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ABSTRAK 

 

 

 

 

Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis bagaimana pengaruh minyak 

ikan lemuru pada survival osteoblas dan osteoklas, ekspresi integrin αvβ3 dan 

pembentukan gigi khususnya struktur giginya apabila mengalami infeksi jaringan 

periodontal selama masa odontogenesis. 30 tikus Wistar jantan umur 5 hari, dibagi 

menjadi 3 kelompok. Kelompok I sebagai kontrol, tikus tidak di beri perlakukan, 

kelompok II tikus diijeksi LPS untuk menyebabkan terjadinya infeksi periodontal, 

yang dilakukan di regio molar kiri rahang atas. Kelompok III di injeksi LPS seperti 

kelompok II dan di beri minyak ikan secara peroral dengan dosis 1ml/300-

350BB/hari. Tikus di dekapitasi pada umur 13 hari dan 21 hari. Survival osteoblas 

dan osteoklas di amati pada jumlah dan tingkat apoptosisnya. Apaptosis di analisis 

menggunakan TUNEL. Analisis struktur gigi menggunakan HHI indeks. Ekspresi 

integrin αvβ3 diamati dengan metode imunohistokimia (IHC). Selain dilakukan 

analisis tersebut juga dilakukan pengamatan pada matriks metalloproteinase -1 

(MMP-1) untuk menganalisis terjadinya kerusakan kolagen pada tikus yang 

mengalami perlakukan. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa tikus yang mengalami 

infeksi periodontal secara signifikan  terjadi peningkatan jumlah osteoklas dan 

peningkatan apoptosis osteoblas, yang disertai dengan peningkatan ekspresi MMP-1 

maupun ekspresi integrin αvβ3. Hal itu mengaibatkan pada kelompok ini di jumpai 

kejadian hipoplasi dan hipoklasifikasi yang mengenai hampir seluruh permukaan gigi 

(indeks 9 dan 8). Tikus yang di beri minyak ikan lemuru dan di induksi LPS, jumlah 

osteoblasnya lebih tinggi dibandingkan osteoklas, dan apoptosis osteoblas minimal, 

sedangkan osteoklas di jumpai sel-selnya mengalami apoptosis. Selain itu ekspresi 

ekspresi integrin αvβ3 dan ekspresi MMP-1  juga rendah. Halini dikarenakn osteoklas 

yang jumlahnya menurun pada kelompok tersebut. Pada kelompok ini mempunyai 

indeks HHI lebih rendah, berkisar 5 dan 6, artinya gigi hanya mengalami hipoplasi 

ataupun hipokalsifikasi pada salah satu permukaan saja yang tidak lebih dari setengah 

permukaan. Selain itu ada beberapa tikus yang tidak mengalami hipoplasi ataun 

hipokalsifikasi. Disimpulkan bahwa minyak ikan lemuru dapat membantu mencegah 

terjadinya kelainan pada struktur gigi yaitu hipoplasi ataupun hipokalsifikasi pada 

email.    

 

Kata kunci : minyak ikan, Lipopolisakarida, Hipoplasia dan hipokalsifikasi, 

odontogenesis, apoptosis, MMP-1 dan ekspresi integrin αvβ3. 
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PENDAHULUAN 

 

 

 

Penyakit periodontal yang berlanjut akan menimbulkan destruksi tulang 

alveolaris. Apabila terjadi pada masa geligi pergantian, memudahkan infeksi 

menyebar 20-30% lebih cepat pada benih gigi permanen yang masih dalam tahap 

pertumbuhan dan perkembangan (McDonnell, dkk.,2004), akibatnya gigi permanen 

erupsi prematur (McNamara,dkk., 1999), mengalami hipoplasi dan hipomineralisasi 

email (Nicolau, dkk., 2003) yang memudahkan terjadinya karies (Wan, dkk., 2003). 

Lipopolisakarida (LPS) dan produk bakteri lain merupakan pemicu utama 

terjadinya destruksi tulang pada penyakit periodontal (Stashenko, 2002) karena 

menstimulasi peningkatan pembentukan dan aktivitas osteoklas  yang berfungsi pada 

destruksi tulang (Schawartz, dkk., 1997). Pada hewan coba induksi LPS pada rahang 

atas selama odontogenesis mengakibatkan terjadinya hipoplasi dan hipokalsifikasi 

dan erupsi prematur gigi pada tikus (Indahyani, dkk., 2007).  

Penyembuhan destruksi tulang alveolaris oleh penyakit periodontal perlu 

dilakukan, supaya tidak mengganggu pertumbuhan, perkembangan benih gigi dan 

fungsinya. Strategi terapi pada penyakit tulang adalah menurunkan perkembangan 

progenitor dan rekruitmen osteoklas, memacu apoptosis osteoklas matur dan 

menekan terjadinya apoptosis pada osteoblas (Manologas, 2000). Integrin αvβ3, 

merupakan protein transmembran, menyebabkan terjadinya proliferasi, diferensiasi 

dan apoptosis osteoklas (Faccio,dkk., 2003). Saat ini penghambatan integrin αvβ3 

menjadi target terapi penyakit tulang (Faccio, dkk., 2003).  

