Jurnal Kedokteran Gigi
Universitas indonesia
[SSN 0854-204X

JRGET 2003 10 (Edist Khusus) 304-30%
Direrhithean ot Jakarto

PERUBAHAN SINTESIS DNA HASIL INDUKSI METIL
METAKRILAT PADA KULTUR JARINGAN

1 G.A. Wahju Ardani

L.ab. Ostodonsia
Fakultas KedoktesafilGigl Wiy ersitas Airlangga

L.G.A. Wahju Ardapit Pgrubahan Sinicsis Dix A Hasil Anduksi Mctil Metakrilat pada Kultur Jaringan.
Jurnal Kedokteran Gigi Universitas Indonesia, 2003; [(:(Edist Khusus): 04-504

Abstract

Metlhy] methacrylate (MMA) 15 used, widels forbasic material in dental clinics One of them is
cold curing resins'agryligsfororihodontics reimovable apphance. MMA is peteatially tediave (he character
to irmitate and give an allcrgigireaction (0 oral nucous. Preyvions siuds shes cd that MMA havc an effect
on mitothendrial dehydrdgenase cpithelial oghis by laosing its hvdrogen andwiiohron this emzyme. The
influence of cold uring resins acrvlic on DNA synthesis of oral mucous cpithehal is not known until a1
present. The purpose of this in-vitrd studs 1s 1o examine he DNA synthesis of fibroblast cetls BHK-21
induced MMA . The result of this studé 1s to increase the DNA synthesis fronithe ccll culture induced
MMA méhemer at andficubation tindof 12.and I8kours. Toxigithof MMA wasyproved to inefease DNA
svnthesis because DNA has 4 mofe sensitive effeel as a fotic maicrial mav canse adeviation of oral

mucous.
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Pendahuluan

Mctll metakriiat diennaken sécara
luas di bidang Kcdokteran gigl. antara lam
sebagai bahan dasar untuk® pembuztan
piranti ortodonsi lcpasan resin akrilik cofd
curing. Proses polimerisasi resin akrihk
cold curing ini tidak dapat terjadi sccara
sempurna untuk  membentuk  polimer.
sehingga selalu meninggalkan monomer
sisa '~ Monomer sisa adalah monomer
vang tidak bereaksi setelah polimerisasi
selesai ™

Penelitian terdahulu telah
dibuktikan kandungan monomer sisa 1nt
schesar 3.27% (B/B).” Salah satu penvebab
jejas  sel adalah  agen  kimia  Telah
dibuktikan pula secara in vire bahwa

Temu Tlmiah KPPIKG XI11

dengan’’ méingkdinya  kadar dan lama
paparan monomer MM A makin
menucunkan aktivitas enzim mitokondnal
dehidrooetiaser(efizim MD) dari epitel
mukosa fougga mulut.” Mitokondria adalah
péver houses. dimana sintesis ATP hampir
9()% dibentuk di sini. Jadi dengan adanya
penurunan aktivitas enzim MD Ilebih lanjut
dapat menurunkan sintesis ATP. Penurunan
sintesis adenosin trifosfat (ATP) untuk
sclanjutnyva dapat menyebabkan bermacam-
macam cfek antara lain dapat menurunkan
sintesis protein

Tujuan  penelitian i untuk
membuktikan adanva gangguan sIntesis
DNA vang dtunjukkan dengan adanya mlai
opticul density DNA pada kultur sel BHK-
2! hasi! induksi MMA.
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Hasil  penclitian ini - diharapkan
dapat  mengungkap patogenesis  suatu
kelaman di rongga mulut: dengan demikian
dapat memberikan  kepastian  bahwa
keamanan bahan resin akrilik cold curing
tersebut kurang memberikan  kcamanan
untuk dipakar di dalam rongga mulut.
wrutama  di bidang  Kedokteran  Gigl
khususnya bidang ortodonsia

Bahan dan Cara Penelitian

Bahan-bahan jame gfdiperfukan
dalam penclittan it eel/ fine BHK-21
clone 21 (fibroplast scl cuyal dan baby
hamster).  Media'  kultur Mini i
Faential Mediume. bovine serum, 100u/mi
penisiligh b 'dan ue/mISsteptomisin:
Phosphat Buffer Saline (PBS) td: 'KH.:
PO_ NaCl: dan Nax POy d2-4-0: Aquadest:
o gesMonomer MMA murn dareblerek,

Kultur=“sel  BHK-21  sghanyvak
<o) sel dimasvkkanfdalam 200p 1 MEM
vam, Untuk perlaktan diperlukan monomer
MMA 00 100 30, SOpeiml C Scuap
perlakukan  dilakukan  replikasi  bamvak
wuh*ikal. “Setelah  dilakykan  paparan
monomer MMA, scsuai depgan kadar vang
wlah ditentikan dan lamainkubasi 1 2gam
dan T8 jamd divkur densitas optik pada
pamang gelombanyg 260nm.

