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RINGKASAN

Kadar Pyridinoline pada Saliva Penderita Penyakit Periodontal
Inflamatorik; Putri Kharisma Dewi, 101610101090; 2013: 64 haantakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Penyakit periodontal masih menduduki urutan kedudama dalam
penyakit gigi dan mulut yang banyak diderita maakat Indonesia. Ketika terjadi
inflamasi periodontal, kolagen akan terdegradasi plaidinoline akan terurai
serta disekresikan ke dalam cairan krevikular giagilan salivaPyridinoline
merupakan tripeptida yang berperan pada ikatangskalagen tipe | yang banyak
terdapat pada jaringan periodontal. Tujuan peaaeliii adalah untuk menganalis
kadarpyridinoline pada saliva penderita penyakit periodontal inflamila

Penelitian ini adalah penelitian observasional ikallengan pendekatan
cross sectionalSubyek penelitian adalah pasien RSGM Universitasber yang
menderita penyakit periodontal inflamatorik dendaiteria inklusi wanita usia
30-50 tahun dan memiliki gigi minimal 20 gigi, seiriteria eksklusi memiliki
kelainan atau penyakit sistemik, memiliki kebiasa@rokok, menggunakan obat
kumur, antibiotik, atau obat-obatan minimal 6 bulemakhir, sedang dalam
perawatan periodontal 6 bulan terakhir, sedang Ihaményusui, menstruasi,
menggunakan gigi tiruan, sedang mengalami mukpdiasies media, karies
profunda, maupun karies profunda perforasi. Persaaiik inflamasi periodontal
didasarkan pada Periodontal Indeks modifikasi Rugsenlah subyek penelitian
sebesar 15 orang yang terdiri dari tiga kelompalktuykelompok gingivitis, awal
penyakit periodontal, dan penyakit periodontal degsif. Subyek penelitian
diminta mengumpulkan saliva di dalam rongga mudupta stimulus, kemudian
mengeluarkan ke dalam pot saliva. Kapharidinoline saliva diukur menggunakan

LC-MS/MS. Data dianalisis menggunakan@jie-way Anova

Vil



Hasil penelitian menunjukkan tidak terdapat perbhedaignifikan kadar
pyridinoline saliva pada kelompok gingivitis, awal penyakit ipgontal, dan
penyakit periodontal inflamatorik (p>0,05).

Kesimpulan dalam penelitian ini adalah kageyridinoline saliva tidak
dapat menunjukkan tingkat keparahan kerusakan ggminpada penyakit
periodontal inflamatorik.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Penyakit periodontal merupakan salah satu penyakit gigi dan mulut yang
banyak diderita masyarakat dunia. Prevalensi penyakit periodontal mencapai 50%
dari jumlah populasi dewasa. Di Indonesia, penyakit ini menduduki urutan kedua
utama dalam masalah kesehatan masyarakat (Wahyukundari, 2009). Penyakit ini
dapat menyebabkan kegoyangan gigi dan akhirnya berakibat pada tanggalnya gigi
(Suwandi, 2010).

Penyakit periodontal disebabkan oleh bakteri plak. Bakteri plak pada rongga
mulut menyebabkan inflamasi pada jaringan periodontal. Adanya inflamasi
periodontal akan memicu degradasi kolagen (Newman et al., 2006; Serio dan
Duncan, 2009). Sgjumlah penelitian menyatakan bahwa untuk mendegradasi
kolagen, ikatan silang pada kolagen harus terpecah terlebih dahulu (Thorpe,
2010). Setelah ikatan silang terdegradasi, kolagen akan terurai dan akhirnya
terjadi kerusakan jaringan periodontal.

Pyridinoline merupakan tripeptida yang berperan pada ikatan silang kolagen
tipe 1. Kolagen tipe | merupakan kolagen yang banyak menyusun jaringan
periodontal. Pyridinoline berfungs untuk menstabilkan dan memperkuat struktur
kolagen (Tanimoto et al., 2003). Pyridinoline dibentuk selama maturasi kolagen.
Pyridinoline tidak dimetabolisme oleh tubuh dan tidak dipengaruhi oleh diet.
Ketikaterjadi degradasi kolagen pada jaringan periodontal, pyridinoline juga akan
terural, kemudian akan dilepas ke cairan krevikular gingiva dan saliva (Thomas,
2012).

Banyak penelitian yang telah menggunakan pyridinoline sebagai penanda
degradasi kolagen pada penyakit-penyakit sistemik, seperti osteoporosis,
rheumathoid arthritis, dan beberapa penyakit kelainan metabolisme tulang yang



lain (Arican et al., 2004). Penelitian Istok et al. (2001) menunjukkan peningkatan
kadar pyridinoline urin seiring dengan pergantian kolagen pada penderita sklerosis
sistemik. Penelitian Tanimoto et al. (2004) menyatakan bahwa terdapat perbedaan
kadar pyridinoline urin pada penderita osteoartritis sendi temporomandibula
dengan subyek-subyek kontrol yang tidak mengalami osteoartritis, kadarnya lebih
tinggi pada penderita osteoartiris sendi temporomandibula.

Di bidang kedokteran gigi pyridinoline juga telah diuji untuk deteksi
penyakit-penyakit pada rongga mulut. Penelitian Springer et al. (2003) tentang
kadar pyridinoline urin pada skuamous sel karsinoma oral menyatakan bahwa
terdapat perbedaan rata-rata kadar pyridinoline urin pada subyek sehat, pasien
dengan skuamous karsinoma rekuren, pasien skuamous karsinoma tanpa
melibatkan infiltrasi tulang mandibula, dan pasien skuamos karsinoma dengan
keterlibatan infiltrasi tulang mandibula Penelitian Oates et al. (2004)
menunjukkan kadar pyridinoline cairan krevikular gingiva di sekitar implan pada
pasien merokok lebih tinggi dibanding non perokok. Meskipun beberapa
penelitian telah melaporkan hubungan pyridinoline dengan penyakit di rongga
mulut, tetapi penelitian pyridinoline dalam kaitannya dengan penyakit periodontal
inflamatorik belum banyak dilaporkan.

Terkait dengan penyakit periodontal inflamatorik, bahan biologis yang
banyak digunakan untuk evaluasi inflamasi periodontal selama ini adalah cairan
krevikular gingiva. Cairan krevikular gingiva banyak digunakan untuk evaluasi
penyakit periodontal inflamatorik karena mengandung serum dan bahan-bahan
lokal, seperti mediator inflamasi, sel-sel inflamasi, dan produk pemecahan
jaringan. Cairan krevikular gingiva dapat menunjukkan kerusakan lokal di
jaringan periodontal sehingga lebih spesifik (Armitage, 2004). Namun, cairan
krevikular gingiva berjumlah sedikit dan sulit dalam pengambilannya (Zia et al.,
2011). Oleh karenaitu, perlu dikembangkan bahan biologis lain, misalnya saliva.

Pemanfaatan saliva sebagai bahan deteks penyakit pada rongga mulut
memiliki banyak kelebihan. Saliva selalu tersedia, mudah didapat dan mudah



diambil tanpa peralatan khusus (Kashu et al., 2012). Saliva dapat diperoleh
dengan cepat tanpa rasa sakit dan dinilai 1ebih mudah dan aman pengambilannya
(Prihartanti, 2002).

Pyridinoline saliva dan hubungan dengan penyakit periodontal inflamatorik
belum banyak diteliti. Oleh karena itu, peneliti ingin menganalisis kadar
pyridinoline saliva pada penderita penyakit periodontal inflamatorik.

1.2. Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, masalah yang dapat dirumuskan dalam
penelitian ini adalah apakah ada perbedaan kadar pyridinoline saliva pada
berbagai tingkat keparahan inflamasi periodontal ?

1.3. Tujuan dan Manfaat
1.3.1. Tujuan Pendlitian

Tujuan dari penelitian ini adalah mengkaji perbedaan kadar pyridinoline
saliva pada berbagai tingkat keparahan inflamasi periodontal.

1.3.2. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini di bidang kesehatan adalah sebagai berikut.
1. Memberi informasi ilmiah mengena kadar pyridinoline pada saliva penderita
penyakit periodontal inflamatorik.
2. Memberi informasi ilmiah mengenai kadar pyridinoline saliva sebagai
alternatif penanda degradasi kolagen pada penyakit periodontal inflamatorik.
3. Sebagai acuan untuk penelitian selanjutnya.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Pyridinoline

Pyridinoline atau hydroxylysylpyridinoline adalah tripeptida pada ikatan
silang fibril kolagenPyridinoline terdapat pada jaringan lunak, tulang, kartilago,
tendon, dan ligamen (Tanimoébal., 2003).Pyridinoline tidak dipengaruhi oleh
intake makanan (Husaiet al., 1999). Ketika kolagen terdegradgsjridinoline
diekskresi melalui urin, darah, maupun cairan Kaehar gingiva dan saliva tanpa
dimetabolisme (Istokt al., 2001).

