢«, IL-143 compared in control
groups in 2 weeks and 4 weeks which means that this therapy is capable to reduce
inflammation, there was expression increase LL-37 compared by control grups in 2 weeks and
4 weeks, which means it has antibacterials ability and there was expression increase of Runx2,
COL-1, osteoblasts and BIC compared by control groups in 2 weeks and 4 weeks that proves
it has osteogenic effect. Conclusion: The combination hUCMSc and scaffold HA-TCP in 2
weeks is capable to reduce the inflammatory process in periimplantitis and also has an
osteogenic effect in bone regeneration

Keywords: human umbilical cord mesenchymal stem cells, Scaffold, HA-TCP,
periimplantitis, bone remodeling
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RINGKASAN

Perawatan gigi tiruan implan merupakan perawatan rehabilitasi untuk penggantian gigi
tiruan yang paling banyak diminati dan dipilih sebagai alternatif utama, karena pemakaiannya
seperti gigi asli yang tanpa harus dilepas sehingga lebih nyaman. Perawatan tersebut
merupakan bagian perawatan di bidang gigi tiruan, yang mayoritas dilakukan pada penderita
lanjut usia. Perawatan yang paling diminati saat ini adalah gigi tiruan implan. Pada proses
pemasangan gigi tiruan implan sering dijumpai kegagalan pada pemasangannya. Kegagalan
pada proses pemasangan implan ini biasanya disebabkan oleh karena terjadi infeksi bakteri dari
rongga mulut. Bakteri yang sering menyebabkan keradangan pada implan yang biasa disebut
periimplantitis adalah P. gingivalis atau A. actynomecetemcomitans. Gambaran Klinis
terjadinya periimplantitis salah satunya adalah terjadinya bone loss disekitar implan.

Penelitian eksperimental terbaru dengan pendekatan tissue engineering Yyaitu
menggabungkan antar 2 metode terbaru didalam menangani terjadinya bone loss yang
diakibatkan oleh karena periimplantitis. Dua metode yang digunakan adalah penggabungan
terapi menggunakan MSCs yang berasal dari umbilical cord atau yang biasa dikenal dengan
Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells (HUCMSCs) dan menggunakan scaffold
yang berasal dari bahan HA-TCP. Peran Mesenchymal Stem Cells (MSCs) didalam proses
regenerasi pada tulang mandibula sudah pernah dilakukan dan hasilnya cukup baik.Peranan
scaffold yang berasal dari HA-TCP juga sangat membantu dalam proses regenerasi tulang yang
mengalami kerusakan atau defek.

Saat ini, mesenchymal stem cell yang berasal dari tali pusat bayi (hUCMSCs) yang
bersifat multipoten, mulai banyak dipertimbangkan sebagai pilihan MSC dan mulai banyak

disimpan di tempat penyimpanan jaringan sebagai alternatif terapi sel punca berbagai macam
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penyakit atau kelainan, akan tetapi penelitian hUCMSCs untuk aplikasi rekayasa jaringan
tulang mandibula juga belum pernah dilakukan sampai saat ini.

Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan keberhasilan dan menjelaskan mekanisme
regenerasi tulang femur pada tikus yang telah dipasang implan dan dibuat keradangan
menggunakan LPS P.Gingivalis dengan pemberian hUCMSCs dan scaffold HA-TCP.

Penelitian ini adalah true experimental dengan rancangan Post Test Only Control
Group Design. Sebanyak 70 ekor tikus Wistar jantan dibagi ke dalam 7 kelompok masing
masing kelompok 7 ekor yaitu kelompok tikus kontrol normal (sham surgery) (KN), kelompok
tikus model periimplantitis pada minggu ke 2 (KP2) dan ke 4 (KP4), kelompok tikus model
periimplantitis yang diberi terapi scaffold HA-TCP selama 2 minggu (KPA2) dan 4 minggu
(KPA4), kelompok tikus model periimplantitis yang diberi terapi HUCMSCs pada minggu ke
2 (KPU2) dan ke 4 (KPU4), kelompok tikus model periimplantitis yang diberi terapi kombinasi
HUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada minggu ke 2 (KPAU2) dan ke-4 (KPAU4). Variabel
tergantung yang digunakan berupa penanda diferensiasi osteoblastogenesis yaitu Runx2, COL-
1 dan BIC, serta jumlah sel osteoblas yang dihasilkan. Selain itu penanda proses menurunnya
inflamasi digunakan variabel tergantung pemeriksaan TNF-a, IL-1f dan LL-37 sebagai
antibakteri.

Tikus model periimplantitis yang diberi terapi kombinasi jumlah sel osteoblas dan luas
bone implant contact (BIC) tulang femurnya yang lebih tinggi dibandingkan tikus yang
dilakukan sham surgery (KN). Hal ini menunjukkan model tikus periimplantitis yang
digunakan pada penelitian ini dapat mewakili kondisi keradangan.

Dengan pemberian hUCMSC dan kombinasi scaffold HA-TCP didapatkan diferensiasi
osteoblastogenesis yang lebih tinggi pada tikus model periimplantitis yang diberikan terapi
tersebut, ditunjukkan dengan ekspresi Runx2 dan COL-1 yang lebih tinggi serta dibuktikan
dengan jumlah sel osteoblas yang juga lebih banyak dibandingkan kontrol (p<0,05). Setelah
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terbukti terjadi diferensiasi MSC pada hUCMSC menjadi sel osteoblas yang lebih banyak,
dilakukan juga evaluasi kemampuannya dalam melakukan pembentukan dan mineralisasi
tulang. Pada penelitian ini didapatkan ekspresi kolagen tipe 1 sebagai protein utama matriks
tulang yang lebih tinggi pada tikus periimplantitis yang diberikan hUCMSCs dan scaffold HA-
TCP. Secara keseluruhan didapatkan area BIC tulang yang lebih luas pada tikus
periimplantitis yang diberikan kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP sehingga terbukti
pemberian terapi rekayasa jaringan ini dapat memperbaiki kondisi periimplantitis.
Kesimpulan penelitian ini adalah hUCMSCs dan scaffold HA-TCP merupakan salah

satu terapi alternatif didalam meningkatkan regenerasi tulang yang mengalami periimplantitis.
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang Masalah

Perawatan implan merupakan salah satu treatment pilihan yang sangat diminati
dan sudah dikenal sejak 30 tahun yang lalu. Pemasangan dental implant ini merupakan
salah satu perawatan terbaik yang dapat dilakukan pada kasus edentulous area
(Valente & Andreana, 2016).

Peningkatan kebutuhan perawatan implan seringkali disertai dengan
komplikasi jangka pendek maupun jangka panjang yang meningkat. Salah satunya
adalah terjadinya periimplantitis, yaitu suatu keradangan yang terjadi disekitar implan,
periimplant disease secara umum disebut sebagai periimplantitis. Malo & Nobre
(2017) mendapatkan sebanyak 13,9% dari 22.009 pasien yang diamati menderita
periimplantitis. Pengamatan pada 662 pasien, 184 orang diantaranya mengalami
periimplantitis, yang ditandai dengan progressive bone loss pada satu atau lebih
implan yang terpasang dan dari 3.413 implan yang dipasang dijumpai sebanyak 423
(12,4%) kasus implan yang terlepas dari tulang (Valente & Andreana, 2016). Menurut
Cosgarea et.al 2019, angka keberhasilan pemasangan implan selama 25 tahun
menunjukkan sebesar 83,8% sedangkan angka keberhasilan pemasangan implan
selama 10 tahun sebesar 96,1%.

Periimplant tissue hampir memiliki aspek yang serupa dengan periodontal
tissue, yang membedakan hanyalah keberadaan ligament periodontal yang masih vital
pada jaringan periodontal. Vaskularisasi pada peri implant tissue lebih sedikit

dibandingkan periodontal tissue, dan disertai lapisan tipis proteoglycan yang berada

1
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diantara implan dan permukaan tulang (Smeets et al., 2014). Pada kasus periodontitis
kronis akan terlihat adanya penurunan tulang alveolar yang dapat dilihat dengan dental
radiografi dan radiografi mikro-CT (/-CT) dengan parameter scan source voltage 80
kV, source current 50 [A, image pixel size 24,2 [m, exposure 125 ms (Bruker Sky
Scan 1173, High Energi Micro-CT, FMIPA ITB) (Sari et al., 2018).

Periimplantitis adalah komplikasi biologis dari pemasangan dental implant yang
didefinisikan sebagai reaksi inflamasi dari soft tissue disekitar implan, dan biasanya
disertai dengan terjadinya kehilangan tulang yang melebihi proses remodeling dari
fisiologis normal (Froum, 2018). Mombelli mengatakan penyebab utama
periimplantitis disebabkan karena infeksi bakteri yang dimulai dari adanya akumulasi
plak (Mombelli & Juodzbalys, 2016). Bakteri penyebab periimplantitis yang
terbanyak adalah bakteri plak anaerob Gram negative yang memiliki karakteristik
khusus sehingga dapat menimbulkan efek berlawanan terhadap kesehatan jaringan
periimplan. Bakteri yang dapat menyebabkan periimplantitis salah satunya adalah
Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) dan Aggregatibacter actiomycetemcomitans
(A. actiomycetemcomitans). Bakteri tersebut mengalami kolonisasi yang dimulai 30
menit setelah pemasangan implan (Valente & Andreana, 2016). Bakteri tersebut
merupakan kelompok bakteri Gram negative anaerob yang terdeteksi pada pasien yang
mengalami periimplantitis. Periimplantitis juga merupakan poly-microbial anaerob
infeksi yang memiliki gambaran klinis serupa pada kondisi periodontitis, dimana pada
daerah peri implan merupakan tempat berkumpulnya bakteri (Smeets et al., 2014).

Bakteri Gram negative memiliki endotoksin pada dinding sel. Komposisi
endotoksin terdiri dari polisakarida (polymerized sugars), lipids (complexes

containing fatty acids) dan protein (Leonardo et al., 2004). Endotoksin pada bakteri
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Porphyromonas gingivalis sering disebut dengan lipopolysaccharide (LPS) (Dixon &
Darveau, 2005; Bainbridge et al.,, 2008). LPS pada bakteri tersebut dapat
menyebabkan  destruksi yang cepat yang diawali dengan adanya berkumpulnya
multiple bacteria (Graves, Oates, & Garlet, 2011). Adanya organisme patogen yang
menghuni biofilm rongga mulut menjadi pencetus penyakit tersebut, kerusakan
jaringan menjadi akibat dari tidak mampunya host menstimuli respon imun melawan
biofilm patogen. (Prathapachandran, 2012). Kerusakan tulang pada periodontitis
diawali dengan adanya bakteri plak yang terdapat pada sulcus gingiva dan permukaan
gigi, berakhir sampai terjadinya destruksi perlekatan connective tissue implan terhadap
tulang secara permanen (Graves, Oates, & Garlet, 2011).

Gambaran klinis terjadinya periimplantitis pada jaringan peri implan adalah
adanya mucositis yang merupakan proses awal induksi bakteri, kemudian diikuti
proses terjadinya inflamasi yang ditandai adanya kemerahan, pembengkakan dan
bleeding on probe (BOP) yang merupakan tanda klinis dari periimplant desease
(Smeets et al., 2014). Menurut Charalampakis (2014), periimplantitis juga merupakan
irreversible inflammatory yang menyebabkan kerusakan jaringan disekitar implan
dengan disertai adanya kerusakan tulang. Secara mikroskopis dan level molekuler
tampak perbedaan menyolok antar periimplant tissue dan periodontium yang sehat.
Terjadi penurunan vaskularisasi dan orientasi paralel dari jaringan kolagen, sehingga
pada daerah periimplant tissue lebih rentan daripada jaringan periodontal yang normal
(Smeets et al., 2014).

Kondisi periimplantitis pada pasien yang mengakibatkan terjadinya bone loss
membutuhkan regenerasi tulang. Sampai saat ini belum ada prosedur gold standart

untuk terapi periimplantititis, terapi yang biasa digunakan sampai saat ini hanya
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difokuskan untuk terapi kehilangan tulangnya saja, baik secara bedah maupun non
bedah (kuret) (Prathapachandran, 2012). Berbagai bahan dan teknik rekayasa jaringan
sampai saat ini masih berkembang sebagai terapi regeneratif untuk mengatasi
terjadinya kerusakan tulang yang disebabkan berbagai macam faktor penyebab salah
satunya adalah kerusakan tulang yang disebabkan oleh periimplantitis (Newman et al.,
2012). Terapi regenerasi tulang dengan menggunakan stemcell yang berasal dari tali
pusat (hUCMSCs) pada mandibula pada tikus osteoporosis dapat meningkatkan
jumlah sel osteoblas secara signifikan, sehingga menyebabkan densitas tulang
mandibula meningkat seperti tulang normal (Hendrijantini et al., 2018). Penggunaan
hUCMSCs selain meningkatkan sel osteoblas juga dapat berfungsi sebagai
antimikroba dengan adanya indikator LL-37 yang juga memiliki peran sebagai
immunomodulatory. LL-37 juga mempunyai peran menginduksi makrofag pro
inflamasi dan anti inflamasi untuk memodulasi lingkungan mikro. (Kahlenberg &
Kaplan, 2013).

Teknik tissue engineering dengan menggunakan stemcells disarankan dalam
perbaikan tulang yang mengalami kerusakan (Liang et al., 2014). Berdasarkan teori
rekayasa jaringan, maka dimungkinkan untuk membuat jaringan baru yang diinginkan
dengan menggabungkan 3 komponen, yaitu stemcell, scaffold matriks ekstraceluller
dan growth factors, yang disebut sebagai konsep Triad of Tissue Engineering (Reddi,
2007).

Kelebihan lain hUCMSC adalah mudah didapatkan karena merupakan limbah
biologis yang selalu dibuang atau tidak terpakai sehingga secara etik tidak akan ada
masalah untuk digunakan. Pengambilan hUCMSC dilakukan melalui prosedur caesar

dan kondisinya aseptik untuk mencegah terjadinya kontaminasi yang berlebihan.
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hUCMSC secara in vitro memiliki kemampuan osteogenesis sehingga mampu
digunakan sebagai bone cell terapi. MSC adalah sel imatur yang belum terdiferensiasi.
Selain kemampuannya melakukan proliferasi, MSC juga memiliki kemampuan
potensial untuk menjadi berbagai progenitor yang bisa berdiferensiasi (Minguell,
Erices & Conget, 2001). Setiap tubuh manusia memiliki MSC endogen yang berfungsi
meregenerasi dan memperbaiki jaringan. Bila terjadi defek luas, populasi MSC
endogen tidak memadai untuk meregenerasi jaringan, oleh karena itu diperlukan
pendekatan rekayasa jaringan dengan pemberian MSC secara eksogen (Braniak &
McDevitt, 2010). Penggunaan hUCMSC dengan pelarut gelatin dan o-MEM dirasa
lebih aman dan lebih efektif sebagai medium pembawa hUCMSC pada proses in vivo
untuk regenerasi tulang (Hendrijantini et al., 2015).

Terapi hUCMSCs digunakan untuk pembentukan regenerasi tulang yang
memiliki waktu penyembuhan di minggu ke-4 (Hendrijantini et al., 2015), untuk
mempercepat proses dari penyembuhan diperlukan suatu kerangka atau scaffold yang
berfungsi sebagai tempat menempelnya sel-sel. Scaffold merupakan struktur tiga
dimensi yang digunakan sebagai media penyangga untuk mendukung proses
pertumbuhan dan perkembangan jaringan tulang baru (Laurencin, 2008). Scaffold
digunakan untuk menginduksi pembentukan jaringan yang diinginkan, menginduksi
pertumbuhan sel didaerah sekitarnya. Scaffold harus memiliki pori yang saling
terkoneksi dan terintegrasi, memiliki neovascularisasi untuk pertumbuhan tulang.
Idealnya scaffold memiliki sifat biocompatible, biodegradable dan nontoxic (Patil et
al., 2013).

Bahan bone graft ideal harus memiliki sifat-sifat umum seperti osteoinduktif,

osteokonduktif, osteointegrasi dan osteogenensis (Rucci, 2008). Salah satu bahan
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alami yang berpotensi untuk digunakan sebagai kandidat bone substitute material
yaitu berupa scaffold yang berasal dari cangkang kerang darah (Anadara granosa).
Pada penelitian awal tentang senyawa yang terdapat pada cangkang kerang darah yang
diambil dari limbah rumah makan (seafood) yang sudah dibersinkan mengandung
CaCO3 100%. Setelah melalui serangkaian proses sintesis dengan menggunakan
metode hydrothermal maka didapatkan adanya kandungan Hydroksiapatite (HA)
sebesar 72% dan TCP sebesar 21% (Prananingrum & Revianti, 2017). Scaffold
kombinasi HA-TCP dapat digunakan sebagai pengganti tulang karena bersifat
biokompatibel, dapat meningkatkan pembentukan tulang baru, melalui efek
osteokonduksi dapat menambah massa tulang di area defek (Rimawati et al., 2016)
Penggabungan antara terapi pemberian sel punca hUCMSCs dan scaffold HA-
TCP pada kasus periimplantitis diharapkan dapat memperbaiki kondisi bone loss pada
tulang mandibula lebih cepat dan optimal dengan cara terjadinya osseointegration.
Penelitian ini menggunakan hewan coba yang dipasang implan di femur lalu
dibuat kondisi periimplantitis dengan induksi LPS. Pemasangan implan di femur
dilakukan karena struktur tulang femur menyerupai tulang mandibula tikus dan
mampu menghasilkan proses oseogenesis (Barry & Murphy, 2004). Kemampuan
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP diharapkan dapat menstimulasi growth factor dan
molekul biokatif untuk bergerak lebih cepat ke arah defek tulang dan berploriferasi

serta berdiferensiasi membentuk jaringan tulang alveolar yang baru
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1.2 Rumusan Masalah:

1. Apakah pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
meningkatkan ekspresi LL-37 sebagai antibakteri untuk menghambat inflamasi
pada kasus periimplantitis?

2. Apakah pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan
ekspresi TNF-a pada proses inflamasi yang terjadi pada periimplantitis?

3. Apakah pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan
ekspresi IL -1B pada proses inflamasi yang terjadi pada periimplantitis?

4. Apakah pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
meningkatkan ekspresi RunX2 pada proses remodelling tulang model
periimplantitis?

5. Apakah pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
meningkatkan ekspresi COL-1 pada proses remodelling tulang model
periimplantitis?

6. Apakah pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat meningkatkan
jumlah Osteoblas pada proses remodelling tulang model periimplantitis?

7. Apakah pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan
jumlah Osteoklas pada proses remodelling tulang model periimplantitis ?

8. Apakah pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
meningkatkan jumlah BIC pada proses regenerasi tulang model periimplantitis?

9. Bagaimana penjelasan proses inflamasi yang berhubungan dengan remodelling
tulang melalui analisa jalur pada minggu ke-2?

10. Bagaimana penjelasan proses inflamasi yang berhubungan dengan remodelling

tulang melalui analisa jalur pada minggu ke-4?
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Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan umum

Mengetahui mekanisme terjadinya penghambatan proses inflamasi dan

meningkatkan percepatan regenerasi tulang melalui terapi kombinasi hUCMSCs dan

scaffold HA-TCP pada kasus bone loss model periimplantitis.

1.3.2

1.

Tujuan Khusus

Menganalisis pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
mengekspresikan LL-37 sebagai antibakteri untuk menghambat inflamasi pada
kasus periimplantitis

Menganalisis pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
menurunkan ekspresi  TNF-a pada proses regenerasi tulang model
periimplantitis

Menganalisis pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
menurunkan ekspresi IL -1p pada proses regenerasi tulang model
periimplantitis

Menganalisis pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
meningkatkan ekspresi RunX2 pada proses regenerasi tulang model
periimplantitis

Menganalisis pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
meningkatkan ekspresi Col-1 pada proses regenerasi tulang model
periimplantitis

Menganalisis pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat

meningkatkan jumlah osteoblas pada regenerasi tulang model periimplantitis
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Menganalisis pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
menurunkan jumlah osteoklas pada regenerasi tulang model periimplantitis
Menganalisis pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat
meningkatkan BIC pada kasus regenerasi tulang model periimplantitis
Menganalisis mekanisme jalur inflamasi terhadap proses regenerasi tulang
pada periimplantitis di minggu ke-2

Menganalisis mekanisme jalur inflamasi terhadap proses regenerasi tulang

pada periimplantitis di minggu ke-4

Manfaat Penelitian

Manfaat teoritis

Dengan hasil penelitian yang didapat dari penelitian ini, diharapkan dapat :

1. Memberikan kontribusi ilmiah tentang potensi pemberian kombinasi
hUCMSCs dengan scaffold HA-TCP secara in vitro maupun in vivo

2. Memberikan kontribusi ilmiah mengenai mekanisme regenerasi tulang
pada model periimplantitis setelah pemberian terapi hUCMSCs dan
scaffold HA-TCP

3. Sebagai dasar pengembangan ilmu terhadap penggunaan hUCMSCs pada
regenerasi tulang model periimplantitis

4. Sebagai dasar pengembangan ilmu terhadap penggunaan terapi hUCMSCs
dan scaffold HA-TCP sebagai salah satu alternatif perawatan kasus

periimplantitis non bedah.
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1.4.2. Manfaat Praktis
Dengan hasil penelitian yang didapat dari penelitian ini, diharapkan dapat :
1. Sebagai sumber rekayasa jaringan baru melalui potensi pemberian
kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP
2. Pemanfaatan pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP
sebagai perawatan periimplantitis
3. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP mampu

diaplikasikan sebagai penanganan bone defect
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Periimplantitis

Periimplantitis adalah suatu kondisi adanya proses inflamasi yang
menyerang jaringan disekitar implant yang sudah mengalami osseointegrasi
sehingga menyebabkan progressive bone loss pada tulang penyangga (Newman et
al, 2012). Dental plaque dan infeksi bakteri merupakan etiologi terbesar dari
penyakit periodontal dan periimplant disease (Ramesh & Jayaprakash, 2015).
Mombelli (2016) mengatakan bahwa hipotesis periimplantitis disebabkan karena
infeksi bakteri yang dimulai dari adanya akumulasi plak sebagai etiologi yang dapat
diterima, tapi sebenarnya penyebab infeksi bakteri pada kasus periimplantitis ini
adalah multi faktorial tidak hanya adanya akumulasi plak saja melainkan
disebabkan karena kebiasaan pasien, tindakan bedah dan penggunaan protesa yang

salah juga dapat memperparah kondisinya (Ramesh & Jayaprakash, 2015))

Gambar 2.1 A. Gambaran radiografi berupa cekungan defek tulang pada kondisi
periimplantitis yang disebabkan karena retansi semen dan crown yang tidak
tertutup dengan penuh. B. Cekungan seperti defek tulang yang diakibatkan
retensi semen yang berlebihan. C. Tanda panah menunjukkan retensi semen

yang berlebihan antara tepi crown dan abutment sehingga crown tidak duduk
sempurna dan mengakibatkan oklusi yang berlebihan (Newman et.al, 2018)

11
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Jaringan periimplan hampir memiliki aspek yang serupa dengan jaringan
periodontal, yang membedakan hanyalah keberadaan ligamen periodontal yang
masih vital, vaskularisasi pada jaringan peri implan lebih sedikit dibandingkan pada
jaringan periodontal, serta adanya lapisan tipis proteoglycan yang berada diantara

implan dan permukaan tulang (Smeets, 2014).

Periimplantitis adalah komplikasi biologis dari dental implant, yang
didefinisikan sebagai reaksi inflamasi dari soft tissue disekitar implan, dan biasanya
disertai dengan terjadinya bone loss yang melebihi proses remodeling fisiologis
normal (Froum, 2018). Etiologi periimplantitis banyak yang mengatakan
disebabkan karena bakteri plak anaerob gram negative yang menimbulkan efek
berlawanan terhadap kesehatan jaringan peri implan. Bakteri-bakteri yang dapat
menyebabkan periimplantitis salah satunya adalah P. gingivalis dan A.
actiomycetemcomitnas, kolonisasi bakteri terjadi 30 menit setelah pemasangan
implan (Valente & Andreana, 2016). Penelitian sebelumnya telah mengindikasikan
komposisi biofilm penyakit periimplantitis terbanyak karena infeksi bakteri gram
negative A. actiomycetemcomitna,, P. gingivalis, T. forsythia dan Fusobacterium
(Carranza, 2012). Bakteri-bakteri  seperti P. gingivalis dan A.
actinomycetemcomitans adalah kelompok bakteri gram negative anaerob yang
terdeteksi terdapat didalam pasien yang mengalami periimplantitis. Periimplantitis
merupakan poly-microbial anaerob infeksi yang serupa terdapat pada kondisi
periodontitis, sedangkan pada lesi peri implan merupakan tempat berkumpulnya
bakteri (Smeets et al., 2014).

Sejumlah besar black-pigmented bacteria ditemukan pada kondisi

periimplantitis pasien yang masih bergigi. Dari kondisi tersebut diasumsikan
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periimplantitis ini terjadi karena infeksi dari organisme tertentu yang berlebihan
yang tumbuh dari lingkungan microbiota didaerah sirkular gigi-gigi asli (Carranza,
2012). Gram negatif khususnya dark (black) pigmented bacteria (Porphyromonas)
mendapatkan perhatian khusus karena memiliki faktor virulensi dan produk yang
bersifat toksik terhadap jaringan periapikal gigi (Cohen & Hargreaves, 2006).
Bakteri gram negative memiliki endotoksin pada dinding sel. Komposisi endotoksis
terdiri dari polysaccharides (polymerized sugars), lipids (complexes containing
fatty acids) dan protein (Leonardo et al., 2004). Endotoksin pada bakteri
Porphyromonas disebut juga lipopolysaccharide (LPS) berdasarkan struktur
kiminya ada beberapa macam LPS dengan berbagai gugus acyl yang menentukan
heterogenitas lipid A. Lipid A merupakan komponen LPS yang paling aktif (Dixon
& Darveau, 2005; Bainbridge et al., 2008). Destruksi yang cepat pada tulang
diawali dengan adanya multipel bakteria dan produknya yaitu LPS. Bakteria ini
menstimulasi resorpsi dengan cara menginduksi sitokin proinflamasi seperti IL-1j,
IL-1a,, mengaktifkan reseptor ligand (RANKL) atau TNF-o (Graves, Oates &
Garlet, 2011).

Adanya organisme pathogen yang merusak jaringan menjadi akibat dari
tidak mampunya host menstimuli respon imun melawan biofilm patogen.
Organisme biofilm tertanam didalam matriks ekstraseluler substansi polimer yang
memproduksi sel untuk berkomunikasi satu dengan yang lain. Selebihnya
organisme biofilm patogen menghambat perubahan fenotipe dengan cara
menghambat pertumbuhan oragnisme tersebut, gen transkripsi dan resistensi

antimikroba (Prathapachandran, 2012).
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2.1.1 Gambaran Klinis Periimplantitis

Tanda-tanda Klinis terjadinya inflamasi pada jaringan periimplan ditandai
dengan adanya mucositis yang merupakan awal terjadinya induksi bakteri, proses
terjadinya inflamasi mengakibatkan pada daerah periimplan mengalami
kemerahan, pembengkakan dan bleeding on probe (BOP, semua ini merupakan
typical sign dari periimplant desease (Smeets et al., 2014). Secara mikroskopis dan
level molekuler tampak perbedaan menyolok antar periimplant tissue dan
periodontium yang sehat. Disini tampak penurunan vaskularisasi dan orientasi
paralel dari jaringan kolagen, pada periimplant tissue lebih rentan daripada jaringan
periodontal yang normal. Secara imunohistokimia terjadinya periodontitis ditandai

dengan peningkatan MMP-8 pada lesi periimplan (Smeets et al., 2014).

2.1.2 Patobiologi Periimplantitis

Menurut (Ramesh & Jayaprakash, 2015) faktor-faktor yang mempengaruhi
periimplantitis adalah biofilm dan microflora. Istilah biofilm tidak dapat
menentukan bahwa koloni mikroba dapat melekat pada permukaan gigi atau suatu
bahan yang keras atau material yang tebal. Dental implant adalah suatu bahan
seperti gigi asli dimana permukaannya dapat ditumbuhi oleh biofilm, yang

menunjang penumpukan populasi mikroba.

Menurut (Ramesh & Jayaprakash, 2015) biofilm sering dihubungkan
dengan infeksi yang resisten terhadapa terapi antimikroba. Hal yang menyebabkan

terjadinya resisten adalah:

1. Adanya substansi ekstra seluler polimer yang menjadi pelindung sehingga

antimikroba gagal berpenetrasi kedalam biofilm
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2. Kemampuan resistensi dalam beradapatasi fenotip terhadap sifat multiseluler

biofilm

3. Peranan penting biofilm dalam menyebarkan resistensi suatu antibiotic

4. Biofilm mikroorganisme bukan suatu plankton yang dapat hidup bebas dan aktif
di dalam mikroorganisme melainkan selalu terjadi kompetisi diantara organisme
yang berbeda didalam biofilm. Sedangkan agen antimikroba tidak aktif didalam

biofilm sebagai plankton mikroorganisme

Mikrobiota yang berhubungan dengan periimplant disease adalah 1.)
Mixed; 2.) Sedikit bervariasi; 3.) Didominasi oleh bakteri gram negative. Pada
implan yang stabil, Staphylococcus sanguis dan staphylococcus mitis masih
mendominasi. A. actinomycetemcomitans dan P. gingivalis jarang muncul.
Sedangkan Prevotella intermedia dan Prevotella nigrescens lebih sering tampak

(Ramesh & Jayaprakash, 2015).

Lesi osteolitik pada periodontitis diawali dengan adanya plak bakteri yang
terdapat di sulcus gingiva dan permukaan gigi. Periimplantitis terjadi dalam 4 fase;
1) akumulasi bakteri biofilm yang terdapat di sulcus gingiva (kolonisasi), (2)
penetrasi bakteri pada ephitelium dan connective tissue pada gingiva yang dekat
dengan permukaan implan (invasi), (3) stimulasi respon host untuk mengaktifkan
imun respon (inflamasi) dan (4) sampai destruksi perlekatan connective tissue

implan terhadap tulang secara irreversible (Graves, Oates & Garlet, 2011).

Destruksi yang cepat pada tulang diawali dengan adanya multiple bacteria

dan produknya yaitu LPS. Bakteria ini menstimulasi resorpsi dengan cara
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menginduksi sitokin proinflamasi seperti IL-13, IL-1la, mengaktifkan reseptor
ligand (RANKL) atau TNF-a (Grave, Oates & Garlet, 2011). LPS merupakan salah
satu inducer makrofag tipe M1 dalam reaksi inflamasi dan respon imun (Geng et
al., 2017). LPS akan menstimulasi sel makrofag melepaskan mediator sitokin

osteogenik (Graves, Oates & Garlet, 2011)

Saat terjadinya suatu proses inflamasi oleh LPS, sistem imun bawaan
(innate) diaktifkan sebagai suatu respon yang dikenal tubuh sebagai pathogen
associated molecule pattern (PAMPS). Kondisi lingkungan yang hipoksia dapat
menstimulasi banyak jenis sel, termasuk sel inflamasi. Seiring dengan masuknya
neutrophil, monosit yang bersirkulasi memasuki luka dan berdiferensiasi menjadi
makrofag. Makrofag memiliki berbagai macam fenotipe, yaitu M1 dan M2. Pada
awal inflamasi, M1 berfungsi mengeliminasi patogen yang masuk kedalam tubuh,
mengakibatkan didalam tubuh makrofag terjadi proses signaling intraseluler yang
melepas sitokin-sitokin proinflamasi diantaranya tumor necrosis factor alpha
(TNF-a), interleukin-1 (IL-1) dan interleukin-6 (IL-6). Apabila terjadi reaksi
inflamasi yang berlebihan maka salah satu sel yang berperan untuk meregulasi
reaksi tersebut adalah makrofag M2 yang mengekspresikan IL-10 yang berperan

sebagai anti inflamasi (Yang et., al, 2014).

Mekanisme respon inflamasi LPS yang menstimulasi diferensiasi osteogeni
dimulai adanya intervensi infeksi bakteri yang menyebabkan masuknya inflamasi
mononuklear di selurun komponen seluler . Sejumlah limfosit T dan B juga
ditemukan pada sel inflamatori yang terdapat di jaringan gingiva sebagai antigen.

Pada penelitian sebelumya ditemukan sejumlah osteoklas pada puncak alveolar
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bone tikus yang mendapat antigen-specific lymphocytes, dan berimplikasi kuat
terhadap respon imun yang menginduksi resorbsi tulang. Reseptor NF-kB
mengaktifasi ligand (RANKL) melalui TNF yaitu suatu sitokin yang terdapat
didalam proses osteoklastogenesis yang menyebabkan terjadinya resorpsi tulang.
Ekspresi RANKL sebagai indikator awal terjadinya proses osteoklastogenesis pada
proses resorbsi tulang yang berbanding terbalik dengan proses bone remodeling.
Salah satu bahan yang mampu mengurangi jumlah koloni bakteri P.gingivalis
adalah anti-RANKL antibodi atau OPG dengan cara merusak lingkungan ekologi
P. gingivalis sehingga pertumbuhan bakteri dapat dikurangi (Graves, Oates and

Garlet, 2011)

Sitokin pro inflamasi seperti TNF-a, insulin growth factor-1 (IGFI),
parathyroid hormone (PTH) dan IL-6 akan mengaktifkan permukaan sel osteoblas
yang dalam kondisi diam. Aktifnya sel osteoblas ini pada permukaan sel akan
meningkatkan ekspresi RANKL yang mampu berikatan dengan reseptor RANK
yang diekspresikan oleh pre-osteoklas. Ikatan RANK-RANKL dapat memicu pre
osteoklas untuk berdiferensiasi menjadi osteoklas. Pada fase resorpsi, osteoklas
mengalami polarisasi sehinggal dapat menempel pada permukaan tulang dan mulai
melarutkan tulang. Saat pelarutan tulang ini membutuhkan 2 aktifitas yaitu 1)
melarutkan komponen inorganic melalui pengasaman bone matrix dan
2)mengeluarkan enzim lysosome (MMP9) untuk mendegradasi komponen organik
tulang. Ketika fungsi keduanya selesai osteoklas akan mengalami apoptosis.

(Grave, Oates and Garlet, 2011)

Terjadinya resorpsi tulang sering ditandai dengan proses osteoclastogenesis.

Sinyaling RANK/RANKUL tergantung pada interaksi sel-sel prekursor osteoblas dan
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osteoklas. Osteoprotegerin (OPG) adalah suatu reseptor umpan dari RANKL yang
disekresi oleh osteoblas yang dapat mengganggu jalur RANKL dan mempunyai
sifat osteoprotektif. OPG adalah protein yang disekresi dan memiliki struktur yang
sama dengan RANK sehingga OPG mampu melekat pada RANKL untuk mencegah
terjadinya interaksi dengan RANK vyang berkonsekuensi menghambat
osteoclastogenesis. Fungsi dari osteoklas ini adalah untuk degradasi komponen

inorganic pada matriks tulang(Graves, Oates and Garlet, 2011).

2.2  Tulang

Tulang merupakan salah satu komponen jaringan terkeras yang berada di
dalam tubuh. Tulang merupakan bentuk khusus jaringan ikat yang tersusun oleh
Kristal-kristal mikroskopik fosfat kalsium, terutama hidroksiapatit dan matriks
kolagen (Fadillah et al, 2013). Kalsium adalah mineral makro yang berperan
penting di dalam tubuh, lebih dari 99% kalsium ditemukan pada jaringan keras yaitu
pada tulang dan gigi manusia dalam bentuk kalsium fosfat (Guyton and Hall, 2016).
Tulang merupakan jaringan hidup dan merupakan jaringan penghubung (connective
tissue) yang mempunyai tiga fungsi utama yaitu fungsi mekanik untuk gerakan dan
melekatnya otot, melindungi organ vital, dan sebagai cadangan kalsium dan fosfat

(Mahmudiati, 2015).

& ‘osteoblasts osteoclasts

.\\:{’.-V' - bone ﬁ;trix - o
Gambar 2.2 Komponen penyusun tulang
(University of Western Australia, 2004)
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2.2.1 Struktur Penyusun Tulang

Tulang terdiri atas 3 tiga komponen utama yaitu: 1) Senyawa organik utama
penyusun tulang adalah protein, dan protein utama penyusun tulang adalah COL-1
yang merupakan 90-95% bahan organik utama sedang sisanya adalah medium
homogen yang disebut subtansi dasar, 2) Subtansi dasar tulang terdiri atas cairan
ekstraseluler ditambah dengan proteoglikan khususnya kondroitin sulfat dan asam
hialuronat. Fungsi utama dari bahan tersebut belum diketahui, akan tetapi diduga
membantu pengendapan garam kalsium. Bahan anorganik utama adalah garam
kristal yang diendapkan di dalam matrik tulang, terutama terdiri dari kalsium dan
fosfat yang dikenal sebagai kristal hidroksi apatit (Guyton and Hall 2006). Subtansi
dasar juga mengandung protein non kolagen, dan beberapa protein tersebut sangat
spesifik pada tulang. Protein non kolagen tersebut antara lain: osteonektin,
osteokalsin (bone GLA-protein), osteopontin (bone sialoprotein 1) dan bone
sialoprotein Il, growth factor (IGF-I dan Il), transforming growth factor-p (TGF
B), bone morphogenetic protein (BMP) (Murray, 2003). Protein non kolagen utama
adalah osteokalsin, yang menyusun matriks tulang sebesar 1% (Baron, 2006). 3)
Komponen sel yang terdiri atas empat tipe sel yaitu: osteosit, osteoblas, osteoklas,

osteoprogenitor cell (Mahmudati, 2015).

2.2.2 Sel Tulang
a. Osteoblas

Osteoblas adalah bentuk sel tulang muda, fungsi penting dari sel ini adalah
untuk sintesis bahan organik matriks tulang yaitu serabut kolagen dan glikoprotein

(Harjana, 2011). Osteoblas berperan pada sintesis komponen organik matriks
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tulang yang terdiri atas kolagen tipe I, proteoglikan, dan glikoprotein termasuk
osteonektin. Deposisi komponen anorganik tulang juga bergantung pada adanya
osteoblas aktif. Osteoblas hanya terdapat pada permukaan matriks tulang dan
letaknya bersebelahan, yang mirip dengan epitel selapis. Bila osteoblas aktif
mensintesis matriks, osteoblas memiliki bentuk kuboid sampai silindris dengan
sitoplasma basofilik. Bila aktivitas sintesisnya menurun, sel tersebut menjadi pipih
dan sifat basofilik pada sitoplasmanya akan berkurang. Aktivitas osteoblas
dirangsang oleh hormon paratiroid (PTH) (Mescher, 2010; Murray et., al, 2009).
Osteoblas ini juga bertanggung jawab pada pembentukan dan proses
mineralisasi tulang. Osteoblas mensintesis kolagen dan glycosaminoglycans dari
matriks tulang dan berperan dalam proses mineralisasi tulang. Osteoblas yang
matang akan mengekspresikan beberapa senyawa kimia yang bisa digunakan
identifikasi aktivitas osteoblas dalam serum yang biasa diberi istilah biochemical
bone marker yaitu: COL-I, ALP dan OCN (Robling et al., 2006). Osteoblas
bertanggung jawab untuk produksi kolagen dan protein non-kolagen termasuk
osteocalcin, bone sialoprotein, osteopontin, dan osteonectin. Osteoblas juga
menghasilkan sitokin termasuk insulin-like growth factor I, 1l (IGF-1,11), TGF-B,
dan BMP. Growth factor memainkan peran penting dalam diferensiasi dan fungsi
osteoblas. Osteoblas merupakan sebuah parameter baku yang dapat dijadikan acuan
proses penyembuhan dan regenerasi tulang ( Nakamura, 2007).
b. Osteosit
Osteosit adalah sel-sel tulang yang matur yang terbungkus dalam lapisan-lapisan
matriks tulang yang telah mengalami mineralisasi (Harjana, 2011). Setiap osteoblas

secara bertahap dikelilingi oleh produk sekresinya sendiri dan menjadi osteosit
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yang terselubung sendiri-sendiri dalam ruang yang disebut lakuna. Pada transisi
dari osteoblas menjadi osteosit, sel yang menjulurkan banyak tonjolan sitoplasma
panjang, yang juga diselubungi oleh matriks termineralisasi. Suatu osteosit dan
prosessusnya menempati setiap lakuna dan kanalikuli yang menyebar darinya
(Mescher, 2010; Junquera dan Carnaiero, 2009). Kanalikuli ini berfungsi sebagai
jalur untuk memasok nutrisi dan oksigen dari kapiler darah ke osteosit ( Hienz et
al., 2015). Sejumlah pertukaran molekul antara osteosit dan pembuluh darah juga
terjadi melalui sejumlah kecil cairan ekstrasel yang berada di antara osteosit dan

matriks tulang (Mescher, 2010; Mahmudati, 2013).

Hubungan antara sitoplasma dengan kanalikuli melalui gap junction yang
memungkinkan osteosit dapat memberikan tanggapan oleh adanya signal mekanik
dan biokimiawi. Osteosit diyakini memainkan peran dalam hal merespon stimulasi
mekanik, sensor adanya strain dan inisiasi respon terhadap modeling dan

remodeling melalui beberapa mesengger kimia (Robling et al., 2006).

C. Osteoklas

Osteoklas merupakan sel raksasa yang berperan untuk perombakan matriks
tulang dan perubahan bentuk jaringan tulang (Harjana, 2011). Osteoklas adalah sel
motil bercabang yang sangat besar dengan inti multipel. Ukuran yang besar dan inti
yang multipel pada osteoklas terjadi karena asalnya dari penggabungan sel yang
berasal dari sumsum tulang. Di area terjadinya resorpsi tulang, osteoklas terdapat
di dalam lekukan atau kriptus yang terbentuk akibat kerja enzim pada matriks, yang
dikenal sebagai resorption bays (dulu disebut lakuna Howship) (Mescher, 2010).

Pada osteoklas yang aktif, permukaan yang menghadap matriks tulang

terlipat secara irregular, yang membentuk batas bergelombang (ruffled border).
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Pembentukan batas bergelombang tersebut berhubungan dengan aktivitas
osteoklas. Batas bergelombang ini dikelilingi oleh zona sitoplasma terang yang
kaya akan filamen aktin dan merupakan tempat adhesi osteoklas pada matriks
tulang. Zona adhesi sirkumferensial ini menciptakan lingkungan mikro di antara
osteoklas dan matriks tempat terjadinya resorpsi tulang (Mescher, 2010). Sel
osteoklas ini kaya dengan enzim lisosom yang meliputi tartrate-resistant acid
phosphatase (TRAP). Osteoklas berperan pada proses resorpsi tulang dan selama
proses resorpsi, ion hidrogen yang dibentuk dari carbonic anhydrase (karbonik
anhidrase) memasuki plasma membran untuk melarutkan matriks tulang, lebih
lanjut enzim lisosom yaitu kolagenase dan katepsin K dikeluarkan untuk kemudian

mencerna matriks tulang (Robling et al., 2006).

Selama resorpsi tulang, osteoklas memproduksi serta mengeluarkan enzim
lisosom, proton hidrogen, radikal bebas dalam celah antar tulang yang akan
melarutkan mineral serta mendegradasi matriks tulang (Duhe, 2003). Osteoklas
memiliki reseptor untuk kalsitonin, yakni suatu hormon tiroid, tetapi bukan untuk
hormon paratiroid. Osteoblas yang diaktifkan oleh PTH akan memproduksi suatu
sitokin yang disebut faktor perangsang osteoklas. Jadi, aktivitas kedua sel tersebut

terkoordinasikan dan keduanya penting pada bone remodelling (Mescher, 2010).

2.2.3 Mekanisme resorpsi tulang alveolar

Resorpsi tulang adalah proses morfologi kompleks yang berhubungan
dengan adanya erosi pada permukaan tulang dan giant cell multinucleated
(osteoklas). Resorpsi tulang alveolar berhubungan dengan penyakit periimplantitis
dapat dilihat pada pemeriksaan radiografis. Rata-rata terjadinya bone loss sekitar

1,7 mm dan ada daerah terbuka pada implan yang tidak ada tulangnya sekitar >1
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mm sampai 3 mm. Destruksi tulang membentuk curved, terdapat BOP positif,
supuratif, probing depth > 7 mm dimana nilai ini 2x lebih besar daripada
periodontitis biasa. Sejumlah besar plasma sel, makrofag dan neutrophil ditemukan
pada struktur vaskuler baik diluar maupun didalam sel. Secara imunohistokimia

tampak sitokin IL-1a yang mendominasi saat dilakukan biopsi. (Carranza, 2012)

Signal toll-like reseptor (TLR) merupakan jalur memulai sinyal kompleks
lipopolysaccharide (LPS) yang melibatkan TLR4. Ikatan LPS dengan TLR-4 akan
memicu MyD88 dan merekrut IRAK dan TRAF6. yang mengaktifasi NFkB dan c-
Fos, yang disebut belakangan berdimerisasi dengan c-Jun dan membentuk
kompleks AP-1 dan mengeluarkan banyak sitokin pro- inflamasi dan gen kemokin
dan mengaktifkan faktor transkripsi. Sitokin yang dikeluarkan TNF-a, IL-1 dan IL-
6 dan MMP-8. MMP-8 disebut juga enzim kolagenase yaitu enzim yang dapat
memecah kolagen pada peristiwa remodeling jaringan. Enzim MMP-8 ini
dihasilkan oleh bakteri penyebab kelainan periodontal yang berpotensi merusak
jaringan penyangga gigi dengan cara merusak COL-I. Penelitian pada hewan coba
dengan pemberian LPS bakteri A. actinomycetemcomitans per oral dapat
menyebabkan kehilangan tulang alveolar dan produksi sitokin inflamatori selama 8

minggu (Rogers et al., 2007 cit Intini et al., 2014).

Resorpsi tulang periodontal diperantai oleh infiltrasi sel imun dalam
jaringan periodontal gingiva. Makrofag yang distimulasi oleh LPS menyebabkan
TNF-0, IL-1 dan IL-6 menginduksi ekspesi RANKL pada osteoblas. IL-1 dan TNF
merangsang pembentukan sel-sel osteoklas. IL-1 menstimulasi osteoklastogenesis
dan resorpsi tulang, terutama melalui regulasi reseptor aktivator untuk nuclear

factor-kB (RANK) ligan, sedangkan TNF-a bisa merangsang osteoklastogenesis
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langsung atau tidak langsung melalui RANKL. RANKL mengikat RANK yang
diekspresikan pada progenitor hematopoitec osteoklas dan mengaktifkan sinyal
transduksi yang menyebabkan osteoklastogenesis. OPG yang dihasilkan oleh
osteoblas adalah reseptor umpan untuk RANKL yang menghambat ikatan RANKL-

RANK (Graves et al., 2011; Carranza et al., 2012).

