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NFATcl AND RUNX2 EXPRESSION ON ORTHODONTIC TOOTH
MOVEMENT WITH GRADUALLY INCREASING FORCE (Experimental
Laboratory Research)

ABSTRACT

Background: Orthodontic tooth movement occurs due to resorption and bone
apposition on the pressure and strain side of the PDL, respectively. Orthodontic
pressure initiates biochemical and cellular changes that form the contours of
alveolar bone. The transcription factor associated with osteoclast differentiation is
NFATcI and the transcription factor associated with osteoblast differentiation is
RUNX2. NFATc]1 is the main regulator of osteoclast differentiation. RUNX2 is a
multifunctional transcription factor that controls skeletal development by regulating
the differentiation of chondrocytes, osteoblasts and the expression of many genes
of extracellular matrix proteins during differentiation of chondrocytes and
osteoblasts. Objective: The purpose of this study was to determine the difference
of expression of NFATc1 and RUNX2 in mouse orthodontic movement. Methods:
This type of research is a laboratory experimental study. The research design used
in this research is the post test control group design. The sample used in this study
each group amounted to four rats in 7 groups. The results were calculated by
immunohistochemical methods. Results: Indicates a significant difference between
the control group and the treatment group at both NFATc1 and RUNX2 (P> 0.05)
values. The highest NFATc1 value was seen in group P2 and the highest RUNX2
value was seen in group P6. Conclusion: Increased orthodontic forces gradually

results in better osteoclast and osteoblast formation.

Keywords: NFATcl, RUNX2, Orthodontic Tooth Movement, Gradually

Increasing Force.
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EKSPRESI NFATcl DAN RUNX2 PADA PERGERAKAN GIGI
ORTODONTI DENGAN PENINGKATAN KEKUATAN SECARA
BERTAHAP (Penelitian Eksperimental Laboratoris)

ABSTRAK

Latar belakang: Pergerakkan gigi ortodontik terjadi karena adanya resorpsi dan
aposisi tulang pada sisi tekanan dan regangan di PDL, berturut-turut. Tekanan
ortodontik menginisiasi perubahan biokimia dan seluler yang membentuk kontur
tulang alveolar. Faktor transkripsi yang berhubungan dengan diferensiasi osteoklast
adalah NFATcl dan faktor transkripsi yang berhubungan dengan diferensiasi
osteoblast adalah RUNX2. NFATcl merupakan regulator utama diferensiasi
osteoklast. RUNX2 merupakan faktor transkripsi multifungsional yang mengontrol
perkembangan skeletal dengan meregulasi diferensiasi kondrosit, osteoblast dan
ekspresi banyak gen protein matriks ekstraseluler selama diferensiasi kondrosit dan
osteoblast. Tujuan: Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui perbedaan
ekspresi NFATcl dan RUNX2 pada pergerakkan ortodonti tikus. Metode: Jenis
penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris. Rancangan
penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah the post test control group
design. Sampel yang digunakan pada penelitian ini tiap kelompok berjumlah empat
ekor tikus pada 7 kelompok. Hasil penelitian dihitung dengan metode
imunohistokimia. Hasil: Menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antara
kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan baik pada nilai NFATcl dan
RUNX2 (P>0.05). Nilai NFATc] tertinggi terlihat pada kelompok P2 dan nilai
RUNX2 tertinggi terlihat pada kelompok P6. Simpulan: Peningkatan kekuatan
ortodonti secara bertahap menghasilkan pembentukan osteoklas dan osteoblas yang
lebih baik.

Kata kunci : NFATcl, RUNX2, Pergerakan gigi ortodonti, Pemberian kekuatan
bertahap.
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SUMMARY

Mechanical forces applied to the tooth are transmitted to the surrounding
alveolar bone through the periodontal ligament (PDL). Thus the provision of this
power will activate the process of bone remodeling, resorption and/or aposition that

facilitates the movement of the teeth within the alveolar bone. (Driel et al., 2000).

Based on the data analysis in Table 5.1, it can be seen that the NFATcl
values of all groups appear to be significantly changed when compared to the
control group. The highest increase occurred in the group with 10 gr/mm? (group
P1 and P2). This group produces good tooth movement because the strength of 10

gr/mm? is the optimum force to move the teeth in mice.

While in the group with gradual strengthening showed the formation of low
osteoclast in the group given strength of 5 gr/mm? to 10 gr/mm? (P3-P4). In contrast
to the P3-P4 group, a group with a strength increase of 10 gr/mm? to 20 gr/mm?
showed good osteoclast formation starting from 10 gr/mm? but osteoclast
formation at 20 gr/mm? increased in strength compared to group 10 gr/mm? (P2).
In Table 5.4 the average value of RUNX2 in the strain area showed that the whole

group showed significant value when compared to the control group.

xii
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RINGKASAN

Kekuatan mekanis yang diberikan pada gigi ditransmisikan ke tulang
alveolar sekitarnya melalui ligament periodontal (PDL). Sehingga pemberian
kekuatan ini akan mengaktifkan proses remodeling tulang, resorpsi dan/atau aposisi

yang memfasilitasi pergerakan gigi di dalam tulang alveolar. (Driel et al., 2000).

Berdasarkan analisis data pada tabel 5.1 terlihat bahwa nilai NFATcI
seluruh kelompok terlihat mengalami perubahan yang signifikan bila dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Peningkatan tertinggi terjadi pada kelompok dengan
pemberian kekuatan 10 gr/mm? (kelompok P1 dan P2). Kelompok ini menghasilkan
pergerakkan gigi yang baik karena kekuatan 10 gr/mm’ merupakan kekuatan

optimum untuk menggerakkan gigi pada tikus.

Sedangkan pada kelompok dengan pemberian kekuatan secara bertahap
menunjukkan pembentukan osteoklast yang rendah pada kelompok yang diberikan
kekuatan 5 gr/mm? menjadi 10 gr/mm? (P3-P4). Berbeda dengan kelompok P3-P4,
kelompok dengan peningkatan kekuatan 10 gr/mm’ menjadi 20 gr/mm’
menunjukkan pembentukan osteoklast yang baik mulai dari pemberian kekuatan 10
gr/mm’, namun pembentukan osteoklast pada peningkatan kekuatan 20 gr/mm?
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok 10 gr/mm? (P2). Pada tabel hasil 5.4
tentang nilai rata-rata RUNX2 pada daerah regangan didapatkan hasil bahwa
seluruh kelompok menunjukkan nilai yang signifikan bila dibandingkan dengan

kelompok kontrol.

xiii
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1.1 Latar Belakang

Pergerakkan gigi karena pemberian tekanan ortodonti ditandai dengan
adanya remodeling pada jaringan dental dan paradental, termasuk pulpa gigi,
ligamen periodontal (PDL), tulang alveolar, dan gingiva. Jaringan-jaringan ini,
ketika terkena berbagai macam derajat kekuatan, frekuensi dan durasi dari tekanan
mekanik, akan menunjukkan perubahan makroskopik dan mikroskopik.
Pergerakkan gigi ortodonti memiliki gambaran yang berbeda dari pergerakkan gigi
fisiologis atau erupsi gigi. Karakteristiknya sangat unik terlihat pada adanya
pembentukkan sisi tekanan dan regangan pada PDL (Krishnan et al., 2006).
Pemberian tekanan ortodonti akan menyebabkan terbentuknya sisi tekanan dan
regangan pada ligamen periodontal (Dolce et al., 2002). Resorpsi tulang alveolar
pada sisi tekanan dilakukan oleh osteoklas dan aposisi tulang alveolar pada sisi
regangan dilakukan oleh osteoblas (Krishnan et al., 2006; Wise et al., 2008).

Pergerakkan gigi ortodonti dapat muncul secara cepat atau lambat,
tergantung pada karakteristik fisik, penggunakan tekanan, ukuran dan respon
biologis PDL. Tekanan ini menginduksi regangan yang merubah vaskularisasi dan
aliran darah, yang menghasilkan sintesis lokal dan menyebabkan pengeluaran
berbagai molekul, seperti neurotransmitter, sitokin, growth factor, colony-
stimulating factor, dan metabolit asam arachidonat. Molekul ini dapat merangsang

respon sel oleh berbagai tipe sel didalam dan disekitar gigi, menyediakan

1
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lingkungan mikro yang sesuai untuk aposisi dan resorpsi jaringan (Krishnan et al.,
2006).

Tekanan ortodonti diartikan sebagai pemberian gaya pada gigi dengan
tujuan untuk menggerakan gigi (Daskalogiannakis., 2000). Pergerakkan gigi
ortodonti terjadi karena adanya resorpsi dan aposisi tulang pada sisi tekanan dan
regangan di PDL, berturut-turut. Tekanan ortodonti, berdasarkan perubahan aliran
darah dan lingkungan elektrokimia lokal, mengganggu lingkungan homeostatik
yang terdapat pada ruang PDL. Perubahan mendadak ini akan menginisiasi
perubahan biokimia dan seluler yang membentuk kontur tulang alveolar (Toms et
al., 2002). Hal ini artinya bahwa tekanan ortodonti optimal menggerakkan gigi
secara efisiensi menuju posisi yang diinginkan, tanpa menyebabkan
ketidaknyamanan dan kerusakan jaringan pasien (Krishnan et al., 2006).

Tekanan ortodonti ringan yang diberikan pada gigi menghasilkan obstruksi
partial vaskuler PDL dan resorpsi frontal tulang. Tekanan ortodonti besar
menyumbat pembuluh darah dan membuat nekrosis pada jaringan sekitarnya karena
jaringan tersebut kekurangan oksigen dan nutrisi. Berbeda dengan remodeling
tulang fisiologis oleh tekanan ringan, tekanan berat menyebabkan hialinisasi PDL,
undermining bone resorption, dan mengakibatkan resorpsi akar (Toms et al., 2002)

Tulang terdiri atas 4 tipe sel: osteoblas, osteosit, bone lining cell, dan
osteoklast. Osteoblas, bone lining cell dan osteosit berasal dari mesenkim stem sel
dan mewakili berbagai tahap perkembangan dari satu tipe sel. Osteoblas merupakan
sel bulat dengan organel yang kaya akan sitoplasma. Osteoklas dan osteoblas

berfungsi untuk pembentukan tulang, pertama dengan meletakkan osteoid dan
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memineralisasinya. Osteosit membentuk osteoblast yang akan terperangkap pada
matriks tulang. Gambaran khas dari osteosit adalah merupakan sebuah
perpanjangan sel yang menghubungkan antar sel dan antara permukaan tulang
dengan sel. Sesuai dengan namanya, bone-lining cell mengelilingi permukaan
tulang. Fungsinya belum begitu jelas diketahui, tetapi sel ini mungkin merupakan
sel yang sangat penting dalam regulasi resorpsi dan aposisi tulang. Osteoklas
merupakan sel yang besar dan multinukelus yang berfungsi untuk meresorpsi
tulang. Osteoklas berasal dari sel hematopoetik dan mewakili tahap terminal pada
diferensiasi sel hematopoetik (Dolce et al., 2002).

Faktor transkripsi yang berhubungan dengan diferensiasi osteoklas adalah
NFATc] dan faktor transkripsi yang berhubungan dengan diferensiasi osteoblas
adalah RUNX2. Famili gen NFAT teridentifikasi sekitar 25 tahun yang lalu sebagai
kelompok faktor transkripsi yang dapat berikatan dengan interleukin 2 (IL-2)
promoter pada sel T teraktivasi. Sejak ditemukannya protein NFAT pertama, NFAT
telah diketahui terlibat dalam aktivasi sel imun, pembentukan katup jantung,
hipertropi kardiak, dan perkembangan osteoklas (Kim et al., 2014; Takayanagi.,
2007). Fungsi dan regulasi protein NFAT paling dipahami pada sel T. Famili
NFAT terdiri atas 5 kelompok: NFATI1 (disebut juga NFATp atau NFATc2),
NFAT2 (disebut juga NFATc atau NFATcl), NFAT3 (disebut juga NFATc4),
NFAT4 (disebut juga NFATx atau NFATc3), dan NFATS. Semua protein dari
family NFAT, kecuali NFATS, diregulasi oleh calcium signaling pathway (Lopez

etal., 2001).
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Ekspresi NFATc1 diinduksi selama diferensiasi osteoklas. Beberapa faktor
transkripsi telah diketahui berikatan dengan NFATcl promoter selama
osteoklastogenesis (Kim et al., 2014). NFATcl merupakan regulator utama
diferensiasi osteoklas. NFATc1 meregulasi beberapa gen osteoklas spesifik seperti
TRAP, cathepsin K, , reseptor calcitonin, dan osteoclast-associated receptor
(OSCAR) melalui ikatannya dengan MITF dan c-Fos (Takayanagi et al., 2002;
Matsumoto et al., 2004; Kim et al., 2005; Kim et al., 2005).

Peran NFATc1 dalam diferensiasi osteoklas telah banyak dikemukakan oleh
berbagai penelitian yang dilakukan pada tikus yang dimodifikasi genetik. Kim et al
(2014) mengatakan bahwa NFATc1 sangat diperlukan dalam diferensiasi osteoklas.
Negishi-koga et al (2009) menyebutkan bahwa NFATc] sebagai faktor transkripsi
utama dalam osteoklastogenesis yang menunjukkan pentingnya Ca?* signaling pada
diferensiasi osteoklas. Crotti et al (2008) mengatakan bahwa NFATcl memainkan
peran penting pada aktivasi osteoklas melalui regulasi berbagai gen pada tiap
tahapan proses, seperti adesi, migrasi, oksidasi, dan degradasi osteoklas terhadap
matrik tulang anorganik dan organik.

