Ekspresi protein p53 pada kultur sel fibroblas gingiva
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mlkroorgamsme dan produknya pada permukaan
gigi. Mlkroorgamsme tersebut tidak hanya mampu
menimbulkan respon imun inang dan berhubungan
dengan produksi berbagai agen perusak Jarmgan
tetapi  juga  menghasilkan endotoksin  atau
lipopolisakarida (LPS). Walaupun LPS merupakan
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agen inflamatorik yang kuat dan berperan penting
pada penyakit periodontal inflamatorik, tetapi LPS
juga mempunyai efek 51t0t0k51k secara langsung
pada sel-sel perlodonsmm

Lipopolisakarida dari berbagai bakteri gram-
negatif mempunyai kapasitas yang mirip untuk
menghambat  pertumbuhan  fibroblas  gingiva
manusia.” Pajanan LPS dengan konsentrasi 100
sampai 1000 pg/ml dan waktu pajanan sampai 7 hari
pada kultur sel fibroblas tikus dapat menurunkan
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pertumbuhan dan viabilitas sel,” tetapi Takata dkk®
mendapatkan sel junctional epithelium tikus dapat
memulai siklus sel untuk berproliferasi setelah
dipajan LPS dengan konsentrasi 5 mg/ml selama 1
hari.

Pajanan bahan yang bersifat sitotoksik dapat
mengakibatkan kematian dan kerusakan sel. Untuk
mencegah akibat yang tidak diinginkan, sel
mempunyai metode untuk mendeteksi kerusakan
DNA dan tindakan bunuh diri.” Kerusakan DNA
tersebut dapat dideteksi oleh protein p53. Setelah
protein p53 menghentikan siklus sel maka kerusakan
diperbaiki atau dapat memicu apoptosis. Protein p353
berinteraksi dengan sejumlah besar protein sel dag
berintegrasi dengan banyak sinyal yang meng
hidup dan mati sel.”
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hingga pertumbuhan sel mencapai konfluensi yang
memungkinkan untuk dipasase (subkultur).
2. Prosedur pembuatan sampel untuk metode
imunohistokimiawi
Suspensi  sel fibroblas yang mengandung
sekitar 2 x 10° sel/ml dipindahkan ke dalam 24
multiwell plate, kemudian diberi media kultur.
Setelah diinkubasi selama 48 jam, media kultur

dibuang. Sel fibroblas diberi 1 ml media kultur yang
mengandung LPS  Escherichia  coli dengan
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konsentrasi 50 dan 200 pg/ml. Sumuran tanpa
perlakuan sebagai kontrol hanya diberi media kultur.
Setelah diinkubasi selama 24 dan 48 jam, sel-sel
fibroblas dipisahkan dengan trypsin dan dipindahkan
ke dalam mini tube, selanjutnya dilakukan
sentrifugasi selama 10 menit. Suspensi sel diteteskan
pada slide poly-L-lisin dan dikeringkan pada suhu
kamar. Fiksasi dengan methanol PA, kemudian
aseton PA. Sediaan kemudian diaplikasi dengan
hidrogen peroksida 0,5% dalam methanol absolut
selama 10 menit, untuk mengakhiri aktivitas
endogenous peroxidase. Aplikasi dalam normal
serum, kemudian diaplikasi antibodi primer dengan
i 1:100 untuk p53. Inkubasi selama semalam
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spresi protein p53 dapat dilihat pada
ambar 1 dan 2. Kultur sel fibroblas gingiva pada
kelompok kontrol (Gambar 1) memperlihatkan
semua inti sel fibroblas gingiva tidak berwarna
coklat. Hal tersebut menunjukkan bahwa tidak
terjadi kerusakan DNA pada kelompok kontrol.
Kultur sel fibroblas gingiva pada kelompok
perlakuan konsentrasi LPS 50 dan 200 pg/ml dengan
waktu pajanan 24 dan 48 jam, memperlihatkan ada
inti sel fibroblas gingiva yang berwarna coklat
(Gambar 2). Hal tersebut menunjukkan bahwa
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terjadi perbaikan DNA  atau apoptosis pada
kelompok perlakuan.

Gambar 1. Pada kelompok
gingiva yang
tidak berwa

Gambar 2. Pada kelompg
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bentuk persentase ekspresi protein p53. Rera
persentase ekspresi protein p53 untuk tiap kelompok
sampel dapat dilihat pada Tabel 1.

Rerata ekspresi protein p53 pada konsentrasi
LPS 50 dan 200 pg/ml berbeda secara nyata dengan
kontrol (p < 0,05). Rerata ekspresi protein p53 pada
waktu pajanan LPS 24 jam berbeda secara nyata
dengan waktu pajanan 48 jam (p < 0,05). Pada uji
interaksi menunjukkan probabilitas 0,000 (p < 0.05),
maka terdapat interaksi antara kelompok konsentrasi
dan waktu pajanan LPS terhadap ekspresi protein
p53 pada kultur sel fibroblas gingiva manusia.
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Tabel 1. Rerata Persentase Ekspresi protein p53 dan Ki-67

Konsentrasi Waktu Ekspresi p53
(ng/ml) (Jam) (Rerata + SD)
Kontrol 24 0£0
48 0+0
LPS 50 24 81,71 + 8,56
48 32,15+6,11
LPS 200 24 88,80 = 6,61
48 21,13 £3,97
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ara siklus sel agar menyediakan
aktu vang cukup untuk perbaikan kerusakan. Jika
tidak mungkin terjadi perbaikan, p53 mempromotori
apoptosis untuk mengeliminasi sel fibroblas yang
rusak karena pajanan LPS. Hasil penelitian di atas
menunjukkan bahwa kultur sel fibroblas gingiva
pada kelompok perlakuan di awal inkubasi
mengalami  apoptosis  dan  perbaikan  DNA.
Apoptosis sel fibroblas gingiva tersebut merupakan
suatu mekanisme sel untuk mengatur pertumbuhan,
diferensiasi, dan turnover sel.
King’ berpendapat bahwa pajanan bahan yang
bersifat sitotoksik dapat mengakibatkan kerusakan
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sel. Untuk mencegah akibat yang tidak diinginkan, ~ menunjukkan bahwa banyak sel fibroblas gingiva
sel mempunyai metode untuk mendeteksi kerusakan  yang mengalami kerusakan DNA.

DNA dan tindakan bunuh diri. Kerusakan DNA
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