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Diabetes mellitus (DM) merupakan penyakit kelainan metabolik dengan
karakteristik kenaikan kadar glukosa darah (KGD) atau hiperglikemia kronis serta
kelainan metabolisme karbohidrat, lemak dan protein yang terjadi karena kelainan
sekresi insulin, kerja insulin maupun kedua-duanya. Diabetes yang terjadi pada wanita
hamil yang sebelumya tidak mengidap diabetes disebut dengan diabetes gestational.
Hiperglikemia diabetik dapat mempercepat pembentukan reactive oxygen species
(ROS) dan akan menyebabkan kerusakan oksidatif yang mampu merusak lipid seluler,
protein maupun DNA, dan menghambat fungsi normal sel. Pada keadaan hiperglikemia
diabetik juga akan terjadi peningkatan growth hormone (GH) dan akan terjadi
penurunan kadar insulin-like growth factor 1 (IGF-1) dalam sirkulasi. Turunnya kadar
IGF-1 dalam sistem sirkulasi akan menyebabkan gangguan pertumbuhan dan
perkembangan berbagai organ salah satunya gigi, karena IGF-1 memiliki peran penting
dalam menjaga keberlangsungan hidup sel, sintesis protein, proliferasi sel, mengurangi
stres oksidatif, dan mencegah kematian sel. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh hiperglikemia induk tikus bunting diabetik terhadap berat badan dan tumbuh
kembang benih gigi anak tikus (postnatal hari ke-1) yang meliputi fase tumbuh
kembang, pembentukan matriks jaringan keras gigi, dan ekspresi IGF-1 pada IEE dan
dental papila.
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Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris dengan rancangan
the post-test only control group. Anak tikus wistar (post natal hari ke-1) jenis Rattus
norvegicus yang digunakan pada penelitian ini berjumlah 10 ekor anak tikus yang
berasal dari induk tikus yang berbeda dan diambil secara simple random sampling.
Penelitian ini menggunakan induk tikus dengan berat badan 150-250 gram, usia 2-3
bulan, kondisi bunting dengan usia bunting perkiraan 10 hari, kondisi fisik baik dan
perilaku normal. Terdapat 2 kelompok yang digunakan pada penelitian ini, yaitu
kelompok kontrol dan perlakuan dimana masing-masing kelompok terdiri dari 5 sampel
anak tikus. Kelompok kontrol merupakan anak tikus yang berasal dari induk tikus yang
tidak diberi perlakuan apapun dan kelompok perlakuan merupakan anak tikus yang
berasal dari induk tikus yang diinduksi streptozotocin (STZ). KGD induk tikus diukur
menggunakan glukometer pada saat sbelum induksi STZ, hari ke-1 setelah induksi STZ,
dan setiap 2 hari hingga postnatal hari ke-1. Dosis STZ yang digunakan pada penelitian
ini sebesara 40 mg/kg BB dan diinjeksikan secara intraperitoneal. Induk tikus dengan
KGD > 200 mg/dl dikategorikan sebagai induk tikus DM. Berat badan anak tikus
ditimbang sebelum dilakukan euthanasia pada postnatal hari ke-1. Rahang atas
(maksila) kanan anak tikus diambil untuk dilakukan pengamatan histologis pada benih
gigi M1 dengan pewarnaan HE dan imunohistokimia menggunakan antibodi IGF-1.

Hasil penelitian menunjukkan berat badan anak tikus yang berasal dari induk
bunting dengan hiperglikemia lebih rendah (5 gr) dibandingkan anak tikus yang lahir
dari induk tikus dengan KGD normal (6 gr). Anak tikus yang dilahirkan dari induk
tikus dengan hiperglikemia juga mengalami gangguan tumbuh kembang benih gigi
meliputi keterlambatan fase tumbuh kembang dan pembentukan matriks jaringan keras
gigi. Hasil penelitian juga menunjukkan ekspresi IGF-1 pada inner enamel epithelium
(IEE) benih gigi anak tikus yang berasal dari induk dengan hiperglikemia lebih rendah
(61,56%) dibandingkan anak tikus yang berasal dari induk tikus dengan KGD yang
normal (87,90%), sedangkan pada dental papila ekspresi IGF-1 hampir sama pada anak

tikus yang berasal dari induk dengan hiperglikemia (32,65%) dan anak tikus yang
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berasal dari induk dengan KGD normal (31,76%). Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan dapat diambil kesimpulan bahwa anak tikus yang dilahirkan dari induk
bunting dengan hiperglikemia memiliki berat badan dan tumbuh kembang benih gigi
yang terganggu. Tumbuh kembang benih gigi yang terganggu pada anak tikus yang
dilahirkan dari induk bunting dengan hiperglikemia meliputi fase tumbuh kembang dan
pembentukan jaringan keras gigi yang mengalami keterlambatan, begitu juga dengan

ekspresi IGF-1 yang rendah pada IEE benih gigi anak tikus.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes mellitus (DM) merupakan penyakit kelainan metabolik dengan
karakteristik kenaikan kadar glukosa dalam darah (hiperglikemia) kronis serta kelainan
metabolisme karbohidrat, lemak dan protein yang terjadi karena kelainan sekresi
insulin, kerja insulin maupun kedua-duanya (WHO, 2016). DM tipe 1 merupakan
keadaan hiperglikemia yang disebabkan karena gangguan sekresi insulin dimana
terjadi penurunan kadar insulin dalam darah, sedangkan DM tipe 2 merupakan keadaan
hiperglikemia yang disebabkan karena insulin tidak dapat bekerja dengan baik
(Soegondo., 2015).

Prevalensi diabetes mellitus terus mengalami peningkatan secara global hal ini
disebabkan karena adanya peningkatan kemakmuran di negara yang bersangkutan.
Penelitian epidemiologi yang telah dilaksanakan di berbagai kota di Indonesia sampai
tahun delapan puluhan, prevalensi diabetes berkisar 1,5-2,3%, kecuali di Manado lebih
tinggi sebesar 6%. Hasil penelitian selanjutnya terus mengalami peningkatan. Tahun
1993 di Jakarta terjadi peningkatan prevalensi diabetes dari 1,7% pada tahun 1982
menjadi 5,7% pada tahun 1993, kemudian pada tahun 2001 di depok menjadi 12,8%.
Penderita diabetes khususnya DM tipe 2 diperkirakan akan meningkat drastis dalam
kurun waktu 1 atau 2 dekade yang akan datang. Peningkatan tersebut disebabkan oleh
beberapa faktor, seperti faktor keturunan, obesitas, gaya hidup, demografi, serta karena
berkurangnya penyakit infeksi dan kurang gizi (Soegondo, 2015).

Diabetes pada wanita hamil yang sebelumya tidak mengidap diabetes disebut
dengan diabetes gestational. Sekitar 50% wanita yang mengidap diabetes tipe ini tidak
akan kembali ke kondisi normal setelah kehamilan berakhir, walaupun diabetes ini
dapat membaik setelah persalinan risiko untuk mengalami diabetes tipe 2 setelah
sekitar 5 tahun mendatang lebih besar dari normal (Utz et al., 2016). Diabetes pada

kehamilan dapat menimbulkan efek negatif pada kehamilan dengan meningkatkan
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risiko malformasi kongenital, lahir mati dan bayi bertubuh besar untuk masa kehamilan
yang dapat menyebabkan masalah dalam persalinan (Morisson, et al., 2017).

Gangguan pertumbuhan akibat hiperglikemia diabetik pada ibu hamil yang
akan dialami oleh janin dapat terjadi pada berbagai organ salah satunya diduga dapat
terjadi pada proses tumbuh kembang benih gigi. Hal tersebut terjadi karena kondisi
hiperglikemia akan menimbulkan stres oksidatif yang ditandai dengan
ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan dalam tubuh (Ullah et al., 2015).
Kadar glukosa darah (KGD) yang tinggi pada ibu hamil dapat memicu terjadinya
proses glikasi lipid dan protein yang mengakibatkan peningkatan AGEs (advanced
glycation end product). Interaksi antara AGEs dalam sirkulasi dengan RAGE (receptor
for advanced glycation end product) akan meningkatkan produksi ROS (reactive
oxygen species) yang akan menyebabkan stres oksidatif. Kadar glukosa darah yang
tinggi juga dapat menyebabkan kerusakan jaringan dengan mengaktivasi protein kinase
C, aktivasi jalur poliol dan melalui jalur heksosamin yang juga akan meningkatkan
stres oksidatif. Stres oksidatif akan merusak lipid seluler, protein maupun DNA, dan
menghambat fungsi normal sel (Newsholme et al, 2016; Fakhrudin et al, 2017).

Kerusakan oksidatif akibat hiperglikemia pada ibu hamil dapat mengganggu
beberapa faktor pertumbuhan yang penting dalam proses tumbuh kembang gigi janin
salah satunya adalah Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) (Ullah et al., 2015). IGF-1
merupakan hormon yang berperan penting dalam pertumbuhan dan perkembangan
organ dan jaringan pada rongga mulut termasuk gigi. IGF-1 merupakan mediator yang
memiliki peran penting pada pertumbuhan dan differensiasi sel (Wang et al., 2012).
IGF-1 juga memiliki kemampuan untuk mengurangi stres oksidatif dan mencegah
kematian sel melalui jalur phospoinositide 3-kinase (PI13-K)/Akt (Alehagen et al..,
2017). Keadaan hiperglikemia dapat menyebabkan peningkatan growth hormone (GH)
dan penurunan kadar IGF-1 dalam darah karena hepar membutuhkan insulin untuk
dapat menerima sinyal biologis dari GH dan mensekresikan IGF-1 kedalam darah
(Chiarelli et al., 2004).


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Inner Enamel Epithelium (IEE) dan dental papila merupakan jaringan
embrionik gigi yang berfungsi dalam pembentukan jaringan keras gigi. IEE merupakan
bagian dari enamel organ yang terdiri dari sel columnar yang akan berdiferensiasi
menjadi ameloblas dan berperan dalam pembentukan enamel, sedangkan dental papila
akan berdiferensiasi menjadi odontoblas dan berperan dalam pembentukan dentin
(Wangidjaja, 2014). Gangguan pertumbuhan dan perkembangan Inner Enamel
Epithelium (IEE) dan dental papila pada janin akibat kondisi hiperglikemia pada ibu
hamil dapat berdampak buruk pada pembentukan jaringan keras gigi (Chen et al.,
2017).

Hiperglikemia pada ibu hamil dapat menyebabkan gangguan pada berat badan
dan Gangguan tumbuh kembang gigi pada IEE dan dental papila yang berupa gangguan
proliferasi akibat hiperglikemia akan menyebabkan gangguan pada bentuk dan ukuran
gigi, sedangkan gangguan diferensiasi sel pada IEE dan dental papila akan
mengakibatkan gangguan pada tahap maturasi dan kalsifikasi gigi. Gangguan maturasi
dan kalsifikasi disebabkan karena kondisi hiperglikemia dapat menghambat sintesis
protein matriks jaringan keras gigi (Chen et al., 2017). Penelitian sebelumnya
menunjukan bahwa IGF-1 memiliki peran penting pada sekresi matriks enamel dan
pembentukan dentin tersier (Yonemochi et al., 2016; Matsumura et al., 2017).
Penelitian sebelumnya juga menunjukkan bahwa terjadi penurunan ekspresi
amelogenin pada anak tikus yang dilahirkan pada induk yang mengalami hiperglikemia
diabetik dan dapat menyebabkan gangguan pembentukan matriks enamel gigi (Dewi
et al., 2013). Namun, belum banyak penelitian yang dilakukan untuk melihat pengaruh
hiperglikemia terhadap berat badan dan tumbuh kembang gigi yang meliputi fase
tumbuh kembang, pembentukan matriks jaringan keras gigi, dan ekspresi IGF-1 yang

berperan penting dalam proses tumbuh kembang gigi.
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1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana pengaruh hiperglikemia induk tikus bunting diabetik terhadap berat
badan dan tumbuh kembang benih gigi anak tikus (postnatal hari ke-1) yang meliputi
fase tumbuh kembang, pembentukan matriks jaringan keras gigi, dan ekspresi IGF-1

pada IEE dan dental papila?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh hiperglikemia induk tikus
bunting diabetik terhadap berat badan dan tumbuh kembang benih gigi anak tikus
(postnatal hari ke-1) yang meliputi fase tumbuh kembang, pembentukan matriks

jaringan keras gigi, dan ekspresi IGF-1 pada IEE dan dental papila.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Bagi Peneliti
Meningkatkan pengetahuan tentang pengaruh hiperglikemia pada masa

kehamilan terhadap proses tumbuh kembang gigi postnatal pada anak.