Famili RUNX terdiri atas 3 gen, RUNXI/Cbfa2/Pebp2aB,
RUNX2/Cbfal/Pebp2aA, dan RUNX3/Cbfa3/Pebp2Ac. RUNXI dan CbfB
berpengaruh dalam diferensiasi hematopoitik. RUNX2 berpengaruh pada
diferensiasi osteoblas (Komori., 2005). RUNX2 merupakan faktor transkripsi
multifungsional yang mengontrol perkembangan skeletal dengan meregulasi
diferensiasi kondrosit, osteoblas dan ekspresi banyak gen protein matriks

ekstraseluler selama diferensiasi kondrosit dan osteoblas. Selama diferensiasi
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osteoblast, RUNX2 meregulasi ekspresi gen protein matriks tulang termasuk
Colla2, Sppl, Ibsp, Bglap, dan Fnl in vitro dan aktivasi banyak promoter termasuk
Collal, Colla2, Sppl, Bglap, dan MMP13 (Komori., 2010).

Peran RUNX2 dalam diferensiasi osteoblast telah banyak dikemukakan
pada beberapa penelitian. Yamashiro et al (2002) menjelasakan bahwa RUNX2
dibutuhkan untuk pembentukan tulang dan gigi dan ekspresinya terutama terbatas
dalam kondensasi osteoblast dan mesenkim dalam pembentukkan tulang, kartilago
dan gigi. Miyazaki et al (2008) mengemukakan bahwa overekspresi RUNX2 pada
odontoblast akan menghambat diferensiasi terminal odontoblast dan mencetuskan
transdifferensiasi odontoblast menjadi osteoblast, yang membentuk struktur tulang.

Secara teori, tidak diragukan lagi bahwa countinuous light forces
menghasilkan pergerakkan gigi yang lebih efisien. Countinous light forces
menghasilkan pergerakan gigi ringan melalui resorpsi frontal. Sedangkan pada
pemberian kekuatan ortodonti yang besar (heavy forces) akan menghasilkan
hyalinisasi yang akan menghambat pergerakkan gigi. Namun, penelitian yang
dilakukan oleh Tomizuka et al (2006) menunjukkan bahwa penggunaan kekuatan
ortodonti secara bertahap dengan pemberian kekuatan ringan pada awal dan
ditingkatkan secara bertahap menghasilkan pergerakan gigi yang efektif pada tikus
tanpa menginduksi berbagai perubahan patalogi.

Penelitian mengenai ekspresi NFATcl dan RUNX2 dengan pemberian
kekuatan ortodonti secara bertahap terhadap pergerakkan gigi ortodonti belum

pernah dilakukan. Oleh karena itu peneliti ingin mengetahui ekspresi NFATc1 dan
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RUNX2 terhadap pergerakkan gigi ortodonti dengan peningkatan kekuatan secara

bertahap.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah ada perbedaan ekspresi NFATcl dan RUNX2 pada pergerakkan
ortodonti gigi tikus yang diberikan kekuatan 10 gr/mm?, 5 gr/mm? — 10 gr/mm? dan

10 gr/mm? - 20 gr/mm??

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui perbedaan ekspresi

NFATcl dan RUNX2 pada pergerakkan ortodonti tikus.

1.3.2 Tujuan Khusus
Tujuan khusus penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui perbedaan ekspresi NFATcl dan RUNX2 pada
pergerakan gigi tikus dengan pemberian kekuatan sebesar 10 gr/mm? dan
dengan pemberian 5 gr/mm? - 10 gr/mm’.

2. Untuk mengetahui perbedaan ekspresi NFATcl dan RUNX2 pada
pergerakan gigi tikus dengan pemberian kekuatan sebesar 10 gr/mm? dan

dengan pemberian 10 gr/mm? - 20 gr/mm?>.
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1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai peran

NFATcl dan RUNX2 terhadap pergerakkan gigi ortodonti tikus.
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2.1 Pergerakkan Gigi Ortodonti

Pergerakan gigi ortodonti berasal dari tekanan pada gigi. Tekanan ini
berasal dari piranti yang digunakan (kawat, braket, elastomer dsb) yang dipasang
dan diaktivasi oleh klinisi. Gigi geligi dan jaringan pendukungnya merespons gaya
tersebut dengan suatu reaksi biologis yang kompleks sehingga terjadi pergerakan
gigi melalui tulang. Sel-sel dalam periodonsium yang bereaksi akibat tekanan yang
diberikan, tidak tergantung dari desain braket, bentuk kawat atau campuran logam,
tetapi aktivitasnya tergantung dari tekanan dan regangan yang terjadi di
sekelilingnya. Untuk mendapatkan respon yang tepat, rangsangan mekanis yang
diberikan juga harus tepat. Pengetahuan akan prinsip-prinsip mekanis mengenai
gaya diperlukan untuk mengontrol perawatan ortodonti. Dasar dari perawatan
ortodonti adalah aplikasi klinis konsep biomekanik, yaitu mekanika yang
berhubungan dengan sistem biologis (Williams et a/, 2000).

Pergerakan gigi secara ortodonti dihasilkan dari kombinasi reaksi biologis
terhadap tekanan biomekanik oleh gaya ortodonti di ligamen periodontal dan tulang
alveolar. Pergerakan gigi disebabkan oleh aplikasi tekanan ortodonti yang ditandai
oleh terjadinya perubahan pada gigi dan jaringan periodontal. Keberhasilan
perawatan ortodonti dipengaruhi oleh berbagai faktor termasuk kesehatan jaringan
periodontal, kebersihan mulut dan tekanan ortodonti. Pergerakan gigi secara

ortodonti merupakan hasil dari reaksi biologis terhadap stres biomekanik yang

8

KARYA AKHIR EKSPRESI NFATcl... NDHUK RATIH MUSTIQO HATI




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 9

dihasilkan tekanan ortodonti dalam ligamen periodontal dan tulang alveolar.
Ligamen periodontal terutama terdiri dari kolagen tipe I dan III yang
menghubungkan tulang alveolar dengan akar gigi, yang akan memberikan stabilitas
mekanik dinamis terhadap gigi (Takahashi et al, 2006).

Periodontal ligamen (PDL) memegang peranan sangat penting dalam proses
pergerakan gigi secara ortodonti karena kemampuannya dalam merespons kekuatan
mekanik yang diterima menyebabkan terjadinya remodeling tulang alveolar
sehingga memungkinkan gigi bergerak. Apabila suatu tekanan diberikan pada gigi
maka PDL yang mengalami tarikan akan terjadi aposisi tulang dan di daerah
tekanan akan terjadi resorpsi tulang (gambar 2.4). PDL terdiri atas matriks
ekstraseluler yang terutama terdiri atas serat kolagen dengan bahan dasar
proteoglikans dan glukoprotein serta serat oksitalin. Pada PDL juga terdapat
beberapa sel yaitu fibroblas, osteoblas, osteoklas dan sementoblas, selain itu masih
ada sel lain misalnya makrofag, dan kadang-kadang terdapat sisa-sisa sel Malassez
serta banyak pembuluh darah kapiler yang merupakan pleksus (Rahardjo, 2009).

Skeleton secara kontinyu mengalami remodeling sepanjang hidup melalui
resorpsi oleh osteoklas dan pembentukan tulang baru oleh osteoblas. Peristiwa ini
terjadi bergantian untuk mempertahankan integritas struktur tulang. Remodeling
dipelopori oleh osteoblas dan melibatkan suatu jaringan kerja yang kompleks dari
interaksi sel-sel dan sel matriks yang melibatkan hormon, sitokin, faktor
pertumbuhan, yang kebanyakan terpusat di matriks tulang dan lingkungan mekanis

dari sel-sel (Meikle, 2006).
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Gambar 2.1 Aplikasi tekanan ortodontik pada gigi (Nanda, 2005)

Ortodonti dan ortopedi berhubungan dengan remodeling, sehingga
memerlukan pengetahuan tentang biologi tulang, terutama yang berhubungan
dengan tekanan mekanis dan berbagai jenis pada tulang. Akan tetapi, proses
pergerakan gigi lebih rumit karena memerlukan perubahan-perubahan pada
ligamentum periodontal dan juga tulang alveolar pendukung, yang mempunyai
populasi sel dan ciri-ciri remodeling yang berbeda. Tulang alveolar menerima
beban secara intermitent selama pengunyahan, tetapi mengalami deformasi atau
tekanan secara kontinyu dan jika dikenai tekanan yang memadai akan terjadi bone
bending dari alveolar. Tulang alveolar mengalami resorpsi dan deposisi selama
pergerakan gigi ortodonti yang selanjutnya tergantung dari besar, arah dan durasi
dari tekanan yang diberikan (Meikle, 2006).

Tekanan yang besar menyebabkan ligamen periodontal akan tertekan
sehingga terjadi trombosis kapiler, kematian sel dan terbentuk area terlokalisasi
yang bebas sel atau hialinisasi karena mirip kartilago hialin. Pada sisi ini, resorpsi

osteoklas pada dinding alveolar di dekatnya tidak terjadi secara langsung, tetapi

KARYA AKHIR EKSPRESI NFATcl... NDHUK RATIH MUSTIQO HATI




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 11

dimulai oleh suatu proses yang disebut resorpsi undermining dari ruang sumsum di

dekatnya (Person, 2005).

2.1.1 Teori Pergerakan Gigi

Ada berbagai teori pergerakan gigi, secara umum dapat dibagi :
1. Pressure Tension Theory

Lebih dari 100 tahun yang lalu Sandstedt, Oppenheim dan Scwharz
menyatakan bahwa jika gigi mendapatkan gaya ortodonti maka akan terjadi daerah
tekanan dan regangan. Daerah tekanan adalah daerah periodonsium yang
mengalami tekanan karena gigi bergerak mendekat dan daerah tarikan adalah
daerah periodonsium yang mengalami tarikan karena gigi bergerak menjauh.
Daerah tekanan akan mengalami resorpsi tulang sedangkan daerah tarikan akan
mengalami aposisi tulang. Di sisi tekanan, dengan tekanan ringan, tulang alveolar
yang diresorpsi langsung oleh banyak multinukleat osteoklas di Howship lacunae
(Meikle, 2006).

Penelitian histologis klasik tentang pergerakan gigi oleh Sandstedt (1904),
Oppenheim (1911), dan Schwarz (1932) menyebabkan mereka berhipotesis bahwa
gigi bergerak dalam ruang periodontal dengan menghasilkan sisi tekanan dan sisi
tarikan. Hipotesis pada sisi tekanan, PDL menunjukkan adanya disorganisasi dan
berkurangnya produksi serat. Di sisi tarikan, peregangan serat PDL mestimulasi
peningkatan replikasi sel. Aktivitas proliferasi menyebabkan peningkatan produksi

serat (Krishnan and Davidovitch, 2006).
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Gambar 2.2 Skema pergerakkan gigi (a) Gaya eksternal diaplikasikan (tanda panah). (b) Pada sisi
aposisi, serat meregang. Serat tertekan pada sisi resorpsi. (C) Setelah aplikasi gaya dalam waktu
lama, formasi tulang oleh osteoblast dapat dilihat pada sisi aposisi dan resorpsi tulang oleh
osteoklas pada sisi resorpsi.

2. Blood Flow Theory

Teori ini disebut juga sebagai fluid dynamic theory yang diperkenalkan oleh
Bien pada tahun 1966. Berdasar teori ini, pergerakan gigi timbul karena cairan yang
dinamis di dalam PDL. PDL terdapat pada ruangan periodontal yang dibatasi oleh
permukaan akar gigi dan tulang alveolar, terdiri dari sistem cairan yang terbuat dari
cairan interstitial, elememn selular, pembuluh darah dan perlekatan substansi dasar
berisi serat-serat periodontal. Kandungan PDL menghasilkan kondisi hidrodinamik
yang unik dan menyerupai mekanisme hidrolik dan shock absorber (Singh, 2004).
Aplikasi gaya eksternal pada gigi menyebabkan terjadinya pergerakan cairan di
dalam kanalikuli. Ketika cairan kanalikuli berkurang, terjadilah apoptosis osteosit
yang terdapat dalam tulang kemudian akan menarik osteoklas sehingga terjadi

resorbsi tulang (Henneman et al, 2008).

3. Bone Bending and Piezoelectric Theory
Bone bending pada tulang alveolar merupakan hal yang penting dalam
pergerakan gigi secara ortodonti, hal ini pertamakali dikemukakan oleh Farrar

(1988). Ketika alat ortodonti diaktivasi, gaya yang diberikan pada gigi disalurkan
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ke semua jaringan di sekelilingnya sehingga gigi akan bergerak lebih besar
dibandingkan dengan lebar PDL yang menyebabkan terjadinya defleksi pada tulang
alveolar. Defleksi pada tulang juga memicu keluarnya potensial elektrik pada
permukaan tulang atau piezoelectric yang sering ditemukan pada material kristalin
(Krishnan and Davidovitch, 2006).

