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MOTTO 

“Allah tidak membebani seseorang melainkan kesanggupannya.” 

(QS. Al-Baqarah ayat 286)
1 

 

“Sesungguhnya Allah tidak mengubah keadaan suatu kaum sehingga mereka 

mengubah keadaan yang ada pada diri mereka sendiri.” 
(QS. Ar-Ra'd ayat 11)

*
 

 

“Pray Hard, Work Hard” 

(Mom Solikhah) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           

1
 ) Departemen Agama Republik Indonesia. 2005. Al-Qur’an dan Terjemahannya. 

Bandung: PT. Syaamil Cipta Media 
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RINGKASAN 

Ekspresi Osteoprotegerin (OPG) pada Daerah  Tarikan Tulang Alveolar Tikus 

Wistar Jantan yang diinduksi Gaya Mekanik Ortodonti dengan Aplikasi 

Natrium Fluorida (NaF); Nabilah Dzakiyatul Fakhirah, 141610101004; 2018; 72 

halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

 

Perawatan ortodonti berhubungan dengan pengaturan gigi geligi yang tidak 

teratur dengan cara menggerakkan gigi geligi ke tempat yang ideal. Mendapatkan 

daerah stabil pada tempat yang ideal setelah gigi digerakkan dalam lengkung yang 

benar, dibutuhkan suatu alat retensi yang bertujuan untuk mempertahankan hasil 

perawatan supaya gigi tidak relaps. Relaps diduga terjadi karena kepadatan tulang 

pada daerah tarikan saat proses remodeling belum optimal. Pemadatan pada daerah 

tarikan ini dipicu oleh proses osteogenesis. Apabila relaps tidak diatasi, maka gigi 

dapat kembali ke posisi awal atau bisa terjadi suatu maloklusi baru. Sehingga 

dikatakan bahwa relaps adalah long-term problem and long- term follow-up bagi 

dokter gigi dan pasien. Sehingga para ortodontis banyak melakukan penelitian agar 

dapat mencegah terjadinya relaps, salah satunya adalah dengan menggunakan bahan 

fluor, yaitu Natrium Fluorida (NaF) untuk memadatkan daerah tarikan dengan 

meningkatkan proses aposisi. Fluor diduga dapat meningkatkan proses aposisi dengan 

meningkatkan proliferasi sel osteoblas. Fluor dapat meningkatkan pembentukan 

tulang baru melalui sitokin anti-inflamasi, faktor pertumbuhan, sel osteoklas dan sel 

osteoblas. Sel osteoblas mensekresikan Osteoprotegerin (OPG). OPG adalah inhibitor 

alami untuk menghambat ikatan Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-β 

ligand (RANKL) dengan Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-β (RANK), 

sehingga tidak terjadi pembentukan osteoklas dan yang terjadi adalah inaktivasi 

osteoklas sehingga tidak terjadi resorpsi tapi terjadi osteogenesis. Sehingga OPG ikut 

berperan dalam proses osteogenesis, maka peneliti tertarik untuk meneliti ekspresi 
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OPG pada daerah tarikan tulang alveolar gigi tikus Wistar jantan yang diinduksi gaya 

mekanik ortodonti dengan aplikasi Natrium Fluorida (NaF) secara topikal.  

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental laboratoris 

yang dilaksanakan pada bulan Oktober-Februari 2018. Penelitian ini dilaksanakan di 

laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember, laboratorium 

Farmasetika Fakultas Farmasi Universitas Jermber, laboratorium Patologi Anatomi 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, laboratorium Biokimia Fakultas 

Kedokteran Universitas Brawijaya. Populasi penelitian adalah hewan coba tikus 

Wistar jantan sebanyak 4 ekor untuk setiap kelompok. Kelompok terdiri atas 5 

kelompok yaitu A, B, C, D dan E. Kelompok yang tidak diinduksi gaya mekanik 

ortodonti (kelompok A), diinduksi gaya mekanik ortodonti selama 7 dan 14 hari (B 

dan C) dan diinduksi gaya mekanik ortodonti dan fluor selama 7 dan 14 hari 

(kelompok D dan E). Penelitian diawali dengan mengadaptasikan hewan coba dengan 

lingkungan kandang dan makanan. Kemudian melakukan pemasangan ni-ti closed 

coil spring dan pemberian fluor secara topikal selama 7 dan 14 hari. Dosis fluor yang 

digunakan adalah 11,75 ppm. Setelah proses perlakuan selesai, hewan coba 

dieuthanasia dengan menggunakan ketamin overdosis, kemudian bagian insisivus 

rahang atas dipotong dan dilakukan pemrosesan jaringan.  

Hasil penelitian yang telah dilakukan, menunjukkan bahwa ekspresi OPG 

ditemukan lebih tinggi pada kelompok gigi yang diinduksi gaya mekanik ortodonti 

dan pemberian fluor daripada kelompok gigi yang diinduksi gaya mekanik ortodonti 

tetapi tanpa pemberian fluor. Ekspresi OPG pada kelompok yang diinduksi gaya 

mekanik ortodonti selama 14 hari cenderung lebih tinggi daripada kelompok yang 

hanya diinduksi gaya mekanik ortodonti selama 7 hari. Berdasarkan penelitian yang 

telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan bahwa Natrium Fluorida 11,75 ppm secara 

topikal dapat meningkatkan ekspresi OPG pada daerah tarikan tulang alveolar gigi 

tikus Wistar jantan yang diinduksi gaya mekanik ortodonti.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Perawatan ortodonti adalah salah satu jenis perawatan yang dilakukan di 

bidang kedokteran gigi yang bertujuan mendapatkan penampilan dentofasial yang 

menyenangkan secara estetika (William, 2000). Perawatan ortodonti berhubungan 

dengan pengaturan gigi geligi yang tidak teratur dengan cara menggerakkan gigi 

geligi tersebut ke tempat yang ideal (Krishnan dan Davidovitch, 2006). 

Mendapatkan daerah stabil pada tempat yang ideal setelah gigi digerakkan dalam 

lengkung yang benar, dibutuhkan suatu alat retensi yang bertujuan untuk 

mempertahankan hasil perawatan supaya gigi tidak relaps (Indriana, 2016). 

Berdasarkan penelitian Ren et al. (1999) menyatakan bahwa 50% pada 

pasien yang dilakukan perawatan ortodonti setelah 2 tahun masa retensi 

mengalami relaps, 28% relaps setelah 5 tahun masa retensi, dan 67% mengalami 

relaps setelah 10 tahun masa retensi. Penelitian lain oleh Danz et al. (2012) yang 

dilakukan dengan pengukuran radiografi cephalometri lateral pada kasus deep bite 

menunjukkan bahwa 10% dari 61 sampel menunjukkan terjadinya relaps. Apabila 

relaps tidak diatasi, maka gigi yang sudah berada didalam lengkungnya akan 

kembali ke posisi awal atau bisa terjadi suatu maloklusi baru. Sehingga dikatakan 

bahwa relaps adalah long-term problem and long-term follow-up bagi dokter gigi 

dan pasien. Pencegahan relaps dengan cara retensi yaitu dengan pemberian piranti 

retensi yang disebut retainer dilakukan dalam durasi waktu tertentu sekitar 6-12 

bulan (Shawesh et al., 2010). Retainer merupakan alat pasif ortodonti yang 

membantu dalam menangani dan menstabilisasi gigi dalam waktu yang lama 

untuk memberikan kesempatan reorganisasi struktur-struktur pendukung setelah 

tahap aktif dalam perawatan ortodonti (Iswari, 2012). 

Perawatan ortodonti selalu menggunakan kekuatan mekanik untuk 

menggerakkan gigi. Kekuatan ortodonti yang diaplikasikan pada mahkota akan 

diteruskan ke akar, ligamen periodontal dan tulang alveolar, akibatnya akan 

terjadi perubahan pada fungsi dan sel-sel tulang alveolar. Perubahan tersebut 

meliputi proses remodeling yaitu pembentukan tulang pada daerah tarikan dan 
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resopsi tulang pada daerah tekanan, sehingga gigi akan bergerak pada arah baru 

(Pudyani et al., 2008). Relaps terjadi karena kepadatan tulang pada daerah tarikan 

saat proses remodeling belum optimal, oleh karena itu diperlukan suatu bahan 

untuk memadatkan daerah tarikan. Pemadatan pada daerah tarikan ini dipicu oleh 

proses osteogenesis (Indriana, 2016). Beberapa penelitian tentang proses 

remodeling tulang, terutama tentang peningkatan proses aposisi atau pembentukan 

tulang telah banyak dilakukan, antara lain oleh Collins (1988) dengan 

mengkonsumsi vitamin D. Penelitian lain yaitu, dengan pemberian gel teripang 

emas oleh Rahardjo et al. pada tahun 2014 dan  pemberian ikan teri oleh Indriana 

pada tahun 2016 dapat meningkatkan proses aposisi. Adapun cara lain untuk 

meningkatkan proses aposisi dengan meningkatkan proliferasi sel osteoblas 

adalah dengan pemberian fluor (Sutjiati, 2016). 

Fluor adalah salah satu zat gizi mikro yang dibutuhkan oleh tubuh jika 

dikonsumsi dalam jumlah cukup dan bermanfaat untuk mencegah karies gigi dan 

juga berperan penting dalam pembentukan enamel gigi pada anak-anak. Pada 

tulang, fluor dapat mengaktifasi osteoblas maupun osteoklas baik secara in vivo 

maupun in vitro. Fluor dapat menghambat aktivitas osteoklas dengan konsentrasi 

sebesar 15 – 30 mg/L. Fluor yang terkandung dalam Natrium Fluorida berfungsi 

mempertahankan tulang dan melindungi lapisan enamel gigi sehingga mencegah 

karies gigi. Namun, fluor juga memiliki efek samping yang cukup berbahaya 

terutama jika dikonsumsi melebihi batas tertentu. Kelebihan fluor dapat 

menyebabkan fluorosis gigi, oesteoporosis, masalah persendian dan kerusakan 

sistem saraf terutama pada penggunaan yang salah (Aoba et al., 2002; Putri, 2009; 

Mardiana, 2014).       

