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Abde Paraton Nariesetya, 155070400111028, Program Studi Sarjana
Kedokteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Brawijaya
Malang, 19 Januari 2019, “Pengaruh Gelatin Ikan Patin (Pangasius
djambal) terhadap Ekspresi Runt-Related transcription factor 2 pada
Luka Pasca Pencabutan Gigi Tikus Putih (Rattus norvegicus)”, Tim
Pembimbing: drg. Robinson Pasaribu, Sp.BM.

RUNX2 merupakan faktor transkripsi yang sangat penting dalam
diferensiasi osteoblas pada proses penyembuhan luka jaringan keras.
RUNX2 berfungsi untuk mengarahkan langkah awal dari proliferasi sel
induk mesenkimal yang bertransisi ke sel osteoprogenitor dalam proses
diferensiasi osteoblas. Gelatin ikan patin mengandung asam amino glisin
yang berperan dalam proliferasi sel, sehingga dapat meningkatkan jumlah
ekspresi RUNX2 dan mempercepat penyembuhan penyembuhan luka.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap ekspresi RUNX2 pada
luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus). Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental laboratoris menggunakan metode
Randomized Post Test Only Control Group Design. Metode random
sampling membagi sampel menjadi 2 kelompok besar, yaitu kelompok
kontrol (K) kelompok yang tidak diberi gelatin ikan patin dan kelompok
perlakuan (P) kelompok yang diberi gelatin ikan patin kemudian
didekaputasi pada hari ke-3, ke-5, dan ke-7. Sampel jaringan yang telah
diambil akan diproses dalam sediaan histologis dengan pewarnaan
imunohistokimia. Pengamatan ekspresi RUNX2 dilakukan menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 1000x dalam 20 bidang lapang
pandang. Hasil uji ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan nilai
jumlah ekspresi RUNX2 pada kelompok kontrol dengan kelompok
perlakuan perlakuan (nilai p<0,05).Hasil rata-rata jumlah ekspresi
RUNX2 menunjukkan kelompok perlakuan mengalami peningkatan
hingga hari ke-7. Kesimpulan penelitian ini adalah pemberian gelatin ikan
patin (Pangasius djambal) berpengaruh terhadap peningkatan ekspresi
RUNX2 pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus).

Kata kunci: RUNX2, gelatin ikan patin, glisin, penyembuhan luka

ABSTRACT
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Abde Paraton Nariesetya, 155070400111028, Dentistry Faculty of
Brawijaya University Malang, January 19, 2019, “The Effect of Patin
Fish (Pangasius djambal) Gelatine to the Expression of Runt-Related
Transcription Factor 2 in Wound After White Rat’s (Rattus
norvegicus) Tooth Extraction”, Supervisor: drg. Robinson Pasaribu,
Sp.BM

RUNX2 is a transcription factor that is vey important in osteoblas
differentiation in hard tissue wound healing processes. RUNX2 serves
to direct the initial steps of the proliferation of mesenchymal stem
cells that transtition to osteoprogenitor cells in the process of
osteoblast differentiation. The patin fish gelatine contains amino acid
glycine which plays a role in cell proliferation, so that it can increase
the amount of RUNX2 expression and accelerate healing of wound
healing. The purpose of this study was to determine the effect of patin
fish (Pangasius djambal) gelatine on RUNX2 expression in wounds
after white rat’s (Rattus norvegicus) tooth extraction. This research is
a laboratory experimental study using the Randomized Test Only
Control Group Design method. The random sampling method divided
the sample into 2 large group, namely the control group (K) group that
was not given patin fish gelatine and the treatmant group (P) the group
given the patin fish gelatine then decaputated on the 3rd, 5th and 7th.
Tissue sample that have been taken will be processed in histological
preparations by immunohistochemical staining. Observation of
RUNX2 expression was carried out using a light microcope with
1000x magnification in 20 fields of view. The ANOVA test results
showed there were differences in the number of RUNX2 expressions
in the control group with the treatment group (p value <0.05). The
results of the average number of RUNX2 expressions showed that the
treatment group had increased until the 7th day. The conclusion of this
study was the patin fish (Pangasius djambal) gelatine has effect to
increase the number of FGF-2 expression in wound after white rat’s
(Rattus norvegicus) tooth extraction.

Keywords: RUNX2, patin fish gelatine, glycine, wound healing
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Transcription factor 2 pada Luka Pasca Pencabutan Gigi Tikus Putih
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ABSTRAK

Abde Paraton Nariesetya, 155070400111028, Program Studi Sarjana
Kedokteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Brawijaya
Malang, 19 Januari 2019, “Pengaruh Gelatin Ikan Patin (Pangasius
djambal) terhadap Ekspresi Runt-Related transcription factor 2 pada
Luka Pasca Pencabutan Gigi Tikus Putih (Rattus norvegicus)”, Tim
Pembimbing: drg. Robinson Pasaribu, Sp.BM.

RUNX2 merupakan faktor transkripsi yang sangat penting dalam
diferensiasi osteoblas pada proses penyembuhan luka jaringan keras.
RUNX2 berfungsi untuk mengarahkan langkah awal dari proliferasi sel
induk mesenkimal yang bertransisi ke sel osteoprogenitor dalam proses
diferensiasi osteoblas. Gelatin ikan patin mengandung asam amino glisin
yang berperan dalam proliferasi sel, sehingga dapat meningkatkan jumlah
ekspresi RUNX2 dan mempercepat penyembuhan penyembuhan luka.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap ekspresi RUNX2 pada
luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus). Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental laboratoris menggunakan metode
Randomized Post Test Only Control Group Design. Metode random
sampling membagi sampel menjadi 2 kelompok besar, yaitu kelompok
kontrol (K) kelompok yang tidak diberi gelatin ikan patin dan kelompok
perlakuan (P) kelompok yang diberi gelatin ikan patin kemudian
didekaputasi pada hari ke-3, ke-5, dan ke-7. Sampel jaringan yang telah
diambil akan diproses dalam sediaan histologis dengan pewarnaan
imunohistokimia. Pengamatan ekspresi RUNX2 dilakukan menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 1000x dalam 20 bidang lapang
pandang. Hasil uji ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan nilai
jumlah ekspresi RUNX2 pada kelompok kontrol dengan kelompok
perlakuan perlakuan (nilai p<0,05).Hasil rata-rata jumlah ekspresi
RUNX2 menunjukkan kelompok perlakuan mengalami peningkatan
hingga hari ke-7. Kesimpulan penelitian ini adalah pemberian gelatin ikan
patin (Pangasius djambal) berpengaruh terhadap peningkatan ekspresi
RUNX2 pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus).

Kata kunci: RUNX2, gelatin ikan patin, glisin, penyembuhan luka
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ABSTRACT

Abde Paraton Nariesetya, 155070400111028, Dentistry Faculty of
Brawijaya University Malang, January 19, 2019, “The Effect of Patin
Fish (Pangasius djambal) Gelatine to the Expression of Runt-Related
Transcription Factor 2 in Wound After White Rat’s (Rattus
norvegicus) Tooth Extraction”, Supervisor: drg. Robinson Pasaribu,
Sp.BM

RUNX2 is a transcription factor that is vey important in osteoblas
differentiation in hard tissue wound healing processes. RUNX2 serves
to direct the initial steps of the proliferation of mesenchymal stem
cells that transtition to osteoprogenitor cells in the process of
osteoblast differentiation. The patin fish gelatine contains amino acid
glycine which plays a role in cell proliferation, so that it can increase
the amount of RUNX2 expression and accelerate healing of wound
healing. The purpose of this study was to determine the effect of patin
fish (Pangasius djambal) gelatine on RUNX2 expression in wounds
after white rat’s (Rattus norvegicus) tooth extraction. This research is
a laboratory experimental study using the Randomized Test Only
Control Group Design method. The random sampling method divided
the sample into 2 large group, namely the control group (K) group that
was not given patin fish gelatine and the treatmant group (P) the group
given the patin fish gelatine then decaputated on the 3rd, 5th and 7th.
Tissue sample that have been taken will be processed in histological
preparations by immunohistochemical staining. Observation of
RUNX2 expression was carried out using a light microcope with
1000x magnification in 20 fields of view. The ANOVA test results
showed there were differences in the number of RUNX2 expressions
in the control group with the treatment group (p value <0.05). The
results of the average number of RUNX2 expressions showed that the
treatment group had increased until the 7th day. The conclusion of this
study was the patin fish (Pangasius djambal) gelatine has effect to
increase the number of FGF-2 expression in wound after white rat’s
(Rattus norvegicus) tooth extraction.

Keywords: RUNX2, patin fish gelatine, glycine, wound healing
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1.1 Latar Belakang

Salah satu pelayanan kesehatan gigi yang sering dijumpai
pada tempat praktek pribadi dokter gigi, klinik swasta, poliklinik
puskesmas maupun rumah sakit adalah pencabutan gigi.
Pencabutan gigi yang ideal adalah pencabutan sebuah gigi atau
akar gigi yang utuh tanpa menimbulkan rasa sakit dengan trauma
sekecil mungkin pada jaringan penyangga atau jaringan
sekitarnya, sehingga luka bekas pencabutan gigi akan sembuh
secara normal dan tidak menimbulkan masalah setelah dilakukan
pencabutan gigi. Pencabutan dapat menyebabkan luka pada
daerah di sekitar soket dan komplikasi yang sering terjadi adalah
perdarahan pasca pencabutan. Tubuh memiliki kemampuan
secara seluler dan biokimia untuk memperbaiki integritas jaringan
dan kapasitas fungsional akibat adanya luka yang biasa disebut
proses penyembuhan luka atau wound healing (Selimovic, 2008).

Penyembuhan luka merupakan sebuah proses transisi yang
merupakan salah satu proses paling kompleks dalam fisiologi
manusia yang melibatkan serangkaian reaksi dan interaksi
kompleks antara sel dan mediator. Proses penyembuhan luka dapat
dibagi menjadi 3 tahapan, yaitu: inflamasi proliferasi atau re-
epitelisasi, serta maturasi dan remodeling. Tahap-tahap ini akan

terjadi sejak luka terbentuk hingga tercapainya penyembuhan luka.
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Semua luka harus melewati proses seluler dan biokimia yang
berkelanjutan ini, agar tercapai pengembalian integritas jaringan

yang sempurna (Theddeus O.H. Prasetyono, 2009). Tindakan
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pencabutan gigi tidak hanya menyebabkan luka pada jaringan
lunak, melainkan juga pada jaringan keras di daerah bekas
pencabutan. Proses penyembuhan luka pada jaringan keras pasca
pencabutan gigi mengikuti fase penyembuhan luka pada umumnya
tetapi yang membedakan adalah adanya keterlibatan osteoblas dan
osteoklas. Penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi biasanya
melibatkan pembekuan darah, interaksi koagulum darah dengan
jaringan proliferasi fibrosa, pembentukan kalus dan pematangan
tulang melalui remodelling. Jaringan fibrosa yang mengatur
koagulum darah dan memiliki peran dalam osteogenesis dalam
soket. terdiri dari sel fibroblas, sel endotel dan sel putativ batang
mesenkimal. Diferensiasi jalur untuk sel-sel induk mesenkimal
diatur oleh faktor transkripsi spesifik jaringan (Hirotaka Sato,
Yutaka Takaoka 2015).

