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ABSTRACT 

 

OSTEOGENESIS MECHANISM AFTER COMBINATION ELLAGIC ACID 

AND BOVINE BONE XENOGRAFT POST DENTAL EXTRACTION 

 

Background: Ellagic acid is a polyphenol found in pomegranates, has a stimulant of 
osteoblastogenesis, is osteoinductive, and has anti-inflammatory properties. Bovine 
bone xenograft is osteoconductive, the property of the bone graft matrix that supports 
the attachment of bone-forming cells. The combination of ellagic acid and bovine bone 
xenograft is a combination form that can provide a synergistic effect on the process of 
woven bone growth along with bone formation. Objective: The aim of this study is to 
investigate the mechanism of osteogenesis after a combination of ellagic acid and 
bovine bone xenograft post-dental extraction. Material and Method: Thirty-six males 
cavia cobaya were divided into six groups. Mandibular left incisor was extracted. K(-) 
group as a negative control, K(+) group as the positive control group which was applied 
with bovine bone xenograft and P group were applied combination of ellagic acid and 
bovine bone xenograft. Cavia cobaya was decapitated at 7 and 14 days after treatment 
and the jaw was cut for immunohistochemistry examination to observe the expression 
of TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase, Osteocalcin, and Hematoxillin Eosin 
examination to observe woven bone formation. Data were analyzed with a univariate 
test followed by post hoc-test (P<0.05). Result: The result showed TNF-α expression 
decreased, the expression of IL-10, BMP-2, ALP, OCN , and woven bone formation 
were increased at 7th and 14th days. Path analysis correlation showed the causal 
relationship between ellagic acid and bovine bone xenograft affect the expression of 
TNF-α, IL-10, BMP-2, ALP, OCN and woven bone formation. Conclusion: 
Combination of ellagic acid and bovine bone xenograft could effectively accelerate 
woven bone formation post-dental extraction.  

 

Keywords: bovine bone xenograft, ellagic acid, woven bone 
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ABSTRAK 

 

MEKANISME OSTEOGENESIS SETELAH PEMBERIAN KOMBINASI 

ELLAGIC ACID DAN BOVINE BONE XENOGRAFT PASCA      

EKSTRAKSI GIGI 

 

Latar belakang: Ellagic acid adalah polifenol yang ditemukan dalam buah delima, 
memiliki stimulan osteoblastogenesis, osteoinduktif dan memiliki sifat anti-inflamasi. 
Bovine bone xenograft bersifat osteokonduktif, sifat matriks bone graft yang 
mendukung perlekatan sel-sel pembentuk tulang. Kombinasi ellagic acid dan bovine 

bone xenograft merupakan bentuk kombinasi yang dapat memberikan efek sinergis 
pada proses pertumbuhan woven bone seiring dengan pembentukan tulang. Tujuan: 

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

menunjukkan ekspresi TNF-α menurun, ekspresi IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase, 
Osteocalcin dan pembentukan woven bone meningkat pada hari ke-7 dan ke-14. 
Korelasi analisis jalur menunjukkan hubungan kausalitas antara ellagic acid dan bovine 

bone xenograft mempengaruhi ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase, 
Osteocalcin dan pembentukan woven bone. Kesimpulan: Kombinasi ellagic acid dan 
bovine bone xenograft dapat secara efektif mempercepat pembentukan woven bone 
pasca ekstraksi gigi. 

 

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

 

Perubahan tulang alveolar setelah ekstraksi gigi dapat menggangu rehabilitasi 

prostodontik dalam menjaga dimensi alveolar ridge. Alveolar Ridge Preservation 

diindikasikan untuk meminimalkan hilangnya volume ridge yang terjadi setelah 

ekstraksi gigi. Salah satu cara yaitu preservasi soket untuk regenerasi tulang alveolar 

dan menghambat terjadinya resorbsi tulang alveolar melalui penggunaan bahan dengan 

augmentasi bone graft pada implant placement. Bahan bone graft yang ideal harus 

biokompatibel, memungkinkan pembentukan tulang atau penggantian tulang baru 

melalui proses osteokonduksi. Bovine bone xenograft (BBX) lebih bersifat 

osteokonduktif yang akan mempermudah sel tumbuh dan menyatukan fragmen tulang 

yang terpisah. Bahan ini telah diterapkan dalam prosedur augmentasi sinus, tersedia 

dalam jumlah yang dibutuhkan dan mempertahankan volume ridge selama 

penyembuhan. Bovine bone xenograft memiliki komposisi kimia dan geometri 

arsitektur yang mirip dengan tulang manusia dan dapat mendukung pembentukan 

tulang baru.  

Penggunaan BBX banyak diaplikasikan pada kerusakan tulang alveolar namun 

dari beberapa studi menunjukkan penggunaan xenograft pada vertical alveolar bone 

memiliki sifat sangat brittle dan tidak cukup kuat. Oleh karena itu diperlukan suatu 

inovasi bahan yang merupakan stimulan osteoblastogenesis yang merangsang aktifitas 

graft untuk mempercepat pertumbuhan tulang dan sebagai anti inflamasi yang dapat 

menghambat resorbsi tulang. Salah satu tanaman obat yang banyak dipelajari untuk 
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masalah kesehatan adalah delima atau Punica Granatum Linn (PGL). Aktivitas 

antioksidan dan anti-inflamasi dari delima disebabkan oleh kandungan polifenol yang 

sangat tinggi. Polifenol yang terkandung dalam buah delima adalah Ellagic Acid (EA), 

gallotannins, antocyanin dan lainnya. Ellagic acid dianggap mempunyai stimulan 

osteoblastogenesis, bersifat osteoinduksi dan memiliki anti inflamasi. Kombinasi 

ellagic acid dan bovine bone xenograft merupakan bentuk kombinasi yang dapat 

memberikan efek sinergis pada proses pembentukan woven bone seiring dengan 

pembentukan tulang. 

Penelitian ini merupakan penelitian experimental pada hewan coba cavia 

cobaya dengan rancangan penelitian randomized factorial disain (true experimental 

design). Pada penelitian ini hewan coba yang digunakan adalah cavia cobaya jantan, 

usia 3-3,5 bulan, berat badan 300-375gram. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 

mengetahui mekanisme osteogenesis setelah pemberian kombinasi ellagic acid dan 

bovine bone xenograft pasca ekstraksi gigi.  

Manfaat teoritis adalah menjelaskan mekanisme osteogenesis setelah 

pemberian kombinasi ellagic acid dan  bovine bone xenograft pada pembentukan 

woven bone pasca ekstraksi gigi melalui ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline 

Phospatase, Osteocalcin dan pembentukan woven bone. Manfaat praktis adalah dengan 

pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft diharapkan dapat 

mempercepat pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dalam upaya mencegah 

Resorbsi Ridge Residual dan menjaga Alveolar Ridge Preservation. 



 

xiii 
 

Tiga puluh enam cavia cobaya jantan dibagi menjadi enam kelompok. Gigi 

insisif kiri mandibula diekstraksi. Kelompok K(-) sebagai kontrol negatif, kelompok 

K(+) sebagai kelompok kontrol positif yang diberi bovine bone xenograft dan 

kelompok P yang diberi kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft. Hewan 

coba dianestesi dengan menggunakan ketamin-xylazine dengan perbandingan dosis 0,1 

ml : 0,1 ml yang dilarutkan dalam isotonic saline solution steril (0,2 ml/ 50gr bb) pada 

paha atas kanan. Dilakukan ekstraksi gigi insisif satu kiri rahang bawah pada cavia 

cobaya menggunakan alat modifikasi tang dan elevator, soket gigi diirigasi dengan 

cairan aquadest sterile untuk menghilangkan sisa debris yang tertinggal didalam soket 

gigi. Perlakuan dilakukan oleh orang yang expert dengan kriteria arah tarikan dan 

kekuatan sama. Trauma sekecil mungkin untuk mendapatkan homogenitas sampel. 

Ellagic Acid dan bovine bone xenograft  dimasukkan di soket gigi hingga bagian ujung 

apikal gigi segera setelah dilakukan ekstraksi gigi, kemudian dijahit lukanya dengan 

non resorbable suture. 

Hewan coba didekapitasi pada hari ke 7 dan 14 setelah pemberian perlakuan. 

Tulang rahang di daerah interdental gigi insisif rahang bawah dipotong dan 

dimasukkan dalam larutan fiksasi buffer formalin 10% dan cavia cobaya yang telah 

mati dikubur. Dilakukan dekalsifikasi pada jaringan dengan menggunakan EDTA 10% 

selama 30 hari. Proses dekalsifikasi bertujuan untuk menghilangkan garam-garam 

kalsium dari jaringan tulang sehingga tulang menjadi lunak, dan memudahkan dalam 

proses pemotongan. Alat yang digunakan untuk memotong blok paraffin adalah rotary 
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microtom. Gelas obyek disiapkan dan diberi label sesuai dengan nomor spesimen. Blok 

paraffin diletakkan pada head microtom dan diatur ketebalan yaitu 4µm. Untuk 

pemeriksaan ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase, Osteocalcin 

menggunakan pemeriksaan imunohistokimia. Untuk pemeriksaan woven bone 

menggunakan pemeriksaan histopatologi dengan pewarnaan HE. 

Data dianalisis dengan uji univariat dilanjutkan dengan post hoc-test (P<0,05). 

Hasil penelitian menunjukkan ekspresi TNF-α menurun, IL-10, BMP-2, Alkaline 

Phospatase dan Osteocalcin meningkat pada hari ke-7 dan ke-14. Analisis jalur 

korelasi menunjukkan hubungan kausalistik antara ellagic acid dan bovine bone 

xenograft mempengaruhi ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase, 

Osteocalcin dan pembentukan woven bone. Kesimpulan penelitian ini, kombinasi 

ellagic acid dan bovine bone xenograft dapat secara efektif mempercepat pembentukan 

woven bone pasca ekstraksi gigi pada hari ke-7 dan hari ke-14 dalam upaya mencegah 

Resorbsi Ridge Residual dan menjaga Alveolar Ridge Preservation. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang Masalah 

Pencegahan atrofi tulang setelah ekstraksi gigi menjadi hal yang sangat perlu 

untuk dibahas dan sangat berkaitan dengan penempatan dental implant. Tingkat 

resorpsi tulang setelah ekstraksi gigi secara signifikan mempengaruhi penempatan 

implan (Kasat and Ladda 2012). Saat ini, mayoritas (48,2% implan) untuk perawatan 

full edentulous, diikuti oleh partial edentulous (23,2% implan) (Bural et al. 2013). 

Sebelum awal tahun 2000, tingkat pemasangan implan telah meningkat menjadi lebih 

dari 1 juta per tahun (Bornstein et al. 2008).  

Resorbsi Ridge Residual (RRR) dimulai segera setelah ekstraksi dan dapat 

mengakibatkan resorpsi hingga 50% bahkan dalam 3 bulan resorpsi tersebut akan 

berlanjut. Pasca ekstraksi gigi resorpsi alveolar ridge berdampak pada penempatan 

dental implant karena volume alveolar vertikal dan horizontal yang memadai idealnya 

sesuai di tempat insersi (Horváth et al. 2013). Tulang alveolar dipertahankan sebaik 

mungkin untuk stabilitas, posisi yang benar secara prostetik dan keberhasilan 

fungsional jangka panjang dari perawatan implantologis (Schnutenhaus et al. 2017). 

Berbagai upaya sudah dilakukan oleh peneliti dan praktisi dalam mengurangi resorpsi 

alveolar ridge (Pagni et al. 2012).  

Perubahan tulang alveolar setelah ekstraksi gigi dapat menggangu rehabilitasi 

prostodontik dalam menjaga dimensi alveolar ridge (Ma et al. 2017). Alveolar Ridge 

Preservation diindikasikan untuk meminimalkan hilangnya volume ridge yang terjadi 

setelah ekstraksi gigi (Avila-Ortiz et al. 2014). Salah satu cara yaitu preservasi soket 

untuk regenerasi tulang alveolar dan menghambat terjadinya resorpsi tulang alveolar 

melalui penggunaan bahan dengan augmentasi bone graft pada implant placement 

(Steigmann 2008). 
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Bahan bone graft yang ideal harus biokompatibel, memungkinkan 

pembentukan tulang atau penggantian tulang baru melalui proses osteokonduksi 

(Uzbek et al., 2014). Bovine bone xenograft (BBX) lebih bersifat osteokonduktif yang 

akan mempermudah sel tumbuh dan menyatukan fragmen tulang yang terpisah 

(Purnomo et al. 2012). Bahan ini telah diterapkan dalam prosedur augmentasi sinus, 

tersedia dalam jumlah yang dibutuhkan dan mempertahankan volume ridge selama 

penyembuhan.  Bovine bone xenograft memiliki komposisi kimia dan geometri 

arsitektur yang mirip dengan tulang manusia dan dapat mendukung pembentukan 

tulang baru, dianggap sebagai bahan graft osteokompatibel dan sebagai bone formation 

(Uzbek et al. 2014).  

Penggunaan BBX banyak diaplikasikan pada kerusakan tulang alveolar namun 

dari beberapa studi menunjukkan penggunaan xenograft pada vertical alveolar bone 

memiliki sifat sangat brittle dan tidak cukup kuat (Sheikh, Sima and Glogauer, 2015). 

Dari penelitian Baharuddin bahwa Demineralized freeze dried bovine bone xenograft 

(DFDBBX) tidak efektif dalam meminimalkan kedalaman poket periodontal. Bovine 

bone xenograft lebih cepat terjadi bone healing daripada xenograft hydroxyapatite 

bovine, allograft freeze-dried dan xenograft freeze-dried cortical bovine pada proses 

bone healing pada kelinci putih di Selandia Baru (Ferdiansyah, Utomo and Suroto, 

2018). Oleh karena itu diperlukan suatu inovasi bahan yang merupakan stimulan 

osteoblastogenesis yang merangsang aktifitas graft untuk mempercepat pertumbuhan 

tulang dan sebagai anti inflamasi yang dapat menghambat resorpsi tulang (Torre 2017). 

 Salah satu tanaman obat yang banyak dipelajari untuk masalah kesehatan 

adalah delima atau Punica Granatum Linn (PGL) (No et al. 2017). Aktivitas 

antioksidan dan anti-inflamasi dari delima disebabkan oleh kandungan polifenol yang 

sangat tinggi. Polifenol yang terkandung dalam buah delima adalah Ellagic Acid (EA), 

gallotannins, antocyanin dan lainnya (Madrigal-Carballo et al. 2009). Ellagic acid 

dianggap mempunyai stimulan osteoblastogenesis, bersifat osteoinduksi dan memiliki 

anti inflamasi (Torre, 2017).  
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Penelitian sebelumnya bahwa EA memiliki potensi anti inflamasi (BenSaad et 

al. 2017). Ellagic acid efektif melawan inflamasi kombinasi dengan adjuvant anestesi  

(Corbett et al. 2010). Pemberian topical salep EA selama 14 hari mampu memperbaiki 

kondisi kulit dan meningkatkan penyembuhan luka (Primarizky, Yuniarti and 

Lukiswanto, 2018). Treatment EA telah menginduksi deposisi tulang trabekuler, 

menghasilkan matriks tulang yang lebih terorganisir pada hari ke 14, 21, dan 28 pasca 

ekstraksi gigi. Efek EA pada alveolar bone hari ke 14 menunjukkan bahwa 

pembentukan tulang sangat meningkat dikombinasikan dengan Rosuvastatin (RSV) 

pada soket gigi tikus diabetes pasca ekstraksi gigi (Al-obaidi et al. 2014a). 

Fase awal setelah ekstraksi gigi menyebabkan stress mekanis yang diterima 

fibroblas ligament periodontal. Fibroblas ligament periodontal mengalami kerusakan 

sehingga Damage Associated Molecule Patterns (DAMPs) kemudian ditangkap oleh 

Toll Like Receptor -2 (TLR-2) (Weiss and Schaible, 2015). Signaling pathway  dari 

komponen botani ditandai dengan signaling TLR-2 (Pugh et al. 2008) kemudian 

membentuk komplek sinyaling mengaktifasi faktor transkripsi Nuclear Factor Kappa 

β (NF-kβ) yang akan menginduksi ekspresi sitokin proinflamasi seperti Interleukin-1 

(IL-1), Interleukin 6 (IL-6) dan Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) (Anders and 

Schaefer, 2014). 

Sitokin proinflamasi IL-1 menyebabkan resorpsi tulang terus berlangsung. 

Interleukin-1 upregulasi ekspresi Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-Β 

Ligand (RANKL) pada osteoblas dan berikatan dengan Receptor Activator of Nuclear 

Factor Kappa-B (RANK) (Belibasakis et al. 2007). Interleukin 6 diproduksi secara 

cepat dan sementara sebagai respons terhadap infeksi dan cedera jaringan (Tanaka et 

al. 2014). Tumor Necrosis Factor-α adalah agen proinflamasi yang kuat yang mengatur 

banyak sisi fungsi makrofag. Tikus yang diinduksi Nicotine (Ni) yang diberikan 

dengan senyawa EA menurunkan konsentrasi sitokin proinflamasi (TNFα), 

Interleukin-1 beta (IL-1β) dan IL-6 pada hari ke 14 dan 28 secara signifikan bila 

dibandingkan dengan tikus yang hanya diinduksi Ni (M. Jamil Al-Obaidi et al. 2016).  
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Sel makrofag mengaktifkan beberapa sitokin proinflamasi juga melepas 

Fibroblast Growth Factor (FGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Vascular 

Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) dan Transforming Growth Factor Betha 

(TGF-β) (Krzyszczyk et al. 2018). Vascular endothelial growth factor-A adalah salah 

satu faktor pertumbuhan paling penting untuk regulasi perkembangan vaskular dan 

angiogenesis. Vascular endothelial growth factor-A  pada periosteum meningkat hari 

ke 1 sampai hari ke 10. Vascular Endothelial Growth Factor-A mempengaruhi 

pembentukan Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2), membentuk lebih banyak 

tulang secara signifikan pada minggu ke 4 (Samee et al. 2008). Keterlibatan 

pensinyalan BMP menunjukkan peningkatan pertumbuhan tulang baru melalui 

peningkatan aktivitas BMP-2 dan ekspresi messenger-RNA dari real-time PCR 

analyses (Real-time PCR verification dari ekspresi genes of caveolin-1, ATF-3, 

calcitonin and Sost (sclerostin) pada tulang) dan ekspresi protein BMP-2 (J. Zhang et 

al. 2012). Penggunaan BMP-2 telah dilakukan pada kasus-kasus tertentu, namun pada 

bidang kedokteran gigi seperti terapi periodontal, implant placement, ekstraksi gigi 

sampai saat ini jarang dilakukan sehingga perlu dikembangkan bahan alami yang dapat 

meningkatkan ekspresi BMP-2 (Torre 2017). 

Terdapat sitokin lain yaitu Interleukin 10 (IL-10) merupakan sitokin kuat anti-

inflamasi yang berperan penting dalam mencegah patologi inflamasi dan autoimun 

(Iyer and Cheng 2012). Interleukin-10 dapat merangsang pembentukan pre-osteoblas 

yang akan berdiferensiasi menjadi sel osteoblas melalui regulasi oleh gen Runt-related 

Transcription Factor 2 (Runx2) (Bruderer et al. 2014). Runt-related Transcription 

Factor 2 adalah faktor transkripsi kunci yang terkait dengan diferensiasi osteoblas. 

Peningkatan IL-10 dapat menyebabkan peningkatan Osteoprotegerin (OPG) dan 

peningkatan ekspresi RANKL yang diproduksi oleh sel osteoblas. Osteoprotegerin 

berfungsi untuk mencegah RANKL berikatan dengan RANK sehingga resorpsi tulang 

terhambat dan aposisi tulang alveolar meningkat (W. Zhang et al. 2016).  
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Sel osteoblas yang terbentuk dari osteoprogenitor akan mengekspresikan 

Alkaline Phospatase (ALP), memproduksi protein kolagen terutama kolagen tipe I dan 

protein non-kolagen, seperti, Osteocalcin (OSC) dan Osteopontin (OPN) (Luvizuto et 

al. 2010, Thomas and Thomas, 2017). Tingkat ekspresi ALP kuat pada kelompok yang 

dirawat EA terhadap kelompok diabetes pada hari 28 (Al-obaidi et al. 2014a).  Ekspresi 

OSC dan OPN tinggi pada sel-sel osteoblas, osteosit, dan lapisan tulang, pada hari ke 

14 dan 21 pasca operasi pada kelompok yang dirawat EA (Al-Obaidi et al. 2014). 

Ekspresi ALP dan OSC lebih kuat pada tikus yang diinduksi Ni yang diobati dengan 

EA pada hari ke 14 dan 28 (M. Jamil Al-Obaidi et al. 2016). Penting untuk 

mempertimbangkan kekhasan proses penyembuhan alveolar, yang ditreatment oleh 

EA, terutama untuk lebih memahami pembentukan jaringan tulang pada fase awal 

melalui pembentukan woven bone. 

Dalam menghasilkan bahan yang dapat menunjang regenerasi jaringan tulang, 

kombinasi dua bahan yang sinergis diperlukan sehingga memberi fungsi optimal. 

Kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft merupakan bentuk kombinasi yang 

dapat memberikan efek sinergis pada proses pembentukan woven bone. Bovine bone 

xenograft bersifat osteokonduksi, sifat dari matriks bone graft yang menunjang 

perlekatan sel pembentuk tulang (Uzbek et al. 2014) sedangkan ellagic acid bersifat 

osteoinduksi yaitu sifat bahan yang yang menstimulasi diferensiasi sel osteoprogenitor 

menjadi sel osteoblas (Torre 2017). 

Pemberian kombinasi ellagic acid dengan bovine bone xenograft pada luka 

pasca ekstraksi gigi belum pernah dilakukan dan mekanismenya masih belum dapat 

dijelaskan sehingga diharapkan dapat mempercepat proses pembentukan woven bone.  

1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimana mekanisme osteogenesis setelah pemberian kombinasi ellagic acid 

dan bovine bone xenograft pasca ekstraksi gigi  
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1.3 Tujuan 

1.3.1 Tujuan Umum 

Membuktikan mekanisme osteogenesis setelah pemberian kombinasi ellagic 

acid dan bovine bone xenograft pasca ekstraksi gigi  

1.3.2 Tujuan Khusus  

1. Membuktikan penurunan ekspresi TNF-α pada pembentukan woven bone pasca 

ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone 

xenograft pada hari ke 7 dan 14 

2. Membuktikan peningkatan ekspresi IL-10 pada pembentukan woven bone 

pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine 

bone xenograft pada hari ke 7 dan 14 

3. Membuktikan peningkatan ekspresi BMP-2 pada pembentukan woven bone 

pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine 

bone xenograft pada hari ke 7 dan 14 

4. Membuktikan peningkatan ekspresi Alkaline Phospatase pada pembentukan 

woven bone pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% 

dan bovine bone xenograft pada hari ke 7 dan 14 

5. Membuktikan peningkatan ekspresi Osteocalcin pada pembentukan woven 

bone pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan 

bovine bone xenograft pada hari ke 7 dan 14 

6. Membuktikan peningkatan woven bone pada pembentukan woven bone pasca 

ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone 

xenograft pada hari ke 7 dan 14 

7. Membuktikan adanya hubungan antara ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, 

Alkaline Phospatase, Osteocalcin dan woven bone pada pembentukan woven 

bone pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan 

bovine bone xenograft pada hari ke 7 dan 14 
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1.4 Manfaat Penelitian 

 Diharapkan penelitian ini dapat digunakan: 

1. Manfaat Teoritis : 

Menjelaskan mekanisme osteogenesis setelah pemberian kombinasi ellagic 

acid dan bovine bone xenograft pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi 

gigi melalui ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase, Osteocalcin 

dan woven bone. 

2. Manfaat Praktis : 

Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft diharapkan dapat 

mempercepat pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dalam upaya 

mencegah Resorbsi Ridge Residual dan menjaga Alveolar Ridge Preservation. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Punica Granatum Linn (PGL) 

Delima (Punica granatum) adalah semak daun sulung yang berbuah di  

Lythraceae family yang tumbuh setinggi antara 5 dan 10 m (16 dan 33 kaki) (Phillips 

et al. 2010). Buah ini biasanya musim di belahan bumi utara dari September hingga 

Februari. Delima berasal dari wilayah yang membentang dari Iran hingga India utara 

(Holland et al. 2009). Polifenol yang terkandung dalam buah delima adalah Ellagic 

Acid (EA), gallotannins, antocyanin dan lainnya (Madrigal-Carballo et al. 2009). 

Ellagic Acid, anggota flavonoid (C14H6O8; MW: 302.202; 3,7,8-tetrahydroxy-

benzopyrano [5,4,3-cde] benzopyran-5,10-dione), biasanya diproduksi oleh tanaman 

dan dibentuk sebagai tanin, yang dikenal sebagai Ellagitannins (Al-Obaidi et al. 2014). 

Ellagic acid berisi dua kelompok lakton dan empat kelompok hidroksil, di mana 

kelompok hidroksil diketahui meningkatkan aktivitas antioksidan dalam peroksidasi 

lipid dan melindungi sel dari kerusakan oksidatif (Pari and Sivasankari, 2008). Dalam 

beberapa tahun terakhir, penggunaan terapi zat-zat non-obat seperti makanan herbal 

dan obat-obatan semakin meningkat. Dari zat-zat ini, pomegranate merupakan buah 

yang sangat khas, telah disarankan untuk pengobatan beberapa penyakit yang berbeda 

(Sheets, Bois and Williamson, 2013). 

 

Gambar 2. 1: Punica Granatum Linn (Jorgensen and Agent, 2005) 
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2.1.1 Ellagic Acid (EA) 

Ellagic Acid (EA) adalah salah satu molekul biologis yang ditemukan di delima 

dan memiliki terapi potensial dalam banyak penyakit. Ellagic Acid telah terdeteksi 

tidak hanya pada buah delima tetapi juga secara luas berbagai buah-buahan dan kacang-

kacangan seperti raspberry, stroberi, walnut, anggur dan blackcurrant, dan menjadi 

suplemen makanan yang semakin populer selama beberapa tahun terakhir. Mirip 

dengan yang lain ellagitannins (ETs), EA cukup stabil dalam kondisi fisiologis di 

lambung. Ellagic acid dan ET sebagai agen aktif menginduksi vasorelaksasi, radikal 

bebas, hipolipidemik, antiinflamasi dan anti-karsinogenik (Usta et al. 2013). Ellagic 

acid sebagai komponen polifenol alami, ada banyak di berbagai jenis buah, kacang dan 

juga merupakan salah satu komponen dominan dalam buah delima (Liu et al. 2015). 

 

Gambar 2. 2 : Struktur Ellagic Acid (Liu et al. 2015) 

2.1.2 Peran EA pada parameter anti inflamasi 

Ellagic acid sebagai anti-inflamasi mampu menghambat produksi NO, PGE2, 

dan IL-6 pada makrofag RAW267,4 yang diinduksi LPS (BenSaad et al. 2017). Ellagic 

acid adalah inhibitor Cyclooxygenase (COX-2), merupakan anti inflamasi yang kuat 

dan agen anti-nosiseptif yang diamati melalui penghambatan siklooksigenase 

(Banihani et al. 2015). Ellagic acid memberikan perbaikan yang signifikan pada 

gingival oxidative stress dan inflammatory markers dan alveolar bone resorption 

dalam proses perbaikan yang terkait dengan periodontitis eksperimental (ÖNGÖZ 

DEDE et al. 2021). Ellagic acid sebagai anti-inflamasi memiliki kemampuan 



10 
 

 
 

menurunkan regulasi diinduksi nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase (COX-

2), TNF-a, dan IL-6 dengan menekan NFkB karsinogenesis pada tikus (Umesalma and 

Sudhandiran 2010). 

2.1.3  Peran EA sebagai stimulan osteoblas 

Ellagic acid adalah polifenol yang dilaporkan memiliki sifat antikanker, 

antioksidan dan anti-inflamasi. Penelitian ini menunjukkan bahwa EA menghambat 

diferensiasi osteoklas yang diinduksi RANKL dalam murine makrofag RAW264.7 in 

vitro dan CD14 manusia monosit ex vivo. Ellagic acid menghambat osteoklastogenesis 

dengan menekan jalur pensinyalan p38 hilir RANKL dan memberikan efek 

penghambatan pada resorpsi tulang dan pembentukan cincin aktin (Rantlha et al. 

2017). Ellagic acid meningkatkan aktivitas alkaline hospatase dan mineralisasi. Selain 

itu, ellagic acid memulihkan diferensiasi osteoblas yang diinduksi lipopolisakarida. 

Hasil ini menunjukkan bahwa ellagic acid dapat meningkatkan diferensiasi osteoblas 

(Son et al. 2019). 

2.1.3 Peran EA dalam pembentukan tulang 

Peran EA dalam pembentukan tulang dapat diamati secara pemeriksaan 

histologi pada hari ke 14 dan 28. Penelitian pada tikus yang telah dilakukan ekstraksi 

gigi, menunjukkan bahwa kelompok studi dengan penambahan EA memiliki trabekula 

yang jauh lebih besar, dengan jaringan ikat dan osteoblas yang lebih banyak 

dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada imunohistokimia, dilaporkan bahwa 

ekspresi tikus diabetes yang diobati dengan EA menunjukkan ekspresi ALP lebih tinggi 

daripada tikus diabetes yang tidak diobati (Al-obaidi et al. 2014a). Dalam penelitian 

Al-Obaidi pada hari ke-7, 14 dan 21 pada kelompok yang dirawat EA hasilnya 

menunjukkan ekspresi OSC dan OPN lebih tinggi dalam sel-sel osteoblas, osteosit, dan 

lapisan tulang jika dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada hari ke 28, osteoblas 

kurang aktif terlihat (Al-Obaidi et al. 2014).  
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2.1.4 Konsentrasi pada EA 

 Berdasarkan hasil penelitian Primarizky, untuk mendapatkan hasil 

penyembuhan luka yang baik, 2,5% dari ellagic acid harus diberikan pada cedera fase 

awal (Primarizky et al. 2018). Ellagic Acid memiliki komponen polifenol yang 

sebagian besar tersusun punicalagin dan menunjukkan aktivitas antitumor. Konsentrasi 

EA 1 hingga 3% menunjukkan aktivitas anti-inflamasi dan antikanker pada sel kanker 

paru-paru, prostat, dan otak (Li et al. 2019). 

2.2 Bone Graft Kedokteran Gigi  

Restorasi implant adalah perawatan yang penting untuk mengganti gigi yang 

hilang, fungsi mastikasi dan meningkatkan estetika untuk pasien dalam praktik 

kedokteran gigi. Pemahaman tentang desain dan penempatan implant untuk hasil klinis 

yang optimal adalah pengetahuan umum bagi praktisi gigi. Ini tidak terjadi ketika 

memahami kebutuhan dan prosedur bone graft yang merupakan dasar untuk perawatan 

implant (Dentclinic 2016). 

2.2.1 Dasar Pemikiran Untuk Bone Graft 

Penempatan implant membutuhkan volume tulang yang cukup dan kualitas 

biologis. Ini karena desain makro implant, yang menuntut sifat dimensi tertentu untuk 

kesuksesan jangka panjang. Faktor lain yang membuat bone graft diperlukan adalah: 

(Klein and Al-Nawas 2011) 

1) Resorbsi edentulous ridge post ekstraksi 

2) Adanya bone defect akibat trauma atau infeksi 

3) Kebutuhan untuk meletakkan implant di tempat-tempat strategis untuk 

kesuksesan fungsional dan estetika. Di daerah estetika, jaringan lunak 

membutuhkan basis bertulang karena “jaringan lunak mengikuti jaringan 

keras” 
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Perencanaan perawatan untuk penempatan bone graft membutuhkan pemilihan 

teknik bedah dan bahan graft yang tepat. Perencanaan atau pelaksanaan yang buruk 

dapat menyebabkan resorbsi bahan graft atau kegagalan untuk berintegrasi. Selain itu, 

jaringan yang hilang dapat diganti dengan jaringan fibrosa daripada tulang fungsional 

(Smiler and Soltan 2006). 

2.2.2 Lokasi/ Indikasi Untuk Bone Graft  

Bahan bone graft ditempatkan di lokasi yang berbeda untuk berbagai indikasi: (Klein 

and Al-Nawas 2011) 

1) Di soket alveolar pasca ekstraksi 

2) Untuk mengisi ulang kerusakan tulang akibat trauma atau infeksi 

3) Untuk mengisi ulang defek peri-implan karena peri-implantitis 

4) Untuk augmentasi mandibula dan rahang atas secara vertical 

5) Untuk augmentasi mandibula dan rahang atas secara horizontal 

Setelah ekstraksi gigi, 40 hingga 60 persen dari tinggi dan lebar tulang alveolar 

diperkirakan akan hilang, kerugian terbesar adalah dalam dua tahun pertama. 

 

Gambar 2. 3 : Setelah ekstraksi, bone loss bisa mencapai 60 persen dari tinggi dan lebar asli 
dari alveolar ridge (Dentclinic 2016) 

Dengan hilangnya jaringan keras dan lunak, kondisinya kurang 

menguntungkan untuk dinding aksial implant yang tepat untuk fungsi dan estetika. 

Untuk meminimalkan atrofi alveolar pasca ekstraksi, prosedur penyembuhan yang 
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disebut "socket preservation" atau "ridge preservation" telah dikembangkan. Prosedur 

ini melibatkan mengisi soket dengan tulang atau bahan pengganti tulang, dengan atau 

tanpa membran (Vignoletti et al. 2012). 

2.2.3 Persyaratan Ideal Untuk Bone Graft 

Penyembuhan tulang dan pembentukan tulang baru setelah graft terjadi melalui 

osteogenesis, osteoinduksi dan osteokonduksi (Wang et al. 2004) 

1) Bahan graft osteogenik memasok osteoblas yang dapat hidup sendiri 

2) Bahan osteoinduktif merangsang sel-sel mesenkimal primitif yang dibawa 

melalui pasokan darah dari tulang atau periosteum yang berdekatan untuk 

berdiferensiasi menjadi osteoblas 

3) Bahan osteokonduktif hanya bertindak sebagai kisi atau kerangka kerja untuk 

pertumbuhan sel, memungkinkan osteoblas dari batas luka untuk masuk ke 

defek dan bermigrasi melintasi graft.  

Kriteria keberhasilan bone graft : (Smiler and Soltan 2006) 

1) Osteoblas harus ada : Hanya osteoblas yang menciptakan tulang baru. Agar 

suatu graft berhasil, matriks graft harus mengandung osteoblas. Jika jumlah 

osteoblas tidak mencukupi, graft akan gagal.  

2)  Pasokan darah harus mencukupi untuk nutrisi : Bone graft adalah regenerasi 

yang tidak diperbaiki. Istilah "repair" yaitu pemulihan jaringan yang hilang; 

regenerasi adalah proses biologis di mana tidak hanya jaringan kembali, tetapi 

juga bentuk dan fungsinya. Ini membutuhkan suplai darah yang baik ke graft 

dan jaringan di sekitarnya. Darah dibutuhkan untuk kelangsungan hidup sel dan 

pembentukan clot formation. Clot formation berfungsi sebagai matriks awal di 

mana sel bermigrasi dan kemudian berfungsi sebagai penjangkaran untuk 

osteoblas. 

3) Graft harus distabilkan selama penyembuhan : Tekanan mekanis pada graft 

selama penyembuhan dapat menyebabkan gangguan bekuan fibrin. Gerakan itu 
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akan menyebabkan jaringan berserat mengisi defect tulang. Ini adalah bentuk 

repair dan bukan regenerasi. Fiksasi seperti GBR (Guided Bone Regeneration) 

membran kolagen, titanium mesh dan bone screws dapat digunakan. 

4) Jaringan lunak tidak boleh under tension : Tulang adalah jaringan yang tumbuh 

paling lambat. Regenerasi tulang yang dipandu didasarkan pada pemisahan 

graft dari jaringan lunak di sekitarnya. Membran GBR menjaga jaringan yang 

tumbuh lebih cepat seperti epitel, jaringan berserat atau jaringan ikat gingiva 

dari defect sehingga memungkinkan regenerasi terkontrol dengan pembentukan 

tulang (Smiler and Soltan 2006). Penerapan bahan bone graft ke dalam defect 

mencegah kolaps membran kolagen dan bertindak sebagai tempat untuk tulang 

regenerasi baru dan osteokonduktif scaffold untuk pertumbuhan pembuluh 

darah dan osteoblas (Rothamal Daniel 2012) 

2.2.4 Klasifikasi Bone Graft Berdasarkan Sumber Bahan 

Graft autogenous (di mana jaringan dipindahkan dari satu lokasi ke lokasi lain 

dalam individu yang sama) dianggap sebagai gold standard. Ini adalah osteogenik, 

osteoinduktif dan osteokonduktif. Terdapat aktivitas biologis karena sel-sel vital dan 

faktor pertumbuhan. Tidak ada risiko penularan penyakit. Namun ada peningkatan 

risiko rasa sakit, infeksi, morbiditas donor, kompleksitas dalam prosedur bedah, dan 

terbatasnya pasokan tulang (Wang et al. 2004). 

Bone Substitute Material (BSM) dikembangkan untuk mengatasi kesulitan 

graft autogenous. Dapat mengganti tulang autogen sepenuhnya atau memperluas graft 

autogenous. Bahan-bahan harus efektif untuk prosedur, baik sebelum pemasangan 

implant (prosedur tertunda waktu) dan untuk optimalisasi lokasi penerima pada saat 

penempatan implant (prosedur simultan) (Klein and Al-Nawas 2011) 

Klasifikasi Bone Graft : 

1) Autograft (Graft autogenous) : Jaringan ditransfer dari satu lokasi ke lokasi lain 

dalam satu individu yang sama. Autograft adalah tulang pasien sendiri. Ini 
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terutama diambil secara intraoral atau dari krista iliaka. Ini adalah pengganti 

tulang yang ideal karena mengandung sel-sel hidup dan faktor pertumbuhan 

manusia. Ini memiliki potensi osteogenik yang lebih besar daripada pengganti 

tulang lainnya serta biokompatibilitas yang melekat (Kolk et al. 2012) 

2) Allograft : Graft antara anggota genetik yang berbeda dari spesies yang sama 

yaitu jaringan manusia. Allograft dapat berasal dari mayat atau donor hidup 

(jaringan diambil dari operasi penggantian pinggul). Ini memiliki komposisi 

dan struktur tulang alami. Jaringan ini bersifat osteoinduktif dan juga 

osteokonduktif tetapi tidak memiliki sifat osteogenik karena tidak adanya sel 

yang layak. Ada kontroversi mengenai hubungan bahan alogenik dan risiko 

penularan infeksi seperti HIV, hepatitis B dan C, prion, keganasan, gangguan 

sistemik atau racun (Kolk et al. 2012) 

3) Xenograft : Graft yang diambil dari donor spesies lain yaitu sapi, babi, dll. 

Xenograft berasal dari organisme lain, terutama sapi. Ini memberikan stabilitas 

volume jangka panjang. Tulang sapi memiliki bukti yang terdokumentasi 

dengan baik. Ini dideproteinisasi dengan pemanasan untuk menghilangkan 

risiko reaksi alergi dan penularan penyakit (Murugan et al. 2003). Xenograft 

tulang sapi bersifat osteokonduktif dan tersedia dalam berbagai volume dan 

ukuran partikel.  Pilihan lain adalah penggunaan kolagen sapi. Kolagen yang 

tidak ditreatment (bertindak sebagai scaffold) dan kolagen yang didenaturasi 

panas (yang merangsang pertumbuhan) dicampur, dibekukan, dikeringkan dan 

dihubungkan oleh panas. Bahan tersebut kemudian diproses menjadi blok spons 

dan dibentuk menjadi bentuk peluru untuk memudahkan penempatan ke soket 

ekstraksi (Rasubala et al. 2011) 
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Gambar 2. 4 : Penempatan blok tulang autogen diambil dari daerah dagu  

 (Dentclinic 2016) 

4) Alloplast : Bahan asing anorganik, sintetis atau inert ditanamkan ke dalam 

jaringan. Alloplast diproduksi secara sintetis sehingga tidak ada risiko 

penularan penyakit. Bahan alloplastik yang paling umum adalah keramik 

berbasis kalsium fosfat seperti hidroksiapatit (HA) dan tricalcium fosfat (TCP), 

kalsium fosfat Bioactive dan Resorbable. (Kolk et al. 2012) 

 

Gambar 2. 5 : Protokol klinis untuk pemasangan foundation, sebuah bovine bone xenograft 
berbasis kolagen (Dentclinic 2016) 

Berbagai jenis bahan pengganti tulang dapat digabungkan dan bahkan 

digabungkan untuk mengakomodasi kebutuhan situasi klinis. Penyesuaian komposisi 

bahan dan karakteristik fisik memungkinkan untuk berbagai tingkat penyerapan serta 

bentuk fisik seperti bubuk, butiran, pasta, balok dan bahkan graft yang dibuat khusus. 
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Pemilihan produk memungkinkan dokter gigi untuk mendapatkan hasil klinis yang 

optimal. 

2.2.4.1 Bovine Bone Xenograft (BBX) 

Bovine bone adalah tulang sapi yang digunakan sebagai alternatif xenograft, 

dimana tingginya permintaan terhadap bone graft sementara source donor yang berasal 

dari human sangatlah minim (Masaki et al. 2015). Tulang sapi yang diproses terlebih 

dahulu harus lolos dari screening penyakit-penyakit menular yang terdapat pada sapi. 

Sapi yang digunakan harus memiliki kualitas bagus dan bebas penyakit, selanjutnya 

akan diproses melalui proses diseksi untuk menghilangkan soft tissue yang masih 

menempel. Lalu dilakukan proses pemotongan, pencucian, pengeringan, proses deep 

frozen, freeze dried, pengepakan dan yang terakhir adalah proses sterilisasi dengan 

menggunakan sinar gamma. Sebelum di distribusikan akan menjalani standarisasi mutu 

yaitu harus bebas bakteri dan pemeriksaan kadar air (Vignoletti et al. 2012). 

Penggunaan bovine bone : (Rothamal Daniel 2012) 

1. Bovine bone dapat digunakan dalam bentuk seperti bubuk atau cuboid berpori. 

Untuk mengisi gab tulang yang terlalu besar yang terjadi karena kecacatan atau 

karena penyakit seperti kanker. Juga dapat digunakan ketika terjadi augmentasi 

tulang (misalnya rekonstruksi rahang atas atau aplikasi gigi). 

2. Bovine bone merupakan scaffold yang baik untuk tempat melekatnya stem cell 

3. Bovine bone orbital dapat digunakan sebagai pengganti bola mata. 

Keunggulan bovine bone : (Rothamal Daniel 2012) 

1. Bovine bone didapat dari donor bovine yang telah terstandarisasi oleh dinas 

pertanian dan dinyatakan bahwa sapi yang digunakan bebas dari penyakit 

menular dan dinyatakan sehat. 

2. Melalui prosesing sesuai standart The American Association of Tissue Bank 

(AATB), European Association of Tissue Bank (EATB) dan Asia Pacific 
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Association of Surgical Tissue Bank (APASTB) dengan menggunakan 

sterilisasi sinar gamma, sehingga penggunaannya aman dari reaksi inflamasi 

2.3  Trauma 

Selama hidup, setiap orang pasti pernah mengalami trauma, khususnya trauma 

fisik (Health and Events 2018). Adapun yang dimaksud dengan trauma fisik adalah 

suatu kejadian yang tidak terduga yang dialami oleh tubuh. Sebagai contoh misalnya 

karena tubuh mengalami benturan yang hebat, atau juga akibat luka/ patah tulang baik 

disebabkan oleh benda tajam/ tumpul (MacLeod 2005). Pada kondisi ini sel mengalami 

kerusakan/ kematian, baik secara langsung yang disebabkan oleh trauma, maupun 

secara tidak langsung yang disebabkan karena adanya kerusakan vaskuler akibat 

trauma (Lateef Wani et al. 2013). Kematian sel yang disebabkan oleh kerusakan 

vaskuler, prosesnya dimulai dari faktor iskemia, yang mengakibatkan gangguan 

pembentukan energi pada sel. Gangguan pembentukan energi inilah selanjutnya akan 

memicu terjadinya kerusakan atau kematian sel (Kalogeris et al. 2012) Terbentuknya 

sel debris yang berasal dari sel mati/ nekrotik, didalam tubuh akan memicu reaksi 

inflamasi (Hebner et al. 2008). 