Deformasi atau perubahan bentuk struktur kristal menghasilkan arus listrik
seperti elektron yang berpindah dari molekul kristal yang satu ke molekul kristal
yang lain. Bila struktur kristal mengalami deformasi, elektron bermigrasi sehingga
terjadi aliran listrik. Jika terdapat tekanan maka struktur kristal masih stabil dan
tidak tejadi perpindahan elektron, namun jika tekanan dilepaskan, kristal akan
kembali ke bentuk semula dan aliran elektron akan terjadi pada arah yang
berlawanan. Sumber srtuktur kristal tidak hanya pada mineral tulang, tapi terdapat
juga pada kolagen, hidroksi apatit, batas antara kolagen hidroksiapatit dan
mukopolisakarida pada substansi dasar. Pada saat gigi diberi tekanan, tulang
alveolar di sekitarnya akan mengalami tekukan. Daerah yang cekung diasosiasikan
dengan arus negatif dan menyebabkan deposisi tulang sedangkan daerah yang
cembung diasosiasikan dengan arus positif dan menyebabkan resorbsi tulang

(Singh, 2004).

2.1.2 Tahap-Tahap Pergerakkan Gigi
Pergerakan gigi ortodontik menurut Burstone (1962) terdiri dari tiga fase:
Initial phase, Lag phase dan Postlag phase (Krishnan and Davidovitch, 2006;

Arifin et al, 2011).
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1. Initial phase

Tahap awal ditandai dengan gerakan segera dan cepat dan terjadi 24 jam sampai 48
jam setelah aplikasi pertama kekuatan untuk gigi dan merupakan gerakan awal dari
gigi dalam soket tulang. Tingkat ini sebagian besar disebabkan oleh perpindahan
gigi di ruang PDL. Reaksi seluler dan jaringan dimulai pada fase awal perpindahan
gigi, segera setelah aplikasi kekuatan. Karena kompresi dan peregangan dari serat
dan sel tekanan PDL dan daerah ketegangan, masing-masing proses kompleks
perekrutan osteoklas dan nenek moyang osteoblas, serta ekstravasasi dan

chemoattraction sel-sel inflamasi, dimulai (Krishnan and Davidovitch, 2006).

2. Lag phase

Berlangsung 20 sampai 30 hari dan menunjukkan yang relatif sedikit atau tidak ada
perpindahan gigi. Fase ini ditandai dengan terjadinya hialianisasi PDL di wilayah
kompresi. Tidak ada gerakan selanjutnya gigi terjadi sampai sel menyelesaikan
penghapusan semua jaringan nekrotik. Kehadiran zona hialinisasi di daerah tekanan
dibuktikan dalam percobaan terakhir bahkan di tahap awal. Pada tahap kedua,
daerah kompresi yang mudah diakui oleh penampilan terdistorsi normal pengaturan
serat PDL. Gangguan aliran darah karena distorsi ini mengarah pada pengembangan
daerah hialinisasi dan penangkapan perpindahan gigi, yang dapat berlangsung dari
4 sampai 20 hari. Hanya penghapusan jaringan nekrotik dan resorpsi tulang sumsum
yang berdekatan (tidak langsung resorpsi) dan dari arah dari PDL (undermining
resorbtion) memungkinkan pergerakan gigi. Proses komprehensif membutuhkan

perekrutan sel fagosit seperti makrofag, giant cells bodies, dan osteoklas dari daerah
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tidak rusak yang berdekatan dari PDL dan rongga alveolar sumsum tulang. Sel-sel
ini bertindak tandem untuk menghapus jaringan nekrotik dari kompresi area PDL
dan tulang alveolar yang berdekatan. Di daerah-daerah tarikan, osteoblas diam
(lapisan permukaan tulang sel) yang membesar dan mulai memproduksi matriks
tulang baru (Osteoid). Nenek moyang osteoblas baru direkrut dari populasi
fibroblast-like cells (pericytes) sekitar kapiler PDL. preosteoblas Ini berkembang
biak dan bermigrasi ke arah permukaan tulang alveolar, bersama membentang serat
Sharpey. Bersamaan, fibroblas PDL di zona tarikan mulai bertambah banyak dan

remodelling matriks sekitarnya (Singh, 2004).

3. Postlag phase

Mengikuti /ag fase, di mana tingkat pergerakan meningkat. Pergerakan gigi
dipercepat, sebagian besar pergerakan gigi total selama perawatan ortodontik. Juga
dikenal sebagai percepatan dan linier tahap, masing-masing mulai sekitar 40 hari
setelah awal aplikasi kekuatan. Tekanan sisi gigi menunjukkan serat kolagen tanpa
orientasi yang tepat. Di sini, permukaan tulang yang tidak teratur ditemukan,
menunjukkan resorpsi langsung atau resorpsi frontal. Namun, sebuah laporan baru-
baru ini mempresentasikan data pada zona hialinisasi pada daerah tekanan bahkan
selama tahap ini, terutama di daerah di mana tekanan yang tinggi diberikan. Temuan
ini menunjukkan bahwa pembangunan selama perpindahan gigi, bukan peristiwa
tunggal. Kesimpulan ini didukung oleh Melsen yang hypothesis bahwa "resorpsi
tulang langsung di sisi tekanan tidak reaksi terhadap kekerasan tetapi upaya untuk

menghapus iskemik tulang terjadi berdekatan dengan jaringan hialin. Selanjutnya
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resorpsi tulang langsung bisa dianggap sebagai bagian dari proses renovasi

(Krishnan and Davidovitch, 2006; Singh, 2004).

Tabel 2.1 Respon fisiologis jaringan terhadap gaya yang diaplikasikan pada gigi

(Proffit, 2007)
Waktu -
Gaya Ringan Gaya Berat Bariniie
<1 detik <1 detik ;:;:lzk[:;;{:;:::’ tulang alveolar menekuku, sinyal
1-2 detik 1-2 detik Cairan PDL keluar, gigi bergerak sebatas ruang PDL
3-5 detik Pembuluh darah pada PDL menyempit pada daerah
tekanan, dan melebar pada daerah regangan
Menit Perubahan aliran darah, perubahan pada oksigen darah,
PGE dan sitokin dilepasakan
Jam Perubahan metabolism: aktivitas seluler berubah
4 jam Peningkatan cAMP, diferensiasi sel PDL
> hari Pergerakkan gigi terjadi karena osteoklas dan osteoblast
me-remodeling tulang disekitar gigi
3-5 detik Pembuluh darah pada PDL tertutup pada sisi tekanan
Menit Aliran darah pada daerah tekanan tertutup
Jam Kematian sel-sel pada daerah tekanan
3-5 hari Mulai terjadi undermining resorption
; Undermining resorption sampai pada lamina dura dan
7-14 hari i s
terjadi pergerakkan gigi

2.1.3 Mekanisme Seluler dan Molekuler

Aplikasi tekanan yang kontinyu pada mahkota gigi akan menuntun
pergerakan gigi dalam alveolus yang ditandai oleh penyempitan membran
periodontal terutama daerah marginal. Setelah beberapa periode tertentu, osteoklas
berdiferensiasi sepanjang dinding tulang alveolar, biasanya pada usia muda terjadi
setelah 30-40 jam. Fase awal pergerakan gigi secara ortodontik selalu melibatkan
respons inflamasi akut yang ditandai oleh vasodilatasi kapiler dan migrasi leukosit
ke kapiler. Sel-sel yang bermigrasi ini memproduksi berbagai sitokin. Sitokin ini

merangsang sintesis dan sekresi berbagai substansi untuk sel target seperti
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prostaglandin, growth factor dan berbagai sitokin (Krishnan and Davidovitch,
2006).

Inflamasi akut yang terjadi merupakan initial phase dan bersifat eksudatif.
1 atau 2 hari kemudian fase inflamasi akut menjadi inflamasi kronik bersifat
proliferatif yang melibatkan fibroblas, sel-sel endotel, osteoblas dan sel-sel tulang
alveolar. Selama periode ini leukosit terus bermigrasi ke jaringan paradental dan
mengatur proses remodelling (Capelli et al, 2010) Ada dua jalur pergerakan gigi
menurut Mostafa et al yaitu jalur I dan jalur II. Jalur I: pada jalur ini tekanan
ortodontik menciptakan tekanan dan tarikan, mengarah pada bone bending,
menimbulkan polarisasi bioelektrik jaringan dan remodelling tulang berikutnya.
Jalur ini juga menggambarkan arah atau kontrol pergerakan gigi dengan bantuan
antara bagian cekung dan cembung tulang alveolar yang mengalami tarikan. Jalur
II: jalur alternatif selain jalur klasik dalam pergerakan gigi. Tekanan ortodontik
bersamaan dengan peningkatan permiabilitas vaskular dan infiltrasi selular memicu
proses inflamasi pada gigi dan jaringan paradental. Limfosit, monosit dan makrofag
menginvasi jaringan ini, mempertinggi pelepasan prostaglandin dan sekresi enzim
hidrolitik. Peninggian lokal prostaglandin dan berikut peningkatan pada konsentrasi
cAMP selular meningkatkan aktivitas osteoklas. Pengeluaran enzim hidrolitik
seperti Kolagenase, melarutkan matriks ekstraselular yang secara mekanis

menerima tarikan (Krishnan and Davidovitch, 2006).
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Gambar 2.3 Teori pergerakkan gigi. Grafik diatas menunjukkan empat tahapan berbeda pada
pergerakkan gigi. Tahapan (a) mewakili matrix strain dan fluid flow, (b) cell strain, (c) aktivasi dan
differensiasi sel, dan (d) remodeling ligament periodontal (PDL) dan tulang (Henneman, 2008)

2.2 Nuclear Factor Of Activated T-Cells (NFAT)
2.2.1 Struktur dan Peran NFAT

Protein NFAT terdapat dalam sitoplasma resting cells; selama aktifasi

NFAT difosforilasi oleh calmodulin-dependent phosphatase calcineurin dan
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dipindahkan menuju nukleus. Meskipun fenomena dasar ini telah diketahui, namun
mekanisme yang terlibat masih belum jelas (Kiani., et al, 2000)

NFAT transcription factors mempunyai peran utama dalam regulasi
transkripsi gen, namun mekanisme tepatnya bagaimana NFAT meregulasi respon
seluler belum sepenuhnya dipahami. Kebanyakan studi mengenai sel T, NFAT
berimplikasi pada regulasi dari multiple sitokin dan molekul regulator lainnya,

termasuk interleukin-2 (IL-2), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF, interferon
(IFN)~y, tumor nekrosis faktor (TNF)-a, CD40 ligand (CD154) dan CD95 ligand

(FasL); beberapa studi lanjutan belum menunjukkan adanya keterlibatan protein
NFAT pada respon imum dari limfosit B, NK cells, makrofag, mast cell dan
eosinofil, dibandingkan dengan yang lain. Famili NFAT terdiri atas paling tidak
empat calcium-regulated members, NFATcl (NFATc, NFAT2), NFATc2
(NFATp, NFAT1), NFATc3 (NFAT4, NFATx), dan NFATc4 (NFAT3), masing-
masing menunjukkan gambaran ekspresi jaringan yang khas dan memainkan peran
yang berbeda-beda pada transkripsi gen. Meskipun berbeda, bagaimanapun juga,
NFATs menunjukkan adanya mekanisme aktifasi yang hampir sama, dimana
aktifasinya dimediasi oleh reseptor sel T, reseptor sel B, dan/atau molekul tambahan
seperti CD40 yang mengaktifasi cyclosporinsensitive, calcium-regulated
phosphatase calcineurin, yang mendesforforilasi sitoplasmik NFATs dan
memungkinkan mereka translokasi menuju nukleus dan dengan demikian

membantu dalam transkripsi gen (Peng et al., 2001).

KARYA AKHIR EKSPRESI NFATcl... NDHUK RATIH MUSTIQO HATI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 20

Tabel 2.2 NFAT Family (Kiani, et al., 2000)

NFAT Protein dat;besr;‘:::n 2 Gambaran Lainnya Fenotip pada Tikus
NFATI (p, c2) Ya 80%-90% dari total | Meningkatkan produksi
NFAT pada resting | IL-4, Th2 bias (menunda
immune cells penutupan transkripsi IL-
4)
NFAT2 (¢, cl) Ya Satu isoform diinduksi | Embryonic lethality (
selama aktifasi heart valve defect)
Limfosit menghasilkan
lebih sedikit 1L.-4
NFATS3 (c4) Tidak Terlibat dalam kardiac | Layak dan subur
hipertropi Gambaran fenotip lebih
detail belum dilaporkan
NFAT4 (x, c3) Ya Terekspresi tinggi pada | Defek pada bagian positif
thymocytes thymocytes
NFATS (Ton EBP) | Ya Nuklear, bukan | Knockouts belum ada
sitoplasmik NFATS tidak dimplikasi
Bukan calcineurin- | pada regulasi gen target
regulated NFAT konvensional
Tidak berhubungan
dengan Fos/Jun

NFAT merupakan lima faktor transkripsi (NFATc1 hingga ¢4 dan NFATS)
yang terlibat dalam perkembangan vertebrata dan pada pertumbuhan dan
diferensiasi berbagai tipe sel (Mammucari et al., 2005; Heit et al., 2006; Smerdel-
Ramoya et al., 2010). Pada sel yang tidak terstimulasi, NFATcl hingga c4
difosforilasi sangat tinggi dan tertinggal dalam sitoplasma. Aktifasi phosphatase
calcineurin dephosphorylates specific resine residues pada SRR dan SPXX
mengulang bentuk dari regulator utama NFAT. Hal ini mengakibatkan translokasi
NFAT pada nukleus dan aktifasi transkripsi gen target NFAT (Okamura et al.,
2000).

