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ABSTRAK

Virginia Cornela Roring, 155070401111047, Program Studi
Sarjana Kedoskteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas
Brawijaya, Malang, 28 Januari 2019, “Pengaruh Gelatin Ikan Patin
(Pangasius djambal) terhadap Ekspresi RANKL pada Luka Pasca
Pencabutan Gigi Tikus Putih (Rattus norvegicus)”’, Tim
Pembimbing: drg. Irwan Baga, Sp.BM.

Dalam proses remodeling tulang, RANKL (Receptor Activator of
Nuclear Factor Kappa-B Ligand) yang diproduksi oleh osteoblas,
merupakan agen yang sangat penting. RANK yang merupakan
reseptor dari RANKL diproduksi oleh osteoklas yang pada saat
RANKL berikatan dengan reseptornya RANK, maka akan terjadi
diferensiasi dan proliferasi osteoklas yang mengakibatkan resorpsi
tulang. Gelatin lkan Patin (Pangasius djambal) mengandung
banyak asam amino esensial dan yang paling banyak dalah Glisin
dan Arginin. Arginin memproduksi Nitric Oxide (NO) yang dapat
menstimulasi growth factor, meningkatkan jumlah ekspresi OPG
(Osteoprotegerin) dan menurunkan ekpresi RANKL. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) terhadap ekspresi RANKL pada luka pasca
pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus). Rancangan yang
digunakan pada penelitian ini adalah Randomized Post Test Only
Group Design di laboratorium secara in-vivo. Sampel yang
digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) yang dibagi
secara acak menjadi 6 kelompok yaitu kelompok kontrol yang tidak
diberi gelatin ikan patin dan kelompok perlakuan yang diberi
gelatin ikan patin dan kemudian didekaputasi pada hari ke-3, hari
ke-5, dan hari ke-7. Perhitungan ekspresi RANKL menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran kuat (1000x) pada 20 bidang
lapang pandang pada perparat histologi dengan perwarnaan
immunohistokimia . Jumlah ekspresi RANKL pada kelompok
perlakuan mengalami penurunan secara bertahap dan menurun
secara signifikan pada hari ke-7. Kesimpulan penelitian ini adalah
pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal) berpengaruh
terhadap penurunan ekspresi RANKL pada luka pasca pencabutan
gigi tikus putih (Rattus norvegicus).

Kata kunci: RANKL, gelatin ikan patin, arginin, pencabutan gigi
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ABSTRACT

Virginia Cornela Roring, 155070401111047, Dentistry Faculty of
Brawijaya University Malang, January 5, 2018, “The Effect of
Patin Fish (Pangasius djambal) Gelatine to the Expression of
RANKL in Wound After White Rat’s (Rattus norvegicus) Tooth
Extraction”, Supervisor: drg. [rwan Baga, Sp.BM

RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand)
that produced by osteoblasts is a very important agent in bone
remodelling process. when RANKL binds to its receptors RANK
which made by osteoclasts, osteoclast differentiation and
proliferation will occur which induce bone resorption. Patin fish
gelatine (Pangasius djambal) contains many essential amino acids
which contains the most glycine and arginine. Arginine produces
Nitric Oxide (NO) which can stimulate growth factors, increase the
amount of OPG (Osteoprotegerin) expression and reduce RANKL
expression, which will accelerate wound healing. The purpose of
this study was to study the effect of patin fish gelatine (Pangasius
djambal) on RANKL reactions in wounds after tooth extraction of
white rats (Rattus norvegicus). This study used an experimental
laboratory design that used the Random Post Test Only Design
Group Design in the laboratory in-vivo. The samples were white
mice (Rattus norvegicus) which were randomly divided into 6
control groups who were not given patin fish gelatine and the group
given patin fish gelatin and then decaputed on 3", 5" and 7" day .
The number of RANKL expression on histological preparations
with immunohistochemistry (IHC) staining was calculated using a
light microscope with strong magnification (1000x) in 20 fields of
view. The One Way ANOVA test results in this study indicate the
facts shown in the control group and the management group (p
value < 0.05).The mean result showed that RANKL expression was
gradually decreased in treatment group and significantly decreased
at the 7" day treatment group. The conclusion of this study was the
patin fish (Pangasius djambal) gelatine has effect to decrease the
number of RANKL expression in wound after white rat’s (Rattus
norvegicus) tooth extraction.

Key words: RANKL, patin fish gelatin, arginine, tooth extraction
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ABSTRAK

Virginia Cornela Roring, 155070401111047, Program Studi Sarjana
Kedoskteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Brawijaya,
Malang, 28 Januari 2019, “Pengaruh Gelatin Tkan Patin (Pangasius
djambal) terhadap Ekspresi RANKL pada Luka Pasca Pencabutan
Gigi Tikus Putih (Rattus norvegicus)”, Tim Pembimbing: drg. Irwan
Baga, Sp.BM.

Dalam proses remodeling tulang, RANKL (Receptor Activator of
Nuclear Factor Kappa-B Ligand) yang diproduksi oleh osteoblas,
merupakan agen yang sangat penting. RANK yang merupakan
reseptor dari RANKL diproduksi oleh osteoklas yang pada saat
RANKL berikatan dengan reseptornya RANK, maka akan terjadi
diferensiasi dan proliferasi osteoklas yang mengakibatkan resorpsi
tulang. Gelatin Ikan Patin (Pangasius djambal) mengandung banyak
asam amino esensial dan yang paling banyak dalah Glisin dan
Arginin. Arginin memproduksi Nitric Oxide (NO) yang dapat
menstimulasi growth factor, meningkatkan jumlah ekspresi OPG
(Osteoprotegerin) dan menurunkan ekpresi RANKL. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) terhadap ekspresi RANKL pada luka pasca
pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus). Rancangan yang
digunakan pada penelitian ini adalah Randomized Post Test Only
Group Design di laboratorium secara in-vivo. Sampel yang
digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) yang dibagi secara
acak menjadi 6 kelompok yaitu kelompok kontrol yang tidak diberi
gelatin ikan patin dan kelompok perlakuan yang diberi gelatin ikan
patin dan kemudian didekaputasi pada hari ke-3, hari ke-5, dan hari
ke-7. Perhitungan ekspresi RANKL menggunakan mikroskop cahaya
dengan pembesaran kuat (1000x) pada 20 bidang lapang pandang
pada perparat histologi dengan perwarnaan immunohistokimia .
Jumlah ekspresi RANKL pada kelompok perlakuan mengalami
penurunan secara bertahap dan menurun secara signifikan pada hari
ke-7. Kesimpulan penelitian ini adalah pemberian gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) berpengaruh terhadap penurunan ekspresi
RANKL pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norvegicus).

Kata kunci: RANKL, gelatin ikan patin, arginin, pencabutan gigi
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ABSTRACT

Virginia Cornela Roring, 155070401111047, Dentistry Faculty of
Brawijaya University Malang, January 5, 2018, “The Effect of Patin
Fish (Pangasius djambal) Gelatine to the Expression of RANKL in
Wound After White Rat’s (Rattus norvegicus) Tooth Extraction”,
Supervisor: drg. Irwan Baga, Sp.BM

RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand)
that produced by osteoblasts is a very important agent in bone
remodelling process. when RANKL binds to its receptors RANK
which made by osteoclasts, osteoclast differentiation and
proliferation will occur which induce bone resorption. Patin fish
gelatine (Pangasius djambal) contains many essential amino acids
which contains the most glycine and arginine. Arginine produces
Nitric Oxide (NO) which can stimulate growth factors, increase the
amount of OPG (Osteoprotegerin) expression and reduce RANKL
expression, which will accelerate wound healing. The purpose of this
study was to study the effect of patin fish gelatine (Pangasius
djambal) on RANKL reactions in wounds after tooth extraction of
white rats (Rattus norvegicus). This study used an experimental
laboratory design that used the Random Post Test Only Design
Group Design in the laboratory in-vivo. The samples were white
mice (Rattus norvegicus) which were randomly divided into 6
control groups who were not given patin fish gelatine and the group
given patin fish gelatin and then decaputed on 3, 5™ and 7" day .
The number of RANKL expression on histological preparations with
immunohistochemistry (IHC) staining was calculated using a light
microscope with strong magnification (1000x) in 20 fields of view.
The One Way ANOVA test results in this study indicate the facts
shown in the control group and the management group (p value <
0.05).The mean result showed that RANKL expression was
gradually decreased in treatment group and significantly decreased at
the 7™ day treatment group. The conclusion of this study was the
patin fish (Pangasius djambal) gelatine has effect to decrease the
number of RANKL expression in wound after white rat’s (Rattus
norvegicus) tooth extraction.

Key words: RANKL, patin fish gelatin, arginine, tooth extraction
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PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Pencabutan gigi merupakan salah satu tindakan dalam
perawatan gigi, yang dapat dilakukan dengan tang (forceps), elevator
atau pendekatan transalveolar (Pedlar, 2017), vyaitu dengan
mengambil gigi yang berada dalam soket atau dental alveolus yang
berada di dalam tulang alveolar.Pencabutan gigi palingbanyak
dilakukan karena karies, selain itu oleh karena  penyakit
periodontal, gigi impaksi dan gigi yang sudah tidak dapat lagi
dilakukan perawatan endodontik. ~Tindakan pencabutan gigi
juga dilakukan pada gigi sehat untuk tujuan memperbaiki
maloklusi, untuk alasan estetik,dan juga kepentingan perawatan
ortodontik atau prostodontik (Ngangi dkk., 2012).

Setelah prosedur pencabutan gigi dilakukan, maka akan terjadi
luka dan pada jaringan lunak dan jaringan keras. Luka yang terjadi
karena tindakan pencabutan gigi dan atau pembedahan akan
mengalami proses penyembuhan secara alami dengan melewati
tahap-tahap proses penyembuhan luka. Proses penyembuhan luka
terdiri dari beberapa fase yaitu fase hemostatis, fase inflamasi, fase
proliferasi dan fase remodeling (Syam dkk, 2015).Proses
penyembuhan luka pada tulang alveolar pasca pencabutan gigi
mengikuti fase penyembuhan luka pada umumnya tetapi yang
membedakan adalah adanya keterlibatan osteoblas dan osteoklas
(Hupp, 2013).

Tulang adalah jaringan ikat yang mengandung mineral yang
menunjukkan empat jenis sel yaitu: osteoblas, osteoklas, osteosit dan
bone lining cells. Remodeling tulang merupakan proses yang
mengandalkan keseimbanganantara resorpsi tulang oleh osteoklas
dan deposisi tulang oleh osteoblas.Osteoblas adalah sel yang
memiliki fungsi osteogenik atau jaringan yang berkaitan dengan
pembentukan tulang.Osteoklas adalah sel yang berperan untuk
menghancurkan matriks tulang, sedangkan. Osteosit berperan sebagai
mekanosensor dan mengawali dari proses remodeling tulang.
Sedangkan bone lining cells merupakan osteoblas yang berbentuk
datar yang melapisi permukaan tulang, fungsi bone lining cells masih
belum diketahui secara jelas, tetapi telah dibuktikan bahwa sel-sel ini
mencegah terjadinya interaksi langsung antara osteoklas dan matriks
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tulang bila resorpsi tulang tidak seharusnya terjadi, dan juga
berpartisipasi ~ dalam  diferensiasi  osteoklas,  memproduksi
osteoprotegerin (OPG) dan Receptor Activator of Nuclear Factor
Kappa-B Ligand (RANKL) (Andersen, 2009).

