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APPLICATION OF HYDROXYAPATITE AND ELLAGIC ACID
COMBINATION IN BONE DEFECTS ON INTERLEUKIN-6 EXPRESSION

ABSTRACT

ABSTRACT

Background: Bone defect is the loss of some bone tissue which can be caused by
several factors, namely trauma, infection, tumor, or congenital abnormalities.
Efforts to repair bone defects can be done by giving bone grafts. This study used a
xenograft derived from bovine bone, namely hydroxyapatite. Hydroxyapatite
combined with Ellagic acid which is a polyphenol has anti-apoptotic, antioxidant,
and anti-inflammatory properties which are expected to reduce IL-6. Interleukin-6
is a marker that indicates the presence of an inflammatory process. Objective: To
analyze the administration of a combination of Hydroxyapatite and Ellagic Acid in
bone defects on the expression of IL-6. Methods: This study was a randomized post
test only with control group design. The research sample used 30 Wistar rats with
a defect in the left femur, and were divided into 3 groups, namely group K- with
PEG, P1 with PEG and HA, and P2 with PEG, HA, and EA. On the 7th and 14th
days, femoral bone tissue was taken to observe IL-6 expression using
immunohistochemical techniques. Observations were made under a light
microscope with a magnification of 400x. Results: Statistical analysis showed there
was a significant difference between groups (p<0.05). Conclusion: Administration
of a combination of HA and EA to bone defects of Wistar rats can reduce the
expression of IL-6 for bone regeneration in the span of 7 and 14 days.

Keywords: Ellagic Acid, hydroxyapatite, inflammation, IL-6
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PEMBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT DAN ELLAGIC ACID
PADA DEFEK TULANG TERHADAP EKPRESI INTERLEUKIN-6

ABSTRAK

Latar Belakang: Defek tulang adalah kehilangan sebagian jaringan tulang yang
dapat disebabkan oleh beberapa faktor yaitu trauma, infeksi, tumor, maupun
kelainan kongenital. Usaha dalam memperbaiki defek tulang dapat dilakukan
dengan pemberian bone graft. Penelitian ini menggunakan xenograft yang berasal
dari bovine bone yaitu hidroksiapatit. Hidroksiapatit dikombinasikan dengan
Ellagic acid yang merupakan polifenol memiliki sifat anti-apoptosis, antioksidan,
dan anti-inflamasi yang diharapakan dapat menurunkan IL-6. Interleukin-6
merupakan marker yang menunjukkan adanya proses inflamasi. Tujuan:
Menganalisis pemberian kombinasi Hidroksiapatit dan Ellagic Acid pada defek
tulang terhadap ekspresi IL-6. Metode: Penelitian ini merupakan randomized post
test only with control group design. Sampel penelitian menggunakan tikus Wistar
berjumlah 30 ekor dengan pembuatan defek di femur kiri, dan dibagi menjadi 3
kelompok yaitu kelompok K- dengan pemberian PEG, P1 dengan pemberian PEG
dan HA, dan kelompok P2 dengan pemberian PEG, HA, dan EA. Pada hari ke-7
dan ke-14, jaringan tulang femur diambil untuk dilakukan pengamatan ekspresi IL-
6 dengan teknik imunohistokimia. Pengamatan dilakukan di bawah mikroskop
cahaya dengan pembesaran 400x. Hasil: Analisis statistic menunjukkan terdapat
perbedaan yang signifikan antar kelompok (p<0,05). Kesimpulan: Pemberian
kombinasi HA dan EA pada defek tulang tikus Wistar dapat menurunkan ekspresi
IL-6 regenerasi tulang dalam rentang waktu 7 dan 14 hari.

Kata Kunci: Ellagic Acid, hidroksiapatit, inflamasi, IL-6

viii

SKRIPSI PEMEBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT... HARITS AL-FARIZI S