2.2.2 NFATcl dan Perkembangan Tulang
Homeostasis sistem tulang dijaga dengan proses remodeling tulang, yang

tergantung pada keseimbangan antara pembentukan tulang oleh osteoblas dan
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resorpsi tulang oleh osteoklas (Karsenty et al, 2002). NFATcl merupakan faktor
transkripsi krusial bagi diferensiasi osteoklas dan inhibitor calcineurin yang
mencegah osteoclastogenesis in vitro dengan menekan induksi NFATcl yang

distimulasi oleh sitokin untuk osteoclastogenesis, reseptor activator NF-xB ligand

(RANKL) (Takayagi et al., 2002).

TRAFS o k

7 c.,.;,,_\

"’\:““—sgﬁ

Osteodasl

Gambar 2.4. Skema kaskade signaling pada diferensiasi osteoklas. Osteoclastogenesis didukung
oleh osteoblast atau bone marrow stromal cell, yang menyediakan RANKL, M-CSF, dan sedikit
ligand karakteristik untuk costimulatory receptors. RANKL berikatan dengan RANK hasil dari
perekrutan TRAF6, yang mengaktifkan NF-xB dan MAPKs. Induksi NFATcl, faktor transkripsi
kunci osteoclastogenesis, tergantung pada faktor transkripsi AO-1 (termasuk c-Fos) dan NF-«xB.
Costimulatory signal untuk RANK: imunoreseptor berkaitan dengan ITAM-harboring adaptors
menstimulasi Ca** signaling. NFATc1 dipindahkan ke nukleus setelah defosforilasi oleh calcineurin
yang diaktifkan oleh kalsium (Ca?*) signaling. Ca**/calmodulin kinase IV merupakan kinase utama
yang mengaktifkan cAMP response element-binding protein (CREB), yang juga penting untuk
diferensiasi osteoklas. Induksi c-Fos sebagian dimediasi oleh CREB. Di nukleus, NFATc] bekerja
bersama dengan faktor transkripsi lain, seperti AP-1, PU.1, MITF, dan CREB, untuk menginduksi
berbagai gen osteoklas spesifik (Takayanagi., 2007).
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2.3 Run-related Transcription Factor 2 (RUNX2)
2.3.1 Struktur dan Peran RUNX2

Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) merupakan multifunctional
transcription factor yang mengatur diferensiasi kondrosit dan osteoblas dan
ekspresi banyak protein gen matriks ekstraseluler selama pembentukan tulang
(Komori., 2010). Kerangka vetebrata terdiri atas kartilago dan tulang. Tulang
dibentuk melalui osifikasi baik intramembran dan endochondral. Osteoblas secara
langsung membentuk tulang intramembran, dimana kondrosit pertama-tama
membentuk rangka kartilago yang kemudian digantikan dengan tulang oleh
osteoblast dan osteoklas melalui proses osifikasi endokondral. Pada differensiasi
kondrosit, setelah kondensasi mesenkim, pluripotent mesenchymal cells
berdifferensiasi menjadi kondrosit yang immature, yang memproduksi kolagen tipe
Il dan proteoglikan. Kondrosit immature kemudian berdifferensiasi menjadi
kondrosit hipertropik, yang mengekspresikan Col/l/0al, dan akhirnya menjadi
kondrosit hipertropik terminal, yang mengekspresikan Spp! (secreated
phophoprotein  1/osteopontin), Ibsp (integrin-binding  sialoprotein/bone
sialoprotein Il), dan MMP 13 (matrix metalloproteinase 13) (Marks and Odgren.,
2002). Pada differensiasi osteoblast, RUNX2, SP7 dan canonical Wnt signaling
memiliki peran penting dalam proses pluripotent mesenchymal cells menuju
osteoblastic lineage (Komori., 2006). Setelah berada pada osteoblastic lineage,
osteoblast mengekspresi gen matriks protein tulang pada berbagai level sel

(Komori., 2010).
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2.3.2 Ekspresi RUNX2 Selama Perkembangan Tulang

RUNX2 diekspresi oleh dua isoform yang memiliki N-termini berbeda
(RUNX2 tipe I dimulai dengan urutan MRIPV dan RUNX2 tipe II dimulai dengan
urutan MASNS) dan keduanya diekspresikan oleh promotor yang berbeda. Baik
mRNA RUNX2 tipe I dan tipe Il diekspresikan oleh kondrosit dan osteoblas,
meskipun mRNA RUNX2 tipe Il utamanya diekspresikan oleh osteoblas (Enomoto
et al., 2000; Banerjee et al., 2001; Choi et al., 2002). Kedua isoform memiliki
kemiripan fungsi tetapi berbeda dalam ketergantungannya dengan CBFB, yang
merupakan essential co-transcription factor RUNX2 (Kundu et al., 2002; Miller et
al., 2002; Yoshida et al., 2002; Kanatani et al., 2006).

Selama perkembangan kerangka, baik tipe I dan tipe Il mRNA RUNX2
diekspresi lemah dalam proliferasi kondrosit, ekspresinya diregulasi sebagai
diferensiasi kondrosit, dan baik mRNA RUNX2 tipe I dan tipe II diekspresi tinggi
dalam kondrosit dengan tahapan maturasi dari kondrosit prehipertropik hingga
hipertropik (Enomoto ef al., 2000; Stricker S et al., 2002). Selama perkembangan
diferensiasi osteoblast, ekspresi mRNA RUNX2 dan protein RUNX2 berubah
secara dinamis, dan ekspresi SPP1 dan BGLAP dapat digunakan sebagai tanda
proses dinamis ini. Selama perkembangan tulang intramembran, RUNX2 secara
kuat terdeteksi dalam preosteoblast, osteoblast immature, dan awal mature
osteoblast. Pada tikus liar yang berumur 1 minggu, preosteoblast dalam periosteum
mandibula mengekspresikan adanya RUNX2 tetapi tidak dengan SPP1 dan BGLAP
yang terdapat didalam mandibula, baik SPP/-positif immature osteoblast dan

BGLAP-positif early mature osteoblast mengekspresikan RUNX2. Selama
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perkembangan tulang endokondral, RUNX2 yang pertama kali dapat dideteksi pada
sel mesenkim pada region perichondrial: di femur pada umur 1 minggu,
preosteoblas pada region perichondrial dikelilingi proliferasi dan prehipertropik
kondrosit yang mengekspresikan RUNX2 tetapi bukan SPP1 atau BGLAP;
osteoblast  immature  dikelilingi lapisan  hipertropik  kondrosit yang
mengekspresikan RUNX2 dan SPP1 tetapi tidak BGLAP; BGLAP-positif early
mature osteoblas, yang mengekspresikan RUNX2, muncul pada tulang metafiseal
kortikal. Selama perkembangan tulang yang panjang, osteoblas pada metafisis
kurang matang dibandingkan pada diafisis; pada femur saat umur 4 minggu, SPP/-
positif immature osteoblast mengekspresi RUNX2 dengan tinggi dan BGLAP-
positif mature osteoblast mengekspresikan RUNX2 dengan rendah pada metafisis,
dimana RUNX2 dan SPP1 tidak dapat terdeteksi dengan immunohistokimia pada
kebanyakan BGLAP-positif late mature osteoblast pada diafisis meskipun mRNA
RUNX2 dan SPP1 dapat terdeteksi dengan hibridasi insitu. Jadi, RUNX2 diekspresi
dalam preosteoblas, dimana tidak mengekspresikan SPP1 dan BGLAP, yang
terekspresi dengan tinggi pada SPPI-positif immature osteoblast, dan kemudian
diekspresikan pada BGLAP-positif early mature osteoblast, tapi ekspresi RUNX2
akhirnya regulasinya turun di BGLAP-positif late mature osteoblast (Maruyama et

al., 2007).

2.3.3 Diferensiasi Osteoblas dan Maturasi Tulang
Pada tikus transgenik over-ekspresi RUNX2 dikontrol oleh 2.3-kb Collal

promoter, tulang kortikal memiliki struktur woven-bone like structure, massa tulang
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Gambar 2.5. Regulasi diferensiasi osteoblast dan odontoblast oleh RUNX2. RUNX2 mengarahkan
pluripotent mesenchymal cells menuju osteoblast lineage, meningkatkan jumlah osteoblast
immature, tetapi menghambat maturasi osteoblast. Preosteoblast mengekspresikan RUNX2.
Osteoblast immature mengekspresikan RUNX2 dan SPP1 dan, kemudian, BGLAP. Osteoblast
mature mengekspresikan BGLAP, tetapi regulasi ekspresi RUNX2 turun. Osteosit mengekspresikan
DMP1. Transisi osteoblast immature menjadi osteosit muncul pada tahap awal perkembangan
tulang. Prekusor umum osteoblast dan odontoblast dibatasi untuk neural-crest-derived mesenchymal
cells, namun proses basal diferensiasi osteoblast adalah sama dengan di neural-crest-derived dan
non-neural-crest-derived pluripotent mesenchymal cells. Diferensiasi preodontoblast dari neural-
crest-derived pluripotent mesenchymal cells. RUNX2 penting untuk diferensiasi pluripotent
mesenchymal cells menjadi preodontoblast. RUNX2 juga memungkinkan untuk menginduksi
diferensiasi preodontoblast menjadi odontoblast immature pada tahap awal namun bersifat sebagai
penghalang pada tahap akhir. Preodontoblast mengekspresikan RUNX2, odontoblast immature
mengekspresikan DSPP dan NES tetapi sedikit RUNX2, dan osteoblast mature mengekspresikan
DSPP dan NES tetapi tidak RUNX2. Ekspresi RUNX2 regulasinya turun selama diferensiasi
odontoblast, dan RUNX2 menghambat diferensiasi terminal odontoblast. Over-ekspresi RUNX2
menginduksi transdiferensiasi odontoblast menjadi osteoblast (SPP1 mensekresi phophoprotein
1/osteopontin, BGLAP bone gamma-carboxyglutamate [gla] protein/osteocalcin, DSPP dentin
sialophosphoprotein, NES nestin, DMP1 dentin matrix protein I) (Komori., 2010).

kortikal tetapi bukan massa tulang trabekular yang banyak terreduksi, dan reduksi
pada massa tulang kortikal disebabkan oleh akselerasi resorpsi yang dikarenakan
oleh peningkatan perekrutan dan aktifitas osteoklas (Liu et al., 2001; Geoffroy et

al., 2002; Kanatani et al., 2006). Hal ini dikarenakan komposisi immature dari
tulang kortikal, yang terdiri atas abundant SPP1 dengan small cell attachment motif

(Arg-Gly-Asp [RGD]); RGD terbentuk oleh integrasi dan mendorong perlekatan
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osteoklas menuju matriks ekstraseluler (Komori., 2010). Ekspresi IBSP, yang juga
memiliki motif RGD, meningkat di RUNX2 tikus transgenik dibawah kontrol 2.3-
kb Collal promoter (Liu et al., 2001; Geoffroy et al., 2002) dan mungkin juga
mengkontribusi akselerasi resorpsi tulang kortikal (Komori., 2010).

Secara kontras, volume tulang trabecular meningkat tanpa deselerasi
osteoclastogenesis pada RUNX2 tikus transgenik dewasa di bawah kontrol 2.3-kb
Collal promoter (Maruyama et al., 2007). Perluasan mineralisasi pada tulang
trabekular tinggi pada dn-RUNX2 tikus trasnsgenik dibandingkan tikus liar.
Selanjutnya, meskipun serat kolagen dideposit dengan longgar pada orientasi bebas
pada tulang trabekular tikus liar, serat kolagen dibentuk secara padat dan teratur
pada tulang trabekular dn-RUNX2 tikus transgenik. Jadi, RUNX2 mengarahkan
multipoten mesenchymal cells menuju osteoblast lineage dan mencetuskan ekspresi
matriks protein gen tulang mayor, yang menyebabkan peningkatan pada osteoblast
immature, yang membentuk tulang immature. Bagaimanapun, regulasi ekspresi
RUNX2 harus turun untuk fenotip osteoblast yang telah mature seutuhnya, yang
membentuk tulang mature, yang akan diperoleh (Gambar 2.5 dan 2.6) (Komori.,

2010).
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3.2 Penjelasan Kerangka Konseptual

Tekanan ortodonti diartikan sebagai pemberian gaya pada gigi dengan
tujuan untuk menggerakan gigi. Pergerakan gigi ortodonti adalah hasil remodeling
jaringan periodontal dan jaringan tulang karena adanya kekuatan mekanis.
Kekuatan mekanis yang diberikan akan menghasilkan daerah “tekanan™ dan

regangan” pada jaringan gigi.

Kekuatan mekanis dari peranti ortodonti akan menghasilkan tekanan.
Tekanan ini menginduksi regangan yang merubah vaskularisasi dan aliran darah,
yang menghasilkan sintesis lokal dan menyebabkan pengeluaran berbagai molekul
kunci, seperti neurotransmitter, sitokin, growth factor, colony-stimulating factor,
dan metabolit asam arachidonat. Molekul ini dapat merangsang respon sel oleh
berbagai tipe sel didalam dan disekitar gigi, menyediakan lingkungan mikro yang

sesuai untuk aposisi dan resorpsi jaringan.