Minyak ikan yang banyak mengandung EPA dan DHA berperan penting  

terhadap penurunan mediator inflamasi dan resorpsi tulang. Beberapa penelitian yang 

telah dilakukan membuktikan bahwa diet minyak ikan terbukti menurunkan jumlah 

dan aktivitas preosteoklas serta osteoklas pada tikus yang mengalami infeksi 

periodontal (Indahyani, dkk., 2002). Reinwald, dkk., (2004) menyatakan bahwa diet 

minyak ikan mampu memperbaiki komposisi tulang, meningkatkan Bone mineral 

density (BMD) tulang pinggul dan tulang belakang pada orang tua laki-laki dan 

perempuan yang berumur antara 45-90 tahun (Weiss, dkk., 2005).  Minyak ikan 
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ternyata juga mampu meningkatkan ekspresi bone sialoprotein (BSP) yang berfungsi 

pada aktivitas osteoblas (Indahyani, dkk., 2007) dan menurunkan osteopontin yang 

berfungsi pada aktivitas osteoklas (Indahyani, 2008).  

Minyak ikan lemuru, dihasilkan dari limbah pengalengan, penepungan dan 

pemindangan ikan. Di Muncar, Banyuwangi perhari jumlahnya 1,5 ton, menghasilkan 

5% minyak ikan lemuru (Amri, 2006; Yunizal, dkk., 1996). Minyak ikan lemuru 

mengandung n-3 polyunsaturated fatty acid  (PUFA) yaitu eicosapentaenoic acid 

13,70% (EPA) dan docohexasonoic acid (DHA) 8,91% (Estiasih, 1996). Oleh karena 

kandungan EPA dan DHA minyak ikan lemuru yang tinggi, maka minyak ikan 

mempunyai potensi dalam meregulasi pembentukan dan aktivitas osteoblas maupun 

osteoklas. Berdasarkan hal tersebut perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk 

mengungkap potensi minyak ikan lemuru dalam masalah remodeling tulang dan 

pembentukan gigi geligi khususnya pada survival osteoblas dan osteoklas, ekspresi 

integrin αvβ3 tulang alveolaris serta hipoplasi dan hipokalsifikasi gigi perlu 

dilakukan. 

Diet minyak ikan terbukti memperbaiki komposisi tulang, meningkatkan bone 

mineral density dan dapat menurunkan aktivitas osteoklas, yang berfungsi pada 

proses resorpsi tulang. Hal tersebut karena minyak ikan mengandung asam lemak 

tidak jenuh n-3 (n-3 PUFA) yaitu EPA dan DHA. n-3 PUFA terbukti menurunkan 

produksi sitokin proinflamatori yaitu interleukin-1α (IL-1α), IL-1β, IL-6, tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) dan eikosanoid yaitu prostaglandin (PGE2), yang berperan 

penting pada pembentukan dan peningkatan aktivitas osteoklas.   

Pada proses pembentukan tulang tidak hanya dibutuhkan menurunnya resorpsi 

tulang saja, tetapi harus ada keseimbangan mineral dalam tulang, yang di timbulkan 

oleh osteoblas. Osteoblas mensekresi BSP yang berfungsi pada motilitas osteoblas ke 

daerah tulang yang mengalami mineralisasi.  BSP mempunyai afinitas tinggi pada 

kalsium dan hidroksiapatit. 

Sampai saat ini belum diketahui efek minyak ikan terhadap aksi osteoblas dan 

BSP yang berperan penting pada mineralisasi tulang. Minyak ikan lemuru 

mengandung 13,70% DHA dan 8,91% EPA, sehingga berpotensi terhadap modulasi 

mineralisasi tulang. Oleh karena potensinya tersebut penelitian pada EPA dan DHA 
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dari minyak ikan lemuru dalam mempengaruhi proliferasi osteoblas, sekresi BSP dan 

pembentukan mineralisasi jaringan perlu dilakukan. 
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TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

1. Sel-sel tulang 

Tulang terdiri dari matriks organik yang termineralisasi dan sel tulang yaitu 

osteoblas, osteosit dan osteoklas. Osteoblas dan osteoklas diperoleh dari prekursor 

yang berasal dari sumsum tulang.  

a. Osteoblas 

Osteoblas berasal dari local pluripotent  mesenchymal stem cells, yaitu dari 

sel stem stromal sumsum tulang (endogenous) atau sel-sel stem mesenkim jaringan 

ikat (periosteum). Prekursor tersebut akan distimulasi untuk berproliferasi dan 

berdiferensiasi menjadi preosteoblas, kemudian akan berdiferensiasi lagi menjadi 

osteoblas yang matur (Baron, 2006). Faktor yang mampu memulai osteoblastogenesis 

adalah bone morphogenic proteins (BMPs) (Rosen, dkk., 1996 sit Manolagas, 2000).  