Seteldh dmikubase L2 daf IS dgam.
suspensiasel £ ditanabalikan ™ PBS #3000t
kemudians @iputar dengan _kécepatan
~uolrpm selama | meénit., Pelet selrdicuci
kembali “dengan PBS 300u! (keeepatan
~ioUrpm selama anenitoPellewselidiambil
Juambahkan Chelexkemidian | direbus
W3 C oselama 10 menit untuk“mentbénkan
aosempatan DNA  terlepas  dan  chelex.
Kemudian divortex sebentar. Supernatan
Jambil  (DNA-nva) dan  diencerkan
sebanvak M) kali ( 784ul agquadest ditambah
loul DNA). Nilan OD (optical densiiv)
DN A dwkur dengan spektrofotometer pada
ramang gelombang 260nm, Pada OD
wrscbut  dan pengenceran  supernatan
rokstrakst  DNA-nva)  sebesar 30 kah
diperoleh nilar absorbsi 0.198: maka akan
diperoleh konsentrasi DNA scbesar 0198 X
Sy (ngdul) - 493ng/ul.
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Penclinan dilakukan di Tropical Discasc
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Hasil dan Diskusi

Kontak antara piranti  ortodonsi
lepasan dengan mukosa mulut mencakup
arca vang cukup luas Sceara klinis hal
tersebut  dapat mcnvebabkan mukosa
tersebut terinflamasi, terinfekst atau terkena
trauma. Paparan bahan vang dapat merusak
mukosa. baik paparan akut maupun paparan
kroms, bisa  membahavakan kesehatan
mukasa fongea mulut penderita.'” ™" Efek
il diperkirakag discbabkan oleh produk
toksik baru vang.nmbul saat polimerisasi
atan  produk toksik sisa  darnn  reaksi
polimerisasi  vang | tidak  sempurna '’
Tervata cluat polimer resin aknlik cold
curitig—mengandung bahan vang potensial
toksik antara lam adalalh formaldehid. metil
metakrilat, asaIn metakrilat.” "
Sitotokssitas resin dipostulasikan sebagai
reakst dap sproduk atau kamponen yang
fidak bereaksi (tidakoterpolimerisast), vang
dilepaskan oleh suatu  bahan”  Metil
metakrilat  restn akmltk  dan fight
polimerized telah  dibuktikan  dapat
menghambat replikast sel epitel mukosa
rongea mulut, dimana sintesis DNA {ebih
sensitif terhadap efek foksik bahan vang
dapat berkattan dengan penyvebab terjadinva
kelainan patologirongga mulut ™

U i vitrandapat dilakukan cukup
batk “dengan cara mengeunakan kontrol,
baik terhadap variabel-variabe! individual
sehingera mampu menentukan mckanisme
toksik yang lebih baik. Namun pada ujt ini
harus™ dipertimbangkan pula adanva
kelemahan-kelemahan, seperti mekanisme
penghambat/pereda seperti aliran saliva dan
kapasitas bufer tidak dapat dilakukan '
Kultur sel yvang digunakan untuk penelitian
ini dipakai kuitur set fibroblas dari ginjal
hamster (BHK-21). Kultur sel BHK.21
digunakan scbagai model u)i sitotoksisitas
dan MMA. Kultur sci tersebut selain
mudah didapat juga mudah untuk
penanganannva  dan tidak  terlalu
memcrlukan biava perawatan yang tinggi. ®
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Dipilih cefex untuk ckstrakst DNA
untuk menentekan mial oprical  densiiy
(0D} DNA adalah ce/ex (Promega). karcna
mempunvar beberapa kelebthan scpertt
mudah  pengerjaannva  karena  tidak
memertukan tahapan vang terlalu panjang
{praktis). mempunval  ketepatan  tinggi
disamping itu murah biavanya. OD adalah
suatu intensitas pewarnaan pada panjang
gelombang tertentu. artinya dengan OD
vang dapat ditangkap oleh
spektrofotometer. Ini menunjukkan bahwa
derajat  asosiasi  pewarnaan  terscbut
terhadap sequence asam  amino odarn
DNA™'® Jadi apabila OD#DNAS makin
ringgi, maka makin bafvak DNA yang
distntesa. Hingga saat inl belum diketahu
bagaimana pengaruh « MMA . terhadap
terhadap sintcsisi DNA yang dwkur melalu
nilai OD DNA kultur sci vafg, diinduks)
dengan MMAL Nilaisecata dan Simpangan
Baku scbagai hasil dari ckstraksi DNA
vang ditunjukkan dengan nilai OD DNA
dapat dilihat pada tabel |