2.3.1 Trauma Pada Gigi 

 Ekstraksi pada gigi merupakan trauma pada prosedur bedah yang dapat 

menyebabkan kehilangan tulang atau fraktur pada tulang alveol. Jaringan lunak dan 

keras biasanya mengalami trauma selama ekstraksi gigi, sehingga mengganggu estetika 

pada jaringan (Caplanis et al. 2013). Kerusakan tulang marginal dapat menyebabkan 

resesi gingiva marginal dan elongasi koronal pada restorasi implant (Buser et al. 2017). 

Dental implant merupakan perawatan pilihan untuk penggantian gigi yang hilang 

akibat ekstraksi gigi (Assistant 2012). Ekstraksi gigi pada dasarnya adalah perawatan 

bedah yang tidak dapat menghindari produksi luka pada tubuh yang hidup (Schulze 

2008). 
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2.3.2 Luka 

Setiap orang selama hidupnya dapat dipastikan pernah mengalami luka, seperti 

luka yang dialami oleh seseorang ketika melakukan suatu aktivitas, dan atau karena 

trauma lainnya (Health and Safety Executive 2013). Selain itu juga ada luka yang 

dibuat secara sengaja yang dilakukan oleh ahli bedah dimeja operasi (Chetter et al. 

2017). Berdasarkan hal tersebut, maka luka yang dialami oleh setiap orang, pada 

dasarnya dapat dikelompokkan menjadi dua kategori yaitu luka steril dan luka tidak 

steril. Luka steril adalah luka yang tidak tercemar oleh mikroorganisme, seperti contoh 

yang disebutkan diatas yaitu luka sayatan yang dilakukan oleh ahli bedah dimeja 

operasi. Sedangkan luka tidak steril adalah luka yang tercemar oleh mikroorganisme, 

seperti luka yang terjadi secara tidak sengaja. Contohnya luka yang terjadi ketika 

melakukan suatu aktivitas, baik disebabkan oleh benda tajam atau benda tumpul, atau 

juga karena rupture tendon atau patah tulang terbuka karena trauma (Wolcott and 

Fletcher 2014) 

2.4 Proses Penyembuhan Luka Ekstraksi Gigi 

Ada atau tidak adanya gigi mempengaruhi remodeling soket alveolar. Setelah 

pencabutan gigi, serangkaian peristiwa biologis yang teratur terjadi di alveolus, yang 

menghasilkan penyembuhan soket (Pagni et al. 2012). Penyembuhan terdiri dari 

berbagai proses termasuk perubahan vaskular; aktivasi inflamasi; migrasi, proliferasi 

dan diferensiasi populasi sel yang berbeda; produksi dan pematangan matriks 

ekstraseluler; pembentukan tulang, pemodelan dan remodelling, yang berpuncak pada 

pemulihan jaringan yang hilang (Araújo et al. 2015). Hal ini dicapai melalui interaksi 

koreografi yang bergantung pada ruang dan waktu dari sitokin, kemokin dan faktor 

pertumbuhan, aktivasi jalur pensinyalan dengan modulasi ekspresi gen dan faktor 

transkripsi, yang menentukan keadaan seluler dalam lingkungan penyembuhan (Vieira 

et al. 2015). 
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Gambar 2. 6 : Peristiwa biologis yang terjadi di soket setelah pencabutan gigi dijelaskan ke 
dalam urutan empat fase tergantung waktu (Gomes et al. 2019) 

2.4.1 Koagulasi dan hemostasis 

Segera setelah pencabutan gigi, soket penuh dengan darah yang dihasilkan dari 

proses hemoragik, diikuti oleh pembentukan darah yang stabil dan bekuan tertanam 

dalam jaringan fibrin (Scala et al. 2014). Gumpalan awalnya mengisi volume soket 

hingga margin dari jaringan lunak, berada dalam kontak langsung dengan ligamen 

periodontal yang cedera (Farina and Trombelli 2013). Pembentukan bekuan bertujuan 

dua kali lipat - mencegah kehilangan darah, dan memberikan scaffold terstruktur untuk 

adhesi sel yang direkrut yang akan mengatur penyembuhan di fase-fase berikutnya dari 

proses (Davies and Hosseini 2000). Hemostasis, di alveolus soket, hasil dari interaksi 

dinamis dari trombosit dan sel endotel, serta keseimbangan antara koagulasi dan 

fibrinolisis, sehingga menimbulkan pembentukan bekuan yang stabil. Gumpalan darah 

tampak sepenuhnya diremodeling sepanjang minggu pertama pasca ekstraksi, seperti 

yang ditunjukkan dalam penelitian pada manusia, dengan hanya eritrosit yang tersebar 

yang diidentifikasi pada titik waktu berikutnya (Trombelli et al. 2008). 

Secara mekanis, pencabutan gigi menyebabkan kerusakan mikrovaskuler dan 

ekstravasasi darah, proses yang dengan cepat dikendalikan oleh refleks vasokonstriksi, 

yang bertanggung jawab oleh retrenchment sel otot polos pembuluh darah - mampu 

mengontrol perdarahan di arteriol dengan diameter hingga 0,5 cm (Broughton et al. 
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2006). Meskipun demikian, kontrol tonus vaskular hanya efektif sementara sampai 

asidosis dan hipoksia berkembang dalam lingkungan mikro, yang mengarah ke 

relaksasi pasif, dan melanjutkan perdarahan. Jika itu bukan untuk pembentukan 

jaringan fibrin yang tidak larut - dihasilkan dari aktivasi koagulasi kaskade melalui 

jalur yang berbeda untuk agregasi trombosit dan pembentukan bekuan – hemostatik 

mekanisme akan menjadi tidak efektif  (Monroe and Hoffman 2012). 

Trombosit melepaskan faktor pembekuan pada saat aktivasi, yang terjadi 

setelah kontak dengan ekstraseluler molekul matriks. Bekuan darah dan terkait 

trombosit, selain fungsi hemostatik, berperan lebih lanjut peran mendasar untuk 

penyembuhan jaringan yang tepat karena dengan adanya banyak sitokin (seperti yang 

berasal dari keluarga kemokin dan interleukin) dan pertumbuhan faktor (misalnya, 

tumour necrosis factor alfa family, transforming growth factor beta family, fibroblast 

growth factor family, epidermal growth factor family dan individual factors seperti 

platelet-derived growth factor, vascular endothelial growth factor, granulocyte 

macrophage colony stimulating factor dan connective tissue growth factor dan yang 

lainnya) itu mampu memodulasi proses seluler berikutnya - migrasi sel, proliferasi dan 

diferensiasi - fundamental untuk mempromosikan angiogenesis dan tulang regenerasi 

(Barrientos et al. 2008). Bahkan, kumpulan gumpalan, pemeliharaan dan pencabutan 

adalah faktor penentu dari fase berikutnya yang melibatkan connective tissue 

formation, seperti yang ditunjukkan secara eksperimental dalam soket studi 

penyembuhan di mana gumpalan darah dihilangkan 6 - 8 menit pasca operasi, sangat 

membahayakan hasil penyembuhan selanjutnya (Gomes et al. 2019).  

Trombosit juga mengandung dan melepaskan amina vasoaktif dan produk 

metabolisme yang diturunkan dari asam arakidonat yang berperan mendasar dalam 

inisiasi dan modulasi fase inflamasi berikutnya. Dalam konteks ini, molekul adhesi - 

sebagai vitronectin dan integrin yang berbeda - ditemukan positif diatur selama acara 

awal, membantu perekrutan sel berikutnya, adhesi dan aktivasi (Garlet et al. 2012). 
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2.4.2 Peradangan 

Proses inflamasi sementara dan sedang adalah penting untuk 

penyembuhan/regenerasi tulang yang memadai, seperti konsep konstruktif inflamasi, 

dengan aktivasi baik humoral maupun respon inflamasi seluler (Eming et al. 2009). 

Setelah pembentukan bekuan darah, perekrutan dan migrasi sel inflamasi diverifikasi, 

sepanjang hari-hari pertama setelah pencabutan gigi (Velnar et al. 2009). Sistem 

komplemen diaktifkan dan neutrophil awal menjajah jaringan bekuan, bermigrasi 

sesuai ke gradien konsentrasi kemokin yang mapan - sebagian besar diatur oleh 

molekul komplemen C3a dan C5a, TGF- dan bakteri melepaskan produk. Neutrofil 

mendaftarkan fagositosis aktif, menghilangkanstruktur bekuan, bakteri dan akhirnya 

benda asingbahan, melalui pelepasan spesies radikal bebas dan enzim proteolitik 

(Amara et al. 2010). Studi eksperimental di soket penyembuhan tikus mengungkapkan 

infiltrasi neutrofilik awal, memisahkan jaringan yang layak dari sisa-sisa jaringan dan 

bakteri. Neutrofil yang terletak lebih apikal dicirikan oleh struktur granular padat dan 

fagosom, apakah terletak lebih koronal memiliki granula lebih sedikit, tetapi distribusi 

tinggi fagosom menelan bakteri - mendukung peran mendasar neutrofil dalam 

pembersihan bakteri dan pengendalian infeksi (Gomes et al. 2019). 

Makrofag mengikuti direkrut, dari monosit yang bersirkulasi yang mengalami 

pematangan fenotipik, bertanggung jawab atas kelanjutan fagositosis dan selanjutnya 

menyediakan pelepasan faktor pertumbuhan yang efektif - mengubah effective growth 

factors, transforming growth factor-alfa, transforming growth factor-beta, fibroblast 

growth factor dan epidermal growth factor yang mengaktifkan kemudian merekrut 

fibroblas dan osteoblas (Koh and DiPietro 2011). Limfosit terakhir direkrut, secara luas 

sebagai respons terhadap interleukin-1 dan produk pemecahan molekul lokal (De 

Coster et al. 2011). 
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2.4.3 Fase Proliferasi 

Fase proliferasi dimulai oleh fibroplasia. Pada saat terjadi migrasi dan 

proliferasi fibroblas yang intens, serta peningkatan sintesis kolagen dan protein matriks 

ekstraseluler lainnya. Matriks ekstraseluler berlimpah yang baru terbentuk selanjutnya 

mendukung migrasi sel, memungkinkan untuk meningkatkan adhesi sel dan ekstensi 

filopodia dan pseudopodia menyeluruh yang menempelkan fibronektin dan protein 

kolagen dari matriks (Pagni et al. 2012). Data histologis mengungkapkan bahwa, 

selama minggu pertama penyembuhan, soket ekstraksi diliputi oleh jaringan granulasi 

kaya sel yang terorganisir secara longgar dengan infiltrasi sel inflamasi yang intens, 

pembuluh darah dan fibroblas menggantikan bekuan darah awal yang mengalami 

nekrosis koagulatif, dalam sentrifugal proses (Farina and Trombelli 2013).  

Aktivasi awal TGF-β1 dan FGF-2  memodulasi aktivasi dan proliferasi populasi 

fibroblastik, sangat menentukan sintesis dan pematangan matriks ekstraseluler dan 

organisasi jaringan granulasi (LIEBERMAN et al. 2002). Pada saat yang sama, 

komponen utama dari matriks ekstraseluler, seperti kolagen tipe I dikodekan oleh gen 

COL1A1 dan COL1A2 - selanjutnya diakui sebagai penanda tulang awal. Ekspresi 

yang melimpah pada fase penyembuhan awal (Berendsen et al. 2014), secara paralel 

dengan ekspresi tinggi enzim yang bertanggung jawab untuk remodeling matriks 

ekstraseluler  sebagai matriks metalloproteinase (MMPs), khususnya MMP-2 dan 

MMP-9 diketahui memodulasi pergerakan populasi sel inflamasi serta proses 

angiogenik (Kanyama et al. 2003). 

Pemodelan dan pembentukan kembali sirkulasi darah sangat penting dari 

keseimbangan faktor pro dan anti-angiogenik yang mengisi lingkungan mikro, 

memodulasi sel endotel, fungsionalitas (Araújo et al. 2015). Hipoksia kondisi lebih 

lanjut mendorong proliferasi dan diferensiasi endotel, membantu angiogenesis dalam 

proses yang diatur secara tepat waktu yang dicirikan oleh degradasi lamina basal yang 

diperantarai enzim yang memungkinkan perayapan pembuluh darah, kemotaksis sel, 
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proliferasi dan diferensiasi sel dan akhirnya pematangan dan remodeling dari struktur 

yang baru terbentuk (Carano and Filvaroff 2003). Pada fase penyembuhan ini, 

pembentukan woven bone dimulai melalui penetrasi sel mesenkim yang tidak 

berdiferensiasi yang berdiferensiasi menjadi garis keturunan osteogenik. Penonjolan 

jaringan mineral seperti jari diidentifikasi secara luas, yang secara progresif 

memanjang dari dinding soket ke pusat luka, dalam matriks jaringan ikat yang dilapisi 

serat kolagen, tanpa organisasi terstruktur (Pagni et al. 2012). 

2.4.4 Modeling dan Remodeling 

Fase terakhir dari proses penyembuhan soket meliputi perubahan struktur 

jaringan tulang, yang dapat terjadi dengan modifikasi arsitektur dan bentuk 

(modelling), atau tanpa modifikasi parameter (remodelling). Secara organisasi, 

substitusi woven bone dengan jaringan tulang pipih/sumsum tulang dianggap sebagai 

remodelling, sedangkan perubahan dimensi yang dihasilkan dari alveolar ridge, pada 

dinding soket, terdiri dari pemodelan jaringan tulang (Pagni et al. 2012, Trombelli et 

al. 2008).  

Proses modeling/remodelling dihasilkan dari interaksi aktif antara osteoblas 

dan osteoklas, yang sangat termodulasi oleh adanya faktor-faktor seperti macrophage 

colony stimulating factor (M-CSF), receptor activator of nuclear factor kappa B 

(RANK), receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) dan 

osteoprotegerin (OPG) (Trombelli et al. 2008). Proses ini biasanya dimulai dengan 

perekrutan osteoklas, diidentifikasi sebagai lapisan pada dinding soket dan melalui 

struktur trabekular marginal dari woven bone. Pemodelan didistribusikan secara serupa 

antara permukaan bukal dan lingual, tetapi karena lempeng lingual biasanya lebih 

lebar, peningkatan kehilangan tulang vertikal tercapai. pada pelat bukal yang lebih 

tipis. Tambahan relevansi, pemodelan terjadi lebih awal dari remodelling, karena 

sekitar dua pertiga dari proses terjadi hingga 3 bulan pasca operasi (Schropp 2004). 



25 
 

 
 

2.5 Alveolar Ridge Preservation (ARP) 

Ekstraksi umumnya ketika gigi tidak dapat dipertahankan atau dirawat untuk 

kesehatan jangka panjang, fungsi, dan/ atau estetika. Kehilangan gigi memiliki dampak 

langsung pada kualitas hidup dengan merusak kemampuan untuk mengunyah, 

berbicara dan dalam beberapa kasus, bersosialisasi (Gerritsen et al. 2010). Ekstraksi 

gigi menghasilkan perubahan resorbsi pada alveolar ridge (Tan et al. 2012). Secara 

khusus, akan ada kehilangan volume tulang yang signifikan pada aspek bukal dari soket 

(Pagni et al. 2012). Bone loss setelah ekstraksi mengurangi volume ridge (reduksi 

horizontal) dengan rata-rata 3,8 mm dan ketinggian ridge (reduksi vertikal) dengan 

rata-rata 1,2 mm di 6 bulan pertama (Masaki et al. 2015) 

Setelah proses ekstraksi gigi, resorbsi tulang alveolar dapat terjadi, resorbsi ini 

disebut Resorpsi Ridge Residual (RRR), bersifat kronis, progresif, irreversibel, dan 

akumulatif. Penyembuhan soket pencabutan gigi adalah proses yang kompleks, yang 

melibatkan perbaikan dan regenerasi jaringan. Soket diisi dengan bekuan darah, yang 

kemudian digantikan oleh jaringan granulasi seperti vascularisasi (Knezoviê-zlatariê 

2002). Untuk mencegah bone loss, upaya dapat dilakukan untuk mempengaruhi tulang 

dan penyembuhan jaringan lunak dengan mengambil langkah-langkah tepat seperti 

ekstraksi gigi. Idenya adalah untuk mengurangi proses resorbsi selama soket 

remodeling (Jamjoom and Cohen 2015). Atropi alveolar ridge memiliki dampak yang 

besar pada terapi penggantian gigi, terutama ketika restorasi yang didukung implant. 

Oleh karena itu, Alveolar Ridge Preservation (ARP) telah menjadi komponen kunci 

dari kedokteran gigi klinis (Avila-Ortiz et al. 2014).  

2.5.1 Prosedur preservasi ridge  

1) Filling the extraction socket (wound care) 

Soket ekstraksi adalah luka pada tulang. Preservasi ridge adalah prosedur 

perawatan luka. Mencakup luka untuk melindungi dari luka rongga mulut dan memiliki 

fungsi hemostatik. Tujuan preservasi ridge yaitu menjaga volume tulang alveolar. Hal 
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ini belum tentu terkait dengan pembentukan tulang baru dalam soket. Sebaliknya, 

prosedur preservasi ridge menunda pembentukan tulang dalam fase penyembuhan 

awal, terlepas dari pengganti bone graft  (Jamjoom and Cohen 2015). Khususnya dalam 

situasi anatomi dan biologis yang tidak menguntungkan (contoh : hilang bukal plate 

atau perforasi apikal), pembentukan tulang pada defek mungkin tidak lengkap atau 

tidak ada (Lee et al. 2010). 

2) Preservasi dari volume ridge (ridge preservation) 

Prosedur preservasi ridge, atrofi alveolar yang pertama 6 bulan setelah 

ekstraksi gigi secara signifikan lebih rendah dari atrofi pada kelompok kontrol yang 

tidak diobati (Vignoletti et al. 2012). Alveolar bundle bone, di mana kolagen serat 

periodonsium berada, secara fungsional berada di depan akar gigi beserta kehilangan 

gigi (Hansson and Halldin 2012). Karena itu, prosedur preservasi ridge tidak bisa 

sepenuhnya mencegah hilangnya volume ridge yang di ikuti ekstraksi, tetapi secara 

signifikan dapat menguranginya (Schug and Biomaterials 2013). 

3) New bone formation (osteogenesis) 

Tulang memiliki kapasitas substansial untuk perbaikan dan regenerasi sebagai 

respons terhadap injury atau perawatan bedah. Kedua proses tersebut melibatkan 

integrasi sel yang kompleks, faktor pertumbuhan, dan matriks ekstraseluler. Perbaikan 

hanya mengembalikan kontinuitas jaringan yang terluka, tanpa meningkatkan volume 

tulang. Regenerasi, sebaliknya, melibatkan diferensiasi sel-sel baru dan pembentukan 

jaringan tulang baru yang menghasilkan peningkatan keseluruhan volume jaringan 

skeletal tissues (Al-Aql et al. 2008). 

2.5.2 Indikasi dan Kontraindikasi Preservasi Alveolar Ridge  

Soket yang utuh dengan cedera marginal ringan pada bucal plate, mengikuti 

ekstraksi gigi berakar tunggal dan gigi berakar ganda dengan preservasi septum 

interradicular (Crespi et al. 2014) 
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1) Indikasi : 

 Perforasi apikal kecil di bucal plate 

 Interradicular bone loss (mis. sebagai akibat dari proses inflamasi), dalam 

kondisi ini, pembentukan tulang dapat berkurang 

 Volume ridge akan dipertahankan 

 

2) Kontraindikasi : 

 Injury besar atau kehilangan bucal plate: surgical bone augmentation / Guided 

Bone regeneration diperlukan 

 Soket yang terinfeksi akut (supuratif) 

 Gigi avital dengan fistula apikal 

2.5.3 Alveolar Ridge Remodeling  

Kompleks tulang maksila dan mandibula terdiri oleh beberapa struktur anatomi 

dengan fungsi yang tepat, komposisi, dan fisiologi (Chaudhary et al. 2017) 

1) Basal bone yang berkembang bersama dengan skeletal keseluruhan, dan 

membentuk mandibula dan maksila 

2) Proses alveolar yang berkembang berupa erupsi gigi dan mengandung alveolus 

gigi 

3) Bundle bone yang melapisi soket alveolar, memanjang koronal membentuk 

puncak tulang bukal, dan membuat bagian dari struktur periodontal karena 

membungkus eksternal terminasi serat periodontal (serat Sharpey).  
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Gambar 2. 7 : Resorpsi tulang terjadi dalam 2 fase (Pagni et al. 2012) 

Penyembuhan soket ekstraksi dengan dan tanpa graft. Ketika graft pada soket 

tidak dipakai, alveolar ridge terjadi resorbsi. Pada fase pertama, awalnya blood clot, 

jaringan granulasi kemudian matriks sementara dan woven bone mengisi alveolus. 

Bundle bone sepenuhnya diserap menyebabkan pengurangan vertical ridge. Pada fase 

kedua, dinding bukal dan woven bone diremodeling sehingga menyebabkan 

pengurangan horizontal ridge dan vertikal ridge lebih jauh. Ketika graft soket dipakai, 

yang pertama reduksi tulang vertikal masih terjadi, namun fase kedua reduksi 

horizontal berkurang (Pagni et al. 2012). 

Selama yang pertama bundle bone cepat diserap dan diganti dengan woven bone 

yang mengarah ke pengurangan tinggi tulang terutama pada aspek bukal dari soket, 

sebagai puncaknya hanya terdiri dari bundle bone (Araújo and Lindhe 2005). Daerah 

bukal  mengalami lebih banyak resorbsi bahkan umumnya lebih tipis, rata-rata 0,8 mm 

pada gigi anterior dan 1,1 mm regio premolar (Huynh-Ba et al. 2010).  

Kelompok penelitian melaporkan bahwa ada atau tidak adanya periodontal 

ligament dalam ekstraksi soket tidak mempengaruhi fitur penyembuhan setelah 3 

bulan. Selama fase kedua, bagian luar permukaan tulang alveolar diremodeling 

sehingga menyebabkan keseluruhan jaringan horizontal dan vertikal. Remodeling 

tulang adalah proses yang kompleks melibatkan faktor struktural, fungsional, dan 
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fisiologis dan bahwa trauma bedah akibat ekstraksi menyebabkan mikrotrauma (Avila-

Ortiz et al. 2014). 

Laju resorpsi dari alveolar ridge lebih cepat selama enam bulan pertama setelah 

ekstraksi (Pagni et al. 2012). Ketinggian soket yang disembuhkan tidak pernah 

mencapai koronal tingkat tulang yang menempel pada gigi yang diekstraksi, dan 

horizontal resorpsi tampaknya lebih besar di daerah molar dibandingkan ke area 

premolar (Hämmerle et al. 2012). Diperkirakan dua pertiga dari perubahan jaringan 

keras dan lunak terjadi pada 3 bulan pertama. Para penulis melaporkan 50% dari lebar 

crestal hilang dalam periode 12 bulan (sesuai dengan 6,1 mm; kisaran 2,7 hingga 12,2 

mm), 2/3 di antaranya (3,8 mm; 30%) terjadi di 12 minggu pertama. Saat memeriksa 

area premolar saja, hilangnya lebar alveolar ridge 4,9 mm (45%) dilaporkan, dari yang 

3,1 mm (28,4%) terjadi dalam 12 minggu pertama (Schropp et al. 2003). Lebih besar 

pengurangan ridge alveolar horizontal (29-63%; 3,79 mm) dibandingkan kehilangan 

tulang vertikal (11-22%; 1,24 mm pada bukal, 0,84 mm pada mesial, dan 0,80 pada 

distal) pada 6 bulan (Tan et al. 2012).  

2.5.4 Socket Healing 

Segera setelah ekstraksi gigi, soket alveolar diisi dengan blood clot yang 

digantikan oleh jaringan granulasi dalam 1 minggu (Pagni et al. 2012). Dalam 

penyembuhan luka kulit, sel-sel epitel bermigrasi di bawahnya dan dilindungi blood 

clot. Dalam penyembuhan soket sebagai gantinya, epitel bermigrasi di atas jaringan 

granulasi untuk menutupi penyembuhan soket. Ini terjadi karena jaringan radang 

sebagai jaringan ikat oleh sel-sel epitel, oleh karena itu migrasi seluler terjadi di 

permukaannya. Ini penting ketika kita memeriksa panduan regenerasi tulang yang 

diterapkan pada graft. Mulai dari apikal dan dinding tulang residual lateral, jaringan 

granulasi cepat direnovasi menjadi matriks sementara. Proses mineralisasi mengarah 

pada pembentukan anyaman tulang yang akhirnya digantikan oleh mature bone 

(Trombelli et al. 2008) 
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2.5.5 Rasional Ekstraksi Soket Preservasi 

Pembentukan tulang di soket alveolar terjadi secara alami selama dinding 

alveolar di sekitarnya tetap utuh. Untuk mengurangi kehilangan tulang alveolar yang 

dapat diterima, beberapa teknik bedah telah dilakukan. Mengurangi trauma ekstraksi 

dan pembatasan flap sangat penting untuk memperoleh kesuksesan dalam setiap 

prosedur ini (Fickl et al. 2008). Penelitian pada hewan menunjukkan hasil yang 

beragam ketika mengevaluasi perbedaan remodeling ridge antara flap dan nonflap 

soket ekstraksi (Caneva et al. 2010) meskipun telah dihipotesiskan bahwa dengan 

mengganggu lapisan tipis sel yang terdiri lapisan osteogenik dari periosteum dewasa, 

ketinggian flap dapat mengurangi kemampuan sel periosteal meregenerasi tulang, 

sementara periosteum yang tidak terganggu mempertahankan potensi osteogeniknya 

(Araújo and Lindhe 2005). 

Ada kemungkinan ketinggian flap hanya mempengaruhi perubahan dimensi 

alveolar jangka pendek (Tan et al. 2012) sedangkan dalam jangka panjang tidak cukup 

berarti perbedaan yang ditemukan (Caneva et al. 2010). Dalam regenerasi tulang 

terdapat metode yang dapat digunakan untuk meningkatkan laju pembentukan tulang 

dan untuk menambah volume tulang: (Clarke and Khosla 2010) 

1) osteoinduksi oleh penggunaan faktor pertumbuhan yang tepat 

2) osteokonduksi, di mana bahan graft berfungsi sebagai scaffold untuk 

pertumbuhan tulang baru 

3) osteogenesis distraksi, dimana fraktur dilakukan dengan pembedahan diinduksi 

dan fragmen tulang kemudian perlahan-lahan ditarik terpisah. Akhirnya, 

memandu regenerasi jaringan yang memungkinkan adanya ruang, 

dipertahankan oleh membran penghalang untuk diisi dengan tulang baru. 

2.5.6 Fitur mikroskopis dari tulang 

Jaringan tulang dapat diklasifikasikan berdasarkan susunan serat kolagen 

menjadi dua jenis: woven bone dan lamellar bone (Khurana 2009). 
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1) Woven bone : 

Bentuk tulang ini terdiri dari serat kolagen yang diorientasikan secara acak, 

dengan sejumlah besar osteoblas dan sel-sel osteoprogenitor berdampingan. Di 

bawah cahaya terpolarisasi, woven bone memiliki struktur tidak beraturan yang 

sangat kontras dengan tulang pipih. Woven bone mengandung relatif lebih 

banyak sel per satuan luas dari mature bone.  

2) Lamellar bone : 

Lamellar bone adalah bentuk mature dari tulang dewasa. Ini mudah 

diidentifikasi pada mikroskop cahaya terpolarisasi sebagai garis paralel dari 

tulang yang diendapkan. Penelitian telah menunjukkan bahwa lamellar bone 

memiliki susunan serat kolagen yang teratur.  

2.6 Mekanisme Hantaran Sinyal Pada Proses Inflamasi 

 Banyak faktor yang menginduksi terjadinya radang/ inflamasi, pada dasarnya 

dikelompokkan menjadi dua yaitu pathogen associated molecule pattern (PAMPs) dan 

damage associated molecular pattern (DAMPs) atau juga disebut danger associated 

molecular pattern. Pathogen Associated Molecule Pattern PAMPs adalah merupakan 

suatu bahan bisa berupa tubuh mikroba (bakteri patogen) itu sendiri atau bahan yang 

dilepaskan oleh patogen seperti toksin, ketika patogen tersebut berada didalam tubuh 

inang. Sedangkan DAMPs adalah suatu bahan yang berasal dari kerusakan sel inang 

yang berupa debris sel, dimana bahan ini terjadi karena di induksi oleh suatu rangsang 

yang bersifat irreversible (Calfee and Matthay 2010). 

2.6.1 DAMPs dan Proses Inflamasi 

  Ketika didalam tubuh inang terjadi pembentukan damage associated 

molecular pattern (DAMPs) atau danger associated molecular pattern (Land, 2015) 

baik berasal dari protein inti atau protein sitoplasma yang terlepas ke luar sel akibat 

cedera sel, maka pelepasan DAMPs ke ekstraseluler diikat oleh sel inflamatori seperti 

monosit/ makrofag, melalui suatu system reseptor permukaan. Reseptor yang dapat 
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mengikat DAMPs tersebut antara lain Toll Like Receptor  (TLR), receptor advanced 

glycation end products (RAGE) dan triggering receptor expressed on myeloid cells 

(TREM) (Srikrishna and Freeze 2015).  

Dalam kondisi stres seluler atau cedera, molekul-molekul ini kemudian dapat 

dilepaskan ke dalam lingkungan ekstraseluler dengan dying cells dan trigger inflamasi 

dalam kondisi steril. Jenis sel kematian terutama mempengaruhi imunogenisitas dan 

kemampuannya untuk melepaskan DAMPs imunostimulator. DAMPs dapat diartikan 

sebagai sinyal potensi bahaya bagi host. Nekrosis biasanya terjadi di bawah kondisi 

kerusakan ekstrem (misalnya, iskemia atau trauma) ketika apoptosis gagal terjadi. 

Konsekuensi dari kematian sel nekrotik adalah hilangnya plasma integritas membran, 

dengan demikian memungkinkan lepasnya intraseluler bahan dari sel. Sterile 

inflammatory signal DAMPs berasal dari sel nekrotik termasuk kromatin protein 

kelompok high-mobility group box 1 (HMGb1), heat shock protein (HSPs), dan 

metabolit purin, seperti Adenosine triphosphate (ATP) dan uric acid (Chen and Nuñez 

2010). Sebagai tambahan DAMPs dari sumber intraseluler, ada juga DAMPs yang 

terletak di luar sel. Ini dirilis oleh degradasi matriks ekstraseluler selama cedera 

jaringan. fragmen matriks ekstraseluler, seperti hyaluronan, heparan sulfat dan 

biglycan, dihasilkan sebagai hasil dari proteolisis oleh enzim yang dilepaskan dari 

dying cells atau dengan protease yang diaktifkan untuk tissue repair dan remodelling 

(Chen and Nuñez 2010) 

 Pada signaling inflamasi yang di induksi antara ikatan DAMPs dengan 

reseptornya dipermukaan sel inflamatori seperti RAGE, TLR, maupun TREM, maka 

di dalam sitosol sel tersebut akan terjadi suatu proses signaling (Vénéreau et al. 2015). 

Bila DAMPs mengikat TLR atau TREM, maka didalam sitosol sel inflamasi terjadi 

aktivasi MyD-88, selanjutnya MyD-88 ini akan mengaktifkan TNF receptor associated 

factor 6 (TRAF-6), kemudian TRAF-6 mengaktifkan IL1 -receptor associated kinases 

1 (IRAK-1) dan  IL1-receptor associated kinases 4 (IRAK-4), kedua bahan ini 

mengaktifkan Nfkβ. Selanjutnya Nfkβ yang aktif akan translokasi ke inti untuk 
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menginduksi DNA melakukan sintesis pada sitokin proinflamasi (Piccinini and 

Midwood 2010). 

 Selanjutnya apabila DAMPs berikatan dengan RAGE dipermukaan sel 

inflamatori, maka didalam sitosolik sel tersebut akan terjadi signalling yang dimulai 

dari aktivitas KRAS, selanjutnya KRAS mengaktifkan Mitogen-Activated Protein 

Kinase (MAPK), kemudian MAPK mengaktifkan Nfkβ. Selanjutnya Nfkβ yang aktif 

translokasi ke inti sel menginduksi DNA untuk melakukan sintesis pada sitokin 

proinflamasi. Adapun sitokin proinflamasi yang disintesis pada proses ini antara lain 

IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α (Rosin and Okusa 2011). 

 

Gambar 2. 8 : Hantaran sinyal pada proses pelepasan sitokin proinflamasi ketika makrofag 
terinduksi oleh DAMPs (Mueller 2013) 

2.7 Tool Like Receptor (TLR) 

 Tool Like Receptor adalah family Pattern Recognition Receptors (PRR) tipe I  

patogen yang menyerang atau endogenous damage signals dan memulai respons imun 

bawaan dan adaptif. Ada sepuluh TLR fungsional pada manusia (TLR1-10) dan dua 

belas pada tikus (TLR1−9, 11−13). Berbagai kombinasi TLR diekspresikan oleh 

beberapa bagian yang berbeda dari tipe sel imun dan non-imun seperti monosit, 

makrofag, sel dendritik, neutrofil, sel B, sel T, fibroblas, sel endotel, dan sel epitel. Dari 

TLR manusia, TLR1, 2, 4, 5,6, dan 10 diekspresikan pada permukaan sel dan terutama 
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mengenali membran mikroba dan / atau komponen dinding sel, sedangkan TLR3, 7, 8, 

dan 9 diekspresikan dalam membran kompartemen endolisosom dan mengenali asam 

nukleat (Takeda et al. 2003). 

2.7.1 Tool Like Receptor 2 (TLR2) 

 Toll-like receptor (TLR) adalah regulator utama dari innate immunity dan 

memainkan peran integral dalam aktivasi respon inflamasi selama infeksi. Selain itu, 

TLR mempengaruhi respons tubuh terhadap berbagai bentuk injury (Gesuete et al. 

2014). Adanya trauma akan melepaskan sinyal DAMPs dan sekresi ligan endogenous 

(Vourc’h, Roquilly and Asehnoune, 2018). Damage Associated Molecular Patterns 

juga dikenal sebagai alarmin, adalah molekul yang dilepaskan oleh sel-sel stres yang 

mengalami nekrosis yang bertindak sebagai sinyal bahaya endogen dan memperburuk 

respon inflamasi. Peningkatan kadar serum DAMPs ini telah dikaitkan dengan banyak 

penyakit radang, termasuk sepsis, radang sendi, aterosklerosis, lupus, penyakit Crohn, 

dan kanker. Strategi terapi sedang dikembangkan untuk memodulasi ekspresi DAMPs 

ini untuk pengobatan. Ekspresi atau sekresi ligan endogenous, akan langsung 

menstimuli sinyal TLR2 untuk merespons adanya kerusakan jaringan (Zanin-Zhorov 

and Cohen, 2013) (Vartanian and Stenzel-Poore, 2010). TLR2 membutuhkan MyD88 

sebagai adaptor protein (Sacre et al. 2007). MyD88 mengaktivasi IRAK dan IRAK 

mengaktivasi TRAF6 (Muroi and Tanamoto 2007). Aktivitas TRAF6 mengaktivasi 

TGF-β-associated kinase 1 (TAK1) kinase. Aktivasi TAK1 menyebabkan fosforilasi, 

sehingga ikatan lkβ dengan Nfkβ di sitoplasma terlepas. Nfkβ yang tidak aktif, menjadi 

aktif dan masuk ke nukleus (Sorrentino et al. 2008). Nfkβ merupakan pengatur ekspresi 

gen proinflamasi yang paling penting (Lawrence 2009). 

2.8 Makrofag 

Sel yang paling berperan pada reaksi inflamasi adalah makrofag dan neutrophil, 

karena kedua sel ini mempunyai kemampuan yang sangat unik dalam mengeliminasi 

atau memfagositosis patogen (Weiss and Schaible 2015). Makrofag dibentuk 
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disumsum tulang dari sel punca darah yang disebut hemaphoitic stem cells (HSCs) 

yaitu melalui proses hematopoitik, dimana sel punca tersebut di sumsum tulang 

mengalami deferensiasi dan proliferasi menjadi monoblast, selanjutnya monoblast 

maturasi menjadi monosit. Selanjutnya monosit yang terbentuk pada sumsum tulang 

akan migrasi ke perifer (Mikkola 2006). 

Ketika monosit migrasi ke perifer, monosit tersebut dapat berdiferensiasi 

menjadi dua yaitu makrofag yang berperan pada inflamasi/ proinflamasi (makrofag M-

1) dan makrofag yang berperan pada anti inflamasi (makrofag M-2) (Atri et al. 2018). 

Makrofag- M1, pada inflamasi mengekspresikan tool like receptor (TLR) (Matsumoto 

et al. 2013) yang mengatur pola patogen dan kerusakan sel, yang terkait dengan 

pathogen associated molecule pattern (PAMPs) dan damage associated molecule 

pattern (DAMPs) (Coyne et al. 2012). 

Berdasarkan fungsinya, makrofag M-1 selain mengeliminasi patogen yang 

masuk ke dalam tubuh juga bertanggung jawab pada pengelolaan bahan atau komponen 

yang dilepas patogen atau juga pengelolaan komponen sel yang rusak (sel debris). 

Aktivitas makrofag M-1 pada pengelolaan berbagai bahan tersebut mengakibatkan 

didalam tubuh makrofag terjadi proses signalling intraseluler (Coyne et al. 2012) dan 

selanjutnya dilepas beberapa molekul seperti sitokin (IL-1, IFN-γ, TNF-α) 

myeloperoksidase, superoksid yang mengawali terjadinya reaksi inflamasi, apabila 

terjadi reaksi inflamasi berlebihan, maka salah satu sel yang berperan untuk meregulasi 

reaksi tersebut adalah makrofag M-2, dimana sel ini mengekspresikan IL-10 yang 

berperan sebagai anti inflamasi (Shouval et al. 2014) 

2.9 Inflamasi (Radang) 

Inflamasi adalah respon sistem imun bawaan terhadap berbagai stimulus yang 

merusak, seperti patogen, luka, atau stress metabolik. Respon ini akan bekerja ketika 

pertahanan otonomi jaringan tidak cukup atau tidak mampu mengendalikan stimulus. 

Respon inflamasi merupakan strategi protektif yang memungkinkan tubuh 
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menghilangkan stimulus tersebut serta memulai proses penyembuhan jaringan yang 

rusak. Fungsi utama terjadinya inflamasi adalah untuk mengembalikan tubuh ke dalam 

kondisi homeostatik yang optimal (Antonelli and Kushner 2017, Ahmed 2011). 

Inflamasi telah dijabarkan sejak ratusan tahun lalu, di mana lima gejala 

klasiknya hingga saat ini dapat dikenali dengan mudah, yaitu : rubor (kemerahan), 

dolor (rasa sakit), kalor (panas), tumor (pembengkakan), dan functio laesa (gangguan 

fungsi). Selain itu, terdapat pula gejala tambahan yang dapat ditemukan pada gambaran 

umum inflamasi, yaitu perubahan keseimbangan asam-basa akibat pH asam (asidosis) 

oleh karena terjadinya hipoksia (Kuprash and Nedospasov 2016, Ahmed 2011). 

Umumnya, selama respon inflamasi akut, interaksi dan regulasi seluler serta 

molekuler secara efisien akan meminimalisir kerusakan atau infeksi yang terjadi. 

Namun, apabila inflamasi akut tidak terkontrol atau stimulus sulit dihilangkan, 

inflamasi dapat berlanjut menjadi kronis dan dapat berkontribusi dalam munculnya 

kondisi patologis seperti penyakit autoimun, diabetes, dan kanker (Fang et al. 2017). 

Inflamasi akan dimulai dalam hitungan menit setelah adanya stimulus apabila host 

memiliki sistem imun bawaan yang fungsional. Oleh karena sistem imun bawaan 

adalah kontributor terbesar bagi inflamasi, maka sel imun seperti makrofag, sel 

dendritik, sel mast, netrofil, dan limfosit memiliki peran penting dalam respon 

inflamasi. Selain sel imun, sel non-imun seperti sel epitel, endotel, dan fibroblas juga 

berkontribusi dalam proses inflamasi (Ahmed 2011). 

Respon inflamasi merupakan suatu program yang sangat terkontrol dan proses 

responnya berbeda-beda tergantung pada ciri stimulus awal yang diterima tubuh serta 

lokasi stimulus tersebut diterima. Namun, terdapat mekanisme sederhana terjadinya 

proses inflamasi yang dapat disimpulkan menjadi: 1) reseptor pengenalan pola pada 

permukaan sel mengenali stimulus; 2) aktivasi jalur inflamasi; 3) marker inflamasi 

dilepaskan; dan 4) perekrutan sel inflamasi (Fang et al. 2017). 
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2.9.1 Aktivasi Pattern Recognition Receptors (PRRs) 

Aktivasi reseptor pengenalan pola (pattern-recognition receptors/PRRs) pada 

sel imun maupun non-imun terjadi setelah interaksi struktur mikroba, yaitu pola 

molekuler terkait patogen (pathogen-associated molecular patterns/PAMPs), dengan 

permukaan sel. PRRs akan mengenali molekul lipid, karbohidrat, peptida, dan asam 

nukleat yang secara struktural tersimpan sebagai komponen patogen mikroba dan virus. 

Beberapa PRRs juga dapat mengenali sejumlah sinyal endogen yang teraktivasi saat 

terjadi kerusakan jaringan atau sel dan dikenali sebagai pola molekuler terkait 

kerusakan (danger-associated molecular patterns/DAMPs). DAMPs adalah 

biomolekul host yang dapat memulai dan melangsungkan suatu respon inflamasi non-

infeksius, seperti ATP, ion kalium, asam urat, high-mobility group box 1 (HMGb1), 

dan heat-shock protein yang dilepaskan oleh kematian sel nekrotik abnormal, biasanya 

ditemukan pada jaringan adiposa diabetik dan plak aterosklerotik (Fang et al. 2017, 

Huang and Glass 2010). 

Terdapat empat famili utama dari PRRs, yaitu : 

1. Famili reseptor seperti-domain oligomerisasi pengikat-nukleotida (NOD-like 

receptors/NLRs) (reseptor domain oligomerisasi pengikat-nukleotida, dan 

protein mengandung domain NACHT, LRR dan PYD). 

2. Reseptor seperti-Toll (Toll-like receptors/TLRs). 

3. Molekul seperti-tipe-C lektin (C-type lectin-like molecules/CLRs), termasuk 

reseptor mannose dan reseptor β-glukan. 

4. Famili reseptor dengan RNA-helikase dan domain rekrutmen-kaspase (gen I 

yang dapat diinduksi asam retinoat (retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like 

receptors/RLRs) dan gen 5 terkait diferensiasi melanoma) (Huang and Glass 

2010), TLRs merupakan famili PRR yang paling banyak diteliti, di mana lebih 

dari sepuluh anggota famili TLR telah diidentifikasi (Fang et al. 2017). 
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2.9.2 Peran PRRs: DAMPs endogen oleh TLR 

 Rangsangan endogen dapat menyebabkan respon inflamasi steril melalui TLR. 

Beberapa molekul endogen murni, termasuk HSP, HMGb1 dan uric acid, bisa 

menginduksi produksi proinflamasi sitokin melalui TLR2 dan / atau TLR4 secara in 

vitro. Relevansi dari pengamatan ini sebelumnya telah dipertanyakan karena 

kemungkinan kontaminasi mikroba beberapa protein termasuk HSP dan HMGb1, bind 

lipopolysaccharide (LPS), membuat interpretasi dari respon proinflamasi menjadi sulit. 

bahwa pensinyalan TLR2 dan TLR4 bukan mekanisme utama dimana faktor 

intraseluler menginduksi respons inflamasi terhadap kematian sel nekrotik (Chen and 

Nuñez 2010) 

2.9.3 Aktivasi Jalur Inflamasi 

Transduksi sinyal dari PRR akan mengaktivasi suatu faktor transkripsi yang 

memproduksi sitokin dan kemokin proinflamasi, seperti Tumor Necrosis Factor-α 

(TNF-α), Interleukin-1β (IL-1β), dan Interleukin-6 (IL-6) yang diekspresikan sebagai 

respon terhadap infeksi bakteri (Ahmed 2011). Faktor transkripsi teraktivasi melalui 

jalur penghantaran sinyal intraseluler, di antaranya jalur mitogen-activated protein 

kinase (MAPK), nuclear factor kappa-B (NF-κB), dan Janus kinase (JAK)-signal 

transducer and activator of transcription (STAT) (Fang et al. 2017). 