BMPs akan menstimulasi transkripsi gen yang menyandi osteoblast-specific 

transcription factor disebut juga dengan osteoblast specific factor 2 (Osf2) atau core 

binding factor a 1 (Cbfa1) (Ducy, dkk., 1997). Cbfa1 akan mengaktifkan gen-gen 

spesifik dalam osteoblas yaitu OPN, BSP, kolagen tipe I dan osteocalsin (OC) (Gao, 

dkk., 1998). Faktor-faktor lain yang dapat, menstimulasi replikasi dan diferensiasi 

osteoblas yaitu transforming growth factor β (TGF β), platelet-derived growth factor 

(PDGF), insulin-like growth factors (IGFs) dan kelompok-kelompok dari fibroblast 

growth factor (FGF) (Manolagas, 2000).  

Selama perkembangan dan maturasi, osteoblas mengekspresikan gen-gen 

yang spesifik. Osteoblas tidak pernah nampak atau berfungsi secara individual, tetapi 

selalu dalam kelompok-kelompok sel kuboid di sepanjang permukaan tulang (100-

400 sel/daerah pembentukan tulang). Osteoblas yang matur akan mensekresi osteoid, 

kolagen tipe I, faktor pertumbuhan, alkalin fosfatase. Proses pembentukan tulang 

terjadi melalui tiga proses yaitu produksi dan maturasi matriks osteoid yang 

kemudian dilanjutkan dengan mineralisasi (Baron, 2006).  

Mineralisasi tulang terjadi dengan adanya deposisi kristal HA dalam matriks 

organik yang terdiri dari kolagen tipe I dan beberapa protein yang lain (Hunter, dkk., 
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1994; Stevens dan Lowe, 1997). Deposisi HA terjadi apabila konsentrasi lokal Ca
++ 

dan PO4
3- 

di atas nilai ambang, yang prosesnya adalah sebagai berikut.  

1. Glikoprotein dalam osteoid berikatan dengan Ca
++  

ekstraselular 

2. Enzim alkalin fosfatase yang banyak terdapat dalam osteoblas, 

meningkatkan konsentrasi lokal Ca
++  

dan  PO4
3-

 

3. Vesikel matriks yang diproduksi osteoblas akan mengalami penumpukan 

Ca
++ 

dan PO4
3-

, dan alkalin fosfatase serta pirofosfatase terus menerus 

memecah PO4
3- 

dari molekul-molekul besar yang berasal dari cairan 

ekstraseluler. 

(Stevens dan Lowe, 1997). 

 

b. Osteoklas 

Osteoklas berasal dari sel stem hematopoitik dalam sumsum tulang. Osteoklas 

dibentuk oleh fusi progenitor mononuclear dari monosit-makrofag lineage. Osteoblas 

dalam periosteum dan sel stromal yang menyerupai osteoblas (osteoblast-like) dalam 

jaringan hematopoetik mengontrol pembentukan dan aktivasi osteoklas melalui 

kontak sel ke sel dengan sel progenitor (Lerner, 2004). Diferensiasi prekursor 

osteoklas menjadi osteoklas multinuklear yang matur dan fungsi osteoklas diatur 

secara lokal yaitu sitokin dan secara sistemik yaitu hormonal (Zheng, dkk., 1991; 

Baron, 2006).    

Osteoblas/sel stromal mengekspresikan osteoclast differentiation factor 

(ODF) atau stromal osteoclast forming activity (SOFA) dalam merespon 1α,25-

dihydroxyvitamin D3 (1α,25(OH)2D3), PTH dan IL-11. Prekursor osteoklas akan 

mengenali ODF/SOFA (Receptor activator for NF-κ B ligand (RANKL, disebut juga 

TRANCE, ODF dan OPGL) melalui RANK receptor (TRANCER) yang terletak 

dalam osteoklas yang kemudian akan berdiferensiasi menjadi osteoklas. Sel stromal 

maupun osteoblas juga akan menstimulasi macrofag colony stimulating factors (M-

CSF yang juga dikenal sebagai CSF-1) dalam merespon 1α,25(OH)2D3 dan IL.  M-

CSF, IL-1, RANKL akan menyebabkan prekursor osteoklas berdiferensiasi dan 

mengalami fusi kemudian aktif menjadi osteoklas multinuklear (Suda, dkk., 1999). 
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Osteoklas merupakan sel multinuklear dengan diameter besar yang 

mengandung 4-20 nukleus. Osteoklas ditemukan kontak dengan permukaan tulang 

dan dalam lakuna (Howship’s lacuna). Pada daerah resorpsi dapat ditemukan 

osteoklas kurang lebih 4-5 osteoklas tetapi biasanya hanya 1 atau 2 osteoklas (Baron, 

2006).  

Dalam sitoplasma osteoklas, carbonic anhidrase II (CA II) membentuk asam 

karbonat (H2CO3) dari karbondioksida (CO2) dan air. Asam karbonat terurai menjadi 

bikarbonat (HCO3
-
) dan proton (H

+
). Proton digerakkan melalui ruffled border ke 

dalam lakuna dengan vacuolar proton pump (H
+
-ATPase). Membran ruffled border 

dipertahankan oleh channel chlorid yang berpasangan dengan H
+
-ATPase dan 

menghasilkan HCL yang mengakibatkan celah/rongga ekstraselular yang dekat 

dengan tulang mempunyai pH 4-5. Lingkungan yang asam menyebabkan degradasi 

HA (Ca10(PO4)6(OH)2) yang merupakan komponen mineral tulang. Proton 

mendegradasi HA menjadi Ca
2+

 yang larut dalam fosfat anorganik (HPO4
2-

) dan air. 