 Penelitian yang dilakukan oleh Sakallioglu et al.(2014) secara in vitro 

menunjukkan bahwa fluor meningkatkan proliferasi sel di dalam tulang. Mardiana 

(2014) melaporkan bahwa secara statistik terdapat hubungan positif antara asupan 

mineral fluor dalam air minum dengan jaringan periodontal. Efek pemberian 

Natrium Fluorida (NaF) 11,75 ppm secara topikal pada pergerakan gigi ortodonti 

efektif meningkatkan ekspresi TGF-ß1, Runx2, Sox2, ALP, Kolagen tipe 1 serta 

luas rata-rata Woven Bone (Sutjiati, 2016). Fluor dapat meningkatkan 
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pembentukan tulang baru melalui sitokin anti-inflamasi, faktor pertumbuhan, sel 

osteoklas dan sel osteoblas. Sel osteoblas memproduksi ALP dan osteokalsin yang 

mengakibatkan peningkatan aposisi. Sel osteoblas juga mensekresikan 

Osteoprotegerin (OPG). OPG adalah inhibitor alami untuk menghambat ikatan 

Receptor Activator of Nuclear FactorKappa-β ligand (RANKL)dengan Receptor 

Activator of Nuclear Factor Kappa-β (RANK), sehingga tidak terjadi 

pembentukan osteoklas. Reseptor RANK terdapat pada pre-osteoklas maupun 

pada osteoklas. OPG dapat menghambat proses osteoklastogenesis, memicu 

apoptosis sel osteoklas sehingga menurunkan proses resorpsi tulang, yaitu melalui 

kemampuan OPG sebagai reseptor umpan (decoyreceptor) (Bartold et al., 2010). 

Disamping itu, sitokin anti-inflamasi yaitu IL-10 akan menyebabkan peningkatan 

jumlah OPG yang selanjutnya juga akan menghalangi ikatan RANKL dengan 

RANK, sehingga akan terjadi proses osteogenesis (Indriana, 2016).  

Berdasarkan uraian diatas, OPG ikut berperan dalam proses osteogenesis 

maka peneliti tertarik untuk meneliti efek pemberian Natrium Fluorida (NaF) 

secara topikal terhadap ekspresi OPG pada daerah tarikan tulang alveolar gigi 

tikus Wistar jantan yang diinduksi gaya mekanik ortodonti. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian tersebut didapatkan rumusan masalah apakah Natrium 

Fluorida (NaF) secara topikal dapat meningkatkan ekspresi OPG pada daerah 

tarikan tulang alveolar gigi tikus Wistar jantan yang diinduksi gaya mekanik 

ortodonti? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek Natrium Fluorida (NaF) 

secara topikal terhadap ekspresi OPG pada daerah tarikan tulang alveolar gigi 

tikus Wistar jantan yang diinduksi gaya mekanik ortodonti. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

 Hasil penelitian ini diharapkan: 

1. Bagi peneliti 

Mengetahui efek Natrium Fluorida (NaF) secara topikal terhadap ekspresi 

OPG pada daerah tarikan tulang alveolar gigi tikus Wistar jantan yang diinduksi 

gaya mekanik ortodonti.  

2. Bagi masyarakat 

Memberi informasi tentang manfaat Natrium Fluorida. 

3. Bagi institusi 

a. Dapat meningkatkan keberhasilan dalam perawatan ortodonti. 

b. Hasil dari penelitian ini dapat dijadikan acuan untuk penelitian 

selanjutnya. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Fluor 

2.1.1  Definisi Fluor 

Fluor adalah mineral alamiah yang terdapat di semua sumber air termasuk 

laut. Fluor tidak pernah ditemukan dalam bentuk bebas dialam. Fluor bergabung 

dengan unsur lain membentuk senyawa Fluorida (Yanti, 2005). Senyawa fluor 

merupakan senyawa sangat reaktif. Sifat-sifat lain senyawa fluor adalah: (a) 

Merupakan racun terhadap aktivitas enzimatik, (b) Dapat mengganti gugus 

hidroksi dari hidroksiapatit (HAP) menjadi fluor apatit (FAP) yang lebih tahan 

terhadap karies, (c) Menstimulasi pembentukan tulang (Baylink et al., 1983).   

 Widjijono (2001) menyatakan bahwa fluor pada jaringan lunak terletak 

dalam cairan intersisial,  sedangkan fluor pada jaringan terkalsifikasi dideposisi 

melalui sirkulasi darah dan cairan jaringan fluor yang terdapat dalam jaringan 

keras berturut-turut makin besar kandungan fluornya adalah sementum,  tulang,  

dentin,  enamel.  Fluor dapat dilepas kembali ke darah akibat dekalsifikasi karena 

adanya mekanisme remodeling dinamis tulang dan berlangsung secara 

berkesinambungan. 

 

2.1.2  Kelebihan Fluor 

Terapi fluor dengan konsentrasi yang tepat dapat berperan dalam 

menghambat proses demineralisasi dan mempercepat remineralisasi enamel dan 

dentin, baik digunakan secara topikal, bentuk obat kumur, varnish, maupun 

kegunaan lain seperti pada pasta gigi (Eakle et al., 2004). Penambahan fluor pada 

permukaan gigi yang mengalami karies permulaan atau karies dini dapat 

meningkatkan proses reminerilasasi. Tetapi walaupun fluor mendorong proses 

remineralisasi, namun yang paling utama adalah permukaan gigi  secara teratur 

harus dibersihkan dari plak dengan menggunakan bahan yang  mengandung fluor 

(Panjaitan, 1997).        

 Pada tulang, fluor dapat mengaktifasi osteoblas maupun osteoklas baik 

secara in vivo maupun in vitro. Fluor dapat menghambat aktivitas osteoklas 
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dengan konsentrasi sebesar 15 – 30 mg/L. Natrium Fluorida dapat meningkatkan 

masa tulang,  meskipun mekanismenya masih belum jelas.Sedangkan Natrium 

fluorida meningkatkan pembentukan tulang baru dengan struktur kekuatan yang 

normal.  Fluor secara langsung dapat berinteraksi dengan mineral matriks tulang 

secara fisikokimia. Secara in vitro fluor juga berperan untuk mengganti karbonat 

hidroksiapatit menjadi karbonat fluorapatit,  dalam hal ini merubah kristalnya dan 

mengurangi kekuatan mekanis. Fluorapatit ini lebih stabil dan resisten terhadap 

larutan asam dari pada hidroksiapatit (Everett,  2011). 

 

2.1.3  Kekurangan Fluor 

Fluorida memiliki efek yang bermanfaat terhadap pencegahan karies gigi 

pada konsentrasi tertentu, namun pada keterpaparan yang berlebihan dapat 

meningkatkan terjadinya efek yang tidak diinginkan.  Efek buruk tersebut dapat 

bervariasi dari fluorosis gigi ringan (keadaan dimana gigi menjadi kekuningan 

atau kecoklatan dan terdapat bintik bintik pada email gigi hingga skeletal 

fluorosis), seiring dengan meningkatnya kadar dan lamanya paparan. Oleh karena 

itu, asupan fluorida haruslah dibatasi agar dapat mencegah karies namun tidak 

menimbulkan terjadinya fluorosis (Fawell et al., 2006; Astriningnum, 2011). 

Fluorosis merupakan penyakit akibat asupan Fluorida berlebihan yang 

menyebabkan hiperkalsifikasi disertai berbagai kerusakan tulang dan paralisis. 

Bahaya fluorosis terbesar terjadi pada masyarakat yang bertempat tinggal di 

daerah yang tanahnya mengandung Fluorofosfat dengan kadar tinggi atau dekat 

dengan pabrik yang mengakibatkan pencemaran fluorida pada lingkungan 

(Makfoeld et al., 2002). Sedangkan, skeletal fluorosis terjadi karena tingginya 

paparan fluorida dapat mengakibatkan kalsifikasi ligamen dan tendon, serta 

kelainan bentuk tulang yang parah (Fawell et al., 2006).    

 Berdasarkan penemuan Shivarajashankara et al. (2001) didapati bahwa 

fluor menyebabkan disfungsi neuronal dan cedera pada sinap dengan mekanisme 

yang melibatkan produksi radikal bebas dan peroksidasi lipid. Selain itu, 

penelitian oleh Lu et al. (2000) di China juga mengkaji mengenai efek kadar fluor 

yang tinggi didalam air minum terhadap IQ anak-anak telah menunjukkan hasil 
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yang signifikan yaitu anak-anak yang minum air yang kadar fluornya tinggi 

mempunyai IQ yang lebih rendah berbanding anak-anak yang minum air dengan 

kandungan fluor yang rendah.  

 

2.2 Metabolisme Fluor 

2.2.1  Metabolisme Absopsi pada Fluorida 

Sekitar 75-90% dari fluorida yang diserap akan dicerna. Dalam asam 

lambung, fluorida akan diubah menjadi hidrogen fluorida (HF)  dan sampai 

sekitar 40% fluorida yang tertelan akan diserap oleh lambung sebagai HF,  pH 

lambung yang tinggi akan mengurangi penyerapan lambung dengan cara 

menurunkan penyerapan konsentrasi HF.  Fluorida yang tidak diserap dalam 

lambung akan diserap dalam usus dan dipengaruhi oleh pH disekitar (Whitford,  

1997; IPCS, 2002; WHO, 2006). 

 

2.2.2  Metabolisme Distribusi pada Fluorida 

Setelah diabsorpsi ke dalam darah,  fluorida didistribusikan secara cepat 

ke seluruh tubuh dan hingga 99% fluorida bertahan pada daerah yang kaya 

kalsium seperti tulang dan gigi (dentin dan enamel).  Pada bayi, sekitar 80-90% 

dari fluorida yang diabsorpsi akan tersimpan namun pada orang dewasa hanya 

sekitar 60% fluorida dapat menembus plasenta dan juga ditemukan pada ASI 

dengan kadar rendah (Fawell et al., 2006). Tingkatan fluorida yang dapat 

ditemukan di tulang bervariasi tergantung usia, jenis kelamin dan individu. Tulang 

yang memiliki kandungan fluorida akan dianggap sebagai refleksi dari paparan 

jangka panjang fluorida (IPCS, 2002). 

 

2.2.3  Metabolisme Ekskresi pada Fluorida 

Tiga jalan utama pengeluaran fluorida dari tubuh ialah melalui urin, tinja, 

dan keringat. Kebanyakan fluor di ekskresi lewat urin, sebagian kecil di ekskresi 

lewat keringat.  Ekskresi fluor dalam jumlah sangat kecil dapat terjadi lewat susu, 

air ludah dan cairan air mata. Dalam usus adanya ion kalsium, magnesium, 

alumunium dapat mengganggu penyerapan fluor karena akan membentuk 
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senyawa tidak dapat larut (Widjijono, 2001). Senyawa fluorida yang tidak dapat 

larut dan tidak bisa diserap di saluran cerna akan dikeluarkan dalam keadaan tidak 

berubah yaitu melalui tinja (Andajani, 1995). 