Faktor transkripsi adalah sekelompok protein di dalam inti
sel yang berperan serta dalam proses transkripsi kode genetik
menjadi mMRNA. RUNX2 adalah anggota domain kecil dari faktor
transkripsi dan sangat penting dalam diferensiasi dan proliferasi
sel induk mesenkimal dalam transisi mereka ke sel
osteoprogenitor pada diferensiasi osteoblas sebagai sel pembentuk
tulang. (Hirotaka Sato, Yutaka Takaoka 2015)

Beberapa tahun terakhir aplikasi spongostan digunakan

untuk mengatasi perdarahan. Dan untuk membantu dalam

) BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




3
mempercepat penyembuhan luka dibutuhkan suatu agen. Hidrogel

gelatin merupakan agen yang dapat mempercepat penyembuhan

luka jaringan keras pasca pencabutan karena bersifat sebagai
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penstimulator untuk meningkatkan ekspresi RUNX2 sebagai
faktor transkripsi yang berkaitan dengan diferensiasi osteoblas
sehingga mempercepat proses penyembuhan tulang alveolar.
Gelatin merupakan suatu jenis protein yang diekstraksi dari
jaringan kolagen hewan. Pada hewan kolagen terdapat pada
tulang, tulang rawan, kulit dan jaringan ikat. Selama ini sumber
utama gelatin yang banyak diteliti dan dimanfaatkan adalah
berasal dari kulit dan tulang sapi serta babi. Namun penggunaan
kulit babi tidak mengutungkan bila diterapkan pada produk-
produk pangan di negara-negara yang mayoritas penduduknya
islam, seperti Indonesia (Made Astawan, Purwiyatno Hariyadi,
Ani Mulyani, 2002). Oleh karena itu, diperlukan bahan baku
alternatif untuk membuat gelatin di Indonesia, seperti ikan.

Salah satu contoh ikan di perairan tropis yaitu ikan patin.
Ikan patin (Pangasius djambal) merupakan ikan istimewa,
dagingnya rendah sodium sehingga sangat cocok bagi orang yang
diet garam, mudah dicerna oleh usus serta mengandung kalsium,
zat besi dan mineral yang sangat baik untuk kesehatan (Hernowo,
2001). Sedangkan menurut Khairuman dan Sudenda (2002)
kandungan gizi dari ikan patin adalah 68,6% protein, 5,8% lemak,
3,5% abu dan 51,3% air. Menurut Gomez-Guillen (2002),

kekuatan gelatin kulit ikan patin dapat mencapai 200 bloom. Oleh
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karena potensi tersebut, maka kulit ikan patin dapat dijadikan
sumber alternatif bahan baku pembuatan gelatin.

Berdasarkan uraian di atas, maka peneliti ingin mengetahui

=4
o
(9~
-
—]
>~
S
o
g
“
(=]
oo
[=5]
==

pengaruh gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap
ekspresi RUNX2 (Run-Related Transcription Factor 2 ) pada luka
pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus).
1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang masalah, maka rumusan
masalah penelitian sebagai berikut:
Apakah pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal)
berpengarun  terhadap  ekspresi RUNX2 ~ (Runt-related
Transcription Factor 2) 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 ekspresi RUNX2 (Runt-related
Transcription Factor 2) pada luka pasca pencabutan gigi tikus
putih (Rattus norvegicus).
1.3.2  Tujuan Khusus
Tujuan khusus dari penelitian ini antara lain :
a. Mengetahui jumlah ekspresi RUNX2 (Runt-related
Transcription Factor 2) pada luka pasca pencabutan gigi
tikus putih (Rattus norvegicus) yang tidak diberi gelatin

ikan patin (Pangasius djambal)
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b. Mengetahui jumlah ekspresi RUNX2 (Runt-related

Transcription Factor 2) pada luka pasca pencabutan gigi
tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi gelatin ikan
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patin (Pangasius djambal)

c. Mengetahui perbedaan jumlah ekspresi RUNX2 (Runt-
related Transcription Factor 2) yang tidak diberi gelatin
ikan patin (Pangasius djambal) dan diberi gelatin ikan
patin (Pangasius djambal) dalam proses penyembuhan
luka pasca pencabutan gigi tikus  putih (Rattus
norvegicus)

1.4 Manfaat Penelitian
1.41 Manfaat Akademik
Meningkatkan pengetahuan mengenai pengaruh
pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap
ekspresi RUNX2 (Runt-related Transcription Factor 2) pada
luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus).
142 Manfaat Praktis
Memberikan informasi ilmiah ~dan alternatif
mengenai penggunaan bahan hemostatik dari gelatin ikan
patin  (Pangasius  djambal)  dalam  mempercepat

penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi.
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2.1 Pencabutan Gigi

Pencabutan adalah salah satu terapi dari lesi periapikal diatas
untuk menghilangkan sumber infeksi, namun perlu diperhatikan
bahwa penatalaksanaan pencabutan yang tidak tepat dapat
mengakibatkan kegagalan dalam menghilangkan lesi atau dapat
terjadi infeksi sekunder bahkan dapat terjadi kerusakan tulang
rahang akibat ekspansi kista radikular yang tidak terambil (budi
yuwono, 2014).

Penelitian yang dilakukan oleh Montandan tahun 2012 di
Brazil menunjukkan bahwa alasan utama pencabutan gigi yaitu
karies gigi sebesar 38,4%, dan penyakit periodontal sebesar
32,3% (Montandan, 2012). Penelitian yang dilakukan oleh
Ngangi tahun 2013 di Manado menunjukkan bahwa indikasi
terbesar dari pencabutan gigi yaitu nekrosis pulpa sebesar
56,65%, dan periodontitis kronis 12,95% (Ngangi, 2012).
Indikasi pencabutan gigi bervariasi, seperti pada kasus perawatan
konservasi yang gagal, trauma, dan rencana perawatan ortodonsi
atau prostetik. Gigi harus dicabut karena penyakit periodontal,
karies, infeksi periapikal, gigi dalam keadaan erosi, abrasi, atrisi,
hipoplasia, dan kelainan pulpa. Trauma yang dapat menyebabkan
fraktur dan perubahan gigi dari posisi semula harus dicabut. (budi

yowono, 2012). Pencabutan gigi terkadang tidak bisa dilakukan
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karena adanya kontraindikasi, seperti kelainan sistemik dan
kondisi tertentu yang meliputi gagal jantung kongestif, diabetes

mellitus, hipertensi, anemia, leukimia, penyakit ginjal, asma,
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epilepsi, kelainan perdarahan, infeksi oral, tumor, dan kehamilan

(Fragiskos, 2007)

Dokter gigi perlu mewaspadai dan mampu mengatasi
kemungkinan komplikasi yag terjadi jika tindakan pencabutan
tidak ditangani dengan benar. Menurut Dostadlova T dan
Seydlovan M (2010), komplikasi digolongkan menjadi
intraoperatif, segera setelah pencabutan gigi dan jauh setelah
pencabutan gigi.

a. Komplikasi Selama Ekstraksi Gigi meliputi kegagalan
pemberian anestesi, kegagalan mencabut gigi dengan tang
atau elevator, perdarahan selama pencabutan, fraktur pada
mahkota gigi, akar gigi, gigi tetangga, gigi antagonis,
restorasi, prosessus alveolaris dan kadang-kadang mandibula,
pergeseran gigi dan cedera jaringan lunak

b. Komplikasi Segera Setelah Ekstraksi Gigi Komplikasi yang
mungkin terjadi segera setelah ekstraksi gigi dilakukan antara
lain perdarahan, rasa sakit edema dan reaksi terhadap obat

c. Komplikasi Sesudah Ekstraksi Gigi antara lain alveolitis dan
infeksi

2.2 Luka
Pencabutan gigi merupakan salah satu prosedur perawatan
gigi yang paling umum dilakukan dalam bidang kedokteran gigi

dan prosedur ini dapat menyebabkan perubahan yag signifikan
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dari dimensi alveolar ridge. Setelah gigi dicabut maka akan

meninggalkan jaringan yang luka (Andreasen JO, Andreasen
FM, Andersson L, 2013). Menurut (Barbul dkk, 2010) luka
didefinisikan sebagai keadaan hilang atau terputusnya
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kontinuitas ~ jaringan  tubuh. Luka antara lain  dapat
mengakibatkan perdarahan, infeksi, kematian sel dan gangguan
sebagian atau seluruh fungsi organ. Berdasarkan waktu dan
proses penyembuhannya, luka dapat diklasifikasikan menjadi
luka akut dan kronis.

Luka akut merupakan cedera jaringan yang dapat pulih
kembali seperti keadaan normal dengan bekas luka yang minimal
dalam rentang waktu 8-12 minggu. Penyebab utama dari luka
akut adalah cedera mekanikal karena faktor eksternal, dimana
terjadi kontak antara kulit dengan permukaan yang keras atau
tajam, luka tembak, dan luka pasca operasi. Penyebab lain luka
akut adalah luka bakar dan cedera kimiawi, seperti terpapar sinar
radiasi, tersengat listrik, terkena cairan kimia yang besifat
korosif, serta terkena sumber panas (Baxter, 1990). Dan luka
yang terjadi setelah tindakan pencabutan gigi merupakan salah
satu contoh luka akut yang terjadi pada soket gigi yang tersusun
dari tulang kortikal dan ligamen periodontal yang terputus.
Sementara luka kronik merupakan luka dengan proses pemulihan
yang lambat, dengan waktu penyembuhan lebih dari 12 minggu
dan terkadang dapat menyebabkan kecacatan. Ketika terjadi luka
yang bersifat kronik, neutrofil dilepaskan dan secara signifikan

meningkatkan ezim kolagenase yang bertnggung jawab terhadap
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destruksi dari matriks penghubung jaringan (Kaplan, 2008).

Salah satu penyebab terjadinya luka kronik adalah kegagalan
pemulihan karena kondisi fisiologis (seperti diabetes melitus
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(DM) dan kanker), infeksi terus-menerus, dan rendahnya
tindakan pengobatan yang diberikan (Baxter, 1990).
2.3 Penyembuhan Luka
Penyembuhan luka adalah sebuah proses transisi yang
merupakan salah satu proses paling kompleks dalam fisiologi
manusia yang melibatkan serangkaian reaksi dan interaksi
kompleks antara sel dan mediator.

