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ABSTRAK

Nama : Mohammad Chair Effendi
Program Studi . llImu Kedokteran Gigi
Judul disertasi : Nanopartikel Mineral Trioksida Meningkatkan Proliferasi

dan Diferensiasi Sel Punca Pulpa Gigi serta Maturasi Sel
Ke Arah Odontoblas

Disertasi ini membahas modifikasi mineral trioxide aggregate (MTA) menjadi
nanopartikel mineral trioksida (NMT) dan menentukan potensi NMT tersebut
dengan cara menganalisis aktivitas proliferasi dan diferensiasi sel punca
mesensimal pulpa gigi serta maturasi sel ke arah odontoblas. Penelitian ini adalah
penelitian kuantitatif dengan desain eksperimental laboratorik Hasil penelitian
menyimpulkan bahwa a) NMT meningkatkan proliferasi dan tidak toksis terhadap
DPSC dan SHED; b) NMT meningkatkan aktivitas ALP khususnya pada SHED;
c) NMT meningkatkan aktivitas OC khususnya pada DPSC; d) NMT
meningkatkan aktivitas DSPP pada DPSC dan SHED; e) NMT meningkatkan
jumlah deposit kalsium dan matrik ekstrasellular pada DPSC dan SHED.

Kata kunci :
sel punca pulpa gigi, nanopartikel, marker odontoblas

ABSTRACT
Name : Mohammad Chair Effendi
Study Programme : Dentistry
Title : Using Nanoparticle Mineral Trioxide to Increase the

Proliferation and Differentiation of Dental Pulp Stem Cells
and Maturation to Odontoblasts

The Dissertation discussed the modification of mineral trioxide aggregate (MTA)
to nanoparticle mineral trioxidea (NMT) and determining NMT potential by
analyzing the proliferation and differentiation of dental pulp stem cells and
maturation activities to odontoblasts. The quantitative research used experimental
laboratory design. Based on the research findings, it can be concluded that a)
NMT increased cells proliferation and was not toxic to DPSC and SHED; b) NMT
increased ALP activities, especially on SHED; ¢) NMT increased OC activities,
especially on DPSC; d) NMT increased DSPP activities on DPSC and SHED,; e)
NMT increased the quantity of calcium deposit and extracellular matrix on DPSC
and SHED.

Keywords:
dental pulp stem cells, nanoparticle, odontoblast marker
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Karies gigi adalah penyakit infeksi yang prevalensinya sangat tinggi,
sering dijumpai di klinik gigi/mulut anak dan menjadi masalah kesehatan anak di
Indonesia. Prevalensi karies gigi pada anak balita sebesar 85% sedang prevalensi
secara umum di Indonesia mencapai 90,05%." Berdasarkan Riset Kesehatan Dasar
(RISKESDAS) tahun 2007, prevalensi karies aktif pada penduduk kelompok umur
di atas 12 tahun di Indonesia sebesar 46,5% dan yang bebas karies sebesar 27,9%.?
Data dari Bank WHO (2000) yang diperoleh dari enam wilayah WHO (AFRO,
AMRO, EMRO, EURO, SEARO, WPRO) menunjukkan bahwa rerata
pengalaman karies (DMFT) pada anak usia 12 tahun berkisar 2.4. Indeks karies di
Indonesia sebagai salah satu negara SEARO (South East Asia Regional Offices)
saat ini berkisar 2.2, untuk kelompok usia yang sama. Kelompok 12 tahun ini
merupakan indikator Kritis, karena sekitar 76.97% karies menyerang pada usia
tersebut.®> Karies gigi pada anak dapat menyebabkan terganggunya fungsi
pengunyahan dan selanjutnya dapat mengganggu tumbuh kembang anak.’
Penanganan paling utama rasa nyeri oleh karena karies gigi atau trauma adalah
menjaga atau mempertahankan pulpa gigi agar tetap vital, dan mencegah
terjadinya nekrosa jaringan pulpa dan pembentukan abses. Gigi yang nonvital
akan mempermudah terjadinya fraktur pada gigi yang menyebabkan rasa nyeri
berulang dan kehilangan gigi. Karies gigi juga bisa menjadi infeksi fokal pada
tubuh manusia dan menyebabkan penyakit sistemik misalnya bakterial
endokarditis dan infeksi ginjal (pyelonefritis).

Karies gigi dapat menyebabkan keradangan pulpa. Perawatan keradangan
pulpa reversibel yang sering dilakukan di bidang kedokteran gigi anak adalah
pulpotomi vital baik terhadap gigi disidui maupun gigi permanen muda dengan
apek gigi yang masih terbuka. Pulpotomi vital merupakan salah satu macam
perawatan pulpa (pulp therapy). Perawatan pulpa merupakan perawatan gigi
dengan cara melindungi, mengambil atau mengeluarkan jaringan pulpa gigi dan

menggantinya atau mengisinya dengan obat-obatan atau pasta pengisi yang
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sifatnya lembam.> Tujuannya adalah untuk mempertahankan gigi selama mungkin
dalam rongga mulut dan berfungsi secara normal dan sehat sehingga DMFT pada
anak tidak meningkat. Perawatan pulpa pada gigi disidui berbeda dengan
perawatan gigi permanen khususnya dalam penggunaan material pengisi saluran
akar gigi. Ada beberapa jenis perawatan pulpa yang dilakukan pada gigi anak
yaitu: apeksifikasi disebut juga root induction dilakukan pada gigi permanen muda
non vital dengan apek yang masih terbuka, pulpcapping yang digolongkan dalam
perawatan pulpa vital untuk melindungi vitalitas pulpa terdiri dari direct dan
indirect pulpcapping, pulpotomi terdiri dari pulpotomi vital, devital atau sering
disebut mumifikasi dan nonvital, pulpektomi atau root canal treatment terdiri dari
vital, devital dan nonvital.

Perawatan pulpotomi vital adalah pengambilan jaringan pulpa pada bagian
koronal untuk menghilangkan jaringan pulpa yang terinfeksi dan meninggalkan
jaringan pulpa yang masih sehat dan dalam keadaan vital, berbeda dengan
pulpcapping yang tidak melakukan pengambilan jaringan pulpa bagian koronal.
Mengingat tanduk pulpa gigi disidui dekat dengan permukaan mahkota gigi, maka
pulpcapping tidak dilakukan terhadap gigi disidui vital.> Oleh karena itu
pulpotomi vital pada gigi disidui merupakan perawatan yang lebih baik dibanding
pulpcapping, sedangkan pulpcapping gigi permanen tetap dilakukan terhadap

anak-anak.

1.1.1 Efektivitas Mineral Trioxide Aggregate (MTA) dan Portland

Cement (PC)

Prinsip dasar kedokteran gigi restoratif adalah memelihara agar pulpa
dentin yang mengalami defeks tetap sehat dan fungsional sehingga dapat
menyebabkan suksesnya penyembuhan pulpa yang terbuka akibat karies atau
trauma. Jaringan pulpa adalah jaringan ikat yang memiliki potensi untuk
menyembuhkan. Karakteristik penyembuhan dari pulpa yang terbuka termasuk
reorganisasi jaringan lunak yang rusak karena adanya regenerasi odontoblast- like
cells dari sel subodontoblas dan perbaikan (reparatif) terhadap dentin yang
terbuka dengan terbetuknya reparatif jembatan dentin (dentinal bridge) formation.
Salah satu faktor berpengaruh terhadap kesembuhan pulpa adalah penetrasi

6-9

bakteri melalui permukaan bahan pengisi pulpa. Bahan pengisi pulpa yang

Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.



sering digunakan dalam perawatan pulpa vital yang mengalami keradangan
reversibel pada anak adalah formocresol, ferric sulfhate, calcium hydroxide dan
mineral trioxide aggregate. °

Formocresol (FC) pertama kali digunakan pada tahun 1930 dan tingkat
keberhasilannya mencapai 97%.'! Saat ini penggunaan FC dalam perawatan
pulpotomi dianggap sebagai bahan yang toksik dan potensial menyebabkan
kanker (karsinogenik) pada manusia.*? sehingga menimbulkan kontroversi para
akhli di bidang kedokteran gigi. Survei yang dilakukan baru-baru ini terhadap 184
akhli dan dokter gigi anak di Inggris, 54% di antaranya sangat memperhatikan
keamanan penggunaan formocresol. Pada bulan Juni tahun 2004, pemberitahuan
dari International Agency of Research on Cancer (IARC) menyatakan bahwa
penggunaan formocresol bisa menyebabkan kanker mulut/gigi pada manusia.™
Oleh karena itu perlu dicari cara atau bahan alternatif lainnya untuk menjaga
vitalitas gigi dan tidak bersifat karsinogenik yang mempunyai efektifitas lebih
baik dibanding FC, antara lain glutaraldehyde, ferric sulfat (FS) dan mineral
trioxide aggregate (MTA).

Bahan yang sekarang banyak diteliti untuk perawatan pulpotomi gigi
disidui sebagai pengganti FC adalah MTA. Mineral trioxide aggregate (MTA)

adalah bahan yang biasa digunakan pada perawatan endodontic.™

dan pertama
kali dikembangkan di Universitas Loma Linda, California, Amerika Serikat
sebagai root-end filling material pada perawatan bedah endodontik. Setelah
bertahun-tahun berkembang MTA banyak digunakan untuk perawatan klinis
termasuk di bidang kedokteran gigi anak, sering digunakan sebagai perawatan
apeksifikasi dan apeksogenisis pada gigi permanen muda, pulpotomi gigi disidui
dan pulpcapping gigi permanen.'®* Komposisi MTA terdiri dari tricalcium silicate,
dicalcium silicate, tricalcium aluminate, tetracalcium aluminoferrite, calcium
sulphate dan bismuth oxide. Bahan dasar MTA adalah Portland semen yang
terdiri dari Kapur (CaO dan MgO) 65%, Silica (SiO,) 20%, Oksida besi (Fe;O3)
dan Alumina (Al,O3) 10% dan lainnya 5%.** Produk komersil MTA seperti
ProRoot MTA (Tulsa Dental Products, Tulsa, OK,USA) dan MTA Angulus
(Industria de Produtos Odontologicos Ltda, Londrina, Brazil) adalah sebuah

campuran yang terdiri dari Portland Cement (PC), gypsum dan bismuth oxide
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(BO).* dengan perbandingan PC: BO adalah 4:1. Tujuan pemberian BO agar
MTA lebih bersifat radiopak.'®> Bahan MTA ini memiliki kandungan bioaktif yang
secara esensial bisa menstimulasi pelepasan bakteri dalam pulpa.*® Saat digunakan
MTA harus dicampur dengan air yang steril agar bisa merekat dengan baik pada
jaringan pulpa gigi. Mineral trioxide aggregate (MTA) bersifat hidropilik yang
bisa mengeras (setting time) dalam waktu 3-4 jam.'% 4

Sejak diperkenalkan tahun 1993, MTA merupakan salah satu bahan
kedokteran gigi yang serbaguna dan biokompatibel. Mineral trioxide aggregate
(MTA) adalah bahan yang paling banyak direkomendasikan untuk menggantikan
formocresol dan dirancang dengan komponen fisik yang cocok untuk perawatan
pulpotomi serta relatif mudah digunakan dalam kondisi apapun. Sebagai bahan
yang mempunyai sealing ability, MTA mampu memperbaiki perforasi pada
furkasi di saluran akar gigi dan mampu mengurangi kontaminasi bakteri. Mineral
trioxide aggregate (MTA) juga merupakan bahan dengan biokompatibel yang
tinggi serta dapat menginduksi reaksi penyembuhan jaringan dengan sangat
baik.'®*" Mineral trioxide aggregate (MTA) mempunyai daya penetrasi terhadap
mikroorganisme tinggi. Selama ini MTA sudah banyak direkomendasikan
sebagai salah satu prosedur yang digunakan dalam pulpotomi selain itu juga
digunakan untuk melapisi pulpa (pulpcapiing).

Pertama kali MTA diujikan penggunaannya terhadap gigi anjing dan
pendapat respon positif."® Penelitian yang dilakukan oleh Nathanael et al yang
dianalisis secara histologis terhadap molar pertama gigi tikus yang
membandingkan penggunaan Bioactive glass (BAG), FC, FS dan MTA sebagai
bahan pulpotomi menunjukkan bahwa MTA adalah bahan yang ideal untuk
perawatan pulpotomi.’® Sedangkan penelitian dan laporan kasus lainnya
menjelaskan bahwa MTA dapat digunakan untuk perawatan pulpcapping,
apeksifikasi, pulpotomi, dan untuk retrograde filling. Kandungan fisik dan kimia
dari MTA ini ternyata lebih baik dibandingkan Zinc Oxide Eugenol.”® Uiji klinik
terhadap beberapa bahan dalam perawatan pulpotomi gigi molar disidui diperoleh
hasil bahwa FC sukses terhadap 76,9% gigi yang dirawat, FS 73,3%, CH 46,1%
dan MTA 66.6%. Hasil ini menujukkan efektifitas FC lebih baik dari MTA,
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sedang FC dan FS memperlihatkan efektifitas yang sama pada perawatan
pulpotomi.”

Penggunaan calcium hydroxide (CH) pada perawatan pulpotomi vital gigi
disidui merupakan kontra indikasi dapat menyebabkan internal resorbsi pada akar
gigi dan sering menyebabkan kegagalan dalam perawatan,”> maka bahan MTA
diharapkan dapat sebagai pengganti CH pada perawatan pulpotomi vital gigi
disidui. Penelitian Kklinis yang membandingkan efektifitas MTA, FC dan CH
dilakukan terhadap empat puluh tiga gigi molar disidui rahang bawah dan
diperoleh hasil bahwa kelompok FC dan MTA, 100% dari gigi yang diteliti
secara klinis dan radiografis berhasil sukses, sedangkan pada kelompok CH, 64%
dari gigi yang diteliti secara Klinis dan radiografis mengalami kegagalan serta
ditemukan resorbsi internal dalam gambaran radiografis.?* Kesimpulan dari
penelitian ini MTA lebih baik dari CH tetapi efektifitasnya sama dengan FC
setelah evaluasi selama 24 bulan.”? Sedangkan penelitian klinis lainnya yang
membandingkan efektifitas MTA dengan portland cement (PC) dalam perawatan
pulpotomi vital pada gigi molar disidui, menyatakan keduanya sama efektif untuk
digunakan dalam perawatan pulpotomi vital gigi disidui.”

Perawatan pulpotomi juga dilakukan terhadap gigi permanen muda yang
masih vital (apeksogenisis) dengan apeks gigi yang masih terbuka. Bahan pengisi
konvensional yang sering digunakan dan secara luas di klinik sebagai bahan
pengisi pulpotomi vital permanen muda adalah calcium hydroxide (CH).*
Meskipun terlihat sukses dalam terapi pulpa vital, tetapi sebetulnya bahan ini
banyak merusak jaringan pulpa apabila diletakkan dan kontak langsung dengan
pulpa.® Suatu penelitian menunjukkan bahwa CH sangat toksik bagi sel dalam
kultur jaringan.”® Oleh karena itu, diperlukan bahan yang lebih biokompatibel
yang dapat merangsang pembentukan jembatan dentin dan penutupan apikal gigi
permanen muda yang masih vital sebagai pengganti CH.?’ tetapi MTA secara
statistik tidak berbeda bermakna dibanding CH pada perawatan apeksogenisis gigi
permanen muda.?® Berbagai penelitian telah melaporkan hasil yang sangat baik
untuk MTA bila digunakan sebagai bahan pulpcapping dibanding Dycal dan
Propolis.®3' Dalam penelitian lain diketahui bahwa PC dapat digunakan untuk

Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.



perawatan pulpcapping yang mampu merangsang respon mineral pulpa, namun
demikian masih diperlukan penelitian lebih lanjut.*

Berdasarkan uraian dan beberapa hasil penilitian tersebut diketahui
bahwa:

Ada beberapa penelitian klinik menggunakan MTA pada perawatan
pulpotomi vital gigi disidui yang hasilnya membuktikan kurang efektifnya MTA
dibanding FC dan CH. Satu penelitian menujukkan efektifitas MTA sama dengan
efektifitas FC* dan secara statistik MTA tidak berbeda dengan CH.?® Penelitian
klinik yang lain diketahui bahwa perawatan pulpotomi dengan MTA hanya efektif
66,6% dan berbeda bermakna dengan efektifitas FC (76,9%) pada gigi molar
disidui yang dirawat.®® MTA ternyata sama efektifnya dengan PC untuk
perawatan pulpotomi vital gigi disidui.”®

Mineral trioxide aggregate (MTA) juga mengandung ion kalsium yang
menyebabkan sifat pH basa dan berpengaruh terhadap jaringan. Lepasnya ion
kalsium terjadi beberapa hari setelah inisiasi hidrasi dan setting pada MTA. lon
kalsium ini mengalir ke dentin yang mengalami jejas yang konsentrasinya terus
meningkat.*

Berdasarkan latar belakang tersebut, diasumsikan bahwa untuk
meningkatkan efektifitas MTA, maka ukuran partikel MTA perlu dimodifikasi
misalnya dalam bentuk nanopartikel yaitu nanopartikel mineral trioksida (NMT).
Pada ukuran nano (1-100 nm) diharapkan MTA yang telah dimodifikasi tersebut
lebih efektif melakukan rangsangan (excited) dalam sistem sel karena material
yang partikelnya berukuran nano (nanopartikel) lebih mudah melewati membran
sel dalam organisme dan berinteraksi dengan sisitem biologis.** Modifikasi MTA

Menjadi Nanopartikel untuk Meningkatkan Bioaktivitasnya

Salah satu teknologi yang sedang berkembang saat ini adalah teknologi
nanopartikel. Nano teknologi begitu penting karena sifat-sifat material yang
meliputi sifat fisik, kimiawi, dan biologi berubah secara drastis ketika dimensi
material tersebut masuk ke dalam skala nanometer.®*> Nanopartikel bisa lebih
efektif penggunaannya akibat luas permukaan partikel meningkat secara
signifikan. Nanopartikel adalah material yang berukuran 1-100 nm yang memiliki

luas permukaan yang sangat tinggi dibanding rasio volumenya. Hal ini membuat
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partikel-partikelnya sangat reaktif atau katalitik. Materi konvensional (bulk)
memiliki ukuran bubuk dari ratusan mikron sampai sentimeter, sedangkan
nanomaterial yang disebut nanopowder (bubuk nano) mempunyai ukuran bubuk
1-100 nm.* Nanomaterial dapat dibuat secara sederhana dengan metoda ball
milling.*

Pada saat ini pemanfaatan nanoteknologi di bidang kesehatan
menunjukkan kemajuan yang pesat, antara lain adanya terobosan baru di bidang
terapi dengan memanfaatkan nanopartikel. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa sifat-sifat material berubah secara dramatis ketika ukuran partikelnya
berkurang kekisaran nanometer (nm). Penelitian tentang nanopartikel pada
kelompok logam oksida (ZnO,CaO,MgO) efektif sebagai antimikroba yang
menghambat pertumbuhan  staphylococcus aureus dan Escherichia coli.*®
Universitas Princeton membuat nanopartikel berukuran 100-300 nm dengan tujuan
agar partikel tersebut dapat dipakai sebagai media untuk obat yang dapat sampai
ke jaringan dalam tubuh seperti paru atau sel-sel kanker dan tidak merusak sel
normal lainnya.

Mineral trioxide aggregate (MTA) juga kelompok logam oksida (CaO,
MgO, SiO, FeO dan AIO) yang lebih tinggi tingkat anti bakterinya apabila
ukurannya diubah dalam bentuk nanopartikel sehingga tingkat proliferasi,
diferensiasi dan maturasi sel pulpa dapat lebih cepat. Setelah berubah ke ukuran
nano selanjutnya MTA disebut sebagai nanopartikel mineral trioksida (NMT).
Pada ukuran 1-100 nm diharapkan NMT dapat bekerja melakukan rangsangan
(excited) dalam sistem sel yang ada karena ukuran permukaan nanopartikel lebih
luas sehingga efektif meningkatkan bioaktivitas bahan tersebut untuk merangsang
pertumbuhan sel, termasuk sel odontoblas yang menjadi pengamatan dalam

penelitian ini.
1.1.3 Odontoblas dan Sel Punca Pulpa Gigi

1.1.3.1 Odontoblas

Secara histolgis pulpa terdiri dari tiga bagian yaitu bagian paling luar
yang dekat dengan predentin terdapat odontoblas, bagian kedua yang dekat
dengan lapisan ini adalah daerah yang bebas sel atau cell free zone, lebih ke dalam

lagi adalah daerah yang kaya akan sel atau disebut cell rich zone.*” Di pusat pulpa
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terdapat banyak mengadung sel pulpa dan cabang utama dari pembuluh darah
serta saraf yang disebut sebagai inti pulpa.®® % Sel pulpa terdiri dari odontoblas,
preodontoblas, fibroblas dan sel-sel imun. Odontoblas adalah sel pulpa yang
paling khas. Morpologi odontoblas koronal berbeda dari odontoblas yang
ditemukan dalam akar (radikuler). Morpologi odontoblas koronal berbentuk
memanjang dan seperti piramida dengan inti apikal, sedangkan yang radikuler
lebih berbentuk kubus, yang mempunyai indikasi aktivitas seluler secara
signifikan lebih rendah. Fakta ini jarang diperhitungkan, tetapi hal ini dapat
menjelaskan mengapa terapi pulpa yang dilakukan pada bagian koronal (seperti
pulpcapping) akan sering gagal ketika diterapkan pada terapi pulpa radikuler
(pulpotomi).”®  Odontoblas dapat membentuk lapisan tunggal dan mensintesis
matriks yang selanjutnya membentuk dentin. Formasi matrik dentin selama proses
mineralisasi dapat diidentifikasi dan dikwantifikasi pada level protein atau
ekspresi gen.** Beberapa protein yang disekresikan oleh odontoblas dan sering
dijadikan biomarker untuk menganalisis aktivitas odontoblas adalah:'” *
Alkaline phosphatase (ALP) sebagai enzim yang merangsang kalsifikasi. ALP
dalam pulpa terdapat di odontoblas dan lapisan sub odontoblas. Enzim ini

berperan dalam mineralisasi dentin,**

Dentin sialophospho protein (DSPP)
adalah suatu sialic acid yang merangsang kolagen pembentukan dentin sekunder.
DSPP disekresi secara selektif oleh odontoblas.”® 3) Osteocalcin (OC), sebagai
salah satu tipe protein yang disekresi oleh osteoblas. Pada daerah jejas OC
disekresi dan secara cepat dari odontoblas untuk membentuk predentin dari dentin

reaksioner. 447

1.1.3.2 Sel Punca Mesensimal Pulpa Gigi

Selama beberapa tahun ini banyak peneliti mencoba memahami tentang
sel dalam tubuh manusia yang mampu melaksanakan fungsi regeneratif.
Penelitian difokuskan pada sel punca yang memberikan banyak pengetahuan
tentang organisme yang berkembang dari sel tunggal dan sel yang sehat
menggantikan sel yang rusak pada organisme yang dewasa.

Sel punca adalah suatu sel yang bersifat clonogenic, yang mempunyai
kemampuan atau potensi untuk proliferasi dan diferensiasi atau menjadi berbagai

jenis sel yang spesifik yang membentuk berbagai jaringan tubuh. Sebenarnya sel

Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.



punca adalah sel yang selalu dalam keadaan tidak terdiferensiasi sampai ada

rangsangan untuk berdiferensiasi menjadi sel jenis tertentu.*® *

Sel punca
mempunyai dua sifat yaitu: 1) Diferensiasi adalah kemampuan untuk berkembang
menjadi berbagai jenis sel yang spesifik. 2) Regenerasi adalah kemampuan untuk
memperbarui atau meregenerasi dirinya sendiri dengan membuat salinan sel yang
sama dengan dirinya. Berdasarkan asalnya terdapat sel punca embrionik dan sel
punca post-natal (adult).

Sel punca mesensimal pulpa gigi (Dental Pulp Stem Cells/DPSCs) berasal
dari post natal yang terdapat dalam daerah yang kaya akan sel atau disebut cell
rich zone.”® Dari beberapa eksperimen in vitro dapat diketahui bahwa sel punca
asal pulpa (DPSCs) dapat diisolasi dari gigi molar impaksi khususnya dari
individu muda usia 14-28 tahun.®* °* Sel punca dapat pula diisolasi dari gigi
disidui (Stem Cells Human Exfoliated Deciduous/SHED) yang hampir tanggal,
namun karakteristik fenotipnya berbeda.>® Sel punca yang berasal dari jaringan
pulpa memiliki potensi untuk berdiferensiasi, baik ke galur sel odontoblas
(odontoblast-like cell) maupun galur fibroblas.>* Oleh karena DPSCs dan SHED
ini mempunyai kapasitas berdiferensiasi ke arah galur odontoblas maka penelitian
in vitro untuk mengetahui pengaruh NMT tehadap diferensiasi sel punca ke arah
galur odontoblas dapat diamati dari formasi matrik dentin selama proses
mineralisasi yang diidentifikasi dan dikwantifikasi pada level protein.** vyaitu
melalui analisis penanda (marker) fenotip odontoblas antara lain: ALP, OC dan
DSPP. Di samping itu dalam penelitian ini juga ingin diketahui kemampuan
NMT terhadap peningkatan pertumbuhan (proliferasi) sel punca pulpa gigi dan

maturasi sel ke arah odontoblas.

1.1.3.3 Deposit Kalsium.

Pada tahap akhir maturasi sel akan terjadi suatu proses biologis berupa
pembentukan deposit kalsium dan matrik ekstraselluler. Deposit kalsium
membuktikan terjadinya suatu proses regenerasi tulang™. lon kalsium biasanya
mulai ditemukan pada hari ke 12 dengan pewarnaan Von Kossa, sedangkan
deposit kalsium ditemukan pada matrik ekstraselluler pada hari ke 14 dan 21 yang
menandakan terjadinya maturasi sel odontoblas. Pada penelitian lainnya

menyebutkan bahwa absorbsi kalsium dan serum leptin yang meningkat
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mempunyai hubungan bermakna dengan deposit kalsium. Dengan demikian ada
hubungan yang positif antara absorbsi kalsium, serum leptin dan osteocalcin

dengan deposit kalsium.

1.2 Perumusan Masalah
Berdasarkan uraian di atas, maka perlu kajian yang komprehensif untuk

menjelaskan pengaruh pemberian NMT terhadap potensi proliferasi , diferensiasi
sel punca mesensimal dari pulpa gigi dan maturasi ke arah odontoblas secara in
vitro. Aspek labolatoris yang perlu dikaji adalah apakah modifikasi ukuran MTA
menjadi ukuran nano (NMT) dapat meningkatkan dan mempercepat proliferasi
dan diferensiasi sel punca mesensimal pulpa gigi melalui kuantifikasi protein
penanda diferensiasi serta maturasi sel ke arah odontoblas. Kajian tersebut
meliputi:

1.2.1 Proliferasi sel punca mesensimal pulpa gigi yang diamati melalui uji
viabilitas sel, apabila suatu bahan atau obat tersebut dapat merangsang
kelangsungan hidup dan pertumbuhan sel (proliferasi sel) maka bahan atau
obat tersebut tidak toksik.

1.2.2 Diferensiasi sel punca mesensimal pulpa gigi yang diamati melalui
aktivitas: (1) Alkaline phosphatase (ALP). Aktivitas enzim ini
berhubungan dengan pembentukan jaringan keras gigi yang digunakan
secara luas sebagai marker sel-sel turunan jaringan Kkalsifikasi seperti
odontoblas. (2) Osteocalcin (OC). Osteocalcin dianggap sebagai pangkal
marker diferensiasi odontoblas. Pada daerah jejas osteocalcin disekresi
secara cepat dari odontoblas untuk membentuk predentin dari dentin
reaksioner. (3) Dentin sialophospho protein (DSPP). Aktivitas DSPP
merupakan marker penanda diferensiasi dentin-pulpa kompleks dan
disekresi secara selektif oleh odontoblas, yang merangsang kolagen pada
saatpembentukan dentin sekunder.

1.2.3 Maturasi sel yang ditandai dengan meningkatnya jumlah deposit kalsium
dan meningkatkan regeneratif dentin yang dapat ditemukan pada matrik

ekstraselluler dentin setelah hari ke 14 dan 21.

Oleh karena itu dalam penelitian ini akan dibuktikan bahwa:
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Mineral trioxide aggregate (MTA) dapat dimodifikasi menjadi NMT
dengan cara milling. Nanopartikel mineral trioksida (NMT) dapat meningkatkan
proliferasi dan tidak bersifat toksik pada sel punca pulpa gigi (DPSC dan SHED)
dan berpotensi meningkatkan diferensiasi sel punca pulpa gigi (DPSC dan SHED)
serta meningkatkan deposit kalsium dan pembentukan matrik ekstraselluler ke

arah odontoblas.

1.3  Pertanyaan Penelitian
Untuk menjawab permasalahan atas modifikasi MTA menjadi NMT dan
kemampuan NMT dalam meningkatkan proliferasi dan diferensiasi sel
punca pulpa gigi yang diisolasi dari DPSC dan SHED serta maturasi sel ke

arah odontoblas, dirumuskan pertanyaan penelitian sebagai berikut:

1.3.1 Pertanyaan Umum
Apakah MTA dapat dimodifikasi menjadi biomaterial ukuran nano yang
tidak bersifat toksik dan dapat menginduksi peningkatan proliferasi dan

diferensiasi sel punca pulpa gigi serta maturasi sel ke arah odontoblas ?

1.3.2 Pertanyaan Khusus

1.3.2.1. Apakah ukuran partikel MTA dapat dimodifikasi menjadi nanopartikel
mineral trioksida (NMT) berukuran < 100 nm dengan cara milling ?

1.3.2.2. Apakah NMT vyang dipaparkan pada sel punca pulpa gigi dapat
meningkatkan prolifersasi ke arah odontoblas dan tidak bersifat toksik
terhadap sel punca pulpa gigi ?

1.3.2.3. Apakah NMT vyang dipaparkan pada sel punca pulpa gigi dapat
merangsang peningkatan diferensiasi ke arah odontoblas ?

1.3.2.4. Apakah NMT vyang dipaparkan pada sel punca pulpa gigi dapat
meningkatkan jumlah deposit kalsium dan pembentukan matrik

ekstraselluler ke arah odontoblas ?
1.4 Tujuan dan Manfaat Penelitian

1.4.1 Tujuan Umum
Memodifikasi ukuran partikel MTA menjadi partikel berukuran nano

dalam bentuk nanopartikel mineral trioksida (NMT) dan menentukan
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potensi NMT tersebut dengan cara menganalisis aktivitas proliferasi dan

diferensiasi sel punca pulpa gigi serta maturasi sel ke arah odontoblas.

1.4.2.  Tujuan Khusus
1.4.2.1. Memodifikasi ukuran partikel MTA menjadi bentuk partikel berukuran
nano (< 100 nm) dengan cara milling.
1.4.2.2. Menetapkan potensi NMT untuk menginduksi proliferasi dan sifat
toleran sel punca pulpa gigi dengan cara menganalisis viabilitas sel punca
pulpa gigi.
1.4.2.3. Menetapkan potensi NMT untuk menginduksi diferensiasi sel punca
pulpa gigi ke arah odontoblas dengan cara:
1. Menganalisis perbedaan antara pengaruh pemberian MTA dan NMT
terhadap aktivitas ALP oleh sel odontoblas.
2. Menganalisis perbedaan antara pengaruh pemberian MTA dan NMT
terhadap aktivitas OC oleh sel odontoblas.
3. Menganalisis perbedaan antara pengaruh pemberian MTA dan NMT
terhadap aktivitas DSPP oleh sel odontoblas.
1.4.2.4. Menganalisis potensi NMT dalam meningkatkan jumlah deposit kalsium
dan pembentukan matrik ekstrasellular yang terdapat pada sel punca
pulpa gigi dibanding MTA.

1.4.3 Manfaat Penelitian

1.4.3.1. Bidang Kedokteran Gigi.

1. Penggunaan material biologis berukuran nano (NMT) diharapkan dapat
menggantikan FC yang bersifat toksik dan karsinogenik dan menjadi
awal dari pengembangan material berukuran nano di bidang
kedokteran gigi khususnya kedokteran gigi anak di Indonesia.

2. Diperoleh landasan ilmiah bahan NMT yang dapat memicu proliferasi
dan diferensiasi sel punca pulpa gigi serta maturasi sel ke arah
odontoblas sehingga dapat digunakan di klinik sebagai bahan yang

aman dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah.
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3. Hasil penelitian ini diharapkan menambah informasi tentang peran
dental material khususnya material berukuran nano dalam praktik

kedokteran gigi.