Selama fase resorpsi osteoklas melepaskan mineral dan komponen organik
dari matriks tulang. Ciri dari adanya permukaan yang resorpsi adalah scalloped
erosion, disebut Howship’s atau lakuna. Fase resorpsi berlangsung sekitar 8-10
hari, diasumsikan sesuai dengan masa hidup osteoklas. Setelah sebagian besar
mineral dan matriks organik telah hilang, ada fase interval yang berlangsung 7-14
hari, menandai transisi dari resorpsi menuju perbaikan. Setelah selesai resorpsi satu
lacuna, osteoklas bergerak sepanjang permukaan tulang dan bekerja melakukan

resorpsi kembali atau mengalami apoptosis (Hienz et al.,2015).
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Gambar 2.3  Kondisi Homeostatis dan inflamasi terjadinya resorpsi tulang pada
jaringan periodontal (Graves et al., 2011).
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Sel stroma mengeluarkan macrophage-colonystimulating factor (M-CSF)
sebagai tanda mulainya proses resorpsi tulang. M-CSF akan berikatan dengan c-
Fms yang terdapat pada permukaan prekursor osteoklas. Proses ini akan
merangsang proliferasi dan diferensiasi hematopoetik menjadi pre-osteoklas yang
kemudian mengekspresikan RANK. Mekanisme aksi dari M-CSF dengan
meningkatkan regulasi RANK dan menurunkan ekspresi OPG pada sel progenitor

osteoklas sehingga osteoklas menjadi aktif.

Keseimbangan RANKL/OPG merupakan faktor penting dalam meregulai
resorpsi tulang di jaringan periodontal. Osteoklas menjadi aktif dan berdiferensiasi
karena interaksi RANK dengan ligannya RANKL. OPG merupakan reseptor umpan
dari RANKL yang memiliki fungsi menghambat ikatan RANK-RANKL. Pada
keadaan homeostatis kadar RANKL dan OPG seimbang sehingga proses
osteogenesis dan resorpsi tulang sangat kecil. Jika ada inflamasi kadar rasio
RANKL/OPG meningkat pada jaringan periodontal dan menyebabkan osteoklas

menjadi aktif dan terjadi resopsi tulang (Graves et al., 2011).

RANK'-V ® M-CSFR

s R\ ‘Xmﬁ/

Carbonic

a, B Integrins
Jpe

SRE CSRC C.spo Calcitonin Receptors
anhydase || % Pyk2 -

w "t

Bone Matrix

e

Gambar 2. 4 Skema aktivitas osteoklas pada proses terjadinya resorpsi tulang
(Baron dan Horne, 2005)
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Kemampuan dalam adhesi dan migrasi sel osteoklas tergantung dari
reseptor dan regulasi sitoskeleton, terutama kecepatannya dalam merusak protein
sitoskeleton pada daerah adhesi (podosomes). Sekresi tergantung dari transpor
pembuluh darah, transpor vesikel dari endoplastik retikulum ke badan golgi dan
dari badan golgi ke pola sekresi dari sel seperti ruffled border (Baron dan Horne,

2005).

Pada penyakit periodontal, bakteri dan faktor host-derived terlibat dalam
proses resorpsi tulang alveolar dan remodeling. Bahan modulator memainkan peran
yang sangat kompleks, dan beberapa jenis sel sering terlibat. Sulit untuk
memastikan siapa yang berperan dari sitokin atau growth factor secara in vitro dan

in vivo, karena beberapa faktor lokal sering memodifikasi dalam penelitian in vivo.

2.2.4 Mekanisme reparasi dan regenerasi tulang alveolar

Perbaikan atau penyembuhan biasanya terjadi dengan cepat dan
menghasilkan jaringan sikatrik (fibrous) yang mengisi celah. Jaringan yang
terbentuk biasanya tidak berfungsi maksimal, sehingga jika ada beban fungsi dari
jaringan ikat tersebut tidak optimal. Regenerasi periodontal dapat didefinisikan
sebagai restorasi menyeluruh dari jaringan yang hilang atau rusak menjadi bentuk
dan berfungsi seperti aslinya. Regenerasi periodontal tergantung empat komponen
dasar yaitu signal sel, suplai pembuluh darah yang memadai, scaffold, dan sel yang
menyediakan bahan untuk pertumbuhan jaringan baru atau sel-sel baru (Lin et al.,

2008).

Salah satu indikator penting pada regenerasi tulang adalah pembentukan sel

osteoblas pada tulang. Faktor yang mempengaruhi aktivitas dari sel tulang adalah
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sirkulasi hormon (parathyroid hormone dan estrogen), sitokin dan growth factors
dan beban mekanik. Pembentukan mineral tulang membutuhkan kalsium dan
penting untuk pengaturan proses fisiologik dan biokimia. Kalsium diperlukan untuk
memaksimalkan puncak massa tulang dan mempertahankan kepadatan tulang yang
normal. Hormon yang mengatur keseimbangan kalsium darah, yaitu hormon
paratiroid, vitamin D dan kalsitonin. Hormon paratiroid (PTH) dan hormon
paratiroid related (PTHrP) merupakan polipeptida yang dapat mengikat dan
mengaktifkan reseptor G-coupled (PTH-R1). PTH disekresikan oleh kelenjar
paratiroid, sedangkan PTHrP disekresikan beberapa jaringan tulang, ginjal dan usus

(Deschaseaux et al., 2009).

Tingginya kadar PTH akan meningkatkan kadar kalsium dalam darah yang
akan berpengaruh pada aktivitas osteoklas untuk meresorpsi tulang. Kadar kalsium
yang tinggi akan di absorbsi oleh usus dengan mengekspresikan vitamin D oleh
PTH. Hormon PTH ini melakukan fungsinya dengan cara mengurangi ekskresi
kalsium dari ginjal sehingga meningkatkan kadar kalsium dalam cairan
ekstraseluler, dan meningkatkan absorpsi kalsium oleh usus. Ikatan reseptor
osteoblas dengan PTH menginduksi ekspresi RANKL, yang akan merangsang

osteoklastogenesis, resorpsi tulang dan pelepasan kalsium (Chau et al., 2009).

Proses diferensiasi osteoblas merupakan salah satu faktor penting dalam
proses remodeling tulang. Proses proliferasi dan diferensiasi osteoblas diatur oleh
growth factor yang dihasilkan oleh osteoblas. Growth factor yang berperan
diantaranya insulin-like growth factor (IGF I dan Il), bone morphogenic proteins
(BMPs), fibroblast growth factor (FGF), dan platelet-derived growth factor

(PDGF) yang bekerja secara autokrin dan parakrin (Robling et al, 2006).
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Proses perbaikan dapat dibagi menjadi tiga tahap yaitu inflamasi, reparatif,

dan remodeling.

1. Fase inflamasi

Fase inflamasi ditandai adanya hematoma karena terputusnya pembuluh darah
pada daerah periosteum dan terjadi dalam waktu 24-48 jam. Kerusakan vaskuler
endotelial menghasilkan infiltrasi dari neutrofil, limfosit, monosit, makrofag,
osteoklas dan sel undifferentiation. Sel-sel tersebut mengekspresikan growth
factor dan sitokin. Growth factor akan merekrut sel fibroblas, mesenchymal
cells dan sel osteoprogenitor menuju ke arah injuri. Sel osteoklas mulai
melakukan absorpsi tulang yang nekrotik. Fase inflamasi ini akan mengaktifkan
mekanisme seluler yang dibutuhkan untuk fase reparatif. Hematoma akan
berubah menjadi jaringan fibrous menyebabkan fragmen tulang saling

menempel membentuk soft callus dan terjadi proses angiogenesis.

2. Fase reparatif

Fase reparatif terjadi dalam 2 hari sampai 2 minggu. Selama fase ini terjadi
proliferasi sel fibroblas, kondroblas dan osteoblas. Proses ini ditandai dengan
pembentukan soft callus. Soft callus akan digantikan oleh jaringan fibrous.
Pembentukan callus mulai mengalami penulangan dalam pertengahan minggu
ke-dua melalui proses penulangan endokondral. Woven bone akan membentuk
kalus primer dan secara perlahan-lahan diubah menjadi tulang yang lebih matang
oleh aktivitas osteoblas. Pada pemeriksaan radiologis woven bone sudah terlihat

dan merupakan indikasi radiologik pertama terjadinya proses remodeling.

3. Fase remodeling
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Fase remodeling merupakan fase akhir dari kerusakan tulang dan dimulai dari
penggantian woven bone menjadi lamelar bone dan resopsi dari callus. Fase ini
ada keseimbangan antara resorpsi tulang dan pembentukan tulang baru.
Remodeling tulang dimulai dengan adanya sinyal dari osteoblas sehingga terjadi
perekrutan sel-sel prekursor osteoklas. Sel-sel ini berdiferensiasi menjadi
osteoklas. Osteoklas yang matang kemudian mensintesis enzim proteolitik yang
mencerna matriks kolagen, dimana fase resorpsi ini terjadi 8-10 hari. Fase dari
proses aktivitas osteoklas beralih ke aktivitas osteoblas itu disebut fase reversal
yang memakan waktu 7-14 hari.Kemudian siklus remodeling menarik
preosteoblas dari bone marrow dan terbentuk osteoblas matur yang mensintesis
matriks tulang, terutama COL-l dan mengatur mineralisasi tulang. Proses
remodeling tulang terjadi dalam jangka waktu 3 bulan (Sfeir et al., 2005; Hienz

etal., 2015).

Peranan growth factor dalam perbaikan dan regenerasi tulang:

1. Transforming growth factor-# (TGF-B) berfungsi sebagai chemoattactant yang
poten bagi makrofag, meningkatkan angiogenesis, menyebabkan diferensiasi
MSCs menjadi kondroblas dan osteoblas, meregulasi kalsifikasi cartilago dan
mengaktifkan osteoblas, meningkatkan produksi kolagen tipe I, 11,111,1V, VI dan
X, fibronectin, osteopontin, osteonectin, proteoglycans dan alkaline

phosphatase.

2. Fibroblast Growth Factor-1 (FGF-1) berfungsi pembentukan pembuluh darah

dan peningkatatan kolagen tipe IV

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 30

3. Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) berfungsi pembentukan pembuluh darah
dan peningkatatan kolagen tipe IV, chemoattactant dan mitogen untuk kondrosit

dan meregulasi diferensiasi pertumbuhan kondrosit

4. Platelet-derived Growth Factor (PDGF) berfungsi menstimulasi MSCs
berproliferasi, pembentukan cartilago dan intramembran dan pembentukan
callus, mitogen yang poten untuk jaringan ikat, menstimulasi sel DNA tulang

dan sintesis protein dan meningkatkan resorpsi melalui sintesis prostaglandin

5. Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) berfungsi meningkatkan sintesis kolagen

dan menurunkan degradasi kolagen, menstimulasi replika sel preosteoblas

6. Insulin-like Growth Factor-2 (IGF-2) berfungsi meningkatkan sintesis kolagen
dan menurunkan degradasi kolagen, meningkatkan proliferasi sel prekursor

osteoblas selama resorpsi, memodulasi sel osteoklas dalam remodeling tulang.

7. Bone Morphogenic Protein (BMP-2, BMP-4, BMP-7) berfungsi BMP-2
meningkatkan ekspresi IGF-1 dan IGF-2 pada osteoblas tikus, BMP-2
meningkatkan ekspresi TGF-p dan IL-6, BMP-4 berikatan dengan kolagen tipe
IV, tipe | dan heparin dan berperan dalam angiogenesis pada penyembuhan
tulang yang fraktur. BMP-7 meningkatkan ekspresi Osf2/Cbfal, faktor
transkripsi yang berhubungan dengan diferensiasi osteoblas dan meningkatkan

ekspresi reseptor IFG-11 (Sfeir et al., 2005).

Ketidakseimbangan antara resorpsi dan pembentukan tulang pada proses
remodeling tulang dapat mengakibatkan kepadatan tulang berkurang sehingga

dapat menimbulkan penyakit metabolik tulang. Berkurangnya kepadatan sel tulang
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dapat diakibatkan oleh berkurangnya jumlah osteosit atau kurangnya kadar mineral,

namun keduanya dapat mengakibatkan kerapuhan tulang (Robling et al., 2006).

Kepadatan mineral tulang (Bone Mineral Density, BMD) dihitung sebagai
massa per volume. Hal ini diukur dengan prosedur yang disebut densitometri, sering
dilakukan dalam radiologi. Kekuatan tulang ditentukan oleh kualitas dan kuantitas
tulang. Kuantitas yaitu kepadatan tulang sedangkan kualitas yaitu ukuran (massa)
tulang, kandungan mineral dan mikroarsitektur tulang. Histomorfometri tulang
merupakan pengukuran untuk menilai sel dan struktur dari tulang secara histologis

(Allen dan Burr, 2013).

Beberapa studi menunjukkan bahwa periosteum memiliki sel osteogenik
dalam lapisan kambiumnya. Studi graf tulang menunjukkan bahwa ekspansi
populasi sel progenitor sebagian besar dari periosteum untuk pembentukan tulang

rawan dan tulang dalam kalus (Intini et al., 2014).
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Gambar 2.5 Pembentukan dan resorbsi tulang (Schorge, et., al., 2018)

Resorpsi tulang adalah tugas osteoklas, sedangkan pembentukan tulang
baru merupakan tugas osteoblas. Resorpsi dan pembentukan tulang tidak dapat
dibedakan dan bukan merupakan proses yang terpisah. Osteoklas yang menempel

pada tulang akan meresorpsi dengan cara pengasaman dan proteolitik. Setelah itu,
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osteoklas akan meninggalkan tempat resorpsinya dan osteoblas akan datang ke

tempat tersebut untuk membentuk dan mensekresi osteoid.

2.2.5 Osteoblastogenesis

Faktor yang dapat menginisiasi osteoblastogenesis dari progenitor adalah
bone morphogenetic protein (BMP) terutama BMP-2. BMP akan meregulasi Core
binding factor al (Cbfal) / Runt-related transcription factor (Runx2) yang
berperan untuk membentuk lineage osteogenik secara spesifik, Runx2 ini akan
menghambat diferensiasi MSC menjadi sel yang lain kecuali osteoblas (Chen,
Deng, & Li, 2012). Runx2 merupakan faktor transkripsi Deoxyribonucleic Acid
(DNA) penting dalam menentukan jalur spesifik osteogenik. Runx2 akan
mengaktivasi gen spesifik pada osteoblas seperti osteopontin, bone sialoprotein,

kolagen tipe 1 dan ostecalcin (Manolagas, 2010).

Runx-2 dimodulasi oleh TGF-1 dan Bone Morphogenetic Protein (BMP)-
2. Pada tahap awal diferensiasi osteoblastik (differensiasi MSC ke sel
osteoprogenitor), Runx2 menghambat diferensiasi MSC menjadi jenis selain sel
osteoblas. Pada tahap kedua dari diferensiasi sel osteoprogenitor ke osteoblas, TGF-
B1 menginduksi ekspresi Runx2 untuk meningkatkan diferensiasi. Namun, pada
tahap akhir diferensiasi osteoblas (osteoblas matang), TGF-p1 menghambat BMP-
2, mengaktifkan Mother against decapentaplegic homolog (Smad) 3 yang akan
berinteraksi dengan Runx2 sehingga menekan ekspresi Runx2. Runx2 menghambat
diferensiasi sehingga osteoblas matang menjadi osteosit, dan mempertahankan
mereka dalam fase istirahat. Dengan demikian, TGF-B1 dapat meningkatkan
pembentukan osteosit melalui regulasi Runx2 dalam osteoblasmatang (Manolagas,

2010).
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Osteoblas akan melakukan mineralisasi dengan memproduksi dan
mensekresi matrix tulang. Produk protein utama yang dibentuk adalah kolagen tipe
1. Protein lainnya adalah osteocalcin dan beberapa protein minor lainnya seperti
osteopontin, sialoprotein, fibronectin dan vitronectin (Manolagas, 2010). Proses
mineralisasi ini dimulai 30 hari setelah terjadi resorbsi tulang dan berakhir hingga
90 hari pada tulang trabekular dan 130 hari pada tulang kortikal (Kini & Nandeesh,

2012).
2.3  Tissue Engineering

Tissue engineering merupakan teknik regenerasi jaringan periodontal yang
hilang sudah diperkenalkan oleh Langer dan teman-temannya tahun 1993. Tissue
engineering adalah ilmu interdisipliner yang menerapkan prinsip-prinsip, metode
teknik dan ilmu-ilmu kehidupan ke arah pengembangan pengganti biologis untuk
memulihkan, mempertahankan, dan meningkatkan fungsi jaringan organ yang
rusak. Tujuan dari tissue engineering adalah untuk meningkatkan penyembuhan,
dan idealnya dapat terjadi regenerasi dengan struktur dan fungsi yang sama dengan

aslinya (Pandit et al., 2011).
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Gambar 2.6 Area tissue engineering dalam regenerasi jaringan periodontal (Varma et
al.,2012)
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Keberhasilan perawatan tissue engineering pada periodontal berdasarkan
faktor-faktor adanya pasokan yang cukup dari sel progenitor dengan
kemampuannya dalam berdiferensiasi menjadi osteoblas, sementoblas dan
fibroblas, adanya sinyal yang memodulasi diferensiasi selular dan neogenesis
jaringan dan adanya scaffold 3-dimensi yang mendukung dan memfasilitasi proses
ini. Signal angiogenesis meningkatkan jaringan vaskuler yang baru yang penting

sebagai nutrisi untuk pertumbuhan jaringan dan homeostatis (Han et al., 2014).

Tissue engineering terdiri dari empat komponen yaitu sel/progenitor, sinyal
molekul dan scaffold atau ekstraselular matrik (ECM) dan pembuluh darah.
Sumber sel/progenitor merupakan parameter penting untuk mempertimbangkan
teknik tissue engineering untuk mengembalikan fungsi jaringan yang hilang.
MSCs dianggap kandidat yang cocok untuk strategi teknik tissue engineering
berbasis sel karena MSCs berpotensi untuk berproliferasi dan berdiferensiasi

menjadi sel-sel beberapa organ (Han et al., 2014).

Sinyal molekul merupakan protein yang bekerja secara lokal atau sistemik
dan mempengaruhi pertumbuhan sel-sel. Sinyal molekul bisa growth factor atau
sitokin dalam ECM seperti BMP, FGF-2, IL-6, IGF, PDGF, dan TGF-. Beberapa
studi dilaporkan peranan ECM pada proliferasi sel, diferensiasi, migrasi dan

apoptosis melalui interaksi dengan sel dan reseptor sel (Patil et al., 2013).

2.3.1 Stem Cell

Stem cells adalah sel imatur yang belum terdiferensiasi dan mempunyai

kemampuan membelah secara asimetrik, yaitu pembelahan dengan dua hasil yang
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berbeda. Hasil pertama merupakan sel yang sama dengan induknya yang belum
mengalami diferensiasi (self renewal) dan hasil kedua yaitu sel yang telah

mengalami diferensiasi. (Bongso & Lee, 2005).

Mesenchymal Stem Cells (MSCs) memiliki potensi memperbaiki beberapa
macam penyakit periodontal. MSCs memiliki dua karakteristik penting yaitu self-
renewal dan potential differentiation. Self renewal disini memiliki kemampuan
untuk memperbaiki dirinya sendiri melalui cara bermitosis, sedangkan potential
differentiation berarti stem cell mampu berdiferensiasi menjadi phenotype yang
berbeda, sehingga dengan kedua karakteristik ini maka stem cell dapat
berploriferasi dan meregenrasi jaringan. Berdasarkan metode regenerasinya dibagi
menjadi 1.) embryonic stem cells, 2.) post-natal stem cells, 3.) reprogrammed stem
cells. Embryonic stem cells memiliki sifat pluripotent dan berasal dari inner cell
mass dari blastocyst yang memilik kemampuan untuk terapi regenerasi. Embryonic
stem cells ini juga memiliki kekurangan yaitu dapat menimbulkan tumor dan reaksi
imunogenitas, sehingga secara etik tidak disarankan. (Jung,2009;, Lu et al, 2009).
Post-natal stem cells secara etik tidak dipermasalahkan, karena sel ini didapatkan
dari isolasi berbagai macam sumber jaringan diantaranya bone marrow,
ephitellium, adipose tissue, liver, nervous system, gigi dan periodontal ligament
(Barker, 2014, Bassir, 2016). Sifat dari post natal stem cells ini adalah multipoten
dan memiliki potensi keterbatasan untuk berdiferensiasi sehingga lebih aman

dibandingkan embryonic stem cells. (Wang et al., 2011)

Stem cell yang mempunyai sifat self renewal dan plastisitas yang dapat
berdiferensiasi serta memperbanyak diri menjadi berbagai macam sel untuk

membentuk individu, dapat dieksplorasi dari embrional maupun dari individu
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dewasa (adult stem cell) yang sudah terlahir (Rantam, Ferdiansyah & Purwati,

2014).

Stem cells merupakan sel dari embrio, fetus, atau sel dewasa yang
berkemampuan untuk memperbanyak diri sendiri dalam jangka waktu yang lama,
belum memiliki fungsi spesifik, dan mampu berdiferensasi menjadi tipe sel tertentu

yang membangun sistem jaringan dan organ dalam tubuh (Rantam et al.,2014).

Stem cell mempunyai sifat self-renewal yaitu dapat memperbaharui diri dan
multilineage differentiation yaitu berdiferensiasi terus menerus. Stem cells dewasa
juga dapat berdiferensiasi menjadi jaringan lain mempunyai sifat plastisitas, artinya
selain berdiferensiasi menjadi sel yang sesuai jaringan asalnya oleh karena itu
penggunaan stem cells dewasa tidak kontroversial karena produksinya tidak

membutuhkan destruksi embrio.

Suatu sel bisa dikatakan stem cells jika belum berdiferensiasi
(undifferentiated) mampu memperbanyak diri sendiri (self renewal) dan dapat
berdiferensiasi menjadi > 1 jenis sel (multipoten/pluripoten). Stem cells merupakan
sel yang belum memiliki bentuk dan fungsi spesifik layaknya sel lainnya pada organ
tubuh. Stem cells dapat melakukan replika dan menghasilkan sel-sel
berkarakteristik sama dengan induknya. Kemampuan memperbanyak diri dan
menghasilkan sel-sel yang sama seperti sel induknya ini tidak dimiliki oleh sel
tubuh lain. Kemampuan stem cells berdiferensiasi dinilai lebih istimewa dibanding
sel lain yang lebih matur, karena stem cells mampu berdiferensiasi menjadi > 1 jenis
sel tubuh. Hal ini berarti stem cell bersifat multipoten atau pluripoten. Stem cells

bersifat pluripoten bila mampu berdiferensiasi menjadi sel tubuh apapun yang
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berasal dari lapisan embrional yaitu ektoderm, mesoderm dan endoderm dan
bersifat multipoten yang hanya mampu berdiferensiasi menjadi beberapa jenis sel

(Halim et al., 2010).

Kriteria minimal karakteristik dari MSCs ada 3 berdasarkan
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Commitee of the International Society for
Celluler Theraphy (ISCT). Pertama,pada saat dikultur sel MSCs melekat pada flask,
membentuk single cell colony, kriteria kedua MSCs harus mengekspresikan antara
lain CD105, CD73, CD90 dan tidak mengekspresikan CD45, CD34, CD14. CD79,
CD 1la dan CD-19 atau MHC class Il antigen. Kriteria ketiga MSCs dapat
berdiferensiasi menjadi osteoblas, adiposa dan kondroblas secara in vitro. Sumber
MSCs selain di bone marrow juga ada di jaringan lemak, plasenta, pulpa gigi,
ligamen periodontal, endometrium, umbilical cord, umbilical cord blood dan

peripheral blood (Feng-Juan., et al., 2014)
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Gambar 2.7 Mesengenesis: Stem cell multipoten pada adult bone marrow dan dapat
berproliferasi dan berdiferensiasi membentuk sel khusus (Caplan dan Dennis, 2006)
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MSCs yang diberikan secara exogenous pada manusia dan hewan, akan
selalu bermigrasi ke jaringan yang rusak yang mengalami inflamasi. MSCs ini
mengeluarkan sitokin dan growth factor yang bekerja melalui efek parakrin dan
autokrin yang akan merangsang MSCs endogenous menjadi aktif. MSCs akan
migrasi ke daerah inflamasi atau daerah target dengan melalui endotel pembuluh
darah (homing) selanjutnya berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi matang.
Sitokin dan kemokin faktor penting dalam proses migrasi dan homing. Sel MSCs
mengekpresikan reseptor kemotaktik seperti CCR1, CCR7, CCR9,CXCR4,
CXCR5 dan CXCR®6. Kemokin spesifik seperti SDF-1 penting untuk lokalisasi dan
homing MSCs. CXCR4 merupakan reseptor dari SDF-1 dan mengatur regulasi
migrasi dari MSCs. Sitokin yang berperan dalam migrasi adalah PDGF (platellet
derived growth factor), EGF (epidermal growth factor), IGF (insulin growth

factor), TGF (transforming growth factor), FGF (fibroblast growth factor)

Kemampuan homing selain untuk transmigrasi ke daerah luka juga memiliki
kemampuan untuk merekrut sel progenitor di sekitar daerah luka. Tetapi
mekanisme bagaimana MSCs merekrut sel progenitor masih belum banyak

diketahui (Sohni dan Verfaillie, 2013; Rantam et al., 2014).

2.3.2 Human Umbilical Stem Cell (hUCMSCs)

Sumber sel yang ideal untuk untuk rekayasa jaringan harus memenuhi syarat
dimana untuk mendapatkan bahannya mudah didapat, jumlah sel yang dihasilkan
mencukupi dan kemampuan imunokompabilitas dari sel tersebut. BM-MSC
memiliki keterbatasan yaitu kemampuan diferensiasi yang terbatas. Embryonal

stem cell (ESC) secara teori memiliki sel yang belum terdiferensiasi dalam jumlah
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yang tak terbatas, namun masalah etik dan kemungkinan pembentukan teratoma
saat transplantasi serta rejeksi sel imun menjadi kekurangan dari sel ini. Salah satu
sumber mesenchymal stem cell (MSCs) selain bone marrow (BM-MSCs) adalah
human umbilical cord mesenchymal stem cell (hUC-MSCs) yang berasal dari
jaringan tali pusat yang mengelilingi pembuluh darah. Sumber hUC-MSCs ini
menjadi pilihan dibandingkan BM-MSCs karena proses pengambilan MSCs dari
bone marrow yang sangat kompleks, menimbulkan nyeri dan invasif (Ding et al,
2015). Keunggulan hUC-MSCs selain mudah didapatkan, jumlahnya banyak,
mudah diperbanyak dengan cepat (Wang et al, 2011) dan memiliki
imunokompatibilitas yang baik, sumber stem cell ini merupakan limbah biologis
yang dibuang atau tidak terpakai sehingga tidak menimbulkan masalah etik
(Lindenmair et al, 2012; Qin et al, 2016). Bila dibandingkan dengan BM-MSCs,
hUC-MSCs memiliki sel yang lebih primitif sehingga memiliki kemampuan untuk
berdiferensiasi menjadi sel yang berbeda, bersifat multipoten, non hematopoetik,
mempunyai kemampuan untuk memperbaiki diri dan berdiferensiasi menjadi sel

yang lain seperti osteoblas, jaringan lemak dan kondroblas (Zarrabi et al, 2014).

2.3.3 Diferensiasi MSCs menjadi sel osteoblas

Penggunaan MSCs memiliki biokompatibilitas tinggi serta dapat
dikombinasi dengan material bone graft lain sehingga dapat meminimalkan biaya
perawatan (Gronthos et al., 2000, Bassir et al., 2016). Pemberian MSCs allogenic
dapat memberikan efek terapi pada suatu inflamasi. Penelitian Eggenhofer et al.,
2014 menyatakan bahwa MSCs exogenous dapat merangsang MSCs endogenous
untuk mengaktifkan sel progenitor melalui mekanisme parakrin . MSCs exogenous

dapat menginduksi stem cell lain yang ada diberbagai organ tubuh untuk bergerak
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berproliferasi menuju jaringan yang mengalami kerusakan dan meregenerasi tulang

alveolar yang rusak (Halim et al., 2010; Kawai et al., 2013)

Penelitian baru-baru ini menunjukkan efek parakrin dari MSCs yang
mampu mensekresi faktor penting dalam perbaikan dan regenerasi jaringan setelah
terapi stem cell. Peran MSCs secretome untuk penyembuhan jaringan dengan
menginduksi mediator inflamasi seperti interleukin-1 (IL-1), IL-6, Prostaglandin
E2 (PGE2) secara in vitro dan menurunkan reaksi awal inflamasi pada in vivo
dengan memodulasi sitokin proinflamatori yaitu menghambat tumor nuclear
factor-a (TNF-a), interferon » (IFN-y), IL-1 dan meningkatkan sekresi anti-
inflamatori yaitu IL-10 dan IL-4. Interleukin-10 memediasi MSCs untuk

meregulasi aktivasi dan diferensiasi sel-T (Vizoso et al., 2017; Lin & Du, 2018)

Regulasi proliferasi dan diferensiasi melalui signal pathway osteogenic.
Diferensiasi osteoblas dimulai dari sel osteoprogenitor MSCs menjadi matang
dengan mengekspresikan gen osteoblas secara fenotif. Proses diferensiasi ini di
kontrol oleh growth factor atau sitokin, dimana IGF sebagai pemicu dari sel
osteoblas untuk berproliferasi, meningkatkan ekspresi OSX dan meningkatkan
massa tulang secara in vivo. TGF-f menstimulasi produksi ECM, memproduksi
matrik tulang osteoblas dan meningkatkan RUNX-2 secara in vivo. BMP-2
meningkatkan ekspresi RUNX-2 pada osteoprogenitor dan sel osteoblas dan
mengekspresikan OSX pada sel osteoblas. VEGF yang bertugas meregulasi
vaskularisasi dan perkembangan tulang. PDGF sebagai chemoattractant untuk sel

target seperti osteoblas (Papachroni et al., 2009; Chau et al., 2009).
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Tahapan pembentukan osteoblas dari bipoten mesenchymal stem cell,
tripoten mesenchymal stem cell, commited osteoprogenitor cell, preosteoblas,
osteoblas dan osteosit. MSCs akan berdiferensiasi menjadi adiposit, kondrosit dan
osteosit pada tahap bipoten mesenchymal stem cell dan tripoten mesenchymal stem
cell, ciri fenotif yang nampak antara lain renewing-cell, ekspresi STRO-1, AP-1
(activator protein-1), dan kolagen tipe I, Ill, V. Diferensiasi osteogenik dan
adipogenik dari MSCs karena adanya sinyal kaskade sebagai faktor transkripsi
yaitu PPARy dan RUNX-2 . PPARy umumnya mengatur adipogenesis dan
memiliki efek anti-osteoblastogenic . Demikian juga, Runx2 dan Osterix dianggap
sebagai regulator osteogenesis. Faktor transkripsi PPARy dan Runx2 bertanggung
jawab untuk memediasi efek dari berbagai sitokin dalam diferensiasi MSCs
menjadi adipogenik dibanding osteogenik. Biasanya, meningkatnya ekspresi salah
satu faktor transkripsi berhubungan dengan penurunan regulasi dari yang lain.
Diferensiasi MSCs menjadi mioblas dikontrol oleh ekspresi MyoD, diferensiasi
MSCs menjadi kondrosit dikontrol oleh Sox9. Runx2 dan Osterix keduanya di
butuhkan dalam diferensisasi osteoblas untu membentuk kalsifikasi tulang secara

invivo (Hughes et al., 2006; Chau et al., 2009).

Tahap commited osteoprogenitor cell, gen MSX-2 menstimulasi
peningkatan ekspresi faktor transkripsi Runx2. MSX-2 bersama dengan Runx2
mengatur transkripsi osteocalcin yang dibutuhkan untuk proses mineralisasi tulang.
Sel osteoprogenitor berdiferensiasi menjadi sel pre osteoblas karena faktor
transkripsi Runx2 dengan bantuan MSX-2. Pada tahap akhir TGF-f3 menghentikan
differensiasi dan mineralisasi dari osteoblas dengan menghambat gen Runx2

sehingga sel tidak terus berproliferasi. Pada tahap akhir ciri fenotif dari tulang yang
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nampak adalah ALP, BSP,kolagen tipe I, PTH-related protein osteopontin dan

osteocalcin (Hughes et al., 2006; Isaka dan Kobayashi, 2008; Tatsuya et al., 2010).

2.3.4 Scaffold

Scaffold merupakan suatu struktur tiga dimensi yang digunakan sebagai
media penyangga sementara untuk mendukung proses pertumbuhan dan
perkembangan jaringan tulang baru. Adanya interaksi dengan tubuh menuntut
scaffold memiliki karakteristik biokompatibel sehingga tidak menimbulkan respon
penolakan oleh tubuh. Sifat lain yang harus dimiliki oleh scaffold adalah porus.
Pori-pori yang terdapat pada scaffold berfungsi sebagai penyedia ruang bagi sel
untuk menempel dan tumbuh menjadi suatu jaringan tulang baru (Laurencin,

2008)

A B
Gambar 2.8 (A) HA-TCP masih berbentuk bubuk (B) HA-TCP sudah berbentuk
scaffold silinder ¢ 1 mm x 2mm

Scaffold bertindak sebagai matrik sementara yang digunakan untuk
menginduksi pembentukan jaringan yang diinginkan, menginduksi pertumbuhan
sel di daerah sekitarnya dan sebagai pembawa untuk sel autogeneous. ldealnya
scaffold memiliki sifat biocompatible, biodegradable dan non toxic. Scaffold dapat

mendukung untuk terjadinya perlekatan, migrasi, proliferasi dan diferensiasi sel
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serta sintesis dari matrik yang baru. Scaffold juga harus memiliki kekuatan
mekanikal untuk menahan stres fisiologis dan melindungi terjadinya stres pada
jaringan disekitar tulang. Scaffold harus memiliki pori yang saling terkoneksi dan
terintegrasi, memiliki kemampuan dalam pembentukan pembuluh darah baru untuk
pertumbuhan tulang. Sifat scaffold seperti ukuran pori, ukuran bentuk, ketebalan
dinding pori,permukaan dinding pori, porositas, dan permukaan morfologi dapat

mempengaruhi penyembuhan tulang (Patil et al., 2013).

Scaffold dapat dikategorikan berdasarkan jenis bahan yang digunakan yaitu
natural dan sintetis. Termasuk scaffold natural adalah kolagen, elastin, fibrin,
alginat, alginat, sutra, glikosaminoglikan seperti hyaluronidase, dan chitosan.
Scaffold natural memiliki kekuatan struktural yang tinggi, kompatibel dengan sel
dan jaringan serta biodegradable. Scaffold sintetis terdiri dari asam poli laktat asam
glikolat poli dan mereka kopolimer, poli asam laktat-co-glikolat. Scaffold sintetis
di sisi lain memberikan keuntungan yang sangat baik dalam hal sifat kimia dan
mekanik dan memiliki kontrol yang tinggi dalam karakteristik fisikokimia, seperti
berat molekul, konfigurasi rantai polimer. Kekurangan dari scaffold sintetis dapat

menjadi inflamasi akut dan kronis (Galler et al., 2010).
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Gambar 2.9 Pendekatan tissue engineering untuk regenerasi jaringan periodontal
menggunakan kombinasi stem cells dan scaffold (Galler et al., 2010)

2.3.5 Hydroxyapatite
2.3.5.1 Struktur

Hydroxyapatite (HA) merupakan senyawa mineral apatit dengan rumus
kimia Cal0(PO4)6(0OH)2 yang dibuat dengan rasio konsentrasi Ca/P 1,67. Pada
struktur HAP terdapat dua bagian struktur yaitu heksagonal dan monoklinik.
Struktur monoklinik dihasilkan dari susunan OH-, sedangkan struktur heksagonal
dapat diperoleh pada kondisi stoikiometrik jika susunan OH- tidak teratur (Gambar

2.10) (Ningsih et al., 2014).
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Gambar 2.10 Struktur HA (Ningsih et al., 2014)

Hidroksiapatit sintetik dapat diperolen melalui pengolahan senyawa
kalsium karbonat (CaCO3). CaCO3z merupakan jenis mineral yang bersifat stabil.
CaCO3z mempunyai sifat fisik yaitu terjadi dalam dua bentuk, kristal hexagonal
yang disebut kalsit, dan bentuk orthorombik yang disebut aragonite (Pancawati,
2016). CaCOz berpotensi untuk meniru komposisi, struktur, dan sifat-sifat asli
tulang. Selain itu, CaCOz memiliki sifat perlekatan yang berperan untuk
pertumbuhan tulang baru serta Bersama platelet akan menurunkan proses inflamasi
(Kamba & Zakaria, 2014; Nirmalasari et al, 2016). CaCOz pada material bone graft
dapat diperoleh dari bahan alam, salah satunya dari cangkang kerang darah

(Anadara granosa) (Harahap et al., 2015).

Hidroksiapatit (HA) dengan rumus kimia [Cai0(PO4)s(OH)2] merupakan
salah satu senyawa anorganik penyusun jaringan keras tubuh manusia seperti tulang
dan gigi (Darwis & Warastuti, 2013; Zhang, 2013). HA juga menyumbang 60-70%

dari fase mineral dalam tulang manusia. HA memiliki sifat yang biokompatibel,
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osteokonduktif, dan tidak toksik sehingga banyak digunakan sebagai bahan
material implan (Anjarsari et al., 2016). HA juga memiliki sifat osteokonduktif
karena HA mampu menginduksi serta menstimulasi sel-sel punca dan sel osteoblas
untuk berproliferasi dan berdiferensiasi dalam pembentukan tulang baru atau proses
regenerasi tulang (Ardhiyanto, 2011). Pada jaringan tulang, HA juga memiliki
kemampuan mengurangi reaksi inflamasi dan menghasilkan respon imun pada area
yang dilakukan pemasangan implan dengan penambahan bahan biomaterial (Ansari
et al., 2011). Selain itu HA berperan meningkatkan stimulasi FGF sehingga
meningkatkan stimulasi sel fibroblas. Sel fibroblas tersebut bermigrasi ke area luka
dan mulai mensintesis pembentukan kolagen pada proses healing (Miloro et al.,

2004; Pezzatini et al., 2007).

Menurut Gayathri & Kamaraj (2011), HA memiliki kemampuan dalam
menekan produksi sitokin pro inflamasi dari makrofag sehingga proses healing
dapat berlangsung lebih cepat. Akan tetapi dibalik kelebihan yang dimiliki, HA juga
cenderung bersifat nonresorbable dan bioinert (HA memiliki kekuatan mekanik
yang baik namun sulit diserap secara biologis oleh tubuh). Oleh sebab itu,
penggabungan HA dengan material lain sangat diperlukan, salah satunya dengan

tricalcium phosphate (TCP) (Purwandiono et al., 2018; Ivanova et al., 2014)

HA menunjukkan sifat bioaktif, karena bersifat osteoinduktif, osteokonduktif
dan osteogenesis, namun cenderung lambat atau tidak bias diresorbsi
(Rujitanapanich, 2014). HA juga tidak menunjukkan toksisitas, respon peradangan,
respon pirogenetik. Namun HA memiliki tensile stress yang relatif rendah (Wahl
and Czernuszka, 2006). HA yang diberikan dalam bentuk tunggal tidak dapat

diuraikan sehingga memberi efek negative terhadap jaringan sekitar lokasi

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 47

pemberian. Penambahan pS-tricalcium phosphate (f-TCP) akan mampu
menguraikan hydroxyapatite dan mengurangi efek negatif yang ditimbulkan (Mao

etal., 2013).

2.3.5.2 Tricalcium Phosphate

TCP merupakan bahan biomaterial yang memiliki kemampuan untuk
berinteraksi dengan jaringan tubuh manusia dan memiliki sifat yang mirip dengan
fase mineral tulang dibandingkan biomaterial lain seperti alumina, zirconia, dan HA
(Adiani et al., 2016). TCP merupakan senyawa kalsium fosfat berpori atau dikenal
sebagai abu tulang [Cai10(PO4)] yang mudah diasimilasi dan diserap oleh tubuh

(Sulaiman et al., 2013).

TCP memiliki dua bentuk kristalografi, yaitu a-TCP dan B-TCP. Struktur
kristal a-TCP bersifat monoklinik dan terdiri dari kolom kation, sedangkan 3-TCP
memiliki struktur rhombohedral. Bentuk a-TCP kurang stabil dibandingkan 3-TCP
sehingga B-TCP memiliki sifat biokompatibilitas dan osteoinduktivitas yang lebih
baik, serta digunakan sebagai filler resorbable utnuk pembentukan tulang baru.
Kekurangan -TCP adalah memiliki kekuatan mekanis yang lemah. Di dalam tubuh
manusia, sifat bioresorbable dan bioresorption B-TCP terjadi melalui aktivitas
osteoklastik (Nahar et al., 2017). TCP berperan didalam mengatasi terjadinya
penyakit periodontal, defek tulang alveolar dan augmentasi alveolar ridge pada
dimensi vertical dan horizontal (Sheikh et al., 2017; Jangid et al., 2016). Selain itu
TCP dapat meningkatkan osteopontin (OPN). OPN merupakan salah satu sitokin
yang terakumulasi dalam jaringan kalsifikasi. OPN dikenal sebagai aktivitas awal

limfosit serta terlibat dalam pembentukan dan aktivitas makrofag (Nanci, 2008;
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Tian et al., 2017). OPN berperan penting dalam perlekatan sel-sel tulang dengan
matriks tulang, diperlukan untuk vaskularisasi yang efisien melalui sel-sel
endothelial hemangiogenik, menginduksi sel osteoblas, dan berperan dalam
maturase sel osteoblas selama proses pembentukan tulang dan mineralisasi jaringan

(Hartono, 2013; Kusuyama et al., 2017).

Bubuk TCP dapat disintesis melalui proses solid state dan proses netralisasi
melalui proses kimia basah. Partikel yang dihasilkan dengan sifat fisik seperti luas
permukaan, ukuran, kepadatan, dan porositas yang berbeda mempengaruhi sifat dan
kinerja bubuk tersebut sehingga bubuk dapat digunakan dalam tujuan yang berbeda

(Nahar et al., 2017)

TCP mempunyai sifat resorbabilitas yang sangat tinggi sehingga TCP lebih
cepat larut dalam sistem biologi. Gabungan HA dan TCP dikenal dengan Biphasic
Calcium Phosphate (BCP), dimana gabungan HA dan TCP ini dapat mengatur laju

degradasi yang tepat untuk pembentukan tulang baru (Anjarsari et al., 2016).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Pratama (2017) dan Resaldi (2018)
menyatakan bahwa senyawa kalsium karbonat CaCOs, hidroksiapatit (HA) dan
tricalcium phosphate (TCP) berhasil disintesis dari Anadara Granosa dengan
menggunakan metode hidrotermal. Metode hidrotermal merupakan suatu metode
penumbuhan material berupa kristal didalam air pada tekanan tinggi dengan
temperature reaksi yang dapat dinaikkan diatas titik didih air (Harahap et al. , 2015).
Kelebihan dari metode ini adalah mampu menghasilkan partikel dengan
kristalinitas tinggi, kemurnian tinggi, dan distribusi partikel yang homogen

(Arrafigie, 2015).
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2.3.6  Growth Factors

Transforming growth factor (TGF-B1) merupakan sitokin yang bekerja
mendatangkan osteoblas akibat akitvitas osteoklas sebelumnya. Growth factor ini
menarik MSC ke daerah resorpsi tulang dan akan mengalami diferensiasi menjadi
osteoblas (Teitelbaum, 2010; Manolagas, 2010). Faktor lain seperti TGF-p1,
platelet derived growth factor (PDGF), insulin-like growth factor (IGF) dapat juga
menstimulasi diferensiasi osteoblas. Diantara sitokin ini, TGF-B1 merupakan
polipeptida osteotropik yang poten, terdapat dalam jumlah banyak di matriks tulang
dan diproduksi sebagai respon terhadap berbagai faktor yang berhubungan dengan
stimulasi resorbsi tulang. Aplikasi TGF-B ini akan menyebabkan terjadinya
proliferasi dan diferensiasi serta melawan apoptosis osteoblas. (Garrett, 2007; Kini

& Nandeesh, 2012).

2.4 LL-37/Human Antimicrobial Peptide (AMP)

LL-37 adalah human antimicrobial peptide (AMP) yang memiliki potensi
menstimulasi proses terjadinya osteogenesis. LL-37 distimuli oleh bone marrow
stem cell (BMSC) untuk ber proliferasi, migrasi dan berdiferensiasi melalui
mekanisme jalur mitogen-activated protein kinase (MAPK) dan ditangkap oleh
reseptor (P2X7R). LL-37 dapat ditemukan pada monosit dan neutrofil pada bone
marrow dan darah yang terdapat di epitel, kulit dan membran mukosa. Memiliki
fungsi menghambat aktivitas bakteria broad spectrum baik gram positif maupun
gram negative. LL 37 tidak hanya memiliki pengaruh terhadap pro inflamasi
melainkan juga respon antiinflamasi dengan cara melakukan kemotaksis pada

immune cell dan neutrofil, sehingga mampu menginduksi produksi beberapa sitokin
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dan chemokines. LL-37 memiliki kemampuan dalam memicu ekspresi sitokin
infamatory cytokines yaitu IL-13, TNF-a dan reseptor RANKL baik pada tingkat
protein maupun gen, dan mampu melemahkan LPS yang dapat menghambat
terjadinya osteogenesis. Hal ini dibuktikan dengan pewarnaan imunofluorosense
yang menyatakan tampak adanya resptor P2X7R pada bone marrow mesenchymal
stem cell (BMSCs) (Yu et al, 2018). Reseptor P2X7R dapat ditemukan pada ATP
gated-receptor yang aktifitasnya adalah mengeluarkan pro-inflammatory cytokines,
apabila kekurangan reseptor P2X7R ini dapat melemahkan respon inflamasi

(Volonte et al., 2012).