INFLAMMATION PROUFERATION MATURATION

Wound Collagen
Contraction Accumulation
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Gambar 2.1 Proses Penyembuhan Luka yang Normal (Guo dan DiPietro, 2010)

Fase pertama yaitu fase peradangan yang bertujuan untuk
membuang jaringan mati dan mencegah infeksi. Kedua, fase
proliferasi bercirikan terbentuknya jaringan granulasi yang

disertai kekayaan jaringan pembuluh darah baru, fibroblas dan

UNIVERSITAS

) BRAWIJAYA




11
makrofag dalam jaringan penyangga yang longgar. Fase ini

berlangsung sejak hari ke 8 hingga ke 21 pasca luka. Merupakan
fase terjadinya epitelisasi dan sekaligus memberikan refleksi
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dalam perawatan luka untuk dapat mencapai kondisi luka yang
telah tertutup dengan epitel. Fase terakhir adalah fase maturasi
yang bercirikan keseimbangan antara proses pembentukan dan
degradasi kolagen.
2.3.1 Fase Inflamasi
Fase inflamasi merupakan penanda respon reparatif tubuh
dan berlangsung selama 3 - 5 hari (Shetty dan Charles N.,
2004). Tanda Kklinis dari inflamasi yaitu kemerahan (rubor),
panas (calor), tumor (swelling), dan nyeri (dolor). Tanda klinis
ini merupakan hasil dari pelepasan vasoactive amines dan
granula histamine-rich dari sel mast. Pemegang peran penting
dari fase inflamasi yaitu sel mast, neutrofil, dan makrofag
(Foster, 2012). Fase inflamasi diinisiasi oleh hemostasis dan
pelepasan chemoattractants yang menarik sel imun fagositik
(Delavary et al., 2011).
Sel inflamasi yang pertama kali menginfiltrasi luka pada 24
— 48 jam pertama yaitu sel PMN (polimorfonuklear) dan
neutrofil. Migrasi neutrofil disebabkan oleh peningkatan
permeabilitas  vaskular,  pelepasan  prostaglandin,  dan
kemotaksis dari faktor komplemen, seperti IL-1, TNF-a, TGF-
B, platelet factor 4, dan produk bakteri (Barbul et al., 2010).

Neutrofil merupakan garis pertahanan pertama tubuh terhadap
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infeksi dengan cara memfagosit bakteri, merusak komponen

ekstraselular, dan benda-benda asing (Foster, 2012).

Sel inflamasi kedua yang berperan penting dalam proses
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inflamasi yaitu makrofag, yang berasal dari monosit. Makrofag
muncul dan mencapai jumlah maksimum dalam waktu 48 - 96
jam setelah cedera dan akan tetap ada sampai penyembuhan
luka selesai (Barbul et al., 2010). Makrofag mempunyai fungsi
yang hampir sama dengan neutrofil, yaitu  untuk
memfagositosis residu bakteri, bendabenda asing, jaringan
nekrotik, mensekresi protein inhibitor, dan growth factors serta
sitokin, seperti PDGF, TNF-a, TGF-B, FGF, IGF-1, dan IL-6,
yang menstimulasi fibroblas dan sel endotel ke tempat luka
untuk deposisi matriks dan neovaskularisasi (Foster, 2012).
2.3.2 Fase Proliferasi

Fase proliferasi disebut juga fase fibroplasia atau fase
regenerasi. Fase  proliferasi digambarkan menghasilkan
jaringan ikat (Andreasen et al., 2007). Tahap proliferasi terjadi
setelah tahap hemostasis dan inflamasi dan terjadi selama 2-3
hari. Pada fase ini jumlah sel di tempat luka meningkat karena
adanya migrasi dan proliferasi fibroblas, sel endotel, dan
keratinosit. Sel endotel mensintesis VEGF, bFGF, dan PDGF.
Mediator ini dapat menstimulasi dan memodulasi pembentukan
kapiler baru (angiogenesis). Sedangkan keratinosit mensintesis
TGF-a, TGF-B, dan KDAF (faktor autokrin dari keratinosit),
yang dapat mempercepat terjadinya re-epitelisasi. (Sculean et
al. 2014; Olczyk et al., 2014). Matriks ini terdiri dari kolagen,
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proteoglikan, dan  fibronektin. Fungsi tahapan angiogenesis

adalah untuk menggantikan pembuluh kapiler yang rusak dan
penyuplai nutrisi untuk matriks. Proses angiogenesis diinisiasi
oleh sel endotel yang diaktifkan oleh TNF-o dan FGF (Foster,
2012).

Fase proliferasi dimulai sejak hari ketiga pasca cedera
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hingga minggu kedua kemudian. Secara makroskopis, fase
proliferasi ditandai pembentukan jaringan granulasi berwarna
pink (terdiri dari sel-sel inflamasi, fibroblas, dan perkembangan
vaskular dalam jaringan ikat longgar) (Velnar et al., 2009).
Pada tahap proliferasi ukuran luka mulai mengecil karena
kombinasi proses fisiologis granulasi, kontraksi, dan epitelisasi
(Flanagan, 2000).
2.3.3 Fase Remodeling Jaringan

Fase remodeling adalah fase terakhir dan terpanjang dalam
proses penyembuhan luka serta dapat berlanjut dalam hitungan
minggu hingga beberapa bulan setelahnya (Delavary et al.,
2011). Pada fase ini, permukaan luka mulai berkonstriksi akibat
perubahan fibroblas menjadi myofibroblast yang berlangsung
selama dua minggu sehingga jumlah fibroblas menurun. Proses
dalam fase remodeling, yaitu perubahan jaringan granulasi dari
bentukan luka menjadi jaringan yang lebih kuat (scar). Proses
maturasi ini ditandai dengan pengurangan jumlah pembuluh
kapiler yang menyatu menjadi pembuluh darah dan perubahan
tipe kolagen dari tipe kolagen Il ke 1. Kolagen tipe |

mempunyai daya tensil dan kekuatan yang lebih dalam
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pembentukan jaringan hingga beberapa bulan kemudian

(Olczyk et al., 2014).
2.4 Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Penyembuhan Luka
Menurut Grabbs dan Smith’s (2006), faktor-faktor ini secara
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garis besar dibagi menjadi 2 kelompok yaitu faktor lokal dan

faktor sistemik.

1. Faktor lokal meliputi besarnya luka, jenis jaringan yang
mengalami  luka, lokasi, bersih dan kotornya luka
(kontaminasi) serta kecepatan penatalaksanaannya.

2. Faktor sistemik meliputi keadaan umum penderita beserta
kelainan kronik sebelumnya yang telah di derita, keadaan
gizi, penyakit sistem imun, infeksi bakteri, usia, diabetes,
kanker, penyakit genetik, terapi kemoterapi, konsumsi rokok
dan alkohol.

2.5 Penyembuhan Luka Pada Jaringan Keras
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, 2003). Terdapat 3 fase yaitu fase

innflamasi, fase reparatif dan fase remodelling. Pada hari 1

sampai 3 pasca pencabutan, osteoblas akan mengalami aktivasi.

Lalu pada hari ke 7 terjadi deposisi sel osteoid di seluruh

permukaan defek, belum ada proses reabsorbsi yang terjadi.

Defek mulai terisi tulang lamelar. Pada hari ke 14 permukaan

defek akan terjalin kerangka-kerangka tulang imatur dalam

rongga intrabekular. Dan pada hari ke 60 sampai 90 tulang
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imatur akan mengalami maturasi (Hupp JR dkk, 2014). Peranan

osteoblas yang merupakan sel pembentuk tulang, akan

melakukan sintesis dan sekresi mineral ke seluruh substansi
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dasar dan substansi pada daerah yang memiliki kecepatan
metabolisme tinggi yang mensintesis dan menjadi perantara
mineralisasi osteoid (Linder,1993).

2.5.1 Osteoblas

Osteoblas merupakan sel pembentuk tulang yang
bertanggung jawab terhadap proses mineralisasi matriks tulang
dengan cara mensekresi kolagen tipe | dan melepaskan kalsium,
magnesium, dan ion fosfat (kawakami, 2004). Osteoblas
berbentuk polihedral, berukuran 20 hingga 30 um, dan memiliki
sitoplasma basophil (Isabelled Fernandez, 2005). Sel ini berasal
dari sel osteoprogenitor dari jaringan mesenkim yang berasal
dari sumsum tulang yang diferensiasinya dipengaruhi oleh
parathyroid hormone (PTH), dengan memproduksi osteocalcin,
bone sialoprotein dan ekstrasellular matriks proteins spesifik
untuk tulang.

Perkembangan osteoblas diawali dengan proliferasi
mesenchymal stem cell pada sumsum tulang dan periosteum.
Diferensiasi  sel-sel osteoblas dari bentuk progeninya
membutuhkan beberapa faktor transkripsi anyara lain runt-
related transcription factors-2 (RUNX2) dan distal-less
homeobox-5 (Dix-5) (AG Robling, 2006) Sel osteoprogenitor
merupakan sel mesenchimal primitif yang menghasilkan

osteoblas selama pertumbuhan tulang dan osteosit pada
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permukaan dalam  jaringan tulang. Tulang membentuk

endoskeleton yang kuat dimana otot-otot skeletal menempel
sehingga memungkinkan terjadinya pergerakan.
2.6 Run-Related Transcription Factor 2 (RUNX2)
RUNX2 adalah anggota domain kecil dari faktor transkripsi
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dan sangat penting dalam diferensiasi dan proliferasi sel induk
mesenkimal dalam transisi mereka ke sel osteoprogenitor dalam
proses diferensiasi osteolas (Hirotaka Sato dan Yutaka Takaoka,
2015). Faktor transkripsi merupakan protein yang mengikat
urutan DNA tertentu dalam gen target dan kemudian
mempengaruhi transkripsi gen target yang positif atau negatif.
Pengikatan protein ECM untuk integrin, beban mekanis, FGF2,
hormon paratiroid (PTH), dan bone morphogenetic protein
(BMP) mengatur timbulnya ekspresi RUNX2. Ekspresi gen
RUNX2 diatur oleh dua promotor yaitu promotor distal (P1) dan
promotor proksimal (P2). Promotor distal akan mengatur
ekspresi RUNX2 tipe | yang akan terdeteksi dibeberapa jaringan
dan terutama padal sel T, sedangkan promotor proksimal akan
mengatur ekspresi RUNX2 tipe Il yang akan terdeteksi di
osteoblas (Bruderer et al., 2014).
2.6.1 Peran RUNX2