RANKLadalah protein yang di produksi oleh sel osteoblas, sel
stroma tulang dan oleh sel limfosit T yang teraktivasi dan dapat
meningkatkan osteoresorpsi dengan menginduksi ekspresi gen
cathepsin K. Osteoprotegerin (OPG) diproduksi oleh sel osteoblas
dan sel stroma dan akan mengikat RANKL dan menghambat
diferensiasi sel progenitor menjadi osteoblas, serta menunjukkan efek
hipokalsemik dan antiresoptif (Wang & Zhong, 2013).

Pada proses remodeling tulang, RANKL akan berinteraksi
dengan reseptornya yaitu RANK (Receptor Activator of Nuclear
Kappa-B) yang akan memicu terdiferensiasinya osteoklas. Lalu
faktor-faktor yang tersimpan dalam matriks tulang seperti BMPs,
TGFpB, FGFs yang merekrut osteoblas pada daerah yang direasorbsi
akan lepas karena osteoklas meresorpsi tulang. Setelah itu matriks
tulang baru akan diproduksi oleh osteoblas dan osteoblas juga akan
mendorong mineralisasi dan menyelesaikan proses remodeling
tulang.

Dewasa ini, aplikasi gelatin sering digunakan untuk
mempercepat proses penyembuhan luka. Gelatin merupakan bahan
yang saat ini sering digunakan baik di industri pangan, non pangan
maupun - farmasi atau medis.Gelatin merupakan protein yang
deperoleh dari hidrolisis kolagen kulit dan tulang hewan.Kolagen
mempunyai kemampuan antara lain homeostasis, interaksi dengan
trombosit, interaksi dengan fibronektin, meningkatkan eksudasi
cairan, meningkatkan komponen seluler, meningkatkan faktor
pertumbuhan dan mendorong proses fibroplasia dan terkadang pada
proliferasi epidermis (Triyono, 2005). Manfaat kolagen pada bidang
medis adalah - mempercepat pertumbuhan jaringan baru.

Umumnya gelatin diperoleh dari kulit atau tulang dari hewan
mamalia, contohnya seperti sapi dan babi. Bahan yang berasal dari
babi dapat menimbulkan masalah di negara yang mayoritas
penduduknya muslim (Rachmania dkk, 2013). Hal ini yang
menjadikan gelatin dari kulit ikan sebagai bahan alternatif untuk
mendapatkan gelatin yang halal.
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Salah satu jenis ikan yang dapat digunakan adalah ikan patin
(Pangasius djambal).lkan patin (Pangasius djambal) merupakan
ikan yang mengandung protein yang tinggi.Gomez-Guillen et al.
(2002) menyebutkan bahwa kekuatan gel yang dihasilkan dari gelatin
kulit ikan patin dapat mencapai 200 bloom; oleh karena potensi
tersebut maka kulit ikan patin dapat dijadikan sumber alternatif
bahan baku pembuatan gelatin.

Berdasarkan uraian di atas, maka peneliti ingin mengetahui
pengaruh gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap ekspresi
RANKL pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norvegicus).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang masalah, maka rumusan
masalah penelitian adalah sebagai berikut:
a. Apakah pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal)
berpengaruh terhadap ekspresi RANKL pada luka pasca
pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus)?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Mengetahui pengaruh pemberian gelatin ikan patin (Pangasius
djambal) terhadap eksrpesi RANKL pada luka pasca pencabutan gigi
tikus putih (Rattus norvegicus).

1.3.2 Tujuan Khusus
Tujuan khusus dari penelitian ini antara lain:

a. Menghitung ekspresi RANKL pada proses penyembuhan
luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus)
yang tidak diberi gelatin ikan patin (Pangasius djambal)
pada hari ke-3, ke-5, dan ke-7

b. Menghitung ekspresi RANKL pada proses penyembuhan
luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus)
yang diberi gelatin ikan patin (Pangasius djambal) pada hari
ke-3, ke-5, dan ke-7

c.  Membandingkan ekspresi RANKL yang tidak diberigelatin
ikan patin (Pangasius djambal) dan diberi gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) pada hari ke-3, ke-5, dan ke-7 dalam
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proses penyembuhan luka pasca pencabutan tikus putih
(Rattus norvegicus).

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Akademik

Meningkatkan pengetahuan mengenai pengaruh pemberian
gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap ekspresi RANKL
pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus).

1.4.2 Manfaat Praktis

Memberikan informasi ilmiah dan alternatif mengenai
penggunaan bahan hemostatik dari gelatin ikan patin (Pangasius
djambal) dalam mempercepat penyembuhan luka pasca eksktraksi

gigi.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Pencabutan Gigi
2.2 2.1.1 Definisi

Pencabutan gigi atau ekstraksi gigi adalah suatu tindakan
pengambilan gigi dari dalam soket tulang alveolar (Howe,
1999).Pencabutan gigi yang ideal adalah pencabutan tanpa rasa sakit
satu gigi utuh, atau akar gigi, dengan trauma minimal terhadap
jaringan pendukung gigi, sehingga bekas pencabutan gigi dapat
sembuh dengan sempurna dan tidak terdapat masalah prsotetik
pascaoperasi di masa mendatang (Howe, 1999).

Tindakan pencabutan gigi membutuhkan anamnesa dan
pemeriksaan Kklinis sebelum dilakukan, pencabutan gigi akan
meninggalkan kerusakan jaringan, baik jaringan keras maupun lunak.
Selain itu juga akan muncul beberapa komplikasi pasca pencabutan
gigi, seperti pendarahan, rasa sakit, dan edema (Pedersen, 1996).

2.1.2 Indikasi Pencabutan Gigi

Menurut Rini Sitanaya (2016), indikasi dari pencabutan gigi
agar dapat dilakukan, diantaranya adalah gigi dengan karies besar
sehingga tidak dapat ditambal atau perawatan lagi, gigi yang sangat
goyah karena resorbsi tulang misalnya patologis atau trauma, gigi
impaksi, kepentingan ortodontik, gigi yang merupakan fokus infeksi,
gigi yang menyebabkan trauma pada jaringan sekitarnya, penderita
yang mendapat radiasi pada regio kepala dan leher, dapat
menyebabkan kerapuhan gigi, karies pada gigi, dan pada gigi yang
sebelumnya sudah rusak bila terkena radiasi dapat menjadi lebih
parah, gigi sumpernumerary, gigi dengan fraktur pada akar, gigi
dengan sisa akar, gigi dengan frakturpatah pada bagian tulang
alveolar, gigi yang terletak pada garis fraktur yang mengganggu
reposisi dan keinginan pasien.

2.1.3 Kontraindikasi Pencabutan Gigi

Rini Sinataya (2016) membagi kontraindikasi pencabutan
gigi dalam 2 kelompok besar, yaitu kontraindikasi lokal dan
sistemik.Kontraindikasi lokal yaitu gigi yang mengalami infeksi
gingiva aku, pericoronitis, kelainan periapikal seperti abses
periapikal, sinusitis maksilaris dan gigi yang berada dalam jaringan
tumor.Sedangkan Kkontraindikasi sistemik adalah Pasien yang
membutuhkan pertimbangan khusus untuk dilakukan pencabutan
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gigi.Bukan merupakan kontraindikasi mutlak dari pencabutan gigi.
Faktor-faktor ini meliputi pasien yang memiliki riwayat penyakit
khusus,  diantaranya  diabetes — melitus, kehamilan, penyakit
kardiovasukler, dan kelainan darah.

2.1.3 Luka
2.1.4  Definisi

Menurut Perry & Potter (2006) luka merupakan rusaknya
struktur dan fungsi anatomis akibat proses patologis yang berasal
dari internal maupun eksternal dan mengenai organ tertentu.

2.1.1  Penyembuhan Luka

Penyembuhan luka adalah proses yang mengembalikan
struktur jaringan yang terluka atau terkena penyakit. Proses
penyembuhan luka mencakup beberapa aspek yaitu, pembekuan
darah, perbaikan jaringan, jaringan parut dan penyembuhan tulang
(Fairchild, 1993). Proses penyembuhan luka dibagi dalam 3 fase
utama yaitu inflamasi, proliferatif dan remodeling.

2.1.2  Fase Inflamasi

Pada fase inflamasi ini setelah timbulnya luka maka terjadilah
vasokontriksi lokal, pada saat vasokontriksi lokal ini pendarahan
yang ada di dalam luka membeku.Setelah itu vasodilatasi lokal
timbul setelah 5-10 menit dan plasma merembes ke jaringan
sekitarnya melalui  venula kecil.Pada fase ini  leukosit
polimorfonuklear dan monosit melekat pada endotelium Kkapiler
karena strukturnya semakin kental.Pembersihan sel rusak dan
pembekuan darah melalui fagositosis dimulai segera setelah sel
berpindah dari kapiler.Karena adanya penyumbatan fibrin pada
pembuluh limfe, reaksi inflamasi mula-mula lokal.Dalam waktu 2
hari, perlekatan fibroblas, fibrin dan kolagen muncul Kkarena
fibronektin (suatu glikoprotein) yang bertumpuk sehingga dapat
menimbulkan reaksi lokalisata permanen (Middleton, 2011).