LL-37 dan prekursornya hCAP18 ditemukan dalam konsentrasi berbeda di
berbagai sel, jaringan dan cairan tubuh, paling dominan ditemukan pada leukosit
dan beberapa lapisan ephitelial. Ekspresi hCAP18/LL37 juga dilaporkan terdapat
dibeberapa jaringan yang lain atau cairan tubuh seperti air susu, keringat, cairan
luka, saliva, gingiva, testis, spermatozoa, cairan plasma, cairan amniotic, dan masih
banyak lagi lainnya (Durr et al.,, 2006). Banyak sedikitnya LL-37 dapat
diidentifikasi diberbagai macam penyakit menggunakan ELISA. Makin tinggi
konsentrasi peptide maka makin tinggi pula terjadinya infeksi. Pada kondisi akut
inflamasi, konsentrasi LL-37 juga semakin meningkat (Kim et al., 2005). Ekspresi
LL-37 dapat dipengaruhi oleh beberapa rangsangan stimulus diantaranya sitokin
pro-inflamasi, growth factors, nutrien dan produk bakteri yang menyebabkan
inflamasi dan perbaikannya. Regulasi mekanisme produksi LL-37 belum banyak

diketahui (Ramos et al,, 2011)

Mikroorganisme juga dapat berperan meregulasi ekspresi LL37. Produk

bakteri baik gram positif maupun gram negative juga mampu meningkatkan
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produksi LL-37 (Nell et al., 2004). LL-37 pertama kali dikenal sebagai media
antimikroba. Namun LL-37 juga ditemukan didalam proses pertahanan tubuh
sebagai mekanisme respon inflamasi dan sel chemo-attract pada luka atau daerah
infeksi, dengan cara melekatkan dan menetralisir LPS, sehingga mencetuskan

terjadinya re-ephitelial dan penutupan luka (Ramos et al., 2011)
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Gambar 2.11 Aktivitas biologi LL-37 (Ramos et al., 2011)

LL-37 selain berfungsi sebagai antimikroba, juga memiliki peran sebagai
immunomodulatory. LL-37 memiliki kemampuan untuk memproduksi sitoki
proinfalamatori dan anti inflamatori dan lingkungan mikro bertindak sebagai
modulator. Sebagai contoh apabila pemberian sejumlah LL-37 merangsang
makrofag untuk berdiferensiasi menghasilkan respon proinflamatori yang
mengakibatkan sitokin IL-10 akan mengalami penurunan dan 1L12p40 mengalami
peningkatan. LL-37 dapat meningkatkan produksi sitokin inflamatori dengan

memproduksi ekspresi IL-1p. LL-37 juga dapat memiliki fungsi yang kuat sebagai
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anti inflamatori melalui modulator TLR. LL-37 juga memiliki sifat mampu
memodulasi produksi chemokines untuk merangsang proses chemotaxis. LL-37
akan dikeluarkan pada saat kondisi terjadi infeksi atau tissue injury yang
mendukung respon inflamasi dan menginisiasi perbaikan luka. Ketika terjadi
pengeluaran LPS maka makrofag akan mengaktifkan fungsinya dengan cara
melepaskan TNF-a sebelum LL-37 terekspose. LPS sebagai modulator monosit
dan mengaktifkan makrofag sebagai proses inflamasi sehingga memproduksi IL-
1B dan IL-18 yang kemudian diikuti stimulasi LL-37 (Kahlenberg and Kaplan,

2013).

LPS merupakan produk utama dari bakteri gram negative, pada kasus
terjadinya infeksi oleh produk LPS, akan terlihat LPS melepaskan sel-sel mati,
kemudian mengaktifkan mononuclear phagocytes (monosit dan makrofag) untuk
memproduksi dan melepaskan sitokin proinflamatori seperti TNF-alfa, IL-6
(Dobrovolskaia, 2002). Proses ini dimulai dengan melekatnya LPS dengan LPS-
binding protein (LBP), kemudian diikuti dengan perlekatan kedua dari LPS-LBP
dengan CD14 yang merupaka reseptor utama LPS. LPS-CD14 menginisiasi sinyal
intraseluler dengan cara berinteraksi dengan TLR-4, yang mengaktifkan jalur
transkripsi NF-kB, sehingga menghasilkan produksi dan sekresi sitokin pro-
inflammatory (Rosenfeld, 2006). Beberapa AMP juga mampu menetralisir LPS
dengan cara menghambat perlekatan LPS dengn LPS-LBP atau CD14 (Larrick
1995 cit Nagaoka 2002). Pendapat lain ada juga yang mengatakan bahwa LL-37
melekat langsung dengan CD14, sehingga menghambat pertemuan LPS dengan

reseptornya. (Mokherjee, 2006)
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2.5. 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
osteoblas. Gangguan pada kedua faktor ini mengakibatkan hambatan pada
pembentukan tulang karena diferensiasi osteoblas tidak terjadi. Runx2 seringkali
terekspresi pada osteoblas hari ke 7 dan 14. Osterix dan Runx2 secara berkala

mengatur proses diferensiasi osteoblas (Brunetti et al., 2013; Crotti et al., 2015).

Runx2 memainkan peran penting dalam tahap awal diferensiasi dari
BMSCs dan GMSCs menjadi preosteoblas (Gambar 2.12). OSX terutama mengatur
proses diferensiasi preosteoblas menjadi osteoblas fungsional. RUNX2 secara
umum menjadi pengatur awal dan osterix adalah pengatur selama diferensiasi

osteoblas. (Graves et al., 2016)

Bone marrow Functional
mesenchymal stem cell ~ Preosteoblast osteoblast

BMPs, Wnt

Gambar 2.12 Osteoblastogenesis terregulasi-pensinyalan BMPs/Wnt melalui Runx2 dan
Osterix (Graves et al., 2016)

Sel punca mesenchymal berdiferensiasi menjadi osteoblas imatur, yang
mengekspresikan gen protein matriks tulang, melalui ekpresi Runx2, Osterix, dan
b-catenin (Gambar 2.13). Osteoblas yang belum matang, yang mengekspresikan
tingkat tinggi osteopontin, berdiferensiasi menjadi osteoblas matang yang
mengekspresikan tingkat tinggi osteokalsin, dan akhirnya osteoblas dewasa

tertanam dalam matriks tulang untuk menjadi osteosit (Graves et al., 2016).
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Runx2 mengatur proses diferensiasi osteoblas pada berbagai tahap.
Pengaturan Runx2 berlangsung secara positif pada tahap awal diferensiasi sel
punca, sementara Runx2 menghambat proses di tahapan selanjutnya. MSC yang
tidak berdiferensiasi ke osteoblas terjadi dalam fase yang berbeda, dan masing-
masing dari fase-fase ini dicirikan oleh suatu pola tertentu gen penanda osteoblas

diekspresikan (Graves et al., 2016).
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Gambar 2.13 Peran RUNX2 pada osteoblas (Graves et al., 2016)

2.6 Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a)

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a)) merupakan sitokin utama pada respon
inflamasi akut terhadap bakteri Gram- negatif dan mikroba lainnya. Infeksi yang
berat dapat memicu produksi TNF dalam jumlah besar yang menimbulkan reaksi
sistemik. TNF disebut TNF-a atas dasar historis dan untuk membedakannya dari
TNF-f atau limfotoksin. Sumber utama TNF-a 1alah fagosit mononuklear dan sel

T yang diaktifkan antigen, sel NK, dan sel mast. Lipopolisakarida merupakan
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rangsangan poten terhadap makrofag untuk menyekresi TNF. IFN-y yang
diproduksi sel T dan sel NK juga merangsang makrofag antara lain meningkatkan

sintesis TNF-a (Baratawidjaya., 2010)

TNF-o. mempunyai beberapa fungsi dalam proses inflamasi, yaitu dapat
meningkatkan peran pro trombotik dan merangsang molekul adhesi dari sel leukosit
serta menginduksi sel endotel, berperan dalam mengatur aktivitas makrofag dan
respon imun dalam jaringan dengan merangsang faktor pertumbuhan dan sitokin
lain, berfungsi sebagai regulator dari hematopoetik serta komitogen untuk sel T dan
sel B serta aktivitas sel neutrofil dan makrofag. TNF-a juga memiliki fungsi
tambahan yang menguntungkan termasuk peranannya dalam respon imun terhadap
TNF. TNF-a mempunyai beberapa fungsi bakteri, virus, jamur, dan invasi parasit.

(Soeroso, 2007 cit Yani, 2011)

Hampir semua proses inflamasi mengakibatkan aktivasi makrofag jaringan
dan infiltrasi monosit darah. Aktivasi ini menyebabkan banyak perubahan dalam
sel, di antaranya ialah produksi TNF, IL-1, dan IL-6, yaitu sitokin yang
menyebabkan efek multipel pada hospes. Efek-efek ini meliputi:1)induksi demam;
2)respon fase akut hepatik yang disertai lekositosis dan produksi protein fase akut
seperti C- Reactive Protein (CRP); dan 3) diferensiasi atau aktivasi dari sel T, sel

B dan makrofag. (Ishartadiati,2009)

2.7 Interleukin 1 Betha (IL-18)

Interleukin 1 adalah bentukan dari interleukin 1 yang dibentuk sebagian

besar oleh sel darah putih, makrofag. Interleukin 1 betha merupakan sitokin yang

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 56

berperan sebagai kunci mediator respon inflamasi atau sering disebut sebagai
sitokin pro-inflamatori yang krusial sebagai pertahanan host respone terhadap
adanya inflamasi atau injury (Dinarello, 1996). Istilah interleukin 1 diperkenalkan
pada tahun 1979. Ada dua jenis yaitu IL- la dan IL-1b, IL-1 dihasilkan oleh
fibroblas, monosit-makrofag dan marrow stromal cells juga oleh sementoblas,
sementoklas, osteoblas, osteoklas mempunyai kemampuan untuk menstimulasi
resorpsi tulang alveolar. Stimulasi IL-1 tersebut dengan jalan pembentukan
osteoklas dan meningkatkan aktivitas resorpsi tulang osteoklas, pada penelitian ini
diduga bahwa IL-1 mempunyai peran penting pada osteoporosis setelah
menopause, dijumpai kadar IL-1tinggi pada pasien osteoporosis dibandingkan

dengan pasien tidak mengalami osteoporosis. IL-1 berperan dalam resorpsi tulang

(Graves et al., 2016; Delves et al., 2017).

2.8 Kolagen tipe 1 (COL-1)

Extracelluler matrix (ECM) pada ligamen periodontal merupakan jaringan
ikat fibrous yang menghubungkan gigi dengan tulang alveolar disekitar akar gigi.
ECM kolagen terdiri dari tipe 1 kolagen (Col-1) dan tipe 11l kolagen namun, COL-

| adalah kolagen yang paling dominan dan matur (Xu et al., 2014).

Beberapa growth factor seperti TGF-B1 yang memiliki beberapa peran,
yaitu meningkatkan diferensiasi MSC dan sel osteoblas serta modulasi ekspresi
Runx2 untuk membantu fungsinya dalam pembentukan tulang. Sel osteoblas yang
terbentuk dari osteoprogenitor akan mengekspresikan ALP, memproduksi protein

kolagen terutama kolagen tipe 1 dan protein non kolagen seperti osteocalcin,
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osteopontin dan sialoprotein. Akibat dari mekanisme ini akan terjadi pembentukan
tulang yang baik ditandai dengan peningkatan luas trabekula tulang sehingga

diharapkan dapat memperbaiki osteoporosis pada tulang mandibula.

Jaringan tulang dewasa terdiri atas matriks tulang dan sel-sel. Matriks tulang
ini merupakan matriks ekstraseluler, disebut juga osteoid yang disekresi oleh
osteoblas. Osteoid terdiri atas protein kolagen terutama kolagen tipe 1 (90-95% dari
kolagen yang lain) dan protein non-kolagen seperti osteocalcin. Sel-sel di dalam
tulang meliputi osteoblas yang memproduksi matriks tulang / osteoid, osteosit yang
merupakan sel osteoblas non aktif dan mengalami mineralisasi, osteoklas yang aktif
dalam resorbsi tulang dan sel punca, yaitu hematopoeitic stem cells (HSC) yang
memproduksi sel-sel darah serta osteoklas dan mesenchymal stem cells (MSC)
sebagai osteoprogenitor yang berdiferensiasi menjadi osteoblas dan memicu proses

osifikasi atau pembentukan tulang baru (Manolagas, 2010).

2.9 Osteoblas

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

berhubungan melalui tonjolan-tonjolan pendek (Graves et al., 2016).

Saat pre-osteoblas mengalami pematangan, osteoblas membentuk tonjolan-
tonjolan pendek dengan osteoblas yang berdekatan dan menyesuaikan menjadi
sebuah bentukan kuboid. Setiap osteoblas mengandung sejumlah besar Retikular
Endoplasma Kasar (RER), mitokondria, dan badan golgi yang mencerminkan

kapasitas mereka untuk mensintesis protein. Komponen mikroskopis lain yang
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ditemukan pada osteoblas adalah mikrotubulus, mikrofilamen, lisosom, glikogen,
dan lipid. Osteoblas yang aktif mensintesis dan mensekresi matriks protein kolagen
dan non- kolagen pada tulang, termasuk tingkat tinggi tipe 1, ALP dan osteokalsin,
yang bertanggung jawab untuk pembentukan matriks tulang serta inisiasi proses

mineralisasi tulang (Graves et al., 2016; Nugraha et al., 2019).

Osteoblas yang mengalami diferensiasi terlibat dalam perlindungan tulang
dan pemeliharaan cairan tulang. Selain itu, osteoblas juga terlibat dalam propagasi
sinyal aktivasi untuk memulai proses resorpsi tulang dan remodeling tulang Fungsi
utama osteoblas adalah pengaturan osteoklastogenesis. Osteoblas dapat mensekresi
sitokin yang penting untuk pengaturan pembentukan dan diferensiasi osteoklas,
termasuk Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF), Receptor Activator Of
Nuclear Factor (NF)-xB Ligand (RANKL) dan Osteoprotegerin (OPG). Osteoblas
diperlukan untuk menseksresikan berbagai growth factor (GFs, termasuk Insulin-
Like Growth Factors (IGFs), Platelet-Derived Growth Factors (PDGFs),
Fibroblast Growth Factor (FGF) and Transforming Growth Factor-B (TGFp).
Fungsi osteoblas dapat meningkatkan massa tulang melalui peningkatan sekresi
osteoid dan dengan menghambat kemampuan osteoklas untuk menghancurkan
jaringan tulang. Osteoblas juga mengekspresikan reseptor untuk faktor-faktor ini
dan memainkan peran dalam mengatur aktivitas osteoblas secara autokrin atau

parakrin (Graves et al., 2016).

2.10 Osteoklas

Osteoklas adalah anggota monosit/keluarga makrofag. Osteoklas

berdiferensiasi non spesifik pada awal dan sepanjang jalur osteoklas bergantung
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pada faktor transkripsi. Proliferasi dan kelangsungan hidup makrofag bergantung
pada sitokin Macrophage Coloning Stimulation Factor (M-CSF). Pengaktifan
Receptor Activator Of Nuclear Factor Kappa-B (RANK) oleh RANKL yang
diekspresikan osteoblas menentukan kondisi osteoklas, yang dimediasi oleh
molekul pensinyalan seperti faktor transkripsi AP-1, Tumor Necrosis Factor
Associated Factor 6 (TRAF6), NFkB, c-Fos, dan Fra-1 (Kitaura et al., 2014; Graves

et al., 2016; Delves et al., 2017).

Osteoklastogenesis yang distimulasi oleh RANKL-stimulated dihambat
olen mekanisme umpan balik RANKL dan reseptor Osteoprotegerin (OPG)
(gambar 2.). Osteoklas mengekspresikan gen fusogenik Dendrocyte Expressed
Seven Transmembrane Protein (DC-STAMP) dan ATPase H+ Transporting VO
Subunit D2 (Atp6v0d2) yang memungkinkan pembentukan sel multinukleat

(Gambar 2.14) (Delves et al., 2017).
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Gambar 2.14 Regulasi pembentukan dan fungsi osteoklas (Graves et al., 2016)
Kejadian awal dalam pengembangan kapasitas resorptif dari osteoklas
dewasa adalah polarisasi osteoklas yang membutuhkan Proto-oncogene tyrosine-
protein kinase Src (c-Src) dan integrin Alpha-v beta-3 (avb3). Osteoklas setelah
terpolarisasi akan memobilisasi komponen mineral tulang. Mobilisasi tulang

dicapai melalui pengasaman molekul yaitu karbonat anhidrase Il CAIl, HpbATPase
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elektrogenik dan saluran Kalsium yang diberi muatan. Cathepsin K memediasi

degradasi matriks organik tulang (Graves et al., 2016).

2.11 Bone Implant Contact (BIC)

Bone Implant Contact (BIC), adalah ketebalan dari tulang yang baru tumbuh
disekitar implan sampai ke dalam area bone marrow (J. M Han., et al., 2016). Bone
Implant Contact (BIC) persentase berhubungan dengan kebutuhan stabilitas implan
dan sebagai indikasi kesuksesan osseointegrasi (Bernhardt, 2012) (Y.S., Park,
2005). Setelah pemasangan implan, primary implant stability harus didapatkan
melalui fiksasi mekanikal pasif dari host. Proses resorbsi dan pembentukan tulang
selalu berjalan berdampingan sehingga menghasilkan stabilitas implan sekunder
melalui proses osseointegrasi. Pencapaian osseointegrasi dan stabilitas implan
sekunder sangat penting untuk keberhasilan perawatan implan (Sennerby et al.,
2001). BIC yang memegang peranan penting dalam menciptakan stabilitas implan
sekunder. BIC ini biasanya dipelajari dengan cara histomorfometri (C.B.
Johansson, 1990), meskipun pemeriksaan BIC juga memungkinkan menggunakan

teknik electron mikroskopis (Linder et al., 1983; Oyonarte et al., 2005).

Pemeriksaan BIC dilakukan pada tulang yang diberi implan yang telah
dilakukan pemotongan dengan ketebalan sekitar 600 um. Hanya bentuk potongan
implan yang utuh yang dilakukan analisis setelah dilakukan staining Masson-
Goldner. Potongan preparat tersebut di lakukan pembuatan foto lalu dianalisis
menggunakan light microscopy (Olympus BX 61, Hamburg, Germany) yang
dihubungkan dengan sistem software histomorphometry (Analysis, Soft Imaging

System, Munster, Germany).
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BIC disepanjang area implan dihitung setiap potongan histologi nya
menggunakan Region Of Interest (ROI) dan dua garis independent per potongan
(gambar 2.15 (a)). Tulang yang tampak dari pemeriksaan ROI dihitung secara
prosentase pada area permukaan dalam ROI yang ditumbuhi tulang (gambar 2.15

b, merah)

jaw bone

titanium screw implants
with cavity

Gambar 2.15 (a) Ekperimen implan titanium dengan lubanlubang setelah 8 minggu proses

penyembuhan pada tulang maksila babi. (b) ROI untuk evaluasi terbentuknya tulang baru
(BIC; Bone implant Contact, BIV: bone implant volume) (R. Bernhardt, 2012)
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Keterangan Kerangka Konseptual :

Keberadaan LPS pada jaringan periimplan akan menyebabkan respon
inflamasi yang dikenali tubuh sebagai jalur pathogen associated molecule pattern
(PAMPSs). LPS ini diikat oleh sel M1 ( yang merupakan makrofag yang berperan
pada proses proinflamasi) melalui reseptor permukaan yaitu TLR 4 yang akan
memicu MyD88 dan merekrut IRAK dan TRAF6 yang mengaktifkan NFKB.
Selanjutnya akan terjadi proses signaling yang akan mengaktivasi IKK dan NFKDb
yang akan translokasi ke inti untuk menginduksi DNA sehingga terjadilah proses
transkripsi , translasi, dan mensekresi sitokin pro inflamasi seperti TNFa, IL-1 B
dan IL-6 dan MMP-8. Enzim MMP-8 ini dihasilkan oleh bakteri yang berpotensi

merusak jaringan penyangga dengan cara merusak COL-1.

Jalur PAMPs juga dikenali oleh reseptor M2 (yang berperan terhadap proses
anti inflamasi) yang merupakan polarisasi dari M1. Protein STAT yang aktif akan
translokasi ke inti melalui porus nucleus dan selanjutnya akan berikatan dengan
promotor gen sehingga terjadi proses transkripsi, translasi dan mensekresi sitokin
anti inflamasi TGF B1 dan IL-10 (yang berperan sebagai anti inflamasi) sehingga

mampu menghambat proses yang terjadi didalam M1.

Makrofag merupakan faktor kunci dalam proses perbaikan jaringan yang
melibatkan fagositosis, dan sekresi berbagai sitokin, kemokin, dan faktor
pertumbuhan yang memodulasi proses perbaikan. Proses ini dikaitkan dengan
keseimbangan modulasi Makrofag 1 dan Makrofag 2, yang akan mempengaruhi

proses regenerasi jaringan. Makrofag 1 bertugas dalam sekresi sitokin pro
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inflamasi, seperti TNF-o dan IL-1p, sedangkan Makrofag 2 bertugas dalam sekresi
sitokin anti-inflamasi dan growth factor. Produk-produk sitokin pro-inflamasi,

seperti IL-1B dan TNF-a dapat menginduksi terbentuknya RANKL pada osteoblas

Sitokin pro inflamasi akan meningkatkan aktifitas osteoklastogenesis
dengan memicu preosteoklas untuk mengeluarkan RANK sedangkan preosteoblas
akan mengeluarkan RANKL sehingga apabila RANK dan RANKL berikatan ini
akan membuat osteoklas menjadi matang. Sitokin anti inflamasi akan
meningkatkan aktifitas osteoblasogenesis dengan memicu preosteoblas untuk
mengeluarkan reseptor RANKL dan OPG, berbeda dengan RANKL, apabila OPG
ini berikatan dengan RANK, maka osteoklas tidak akan terbentuk. Sel
osteoprogenitor yang berupa preosteoblas juga mampu menstimulus Runx2 untuk
menginduksi terbentuknya osteoblas yang matur dengan mensekresi ALP,
osteopontin, osteocalcin sehingga memicu peningkatan pembentukan kolagen tipe
1 (COL-1) yang menyebabkan peningkatan luas trabekula sehingga jumlah tulang

yang terbentuk makin banyak dan BIC juga makin meningkat.

Terapi hUCMSCs dapat menginduksi LL-37 dimana LL-37 ini cenderung
berinteraksi dengan mikroba, sehingga berpengaruh dalam menghambat signaling
bakteri gram negative melalui TLR-4. LL 37 memiliki efek anti inflamasi yang

kuat untuk menentralkan aktivasi TLR4 yang dikeluarkan oleh LPS

Aktivitas regenerasi dari MSC dapat distimulasi oleh LPS atau TLR dengan
cara induksi produksi parakrin. MSC memiliki kemampuan mensekresi faktor anti-
inflamasi, proses sekresi anti inflamasi ditandai dengan meningkatnya aktifitas

sekresi TSG-6, PGE2 dan IL-1ra yang akan menghuni makrofag. TSG-6 akan
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menekan aktifitas NF-kB masuk kedalam nucleus atau inti sel sehingga dapat
menurunkan sekresi sitokin proinflamatori (TNF-o, IL-1a dan IL-13) melalui
ekspresi CD44. HUCMSCs memiliki beberapa growth factor yang dapat
mengurangi sekresi faktor inflamasi dari makrofag, dengan tujuan untuk
meningkatkan kecepatan penyembuhan. Growth factors ini termasuk fibroblast
growth factor (FGF), transforming growth factor-g (TGF-B), insulin-like growth
factor (IGF), platelet-derived growth factor (PDGF), dan vascular endothelial
growth factor (VEGF). Telah dilaporkan bahwa growth factors ini bertanggung

jawab untuk mengatur ekspresi Runx2.

Runx2 merupakan faktor transkripsi penting dalam diferensiasi osteogenik,
salah satunya adalah stimulasi pembentukan gen transkripsi pada osteoblas, seperti
osteokalsin. Osteoblas akan diproduksi oleh MSC yang melakukan diferensiasi
osteogenik. Runx2 akan diproduksi oleh MSC dan osteoprogenitor, untuk
memastikan MSC berdiferensiasi secara spesifik menjadi osteoblas. Calcium
adalah messenger signaling yang berpotensi memodulasi berbagai fungsi seluler
dimulai dari cell growth sampai diferensiasi sel dan berakhir di cell death. Begitu
juga kebalikannya, transkripsi gen osteopontin ditunjukkan dengan adanya
peningkatan fosfat, sedangkan kristal hydroxyapatite berfungsi sebagai OPN
(osteopontin) promoter yang melewati reseptor glucocorticoid. Kombinasi ion Ca?*
dan PO* secara in vitro berfungsi sebagai pemicu proses diferensiasi osteogenik

melalui sinyaling jalur BMPS/SMAD .
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Hipotesis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat

meningkatkan ekspresikan LL-37 sebagai antibakteri untuk menghambat

inflamasi pada kasus periimplantitis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada kondisi

periimplantitis dapat menurunkan ekspresi TNF-o pada proses regenerasi

tulang

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada kondisi

periimplantitis dapat menurunkan ekspresi IL -1B pada proses regenersi

tulang.

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada kondisi

periimplantitis dapat meningkatkan ekspresi RunX2 pada proses regerasi

tulang

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada kondisi

periimplantitis dapat meningkatkan ekspresi Col-1 pada proses regerasi

tulang

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scafofold HA-TCP pada kondisi

periimplantitis dapat meningkatkan jumlah osteoblas pada regenerasi

tulang

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scafofold HA-TCP pada kondisi

periimplantitis dapat menurunkan jumlah osteoklas pada regenerasi tulang.

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada kondisi

periimplantitis dapat meningkatkan BIC pada kasus regenerasi tulang
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9. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP menunjukkan
adanya jalur dari proses inflamasi terhadap regenerasi tulang pada
periimplantitis di minggu ke-2

10. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP menunjukkan
adanya jalur dari proses inflamasi terhadap regenerasi tulang pada

periimplantitis di minggu ke-4
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan studi true experimental pada hewan coba

4.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Randomized Post Test Only

Control Group Design.

KN2
:
KN4
Implan Sample KP
dengan
implan
KPA
LPS >
KPU
KPAU
Gambar 4.1 Rancangan Desain Penelitian
Keterangan :
S : Sampel
KN2  :Kelompok kontrol negatif yang dipasang implan di femur dan diterminasi
setelah 2 minggu
68
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KN4  :Kelompok kontrol negatif yang dipasang implan di femur dan diterminasi
setelah 4 minggu

KP2 : Kelompok kontrol positif yang dipasang implan di femur dan diberi LPS
diterminasi 2 minggu

KP4 : Kelompok kontrol positif yang dipasang implan di femur dan diberi LPS
diterminasi 4 minggu

KPA2 : Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan scaffold HA-TCP dan
diterminasi setelah 2 minggu

KPA4 : Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan scaffold HA-TCP dan
diterminasi setelah 4 minggu

KPU2 :Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan hUCMSCs dan
diterminasi 2 minggu

KPU4 :Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan hUCMSCs dan
diterminasi 4 minggu

KPAU2 :Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan injeksi hUCMSCs dan
scaffold HA-TCP, diterminasi setelah 2 minggu

KPAU4 :Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan injeksi hUCMSCs dan
scaffold HA-TCP, diterminasi setelah 4 minggu

01 - Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-13, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok negatif
minggu-2

02 : Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok negatif

minggu-4
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: Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok positif
minggu-2

: Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok positif
minggu-4

: Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok pemberian
scaffold HA-TCP minggu-2

: Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-13, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok pemberian
scaffold HA-TCP minggu-4

: Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok pemberian
hUCMSCs minggu-2

- Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-13, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok pemberian
hUCMSCs minggu-4

- Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok pemberian
kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP minggu-2

: Output hasil pemeriksaan ekspresi LL-37, TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-
1, jumlah hitung osteoblas, osteoklas, BIC, pada kelompok pemberian

kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP minggu-4

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 71

4.3 Populasi

Populasi penelitian ini adalah hewan coba tikus jenis Rattus norvegicus
strain Wistar jantan dewasa umur 20 minggu dengan berat badan 325-350 gram
yang sudah dilakukan aklimatisasi beberapa minggu dan diperoleh dari
Laboratorium Hewan Coba Institute Tropical Desease (ITD) Universitas Airlangga
4.4 Sampel Penelitian

Sampel penelitian ini adalah implan yang dipasang pada regio femur dextra
pada tikus Wistar jantan yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi untuk
digunakan hingga besar sampel yang dibutuhkan kemudian dilakukan randomisasi
untuk menentukan tikus yang dijadikan model peri implantitis dan mendapatkan
perlakuan.
4.4.1 Kriteria Inklusi

1. Tikus dalam keadaan sehat sesuai kriteria produksi hewan coba

2. Jenis kelamin jantan

3. Berat badan antara 325-350 gram

4. Umur 20 minggu

4.4.2 Kiriteria Eksklusi
1. Pernah dipakai sebagai hewan coba penelitian lain
2. Hewan dinyatakan oleh dokter hewan konsultan terbukti berpenyakit atau
cidera fisik dalam kurun waktu evaluasi klinis dalam kondisi lingkungan
yang sesuai
3. Hewan berperilaku agresif, dalam pengamatan sering menyerang hewan

lain dalam kelompok
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4.4.3 Kriteria Putus Uji
Tikus sakit atau mati selama dilakukan perlakuan
4.4.4 Besar Sampel

Sampel diperoleh menggunakan rumus Lemeshow: (Lemeshow et al.,

1990).
N> 2.6%(Ze-a2 + 21.p)
(M)’

Keterangan :
n : jJumlah sampel setiap kelompok
Zi1-al, - nilai pada table normal untuk o = 1.96
Zp > nilai pada table normal untuk § = 1.28
o : Standar deviasi dari respon kelompok kontrol SD variabel (o =

0.671)
M1 : rerata hitung respon kelompok 1 yang diharapkan = 2.821
M2 : rerata hitung respon kelompok 2 yang diharapkan = 4.022
a : 0,05
B 10,10

Rerata hitung berdasarkan penelitian sebelumnya yang berjudul
“Mekanisme regenerasi tulang alveolar yang mengalami resorbsi dengan
pemberian komposit Adipose Derived Mesenchymal Stem Cells (ADMSCs)
dengan Demineralized Dentin Matrix (DDM)” (Sandra. DS, 2019). Dari sampel
diatas didapatkan jumlah sampel sebanyak 7 dan Pada penelitian ini terdapat 10

kelompok sehingga diperlukan 70 ekor tikus

4.4.5 Teknik Pengambilan Sampel
Randomisasi pada penelitian ini dilakukan dengan teknik simple random
sampling. Tujuh puluh ekor tikus dibagi menjadi 10 kelompok masing — masing

kelompok 7 ekor, yaitu:
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Kelompok (KN-2): Kelompok kontrol negatif yang dipasang implan di femur
dan diterminasi setelah 2 minggu

Kelompok (KN-4): Kelompok kontrol negatif yang dipasang implan di femur
dan diterminasi setelah 4 minggu

Kelompok (KP2) : Kelompok kontrol positif yang dipasang implan di femur
dan diberi LPS P.gingivalis diterminasi 2 minggu

Kelompok (KP4) : Kelompok kontrol positif yang dipasang implan di femur
dan diberi LPS P.gingivalis diterminasi 4 minggu

Kelompok (KPA2): Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan scaffold
HA-TCP dan diterminasi setelah 2 minggu

Kelompok (KPA4): Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan scaffold
HA-TCP dan diterminasi setelah 4 minggu

Kelompok (KPU2): Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan
hUCMSCs dan diterminasi 2 minggu

Kelompok (KPU4): Kelompok perlakuan periimplantitis yang diberi
perlakuan hUCMSCs dan diterminasi 4 minggu

Kelompok (KPAU2): Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP, diterminasi setelah 2 minggu

Kelompok (KPAU4): Kelompok periimplantitis yang diberi perlakuan

hUCMSCs dan scaffold HA-TCP, diterminasi setelah 4 minggu
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4.5 Variabel Penelitian
4.5.1 Variabel Bebas

Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada tikus

periimplantitis
4.5.2 Variabel Tergantung
A. Variabel proses inflamasi
a. Ekspresi LL-37 didalam hUCMSCs
b. Ekspresi TNF-a didalam makrofag
c. Ekspresi IL-1p didalam makrofag
B. Variabel diferensiasi osteogenik
d. Ekpresi Runx2 didalam matriks tulang
e. Ekspresi COL-1 didalam matriks tulang
f. Ekspresi jumlah hitung osteoblas pada matriks tulang
g. Ekspresi jumlah hitung osteoklas pada matriks tulang
h. Ekspresi jumlah luas permukaan Bone Implant Contact (BIC)
4.5.3 Varibel terkendali
1. Jumlah sel hUCMSCs
2. Berat scaffold HA-TCP
3. Model implan untuk periimplantitis

4. \WWaktu evaluasi
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5. Jumlah dosis LPS
4.6 Definisi Operasional Variabel

1. Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) : Sel yang
diisolasi dari wharton’s jelly pada umbilical cord manusia, yang telah
dilakukan proses isolasi dan kultur, kemudian diletakkan di petridisk dan
diamati menggunakan mikroskop cahaya pembesaran 400x menunjukkan
morfologi fibroblas berbentuk spindle dan mengekspresikan marker positif

CD105, CD90 dan marker negatif CD34, CD45

2. Scaffold HA-TCP : suatu bentukan bone graft yang berasal dari cangkang
Anadara Granosa yang menghasilkan bubuk hidroksiapatit dan diproses
menggunakan metode hidrotermal selama 12 jam sehingga berbentuk tiga
dimensi (silinder) kemudian dipotong-potong menjadi bentukan granul

dengan berat 2 ug lalu diseeded dengan hUCMSCs.

3. Ekpresi LL 37 : adalah jumlah protein LL-37 yang diekspresikan oleh sejumlah
makrofag yang memberikan reaksi positif terhadap antibodi monoklonal LL-
37/chatelicidine dengan pemeriksaan imunohistokimia yang memendarkan
warna cokelat yang diamati dibawah mikroskop cahaya dengan pembesaran

1000x dalam 20 lapang pandang

4. Ekspresi TNF-oo  : adalah sitokin proinflamasi yang diekspresikan sejumlah
makrofag yang bereaksi positif terhadap antibody monoclonal anti TNF-a
yang diukur secara kuantitatif dengan teknik imunohistokimia dari spesimen

dibawah mikroskop dengan pembesaran 1000x dalam 20 lapangan pandang
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5. Ekspresi IL-1f : adalah jumlah IL-1p yang terekspresi pada sel makrofag yang
memberikan reaksi positif terhadap anti IL-1 monoklonal yang ditandai
dengan warna coklat pada sitoplasma pada sediaan jaringan dan diamati
menggunakan teknik immunohistokimia dengan pembesaran 1000x dengan

20 lapang pandang

6. Ekspresi Runx2 : adalah gen transkripsi yang diekspresikan oleh sejumlah
osteoblas jaringan tulang femur yang memendarkan warna kecoklatan pada
sitoplasma setelah pengecatan imunohistokimia dengan antibodi monoklonal
anti-Runx2 yang dilihat dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan

pembesaran 1000x dalam 20 lapang pandang

7. Ekspresi COL-1 : protein yang diekspresikan oleh sejumlah osteoblas dan
memberikan reaksi positif terhadap antibodi anti COLL-1 dengan kromogen
DAB berwarna coklat dengan metode imunohistokimia dengan menggunakan

mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x dalam 20 lapang pandang.

8. Osteoblas : sel berinti satu, berbentuk bulat, berada pada permukaan tulang
yang berwarna merah keunguan dengan pengecatan HE dibawah mikroskop

cahaya dengan pembesaran 1000x dalam 20 lapang pandang

9. Osteoklas : sel berinti banyak yang berbentuk besar, berada pada permukaan
tulang yang berwarna merah keunguan dengan pengecatan HE dibawah

mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x dalam 20 lapang pandang

10. Bone Implant Contact (BIC): jumlah ekspresi osteoblas yang tumbuh
disekitar implan sampai ke dalam area bone marrow, dibagi jumlah area

keseluruhan luas implan.
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11. Model periimplantitis: tikus yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi dan
dilakukan pemasangan implan di femur kemudian di injeksikan LPS P.
gingivalis dengan dosis 1 pg/0,01 ml sebanyak 10 ul ke dalam jaringan
perimplant sehingga tikus mengalami bone loss setelah 1 bulan paska
pemberian, dibuktikan dengan pemeriksaan radiografi tampak adanya

radiolusen di area sekitar implan (Lampiran 20).

4.7 Bahan dan Alat Penelitian

Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) diisolasi dari
tali pusat plasenta manusia, dikultur-ekspansi pada medium in vitro. MSC dari
hUMSC yang telah di seeded dengan scaffold HA-TCP kemudian diinjeksikan pada
daerah yang telah dipasang implan dan mengalami periimplantitis pada femur tikus
Wistar jenis kelamin jantan.

1. Instrument untuk membuat periimplantitis

Implan berbentuk silinder dari bahan titanium ukuran ¢ 1 mm x 2mm (Tohoku
University ®), ketamine 10%, xylasine, blade, scalpel, implant motor, paralel

guide, mata bur drilling, benang jahit dan jarum, larutan PZ

2. Pembuatan inokulasi LPS P. gingivalis

LPS P. gingivalis (Invivo Gen LPS-PG Ultrapure®), PBS, Hamilton syringe,

vortex, cairan mTSB (modified Trypticase Soy Broth) 5 ml, incubator
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3. Instrumen yang dipersiapkan untuk pengecatan imunositokimia hingga

dekalsifikasi

Medium penumbuh o-MEM, larutan PBS, gelas objek khusus, 3%
formaldehyde, Mouse monoclonal anti human — CD45 / Anti human CD 105,

50% gliserin, microscope fluorescence
4. Instrumen yang dipersiapkan untuk pemeriksaan flowcytometry

Medium penumbuh a-MEM, larutan PBS, formaldehyde 10%, larutan Bovine
serum albumin (BSA), Human MSC Analysis Kit, antibodi primer mouse anti
human CD 73, CD 90, CD 105, negative cocktail CD 45, CD 34, CD 19,

Fluorescent activated cell sorting (FACS) Calibur Flow cytometer

5 . Instrumen yang dipersiapkan untuk pemeriksaan dan pembacaan Hematoxylin
Eosin (HE)
Gelas obyek, larutan xylol, ethanol absolut, ethanol 70%, larutan Meyer’s
Hematoxylin Eosin, larutan Eosin, cairan Perekat (DPX), cover glass,
microscope fluorescence.

6.Instrumen yang dipersiapkan untuk pemeriksaan dan pewarnaan imunohistokimia
Larutan xylol, ethanol absolut, ethanol 70%, aquades, H.O> 3%, larutan PBS,
Trypsin 0,025%, Ultra V Block, Monoklonal , Primary Antibody Enhancer,
Horseradish Peroxidase (HRP)

7. Bahan yang dipersiapkan dalam teknik in vivo antara lain:

Medium Penumbuh o —minimum essential medium (MEM), Trypsin 0,25%,
Phosphate Buffer saline (PBS), Petridish 5cm, 10 cm, Tabung dispossable 15

ml, 50 ml, Alkohol 70%, aquades steril, Methylen blue, tikus wistar jantan, LPS
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P.gingivalis, Ethanol 70%, Ketamin (KTM 1000), Xylol, GasPack CO:

generating sachet, fetal bovine serum (FBS), L-glutamin,Polypropylene-

EDTA, L-ascorbic acid, p-glycerophosphate, .dexamethasone, minuman dan

makanan standar tikus wistar, anti TNF-o antibody monoclonal mouse

(ABIN3023860, antibodies-online.com®); Anti IL-13 antibody monoclonal

mouse (ABIN3201456, antibodies-online.com®); Runx2 antibody monoclonal

rat (clone 4D5) LS-B4294 (LifeSpan BioScience,Inc®); COL-1Al, antibody

monoclonal rat (clone 3C3) LS-C765684 (LifeSpan BioScience,Inc®);

Cathelicidin ~ Polyclonal Antibody Rabbit, (bs-4735R-HRP) (Bioss

Antibodies®); Anti-rat CD 105-FITC; Anti-rat CD 45-FITC; Trypan Blue;

Filter disposable; Yellowtip 0-20 pl, Blue tip 1000 pl, larutan dimethyl

sulfoxide(DMSO)

4.8 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan selama 3 tahun dari bulan Oktober 2018-Oktober 2021 di :

1. Laboratorium Stem Cell, Institute of Tropical Disease (ITD) Universitas
Airlangga.

2. Laboratorium Hewan Coba, Institute of Tropical Disease (ITD) Universitas
Airlangga.

3. Laboratorium Patologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga

4. Bagian Patologi Klinik RSUD Dr. Soetomo Surabaya.

5. Gedung Bedah Pusat Terpadu (GBPT) RSU Dr. Soetomo Surabaya untuk
pengambilan sampel tali pusat manusia.

6. Laboratorium Medis Terpadu Universitas Airlangga
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4.9 Cara Kerja

4.9.1 Prosedur Isolasi dan Kultur Ekspansi hUCMSCs (Wang et al., 2004; Han

etal., 2013)

Tali pusat diambil dari plasenta bayi sehat aterm (cukup bulan) yang
dilahirkan dengan operasi Caesarean dengan indikasi elektif tanpa penyulit medis
di Gedung Bedah Pusat Terpadu (GBPT) Rumah Sakit Umum Daerah (RSUD) Dr.
Soetomo Surabaya. Ibu yang melahirkan telah menandatangani information for
consent dan informed consent yang telah disetujui oleh Komite Etik Penelitian
Kesehatan RSUD Dr. Soetomo Surabaya. Tali pusat dan plasenta yang didapatkan
diletakkan dalam cawan steril, tali pusat dipotong sepanjang 10 cm, potongan
tersebut diletakkan ke dalam tromol yang telah dilapisi dengan kain steril. Potongan
tali pusat dicuci dengan larutan Phosphate-Buffered Salin (PBS) dalam 3 botol steril
secara berurutan untuk membuang sisa darah yang menempel. Kemudian potongan
tali pusat dicuci dalam cairan Ringer Lactate (RL) yang berisi 2,5 pg/mil
Gentamycin dan 1000 U/ml Amphotericin selama 20 menit

Prosedur isolasi dikerjakan menggunakan protokol laboratorium stem sel,
Institut Penyakit Tropis, Universitas Airlangga. Potongan tali pusat dipotong
menjadi sekitar 1 cm, arteri, vena dan adventitia dipisahkan untuk mendapatkan
Wharton’s Jelly diiris dengan pisau sampai berukuran kira-kira 1 mm?® dan
digunakan untuk mengisolasi dan kultur primer hUCMSCs.

Wharton's Jelly direndam dalam tabung Erlenmeyer yang berisi 0.25%
trypsin pada suhu 37° C selama 40 menit. Dilakukan sentrifus, supernatant
dipisahkan. Langkah ini diulang sampai 2x. Sampel tersebut direndam

menggunakan PBS berisi 0.75 mg/ml collagenase 1V (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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MO, USA) dan 0.075 mg/mL Dnase | (Takara Bio, Shiga, Japan), diinkubasi pada
suhu 37° C selama 60 menit. Diikuti dengan saringan menggunakan cell strainer
dan pengumpulan pelletselama proses sentrifus selama 10 menit untuk
mendapatkan sel. Untuk menghentikan aktifitas Collagenase, ditambahkan FBS 1
cc dan diaduk lagi selama 10 menit. Setelah itu dilakukan penyaringan dengan kasa
steril pada Becker glass hingga didapatkan cairan. Cairan dipindahkan ke dalam
conical tube lalu dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada kecepatan 1600 rpm
hingga didapatkan cairan dan pellet. Setelah cairan dibuang, ke dalam pellet
ditambahkan medium DMEM/F12 dan dilakukan resuspensi. Medium yang telah
berisi single cell kemudian dipindahkan ke dalam piring petri dan diinkubasi pada
suhu 37° C dan CO2 5%.

Sel yang didapat kemudian dikultur pada collagen-coated dishes
menggunakan modifikasi alfa dari MEM Eagle (Gibco BRL, Gaithersburg, MD,
USA), ditambahkan dengan human leukemia inhibitory factor (10 ng/mL) dan FBS
(Gibco BRL). Pertumbuhan sel primer diobservasi menggunakan mikroskop.
Waktu yang dibutuhkan hingga terjadi cell confluence dicatat. Medium diganti tiap
3 hari sekali, dengan cara membuang medium lama, dicuci dengan PBS lalu diganti
dengan medium baru.

Pada hari ke tujuh, ketika sel telah mengalami confluence 80%, sel dipisahkan
menggunakan trypsin, medium lama dibuang, ditambahkan trypsin 2 cc, trypsin
lalu dibuang dan diganti dengan trypsin lagi sebanyak 2 cc kemudian diinkubasi
selama 5 menit. Setengah sampai 2/3 dari sel kemudian di taruh kembali ke tempat
yang baru pada medium yang sama. Setelah inkubasi ditambahkan medium

penumbuh DMEM/F12 sebanyak 2 cc kemudian dilakukan resuspensi untuk
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memisahkan sel yang rontok agar menjadi sel tunggal. Kemudian hasil resuspensi
dipindahkan ke dalam tabung disposible 15 ml steril lalu dilakukan sentrifugasi.

Medium lama dibuang, untuk mencuci sampel ditambahkan 5 ml PBS, 2 ml
tripsin, diinkubasi selama 5 menit, kemudian ditambahkan 2 ml medium penumbuh
sebagai stopper, kemudian dilakukan resuspensi hingga sel terlepas dari petridisk
menjadi sel tunggal. Suspensi sel tersebut kemudian dituang ke dalam conical tube
15 ml dan disentrifuge selama 5 menit dengan kecepatan 1600 rpm. Setelah itu
supernatant dibuang dan pellet yang ada dibuat homogen, ditambahkan 3 mi
medium penumbuh dan diresuspensi. Hasil resuspensi dituang ke dalam petridisk
dan ditambahkan medium hingga 10 ml, lalu dimasukkan ke dalam inkubator CO>
5% dengan suhu 37° C.

Saat sel mencapai passase ke 2 maka sel di lakukan karakterisasi fenotip MSc,
sisanya difreezing untuk menghindari terjadinya kematian sel. Thawed sel

dilakukan saat sel berada pada passase ke 2.

4.9.2 Karakterisasi hUCMSCs (Laboratorium stem cell, Institute of Tropical
Disease, Universitas Airlangga, 2019)

Karakterisasi fenotip MSC pada kultur hUCMSCs dilakukan dengan dua

macam metode imunostaining yaitu pengecatan imunositokimia dan

flowcytometry.

4.9.3 Pemeriksaan Imunositokimia (Nugraha et al., 2018)
Sel monolayer dijadikan single cell melalui proses tripsinasi. Kemudian
dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm, selama 5 menit. Pelet

ditambahkan medium penumbuh oMEM/F12 sebanyak 1 ml, diresuspensi dan
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ditanam pada cover slip khusus sebanyak 20 pl. Gelas obyek diletakkan di atas
kertas basah di dalam suatu kotak, diinkubasi pada suhu 37° C selama 1 jam.
Selanjutnya, dilakukan fiksasi dengan 3% formaldehyde selama 15 menit pada suhu
ruang, dicuci dengan PBS 4 kali dan dikeringkan. Pada masing-masing sampel
ditambahkan mouse monoclonal antibody anti human-CD45 atau anti human
CD105 yang telah berlabel FIT-C (Biolegend, CA, USA) lalu diinkubasi pada suhu
37° C selama 45 menit. Setelah itu dicuci dengan PBS 4 Kali, dikeringkan dengan
air di sekitar cover slip dengan kertas tisu. Selanjutnya diteteskan 50% glicerin di
atas cover slip, langsung dilihat hasilnya dengan mikroskop fluoresen (pembesaran

40x), bila tempat berpendar berarti hasilnya positif, kalau tidak hasilnya negatif.