2.9.3.1 NF-κB signaling pada inflamasi 

 NF-κB merupakan faktor transkripsi pertama yang teridentifikasi dengan 

aktivitas pengikat DNA spesifik-sekuens yang diinduksi hanya oleh stimulus yang 

sesuai. NF-κB juga merupakan salah satu faktor transkripsi yang paling banyak diteliti, 

sehingga telah banyak pengetahuan mengenai mekanisme inflamasi yang sangat 

kompleks dari aktivasi selektif ekspresi suatu set gen (Ahmed 2011). 

 Faktor transkripsi NF-κB memiliki peran penting dalam proses inflamasi, 

respon imun, bertahan hidup, dan apoptosis. Famili NF-κB meliputi lima faktor 

transkripsi terkait, yaitu P50, p52, RelA (p65), RelB, dan c-Rel. Apabila dalam kondisi 
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fisiologis, protein IκB dalam sitoplasma akan menginhibisi NF-κB. Namun, apabila 

diinduksi oleh stimulus seperti substansi patogen, sitokin inflamasi interseluler, dan 

enzim, IκB kinase (IKK) akan teraktivasi oleh PRR. IKK terdiri dari dua subunit kinase, 

IKKα dan IKKβ, dan satu subunit regulatori, seperti IKKγ. IKK mengatur aktivasi jalur 

NF-κB melalui fosforilasi IκB, dan menyebabkan degradasi IκB oleh proteasom dan 

dilepaskannya NF-κB untuk aktivasi translokasi dan transkripsi gen. Jalur ini 

meregulasi produksi sitokin pro-inflamasi dan rekrutmen sel inflamasi (Fang et al. 

2017, Ahmed 2011). 

2.9.4 Pelepasan Marker Inflamasi 

 Marker inflamasi digunakan dalam aplikasi klinis untuk menentukan proses 

biologis patogenik atau normal, serta menilai respon pasien terhadap intervensi 

terapeutik. Molekul-molekul seperti sel inflamasi, yaitu makrofag, dan adiposit, serta 

sitokin inflamasi seperti IL-1β, IL-6, TNF-α, protein dan enzim inflamasi dapat 

menjadi biomarker untuk penentuan diagnosis, prognosis, dan rencana perawatan 

(Fang et al. 2017). 

2.9.5 Rekrutmen Sel Inflamasi 

 Respon inflamasi melibatkan jejaring yang sangat terkoordinasi dari banyak 

tipe sel. Makrofag teraktivasi, monosit, dan sel lain memediasi respon lokal terhadap 

kerusakan jaringan dan infeksi. Ketika terjadi kerusakan jaringan, sel epitel dan endotel 

yang rusak melepaskan faktor yang merangsang kaskade inflamasi, bersama dengan 

kemokin dan growth factor, yang menarik netrofil dan monosit. Sel yang paling 

pertama muncul di tempat kerusakan adalah netrofil, kemudian monosit, limfosit (sel 

natural killer/NK, sel T, dan sel B), dan sel mast. Monosit dapat berdiferensiasi 

menjadi makrofag dan sel dendritik dan direkrut ke jaringan yang rusak melalui 

kemotaksis (Fang et al. 2017). 

 Netrofil yang melawan mikroorganisme dalam tubuh juga dapat merusak sel 

dan jaringan host. Netrofil merupakan mediator utama respon inflamasi, dan 
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merancang sel pembawa antigen untuk mengaktivasi sel T dan melepaskan faktor 

terlokalisir untuk menarik monosit dan sel dendritik. Makrofag merupakan komponen 

penting dari sistem fagosit mononuklear, dan penting dalam inisiasi, pemeliharaan, dan 

pengakhiran inflamasi. Selama inflamasi, makrofag membawa antigen, melalui 

fagositosis, dan memodulasi respon imun dengan menghasilkan sitokin dan growth 

factor. Sel mast, yang berdiam dalam matriks jaringan ikat dan pada permukaan epitel, 

merupakan sel efektor yang memulai respon inflamasi. Sel mast teraktivasi melepaskan 

sejumlah mediator inflamasi, termasuk sitokin, kemokin, histamin, protease, 

prostaglandin, leukotrien, dan proteoglikan serglisin. Selain itu, interaksi platelet 

dengan sel inflamasi juga dapat memediasi terjadinya kondisi pro-inflamasi (Fang et 

al. 2017). 

 Ketika stimulus yang berpotensi merusak telah dihilangkan, di mana secara 

seluler tidak lagi terdeteksi PAMP dan DAMP, maka reaksi inflamasi akan dihentikan 

oleh tubuh. Pengembalian dari respon inflamasi ke kondisi homeostatik disebut sebagai 

resolusi atau pengakhiran inflamasi, yang biasanya berlangsung cukup cepat. Resolusi 

inflamasi didominasi oleh mediator anti-inflamasi seperti IL-10, TGF-β (Transforming 

growth factor-β), dan glukokortikoid, serta melibatkan monosit untuk membersihkan 

debris-debris sel. Setelah gradien kemokin larut seiring waktu, maka infiltrasi netrofil 

ke jaringan akan menurun atau dihentikan, terjadi apoptosis netrofil yang telah bekerja, 

regulasi balik kemokin dan sitokin, transformasi makrofag dari sel teraktivasi secara 

klasik menjadi secara alternatif, lalu proses penyembuhan akan dimulai (Fang et al. 

2017, Janssen and Henson 2012, Ahmed 2011). 

2.10 Pensinyalan molekuler di balik anabolisme tulang yang diinduksi polifenol 

Bone loss merupakan konsekuensi dari perubahan yang terjadi pada aktivitas 

sel tulang selama remodeling tulang, yang menyebabkan ketidakseimbangan antara 

resorpsi dan pembentukan tulang dan menyebabkan gangguan tulang, seperti 

osteoporosis dan peningkatan risiko patah tulang (Stavros C. Manolagas 2000). Selama 

remodeling fisiologis normal, di mana kerangka dewasa mengalami proses terus 
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menerus regenerasi, pembentukan tulang mengikuti resorpsi dalam mekanisme 

''digabungkan'' yang dikendalikan oleh berbagai faktor molekuler. Efek yang tidak 

seimbang dari faktor-faktor ini dapat menyebabkan ketidakseimbangan yang 

bertanggung jawab atas penurunan massa tulang, di mana perpanjangan masa kerja 

osteoklas berdampingan dengan pemendekan masa kerja osteoblas (Torre 2017). 

Berbagai jenis sel terlibat dalam proses remodeling, masing-masing jenis memainkan 

peran berbeda dalam pergantian tulang: osteoblas mendukung pembentukan tulang, 

osteoklas terlibat dalam resorpsi tulang dan osteosit memainkan peran sentral dengan 

bertindak sebagai sensor sinyal utama, integrator dan transduser dalam remodeling. 

kompartemen, dengan berbagai fungsi endokrin mereka yang terlibat dalam regulasi 

aktivitas osteoklas dan osteoblas (Bonewald 2011). 

Polifenol adalah fitokimia yang biasa ditemukan di plant kindom, yang 

beberapa efek biologisnya telah dilaporkan melindungi terhadap penyakit kronis, 

termasuk penyakit neurodegeneratif dan kardiovaskular, kanker dan osteoporosis 

(Scalbert et al. 2005). Tindakan menguntungkan senyawa fenolik terutama karena sifat 

antioksidannya, karena mereka dapat bertindak sebagai scavengers dari reactive 

oxygen species (ROS), tetapi juga interaksinya dengan kaskade sinyal intraseluler 

seperti phosphatidylinositol-4,5- bisphosphate 3-kinase (PI3K), protein kinase B 

(PKB)/Akt, tyrosine kinases, protein kinase C (PKC) and mitogen-activated protein 

kinases (MAPKs) yang mengarah pada aktivitas anti-inflamasi, kemopreventif dan 

kemoterapi. (Torre 2017). 

Banyak laporan telah memberikan bukti manfaat yang diperoleh dari suplemen 

makanan polifenol dalam pencegahan dan pengobatan osteoporosis. Polifenol mampu 

melindungi tulang, berkat sifat antioksidannya, serta tindakan anti-inflamasinya 

dengan melibatkan jalur pensinyalan yang beragam, sehingga mengarah pada efek 

anabolik tulang dan penurunan resorpsi tulang.  
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2.10.1 Jalur respon inflamasi 

Inflamasi adalah proses di mana sistem kekebalan merespons infeksi dan cedera, 

sehingga memungkinkan penghapusan rangsangan berbahaya dan penyembuhan 

jaringan yang rusak, yang bertujuan memulihkan host homeostasis. Ini adalah 

rangkaian peristiwa yang kompleks yang mencakup inisiasi, regulasi dan resolusi, 

dengan berbagai bentuk dipicu oleh rangsangan yang berbeda dan berbagai mekanisme 

molekuler cross-talking (Torre 2017). Beberapa penelitian telah menyelidiki anti-

inflamasi aktivitas anti-inflamasi dan imunomodulator polifenol, menunjukkan 

interaksi mereka dengan spektrum yang luas dari target molekul pusat sinyal inflamasi, 

sehingga mengarahkan efek penghambatan pada produksi mediator inflamasi dan 

tindakan detoksifikasi antioksidan (González-Gallego et al. 2010). Polifenol yang 

berbeda mengarahkan efek osteoprotektifnya melalui penekanan NF-kB yang 

diinduksi RANKL, sehingga mempengaruhi diferensiasi osteoklas dan remodeling 

tulang. 

 

Gambar 2. 9 : Sifat anti-inflamasi polifenol dalam mengontrol resorpsi tulang. Aktivasi NF-
kB yang diinduksi inflamasi dihambat oleh polifenol, yang efektif dalam memicu apoptosis 

osteoklas dan menghambat diferensiasi osteoklas (Torre 2017) 

2.10.2 Jalur pensinyalan Akt 

Beberapa tirosin kinase, seperti reseptor insulin dan reseptor sitokin, 

mengambil bagian dalam promotion of cell survival dan proliferasi sel, melalui 
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pengaktifan jalur fosfoinositida. Setelah diaktifkan, reseptor ini merekrut enzim PI3K, 

yang secara langsung mengaktifkan kinase bernama Akt (Torre 2017). Di antara 

beberapa TF yang diaktifkan oleh PI3K/Akt jalur, NF-kB, FoxOs dan cAMP response 

element binding protein (CREB) telah terbukti memiliki peran dalam mengatur jalur 

osteogenik yang terlibat dalam diferensiasi osteoblas. Secara khusus, aktivasi Akt juga 

mempengaruhi FoxO3, Runx2, Osx dan activating transcription factor (Atf)-4, yang 

secara langsung terlibat dalam perkembangan tulang dan fungsi sel tulang. Cross-talk 

dengan jalur pensinyalan osteogenik lainnya, seperti Wnt, BMP dan NO/cGMP juga 

dapat terjadi, sehingga berkontribusi untuk meningkatkan atau mempertahankan 

perkembangan tulang (Guntur and Rosen 2011). Penargetan jalur PI3K/Akt oleh 

polifenol mengarah pada pengendalian serangkaian mekanisme yang terlibat dalam 

kelangsungan hidup sel, pertumbuhan dan proliferasi dan, mengenai sistem tulang, 

induksi proliferasi dan diferensiasi osteoblas, sementara penghambatan proliferasi dan 

diferensiasi osteoklas, menghasilkan efek osteoanabolik (Torre 2017).    

2.10.3 Jalur pensinyalan TGF-b/BMP 

BMP adalah sekelompok faktor pertumbuhan yang termasuk dalam superfamili 

TGF-b. Peran ganda mereka bervariasi dari pengaturan induksi tulang, pemeliharaan 

dan perbaikan, hingga penentuan proses perkembangan embriologis non-osteogenik 

dan pemeliharaan homeostasis jaringan dewasa (Chen et al. 2004). Keterlibatan 

pensinyalan BMP dalam polifenol-anabolisme tulang yang dimediasi sebagian besar 

telah diselidiki dan beberapa bukti menunjukkan peningkatan pertumbuhan tulang baru 

melalui peningkatan aktivitas promotor BMP-2 dan mRNA BMP-2 dan ekspresi 

protein (J. Zhang et al. 2012). 
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Gambar 2. 10 : Polifenol melawan bone disease juga melalui pensinyalan BMP. BMP-2, 
BMP-6 dan BMP-7 diinduksi oleh polifenol untuk mengaktifkan kaskade SMAD dan dengan 

mengekspresikan gen osteoblastik yang penting dalam diferensiasi dan fungsi osteoblas 
(Torre 2017) 

2.11 Sitokin proinflamasi 

 Sitokin proinflamasi diproduksi terutama oleh makrofag teraktivasi dan terlibat 

dalam pengaturan reaksi inflamasi (Zhang and An 2009). TNF-α, IL-6, dan IL-1 

merupakan sitokin proinflamasi yang meningkatkan peradangan  

2.11.1 Tumor Necrotic Factor Alpha (TNFα) 

 Tumor Necrosis Factor-α (TNFα) telah dikloning lebih dari 2 dekade dan 

identifikasi sebagian mengarah pada penemuan super family (TNF) dan reseptornya. 

Sinyal TNFα melalui dua reseptor transmembran, TNFR1 dan TNFR2, dan mengatur 

sejumlah fungsi sel kritis termasuk proliferasi sel, survival, diferensiasi, dan apoptosis. 

(Zhang and An 2009).  

2.11.1.1 Peran TNFα dalam inflamasi 

Tumor Necrosis Factor-α adalah agen proinflamasi yang kuat yang mengatur 

banyak sisi fungsi makrofag. Ini cepat dilepaskan setelah trauma, infeksi, atau paparan 

LPS yang berasal dari bakteri dan telah terbukti menjadi salah satu mediator awal yang 

paling melimpah dalam jaringan yang meradang. Di antara berbagai fungsinya adalah 

perannya yang sangat penting dalam mengatur produksi suatu sitokin inflamasi dan 
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sebagai “master regulator” produksi sitokin proinflamasi. Berdasarkan peran ini, 

TNFα memiliki sentral dalam aktivasi dan rekrutmen sel radang dan berperan penting 

dalam pengembangan banyak penyakit radang kronis (Musco and van Staden 2010) 

2.11.1.2 Peran TNFα dalam Aktivasi Makrofag 

 TLR menginduksi produksi TNF-α dari makrofag dan mengaktifkan makrofag, 

Studi tentang pensinyalan TNFα pada makrofag sebagian besar berfokus pada kondisi 

akut dan sementara aktivasi jalur transduksi sinyal dan faktor transkripsi seperti NFkB 

(Musco and van Staden 2010) 

2.11.2 Interleukin 6 (IL-6) 

 Interleukin-6 adalah sitokin pleiotropik yang tidak hanya mengatur respon imun 

dan inflamasi tetapi juga mempengaruhi hematopoiesis, metabolisme, dan 

perkembangan organ. Interleukin-6 secara bersamaan dapat memperoleh proses 

fisiopatologis yang berbeda atau bahkan kontradiktif, yang kemungkinan 

didiskriminasi oleh kaskade jalur pensinyalan, disebut klasik dan trans-pensinyalan. 

Selain memainkan beberapa peran fisiologis penting, disregulasi IL-6 telah terbukti 

mendasari sejumlah penyakit autoimun dan inflamasi, kelainan metabolisme, dan 

keganasan (Su et al. 2017).  

2.11.2.1 Peran IL-6 dalam inflamasi 

 Telah diketahui bahwa IL-6 memodulasi diferensiasi monosit antara makrofag 

dan sel dendritik (DC). Makrofag memainkan peran penting dalam respons inflamasi 

dengan mengeluarkan sitokin, kemokin, dan matriks metalloproteinase (Su et al. 2017) 

2.11.3 Interleukin 1 (IL-1) 

 Interleukin-1 (IL-1) mewakili kelompok sitokin 17-20 kDa dengan berbagai 

fungsi biologis proses inflamasi. Anggotanya adalah IL-1α, IL-1β, dan IL-1Ra 

(antagonis reseptor). Kesamaan antara family IL-1 relatif kecil. Menurut struktur 
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protein primer, IL-1α dan IL-1β sekitar 30% berbeda satu sama lain (Dembic and 

Dembic 2015) 

2.11.3.1 Peran IL-1 dalam inflamasi 

 Sumber fisiologis utama IL-1 adalah makrofag teraktivasi dan itu dibuat 

sebagai prekursor yang disebut pro-IL-1. Sekresi itu bisa dipicu oleh berbagai 

rangsangan proinflamasi, termasuk cedera sel, produk dari bakteri membran sel, 

zymosan, leukotrien, komponen komplemen yang diaktifkan, TNF, kompleks imun 

(Ig-antigen), faktor stimulasi koloni granulosit-makrofag (GM-CSF), dan IL-1 sendiri 

(autokrin) (Dembic and Dembic 2015). 

2.12 Sitokin Anti inflamasi 

 Sitokin antiinflamasi adalah serangkaian molekul imunoregulator yang 

mengendalikan respons sitokin proinflamasi. Sitokin bekerja bersama dengan inhibitor 

sitokin spesifik dan reseptor sitokin terlarut untuk mengatur respon imun manusia. 

Berperan dalam inflamasi dan peran patologis dalam keadaan inflamasi sistemik.  

Interleukin 10 merupakan sitokin anti inflamasi yang menurunkan peradangan dan 

meningkatkan penyembuhan (Zhang and An 2007). 

2.12.1 Interleukin 10 (IL-10) 

 IL-10 memiliki nama lain seperti Cytokine synthesis inhibitory factor dan T-

cell growth inhibition factor (Dembic and Dembic 2015). Di antara semua sitokin anti-

inflamasi, IL-10 adalah sitokin dengan sifat anti-inflamasi yang kuat, menekan ekspresi 

sitokin inflamasi seperti TNF-α, IL-6 dan IL-1 oleh makrofag yang diaktifkan. Selain 

itu, IL-10 dapat mengatur-up anti-sitokin endogen dan menurunkan reseptor sitokin 

pro-inflamasi. Dengan demikian, ini dapat melawan pengaturan produksi dan fungsi 

sitokin proinflamasi pada berbagai tingkatan (Zhang and An 2009). 
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2.12.2 Peran IL-10 dalam anti inflamasi 

 Interleukin 10 diproduksi oleh banyak jenis sel lainnya, termasuk sel B, sel 

mast, eosinophil, makrofag dan sel dendritic (DC) dan sejumlah besar subset sel T 

seperti sel T CD8 dan sel T CD4 regulator yang dstimulasi oleh antigen. Interleukin 10 

dapat menurunkan regulasi sintesis sitokin proinflamasi dan kemokin, seperti IL-1, IL-

6 dan TNF-α menurunkan regulasi sintesis nitratoksida, gelatinase dan kolagenase. 

Netralisasi spesifik IL-10 menghasilkan upregulasi sintesis IL-1 dan TNF-α, karena itu 

IL-10 juga dianggap sebagai pengatur penting homeostasis tulang dalam homeostatis 

dan kondisi inflamasi (Zhang et al. 2014). 

2.12.3  Interleukin 10 menghambat pembentukan osteoklas 

 Resorpsi tulang dilakukan terutama oleh produksi lokal sitokin proinflamasi, 

seperti IL-1 dan TNF-α. Sitokin ini dapat bertindak dengan meningkatkan secara 

langsung proliferasi dan aktivitas sel osteoklas atau dengan cara tidak langsung 

mempengaruhi produksi faktor-faktor diferensiasi osteoklas seperti RANKL dan OPG 

melalui osteoblas/ stroma sel. Interleukin 10 diakui memiliki aktivitas anti inflamasi 

yang kuat dalam jangka waktu yang lama dan hal tersebut berperan penting sebagai 

supresor endogen dari infeksi yang dstimulasi resorpsi tulang secara in vivo. 

Kesimpulannya IL-10 menekan diferensiasi osteoklastik melalui beberapa aspek 

(Zhang et al. 2014). 

2.12.4 Interleukin 10 memicu diferensiasi osteoblas 

 Van Vlasselaer dan rekan menyatakan bahwa IL-10 sebagai langkah awal 

dalam menurunkan diferensiasi osteogenik pada sumsum tulang sel tikus melalui 

penghambatan produksi TGF-β1. Efek penghambatan ditahap awal diferensiasi 

osteogenik dinetralkan dengan down regulation sitokin inflamasi infeksi seperti TNF-

α. Akhirnya IL-10 menghambat resorpsi tulang osteoklastik dan stimulasi 

pembentukan tulang osteoblastik (Zhang et al. 2014) 
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2.12.5 Regulasi molekular osteoblas 

Regulasi pertumbuhan dan diferensiasi osteoblas dipengaruhi oleh growth 

factor yaitu transforming growth factor-β (TGF-β), insulin-like growth factors (IGFs), 

bone morphogenetic proteins (BMPs), vascular endothelial growth factor (VEGF) 

sedangkan faktor transkripsi meliputi Runx2, Osterix (Osx) dan Wnt/β catenin. 

Diferensiasi osteoblas dimulai dengan pembentukan sel osteoprogenitor dari sel 

mesenchymal , diikuti oleh diferensiasi progresif mereka menjadi osteoblas matur yang 

mengekspresikan gen osteoblas, dan berakhir dengan menjadi osteosit dalam matriks 

tulang (Papachroni et al. 2009) 

Runx2 berinteraksi dengan beberapa protein dalam inti sel untuk megaktifkan 

gen yang mengontrol program proliferasi dan diferensiasi osteoblas. Transkripsi osx 

diatur oleh runx2 dengan berikatan dengan nuclear factor of activated T cells (NFAT) 

yang mengakibatkan aktifasi COLIA1. Pada studi lain juga menunjukkan osx-NFAT 

mengaktifasi wnt/β catenin yang menyebabkan meningkatnya pembentukan dan massa 

tulang (Papachroni et al. 2009) 

2.12.6 Sel Osteoprogenitor 

Sel osteoprogenitor merupakan sel yang belum berdiferensiasi, berasal dari 

jaringan ikat mesenkim. Sel ini memiliki daya mitotic dan kemampuan untuk 

berkembang menjadi dewasa. Sel ini biasanya ditemukan pada permukaan tulang di 

lapisan dalam periosteum, pada endosteum dan dalam saluran vascular dari tulang 

kompak (Kargozar et al. 2019). Ada 2 jenis sel osteoprogenitor : 

1) Preosteoblas : memiliki sedikit reticulum endoplasma dan akan menghasilkan  

  osteoblas 

2) Preosteoklas  : mengandung lebih banyak mitokondria dan ribosom bebas dan  

  menghasilkan osteoklas 
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Sel osteoprogenitor juga distimulasi oleh bone morphogenetic protein (BMP), 

yaitu non kolagenus glikoprotein yang berada di dalam tulang dan juga oleh beberapa 

mediator kimiawi berupa sitokin yaitu platelet derived growth factor (PDGF), 

transforming growth factor-β (TGF-β), zat morfogenik dan zat-zat eicosanoid seperti 

prostaglandin (PGE2). Pada proses pembentukan tulang sebagian osteoblas akan 

berubah menjadi osteosit dan sebagian yang lainnya akan berada di permukaan 

periosteal atau endosteal tulang (lining cell) dengan karakteristik berbentuk pipih dan 

beberapa sel osteoblas berbentuk persegi panjang (Ardhiyanto 2012). 

2.13 Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) 

 Bone Morphogenetic Protein adalah kelompok faktor-faktor pertumbuhan yang 

juga diketahui sebagai sitogen dan sebagai metablogens. Asalnya dari kemampuannya 

untuk menginduksi pembentukan tulang dan kartilago. Bone Morphogenetic Protein 

merupakan grup yang sangat penting dalam morphogenetic signals, yang menyusun 

arsitektur jaringan pada tubuh (Capra and Conti 2009). 

 Secara alami terdapat 7 ekson BMP, 6 diantaranya BMP (BMP2-BMP7) 

terdapat TGF-β yang merupakan protein superfamily dan BMP1 adalah 

metalloprotease (El Bialy et al. 2017). BMP akan berinteraksi dengan resptor-reseptor 

spesifik pada pertumbuhan sel, diproduksi sebagai reseptor BMP (BMPRs) (Glister et 

al. 2004). Signal transduction melalui BMPRs mengakibatkan pergerakan dari 

anggota-anggota SMAD family of protein (Bonor et al. 2012). BMP-2 bekerja sebagai 

“disulfida-linked homodimer” dan menginduksi pembentukan tulang dan kartilago 

yang berperan penting pada diferensiasi osteoblas (O Carreira et al. 2014). 

BMP adalah sekelompok faktor pertumbuhan yang termasuk dalam 

Superfamili TGF-β. Peran ganda bervariasi dari regulasi induksi tulang, maintenance 

dan repair, untuk penentuan embriologis non-osteogenik proses pengembangan dan 

pemeliharaan homeostasis jaringan dewasa (Joseph and Kalyanaraman 2004). 

Keterlibatan pensinyalan BMP dalam polifenol anabolisme tulang telah banyak 



50 
 

 
 

diselidiki dan beberapa bukti menunjukkan peningkatan tulang baru pertumbuhan 

melalui peningkatan BMP-2 aktivitas promotor dan mRNA dan protein ekspresi BMP-

2 (L. Zhang et al. 2012). 

Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) adalah salah satu faktor osteogenik 

yang paling sering digunakan untuk osteogenesis. Makrofag, bertindak sebagai sel 

imun dan prekursor osteoklas, memiliki input fungsional yang sangat diperlukan 

selama beberapa tahap penyembuhan tulang. Inflamasi yang seimbang sangat penting 

untuk penyembuhan tulang yang efektif, respon inflamasi yang parah atau 

berkepanjangan dapat merusak proses remodeling. Sekresi lokal BMP-2 di lokasi 

remodeling, yang berpotensi memicu komitmen M2, dapat meningkatkan respons anti-

inflamasi oleh makrofag terpolarisasi. Oleh karena itu, BMP-2 saja, atau dikemas 

dalam bahan scaffold, dapat bertindak sebagai imunomodulator penting melalui jalur 

yang bergantung pada makrofag untuk mendukung penyembuhan tulang (Wei et al. 

2018). 

 Protein morfogenetik tulang 2 (BMP-2) adalah penginduksi kuat pembentukan 

tulang melalui stimulasi diferensiasi osteoblas . Efek ini melalui dua jenis reseptor serin 

/ treonin kinase: BMP-2 mengikat reseptor tipe II, yang kemudian mengaktifkan 

reseptor tipe I oleh asosiasi langsung. Sinyal dari reseptor tipe I teraktivasi 

ditransmisikan ke nukleus melalui berbagai molekul mediator, yang paling penting di 

antaranya adalah keluarga protein yang disebut Smads. Smad diklasifikasikan ke dalam 

tiga subkelompok, yaitu, Smad1, Smad5, dan Smad8 diklasifikasikan sebagai Smads 

yang diatur reseptor (R-Smads), Smad4 diklasifikasikan sebagai Smad (Co-Smad), dan 

Smad6 serta Smad7 digolongkan sebagai penghambatan Smads (I-Smads) (Ogasawara 

et al. 2004) 

2.13.1 Jalur smad dari BMP-2 dalam osteogenesis 

 Ekspresi BMP-2 pada makrofag menunjukkan bahwa makrofag mampu 

mengatur fisiologis yang konsisten dengan peran kunci dalam osteoinduksi untuk 



51 
 

 
 

penyembuhan luka tulang. (Champagne et al. 2002). Selama perkembangannya, BMP 

adalah induktor dan stimulator sel terkuat diferensiasi. BMP tidak hanya merangsang 

osteoprogenitor untuk berdiferensiasi menjadi osteoblas dewasa, tetapi juga 

menginduksi sel-sel non-osteogenik untuk berdiferensiasi menjadi sel-sel garis turunan 

osteoblas. Jalur transduksi sinyal BMP termasuk main Smad pathway 19 dan non-Smad 

pathway. Banyak penelitian menunjukkan bahwa R-Smads termasuk Smad 1, 4, 7, 5, 

dan 8, molekul reseptor BMP, berperan sentral dalam jalur transduksi sinyal BMP. 

Smad memediasi beberapa efek biologis berikutnya yang berbeda. Sebagai sinyal jalur 

transduksi BMP-2 di osteogenesis, reseptor BMP ligand-dependen hanya 

memfosforilasi R-Smad 1 dan 5 (Wu, C-J, Lu 2008). 

2.13.2 Jalur Smad dari BMP 2 terhadap TNF-α  

Dalam osteoimunologi, makrofag adalah komponen utama dalam tahap awal 

respons fisiologis setelah cedera tulang dan remodeling tulang pada tahap akhir. 

Selama proses ini, perubahan fenotipe makrofag dari pro-inflamasi (M1) menjadi anti-

inflamasi (M2) diamati. Pilihan yang menarik untuk regenerasi tulang adalah 

memanfaatkan peran pengaturan ini untuk keuntungan diferensiasi osteogenik sel 

osteoprogenitor (misalnya, sel punca mesenkim; MSC) dan pada akhirnya 

memanfaatkan pengetahuan ini untuk meningkatkan hasil terapeutik dari pengobatan 

regeneratif tulang (Zhang et al. 2017). 

Secara khusus, makrofag M2 mempromosikan proliferasi dan diferensiasi 

osteogenik MSC, sementara makrofag M0 dan M1 hanya merangsang diferensiasi 

osteogenik MSC pada tahap awal dan tengah selama kultur bersama. Sekresi faktor 

terlarut oncostatin M (OSM) dan protein morfogenetik tulang 2 (BMP-2) oleh 

makrofag menunjukkan korelasi dengan tingkat ekspresi gen MSC untuk reseptor 

OSM dan BMP-2, menunjukkan keterlibatan kedua jalur pensinyalan dalam 

diferensiasi osteogenik dari MSC (Zhang et al. 2017). 
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Khususnya TNF-α secara signifikan menekan aktivitas transkripsi Runx2 tetapi 

tidak mempengaruhi fosforilasi Smad1 / 5/8. TNF-α menghambat ekspresi dan aktivasi 

Runx2 yang diinduksi oleh BMP-2 tetapi tidak mempengaruhi pensinyalan BMP / 

Smad. Perawatan dengan TNF-α selama 2 jam tidak mempengaruhi fosforilasi yang 

diinduksi BMP-2 dari smad1 / 5/8, tetapi ekspresi Runx2 menurun dalam dosis yang 

tergantung setelah pengobatan dengan TNF-α selama 48 jam (Huang et al. 2014). 

2.14 Runt-related transcription factor 2 (Runx-2) 

Faktor transkripsi Runt 2 (RUNX2) adalah faktor transkripsi yang terkait erat 

dengan fenotip osteoblas. RUNX2 dikenal sebagai regulator utama diferensiasi 

osteoblas dan ekspresi gen penanda osteoblas serta fungsi osteoblas. Dalam biologi 

osteoblas, RUNX2 mengatur proses diferensiasi osteoblas pada berbagai tahap. Selama 

proses diferensiasi osteoblas, Runx2 sangat penting untuk komitmen sel punca 

mesenkim terhadap mesenchymal stem cells osteoblas dan secara positif memengaruhi 

tahap awal diferensiasi osteoblas. Selama proses diferensiasi osteoblas, Runx2 terlibat 

dalam ekspresi gen matriks tulang Col1, osteopontin (OPN), BSP, dan osteocalcin 

(OCN) dan mempertahankan ekspresi OPN dan BSP. Untuk bone maturation lebih 

lanjut, ekspresi Runx2 harus diturunkan regulasinya (Bruderer et al. 2014). 

Runt-related transcription factor 2 adalah salah satu dari tiga gen mamalia yang 

mengkode protein yang homolog dengan Drosophila Runt, dan sangat penting untuk 

perkembangan embrio yang tepat. Runx2/ core-binding factor subunit alpha-1 (Cbfa1) 

diperlukan untuk kondensasi mesenkim, diferensiasi osteoblas dari sel punca 

mesenkim, hipertrofi kondrosit, dan invasi vaskular dari kerangka yang sedang 

berkembang (Schroeder et al. 2005). Pengenalan Runx2 ke dalam mesenchymal stem 

cells menstimulasi diferensiasi sepanjang osteoblast lineage (Byers and García 2004). 

Sebaliknya, ekspresi berlebihan Runx2 dalam osteoblas kolagen-positif dan garis 

keturunan tipe I menghambat diferensiasi terminal dan meningkatkan resorpsi tulang 

(Geoffroy et al. 2002). Aktivitas transkripsi Runx2 juga dapat dimodulasi oleh kontak 

sel dengan extracellular matrix (ECM). Diferensiasi osteoblas membutuhkan ECM 
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yang mengandung kolagen tipe I. Kaskade MAP kinase mentransmisikan sinyal dari 

integrin di permukaan sel ke Runx2 di nucleus (Xiao et al. 2000). 

2.15 Extracellular Matrix (ECM) 

Selama regenerasi tulang, homing mesenchymal stem cells (MSCs), 

pembentukan osteoblas, matriks ekstraseluler (ECM) dan mineralisasi osteoid, dan 

pembentukan osteosit yang berdiferensiasi akhir berperan penting dalam pembentukan 

tulang (Wang et al. 2013). Extracellular Matrix adalah struktur tiga dimensi non-

seluler disekresikan oleh sel ke dalam ruang ekstraseluler. Ini terdiri dari protein dan 

polisakarida spesifik. Extracellular Matrix dari setiap jenis jaringan memiliki 

komposisi dan topologi yang unik selama perkembangannya (Frantz et al. 2010). 

Extracellular Matrix menyediakan jaringan dengan integritas dan elastisitas, dan terus-

menerus direformasi karena perubahan kelimpahan reseptor, faktor pertumbuhan, dan 

pH lingkungan lokal untuk mengontrol perkembangan, fungsi, dan homeostasis 

jaringan dan organ (Bonnans et al. 2014). Extracellular Matrix dianggap mewakili 

elemen keempat dalam pengembangan rekayasa jaringan tulang (Ravindran et al. 

2012). 

2.16 Bone Remodeling 

 Tulang dibangun melalui 3 proses: osteogenesis, modeling, dan remodeling. 

Semua proses ini dimediasi oleh osteoblas, yang bekerja dalam kerja sama yang erat 

dengan osteoklas penyerap tulang, bersama-sama membentuk " bone multicellular 

unit" (Papachroni et al. 2009). Osteoblas mensintesis matriks ekstraseluler tulang 

(osteogenesis), dan osteoklas mengukir bentuk agar sesuai dengan lingkungan fisik 

(modeling) dan menyesuaikannya dengan pertumbuhan tubuh dan perubahan 

lingkungan (remodeling) (Rutkovskiy et al. 2016).  

Keseimbangan yang tepat antara pembentukan tulang dan resorbsi adalah 

penting untuk pemeliharaan kepadatan massa tulang dan sistemik homeostasis mineral. 

Gangguan pada keseimbangan ini dapat menyebabkan berbagai penyakit tulang, 
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termasuk osteoporosis, yaitu didefinisikan sebagai penurunan kepadatan tulang dengan 

risiko tinggi terjadinya fraktur. Osteoblas dan osteoklas memiliki kegiatan terintegrasi 

erat meskipun berasal dari seluler yang berbeda dan memiliki fungsi yang berlawanan 

dalam remodeling tulang. Renovasi tulang terjadi pada basic multicellullar units 

(BMU), terutama terdiri osteoblas, osteoklas, dan osteosit (Khosla et al. 2008). Basic 

multicellullar units yang terdiri dari sel-sel lapisan tulang, dan jaringan kapiler terkait 

membentuk struktur fungsional dikenal sebagai kompartemen remodeling tulang 

(Hauge EM et al. 2001). Osteosit memiliki fungsi khusus untuk memicu remodeling 

tulang. Sel ini mendeteksi microcracks, strain mekanis, dan perubahannya di 

lingkungan hormonal tulang (Khosla et al. 2008). 

 

Gambar 2. 11 : Skematis dari berbagai penanda tulang (Markus 2006) 

2.16.1 Osteoprotogerin (OPG) 

 Osteoprotogerin adalah kunci pada sistem “Receptor activator of necrosis 

factor kappa β ligand” (RANKL) untuk differensiasi maturasi dari osteoklas dan 

resorbsi tulang dimana sistem ini sangat berperan pada pertumbuhan dan remodeling 

tulang pada regenerasi jaringan periodontal (Liu and Zhang 2015). Dengan mengikat 

RANKL maka OPG akan mampu menghambat Nfkβ yang merupakan pusat dan 

cepatnya aksi faktor transkripsi yang berkaitan dengan gen imunitas dan merupakan 

kunci regulator terhadap inflamasi, imunitas alami, cell cervical dan differentiation 

(Slavic et al. 2015). 
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 OPG diekspresikan dalam banyak jaringan selain osteoblas,termasuk jantung, 

ginjal, hati, limpa, dan sumsum tulang (Wada et al. 2006). Ekspresinya diatur oleh 

sebagian besar faktor yang menyebabkan ekspresi RANKL oleh osteoblast. Banyak 

laporan mendukung pernyataan bahwa rasio RANKL / OPG adalah utama penentu 

massa tulang (Hofbauer and Schoppet 2004). 

2.16.2 Receptor activator of nuclear factor kappa-Β ligand (RANKL) 

 Receptor activator of nuclear factor kappa-Β ligand sebagai tumor necrosis 

factor ligand superfamily member 11  (TNFSF11), TNF-related activation-induced 

cytokine (TRANCE), osteoprotegerin ligand (OPGL), dan osteoclast differentiation 

factor (ODF), adalah protein yang pada manusia dikodekan oleh TNFSF11 gen 

(Hanada et al. 2011). 

Receptor activator of nuclear factor kappa-Β ligand adalah protein 

transmembran homotrimerik tipe II dinyatakan sebagai membran-terikat dan protein 

yang dikeluarkan,yang berasal dari bentuk membran sebagai hasil dari kedua 

pembelahan proteolitik atau splicing alternatif (Ikeda et al. 2001). Proteolitik 

pemisahan RANKL membutuhkan ADAM (a disintegrin and metalloprotease domain) 

(Hikita et al. 2006) dan matrix metalloproteases (Lynch et al. 2005). Ekspresi RANKL 

distimulasi dalam osteoblas / stroma. Sel-sel oleh sebagian besar faktor yang diketahui 

merangsang pembentukan dan aktivitas osteoklas, diungkapkan dalam kelenjar getah 

bening, timus dan paru-paru, dan pada tingkat yang rendah bervariasi dari jaringan lain 

termasuk limpa dan sumsum tulang (Wada et al. 2006).  

2.16.3 Receptor activator of NF-κB (RANK) 

 Receptor Activator of NF-κB adalah protein transmembran homotrimerik tipe I 

yang ekspresi awalnya terdeteksi hanya pada OCP, osteoklas mature, dan sel dendritic 

(Boyce and Xing 2007, Boyce and Xing, 2008). Aktivator reseptor NF-κB, 

alternatifnya diidentifikasi sebagai TNF is related to activation-induced cytokine 

receptors (TRANCE-R) atau osteoclast differentiation and activation receptors 
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(ODAR) adalah reseptor pensinyalan untuk RANKL (Salerno-Goncalves et al. 2013). 

RANK telah ditentukan TNFRSF11A, dan merupakan trimerisasi asam amino tipe I 

616 asam amino protein transmembran yang mengandung empat cysteinerich ekstra 

seluler pseudorepeats. Trimerisasi melalui interaksi dengan RANKL (Kanazawa and 

Kudo 2005).  

2.17 Marker untuk bone formation 

 Marker bone formation adalah produk dari osteoblas aktif yang diekspresikan 

selama berbagai fase perkembangannya dan dianggap mencerminkan berbagai aspek 

fungsi osteoblas dan pembentukan tulang. Semua marker bone formation diukur dalam 

serum atau plasma (Shetty et al. 2016). Marker dapat digunakan untuk membantu 

menentukan risiko bone fracture seseorang dan untuk memantau terapi obat bagi orang 

yang menerima pengobatan untuk bone disorders. (Greenblatt, Tsai and Wein, 2017). 

Marker bone formation dikategorikan sebagai : (Shetty et al. 2016) 

1. Produk sintesis kolagen: Propeptida kolagen tipe 1: (terminal-C: P1CP, 

terminal-N: P1NP) 

2. Enzim osteoblas: Alkaline phosphatase (ALP) (total dan bone spesific) 

3. Matrix proteins: Osteocalcin (OC) 

2.17.1 Alkalin Phospatase (ALP) 

Matriks termineralisasi ekstraseluler adalah karakteristik khusus dari sistem 

rangka vertebrata. Fungsi jaringan mineral tidak dibatasi untuk mempertahankan massa 

tubuh, menjaga jaringan lunak internal, atau bahkan mempromosikan gerakan fisik dan 

pengunyahan; mereka sering bertindak sebagai sumber yang mudah digunakan untuk 

mineral penting yang diperlukan untuk beberapa proses fisiologis. Akumulasi mineral 

terbuat dari kalsium fosfat, hidroksiapatit, yang terkandung dalam matriks 

ekstraseluler. Mineralisasi biokimia terjadi di jaringan keras seperti tulang dan tulang 

rawan, di mana banyak jaringan spesifik sel terlibat dalam proses mineralisasi ini. Di 
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dalam tulang, osteoblas yang membungkus osteoid bertanggung jawab atas 

hidroksiapatit produksi (Murshed 2018).  

2.17.1.1 Struktur Alkaline phosphatase  

Alkaline phosphatase adalah metaloenzim yang terdiri dari sejumlah isoenzim. 

Setiap isoenzim adalah glikoprotein yang melekat pada membran yang dikodekan oleh 

gen lokus tertentu dan diyakini berevolusi dari gen cestral umum. 3 gen ALP terletak 

pada kromosom 2 dan gen keempat yaitu L/B/K ALP berada di kromosom 1 

Nomenklatur gen-gen ini adalah berdasarkan jaringan di mana mereka sangat 

diekspresikan (Vimalraj 2020). 

2.17.1.2 Ekspresi Alkaline phosphatase  

Ekspresi gen selama diferensiasi osteoblastik dan growth plate calcification 

menawarkan jalan untuk memahami fungsi ALP dalam mineralisasi. ALP diproduksi 

di awal pertumbuhan dan mudah ditemukan di permukaan sel dan di vesikel matriks 

semua jaringan, tulang dan calcifying cartilages (Siller and Whyte 2018). Selanjutnya, 

sedangkan gen tertentu diregulasi (misalnya osteocalcin), ekspresi ALP berkurang. 

Pada tahap awal proses ini, ALP akan jelas bekerja. Jelas, ALP harus berfungsi pada 

fase awal proses. Mekanisme yang mengatur ekspresi ALP adalah kompleks, 

BMP/RUNX2 (CBAf1, AML3)/Osterix dan kaskade pensinyalan WNT, yang 

berkomunikasi satu sama lain, adalah jalur regulasi yang mengatur diferensiasi 

osteoblastik, kondrogenesis dan ekspresi ALP (Salazar et al. 2016).  
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Gambar 2. 12 : Mekanisme pensinyalan utama untuk mineralisasi tulang yang menginduksi 
ekspresi ALP (Vimalraj 2020) 

2.17.1.3 Mekanisme pensinyalan dalam mineralisasi sel tulang 

Alkaline phospatase adalah salah satu gen yang berfungsi pertama dalam 

mekanisme kalsifikasi. Setidaknya salah satu fungsinya dalam siklus mineralisasi juga 

diharapkan terjadi pada titik awal. Vesikel matriks adalah vesikel bekas dengan 

diameter 50-200 nm yang tertanam dalam membran, dibentuk oleh tunas terpolarisasi 

dari kondrosit dan osteoblas pada membran permukaan mereka. Fungsi ini mungkin 

memerlukan sejumlah besar kalsium intraseluler dan fosfat ekstraseluler. Kandungan 

lipid bervariasi dari membran matriks vesikel ke membrane sel yang memproduksinya. 

Vesikel matriks, khususnya fosfat dilserin, berlimpah dalam beberapa fosfolipid, yang 

kuat Ca2+ mengikat lipid (Anderson 2007).  

2.17.2 Osteocalcin (OCN) 

Osteocalcin (OCN) secara khusus diekspresikan dalam osteoblas dan 

merupakan senyawa non-kolagen yang paling melimpah dalam protein tulang. 

Osteocalcin memperoleh afinitas tinggi terhadap Ca2+ melalui karboksilasi tiga asam 

glutamat (Komori 2020a). Sebelum generasi tikus yang kekurangan Ocn, Ocn 

terkarboksilasi terlibat dalam tulang mineralisasi. Osteocalcin terkarboksilasi juga 

dilaporkan menghambat pertumbuhan hidroksiapatit di mineralisasi (Komori 2020b).  
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2.17.2.1 Osteocalcin dan Runt related transcription factor 2 

Tikus memiliki kluster gen osteocalcin yang terdiri dari Bglap, Bglap2, dan 

Bglap3 dalam jarak 23-kb rentang DNA genom, sedangkan satu gen osteocalcin 

(BGLAP) telah diidentifikasi pada manusia dan tikus. Bglap dan Bglap2 (disebut 

sebagai Ocn) secara khusus diekspresikan dalam osteoblas di tulang, sedangkan Bglap3 

diekspresikan dalam jaringan non-osteoid, termasuk ginjal, paru-paru, dan gonad pria 

jaringan. Ekspresi Ocn diatur oleh runt related transcription factor 2 (Runx2), yang 

merupakan faktor transkripsi penting untuk diferensiasi osteoblas (Komori 2019).  