1.4.2 Bagi Masyarakat
Memberikan informasi kepada masyarakat tentang pengaruh hiperglikemia

pada masa kehamilan terhadap proses tumbuh kembang gigi postnatal pada anak.

1.4.3 Bagi Institusi
Menjadi referensi ilmiah yang dapat digunakan untuk pengembangan penelitian

selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Mellitus (DM)
2.1.1 Definisi dan Prevalensi

World Health Organization (WHO) 2016 menyatakan bahwa diabetes mellitus
(DM) merupakan penyakit kelainan metabolik dengan karakteristik kenaikan kadar
glukosa dalam darah (hiperglikemia) kronis serta kelainan metabolisme karbohidrat,
lemak dan protein yang terjadi karena kelainan sekresi insulin, kerja insulin maupun
kedua-duanya. Penurunan sekresi insulin pada DM tipe 1 atau insulin-dependent
diabetes mellitus (IDDM) disebabkan karena kerusakan sel  pankreas akibat dari
reaksi autoimun, sedangkan penurunan sekresi insulin pada DM tipe 2 atau non-
insulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM) disebabkan karena berkurangnya fungsi
sel B yang progresif akibat glukotoksisitas, lipotoksisitas, tumpukan amiloid dan faktor
lain yang disebabkan oleh resistensi insulin disamping faktor usia dan genetik
(Soegondo, 2015).

Data epidemiologi terkini menunjukkan jumlah penderita diabetes diseluruh
dunia saat ini mencapai 200 juta dan diperkirakan akan meningkat lebih dari 330 juta
pada tahun 2025. Alasan peningkatan ini termasuk meningkatnya angka harapan hidup
dan pertumbuhan populasi yang tinggi dua kali lipat disertai peningkatan angka
obesitas yang dikaitkan dengan urbanisasi dan ketergantungan terhadap makanan
olahan (Utz et al., 2016). Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2007 dan 2013
melakukan wawancara untuk menghitung proporsi DM usia 15 tahun ke atas. Orang
yang pernah didiagnosa oleh dokter sebagai kencing manis atau dalam 1 bulan terakhir
mengalami gejala sering haus, sering lapar, sering kencing dengan jumlah banyak, dan
mengalami penurunan berat badan didefinisikan sebagai DM. Hasil wawancara
tersebut mendapatkan bahwa proporsi DM pada Riskesdas 2013 meningkat hampir 2
kali lipat dibandingkan tahun 2007 (Kemenkes RI, 2014).

Jumlah penderita DM diperkirakan akan terus meningkat jumlahnya dengan

adanya kenaikan prevalensi diabetes yang terus menerus meningkat dari tahun ketahun.
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Hal ini disebabkan karena adanya peningkatan kemakmuran suatu populasi. Dalam
kurun waktu 1 atau 2 dekade yang akan datang diperkirakan penderita diabetes
khususnya DM tipe 2 akan meningkat drastis yang disebabkan oleh beberapa faktor,
seperti faktor keturunan, obesitas, gaya hidup, demografi, serta karena berkurangnya

penyakit infeksi dan kurang gizi (Soegondo, 2015).

2.1.2 Patomekanisme Diabetes Mellitus

Berbagai komplikasi dapat diakibatkan oleh hiperglikemia yeng terjadi akibat
diabetes melitus. Komplikasi DM biasanya menyerang organ dan jaringan yang
memiliki banyak pembuluh kapiler, seperti ginjal, retina, dan jaringan saraf.
Komplikasi yang luas dari pada diabetes sangat dipengaruhi oleh konsentrasi kadar
glukosa darah, sehingga peningkatan kadar glukosa darah menjadi penyebab utama
kerusakan jaringan pada diabetes. Hal ini disebabkan oleh kemampuan hiperglikemia
dalam merubah kondisi oksidatif berbagai substrat. Selain itu, hiperglikemia juga
terlibat dalam proses pembentukan radikal bebas. Hiperglikemia dapat menyebabkan
autooksidasi glukosa, glikasi protein dan aktivasi jalur metabolisme poliol yang
selanjutnya mempercepat pembentukan senyawa oksigen reaktif. Pembentukan
senyawa oksigen reaktif tersebut dapat meningkatkan modifikasi lipid, DNA, dan
protein pada berbagai jaringan. Modifikasi molekuler pada berbagai jaringan tersebut
menyebabkan ketidakseimbangan antara antioksidan protektif dan peningkatan radikal
bebas yang merupakan awal dari kerusakan oksidatif dan dikenal dengan stres oksidatif
(Ullah et al., 2015).

Kadar glukosa darah yang tinggi pada penderita diabetes dapat memicu
terjadinya proses glikasi lipid dan protein yang mengakibatkan peningkatan AGEs
(advanced glycation end-product). AGEs diproduksi melalui reaksi maillard yang
ditandai dengan adanya asam amino teralkilasi, residu fluoresens, dan ikatan silang
(cross linkage) intramolekul maupun intermolekul. AGEs memegang peran yang
cukup signifikan dalam proses terjadinya berbagai komplikasi pada diabetes, baik

AGEs yang berada di jaringan (intraseluler) maupun di sirkulasi plasma darah
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(ekstraseluler). Interaksi antara AGEs dalam sirkulasi dengan RAGE (receptor for
advanced glycation end product) akan meningkatkan produksi ROS (reactive oxygen
species) intraseluler dan meningkatkan faktor transkripsi nuclear factor-kapa B (NF-
kB) dan produknya, yakni endothelin-1, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-
1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), E-selectin, tissue factor,
thrombomodulin, vascular endothelial growth factor (VEGF), sitokin proinflamasi
IL(interleukin)-1a, IL-6, tumor necrosis factor-o (TNF-a), dan RAGE (Al-Farabi,
2013).

Keadaan hiperglikemia akan meningkatkan metabolisme glukosa melalui jalur
sorbitol. Sebagian besar glukosa intraseluler dimetabolisme melalui proses fosforilasi
dan proses glikolisis, tetapi pada keadaan hiperglikemia diabetik sebagian glukosa akan
diubah menjadi sorbitol oleh enzim aldose reduktase. Sorbitol intraseluler yang
terbentuk akan meningkatkan osmolaritas intraseluler, bersifat sebagai oksidan reaktif,
dan mengakibatkan disfungsi sel. Hiperglikemia diduga dapat meningkatkan
pembentukan diasilgliserol yang selanjutnya mengaktifkan protein kinase C (PKC).
Diasilgliserol menimbulkan perubahan pada tingkat molekuler berupa gangguan pada
proses transkripsi gen yang berfungsi untuk sintesis fibronektin, kalogen tipe 1V,
protein kontraktil, dan protein matriks ekstraseluler di sel endotel dan neuron.
Hiperglikemia juga akan mengaktifkan jalur heksosamin yang diperantarai enzim
fruktosa 6 fosfat, yang merupakan substrat glikosilasi dan pembentukan proteoglikan
(Methebula, 2015; Lei et al. 2013).

Jalur heksosamin mengubah fungsi glikosilasi enzim seperti endothelial nitric
oxide syntase dan mengganggu ekspresi gen untuk transforming growth faczor o (TGF-
a) dan plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1). Faktor pertumbuhan memegang
peranan penting dalam terjadinya komplikasi diabetes dan pada penderita DM
produksinya meningkat. Saat ini telah dibuktikan terdapatnya hubungan peningkatan
beberapa faktor pertumbuhan dengan terjadinya komplikasi DM, seperti platelet
derived growth factor, epidermal growth factor, growth hormone dan fibrolast growth

factor. Semua faktor pertumbuhan tersebut terbentuk melalui 4 teori terjadinya
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komplikasi DM vyaitu jalur AGEs, sorbitol, diasilgliserol, dan heksosamin (Decroli,
2008)

Pada keadaan hiperglikemia akan terjadi peningkatan GH dan akan terjadi
penurunan kadar IGF-1 dalam sirkulasi. Turunnya kadar IGF-1 pada keadaan
hiperglikemia diabetik ini disebabkan karena adanya gangguan pada hormon insulin
yang menyebabkan sensitivitas sel hepatosit pada hepar terhadap GH menurun dan
menyebabkan sekresi IGF-1 dalam darah juga akan menurun, sehingga pada keadaan
hiperglikemia akan terjadi peningkatan GH dan penurunan IGF-1 dalam sistem
sirkulasi yang dapat menyebabkan gangguan pertumbuhan dan perkembangan, karena
IGF-1 memiliki peran penting dalam menjaga keberlangsungan hidup sel, sintesis

protein, proliferasi sel, dan mencegah kematian sel (Yakar dan Adamo, 2012).

2.1.3 Diabetes Mellitus pada Masa Kehamilan (Gestational)

Diabetes yang terjadi pada wanita hamil yang sebelumya tidak mengidap
diabetes disebut dengan diabetes gestational. Meskipun diabetes ini dapat membaik
setelah persalinan, sekitar 50% wanita yang mengidap diabetes tipe ini tidak akan
kembali ke kondisi normal setelah kehamilan berakhir. Bahkan jika membaik setelah
persalinan risiko untuk mengalami diabetes tipe 2 setelah sekitar 5 tahun mendatang
lebih besar dari normal. lbu yang pernah mengalami diabetes gestational memiliki
risiko yang lebih besar untuk mengalami diabetes gestational lagi pada kehamilan yang
selanjutnya. kebutuhan insulin pada ibu hamil akan meningkat pada pertengahan
hingga akhir kehamilan, tetapi pada ibu hamil dengan gestational diabetes memiliki
penurunan respon insulin yang disebabkan karena gangguan pada sel p pankreas
sehingga mengakibatkan hiperglikemia (Utz et al., 2016).

Diabetes gestational sering dikaitkan dengan kelebihan berat badan dan
obesitas, telah diketahui bahwa kelebihan berat badan dan obesitas meningkatkan
risiko terjadinya diabetes gestational pada ibu hamil. Obesitas dapat menyebabkan
inflamasi tingkat rendah yang akan meningkatkan asam xanthurenic yang merupakan

faktor penyebab diabetes tipe 2, prediabetes, dan diabetes gestational (Law dan Zang,
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2017). Adanya antigen fetus pada ibu hamil juga diduga dapat menyebabkan diabetes
gestational. Human Leukocyte Antigen-G (HLA-G) pada plasenta akan menghambat
respon sel T sitotoksik pada antigen trophoblas fetus yang juga memiliki fungsi

protektif pada sel islet pankreas (Shobeiri et al., 2008).

2.1.4 Efek Hiperglikemia pada Masa Kehamilan

Diabetes pada kehamilan dapat menimbulkan efek negatif pada kehamilan
dengan meningkatkan risiko malformasi kongenital, lahir mati dan bayi bertubuh besar
pada masa kehamilan, yang dapat menyebabkan masalah dalam persalinan. Anak yang
dilahirkan dari ibu dengan diabetes gestational juga memiliki risiko yang lebih besar
untuk mengalami obesitas dan DM tipe 2 (Morisson, et al., 2017). Diabetes melitus
pada kehamilan juga diketahui dapat memiliki pengaruh yang buruk terhadap
pembentukan gigi berupa berkurangnya ketebalan gigi (hypoplasia) dan berkurangnya
aposisi serta pembentukan mineral pada dentin (Abbassy et al., 2015).