Selain itu osteoklas juga mensekresi tartrate-resistant acid phosphatase dan thiol 

proteinase yang merupakan acidic collagenase, cathepsin K, yang diperlukan untuk 

efisiensi degradasi tulang (Blair, dkk., 2002).   

Penurunan resorpsi ditimbulkan oleh keseimbangan kalsium dan kandungan 

mineral tulang yang dilakukan oleh sel-sel tulang yaitu osteoblas dan osteoklas 

(Mühlbauer dan Fleisch, 1990). Ketidakseimbangan mineralisasi sering ditemukan 

karena adanya inflamasi, keganasan maupun proses degenerasi (Fohr, dkk., 2003). 

Pada proses regenerasi, tulang yang dihilangkan oleh osteoklas diganti oleh osteoblas. 

Pembentukan tulang oleh osteoblas merupakan proses yang lama dan berlangsung 

beberapa bulan. Peristiwa seluler yang terjadi pada pembentukan tulang merupakan 

peristiwa pergerakan prekursor osteoblas ke daerah resorpsi dengan proses 

kemotaksis, dan juga adanya proliferasi prekursor osteoblas yang diikuti oleh 

diferensiasi untuk menjadi sel yang matur. Osteoblas matur mampu mensintesis 

protein tulang yaitu kolagen type I, osteokalsin, osteopontin, alkalin fosfatase, 

proteoglikan dan komponen komponen faktor regulasi pertumbuhan yang disimpan 

dalam matriks tulang (Mundy, 1991).  
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2. Survival osteoblas dan osteoklas 

Perubahan pada pembentukan tulang meruapakan akibat dari rekruitment 

prekursor osteoblas yang berhubungan erat dengan terjadinya perubahan fungsi dan 

diferensiasi osteoblas. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa perubahan survival 

osteoblas ataupun osteosit berperan penting pada pengurangan pembentukan tulang. 

Survival osteoblas merupakan bagian penting  yang tergantung dengan adanya 

perlekatan sel yang dimediai oleh integrin matriks ekstraselular. Penurunan ekspresi 

mRNA αvβ3 di dalam sel  osteoprogenitor menghasilkan perubahan aktivasi 

signaling IGF-1 dan proliferasi osteoblas  (Sakata, dkk., 2009)..   

Apoptosis merupakan komponen penting yang terlibat dalam osteogenesis 

secara normal dan patologis. Abnormalitas patologis pada kematian sel bisa 

disebabkan dari perubahan target yag beragam. Di dalam sel mamalia, proses 

apoptosis melalui beberapa tahap yang melibatkan pada induksi fase upstream dan 

downstream. Peristiwa upstream melibatkan induksi signal tranduction cascades dan 

aktivasi molekul intraselular. Peristiwa downstream, melibatkan pelepasan proten 

dari mitokondria dan aktivasi protease dan nuklease yang berperan pada degradasi 

DNA, dan terutama kematian sel (Schwartzman dan Cidlowski, 1993).  

Lipopolikarida menginduksi osteoblast untuk mengekspresikan  NOD1 and 

NOD2, yaitu dua kelompok nucleotide-binding domain dan  leucine-rich repeat 

region yang mengandung kelompok protein reseptor biasa disebut NLRs, yang 

bertindak sebagai sensor intraselular untuk bakteri peptidoglikan dan menginisiasi 

produksi mediator proinflamatori. NLR family CARD domain yang terdiri dari 4 

(NLRC4, yang saat ini dikenal sebagai Ipaf, Card12, atau CLAN) dan NLR family 

pyrin domain yang terdiri dari 3 (NLRP3, yaitu dikenal sebagai  CIAS1, cryopyrin, 

PYPAF1, atau NALP3) telah diimplikasikan dalam menginduksi kematian sel dalam 

merespon bakteri dan komponennya (Gumucio, dkk., 2002;  Sutterwala, dkk., 2006).  

Kedua molekul tersebut dapat berhubungan dengan protein adaptor yaitu  apoptosis-

associated speck-like protein (ASC) untuk menstimulasi aktivasi caspase-1 and 

caspase-8 yaitu enzim yang menunjukan peningkatan aktivitas osteoblas setelah 

terinduksi bakteri. Aktivasi caspase-1 dan caspase 8 menginduksi apoptosis osteoblas 

(Mariathasan, dkk., 2007; McCall, dkk., 2008).  
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Apoptosis osteoblas juga diakibatkan meningkatnya produksi Nitric oxide 

(NO) akibat induksi lipopolisakarida. Lipopolisakarida dan sitokin proinflamatori, 

terbukti menstimulasi peningkatan  iNOS. Kuzushima, dkk., (2006), menyatakan 

bahwa Tumour necrosis factor-α, interleukin-1β and interferon-γ menyebabkan 

kematian sel osteoblas yang di mediai oleh apoptosis bukan nekrosis. Sitokin terbukti 

menghasilkan peningkatan Inducible nitric-oxide synthase (iNOS) mRNA  dan nitric-

oxide (NO) dalam sel. NO menginduksi apoptosis osteoblas melalui synthesis Bax 

protein (Mungrue, dkk., 2003). Selain itu NO menyebabkan penekanan pada 

viabilitas sel, potensial membran metokondria dan sintesis ATP, yang mengakibatkan 

gangguan pada fungsi mitokondria, reaksi spesies oksigen intraseluler dan protein 

Bcl-2 yang berperan penting pada apoptosis osteoblas (Ruei-Ming Chen, 2006).  