 

2.3 Teori Pergerakan Gigi 

Menurut Adilah et al. (2010) bahwa ada dua teori yang menerangkan 

tentang pergerakan gigi ortodonti.  Teori yang pertama berkaitan dengan aliran 

listrik dan teori yang kedua mengenai tekanan dan tarikan yang berhubungan 

dengan aliran darah dalam ligamen periodontal. Teori aliran listrik atau 

bioelektrik menghubungkan gerakan pada metabolisme tulang yang dikontrol oleh 

sinyal listrik yang dihasilkan oleh perubahan tulang alveolar. Sedangkan teori 

tekanan dan tarikan menghubungkan gerakan gigi pada perubahan seluler akibat 

produksi senyawa kimia yang disebabkan perubahan aliran darah pada ligamen 

periodontal. Tekanan atau tarikan pada ligamen periodontal akan mempengaruhi 

aliran darah.         

 Sinyal elektrik yang merangsang pergerakan gigi disebut piezoelectric.  

Bila suatu gaya diberikan pada gigi dan dapat menyebabkan pelengkungan tulang,  

maka sinyal tersebut dapat terlihat. Bila matriks jaringan tulang mengalami 

distorsi karena pemberian tekanan,  polaritas negatif dan positif akan terlihat di 

permukaan tulang. Aliran negatif akan menghasilkan osteoblas dan osteoklas akan 

memberikan respon terhadap aliran positif. Aposisi dan resorpsi akan terjadi 

sesuai dengan jenis listrik yang terjadi dan hasil akhir berupa remodeling tulang 

untuk mengantisipasi gaya mekanis yang dibebankan pada tulang. Teori tekanan 

dan tarikan dapat menerangkan proses terjadinya pergerakan gigi yang 

berhubungan dengan aliran darah. Aliran darah akan berkurang bila ligamen 

periodontal mendapat tekanan dan akan bertambah bila mendapat tarikan. 

Perubahan pada aliran darah akan mengubah keadaan kimia darah. Level oksigen 

akan berkurang pada daerah tekanan dan akan bertambah pada daerah tarikan. 

Proporsi relatif metabolit yang lain juga akan mengalami perubahan selama proses 

pergerakan gigi,  perubahan seluler ini akan menyebabkan gigi dapat berpindah 

dari tempatnya. Perubahan kimia yang terjadi, bekerja secara langsung ataupun 
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secara tidak langsung dengan cara menstimulasi agen aktif yang lain sehingga 

terjadi diferensiasi dan aktifasi seluler. Pergerakan gigi dapat di bagi dalam 3 

tahapan yaitu: (l) perubahan aliran darah akibat tekanan pada ligamen periodontal, 

(2) pembentukan dan pelepasan dari senyawa kimia, (3) aktivasi sel-sel (Adilah et 

al., 2010). 

 

2.4 Pergerakan Gigi Ortodonti  

Pergerakan gigi terjadi sebagai akibat langsung dari remodeling jaringan 

di sekitar akar gigi oleh karena adanya gaya yang diberikan. Terjadinya 

remodeling tulang berawal dari sebuah keretakan mikro yang terjadi pada tulang 

akibat adanya suatu pembebanan misalnya aplikasi piranti ortodonti, trauma 

tulang yang kemudian merangsang sel osteosit untuk mensekresikan molekul 

bioaktif ke matriks ekstraseluler (Yi et al., 2012). Remodeling memerlukan 

adanya sel-sel yang dapat meresorpsi dan membentuk matriks ekstraseluler dari 

ligamen periodontal dan tulang alveolar (Cardaropoli et al., 2007).  

Gigi-gigi dapat digerakan tanpa mengakibatkan kerusakan baik pada gigi-

gigi tersebut maupun perlekatannya pada tulang apabila tekanan diberikan secara 

tepat. Tekanan yang diaplikasikan di mahkota akan diteruskan ke akar, ligamen 

periodontal, dan tulang alveolar yang mengakibatkan terbentuknya daerah tekanan 

dan daerah tarikan pada struktur pendukung gigi. Gigi dapat digerakkan jika 

terjadi proses resorpsi tulang di daerah tekanan sebagai respon terhadap gaya 

mekanis ortodonti, dan untuk mempertahankan mekanisme perlekatan gigi agar 

tetap erat harus diikuti proses aposisi tulang di daerah tarikan. Fenomena inilah 

yang disebut dengan remodeling tulang. Soket gigi seperti bergerak sejalan 

dengan pergerakan gigi pada tulang alveolar (Foster, 1999; Sartika et al., 2013).

 Daerah yang tertekan akan terjadi sesuai dengan arah kekuatan yang 

dikenakan, kekuatan akan menekan gigi ke dinding tulang alveolus dan membrana 

periodontalis akan terjepit diantara gigi dan dinding alveolus. Daerah yang 

berlawanan, gigi akan menjauhi dinding alveolus. Melebarnya ruang membrana 

periodontalis akan menimbulkan tarikan di daerah itu (Ardhana, 2010). 

Mekanisme biologi molekular pada tekanan mekanik yang diterima gigi pada 
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perawatan ortodonti ditandai dengan adanya proses inflamasi pada jaringan 

periodontal. Mediator inflamasi akan memicu proses biologi sehubungan dengan 

resorbsi dan aposisi tulang alveolar. Mekanisme biologis yang menstimulasi 

resorbsi tulang alveolar secara fisiologis berhubungan dengan sitokin. Sitokin 

merupakan suatu kumpulan mediator untuk kerusakan jaringan, dan berperan 

penting dalam pergerakan gigi ortodonti (Henneman et al., 2008; Kaya et al., 

2010). Tekanan mekanik juga mengaktifasi sel radang terutama makrofag dan 

neutrofil sehingga menghasilkan berbagai mediator kimiawi antara lain: 

Prostaglandins, Interleukin-1, Interleukin-6, tumor necrosis factor-alpha dan 

diferensiasi osteoklas oleh receptor activator of nuclear factor kappa β ligand 

serta Osteoprotegerin yang dapat diidentifikasi pada pemeriksaan Gingival 

Crevicular Fluid (Krishnan dan Davidovitch, 2009; Nayak, 2013). Selanjutnya 

merangsang terjadinya resorbsi tulang alveolar (Narmada, 2010).   

 Resorbsi tulang ditandai dengan peningkatan aktifitas osteoklas yang 

dikendalikan oleh sitokin yaitu: IL-1, IL-6 dan TNF α yang menstimulasi 

osteoklastogenesis dalam meresorbsi tulang melalui RANKL, RANK dan OPG 

(Andrade et al., 2011; Lerner, 2012). RANK yang apabila berikatan dengan 

RANKL pada prekursor osteoklas, maka terjadi diferensiasi pre-osteoklas menjadi 

osteoklas. Interaksi antara RANK dan RANKL ini dapat dihambat oleh OPG 

(Fracon et al., 2008). OPG adalah inhibitor alami untuk menghambat ikatan 

RANKL dengan RANK. Reseptor RANK terdapat pada preosteoklas maupun 

pada osteoklas. OPG merupakan pecahan dari TNF receptor-like molecule dengan 

bertindak sebagai perangkap dan memblokir ikatan RANKL dan RANK 

mencegah osteoklastogenesis. OPG diproduksi oleh sel-sel ligamen periodontal, 

fibroblas gingiva dan sel-sel epitel dan ekspresi OPG di modulasi oleh sitokin 

inflamasi. Hambatan ikatan RANKL dengan RANK oleh OPG dapat memicu 

apoptosis dari osteoklas sehingga menurunkan proses resorpsi tulang (Bartold et 

al., 2010). Setelah proses resorpsi berjalan, sebagai respon terhadap sistem 

homeostasis tulang, maka di daerah tarikan ada peningkatan proliferasi sel 

fibroblas, osteoblas, dan sel perkusor sementoblas. Pada daerah tarikan juga 
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ditemukan beberapa sel inhibitor resorbsi tulang dan sel stimulator pembentukan 

tulang (Ruth, 2010). 

 

2.5 Relaps        

 Menurut British Standard Institute Relaps adalah kembali ke bentuk awal 

maloklusi setelah dikoreksi. Menurut Moyers relaps adalah suatu istilah yang 

digunakan pada suatu keadaan hilangnya koreksi yang telah dicapai dalam 

perawatan ortodonti. Relaps dalam perawatan ortodontik merupakan masalah 

yang kompleks dengan banyak faktor yang berpotensi mempengaruhi hasil 

perawatan. Beberapa literature menyatakan bahwa stabilitas dan relaps setelah 

perawatan ortodontik tidak dapat diprediksi, dengan kecenderungan relaps 33-

90% setelah kira kira 10 tahun paska perawatan (Olive dan Basford, 2003). 

Penyebab detail relaps belum diketahui karena merupakan suatu proses yang 

kompleks. Faktor-faktor yang diduga sebagai penyebab Relaps yaitu:  

1. Kegagalan dalam menghilangkan penyebab maloklusi.  

2. Diagnosis yang tidak tepat dan kegagalan menyusun rencana perawatan   

    yang baik.  

3. Interdigitasi cups yang kurang normal.  

4. Ekspansi rahang ke arah lateral dan / atau anterior  

5. Ukuran rahang dan harmoni yang tidak tepat.  

6. Inklinasi aksial yang tidak tepat.  

7. Gagal mengontrol rotasi.  

8. Kontak yang tidak baik. 

9. Disharmoni ukuran gigi  

Beberapa faktor yang dapat menyebabkan relaps menurut Bhalajhi (2001) 

antara lain: 

1. Tarikan pada ligamen periodontal 

2. Relaps karena perubahan pertumbuhan 

3. Adaptasi tulang 

4. Tekanan otot 

5. Kegagalan menghilangkan faktor penyebab 
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6. Peranan gigi molar ketiga 

7. Peranan oklusi 

 

2.6 Osteoprotegerin (OPG) 

OPG merupakan protein yang melindungi tulang dari penyerapan. Nama 

lainnya adalah OCIF (Osteoclastogenesis Inhibiting Factor). OPG merupakan 

anggota superfamili TNF yang berfungsi sebagai reseptor umpan (decoy receptor) 

terbadap RANKL. OPG berkompetisi dengan reseptor RANK yang terdapat pada 

membran osteoklas sehingga tidak membentuk ikatan RANK-RANKL (Menezez, 

et al., 2006; Nayak et al., 2013).      