Ibu hamil dengan gestational diabetes melitus memiliki gangguan fungsi insulin
yang akan mengakibatkan hiperglikemia. Hiperglikemia pada ibu hamil dapat
menyebabkan peningkatan glukosa darah pada fetus, karena aliran darah ibu akan
masuk kedalam aliran darah fetus melalui sawar plasenta. Peningkatan glukosa darah
pada fetus akan mengakibatkan pematangan sel B pankreas menjadi lebih cepat,
sehingga akan mengakibatkan peningkatan produksi dan sekresi insulin
(hiperinsulinemia) pada fetus. Tingginya kadar glukosa darah dan hiperinsulinemia
pada fetus mengakibatkan peningkatan pembentukan lemak pada fetus yang
menyebabkan fetus menjadi bertubuh besar (macrosomia) dan akan menyusahkan

persalinan (Kc et al., 2015).
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2.2 Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1)

Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) merupakan polipeptida rantai tunggal yang
memiliki peran penting pada proses pertumbuhan, perkembangan dan metabolisme.
IGF-1 memiliki struktur molekul yang mirip dengan insulin, tetapi memiliki peran
metabolik yang berbeda dengan insulin. IGF-1 berperan sebagai autokrin/parakrin dan
endokrin yang akan disekresikan ke sistem sirkulasi dan jaringan sekitarnya. Hepar
merupakan organ utama yang mensekresikan IGF-1 dalam tubuh, hepatosit
mensekresikan 75% dari total IGF-1 dalam sistem sirkulasi. Growth Hormone (GH)
merupakan hormon yang disekresikan oleh kelenjar pituitary dan berperan dalam
regulasi sekresi IGF-1, begitu juga IGF-1 meregulasi produksi GH pada kelenjar
pituitary melalui mekanisme negative feedback (Gambar 2.1). Jumlah sekresi IGF-1

sangat dipengaruhi oleh nutrisi, insulin, usia, aktifitas fisik, dan stres (Yakar dan

Adamo, 2012).
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Gambar 2.1 Pengaturan sekresi IGF-1 pada sistem sirkulasi sebagai endokrin (Cote et al., 2007)
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Aktifitas seluler dari IGF-1 diperantarai oleh IGF reseptor tipe 1 (IGF-1R) yang
memberikan sinyal mitogenik kepada sel dan dapat mencegah kematian sel.
Bioaktifitas dari IGF-1 diatur oleh Insulin-like growth factor binding protein (IGFBP)
yang mengatur stabilitas jumlah IGF-1 dalam darah dan ekstraseluler matriks. IGFBP
mengatur aktifitas IGF-1 dengan cara memicu maupun menghambat perlekatan IGF-1
pada IGF-1R. Perlekatan IGF-1 pada IGF-1R memicu fosforilasi tirosin dari bagian
interseluler dari f—subunit (Lewwit, 2017). Fosforilasi dari tirosin memberikan tempat
untuk perlekatan dari beberapa substrat, termasuk insulin receptor substrate (IRS) yang
memicu fosforilasi berlanjut. IRS mengaktifkan p85 subunit dari Phosphoinositide 3-
kinase (PI3-K) yang mengakibatkan peningkatan ikatan membran phospolipid
phosphatidyl insositol -3, 4, 5-triphosphate dan menambahkan phosphoinositide-
dependent kinase-1 dan protein kinase B atau yang biasa disebut dengan Akt pada
membran (Finlay dan Cantrell, 2010).

Akt akan mengaktifasi mamalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1)
yang berperan pada pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel dengan meningkatkan
serapan nutrisi, penyimpanan energi dan translasi protein. Aktivasi mTORCL1 sering
dikaitkan dengan kemampuan IGF-1 untuk mempertahankan kelangsungan hidup sel,
proliferasi sel, hipertropi dan migrasi sel (Finlay dan Cantrell, 2010). Akt juga
mengaktivasi protein forkhead transcription factors (FOXO) yang meningkatkan
siklus sel, apoptosis, stres oksidatif dan aktifasi enzym glukoneogenik. Akt juga akan
menghambat glycogen synthase kinase 3 (GSK3) yang berfungsi untuk membentuk
glikogen, GSK3 juga dipercaya berperan dalam efek anti apoptosis dan hipertrofi yang
diinduksi oleh IGF-1 (Guntur dan Rosen, 2013). Rangkaian Aktifitas bioseluler IGF-1
untuk melakukan metabolisme glukosa, meningkatkan pertumbuhan, sintesa protein,

proliferasi sel, dan mencegah kematian sel dapat dilihat pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Aktivitas bioseluler IGF-1 untuk melakukan metabolisme glukosa, meningkatkan
pertumbuhan, sintesa protein, proliferasi sel dan mencegah kematian sel. (Hanaoka
etal., 2012)

IGF-1 memiliki peran yang sangat penting pada proses pertumbuhan dan
perkembangan, sehingga gangguan pada kadar IGF-1 dalam darah dapat menyebabkan
gangguan pada pertumbuhan dan perkembangan. Kadar IGF-1 dalam darah yang
berkurang dapat menyebabkan gangguan metabolik berupa gangguan pertumbuhan
pada tulang dan sintesa protein. Gangguan metabolik berupa turunnya sensitivitas
insulin dapat disebabkan karena kurangnya kadar IGF-1 dalam darah yang
menyebabkan peningkatan growth hormone (GH). Peningkatan GH dapat
menyebabkan turunnya sensitivitas sel terhadap insulin yang menyebabkan sel
mengalami kekurangan nutrisi (Wu, et al., 2009). Kurangnya IGF-1 dapat
menyebabkan hilangnya gigi M3 pada 90% pasien, 30% gigi lainnya mengalami
hipodontia, dan memiliki prevalensi gigi berjejal yang lebih sedikit karena lebar mesio
distal gigi yang berkurang. IGF-1 memiliki peran penting dalam aktivitas bioseluler
dari hormon pertumbuhan (GH), diketahui bahwa kekurangan hormon pertumbuhan
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dapat memiliki dampak yang buruk bagi pertumbuhan dan perkembangan gigi.
Kurangnya hormon pertumbuhan dapat menyebabkan terlambatnya erupsi gigi dan
akar gigi yang dihasilkan akan menjadi lebih pendek, sehingga mudah gigi akan
menjadi lebih mudah tanggal. Hormon pertumbuhan yang berkurang juga dapat
menyebabkan kelainan pada pembentukan matriks jaringan keras gigi, sehingga dapat
menyebabkan amelogenesis imperfekta. Pada kasus yang langka hormon pertumbuhan

bahkan dapat menyebabkan agenisi pada gigi (Atreja et al., 2012; Litsas, 2015)

2.3 Pertumbuhan dan Perkembangan Gigi

Gigi berasal dari dua lapisan benih primer, yaitu ektoderm dan mesoderm yang
dipengaruhi oleh neural crest. Enamel gigi berasal dari jaringan ektoderm rongga
mulut, sedangkan dentin, sementum dan pulpa berasal dari mesoderm dan neural crest.
Pembentukan gigi terjadi melalui empat tahapan, yaitu tahap inisiasi, proliferasi,
histodiferensiasi, morfodiferensiasi, aposisi dan kalsifikasi (Wangidjaja, 2014).

Tahap Inisiasi (bud stage) merupakan penebalan jaringan ektoderm yang
didahului oleh suatu gejala dasar induktif (Gambar 2.3 A). Pada beberapa tempat
dibawah ridge rahang terjadi pembiakan dari sel-sel epitel jaringan mukosa rongga
mulut ke dalam jaringan mesodermal yang terlihat sebagai suatu bentuk kuntum.
Apabila terjadi gangguan pada tahap inisiasi maka akan mengakibatkan kelainan
jumlah gigi seperti anodonsia dan hiperdonsia (Wangidjaja, 2014).

Tahap proliferasi (cap stage) ditandai dengan lamina gigi yang meluas sampai
ke dasar jaringan mesenkim dan membentuk primordia dari gigi primer (Gambar 2.3
B). Lapisan sel mesenkim yang berada pada lapisan dalam akan mengalami proliferasi
dan memadat membentuk dental papila yang kemudian membentuk dentin dan pulpa.
Jaringan mesenkim yang berada disekitar organ gigi dan dental papila menjadi padat
dan fibrous yang disebut dengan dental sac yang akan menjadi jaringan pendukung
gigi. Apabila terjadi gangguan pada tahap proliferasi maka akan terjadi gangguan

jumlah gigi seperti anodonsia dan hiperdonsia (Shresta et al., 2015).
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Tahap Histodiferensiasi (bell stage) Pada tahap ini lapisan luar organ enamel
membentuk outer enamel epithelium (OEE), suatu lapisan sel epitel kuboid (Gambar
2.3 C). Stelate retikulum terdiri dari sel-sel stelate yang tersusun dalam matriks cairan
dan merupakan bagian tengah dari organ enamel. Inner enamel epithelium (IEE)
merupakan lapisan dalam organ enamel dan merupakan batas papila gigi yang akan
berdiferensiasi menjadi ameloblas yang akan membentuk enamel. Ameloblas
mensekresi matriks protein dari amelogenin dan enamelin yang nantinya tereliminasi
menjadi enamel rod atau prisma enamel ketika keduanya terretraksi dari dentin.
Apabila terjadi gangguan pada tahap histodiferensiasi maka akan menyebabkan
kelainan struktur gigi, seperti dentinogenesis imperfekta dan amelogenesis imperfekta
(Weiskircher et al., 2016).

Dental lamina

Oral epithelium Mesenchyme jaw Enamel knot
i e —

& —— Pemanent
R Dental ~%  tooihbud
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Gambar 2.3 Pertumbuhan dan perkembangan gigi (odontogenesis). (A) Tahap Inisiasi (bud
stage), (B) Tahap Proliferasi (cap stage), (C) Tahap Morfodiferensiasi dan
Histodiferensiasi (bell stage), (D) Tahap Aposisi dan Kalsifikasi. (Langman,
2016)
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Tahap morfodiferensiasi merupakan tahap pembentukan gigi yang akan
menentukan bentuk dan ukuran gigi. Morfodiferensiasi tidak mungkin terjadi tanpa
proliferasi. Bell stage yang berlanjut merupakan tanda tidak hanya histodiferensiasi
yang aktif tetapi juga suatu tahap penting morfodiferensiasi dari mahkota gigi dan
membentuk dentino enamel junction. Dalam penyelesaian pada pola ini ameloblas,
odontoblas dan sementoblas mengendapkan email, dentin, dan sementum serta
memberikan bentuk dan ukuran yang khas untuk setiap gigi. Apabila terjadi gangguan
pada tahap morfodiferensiasi maka akan terjadi gangguan bentuk dan ukuran gigi
seperti gigi yang memiliki bentuk seperti pahat (peg shape), gigi hutchinson, mulbery
molar, makrodonsia dan mikrodonsia (Wangidjaja, 2014).

Pada tahap aposisi terjadi pengendapan matriks dari struktur jaringan keras gigi
(Gambar 2.3 D). Aposisi dari email dan dentin adalah pengendapan yang berlapis-lapis
dari matriks ekstraseluler dan ditandai oleh adanya pengendapan yang teratur dan
berirama dari bahan ekstraseluler. Pada tahap kalsifikasi terjadi pengendapan garam-
garam kalsium anorganik selama pengendapan matriks. Apabila terjadi gangguan pada
tahap aposisi maka akan menyebabkan perubahan struktur jaringan keras gigi misalnya
hipoplasia email dan gigi yg berwarna kecoklatan karena tetrasiklin, sedangkan apabila
terjadi gangguan pada tahap kalsifikasi maka butir kalsium di dalam dentin dan enamel
tidak menyatu dan tertinggal sebagai butir kalsium dasar yang terpisah didalam daerah

matriks eosinofilik tersendiri yang terkalsifikasi (Wangidjaja, 2014).
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2.4 Tikus Putih (Rattus norvegicus)
2.4.1 Siklus Reproduksi Tikus Putih

Tikus putih merupakan hewan yang sering digunakan untuk keperluan
penelitian karena mempunyai siklus reproduksi yang pendek dan dapat berkembang
biak dengan cepat. Tikus putih merupakan mamalia yang subur, berukuran kecil,
pemeliharaannya mudah dan tidak membutuhkan biaya yang besar (Allen et al., 2017).
Tikus putih merupakan hewan yang cepat dewasa, dalam waktu 2-3 bulan tikus putih
sudah matang secara seksual dan siap untuk dikawinkan dan tidak memperlihatkan
perkawinan musiman (Sengupta, 2013).