Faktor pentranskripsian ini memainkan sebuah peran kunci
yaitu sebagai gen induk (master gen) bagi diferensiasi osteoblas,
mengarahkan langkah awal komitmen mesenkim menuju ke

fenotip pra-osteoblas hingga menjadi osteoblas yang matur.
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Gambar 2.2 Proses diferensiasi osteoblas (Zuo et al., 2012)

Selain sebagai faktor transkripsi, peran kunci RUNX2 dalam
diferensiasi osteoblas telah dibuktikan oleh temuan bahwa
RUNX2 mengatur ekspresi beberapa gen penanda osteoblas
dalam osteoblas dan menginduksi ekspresi gen penanda osteoblas
yaitu osteocalcin, kolagen tipe 1 (Collal), Bone sialoprotein
(BSP) dan osteopontin (Bruderer et al., 2014). Menurut
Papachroni et al (2009) stimulasi mekanoreseptor pada sel
osteoblas (integrin dan calcium channels) beserta dengan faktor
pertumbuhan (TGF-B/BMP, IGF, VEGF, PDGF) akan
menginduksi  beberapa faktor transkripsi yang mengatur
pembentukan dan diferensiasi osteoblas. Aktivasi Wnt-B catenin
signaling pathway memiliki fungsi anabolik terhadap osteoblas,
dimana akumulasi B catenin dan translokasinya di nukleus
kemudian berikatan dengan faktor transkripsi yaitu T-Cell factor
(TCF) atau lymphoid enhancer factor (LEF) mengaktivasi
RUNX2 yang penting dalam diferensiasi osteoblas. RUNX2 juga
dikenal sebagai inti mengikat faktor a1 (CBFal), p (PEBP2aA),



18
AML3, sel osteoprogenitor, preosteoblas, osteoblas, dan osteosit.

Aktivasi dari RUNX2 juga akan mempengaruhi ekpresi dari
alkaline phosphatase (ALP), collagen type I (Coll al), osteocalcin
(OC) (Luca Dalle Carbonare dkk, 2011). Ekspresi RUNX2 sudah
mulai muncul pada 12 jam pasca perdarahan (pencabutan). Dan
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ekspresi RUNX2 terdeteksi pada sel-sel ligamen periodontal.

Col |
BSP
OPN
Immature Mature
Preosteoblast OCN Osteoblast Osteoblast Osteocyte
0OSX

Runx2 > > ,b

1
& Runx2 Runx2 Runx2

C/ Col X . Hypertrophic
5 chondrocyte
Mesenchymal t
Stem Cell o /7

S0x5.6,9 @ Runx2
Immature \/k
Chondroblast ‘ Resting Articular
chondrocyte

Gambar 2.3 Regulasi diferensiasi osteoblas oleh RUNX2 (Bruderer et al., 2014)
Pengaturan diferensiasi = osteoblas olen RUNX2 secara

keseluruhan dibedakan menjadi 2 fase, yaitu fase awal dan fase
pematangan. Pada tahap awal RUNX2 tipe 1 yang akan berperan
dalam membantu diferensiasi mulai dari komitmen sel mesenkim
menjadi - pre osteoblas lalu menjadi immature osteblas.
Sedangkan RUNX2 akan berperan pada fase pematangan yaitu
saat proses dari immature osteoblas ke mature osteoblas hingga
menjadi osteosit. Regulasi RUNX2 pada fase pematangan ini

akan mengalami penurunan dibandingkan pada fase awal karena
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pengekspresian  berlebih  RUNX2  dapat  menghambat

pertumbuhan tulang dan mengarah ke osteopenia (Xiao et al.,
2004).
2.6.2 Family RUNX
1. RUNX1/Chfa2/Pebp2aB
RUNX1 sangat penting untuk diferensiasi sel induk
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hematopoietik.
2. RUNX2/Cbfal/Pebp2aA
RUNX2 sangat penting untuk diferensiasi osteoblas. RUNX2
dan Runx3 diperlukan untuk pendewasaan kondrosit.
3. RUNX3/Cbfa3/Pebp2aC
RUNX3 berperan penting dalam regulasi pertumbuhan sel
epitel gastrik dan dalam neurogenesis.
2.7 Ikan Patin
Ikan Patin adalah salah satu ikan air tawar yang paling
banyak dibudidayakan, karena merupakan salah satu ikan unggul.
lkan Patin merupakan ikan penting di dunia karena daging patin
tergolong enak, lezat, dan gurih. Di samping itu, patin
mengandung protein yang tinggi dan kolesterol yang rendah.
Penggemar daging patin bahkan terdapat di berbagai negara
melintasi benua (Minggawati dan Saptono, 2011).
2.7.1 Klasifikasi dan Morfologi
Ikan yang bernama ilmiah Pangasius di Indonesia terdiri
dari P. pangasius atau P. djambal, P. humeralis, P. lithostoma,

P. macronema, P. micronemus, P. nasutus, P. niewenhuisii, dan
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P. polyuranodon. Secara taksonomi menurut Ghufran dan

Kordi (2012), klasifikasi ikan patin adalah sebagai berikut:
Filum : Chordata
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Klas : Pisces

Ordo : Siluriforiformes
Famili : Pangasidae
Genus : Pangasiuse

Spesies : Pangasius djambal

Gambar 2.4 Ikan patin (Pangasius Djambal) (Ghufran
dan Kordi, 2012)

lkan patin memiliki badan memanjang berwarna putih
seperti perak dengan punggung berwarna kebiru-biruan.
Panjang tubuhnya bisa mencapai 120 ¢cm, suatu ukuran yang
cukup besar untuk ukuran ikan air tawar domestik. Kepala patin
relatif kecil dengan mulut terletak di ujung kepala agak di
sebelah bawah. Hal ini merupakan ciri khas golongan catfish.
Sirip punggung memiliki sebuah jari-jari keras yang berubah
menjadi patil yang bergerigi dan besar di sebelah belakangnya.
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Sementara itu, jari-jari lunak sirip punggung terdapat enam atau

tujuh buah. Pada punggungnya terdapat sirip lemak yang
berukuran kecil sekali. Adapun sirip ekornya membentuk cagak
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dan bentuknya simetris. lkan patin tidak memiliki sisik. Sirip
duburnya panjang, terdiri dari 30-33 jari-jari lunak, sedangkan
sirip perutnya memiliki enam jari-jari lunak. Sirip dada
memiliki 12-13 jari-jari lunak dan sebuah jari-jari keras yang
berubah menjadi senjata yang dikenal sebagai patil (Jacques
Slembrouck dkk, 2003).

Ikan patin bersifat nokturnal (melakukan aktivitas di
malam hari) sebagaimana umumnya ikan catfish lainnya. Selain
itu, patin suka bersembunyi di dalam liang-liang di tepi sungai
habitat hidupnya. Hal yang membedakan patin dengan ikan
catfish pada umumnya yaitu sifat patin yang termasuk omnivora
atau golongan ikan pemakan segala. Ikan patin termasuk ikan
dasar. Hal ini bisa dilihat dari bentuk mulutnya yang agak ke
bawah. Habitatnya di sungai-sungai besar dan muara-muara
sungai yang tersebar di Indonesia, India, dan Myanmar..
Kerabat dekat ikan patin yang ada di Indonesia umumnya
memiliki ciri-ciri keluarga Pangasidae pada umumnya, yaitu
bentuk badannya sedikit memipih, tidak bersisik atau sisiknya
halus sekali. Mulutnya kecil dengan 2-4 pasang sungut peraba.
Terdapat patil pada sirip punggung dan sirip dadanya. Sirip
duburnya panjang dimulai dari belakang dubur hingga sampai
pangkal sirip ekor (Jacques Slembrouck dkk, 2003).

2.7.2 Kandungan Gizi
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Ikan Patin memiliki manfaat sebagai sumber penyediaan

protein hewani dan sebagai ikan hias. Ikan patin (Pangasius sp.)

merupakan bahan pangan dengan kandungan protein tinggi.
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Kandungan protein ikan patin pada 159 gr fillet ikan patin
adalah sebesar 24,7 gr. Nilai protein daging patin juga tergolong
tinggi, mencapai 14,53%, kandungan gizi lainnya adalah lemak
1,03%, abu 0,74%, dan air 82,22% (Jacques Slembrouck dkk,
2003). Berat ikan setelah disiangi sebesar 79,7% dari berat
awalnya, sedangkan fillet yang diperoleh dari bobot ikan
seberat 1-2 kg mencapai 61,7%. Dari data tersebut maka ikan
patin dapat disubtitusikan sebagai sumber protein dalam
berbagai makanan atau jajanan.
2.8 Gelatin

Gelatin adalah suatu protein murni yang termasuk dalam
bahan tambahan makanan, diperoleh dari kolagen yang
didenaturasi secara panas. Gelatin mempunyai titik leleh
dibawah 35 derajat celcius dibawah suhu tubuh manusia yang
membuat produk gelatin mempunyai karakteristik yang unik
bila dibandingkan dengan bahan pembentuk gel lainnya seperti
pati, alginat, pektin, agar dan karaginan yang merupakan
senyawa karbonat (Gomez & Montero, 2011) Gelatin terbagi
menjadi dua tipe berdasarkan perbedaan proses pengolahannya,
yaitu tipe A dan tipe B. Dalam pembuatan gelatin tipe A, bahan
baku diberi perlakuan perendaman dalam larutan asam
sehingga proses ini dikenal dengan proses asam, sedangkan

dalam pembuatan gelatin tipe B, perlakuan yang diberikan
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dengan perendaman dalam larutan basa. Proses ini disebut

dengan proses alkali (Utama, 1977 dalam Nurilmala).

Menurut Wiyono (2001) gelatin bisa dibuat dengan 2 cara,
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yaitu dengan proses asam dan proses basa. Untuk gelatin dari
bahan baku yang berasal dari ikan biasanya diproses dengan
tipe asam. Proses asam lebih disukai dibandingkan proses basa,
karena pembuatan gelatin dengan proses asam memerlukan
waktu yang relatif singkat dibandingkan proses basa.
Pertimbangan dilakukannya proses asam karena senyawa asam
dapat memutuskan ikatan hidrogen struktur koil kolagen lebih
baik dalam waktu yang relatif lebih singkat.
2.8.1 Kandungan Gelatin

Gelatin adalah turunan kolagen yang dapat membentuk gel
pada konsentrasi yang bervariasi dan produk yang bermacam-
macam. Gelatin mengandung 19 asam amino Yyang
dihubungkan dengan ikatan peptide membentuk rantai polimer
panjang. Senyawa gelatin merupakan suatu polimer linier yang
tersusun oleh satuan terulang asam amino glisin-prolin atau
glisin-hidroksiprolin (Fonkwe et al, 2003).