2.17.3 Osteopontin (OPN) 

 Osteopontin juga dikenal sebagai sialoprotein tulang I (BSP-1 atau BNSP), 

aktivasi T-limfosit awal (ETA-1), disekresikan fosfoprotein 1 (SPP1), resistensi 2ar 

dan Rickettsia (Ric).(Wang and Denhardt 2008). Osteopontin sebagai faktor penting 

pada proses “remodeling” tulang dan berperan dalam menjembatani osteoblast dengan 

matriks mineral tulang. Osteopontin mengatur sistem kekebalan pada berbagai 

tingkatan. Berfungsi sebagai molekul chemotactic untuk mendorong migrasi sel-sel 

inflamasi ke tempat luka dan bertindak sebagai protein perekat untuk mempertahankan 

sel pada tempatnya. Osteopontin juga berfungsi sebagai sitokin proinflamasi dan dapat 

memodulasi respons imun dengan meningkatkan ekspresi sitokin Th1 dan enzim 

pengurai matriks (Lund et al. 2009). Osteopontin memainkan peran penting dalam 

respon sel T dan makrofag selama respon imun yang dimediasi sel terhadap patogen 

bakteri dan virus (Ashkar et al. 2000). 

2.18  Osteoblas 

Bone modeling awalnya terjadi selama perkembangan, di mana ada dua mode 

bone development: intramembranous ossification dan endochondral ossification. Pada 

intramembranous ossification, jaringan mesenkim langsung diubah menjadi tulang, 

sedangkan pada endochondral ossification, jaringan mesenkim berdiferensiasi menjadi 

kartilago sebelum digantikan oleh tulang (Berendsen and Olsen 2015). Bone 
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remodeling adalah life-long process di mana volume tulang yang diserap oleh osteoklas 

(OC) direstorasi oleh pembentuk tulang osteoblas (OB) (Amarasekara et al. 2021). 

Keseimbangan antara aktivitas OC dan OB sangat penting dalam mempertahankan 

tingkat bone turnover fisiologis, dan kekurangan dalam keseimbangan ini dapat 

menyebabkan penyakit tulang yang melemahkan, seperti rheumatoid arthritis (RA), 

penyakit periodontal, dan osteoporosis (Amarasekara et al. 2015). Dengan demikian, 

mempertahankan integritas biomekanik tulang baik dengan pemodelan atau 

remodeling adalah proses kompleks yang diatur oleh banyak garis keturunan sel, 

regulasi transkripsi, jaringan sitokin, dan faktor pertumbuhan (Huang 2007). 

2.18.1 Diferensiasi dan Fungsi Osteoblas 

Osteoblas, yang merupakan sel pembentuk tulang, adalah sel mononuklear 

kecil dari mesenchymal stem cell (MSC) (Huang 2007). Osteoblas biasanya berbentuk 

kubus tetapi dapat ditemukan dalam morfologi beragam bentuk bulat, datar dan silinder 

(Wu et al. 2020). Tindakan berurutan dari jaringan sitokin dan faktor transkripsi 

menghasilkan diferensiasi OB lineage cells dari prekursor mesenkim. 

 

Gambar 2. 13 : Representasi skema diferensiasi osteoblas (OB) (Amarasekara et al. 2021) 

OB lineage progenitor cells menjalani tiga tahap perkembangan: (1) cell 

proliferation, (2) extracellular matrix (ECM) secretion dan matrix maturation (3) 
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matrix mineralization (Amarasekara et al. 2021). Mengikuti komitmen OB lineage, 

pra-OB menjalani proliferasi aktif dan mengekspresikan kolagen, fibronektin, 

osteopontin (OPN) dan transforming growth factor-β (TGF-β) receptor 1 (Glass et al. 

2005). Pada tahap kedua, proliferasi sel diturunkan regulasinya, dan OB imatur 

berdiferensiasi menjadi OB matur yang mensekresi collagen type 1 alpha 1 chain 

(COL1A1) sebagai konstituen utama ECM dan mengekspresikan alkaline phosphatase 

(ALP) untuk mematangkan ECM (Glass et al. 2005). Setelah pematangan matriks 

selesai, matrix mineralization terjadi dalam proses yang sangat teratur melalui ekspresi 

berbagai penanda osteoblastogenik, seperti OPN, osteocalcin (OCN), dan bone 

sialoprotein (BSP), dengan ekspresi lanjutan dari ALP dan COL1A1 (Huang 2007). 

Osteocalcin mengatur metabolisme kalsium dan mempromosikan deposisi mineral 

dalam ECM, OPN mempromosikan pembentukan tulang dan mineralisasi, dan BSP 

mempromosikan mineralisasi mengatur pembentukan kristal hidroksiapatit (Lin et al. 

2020). Akhirnya, OB matang menjalani apoptosis, menjadi sel pelapis tulang atau 

secara progresif bergabung ke dalam matriks tulang sebagai osteosit yang 

berdiferensiasi akhir osteocytes (OS) (Amarasekara et al. 2021). 

Osteoblas mengatur proses bone remodeling dengan mengatur perbedaan OC 

penyerapan tulang aktivasi dan fungsi melalui produksi dua sitokin penting: receptor 

activator of nuclear factor-kappa B (RANK) ligand (RANKL) dan macrophage 

colony-stimulating factor (M-CSF (Amarasekara et al. 2021). Pengikatan RANKL dan 

M-CSF ke reseptor RANK dan c-fms, masing-masing, pada permukaan progenitor OC, 

menginduksi sejumlah kaskade downstream signaling, yang akhirnya mengaktifkan 

nuclear factor of activated T cells c1, faktor transkripsi master osteoklastogenesis, 

mengarah ke peningkatan diferensiasi OC, proliferasi dan kelangsungan hidup 

(Amarasekara et al. 2021). Terlebih lagi, OB mensekresikan osteoprotegerin (OPG), 

sebuah regulator negatif kunci dari osteoklastogenesis yang berikatan dengan RANKL, 

sehingga menghambat interaksi RANKL-RANK. Oleh karena itu, OB sangat penting 
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untuk menjaga keseimbangan dalam homeostasis tulang dengan mengatur sumbu 

RANK/RANKL/OPG (Boyce and Xing 2008). 

2.18.2  Regulasi Transkripsi dalam Osteoblastogenesis 

Osteoblastogenesis diatur oleh beberapa sitokin dan kaskade hormone 

signaling,  menghasilkan aktivasi selanjutnya dari downstream transcription factors 

(Karsenty 2001). Di antara downstream transcription factors, faktor transkripsi terkait 

2 runt-related (RUNX2/CBFA1/AML3/PEBP2αA) bertindak sebagai faktor master 

transcription yang mengarah pada ekspresi penanda osteoblastogenik, seperti ALP, 

OCN, OPN, osteonektin (ONN), BSP, dan COL1A1, dalam osteoblastogenesis 

(Komori 2010). Tikus yang kekurangan Runx2 menunjukkan defek pada endochondral 

dan intramembranous bone formation (Schroeder et al. 2005). Dalam 

osteoblastogenesis, RUNX2 sedikit diekspresikan dalam MSC yang tidak terikat dan 

meningkat sepanjang proliferasi pra-OB (Maruyama et al. 2007).  

2.18.3 Jalur Pensinyalan dalam Osteoblastogenesis 

BMP termasuk dalam superfamili TGF-β dan dilaporkan bersifat 

osteoblastogenik factor. Telah didokumentasikan dengan baik bahwa BMP-2 adalah 

penginduksi osteoblastogenesis yang poten dengan mengaktifkan jalur pensinyalan 

Smad (Ogasawara et al. 2004). BMP mengikat serin/treonin kinase reseptor II dan 

mengaktifkan reseptor I untuk mengirimkan sinyal melalui Smad1/5/8. Smad1/5/8 

yang dikomplekskan dengan Smad4 ditranslokasi ke nukleus untuk mengaktifkan 

RUNX2, yang mengarah pada peningkatan ekspresi penanda osteoblastogenik. Selain 

itu, pengobatan dengan antibodi antagonis terhadap BMP-2, -4, dan -7 dapat 

menurunkan regulasi ekspresi penanda osteoblastogenik, seperti ALP, OCN, dan BSP, 

mengungkapkan bahwa pensinyalan yang dimediasi BMP sangat penting untuk 

osteoblastogenesis yang dimediasi RUNX2 (Phimphilai et al. 2006) 
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2.18.4 Regulasi Sitokin Osteoblastogenesis 

Osteoblastogenesis diatur secara ketat oleh jaringan sitokin kompleks di bawah 

kondisi fisiologis dan patofisiologis. Sitokin osteoblastogenik, seperti interleukin-10 

(IL-10), IL-11, IL-18, interferon-γ (IFN-γ), cardiotrophin-1 (CT-1), dan oncostatin M 

(OSM), mempromosikan osteoblastogenesis, sedangkan sitokin anti-osteoblastogenik, 

seperti tumor necrosis factor-α (TNF-α), TNF-β, IL-1α, IL-4, IL-7, IL-12, IL-13, IL-

23, IFN -α, IFN-β, leukemia inhibitory factor (LIF), cardiotrophin-like cytokine (CLC) 

dan ciliary neurotrophic factor (CNTF), menurunkan regulasi osteoblastogenesis 

(Amarasekara et al. 2021). 

2.19 Osteoklas 

Integritas jaringan tulang dipertahankan dengan menjaga keseimbangan yang 

baik antara aktivitas osteoblas pembentuk tulang (OB) dan osteoklas penyerap tulang 

(Osteoklas), yang memastikan tidak ada perubahan bersih dalam massa tulang 

(Lorenzo et al. 2015). Penemuan aktivator reseptor dari sumbu NF-κB (RANK)/RANK 

ligand (RANKL)/ osteoprotegerin (OPG) pada pertengahan 1990-an telah 

menghasilkan kemajuan besar dalam bidang osteoimunologi (Walsh et al. 2006). 

RANKL sebagai sitokin yang diinduksi aktivasi terkait tumor necrosis factor related 

activation-induced cytokine, OPG ligand, OC differentiation factor dan TNF ligand 

superfamily member diekspresikan oleh OB, sel stroma, dan sel T teraktivasi (Wong et 

al. 1997). Sumbu pensinyalan RANKL-RANK terutama mengatur diferensiasi OC dan 

resorpsi tulang. OPG, juga dikenal sebagai faktor penghambat osteoklastogenesis dan 

anggota superfamili reseptor TNF (TNFR) 11b, disekresikan oleh OB dan sel stroma. 

OPG bertindak sebagai regulator negatif osteoklastogenesis dengan mengikat RANKL 

dan menghambat interaksi RANKL-RANK. Tikus yang kekurangan OPG 

menunjukkan penurunan kepadatan mineral tulang dan mengembangkan fenotipe 

osteoporosis (Lorenzo et al. 2008). Oleh karena itu, RANK/RANKL/OPG berperan 

penting dalam homeostasis tulang (Amarasekara et al. 2021). 
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Gambar 2. 14 : Representasi skematis dari diferensiasi dan aktivasi OC               
(Amarasekara et al. 2021) 

2.19.1 Jalur Sinyal dalam Diferensiasi Osteoklas 

Diferensiasi, kelangsungan hidup, dan aktivitas OC terutama diatur oleh dua 

sitokin penting, M-CSF dan RANKL (Lorenzo et al. 2008). Pentingnya M-CSF dalam 

osteoklastogenesis telah ditunjukkan oleh beberapa penelitian in vivo dan in vitro. 

Tikus-tikus yang kekurangan M-CSF menunjukkan fenotipe osteopetrotik yang parah 

karena hilangnya pembentukan OC dan resorpsi tulang. Pengikatan M-CSF ke colony-

stimulating factor-1 receptor (c-Fms) mengaktifkan phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 

dan growth factor receptor bound protein 2 (Grb2), yang selanjutnya menginduksi 

pensinyalan Akt dan ERK pada prekursor OC atau OC mature (Amarasekara et al. 

2021). Dengan demikian, M-CSF adalah sitokin penting untuk regulasi proliferasi OC, 

kelangsungan hidup, dan diferensiasi, serta fusi prekursor OC dan resorpsi tulang OC 

mature (Lorenzo et al. 2008). 

RANK, juga dikenal sebagai anggota superfamili TNFR 11a, berperan penting 

dalam osteoklastogenesis. Pengikatan RANKL-RANK merekrut faktor terkait TNFR 

(TRAFs) untuk memulai aktivasi downstream signaling cascades dari adaptor/kinase 

seperti modulator esensial NF-κB, penghambat IκB kinase, c-Src, Vav3, dan protein 

kinase yang diaktifkan mitogen (MAPK), termasuk p38, JNK, dan ERK (Lorenzo et 
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al. 2015). Konsekuensi akhir dari pensinyalan RANKL-RANK adalah aktivasi faktor 

transkripsi osteoklastogenik seperti NF-κB, activator protein 1 (AP-1), cyclic 

adenosine monophosphate response element-binding protein (CREB), dan nuclear 

factor of activated T cells 1 (NFATc1), yang semuanya menginduksi ekspresi penanda 

osteoklastogenik, seperti tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), dendritic cell-

specific transmembrane protein (DC-STAMP), v-ATPase subunit d2 (Atp6v0d2), OC-

associated receptor (OSCAR), β3 integrin, osteopetrosis-associated transmembrane 

protein 1 (OSTM1), B-lymphocyte induced maturation protein 1 (BLIMP1) dan 

cathepsin K (Takayanagi 2007). 

2.19.2 Sitokin Osteoclastogenesis 

TNF-α, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-15, IL-17, IL-23, dan IL-34 telah 

dilaporkan sebagai sitokin osteoklastogenik. Sitokin proinflamasi TNF-α adalah 

penginduksi kuat resorpsi tulang dan berperan penting dalam bone metabolism dan 

inflammatory bone diseases (Walsh et al. 2006). TNF-α secara langsung menginduksi 

pembentukan TRAP+ OC berinti banyak dari prekursor OC dengan adanya M-CSF 

dan tanpa adanya RANKL dengan mengaktifkan pensinyalan NF-κB (Azuma et al. 

2000). TNF-α dapat menginduksi ekspresi RANK dalam prekursor OC (Komine et al. 

2001). TNF-α juga dapat mempercepat osteoklastogenesis yang diinduksi RANKL 

melalui aktivasi TRAF2/5 dan MAPKs dalam pensinyalan yang dimediasi TNFR1, 

yang mengarah ke aktivasi NF-κB dan AP-1 (Zhang et al. 2001). 

Penelitian baru-baru ini melaporkan bahwa osteoklastogenesis yang diinduksi 

TNF-α ditingkatkan dalam TRAF6. Prekursor OC dengan menginduksi 

autophagosomal degradasi TRAF3 oleh stimulasi RANKL. Dengan demikian, 

RANKL juga dapat meningkatkan osteoklastogenesis yang diinduksi TNF-α melalui 

jalur pensinyalan independen-TRAF6 (Yao et al. 2017). TNF-α dapat secara tidak 

langsung mempengaruhi osteoklastogenesis dengan menginduksi ekspresi M-CSF dan 

RANKL dalam sel stroma, OB, dan sel T teraktivasi (Kitaura et al. 2013). TNF-α 
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berperan penting dalam mempromosikan osteoklastogenesis secara langsung dan tidak 

langsung (Amarasekara et al. 2021). 

2.19.3 Sitokin Anti Osteoklastogenik   

IFN-α, IFN-β, IFN-γ, IL-3, IL-4, IL-10, IL-12, IL-27, dan IL-33 telah terlibat 

sebagai sitokin antiosteoklastogenik. IL-10, sebuah sitokin Th2, dikenal sebagai 

penekan potensial osteoklastogenesis melalui penghambatan ekspresi NFATc1 dan 

translokasi nuklirnya (Evans and Fox 2007). IL-10 meningkatkan regulasi ekspresi 

OPG, dan menurunkan regulasi ekspresi RANKL dan M-CSF (Liu et al. 2006). IL-10 

menghambat osteoklastogenesis dengan menurunkan regulasi produksi sitokin 

osteoklastogenik seperti TNF-α, IL-1, dan IL-6. Oleh karena itu, IL-10 dapat dianggap 

sebagai sitokin anti-osteoklastogenik (Amarasekara et al. 2021). 

2.20 Woven bone 

Perkembangan cortical bone ditandai dengan pembentukan awal woven bone 

diikuti oleh deposisi tulang pipih pada woven scaffold. Ini terjadi dalam pembentukan 

tulang normal sebagai integral obligate self- assembly pattern di seluruh kelompok 

vertebrata, dengan fitur temporal dan spasial yang spesifik. Itu juga terjadi pada repair 

bone, modified by the biophysical/mechanical environment dan pada pathological 

bone, modified by the specific disorder dan tingkat keparahannya. Dua populasi sel 

osteoblas yang berbeda secara spasial mensintesis woven dan lamellar bone. 

mesenchymal osteoblasts mengelilingi diri mereka secara melingkar dengan kolagen 

secara acak untuk membentuk woven bone. Surface osteoblasts menyelaraskan diri 

dalam susunan linier pada woven bone surface (atau adjacent lamellar bone) untuk 

mensintesis parallel-fibred lamellar bone. Empat tahap spesifik dari anyaman tulang 

pembentukan didefinisikan: (Shapiro and Wu 2019) 

 tahap I : diferensiasi awal pra-osteoblas dari undifferentiated mesenchymal cells 

 tahap II : mesenchymal osteoblasts mengelilingi diri mereka sendiri dalam 

busur 360 ° dengan randomly oriented matrix fibres 
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 tahap III : woven matrix bertindak sebagai scaffold di mana surface osteoblas 

mulai mensintesis tulang pada parallel-fibred lamellar conformation 

 tahap IV, progressive relative diminution dari woven bone pada woven 

bone/lamellar bone complex.  

2.21 Hewan coba Cavia cobaya 

 Cavia cobaya (guinea pig) merupakan spesies hewan pengerat yang masuk ke 

dalam family Caviidae dan genus Cavia (Wagner 2013) 

Kingdom : Animalia 

Filum  : Chordate 

Kelas  : Mamalia 

Ordo  : Rodentia 

Subordo : Hystricomorpha 

Family  : Caviidae 

Subfamily : Caviinae 

Genus  : Cavia 

Spesies : Cavia cobaya 

 Penggunan hewan Cavia cobaya sebagai hewan coba pada penelitian ini 

disebabkan mudah penanganannya, memiliki fase hidup yang pendek dan cepat, 

jumlahnya tidak terbatas serta telah diketahui interaksi fisiologi anatominya dengan 

manusia. Cavia cobaya memiliki aspek biologi yang mirip dengan manusia karena 

termasuk dalam mamalia sehingga berguna untuk banyak bidang penelitian. Reaksi 

penyembuhan pada hewan pada prinsipnya mirip dengan reaksi yang terjadi pada 

manusia. Perbedaan proses penyembuhan luka terletak pada proses kecepatan waktu 

penyembuhan, penyembuhan luka pada hewan lebih cepat daripada penyembuhan luka 

pada manusia (Burgos-paz et al. 2011).  
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2.22 Pemeriksaan Imunohistokimia 

 Immuhistochemistry (IHC) merupakan suatu metode untuk melokalisir antigen-

antigen spesifik pada jaringan atau sel berdasarkan pengenalan antibody-antigen 

tersebut dapat diamati pada tingkat mikroskop cahaya. Antigen merupakan molekul 

yang memiliki sifat dari kombinasi spesifik dengan molekul sekunder. Antibodi 

merupakan molekul-molekul immunoglobulin yang terdiri dari 2 unit dasar, yaitu 

sepasang cincin ringan dan sepasang cincin berat (Höftberger et al. 2015) 

 Terdapat 2 aspek latar belakang pengecatan pada jaringan yang bersifat atribut, 

baik pada ikatan antibodi non spesifik maupun adanya enzim endogenous. Molekul 

antibody tidak dapat terlihat dengan mikroskop cahaya atau mikroskop electron jika 

tidak dilabeli atau ditandai dengan beberapa metode seperti adanya visualisasi. Secara 

esensial sistem deteksi menempelkan beberapa label atau tanda pada antibodi primer 

atau sekunder untuk memvisualisasikan target antibody-antigen yang terlokalisir pada 

jaringan. Berbagai macam label dan tanda telah digunakan termasuk senyawa fluoresen 

dan enzim aktif. Metode dengan menambahkan label secara kimia pada antibody dan 

kemudian secara langsung diaplikasikan pada jaringan yang telah dilabeli telah secara 

luas digunakan dalam imunohistologi (Petersen Kenneth and Pedersen Hans Christian 

2013). 

 Adapun prosedur secara tidak langsung, juga memiliki beberapa keuntungan 

seperti : meningkatnya fleksibilitas, proses labelling hanya diaplikasikan pada antibody 

sekunder, antibody primer dapat digunakan pada pengerjaan dilusi yang tinggi 

sedangkan metode unlabelling jarang digunakan. Quality control dideskripsikan 

sebagai kumpulan proses dan tehnik yang meliputi deteksi, reduksi dan defisiensi yang 

benar pada proses analis. Formalin merupakan fiksasi yang umum digunakan pada 

imunohistokimia (Schacht and Kern 2015). 
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Gambar 2. 15 : Diagram skematik teknik imunohistokimia (Schacht and Kern 2015) 

2.22.1  Pewarnaan Imunohistokimia 

Blok paraffin berisi jaringan tulang dipotong dengan ketebalan 4 µm meng-

gunakan mikrotom, kemudian dilakukan deparafi-nisasi dengan xilol. Selanjutnya 

dilakukan rehidrasi dengan etanol konsentrasi menurun, diikuti pembilasan dengan 

Phosphate Buffer Saline (PBS) selama 3x5 menit. Sediaan jaringan kemudian 

diinkubasi pada DAKO® Buffer Antigen Retrieval pada microwave dengan suhu 94C 

selama 20 menit dan dilanjutkan dengan pendinginan pada suhu ruang selama 20 menit. 

Langkah selanjutnya, sediaan dicuci dengan PBS selama 3x5 menit, dan diinkubasi 

pada Blok Peroksidase (Novocastra®) selama 20 menit. Selanjutnya sediaan dicuci 

kembali dengan PBS selama 3 × 5 menit dan diinkubasi pada Blok Protein selama 20 

menit. Setelah itu dicuci kembali dengan PBS selama 3 × 5 menit dan diinkubasi 

overnight (12-18 jam) dengan antibodi primer protein (TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline 

Phospatase, Osteocalcin) pada suhu 4°C. Langkah selanjutnya adalah pembilasan 

dengan PBS selama 3 × 5 menit dan diinkubasi dengan larutan post primary dan post 

protein selama 45 menit dan dilanjutkan dengan inkubasi antibodi sekunder 

(Novolink® Horse Radish Peroxidase (HRP)) selama 60 menit pada suhu ruang. 

Setelah inkubasi, sediaan dicuci dengan PBS selama 3 × 5 menit dan dilakukan 

counterstain dengan hematoksilin (Novocastra). Selanjutnya, dilakukan dehidrasi 
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menggunakan etanol konsentrasi meningkat. Proses selanjutnya adalah dilakukan 

penjernihan dengan xilol, kemudian dilakukan mounting. 

2.22.2 Metode perhitungan IHC 

1. Penelitian ini menggunakan jaringan tulang, pada soket gigi cavia cobaya. 

2. Dengan nilai konfiden interfal 90% dan kekuatan uji 80% maka dengan desain 

eksperimental, subjek penelitian terdiri dari 36 sampel penelitian. 

3. Terdapat 36 slide (jumlah slide), yang terdiri dari 6 x 6 kelompok pemeriksaan  

4. Setiap sampel jaringan dibuat sediaan irisan dengan ketebalan 4um, kemudian 

dideteksi immunohistokimia terhadap ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline 

Phospatase, Osteocalcin. 

5. Untuk keperluan perhitungan, slide yang sudah berkode ditutup nomer kodenya 

dan diberi nomer baru secara acak. Sehingga pemeriksa tidak mengetahui slide 

yang diperiksa merupakan sampel kelompok apa (Blind) 

6. Pemeriksa terdiri dari 2 orang, 

7. Pemeriksaan dan perhitungan ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline 

Phospatase, Osteocalcin diamati dengan melihat adanya warna coklat pada 

makrofag.  

8. Perhitungan didasarkan menurut Soini et al, (1998) dan  Pizem and Cor (2003) 

yang dimodifikasi untuk kepentingan sel osteoblast dengan ekspresi TNF-α, IL-

10, BMP-2, Alkaline Phospatase, Osteocalcin pada masing-masing slide 

dengan mengkalkulasi pada 20 lapang/bidang pandang dengan perbesaran 

1000x mikroskop (okuler – objektif). 

9. Hasil setiap perhitungan ditulis pada lembar kerja dan diambil nilai rata-rata 

per lapang pandang 

10. Dilakuakan pemulasan Hematoxilen-Eosin yang digunakan sebagai 

pembanding struktural 

11. Analisis statistik bila semua hasil sudah dikembalikan ke kode sebenarnya . 
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12. Dalam rangka menjamin representasi dan mengurangi kesalahan hasil, 

diperlukan pengamatan pada kurang lebih sejumlah 20 lapang pandang dengan 

perbesaran 1000x yang masing-masing berisi lebih kurang 1500 sel (Soini et al, 

1998, Pizem and Cor, 2003). 

 

2.23 Pemeriksaan Histopatologi Anatomi (HPA) 

 Histopatologi merupakan cabang biologi yang mempelajari kondisi dan fungsi 

jaringan dalam hubungannya dengan penyakit. Teknik pemeriksaaan histopatologi 

berguna untuk mendeteksi adanya komponen patogen yang bersifat infektif melalui 

pengamatan secara mikroanatomi. Histopatologi sangat penting dalam kaitan dengan 

diagnosis penyakit karena salah satu pertimbangan dalam penegakan diagnosis adalah 

melalui hasil pengamatan terhadap jaringan yang diduga terganggu. Oleh karena itu, 

dengan proses diagnosis yang benar akan dapat ditentukan jenis penyakitnya sehingga 

dapat dipilih tindakan preventif dan kuratif (Netto et al. 2003) 

 Adapun tahapan teknik histopatologi adalah sebagai berikut : (Comanescu et 

al. 2012) 

1. Fiksasi ; bertujuan agar jaringan diusahakan mati secepatnya sehingga tidak 

terjadi perubahan pasca mati (autolisis post mortem) sehingga struktur jaringan 

sampel dapat dipertahankan seperti saat sampel masih hidup. 

2. Preparasi organ atau jaringan target dari sampel ; Seluruh organ target dalam 

pemeriksaaan dimasukkan dalam embedding cassete. 

3. Dehidrasi ; Tahap ini merupakan proses menarik air dari jaringan dengan 

menggunakan bahan kimia tertentu. 

4. Clearing ; Tahap ini bertujuan untuk menghilangkan bahan kimia dehidrasi 

sehingga contoh sampel menjadi transparan. 
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5. Infiltrasi ; Teknis histologi ini untuk menyusupkan paraffin ke dalam jaringan 

sampel untuk menggantikan xylol yang telah hilang, sehingga sampel tidak 

rusak waktu pemotongan dengan mikrotom. 

6. Teknik embedding ; Sampel yang sudah diiris pada bagian yang mengalami 

perubahan dimasukkan ke dalam cassete embedding yang sudah diberi label 

dengan menggunakan pensil. 

7. Pemotongan ; Pemotongan dilakukan dengan menggunakan mikrotom dengan 

ketebalan irisan 4-6 um. 

8. Pewarnaan jaringan dan sediaan preparat ; Pewarnaan ini dipergunakan dengan 

teknik pewarnaan ganda haematoksilin dengan eosin. 

9. Pengamatan ; Pengamatan hasil untuk diagnosis dengan metode komparasi 

dibawah mikroskop cahaya pada pembesaran 100-1000 x 

2.23.1 Sistem scoring histopatologi  

 

Gambar 2. 16 : Sistem skor histopatologi Lane dan Shandu modifikasi oleh Heiple 
(Ferdiansyah Mahyudin and Fedik Abdul Rantam 2011) 

 

2.24 Pengukuran Woven Bone 

Pengukuran luas woven bone dilakukan menggunakan software image raster 

4.1 (OptiLab). Sediaan diwarna menggunakan teknik Hematoxilen-Eosin kemudian 
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dilaukan foto sediaan pada 200x perbesaran mikroskop, sebanyak 10x lapang pandang. 

Gambaran dalam format JPG dibuka pada image raster. 

 

Gambar 2. 17 : Pengukuran woven bone 1 

Pilih (klik) menu pilihan pada “measure” (pada bagian kiri) dan pilih (klik) menu 

pilihan pada “multi line” (pada bagian kanan tampilan). 

 

Gambar 2. 18 : Pengukuran woven bone 2  

Ukur bagian woven bone, menggunakan mode “multi line”,  sesuai alur dari 

woven bone mengelilingi sampai bertemunya dua titik (dan kemudian lakukan klik 

kanan pada titik terakhir dan klik Finish.  
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Gambar 2. 19 : Pengukuran woven bone 3 

Hasil pengukuran akan tampak pada gambar dan bagian comunication box 

(kanan). Salin hasil pengukuran dan lakukan tabulasi. Hasil pengukuran kemudian 

dianalisis menggunakan uji beda (rata-rata) menggunakan uji Anova pada software 

SPSS ver. 21. Hasil disajikan dalam bentuk gambar, tabel data rata-rata dan + SD serta 

grafik.  
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BAB III 

KONSEP PENELITIAN DAN HIPOTESIS 

 

3.1 Kerangka Konsep Penelitian 

  

Gambar 3. 1: Kerangka Konsep Penelitian 

Keterangan Gambar : 

  : Mempengaruhi/ Menyebabkan 

Kotak Biru : Variabel yang akan diteliti 

  : Menghambat 
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3.2 Keterangan Konsep Penelitian 

Proses penyembuhan luka merupakan proses memperbaiki atau mengubah 

jaringan dan kapasitas fungsional yang rusak karena cedera. Secara fisiologis dibagi 

menjadi empat fase berurutan, mereka adalah fase hemostasis, fase inflamasi, fase 

proliferasi, dan fase pematangan/remodeling. Fase inflamasi diawali dengan pelepasan 

Polymorphonuclear Neutrophilic (PMN)/neutrofil yang berperan sebagai fagositosis. 

Neutrofil adalah sel motil yang masuk ke soket setelah luka terjadi dan berfungsi 

selama 24-48 jam. Setelah 2-3 hari, populasi neutrophil bergeser dan area luka 

didominasi oleh monosit yang berdiferensiasi menjadi makrofag.  

Pada kasus ekstraksi gigi akan terjadi trauma mekanis pada ligament 

periodontal yang mengalami kerusakan sehingga melepas molekul endogen DAMPs. 

Damage Associated Molecule Patterns kemudian ditangkap oleh Toll Like Receptor -

2. Signaling pathway dari komponen botani ditandai dengan signaling TLR-2 

kemudian membentuk komplek sinyaling mengaktifasi faktor transkripsi Nuclear 

Factor Kappa β (NF-kβ) yang akan menginduksi ekspresi sitokin proinflamasi dan anti 

inflamasi.  

Makrofag mengaktifkan M1 dengan mengaktifasi faktor transkripsi NF-kβ 

yang menginduksi ekspresi sitokin proinflamasi yaitu TNF-α, IL-1 dan IL-6. TNF-α 

dapat menstimulasi proliferasi prekursor osteoklas, meningkatkan ekspresi RANK dan 

bersama faktor pertumbuhan seperti RANKL, IL-6, dan TGF-β untuk secara sinergis 

mendorong pembentukan osteoklas dan resorpsi tulang. TNF-α menghambat ekspresi 

Runx-2 dan ekspresi penanda osteoblastogenik yang diinduksi RUNX2 dalam 

prekursor osteoblas dan sel preosteoblastik. TNF-α juga menghambat 

osteoblastogenesis yang diinduksi BMP dengan mengaktifkan pensinyalan JNK dan 

menekan pensinyalan BMP/Smad. 

Selanjutnya modulasi M2, makrofag akan mengaktifkan M2 yang akan 

menstimulasi sitokin anti inflamasi yaitu IL-10. IL-10 dapat menstimulasi 
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pembentukan pre-osteoblas yang akan berdiferensiasi menjadi sel osteoblas melalui 

regulasi oleh gen Runx-2. Peningkatan IL-10 dapat menyebabkan peningkatan ekspresi 

OPG dan peningkatan ekspresi RANKL yang di produksi oleh sel osteoblas. OPG 

berfungsi untuk mencegah RANKL berikatan dengan RANK sehingga resorpsi tulang 

tidak akan terjadi dan aposisi tulang alveolar meningkat. 

Runx2 adalah faktor transkripsi dari runt domain gene family. Runx2 dapat 

mengatur ekspresi gen dari beberapa jenis osteoblas dan berperan penting dalam 

perkembangan skeletal pada 2 tahap: komitmen skeletal lineage cells dan maturasi 

osteoblas dalam postnatal development. Selain itu, Runx2 dapat mengatur kemampuan 

resorpsi tulang osteoklas dengan mempengaruhi tingkat mRNA dari RANKL. Oleh 

karena itu, Runx2 adalah faktor transkripsi penting yang mengatur diferensiasi 

osteoblas dan bone formation. 

Makrofag juga mengaktifkan M2 yang akan menstimulasi BMP yang termasuk 

dalam superfamili TGF-β dan bersifat osteoblastogenik. BMP-2 adalah penginduksi 

osteoblastogenesis yang poten dengan mengaktifkan jalur pensinyalan Smad.  BMP-2 

dapat mengurangi ekspresi dari penanda fenotipik M1, termasuk interleukin (IL)-1b, 

IL-6, dan iNOS di M1 makrofag terpolarisasi, menunjukkan peran imunoregulasi 

positif BMP-2 pada jalur inflamasi. BMP-2 mengaktifkan makrofag melalui jalur 

pensinyalan pSmad1/5/8 dan menghasilkan loop umpan balik positif dengan 

meningkatkan ekspresi faktor angiogenik dan mempercepat diferensiasi osteogenik. 

Smad proteins adalah salah satu substrat BMPR-I, dan berperan penting dalam 

menyampaikan sinyal BMP dari reseptor ke gen target dalam nukleus. Setelah ligan 

dimer mengikat heterotetrameric BMP receptors, intrinsic serine/threonine kinase 

activity diaktifkan, dan kemudian R-Smads terfosforilasi. Aktivasi reseptor BMP 

dimulai fosforilasi dari downstream effector proteins, yang dikenal sebagai receptor-

regulated Smads, Smad 1 dan 5 yang mengarah ke transduksi sinyal. Setelah diaktifkan 

R-Smads dilepaskan dari reseptornya, mereka bergabung dengan Co-Smad (juga 
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disebut common-mediator Smad atau common-partner Smad) yaitu, Smad 4, untuk 

membentuk hetero-oligomeric complexes. Kompleks ini kemudian ditranslokasikan ke 

nukleus untuk berinteraksi dengan faktor transkripsi lain untuk memediasi transkripsi 

gen target. Untuk memberi sinyal jalur transduksi BMP-2 pada osteogenesis, reseptor 

BMP bergantung pada ligan dan hanya memfosforilasi R-Smad 1 dan 5. 

BMP-2 dapat meningkatkan regulasi Runx2 mRNA ekspresi dari immortalized 

human bone marrow stromal cell line. Smad 1 atau 5 dan Cbfα1 kompleks yang 

terbentuk, menunjukkan close interactions di antara molekul-molekul selama 

diferensiasi osteoblas sehingga dijadikan target pensinyalan BMP di nukleus selama 

diferensiasi osteoblas. Runx-2 juga menginduksi sekresi Alkaline phosphatase (ALP), 

osteocalcin (OCN), osteopontin (OPN) dan kolagen tipe 1 yang disekresi oleh 

osteoblas yang mature dan memicu pembentukan matriks tulang atau mineralisasi. 

Alkaline phosphatase (ALP) dan osteocalcin secara luas sebagai penanda tulang yang 

diterima. Perawatan dengan BMP-2 dapat menstimulasi ekspresi ALP dengan 

mengaktifkan reseptor BMP (BMPR), reseptor specific Smads (R-Smads), dan 

ekspresi dari Dlx5 dan Runx2. 

Penurunan TNF-α, peningkatan IL-10 dan peningkatan BMP-2 dapat 

menyebabkan peningkatan ekspresi OPG dan RANKL yang diproduksi oleh osteoblas 

melalui regulasi Runx-2. OPG berfungsi untuk mencegah RANKL berikatan dengan 

RANK sehingga resorpsi tulang tidak terjadi dan pembentukan woven bone meningkat 

serta cepat terbentuk. Kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft dapat 

mempercepat pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi. 

3.3 Hipotesis  

1. Ekspresi TNF-α menurun pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14  
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2. Ekspresi IL-10 meningkat pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14  

3. Ekspresi BMP-2 meningkat pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14  

4. Ekspresi Alkaline Phospatase meningkat pada pembentukan woven bone pasca 

ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone 

xenograft pada hari ke 7 dan 14  

5. Ekspresi Osteocalcin meningkat pada pembentukan woven bone pasca 

ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone 

xenograft  pada hari ke 7 dan 14 

6. Woven bone meningkat pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14 

7. Terdapat hubungan antara ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline 

Phospatase, Osteocalcin dan pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14     
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1 Jenis Penelitian 

 Penelitian experimental pada hewan coba Cavia cobaya dengan rancangan 

penelitian randomized factorial disain (true experimental design) 

 

Gambar 4. 1 : Rancangan Penelitian 

Keterangan : 

1) P    : Populasi 
2) S    : Subyek Penelitian 
3) RA : Random Allocation 

4) P    : Kelompok perlakuan yang diberikan EA 3% + BBX + PEG 
5) K+ : Kelompok perlakuan kontrol positif diberikan BBX + PEG 
6) K-  : Kelompok perlakuan kontrol negatif hanya diberikan PEG 
7) O7 : Observasi pada hari ke 7 
8) O14  : Observasi pada hari ke 14 

Kriteria inklusi :  

1) Cavia cobaya jenis kelamin jantan  
2) Berat badan 300-375gr 
3) Umur 3-3,5 bulan 
4) Sehat dan aktif bergerak 
5) Nafsu makan normal, 
6) Tidak mengalami luka pada anggota badan 
7) Kulit tidak ada cacat luka 
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8) Panca indera normal, anggota badan tidak cacat dan berjalan normal, suhu 
badan normal. 

9) Gigi Incisive satu kiri rahang bawah, utuh, tidak karies dan tidak fraktur 
10) Ekstraksi gigi yang dilakukan dengan sempurna, tidak mengalami fraktur akar, 

gigi dikeluarkan dengan utuh 

Kriteria eksklusi : Hewan dinyatakan oleh dokter hewan terbukti tidak berpenyakit atau 

tidak memenuhi syarat secara fisik dalam kurun waktu evaluasi klinis didalam kondisi 

lingkungan yang sesuai ± 1 minggu 

4.2 Populasi, Teknik penghitungan sampel dan Besar sampel 

4.2.1 Populasi 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah Cavia Cobaya jantan dengan 

berat 300-375 gram dengan kondisi yang sehat. 

4.2.2 Tehnik penghitungan sampel 

Pada penelitian ini, jumlah sampel yang akan diteliti dihitung dengan 

menggunakan rumus Lemenshow sebagai berikut: 

n1=������ ��	
�
� ����

�� ��
�

�
 

n� = 2  (1,364)� (1,64 + 1,282)�

(9,0000 − 2,6425)�  

n� = 3,720992 (8,528084)
6,9828  

n� = 4,5444 ≈ 5 

Keterangan: 

n   = besar sampel masing-masing kelompok 
σ  = Standar deviasi dari kelompok kontrol 
Zα   = Adjusted Standar deviasi pada α (untuk α = 0,05 adalah 1,64) 
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Zβ   = Adjusted Standar deviasi pada β sebesar 95% (β = 0,95t  Z = 1,282) 
µ1- µ2  = selisih dari rata-rata sampel kelompok kontrol dan perlakuan, dimana  

µ1 = 13,000 – 4,000 = 9,0000 dan µ2 = 47,3092 – 44,6667 = 2,6425  
(Suryatno 1997) 

  

Jadi jumlah minimal sampel yang diperlukan untuk tiap kelompok adalah 5 

ekor untuk masing-masing kelompok. Sehingga jumlah sampel secara keseluruhan 

yaitu 5 ekor x 2 x 3 perlakuan = 30 sampel. 

4.2.3  Besar sampel 

Besar sampel tiap kelompok adalah 5 sampel, dengan 6 kelompok yang 

dibedakan berdasarkan 3 perlakuan dan 2 hari dekapitasi pada hari ke tujuh dan hari 

ke14, yaitu: 

1) P  = Perlakuan, soket gigi diisi dengan EA 3%, BBX dan PEG 
2) K+  = Kontrol positif, soket gigi diisi dengan BBX dan PEG  
3) K-  = Kontrol negatif, soket gigi hanya diisi dengan PEG 

 
4.3  Pembagian kelompok penelitian 

Sampel dibagi dalam 6 kelompok : 

1) Kelompok 1 (P1) :  

Cavia cobaya diekstraksi giginya, diberi Ellagic Acid 3% dan bovine bone 

xenograft + PEG kemudian diperiksa setelah 7 hari  

2) Kelompok 2 (P2) :  

Cavia cobaya diekstraksi giginya, diberi Ellagic Acid 3% dan bovine bone 

xenograft + PEG kemudian diperiksa setelah 14 hari 

3) Kelompok 3 (K+ 1) : 

Cavia cobaya diekstraksi giginya, diberi bovine bone xenograft + PEG 

kemudian diperiksa setelah 7 hari  

4) Kelompok 4 (k+ 2) : 
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Cavia cobaya di ekstraksi giginya, diberi bovine bone xenograft + PEG 

kemudian diperiksa setelah 14 hari 

5) Kelompok 5 (K- 1) : 

Cavia cobaya diekstraksi giginya, diberi PEG sebagai kontrol kemudian 

diperiksa setelah 7 hari 

6) Kelompok 6 (K- 2) : 

Cavia cobaya diekstraksi giginya, diberi PEG sebagai kontrol kemudian 

diperiksa setelah 14 hari 

4.4 Variabel Penelitian 

1) Variabel Bebas  : 

Kombinasi Ellagic Acid 3% dan bovine bone xenograft 

Jadikan dalam 1 gram dengan perbandingan 0,03 gram EA dan 0,97 gram BBX 

Lama waktu perlakuan 7 hari dan 14 hari 

2) Variabel Tergantung : 

Ekspresi TNF-α, ekspresi IL-10, ekspresi BMP-2,   ekspresi ALP, ekspresi OSC 

dan luas woven bone alveolar  

3) Variabel Terkendali :  

Tindakan ekstraksi, jenis anestesi, dosis anestesi, ukuran soket gigi, lokasi 

ekstraksi gigi, cara pemberian, makanan, lingkungan kandang, berat, umur dan 

jenis hewan coba.  

4.5  Definisi Operasional 

1) Ellagic acid sediaan bentuk bubuk warna kecoklatan yang diisolasi dari Punica 

Granatum L. Diproduksi oleh Xi’an Biof Bio-Technology Co., Ltd. (People 

Republic of China).  
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2) Bovine bone xenograft adalah bahan xenograft berupa bubuk warna putih yang 

telah diradiasi dengan sinar γ dan telah dihilangkan sifat imunogenik dan soft 

tissuenya, dibuat di Bank Jaringan RSUD Dr. Soetomo Surabaya.  

3) Kombinasi Ellagic Acid 3% dan bovine bone xenograft yang dibuat dengan 

mencampur kedua bahan + poly ethilen glycol /PEG diberikan setelah ekstraksi 

gigi incisive bawah kiri pada hewan coba.  

4) Ekspresi TNF-α adalah jumlah sel makrofag pada jaringan tulang yang bereaksi 

positif terhadap antibodi monoklonal anti TNF-α pada 1/3 apikal soket gigi 

yang diperiksa dengan metode imunohistokimia yang diperiksa dibawah 

mikroskop cahaya lensa trinokuler dengan pembesaran 400x, 20 lapang 

pandang, 2 pengamat. 