NH,
HOOC)\ in
HO
\i/ | ~COOH
~ @
N NH,
KW/\»\COOH

OH

Gambar 2.1. Struktur KimiByridinoline Berupa Tripeptida (Sumber: Vesper, 2005)

Pyridinoline merupakan ikatan silang yang spesifik pada kolaigsa |
(Tanimoto et al., 2003). Pyridinoline berfungsi untuk menstabilkan dan
memperkuat keseluruhan struktur kolagen. Tanpa petukan ikatan silang ini,
fibril kolagen tidak akan berfungsi (Berkovig al., 1995). Pyridinoline berupa
ikatan trifungsional pada kolagerPyridinoline mengikat kolagen secara
intermolekul.Pyridinoline memiliki tiga gugus fungsi yang mengikat dua amino

terminal atau karboksi terminal dan stiple helix kolagen.
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Gambar 2.2. LetaRyridinoline pada Kolagen (Sumber: Bush, 2013)

Pyridinoline dibentuk selama maturasi kolagen (Tanimetoal., 2003;
Robins, 1994)Pyridinoline dibentuk melalui dasar ikatan silang hidroksiailis
(Berkovitz et al., 1995). Sekali serat kolagen telah terbentuk imgklungan
ekstraseluler, ia akan distabilkan oleh pembentukatan silang. Proses ikatan
silang kolagen diawali oleh perubahan residu hisifgin menjadi aldehid
melalui aksi lisil oksidase. Enzim ini melakukaradenasi oksidatif grup-amino
pada sisi rantai hidroksilisil sehingga menghasilkédehid, yaitu hidroksiallisin.
Selanjutnya, hidroksiallisin  dikondensasi dengandrdksilisin  sehingga
menghasilkan ikatan silang divalen imatur, yaitdrbksilisino-5-ketonorleusin.
Karena komponen tersebut tidak stabil, keduany@ikan oleh reduksi dengan
borohidrid untuk membentuk dihidroksilisinonorlesin. Ikatan silang divalen
yang akan menstabilkan serat kolagen imatur imirgeinya bereaksi dengan grup
aldehid telopeptida lain untuk membentuk ikataargil piridinium trivalen, yaitu
pyridinoline (Carrinet al., 2006).
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Gambar 2.3. Pembentukpyridinoline secara enzimatik (Sumber: Careiral., 2006)

Pyridinoline adalah salah satu tanda adanya kerusakan kolagen.
Pyridinoline dapat digunakan sebagai indikator biologis dala&teksi dini suatu
penyakit yang berhubungan dengan kerusakan kolaggmerti osteoporosis,
osteoarthritis, diabetes melitus, penyakit periddiprdan kanker (Kraenzeliet
al., 2008).Pyridinoline tidak dimetabolisme oleh tubuh dan merupakan geodu
degradasi kolagen tipe I. lkatan silang ini dapadetbksi dan dianalisis
menggunakarnzyme-linked |mmunosorbent Assay (ELISA), High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) (Robins, 1994), dahiquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) (Kindtet al., 2000).

Sama halnya dengan analisis klinis yang lain, aisgdyridinoline memiliki
variabel-varibel yang mempengaruhi saat analisisipma sebelum analisis.

Namun, hal ini tidak menyebabkagridinoline menjadi tanda kerusakan kolagen



yang bias. Variabel-variabel yang mempengaruhi dagi&urangi dengan
pengumpulan sampel pada waktu-waktu yang spesifk dhengendalikan
kesamaan status subyek penelitian pada masing-gnasimpel. Faktor-faktor
yang dapat mempengaruhi ini harus diminimalkan kirdaplikasi klinik yang
optimal (Vesperet al., 2002). Faktor-faktor yang telah dilaporkan dapat
mempengaruhi kadayridinoline adalah sebagai berikut.

a. Pengaruh umur

Selama masa anak-anak dan remaja, kamardinoline berhubungan
dengan pertumbuhan, dengan kadar tertinggi pada &efahiran. Kadar
pyridinoline menurun dengan cepat dan akan konstan selama anakaanak,
meningkat lagi selama pubertas, dan kemudian manseanta sangat rendah
selama masa dewasa (Vesper, 2005).

Beberapa penelitian menyatakan bahwa perubaham ggddinoline pada
wanita berumur 20-50 tahun cukup kecil. Perubahasaknya maksimal sekitar
10-15% dengan konsentrasi tertinggi sekitara uns22 tahun. Jika rentang
umum dieksklusi, maka tidak terdapat perubahan gagngfikan pada umum 30-
50 tahun. Penelitian yang menganalisis perubahdarkgridinoline pada wanita
premenopause dgost menopause menyatakan bahwa kadarnya lebih tiriggi 3
55% pada wanita postmenopause. Setelah menopaesebapan ekskresi
pyridinoline cukup kecil dengan sedikit peningkatan sekitab8l1selama umur
50-80 tahun (Vespett al., 2002).

b. Pengaruh jenis kelamin

Kadar pyridinoline lebih tinggi pada perempuan. Perempuan mengalami
peningkatan kadar pada awal menopause dan selaseapda menopause.
Sedangkan kadar pada laki-laki tetap konstan hinggar 60 tahun (Vesper,
2005). Setelah umur 60 tahun, kadarnya dilaporkanimgkat sekitar 20-35%
(Vesperet al., 2002).



c. Pengaruh hamil dan menyusui

Selama masa kehamilan, kagsridinoline memuncak, utamanya selama
trimester ketiga. Kadarnya dua hingga tiga kaliHginggi daripada wanita yang
tidak hamil (Vespegt al., 2002). Pada wanita menyusui kaggridinoline juga
meningkat, utamanya pada bulan-bulan pertama manfesper, 2005).
d. Pengaruh variasi musim

Kadar pyridinoline meningkat selama musim dingin dan menurun selama
musim panas. Pengaruh faktor ini sangat kecil (¥es@005). Beberapa
penelitian juga menyatakan bahwa perubahan kadayahderkisar 5-25%,
bahkan ada yang menyatakan tidak ada perbedaarsigamiikan pada perbedaan
musim (Vespeet al., 2002).
e. Pengaruh aktivitas fisik

Beberapa studi menyebutkan bahwa terdapat pensngkataipyridinoline
pada pasien dengabedrest yang cukup lama (Vesper, 2005). Peningkatan
ekskresi pyridinoline juga dilaporkan dalam penelitian efek lari, tapdak
disebutkan signifikan atau tidak. Perubahan eksknggdinoline juga didapatkan
pada peneliatian orang yang telah berolahragartseyen danaerobic. Namun,
pengaruh faktor ini sangat kecil (Vesgeal., 2002).
f. Pengaruh diet

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa tidak tetdapaibahan kadar
pyridinoline setelah konsumsi suplemen pottasium, magnesiwfatfaink, dan
susu. Tetapi, penelitian lain menyatakan bahwaudkwosssuplemen kalsium dapat
menurunkan ekskrepyridinoline pada wanita dan laki-laki. Perubahannya sekitar
33%. Peningkatan kadapyridinoline dilaporkan terjadi pada orang yang
mengonsumsi alkohol (Vespetral., 2002).
g. Pengaruh medikasi

Medikasi dapat mempengaruhi kadpyridinoline. Peningkatan kadar

dilaporkan terjadi pada pengguna obat-obat kortédtosd (Vesper, 2005).



h. Pengaruh penyakit

Penyakit-penyakit yang dapat mempengaruhi kagardinoline adalah
diabetes melitus, hiperparatiroid, hipertiroid, kan osteoporosis dan penyakit-
penyakit tulang lainnya (Vesper, 2005).
I.  Pengaruh siklus sirkadian

Perubahan kadaoyridinoline terjadi selama sehari dengan puncaknya pada
pagi hari dan menurun pada sore hari. Namun, hialdilporkan hanya
berpengaruh kecil (Vesper, 2005).
J.  Pengaruh sebelum analisis terhadap sampel damd¢alib

Pyridinoline sangat sensitif terhadap sinar ultraviolet. Sulaaviolet dapat
mendegradagpyridinoline dan mengalami puncak degradasi pada 6 jam setelah
terpapar. Oleh karena itu, sampel tidak boleh teakeahaya matahari sebelum
dianalisis (Vesper, 2005; Vespatral., 2002).

2.2. Kolagen Tipel

Kolagen adalah famili protein ekstraseluler yangé erat dan merupakan
komponen utama dalam jaringan ikat, memberikane}a&tan serta fleksibilitas
(Dorland, 2010). Kolagen merupakan protein terbkngalam tubuh manusia,
yaitu sebesar 30% (Junqueira dan Carneiro, 200tikihya terdapat 25 tipe
kolagen. Kolagen tipe | adalah kolagen fibrilar gaiermasuk dalam kolagen
pembentuk fibril yang paling banyak ditemukan dadatubuh (Dorlan, 2010).

Semua tipe kolagen memiliki strukttriple helix (Murray et al., 2009).
Kolagen dibentuk oleh tiga rantai polipeptida (eand yang membentuk struktur
triple helix (Carrin et al., 2006). Kolagen dibentuk oleh asam amino glisin
(33,5%), prolin (12%), dan hidroksiprolin (10%). &ks amino tersebut
membentuk struktur berulang yang dituliskan seb&G#y-X-Y),. Unit protein
yang berpolimerisasi membentuk serat kolagen adaiatekul panjang yang

disebut tropokolagen, dengan panjang 280 nm daar &5 nm. Tropokolagen
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terdiri atas 3 rantai subunit polipeptida yang mentbk triple helix (pilinan

rangkap 3) (Junqueira dan Carneiro, 2007).

Kolagen tipe | matang mengandung sekitar 1000 asamo (Murrayet al.,
2009). Pada kolagen tipe |, batang-batang tropglkeoiaberikatan membentuk
fibril atau serabut. Molekul tropokolagen bergabuaiam subunit mikrofibrilar
yang membentuk fibril (serabut). Ikatan hidrogen dderaksi hidrofobik penting
dalam pengelompokan dan pengepakan unit-unit inik&ir ini diperkuat dengan
pembentukan ikatan silang kovalen, yakni suatu ggogang dikatalisis oleh
aktivitas enzim lisil oksidase (Junqueira dan Came007).

Sintesis kolagen berlangsung dalam beberapa tghag,diringkas sebagai
berikut (Junqueira dan Carneiro, 2007).

1. Rantai polipeptida dirakit pada poliribosom yang terikat dan dimasarkke
dalam sisterna sebagai molekul praprokolagen.

2. Peptida sinyal diputuskan sehingga membentuk pagjesl. Selanjutnya
terjadi hidroksilasi prolin dan lisin.

Glikosilasi hidroksilisin berlangsung setelah hisitasi terjadi.