Siklus reproduksi tikus putih sangat cepat, tikus putih matang secara seksual
dan dapat kawin pada umur 8-10 minggu. Masa bunting tikus putih berlangsung selama
20-22 hari dan dapat melahirkan dalam jumlah yang banyak. Tikus putih merupakan
hewan yang bersifat poliestrus, dimana estrus terjadi lebih dari 2 kali dalam setahun
dan berulang secara periodik tanpa banyak variasi. Siklus estrus tikus putih terjadi 4-5
hari dan segera kembali sesudah beranak. Tikus putih memiliki estrus post partum 48
jam setelah melahirkan, tapi tikus tidak dikawinkan agar anak tikus yang dilahirkan
tidak terlantar (Allen et al., 2017).

Pada saat setelah fertilisasi, maka akan terjadi pembelahan sel zigot yang akan
berubah menjadi morula, blastula, dan gastrula. Blastosis (blastula dan gastrula)
merupakan bentuk awal embrio yang terdiri dari kelompok sel dalam (inner cell mass)
yang akan berkembang menjadi embrio, lapisan trophoblast dan gastrosul. Lapisan
trophoblast akan berkembang menjadi selaput ekstra embrionik yang akan berfungsi
sebagai alat untuk kelangsungan hidup dan melindungi perkembangan embrio (Martin,
2013).
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Tabel 2.1 Data Biologi Umum Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Parameter Keterangan
Lama Bunting 20-22 hari
Kawin sesudah beranak 1-24 jam
Umur disapih 21 hari
Umur dikawinkan / pubertas 8-10 minggu
Siklus Kelamin Poliestrus
Siklus Estrus 4-5 hari
Lama Estrus 9-20 jam
Ovulasi 8-11 jam setelah muncul estrus, spontan
Perkawinan Pada waktu estrus
Fertilisasi 7-10 jam
Berat lahir 5-6 gram
Berat dewasa Jantan : 300-400 gram
Betina : 250-300 gram
Jumlah anak Rata-rata 9 ekor
Plasenta Diskoidal, hemokorial
Uterus 2 kornua, bermuara sebelum serviks
Perkawinan Kelompok 3 betina, 1 jantan

Sumber : Smith dan Mangkoewidjojo,1988

Pada saat belum terjadi implantasi zigot mendapatkan sumber makanan dari
sekresi kelenjar-kelenjar uterus yang berupa cairan uterin, sesudah implantasi terjadi
zigot memperoleh makanan dari saluran induk. Pada hewan politokus implantasi tiap-
tiap embrio dalam uterus diatur oleh suatu mekanisme kontraksi myometrium hingga
tidak terjadi penimbunan embrio pada suatu tempat, melainkan penyebaran keseluruh

permukaan endometrium (Martin, 2013).
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2.4.2 Tumbuh Kembang Gigi Tikus Putih

Gigi pada tikus putih berjumlah sebanyak 16 gigi yang terdiri dari, 2 gigi
insisivus atas, 2 gigi insisivus bawah, 6 gigi molar atas dan 6 gigi molar bawah. Gigi
pada tikus memiliki kesamaan dengan gigi manusia dalam pertumbuhan dan
perkembangannya. Gigi tikus berkembang melalui interaksi yang berkelanjutan antara
dental epitheium dan neural crest. Pembentukan gigi tikus dimulai dari fase inisiasi,
(bud stage), fase proliferas (cap stage), fase morfodiferensiasi, histodiferensiasi (bell

stage), tahap aposisi dan kalsifikasi (Santiago, et al., 2013).
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Gambar 2.4 Gambaran histologis benih gigi molarl rahang bawah kanan tikus (A) pada fase
bud (hari ke-13,5), (B) fase cap (hari ke-14,5), (C) fase bell (hari ke-18,5) dan (D)
postnatal hari ke-1. (Sumber : Glucose Uptake Mediated by Glucose Transporter
1 is Essential for early tooth Morphogenesis and Size Determination of Murine
Molars; Yonemochi et al., 2011).
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Fase inisiasi merupakan permulaan pembentukan kuncup gigi (bud) dari
jaringan epitel rongga mulut yang terjadi pada hari ke-13,5 intrauterin (gambar 2.4 A).
Fase morfogenesis ditandai dengan terjadinya proliferasi dari sel dan perluasan dari
organ enamel (cap stage) yang dimana pada tikus putih terjadi pada hari ke-14,5
(gambar 2.4 B), fase histo dan morfodiferensiasi (bell stage) terjadi spesialisasi dari sel
yang mengalami perubahan histologis dalam susunannya yang terjadi pada hari ke 18,5
intrauterin (gambar 2.4 C) dan pada postnatal hari ke-1 (gambar 2.4 D) benih gigi tikus
sudah memasuki fase aposisi dan Kkalsifikasi dimana terjadi pengendapan dan

mineralisasi matriks enamel dan dentin (Singh, 2015).

2.5 Imunohistokimia

Metode pewarnaan jaringan dibedakan menjadi dua jenis berdasarkan
fungsinya, yaitu pewarnaan umum dan pewarnaan khusus, pewarnaan umum yang
sering digunakan adalah hematoksilin-eosin (HE), sedangkan pewarnaan khusus yang
sering digunakan salah satunya adalah imunohistokimia. Imunohistokimia merupakan
metode pewarnaan jaringan yang digunakan untuk mendeteksi keberadaan molekul
atau berbagai macam komponen yang terdapat di dalam sel atau jaringan dengan
menggunakan prinsip reaksi antara antigen dan antibodi. Metode imunohistokimia
menggunakan antibodi spesifik yang dilabel dengan ikatan kimia suatu zat yang dapat
dilihat, tanpa label itu mempengaruhi kemampuan antibodi untuk membentuk suatu

kompleks dengan antigen yang bersangkutan (Kim et al., 2016).
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Gambar 2.5 Benih gigi molar 1 rahang bawabh tikus putih dengan pewarnaan imunohistokimia
reaksi positif terhadap glukosa transporter 1 (GLUT 1) pada enamel organ (tanda
kotak) memberikan warna yang terpulas berwarna coklat (Yonemochi et al.,
2011).

Dalam pewarnaan imuno histokimia reaksi positif akan memberikan warna
yang terpulas berwarna coklat pada bagian sel yang mempunyai spesifisitas dengan
antibodi primer yang digunakan (Gambar 2.5). Dengan melakukan pewarnaan
imunohistokimia dapat terlihat ekspresi dari IGF-1 yang terdapat pada benih gigi (Kim
etal., 2016).

2.6 Hipotesis Penelitian

Hipotesis pada penelitian ini adalah kondisi hiperglikemia induk tikus bunting
diabetik dapat mempengaruhi berat badan dan tumbuh kembang benih gigi anak tikus
(postnatal hari ke-1) yang meliputi fase tumbuh kembang, pembentukan matriks

jaringan keras gigi dan ekspresi IGF-1 pada IEE dan dental papila.
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2.7 Kerangka Konsep
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Gambar 2.6 Kerangka konsep penelitian
() = Variabel terikat/yang diamati
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2.7.1 Penjelasan Kerangka Konsep

Diabetes mellitus (DM) merupakan penyakit metabolik yang memiliki
karakteristik hiperglikemia (peningkatan kadar glukosa dalam darah) kronis yang
disebabkan karena gangguan sekresi insulin, kerja insulin maupun kedua-duanya. Kondisi
hiperglikemia kronis pada induk tikus bunting akan mengakibatkan glikasi lipid dan
protein yang akan menghasilkan AGEs. Dalam sirkulasi AGEs akan berinteraksi dengan
RAGE yang akan menyebabkan peningkatan produksi ROS. Hal ini menyebabkan
terjadinya ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan (stres oksidatif) dalam tubuh
induk tikus yang mengandung janin tikus. Stres oksidatif yang meningkat pada penderita
diabetes akan menyebabkan kerusakan lipid seluler, protein maupun DNA dan
menghambat fungsi normal sel. Keadaan hiperglikemia juga menyebabkan peningkatan
aktifasi jalur poliol yang akan mengkonversi glukosa menjadi sorbitol dan fruktosa, juga
meningkatkan pembentukan diacylglycerol melalui aktifasi protein kinase C dan akan
mempercepat pembentukan ROS yang berperan dalam meningkatkan stres oksidatif
dengan cara menurunkan kadar NADPH.

Keadaan hiperglikemia pada induk tikus bunting akan menyebabkan
peningkatan GH dan akan mengakibatkan penurunan kadar IGF-1 dan GLUT1 dalam
darah. IGF1 yang menurun disebabkan karena hepar membutuhkan insulin untuk dapat
menerima sinyal biologis dari GH dan mensekresikan IGF-1 kedalam darah. Menurunnya
kadar GLUT1 dan IGF-1 dalam sistem sirkulasi dapat menyebabkan gangguan
pertumbuhan dan perkembangan, karena IGF-1 dan GLUT-1 memiliki peran penting
dalam menjaga keberlangsungan hidup sel, sintesis protein, proliferasi sel, dan mencegah
kematian sel. IGF-1 juga memiliki peran untuk mengurangi stres oksidatif, sehingga
penurunan kadar IGF-1 menyebabkan peningkatan stres oksidatif. Gangguan metabolisme
karbohidrat, lemak, dan protein akibat hiperglikemia, peningkatan stres oksidatif, dan
penurunan kadar IGF-1 pada induk dan janin tikus akan mengakibatkan gangguan sintesa
protein, proliferasi, dan diferensiasi pada sel-sel pembentuk gigi, sehingga hiperglikemia
pada induk tikus diabetik dapat menyebabkan gangguan berat badan, tumbuh kembang dan
pembentukan matriks jaringan keras gigi anak tikus.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental laboratoris
secara in vivo dengan rancangan the post test only control group design. Pengambilan
data dilakukan hanya pada saat akhir penelitian setelah dilakukannya perlakuan dengan
membandingkan hasil kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol. (Notoatmojo,
2010).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratarium Fisiologi Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember untuk perlakuan hewan coba, Laboratorium Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk tahap pemrosesan jaringan, dan
Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya untuk tahap

pengecatan jaringan.

3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2017 — bulan Maret 2018.

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian adalah anak tikus putih galur Wistar (Rattus norvegicus)

dari induk tikus bunting.
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3.3.2 Sampel Penelitian

Jumlah subyek penelitian yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 10
ekor anak tikus. Terdapat 2 kelompok perlakuan yang digunakan pada penelitian ini,
dimana setiap kelompok perlakuan terdiri dari 5 ekor anak tikus yang berasal dari induk
tikus bunting yang berbeda dan diambil secara simple random sampling. Besar subyek
penelitian didapat dari perhitungan rumus sebagai berikut (Daniel dan Cross, 2013).

7%+ o2
n = 12

Keterangan :
n : besar sampel tiap kelompok
Z : nilai Z pada tingkat kesalahan tertentu, jika o= 0,05 maka Z= 1,96
o : standar deviasi subjek
d : kesalahan yang masih dapat ditoleransi
Dengan asumsi bahwa kesalahan yang dapat diterima (o) sama dengan (d),
maka : g2=
Z? + o?
n = 12
n >(1,96)2

> 7?2

n >384=4
Berdasarkan rumus di atas maka jumlah sampel minimal yang harus digunakan
adalah 4 sampel untuk masing-masing kelompok. Pada penelitian ini, peneliti
menggunakan 5 sampel pada tiap kelompok untuk menghindari kegagalan pada saat
perlakuan. Terdapat dua kelompok yang digunakan pada penelitian ini, sehingga
jumlah keseluruhan sampel penelitian adalah 10 ekor anak tikus dari 10 ekor induk

tikus yang berbeda.
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3.3.3 Kriteria Sampel Anak Tikus
Penelitian ini menggunakan sampel anak tikus dengan kriteria :
a. Kriteria inklusi sampel anak tikus
Kriteria inklusi sampel pada penelitian ini adalah anak tikus yang dilahirkan dari induk
tikus (post natalhari ke-1) dalam keadaan hidup
b. Kriteria eksklusi sampel anak tikus
Kriteria eksklusi sampel pada penelitian ini adalah anak tikus yang dilahirkan dari

induk tikus (postnatal hari ke-1) dalam keadaan mati

3.4 ldentifikasi Variabel penelitian
3.4.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah KGD induk tikus bunting.