1.4.3.2. Masyarakat
Nanopartikel mineral triokasida (NMT) adalah bahan yang sangat
menarik untuk dikembangkan di bidang medik dan menciptakan peluang
baru untuk aplikasi klinis sebagai biomaterial dalam perawatan pulpotomi
vital gigi disidui, apeksogenisis gigi permanen muda dan pulpcapping

gigi permanen.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Komposisi kimia Mineral Trioxide Aggregate

Bahan yang banyak dipakai untuk perawatan pulpa adalah MTA, tetapi
efektifitas MTA tidak lebih baik dari FC dan pada perawatan tertentu secara
statistik tidak berbeda  dengan CH.?> ® Mineral trioxide aggregate (MTA)
adalah campuran dari portland cement (PC) ditambah bismut oksida (BO) dengan
perbandingan 4:1. Penambahan BO agar MTA lebih bersifat radiopak. Portland
cement (PC) itu sendiri mengandung kalsium, silikon dan aluminium. Paten MTA
menyebutkan bahwa MTA terdiri dari 50-75% kalsium oksida dan 15-25% silikon
oksida. Kedua komponen tersebut merupakan 70-95% dari komposisi semen
(PC). Apabila semua komponen tersebut dicampur maka akan menghasilkan
trikalsium silikat, dikalsium silikat, trikalsium aluminat dan tetrakalsium
aluminoferrit. Pada saat dicampur dengan air, semen akan terhidrasi dan
membentuk silikat hidrat gel. Mineral trioxide aggregate (MTA) yang ada saat ini
berasal dari PC tipe | yang mempunyai tingkat kehalusan antara 4500-4600
cm?g.>" Perbedaan MTA abu-abu dan putih terletak pada kandungan besi (Fe),
MTA abu-abu lebih banyak mengandung Fe yang dapat menyebabkan kerusakan
jaringan pulpa, MTA putih sangat sedikit mengandung Fe.

2.1.1 Mineral Trioxide Aggregate dan Portland Cement

Dilaporkan bahwa MTA dan PC mempunyai kemiripan. Penelitian yang
membandingkan MTA putih dan PC putih menunjukkan bahwa semen ada di
dalamnya mempunyai isi yang sama kecuali kandungan BO yang ada di MTA.>®

Keduanya mempunyai biokompatibilitas yang sama karena komposisi
material yang terkandung mirip.®® Penelitian selanjutnya membuktikan bahwa ada
perbedaan antara material yang ada dalam MTA dan PC. Melalui scanning
electron microscopy (SEM), fase aluminat secara normal ada di dalam PC tetapi
tampak sedikit di dalam MTA. Kandungan trikalsium silikat dalam MTA lebih
rendah dari PC tetapi dikalsium silikatnya lebih tinggi.®* Kalsium sulfat di dalam
MTA lebih rendah dari PC. Portland cement (PC) mengandung 4,9% kalsium
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sulfat dalam bentuk dihidrat, hemihidrat dan anhidrat. Sedangkan MTA
mengandung 2,2% kalsiumsulfat tetapi dihidratnya tidak ada.®? Defisiensi alumina
tampak di dalam MTA.®" Rendahnya alumina dalam MTA mempengaruhi
produksi ettringite dan monosulfat, yang biasanya terbentuk pada saat hidrasi dari
PC. Reaksi antara trikalsium silikat dan dikalsium silikat dengan air menghasilkan
kalsium silikat hidrat gel, dan derajat kristalinitasnya masih rendah dan kalsium
hidroksida (CH). Pada setting bismut oksida di dalam MTA menurun menjadi
8,4% yang sebelumnya setting jumlah bismut sebanyak 21,6%.%% Terbentuknya
CH yang menyebabkan sifat pH basa dan berpengaruh terhadap jaringan.
Beberapa hari setelah terjadi inisiasi hidrasi dan setting terjadi pelepasan ion
kalsium. lon kalsium ini mengalir ke dentin yang mengalami jejas yang
konsentrasinya terus meningkat. Fisikokimia dari MTA ini dihubungkan juga
dengan terbentuknya hidoksiapatit (HA) jika ion kalsium yang dihasilkan MTA
tersebut kontak dengan cairan jaringan menghasilkan amorphous calcium
phosphate merupakan kunci terjadinya kalsifikasi. Dilaporkan juga bahwa MTA
dapat meningkatkan alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin (OC), interleukin
production (IL-6, IL-8), ligamen periodontal, pertumbuhan semetum dan formasi
jembatan dentin.®

Sedangkan PC adalah bubuk halus yang dihasilkan dengan cara
menggiling cement clinker. Portland cement (PC) dapat dikategorikan sebagai
jenis semen hidrolik, yang secara normal tersusun dari 65% kapur, 20% silika,
10% alumina dan ferri oksida, dan 5% adalah campuran lainnya. Sedangkan
bahan kapur tersebut, tersusun dari kalsium dan magnesium oksida.** Dua bahan
utama yang terdapat dalam PC adalah trikalcium silikat (3CaO-SiO,) dan
dikalsium silikat (2CaO-SiO,), bila ditambah air akan terjadi setting, mengeras
secara perlahan-lahan sampai berubah bentuk menjadi gel, dan lama-kelamaan
mengkristal dan memadat. Reaksi kimia yang terjadi pada proses tersebut disebut
dengan alite dan belite. Reaksi sederhana alite yang ditambah dengan air bisa
dirumuskan sebagai berikut :*
2Ca;0Si04+6H,0 — 3Ca0.2Si0,.3H,0+3Ca(0OH),
Proses reaksi kimia di atas berlangsung cepat menyebabkan terjadinya setting dan

menguat pada minggu-minggu pertama.
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Selanjutnya reaksi kimia sederhana pada belite adalah :

2Ca,Si04+4H,0 — 3Ca0.2Si0,.3H,0+Ca(0OH),

Reaksi di atas secara relatif dan perlahan-lahan bertambah cepat setelah satu
minggu.

Sekitar 1/3 volume dari produk-produk ini mengandung kalsium hidroksit
(CH) dan kandungan bentuknya mirip seperti gel yang kenyal atau mengkristal.
Terdapat pula sebuah fase calcium-silicate-hydrate (C-S-H) dan sebuah fase
sulphatic hydrates (AFt). Hidrasi dari bubuk PC menghasilkan trikalsium silikat,
trikalsium posfat, trikalsium oksida dan lainnya.™*

Mineral trioxide aggregate (MTA) memiliki aluminat yang kurang
dibanding PC. Hal ini disebabkan karena PC dibuat melalui rotary kiln,
sedangkan MTA tidak. Pada hidrasi hal ini mempengaruhi produksi ettringite dan
monosulphate biasanya terbentuk pada hidrasi PC. Bismut yang terdapat dalam
MTA mempengaruhi mekanisme hidrasi MTA, dan merupakan bagian dari
struktur C-S-H, juga mempengaruhi pengendapan kalsium hidroksida (CH)
dalam pasta hasil hidrasi. MTA memiliki mikrostruktur dengan partikel yang
lebih lemah dibandingkan dengan PC.*

Dari uraian tersebut di atas diketahui bahwa MTA maupun PC pada proses
setting menghasilkan CH. Terbentuknya CH yang menyebabkan sifat pH basa dan
berpengaruh terhadap jaringan. Dapat disimpulkan bahwa MTA maupun PC dapat
berpengaruh terhadap jaringan karena pelepasan ion kalsium yang mengalir ke
dentin yang mengalami jejas dan terjadi kalsifikasi.

2.2  Aplikasi Nanomaterial pada Mesenchymal Stem Cell

2.2.1 Nanomaterial

Nanoteknologi berasal dari bahasa Yunani: nano yang berarti kerdil atau
cebol. Secara teknis nano berarti benda-benda yang berukuran sangat kecil dengan
ukuran sepermiliar  (10°°). Nanomaterial diklasifikasikan menjadi nanostruktur
dan material nanofase atau nano partikel. Nanomaterial merupakan jembatan yang
menghubungkan satu elemen dengan satu struktur kristal massal. Nanomaterial

dapat dibagi dua yaitu nanomaterial anorganik dan organik nanomaterial.®®
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2.2.1.1. Nanomaterial Anorganik

Nanomaterial anorganik adalah nanostruktur dimana karbon tidak
terdapat di dalamnya dan dikombinasikan dengan elemen lainnya. Ada 4 jenis
nanostruktur anorganik yaitu: (1) fullerenes dan carbontubes, (2) nanowires, (3)
semi conductor nano crystals, (4) nanopartikel. Nanopartikel memiliki luas
permukaan yang berlipat ganda yang mempunyai peluang meningkatkan
terjadinya reaksi kimia yang lebih banyak, aktivitas biologi dan sifat karakteristik
lainnya dibanding material yang berukuran besar, meskipun keduanya berasal dari
bahan yang sama. Nanopartikel juga lebih mudah memasuki bagian-bagian tubuh
atau bioavailability dibanding dengan yang berukuran besar. Oleh karena itu
nanopartikel lebih mudah diserap oleh sel-sel secara individu dan organ tubuh.
Menurut Garnette dan Kallinteri (2006), materi-materi yang berukuran lebih kecil
dari 300 nm dapat menembus dan masuk ke dalam sel-sel individu. Sedangkan
menurut Chen dan Mikezy (2005), nanomaterial yang berukuran lebih kecil dari
70 nm dapat dengan mudah diserap oleh inti sel, dan secara teori dapat
menyebabkan kerusakan berat secara genitis.®®

Nanopartikel adalah bahan kecil yang berukuran <100 nm yang memiliki
luas permukaan yang sangat tinggi dibanding rasio volumenya. Hal ini membuat
partikel-partikelnya sangat reaktif atau katalitik. Nanopartikel lebih mudah
melewati membran sel dalam organisme dan berinteraksi dengan sistem
biologis.** Bahan ini sangat menarik untuk dikembangkan di bidang medik.
Nanopartikel dapat bereaksi pada sel hidup dan menghasilkan efek biologis yang
diinginkan dan bahan ini telah menciptakan peluang baru dalam penelitian medik
dan aplikasi klinis. Banyak nanoassays baru yang mempunyai sensitivitas yang
tinggi, selektivitas dan throughput dibanding metoda bioanalitikal konvensional.
Saat ini nanomaterial seperti nanotube, nanowire, derivatif fullerene dan quantum
dots telah mendapatkan perhatian besar untuk mendapatkan tipe baru alat-alat
analitik untuk bioteknologi, ilmu-ilmu alam dan aplikasi terbaru nanopartikel

dalam penelitian sel punca. **

2.2.1.2. Nanomaterial Organik
Nanomaterial organik adalah senyawa yang mengandung elemen karbon.

Jenis nanomaterial organik adalah DNA yang bertindak sebagai building block,
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molekulnya relatif kaku dan beberapa strand DNA dapat dimodifikasi sehingga
memiliki kekakuan (stiffness) yang lebih tinggi. DNA sequence secara artifisial
dapat diulang dan dipabrikasi secara geometrik. Beberapa peneliti telah berhasil
membentuk struktur kubus dan struktur dengan 8 bidang dengan sisi yang sangat
responsif terhadap kloning dan cepat melakukan replikasi. Protein merupakan
materi dasar dari makhluk hidup dan DNA merupakan blue print dari protein yang
menggabungkan asam amino yang terdapat di alam. Para akhli telah dapat
memproduksi memodifikasi protein yang berbentuk nanostruktur yang berbeda
untuk menghasilkan protein dari asam amino yang tidak terdapat di alam.®®

Saat ini pemanfaatan nano teknologi di bidang kesehatan telah
menunjukkan perkembangan yang sangat pesat.®* ®® Nano adalah satuan panjang
sebesar sepertriliun meter (1 nm=10" m). Ukuran tersebut 1000x lebih kecil dari
diameter rambut manusia (80 1% m). Diameter sel darah merah dan virus hanya
sebesar masing-masing 7 1% m dan 150 nm. Bahan berstruktur nano merupakan
bahan yang memiliki paling tidak salah satu dimensinya (panjang, lebar, atau
tinggi) berukuran 1-100 nm. Bahan nano merupakan jembatan antara
atom/molekul dan bahan berukuran mikrometer. Gen atau DNA merupakan bahan
nano alami dengan lebar pita gen sebesar 2 nm.%® Nanoteknologi adalah desain,
fabrikasi, karakterisasi dan pemanfaatan atas material, struktur dan piranti yang
memiliki ukuran kurang dari seratus nanometer (1 nm = 10"°m sampai dengan 100
nm = 107 m).*” Material dengan ukuran nanometer (nm) yang disebut sebagai
nanomaterial mempunyai sifat yang tidak dimiliki oleh material yang berukuran
besar.

Seperti telah disebutkan sebelumnya material yang berukuran nano disebut
juga sebagai nanomaterial yang terdiri dari bubuk yang tersusun dari banyak
atom. Bubuk ini tidak bisa dilihat dengan mata telanjang. Tetapi apabila bubuk
tersebut membentuk kumpulan dengan ukuran mencapai pm dapat dilihat mata
telanjang dari warnanya yang berbeda. Materi konvensional (bulk) memiliki
ukuran bubuk dari ratusan mikron sampai sentimeter, sedangkan nanomaterial
yang disebut nanopowder (bubuk nano) mempunyai ukuran 1-100 nm.* Tipikal
mayoritas atom nanomaterial terletak pada permukaan partikelnya yang berukuran

nano yang disebut nanopartikel, sedangkan materi konvensionl atom-atomnya
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terletak pada keseluruhan bagiannya. Oleh karena itu sifat-sifat intrinsik
nanomaterial berbeda dengan materi konvensional karena atom-atomnya terletak
pada lingkungan yang berbeda. Nanomaterial menggambarkan kelebihan area
permukaan yang meningkat.*® Nanomaterial telah menciptakan peluang-peluang
baru dalam penelitian biomedis dan aplikasi klinis.®® Cukup mudah sebenarnya
untuk memahami mengapa materi nano lebih fleksibel. Masing-masing
nanopartikel bisa bergerak melewati satu sama lain sehingga mudah
direnggangkan. Partikel berukuran nano bisa mempertinggi tingkat kekerasannya.
Partikel bisa berkumpul menjadi satu sepanjang batas makrokristal dan mencegah
strukturnya terlepas. Nanopartikel bisa juga digunakan untuk membentuk magnet
yang kuat.*> Penggunaan lain tentang nanopartikel di bidang kedokteran adalah
pemanfaatan nanopartikel besi oksida (Fe30,) yang mempunya ukuran rentang 5-
100 nm yang bersifat magnetis sehingga bisa diikuti magnet dalam tubuh dalam
penggunaan Magnetic Resonance Imaging (MRI). Nanopartikel emas yang
berukuran 50 nm juga digunakan dalam Respon Awal tes kehamilan yang
menggunakan partikel lateks. Struktur nano bisa membentuk lapisan biomaterial
yang baru yang dapat berfungsi baik untuk mencegah sel-sel terikat ke permukaan
lainnya (misalnya untuk mencegah pembekuan darah) atau untuk meningkatkan
daya rekat dan biokompatibilitas dalam perbaikan kulit dan jaringan lain yang
rusak.®® Penelitian di Universitas Princeton membuat nanopartikel berukuran 100-
300 nm dengan tujuan agar partikel tersebut dapat dipakai sebagai media untuk
obat yang dapat sampai ke jaringan dalam tubuh seperti paru atau sel-sel kanker
dan tidak merusak sel normal lainnya.®®

Pada Gambar 2.1 adalah perbandingan ukuran besar (makro), mikro dan
nano, sedang kan Gambar 2.2 adalah perbedaan antara ukuran mikro dan nano

alami dibanding dengan ukuran materi nano buatan manusia.®®
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Gambar 2.2. Perbandingan antara Materi Alami dengan Buatan Manusi
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Di samping itu nanomaterial memberikan peluang luar biasa dalam
rekayasa sel punca dan obat-obatan regeneratif berbasis sel dan perlu untuk
dieksplorasi lebih lanjut dalam upaya meningkatkan diferensiasi, pemeliharaan
dan petunjuk biologis serta menyediakan petunjuk untuk diagnosis human
Mesenchymal Stem Cells (hMSCs).**

2.2.2 Nano ACP dan Nano HA

Penelitian sebelumnya tentang aplikasi nanopartikel amorphous calcium
phosphates (ACP) dan hydroxyapatite (HA) ke dalam sel punca pernah dilakukan
terhadap sumsum tulang (bone marrow) yang mempunyai dua sumber utama dari
populasi sel punca yaitu human hematopoietic stem cells (hHSCs) dan stromal
mesenchymal stem cells (MSCs). MSCs adalah populasi sel yang heterogen dan
menunjukkan diferensiasi dalam tulang, tulang rawan, jaringan lemak dan fibros
(ikat). MSCs mempunyai potensi luar biasa untuk perbaikan dan regenerasi
jaringan dan organ yang rusak dengan poliferasi yang luas.** Amorphous calcium
phosphates (ACP) dan hydroxyapatite (HA) adalah sumber yang paling disukai
untuk bahan perubah dalam rekayasa jaringan keras, karena berat bahan tersebut
ringan dan sifat kimianya yang stabil. Selain itu, keduanya diterima sebagai bahan
biomedis yang cocok karena sifat kimia dan strukturnya mirip dengan tulang.
Dalam aplikasi klinis, HA digunakan dalam berbagai bentuk seperti pelapis,
mengisi kesenjangan tulang atau terutama untuk obat tulang-terkait dalam bedah
ortopedi dan perawatan gigi (dental surgery). Hydroxyapatite (HA) merupakan
komponen utama dan unsur penting pada tulang normal dan gigi. Hydroxyapatite
(HA) membentuk mineral tulang dan matriks gigi. Berdasarkan hasil penelitian
Zairin N et al komposisi kristal HA pada tulang normal adalah
CagH2(PO4)sH20_NaHCO3;_H,0 (sodium calcium hydrogen carbonate phosphate
hydrate).”® Kristal HA pada gigi normal adalah Cayo(PO4)s(OH),. "

Kemiripan kimia HA dengan tulang secara alami menyebabkan bahan
tersebut sangat baik biokompatibilitas dan biomimikrinya. Hydroxyapatite (HA)
juga digunakan sebagai teknik rekayasa jaringan, sebagai material scaffold dan
bahan pelapis untuk beberapa logam bio-inert seperti titanium dan zirkonia.*
Material amorphous adalah material yang susunan atomnya acak mirip seperti

susunan atom benda cair, sedangkan kristalin mempunyai susunan atom yang
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teratur dengan elemen terkecil yang terulang dalam tiga dimensi berbentuk
kristal.” Jika HA berukuran nano (nano HA) digunakan sebagai bio material
untuk aplikasi mesenchymal stem cell (MSC) akan didapat biomimikri
supermikrostruktural dan osteokonduktif yang lebih baik. Amorphous calcium
phosphates (ACP) juga mempunyai karakteristik biokompatibilitas dan
osteokonduktif yang sangat baik. Di antara semua turunan ACP, HA dianggap
sebagai komponen anorganik model tulang dan enamel gigi karena stabilitasnya
tinggi dan nilai kelarutannnya sedikit. Selanjutnya, ACP diperlakukan sebagai
suatu prekursor apatite biologis selama pembentukan tulang karena nilai
kelarutannya tinggi dan bioavailabilitasnya mudah. Seperti diketahui bahwa
osteoblas dan sumsum tulang sel punca mesenchymal (BMSCs) memainkan
peran paling penting dalam proses mineralisasi biologi. Namun, mekanisme yang
tepat pada pengaruh lapisan ACP terhadap respon tulang masih belum jelas.
Dalam studi vitro terlihat diferensiasi osteogenik yang lebih tinggi pada substrat
ACP dibandingkan dengan kristal HA. Juga terjadi peningkatan adhesi osteoblas
pada nano ACP dibandingkan dengan nanokristalin HA.** Ukuran
nanoamorphous calcium phosphates (nano CP) dan nanokristalin HA adalah
masing-masing ~13 dan ~ 31 nm. Dengan demikian ukuran HA sangat
mempengaruhi adhesi dan proliferasi dari BMSCs dan sel osteosarcoma. Selain
itu, efek ACP dan HA pada proliferasi, absorbsi, dan diferensiasi BMSCs telah
dibuktikan, dengan ukuran partikel yang sama, yaitu ~ 20 nm. Beberapa temuan
menarik yang pernah dilaporkan adalah: 1. terjadi hambatan adhesi BMSCs pada
nanoACP dibandingkan dengan yang terjadi pada fase nano HA. 2. proliferasi
BMSCs meningkat pada nano HA dibanding nano ACP. 3. lebih tinggi tingkat
diferensiasi BMSCs untuk osteoblas pada fase kristal calcium phosphate (hano
HA) dibanding amorphous calcium phosphate (nano ACP). Oleh karena itu,
bahan ini menjadi bahan yang menjanjikan untuk aplikasi biomedis. Studi
terhadap sifat biologi dan aplikasi potensi yang diturunkan MSC sumsum tulang
memainkan peran penting dalam dunia kedokteran regeneratif dan terapi berbasis
sel, yang mirip dengan embryonic stem cells (ESCs) tapi bebas dari persoalan

etika dan risiko tumorigenisis.**
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Mekanisme yang mendasari rekayasa MSC yang dimediasi nanomaterial
masih belum cukup jelas. Nanomaterial menawarkan janji signifikan dan layak
untuk eksplorasi selanjutnya dalam upaya meningkatkan diferensiasi,
pemeliharaan dan petunjuk biologis serta menyediakan petunjuk untuk diagnosis
hMSCs.. Secara keseluruhan, nanomaterials memberikan peluang luar biasa

dalam rekayasa sel punca dan obat-obatan regeneratif berbasis sel.>*

2.3  Stem Cell (Sel Punca)

Sel punca dianggap sebagai sel yang paling penting untuk melaksanakan
fungsi regeneratif. Penelitian yang dilakukan tentang sel punca memberikan
banyak pengetahuan tentang organisme yang berkembang dari sel tunggal dan sel
yang sehat menggantikan sel yang rusak pada organisme yang dewasa. Sel punca
juga memiliki kemampuan untuk secara terus menerus membelah membuat
salinan sel yang persis sama dengan dirinya (regeneratif), serta dapat berkembang
menghasilkan sel yang spesifik yang memberikan ciri beda atau memiliki efek

diferensiasi jaringan.”
2.3.1 Jenis-Jenis Sel Punca

2.3.1.1 Early Embryonic Stem Cell

Tahap pertama dalam perkembangan manusia terjadi saat fertilisasi
(bertemunya sperma dengan sel telur) menghasilkan sel punca baru yang disebut
embrio. Sel punca ini sifatnya totipoten yang mempunyai kemampuan

berdiferensiasi menjadi semua jenis sel dalam tubuh manusia.”

2.3.1.2 Blastocis Embryonic Stem Cell

Lima hari setelah fertilisasi embrio ini akan membentuk struktur bola
berongga yang disebut blastula. Embrio pada tahapan blastula ini memiliki 2 jenis
sel : tropoblas yang memiliki permukaan luar yang nantinya akan membentuk
plasenta dan kelompok bagian dalam yang akan berkembang menjadi organisme
dewasa. Sel punca embrionik ini  sifatnya pluripoten yang artinya bisa
berdiferensiasi menjadi 3 lapisan sel yaitu ectoderm, mesoderm dan endoderm.
Sel punca embrionik masih kontroversial karena berbenturan dengan etika dan

hokum. 487
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2.3.1.3 Fetal Stem Cell

Setelah delapan minggu perkembangan, embrio ini disebut fetus atau
janin. Pada saat ini maka embrionya sudah memiliki bentuk menyerupai manusia.
Sel punca pada fetus atau janian ini sangat beperan dalam tahapan awal
perkembangan jaringan sebelum kelahiran. Seperti sel punca embrio, sel punca

fetal sifatnya pluripoten.”

2.3.1.4 Umbilical Cord Stem Cell

Tali pusat ini adalah tali yang berfungsi memberikan penghidupan karena
fungsinya mengangkut sari makanan dan darah yang kaya akan oksigen dari
plasenta ke janin. Darah dari tali pusat memiliki sel punca yang secara genetis
sama degan bayi yang baru lahir. Sel punca tali pusat ini sifatnya multipotent yang
artinya sel ini bisa berdiferensiasi ke berbagai macam tipe sel. Tali pusat ini dapat
disimpan secara crogenically yang akan digunakan untuk tujuan terapi dimasa
yang akan datang.”

2.3.1.5 Adult (Posnatal) Stem Cell

Istilah adult kurang tepat karena bayi dan anak anak juga mempunyai sel
punca. Sehingga namanya diganti dengan post natal stem cell (sel punca post
natal). Sel punca terdapat dalam jaringan yang telah berkembang yang ditujukan
untuk pertumbuhan dan menjaga kualitas kehidupan sepanjang hayat. Sel ini
sifatnya multipotent. Sel punca orang dewasa ini agaknya mendorong
pertumbuhan sel di tempat sel tersebut berada. Beberapa penelitian pada tahun
terakhir ini menyebutkan bahwa kemungkinan itu ada karena sel punca itu
memiliki sifat plasticity sehingga besar kemungkinannya untuk mendorong sel
lain di mana sel punca itu berada dan ikut berkembang meskipun dengan bentuk
jaringan yang berbeda.*®"

Sel punca post natal ditemukan juga di jaringan tubuh™ termasuk
jaringan gigi. Sekarang ini telah ada 4 jenis sel punca gigi pada manusia yang
telah diisolasikan dan diberi ciri masing masing: 1. dental pulp stem cell
(DPSCs)**. 2. stem cell dari sel pulpa gigi disidui (SHED).>* 3. stem cell dari
apical papilae (SCAP) ”" dan 4. stem cell pada jaringan ligamen periodontal
(PDLSCs) "®. Semua sel punca ini ini diambil dari gigi permanen kecuali SHED.
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2.3.2 Sel Progenitor

Sel ini merupakan jenis sel intermediate atau sel cadangan sebelum sel
tersebut berdiferensiasi ke sel yang sesungguhnya. Sel intermediate ini dinamakan
dengan precusor atau progenitor. Sel tersebut ditemukan di zona kaya akan sel
dan inti pulpa serta dekat sekali dengan pembuluh darah, yang pertama kali
membelah saat terjadi cedera.”” Sel ini dipercaya akan tumbuh pada saat
pertumbuhan sel-sel menuju sel permanen. Secara umum sel-sel yang tidak
berdiferensiasi dikategorikan sebagai sel progenitor sampai akhirnya sel-sel ini

sampai pada tahap yang terdiferensiasi dan ditetapkan sebagai sel punca.”

2.3.3 Dental Pulp Stem Cells (DPSCs)

Pulpa bagian luar dipisahkan dari dentin oleh odontoblas dan oleh sel
Ho'hl’s subodontoblasic  (pra-odontoblass).®® Berdekatan dengan lapisan ini
ditemukan adanya pulpa kaya serat kolagen dan populasi selnya kurang.
Kemudian di lapisan yang lebih dalam ditemukan sel-sel progenitor dan sel
terdiferensiasi, beberapa diantaranya dianggap sebagai sel punca.®* Lapisan yang
paling akhir atau yang terdalam adalah inti dari pulpa, daerah ini meliputi pleksus
pembuluh darah dan saraf. Penemuan terbaru menyebutkan bahwa sel punca
pulpa gigi terdapat pada lapisan ini.>*®* (Gambar 2.3).

Dental pulp stem cells (DPSCs) diisolasikan untuk pertama kali pada tahun
2000 oleh Gronthos et al didasarkan kemampuannya untuk meregenerasi suatu
dentin pulp-like complex yang tersusun atas matrik-matrik mineral tubules yang
dihubungkan dengan odontoblas dan jaringan fibrous lainnya yag terdapat dalam
pembuluh darah yang disusun sedemikian rupa sehingga menyerupai dentin pulp
complex yang ditemukan pada gigi normal manusia.™

Diketahui bahwa sel-sel ini juga memiliki kapasitas proliferasi, memiliki
kemampuan memperbaiki diri dan memiliki tingkat diferensiasi yang tinggi. Sub
populasi DPSCs yang telah diseleksi yang disebut stromal bone producing dental
pulp stem cells (SBP-DPSCs).®

Sel ini adalah sel multipoten yang bisa memberikan tambahan pada
beberapa sel dan jaringan lain termasuk osteoblast, adipocytes, myoblast,
endotheliocytes dan  melanocyds dan sel progenitor neural yang nantinya

dianggap sebagai asal muasal sel .2
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Gambar 2.3. Sel progenitor yang terdapat dalam pulpa gigi yang sudah mengalami maturasi: (a)
sel mesensimal yang undifferentiated yang disebut sub-odontoblas berada di lapisan kaya sel
dekat dengan pasca-mitosis odontoblas; (b) populasi sel perivascular yang berhubungan dengan
pembuluh darah pulpa; (c) notch-2 sel populasi positif dalam pusat pulpa stroma.®*

Beberapa penelitian menunjukkan kalau DPSCs yang merupakan sel
stromal multipoten memiliki kemampuan proliferasi yang luas dan dapat
diaplikasikan ke berbagai scaffolds sehinggga memiliki jangkauan hidup yang
tahan lama yang memiliki kapasitas immunosupresi (memberikan kemampuan
imunitas) sehingga ia mampu menghasilkan jaringan bermineral yang sama
dengan dentin.?>® DPSCs memiikiki pola penggambaran yang umum yang sama
dengan odontoblas asli, tetapi bukti tentang kemampuannya menghasilkan dentin
belum terbukti.” Disebutkan pula bahwa sel-sel ini mampu termineralisasi dan
membentuk jaringan ektopik, mirip dengan dentin®, jika dicangkokkan secara in
vivo atau ketika ditempatkan pada permukaan dentin manusia secara in vivo. Sel
ini di bawah rangsangan tertentu akan berdiferensiasi menjadi tipe sel, termasuk
neuron, sel lemak dan mengalami mineralisasi tulang atau dentin bila
dicangkokkan secara in vivo.?’

Karakteristik seluler DPSCs telah dibandingkan dengan sel punca
sumsum tulang. Populasi sel punca pulpa gigi dan sumsum tulang
mengekspresikan penanda sel punca putatif yang serupa, termasuk CD44, CD106,
CD146, 3G5, dan STRO-1. Pada Gambar 2.4. menunjukkan DPSC yang diseleksi
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dengan C-Kitl, CD341 dan STRO-1.* Disebutkan pula bahwa protein matriks
yang terkait dengan pembentukan jaringan mineral adalah alkali fosfatase,
osteokalsin, dan osteopontin. Pola ekspresi serupa juga dicatat untuk sel punca
yang diisolasi dari ligamen periodontal. Berbeda dengan sel punca sumsum
tulang, DPSCs telah menunjukkan tingkat proliferasi 30% lebih tinggi dan
potensi pertumbuhan yang lebih tinggi.®® Tingkat proliferasi yang lebih tinggi ini
telah dikaitkan dengan peningkatan ekspresi sel pulpa dari peningkatan mediator
sel spesifik, yaitu cyclin kinase 6 dan faktor pertumbuhan seperti insulin.®
Transplantasi DPSCs dalam sistem kekebalan tikus menghasilkan pembentukan
jaringan seperti dentin, sedangkan sel punca tulang sumsum yang menghasilkan
jaringan yang menyerupai tulang lamellar. Hal ini menunjukkan bahwa
mekanisme pengaturan yang berbeda secara inheren ada dalam dua populasi sel
punca, dan dibuktikan oleh peningkatan sintesis protein dentin spesifik selama

pembentukan jaringan dentin pada sel transplantasi.87

Gambar 2.4. Cytoarchitecture dari Sel Punca Gigi Permanen
(DPSC) yang diseleksi dengan C-Kitl, CD341 dan STRO-1.
Diamati dari Mikroskop Confocal dengan Pembsaran 400x.
Fluoresensi Warna Hijau adalah sel cytoskeleton®

Dental pulp stem cells (DPSCs) yang diisolasi dari gigi yang mengandung
bakteri yang mengalami jejas bagian mahkotanya diketahui bahwa sel ini
memiliki kemampuan proliferasi yang luar biasa dan memiliki potensi untuk

menghasilkan dentin gigi secara in vivo. Akan tetapi karakteristik atau penandaan
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ini tidak diperuntukkan untuk kultur dalam jangka waktu yang lama karena akan

mengalami perubahan gen.*

2.3.4 Stem Cells Human Exfoliated Deciduous (SHED)

Sel punca post natal diisolasi dari berbagai jaringan termasuk sumsum
tulang, otak, kulit, folikel rambut, otot rangka, dan pulpa gigi. Sel punca post natal
memiliki kekenyalan yang luar biasa. Sel punca saraf mungkin berkontribusi
untuk darah dan otot rangka, dan sel punca sumsum tulang mungkin berkontribusi
untuk otot, hati, dan jaringan saraf.