4. Setiap rantai disintesis dengan panjang peptida ekstra yandpuligeeptida
registrasi pada ujung terminal amino dan karbokaibkolagen ditranspor
dalam bentuk ini keluar dari sel ke lingkungan edsstl.

5. Di luar sel, protease spesifik yang disebut pept@dgrokolagen akan
memindahkan peptida registrasi. Prokolagen yanghtelipotong peptida
registrasinya disebut tropokolagen. Residu hidmkdn ikut memelihara
stabilitas tropokolagen heliks tripel dan membenkatan hidrogen di antara
rantai polipeptidanya.

6. Serabut kolagen menyatu membentuk serat. Prot@ogldan glikoprotein
struktural berperan penting pada agregasi tropgkolauntuk membentuk

serabut dan pada pembentukan serat dari serabut.
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7. Struktur berserabut diperkuat dengan terbentukigdam silang kovalen
diantara molekul tropokolagen. Proses ini dikaslisleh kerja enzim

oksidase lisil, yang juga bekerja di ruang ekstrase
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Gambar 2.4. Sintesis Kolagen Tipe | (Sumber: Juingwuian Carneiro, 2007)
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Kolagen tipe | banyak ditemukan di jaringan ikalahg, ligamen, tendon,
kornea, dan dermis (Gelgeal., 2003). Kolagen tipe | juga banyak ditemukan di
jaringan periodontal. Protein gingiva tediri dafi%s kolagen dan kolagen yang
terdapat di gingiva adalah kolagen tipe I, Ill, d&n Ligamen periodontal
dibentuk oleh 80% kolagen tipe I. Sementum damtylalveolar dibentuk oleh
kolagen tipe | dengan jumlah 90% (Wilson dan Kornpi®96).

Kolagen berfungsi untuk menjaga integritas strultyasringan dan organ.
Kolagen juga berperan penting selama perkembanggmoproses penyembuhan
luka, dan penyembuhan jaringan (Gedsal., 2003). Fungsi primer kolagen tipe |
adalah memberi dukungan mekanis untuk struktur iksatekstraseluler dari
jaringan ikat serta memberi karakteristik bentuldggaringan tersebut dan

menjaga integritas seluler di dalam matriks ekstrdsr (Xiong, 2008).

2.3. Penyakit Periodontal Inflamatorik

Penyakit periodontal adalah sekelompok penyakitgyamempengaruhi
jaringan penyangga gigi (Bulloet al., 2007). Sebagian besar penyakit ini
disebabkan oleh inflamasi sehingga banyak disebodgai penyakit inflamasi.
Jaringan periodontal adalah jaringan penyangga ggig meliputi gingiva,
sementum, ligamen periodontal, dan tulang alveoRenyakit periodontal
merupakan respon inflamasi terhadap bakteri supgag dan subgingiva,
mengakibatkan kerusakan jaringan periodontal dgratdherakibat kehilangan
gigi (Ekaputri dan Masulili, 2010).

Pada tahap perkembangan awal, keadaan penyakibdpetal sering
menunjukkan gejala yang tidak dirasakan oleh pagig@putri dan Masulili,
2010). Penyakit periodontal selalu diawali olehgyitis, namun tidak semua
gingivitis berlanjut menjadi periodontitis. Gejaldinis penyakit periodontal
adalah adanya perubahan klinis pada gingiva akdxgadi inflamasi gingiva,
seperti perubahan warna, kontur dan konsistengivgingingiva mudah berdarah,

hilangnya perlekatan gingiva dengan sementum, petuk@&n poket dan
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perubahan densitas serta ketinggian tulang alveBkia beberapa kasus, resesi
margin gingiva juga terjadi (Newmahal., 2006).

Diagnosis penyakit periodontal ditentukan dengahhatgejala klinis yang
terjadi. Cara penentuan diagnosis yang biasanyandigan adalah melihat
perubahan gingiva, kedalaman poket dengan prolpeglarahan saat probing,
dan radiografi intraoral untuk melihat resorpsang alveolar (Suwandi, 2010).
Selain itu, untuk mengetahui tingkat keparahan pkihyiasanya menggunakan
indeks. Indeks yang dapat digunakan adalah Periabimieks Russel (Carranza,
1990).

Penyebab penyakit periodontal multifaktor. Etiolagama penyakit ini
adalah bakteri plak di rongga mulut. Namun, adabg&teri patogen yang
berperan saja tidak cukup menyebabkan terjadinya@nes. Respon imun dan
inflamasi akibat adanya mikroba merupakan hal yanga penting dalam
perkembangan penyakit periodontal yang destru@ifj juga dipengaruhi oleh
pola hidup, lingkungan dan faktor genetik dari pentd (Ekaputri dan Masulili,
2010). Beberapa kelainan sistemik misalnya fakemwegk, nutrisi, hormon dan
hematologi dapat berpengaruh buruk terhadap jamipgsiodontal. Tetapi faktor
sistemik semata tanpa adanya plak bakteri tidaktdapnjadi pencetus terjadinya
periodontitis kronis (Hamrun dan Hatta, 2011).

Patogenesis penyakit periodontal merupakan promeg kompleks. Proses
ini melibatkan interaksi bakteri dan respon hostktBri dan produknya akan
memicu kemotaksis netrofil dan resorpsi tulang @le Ketika ada bakteri
maupun produknya, sel epitel akan mengeluarkaneotdan-1 (IL-1), 13 (IL-1p),
tumor necrosis factor alpha (TNF-o), prostaglandin £ (PGE) sebagai respon
adanya antigen untuk menyediakan sinyal kemotddegis netrofil. Netrofil akan
melakukan fungsinya sebagai kontrol bakteri meldhgositosis, tetapi juga
mengeluarkan matriks metalloproteinase (MMP-8) ydregkontribusi dalam

kerusakan jaringan. Selain itu, produksi mediatediator inflamasi sebagai
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respon terhadap bakteri dan toksinnya juga memesorpsi tulang melalui
aktivasi, proliferasi, dan diferensiasi osteoklds\Wmanet al., 2006).

Kerusakan jaringan, terutama jaringan ikat padagan periodontal banyak
diperankan oleh enzim proteolitik. Matriks metalmeinase (MMP) merupakan
golongan enzim proteolitik yang dapat dihasilkareholnetrofil, makrofag,
fibroblas, sel epitel, dan osteoklas. MMP adalattganase primer dalam proses
destruksi jaringan periodontal melalui degradasiekd ekstraseluler, seperti
kolagen, gelatin, dan elastin. MMP-8 dan MMP-1 adakolagenase. MMP-8
dilepaskan oleh netrofil yang berinfiltasi ke jayam, sedangkan MMP-1
dilepaskan oleh fibroblas, makrofag, dan sel epMMP juga diproduksi oleh
patogen periodontal sepeRi gingivalis danA. Actinomycetemcomitans, namun
hal ini bukan faktor utama kerusakan jaringan (Newwvet al., 2006).

Empat sub grup besar yang secara langsung berhamuemngan destruksi
jaringan ikat periodontal, yaitu kolagenase, getse, stromelisin damembrane-
type MMPs (MT-MMPs). lkatan silang pada kolagen haruipedah secara
proteolitik terlebih dahulu sebelum kolagenase rapatl akses untuk degradasi
triple helix. Sekali ikatan silang pada kolagen tersebut tdlphcah, kolagenase
dapat membuka gulungatmiple helix untuk mendapat akses ke tiga rantai
kolagen. MMP-3 terlibat dalam pembelahan ikataangjl kolagen tipe | yang
memiliki kontrol kerusakan kolagen (Thorpe, 209lagenase (MMP-1, MMP-
8, dan MMP-13) bisa mendegradasi kolagen tipe gdermerusaltriple helix.
Kolagenase memecah serat kolagen menjadi ¥4 dana§mén. Selanjutnya,
gelatinase (MMP-2 dan MMP-9) dan sistein proteinaseglakukan degradasi
fragmen kolagen dan pelepasan fibril (De Soetzal., 2005). Untuk efektivitas
kolagenolitik, enzim-enzim tersebut harus bisa nieatdkolagen, membukiiple
helix dan membelah helaidmaix (Marion, 2006).
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24. Saliva

Saliva adalah sekret jernih, basa, dan agak ket#al kelenjar parotis,
submandibularis, sublingualis, dan kelenjar mukasal mulut lainnya (Dorland,
2010). Saliva merupakan cairan biologis yang kokgpl@Miller et al., 2010).
Saliva merupakan sekresi yang kompleks. Rata-rat@ugsi volume saliva setiap
hari adalah 500-1000 ml. Kelenjar submandibula nredyksi 70% dari
keseluruhan volume, kelenjar parotis 25%, dan katesublingual sekitar 5%
(Pinket al., 2009).

Saliva berasal dari kelenjar saliva mayor dan mif@i8% dari volume saliva
berasal dari kelenjar saliva mayor dan sisa 7%shémari saliva minor (Puy,
2006). Basis saliva adalah cairan interstisial dapiler darah yang masuk
melalui duktus salivarius dimana cairan tersebuotadiifikasi dari cairan isotonik
menjadi hipotonik. Saliva terdiri dari 98% air. &i12% terdiri dari komponen
penting, seperti elektolit (Na, K, Ca, Mg, hidrogearbonat, fosfat) dan molekul
organik yang terdiri dari mukopolisakarida, glikof®in, substansi antiseptik
(hidrogen peroksida, IgA) serta bermacam-macam nen@milase, lisozim,
lipase) (Pinket al., 2009). Rata-rata konsentrasi protein dalanvaadalah 1,5-2
mg/mL (Bigler et al., 2009). Saliva juga mengandung bahan-bahan yidag t
berasal dari kelenjar saliva, yaitu cairan krewakugingiva, transudat mukosa,
ekspektorasi bronkial, sekresi nasal, serum daahdgaing berasal dari luka oral,
bakteri, produk bakteri, virus dan fungi, sel elpy@ng terdesquamasi, komponen
seluler lainnya, dan debris makanan (Midtadl., 2011; Pfaffeet al., 2011).