Enzim intrasel keluar ke ruang ekstrasel oleh sel yang
rusak.Vasodilatasi awal dan permeabilitas terjadi sekunder terhadap
histamin dari sel mast lalu berakhir sekitar 30 menit. Prostaglandin
E.dan E, menyebabkan respon vaskular yang terlalu lama (sehingga
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dihalangi oleh asam asetilsalisilat dan indometasin)
(Middleton, 2011)

2.1.3  Fase Proliferasi

Fase proliferasi terjadi pada hari ketiga dan berlangsung
selama satu minggu setelahnya. Migrasi fibroblast terjadi dan
pengendapan matriks ekstraseluler yang baru disintesis akan
berperan sebagai pengganti jaringan sementara yang terdiri dari
fibrin dan fibronektin akan terjadi pada fase ini. Pembentukan
jaringan granulasi sangat berlimpah pada fase proliferasi (Middleton,
2011).Setelah luka terjadi, pada 3 hari pertama fibroblas dan
myofibroblas  dirangsang ~ di  jaringan  sekitarnya  untuk
berproliferasi.Kemudian fibroblas dan myofibroblas bermigrasi ke
luka karena adanya faktor-faktor seperti TGF-Bf dan PDGF yang
dilepaskan oleh sel-sel inflamasi dan trombosit.Setelah itu fibroblas
berkembang dan menghasilkan protein matriks hyaluronan,
fibronektin dan proteoglikan dan prokolagen tipe 1 dan tipe 3. Pada
akhir minggu pertama akumulasi matriks ekstraseluler akan
mendukung migrasi sel. Setelah itu kolagen disintesis oleh fibroblast
yang memegang peran penting dalam pembentukan matriks
intraseluler dalam luka. 1L-8, IGF-1, dan GM-CFS juga merupakan
beberapa dari growth factors yang mengambil peran dalam fase ini.
(Werner & Grose, 2002)

2.14 Fase Remodelling
Pada fase remodeling terjadi pengembangan epitel baru dan
pembentukan jaringan parut.Sintesis matriks ekstraseluler dalam fase
proliferasi dan remodeling dimulai secara bersamaan dengan
perkembangan jaringan granulasi.Seiring dengan pematangan
matriks intraseluler, ikatan kolagen meningkatkan diameter dan asam
hialuronat dan  fibronektin terdegradasi (Hunt, 1988) (Baum &
Arpey, 2005).Sintesis dan pemecahan kolagen serta remodeling
matriks ekstraseluler berlangsung terus menerus dan keduanya
cenderung menyeimbangkan ke keadaan stabil sekitar 3 minggu
setelah terjadinya luka (Mulder, 2002).
Neutrofil, makrofag dan fibroblas dalam luka memproduksi
enzim matriks ~metaloproteinase, yangberperan untuk degradasi
kolagen.Aktivitas neutrofil, makrofag dan fibroblas diatur oleh
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faktor-faktor penghambat. Aktivitas inhibitor  jaringan
metaloproteinase meningkat, memuncak dalam penurunan aktivitas
enzim metaloproteinase secara bertahap, sehingga meningkatkan
akumulasi matriks baru (Toy, 2005).

Pada tahap akhir fase remodeling, terjadi interaksi fibroblast
dengan matriks ekstraseluler yang menyebabkan ukuran jaringan ikat
mengecil dan menyusut kemudian tepi luka menyatu atau luka mulai
menutup. PDGF, TGF-p dan FGF memegang peran penting dalam
proses ini (Clak, 1993) (Pierce, 1991). Ketika luka sembuh,
kepadatan fibroblas dan makrofag akan berkurang dengan
apoptosis.Kemudian pertumbuhan kapiler berhenti, aliran darah akan
menurun dan aktivitas metabolik pada luka berkurang (Baum, 2005)
(Clark, 1993) (Falanga, 1998).

2.14.1 Penyembuhan Luka Pasca Pencabutan Gigi
Penyembuhan luka akibat pencabutan gigi prinsipnya tidak
berbeda dengan penyembuhan luka di bagian tubuh lainnya. Menurut
Ibsen dan Phelan proses penyembuhan luka pasca pencabutan gigi
memiliki 5 tahapan, yaitu:
1. Pembentukan gumpalan darah segera setelah pencabutan gigi
2. Pembentukan jaringan granulasi yang menggantikan
gumpalan darah
3. Pembentukan jaringan granulasi oleh jaringan ikat
4. Pembentukan woven bone
5. Penggantian woven bone oleh trabekula tulang dan
remodeling oleh tulang alveoli
Pada saat segera setelah pencabutan, terjadi pendarahan yang
pada soket, hal ini akan membantu membersihkan debris keluar dari
soket. Kemudia terbentuk bekuan darah yang terdiri dari fibrin, sel
darah merah dan platelet beberapa saat setelah pembuluh darah yang
rusak mengkerut. Platelet berperan dalam pembekuan darah (Olga
dkk., 2009).

Sehari setelah pencabutan, timbul reaksi inflamasi akut yang
disebabkan oleh kerusakan jaringan yang terjadi.Kemudian neutrofil
berpindah dari mikrosirkulasi ke dalam jaringan yang terluka dan
melakukan fagositosis terhadap benda asing dan jaringan nekrotik.
Dua hari setelah pencabutan, dalam bentuk makrofag monosit
berpindah dari mikrosirkulasi ke daerah luka kemudian melanjutkan
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proses fagositosis. Jumlah fibroblas pada jaringan ikat yang terluka
meningkat, kemudian akan terjadi pembentukan jaringan kolagen
baru dengan menggunakan jala-jala fibrin. Tiga hari setelah
pencabutan gigi, di dalam permukaan bekuan darah epitel mulai
berproliferasi. Fibroblas juga akan mulai berproliferasi dan masuk ke
dalam bekuan darah. Lima hari setelah pencabutan, kedua tepi luka
mulai dihubungkan oleh serat kolagen yang tumbuh secara
berlebihan. Tujuh hari setelah pencabutan, enzim jaringan akan
menghancurkan fibrin. Proliferasi epitel terjadi terus-menerus pada
tepi luka dan mulai terlihat adanya pembentukan jaringan tulang
pada dasar soket (Olga dkk., 2009).

Setelah dua minggu pecabutan, jaringan menjadi kuat karena
jaringan granulasi dan serabutnya telah diremodeling, jaringan baru
tampak lebih pucat atau putih pada permukaan luka karena
peningkatan jumlah serabut kolagen dan penurunan vaskularisasi,
jaringan ini disebut jaringan parut. Proses penyembuhan mencapai
tahap akhir setelah satu bulan pencabutan gigi. Proses deposisi dan
resorbsi tulang akan terus dilanjutkan sehinggan terjadi remodelling
tulang yang mengisi soket (Anthony dkk., 2013)

2.1.5 Osteoklas

Osteoklas adalah sel multinuklear yang terdiferensiasi, yang
berasal dari sel mononuklear dari garis sel induk hematopoietik yang
dipengaruhi oleh beberapa faktor. Faktor yang mempengaruhi nya
adalah Macrophag colony-stimulating factors (M-CSF), yang
dihasilkan oleh sel mesenkim osteoprogenitor dan osteoblas, dan
RANKL yang dihasilkan oleh osteoblas, dan termasuk osteosit dan
sel-sel stromal lainnya (Florencio-Silva, dkk., 2015).

M-CSF berikatan dengan reseptornya (cFMS) sebagai
prekursor osteoklas, yang merangsang proliferasi dan menghambat
apoptosis.RANKL adalah faktor penting dalam osteoklastogenesis
dan  diekspresikan oleh  osteoblas,  osteosit, dan - sel-sel
stromal. RANKL sudah muncul bahkan sebelum ada jejas dan
kemudian akan meningkat satu minggu setelah pencabutan gigi (Jung
dkk., 2015). Ketika RANKL berikatan dengan reseptornya dalam
prekursor osteoklas, terjadilah pembentukan osteoklas. Kemudian
ada faktor lain yang disebut osteoprotegerin (OPG), yang diproduksi
oleh berbagai sel termasuk osteoblas, sel stroma, dan sel fibroblas
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10

dari gingiva dan jaringan periodontal, OPG akan berikatan dengan
RANKL, mencegah interaksi RANK / RANKL yang akan
menghambat osteoklastogenesis (Florencio-Silva, dkk., 2015).

2.2 Osteoblas

Osteoblas adalah sel kuboid yang berada di sekitar permukaan
tulang yang diketahui sangat memiliki peran penting dalam
pembentukan tulang. Sebagai sel yang terpolarisasi, osteoblas
menghasilkan osteoid terhadap matriks tulang (Florencio-Silva, dkk.,
2015). Osteoblas memiliki sel yang berbentuk tipis dan datar yang
melapisi permukaan tulang yang disebut dengan bone lining cells.

Aktivitas sekresi bone lining cell tergantung pada keadaan
fisiologis tulang, fungsi sel-sel ini mencegah interaksi langsung
antara osteoklas dan matriks tulang agar tidak terjadinya resorpsi
tulang. Bone lining cell juga berperan dalam diferensiasi osteoklas,
menghasilkan osteoprotegerin (OPG) dan aktivator reseptor faktor
nuklir kappa-B ligan (RANKL) (Florencio-Silva, dkk., 2015).

Pada proses resorpsi osteoklastik terjadi dalam tulang matriks
tulang melepaskan TGF-B dan IGF-1 yang berperan dalam aktivitas
osteoblas seperti ekspresi RANKL dan migrasi sel (Tang, dkk.,
2009) (Xian, dkk., 2012).



-/
o
(9]

-2
=}
—
S
(=)

S
(o)
o
[ = 18
(=5
—

® BRAWIJAYA

11

Gambar 2.1 Peran RANKL & OPG dalam aktivasi osteoklas

Cytokines & hormomes '\ - \ :

(Bilal, dkk., 2015)

2.3 Ekspresi RANKL

RANKL adalah protein transmembran homotrimerik tipe 11
yang diekspresikan sebagai protein yang terikat dengan membran dan
juga sebagai hasil dari sekresi protein, yang berasal dari membran
yang menjadi hasil pembelahan proteolitik.Ekspresi RANKL
dirangsang dalam sel osteoblas/stroma oleh sebagian besar faktor
yang diketahui untuk merangsang pembentukan dan aktivitas
osteoklas.RANKL, seperti  Tumor Necrosis Factor (TNF),
menstimulasi pengeluaran progenitor immatur menuju  sistem
sirkulasi. Selanjutnya, RANKL menginduksi aktivasi osteoklas serta
meregulasi rekruitmen progenitor sebagai bagian dari proses
homeostasis dan pertahanan host, serta menghubungkan proses
remodeling tulang dengan regulasi hematopoiesis (Boyce BF, dkk.,
2007).

Resorpsi~ tulang  alveolar  diperankan  oleh  sel
osteoklas.Differensiasi dan aktivasi osteoklas salah satunya di
perankan oleh RANKL yang merupakan TNF. RANKL sudah
muncul bahkan sebelum ada jejas dan kemudian akan meningkat satu
minggu setelah pencabutan gigi (Jung dkk., 2015).RANKL akan
berikatan dengan Receptor Activator of Nuclear Factor kB (RANK)
untuk menstimulasi differensiasi dan aktivasi osteoklas. RANK
merupakan resepetor dari RANKL yang diekspresikan oleh sel
progenitor osteoklas (Boyle, dkk., 2003). RANKL dan reseptor
RANK berperan pada pembentukan dan fungsi dari osteoklas
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(Matsuo K dan Irie N., 2008). RANKL di produksi oleh sel-sel
stromal sumsum tulang serta membran yang mengelilingi
osteoblas.Osteoprotegerin - (OPG)  merupakan —membran yang
mengelilingi dan mensekresi protein yang melekat pada RANKL
untuk menghambat perannya terhadap reseptor RANK (Cohen MM.,
2006).

Gambar 2.2Ekspresi RANKL-positif pada permukaan stroma tulang
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(Daniel, dkk., 2015)

Pada pewarnaan immunohistokimia RANKL dapat dilihat
dengan sitoplasma yang berwarna coklat.