 OPG ditemukan dalam organ paru-paru, jantung, hati, ginjal, timus,  

kelenjar getah bening,  dan sintesis oleh beberapa sel termasuk sel-sel stroma,  

osteoblas,  sel otot polos pembuluh darah,  limfosit B,  limfosit T,  serta kondrosit 

artikular. OPG merupakan glikoprotein yang dibentuk oleh osteoblas dan 

dihasilkan oleh berbagai macam sel dan menghambat diferensiasi osteoklas dan 

prekusornya. OPG bertindak sebagai reseptor RANKL yang bersaing dengan 

RANK untuk menghindari interaksi dengan RANK, dengan demikian terjadi 

penghambatan osteoklastogenesis. OPG menghambat aktivitas osteoklas, dengan 

cara berikatan langsung pada RANKL,  melalui interaksi dengan reseptor masih 

dalam tahap awal pembentukan osteoklas. Efek biologis dari OPG pada sel tulang 

sebagai penghambatan, tahap terminal dari diferensiasi osteoklas, penekanan 

aktivasi osteoklas dewasa dan apoptosis. Ekspresi OPG diatur dalam osteoblas 

oleh berbagai sitokin, hormon dan faktor pertumbuhan dan oleh Wnt yang juga 

mengatur pembentukan tulang (Huang et al., 2014; Menezes et al., 2006). 
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Gambar 2.1 Proses Osteoklastogenesis (Sumber: Murray, 2006) 

 

2.7 Sel Osteoblas       

 Osteoblas adalah sel mononuklear yang berasal dari sel mesenkim yang 

mensintesis protein matriks tulang kolagenous dan nonkolagenous. Deposisi 

komponen anorganik dari tulang juga bergantung pada adanya osteoblas aktif. 

Osteoblas hanya terdapat pada permukaan tulang, dan letaknya bersebelahan 

mirip epitel selapis. Bila osteoblas aktif menyintesis matriks, osteoblas memiliki 

bentuk kuboid sampai silindris dengan sitoplasma basofilik. Bila aktivitas 

sintesisnya menurun sel tersebut menjadi gepeng dan sifat basofilik pada 

sitoplasmanya akan berkurang (Junqueira dan Carneiro, 2007). Pada tulang 

normal, dimana lapisan osteoblas menyelimuti permukaan tulang ini berbentuk 

kuboid, datar dan saling berdekatan yang menyebabkan sel osteoblas sering 

disebut bone lining cells (Hand, 2015).    

 Osteoblas berfungsi untuk mensintesis komponen organik dari matriks 

tulang (kolagen tipe I, proteoglikan dan glikoprotein) mengendapkan unsur 

organik matriks tulang baru yang disebut osteoid. Osteoid adalah matriks tulang 

yang belum terkalsifikasi serta belum mengandung mineral namun tidak lama 

setelah deposisi osteoid akan segera mengalami mineralisasi dan menjadi tulang 

(Guyton dan Hall, 2012). Sel osteoblas juga mempunyai respon terhadap faktor 

pertumbuhan dan sitokin (Kini dan Nandeesh, 2012). 
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2.8 Tulang Alveolar 

Tulang alveolar merupakan bagian dari tulang mandibula dan maksila 

sebagai dasar struktur pendukung gigi. Tulang alveolar berasal dan sel-sel folikel 

gigi dan tulang membranous yang terbentuk langsung di jaringan ikat (Sodeket 

al., 2000). Tulang alveolar terbentuk pada saat gigi erupsi untuk menyediakan 

perlekatan tulang pada ligamen. Tulang alveolar dapat dibagi menjadi daerah yang 

terpisah dari basis anatomi, tetapi fungsinya merupakan satu kesatuan dengan 

semua bagian yang saling berhubungan diantara jaringan pendukung gigi. Tulang 

alveolar menurut Carranza (2002) terdiri dari : 

1. Keping kortikal eksternal yang dibentuk oleh tulang Haver’s dan lamella 

tulang compact. Keping kortikal eksternal  menutupi tulang alveolar dan 

lebih tipis pada bagian fasial. Keping kortikal eksternal berjalan miring ke 

arah koronal untuk bergabung dengan tulang alveolar sejati dan 

membentuk dinding alveolar dengan ketebalan sekitar 0,1-0,4 mm.  

Dinding alveolar dilalui oleh pembuluh darah dan pembuluh lymph serta 

saraf yang masuk ke dalam ruang periodontal melalui sejumlah kanal kecil 

(Kanal Volkmann). 

2. Dinding soket yang tipis pada bagian dalam tulang compact disebut tulang 

alveolar sejati. 

3. Trabekula cancellous berada diantara lapisan tulang compact dan tulang 

alveolar sejati. Septum interdental terdiri dari trabekula cancellous yang 

mendukung tulang dan menutupi bagian dalam border tulang compact. 

 

Gambar 2.2 Struktur tulang alveolar : 1. Tulang alveolar sejati, 2. Trabekula tulang, dan 

3. Keping kortikal eksternal (Sumber: Klaus et al., 1989) 
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Tulang alveolar terdiri dari komponen seluler dan ekstraseluler yang 

terdiri dari matriks kolagen dan non-kolagen. Komponen seluler terdiri dari 

osteoblas, osteosit, dan osteoklas. Osteoblas merupakan sel berbentuk kuboid 

sebagai sel pembentuk tulang pada permukaan tulang. Osteosit adalah sel 

osteoblas yang telah tertanam dalam matriks tulang yang menempati lacuna. 

Osteoklas merupakan sel multinukleus yang bertanggung jawab dalam meresobsi 

tulang. Diferensiasi osteoklas diatur oleh molekul membrane-bound yang 

diekspresikan oleh osteoblas dan sel stroma. Komposisi dari matriks ekstraseluler 

dari tulang alveolar sama dengan komponen pada tulang lainnya (Niinomi et al., 

2014).          

 Substansi interstisial tulang terdiri atas dua komponen utama,  matriks 

organik 35% (kolagen yang merupakan 90%  dari bagian organik matriks tulang,  

terutama tipe-1)  dan garam garam anorganik 65%  dari berat keringnya. Matriks 

organik terdiri atas serat-serat kolagen yang terbenam dalam substansi dasar kaya 

proteoglikan (Bloom dan Fawcett,  2002). Komponen anorgaik tulang adalah 

kristal karbon hidroksiapatit (Ca)10(PO4)6(OH)2. Pembentukan dan remodeling 

tulang merupakan mekanisme yang mengatur pertumbuhan dan perkembangan 

dari jaringan tulang (Niinomi et al., 2014). 

 

2.9 Proses Remodeling Tulang      

 Remodeling tulang yang terjadi selama pergerakan gigi ortodonti adalah 

proses biologis yang melibatkan respon inflamasi akut pada jaringan periodontal. 

Penelitian histologis menunjukkan bahwa tahap pertama resorpsi terjadi dalam 3-

5 hari diikuti dengan pemulihan dalam 5-7 hari. Hal ini diikuti oleh tahap akhir 

remodeling tulang antara 7 dan 14 hari (Alfaqeeh et al., 2011). Remodeling 

adalah proses regenerasi yang terjadi secara terus menerus dengan mengganti 

tulang yang lama (old bone) dengan tulang yang baru (new bone) (Monologas, 

2000). 

 Proses remodeling meliputi dua aktivitas yaitu: proses pembongkaran 

tulang  (bone resorption) yang diikuti oleh proses pembentukan tulang baru  (bone 

formation), proses yang pertama dikenal sebagai aktivitas osteoklas sedang yang 
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kedua dikenal sebagai aktivitas osteoblas (Murray, 2003). Proses remodeling 

melibatkan dua sel utama yaitu osteoblas dan osteoklas, dan kedua sel tersebut 

berasal dari sumsum tulang  (bone marrow) (Raisz, 1999; Monologas, 2000). 

Proses remodeling tulang ini terjadi karena adanya kerjasama antara mediator-

mediator. Dalam proses remodeling ini mediator yang terlibat antara lain sel 

osteoklas, osteoblas, RANK, dan OPG (osteoprotegerin). Dimana osteoklas 

merupakan satu-satunya sel yang mampu menyerap tulang yang berasal dari 

penyatuan sel-sel progenitor homopoietik atau darah yang termasuk turunan 

makrofag mononuklearis-monosit di sumsum tulang. Sedangkan sel osteoblas 

dirangsang untuk memperbaharui tulang dengan meningkatkan massa tulang 

melalui peningkatan sekresi osteosit dan menghambat osteoklas untuk meresorbsi 

tulang. Peningkatan osteosit ini dirangsang oleh sekresi hormon pertumbuhan oleh 

hipofisisi, hormon tiroid, hormon esterogen dan hormon androgen (Kini dan 

Nandeesh, 2012).        

 Hubungan osteoklas dan osteoblas dalam remodeling tulang dikendalikan 

oleh sejumlah faktor kimia baik secara sistemik maupun lokal. Secara sistemik 

terdapat beberapa hal yang dapat mempengaruhi proses remodeling tulang seperti 

faktor genetik, aliran darah, nutrisi, serta faktor hormonal. Faktor hormonal ini 

meliputi hormon kalsitonin dan esterogen untuk menurunkan resorbsi tulang, 

hormon paratiroid, hormon tiroid, glukokortikoid untuk meningkatkan regulasi 

dalam meresorpsi tulang. Dalam proses pembentukan tulang dapat meningkat 

dengan adanya hormon pertumbuhan, vitamin D, androgen, progesteron dan 

insulin, sedangkan glukokortikoid selain dapat merangsang peningkatan resorpsi 

tulang yang juga dapan menurunkan proses pembentukan tulang baru (Kini dan 

Nandeesh, 2012).        

 Faktor lokal yang mengatur proses remodeling tulang ini ada sitokin dan 

faktor pertumbuhan. Dimana sitokin merupakan polipeptida yang disintesis dalam 

sel limfosit dan monosit. Sitokin ini berperan penting dalam beberapa fungsi 

seluler, seperti respon imuologi, peradangan, dan hematopoiesis. Faktor 

pertumbuhan merupakan polipeptida yang dihasilkan oleh sel tulang itu sendiri 

atau di jaringan ekstraoseus yang bertindak sebagai modulator dari fungsi seluler, 
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diferensiasi, proliferasi dalam pertumbuhan (Kini dan Nandeesh, 2012). 

 Raisz (1999) dan Monologas (1995) menyatakan bahwa proses remodeling 

tulang merupakan suatu siklus yang meliputi tahapan yang komplek yaitu:  

1. Tahap aktivasi (activation phase) adalah tahap interaksi antara prekusor 

osteoblas dan osteoklas, kemudian terjadi proses diferensiasi, migrasi, dan 

fusi multinucleated osteclast dan osteoklas yang terbentuk kemudian akan 

melekat pada permukaan matrik tulang dan akan dimulai tahap berikutnya 

yaitu tahap resorpsi. Sebelum migrasi ke matrik tulang osteoklas tersebut 

akan melewati sederetan lining sel osteoblas pada permukaan tulang untuk 

dapat mengeluarkan enzim proteolitik. Interaksi sel antara stromal cell (sel 

stroma) dan hematopoietik cell (sel hematopoietik) menjadi faktor penentu 

perkembangan osteoklas. Perkembangan osteoklas dari prekusor 

hematopoietik tidak bisa diselesaikan  jika tidak ada kehadiran sel stroma. 