5) Ekspresi IL-10 adalah jumlah sel makrofag pada jaringan tulang yang bereaksi 

positif terhadap antibodi monoklonal anti IL-10 pada 1/3 apikal soket gigi yang 

diperiksa dengan metode imunohistokimia yang diperiksa dibawah mikroskop 

cahaya lensa trinokuler dengan pembesaran 400x, 20 lapang pandang, 2 

pengamat. 

6) Ekspresi BMP-2 adalah jumlah sel makrofag yang mengekspresikan BMP-2, 

memberikan reaksi positif terhadap antibodi monoklonal anti Bone 

Morphogenetic Protein-2 pada 1/3 apikal soket gigi yang diperiksa dengan 

metode imunohistokimia yang diperiksa dibawah mikroskop cahaya lensa 

trinokuler dengan pembesaran 400x, 20 lapang pandang, 2 pengamat. 

7) Ekspresi Alkaline Phospatase adalah jumlah sel osteoblas yang memendarkan 

warna kecoklatan didalam sitoplasma setelah pengecatan imunohistokimia 

dengan antibodi alkaline phospatase, pada 1/3 apikal soket gigi dengan metode 

imunohistokimia yang diperiksa dibawah mikroskop cahaya lensa trinokuler 

dengan pembesaran 400x, 20 lapang pandang, 2 pengamat. 
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8) Ekspresi Osteocalcin adalah jumlah sel osteoblas yang memendarkan warna 

kecoklatan didalam sitoplasma setelah pengecatan imunohistokimia dengan 

antibodi Osteocalcin, pada 1/3 apikal soket gigi dengan metode 

imunohistokimia yang diperiksa dibawah mikroskop cahaya lensa trinokuler 

dengan pembesaran 400x, 20 lapang pandang, 2 pengamat. 

9) Woven bone adalah luas tulang alveolar baru/ immature pada 1/3 apikal soket 

gigi yang diperiksa dengan pemeriksaan histopatologi anatomi dengan 

pewarnaan HE yang dihitung pada spesimen dibawah mikroskop lensa 

trinokuler pembesaran 400x, 20 lapang pandang, oleh 2 pengamat 

menggunakan Software Image Raster 3 dengan satuan µm. 

4.6 Luaran Penelitian 

 Menghasilkan suatu bahan untuk memperbaiki kondisi tulang alveol untuk 

menghambat Resorbsi Residual Ridge dan menjaga Alveolar Ridge Preservation 

sehingga dapat meningkatkan fungsi kunyah bagi pengguan gigi tiruan. 

4.7 Bahan dan Alat Penelitian 

4.7.1 Bahan :  

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah : 

1. Hewan coba yang digunakan adalah Cavia cobaya 
2. Ellagic acid (ekstrak dari Punica Granatum L) satuan g 
3. bovine bone xenograft (RSUD Dr.SOetomo) 
4. NaOH 2% (Merck Germany) 
5. NaCl (Merck Hexindo) 
6. CH3COOH (asam asetat) 
7. Aqudest, aquabidest, ethanol 70% (Merck Germany) 
8. Ketamin (Ketalar, Pfizer) 
9. Xylazine (Merck Germany) 
10. Larutan saline/ PZ (Pharmaceutical Laboratories) 
11. Benang silk 3/0 (Polysuture Luxembourg) 
12. Betadine (Onemed) 
13. Hipavic (Onemed) 
14. Kapas 



86 
 

 

15. Tampon 
16. Ether 10% 
17. Larutan buffer formalin 10% 
18. Alkohol 80% 
19. Alkohol 95% 
20. Alkohol 100% (absolute) 
21. Xylene (Merck Germany) 
22. Buffer paraffin 
23. EDTA 10% (JT Baker, USA) 
24. NaSO4 2 % (Merck Germany) 
25. PBS 
26. Tripsin 0,125% 
27. H2O2 0,5% (Merk Hexindo) 
28. Methanol (Merk Germany) 
29. Kit Imunohistokima dan antibodi monoklonal  

4.7.2 Alat : 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah : 

1. Timbangan binatang 

2. Kandang hewan coba dengan dinding jaring-jaring kawat ukuran 

30x20x10 cm3 

3. Tempat makan dan minum cavia cobaya 

4. Alat untuk ekstraksi gigi hewan coba : syringe 1 cc dan 3 cc, nierbeken, 

gunting, needle holder, jarum jahit 16 G, pinset anatomis, pinset 

chirurgis, pinset dental, handle dan scalpel 

5. Wadah untuk fiksasi dan dekalsifikasi 

6. Kotak untuk menyimpan slide preparat HE dan IHC : glass slide, 

disposable pipet, cover glass 

7. Alat untuk melihat hasil pemeriksaan HPA dan IHC : mikroskop 

cahaya, kamera mikroskop dan software Image Raster 3, Program 

Molegro Virtual Docker 5.0 untuk pemodelan molekul. 

8.  Alat yang dipergunakan dalam penelitian ini seperangkat alat untuk 

teknik pemeriksaan imunohistokima, spektrofotometer UVVIS, MTT 
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assay reader, untuk pembuatan preparat, mikropipet, tip (yellow, white, 

blue), mikroskop cahaya, object glass dan cover glass dan mikroskop 

cahaya (Shimadzu, Japan).  

4.8 Lokasi Penelitian 

4.8.1 Lokasi 

1. Kombinasi bahan ellagic acid dan bovine bone xenograft di Fakultas Farmasi 

Universitas Airlangga. 

2. Persiapan dan pemeliharaan hewan coba di Laboratorium Farmakologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga  

3. Perlakuan hewan coba di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran 

Universitas Airlangga 

4. Pembuatan preparat HPA di Research Center Fakultas Kedokteran Gigi 

Universitas Airlangga. 

5. Pemeriksaan HE dan IHC di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran 

Universitas Brawijaya 

4.8.2 Waktu 

Bulan Januari sampai dengan desember 2020 
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4.9 Kerangka Operasional Penelitian 

 

Gambar 4. 2 : Kerangka Operasional Penelitian 

4.10 Prosedur penelitian 

4.10.1 Perijinan Ethical clearance 

 Sebelum penelitian dilakukan, mengajukan proposal ke komisi etik di Fakultas 

Kedokteran Gigi Universitas Airlangga Surabaya. 

4.10.2 Ellagic Acid 

 Ellagic acid terstandart  (Certificate Of Analysis) diproduksi oleh Xi’an Biof 

Bio-Technology Co., Ltd. (Room 1-1111, High-tech Venture Park, No. 69 Jinye Road, 

Gaoxin Distric of Xi’an, People Republic of China). 

4.10.3 Bovine Bone Xenograft (BBX) 

 Tulang sapi yang diproses terlebih dahulu, lolos dari screening penyakit-

penyakit menular. Sapi yang digunakan memiliki kualitas bagus dan bebas penyakit, 

selanjutnya diproses melalui proses diseksi untuk menghilangkan soft tissue yang 
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masih menempel. Lalu dilakukan proses pemotongan, pencucian, pengeringan, proses 

deep frozen, freeze dried, pengepakan dan yang terakhir adalah proses sterilisasi 

dengan menggunakan sinar gamma. Sebelum di distribusikan akan menjalani 

standarisasi mutu yaitu harus bebas bakteri dan pemeriksaan kadar air. Dibuat di Bank 

Jaringan RSUD Dr. Soetomo Surabaya.  

4.10.4 Poly Ethylen Glycol (PEG) 

 Sebagai bahan pembawa dipakai PEG, dipergunakan campuran PEG dari 

campuran PEG 400 dan PEG 4000 dengan perbandingan 1 : 1. Semua bahan pengisi 

ditambah dengan PEG, baik bovine bone xenograft , dan kombinasi ellagic acid + 

bovine bone xenograft  

4.10.5 Pencampuran ellagic acid dengan bovine bone xenograft  

 Gel BBX dibuat dengan cara mencampurkan BBX dengan PEG dengan 

perbandingan 1 : 0,25. Sedangkan pembuatan gel kombinasi BBX + EA dilakukan 

dengan mencampurkan bubuk BBX dan bubuk EA dengan perbandingan BBX 97% : 

EA 3%.  

4.11 Perlakuan Hewan Coba 

4.11.1 Tahapan persiapan Hewan Coba 

 Pada penelitian ini hewan coba yang digunakan adalah Cavia cobaya jantan, 

usia 3-3,5 bulan, berat badan 300-375 gram, diadaptasikan dengan tempat penelitian 

selama kira-kira 1 minggu. Hewan coba diletakkan dalam kendang yang jauh dari 

kebisingan, setiap kandang berisi 2 ekor cavia cobaya setiap kandangnya dengan diberi 

penyekat, diberi makan dengan pelet ayam dan diberi minum adlibitum dengan 

menggunakan air PDAM. Kandang hewan coba terbuat dari kotak plastik dengan 

ukuran 40x30x20 cm dan ditutup dengan anyaman kawat yang dapat dilepas sehingga 

mudah dibersihkan. Alas kandang diberi sekam dan diganti setiap dua hari dan 

dilakukan oleh orang yang expert dibidangnya. 
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4.11.2 Tahapan perlakuan Hewan Coba 

 Hewan coba dianestesi dengan menggunakan ketamin-xylazine dengan 

perbandingan dosis 0,1 ml : 0,1 ml yang dilarutkan dalam isotonic saline solution steril 

(0,2 ml/ 50gr bb) pada paha atas kanan. 

4.11.3 Ekstraksi gigi Hewan Coba 

 Prinsip kerja asepsis, semua alat disterilkan dengan panas kering 1600 C selama 

1 jam, desinfeksi pada paha kanan atas marmut dengan betadine sebelum melakukan 

anestesi intramuscular. Setelah itu dilakukan pembersihan pada daerah ekstraksi 

dengan semprotan air dan cairan antiseptik untuk asepsis daerah ekstraksi. Kemudian 

dilakukan ekstraksi gigi incisive satu kiri rahang bawah pada cavia cobaya 

menggunakan alat modifikasi tang dan elevator, soket gigi diirigasi dengan cairan 

aquadest steril untuk menghilangkan sisa debris yang tertinggal didalam soket gigi. 

Perlakuan dilakukan oleh orang yang expert dengan kriteria arah tarikan dan kekuatan 

sama. Trauma sekecil mungkin untuk mendapatkan homogenitas sampel. 

4.11.4 Aplikasi Ellagic Acid dan bovine bone xenograft  

 Ellagic Acid dan bovine bone xenograft  dimasukkan di soket gigi hingga 

bagian ujung apikal gigi segera setelah dilakukan ekstraksi gigi, kemudian dijahit 

lukanya dengan non resorbable suture. 

4.11.5 Tahap Euthanasia Hewan Coba 

 Hewan coba didekapitasi pada hari ke 7 dan 14 setelah pemberian perlakuan. 

Tulang rahang di daerah interdental gigi Incisive rahang bawah dipotong dan 

dimasukkan dalam larutan fiksasi buffer formalin 10 % dan Cavia cobaya yang telah 

mati dikubur.   



91 
 

 

4.12 Pembuatan Preparat Histologis (HPA) 

4.12.1 Perendaman Jaringan dengan Larutan Phosphate Buffered Formalin  

 Jaringan yang sudah terambil, dilakukan fiksasi dengan menggunakan larutan 

Phosphate Buffer Formalin 10%. Larutan ini berfungsi untuk mengawetkan jaringan 

agar terhindar dari pencernaan jaringan oleh enzim-enzim (otolisis) atau bakteri dan 

untuk melindungi struktur fisik sel dan mempertahankan morfologi sel seperti semula 

(y w li 2001). Fiksasi jaringan dilakukan selama minimal 24 jam 

4.12.2 Perendaman larutan dekalsifikasi 

 Dilakukan dekalsifikasi pada jaringan dengan menggunakan EDTA 10% 

selama 30 hari. Proses dekalsifikasi bertujuan untuk menghilangkan garam-garam 

kalsium dari jaringan tulang sehingga tulang menjadi lunak, dan memudahkan dalam 

proses pemotongan. Jaringan dicuci dengan PBS 3 - 5x untuk membersihkan dari 

kontaminan. Proses dekalsifikasi selesai ditandai dengan jaringan yang sudah lunak (y 

w li 2001) 

4.12.3 Pemrosesan Jaringan 

1) Dehidrasi yaitu penarikan air dari dalam jaringan dengan menggunakan 

konsentrasi rendah ke tinggi. Tahapan dehidrasi sebagai berikut: 

a) Alkohol 70 % = ± 15 menit  

b) Alkohol 80 % = 1 jam  

c) Alkohol 95 % = 2 jam  

d) Alkohol 95 % = 1 jam  

e) Alkohol 100 % = 1 jam  

f) Alkohol 100 % = 1 jam  

g) Alkohol 100 % = 1 jam  

2) Clearing yaitu proses penjernihan menggunakan bahan clearing seperti xylol, 

toluel, dan benzen. Pada penelitian ini menggunakan xylol. Tahapan clearing 

sebagai berikut :  
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a) Xylol = 1 jam  

b) Xylol = 2 jam  

c) Xylol = 2 jam 

3) Impregnasi 

Merupakan proses infiltrasi bahan embedding dalam jaringan pada suhu 56°-

60°C. Tahapan ini dilakukan dengan cara jaringan dibungkus dengan kertas 

saring yang sudah diberi label untuk menghindari kekeliruan identitas sampel, 

kemudian dimasukkan ke dalam bahan embedding yaitu paraffin TD 56°- 60°C. 

4) Pembuatan Blok Jaringan (embedding)  

Embedding merupakan proses penanaman jaringan ke dalam suatu bahan 

embedding, yaitu paraffin, cellulose, atau tissue text. Pada penelitian ini 

menggunakan paraffin TD 56°-60°C. Tahapan embedding sebagai berikut:  

a) Mempersiapkan alat cetak blok parafin dan meletakkan alat cetak tersebut 

di tempat dengan permukaan rata. 

b) Tuangkan paraffin cair (TD 56°-60°C) ke dalam alat cetak blok, kemudian 

masukkan jaringan yang telah diimpregnasi dengan surgical yang kita 

inginkan dan jangan lupa diberi label sampel, tunggu beberapa menit 

sampai paraffin beku. 

5) Pemotongan Blok Parafin 

Alat yang digunakan untuk memotong blok paraffin adalah rotary microtom. 

Gelas obyek disiapkan dan diberi label sesuai dengan nomor spesimen. Blok 

paraffin diletakkan pada head microtom dan diatur ketebalan yaitu 4µm. Water 

bath (tissue flotation bath) disiapkan pada suhu 400 C. Sayatan yang diperoleh 

diletakkan pada water bath agar sayatan dapat mengembang dengan baik lalu 

ditiriskan. 

6) Pewarnaan (Staining) 

Dengan tahapan deparanisasi yaitu menghilangkan paraffin dengan xylol 

sebnyak 3 kali, hidrasi dengan menggunakan alkohol dari konsentrasi tinggi ke 
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rendah, pengecatan mayer hematoxylin selama 15 menit, diferensiasi 

menggunakan air mengalir, preparat dimasukkan ke dalam larutan eosin 1% 

selama 30 detik dengan counter stain/ cat pembanding, dehidrasi, clearing dan 

mounting yaitu menutup jaringan dengan menggunakan perekat atau cover 

glass. 

4.13 Pembuatan Preparat Imunohistokimia (IHC) 

 Tahapan untuk melakukan pengecatan immunohistokimia dalam penelitian ini 

adalah sebagai berikut: 

1) Sediaan dilakukan deparafinisasi preparat dengan larutan xylene sebanyak tiga kali 

masing-masing selama 3 menit. 

2) Rehidrasi dengan menggunakan etanol 100%, etanol 95% dan etanol 70% masing- 

masing selama dua menit, satu menit dan terakhir dengan air selama satu menit. 

3) Object glass direndam dengan peroxidase blocking solution pada suhu kamar 

selama 10 menit. 

4) Inkubasi preparat dalam prediluted blocking serum 25˚C selama 10 menit. 

5) Preparat direndam di dalam antibodi poliklonal 25˚C selama 10 menit. 

6) Preparat dicuci dengan phosphatase buffer saline (PBS) selama 5 menit. 

7) Inkubasi preparat dengan antibody sekunder pada suhu25˚C selama 10 menit. 

8) Preparat dicuci dengan phosphatase buffer salien (PBS) selama 5 menit. 

9) Inkubasi preparat dengan peroxidase pada suhu 25˚C selama 10 menit. 

10) Preparat dicuci dengan phosphatase buffer salien (PBS) selama 5 menit. 

11) Inkubasi preparat dengan kromoden diaminobenzidine (DAB) pada suhu 25˚ C 

selama 10 menit. 

12) Inkubasi preparat Hematoxylin selama 3 menit. 

13) Preparat dicuci dengan air mengalir.  

14) Preparat dibersihkan dan ditetesi dengan mounting media kemudian ditutup 

dengan cover glass. 
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15) Pengamatan hasil ekspresi dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya 

dengan pembesaran 1000x dalam 20 lapangan pandang. Ekspresi dianalisis 

melalui warna coklat oleh DAB yang terlihat saat dilakukan identifikasi preparat 

Imunohistokimia. Hasil didapatkan dengan menghitung jumlah ekspresi pada 20 

lapangan pandang pada tiap sampel.  

4.14 Cara analisis dan pengolahan data 

 Analisis data terhadap hasil pemeriksaan jumlah sel yang mengekspresikan 

TNF-α, IL-10, BMP-2, ALP, Osteocalcin dan pembentukan woven bone pada setiap 

kelompok yaitu dengan menganalisis rerata dan simpang baku yang bertujuan untuk 

memperoleh gambaran distribusi dan peringkasan data untuk memperjelas hasil. 

Selanjutnya dilakukan uji normalitas menggunakan uji Shapiro Wilk, selanjutnya untuk 

mengetahui antar kelompok memiliki variasi yang homogen digunakan Levene’s test 

tingkat kemaknaan 5%. 

 Jika data berdistribusi normal dan memiliki variasi data homogen dilanjutkan 

dengan uji statistik komparasi analysis of variance dan dilanjutkan dengan uji multiple 

comparison LSD test jika p< 0,05. Apabila data tidak berdistribusi normal dilakukan 

uji non parametrik Kruskal-Wallis, sedangkan untuk mengetahui pasangan kelompok 

yang berbeda dilakukan analisis Wilcoxon-Mann Whitney. Analisis jalur digunakan 

untuk mengetahui hubungan antara variable ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, ALP, 

Osteocalcin dan pembentukan woven bone. 

 

 

 

 

 

 

 



 

95 
 

BAB V 

HASIL PENELITIAN 

 

5.1 Hasil penelitian 

5.1.1 Hasil Pemeriksaan Imunohistokimia 

Sampel Cavia Cobaya dilakukan dekapitasi pada hari ke-7 dan ke-14 kemudian 

diambil jaringan tulang untuk dilakukan pembuatan sediaan histologi. Sediaan 

histologi dalam bentuk paraffin blok dilakukan uji imunohistokimia dan uji 

histopatologi untuk melihat aktivitas seluler selama penyembuhan tulang, yang 

ditandai dengan adanya ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase, 

Osteocalcin serta  Woven Bone. 

5.1.1.1 Pemeriksaan Ekspresi TNF-α 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. 1 : Ekspresi TNF-α pada pembesaran 1000x  
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Keterangan : 
a. Ekspresi TNF-α pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-7 
b. Ekspresi TNF-α pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-7 
c. Ekspresi TNF-α pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-7 
d. Ekspresi TNF-α pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-14 
e. Ekspresi TNF-α pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-14 
f. Ekspresi TNF-α pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-14 
 

Ekspresi TNF-α pada makrofag yang menunjukkan warna coklat Diamino 

Benzidine (DAB) ditandai dengan ujung panah. Kelompok kontrol negatif hari ke-7 (a), 

kelompok kontrol positif hari ke-7 (b), kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-7 (c), 

kelompok kontrol negatif hari ke-14 (d), kelompok kontrol positif hari ke-14 (e), 

kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-14 (f) dengan pembesaran 1000x. 

5.1.1.2 Pemeriksaan Ekspresi IL-10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. 2 : Ekspresi IL-10 pada pembesaran 1000x 
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Keterangan : 
a. Ekspresi IL-10 pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-7 
b. Ekspresi IL-10 pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-7 
c. Ekspresi IL-10 pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-7 
d. Ekspresi IL-10 pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-14 
e. Ekspresi IL-10 pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-14 
f. Ekspresi IL-10 pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-14 
 

Ekspresi IL-10 pada makrofag yang menunjukkan warna coklat Diamino 

Benzidine (DAB) ditandai dengan ujung panah. Kelompok kontrol negatif hari ke-7 (a), 

kelompok kontrol positif hari ke-7 (b), kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-7 (c), 

kelompok kontrol negatif hari ke-14 (d), kelompok kontrol positif hari ke-14 (e), 

kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-14 (f) dengan pembesaran 1000x. 

 

5.1.1.3 Pemeriksaan Ekspresi BMP-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. 3 : Ekspresi BMP-2 pada pembesaran 1000x  
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Keterangan : 
a. Ekspresi BMP-2 pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-7 
b. Ekspresi BMP-2 pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-7 
c. Ekspresi BMP-2 pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-7 
d. Ekspresi BMP-2 pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-14 
e. Ekspresi BMP-2 pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-14 
f. Ekspresi BMP-2 pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-14 
 
 

Ekspresi BMP-2 pada makrofag yang menunjukkan warna coklat Diamino 

Benzidine (DAB) ditandai dengan ujung panah. Kelompok kontrol negatif hari ke-7 (a), 

kelompok kontrol positif hari ke-7 (b), kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-7 (c), 

kelompok kontrol negatif hari ke-14 (d), kelompok kontrol positif hari ke-14 (e), 

kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-14 (f) dengan pembesaran 1000x. 

5.1.1.4 Pemeriksaan Ekspresi Alkaline Phospatase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. 4 : Ekspresi Alkaline Phospatase pada pembesaran 1000x  
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Keterangan : 
a. Ekspresi ALP pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-7 
b. Ekspresi ALP pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-7 
c. Ekspresi ALP pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-7 
d. Ekspresi ALP pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-14 
e. Ekspresi ALP pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-14 
f. Ekspresi ALP pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-14 
 

Ekspresi Alkaline Phospatase pada osteoblas yang menunjukkan warna coklat 

Diamino Benzidine (DAB) ditandai dengan ujung panah. Kelompok kontrol negatif 

hari ke-7 (a), kelompok kontrol positif hari ke-7 (b), kelompok perlakuan EA dan BBX 

hari ke-7 (c), kelompok kontrol negatif hari ke-14 (d), kelompok kontrol positif hari 

ke-14 (e), kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-14 (f) dengan pembesaran 1000x. 

5.1.1.5 Pemeriksaan Ekspresi Osteocalcin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. 5 : Ekspresi Osteocalcin pada pembesaran 1000x 
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Keterangan : 
a. Ekspresi OCN pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-7 
b. Ekspresi OCN pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-7 
c. Ekspresi OCN pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-7 
d. Ekspresi OCN pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-14 
e. Ekspresi OCN pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-14 
f. Ekspresi OCN pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-14 
 

Ekspresi Osteocalcin pada osteoblas yang menunjukkan warna coklat Diamino 

Benzidine (DAB) ditandai dengan ujung panah. Kelompok kontrol negatif hari ke-7 (a), 

kelompok kontrol positif hari ke-7 (b), kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-7 (c), 

kelompok kontrol negatif hari ke-14 (d), kelompok kontrol positif hari ke-14 (e), 

kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-14 (f) dengan pembesaran 1000x. 

5.1.2 Hasil Pemeriksaan Histopatologi 

5.1.2.1 Pemeriksaan Woven bone 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. 6 : Woven bone pada pembesaran 1000x 
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Keterangan : 
a. Ekspresi WB pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-7 
b. Ekspresi WB pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-7 
c. Ekspresi WB pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-7 
d. Ekspresi WB pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol negatif hari ke-14 
e. Ekspresi WB pada pemeriksaan IHC kelompok kontrol positif hari ke-14 
f. Ekspresi WB pada pemeriksaan IHC kelompok perlakuan hari ke-14 
 

Woven Bone pada tulang alveolar baru/ immature menunjukkan warna biru 

ditandai dengan ujung panah. Kelompok kontrol negatif hari ke-7 (a), kelompok 

kontrol positif hari ke-7 (b), kelompok perlakuan EA dan BBX hari ke-7 (c), kelompok 

kontrol negatif hari ke-14 (d), kelompok kontrol positif hari ke-14 (e), kelompok 

perlakuan EA dan BBX hari ke-14 (f) dengan pembesaran 1000x. 

 

5.2 Analisis Hasil Penelitian 

 Data hasil penelitian dicatat dan dikumpulkan. Kemudian yang telah diperoleh 

ditabulasi dan dianalisa data dengan program SPSS 25 for Windows. 

5.2.1 Rerata dan Standar deviasi 

Tabel 5. 1 : Rerata Ekspresi TNF-α, IL-10 dan BMP-2 

Kelompok 
TNF-α IL-10 BMP-2 

Rerata SD Rerata SD Rerata SD 

K- 7 11.66 2.65 3.83 1.47 5.33 2.80 

K+7 7.83 3.18 9.83 2.31 9.66 1.75 

P 7 7.16 2.31 9.33 2.58 12.33 2.58 

K- 14 12.16 1.94 6.66 1.86 4.83 2.13 

K+ 14 6.83 1.47 13.50 3.01 12.50 3.08 

P 14 5.83 2.71 14.33 2.73 13.16 2.78 
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Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 

 

Hasil penelitian menunjukkan nilai rata-rata pada TNF-α tertinggi terdapat pada 

kelompok K-14 sebesar 12,16 dengan nilai standar deviasi sebesar 1,94. Nilai rata-rata 

TNF-α terendah terdapat pada kelompok P14 sebesar 5,83 dengan nilai standar deviasi 

sebesar 2,71.  

Hasil penelitian menunjukkan nilai rata-rata pada IL-10 tertinggi terdapat pada 

kelompok P14 sebesar 14,33 dengan nilai standar deviasi sebesar 2,73. Nilai rata-rata 

IL-10 terendah terdapat pada kelompok K-7 sebesar 3,83 dengan nilai standar deviasi 

sebesar 1,47. 

Hasil penelitian menunjukkan nilai rata-rata pada BMP-2 tertinggi terdapat pada 

kelompok P14 sebesar 13,16 dengan nilai standar deviasi sebesar 2,78. Nilai rata-rata  

BMP-2 terendah terdapat pada kelompok K-14 sebesar 4,83 dengan nilai standar 

deviasi sebesar 2,13. 
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Tabel 5. 2 : Rerata Ekspresi Alkaline Phospatase, Osteocalcin dan Woven Bone  

Kelompok 

Alkaline 

Phospatase 

Osteocalcin Woven Bone 

Rerata SD Rerata SD Rerata SD 

K- 7 2.66 1.36 5.00 0.89 58.50 9.69 

K+ 7 9.00 2.36 9.50 1.76 39.83 13.09 

P 7 8.66 2.33 11.66 1.63 94.50 15.21 

K- 14 4.50 1.37 8.00 1.26 72.83 19.86 

K+ 14 14.16 2.78 13.33 1.36 109.00 13.46 

P 14 14.16 2.71 14.50 2.16 168.50 24.35 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 
 

Hasil penelitian menunjukkan nilai rata-rata pada Alkaline Phospatase tertinggi 

terdapat pada kelompok K+14 sebesar 14,16 dengan nilai standar deviasi sebesar 2,78. 

Nilai rata-rata Alkaline Phospatase terendah terdapat pada kelompok K-7 sebesar 2,66 

dengan nilai standar deviasi sebesar 1,36.  

Hasil penelitian menunjukkan nilai rata-rata pada Osteocalcin tertinggi terdapat 

pada kelompok P14 sebesar 14,50 dengan nilai standar deviasi sebesar 2,16. Nilai rata-

rata Osteocalcin terendah terdapat pada kelompok K-7 sebesar 5,00 dengan nilai 

standar deviasi sebesar 0,89.  
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Hasil penelitian menunjukkan nilai rata-rata pada Woven Bone tertinggi terdapat 

pada kelompok P14 sebesar 168,50 dengan nilai standar deviasi sebesar 24,35. Nilai 

rata-rata Woven Bone terendah terdapat pada kelompok K+7 sebesar 39,83 dengan nilai 

standar deviasi sebesar 13,09. Uji statistik selanjutnya adalah uji normalitas data 

dengan menggunakan Shapiro-Wilk. 

 

Gambar 5. 7 : Diagram batang rerata Ekspresi TNF-α 

Pada pemeriksaan IHC untuk ekspresi TNF-α, didapatkan hasil nilai rerata 

tertinggi terdapat pada kelompok kontrol negatif (K-) yaitu sebesar 12,16 pada hari ke-

14. Sedangkan rerata nilai ekspresi TNF-α terendah pada kelompok perlakuan (P) yaitu 

sebesar 5,83 pada hari ke-14. Peran anti-inflamasi  EA pada kelompok perlakuan 

(EA+BBX) tidak terbukti karena kelompok kontrol positif (BBX) juga mempunyai 

tingkat ekspresi TNF-a yang setara dengan kelompok perlakuan. 
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Gambar 5. 8 : Diagram batang rerata Ekspresi IL-10 

  Pada pemeriksaan IHC untuk ekspresi IL-10, didapatkan hasil nilai rerata 

tertinggi terdapat pada kelompok perlakuan (P) yaitu sebesar 14,33 pada hari ke-14. 

Sedangkan rerata nilai ekspresi IL-10 terendah pada kelompok kontrol negatif (K-) 

yaitu sebesar 3,83 pada hari ke-7. Peran anti-inflamasi  EA pada kelompok perlakuan 

(EA+BBX) tidak terbukti karena kelompok kontrol positif (BBX) juga mempunyai 

tingkat ekspresi IL-10 yang setara dengan kelompok perlakuan. 

 

Gambar 5. 9 : Diagram batang rerata Ekspresi BMP-2 
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Pada pemeriksaan IHC untuk ekspresi BMP-2, didapatkan hasil nilai rerata 

tertinggi terdapat pada kelompok perlakuan (P) yaitu sebesar 13,16 pada hari ke-14. 

Sedangkan rerata nilai ekspresi BMP-2 terendah pada kelompok kontrol negatif (K-) 

yaitu sebesar 4,83 pada hari ke-14. Peran EA pada kelompok perlakuan (EA+BBX) 

dalam meningkatkan ekspresi BMP2 tidak terbukti karena tingkat BMP2 pada 

kelompok kontrol positif (BBX) setara dengan kelompok perlakuan.  

 

Gambar 5. 10 : Diagram batang rerata Ekspresi Alkaline Phospatase 

Pada pemeriksaan IHC untuk ekspresi Alkaline Phospatase, didapatkan hasil 

nilai rerata tertinggi terdapat pada kelompok perlakuan (P) yaitu sebesar 14,16 pada 

hari ke-14 juga kelompok kontrol positif (K+) yaitu sebesar 14,16 pada hari ke-14. 

Sedangkan rerata nilai ekspresi Alkaline Phospatase terendah pada kelompok kontrol 

negatif (K-) yaitu sebesar 2,66 pada hari ke-7. Peran EA pada kelompok perlakuan 

(EA+BBX) akan meningkatkan ekspresi Alkaline Phospatase tidak terbukti karena 

ekspresi Alkaline Phospatase pada kelompok kontrol positif (BBX) setara dengan 

kelompok perlakuan. 
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Gambar 5. 11 : Diagram batang rerata Ekspresi  Osteocalcin 

Pada pemeriksaan IHC untuk ekspresi, didapatkan hasil nilai rerata tertinggi 

terdapat pada kelompok perlakuan (P) yaitu sebesar 14,5 pada hari ke-14. Sedangkan 

rerata nilai ekspresi Osteocalcin terendah pada kelompok kontrol negatif  (K-) yaitu 

sebesar 5 pada hari ke-7. Peran EA pada kelompok perlakuan (EA+BBX) akan 

meningkatkan ekspresi Osteocalcin tidak terbukti karena ekspresi Osteocalcin pada 

kelompok kontrol positif (BBX) setara dengan kelompok perlakuan. 

 

Gambar 5. 12 : Diagram batang rerata Woven bone 
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Pada pemeriksaan HE untuk Woven Bone, didapatkan hasil nilai rerata tertinggi 

terdapat pada kelompok perlakuan (P) yaitu sebesar 168,5 hari ke-14. Sedangkan rerata 

nilai Woven Bone terendah pada kelompok kontrol positif (K+) yaitu sebesar 39,83 

pada hari ke-7. Peran EA pada kelompok perlakuan (EA+BBX) akan meningkatkan 

osteogenesis terbukti karena pembentukan woven bone pada kelompok perlakuan lebih 

tinggi dari pada kelompok kontrol positif (BBX). 

5.2.2 Uji Normalitas  

Uji normalitas yang digunakan dalam penelitian ini adalah Shapiro-wilk karena 

jumlah sampel kurang dari 50. Hasil uji normalitas dapat di lihat pada tabel 5.13. 

Tabel 5. 3 : Hasil Uji Normalitas Data Shapiro-wilk 

Kelompok TNF-α IL-10 BMP-2 ALP OCN WB 
     

K- 7 0.204 0.804 0.660 0.554 0.167 0.083 

K+ 7 0.653 0.801 0.059 0.739 0.505 0.525 

P 7 0.781 0.945 0.184 0.421 0.505 0.448 

K- 14 0.452 0.737 0.875 0.191 0.110 0.406 

K+ 14 0.804 0.315 0.755 0.540 0.554 0.705 

P 14 0.191 0.554 0.525 0.459 0.215 0.936 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 
 
Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa semua data pada tiap masing kelompok 

terdistribusi normal. Hal ini ditunjukkan dengan nilai signifikansi Saphiro-Wilk pada 
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tiap kelompok lebih besar dari 0,05. Uji statistik selanjutnya adalah uji homogenitas 

data dengan menggunakan Levene’s test.  

5.2.3 Uji Homogenitas 

Uji homogenitas yang digunakan dalam penelitian ini adalah Levene’s test. Hasil 

uji homogenitas dapat di lihat pada tabel 5.14 

Tabel 5. 4 : Hasil Uji Homogenitas Levene Test 

Kelompok TNF-α IL-10 BMP-2 ALP OCN WB 

Sig. 0.572 0.507 0.688 0.294 0.178 0.107 

 

Hasil uji homogenitas menunjukkan data yang diperoleh memiliki varian yang 

homogen. Hal ini ditunjukkan dengan nilai signifikansi yang lebih besar dari 0,05 

(p>0,05). Uji statistik selanjutnya adalah uji One-way Anova. 

5.2.4 Uji One-Way Anova 

Hasil uji normalitas dan homogenitas menunujukkan data berdistribusi normal dan 

homogen sehingga analisis data dilanjutkan dengan menggunakan uji One-way Anova. 

Uji one-way Anova bertujuan untuk melihat adanya pengaruh pemberian bahan 

kombinasi EA 3% dan bovine bone xenograft terhadap ekspresi TNF-α, IL_10, BMP-

2, alkaline phosphatase, osteocalcin dan woven bone pada pasca ekstraksi gigi cavia 

cobaya. Hasil uji one-way anova dapat dilihat pada tabel 5.15 
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Tabel 5. 5 : Hasil uji One-way Anova hari ke-7 

Kelom

pok 

TNF-α IL-10 BMP-2 ALP OCN WB 

N p N p N p N p N p N p 

K- 7 6 

0.026 

6 

0.000 

6  

0.001 

 

6 

0.000 

6 

0.000 

6 

0.000 K+ 7 6 6 6 6 6 6 

P 7 6 6 6 6 6 6 

 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 

 
Hasil uji One-way Anova hari ke-7 menunjukkan nilai signifikansi p<0,05. Hal ini 

dapat diartikan bahwa setidaknya ada beberapa kelompok perlakuan yang memiliki 

perbedaan bermakna pada jumlah ekspresi TNF-α, IL_10, BMP-2, alkaline 

phosphatase, osteocalcin dan woven bone. Uji statistik selanjutnya adalah uji Post Hoc 

LSD. 

 
Tabel 5. 6 : Hasil uji One-Way Anova hari ke-14 

 
Kelom

pok 

TNF-α IL-10 BMP-2 ALP OCN WB 

N p N p N p N p N p N p 

K- 14 6  

0.000 

6 

0.000 

6 

0.000 

6 

0.000 

6 

0.000 

6  

0.000 K+ 14 6 6 6 6 6 6 

P 14 6 6 6 6 6 6 

 
 
Keterangan : 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 
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Hasil uji One-way Anova hari ke-14 menunjukkan nilai signifikansi p<0,05. Hal 

ini dapat diartikan bahwa setidaknya ada beberapa kelompok perlakuan yang memiliki 

perbedaan bermakna pada jumlah ekspresi TNF-α, IL_10, BMP-2, alkaline 

phosphatase, osteocalcin dan woven bone. Uji statistik selanjutnya adalah uji Post Hoc 

LSD. 

5.2.5 Uji post Hoc LSD 

Uji post Hoc LSD untuk mengetahui kelompok mana yang memiliki perbedaan yang 

bermakna. Hasil uji post Hoc LSD pada masing-masing variabel dapat dilihat pada 

tabel 5.16 

Tabel 5. 7 : Hasil Uji post Hoc LSD kelompok TNF-α 

 K+ 7 P 7 K- 14 K+ 14 P 14 
K- 7 0.011* 0.003* 0.726 0.002* 0.000* 
K+ 7 - 0.640 0.005* 0.484 0.167 
P 7 - - 0.001* 0.815 0.353 
K- 14 - - - 0.001* 0.000* 
K+ 14 - - - - 0.484 
P 14 - - - - - 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 
 
Hasil uji LSD menunjukkan terdapat perbedaan pada 8 kelompok dengan nilai 

signifikasi < 0,05. Yaitu pada kelompok K-7 dengan kelompok K+7, kelompok K-7 

dengan kelompok P7, kelompok K-7 dengan kelompok K+14, kelompok K-7 dengan 

kelompok P14, kelompok K+7 dengan kelompok K-14, kelompok P7 dengan 
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kelompok K-14, kelompok K-14 dengan kelompok K+14, kelompok K-14 dengan 

kelompok P14. 

Tabel 5. 8 : Hasil Uji post Hoc LSD kelompok IL-10 

 K+7 P 7 K- 14 K+ 14 P 14 
K- 7 0.000* 0.000* 0.049* 0.012* 0.000* 
K+ 7 - 0.719* 0.029* 0.005* 0.001* 
P 7 - - 0.063 0.005* 0.001* 
K- 14 - - - 0.000* 0.000* 
K+ 14 - - - - 0.550 
P 14 - - = - - 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 

 

Hasil uji LSD menunjukkan terdapat perbedaan pada 13 kelompok dengan nilai 

signifikasi < 0,05. Yaitu pada kelompok K-7 dengan kelompok K+7, kelompok K-7 

dengan kelompok P7, kelompok K-7 dengan kelompok K-14, kelompok K-7 dengan 

kelompok K+14, kelompok K-7 dengan kelompok P14, kelompok K+7 dengan 

kelompok P7, kelompok K+7 dengan kelompok K-14, kelompok K+7 dengan 

kelompok P14, kelompok P7 dengan kelompok K-14, kelompok P7 dengan kelompok 

K+14, kelompok P7 dengan kelompok P14, kelompok K-14 dengan kelompok K+14, 

kelompok K-14 dengan kelompok P14. 
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Tabel 5. 9 : Hasil Uji post Hoc LSD kelompok BMP-2 

 K+ 7 P 7 K- 14 K+ 14 P 14 
K- 7 0.006* 0.000* 0.738 0.000* 0.000* 
K+ 7 - 0.082 0.003* 0.065 0.025* 
P 7 - - 0.000* 0.911 0.578 
K- 14 - - - 0.000* 0.000* 
K+ 14 - - - - 0.656 
P 14 - - - - - 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 

 
Hasil uji LSD menunjukkan terdapat perbedaan pada 9 kelompok dengan nilai 

signifikasi < 0,05. Yaitu pada kelompok K-7 dengan kelompok K+7, kelompok K-7 

dengan kelompok P7, kelompok K-7 dengan kelompok K+14, kelompok K-7 dengan 

kelompok P14, kelompok K+7 dengan kelompok K-14, kelompok K+7 dengan 

kelompok P14, kelompok P7 dengan kelompok K-14, kelompok K-14 dengan 

kelompok K+14, kelompok K-14 dengan kelompok P14. 

Tabel 5. 10 : Hasil Uji post Hoc LSD kelompok Alkaline Phospatase 

 K+ 7 P 7 K- 14 K+ 14 P 14 
K- 7 0.000* 0.000* 0.166 0.000* 0.000* 
K+ 7 - 0.798 0.002* 0.000* 0.000* 
P 7 - - 0.003* 0.000* 0.000* 
K- 14 - - - 0.000* 0.000* 
K+ 14 - - - - 1.000 
P 14 - - - - - 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
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K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 
 
Hasil uji LSD menunjukkan terdapat perbedaan pada 12 kelompok dengan nilai 

signifikasi < 0,05. Yaitu pada kelompok K-7 dengan kelompok K+7, kelompok K-7 

dengan kelompok P7, kelompok K-7 dengan kelompok K+14, kelompok K-7 dengan 

kelompok P14, kelompok K+7 dengan kelompok K-14, kelompok K+7 dengan 

kelompok K+14, kelompok K+7 dengan kelompok P14, kelompok P7 dengan 

kelompok K-14, kelompok P7 dengan kelompok K+14, kelompok P7 dengan 

kelompok P14, kelompok K-14 dengan kelompok K+14, kelompok K-14 dengan 

kelompok P14. 

Tabel 5. 11 : Hasil Uji post Hoc LSD kelompok Osteocalcin 

 K+ 7 P 7 K- 14 K+ 14 P 14 
K- 7 0.000* 0.000* 0.002* 0.000* 0.000* 
K+ 7 - 0.023* 0.108 0.000* 0.000* 
P 7 - - 0.000* 0.075 0.004* 
K- 14 - - - 0.000* 0.000* 
K+ 14 - - - - 0.207 
P 14 - - - - - 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 
 

Hasil uji LSD menunjukkan terdapat perbedaan pada 12 kelompok dengan nilai 

signifikasi < 0,05. Yaitu pada kelompok K-7 dengan kelompok K+7, kelompok K-7 

dengan kelompok P7, kelompok K-7 dengan kelompok K-14, kelompok K-7 dengan 
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kelompok K+14, kelompok K-7 dengan kelompok P14, kelompok K+7 dengan 

kelompok P7, kelompok K+7 dengan kelompok K+14, kelompok K+7 dengan 

kelompok P14, kelompok P7 dengan kelompok K-14, kelompok P7 dengan kelompok 

P14, kelompok K-14 dengan kelompok K+14, kelompok K-14 dengan kelompok P14. 

Tabel 5. 12 : Hasil Uji post Hoc LSD kelompok Woven Bone 

 K+ 7 P 7 K- 14 K+14 P 14 
K- 7 0.062 0.001* 0.147 0.000* 0.000* 
K+ 7 - 0.000* 0.002* 0.000* 0.000* 
P 7 - - 0.032* 0.142 0.000* 
K- 14 - - - 0.001* 0.000* 
K+ 14 - - - - 0.000* 
P 14 - - - - - 

Keterangan : 

K-7  : Kelompok kontrol negatif hari ke-7 
K+7  : Kelompok kontrol positif hari ke-7 
P7     : Kelompok Perlakuan hari ke-7 
K-14 : Kelompok kontrol negatif hari ke-14 
K+14  : Kelompok kontrol positif hari ke-14 
P14     : Kelompok Perlakuan hari ke-14 

 

Hasil uji LSD menunjukkan terdapat perbedaan pada 12 kelompok dengan nilai 

signifikasi < 0,05. Yaitu pada kelompok K-7 dengan kelompok P7, kelompok K-7 

dengan kelompok K+14, kelompok K-7 dengan kelompok P14, kelompok K+7 dengan 

kelompok P7, kelompok K+7 dengan kelompok K-14, kelompok K+7 dengan 

kelompok K+14, kelompok K+7 dengan kelompok P14, kelompok P7 dengan 

kelompok K-14, kelompok P7 dengan kelompok P14, kelompok K-14 dengan 

kelompok K+14, kelompok K-14 dengan kelompok P14, kelompok K+14 dengan 

kelompok P14 
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5.2.6 Hubungan 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 bahwa apabila variabel bebas mengalami perubahan 

peningkatan maka variabel tergantung juga mengalami perubahan peningkatan sebesar 

nilai b, sedangkan nilai negatif yaitu apabila variabel bebas mengalami perubahan 

peningkatan, maka variabel tergantung akan menurun sebesar nilai b. variabel bebas 

dinyatakan dapat mempengaruhi variabel tergantung bila didapatkan nilai signifikan 

p<0,05. Hasil hubungan antar variabel bebas dan variabel tergantung dengan uji regresi 

pada penelitian ini dapat pada tabel dan model hipotetik analisis jalur dibawah ini. 