Osteoclastogenesis didukung oleh osteoblas atau bone marrow stromal cell,
yang menyediakan RANKL, M-CSF, dan sedikit ligand karakteristik untuk
costimulatory receptors. RANKL berikatan dengan RANK hasil dari perekrutan
TRAF6, yang mengaktifkan NF-xB dan MAPKs. Induksi NFATcl, faktor
transkripsi kunci osteoclastogenesis, tergantung pada faktor transkripsi AO-1
(termasuk c-Fos) dan NF-xB. Costimulatory signal untuk RANK: imunoreseptor
berkaitan dengan ITAM-harboring adaptors menstimulasi Ca®* signaling. NFATc1
dipindahkan ke nukleus setelah defosforilasi oleh calcineurin yang diaktifkan oleh
kalsium (Ca®") signaling. Ca**/calmodulin kinase IV merupakan kinase utama yang

mengaktifkan cAMP response element-binding protein (CREB), yang juga penting
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untuk diferensiasi osteoklas. Induksi c-Fos sebagian dimediasi oleh CREB. Di
nukleus, NFATcl bekerja bersama dengan faktor transkripsi lain, seperti AP-1,
PU.1, MITF, dan CREB, untuk menginduksi berbagai gen osteoklas spesifik

(Takayanagi., 2007).

RUNX2 mengarahkan pluripotent mesenchymal cells menuju osteoblast
lineage, meningkatkan jumlah osteoblast immature, tetapi menghambat maturasi
osteoblas. Preosteoblas mengekspresikan RUNX2. Osteoblast immature
mengekspresikan RUNX2 dan SPP1 dan, kemudian, BGLAP. Osteoblast mature
mengekspresikan BGLAP, tetapi regulasi ekspresi RUNX2 turun. Osteosit
mengekspresikan DMP1. Transisi osteoblast immature menjadi osteosit muncul
pada tahap awal perkembangan tulang. Prekusor umum osteoblas dan odontoblas
dibatasi untuk neural-crest-derived mesenchymal cells, namun proses basal
diferensiasi osteoblas adalah sama dengan di neural-crest-derived dan non-neural-
crest-derived pluripotent mesenchymal cells. Diferensiasi preodontoblas dari
neural-crest-derived pluripotent mesenchymal cells. RUNX2 penting untuk
diferensiasi pluripotent mesenchymal cells menjadi preodontoblas. RUNX2 juga
memungkinkan untuk menginduksi diferensiasi preodontoblas menjadi odontoblast
immature pada tahap awal namun bersifat sebagai penghalang pada tahap akhir.
Preodontoblas mengekspresikan RUNX2, odontoblast immature mengekspresikan
DSPP dan NES tetapi sedikit RUNX2, dan osteoblast mature mengekspresikan
DSPP dan NES tetapi tidak RUNX2. Ekspresi RUNX2 regulasinya turun selama
diferensiasi odontoblas, dan RUNX2 menghambat diferensiasi terminal odontoblas.

Over-ekspresi RUNX2 menginduksi transdiferensiasi odontoblas menjadi
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osteoblas (SPP1 mensekresi phophoprotein 1/osteopontin, BGLAP bone gamma-
carboxyglutamate [gla] protein/osteocalcin, DSPP dentin sialophosphoprotein,

NES nestin, DMP1 dentin matrix protein 1) (Komori., 2010).

3.3 Hipotesis Penelitian

Ada perbedaan ekspresi NFATc1 dan RUNX2 pada pergerakkan ortodonti
gigi tikus yang diberikan tekanan 10 gr/mm?, 5 gr/mm?— 10 gr/mm? dan 10 gr/mm?

- 20 gr/mm?.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris.
Rancangan penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah the post test

control group design.

4.2 Sampel Penelitian

Besar jumlah sampel minimal ditentukan dengan rumus Daniel (2005):

n=22¢’
&
Keterangan:

n = Besar sample minimal

Z = Nilai Z pada tingkat kesalahan tertentu (a); jika a = 0.05, maka Z = 1.96
(2-tailed) dan Z = 1.64 (1-tailed)

o = Standart Deviasi (SD)

d = Kesalahan yang masih bisa ditoleransi

a = Derajat signifikansi (0.05)

P = Keterpercayaan penelitian (80%)

31
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n=(1.96)* ¢?
&
= (1.96)?

=3.84=4

Berdasarkan perhitungan diatas, maka sampel yang digunakan pada penelitian

ini tiap kelompok berjumlah empat ekor tikus. Pada penelitian ini menggunakan 7

kelompok sehingga jumlah total sampel yang digunakan adalah 28 ekor tikus.

4.3 Kriteria Sampel

2.

Jenis galur Wistar

Jenis kelamin jantan

Usia 16-20 minggu

Berat badan 200-250 gram

Kondisi sehat dan tidak ada kelainan sistemik yang bisa dilihat dengan bulu

yang halus dan mobilitas yang normal.

4.4 Variabel Penelitian

Variabel bebas : Durasi pemberian gaya ortodonti

Variabel tergantung : Kadar NFATc/ dan RUNX2

Variabel terkendali  : Kekuatan Niti closed coil spring, waktu perlakuan, jenis

kelamin, pemeliharaan tikus, metode pemeriksaan, cara

pengambilan jaringan.
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4.5 Definisi Operasional

1. Kadar NFATcl adalah banyaknya NFATc/ yang terdapat pada gigi tikus
yang telah diberikan gaya ortodonti dan diuji dengan menggunakan metode
Imunohistokimia

2. Kadar RUNX2 adalah banyaknya RUNX2 yang terdapat pada gigi tikus yang
telah diberikan gaya ortodonti dan diuji dengan menggunakan metode
Imunohistokimia

3. Kekuatan Niti closed coil spring adalah kekuatan ortodonti yang diberikan
pada gigi tikus yang diukur dengan menggunakan tension gaunge untuk
menghasilkan kekuatan masing-masing sebesar 5 gr/mm?, 10 gr/mm? dan

20 gr/mm? selama 14 hari dan 28 hari.

4.6 Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmakologi dan Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya dan Laboratorium Biokimia

Biomolekuler Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

4.7 Waktu Penelitian

Waktu penelitian akan dimulai pada bulan November 2016 hingga Juni

2017.
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4.8 Bahan dan Alat Penelitian

4.8.1

4.8.2

KARYA AKHIR EKSPRESI NFATCcI...

Bahan Penelitian

Glass ionomer cement

. EDTA,

HE,

. Etanol,

Paraffin,

Alkohol,

. Xilol,

PBS,

Formalin.

Alat Penelitian
. Niti closed coil spring,

. Stainless steel ligature wire,

Kandang tikus,

. Disposable spuit,

Timbangan,

Scalpel,

. Gunting,

. Tabung reaksi,

Pipet,

Botol squit,

34
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. Mikroskop,

Kamera,

. Slide,
. Bur silindris,

. Low speed,

4.9 Prosedur Penelitian

4.9.1

- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Persiapan Sampel
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Tikus galur wistar berusia 16-20 minggu dengan berat 200-250 gr

dikelompokan menjadi 7 kelompok: 1 kelompok kontrol dan 6 kelompok

perlakuan. Setiap kelompok terdiri dari 4 ekor tikus.

Perlakuan pada tiap kelompok dapat dilihat pada tabel berikut ini:

Tabel 4.1 Perlakuan pada tiap kelompok

LAMA PERLAKUAN
KELOMPOK | PERLAKUAN 14 HARI 38 HARI KETERANGAN
Kontrol Tanpa perlakuan | - - Dikorbankan pada
hari ke-0
A 10 gr/mm’ 5 ekor Dikorbankan pada
hari ke-14
10 gr/mm’ 5 ekor Dikorbankan pada
hari ke-28
B 5 gr/mm’ 5 ekor Dikorbankan pada
hari ke-14
5 gr/mm’ - 10 5 ekor Dikorbankan pada
gr/mm?’ hari ke-28
C 10 gr/mm’ 5 ekor Dikorbankan pada
hari ke-14
10 gr/mm? — 20 5 ekor Dikorbankan pada
gr/mm”>”* hari ke-28
Keterangan:

*Gaya yang diberikan pada tikus sebesar 5 gr/mm’ selama 14 hari. Pada hari ke 15
dilakukan penambahan gaya sebesar 10 gr/mm?’.
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** Gaya yang diberikan pada tikus sebesar 10 gr/mm’ selama 14 hari. Pada hari ke 15
dilakukan penambahan gaya sebesar 20 gr/mm’.

4.9.2 Pemasangan Niti closed coil spring

1. Tikus dianastesi dengan larutan yang terdiri atas campuran ketamine (100
mg/ml, xylazin (20 mg/ml) dan acepromazin (10 mg/ml) secara
intermuskular (Sella dkk, 2012)

2. Sebelum dipasang, kekuatan Niti closed coil spring diukur menggunakan
tension gauge untuk menghasilkan kekuatan sebesar 5 gr/mm? 10
gr/mm? dan 20 gr/mm?. (Pavlin, 2000)

3. Niti closed coil spring diletakkan diantara gigi insisif sentral rahang atas
dan molar pertama kiri rahang atas untuk menggerakkan molar ke arah
mesial. Piranti ini di fiksasi dengan menggunakan 0.007” stainlees steel
ligature wire yang dipasang mengelilingi gigi insisif sentral rahang atas
melalu sebuah lubang yang dibuat dengan menggunakan bur silindris
pada sisi distoservikal tepat di atas gingival papilla. Bagian posterior dari
piranti juga dilakukan ligasi dengan 0.007” stainlees steel ligature wire
yang dipasang mengelilingi gigi molar pertama. Untuk meningkatkan
retensi, setelah dilakukan ligase juga diaplikasikan glass ionomer cement

(Sella, 2012)
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Gambar 4.1 Pemasangan Niti closed coil spring pada tikus

4.9.3 Ekstraksi Jaringan

Setelah 14 hari dan 28 hari pasca aktivasi Niti closed coil spring dilakukan

euthanasia pada sampel penelitian dan pembedahan pada maksila hingga daerah

molar pertama.

4.9.4 Pemeriksaan Histologi

 {f

Hewan coba dieutanasia menggunakan anastesi eter dan dilakukan
pemotongan gigi molar tikus secara vertikal.

Dekalsifikasi jaringan menggunakan EDTA 14% selama 21-90 hari.
Jaringan dicuci dengan PBS 3-5x untuk membersihkan kontaminan.

Sampel difiksasi menggunakan formalin 10% selama 24 jam.

. Dehidrasi: menggunakan alkohol bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%,

96% dan absolut) masing-masing 60 menit.
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6. Clearing: 2 kali masing-masing selama 60 menit pada suhu 48°C.

7. Embedding paraffin: paraffin keras pada cetakan selama satu hari.

8. Setelah itu dilakukan pemotongan menggunakan mikrotom dengan
ketebalan 5 mikron dengan rotary microtome.

9. Mounting: pada gelas objek dengan gelatin 5%.

10. Deparafinisasi: paraffin blok direndam dalam xilol 2 kali masing-
masing selama 5.

11. Rehidrasi: menggunakan alkohol berseri (absolut, 96%, 80%, 70%, 50%
dan 30%) masing-masing 5 menit. Kemudian dibilas dalam H>O selama

5 menit.

4.10  Analisis Statistik Penelitian
Hasil perhitungan kadar NFAT1 dan RUNX2 ditabulasi menurut
kelompok sample masing-masing, kemudian diuji statistik dengan
menggunakan Uji Kolmogorof Smirnof untuk menguji apakah data
terdistribusi normal. Kemudian untuk mengetahui perbedaan kadar
NFATc1 atau RUNX2 pada hari ke-14 dan hari ke-28 pada tiap kelompok
dan dengan kelompok gaya yang lain, dilakukan uji dengan menggunakan

uji analysis of variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan uji Tukey HSD.
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4.11 Skema Cara Kerja Penelitian
Tikus galur wistar dipasang
Niti closed coil spring
v .
v r v
Kontrol Kelompok Kelompok Kelompok
A B C
v
Tikus dieuthanasia
2 v
[ Pemeriksaan Imunohistokimia ] [ Pewarnaan HE ]
v -
Nilai NFATcl dan RUNX2 Jumlah osteoklas dan osteoblas
Analisis
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

Penelitian ini bertujuan untuk melihat ekspresi NFATc1 dan RUNX2 pada
tahap pergerakkan gigi ortodonti tikus. Ekspresi NFATc1 dan RUNX2 juga
dihubungkan dengan jumlah osteoklas dan osteoblas pada sisi tekanan dan
regangan. Nilai NFATcl dan RUNX2 didapatkan melalui pewarnaan
imunohistokimia. Analisis data yang digunakan pada penelitian ini adalah wji
ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Turkey HSD untuk melihat hubungan antar

kelompok.