 

3. Lesi periapikal 

Infeksi pulpa gigi terjadi sebagai akibat adanya karies, prosedur operatif gigi 

dan trauma yang melibatkan bakteri anaerobik Gram negatif dalam rongga mulut. 

Infeksi tersebut meningkatkan respons imun pulpa gigi, tetapi sering tidak efektif 

dalam mengeliminasi invasi bakteri, akibatnya terjadi nekrosis pulpa totalis yang 

selanjutnya akan menstimulasi respons imun sekunder di regio periapikalis. Respons 

imun periapikalis dikenal sebagai periodontitis apikalis. Salah satu akibat terjadinya 

respons imun yang kurang baik adalah adanya kerusakan tulang (Stashenko, 2002). 

Miyauchi (1992) menyatakan bahwa inflamasi pulpa bagian atas terjadi 3 hari setelah 

pembukaan ruang pulpa dan akan meluas ke daerah apikal dalam waktu 2 minggu 

setelahnya. Selanjutnya terjadi abses dan resorpsi tulang di regio periapikalis. 

Keluhan penderita adalah tidak mampu mengunyah pada sisi tersebut, sangat sakit 

dan terjadi mobilitas gigi (Gonzalez-Moles dan Gonzalez, 2004). Penelitian Anan,  

dkk. (1993) menunjukkan 2-3 hari setelah pembukaan pulpa pada gigi tikus terlihat 

peningkatan aktivitas tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) di daerah tulang 

periapikalis, yang merupakan petanda aktivitas osteoklas. Komponen bakteri yang 

terlibat yaitu LPS, menginduksi beberapa mediator polipeptida dan sitokin 

proinflamatori (Stashenko, 1990). LPS A. actinomycetemcomitans menyebabkan 

resorpsi tulang karena adanya peningkatan prostaglandin E-2 (PGE2) dan IL-1 
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(Ishihara, dkk., 1991). Kultur sel prekursor osteoklas yang diinduksi dengan LPS E. 

coli menyebabkan pembentukan osteoklas (Jiang, dkk., 2003).  Empat kali injeksi 

LPS  E. coli setiap 48 jam pada mukosa alveolaris di daerah labial menyebabkan 

adanya inflamasi dan peningkatan jumlah osteoklas. Inflamasi tersebut berubah 

menjadi inflamasi kronik setelah 8 kali injeksi. Pada inflamasi kronik ini terjadi 

peningkatan ukuran dan jumlah intisel osteoklas. Penambahan dosis LPS yang 

dimulai dari 5µg, 50 µg dan 500 µg menyebabkan peningkatan jumlah dan aktivitas 

osteoklas (Umezu, dkk., 1989).  

 

4. Lipopolisakarida (LPS) 

 LPS adalah molekul besar yang mengandung lemak dan karbohidrat,  

merupakan struktur utama dinding sel bakteri Gram negatif yang berfungsi untuk 

integritas struktur bakteri dan melindungi bakteri dari sistem pertahanan imun host. 

LPS terdiri dari 3 bagian yaitu rantai O-polisakarida, inti polisakarida dan lipid A. 

Rantai O-polisakarida dikenal sebagai O-antigen bakteri yang meluas dari inti 

polisakarida, yang mudah dikenali oleh antibodi host. Inti polisakarida dilekati oleh 

lipid A, merupakan bagian yang bertanggung jawab untuk toksisitas bakteri Gram 

negatif. LPS bersifat endotoksin karena LPS mengikat reseptor CD14 (Janeway, dkk., 

2001). CD14 merupakan reseptor permukaan sel pada makrofag dan monosit untuk 

karbohidrat (Akashi, dkk., 2000; Ziegle-Heitbrock dan Ulevith, 1993). Toll-like 

receptor-4 (TLR4) makrofag dan monosit yang berikatan dengan bakteri oleh karena 

adanya CD14 akan menginduksi sekresi sitokin dan mediator lipid inflamation 

(Janeway, dkk., 2001) 

P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans dan bacteroides Sp terdeteksi pada 

gingivitis marginalis maupun infeksi periapikalis (Imai, dkk., 2005; Geibel, dkk., 

2005). Bakteri-bakteri lain yang juga terdeteksi pada lesi periapikal adalah E. 

faecalis, P. aeruginosa, E. coli, F. nucleatum atau S. sanguinis (Geibel, dkk., 2005). 

LPS bakteri Gram negatif yaitu A. actinomycetemcomitans mempunyai struktur O-

antigen yang sama dengan LPS E. Coli (Lakio, dkk., 2003). A. 

actinomycetemcomitans  dan E. coli  mempunyai potensi patogenesitas yang identik 

oleh karena outer membrane protein (OMP) A. actinomycetemcomitans dan E. coli 
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mengandung protein yang mampu mengikat bagian Fc imunoglobulin. Hal tersebut 

merupakan salah satu faktor mekanisme virulensi bakteri (White, dkk., 1998). 