3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah berat badan dan tumbuh kembang
benih gigi anak tikus (postnatal hari ke-1). Tumbuh kembang benih gigi anak tikus
dilihat dari fase tumbuh kembang, pembentukan matriks jaringan keras gigi, dan
ekspresi IGF-1 yang terdapat pada benih gigi M1 maksila kanan anak tikus khususnya
pada IEE dan dental papila.

3.4.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali penelitian ini adalah :
a. Kriteria induk tikus
Tikus wistar jenis Rattus norvegicus, jenis kelamin betina, berat badan 150-250 gram,
umur 2-3 bulan, kondisi bunting dengan usia kehamilan perkiraan 10 hari,
hiperglikemia (KGD > 200 mg/dl), kondisi fisik baik, dan perilaku normal.
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b. Pemeliharaan tikus

Masa adaptasi dan perlakuan meliputi pemberian makan standar dan minum, jenis
makanan dan minuman yang diberikan, kebersihan kandang, dan pemantauan
kesehatan tikus.

c. Regio pengambilan sampel jaringan

Rahang atas (maksila) kanan untuk melihat benih gigi M1

3.5 Definisi Operasional Variabel Penelitian
3.5.1 Tikus Bunting

Tikus putih (Rattus norvegiscus) betina bunting perkiraan 10 hari yang
mengandung anak tikus ditandai dengan perut yang membesar, kebutuhan makanan
yang bertambah dan dengan melakukan pemeriksaan palpasi pada perut tikus (Paronis
etal., 2014).

3.5.2 Tikus Diabetik

Tikus Diabetik merupakan tikus putih dengan kondisi diabetes yang dibuat
dengan menginduksi streptozotocin dengan dosis 40 mg/kg berat badan tikus wistar
betina bunting yang dilakukan secara intraperitoneal dan kemudian dilakukan
pemeriksaan Kadar Glukosa Darah (KGD). Tikus wistar betina dinyatakan diabetes
apabila KGD > 200 mg/dL (Qinna dan Badwan, 2015).

3.5.3 Tumbuh Kembang Benih Gigi
Pertumbuhan dan perkembangan gigi M1 maksila kanan yang dimulai dengan
pembentukan dua lapisan embrionik pembentuk gigi (ektoderm dan mesoderm) pada

hari kel3,5 intrauterin hingga postnatal hari ke-1 .
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3.5.4 Pengamatan Ekspresi IGF-1

Pengamatan ekspresi IGF-1 dilakukan pada IEE dan dental papila benih gigi
M1 maksila kanan anak tikus dengan menggunakan pewarnaan imunohistokimia dan
dilakukan pada 3 lapang pandang yang berbeda. Ekspresi IGF-1 menggunakan
pewarnaan imunohistokimia akan memperlihatkan sitoplasma sel yang terpulas
berwarna kecoklatan. Pengamatan ekspresi IGF-1 secara kuantitatif dilakukan dengan

menggunakan aplikasi berbasis web, yaitu aplikasi ImmunoRatio.

3.6 Alat dan Bahan Penelitian

3.6.1 Alat Penelitian

a. Kandang tikus

b. Tempat makan dan minum

c. Handscoon dan masker

d. Neraca ohaus digital (Camry EK 3650, China)
e. Neraca analitik digital (Pioneer, Ohaus Corp., USA)
f. Glukometer easy touch (GCU, Indonesia)

g. Lancet (GCU, Indonesia)

h. Strip tes glukosa (GCU, Indonesia)

i. Disposible syringe 1 ml (Onemed, Indonesia)
J. Surgical blade

k. Kuas, kertas saring, label identitas

l. Pot jaringan

m. Pipet dan mikro pipet

n. Gelas ukur

0. Automatic processing tissue machine

p. Tissue cassette

g. Block mould

r. Dispossible microtome blade

s. Microtome holder
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t. Waterbath

u. Slide Warmer

v. Microwave

w. Deck glass

X. Object glass

y. Object glass poly-L-lysine coating

z. Wadah baskom

aa. Staining jar

ab. Mikroskop cahaya (Olympus CX21, Japan)

ac. Kamera mikroskop optilab (Olympus CX41RF, Olympus DP 20, Japan)

3.6.2 Bahan Penelitian

a. Pakan standar hewan coba (Turbo, Indonesia) dan air minum
b. Streptozotocin (Bioworld, USA)

c. Larutan buffer asam sitrat 0,1 M dengan PH 4,5 (FMIPA UNEJ, Indonesia)
d. Eter (Merck KgaA, Germany)

e. Larutan buffer formalin 10%

f. Asam Formiat 10%

g. Xylol solution (Merck KgaA, Germany)

h. Akuades steril (Onelab waterone, Indonesia)

i. Ethanol 99,9 %

J. Parrafin (Merck KgaA, Germany)

k. Gliserin

I. Hematoxilin meyers

m.Eosin

n. Peroxidase block reagent

0. IGF-1 antibodi (BIOSSUSA)

p. antibodi sekunder (Trekkie Universal Link)

g. Diaminobenzidine (DAB) Chromogen

28
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3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Ethical Clearance
Sebelum penelitian, dilakukan pengurusan ethical clearance di Komisi Etik

Penelitian Kesehatan, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.7.2 Persiapan Hewan Coba

Persiapan hewan coba dilakukan selama tiga hari, selama waktu tersebut
tumbuh kembang tikus diamati. Kebutuhan makanan dan minuman tikus harus
diperhatikan dengan benar dan terkontrol sehingga tidak kekurangan. Hal ini
dimaksudkan agar didapat kondisi tikus yang sama dan dapat dikelompokkan sesuai
Kriteria.

Operator mempersiapkan alat dan bahan yang dibutuhkan. Selanjutnya
dilakukan pemilihan induk tikus yang memenuhi kriteria. Kriteria induk tikus yang
digunakan yaitu tikus wistar berkelamin betina dengan berat badan antara 150-250
gram, berumur 2-3 bulan, tikus dalam keadaan bunting dengan usia kehamilan
perkiraan 10 hari, dan sehat ditandai dengan gerakan yang aktif dari tikus dan apabila

diangkat tikus tidak berputar.

3.7.3 Pengelompokan dan Perlakuan Hewan Coba

a. Hewan coba (induk tikus) dikelompokkan menjadi 2 kelompok yaitu, kelompok 1
yang merupakan kelompok kontrol dan kelompok Il yang merupakan kelompok
perlakuan dan masing-masing terdiri dari 5 ekor induk tikus.

b. Perlakuan yang diberikan yaitu :

1) Kelompok |1 adalah kelompok tikus bunting yang tidak diinduksi
streptozotocin.

2) Kelompok Il adalah kelompok tikus bunting yang diinduksi streptozotocin
sebanyak 40 mg/dL BB secara intraperitoneal hingga KGD > 200 mg/dL.
Apabila pada hari ke-1 setelah induksi KGD dari induk tikus belum mencapai
200 mg/dL, maka induk tikus tersebut tidak digunakan
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3) KGD induk tikus diukur menggunakan alat glukometer pada saat sebelum
induksi streptozotocin (STZ), hari ke-1 setelah induksi STZ (saat dipastikan
positif DM) dan setiap 2 hari hingga postnatal hari ke-1.

3.7.4 Pembuatan Larutan Streptozotocin (STZ)

Larutan STZ dibuat dengan cara melarutkan 40 mg/kg BB STZ kedalam 50
mg/ml larutan buffer asam sitrat 0,1 M dengan pH 4,5. Larutan harus dipersiapkan
kurang dari 5 menit sebelum diinjeksikan karena sifatnya yang tidak stabil (Yao et al.,
2014).

3.7.5 Induksi Streptozotocin (STZ)

a. Berat badan awal tikus ditimbang terlebih dahulu untuk menentukan dosis STZ yang
akan diberikan.

b. Tikus dipuasakan selama 8 jam dan tetap diberi minum sebelum dilakukan induksi
STZ.

c. KGD awal diukur terlebih dahulu menggunakan glukometer. Dilakukan perlukaan
pada ekor tikus dengan menggunakan lancet kemudian sampel darah diambil dari
vena ekor. Setelah darah keluar, test strip ditempelkan di ujung ekor tikus.

d. Larutan STZ diinjeksi sesuai dosis secara intraperitoneal.

e. 30 menit setelah induksi, tikus diberikan larutan glukosa 10% untuk mengatasi syok
hipoglikemik akibat induksi STZ (Yao et al., 2014)

f. Pada hari ke-1 paska injeksi STZ, dilakukan pengukuran KGD, sampel darah diambil
seperti cara sebelumnya (poin C) dan pada postnatal hari ke-1.

g. Tikus dengan KGD > 200 mg/dL dikategorikan sebagai tikus DM.
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3.7.6 Euthanasia Hewan Coba

a. Anak tikus dieuthanasia dengan metode overdosis inhalasi eter pada hari ke 1
postnatal. Tikus dimasukkan ke dalam toples yang di dalamnya terdapat kapas yang
dibasahi larutan eter dan ditutup rapat untuk beberapa saat hingga tikus mati

b. Dilakukan pemotongan rahang atas (maksila) sebelah kanan anak tikus.

3.7.7 Pembuatan Preparat Jaringan
Tahap pembuatan preparat menurut (Syafriadi et.al, 2017) adalah sebagai
berikut:
a. Pengambilan sampel sediaan
Melakukan pemotongan pada rahang anak tikus. Jaringan difiksasi dengan
menggunakan larutan buffer formalin 10% selama minimal 12-18 jam untuk
mencegah terjadinya autolisis, mempertahankan morfologi, dan mencegah
pertumbuhan jamur dan bakteri. Setelah difiksasi jaringan dicuci menggunakan air
mengalir.
b. Dekalsifikasi
Dekalsifikasi dengan tujuan untuk melepaskan bahan anorganik dalam
tulang tanpa merusak protein yang ada. Dekalsifikasi dilakukan dengan memakai
larutan asam formiat 10% selama 7-14 hari. Proses dekalsifikasi dinyatakan selesali,
apabila pada test tusuk menggunakan jarum tidak ditemukan adanya jaringan keras.
c. Pemrosesan jaringan
Pemrosesan jaringan dilakukan menggunakan mesin automatic processing
tissue dengan prosedur sebagai berikut :
1). Dehidrasi
Dehidrasi adalah penarikan air dari dalam jaringan menggunakan alkohol
konsentrasi rendah ke tinggi. Dehidrasi dimulai dengan alkohol 70% selama 15

menit, 80% selama 1 jam, 95% selama 2 jam, dan 100% selama 3 x 60 menit.
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2). Clearing

Clearing adalah proses penjernihan jaringan dengan menggunakan bahan xylol

sebanyak 4 kali pada 4 tabung dengan waktu 1 jam untuk masing-masing

tabung.
3). Impegnasi

Impegnasi adalah proses infiltrasi bahan embedding ke dalam jaringan pada

suhu 60° C. Jaringan dimasukkan kedalam bahan embedding yaitu paraffin

60°C sebanyak 3 kali dalam waktu 2 jam untuk tiap kali proses impegnansi.
4). Embedding

Embedding adalah proses penanaman jaringan ke dalam suatu bahan

embedding yaitu paraffin. Mould base (cetakan) dari bahan stainless steel

diolesi dengan gliserin agar blok parafin yang mengeras mudah dilepas.

Cetakan diisi dengan parafin cair kurang lebih ¥, cetakan. Kemudian jaringan

dimasukkan ke dalam histological basket tanpa merubah letak cutting surface

dengan sedikit tekanan. Parafin cair kemudian dituangkan ke dalam cetakan
sampai seluruh jaringan terendam parafin. Parafin dibiarkan membeku dan
selanjutnya blok parafin dilepas dari cetakan dan disimpan dalam lemari
pendingin sebelum dilakukan pemotongan.

5). Penyayatan

Penyayatan blok parafin dengan menggunakan microtome. Sebelum

penyayatan jaringan, alat yang perlu dipersiapkan antara lain object glass dan

object glass yang dilapisi dengan Poly-L-lysine. Tahapan penyayatan jaringan
adalah :

a) Penyayatan menggunakan microtome, sebelumnya dibersihkan terlebih
dahulu pisau microtome dengan kasa atau kertas saring yang dibasahi
dengan xylol dengan arah tegak lurus.