Transisi dari gigi disidui ke gigi permanen orang dewasa adalah proses
yang sangat unik dan dinamis di mana perkembangan dan erupsi gigi permanen
berhubungan dengan resorbsi dari akar gigi disidui. Diperlukan waktu lebih dari 7
tahun pada manusia untuk menyelesaikan penggantian dari 20 gigi disidui.
Penelitian yang dilakukan terhadap SEHD yang berasal dari sisa pulpa gigi disidui
yang mengalami resorbsi, ditemukan bahwa sisa pulpa gigi berasal dari gigi
disidui ternyata mengandung populasi sel punca multipoten. Penelitian ini
menunjukkan bahwa gigi yg secara alami akan tanggal mirip dengan tali pusat,
mengandung sel-sel induk yang menawarkan sumber daya sel punca unik dan
potensial untuk penerapan uji klinis. Sel punca ini dapat diisolasi dan
dikembangkan secara ex vivo, dengan cara menyediakan populasi sel punca yang
unik dan dapat diperoleh dari sumber jaringan yang tidak diharapkan. Penelitian
sebelumnya telah menunjukkan bahwa jaringan pulpa dari gigi dewasa
mengandung populasi DPSCs yang dapat berdiferensiasi menjadi odontoblas dan
adiposis sebaik ekspresi dari nestin dan glial fibrilly acidic protein (GFAP) dan
membentuk dentin-pulp like complex setelah transplantasi in vivo. Gigi disidui
memiliki perbedaan signifikan dengan gigi permanen dengan memperhatikan
pada faktor proses perkembangannya, struktur jaringannya, dan fungsinya. Oleh
karena itu SHED berbeda dengan DPSCs dengan memperhatikan faktor rata-rata
proliferasi yang tinggi, peningkatan ganda populasi sel, pembentukan kelompok
sel, kapasitas osteoinduktif in vivo, dan kegagalan untuk menyusun kembali
dentin-pulp like complex. Stem cells human exfoliated deciduous (SHED) tampak
mewakili populasi sel punca multipoten yang mungkin lebih dewasa

dibandingkan populasi stroma sel punca post natal yang telah lebih dulu diamati.
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Mekanisme yang mengontrol pertumbuhan dan pergantian gigi sebagian
besar belum diketahui, khususnya mengenai peranan komponen kraniofacial
termasuk tulang dan jaringan lunak disekitar gigi dalam proses perkembangan
gigi. Stem cells human exfoliated deciduous (SHED) menunjukkan kapasitas yang
kuat untuk merangsang sel penerima yang menengahi pembentukan tulang secara
in vivo. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, SHED tidak dapat
berdiferensiasi secara langsung menjadi osteoblas, akan tetapi merangsang
pembentukan tulang baru melalui pembentukan suatu template osteoinduktif
untuk mendapatkan sel osteogenik pada host murin. Hal ini menunjukkan bahwa
gigi disidui tidak hanya menyediakan petunjuk tentang erupsi gigi permanen,
tetapi juga terlibat pada pembentukan tulang selama erupsi gigi permanen. Stem
cells human exfoliated deciduous (SHED) terekspesi oleh neuronal dan sel glia
yang mungkin berhubungan dengan sel saraf pulpa gigi. Sel neural crest
memainkan peranan penting pada pertumbuhan embrio dan  memberika
peningkatan variasi tipe sel seperti sel saraf, sel pigmen, otot polos, kartilago
kraniofacial dan tulang. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa BMSSCs
juga mampu berdiferensiasi menjadi neural-like cell setelah transplantasi in vivo.
Sel pulpa gigi diketahui memproduksi faktor-faktor neurotropik dan juga
menolong motoneuron setelah cedera tulang belakang. Hal ini menunjukkan
bukti-bukti bahwa SHED mewakili suatu populasi sel punca post natal yang
mampu berproliferasi secara luas dan berdiferensiasi multipoten. Oleh karena gigi
disidui mungkin merupakan sumber yang ideal untuk memperbaiki kerusakan
struktur sel punca gigi, merangsang regenerasi tulang, dan memungkinkan
perawatan cedera jaringan saraf atau penyakit degeneratif. Namun eksistensi
SHED vyang signifikan secara biologis tetap harus dijelaskan. Studi ini
menyediakan deskripsi suatu populasi sel punca yang terletak pada gigi disidui
manusia yang mengalami pengelupasan dan pembentukan dasar untuk studi lebih
lanjut untuk menjelaskan keberhasilan dari penggunaan SHED pada terapi
berbasis seluler.”* Diketahui pula bahwa sisa mahkota gigi disidui yang exfoliated
berisikan sisa-sisa pulpa yang hidup dan jarigan ini terdiri dari pulpa gigi normal

termasuk jaringan ikat, pembuluh darah, dan odontoblas.
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Stem cells human exfoliated deciduous (SHED) diisolasikan pertama kali
tahun 2003 oleh Miura et al yang mengatakan bahwa SHED ini akan bisa
berdiferensiasi menjadi berbagai macam jenis sel dengan jangkauan yang lebih
besar daripada DPSCs, yang mana sel sel yang berkembang ini meliputi sel
neural, apocytes, sel mirip osteoblas dan sel menyerupai odontoblas. Tugas utama
dari sel sel ini ialah membentuk jaringan berkomposisi mineral yang nantinya
akan kita gunakan untuk merangsang regenerasi tulang. SHED berbeda dengan
DPSCs, karena SHED ini sifatnya lebih dewasa mampu berdiferensiasi menjadi
berbagai jenis sel, yg lebih besar dari batas DPSCs>’. Kegunaan SHED ini
mungkin akan jauh lebih berguna dibanding sel punca gigi permanen karena
kemapuan proliferasinya lebih besar dibandingkan dengan yang ada pada gigi
permanen dan diambilkan dari jaringan yang sudah akan dibuang dan mudah
dijangkau.”™ Studi yang dilakukan saat ini memperkenalkan mekanisme yang
mendasari diferensiasi dari SHED menjadi endotelium fungsional, dan
menegaskan aktivitas sebelumnya yang menunjukkan diferensiasi dari SHED ke
arah odontoblas. Dengan demikian SHED mengandung multi sel punca ampuh.
SHED diketahui sebagai populasi yang sangat proliferatif, clonogenic sel mampu
membedakan menjadi berbagai jenis sel termasuk sel saraf, sel lemak, dan
odontoblas. Setelah di transplantasi secara in vivo, SHED dapat menginduksi
pembentukan tulang, menghasilkan dentin, dan bertahan di otak tikus bersama
dengan ekspresi penanda saraf. SHED tidak hanya berasal dari jaringan sangat
mudah diperoleh sumbernya tetapi juga mampu memberikan sel cukup untuk
potensial pada tiap aplikasi klinis.*?

2.3.5 Isolasi dan Identifikasi Sel Punca dari Sel Pulpa Gigi

Seperti diketahui bahwa jaringan pulpa merupakan salah satu sumber sel
punca mesensimal® dan sel punca ini mempunyai kapasitas untuk berdiferensiasi
ke galur odontoblas maupun galur fibroblas>, maka penelitian in vitro diperlukan
untuk mengkarakterisasi keberadaannya. Hasil karakterisasi in vitro tersebut
selajutnya dapat dikembangkan untuk optimalisasi dan mengevaluasi berbagai
material bioaktif yang diperlukan dalam proses rekayasa jaringan termasuk
jaringan pulpa. Tahap kritis dari prosedur rekayasa jaringan pulpa adalah ketika

mengisolasi sel yang berpotensi untuk berdiferensiasi ke arah galur odontoblas-
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like cells. Dari beberapa eksperimen in vitro dapat diketahui bahwa sel punca asal
pulpa dapat diisolasi dari pulpa gigi molar impaksi khususnya dari individu muda
berusia 14-29 tahun.”® ! Sel punca dapat pula diisolasi dari pulpa gigi disidui,
namun karakteristik fenotipnya berbeda. Sel punca asal gigi disidui lebih cepat
berproliferasi, dan diferensiasi in vivo lebih cenderung ke arah osteogenesis, serta
tidak mempunyai kapasitas untuk merekontruksi pulp-dentin complex.>® Setalah
jaringan pulpa diseparasi dari gigi kemudian diisolasi dan diinkubasi/dikultur
dalam inkubator CO, dengan atmosfir yang terdiri dari 95% O, dan 5% CO, pada
temperatur 37°C.%% 9 Kepadatan sel dapat diamati dengan menggunakan
mikroskop inverted. Apabila telah confluent (padat) maka sel harus dipanen dan
dilakukan penanaman kembali (subculture). Secara empiris, subculture lebih baik
dilakukan sebanyak 3-5 kali sebelum sel digunakan untuk keperluan
eksperimen.®® Bila diasumsikan sel telah siap untuk diperlakukan sesuai dengan
rancangan eksperimen, maka tahapan kerja berikutnya, adalah menghitung jumlah
sel yang akan dimasukkan ke dalam tissue culture plate. %

Untuk memastikan apakah di dalam populasi sel yang dikultur terdapat
undefferentiated cell, maka identifikasi ini dilakukan dengan cara mendeteksi
penanda (marker) fenotip sel punca, STRO-1, dengan menggunakan teknik
imunositokimia. Sel yang telah dibiak selama waktu tertentu, dipanen dan
dilepskan dari dasar plate dengan menggunakan larutan Trypsin-EDTA. Setelah
dilakukan penghitungan sel kemudian sel dimasukkan ke dalam plate baru dan
dicampur dengan antibodi monoklonal anti-STRO-1. Kemudian ditambahkan
antibodi sekunder (anti-lgG) yang berlabel horseradish peroksidase (HRP).
Setelah dilakukan penambahan substrat tetramethyl benzidine/ hydrogen peroxide
(TMB/H,0;) maka sel dengan fenotip STRO-1 positip diidentifikasi sebagai sel
punca mesensimal yang berasal dari jaringan pulpa.>

Dari berbagai eksperimen in vitro.*® dapat diketahui bahwa diketahui
bahwa selain growth factor, matriks ekstraseluler (scaffold) juga berperan dalam
proses proliferasi dan diferensiasi sel. Dalam konteks ini, pelepasan molekul
bioaktif dari matriks ekstraseluler merupakan faktor penting dalam pembentukan
organisasi jaringan, sehingga dalam eksperimen rekayasa jaringan pulpa,

relationships antara growth factor dan matriks ekstaseluller harus dirancang dan
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dianalisis secara cermat. Misalnya, pemilihan polimer yang akan digunakan
sebagai matriks ekstraseluler, tidak hanya berfungsi sebagai carrier growth factor,
tapi juga berperan dalam mengontrol pelepasan molekul bioaktif tersebut agar

dapat masuk ke dalam kompartemen sel yang akan diinduksinya.*
2.4  Marker Fenotip Odontoblas

2.4.1 Odontoblas
Kompleks pulpa dentin memiliki potensi regeneratif alami utama dalam

pembentukan dentin tersier. Odontoblas mungkin bertahan terhadap cedera ringan, seperti
atrisi atau karies awal, dan sekresi matrik dentin reaksioner. Namun, pada trauma dengan
intensitas yang lebih besar, seperti karies tingkat lanjut atau prosedur restoratif, dapat
menyebabkan kematian odontoblas. Cedera pulpa mengakibatkan kematian dan
inflamasi sel. Derajat inflamasinya sebanding dengan intensitas dan keparahan
jaringan yang rusak. Cedera ringan seperti karies awal, preparasi kavitas yang
dangkal atau trauma ringan mengakibatkan inflamasi yang sedikit atau tidak sama
sekali pada pulpa. Karies dalam, prosedur operatif yang luas atau iritasi yang
persisten dapat menyebabkan perubahan inflamasi lebih parah. Respon pulpa
terhadap cedera berkisar dari inflamasi sementara (pulpitis reversibel) dan pulpitis
irriversibel sampai dengan nekrosis pulpa total. Perubahan ini sering muncul tanpa
keluhan.” Secara patologis pulpitis (inflamasi pulpa) dibagi dua yaitu pulpitis
reversibel dan irreversible.*

Odontoblas adalah sel pulpa yang paling khas. Odontoblas ini membentuk
lapisan tunggal di perifernya dan mensintesis matrik yang kemudian
termineralisasi dan menjadi dentin. Di bagian mahkota ruang pulpa yang
jumlahnya paling banyak dan berbentuk kubus serta relatif besar sekitar 45.000
dan 65.000/mm?®. Di daerah serviks dan bagian tengah-tengah akar lebih sedikit
dan bentuknya lebih gepeng (skuamosa). Odontoblas adalah sel akhir yang tidak
mengalami pembelahan sel. Odontoblas masih dapat bertahan terhadap cedera
ringan, seperti atrisi atau karies awal, dan sekresi matrik dentin reaksioner. Pada
keadaan ini odontoblas dapat membentuk odontoblas baru menggantikan
odontoblas lama yang hilang akibat cedera. Tumbuhnya odontoblas baru terjadi
jika zona kaya akan sel sudah ada preodontoblas. Preodontoblas adalah sel yang
telah terdiferensiasi sebagian sepanjang garis odontoblas. Preodontoblas ini akan

Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.



33

bermigrasi ke tempat terjadinya cedera dan melanjutkan diferensiasinya pada
tempat tersebut.*® Proses pergantian di atas belum diketahui faktor penyebabnya,
diperkirakan faktor pertumbuhan bone morphogenic protein (BMP) dan
transforming growth factor p (TGF ) berkombinasi dengan jaringan lain
mengawali perubahan tersebut.”® Untuk merespon dan menstimulasi permukaan
pulpa dentin, odontoblas baru dikumpulkan dan didiferensiasikan pada lokasi
cedera untuk mensintesis dentin reparatif tubular yang terhubung dengan
osteodentin. Dentin reparatif ini akan menyediakan sebuah “jembatan” jaringan
termineralisasi dengan segera di bawah jaringan yang mengalami kerusakan
secara meluas, sebagai cara untuk menyelamatkan vitalitas pulpa.

Dentin reparatif dikenal dengan dentin iregular atau dentin tersier, disusun
oleh pulpa sebagai suatu reaksi terhadap rangsangan yang membahayakan.
Rangsangan tersebut berupa karies, prosedur operatif, bahan restoratif, abrasi atau
trauma yang dapat mencederahi pulpa. Dentin reparatif ditumpuk didaerah yang
mengalami cedera. Kecepatan, kualitas dan kuantitas dentin reparatif yang
ditumpuk tergantung keparahan dan lamanya cedera yang dialami odontoblas dan
biasanya dihasilkan oleh odontoblas baru.”” Kompleks pulpa dentin memiliki
potensi regeneratif alami utama dalam pembentukan dentin reparatif.. Pada trauma
dengan intensitas yang lebih besar, seperti karies tingkat lanjut atau prosedur
restoratif, dapat menyebabkan kematian odontoblas.

Pada jaringan sehat, progenitor atau sel punca biasanya bertahan dalam
keadaan tidak bergerak (diam), dikarenakan pengaruh dari lingkungan dimana
mereka ditemukan. Cedera mengawali kematian dari odontoblas pasca mitosis
dalam matrik dentin. Identifikasi sel progenitor dapat diamati dengan baik secara
in situ mengikuti aktivasinya dalam merespon luka. Penelitian yang dilakukan
selama tahun 1980-an mengindikasikan bahwa penggantian odontoblas, disintesis
oleh dentin reparatif, berasal dari sel-sel mesensimal. Penandaan sel dengan
timidin tritium, pada kasus pulpcapping, menunjukkan proliferasi awal sel-sel di
daerah pulpa dalam di bawah tempat cedera, diikuti oleh migrasi yang tampak
dari sel-sel ini ke situs luka dimana mereka mengalami proliferasi lebih lanjut dan
diferensiasi sel-sel seperti odontoblas fungsional. Di masa yang akan datang terapi

regeneratif gigi didasarkan pada eksploitasi sel progenitor pada pulpa gigi. Dapat
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disimpulkan bahwa terdapat kesempatan untuk membawa restorasi kedokteran
gigi ke era yang baru, dengan memanfaatkan aktivitas biologis dari jaringan gigi
untuk memfasilitasi penyembuhan luka dan regenerasi jaringan.

Formasi matriks dentin oleh sel galur odontoblas selama proses
mineralisasi dapat diidentifikasi dan dikwantifikasi pada level protein atau
ekspresi gen.** Beberapa protein yang disekresikan oleh sel ini, seperti alkaline
phosphatse (ALP), kolagen tipe-1 (Col-1), dentin matrix protein-1 (DMP-1),
dentin sialophospho-protein (DSPP), osteonectin (ON), dan osteocalcin (OC),
sering dijadikan biomarker untuk menganalisis aktivitas odontoblas.!” *2 Ekspresi
dari DMP-1 dan DSPP pada odontoblas fungsional di tahap awal dari
odontogenesis sesuai dengan hipotesis yang menyatakan bahwa DMP-1 dan

DSPP berperan dalam mineralisasi dentin.”

2.4.2 Pengamatan Proliferasi dan Viabilitas Sel

Proliferasi sel adalah pertumbuhan atau reproduksi sel yang sama secara
multiplikasi. Pengamatan proliferasi sel dapat dilakukan dengan uji viabiltas sel
punca pulpa gigi dengan metoda MTT banyak digunakan untuk mempelajari
viabiltas sel . Metoda ini dapat mengukur aktivitas metabolisme dari pertumbuhan
sel dan sangat berguna untuk menentukan pertumbuhan sel sebagai respon
terhadap bahan uji. Uji viabiltas ini menggunakan Alamar Blue™ dan 3-(4,5-
dimethythiazol-2-yl)-2-5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay.” Viabilitas
sel adalah kemungkinan sel untuk bertahan hidup.®®°* Uiji viabilitas juga dapat
digunakan untuk menentukan sitotoksisitas suatu bahan atau obat yang dapat

|.102

merangsang atau menghambat pertumbuhan se Viabilitas dinyatakan dengan

cara membandingkan nilai absorbansi kelompok perlakuan yang dipapar bahan uji

dengan nilai absorbansi kelompok kontrol dikalikan 100%. Rumus viabilitas sel

103

(In Vitro Technologies)™" sebagai berikut:

Viabilitas Sel _Nilai absorbansi kelompok Perlakuan

- 0
(% dari Kontrol) Nilai absorbansi kelompok Kontrol X100 %

Bahan atau obat yang dipaparkan tersebut dikatakan toksik apabila prosetasinya
dibawah 100%.
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2.4.3 Pengamatan Diferensiasi Sel

Dari literatur dapat diketahui, sel punca yang berasal dari jaringan pulpa
memiliki potensi untuk berdiferensiasi, baik ke arah galur sel odontoblas
(odontoblas-like cell) maupun galur fibroblast.>® ® Dengan demikian, untuk
mendapatkan galur sel odontoblas, maka deposit kalsium, yang mencirikan
maturasi odontoblas-like cell, dapat diinduksi dengan menambahkan ke dalam
medium kultur (DMEM + 10% FBS/FCS + penisillin/streptomisin) suplemen
berikut: dexamethason (10nM), ascorbid acid (50pg/ul), dan glycerophospate
(10mM) atau molekul bioaktif (100-200 ng/ml)."** Molekul bioaktif adalah
growth factor atau signaling molecule yang berperan dalam meregulasi proliferasi
dan diferensiasi sel punca ke arah galur sel yang diperlukan dalam pembentukan
jaringan pulpa “baru”. Formasi matriks dentin oleh sel galur odontoblas selama
proses mineralisasi dapat diidentifikasi dan dikwantifikasi pada level protein.*
Beberapa protein yang disekresikan oleh sel ini, antara lain alkaline phosphatse
(ALP), kolagen tipe-1 (Col-1), dentin matrix protein-1 (DMP-1), dentin
sialophospho-protein (DSPP), osteonectin (ON), dan osteocalcin (OC), sering
dijadikan biomarker untuk menganalisis aktivitas odontoblas.*?

2.4.4  Alkaline Phosphatase (ALP)

Alkaline phosphatase (ALP) merupakan enzim hidrofilik yang bekerja
dengan membebaskan fosfat organik dari ester fosfat. Distribusi dari enzim ini
menunjukkan fungsi biologis yang penting terutama pada jaringan yang
mengalami mineralisasi, walaupun perannya belum sepenuhnya diketahui.
Aktivitas enzim ini berhubungan juga dengan pembentukan jaringan keras gigi
dan tulang sehingga ALP digunakan secara luas sebagai penanda sel-sel turunan
jaringan kalsifikasi antara lain odontoblas.

Alkaline phosphatase (ALP) dapat melepaskan ester fosforik dan ion fosfat
dalam keadaan bebas dan berreaksi dengan ion kalsium dari aliran darah dan
membentuk kalsium fosfat di matrik organik yang disebut sebagai unit molekuler
hidroksiapatit. Terdapat empat ionenzim ALP yang telah diindentifikasi pada
manusia yaitu: non spesifik (hati, tulang, ginjal), intestin, plasenta dan sel bakteri
ALP.** * Alkaline phosphatase (ALP) yang dihasilkan oleh odontoblas adalah

tipe non spesifik.
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Perubahan aktivitas ALP pernah diteliti pada kultur sel pulpa dan
ditemukan bahwa aktivitas ALP tertinggi pada fase proliferasi dan fase
diferensiasi. Penelitian ini menujukkan bahwa aktivitas ALP dapat digunakan
sebagai marker dalam diferensiasi awal dari odontoblas. Alkaline phosphatase
(ALP) dalam pulpa terdapat di odontoblas dan lapisan sub odontoblas. Enzim ini
berperan dalam mineralisasi dentin.”® Penelitian lain pernah dilakukan terhadap
ALP di dalam sel pulpa manusia, plasenta dan tulang. Sel pulpa yang berasal dari
gigi molar tiga yang diekstraksi karena indikasi perawatan ortodonsia. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa sel pulpa memperlihatkan aktivitas ALP tertinggi
dibanding dengan tulang dan plasenta. Lokasi spesifik dari enzim ALP berada
dilapisan sub odontoblas pulpa manusia dan menunjukkan bahwa enzim ini

berperan di dlam transportasi ion-ion terutama fosfat.*® 1%

2.4.5 Dentin Sialophosphoprotein (DSPP)

Dentin sialopospoprotein (DSPP) adalah suatu sialic acid yang kaya
glycoprotein yang dihasilkan oleh odontoblas.”> Protein ini mirip seperti tiga
sialoprotein tulang yaitu: osteopontin, sialoprotein tulang dan bone acidic
glycoprotein-75. DSPP kaya asam aspartat, asam glutamat, glycine dan serine
dengan berat molekul + 53.000, dan mempunyai terminal NH2 tiga asam amino
yang dapat diindentifikasi pada osteopontin manusia dan sama dengan
osteopontin tikus dan bone acidic glycoprotein-75. Berdasarkan observasi tersebut
diperkirakan bahwa DSPP merupakan famili yang sama dengan sialoprotein
tulang.*> 1%

Salah satu sifat sialoprotein tulang adalah kemampuannya untuk memacu
perlekatan dan penyebaran sel-sel secara in vitro melalui interaksi sekuen Ars-
Gly-asp (RGD) dengan protein-protein membran sel yang disebut integrins.
Penelitian Butler dengan menggunakan antibodi polyclonal dan prosedur
immunostaining menunjukkan bahwa DSPP diekspresikan oleh odontoblas yang
dimulai dengan pembentukan predentin. Odontoblas matang juga immunopositif
dan pewarnaan jelas terlihat berada dalam tonjol odontoblas. Setelah Butler
mengobservasi ekspresi DSPP oleh sel-sel pulpa yang aktif pada dentinogenisis.
Hal ini dihubungkan dengan ekspresi fenotip menjadi sel-sel odontoblas yang

matang.** 1%
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Dari uraian tersebut di atas dapat disimpulkan bahwa DSPP disekresikan
secara selektif oleh odontoblas dan olah sel-sel pulpa yang berkaitan.
Kemungkinan sekresi ke dalam dentin melalui tonjol odontoblas dengan alur
sekresi yang sama dengan posforin. Walaupun fungsi DSPP belum diketahui jelas,
DSPP terbukti merupakan marker untuk identifikasi dan mempelajari diferensiasi

sel-sel dentin-pulpa komplek.'*® %’

2.4.6 Dentin Matrix Protein 1 (DMP-1)

Dentin adalah substansi mirip tulang yang terdiri dari matriks ekstraseluler
termineralisasi yang disekresi oleh odontoblas. Komponen utama dari matriks
ekstraseluler adalah kolagen, sedangkan 10%nya adalah zat non kolagen yang
terutama terdiri dari asam phosphoprotein. Ketika komponen kolagen sebagian
besar mengendapkan kristal hidroksiapatit, komponen non kolagen terlibat dalam
inisiasi mineralisasi dan laju pertumbuhan apatit. Komponen protein non kolagen
pada matriks dentin saat ini mulai diidentifikasi dan ditandai, terutama pada
proses kloning DNA.*®

Salah satu asam phosphoprotein yang teridentifikasi dengan bantuan
teknik DNA rekombinan dikenal sebagai AG1, yang kemudian dinamai sebagali
matriks dentin protein 1 atau DMP1. Klon dari cDNA DMP1 diperoleh dengan
melakukan screening cDNA tikus yang disiapkan dari mRNA odontoblas. Klon
dikodekan sebagai rantai polipeptida yang terdiri dari 16 residu asam amino
rangkaian sinyal dan 473 residu protein dewasa dengan estimasi Mr 53.000.
Keasaman protein tersebut diduga berasal dr residu Glu dan Asp dalam jumlah
besar, dengan sifat phosphoprotein yang muncul >100 residu Ser yang
membentuk tempat untuk fosforilasi oleh kasein kinase | dan Il. Kehadiran
beberapa N-glikosilasi O-glikosilasi menunjukkan bahwa DMP1 adalah
glikoprotein dan prediksi ini didukung oleh 61.000 Mr dari molekul
immunopresipat 32P-label. Transkrip gen DMP1 awalnya terdeteksi melalui
hibridisasi pada odontoblas, namun hibridisasi ini juga dapat terlihat pada jaringan
mineral lainnya, termasuk tulang dan sementum.*®

Homolog gen DMP1 atau transkrip telah dikloningkan pada manusia,
ternak, dan tikus. DMP1 gen manusia terdiri dari enam ekson yang dipisahkan

oleh lima itrons dan berisi kerangka terbuka dari 1539 pasangan basa. Peta gen
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manusia DMP1 pada area 4q21-4g22,berdekatan dengan gen dentinogenesis
imperfekta tipe 2. Namun, kedua gen ini tidak identik. Fungsi dari DMP1 belum
jelas diketahui, tetapi proteinnya diyakini mengikat fibril matrik setelah
pengangkutan pada proses pembentukan awal matrik kolagen tipel dan memulai
nukleisasi untuk memfasilitasi mineralisasi melalui pengikatan Ca?.'%

Dentin telah diyakini mempunyai sejarah evolusi yang panjang yang
bermula dari asal usul vertebrata, bahkan dianggap sebagai salah satu karakteristik
yang unik dari subphylum vertebrata. Hal ini terlihat dengan adanya berbagai
jenis dentin yang menggambarkan secara signifikan kesimpulan hubungan
phylogenetic diantara vertebrata yang sudah punah hingga yang masih eksis.
Perbandingan bentuk dentin telah didasarkan pada pengujian morfologi dan
mikroskopis-anatomi, yang dapat menimbulkan kesimpulan yang salah sebagai
akibat dari konvergensi fenotipik. Utilitas dari dentin sebagai penanda filogenetik
sangat dapat ditingkatkan dengan pesat dengan cara melengkapi morfologi oleh
studi molekuler. Selain itu, evolusi molekular dari berbagai protein yang
membentuk dentin bisa sangat menarik dalam dirinya sendiri. Penelitian semacam
itu selama ini terbatas pada deteksi reaksi silang dengan metode serologi
imunologi. Reaksi silang tidak membuat homologi protein terutama yang berasal
dari filum yang sangat berbeda.'*®

Sebagai sel induk untuk odontoblas, harus ada beberapa populasi sel
dalam pulpa gigi/ papilla seperti lapisan sel keturunan odontoblas pada bagian
bawah permukaan sel di bawah lapisan pulpa gigi/ sel parenkim papilla.
Seluruhnya berisi sel mesensimal yang tidak dibedakan atau dibedakan ulang.
Selanjutnya, sel yang mengekspresikan sialoprotein dentine (DSP) dan gen
phosphopryn (DPP), dimana sebagai penanda spesifik untuk pembeda odontoblas,
telah menimbulkan dentin matrik protein 1 yang berlebih (DMP1), yang juga telah
terdeteksi di dentin, tulang dan dari masing-masing sumber sel. Berdasarkan
laporan tersebut, keberadaan sel-sel yang dapat dimasukan untuk mengungkapkan
penanda spesifik dan dapat mendorong odontoblas berdekatan dengan
hidroksiapatit/ tricalcium fosfat, sebagian mungkin mencerminkan kenyataan
bahwa ketika sel-sel pulpa gigi tersebut yang berdekatan dengan permukaan

jaringan mineralisasi, terjadi induksi odontoblas regeneratif. Bagaimanapun jenis
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sel yang berasal odontoblas regeneratif kurang dipahami. Selanjutnya, sinyal dan
jalur oleh sel subodontoblasis dibedakan menjadi odontoblas superfamili TGF-p,
faktor pertumbuhan fibroblas (FGFs) dan faktor pertumbuhan insuline-like
(IGFs). Dalam suatu sistem organ budaya microenvirontment tiga dimensi yang
menyediakan kondisi yang dibutuhkan untuk pembedaan odontoblas, diduga
komponen membran basal TGF-B1 yang disekresikan. Kemudian bersama-sama
dengan penyerapan ECM disekitarnya substratum agar terisolasi oleh papilla gigi
yang memainkan peranan yang sama yang mungkin dimainkan oleh membran
basal in vivo.™*

Dentin reparatif, atau disebut juga dentin tersier (generasi sekunder
odontoblas diferensiasi), termasuk dentinogenesif reparatif dan reaksioner. Dentin
ini terbentuk pada pulpa ectomesenchymal gigi, berasal dari ujung saraf kranial,
dan tidak memiliki elemen epitel dan membran basal. Sebaliknya, dentin primer
(generasi utama odontoblas diferensiasi) dikendalikan oleh interaksi epitel
mesensimal yang dimediasi oleh lapisan matriks ekstraseluler (ECM). Pada proses
fisiologis, pembentukan sel tubular dentin diinduksi mengikuti pengendapan awal
baik dari osteodentin amorf (reparative) atau tubular dentin (dentinogenesis
reaksioner). Pada penelitian, dentinogenesis dapat diinduksi oleh anggota
superfamili transforming growth factor-p (TGF-B) dengan mengkombinasikan
pertumbuhan tertentu, dan diinduksi berdekatan dengan permukaan struktur
ECM- penyerapan substrat agar. Dentinogenesis juga dapat diinduksi berdekatan
dengan ECM buatan atau hidroksiapatit/ fosfat tricalcium yang di cangkokan.
Pulpa gigi/ papilla akan membantu menjaga proses dentinogenesis. Oleh karena
itu, sel induk untuk odontoblas regeneratif harus ada dalam pulpa gigi/ papilla
sebagai jaringan ikat. Dimana jaringan ini terdiri dari sel-sel mesenchymal yang
tidak memiliki perbedaan, fibroblas pulpa, sel-sel yang terkait dengan penyediaan
neurovaskular, dan sel-sel sistem imun. Ketika sel-sel endotel vaskular, sel mural
(pericytes dan sel otot) dan sel-sel saraf perifer bersebelahan dengan berbagai
jenis membran basal, dapat terjadi trans differensial. Populasi sel odontoblasic
berada pada zona kaya sel pada pulpa gigi. Lapisan sel turunan odontoblas juga
ada di pinggir papila gigi seri. Selain itu, sel-sel imunokompeten pulpa juga dapat

berkontribusi untuk dentinogenesis tersier pada replantasi molar. Populasi stem
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cell mampu merangsang odontoblas yang telah mengisolasinya dalam pulpa gigi
manusia.**®Matrik ekstraseluler dentin 90% terdiri dari fibril kolagen tipe I, yang
menyediakan struktur kerangka yang mendefinisikan ruangan untuk mineral yang
dibutuhkan. Kolagen sendiri tidak mempunyai kapasitas untuk menginduksi
formasi matrik mineral khusus dari kalsium phospat yang tidak mengendap secara
spontan. Pada protein nonkolagen yang memiliki properti menjepit kalsium dan
fungsi seperti peningkat atau penghambat perpindahan mineral ke dalam pada
percobaan vitro. Mereka terdiri dari dentin sialophosphoprotein (DSPP) yang
merupakan sebuah induk protein yang besar yang mengalami perpecahan menjadi
dua produk, dentin sialoprotein (DSP) dan dentin phosphoprotein (DPP), dentin
matrik protein 1, 2, 3 (DMP 1, DMP 2, dan DMP 3, secara berurutan), dan sedikit
dari osteopontin, tulang sialoprotein, osteonectin dan osteocalcin.*’

Dentin matrik protein 1 adalah sebagian besar matrik asam protein non-
kolagen yang pertama kali di gandakan dari proses mineralisasi dentin matrik, dan
pada akhirnya dari tulang matrik. Perhatian terfokus pada pontesi kemampuan
dari protein ini untuk menjepitkan diri pada kolagen fibril pada jaringan mineral.
Protein ini berukuran 66 kDa molekul yang mengandung dua kelopok peptida
pada akhiran carboxyl yaitu 349DSESSEEDR357 dan
424SEENRDSDSQDSSR437, yang mana telah mendemonstrasikan daya tarik
menarik yang tinggi pada kolagen pada percobaan vitro. Oleh karena itu mereka
bertanggungjawab pada penjepitan DMP1 pada kolagen monomer. Sebagai
tambahan, berdasarkan pada kandungan negatif yang tinggi, DMP1 telah
ditetapkan untuk menjalankan sebuah aturan yang penting pada proses
mineralisasi jaringan dengan mengawali dan mengatur fase perpindahan mineral.
Asumsi ini telah dikonfirmasi lebih jauh oleh penemuan yang memperlihatkan
bahwa penggabungan ulang DMP1 dapat mengakibatkan apatite nucleation pada
vivo. Hasil yang sudah ada memverifikasi bahwa DMP1 kolagen kompleks
menghasilkan perpindahan mineral pada permukaan kolagen ketika diinkubasi
pada penyangga bufer pseudo-physio-logical, dimana tidak ada perpindahan
kalsium phospat terjadi ketika DMP1 menghilang. Hal ini disimpulkan bahwa
interaksi kooperatif antara DMP1 dan kolagen tipe I mungkin menjadi tahapan
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yang penting dalam proses biomineralisasi pada proses mineralisasi dengan media
matrik.'%®