5.2.7 Analisis jalur mekanisme pembentukan woven bone setelah pemberian kombinasi 

ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-7 

Tabel 5. 13 : Hubungan antar variabel, nilai standardized coefficient dan signifikansi antar 
variabel pada analisis jalur mekanisme pembentukan woven bone setelah pemberian kombinasi 
ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-7 

Variabel unstandardized 

(B) 

Signifikansi 

(p) 

R 

Square 

Kontrol dibanding BBX_7 → TNF-a -3.833 0.029 0.385 

 
 
0.630 

Kontrol dibanding EA+BBX_7 →TNF-a -4.500 0.012 

Kontrol dibanding BBX_7 → BMP-2 4.333 0.007 
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Kontrol dibanding EA+BBX_7 →BMP-2 7.000 0.000  

 
0.652 

Kontrol dibanding BBX_7 → IL-10 6.000 0.000 

Kontrol dibanding EA+BBX_7 →IL-10 5.500 0.001 

BMP-2 → TNF-a -0.259 0.371 0.333 

BMP-2 → IL-10 0.459 0.106 

TNF-a → ALP -0.010 0.967 0.524 

BMP-2 → ALP 0.151 0.496 

IL-10 → ALP 0.640 0.020 

TNF-a → OCN -0.210 0.236 0.702 

BMP-2 → OCN 0.447 0.011 

IL-10 → OCN 0.239 0.185 

ALP → WB -1.497 0.511 0.158 

OCN → WB 4.055 0.126 

Keterangan : Nilai signifikansi p <0.05 
 
Pola hubungan kausalistik variabel pada tabel 5.18 dapat digambarkan pada model 

kausal analisis jalur sebagai berikut : 
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Gambar 5. 13 : Analisis jalur pembentukan woven bone setelah pemberian kombinasi ellagic 

acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-7 

Berdasarkan gambar 5.13 pola hubungan antar variabel pembentukan woven bone 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-7 

dapat dijelaskan sebagai berikut: 

1. Penggunaan BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara 

langsung dalam menurunkan nilai ekspresi TNF-a, meningkatkan nilai ekspresi 

BMP-2 dan IL-10. 

2. Penggunaan EA+ BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

secara langsung dalam menurunkan nilai ekspresi TNF-a, meningkatkan nilai 

ekspresi BMP-2 dan IL-10. 

3. Penggunaan BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh signifikan 

secara langsung terhadap nilai TNF-a dan tidak berpengaruh terhadap ALP, 

OCN dan WB jika melewati TNF-a. 

4. Penggunaan BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara 

langsung terhadap nilai BMP-2 dan berpengaruh secara tidak langsung terhadap 

OCN jika melewati BMP-2 namun tidak berpengaruh terhadap ALP dan WB 

jika melewati BMP-2. 
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5. Penggunaan BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara 

langsung terhadap nilai BMP-2 dan tidak berpengaruh terhadap TNF-a dan IL-

10 jika melewati BMP-2.  

6. Penggunaan BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh signifikan 

secara langsung terhadap nilai IL-10 dan berpengaruh secara tidak langsung 

terhadap ALP jika melewati IL-10 namun tidak berpengaruh terhadap OCN dan 

WB jika melewati IL-10. 

7. Penggunaan EA+BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

signifikan secara langsung terhadap nilai TNF-a dan tidak berpengaruh 

terhadap ALP, OCN dan WB jika melewati TNF-a. 

8. Penggunaan EA+BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara 

langsung terhadap nilai BMP-2 dan berpengaruh secara tidak langsung terhadap 

OCN jika melewati BMP-2 namun tidak berpengaruh terhadap ALP dan WB 

jika melewati BMP-2. 

9. Penggunaan EA+BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara 

langsung terhadap nilai BMP-2 dan tidak berpengaruh terhadap TNF-a dan IL-

10 jika melewati BMP-2.  

10. Penggunaan EA+BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

signifikan secara langsung terhadap nilai IL-10 dan berpengaruh secara tidak 

langsung terhadap ALP jika melewati IL-10 namun tidak berpengaruh terhadap 

OCN dan WB jika melewati IL-10. 

11. TNF-a tidak berpengaruh terhadap ALP dan OCN 

12. BMP-2 berpengaruh terhadap OCN namun tidak berpengaruh terhadap ALP 

13. IL-10 berpengaruh terhadap ALP namun tidak berpengaruh terhadap OCN 

14. ALP dan OCN tidak berpengaruh terhadap WB 
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5.2.8 Analisis jalur mekanisme pembentukan woven bone setelah pemberian 

kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-14 

Tabel 5. 14 : Hubungan antar variabel, nilai standardized coefficient dan signifikansi antar 
variabel pada analisis jalur mekanisme pembentukan woven bone setelah pemberian kombinasi 
ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-14 

Variabel unstandardized 

(B) 

Signifikansi 

(p) 

R 

Square 

Kontrol dibanding BBX_14 → TNF-a -5.333 0.001 0.677 

 
 
0.702 
 

 
 
0.679 

Kontrol dibanding EA+BBX_14 →TNF-a -6.333 0.000 

Kontrol dibanding BBX_14 → BMP-2 7.667 0.000 

Kontrol dibanding EA+BBX_14 →BMP-2 8.333 0.000 

Kontrol dibanding BBX_14 → IL-10 6.833 0.000 

Kontrol dibanding EA+BBX_14 →IL-10 7.667 0.000 

BMP-2 → TNF-a -0.599 0.022 0.646 

BMP-2 → IL-10 0.523 0.015 

TNF-a → ALP -0.321 0.069 0.911 

BMP-2 → ALP 0.486 0.006 

IL-10 → ALP 0.529 0.002 

TNF-a → OCN -0.453 0.013 0.791 

BMP-2 → OCN 0.526 0.001 

IL-10 → OCN -0.109 0.468 

ALP → WB 3.273 0.216 0.521 

OCN → WB 5.151 0.217 
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Keterangan : Nilai signifikansi p <0.05 
 

Pola hubungan kausalistik variabel pada tabel 5.21 dapat digambarkan pada model 

kausal analisis jalur sebagai berikut 

 

Gambar 5. 14 : Analisis jalur pembentukan woven bone setelah pemberian kombinasi ellagic 

acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-14 

Berdasarkan gambar 5.14 pola hubungan antar variabel pembentukan woven bone 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-14 

dapat dijelaskan sebagai berikut: 

1. Penggunaan BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara 

langsung dalam menurunkan nilai ekspresi TNF-a, meningkatkan nilai BMP-2 

dan IL-10. 

2. Penggunaan EA+ BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

secara langsung dalam menurunkan nilai ekspresi TNF-a, meningkatkan nilai 

ekspresi BMP-2 dan IL-10. 

3. Penggunaan BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

signifikan secara langsung terhadap nilai TNF-a dan berpengaruh tidak 
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langsung terhadap OCN namun tidak berpengaruh terhadap WB jika melewati 

TNF-a. 

4. Penggunaan BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

signifikan secara langsung terhadap nilai TNF-a dan tidak berpengaruh 

terhadap ALP dan WB jika melewati TNF-a  

5. Penggunaan BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara 

langsung terhadap nilai BMP-2 dan berpengaruh secara tidak langsung terhadap 

ALP dan OCN namun tidak berpengaruh terhadap WB jika melewati BMP-2.  

6. Penggunaan BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara 

langsung terhadap nilai BMP-2 dan berpengaruh secara tidak langsung terhadap 

TNF-a dan IL-10 jika melewati BMP-2.  

7. Penggunaan BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

signifikan secara langsung terhadap nilai IL-10 dan berpengaruh secara tidak 

langsung terhadap ALP namun tidak berpengaruh terhadap OCN dan WB jika 

melewati IL-10. 

8. Penggunaan EA+BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

signifikan secara langsung terhadap nilai TNF-a dan berpengaruh secara tidak 

langsung terhadap OCN namun tidak berpengaruh terhadap ALP dan WB jika 

melewati TNF-a. 

9. Penggunaan EA+BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

secara langsung terhadap nilai BMP-2 dan berpengaruh secara tidak langsung 

terhadap ALP dan OCN namun tidak berpengaruh terhadap WB jika melewati 

BMP-2. 

10. Penggunaan EA+BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

secara langsung terhadap nilai BMP-2 dan berpengaruh secara tidak langsung 

terhadap TNF-a dan IL-10 jika melewati BMP-2.  

11. Penggunaan EA+BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

signifikan secara langsung terhadap nilai IL-10 dan berpengaruh secara tidak 
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langsung terhadap ALP namun tidak berpengaruh terhadap WB jika melewati 

IL-10. 

12. Penggunaan EA+BBX_14 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh 

signifikan secara langsung terhadap nilai IL-10 dan tidak berpengaruh terhadap 

OCN dan WB jika melewati IL-10. 

13. TNF-a tidak berpengaruh terhadap ALP dan berpengaruh terhadap OCN 

14. BMP-2 berpengaruh terhadap ALP dan OCN 

15. IL-10 berpengaruh terhadap ALP dan tidak berpengaruh terhadap OCN 

16. ALP dan OCN tidak berpengaruh terhadap WB 
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BAB VI 

PEMBAHASAN 

 

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan dan menjelaskan mekanisme 

penggunaan kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada pembentukan 

woven bone pasca ekstraksi gigi melalui ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, alkaline 

phosphatase, osteocalcin dan luas woven bone. Pemeriksaan variabel diperiksa pada 

daerah sepertiga apikal soket gigi insisif rahang bawah karena osteoblas yang baru 

terdeferensiasi membentuk matriks tulang dan tulang immature atau woven bone 

alveolar dimulai dari daerah apikal soket ke dinding lateral soket dan meluas ke pusat 

soket yang mengarah pada pertemuan tulang trabekula. 

6.1 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi TNF-α 

Ekspresi TNF-α pada soket alveolar hari ke-7 dan hari ke-14 setelah pemberian 

ellagic acid dan bovine bone xenograft menunjukkan terjadinya penurunan ekspresi 

TNF-α yang lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol negatif namun pada 

kelompok kontrol positif (BBX) nilainya setara dengan kelompok perlakuan 

(EA+BBX). Sesuai dengan hipotesis bahwa ekspresi TNF-α menurun pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic 

acid dan bovine bone xenograft pada hari ke 7 dan 14. Menurunnya ekspresi protein 

pada kelompok perlakuan menunjukkan ellagic acid mampu menurunkan aktivitas 

sitokinin proinflamasi. Ellagic acid menghambat produksi mediator inflamasi dengan 
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memblokir aktivasi NF-kB in vitro (Chao et al. 2009). Nuclear factor kappa-B (NF-

kB) dan inflamasi merupakan umpan balik positif dalam inflamasi untuk menginduksi 

kerusakan seluler dan DNA dengan promote cell proliferation (Yamamoto and Gaynor 

2001). Nuclear factor kappa-B berperan penting dalam mengatur ekspresi gen yang 

bertanggung jawab untuk peradangan, proliferasi dan apoptosis (Surh et al. 2001). 

Ellagic acid secara efisien mengurangi ekspresi TNF-α dan IL-6 pada tikus yang 

diinduksi 1,2-dimethylhydrazine dan menunjukkan aktivitas antiinflamasinya (Chao et 

al. 2009). Ellagic acid menunjukkan sifat anti-inflamasi dengan inducible nitric oxide 

synthase (iNOS), COX-2, TNF-a dan IL_6 down regulation karena Nuclear factor 

kappa-B teraktivasi dan memberikan efek kemopreventivenya pada karsinogenesis 

usus besar pada tikus (Umesalma and Sudhandiran 2010). Ellagic acid efektif melawan 

inflamasi, memiliki onset dan durasi kerja yang lama, dan dapat berinteraksi dengan 

inhibitor siklooksigenase (Corbett et al. 2010). 

Ellagic acid menghambat produksi sitokin dengan mengurangi transkripsi NF-

kB, menghasilkan peningkatan apoptosis osteoklas (Ahad et al. 2014). Tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) adalah salah satu dari beberapa sitokin proinflamasi yang terlibat 

dalam remodeling tulang (Amarasekara et al. 2021). Tumor necrosis factor-α bekerja 

melalui beberapa jalur termasuk activation of nuclear factor kappa-B (NF-κB) yang 

terlibat dalam inflamasi dan apoptosis (Aggarwal 2003). Dengan adanya RANKL, 

berbagai sitokin pro-inflamasi, termasuk TNF-α, IL-6, dan IL-1, secara kooperatif 

mengatur peningkatan osteoklastogenesis. Aktivasi osteoklas dengan mekanisme 
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inflamasi menyebabkan kehilangan tulang sistemik dan lokal yang berlebihan (Osta et 

al. 2014).  

Tumor necrosis factor-alpha adalah asitokin yang diproduksi oleh makrofag 

terutama di respon terhadap infeksi, antigen atau cedera. Tumor necrosis factor-alpha 

adalah sitokin yang dilepaskan dengan cepat setelah trauma atau infeksi (mis. paparan 

bakteri) dan merupakan salah satu mediator yang paling melimpah di jaringan 

inflamasi. Konsep bone healing pada bone graft adalah proses inflamasi yang diikuti 

oleh penyembuhan tulang berupa proliferasi dan diferensiasi batang mesenkim 

sumsum tulang sel yang pada gilirannya akan menghasilkan jaringan tulang baru. 

Sistem imun dan respon imun berperan penting dalam konsep bone healing.  

Pada hasil penelitian ini nilai ekspresi TNF-α pada kelompok perlakuan 

(EA+BBX) setara dengan kelompok kontrol positif (BBX) pada hari ke-7 dan hari ke-

14. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, ditemukan bahwa tingkat sekresi 

TNF-α di human peripheral blood mononuclear cells (hPBMCs) setelah media 

dikondisikan freeze-dried bovine bone xenograft (FDBBX) pada hari 1 (24 jam), hari 

ke 3 (72 jam), dan hari ke 5 (120 jam) adalah berbeda secara signifikan. Jumlah TNF-

α sekresi meningkat pada hari 1 (24 jam), dan menurun setelah hari ke 3 (72 jam) dan 

hari ke 5 (120jam) (Humidat et al. 2018). Hasil penelitian lain menunjukkan 

konsentrasi TNF-α pada hewan percobaan memuncak 24 jam setelah kerusakan tulang 

dan kembali ke level normal setelah 72 jam (Mountziaris and Mikos 2008). 
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Hal ini juga sesuai dengan teori yang mengatakan dalam proses penyembuhan 

tulang, ekspresi TNF-α dan reseptornya akan mengikuti biphasic pola. Selama periode 

ini, TNF-α diekspresikan oleh makrofag dan sel inflamasi lainnya. Peningkatan sinyal 

TNF-α akan menginduksi sinyal sekunder dan menghasilkan efek kemotaktik, 

mengaktifkan sel yang berperan penting dalam proses regenerasi tulang (Mountziaris 

and Mikos 2008). 

Pada hasil penelitian ini, pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi pada 

hari ke-7 dan ke-14 ekspresi TNF-α menurun pada kelompok perlakuan. Hal ini sesuai 

dengan penelitian sebelumnya bahwa ellagic acid mampu menurunkan aktivitas 

sitokinin proinflamasi TNF-α dan IL-6 pada soket tikus diabetes. (Al-obaidi et al. 

2014b). Ellagic acid memberikan perbaikan yang signifikan pada stres oksidatif 

gingiva dan inflammatory markers dan resorpsi tulang alveolar dalam proses perbaikan 

terkait dengan periodontitis eksperimental (Ongoz Dede et al. 2021). Penurunan yang 

signifikan dalam TNF-α dan IL-6 pada serum tikus diabetes yang tidak diobati, 

dibandingkan dengan tikus diabetes yang diobati dengan EA (Ahad et al. 2014). 

Ellagic acid secara signifikan melemahkan sitokin proinflamasi pada kelompok kontrol 

normal, dibandingkan dengan tikus diabetes (Kitaura et al. 2013). 

6.2 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi IL-10 

Ekspresi IL-10 pada soket alveolar hari ke-7 dan hari ke-14 setelah pemberian 

ellagic acid  dan bovine bone xenograft menunjukkan terjadinya peningkatan ekspresi 
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IL-10 yang lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif namun pada kelompok 

kontrol positif (BBX) nilainya setara dengan kelompok perlakuan (EA+BBX). Sesuai 

dengan hipotesis bahwa ekspresi IL-10 meningkat pada pembentukan woven bone 

pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone 

xenograft pada hari ke 7 dan 14. Meningkatnya ekspresi protein pada kelompok 

perlakuan menunjukkan ellagic acid mampu meningkatkan aktivitas sitokin anti-

inflamasi. Interleukin-10 mampu mengaktifkan makrofag/ fungsi monosit dan 

penurunan produksi sitokin pro-inflamasi (Hacat et al. 2005). Treatment EA 

menyebabkan penurunan kadar IL-6 dan peningkatan kadar IL-10 melalui penurunan 

aktivasi NF-κ B dan AP-1 (Cornélio Favarin et al. 2013).  Protective effect ellagic acid 

pada acute lung injury (ALI) yang diinduksi oleh lipopolysaccharides (LPS) melalui 

penekanan aktivasi jalur NF-κB meningkatkan produksi IL-10 secara in vitro dan in 

vivo (Guan et al. 2017) . 

Interleukin-10 sebagai pengatur penting homeostasis tulang, dalam kondisi 

homeostatis dan inflamasi (Scheerens and Tatakis 2003). Interleukin-10 dapat secara 

langsung menghambat pembentukan osteoklas (Evans and Fox 2007). Mekanisme 

molekuler penghambatan ini menunjukkan bahwa IL-10 meningkatkan ekspresi OPG 

dan menurunkan ekspresi aktivator reseptor ligan NF-κB (RANKL) dan colony-

stimulating factor-1 (CSF-1) (Liu et al. 2006). Interleukin-10 menghambat resorpsi 

tulang sebagai terapi potensial pada periodontitis dan bone loss disease lainnya (Zhang 

et al. 2014).  
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Interleukin-10 berkontribusi pada pemeliharaan massa tulang melalui 

penghambatan resorpsi tulang osteoklastik dan regulasi pembentukan tulang 

osteoblastik. Makrofag dicirikan oleh kemampuannya untuk berpolarisasi menuju 

makrofag M1 pro-inflamasi atau sebagai alternatif menuju penyembuhan luka M2 

makrofag. Pada deproteinized bovine bone matrix (DBBM) mempromosikan fusi dan 

polarisasi makrofag menuju fenotipe penyembuhan luka M2, selanjutnya menciptakan 

lingkungan mikro mendukung osteogenesis yang diinduksi biomaterial (Shi et al. 

2018). 

Pada hasil penelitian ini nilai ekspresi IL-10 pada kelompok perlakuan 

(EA+BBX) setara dengan kelompok kontrol positif (BBX) pada hari ke-7 dan hari ke-

14. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, ditemukan bahwa kadar mRNA IL-4 

dan IL-10 adalah secara signifikan lebih tinggi pada kelompok deproteinized bovine 

bone matrix (DBBM) bahkan jika dibandingkan dengan kontrol positif kelompok IL-

4. Data ini menyarankan bahwa IL-10 berperan penting dalam DBBM osteogenesis 

yang diinduksi yang disekresikan oleh makrofag (Shi et al. 2018). Pada hasil penelitian 

ini, pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi pada hari ke-7 dan hari ke-14 

ekspresi IL-10 meningkat pada kelompok perlakuan. Hal ini sesuai dengan penelitian 

sebelumnya bahwa Ellagic acid menunjukkan efek anti-inflamasi yang kuat terhadap 

peradangan yang diinduksi karagenan pada tikus dengan peningkatan IL-10, dan 

penurunan TNF-α dan IL-1β (El-Shitany et al. 2014).  
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Treatment EA memodulasi tingkat sitokin pro dan anti-inflamasi pada dosis (7 

mg/kg) dapat mengurangi sitokin pro-inflamasi (TNF-α, IL-1b, dan IL-6) dan secara 

bersamaan meningkatkan IL-10 pada tikus rematik sehingga memberikan efek 

penyembuhannya  (Chatterjee et al. 2012). Tikus yang diobati dengan EA (15 mg/kg) 

dapat mengurangi IL-6 dan TNF-α dan peningkatan kadar IL-10 pada jaringan gingiva 

(Ongoz Dede et al. 2021). Kehilangan tulang alveolar dengan tidak adanya IL-10 

dikaitkan dengan penurunan ekspresi penanda osteoblas dan osteosit (Claudino et al. 

2010). 

6.3 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi BMP-2 

Ekspresi BMP-2 pada soket alveolar hari ke-7 dan hari ke-14 setelah pemberian 

ellagic acid  dan bovine bone xenograft menunjukkan terjadinya peningkatan ekspresi 

BMP-2 yang lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif namun pada 

kelompok kontrol positif (BBX) nilainya setara dengan kelompok perlakuan 

(EA+BBX). Sesuai dengan hipotesis bahwa ekspresi BMP-2 meningkat pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic 

acid dan bovine bone xenograft pada hari ke 7 dan 14. Meningkatnya ekspresi BMP-2 

menunjukkan ellagic acid mampu melakukan perbaikan pada tulang alveolar yang 

disebabkan oleh luka ekstraksi gigi, mempengaruhi pelepasan growth factor yang 

berperan pada perbaikan tulang yaitu BMP-2. Sekresi lokal BMP-2 di lokasi 

remodeling, yang berpotensi memicu komitmen M2, dapat mendorong respon anti-



131 
 

 

inflamasi oleh makrofag terpolarisasi (Wei et al. 2018). Ellagic acid adalah salah satu 

molekul biologis yang ditemukan dalam pomegranate dan merupakan senyawa 

polifenol  dan (Usta et al. 2013). Polifenol dapat mempengaruhi metabolisme tulang 

melalui penurunan regulasi mediator inflamasi (Bodet et al. 2007). Berbagai 

mekanisme pensinyalan molekuler di balik anabolisme tulang yang diinduksi polifenol 

salah satunya melalui jalur BMP (Torre 2017). Menginduksi BMP-2/SMAD 

mengontrol diferensiasi dan proliferasi osteoblas, melalui pengaturan ekspresi Runx2 

(Sheu et al. 2012). Peningkatan ekspresi Runx2, faktor transkripsi osteogenik berperan 

utama dalam pematangan osteoblas yang merupakan stimulasi osteoblastogenesis dari 

ellagic acid (Spilmont et al. 2013). 

Pada hasil penelitian ini nilai ekspresi BMP-2 pada kelompok perlakuan 

(EA+BBX) setara dengan kelompok kontrol positif (BBX) pada hari ke-7 dan hari ke-

14. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, bahwa penggunaan Demineralized 

freeze dried bovine bone xenograft (DFDBBX) tidak memiliki perbedaan yang 

mencolok pada ekspresi BMP-2, yang dimulai dari minggu ke 2 hingga minggu ke 8. 

Hasil tersebut menunjukkan bahwa aktifitas osteogenik dimulai sejak minggu 2 hingga 

batas akhir kesembuhan (Purnomo et al. 2012). Hasil penelitian lain menunjukkan 

evaluasi histopatologis menggunakan teknologi immunohistokimia membuktikan 

bahwa proses perbaikan dalam kaitannya dengan proliferasi sel dan jaringan terbaca 

dimulai dari minggu 2 dengan ditemukannya antigen Bone Morphogenetic Protein-2 

(BMP-2). Berturut- turut BMP-2 ditemukan baik pada kelompok tikus tanpa bahan 
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cangkok (Kelompok I) maupun kelompok tikus yang diberi bone graft (Kelompok II) 

dimulai minggu 2, 4, 6 dan 8. Kondisi tersebut menggambarkan bahwa BMP -2 

terekspresi pada akhir fase radang dan terus bekerja sampai semua jaringan tulang 

sudah tersambung dengan baik (Purnomo et al. 2012). 

Pada hasil penelitian ini, pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi pada 

hari ke-7 dan hari ke-14 ekspresi BMP-2 meningkat pada kelompok perlakuan. Hal ini 

sesuai dengan penelitian sebelumnya bahwa ellagic acid meningkatkan ekspresi bone 

morphogenetic proteins-2 (BMP2), runt-related transcription factor 2 (Runx2) dan 

alkaline phosphatase (ALP). Selain itu, ellagic acid menginduksi tingkat ekspresi 

protein BMP2, distal-less homeobox 5 (Dlx5), and Runx2 menurut uji western blots. 

Ellagic acid dapat meningkatkan aktivitas ALP, mineralisasi dan memulihkan 

diferensiasi osteoblas yang diinduksi lipopolisakarida (Son et al. 2019). Ellagic acid 

mempercepat pembentukan tulang setelah ekstraksi gigi pada tikus normal (Al-Obaidi 

et al. 2014). BMP-2 merupakan growth factor yang banyak berperan pada 

pembentukan tulang baru dan terlibat dalam tahapan signaling molecules percepatan 

pembentukan tulang (Zou et al. 2011).  

Berbagai bahan bone graft digunakan untuk tujuan meningkatkan kemampuan 

tulang dan penyembuhan tulang. Keberhasilannya sangat relatif tergantung oleh 

banyak faktor termasuk teknik aplikasi bedah dan sifat bahan itu sendiri. Selain sifat 

fisik bahan, bone graft dapat bersifat osteokonduktif atau osteoinduktif (Wozney 2002). 

Bovine bone xenograft lebih bersifat osteokondusif dibanding sifat osteoinduktif. 
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Biomaterial tersebut bermanfaat untuk penangangan kasus ortopedi terutama pada 

fraktur dengan sebagian jaringan tulang hilang. Karena sifat osteokondusif akan 

mempermudah sel tumbuh dan menyatukan fragmen tulang yang terpisah (Purnomo, 

Agus., Adji 2012). Oleh karena itu, BMP-2 saja, atau dikemas dalam scaffold, dapat 

bertindak sebagai imunomodulator penting melalui jalur yang bergantung pada 

makrofag untuk mendukung penyembuhan tulang. BMP-2 dapat berfungsi sebagai 

pengatur utama untuk meningkatkan respons imun bawaan awal dalam penyembuhan 

tulang dan dapat memediasi perekrutan lebih lanjut dan diferensiasi osteogenik MSC 

(Wei et al., 2018). 

6.4 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi Alkaline 

Phospatase 

Ekspresi Alkaline Phospatase pada soket alveolar hari ke-7 dan hari ke-14 

setelah pemberian ellagic acid dan bovine bone xenograft menunjukkan terjadinya 

peningkatan ekspresi Alkaline Phospatase yang lebih tinggi dibandingkan kelompok 

kontrol negati namun pada kelompok kontrol positif (BBX) nilainya setara dengan 

kelompok perlakuan (EA+BBX). Sesuai dengan hipotesis bahwa ekspresi Alkaline 

Phospatase meningkat pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi setelah 

pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-7 dan hari 

ke-14. Meningkatnya ekspresi Alkaline Phospatase menunjukkan bahwa EA dapat 

meningkatkan Alkaline Phospatase terlihat pada kedua tikus diabetes. Imunolabel ALP  
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menurun pada soket tikus diabetes yang tidak diobati terhadap soket tikus diabetes 

yang diobati dengan EA (Al-obaidi et al. 2014b). Hasil penelitian lain menunjukkan 

analisis histomorfometrik bahwa ellagic acid adalah senyawa fenolik utama yang dapat  

meningkatkan kadar mRNA ALP sebesar 75%, pada tikus dengan tulang yang rusak 

(Deyhim et al. 2006). 

  Pada hasil penelitian ini nilai ekspresi ALP pada kelompok perlakuan 

(EA+BBX) setara dengan  kelompok kontrol positif (BBX) pada hari ke-7 dan hari ke-

14. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, ekspresi ALP dari demineralized 

freeze-dried bovine bone xenograft (DFDBBX) lebih tinggi dari Deproteinized Bovine 

Bone Material (DBBM) pada hari 2 dan 7, namun menurun pada hari ke 14. Kolagen 

tipe I dan ALP adalah indikator awal aktivitas seluler dan diferensiasi osteoblas, dan 

ALP dapat menjadi prediktor mineralisasi jaringan baru (Xu et al. 2015). Faktor 

pertumbuhan yang terkandung dalam DFDBBX dianggap berperan dalam peningkatan 

sel proliferasi. Viabilitas sedikit menurun setelah 72 jam, mungkin karena nutrisi sel 

yang tidak mencukupi sebagai akibat dari peningkatan sel proliferasi dan diferensiasi 

sel, tetapi tidak ada perbedaan yang signifikan dari kontrol dan DBBM, menunjukkan 

bahwa DFDBBX pada 2,5% adalah biokompatibel untuk penggunaan in vitro (Barus 

et al. 2021). Peningkatan level mRNA ALP dimulai secara bertahap 2 hari setelah 

induksi osteogenik dengan peningkatan yang stabil disertai dengan peningkatan 

osteoblas diferensiasi hingga 14 hari (Xu et al. 2015). Penelitian lain menyatakan 

bahwa proses diferensiasi osteogenik dalam MSC in vitro menyebabkan peningkatan 
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kadar ALP sampai hari 14 dan akan berkurang setelah hari ke-14 ke atas, yang diikuti 

oleh peningkatan osteocalcin dan ekspresi osteopontin dan menghasilkan deposisi 

kalsium dan fosfat (Birmingham et al. 2012). Ada kemungkinan nilai alkaline 

phospatase meningkat jika dilihat dari aktivitas enzim alkaline phosphatase (Sharma 

et al. 2014). Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa ekspresi mRNA untuk sintesis 

protein ALP terjadi di seluruh proses luka penyembuhan, dan tidak hanya pada tahap 

awal. Ada peningkatan yang signifikan dalam ekspresi gen pada 14 hari dibandingkan 

dengan tujuh hari. Meskipun ekspresi gen pada hari ke 28 sedikit lebih tinggi dari pada 

hari ke 14, tidak ada perbedaan yang signifikan antara kedua periode tersebut 

(Rodrigues et al. 2016). Pengamatan dalam penelitian ini dibatasi pada hari ke 14 

sehingga ekspresi puncak ALP tidak diamati. 

Pada hasil penelitian ini, pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi pada 

hari ke-7 dan hari ke-14 ekspresi ALP meningkat pada kelompok perlakuan. Hal ini 

sesuai dengan penelitian sebelumnya bahwa ellagic acid pada osteocalcin dan alkaline 

phospatase pada hari ke-14 dan hari ke-28 telah menunjukkan ekspresi yang lebih kuat 

pada tikus yang diinduksi nicotine yang diobati dengan ellagic acid, dibandingkan 

dengan tikus yang hanya diinduksi nicotine (Allam et al. 2016a). Tikus diabetes yang 

diobati dengan EA ekspresi ALP lebih tinggi daripada tikus diabetes yang tidak diobati 

(Al-obaidi et al. 2014b).  
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6.5 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap ekspresi Osteocalcin 

Ekspresi osteocalcin pada soket alveolar hari ke-7 dan hari ke-14 setelah 

pemberian ellagic acid dan bovine bone xenograft menunjukkan terjadinya 

peningkatan ekspresi osteocalcin yang lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol 

negatif namun pada kelompok kontrol positif (BBX) nilainya setara dengan kelompok 

perlakuan (EA+BBX). Sesuai dengan hipotesis bahwa ekspresi osteocalcin meningkat 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi 

ellagic acid dan bovine bone xenograft pada hari ke 7 dan hari ke-14. Meningkatnya 

ekspresi osteocalcin menunjukkan ellagic acid mampu meningkatkan osteocalcin dan 

osteopontin tertinggi pada hari ke 14 (Al-Obaidi et al. 2014). Secara alamiah pada 

proses penyembuhan tulang, osteocalcin akan dikeluarkan secara intensif pada fase 

proliferatif atau fase akhir dari fase pembentukan tulang, yaitu pada hari ke 14 hingga 

tahunan (Paldánius 2017).  

Pada hasil penelitian ini nilai ekspresi osteocalcin pada kelompok perlakuan 

(EA+BBX) setara dengan kelompok kontrol positif (BBX) pada hari ke-7 dan hari ke-

14. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, perbedaan tidak signifikan ekspresi 

osteocalcin antara kelompok kontrol dan kelompok dengan DFDBBX menunjukkan 

bahwa DFDBBX sebagai socket preservation graft tidak berpengaruh pada ekspresi 

osteocalcin, DFDBBX hanya berfungsi sebagai scaffold (Kresnoadi et al. 2018). Hasil 

penelitian lain menunjukkan bahwa jumlah osteocalcin pada kelompok yang hanya 
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diberikan DFDBBX pada kedua hari 7 dan 30 lebih besar dari pada kelompok kontrol. 

DFDBBX dikenal sebagai zat yang merangsang osteogenesis. Dengan demikian, 

DFDBBX dapat meningkatkan osteoblas. Osteoblas menghasilkan protein nonkolagen, 

salah satunya adalah osteocalcin. Akibatnya, jumlah osteocalcin yang terbentuk akan 

lebih besar dari pada kelompok kontrol (Kresnoadi et al. 2019). Penelitian lain 

menyatakan bahwa bone graft yang diberikan ke soket ekstraksi dapat memicu 

osteoinduksi dan merangsang pertumbuhan tulang (Diwan et al. 2005). 

Pada hasil penelitian ini, pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi pada 

hari ke-7 dan hari ke-14 ekspresi osteocalcin meningkat pada kelompok perlakuan. Hal 

ini sesuai dengan penelitian sebelumnya bahwa ellagic acid menunjukkan peningkatan 

level ekspresi osteocalcin  dan osteopontin pada tikus normal  setelah ekstraksi gigi 

(Al-Obaidi et al. 2014) Mekanisme dimana EA menghambat resorpsi tulang dengan 

mengontrol produksi dan stimulasi sitokin dan protein, yang mempromosikan 

diferensiasi osteoklas (Al-Obaidi et al. 2014). Mekanisme aksi lainnya untuk EA 

adalah penghambatan aktivasi transcription factor NF-kappa B (NF-kB), sebagai 

lawan dari bertahan dan aktivasi osteoklas (Cornélio Favarin et al. 2013). 

Proses mineralisasi dalam tulang menjadi ciri langkah terakhir dari perbaikan 

tulang alveolar, dan itu terjadi sebagai akibat dari deposisi kalsium pada matriks 

organik jaringan tulang, yang terutama terdiri dari kolagen. Partisipasi protein matriks 

tulang non-kolagen, seperti osteocalcin disintesis oleh osteoblas selama proses deposisi 

kalsium (Luvizuto et al. 2010). Ellagic acid memiliki kandungan utama polifenol 

(Saldanha et al. 2014). Menurut penelitian terdahulu, polifenol memiliki efek 
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antioksidan yang dapat mengurangi stres oksidatif pada osteoblas. Aktivitas 

antioksidan ini penting dalam merangsang aktivitas osteoblastik melalui reseptor 

spesifik, sehingga meningkatkan osteocalcin yang dihasilkan oleh osteoblas (Herniyati 

2017).  

Peningkatan dalam pembentukan tulang alveolar pada cavia cobaya yang diberi 

kombinasi dengan ellagic acid menunjukkan bahwa mineralisasi telah terjadi. Selama 

periode evaluasi, terdapat ekspresi osteocalcin yang tinggi pada kelompok perlakuan, 

terutama pada hari ke-14. Kelompok kontrol menunjukkan ekspresi osteocalcin yang 

lebih rendah, karena apoptosis osteoblastik yang diinduksi oleh ekstraksi. Kelompok 

kontrol telah mengalami penundaan tersendiri dalam proses penyembuhan alveolar 

dengan ekspresi osteocalcin yang lebih sedikit, jika dibandingkan dengan kelompok 

perlakuan. Kandungan flavonoid yang ada dalam ellagic acid mampu meningkatkan 

pembentukan tulang secara simultan (Horcajada-Molteni et al. 2000). 

6.6 Pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi terhadap luas woven bone 

 Luas woven bone pada soket alveolar pada hari ke-7 dan hari ke-14 setelah 

pemberian ellagic acid dan bovine bone xenograft menunjukkan terjadinya 

peningkatan luas woven bone pada kelompok perlakuan (EA+BBX) dibandingkan 

kelompok kontrol negatif dan kelompok kontrol positif (BBX). Sesuai dengan hipotesis 

bahwa woven bone meningkat pasca ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic 

acid dan bovine bone xenograft pada hari ke-7 dan hari ke-14. Meningkatnya woven 
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bone pada kelompok perlakuan menunjukkan ellagic acid telah menginduksi deposisi 

tulang trabekula lebih awal pada kelompok yang dirawat, menghasilkan matriks tulang 

yang lebih terorganisir pada hari ke 14, 21, dan 28 setelah ekstraksi gigi dibandingkan 

dengan kelompok kontrol (Al-obaidi et al. 2014b). Penelitian lain menyatakan ellagic 

acid mempercepat pembentukan tulang setelah ekstraksi gigi pada tikus normal (Al-

Obaidi et al. 2014). 

Pada proses penyembuhan tulang alveolar pasca ekstraksi gigi terjadi beberapa 

proses yaitu pembekuan darah (blood clot), inflamasi, granulasi, proliferasi, 

angiogenesis dan pembentukan tulang alveolar. Pada hari ke-7 pada daerah sepertiga 

apikal soket gigi, osteoblas yang baru terdeferensiasi membentuk matriks tulang dan 

tulang immature/ woven bone alveolar dimulai dari daerah apikal soket ke dinding 

lateral soket dan meluas ke pusat soket yang mengarah pada pertemuan tulang 

trabekula. Seiring dengan penyembuhan tulang alveolar pasca ekstraksi gigi secara 

lengkap, luas woven bone alveolar akan semakin besar (Vieira et al. 2015). Hal ini 

terlihat pada hasil penelitian pada hari ke-7 pembentukan woven bone alveolar sudah 

terjadi baik pada kelompok kontrol maupun kelompok perlakuan. Luas woven bone 

alveolar dari hari ke-7 menuju hari ke-14 akan semakin besar pada semua kelompok.  

Woven bone pada soket alveolar hari ke-7 dan hari ke-14 setelah pemberian 

ellagic acid dengan bovine bone xenograft menunjukkan terjadinya peningkatan woven 

bone yang lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol positif dan kelompok kontrol 

negatif. Pada hari ke-7 luas woven bone alveolar pada kelompok perlakuan kombinasi 
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ellagic acid dan bovine bone xenograft terlihat lebih kecil dibandingkan pada hari ke-

14. Pada proses penyembuhan tulang pasca ekstraksi gigi tulang immature/ woven bone 

alveolar baru mulai terbentuk pada hari ke-7. Pada hari ke-7 sel osteoblas dalam 

mensekresi growth factor penting untuk proses mineralisasi seperti osteopontin, 

osteokalsin dan kolagen tipe 1 belum maksimal jika dibandingkan dengan kelompok 

perlakuan hari ke-14, sehingga luas woven bone pada hari ke-7 lebih kecil dibanding 

hari ke-14 (Chantarawaratit et al. 2014, Boonyagul et al. 2014). Pada hari ke-14 woven 

bone alveolar dari daerah apikal soket akan semakin luas seiring dengan proses 

mineralisasi yang lengkap (Vieira et al. 2015). 

Proses bone healing pada xenograft demineralized bone matrix bovine lebih 

efektif dari pada xenograft hydroxyapatite bovine, allograft freeze-dried, xenograft 

freeze-dried cortical bovine, dan kontrol dengan kalsifikasi woven bone sudah terlihat 

pada minggu ke-2 pada kelompok terakhir (Ferdiansyah et al. 2018). Pada penelitian 

lain menyatakan ada perbedaan bone healing antara xenograft demineralized bone 

matrix bovine dengan kelompok lain pada minggu keempat dimana kelompok 

xenograft demineralized bone matrix bovine bone healing sudah menyerupai native 

bone, seperti tulang di tepi, dengan lebih kecil dan kurang berpori, dan berserat jaringan 

yang tidak setebal kelompok lainnya. Pada kelompok lain, kelompok freeze-dried 

Bovine cortical, kelompok freeze-dried allograft cortical New Zealand White Rabbit, 

kelompok hydroxyapatite bovine dapat terlihat jelas melihat batas antara proses 

penyembuhan dengan native bone (Utomo et al. 2017).  
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6.7 Analisis jalur hubungan kausalistik, mekanisme pembentukan woven bone 

pada pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft  

6.7.1 Analisis jalur berdasarkan literature 

1). Jalur mekanisme pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada 

pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi pada hari ke-7  

Pada hari ke-7, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat menurunkan TNF-α. Pada 

pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-7, penggunaan EA+ BBX_7 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara langsung dalam menurunkan nilai 

ekspresi TNF-a. Hal ini dimungkinkan karena sebelum hari ke-7, fase inflamasi masih 

berlangsung dan dibutuhkan jeda waktu menuju ke fase proliferasi. Resorbsi tulang 

menurun dan pembentukan woven bone alveolar meningkat terlihat dari luas woven 

bone alveolar pada hari ke-14 semakin meningkat jika dibandingkan dengan hari ke-7. 

Ellagic acid menunjukkan sifat anti-inflamasi oleh iNOS, COX-2, TNF-α dan IL-6 

down-regulation karena penghambatan NF-kB dan memberikan efek kemopreventif 

pada karsinogenesis usus besar (Umesalma and Sudhandiran 2010). Ellagic acid 

mampu mengurangi aktivitas sitokin proinflamasi seperti TNF-a dan IL-6 pada soket 

diabetes. Sitokin proinflamasi mampu menghambat pembentukan tulang/osteogenesis 

in vivo (Al-obaidi et al. 2014b).  Ellagic acid sebagai antioksidan dapat menghambat 

reactive oxygen species (ROS) atau radikal bebas karena adanya kondisi stress pada sel 

osteoblas akibat terjadinya trauma. Hambatan pada ROS mengakibatkan translokasi 
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NF-κB ke nukleus juga terhambat sehingga sitokin pro-inflamasi seperti TNF-α, IL-1β, 

IL-8, dan IL-6 mengalami penurunan (Wardhana et al. 2021). 

Tumor Necrosis Factor-α berperan dalam proses inflamasi pada healing fase 

setelah grafting . Selain itu, dapat juga disebabkan oleh adanya kandungan (FDBBX) 

yang dianggap sebagai benda asing oleh host. Jumlah TNF-α sekresi meningkat pada 

hari ke 1 (24 jam), dan menurun setelah hari ke 3 (72 jam) dan hari ke 5 (120 jam) 

(Humidat et al. 2018). 

Pada hari ke-7 pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat meningkatkan ekspresi IL-

10. Pada pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-7, penggunaan EA+ BBX_7 

jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara langsung dalam meningkatkan 

nilai ekspresi IL-10. Ellagic acid melindungi terhadap peradangan akut yang diinduksi 

karagenan melalui penghambatan faktor nuklir kappa B, siklooksigenase yang dapat 

diinduksi dan sitokin proinflamasi dan peningkatan interleukin-10 melalui mekanisme 

antioksidan (El-Shitany et al. 2014). Ellagic acid mengurangi sekresi TNF-α, IL-6 dan 

IL-1β, meningkatkan produksi IL-10 oleh makrofag RAW 264.7 yang dirangsang LPS 

in vitro (Guan et al. 2017). 

 Interleukin-10 tidak mempengaruhi sintesis ALP dan kolagen selama 9 hari 

pertama kultur (Vlasselaer et al. 1993). Efek penghambatan pada tahap awal 

diferensiasi osteogenik pada akhirnya dinetralisir oleh penurunan regulasi sitokin 

inflamasi infeksi seperti TNF-α, IL-10 yang akhirnya meningkatkan diferensiasi 
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osteoblastik (Zhang et al. 2014). Peningkatan osteoblas  dapat meningkatkan ekspresi 

OPG melalui jalur ERK ½ dan AP-1 (Chantarawaratit et al. 2014).  Penelitian pada 

hewan telah mengkonfirmasi bahwa kurangnya IL-10 menyebabkan keropos tulang 

femur dan kehilangan tulang alveolar (Scheerens and Tatakis 2003).  