Oleh karena itu hormon sistemik dan lokal yang mempengaruhi 

perkembangan osteoklas disediakan oleh stromal-osteoblastic lineage (sel 

stroma).  

2. Tahap resorpsi (resorption phase) adalah tahap pada waktu osteoklas akan 

mensekresi ion hydrogen dan enzim lisosom terutama cathepsin K dan 

akan mendegradasi seluruh komponen matriks tulang termasuk kolagen. 

Setelah terjadi resorpsi maka osteoklas akan membentuk lekukan atau 

cekungan tidak teratur yang biasa disebut lakuna howship pada tulang 

trabekular dan saluran haversian pada tulang kortikal.  

3. Tahap reversal (reversal phase), adalah tahap pada waktu permukaan 

tulang sementara tidak didapatkan adanya sel kecuali beberapa sel 

mononuclear yakni makrofag, kemudian akan terjadi degradasi kolagen 

lebih lanjut dan terjadi deposisi proteoglycan untuk membentuk coment 

line yang akan melepaskan faktor pertumbuhan untuk dimulainya tahap 

formasi.  

4. Tahap formasi (formation phase), adalah tahap pada waktu terjadi 

proliferasi dan diferensiasi prekusor osteoblas yang dilanjutkan dengan 

pembentukan matrik tulang yang baru dan akan mengalami mineralisasi. 
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Tahap formasi akan berakhir ketika defek (cekungan) yang dibentuk oleh 

osteoklas telah diisi. Proses remodeling tersebut secara skematis disajikan 

pada Gambar 2.3. 

 

Gambar 2.3 Tahapan Proses Remodeling Tulang (Sumber: Ammerman, 2017) 

Berdasarkan uraian diatas dapat disimpulkan bahwa proses remodeling 

adalah aktivitas yang meliputi pembentukan tulang dan resorpsi tulang. Faktor 

pengatur pembentukan dan resorpsi tulang dilaksanakan melalui dua proses yang 

selalu berada dalam keadaan seimbang yang disebut coupling. Proses coupling ini 

memungkinkan aktivitas pembentukan tulang sebanding dengan resorpsi tulang 

(Raisz, 1999).    

Biologi, Sains, Lingkungan, dan Pembelajarannya Menuju Pembangunan Kara 

2.10 Deteksi Bahan Aktif Dengan Metode Immunohistochemistry (IHC) 

Immunohistochemistry (IHC) merupakan gabungan histologi/sitologi dan 

imunologi. IHC adalah suatu metode pewarnaan substansi/bahan aktif di dalam 

jaringan dengan menggunakan prinsip-prinsip dasar imunologi yaitu pengikatan 

bahan aktif (antigen) pada sisi aktif yang spesifik oleh suatu anti-bahan aktif 

tersebut yang disebut antibodi. Hasil reaksi antigen dan antibodi ini dapat 

diidentifikasi pada spesimen karena antibodi diikat oleh suatu penanda yang dapat 

divisualisasikan, sehingga dapat menandai keberadaan bahan aktif tersebut di 

dalam jaringan. IHC ini biasanya digunakan untuk penelitian dasar dalam rangka 

mengetahui distribusi dan lokasi biomarker ataupun protein terekspresi pada 

berbagai macam jaringan pada tubuh. Pengamatan IHC dilakukan dengan 

menggunakan mikroskop optik maupun mikroskop elektron. Dengan 

menggunakan mikroskop optik, keberadaan antigen di dalam sel dapat dideteksi, 
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baik di dalam sitoplasma, inti sel dan axon pada sel-sel syaraf, juga pada jaringan 

ekstraseluler. Oleh karena itu, IHCsangat sesuai dipergunakan untuk mendeteksi 

keberadaan suatu bahan aktif di dalam jaringan, sel-sel mana saja yang 

menghasilkan, juga dapat mendeteksi dimana bahan aktif tersebut 

diakumulasikan. Selain dapat mendeteksi dan melokalisasi bahan-bahan aktif 

tersebut, sekaligus dapat memperlihatkan keadaan jaringan di tempat keberadaan 

bahan aktif tersebut secara utuh (Nurhidayat, 2002).      

2.10.1 Antibodi 

 Antibodi adalah pusat dari teknik IHC dalam deteksi suatu bahan aktif. 

Molekul antibodi berbentuk seperti huruf Y, dimana dua tangannya mempunyai 

sisi ikat dari antibodi yaitu Fab. Antibodi monoklonal adalah suatu antibodi yang 

murni mengandung satu jenis antibodi untuk satu sisi antigenik (epitop) yang khas 

dari antigen tersebut. Antibodi monoklonal biasa dipergunakan untuk reagen 

diagnostik dan untuk keperluan penelitian IHCdengan spesifitas yang sempit, 

sehingga tidak memungkinkan terjadinya reaksi silang dengan antigen yang lain. 

Jenis antibodi ini mempunyai spesifitas yang tinggi karena hanya akan mengikat 

satu epitop saja dari antigen tersebut, sehingga penggunaan antibodi monoklonal 

ini sangat rawan terhadap kehilangan epitop pada antigen yang akan diikat. Proses 

fiksasi preparat, yang umumnya menggunakan formalin dapat mempengaruhi 

keberadaan epitop yang dapat bereaksi dengan antibodi tersebut, sehingga bila 

epitop yang spesifik terhadap antibodi tersebut hilang karena proses fiksasi, maka 

ikatan antara antibodi dan antigen tidak dapat terjadi. Biasanya penggunaan 

antibodi monoklonal untuk pewarnaan IHC, titer antibodi yang digunakan lebih 

tinggi dibandingkan dengan menggunakan antibodi poliklonal (Nurhidayat, 2002). 

 Sedangkan antibodi poliklonal mempunyai spesifitas yang lebih rendah 

dibandingkan dengan antibodi monoklonal, namun afinitasnya dalam berikatan 

dengan antigen lebih tinggi. Antibodi poliklonal merupakan campuran antibodi- 

antibodi yang berasal dari beberapa epitop spesifik dari suatu antigen, sehingga 

antibodi ini lebih toleran terhadap kehilangan satu atau lebih epitop spesifik akibat 

proses yang dilalui oleh preparat tersebut. Ikatan antara antigen dan antibodi 

masih mungkin terjadi dengan epitop yang masih tersisa pada antigen tersebut. 
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Proses pembuatan antibodi poliklonal ini relatif lebih mudah dan murah 

dibandingkan dengan antibodi monoklonal, dan umumnya lebih stabil terhadap 

perubahan pH dari medianya. Namun, karena antibodi poliklonal ini berasal dari 

beberapa epitop spesifik dari antigen maka kemungkinan terjadinya reaksi silang 

dengan antigen lain tetap ada, hal ini bertolak belakang dengan antibodi 

monoklonal, dimana antobodi ini tidak memungkinkan terjadinya reaksi silang 

dengan antigen yang lain (Nurhidayat, 2002).  

     

2.10.2 Kromogen 

 Kromogen adalah suatu zat yang dapat mem-visualisasikan substansi 

penanda pada ikatan immunokompleks pada pewarnaan IHC. Zat ini biasanya 

dicampurkan dengan substrat dari enzim penanda sebelum digunakan. Diantara 

banyak kromogen, DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride) adalah 

kromogen yang paling banyak digunakan. Kromogen ini dapat mem-

visualisasikan warna coklat pada penggunaan penanda peroksidase. Kromogen ini 

juga mempunyai ikatan yang sangat kuat dengan peroksida, sehingga dengan 

proses dehidrasi dan clearing tidak akan mengalami perubahan warna. Tetapi 

kromogen ini memiliki sifat karsinogenik, untuk itu perlu hati-hati dalam 

penggunaannya. Zat kromogen lain adalah 3-amino-9-ethylcarbazol yang 

memberikan kesan warna merah, sedangkan 4- chcloro-1-naphtol memberikan 

kesan warna biru tua (Nurhidayat, 2002). 

 

2.10.3 Counterstain 

 Counterstain ini bertujuan untuk mem-visualisasikan detil jaringan selain 

bagian yang terwarnai secara IHC. Jika bagian sitoplasma sel yang terwarnai 

dengan IHC, maka inti sel yang perlu di-counterstain, haematoxilin biasa 

digunakan untuk mewarnai inti sel. Sedangkan bila bagian sel yang terwarnai 

dengan IHC adalah inti sel, maka yang perlu di-counterstain adalah 

sitoplasmanya. Dengan demikian, pewarnaan IHC yang disertai dengan 

counterstain dapat menunjukkan detil lokasi immunopositif disertai detil jaringan 

sekitarnya (Nurhidayat, 2002). 
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2.11 Gambaran Histologi Sel Osteoblas Jaringan Periodontal dengan 

Pewarnaan IHC 

 

Gambar 2.4 Immunostaining OPG pada tulang alveolar di daerah tarikan pergerakan gigi 

ortodonti hari ke-7, 14, dan 21. Sel osteoblas jaringan periodontal (berwarna 

kecoklatan pada panah) di masing-masing kelompok A-E (perbesaran 400x) 

(Sumber: Indriana, 2016) 

 

2.12 ImmunoRatio (IRS) 

ImmunoRatio adalah suatu metode analisis yang dapat diterapkan 

padapewarnaan Immunohistochemistry (IHC), dimana melalui analisis IRS ini 

dapat diketahuiekspresi marker tertentu sesuai keinginan peneliti melalui warna 

coklat yang terlihat saat dilakukan identifikasi preparat IHC. IRS ini dapat 

digunakan secara bebas dengan cara online melalui internet (Gambar 2.5). Selain 

itu IRS juga dapat diakses offline sebagai plugin dari perangkat lunak pengolahan 

citra ImageJ 1.46 yang merupakan perangkat lunak pengolahan citra yang dapat 

digunakan oleh semua sistem operasi komputer (Ferreira T A dan Rasband W, 

2012). 
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Gambar 2.5 Tampilan ImmunoRatio secara online 

 

Namun metode IRS ini memiliki kekurangan yaitu bila pewarnaan IHC 

tidak homogen maka akan terjadi bias pada perhitungan marker yang diinginkan. 