Dalam osteoblas, DMP1 menampakkan diri berperilaku sebagai aktivator
dari pencatatan jalur tertentu yang mengarahkan pada tanda alkaline phospate.
Ketika dalam ikatan dengan faktor transkripsional osteoblas lainya, protein ini
mungkin meregulasi tanda dari gen osteocalcin. Hal ini telah dilaporkan bahwa
sintesa undifferentiated osteoblas DMP1 pertama diangkut kedalam intinya
dengan cara mengikat domain NLS3 aktif dengan faktor pengangkut yang mudah
larut seperti importin, asal diregulasi, pengiriman DMP1 yang tidak searah
kedalam inti osteoblas. Di dalam inti, DMP1 bertanggung jawab terhadap regulasi
transkripsi gen matriks yang terlibat dalam mineralisasi martiks. Ketika osteoblas
dipolarisasi, DMP1 melalui beberapa penyesuaian merubah phosphorylasi dengan
kasein kinase Il. Seluruh perubahan penyesuaian membuka nuclear export signal
(NES) rangkaian peptida dan eksport komplek DMP1 Ca2+ dengan cepat ke
dalam matriks ekstraseluler dimana terjadi ikatan khusus pada fibril kolagen, dan

memulai nukleisasi hydroxyapatite.*®®

2.4.7. Osteocalcin (OC)

Osteocalcin (OC) adalah protein non-kolagen yang ditemukan di tulang
dan dentin. ** *°. Osteocalcin (OC) juga dikenal sebagai asam carboxyglutamik
gamma tulang yang mengandung protein (BGLAP). Pada manusia, osteocalcin
adalah BGLAP yang dikodekan oleh gen. Osteocalcin (OC) hanya disekresi oleh
osteoblas dan memainkan peran dalam pengaturan metabolisme tubuh dan pro-
osteoblasik atau pembentukan tulang. Osteocalcin  juga terlibat dalam
mineralisasi tulang dan ion kalsium homeostasis.*

Osteocalcin (OC) sebagai salah satu dari beberapa tipe protein yang
disekresi oleh osteoblas, memainkan peranan yang penting dalam diferensiasi
osteoblas dan pembentukan tulang. Osteocalcin tampak pada tahap diferensiasi
paling akhir dari osteoblas dewasa dan merupakan protein non kolagen pada
matrik tulang. Pada tikus yang mengalami defisiensi osteocalcin terjadi
peningkatan pembentukan tulang. Pola dari ekspresi gen-gen dan protein-protein
selama diferensiasi odontoblas memiliki kesamaaan dengan osteoblas. Pada pulpa

gigi yang normal, ekspresi osteocalcin juga terlokalisasi pada organel-organel
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intra seluler dari odontoblas. Namun ekspresi ostecalcin pada osteoblas dan pada
matrix dentin selama pembentukan dentin tersier belum sepenuhnya terjelaskan.*®

Menurut Karsenty dan Wagner  proses diferensiasi dari turunan
osteoblasik dikontrol secara ketat oleh beberapa faktor transkripsi inti. Protein
aktivator 1 (AP-1) terikat pada AP-1 binding site dari area tertinggi pada target
gen spesifik, seperti fungsi osteocalcin, dan menjadi ekspresi penengah pada
osteoblas. Angel dan Karlin menyatakan bahwa protein AP-1 adalah heterodimer
dari protein Fos (c-Fos, Fos B, Fra-1, Fra-2) dan protein Jun (c-Jun, Jun B, Jun
D). Ekspresi berurutan dari beberapa anggota AP-1 telah diteliti pada osteoblas.
Diantara anggota tersebut, mMRNA Fra-2 dan mRNA Jun D telah dikenalkan
sebagai osteoblas yang berdiferensiasi penuh. Sebagai kebalikannya menurut
Kitamura dan Terashita (1997), m-RNA c-Jun dan m-RNA jun B diekspresikan
selama pembentukan dentin fisiologis dan reparatif. Namun keterlibatan anggota
AP-1 yang lain dalam pembentukan dentin tersier belum diketahui.*

Osteocalcin (OC) dianggap sebagai pangkal marker diferensiasi
odontoblas. Berdasarkan pengamatan yang dilakukan menggunakan mikroskop
immunoelektron, osteocalcin tidak ditemukan pada sel oval yang memiliki proses
sitoplasmik yang pendek dan menonjol kearah permukaan pulpa dentin di bawah
kavitas pada hari pertama setelah preparasi. Setelah dua hari, beberapa sel yang
memanjang dengan proses sitoplasmik yang panjang memperlihatkan osteocalcin
pada badan golgi yang berkembang dan pada vesikel. Menurut Couve, adanya
temuan ultra struktur sel ini mengindikasikan bahwa sel oval pada hari pertama
setelah preparasi dan sel yang memanjang pada 2 hari setelah preparasi adalah
preodontoblas dan odontoblas. Berkebalikan dengan kondisi tersebut, setelah 3
hari, osteocalcin yang berlebih tampak pada perkembangan badan golgi yang
pesat dan pada vesikle dari sel columnar ditepi permukaan dentin-pulpa dibawah
kavitas. Sel columnar ini juga berkembang dengan baik pada retikulum
endoplasmik kasar dan proses sitoplasmik yang panjang yang masuk dalam
pembentukan matrix baru.*

Berdasarkan klasifikasi odontoblas menurut Couve, sekresi odontoblas
menghasilkan perkembangan retikulum endoplasmik kasar dan badan golgi yang

baik. Analisis RT-PCR (Reverse Transcription/Polymerase Chain Reaction) juga
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mengindikasikan bahwa tingkatan yang lebih tinggi dari mRNA terlihat pada
jaringan pulpa pada 2-3 hari setelah preparasi dibandingkan dengan jaringan pulpa
yang tidak diberi tindakan (kontrol). Hal ini mengesankan bahwa mMRNA
osteocalcin terlihat kuat baik pada sel yang memanjang 2 hari setelah preparasi,
maupun pada sel columnar 3 hari setelah preparasi di bawah kavitas yang
terpreparasi. Hal ini dapat memberikan kesimpulan bahwa sel columnar adalah
terminal diferensiasi odontoblas yang aktif mensekresi matix dentin.*®

Osteocalcin telah terlokalisir pada lapisan matrix dentin selama
pertumbuhan gigi dan pada mineralisasi awal selama pembentukan tulang.
Pengamatan menggunakan mikroskop immunoelektron menunjukan osteocalcin
dalam jumlah besar pada odontoblas 3 hari setelah preparasi, dimana sejumlah
kecil osteocalcin terdapat pada odontoblas gigi yang tidak dirawat. Osteocalcin
yang berlebih juga terdeposit pada fibril kolagen tipe-1 pada predentin dari dentin
reaksioner. Pada 10 hari setelah preparasi, dentin reaksioner yang padat
diproduksi dibawah kavitas berhubungan dengan dasar kavitas. Hal ini
mengindikasikan bahwa osteocalcin dalam jumlah yang banyak tersebut dan
kolagen tipe-1 disekresi secara cepat dari odontoblas untuk membentuk predentin
dari dentin reaksioner. Hal ini menimbulkan dugaan bahwa osteocalcin mungkin
tidak hanya berperan dalam kontrol sekresi, namun juga pada pematangan matrix
dentin pada dentinogenesis reaksioner. Secara ultra struktur, tampak bahwa
degenerasi osteoblasik terdapat pada tubulus dentin dibawah kavitas setelah
dipreparasi dan bahwa tubulus dentin tersebut terisi dengan fibril kolagen tipe-1.
Kemudian osteocalcin terdistribusi padat pada tubulus dentin ini. Temuan ini
mengindikasikan bahwa fibril kolagen tipe-1 dan osteocalcin yang berjumlah
banyak disekresi oleh odontoblas yang diabsobsi ke dalam ruang tubulus dentin
melalui kapiler setelah preparasi gigi. Osteocalcin juga diduga memainkan peran
dalam pencegahan invasi eksogen melalui tubulus denrin yang terpapar, dimana
membantu menjaga vitalitas pulpa gigi.*

Ekspresi selektif dari gen fos dan gen jun adalah fungsi relevan terhadap
tahap pertumbuhan osteoblas dan diferensiasinya. Diketahui juga bahwa jun D
dan fra-2 mRNAs terekspresi pada osteoblas yang terdiferensiasi penuh dan hanya
komplek AP-1 yang terdiri dari Jun D dan Fra-2 yang dapat meninggikan
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ekspresi osteocalcin pada osteoblas. Pada odontoblas, ekspresi mMRNA jun B telah
dilaporkan menjadi bersifat sementara dan meningkat sebagian selama
pembentukan dentin tersier setelah preparasi pada molar tikus. Secara
immunohistochemical dan pemeriksaan mikroskop immunelektron menunjukkan
bahwa Jun D terekspresi secara sementara pada nuclei di beberapa preodontoblas
dan hampir semua odontoblas yang ditemukan dibawah kavitas pada sehari dan
dua hari setelah preparasi. Hal ini menimbulkan dugaan bahwa lokalisasi yang
bersifat sebagian dan sementara dari jun D dapat mengontrol diferensiasi dan
ekspresi gen osteocalcin pada osteoblas selama pembentukan dentin reaksioner.
Namun Jun D tidak terekspresi pada nuclei dari sekretori odontoblas.*®

Dengan menggunakan mikroskop immunoelektron, ditemukan osteocalcin
dalam jumlah besar yang tersintesis di odontoblas dan tersekresi ke matrik dentin
reaksioner pada 3 hari setelah preparasi. Analisis RT-PCR menunjukkan bahwa
ekspresi mRNA osteocalcin jaringan pulpa pada 3 hari setelah preparasi memiliki
tingkatan yang sama tinggi dengan pada 2 hari setelah preparasi. Stabilitas
osteocalcin mMRNA dilaporkan menjadi panjang dengan penambahan vitamin D3
pada kultur osteoblas. Sintesa osteocalcin dapat diperpanjang oleh mekanisme
post-transcriptional setelah odontoblas menghentikan ekspresi dari Jun D pada

hari ketiga setelah preparasi.*®

2.4.8. Osteonectin (ON)

Osteonectin adalah glikoprotein dalam tulang yang mengikat kalsium.
Osteonectin disekresi oleh osteoblas selama pembentukan tulang, permulaan
mineralisasi dan pembentukan kristal mineral. Osteonectin juga menunjukkan
afinitas untuk kolagen, di samping mineral kalsium tulang. Osteonectin adalah
asam yang disekresi oleh matriks ekstraseluler glikoprotein yang memainkan
peran penting dalam mineralisasi tulang, interaksi sel-matriks, dan pengikatan
kolagen. Osteonectin juga meningkatkan produksi dan aktivitas dari
metalloproteinases matriks, fungsi penting untuk menyerang sel-sel kanker di
dalam tulang.**

Ekspresi gen osteonectin pada umumnya ditemukan dalam sel yang
memiliki tingkat produksi matriks/ proliferasi yang tinggi. Dalam jaringan

termineralisasi, sinyal yang kuat diperoleh di osteoblas, odontoblas, dan

Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=id&sl=en&tl=id&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Glycoprotein&rurl=translate.google.co.id&usg=ALkJrhjFqtptOLfBj1CJDcEjY6jpikjIbw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=id&sl=en&tl=id&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Bone&rurl=translate.google.co.id&usg=ALkJrhiK8B3OnKuPph_VmJrjszE0nay8Bg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=id&sl=en&tl=id&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Calcium&rurl=translate.google.co.id&usg=ALkJrhgqGDdcp-j4erEMZR6IPEW0RphgqA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=id&sl=en&tl=id&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Osteoblast&rurl=translate.google.co.id&usg=ALkJrhiWY27HJo5VnwwcFaB2LA2SmyqxYQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=id&sl=en&tl=id&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Collagen&rurl=translate.google.co.id&usg=ALkJrhgOYgSc9AO1G2TrtghLg93PyQGigA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=id&sl=en&tl=id&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_matrix&rurl=translate.google.co.id&usg=ALkJrhgwVRnsWlZ0uyoCkEKP5Od98G0B4Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=id&sl=en&tl=id&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Matrix_metalloproteinase&rurl=translate.google.co.id&usg=ALkJrhhbf_9PzNYfv56ETmKWVD0Mg6q8sA

45

chondrocyte dari daerah di atas zona hipertrofi dan proliferasi. Ekspresi
osteonectin yang kuat juga ditemukan di osteoblas pada perkembangan gigi.
Selain itu, osteonectin mMRNA dan protein terdeteksi pada beberapa jaringan non-
mineralisasi antara lain steroid (memproduksi sel kelenjar adrenal dan gonad),
ginjal (glomeruli), paru-paru (bronchi), kulit, megakaryosit, dan vessel besar.**

Secara histokimia, osteonectin terdeteksi pada ekstraselular tulang dan
pada zona termineralisasi hanya pada tulang rawan. Lokalisasi osteonectin pada
tulang, tulang rawan, dan gigi sesuai dengan peranannya dalam permulaan proses
mineralisasi. Namun, distribusi organ spesifik pada jaringan non-mineralisasi
memberi kesan adanya peran multifungsi yang penting dari osteonectin terhadap
pertumbuhan manusia. Distribusi osteonectin pada jaringan gigi dapat juga dilhat
dari stain yang kuat pada dentin gigi yang tidak erupsi dan tulang alveolar yang
terhubung dengan menggunakan antibodi affiny-purified yang dikombinasikan
dengan teknik peroxide-antiperoxide. Ringan sampai beratnya stain yang timbul
diamati pada pulpa gigi, stratum intermedium, stellate reticulum, dan elemen-
elemen retikuler pada endosteum. Pada gigi yang erupsi, staining osteonectin pada
dentin terkonsentrasi disekitar tubulus dentin dan pada tulang alveolar yang
terhubung dengan variasi intensitas. Pada bagian sementum stain terlihat sangat
sedikit, namun pada ligamen periodontal dan bahan retikuler pada daerah
endoteum menunjukkan tingkatan intensitas stain dari sedang sampai ke berat.
Stain yang lebih ringan tampak pada pulpa dan lamina propria gingiva. Sebagai
perbandingan, kolagen tipe-1 menunjukkan distribusi osteonectin yang sama pada
jaringan fetus dan jaringan dewasa, sedangkan kolagen tipe-3 pada umumnya
terbatas pada ligamen periodontal, elemen-elemen retikuler dari daerah endosteal,
dan Sharpey’s fiber pada tulang dan sementum. Pada kedua lapisan ameloblast
dan odontoblas jaringan fetus, tampak stain untuk osteonectin dan kolagen tipe-
3.112

Pada manusia osteocalcin, osteonectin dan dentin sialophosphoprotein
(DSPP) mRNA dapat dideteksi dengan Reserve Transcription- Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) pada mandibula fetus dan pada kultur sel primer pulpa gigi.
Selain itu, osteocalcin, osteonectin dan protein DSPP terlokalisir pada

pembentukan  jaringan  yang  termineralisasi  dengan  menggunakan
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immunohistochemistry. Secara in vivo, ekspresi DSPP dihubungkan dengan
interaksi terminal epithel mesensimal, amelogenesis dan dentinogenesis. Ekspresi
sementara DSPP terlihat pada ameloblast presekretori dengan ekspresi yang terus
menerus pada odontoblas. Sebaliknya, baik osteoblas maupun odontoblas
menunjukan celah sementara antara ekspresi osteocalcin dan osteonectin pada
perkembangan awal. Osteonectin terekspresi pada tahap awal dari
cytodifferentiaton, dimana osteocalcin terekspresi hanya selama tahap selanjutnya,
khususnya pada gigi. Pada saat tahap maturasi dari pembentukan enamel,
osteocalcin maupun osteonectin terdeteksi pada odontoblas dan prosesnya dalam
matrix ekstraseluler. Berkebalikan dengan tulang, osteocalcin tidak terlokalisir
ekstraseluler dalam matrik dentin kaya kolagen (predentin atau intertubular
dentin), namun ditemukan pada enamel dewasa (mature). Osteonectin terbanyak

berada pada predentin yang tidak termineralisasi.*’

2.5. Pengamatan Deposit Kalsium
lon kalsium adalah mineral inorganik terdapat di dalam tulang dan
hidroksiapatit (HA) yang membentuk tulang. Deposit kalsium menunjukkan
terjadinya suatau proses regenerasi pada tulang dan ditemukan pada hari ke 12
melalui pewarnaan Von Kossa, sedang pada matrik ekstraselluler deposit kalsium
mulai ditemukan pada hari ke 14 dan 21.>**" Metode penghitungan jumlah deposit
kalsium pertama kali dikembangkan oleh Von Kossa dengan berbagai modifikasi.
Untuk menghitung jumlah deposit kalsium digunakan pewarnaan von Kossa
dengan cara menghitung mineral pada sel kultur dengan menggunakan 1% silver
nitrat, sodium thyosulfat dan nuclei fast red . Pemeriksaan di bawah mikroskop
dapat ditemukan pada sel tersebut terdapat warna bintik hitam menunjukkan
adanya ion kalsium, warna merah adalah nucleus dan warna pink adalah
sitoplasma. Apabila tidak terdapat bintik hitam berarti sel tersebut tidak
mengandung ion kalsium.**®
Pada penelitian lainnya menyebutkan bahwa absorbsi kalsium dan serum
leptin meningkat mempunyai hubungan bermakna dengan deposit kalsium. Jadi
ada hubungan yang positif antara absorbsi kalsium, serum leptin dan osteokalsin
dengan deposit kalsium.> Ini membuktikan bahwa meningkatnya deposit kalsium

diikuti pula meningkatnya osteocalcin. Penelitian lain menunjukkan bahwa
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paparan nano dexamethasone ditambah carboxymethylchitosan/poly amidoanime
dendrimer (dex-loaded CMCht/PAMAM) yang dikombinasi dengan HA pada
bone marrow stromal cells (RBMSCs) pada tikus dapat meningkatkan proses
osteogenisis yaitu meningkatnya mineralisasi pada matriks ekstraselluler yang
disertai pula meningkatnya ALP."**

Kolagen yang dominan di dalam dentin adalah kolagen tipe | yang
disintesis oleh odontoblas dan tercakup di dalam matriks dentin.®® Matrik dentin
adalah non kolagen protein yang diekspresikan oleh odontoblas dan disekresi oleh
matrik ekstraselluler dan terikat dengan hydroxyapatite (HA) dalam bentuk ion

kalsium yang dapat meningkatkan proses mineralisasi."****°

2.6. Kerangka Teorli

Berdasarkan teori tersebut di atas dapat disusun suatu kerangka teori
sebagai berikut: Gigi permanan dan disidui diambil sel pulpanya kemudian
diisolasi dan diseleksi untuk memperolah sel punca dengan menggunakan kolom
magnet dan antibodi penanda sel punca STRO-1. Sel punca mesensimal pulpa gigi
(DPSCs dan SHED) dapat berdiferensiasi ke arah odontoblas dan fibroblas. NMT
dan MTA sebagai kontrol dalam penelitian ini bahan yang digunakan untuk
merangsang sel punca berdiferensiasi, berproliferasi dan maturasi sel.

Protein yang disekresikan oleh odontoblas dan sering dijadikan biomarker
untuk menganalisis aktivitas odontoblas adalah: 1. Alkaline phosphatase (ALP)
2. Dentin sialophospho-protein (DSPP) 3. Osteocalcin (OC), 4. Dentin matrix
protein-1 (DMP-1) 5. Ostenectin (ON). Untuk melihat maturasi sel bisa dilakukan
dengan deposit kalsium Tujuan dari penelitian ini adalah terjadinya efek reparatif

dan regenerasi dentin (Gambar 2.5).
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Gambar 2.5. Kerangka Teori
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BAB 3
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Konsep

Modifikasi MTA menjadi NMT dilakukan dengan cara milling yang
dilakukan dengan periode waktu 20 jam, 24 jam dan 30 jam untuk mendapatkan
ukuran partikel terkecil. Hasil milling kemudian diproses dengan alat ultrasonic
menggunakan isopropanol 99,8% dan diukur dengan particle size analysis (PSA)
(Gambar 3.1).

Dalam penelitian ini marker fenotip odontoblas dibatasi pada ALP, OC,
dan DSPP. Hal ini didasarkan hasil penelitian bahwa MTA dapat meningkatkan
alkaline phosphatase (ALP) untuk proses kalsifikasi, osteocalcin (OC),
interleukin production (IL-6, IL-8), ligamen periodontal, pertumbuhan semetum
dan predentin.*® Sedangkan DSPP marker yang kuat terekspresi dalam odontoblas
dan berfungsi terhadap pembentukan dentin sekunder, meskipun protein ini juga
dapat ditemukan dalam osteoblas namun dengan tingkatan ekspresi yang lebih
rendah.**"*% Di samping itu ketiga marker tersebut adalah marker yang dominan
terhadap reparatif dentin akibat jejas. Deposit kalsium memunjukkan terjadinya
suatu proses regeneratif pada tulang dan ditemukan pada hari ke 12 melalui
pewarnaan von Kossa, sedang pada matrik ekstraselluler depaosit kalsium mulai
ditemukan pada hari ke 14 dan 21.>*%! Proses tersebut di atas menunjukkan terjadi

dentinogenesis (Gambar 3.2).

Milling 30 Jam
Ultrasonic 30 Menit

Milling v _| Partikel berukuran
MTA Nano (NMT)

Gambar 3.1. Kerangka Konsep Pembuatan NMT
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Gambar 3.1. adalah pembuatan NMT yang dimodifikasi dari MTA dengan cara
milling selama 30 jam kemudian dilakukan ultrasonik sehingga diperoleh ukuran
<100 nm.

e Proliferasi

Sel

MTA dan NMT e Diferensiasi

Sel:
\4 1. ALP

DPSC dan waktu 2. OC
3. DSPP

A\ 4

Deposit Kalsium

Gambar 3.2. Kerangka Konsep Uji Marker Odontoblas dan Deposit Kalsium

Gambar 3.2 terjadinya potensi dentinogenesis yang diamati melalui
kelangsungan hidup dan pertumbuhan sel (proliferasi) dan diferensiasi marker
odontoblas yaitu ALP, OC dan DSPP serta deposit kalsium yang juga mencirikan
terjadinya maturasi sel. Waktu pengamatan untuk proliferasi sel pada hari ke 1, 2
dan 3, diferensiasi pada hari ke 3, 7, 14 dan 21, sedang untuk deposit kalsium
dilakukan pada hari ke 7, 14 dan 21.

3.2. Identifikasi Variabel

Variabel bebas :MTA dan NMT
Variabel terikat : ALP, OC, DSPP, dan Deposit Kalsium
Variabel antara : DPSC, SHED

3.3  Hipotesis Mayor
MTA dapat dimodifikasi menjadi biomaterial ukuran nano yang
tidak bersifat toksik dapat menginduksi peningkatan proliferasi
dan diferensiasi sel punca pulpa gigi serta maturasi sel ke arah

odontoblas.

3.4  Hipotesis Minor
3.4.1 Mineral trioxide aggregate dapat dimodifikasi ukurannnya menjadi ukuran

nano (< 100 nm) dengan cara milling.
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Paparan NMT pada sel punca pulpa gigi dapat merangsang peningkatan
proliferasi ke arah odontoblas dan tidak bersifat toksik terhadap sel punca
pulpa gigi.

Paparan NMT pada sel punca pulpa gigi dapat merangsang peningkatan
dan diferensiasi ke arah odontoblas.

Paparan NMT dapat meningkatkan jumlah deposit kalsium dan

pembentukan matrik ekstraselluler ke arah odontoblas.
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BAB 4
METODA PENELITIAN

Penelitian ini dirancang untuk memodifikasi ukuran MTA menjadi

nanopartikel mineral trioksida (NMT) dan mengalisis efek NMT terhadap

proliferasi dan diferensiasi sel punca pulpa gigi permenen (DPSC) dan gigi disidui

(SHED) serta maturasi sel ke arah odontoblas. Biomarker diferensiasi dalam hal

ini diamati melalui produksi ALP, DSPP dan OC secara in vitro. Sebagai

kelompok kontrol adalah MTA dan satu kelompok kosong.

4.1

411
4.1.2

4.2
421

4.2.2

4.3

Jenis Penelitian

Jenis Penelitian ini adalah: Eksperimental Laboratorik

Tahap 1: Memodifikasi MTA menjadi NMT dengan cara milling

Tahap 2: Pengujian NMT terhadap proliferasi sel dengan menganalisis
viabilitas sel punca mesensimal pulpa gigi (DPSC dan SHED), diferensiasi
sel punca mesensimal pulpa gigi (DPSC dan SHED) dengan menganalisis
marker fenotip odontoblas yaitu aktivitas ALP, OC dan DSPP serta
maturasi sel ke arah odontoblas dengan menganalisis jumlah deposit

kalsium dan pembentukan matrik ekstraselluler.

Tempat dan Waktu Pelaksanaan Penelitian

Tahap 1. Penelitian dilakukan di laboratorium Fisika Puspitek Serpong
pada bulan Oktober-Desember 2010.

Tahap 2. Penelitian dilakukan di laboratorium Oral Biologi FKG Ul pada
bulan Februari 2011-Januari 2012 dan di Lab Biomedik FKUB pada bulan
Maret-April 2012,

Sampel Penelitian
Sampel penelitian ini adalah sel punca mesensimal yang diisolasi dari gigi

permanen dan disidui. Sel punca pulpa mesensimal dari gigi permanen (DPSC)

dan gigi disidui (SHED) setelah 21 hari akan berproliferasi sampai tahap

confluence disebar ke dalam 48 well culture plate yang teridiri dari 24 well

culture plate DPSC dan 24 well culture plate SHED. Untuk memenuhi kebutuhan

52 Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.



53

48 well culture platete diperlukan: 6 (ulangan percobaan) x 48 = 288 atau sekitar
300 x 2 mg = 600 mg NMT dan MTA yang terbagi 300 mg NMT dan MTA untuk
24 well culture plate DPSC dan 300 mg NMT dan MTA untuk 24 well culture
plate SHED.

4.3.1 Kiriteria Sampel
4.3.1.1 Kriteria Inklusi
1. Gigi permanen molar 3 impaksi dengan indikasi ekstraksi
2. Gigi permanen premolar 1 dengan indikasi ekstraksi karena perawatan
ortodonsi
3. Gigi disidui anterior rahang bawah yang indikasi ekstraksi karena
persistensi
4. Resorbsi akar gigi disidui yang persistensi tidak lebih dari 2/3 akar
5. Gigi bebas dari karies
6. Gigi yang ekstraksi tidak lebih dari 3 jam

4.3.1.2 Kreteria Eksklusi

1. Gigi permanen dan disidui yang tidak terindikasi ekstraksi

2. Resorbsi akar gigi disidui yang persistensi lebih dari 2/3 akar
3. Gigi yang menderita karies
4

. Gigi yang diekstraksi lebih dari 3 jam dan sudah mengalami kontaminasi
4.4  Bahan dan Alat Penelitian
4.4.1 Bahan dan Alat Tahap 1

4.4.1.1 Bahan Pembuatan NMT:
1. Bubuk MTA (Densply)
2. Isopropanol 99,8%
3. Aquades steril

4.4.1.2 Alat Pembuatan NMT:
1. Hight Energy Milling (Hand made, Indonesia)
2. Particle Size Analysis (Beckman Coulter, USA)
3. Ultrasonik (Vibra Cell, USA)
4. Scanning Electron Microscopy (FEI, Type Inspect S50, Nederland)

Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.



S.
6.

Energi Dispersive Analysis with X-Ray (A METEK, USA)
X-Ray Diffraction (PANalytical X’pert Pro, Nederland)

4.4.2 Bahan dan Alat Tahap 2

4.4.2.1 Bahan Uji Viabilitas Sel (Uji MTT):

1.
2.

Larutan MTT 15 pl (Sigma USA)
Cairan isopropanol 150 ul (Sigma USA)

4.4.3 Bahan dan Alat Tahap 3

4.4.3.1 Bahan Kultur Sel

1.

2.
3
4
5.
6
7
8
9

Medium Kultur sel : DMEM (Gibco, USA)

Phosphate buffer saline (PBS steril) (Bio Basic Inc, USA)
Trypan blue (Sigma USA)

Fetal bovine serum (FBS) (Bio West, South America)
Fungizone (Gibco, New Zealand)

Milli Q water

Herpes buffer solution (Sigma USA)

Penisilin streptomisin (Gibco, New Zealand)

Sodium bikarbonat (Sigma USA)

10. L-Glutamine (Gibco, New Zealand)

4.4.3.2 Alat Kultur Sel:

=

© 0o N o o B~ w D

Cawan petri (NUNC Denmark)

Pipet mikro (Eppendorf, Jerman)

Cell strainer 70 um (Falcon, USA)
Tabung 15 ml dan 50 ml (Falcon, USA)
ELISA microplate reader (Bio-Rad, USA)
Mesin sentrifus (SORVALL, Germany)
Inkubator (Memett, Germany)

Mortar dan pastle

24 well plate (NUNC, Denmark)

10. Mikroskop (Axiovert 40CFL, Germany)
11. Biohazard cabinet (Esco, Singapore)
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12. Glass plate
13. Spatula semen
14. Pinset

4.4.3.3 Bahan ldentifikasi Sel Punca dengan Teknik Imunositokimia
1. Magnetic bead (Thermo Scientific, USA)
2. Antibodi anti STRO-1 FITC (Santa Cruz Biotech, USA)
3. Antibodi anti hNSTRO-1 (R & D System, USA)
4. Larutan Blotto terdiri dari 5% skim milk (Sunlac, Bun Guan Brothers
SDN,BHD, Malaysia) dalam PBS
Wash buffer terdiri dari PBS dengan 0,1% Tween 20 (Sigma, USA)
6. Tris buffer saline (TBS) 10 mM Tris dan 500 mM NaCl dengan pH 7,4
(Sigma, USA)

o

4.4.3.4 Bahan Deteksi Deposit Kalsium
1. Larutan Ag Nitrat 1% (Sigma USA)
2. Larutan Na Tiosulfat 5% (Sigma USA)
3. Larutan pewarna yang terdiri dari: larutan Alumunium Sulfat
ditambah nuclei fast red 0,1 mg (Sigma USA) sehingga menjadi
Aluminium Sulfat 5mg dan nuclei fast red di dalam 10 ml H,0

4.4.3.5 Bahan Pemeriksaan untuk Aktivitas Alkaline Phosphatase (ALP)

1. Larutan MgCl, 1 M (BioAssay, USA) berbentuk 2,03 gr MgCl,, 6H,0
setiap 10ml H,O

2. Buffer Dietanolamin 1 M ; pH 9,8 (BioAssay, USA), berupa 52,9 gr
Dietanolamin / 400 ml ditambahkan 0,2 ml larutan MgCl,. Kemudian
larutan buffer dipanaskan pada suhu 37° |, dengan pH 9,8 dengan
menggunakan larutan HCL 2N , ditambah air hingga mencapai 500 ml
dan simpan dalam botol gelap.

3. Larutan p-nitrophenyl phosphate 0,65 M (247 mg/l1 ml H,0)
(BioAssay, USA).

4.4.3.6 Bahan untuk Pemerikasaan Aktivitas Osteokalsin
1. Human Osteocalcin Instant ELISA Kit (eBioscience, USA) terdiri dari :
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a. Microwell Plate yang telah dicoating dengan antibody monoclonal dan
HRP conjugate

b. Human Osteocalcin standard

c. Sample Diluent

d. Wash Buffer Concentrated 20x (Phosphate-buffered saline with 1%

Tween-20)

e. Tetramethyl-benzidine (TMB) Substrate

f. Stop Solution (1 M Phosphoric acid)

g. Adhesive Plate Covers

Microplate ELISA Reader (Bio-Rad, USA)

Micropippete dan Multichannel pipette (Eppendorf, Gemany)

Pippete tips (Eppendorf, Germany)

Deionized waters

Tube (Falcon, USA)

4.4.3.7 Bahan untuk Pemerikasaan Aktivitas Dentin Sealophosphoprotein
Human Dentin Sialophosphoprotein , DSPP ELISA Kit (USCN Life, China)
terdiri dari :

1.

o b~ N

a)
b)
c)
d)
€)
f)
s))
h)
i)
)
k)

Assay Plate (96 wells)

Human DSPP standard

Sample Diluent

Assay Diluent A

Assay Diluent B

Detection Reagent A (Biotin-conjugated Polyclonal Antibody)

Detection Reagent B (Avidin-conjugated Horseradish Peroxidase (HRP))
Wash Buffer

TMB Substrate

Stop Solution

Plate Sealer 96 wells

Microplate ELISA Reader (Bio-Rad, USA)
Micropippete dan Multichannel pipette (Eppendorf, Germany)

Pippete tips (Eppendorf, Germany)

Deionized waters
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6. Tube (Falcon, USA)
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45  Definisi Operasional
Definisi operasional pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 4.1.
Tabel 4.1 Definisi Operasional
No | Variabel E(:l)frlﬁs]:asp; Alat Ukur Cara Ukur S&E‘: Eﬁ:?
1 Mineral Bubuk MTA Particle Size Meletakkam um Kontinyu
trioxide sebagai  bahan Analysis bubuk MTA ke
aggregate  pengisi  pulpa (PSA) gwa;?nn;suiuk\;erf dﬁz
(MTA) gigt .yang dalam alat PSA
mempunyal . kemudian disinar
ukuran partikel laser yang
diatas 1 pm. terdapat  dalam
PSA hasilnya
ditangkap ~ oleh
detektor suatu
distribusi - ukuran
partikel,  dibaca
melalui layar
monitor
2 Nanoparti-  Bubuk yang  Particle Size Meletakkam nm Kontinyu
kel mineral ~mempunyai Analysis bubuk NMT ke
trioksida ukuran partikel (PSA) ?na«!?nrzsukkuléer: diz
(NMT) ) 100 nn_1 ha5|! dalam alat PSA
modifikasi _dari kemudian  disinar
bubuk MTA laser yang
dengan cara terdapat ~ dalam
milling. PSA hasilnya
ditangkap  oleh
detektor suatu
distribusi  ukuran
partikel,  dibaca
melalui layar
monitor
3 Aktivitas Kadar aktivitas Kolorimetri ~ Mereaksikan U/ml Kontinyu
ALP pada ALP pada densitas supernatant  hasil
DPSC dan supernatan hasil optikal kultur DPSC  dan
SHED kultur ~ DPSC  mengguna- SHED  ~ dengan
NMT dan MTA
dgn SHED yang kan spektro dengan  Subtrat
dipapar NMT fotometer spesifik ALP
dan MTA dengan terjadi perubahan
panjang warna di baca
ge|0mbang dengan Elisa
405 nm reader

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.