4.9.4 Pemeriksaan flowcytometry (Rammal, 2013)

Untuk pemeriksaan flowcytometry, dilakukan tripsinasi dan suspensi
hUCMSCs dengan aMEM, setelah itu dicuci dengan PBS, dan difiksasi dalam
larutan formaldehyde 10% selama 10 menit, dan akhirnya ditutup dengan larutan
BSA selama 1 jam. Kemudian, sel-sel tersebut diinkubasi menggunakan Human
MSC Analysis Kit (BD Stemflow™, BD Biosciences) dengan penambahan primary
antibodies mouse anti-human CD73, CD90, CD105, dan negative coctail berisi
berisi CD45, CD34, CD19 selama 40 menit. Antibodi yang tak terikat dibuang
dengan cara mencuci menggunakan PBS. Antibodi primer yang terikat dilabel
menggunakan FITC-conjugated anti-mouse antibody dengan menggunakan
inkubasi selama 30 menit. Sel-sel tersebut kemudian dilihat dan dianalisis
menggunakan FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,

USA).
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4.9.5 Uji perlekatan hUCMSCs pada scaffold HA-TCP secara in vitro (Tao
etal., 2014)

Alat yang digunakan incubator (Fisher Scientific 116885H CO. Incubator),
pipet steril, plate M24 (Thermo Fisher Scientific), tabung conical (Falcom ™
Conical Centrifuge Tube), cawan petri (Nuric™ Cell Culture Thermo Fisher
Scientific), Cover slip, Confocal Laser Scanning Machine (Olympus FV 1000),
microscope inverted cahaya (Olympus 1X-71)

Bahan yang digunakan adalah Ficol histopaque 0,177 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), Alpha-MEM, fetal bovine serum (FBS) 20% (Biowest),
penisilin/streptomycin 100 U (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dan
amfoterisin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), tripsin 25%. Bovine Serum
Albumin (BSA), Phosphat Buffer Saline (PBS), Bromodeoxyuridine (BrdU) BrdU
(A7) Monoclonal Antibody, FITC Conjugated, bsm-0917M-FITC, Bioss
Antibodies®)

hUCMSCs pada passage 6 sebanyak 1 x 10° dalam 100 mikroliter dalam
media alpha-MEM di seeded pada scaffold HA-TCP ditambahkan BrdU sebanyak
10 mikroliter lalu diinkubasi selama 24 jam dan 72 jam didalam incubator 37°, CO>
5%. Pengecatan dilakukan dengan cara menyiapkan pelarut anti-BrdU yang terdiri
dari BSA 1% dalam PBS (1/100 x 8,4 ml = 0,084 gr). Anti BrdU dilarutkan didalam
BSA dan PBS dengan konsentrasi 1;150. Setelah inkubasi 24 jam dan 72 jam 24-
wellplate berisi scaffold dan hUCMSCs dikeluarkan dari incubator, masing-masing
well dicuci dengan PBS sebanyak 300 mikroliter/well.

Setelah dicuci PBS dimasukkan anti BrdU yang dilarutkan dalam BSA 1%

sebanyak 300 mikroliter/well. Lalu diinkubasi ulang selama 1 jam dalam incubator
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37°, CO2 5%. Setelah inkubasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP di cuci dengan
PBS sebanyak 300 mikroliter/well. Lalu difiksasi menggunakan praformaladehid
(PFA) 4% sebanyak 300 mikroliter/well selama 5 menit. Kemudian dicuci lagi
dengan PBS yang sama sebanyak 2x. Cover slip dalam dasar wellplate diambil,
diletakkan pada coverslip persegi panjang (24x60 mm) dan diamati dengan

confocal microscope dengan pembesaran 400x

4.9.6 Uji Viability HUCMSCs terhadap scaffold HA-TCP dengan MTT-Assay

(Yuetal., 2013)

MTT colorimetric assay dilakukan untuk mengukur sitotoksisitas dari
scaffold HA-TCP terhadap sel punca. Dua grup sampel disiapkan: (1) hUCMSCs
dengan scaffold HA-TCP; (2) grup kontrol. Tiap grup dipersiapkan ke dalam suatu
96-well plates berisi volume akhir 100ul tiap well. Setelah inkubasi, 25ul dari
reagen MTT ditambahkan ke tiap well. Well kemudian diinkubasi selama 2 — 4jam
pada suhu 37°C. 100pl dari larutan solubilization ditambahkan ke masing-masing
well dengan pencampuran untuk menjamin kelarutan yang sempurna. Sel-sel yang
hidup akan mengubah MTT menjadi kristal formazan berwarna ungu. Jumlah dari
formazan diukur dengan mengukur perubahan dengan Elisa Reader pada panjang

gelombang 595 nm menggunakan inverted microscope.

4.9.7 Pembenihan (seeded) hUCMSCs pada scaffold HA-TCP (Kamadjaja,
2014)
Persiapkan 96-wellplate lalu letakkan bentukan scaffold HA-TCP sebanyak

2 mikrogram ke dasar sumuran lalu campurkan medium yang berisi hUCMSCs
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sebanyak 2x10° lalu diinkubasi selama 1 jm pada suhu 37° C dan CO2 5%, lalu
dibiarkan selama 1x24 jam, suspensi siap diaplikasikan pada daerah defek yang

terjadi pada hewan coba.

4.9.8 Pembuatan bone loss pada model periimplantitis

Hewan yang memenuhi kriteria inklusi diletakkan pada kandang tersendiri
selama 1 minggu untuk proses aklimatisasi dengan makanan. Pada saat perlakuan
tikus dilakukan anestesi menggunakan kombinasi ketamine 10% dan xylazine
dengan perbandingan 50:10 yang diinjeksikan pada intramuskular di muskulus semi
tendonosus sebagai induksi anestesi di gluteus. Bulu pada daerah femur yang akan
dipasang implan dicukur dan dibersihkan alcohol 80%. Alat yang akan digunakan
disterilkan terlebih dahulu di dalam autoclave. Dilakukan insisi sepanjang 10 mm
pada daerah lateral femur sampai ke menembus permukaan tulang. Dilakukan
drilling sequence sesuai dengan panjang dan diameter implan menggunakan irigasi
saline dengan kecepatan tidak lebih dari 1500 rpm. Dilakukan implant placement
pada daerah osteotomi permukaan lateral femur sampai didapatkan primary
stability dari implan.

Invivo Gen LPS-PG Ultrapure 1 mg dengan sediaan yang sudah jadi
digunakan sebagai bahan pembuat periimplantitis. Pembuatan cairan LPS didapat
dengan cara mengencerkan 1 mg LPS dalam 1 ml pelarutnya sehingga
menghasilkan dosis 1pg/0,01 ml. Kemudian LPS dikemas dalam mikrotube, untuk
menghindari LPS terkontaminasi maka satu mikrotube untuk satu kali induksi.
Mikrotube berisi LPS sebanyak 10 mikroliter diinduksikan menggunakan Hamilton

syringe pada daerah socket implant sebelum implan dipasang. Setelah LPS
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diinduksikan dilanjutkan dengan insersi implan lalu disuturing menggunakan 4-0
vicryl. Setelah perlakuan selesai tikus diletakkan dalam kandang, 1 ekor dalam 1
kandang terpisah, lalu ditunggu hingga 30 hari untuk memberi kesempatan terjadi

keradangan.

4.9.9 Prosedur injeksi kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pasca
seeded pada femur tikus bone loss

Gelatin 2% (0,2 g dalam 10 ml) dilarutkan dalam NaCl 0,15 M dan 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (Hepes)buffer 25 mM pada pH 7.0,
kemudian distrerilisasi menggunakan autoclave. Sediaan granul scaffold HA+TCP
sebanyak 2 mikrogram diseeded dengan menggunakan hUCMSCs sebanyak 1 x 10°
hingga bentukan berupa menjadi semi solid.

Hewan tikus dilakukan anestesi menggunakan kombinasi ketamine 10% dan
Xylazine dengan perbandingan 50:10 yang diinjeksikan pada intramuskular di
muskulus semi tendonosus sebagai induksi anestesi di gluteus. Pada daerah yang
terdapat implant di femur, dilakukan insisi kembali untuk melihat posisi bone loss
pada daerah peri implan. Sel hUCMSCs dengan konsentrasi sel 2 x 10° setara
dengan 500.000 sel dalam 50 ul aMEM yang telah di seeded scaffold HA+TCP
diaplikasikan pada defek tulang tikus yang mengalami bone loss menggunakan
mikropipet kemudian dilanjutkan penutupan luka kembali dengan jahitan dan
ditunggu selama 14 hari dan 28 hari.

4.9.10 Terminasi hewan coba dan pengambilan spesimen penelitian (Gage,
2012)
Tikus diberi anestesi dengan ketamin 10% sebanyak 1 cc dan ditambahkan

Xylaxine sebanyak 1cc lalu diinjeksikan di intramuscular pada muskulus semi
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tendonosus sebagai induksi anestesi di gluteus. Kemudian dilakukan tehnik perfusi
menggunakan cairan formalin Para formal adehid (PFA). Setelah tikus mati,
dilakukan irisan pada kulit dan pembuangan jaringan lunak dan otot pada femur
kanan. Spesimen yang diperiksa adalah potongan femur yang terdapat implan
didalamnya, direndam di dalam larutan fiksasi buffered formalin 10% minimal
selama 8 jam sebelum dilakukan proses dekalsifikasi.

Spesimen penelitian direndam dalam larutan Ethylene Dianine Tetra Acetic
Acid (EDTA) 10% dengan volume sebanyak 50 kali volume bahan yang diperiksa.
Kemudian diamati untuk memastikan adanya gelembung udara yang keluar, untuk
memastikan bahwa proses dekalsifikasi berjalan dengan baik. Larutan EDTA
diganti tiga hari sekali, supaya reaksi dekalsifiksinya sempurna. Apabila
gelembung udara sudah tidak ada, maka kemungkinan spesimen telah menjadi
lunak (dikonfirmasi dengan tusukan jarum). Setelah proses dekalsifikasi selesai,
dilanjutkan dengan pemrosesan spesimen untuk pemeriksaan histopatologi dan

imunohistokimia.

4.9.11 Pemrosesan dan pemeriksaan spesimen penelitian (Rahawy. A, 2021)

Spesimen penelitian kemudian dicuci dengan PBS 3-5 kali untuk
membersihkan jaringan dari kontaminan dan difiksasi dengan larutan bufer
formalin 10%. Selanjutnya dilakukan dehidrasi spesimen dengan alkohol
konsentrasi bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%, 90% dan absolut) masing-masing
selama 60 menit. Kemudian dilakukan prosedur clearing dengan larutan xylol 2x
masing-masing selama 60 menit.

Kemudian dilakukan infiltrasi dengan paraffin lunak selama 60 menit.

Dilanjutkan dengan blocking parafin keras dalam cetakan dan didiamkan selama 24
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jam. Tahapan selanjutnya adalah pemotongan blok paraffin menggunakan
microtome dengan ketebalan 4-6 um dan diletakkan pada gelas obyek. Untuk
pengecatan dengan Hematoxylin-Eosin (HE), mounting dilakukan ada gelas obyek
menggunakan gelatin 5% sedangkan untuk pengecatan imunohistokimia (IHC)
dilakukan mounting dengan gelas obyek yang telah dilapisi dengan poly L-lisin.
Pemeriksaan spesimen penelitian menggunakan pewarnaan HE untuk
pengamatan luas trabekula tulang dan jumlah osteoblas. Sedangkan pewarnaan
imunohistokimia (IHC) dilakukan untuk pengamatan ekspresi TNF-o, IL-1p,

Runx2, COL-1.

4.9.12 Pewarnaan dan Pembacaan Hematoxylin Eosin (HE)

Sayatan pada gelas obyek dilakukan proses deparafinisasi untuk
menghilangkan parafin dari dalam jaringan yang akan diperiksa dengan tahapan
berikut. Dilakukan perendaman spesimen di dalam larutan xylol sebanyak 2 kali
selama 3 menit, kemudian dilakukan perendaman beberapa kali dalam larutan
ethanol dengan konsentrasi menurun sebagai berikut: larutan ethanol absolut
sebanyak 2 kali selama 3 menit, kemudian larutan ethanol 70% sebanyak 2 kali
selama 3 menit, dan kemudian dicuci dengan air mengalir selama 1 menit.
Kemudian ditetesi larutan Meyer’s hematoksilin selama 6-7 menit, dan dibilas
dengan air mengalir selama 1 menit. Selanjutnya sayatan dimasukkan ke dalam
larutan eosin selama 1-5menit, kemudian dibilas dengan air mengalir. Setelah itu,
sayatan dimasukkan dalam larutan ethanol 70% sebanyak 10 celupan (2 kali),
larutan ethanol absolute 10 celupan kemudian direndan ethanol absolute selama 1
menit, kemudian ditetetesi larutan xylol (3 kali, masing-masing 3 menit). Preparat

diangkat satu persatu dari larutan xylol dalam keadaan basah, diberi satu tetes cairan
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perekat (DPX) dan selanjutnya ditutup dengan kaca penutup. Hasil pewarnaan

dapat diamati dengan mikroskop cahaya.

Pemeriksaan HE terdiri atas pemeriksaan osteoblas, osteoklas dan BIC

1. Jumlah sel osteoblas: Merupakan jumlah total sel osteoblas (surface osteoblas
dan mesencymal osteoblas) yang termati pada 20 lapangan pandang berbeda
pada pembesaran 1000x.

2. Jumlah sel osteoklas : Merupakan penghitungan jumlah sel yang berperan
dalam proses resorbsi, yang dibentuk oleh fusi progenitor mononuclear dari
monocyte macrophage linieage dengan bentuk morfologi inti sel lebih dari 1
(Shintcovsk et al, 2014). Dilihat menggunakan mikroskop cahaya dengan
pembesaran 1000x dengan 20 lapang pandang.

3. Pemeriksaan BIC (Bone to-Implant Contact) : Merupakan perhitungan
panjang dan area keseluruhan tulang baru disekitar implan dibagi dengan total
panjang implan yang masuk diarea seluruh tulang. Perhitungannya

menggunakan software image raster diukur dengan prosentase.

= Total length

| :=A!BB

— Length

Totalarea=area 1 +area2 +area 3 +area 4
BIC = (length 1 + length 2 + length 3 + length 4 Jtotal length

Gambar 4. 2 Perhitungan BIC (Bone Implant Contact) (J.M Han, 2016)

Seluruh pemeriksaan ini menggunakan foto sediaan yang di ambil

menggunakan kamera digital Panasonic GX-8, kemudian dihitung sediaan tersebut
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menggunakan mikroskop cahaya biasa merk Olympus BX-41, dengan pembesaran
1000x yang dilihat pada 20 lapang pandang dan soft ware pengolah gambar Image

Raster.

4.9.13 Pewarnaan Imunohistochemistry (IHC) (Sudiana, 2005)

Dilakukan proses deparafinisasi untuk menghilangkan paraffin dari dalam
jaringan yang akan diperiksa .Adapun proses deparafinisasi adalah sebagai berikut:
sayatan pada gelas obyek dilakukan perendaman spesimen di dalam larutan xylol
sebanyak 4 kali selama 3-5 menit yang bertujuan untuk membuang peroksidase
endogen., kemudian dilakukan perendaman beberapa kali dalam larutan ethanol
absolut dengan konsentrasi menurun sebagai berikut: larutan ethanol absolut
sebanyak 3 kali selama 1-3 menit, kemudian larutan ethanol 70% sebanyak 2 kali
selama 1-3 menit, dan kemudian dicuci dengan air mengalir sebanyak 3 kali dengan
menggunakan aquabides, lalu bersihkan pinggir slide dengan tissue. Setelah itu,
teteskan H202 3% lalu inkubasi dalam suhu kamar selama 5 menit, kemudian cuci
dengan menggunakan PBS sebanyak 3 kali dan bersihkan pinggir slide. Kemudian
diteteskan trypsin 0,025%, inkubasi dengan suhu 37°C selama 6 menit, lalu cuci
dengan aquabidest sebanyak 3 kali, bersihkan pinggir slide dengan tissue.
Selanjutnya, diteteskan Ultra V Block, inkubasi dalam suhu kamar selama 5 menit,
dan bersihkan pinggir slide (tidak perlu dicuci). Teteskan monoklonal yang sudah
diencerkan (1:100), inkubasi dalam suhu kamar selama + 25 — 30 menit lalu cuci
dengan menggunakan PBS sebanyak 3 kali dan bersihkan pinggir slide
menggunakan tissue pembersih.

Teteskan Primary Antibody Enhancer sesuai dengan pemeriksaan yang

diinginkan selama 10 menit, inkubasi dalam suhu kamar. Kemudian cuci dengan
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menggunakan PBS sebanyak 3 kali, setelah itu bersihkan pinggir slide dengan
tissue. Teteskan Horseradish Peroxidase (HRP) polymer, inkubasi pada suhu
kamar selama 15 menit. Cuci dengan menggunakan PBS sebanyak 3 kali, dan
bersihkan pinggir slide dengan tissue.
Teteskan kromogen (20u/1ml substrat) sesuai dengan pemeriksaan yang
diinginkan, inkubasi pada suhu kamar (dark room), lalu cuci dengan aquabidest
sebanyak 3 kali dan bersihkan setelahnya. Pengecatan dengan Meyer Hematoxylin,
inkubasi pada suhu kamar selama 6 — 15 menit setelah itu cuci dengan air yang
mengalir sebanyak tiga kali, dan pencucian terakhir direndam dalam air selama 10
menit. Selanjutnya keringkan dan letakkan di atas glass objek.
Pewarnaan imunohistokimia yang digunakan pada penelitian ini adalah
untuk menentukan pemeriksaan TNF-a,, IL-18, Runx2, COL-1, LL-37
1. Pewarnaan TNF-a: dilakukan pemberian anti TNF-a antibody monoclonal
mouse (ABIN3023860, antibodies-online.com®)

2. Pewarnaan IL-1pB: dilakukan pemberian anti IL-1 antibody monoclonal mouse
(ABIN3201456, antibodies-online.com®)

3. Pewarnaan Runx2: dilakukan pemberian Runx2 antibody monoclonal rat
(clone 4D5) LS-B4294 (LifeSpan BioScience,Inc®)

4. Pewarnaan COL-1: dilakukan pemberian COL-1A1, antibody monoclonal rat
(clone 3C3) LS-C765684 (LifeSpan BioScience,Inc®)

5. Pewarnaan LL37 : dilakukan pemberian Cathelicidin Polyclonal Antibody
Rabbit, (bs-4735R-HRP) (Bioss Antibodies®)

Seluruh pemeriksaan ini menggunakan foto sediaan yang di ambil

menggunakan kamera digital Panasonic GX-8, kemudian dihitung sediaan tersebut
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menggunakan mikroskop cahaya biasa merk Olympus BX-41, dengan pembesaran
1000x yang dilihat pada 20 lapang pandang dan soft ware pengolah gambar Image

Raster 4
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4.10 Alur Penelitian
f 1.Prosedur pengambilan In Vitro 4 Prosedur pembuatan bubisk 6. Hewan coba In Vivo
i human umbical cord :scaffoldAnadaraGranosa E | l | i
I | 2. Prosedur isolasi dan kultur hUCMSc ‘ . .
i | Koloni hUCMSCs | : E ‘ Pemasangan Implan pada femur ‘ i
: l . < | 7. Prosedur Induksi LPS |
| 3. Karakterisasi : y |
3 1 | 5. Uji toksisitas (MTT assay) | | > | 9. Peri implantitis (2 dan 4 minggu) | i
? { ] : | N E S I j
Imunositrometri Flowsitrometri
_____________________________________________________________________ ! ! ! ]
o) o] ] ]
2 minggu 2 minggu 2 minggu 2 minggu 2 minggu
4 m}nggu 4 minggu 4 minggu 4 mingu 4 minggu

HE IHC

:g:::g::ztt ) TLIEI"I:t-)zltf: «— | 11. Pengambilan specimen Penelitian |

*BIC - Col -1

* RunX2

o 137 | 13. Analisis data, bahasan dan simpulan penelitian |

4.3 Alur Penelitian
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Keterangan:

1.

(KN2): Kelompok kontrol negatif yang dipasang implan di femur dan

diterminasi setelah 2 minggu

. (KN4): Kelompok kontrol negatif yang dipasang implan di femur dan

diterminasi setelah 4 minggu

(KP2) : Kelompok kontrol positif yang dipasang implan di femur dan diberi
LPS diterminasi 2 minggu

(KP4): Kelompok kontrol positif yang dipasang implan di femur dan diberi
LPS diterminasi 4 minggu

(KPA2) : Kelompok perlakuan periimplantitis yang diberi scaffold HA-TCP
dan diterminasi setelah 2 minggu

(KPA4) : Kelompok perlakuan periimplantitis yang diberi scaffold HA-TCP

dan diterminasi setelah 4 minggu

. (KPU2) : Kelompok perlakuan periimplantitis yang diberi hUCMSCs dan

diterminasi setelah 2 minggu
(KPU4) : Kelompok perlakuan periimplantitis yang diberi hUCMSCs dan

diterminasi setelah 4 minggu

. (KPAU2): Kelompok perlakuan periimplantitis yang diberi hUCMSCs dan

scaffold HA-TCP, diterminasi setelah 2 minggu

10. (KPAU4): Kelompok perlakuan periimplantitis yang diberi hUCMSCs dan

scaffold HA-TCP, diterminasi setelah 4 mingggu

a. dilanjutkan dengan uji Multiple Comparison LSD
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b. Analisis jalur digunakan untuk menganalisis hubungan antara ekspresi
LL-37, TNF-a, IL-1B, Runx2, COL-1, osteoblas, osteoklas, BIC pada
daerah sekeliling implan

c. Analisis jalur untuk mengetahui hubungan kausalistik antara hUCMSCs

dan scaffold HA-TCP terhadap berbagai variabel regenerasi tulang.

4.11 Kelaikan Etik
Kelaikan etik untuk pengambilan sampel tali pusat di Instalasi Rawat Darurat dan
Gedung Bedah Pusat Terpadu RSUD dr. Soetomo dan di Fakultas Kedokteran Gigi

Universitas Airlangga
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

5.1.Deskripsi hasil penelitian in vitro (tahap 1)
5.1.1 Isolasi dan Kultur hUCMSCs

Pada penelitian ini dilakukan isolasi dan karakterisasi hUCMSCs dari plasenta
bayi (umbilical cord) dilanjutkan dengan kultur hingga passage ke 4 (P4). Morfologi
hUCMSCs pada passage keempat menunjukkan bentukan gelondongan (spindle
shape) confluent 80% dan seperti fibroblast (fibroblast like-cells) yang melekat pada

dasar kultur plate, dapat dilihat pada gambar 5.1

Gambar 5.1 Morfologi hUCMSCs pada passage keempat berbentuk memanjang dan
confluent 80% (inverted microscope, pembesaran 200x)

5.1.2 Karakterisasi hUCMSCs

Pemeriksaan dengan metode imunohistokimia (IHC) dengan pewarnaan
imunofluorosensi berlabel FITC berwarna hijau pengamatan menggunakan mikroskop
cahaya fluoresensi inverted dengan pembesaran 100x. Konfirmasi hUCMSCs yang
dikultur adalah MSCs dilakukan dengan pengamatan pada positif CD34, ekspresi
positif CD45, ekspresi positif CD90, dan ekpresi positif CD105 yang positif berpendar

yang dapat dilihat pada gambar 5.2

97
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Gambar 5.2 Morfologi hUCMSCs pada passase keempat menunjukkan bentukan gelondong
(spindle shape) seperti fibroblast (fibroblast like cells) yang melekat pada dasar plate (tanda panah
merah). Pemeriksaan menggunakan pewarnaan imunofluorosensi yang diamati menggunakan
mikroskop cahaya fluorosensi inverted dengan pembesaran 100x. (A) Ekspresi CD34(+); (B)
Ekspresi CD45(+); (C) Ekspresi CD90(+); (D) Ekspresi CD105(+) berpendar positif

Pemeriksaan flowcytometry dilakukan untuk karakterisasi hUCMSCs sebagai MSCs
untuk memperkuat konfirmasi. Hasil pemeriksaan flowcytometry dijumpai bahwa hUCMSCs

mengekspresikan CD34, tampak pada gambar 5.3
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Gambar 5.3 Karakterisasi hUCMSCs passage keempat dengan pemeriksaan flowcytometry. A.
hUCMSCs mengekspresikan (+) CD90 dan ekspresikan (+) CD 45; B. hUCMSCs mengekspresikan
petanda MSCs yaitu (+)CD73, (+)CD105

5.1.3 Uji viabilitas hUCMSCs terhadap scaffold HA-TCP

Uji viabilitas hUCMSCs terhadap scaffold HA-TCP dilakukan dengan menggunakan
MTT-Assay. Uji viabilitas ini dilakukan menggunakan hUCMSCs pada passage kelima. Sel
hUCMSCs yang hidup akan memetabolisme MTT membentuk kristal formazan yang berwarna
ungu (crystal violet). Variasi berat scaffold HA-TCP yang diujikan pada hUCMSCs adalah 5
Mg, 10 pg , 50ug, 75 pg, 100 pg, 300 g, 500 pg, 1000 pg. Kristal formazan terbentuk pada

hUCMSCs yang dipapar dengan variasi berat scaffold HA-TCP pada gambar 5.4.

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 100

Persentase viabilitas hUCMSCs setelah dipapar dalam beberapa variasi berat scaffold
HA-TCP menunjukkan data tidak terdistribusi normal dan homogen (Tabel 5.1). Persentase
viabilitas hUCMSCs yang dipapar oleh variasi berat scaffold HA-TCP tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan dengan uji MTT assay . Viabilitas hUCMSCs diatas 50% yang
artinya scaffold HA-TCP dengan variasi berat yang diberikan kepada hUCMSCs bersifat tidak

toksik.

75 pg 10 pug 5pg

Gambar 5.4 Bentukan kristal formazan berwana biru keunguan (tanda panah merah) hasil reaksi MTT
assay dijumpai pada hUCMSCs yang diberi scaffold HA-TCP dengan dosis 5 ug, 10 pg , 50ug, 75
Mg, 100 pg, 300 pg, 500 pg, 1000 pg yang diamati dengan mikroskop cahaya inverted (Olympus,
Tokyo, Jepang dengan pembesaran 400)x
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Tabel 5.1 Deskripsi mean, simpang baku (SD) dan uji beda antar kelompok (Anova) hasil persentasi
viabilitas hUCMSCs setelah diberi scaffold HA-TCP

Groups Viability Normality § Homogeneity | ANOVA
(Dose) (1) Percentage (%) of test Test
HUCMSCs
Kontrol 0.47 + 0.02
1000 69.11 + 9.39 0.05
500 73.93 + 8.47 0.31
300 70.31+ 0.16 0.05
100 71.33+ 1.00 0.53 0.56 0.00
75 73.56 + 0.27 1.00
50 75.88+ 0.42 0.63
10 97.12+ 1.85 0.58
5 104.45 + 5.68 0.42
—
—
| J : | ]
150- T = 4
N r - = :
o *
2 : T
= 100+
T
‘S
2
S 50-
(1]
s
X

*information: significant at p<0.05

Gambar 5.5 Diagram batang mean dan simpang baku (SD) persentase viabilitas hUCMSCs setalah diberi

DISERTASI

scaffold HA-TCP dianalisa dengan MTT assay
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5.1.4 Uji perlekatan scaffold HA-TCP pada hUCMSCs menggunakan BrDU dengan
pemeriksaan confocal lightning scanning microscope (CLSM)

Uji perlekatan hUCMSCs pada scaffold HA-TCP dilakukan selama 24 jam dan 72 jam
secara in vitro. Sel hUCMSCs yang digunakan adalah pada passage keenam yang telah di
seeded dengan scaffold HA-TCP sebanyak 1,5 ug menggunakan BrDU selama 24 jam dan 72
jam  Uji perlekatan dilakukan menggunakan pemeriksaan confocal lightning scanning
microscope (CLSM) (Olympus FV1000, Tokyo, Japan) dengan pembesaran 400x, dihitung
jumlah hUCMSCs yang melekat terhadap scaffold HA-TCP pada 24 jam dan 72 jam (Tabel
5.2). Hasil perlekatan terbanyak ditemukan pada waktu 24 jam setelah di seeded oleh scaffold
HA-TCP (gambar 5.6). Ekspresi perlekatan hUCMSCs terhadap scaffold HA-TCP dapat
diketahui dengan pendaran cahaya yang tampak paling kuat pada seeded ke 24 jam (gambar

5.7)

Tabel 5.2 Deskripsi rerata, standar deviasi (SD) dan uji Mann-Whitney pada perlekatan hUCMSCs
terhadap scaffold HA-TCP setelah di seeded selama 24 jam and 72 jam.

Groups Normality Homogenity
(Time) Mean=SD Test Test Mann-Whitney
(Shapiro-Wilk) (Levene Test)
K-24 H
BrDU 499.75+ 514 0.942
K-72 H
BrDU 509.00 £+ 120.08 0.729
0.019**
P-24 HBrDU | 44675.25 + 3740.54 0.865 0.0001*
P-72H BrDU | 5069.50 +213.15 0.913

Information: *data was not homogenous revealed with Levene’s test p<0.05; **significant different between
groups p<0.05.
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Gambar 5.6 Diagram batang rerata dan simpang baku (SD) perlekatan hUCMSCs terhadap scaffold
HA-TCP menggunakan BrDU pada 24 jam dan 72 jam. *informasi ada perbedaan signifikan antara
perlekatan hUCMSCs terhadap scaffold HA-TCP dengan analisan Kruskall Wallis

K-24 plain P-24 group

Gambar 5.7 perlekatan hUCMSCs terhadap scaffold HA-TCP dengan variasi waktu 24 jam dan 72
jam (yang bertanda merah) dengan pembesaran 400x
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5.2 Deskripsi hasil penelitian in vivo (tahap I1)

Setelah melakukan penelitian in vitro hUCMSCs terhadap scaffold HA-TCP maka
penelitian dilanjutkan secara in vivo untuk melakukan evaluasi pemberian kombinasi
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada tikus yang telah dipasang implan dan dibuat keradangan
dengan diinduksi LPS sehingga menghasilkan model periimplantitis. Penelitian dilakukan di
laboratorium hewan coba ITD dan laboratorium Stem Cell. Penelitian in vitro maupun in vivo
dimulai sejak Maret 2020 sampai Mei 2022. Seluruh hewan coba pada penelitian ini diperoleh
dari pusat pemeliharaan hewan coba di Malang. Penelitian ini telah melalui uji kelaikan etik
dari komisi etik penelitian Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga (lampiran 2)

Dari 70 ekor tikus Wistar yang digunakan didapatkan dalam kondisi baik, terminasi
dilakukan sesuai waktu yang ditentukan di minggu ke-2 dan minggu ke-4. Tujuhpuluh tikus
tersebut dibagi menjadi 14 ekor kelompok kontrol negatif (KN2 dan KN4), 14 ekor kelompok
kontrol positif (KP2 dan KP4), 14 ekor kelompok perlakuan hUCMSCs (KPU2 dan KPU4),
14 ekor kelompok perlakuan scaffold HA-TCP (KPA2 dan KPA4), 14 ekor kelompok
perlakuan kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP (KPAU 2 dan KPAU4).

Seluruh kelompok tikus mendapatkan pemberian makanan dan minuman yang sama,
dalam sanitasi, temperatur dan kelembaban kandang yang sama. Semua tampak menjalani
aktivitas normal dan tidak tampak adanya kelainan atau sakit sampai waktu terminasi
ditentukan. Tikus diterminasi untuk dilakukan pengambilan femur sebelah kanan lalu
dilakukan pewarnaan untuk melihat ekspresi LL-37, TNF-a, IL-153, Runx2, Kolagen tipe I, sel
osteoblas, sel osteoklas dan BIC melalui pemeriksaan HE dan IHC yang selanjutnya dilakukan
analisis data terhadap data-data tersebut.

5.2.1 Hasil pemeriksaan imunohistokimia (IHC) variabel inflamasi
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5.2.1.1 Hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi LL-37

Pada hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi LL-37 pada semua kelompok (KN, KP,
KPA, KPU, KPAU) ditandai dengan kromogen cokelat pada makrofag yang diamati

menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x (gambar 5.8)

Gambar.5.8 Gambaran hasil pemeriksaan imunohistokimia LL-37 pada daerah periimplan (diberi
panah dengan pembesaran 1000x)
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Tabel 5.3 Deskripsi mean, simpang baku (SD), uji homogenitas, uji normalitas kelompok ekspresi

LL37
Minggu *
Kelompok & P

2 4 *xp

2 4

Mean £ SD

KN 3,29 +£1,799 4,86 + 2,340 0,200 0,200

KP 6,29 £ 1,799 7,00 £ 1,633 0,200 0,200
KPA 7,57 £2,070 9,29 + 2,215 0,200 0,200 0,857

KPU 9,43 +£2,299 10,57 £ 2,370 | 0,200 0,200

KPAU 10,43+2,370 | 12,43+2,699 | 0,200 0,124

*informasi: signifikan normalitas tiap kelompok pada p>0,05 pada antar kelompok
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data normal antar kelompok
**informasi ; signifikan homogenitas antar kelompok, berdasarkan uji Levene test (p > 0,05)
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Gambar 5.9 Diagram batang rerata dan simpang baku (SD) ekspresi LL-37 antar

DISERTASI

kelompok.*informasi; signifikan pada p<0,05 pada antar kelompok
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Tabel 5.4 Hasil Uji Post-Hoc LSD LL37

EEEEEEHHE -~

*Keterangan : mempunyai perbedaan yang bermakna (p < 0,05)

Hasil rerata dan simpang baku (SD) ekspresi LL-37 antar kelompok dapat dilihat pada
tabel 5.3. Pada penelitian ini ekspresi LL-37 dijumpai paling tinggi pada kelompok KPAU 4
dan ekspresi paling rendah berada di kelompok KN2. Pada kelompok KN di minggu ke-2 dan
minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan terhadap ekspresi LL-37, begitu juga
pada kelompok KP minggu ke-2 terhadap KP minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan yang
signifikan (p>0,05). Ekspresi LL-37 pada kelompok KPA di minggu ke-2 dan minggu ke-4
juga tidak tampak perbedaan yang signifikan, hal ini juga tampak pada ekspresi LL-37 pada
kelompok KPU2 terhadap KPU4. Pada kelompok KPAU2 terhadap KPAU4 juga tidak tampak
adanya perbedaan yang signifikan terhadap ekpresi LL-37.
Pada kelompok KP2 dan KP4 tidak tampak perbedaan yang signifikan pada ekspresi LL-

37 terhadap kelompok KPA2 kecuali pada KPA4 tampak ada perbedaan yang signifikan
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dimana p < 0,05, sedangkan pada kelompok KP2 dan KP4 terdapat perbedaan yang signifikan
terhadap kelompok KPU2 maupun KPU4 serta terhadap kelompok KPAU2 dan KPAU4 yang
ditandai dengan nilai p < 0,05. Pada kelompok KPU minggu ke-2 maupun minggu ke-4 tampak
tidak ada perbedaan yang signifikan pada ekpresi LL-37 terhadap kelompok KPAU2 maupun
KPAU4, akan tetapi pada kelompok KPU2 nampak perbedaan yang signifikan terhadap
kelompok KPAU4. Begitu juga dengan kelompok KP2 dan KP4 terdapat perbedaan signifikan

terhadap kelompok KPAU2 dan KPAU4 yang ditandai dengan nilai p<0,05.

5.2.1.2 Hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi TNF-o
Pada hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi TNF-o dijumpai pada semua
kelompok (KN, KP, KPA, KPU, KPAU) ditandai dengan kromogen cokelat pada makrofag

yang diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x (gambar 5.10).

g
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»
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Gambar 5.10 Gambaran hasil pemeriksaan imunohistokimia TNF - o pada daerah perimplan (diberi
panah dengan pembesaran 1000x
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Tabel 5.5 Deskripsi mean, simpang baku (SD), uji normalitas dan homogenitas antar kelompok
ekspresi TNF-a

Minggu p*
Kelompok 2 4 ) A **p
Mean £ SD

KN 257+1272 |357+152 0,200 0,200
KP 6,29+1,604 |9,00+1,291 0,089 0,200
KPA 7,71+1,496 | 5,57 +2,225 0,200 0,200 0,707
KPU 6,57 +1512 |4,43+1512 0,200 0,200
KPAU 4,43+1512 | 3,29 +1,604 0,200 0,200

*informasi: signifikan normalitas tiap kelompok pada p > 0,05 pada antar kelompok

Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data normal antar kelompok
**informasi ; signifikan homogenitas antar kelompok, berdasarkan uji Levene test (p > 0,05)

Tabel 5.6 Hasil Uji Post-Hoc LSD TNF-o

KPA2

*
*

* .

*

*
*
*
*
*

*
*

*Keterangan : mempunyai perbedaan yang bermakna (p < 0,05)
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Gambar 5.11 Diagram batang mean dan simpang baku (SD) ekspresi TNF-a antar kelompok

Hasil rerata dan simpang baku (SD) ekspresi TNF-a antar kelompok dapat dilihat
pada tabel 5.3 dan gambar 5.9. Penelitian ini menunjukkan ekspresi TNF-o dijumpai paling
tinggi pada kelompok KP di minggu ke 4 dan ekspresi paling rendah berada di kelompok KN
di minggu ke 4. Terdapat perbedaan signifikan antara kelompok KN minggu ke 2 dengan
seluruh kelompok kecuali pada kelompok KN dan KPAU minggu ke 4 (signifikansi p < 0,05).
Ekspresi TNF-a pada kelompok KN minggu ke 4 terdapat perbedaan signifikan dengan KP2,
KP4, KPA2, KPA4, KPU2 dengan nilai p < 0,05, tetapi kelompok KN minggu 4 ini tidak ada
perbedaan signifikan dengan KPU4, KPAU2 dan KPAU4. Hal ini diasumsikan bahwa pada
kelompok KN ekspresi TNF-a. memiliki jumlah yang hampir sama dengan kelompok KPAU.
Ekspresi TNF-a pada kelompok kontrol positif (KP) baik di minggu 2 dan minggu 4 memiliki
perbedaan signifikan terhadap jumlah ekspresi TNF-o pada kelompok perlakuan kombinasi
KPAU minggu 2 dan minggu ke 4, sedangkan dengan kelompok KPA2 dan KPU2 tidak
terdapat perbedaan yang signifikan. Pada kelompok KPA2 jika dibandingkan dengan KPA4
tampak terdapat perbedaan yang signifikan terhadap jumlah ekspresi TNF-a. (p<0,05),
sedangkan pada kelompok KPU?2 jika dibandingkan dengan kelompok KPU4 juga memiliki
perbedaan yang signifikan terhadap ekspresi TNF-a.. Pada kelompok kombinasi hUCMSCs

dan scaffold HA-TCP menunjukkan ekspresi TNF-o yang menurun diminggu ke-4 hal ini

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 111

kemungkinan disebabkan pada minggu ke-4 proses inflamasi sudah mulai menurun dan bahkan
hilang sehingga digantikan dengan proses pembentukan tulang atau bone remodelling. Pada
ekspresi TNF-a di minggu ke 2 dan minggu ke-4 pada kelompok KPAU tidak ada perbedaan

yang bermakna.

5.2.1.3 Hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi IL-1B
Pada hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi IL-18 pada semua kelompok (KN,
KP, KPA, KPU, KPAU) ditandai dengan kromogen cokelat pada makrofag yang diamati

menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x (gambar 5.12)

Gambar 5.12. Gambaran hasil pemeriksaan imunohistokimia IL-1 BETHA pada daerah peri implan
(diberi panah dengan pembesaran 1000x)
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Tabel 5.7 Deskripsi mean, simpang baku (SD), uji normalitas dan homogenitas antar kelompok
ekspresi IL-1p

Minggu p*
Kelompok 2 4 ) A )
Mean + SD

KN 4,71 +£1,380 | 3,57 +1,27 0,063 0,200
KP 11,43+1512 | 8,14 +1,676 0,024 0,200
KPA 700 +£1915 | 4,71 £1,113 0,200 0,200 0,921
KPU 6,43 +1,813 | 4,71 +£1,976 0,200 0,200
KPAU 3,86 £1,574 | 357 +£1,718 0,200 0,200

*informasi: signifikan normalitas tiap kelompok pada p>0,05 pada antar kelompok
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data normal antar kelompok
**informasi ; signifikan homogenitas antar kelompok, berdasarkan uji Levene test (p > 0,05)
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Gambar 5.13 Diagram batang rerata dan simpang baku (SD) ekspresi IL-13 antar kelompok.
*informasi; signifikan pada p<0,05 pada antar kelompok
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Tabel 5.8 Hasil Uji Post-Hoc LSD IL-1B

Kelompok

*

*Keterangan : mempunyai perbedaan yang bermakna (p < 0,05)

Hasil rerata dan simpang baku (SD) ekspresi 1L-1p antar kelompok dapat dilihat pada
tabel 5.3. Penelitian ini ekspresi IL-1p dijumpai paling tinggi pada kelompok KP di minggu
ke-2 dan ekspresi paling rendah berada di kelompok KPAU di minggu ke 2 dan 4. Terdapat
perbedaan signifikan antara kelompok KN minggu ke 2 dengan kelompok KP2, KP4, begitu
juga kelompok KN minggu ke 4 terdapat perbedaan signifikan dengan kelompok KP2 dan KP4
dengan p<0,05. Ekspresi IL-1B pada kelompok KP2 terdapat perbedaaan signifikan pada
seluruh kelompok, sedangkan pada kelompok KP4 terdapat perbedaan signifikan hanya pada
kelompok KN, KPA4, KPU4 serta KPAU minggu ke 2 dan minggu ke 4. Kelompok dengan
perlakuan KPA pada minggu ke-2 terhadap minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan yang

signifikan (p > 0,05), sedangkan pada kelompok KPU2 terhadap KPU4 juga tidak terdapat
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perbedaan bermakna, begitu juga pada kelompok KPAU di minggu ke-2 terhadap KPAU
minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan signifikan pada ekspresi IL-1B. Pada kelompok KPA2
jika dibandingkan dengan KPA4 tampak terdapat perbedaan yang signifikan terhadap jumlah
ekspresi IL-1B (p<0,05), sedangkan pada kelompok KPU2 jika dibandingkan dengan
kelompok KPU4 juga memiliki perbedaan yang signifikan terhadap ekspresi IL-1pB. Tidak ada
perbedaan yang terlalu bermakna pada kelompok KPAU diminggu ke 2 dan minggu ke 4. Jika
ekspresi IL-1p pada kelompok KP2 dibandingkan dengan kelompok KPA2, KPA4, KPU2,
KPU4, KPAU2 dan KPAU4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan (p>0,05). Ekspresi IL-
1B pada kelompok KP4 terdapat perbedaan yang signifikan hanya pada kelompok KPA4,
KPU4, KPAU2 dan KPAU4. Kelompok KPU di minggu ke 2 hanya tampak perbedaan yang
signifikan terhadap kelompok KPAU 2 dan KPAU 4. Hal ini dikarena IL-13 merupakan
marker pro inflamasi dimana pada kondisi periimplantitis marker tersebut mengekspresikan
inflamasi, hal ini juga terjadi pada kelompok KPA, KPU dan KPAU dengan jumlah yang lebih

sedikit dibandingkan dengan kelompok kontrol.

5.2.2 Hasil pemeriksaan IHC variabel remodelling tulang

5.2.2.1 Hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi Runx2

Pada hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi Runx2 pada semua kelompok (KN,
KP, KPA, KPU, KPAU) ditandai dengan kromogen cokelat pada osteoblas yang diamati

menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x (gambar 5.14)
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Gambar 5.14 Gambaran hasil pemeriksaan imunohistokimia Runx2 pada daerah periimplan (diberi
panah dengan pembesaran 1000x)

Tabel 5.9 Deskripsi rerata, simpang baku (SD), uji normalitas dan homogenitas antar kelompok

ekspresi RunXx2

1 *
Kelompok Mingou D
2 4 **p
Mean + SD

KN 6,43+ 1,718 8,29 + 2,498 0,200 0,200

KP 3,43+1,618 5,29 £ 1,704 0,200 0,101

KPA 6,43+ 1,718 8,71+ 1,799 0,200 0,200 0,861
KPU 8,43 + 1,988 9,86 +2,911 0,200 0,200

KPAU 13,86 + 2,410 | 14,29 + 1,496 0,200 0,200

*informasi: signifikan normalitas tiap kelompok pada p>0,05 pada antar kelompok
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data normal antar kelompok
**informasi ; signifikan homogenitas antar kelompok, berdasarkan uji Levene test (p > 0,05)
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Gambar 5.15 Diagram batang rerata dan simpang baku (SD) ekspresi RunX2 antar kelompok.
*informasi; signifikan pada p<0,05 pada antar kelompok

Tabel 5.10 Hasil Uji Post-Hoc LSD Runx2

Kelompok

*
*

* * ......

*
*

* ’ ..

*
*

*Keterangan : mempunyai perbedaan yang bermakna (p < 0,05)
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Hasil rerata dan simpang baku (SD) ekspresi Runx2 antar kelompok dapat dilihat pada
tabel 5.7. Pada penelitian ini ekspresi Runx2 tampak paling tinggi pada kelompok KPAU di
minggu ke-4 dan ekspresi paling rendah berada di kelompok KP di minggu ke-2. Kelompok
KN diminggu ke-2 dan minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan terhadap ekspresi
Runx2, begitu juga pada kelompok KP minggu ke-2 terhadap KP minggu ke-4 tidak terdapat
perbedaan yang signifikan (p>0,05). Ekspresi Runx2 pada kelompok KPA di minggu ke-2 dan
minggu ke-4 juga tidak ada perbedaan yang signifikan, hal ini juga tampak pada ekspresi
Runx2 pada kelompok KPU2 terhadap KPU4, KPAU2 terhadap KPAU4 yang tidak berbeda
signifikan. Kelompok KP2 dan KP4 terdapat perbedaan yang signifikan pada ekspresi Runx2
terhadap kelompok KPA2 maupun KPA4, sedangkan pada kelompok KP2 dan KP4 terdapat
perbedaan yang signifikan juga terhadap kelompok KPU2 maupun KPU4 dan kelompok
KPAU2 dan KPAU4 yang ditandai dengan nilai p < 0,05. Pada kelompok KPU minggu ke-2
maupun minggu ke-4 tampak perbedaan yang signifikan pada ekpresi Runx2 terhadap
kelompok KPAU2 maupun KPAU4. Begitu juga dengan kelompok KP2 dan KP4 terdapat
perbedaan signifikan terhadap kelompok KPAU2 dan KPAU4 yang ditandai dengan nilai

p<0,05.