2.8.2 Gelatin Ikan Patin

Berdasarkan hasil penelitian Ratnasari dkk. (2013), gelatin
ikan patin terbukti lebih unggul dari gelatin ikan jenis
lain,seperti penampakan visual yang lebih berwarna putih, lebih
lembab sebesar 2,84%, kandungan protein yang lebih tinggi
sebesar 87,1%, kandungan abu yang sangat rendah sebesar

0,5%, dan rendah lemak sebesar 0,002%. Komposisi asam
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amino dalam gelatin ikan patin antara lain (mg/g protein): asam

aspartat 12,62; asam glutamat 122,51; serin 8,61; glisin 5,58;
arginin 4,37; alanin 2,55; tirosin 11,64; leusin 8,61; isoleusin
2,55; valin 5,58; triptophan 12,86; methionin 10,92; threonin
12,86; histidin 8,61; lisin 49,25; prolin 12,86 dan hidroksiprolin
10,92. Sifat fisik sampai kimiawi dan reologis yang unggul
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dalam gelatin ikan patin yaitu kekuatan gel lebih kuat,
kekentalan yang baik, titik isoelektrik yang baik, pH sebesar
5,8, titik didih 32°C, suhu proses menjadi gel 12°C, titik cair
29°C dan kelarutan sebesar 99,4 (Badii dan Howell, 2006).

2.9 Tikus Putih (Rattus Norvegicus)

Spesies yang sering dipakai sebagai hewan model pada
penelitian mengenai mamalia adalah Rattus norvegicus (Malole
dan Pramono, 1989). Tikus putih digunakan untuk mempelajari
dan memahami keadaan patologis yang kompleks misalnya
pada penyakit diabetes mellitus dan hipertensi (Rapp, 1987).
Rattus norvegicus memiliki beberapa keunggulan, yaitu
pemeliharaan dan penanganan mudah, serta kemampuan
reproduksi tinggi (Malole dan Pramono, 1989). Rattus
norvegicus mempunyai 3 galur, yaitu Sprague Dawley, Wistar,
dan Long Evans. Galur Sprague Dawley memiliki tubuh yang
ramping, kepala kecil, telinga tebal dan pendek dengan rambut
halus, serta ukuran ekor lebih panjang daripada badannya.
Galur Wistar memiliki kepala yang besar dan ekor yang pendek,

sedangkan galur Long Evans memiliki ukuran tubuh yang lebih
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kecil 17 serta bulu pada kepala dan bagian tubuh depan

berwarna hitam (Malole dan Pramono, 1989).
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Gambar 2.5 Tikus putih (Rattus Norvegicus) (Tetebano, 2011)
Rattus norvegicus adalah hewan percobaan paling populer

dalam penelitian yang berkaitan dengan pencernaan. Hewan ini
dipakai dengan pertimbangan: (1) pola makan omnivora seperti
manusia (2) memiliki saluran pencernaan dengan tipe
monogastrik seperti manusia (3) kebutuhan nutrisi hampir
menyamai manusia serta (4) mudah di cekok dan tidak
mengalami muntah karena tikus ini tidak memiliki kantung
empedu (Hofstetter et al., 2005).
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BAB 3
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN
3.1 Kerangka Konsep
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Gambar 3.1 Skema Kerangka Konsep
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Keterangan:

= Proses yang diteliti —» =Tahapan
L = Proses yang tidak di teliti =~ ----- » = Stimulan

®----»= Diferensiasi

3.2 Deskripsi Kerangka Konsep Penelitian

Tindakan pencabutan gigi akan meninggalkan luka pasca
pencabutan. Luka tersebut terjadi pada jaringan lunak maupun
keras. Proses penyembuhan luka pada tulang alveolar pasca
pencabutan gigi mengikuti fase penyembuhan luka pada
umumnya Yyaitu melewati fase inflamasi, prolferasi dan
remodelling. Yang membedakan adalah adanya keterlibatan
osteablas dan osteoklas. Osteoblas merupakan sel pembentuk
tulang yang bertanggung jawab terhadap proses mineralisasi
matriks tulang dengan cara mensekresi kolagen tipe | dan
melepaskan kalsium, magnesium, dan ion fosfat.

Sel osteoblas berasal dari sel osteoprogenitor dari jaringan
mesenkim yang berasal dari sumsum tulang yang diferensiasinya
dipengaruhi  oleh parathyroid hormone (PTH), dengan
memproduksi osteocalcin, bone sialoprotein dan ekstraselular
matriks protein spesifik untuk tulang. Perkembangan osteoblas
diawali pada fase inflamasi dengan proliferasi mesenchymal stem
cell pada sumsum tulang dan periosteum. Diferensiasi sel-sel
osteoblas dari bentuk progeninya membutuhkan beberapa faktor
transkripsi anyara lain runt-related transcription factors-2
(Runx2) dan distal-less homeobox-5 (Dix-5). Faktor
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pentranskripsian ini memainkan sebuah peran kunci dalam

perkembangan skelet sebagaimana ia adalah sebuah gen induk

bagi diferensiasi osteoblas, mengarahkan langkah awal
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komitmen mesenkim menuju fenotip pra osteoblas.

Gelatin ikan patin (Pangasius djambal) merupakan suatu
polimer linier yang tersusun oleh satuan terulang asam amino
glisin-prolin atau glisin hidroksiprolin. Kandungan dari gelatin
ikan patin terbukti lebih tinggi dari gelatin jenis ikan lain seperti
penampakan visual yang lebih berwarna putih, lebih lembab
sebesar 2,84%. Kandungan abu yang sangat rendah sebesar 0,5%,
rendah lemak sebesar 0,002% dan kandungan protein yang lebih
tinggi sebesar 87,1%. Kandungan protein asam amino dalam
gelatin ikan patin juga sangat tinggi, terutama prolin dan glisin
yang merupakan asam amino utama penyusun gelatin. Asam
amino glisin yang terdapat dalam gelatin ikan patin dapat
menstimulasi untuk meningkatkan ekspresi Runx2 sehingga
dapat mempercepat diferensiasi osteoblas dalam proses
remodelling tulang dan proses penyembuhan luka.

3.3 Hipotesis Penelitian
Terdapat pengaruh gelatin ikan patin (Pangasius djambal)
terhadap peningkatan ekspresi Runt-related transcription factor
2 (Runx?2) pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus

norvegicus).
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BAB 4
METODE PENELITIAN
4.1 Rancangan Penelitian

Pendekatan yang digunakan untuk mencapai tujuan
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penelitian  ini adalah dengan rancangan eksperimental
laboratoris. Rancangan penelitian yang digunakan adalah
Randomized Post Test Only Group Design, dimana terbagi
dalam kelompok eksperimen dan kelompok kontrol. Penelitian
ini dilakukan secara in-vivo di laboratorium untuk mengetahui
pengaruh gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap
ekspresi Runt-Related Transcription Factor 2 (RUNX2) pada
luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus).

ki1 H o1
k2 H o2
k3 H o3

s R
A P1 H o4
P2 H os
P3 H o6

Tabel 4.1 Desain Penelitian Randomized Post Test Only Control
Group Design

Keterangan
S ' Sampel
R : Sampel dipilih secara acak (random)
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K1: Kelompok kontrol 1 tanpa diberi gelatin ikan patin selama

3 hari pasca pencabutan gigi.

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

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

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

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

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

01 : Hasil pengamatan kelompok kontrol 1 tanpa diberi gelatin
ikan patin selama 3 hari pasca pencabutan gigi.

02 : Hasil pengamatan kelompok kontrol 2 tanpa diberi gelatin
ikan patin selama 5 hari pasca pencabutan gigi.

O3 :Hasil pengamatan kelompok kontrol 3 tanpa diberi gelatin
ikan patin selama 7 hari pasca pencabutan gigi.

04 :Hasil pengamatan kelompok perlakuan 1 diberi gelatin ikan
patin dengan konsentrasi 100% selama 3 hari pasca
pencabutan gigi.

05 :Hasil pengamatan kelompok perlakuan 2 diberi gelatin ikan
patin dengan ' konsentrasi  100% selama 5 hari pasca

pencabutan gigi.
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06 :Hasil pengamatan kelompok perlakuan 3 diberi gelatin ikan

patin dengan konsentrasi 100% selama 7 hari pasca pencabutan
gigi.
4.2 Sampel Penelitian

=4
o
(9~
-
—]
>~
S
o
g
“
(=]
oo
[=5]
==

Sampel yang digunakan sebagai hewan percobaaan
dalam penelitian ini adalah tikus putih jantan galur wistar
(Rattus norvegicus) yang dipelihara di Laboratorium
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Pemeliharaan dilakukan dalam kandang yang bersih. Hewan
coba yang dipilih adalah tikus putih jantan karena jarang
berkelahi, berkembang biak dengan cepat, tingkat reproduksi
tinggi, murah, mudah beradaptasi, interval kelahiran pendek,
struktur tubuh dan karakteristik tikus yang mudah dipahami
(Malole & Pramono, 1989; Setiawan, 2010).

4.2.1 Kriteria Sampel
Menurut Oroh, et.al. (2015), sampel hewan coba
dalam penelitian ini dipilih berdasarkan ketentuan:
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 Eksklusi :
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 gr).
c.  Tikus yang mati selama penelitian berlangsung
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d.  Dilakukan pencabutan tidak sempurna
4.2.2 Jumlah Sampel Penelitian
Penelitian ini menggunakan hewan coba yang
dibagi menjadi 6 kelompok yaitu 3 kelompok kontrol negatif
(K1, K2, K3) dan 3 kelompok eksperimen (P1, P2, P3).
Untuk menghitung jumlah sampel yang diperlukan dapat
menggunakan Rumus Federer sebagai berikut.

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

Tabel 4.2 Rumus Federer

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

Pada penelitian ini digunakan minimal 4 ekor tikus
putih untuk tiap kelompok. Pada penelitian ini dibagi
menjadi 6 kelompok perlakuan, sehingga dibutuhkan 24
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ekor tikus putih. Untuk mengurangi lost of sample akibat

adanya tikus yang mati, maka jumlah sampel ditambah

menjadi 30 ekor tikus putih.
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4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah pemberian gelatin
ikan patin (Pangasius djambal).
4.3.2 Variabel Tergantung
Variabel tergantung pada penelitian ini adalah ekspresi
Runt-Related Transcription Factor 2 (RUNX2).
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 ini dilakukan selama £3 bulan dengan rincian
tempat penelitian sebagai berikut:
1. Pembuatan gelatin ikan patin (Pangasius djambal)
dilakukan di Laboratorium Fakultas Teknologi Hasil
Pangan Universitas Brawijaya.
2. Pemeliharaan dan pemberian perlakuan pada hewan
coba dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya.