Saliva dapat berfungsi dalam membantu melembutkakanan, membantu
sensasi rasa, membantu memperbaikai jaringan lyenradk mengalami kerusakan,
menjaga kseimbangan mikroflora, menjaga stabilitagkungan rongga mulut,
dan membantu remineranisasi enamel. Fungsi pabngrg adalah keseluruhan
sistem imun proses pertahanan yang dikendalikam mietein saliva (Pinlet al.,
2009).



16

Saliva adalah cairan rongga mulut yang sederhadak tnvasif, selalu
tersedia, mudah diambil tanpa peralatan yang ratau khusus. Pada dua dekade
terakhir, saliva telah dievaluasi secara signifisabagai bahan diagnostik untuk
deteksi kanker di rongga mulut, risiko karies, ity kelenjar saliva,
periodontitis, dan penyakit sistemik seperti hdatiC, dan Human
Immunodeficiency Virus (HIV). Saliva manusia mengandung berbagai macam
komponen informatif yang dapat digunakan sebagatusgpenanda (markah)
untuk diagnosis penyakit yang diderita seseoraegafda ini dapat bermacam-

macam, misalnya protein, DNA, dan RNA (Rizal, 2011)

2.5. Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)

Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) adalah
sebuah metode analisis yang mengkombinasikan peamdzahan biologis secara
efisien dan identifikasi masing-masing komponen ggemakan spektrometri
massa. Sampel akan dianalisis oleh kromatografi sebbelum terionisasi dan
dikarakteristikkan berdasarkan massa atau beraekmolmenggunakan dua
spektrometri massa secara serial. Sampel akamkdmaldari kolom kromatografi
cair untuk memisahkan peptida melalui hidrofobssiteemudian terionisasi dan
ditransfer dengan efisiensi tinggi ke dalam spekewi massa (Manret al.,
2001). Dengan kata lain, sampel dipisahkan olehmktografi cair dan
spektrometri massa untuk selanjutnya dideteksi dsendkan berat molekul.
Teknik ini memiliki waktu kerja lebih pendek dan mmiéki selektivitas dan
sensitivitas yang tinggi (Srivastaegal., 2013).

Kromatografi cair adalah teknik pemisahan untuklisisadan pemurnian
senyawa dalam suatu sampel. Kromatografi ini mdmkesa molekul berdasarkan
perbedaan pola pergerakan antara fase gerak dadifam. Molekul yang terlarut
dalam fase gerak akan melewati kolom sebagai fasmnya. Fase gerak

membawa cuplikan dan fase diam menahan cuplikaarseselektif. Fase gerak
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akan bergerak melalui fase diam. Fase diam adalsd yang secara tetap tidak
bergerak (Sudjadi, 2012).

Selama ini detektor yang banyak digunakan untukikekersebut adalah
ultravioletvisible, diode array, dan fluoresensi. Teknik tesebut mendeteksi
senyawa atau metabolit berdasarkan absorpsi atasi eahaya, spektroskopi
resonansi magnetik. Meski mampu mendeteksi, teknikmemiliki sensitivitas
dan spesifisitas yang rendah (eual., 2005). Saat ini, analisis senyawa mulai
mengarah pada detektor spektrometri massa. Spediiormassa adalah
instrumen yang dapat menyeleksi molekul-molekul gasmuatan berdasarkan
massa atau beratnya. Metode ini akan mengubah kwenpsampel menjadi ion-
ion gas dan memisahkannya berdasarkan perbandmgasa terhadap muatan
(Khopkar, 2010). Spektrometri massa bekerja dengatekul pengion yang
kemudian akan memilah dan mengidentifikasi ion manmassa, sesuai rasio
fragmentasi. Dua komponen kunci dalam proses ialaddsumber ion yang akan
menghasilkan ion dan analisis massa yang menyelgé&si mendeteksi ion
(Ginting, 2012).

LC-MS/MS menggunakan tandem spektrometri massaasheagalis massa
yang banyak digunakan adalgple quadropole. Quadropole pertama digunakan
untuk memilih prekursor iorCollision induced disosiasi/CID mengambil tempat
di tahap kedua dimana terjadi proses tabrakanahalit terfragmentasi karena
molekul bertabrakan dengan netral yang dikenal gabaisosiasi tabrakan
induksi CID. Tegangan diberikan kepada ion-ion @nahtuk menambahkan
energi agar mampu melakukan tabrakan sehingga ptakan fragmentasi lagi.
Pada tahap ketiga akan menghasilkan spektrum priodulPada proses ini terjadi
seleksi ion, dimana hanya ion produk yang memetulaintitas dan kualitas
senyawa target yang akan tampil dalam spektrumtif@in2012).
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Preparasi | | Injeksi | Pemisahan Sampel | lonisasi
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Gambar 2.5. Prinsip Kerja LC-MS/MS (Sumber: Wrigah Steiner, 2004)




2.6. Kerangka Konsep
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Gambar 2.6. Kerangka Konsep
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2.7. Hipotesis

Berdasarkan uraian di atas, diduga terdapat peabekadarpyridinoline
saliva pada berbagai tingkat keparahan penyakibg@ntal inflamatorik.



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian

Penelitian yang dilakukan adalah penelitian obseoveal analitik dengan
pendekatarcross sectional. Pada penelitian ini, peneliti melakukan pengamata
terhadap kadarpyridinoline pada saliva penderita penyakit periodontal
inflamatorik. Observasi ini dilakukan satu kalissaan diukur dalam waktu yang

sama.

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November32@ihgga Januari
2014. Penelitian ini dilakukan di RSGM Universitdsmber dan Laboratorium

Kimia Analisis Instrumentasi Fakultas Teknik KinRaliteknik Negeri Malang.

3.3. Subyek Pendlitian
Subyek penelitian dipilih secarnpurposive sampling. Subyek penelitian
dipilih berdasarkan tujuan penelitian, yaitu pasi@enyakit periodontal
inflamatorik yang memenuhi kriteria. Tingkat kepgaaa inflamasi periodontal
diukur berdasarkan Periodontal Indeks (PI) modgikaussel. Pemilihan subyek
penelitian dilakukan selama dua bulan.
Kriteria subyek penelitian adalah sebagai berikut.
1. Kriteria inklusi:
a. Subyek penelitian adalah wanita dengan usia 3@/t
b. Gigi yang tersisa minimal 20 gigi.
c. Subyek didiagnosa oleh dokter gigi berdasarkan PI.
2. Kriteria eksklusi:

a. Subyek memiliki kelainan atau penyakit sistemik.
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b. Subyek mempunyai kebiasaan merokok.

c. Subyek menggunakan obat kumur, antibiotik, atau-obatan minimal 6
bulan terakhir.

d. Subyek sedang dalam perawatan periodontal 6 betakHir.

e. Subyek sedang hamil, menyusui, atau menstruasi.

-

Subyek menggunakan gigi tiruan.

Subyek mengalami mukositis.

> @

Subyek memiliki karies media, karies profunda, gtenfunda perforasi.
Subyek penelitian yang didapatkan sebanyak 15 or@nfgyek penelitian
berdasarkan kriteria klinis Pl dibagi menjadi tigelompok, yaitu lima orang
dengansimple gingivitis (G), lima orang dengan awal penyakitripgdontal
destruktif (AP), dan lima orang dengan penyakitquEmtal destruktif (DP).

3.4. Identifikas Variabel
3.4.1. Variabel Bebas: Penyakit periodontal infleori&
a. Definisi Operasional

Penyakit periodontal inflamatorik adalah penyakifiamasi pada jaringan
penyangga gigi yang ditandai dengan perubahanskip@da gingiva seperti
kemerahan, konsistensi lunak, permukaan gingivashddn interdental membulat,
perdarahan saat probing, adanya poket periodat#alresorpsi tulang alveolar.
b. Teknik dan Alat Perolehan Data

Data penyakit periodontal diketahui dari pemeriksklanis dan radiografis.
Parameter yang digunakan untuk menilai tingkat ke inflamasi periodontal
adalah skor PI.

3.4.2. Variabel Tergantung: Kadayridinoline saliva
a. Definisi Operasional
Kadar pyridinoline adalah konsentragpyridinoline yang terdapat pada

saliva penderita penyakit periodontal inflamataténgan satuan ppm.
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b. Teknik dan Alat Perolehan Data
Kadar pyridinoline dianalisa menggunakarLiquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS). Pengukuran kadagridinoline dalam

satuan ppm dilakukan menggunalsaftiware LC Quan.

3.5. Alat dan Bahan Pendlitian
3.5.1. Alat penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adaldntal chair, rontgen,
handscoon, masker, kaca mulut, sonde, pinset, neerbeckeshepperiodontal
WHO, pot saliva, eppendorf, mikropipet, ice bdzep freezer, filter nilon 0,2um,
kolom Hypersil Gols 2 um panjang 10 cm (Thermo Sidie), dan LC-MS/MS
terdiri dari Ultra High Performance Liquid Chromatography/UHPLC (Accelera
Thermo Scientific) dafTandem Mass Spectrometry (MS/MS) triple quadropole

(Thermo Scientific).

3.5.2. Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan dalam penelitianagalah film foto
periapikal, saliva, fase gerak asetonitril gradigrade (E merck), aquabides,
standarpyridinoline kalibrator (Quidel, San Diego CA 92121 USA), adanmiat
(E merck).

3.6. Prosedur Penelitian
3.6.1.Ethical Clearance

Ethical clearance diperoleh dari komisi etik Fakultas Kedokteran iGig
Universitas Gadjah Mada. Subyek penelitian harusgise dan menyetujui

informed consent.
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3.6.2. Pemeriksaan Rongga Mulut

Subyek penelitian dilakukan pemeriksaan intra ogaitu menghitung
jumlah gigi yang tersisa pada rongga mulut dan nnése gigi-gigi yang
mengalami karies (Tabel 3.3.). Selanjutnya, dil@kukpemeriksaan jaringan
periodontal menggunakan Pl (Tabel. 3.1.). Tingkagpatahan penyakit
periodontal ditentukan berdasarkan kriteria klinigTabel 3.2.)