Pada hari ke-7, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat meningkatkan BMP-2. Pada 

pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-7, penggunaan EA+ BBX_7 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara langsung dalam meningkatkan nilai 

ekspresi BMP-2. Efek dari ellagic acid pada ekspresi mRNA dari osteogenik genes 

pada C3H10T1/2 cells ditentukan oleh real-time PCR. Ellagic acid meningkatkan 

ekspresi dari bone morphogenetic proteins 2 (BMP2), runt-related transcription factor 

2 (Runx2), dan alkaline phosphatase (ALP) (Son et al. 2019). Penanda seluler yang 

dapat diamati pada proses osteogenesis yaitu ekspresi pada BMP-2. Vascular 

endothelial growth factor merupakan salah satu faktor pertumbuhan yang dapat 

membantu meningkatkan ekspresi bone morphogenic protein-2 (BMP-2) dan 

diferensiasi osteoblas sehingga proses penyembuhan tulang dapat berlangsung baik 

pada defek tulang tersebut (Wardhana et al. 2021). Selain itu, ellagic acid menginduksi 

tingkat ekspresi BMP2, distal-less homeobox 5 (Dlx5), dan Runx2 menurut uji western 

blots (Son et al. 2019).  

Evaluasi persendian dilakukan secara rutin pada 1 minggu, 2 minggu, 4 minggu, 

6 minggu dan 8 minggu pasca operasi masing-masing dengan memilih secara acak 
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masing-masing kelompok sebanyak 2 ekor tikus. Tikus pada setiap pengamatan 

dikumpulkan dua ekor kelompok I, tikus kemudian dibunuh, bagian tulang yang akan 

disambung diambil dan disimpan dalam formalin 10% untuk pemeriksaan 

histopatologi. Beberapa potongan tulang digunakan untuk analisis bone morphogenetic 

protein 2 (BMP-2) dengan metode imunohistokimia. Hasil keseluruhan dari penelitian 

ini menunjukkan bahwa bahan cangkok DFDBBX lebih bersifat osteokondusif 

daripada sifat osteoinduktif. Karena sifatnya yang osteokondusif DFDBBX akan 

membuat sel-sel tumbuh dan menyatukan fragmen-fragmen tulang yang terpisah 

(Purnomo, Agus., Adji 2012). 

Kekurangan BMP-2 dapat menghambat transformasi sel osteoprogenitor 

menjadi osteoblas. Osteoblas berasal dari diferensiasi sel mesenkim multipotensial 

(Yin and Li 2006). Transduksi sel punca mesenkim dengan vektor recombinant 

adenoviral yang membawa gen untuk BMP-2 sehingga sel-sel ini akan menghasilkan 

BMP-2, berdiferensiasi menjadi garis osteoprogenitor, dan menginduksi pembentukan 

tulang baik in vitro maupun in vitro. Selain itu, inkubasi sel yang ditransduksi Adv-

BMP2 selama 7 hari tambahan dalam kultur sebelum transplantasi meningkatkan 

tingkat keberhasilan dalam pembentukan tulang (Cheng et al. 2001).  

Ellagic acid adalah polifenol yang dilaporkan memiliki sifat antikanker, 

antioksidan dan anti-inflamasi (Vattem and Shetty 2005). Flavonoid adalah senyawa-

senyawa polifenol yang mempunyai 15 atom karbon, terdiri dari dua cincin benzena 

yang dihubungkan menjadi satu oleh rantai linier yang terdiri dari tiga atom karbon 
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(Damanik 2020). Flavonoid utama dari Rhus vernicflua Stokes yaitu sulfuretin, 

memiliki berbagai aksi biologis, efek in vitro dan in vivonya pada potensi osteogenik. 

Sulfuretin menunjukkan diferensiasi osteogenik dari osteoblas primer, dengan 

peningkatan aktivitas dan mineralisasi ALP, dan penanda diferensiasi yang diregulasi, 

termasuk ALP, osteocalcin, dan osteopontin, dengan cara yang bergantung pada 

konsentrasi. Sulfuretin meningkatkan fosforilasi Akt, mTOR, ERK, dan JNK. Studi in 

vivo dengan defek tulang calvarial mengungkapkan bahwa sulfuretin secara signifikan 

meningkatkan pembentukan tulang baru dengan tomografi komputer mikro dan 

analisis histologis. Sulfuretin bertindak melalui aktivasi sinyal BMP, mTOR, Wnt/β-

catenin, dan Runx2 menunjukkan diferensiasi osteoblas in vitro dan memfasilitasi 

regenerasi tulang in vivo, dan memiliki manfaat terapeutik pada penyakit tulang dan 

regenerasi (Auh et al. 2016). 

Pada hari ke-7, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat meningkatkan alkaline 

phosphatase. Pada pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-7, penggunaan 

EA+BBX_7 jika dibandingkan dengan kontrol berpengaruh signifikan secara langsung 

terhadap nilai IL-10 dan berpengaruh secara tidak langsung terhadap ALP jika 

melewati IL-10 namun tidak berpengaruh terhadap OCN dan WB. Pewarnaan ALP dan 

deposit kalsium masing-masing dianggap sebagai penanda awal dan akhir, dari 

diferensiasi osteoblastik (Chen et al. 2017). Penelitian Chen menjelaskan bahwa IL-10 

meningkatkan aktivitas ALP dan mempercepat mineralisasi pada konsentrasi yang 
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lebih rendah dan sebaliknya. Puncak teosteogenik muncul pada konsentrasi rendah 0,1-

1,0 ng/ml, menunjukkan kisaran regeneratif IL-10. Konsentrasi IL-10 yang lebih tinggi 

mengganggu osteogenesis, berpotensi karena efek patologis pada hBMSC. Hasil 

tersebut menunjukkan bahwa IL-10 memiliki peran ganda dalam memodulasi 

osteogenesis hBMSCsin vitro. IL-10 memiliki peran ganda dalam diferensiasi 

osteogenik human bone marrow mesenchymal stem cells (hBMSC) melalui jalur 

pensinyalan NF-kB dan p38/MAPK. Dosis rendah IL-10 meningkatkan diferensiasi 

osteogenik terutama dengan mengaktifkan jalur p38/MAPK, sedangkan dosis IL-10 

yang lebih tinggi memberikan efek penghambatan terutama melalui jalur NF-kB (Chen 

et al., 2018).  

Ellagic acid adalah polifenol yang dilaporkan memiliki sifat antikanker, 

antioksidan dan anti-inflamasi (Vattem and Shetty 2005). Polifenol yang berbeda 

mengerahkan fungsi efek osteoprotektifnya melalui penekanan NF-kB yang diinduksi 

RANKL, sehingga mempengaruhi diferensiasi osteoklas dan remodeling tulang 

(González-Gallego et al. 2010). Kemampuan senyawa fenolik untuk menjadi efektif 

dalam menghambat sitokin inflamasi yang terlibat dalam fase akut inflamasi, tetapi 

juga dalam meningkatkan sitokin antiinflamasi, seperti IL-10 yang menargetkan sel 

makrofag dan osteoblas (Comalada et al. 2006). Meningkatkan jalur pensinyalan 

PI3K/AKT ditemukan untuk meningkatkan produksi IL-10 (Zhu et al. 2015). 

Pada hari ke-7, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat meningkatkan osteocalcin. 
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Pada pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-7, penggunaan EA+BBX_7 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara langsung terhadap nilai BMP-2 dan 

berpengaruh secara tidak langsung terhadap OCN jika melewati BMP-2 namun tidak 

berpengaruh terhadap ALP dan WB jika melewati BMP-2. Ellagic acid meningkatkan 

aktivitas ALP dan mineralisasi. Selain itu, ellagic acid memulihkan diferensiasi 

osteoblas yang diinduksi lipopolisakarida dan menunjukkan bahwa ellagic acid dapat 

meningkatkan diferensiasi osteoblas. Ellagic acid meningkatkan ekspresi dari bone 

morphogenetic proteins 2 (BMP2), runt-related transcription factor 2 (Runx2), dan 

alkaline phosphatase (ALP) (Son et al. 2019). Efek antioksidan dari EA mengurangi 

stres oksidatif pada osteoblas dan merangsang aktivitasnya, sehingga meningkatkan 

produksi OCN (Wardhana et al. 2021). Banyak penelitian pada hewan yang 

mendukung efek positif dari antioksidan pada bone density. Beberapa menghambat 

bone turnover dan bone resorption sementara yang lain menstimulasi bone formation. 

(Kimball et al. 2021). Upregulasi RANKL dan downregulasi OPG terjadi melalui jalur 

Wnt/b-catenin dan dimediasi oleh aktivasi protein kinase (ERK1/2 dan JNK) (Fontani 

et al. 2015). Antioksidan untuk melawan dengan mengurangi ekspresi RANKL dan 

meningkatkan ekspresi OPG. Antioksidan terbukti meningkatkan bone density dengan 

mengurangi aktivasi RANKL dari aktivitas osteoklas (Domazetovic et al. 2017). 

Penelitian ini konsisten dengan laporan sebelumnya bahwa EA meningkatkan 

ekspresi OCN dan osteopontin (Al-Obaidi et al. 2014). Ellagic acid juga mampu 

menghambat resorpsi tulang dengan cara menghambat produksi sitokin dan protein 
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yang memicu diferensiasi osteoklas. Ellagic acid menghambat produksi sitokin dengan 

menghambat transkripsi NF-kB. Proses ini akan meningkatkan diferensiasi osteoblas 

dan osteosit, meningkatkan apoptosis osteoklas, dan menekan pembentukan osteoklas, 

sehingga menghambat resorpsi tulang (Ahad et al. 2014). 

2). Jalur mekanisme pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft pada 

penyembuhan tulang alveolar pasca ekstraksi gigi pada hari ke-14  

Pada hari ke-14, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat menurunkan TNF-α. Pada 

pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-14, penggunaan EA+ BBX_14 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara langsung dalam meningkatkan nilai 

ekspresi TNF-a. Ellagic acid mengurangi kadar TNF-α dan IL-6 in vivo dan in vitro 

(Gupta et al. 2014). Tikus yang diobati dengan EA (15 mg/kg) telah secara signifikan 

mengurangi kadar IL-6 dan TNF-α dan meningkatkan kadar IL-10 pada jaringan 

gingiva (ÖNGÖZ DEDE et al. 2021). Penelitian lain menyatakan bahwa EA 

menurunkan kadar IL-6 dan peningkatan kadar IL-10 dalam cairan lavage 

bronchoalveolar (Umesalma and Sudhandiran 2010). 

Resorpsi tulang dimediasi sebagian besar oleh produksi lokal sitokin 

proinflamasi, seperti TNF-α dan IL-1 (Boyle et al. 2003, Zhao and Ivashkiv 2011 

Kobayashi et al. 2000). Sitokin-sitokin ini dapat bertindak dengan secara langsung 

meningkatkan proliferasi dan aktivitas sel-sel dalam garis keturunan osteoklas atau 

dengan secara tidak langsung mempengaruhi produksi faktor-faktor diferensiasi 
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osteoklas seperti RANKL dan OPG melalui sel-sel osteoblas/stroma (Boyle et al. 2003). 

Interleukin-10 diakui memiliki aktivitas anti-inflamasi yang kuat untuk waktu yang 

lama, dan terbukti menjadi penekan endogen penting dari resorpsi tulang yang 

dirangsang infeksi (Sasaki et al. 2015).  

Pada hari ke-14, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat meningkatkan IL-10. Pada 

pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-14, penggunaan EA+ BBX_14 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara langsung dalam meningkatkan nilai 

ekspresi IL-10 dan BMP-2. Ellagic acid yang termasuk flavonoid sebagai anti-

inflamasi juga dapat menstimulasi makrofag fenotip M2 untuk menstimulasi pelepasan 

IL-10, IL-4 dan beberapa growth factor seperti VEGF, FGF-2, BMP-2, TGF-b, dan 

PDGF untuk merangsang atau mendukung diferensiasi dari sel punca mesenkim 

sehingga terjadi peningkatan jaringan vaskuler, fibroblas, dan osteoblas. VEGF juga 

berperan dalam proses remodeling tulang dengan menghambat proses apoptosis sel 

osteoblas, meningkatkan aktivitas osteokalsin dan alkaline phospatase (ALP) sehingga 

terjadi stimulasi, migrasi, proliferasi dari sel osteoblas dan meningkatkan mineralisasi 

matriks ekstraseluler (Wardhana et al. 2021). Pada penelitian lain menunjukkan bahwa 

IL-10 bertindak sebagai stimulator proliferasi kondrosit dan diferensiasi kondrogenik 

atau hipertrofik melalui aktivasi jalur pensinyalan BMP (Jung et al. 2013). 

Pada hari ke-14, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat menurunkan TNF-α. Pada 
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pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-14, penggunaan EA+BBX_14 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh signifikan secara langsung terhadap nilai 

TNF-a dan berpengaruh tidak langsung terhadap OCN namun tidak berpengaruh 

terhadap WB jika melewati TNF-a. Ellagic acid mengatur proses inflamasi dengan 

mengurangi produksi sitokin inflamasi melalui penghambatan ekspresi NF-kB 

(Umesalma and Sudhandiran 2010). Efek EA sebagai anti inflamasi dapat terjadi 

karena penekanan aktivasi protein siklooksigenase (COX) (Usta et al. 2013). Ellagic 

acid memiliki efek menguntungkan pada inflamasi gingiva karena menurunkan kadar 

TNF-α karena efeknya pada neutrofil dan dapat digunakan pada inflamasi mukositis, 

gingivitis, dan periodontitis (Granica et al. 2016).  

Peningkatan dalam pembentukan tulang alveolar dan pengamatan ekspresi 

osteocalcin yang diamati pada tikus yang diobati dengan EA menunjukkan bahwa, 

mineralisasi telah terjadi dengan integritas yang lebih besar. Selama periode evaluasi, 

terdapat ekspresi osteocalcin dan osteopontin yang intens pada kelompok EA, terutama 

pada hari ke-14 dan ke-21 (Al-Obaidi et al. 2014). Pemberian EA saja mungkin telah 

meningkatkan hasil, berbeda dengan kelompok kontrol, dalam hal kekuatan 

pembentukan tulang pada tikus yang diekstraksi giginya (Horcajada-Molteni et al. 

2000). Osteocalcin sering digunakan sebagai penanda serum pembentukan tulang 

osteoblastik dan diyakini bertindak dalam matriks tulang untuk mengatur mineralisasi. 

G protein coupled receptor (Gprc6a), diekspresikan oleh berbagai jenis sel termasuk 

yang ditemukan untuk merespons osteocalcin (Kuang et al. 2005). 
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Ellagic acid adalah polifenol yang dilaporkan memiliki sifat antikanker, 

antioksidan dan anti-inflamasi (Vattem and Shetty 2005). Resveratrol (RES) adalah 

salah satu senyawa polifenol yang terdapat pada tumbuhan dan dimanfaatkan dalam 

bidang medis.  Perawatan RES meningkatkan level OCN dan Runx2 yang diregulasi 

ke bawah dalam  Bone mesenchymal stem cells (BMSC) yang menjalani induksi TNF-

α. Tingkat protein yang diregulasi dari (NF-κB) dan -catenin dalam BMSC yang 

diinduksi TNF-α diturunkan regulasinya dengan pengobatan RES. Efek perlindungan 

dari Resveratrol (RES) pada penghambatan diferensiasi osteogenik yang diinduksi 

TNF-α, dapat mengurangi perkembangan osteoporosis (Zhu et al. 2015). 

Pada hari ke-14, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat meningkatkan BMP-2. Pada 

pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-14, penggunaan EA+BBX_14 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara langsung terhadap nilai BMP-2 dan 

berpengaruh secara tidak langsung terhadap TNF-a dan IL-10 jika melewati BMP-2. 

Bone Morphogenetic Protein-2 berperan penting dalam merangsang diferensiasi sel 

mesenkim menjadi osteoblas melalui stimulasi jalur sinyal Smad, mengatur transkripsi 

gen terkait osteogenesis seperti ALP, kolagen tipe-I, osteocalcin, dan gen sialoprotein 

tulang. Smad1 adalah immediate downstream mediator dari transduksi reseptor BMP 

(Wang et al. 2011, Yoon and Lyons 2004). Penghapusan spesifik kondrosit dari gen 

Smad1 mengakibatkan perkembangan tulang calvarial tertunda. Penghapusan spesifik 

osteoblas mengakibatkan penghambatan parsial pensinyalan BMP dan fenotipe 



152 
 

 

osteopenik, dengan gangguan proliferasi dan diferensiasi osteoblas. Temuan ini 

menunjukkan peran penting transduksi sinyal Smad1 dan BMP dalam pembentukan 

tulang pasca kelahiran (Yoon and Lyons 2004, Beederman et al. 2016). Selain itu, 

BMP-2 menginduksi ekspresi banyak sitokin dan kemokin inflamasi termasuk 

interleukin dan faktor nekrosis tumor (TNF)-α, mengaktifkan osteoklas melalui 

RANKL (James et al. 2016). 

Aktivitas ALP, sintesis kolagen dan osteocalcin, dan penggabungan kalsium 

dalam matriks ekstraseluler maksimal sekitar hari ke 15, 18, 24. dan 27 (Vlasselaer et 

al. 1993). IL-10 mempengaruhi peristiwa seluler yang menentukan osteogenik 

diferensiasi dan yang mendahului perolehan aktivitas ALP, sintesis kolagen, 

osteocalcin, dan potensi sel sumsum untuk membentuk matriks ekstraseluler 

termineralisasi. IL-10 banyak diproduksi oleh sel-sel positif osteocalcin, dengan kuat 

menunjukkan bahwa produksi IL-10 tidak mengganggu induksi yang dimediasi oleh 

Runx2 dari osteoblast-like phenotypes (Fujioka et al. 2015). IL 10 menekan 

diferensiasi osteoblas melalui penghambatan pensinyalan Transforming Growth 

Factor-β (TGF-β) dengan menginduksi ekspresi Runx2 (Lee et al. 2000). 

Pada hari ke-14, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat meningkatkan BMP-2. Pada 

pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-14, penggunaan EA+BBX_14 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh secara langsung terhadap nilai BMP-2 dan 

berpengaruh secara tidak langsung terhadap ALP dan OCN namun tidak berpengaruh 
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terhadap WB jika melewati BMP-2. Alkaline phosphatase sebagai penanda dari 

diferensiasi osteoblas dan diferensiasi trans osteogenik yang diinduksi BMP-2 dari sel-

sel miogenik (Lee et al. 2005). Dlx5 adalah faktor transkripsi yang menginduksi tulang 

yang diekspresikan dalam membedakan osteoblas (Ryoo 2003). Dlx5 mengatur 

ekspresi ALP dengan mengikat langsung ke promotor ALP. Penelitian Ryoo 

menjelaskan bahwa Dlx5 memediasi Diferensiasi osteoblas yang diinduksi BMP-2 

dengan merangsang dua gen master kunci, yaitu, Runx2 dan Osx (Ryoo 2003). 

Penelitian Kim menjelaskan bahwa ekspresi berlebih Dlx5 di Runx2 / sel adalah cukup 

untuk merangsang ekspresi mRNA ALP. Dlx5 dapat mengatur secara langsung 

ekspresi ALP dan menunjukkan bahwa Dlx5 adalah mediator penting dari ekspresi 

ALP. Dlx5 dan Runx2 secara independen terlibat dalam BMP-2 yang diinduksi. 

Ekspresi ALP, dan Dlx5 dapat mengatur ekspresi ALP baik secara langsung dengan 

mengikat promotor ALP atau secara tidak langsung dengan merangsang ekspresi 

Runx2 (Kim et al., 2004). 

Aktivitas ALP sebagai penanda diferensiasi menjadi fenotipe osteoblas, 

penelitian  (Cheng et al. 2001) mengukur aktivitas ALP dari ketiga tipe sel. Aktivitas 

ALP dari transduksi Adv-BMP2 sel adalah yang tertinggi di antara ketiga jenis sel ini 

(1,7 kali lipat dari sel induk dan 3,4 kali lipat sel Adv. Sel punca mesenkim yang 

ditransduksi dengan AdBMP2 menunjukkan peningkatan osteoblastik. Bone 

Morphogenetic Protein-2, 6, dan 9 secara signifikan menginduksi aktivitas alkaline 

phosphatase dalam sel mesenchymal progenitor C3H10T1/2 pluripotensial, sedangkan 
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BMP-2, 4, 6, 7 dan 9 secara signifikan menginduksi aktivitas alkaline phosphatase 

dalam sel C2C12 preosteoblastik (Cheng et al. 2004). Telah diketahui dengan baik 

bahwa protein BMP-2 dapat menginduksi pembentukan tulang baik in vivo dan in vitro, 

meskipun konsentrasi tinggi (hingga miligram) (Cheng et al. 2001). 

Pada hari ke-14, pemberian kombinasi ellagic acid dan bovine bone xenograft 

pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi dapat meningkatkan IL-10. Pada 

pola hubungan kausalistik variabel pada hari ke-14, penggunaan EA+BBX_14 jika 

dibandingkan dengan kontrol berpengaruh signifikan secara langsung terhadap nilai 

IL-10 dan berpengaruh secara tidak langsung terhadap ALP namun tidak berpengaruh 

terhadap OCN dan WB jika melewati IL-10. Treatment EA secara signifikan 

meningkatkan tingkat sistem IL-10 pada tikus rematik ke tingkat normal (Allam et al. 

2016b). Ellagic acid menunjukkan efek anti-inflamasi yang kuat terhadap inflamasi 

yang diinduksi karagenan pada tikus dengan peningkatan IL-10, dan penurunan TNF-

α dan IL-1β (El-Shitany et al. 2014). Ellagic acid meredakan patologi terkait AIA pada 

tikus dengan menghambat sitokin inflamasi (TNF-α, IL-1β, IL-17) dan dengan 

merangsang produksi sitokin anti-inflamasi (IL-10) (Allam et al. 2016b). 

Jalur pensinyalan PI3K/AKT ditemukan untuk meningkatkan produksi IL-10 

(X. Zhang et al. 2016, Bai et al. 2014, Zheng et al. 2013). Interleukin-10 bertindak 

sebagai stimulator diferensiasi khondrogenik atau hipertrofik dalam pembentukan 

tulang endokondral pada tikus melalui aktivasi jalur pensinyalan BMP–Smad (Jung et 

al. 2013). IL-10 tidak memengaruhi AKT, STAT3, atau Smad jalur pensinyalan dalam 
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hBMSCs selama diferensiasi osteogenik, tetapi mengatur osteogenesis hBMSC 

melalui aktivasi jalur pensinyalan NF-kB dan p38/MAPK (Chen et al., 2018).  

6.7.2 Analisis jalur berdasarkan pathway analisis 

Ellagic Acid dilakukan analisa prediksi target protein dengan Similarity 

Ensemble Approach (SEA) TARGET (https://sea.bkslab.org/) dan dipilih prediksi 

protein dengan nilai maxTC (kemiripan struktur dengan database) yaitu 1 (nilai 

maksimal) pada tabel 6.1. Berdasarkan analisa tersebut EA dapat mentarget beberapa 

protein (warna hijau) memfasilitasi interaksi dengan ALPL (alkaline phosphatase) dan 

SPP1 (osteopontin), IL10, BMP, dan TNF-α. Sementara GPRC6A (osteocalcin) belum 

ada interaksi. Interaksi ini dicoba dengan webserver STRING V11 (https://string-

db.org/) dengan model Homo sapiens dan confidence score medium score high (0.7). 

Data hasil STRING kemudian divisualisasikan dengan program Cytoscape 3.8.0. 

Analisa networking dilakukan dengan network analysis tools plugin pada Cytoscape.  

Pada analisa tersebut didapatkan nilai betweenness centrality (BC). Nilai ini 

menggambarkan peranan suatu protein pada pathway,semakin besar nilainya maka 

semakin besar fungsinya pada pathway analisa. Dalam hal ini AKT adalah protein yang 

memiliki BC paling tinggi yaitu 0.353. Similarity Ensemble Approach TARGET 

adalah webserver yang digunakan untuk memprediksi target protein dengan cara 

mencari similaritas struktur dengan ligan yang telah diketahui targetnya, semakin mirip 

maka semakin tinggi scorenya. Pada penelitian ini menggunakan nilai maksimal 1 

(protein warna hijau). 
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Gambar 6. 1 : Analisa protein target  EA dengan protein interest (confidence score 0.7). 

Tumor necrosis factor-α (TNF-α) adalah salah satu dari beberapa sitokin pro-

inflamasi yang terlibat dalam remodeling tulang. Berperan utama dalam regulasi 

homeostasis tulang dengan merangsang osteoklastogenesis dan menghambat fungsi 

osteoblas. Peran TNF-α dalam diferensiasi osteoklas melalu jalur Akt dapat 

mengaktivasi osteoklas dengan mekanisme inflamasi yang kehilangan tulang sistemik 

dan lokal yang berlebihan (Osta et al. 2014). Tumor necrosis factor-α mendukung 

osteoklas melalui aktivasi jalur Akt dan ERK (Lee et al. 2001). Akt juga dapat 

meregulasi IL-10 yang dapat memediasi suppresi TNF-α (Dhingra et al. 2011). 

Akt suatu serin-treonin kinase, mengatur metabolisme sel adalah efek pro-

survival dan proliferatif/pertumbuhan. Di antara banyak jalur pensinyalan yang terlibat 

dalam regulasi apoptosis seluler, Akt berperan penting (Engel et al. 2004). Ini 

diaktifkan di bagian phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) sebagai respons terhadap 

stimulasi reseptor tirosin kinase (Heart et al. 2000). Setelah aktivasi, Akt dianggap 
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untuk mengatur transkripsi gen pro-survival melalui jalur. Terbukti bahwa IL-10 

mempromosikan kelangsungan hidup astrosit melalui mekanisme yang melibatkan 

aktivasi PI 3-kinase (Pahan et al. 2000). Dalam laporan lain, IL-10 mempromosikan 

myeloid dengan mengaktifkan jalur Akt melalui keterlibatan ERK 1/2 dan tirosin 

kinase (Akuta et al. 2003).  

Peran kunci untuk PI3-kinase-Akt yang diaktifkan jalur IGF dalam diferensiasi 

osteoblas yang dimediasi BMP dari sel-sel prekursor mesenkim yang tidak terikat dan 

sel-sel yang maturasi. Pensinyalan yang diatur Akt sangat penting untuk pertumbuhan 

tulang longitudinal dan memberikan tindakan positif pada keduanya diferensiasi dan 

fungsi kondrosit dan osteoblas dalam tulang yang sedang berkembang. Jalur PI3-

kinase-Akt yang distimulasi IGF adalah komponen utama dalam jaringan pensinyalan 

osteogenik interaktif yang diperlukan untuk baik perkembangan tulang maupun 

remodeling (Mukherjee and Rotwein 2009). Stimulasi yang dimediasi IGF dari 

reseptor IGF-I memicu reseptor autofosforilasi untuk membuat docking sites 

terfosforilasi residu tirosin untuk molekul adaptor. Ini memulai serangkaian interaksi 

protein-protein yang mengarah pada aktivasi jalur transduksi sinyal intraseluler 

(Receptors et al. 2014). Jaringan PI3-kinase-Akt sangat penting untuk diferensiasi 

osteoblas dan pertumbuhan tulang (Giustina et al. 2008).  

Diferensiasi osteoblas dapat dibagi menjadi beberapa fase, termasuk lineage, 

yang sebagian dicirikan oleh ekspresi dari Runx2 dan Osx (Komori, 2008). Diferensiasi 

di mana mRNA dan protein spesifik sel tulang lainnya diproduksi dan maturase (Deng 



158 
 

 

et al. 2021), yang ditandai dengan akumulasi alkaline phosphatase spesifik tulang, 

deposisi matriks ekstraseluler dan mineralisasi (Balcerzak et al. 2003, Zaidi 2007). 

Aktivitas Akt yang dimediasi IGF muncul untuk menjadi kolaborator yang diperlukan 

dengan pensinyalan yang distimulasi jalur BMP2 untuk memulai diferensiasi osteoblas. 

Pewarnaan alkaline phosphatase dalam sel setelah inkubasi dalam media osteogenik 

dengan atau tanpa BMP2 selama 7 hari (Mukherjee and Rotwein 2009).  

Aktivitas Akt diperlukan untuk masing-masing tahap diferensiasi karena Akt 

dapat memblokir kemajuan dari satu langkah ke langkah berikutnya. Tindakan 

penghambatan Akt pada mineralisasi, yang terlihat bahkan ketika Akt ditambahkan 

relatif terlambat di proses diferensiasi, pada saat aktivitas alkaline phosphatase sudah 

maksimal (Mukherjee and Rotwein 2009).  Efek penghambatan Akt pada pematangan 

dan fungsi osteoblas pada tulang metatarsal yang dikultur dan juga konsisten dengan 

fenotipe mineralisasi yang rusak yang terlihat pada tikus yang tidak memiliki Reseptor 

IGF-I pada osteoblas dewasa (Zhang et al. 2002).  

6.8 Temuan baru 

1. Pada hari ke-7 melalui peningkatan ekspresi BMP-2 dapat meningkatkan 

ekspresi osteocalcin dan peningkatan ekspresi IL-10 dapat meningkatkan 

ekspresi alkaline phospatase 

2. Pada hari ke-14 melalui 2 jalur. Jalur pertama melalui peningkatan ekspresi 

BMP-2 dapat menurunkan TNF-a dan meningkatkan IL-10. Jalur kedua, 

penurunan ekspresi TNF-a dapat meningkatkan ekspresi osteocalcin, 



159 
 

 

peningkatan ekspresi BMP-2 dapat meningkatkan ekspresi alkaline 

phosphatase dan ekspresi osteocalcin, peningkatan ekspresi IL-10 dapat 

meningkatkan ekspresi alkaline phosphatase. 

6.9 Tindak lanjut terhadap temuan 

Hasil penelitian ini nantinya dapat dikembangkan menjadi bahan stimulan 

osteoblastogenesis yang mengkombinasikan antara ellagic acid dan bovine bone 

xenograft. 

6.10 Keterbatasan penelitian 

1. Pemeriksaan ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, Alkaline Phospatase, Osteocalcin 

dan Woven Bone dilakukan pada hari ke-7 dan hari ke-14, dimana proses 

penyembuhan tulang pasca ekstraksi gigi belum lengkap terbentuk. 
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BAB VII 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

7.1 Kesimpulan 

1. Ekspresi TNF-α menurun pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14  

2. Ekspresi IL-10 meningkat pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14  

3. Ekspresi BMP-2 meningkat pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14  

4. Ekspresi Alkaline Phospatase meningkat pada pembentukan woven bone pasca 

ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone 

xenograft pada hari ke 7 dan 14  

5. Ekspresi Osteocalcin meningkat pada pembentukan woven bone pasca 

ekstraksi gigi setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone 

xenograft pada hari ke 7 dan 14 

6. Woven bone meningkat pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi 

setelah pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada 

hari ke 7 dan 14 

7. Jalur mekanisme pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi setelah 

pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada hari ke 

7 melalui peningkatan ekspresi BMP-2 dapat meningkatkan ekspresi 
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osteocalcin dan peningkatan ekspresi IL-10 dapat meningkatkan ekspresi 

alkaline phospatase 

8. Jalur mekanisme pada pembentukan woven bone pasca ekstraksi gigi setelah 

pemberian kombinasi ellagic acid 3% dan bovine bone xenograft pada hari ke 

14 melalui 2 jalur. Jalur pertama melalui peningkatan ekspresi BMP-2 dapat 

menurunkan TNF-a dan meningkatkan IL-10. Jalur kedua, penurunan ekspresi 

TNF-a dapat meningkatkan ekspresi osteocalcin, peningkatan ekspresi BMP-2 

dapat meningkatkan ekspresi alkaline phosphatase dan ekspresi osteocalcin, 

peningkatan ekspresi IL-10 dapat meningkatkan ekspresi alkaline phosphatase. 

7.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian dengan pengamatan ekspresi TNF-α, IL-10, BMP-2, 

Alkaline Phospatase, Osteocalcin dan Woven Bone alveolar pada waktu yang 

lebih lama dimana pembentukan tulang lebih lengkap terbentuk. 

2. Saat ini penelitian dilakukan pada hewan coba, sebagai langkah selanjutnya 

dapat dipertimbangkan untuk dilakukan penelitian penggunaan kombinasi 

bahan bone graft dengan ellagic acid pada hewan coba dengan spesies yang 

lebih tinggi. 
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Lampiran  2 : Certificate Of Analysis Ellagic Acid 

 

 

 
Lampiran  3 : Bovine Bone Xenograft 
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Lampiran  4 : Permohonan Ijin Penelitian 
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Lampiran  5 : Permohonan Ijin Penelitian Laboratorium Farmakologi dan Laboratorium 
Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga 
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Lampiran  6 : Permohonan Ijin Penelitian ke Research Center Fakultas Kedokteran Gigi 
Universitas Airlangga 
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Lampiran  7 : Permohonan Ijin Penelitian ke Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya 
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Lampiran  8 : Prosedur Penelitian 
 
No Tanggal Deskripsi Dokumentasi 

1 20 Agustus 
2020 
Kamis 

Persiapan alat 
perlakuan 
1. tang modifikasi 
2. needle holder 
3. pinset kecil 
4. scalpel  
5. pisau bedah 
6. neirbekken 

   
2 27 Agustus 

2020 
Kamis 

Persiapan bahan 
perlakuan 
1. PEG 
2. bovine bone 
xenograft 
3. Ellagic acid 

    

 

3 31 Agustus 
2020 
Senin 

Persiapan berkas 
laik etik 

 

4 3 Sept 
2020 
Kamis 

Persiapan hewan 
coba 
1. kelompok 
perlakuan (P1) 
2. kelompok 
perlakuan (P2) 
3. kelompok 
kontrol positif 
(K+1) 
4. kelompok 
kontrol positif 
(K+2) 
5. kelompok 
kontrol negatif (K-
1) 

 

1 2 3 
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6. kelompok 
kontrol negatif (K-
2) 

5 9 Sept 
2020 
Rabu 

Sertifikat Laik 
Etik 

 

6 10 Sept 
2020 
Kamis 

Perlakuan hewan 
coba 
1. anestesi 
ketamin + 
xylazine (hewan 
coba dibaringkan) 
2. pemasangan 
kasa 
3. pemisahan 
ligament 
periodontal 
(scalpel) 
4. ekstraksi (tang 
modifikasi) 
5. gigi 
dikeluarkan utuh 
sampai apical gigi 
5. pemberian 
bahan peg,  
6. pemberian 
bahan bone graft 
7. pemberian 
bahan ellagic acid 
8. suturing (needle 
holder dan jarum 
disposible) 
9. setelah 
perlakuan 
10. siap 
dikembalikan ke 
kandang 

  

   

   

   

1 2 

3 4 

5 6 

7 

8 



199 
 

 

   

 
7 17 sept 

2020 
Kamis 

Pemotongan 
jaringan  
Hari ke 7 
1. Persiapan alat  
2. Anestesi 
ketamin + 
xylazine (hewan 
coba dibaringkan) 
3. Pemotongan 
bagian leher 
belakang 
4.  Pemotongan 
bagian leher dari 
belakang ke depan 
5. Pemotongan 
jaringan seluruh 
leher 
6. Pemisahan 
jaringan dengan 
tulang 
7. Pemotongan 
rahang bawah  
8. Sediakan buffer 
formalin 10% 

           

           

           

9 10 

11 

1 
2 

3 

4 

5 

6 
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9. Jaringan rahang 
bawah dibilas 
10. Masukkan 
dalam pot kecil 
11. Diberi label 
K(-)1 
12. Diberi label 
K(+)1 
13. Diberi label 
P1 
14. Dimasukkan 
dalam tas 

           

           

           

          
 
 
 

7 8 

9 
10 

11 12 

13 
14 
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8 24 sept 
2020 
Kamis 

Pemotongan 
jaringan 
Hari ke 14 
1. Persiapan alat  
2. Anestesi 
ketamin + 
xylazine (hewan 
coba dibaringkan) 
3. Pemotongan 
bagian leher 
belakang 
4.  Pemotongan 
bagian leher dari 
belang ke depan 
5. Pemotongan 
jaringan seluruh 
leher 
6. Pemisahan 
jaringan dengan 
tulang 
7. Pemotongan 
rahang bawah  
8. Sediakan buffer 
formalin 10% 
9. Jaringan rahang 
bawah dibilas 
10. Masukkan 
dalam pot kecil 
11. Diberi label 
K(-)2 
12. Diberi label 
K(+)2 
13. Diberi label 
P2 
14. Dimasukkan 
dalam tas 
 

  

           

           

           

           

          

1 

2 

3 4 

5 

6 

7 

8 

9 10 

11 12 
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9 25 Sept 
2020 
Jumat 

1. Jaringan 
dibersihkan 
2. Pemisahan 
jaringan tampak 
sagital 
3. Jaringan pada 
soket setelah di 
buka 
4. Jaringan yang 
sudah dipisahkan 
5. Jaringan siap 
dimasukkan ke 
dalam pot 
6. Jaringan 
dimasukkan 
dalam EDTA 
7. Bahan baku 
EDTA 

   

   

   

 
 

10 23 Nov 
2020 
Senin 

Jaringan belum 
lunak pada 5 
kelompok 
(kelompok K-1 
yang sudah lunak) 

 

13 

14 

1 

2 

3 

4 

5 
6 

7 
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11 8 Des 2020 
Selasa 

Jaringan lunak 
pada 5 kelompok 
(kelompok P2 
yang belum lunak  

12 22 Des 
2020 
Selasa 

1. Trial jaringan  
Kelompok P2 
Kelompok K-2 
Kelompok K+2 
2. Trial jaringan 
Kelompok P1 
Kelompok K-1 
Kelompok K+2 
3. Prosesing 

  

 

 
13 30 Des 

2020 
Rabu 

1. Pengecatan 
pada HE 
Kelompok P2 
Kelompok K-2 
Kelompok K+2 
2. Pengecatan 
pada HE 
Kelompok P1 
Kelompok K-1 
Kelompok K+2 
3. Terlihat 
bentukan soket 
pada mikroskop 
 

 

 

 

1 

2 

3 

1 

2 

3 
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14 1 Jan 2021 
Jumat 

Kampus FKG 
Unair Lockdown 
mulai senin tgl 4 
jan-17 jan 2021 

 
15 20 Jan 

20201 
Rabu 

Jaringan sudah 
lunak 
1. Kelompok P1 
2. Kelompok K+1 
3. Kelompok K-1 
4. Kelompok P2 
5. Kelompok K+2 
6. Kelompok K-2 

  

  

  

1 2 

3 4 

5 6 
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16 26 Jan 
2021 
Selasa 

Potongan di 
masukkan dalam 
preparat 

 
17 1 Feb 2021 

Senin 
1. Preparat pada 
hot plate 
2. Mikrotom 
3. Water bath 

  

 

18 8 Feb 2021 
Senin 

Preparat IHC siap 
dibawa ke 
Universitas 
Brawijaya Malang 
1. Kelompok P1 
2. Kelompok K+1 
3. Kelompok K-1 
4. Kelompok P2 
5. Kelompok K+2 
6. Kelompok K-2 

  

  

1 

2 

3 

1 
2 

4 3 
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19 9 Feb 2021 
Selasa 

Preparat HE siap 
dibawa ke 
Universitas 
Brawijaya Malang 
1. Kelompok 
perlakuan 
2. Kelompok 
kontrol 

  

    

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 6 
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Lampiran  9 : Hasil pemeriksaan IHC TNF-a pembesaran 100x, 400x, 1000x 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

K- (14) 

K+(14) 

P (14) 

100x 400x 1000x 

K- (7) 

K+(7) 

P (7) 

100x 400x 1000x 
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Lampiran  10 : Hasil pemeriksaan IHC IL-10 pembesaran 100x, 400x, 1000x 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

K- (7) 

K+(7) 

P (7) 

100x 400x 1000x 

K- (14) 

K+(14) 

P (14) 

100x 400x 1000x 
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Lampiran  11 : Hasil pemeriksaan IHC BMP-2 pembesaran 100x, 400x, 1000x 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

K- (7) 

K+(7) 

P (7) 

100x 400x 1000x 

K- (14) 

K+(14) 

P (14) 

100x 400x 1000x 
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Lampiran  12 : Hasil pemeriksaan IHC ALP pembesaran 100x, 400x, 1000x 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

K- (7) 

K+(7) 

P (7) 

100x 400x 1000x 

K- (14) 

K+(14) 

P (14) 

100x 400x 1000x 
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Lampiran  13 : Hasil pemeriksaan IHC OCN pembesaran 100x, 400x, 1000x 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

K- (7) 

K+(7) 

P (7) 

100x 400x 1000x 

K- (14) 

K+(14) 

P (14) 

100x 400x 1000x 
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Lampiran  14 : Hasil pemeriksaan HE Woven bone pembesaran 400x, 1000x 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

K- (7) 

K+(7) 

P (7) 

400x 1000x 

K- (14) 

K+(14) 

P (14) 

400x 1000x 
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Lampiran  15 : Analisis deskriptif TNF-α 
 

Case Processing Summary 
 

TNFa 

Cases 
 

Valid Missing Total 
 

N Percent N Percent N Percent 

NilaiTNFa kontrol_PEG_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

kontrol_PEG_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

 

Descriptives 
 TNFa Statistic Std. Error 

NilaiTNFa kontrol_PEG_7 Mean 11.6667 1.08525 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 8.8769  

Upper Bound 14.4564  

5% Trimmed Mean 11.6296  

Median 11.5000  

Variance 7.067  

Std. Deviation 2.65832  

Minimum 9.00  

Maximum 15.00  

Range 6.00  

Interquartile Range 5.25  

Skewness .153 .845 

Kurtosis -2.534 1.741 

BBX_7 Mean 7.8333 1.30171 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 4.4872  

Upper Bound 11.1795  

5% Trimmed Mean 7.7593  

Median 8.0000  

Variance 10.167  

Std. Deviation 3.18852  



214 
 

 

Minimum 4.00  

Maximum 13.00  

Range 9.00  

Interquartile Range 5.25  

Skewness .559 .845 

Kurtosis .487 1.741 

EA+BBX_7 Mean 7.1667 .94575 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 4.7355  

Upper Bound 9.5978  

5% Trimmed Mean 7.1296  

Median 7.0000  

Variance 5.367  

Std. Deviation 2.31661  

Minimum 4.00  

Maximum 11.00  

Range 7.00  

Interquartile Range 3.25  

Skewness .568 .845 

Kurtosis 1.499 1.741 

kontrol_PEG_14 Mean 12.1667 .79232 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 10.1299  

Upper Bound 14.2034  

5% Trimmed Mean 12.1296  

Median 12.5000  

Variance 3.767  

Std. Deviation 1.94079  

Minimum 10.00  

Maximum 15.00  

Range 5.00  

Interquartile Range 3.50  

Skewness .146 .845 

Kurtosis -.848 1.741 

BBX_14 Mean 6.8333 .60093 

Lower Bound 5.2886  



215 
 

 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Upper Bound 8.3781  

5% Trimmed Mean 6.8148  

Median 6.5000  

Variance 2.167  

Std. Deviation 1.47196  

Minimum 5.00  

Maximum 9.00  

Range 4.00  

Interquartile Range 2.50  

Skewness .418 .845 

Kurtosis -.859 1.741 

EA+BBX_14 Mean 5.8333 1.10805 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 2.9850  

Upper Bound 8.6817  

5% Trimmed Mean 5.8148  

Median 5.5000  

Variance 7.367  

Std. Deviation 2.71416  

Minimum 3.00  

Maximum 9.00  

Range 6.00  

Interquartile Range 6.00  

Skewness .262 .845 

Kurtosis -1.987 1.741 
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Lampiran  16 : Analisis deskriptif IL-10 
 
 

Case Processing Summary 
 

IL10 

Cases 
 

Valid Missing Total 
 

N Percent N Percent N Percent 

NilaiIL10 kontrol_PEG_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

kontrol_PEG_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

 
 

Descriptives 
 IL10 Statistic Std. Error 

NilaiIL10 kontrol_PEG_7 Mean 3.8333 .60093 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 2.2886  

Upper Bound 5.3781  

5% Trimmed Mean 3.8148  

Median 3.5000  

Variance 2.167  

Std. Deviation 1.47196  

Minimum 2.00  

Maximum 6.00  

Range 4.00  

Interquartile Range 2.50  

Skewness .418 .845 

Kurtosis -.859 1.741 

BBX_7 Mean 9.8333 .94575 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 7.4022  

Upper Bound 12.2645  

5% Trimmed Mean 9.8148  

Median 9.5000  
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Variance 5.367  

Std. Deviation 2.31661  

Minimum 7.00  

Maximum 13.00  

Range 6.00  

Interquartile Range 4.50  

Skewness .300 .845 

Kurtosis -1.418 1.741 

EA+BBX_7 Mean 9.3333 1.05409 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 6.6237  