Tabel 1 ; Rerata dan Simipangan  Baku untuk
paparan (U, 10, 30, 30)ug/ml MMA  selama

12 jam -

“Kadar | Rerara SB[ Min | Maks

ﬂg_f’ml) o B

0 6375 | 12.37] 550 725
10 11907 | 7.22  115.0 ] 2750 |

30 104,17 | 22,55 82.0[ 1275

| 50 3750 [ 4423 [ 117.0 | 2050

Keterangan ; SB = Simpangan Baku: Min =
minimal. Maks = maksimal

Simpangan Baku pada tabel diatas
makinbbesag, dengan meningkatmya kadar
paparan MMA . Nilai-nilai minimal dan
maksimal mempunyapnilal vang tfumpang
tindih diantara kadar paparan (10. 30,
SO)ug/ml MMA™ Ini menunjukkan bahwa
adad keconderufigan OD) PNA - makin
pienmgkat.

Setelahwdilakukan pencukuran OD
DNA. kemudian dilakukan analisis varians
satu arabe-diketahul bahwarada perbedaan
bormakna diantara kadar paparan (0. 10, 30,
30) pg/ml MM A pada [ama“paparan 12 jam
(tabeli2),

Tabel 2. Analisis.vari@ns saty arah pada papéitany (€. 10. 30, 500, 2/mi MMA selamaidd jam

D F4 [ SUM OFSQUARE | MEAN OESQUARE | F RATIOYFPROB
Antar 3 i 11073.7689 3691.2553 4,98 U037
Kelompok !
Diantara 7 31864583 740.9225
Kelompok :
TOTAL 10 16260 ;

Keterangan : db'= derajat bebas: uji anova dua arah bermakna bila p< 005 F=F hjtungi F prob = sr’g'F

= p = probabiiitas P < o= 0.005 7 berinakmia

Tabel 3; Uji komparasi ganda SNK masing-thasinggpapatan {0 10. 30, 30) ug/ml MMA pada paparan 12

jam
Kadar (ug/ml) | 10pg/mi 30 ug'm! | S0pg/ml
0 5542 40.42 93,75* !
10 e 15,50 3833
130 || e 83,33
D

Keterangan : Tanda bintang menunjukkan adanya perbedaan bermakna.

3006
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Lnrek  masmg-masing  paparan
dbedakan dengan anahisis vanans.
bermakna bila F prob lebih kecil dan pada
o Pada tabel 2 p (0.04) lehih keail dart o
(0.03). menunjukkan adanva perbedaan
bermakna. Untuk mehhat mana »ang
menunjukkan perbedaan bermakna diantara
~asing-masing kadar MMA_ dilakukan ujs
Lemaknaan dengan Student-Newman-Keuls

(SNK).

Sedangkan uniuk kadar paparan (0.
HE 30.30) ng/ml MMA pada waktu 18 jam
mempunyal rerata dan Simpangan  Baku
OD DNA vang dapat dilihatzpadastabel ™.

LG4 Wahju Ardani

Nilar-nilai munmal  dan maksimal
mempunyal nilar vang kurang tumpang
tindih diantara kadar paparan (10. 30, 30)
ugimt MMA. I menunjukkan bahwa
makin tinger paparan MMA makin 0D
DNA makm menmngkat dan menunjukkan
ada perbedaan

Hasil pengukuran dengan analisis
varians satu arah dart OD DNA pada kadar
paparan (0. 10. 30, 30) pg/ml MMA
dikctahus bahwa ada perbedaan bermakna
pada lama paparan 18 jam,