5.1 Hasil Perhitungan Nilai NFATcl

Gambar 5.1. Hasil pewarnaan imunohistokimia NFATc] pada sisi tekanan (ditunjukkan dengan

tanda panah)

40
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Tabel 5.1 Perhitungan nilai NFATcl pada daerah tekanan

Kelompok N Mean + SD
Kontrol (K) - 45+ 1.73
10 gr/mm?2 14 hari (P1) B 11+1.83
10 gr/mm?2 28 hari (P2) 4 16.25+ 1.71
| 5 gr/mm2 14 hari (P3) 4 10.25 + 1.26
| 5 gr/mm2-10 gr/mm?2 28 hari (P4) 4 12+2.16
10 gr/mm?2 14 hari (P5) 4 12+ 1.63
10 gr/mm2-20 gr/mm2 28 hari (P6) B 15.75 +3.30
TOTAL 28 11.68 +4.10

Tabel 5.1 di atas menunjukkan bahwa nilai rata-rata NFATcl pada sisi
tekanan yang tertinggi terdapat pada kelompok P2 yakni pada kelompok tikus yang
diberikan kekuatan 10 gr/mm? dilihat pada hari ke-28. Sedangkan nilai rata-rata
NFATc] pada sisi tekanan yang terendah terdapat pada kelompok kontrol dan P3

yakni kelompok tikus yang diberikan kekuatan 5 mg/mm? dilihat pada hari ke-14.

Grafik 5.1 Nilai rata-rata NFATc1 pada daerah tekanan
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LAMA PERLAKUAN
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Gambar 5.2. Hasil pewarnaan hematosillin eosin (HE) osteoklas pada sisi tekanan (ditunjukkan
dengan tanda panah)

1

Grafik 5.2 Nilai rata-rata osteoklas pada daerah tekanan
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Grafik 5.1 dan 5.2 di atas menunjukkan bahwa jumlah rata-rata osteoklas
dan nilai rata-rata NFATc1 pada sisi tekanan berbanding lurus yang berarti bahwa
bila nilai NFATc1 menunjukkan nilai yang rendah, maka jumlah osteoklas juga

rendah. Begitupula bila nilai NFATc] tinggi maka jumlah osteoklas juga tinggi.

Tabel 5.2 Hasil uji Tukey HSD NFATcl pada daerah tekanan

KELOMPOK Pgllﬁm(; Sig. KETERANGAN
P1 003 Signifikan
P2 000 Signifikan
" P3 010 Signifikan
P4 001 Signifikan
P5 .001 Signifikan
P6 000 Signifikan
P2 022 Signifikan
P3 998 | _ Tidak signifikan
P1 P4 992 | Tidak signifikan
P5 .992 Tidak signifikan
P6 046 Signifikan
P3 007 Signifikan
5 P4 092 | Tidak signifikan
Ps 092 | Tidak signifikan
P6 1.000 | _ Tidak signifikan
P4 881 | Tidak signifikan
P3 P5 881 | Tidak signifikan
P6 015 Signifikan
vl Ps 1000 | Tidak signifikan
P6 175 | Tidak signifikan
P5 P6 175 Tidak signifikan

*K (kontrol); P1 (10 gr/mm? 14 hari); P2 (10 gr/mm? 28 hari); P3 (5 gr/mm? 14 hari); P4 (5 gr/mm?*-
10 gr/mm? 28 hari); P5 (10 gr/mm? 14 hari); P6 (10 gr/mm?-20 gr/mm? 28 hari)

Uji Tukey HSD digunakan untuk membandingkan hasil antar kelompok.
Dari hasil pada tabel 5.2 di atas menunjukkan bahwa terdapat beberapa kelompok
yang berbeda secara signifikan (p<0.05) namun terdapat beberapa kelompok yang
tidak berbeda secara signifikan (p>0.05). Perbandingan antar kelompok yang
berbeda secara signifikan antara lain kelompok K dengan P1, P2, P3, P4, P5, dan

P6; kelompok P1 dengan K, P2 dan P6; kelompok P2 dengan K, P1 dan P3;
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Kelompok P3 dengan K, P2, dan P6; kelompok P4 dengan K; dan kelompok P5

dengan K.

5.2 Hasil Perhitungan Nilai RUNX2

Gambar 5.3. Hasil pewarnaan imunohistokimia RUNX2 pada sisi regangan (ditunjukkan dengan
tanda panah)

Tabel 5.3 Perhitungan nilai RUNX2 pada daerah regangan

Kelompok N Mean + SD

Kontrol (K) 4 3.75+2.06
10 gr/mm2 14 hari (P1) 4 8.75+1.71
10 gr/mm?2 28 hari (P2) 4 13+2.16
| 5 gr/mm?2 14 hari (P3) 4 6.5+ 1.73
| 5 gr/mm2-10 gr/mm?2 28 hari (P4) 4 12.5+2.08
10 gr/mm2 14 hari (P5) 4 8.5£1.73

10 gr/mm2-20 gr/mm?2 28 hari (P6) 4 14.5+0.577
TOTAL 28 9.64 +3.97
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Pada tabel 5.3 menunjukkan nilai rata-rata RUNX2 pada sisi regangan yang
tertinggi adalah pada kelompok P6 yakni pada kelompok tikus yang dilakukan
peningkatan kekuatan dari 10 gr/mm? menjadi 20 gr/mm? yang dilihat pada hari ke-
28. Sedangkan nilai rata-rata RUNX2 yang terendah adalah pada kelompok kontrol
dan P3 yakni pada kelompok tikus yang diberikan kekuatan 5 gr/mm? pada hari ke-

14.

Grafik 5.3 Nilai rata-rata RUNX2 pada daerah regangan
16
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LAMA PERLAKUAN

Grafik 5.3 dan 5.4 menunjukkan bahwa jumlah rata-rata osteoblas dan nilai
rata-rata RUNX2 pada sisi regangan berbanding lurus yang berarti bahwa bila nilai
RUNX2 menunjukkan nilai yang rendah, maka jumlah osteoblas juga rendah.

Begitupula bila nilai RUNX2 tinggi maka jumlah osteoblas juga tinggi.
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Gambar 5.4. Hasﬂ pewarnaan hematosnlhn eosin (HE) osteoblas pada sisi rcgaugan (ditunjukkan
dengan tanda panah)

Grafik 5.4 Nilai rata-rata osteoblas pada daerah regangan
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Tabel 5.4 Hasil uji Tukey HSD RUNX2 pada daerah regangan
KELOMPOK P‘éﬁémc Sig. KETERANGAN
P1 011 Signifikan
P2 000 Signifikan
K P3 352 Tidak Signifikan
P4 1000 Signifikan
P5 017 Signi.ﬁkan
P6 .000 Signifikan
P2 040 Signifikan
P3 578 | _ Tidak signifikan
P1 P4 .090 Tidak signifikan
Ps 1.000 | _ Tidak signifikan
P6 .003 Signifikan
P3 001 Signifikan
P2 P4 1.000 Tidak signifikan
P5 027 Signifikan
P6 .893 Tidak signifikan
P4 002 Signifikan
P3 P5 697 | Tidak signifikan
P6 1000 Signifikan
P4 P5 061 Tidak signifikan
P6 697 | Tidak signifikan
P5 P6 002 Signifikan

*K (kontrol); P1 (10 gr/mm?2 14 hari); P2 (10 gr/mm2 28 hari); P3 (5 gr/mm?2 14 hari); P4 (5 gr/mm2-
10 gr/mm2 28 hari); PS5 (10 gr/mm2 14 hari); P6 (10 gr/mm2-20 gr/mm2 28 hari)

Hasil pada tabel 5.4 menunjukkan bahwa terdapat beberapa kelompok yang
berbeda secara signifikan (p<0.05) namun terdapat beberapa kelompok yang tidak
berbeda secara signifikan (p>0.05). Perbandingan antar kelompok yang berbeda
secara signifikan antara lain kelompok K dengan P1, P2, P4, P5, dan P6; kelompok
P1 dengan K, P2 dan P6; kelompok P2 dengan K, P1, P3 dan P5; Kelompok P3

dengan P2, P4 dan P6; kelompok P4 dengan K; dan kelompok P5 dengan K dan P6.
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BAB 6

PEMBAHASAN

Kekuatan mekanis yang diberikan pada gigi ditransmisikan ke tulang
alveolar sekitarnya melalui ligament periodontal (PDL). Sehingga pemberian
kekuatan ini akan mengaktifkan proses remodeling tulang, resorpsi dan/atau aposisi
yang memfasilitasi pergerakan gigi di dalam tulang alveolar. Dilihat dan sisi
biomekanik, terlihat jelas bahwa tekanan dan/atau regangan pada periodontal,
terutama PDL memainkan peran penting dalam pergerakan gigi (Driel et al., 2000).

Ligamen periodontal (PDL) berfungsi sebagai pengikat antara gigi dengan
tulang alveolar dan juga berfungsi sebagai bantalan antara tulang alveolar dan
sementum terhadap tekanan oklusal. PDL merupakan bagian yang selalu terkena
dampak langsung dari tekanan mekanik pada lingkungan rongga mulut. Telah
diketahui bahwa tekanan mekanik menimbulkan respon biokimia pada sel PDL.
Fase awal pergerakan gigi ortodontik menyebabkan respon inflamasi akut,
karakteristiknya adalah munculnya vasodilatasi periodontal dan migrasi leukosit
keluar dari kapiler ligament periodontal. Mediator inflamasi akan mencetuskan
proses biologi yang berhubungan dengan resorpsi dan aposisi tulang alveolar.
Sitokin disekresi oleh leukosit berinteraksi baik secara langsung dengan sel tulang
ataupun secara tidak langsung melalui sel lain, seperti monosit, limfosit, dan
fibroblast. Keluarnya beberapa sel pada sisi inflamasi mengubah proses remodeling
tulang normal, menghasilkan resorpsi tulang dan/atau aposisi tulang patologik.

Proses ini akan menghasilkan proses pergerakan gigi (Dudic et al, 2006).

48
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Berdasarkan analisis data pada tabel 5.1 terlihat bahwa nilai NFATcI
seluruh kelompok terlihat mengalami perubahan yang signifikan bila dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Nilai NFATc] yang tinggi menunjukkan terjadinya
osteoklastogenesis pada daerah tekanan. Hal ini diungkapkan oleh Takayagi et al
(2002) yang mengemukakan bahwa NFATc1 merupakan faktor transkripsi krusial
bagi diferensiasi osteoklast. Dalam prosesnya NFATc1 diinduksi oleh RANKL, dan
induksi ini bergantung pada jalur TRAF6-NF-xB dan c-Fos. Aktifasi NFAT
dimediasi oleh fosfatase spesifik, calcineurin, dimana diaktifkan oleh calcium-
calmodulin signaling. NFATcl meregulasi sejumlah gen osteoklast spesifik pada
hubungannya dengan faktor transkripsi lain, seperti AP-1, PU.1 dan MITF.
Osteoklast mature menjadi multinuclear giant cells melalui fusi mononuklar
osteoklast (Nakashima et al, 2012).

Peningkatan tertinggi terjadi pada kelompok dengan pemberian kekuatan 10
gr/mm? (kelompok P1 dan P2). Kelompok ini menghasilkan pergerakkan gigi yang
baik karena kekuatan 10 gr/mm’ merupakan kekuatan optimum untuk
menggerakkan gigi pada tikus. Hasil ini sesuai dengan yang diungkapkan oleh
Schwarz. Schwarz mengemukakan konsep klasik dari gaya yang optimal. Dia
mendefinisikan gaya terus menerus yang optimal sebagai "Gaya yang menyebabkan
perubahan tekanan jaringan yang mendekati tekanan pembuluh darah kapiler,
sehingga mencegah ligamen periodontal terkompresi." Menurut Schwarz, kekuatan
di bawah tingkat optimal tidak menyebabkan reaksi dalam ligamen periodontal.
Kekuatan yang melebihi tingkat optimal akan menyebabkan nekrosis jaringan dan

mencegah resorpsi tulang frontal. Sehingga gerakan gigi menjadi tertunda sampai
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undermining resorption menghilangkan jaringan nekrotik penghambat (Ren et.al,
2003).

Sedangkan pada kelompok dengan pemberian kekuatan secara bertahap
menunjukkan pembentukan osteoklast yang rendah pada kelompok yang diberikan
kekuatan 5 gr/mm’ menjadi 10 gr/mm? (P3-P4). Hal ini dikarenakan kekuatan 5
gr/mm” merupakan kekuatan rendah dan belum cukup mampu untuk mengaktifkan
pembentukan osteoklast yang adekuat untuk pergerakkan gigi. Pembentukan
osteoklast mulai banyak terbentuk saat kekuatan dinaikkan menjadi 10 gr/mm?.
Berbeda dengan kelompok P3-P4, kelompok dengan peningkatan kekuatan 10
gr/mm’ menjadi 20 gr/mm? menunjukkan pembentukan osteoklast yang baik mulai
dari pemberian kekuatan 10 gr/mm’ namun pembentukan osteoklast pada
peningkatan kekuatan 20 gr/mm? lebih rendah dibandingkan dengan kelompok 10
gr/mm? (P2). Hal ini dikarenakan pada pemberian kekuatan besar terjadi proses
hyalinisasi.