Selain pewarnaan yang tidak homogen, adanya artefak-artefak yang terbentuk 

akibat pewarnaan yang tidak baik juga dapat mempengaruhi hasil perhitungan 

IRS. Maka dari itu, dalam melakukan pewarnaan IHC harus dilakukan dengan 

metode yang benar agat warna dapat homogen serta menghindari terbentuknya 

artefak yang dapat mengganggu keakuratan saat dilakukan analisis dengan 

ImmunoRatio (Fedchecnko N dan Reifenrath, 2014). 
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2.13 Kerangka Konsep Penelitian 

 

 

 

 

 

 

      

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Keterangan: 

                      : Parameter yang diperiksa      

                      : Menghambat 

                      : Tidak dibahas secara mendalam 

 

Gambar 2.6 Skema kerangka konsep 

Gaya mekanik ortodonti di daerah tarikan 

Sitokin dan faktor pertumbuhan 

Natrium Fluorida  

Makrofag Aktif 

Osteoblas Aktif ↑ Osteoklas ↓ 

RANKL ↑  

OPG ↑ 

RANK ↓ 

Aposisi  ↑    

Progenitor Osteoblas 

IL-10 

TGF-β1 ↑ 

MSC 

TNF-α 
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2.14 Hipotesis 

Natrium Fluorida (NaF) secara topikal dapat meningkatkan ekspresi OPG 

pada daerah tarikan tulang alveolar gigi tikus Wistar jantan yang diinduksi gaya 

mekanik ortodonti. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

 Jenis penelitian yang digunakan merupakan penelitian eksperimental 

laboratoris. Penelitian jenis ini merupakan suatu penelitian yang bertujuan untuk 

mencari hubungan sebab akibat dengan memanipulasi atau mengintervansi 

variabel dalam satu atau lebih kelompok dan mengendalikan faktor yang dapat 

mempengaruhi hubungan sebab akibat, kemudian membandingkannya dengan 

kelompok kontrol yang tidak dilakukan perlakuan atau dimanipulasi 

(Notoatmodjo, 2010). 

 

3.2 Rancangan Penelitian 

 Rancangan penelitian yang digunakan adalah randomized post test only 

control group design, yaitu melakukan pengamatan atau pengukuran setelah 

dilakukan perlakuan dan hasilnya dibandingkan dengan kontrol (Notoatmodjo, 

2010). 

 

3.3 Tempat dan Waktu Penelitian 

3.3.1  Tempat Penelitian   

a. Proses perlakuan hewan coba dilakukan di laboratorium Biomedik 

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

b. Pembuatan gel Natrium Fluorida (NaF) 11,75 ppm dilakukan di 

laboratorium Farmasetika Fakultas Farmasi Universitas Jermber.  

c. Pembuatan preparat jaringan tulang alveolar dilakukan di laboratorium 

Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 

d. Pengecatan dengan metode Immunohistochemistry (IHC) dan perhitungan 

jumah ekspresi OPG dilakukan di laboratorium Biokimia Fakultas 

Kedokteran Universitas Brawijaya. 

 

3.3.2  Waktu Penelitian  

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober-Februari 2018. 
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3.4 Populasi dan Sampel Penelitian  

3.4.1 Populasi Penelitian  

Populasi penelitian adalah hewan coba tikus Wistar (Rattus norvegicus) 

dengan jenis kelamin jantan.  

 

3.4.2  Sampel Penelitian  

a.  Kriteria Sampel Penelitian  

Kriteria sampel dalam penelitian ini meliputi:  

1) Tikus jenis Wistar (Rattus norvegicus)  

2) Jenis kelamin jantan  

3) Umur 3-4 bulan  

4) Berat badan 200-250 gram  

5) Kondisi sehat ditandai dengan gerakan yang aktif dari tikus dan tidak 

ada cacat fisik (Sutjiati, 2016). 

b.  Besar Sampel Penelitian  

Besar sampel ditentukan berdasarkan jumlah ulangan yang dianggap telah 

cukup baik dengan menggunakan rumus (Daniel, 2005): 

 

Keterangan : 

n = jumlah sampel tiap kelompok 

Z      = nilai Z pada tingkat kesalahan tertentu, jika α= 0,05 maka Z= 1,96 

σ = Standar deviasi sampel 

d = kesalahan yang masih dapat ditoleransi 

 Dengan asumsi bahwa kesalahan yang masih dapat diterima (σ) sama 

besar dengan (d) maka : 

 

     n ≥ (1,96)2 

  
  n ≥ 3,84 

    n ≥ 4 
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Berdasarkan perhitungan rumus diatas, diperoleh besar sampel setiap 

kelompok adalah 4 ekor tikus.  

 

3.5  Identifikasi Variabel Penelitian 

3.5.1  Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah Natrium Fluorida secara 

topikal. 

 

3.5.2  Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah  OPG (Osteoprotegerin). 

 

3.5.3  Variabel Terkendali 

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah : 

a. Kriteria hewan coba meliputi umur, berat badan, jenis kelamin, jenis tikus. 

b. Pemeliharaan tikus selama masa adaptasi dan perlakuan meliputi 

pemberian makan dan minum, jenis makanan dan minuman yang 

diberikan dan kebersihan kandang. 

c. Gigi yang diamati dan arah pergerakan gigi. 

d. Cara pemberian dan dosis bahan perlakuan. 

e. Prosedur penelitian. 

 

3.6 Definisi Operasional  

3.6.1 Natrium Fluorida  

Natrium Fluorida adalah berupa bubuk Natrium Fluorida yang dibuat 

menjadi bentuk gel 11,75 ppm, diberikan secara topikal ke dalam sulkus gingiva 

tikus Wistar (Sutjiati, 2016). 

 

3.6.2 Gaya mekanik ortodonti  

Gaya mekanik ortodonti adalah besar kekuatan tekanan yang diberikan 

pada gigi insisif sentral untuk menggerakkan gigi insisif ke arah distal dengan ni-
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ti closed coil spring dengan diameter 0,010 inch sebesar 10 gram/cm
2 

yang diukur 

dengan menggunalan tension gauge (Sutjiati, 2016). 

 

3.6.3 Ekspresi Osteoprotegerin (OPG) 

Ekspresi Osteoprotegerin (OPG) adalah jumlah ekspresi pada daerah 

tarikan tulang alveolar melalui pewarnaan Immunochemistry (IHC) dan 

perhitungan menggunakan aplikasi ImmunoRatio (IRS) dengan perbesaran 400x. 

Hasil berupa persentase (%) berdasarkan perbandingan sel yang terwarnai coklat 

oleh DAB dengan total luas area seluruh lapang pandang. 

 

3.7 Bahan dan Alat Penelitian 

3.7.1 Bahan Penelitian 

a. Pakan standar hewan coba (Turbo, Indonesia) dan air minum 

b. Bubuk Natrium Fluorida  

c. Carbopol 1%, TEA 3%, dan propilen glikol 3% 

d. Semen Glass Ionomer Tipe IX (Fuji IX) 

e. Larutan buffer formalin 10% (Makmur Jaya, Indonesia) 

f. EDTA 10%  

g. Ketamin  

h. Xylazine 

i. Bahan embedding  

j. Paraffin  

k. Alkohol 100%, 95%, 80%, 75%, 70% 

l. Alkohol absolut (Novapharin, Indonesia) 

m.  Xylol 

n. Akuades steril (Aditama Raya Farmindo, Indonesia) 

o. Entellan  

p. Blocking serum (kit) 

q. Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 

r. Hematoxyllin Eosin  

s. Etanol 
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t. Phosphate buffer saline (PBS) (pH 7,6) 

u. Asam nitrat, Asam sitrat, HCL, NaCl DAN NaOH 

v. Hidrogen peroksida 3% 

w. Antibodi primer OPG dan Antibodi sekunder biotin 

x. Bahan sterilisasi yaitu, kapas, cotton bud 

 

3.7.2  Alat Penelitian 

a. Kandang peliharaan hewan coba 

b. Tempat makan dan tempat minum hewan coba 

c. Timbangan berat badan hewan coba (Camry EK 3650, China) 

d. Timbangan analitik 

e. Mortar dan alu 

f. Kotak kaca 

g. Gunting 

h. Tabung reaksi 

i. Ni-ti closed coil spring  

j. Stainless steel ligature wire  

k. Tension gauge (Ormco, Europa) 

l. Disposible syringe 1 ml (Onemed, Indonesia) 

m. Excavator, sonde setengah lingkaran, scalpel, arteri clamp, pinset 

n. Pot jaringan (Makmur Jaya, Indonesia) 

o. Mikromotor contra angle low speed 

p. Diamond round bur no.1 (Edents, Switzerland) 

q. Kuas, kertas saring, label identitas 

r. Mesin processing jaringan  

s. Tissue cassette  

t. Block mould  

u. Pisau mikrotom Microtome Holder 

v. Waterbath  

w. Slide warmer 

x. Deck glass dan Object glass  
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y. Wadah baskom 

z. Staining jar 

aa. Mikroskop cahaya 

bb. Kamera mikroskop optilab 

 

3.8 Prosedur Penelitian 

3.8.1  Perijinan Ethical Cleareance 

Sebelum penelitian, dilakukan pengurusan ethical cleareance di Komisi 

Etik dan Advokasi Fakultas Kedokteran Universitas Jember. 

 

3.8.2  Persiapan hewan coba 

Sebanyak 20 ekor tikus wistar jantan diadaptasikan dalam kandang selama 

7 hari. Selama proses adaptasi, tikus diberi makanan standar dan diberi minum 

secara bebas setiap hari. Hal ini bertujuan untuk mengurangi stres hewan coba dan 

memperoleh keseragaman sebelum dilakukan penelitian (homogenitas) serta 

memenuhi kriteria penelitian. 

 

3.8.3  Pembagian kelompok perlakuan 

Hewan coba yang sudah diadaptasikan akan dikelompokkan menjadi 5 

kelompok, yaitu: 

a. Kelompok A (4 ekor) merupakan kelompok tanpa induksi gaya mekanik 

ortodonti dan tanpa fluor.  

b. Kelompok B (4 ekor) merupakan kelompok yang diberi induksi gaya 

mekanik ortodonti selama 7 hari. 

c. Kelompok C (4 ekor) merupakan kelompok yang diberi induksi gaya 

mekanik ortodonti selama 14 hari. 

d. Kelompok D (4 ekor) merupakan kelompok yang diberi induksi gaya 

mekanik ortodonti dan fluor selama 7 hari. 

e. Kelompok E (4 ekor) merupakan kelompok yang diberi induksi gaya 

mekanik ortodonti dan fluor selama 14 hari. 
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3.8.4  Persiapan gel Natrium Fluorida (NaF) 11,75 ppm 

Natrium Fluorida (NaF) diperoleh dalam bentuk bubuk berwarna putih 

yang diproses menjadi bentuk gel di laboratorium Farmasetika Fakultas Farmasi 

Universitas Jember. Dosis Natrium Fluorida yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah sebesar 11,75 ppm. Sediaan fluor sebesar 11,75 ppm merupakan sediaan 

fluor yang tidak mengakibatkan apoptosis sel (Sutjiati, 2016). Pembuatan gel 

dilakukan dengan cara dicampurkan NaF sebanyak 11,75 mg, carbopol sebanyak 

1%, TEA sebanyak 3%, dan propilen glikol sebanyak 3% dalam 1 liter aquades 

steril menggunakan mortar dan alu. 