Lipopolisakarida A. Actinomycetemcomitans dan E. coli mampu menginduksi sitokin 

proinflamatori IL-1β, IL-6, IL-8 dan TNF-α dari fibroblas gingiva (Agarwal, dkk., 

1995). Penelitian Yoshimura, dkk. (1997) menunjukkan bahwa LPS A.  

actinomycetemcomitans dan E. coli mampu menginduksi PMN untuk mensekresi IL-

1β, IL-8, TNF-α dan interleukin receptor antagonis (IL-1ra) dalam jumlah yang 

besar, sedangkan PMN yang diinduksi dengan LPS P. gingivalis, IL-1β tidak 

terdeteksi. Monosit yang diinduksi dengan LPS P. gingivalis dan E. coli mensekresi 

IL-1β lebih tinggi daripada PMN.   

Deteksi secara imunohistokimia pada infeksi pulpa dan lesi periapikal, 

terdapat ekspresi IL-1, IL-1 dan TNF-, ekspresi tersebut meningkat pada hari ke 

4 setelah pulpa terbuka dan mencapai puncaknya pada hari ke 14 setelah terdapat lesi 

periapikal (Tani-Ishii, dkk., 1995). Dengan  polymerase chain reaction (PCR), 

ekstrak gen-gen yang diperoleh dari lesi periapikal, menunjukkan ekspresi yang 

tinggi (Wang, dkk., 1997). Interleukin-1 dan TNF- merupakan elemen kunci sitokin 

proinflamatori yang diaktifkan dalam merespons infeksi. Interleukin-1 sendiri lebih 

berpotensi dari pada TNF, tetapi keduanya menstimulasi resorpsi tulang (Wang dan 

Stashenko, 1993). 

Prostaglandin meningkat pada lesi pulpa dan periapikal manusia (Cohen, dkk., 

1985). Hal ini sesuai dengan penelitian Takayama, dkk. (1996), bahwa konsentrasi 

PGE2 terlihat tinggi pada eksudat lesi periapikal yang ditentukan dengan 

radioimmunoassay. Tingginya PGE2 dihubungkan dengan adanya gejala klinis yang 

direfleksikan pada lesi periapikal yang akut, dan destruksi jaringan yang ditunjukkan 

dengan meningkatnya ukuran daerah radiolusen. Hal ini oleh karena keberadaan dan 

aksi PGE2 dikaitkan dengan inflamasi dan terjadinya destruksi periapikal seperti 

vasodilatasi, peningkatan permeabilitas vaskular, degradasi kolagen dan resorpsi 

tulang (Offenbacher, dkk., 1993).  
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5. Minyak ikan 

a. Metabolisme minyak ikan 

Minyak ikan merupakan lemak ikan yang berbentuk cair. Minyak tersebut 

diisolasi dari ikan yang hidup pada tumbuhan di bawah permukaan laut, misalnya 

ikan cod, hiu dan hering (Peck, 1994a; Winarno, 1997). Minyak ikan mempunyai bau 

dan rasa agak amis, tetapi tidak berbau tengik, sedikit larut dalam alkohol tetapi 

dengan bebas larut dalam eter, kloroform, karbon disulfat dan etil asetat (Tyler, dkk., 

1981). Asam lemak tidak jenuh disebut juga polyunsaturated fatty acid (PUFA), 

dibagi menjadi dua keluarga besar yaitu n-6 PUFA dan n-3 PUFA, yang keduanya 

mempunyai fungsi fisiologis berbeda (Winarno, 1997). n-6 PUFA banyak ditemukan 

terutama pada minyak nabati sedang n-3 PUFA banyak ditemukan terutama dalam 

minyak ikan. Eicosapentaenoic acid (EPA) dan docosahexaenoic acid (DHA) hanya 

ditemukan pada minyak ikan (Newton, 1996), kandungannya sebesar  25%-35% 

(Galli sit  Raz, dkk., 1997). Satu gram minyak ikan mengandung ±180 mg EPA dan 

120 mg DHA (Kelley, 1996). Minyak ikan dari ikan menhaden mempunyai 

kandungan EPA dan DHA lebih tinggi dari pada minyak yang lain.  

n-6 PUFA (linolenic acid) diubah menjadi rantai panjang melalui proses 

desaturasi dan elongasi menjadi -asam linolenat (GLA) dan asam arakhidonat (AA) 

sedang n-3 fatty acid  linolenic acid diubah menjadi EPA dan DHA. Proses 

metabolisme minyak ikan yang potensial adalah : 

1. EPA mengganti sebagian  asam arakhidonat (AA)  dalam  jaringan  atau  

kumpulan prekursor eikosanoid (prostaglandin (PGE2), tromboksan (TXA2), 

leukotrin (LTB, LTC), dengan demikian mengurangi persediaan AA untuk 

mensintesis eikosanoid. 

2. EPA sebagai antagonis menggantikan peranan AA untuk oksigenase dengan 

ensim yang mensintesis eikosanoid (siklooksigenase dan lipoksigenase). 