5.2.2.2 Hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi Kolagen 1 (COL-1)

Pada hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi Kolagen 1 pada semua kelompok
(KN, KP, KPA, KPU, KPAU) ditandai dengan ketebalan serabut-serabut kolagen didalam
matrik genesisosteoklas yang memendarkan warna kecoklatan yang diamati menggunakan

mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x (gambar 5.16)
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Gambar.5.16 Gambaran hasil pemeriksaan imunohistokimia kolagen 1 (Col1-Al) pada daerah
periimplan (diberi panah dengan pembesaran 1000x)

Tabel 5.11 Deskripsi rerata, simpang baku (SD), uji homogenitas, uji normalitas antar kelompok
ekspresi COL-1

Minggu *
Kelompok & D
2 4 **p
2 4
Mean + SD

KN 6,14 +£1,345 | 6,572,070 0,200 0,200

KP 3,00+1,414 | 3,86+1,464 0,200 0,195

KPA 729+1496 |8,29+1,113 0,200 0,200 0,230

KPU 757+2225 |8,71+1,496 0,200 0,200

KPAU 8,57+2,760 | 11,00+1,826 | 0,200 0,105

*informasi: signifikan normalitas tiap kelompok pada p>0,05 pada antar kelompok
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data normal antar kelompok
**informasi ; signifikan homogenitas antar kelompok, berdasarkan uji Levene test (p >0,05)
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Gambar 5.17 Diagram batang rerata dan simpang baku (SD) ekspresi kolagen1(COL-1) antar

kelompok.
*informasi; signifikan pada p<0,05 pada antar kelompok

Tabel 5.12 Hasil Uji Post-Hoc LSD COL-1

Kelompok

*Keterangan : mempunyai perbedaan yang bermakna (p < 0,05)
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Hasil rerata dan simpang baku (SD) ekspresi COL-1 antar kelompok dapat dilihat
pada tabel 5.3. Pada penelitian ini ekspresi COL-1 paling tinggi pada kelompok KPAU di
minggu ke 4 dan ekspresi paling rendah berada di kelompok KP di minggu ke 2. Pada
kelompok KN diminggu ke-2 dan minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan
terhadap ekspresi COL-1, begitu juga pada kelompok KP minggu ke-2 terhadap KP minggu
ke-4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan (p>0,05). Ekspresi COL-1 pada kelompok KPA
di minggu ke-2 dan minggu ke-4 juga tidak tampak ada perbedaan yang signifikan, hal ini juga
tampak pada ekspresi COL-1 pada kelompok KPU2 terhadap KPU4. Pada kelompok KPAU2
terhadap KPAU4 tampak adanya perbedaan yang signifikan terhadap ekpresi COL-1.

Pada kelompok KP2 dan KP4 nampak perbedaan yang tidak signifikan pada ekspresi
COL-1 terhadap kelompok KPA2 maupun KPA4, sedangkan pada kelompok KP2 dan KP4
juga terdapat perbedaan yang tidak signifikan begitu juga kelompok KPU2 maupun KPU4 serta
terhadap kelompok KPAU2 dan KPAU4 yang ditandai dengan nilai p < 0,05. Pada kelompok
KPU minggu ke-2 maupun minggu ke-4 tampak tidak ada perbedaan yang signifikan pada
ekspresi COL-1 terhadap kelompok KPAU2 maupun KPAU4, akan tetapi pada kelompok
KPU4 nampak perbedaan yang signifikan terhadap kelompok KPAU4. Begitu juga dengan
kelompok KP2 dan KP4 terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok KPAU2 dan

KPAU4 yang ditandai dengan nilai p<0,05.

5.2.2.3 Hasil pemeriksaan HE jumlah hitung osteoblas

Pada hasil pemeriksaaan Hematoxylin Eosin (HE), jumlah osteoblas tampak pada
seluruh kelompok perlakuan maupun kelompok kontrol. Morfologi sel osteoblas yaitu sel
berinti tunggal, berbenuk bulat, terletak pada permukaan tulang alveolar yang berada

disekeliling area implant mulai dari cortical bone hingga kearah bone marrow (tanda panah
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hitam) yang diamati pada perbesaran 400x dengan mikroskop cahaya dengan 20 lapang

pandang (gambar 5.18).

Gambar 5.18 Gambaran hasil pemeriksaan Hematoxylin Eosin (HE) Osteoblas pada daerah periimplan
(diberi panah dengan pembesaran 400x)
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Gambar 5.19. Diagram batang rerata dan simpang baku (SD) ekspresi osteoblas antar kelompok.
*informasi; signifikan pada p<0,05 pada antar kelompok

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

122

Tabel 5.13. Deskripsi rerata, simpang baku (SD), uji homogenitas, uji normalitas kelompok jumlah

hitung Osteoblas
Minggu *

Kelompok 2 D

2 4 **p

Mean = SD

KN 3,29 +£1,799 486 +2,340 0,200 0,200
KP 6,29 +1,799 7,00 +1,633 0,200 0,200
KPA 7,57 +£2,070 9,29 +2215 0,142 0,200 0,119
KPU 9,43 +2,299 10,57 + 2,370 0,200 0,200
KPAU 10,43+2,370 | 12,43+ 2,699 0,200 0,200

*informasi: signifikan normalitas tiap kelompok pada p>0,05 pada antar kelompok
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data normal antar kelompok
**informasi ; signifikan homogenitas antar kelompok, berdasarkan uji Levene test (p > 0,05)

Tabel 5.14 Hasil Uji Post-Hoc LSD Osteoblas

Kelompok

*Keterangan : mempunyai perbedaan yang bermakna (p < 0,05)
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Hasil rerata dan simpang baku (SD) ekspresi osteoblas antar kelompok dapat dilihat
pada tabel 5.3. Penelitian ini menunjukkan ekspresi osteoblas paling tinggi pada kelompok
KPAU di minggu ke-4 dan ekspresi paling rendah berada di kelompok KN di minggu ke-2 dan
KP minggu ke-2. Pada kelompok KN diminggu ke-2 dan minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan
yang signifikan terhadap ekspresi osteoblas, begitu juga pada kelompok KP minggu ke-2
terhadap KP minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan (p>0,05). Ekspresi
osteoblas pada kelompok KPA di minggu ke-2 dan minggu ke-4 juga tidak ada perbedaan yang
signifikan, hal ini juga tampak pada ekspresi osteoblas pada kelompok KPU2 terhadap KPU4.
Pada kelompok KPAU?2 terhadap KPAU4 tampak adanya perbedaan yang signifikan terhadap

ekspresi osteoklas.

Pada kelompok KP2 dan KP4 ada perbedaan yang signifikan pada ekspresi osteoblas
terhadap kelompok KPA2 dan KPA4 dimana p < 0,05, demikian juga pada kelompok KP2 dan
KP4 terdapat perbedaan yang signifikan terhadap kelompok KPU2 maupun KPU4 serta
terhadap kelompok KPAU2 dan KPAU4 yang ditandai dengan nilai p < 0,05. Kelompok KPU
minggu ke-2 tampak ada perbedaan yang signifikan ekspresi osteoblas terhadap kelompok
KPAU2 maupun KPAU4, akan tetapi pada kelompok KPU4 nampak perbedaan yang
signifikan hanya kelompok KPAU4. Kelompok KP2 dan KP4 terdapat perbedaan signifikan

terhadap kelompok KPAU2 dan KPAU4 yang ditandai dengan nilai p<0,05.

5.2.2.4 Hasil pemeriksaan HE jumlah hitung osteoklas

Pada hasil pemeriksaaan histopatologi Hematoxylin Eosin (HE), osteoklas dijumpai
pada semua kelompok (KN, KP., KPA, KPU, KPAU), Morfologi sel osteoklas yaitu sel berinti
banyak, dan berukuran besar, terletak pada permukaan tulang disertai dengan daerah teresorpsi
(tanda panah merah) yang diamati pada perbesaran 1000x dengan mikroskop cahaya (gambar

5.20)
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Gambar 5.20 Gambaran hasil pemeriksaan Hematocylin Eosin (HE) jumlah hitung Osteoklas antar
kelompok(diberi panah hitam dengan pembesaran 1000x)
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Gambar 5.21. Diagram batang rerata dan simpang baku (SD) ekspresi osteoklas antar kelompok.
*informasi; signifikan pada p<0,05 pada antar kelompok
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Tabel 5.15 Deskripsi rerata, simpang baku (SD), uji homogenitas, uji normalitas antar kelompok
jumlah hitung Osteoklas
Minggu *p
Kelompok 2 4 **p
Rerata £ SD

KN 3,86 £ 1,952 4,57 + 1,397 0,200 0,200

KP 13,86 +2,410 | 14,29 + 1,496 0,200 0,200

KPA 7,00 £ 1,528 6,57 £1,512 0,142 0,200 0,119

KPU 7,43 +1,718 6,43+ 1,718 0,200 0,200

KPAU 5,00 + 2,236 2,43+ 1,272 0,200 0,011

*informasi: signifikan normalitas tiap kelompok pada p>0,05 pada antar kelompok
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data normal antar kelompok
**informasi ; signifikan homogenitas antar kelompok, berdasarkan uji Levene test (p >0,05)

Tabel 5.16 Hasil Uji Post-Hoc LSD Osteoklas

H Kelompok

’ i ’ i ’ i lll

* * *
* * *
* *
* *
* * * * * *

*Keterangan : mempunyai perbedaan yang bermakna (p < 0,05)

Hasil rerata dan simpang baku (SD) ekspresi osteoklas antar kelompok dapat dilihat

pada tabel 5.15. Penelitian ini ekspresi osteoklas paling tinggi pada kelompok KP di minggu
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ke 4 dan ekspresi paling rendah berada di kelompok KPAU di minggu ke-4. Pada kelompok
KN diminggu ke-2 dan minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan terhadap ekspresi
osteoklas, begitu juga pada kelompok KP minggu ke-2 terhadap KP minggu ke-4 tidak terdapat
perbedaan yang signifikan (p>0,05). Ekspresi osteoblas pada kelompok KPA di minggu ke-2
dan minggu ke-4 juga tidak tampak ada perbedaan yang signifikan, hal ini juga tampak pada
ekspresi osteoblas pada kelompok KPU2 terhadap KPU4. Pada kelompok KPAU?2 terhadap
KPAU4 tampak adanya perbedaan yang signifikan terhadap ekpresi osteoklas dengan nilai p <

0,05.

Pada kelompok KP2 dan KP4 tampak perbedaan yang signifikan pada ekspresi
osteoklas terhadap kelompok KPA2 dan KPA4 dimana p < 0,05, demikian juga pada kelompok
KP2 dan KP4 terdapat perbedaan yang signifikan terhadap kelompok KPU2 maupun KPU4
serta terhadap kelompok KPAU2 dan KPAU4 yang ditandai dengan nilai p < 0,05. Pada
kelompok KPU minggu ke-2 tampak ada perbedaan yang signifikan pada ekspresi osteoklas
terhadap kelompok KPAU2 maupun KPAU4, akan tetapi pada kelompok KPU4 nampak
perbedaan yang signifikan hanya kelompok KPAU4. Pada kelompok KP2 dan KP4 terdapat
perbedaan signifikan terhadap kelompok KPAU2 dan KPAU4 yang ditandai dengan nilai

p<0,05.

5.2.2.5 Hasil pemeriksaan HE jumlah luas Bone Implant Contact (BIC)
Pada hasil pemeriksaaan perhitungan luas BIC pada semua kelompok (KN, KP., KPA,
KPU, KPAU) merupakan perhitungan panjang dan area keseluruhan tulang baru disekitar

implan dibagi dengan total panjang implan yang masuk diarea seluruh tulang. (Gambar.5.22)
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Gambar 5.22 Gambaran HPA dari hasil pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) terhadap luas area tulang yang
terbentuk pada daerah disekeliling implan (BIC) (diberi garis hitam dengan pembesaran 400x)
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Gambar 5.23 Diagram batang rerata dan simpang baku (SD) luas bone implant contact antar kelompok.
*informasi; signifikan pada p<0,05 pada antar kelompok
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kelompok luas area BIC
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Minggu *p
Kelompok 2 4 **p
Rerata £ SD

KN 40,08 + 12,67 | 35,74 £0,71 0,000 0,200

KP 19,21+0,51 |20,91+0,93 0,200 0,200

KPA 57,02 + 4,36 62.82 + 2,79 0,085 0,200 0,001
KPU 59,87 £ 11,07 | 63,03 + 3,02 0,016 0,168

KPAU 66,05+ 11,11 65,89+ 4,44 | 0,200 0,200

*informasi: signifikan normalitas tiap kelompok pada p>0,05 pada antar kelompok
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data normal antar kelompok
**informasi ;signifikan homogenitas antar kelompok, berdasarkan uji Levene test (p > 0,05)

Tabel 5. 18 Hasil Uji Post-Hoc Mann-Whitney U BIC

Kelompok

) ...

*Keterangan : mempunyai perbedaan yang bermakna (p < 0,05)

Hasil rerata dan simpang baku (SD) jumlah BIC antar kelompok dapat dilihat pada

tabel 5.17. Pada penelitian ini jumlah BIC dijumpai paling banyak pada kelompok KPAU2
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(66,05 = 11,11) dan KPAU4 (65,89 + 4,44). Pada kelompok KN diminggu ke-2 dan minggu
ke-4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan terhadap jumlah BIC, begitu juga pada kelompok
KP minggu ke-2 terhadap KP minggu ke-4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan (p>0,05).
Jumlah BIC pada kelompok KPA di minggu ke-2 dan minggu ke-4 tampak ada perbedaan yang
signifikan dengan p < 0,05, hal serupa juga ditemui pada kelompok KPU2 terhadap KPU4 yang
menunjukkan ada perbedaan signifikan terhadap jumlah BIC. Kelompok KPAU2 dan KPAU4
juga terlihat ada perbedaan signifikan terhadap jumlah BIC dengan p < 0,05.

Jika dibandingkan dengan kelompok perlakuan yang berbeda di minggu yang sama
maka KP2 terlihat ada perbedaan yang signifikan dengan kelompok KPA2, KPU2 dan KPAU?2.
Hal yang sama juga terlihat pada kelompok KP4 terhadap kelompok KPA4, KPU4 dan KPAU4
ada perbedaan yang signifikan dengan nilai p < 0.05.

Hal yang berbeda ditunjukkan pada kelompok pemberian scaffold HA-TCP (KPA2)
tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan kelompok pemberian hUCMSCs
(KPUZ2) serta pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP (KPAU2) dengan nilai
p > 0,05. Di minggu ke-4 kelompok KPA4 tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan
terhadap kelompok KPU4 (p > 0,05), hal ini sama dengan kelompok pemberian hUCMSCs
(KPU4) yang tidak berbeda signifikan dengan kelompok KPAU4. Hal yang berbeda terjadi
pada kelompok KPA4 menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan terapi kombinasi

hUCMSCS dan scaffold HA-TCP (KPAU4).

5. 3. Hubungan kausalistik antar variabel yang diteliti

Analisis regresi dilakukan untuk mengetahui hubungan kausalistik antar variabel
penelitian serta penyebab perubahan variabel penelitian. Penentuan variabel yang dilibatkan
dalam analisis regresi menggunakan pertimbangan dari analisis multivariat variabel tergantung
serta dasar teori yang melatar belakangi penelitian ini. Nilai positif, menunjukkan arti variabel

tergantung  juga mengalami peningkatan sebesar nilai b, sedangkan nilai negatif yaitu
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variabel bebas mengalami perubahan peningkatan, maka variabel tergantung akan menurun
sebesar nilai b. Pola hubungan kausalistik variabel dapat digambarkan pada model hipotesis

analisa jalur awal pada minggu ke-2 dan minggu ke-4.

5.3.1 Analisis jalur kausalistik antar variabel kelompok minggu ke-2

MINGGU Ke-2 P = 0,448 P =0,000
B=-0,132 B=0,812
IL-1p
P =0,367
_________________ B=-0406 P =0,029 P = 0001
| P=0018 B =0,369 B =-0519
! B =-0,842 ! ’
i p Lo TNF- « osteoklas
| P=0,172 B =0,085
HUCMSCs |B =-0,581
B LL-37 S ~»  Bone Implant
HA-TCP B = 0,547 Contact (BIC)
) P =0,001 P =0,000
P=0,035 P =0,005 - '
5o 0778 oo 07ts B =0,527 oL B=0676
RUNX2 osteoblas
P =0,805 }
B=-0,115 !

Gambar 5.24 Hasil analisis jalur mekanisme pembentukan BIC yang diberi diberi scaffold HA-TCP
dan hUCMSCs pada minggu ke-2

Hubungan kausalistik antar variabel penelitian yang diteliti diatas disusun lagi pada
hubungan yang memiliki taraf kemaknaan (p<0.05) menjadi analisis jalur akhir. Nilai positif
menunjukkan arti bahwa apabila variabel bebas mengalami peningkatan maka variabel
tergantung juga mengalami peningkatan, sedangkan nilai negatif menunjukkan arti apabila
variabel bebas mengalami penurunan maka variabel tergantung juga mengalami penurunan.
Analisis jalur akhir pada minggu ke-2 terdapat 2 analisa jalur yang signifikan yaitu jalur
pertama pemberian hUCMSCs + scaffold HA-TCP memiliki hubungan terhadap LL-37
(p=0,172; B=0,581) sehingga mempengaruhi IL-1 (p=0,448; B=0,132) yang berkorelasi

terhadap osteoklas (p=0,000; B=0,812) dan bone implant contact (BIC) (p=0,001; B=0,519).
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Jalur kedua pemberian hUCMSCs + HA-TCP dengan Runx2 (p=0,035; B=-0,778) dan
berkorelasi dengan osteoblas (p=0,005; B=0,718) sehingga menghasilkan COL-1 (p=0,001,;
B=0,527). COL-1 yang terbentuk memiliki hubungan mampu meningkatkan bone implant

contact (BIC) (p=0,000; B=0,676).

5.3.2 Analisis jalur kausalistik antar variabel kelompok minggu ke-4

MINGGU Ke-4 P=0,274 P =0,000
B=-0,1% B=0,713
P =0,240 i 1 L —
B=0512 =
' . P = 0,000
P=0211 | B 0,776 B =-0673
B=0540 — TNF- « osteoklas
P =0,824
B =-0,039
HUCMSCs
+ LL-37 o S Too T »  Bone Implant
HA-TCP |P=0,394 B = 0644 Contact
B =-0,384 ’
- P = 0,000 N
P=0,339 P=0,000 * P =0,000
B =-0427 B=0679 B =0748 B =0,780
---------------------- RUNX2 || Osteoblas |~ | COL-I
P = 0,566
B = 0,265

Gambar 5.25 Hasil analisis jalur mekanisme pembentukan BIC yang diberi diberi scaffold HA-TCP
dan hUCMSCs pada minggu ke-4

Hubungan kausalistik antar variabel penelitian yang diteliti diatas disusun lagi pada
hubungan yang memiliki taraf kemaknaan (p<0.05) menjadi analisis jalur akhir. Nilai positif
menunjukkan arti bahwa apabila variabel bebas mengalami peningkatan maka variabel
tergantung juga mengalami peningkatan, sedangkan nilai negatif menunjukkan arti apabila
variable bebas mengalami penurunan maka variable tergantung juga mengalami penurunan.
Analisis jalur akhir pada minggu ke-4 terdapat 1 jalur yang bermakna yaitu hUCMSCs + HA-
TCP dengan COL-1 (p=0,566; B=-0,265) sehingga mampu meningkatkan bone implant

contact (BIC) (p=0,000; B=0,780).
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BAB 6

PEMBAHASAN

Seiring dengan kemajuan teknologi perawatan dental implant merupakan salah
satu alternatif pilihan yang dilakukan untuk mengatasi edentulous area (Valente and
Andreana, 2016). Keberhasilan perawatan implan dipengaruhi beberapa hal
diantaranya pemeliharaan yang optimal, dan memahami terhadap indikasi implan.
Beberapa pasien diketahui mengalami kegagalan dalam pemasangan implan, atau
yang sering disebut dengan periimplant disease, yang secara umum disebut sebagai
periimplantitis (Jepsen S, 2015). Periimplantitis adalah suatu kondisi adanya proses
inflamasi yang menyerang jaringan disekitar implan yang sudah mengalami
osseointegrasi sehingga menyebabkan kerusakan tulang (Newman et al., 2018).
Periimplantitis disebabkan karena infeksi bakteri yang dimulai dari adanya akumulasi
bakteri (Mombelli, 2106). Bakteri penyebab periimplantitis yang terbanyak adalah
bakteri plak anaerob Gram negative yaitu P.gingivalis dan A. actiomycetemcomitans

(Valente and Andreana, 2016).

Saat terjadi periimplantitis, bakteri gram negative memiliki endotoksin pada
dinding sel. Endotoksin pada bakteri P. gingivalis disebut dengan lipopolysaccharide
(LPS) (Dixon and Darveau, 2005; Bainbridge et al., 2008). Pada saat terjadi infeksi
oleh LPS, LPS akan melepaskan sel-sel mati yang ditangkap oleh reseptor TLR4
sebagai sinyaling intraseluler yang selanjutnya mengaktifkan mononuclear
phagocytes (monosit dan makrofag) untuk memproduksi dan melepaskan sitokin

proinflamatori TNF-a dan IL-1f ((Dobrovolskaia, 2002).

132
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Penelitian ini menggunakan LPS P.gingivalis untuk membuat model
periimplantitis pada tikus Rattus norvegicus yang diinduksikan saat pemasangan
implan pada femur kanan. Satu bulan kemudian dilakukan pemeriksaan terjadinya
periimplantitis dengan menggunakan foto radiografi. Hasil foto radiografi
menunjukkan adanya gambaran radiolusen pada daerah disekeliling implan (lampiran
9). Hal ini didukung oleh penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa LPS dapat
menginduksi terjadinya resorpsi tulang (Suda K, 2002). LPS berperan penting dalam
menginduksi sitokin proinflamatori IL-1B, IL-1a, mengaktifkan reseptor ligan
(RANKL) atau TNF-a (Graves, Oates and Garlet, 2011).

Untuk mengatasi terjadinya resorpsi pada tulang maka digunakan teknik
rekayasa jaringan menggunakan bahan untuk regenerasi tulang akibat defek yang
ditimbulkan karena periimplantitis (Newman et al., 2018). Penelitian terapi untuk
regenerasi tulang akibat osteoporosis menggunakan stem cell yang berasal dari tali
pusat (hUCMSCs) mampu meningkatkan jumlah sel osteoblas (Hendrijantini, 2018).
Teknik tissue engineering dengan menggunakan stemcells disarankan dalam
perbaikan tulang yang mengalami kerusakan (Liang et al., 2014). hUCMSCs memiliki
potensi sebagai terapi tissue engineering didalam proses bone remodelling yang
ditandai dengan terekspresinya Runx2 dan ALP sebagai faktor transkripsi diferensiasi
osteogenik. Proses mineralisasi terjadi pada 2 minggu setelah pemberian terapi
hUCMSCs yang dibuktikan dengan pemeriksaan menggunakan medium osteogenik
Allizarin Red staining (Wang, 2011). hUCMSCs secara in vitro memiliki kemampuan
diferensiasi osteogenik ketika di seeded dengan polycaprolactone-collagen-
hydroxyapatite nano-fibrous scaffold (K Gauthaman, 2010). Penelitian ini

menggunakan waktu 2 minggu untuk melihat potensi kombinasi hUCMSCs dan
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scaffold HA-TCP terhadap diferensiasi osteogenik, dan 4 minggu untuk melihat

jumlah trabekula tulang yang terbentuk di daerah sekitar implan (BIC).

6.1 Isolasi dan Kultur hUCMSCs

Penelitian ini diawali dengan penelitian in vitro yaitu dimulai dengan isolasi,
kultur, dan karakterisasi hUCMSCs yang berasal dari tali pusat (human umbilical
cord) bayi pada persalinan perabdominan atau cesarea dibawah kondisi yang sangat
aseptic. Hal ini bertujuan untuk mencegah terjadinya kontaminasi tali pusat secara
efektif. Pengambilan tali pusat pada persalinan pervaginaan, meskipun mudah akan
menyebabkan jaringan terkontaminasi terutama oleh jamur, sehingga pengambilan
sampel dengan metode cesarea akan lebih menjamin sterilitas dari kondisi tali pusat
tersebut. Studi Kamadjaja (2014) menunjukkan adanya kontaminasi jamur pada
sampel membrane amnion yang diambil dengan cara persalinan pervaginaan meskipun
dalam kondisi yang aseptic. Meskipun hanya dengan sedikit kontaminasi, akan
menyebabkan pertumbuhan jamur pada kultur sel dapat menyebabkan kegagalan pada

kultur stem sel tersebut.

6.2 Karakteristik hUCMSCs

hUCMSCs yang telah diisolasi dan dikultur kemudian dikarakterisasi dan
dikonfirmasi dengan memeriksa CD spesifik yang diekspresikan oleh permukaan sel
MSCs seperti CD44, CD73, CD90, dan CD105 namun tidak positif mengekpresikan
CD34 dan sedikit mengekpresikan CD45.

Terdapat kriteria minimal untuk menentukan karakterisasi dan konfirmasi

MSCs menurut Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee dari International
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Society for Cellular Therapy yaitu (1) MSC yang dikultur harus menempel pada dasar
plate kultur dalam media kultur standar; (2) Petanda permukaan sel spesifik MSC
harus dinyatakan sebagai +CD105, +CD73, dan +CD90 positif, tetapi dengan
kurangnya ekspresi molekul permukaan -CD45, -CD34, -CD14 atau -CD1 1b, -
CD79alpha, atau -CD19 dan Human Leukocyte Antigen-DR (HLA-DR), (3) MSC
harus berdiferensiasi menjadi garis turunan mesenkimal, seperti diferensiasi
adipogenik, kondrogenik, dan osteogenik in vitro (Dominici et al., 2006). Selain
penanda permukaan sel tersebut, MSC juga mengekspresikan faktor transkripsi
octamer binding transcription factor (Oct-4), Nanog, sex determining region Y-box2
(Sox-2) yang merupakan penanda pluripotensial, namun karena ekspresinya yang
tidak terlalu tinggi maka tidak cukup untuk hUC-MSCs menunjukkan kemampuan
pluripotensialnya (Wang et al., 2011).

Ekspresi CD73 sebagai salah satu penanda MSCs dikaitkan dengan fenotipe
pengaturan sel T dan NK (Ramos et al., 2016). CD73 adalah molekul yang bermanfaat
dan kandidat penanda penting untuk kemampuan multipotensi dan identifikasi dari
MSCS (Monguio-Tortajada et al., 2017). CD73 vyang diekspresikan tinggi
dibandingkan lainnya dapat ditemukan juga pada studi Chatzistamatiou yang
menunjukkan hasil serupa dimana CD73 menjadi penanda yang paling utama
diekspresikan MSC Wharton’s Jelly (Chatzistamatiou et al., 2014). Penelitian ini
menunjukkan ekspresi CD73 positif baik secara kualitatif maupun kuantitatif, hal ini
memastikan bahwa hUCMSCs yang digunakan pada penelitian ini adalah benar
MSCs.

CD90 atau Thy-1 adalah glikoprotein permukaan membrane luar yang terkait

dengan glikofosfatidlinositol yang diekspresikan terutama pada MSCs. Ekspresi CD90
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tinggi juga terkait dengan kondisi MSCs yang belum berdiferensiasi. CD90
mengontrol diferensiasi MSCs dengan bertindak sebagai inhibitor dalam diferensiasi
(Breitbach et al., 2018). Seusai dengan penelitian Rammal (2013), ekspresi CD90 juga
diekspresikan MSC steob!’s jelly. Penelitian lain dari Wiesmann menunjukkan CD90
diekspresikan saat proliferasi dan menurun saat sel menjadi matang menuju osteoblas-
like (Wiesmann et al., 2006).

Endoglin atau CD105 adalah TGF-f serta salah satu penanda penting MSCs
(Moraes et al., 2016). Banyak penelitian telah mengemukakan bahwa ekspresi CD105
tergantung pada sumber dimana MSCs tersebut diisolasi. Diferensiasi steoblast dari
MSC dapat diprediksi dengan ekspresi CD105 (Nassiri et al., 2011). CD105
diekspresikan maksimal (10%) pada passage pertama dan kedua, namun menurun
hingga 2% pada passage ketiga dan keempat (Leyva-Leyva et al., 2013). Hal ini dapat
menjelaskan lemahnya ekspresi CD105 pada passage keenam pada imunositokimia
dan hampir tidak adanya ekspresi pada passage 8 dengan pemeriksaan flowcytometry
(Hendrijantini, 2015).

CD34 dan CD45 adalah penanda permukaan spesifik HSCs. CD34 adalah
protein osteoblas yang terglikosilasi yang memiliki peran dalam adhesi sel dan migrasi
HSCs (Pontikoglou et al., 2016). Pada saat yang sama, CD45 atau limfosit adalah
protein tirosin fosfatase terkait reseptor yang diekspresikan dan berperan penting
dalam semua fungsi leukosit (AbuSamra et al., 2017). Peningkatan CD45 didapatkan
pada pemeriksaan imunositokimia dan jumlah osteoblas pada flowcytometry. Salah
satu kriteria karakterisasi MSC adalah ekspresi osteoblas CD45 yang merupakan
penanda hematopoetik. Kondisi ini mungkin terjadi dikarenakan penelitian

imunositokimia tidak akurat untuk menentukan jumlah CD45 tidak seperti yang

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 137

dilakukan oleh flowcytometry (secara kuantitatif). Beberapa kelemahan
imunositokimia adalah adanya cross-reactivity bila menggunakan osteoblas sehingga
memungkinkan terjadinya autofluoresensi, sehingga saat dilakukan flowcytometry
pada CD45 masih menunjukkan ekspresi positif. Hal ini dikarenakan hUCMSCs yang
diambil dari umbilical cord banyak mengandung kapiler-kapiler darah sehingga masih
menampakkan ekspresi positif walaupun jumlahnya tidak terlalu banyak.

Adanya 95% subpopulasi MSC yang mengekspresikan CD73", CD105 dapat
menjadi salah satu faktor diferensiasi steoblas di penelitian ini. Studi Levya-Levya
menunjukkan potensiasi diferensiasi osteoblas yang berbeda antara CD105" dan
CD105 (Leyva-Leyva et al., 2013). Penelitian Levi menunjukkan MSC yang
mengekspresikan CD105°" menunjukkan kemampuan diferensiasi osteoblas in vitro
yang tinggi dan regenerasi tulang in vivo dibandingkan CD105"9" (Levi et al., 2011).
Fakta ini menunjukan karakterisasi hUCMSCs yang didapatkan pada penelitian ini

menjadi sangat baik jika digunakan untuk rekayasa jaringan tulang.

6.3 Uji viabilitas hUCMSCs terhadap scaffold HA-TCP

Ukuran pori-pori scaffold yang kecil antara 250-500 um mempermudah
proliferasi sel osteoblast. Struktur tulang yang baru terbentuk, di mana pori-pori
scaffold yang lebih kecil mendukung lebih banyak pembentukan trabecula
(Sundelacruz & Kaplan, 2009).

Ada beberapa faktor yang harus dipertimbangkan ketika merancang scaffold
seperti ukuran pori scaffold, karena ini akan mempengaruhi difusi nutrisi dan migrasi
sel di seluruh scaffold, dan mempengaruhi pembentukan jaringan osteoblas di dalam

scaffold dan integrasi dengan osteoblas jaringan sekitarnya. Ukuran porositas suatu

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 138

scaffold juga dipengaruhi oleh konsentrasi HA-TCP yang digunakan, makin besar
konsentrasi HA-TCP yang digunakan maka makin rendah porositasnya (Ferdynanto,
2018). Penelitian lain juga menyatakan bahwa konsentrasi HA-TCP 25% dalam
bentuk scaffold dapat meningkatkan jumlah sel osteoblas pada proses penyembuhan
pasca pencabutan (Widyasri, 2021). Kolagen dikombinasikan dengan bubuk tulang
demineralisasi dengan ukuran partikel 250-500 um cocok untuk lingkungan
diferensiasi osteoblas dan berpotensi untuk rekayasa jaringan tulang (Cruz et al., 2007;
Thitiset et al., 2013).

Perlekatan dan proliferasi sel pada scaffold seringkali digunakan dalam
evaluasi awal pada uji biokompatibilitas (Li et al., 2011). Dalam rekayasa jaringan ,
salah satu hal terpenting adalah memberi kesempatan kepada sel induk jaringan yang
akan digantikan untuk melekat dan berproliferasi pada scaffold yang menyediakan
sebuah struktur menyerupai makitriks ekstraseluler (Murphy et al., 2013). Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa perlekatan hUCMSCs ke dalam scaffold HA-TCP
tampak lebih tinggi saat dilakukan seeded 24 jam dibandingkan dengan seeded 72 jam
dengan menggunakan pemeriksaan confocal (CLSM). Pada seeded 24 jam tampak sel-
sel melekat dan berproliferasi pada scaffold HA-TCP dengan jumlah yang meningkat
secara signifikan. Perlekatan ini didukung dengan ukuran porositas scaffold HA-TCP
yang ideal sehingga mampu menarik sel MSCs pada lingkungannya (Widyasri, 2021).
Hasil proliferasi sel menunjukkan scaffold HA-TCP sesuai dengan lingkungan sel
sehingga mampu mendukung pertumbuhan sel untuk berproliferasi serta
berdiferensiasi (Supronowicz et al., 2011).

Uji MTT digunakan untuk mengevaluasi sitotoksisitas material dalam rekayasa

jaringan dan dapat memberikan indikasi pertumbuhan sel dan proliferasi. Scaffold
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sebagai biomaterial dalam rekayasa jaringan tulang harus bersifat tidak toksik dan
memiliki biokompatibilitas yang baik sehingga nantinya dapat diaplikasikan didalam
tubuh. Pada penelitian ini digunakan hUCMSCs digunakan passage ke-5 karena
merupakan passage yang sesuai digunakan untuk model penelitian in vitro yang
berhubungan dengan regenerasi tulang. Potensi osteogenik yang stabil didapatkan dari
passage ke-3 hingga passage ke-5 (Bonab et al., 2006). Semakin tinggi passage yang
digunakan sel dapat kehilangan kemampuan untuk berproliferasi dan diferensiasi
(Kamadjaja, et al 2014). Penelitian ini hUCMSCs yang digunakan adalah passage ke-
5 karena potensi osteogenik yang stabil dan jumlah sel lebih banyak dibandingkan
passage ke-3 dan ke-4. Hasil penelitian menunjukan pada berat scaffold HA-TCP 1000
ug persentase hUCMSCs yang hidup sebesar 69,11% sedangkan pada berat scaffold
HA-TCP 5 ng persentase hUCMSCs yang hidup jauh lebih banyak sebesar 104,45%.
Pada kelompok scaffold HA-TCP dosis 1000 pg yang diberi sel hUCMSCs tedapat
perbedaan signifikan p=0,000 (p <0,05) terhadap scaffold HA-TCP pada dosis 5 pg
(Gambar 5.6) (Ariestania, 2021). Hasil ini membuktikan bahwa scaffold HA-TCP
pada dosis 5-1000 ug memiliki viabilitas diatas 50% sehingga pada berat scaffold

berapapun tidak memiliki efek toksisitas dan MSCs dapat melekat pada scaffold.

BrdU adalah salah satu bahan yang dapat digunakan untuk melihat respon
proliferasi terhadap sel, dan dapat menyatu menjadi DNA selama S phase saat cell-
cycle (Wildermann, 2002). Penelitian Yamanaka (2015) membuktikan MSCs yang
ditanam didalam blok HAP / PLGA selama 12 jam menunjukkan hasil seeded dapat
melekat sangat tinggi hingga mencapai 90%. Pada penelitian ini hUCMSCs yang di

seeded pada scaffold selama 24 jam menunjukkan hasil perlekatan sebanyak 44672,2
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dibandingkan dengan waktu seeded 72 jam yang hanya menunjukkan sebesar 50695,
hal ini dikarenakan salah satu sifat scaffold adalah mampu mengalami resorpsi dalam
waktu tertentu. Nagyova (2013) juga menganalisis keberadaan MSc pada in vivo
dengan menggunakan beberapa macam bahan labelling diantaranya PKH26, Dil, atau
BrDU, pada konsentrasi 5 uM mengekspresikan sel MSc dengan metode fluorescence
dengan mempertimbangkan passage sel yang dipergunakan (Nagyova, 2013).
6.4. Mekanisme Human Umbilical Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) dan
scaffold HA-TCP terhadap ekspresi LL-37 pada proses inflamasi

Pada penelitian ini, pemberian terapi kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-
TCP (KPAU) menunjukkan peningkatan yang signifikan pada minggu ke-2 (KPAU2)
ke minggu ke-4 (KPAU4) (p<0,005) dengan jumlah ekspresi LL-37 di minggu ke-2
(10,43 £ 2,370) ke minggu ke-4 (12,43 £ 2,699). Aktivitas antibakteri pada kedua
bahan tersebut ditunjukkan dengan terekspresinya LL-37 sebagai penanda antibakteri.
MSC yang berasal dari bone marrow memberikan efek terhadap pertumbuhan bakteri
gram negatif maupun gram positif . MSC memproduksi dan mengeluarkan sejumlah
besar peptida anti mikroba, human cathelicidin hCAP-18/LL-37, yang menghambat
pertumbuhan bakteri gram positif maupun gram negative secara in vitro, ekspresi LL-
37 yang disekresikan oleh MSC dapat diinduksi dengan paparan bakteri baik pada
tingkat mMRNA maupun protein. Pemeriksaan menggunakan siRNA ditemukan bahwa
rCRAMP yang dikeluarkan oleh MSC endogen bertanggungjawab terhadap aktivitas
antibakteri secara in vitro. (A Krasnodembskaya et al., 2010). Penelitian lain
menjelaskan bahwa LL-37 bisa menjadi ligan untuk reseptor TLR4 pada MSC dan
merangsang migrasi LPS melalui jalur PAMPs dan mengubah sifat

imunomodulatornya (Tomchuck et al., 2008).
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Penelitian ini membuktikan bahwa pada kelompok kontrol positif menunjukkan
adanya ekspresi dari LL-37 yang meningkat dari minggu ke-2 (6,29 = 1,799) ke
minggu ke-4 (7,00 £ 1,633). Peningkatan ini tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan dari minggu ke-2 ke minggu ke-4. MSC berperan dalam respon imun
melawan patogen, dengan berkoordinasi secara dinamis dengan elemen pro dan anti
inflamatori dari sistem imun, atau dengan cara meningkatkan aktifitas fagositosis.
MSC memiliki kemampuan mensekresi peptida dan protein antimikroba (AMPS),
serta MSC juga mampu mengekpresikan molekul seperti indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) dan IL-17 (Alcayaga and Miranda F, 2017).

MSC telah ditemukan mampu mengekspresikan 4 AMPs diantaranya :
cathelicidin LL-37, human B-defensin-2 (hBD-2), hepcidin dan lipocalin-2 (Lcn2)
yang dapat dimodulasi lebih lanjut selama proses peradangan. Fakta juga
menunjukkan bahwa saat terjadi keradangan, MSC menginduksi prakondisi bakteri
untuk meregulasi LL-37, hBD-2, dan Lcn2 (Alcayaga and Miranda F, 2017). Hal ini
dibuktikan pada pemberian terapi hUCMSCs, ekspresi LL-37 lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada minggu ke-2 kelompok KPU2 (9,43 +
2,299) terdapat perbedaan jumlah ekspresi LL-37 dengan kelompok KP2 (6,29 +
1,799) tetapi hasil ini tidak signifikan jika dibandingkan dengan kelompok kombinasi
KPAU2. Begitu pula dengan ekpresi LL-37 pada minggu ke-4 dibandingkan dengan
kelompok kontrol, kelompok KPU4 (10,57 £ 2,370) terhadap KP4 (7,00 + 1,633) tidak
terdapat perbedaan signifikan. Hal ini disebabkan karena baik hUCMSCs memiliki
potensi antibakteri di minggu ke-4.

Penelitian ini membuktikan bahwa pada kelompok kombinasi KPAU2 tampak

perbedaan signifikan terhadap ekspresi LL-37 jikan dibandingkan dengan kelompok
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kontrol. Ekspresi LL-37 pada kelompok kombinasi KPAU4 juga tampak perbedaan
signifikan dengan kelompok kontrol. Perbedaan ini disebabkan karena kemampuan
hUCMSCs sebagai antibakteri berperan mensekresi makrofag sebagai fagositosis
LPS. Ekspresi LL-37 pada kelompok kombinasi di minggu ke-4 (KPAU4) efek
antibakterinya lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol dan kelompok
minggu ke-2. Hal ini sebabkan dengan adanya scaffold pada kelompok kombinasi
mampu membuat sel hUCMSCs lebih stabil berada di area defek tulang selama jangka
waktu 4 minggu.

Pada kondisi inflamasi oleh LPS P. gingivalis, ekspresi LL-37 pada tikus yang diberi
perlakuan scaffold HA-TCP menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan kelompok
kontrol negatif maupun positif (p<0,05). Menurut Seyedmajidi (2018), pemberian scaffold
dengan bahan hydroxyapatite/bioactive glass (HA/BG) mempunyai efek sebagai inhibitor
bakteri dengan cara meningkatkan penetrasi bahan HA kedalam sel sehingga mampu
menghalangi pertumbuhan dan pembentukan dinding bakteri.

Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold hydroxyapatite (HA) terbukti
adekuat meningkatkan pertumbuhan tulang di minggu ke-4 dan minggu ke-12 pada

kambing betina yang dibuat defek pada tulang maksila dan diberi terapi kombinasi

hUCMSCs dan scaffold HA yang di seeded dengan BMP-2 ( K. Bangun et al., 2021).

6.5 Mekanisme Human Umbilical Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) dan

scaffold HA-TCP terhadap ekspresi TNF-a pada proses inflamasi
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Salah satu tujuan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pemberian
kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP terhadap ekspresi TNF-a pada kondisi
periimplantitis. Hasil penelitian membuktikan bahwa pemberian kombinasi
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan ekspresi sitokin proinflamatori
TNF-o sebagai mediator inflamasi pada minggu ke-2 dan minggu ke-4. Hal ini tampak
pada kelompok KPAU minggu ke-2 yaitu 4,43 + 1,512 jumlahnya makin menurun di
minggu ke-4 menjadi 3,29 + 1,604, penurunan ini tidak signifikan, hal ini berbeda jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Terdapat perbedaan signifikan anatara
kelompok kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP terhadap kelompok kontrol.
Ekspresi TNF-a dengan pemberian hUCMSCs menunjukkan perbedaan yang tidak
signifikan dengan kelompok kontrol (p<0,05).

TNF-a sebagai pertahanan host respone terhadap inflamasi yang dihasilkan oleh
LPS (Dinarello, 1996). TNF-a dapat dihambat dengan pemberian terapi hUCMSCs.
Penelitian Zang (2020) membuktikan scaffold SA/Col hydrogel yang dikombinasi
dengan hUCMSCs mampu menurunkan ukuran luka secara in vivo. Secara in vitro
kombinasi hUCMSCs/SA/Col signifikan terhadap menghambat ekspresi antibodi
INOS dan mengurangi proses inflamasi dengan cara menurunkan sekresi TNF-o dan
mengaktifkan sekresi IL-4 dan IL-10 pada luka pada hari ke 14 (Zang, 2020).

TNF-a sebagai mediator inflamasi mempunyai kemampuan menginduksi
diferensiasi osteoklas pada penyakit tulang yang erosif (osteolysis) (Zhao, 2017).
Penelitian sebelumnya pernah melakukan injeksi TNF-o ke dalam kalvaria mencit
chimera kemudian pembentukan osteoklas diamati. Hasil penelitian tersebut
menunjukkan bahwa makrofag maupun sel stromal merupakan target langsung dari

TNF-a, serta sel-sel stromal berkontribusi lebih banyak pada pembentukan osteoklas
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daripada makrofag (Kitaura et al., 2005). TNF-o secara kuat menginduksi
osteoklastogenensis dengan bersinergi dengan RANKL (Lam et al., 2000; Noguchi et
al., 2020). TNF-o dan RANKL secara individual atau kombinasi, mengatur ekspresi

RANK dalam prekursor osteoklas (Luo et al., 2018).

6.6  Mekanisme Human Umbilical Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) dan

scaffold HA-TCP terhadap ekspresi IL-1p pada proses inflamasi

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP terhadap ekspresi IL-1B pada kondisi
periimplantitis. Hasil penelitian membuktikan bahwa pemberian kombinasi
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan ekspresi IL-1p pada minggu ke-
2 dan minggu ke-4. Hal ini tampak pada kelompok KPAU minggu ke-2 yaitu 3,86 *
1,574 jumlahnya makin menurun di minggu ke-4 menjadi 3,57 + 1,718, penurunan ini
tidak signifikan tetapi sangat membantu dalam mengurangi proses inflamasi. Jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol ekspresi IL-13 memiliki perbedaan yang
signifikan. Hal ini berbeda jika dilakukan pemberian hUCMSCs, maka ekspresi IL-
1B menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan kelompok kombinasi hUCMSCs
dan scaffold HA-TCP(KPAU?2) (p<0,05).

Penelitian ini juga membuktikan jika pemberian hUCMSCs pada minggu ke-2
(KPU2) menunjukkan perbedaan signifikan pada ekspresi IL-1p sebesar 6,43 +1,813
yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan pemberian kombinasi hUCMSCs dan
scaffold HA-TCP (KPAU2) sebesar 3,86 = 1,574. Hal yang sama juga menunjukkan
ekspresi IL-1p KPAU4 (3,57 + 1,718) lebih rendah dibandingkan dengan KPU4 (4,71

+ 1,976), tetapi perbedaan ini tidak signifikan.
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IL-1B merupakan sitokin proinflamatori yang krusial sebagai pertahanan host
respone terhadap adanya inflamasi (Dinarello, 1996). Pada pemberian terapi
kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan ekspresi IL-1[3 sebagai
tanda penurunan inflamasi yang diakibatkan periimplantitis, penurunan inflamasi
ditandai dengan terbentuknya preosteoklas dan preosteoblas. Preosteoklas
mengeluarkan RANK dan preosteblas mengeluarkan RANKL, sehingga IL-1f yang
tinggi akan memiliki kemampuan dalam resorpsi tulang (Graves et al., 2016; Delves
et al., 2017). NLRP3 merupakan jalur sinyaling mediator inflamasi yang berperan
dalam proses inflamasi dengan pemeriksaan in vitro, NLRP3 akan berikatan dengan
ASC, aktivasi caspase-1 untuk menginduksi dirinya untuk membelah sehingga
mengakibatkan pematangan dan sekresi dari sitokin proinflamatori seperti I1L-1f3.
(Elliot and Sutterwala, 2016). Pada penelitian kombinasi hUCMSCs/SA/Col mampu
menghambat ekspresi dari NLPR3, caspase-1, dan IL-1B yang berfungsi untuk

mendukung penyembuhan luka.(Zang, 2020).