Tabel 3.1. Kriteria dan skor Pl modifikasi Russgafranza, 1990)

Skor Kriteria dan Skor Pl Hasil Radiografi
0 Negatif. Tidak ada inflamasi atau
gangguan fungsi yang disebabkan
oleh kerusakan jaringan periodontal.
1 Gingivitis ringan. Terdapat inflamasi
pada margin gingiva, tetapi tidak = Tulang alveolar normal
mengelilingi gigi.
2 Gingivitis. Inflamasi pada gingiva
yang mengelilingi gigi, tetapi tidak
terjadi kerusakan perlekatan epitel.
4 Resorpsi pada puncak alveolar
6 Gingivitis dengan pembentukan Resorpsi tulang secara horizontal
poket. Terjadi kerusakan perlekatanmeliputi puncak alveolar hingga
epitel, terdapat poket, tetapi tidak setengah panjang akar gigi
terjadi gangguan fungsi
pengunyahan dan gigi tidak miring
8 Kerusakan lanjut disertai gangguaResorpsi tulang meliputi lebih
fungsi mastikasi dari setengah panjang akar atau
adanya poket infraboni dengan
perluasan ligamen periodontal,
resorpsi akar maupun apeks

Skor periodontal indeks tiap individu adalah sebagakut.

Pl = Jumlah skor indeks periodontal per gigi

Jumlah gigi yang diperiksa
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Tabel 3.2. Kriteria klinis PI modifikasi Russel (@anza, 1990)

Kondisi Klinis Skor PI Kriteria Penyakit
Normal 0-0,2 Normal
Smple gingivitis 0,3-0,9
Awal penyakit 0,7-1,9 Reversible
periodontal destruktif
Penyakit periodontal 1,6 -5,0
destruktif Irreversible
Akhir penyakit 3,8-8,0
periodontal

Tabel 3.3. Klasifikasi Karies

Kriteria Keterangan
Normal Negatif. Tidak karies
Karies superfisial Karies mengenai enamel
Karies media Karies mengenai enamel dan belum nheleb
setengah dentin
Karies profunda Karies mengenai lebih dari seterggttin sampai
ke pulpa

Stadium | : Belum terjadi inflamasi pulpa
Stadium Il : Sudah ada inflamasi pulpa
Stadium 11l : Sudah perforasi dan terjadi inflamasi

3.6.3. Pengambilan Sampel Saliva

Subyek penelitian diinstruksikan tidak makan danum minimal 60 menit
sebelum pengumpulan saliva. Sebelum saliva diaméulbyek penelitian
diinstruksikan menyikat gigi terlebih dahulu. Salidiambil sekitar pukul 08.00
sampai pukul 14.00. Saliva diambil tanpa stimul&ibyek diinstruksikan
menutup mulut untuk menunggu saliva terkumpul. I§etaya, pasien diminta
untuk mengeluarkan saliva ke dalam pot saliva. kal dilakukan hingga
mencapai saliva sebanyak 2 ml. Pot saliva dimasuklaéamice box dengan suhu
2-4°C dan diukur kadamyridinoline menggunakan LC-MS/MS. Jika kadar
pyridinoline saliva tidak langsung diukur dalam waktu 24 jamaken saliva
disimpan dalamdeep freezer dengan suhu -8Q@ sampai akan dilakukan

pengukuran kadapyridinoline.
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3.6.4. Pengukuran KadByridinoline
a. Pengaturan LC-MS/MS

LC-MS/MS terdiri dari UHPLC dan MS/MS. Suhu paddaanjeksi diatur
pada suhu 1T. UHPLC diatur pada kondisi isokratik, yaitu korsisd dan aliran
fase gerak konstan. Fase gerak A terdiri dari caampB80% asetonitril dan 0,1%
asam formiat. Fase gerak B terdiri dari campurafo 4,0 dan 0,1% asam
formiat. Kecepatan fase gerak diatur sebesar 308@emit. Kolom dijaga pada
suhu 46C. MS/MS diatur padacan type selected ion monitoring dengan (SIM),
scan time 0,050 detik,scan width 0,010 m/z. Pengaturan Q1MS denganter
mass pyridinoline 429.2 m/z. lonisasi dengan menggunakegh electrospray
ionisation (HESI) dengan kondisipray voltage 3200 V, vaporizer temperature
250°C, sheath gas pressure 45 bar, aux gas pressure 15 bar, dancapillary
temperature pada 30€C.

b. Pembuatan larutan standar

Larutan standampyridinoline kalibrator memiliki konsentrasi 6,20 ppm.
Larutan standar A diambil sebanyak 50 pl, dilakugangenceran menjadi 1 ml
setara dengan 311 ng/myridinoline. Larutan standar B diambil sebanyak 75 pl,
dilakukan pengenceran menjadi 1 ml setara denganngéml. Injeksi standar

dilakukan secara serial. Volume injeksi mulai dapil sampai dengan 12 pl.

c. Preparasi Sampel
Larutan sampel diambil sebanyak 50 pl, dilakukangeaceran menjadi 1
ml. Larutan tersebut disaring dengan menggunalk&n fiylon 0,2 uM, kemudian

dianalisis dengan LC-MS/MS dengan volume injekdi |} sampai dengan 10 pl.
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d. Analisis KadaPyridinoline

Kadar pyridinoline saliva diukur melalui menggunakan LC-MS/MS dengan

prosedur sebagai berikut :

1.
2.

Sampel yang telah dipreparasi ditempatkan padaiajetcsi.

Larutan fase gerak disiapkan dan disimpan dala@rveir, kemudian fase
gerak akan digerakkan oleh pompa masuk kedalam-pig@ayang akan

melewati tempat penyuntikan sampel.

Sampel akan masuk kedalam aliran fase gerak salgajmenuju kolom.

Di dalam kolom LC-MS/MS senyawa akan dipisahkan.

Senyawa yang dipisahkan kemudian di tembak iondairgenyawa menjadi
pecah atau terfragmentasi.

Senyawa bermuatan akan dibelokkan oleh magnet elgisdahkan sesuai
dengan berat molekul masing masing.

Senyawa yang telah tersortir masuk ke ruang asalen kadar akan terlihat
pada komputer dengan bentuk kurva.

Dengan menggunakawoftware LC Quan, kurva dapat diubah menjadi satuan

ppm.

3.7. Analisis Data

Hasil penelitian yang didapatkan dianalisis menggan uji Kolmogorof

Smirnov untuk mengetahui normalitas data dan ligvene untuk mengetahui

homogenitas data. Selanjutnya, data dilakukantaijissik One-way Anova untuk

mengetahui perbedaan kaghgridinoline saliva pada berbagai tingkat keparahan

inflamasi periodontal dengan tingkat signifikan$5p<0,05).
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3.8. Alur Pendlitian
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Gambar 3.1. Alur Penelitian



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasll Penelitian

Hasil penelitian yang diperoleh menunjukkan dgskrsubyek penelitian
seperti tercantum pada Tabel 4.1 dan Gambar 4.tlaf@ayridinoline saliva
tertinggi terdapat pada subyek penderita awal genpariodontal dengan rata-
rata 68,35 ppm. Kadaoyridinoline saliva lebih rendah pada kelompok gingivitis
dengan nilai 54,43 ppm. Kadpyridinoline saliva terendah terdapat pada subyek
penderita penyakit periodontal destruktif dengdai 49,39 ppm.

Tabel 4.1. Rata-rata Kad&yridinoline pada Saliva Penderita Penyakit Periodontal

Inflamatorik
. KadarPyridinoline (ppm)
Variabel N X +SD p
Gingivitis 5 54,43 + 28,48
Awal Penyakit Periodontal 5 68,35 + 36,91 0,729
Penyakit Periodontal Destruktif 5 49,39 £47,10
n = jumlah subyek penelitian
X +SD = rata-rata + simpang baku
p = signifikansi
g e 08,35 49,39
5 1007 54,43 ’
EE 80-
28 60
28 40 -
<7
= 20 -
Gingivitis Awal Penyakit  Penyakit Periodontal
Periodontal Destruktif
Tingkat K eparahan Penyakit Periodontal

Gambar 4.1. Rata-rata KadByridinoline pada Saliva Penderita Penyakit Periodontal
Inflamatorik
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Uji normalitasKolmogorof-Smirnov menunjukkan data terdistribusi normal
(p>0,05) (Lampiran F.1). Uji homogenithgvene Test menunjukkan data yang
diperoleh homogen (p>0,05) (Lampiran F.2). Hasii @ne-way Anova
menunjukkan nilai signifikansi p>0,05 (Lampiran }-.Hal ini menunjukkan tidak
ada perbedaan yang signifikan kaggridinoline saliva pada berbagai tingkat
keparahan inflamasi periodontal.

4.2. Pembahasan

Penyakit periodontal inflamatorik adalah penyakifiamasi pada jaringan
penyangga gigi yang banyak diderita masyarakat. uxgn Pusat Data
Departemen Kesehatan Republik Indonesia, penyasitogiontal berada di
peringkat ke-8 di antara 10 penyakit utama pas@éwar jalan di rumah sakit
umum (Santoso dan Waspadiji, 2008). Penyakit inatlagenyebabkan tanggalnya
gigi seseorang (Suwandi, 2010).

