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ABSTRAK

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

(Penelitian eksperimental pada Rattus norvegicus)

Latar belakang : Defek tulang akibat kasus periimplantitis merupakan tantangan terbesar
dibidang kedokteran gigi yang sampai saat ini belum ada terapinya selain terapi debridement.
Scaffold merupakan struktur pengganti sementara dari matriks ekstraseluler yang rusak.
Kelemahan penggunaan scaffold jenis biomaterial tunggal yang terbuat dari polimer alami
adalah kekuatan mekanik rendah dan cepat terdegradasi, sehingga diperlukan kombinasi
dengan bahan lain untuk menutupi kelemahan tersebut. Mesenchymal stem cells (MSCs)
merupakan suatu alternatif untuk terapi regenerasi tulang. Penelitian pendahuluan dengan
menggunakan Mesenchymal Stem Cell dari tali pusat bayi menunjukkan potensi osteogenik
yang baik. Scaffold HA-TCP juga merupakan suatu pilihan bahan yang bermanfaat untuk
regenerasi tulang. Penggabungan hUCMSCs dan scaffold HA-TCP diharapkan untuk
mempercepat proses regenerasi tulang pada bone loss akibat periimplantitis. Tujuan :
menjelaskan mekanisme kombinasi hUCMSCs dan scaffold HA-TCP untuk regenerasi bone
loss pada periimplantitis serta membuktikan kemampuan percepatan regenerasi tulang.
Metode : Ada 2 tahapan penelitian. Tahap 1 wuji in vifro dilakukan karakterisasi HUCMSCs
melalui flowcytometry dan kultur sel, kemudian dilakukan uji cytotoxicity HUCMSCs dengan
scaffold serta uji perlekatan antara keduanya. Tahap 2 uji in vivo dengan cara melakukan
perlakuan terhadap 70 ekor tikus jantan yang dipasang implan di area femur kemudian dibagi
menjadi 10 kelompok yaitu KN2 dan KN4, KP2 dan KP4, KPA2 dan KPA4, KPU2 dan KPU4,
KPAU2 dan KPAU4. Pada minggu ke-2 dan minggu ke-4 hewan diterminasi. Dilakukan
pemeriksaan imunohistokimia TNF-a, IL-13, Runx2, COL-1, LL-37, dan pemeriksaan HE
osteoblas, osteoklas, dan BIC. Hasil : Terdapat penurunan ekspresi TNF-a, IL-1(3
dibandingkan kelompok kontrol pada minggu ke-2 dan ke-4 yang artinya terapi tersebut
mampu menurunkan inflamasi, terdapat peningkatan ekspresi LL-37 dibandingkan kelompok
kontrol pada minggu ke-2 dan ke-4 yang artinya memiliki kemampuan sebagai antibakteri dan
terdapat peningkatan ekspresi Runx2, COL-1, osteoblas, dan BIC dibandingkan kelompok
kontrol pada minggu ke-2 dan ke-4 yang artinya terjadi proses osteogenik. Kesimpulan :
Pemberian kombinasi hUCMSc dan scaffold HA-TCP pada minggu ke-2 sudah mampu
menurunkan proses inflamasi pada kondisi periimplantitis, meningkatkan antibakteri dan juga
memiliki efek osteogenik didalam regenerasi tulang.

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

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

ABSTRACT

Background: Bone defects caused by periimplantitis are the biggest challenges in dentistry,
there is no therapy until now other than debridement therapy. Scaffold is a temporary
replacement structure of the damaged extracellular matrix. The disadvantage of using a single
dose of biomaterial scaffold made from natural polymers is that it has low mechanical strength
and is rapidly degraded, so it is necessary to combine it with other materials to cover these
weaknesses. Mesenchymal stem cells (MSCs) is a material that is currently used for bone
regeneration. Prelimenary experimental studies using human umbilical cord mesenchymal
stem cells (hWUCMSCs) have shown good osteogenic potential. Scaffold HA-TCP ones of
materials alternatif that is currently used for bone regeneration. The combination of hUCMSCs
and scaffold HA-TCP is a good therapy to treat bone loss due to periimplantitis. Objectives:
To explain mechanism combination hUCMSCs and scaffold HA-TCP for bone loss
regeneration by periimplantitis and to prove the osteogenic accelerate ability. Methods: There
were 2 stages of research. Stage 1 in vitro characterization of hUCMSCs through
floweytometry and cell culture, then conducted cytotoxicity test of hUCMSCs with scaffold as
well as the attachment test between those two. Stage 2 in vivo conducting an in vivo test by
performing therapy on 70 male rats implanted in the femur area then divided into 10 groups,
that are KN2 and KN4, KP2 and KP4, KPA2 and KPA4, KPU2 and KPU4, KPAU2 and
KPAU4. At week 2 and week 4 the animals were terminated. TNF-o, IL-1, Runx2, COL-1 LL-
37 expression were examined using IHC and osteoblasts, osteoclasts, BIC were examined
using HE. Results: There was an expression decrease TNF-a, IL-13 compared in control
groups in 2 weeks and 4 weeks which means that this therapy is capable to reduce
inflammation, there was expression increase LL-37 compared by control grups in 2 weeks and
4 weeks, which means it has antibacterials ability and there was expression increase of Runx2,
COL-1, osteoblasts and BIC compared by control groups in 2 weeks and 4 weeks that proves
it has osteogenic effect. Conclusion: The combination hUCMSc and scaffold HA-TCP in 2
weeks is capable to reduce the inflammatory process in periimplantitis and also has an
osteogenic effect in bone regeneration