2.4 Gelatin
2.4.1 Definisi

Gelatin adalah senyawa turunan kolagen yang terdapat pada
kulit, tulang dan jaringan ikat hewan yang dihidrolisis dengan asam
atau basa (Tazwir dkk., 2009).Penggunaan gelatin sangat luas dalam
bidang industri pangan, non pangan dan farmasi. Umumnya gelatin
diperoleh dari tulang atau kulit hewan mamalia, seperti sapi dan babi
(Rachmania dkk., 2013). Gelatin memiliki sifat yang khas, yaitu
berubah secara reversibel dari bentuk sol (koloid) ke bentuk gel,
mengembang dalam air dingin, dapat membentuk film serta
mempengaruhi viskositas suatu bahan (Parker, 1982).
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Kolagen memegang peranan yang sangat penting pada setiap
tahap proses penyembuhan luka. Kolagen mempunyai kemampuan
antara lain homeostasis, interaksi dengan trombosit, interaksi dengan
fibronektin, meningkatkan eksudasi cairan, meningkatkan komponen
seluler, meningkatkan faktor pertumbuhan dan mendorong proses
fibroplasia dan terkadang pada proliferasi epidermis (Triyono, 2005).
Menurut Junianto, 2006 gelatin dihasilkan dari kolagen yang terdapat
dalam tulang dan kulit yang kalau diperlakukan asam atau alkali
dengan metode ekstraksi dapat menyebabkan kolagen tersebut dapat
dikonversikan menjadi gelatin. Gelatin mengandung protein yang
sangat tinggi dan kaya akan asam amino yang dapat mempercepat
proses penyembuhan luka.

2.4.2 Fungsi

Kolagen sangat berperan penting dalam penyembuhan luka
karena adanya molekul bioaktif yang dilepas oleh kolagen. lkatan
molekul pada kolagen cepat dalam mengirimkan molekul terapeutik
pada luka sehingga mempercepat penyembuhan luka dan regenerasi
jaringan (Sayani dkk., 2014).Protein dari kolagen merupakan
komponen serat utama dalam kulit, tulang, tendon, tulang rawan dan
gigi. Reseptor pada protein kolagen dipicu oleh molekul kecil
spesifik seperti asetilkolin yang berperan dalam transmisi impuls
saraf pada sinap yang menghubungkan sel-sel saraf dan pengaturan
pertumbuhan dan diferensiasi (Katili, 2009).

2.4.3 Gelatin ikan

Gelatin ikan adalah hasil hidrolisa protein yang terdapat pada
tulang dan kulit ikan, mudah dicerna oleh tubuh manusia.Mempunyai
sifat yang rendah kalori, protein tinggi, serta bebas kandungan
gula.Gelatin dapat diaplikasikan dengan mudah untuk keperluan
industri pangan, farmasi dan fotografi (Agustin, 2013).

2.5 Ikan Patin
2.5.1 Definisi
Ikan Patin (Pangasius djambal) merupakan jenis patin lokal
yang banyak terdapat pada beberapa sungai besar di Sumatera dan
Kalimantan. Keunggulan patin jambal terletak pada ukuran tubuhnya
yang besar dan warna dagingnya putih, sehingga disukai oleh pasar
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ekspor (Khairuman dkk., 2008). Patin merupakan jenis kelompok
ikan lele (catfish) yang menjadi salah satu komoditas ikan air tawar
yang mudah dibudidayakan dan memiliki sifat ekonomis yang
tinggi.Budidaya ikan patin 14elative mudah, dapat hidup dan tumbuh
pada kolam yang airnya tergenang atau tidak mengalir serta rendah
oksigen (Mahyudin Kholis, 2010).
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Gambar 2.3Morfologi Ikan Patin
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Gambar 1. Morfologi ikan patin. (Mahyuddin, 2010)

(Mahyuddin, 2010)

2.5.2 Kilasifikasi
Berdasarkan klasifikasinya taksonomi ikan patin dijabarkan
sebagai berikut (Mahyuddin Kholis, 2010):

Filum : Chordata
Kelas : Pisces

Sub kelas : Teleostei
Ordo : Ostariophysi
Subordo : Siluroidea
Famili : Pangasidae
Genus : Pangasius

2.5.3 Kandungan

Menurut Khairuman dan Sudenda 2002, kandungan gizi dari
ikan patin adalah 68,6% protein, 5,8% lemak, 3,5% abu dan 51,3%
air. Dagingnya pun rendah sodium sehingga sangat cocok bagi orang
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yang diet garam, mudah dicerna oleh usus serta mengandung
kalsium, zat besi dan mineral yang sangat baik untuk kesehatan
(Hernowo, 2001).lkan patin -mengandung protein yang sangat
tinggi.Kualitas suatu protein dapat dinilai dari perbandingan asam-
amino yang menyusun protein tersebut.

Gambar 2.4 Tabel hasil analisis asam amino dari berbagai jenis
ikan patin.

Asam Amino/Amino Acid Siam Jambal Pasupati Nasutus H. Nasutus

(%) %) ] % (%)
Glisin/Glycine 2512 2470 21.00 24,30 21.30
Alanin/Alanine 3.80 330 280 3.10 3.10
Valin/Valine 320 220 3.30 230 3.30
Leusin/Leusine 540 270 290 2.30 3.00
Isoleusin//soleusine 340 240 2.90 240 250
Asam Aspantat/Aspartic Acid 0.30 6.50 6.5 6.80 7.30
Asam Ghstamat/Glutamic Acid 510 9.90 1000 10,60 10.90
Lisin'Lysine e e 1830 10,30
KGinin/Arginine 1500 1630 1560 1590 1550

Histidina/Fsromer e o Y 0.90
Serin/Serine 4.40 250 240 2.60 250
Treonind Threonine 7.2 2.80 290 3.30 320
Penilalanin/ Phenylalanine 260 4.00 420 4.30 4.50
Tirosind Tyrosine 230 1.85 200 220 190
Sistin/Cystein - . . .

Metionin/ Methionine 2.00 3.70 3.90 4.10 4.10
Proliny Protine 3.30 2,30 2.20 280 210
Asam Amino EsensialEssencial Amino Acid 5213 4544 4680 4597 47.26
Asam Amino non Esensial/Non Essencial Amino Acid  43.32 50.85 4470 52.40 49.10

(Suryaningrum, dkk., 2010)

Ikan patin mengandung kadar protein yang cukup tinggi dan
mengandung semua asam amino esensial serta mengandung lisin dan
arginin yang lebih tinggi dibandingkan dengan protein susu dan
daging (Suryaningrum, dkk., 2010). Arginin menghasilkan Nitric
Oxide atau (NO) atau nitrogen monoksida.Pada beberapa penelitian
yang dilakukan didapati bahwa arginin ‘menstimulasi pelepasan
growth factor, seperti IGF-1, yang dapat mempercepat penyembuhan
luka (Alexander, 2014).
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2.6 Tikus Putih
2.6.1  Definisi

Tikus putih merupakan tikus yang sering digunakan untuk
penelitian di laboratorium dan memiliki namailmiah Rattus
novergicus. Hewan ini termasuk hewan nokturnal dan sosial.
Temperatur 19° C hingga 23°C dengan kelembaban 40-70%
merupakan temperatur yang cocok untuk habitat tikus (Wolfenshon
dan Lloyd, 2013).

2.6.2 Klasifikasi
Klasifikasi tikus putih (Rattus novergicus) menurut Myres dan
Armitage 2004:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia

Sub Ordo : Sciurognathi
Famili : Muridae
Subfamili : Murinae

Genus . Rattus

Spesies : Rattus norvegicus
Galur/strain : Sprague/Dawley

2.6.3 Ciri Tikus Putih

Tikus putih (Rattus norvegicus) atau yang dikenal dengan
nama lainnya yaitu tikus norwegia adalah hewan pengerat yang
cukup besar, kuat, memiliki bulu yang kasar yang berwarna keabu-
abuan atau kecoklatan. Memiliki ekor panjang yang yang berambut
kasar. Bagian bawah dan kaki tikus putih atau tikus norwegia ini
berwarna abu-abu hingga keputihan. Spesies ini sering digunakan
dalam penelitian di laboratorium dalam berbagai bidang penelitian
seperti biologi dan medis, termasuk genetika, fisiologi, imunologi,
epidemiologi, dan patologi (Linzey & Brecht, 2006). Berikut adalah
data fisiologi tikus putih menurut Wolfenshon dan Lloyd (2013):
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= Gambar 2.5 Tabel data dan fisiologis tikus putih (Rattus
g norvegicus)
o
% Nilai Fisiologis Kadar
=
Berat tikus dewasa Jantan 450 - 520g
Betina 250 - 300 g
Kebutuhan makan 5 - 10g/100g berat badan
Kebutuhan minum 10 ml/100 g berat badan
Jangka hidup 3 - 4 tahun
Temperatur rektal 36°C - 40°C
Detak Jantung 250 = 450 kali / menit
Tekanan Darah
Sistol 84 - 134 mmHg
Diastol 60 mmHg
Laju pernafasan 70 = 115 kali / menit
Serum protein (g/dl) 56-76
Albumin (g/dl) 38-48
Globulin (g/dl) 18-3
Glukosa (mg/dl) 50-135
Nitrogen urea darah (mg/dl) 15-21
Kreatinin (mg/dl) 02-08
Total bilirubin (mg/dl) 02-0.55
Kolesterol (mg/dl) 40- 130

(Wolfenshon & Lloyd, 2013)
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BAB 111
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS SEMENTARA
3.1 Kerangka Konsep
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Gambar 3.1 Skema Kerangka Konsep
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rTT7TTTTh = Proses yang tidak diteliti

————— > = Tahapan proses

3.2 Deskripsi Kerangka Konsep Penelitian

Pada luka pasca pencabutan gigi akan terjadi 3 fase
penyembuhan utama yaitu fase inflamasi, fase proliferasi dan fase
remodeling. Pada fase inflamasi terjadi saat setelah timbulnya luka.
Kemudian pada hari ketiga terjadilah fase proliferasi. Pada fase
proliferasi ini IGF-1 dan M-SCF yang merupakangrowth factors
akan meregulasi aktivasi dari osteoblas dan osteoklas.

Osteoblaskemudian memproduksi RANKL dan OPG sebagai
komponen penting dalam penyembuhan jaringan keras. RANKL
nanti nya akan berikatan dengan reseptornya yaitu RANK yang
didiferensiasi oleh osteoklas, kemudian terjadi lah aktivasi yang akan
menjalankan fungsinya dalam meresorpsi tulang yang rusak atau
jaringan nekrotik. Sementara OPG akan mengikat RANKL agar tidak
berikatan atau mencegah RANKL berikatan dengan reseptornya
yaitu RANK.

Gelatin ikan patin (Pangasius djambal) merupakan hasil
hidrolisa protein yang didapat dari kulit ikan patin (Pangasius
djambal). Gelatin ikan patin (Pangasius djambal) memiliki
kandungan asam amino yang sangat tinggi.