6.7 Mekanisme Human Umbilical Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) dan
scaffold HA-TCP terhadap ekspresi Runx2 pada proses Osteoblastogenesis
Untuk terjadinya suatu proses osteoblasogenesis, MSCs yang digunakan pada
penelitian ini berasal dari hUCMSCs. Sel hUCMSCs akan mengalami beberapa
perubahan menjadi suatu osteoprogenitor hingga akhirnya menjadi sel osteoblas.
Dalam proses ini didapatkan beberapa penanda osteoblastogenesis yang didapat
melalui evaluasi ekspresi Runx2 dan COL-1 yang diperiksa didalam penelitian ini.
Didapatkan perbedaan ekspresi Runx2 yang signifikan pada kelompok

kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dengan kelompok kontrol di minggu ke-
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2 maupun minggu ke-4. Pemberian terapi hUCMSCs di minggu ke-2 dan minggu ke-
4 terdapat perbedaan signifikan dengan kelompok kontrol (p<0,05). Kelompok
kombinasi hUCMSCs dengan scaffold HA-TCP terhadap kelompok perlakuan
hUCMSCs tampak ada perbedaan yang signifikan.

Penelitian yang dilakukan pada tikus osteoporosis yang diberi hUCMSCs
menunjukkan jumlah Runx2 makin meningkat di minggu ke-4, dan di minggu ke-8
jumlah Runx2 semakin menurun (Hendrijatini, 2015). Penelitian lain membuktikan
pemberian scaffold hydroxyapatite kombinasi dengan alginate/gelatin (Al/Gel
microcapsule) yang di seeded menggunakan Human Dental Pulp Stem Cells (hDPSCs)
menunjukkan peningkatan ekspresi Runx2 yang maksimal di hari ke-21 sampai hari
ke-28 (Alipour et al., 2021)

Untuk membuat MSC berdiferensiasi menjadi osteoblas dibutuhkan kombinasi
dari berbagai faktor yang meregulasi MSC tersebut pada lingkungan mikronya.
Kombinasi yang sesuai akan memberikan aktivasi dari diferensiasi MSC ke lineage
tertentu melalui beberapa regulator transkripsi spesifik. Pada penelitian ini diberikan
penambahan scaffold HA-TCP yang juga berfungsi sebagai growth factors untuk
proses diferensiasi menjadi osteoblas (Pino et al., 2012).

hUCMSCs akan mengalami beberapa perubahan yaitu menjadi osteoprogenitor
hingga akhirnya menjadi sel osteoblas. Perubahan juga tampak pada penelitian ini,
bahwa pada proses remodelling tulang paska terjadinya periimplantitis tampak adanya
ekspresi Runx2 yang cukup tinggi pada kelompok perlakuan hUCMSCs (KPU) dan
kelompok kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP (KPAU) di minggu ke-2

maupun di minggu ke-4 dibandingkan dengan kelompok kontrol.
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Jika dilakukan analisis di setiap kelompoknya, didapatkan sel osteoblas yang
paling rendah pada kelompok kontrol negatif (3,29 £ 1,79) sedangkan tertinggi pada
kelompok dengan pemberian terapi kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP
diminggu ke-4 (12,43 = 2,699). Karakteristik stem cell yang mampu berproliferasi
terhadap scaffold diketahui muncul pada minggu ketiga setelah proses implantasi
(Berger et al., 2015). Scaffold yang di seeded dengan stem cell mampu meningkatkan
growth factor yang berfungsi menginduksi tulang. Penambahan stem cell dari
exfoliated deciduous teeth kedalam scaffold HA mampu meregulasi pembentukan
osteoprotegrin dan menurunkan regulasi reseptor NF-kB ligan yang bertanggungjawab
terhadap proses osteogenesis dan menekan proses osteoklastogenesis (Prahasanti et

al., 2020).

6.8 Mekanisme Human Umbilical Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) dan

scaffold HA-TCP terhadap ekspresi COL-1 pada proses Osteoblastogenesis

MSC dapat berdiferensiasi menjadi osteoblas dalam lingkungan atau stimulus

yang sesuai. Tidak ada penanda definitif untuk sel dari lineage osteogenik, namun

didapatkan beberapa karakteristik pembeda yang unik. Dalam melakukan diferensiasi

osteogenik, MSC akan mengekspresikan beberapa gen seperti ALP, osteopontin,

osteocalcin dan kolagen tipe 1 (COL-1). Peningkatan ekspresi ini mengindikasikan
terjadinya diferensiasi osteogenik (Kaveh et al., 2011).

Kolagen tipe 1 adalah ekspresi yang dihasilkan dari kolagen tertinggi (90%)

dari osteoblas, kolagen tersebut memiliki peranan penting dalam pembentukan matriks

tulang pada proses remodelling. Pada penelitian ini pemberian hUCMSCs (KPU) pada

minggu ke 2 dan minggu ke-4 menunjukkan jumlah ekspresi COL-1 yang meningkat
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dari 7,57 = 2,225 menjadi 8,71 + 1,496, peningkatan tersebut tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan. Jumlah ekspresi COL-1 pada kelompok hUCMSCs
menunjukkan perbedaan yang signifikan jika dibandingkan dengan kelompok kontrol
positif (p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa pada kelompok kontrol positif, tubuh
juga mampu mengekpresikan COL-1 dengan jumlah yang kecil jika dibandingkan
dengan kelompok hUCMSC:s.

Kelompok pemberian terapi kombinasi hUCMSCS dengan scaffold HA-TCP
menunjukkan peningkatan yang signifikan pada minggu ke-2 yaitu 8,57 + 2,760
menjadi 11,00 + 1,826 di minggu ke-4. Artinya semakin banyak matriks ekstraseluler
yang terbentuk maka proses regenerasi tulang juga makin meningkat. Jika
dibandingkan dengan kelompok pemberian hUCMSCs ekspresi COL-1 tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap kelompok kombinasi. Penelitian
sebelumnya membuktikan bahwa penambahan COL-1 ke implan hydroxyapatit (HA)
dapat meningkatkan proses fagositosis dan osteogenik. Hal tersebut mengakibatkan
osseointegrasi yang lebih baik dari implan hydroxyapatit/COL-1 ke jaringan tulang

sekitarnya (S. Rammelt et al., 2004)

6.9 Mekanisme Human Umbilical Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) dan

scaffold HA-TCP terhadap jumlah osteoblas pada proses osteoblastogenesis

Sebagai hasil dari proses osteoblastogenensis, pada penelitian ini didapatkan
perbedaan yang signifikan terhadap jumlah sel osteoblas hampir pada semua
kelompok (p<0,05). Jika dilakukan analisis pada setiap kelompoknya, didapatkan sel
osteoblas terbanyak pada kelompok dengan pemberian kombinasi hUCMSCs dan

scaffold HA-TCP pada minggu ke-4 (12,43 + 2,699) dibandingkan dengan kelompok
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normal pada minggu ke-4 (4,86 + 2,340). Jika dibandingkan dengan kelompok
pemberian hUCMSCs di minggu ke-4 (10,57 £ 2,370) jumlah sel osteoblas pada
kelompok kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP di minggu ke-4 masih lebih
tinggi. Hal ini juga sejalan dengan penelitian sebelumnya yang meneliti diferensiasi
osteogenik yang berasal dari adiposa dimulai 4 hari dalam bentuk nodul-nodul kecil
sedangkan pada hari ke-21 dari osteogenik menunjukkan sel-sel progenitor osteogenik
hampir utuh, ditandai dengan endapan kalsium mineralisasi yang berbentuk oval dan
banyak fibril kolagen, yang merupakan ciri khas. sel-sel osteoblas yang terdiferensiasi
(Sandra D.S. et al. 2019)

Studi lain menyatakan bahwa diferensiasi osteogenik membutuhkan
setidaknya 28-38 hari setelah terjadi matriks ekstraseluler yang terkalsifikasi, hal ini
dapat dilihat melalui pewarnaan alizarin red. Hasil dari penelitian ini menunjukkan
bahwa scaffold DDM memainkan peran penting dalam merangsang potensi
mineralisasi ADMSC (Sandra D.S. et al. 2019).

Sel osteoblas dihasilkan oleh MSC yang mengalami diferensiasi osteogenik
(Marie & Kassem 2011). Penelitian lain oleh Li juga menunjukkan dengan pemberian
MSC pada kondisi osteoporosis dimana terjadi defek, akan menyebabkan terjadinya
diferensiasi MSC dari luar (eksogenus) tersebut menjadi sejumlah osteoblas dan
menginduksi pembentukan tulang (Li et al., 2015). Runx2 akan diproduksi oleh MSC
dan osteoprogenitor, untuk memastikan MSC berdiferensiasi secara spesifik menjadi
osteoblas (Chen, Deng & Li, 2012). Penelitian lain menunjukkan, dengan pemberian
hUCMSCs dari luar akan terjadi diferensiasi osteogenik yang ditandai peningkatan
penanda Runx2 dan TGF-B1 (growth factors) yang diakhiri dengan terbentuknya

osteoblas yang terbukti lebih tinggi (Hendrijantini, 2015)
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6.10 Mekanisme Human Umbilical Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) dan

scaffold HA-TCP terhadap jumlah osteoklas pada proses osteoclastogenesis

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian terapi kombinasi
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada defek tulang yang diakibatkan oleh
periimplantitis. Pemberian terapi kombinasi ini diharapkan mampu menurunkan
jumlah sel osteoklas pada proses regenrasi tulang. Terdapat perbedaan signifikan
hampir pada seluruh kelompok perlakuan terhadap jumlah sel osteoklas (p<0,05).
Jumlah sel osteoklas paling sedikit ditemukan pada kelompok pemberian kombinasi
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP di minggu ke-4 yaitu 2,43 + 1,272 sedangkan jumlah
osteoklas paling banyak ditemukan pada kelompok kontrol positif yang tidak diberi
terapi apapun di minggu ke-4 yaitu sebanyak 14,29 + 1,496. Pada pemberian terapi
hUCMSCs di minggu ke-4 (6,57 = 1,512) jumlah sel osteoklas tampak lebih rendah
jika dibandingkan dengan kelompok kontrol, tetapi jumlah ini masih lebih tinggi jika
dibandingkan dengan kelompok terapi kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP di
minggu ke-4. Demikian pula pada kelompok terapi pemberian scaffold HA-TCP di
minggu ke-4 (6,43 £+ 1,718) memilik jumlah yang sama dengan terapi hUCMSCs saja
di minggu ke-4, dimana jumlah ini masih jauh lebih tinggi jika dibandingkan dengan
kelompok kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP.

Osteoblas dan osteoklas adalah dua sel penting yang terlibat didalam
pembentukan tulang. Osteoklas adalah sel berinti banyak yang mendegradasi dan
meresorpsi tulang. Osteoklas juga memiliki kemampuan bekerja sama dengan
osteoblas dalam remodelling tulang. Osteoklas memiliki asal yang sama dengan sel

imun yang lainnya seperti megakariosit, granulosit, monosit dan makrofag. Selain
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asal-usulnya yang sama, osteoklas memainkan peran fagositik di tulang, mirip dengan
makrofag dalam sistem imunitas, oleh karena itu disebut makrofag khusus tulang
(Nastiti, 2021).

Fungsi osteoklas sebagai imunomodulator dalam keadaan patologis, dengan
mensekresi berbagai mediator. Osteoklas dicirikan dengan ekspresi tinggi dari TRAP,
Capthepsin K, dan OPG (Ariffin et al, 2011). Pada penelitian lain menunjukkan
pemberian bone graft kombinasi Anadara Granosa dan Stichopus hermanni yang
mengandung hydroxyapatite mampu menurunkan jumlah osteoklas lebih banyak. Hal
ini disebabkan kandungan asam hyaluronat pada sticophus hermanni dapat berikatan
dengan CD44 yang dapat merubah polarisasi M1 menjadi M2 sehingga memunculkan
sitokin antiinflamasi yang dapat menekan sitokin proinflamasi (Rima, 2021).
Penelitian oleh Abe et al (2018) dilaporkan bahwa MSC menghambat diferensiasi
osteoklas. Hal ini sejalan dengan penelitian ini bahwa pemberian hUCMSCs dan
scaffold HA-TCP mampu menurunkan jumlah osteoklas lebih banyak jika
dibandingkan dengan pemberian terapi tunggal. Penambahan stem cell dari exfoliated
deciduous teeth kedalam scaffold HA mampu meregulasi pembentukan osteoprotegrin
dan menurunkan regulasi reseptor NF-kB Ligan yang bertanggungjawab terhadap

proses osteogenesis dan menekan proses osteoklastogenesis (Prahasanti et al., 2020).

6.11 Mekanisme Human Umbilical Mesenchymal Stem Cell (hUCMSCs) dan
scaffold HA-TCP terhadap jumlah Bone Implant Contact (BIC) pada proses

osteoblastogenesis

Osseointegrasi adalah fiksasi biologis antara implan dengan tulang secara

langsung atau disebut Bone Implant Contact (BIC) tanpa adanya jaringan ikat yang
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mengintervensi. BIC dianggap sebagai indikator kunci keberhasilan osseointegrasi
secara keseluruhan (Hafezeqoran, 2017). Osseointegrasi pada implan gigi adalah
hubungan struktural dan fungsional antara tulang yang baru terbentuk di permukaan
implan, atau biasa disebut secondary stability. Awalnya terjadi dari mekanisme seluler
dan plasma hemostasis yang menyebabkan polimerisasi fibrin dan pembentukan blood
cloth, yang berfungsi sebagai matriks neoangiogenesis, deposisi matriks ekstraseluler
dan invasi sel pembentuk tulang. Tulang baru tumbuh dari tepi dari area drilling
implan atau sel osteogenik didapatkan pada permukaan implan. Pada proses
osteogenesis, osteoblas bermigrasi ke permukaan implant cavity, kemudian
berdiferensiasi dan membentuk tulang baru (Smeets, 2016).

Penelitian ini menghitung BIC melalui terbentuknya trabekula tulang pada
area sekitar implan. Pada kelompok KPAU diminggu ke-2 (66,05 + 11,11) terjadi
perbedaan luas area BIC dengan minggu ke-4 (65,89 * 4,44), penurunan ini cukup
signifikan, hal ini disebabkan karena scaffold HA-TCP dapat larut pada media
hUCMSCs pada minggu k-4, sehingga scaffold HA-TCP tidak bisa mempertahankan
kemampuannya untuk membantu pembentukan osteoblas. Hal yang sama terjadi pada
penelitian sebelumnya dengan pemberian hUCMSCS yang dikombinasi dengan
scaffold SA/Col hydrogel yang diinjeksikan kemudian diperiksa secara in vitro,
hasilnya pada hari k-7 perlahan-lahan mengalami degradasi, hal ini diperkuat dengan
pemeriksaan secara in vivo, yang menunjukkan bahwa scaffold akan terdegradasi di
hari ke-14. (Z. Zhang, 2020). Pembentukan BIC pada kombinasi hUCMSCs dan
scaffold HA-TCP menunjukkan hasil yang baik di minggu ke-2. Pada kelompok
dengan pemberian hUCMSCs jumlah BIC diminggu ke-2 (59,87 £ 11,07) cenderung

meningkat di minggu ke-4 (63,03 £ 3,02). Perbedaan ini sangat signifikan (p<0,05)
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sehingga pemberian hUCMSCs dan kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP
dapat menjadi salah satu terapi bone loss pada periimplantitis.

Pada penelitian ini kelompok KPA dengan pemberian scaffold HA-TCP di
minggu ke-2 (57,02 + 4,36) terjadi peningkatan yang signifikan (p<0.05) pada jumlah
BIC di minggu ke-4 (62.82 + 2,79). Hal ini karena scaffold HA-TCP dapat
menginduksi sel osteoblast lebih banyak di minggu ke-4. Pada penelitian ini peranan
scaffold HA-TCP juga memberikan bukti yang kuat pada proses regenerasi tulang pada
kasus periimplantitis.

Di minggu ke-2, jumlah BIC pada kelompok KPA2, KPU2 dan KPAU2 tidak
menunjukkan perbedaan yang bermakna dengan rata-rata nilai BIC di angka 57-66%.
Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, yang memeberikan terapi MSC sebagai
bahan regenerasi pada hewan anjing yang telah dibuat defek, tampak jumlah BIC
sebanyak 55% selama 8 minggu (2 bulan) (Ito et al., 2006). Penelitian lain juga
menunjukkan pemberian MSC sebagai material regenerasi di minggu ke 12 (3 bulan)
terjadi pembentukan BIC sebanyak 63,5% - 67,3% (Jung et., al., 2007). Hal yang sama
juga dapat dibuktikan pada penelitian ini bahwa di minggu ke-2 dan minggu ke-4
jumlah BIC menunjukkan angka 66% dan 65%, nilai tersebut dapat dikatakan sama
dengan penelitian sebelumnya bahwa prosentase terbaik pada pembentukan BIC

dikisaran 60%-85% menggunakan titanium (A. Hafezeqoran A., 2017).

6.12 Mekanisme kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dalam menurunkan

inflamasi akibat periimplantitis
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Periimplantitis adalah suatu kondisi adanya proses inflamasi yang menyerang
jaringan disekitar implan yang sudah mengalami osseointegrasi sehingga
menyebabkan progressive bone lose pada tulang penyangga (Newman et al., 2018).
Pada area implan yang dibuat keradangan menggunakan LPS P. gingivalis, maka LPS
terlebih dahulu akan diikat oleh suatu protein yaitu LPS Binding Protein, setelah itu
diikat oleh TLR 4 dengan bantuan koreseptor CD-14 di permukaan makrofag
(Sudiana, 2019). Kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP meningkatkan jumlah
makrofag sebagai respone host terjadinya inflamasi dari LPS. Makrofag 1 bertugas
dalam sekresi sitokin proinflamasi, seperti TNF-odan IL-1B. Produk sitokin
proinflamasi dapat menginduksi terbentuknya RANKL (Fritzgerald et al., 2017;
Rustiasari et al., 2017). Kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP terhadap ekspresi
TNF-o pada minggu ke-2 yaitu 4,43 + 1,512 jumlahnya makin menurun pada minggu
ke-4 menjadi 3,29 + 1,604 yang artinya, terapi ini mampu menurunkan inflamasi yang
disebabkan oleh LPS. Hal yang sama juga ditandai dengan ekspresi IL-1f yang makin
menurun dari minggu ke-2 ke minggu ke-4 dengan pemberian terapi kombinasi
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP. Hal ini membuktikan bahwa terapi kombinasi
mampu menurunkan proses inflamasi yang diakibatkan oleh induksi LPS P. gingivalis.
6.13 Mekanisme hUCMSCs dan scaffold HA-TCP sebagai perawatan bone

remodelling

Baru-baru ini disarankan menggunakan pendekatan tissue engineering didalam
terapi regenerasi tulang. Untuk mengontrol perjalanan MSCs diperlukan suatu
biomaterial pembawa (hydrogel, scaffold dll) untuk merangsang penyembuhan dengan
cara meningkatkan pembentukan tulang baru (Oryan et al., 2017). Pada dasarnya

scaffold ideal harus memiliki 4 Kkarakteristik diantaranya osteogenesis,
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osteoincorporation, osteoinduction dan osteoconduction (Oryan, 2014). Scaffold juga
memiliki kemampuan perlekatan secara seluler dan mendukung pembentukan koloni
sel-sel tulang baru. Pada penelitian in vitro dilakukan uji perlekatan scaffold HA-TCP
dengan hUCMSCs, hal ini dilakukan untuk mengetahui seberapa banyak scaffold HA-
TCP ini mampu berlekatan dengan sel hUCMSCs. Sebelum uji perlekatan dilakukan,
scaffold di seeded terlebih dahulu dengan sel hUCMSCs selama 24 jam dan 72 jam,
setelah di seeded kemudian dilakukan pemeriksaan dibawah mikroskop confocal
(CLSM). Tampak pendaran warna fluoresense yang banyak pada scaffold HA-TCP
yang telah di seeded 24 jam di hUCMSC. Hal ini membuktikan bahwa scaffold HA-
TCP dapat melekat pada sel hUCMSCs di waktu 24 jam (tabel 5.2). Peranan porositas
scaffold HA-TCP, kecepatan degradasi ikut mendukung sifat perlekatan terhadap sel.
Porositas scaffold juga dipertimbangkan tidak kurang dari 100 um (Bose et al., 2012).
Untuk fungsi optimal dari suatu scaffold, porositas yang terbaik untuk tissue
engineering adalah 200-350 um (Murphy et al., 2010). Penelitian sebelumnya meneliti
tentang porositas kandungan 50% scaffold HA-TCP sebesar 90,31 pm dengan metode
SEM. (Ferdynanto, 2018).

Laju degradasi dapat dipengaruhi oleh beberapa hal, diantaranya komposisi
material, luas permukaan, porositas, kristalinitas, media uji, biodegradasi, yang dapat
dilihat dengan adanya pelarutan fisiko kimia fosfat anorganik (Solis et al.,2014).
Adanya gelatin yang menjadi medium dari hUCMSCs ikut mendukung laju degradasi
suatu bahan scaffold. Terjadinya hidrolisis pada rantai gelatin yang merupakan
polimer hidrofilik ditandai dengan adanya gugus amida dan karboksil (Zhang et al.,
2014). Kecepatan degradasi scaffold harus sesuai dengan waktu yang dibutuhkan oleh

sel untuk membangun pembentukan jaringan baru atau remodelling tulang sekitar 3-6
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bulan (Kitamura et al., 2011; Zhang et al., 2018; Yadav, 2019). Menurut pendapat
yang lain minimum proses degradasi antara 1-2 minggu, karena masa tersebut
merupakan tahap perbaikan tulang (1-2 minggu) dimulai dengan eliminasi sel yang
rusak dan menggantikan bekuan fibrin yang lemah dengan struktur yang lebih stabil
secara mekanis, yang disebut kalus (Rodriguez, 2013). Secara in vitro pada hari ke-7
dapat diamati mulai terjadi peningkatan jumlah sel osteoblas, sedangkan secara in vivo
diasumsikan mulai terbentuk kalus untuk menggantikan scaffold (P. Mathew, 2010) .
Penelitian lain juga membutikan bahwa sel hUCMSCs tampak melekat dan membuat
jejaring pada scaffold (Rianti, 2021)

Pada salah satu penelitian, MSCs tikus dikultur dengan bahan calcium
phosphatase (ceramic komponen) dan chitosan (Hydrogel component), menunjukkan
adanya peningkatan aktifitas ALP secara in vitro (Moreau and Xu, 2009). Hal ini juga
membuktikan pada penelitian ini penambahan kombinasi HUCMSCs dan scaffold
HA-TCP mampu meningkatkan jumlah osteoblas dan mengekspresikan Runx2 dan
kolagen 1 sebagai proses osteogenesis. Penelitian ini menunjukkan tampak ada
perbedaan signifikan ekspresi Runx2 pada kelompok pemberian scaffold HA-TCP
minggu ke-2 dan minggu ke-4 (p=0,000) dan (p=0,008) terhadap kelompok kontrol
positif. Hal ini dapat dianalisis sebagi berikut, pada kelompok pemberian scaffold HA-
TCP jumlah Runx2 lebih tinggi (6,43 + 1,71) dibandingkan dengan kelompok kontrol
positif (3,43 + 1,61). Jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, maka
jumlah ekspresi Runx2 pada kelompok dengan pemberian scaffold hasilnya tidak
terlalu signifikan berbeda.

Jaringan tulang dewasa terdiri atas matriks tulang dan sel-sel. Matriks tulang

ini merupakan matriks ekstraseluler, disebut juga osteoid yang disekresi oleh

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 157

osteoblas. Osteoid terdiri atas protein kolagen terutama kolagen tipe 1 (90-95% dari
kolagen yang lain) dan protein non-kolagen seperti osteocalcin. Sel-sel di dalam tulang
meliputi osteoblas yang memproduksi matriks tulang / osteoid, osteosit yang
merupakan sel osteoblas non aktif dan mengalami mineralisasi. Tulang juga memiliki
sel-sel osteoklas yang aktif dalam resorpsi tulang dan sel punca, yaitu hematopoeitic
stem cells (HSC)yang memproduksi sel-sel darah. Sel osteoklas dan mesenchymal
stem cells (MSC) sebagai osteoprogenitor yang berdiferensiasi menjadi osteoblas dan
memicu proses osifikasi atau pembentukan tulang baru (Manolagas, 2010).

Resorpsi tulang adalah tugas osteoklas, sedangkan pembentukan tulang baru
merupakan tugas osteoblas. Osteoklas yang menempel pada tulang akan meresorbsi
dengan cara pengasaman dan proteolitik. Setelah itu, osteoklas akan meninggalkan
tempat resorbsinya dan osteoblas akan datang ke tempat tersebut untuk membentuk
dan mensekresi osteoid (Teitelbaum, 2010; Manolagas, 2010). Pada penelitian ini
jumlah osteoklas pada kelompok pemberian terapi kombinasi hUCMSCs dan scaffold
HA-TCP menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada semua kelompok
(p<0,05). Terlihat dari jumlah osteoklas pada kelompok KPAU pada minggu ke-2
(5,00 £ 2,236) lebih rendah dibandingkan pada kelompok perlakuan yang lain. Pada
kelompok KPAU minggu ke-4 juga memiliki jumlah osteoklas paling rendah (2,43 £
1,272) dibandingkan dengan kelompok perlakuan terapi yang lain dan kelompok
kontrol positif.

hUCMSCs memiliki kemampuan menginduksi osterix yang merupakan bagian
dari pembentukan awal Runx2, peningkatan ekspresi osterix pada kasus osteoporosis
yang diinduksi oleh hUCMSCs menunjukkan  peningkatan  aktivitas

osteoblasogenesis. hUCMSCs membuktikan bahwa sel ini mampu menghasilkan
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aktivitas osteogenik yang tinggi dan meningkatkan bone regeneration pada mandibula
dengan kondisi osteoporosis. Osterix juga dapat diproduksi oleh stem sel dan memiliki
kemampuan osteoprogenitor dengan cara memastikan bahwa stem sel mampu
berdiferensiasi secara spesifik menjadi osteoblas. Stem sel yang berasal dari
hUCMSCs dapat menggantikan defek tulang yang terjadi dengan cara menginduksi
sel osteoprogenitor dan osteoblas (Hendrijantini, 2021).

Penelitian Takahashi menemukan bahwa kombinasi gelatin dan beta-
tricalcium phosphate terbukti meningkatkan efek osteogenik dari MSC (Takahashi,
Yamamoto & Tabata, 2005). Penelitan lain menemukan bahwa kombinasi 3D
chitosan, gelatin, scaffold chondroitin juga terbukti meningkatkan efek osteogenik
MSC (Machado et al., 2007). Untuk terjadinya suatu proses osteoblastogenesis, MSC
yang pada penelitian ini berasal dari hUCMSCs akan mengalami beberapa perubahan
yaitu menjadi suatu osteoprogenitor hingga akhirnya menjadi sel osteoblas. Dalam
proses ini didapatkan beberapa penanda osteoblastogenesis yang dapat dievaluasi
seperti TGF-B1 dan Runx2 (Hendrijantini, 2015)

Dalam melakukan diferensiasi osteogenik, MSC akan mengekspresikan
beberapa gen seperti ALP, kolagen tipe 1. Peningkatan ekspresi ini mengindikasikan
terjadinya diferensiasi osteogenik. Pada saat osteoprogenitor membentuk tulang baru,
aktivitas ALP yang sebelumnya meningkat akan menurun sesaat dan ketika terjadi
diferensiasi dan maturasi matriks tulang akan meningkat lagi. Setelah osteoblas
berubah menjadi osteosit, aktivitas ALP ini akan menurun kembali (Kaveh et al.,
2011). Pada penelitian Hendrijantini (2015), ekspresi kolagen tipe 1 yang juga
didapatkan lebih tinggi pada kelompok gelatin disebabkan pemberian gelatin itu

sendiri yang mengandung campuran protein dan peptida dan berasal dari kolagen.
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Diferensiasi hUCMSCs akan membentuk osteoblas melewati jalur Runx2 dan TGF-
B1. Osteoblas yang lebih banyak dan aktif ini akan meningkatkan terjadinya
mineralisasi dan pembentukan tulang yang ditunjukkan dengan lebih tingginya
kolagen tipe 1 sebagai protein utamanya, hal ini ditunjukkan dengan analisis jalur
dimana osteoblas berhubungan dengan jalur pembentukan ALP, osteocalcin dan
kolagen tipe 1.

Hubungan antara sel dan scaffold adalah dimana scaffold melepaskan
messanger Kimia yang mengikat reseptor membran dan mempengaruhi komunikasi
intraseluler. Growth factor berikatan dengan reseptor membran sel yang mengawali
terjadinya kaskade interselluler dan mempengaruhi ekspresi gen. Oleh karena itu,
design scaffold berhubungan dengan stimulasi osteogenik stem cell yang akhirnya bisa
berkembang menjadi jaringan matrik yang mature dan jaringan keras. Sel MSCs
merupakan sel yang nonimunogenik dan memilki kemampuan memodulasi sistem
imun, transplantasi allogenik MSCs ke host tidak membutuhkan immunosupressive
(Sanz et al., 2015; Evans et al.,2006).

Penelitian terdahulu melihat hubungan ADMSCs dengan scaffold inorganik
dari tulang sapi dapat meningkatkan pembentukan tulang dan implan osseointegration
pada model tulang dengan pola vertikal. ADMSCs dapat meningkatkan regenerasi
tulang pola vertikal pada defek kalvarial tikus dengan DM tipe 2, bila digunakan
bersama-sama dengan scaffold tulang sapi setelah 4 dan 8 minggu pasca implantasi
dimana pada jangka waktu 8 minggu pertumbuhan tulang lebih besar daripada 4
minggu. (Liang et al., 2014). Sampai saat ini, penelitian in vivo menunjukkan
pembentukan tulang dengan kombinasi DDM dan rhBMP-2 lebih tinggi dibanding

dengan scaffold DDM saja. Hasil dari analisis p-CT menunjukkan adanya
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pembentukan tulang baru yang lebih besar setelah 8 minggu dibanding 2 minggu pada
calvaria kelinci (Milan, 2016). Ketika scaffold di transplantasikan tanpa ada
kombinasi apapun, seeded antara scaffold dan sel progenitor dapat meningkatakan
regenerasi dan tingginya vaskularisasi (Tollemar et al., 2016).

MSCs dikultur dalam medium osteogenik agar bisa berdiferensiasi menjadi sel
osteoblas yang memainkan peran dalam pembentukan tulang dan pembentukan
matriks ekstraseluler dan mineral. Diferensiasi osteogenik dibagi menjadi tiga fase.
fase pertama proliferasi berlangsung 4 hari, setelah itu dalam periode 5-14 hari sel-sel
mulai berubah dan mengekspresikan ALP, COL-1 dan matriks ekstraseluler. Fase
terakhir atau fase final dari hari ke-14 sampai ke-28 menghasilkan ekspresi osteocalcin

yang tinggi, osteopontin dan mineralisasi (Hendrijantini, 2015).

6.14 Analisis jalur mekanisme remodeling tulang pada proses penyembuhan
periimplantitis
6.14.1 Analisis jalur mekanisme remodeling tulang pada proses penyembuhan
periimplantitis minggu ke-2
Analisis terhadap hubungan kausalistik antar variabel pada pemberian
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada bone loss karena periimplantitis menunjukkan
adanya 2 jalur yang nilainya bermakna, yang pertama adalah jalur pemberian
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP menunjukkan ekspresi LL-37 (B=0,581). Pemberian
kedua bahan dari luar ini mampu meningkatkan efek antibakteri pada periimplantitis
dengan cara memicu ekspresi sitokin inflamatori yaitu IL-1 dan mampu melemahkan
LPS yang dapat menghambat osteogenesis (Yu et al., 2018). Sitokin IL-18

merupakan sitokin proinflamatori yang krusial sebagai pertahanan host respone
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terhadap adanya inflamasi (Dinarello, 1996). IL-1p merupakan sitokin yang
bertanggung jawab terhadap aktivitas resorpsi pada stimulasi human mitogen kultur
supernatan.  Sitokin IL-1p menginduksi proses osteoklastogenesis dengan cara
meresorpsi tulang dengan mengeluarkan pre-osteoklas yang mampu menginduksi
RANK. Saat RANK terinduksi maka akan terikat dengan RANKL melalui aktivitas
dari osteoblas sehingga terbentuk osteoklas. Pembentukan osteoklas yang tinggi
menyebabkan lebih banyak proses resorpsi dibandingkan pembentukan tulang,
sehingga tulang trabekula yang terbentuk semakin sedikit dan pembentukan BIC juga
menurun.

Jalur kedua ditemukan pada proses regenerasi bone loss akibat periimplantitis
melalui pemberian hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dengan faktor transkripsi untuk
diferensiasi osteogenik, yaitu Runx2 (B=0,778). Runx2 sebagai faktor transkripsi
utama dihasilkan oleh osteoprogenitor untuk memastikan diferensiasi osteogenik
terjadi, dengan cara menghambat MSC berdiferensiasi menjadi jenis sel lainnya selain
sel osteoblas (Pino et al., 2012). Oleh karena itu dengan adanya Runx2 ini didapatkan
jalur lanjutan menuju ke diferensiasi osteblas (B=0,527). Peran Runx2 yang penting
ini didukung beberapa penelitian sebelumnya terhadap mencit yang dilakukan mutasi
agar terjadi diferensiasi Runx2. Mencit tersebut tidak mengalami diferensiasi
osteoblas dan tidak terbentuk tulang sehingga mati saat dilahirkan (James, 2013).
Proses mineralisasi tulang melibatkan fungsi ALP, dimana peningkatan ALP ini
mampu meningkatkan konsentrasi fosfat inorganic sebagai penanda aktivitas
osteogenik. Saat terjadi peningkatan ALP maka COL-1 (B=0,460) juga akan
mengikuti peningkatan tersebut sebagai protein utama yang dihasilkan oleh sel

osteoblas. COL-1 inilah yang nantinya akan membentuk matriks tulang sehingga luas
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trabekula juga akan terbentuk dengan sendirinya sebagai penanda aktifitas massa
tulang. Luas trabekula yang semakin banyak ini akan menghasilkan peningkatan
jumlah tulang pada area yang mengalami osseointegrasi didaerah tulang atau bone
implant contact (B=0,750)
6.14.2 Analisis jalur mekanisme remodeling tulang pada proses penyembuhan
periimplantitis minggu ke-4

Analisis terhadap hubungan kausalistik antar variable pada pemberian
hUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada bone loss karena periimplantitis menunjukkan
adanya 1 jalur yang ditemukan pada proses regenerasi bone loss akibat periimplantitis
melalui pemberian hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dengan faktor transkripsi untuk
diferensiasi osteogenik ke COL-1 kolagen 1 (B=0,256). Proses mineralisasi tulang
melibatkan fungsi ALP, dimana peningkatan ALP ini diinduksi oleh Runx2 sebagai
osteoprogenitor didalam pembentukan osteoblas. Selain ALP osteoblas juga
mensekresikan osteopontin, osteonectin dan kolagen 1 (COL-1) untuk membentuk
matriks tulang yang mampu meningkatkan konsentrasi fosfat inorganic sebagai
penanda aktivitas osteogenik. Saat terjadi peningkatan ALP maka COL-1 (B=-0,265)
juga akan mengikuti peningkatan tersebut sebagai protein utama yang dihasilkan oleh
sel osteoblas. COL-1 inilah yang nantinya akan membentuk matriks tulang sehingga
luas trabekula juga akan terbentuk dengan sendirinya sebagai penanda aktifitas massa
tulang. Luas trabekula yang semakin banyak ini akan menghasilkan peningkatan
jumlah tulang pada area yang mengalami osseointegrasi didaerah tulang atau bone

implant contact (B=0,780).

6.15 Temuan Baru
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Penelitian ini dapat menghasilkan temuan-temuan baru, yang diantaranya

adalah:

1.

Ditemukan penggunaan kombinasi hUCMSCs dengan scaffold HA-TCP untuk

membantu mempercepat proses osteogenik pada kondisi bone loss periimplantitis.

Ditemukan bahwa scaffold HA-TCP tidak menimbulkan efek toksisitas pada

HUCMSCs yang telah di seeded selama 24 jam. Hal ini dapat dibuktikan dengan

adanya perlekatan hUCMSCs dengan scaffold pada 24 jam pertama

Ditemukan bahwa LL-37 dapat diekpresikan pada kondisi setelah diberi perlakuan

kombinasi hUMCSCs dan scaffold HA-TCP, dimana host mampu mengendalikan

proses inflamasi yang diakibatkan oleh bakteri, untuk membuktikan hal tersebut
ditandai dengan menurunnya jumlah IL-1f dan TNF-a.

Ditemukan pemberian terapi kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP semakin

mempercepat peningkatan jumlah osteoblas pada proses bone remodeling di

minggu ke-2

Ditemukan 3 analisis jalur yang menjelaskan tentang mekanisme remodelling

tulang dengan pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP, melalui :

- Ditemukan adanya jalur pembentukan tulang di minggu ke-2 pada kasus
periimplantitis yang dimulai dari peningkatan aktivitas LL-37 sebagai
antibakteri yang mampu menekan sitokin proinflamatori didalam menghasilkan
reseptor IL-1B sehingga osteoklas tidak terbentuk. Penurunan jumlah sel
osteoklas ini berpengaruh terhadap pembentuk bone implant contact (BIC)

yang makin meningkat
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- Ditemukan adanya jalur pembentukan tulang (BIC) di minggu ke-2 pada
pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP melalui peningkatan
Runx2 yang mampu mensekresi sel-sel osteoblas dan COL-1

Ditemukan diferensiasi MSC akan terbentuk sel osteoblas pada kombinasi

hUCMSCs dan scaffold HA-TCP di minggu ke-4. Hal ini didukung analisis jalur

yang menunjukkan kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP mampu

meningkatkan COL-1 yang menginduksi pembentukan BIC

Keberhasilan dari penggunaan terapi kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP

memiliki efektifitas didalam meningkatkan jumlah bone implant contact (BIC) pada

proses bone loss. Terapi ini mampu mempercepat peningkatan jumlah osteoblas pada

proses bone remodeling di minggu ke-2.

6.16 Keterbatasan Penelitian

1. Beberapa penelitian menunjukkan efek MSCs yang ditransplantasikan bersama-

sama dengan scaffold HA-TCP dapat memberikan efek terapi jangka pendek dan
jangka panjang sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait waktu

pemberian terapi.

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada mandibula dengan hewan coba lain

. Pada penelitian ini tidak dilakukan pemeriksaan ekspresi ALP , osteocalcin,

osteopontin, dan osteocyte sebagai marker utama terjadinya proses oseointegrasi
disamping Runx2 dan Col-1 sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut

terhadap mekanisme proses osseogenesis pada kondisi periimplantitis.
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BAB 7
PENUTUP

Kesimpulan

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan :

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat meningkatkan

ekspresi LL-37 sebagai antibakteri untuk menghambat inflamasi pada kasus

periimplantitis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan

ekspresi TNF-a pada proses regenerasi tulang model periimplantitis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan

ekspresi IL -1p pada proses regenerasi tulang model periimplantitis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat meningkatkan

ekspresi Runx2 pada proses regenerasi tulang model periimplantitis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat meningkatkan

ekspresi COL-1 pada proses regenerasi tulang model periimplantitis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat meningkatkan

jumlah osteoblas pada regenerasi tulang model periimplantitis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat menurunkan

jumlah osteoklas pada regenerasi tulang model periimplantitis

. Pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP dapat meningkatkan

BIC pada kasus regenerasi tulang model periimplantitis

165
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9. Terdapat mekanisme jalur pembentukan BIC pada minggu ke-2 melalui jalur
antibakteri LL-37 menuju ke jalur inflamasi IL-18 dan menghambat osteoklas
sehingga meningkatkan BIC

10. Terdapat mekanisme jalur pembentukn BIC pada minggu ke-4 melalui jalur

pembentukan COL-1 yang mampu meningkatkan BIC.

7.2  Saran

Penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar pengembangan ilmu dengan :

1. Melakukan pengembangan penggunaan terapi kombinasi hUCMSCs dan
scaffold HA-TCP sebagai modalitas terapi bone defect

2. Melakukan penelitian pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP
dengan teknik tanpa sheeding.

3. Melakukan penelitian pemberian kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP
dengan membuat ukuran partikel scaffold HA-TCP menjadi nano partikel

4. Melakukan penelitian scaffold HA-TCP terhadap cross-linking dengan
hUCMSCs

5. Melakukan penelitian scaffold HA-TCP terhadap waktu degaradasi

6. Melakukan pelabelan sel hUCMSCs yang di seeded dengan scaffold HA-TCP

pada hewan coba.
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Abstract: Hydroxyapatite-tricalcium phosphate (HA-TCP) scaffold is a three-dimensional structure used to support
bone regeneration. ldeally, the scaffold should be biocompatible, biodegradable, and non-toxic. The tissue
engineering technique uses a combined stem cell and scaffold to repair the bone defect. To prove the non-toxic
properties of the scaffold, a cytotoxicity test is needed for the human umbilical cord mesenchymal stem cell
(HUCMSCs). In this study, 27 samples were divided into eight groups with a variant of scaffold HA-TCP doses
ranging from 5-1000 ng. Each treatment group of scaffolds was covered in HUCMSCs. The samples were added by
methyl-thiazol-tetrazolium (MTT) colorimetric assay, counted using an optical density (OD) formula, and observed
by a microplate reader. The viability of the cells was observed by an inverted TMS microscope with 100x
magnification. The MTT assay’s test shows that the HUCMSC:s cell viability shed each variant of HA-TCP scaffold
dose, did not show any toxic effect. The higher the OD value, the higher the viability. It has been found that there is
no significant difference between the variable scaffold doses to the percentage viability of umbilical cord cells.

Keywords: Scaffold, hydroxyapatite tricalcium phosphate, umbilical cord mesenchymal stem cells, methyl-thiazol-
tetrazolium assay, cytotoxicity

1. Introduction

A bone defect is a pathological process resulting from bone component destruction [1]. In dentistry, 90% of bone
defects are caused by tooth extraction, trauma, and jaw disease such as a cyst or jaw tumor, especially those with no
further treatment [2]. In some bone defect cases, such as bone cancer, periodontitis, and dental implants, a bone graft is
needed to replace a bone defect [3]. A bone graft is part of tissue engineering, whose function is to induce new bone
formation and wound healing [4].

A scaffold is a three-dimensional structure used as framework material to support bone regeneration and new bone
formation. The scaffold should have a biocompatible feature to ensure interaction with the host without rejection [5].
Ideally, biomaterial scaffold material is already biocompatible, biodegradable, and non-toxic materials [6].

Scaffold HA-TCP material is a combination of hydroxyapatite (HA) and tricalcium phosphate (TCP).
Hydroxyapatite with the chemical formula Caio(PO4)s(OH)2 is a compound of calcium phosphate that poses as the main
inorganic material of bone formation [7]. Hydroxyapatite has features such as biocompatibility, is osteoconductive, and
can bond with bone easily [8]. HA is an apatite mineral compound that has similarities with monoclinic and hexagonal
crystal structure minerals in the bone. The utilization of HA in the medical field, especially in dentistry, keeps being
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Abstract

Objective: To show the cytotoxicity of Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide (LPS) on human
umbilical cord mesenchymal stem cells (HUCMSCs) to better understand the characteristics for its
application in regenerative procedures under periodontopathogen LPS influence. Material and Methods:
Ultrapure Porphyromonas gingivalis LPS was used in this study. This research used a frozen stock
HUCMSCs, previously confirmed by flow cytometry. The biological characteristics, such as cell
morphology, proliferation, and protein expression, were screened. To check the cytotoxicity, HUCMSCs
were cultured and divided into two groups, the control group and LPS group with various concentrations
from 25 to 0.89 pg/mL. MTT assay was done and the cells were observed and counted. The significance
level was set at 5%. Results: The percentage of living HUCMSCs on LPS group were not significantly
different among concentrations (p>0.05) from 25 to 0.89 pg/mL, even though there were slight mean
decrease between groups, but they were not significant. The duration of 24 hours of exposure of LPS does
not significantly lower HUCMSCs viability. Conclusion: LPS does not affect the viability of HUCMSCs.
The lower the concentration of LPS, the higher the viability of HUCMSCs.

Keywords: Lipopolysaccharide; Viability; Umbilical cord; Mesenchymal stem cells; Cytotoxicity.
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Lampiran 5

Lembar Persetujuan Pasien (Informed Consent)

INFORMASI SEBELUM PERNYATAAN PERSETUJUAN
PENGAMBILAN DONOR UMBILICAL CORD (TALI PUSAT)

Berkaitan dengan penelitian yang berjudul : Mekanisme Regenerasi Tulang
Mandibula Osteoporosis Dengan Pemberian Human Umbilical Cord
Mesenchymal Stem Cells, saya sebagai calon pendonor Umbilical Cord
(Tali Pusat) yang bertanda tangan di bawah ini, menyatakan telah mendapatkan
penjelasan dari peneliti/petugas tentang prosedur pengambilan donor Tali Pusat
sebagai berikut :

Tujuan Penelitian
Menjelaskan mekanisme regenerasi tulang mandibula osteoporosis setelah
pemberian hUCMSc

Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini dapat memberikan kontribusi ilmiah tentang mekanisme
regenerasi tulang mandibula osteoporosis setelah pemberian hUCMSCs

Cara pengambilan selaput ari-ari

1. Diberi penjelasan dan menandatangani lembar persetujuan

2. Setelah proses persalinan dengan operasi, Pada plasenta akan dilakukan
pemotongan tali pusat sebanayak 5 cm, kemudian dicuci lalu dimasukkan ke
dalam tabung yang berisi buffer saline

3. Tabung yang berisi tali pusat tersebut akan dibawa ke laboratorium untuk
dilakukan pemrosesan .

Resiko terhadap pendonor

Tidak ada risiko medis pada tindakan yang peneliti lakukan karena hanya
mengambil tali pusat yang dilakukan setelah operasi dilakukan dan bayi
dilahirkan. Umbilical cord (Tali Pusat) yang secara normal dibuang/dikubur,
diambil 5 cm, dan sisanya dapat diambil kembali oleh pasien

Manfaat bagi pendonor
Hasil penelitian ini dapat memberi kontribusi ilmiah tentang mekanime
regenerasi tulang mandibula osteoporosis setelah pemberian hUCMSCs

Kesukarelaan ;

Keikutsertaan ibu dalam penelitian ini bersifat sukarela disertai tanggung jawab
sampai selesainya penelitian ini, ibu bebas menolak ikut dalam penelitian ini
tanpa menyebabkan berubahnya kualitas pelayanan dokter bila dalam keadaan
sakit

Kerahasiaan data :

Selama ibu ikut dalam penelitiaan ini, setiap informasi dan data penelitian ini
akan diperlakukan secara rahasia sehingga tidak memungkinkan untuk
diketahui oleh orang lain
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Penyulit dan Kompensasi :
Semua biaya pemeriksaan laboratorium yang terkait dengan penelitian ini akan
ditanggung oleh peneliti

Demikian penjelasan yang diperlukan berkaitan dengan prosedur pengambilan
donor tali pusat. Kesediaan untuk mendonorkan tali pusat merupakan hak calon
pendonor tanpa ada unsur pemaksaan, karena itu calon pendonor berhak
menolak apabila tidak setuju mendonorkan tali pusatnya.