Universitas Indonesia




58

No | Variabel E?)fr'gésp' Alat Ukur Cara Ukur Sli‘z': ‘Eﬁ:?
4 Aktivitas Kadar aktivitas Elisa reader Menggunakan Nanogram/  Kontinyu
OC pada OC pada dengan antibodi anti OC ml
DPSC dan supernatan hasil panjang yang berlabel
SHED kultur DPSC gelombang HRP dengan
menambah
dan SHED yang ~ 450nm substrat terjadi
dipapar  NMT perubahan warna
dan MTA di baca dengan
Elisa reader
5  Aktivitas Kadar aktivitas Elisa reader Menggunakan Nanogram/  Kontinyu
DSPP pada DSPP pada dengan anti bodi primer ml
DPSC dan supernatan hasil panjang dan sekunder anti
SHED kultur DPSC gelombang human DSPP
dan SHED 450 nm berlabel biotin
Yang  dipapar perubahan warna
NMT dan MTA dibaca dengan
Elisa reader
6  Deposit Jumlah deposit - Mengguna- Diamati dengan Prosentasi  Kontinyu
Kalsium kalsium DPSC kan pewarnaan ~ Von positif
dan SHED yang Mikroskop ~ Kossa kemudian /negative
dipapar NMT untuk dilihat dengan 'Sel_ .
dan MTA melihat mikroskop b?rbmt'k
. hitam
jumlah  sel adalah
yang deposit
mengandung kalsium
kalsium e Sel
warna
merah
Nukleus
o Sel
warna
pink
sito-
plasma
46  CaraKerja

4.6.1 Sterilisasi Alat Penelitian

Sebelum dilakukan pekerjaan penelitian in vitro ini semua bahan dan alat

harus disteril. Bahan dan alat yang harus disteril adalah: tabung 50 ml (3

buah), tabung 15 ml (3 buah) tip biru, kuning dan putih, pipet dari bermacam-

macam ukuran, 100 mm tissue culture disk (4 biji), 35 mm tissue culture disk
(2 biji), Micropippete tube 2 ml (Eppendorf), Milli Q Water, botol Scotch,
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scalpel, pinset, mortal dan pestle, filter satorius minisart ( 2 biji) dan PBS
disteril dengan menggunakan autoclave (120°C) selama 15 menit dalam

biohazard cabinet (Esco, Singapore).

46.2 Tahapl

4.6.2.1 Modifikasi MTA Menjadi NMT

Pada pembuatan nanopartikel mineral trioksida (NMT) diperlukan bubuk

mineral trioxide aggregate (MTA) sebanyak 4 gr (4 bungkus). Tahap kerja
modifikasi MTA menjadi NMT sebagai berikut:

1.

Sebelum dilakukan milling ukuran partikel MTA diukur menggunakan alat
particle size analysis (PSA).

Sekitar 2/3 bungkus MTA diambil kemudian dioleskan ke bagian dalam
tabung HEM, tujuannya untuk menghindari tergerusnya lapisan besi (unsur
Fe) bagian dalam tabung HEM pada saat milling tersebut sehingga tidak
tercampurnya Fe dalam bubuk NMT pada saat proses pembuatan nanopartikel
NMT.

Setelah MTA dimasukkan ke dalam tabung HEM kemudian dilakukan
milling dengan rentang waktu 20 jam, 24 jam, 30 jam dan 48 jam untuk
mendapat ukuran nanopartikel.

Untuk mendapatkan ukuran partikel di bawah 100 nm, hasil milling tersebut
kemudian dilakukan ultrasonik agar diperoleh hasil maksimal. Sebelum
dilakukan ultrasonik bubuk hasil milling dilarutkan ke dalam isopropanol
99,8% sebagai media perambatan gelombang untuk menyalurkan energi
menghancurkan bubuk partikel sehingga ukurannya semakin kecil. Ultrasonik
dilakukan dengan beberapa waktu berbeda yaitu selama 30 menit, 1 jam dan 2
jam.

Hasil ultrasonik tersebut kemudian dilakukan pengukuran besar partikelnya
dengan menggunakan alat PSA, hasilnya dijadikan sampel penelitian yang
disebut sebagai bubuk nanopartikel mineral trioksida (NMT)
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4.6.2.2 Pengukuran Komposisi NMT

Untuk melihat gambaran distribusi bentuk dan struktur partikel serta
kandungan unsurnya digunakan alat SEM dan EDAX, sedangkan komposisi
NMT dapat dianalisis dengan XRD. Kuantifikasi ukuran partikel NMT dilakukan
dengan PSA

4.6.3 Tahap?2

4.6.3.1 Isolasi dan Identifikasi Sel Punca dengan Teknik Imunositokimia

Sel punca diisolasi dari gigi permanen dan disidui. Gigi permanen dan
disidui yang diperoleh dari klinik dimasukkan ke dalam tabung yang mengandung
DMEM. Selanjutnya gigi dibersihkan dengan klorheksidin (minosep) dan PBS
kemudian gigi dipecah menjadi dua di dalam mortal dan pestle. Gigi tersebut
kemudian diambil jaringan pulpanya dengan jarum eksterpasi. Selanjutnya
jaringan pulpa tersebut dicacah dengan scalpel dalam culture disk yang berisi PBS
sekitar 1 ml dan dimasukkan ke dalam tabung berisi PBS 5 ml. Suspensi sel yang
diperoleh selanjutnya disentrifugasi 2000 rpm dalam waktu 10 menit untuk
mendapatkan endapan (pellet) yang kemudian dilarutkan dalam DMEM. Untuk
memperoleh single cell digunakan strainer (70 um). Tahapan berikutnya adalah
seleksi sel punca menggunakan bead magnet yang dilapisi antibodi anti human
STRO-1 penanda sel punca. Selanjutnya sel yang berikatan dengan bead magnet
yang dilapisi antibodi anti human STRO-1 tersebut di elute dengan penambahan
buffer pencuci untuk melepaskan sel punca yang positif STRO-1 dari bead
magnet. Hasil isolasi sel punca kemudian diinokulasikan ke dalam tissue culture
plate yang telah diisi dengan DMEM yang telah diperkaya dengan 10-20 % fetal
calf serum (FCS) atau fetal bovine serum (FBS), 10 uM ascorbid acid 2-phophate,
2 mM L-glutamine, 100 Units/ml penisilin dan 100 pg/ml streptomisin.** Sel
selanjutnya dimasukkan ke dalam inkubator dan diinkubasi dengan atmosfir yang
terdiri dari 95% O, dan 5% CO, pada temperatur 37°C. Medium kultur diganti
setiap 2-3 hari.

Identifikasi sel punca gigi permanen dan disidui (DPSC dan SHED)
dilakukan konfirmasi dengan teknik imunositokimia sebagai berikut: sebagian
kecil sel punca yang telah dibiak dalam waktu 14 hari kemudian dikonfirmasi

dengan antibodi anti human STRO-1 penanda sel punca mesensimal dengan cara:
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pencucian dengan PBS 3 kali dan dilakukan blocking dengan penambahan larutan
blotto untuk mencegah terjadinya nonspecific binding yang terdiri dari 5% skim
milk dan ditambahkan larutan tween 20 0,03%, selanjutnya dicuci lagi dengan
menggunakan PBS sebanyak 3 kali. Tahap berikutnya mereaksikan sel punca
dengan antibodi anti STRO-1 yang berlabel Fluorecent isothiocyanat (FITC)
yang sudah dilarutkan dalam blotto 2 pul/ml ke dalam well dan diinkubasi selama
20 menit dalam inkubator 37°C dan CO, 5%. Setelah 20 menit dilakukan
pencucian ulang dengan PBS sebanyak 3 kali dan diamati melalui mikroskop
dengan pembesaran 200x. Sel yang positif STRO-1 akan berfluoresensi berwarna
biru dan diidentifikasi sebagai sel punca mesensimal yang berasal dari sel pulpa
gigi permanen dan disidui. Sel punca pulpa gigi (DPSC dan SHED) sebagian
dilakukan uji proliferasi sel punca pulpa gigi melalui uji viabilitas dengan metoda
MTT menggunakan trypan blue dye exclusion yang sebelumnya dipapar dengan
MTA dan NMT dan sebagian dilakukan uji diferensiasi sel punca pulpa gigi dan

maturasi sel ke arah odontoblas.

4.6.3.2 Pengamatan Proliferasi, Diferensiasi Sel Punca dan Maturasi Sel Ke

Arah Odontoblas yang Dipapar bahan NMT dan MTA

Setelah diperoleh sel punca mesensimal yang telah diperbanyak sampai
tercapai keadaan confluent , kemudian disebar ke dalam 24 well culture plate
yang berisi sekitar 10* atau 2 X 10° sel per ml dalam medium kultur (DMEM +
10% FBS/FCS + penisillin/streptomisin). Selanjutnya sel di dalam kultur plate
tersebut  dipapar  dexamethason (10nM), ascorbid acid (50 pg/ul), dan
glycerophospate (10 mM) dan molekul bioaktif bubuk NMT dan MTA dengan
konsentrasi 100 ng/ml pada setiap well culture plate. Pengamatan kemapuan
proliferasi sel punca dilakukan dengan uji MTT sedangkan untuk mengamati
diferensiasi sel punca ke galur sel odontoblas maka dilakukan uji ELISA untuk
mendeteksi konsentrasi ALP, OC dan DSPP, dan untuk mengamati maturasi
odontoblas dilakukan pewarnaan Von Kossa untuk mendeterminasi deposit
kalsium pada kultur sel. Semua eksperimen di atas dilakukan dengan pengulangan

6 kali dalam 3 periode waktu yang berbeda.

Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.



62

4.6.3.3 Pengamatan Proliferasi Sel Punca Mesensimal Pulpa Gigi dengan Uji

MTT

Pengamatan proliferasi sel dapat dilakukan dengan uji viabiltas sel punca

mesensimal pulpa gigi dengan metoda MTT setelah dipapar MTA dan NMT. Uji

ini banyak digunakan untuk mempelajari viabiltas sel. Uji viabilitas sel adalah

untuk mengetahui kemungkinan suatu bahan atau obat dapat merangsang atau

menghambat pertumbuhan sel (proliferasi) dan kemampuan sel untuk bertahan

hidup. Tahapan tes viabilitas sebagai berikut:

1.

Kultur DPSC dan SHED.

Kultur DPSC dan SHED yang digunakan dalam tes viabilitas ini adalah
kultur yang telah dipanen, kemudian dihitung jumlah sel/ml dengan trypan
blue exclusion test dan dihitung dengan hemocytometer dibawah mikroskop.
Selanjutnya sebanyak 10* sel/well dikultur pada 96 well plate dan diinkubasi
pada suhu 37°C dan 5% CO, selama 24 jam.

Pemaparan kultur sel dengan MTA dan NMT sebagai bahan uji.

Setelah 24 jam kultur sel pulpa tersebut dipaparkan dengan 50ul MTA dan
NMT, diamati mulai hari ke 1 sampai hari ke 3. Sebagai kontrol adalah
medium (DMEM). Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C dan 5% CO,
selama 4 jam.

Uji viabilitas sel pulpa gigi dengan MTT assay.

Kultur sel pulpa pada tiap well ditambah 15 ul MTT assay dan diinkubasi
pada suhu 37°C dan 5% CO, selama 3 jam. Kemudian masing-masing well
tersebut ditambahkan 15pl acidified isopropanol dan dilakukan shaker selama
1 jam. Hasilnya dibaca dengan microplate reader dengan panjang gelombang
405 nm. Nilai absorbansi NMT dihitung prosentasinya dibandingkan dengan

nilai absobansi kelompok kontrol.

4.6.3.4 Pengamatan Diferensiasi Sel Punca Mesensimal Pulpa Gigi dan

Maturasi Sel Ke Arah Odontoblas

Untuk mengamati diferensiasi sel punca mesensimal pulpa gigi setelah

dipapar MTA dan NMT, dilakukan uji ELISA untuk mendeteksi konsentrasi ALP,
OC dan DSPP, sedangkan untuk mengamati maturasi sel ke arah odontoblas
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dilakukan pewarnaan Von Kossa untuk mendeterminasi deposit kalsium pada

kultur sel, sebagai berikut:

1.

Untuk mengukur aktivitas ALP menggunakan reaksi colorimetri ALP dengan
mereaksikan supernatan MTA dan NMT dengan substratspesifik ALP yang
berfluoresensi. Jumlah fluoresensi menunjukkan jumlah akativitas ALP. Cara
kerja pengukuran aktivitas ALP adalah: Masukkan reagen buffer 290 ul
Dietanolamin 1 M ; dengan pH 9,8 ke dalam well plate berukuran 300 pl
kemudian ditambahkan larutan p-nitrophenyl phosphate 0,65 M (247 mg/l ml
H,0) sebanyak 5 ul, diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit. Masing-
masing well ditambah sampel (MTA, NMT dan blank) 5 pl, dan
dicampurkan  di dalam microplate. Selanjutnya microplate tersebut
dimasukkan ke dalam mesin microplate reader/ELISA dan dibaca pada
panjang gelombang 405 nm.

Uji ELISA untuk mengukur konsentrasi osteocalcin menggunakan human
osteocalsin instant Elisa Kit, dimana pada dasar plate Elisa telah dilapisi
antibodi anti human osteocalcin. Dengan Standard curve human osteocalcin
instant ELISA yang telah ditetapkan. Pemeriksaan ini dilakukan untuk
menganalisis aktivitas odontoblas. Cara kerja mengukuran aktivitas OC
adalah sebagai berikut : well plate yang akan diisikan sampel diisi H,O 100
ul, sedang well-well standar dan blank diisi H,O 150 pl. Selanjutnya masing-
masing well diisi supernatant kultur sel 25 ul, kemudian digetarkan dengan
kecepatan 100 rpm selama 2 jam. Setelah dicuci well plate dengan 400ul
wash buffer 3 kali, balik well plate diatas kertas penyerap air 5 menit, supaya
kering. Setelah well plate kering, masing-masing well diberi cairan TMB
substract 100 ul , lalu tutup well plate untuk menghindari cahaya secara
langsung. Kemudian well plate digetarkan dengan kecepatan 100 rpm 15
menit dan masing-masing well ditambah 50 pl stop buffer. Hasilnya dibaca
pada mesin pembaca ELISA dengan panjang gelombang 450 nm. Nilai
absorbansi dari masing-masing standard dan sampel sebanding dengan
jumlah ikatan antara antigen-antibodi yang terkandung pada masing-masing
well tersebut. Kurva standard human OC diperoleh dengan memasukkan nilai

log absorbansi dan nilai log standard human osteocalcin yang telah diketahui
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konsentrasinya (75 ng/ml; 37.5 ng/ml; 18.8 ng/ml; 9.4 ng/ml; 4.7 ng/ml; 2.3
ng/ml; 1.2 ng/ml dan 0 ng/ml) sehingga akan diperoleh sebuah persamaan
linier dari kurva tersebut. Konsentrasi masing-masing sampel diperoleh
dengan cara memasukkan nilai log absorbansi sampel pada persamaan linier
kurva standard human OC tersebut diatas.

Uji Elisa untuk mengukur DSPP digunakan human DSPP ELISA Kit dimana
pada dasar plate telah dilapisi antibodi anti human DSPP. Secara umum
metode pengerjaan Human DSPP ELISA dapat dijelaskan sebagai berikut:
sebanyak 100 pl standard human DSPP atau sampel dimasukkan ke masing-
masing well plate ELISA yang telah di pre-coat dengan antibodi monoclonal
yang spesifik terhadap DSPP. Kemudian ditambahkan 100 pl biotin-
conjugated poliklonal antibody dan dilanjutkan dengan penambahan 100 pl
avidin-conjugated HRP. Keberadaan ikatan antara antigen-antibodi DSPP
dideteksi dengan menambahkan 90 pl TMB substrate yang ditunjukkan
dengan adanya perubahan warna menjadi kebiruan pada masing-masing well
plate ELISA. Reaksi enzim-substrat tersebut kemudian dihentikan dengan
menambahkan 50 pl stop solution yang mengandung asam sulfat dan segera
dilakukan pembacaan absorbansi pada panjang gelombang 450nm+2 nm.
Nilai absorbansi dari masing-masing standard dan sampel sebanding dengan
jumlah ikatan antara antigen-antibodi yang terkandung pada masing-masing
well tersebut. Kurva standard human DSPP diperoleh dengan memasukkan
nilai log absorbansi dan nilai log standard human DSPP yang telah diketahui
konsentrasinya (20 ng/ml; 10 ng/ml; 5 ng/ml; 2.5 ng/ml; 1.25 ng/ml; 0.625
ng/ml; 0.312 ng/ml dan 0 ng/ml) sehingga akan diperoleh sebuah persamaan
linier dari kurva tersebut. Konsentrasi masing-masing sampel diperoleh
dengan cara memasukkan nilai log absorbansi sampel pada persamaan linier
kurva standard human DSPP tersebut diatas.

Untuk mengukur deposit kalsium digunakan pewarnaan von Kossa yang
dilakukan setelah kultur sel punca yang dipapar NMT dan MTA.
Pemeriksaan di bawah mikroskop jika ditemukan pada sel tersebut terdapat
warna bintik hitam menunjukkan adanya ion kalsium, warna merah adalah

nucleus dan warna pink adalah sitoplasma. Apabila tidak terdapat bintik
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hitam berarti sel tersebut tidak mengandung ion kalsium. Bintik hitam
tersebut kemudian dihitung jumlahnya dibandingkan dengan sel yang tidak
ada bintik hitam dalam bentuk prosentasi. Cara kerja pengukuran jumlah
deposit kasium sebagai berikut : setelah dilakukan pembiakan DPSC dan
SHED yang dipapar NMT dan MTA pada plat kultur, medium pembiakan
dibuang, dan dicuci dengan PBS, ditambahkan 1 % silver nitrat , kemudian
diletakkan di dalam UV selama 20 menit. Setelah 20 menit dicuci dengan
akuades dan ditambahkan sodium thyosulfat selama 5 menit. Dilakukan lagi
pencucian biakan dengan akuades. Kemudian diwarnai dengan Nuclei Fast
red selama 5 menit. Cuci dengan akuades dan diperiksa menggunakan

mikroskop.
4.7  Manajemen dan Analisis Data
4.7.3 Manajemen Data

Hasil data uji HEM, PSA, SEM, EDAX, XRD serta hasil uji ELISA
disimpan dalam bentuk data digital menggunakan komputer sebagai arsip yang

tersimpan sebagai perangkat lunak dan keras (soft dan hard copy).

4.7.4 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah data numerik
berdasarkan hasil uji ELISA. Data tersebut akan diuji dengan T test berpasangan
dan tidak berpasangan (independen) apabila data berdistrbusi normal dan
variansnya homogen. Bila data tersebut tidak berdistribusi normal dan varians
tidak homogen diupayakan melakukan transformasi data agar berdistribusi normal
dan varians homogen. Tetapi jika variabel hasil transformasi data tetap tidak
berdistribusi normal dan varians tidak homogen maka digunakan uji Wilcoxon
untuk berpasangan dan Mann Whitney untuk tidak berpasangan (uji non
parametrik).. Untuk mengertahui korelasi antara marker odontoblas dan deposit
kalsium digunakan korelasi Pearson jika data berdistribusi normal, Bila data
tersebut tidak berdistribusi normal digunakan uji korelasi Spearman (uji non

parametrik).
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4.8  Alur Penelitian

Gambar 4.1, 4.2 dan 4.3 menunjukkan urutan cara kerja penelitian yang
meliputi pembuatan nanopartikel dan analisis unsur serta senyawa NMT, tes
viabilitas sel dan pembuatan kultur sel pulpa gigi permanen dan disidui,
penyortiran sel punca gigi permanen dan disidui (DPSC dan SHED), penambahan
medium dan bahan penelitian NMT dan MTA, identifikasi dan kuantifikasi
marker odontoblas, yang terakhir adalah uji statistik dari data yang di peroleh dari
hasil uji ELISA.

MTA
Selama R Milling
30 Jam MTA
Selama Ultrasonic
> il Milli > PSA
30 Menit Hasil Milling +
Isopropanol 99,8%
A\ 4
Dikeringkan :
Bubuk NMT
y
SEM EDAX XRD

Gambar 4.1. Skema alur penelitian tahap 1
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Gambar 4.2. Skema alur penelitian tahap 2
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Gambar 4.3. Skema alur penelitian tahap 3
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BAB 5
HASIL PENELITIAN

Penelitian ini  bertujuan memodifikasi ukuran MTA dengan
menggunakan hight energy milling (HEM) sehingga menjadi berukuran nano
(<100 nm) yang disebut NMT dan menganalisis kemampuan NMT tersebut
terhadap: 1) proliferasi sel (pertumbuhan sel) dengan mengalisis uji viabilitas sel
2) diferensiasi sel punca ke arah odontoblas dengan menganalisis aktifitas
Alkaline phosphatase (ALP), Ostecalcin (OC), Dentin sialophospho-protein
(DSPP) 3) maturasi sel ke arah odontoblas dengan menganilisis peningkatan
deposit kalsium dan pembentukan matrik ekstrasellular yang diisolasi dari DPSC
dan SHED.

5.1. Modifikasi MTA Menjadi NMT

Mineral trioxide aggregate (MTA) yang diperoleh dari pembelian di
pasaran Jakarta dimodifikasi menjadi material berukuran nano. Sampel MTA
tersebut kemudian dilakukan milling dengan alat hight energy milling (HEM)
selama 30 jam. Sampel yang diperoleh dari hasil HEM dilarutkan dalam cairan
pelarut isopropanol 99,8% dan dilakukan ultrasonic selama 30 menit sehingga
diperoleh sampel baru berukuran nano < 100 nm yang kemudian disebut
nanopartikel mineral trioksida (NMT). Nanopartikel mineral trioksida (NMT) ini
kemudian distribusi dan besar/bentuk partikelnya dilihat gambaran mikro
strukturnya dan kompisisi permukaannya dengan alat scanning electron
microscopy (SEM) dan energy dispersive analysis with X-ray (EDAX).
Komposisi MTA dan NMT dianalisis menggunakan X-ray diffraction (XRD).

Hasil penelitian menggunakan SEM dan EDAX terhadap MTA dan NMT,
menunjukkan bahwa ukuran partikel MTA antara 330 nm - 1 um (< 1 pum) atau
rata-rata 0,508 um, sedang NMT mempunyai ukuran partikel < 115 nm atau rata-
rata 75,8 nm. Komposisi pada permukaan yang dominan pada NMT adalah
kalsium dan silikat yang lebih banyak dari MTA (Gambar 5.1: A-D).
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Gambar 5.1 A Gambar 5.1 B
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Gambar 5.1 C Gambar 5.1 D

Gambar 5.1. Hasil SEM dan EDAX dari MTA dan NMT (A) Hasil SEM MTA mempunyai
ukuran partikel antara 330 nm — 1 pm atau rata-rata 0,508 pm. (B) Hasil SEM NMT mempunyai
ukuran partikel nano antara 36 nm - 115 nm atau rata-rata 75,8 nm. (C) Hasil EDAX MTA jumlah
kalsium yang tertinggi diikuti oleh oksida, bismuth dan silikat. (D) Hasil EDAX NMT jumlah
kalsium dan silikat tertinggi diikuti oksida dan bismuth

Hasil penelitian ini yang membuktikan bahwa MTA mempunyai ukuran
partikel antara 330 nm — 1 um (< 1 um) atau rata-rata 0,508 um dan NMT
mempunyai ukuran partikel < 115 nm atau rata-rata 75,8 nm (nano size).

Pada penelitian ini juga dilakukan analisis ukuran partikel (particle size
analysis/ PSA) terhadap MTA dan NMT. Hasil PSA menunjukkan ukuran partikel
MTA sebesar 7,4 pum. Pengukuran partikel NMT dengan PSA menunjukkan
ukuran partikelnya sebesar 41,1nm. Hasil PSA lebih akurat dibanding SEM dan
EDAX karena PSA alat untuk mengetahui kuantifikasi ukuran partikel, sedangkan
SEM dan EDAX untuk mengetahui gambaran mikro struktur, ukuran dan
komposisi partikel pada permukaan. Pada penelitian ini ukuran partikel yang
digunakan adalah hasil pengukuran dengan PSA. (Gambar 5.2 A-B).
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Gambar 5.2 A. Hasil Pengukuran PSA terhadap MTA dengan Ukuran Partikel 7397,8 nm

atau 7,4 pm
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Gambar 5.2 B. Hasil Pengukuran PSA terhadap NMT dengan Ukuran Partikel 41,1 nm

(nano size)

\Analisis XRD yang dilakukan pada penelitian ini terhadap MTA dan
NMT menemukan komposisi MTA terdiri dari trikalsium silikat (38%), dikalsium
silikat (44%) dan bismut oksida (18%), sedangkan komposisi NMT terdiri dari

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.
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trikalsium silikat (26,7%), dikalsium silikat (47,5%) dan bismut oksida (25,7%)
(Gambar 5.3 A-B)
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Gambar 5.3. A. Hasil XRD MTA dan B. Hasil XRD NMT.

Pada Gambar 5.3 A dan B menunjukkan tidak terjadi perubahan
komposisi hamun terjadi perubahan jumlah masing-masing komposisi dan juga
penurunan derajat kritaliniti pada MTA setelah menjadi NMT yang artinya
keteraturan susunan atom menurun menjadi tidak teratur, yang berarti material

NMT bersifat amorphous.

5.2. Kultur Sel Pulpa Gigi dan Sel Punca Pulpa Gigi

Sel punca dalam penelitian ini diperoleh dari sel pulpa gigi permanen dan
gigi disidui. Sampel sel pulpa gigi permanen diperoleh dari gigi molar 3 karena
impaksi dan gigi premolar yang indikasi ekstraksi untuk perawatan ortodonsi,
bebas karies yang baru diekstraksi di klinik Bedah Mulut FKG Ul dan gigi disidui
persistensi yang baru diekstraksi di klinik IKGA FKGUI. Gigi direndam DMEM
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komplit 3-5 ml selama 1-2 menit kemudian dicuci dengan PBS 3x a 2 ml. Gigi
tersebut kemudian dipecah menjadi dua dengan mortar jaringan pulpanya diambil
dan suspensi sel yang diperoleh disentrifugasi untuk mendapatkan endapan
(pellet) dimasukkan ke DMEM. Selanjutnya menghitung jumlah sel yang akan
dimasukkan ke dalam tissue culture plate. Densitas sel yang diperlukan sekitar
10* atau 2 X 10° sel per ml. Untuk menghitung sel digunakan haemocytometer.
Sel yang diperoleh tersebut diinkubasi dalam inkubator dengan atmosfir terdiri
dari 95% O, dan 5% CO, temperatur 37°C selama 48 jam.

Kultur sel pulpa baru berhasil setelah 2 bulan, setelah dilakukan kultur

berulang-ulang dengan sampel gigi yang berbeda-beda. Hambatan yang dijumpai

saat kultur sel pulpa gigi dalam penelitian ini karena terjadi kontaminasi.

Gambar 5.4. Gambaran mikroskopik sel pulpa gigi permanen: (A) Sel pulpa gigi permanen hari
ke 1. (B) Sel pulpa gigi permanen hari ke 7. (C) Sel pulpa gigi permanen hari ke 14. (D) Sel pulpa
gigi permanen hari ke 21. (Pembesaran 100x)

Gambar 5.5. Gambaran mikroskopik sel pulpa gigi disidui: (E) Sel pulpa gigi disidui hari ke 1.
(F) Sel pulpa gigi disidui hari ke 7. (G) Sel pulpa gigi disidui hari ke 14. (H) Sel pulpa gigi disidui
hari ke 21. (Pembesaran 100x)

Gambaran mikroskopik hasil kultur sel pulpa gigi disidui pada hari ke 1
dan ke 7 terlihat berbeda dengan sel pulpa gigi permanen. Hal ini disebabkan

jumlah sel pulpa yang diambil dari gigi disidui lebih sedikit dari gigi permanen.
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Gigi disidui berasal dari gigi anterior yang sebagian akarnya sudah mengalami
resorpsi (maksimal 2/3 akar yang mengalami resorpsi) . Sedangkan sel pulpa gigi
permanen diambil dari gigi posterior yaitu premolar dan molar dengan akar masih
utuh dan jumlah sel pulpanya lebih banyak. Selanjutnya hari ke 14 dan ke 21
morpologi sel pulpa gigi permanen dan gigi disidui sudah terlihat sama dan pada
hari ke 21 sudah mencapai keadaan confluent (Gambar 5.4 dan 5.5)..

Setelah dilakukan kultur sel pulpa kemudian dilakukan isolasi sel punca
mesensimal menggunakan magnetic bead dan antiboti anti STRO-1 (penanda sel
punca mesensimal). Selanjutnya hasil isolasi tersebut dilakukan identifikasi sel
punca dengan teknik imunositokimia menggunakan antibodi anti STRO-1 berlebel
FITC. Hasil isolasi sel punca menunjukkan 100% positif STRO-1 (Gambar 5.6
dan 5.7).

Gambar 5.6. Identifikasi DPSC dengan Teknik Imunositokimia. Sel Punca yang
Positif STRO-1 Berfluoresensi Warna Biru Diidentifikasi sebagai Sel Punca
Mesensimal (DPSC) Tanda Panah Menunjukkan DPSC (Pembesaran 200x)
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Gambar 5.7. Identifikasi SHED dengan Teknik Imunositokimia. Sel Punca yang
Positif STRO-1 Berfluoresensi Warna Biru Diidentifikasi sebagai Sel Punca
Mesensimal (SHED). Tanda Panah Menunjukkan SHED. (Pembesaran 200x)

Hasil kultur sel punca mesensimal yang berasal dari sel pulpa gigi setelah
diindentifikasi dengan STRO-1 merupakan sampel penelitian ini. Kultur sel punca
yang positif STRO-1 confluent .pada hari ke 17. Sampel sel punca (DPSC dan
SHED) selanjutnya sebagian digunakan untuk uji viabilitas, pengukuran aktivitas
kadar ALP, OC, DSPP dan deposit kalsium (Gambar 5.8 dan 5.9)

Gambar 5.8. Gambaran mikroskopik sel punca gigi permanen (DPSC): (A) DPSC hari ke 1.
(B) DPSC harike 5. (C)  DPSC hari ke 14. (D) Kultur DPSC hari ke 17. (Pembesaran 100x)
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Gambar 5.9. Gambaran mikroskopik sel punca gigi disidui (SHED): (E) SHED hari ke 1. (F)
SHED hari ke 5. (G) SHED hari ke 14. (H) SHED hari ke 17. (Pembesaran 100x)

5.3. Efek MTA dan NMT Terhadap Proliferasi Sel Punca Mesensimal Pulpa

Gigi

Proliferasi adalah laju pertumbuhan sel punca pulpa gigi yang
mengindikasikan viabilitas sel setelah dipapar MTA dan NMT. Pengamatan
proliferasi sel dapat dilakukan dengan uji viabiltas sel punca mesensimal pulpa
gigi dengan metoda MTT banyak digunakan untuk mempelajari viabiltas sel.
Metoda ini dapat mengukur aktivitas metabolisme dari pertumbuhan sel dan
sangat berguna untuk menentukan pertumbuhan sel sebagai respon terhadap
bahan uji. Uji wviabiltas digunakan untuk menganalis toksisitas NMT yang
mungkin dapat merangsang atau menghambat viabilitas DPSC dan SHED. Bahan
NMT yang dipaparkan tersebut dikatakan toksik apabila prosetasinya dibawah
100%. Viabilitas sel membuktikan terjadinya respon sel dalam waktu pendek
seperti perubahan permiabilitas membran. Viabilitas sel merupakan salah satu

tanda toksik/tidaknya suatu bahan atau obat.*™

Uji viabilitas dengan motoda
MTT yang dilakukan dalam penelitian ini terhadap DPSC dan SHED yang
dipapar NMT dan MTA sebanyak 2 mg. Hasilnya menujukkan bahwa NMT
maupun MTA pada hari ke 1 (24 jam) sampai dengan hari ke 3 (72 jam) di atas
100%., artinya kedua bahan tersebut tidak toksis terhadap sel pulpa gigi permanen
maupun disidui.

Pada Gambar 5.10 terlihat bahwa viabilitas DPSC yang terpapar MTA dan
NMT mempunyai nilai mean di atas kontrol pada hari ke 1, 2 dan 3. Nilai mean
tertinggi terjadi pada hari ke 2. Hal ini menunjukkan bahwa NMT maupun MTA

tidak toksis terhadap DPSC. Nilai NMT terlhat lebih tinggi dari MTA.
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Gambar 5.10. Viabilitas DPSC Hari ke 1, 2, 3
**) p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Setelah dilakukan analisis secara statistik diperoleh hasil bahwa pada hari
ke 1, terdapat perbedaan bermakna (p < 0,01) viabilitas DPSC yang dipapar NMT
dengan kontrol. Viabilitas DPSC yang terpapar NMT dengan MTA berbeda
bermakna (p < 0,05)

Pada hari ke 2 uji viabilitas DPSC ternayata terdapat perbedaan bermakna
(p < 0,01) antara viabilitas DPSC yang dipapar NMT dengan kontrol dan antara
viabilitas DPSC yang terpapar MTA dengan kontrol. Sedangkan antara viabilitas
DPSC yang dipapar NMT dan MTA pada hari ke 2 tidak berbeda bermakna (p >
0,05). Pada hari ke 3 terdapat perbedaan bermakna (p < 0,01), antara viabilitas
DPSC yang dipapar MTA dengan kontrol dan antara NMT dengan kontrol juga
terdapat perbedaan bermakna (p < 0,01), sedangkan antara NMT dan MTA pada
hari ke 3 tidak berbeda bermakna (p > 0,05).