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

kebutuhan.
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¢) Mengambil sayatan yang telah diperoleh dengan kuas lalu letakkan di atas
permukaan air waterbath dengan temperature 38-42°C hingga sayatan
mekar.

d) Mengambil sayatan yang sudah mekar dengan object glass untuk dilakukan
pewarnaan HE dan object glass yang dilapisi poly-L-lysine untuk dilakukan
pewarnaan imunohistokimia.

e) keringkan hasil sayatan yang berada di atas object glass menggunakan slide

warmer dan dikeringkan dengan suhu 35-40°C minimal selama 12 jam.

3.7.8 Pengecatan jaringan dengan teknik Hematoksilin-Eosin (HE)
Pengecatan preparat jaringan dilakukan dengan tahapan :

a. Deparafinisasi menggunakan larutan xylol, preparat dimasukkan ke dalam xylol
selama 2-3 menit lalu diulangi dengan memasukkan kembali ke dalam wadah yang
berbeda selama 2-3 menit.

b. Rehidrasi dengan larutan alcohol 100% dan 95% selama 3 menit

c. Preparat dibilas menggunakan air mengalir selama 10-15 menit, mula-mula dengan
aliran lambat kemudian lebih kuat untuk menghilangkan kelebihan alkohol

d. Preparat diwarnai dengan haematoxilin Mayer’s selama 15 menit

e. Bilas kembali dengan air mengalir selama 20 menit

f. Preparat direndam dengan larutan eosin selama 15 detik sampai 2 menit.

g. Rehidrasi menggunakan alkohol dengan konsentrasi meningkat 95% dan 100%
masing-masing 2-3 menit sebanyak 2 kali dlam wadah yang berbeda.

h. Preparat dimasukkan ke dalam larutan xylol tiga kali masing-masing 3 menit
dengan wadah yang berbeda.

I. Mounting menggunakan cairan Entelan lalu ditutup dengan deck glass.
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3.7.9 Pengecatan jaringan dengan teknik Imunohistokimia
Prosedur pewarnaan dengan imunohistokimia menurut (Anggraini, 2012)
adalah sebagai berikut :

a. Potong blok parafin menggunakan microtome dengan ketebalan 5um, kemudian
direkatkan pada object glass yang telah dilapisi dengan poly-L-lysine.

b. Inkubasi dalam incubator dengan suhu 37°C selama 1 malam.

c. Deparafinisasi dengan xylol sebanyak 3 kali dan masing-masing rangkaian selama 2
menit

d. Rehidrasi dengan memasukkan slide ke dalam rangkaian etanol 100%, 90%, dan
70% dan masing-masing rangkaian dilakukan selama 2 menit.

e. Microwave : atur suhu 90°C selama 4 menit, panaskan epitop retrieval, masukkan
specimen slide, panaskan 80°C selama 2 menit, diamkan di suhu ruangan selama 40-
60 menit, keringkan, batasi jaringan menggunakan novopen bila perlu.

f. Blocking reagent : teteskan 3 tetes reagen peroxidase block reagent ke atas jaringan,
inkubasi 5 menit, cuci slide denga buffer pencuci untuk menghilangkan protein
block reagent.

g. Teteskan antibodi primer (IGF-1 antibodi) ke setiap slide dengan 150ul yang sudah
diencerkan, masukkan slide dalam wadah yang bawahnya di beri alas towel paper
dengan dibasahi dan di inkubasi selama 60 menit, cuci slide dengan buffer pencuci
untuk menghilangkan antibodi primer.

h. Teteskan DAB reagen secukupnya ke atas slide jaringan, inkubasi 5-10 menit, cuci
slide dengan aquades, teteskan hematoksilin, inkubasi selama 5 menit.

i. Cuci slide dengan aquades, keringkan slide dengan ethanol, bersihkan slide dengan

xylol, teteskan entelan ke atas jaringan dan tutup specimen menggunakan deck glass.
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3.8 Pengukuran Rata-Rata Berat Badan Anak Tikus

Dilakukan penimbangan berat badan anak tikus pada postnatal hari ke-1
sebelum dilakukan euthanasia. Pengukuran berat badan anak tikus dilakukan dengan
mnggunakan neraca ohaus digital. Seluruh anak tikus yang dilahirkan oleh setiap induk
tikus ditimbang berat badannya untuk mendapatkan rata-rata berat badan anak tikus

dari setiap induk tikus.

3.9 Prosedur Pengamatan Histologis Benih Gigi M1 Maksila Kanan Anak Tikus

Pengamatan Histologis benih gigi M1 maksila kanan atas anak tikus dilakukan
menggunakan pewarnaan HE dibawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 100x.
pengamatan histologis akan menunjukkan morfologi, fase tumbuh kembang dan

pembentukan matriks jaringan keras pada benih gigi M1 maksila kanan anak tikus.

3.10 Prosedur Pengamatan Ekspresi IGF-1

Pengamatan Ekspresi IGF-1 dilakukan dengan pewarnaan imunohistokimia
dengan menggunakan antibodi primer IGF-1. Pengamatan dilakukan pada sel
ameloblas Inner Enamel Epithelium (IEE) dan sel mesenkim dental papila. Ekspresi
IGF-1 pada sel ameloblas dan sel mesenkin ditandai dengan sitoplasma sel yang akan

terpulas berwarna coklat (Gambar 3.1 B).
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imunohistokimia mengggunakan antibodi IGF-1 diamati di bawah mikroskop
perbesaran 1000x. (A) gambaran HPA dental papila menunjukkan sel yang tidak
mengekspresikan IGF-1. (B) gambaran HPA IEE menunjukkan sel yang
mengekspresikan IGF-1 terpulas berwarna coklat.

Pengamatan dilakukan dibawah mikroskop dengan pembesaran 400X pada 3
lapang pandang yang berbeda, yaitu 1/3 distal, 1/3 tengah dan 1/3 mesial benih gigi
M1 maksila kanan anak tikus (Gambar 3.2). Jumlah sel yang mengekspresikan IGF-1
dihitung persentasenya dengan menggunakan aplikasi berbasis web ImmunoRatio pada
3 lapang pandang kemudian diambil rata-ratanya (Yeo et al., 2017)

Gambar 3.2 Benih gigi M1 maksila kanan anak tikus dengan pewarnaan imunohistokimia.
Pengamatan ekspresi IGF-1 dilakukan pada 1/3 distal (1), 1/3 tengah (2) dan 1/3
mesial (3). Perbesaran 100x.
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Aplikasi ImmunoRatio merupakan aplikasi berbasis web yang akan menghitung
presentasi jumlah sel yang memiliki antigen dari antibodi primer yang digunakan
dengan cara memisahkan komponen pewarna (hematoksilin dan diaminobenzidine).
Aplikasi ImmunoRatio akan memberikan output berupa presentase jumlah sel yang
memiliki antigen spesifik dari antibodi yang digunakan dan terwarnai oleh DAB
chromogen pada satu lapang pandang seperti yang terlihat pada (Gambar 3.3). Analisa
kuantitatif pewarnaan immunohistokimia akan menjadi lebih mudah dan akurat dengan
menggunakan aplikasi ImmunoRatio (Yeo et al., 2017). presentase jumlah sel

didapatkan dari hasil perhitungan dengan rumus :

Jumlah sel yang terwarnai oleh diaminobenzidine

%X 1009
Jumlah seluruh sel pada satu lapang pandang ¢

ImmunoRatio

Sample ID: K7(8)5_IHC_400X_B
Date: 17.5.2018 02:57

DAB / nuclear area: 8.6%
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Gambar 3.3 Hasil pengamatan ekspresi IGF-1 pada dental papila secara kuantitatif dengan
pewarnaan imunohistokimia menggunakan aplikasi ImmunoRatio menunjukkan
warna semu Yyang dapat membedakan komponen pewarna. Warna biru
menunjukan sel yang terwarnai oleh hematoxylin dan warna coklat menunsukkan
sel yang terwarnai oleh diaminobenzidine. Presentasi jumlah sel yang terwarnai
oleh diaminobenzidine dan mengekspresikan IGF-1 (warna coklat) adalah 8,6%.
Perbesaran 400x.
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3.11 Analisis Data

Pada penelitian ini, hasil yang didapatkan dari pengamatan histopatologi
anatomi yaitu ekspresi IGF-1 pada sel ameloblas inner enamel epithelium dan sel
mesenkim dental papila dalam bentuk presentase jumlah sel yang dapat
mengekspresikan IGF-1. Presentase jumlah sel yang mengekspresikan IGF-1 dihitung
menggunakan software ImmunoRatio pada 3 lapang pandang dan diambil rata-ratanya,
kemudian dilakukan analisa data menggunakan uji Saphiro Wilk untuk uji normalitas
data, uji Levene untuk melihat homogenitas data dan dilanjutkan dengan uji beda

nonparametrik Mann-Whitney, karena tidak memenuhi syarat uji parametrik.
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3.12 Alur Penelitian
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Gambar 3.4 Alur penelitian
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan bahwa
anak tikus yang dilahirkan dari induk bunting dengan hiperglikemia memiliki berat
badan dan tumbuh kembang benih gigi yang terganggu. Tumbuh kembang benih gigi
yang terganggu pada anak tikus yang dilahirkan dari induk bunting dengan
hiperglikemia meliputi fase tumbuh kembang dan pembentukan jaringan keras gigi
yang mengalami keterlambatan, begitu juga dengan ekspresi IGF-1 yang rendah pada

IEE benih gigi anak tikus.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, penulis dapat memberikan saran

sebagai berikut :

a. Perlu dilakukan metode pemeriksaan dan pewarnaan jaringan lainnya untuk
mengetahui pengaruh hiperglikemia pada induk tikus bunting terhadap
pertumbuhan dan perkembangan benih gigi anak tikus

b. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh hiperglikemia
dengan terapi obat sintetis maupun herbal pada induk tikus bunting pada

pertumbuhan dan perkembangan benih gigi.
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The Research Ethic Committee Faculty of Dentistry Universitas Jember states that
the above protocol meets the ethical principle outlined and therefore can be carried out.

Jember, February 10", 2018

Dean of Faculty of Dentistry Universitas Chairperson of Research Ethics Committee Faculty
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LAMPIRAN C. Perhitungan Dosis Streptozotocin (STZ)

Dosis Streptozotocin yang digunakan untuk memberikan perlakuan
hiperglikemia adalah sebesar 40 mg/kg BB yang dilarutkan kedalam 50 mg/ml larutan
buffer asam sitrat 0,1 M dengan pH 4,5 (Abdelmeguid et al., 2010). Penelitian ini
menggunakan hewan coba dengan berat badan 150-250 gr.

Berat badan hewan coba = 150-250 gr = 0,15-0,25 kg

Perhitungan = (Dosis x Berat) : Konsentrasi
= (40 mg/kg x 0,15 kg) : 50 mg/ml ; (40 mg/kg x 0,25 kg) : 50 mg/ml
=0,22ml; 0,2 ml

Berdasarkan perhitungan larutan STZ yang digunakan adalah sebesar 0,12-0,2 ml
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LAMPIRAN D. Alat dan Bahan Penelitian

D.1 Alat Penelitian

?
—
:

Neraca Analitik Digital
Pa214

Tempat/Kandang

Neraca Ohaus Digital
Hewan Coba 9

Syringe Object Glass Mould Base

Automatic Processing

) Pot Jaringan Tissue Casette
Tissue (Sakura) g
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Waterbath

Pisau Microtome

Deck Glass

EasyTouch®

Blood Glucosa

|
B ce. g0

Glucometer dan Lancet Strip Tes Glukosa Surgical Blade
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Object Glass Poly-L- Gelas Ukur

COFH T I T

Pipet dan Mikropipet

.