UNIVERSITAS
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3. Pembuatan preparat penelitian histologi dilakukan di

Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran

Universitas Brawijaya.
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4. Pengecatan imunohistokimia Runt-Related
Transcription Factor 2 (RUNX2) dilakukan di
Laboratorium  Biokimia  Fakultas  Kedokteran
Universitas Brawijaya.

5. Pengamatan sediaan dan analisis data dengan
menghitung ekspresi  Runt-Related = Transcription
Factor 2 (RUNX2) dilakukan di Laboratorium
Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.

4.4.2 Waktu Penelitian
Penelitian ini 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, talenan, loyang, pisau/

gunting, termometer, shaker water bath, air suling, kain
saring Whatman no. 1, kulkas, air lemon, larutan asam sitrat

1%, kertas lakmus, baskom, wadah tertutup, masker, sarung

tangan, kantong plastik jenis PE (poly ether), dan aquadest.

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 250-300 gram, pisau

UNIVERSITAS
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lecron modifikasi, anastesi ketamine 1000 mg/10 mL,

masker, sarung tangan, dan needle holder modifikasi.
Alat dan Bahan untuk Perlakuan Hewan Coba

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.
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
imunohistokimia, masker, dan sarung tangan.
Alat dan Bahan untuk Pewarnaan Imunohistokimia
Indirek

Blok parafin yang sudah tersedia di Laboratorium
Biokimia FKUB, xylene, etanol, peroxidase blocking
solution, prediluted blocking serum, antibodi monoklonal
(anti rat- RUNX2), phosphate buffer saline, antibodi
sekunder (conjugated to horse radish peroxidase),
peroksidase, kromogen DAB (Diaminobenzinidine),

hematoxylin eosin, air, mounting media, coverslip.
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4.6 Definisi Operasional

4.6.1 Gelatin Ikan Patin
Teknik yang digunakan dalam pembuatan gelatin ikan
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patin adalah teknik komersial tanpa proses pengeringan
(Ratnasari dkk, 2013). Konsentrasi gelatin ikan yang akan di
buat pada penelitian ini sebesar 100%.

4.6.2 Runt-Related Transcription Factor 2 (RUNX2)

RUNX2 merupakan anggota dari keluarga domain kecil
dari faktor transkripsi dan sangat penting dalam diferensiasi
dan proliferasi sel induk mesenkimal dalam transisi mereka
ke sel osteoprogenitor pada proses diferensiasi osteoblas
(Hirotaka Sato dan Yutaka Takaoka, 2015). Ekspresi
RUNX2 dapat diamati dengan pewarnaan imunohistokimia
dan menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran
400x menggunakan Olympus CX-21 dengan program
optilab.

4.6.3 Pencabutan Gigi

Pencabutan gigi merupakan tindakan mengeluarkan satu
atau lebih gigi dan sisa akar dari tulang alveolus sehingga
akan terbentuk luka yang biasa disebut dengan luka pasca
pencabutan pada jaringan lunak dan jaringan keras pada
daerah yang bekas pencabutan (Fragiskos, 2007; Mansjoer
et.al, 2000). Pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegitus)

akan dilakukan pada gigi insisivus satu kiri rahang bawah.
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4.6.4 Soket Gigi

Soket gigi adalah kavitas dalam tulang alveolar pada

setiap rahang yang memberikan tempat untuk akar gigi
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(Harty, 2013). Pada penelitian ini, yang di maksud soket gigi
adalah kavitas pada tulang alveolar rahang bawah tempat
melekatnya gigi insisivus satu rahang bawah pada tikus
putih (Rattus norvegicus). Soket mandibular pada bagian
tengah dipotong secara vertikal untuk dijadikan preparat

histologi penelitian.

4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Persiapan dan Perawatan Hewan Coba
Pemilihan hewan coba berdasarkan kriteria sampel.
Kemudian hewan coba yang telah dipilih dikelompokkan
menjadi 6 kelompok, setiap kelompok terdiri dari 4 ekor
tikus putih. Kemudian, tikus dipelihara dalam kandang
berupa kotak plastik dengan penutup berupa kawat
berjaring, dalam satu kandang berisi 2 ekor tikus putih.
Hewan coba 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 air minum (PDAM) vyang
diletakkan pada tempat air minum (Juknis Rodensia, 2017).
4.7.2 Pembuatan Gelatin Ikan Patin (Pangasius djambal)

Kulit ikan patin (Pangasius djambal) dipisahkan

dari daging dan lemak yang masih menempel pada kulit ikan
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patin, kemudian kulit ikan patin disimpan pada suhu -20°C.

Selanjutnya, kulit ikan patin dicairkan dalam suhu ruangan

dan dipotong dengan ukuran sekitar 1 cm?. Kulit ikan patin
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dibilas menggunakan air lemon untuk menghilangkan
material 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 di
rendam, 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 ruang hingga terbentuk gel gelatin
ikan patin yang diinginkan (Ratnasari dkk, 2013; Reza dkk,
2015).
4.7.3 Pencabutan Gigi Tikus

Prosedur yang dilakukan sebelum melakukan
pencabutan gigi adalah mengulasi daerah yang akan di
anastesi menggunakan antiseptik yaitu larutan povidone
iodine 10% atau alkohol 70% pada bagian labial dan palatal
dari gingiva gigi yang akan di cabut. Lalu melakukan
anastesi untuk menghilangkan rasa sakit pada saat
pencabutan gigi pada tikus putih menggunakan larutan

anastesi ketamin 1000 mg/10 ml sebanyak 0,2 ml dengan
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cara intra peritoneal. Larutan anastesi ketamin memiliki

onset of action £3 menit sedangkan duration of action £60

menit. Lalu melakukan pemisahan akar gigi dari gingiva
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dengan menggunakan lecron dan mengambil gigi insisivus
satu kiri rahang bawah menggunakan needle holder. Pada
pencabutan gigi insisivus satu Kiri rahang bawah harus
dilakukan secara hari-hati dan dengan kekuatan yang sama
agar tidak terjadi fraktur. Kemudian melakukan irigasi pada
soket menggunakan aquades yang steril dan yang terakhir
adalah  kontrol  perdarahan menggunakan tampon
(Widyastomo dkk, 2013).
4.7.4 Pemberian Analgesik pada Tikus Putih

Pemberian analgesik pada tikus putih bertujuan
untuk meredakan rasa nyeri pasca pencabutan gigi insisivus
satu kiri rahang bawah. Prosedur pemberian analgetik yaitu
diberikan obat analgesik yang mengandung metamizole
dengan dosis 0,3 ml secara intra peritoneal sebanyak 1 kali
sehari. (Widyastomo dkk, 2013).

4.7.5 Pemberian Gelatin Ikan Patin (Pangasius djambal)
1. Soket diberi gelatin ikan patin dengan menggunakan
spuit yang dimasukkan ke dalam soket sebanyak 1cc.
2. Gelatin ikan patin juga diulaskan pelan-pelan
menggunakan cotton bud pada soket secara merata

3. Pemberian gelatin ikan patin dilakukan setelah

pencabutan gigi hingga hari ketujuh pasca pencabutan

) BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




42
gigi. Sedangkan pada kelompok kontrol tidak diberi

gelatin ikan patin.

4.7.6 Perawatan Hewan Coba Pasca Pencabutan Gigi
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Pasca pencabutan gigi, asupan gizi pada tikus
putih harus diperhatikan dan tercukupi dengan memberikan
makanan berbentuk pellet dan diberi tambahan biskuit milna
yang dilunakkan. 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.

4.7.7 Pengambilan Sampel Jaringan

Sebelum dilakukan pengambilan jaringan, pada
hari ke-3, ke-5 dan ke-7 tikus 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. 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-
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24 jam untuk fiksasi jaringan dan diberi label. Kemudian,

jasad tikus dikuburkan dengan layak (Widyastomo dKkk,
2013).
4.7.8 Teknik Pemrosesan Preparat Jaringan
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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.

4.7.9 Teknik Pewarnaan Imunohistokimia

Metode pewarnaan pada  penelitian  ini

menggunakan metode Imunohitokimia indirect yang

menggunakan antibodi primer (tidak berlabel) untuk
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mengenali  antigen  yang  mengidentifikasi  jaringan

sedangkan antibodi sekunder (berlabel) digunakan agar
berikatan dengan antibodi primer dan menghasilkan warna
coklat untuk ekspresi RUNX2.

Prosedur pewarnaan imunohistokimia indirek
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yang dilakukan pada penelitian ini sebagai berikut.
1. Sampel berupa blok parafin disayat dengan microtom
rotary dan hasilnya diletakkan pada object glass
2. Preparat histologi disimpan di dalam oven bersuhu 60-

80°C selama 1-3 hari untuk melunakkan parafin
3. Melakukan deparafinasi preparat (blok parafin) dengan

xylol ‘sebanyak 3 kali masing-masing selama 8 menit,
etanol 70% selama 8 menit, etanol 95% selama 8 menit,
etanol 100% selama 8 menit, dan dibilas dengan aquadest
4. Preparat didinginkan di dalam refrigerator bersuhu 40¢c

selama 4 jam
5. Preparat dicuci dengan aquadest selama 3 kali dan

diinkubasi setiap kali cuci selama 5 menit

6. Preparat ditetesi dengan peroxidase pada suhu kamar
selama 40 menit

7. Preparat dicuci dengan larutan Phospate Buffer Saline
(PBS) dan didiamkan selama 5 menit. Prosedur ini diulangi
sebanyak 3 kali

8. Melakukan blocking dengan larutan FBS 1% dan triton X-
100 0,02% (untuk mencegah reaksi dengan protein lain)
dan didiamkan di dalam refrigerator bersuhu 40C selama
1 hari
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9. Preparat dicuci dengan larutan Phospate Buffer Saline

(PBS) dan didiamkan selama 5 menit. Prosedur ini diulangi
sebanyak 3 kali

10.Preparat ditetesi antibodi primer (rat anti RUNX2) dan
didiamkan selama 1 hari
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11.Preparat dicuci dengan larutan Phospate Buffer Saline
(PBS) dan didiamkan selama 5 menit. Prosedur ini diulangi
sebanyak 3 kali

12.Menginkubasi preparat dengan antibodi sekunder (CRF
Anti-Polivalent HRP Polymer) selama 1 jam

13.Preparat dicuci dengan larutan Phospate Buffer Saline
(PBS) dan didiamkan selama 5 menit. Prosedur ini diulangi
sebanyak 2 kali

14.Mencuci preparat dengan aquadest mengalir hingga
preparat bersih dari larutan PBS

15.Menginkubasi  preparat dengan kromogen DAB
(Diaminobenzinidine) selama 3 menit

16.Mencuci preparat dengan aquadest mengalir hingga bersih
17.Menginkubasi preparat dengan mayer hematoxylin selama

10 menit

18.Mencuci preparat dengan aquadest mengalir hingga bersih

19.Membersihkan preparat dan ditetesi dengan mounting
media

20.Menutup preparat dengan coverslip

21.Preparat dikeringkan selama 3 hari agar lem entelan tidak
merusak pandangan coverslip
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22.Mengamati ekspresi RUNX2 (warna coklat) pada sel

menggunakan = mikroskop cahaya perbesaran  1000x
dengan 20 bidang lapang pandang
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23.Mendokumentasikan hasil setiap pengamatan
24.Melakukan perhitungan jumlah sel yang mengekspresikan
RUNX2
4.8 Prosedur Pengambilan Data

Perhitungan ekspresi RUNX2 dapat dilakukan setelah
preparat jaringan dilakukan pengecatan dengan teknik
imunohistokimia ~menggunakan antibodi  anti-RUNX2.
Perhitungan ekspresi RUNX2 menggunakan mikroskop cahaya
dengan pembesaran kuat (1000x) pada 20 bidang lapang
pandang. Selanjutnya, dilakukan perhitungan secara manual
untuk mendapatkan hasil yang lebih akurat. Indikator ekspresi
RUNX2 menggunakan kromogen DAB akan terlihat bewarna

coklat (Nonaka dkk, 2011).