Hyalinisasi pada jaringan periodontal akan menghambat pergerakkan gigi.
Hyalinisasi tidak hanya menghambat pembentukan osteoklast pada sisi tekanan
untuk resorpsi frontal, tetapi juga menginduksi terjadinya undermining resorption
(Von Bohl et al, 2004; Thilander et al, 2005). Namun, pada penelitian ini terlihat
bahwa nilai NFATc1 pada perlakuan yang diberikan kekuatan 20 gr/mm2 (heavy
force) menunjukkan nilai NFATc1 yang tinggi, hal ini menunjukkan bahwa proses
pembentukan osteoklas masih berjalan dengan baik meskipun dengan pemberian
kekuatan yang besar. Hal ini dikarenakan sebelum dilakukan pemberian kekuatan

yang besar gigi diberikan kekuatan yang ringan terlebih dahulu. Pemberian
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kekuatan ringan pada tahap awal dan kemudian ditingkatkan menjadi kekuatan
yang lebih besar dapat mencegah efek negatif dari pemberian kekuatan besar. Hal
ini sesuai dengan hasil dari penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Tomizuka
et al (2007) yang menunjukkan bahwa pemberian kekuatan ringan pada tahap awal
dan secara bertahap ditingkatkan kekuatannya menginduksi pembentukan
osteoklast yang lebih banyak dengan sedikit hyalinisasi dan dengan demikian
pergerakkan gigi menjadi efektif.

Pada tabel hasil 5.4 tentang nilai rata-rata RUNX2 pada daerah regangan
didapatkan hasil bahwa seluruh kelompok menunjukkan nilai yang signifikan bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Peningkatan nilai RUNX2 ini
menunjukkan adanya peningkatan proses diferensiasi osteoblast. Osteoblast
merupakan sel yang bertanggung jawab pada pembentukan tulang. Osteoblast
didifferensiasi dari sel mesenkim. Mesenchymal stem cells berdifferensiasi menjadi
osteoblast immature, yang mengekspresikan bone matrix protein genes, melalui
kerja dari RUNX2, osteorix dan p-catenin. Osteoblast immature, yang
diekspresikan tinggi pada osteopontin, berdifferensiasi menjadi osteoblast mature,
yang diekspresikan tinggi pada osteocalcin, dan akhirnya osteoblast mature
berikatan dengan matriks tulang menjadi osteosit (Nakhasima et al, 2003).

Hasil pada bab 5.4 juga menunjukkan bahwa kelompok dengan peningkatan
kekuatan menghasilkan pembentukan osteoblast yang tinggi. Pembentukan
osteoklast yang tinggi sisi tekanan dan diseimbangkan dengan pembentukan
osteoblast yang tinggi pula pada sisi regangan akan menghasilkan pergerakkan gigi

yang baik.
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KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

e Ekspresi NFATc1 dan RUNX2 terendah terlihat pada pemberian kekuatan
ortodonti 5 gr/mm? (light force) pada hari ke-14. Hal ini menunjukkan
bahwa pada pemberian kekuatan 5 gr/mm? belum dapat menghasilkan
pembentukan osteoklas dan osteoblas yang cukup untuk pergerakkan gigi.
Osteoklas dan osteoblas mulai terbentuk pada pemberian kekuatan 10
gr/mm? (optimum force).

e Ekspresi NFATcl dan RUNX2 tertinggi terlihat pada pemberian kekuatan
ortodonti 20 gr/mm? (heavy force) pada hari ke-28. Hal ini menunjukkan
bahwa pada pemberian kekuatan 20 gr/mm? (heavy force) menghasilkan
pembentukan osteoklas dan osteoblas yang tinggi dan menghambat

terjadinya hyalinisasi.

7.2 Saran
e Penelitian lebih lanjut mengenai peran NFATcl dan RUNX2 terhadap
pergerakan gigi ortodonti dapat dilakukan lebih lanjut berdasarkan pada
berbagai tingkatan waktu dan kekuatan.
e Penelitian lebih lanjut mengenai pemberian kekuatan ortodonti secara

bertahap dapat dilakukan pada waktu yang lebih lama.
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Lampiran 1

Hasil Perhitungan NFATecl dan RUNX2 Pada Daerah Tekanan dan Regangan

| kelompok RUNX2 tarikan|NFATC1 tekanan
1 2 5

A 0 hari £ 5 2
3 5 6

4 2 5

1 7 10

14 2 9 13

3 8 9

B 4 i 12
1 15 18

28 2 14 17

3 13 16

| 4 10 14
1 6 10

14 2 5 12

3 9 10

B 4 6 9
1 13 13

28 2 15 14

3 12 12

4 10 9

1 6 12

14 2 10 14

3 9 12

B 4 9 10
£ | 14 19

78 2 15 12

3 14 18

4 15 14
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Lampiran 2
Hasil Analisis Statistik NFATcl
Descriptives
NFATc1
N Mean Std. Std. 95% Confidence Minim | Maxim
Deviation | Error Interval for Mean um um
Lower Upper
Bound Bound
kontrol 4 450 1.732 .866 1.74 7.26
10gr/mm2 14 11.00 1.826 913 8.09 13.91 13
hari
10gr/mm2 28 4| 16.25 1.708 .854 13.53 18.97 14 18
hari
5 gr/mm2 14 4| 10.25 1.258 .629 8.25 12.25 9 12
hari
5-10 gr/mm2 4| 12.00 2.160| 1.080 8.56 15.44 9 14
28 hari
10 gr/mm2 14 4| 12.00 1.633 .816 9.40 14.60 10 14
hari
10-20 gr/mm2 4| 1575 3.304| 1.652 10.49 21.01 12 19
28 hari
Total 28| 11.68 4.101 775 10.09 13.27 2 19
Test of Homogeneity of Variances
NFATc1
Levene Statistic df1 df2 Sig.
1.662 6 21 180
ANOVA
NFATc1
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 366.857 6 61.143 14.716 .000
Within Groups 87.250 21 4155
Total 454107 27
Multiple Comparisons
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Dependent Variable: NFATc1

Tukey HSD
() KELOMPOK  (J) KELOMPOK Mean Std. Sig. 95% Confidence
Difference | Error Interval
() Lower Upper
Bound Bound
10gr/mm2 14 hari -6.500"| 1.441 .003 -11.19 -1.81
10gr/mm2 28 hari -11.750"| 1.441 .000 -16.44 -7.06
5 gr/mm2 14 hari -5.750"| 1.441 .010 -10.44 -1.06
5-10 grfmm2 28 -7.500"| 1.441 .001 -12.19 -2.81
kontrol hari
10 gr/mm2 14 -7.5007| 1.441 .001 -12.19 -2.81
hari
10-20 gr/mm2 28 -11.250°| 1.441 .000 -15.94 -6.56
hari
kontrol 6.500"| 1.441 .003 1.81 11.19
10gr/mm2 28 hari -5.250"| 1.441 .022 -9.94 -.56
5 gr/mm2 14 hari 750 1.441 .998 -3.94 5.44
5-10 gr/mm2 28 -1.000| 1.441 992 -5.69 369
10gr/mm2 14 hari hari
10 gr/mm2 14 -1.000 1.441 .992 -5.69 3.69
hari
10-20 gr/mm2 28 -4.750 1.441 .046 -9.44 -.06
hari
kontrol 11.750° 1.441 .000 7.06 16.44
10gr/mm2 14 hari 5250"| 1.441 .022 .56 9.94
5 gr/mm2 14 hari 6.000°| 1.441 .007 1.31 10.69
5-10 gr/mm2 28 4250 1.441 .092 -44 8.94
10gr/mm2 28 hari hari
10 gr/mm2 14 4250 1.441 .092 -44 8.94
hari
10-20 gr/mm2 28 500 1.441| 1.000 -4.19 519
hari
kontrol 5.750° 1.441 .010 1.06 10.44
10gr/mm2 14 hari -750( 1.441 .998 -5.44 3.94
5 gr/mm2 14 hari 10gr/mm2 28 hari -6.000° 1.441 .007 -10.69 -1.31
5-10 gr/mm2 28 -1.750 1.441 .881 -6.44 2.94
hari
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10 gr/mm2 14 -1.750| 1.441 .881 -6.44 294
hari
10-20 gr/mm2 28 -5.500°| 1.441 015 -10.19 -.81
hari
kontrol 75007 1.441 .001 2.81 12.19
10gr/mm2 14 hari 1.000| 1.441 992 -3.69 5.69
10gr/mm2 28 hari -4.250 1.441 .092 -8.94 44
5-10 gr/mm2 28 5 gr/fmm2 14 hari 1.750 1.441 .881 -2.94 6.44
hari 10 gr/mm2 14 000| 1.441| 1.000 -4.69 4.69
hari
10-20 gr/mm2 28 -3.750| 1.441 A75 -8.44 .94
hari
kontrol 7.500° 1.441 .001 281 12.19
10gr/mm2 14 hari 1.000| 1.441 .992 -3.69 569
10gr/mm2 28 hari -4.250 1.441 .092 -8.94 44
10 gr/mm2 14 5 gr/mm2 14 hari 1.750| 1.441 .881 -2.94 6.44
hari 5-10 gr/mm2 28 000]| 1.441| 1.000 -4.69 4.69
hari
10-20 gr/mm2 28 -3.750 1.441 75 -8.44 .94
hari
kontrol 11.250° | 1.441 .000 6.56 15.94
10gr/mm2 14 hari 4.750° 1.441 .046 .06 9.44
10gr/mm2 28 hari -500| 1.441( 1.000 -5.19 4.19
10-20 gr/mm2 28 5 gr/mm2 14 hari 55007 1.441 .015 .81 10.19
hari 5-10 grimm2 28 3750| 1.441| 175 -94 8.44
hari
10 gr/mm2 14 3.750| 1.441 AT5 -.94 8.44
hari
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
NFATc1
Tukey HSD?
KELOMPOK N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
kontrol 4 450
5 gr/mm2 14 hari 4 10.25
10gr/mm2 14 hari 4 11.00
5-10 gr/mm2 28 hari < 12.00 12.00
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10 gr/mm2 14 hari 4 12.00 12.00
10-20 gr/mm2 28 hari 4 15.75
10gr/mm?2 28 hari 4 16.25
Sig. ] 1.000 .881 .092

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

-

154

—

—
oE

HH

-

107

Mean NFATec1

5=

-
1

] L ] T L L Ll
kontrol  10grinm2 14 10grinm228 Sgrinm214 5-10grimm2 10 grimm2 14 10-20 grimm2
hari hari hari 28 hari hari 28 hari
KELOMPOK
Error Bars: +/- 1 SE

KARYA AKHIR EKSPRESI NFATCcl... NDHUK RATIH MUSTIQO HATI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 63
Lampiran 3
Hasil Analisis Statistik RUNX2
Descriptives
runx2
Mean Std. Std. 95% Confidence Minim | Maxim
Deviation | Error Interval for Mean um um
Lower Upper
Bound Bound
kontrol 4| 375 2.062| 1.031 A7 7.03 2 6
10gr/mm2 14 4| 875 1.708| .854 6.03 11.47 7 11
hari
10gr/mm2 28 4| 13.00 2.160| 1.080 9.56 16.44 10 15
hari
5 gr/mm2 14 4| 650 1.732| .866 3.74 9.26 5 9
hari
5-10 gr/mm2 4| 12.50 2.082| 1.041 9.19 15.81 10 15
28 hari
10 gr/mm2 14 4| 8.50 1.732| .866 574 11.26 6 10
hari
10-20 gr/mm2 4| 14.50 T ¢ .289 13.58 15.42 14 15
28 hari
Total 28| 964 3974 751 8.10 11.18 2 15
Test of Homogeneity of Variances
runx2
Levene Statistic df1 df2 Sig.
743 6 21 621
ANOVA
runx2
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 358.929 6 59.821 18.611 .000
Within Groups 67.500 21 3.214
Total 426.429 27
Muiltiple Comparisons
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Dependent Variable: runx2
Tukey HSD
() KELOMPOK  (J) KELOMPOK Mean Std. Sig. 95% Confidence
Difference | Error Interval
() Lower Upper
Bound Bound
10gr/mm2 14 hari -5.000"| 1.268 011 -9.12 -.88
10gr/mm2 28 hari -9.250°| 1.268 .000 -13.37 -5.13
5 gr/mm2 14 hari -2750| 1.268 .352 -6.87 1.37
5-10 gr/mm?2 28 -8.750°| 1.268 .000 -12.87 463
kontrol hari
10 gr/mm2 14 -4.750"| 1.268 .017 -8.87 -63
hari
10-20 gr/mm2 28 -10.750"| 1.268 .000 -14.87 -6.63
hari
kontrol 50007 1.268 .011 .88 9.12
10gr/mm2 28 hari -4250"| 1.268 .040 -8.37 -13
5 gr/mm2 14 hari 2250| 1.268 .578 -1.87 6.37
5-10 gr/mm2 28 -3.750| 1.268 .080 -7.87 a7
10gr/mm2 14 hari hari
10 gr/mm2 14 250| 1.268| 1.000 -3.87 4.37
hari
10-20 gr/mm2 28 -5.750°| 1.268 .003 -9.87 -1.63
hari
kontrol 9.250"| 1.268 .000 513 13.37
10gr/mm2 14 hari 4250°| 1.268 .040 13 8.37
5 gr/mm2 14 hari 6.500°| 1.268 .001 2.38 10.62
5-10 gr/mm2 28 500 1.268| 1.000 -3.62 4.62
10gr/mm2 28 hari hari
10 gr/mm2 14 4500 1.268 .027 .38 8.62
hari
10-20 gr/mm2 28 -1.500| 1.268 .893 -5.62 262
hari
kontrol 2750| 1.268 .352 -1.37 6.87
10gr/mm2 14 hari -2250| 1.268 .578 -6.37 1.87
5 gr/mm2 14 hari  10gr/mm2 28 hari -6.500"| 1.268 .001 -10.62 -2.38
5-10 gr/mm?2 28 -6.000°| 1.268 .002 -10.12 -1.88
hari
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10 gr/mm2 14
hari