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR ISI

Halaman

SAMPUI DEPAN ...ttt e et e b e et e s e e nreeeesneesnaentens
SAMPUI DAIAM ... s i
Lembar PENGESANEAN ..........ooviiiieieic e i
Penetapan Panitia PengUji SKIPST .......coveveiieieie e ii
Surat Pernyataan Tentang OriSiNalitas..........ccccoveiiiiiiiiiieieeecce e, \Y;
Ucapan Terima KaSiN...........ocoiiiiiee e v
ADSTIFACT ... bbb vii
ADSTIAK ...ttt reenre e viil
D =V 1] SR iX
Daftar TADEI ... e Xii
Daftar GAMDA........c..eiieieee et nre s Xiii
Daftar LAmMPITAN .....cveiiieieiise et Xiv
Daftar SINGKALAN .....c..oiviiviiiiiieee e XV
BAB 1. PENDAHULUAN ...ttt 1
1.1. Latar Belakang Masalah.............ccccoeiiiiiiiiiiicic e 1
1.2, Rumusan Masalah...........cccoceiioiiiieiice e e 4
1.3. TUJUAN PENEIITIAN ...veieiiiiiece s 4
1.4, Manfaat PeNelitian ........ccoocoiiiiiiiieeeee e 4
141 Manfaat TeONITIS. . ...coueiieieeie et 4
1.4.2  Manfaat PrakiiS........cccooieriiiiiieiice e 4
BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA ...ttt 5
2.1, HIAroKSIAPALIT.......ccviiiiieiie it 5
2.2, EHAQIC ACIA......coeeiieeie et 5
2.3, SEI-SEl TUIANG ..ot s 6
241, OStEODIASE ....cveiiieicee e 6
2.4.2.  Bone LinING Cells ......coviiiiii s 7
T T O 11T 1 | OSSR 7
244, OSLEOKIAS. ... .ottt 8
2.4. Proses Penyembuhan Tulang .........ccccooviiiiiiiiiiic e 8
241, Fase INFlamasSi.......ccccoeiieiiieiie e 9
2.4.2.  FaSe Proliferasi .......cccooiiiiiieiiiie e 10

IX

SKRIPSI PEMEBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT... HARITS AL-FARIZI S



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

2.4.3.  Fase ReMOUEIING ....ccoveiiiieiiece e 10
2.5, INErIEUKIN-6....ccvieieicee e 12
BAB 3. KERANGKA KONSERP .....ccoiiiiiiiiisinieieie e 13
3.1, Kerangka Konseptual ... 13
3.2.  Keterangan Kerangka KONSEP ......cccvcveiieiiiiiieiieie e 13
3.3, HIPOLESIS ..ttt 15
BAB 4. METODOLOGI PENELITIAN ..ottt 16
4.1, JeniS PENEITIAN.......cciiiie e 16
4.2.  Rancangan Penelitian..........ccooiiiiiiiiii e 16
4.3, SAMPEL...eceicece e s 17

4.3.1.  Sampel Penelitian .........ccccoeiveiiiie e 17

4.3.2.  BeSar SAMPEl ......ooiiiiii s 17

4.3.3. Pembagian Kelompok Sampel...........ccccooviiiiiiiiiiieiecc e 18
4.4. Variabel Penelitian...........ccccoovoiiiiiiiiie e 18

4.4.1.  Variabel BeDas.........cccoviiiiiiiiee e s 18

4.4.2.  Variabel TEriKat.........ccccoviveiiiiece e e 18

4.4.3.  Variabel Terkendali ..........ccccoveviiiiiiiiiccccc e 18
4.5.  Definisi OPerasional ...........c.cooiiiiiiiiii e 18
4.6. Lokasi dan Waktu Penelitian ...........cccccevveviiiiiiiece e 19

4.6.1.  LoKasi PeNelitian ..........cccoevieiiiie e 19

4.6.2.  WaKtu PeNeIITIAN.......ccoevieieiieece e 19
4.7. Alat dan Bahan Penelitian............cccocvoveiiiviiic i 19

4.7.1. Bahan untuk Pembuatan Defek Tulang pada TiKus .........ccccccceverunenee. 19

4.7.2.  Bahan untuk Perlakuan .............ccoccoiieiiininniienece e 20

4.7.3. Bahan untuk Pemeriksaan Imunohistokimia...........ccccoeeveviieiiicrinnnn, 20
4.8.  Instrumen Penelitian ..........ccovoiiiiii i 21

4.8.1. Instrumen Untuk Pembuatan Jejas pada TiKUS..........cccocevererinininnnee 21

4.8.2.  Instrumen untuk Perlakuan...........cccooviiiiiiiiiciii e 21

4.8.3.  Instrumen untuk Pemeriksaan Laboratorium ...........ccccccceevieiincvinnnn, 22
4.9. Prosedur Penelitian dan Pengambilan Data ............ccooeveieiinencncncnnnnns 22