3. Eikosanoid yang disintesis dari EPA (contoh PGE3, TXA3, LTB5 atau LTC5) 

mengurangi sifat inflamasi (Galli, dkk., sit Raz, dkk., 1997; Calder, 1998). 
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Gambaran metabolisme n-3 dan n-6PUFA dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

n-3 PUFA dikatakan mempunyai efek anti inflamasi karena kemampuannya 

merubah komposisi membran fosfolipid yang mengakibatkan terjadinya perubahan 

fluiditas membran, ikatan sitokin dan reseptornya, aktivitas protein (Grimble dan 

Tappia, 1998), serta berintegrasi langsung dengan aktivitas seluler (Peck,1994b). 

Fluiditas membran mempunyai pengaruh kuat pada fungsi membran yang penting, 

seperti pembentukan dan aktivitas membran yang dihubungkan dengan enzim dan 

reseptor second messenger system dan signaling sel (Wiseman, 1996).  
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Gambar  1.  Mekanisme metabolisme n-3 dan n-6 PUFA 

Sumber: Newton (1996)  
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TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

1. TUJUAN 

  Tujuan umum penelitian ini adalah untuk menganalisis pengaruh minyak ikan 

lemuru pada proses remodeling tulang terhadap tikus yang mengalami infeksi 

periodontal selama masa odontogenesis. 

  Tujuan khusus penelitian ini adalah   

Tahun I: 

1.Struktur gigi yaitu terjadinya kelainan hipoplasi dan  hipokalsifikasi email  

2.Survival osteoblas dan osteoklas, dengan mengetahui tingkat apoptosisnya  

Tahun II:  

1. Ekspresi integrin αvβ3 tulang alveolaris  

 

2. MANFAAT PENELITIAN 

• Memberi landasan yang kuat dan rasional pada penggunaan minyak ikan 

lemuru sebagai bahan untuk remodeling tulang alveolaris ataupun tulang di 

bagian tubuh lain, baik normal maupun patologis.  

• Penelitian tentang minyak ikan lemuru ini penting artinya, karena dapat 

memberikan alternatif terapi dengan biaya yang jauh lebih murah dan mudah 

didapat.  

• Memberikan manfaat yang maksimal dalam pemanfaatan sumberdaya alam 

kelautan untuk kemajuan ilmu pengetahuan pengobatan dan kesehatan.  
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METODE PENELITIAN 

 

1. Jenis Penelitian : eksperimental laboratoris murni 

2. Variabel bebas : Minyak ikan lemuru 

3. Variabel terikat : 

- Survival osteoblas dan osteoklas 

- Integrin αvβ3 

- Struktur gigi (enamel hipoplasi dan hipokalsifikasi) 

4. Variabel terkendali : 

- Jenis kelamin tikus : jantan 

- Umur tikus : 5 hari 

- Galur tikus : Wistar 

- Makanan standart induk tikus : AIN 93 

- Jenis LPS : LPS Pg (Sigma) 

- Minyak ikan lemuru : diperoleh dari minyak ikan limbah lemuru secara 

tradisional dari Muncar, Banyuwangi 

5. Bahan dan alat penelitian 

a. Bahan : LPS phorphyromonas gingivalis (Pg), DHA dan EPA, phosphat buffer 

salin (PBS), Transferase-mediated digoxigenin-deoxy-UTP nick end labeling 

Mouse monoclonal antibody against rat integrin αvβ3, Bovine Serum Albumin 

(BSA), substrat buffer pH 9,8, substrat (4-nitrophenyl phosphate) Bouin’s 

fixative, asam asetat/formal salin, blok parafin, etanol, , amino-hexanoyl biotin 

dan streptavidine, metil green, biotinylated anti mouse IgG (skunder antibodi 

untuk IHC), Avidin-biotin peroxidase, 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB), counter stain Mayer’s Hematoxylin 

b. Alat : mikropipet, sonde lambung, syring unit, autoklaf, mikrotom, mikroskop 

cahaya, oven, mikroskop  

6. Difinisi Operasional: 
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a.  Minyak ikan , merupakan lemak yang berbentuk cair, berasal dari limbah ikan 

lemuru (S. longiceps), yang diolah secara tradisional oleh para nelayan di daerah 

Muncar Banyuwangi. 

b.  Survival osteoklas dan osteoblas  adalah dengan membedakan terjadinya apoptosis 

pada sel osteoblas maupun osteoklas yang dilakukan dengan melakukan 

mengamatan menggunakan DNA nick end labeling of bone sections, nukleus sel 

akan tampak gelap 

c. Integrin αvβ3 merupakan sel yang transmembran yang mempunyai fungsi untuk 

perlekatan osteoklas, apabila dilakukan pewarnaan dengan kromogen DAB akan 

nampak berwarna coklat. 

d. Struktur gigi pada penelitian ini meliputi gangguan srtruktur pada enamel gigi 

berupa enamel hipoplasi dan hipokalsifikasi. Hipoplasi adalah defisiensi 

ketebalan email yang terlihat seperti sumur-sumur kecil di email dan terkadang 

gigi akan nampak kuning, karena email yang tipis. Hipokalsifikasi adalah 

gangguan mineralisasi pada email yang terlihat adanya bintik putih yang terbatas 

jelas pada email.  