Diagnosa penyakit periodontal biasanya dilakukaddsarkan pemeriksaan
klinis dan radiografis (Leonharddt al., 2011). Penyakit periodontal biasanya
ditandai dengan adanya perubahan Klinis pada gingamg menunjukkan adanya
tanda-tanda inflamasi. Selain itu penderita pertygariodontal mengalami
hilanganya perlekatan gingiva dan kerusakan tulahgeolar lebih dalam,
pembentukan poket periodontal, migrasi patologisgymenimbulkan diastema,
dan kegoyangan gigi yang dapat berakibat tanggafiga (Suwandi, 2010).
Penyakit periodontal inflamatorik biasanya diawaleh gingivitis. Gingivitis
dapat berlanjut menjadi periodontitis apabila tidagera dirawat (Wahyukundari,
2009).

Penyakit periodontal merupakan penyakit multifalioPenyakit ini dapat
disebabkan karena ketidakseimbangan antara baBkeki dan respon inang
(Hamrun dan Hatta, 2011). Bakteri plak pada ronggalut menyebabkan
inflamasi pada jaringan periodontal. Ketika bakpak terakumulasi pada rongga

mulut, terjadi pelepasan sejumlah mediator inflanseperti prostaglandin ;E
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(PGRy), interleukin (IL)-18, IL-6, atautumor necrosis factor (TNF)-a. Pelepasan

mediator inflamasi tersebut menyebabkan tejadiny@ndtaksis neurofil.

Selanjutnya, neutrofil akan melakukan fagositosaktéri dan mengeluarkan
sejumlah enzim, seperti matriks metaloproteinas®iid). Pelepasan mediator
inflamasi akan menstimulasi osteoklas untuk mepssortulang alveolar,

menghambat peroduksi kolagen, dan menyebabkan disgrakolagen.

Mekanisme tersebut akan menyebabkan kerusakanggarinkat periodontal

(Newmanet al., 2006; Serio dan Duncan, 2009).

Kerusakan jaringan ikat periodontal dimulai dengadegradasinya matriks
organik, yaitu kolagen tipe | sebagai penyusun atgaringan periodontal
(Wahyukundari, 2009). Kolagen tipe | terdiri dagrat kolagen yang membentuk
ikatantriple helix. Kolagen tipe 1 ini diikat oleh ikatan piridiniurfTabaet al.,
2005). Salah satu ikatan piridinium adalpyridinoline. Sejumlah penelitian
menyebutkan bahwa ikatan piridinium pada kolagerusaerbelah terlebih
dahulu sebelum kolagenase mendegradegie helix kolagen. Jika ikatan
piridinium tersebut terbelah, kolagenase akan mémlgulungartriple helix dan
selanjutnya akan mendegradasi ketiga serabut kolg@gherington, 1977,
Thorpe, 2010).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, ditkgpe rata-rara kadar
pyridinoline tertinggi terdapat pada kelompok awal penyakitiqoemtal,
kemudian lebih rendah pada kelompok gingivitis darmendah pada kelompok
penyakit periodontal destruktif. Hasil ini didugarkna pada tahap penyakit
periodontal destruktif, kerusakan kolagen sudahammlelambat atau berhenti.
Aktivitas MMPs dalam mendegradasi matriks ekstrdseldimungkinkan telah
dihambat olehtissue inhibitor matrix protease (TIMPsS) pada tahap penyakit
periodontal destruktif sehingga kaggridinoline lebih rendah (Lia@t al., 2011).
Rata-rata kadapyridinoline tertinggi terdapat pada awal penyakit periodontal.
Hal ini kemungkinan disebabkan karena belum adaikdsmngan antara MMPs

dan TIMPs. Ketidakseimbangan aktivitas MMPs dan FP#Mlapat menyebabkan
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kerusakan kolagen yang lebih dominan pada tahgpew dan Bhongade, 2010).
Selain itu, kadampyridinoline pada kelompok gingivitis lebih rendah daripada
awal penyakit periodontal diduga karena kolagehateyak pada gingiva adalah
kolagen tipe Il (Wilson dan Kornman, 1996), sedargpyridinoline merupakan
ikatan silang spesifik untuk kolagen tipe | (Tantm@t al., 2003). Hal ini
memungkinkan kadapyridinoline akan lebih rendah pada gingivitis meski MMPs
pada tahap tersebut masih akitif.

Proses penyembuhan selalu mengiringi proses iaflanSaat sel dan
jaringan sedang mengalami infeksi, terjadi periatiperusakan sekaligus
penyembuhan (Kumaeat al., 2007). Ketika terjadi inflamasi, MMPs akan begker
mendegradasi matriks ekstraseluler, termasuk koladtivitas MMPs ini
dikontrol dan dihambat oleh TIMPs sehingga prosesigakan dan perbaikan
dapat berjalan seimbang (Visse dan Nagase, 2008y aktivitas MMPs
terhambat, maka proses degradasi kolagen akan oreatsu terhenti sehingga
pyridinoline yang terderadasi pun ikut menurun atau terhendl idi akan
menyebabkan kadapyridinoline pada saliva lebih rendah. Sedangkan pada
aktivitas MMPs dan TIMPs yang tidak seimbang, ddgsakolagen akan menjadi
dominan. Hal ini akan menyebabkan kapgndinoline juga banyak terdegradasi
dan disekresikan ke saliva sehingga kadarnya miemgwingkat.

Berdasarkan hasil analisis data, didapatkan tidd& perbedaan yang
signifikan kadar pyridinoline pada berbagai tingkat keparahan inflamasi
periodontal. Hasil ini diduga karena jumlah subygénelitian yang sedikit.
Jumlah subyek penelitian merupakan hal yang pentiagam rancangan
penelitian. Jumlah subyek penelitian yang sedikit cenderung memiliki
kesalahan sampling yang besar dan kurang représémiartin et al., 2008).

Beberapa faktor dapat mempengaruhi kadardinoline saliva. Hal ini
juga diduga dapat menjadi salah satu penyebab yeasjl tidak signifikan. Saliva
sebagai bahan biologis untuk evaluasi kapgrdinoline penderita penyakit

periodontal inflamatorik dipengaruhi oleh banyalkktés. Saliva tidak hanya
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mengandung cairan berasal dari serum, tetapi julgeofiora rongga mulut serta
produk-produk inflamasi. Saliva menggambarkan kaadeeadaan lokal rongga
mulut, kelenjar saliva dan jaringan sekitarnyatassirstemik (Al-Tarawnekt al.,
2011). Hal ini memungkinkan saliva tidak hanya digperuhi oleh faktor endogen,
tetapi juga faktor eksogen.

Umur adalah salah satu faktor endogen yang didwagatdberpengaruh
terhadap kadapyridinoline saliva. Penelitian Moriguchi dan Fujimoto (1978)
menyatakan bahwa kadgyridinoline mulai menurun pada umur 30 tahun.
Vesper (2005) menyatakan bahwa selama masa ankkeamaremaja, kadar
pyridinoline berhubungan dengan pertumbuhan, dengan kadaggirpada awal
kelahiran. Kadampyridinoline menurun dengan cepat dan akan konstan selama
masa anak-anak, meningkat lagi selama pubertaskelandian menurun serta
sangat rendah selama masa dewasa.

Faktor eksogen yang diduga dapat mempengaruhi kgdainoline saliva
adalah inflamasi di rongga mulut, beberapa diantmraadalah karies dan
mukositis. Karies diduga dapat mempengaruhi kagaridinoline karena
pyridinoline juga ditemukan pada enamel dalam jumlah sedikittdedapat pada
dentin (Acil et al., 2005).Pyridinoline juga terdapat pada jaringan lunak, salah
satunya adalah mukosa rongga mulut (Khurana, 206@9jka terjadi karies atau
mukositis,pyridinoline akan terdegradasi dan dilepaskan ke dalam saliva.

Berdasarkan analisis di atas, dapat diketahui bakadar pyridinoline
saliva dipengaruhi oleh beberapa faktor sehinggalu pelikaji kembali
pemanfaatan kadapyridinoline saliva sebagai evaluasi penyakit periodontal
inflamatorik. Meski saliva memiliki banyak kelebihanamun kadapyridinoline

saliva belum dapat digunakan untuk menggambark&masi periodontal.



BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah tidak ada perbedaan kadar
pyridinoline pada berbagai tingkat keparahan inflamas periodontal. Kadar
pyridinoline salivatidak dapat menunjukkan tingkat keparahan kerusakan jaringan
pada penyakit periodontal inflamatorik.

5.2. Saran
Saran penulis dalam skripsi ini adalah sebagai berikut.

1. Jumlah subjek penelitian merupakan ha yang penting pada rancangan
penelitian. Jumlah subyek penelitian yang sedikit cenderung memiliki
kesal ahan sampling yang menjadi besar dan kurang representatif. Oleh karena
itu, perlu dilakukan penelitian kadar pyridinoline pada saliva penderita
penyakit periodontal menggunakan jumlah subyek penelitian yang lebih
banyak.