4.9. Analisis Data

Data perhitungan jumlah eskpresi Runt-Related
Transcription factor 2 (RUNX2) dapat 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
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homogenitas ragam dengan tujuan untuk mengetahui sebaran

data masing-masing kelompok homogen atau tidak homogen

dengan menggunakan Levene’s test.
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Langkah Kketiga, jika terdapat data berdistribusi
normal (a>0,05) dan data bersifat homogen (p>0,05) dapat
dilakukan wuji t tidak berpasangan dengan tujuan untuk
mengetahui perbedaan jumlah ekspresi RUNX2 antara
kelompok kontrol negatif dengan kelompok perlakuan pada saat
proses penyembuhan luka setelah pencabutan gigi tikus putih
galur wistar (Rattus norvegicus). Langkah keempat yaitu
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 Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan

peningkatan jumlah ekspresi RUNX2 antar kelompok.
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4.10 Skema Prosedur Penelitian

Sampel Tikus Putih
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v
Adaptasi Selama 7 Hari
v
Pencabutan Gigi Insisivus Kiri
v
Irigasi Menggunakan Aquades Steril dan Kontrol
v v v v v v
Kelompok Kelompok | Kelompok | Kelompok | Kelompok | Kelompok
Kontrol 1 Kontrol 2 Kontrol 3 Perlakuan Perlakuan Perlakuan
(K1) (K2) (K3) 1(P1) 2 (P2) 3 (P3)
v v v v v v
Tanpa Tanpa Tanpa Pemberian | Pemberian | Pemberian
Pemberian | Pemberian | Pemberian Gelatin Gelatin Gelatin
Gelatin Gelatin Gelatin Ikan Patin | lkan Patin Ikan Patin
lkan Patin Ikan Patin Ikan Patin Selama 3 Selama 5 Selama 7
Selama 3 Selama 5 Selama 7 Hari Hari Hari
Hari Hari Hari
v v v v v v
v
Dekaputasi Setelah Hari ke-3, ke-5, dan ke-7
v
Pengambilan Sampel Rahang
v
Pembuatan Preparat
v
Pewarnaan
v
Perhitungan Sel yang Mengekspresikan Runx2
v

Analisis
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Pada penelitian ini, hewan coba dibagi menjadi 6 kelompok
penelitian yang terbagi atas 3 kelompok kontrol yaitu kelompok
kontrol 1 (K1), kelompok kontrol 2 (K2), kelompok kontrol 3 (K3),
dan 3 kelompok perlakuan yaitu kelompok perlakuan 1 (P1),
kelompok perlakuan (P2), kelompok perlakuan 3 (P3). Kelompok
kontrol 1 (K1) merupakan hewan coba yang tidak diberi perlakuan
selama 3 hari pasca pencabutan gigi, hasil pengamatan dan
perhitungan rata-rata ekspresi RUNX2 dari 20 lapang pandang
berjumlah 5. Pada kelompok perlakuan 1 (P1) merupakan hewan coba
yang diberikan perlakuan selama 3 hari pasca pencabutan rata-rata
jumlah ekspresi RUNX2 13.

Gambar 5.1 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
kelompok K1 pewarnaan IHK dengan perbesaran 400x
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Gambar 5.2 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
kelompok K1 pewarnaan IHK dengan perbesaran 1000x
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Gambar 5.3 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
kelompok P1 pewarnaan IHK dengan perbesaran 400X
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51

Gambar 5.4 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
kelompok P1 pewarnaan IHK dengan perbesaran 1000x

Hal ini menunjukkan bahwa kelompok P1 memiliki rata-rata
ekspresi RUNX2 yang lebih tinggi dibandingkan pada kelompok K1.
Hasil foto preparat histologi menggunakan pewarnaan IHK dengan
perbesaran 400x dan 1000x pada kelompok K1 dan P1 tampak pada
gambar 5.1, gambar 5.2, gambar 5.3 dan gambar 5.4.

Kelompok kontrol 2 (K2) merupakan hewan coba yang tidak
diberikan perlakuan selama 5 hari pasca pencabutan gigi, hasil
pengamatan dan perhitungan rata-rata ekspresi RUNX2 setiap lapang
pandang berjumlah 7. Pada kelompok perlakuan 2 (P2) yang
diberikan perlakuan selama 5 hari pasca pencabutan gigi memiliki
rata-rata jumlah ekspresi RUNX2 berjumlah 14. Hal ini menunjukkan
bahwa jumlah rata-rata ekspresi RUNX2 pada kelompok P2 memiliki
jumlah yang lebih tinggi dibandingkan pada kelompok K2. Hasil foto

preparat histologi menggunakan pewarnaan IHK dengan perbesaran
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400x dan 1000x pada kelompok K2 dan P2 tampak pada gambar 5.5,

gambar 5.6, gambar 5.7 dan gambar 5.8.

Gambar 5.5 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
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=4 kelompok K2 pewarnaan IHK dengan perbesaran 400x
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Gambar 5.6 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada kelompok
K2 pewarnaan IHK dengan perbesaran 1000x
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Gambar 5.7 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
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e
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Gambar 5.8 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
Kelompok P2 Pewarnaan IHK dengan perbesaran 1000x

Pada kelompok kontrol 3 (K3) yang tidak diberikan perlakuan
selama 7 hari pasca pencabutan gigi, hasil pengamatan dan
perhitungan rata-rata ekspresi RUNX2 setiap lapang pandang
berjumlah 8. Pada kelompok perlakuan 3 (P3) yang diberikan
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54
perlakuan selama 7 hari pasca pencabutan gigi memiliki rata-rata

jumlah ekspresi RUNX2 berjumlah 15. Hal ini menunjukkan bahwa
jumlah rata-rata ekspresi RUNX2 pada kelompok P3 memiliki jumlah
yang lebih tinggi dibandingkan pada kelompok K3. Hasil foto

preparat histologi menggunakan pewarnaan IHK dengan perbesaran
400x dan 1000x pada kelompok K3 dan P3 tampak pada gambar 5.9,
gambar 5.10, gambar 5.11 dan gambar 5.12.

Gambar 5.9 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
Kelompok K3 Pewarnaan IHK dengan perbesaran 400x

Gambar 5.10 Gambaran Hlstologl Ekspresi RUNX2 pada
Kelompok K3 Pewarnaan IHK dengan perbesaran 1000x
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Gambar 5.11 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
kelompok P3 pewarnaan IHK dengan perbesaran 400x
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Gambar 5.12 Gambaran Histologi Ekspresi RUNX2 pada
kelompok P3 pewarnaan IHK dengan perbesaran 1000x

Data perhitungan rata-rata jumlah ekspresi RUNX2 dan standar
deviasi setiap kelompok disajikan dalam tabel 5.1 berikut.
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— Tabel 5.1 Data Rata-Rata dan Standar Deviasi Ekspresi RUNX2
>
— Kelompok Mean Standar Deviasi
=4 K1 | Kontrol hari ke-3 5.5 2.44
[=5]
K2 | Kontrol hari ke-5 7.28 2.93
K3 | Kontrol hari ke-7 8.14 2.97
P1 | Perlakuan hari ke-3 12.85 3.24
P2 | Perlakuan hari ke-5 13.71 3.09
P3 | Perlakuan hari ke-7 14.85 3.44

Berdasarkan data pada tabel diatas, dapat disimpulkan bahwa
jumlah rata-rata ekspresi RUNX2 terendah yaitu kelompok K3,
sedangkan jumlah rata-rata ekspresi RUNX2 tertinggi, yatitu
kelompok P1. Dalam perbandingan jumlah ekspresi RUNX2 pada
kelompok kontrol dan perlakuan, didapatkan jumlah ekspresi RUNX2
mengalami peningkatan pada kelompok perlakuan.

5.2 Analisa Data

Data hasil penelitian ini berupa jumlah ekspresi RUNX2 yang
dianalisa secara statistika dengan program komputer Statistic Product
of Service Solution (SPSS) dengan tingkat kepercayaan 95% (a =
0.05).

5.2.1 Uji Normalitas Data

%
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Uji normalitas data dilakukan dengan menggunakan uji
Shapiro-Wilk yang bertujuan untuk mengetahui data penelitian
berdistribusi normal atau tidak. Data pada uji Shapiro-Wilk adalah
<50 dengan nilai signifikansi (p) > 0.05 agar uji normalitas terpenuhi.
Berdasarkan uji Shapiro-Wilk ini didapatkan nilai signifikansi
pengujian normalitas data sebesar 0.506 dan 0.791 > 0.05 sehingga
kesimpulan yang didapat adalah data berdistribusi normal.

5.2. Uji Homogenitas Data

Uji homogenitas data dilakukan dengan uji Levene yang
berguna untuk menguji data penelitian mempunyai variasi yang sama.
Data penelitian dikatakan homogen apabila nilai signifikansi hasil
perhitungan (p)> 0.05. Berdasarkan uji Levene ini didapatkan nilai
signifikansi pengujian homogenitas data sebesar 0.920. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa data homogen. Setelah data penelitian
berdistribusi normal dan homogen, selanjutnya dapat dilakukan uji
one way ANOVA.