   

3.8.5  Perlakuan hewan coba 

a. Pemasangan coil spring  

1) Selama prosedur pemasangan dan aktivasi ni-ti closed coil spring, 

dilakukan injeksi  intramuskuler. Bahan anastesi yang digunakan berupa 

campuran ketamin dan xylazine. Ketamin dan xylazine sebesar 0,15 – 0,18 

ml. 

2) Sebelum dipasang kekuatan ni-ti closed coil spring diukur dengan 

menggunakan tension gauge untuk menghasilkan kekuatan sebesar 10 

gr/cm
2
. 

3) Sebuah ni-ti closed coil spring diletakkan di antara gigi insisif sentral 

rahang atas dan molar pertama kiri rahang atas untuk menggerakkan insisif 

ke arah distal. Piranti ini difiksasi dengan 0,1 mm stainless steel ligature 

wire yang dipasang mengelilingi gigi insisif sentral rahang atas melalui 

sebuah lubang yang dibuat dengan round bur pada sisi disto vertical 

dengan 0,1 mm stainless steel ligature wire yang dipasang mengelilingi 

gigi molar pertama kiri rahang atas. Untuk meningkatkan retensi, 

diaplikasikan glass ionomer cement (Sella, 2012). 
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Gambar 3.1 Pemasangan closed coil spring (Sumber: Seifi et al., 2013) 

b. Hewan coba pada kelompok D dan E, hewan coba diberikan gel NaF 

11,75 ppm secara topikal ke dalam sulkus gingiva dengan syringe 

modifikasi sebanyak 0,5 ml dua kali sehari yaitu, saat pagi dan sore hari.  

 

3.8.6 Euthanasia hewan coba 

a. Hewan coba kelompok A, B dan D dikorbankan pada hari ke-8 dan 

kelompok C dan E dikorbankan pada hari ke-15, sebanyak 4 ekor tikus 

dari tiap kelompok dilakukan euthanasia. 

b. Euthanasia hewan coba dilakukan dengan menggunakan injeksi ketamin 

over dosis secara intramuskular. 

c. Rahang atas dipotong dengan melakukan insisi mulai dari sudut mulut ke 

sudut mulut sampai rahang atas terlepas dari rahang bawah. 

 

3.8.7 Pembuatan preparat jaringan 

Tahap pemrosesan jaringan menurut Syafriadi et al. (2008) adalah sebagai 

berikut: 

a. Pengambilan sampel sediaan 

Pemotongan rahang atas dengan menggunakan knable tang, gunting dan 

scalpel. Pemotongan jaringan ini dilakukan di atas papan gabus. Jaringan 

yang diambil untuk penelitian harus segar artinya, jaringan diambil secepat 

mungkin setelah hewan coba di euthanasia (Muntiha, 2001). Jaringan 

difiksasi dengan menggunakan larutan buffer formalin 10% selama 24 jam 

untuk mencegah terjadinya autolisis, mempertahankan morfologi dan 

mencegah pertumbuhan jamur dan bakteri. Setelah difiksasi jaringan 
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dicuci dengan air mengalir selama 1,5 jam untuk menghilangkan sisa 

bahan fiksasi. 

b. Dekalsifikasi 

Dekalsifikasi dengan tujuan untuk melepaskan bahan anorganik dalam 

tulang tanpa merusak protein yang ada. Dekalsifikasi dilakukan dengan 

memakai larutan EDTA 10% selama 30 hari. Proses dekalsifikasi telah 

selesai ditandai dengan jaringan yang ada sudah lunak (Muntiha, 2001). 

c. Pemrosesan Jaringan 

Tahapan pemrosesan jaringan adalah sebagai berikut: 

1) Dehidrasi 

Dehidrasi merupakan penarikan air dari dalam jaringan dengan 

menggunakan konsentrasi rendah ke tinggi. Dehidrasi dimulai dengan 

alkohol 70% selama ±15 menit, 80% selama 1 jam, 95% selama 2 jam, 

dan 100% selama 3 jam. 

2) Clearing 

Clearing merupakan proses penjernihan jaringan menggunakan bahan 

xylol sebanyak 3 kali pada 3 tabung yang berbeda dengan ketentuan 

waktu 1 jam pada tabung pertama dan 2 jam pada tabung kedua dan 

ketiga. 

3) Impegnasi 

Impegnasi merupakan proses infiltrasi bahan embedding ke dalam 

jaringan pada suhu 56-60° C. Caranya jaringan dibungkus dengan 

kertas saring kemudian dimasukkan ke dalam bahan embedding yaitu 

parafin 56-60° C selama 2x3 jam. 

4) Embedding 

Embedding merupakan proses penanaman jaringan ke dalam suatu 

bahan embedding yaitu parafin. Tahapan antara lain: 

a) Mempersiapkan alat cetak blok parafin (base mould), letakkan alat 

diatas permukaan yang rata. Alat dan alas diolesi gliserin untuk 

mempermudah pemisahan alat cetak dan kaca dengan blok parafin 

yang sudah beku. 
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b) Menuangkan parafin cair kedalam alat cetak blok, kemudian 

masukkan jaringan yang telah diimpregnasi pada posisi yang sesuai 

sehingga nantinya didapatkan potongan dengan penampang bukal 

dan lingual. Ditunggu beberapa menit sampai parafin beku. 

c) Parafin blok siap dipotong setelah dilepas dari alat cetakan. 

5) Pemotongan 

Pemotongan blok parafin dengan menggunakan mikrotom. Sebelum 

pemotongan jaringan dengan mikrotom, sebelumnya dilakukan 

beberapa persiapan, yaitu mengolesi obyek glass dengan meyer egg 

albumin, dan selanjutnya menempelkan blok parafin pada block holder 

mikrotom dengan bantuan pemanasan. Setelah itu, dilakukan proses 

pemotongan jaringan dengan tahap sebagai berikut : 

a) Pisau mikrotom dibersihkan terlebih dahulu dengan kasa atau 

kertas saring yang dibasahi dengan xylol arah tegak lurus.  

b) Mengatur ketebalan sayatan mikrotom antara 4-6 mikron atau 

sesuai kebutuhan.  Pemotongan jaringan ini dilakukan dengan arah 

mesio-distal pada jaringan yang telah diletakkan pada holder 

mikrotom. Potongan jaringan yang diperlukan adalah terdapat 

bentukan gigi dan tulang alveolar utuh pada bagian tarikan dan 

regangan.  

c) Potongan jaringan yang telah memenuhi kriteria, diambil dengan 

menggunakan kuas dan diletakkan di atas permukaan air waterbath 

dengan temperatur 56°-58°C hingga sayatan jaringan mekar. 

d) Sayatan yang telah mekar diambil dengan obyek glass yang telah 

di olesi dengan meyer egg albumin, kemudian dikeringkan di atas 

hot plate, dan dimasukkan dalam oven dengan suhu 

sekitar 30°-35°C minimal selama 12 jam. 

d. Pengecatan Jaringan dengan Immunohistochemistry (IHC) 

Prosedur pewarnaan dengan immunohistochemistry yang dilakukan di 

Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya adalah 

sebagai berikut: 
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1) Deparafinisasi dan rehidrasi slide 

a) Deparafinisasi dengan xylene sebanyak 3 kali masing-masing 

selama 3 menit. 

b) Rehidrasi dengan alkohol 100%, 95%, dan 70% masing- masing 

selama 2 menit, 2 menit, satu menit, dan terakhir dengan air selama 

1 menit. 

2) Slide direndam dalam larutan 3% hidrogen peroksida selama 10 menit 

pada suhu ruangan. 

3) Slide direndam pada prediluted blocking serum selama 10 menit pada 

suhu ruangan. 

4) Slide diinkubasi dengan antibodi primer OPG pada suhu 4°C selama 1 

malam, atau pada suhu 37°C selama 1,5 jam. 

5) Slide dibilas dengan phospate buffer saline (PBS) selama 5 menit. 

6) Slide diinkubasi dengan antibodi sekunder biotin selama 10 menit pada 

suhu ruangan. 

7) Slide dibilas dengan PBS selama 5 menit. 

8) Slide diinkubasi dengan peroxidase selama 10 menit pada suhu 

ruangan. 

9) Slide dibilas dengan PBS selama 5 menit. 

10) Slide diinkubasi dengan larutan diaminobenzinidase (DAB) selama 10 

menit. 

11) Slide diberi counterstain dengan Haematoxylin selama 3-5 menit. 

12) Slide dicuci dengan air mengalir. 

13) Slide dibersihkan dan ditetesi dengan mounting media. 

14) Slide ditutup dengan coverslip. 

 

3.9  Prosedur Pengamatan Ekspresi OPG 

 Pengamatan dan perhitungan jumlah ekspresi OPG dilakukan di 

laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Setiap sampel 

jaringan dibuat sediaan irisan dengan ketebalan 4-6 µm, kemudian dideteksi 

immunohistokimia terhadap ekspresi OPG untuk melihat jumlah ekspresi dari 
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protein OPG tersebut. Pengamatan sediaan dilakukan dengan menggunakan 

mikroskop cahaya dengan perbesaran 100x untuk menentukan daerah 

perhitungan, kemudian untuk melakukan perhitungan jumlah ekspresi OPG 

dilakukan perbesaran 400x. Perhitungan jumlah ekspresi OPG dilakukan 

menggunakan program ImmunoRatio (IRS). IRS merupakan software yang dapat 

diakses secara online untuk pemeriksaan preparat yang menggunakan pewarnaan 

immunohistokimia (IHC). Ekspresi OPG dapat terhitung melalui gambaran warna 

coklat yang terekspresi pada preparat. Hasil dari penghitungan ekspresi OPG 

menggunakan IRS berupa persen.  

Pengamatan dilakukan pada 3 lapang pandang pada daerah tarikan, yaitu 

pada daerah sepertiga servikal, sepertiga tengah dan sepertiga apikal. Setiap 

sediaan terdapat 3 hasil perhitungan jumlah ekspresi OPG, yang kemudian 

dijumlahkan dan dibagi 3 untuk mendapatkan rata-rata jumlah ekspresi OPG 

dalam satu sediaan. 