Upper Bound 12.0430  

5% Trimmed Mean 9.3148  

Median 9.5000  

Variance 6.667  

Std. Deviation 2.58199  

Minimum 6.00  

Maximum 13.00  

Range 7.00  

Interquartile Range 4.75  

Skewness .077 .845 

Kurtosis -.867 1.741 

kontrol_PEG_14 Mean 6.6667 .76012 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 4.7127  

Upper Bound 8.6206  

5% Trimmed Mean 6.6852  

Median 7.0000  

Variance 3.467  

Std. Deviation 1.86190  

Minimum 4.00  

Maximum 9.00  

Range 5.00  

Interquartile Range 3.50  

Skewness -.392 .845 

Kurtosis -.943 1.741 
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BBX_14 Mean 13.5000 1.23153 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 10.3343  

Upper Bound 16.6657  

5% Trimmed Mean 13.5000  

Median 14.0000  

Variance 9.100  

Std. Deviation 3.01662  

Minimum 10.00  

Maximum 17.00  

Range 7.00  

Interquartile Range 6.25  

Skewness -.262 .845 

Kurtosis -2.071 1.741 

EA+BBX_14 Mean 14.3333 1.11555 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 11.4657  

Upper Bound 17.2009  

5% Trimmed Mean 14.2593  

Median 14.0000  

Variance 7.467  

Std. Deviation 2.73252  

Minimum 11.00  

Maximum 19.00  

Range 8.00  

Interquartile Range 3.50  

Skewness .889 .845 

Kurtosis 1.339 1.741 
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Lampiran  17 : Analisis deskriptif BMP-2 
 

Case Processing Summary 
 

BMP2 

Cases 
 

Valid Missing Total 
 

N Percent N Percent N Percent 

NilaiBMP2 kontrol_PEG_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

kontrol_PEG_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

 
 

Descriptives 
 BMP2 Statistic Std. Error 

NilaiBMP2 kontrol_PEG_7 Mean 5.3333 1.14504 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 2.3899  

Upper Bound 8.2767  

5% Trimmed Mean 5.3148  

Median 5.0000  

Variance 7.867  

Std. Deviation 2.80476  

Minimum 2.00  

Maximum 9.00  

Range 7.00  

Interquartile Range 5.50  

Skewness .224 .845 

Kurtosis -1.864 1.741 

BBX_7 Mean 9.6667 .71492 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 7.8289  

Upper Bound 11.5044  

5% Trimmed Mean 9.7407  

Median 10.5000  

Variance 3.067  
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Std. Deviation 1.75119  

Minimum 7.00  

Maximum 11.00  

Range 4.00  

Interquartile Range 3.25  

Skewness -.919 .845 

Kurtosis -1.205 1.741 

EA+BBX_7 Mean 12.3333 1.05409 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 9.6237  

Upper Bound 15.0430  

5% Trimmed Mean 12.2593  

Median 11.5000  

Variance 6.667  

Std. Deviation 2.58199  

Minimum 10.00  

Maximum 16.00  

Range 6.00  

Interquartile Range 5.25  

Skewness .705 .845 

Kurtosis -1.623 1.741 

kontrol_PEG_14 Mean 4.8333 .87242 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 2.5907  

Upper Bound 7.0760  

5% Trimmed Mean 4.8148  

Median 5.0000  

Variance 4.567  

Std. Deviation 2.13698  

Minimum 2.00  

Maximum 8.00  

Range 6.00  

Interquartile Range 3.75  

Skewness .137 .845 

Kurtosis -.270 1.741 

BBX_14 Mean 12.5000 1.25831 
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95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 9.2654  

Upper Bound 15.7346  

5% Trimmed Mean 12.4444  

Median 12.0000  

Variance 9.500  

Std. Deviation 3.08221  

Minimum 9.00  

Maximum 17.00  

Range 8.00  

Interquartile Range 5.75  

Skewness .461 .845 

Kurtosis -1.260 1.741 

EA+BBX_14 Mean 13.1667 1.13774 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 10.2420  

Upper Bound 16.0913  

5% Trimmed Mean 13.0741  

Median 13.0000  

Variance 7.767  

Std. Deviation 2.78687  

Minimum 10.00  

Maximum 18.00  

Range 8.00  

Interquartile Range 4.25  

Skewness .992 .845 

Kurtosis 1.511 1.741 
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Lampiran  18 : Analisis deskriptif Alkaline Phospatase 

 

Case Processing Summary 
 

ALP 

Cases 
 

Valid Missing Total 
 

N Percent N Percent N Percent 

NilaiALP kontrol_PEG_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

kontrol_PEG_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

 
 

Descriptives 
 ALP Statistic Std. Error 

NilaiALP kontrol_PEG_7 Mean 2.6667 .55777 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 1.2329  

Upper Bound 4.1005  

5% Trimmed Mean 2.6296  

Median 2.5000  

Variance 1.867  

Std. Deviation 1.36626  

Minimum 1.00  

Maximum 5.00  

Range 4.00  

Interquartile Range 1.75  

Skewness .889 .845 

Kurtosis 1.339 1.741 

BBX_7 Mean 9.0000 .96609 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 6.5166  

Upper Bound 11.4834  

5% Trimmed Mean 9.0000  

Median 9.0000  

Variance 5.600  



223 
 

 

Std. Deviation 2.36643  

Minimum 6.00  

Maximum 12.00  

Range 6.00  

Interquartile Range 4.50  

Skewness .000 .845 

Kurtosis -1.875 1.741 

EA+BBX_7 Mean 8.6667 .95452 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 6.2130  

Upper Bound 11.1203  

5% Trimmed Mean 8.7407  

Median 9.0000  

Variance 5.467  

Std. Deviation 2.33809  

Minimum 5.00  

Maximum 11.00  

Range 6.00  

Interquartile Range 4.50  

Skewness -.668 .845 

Kurtosis -.446 1.741 

kontrol_PEG_14 Mean 4.5000 .56273 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 3.0535  

Upper Bound 5.9465  

5% Trimmed Mean 4.5000  

Median 4.5000  

Variance 1.900  

Std. Deviation 1.37840  

Minimum 3.00  

Maximum 6.00  

Range 3.00  

Interquartile Range 3.00  

Skewness .000 .845 

Kurtosis -2.299 1.741 

BBX_14 Mean 14.1667 1.13774 
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95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 11.2420  

Upper Bound 17.0913  

5% Trimmed Mean 14.2407  

Median 14.5000  

Variance 7.767  

Std. Deviation 2.78687  

Minimum 10.00  

Maximum 17.00  

Range 7.00  

Interquartile Range 5.50  

Skewness -.505 .845 

Kurtosis -.995 1.741 

EA+BBX_14 Mean 14.1667 1.10805 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 11.3183  

Upper Bound 17.0150  

5% Trimmed Mean 14.2407  

Median 14.0000  

Variance 7.367  

Std. Deviation 2.71416  

Minimum 10.00  

Maximum 17.00  

Range 7.00  

Interquartile Range 4.75  

Skewness -.442 .845 

Kurtosis -.646 1.741 
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Lampiran  19 : Analisis deskriptif Osteocalcin 
 

Case Processing Summary 
 

OCN 

Cases 
 

Valid Missing Total 
 

N Percent N Percent N Percent 

NilaiOCN kontrol_PEG_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

kontrol_PEG_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

 
 

Descriptives 
 OCN Statistic Std. Error 

NilaiOCN kontrol_PEG_7 Mean 5.0000 .36515 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 4.0614  

Upper Bound 5.9386  

5% Trimmed Mean 5.0000  

Median 5.0000  

Variance .800  

Std. Deviation .89443  

Minimum 4.00  

Maximum 6.00  

Range 2.00  

Interquartile Range 2.00  

Skewness .000 .845 

Kurtosis -1.875 1.741 

BBX_7 Mean 9.5000 .71880 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 7.6523  

Upper Bound 11.3477  

5% Trimmed Mean 9.5000  

Median 9.0000  

Variance 3.100  
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Std. Deviation 1.76068  

Minimum 7.00  

Maximum 12.00  

Range 5.00  

Interquartile Range 2.75  

Skewness .165 .845 

Kurtosis -.177 1.741 

EA+BBX_7 Mean 11.6667 .66667 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 9.9529  

Upper Bound 13.3804  

5% Trimmed Mean 11.6296  

Median 11.5000  

Variance 2.667  

Std. Deviation 1.63299  

Minimum 10.00  

Maximum 14.00  

Range 4.00  

Interquartile Range 3.25  

Skewness .383 .845 

Kurtosis -1.481 1.741 

kontrol_PEG_14 Mean 8.0000 .51640 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 6.6726  

Upper Bound 9.3274  

5% Trimmed Mean 8.0556  

Median 8.5000  

Variance 1.600  

Std. Deviation 1.26491  

Minimum 6.00  

Maximum 9.00  

Range 3.00  

Interquartile Range 2.25  

Skewness -.889 .845 

Kurtosis -.781 1.741 

BBX_14 Mean 13.3333 .55777 
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95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 11.8995  

Upper Bound 14.7671  

5% Trimmed Mean 13.3704  

Median 13.5000  

Variance 1.867  

Std. Deviation 1.36626  

Minimum 11.00  

Maximum 15.00  

Range 4.00  

Interquartile Range 1.75  

Skewness -.889 .845 

Kurtosis 1.339 1.741 

EA+BBX_14 Mean 14.5000 .88506 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 12.2249  

Upper Bound 16.7751  

5% Trimmed Mean 14.5000  

Median 14.0000  

Variance 4.700  

Std. Deviation 2.16795  

Minimum 12.00  

Maximum 17.00  

Range 5.00  

Interquartile Range 4.25  

Skewness .265 .845 

Kurtosis -2.214 1.741 
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Lampiran  20 : Analisis deskriptif Woven Bone 
 

Case Processing Summary 
 

WB 

Cases 
 

Valid Missing Total 
 

N Percent N Percent N Percent 

NilaiWB kontrol_PEG_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_7 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

kontrol_PEG_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

EA+BBX_14 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0% 

 
 
 

Descriptives 
 WB Statistic Std. Error 

NilaiWB kontrol_PEG_7 Mean 58.5000 3.95601 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 48.3308  

Upper Bound 68.6692  

5% Trimmed Mean 58.0000  

Median 57.0000  

Variance 93.900  

Std. Deviation 9.69020  

Minimum 49.00  

Maximum 77.00  

Range 28.00  

Interquartile Range 10.75  

Skewness 1.745 .845 

Kurtosis 3.772 1.741 

BBX_7 Mean 39.8333 5.34426 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 26.0955  

Upper Bound 53.5712  

5% Trimmed Mean 39.6481  

Median 36.0000  
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Variance 171.367  

Std. Deviation 13.09071  

Minimum 24.00  

Maximum 59.00  

Range 35.00  

Interquartile Range 23.75  

Skewness .572 .845 

Kurtosis -.913 1.741 

EA+BBX_7 Mean 94.5000 6.21155 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 78.5327  

Upper Bound 110.4673  

5% Trimmed Mean 94.0556  

Median 91.0000  

Variance 231.500  

Std. Deviation 15.21512  

Minimum 79.00  

Maximum 118.00  

Range 39.00  

Interquartile Range 26.25  

Skewness .662 .845 

Kurtosis -.965 1.741 

kontrol_PEG_14 Mean 72.8333 8.10932 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 51.9877  

Upper Bound 93.6790  

5% Trimmed Mean 73.0370  

Median 75.5000  

Variance 394.567  

Std. Deviation 19.86370  

Minimum 47.00  

Maximum 95.00  

Range 48.00  

Interquartile Range 37.50  

Skewness -.229 .845 

Kurtosis -2.248 1.741 
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BBX_14 Mean 109.0000 5.49545 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 94.8735  

Upper Bound 123.1265  

5% Trimmed Mean 109.3889  

Median 109.5000  

Variance 181.200  

Std. Deviation 13.46105  

Minimum 86.00  

Maximum 125.00  

Range 39.00  

Interquartile Range 20.25  

Skewness -.877 .845 

Kurtosis 1.332 1.741 

EA+BBX_14 Mean 168.5000 9.94233 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 142.9424  

Upper Bound 194.0576  

5% Trimmed Mean 168.3889  

Median 164.5000  

Variance 593.100  

Std. Deviation 24.35364  

Minimum 135.00  

Maximum 204.00  

Range 69.00  

Interquartile Range 39.00  

Skewness .197 .845 

Kurtosis -.327 1.741 
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Lampiran  21 : Hasil Uji Normalitas TNF-α 
 

Tests of Normality 
 

TNFa 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

NilaiTNFa kontrol_PEG_7 .235 6 .200* .864 6 .204 

BBX_7 .191 6 .200* .939 6 .653 

EA+BBX_7 .195 6 .200* .955 6 .781 

kontrol_PEG_14 .201 6 .200* .912 6 .452 

BBX_14 .214 6 .200* .958 6 .804 

EA+BBX_14 .212 6 .200* .861 6 .191 

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

a. Lilliefors Significance Correction 

 
 
Lampiran  22 : Hasil Uji Normalitas IL-10 
 

Tests of Normality 
 

IL10 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

NilaiIL10 kontrol_PEG_7 .214 6 .200* .958 6 .804 

BBX_7 .159 6 .200* .958 6 .801 

EA+BBX_7 .150 6 .200* .979 6 .945 

kontrol_PEG_14 .238 6 .200* .950 6 .737 

BBX_14 .210 6 .200* .889 6 .315 

EA+BBX_14 .237 6 .200* .927 6 .554 

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

a. Lilliefors Significance Correction 
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Lampiran  23 : Hasil Uji Normalitas BMP-2 
 

Tests of Normality 
 

BMP2 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

NilaiBMP2 kontrol_PEG_7 .183 6 .200* .940 6 .660 

BBX_7 .277 6 .168 .800 6 .059 

EA+BBX_7 .218 6 .200* .859 6 .184 

kontrol_PEG_14 .198 6 .200* .967 6 .875 

BBX_14 .187 6 .200* .952 6 .755 

EA+BBX_14 .216 6 .200* .923 6 .525 

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

a. Lilliefors Significance Correction 

 
 
Lampiran  24 : Hasil Uji Normalitas Alkaline Phospatase 
 
 

Tests of Normality 
 

ALP 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

NilaiALP kontrol_PEG_7 .237 6 .200* .927 6 .554 

BBX_7 .164 6 .200* .950 6 .739 

EA+BBX_7 .223 6 .200* .908 6 .421 

kontrol_PEG_14 .195 6 .200* .861 6 .191 

BBX_14 .179 6 .200* .925 6 .540 

EA+BBX_14 .185 6 .200* .913 6 .459 

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

a. Lilliefors Significance Correction 
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Lampiran  25 : Hasil Uji Normalitas Osteocalcin 

 

Tests of Normality 
 

OCN 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

NilaiOCN kontrol_PEG_7 .202 6 .200* .853 6 .167 

BBX_7 .278 6 .161 .920 6 .505 

EA+BBX_7 .180 6 .200* .920 6 .505 

kontrol_PEG_14 .285 6 .138 .831 6 .110 

BBX_14 .237 6 .200* .927 6 .554 

EA+BBX_14 .255 6 .200* .867 6 .215 

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

a. Lilliefors Significance Correction 

 
Lampiran  26 : Hasil Uji Normalitas Woven Bone 
 

Tests of Normality 
 

WB 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

NilaiWB kontrol_PEG_7 .354 6 .018 .817 6 .083 

BBX_7 .282 6 .148 .923 6 .525 

EA+BBX_7 .255 6 .200* .912 6 .448 

kontrol_PEG_14 .246 6 .200* .905 6 .406 

BBX_14 .217 6 .200* .946 6 .705 

EA+BBX_14 .182 6 .200* .977 6 .936 

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

a. Lilliefors Significance Correction 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



234 
 

 

Lampiran  27 : Hasil Uji Homogenitas 
  

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

NilaiTNFa Based on Mean .780 5 30 .572 

Based on Median .706 5 30 .623 

Based on Median and with 

adjusted df 

.706 5 19.771 .626 

Based on trimmed mean .804 5 30 .556 

NilaiIL10 Based on Mean .880 5 30 .507 

Based on Median .840 5 30 .532 

Based on Median and with 

adjusted df 

.840 5 26.264 .534 

Based on trimmed mean .881 5 30 .506 

NilaiBMP2 Based on Mean .617 5 30 .688 

Based on Median .540 5 30 .745 

Based on Median and with 

adjusted df 

.540 5 27.098 .745 

Based on trimmed mean .610 5 30 .693 

NilaiALP Based on Mean 1.292 5 30 .294 

Based on Median 1.161 5 30 .351 

Based on Median and with 

adjusted df 

1.161 5 22.288 .359 

Based on trimmed mean 1.267 5 30 .304 

NilaiOCN Based on Mean 1.648 5 30 .178 

Based on Median 1.128 5 30 .367 

Based on Median and with 

adjusted df 

1.128 5 22.724 .374 

Based on trimmed mean 1.644 5 30 .179 

NilaiWB Based on Mean 2.003 5 30 .107 

Based on Median 1.769 5 30 .150 

Based on Median and with 

adjusted df 

1.769 5 23.111 .159 

Based on trimmed mean 2.045 5 30 .101 
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Lampiran  28 : Hasil Uji One-Way Anova hari ke-7 
 
 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

NilaiWB Between Groups 9265.778 2 4632.889 27.978 .000 

Within Groups 2483.833 15 165.589   

Total 11749.611 17    

NilaiTNFa Between Groups 70.778 2 35.389 4.698 .026 

Within Groups 113.000 15 7.533   

Total 183.778 17    

NilaiBMP2 Between Groups 149.778 2 74.889 12.765 .001 

Within Groups 88.000 15 5.867   

Total 237.778 17    

NilaiOCN Between Groups 138.778 2 69.389 31.701 .000 

Within Groups 32.833 15 2.189   

Total 171.611 17    

NilaiIL10 Between Groups 133.000 2 66.500 14.049 .000 

Within Groups 71.000 15 4.733   

Total 204.000 17    

NilaiALP Between Groups 152.444 2 76.222 17.680 .000 

Within Groups 64.667 15 4.311   

Total 217.111 17    
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Lampiran  29 : Hasil Uji One-Way Anova hari ke-14 
 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

NilaiWB Between Groups 28000.778 2 14000.389 35.933 .000 

Within Groups 5844.333 15 389.622   

Total 33845.111 17    

NilaiTNFa Between Groups 139.111 2 69.556 15.689 .000 

Within Groups 66.500 15 4.433   

Total 205.611 17    

NilaiBMP2 Between Groups 257.333 2 128.667 17.679 .000 

Within Groups 109.167 15 7.278   

Total 366.500 17    

NilaiOCN Between Groups 144.111 2 72.056 26.469 .000 

Within Groups 40.833 15 2.722   

Total 184.944 17    

NilaiIL10 Between Groups 212.333 2 106.167 15.899 .000 

Within Groups 100.167 15 6.678   

Total 312.500 17    

NilaiALP Between Groups 373.778 2 186.889 32.916 .000 

Within Groups 85.167 15 5.678   

Total 458.944 17    
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Lampiran  30 : Hasil Uji LSD 
 

Multiple Comparisons 

LSD   

Dependent 

Variable (I) WB (J) WB 

Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error Sig. 

95% Confidence 

Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

NilaiTNFa kontrol_PEG_7 BBX_7 3.83333* 1.41225 .011 .9491 6.7175 

EA+BBX_7 4.50000* 1.41225 .003 1.6158 7.3842 

kontrol_PEG_14 -.50000 1.41225 .726 -3.3842 2.3842 

BBX_14 4.83333* 1.41225 .002 1.9491 7.7175 

EA+BBX_14 5.83333* 1.41225 .000 2.9491 8.7175 

BBX_7 kontrol_PEG_7 -3.83333* 1.41225 .011 -6.7175 -.9491 

EA+BBX_7 .66667 1.41225 .640 -2.2175 3.5509 

kontrol_PEG_14 -4.33333* 1.41225 .005 -7.2175 -1.4491 

BBX_14 1.00000 1.41225 .484 -1.8842 3.8842 

EA+BBX_14 2.00000 1.41225 .167 -.8842 4.8842 

EA+BBX_7 kontrol_PEG_7 -4.50000* 1.41225 .003 -7.3842 -1.6158 

BBX_7 -.66667 1.41225 .640 -3.5509 2.2175 

kontrol_PEG_14 -5.00000* 1.41225 .001 -7.8842 -2.1158 

BBX_14 .33333 1.41225 .815 -2.5509 3.2175 

EA+BBX_14 1.33333 1.41225 .353 -1.5509 4.2175 

kontrol_PEG_14 kontrol_PEG_7 .50000 1.41225 .726 -2.3842 3.3842 

BBX_7 4.33333* 1.41225 .005 1.4491 7.2175 

EA+BBX_7 5.00000* 1.41225 .001 2.1158 7.8842 

BBX_14 5.33333* 1.41225 .001 2.4491 8.2175 

EA+BBX_14 6.33333* 1.41225 .000 3.4491 9.2175 

BBX_14 kontrol_PEG_7 -4.83333* 1.41225 .002 -7.7175 -1.9491 

BBX_7 -1.00000 1.41225 .484 -3.8842 1.8842 

EA+BBX_7 -.33333 1.41225 .815 -3.2175 2.5509 

kontrol_PEG_14 -5.33333* 1.41225 .001 -8.2175 -2.4491 

EA+BBX_14 1.00000 1.41225 .484 -1.8842 3.8842 

EA+BBX_14 kontrol_PEG_7 -5.83333* 1.41225 .000 -8.7175 -2.9491 

BBX_7 -2.00000 1.41225 .167 -4.8842 .8842 
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EA+BBX_7 -1.33333 1.41225 .353 -4.2175 1.5509 

kontrol_PEG_14 -6.33333* 1.41225 .000 -9.2175 -3.4491 

BBX_14 -1.00000 1.41225 .484 -3.8842 1.8842 

NilaiIL10 kontrol_PEG_7 BBX_7 -6.00000* 1.37908 .000 -8.8164 -3.1836 

EA+BBX_7 -5.50000* 1.37908 .000 -8.3164 -2.6836 

kontrol_PEG_14 -2.83333* 1.37908 .049 -5.6498 -.0169 

BBX_14 -9.66667* 1.37908 .000 -12.4831 -6.8502 

EA+BBX_14 -10.50000* 1.37908 .000 -13.3164 -7.6836 

BBX_7 kontrol_PEG_7 6.00000* 1.37908 .000 3.1836 8.8164 

EA+BBX_7 .50000 1.37908 .719 -2.3164 3.3164 

kontrol_PEG_14 3.16667* 1.37908 .029 .3502 5.9831 

BBX_14 -3.66667* 1.37908 .012 -6.4831 -.8502 

EA+BBX_14 -4.50000* 1.37908 .003 -7.3164 -1.6836 

EA+BBX_7 kontrol_PEG_7 5.50000* 1.37908 .000 2.6836 8.3164 

BBX_7 -.50000 1.37908 .719 -3.3164 2.3164 

kontrol_PEG_14 2.66667 1.37908 .063 -.1498 5.4831 

BBX_14 -4.16667* 1.37908 .005 -6.9831 -1.3502 

EA+BBX_14 -5.00000* 1.37908 .001 -7.8164 -2.1836 

kontrol_PEG_14 kontrol_PEG_7 2.83333* 1.37908 .049 .0169 5.6498 

BBX_7 -3.16667* 1.37908 .029 -5.9831 -.3502 

EA+BBX_7 -2.66667 1.37908 .063 -5.4831 .1498 

BBX_14 -6.83333* 1.37908 .000 -9.6498 -4.0169 

EA+BBX_14 -7.66667* 1.37908 .000 -10.4831 -4.8502 

BBX_14 kontrol_PEG_7 9.66667* 1.37908 .000 6.8502 12.4831 

BBX_7 3.66667* 1.37908 .012 .8502 6.4831 

EA+BBX_7 4.16667* 1.37908 .005 1.3502 6.9831 

kontrol_PEG_14 6.83333* 1.37908 .000 4.0169 9.6498 

EA+BBX_14 -.83333 1.37908 .550 -3.6498 1.9831 

EA+BBX_14 kontrol_PEG_7 10.50000* 1.37908 .000 7.6836 13.3164 

BBX_7 4.50000* 1.37908 .003 1.6836 7.3164 

EA+BBX_7 5.00000* 1.37908 .001 2.1836 7.8164 

kontrol_PEG_14 7.66667* 1.37908 .000 4.8502 10.4831 

BBX_14 .83333 1.37908 .550 -1.9831 3.6498 

NilaiBMP2 kontrol_PEG_7 BBX_7 -4.33333* 1.48012 .006 -7.3561 -1.3105 
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EA+BBX_7 -7.00000* 1.48012 .000 -10.0228 -3.9772 

kontrol_PEG_14 .50000 1.48012 .738 -2.5228 3.5228 

BBX_14 -7.16667* 1.48012 .000 -10.1895 -4.1439 

EA+BBX_14 -7.83333* 1.48012 .000 -10.8561 -4.8105 

BBX_7 kontrol_PEG_7 4.33333* 1.48012 .006 1.3105 7.3561 

EA+BBX_7 -2.66667 1.48012 .082 -5.6895 .3561 

kontrol_PEG_14 4.83333* 1.48012 .003 1.8105 7.8561 

BBX_14 -2.83333 1.48012 .065 -5.8561 .1895 

EA+BBX_14 -3.50000* 1.48012 .025 -6.5228 -.4772 

EA+BBX_7 kontrol_PEG_7 7.00000* 1.48012 .000 3.9772 10.0228 

BBX_7 2.66667 1.48012 .082 -.3561 5.6895 

kontrol_PEG_14 7.50000* 1.48012 .000 4.4772 10.5228 

BBX_14 -.16667 1.48012 .911 -3.1895 2.8561 

EA+BBX_14 -.83333 1.48012 .578 -3.8561 2.1895 

kontrol_PEG_14 kontrol_PEG_7 -.50000 1.48012 .738 -3.5228 2.5228 

BBX_7 -4.83333* 1.48012 .003 -7.8561 -1.8105 

EA+BBX_7 -7.50000* 1.48012 .000 -10.5228 -4.4772 

BBX_14 -7.66667* 1.48012 .000 -10.6895 -4.6439 

EA+BBX_14 -8.33333* 1.48012 .000 -11.3561 -5.3105 

BBX_14 kontrol_PEG_7 7.16667* 1.48012 .000 4.1439 10.1895 

BBX_7 2.83333 1.48012 .065 -.1895 5.8561 

EA+BBX_7 .16667 1.48012 .911 -2.8561 3.1895 

kontrol_PEG_14 7.66667* 1.48012 .000 4.6439 10.6895 

EA+BBX_14 -.66667 1.48012 .656 -3.6895 2.3561 

EA+BBX_14 kontrol_PEG_7 7.83333* 1.48012 .000 4.8105 10.8561 

BBX_7 3.50000* 1.48012 .025 .4772 6.5228 

EA+BBX_7 .83333 1.48012 .578 -2.1895 3.8561 

kontrol_PEG_14 8.33333* 1.48012 .000 5.3105 11.3561 

BBX_14 .66667 1.48012 .656 -2.3561 3.6895 

NilaiALP kontrol_PEG_7 BBX_7 -6.33333* 1.29028 .000 -8.9684 -3.6982 

EA+BBX_7 -6.00000* 1.29028 .000 -8.6351 -3.3649 

kontrol_PEG_14 -1.83333 1.29028 .166 -4.4684 .8018 

BBX_14 -11.50000* 1.29028 .000 -14.1351 -8.8649 

EA+BBX_14 -11.50000* 1.29028 .000 -14.1351 -8.8649 
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BBX_7 kontrol_PEG_7 6.33333* 1.29028 .000 3.6982 8.9684 

EA+BBX_7 .33333 1.29028 .798 -2.3018 2.9684 

kontrol_PEG_14 4.50000* 1.29028 .002 1.8649 7.1351 

BBX_14 -5.16667* 1.29028 .000 -7.8018 -2.5316 

EA+BBX_14 -5.16667* 1.29028 .000 -7.8018 -2.5316 

EA+BBX_7 kontrol_PEG_7 6.00000* 1.29028 .000 3.3649 8.6351 

BBX_7 -.33333 1.29028 .798 -2.9684 2.3018 

kontrol_PEG_14 4.16667* 1.29028 .003 1.5316 6.8018 

BBX_14 -5.50000* 1.29028 .000 -8.1351 -2.8649 

EA+BBX_14 -5.50000* 1.29028 .000 -8.1351 -2.8649 

kontrol_PEG_14 kontrol_PEG_7 1.83333 1.29028 .166 -.8018 4.4684 

BBX_7 -4.50000* 1.29028 .002 -7.1351 -1.8649 

EA+BBX_7 -4.16667* 1.29028 .003 -6.8018 -1.5316 

BBX_14 -9.66667* 1.29028 .000 -12.3018 -7.0316 

EA+BBX_14 -9.66667* 1.29028 .000 -12.3018 -7.0316 

BBX_14 kontrol_PEG_7 11.50000* 1.29028 .000 8.8649 14.1351 

BBX_7 5.16667* 1.29028 .000 2.5316 7.8018 

EA+BBX_7 5.50000* 1.29028 .000 2.8649 8.1351 

kontrol_PEG_14 9.66667* 1.29028 .000 7.0316 12.3018 

EA+BBX_14 .00000 1.29028 1.000 -2.6351 2.6351 

EA+BBX_14 kontrol_PEG_7 11.50000* 1.29028 .000 8.8649 14.1351 

BBX_7 5.16667* 1.29028 .000 2.5316 7.8018 

EA+BBX_7 5.50000* 1.29028 .000 2.8649 8.1351 

kontrol_PEG_14 9.66667* 1.29028 .000 7.0316 12.3018 

BBX_14 .00000 1.29028 1.000 -2.6351 2.6351 

NilaiOCN kontrol_PEG_7 BBX_7 -4.50000* .90472 .000 -6.3477 -2.6523 

EA+BBX_7 -6.66667* .90472 .000 -8.5144 -4.8190 

kontrol_PEG_14 -3.00000* .90472 .002 -4.8477 -1.1523 

BBX_14 -8.33333* .90472 .000 -10.1810 -6.4856 

EA+BBX_14 -9.50000* .90472 .000 -11.3477 -7.6523 

BBX_7 kontrol_PEG_7 4.50000* .90472 .000 2.6523 6.3477 

EA+BBX_7 -2.16667* .90472 .023 -4.0144 -.3190 

kontrol_PEG_14 1.50000 .90472 .108 -.3477 3.3477 

BBX_14 -3.83333* .90472 .000 -5.6810 -1.9856 
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EA+BBX_14 -5.00000* .90472 .000 -6.8477 -3.1523 

EA+BBX_7 kontrol_PEG_7 6.66667* .90472 .000 4.8190 8.5144 

BBX_7 2.16667* .90472 .023 .3190 4.0144 

kontrol_PEG_14 3.66667* .90472 .000 1.8190 5.5144 

BBX_14 -1.66667 .90472 .075 -3.5144 .1810 

EA+BBX_14 -2.83333* .90472 .004 -4.6810 -.9856 

kontrol_PEG_14 kontrol_PEG_7 3.00000* .90472 .002 1.1523 4.8477 

BBX_7 -1.50000 .90472 .108 -3.3477 .3477 

EA+BBX_7 -3.66667* .90472 .000 -5.5144 -1.8190 

BBX_14 -5.33333* .90472 .000 -7.1810 -3.4856 

EA+BBX_14 -6.50000* .90472 .000 -8.3477 -4.6523 

BBX_14 kontrol_PEG_7 8.33333* .90472 .000 6.4856 10.1810 

BBX_7 3.83333* .90472 .000 1.9856 5.6810 

EA+BBX_7 1.66667 .90472 .075 -.1810 3.5144 

kontrol_PEG_14 5.33333* .90472 .000 3.4856 7.1810 

EA+BBX_14 -1.16667 .90472 .207 -3.0144 .6810 

EA+BBX_14 kontrol_PEG_7 9.50000* .90472 .000 7.6523 11.3477 

BBX_7 5.00000* .90472 .000 3.1523 6.8477 

EA+BBX_7 2.83333* .90472 .004 .9856 4.6810 

kontrol_PEG_14 6.50000* .90472 .000 4.6523 8.3477 

BBX_14 1.16667 .90472 .207 -.6810 3.0144 

NilaiWB kontrol_PEG_7 BBX_7 18.66667 9.61952 .062 -.9790 38.3123 

EA+BBX_7 -36.00000* 9.61952 .001 -55.6457 -16.3543 

kontrol_PEG_14 -14.33333 9.61952 .147 -33.9790 5.3123 

BBX_14 -50.50000* 9.61952 .000 -70.1457 -30.8543 

EA+BBX_14 -110.00000* 9.61952 .000 -129.6457 -90.3543 

BBX_7 kontrol_PEG_7 -18.66667 9.61952 .062 -38.3123 .9790 

EA+BBX_7 -54.66667* 9.61952 .000 -74.3123 -35.0210 

kontrol_PEG_14 -33.00000* 9.61952 .002 -52.6457 -13.3543 

BBX_14 -69.16667* 9.61952 .000 -88.8123 -49.5210 

EA+BBX_14 -128.66667* 9.61952 .000 -148.3123 -109.0210 

EA+BBX_7 kontrol_PEG_7 36.00000* 9.61952 .001 16.3543 55.6457 

BBX_7 54.66667* 9.61952 .000 35.0210 74.3123 

kontrol_PEG_14 21.66667* 9.61952 .032 2.0210 41.3123 
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BBX_14 -14.50000 9.61952 .142 -34.1457 5.1457 

EA+BBX_14 -74.00000* 9.61952 .000 -93.6457 -54.3543 

kontrol_PEG_14 kontrol_PEG_7 14.33333 9.61952 .147 -5.3123 33.9790 

BBX_7 33.00000* 9.61952 .002 13.3543 52.6457 

EA+BBX_7 -21.66667* 9.61952 .032 -41.3123 -2.0210 

BBX_14 -36.16667* 9.61952 .001 -55.8123 -16.5210 

EA+BBX_14 -95.66667* 9.61952 .000 -115.3123 -76.0210 

BBX_14 kontrol_PEG_7 50.50000* 9.61952 .000 30.8543 70.1457 

BBX_7 69.16667* 9.61952 .000 49.5210 88.8123 

EA+BBX_7 14.50000 9.61952 .142 -5.1457 34.1457 

kontrol_PEG_14 36.16667* 9.61952 .001 16.5210 55.8123 

EA+BBX_14 -59.50000* 9.61952 .000 -79.1457 -39.8543 

EA+BBX_14 kontrol_PEG_7 110.00000* 9.61952 .000 90.3543 129.6457 

BBX_7 128.66667* 9.61952 .000 109.0210 148.3123 

EA+BBX_7 74.00000* 9.61952 .000 54.3543 93.6457 

kontrol_PEG_14 95.66667* 9.61952 .000 76.0210 115.3123 

BBX_14 59.50000* 9.61952 .000 39.8543 79.1457 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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Lampiran  31 : Nilai Mean dan Standar Deviasi 
 

Report 

WB NilaiTNFa NilaiIL10 NilaiBMP2 NilaiALP NilaiOCN NilaiWB 

kontrol_PEG_7 Mean 11.6667 3.8333 5.3333 2.6667 5.0000 58.5000 

Std. Deviation 2.65832 1.47196 2.80476 1.36626 .89443 9.69020 

BBX_7 Mean 7.8333 9.8333 9.6667 9.0000 9.5000 39.8333 

Std. Deviation 3.18852 2.31661 1.75119 2.36643 1.76068 13.09071 

EA+BBX_7 Mean 7.1667 9.3333 12.3333 8.6667 11.6667 94.5000 

Std. Deviation 2.31661 2.58199 2.58199 2.33809 1.63299 15.21512 

kontrol_PEG_14 Mean 12.1667 6.6667 4.8333 4.5000 8.0000 72.8333 

Std. Deviation 1.94079 1.86190 2.13698 1.37840 1.26491 19.86370 

BBX_14 Mean 6.8333 13.5000 12.5000 14.1667 13.3333 109.0000 

Std. Deviation 1.47196 3.01662 3.08221 2.78687 1.36626 13.46105 

EA+BBX_14 Mean 5.8333 14.3333 13.1667 14.1667 14.5000 168.5000 

Std. Deviation 2.71416 2.73252 2.78687 2.71416 2.16795 24.35364 

Total Mean 8.5833 9.5833 9.6389 8.8611 10.3333 90.5278 

Std. Deviation 3.34984 4.30531 4.18946 4.87649 3.58569 44.84926 
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Lampiran  32 : Regresi Linear TNF-a terhadap variabel bebas hari ke-7 
 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .621a .385 .303 2.74469 2.759 

a. Predictors: (Constant), kontrol dibanding EA+BBX_7, kontrol dibanding BBX_7 

b. Dependent Variable: NilaiTNFa 

 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 11.667 1.121  10.412 .000  

kontrol dibanding BBX_7 -3.833 1.585 -.566 -2.419 .029 

kontrol dibanding EA+BBX_7 -4.500 1.585 -.664 -2.840 .012 

a. Dependent Variable: NilaiTNFa 
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Lampiran  33 : Regresi Linear BMP-2 terhadap variabel bebas hari ke-7 

 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .794a .630 .581 2.42212 1.878 

a. Predictors: (Constant), kontrol dibanding EA+BBX_7, kontrol dibanding BBX_7 

b. Dependent Variable: NilaiBMP2 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 5.333 .989  5.394 .000  

kontrol dibanding BBX_7 4.333 1.398 .562 3.099 .007 

kontrol dibanding EA+BBX_7 7.000 1.398 .908 5.006 .000 

a. Dependent Variable: NilaiBMP2 
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Lampiran  34 : Regresi Linear IL-10 terhadap variabel bebas hari ke-7 
 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .807a .652 .606 2.17562 2.539 

a. Predictors: (Constant), kontrol dibanding EA+BBX_7, kontrol dibanding BBX_7 

b. Dependent Variable: NilaiIL10 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 3.833 .888  4.316 .001  

kontrol dibanding BBX_7 6.000 1.256 .840 4.777 .000 

kontrol dibanding EA+BBX_7 5.500 1.256 .770 4.379 .001 

a. Dependent Variable: NilaiIL10 
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Lampiran  35 : Regresi Linear BMP-2 terhadap TNF-α, IL-10 pada hari ke-7 
 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .577a .333 .244 3.25155 

a. Predictors: (Constant), NilaiIL10, NilaiTNFa 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 7.895 4.037  1.956 .069 

NilaiTNFa -.259 .281 -.228 -.922 .371 

NilaiIL10 .459 .267 .425 1.722 .106 

a. Dependent Variable: NilaiBMP2 
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Lampiran  36 : Regresi Linear ALP terhadap TNF-α, IL-10 dan BMP-2 pada hari ke-7 
 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .724a .524 .422 2.71725 1.411 

a. Predictors: (Constant), NilaiBMP2, NilaiTNFa, NilaiIL10 

b. Dependent Variable: NilaiALP 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) .584 3.779  .154 .879 

NilaiTNFa -.010 .241 -.009 -.042 .967 

NilaiIL10 .640 .244 .621 2.627 .020 

NilaiBMP2 .151 .216 .158 .700 .496 

a. Dependent Variable: NilaiALP 
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Lampiran  37: Regresi Linear OCN terhadap TNF-α, IL-10 dan BMP-2 pada hari ke-7 
 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .838a .702 .638 1.91085 2.014 

a. Predictors: (Constant), NilaiBMP2, NilaiTNFa, NilaiIL10 

b. Dependent Variable: NilaiOCN 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 4.687 2.658  1.764 .100 

NilaiTNFa -.210 .170 -.217 -1.238 .236 

NilaiIL10 .239 .171 .260 1.393 .185 

NilaiBMP2 .447 .152 .526 2.946 .011 

a. Dependent Variable: NilaiOCN 
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Lampiran  38 : Regresi Linear woven bone terhadap ALP dan OCN pada hari ke-7  
 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .397a .158 .045 25.68642 

a. Predictors: (Constant), NilaiOCN, NilaiALP 

 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 39.057 18.206  2.145 .049 

NilaiALP -1.497 2.224 -.204 -.673 .511 

NilaiOCN 4.055 2.502 .490 1.621 .126 

a. Dependent Variable: NilaiWB 
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Lampiran  39 : Regresi Linear TNF-a terhadap variabel bebas hari ke-14 
 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .823a .677 .633 2.10555 2.057 

a. Predictors: (Constant), Kontrol dibnading EA + BBX_14, Kontrol dibnading BBX_14 

b. Dependent Variable: NilaiTNFa 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 12.167 .860  14.154 .000  

Kontrol dibnading BBX_14 -5.333 1.216 -.744 -4.387 .001 

Kontrol dibnading EA + 

BBX_14 

-6.333 1.216 -.883 -5.210 .000 

a. Dependent Variable: NilaiTNFa 
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Lampiran  40 : Regresi Linear BMP-2 terhadap variabel bebas hari ke-14 
 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .838a .702 .662 2.69774 2.130 

a. Predictors: (Constant), Kontrol dibnading EA + BBX_14, Kontrol dibnading BBX_14 

b. Dependent Variable: NilaiBMP2 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 4.833 1.101  4.389 .001  

Kontrol dibnading BBX_14 7.667 1.558 .801 4.922 .000 

Kontrol dibnading EA + 

BBX_14 

8.333 1.558 .871 5.350 .000 

a. Dependent Variable: NilaiBMP2 
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Lampiran  41 : Regresi Linear IL-10 terhadap variabel bebas hari ke-14 
 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .824a .679 .637 2.58414 2.330 

a. Predictors: (Constant), Kontrol dibnading EA + BBX_14, Kontrol dibnading BBX_14 

b. Dependent Variable: NilaiIL10 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 6.667 1.055  6.319 .000  

Kontrol dibnading BBX_14 6.833 1.492 .773 4.580 .000 

Kontrol dibnading EA + 

BBX_14 

7.667 1.492 .867 5.139 .000 

a. Dependent Variable: NilaiIL10 
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Lampiran  42 : Regresi Linear BMP-2 terhadap TNF-α, IL-10 pada hari ke-14 
 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .804a .646 .599 2.94031 

a. Predictors: (Constant), NilaiIL10, NilaiTNFa 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 9.111 3.634  2.507 .024 

NilaiTNFa -.599 .235 -.449 -2.552 .022 

NilaiIL10 .523 .190 .483 2.747 .015 

a. Dependent Variable: NilaiBMP2 
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Lampiran  43 : Regresi Linear ALP terhadap TNF-α, IL-10 dan BMP-2 hari ke-14 
 
 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .955a .911 .892 1.70648 

a. Predictors: (Constant), NilaiIL10, NilaiTNFa, NilaiBMP2 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 2.578 2.512  1.026 .322 

NilaiTNFa -.321 .163 -.215 -1.969 .069 

NilaiBMP2 .486 .150 .434 3.243 .006 

NilaiIL10 .529 .136 .437 3.906 .002 

a. Dependent Variable: NilaiALP 
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Lampiran  44 : Regresi Linear OCN terhadap TNF-α, IL-10 dan BMP-2 pd hari ke-14 
 

Model Summaryb 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate Durbin-Watson 

1 .889a .791 .746 1.66328 2.275 

a. Predictors: (Constant), NilaiBMP2, NilaiTNFa, NilaiIL10 

b. Dependent Variable: NilaiOCN 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 10.756 2.449  4.392 .001 

NilaiTNFa -.453 .159 -.478 -2.850 .013 

NilaiIL10 .526 .132 .684 3.982 .001 

NilaiBMP2 -.109 .146 -.153 -.746 .468 

a. Dependent Variable: NilaiOCN 
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Lampiran  45 : Regresi Linear woven bone terhadap ALP dan OCN pada hari ke-14 
 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .722a .521 .457 32.86500 

a. Predictors: (Constant), NilaiOCN, NilaiALP 

 
 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 19.431 31.589  .615 .548 

NilaiALP 3.273 2.535 .381 1.291 .216 

NilaiOCN 5.151 3.994 .381 1.290 .217 

a. Dependent Variable: NilaiWB 
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Lampiran  46 : SEA Target protein target EA 
 

Target Key Target Name Description P-value MaxTc 

AKT1_ HUMAN AKT1 RAC-alpha serine/threonine-

protein kinase 

0,9338 1 

FGR_RAT Fgr Tyrosine-protein kinase Fgr 0,0000 1 

SMAD3_HUMAN SMAD3 Mothers against decapentaplegic 

homolog 3 

0,0000 1 

FAK1_HUMAN PTK2 Focal adhesion kinase 1 0,4508 1 

EGFR_HUMAN EGFR Epidermal growth factor 

receptor 

0,9998 1 

PGFRB_HUMAN PDGFRB Platelet-derived growth factor 

receptor beta 

0,3881 1 
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