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

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

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

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

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

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

Penelitian ini adalah true experimental dengan rancangan Post Test Only Control
Group Design. Sebanyak 70 ekor tikus Wistar jantan dibagi ke dalam 7 kelompok masing
masing kelompok 7 ekor yaitu kelompok tikus kontrol normal (sham surgery) (KN), kelompok
tikus model periimplantitis pada minggu ke 2 (KP2) dan ke 4 (KP4), kelompok tikus model
periimplantitis yang diberi terapi scaffold HA-TCP selama 2 minggu (KPA2) dan 4 minggu
(KPA4), kelompok tikus model periimplantitis yang diberi terapi HUCMSCs pada minggu ke
2 (KPU2) dan ke 4 (KPU4), kelompok tikus model periimplantitis yang diberi terapi kombinasi
HUCMSCs dan scaffold HA-TCP pada minggu ke 2 (KPAU2) dan ke-4 (KPAU4). Variabel
tergantung yang digunakan berupa penanda diferensiasi osteoblastogenesis yaitu Runx2, COL-
1 dan BIC, serta jumlah sel osteoblas yang dihasilkan. Selain itu penanda proses menurunnya
inflamasi digunakan variabel tergantung pemeriksaan TNF-o, IL-1p3 dan LL-37 sebagai
antibakteri.

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

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

satu terapi alternatif didalam meningkatkan regenerasi tulang yang mengalami periimplantitis.

X1
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STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription

PBS : Phosphat Buffer Saline

BSA : Bovine serum albumin

FACS : Fluorescent activated cell sorting

HE : Hematoxylin Eosin

HRP : Horseradish Peroxidase

FBS : fetal bovine serum

GBPT : Gedung Bedah Pusat Terpadu

ITD : Institute Tropical Desease

RL : Ringer Lactate

PFA : Para Formal Adehid

EDTA : Ethylene Dianine Tetra Acetic Acid

IHC : imunohistochemistry

FITC : Fluoresence Isothiocyanate

BrDU . 5-Bromo-deoxyuridine

CLSM : Confocal Lightning Scanning Microscope
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Sox-2 : sex determining region Y-box2

Oct-4 : octamer binding transcription factor

TiO: - Titanium Oxide

E.Colli : Escherria Colli

ADMSCs : adipose tissue-derived MSCs

CFU-F : colony forming unit — fibroblast

IDO : indoleamine 2,3-dioxygenase

siRNA : small interfering RNA

rCRAMP : Rat Cathelicidin related antimicrobial peptide
xXiii
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Publikasi penelitian in vitro

Publikasi penelitian in vitro

Uji kelaikan etik FKG Universitas Airlangga
Uji kelaikan etik RSUD Dr. Soetomo
Informed Consent

Uji statistic Analisis Viability hUCMSCs dengan MTT-
Assay

Uji statistic perlekatan scaffold HA-TCP terhadap hUCMSCs
dengan metode Confocal

Uji Statistik Imunohistochemistry TNF-a
Uji statistik IHC IL-183

Uji Statistik [HC Runx2

Uji Statistik IHC COL-1

Uji Statistik IHC LL-37

Uji Statistik HE Osteoblas

Uji Statistik HE Osteoklas

Uji Statistik HE BIC

Isolasi dan kultur sel

Pembuatan scaffold dan HA-TCP
Pembuatan model sample periimplantitis
Aplikasi pemberian hUCMSCs dan scaffold HA-TCP

Gambaran Radiologis Kelompok KP dan KPAU
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