2. Saliva merupakan salah satu bahan biologis yang banyak dipengaruhi oleh
faktor endogen dan eksogen. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian
kadar pyridinoline pada cairan biologis lain atau membandingkan kadar
pyridinoline saliva dengan kadar pyridinoline pada cairan biologis lain,

misalnya serum untuk evaluasi penyakit periodontal.
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Lampiran B. Surat Pernyataan Kesediaan Subyek Penelitian (Informed
Consent)

INFORMED CONSENT

Judul  Penelitian :Kadar Pyridinoline pada Saliva Penderita Penyakit
Periodontal Inflamatorik
Yang bertanda tangan di bawabh ini:
1. Calon subyek penelltlan
Nama e
Alamat :
No KTP/ Identitas
Jenis kelamin e Umur : Tahun
2. Peneliti yang memberi |nforma5| penelitian
Nama : Putri Kharisma Dewi
Alamat - JI. Mastrip Il No.43, Jember
No. KTP/ Identitas : 3513135110920002
Jenis kelamin : Perempuan Umur : 21 Tahun
3. Saksi
Nama e e e e e e
Alamat :
No KTP/ Identitas
Jenis kelamin e Umur : Tahun
Hubungan saksi dengan calon subyek penelitian
(istri/suami/ayah/ibu/anak/saudara) Dengan seswigg@ dan sejujurnya, telah
berdiskusi dan tanya jawab, atas informasi penalijiang akan dilakukan, yang
telah memilih saya sebagai calon subyek penelitedam hal:
O  Mengambil saliva
Menyatakan dengan sesungguhnya, bahwa melalui gdisgkiormasi penelitian
yang akan berlanjut selama masa penelitian, tag@aan, tekanan, dengan
kesadaran, dan pemahaman informasi dengan sukaestzberikan : (lingkari
pernyataan yang dipilih)
1. PERNYATAAN BERSEDIA MENGIKUTI TATA LAKSANA
PENELITIAN SEBAGAI SUBYEK PENELITIAN YANG TERPILIH
2. PERNYATAAN MENOLAK MENGIKUTI TATA LAKSANA
PENELITIAN
Jember, .
Saksi Subyek penelltlan

Peneliti yang memberi informasi

Putri Kharisma Dewi



Lampiran C. Kuesioner Subyek Pendlitian

KUESIONER PENELITIAN

Ya

Ya
Ya

Ya
Ya
Ya
Ya
Ya
Ya
Ya
Ya
Ya
Ya

Ya

Ya
Ya

Ya
Ya

Tidak

Tidak
Tidak

Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak

Tidak

Tidak
Tidak

Tidak
Tidak
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Nama
Umur
BB/TB
Alamat
No. Telepon
Jawablah pertanyaan-pertanyaan berikut dengan melimgkari ya atau tidak
1. a. Apakah Anda sedang dalam perawatan dokter? ..
b. Pernahkah Anda dirawat inap di rumah sakitnsel
lima tahun terakhir? ...
Jika ya, karena apa? .. -
2. Apakah Anda pernah menderlta keadaaan sepertl in
- Diabetes (kencing manis) ..
- Osteoporosis................................................
- KanKer L.
- Demam Rematik atau Penyakit Jantung Rematik
- Epilepsi atau kejang-kejang .. :
- Pembengkakan atau rasa saklt jlka dltekan
- Kelenjar leher .. .
3. Apakah Anda sedang menjalanl f|5|oterap|’?
4. Apakah Anda sedang dalam perawatan dokter gigi?
Jika ya, perawatan apa yang dilakukan? ...............
5. Apakah Anda pernah membersihkan karang gigi sel
6 bulan terakhir? ...
6. Apakah Anda sedang mengonsumsi atau menij:
terapi obat-obatan tertentu?............cccceeeeeeei .
Jika ya, tuliskan nama obatnya ..
7. Apakah Anda sedang menjalanl perawatan ke[
dokter kandungan?..........cccoeeveiiiieiiis s
8. Apakah Anda sedang hamil? ...,
9. Apakah Anda sedang menstruasi? .......................

10. Apakah Anda menggunakan obat kumur sehari-hari’
11.Apakah Anda menggunakan gigi tiruan? ...............
12. Apakah Anda memiliki kebiasaan merokok?............

13.Apakah Anda memiliki kebiasan meminum minun

DEralkONOI?. ...

Ya
Ya
Ya
Ya

Ya

Tidak
Tidak
Tidak
Tidak

Tidak
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Lampiran D. Blanko Penelitian

BLANKO PENELITIAN

Judul . KadaPyridinoline pada Saliva Penderita Penyakit
Periodontal Inflamatorik

Tanggal :

Kode

Nama

Tanggal lahir/Umur
Jenis kelamin
Alamat

Pl

Karies

ATAS |18|17|16|15|14|13|12|1121|22|23|24|25|26|27|28

BWH | 48| 47|146|45|44|143|42|(41|31|3233|34|35|36|37|38

Karies

Pl

Skor Pl =
Jumlah Karies=

Kadar Pyridinoline =
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Lampiran E. Data Hasil Penelitian Kadar Pyridinoline pada Saliva Penderita
Penyakit Periodontal I nflamatorik

JML JML SKOR KRITERIA KADAR
KODE  NAMA  UMUR GIGI KARIES PI Pl PYR
N Rat 32 32 0 0,63 G 62,87
B Yul 43 30 0 0,67 G 41,90
F SH 40 28 0 0,71 G 18,92
C Vin 36 31 0 0,74 G 49,69
H Suh 35 30 0 0,84 G 98,76
U Rus 35 32 1 1,21 AP 98,08
M Jo 40 32 0 1,41 AP 112,68
Vv Am 43 31 0 1,45 AP 20,99
E Id 40 27 1 1,52 AP 55,64
T Yu 46 30 0 1,93 AP 54,38
S Sam 47 28 2 2,00 DP 8,19
O SS 36 32 2 2,06 DP 115,35
G Um 30 24 1 2,50 DP 20,30
P Lid 38 29 1 3,10 DP 20,16
D Rit 38 27 1 3,48 DP 82,95
Jumlah 579 443 9 - - 860,86
n 15 15 15 15 15 15
Rata-rata 38,60 29,53 0,60 - - 57,39
SD 4,84 2,36 0,74 - - 36,61
Minimum 30 24,00 0,00 - - 8,19
Maximum 47 32,00 2,00 - - 115,35
G = gingivitis
AP awal periodontal destruktif

DP penyakit periodontal destruktif
PYR =pyridinoline
SD = standart deviasi



Lampiran F. Analisis Data

F.1. Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

KADAR PYR
N 15
Normal Parameters® Mean 57.3907
Std. Deviation 36.61135
Most Extreme Differences  Absolute 173
Positive 173
Negative -.133
Kolmogorov-Smirnov Z 671
Asymp. Sig. (2-tailed) .759]

a. Test distribution is Normal.

F.2. Uji Homogenitas Levene

Test of Homogeneity of Variances

KADAR PYR
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.612 2 12 .240]
F.3. Uji Statistik One-Way Anova
ANOVA
KADAR PYR
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 964.914 2 482.457 .325 .729]
Within Groups 17800.564 12 1483.380

Total 18765.477 14

46
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Lampiran G. Rekapitulasi Perhitungan Pengukuran Standar Pyridinoline

LABORATORIUM KIMIA ANALISIS DAN INSTRUMENTASI

JURUSAN TEKNIK KIMIA POLITEK

SOEMARNG HAT TA NO G

NIK NEGERI MALANG

MARAINL DO

REKAPITULASI PERHITUNGAN PENGUKURAN STANDARD PYD DENGAN ESTD

g 80,000.00 -
60,000.00 -
40,000.00 -

20,000.00 -

1.000

No Nama Flla/Standard Barat (ng) Luas
1 SIM_Std_1mkr_1 0.310 28,018.81
2 SIM_Std_3mkr_1 0.930 42 996.31
3 |SIM_Std_amkr_2 0.930 43337.86
4 SIM_Std_3mkr_3 0.930 41,035.70
5 [SIM_Std_8mkr_2 1,880 66,010.14
8 |SIM_Std_8mkr_3 1.860 88,744.30
7 [sIM_std_smkr_4 1.880 67,585.71
8 SIM_Std_9mkr_2 2.780 86,709.57
-] SIM_Std_9mkr_3 2 780 B4,747.75
10 |SIM_Std_8mkr_4 2.790 83,807.76
11 |SIM_Std_12mkr_2 3.720 104,260.26
12 |SIM_Std_12mkr_3 3,720 100,881.24
13 |SIM_Std_12mkr_4 3.720 103,734.52
14 |SIM_Std_75_10mkr_1 4.650 120,372.83
15 |SIM_Std_75_10mkr_2 4.850 129,056.95
16 |SIM_Std_75_10mkr_3 4.650 127,876.54
KURVA KALIBRASI ESTD STANDARD PYD
140,000.00 -
y= 21921x + 23506
120,000.00 R*=0.992
100,000.00

2.000 3.000 4.000

BERAT (ng)

5.000

Malang, 20 Januari 2014




48

Lampiran H. Rekapitulasi Perhitungan Pengujian Sampel Pyridinoline

Nama Berat \./OI' . Berat Hasil

No File/Sampel Luas TKR (ng) Injeksi THT FP (ppm)
(BL) (ng)

1 SIM B2 69.429,6: 2,095 0,10 20,95 2 41,90
2 SIM_C.2 77.971,9: 2,485 0,10 24,85 2 49,69
3 SIM_D 2 114.422,17 4,147 0,10 41,47 2 82,95
4 SIM_E 2 84.493,9¢ 2,782 0,10 27,82 2 55,64
5 SIM_F 2 44.246,37 0,946 0,10 9,46 2 18,92
6 SIM_G 2 45.750,9: 1,015 0,10 10,15 2 20,30
7 SIM_H2 131.750,7¢ 4,938 0,10 49,38 2 98,76
8 SIM_M 2 147.004,1¢ 5,634 0,10 56,34 2 112,68
9 SIM_N_2 92.419,82 3,144 0,10 31,44 2 62,87
10 SIM_0O 2 149.929,7¢ 5,767 0,10 57,67 2 115,35
11 SIM_P 2 45.603,2¢ 1,008 0,10 10,08 2 20,16
12 SIM_S 2 14.527,2¢ -0,410 10,00 -0,04 200 8,19
13 SIM_T_2 53.309,71 1,360 5,00 0,27 200 54,38
14 SIM_U 2 77.255,3: 2,452 5,00 0,49 200 98,08
15 SIM V 2 46.513,3¢ 1,050 0,10 10,50 2 20,99

THR = Terukur

THT = Terhitung

FP = Faktor Pengence

ppm=  THR X FP
vol. injeksi

ng, 20 Januari 2014

T NIP. 196904081980021001



49

Lampiran |I. Kurva Standar Pyridinoline

.Y RT-D36 NL- 1.05E4
i 0 41 m/z= 428.70-429.70 MS
028)% 078 090 170 190 211 244 26 301 3.38 SIM Sid 1mkr 2
— e et s i T P T P e M P
5
N P 0 P TS Y P SO N R e G B EN Y s o A RN T S 2 [ P PR ) |
05 1.0 15 20 25 3.0
Time (min)
NL 1.34F4
miz= 428.70-429.70 MS
SIM_Std_3mkr_1