Surabaya,
() s %b
3 A. 8
tanda tangan /cap ibu jari calon pendonor tanda tangan peneliti/petugas yang menjelaskan
CRI \AURNATI Nike Hendrijantini, drg.
Nama jelas calon pendonor nama jelas peneliti/petugas yang menjelaskan

Untuk komunikasi lebih lanjut mohon menghubungi Ketua Peneliti :
drg,Nike HendrijantiniSp.Pros ( 0811341610)
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Uji Statistik Analisis Viability hUCMSCs dengan MTT-Assay

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Dosis Statistic df Sig. Statistic df Sig.
MTT KM .385 3 .750 3 .055
Ksel .262 3 .956 3 .598
1000 .380 3 .763 3 .058
500 .324 3 .877 3 .315
300 .385 3 .750 3 .050
100 .328 3 871 3 .298
75 175 3 1.000 3 1.000
50 .253 3 .964 3 .637
10 .265 3 .953 3 .583
5 .301 3 912 3 424
a. Lilliefors Significance Correction
Descriptives
Dosis Statistic Std. Error
MTT KM Mean .074667 .0003333
95% Confidence Interval for Lower Bound .073232
Mean Upper Bound .076101
5% Trimmed Mean
Median .075000
Variance .000
Std. Deviation .0005774
Minimum .0740
Maximum .0750
Range .0010
Interquartile Range
Skewness -1.732 1.225
Kurtosis
Ksel Mean 434000 .0215484
Lower Bound .341285
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95% Confidence Interval for Upper Bound 526715
Mean

5% Trimmed Mean

Median 425000
Variance .001
Std. Deviation .0373229
Minimum .4020
Maximum 4750
Range .0730

Interquartile Range

Skewness 1.022 1.225
Kurtosis
1000 Mean .323000 .0195021
95% Confidence Interval for Lower Bound .239089
Mean Upper Bound 406911
5% Trimmed Mean
Median .304000
Variance .001
Std. Deviation .0337787
Minimum .3030
Maximum .3620
Range .0590
Interquartile Range
Skewness 1.730 1.225
Kurtosis
500 Mean .340333 .0175721
95% Confidence Interval for Lower Bound .264727
Mean Upper Bound 415940
5% Trimmed Mean
Median .328000
Variance .001
Std. Deviation .0304357
Minimum .3180
Maximum .3750
Range .0570

Interquartile Range

Skewness 1.524 1.225
Kurtosis

300 Mean .327333 .0003333
95% Confidence Interval for Lower Bound .325899
Mean Upper Bound .328768
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5% Trimmed Mean

Median .327000
Variance .000
Std. Deviation .0005774
Minimum .3270
Maximum .3280
Range .0010
Interquartile Range
Skewness 1.732 1.225
Kurtosis
100 Mean .331333 .0018559
95% Confidence Interval for Lower Bound .323348
Mean Upper Bound .339319
5% Trimmed Mean
Median .330000
Variance .000
Std. Deviation .0032146
Minimum .3290
Maximum .3350
Range .0060
Interquartile Range
Skewness 1.545 1.225
Kurtosis
75 Mean .339000 .0005774
95% Confidence Interval for Lower Bound .336516
Mean Upper Bound .341484

5% Trimmed Mean

Median .339000
Variance .000
Std. Deviation .0010000
Minimum .3380
Maximum .3400
Range .0020

Interquartile Range

Skewness .000 1.225
Kurtosis

50 Mean .347333 .0008819
95% Confidence Interval for Lower Bound .343539
Mean Upper Bound .351128

5% Trimmed Mean

Median .347000
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Variance .000
Std. Deviation .0015275
Minimum .3460
Maximum .3490
Range .0030

Interquartile Range

Skewness .935 1.225
Kurtosis

10 Mean 423667 .0038442
95% Confidence Interval for Lower Bound 407126
Mean Upper Bound 440207

5% Trimmed Mean

Median .422000
Variance .000
Std. Deviation .0066583
Minimum 4180
Maximum 4310
Range .0130
Interquartile Range
Skewness 1.056 1.225
Kurtosis
5 Mean .450000 .0117898
95% Confidence Interval for Lower Bound .399272
Mean Upper Bound .500728
5% Trimmed Mean
Median .443000
Variance .000
Std. Deviation .0204206
Minimum 4340
Maximum 4730
Range .0390

Interquartile Range
Skewness 1.361 1.225

Kurtosis
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Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.

ul Based on Median 1.044 9 20 442

Based on Median and with 1.044 9 6.669 492

adjusted df

ANOVA
MTT
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 297 9 .033 83.764 .000
Within Groups .008 20 .000
Total .305 29

Post Hoc LSD

Multiple Comparisons
Dependent Variable: MTT

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

(I) Dosis (J) Dosis (I-3) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

KM Ksel -.3593333" .0161988 .000 -.393123 -.325543
1000 -.2483333" .0161988 .000 -.282123 -.214543
500 -.2656667" .0161988 .000 -.299457 -.231877
300 -.2526667°  .0161988 .000 -.286457 -.218877
100 -.2566667°  .0161988 .000 -.290457 -.222877
75 -.2643333"  .0161988 .000 -.298123 -.230543
50 -.2726667" .0161988 .000 -.306457 -.238877
10 -.3490000" .0161988 .000 -.382790 -.315210
5 -.3753333" .0161988 .000 -.409123 -.341543

Ksel KM .3593333"  .0161988 .000 .325543 .393123
1000 .1110000°  .0161988 .000 .077210 .144790
500 .0936667°  .0161988 .000 .059877 127457
300 .1066667" .0161988 .000 .072877 .140457
100 .1026667" .0161988 .000 .068877 .136457
75 .0950000" .0161988 .000 .061210 .128790
50 .0866667°  .0161988 .000 .052877 .120457
10 .0103333 .0161988 531 -.023457 .044123
5 -.0160000 .0161988 .335 -.049790 .017790

1000 KM .2483333" .0161988 .000 .214543 .282123
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Ksel
500
300
100
75
50
10

500 KM
Ksel
1000
300
100
75
50
10

300 KM
Ksel
1000
500
100
75
50
10

100 KM
Ksel
1000
500
300
75
50
10

75 KM
Ksel
1000
500
300
100

DISERTASI

-.1110000"
-.0173333
-.0043333
-.0083333
-.0160000
-.0243333

-.1006667"

-.1270000"
.2656667"

-.0936667"

.0173333
.0130000
.0090000
.0013333
-.0070000

-.0833333"

-.1096667"
.2526667"

-.1066667"

.0043333
-.0130000
-.0040000
-.0116667
-.0200000

-.0963333"

-.1226667"
.2566667"

-.1026667"

.0083333
-.0090000

.0040000
-.0076667
-.0160000

-.0923333"

-.1186667"
.2643333"

-.0950000"

.0160000
-.0013333

.0116667

.0076667

.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988
.0161988

.000
.297
792
.613
.335
.149
.000
.000
.000
.000
.297
432
.585
.935
.670
.000
.000
.000
.000
792
432
.807
.480
231
.000
.000
.000
.000
.613
.585
.807
.641
.335
.000
.000
.000
.000
.335
.935
.480
.641
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-.144790
-.051123
-.038123
-.042123
-.049790
-.058123
-.134457
-.160790

.231877
-.127457
-.016457
-.020790
-.024790
-.032457
-.040790
-.117123
-.143457

.218877
-.140457
-.029457
-.046790
-.037790
-.045457
-.053790
-.130123
-.156457

222877
-.136457
-.025457
-.042790
-.029790
-.041457
-.049790
-.126123
-.152457

.230543
-.128790
-.017790
-.035123
-.022123
-.026123
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-.077210
.016457
.029457
.025457
.017790
.009457
.066877
.093210
.299457
.059877
.051123
.046790
.042790
.035123
.026790
.049543
.075877
.286457
.072877
.038123
.020790
.029790
.022123
.013790
.062543
.088877
.290457
.068877
.042123
.024790
.037790
.026123
.017790
.058543
.084877
.298123
.061210
.049790
.032457
.045457
.041457
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50
10

50 KM
Ksel
1000
500
300
100
75
10

10 KM
Ksel
1000
500
300
100
75
50

Ksel
1000
500
300
100
75
50
10
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-.0083333 .0161988
-.0846667" .0161988
-.1110000" .0161988
2726667 .0161988
-.0866667" .0161988
.0243333 .0161988
.0070000 .0161988
.0200000 .0161988
.0160000 .0161988
.0083333 .0161988
-.0763333" .0161988
-.1026667" .0161988
.3490000" .0161988
-.0103333 .0161988
.1006667" .0161988
.0833333" .0161988
.0963333" .0161988
.0923333" .0161988
.0846667" .0161988
.0763333" .0161988
-.0263333 .0161988
.3753333" .0161988
.0160000 .0161988
.1270000" .0161988
.1096667" .0161988
1226667 .0161988
.1186667 .0161988
.1110000" .0161988
.1026667" .0161988
.0263333 .0161988

.613
.000
.000
.000
.000
.149
.670
231
.335
.613
.000
.000
.000
531
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.120
.000
.335
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.120

-.042123
-.118457
-.144790
.238877
-.120457
-.009457
-.026790
-.013790
-.017790
-.025457
-.110123
-.136457
.315210
-.044123
.066877
.049543
.062543
.058543
.050877
.042543
-.060123
.341543
-.017790
.093210
.075877
.088877
.084877
.077210
.068877
-.007457
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.025457
-.050877
-.077210

.306457
-.052877
.058123
.040790
.053790
.049790
.042123
.042543

.068877
.382790
.023457
.134457
117123
.130123
126123
.118457
110123
.007457
409123
.049790
.160790
.143457

.156457
.152457
.144790
.136457
.060123

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 7

207

Uji Statistik Analisis Perlekatan scaffold HA-TCP Terhadap hUCMSCs Dengan Metode

Confocal
Tests of Normality
Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.
Kelompok .868 16 .025

*, This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean 40.280 3 12 .000
Based on Median 29.255 3 12 .000
Based on Median and with 29.255 3 3.030 .010
adjusted df
Based on trimmed mean 40.094 3 12 .000
Statistics
K-24 BrDU - K-72 BrDU - P-24 BrDU - P-72 BrDU -
FIT C 400x FIT C 400x FIT C 400x FIT C 400x
N Valid 4 4 4 4
Missing 0 0 0 0
Mean 499.75 509.00 44675.25 5069.50
Median 489.00 509.00 44168.50 5043.50
Mode 4512 4052 413992 48692
Std. Deviation 51.429 120.089 3740.542 213.158
Minimum 451 405 41399 4869
Maximum 570 613 48965 5322
a. Multiple modes exist. The smallest value is shown
Tests of Normality
Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.
K-24 BrDU - FIT C 400x 942 4 .665
K-72 BrDU - FIT C 400x 729 4 .024
P-24 BrDU - FIT C 400x .865 4 279
P-72 BrDU - FIT C 400x 913 4 498

a. Lilliefors Significance Correction
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Uji Komparatif (Kruskal-Wallis)

Ranks
Kelompok N Mean Rank
Hasil K-24 BrDU - FIT C 400x 4 4.50
K-72 BrDU - FIT C 400x 4 4.50
P-24 BrDU - FIT C 400x 4 14.50
P-72 BrDU - FIT C 400x 4 10.50
Total 16
Test Statistics®?
Hasil
Kruskal-Wallis H 12.743
df 3
Asymp. Sig. .005
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: 4 Kelompok
Uji Man-Whitney
Ranks
| | Kelompok N Mean Rank  Sum of Ranks
Hasil K-24 4 2.50 10.00
P-24 4 6.50 26.00
Total 8
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
| | Kelompok N Mean Rank  Sum of Ranks
Hasil K-72 4 2.50 10.00
P-72 4 6.50 26.00
Total 8
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.337
Asymp. Sig. (2-tailed) .019
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029P

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 209

Ranks
| | Kelompok N Mean Rank ~ Sum of Ranks

Hasil K-24 4 4.50 18.00

K-72 4 4.50 18.00

Total 8

Test Statistics?
Hasil

Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
Z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.

Ranks
| | Kelompok N Mean Rank  Sum of Ranks
Hasil P-24 4 6.50 26.00
P-72 4 2.50 10.00
Total 8
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029P
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
| | Kelompok N Mean R
Hasil K-24 4
P-72 4
Total 8

Test Statistics?

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]
a. Grouping Variable: Kelompc
b. Not corrected for ties.

Ranks
| | Kelompok N Mean Rank  Sum of Ranks
Hasil K-72 4 2.50 10.00
P-24 4 6.50 26.00
Total 8
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Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
z -2.337
Asymp. Sig. (2-tailed) .019
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029P

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
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Uji Statistik Imunohistochemistry TNF-a

1. Analisa Deskriptif

Statistics
KN 2 KN 4 KP 2 KP 4 KPA 2 KPA4  KPU?2 KPU 4 KPAU 2 KPAU 4
Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu
N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missing 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 2.57 3.57 6.29 9.00 7.71 5.57 6.57 4.43 4.43 3.29
Median 2.00 3.00 6.00 9.00 8.00 5.00 6.00 5.00 5.00 4.00
Mode 2 22 5 9 9 4 52 52 52 22
Std. 1.272 1512 1.604 1.291 1.496 2.225 1.512 1.512 1.512 1.604
Deviation
Minimum 1 2 5 7 5 3 5 2 2 1
Maximum 5 6 9 11 9 9 9 6 6 5
a. Multiple modes exist. The smallest value is shown
2. Uji Normalitas
Berdasarkan uji normalitas didapatkan distribusi data normal.
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
KN 2 Minggu 245 7 200" .888 7 263
KN 4 Minggu .219 7 .200" 915 7 432
KP 2 Minggu .285 7 .089 .813 7 .055
KP 4 Minggu 214 7 .200" .960 7 .819
KPA 2 Minggu .234 7 .200" .851 7 .126
KPA 4 Minggu .189 7 .200" .922 7 482
KPU 2 Minggu .219 7 .200" 915 7 432
KPU 4 Minggu .219 7 .200" 915 7 432
KPAU 2 Minggu .219 7 .200" 915 7 432
KPAU 4 Minggu .243 7 .200" .880 7 224
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Descriptives
Statistic Std. Error
KN 2 Minggu Mean 2.57 481
95% Confidence Interval for Lower Bound 1.39
Mean Upper Bound 3.75
5% Trimmed Mean 2.52
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Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

2.00
1.619
1.272

1.137
1.947
3.57
2.17
4.97
3.52
3.00
2.286
1.512

.620
-.809
6.29
4.80
7.77
6.21
6.00
2.571
1.604

1.053
-.380
9.00
7.81
10.19
9.00
9.00
1.667
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Std. Deviation 1.291

Minimum 7

Maximum 11

Range 4

Interquartile Range 2

Skewness .000 794

Kurtosis 312 1.587
KPA 2 Minggu Mean 7.71 .565

95% Confidence Interval for Lower Bound 6.33

Mean Upper Bound 9.10

5% Trimmed Mean 7.79

Median 8.00

Variance 2.238

Std. Deviation 1.496

Minimum 5

Maximum 9

Range 4

Interquartile Range 2

Skewness -.998 794

Kurtosis 470 1.587
KPA 4 Minggu Mean 5.57 841

95% Confidence Interval for Lower Bound 3.51

Mean Upper Bound 7.63

5% Trimmed Mean 5.52

Median 5.00

Variance 4.952

Std. Deviation 2.225

Minimum 3

Maximum 9

Range 6

Interquartile Range 4

Skewness .630 .794

Kurtosis -1.042 1.587
KPU 2 Minggu Mean 6.57 571

95% Confidence Interval for Lower Bound 5.17

Mean Upper Bound 7.97

5% Trimmed Mean 6.52

Median 6.00

Variance 2.286

Std. Deviation 1.512

Minimum 5
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Maximum 9

Range 4

Interquartile Range 3

Skewness .620 794

Kurtosis -.809 1.587
KPU 4 Minggu Mean 4.43 571

95% Confidence Interval for Lower Bound 3.03

Mean Upper Bound 5.83

5% Trimmed Mean 4.48

Median 5.00

Variance 2.286

Std. Deviation 1.512

Minimum 2

Maximum 6

Range 4

Interquartile Range 3

Skewness -.620 .794

Kurtosis -.809 1.587
KPAU 2 Minggu ~ Mean 4.43 571

95% Confidence Interval for Lower Bound 3.03

Mean Upper Bound 5.83

5% Trimmed Mean 4.48

Median 5.00

Variance 2.286

Std. Deviation 1512

Minimum 2

Maximum 6

Range 4

Interquartile Range 3

Skewness -.620 .794

Kurtosis -.809 1.587
KPAU 4 Minggu Mean 3.29 .606

95% Confidence Interval for Lower Bound 1.80

Mean Upper Bound 4.77

5% Trimmed Mean 3.32

Median 4.00

Variance 2.571

Std. Deviation 1.604

Minimum 1

Maximum 5

Range 4
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Interquartile Range
Skewness -.305 .794
Kurtosis -1.832 1.587
3. Uji Homogenitas
Berdasarkan uji homogenitas didapatkan distribusi data homogen.
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean .699 60 .707
Based on Median .340 60 .958
Based on Median and with .340 56.611 .958
adjusted df
Based on trimmed mean .662 60 .739
ANOVA
Hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 267.200 9 29.689 11.990 .000
Within Groups 148.571 60 2.476
Total 415.771 69
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Hasil
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
() Kelompok (J) Kelompok (I-3) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
KN2 KN4 -1.000 .841 .239 -2.68 .68
KP2 -3.714" .841 .000 -5.40 -2.03
KP4 -6.429" .841 .000 -8.11 -4.75
KPA2 -5.143" .841 .000 -6.83 -3.46
KPA4 -3.000" .841 .001 -4.68 -1.32
KPU2 -4.000" .841 .000 -5.68 -2.32
KPU4 -1.857" .841 .031 -3.54 -.17
KPAU2 -1.857" .841 .031 -3.54 -.17
KPAU4 -.714 .841 .399 -2.40 .97
KN4 KN2 1.000 .841 .239 -.68 2.68
KP2 -2.714" .841 .002 -4.40 -1.03
KP4 -5.429" .841 .000 -7.11 -3.75
KPA2 -4.143" .841 .000 -5.83 -2.46
KPA4 -2.000" .841 .021 -3.68 -.32
KPU2 -3.000" .841 .001 -4.68 -1.32
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KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4

-.857
-.857
.286
3.714"
2.714
-2.714"
-1.429
714
-.286
1.857"
1.857
3.000"
6.429"
5.429"
2.714
1.286
3.429
2.429"
4571
4571
5.714"
5.143"
4.143"
1.429
-1.286
2.143
1.143
3.286"
3.286"
4.429
3.000"
2.000"
-.714
-3.429"
-2.143"
-1.000
1.143
1.143
2.286"
4.000
3.000"
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841
841
.841
.841
.841
.841
841
841
841
.841
.841
.841
.841
.841
.841
841
.841
.841
.841
.841
.841
841
.841
.841
.841
.841
.841
841
.841
.841
.841
.841
.841
.841
841
841
.841
.841
.841
841
841

312
312
.735
.000
.002
.002
.095
.399
.735
.031
.031
.001
.000
.000
.002
132
.000
.005
.000
.000
.000
.000
.000
.095
132
.013
179
.000
.000
.000
.001
.021
.399
.000
.013
.239
179
179
.009
.000
.001

216
-2.54 .83
-2.54 .83
-1.40 1.97
2.03 5.40
1.03 4.40
-4.40 -1.03
-3.11 .25
-.97 2.40
-1.97 1.40
17 3.54
17 3.54
1.32 4.68
4.75 8.11
3.75 7.11
1.03 4.40
-.40 2.97
1.75 5.11
.75 4.11
2.89 6.25
2.89 6.25
4.03 7.40
3.46 6.83
2.46 5.83
-.25 3.11
-2.97 40
.46 3.83
-.54 2.83
1.60 4.97
1.60 4.97
2.75 6.11
1.32 4.68
.32 3.68
-2.40 .97
-5.11 -1.75
-3.83 -.46
-2.68 .68
-.54 2.83
-.54 2.83
.60 3.97
2.32 5.68
1.32 4.68
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KP2 .286 .841 .735 -1.40 1.97
KP4 -2.429" .841 .005 -4.11 -.75
KPA2 -1.143 .841 179 -2.83 .54
KPA4 1.000 .841 .239 -.68 2.68
KPU4 2.143" .841 .013 46 3.83
KPAU2 2.143" .841 .013 46 3.83
KPAU4 3.286" .841 .000 1.60 4.97
KPU4 KN2 1.857" .841 .031 17 3.54
KN4 .857 .841 312 -.83 2.54
KP2 -1.857" .841 .031 -3.54 -.17
KP4 -4.571 .841 .000 -6.25 -2.89
KPA2 -3.286" .841 .000 -4.97 -1.60
KPA4 -1.143 .841 179 -2.83 .54
KPU2 -2.143" .841 .013 -3.83 -.46
KPAU2 .000 .841 1.000 -1.68 1.68
KPAU4 1.143 .841 179 -.54 2.83
KPAU2 KN2 1.857" .841 .031 17 3.54
KN4 .857 .841 312 -.83 2.54
KP2 -1.857" .841 .031 -3.54 -.17
KP4 -4.571" .841 .000 -6.25 -2.89
KPA2 -3.286" .841 .000 -4.97 -1.60
KPA4 -1.143 .841 179 -2.83 .54
KPU2 -2.143" .841 .013 -3.83 -.46
KPU4 .000 .841 1.000 -1.68 1.68
KPAU4 1.143 .841 179 -.54 2.83
KPAU4 KN2 714 .841 .399 -.97 2.40
KN4 -.286 .841 .735 -1.97 1.40
KP2 -3.000" .841 .001 -4.68 -1.32
KP4 -5.714" .841 .000 -7.40 -4.03
KPA2 -4.429" .841 .000 -6.11 -2.75
KPA4 -2.286" .841 .009 -3.97 -.60
KPU2 -3.286" .841 .000 -4.97 -1.60
KPU4 -1.143 .841 179 -2.83 .54
KPAU2 -1.143 .841 179 -2.83 .54
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 9

Uji Statistik Imunohistochemistry IL-1p

1. Analisa Deskriptif

Statistics
KN 2 KN 4 KP 2 KP 4 KPA2 KPA4 KPU2 KPU4 KPAU2 KPAU4
Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu
N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missing 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 4.71 3.57 11.43 8.14 7.00 4.71 6.43 4.71 3.86 3.57
Median 5.00 4.00 11.00 8.00 7.00 5.00 7.00 5.00 4.00 4.00
Mode 5 22 11 74 74 42 52 5 22 4
Std. 1.380 1272 1512 1.676 1.915 1.113 1.813 1.976 1.574 1.718
Deviation
Minimum 2 2 10 6 4 3 4 2 2 1
Maximum 6 5 14 11 9 6 9 8 6 6
a. Multiple modes exist. The smallest value is shown
Descriptives
Statistic Std. Error
KN 2 Minggu Mean 4.71 .522
95% Confidence Interval for Lower Bound 3.44
Mean Upper Bound 5.99
5% Trimmed Mean 4.79
Median 5.00
Variance 1.905
Std. Deviation 1.380
Minimum 2
Maximum 6
Range 4
Interquartile Range 2
Skewness -1.424 .794
Kurtosis 2.320 1.587
KN 4 Minggu Mean 3.57 481
95% Confidence Interval for Lower Bound 2.39
Mean Upper Bound 4.75
5% Trimmed Mean 3.58
Median 4.00
Variance 1.619
Std. Deviation 1.272
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Minimum 2

Maximum 5

Range 3

Interquartile Range 3

Skewness -.222 794

Kurtosis -1.715 1.587
KP 2 Minggu Mean 11.43 571

95% Confidence Interval for Lower Bound 10.03

Mean Upper Bound 12.83

5% Trimmed Mean 11.37

Median 11.00

Variance 2.286

Std. Deviation 1.512

Minimum 10

Maximum 14

Range 4

Interquartile Range 3

Skewness 1.000 .794

Kurtosis -.197 1.587
KP 4 Minggu Mean 8.14 .634

95% Confidence Interval for Lower Bound 6.59

Mean Upper Bound 9.69

5% Trimmed Mean 8.10

Median 8.00

Variance 2.810

Std. Deviation 1.676

Minimum 6

Maximum 11

Range 5

Interquartile Range 2

Skewness .582 .794

Kurtosis .052 1.587
KPA 2 Minggu Mean 7.00 724

95% Confidence Interval for Lower Bound 5.23

Mean Upper Bound 8.77

5% Trimmed Mean 7.06

Median 7.00

Variance 3.667

Std. Deviation 1.915

Minimum 4

Maximum 9
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Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

-.598
-.888
4.71
3.69
5.74
4.74
5.00
1.238
1.113

-.249
-.944
6.43
4.75
8.10
6.42
7.00
3.286
1.813
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221

Skewness .370 794

Kurtosis .185 1.587
KPAU 2 Minggu Mean 3.86 .595

95% Confidence Interval for Lower Bound 2.40

Mean Upper Bound 531

5% Trimmed Mean 3.84

Median 4.00

Variance 2.476

Std. Deviation 1.574

Minimum 2

Maximum 6

Range 4

Interquartile Range 3

Skewness -.037 794

Kurtosis -1.684 1.587
KPAU 4 Minggu Mean 3.57 .649

95% Confidence Interval for Lower Bound 1.98

Mean Upper Bound 5.16

5% Trimmed Mean 3.58

Median 4.00

Variance 2.952

Std. Deviation 1.718

Minimum 1

Maximum 6

Range 5

Interquartile Range 3

Skewness -.169 .794

Kurtosis -.638 1.587

Descriptives

KN 2 Minggu Mean

DISERTASI

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum
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Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

MEKANISME KOMBINASI Human....

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound
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Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

MEKANISME KOMBINASI Human....

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound
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Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound
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Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
KN 2 Minggu 296 7 063
KN 4 Minggu 203 7 .200°
KP 2 Minggu .326 7 .024
KP 4 Minggu 181 7 .200"
KPA 2 Minggu 214 7 .200"
KPA 4 Minggu 173 7 200"
KPU 2 Minggu 213 7 200"
KPU 4 Minggu 157 7 200"
KPAU 2 Minggu 195 7 .200°
KPAU 4 Minggu 170 7 .200"

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Berdasarkan uji homogenitas didapatkan distribusi data homogen.
Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean 417 9 60 921
Based on Median .363 9 60 .948
Based on Median and with .363 9 53.760 .947
adjusted df
Based on trimmed mean 440 9 60 .908

Uji Komparatif

Uji komparatif yang digunakan adalah Oneway Anova karena didapatkan distribusi data normal dan
homogen. Hasil uji komparatif menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada kelompok variable
secara signifikan.

ANOVA
Hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 393.729 9 43.748 16.734 .000
Within Groups 156.857 60 2.614
Total 550.586 69
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Berikut tabel multiple komparatif antar kelompok variable:

Dependent Variable: Hasil

Multiple Comparisons

226

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

(I) Kelompok (J) Kelompok (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

KN2 KN4 1.143 .864 191 -.59 2.87
KP2 -6.714" .864 .000 -8.44 -4.99
KP4 -3.429" .864 .000 -5.16 -1.70
KPA2 -2.286" .864 .010 -4.01 -.56
KPA4 .000 .864 1.000 -1.73 1.73
KPU2 -1.714 .864 .052 -3.44 .01
KPU4 .000 .864 1.000 -1.73 1.73
KPAU2 .857 .864 .325 -.87 2.59
KPAU4 1.143 .864 191 -.59 2.87

KN4 KN2 -1.143 .864 191 -2.87 .59
KP2 -7.857" .864 .000 -9.59 -6.13
KP4 -4.571" .864 .000 -6.30 -2.84
KPA2 -3.429" .864 .000 -5.16 -1.70
KPA4 -1.143 .864 191 -2.87 .59
KPU2 -2.857" .864 .002 -4.59 -1.13
KPU4 -1.143 .864 191 -2.87 .59
KPAU2 -.286 .864 742 -2.01 1.44
KPAU4 .000 .864 1.000 -1.73 1.73

KP2 KN2 6.714" .864 .000 4.99 8.44
KN4 7.857" .864 .000 6.13 9.59
KP4 3.286" .864 .000 1.56 5.01
KPA2 4.429" .864 .000 2.70 6.16
KPA4 6.714" .864 .000 4.99 8.44
KPU2 5.000" .864 .000 3.27 6.73
KPU4 6.714" .864 .000 4.99 8.44
KPAU2 7.571" .864 .000 5.84 9.30
KPAU4 7.857" .864 .000 6.13 9.59

KP4 KN2 3.429" .864 .000 1.70 5.16
KN4 4,571 .864 .000 2.84 6.30
KP2 -3.286" .864 .000 -5.01 -1.56
KPA2 1.143 .864 191 -.59 2.87
KPA4 3.429" .864 .000 1.70 5.16
KPU2 1.714 .864 .052 -.01 3.44
KPU4 3.429" .864 .000 1.70 5.16
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KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2

4.286"
4571
2.286"
3.429°
-4.429"
-1.143
2.286"
571
2.286"
3.143"
3.429°
.000
1.143
-6.714"
-3.429"
-2.286"
-1.714
.000
.857
1.143
1.714
2.857"
-5.000
-1.714
-.571
1.714
1.714
2.571
2.857"
.000
1.143
-6.714"
-3.429"
-2.286"
.000
-1.714
.857
1.143
-.857
.286
-7.571"

MEKANISME KOMBINASI Human....

.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864

.000
.000
.010
.000
.000
191
.010
511
.010
.001
.000
1.000
191
.000
.000
.010
.052
1.000
.325
191
.052
.002
.000
.052
511
.052
.052
.004
.002
1.000
191
.000
.000
.010
1.000
.052
.325
191
.325
742
.000

227
2.56 6.01
2.84 6.30
.56 4.01
1.70 5.16
-6.16 -2.70
-2.87 .59
.56 4.01
-1.16 2.30
.56 4.01
1.41 4.87
1.70 5.16
-1.73 1.73
-.59 2.87
-8.44 -4.99
-5.16 -1.70
-4.01 -.56
-3.44 .01
-1.73 1.73
-.87 2.59
-.59 2.87
-.01 3.44
1.13 4.59
-6.73 -3.27
-3.44 .01
-2.30 1.16
-.01 3.44
-.01 3.44
.84 4.30
1.13 4.59
-1.73 1.73
-.59 2.87
-8.44 -4.99
-5.16 -1.70
-4.01 -.56
-1.73 1.73
-3.44 .01
-.87 2.59
-.59 2.87
-2.59 .87
-1.44 2.01
-9.30 -5.84
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KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2

-4.286"
-3.143"
-.857
-2.571"
-.857
.286
-1.143
.000
-7.857"
-4.571"
-3.429"
-1.143
-2.857"
-1.143
-.286

.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864
.864

.000
.001
.325
.004
.325
742
191
1.000
.000
.000
.000
191
.002
191
742

-6.01
-4.87
-2.59
-4.30
-2.59
-1.44
-2.87
-1.73
-9.59
-6.30
-5.16
-2.87
-4.59
-2.87
-2.01

228

-2.56
-1.41
.87
-.84
.87
2.01
.59
1.73
-6.13
-2.84
-1.70
.59
-1.13
.59
1.44

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 10

Uji Statistik Imunohistochemistry Runx2

Analisa Deskriptif

Statistics
KN 2 KN 4 KP 2 KP 4 KPA2 KPA4 KPU2 KPU4 KPAU2 KPAUA4
Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu
N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missing 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 6.43 8.29 3.43 5.29 6.43 8.71 8.43 9.86 13.86 14.29
Median 6.00 8.00 3.00 5.00 6.00 9.00 9.00 10.00 14.00 14.00
Mode 6 8 2 5 6 10 9 10 102 13
Std. 1.718 2498 1618 1.704 1.718 1.799 1.988 2911 2.410 1.496
Deviation
Minimum 4 4 2 3 4 6 5 6 10 13
Maximum 9 12 6 8 9 11 11 14 17 17
a. Multiple modes exist. The smallest value is shown
Descriptives
Statistic Std. Error
KN 2 Minggu Mean 6.43 .649
95% Confidence Interval for Lower Bound 4.84
Mean Upper Bound 8.02
5% Trimmed Mean 6.42
Median 6.00
Variance 2.952
Std. Deviation 1.718
Minimum 4
Maximum 9
Range 5
Interquartile Range 3
Skewness .169 .794
Kurtosis -.638 1.587
KN 4 Minggu Mean 8.29 .944
95% Confidence Interval for Lower Bound 5.98
Mean Upper Bound 10.60
5% Trimmed Mean 8.32
Median 8.00
Variance 6.238
Std. Deviation 2.498
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Minimum 4

Maximum 12

Range 8

Interquartile Range 3

Skewness -.363 794

Kurtosis 1.068 1.587
KP 2 Minggu Mean 3.43 .612

95% Confidence Interval for Lower Bound 1.93

Mean Upper Bound 4.93

5% Trimmed Mean 3.37

Median 3.00

Variance 2.619

Std. Deviation 1.618

Minimum 2

Maximum 6

Range 4

Interquartile Range 3

Skewness .674 .794

Kurtosis -1.151 1.587
KP 4 Minggu Mean 5.29 .644

95% Confidence Interval for Lower Bound 3.71

Mean Upper Bound 6.86

5% Trimmed Mean 5.26

Median 5.00

Variance 2.905

Std. Deviation 1.704

Minimum 3

Maximum 8

Range 5

Interquartile Range 3

Skewness .514 .794

Kurtosis -.258 1.587
KPA 2 Minggu Mean 6.43 .649

95% Confidence Interval for Lower Bound 4.84

Mean Upper Bound 8.02

5% Trimmed Mean 6.42

Median 6.00

Variance 2.952

Std. Deviation 1.718

Minimum 4

Maximum 9
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Range 5

Interquartile Range 3

Skewness .169 .794

Kurtosis -.638 1.587
KPA 4 Minggu Mean 8.71 .680

95% Confidence Interval for Lower Bound 7.05

Mean Upper Bound 10.38

5% Trimmed Mean 8.74

Median 9.00

Variance 3.238

Std. Deviation 1.799

Minimum 6

Maximum 11

Range 5

Interquartile Range 3

Skewness -.368 .794

Kurtosis -1.130 1.587
KPU 2 Minggu Mean 8.43 .751

95% Confidence Interval for Lower Bound 6.59

Mean Upper Bound 10.27

5% Trimmed Mean 8.48

Median 9.00

Variance 3.952

Std. Deviation 1.988

Minimum 5

Maximum 11

Range 6

Interquartile Range 3

Skewness -.655 .794

Kurtosis .348 1.587
KPU 4 Minggu Mean 9.86 1.100

95% Confidence Interval for Lower Bound 7.16

Mean Upper Bound 12.55

5% Trimmed Mean 9.84

Median 10.00

Variance 8.476

Std. Deviation 2.911

Minimum 6

Maximum 14

Range 8

Interquartile Range 6
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Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

5% Trimmed Mean

Median
Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

5% Trimmed Mean

Median
Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

197
-.979
13.86
11.63
16.09
13.90
14.00
5.810
2.410
10

17

-.367
-.503
14.29
12.90
15.67
14.21
14.00
2.238
1.496

13

17

.998
470

232

.794
1.587
911

.794
1.587
.565

794
1.587

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
KN 2 Minggu 170 7 .200"
KN 4 Minggu .169 7 .200"
KP 2 Minggu 240 7 200"
KP 4 Minggu 281 7 101
KPA 2 Minggu 170 7 200"
KPA 4 Minggu 191 7 .200°
KPU 2 Minggu .185 7 .200"
KPU 4 Minggu 195 7 200"
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KPAU 2 Minggu 111 7 200"
KPAU 4 Minggu 234 7 200"

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Uji Homogenitas
Berdasarkan uji homogenitas didapatkan distribusi data homogen.

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean 512 9 60 .861
Based on Median 465 9 60 .892
Based on Median and with 465 9 49.032 .891
adjusted df
Based on trimmed mean 517 9 60 .857

Uji Komparatif

Uji komparatif yang digunakan adalah Oneway Anova karena didapatkan distribusi data normal dan
homogen. Hasil uji komparatif menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada kelompok variable
secara signifikan.

ANOVA
Hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 761.214 9 84.579 20.439 .000
Within Groups 248.286 60 4.138
Total 1009.500 69

Post Hoc LSD
Berikut tabel multiple komparatif antar kelompok variable:

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Hasil

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

(I) Kelompok (J) Kelompok (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

KN2 KN4 -1.857 1.087 .093 -4.03 .32
KP2 3.000" 1.087 .008 .82 5.18
KP4 1.143 1.087 .297 -1.03 3.32
KPA2 .000 1.087 1.000 -2.18 2.18
KPA4 -2.286" 1.087 .040 -4.46 -.11
KPU2 -2.000 1.087 .071 -4.18 .18
KPU4 -3.429" 1.087 .003 -5.60 -1.25
KPAU2 -7.429" 1.087 .000 -9.60 -5.25
KPAU4 -7.857" 1.087 .000 -10.03 -5.68
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KN4 KN2 1.857 1.087 .093 -.32 4.03
KP2 4.857" 1.087 .000 2.68 7.03
KP4 3.000" 1.087 .008 .82 5.18
KPA2 1.857 1.087 .093 -.32 4.03
KPA4 -.429 1.087 .695 -2.60 1.75
KPU2 -.143 1.087 .896 -2.32 2.03
KPU4 -1.571 1.087 154 -3.75 .60
KPAU2 -5.571" 1.087 .000 -7.75 -3.40
KPAU4 -6.000" 1.087 .000 -8.18 -3.82
KP2 KN2 -3.000 1.087 .008 -5.18 -.82
KN4 -4.857" 1.087 .000 -7.03 -2.68
KP4 -1.857 1.087 .093 -4.03 .32
KPA2 -3.000" 1.087 .008 -5.18 -.82
KPA4 -5.286" 1.087 .000 -7.46 -3.11
KPU2 -5.000" 1.087 .000 -7.18 -2.82
KPU4 -6.429" 1.087 .000 -8.60 -4.25
KPAU2 -10.429 1.087 .000 -12.60 -8.25
KPAU4 -10.857" 1.087 .000 -13.03 -8.68
KP4 KN2 -1.143 1.087 297 -3.32 1.03
KN4 -3.000" 1.087 .008 -5.18 -.82
KP2 1.857 1.087 .093 -.32 4.03
KPA2 -1.143 1.087 297 -3.32 1.03
KPA4 -3.429" 1.087 .003 -5.60 -1.25
KPU2 -3.143" 1.087 .005 -5.32 -.97
KPU4 -4.571" 1.087 .000 -6.75 -2.40
KPAU2 -8.571" 1.087 .000 -10.75 -6.40
KPAU4 -9.000" 1.087 .000 -11.18 -6.82
KPA2 KN2 .000 1.087 1.000 -2.18 2.18
KN4 -1.857 1.087 .093 -4.03 .32
KP2 3.000" 1.087 .008 .82 5.18
KP4 1.143 1.087 297 -1.03 3.32
KPA4 -2.286" 1.087 .040 -4.46 -11
KPU2 -2.000 1.087 .071 -4.18 .18
KPU4 -3.429" 1.087 .003 -5.60 -1.25
KPAU2 -7.429" 1.087 .000 -9.60 -5.25
KPAU4 -7.857" 1.087 .000 -10.03 -5.68
KPA4 KN2 2.286" 1.087 .040 A1 4.46
KN4 429 1.087 .695 -1.75 2.60
KP2 5.286" 1.087 .000 3.11 7.46
KP4 3.429" 1.087 .003 1.25 5.60
KPA2 2.286" 1.087 .040 A1 4.46
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KPU2 .286 1.087 794 -1.89 2.46
KPU4 -1.143 1.087 297 -3.32 1.03
KPAU2 -5.143" 1.087 .000 -7.32 -2.97
KPAU4 -5.571" 1.087 .000 -7.75 -3.40
KPU2 KN2 2.000 1.087 .071 -.18 4.18
KN4 143 1.087 .896 -2.03 2.32
KP2 5.000" 1.087 .000 2.82 7.18
KP4 3.143" 1.087 .005 .97 5.32
KPA2 2.000 1.087 .071 -.18 4.18
KPA4 -.286 1.087 794 -2.46 1.89
KPU4 -1.429 1.087 194 -3.60 .75
KPAU2 -5.429" 1.087 .000 -7.60 -3.25
KPAU4 -5.857" 1.087 .000 -8.03 -3.68
KPU4 KN2 3.429" 1.087 .003 1.25 5.60
KN4 1.571 1.087 154 -.60 3.75
KP2 6.429" 1.087 .000 4.25 8.60
KP4 4571 1.087 .000 2.40 6.75
KPA2 3.429 1.087 .003 1.25 5.60
KPA4 1.143 1.087 297 -1.03 3.32
KPU2 1.429 1.087 194 - 75 3.60
KPAU2 -4.000" 1.087 .001 -6.18 -1.82
KPAU4 -4.429° 1.087 .000 -6.60 -2.25
KPAU2 KN2 7.429" 1.087 .000 5.25 9.60
KN4 5.571" 1.087 .000 3.40 7.75
KP2 10.429" 1.087 .000 8.25 12.60
KP4 8.571" 1.087 .000 6.40 10.75
KPA2 7.429" 1.087 .000 5.25 9.60
KPA4 5.143" 1.087 .000 2.97 7.32
KPU2 5.429" 1.087 .000 3.25 7.60
KPU4 4.000 1.087 .001 1.82 6.18
KPAU4 -.429 1.087 .695 -2.60 1.75
KPAU4 KN2 7.857" 1.087 .000 5.68 10.03
KN4 6.000" 1.087 .000 3.82 8.18
KP2 10.857" 1.087 .000 8.68 13.03
KP4 9.000" 1.087 .000 6.82 11.18
KPA2 7.857" 1.087 .000 5.68 10.03
KPA4 5.571" 1.087 .000 3.40 7.75
KPU2 5.857" 1.087 .000 3.68 8.03
KPU4 4.429" 1.087 .000 2.25 6.60
KPAU2 429 1.087 .695 -1.75 2.60

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 11

Uji Statistik Imunohistochemistry COL-1

1. Analisa Deskriptif

Statistics
KN 2 KN 4 KP 2 KP 4 KPA2 KPA4 KPU2 KPU4 KPAU2 KPAUA4
Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu
N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missing 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 6.14 6.57 3.00 3.86 7.29 8.29 7.57 8.71 8.57 11.00
Median 6.00 6.00 3.00 4.00 7.00 8.00 8.00 9.00 9.00 10.00
Mode 62 54 22 4 74 72 8 72 10 10
Std. 1.345 2.070 1414 1.464 1.496 1.113 2.225 1.496 2.760 1.826
Deviation
Minimum 4 4 1 2 5 7 4 7 5 9
Maximum 8 9 5 6 9 10 11 11 13 14
a. Multiple modes exist. The smallest value is shown
Descriptives
Statistic Std. Error
KN 2 Minggu Mean 6.14 .508
95% Confidence Interval for Lower Bound 4.90
Mean Upper Bound 7.39
5% Trimmed Mean 6.16
Median 6.00
Variance 1.810
Std. Deviation 1.345
Minimum 4
Maximum 8
Range 4
Interquartile Range 2
Skewness -.352 .794
Kurtosis -.302 1.587
KN 4 Minggu Mean 6.57 .782
95% Confidence Interval for Lower Bound 4.66
Mean Upper Bound 8.49
5% Trimmed Mean 6.58
Median 6.00
Variance 4.286
Std. Deviation 2.070
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Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

A 00 © |bd

174
-2.103
3.00
1.69
4.31
3.00
3.00
2.000
1.414

.000
-1.200
3.86
2.50
5.21
3.84
4.00
2.143
1.464

-.109
-.666
7.29
5.90
8.67
7.32
7.00
2.238
1.496
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794
1.587
.535

794
1.587
.553

.794
1.587
.565
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Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

-.256
-.968
8.29
7.26
9.31
8.26
8.00
1.238
1.113

10

249
-.944
7.57
5.51
9.63
7.58
8.00
4.952
2.225

11

-.132
.523
8.71
7.33

10.10
8.68
9.00

2.238

1.496

11
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Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

5% Trimmed Mean

Median
Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

5% Trimmed Mean

Median
Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

.256
-.968
8.57
6.02
11.12
8.52
9.00
7.619
2.760

13

.292
-.532
11.00
9.31
12.69
10.94
10.00
3.333
1.826

14

.920
-.528

239

.794
1.587
1.043

.794
1.587
.690

794
1.587

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
KN 2 Minggu 72 7 .200"
KN 4 Minggu .205 7 .200"
KP 2 Minggu .189 7 .200°
KP 4 Minggu 253 7 195
KPA 2 Minggu .160 7 .200°
KPA 4 Minggu 173 7 200"
KPU 2 Minggu .148 7 .200"
KPU 4 Minggu .160 7 .200"
DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human....
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KPAU 2 Minggu .160 7 .200"
KPAU 4 Minggu 279 7 .105

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Uji Homogenitas

Berdasarkan uji homogenitas didapatkan distribusi data homogen.

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean 1.353 60 .230
Based on Median .854 60 571
Based on Median and with .854 43.352 572
adjusted df
Based on trimmed mean 1.364 60 .225

Uji Komparatif

240

Uji komparatif yang digunakan adalah Oneway Anova karena didapatkan distribusi data normal dan
homogen. Hasil uji komparatif menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada kelompok variable

secara signifikan.