Uji viabilitas SHED, terlihat bahwa viabilitas SHED hasil uji MTT yang
dipapar MTA dan NMT mempunyai nilai mean di atas kontrol, baik pada hari ke
1, ke 2 maupun ke 3. Nilai mean tertinggi terjadi pada hari ke 2. Hal ini
menunjukkan bahwa NMT maupun MTA tidak toksis terhadap SHED. Nilai
NMT terlhat lebih tinggi dari nilai MTA hanya pada hari ke 2, sedangkan pada
hari ke 1 dan ke 3 nilai mean MTA lebih tinggi dari NMT (Gambar 5.11).
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Gambar 5.11. Viabilitas SHED Hari ke 1, 2, 3
**) p <0,01; *) p < 0,05; Error bar = Standar deviasi

Hasil analisis statisitik pada hari ke 1 diketahui bahwa ada perbedaan
bermakna (p < 0,05) antara viabilitas SHED yang dipapar NMT dengan kontrol
dan antara MTA dengan kontrol. Sedangkan antara viabilitas SHED yang dipapar
NMT dengan MTA tidak bermakna (p > 0,05). Pada hari ke 2 terdapat perbedaan
bermakna (p < 0,01) antara NMT dengan kontrol dan MTA dengan kontrol.
Begitu pula antara viabilitas SHED yang dipapar NMT dengan MTA terdapat
perbedaan bermakna (p < 0,05). Uji viabilitas SHED pada hari ke 3 terdapat
perbedaan bermakna (p < 0,01), antara NMT dengan kontrol dan antara MTA
dengan kontrol. Viabilitas SHED yang dipapar MTA dengan NMT terdapat
perbedaan yang bermakna (p < 0,05)

Hasil uji viabilitas DPSC dan SHED terlihat bahwa viabilitas SHED yang
dipapar MTA terus meningkat dari hari ke 1 sampai ke 3, sedangkan viabilitas
DPSC yang dipapar MTA tertinggi pada hari ke 2 dan menurun lagi pada hari ke
3 (Gambar 5.12).
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79

Pada hari ke 1 (24 jam) dan ke 3 (72 jam) tingkat viabilitas DPSC lebih
tinggi dari SHED tetapi hasil uji uji statisitik pada hari ke 1 dan ke 3 tidak

terdapat perbedaan bermakna antara tingkat viabilitas SHED dengan viabilitas
DPSC yang dipapar MTA (p > 0,05). Viabilitas DPSC lebih tinggi dari SHED
yang dipapar MTA terjadi pada hari ke 2 (48 jam) dan terdapat perbedaan

bermakna antara (p < 0,01).

Tingkat viabilitas DPSC yang terpapar NMT pada hari ke 1 dan ke 3 lebih
tinggi dari viabilitas SHED, kecuali pada hari ke 2, tingkat viabilitas SHED yang
dipapar NMT lebih tinggi dari viabilitas DPSC (Gambar 5.13).
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Gambar 5.13. Viabilitas DPSC dan SHED yang Dipapar NMT Hari ke 1, 2, 3
**) p<0,01; *) p<0,05: Error bar = Standar deviasi
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Berdasarkan hasil uji statistik ternyata tidak ada perbedaan yang bermakna
antara tingkat viabilitas DPSC dengan SHED pada hari ke 1, 2 dan 3 yang dipapar
NMT (p > 0,05).

5.4. Efek MTA dan NMT Terhadap Diferensiasi Sel Punca Mesensimal
Pulpa Gigi
Kadar biomarker yang diamati pada sel punca mesensimal dari gigi
permanen (DPSC) dan gigi disidui (SHED) adalah: 1) aktivitas kadar Alkaline
phosphatase (ALP) dengan teknik Elisa, 2) aktivitas osteocalcin (OC) dengan
teknik Elisa, 3) aktivitas dentin sialophospho protein (DSPP) dengan teknik Elisa,

5.4.1. Hasil Pengamatan Aktivitas ALP pada DPSC dan SHED

Pengamatan aktivitas ALP sebagai marker odontoblas pada DPSC ternyata
pada hari ke 3 paling tinggi di antara hari yang lain. Aktifitas ALP pada DPSC
yang dipapar MTA pada hari ke 3 menunjukkan paling tinggi dibanding
kelompok kontrol dan NMT. Selanjutnya pada hari ke 7 sampai hari ke 21
aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar MTA terus menurun. Hal ini juga terjadi
pada kelompok kontrol. Sedangkan kelompok NMT juga menurun tetapi pada
hari ke 21 aktivitas ALP naik dan hampir sama dengan aktivitas ALP pada hari ke
7. Pada hari ke 21 aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar NMT lebih tinggi
dibanding kelompok MTA dan kontrol (Gambar 5.14).

T 30,00

- $—

D 25,00 x

E 20,00 I

@ 1500 - | 1

S 10,00 - [l i_**

]

=< 500 - I

& 000 -

s Hari 3 Hari 7 Hari 14 Hari 21

H Kontrol 17,42 8,38 5,30 2,77
MTA 18,73 11,56 5,15 3,64

BNMT 13,47 8,78 4,93 8,47

Gambar 5.14. Aktivitas ALP pada DPSC Hari Ke 3, 7, 14, 21

**) p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi
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Berdasarkan analisis statistik pada hari 3 terdapat perbedaan bermakana
antara aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar MTA dengan NMT (p < 0,05) dan
antara kontrol dengan NMT (p < 0,01). Pada hari ke 7 juga terdapat perbedaan
bermakna antara aktivitas ALP yang dipapar MTA dengan NMT (p < 0,01).
Sedang pada hari ke 14 tidak terdapat perbedaan bermakna antara kontrol, MTA
dan NMT (p > 0,05). Tetapi pada hari ke 21 terdapat perbedaan bermakna antara
aktivitas ALP yang dipapar NMT dan MTA (p < 0,01), antara NMT dengan
kontrol (p < 0,05), dan antara MTA dengan kontrol (p < 0,05).

Secara diskriptif aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar MTA selama 21
hari lebih tinggi dari NMT dan kontrol. Hasil analisis statistik, aktivitas total ALP
pada DPSC selama 21 hari, ternyata antara kelompok kontrol, NMT dan MTA

tidak terdapat perbedaan yang bermakna (p > 0,05) di antara ketiganya (Gambar
5.15)
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Mean Aktivitas ALP (U/ml)

Kontrol MTAP NMTP
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Gambar 5.15. Aktivitas ALP pada DPSC Total 21 hari
**) p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT sangat tinggi dibandingkan
dengan kelompok kontrol dan yang dipapar MTA. Aktivitas ALP pada SHED
yang terpapar NMT terus meningkat mulai hari ke 3 sampai hari ke 21, tetapi
sedikit menurun pada hari ke 14. Aktivitas ALP pada SHED hari ke 21 baik
kelompok kontrol maupun kelompok yang dipapar NMT dan MTA meningkat
dan paling tinggi dibanding hari sebelumnya (Gambar 5.16).
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Gambar 5.16. Aktivitas ALP pad SHED Hari Ke 3, 7, 14, 21
**) p <0,01; *) p < 0,05; Error bar = Standar deviasi

Berdasarkan hasil uji statistik pada hari 3 terdapat perbedaan bermakna
antara aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT dengan MTA (p < 0.05) dan
antara kontrol dengan MTA (p < 0,05), sedang antara kontrol dan NMT tidak ada
perbedaan yang bermakna ( p < 0,05). Pada hari ke 7 terdapat perbedaan
bermakna antara aktivitas ALP pada SHED yang dipapar dengan NMT dengan
MTA dan antara NMT dengan konrol (p < 0,05), tetapi antara kontrol dengan
MTA tidak ada perbedaan bermakna (p > 0,05). Pada hari ke 14 teradapat
perbedaan bermakna antara aktivitas ALP yang dipapar NMT dengan MTA,
antara NMT dengan kontrol dan antara kontrol dengan MTA (p < 0,01). Pada hari
ke 21 aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT lebih tinggi dari MTA dan
berbeda bermakna (p < 0,05), tetapi antara NMT dengan kontrol dan antara MTA
dengan kontrol tidak ada perbedaan yang bermakna (p > 0,05).

Pada Gambar 5.17, aktivitas total ALP pada SHED selama 21 hari, yang
dipapar NMT ternyata lebih tinggi dibanding MTA dan kontrol. Aktivitas ALP
pada SHED selama 21 hari yang dipapar NMT berbeda bermakna dengan kontrol
(p < 0,05), sedangkan aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT dengan MTA

dan antara kontrol dengan MTA berbeda secara bermakna (p < 0,01).
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Gambar 5.17. Aktivitas ALP pada SHED Total 21 Hari
**) p<0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Apabila dibandingkan aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar MTA
ternyata lebih tinggi dibanding aktivitas ALP pada SHED yang dipapar MTA
pada hari ke 3, 7, 14, tetapi pada hari ke 21 aktivitas ALP pada SHED sedikit
lebih tinggi dibanding pada DPSC (Gambar 5.18).
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Gambar 5.18. Aktivitas ALP pada DPSC dan SHED yang Dipapar MTA
**) p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Berdasarkan hasil uji statistik aktivitas ALP pada DPSC pada hari ke 3, 7
dan 14 yang dipapar MTA berbeda secara bermakna dengan aktivitas ALP pada

SHED yang dipapar MTA (p < 0,01). tetapi pada hari ke 21 keduanya tidak ada
perbedaan yang bermakna.

Universitas Indonesia

Nanopartikel mineral..., Mohammad Chair Effendi, FKG Ul, 2012.



84

Perbedaan aktivitas ALP pada DPSC dengan SHED yang dipapar NMT
hampir sama dengan yang dipapar MTA. Aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar
NMT lebih tinggi dari SHED yang dipapar NMT pada hari ke 3, 7, dan 21, tetapi
pada hari ke 14 aktivitas ALP pada antara keduanya hampir sama, ALP pada
SHED sedikit lebih tinggi (Gambar 5.19).
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Gambar 5.19. Aktivitas ALP pada DPSC dan SHED yang Dipapar NMT
**)p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Berdasarkan hasil uji statistik, terdapat perbedaan yang bermakna antara
aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar NMT lebih tinggi dibanding aktivitas
ALP pada SHED pada hari ke 3 (p < 0,01) sedang hari 7 berbeda bermakna (p <
0,05). Pada hari ke 14 terdapat perbedaan bermakna antara aktivitas ALP pada
SHED vyang lebih tinggi dari DPSC yang dipapar NMT (p < 0,05), tetapi pada hari
ke 21 keduanya tidak ada perbedaan yang bermakna ( p > 0,05).

5.4.2. Hasil Pengamatan Aktivitas OC pada DPSC dan SHED

Aktivitas OC sebagai marker odontoblas pada DPSC secara diskriptif yang
terpapar NMT lebih tinggi dibanding MTA mulai dari hari ke 3 sampai hari ke 21.
Aktivitas OC pada kelompok NMT tertinggi pada hari ke 3 dan menurun tetapi
tetap stabil hingga hari ke 21. Berbeda dengan aktivitas OC yang dipapar MTA

yang terus menurun hingga hari ke 21 dan sangat kecil (Gambar 5.20).
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Gambar 5.20. Aktivitas OC pada DPSC Hari Ke 3, 7, 14, 21
**) p <0,01; *) p<0,05; Error bar = Standar deviasi

Berdasarkan hasil uji statistik aktivitas OC pada DPSC yang dipapar NMT
berbeda bermakna dengan yang dipapar MTA dan kontrol. Pada hari ke 3
aktivitas OC yang dipapar NMT berbeda bermakna dengan yang dipapar MTA (p
< 0,01), dan berbeda bermakna dengan kontrol (p < 0,05), sedangkan antara MTA
dengan kontrol tidak terdapat perbedaan bermakna (p > 0,05). Pada hari ke 7 dan
14 terdapat perbedaan bermakna antara aktivitas OC yang dipapar NMT dengan
MTA (p < 0,05) tetapi tidak berbeda bermakna dengan kontrol (p > 0,05). Pada
hari ke 21 aktivitas OC pada DPSC yang dipapar NMT hampir sama dengan
kelompok kontrol dan tidak ada perbedaan yang bermakna (p > 0,05), tetapi
aktivitas OC yang dipapar NMT lebih tinggi dari MTA dan berbeda bermakna (p
< 0,01). Hal ini juga terjadi pada aktivitas OC kelompok kontrol berbeda
bermakna dengan yang dipapar MTA (p < 0,05).

Secara diskriptif aktivitas OC pada SHED ternyata berbeda dengan
aktivitas OC pada DPSC yang dipapar NMT. Aktivitas OC pada SHED yang
dipapar NMT lebih rendah dari aktivitas OC yang dipapar MTA pada hari ke 3
dan ke 14, sedangkan pada hari ke 7 aktivitas OC yang dipapar NMT lebih tinggi
dari MTA dan pada hari ke 21 aktivitas OC yang dipapar NMT sama dengan
MTA (Gambar 5.21).
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Gambar 5.21. Aktivitas OC pada SHED Hari ke 3, 7, 14, 21
**) p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Hasil uji statistik aktivitas OC pada SHED hari ke 3 terdapat perbedaan
bermakna antara kelompok kontrol dengan kelompok yang dipapar NMT dan
MTA (p < 0,01), sedangkan antara aktivitas OC yang dipapar NMT dengan MTA
tidak terdapat perbedaan yang bermakna (p > 0,05). Pada hari ke 7 aktivitas OC
pada SHED yang dipapar NMT walaupun lebih tinggi dari kelompok kontrol dan
MTA tetapi tidak terdapat perbedaan yang bermakna (p > 0,05). Aktivitas OC
yang dipapar MTA pada hari ke 14 sama dengan kelompok kontrol dan lebih
tinggi dari kelompok yang dipapar NMT. Hasil uji statistik menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan bermakna antara aktivitas OC yang dipapar MTA dengan
NMT (p < 0,01) dan antara kelompok kontrol dengan NMT (p < 0,01), tetapi tidak
terdapat perbedaan bermakna antara kelompok kontrol dengan MTA (p > 0,05).

Pada hari ke 21 aktivitas OC pada SHED yang dipapar NMT sama dengan
MTA dan tidak terdapat perbedaan bermakna (p > 0,05), sedang aktivitas OC
pada kelompok kontrol lebih tinggi dari NMT maupun MTA dan berbeda secara
bermakna (p < 0,05).

Aktivitas OC pada DPSC selama 21 hari secara diskriptif kelompok yang
dipapar NMT lebih tinggi dibanding kelompok kontrol dan MTA. Aktivitas OC
pada DPSC yang dipapar MTA paling rendah dibandingkan yang dipapar NMT

maupun kontrol (Gambar 5.22).
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Gambar 5.22. Aktivitas OC pada DPSC Total 21 Hari
**) p <0,01; *) p<0,05; Error bar = Standar deviasi

Hasil uji statistik aktivitas OC sebagai marker odontoblas pada DPSC
selama 21 hari dipapar NMT lebih tinggi dari kelompok kontrol dan berbeda
bermakna (p < 0,01). Kelompok yang dipapar NMT lebih tinggi dari MTA dan
dan antara kontrol dengan MTA berbeda bermakna (p < 0,01).

Aktivitas OC pada SHED selama 21 hari ternyata kelompok yang dipapar
NMT lebih rendah dari MTA dan kontrol. Aktivitas OC kelompok kontrol secara
diskriptif paling lebih tinggi dibanding MTA dan NMT. (Gambar 5.23).
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Berdasarkan uji statistik aktivitas OC pada SHED selama 21 hari
kelompok kontrol berbeda berbeda bermakna dengan kelompok yang dipapar
NMT (p < 0,01). Sedangkan aktivitas OC yang dipapar MTA tidak berbeda
bermakna dengan kelompok kontrol (p > 0,05), tetapi aktivitas OC yang dipapar
MTA dibanding dengan NMT berbeda secara bermakna (p < 0,05).

Secara diskriptif aktivitas OC pada DPSC dibanding dengan aktivitas OC
pada SHED yang dipapar MTA, ternyata aktivitas OC pada SHED lebih tinggi
dibanding DPSC pada hari ke 3 sampai dengan hari ke 14, kecuali pada hari ke 21
aktivitas OC hampir sama (Gambar 5.24)
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Gambar 5.24. Aktivitas OC pada DPSC dan SHED yang Dipapar MTA
**) p < 0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Berdasarkan uji statistik pada hari ke 3, 7, dan 14 terdapat perbedaan
bermakna antara aktivitas OC pada SHED dibanding dengan DPSC yang dipapar
MTA (p < 0,01). Aktivitas OC pada SHED lebih tinggi dari DPSC, kecuali pada
hari ke 21 aktivitas OC pada SHED dan DPSC tidak terdapat perbedaan yang
bermakna (p > 0,05). Pada hari ke 21 mean aktivitas OC pada SHED dan DPSC
sangat rendah.

Aktivitas OC pada DPSC dan SHED yang dipapar NMT sama seperti
aktivitas OC pada DPSC dan SHED yang dipapar MTA. Pada hari ke 3 sampai
hari ke 14 aktivitas OC pada SHED yang dipapar NMT lebih tinggi dari DPSC,
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sedangkan pada hari ke 21 aktivitas OC pada DPSC lebih tinggi dari SHED
(Gambar 5.25)
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Gambar 5.25. Aktivitas OC pada DPCS dan SHED yang Dipapar NMT
**) p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Hasil uji statistik aktivitas OC pada SHED yang dipapar NMT pada hari
ke 3 lebih tinggi dari DPSC dan berbeda bermakna (p < 0,01). Pada hari ke 7 dan
14 aktivitas OC yang dipapar NMT pada SHED juga lebih tinggi dari DPSC dan
berbeda bermakna antara keduanya (p < 0,05). Pada hari ke 21 ternyata berbeda
dengan hari lainnya yaitu aktivitas OC pada DPSC lebih tinggi dari SHED yang
dipapar NMT terdapat perbedaan yang bermakna antara keduanya (p < 0,05).

5.4.3 Hasil Pengamatan Aktivitas DSPP pada DPSC dan SHED

Secara deskritif aktivitas DSPP pada DPSC yang dipapar MTA dan NMT
pada hari ke 3 dan 14 hampir sama tetapi lebih tinggi dari kelompok kontrol,
kecuali pada hari ke 7 dan 21 aktivitas NMT lebih tinggi dari MTA dan kontrol.
Aktivitas DSPP yang dipapar NMT terus meningkat dari ke 3 sampai hari ke 21.
Berbeda dengan MTA yang meningkat sampai hari ke 14, kemudian menurun
pada hari ke 21. (Gambar 5.26)
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Gambar 5.26. Aktivitas DSPP pad a DPSC Hari Ke 3, 7, 14, 21
**) p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi

Berdasarkan hasil uji statistik ternyata aktivitas DSPP pada DPSC pada
hari ke 3 dan 14 tidak terdapat perbedaan bermakna antara NMT dengan MTA
dan kontrol (p > 0,05). Pada hari ke ke 7 dan 21 aktivitas NMT lebih tinggi dari
MTA dan kontrol dan berbeda secara bermakna (p < 0,05), sedangkan antara
MTA dengan kontrol tidak terdapat perbedaan bermakna (p > 0,05)

Aktivitas DSPP pada SHED berbeda dengan DPSC, aktivitas DSPP pada
SHED yang dipapar NMT lebih tinggi dari MTA dan kontrol kecuali pada hari ke
14. Pada hari ke 14 aktivitas DSPP pada kelompok kontrol mempunyai nilai
tertinggi dibanding NMT dan MTA, sedang aktivitas DSPP yang dipapar NMT
dan MTA mempunyai nilai yang sama. Seperti halnya pada DPSC, aktivitas
DSPP pada SHED yang dipapar NMT terus meningkat dari hari ke 3, tetapi
menurun sedikit pada hari ke 14 dan meningkat lagi pada hari ke 21. yang

merupakan nilai aktivitas tertinggi dibanding MTA dan kontrol. (Gambar 5.27)
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Gambar 5.27. Aktivitas DSPP pada SHED Hari Ke 3, 7, 14, 21

**) p < 0,01; *) p<0,05,; Error bar = Standar deviasi

Hasil uji statistik ternyata aktivitas DSPP pada SHED pada hari ke 3, 7

dan 21 terdapat perbedaan bermakna antara NMT dengan MTA dan kontrol (p <

0,05), sedangkan pada ke 14 aktivitas NMT sama tingginya dengan MTA tidak

ada perbedaan bermakna (p > 0,05), tetapi antara kontrol dengan NMT dan MTA

berbeda bermakna (p < 0,

05).

Hasil pengamatan aktivitas DSPP selama 21 hari pada DPSC yang dipapar
NMT mempunyai nilai lebih tinggi dibanding MTA dan kontrol (Gambar 5.28).
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Gambar 5.28. Aktivitas DSPP pada DPSC Tatal 21 Hari

**) p <0,01; *) p < 0,05; Error bar = Standar deviasi
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Berdasarkan hasil uji statisitik ternyata terdapat perbedaan bermakna
antara aktivitas DSPP yang dipapar NMT dengan MTA (p < 0,05), tetapi tidak ada
perbedaan bermakna antara kelompok kontrol dengan MTA dan antara kontrol
dengan NMT (p > 0,05).

Secara deskriptif total aktivitas aktivitas DSPP selama 21 hari pada SHED
kelompok kontrol mempunyai nilaiaktivitas DSPP tertinggi dibanding kelompok
yang dipapar NMT dan MTA. Aktivitas DSPP yang dipapar MTA paling rendah
dibanding kelompok lainnya (Gambar 5.29).

Hasil uji statistik ternyata terdapat perbedaan bermakna antara aktivitas
DSPP pada SHED yang dipapar NMT dengan MTA dan antara kontrol dengan
MTA (p < 0,05), tetapi tidak terdapat perbedaan bermakna antara aktivitas DSPP
yang dipapar NMT dengan kelompok kontrol.

0,200 - -
0,180 T T
0,160

< 0,140

< 0,120

& 0,100

£ 0,080

Z 0,060
0,040
0,020
0,000

Mean Aktivitas DSPP

Kontrol MTAS NMTS
m Mean DSPP 0,134 0,103 0,126

Gambar 5.29. Aktivitas DSPP pada SHED Total 21 Hari
**) p <0,01; *) p<0,05; Error bar = Standar deviasi

Apabila dibandingkan aktivitas DSPP pada DPSC dan SHED yang dipapar
MTA, ternyata nilai DSPP pada DPSC lebih tinggi dari SHED mulai hari ke 3
sampai hari ke 21 (Gambar 5.30). Keadaan ini sama dengan aktivitas ALP pada
DPSC dan SHED, yang menunjukkan bahwa aktivitas ALP lebih tinggi pada
DPSC dibanding pada SHED. Hal ini berbeda dengan aktivitas OC yang
menunjukkan bahwa aktivitas OC lebih tinggi pada SHED dibanding DPSC.
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Gambar 5.30. Aktivitas DSPP pad DPSC dan SHED yang Dipapar MTA
**) p <0,01; *) p <0,05; Error bar = Standar deviasi
Bedasarkan hasil uji statistik terdapat perbedaan bermakna antara aktivitas
DSPP pada DPSC dengan SHED yang dipapar MTA pada hari ke 3, 7 dan 14 (p
< 0,05). Pada hari ke 21 tidak terdapat perbedaan bermakna antara aktivitas DSPP
pada DPSC dengan SHED yang dipapar MTA (p > 0,05).
Secara deskriptif aktivitas DSPP pada DPSC dan SHED yang dipapar
NMT sama dengan yang dipapar MTA. Aktivitas DSPP pada DPSC yang dipapar
NMT lebih tinggi dari aktivitas DSPP pada SHED yang dipapar NMT (Gambar
5.31).
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Gambar 5.31. Aktivitas DSPP pada DPSC dan SHED yang Dipapar NMT
**)p <0,01; *)p<0,05; Error bar = Standar deviasi
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Hasil uji statistik menunjukkan bahwa perbedaan bermakna aktivitas
DSPP pada DPSC dibanding SHED yang dipapar NMT terjadi pada hari ke 14
dan 21 (p < 0,05), sedang pada hari ke 3 dan 7, tidak terdapat perbedaan bermakna
(p > 0,05).

5.5. Efek MTA dan NMT Terhadap Maturasi Sel Ke Arah Odontoblas

Maturasi sel ditandai dengan meningkatnya jumlah deposit kalsium dan
meningkatkan regeneratif dentin. Deposit kalsium menunjukkan terjadinya suatau
proses regenerasi tulang (dentin) dan ditemukan pada hari ke 12 sedang pada
matrik ekstraselluler deposit kalsium mulai ditemukan pada hari ke 14 dan 21.>*%

Pada pengamatan deposit kalsium pada DPSC yang dipapar NMT pada hari
ke 7 telah terjadi pembentukan matrik ekstrasellular, sedangkan pada DPSC yang
dipapar MTA pembentukan matrik ekstrasellular terjadi pada hari ke 14 dan pada
kontrol sampai dengan hari ke 21 belum terlihat pembentukan matrik
ekstrasellular. Pada hari ke 21 terjadi penurunan jumlah sel tetapi deposit kalsium
hampir 100% ditemukan pada DPSC yang dipapar NMT dan MTA, kecuali pada
kelompok kontrol jumlah sel sama sejak hari ke 7 sampai hari ke 21 tetapi dengan
jumlah deposit kalsium yang lebih sedikit.

Pengamatan deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT dan MTA
ternyata berbeda hasilnya dengan DPSC. Pada hari ke 7 jumlah deposit kalsium
pada SHED yang dipapar NMT maupun MTA lebih sedikit dari deposit kalsium
pada DPSC yang dipapar NMT dan MTA, sedangkan pada hari ke 14 deposit
kalsium pada SHED sedikit lebih rendah dari DPSC. Sebaliknya pada hari ke 21
deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT maupun MTA lebih tinggi dari
DPSC. Hal ini disebabkan jumlah SHED pada hari ke 21 lebih banyak dari DPSC
dan jumlah deposit kalsiumnya juga lebih banyak. Pembentukan matrik
ekstrasellular pada SHED yang dipapar NMT terjadi pada hari ke 14, sedangkan
matrik ekstrasellular pada SHED yang dipapar MTA baru terjadi pada hari ke 21,
pada kelompk kontrol tidak terjadi pembentukan matrik ekstrasellular sampai
dengan hari ke 21. Penelitian ini membuktikan bahwa deposit kalsium telah
ditemukan pada hari ke 7 baik pada DPSC maupun SHED yang paparan NMT
dan MTA, kecuali pada kelompok kontrol deposit kalsium belum ditemukan.

Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa matrik ekstrasellular sudah
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terbentuk pada hari ke 7 pada DPSC yang dipapar NMT, sedangkan pada SHED
yang dipapar NMT terjadi pada hari ke 14 dan lebih cepat dibanding yang dipapar

MTA, sedangkan pada kelompok kontrol yang tidak mendapat perlakuan
matrik ekstrasellular tidak terbentuk hingga hari ke 21 (Gambar 5.32 A-B).

SELPUNCA | MATERIAL UJI

GGl
PERMANEN
(0s()

KONTROL

Gambar 5.32 A. Deposit kalsium pada DPSC yang Dipapar NMT, MTA dan Kelompok Kontrol:
(1) Deposit kalsium hari ke 7 (2) Deposit kalsium pada hari ke 14 (3) Deposit kalsium hari ke 21.
Tanda Panah Menunjukkan Deposit Kalsium. (Pembesaran 100x)
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SELPUNCA
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Gambar 5.32 B. Deposit kalsium pada SHED yang Dipapar NMT, MTA dan Kelompok Kontrol:
(1) Deposit kalsium hari ke 7 (2) Deposit kalsium pada hari ke 14 (3) Deposit kalsium hari ke 21. .

Tanda Panah Menunjukkan Deposit Kalsium. (Pembesaran 100x)
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Pengamatan deposit kalsium menggunakan pewarnaan VonKossa
dilakukan selama 3 kali pengamatan yaitu hari ke 7, 14 dan 21 dengan 3 kali
pengulangan. Pengukuran dilakukan setelah DPSC yang dipapar MTA dan NMT
serta satu kelompok kontrol (tanpa perlakuan). Apabila pada sel tersebut terdapat
warna bintik hitam menunjukkan adanya kalsium, warna merah adalah nucleus
dan warna pink adalah sitoplasma. Sama seperti pengamatan deposit kalsium
menggunakan pewarnaan VonKossa pada DPSC, pengamatan deposit kalsium
pada SHED juga dilakukan selama 3 kali pengamatan yaitu hari ke 7, 14 dan 21
dengan 3 kali pengulangan. Pengukuran dilakukan setelah SHED dipapar MTA
dan NMT serta satu kelompok kontrol. Apabila pada sel tersebut terdapat warna
bintik hitam menunjukkan adanya kalsium, warna merah adalah nucleus dan
warna pink adalah sitoplasma (Gambar 5.32)

Hasil pengamatan deposit kalsium pada DPSC secara diskriptif ternyata
DPSC yang dipapar NMT lebih tinggi dari yang dipapar MTA dan kelompok
kontrol. Pada hari ke 21 deposit kalsium yang dipapar NMT dan MTA menurun
dibanding hari ke 14, kecuali kelompok kontrol yang meningkat, tetapi deposit
kalsium yang dipapar NMT tetap yang tertinggi (Gambar 5.33).
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mNMT 47,49 51,04 47,05

Gambar 5.33. Deposit Kalsium pada DPSC Hari ke 7, 14, 21
**)p <0,01; *) p<0,05; Error bar = Standar deviasi

Hasil uji statistik pada hari ke 7, terdapat perbedaan bermakna antara

deposit kalsium DPSC yang dipapar NMT dengan MTA (p < 0,05), juga terdapat
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perbedaan bermakna antara deposit kalsium yang dipapar NMT dengan kontrol
dan antara deposit kalsium yang terpapar MTA dengan kontrol (p < 0,05). Pada
hari ke 14 hasilnya tidak berbeda dengan hari ke 7 yaitu, ternyata ada perbedaan
bermakna antara deposit kalsium pada DPSC yang terpapar NMT dengan MTA
(p < 0,05) dan antara NMT dengan kontrol (p < 0,01). Begitu pula deposit
kalsium DPSC pada kelompok yang dipapar MTA dengan kontrol terdapat
perbedaan bermakna antara keduanya (p < 0,01). Berbeda dengan hari ke 7 dan ke
14, pada hari ke 21 deposit kalsium kelompok yang dipapar NMT lebih tinggi
dibanding MTA dan berbeda bermakna (p < 0,05), sedangkan antara NMT dengan
kontrol dan antara MTA dengan kontrol ternyata tidak ada perbedaan yang
bermakna (p > 0,05). Kemaknaan pada uji statistik juga dipengaruhi oleh standar
deviasi, semakin lebar deviasi dari sampel, semakin kecil kemungkinan terjadi
perbedaan yang bermakna antara kedua sampel yang diuji.

Secara diskriptif deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT lebih
tinggi dibanding yang dipapar MTA dan kelompok kontrol. Deposit kalsium terus
meningkat mulai dari ke 7 sampai hari ke 21 (Gambar 5.34). Hal ini berbeda
dengan deposit kalsium pada DPSC yang dipapar NMT dan MTA menurun pada
hari ke 21.
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Gambar 5.34. Deposit Kalsium pada SHED Hari ke 7, 14, 21
**)p <0,01; *)p<0,05; Error bar = Standar deviasi

Deposit kalsium pada SHED hampir sama dengan DPSC, perbedaannya

adalah pada hari 21 yang menunjukkan deposit kalsium pada SHED meningkat
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dibanding hari ke 7 dan ke 14. Analisis statistik pada hari ke 7, ada perbedaan
bermakna antara deposit kalsium pada SHED antara kelompok yang dipapar
NMT dengan MTA (p < 0,05), juga deposit kalsium yang dipapar NMT dengan
kontrol berbeda secara bermakna (p < 0,05), tetapi antara kelompok yang dipapar
MTA dengan kontrol tidak berbeda bermakna (p > 0,05). Pada hari ke 14 ada
perbedaan bermakna antara kelompok yang dipapar NMT dengan MTA dan
kontrol ( p < 0,05), sedang hari ke 21, walaupun deposit kalsium yang dipapar
NMT lebih tinggi dari MTA dan kontrol tetapi di antara tiga kelompok tersebut
tidak ada perbedaan yang bermakna (p > 0,05).