4.9.1.  Perijinan Ethical Clearance...........cccoocveiiiiiieiiii i 22

4.9.2. Pengelompokan Hewan Coba...........ccccvevieiiiieiieiiee e 22

4.9.3. Pembuatan HA dan Kombinasi HA+ EA .......c..cooe e, 22

4.9.4. Pembuatan Defek pada Hewan Coba ..........ccccevivinnineninniee e, 23

X

SKRIPSI PEMEBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT... HARITS AL-FARIZI S



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

4.9.5. Pengorbanan dan Pengambilan Jaringan ...........c.cccceevevevieneennsnen. 24
4.9.6. Penguburan Bangkai Hewan Coba...........c.ccooviiiiiiiininiccee 24
4.9.7. Pembuatan Sediaan...........ccooveiiiieiieiiee s 24
4.9.8.  Teknik Pengecatan Imunohistokimia dan Penghitungan.................... 25
4.10.  Bagan AlUr Penelitian ..o 27
411, ANALISIS DAt ....oveeiiiiecieceee s 28
BAB 5. HASIL PENELITIAN L...ooiiiiie sttt 29
5.1  Data PENEITIAN ....ocviiiiieiiieciece e 29
5.2, Analisis Hasil PENelitian ...........cccoiviiiiiiiiieie s 31
BAB 6. PEMBAHASAN .......oootiiiee st 34
BAB 7. PENUTUP ...ttt e 37
7.1 KESIMPUIAN ..ot re e 39
T2 SAFAN Lo bbbttt b et b e nae e 39
DAFTAR PUSTAKA ... ottt ettt 40
LAMPIRAN ...ttt ettt e ettt beereens 44
Xi

SKRIPSI PEMEBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT... HARITS AL-FARIZI S



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR TABEL
Tabel 5.1 Rerata dan standar deviasi ekspresi IL-6............................ 30
Tabel 5.2 Hasil Uji Normalitas Data Shapiro-Wilk............................ 31
Tabel 5.3 Hasil Uji Homogenitas.............cooviiriiiiiiiniiiiiiinineeeenn, 32
Tabel 5.4 Hasil uji One Way ANOVA pada ekspresi IL-6...................... 32

Tabel 5.5 Hasil Uji Multiple Comparisons Tukey HSD Kelompok IL-6... 33

Xii

SKRIPSI PEMEBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT... HARITS AL-FARIZI S



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR GAMBAR
Gambar 2.1 Bone Remodeling............cooviiiiiiiiiiiie 11
Gambar 3.1 Kerangka konsep penelitian................c.cooeviiiiiiiiiinnn.. 13
Gambar 4.1 Bagan pengelompokan subjek penelitian........................ 16
Gambar 4.2 Bagan alur penelitian..............ccooiiiiiiiiiiiae 27
Gambar 5.1 EKSpresi IL-6..........cccoeiiiiiiiiiiieieeeee, 29
Gambar 5.2 Diagram Rerata Ekspresi IL-6 ................ccoceviiiiiiinnnn, 30
Xiii

SKRIPSI PEMEBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT... HARITS AL-FARIZI S



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran 1 Keterangan Laik EtiK..............coooiiii, 47

Lampiran 2 Hasil Analisis Data Statistik.....................coooiiiiiit. 48

Xiv

SKRIPSI PEMEBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT... HARITS AL-FARIZI S



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR SINGKATAN

HA : Hidroksiapatit
EA : Ellagic Acid
ROS : Reactive Oxygen Species

NF-kB  : Nuclear Factor kappa-B
TNF-oo  : Tumor Necrosis Factor-alpha
OCN : Osteocalcin

OPG : Osteoprotegerin

RANKL : Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B Ligand

ECM : Bone Extracellular Matrix
OSX : Osterix
BSP : Bone Sialoprotein

RUNX2 : Runt-related Transcription Factor 2
MSC : Mesenchymal Stem Cell
M-CSF  : Macrophage-colony Stimulating Factor

RANK : Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B

PMN : Polymorphonuclear leukocytes
BMU : Bone Multicellular Units

IFNy . Interferon gamma

NK : Natural Killer

MAPK  : mitogen-activated protein kinases
TLR : Toll-like Receptor
TGF-B  : Transforming growth factor beta

PEG : Poly Ethylene Glycol

XV

SKRIPSI PEMEBERIAN KOMBINASI HIDROKSIAPATIT... HARITS AL-FARIZI S