<

2 "l
Mikroskop Optilab Mikroskop Cahaya Kompor Listrik

D.2 Bahan Penelitian

Streptozotocin
(bioWORLD)

Asam Formiat 10% Buffer Formalin 10%
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Eter Antibodi Primer IGF-1 Ethanol

Eosin

Parafin

Buffer Asam Sitrat Aquades Steril
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LAMPIRAN E. Prosedur Penelitian

E.1 Persiapan Hewan Coba

Gambar E.1 Pengelompokkan dan adaptasi hewan coba

E.2 Pemeriksaan KGD

Gambar E.2 Pengukuran KGD dengan glukometer, perlukaan dilakukan pada vena
ekor induk tikus.
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E.3 Perlakuan Hewan Coba

han

Gambar E.3 Induksi STZ pada induk tikus kelompok perlakuan dilakukan secara
intraperitoneal

E.4 Pengukuran Berat Badan Anak Tikus

Gambar E.4 Pengukuran berat badan anak tikus dengan menggunakan neaca ohaus
digital
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E.5 Euthanasia Hewan Coba

Gambar E.5 Euthanasia anak tikus dengan metode overdosis inhalasi eter

E.6 Pemotongan dan Pemrosesan Jaringan

Gambar E.6 Pemrosesan jaringan dengan menggunakan mesin automatic processing
tissue dan pemotongan jaringan menggunakan microtome


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

73

E.7 Pewarnaan Jaringan Menggunakan Pewarnaan HE

Gambar E.7 Pewarnaan jaringan menggunakan pewarnaan HE

E.8 Pewarnaan Jaringan Menggunakan Pewarnaan Imunohistokimia

Gambar E.8 Pewarnaan jaringan dengan pewarnaan imunohistokimia menggunakan
antibodi IGF-1
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LAMPIRAN F. Perhitungan Rata-Rata Berat Badan Anak Tikus

F.1 Berat Badan Anak Tikus Kelompok Kontrol (gr)

74

Anak Tikus K1 K2 K3 K4 K5
1 7 6 6 6 7
2 y/ 7 5 6 7
3 6 7 6 6 7
4 6 7 6 7 7
5 - 6 6 6 7
6 - 7 - - 7
7 - 6 - - -
8 - 7 - - -
9 - 7 - - -
10 - 7 - - -
X 6,5 6,7 58 6,2 7

F.2 Berat Badan Anak Tikus Kelompok Perlakuan (gr)

Anak Tikus P1 P2 P3 P4 P5
1 4 5 4 6 5
2 5 4 4 5 5
3 4 5 5 5 5
4 5 5 4 6 6
5 4 4 5 6 -
6 - 5 5 5 -
7 - 5 4 5 -
8 - 5 5 - -
9 - 5 - - -
10 - 5 - - -
X 4,2 4,8 55 54 52
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LAMPIRAN G. Gambaran Histologis Benih Gigi M1 Maksila Anak Tikus
dengan Pewarnaan HE

G.1 Gambaran Histologis Benih Gigi M1 Maksila Anak Tikus Kelompok Kontrol
dengan Pewarnaan HE

Perbesaran 100x Perbesaran 400x
e ey : AR ARNLAL

K1

K2

K3
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G.2 Gambaran Histologis Benih Gigi M1 Maksila Anak Tikus Kelompok Perlakuan
dengan Pewarnaan HE

Prbesran 400

erbesaran 100x
: o ‘9“?,;—-,“
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LAMPIRAN H. Gambaran Histologis Benih Gigi M1 Maksila Kanan Anak Tikus
dengan Pewarnaan Imunohistokimia Menggunakan Antibodi
IGF-1

H.1 Gambaran Histologis Benih Gigi M1 Maksila Kanan Anak Tikus Kelompok
Kontrol dengan Pewarnaan IHC Menggunakan Antibodi IGF-1
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Keterangan:

A : Gambaran histologis benih gigi M1 maksila kanan anak tikus kelompok kontrol
dengan pewarnaan IHC menggunakan antibodi IGF-1 perbesaran 100x.
menunjukkan (B) lapang pandang 1; (C) lapang pandang 2; (D) lapang pandang 3
yang akan dilakukan pengamatan ekspresi IGF-1.

B : Gambaran histologis benih gigi M1 maksila kanan anak tikus kelompok kontrol

dengan pewarnaan IHC menggunakan antibodi IGF-1 pada lapang pandang 1.
Perbesaran 400x.
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C : Gambaran histologis benih gigi M1 maksila kanan anak tikus kelompok kontrol
dengan pewarnaan IHC menggunakan antibodi IGF-1 pada lapang pandang 2.
Perbesaran 400x.

D : Gambaran histologis benih gigi M1 maksila kanan anak tikus kelompok kontrol
dengan pewarnaan IHC menggunakan antibodi IGF-1 pada lapang pandang 3.
Perbesaran 400x.

H.2 Gambaran Histologis Benih Gigi M1 Maksila Kanan Anak Tikus Kelompok

Perlakuan dengan Pewarnaan IHC Menggunakan Antibodi IGF-1
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Keterangan:

A : Gambaran histologis benih gigi M1 maksila kanan anak tikus kelompok perlakuan
dengan pewarnaan IHC menggunakan antibodi IGF-1 perbesaran 100x.
menunjukkan (B) lapang pandang 1; (C) lapang pandang 2; (D) lapang pandang 3
yang akan dilakukan pengamatan ekspresi IGF-1.

B : Gambaran histologis benih gigi M1 maksila kanan anak tikus kelompok perlakuan
dengan pewarnaan IHC menggunakan antibodi IGF-1 pada lapang pandang 1.
Perbesaran 400x.
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C : Gambaran histologis benih gigi M1 maksila kanan anak tikus kelompok perlakuan

dengan pewarnaan IHC menggunakan antibodi IGF-1 pada lapang pandang 2.
Perbesaran 400x

D : Gambaran histologis benih gigi M1 maksila kanan anak tikus kelompok perlakuan

dengan pewarnaan IHC menggunakan antibodi IGF-1 pada lapang pandang 3.
Perbesaran 400x
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LAMPIRAN I. Gambaran Hasil Ekspresi IGF-1 Menggunakan Software

ImmunoRattio

I.1 Gambaran Hasil Ekspresi IGF-1 pada Benih Gigi M1 Kelompok Kontrol

K1

K2

Lapang Pandang 1

Lapang Pandang 2

Lapang pandang 3

ImmunoRatio

Sample ID: K1_6N_IHC_400X_A
Date: 17.6.2018 02:50

DAB / nuclear area: 54.9%

ImmunoRatio

Sample ID: K6(4)8_IHC_400X_A
Date: 17.5.2018 02:53

DAB / nuclear area: 12.2%

ImmunoRatio

Sample ID: K1_6N_IHC_400X_B_dp
Date: 18.4.2018 01:00

DAB / nuclear area: 79.9%

lmmuno

Sample ID: K6(4)9_IHC_400X_B_dp
Date: 18.4.2018 01:04
DAB / nuclear area: 13.3%

ImmunoRatio

Sample ID: K1_6N_IHC_400X_C
Date: 17.5.2018 02:52

DAB / nuclear area: 94.0%

ImmunoRatio

Sample ID: K6(4)8_IHC_400X_C
Date: 17.6.2018 02:56

DAB / nuclear area: 8.4%
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ImmunoRatio

Sample ID: K7(8)5_IHC_400X_A
Date: 17.5.2018 02:56

DAB / nuclear area: 3.8%

ImmunoRatio

Sample ID: K8(4)7_IHC_400x_A
Date: 17.5.2018 02:59

DAB / nuclear area: 10.7%

ImmunoRatio

Sample ID: K7(8)5_IHC_400X_B_dp
Date: 18.4.2018 01:08

DAB / nuclear area: 8.6%

ImmunoRatio

Sample ID: K8(4)7_IHC_400x_B_dp
Date: 18.4.2018 01:10

DAB / nuclear area: 8.9%

ImmunoRatio

Sample ID: K7(8)5_IHC_400X_C
Date: 17.6.2018 02:58

DAB / nuclear area: 11.8%

ImmunoRatio

Sample ID: K8(4)7_IHC_400x_C
Date: 17.5.2018 03:01

DAB / nuclear area: 13.0%
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ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio

Sample ID: K16(9)7_IHC_400X_A Sample ID: K16(9)7_IHC_400X_B Sample ID: K16(9)7_IHC_400X_C
Date: 17.6.2018 03:02 Date: 17.6.2018 03:03 Date: 17.6.2018 03:03

DAB / nuclear area: 18.1% DAB / nuclear area: 19.1% DAB / nuclear area: 24.6%

K5

1.2 Gambaran Hasil Ekspresi IGF-1 pada Benih Gigi M1 Kelompok Perlakuan

Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang pandang 3

ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio

Sample ID: D3(6)6_IHC_400X_A Sample ID: D3(6)6_IHC_400X_B Sample ID: D3(6)6_IHC_400X_C
Date: 17.6.2018 02:26 Date: 17.6.2018 02:28 Date: 17.5.2018 02:30

DAB / nuclear area: 2.1% DAB / nuclear area: 1.2% DAB / nuclear area: 5.6%

P1
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ImmunoRatio

Sample ID: D9(5)4_IHC_400X_A
Date: 17.5.2018 02:26

DAB / nuclear area: 8.2%

P2

ImmunoRatio

Sample ID: D10(7)8_IHC_400X_A
Date: 17.5.2018 02:43

DAB / nuclear area: 80.1%

P3

ImmunoRatio ImmunoRatio

Sample ID: D9(5)4_IHC_400X_B Sample ID: D(5)4_IHC_400X_C
Date: 17.5.2018 02:27 Date: 17.5.2018 02:28

DAB / nuclear area: 8.8% DAB / nuclear area: 11.7%

ImmunoRatio

DAB / nuclear area: 40.8% DAB / nuclear area: 87.2%
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ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio

Sample ID: D13(7)7_IHC_400X_A Sample ID: D13(7)7_IHC_400X_B Sample ID: D13(7)7_IHC_400X_C
Date: 17.5.2018 02:47 Date: 17.5.2018 02:48 Date: 17.5.2018 02:49

DAB / nuclear area: 9.5% DAB / nuclear area: 9.2% DAB / nuclear area: 15.4%

P4

L

mmoﬁxﬁn

ImmunoRatio ImmunoRatio
Sample ID: PD2_4_IHC_400X_A Sample ID: PD2_4_IHC_400X_B Sample ID: PD2_4_IHC_400X_C
Date: 17.5.2018 03:04 Date: 17.5.2018 03:05 Date: 17.5.2018 03:06

DAB / nuclear area: 2.9% DAB / nuclear area: 67.7% DAB / nuclear area: 4.1%

P5
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1.3 Gambaran Hasil Ekspresi IGF-1 pada IEE Kelompok Kontrol

Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang pandang 3

ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio

Sample ID: K1_6N_IHC_400X_A_ab Sample ID: K1_IEE_400x_(2) Sample ID: K1_6N_IHC_400X_C_ab
Date: 18.4.2018 00:25 Date: 29.5.2018 07:01 Date: 18.4.2018 00:34

DAB / nuclear area: 95.8% DAB / nuclear area: 100.0% DAB / nuclear area: 100.0%

K1 ﬂ
ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio
Sample ID: K6(4)9_IHC_400X_A_ab Sample ID: K2_IEE_400x_(2) Sample ID: K6(4)3_IHC_400X_C_ab
Date: 18.4.2018 00:34 Date: 30.5.2018 17:63 Date: 18.4.2018 00:35
DAB / nuclear area: 100.0% DAB / nuclear area: 100.0% DAB / nuclear area: 100.0%
K2

A
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ImmunoRatio

Sample ID: K7(8)5_IHC_400X_A_ab
Date: 18.4.2018 00:36

DAB / nuclear area: 100.0%

ImmunoRatio

Sample ID: K3_IEE_400x_(2)
Date: 31.5.2018 02:37

DAB / nuclear area: 100.0%

ImmunoRatio

Sample ID: K3_IEE_400x_(3)
Date: 31.5.2018 02:41

DAB / nuclear area: 100.0%

K3 J
ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio
Sample ID: K8(4)7_IHC_400x_A_ab Sample ID: K4_IEE_400x_(2) Sample ID: K8(4)7_IHC_400x_C_ab
Date: 18.4.2018 00:37 Date: 31.5.2018 02:56 Date: 18.4.2018 00:38
DAB / nuclear area: 100.0% DAB / nuclear area: 100.0% DAB / nuclear area: 97.7%
K4