Asam amino yang ada dalam kandungan gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) akan menurunkan jumlah RANKL. Jumlah
RANKL yang menurun akan menurunkan jumlah osteoklas yang
teraktivasi. jika aktivasi osteoklas menurun maka jumlah osteoblas
meningkat atau semakin banyak. Saat jumlah osteoblas semakin
banyak, pembentukan tulang yang baru jadi lebih cepat.

3.3 Hipotesis Penelitian

Hipotesis dari penelitian ini adalah gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) dapat menurunkan ekspresi Receptor Activator
of Nuclear Factor Kappa-B Ligand(RANKL) pada luka pasca
pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus).
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BAB IV
METODE PENELITIAN
4.1 Rancangan Penelitian

Rancangan yang digunakan pada penelitian ini adalah rancangan
eksperimental laboratoris. Untuk mengetahui pengaruh gelatin ikan
patin terhadap ekpresi Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-
B Ligand (RANKL) pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih
(Rattus  norvegicus) maka digunakan rancangan penelitian
Randomized Post Test Only Group Design di laboratorium secara in-
vivo.
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Gambar 4.1 Desain Penelitian Randomized Post Test Only
Control Group Design

]
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Keterangan:

S: Sampel

R: Sampel yang dipilih secara acak (random)

K1: Kelompok kontrol 1 tanpa diberi gelatin ikan patin setelah 3 hari
pasca pencabutan gigi

K2: Kelompok kontrol 2 tanpa diberi gelatin ikan patin setelah 5 hari
pasca pencabutan gigi

K3: Kelompok kontrol 3 tanpa diberi gelatin ikan patin setelah 7 hari
pasca pencabutan gigi

P1: Kelompok perlakuan 1 diberi gelatin ikan patin dengan
konsentrasi 100% setelah 3 hari pasca pencabutan gigi

P2: Kelompok perlakuan 2 diberi gelatin ikan patin dengan
konsentrasi 100% setelah 5 hari pasca pencabutan gigi

21
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P3: Kelompok perlakuan 3 diberi gelatin ikan patin dengan
konsentrasi 100% setelah 7 hari pasca pencabutan gigi

HK1: Hasil pengamatan kelompok kontrol 1 tanpa diberi gelatin ikan
patin setelah 3 hari pasca pencabutan gigi

HK2: Hasil pengamatan kelompok kontrol 2 tanpa diberi gelatin ikan
patin setelah 5 hari pasca pencabutan gigi

HK3: Hasil pengamatan kelompok kontrol 3 tanpa diberi gelatin ikan
patin setelah 7 hari pasca pencabutan gigi

HP1: Hasil pengamatan kelompok perlakuan 1 diberi gelatin ikan
patin dengan konsentrasi 100% selama 3 hari pasca pencabutan gigi
HP2: Hasil pengamatan kelompok perlakuan 2 diberi gelatin ikan
patin dengan konsentrasi 100% setelah 5 hari pasca pencabutan gig.
HP3: Hasil pengamatan kelompok perlakuan 3 diberi gelatin ikan
patin dengan konsentrasi 100% setelah 7 hari pasca pencabutan gigi

4.2 Sampel Penelitian

Hewan coba yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah
tikus putih strain wistar yang dipelihara di Laboratorium
Farmakologi  Fakultas  Kedokteran  Universitas  Brawijaya.
Keunggulan tikus putih dibandingkan tikus liar antara lain lebih
cepat dewasa, tidak memperlihatkan perkawinan musiman, dan
umumnya lebih cepat berkembang biak. Kelebihan lainnya sebagai
hewan laboratorium adalah sangat mudah ditangani, dapat ditinggal
sendirian dalam kandang asal dapat mendengar suara tikus lain dan
berukuran cukup besar sehingga memudahkan pengamatan (Smith
&Mangkoewidjojo, 1988).

4.2.1 Kriteria sampel
Sampel yang dipilih berdasarkan ketentuan (Oroh, et al, 2015):
Kriteria Inklusi:
a. Jenis kelamin jantan
b. Usia 2-3 bulan
c. Berat badan 250-300 gram
d. Sehat, ditandai dengan gerakan yang aktif, mata yang jernih
dan bulu tebal berwarna putih mengkilap

Kriteria Ekslusi:
a. Tikus yang mengalami sepsis selama penelitian berlangsung
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b. Tikus yang mengalami penurunan berat badan secara drastis
jika dibandingkan dari awal penelitian hingga saat akan
didekaputasi (<250-300 gram)

c.  Tikus yang mati selama penelitian berlangsung

d. Tikus yang mengalami pencabutan gigi yang tidak sempurna

4.2.2 Jumlah Sampel Penelitian
Hewan coba dikelompokkan menjadi 6 kelompok, yaitu 3
kelompok kontrol negatif (K1, K2, K3) dan 3 kelompok eksperimen
(P1, P2, P3). Dalam menghitung jumlah sampel digunakan Rumus
Federer, sebagai berikut yang terlihat pada gambar 4.2.
Gambar 4.2 Rumus Federar

(n-1) (t-1) 2 15

Keterangan:
t = Jumlah kelompok
n = Jumlah pengulangan penelitian

Pada penelitian ini t=6 sehingga jumlah pengulangan
penelitian adalah sebagai berikut:
(n-1) (t-1) >15
(n-1) (6-1) >15
5n >20
n >4

Penelitian ini menggunakan minimal 4 ekor tikus putih untuk
tiap kelompok.Pada penelitian ini - dibagi menjadi 6 kelompok
perlakuan, sehingga dibutuhkan 24 ekor tikus putih. Jumlah sampel
ditambah menjadi 30 ekor tikus putih untuk mengurangi lost of
sample akibat adanya tikus yang mati.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah pemberian gelatin ikan
patin
4.3.2 Variabel Tergantung
Variabel tergantung pada penelitian ini adalah ekspresi Receptor
Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand (RANKL).
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4.3.3 Variabel Kendali

Variabel kendali pada penelitian ini adalah usia, jenis kelamin,
berat badan, kesehatan hewan coba, teknik luka pada tubuh hewan
coba, serta aplikasi gelatin ikan patin pada hewan coba.

4.4 Tempat dan Waktu Penelitian
4.4.1 Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan £+ 3 bulan dengan rincian sebagai
berikut:

a. Pembuatan gelatin ikan patin (Pangasius djambal) dilakukan
di  Laboratorium Fakultas Teknologi Hasil Pangan
Universitas Brawijaya.

b.  Pemeliharaan dan perlakuan pada hewan coba dilakukan di
Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya

c. Pembuatan preparat penelitian histologi dilakukan di
Laboratorium Patologi  Anatomi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya

d.  Pengecatan imunohistokimia Receptor Activator of Nuclear
Factor Kappa-B Ligand (RANKL) di Laboratorium
Biokimia Fakultas Kedoteran Universitas Brawijaya.

e. Pengamatan sediaan dan analisis data dengan menghitung
ekspresi Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B
Ligand (RANKL) dilakukan di Laboratorium Biokimia
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

4.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian akan dilaksanakan selama * 3 bulan.

4.5 Alat dan Bahan Penelitian
4.5.1 Alat dan Bahan untuk Pembuatan Gelatin Ikan Patin

Kulit ikan patin (Pangasius djambal) konsentrasi 100%,
timbangan analitik (neraca Ohaus), glass beaker, glass erlenmeyer,
gelas ukur, telenan, loyang, pisau/gunting, termometer, shaker water
bath, air suling, kain saring Whatman no.l, kulkas, air lemon,
laruutan asam sitrat 1%, kertas lakmus, baskom, wadah tertutup,
masker, sarung tangan, kantong plastik jenis PE (polyether), dan
aquadest.



-/
o
(9]

-2
=}
—
S
(=)

fd
(o)
o
[ = 18
(=5
—

® BRAWIJAYA

25

4.5.2 Alat dan Bahan untuk Pencabutan Gigi Tikus Putih

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur wistar berumur
2-3 bulan dengan berat badan 250-3—gram, pisau lecron modifikasi,
anestesi ketamine 1000 mg/10 mL, masker, sarung tangan, dan
needle holder modifikasi.

4.5.3 Alat dan Bahan untuk Perlakuan

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur wistar berumur
2-3 bulan dengan berat 250-300 gram, gelatin ikan patin (Pangasius
djambal) konsentrasi 100%, pinset bedah, sonde gastrik, cotton bud,
scalpel no.11, toples kaca yang sudah diberi label untuk fiksasi,
jarum jahit, benang jahit, gunting bedah, masker dan sarung tangan.

454 Alat dan Bahan untuk Pengambilan Jaringan dan
Pembuatan Preparat

Eter, scalpel, microtom, kaca obyek dan penutup, blok
parafin, water bath, tempat pewarnaan dan cucian, kertas saring,
timer, formalin 10%, aceton, xylol, kuas kecil, gelatin, alkohol 96%,
reagen kit pewarnaan imunihistokimia, masker dan sarung tangan.

455 Alat dan Bahan untuk Pewarnaan Imunohistokimia
Indirek

Blok parafin yang sudah tersedia di Laboratorium Biokimia
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, xylene, etanol,
peroxidase blocking solution, prediluted blocking serum, antibodi
monoklonal (anti rat- RANKL), phosphate buffer saline, antibodi
sekunder (conjugated to horse radish peroxidase), peroksidase,
keomogen DAB (Diaminobenzinidine), hematoxylin eosin, air,
mounting media, coverslip.

4.6 Definisi Operasional
4.6.1 Gelatin Ikan Patin

Gelatin ikan patin adalah hasil hidrolisa protein yang terdapat
pada tulang dan kulit ikan patin, mudah dicerna oleh tubuh manusia.
Teknik yang digunakan dalam pembuatan gelatin ikan patin adalah
teknik komersial tanpa proses pengeringan. Konsentrasi gelatin ikan
yang akan dibuat pada penelitian ini sebesar 100%
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4.6.2 Pencabutan Gigi

Pencabutan gigi merupakan suatu prosedur bedah  yang
dapat dilakukan dengan tang (forceps), elevator atau pendekatan
transalveolar (Pedlar, 2017). Pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norvegicus) akan dilakukan pada gigi insisivus satu kiri rahang
bawah.

4.6.3 Soket

Soket pada penelitian ini adalah kavitas tulang alvolar rahang
bawah tempat melekatnya gigi insisivus satu rahang bawah pada
tikus putih (Rattus norvegicus) yang dipotong pada bagian mesial
secara vertikal untuk dijadikan preparat histologi penelitian.

4.6.4 Ekspresi Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B
Ligand (RANKL)

Ekspresi RANKL diamati dengan
pewarnaanimunohistokimia dan menggunakan mikroskop cahaya
denganperbesaran 1000x pada 20 bidang lapang pandang
menggunakan Olympus CX-21 dengan programoptilab.ldentifikasi
ekspresi RANKL dapat dilihat dan ditentukan dari nukleus atau inti
sel dan sitoplasma RANKL yang berwarna coklat (Barreiros, 2018).