Secara diskriptif deposit kalsium pada DPSC dibanding dengan deposit
kalsium pada SHED yang dipapar MTA, ternyata deposit kalsium pada DPSC
lebih tinggi dibanding DPSC pada hari ke 7 dan ke 14, kecuali pada hari ke 21
deposit kalsium pada SHED lebih tinggi dari deposit kalsium pada DPSC. Apabila
diamati ternyata deposit kalsium pada SHED yang dipapar MTA semakin
meningkat dari hari ke 7 sampai dengan hari ke 21 (Gambar 5.35)
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Gambar 5.35. Deposit Kalsium pada DPSC dan SHED yang Dipapar MTA
**) p<0,01; *)p<0,05; Error bar = Standar deviasi

Berdasarkan uji statistik, deposit kalsium yang dihasilkan DPSC dibanding
dengan SHED yang dipapar MTA pada hari ke 7 terdapat perbedaan bermakna (p
< 0,05), sedangkan pada hari ke 14 deposit kalsium pada DPSC yang dipapar
MTA tidak berbeda bermakna dengan deposit kalsium pada SHED (p > 0,05).
Pada hari ke 21 walaupun deposit kalsium pada SHED yang dipapar MTA jauh
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lebih tinggi dari deposit kalsium pada DPSC ternyata tidak terdapat perbedaan
yang bermakna (p > 0,05). Ini terjadi karena standar deviasi keduanya nilainya
besar, sehingga mempengaruhi nilai kemaknaan (p).

Deposit kalsium pada DPSC dan SHED yang dipapar NMT sama seperti
deposit kalsium pada DPSC dan SHED yang dipapar MTA. Pada hari ke 7 deposit
kalsium pada DPSC yang dipapar NMT lebih tinggi dari SHED, dan pada hari ke
14 deposit kalsium pada DPSC dan SHED hampir sama. Sedangkan pada hari ke
21 deposit kalsium pada SHED lebih tinggi dari DPSC. Hasil ini membuktikan
bahwa deposit kalsium semakin meningkat pada SHED yang dipapar NMT
(Gambar 5.36).
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Gambar 5.36. Deposit Kalsium pada DPSC dan SHED yang Dipapar NMT
**) p <0,01; *)p<0,05; Error bar = Standar deviasi

Pada hari ke 7 deposit kalsium pada DPSC yang lebih tinggi dari SHED
yang dipapar NMT dan secara statistik berbeda secara bermakna (p < 0,05). Pada
hari ke 14 deposit kalsium DPSC hampir sama dengan deposit kalsium pada
SHED dan tidak berbeda secara bermakna (p > 0,05).. Hal yang sama terjadi pada
hari ke 21, walaupun deposit kalsium SHED lebih tinggi dari DPSC yang terpapar
NMT ternyata tidak ada perbedaan yang bermakna (p > 0,05). Uji probabilitas

(kemaknaan) dipengaruhi juga oleh besarnya standar deviasi pada sampel.
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5.6. Korelasi Marker Odontoblas dengan Deposit Kalsium pada DPSC dan
SHED yang Dipapar MTA dan NMT

Korelasi antara aktivitas ALP dengan deposit kalsium pada DPSC yang
dipapar MTA ternyata tidak ada yang bermakna mulai hari ke 7 sampai hari ke 21
(p > 0,05) dan kekuatan korelasinya sangat lemah (0,00-0,199), kecuali hari ke 7
lemah (0,20-0,399). Pada hari ke 7 dan 14 arah korelasinya negatif, artinya
semakin besar nilai ALP semakin kecil nilai deposit kalsium atau sebaliknya,
sedang hari ke 21 arah korelasinya positif, artinya semakin besar nilai ALP
semakin besar pula nilai deposit kalsiumnya, walaupun kekuatannya sangat
lemah.

Korelasi antara aktivitas OC dengan deposit kalsium pada DPSC yang
dipapar MTA juga tidak terdapat perbedaan yang bermakna mulai hari ke 7
sampai hari ke 21 (p > 0,05). Berbeda dengan korelasi antara ALP dengan deposit
kalsium pada DPSC, korelasi OC dengan deposit kalsium pada DPSC yang
dipapar MTA pada hari 7 dan hari ke 14 mempunyai kekuatan korelasi sedang
(0,400-0,599) dengan arah korelasi positif, artinya semakin besar nilai OC
semakin besar pula nilai deposit kalsiumnya. Pada hari ke 21 kekuatan korelasi
menurun menjadi lemah (0,00-0,199) dengan arah korelasi negatif.

Korelasi antara aktivitas DSPP dengan deposit kalsium pada DPSC yan
dipapar MTA, tidak ada yang bermakna mulai hari ke 7 sampai hari ke 21 (p >
0,05) dan mempunyai arah korelasi negatif, artinya semakin besar nilai DSPP
semakin kecil nilai deposit kalsium atau sebaliknya. Pada hari ke 7 mempunyai
kekuatan korelasi paling kuat (0,600-0,799) dan kekuatan korelasinya terus
menurun, dan pada hari ke 21 kekuatan korelasinya sangat lemah (0,00-0,199).
Tabel 5.1. menunjukkan korelasi antara marker odontoblas dengan deposit

kalsium pada DPSC yang dipapar MTA.
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Tabel. 5.1.Korelasi Marker Odontoblas dengan Deposit Kalsium
pada DPSC yang Dipapat MTA

Marker Deposit Kalsium

Odontoblast H7 H14 H21

ALP () -0,303 -0,155 0,158
(lemah) (sangat lemah) (sangat lemah)

ocC (n 0,442 0,565 -0,168
(sedang) (sedang) (sangat lemah)

DSPP (r) -0,714 -0,361 -0,154
(kuat) (Ilemah) (sangat lemah)

Pada Tabel 5.2. korelasi antara aktivitas ALP dengan deposit kalsium pada
DPSC yang dipapar NMT tidak berbeda dengan yang dipapar MTA vyaitu tidak
terdapat perbedaan yang bermakna mulai hari ke 7 sampai hari ke 21 (p > 0,05).
Pada hari ke 7 kekuatan korelasinya sangat lemah (0,00-0,199) dengan arah
korelasi negatif, artinya semakin besar nilai ALP semakin kecil nilai deposit
kalsium atau sebaliknya, begitu pula pada hari ke 21 walupun kekuatan korelasi
sedang (0,400-0,599) tetapi arah korelasinya negatif, sedang hari ke 14 arah
korelasinya positif, artinya semakin besar nilai ALP semakin besar pula nilai
deposit kalsiumnya tetapi kekuatan korelasinya lemah (0,200-0,399).

Korelasi antara OC dengan deposit kalsium pada DPSC yang dipapar
NMT tidak terdapat perbedaan yang bermakna (p > 0,05) dan kekuatan
korelasinya sangat lemah, kecuali pada hari ke 21 kekuatan korelasi sedang
(0,400-0,599) dengan arah korelasi negatif, artinya semakin besar nilai ALP
semakin kecil nilai deposit kalsium atau sebaliknya.

Korelasi antara aktivitas DSPP dengan deposit kalsium pada DPSC yang
dipapar NMT sangat lemah mulai hari ke 7 sampai ke 21 dan tidak terdapat
korelasi yang bermakna. Pada hari ke 7 sama dengan hari ke 21 arah korelasinya
negatif dengan kekuatan korelasi sangat lemah (0,00-0,199) tetapi arah korelasi
hari ke 21 positif yang artinya semakin besar nilai DSPP semakin besar pula nilai
deposit kalsiumnya. Pada hari ke 14 arah korelasinya negatif dan sangat lemah
(0,00-0,199).
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Tabel 5.2. Korelasi Marker Odontoblas dengan Deposit Kalsium
pada DPSC yang Dipapar NMT

Marker Deposit Kalsium

Odontoblast H7 H14 H21

ALP  (r) -0,128 0,206 -0,450
(sangat lemah) (lemah) (sedang)

ocC (r) 0,189 0,141 -0,405
(sangat lemah) (sangat lemah) (sedang)

DSPP (r) -0,086 -0,155 0,086
(sangat lemah) (sangat lemah) (sangat lemah)

Pada Tabel 5.3 menunjukkan korelasi antara aktivitas ALP dengam
deposit kalsium pada SHED yang dipapar MTA tidak berbeda yaitu tidak ada
perbedaan bermakna mulai hari ke 7 sampai hari ke 21 (p > 0,05). Pada hari ke 7
korelasi ALP dengan deposit kalsium yang dipapar MTA mempunyai kekuatan
korelasi yang kuat (0,600-0,799) dengan arah korelasi positif sedang pada hari ke
14 kekuatan korelasinya sedang (0,400-0,599) juga dengan arah korelasi positif,
yang artinya semakin tinggi nilai aktivitas ALP semakin tinggi jumlah deposit
kalsiumnya, kecuali pada hari ke 21 arah korelasinya negatif dengan kekuatan
korelasi sedang (0,400-0,599). Korelasi antara aktivitas OC dengan deposit
kalsium pada SHED yang dipapar MTA tidak terdapat korelasi bermakna (p >
0,05) dengan kekuatan korelasi sangat lemah pada hari ke 7 dan 14, kecuali hari
ke 14 arah korelasinya negatif. Pada hari ke 21 kekuatan korelasi sedang (0,200-
0,399) dengan arah korelasi positif yang berarti semakin tinggi nilai aktivitas OC
semakin tinggi jumlah deposit kalsiumnya atau sebaliknya.

Korelasi antara aktivitas DSPP dengan deposit kalsium pada SHED yang
dipapar MTA tidak terdapat korelasi yang bermakna (p > 0,05) dengan kekuatan
korelasi lemah sampai sedang. Pada hari ke 7 arah korelasinya positif yang berarti
semakin besar nilai DSPP semakin besar pula deposit kalsium tetapi kekuatan
korelasinya lemah (0,200-0,399). Pada hari ke 14 arah korelasinya negatif dengan
kekuatan korelasi sedang (0,400-0,599), sedang pada hari ke 21 arah korelasinya
negatif dengan kekuatan korelasi lemah (0,200-0,399).
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Tabel 5.3. Korelasi Marker Odontoblas dengan Deposit Kalsium
pada SHED yang Dipapar MTA

Marker Deposit Kalsium

Odontoblast H7 H14 H21
ALP  (r) 0,667 0,502 -0,402
(kuat) (sedang) (sedang)

ocC (r) 0,104 -0,019 0,388
(sangat lemah) (sangat lemah) (lemah)

DSPP (r) 0,316 -0,414 -0,324
(lemah) (sedang) (lemah)

Korelasi antara ALP dengan deposit kalsium yang dipapar NMT pada
SHED tidak terdapat perbedaan bermakna mulai hari ke 7 sampai hari ke 21 (p >
0,05) dengan kekuatan korelasi yang lemah (0,400-0,599) kecuali pada hari ke 14
kekuatan korelasi sangat lemah (0,00-0,199). Pada hari ke 7 arah korelasinya
negatif, sedang pada hari ke 14 dan ke 21 arah korelasinya positif yang berarti
semakin besar nilai ALP semakin besar pula nilai deposit kalsiumnya, atau
sebaliknya.

Korelasi antara OC dengan deposit kalsium yang dipapar NMT pada
SHED juga tidak terdapat perbedaan yang bermakna mulai hari ke 7 sampai ke 21
(p > 0,05). Kekuatan korelasinya pada hari ke 7 adalah sedang (0,400-0,599)
dengan arah korelasi positif, tetapi pada hari ke 14 kekuatan korelasinya sangat
lemah (0,00-0,199) dengan arah korelasi negatif. Sedang pada hari ke 21 kekuatan
korelasinya kuat (0,600-,0799) dengan arah korelasi positif yang berarti semakin
besar nilai OC semakin besar pula nilai deposit kalsiumnya atau sebaliknya.

Korelasi antara aktivitas DSPP dengan deposit kalsium pada SHED yang
dipapar NMT tidak terdapat korelasi yang bermakna (p > 0,05). Pada hari ke 7
kekuatan korelasi yang kuat (0,600-0,799) dengan arah positif yang berarti
semakin besar nilai DSPP semakin besar pula nilai deposit kalsiumnya. Pada hari
ke 14 arah korelasinya menjadi negatif dengan kekuatan korelasi yang sangat
lemah (0,00-0,199). Pada hari ke 21 kekuatan korelasinnya naik menjadi sedang
tetapi arah korelasinya tetap negatif (0,400-0,599) (Tabel 5.4).
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Tabel 5.4. Korelasi Marker Odontoblas dengan Deposit Kalsium
pada SHED yang Dipapar NMT

Marker Deposit Kalsium

Odontoblast H7 H14 H21

ALP  (r) -0,314 0,031 -0,319
(lemah) (sangat lemah) (lemah)

ocC (r) 0,525 -0,043 0,619
(sedang) (sangat lemah) (kuat)

DSPP (r) 0,677 -0,129 -0,555
(kuat) (sangat lemah) (sedang)
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BAB 6
PEMBAHASAN

6.1 Modifikasi MTA Menjadi NMT

Modifikasi MTA menjadi NMT dilakukan milling secara berulang-ulang
untuk mendapatkan ukuran nano < 100 nm. Milling tersebut dilakukan sebanyak 3
kali dengan periode waktu yang berbeda yaitu milling selama 20 jam, 24 jam dan
30 jam. Hasil milling selama 30 jam mendekati ukuran 100 nm (105 nm). Untuk
memperoleh ukuran dibawah 100 nm dilakukan ultrasonik selama 30 menit
dengan cairan pelarut isopropanol 99,8%. Hasil SEM menunjukkan bahwa NMT
mempunyai ukuran 75,8 nm dan MTA mempunyai ukuran 0,508 um. Untuk
mengetahui kuantifikasi partikel dilakukan PSA ternyata ukuran MTA sebesar 7,4
um dan NMT mempunyai ukuran sebesar 41,1 nm. Hasil EDAX menunjukkan
NMT mengandung unsur terbanyak adalah kalsium dan silikat diikuti oksida dan
bismuth. Untuk mengetahui komposisi yang terkandung di dalam MTA dan NMT
dilakukan XRD dan ditemukan bahwa MTA terdiri dari trikalsium silikat (38%),
dikalsium silikat (44%) dan bismut oksida (18%) dan NMT terdiri dari senyawa
trikalsium silikat (26,7%), dikalsium silikat (47,5%) dan bismut oksida (25,7%).
Hasil XRD ini menunjukkan bahwa tidak terjadi perubahan senyawa dan
pembentukan senyawa baru, tetapi terjadi perubahan jumlah komposisi pada
NMT vyaitu dikalsium silikat dan bismut oksida lebih tinggi dibanding MTA
sedangkan trikalsium silikat lebih rendah dari MTA. Perubahan prosentase
komposisi pada NMT kemungkinan disebabkan karena panas yang timbul pada
saat dilakukan milling pada MTA. Hasil XRD dapat diketahui bahwa bismuth
yang merupakan logam berat terikat menjadi senyawa bismuth oxide. Hasil XRD
membuktikan bahwa terjadi perubahan intensitas relatif dari material NMT yang
artinya terjadi perubahan susunan atom yang mengarah ke sifat amorphous
dibandigkan MTA. Material yang amorphous ikatan atomnya tidak teratur dan
mempunyai energi permukaan yang lebih besar sehingga lebih mudah bereaksi

dengan senyawa lain.
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Bubuk MTA dan NMT yang diperoleh tersebut kemudian dijadikan bahan
uji viabilitas (proliferasi), diferensiasi sel punca pulpa gigi permanen (DPSC) dan
gigi disidui (SHED) ke arah odontoblas dan maturasi sel odontoblas. Dalam uji
tersebut digunakan bubuk NMT dan MTA tanpa dicampur dengan air steril.
Tujuannya agar: 1) dapat diketahui reaksi antara sel punca dengan senyawa yang
terkandung dalam NMT dan MTA 2) air steril yang digunakan dikuatirkan akan

menyebabkan perubahan medium kultur sel punca.

6.2 Analisis Efek MTA dan NMT Terhadap Proliferasi Sel Punca

Mesensimal Pulpa Gigi

Hasil uji viabilitas diketahui bahwa viabilitas DPSC yang dipapar NMT lebih
tinggi dari MTA terutama pada hari ke 1 dan ke 3, sedangkan hari ke 2
viabilitasnya hampir sama dengan paparan MTA. Secara statistik pada hari ke 1
hasil uji viabilitas DPSC yang dipapar NMT berbeda bermakna dengan MTA,
tetapi pada hari ke 2 dan ke 3 tidak ada perbedaan bermakna (Gambar 5.10).
Tingginya viabilitas DPSC yang dipapar NMT dibanding MTA disebabkan
karena unsur kalsium dan silikat yang terkandung dalam NMT lebih tinggi dari
MTA (Gambar 5.1D). Hal ini dapat mempengaruhi biokompatibilitas suatu bahan.
Tingginya kalsium dapat meningkatkan sifat basa yang menyebabkan aktivitas sel
semakin meningkat.®*2" Pada hari ke 2 merupakan viabilitas tertinggi dibanding
hari ke 1 dan ke 3. Ini terjadi karena hari ke 2 merupakan puncak dari
meningkatnya kalsium, kemudian menurun pada hari ke 3 seperti terlihat dari
hasil penelitian ini (Gambar 5.10). Penurunan viabilitas pada hari ke 3 disebabkan
karena telah selesainya reaksi trikalsium silikat yang terkandung dalam NMT

2 Namun

maupun MTA yang menyebabkan produksi kalsium juga menurun.*?
demikian pada penelitian ini ditemukan bahwa viabilitas DPSC yang dipapar
NMT masih lebih tinggi dari MTA. Hasil ini membuktikan bahwa modifikasi
MTA menjadi NMT berdampak pada viabilitas sel lebih baik dari MTA, yang
berarti NMT dapat menginduksi peningkatan proliferasi pada DPSC dibanding

MTA.

Hasil uji viabilitas SHED yang dipapar NMT berbeda dengan uji viabilitas
DPSC. Pada hari pertama tingkat viabilitas pada SHED yang dipapar MTA lebih
tinggi dari NMT, tetapi pada hari ke 2 viabilitas SHED yang dipapar NMT jauh
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lebih tinggi dibanding MTA. Pada hari ke 2 viabilitas SHED yang dipapar NMT
dan MTA mencapai puncak tertinggi dan sama seperti pada DPSC. Uji viabilitas
SHED yang dipapar NMT berbeda bermakna dengan MTA pada hari ke 2, tetapi
pada hari ke 3 terjadi penurunan viabilitas SHED. Viabilitas SHED yang dipapar
NMT lebih rendah dibanding MTA dan perbedaan viabilitas tersebut berbeda
bermakna (Gambar 5.11). Hasil ini membuktikan bahwa NMT maupun MTA
memproduksi kalsium yang tinggi pada hari ke 2 baik terhadap DPSC maupun
SHED, dan memurun pada hari ke 3 karena reaksi trikalsium silikat telah selesai

2 Penurunan viabilitas

sehingga kandungan kalsiumnya juga mulai menurun.*?
SHED vyang dipapar NMT dibanding MTA pada hari ke 3 kemungkinan
disebabkan karena NMT mengandung trikalsium silikat lebih sedikit dibanding
MTA dan sudah selesai pada hari ke 2. Hasil penelitian ini membuktikan bahwa
NMT berdampak pada peningkatan proliferasi SHED yang sangat tinggi pada hari
ke 2.

Hasil uji beda antara viabilitas DPSC dengan SHED yang dipapar MTA
tingkat viabilitasnya tidak berbeda bermakna pada hari ke 1 dan ke 3, tetapi
berbeda bermakna pada hari ke 2 (viabilitas DPSC lebih tinggi dari viabilitas
SHED). Hasil uji beda antara viabilitas DPSC dengan SHED yang dipapar gigi
NMT tidak terdapat perbedaan bermakna mulai hari ke 1 sampai dengan hari ke 3.
Secara umum dapat diketahui bahwa biokompatibilitas NMT dan MTA apabila
bereaksi dengan SHED maupun dengan sel pulpa gigi permanen adalah sama.
Penelitian ini juga mengindikasikan bahwa NMT dapat meningkatkan proliferasi
yang sama baik terhadap DPSC maupun SHED (Gambar 5.12 dan 5. 13).

6.3 Analisis Efek MTA dan NMT Terhadap Diferensiasi Sel Punca

Mesensimal Pulpa Gigi
6.3.1 Analisis Alkaline Phosphatase (ALP)

Pengukuran marker odontoblas ALP dilakukan dengan mereaksikan antara
hasil koleksi supernatan yang diambil dari kultur sel odontoblas secara periodik
mulai hari ke 3, 7, 14 dan 21 sebanyak 5 ul dengan substrat ALP (kit ALP). Nilai
absorbansi diukur dengan menggunakan microplate reader/ELISA dengan
panjang gelombang 405 nm.
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Alkaline phosphatase (ALP) merupakan enzim hidrofilik yang bekerja
dengan membebaskan fosfat organik dari ester fosfat. Aktivitas enzim ini
berhubungan juga dengan pembentukan jaringan keras gigi dan tulang sehingga
ALP digunakan secara luas sebagai penanda sel-sel turunan jaringan kalsifikasi

seperti odontoblas'” #?

: 1) Alkaline phosphatase (ALP) sebagai enzim yang
merangsang kalsifikasi. ALP dalam pulpa terdapat di odontoblas dan lapisan sub
odontoblas. Enzim ini berperan dalam mineralisasi dentin.**** 2) ALP dapat
melepaskan ester fosforik dan ion fosfat dalam keadaan bebas dan berreaksi
dengan ion kalsium dari aliran darah dan membentuk kalsium fosfat di matrik
organik yang disebut sebagai unit molekul hydroxyapatite. 3) Terdapat empat
ionenzim ALP yang telah diindentifikasi pada manusia yaitu: non spesifik (hati,
tulang, ginjal), intestin, plasenta dan sel bakteri ALP.*“* Alkaline phosphatase

(ALP) yang dihasilkan oleh odontoblas adalah tipe non spesifik.

Berdasarkan hasil pengamatan kadar ALP pada sel punca gigi permanen
(DPSC), aktivitas ALP tertinggi terjadi pada hari ke 3 baik pada DPSC yang
terpapar NMT maupun MTA. Aktivitas ALP hari ke 3 pada DPSC yang terpapar
MTA tertinggi dibandingkan dengan NMT diikuti pada hari ke 7. Pada hari ke 14
aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar MTA dan NMT hampir sama. Dari
penelitian ini dapat diketahui bahwa aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar
MTA terus menurun mulai hari ke 7 sampai hari ke 21, sedangkan pada hari ke 21
tingkat aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar NMT kembali naik hampir sama
dengan hari ke 7 dan lebih tinggi dari MTA. Perbedaan aktivitas ALP pada DPSC
pada hari ke 3 yang dipapar NMT lebih rendah dari MTA dan berbeda secara
bermakna, begitu pula pada hari ke 7, sedangkan pada hari ke 14 tidak terdapat
perbedaan yang bermakna. Sebaliknya pada hari ke 21 aktivitas ALP pada DPSC
yang dipapar NMT lebih tinggi dari MTA dan berbeda secara bermakna.
Penelitian ini juga menunjukkan bahwa aktivitas ALP lebih stabil pada DPSC
yang dipapar NMT dibanding MTA. Total aktivitas ALP pada DPSC selama 21
hari tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok dipapar NMT dengan MTA
walaupun pada hari ke 3 dan ke 7 aktivitas ALP yang dipapar MTA lebih tinggi
dari NMT (Gambar 5.14 dan 5.15). Kemungkinan ini terjadi karena sifat NMT

yang mengandung ion kalsium lebih banyak sehingga mempengaruhi aktivitas
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ALP yang mampu stabil selama 21 hari. lon kalsium yang dihasilkan jika kontak
dengan cairan jaringan akan menghasilkan amorphous calcium phosphate (ACP)

adalah kunci terjadinya kalsifikasi.*®

Fenotip odontoblas selalu dihubungkan dengan sel-sel pembetuk tulang
osteblas. Seperti halnya osteoblas, odontoblas menunjukkan suatu rangkaian
diferensiasi yang spesifik untuk pembentukan dentin primer dan dentin reparatif
yang ditandai dengan aktivitas marker odotoblas seperti ALP, OC, DSPP, DMP-1
dan Osteonectin (ON).* Penelitian ini juga sama dengan hasil penelitian yang
dilakukan oleh Bigia yang menggunakan human osteblast mengamati aktivitas
ALP, dan menemukan bahwa kadar (aktivitas) ALP selalu lebih tinggi dari

1.1 Aktivitas ALP terus menurun

kontrol mulai hari ke 3 sampai dengan hari ke 2
kecuali aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar NMT yang naik pada hari ke 21.
Kemungkinan lain penyebabnya karena NMT merupakan material yang lebih
bersifat amorphous calcium phosphates (ACP) dan hydroxyapatite (HA) adalah
sumber yang paling disukai untuk bahan perubah dalam rekayasa jaringan keras,
karena berat bahan tersebut ringan dan sifat kimianya yang stabil, apalagi NMT
mempunyai ukuran nanoamorphous calcium phosphates (nano ACP) dan
nanokristalin HA adalah masing-masing 41,1nm, sehingga lebih excited dalam sel
sehingga aktivitas ALP menjadi stabil sampai dengan hari ke 21 (Gambar 5.14)
dan dapat memicu terjadinya kalsifikasi yang dapat mempercepat terjadinya
reparatif dentin yang mengalami jejas. Dengan demikian ukuran HA sangat
mempengaruhi adhesi, proliferasi dan diferensiasi DPSC dan SHED. Efek ACP
dan HA pada proliferasi, adsorpsi, dan diferensiasi BMSCs telah dibuktikan,
dengan ukuran nanopartikel yang sama, yaitu 20 nm** (ukuran nano partikel).
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa NMT dan MTA mempunyai kemampuan
yang sama terhadap proses kalsifikasi dentin gigi permanen.

Aktivitas ALP pada SHED sangat berbeda dengan DPSC. Aktivitas ALP
pada SHED yang dipapar NMT lebih tinggi dari MTA maupun kontrol mulai hari
ke 3 sampai dengan hari ke 21. Pada hari ke 3 sampai hari ke 21 tingkat aktivitas
ALP pada SHED yang dipapar NMT lebih tinggi dari MTA maupun kontrol dan
terdapat perbendaan bermakna antara NMT dengan MTA. Hasil ini membuktikan
bahwa aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT lebih lebih baik dibanding
MTA dan paparan NMT lebih baik pada SHED dibanding DPSC (Gambar 5.16).
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Kemungkinan ini terjadi karena partikel NMT sangat reaktif atau katalitik.
Nanopartikel lebih mudah melewati membran sel dalam organisme dan
berinteraksi dengan sisitem biologis.** dan SHED mempunyai kapasitas yang kuat
untuk merangsang sel penerima.”® Kelebihan SHED dibanding DPSC adalah
karena SHED ini sifatnya lebih dewasa mampu berdiferensiasi menjadi berbagai
jenis sel, yg lebih besar dari batas DPSCs.>* sehingga berpengaruh terhadap
aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT. Hasil ini menunjukkan bahwa
NMT lebih baik dari MTA terhadap reparatif dentin pada gigi disidui dibanding
pada gigi permanen, karena NMT memicu aktivitas ALP yang lebih tinggi
dibandingkan MTA. Hal ini juga terlihat pada pengamatan aktivitas ALP selama
21 hari, ternyata total aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT lebih tinggi
dari MTA dan kontrol serta berbeda secara bermakna (Gambar 5.17). Di samping
itu, kemungkinan lain yang terjadi karena jumlah material HA yang terkandung
dalam gigi disidui lebih sedikit dari gigi permanen'®*, sehingga dapat
meningkatkan aktifitas ALP pada SHED dibanding DPSC karena NMT banyak
mengandung ion kalsium yang dapat mengisi kekurangan HA pada gigi disidui.
Dentin terdiri dari 70% mineral HA, 18% bahan organik dan 12% adalah air.'*®
Hasil penelitian ini menjelaskan bahwa paparan MTA pada DPSC lebih
merangsang aktivitas ALP dibanding aktivitas MTA pada SHED mulai hari ke 3
sampai dengan hari ke 14 dan berbeda secara bermakna, kecuali pada hari ke 21
tidak ada perbedaan yang bermakna (Gambar 5.18). Hasil ini membuktikan bahwa
pada proses kalsifikasi, MTA lebih baik digunakan pada gigi permanen dibanding
gigi disidui. Sedangkan paparan NMT merangsang aktivitas ALP pada DPSC
lebih tinggi dari SHED pada hari ke 3 dan ke 7, sedangkan hari ke 14 aktivitas
ALP pada SHED lebih tinggi dari DPSC dan berbeda bermakna kecuali hari 21
tidak berbeda bermakna (Gambar 5.19). Apabila dibandingkan aktivitas ALP pada
DPSC dan pada SHED yang dipapar NMT, ternyata aktivitas ALP pada DPSC
lebih tinggi dari SHED kecuali pada hari ke 14. Berdasarkan hasil tersebut
ternyata NMT dan MTA lebih banyak meningkatkan aktivitas ALP pada DPSC
dibanding SHED, tetapi total aktivitas ALP selama 21 hari pada SHED yang
dipapar NMT lebih tinggi dari MTA sedangkan pada DPSC tidak ada bedanya
antara NMT dengan MTA. Hasil ini mendukung hasil sebelumnya bahwa NMT
lebih merangsang aktivitas ALP pada SHED dibanding DPSC dan menunjukkan
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NMT lebih efektif dari MTA untuk memicu pada proses reparatif dentin yang

mengalami jejas karena meningkatkan proses kalsifikasi pada gigi disidui.

6.3.2 Analisis Osteocalcin (OC)

Osteocalcin (OC) adalah salah satu tipe protein yang disekresi oleh osteoblas.
Pola dari ekspresi gen-gen protein selama diferensiasi odontoblas mempunyai
kesamaan dengan osteoblas. 1) Pada daerah jejas osteocalcin disekresi secara
cepat dari odontoblas untuk membentuk predentin dari dentin reaksioner.*®*’ 2)
Osteocalcin (OC) dianggap sebagai pangkal marker diferensiasi odontoblas. 3)
Setelah 3 hari preparasi, osteocalcin yang berlebih tampak pada perkembangan
badan golgi yang pesat dan pada vesikle dari sel columnar ditepi permukaan
dentin-pulpa dibawah kavitas. *°

Aktivitas OC sebagai marker odontoblas pada DPSC secara diskriptif yang
terpapar NMT lebih tinggi dari MTA mulai hari ke 3 sampai hari ke 21. Aktivitas
OC pada DPSC yang terpapar NMT tertinggi pada hari pertama dan menurun
tetapi stabil mulai hari ke 7 sampai hari ke 21. Sedangkan aktivitas OC yang
terpapar MTA jauh lebih rendah dan terus menurun hingga hari ke 21.
Berdasarkan analisis statistik terdapat perbedaan bermakna antara antivitas OC
pada DPSC yang dipapar NMT dengan MTA maupun kontrol kecuali hari ke 21
tidak berbeda bermakna antara NMT dengan kontrol (Gambar 5.20). Aktivitas
OC selama 21 hari pada DPSC yang terpapar NMT lebih tinggi dari MTA dan
berbeda secara bermakna (Gambar 5.22). Apabila dibandingkan antara aktivitas
OC selama 21 hari pada DPSC yang dipapar NMT lebih tinggi dari MTA dan
berbeda secara bermakna. Osteocalcin (OC) adalah salah satu protein yang
disekresi oleh odontoblas. Osteocalcin (OC) diperlukan oleh dentin yang
mengalami jejas untuk membentuk predentin dari dentin reaksioner. Osteocalcin
(OC) ditemukan jumlah yang besar pada odontoblas 3 hari setelah dipreparasi,
dan ditemukan sejumlah kecil pada karies gigi yang tidak dirawat. Predentin
adalah matrik organik dentin yang dihasilkan oleh odontoblas yang belum
mengalami Kalsifikasi, yang membentuk lapisan dalam dari dentin dan pada
saatnya akan berubah menjadi dentin. Tingginya aktivitas OC pada DPSC yang
dipapar NMT menunjukkan bahwa NMT lebih baik dari MTA pada proses repatif

dentin yang mengalami jejas pada gigi permanen.
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Hasil tersebut di atas tidak terjadi pada SHED, karena aktivitas OC pada
SHED vyang terpapar NMT lebih rendah dari MTA, kecuali pada hari ke 7
aktivitas OC yang dipapar NMT sedikit lebih tinggi dari MTA. Aktivitas OC yang
tepapar NMT ini terus menurun hingga hari ke 21, bahkan hampir tidak ada
aktivitas OC baik pada SHED yang dipapar NMT maupun MTA. Keadaan ini
dapat dijelaskan bahwa berdasarkan analisis statistik NMT tidak sebaik MTA
dalam meningkatkan aktivitas OC pada SHED walaupun secara diskriptif
sebetulnya aktivitas OC pada SHED yang dipapar NMT maupun MTA nilai mean
keduanya tidak banyak berbeda yaitu pada hari ke 3, 7 dan 21 (Gambar 5.21).

Perbedaan bermakna aktivitas OC pada SHED yang dipapar NMT dengan
MTA terjadi pada hari ke 3 dan ke 14, sedang pada hari ke 7 dan 21 tidak ada
perbedaan yang bermakna (Gambar 5.21). Tetapi aktivitas OC selama 21 hari
pada SHED yang dipapar MTA lebih tinggi dari NMT dan terdapat perbedaan
bermakna. Tingginya aktivitas OC yang dipapar MTA dibanding NMT pada
SHED menunjukkan bahwa pembentukan predetin pada gigi disidui yang
mengalami jejas dan proses reparatif dentin pada gigi disidui tidak terpengaruh

oleh ukuran partikal dari mineral trioksida.