10-20 gr/mm2 28
hari

kontrol

10gr/mm2 14 hari
10gr/mm2 28 hari
5 gr/mm2 14 hari
10 gr/mm2 14
hari

10-20 gr/mm2 28
hari

kontrol

10gr/mm2 14 hari
10gr/mm2 28 hari
5 grimm2 14 hari
5-10 gr/imm2 28
hari

10-20 gr/mm2 28
hari

kontrol

10gr/mm2 14 hari
10gr/mm2 28 hari
5 gr/mm2 14 hari
5-10 gr/mm2 28

hari

10 grimm?2 14

hari

-2.000

-8.000°

8.750°
3.750

-.500
6.000°
4.000

-2.000

4.750°
-.250
-4.500°
2.000
-4.000

-6.000°

10.750°
5.750
1.500
8.000°
2.000

6.000°

1.268

1.268

1.268
1.268
1.268
1.268
1.268

1.268

1.268
1.268
1.268
1.268
1.268

1.268

1.268
1.268
1.268
1.268
1.268

1.268

697

.000

.090

1.000

.002

.061

697

017

1.000

.027

.697

.061

.002

.003
.893

.697

.002

-12.12

4.63
-37
-4.62
1.88
-12

-6.12

63
-4.37
-8.62
-2.12
-8.12

-10.12

6.63
1.63
-2.62
3.88
-2.12

1.88

65

212

-3.88

12.87
7.87
3.62

10.12
8.12

212

8.87
3.87
-.38
6.12

A2

-1.88

14.87
9.87
562

1212
6.12

10.12

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

runx2
Tukey HSD?
KELOMPOK N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
kontrol 4 3.75
5 gr/mm2 14 hari 4 6.50 6.50
10 gr/mm2 14 hari 4 8.50 8.50
10gr/mm2 14 hari 4 8.75 8.75
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5-10 gr/mm2 28 hari 4 12.50 12.50
10gr/mm2 28 hari 4 13.00
10-20 gr/mm2 28 hari 4 14.50
Sig. 352 578 .061 .697

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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kontrol 10grimm2 14 10grAnm228 Sgrimm214 5-10grimm2 10 grimm2 14 10- mm2
KELOMPOK
Error Bars: +- 1 SE
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Lampiran 4
Hasil Analisis Statistik Perhitungan Osteoklast
ANOVA
osteoclast
Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 306.429 6 51.071 9.908 .000
Within Groups 108.250 21 5.155
Total 414 679 27
Multiple Comparisons
Dependent Variable: osteoclast
Tukey HSD
() KELOMPOK  (J) KELOMPOK Mean Std. Sig. |95% Confidence Interval
Difference Error Lower Upper
(-J) Bound Bound
10gr/mm2 14 hari -6.250° 1.605 .012 -11.47 -1.03
10gr/mm2 28 hari -10.250 1.605 .000 -15.47 -5.03
5 gr/mm2 14 hari -5.750° 1.605 025 -10.97 -.53
5-10 gr/mm2 28 -7.000° 1.605 .004 -12.22 -1.78
kontrol hari
10 gr/mm2 14 -8.000 1.605 .001 -13.22 -2.78
hari
10-20 gr/mm2 28 -10.750°| 1.605 .000 -15.97 -5.53
hari
kontrol 6.250 1.605 .012 1.03 11.47
10gr/mm2 28 hari -4.000 1.605 212 -9.22 1.22
5 gr/mm2 14 hari .500 1.605| 1.000 472 5.72
5-10 gr/mm2 28 -.750 1.605 .899 -5.97 4.47
10gr/mm2 14 hari hari
10 gr/mm2 14 -1.750 1.605 .924 -6.97 3.47
hari
10-20 gr/mm2 28 -4.500 1.605 122 -9.72 de
hari
kontrol 10.250 1.605 .000 5.03 15.47
10gr/mm2 28 hari 10gr/mm2 14 hari 4.000 1.605 212 -1.22 9.22
5 gr/mm2 14 hari 4.500 1.605 122 -72 9.72
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5-10 gr/mm2 28
hari

10 gr/mm2 14
hari

10-20 gr/mm2 28
hari

kontrol

10gr/mm2 14 hari
10gr/mm2 28 hari
5-10 gr/mm2 28
hari

10 gr/mm2 14
hari

10-20 gr/mm2 28
hari

kontrol

10gr/mm2 14 hari
10gr/mm2 28 hari
5 gr/mm2 14 hari
10 gr/mm?2 14
hari

10-20 gr/mm2 28
hari

kontrol

10gr/mm2 14 hari
10gr/mm2 28 hari
5 gr/mm2 14 hari
5-10 gr/mm2 28
hari

10-20 gr/mm2 28
hari

kontrol

10gr/mm2 14 hari
10gr/mm2 28 hari
5 gr/mm2 14 hari

5-10 gr/mm2 28
hari

3.250

2250

-.500

5.750°

-4.500
-1.250

-2.250

-5.000

7.000°
750
-3.250
1.250
-1.000

-3.750

8.000°
1.750
-2.250
2.250
1.000

-2.750

10.750°
4.500

5.000
3.750

1.605

1.605

1.605

1.605
1.605
1.605
1.605

1.605

1.605

1.605
1.605
1.605
1.605
1.605

1.605

1.605
1.605
1.605
1.605
1.605

1.605
1.605

1.605
1.605
1.605
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.795

1.000

.025

1.000

122

.985

795

.004

429
.885
.995

.274

.001
.924
.795
.795
.995

615

.000
122

1.000

274

-1.97

-2.97

-5.72

.53
-5.72
-9.72
-6.47

-71.47

-10.22

1.78
-4.47
-8.47
-3.97
-6.22

-8.97

278
-3.47
-7.47
-2.97
-4.22

-7.97

553
-72

-4.72
-22

-1.47

68

8.47

7.47

4.72

10.97
4.72
72
3.97

297

22

12.22
587
1.97
6.47
4.22

1.47

13.22
6.97
2.97
7.47
6.22

247

15.97
.72
5.72

10.22

8.97
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10 gr/mm2 14 2.750 1.605 615 -2.47 7.97
hari
‘ *. The mean difference is significant at the 0.05 level.
J osteoclast
Tukey HSD?
KELOMPOK N Subset for alpha = 0.05
1 2
kontrol 4 6.75
5 gr/mm2 14 hari < 12.50
10gr/mm2 14 hari 4 13.00
5-10 gr/mm2 28 hari 4 13.75
10 gr/mm2 14 hari 4 14.75
10gr/mm2 28 hari 4 17.00
10-20 gr/mm2 28 hari 4 17.50
| Sig. 1.000 .066
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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kontrol  10grimm214 10grimm228 Sgrimm214 5-10grmm2 10 grimm2 14 10-20 grimm2
hari hari hari 28 hari hari 28 hari
KELOMPOK
Error Bars: +- 1 SE
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Lampiran 5
Hasil Analisis Statistik Perhitungan Osteoblast
ANOVA
osteoblast
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 496.429 6 82.738 16.548 .000
Within Groups 105.000 21 5.000
Total 601.429 27
Multiple Comparisons
Dependent Variable: osteoblast
Tukey HSD
() KELOMPOK  (J) KELOMPOK Mean Std. Sig. | 95% Confidence Interval
Difference | Error Lower Upper
(I-J) Bound Bound
10gr/mm2 14 hari 4000| 1.581 199 -9.14 1.14
10gr/mm2 28 hari -10.500"| 1.581 .000 -15.64 -5.36
5 gr/mm2 14 hari -5.750°"| 1.581 .022 -10.89 -61
5-10 gr/mm2 28 -10.750"| 1.581 .000 -15.89 -5.61
kontrol hari
10 gr/mm2 14 -7.500"| 1.581 .002 -12.64 -2.36
hari
10-20 gr/mm2 28 -13.250°| 1.581 .000 -18.39 -8.11
hari
kontrol 4.000| 1.581 199 -1.14 9.14
10gr/mm2 28 hari -6.500"| 1.581 .008 -11.64 -1.36
5 gr/mm2 14 hari -1.750 1.581 919 -6.89 3.39
5-10 gr/mm2 28 -6.750"| 1.581 .005 -11.89 -1.61
10gr/mm2 14 hari hari
10 gr/mm2 14 -3.500| 1.581 .330 -8.64 1.64
hari
10-20 gr/mm2 28 -9250°| 1.581 .000 -14.39 -4.11
hari
kontrol 10.500°| 1.581 .000 5.36 15.64
10gr/mm2 28 hari 10gr/mm2 14 hari 6.500 1.581 .008 1.36 11.64
5 gr/mm2 14 hari 4750 1.581 .082 -.39 9.89
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5-10 grfmm2 28 -250| 1.581| 1.000 -5.39 4.89
hari
10 gr/mm2 14 3.000 1.581 .503 -2.14 8.14
hari
10-20 gr/mm2 28 -2750| 1.581 .599 -7.89 2.39
hari
kontrol 5.750"| 1.581 .022 .61 10.89
10gr/mm2 14 hari 1.750| 1.581 919 -3.39 6.89
10gr/mm2 28 hari 4750 1.581 .082 -9.89 .39
5-10 gr/mm2 28 -5.000| 1.581 .060 -10.14 14
5 gr/mm2 14 hari  hari
10 gr/mm2 14 -1.750| 1.581 919 -6.89 3.39
hari
10-20 gr/mm2 28 -7.500 1.581 .002 -12.64 -2.36
hari
kontrol 10.750°| 1.581 .000 5.61 15.89
10gr/mm2 14 hari 6.750° 1.581 .005 1.61 11.89
10gr/mm2 28 hari .250 1.581 1.000 -4.89 5.39
5-10 gr/mm2 28 5 gr/mm2 14 hari 5000| 1.581 .060 -.14 10.14
hari 10 gr/mm2 14 3250 1.581 412 -1.89 8.39
hari
10-20 gr/mm?2 28 -2500| 1.581 695 -7.64 2.64
hari
kontrol 7.500"| 1.581 .002 2.36 12.64
10gr/mm2 14 hari 3500 1.581 .330 -1.64 8.64
10gr/mm2 28 hari -3.000| 1.581 .503 -8.14 2.14
10 gr/mm2 14 5 gr/mm2 14 hari 1.750| 1.581 919 -3.39 6.89
hari 5-10 gr/mm2 28 -3.250| 1.581 412 -8.39 1.89
hari
10-20 gr/mm?2 28 -5.750°"| 1.581 .022 -10.89 -.61
hari
kontrol 13.250°| 1.581 .000 8.11 18.39
10gr/mm2 14 hari 9.250"| 1.581 .000 4.11 14.39
10gr/mm2 28 hari 2750| 1.581 .599 -2.39 7.89
10-20 gr/mm2 28 5 gr/mm2 14 hari 7.500"| 1.581 .002 2.36 12.64
hari 5-10 gr/mm2 28 2500| 1581| 695 264 7.64
hari
10 grfmm2 14 5750"| 1.581 .022 61 10.89
hari
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*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

osteoblast
Tukey HSD?
KELOMPOK N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4
kontrol 375
10gr/mm2 14 hari 7.75 7.75

5 gr/mm2 14 hari 9.50 9.50
10 gr/mm2 14 hari 11.25 11.25
10gr/mm2 28 hari 14.25 14.25
5-10 gr/mm2 28 hari 14.50 14.50

A A A A B A A

10-20 gr/mm2 28 hari 17.00
| Sig. .199 .330 .060 .589
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

o

159

H
-

o

104

H-

Mean osteoblast

—

5--

—
L

) ] L T ] L T
kontrol  10grimm214 10grinm228 Sgrinm214 5-10grimm2 10 grimm2 14 10-20 grimm2
hari hari hari 28 hari hari 28 hari
KELOMPOK

Error Bars: +- 1 SE
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Lampiran 6

Hasil Analisis Statistik Korelasi NFATcl, RUNX2, Osetoklast dan Osteoblast

Correlations
Control Variables runx2 | NFATc1 | osteoclast | osteoblast
Correlation 1.000 702 .661 T77
runx2 Significance (2-tailed) : .000 .000 .000
df 0 25 25 25
Correlation .702 1.000 938 628
NFATc1 Significance (2-tailed) .000 . .000 .000
df 25 0 25 25
KELOMPOK
Correlation 661 .938 1.000 .657
osteoclast Significance (2-tailed) .000 .000 4 .000
df 25 25 0 25
Correlation ar7 .628 .657 1.000
osteoblast  Significance (2-tailed) .000 .000 .000
df 25 25 25 0
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Lampiran 7

Foto Penelitian

Alat dan Bahan Penelitian

Tikus Wistar Jantan
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Tahap Persiapan Anastesi Hewan Coba

Anastesi Hewan Coba
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Retensi Closed Coil Spring dengan Ligature Wire
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Bahan Retensi dengan Glass lonomer Cement

Tahap Retensi NiTi Closed Coil Spring dengan GIC
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Perendaman Jaringan Didalam Formalin
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Lampiran 8

Gambar Hasil Pewarnaan Imunohistokimia RUNX2
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Gambar Hasil Pewarnaan HE Osteoklast
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Gambar Hasil Pewarnaan HE Osteoblast
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