ANOVA
Hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 351.157 9 39.017 12.248 .000
Within Groups 191.143 60 3.186
Total 542.300 69
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Hasil
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(I) Kelompok (J) Kelompok (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
KN2 KN4 -.429 .954 .655 -2.34 1.48
KP2 3.143" .954 .002 1.23 5.05
KP4 2.286" .954 .020 .38 4.19
KPA2 -1.143 .954 .236 -3.05 77
KPA4 -2.143" .954 .028 -4.05 -.23
KPU2 -1.429 .954 .140 -3.34 .48
KPU4 -2.571 .954 .009 -4.48 -.66
KPAU2 -2.429" .954 .013 -4.34 -.52
KPAU4 -4.857" .954 .000 -6.77 -2.95
KN4 KN2 429 .954 .655 -1.48 2.34
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KP2 3.571" .954 .000 1.66 5.48
KP4 2.714 .954 .006 .81 4.62
KPA2 -714 .954 A57 -2.62 1.19
KPA4 -1.714 .954 .077 -3.62 .19
KPU2 -1.000 .954 .299 -2.91 91
KPU4 -2.143" .954 .028 -4.05 -.23
KPAU2 -2.000" .954 .040 -3.91 -.09
KPAU4 -4.429" .954 .000 -6.34 -2.52
KP2 KN2 -3.143" .954 .002 -5.05 -1.23
KN4 -3.571" .954 .000 -5.48 -1.66
KP4 -.857 .954 .373 -2.77 1.05
KPA2 -4.286" .954 .000 -6.19 -2.38
KPA4 -5.286" .954 .000 -7.19 -3.38
KPU2 -4.571" .954 .000 -6.48 -2.66
KPU4 -5.714" .954 .000 -7.62 -3.81
KPAU2 -5.571" .954 .000 -7.48 -3.66
KPAU4 -8.000" .954 .000 -9.91 -6.09
KP4 KN2 -2.286" .954 .020 -4.19 -.38
KN4 -2.714" .954 .006 -4.62 -.81
KP2 .857 .954 373 -1.05 2.77
KPA2 -3.429" .954 .001 -5.34 -1.52
KPA4 -4.429° .954 .000 -6.34 -2.52
KPU2 -3.714° .954 .000 -5.62 -1.81
KPU4 -4.857" .954 .000 -6.77 -2.95
KPAU2 -4.714" .954 .000 -6.62 -2.81
KPAU4 -7.143" .954 .000 -9.05 -5.23
KPA2 KN2 1.143 .954 .236 =77 3.05
KN4 714 .954 457 -1.19 2.62
KP2 4.286" .954 .000 2.38 6.19
KP4 3.429° .954 .001 1.52 5.34
KPA4 -1.000 .954 .299 -2.91 91
KPU2 -.286 .954 .766 -2.19 1.62
KPU4 -1.429 .954 .140 -3.34 A8
KPAU2 -1.286 .954 .183 -3.19 .62
KPAU4 -3.714° .954 .000 -5.62 -1.81
KPA4 KN2 2.143 .954 .028 .23 4.05
KN4 1.714 .954 .077 -.19 3.62
KP2 5.286" .954 .000 3.38 7.19
KP4 4.429" .954 .000 2.52 6.34
KPA2 1.000 .954 .299 -91 291
KPU2 714 .954 457 -1.19 2.62
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KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2

-.429
-.286
-2.714"
1.429
1.000
4571
3.714"
.286
-714
-1.143
-1.000
-3.429
2.571
2.143
5.714"
4.857"
1.429
429
1.143
143
-2.286"
2.429"
2.000"
5.571"
4.714"
1.286
.286
1.000
-.143
-2.429"
4.857"
4.429"
8.000"
7.143"
3.714"
2.714"
3.429"
2.286"
2.429"

.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954
.954

.655
.766
.006
.140
.299
.000
.000
.766
A57
.236
.299
.001
.009
.028
.000
.000
.140
.655
.236
.881
.020
.013
.040
.000
.000
.183
.766
.299
.881
.013
.000
.000
.000
.000
.000
.006
.001
.020
.013
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-2.34 1.48
-2.19 1.62
-4.62 -.81
-.48 3.34
-91 291
2.66 6.48
1.81 5.62
-1.62 2.19
-2.62 1.19
-3.05 77
-2.91 91
-5.34 -1.52
.66 4.48
.23 4.05
3.81 7.62
2.95 6.77
-.48 3.34
-1.48 2.34
=77 3.05
-1.77 2.05
-4.19 -.38
.52 4.34
.09 3.91
3.66 7.48
2.81 6.62
-.62 3.19
-1.62 2.19
-91 291
-2.05 1.77
-4.34 -.52
2.95 6.77
2.52 6.34
6.09 9.91
5.23 9.05
1.81 5.62
.81 4.62
1.52 5.34
.38 4.19
.52 4.34

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 12
Uji Statistik Imunohistochemistry LL-37

Analisa Deskriptif

Statistics

KN 2 KN 4 KP 2 KP4  KPA2
Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu

KPA4 KPU2 KPU4 KPAU2 KPAU4
Minggu = Minggu Minggu Minggu Minggu

N Valid 7 7 7 7 7
Missing 0 0 0 0 0
Mean 3.29 4.86 6.29 7.00 7.57
Median 3.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Mode 2 2 5 72 9
Std. 1.799 2340 1799 1.633 2.070
Deviation
Minimum 1 2 4 4 4
Maximum 6 8 9 9 10

7 7 7 7 7

0 0 0 0 0
9.29 9.43 10.57 10.43 12.43
9.00 9.00 10.00 10.00 11.00
7 72 10 8 102
2.215 2.299 2.370 2.370 2.699

13 13 14 14 17

a. Multiple modes exist. The smallest value is shown

Descriptives

Statistic Std. Error

Mean 3.29
95% Confidence Interval for Lower Bound 1.62
Mean Upper Bound 4.95
5% Trimmed Mean 3.26
Median 3.00
Variance 3.238
Std. Deviation 1.799
Minimum 1
Maximum 6
Range 5
Interquartile Range 3
Skewness .368
Kurtosis -1.130
Mean 4.86
95% Confidence Interval for Lower Bound 2.69
Mean Upper Bound 7.02
5% Trimmed Mean 4.84
Median 5.00
Variance 5.476
Std. Deviation 2.340
Minimum 2

.680

794
1.587
.884
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Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

DISERTASI

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

-.089
-1.445
6.29
4.62
7.95
6.26
6.00
3.238
1.799

.368
-1.130
7.00
5.49
8.51
7.06
7.00
2.667
1.633

-.964
1.162
7.57
5.66
9.49
7.63
8.00
4.286
2.070

10

794
1.587
.680

794
1.587
.617

794
1.587
.782
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Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range

Skewness

DISERTASI

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

- 773
-.012
9.29
7.24
11.33
9.21
9.00
4.905
2.215

13

.658
-.423
9.43
7.30
11.55
9.37
9.00
5.286
2.299

13

416
-1.247
10.57
8.38
12.76
10.58
10.00
5.619
2.370

14

.086

794
1.587
.837

794
1.587
.869

794
1.587
.896

794
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Kurtosis -.345 1.587

Mean 10.43 .896

95% Confidence Interval for Lower Bound 8.24

Mean Upper Bound 12.62

5% Trimmed Mean 10.37

Median 10.00

Variance 5.619

Std. Deviation 2.370

Minimum 8

Maximum 14

Range 6

Interquartile Range 5

Skewness .545 794

Kurtosis -1.257 1.587

Mean 12.43 1.020

95% Confidence Interval for Lower Bound 9.93

Mean Upper Bound 14.92

5% Trimmed Mean 12.31

Median 11.00

Variance 7.286

Std. Deviation 2.699

Minimum 10

Maximum 17

Range 7

Interquartile Range 5

Skewness .928 794

Kurtosis -.490 1.587

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov@
Statistic df Sig.

KN 2 Minggu 191 7 .200°
KN 4 Minggu 175 7 .200"
KP 2 Minggu 191 7 .200"
KP 4 Minggu 214 7 .200"
KPA 2 Minggu .183 7 .200"
KPA 4 Minggu 151 7 .200"
KPU 2 Minggu 181 7 .200"
KPU 4 Minggu 167 7 .200"
KPAU 2 Minggu .155 7 .200"
KPAU 4 Minggu 273 7 124
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*, This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Uji Homogenitas

Berdasarkan uji homogenitas didapatkan distribusi data homogen.

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean 516 60 .857
Based on Median .260 60 .983
Based on Median and with .260 43.607 .982
adjusted df
Based on trimmed mean 488 60 877

Uji Komparatif

247

Uji komparatif yang digunakan adalah Oneway Anova karena didapatkan distribusi data normal dan
homogen. Hasil uji komparatif menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada kelompok variable

secara signifikan.

ANOVA
Hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 503.371 9 55.930 11.745 .000

Within Groups 285.714 60 4.762

Total 789.086 69

Post Hoc LSD

Berikut tabel multiple komparatif antar kelompok variable:

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Hasil
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

(I) Kelompok (J) Kelompok (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

KN2 KN4 -1.571 1.166 .183 -3.90 .76
KP2 -3.000" 1.166 .013 -5.33 -.67
KP4 -3.714" 1.166 .002 -6.05 -1.38
KPA2 -4.286" 1.166 .001 -6.62 -1.95
KPA4 -6.000" 1.166 .000 -8.33 -3.67
KPU2 -6.143" 1.166 .000 -8.48 -3.81
KPU4 -7.286" 1.166 .000 -9.62 -4.95
KPAU2 -7.143" 1.166 .000 -9.48 -4.81
KPAU4 -9.143" 1.166 .000 -11.48 -6.81
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KN4 KN2
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KP2 KN2
KN4
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KP4 KN2
KN4
KP2
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KPA2 KN2
KN4
KP2
KP4
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KPA4 KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2

DISERTASI

1.571
-1.429
-2.143
-2.714"
-4.429"
-4.571"
-5.714"
-5.571"
-7.571"
3.000°
1.429
-.714
-1.286
-3.000"
-3.143"
-4.286"
-4.143"
-6.143"
3.714"
2.143
714
-571
-2.286
-2.429"
-3.571"
-3.429"
-5.429"
4.286"
2.714"
1.286
571
-1.714
-1.857
-3.000
-2.857"
-4.857"
6.000"
4.429°
3.000°
2.286
1.714
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1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166

.183
.225
.071
.023
.000
.000
.000
.000
.000
.013
.225
.543
275
.013
.009
.001
.001
.000
.002
.071
.543
.626
.055
.042
.003
.005
.000
.001
.023
275
.626
147
117
.013
.017
.000
.000
.000
.013
.055
147

-.76
-3.76
-4.48
-5.05
-6.76
-6.90
-8.05
-7.90
-9.90

.67

-.90
-3.05
-3.62
-5.33
-5.48
-6.62
-6.48
-8.48

1.38

-.19
-1.62
-2.90
-4.62
-4.76
-5.90
-5.76
-7.76

1.95

.38
-1.05
-1.76
-4.05
-4.19
-5.33
-5.19
-7.19
3.67
2.10
.67
-.05
-.62

248

3.90
.90
.19
-.38
-2.10
-2.24
-3.38
-3.24
-5.24
5.33
3.76
1.62
1.05
-.67
-.81
-1.95
-1.81
-3.81
6.05
4.48
3.05
1.76
.05
-.10
-1.24
-1.10
-3.10
6.62
5.05
3.62
2.90
.62
A8
-.67
-.52
-2.52
8.33
6.76
5.33
4.62
4.05
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KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2

-.143
-1.286
-1.143
-3.143"
6.143"
4571
3.143"
2.429"
1.857
.143
-1.143
-1.000
-3.000"
7.286"
5.714"
4.286"
3.571
3.000°
1.286
1.143
143
-1.857
7.143
5.571"
4.143"
3.429°
2.857"
1.143
1.000
-.143
-2.000
9.143"
7.571
6.143"
5.429°
4.857"
3.143"
3.000°
1.857
2.000

1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166
1.166

.903
275
331
.009
.000
.000
.009
.042
117
.903
331
.395
.013
.000
.000
.001
.003
.013
275
331
.903
117
.000
.000
.001
.005
.017
331
.395
.903
.092
.000
.000
.000
.000
.000
.009
.013
117
.092

-2.48
-3.62
-3.48
-5.48
3.81
2.24
.81
.10
-.48
-2.19
-3.48
-3.33
-5.33
4.95
3.38
1.95
1.24
.67
-1.05
-1.19
-2.19
-4.19
4.81
3.24
1.81
1.10
.52
-1.19
-1.33
-2.48
-4.33
6.81
5.24
3.81
3.10
2.52
.81
.67
-.48
-.33
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2.19
1.05
1.19
-.81
8.48
6.90
5.48
4.76
4.19
2.48
1.19
1.33
-.67
9.62
8.05
6.62
5.90
5.33
3.62
3.48
2.48
48
9.48
7.90
6.48
5.76
5.19
3.48
3.33
2.19
.33
11.48
9.90
8.48
7.76
7.19
5.48
5.33
4.19
4.33

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 13

Uji Statistik Hematoxylin Eosin Osteoblas

1. Analisa Deskriptif

250

Statistics
KN 2 KN 4 KP 2 KP4 KPA2 KPA4 KPU2 KPU4 KPAU2 KPAUA4
Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu
N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missing 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 5.71 6.14 2.57 3.86 7.14 8.57 7.14 9.00 10.14 13.57
Median 5.00 6.00 2.00 4.00 8.00 9.00 7.00 9.00 10.00 13.00
Mode 5 52 12 22 8 72 52 82 102 10
Std. 2138 1574 1512 1.574 1.676 1.272 1.676 1.414 1.864 3.207
Deviation
Minimum 3 4 1 2 4 7 5 7 7 10
Maximum 9 8 5 6 9 10 9 11 13 18
a. Multiple modes exist. The smallest value is shown
Descriptives
Statistic Std. Error
KN 2 Minggu Mean 5.71 .808
95% Confidence Interval for Lower Bound 3.74
Mean Upper Bound 7.69
5% Trimmed Mean 5.68
Median 5.00
Variance 4571
Std. Deviation 2.138
Minimum 3
Maximum 9
Range 6
Interquartile Range 4
Skewness 517 .794
Kurtosis -771 1.587
KN 4 Minggu Mean 6.14 .595
95% Confidence Interval for Lower Bound 4.69
AR Upper Bound 7.60
5% Trimmed Mean 6.16
Median 6.00
Variance 2.476
Std. Deviation 1.574
Minimum 4
Maximum 8
Range 4
Interquartile Range 3
Skewness .037 .794
Kurtosis -1.684 1.587
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Mean
95% Confidence Interval for Lower Bound

AR Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for  Lower Bound
Uzl Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

AL Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
R Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

2.57
1.17

3.97
2.52
2.00
2.286
1512

.620
-.809
3.86
2.40

5.31
3.84
4.00
2.476
1.574

-.037
-1.684
7.14
5.59

8.69
7.21
8.00
2.810
1.676

-1.201
1.268
8.57
7.39

9.75
8.58
9.00
1.619
1.272

10
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571

794
1.587
.595

.794
1.587
.634

794
1.587
481
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Interquartile Range 3

Skewness -.222 .794

Kurtosis -1.715 1.587
KPU 2 Minggu Mean 7.14 .634

95% Confidence Interval for Lower Bound 5.59

Mean Upper Bound 8.69

5% Trimmed Mean 7.16

Median 7.00

Variance 2.810

Std. Deviation 1.676

Minimum 5

Maximum 9

Range 4

Interquartile Range 4

Skewness -.309 794

Kurtosis -1.468 1.587
KPU 4 Minggu Mean 9.00 .535

95% Confidence Interval for Lower Bound 7.69

AT Upper Bound 10.31

5% Trimmed Mean 9.00

Median 9.00

Variance 2.000

Std. Deviation 1.414

Minimum 7

Maximum 11

Range 4

Interquartile Range 2

Skewness .000 .794

Kurtosis -1.200 1.587
KPAU 2 Minggu Mean 10.14 .705

95% Confidence Interval for Lower Bound 8.42

Mean Upper Bound 11.87

5% Trimmed Mean 10.16

Median 10.00

Variance 3.476

Std. Deviation 1.864

Minimum 7

Maximum 13

Range 6

Interquartile Range 2

Skewness -.287 .794

Kurtosis 1.049 1.587
KPAU 4 Minggu Mean 13.57 1.212

95% Confidence Interval for Lower Bound 10.61

AR Upper Bound 16.54

5% Trimmed Mean 13.52

Median 13.00

Variance 10.286

Std. Deviation 3.207
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Minimum 10
Maximum 18
Range 8
Interquartile Range 7
Skewness .247 .794
Kurtosis -1.613 1.587
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov?
Statistic df Sig.
KN 2 Minggu 202 7 200"
KN 4 Minggu 195 7 .200"
KP 2 Minggu 219 7 200"
KP 4 Minggu .195 7 .200"
KPA 2 Minggu 267 7 142
KPA 4 Minggu .203 7 .200"
KPU 2 Minggu .185 7 .200"
KPU 4 Minggu .189 7 .200"
KPAU 2 Minggu .184 7 .200"
KPAU 4 Minggu 153 7 .200°
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean 1.661 9 60 119
Based on Median 1.056 9 60 408
Based on Median and with 1.056 9 43.313 413
adjusted df
Based on trimmed mean 1.631 9 60 127

Uji Komparatif

253

Uji komparatif yang digunakan adalah Oneway Anova karena didapatkan distribusi data normal dan
homogen. Hasil uji komparatif menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada kelompok variable

secara signifikan.

ANOVA
Hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 629.729 9 69.970 20.101 .000
Within Groups 208.857 60 3.481
Total 838.586 69
DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human....
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Post Hoc LSD
Berikut tabel multiple komparatif antar kelompok variable:

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Hasil

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

(I) Kelompok (J) Kelompok (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

KN2 KN4 -.429 .997 .669 -2.42 1.57
KP2 3.143" .997 .003 1.15 5.14
KP4 1.857 .997 .067 -.14 3.85
KPA2 -1.429 .997 157 -3.42 .57
KPA4 -2.857" .997 .006 -4.85 -.86
KPU2 -1.429 .997 157 -3.42 .57
KPU4 -3.286" .997 .002 -5.28 -1.29
KPAU2 -4.429" .997 .000 -6.42 -2.43
KPAU4 -7.857" .997 .000 -9.85 -5.86

KN4 KN2 429 .997 .669 -1.57 2.42
KP2 3.571" .997 .001 1.58 5.57
KP4 2.286" .997 .025 .29 4.28
KPA2 -1.000 .997 .320 -2.99 .99
KPA4 -2.429" .997 .018 -4.42 -.43
KPU2 -1.000 .997 .320 -2.99 .99
KPU4 -2.857" .997 .006 -4.85 -.86
KPAU2 -4.000" .997 .000 -5.99 -2.01
KPAU4 -7.429" .997 .000 -9.42 -5.43

KP2 KN2 -3.143" .997 .003 -5.14 -1.15
KN4 -3.571" .997 .001 -5.57 -1.58
KP4 -1.286 .997 .202 -3.28 71
KPA2 -4.571" .997 .000 -6.57 -2.58
KPA4 -6.000" .997 .000 -7.99 -4.01
KPU2 -4.571" .997 .000 -6.57 -2.58
KPU4 -6.429" .997 .000 -8.42 -4.43
KPAU2 -7.571" .997 .000 -9.57 -5.58
KPAU4 -11.000" .997 .000 -12.99 -9.01

KP4 KN2 -1.857 .997 .067 -3.85 .14
KN4 -2.286" .997 .025 -4.28 -.29
KP2 1.286 .997 .202 -71 3.28
KPA2 -3.286" .997 .002 -5.28 -1.29
KPA4 -4.714" .997 .000 -6.71 -2.72
KPU2 -3.286" .997 .002 -5.28 -1.29
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KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4

-5.143"
-6.286"
-9.714"
1.429
1.000
4571
3.286"
-1.429
.000
-1.857
-3.000
-6.429"
2.857"
2.429"
6.000"
4.714"
1.429
1.429
-.429
-1.571
-5.000"
1.429
1.000
4571
3.286"
.000
-1.429
-1.857
-3.000
-6.429"
3.286"
2.857"
6.429"
5.143"
1.857
429
1.857
-1.143
-4.571"
4.429"
4.000

MEKANISME KOMBINASI Human....

.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997
.997

.000
.000
.000
157
.320
.000
.002
157
1.000
.067
.004
.000
.006
.018
.000
.000
157
157
.669
120
.000
157
.320
.000
.002
1.000
157
.067
.004
.000
.002
.006
.000
.000
.067
.669
.067
.256
.000
.000
.000

255

-7.14 -3.15
-8.28 -4.29
-11.71 -7.72
-.57 3.42
-.99 2.99
2.58 6.57
1.29 5.28
-3.42 .57
-1.99 1.99
-3.85 .14
-4.99 -1.01
-8.42 -4.43
.86 4.85
43 4.42
4.01 7.99
2.72 6.71
-.57 3.42
-.57 3.42
-2.42 1.57
-3.57 42
-6.99 -3.01
-.57 3.42
-.99 2.99
2.58 6.57
1.29 5.28
-1.99 1.99
-3.42 .57
-3.85 .14
-4.99 -1.01
-8.42 -4.43
1.29 5.28
.86 4.85
4.43 8.42
3.15 7.14
-.14 3.85
-1.57 2.42
-.14 3.85
-3.14 .85
-6.57 -2.58
2.43 6.42
2.01 5.99
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KP2 7.571 .997 .000 5.58 9.57
KP4 6.286" .997 .000 4.29 8.28
KPA2 3.000" .997 .004 1.01 4.99
KPA4 1.571 .997 .120 -.42 3.57
KPU2 3.000" .997 .004 1.01 4.99
KPU4 1.143 .997 .256 -.85 3.14
KPAU4 -3.429" .997 .001 -5.42 -1.43
KPAU4 KN2 7.857" .997 .000 5.86 9.85
KN4 7.429" .997 .000 5.43 9.42
KP2 11.000 .997 .000 9.01 12.99
KP4 9.714" .997 .000 7.72 11.71
KPA2 6.429" .997 .000 4.43 8.42
KPA4 5.000" .997 .000 3.01 6.99
KPU2 6.429" .997 .000 4.43 8.42
KPU4 4571 .997 .000 2.58 6.57
KPAU2 3.429" .997 .001 1.43 5.42

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 14
Uji Statistik Hematoxylin Eosin Osteoklas

Analisa Deskriptif
Statistics
KN 2 KN 4 KP 2 KP 4 KPA2 KPA4 KPU2 KPU4 KPAU2 KPAU4
Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu

N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missing 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 3.86 457 13.86 14.29 7.00 6.57 7.43 6.43 5.00 2.43
Median 3.00 5.00 14.00 14.00 7.00 6.00 8.00 6.00 5.00 2.00
Mode 22 42 102 13 62 52 9 6 5 2
Std. 1.952 1.397 2410 1.496 1.528 1.512 1.718 1.718 2.236 1.272
Deviation
Minimum 2 2 10 13 5 5 5 4 2 1
Maximum 7 6 17 17 9 9 9 9 9 5

a. Multiple modes exist. The smallest value is shown

Descriptives
Statistic Std. Error

KN 2 Minggu Mean 3.86 .738

95% Confidence Interval for Lower Bound 2.05

Mean Upper Bound 5.66

5% Trimmed Mean 3.79

Median 3.00

Variance 3.810

Std. Deviation 1.952

Minimum 2

Maximum 7

Range 5

Interquartile Range 4

Skewness .842 .794

Kurtosis -.785 1.587
KN 4 Minggu Mean 4.57 .528

95% Confidence Interval for Lower Bound 3.28

Mean Upper Bound 5.86

5% Trimmed Mean 4.63

Median 5.00

Variance 1.952

Std. Deviation 1.397
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Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

N A OO

-.974
1.007
13.86
11.63
16.09
13.90
14.00
5.810
2.410

10
17

-.367
-.503
14.29
12.90
15.67
14.21
14.00
2.238
1.496

13

17

.998
470
7.00
5.59
8.41
7.00
7.00
2.333
1.528
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794
1.587
911

794
1.587
.565

.794
1.587
577
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Range 4

Interquartile Range 3

Skewness .393 .794

Kurtosis -1.114 1.587
KPA 4 Minggu Mean 6.57 571

95% Confidence Interval for Lower Bound 5.17

Mean Upper Bound 7.97

5% Trimmed Mean 6.52

Median 6.00

Variance 2.286

Std. Deviation 1.512

Minimum 5

Maximum 9

Range 4

Interquartile Range 3

Skewness .620 .794

Kurtosis -.809 1.587
KPU 2 Minggu Mean 7.43 .649

95% Confidence Interval for Lower Bound 5.84

Mean Upper Bound 9.02

5% Trimmed Mean 7.48

Median 8.00

Variance 2.952

Std. Deviation 1.718

Minimum 5

Maximum 9

Range 4

Interquartile Range 3

Skewness -.383 .794

Kurtosis -2.107 1.587
KPU 4 Minggu Mean 6.43 .649

95% Confidence Interval for Lower Bound 4.84

Mean Upper Bound 8.02

5% Trimmed Mean 6.42

Median 6.00

Variance 2.952

Std. Deviation 1.718

Minimum 4

Maximum 9

Range 5

Interquartile Range 3
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Skewness
Kurtosis

Mean

.169

-.638

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean

Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

5.00
2.93
7.07
4.94
5.00

5.000

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

2.236

.626

1.208

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean

Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

2.43
1.25
3.61
2.37
2.00

1.619

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

1.272

1.581
3.168

260

.794
1.587
.845

.794
1.587
481

794
1.587

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov@

Statistic df Sig.
KN 2 Minggu 241 7 .200°
KN 4 Minggu 198 7 .200°
KP 2 Minggu 111 7 .200°
KP 4 Minggu 234 7 .200"
KPA 2 Minggu 214 7 .200"
KPA 4 Minggu 219 7 .200"
KPU 2 Minggu 248 7 .200°
KPU 4 Minggu 170 7 .200°
KPAU 2 Minggu 214 7 .200"

DISERTASI
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KPAU 4 Minggu 346 7 011

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean 574 60 .813
Based on Median 475 60 .886
Based on Median and with 475 50.552 .885
adjusted df
Based on trimmed mean .584 60 .805

Uji Komparatif

261

Uji komparatif yang digunakan adalah Oneway Anova karena didapatkan distribusi data normal dan
homogen. Hasil uji komparatif menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada kelompok variable

secara signifikan.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 988.857 9 109.873 35.497 .000

Within Groups 185.714 60 3.095

Total 1174.571 69

Post Hoc LSD

Berikut tabel multiple komparatif antar kelompok variable:

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Hasil
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

() Kelompok (J) Kelompok (I-3) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

KN2 KN4 -.714 .940 450 -2.60 1.17
KP2 -10.000" .940 .000 -11.88 -8.12
KP4 -10.429" .940 .000 -12.31 -8.55
KPA2 -3.143" .940 .001 -5.02 -1.26
KPA4 -2.714" .940 .005 -4.60 -.83
KPU2 -3.571" .940 .000 -5.45 -1.69
KPU4 -2.571 .940 .008 -4.45 -.69
KPAU2 -1.143 .940 .229 -3.02 .74
KPAU4 1.429 .940 134 -.45 3.31

KN4 KN2 714 .940 450 -1.17 2.60
KP2 -9.286" .940 .000 -11.17 -7.40
KP4 -9.714" .940 .000 -11.60 -7.83

DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human.... VIVIN ARIESTANIA



KP2

KP4

KPA2

KPA4

DISERTASI

IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP4
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KPA2
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA4
KPU2
KPU4
KPAU2
KPAU4
KN2
KN4
KP2
KP4
KPA2
KPU2
KPU4
KPAU2

-2.429"
-2.000"
-2.857"
-1.857
-.429
2.143
10.000"
9.286"
-.429
6.857"
7.286"
6.429"
7.429"
8.857"
11.429"
10.429"
9.714
429
7.286"
7.714
6.857"
7.857"
9.286"
11.857"
3.143"
2.429"
-6.857"
-7.286"
429
-.429
571
2.000"
4571
2.714"
2.000"
-7.286"
-7.714°
-.429
-.857
.143
1571

MEKANISME KOMBINASI Human....

.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940
.940

.012
.038
.004
.053
.650
.026
.000
.000
.650
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.650
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.012
.000
.000
.650
.650
.546
.038
.000
.005
.038
.000
.000
.650
.366
.880
.100

-4.31
-3.88
-4.74
-3.74
-2.31
26
8.12
7.40
-2.31
4.98
5.40
4.55
5.55
6.98
9.55
8.55
7.83
-1.45
5.40
5.83
4.98
5.98
7.40
9.98
1.26
55
-8.74
-9.17
-1.45
-2.31
-1.31
12
2.69
83
12
-9.17
-9.60
-2.31
-2.74
-1.74
-31

262

-.55
-12
-.98
.02
1.45
4.02
11.88
11.17
1.45
8.74
9.17
8.31
9.31
10.74
13.31
12.31
11.60
2.31
9.17
9.60
8.74
9.74
11.17
13.74
5.02
4.31
-4.98
-5.40
2.31
1.45
2.45
3.88
6.45
4.60
3.88
-5.40
-5.83
1.45
1.02
2.02
3.45

VIVIN ARIESTANIA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 263

KPAU4 4.143" .940 .000 2.26 6.02
KPU2 KN2 3.571" .940 .000 1.69 5.45
KN4 2.857" .940 .004 .98 4.74
KP2 -6.429" .940 .000 -8.31 -4.55
KP4 -6.857" .940 .000 -8.74 -4.98
KPA2 429 .940 .650 -1.45 231
KPA4 .857 .940 .366 -1.02 2.74
KPU4 1.000 .940 292 -.88 2.88
KPAU2 2.429" .940 .012 .55 4.31
KPAU4 5.000" .940 .000 3.12 6.88
KPU4 KN2 2.571 .940 .008 .69 4.45
KN4 1.857 .940 .053 -.02 3.74
KP2 -7.429" .940 .000 -9.31 -5.55
KP4 -7.857" .940 .000 -9.74 -5.98
KPA2 -.571 .940 .546 -2.45 1.31
KPA4 -.143 .940 .880 -2.02 1.74
KPU2 -1.000 .940 .292 -2.88 .88
KPAU2 1.429 .940 134 -45 3.31
KPAU4 4.000" .940 .000 2.12 5.88
KPAU2 KN2 1.143 .940 .229 -74 3.02
KN4 429 .940 .650 -1.45 2.31
KP2 -8.857" .940 .000 -10.74 -6.98
KP4 -9.286" .940 .000 -11.17 -7.40
KPA2 -2.000 .940 .038 -3.88 -12
KPA4 -1.571 .940 .100 -3.45 31
KPU2 -2.429" .940 .012 -4.31 -.55
KPU4 -1.429 .940 134 -3.31 A5
KPAU4 2.571 .940 .008 .69 4.45
KPAU4 KN2 -1.429 .940 134 -3.31 .45
KN4 -2.143° .940 .026 -4.02 -.26
KP2 -11.429" .940 .000 -13.31 -9.55
KP4 -11.857" .940 .000 -13.74 -9.98
KPA2 -4.571" .940 .000 -6.45 -2.69
KPA4 -4.143" .940 .000 -6.02 -2.26
KPU2 -5.000 .940 .000 -6.88 -3.12
KPU4 -4.000 .940 .000 -5.88 -2.12
KPAU2 -2.571" .940 .008 -4.45 -.69

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 15
Uji Statistik Hematoxylin Eosin BIC
1. Analisa Deskriptif
Statistics
KN 2 KN 4 KP 2 KP 4 KPA 2 KPA 4 KPU 2 KPU4 KPAU2 KPAUA4
Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu Minggu
N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
g
Mean 79.502 79.170 44.051 46.707 136.127 141.358 136.294 143.282 137.344 148.258
9 0 4 1 1 6 3 9 3 6
Median 82.530 78.870 43.810 46.290 135.470 142.170 135.700 143.650 136.630 148.420
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mode 67.342 76.528 42.19% 45.32% 133.352 135.322 134.18% 140.64® 135.41* 135.15%
Std. 5.9864 2.0830 1.6648 1.3259 3.49276 3.42208 1.76794 1.27509 1.81326 7.18959
Deviation 6 4 3 8
Minimum 67.34 76.52 4219 4532 133.35 13532 134.18 140.64 13541 135.15
Maximum 83.62 82.71 46.39 49.03 143.48 14499 139.54 14431 139.54 159.45

a. Multiple modes exist. The smallest value is shown

Descriptives

KN 2 Minggu Mean
95% Confidence Interval for
Mean
5% Trimmed Mean
Median
Variance
Std. Deviation
Minimum
Maximum
Range
Interquartile Range
Skewness
Kurtosis
KN 4 Minggu Mean
95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound
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KP 4 Minggu

KPA 2 Minggu
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Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

MEKANISME KOMBINASI Human....

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

265
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KPU 2 Minggu

KPU 4 Minggu
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Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
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Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound
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Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for
Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Lower Bound

Upper Bound

Lower Bound

Upper Bound

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
KN 2 Minggu .357 7 .007
KN 4 Minggu 129 7 .200"
KP 2 Minggu 152 7 .200"
KP 4 Minggu 195 7 .200"
KPA 2 Minggu .300 7 .057
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KPA 4 Minggu
KPU 2 Minggu
KPU 4 Minggu
KPAU 2 Minggu
KPAU 4 Minggu

191
.203
.270
.252
.282

7
7
7
7

7

.200"
.200"
134
199
.097

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Descriptives

Statistic Std. Error

KN 2 Minggu Mean 79.5029 2.26267

95% Confidence Interval for Lower Bound 73.9663

Mean Upper Bound 85.0394

5% Trimmed Mean 79.9498

Median 82.5300

Variance 35.838

Std. Deviation 5.98646

Minimum 67.34

Maximum 83.62

Range 16.28

Interquartile Range 7.21

Skewness -1.820 .794

Kurtosis 2.857 1.587
KN 4 Minggu Mean 79.1700 78732

95% Confidence Interval for Lower Bound 77.2435

Mean Upper Bound 81.0965

5% Trimmed Mean 79.1206

Median 78.8700

Variance 4.339

Std. Deviation 2.08304

Minimum 76.52

Maximum 82.71

Range 6.19

Interquartile Range 3.17

Skewness .566 .794

Kurtosis .089 1.587
KP 2 Minggu Mean 44.0514 .62925

95% Confidence Interval for Lower Bound 42.5117

Mean Upper Bound 45.5911

5% Trimmed Mean 44.0249
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Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean

Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean

Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean

Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

43.8100
2.772
1.66483
42.19
46.39
4.20

3.61

.336
-1.515
46.7071
45.4808
47.9335
46.6552
46.2900
1.758
1.32598
45.32
49.03
3.71

2.32

.872

151
136.1271
132.8969
139.3574
135.8729
135.4700
12.199
3.49276
133.35
143.48
10.13
2.84
1.923
4.132
141.3586
138.1937
144.5235
141.4923
142.1700
11.711

MEKANISME KOMBINASI Human....

269

.794
1.587
50117

.794
1.587
1.32014

794
1.587
1.29343

VIVIN ARIESTANIA



KPU 2 Minggu

KPU 4 Minggu

KPAU 2 Minggu

DISERTASI

IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean

Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean

Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean

Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

3.42208
135.32
144.99

9.67

6.02
-.908
.309
136.2943
134.6592
137.9294
136.2314
135.7000
3.126

1.76794
134.18
139.54

5.36

2.20

.997
1.034
143.2829
142.1036
144.4621
143.3726
143.6500
1.626

1.27509
140.64
144.31

3.67

1.43
-1.844
3.585
137.3443
135.6673
139.0213
137.3298
136.6300
3.288

1.81326
135.41
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Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

139.54
4.13
3.48
.246

-2.505

148.2586
141.6093
154.9078
148.3651
148.4200
51.690
7.18959
135.15
159.45
24.30
4.07
-.522
2.508

Lower Bound

Upper Bound

271

794
1.587
2.71741

794
1.587

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov@

Statistic df Sig.
KN 2 Minggu 357 7 .007
KN 4 Minggu 129 7 .200°
KP 2 Minggu 152 7 200"
KP 4 Minggu 195 7 .200"
KPA 2 Minggu .300 7 .057
KPA 4 Minggu 191 7 .200"
KPU 2 Minggu 203 7 .200"
KPU 4 Minggu 270 7 134
KPAU 2 Minggu .252 7 199
KPAU 4 Minggu .282 7 .097

*, This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

DISERTASI

MEKANISME KOMBINASI Human....

VIVIN ARIESTANIA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Test of Homogeneity of Variances

272

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Based on Mean 2.287 9 60 .028
Based on Median 1.195 9 60 .315
Based on Median and with 1.195 9 19.948 .351
adjusted df
Based on trimmed mean 2.056 9 60 .048

Uji Komparatif

Uji komparatif yang digunakan adalah Kruskal-Wallis karena didapatkan distribusi data tidak normal
dan tidak homogen. Hasil uji komparatif menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada kelompok

variable secara signifikan.

Kruskal-Wallis Test

Ranks

| |Ke|ompok N Mean Rank

Hasil KN2 7 22.57
KN4 7 20.43
KP2 7 4.86
KP4 7 10.14
KPA2 7 38.79
KPA4 7 53.00
KPU2 7 40.50
KPU4 7 58.14
KPAU2 7 43.93
KPAU4 7 62.64
Total 70

Test Statistics®P
Hasil

Kruskal-Wallis H 61.505

df 9

Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:

4. Post Hoc Mann-Whitney U
Berikut tabel multiple komparatif antar kelompok variable:

1) KN 2 minggu dengan KN 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN2 7 8.57 60.00
KN4 7 6.43 45.00
Total 14
DISERTASI MEKANISME KOMBINASI Human....
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 17.000
Wilcoxon W 45.000
z -.958
Asymp. Sig. (2-tailed) .338
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .383P
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
KN 2 minggu dengan KP 2 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN2 7 11.00 77.00
KP2 7 4.00 28.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
Z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
2) KN 2 minggu dengan KP 4 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN2 7 11.00 77.00
KP4 7 4.00 28.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
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3) KN 2 minggu dengan KPA 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN2 7 4.00 28.00
KPA2 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
4) KN 2 minggu dengan KPA 4 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil  KN2 7 4.00 28.00
KPA4 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
5) KN 2 minggu dengan KPU 2 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil  KN2 7 4.00 28.00
KPU2 7 11.00 77.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°b

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

6) KN 2 minggu dengan KPU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil  KN2 7 4.00 28.00
KPU4 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
Z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

7) KN 2 minggu dengan KPAU 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN2 7 4.00 28.00
KPAU2 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
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8) KN 2 minggu dengan KPAU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil  KN2 7 4.00 28.00
KPAU4 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°b
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
9) KN 4 minggu dengan KP 2 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN4 7 11.00 77.00
KP2 7 4.00 28.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
Z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
10) KN 4 minggu dengan KP 4 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN4 7 11.00 77.00
KP4 7 4.00 28.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
A -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

11) KN 4 minggu dengan KPA 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN4 7 4.00 28.00
KPA2 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
12) KN 4 minggu dengan KPA 4 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN4 7 4.00 28.00
KPA4 7 11.00 77.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
A -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

13) KN 4 minggu dengan KPU 2 minggu

Ranks
Kelompok Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN4 7 4.00 28.00
KPU2 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

14) KN 4 minggu dengan KPU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN4 7 4.00 28.00
KPU4 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
VA -3.130
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.002
.001°

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
15) KN 4 minggu dengan KPAU 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN4 7 4.00 28.00
KPAU2 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
16) KN 4 minggu dengan KPAU4 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KN4 7 4.00 28.00
KPAU4 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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17) KP 2 minggu dengan KP 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP2 7 4.86 34.00
KP4 7 10.14 71.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 34.000
Z -2.364
Asymp. Sig. (2-tailed) .018
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .017°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

18) KP 2 minggu dengan KPA 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP2 7 4.00 28.00
KPA2 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
Z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

19) KP 2 minggu dengan KPA 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP2 7 4.00 28.00
KPA4 7 11.00 77.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
A -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

20) KP 2 minggu dengan KPU 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil  KP2 7 4.00 28.00
KPU2 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
Z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

21) KP 2 minggu dengan KPU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP2 7 4.00 28.00
KPU4 7 11.00 77.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°b

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

22) KP 2 minggu dengan KPAU 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil  KP2 7 4.00 28.00
KPAU2 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
Z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

23) KP 2 minggu dengan KPAU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil  KP2 7 4.00 28.00
KPAU4 7 11.00 77.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°b

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

24) KP 4 minggu dengan KPA 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP4 7 4.00 28.00
KPA2 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
25) KP 4 minggu dengan KPA 4 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP4 7 4.00 28.00
KPA4 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
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26) KP 4 minggu dengan KPU 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP4 7 4.00 28.00
KPU2 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
27) KP 4 minggu dengan KPU 4 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP4 7 4.00 28.00
KPU4 7 11.00 77.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
Z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
28) KP 4 minggu dengan KPAU 2 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP4 7 4.00 28.00
KPAU2 7 11.00 77.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

29) KP 4 minggu dengan KPAU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KP4 7 4.00 28.00
KPAU4 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

30) KPA 2 minggu dengan KPA 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA2 7 5.14 36.00
KPA4 7 9.86 69.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 36.000
Z -2.108
Asymp. Sig. (2-tailed) .035

DISERTASI

MEKANISME KOMBINASI Human....

285

VIVIN ARIESTANIA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.038°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

31) KPA 2 minggu dengan KPU 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA2 7 6.57 46.00
KPU2 7 8.43 59.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

18.000
46.000
-.831
406
.456°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

32) KPA 2 minggu dengan KPU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA2 7 4.43 31.00
KPU4 7 10.57 74.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

3.000
31.000
-2.747
.006
.004°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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33) KPA 2 minggu dengan KPAU 2 mingg

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA2 7 6.07 42.50
KPAU2 7 8.93 62.50
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U 14.500
Wilcoxon W 42.500
Z -1.279
Asymp. Sig. (2-tailed) .201
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .209°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
34) KPA 2 minggu dengan KPAU 4 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA2 7 4.57 32.00
KPAU4 7 10.43 73.00
Total 14
Test Statistics?
Hasil
Mann-Whitney U 4.000
Wilcoxon W 32.000
Z -2.619
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .007°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
35) KPA 4 minggu dengan KPU 2 minggu
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA4 7 10.14 71.00
KPU2 7 4.86 34.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 34.000
z -2.364
Asymp. Sig. (2-tailed) .018
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .017b

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

36) KPA 4 minggu dengan KPU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA4 7 6.43 45.00
KPU4 7 8.57 60.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 17.000
Wilcoxon W 45.000
Z -.958
Asymp. Sig. (2-tailed) .338
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .383°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

37) KPA 4 minggu dengan KPAU 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA4 7 9.57 67.00
KPAU2 7 5.43 38.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 10.000
Wilcoxon W 38.000
Z -1.853
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.064
.073b

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

38) KPA 4 minggu dengan KPAU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPA4 7 5.00 35.00
KPAU4 7 10.00 70.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 7.000
Wilcoxon W 35.000
z -2.236
Asymp. Sig. (2-tailed) .025
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .026°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

39) KPU 2 minggu dengan KPU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil  KPU2 7 4.00 28.00
KPU4 7 11.00 77.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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40) KPU 2 minggu dengan KPAU 2 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPU2 7 6.43 45.00
KPAU2 7 8.57 60.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 17.000
Wilcoxon W 45.000
z -.960
Asymp. Sig. (2-tailed) .337
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .383°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

41) KPU 2 minggu dengan KPAU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPU2 7 4.79 33.50
KPAU4 7 10.21 71.50
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U 5.500
Wilcoxon W 33.500
Z -2.430
Asymp. Sig. (2-tailed) .015
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .011°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

42) KPU 4 minggu dengan KPAU 2 minggu
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Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPU4 7 11.00 77.00
KPAU2 7 4.00 28.00
Total 14

Test Statistics?

Hasil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
z -3.130
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

43) KPU 4 minggu dengan KPAU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPU4 7 5.00 35.00
KPAU4 7 10.00 70.00
Total 14
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPU4 7 5.00 35.00
KPAU4 7 10.00 70.00
Total 14

44) KPAU 2 minggu dengan KPAU 4 minggu

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Hasil KPAU2 7 5.00 35.00
KPAU4 7 10.00 70.00
Total 14
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Test Statistics?

Hasil

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

A

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

7.000
35.000
-2.236
.025
.026°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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Lampiran 16

Gambar Penelitian

ISOLASI DAN KULTUR CELLS

Cells Culture

. Cell culture

MTT Assay:

a. hUMCSc with LPS
P.Gingivalis

b. hUMCSCs with Scaffold

N =

Cells Culture
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Lampiran 17

Proses pembuatan Scaffold
HA+TCP

Membuat lubang pada femur dengan diameter1,5 dan Panjang
2 mm menggunakan implan drilling
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Lampiran 18. Pembuatan Model Sample Periimplatitis

INDUKSI LPS

Setelah implant dimasukkan kemudian di induksi
dengan LPS pada daerah soket tulangnya lalu
ditunggu selama 4 minggu untuk diberi
perlakuan/terapi

Hasil Radiografi kelompok
Normal dan Perlakuan
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Lampiran 19. Aplikasi pemberian hUCMSCs dan Scaffold H-TCP

Induksi stem cell dan
HA+TCP dilakukan 2 dan
4 minggu paska
pemasangan implant
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Lampiran 20. Gambaran Radiologis Kelompok KP dan KPAU

KP2 (14) dan KP4
(28)

KPAU2 (14) dan KPAU4
(28)
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Pada hari Selasa, tanggal dua puluh tiga bulan agustus tahun dua ribu dua puluh dua, staf pengajar
Universitas Airlangga dan Universitas Brawijaya yang tercantum dalam susunan kepanitiaan
seperti tersebut dibawah ini :

- Kedudukan Tanda tangan
No Nama Penguji Pangkat/Jabatan dalam Panitia g
1. | Prof. Dr. Rini Devijanti Ridwan,drg., | Pembina Utama Muda Ketua Penguji | 1. 4
| MKes. (IV/c) / Guru Besar Ul
2. | Prof. Dr. Nike Hendrijantini,drg., Pembina Anggota / Wk
M.Kes., Sp.Pros.(K) (IV/a) / Guru Besar Promotor ,z’;:
3. | Prof. Dr. Chiquita Prahasanti Pembina Utama Madya Anggota/ S\u‘d/
S..drg..Sp.Perio(K) (IV/d) / Guru Besar Ko Promotor /
4. | Prof. Dr. Aulanni’am,drh., DES. Pembina Utama Anggota \ ”4]/\
(IV/e) / Guru Besar ]
5. | Prof. Dr. R. Darmawan Setijanto., Pembina Utama Muda Anggota 5. M
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6. | Dr. Eha Renwi Astuti, drg., M.Kes., Pembina Anggota k 6. e
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Telah menguji ujian Disertasi Tertutup, Calon Doktor atas nama :

“Mekanisme Kombinasi Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells (hnUCMSCs)

Nama : Vivin Ariestania, drg.,Sp.Pros.
NIM : 021810173008
Judul :
Dan Scaffold HA+TCP Untuk Regenerasi Bone Loss Pada Model Peri implantitis
(Penelitian Eksperimental Pada Rattus Norvegicus)”.
dengan *)
Hasil : diterima;---------------- perbaikan
Tewpn *)

Demikian berita acara ini dibuat dengan sebenarnya untuk dapat dipergunakan seperlunya.

Calon Doktor yang diuji,

4

Vivin Ariestania, drg.,Sp.Pros.
NIM 021810173008

Surabaya, 23 Agustus 2022
Ketua Penguyji,

Prof. Dr. Rini Devijanti
NIP 196412161990022001

Mengetahui,

KPS Doktg
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NIP 195601071981031003

Corel yang tidak perlu

Ridwan,drg., M.Kes.
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