 

Gambar 3.2 Pemotongan jaringan dengan arah mesio-distal (a) daerah 1/3 servikal, (b) 

daerah 1/3 tengah dan (c) daerah 1/3 apikal tulang alveolar 

 

3.10 Analisis Data 

Data hasil penelitian ini akan ditampilkan dalam bentuk tabel yang berisi 

besarnya rata-rata dan standart deviasinya serta foto-foto. Data hasil penelitian ini 

c 
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akan diuji normalitasnya menggunakan uji Shapiro-Wilk dan diuji 

homogenitasnya dengan uji Levene untuk mengetahui keseragaman data 

penelitian. Kemudian dianalisis menggunakan uji parametrik, One Way Anova 

yaitu uji parametrik lebih dari 2 sampel bebas untuk menganalisa rata-rata jumlah 

ekspresi OPG. Selanjutnya, dilanjutkan dengan uji beda lanjut (post hoc test) yaitu 

least significance difference (LSD) untuk mengetahui lebih lanjut perbedaan dari 

antar kelompok perlakuan. 
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3.11 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.3 Alur Penelitian 

20 ekor tikus Wistar jantan 

Di adaptasikan dengan lingkungan kandang dan makanan selama 1 minggu 

Kel. Induksi gaya 

mekanik dan fluor 

Kel. A : 

4 ekor tikus  

 

Kel. B : 

Selama 7 

hari 

4 ekor tikus 

  

Kel. C : 

Selama 14 

hari 

4 ekor tikus  

 

Kel. D : 

Selama 7 

hari 

4 ekor tikus  

 

Kel. induksi gaya 

mekanik 

Kel. tanpa induksi 

gaya mekanik dan 

tanpa fluor 

Kel. E : 

Selama 14 

hari 

4 ekor tikus  

 

Dilakukan dekaputasi pada hewan coba 

 

Fiksasi dengan larutan Buffer Formalin 10% selama 24 jam 

Proses dekalsifikasi dengan EDTA 10% selama 30 hari 

Pemrosesan pembuatan preparat secara histologi 

Pewarnaan preparat dengan IHC 

Dilakukan pemeriksaan terhadap ekspresi OPG 

Analisis Data 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil kesimpulan bahwa 

Natrium Fluorida 11,75 ppm secara topikal dapat meningkatkan ekspresi 

Osteoprotegerin (OPG) pada daerah tarikan tulang alveolar gigi tikus Wistar jantan 

yang diinduksi gaya mekanik ortodonti sebesar 10 gram/cm
2
.

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka peneliti dapat memberikan 

saran sebagai berikut :  

a. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan waktu penelitian yang lebih

lama agar proses remodeling tulang dapat terlihat lebih jelas dan untuk

mengetahui hubungan lama pemberian durasi gaya mekanik terhadap ekspresi

OPG.

b. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan dosis fluor yang

lebih bervariasi, untuk mengetahui potensi fluor dalam mempengaruhi proses

remodeling tulang pada perawatan ortodonti.
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LAMPIRAN 

LAMPIRAN A. Perhitungan Dosis Bahan Anastetikum 

 Bahan anastesi yang digunakan berupa campuran ketamin dan xylazine. 

Ketamin 10 % (dosis 50 mg/kg, Pantex Holland) dan Xylazine 2 % (dosis 5 

mg/kg, Pantex Holland) secara intramuskuler (Hartiningsih dan Anggraeni, 2015)  

a. Dosisketamin yang digunakan: 

Konsentrasi 10% Ketamin  

 = 10 gr / 100 ml = 10.000 mg / 100 ml = 100 mg/ml 

Berat badan hewan coba 200 – 250 gr = 0,2 – 0,25 kg 

Rumus = ( Dosis x Berat ) : Konsentrasi 

 = ( 50 mg x 0,2 kg ) : 100 mg/ml ; ( 50 mg x 0,25 kg ) : 100 mg/ml 

 = 0,1 ml ; 0,125 ml 

Jadi dosis ketamin yang digunakan adalah 0,1 – 0,125 ml  

b. Dosis Xylazine yang digunakan : 

Konsentrasi 2 % Xylazine 

= 2 gr / 100 ml = 2000 mg / 100 ml = 20 mg/ml 

Berat adan hewan coba 200 – 250 gr = 0,2 – 0,25 kg 

Rumus = ( Dosis x Berat ) : Konsentrasi 

 = ( 5 mg x 0,2 kg ) : 20 mg/ml ; ( 5 mg x 0,25 kg ) : 20 mg/ml 

 = 0,05 ml ; 0,0625 ml 

Jadi dosis xylazineyang digunakan adalah 0,05 – 0,0625 ml 
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Lampiran B. Rerata Hasil Jumlah Ekspresi OPG (Daerah Tarikan) pada 

Kelompok Kontrol dan Perlakuan 

Kelompok A 
Lapang 

pandang 1 

Lapang 

pandang 2 

Lapang 

pandang 3 
Rata-rata 

1 28 38 67,7 44,57 

2 37,4 45,2 48,5 43,70 

3 41,3 42 42,9 42,07 

4 52,5 42,5 48,3 47,77 

Rerata jumlah ekspresi OPG  44,53 

     

Kelompok B 

Hari ke-7 

Lapang 

pandang 1 

Lapang 

pandang 2 

Lapang 

pandang 3 
Rata-rata 

1 39,5 59,2 48,1 48,93 

2 55 51,4 44,6 50,33 

3 55,6 50,2 55,8 53,87 

4 45,2 58,3 47,1 50,20 

 Rerata jumlah ekspresi OPG 50,83 

     

Kelompok C 

Hari ke-14 

Lapang 

pandang 1 

Lapang 

pandang 2 

Lapang 

pandang 3 
Rata-rata 

1 58,1 43,5 43,5 48,37 

2 50,1 55,2 60,1 55,13 

3 55,7 53,8 61 56,83 

4 55,7 57,4 60,8 57,97 

 Rerata jumlah ekspresi OPG 54,58 

     

Kelompok D 

Hari ke-7 

Lapang 

pandang 1 

Lapang 

pandang 2 

Lapang 

pandang 3 
Rata-rata 

1 77,1 66,9 36,1 60,03 

2 56 60,9 47,9 54,93 

3 45,5 47,3 77,7 56,83 

4 74,9 77,7 73,7 75,43 

 Rerata jumlah ekspresi OPG 61,81 

     

Kelompok E 

Hari ke-14 

Lapang 

pandang 1 

Lapang 

pandang 2 

Lapang 

pandang 3 
Rata-rata 

1 83,1 84,7 83,8 83,87 

2 75,8 60,2 80,3 72,10 

3 76 75,2 70,4 73,87 

4 50,7 50,8 56,4 52,63 

 Rerata jumlah ekspresi OPG 70,62 

*dalam satuan persen 
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Lampiran C. Hasil Uji Analisis Data 

C.1 Uji Normalitas Shapiro Wilk Ekspresi OPG 

 

 

C.2 Uji Homogenitas Levene-Test Ekspresi OPG 

 

 

C.3 Uji One-Way Anova Ekspresi OPG 
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C.4 Uji LSD (Least Significant Difference) Ekspresi OPG 
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Lampiran D. Alat dan Bahan Penelitian 

D.1 Alat dan Bahan untuk Pemasangan Ni-Ti Closed Coil Spring pada Gigi Tikus 

Wistar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan gambar: 

A. Minidrill 

B. Ligature Wire 

C. Glass Ionomer 

D. Spatula Agate 

E. Xylazine 

F. Ketamine 

G. Sonde Lurus 

H. NiTi Closed Coil Spring 

I. Mata Bur 

J. Tention Gauge Ormco 
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d 

c 

e g 
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Gambar  

 
Syringe modifikasi 

 
Tikus wistar jantan 

 
Pot jaringan 

 

D.2  Alat dan Bahan Pembuatan Gel Natrium Fluorida11,75 ppm 

Gambar  

 

 

a. Gelasukur 

b. Mortar danalu 

 

Timbangananalitik 

 

a 

b 

a 

a a 
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Aquades 

 
BubukNatriumFluorida 

 

 

Propilenglikol, TEA, 

Carbopol 

 

D.3  Alat dan Bahan Pengenceran EDTA 

Gambar   

 
EDTA 

 
Timbangan analitik 

 
Magnetic Stirrer 

 

D.4  Alat dan Bahan Pembuatan Parafin Blok 

Gambar  

 
Xylol dan Alkohol 

 
Parafin Cair 
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Mould base 

 
Tissue cassete 

 

D.5  Alat dan Bahan Pembuatan Preparat 

Gambar   

 
Mikrotom 

 
Water bath 

 

 
Object glass 

 

D.6Alat dan Bahan Pewarnaan Imunohistokimia 

Gambar   

 
Oven 

 
Vortex 

 
Mikropipet 
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Deck glass 

Entellan  
Hematoxylin 

 

Diaminobenzinidine(DAB) 
 

Enzym 
 

Background Blocker 

 
Antibodi primerOPG 

 
Sterile water 

 
Antibodi sekunder 

 
Peroxidase Blocker 

 
Pristine 
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D.7Alat Pemeriksaan 

Gambar  

 

 
Mikroskop Olympus 

 
Kamera mikroskop optilab 
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Lampiran E. Foto Preparat Immunostaining OPG (Daerah Tarikan) dan 

Hasil Pemeriksaan ImmunoRatio 

E.1 Kelompok A dengan perbesaran 400x 

Sampel Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang Pandang 3 

1. 

   

2. 

   

3. 
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4. 

   
 

 

E.2 Kelompok B hari ke-7 dengan perbesaran 400x 

Sampel Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang Pandang 3 

1. 

   
 

2. 
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3. 

   
 

4. 

   
 

 

E.3 Kelompok C hari ke-14 dengan perbesaran 400x 

Sampel Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang Pandang 3 

1. 
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2. 

   
 

3. 

   
 

4. 
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E.4 Kelompok D hari ke- 7 dengan perbesaran 400x 

Sampel Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang Pandang 3 

1. 

   
 

2. 

   
 

3. 
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4. 

   
 

 

E.5 Kelompok E hari ke- 14 dengan perbesaran 400x 

Sampel Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang Pandang 3 

1. 

   
 

2. 
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3. 

   
 

4. 
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Lampiran F. Ethical Clearance 
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Lampiran G. Surat Ijin Penelitian Pembuatan Preparat Jaringan 
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Lampiran H. Surat Ijin Penelitian Pengecatan IHC 
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