4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Persiapan dan Perawatan Hewan Coba

a. Pemeliharaan hewan coba berdasarkan kriteria sampel.
Kemudian hewan coba yang telah dipilih dikelompokkan
menjadi 6 kelompok, setiap kelompok terdiri dari 4 ekor
tikus putih.

b.  Kemudian, tikus dipelihara dalam kandang berupa kotak
plastik dengan penutup berupa kawat berjaring, dalam satu
kandan berisi 2 ekor tikus putih.

c. Setelah itu, tikus diadaptasikan selama 1 minggu dalam
Laboratorium Farmakologi FKUB pada suhu ruangan 20-
26°C dengan kelembapan udara antara 40-70%, hewan coba
diberi makan berupa pelet komersial yang diletakkan pada
tempat makan dan diberi minum (PDAM) yang diletakkan
pada tempat air minum
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4.7.2 Pembuatan Gelatin Ikan Patin

Kulit ikan patin dipisahkan dari daging dan lemak yang
masih menempel pada kulit ikan patin, kemudian kulit ikan patin
disimpan pada suhu -200°C.Selanjutnya, kulit ikan patin dicairkan
dalam suhu ruangan dan dipotong dengan ukuran sekitar 1 cm?
Kulitikan  patin  dibilas menggunakan air lemon untuk
menghilangkanmaterial selain kulit ikan. Kemudian 100 gram
sampel ikan patin dibilas dan direndam dalam larutan asam klorida
1% selama 2 jam untuk mencairkan serabut kolagen menjadi serat-
serat/fibril sehingga mudah diekstraksi. Setelah direndam, sampel
dilakukan pencucian beberapa kali hingga mencapai pH netral (6-
7).Kulit patin diekstraksi menggunakan shaker water bath dengan
air suling pada suhu 45°C selama 12 jam.Selanjutnya,
menggunakan kain saring Wathman no.1 untuk memisahkan larutan
gelatin dengan sisa kulit ikan patin.Kemudian larutan gelatin
didinginkan pada suhu ruangan hingga terbentuk gel gelatin ikan
patin (Ratnasari dkk, 2013; Reza dkk, 2015). Proses pembuatan
gelatin ikan patin ini sudah dilakukan oleh mahasiswa kelompok
penelitian departemen Bedah Mulut angkatan 2014.

4.7.3 Pencabutan Gigi Tikus

Prosedur yang dilakukan pertama kali sebelum melakukan
pencabutan gigi adalah mengulasi daerah yang akan dianestesi
menggunakan antiseptik yaitu povidone iodine 10% atau alkohol
70% pada bagian labial dan palatal dari gingiva gigi yang akan
dicabut. Kemudian melakukan anestesi untuk menghilangkan rasa
sakit pada saat pencabutan gigi pada tikus putih menggunakan
larutan anestesi ketamin 1000 mg/10 ml sebanyak 0,2 ml dengan cara
intra peritoneal. Larutan anestesi ketain memiliki onset of action 3
menit sedangkan duration of action %60 menit.Selanjutnya
melakukan pemisahan akar gigi dari gingiva dengan menggunakan
lecron dan mengambil gigi insisivus satu Kiri rahang bawah
mengguunakan needle holder. Pada pencabutan gigi insisivus satu
kiri rahang bawah harus dilakukan secara hati-hati dan dengan
kekuatan yang sama agar tidak terjadi fraktur. Kemudian, melakukan
irigasi pada soket menggunakan aquades yang steril dan yang
terakhir adalah kontrol pendarahan menggunakan tampon atau kasa
steril (Widyastomo dkk, 2013).Proses pembuatan pencabutan gigi
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tikus ini sudah dilakukan oleh mahasiswa kelompok penelitian
departemen Bedah Mulut angkatan 2014.

4.7.4Pemberian Gelatin Ikan Patin (Pangasius djambal)
a. Soket diberi gelatin ikan patin dengan menggunakan
spuit yang dimasukkan ke dalam soket sebanyak 1cc.
b. Gelatin ikan patin juga diulaskan pelan-pelan
menggunakan cotton bud pada soket secara merata
c. Pemberian gelatin ikan patin dilakukan setelah
pencabutan gigi.. Sedangkan pada kelompok kontrol
tidak diberi gelatin ikan patin.
Proses pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal) ini
sudah dilakukan oleh mahasiswa kelompok penelitian departemen
Bedah Mulut angkatan 2014.

4.7.5 Perawatan Hewan Coba Pasca Pencabutan Gigi

Asupan gizi pada tikus putih pasca pencabutan harus
diperhatikan dan tercukupi dengan memberikan makanan yang lunak
yaitu ‘mengencerkan makanan tikus putih (pelet komersial).
Pemberian makan pada tikus dilakukan dengan teknik sondasi
menggunakan sonde gastrik sehingga makanan langsung masuk ke
lambung agar tidak mengganggu proses penyembuhan soket gigi.
Pemberian makanan dilakukan 2 kali sehari yaitu pagi dan sore hari
serta diberi minum air PDAM secukupnya.

4.7.6  Pengambilan Sampel Jaringan

Tikus pada hari ke-3, ke-5 dan ke-7 dimatikan terlebih
dahulu (euthanasia secara kimiawi) sebelum dilakukan pengambilan
sampel jaringan dengan cara menginjeksikan anatesi ketamine
dengan dosis letal (tiga kali dosis anastesi pada umumnya) sebanyak
0,9 ml atau anastesi inhalasi menggunakan eter. Setelah melakukan
injeksi, dapat dilakukan pengecekan dan memastikan bahwa tikus
telah mati dengan cara melihat aspirasi, detak jantung, dan kedipan
mata tikus putih. Kemudian, melakukan dekaputasi rahang
mandibular dengan menggunakan scalpel nomor 11 dimana terdapat
gigi yang sudah dilakukan pencabutan.Rahang tikus putih kemudian
dimasukkan ke dalam tabung yang berisi larutan formalin 10%
selama 18-24 jam untuk fiksasi jaringan dan diberi label.Kemudian,
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jasad tikus dikuburkan dengan layak (Widyastomo dkk, 2013).Proses
pengambilan sampel jaringan ini sudah dilakukan oleh mahasiswa
kelompok penelitian departemen Bedah Mulut angkatan 2014.

4.7.7  Teknik Pemrosesan Preparat Jaringan

Sampel jaringan yang telah dilakukan kemudian dilakukan
pencucian pada air mengalir selama 15 menit.Selanjutnya,
melakukan dekalsifikasi dengan menggunakan EDTA 14% selama 3-
4 minggu kemudian dilakukan pencucian kembali menggunakan air
mengalir ~ selama 15 menit.Kemudian, dilakukan dehidrasi
menggunakan acetone sebanyak 4 kali dalam 1 jam.Selanjutnya,
dilakukan clearing dengan menggunakan xylol sebanyak 4 kali dalam
30 menit dan setelah itu dilakukan impregnasi menggunakan parafin
cair pada suhu 55°C-80°C sebanyak 4 kali dalam 1 jam. Selanjutnya,
penanaman jaringan ke dalam blok parafin (embedding) dan
didinginkan selama 24 jam. Kemudian, sediaan dilakukan
penyayatan dengan menggunakan ~mircrotom rotary dengan
ketebalan antara 3-5 mikron lalu sayatan diletakkan pada water bath
pada suhu 30°C. Setelah itu, sayatan diletakkan pada gelas objek dan
didiamkan selama 24 jam kemudian dilakukan pewarnaan
menggunakan teknik imunohistokimia indirek. Teknik pemrosesan
preparat jaringan ini sudah dilakukan oleh mahasiswa kelompok
penelitian departemen Bedah Mulut angkatan 2014.
4.7.8 Teknik Indirek Pewarnaan Imunohistokimia

Metode pewarnaan pada penelitian ini menggunakan metode

Imunohitokimia indirect yang menggunakan antibodi primer untuk
mengenali antigen yang mengidentifikasi jaringan sedangkan
antibodi sekunder digunakan agar berikatan dengan antibodi primer
dan menghasilkan warna coklat.

Prosedur pewarnaan Imunohistokimia dapat dimodifikasi
sebagai berikut:

a. Melakukan deparafinasi preparat (blok parafin) yang
sudah tersedia di Laboratorium Biokimia FKUBdengan
menggunakan xylene sebanyak 3 kali masing-masing 3
menit.

b. Rehidrasi masing-masing preparat dengan
menggunakan etanol 100% selama 2 menit, etanol 95%
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selama 2 menit, etanol 70% selama 1 menit dan air
selama 1 menit.

c. Melakukan perendaman dalam peroxidase blocking

solution pada suhu kamar selama 10 menit.

d. Inkubasi preparat dalam prediluted blocking serum

25°C selama 10 menit.
e. Merendam preparat dalam antibodi monoklonal anti-
RANKL selama 10 menit.

f. Mencuci preparat dengan menggunakan PBS
(Phosphate Buffer Saline) selama 5 menit.

g. Inkubasi  preparat dengan antibodi  sekunder
(peroxidase) selama 10 menit.

h. Pencucian preparat dengan PBS selama 5 menit.

i.  Inkubasi preparat dengan peroksidase lagi selama 10

menit.

j- Mencuci preparat dengan PBS selama 5 menit.

k. Inkubasi  preparat dengan  kromogen DAB

(Diaminobenzimidine) selama 10 menit.

I. Inkubasi preparasi dengan Hematoxylin Eosinselama 3
menit.

. Mencuci preparat dengan menggunakan air mengalir.

Preparat dibersihkan dan ditetesi mounting media.
Preparat ditutup dengan coverslip.
Mengamati ekspresi RANKL pada sel menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x gambar
4.3

g. Dokumentasi hasil pengamatan

r. Perhitungan jumlah sel

T o =53

4.8 Perhitungan Ekspresi Receptor Activator of Nuclear Factor
Kappa-B Ligand (RANKL)

Perhitungan ekspresi RANKL dapat dilakukan setelah preparat
jaringan dilakukan pengecatan dengan teknik imunohistokimia
menggunakan antibodi anti-RANKL.Perhitungan ekspresi RANKL
menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran kuat (1000x)
pada 20 bidang lapang pandang.Selanjutnya, dilakukan perhitungan
secara — manual  untuk — mendapatkan hasil ~ yang lebih
akurat.Identifikasi ekspresi RANKL dapat dilihat dan ditentukan
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dari nukleus atau inti sel dan sitoplasma RANKL yang berwarna
coklat (Barreiros, 2018).