\|\

NN
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ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio

Sample ID: K16(9)7_IHC_400X_A_ab Sample ID: K6_IEE_400x_(2) Sample ID: K16(9)7_IHC_400X_C_ab
Date: 18.4.2018 00:39 Date: 31.5.2018 03:08 Date: 18.4.2018 00:40
DAB / nuclear area: 99.5% DAB / nuclear area: 100.0% DAB / nuclear area: 77.1%

K5

N\

I.4 Gambaran Hasil Ekspresi IGF-1 pada IEE Kelompok Perlakuan

Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang pandang 3
ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio
Sample ID: D3(6)6_IHC_400X_A_ab Sample ID: P1_IEE_400x_(2) Sample ID: P1_IEE_400x_(3)
Date: 18.4.2018 00:14 Date: 31.5.2018 03:24 Date: 31.5.2018 03:29
DAB / nuclear area: 98.1% DAB / nuclear area: 100.0% DAB / nuclear area: 100.0%

P1

(S
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P2

P3

93

ImmunoRatio

Sample ID: D9(5)4_IHC_400X_A_ab
Date: 18.4.2018 00:17

DAB / nuclear area: 54.2%

ImmunoRatio

Sample ID: P2_IEE_400x_(2)
Date: 31.5.2018 03:36

DAB / nuclear area: 100.0%

ImmunoRatio

Sample ID: D9(5)4_IHC_400X_C_ab
Date: 18.4.2018 00:18

DAB / nuclear area: 100.0%

N
S

/
/

ImmunoRatio

Sample ID: P3_IEE_400x_(1)
Date: 31.5.2018 03:56

DAB / nuclear area: 100.0%

&
=

ImmunoRatio

Sample ID: P3_IEE_400x_(2)
Date: 31.5.2018 04:06

DAB / nuclear area: 100.0%

ImmunoRatio

Sample ID: D10(7)9_IHC_400X_C_ab
Date: 18.4.2018 00:20

DAB / nuclear area: 45.9%

e
e
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P4

PS

94

ImmunoRatio

Sample ID: D13(7)7_IHC_400X_A_ab
Date: 18.4.2018 00:21

DAB / nuclear area: 100.0%

ImmunoRatio

Sample ID: P4_IEE_400x_(2)
Date: 31.5.2018 04:17

DAB / nuclear area: 100.0%

ImmunoRatio

Sample ID: P4_IEE_400x_(3)
Date: 31.5.2018 04:21

DAB / nuclear area: 100.0%

e i
aam™”

ImmunoRatio

Sample ID: PD2_4_IHC_400X_A_ab
Date: 18.4.2018 00:23

DAB / nuclear area: 97.9%

ImmunoRatio

Sample ID: P5_IEE_400x_(2)
Date: 31.5.2018 04:28

DAB / nuclear area: 100.0%

ImmunoRatio

Sample ID: PD2_4_IHC_400X_C_ab
Date: 18.4.2018 00:24

DAB / nuclear area: 100.0%

A\
\
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Digital Repository Universitas Jember

1.5 Gambaran Hasil Ekspresi IGF-1 pada Dental Papila Kelompok Kontrol

K1

K2

Lapang Pandang 1

Lapang Pandang 2

Lapang pandang 3

ImmunoRatio

Sample ID: K1_6N_IHC_400X_A_dp
Date: 18.4.2018 00:56

DAB / nuclear area: 100.0%

ImmunoRatio
Sample ID: K6(4)8_IHC_400X_A_dp

Date: 18.4.2018 01:02
DAB / nuclear area: 20.2%

ImmunoRatio

Sample ID: K1_400x_dp_B
Date: 5.6.2018 16:16

DAB / nuclear area: 47.8%

ImmunoRatio

Sample ID: K6(4)9_IHC_400X_B_dp
Date: 18.4.2018 01:04

DAB / nuclear area: 13.3%

ImmunoRatio

Sample ID: K1_400x_dp_C
Date: 5.6.2018 16:03

DAB / nuclear area: 54.2%

ImmunoRatio

Sample ID: K6(4)8_IHC_400X_C_dp
Date: 18.4.2018 01:05

DAB / nuclear area: 19.1%
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Digital Repository Universitas Jember

96

ImmunoRatio

Sample ID: K7(8)5_IHC_400X_A_dp
Date: 18.4.2018 01:06

DAB / nuclear area: 13.6%

ImmunoRatio
Sample ID: K8(4)7_IHC_400x_A_dp
Date: 18.4.2018 01:09

DAB / nuclear area: 22.0%

ImmunoRatio

Sample ID: K7(8)5_IHC_400X_B_dp
Date: 18.4.2018 01:08

DAB / nuclear area: 8.6%

ImmunoRatio

Sample ID: K8(4)7_IHC_400x_B_dp
Date: 18.4.2018 01:10

DAB / nuclear area: 8.9%

ImmunoRatio

Sample ID: K7(8)5_IHC_400X_C_dp
Date: 18.4.2018 01:09

DAB / nuclear area: 22.8%

ImmunoRatio

Sample ID: K8(4)7_IHC_400x_C_dp
Date: 18.4.2018 01:11

DAB / nuclear area: 16.2%
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Digital Repository Universitas Jember o7

ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio
Sample ID: K16(9)7_IHC_400X_A_dp Sample ID: K16(9)7_IHC_400X_B_dp Sample ID: K16(9)7_IHC_400X_C_dp
Date: 18.4.2018 01:12 Date: 18.4.2018 01:18 Date: 18.4.2018 01:18

DAB / nuclear area: 21.4% DAB / nuclear area: 23.6% DAB / nuclear area: 29.7%

K5

1.6 Gambaran Hasil Ekspresi IGF-1 pada Dental Papila Kelompok Perlakuan

Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang pandang 3

ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio

Sample ID: D3(6)6_IHC_400X_A_dp Sample ID: D3(6)6_IHC_400X_B_dp Sample ID: D3(6)6_IHC_400X_C_dp
Date: 18.4.2018 00:41 Date: 18.4.2018 00:42 Date: 18.4.2018 00:43

DAB / nuclear area: 11.8% DAB / nuclear area: 9.5% DAB / nuclear area: 9.6%

P1
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P2

P3

Digital Repository Universitas Jember

98

ImmunoRatio

Sample ID: D9(5)4_IHC_400X_A_dp
Date: 18.4.2018 00:44

DAB / nuclear area: 15.7%

ImmunoRatio

Sample ID: D10(7}8_IHC_400X_A
Date: 5,6.2018 17:01

DAB/ nuclear area: 69.6%

ImmunoRatio

Sample ID: D9(5)4_IHC_400X_B_dp
Date: 18.4.2018 00:46

DAB / nuclear area: 8.8%

ImmunoRatio

Sample ID: D10(79_IHC_400X_B
Date: 5,6.2018 17:05

DAB/ nuclear area:

ImmunoRatio

Sampile ID: D9(5)4_IHC_400X_C_dp
Date: 18.4.2018 00:47

DAB / nuclear area: 16.8%

ImmunoRatio
Sample ID: D10(7)9_IHC_400X_C
Dthlwhr 17:08
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P4

P5

Digital Repository Universitas Jember

99

ImmunoRatio ImmunoRatio ImmunoRatio

Sampile ID: D13(7)7_IHC_400X_A_dp Sample ID: D13(7)7_IHC_400X_B_dp Sampile ID: D13(7)7_IHC_400X_C_dp
Date: 18.4.2018 00:51 Date: 18.4.2018 00:51 Date: 18.4.2018 00:52

DAB / nuclear area: 11.0% DAB / nuclear area: 13.9% DAB / nuclear area: 9.7%

ImmunoRatio

Sample ID: PD2_4_IHC_400X_C_dp
Date: 18.4.2018 00:54

DAB / nuclear area: 65.9%

ImmunoRatio

Sample ID: PD2_4_IHC_400X_B_dp
Date: 18.4.2018 00:53

DAB / nuclear area: 67.7%

ImmunoRatio

Sample ID: PD2_4_IHC_400X_A_dp
Date: 18.4.2018 00:53

DAB / nuclear area: 58.5%
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LAMPIRAN J. Perhitungan Rata-Rata Ekspresi IGF-1

J.1 Perhitungan Rata-Rata Ekspresi IGF-1 pada IEE Benih Gigi M1 Maksila
Kelompok Kontrol dan Perlakuan

100

Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang Pandang 3 X

K1 95,80% 100% 100% 98,60%
K2 100% 100% 100% 100%

K3 100% 100% 100% 100%

K4 100% 100% 97,70% 99,23%
K5 99,50% 100% 77,10% 92,20%
P1 98,10% 100% 100% 99,36%
P2 54,20% 100% 100% 84,73%
P3 100% 100% 45,90% 81,96%
P4 100% 100% 97,80% 99,26%
P5 97,90% 100% 100% 99,30%

J.2 Perhitungan Rata-Rata Ekspresi IGF-1 pada Dental Papila Benih Gigi M1 Maksila

Kelompok Kontrol dan Perlakuan

Lapang Pandang 1 Lapang Pandang 2 Lapang Pandang 3 X

K1 100% 47,80% 54,20% 67,33%
K2 20,20% 13,30% 19,10% 17,53%
K3 13,60% 8,60% 22,80% 15%

K4 22% 8,90% 16,20% 15,70%
K5 21,40% 23,60% 29,70% 24,90%
P1 11,80% 9,50% 9,60% 10,30%
P2 15,70% 8,80% 16,80% 13,76%
P3 69,60% 24,90% 66% 53,50%
P4 11% 13,90% 9,70% 11,53%
P5 58,50% 57,70% 65,90% 60,70%
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LAMPIRAN K. Hasil Uji Analisis Data

K.1 Uji Normalitas Shapiro Wilk Rata-Rata Berat Badan Anak TIkus

Tests of Normality

101

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Rata-Rata BB Anak Kontrol .367 .026 .684 .006
Tlkus Perlakuan 473 001 552 000

a. Lilliefors Significance Correction

K.2 Uji Homogenitas Levene-Test Rata-Rata Berat Badan Anak Tikus

Test of Homogeneity of Variances

Rata-Rata BB Anak Tlkus

Levene Statistic dfl df2

Sig.

1.524 1

.252

K.3 Uji Mann-Whitney Rata-Rata Berat Badan Anak Tkus

Test Statistics®

Rata-Rata Berat
Badan Anak
Tikus
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.739]
Asymp. Sig. (2-tailed) .006
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .0089

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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K.4 Uji Normalitas Shapiro Wilk Ekspresi IGF-1 pada IEE M1 Maksila Anak Tlkus

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
IGF-1 pada IEE Kontrol 371 5 .023 .701 5 .010}
Perlakuan .364 5 .029 735 5 .021

a. Lilliefors Significance Correction

K.5 Uji Homogenitas Levene-Test Ekspresi IGF-1 pada IEE M1 Maksila Anak Tlkus

Test of Homogeneity of Variances

IGF-1 pada IEE

Levene Statistic dfl

df2

Sig.

17.481

.003

K.6 Uji Mann-Whitney Ekspresi IGF-1 pada IEE M1 Maksila Anak TIkus

Test Statistics®

IGF-1 pada |IEE
Mann-Whitney U 9.000
Wilcoxon W 24.000
z -.733
Asymp. Sig. (2-tailed) 463
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 5489

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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K.7 Uji Normalitas Shapiro Wilk Ekspresi IGF-1 pada Dental Papila M1 Maksila
Anak Tlkus

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
IGF-1 pada dental Kontrol .357 5! .036 .689 5 .007
papila Perlakuan 342 5 .056 765 5 041

K.8 Uji Homogenitas Levene-Test Ekspresi IGF-1 pada Dental Papila M1 Maksila
Anak Tlkus

Test of Homogeneity of Variances

IGF-1 pada dental papila

Levene Statistic dfl df2 Sig.

.819 1 8 .392

H.9 Uji Mann-Whitney Test Ekspresi IGF-1 pada Dental Papila M1 Maksila Anak
Tlkus

Test StatisticsP?

IGF-1 pada dental papila

Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 23.000
VA -.940
Asymp. Sig. (2-tailed) .347

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 4218
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