‘I.SGH 205 219 258 3.01 3.16

S L I iy s i, e o, i,

15 20 25 3.0
Time (min)
Y RT:036 NL- 1.38E4
W miz= 428 70-429 70 MS
SIM_Std_3mkr_2
0.06 RT_ 061 096 128 163 184 216 253 275 344 T
- e T P P ST SR
T T T T [ T 1T T T 1T T T 1T T [ T 1T T T T T T T T 1 T T T T 1 T T T
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
Time (min)

NL: 1.34E4

miz= 428.70-429.70 MS
SIM_Std_3mkr_3

158 202 217 264 290 345

10 Su
< T s o et et I P e
rri1r1r [T 1 T 1T 1T T 1T 1 [ T T 11T T 1T T T T T T T T T 11
0.5 30

1.0 15 20 25
Time (min)
m" RT:0.37 NL- 1.75E4

miz=428.70-429.70 M3
SIM_Std_6mkr 2

011 RT_I_D_E-D 121 17§ 205 2'.%3:“_236 2?5 28-8 333

T T T T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T

05 1.0 15 20 25 30

Time (min)
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w

RT: 0.38

i NL: 1.72E4
miz= 428.70-429.70 MS
0.44 SIM_Std_6mkr_3
0.21 RT-059 113 140 185 217 266 289 342
T T T T T T T T T [ T 1T T T [ T T T T [ T T T T 1 T T T T 1 T T 11
0.5 1.0 1
Time (min)
oo, RT-039 NL: 2.03E4
miz= 428.70-429.70 MS
SIM_Std_9mkr_3
0.29 068 089 124 159 179 206 247 293 327
rr1 1 1 1 111111 1T [T T T 1T T 1T T T 1T T 71T 1 T T1T1T7I]
5 1.0
Time (min)
~  RT:039 NL: 2.22E4
miz= 428.70-429.70 MS
SIM_Std_12mkr_2
0 RT-056 131 146 209 239 268 281 343
| | rr 1111 11 [ 1T 1T 1 1T T 17T 1 1T T 1T 17T T T11
Time (min)
100, RT:040 NL: 2.15E4
miz=428.70-429.70 MS
SIM_Std_12mkr_3
0.19 RT:057 114 160 178 219 236 293 328
rrtr1r ] T rrr1rJ1 11 1rr1r 1 1111111 11T [ T T1T T T T 1 T1
0.5 1.0 20 25 3.0
Time (min)
100 RT:0.36 NL: 2.42E4

miz= 428.70-429.70 MS
SIM_Std_75_10mkr_2

0.08 RT-059 pgs 136 155 1.85 208 257 271 330

o e e,

e

T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T 11
05 1.0 1.5 20 25 3.0
Time (min)
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m” RT: 0.37 NL: 2.69E4
miz=428.70-429.70 MS
SIM_Std 75 _10mkr_3
RT.059 085 136 170 209 224 281 343
T T T T T T T T T [ T T T T [ T T T T 1 T T T T [ T T T T [ T T 171
Time (min)
10” RT: 0.39 MNL: 2.75E4
miz=42870-42570 MS
SIM_Std_75_15mkr 2
013 4451050 091 139 161 218 232 270 286 337
T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T 1 T T T T [ T T T T [ T T 11
Time (min)
1 0"' RT:0.39 MNL- 2 67E4
miz=428.70-429.70 MS
SIM_Std 75 15mkr_3
0254 401070 145 167 225 264282 317

Time (min)
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Lampiran J. Kurva Pyridinoline pada Saliva Penderita Penyakit Periodontal

Sampel N
100 RT 035 NL: 3.26E4
m/z= 428.70-429.70 MS
SIM_iso_jan_N_2
5
005 L4047 073 096 138 167 204 248 269
rr 1111 1 1111 1171 1.1 111 11 T 11T 11T T 1.1
00 05 10 15 20 25
Time (minj
Sampel B
100 RT 035 NL: 2.24E4
m/z= 428 70-429. 70 MS
SIM_iso_jan_B_2
0.07 051 093 143 165 193 229 242 271
L L D O I L O L
0.0 05 1.0 15 20 25
Time (miny)
Sampel F
100 RT: 0.36 NL: 1 64F4
m/z= 428 70-429.70 MS
SIM_iso_jan_F_2
50 0.15 050 069 126 1.37 183 200 235 35 2.74 2.86
e iy B S I e — e
1T 111 11111 I 111 [ T 11T [ T T 1T T T T T
00 05 1.0 15 20 25
Time (min)
Sampel C
100 RT 035 NL: 2.93E4
m/z= 428.70-429.70 MS
SIM_iso_jan_C_2
5

026 | 942 080 132 146 180 194 225 259 280

i e e i i e

0.0 05 1.0 15 2.0 2.5
Time (min)
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Sampel H

v RT:0.34 NL: 4.37E4
miz= 428.70-429.70 MS
SIM iso_jan H 2

10

0.40

009 049068 083 128 175 200 212 269
L L L L L L L L L L L L L L DL L L L L O L L L
0.0 05 1.0 15 20 25
Time (min)
Sampel U
100, RT:0.35 NL: 2 10E4
miz= 428 70-429. 70 MS
SIM_iso_jan_U_2
0.10 RT055 079 122 156 191 2.14 225 249 291
T T T 1T [ T 17 T 1T [ T 1T T T [ T 1T T T [ T T T T [ T T T 1
05 1.0 1.5 2.0 25
Time (min)
Sampel M
Y RT:034 NL: 5.12E4
miz= 428 70-429 70 MS
SIM_iso_jan_M_2
P ogjqug 1_ j_g_ﬁLaa 159 198 234 253 264
T T T 1 1T 17T 17T 1T 17 17 17T 17T 17T 17 17 17T 7T T T T°1
0.0 05 15 20 25
Time (min)
Sampe V
s RT:0.39 NL- 1 68E4
miz= 428 70-429.70 MS
SIM_iso_jan_Y_2
049 pss 117 135 178 200 229 261 280
B i P T e e e, e R e
| s e N s P P o e e o e B S P . I I P . L
00 05 10 15 20 25

Time (min)
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Sampel E
10 RT:035 NL: 2.38E4
miz=428.70-429.70 MS
SIM_iso_jan_E_2
0184 4046 057 106 132 179 199 236 258 280
L L L L L L L L O L L L L L L
0.0 0.5 10 15 20 25
Time (min)
NL: 1.60E4

miz= 428 70-429.70 MS
SIM_iso_jan_TL_2u

120 143 169 2.08 244 285
e T

e e e e i ey i

| T T |
0.5 1.0 j 5] 20 25
Time (min}

NL: 1.12E4
miz= 428 70-429.70 MS
1.53 196 212 253 290 SIM_iso_jan_34_3
E i i T T ™
T r 1 1t 1 1111 11 1171 T 11T T 1 T T 1T 11 1771711
00 05 1.0 15 20 25
Time (min)
Sampel O
- RT:0.35 NL: 4.90E4
miz= 428.70-429.70 MS
SIM iso_jan O 2
047 _075 098 134 145 183 197 232 270
T T [ T T 1T T [ T T T T [ T T 11
15 20 25

Time {min}
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Sampd G
100 RT:0.35 NL: 1.77E4
miz= 428.70-429.70 MS
SIM iso_jan_G_2
50 0.10 045 pe0 116 138 170 194 229 252 299
i P R . P e
T T 1T T 1 T T T T 1 T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T 1
0.0 05 1.0 15 20 25
Time (min)
Samped P
- RT 0.39 NL: 1.72E4
miz= 428.70-429.70 MS

5 031) 1045 060 114 133 163 184 2.11 250 299

SIM iso_jan P 2

AP s i o e PP, ol it s i P N e P,

0.0 05 1.0 15 20 25
Time (min)
Sampel D
10 RT: 0.34
5

NL: 3.66E4
miz= 428.70-429.70 MS
SIM iso_jan_D 2

Time (min)

RT =retention time
NL = kepekaan/intensitas
m/z = massa per satuan muatan atom (berat mabgkialinoline)
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Lampiran K. Foto Penelitian

(A) Kaca mulut; (B) Sonde; (C) Probe WHO; (D) MaskéE) Handscoon; (F)
Neerbecken; (G) Cotton Roll dan Tampon

Gambar K.1. Alat Pemeriksaan Rongga Mulut

Gambar K.2. Pot Saliva
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Gambar K.3. Eppendorf

Gambar K.4. Mikropipet



Gambar K.5. Deep Freezer

Gambar K.7. Kolom UHPLCUltra High Performance Liquid Chromatography)
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Gambar K.9. LC-MS/MS (UHPLC dan MS/MS)
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Gambar K.10. Komputer (Perekam Hasil Analisis Kd@jardinoline)

A

Gambar K.11. Pemeriksaan Rongga Mulut Subyek Rizmeli

60



Gambar K.12. Foto Periapikal Subyek Penelitian dargkor 4

Gambar K.13. Pemindahan Saliva dari Pot SalivagqgeRdorf
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Gambar K.14. Pengenceran Saliva Menggunakan Agesbid

Gambar K.15. Penyaringan Saliva menggunakan Wiiten
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Gambar K.16. Meletakkan Sampel Saliva ke Tempat pganuntuk Pengukuran
Menggunakan LC-MS/MS

. i1
Gambar K.17. Peletakan Sampel pada Tempat Samptditfeksi)
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Gambar K.19. Pengaturan pada Komputer Menggun&diware LC Quan untuk
Proses Analisis Kad&yridinoline Saliva Menggunakan LC-MS/MS
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