Analisis statistik menunjukkan aktivitas OC yang dipapar MTA pada
DPSC dan SHED berbeda bermakna. Aktivitas OC yang dipapar MTA pada
SHED lebih tinggi dari DPSC sejak hari ke 3 sampai hari ke 14 periode
eksperimen. Pada DPSC aktivitas MTA sangat rendah, sedangkan pada hari ke 21
aktivitas OC pada DPSC maupun SHED yang dipapar MTA hampir tidak
terdeteksi. Ini menunjukkan bahwa MTA merangsang aktivitas OC pada DPSC
dan SHED sampai hari ke 14 saja. Hasil ini mengiidikasikan bahwa MTA lebih
efektif bila digunakan untuk memicu pembentukan predentin pada gigi disidui.
Sebaliknya kurang efektif diaplikasikan pada gigi permanen. Perbandingan
aktivitas OC pada DPSC dengan SHED yang dipapar NMT hampir sama dengan
yang dipapar MTA, kecuali pada hari ke 21. Temuan ini menunjukkan bahwa
pembentukan predentin untuk membantu proses reparatif dentin masih lebih baik
NMT dibanding MTA baik pada gigi permanen maupun disidui karena aktivitas
OC terus terjadi sampai hari ke 21.
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Perbedaan aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT lebih tinggi dari
yang dipapar MTA, sedangkan aktivitas ALP pada DPSC yang dipapar MTA
lebih tinggi dari pada yang dipapar NMT. Sebaliknya aktivitas OC pada DPSC
yang dipapar NMT lebih tinggi dari yang dipapar MTA, sedang aktivitas OC pada
SHED yang dipapar MTA lebih tinggi dari NMT. Kemungkinan ini terjadi karena
SHED berbeda dengan DPSCs dengan memperhatikan faktor rata-rata proliferasi
yang tinggi, peningkatan ganda populasi sel, pembentukan kelompok sel,
kapasitas osteoinduktif in vivo, dan kegagalan untuk menyusun kembali dentin-
pulp like complex.®* Gigi disidui berbeda dari gigi permanen dalam struktur
jaringannya dan fungsinya. Diketahui bahwa gigi disidui tidak hanya memandu
erupsi gigi permanen, tetapi juga terlibat pada pembentukan tulang selama erupsi
gigi permanen.® Oleh karena itu gigi disidui mungkin merupakan sumber yang
ideal untuk memperbaiki kerusakan struktur sel punca gigi, merangsang
regenerasi tulang, dan memungkinkan perawatan cedera jaringan saraf atau
penyakit degeneratif. Eksistensi SHED yang signifikan secara biologis tetap
harus dijelaskan. Penelitian lainnya menyebutkan bahwa DPSC dari gigi molar
ketiga paling tepat untuk digunakan dalam eksperimen praklinik dan klinik."*
Seperti disebutkan sebelumnya bahwa ini terjadi karena jumlah HA pada gigi
permanen dan gigi disidui**® dan apakah struktur kimia predentin pada gigi
permanen sama dengan disidui. Predentin adalah dentin yang belum mengalami
kalsifikasi. Hasil penelitian ini membuktikan bahwa NMT yang merupakan
material berukuran nano lebih mudah bereaksi dengan predentin pada gigi
permanen dibanding gigi disidui. Hasil ini menjelaskan, struktur kimia antara
predentin gigi permanen yang mungkin berbeda dengan struktur predentin gigi
disidui'?® yang lebih mudah bereaksi dengan NMT daripada MTA.

6.3.3 Analisis Dentin Sialophospho Protein (DSPP)

Dentin sialophospho protein (DSPP). adalah suatu sialic acid yang kaya
glycoprotein yang dihasilkan oleh odontoblas.* 1) Merupakan marker untuk
identifikasi dan mempelajari diferensiasi dentin-pulpa kompleks****%® dan
disekresi secara selektif oleh odontoblas. 2) DSPP diekspresikan oleh odontoblas

yang dimulai dengan pembentukan predentin dan ekspresi DSPP oleh sel-sel
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pulpa yang aktif pada saat dentinogenisis.***® 3) DSPP adalah suatu sialic acid

yang merangsang kolagen pembentukan dentin sekunder.*®

Aktivitas DSPP sebagai marker ondotoblas pada DPSC secara diskriptif
aktivitas DSPP pada DPSC yang dipapar MTA dan NMT pada hari ke 3 dan 14
hampir sama tetapi lebih tinggi dari kelompok kontrol. Pada hari ke 7 dan 21
aktivitas NMT lebih tinggi dari MTA dan kontrol dan berbeda bermakna.
Aktivitas DSPP yang dipapar NMT terus meningkat dari ke 3 sampai hari ke 21.
Berbeda dengan MTA yang meningkat sampai hari ke 14, kemudian menurun
pada hari ke 21 (Gambar 5.26). Jumlah aktivitas DSPP pada DPSC selama 21 hari
menunjukkan bahwa nilai aktivitas NMT lebih tinggi dari MTA dan berbeda
secara bermakna (Gambar 5.28). Telah diketahui bahwa pembentukan dentin,
yang dikenal sebagai dentinogenesis, dimulai sebelum pembentukan enamel dan
dimulai oleh odontoblas.. Dentin sialophospho protein (DSPP) berperan penting
terhadap pembentukan dentin sekunder terutama pada saat perawatan pulpcapping
(reparatif dentin). Nilai aktivitas DSPP pada DPSC yang dipapar NMT yang lebih
tinggi dari MTA, seperti diindikasikan melalui penelitian ini menunjukkan bahwa
NMT lebih excited terhadap DPSC dibanding MTA. Diasumsikan, NMT lebih

baik untuk perawatan pulpcapping namun perlu penelitian lebih lanjut.

Aktivitas DSPP pada SHED pada hari ke 3, 7 dan 21 terdapat perbedaan
yang bermakna antara kelompok yang dipapar NMT dengan MTA dan kontrol,
juga antara kontrol dengan MTA, tetapi pada hari ke 14 aktivitas DSPP yang
dipapar NMT sama dengan MTA dan lebih rendah dari kontrol (Gambar 5.27).
Jumlah nilai aktivitas DSPP selama 21 hari pada SHED kelompok kontrol
mempunyai nilai aktivitas DSPP paling tinggi dibanding NMT dan MTA. Secara
statistik terdapat perbedaan bermakna antara aktivitas DSPP yang dipapar NMT
dengan yang dipapar MTA, tetapi terdapat perbedaan tidak bermakna antara
pemberian NMT dengan kontrol selama 21 hari (Gambar 5.29). Hasil ini
menunjukkan bahwa pemberian NMT meningkatkan pembentukan dentin
sekunder pada DPSC dan SHED dibanding dengan pemberian MTA.

Apabila dibandingkan antara aktivitas DSPP pada DPSC dan SHED
ternyata nilai aktivitas DSPP pada DPSC lebih tinggi dari SHED yang dipapar
MTA dan berbeda bermakna mulai hari ke 3, 7 sampai hari ke 14 (Gambar 5.30).
Hasil ini membuktikan bahwa MTA lebih merangsang pembentukan dentin
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sekunder pada DPSC dibanding SHED mulai hari ke 3 sampai hari ke 21.
Perbedaan aktivitas DSPP antara DPSC dengan SHED yang dipapar NMT
terbukti bahwa aktivitas DSPP pada DPSC lebih tinggi dari SHED. dan terdapat
perbedaan bermakna pada hari ke 14 dan 21 (Gambar 5.31) dan membuktikan
bahwa NMT lebih merangsang pembentukan dentin sekunder pada DPSC
dibanding SHED mulai hari ke 7 sampai hari ke 21. Hasil penelitian ini sesuai
dengan data sebelumnya membuktikan bahwa NMT sama efektifnya untuk
meningkatkan pembentukan dentin sekunder pada gigi permanen dan gigi disidui,
sedang MTA lebih efektif pembetukan dentin sekunder pada gigi permanen
daripada gigi disidui.

6.4 Analisis Efek MTA dan NMT Terhadap Maturasi Sel Ke Arah
Odontoblas
Deposit ion kalsium pengukurannya menggunakan pewarnaan Von Kossa.
Pada pewarnaan ini ditemukan tiga warna yaitu apabila sel berwarna bintik hitam
menunjukkan deposit kalsium, warna merah adalah nukleus dan warna pink
adalah sitoplasma. Apabila terdapat sel yang tidak ada bintik hitam berarti sel

tersebut tidak mengandung ion kalsium.***

Perhitungan deposit kalsium ini dimulai hari ke 7 sampai hari ke 21. Pada
Gambar 5.33 terlihat bahwa deposit kalsium pada DPSC yang dipapar NMT lebih
tinggi dari MTA mulai hari ke 7 sampai hari ke 21. Berdasarkan analisis statistik
hanya pada hari ke 7, 14 dan 14 yang berbeda bermakna antara deposit kalsium
pada DPSC yang dipapar NMT dengan MTA. Peranan NMT yang berukuran nano
membuktikan bahwa material nano ini lebih reaktif dan katalitik merangsang sel
dan kandungan kalsium. Nano HA yang terkandung dalam NMT memungkinkan
untuk meningkatkan deposit kalsium pada DPSC. Hasil penelitian ini berbeda
dengan penelitian yang dilakukan Carnes et al bahwa deposit kalsium baru bisa
ditemukan pada hari ke 14."*" Penelitian ini menunjukkan bahwa deposit kalsium
sudah ditemukan pada hari ke 7 dan secara optimal ditemukan pada hari ke 14,
mulai menurun pada hari ke 21. Keadaan ini belum diketahui secara pasti, tetapi
kemungkinan karena pada hari ke 21 pertumbuhan sel gigi permanen mulai
menurun sehingga kemampuan untuk membentuk ion kalsium juga mulai
menurun. Di samping itu kandungan kalsium yang ada dalam NMT dan MTA
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juga menurun karena telah selesainya reaksi trikalsium silikat. Hasil penelitian ini
membuktikan bahwa NMT lebih baik dari MTA pada proses regenaratif dentin

pada gigi permanen.

Deposit kalsium pada SHED berbeda dengan DPSC. Deposit kalsium
mulai hari ke 7 terlihat masih sedikit, namun pada hari ke 14 dan ke 21 terus
meningkat. Secara diskriptif jumlah deposit kalsium pada hari ke 7 sampai ke 21
lebih banyak pada SHED yang dipapar NMT dibanding MTA. Pada hari ke 21
jumlah deposit kalsium pada SHED merupakan jumlah deposit kalsium tertinggi
dibanding hari ke 7 dan ke 14 (Gambar 5.34). Pada hari ke 7 dan 14 deposit
kalsium SHED yang dipapar NMT berbeda bermakna dengan yang dipapar MTA,
sedangkan pada hari ke 21 deposit kalsium SHED yang dipapar NMT dan MTA
tidak terdapat perbedaan yang bermakna. Keadaan ini menunjukkan bahwa
deposit kalsium pada SHED masih terus bertumbuh dan SHED masih terus
membentuk deposit kalsium sampai hari ke 21. Ini berbeda dengan DPSC yang
mulai menurun pada hari ke 21. Paparan NMT yang mengandung nano HA ikut
mendukung pembentukan deposit kalsium SHED sampai hari ke 21. Penelitian ini
mengindikasikan bahwa NMT adalah bahan yang ideal untuk perawatan saluran
pulpa pada gigi disidui dan gigi permanen, karena jumlah deposit kalsium
merupakan indikator terjadinya proses regeneratif pada dentin.>

Pengamatan terhadap deposit kalsium pada DPSC yang dipapar NMT
pada hari ke 7 ternyata telah terjadi pembentukan matrik ekstrasellular, sedangkan
pada DPSC yang dipapar MTA pembentukan matrik ekstrasellular terjadi pada
hari ke 14 dan pada kontrol sampai dengan hari ke 21 belum terlihat pembentukan
matrik ekstrasellular. Pembentukan matrik ekstrasellular pada SHED yang dipapar
NMT terjadi pada hari ke 14, sedangkan matrik ekstrasellular pada SHED yang
dipapar MTA baru terjadi pada hari ke 21, pada kelompk kontrol tidak terjadi
pembentukan matrik ekstrasellular sampai dengan hari ke 21. Hasil ini
membuktikan bahwa NMT lebih cepat dalam pembentukan matrik ekstrasellular
dibanding MTA baik terhadap DPSC maupun SHED. Hal ini terjadi karena ion
kalsium yang terkandung dalam NMT lebih tinggi dibanding MTA dan NMT
adalah material berukuran nano yang mempunyai sifat lebih reaktif dan katalitik

serta lebih mudah menembus dan masuk ke dalam sel.** Penelitian lain yang
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dilakukan oleh Carnes et al menemukan bahwa ion kalsium pada matrik

ekstrasellular baru terbentuk pada hari ke 14 dan 21,"%’

sedangkan pada penelitian
ini matrik ekstra sellular sudah mulai terbetuk pada hari ke 7 khususnya pada
DPSC yang dipapar NMT. Pengamatan di atas menunjukkan peranan NMT dalam
pembentukan matrik ekstrasellular baik pada DPSC maupun SHED.lebih baik

dibandingkan dengan MTA.

Apabila dibedakan antara deposit kalsium pada DPSC dengan SHED yang
dipapar MTA ternyata deposit kalsium pada DPSC lebih tinggi dari SHED pada
hari ke 7 dan 14. Deposit kalsium pada DPSC pada hari ke 14 yang tertinggi
dibanding hari ke 7 dan 21. Pada hari ke 21 deposit kalsium pada DPSC yang
yang dipapar MTA menurun dan lebih rendah dari deposit kalsium pada SHED,
sedang deposit kalsium pada SHED yang dipapar MTA terus meningkat mulai
hari ke 7 sampai hari ke 21 (Gambar 5.35).

Jumlah deposit kalsium pada DPSC yang dipapar NMT lebih tinggi dari
SHED pada hari ke 7 berbeda bermakna tetapi pada hari ke 14 hampir sama,
sedangkan pada hari ke 21 deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT lebih
tinggi dari DPSC (Gambar 5.36). Penelitian ini membuktikan deposit kalsium
pada SHED yang dipapar NMT terus meningkat mulai hari ke 7 sampai hari ke
21, sedangkan deposit kalsium pada DPSC tertinggi pada hari ke 14 dan menurun
pada hari ke 21.

Pengamatan deposit kalsium di atas sesuai dengan hasil penelitian Schulze
et al, yang menyatakan bahwa absorsi kalsium berkorelasi positif dengan deposit
kasium.> Seperti diketahui dari data sebelumnya, unsur kalsium yang terkandung
dalam NMT lebih tinggi dari MTA dapat memicu peningkatan nilai deposit
kalsium, baik pada gigi permanen maupun gigi disidui sehingga meningkatkan
proses regenaratif dentin gigi permanen dan disidui.

Hasil penelitian tersebut membuktikan bahwa modifikasi MTA menjadi
NMT dapat meningkatkan proses reparatif dan regeneratif dentin gigi permanen
dan disidui. Meningkatnya proses reparatif dan regeneratif dentin tersebut dapat
mempertahankan pulpa gigi tetap vital, mencegah terjadinya nekrosa pulpa dan

pembentukan abses serta infeksi fokal pada tubuh manusia.
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6.5 Analisis Korelasi Marker Odontoblas dengan Deposit Kalsium pada

DPSC

Korelasi antara aktivitas ALP dengan deposit kalsium pada DPSC yang
dipapar MTA maupun NMT mempunyai kekuatan yang lemah bahkan cenderung
sangat lemah dengan arah korelasi yang negatif, kecuali korelasi dengan deposit
kalsium yang dipapar NMT pada hari ke 14 yang arah korelasinya positif
walaupun kekuatan korelasinya lemah. Hasil ini tidak berbeda jauh dengan
korelasi aktivitas ALP dengan deposit kalsium pada DPSC yang dipapar MTA
yang mempunyai kekuatan korelasi sangat lemah dengan arah korelasi positif.
Kemungkinan ini disebabkan karena NMT lebih banyak mengandung unsur
kalsium dan nano HA dibanding MTA sehingga mempunyai kekuatan korelasi
yang sedikit lebih baik dari MTA. Arah korelasi yang positif menunjukkan bahwa
semakin besar nilai ALP semakin besar pula nilai deposit kalsium. Hasil
penelitian menjelaskan bahwa deposit kalsium pada DPSC yang dipapar NMT
dengan yang dipapar MTA tidak terdapat perbedaan bermakna kecuali pada hari
ke 7 (Gambar 5.38)

Korelasi antara aktivitas OC dengan deposit kalsium pada DPSC yang
dipapar MTA menunjukkan kekuatan korelasi yang sedang dengan arah korelasi
yang positif pada hari ke 7 dan ke 14, tetapi kekuatan korelasi menjadi sangat
lemah dengan arah korelasi yang negatif pada hari ke 21. Hasil penelitian ini
sesuai dengan penelitian Schulze at al, yang melaporkan bahwa deposit kalsium
berhubungan dengan absorbsi kalsium, osteocalcin dan leptin® terutama pada
hari ke 7 dan ke 14. Berbeda dengan penelitian Schulze at al ini adalah hasil
korelasi aktivitas OC dengan deposit kalsium pada DPSC yang dipapar NMT.
Korelasinya sangat lemah pada hari ke 7 dan ke 14 dengan arah korelasi yang
positif. Sifat nano ACP dan kandungan nano HA tidak berhubungan langsung
dengan aktivitas OC dan absorbsi kalsium. Osteocalcin (OC) diperlukan untuk
pembentukan predentin akibat terjadinya jejas pada dentin dan belum mengalamin
kalsifikasi. Alkaline phosphatase (ALP) adalah enzim yang bertugas merangsang
terjadinya kalsifikasi pada dentin. Hasil korelasi aktivitas OC dengan deposit
kalsium pada DPSC yang dipapar NMT berbeda dengan data hasil temuan
penelitian ini sebelumnya, bahwa aktivitas OC pada DPSC yang dipapar NMT
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lebih tinggi dari MTA dan berbeda bermakna mulai hari ke 3 sampai hari ke 21
(Gambar 5.17). Begitu pula analisis deposit kalsium pada SHED yang dipapar
NMT lebih tinggi daripada kalsium yang dipapar MTA, mulai hari ke 7 sampai
hari ke 21 (Gambar 5.42). Hasil ini membuktikan bahwa tingginya nilai aktivitas
OC dan deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT ternyata tidak ada

korelasi yang bermakna antar keduanya dan kekuatan korelasinya juga lemah.

Korelasi antara aktivitas DSPP dengan deposit kalsium pada DPSC yang
dipapar MTA tidak terdapat korelasi yang bermakna mulai hari ke 7 sampai ke 21
dengan kekuatan korelasi yang kuat pada hari ke 7 dan menurun sampai sangat
lemah pada hari ke 21 dengan arah korelasi yang negatif. Ini membuktikan bahwa
tidak terdapat hubungan antara aktivitas DSPP yang berfungsi memicu
pembentukan dentin sekunder dengan deposit kalsium pada DPSC yang dipapar
MTA. Sedangkan korelasi antara aktivitas DSPP pada DPSC yang dipapar NMT
memunyai kekuatan korelasi yang sangat lemah dengan arah korelasi negatif,
Seperti halnya material MTA, ternyata NMT juga tidak ada korelasi antara
aktivitas DSPP pada DPSC yang dipapar NMT, yang berarti bahwa aktivitas
DSPP akibat paparan MTA maupun NMT tidak ada hubungan dengan deposit
kalsium (Gambar 5.23). Diasumsikan pembetukan dentin sekunder tidak terkait
dengan deposit kalsium pada gigi permanen. Diperlukan penelitian lebih lanjut

untuk menjelaskan asumsi ini.

6.6 Analisis Korelasi Marker Odontoblas dengan Deposit Kalsium pada

SHED

Korelasi antara aktivitas ALP dengan deposit kalsium pada SHED yang
dipapar MTA mempunyai kekuatan korelasi yang sedang sampai kuat. Pada hari
ke 7 korelasi ALP dengan deposit kalsium pada SHED yang dipapar MTA
mempunyai korelasi kuat dengan arah korelasi positif, tetapi kekuatan korelasi
pada hari ke 14 menurun ke tingkat sedang dan pada hari ke 21 arah korelasinya
menjadi negatif. Apabila dibandingkan dengan korelasi aktivitas ALP dengan
deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT dengan MTA, ternyata yang
dipapar MTA mempunyai kekuatan korelasi yang lebih kuat. Korelasi aktivitas
ALP dengan deposit kalsium yang dipapar NMT pada hari ke 7, kekuatan

korelasinya lemah dengan arah korelasi negatif pada hari ke 21 kekuatan
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korelasinya lemah dengan arah korelasi yang positif dan pada hari ke 14 kekuatan
korelasinya sangat lemah dengan arah yang positif. Hal ini berbeda dengan hasil
analisis terhadap aktivitas ALP pada SHED yang dipapar NMT, yang
menunjukkan aktivitas MTA lebih tinggi mulai hari ke 3 sampai ke 21 (Gambar
5.13). Dengan demikian dapat diketahui bahwa aktivitas ALP pada SHED yang
dipapar NMT tidak berhubungan dengan deposit kalsium pada SHED yang
dipapar NMT walaupun deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT lebih
tinggi dari MTA mulai hari ke 7 sampai hari ke 21 (Gambar 5.42).

Pada hari ke 7 korelasi aktivitas OC dengan deposit kalsium pada SHED
yang dipapar MTA tidak berhubungan secara bermakna serta mempunyai
kekuatan yang sangat lemah dengan arah positif dan pada hari ke 14 kekuatan
korelasi juga sangat lemah dengan arah korelasi yang negatif. Sedangkan pada
hari ke 21 kekuatan korelasinya lemah dengan arah korelasi positif. Sebaliknya
korelasi OC dengan deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT memupunyai
nilai korelasi yang lebih tinggi dari MTA. Pada hari ke 7 kekuatan korelasinya
sedang dan pada hari ke 21 kekuatan korelasinya kuat dengan arah korelasi yang
positif, kecuali pada hari ke 14 kekuatan korelasinya sangat lemah dengan arah
korelasi yang negatif. Hasil ini berbeda dengan aktivitas OC pada SHED yang
dipapar MTA lebih tinggi dari NMT (Gambar 5.18), tetapi sesuai dengan temuan
bahwa deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT yang lebih tinggi dari
MTA (Gambar 5.42). Hasil ini juga mendukung hasil penelitian Scheluze et al
bahwa absorbsi kalsium berhubungan dengan aktivitas OC.>

Korelasi aktivitas DSPP dengan deposit kalsium pada SHED yang dipapar
MTA mempunyai kekuatan korelasi yang lemah sampai sedang dengan arah
korelasi positif pada hari ke 7 dan negatif pada hari ke 14 dan 21. Berbeda
dengan korelasi antara aktivitas DSPP dengan deposit kalsium pada SHED yang
dipapar NMT. Kedua variable tersebut mempunya kekuatan korelasi kuat dan
positif pada hari ke 7, tetapi korelasinya tidak bermakna. Pada hari ke 14 kekuatan
korelasinya sangat lemah dengan arah korelasi yang negatif dan naik kembali
kekuatannya menjadi sedang pada hari ke 21 dan arah korelasinya tetap negatif.
Hasil tersebut menunjukkan, bahwa korelasi NMT dengan deposit kalsium pada
SHED lebih kuat dibandingkan dengan MTA terutama pada hari ke 7. Hasil ini
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sesuai dengan temuan bahwa deposit kalsium pada SHED yang dipapar NMT
lebih tinggi dari MTA (Gambar 5.42) yang berkorelasi juga dengan aktivitas
DSPP pada SHED yang menunjukkan bahwa aktivitas DSPP yang dipapar NMT
lebih tinggi dari MTA walaupun tidak ada perbedaan yang bermakna. Dengan
demikian dapat dikatakan NMT berdampak positif pada pembentukan dentin
sekunder gigi disidui tetapi dampak yang sama tidak ditemukan pada
pembentukan dentin sekunder gigi permanen.

Korelasi lemah antara marker odontoblas ALP, OC dan DSPP dengan
deposit kalsium pada DPSC dan SHED kemungkinan disebabkan oleh fungsinya
yang berbeda. Marker odontoblas ALP, OC dan DSPP mempunyai fungsi
reparatif dentin, sedangkan deposit kalsium mengindikasikan proses regeneratif
dentin.>**® Namun demikian diperlukan penelitian lebih lanjut untuk menjelaskan

korelasi tersebut.
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7.1.

BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dibuktikan tersebut di atas dapat

disimpulkan sebagai berikut:

7.1.1

7.1.2

7.1.3

7.14

7.2.
7.2.1

Mineral trioxide aggregate (MTA) dapat dimodifikasi ukurannya menjadi
nanopartikel mineral trioksida (NMT) mempunyai ukuran 41,1 nm (nano
size) setelah dilakulan milling selama 30 jam dan dilakukan ultrasonik
selama 30 menit.

Nanopartikel mineral trioksida (NMT) meningkatkan proliferasi dan tidak
bersifat toksik serta tidak berdampak menghambat viabilitas sel punca
pulpa gigi (DPSC dan SHED).

Nanopartikel mineral trioksida (NMT) dapat meningkatkan diferensiasi sel
punca ke arah odontoblas karena: 1) meningkatkan aktivitas ALP
khususnya pada SHED lebih baik dibanding MTA, 2) meningkatkan
aktivitas OC khususnya pada DPSC dibanding MTA, 3) meningkatkan
aktivitas DSPP pada DPSC dan SHED dibanding MTA.

Nanopartikel mineral trioksida (NMT) meningkatkan maturasi sel ke arah
odontoblas karena dapat meningkatkan jumlah deposit kalsium dan
pembentukan matrik ekstrasellular pada DPSC dan SHED dibanding
MTA. Pembentukan matrik ekstrasellular sudah terbentuk pada hari ke 7
pada DPSC yang dipapar NMT, sedang yang dipapar MTA terbentuk pada
hari ke 14. Pembentukan matrik ekstrasellular terbentuk pada hari ke 14
pada SHED yang dipapar NMT, sedang yang dipapar MTA terbentuk pada
hari ke 21.

Saran

Penelitian ini adalah penelitian in vitro dengan menggunakan bubuk NMT
yang diaplikasikan pada DPSC dan SHED dan dapat dilanjutkan dengan
bekerjasama dengan lembaga lain untuk membuat kemasan NMT dalam

bentuk pasta yang kemudian diuji secara in vivo terhadap binatang coba..
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7.2.2 Untuk memperoleh bahan yang lebih murah perlu dilakukan pembuatan
material nano dari bahan dasar MTA yang banyak ditemui di Indonesia

yaitu portland semen putih lokal.

7.2.3 Penelitian ini disarankan untuk diajukan mendapat hak paten (HAKI)
kepada Pemerintah RI atas nama FKGUI dan FKUB serta instansi lain

yang terlibat dalam pembuatan NMT.
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Peak List: (Bookmark 3)

Pos. Height FWHM d-spacing Rel. Int. Tip width Matched
[°2Th.] [cts] [°2Th.] [A] [%] [°2Th.] by

24,5592 54,42 0,1181 3,62482 6,40 0,1417 01-071-
2274

25,7808 160,70 0,0984 3,45577 18,90 0,1181 01-071-
2274

26,9217 266,47 0,1181 3,31186 31,34 0,1417 01-071-
2274

27,3973 850,34 0,1378 3,25544 100,00 0,1653 01-071-
2274; 01-

073-0599

28,0121 215,59 0,1181 3,18537 25,35 0,1417 01-071-
2274, 01-

083-0461

29,4308 204,84 0,1181 3,03497 24,09 0,1417 01-073-
0599

30,0631 60,11 0,1968 2,97256 7,07 0,2362 01-073-
0599

32,2053 322,39 0,0787 2,77956 37,91 0,0945 01-073-
0599; 01-

083-0461

32,5649 318,62 0,1968 2,74969 37,47 0,2362 01-071-
2274, 01-

073-0599;

01-083-

0461

33,0476 370,27 0,1181 2,71062 43,54 0,1417 01-071-
2274, 01-

073-0599;

01-083-

0461

33,2552 422,34 0,0787 2,69417 49,67 0,0945 01-071-
2274, 01-

073-0599

33,9558 56,03 0,1181 2,64017 6,59 0,1417 01-071-
2274

34,3560 355,67 0,1574 2,61033 41,83 0,1889 01-073-
0599; 01-

083-0461

35,0475 105,91 0,0787 2,56040 12,46 0,0945 01-071-
2274

35,3998 73,22 0,0787 2,53572 8,61 0,0945 01-071-
2274, 01-

083-0461

35,9165 60,81 0,1574 2,50041 7,15 0,1889 01-071-
2274, 01-

083-0461
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0461
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0461
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2274
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0599; 01-
083-0461
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2274
01-071-
2274; 01-
073-0599
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2274, 01-
083-0461
01-071-
2274
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2274, 01-
083-0461
01-071-
2274, 01-
073-0599;
01-083-
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0,1152 01-071-
2274, 01-

083-0461

0,1440 01-071-
2274; 01-

073-0599

0,4608 01-071-
2274; 01-

073-0599;

01-083-

0461

0,2880 01-071-
2274, 01-

083-0461

0,1152 01-071-
2274, 01-

083-0461

0,1728 01-071-
2274

0,2304 01-071-
2274, 01-

073-0599

0,1440 01-071-
2274, 01-

073-0599

0,2304 01-071-
2274, 01-

073-0599;

01-083-

0461

0,5760 01-071-
2274; 01-

073-0599

0,3456 01-071-
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073-0599;

01-083-
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0,1728 01-071-
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01-083-
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2274, 01-
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Identified Patterns List: (Bookmark4)

Visible Ref. Code  Score  Compound  Displaceme  Scale Factor ~ Chemical

Name nt [°2Th.] Formula
* 01-071- 73 a-Bi2 03 -0,008 1,022 Bi2 03
2274
* 01-073- 51 tricalcium -0,052 0,397 Ca3(SiO4
0599 silicate )O
oxide
* 01-083- 23 dicalcium 0,021 0,273 Ca2(Si 04
0461 silicate )

Plot of Identified Phases: (Bookmark 5)

Peak List

01-071-2274

01-073-0599

TTT T T TT TTTTTTTT
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
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Anchor Scan Parameters: (Bookmarkl)

Dataset Name
File name
FKUB\MTA.rd
Comment

Measurement Date / Time
Raw Data Origin

Scan Axis

Start Position [°2Th.]
End Position [°2Th.]
Step Size [°2Th.]

Scan Step Time [s]

Scan Type

Offset [°2Th.]
Divergence Slit Type
Divergence Slit Size [°]
Specimen Length [mm]
Receiving Slit Size [mm)]

Measurement Temperature [°C]

Anode Material

K-Alphal [A]

K-Alpha2 [A]

K-Beta [A]

K-A2 / K-Al Ratio
Generator Settings
Diffractometer Type
Diffractometer Number
Goniometer Radius [mm]
Dist. Focus-Diverg. Slit [mm]

Incident Beam Monochromator

Spinning

NMT

C:\Documents and Settings\A Taufig\Desktop\choir

untuk mineral

Configuration=Stage Flat Samples, Owner=

14/01/2011 12:56:00
PHILIPS-binary (scan) (.RD)
Gonio
20,0100
79,9900
0,0200
0,5000
Continuous
0,0000

Fixed

1,0000

10,00

0,1000
-273,15

Cu

1,54060
1,54443
1,39225
0,50000

30 mA, 40 kV
XPert MPD

1

200,00
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Peak List: (Bookmark 3)

Pos.
[°2Th.]

Height
[cts]

FWHM
[°2Th ]

d-spacing

[A]

Rel. Int.
[%]

Tip width

[°2Th]

Matched
by

27,3009

29,3600

32,1933

32,5364

34,3524

38,3913

41,2357

44,6135

47,5166

51,7164

56,4705

18,17

157,48

104,36

113,08

90,80

183,43

56,07

509,32

16,56

45,45

22,36

0,9446

0,1378

0,1574

0,1968

0,1968

0,0787

0,1968

0,0984

0,7872

0,3149

0,4723

3,26671

3,04213

2,78057

2,75203

2,61059

2,34474

2,18933

2,03110

1,91357

1,76761

1,62957

3,57

30,92

20,49

22,20

17,83

36,02

11,01

100,00

3,25

8,92

4,39

1,1336

0,1653

0,1889

0,2362

0,2362

0,0945

0,2362

0,1181

0,9446

0,3779

0,5668
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01-083-

0461

01-071-
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073-0599;

01-083-

0461

01-073-
0599; 01-
083-0461

01-083-

0461

01-071-
2274, 01-
073-0599;

01-083-

0461

01-071-
2274; 01-
073-0599;

01-083-

0461

01-071-
2274, 01-
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01-083-

0461

01-071-
2274, 01-
073-0599;

01-083-
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62,2158 28,89 0,3840 1,49094 5,67 0,4608 01-071-
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Identified Patterns List:

(Bookmarka4)

Visible Ref. Code Score

Compound  Displaceme  Scale Factor ~ Chemical

Name nt [°2Th.] Formula
* 01-071- 0 4aBi203 0,000 2,121 Bi2 03
2274
* 01-073- 42 tricalcium 0,000 0,199 Ca3(SiO4
0599 silicate )O
oxide
* 01-083- 17 dicalcium 0,000 0,214 Ca2(Si 04
0461 silicate )

Plot of Identified Phases: (Bookmark 5)

Peak List

01-071-2274
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A % 4
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Lampiran 3: Gambar Gigi yang Diisolasi Sel Pulpanya

Gigi Molar 3 Permanen Rahang Atas  Gigi Premolar 1 Permanen Rahang Atas

Gigi Insisif 1 Disidui Rahang Atas Gigi Kaninus Disidui Rahang Atas

Gigi Insisif 1 Disidui Rahang Bawah
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