Tabel 4 - Rata-rata dan Simpangan Baky untuk paparan (0. 10,31, 503 ug/mt MMA selama 18 jam
Kaday [(pg/mh) Rerata SB Min Maks
(1 .. - 10.6] 50,00 [ 63,00
10 o1 7 1232 0060 11200
30 20,00 2807 . 102,00 { 152.00
Al 131,67 1§43 | 117.00 | 152.00

keterangan | SB.= Stmpangan Baku: Min = mimimal: Maks = maksimal

Tabe!l 5 Analisis vanans satu araly padapaparan (0010, 30, 585 pghul MMA sciama (8 jam

DF | SUMOF MEAN©OF F RATIO F PROB
o ST ISQUARE I (FSOUARE
ANTAR 72344667 | DU 05 56 53080 0,0212
KELOMPOK :
| DIANTARA 47 26833333 383.3333
- KELOMPOK_
- TOTAL 10 16260

Kcteréﬁgan - db = datajai bebns: Ly anova dua arah heraikna bila p= 005 E.= E hitung: F prob = sig F

= p = probabilitas P <a= 0 15 bermakna

Tubel 6. : Uji kemaknaananasmg-masing paparan (0. 10, 30736 1

aul MAApada paparan 18 jam

Kadar 10pg/m! 30ug/ml S0ne/ml
0 46,67 62,5 74.17*
10 | 15.83 27,5%
30 I s L1677
50 i e —

Keterangan ;. Tanda bintang menunjukkan adanva perbedaan bermakna
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Masing-masing  paparan  pada
waktu inkubasi 18 jam sctelah dilakukan
analisis varians. menunjukkan adanva
perbedaan bermakna karcna p (0.02) lebih
kecil dari o (0.03). Kemudian dilanjutkan
dengan ujt kemaknaan dengan
menggunakan SNK (Tabel 6.).

Proses mitosis atau multiplikasi
dari sel tergantung dari gen vang mengatur
dalam proses mitosis. Sel dapat tumbuh
tidak normal (berlebihan) maka akan terjadi
proses multiplikasi vang bertebihan juga
olch karcna tidak ada inhibisi kontak Ja@.
Beberapa induktor vang dapatiicaginduks
fosforilasi pada tahaps transkiipsi DNA
adalah: sinar ultraviolet. fakior
pertumbuhan, ¢cAMP. ion Kalswim. pherbol
cster, dan garem logam berat. dan panas
(hitshocky ' :

Pengaktivait gen melalii tosforglas
dapat mempengarubi® fungsi dar, uruian
nukleotidatpromotor. Gen vang mercgulas)
terjadinya fosferasi/proliferasipada howan
ditentukan  oleh gifors-Grenmipy ang
mengandung TATABOX vang merupakan
signal awal dari terjadimya transkrps:. e

Dari hasil analisis  kes@luruhan
denganly, menggunakan — anovagdidiperolgh
kesimpulan bahwa berbaga: kadar paparan
MMA pada swakw paparan 12 danyl3jam
berpengarubptérhadap OD DNA dart Kultur
sl vainf“meningkatkansuSiAfesis LINA,
Dibandinglkan-dengan penclitian terdabudu
MMA justru menghambat praliferastkultur
sel pada scliepitel Helu, clone 12mnictalt)
penghambatan pada mitokondria sebagai
power houses. Kemungkman vaag paling
mungkin terjadi darl penelitian it adalab
pengaruh  MMA  terhadaps’ fosfarilast.
dimana merupakan tahapan penting dimana
gen vang mengatur untuk awal terjadinya
transkrips:. Dengan demukian sintesis DNA
justru akan terpicu pada kultur sel BHK-21.
Sedang pada kultu sct HeLa (sel cpitel)
justrui  mengkhambat  proliferasi  sel.
Peningkatan sintesis DNA olch karena
induksi MMA akan menyebabkan sintesis
protein vang berlebihan, sehingga akhirnva
dapat menvebabkan keadanan  patologrs
vang sangat merugikan seperti kanker atau
respons tubuh vang berlebihan, ™

308

Hasil kescluruhan  penelitian im
menunjukkan bahwa pengaruh
sitotoksisitas monomer MMA pada kultur
scl fibroblast BHK-21 dapat meningkatkan
sintesis DNA kultur sel BHK-21. hal i
ditunjukkan adanva peningkatan nilai OD
DNA. Peningkatan sintesis DNA mungkin
discbabkan olch induksi monomer MMA
terhadap gen pengendali  (-Fos-Oen
schingga terjadi fosforilasi. Dan diharapkan
ditakukan penelitian lebih lanjut bagaimana
MMA dapat mcnginduksi gen pengendali
(Jos-(fen  sehingga  fosforilast  dapat
temadi.
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