Gambar 4.3 Ekspresi RANKL pada pewarnaan Immunohistokimia

(Moraes, dkk., 2011)

4.9 Analisis Data

Untuk mendapatkan data perhitungan jumlah eskpresi RANKL
diperoleh dari analisis statistika menggunakan program Statistical
Product of Service Solution (SPSS) 16.0 untuk Windows dengan
tingkat signifikansi 0,05 (p=0,05) dan tingkat kepercayaan 95%
(a=0,05). Langkah pertama pada analisi statistik yaitu uji normalitas
menggunakan uji Shapiro-Wilk karena sampel besar >50 dengan
tujuan menilai sebaran data berdistribusi normal atau tidak
normal.Langkang yang kedua adalah melakukan uji homogenitas
ragam dengan tujuan untuk mengetahui sebaran data masing-masing
kelompok homogen atau tidak homogen dengan menggunakan
Levene’s test. Langkah ketiga, jika terdapat data berdistribusi normal
(a>0,05) dan data bersifat homogen (p>0,05) dapat dilakukan uji t
tidak berpasangan dengan tujuan untuk mengetahui perbedaan
jumlah ekspresi RANKL antara kelompok kontrol negatif dengan
kelompok perlakuan pada saat proses penyembuhan luka setelah
pencabutan gigi tikus putih galur wistar (Rattus norvegicus).
Langkah keempat vyaitu melakukan Post Hoc Turkey dengan
menggunakan  Least  Significance Differences = (LSD)  untuk
mengetahui perbandingan rata-rata antar kelompok.langkah kelima
yaitu apabila data tidak berdistribusi normal dan tidak homogen
makan dapat dilakukan uji non parametrik dengan menggunakan uji
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Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan peningkatan jumlah
ekspresi RANKL antar kelompok.
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BAB V
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
5.1 Hasil
5.1.1 Hasil Penelitian

Dengan  Surat Kelaikan  Etik ~ No. 196/EC/KEPK-S1-
FKG/08/2018 penelitian ekspresi RANKL ini dilakukan padahewan
coba yaitu tikus putih (Rattus norvegicus) yang dibagi menjadi 2
kelompok, yaitu kelompok kontrol dan perlakuan. Kelompok kontrol
terdiri atas 3 kelompok, yaitu kelompok kontrol 1 (hewan coba yang
tidak diberi perlakuan selama 3 hari pasca pencabutan gigi),
kelompok kontrol 2 (hewan coba tidak diberi perlakuan selama 5 hari
pasca pencabutan gigi), dan kelompok kontrol 3 (hewan coba tidak
diberi perlakuan selama 7 hari pasca pencabutan gigi). Sedangkan
kelompok perlakuan yaitu kelompok yang diberikan gelatin ikan
patin (Pangasius djambal) dengan konsentrasi 100%, pada soket gigi
pasa pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvericus), yaitu terdiri
dari kelompok perlakuan 1 (hewan coba diberi perlakuan setelah 3
haripasca pencabutan gigi), kelompok perlakuan 2 (hewan coba
diberi perlakuan setelah 5 hari pasca pencabutan gigi), dan kelompok
perlakuan 3 (hewan coba diberi perlakuan setelah 7 hari pasca
pencabutan gigi).

Sampel preparat jaringan luka pasca pencabutan gigi yang
telah dilakukan pengecatan imunohistokimia dilakukan pengamatan
dan penghitungan sel untuk mengetahui jumlah ekspresi. RANKL
dengan menggunakan mikroskop cahaya Olympus CX-21 dengan
perbesaran 1000x pada 20 bidang lapang pandang.

Rata-rata ekspresi RANKL pada kelompok kontrol 1 (K1)
berjumlah 15.Rata-rata ekspresi RANKL pada kelompok perlakuan 1
(P1) berjumlah 10.Hal ini menunjukkan bahwa jumlah ekspresi
RANKL pada kelompok P1 memiliki jumlah yang lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok K1.Ekspresi RANKL tampak
berwarna coklat keunguan pada sel yang ditunjuk dengan panah
hitam pada gambar 5.1 dan gambar 5.2.

35
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Gambar 5.1 Gambaran Histologi Ekspresi RANKL pada
Kelompok K1 pada Hari Ke-3 dengan Pewarnaan IHK dengan
perbesaran 1000x
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Gambar 5.2 Gambaran Histologi Ekspresi RANKL pada Kelompok
P1 pada Hari Ke-3 dengan Pewarnaan IHK dengan perbesaran 1000x

Rata-rata ekspresi RANKL pada kelompok kontrol 2 (K2),
yaitu kelompok tikus yang tidak diberi gelatin ikan patin (Pangasius
djambal) setelah 5 hari pasca pencabutan gigi, berjumlah 20,57.
Rata-rata ekspresi RANKL pada kelompok perlakuan 2 (P2),
berjumlah 8,14. Hal ini menunjukkan bahwa jumlah ekspresi
RANKL pada kelompok P2 memiliki jumlah yang lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok K2. Ekspresi RANKL yang ditunjuk
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oleh panah hitam dan tampak berwarna coklat keunguan pada
gambar 5.3 dan tampak berwarna coklat kekuningan pada gambar
5.4
Gambar 5.3 Gambaran Histologi Ekspresi RANKL pada
Kelompok K2 pada Hari Ke-5 dengan Pewarnaan IHK dengan
perbesaran 1000x

Gambar 5.4 Gambaran Histologi Ekspresi RANKL pada
Kelompok P2 pada Hari Ke-5 dengan Pewarnaan IHK dengan
perbesaran 1000x
12

Rata-rata jumlah ekspresi RANKL pada kelompok kontrol 3
(K3), yaitu kelompok tikus yang tidak diberi gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) selama 7 hari pasca pencabutan gigi, Yyaitu
berjumlah 21. Rata-rata jumlah ekspresi RANKL pada kelompok
perlakuan 3 (P3), yaitu berjumlah 4,86. Hal ini menunjukkan bahwa
jumlah ekspresi RANKL pada kelompok P3 memiliki jumlah yang
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok K3. Ekspresi RANKL
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pada sel yang ditunjuk dengan panah hitam pada yang tampak
berwarna coklat kekuningan gambar 5.5 dan berwarna coklat
kekuningan pada gambar 5.6
Gambar 5.5 Gambaran Histologi Ekspresi RANKL pada
Kelompok K3 pada Hari Ke-7 dengan Pewarnaan IHK dengan
perbesaran 1000x
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Kelompok P3 pada Hari Ke-7 dengan Pewarhaan IHK dengan
perbesaran 1000x

Dari hasil perhitungan ekspresi RANKL, selain rata-rata
didapatkan juga standar deviasi untuk setiap kelompok yang tertera
dalam tabel 5.1.




39

Tabel 5.1 Hasil Perhitungan Rata-rata dan Standar Deviasi Jumlah
Ekspresi RANKL pada Soket Gigi Pasca Pencabutan Gigi Tikus
Putih (Rattus norvegicus)
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Kelompok Mean Standar Deviasi
K1 | Kontrol hari ke-3 15.00 3.83
K2 | Kontrol hari ke-5 20.57 3.82
K3 | Kontrol hari ke-7 21.00 3.05
P1 | Perlakuan hari ke-3 10.00 3.1
P2 | Perlakuan hari ke-5 8.14 2.41
P3 | Perlakuan hari ke-7 4.86 2.11

Berdasarkan data pada tabel di atas, dapat disimpulkan bahwa
jumlah rata-rata ekspresi RANKL tertinggi, yaitu kelompok K3,
sedangkan jumlah rata-rata ekspresi RANKL terendah, yaitu P3.
Didapatkan jumlah ekspresi RANKL perbandingan jumlah ekspresi
RANKL pada kelompok kontrol dan 64 perlakuan mengalami
penurunan pada kelompok perlakuan, seperti pada gambar 5.7

Gambar 5.7 Grafik Rata-rata Jumlah Ekspresi RANKL
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Grafik di atas menunjukkan bahwa terjadi penurunan di hari
ke-3 (fase inflamasi) menuju hari ke-5 (fase awal proliferasi) sampai
hari ~ ke-7  (fase  puncak  proliferasi)  pada  kelompok
perlakuan.Sedangkan pada kelompok kontrol telihat sebaliknya, yaitu
jumlah rata-rata ekspresi RANKL meningkat walaupun tidak
signifikan antara hari ke-5 dan ke-7.

5.1.2 Analisa Data

Data perhitungan jumlah ekspresi RANKL yang merupakan
data dari hasil penelitian dianalisa secara statistika menggunakan
program IBM Statistical Product of Service Solution (SPSS) 22.0
untuk Windows dengan tingkat kepercayaan 95% (a = 0,05).
Langkah pertama, yaitu uji normalitas dengan menggunakan uji
Shapiro-Wilk karena besar sampel < 50 dengan tujuan menilai
apakah sebaran data tersebut berdistribusi normal atau  tidak
normal.Langkah yang kedua adalah dilakukan uji homogenitas ragam
yang bertujuan untuk mengetahui apakah sebaran data masing-
masing kelompok tersebut homogen atau tidak dengan menggunakan
Levene’s test. Langkah ketiga, jika terdapat hasil bahwa data hasil
penelitian berdistribusi normal (p > 0,05) dan data bersifat homogen
(p > 0,05). Kemudian uji one way ANOVA yang dilakukan untuk
mengetahui perbedaan jumlah ekspresi RANKL pada kelompok
kontrol dengan kelompok perlakuan pada proses penyembuhan luka
pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus) di fase
inflamasi, fase awal proliferasi, dan fase puncak proliferasi. Bila nilai
signifikansi hasil uji p < 0,05 maka hasil penelitian menunjukkan
terdapat perbedaan sehingga Ho ditolak. Ho dari penelitian ini adalah
pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal) tidak berpengaruh
terhadap jumlah ekspresi RANKL pada luka pasca pencabutan gigi
tikus putih (Rattus norvegicus).Sedangkan Hi dari penelitian ini
adalah - pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal)
berpengaruh terhadap jumlah ekspresi RANKL pada luka pasca
pencabutan gigi  tikus putih - (Rattus norvegicus). ' Langkah
keempat,dilakukan uji Post Hoc untuk mengetahui perbedaan yang
bermakna antar kelompok sebagai uji lanjutan dari uji one way
ANOVA.
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5.1.2.1 Uji Normalitas

Uji - normalitas - data digunakan untuk mengetahui data
penelitian ini berdistribusi normal atau tidak.Uji normalitas data
dilakukan dengan menggunakan uji Shapiro—Wilk karena data yang
digunakan <50. Bila nilai signifikansi penghitungan p>0,05 maka uji
normalitas data terpenuhi. Berdasarkan uji normalitas data,
didapatkan hasil signifikansi penghitungan data sebesar 0,811 untuk
kelompok kontrol dan 0,244 untuk kelompok perlakuan. Nilai
signifikansi yang didapatkan lebih besar dari 0,05. Jadi, dapat
disimpulkan bahwa uji normalitas terpenuhi karena data hasil
penelitian  berdistribusi  normal.Selanjutnya  dilakukan  uji
homogenitas data.

5.1.2.2 Uji Homogenitas Data

Levene’s Test digunakan untuk menguji homogenitas data
yang bertujuan untuk menguji data penelitian mempunyai variasi
yang sama (homogen). Bila nilai signifikansi uji Levene’s Testlebih
besar daripada 0,05 maka dapat menolak H; sehingga diperoleh data
yang homogen. Pada penelitian ini, didapatkan nilai signifikansi uji
homogenitas sebesar 0,482. Nilai yang didapatkan lebih besar dari
0,05. Dapat disimpulkan bahwa data homogen karena Ho diterima
(tidak terdapat perbedaan).Selanjutnya dilakukan uji analisa statistik,
yaitu dengan menggunakan uji one way ANOVA karena data
berdistribusi normal dan data homogen.