5.2.3 Uji One Way ANOVA

Uji one way ANOVA bertujuan untuk mengetahui perbedaan
nilai jumlah ekspresi RUNX2 pada kelompok kontrol dengan
kelompok perlakuan secara keseluruhan. Uji one way ANOVA
terpenuhi apabila nilai signifikansi (p) < 0.05 atau Ho ditolak. Hasil
pada uji one way ANOVA antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan memiliki nilai signifikansi (p) sebesar 0.000 atau (p) < 0.05
atau Ho ditolak dan H1 diterima sehingga kesimpulan yang didapat
adalah terdapat perbedaan jumlah ekspresi RUNX2 yang tidak diberi

gelatin ikan patin (Pangasius djambal) dan diberi gelatin ikan patin
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(Pangasius djambal) pada fase inflamasi dan fase awal proliferasi

pada proses penyembuhan luka pasca pencabutan gigi tikus putih
(Rattus norvegicus).
5.2.4 Uji Post Hoc LSD

Setelah melewati uji one way ANOVA, dilakukan Uji post
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hoc untuk mengetahui perbedaan bermakna antara kelompok kontrol
(K1, K2, K3) dan kelompok perlakuan (P1, P2, P3). Pada uji post
hoc LSD data penelitian dikatakan berbeda secara bermakna apabila
nilai signifikansi (p) < 0.05 pada interval nilai kepercayaan 95% (a=
0.05).

Hasil uji post hoc LSD secara keseluruhan terdapat perbedaan
rata-rata jumlah ekspresi RUNX2 yang bermakna antar kelompok
kontrol yang dibandingkan dengan kelompok perlakuan pada hari
yang sama. Pada kelompok hari ke 3 yaitu kelompok K1 dan
kelompok P1 memiliki perbedaan rata-rata jumlah ekspresi RUNX2
yang bermakna. Pada kelompok hari ke 5 yaitu kelompok K2 dan
kelompok P2 memiliki perbedaan rata-rata jumlah ekspresi RUNX2
yang bermakna. Pada kelompok hari ke 7 yaitu kelompok K3 dan
kelompok P3 memiliki perbedaan rata-rata jumlah ekspresi RUNX2
yang bermakna.

53 Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk mengamati ekspresi RUNX2 pada
soket pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus) setelah
pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal). Rata-rata jumlah
ekspresi RUNX2 terendah pada kelompok kontrol hari ke-3 (K1).
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Rata-rata jumlah ekspresi RUNX2 tertinggi pada kelompok perlakuan
hari ke-7 (P3). Kelompok P1 (hari ke-3) memiliki rata-rata ekspresi
RUNX2 lebih tinggi yakni 13 dibandingkan kelompok K1 (hari ke-3)
yakni 5.

Sel-sel osteogenik yang berasal dari jaringan hematopoietik yang
ada di koagulum dan sel-sel di sisa ligamen periodontal berperan
dalam osteogenesis pada soket pasca pencabutan gigi. Dalam
penelitian yang dilakukan oleh Hirotaka Sato dan Yutaka Takaoka
(2015), ekspresi RUNX2 terdeteksi segera setelah pencabutan gigi
pada sel monositik di koagulum dan di sisa-sia ligamen periodontal.
Ekspresi RUNX2 menunjukkan komitmen osteogenik dan temuan ini
menunjukkan bahwa sel-sel dalam koagulum dan sisa ligamen
periodontal berpartisipasi dalam osteogenesis. Menurut Rinaldo
Florencio-Silva dkk (2015) osteoblas berasal dari Mesencymal stem
cell (MSC). Komitmen MSC menuju osteoprogenitor membutuhkan
ekspresi gen spesifik dan sintesis bone morphogenetic proteins
(BMPs) dan anggota jalur Wingless (Wnt). Gen spesifik yang
dibutuhkan meliputi Distal-less homeobox (DIx5), osterix (Osx) dan
Runt-related transcription factors 2 (RUNX2). Gen-gen spesifik ini
sangat krusial untuk diferensiasi osteoblas. RUNX2 akan mengatur
gen yang terkait dengan osteblas seperti alkaline phosphatase (ALP),
bone sialoprotein (BSP), bone gamma-carboxygluttamate protein
(BGLAP) dan osteocalcin (OCN). Pada fase proliferasi, osteoblas
progenitor mengekspresikan RUNX2 dalam proses diferensiasi
osteoblas. Pada fase ini juga osteoblas progenitor menunjukkan

aktifitas ALP dan akan berubah menjadi pra osteoblas. Transisi dari
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pra osteoblas ke osteoblas matang bisa diketahui dengan

meningkatnya ekspresi Osx, OCN, BSP dan akhirny akan menjadi sel
yang besar dan berbentuk kubus.

Ekspresi RUNX2 akan muncul segera setelah pencabutan gigi
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dan akan banyak ditemukan pada 12 jam sampai 24 jam pertama pasca
pencabutan. Ekspresi RUNX2 terdeteksi di sel-sel monositik di
koagulum dan didalam sitoplasma sel pembuluh darah di ligamen
periodontal. Pada hari ke 3 ekspresi RUNX2 terdeteksi dalam inti
beberapa sel ligamen periodontal dan pada inti sel fibroblastik yang
sedang berprolifeasi dikoagulum. Pada hari ke 5 matriks tulang
dengan sel polimorfik akan tampak pada koagulum dan ekspresi
RUNX2 terdeteksi dalam inti beberapa sel ligamen periodontal,
matriks tulang, dan pada ssel-sel fibroblastik diantara matriks tulang.
Pada hari ke 7 trabekula tulang bersatu di fundus hingga ke sisi soket
dan sisa periodontal akan menghilang seiring degenrasi hialin.
Ekspresi RUNX2 terdeteksi di osteoblas pada permukaan tulang
alveolar dan permukaan bagian dalam dari sumsum tulang pada soket.
Pada hari ke 3 hingga hari ke 5 ketika memasuki fase proliferasi
ekspresi  RUNX2 akan meningkat seiring dengan pergerakan
osteogenik progenitor menjadi pra osteoblas. Dan pada hari ke 7
RUNX2 mulai ditemukan pada osteoblas yang ada dipermukaan
tulang alveolar (Hirotaka Sato, 2015).

Pada penelitian ini, jumlah ekspresi RUNX2 mengalami
peningkatan dari hari ke-3, hari ke-5 dan hari ke-7 pasca luka

pencabutan dan terdapat perbedaan yang bermakna pada kelompok
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K1, K2, K3, P1, P2, dan P3 terhadap jumlah ekspresi RUNX2.
Peneltian ini ditunjang oleh penelitian Alida dkk. (2016), pemakaian
niti closed coil spring diantara gigi insisif dan molar pertama rahang
atas pada kelompok perlakuan di hari ke 1, 3, 6 dan 9 menunjukkan
peningkatan ekspresi RUNX2 yang bermakna terhadap kelompok
kontrol. Dalam penelitian Mario Agung dkk. (2015) bahwa ekspresi
RUNX2 meningkat pada hari ke 5, 7 dan 9 setelah aplikasi topikal
simvastatin pada proses penyembuhan tulang tikus model diabetes
melitus

Gelatin ikan patin (Pangasius djambal) mengandung banyak
asam amino yang berperan penting dalam penyembuhan luka seperti
glisin, arginin, asam aspartat, serin, tirosin, valin, asam glutamat dan
masih banyak lagi. Asam amino yang berpengaruh terhadap aktivitas
RUNX2 adalah asam amino glisin. Glisin merupakan asam amino
tertinggi yang terkandung dalam ikan patin, yaitu mencapai 24,7 %
(Suryaningrum, et al., 2010). Dalam penelitian Widjaningsih (2013)
bahwa glutamin digunakan sebagai sumber energi oleh sel-sel
inflamasi dalam proses tersebut. Glutamin merupakan sel fibroblas
pada fase proliferasi yang berperan dalam menghasilkan
mukopolisakarid serat kolagen yang terdiri dari asam amino glisin,
prolin dan hidroksipolin. Fungsi mukopolisakarid yaitu mengatur
deposisi serat-serat kolagen yang mempertautkan luka. Luka yang
telah menyatu akan mengalami fase selanjutnya vyaitu fase
remodelling.

Menurut penelitian Adrian Rustam dkk (2017) yang meneliti
kombinasi perancah silk-fibroin dari kepompong ulat sutera dan
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konsentrat platelet sebagai inovasi terapi regenerasi tulang alveolar

disebutkan bahwa silk fibroin dalam ulat sutera yang mengandung
asam amino glisin dapat meningkatkan ekspresi gen-gen spesifik
seperti RUNX2, TGF-1 dan kolagen tipe | yang berperan untuk
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menstimulus diferensiasi osteoblas. Sedangkan menurut penelitian
Septyono Hariawan (2017) yang meneliti ekspresi RUNX2 setelah
aplikasi hidroksiapatit dari toothgraft pada soket preservasi tulang
alveolar tikus wistar didapatkan hasil bahwa pengamatan ekspresi
RUNX2 meningkat pada hari ke 7 setelah aplikasi toothgraft.
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
hipotesis penelitian dapat diterima karena pemberian gelatin ikan
patin (Pangasius djambal) berpengaruh terhadap peningkatan jumlah
ekspresi RUNX2 pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus

norvegicus).
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6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan mengenai
pengaruh pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal) terhadap
ekspresi RUNX2 pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norvegicus) maka dapat ditarik kesimpulan bahwa :

1. Terdapat pengaruh pemberian gelatin ikan patin (Pangasius
djambal) terhadap peningkatan ekspresi RUNX2 pada luka
pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus norveicus)

2. Jumlah perhitungan ekspresi RUNX2 pada luka pasca
pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus) yang tidak
diberi gelatin ikan patin (Pangasius djambal) sebesar 5.5
pada hari ke-3 (fase inflamasi), 7,28 pada hari ke-5 (fase
awal proliferasi), dan 8,14 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 12,85 pada hari ke-3,
13.71 pada hari ke-5, dan 14,85 pada hari ke-7.

3. Terdapat perbedaan yang bermakna antara ekspresi RUNX2
pada luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus
norvegicus) yang tidak diberi gelatin ikan patin (Pangasius

djambal) dengan ekspresi RUNX2 pada luka pasca
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pencabutan gigi tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi

gelatin ikan patin (Pangasius djambal) dibuktikan dengan

jumlah ekspresi RUNX2 pada kelompok perlakuan (P) lebih banyak
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dibandingkan pada kelompok kontrol (K) gelatin ikan patin
(Pangasius djambal) dibuktikan dengan jumlah ekspresi RUNX2
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.

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut setelah minggu 1
hingga minggu ke 4 untuk mengetahui lanjutan ekspresi
RUNX2 hingga pada penyembuhan tulang pasca pencabutan
gigi.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai toksisitas,
dosis maksimum dan dosis minimum yang efektiif dalam
pemberian gelatin ikan patin (Pangasius djambal) sebagai

bahan untuk penyembuhan luka pada soket pasca pencabutan

gigi.
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