5.1.2.3 Uji One Way ANOVA

Uji one way ANOVA digunakan untuk menguji perbedaan
jumlah ekspresi RANKL pada kelompok kontrol dengan kelompok
perlakuan secara keseluruhan. Uji one way ANOVA terpenuhi bila
nilai signifikansi hasil penghitungan adalah p < 0,05 sehingga Ho
ditolak. Dari hasil uji one way ANOVA, diperoleh nilai signifikansi
sebesar 0,000. Nilai yang didapatkan lebih kecil dari 0,05 sehingga
Ho ditolak dan H; diterima. Kesimpulan dari hasil uji one way
ANOVA pada penelitian ini adalah terdapat perbedaan antara jumlah
ekspresi RANKL yang tidak diberi gelatin ikan patin (Pangasius
djambal) dan diberi gelatin ikan patin (Pangasius djambal) di fase
inflamasi, fase awal proliferasi, dan fase puncak proliferasi pada
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proses penyembuhan luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norvegicus).

-/
o
(9]

-2
=}
—
S
(=)

S
(o)
o
[ = 18
(=5
—

5.1.2.4 Uji Post Hoc LSD

Uji Post Hoc LSD wuntuk mengetahui perbedaan jumlah
ekspresi RANKL antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan
secara lebih detail. Bila nilai signifikansi p < 0,05 dengan interval
kepercayaan 95% maka Uji Post Hoc LSD terpenuhi. secara
keseluruhan hasil uji Post Hoc adalah terdapat perbedaan rata-rata
jumlah ekspresi RANKL yang bermakna antara kelompok kontrol
dan kelompok perlakuan pada hari yang sama dalam satu fase
penyembuhan luka. Hasil uji Post Hoc dapat didlihat pada tabel 5.5.

Tabel 5.2 Hasil Uji Post Hoc LSD

K1l 0.052
P1
K2 0.000
K3 0.000
K1l 0.003
P2 K2 0.000
K3 0.000
K1 0.000
P3 K2 0.000
K3 0.000
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5.2 Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk mengamati ekspresi RANKL
pada soket pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus)
setelah pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal).Rata-rata
jumlah ekspresi RANKL tertinggi pada kelompok kontrol hari ke-7
(K3).Rata-rata jumlah ekspresi RANKL terendah pada kelompok
perlakuan hari ke-7 (P3).

Pada kelompok kontrol hari ke 3 yang tidak diberi perlakuan
(K1), jumlah ekspresi RANKL sebanyak 15 kemudian meningkat
pada hari ke-5 (K2) dengan jumlah 20,57 sel.Jumlah ekspresi
RANKL meningkat sedikit pada hari ke-7 (K3) dengan jumlah 21
sel.Hasil ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Kon, dkk
(2001) bahwa jumlah ekspresi RANKL akan terus meningkat dari
hari ke-3 sampai hari ke-14. Pada kelompok perlakuan terjadi
penurunan dari hari ke-3 sampai hari ke-7.Jjumlah ekspresi RANKL
pada hari ke-3 (P1) yaitu 10, pada hari ke-5 (P2) jumlah ekspresi
RANKL adalah 8,14 sel dan jumlah ekspresi RANKL menurun
secara signifikan pada hari ke-7 (P3) menjadi 4,81 sel. Hasil ini
didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Wang, dkk.(2013)
yang didapatkan bahwa ekspresi RANKL sangat tinggi pada saat
awal terjadinya fraktur tulang dan kemudian jumlah ekpresi RANKL
menurun hingga sampai minggu ke-12 yang telah diberikan serum
yang mengandung enzim imunosorben.Rasio RANKL / OPG lebih
rendah pada kelompok fraktur intertrochantericdibandingkan dengan
kelompok kontrol yang tidak diberi perlakuan. Rasio RANKLterlihat
lebih rendah secara signifikan segera setelah dan 4 minggu setelah
cedera, sementara tidak ada perbedaan yang signifikan antara 2
kelompok pada minggu ke-8 dan minggu ke-12 setelah fraktur.
Keseimbangan RANKL/OPG sangat penting untuk remodeling
tulang dan massa tulang (Galli, dkk., 2011).

Keseimbangan RANKL-OPG dapat mempengaruhi aktivitas
osteoklas, RANKL diekspresikan oleh sel osteoblas dan sel-sel
stroma dalam tulang (Takahashiet. Al., 1999). Sedangkan
reseptornya  RANK dihasilkan oleh osteoklas. Interaksi antara
RANKL dan RANK merangsang pembentukan, aktivasi, diferensiasi
dan kelangsungan hidup dari osteoklas sehingga osteoklastogenesis
terjadi dan kemudian terjadilah resorpsi tulang (Blair, et. Al., 2007).
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Penurunan ekspresi RANKL pada soket luka pasca pencabutan
gigi dapat mempengaruhi penyembuhan jaringan keras. Jika RANKL
jumlah RANKL menurun maka aktivasi osteoklas juga menurun dan
dapat mengganggu proses resorpsi tulang pada masa penyembuhan
jaringan tulang keras. Fungsi dari osteoklas adalah membuat batas
antara jaringan keras yang nekrotik dan jaringan keras yang sehat
lalu kemudian membersihkan jaringan yang nekrotik. Setelah
jaringan nekrotik dibersihkan, osteoklas mengisolasi daerah jaringan
sehat (Feng & Steven, 2013). Apabila fungsi osteoklas menurun
maka pembersihan jaringan nekrotik pada jaringan keras akan tidak
maksimal sehingga dapat mengganggu penyembuhan tulang. Jadi,
apabila ekspresi RANKL menurun dan aktivasi osteoklas pun
menurun, maka proses penyembuhan jaringan keras tidak akan
maksimal.

Ikan patin (Pangasius djambal) memiliki kandungan yaitu
kadar air 75,75-79,42%; kadar protein 12,94-7,59%; kadar lemak
1,81-6,57% serta kadar abu 0,16-0,23%. lkan patin mengandung
kadar protein yang cukup tinggi dan mengandung semua asam amino
esensial serta mengandung lisin dan arginin yang lebih tinggi
dibandingkan dengan protein susu dan daging (Suryaningrum, dkk.,
2010). Arginin dan glutamin merupakan dua asam amino yang
memiliki peran dalam proses penyembuhan luka. Arginin merupakan
asam amino semi essensial yang bertindak sebagai substrat untuk
sintesis protein, desposisi kolagen, dan pertumbuhan seluler.Arginin
meningkatkan produksi nitrit oxyde (NO) atau nitrogen monoksida,
meningkatkan fungsi imun, dan dapat mempercepatpenyembuhan
luka (Stechmiler, 2010).Asam amino arginin juga memiliki peran
sebagai salah satu komponen penyusun hormon insulin dan glikogen.
Semakin tinggi asupan protein, maka sekresi hormon ini akan
mengalami peningkatan. Peningkatan hormon ini menyebabkan
kadar glukosa dalam darah akan berkurang karena sebagian diubah
menjadi energi yang juga membantu mempercepat proses
metabolisme tulang (Diani et al., 2004).

Nitrogen monoksida memiliki banyak fungsi dan pengaruh,
terutama dalam sistem kardiovaskular (Hirata, et. al., 2010) di mana
ia berfungsi sebagai molekul yang menjadi sinyal dalam vasodilatasi
dan angiogenesis (Lee, et. al., 1999). Melalui mekanisme yang sama,
nitrogren monoksida terlibat dalam penyembuhan luka karena
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memberikan oksigen dan nutrisi yang cukup area luka, yang
merangsang fibroblas untuk mensintesis kolagen dan keratinosit agar
berkembang. Oleh karena itu nitrogen monoksida juga memiliki
peran penting dalam penyembuhan luka pada jaringan lunak.

Dalam penelitian Choi dkk., (2018) didapatkan bahwa ekspresi
RANKL menurun pada tikus yang keropos tulang pada ovariektomi
dengan perlakuan menggunakan metilasi protein arginin yang
terbentuk dari Posttranslational Modification Mediated by Protein
Arginine  Methyltransferase  (PRMTSs).Penelitian  yang telah
dilakukanoleh  Xian, dkk.(2004) menunjukkan bahwa nitrogen
monoksida berpotensi menekan ekspresi RANKL. Nitrogen
monoksida meningkatkan ekspresi OPG bersamaan dengan
menurunkan ekspresi RANKL. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa nitrogen monoksida dapat mempengaruhi remodeling tulang
(Xian, et. al., 2004).

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
hipotesis penelitian dapat diterima karena pemberian gelatin ikan
patin terbukti berpengaruh terhadap penurunan rata-rata ekspresi
RANKL pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norvegicus).
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BAB VI
PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan mengenai
pengaruh pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap
ekspresi RANKL pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih
(Rattusnorvegicus) maka dapat ditarik kesimpulan bahwa :
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1. Terdapat pengaruh pemberian gelatin ikan  patin
(Pangasiusdjambal) terhadap penurunan ekspresi RANKL
pada lukapasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norveicus)

2. Jumlah perhitungan ekspresi RANKL pada luka pasca
pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus) yang tidak
diberi gelatin ikan patin (Pangasius djambal) sebesar 15
pada hari ke-3 (fase inflamasi), 20 pada hari ke-5 (fase awal
proliferasi), dan 21 pada hari ke-7 (fase puncak proliferasi).
Sedangkan, jumlah perhitungan jumlah perhitungan ekspresi
RUNX2 pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norvegicus) yang diberi gelatin ikan patin (Pangasius
djambal) sebesar 10 pada hari ke-3, 8 pada hari ke-5, dan 5
pada hari ke-7.

3. Terdapat perbedaan yang bermakna antara ekspresi RANKL
pada luka pasca pencabutan gigi tikus  putih
(Rattusnorvegicus) yang tidak diberi gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) dengan ekspresi RANKL pada luka
pascapencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus) yang
diberi gelatin ikan patin (Pangasius djambal) dibuktikan
dengan jumlah ekspresi RANKL pada kelompok perlakuan
(P) lebih sedikit dibandingkan pada kelompok kontrol (K)
gelatin ikan patin (Pangasius djambal) dibuktikan dengan
jumlah ekspresi RANKL pada kelompok perlakuan (P) lebih
banyak dibandingkan pada kelompok kontrol (K).

6.2 Saran

Saran yang diberikan berdasarkan penelitian ini untuk
penelitian lebih lanjut adalah sebagai berikut:
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1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut setelah minggu 1
hingga minggu ke 4 untuk mengetahui lanjutan ekspresi
RANKL hingga pada penyembuhan tulang pasca pencabutan
gigi.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai toksisitas,
dosis maksimum dan dosis minimum yang efektif dalam
pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal) sebagai
bahan untuk penyembuhan luka pada soket pasca pencabutan

gigi.
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