7. Bagan Penelitian  
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Gambar 2. Bagan penelitian 

 

8. Cara Penelitian  

Tahun I : Pengujian pemberian minyak ikan lemuru terhadap survival osteoblas dan 

osteoklas serta pengamatan struktur gigi 

A. Persiapan subyek penelitian 

Tiga puluh ekor tikus Wistar, jantan, umur 5 hari, dibagi menjadi 3 kelompok 

yaitu :  

a. Kelompok I tikus diinduksi dengan salin normal 

b. Kelompok II tikus diinduksi dengan LPS 

c. Kelompok III tikus dinduksi dengan minyak ikan dan LPS 

Masing-masing kelompok dibagi menjadi 2 sub kelompok yaitu kelompok yang akan 

didekapitasi pada umur 13 hari dan umur 21 hari. 

Minyak ikan lemuru diberikan dengan dosis 1ml/300-350 gram berat badan 

tikus, secara peroral, menggunakan sonde lambung, dan diberikan tiap hari sampai 
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tikus dilakukan dekapitasi. Lipopolisakarida (LPS) diinduksikan dengan tujuan untuk 

menyebabkan infeksi periodontal. Induksi LPS dilakukan di bukal fold regio molar 

rahang atas, dengan dosis 5μl LPS/0,03PBS yang dilakukan 24 jam sekali sebanyak 8 

kali (Indahyani, 2007a). Tikus didekapitasi bila telah berumur 13 dan 21 hari. Tikus 

yang telah didekapitasi diambil rahang atas kanannya. 

 

B. Kelainan struktur gigi yang telah erupsi diamati adanya hipoplasi ataupun 

hipokalsifikasi email giginya, berdasarkan indeks hipoplasi dan hipokalsifikasi 

email sebagai berikut. 

1. 0 = tidak ada hipoplasi atau hipokalsifikasi 

2. 1 = hipokalsifikasi terjadi pada setengah insisal atau oklusal mahkota gigi 

3. 2 = hipokalsifikasi terjadi pada setengah servikal mahkota gigi 

4. 3 = hipoplasi terjadi pada setengah insisal atau oklusal mahkota gigi 

5. 4 = hipoplasi terjadi pada setengah servikal mahkota gigi 

6.  5 = hipokalsifikasi < setengah permukaan fasial mahkota gigi 

7. 6 = hipokalsifikasi > setengah permukaan fasial mahkota gigi atau yang 

terlibat lebih dari satu permukaan gigi 

8. 7 = hipoplasi < setengah permukaan fasial mahkota gigi 

9. 8 = hipoplasi > dari setengah permukaan fasial mahkota gigi atau yang terlibat 

lebih dari satu permukaan gigi 

10.  9 =  hipokalsifikasi/hipoplasi tidak termasuk diatas (hipoplasi yang diffuse, 

dan terbatas pada satu permukaan selain fasial. 

(Hargreaves, dkk., 1989) 

 

C. Pengamatan apoptosis osteoblas dan osteoklas dengan DNA nick end labeling of 

bone sections 

a. Rahang atas kanan dibagi menjadi 2. Bagian pertama difiksasi, bagian yang lain  

difiksasi dengan Bouin’s fixative 4ºC    semalam, spesimen didemineralisasi 

menggunakan asam asetat/formal salin dan ditanam dalam blok parafin 

(disimpan) 

b. Potongan yang tanpa didekalsifikasi ditanam dalam metil metakrilat 
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c. Dipotong dan irisan diletakkan di atas slide yang dilapisi silane 

d. Slide kemudian diletakkan dalam pepsin 0,5% dalam 0,1 N HCL selama 20 

   menit suhu 37C. 

e. Fragmentasi DNA dideteksi dengan TUNEL reaction (Transferase-mediated 

   digoxigenin-deoxy-UTP nick end labeling). 

f. Irisan dikonterstain dengan 3% metil green. 

g. Irisan diinkubasi selama 1-2 menit dengan 0,15% CuSO4 dalam 0,9% NaCl. 

h. TUNEL reactions nampak pada nukleus sel dan sel yang nukleusnya nampak 

   coklat gelap yang jelas adalah positif. TUNEL rections yang positif adalah sel 

yang mengalami proses apoptosis 

(Weinstein, dkk., 1998). 

 

Tahun II 

A. Pengamatan ekspresi integrin αvβ3 secara imunohistokimia 

1. spesimen yang telah ditanam dalam blok parafin (pada tahun I),dipotong secara 

seri setebal 6µm, diletakkan di atas slide yang di lapisi dengan TES (3-

aminopropyltriethoxysilane). 

2. Spesimen didemineralisasi menggunakan asam asetat/formal salin (AFS: 4% 

formaldehyde dalam 10% asam asetat dan 0,85% sodium klorida (NaCl)). 

3.  Spesimen yang sudah didemineralisasi ditanam dalam blok parafin dan dipotong 

secara seri setebal 6µm dalam arah bukolingual dan diletakkan pada slide yang 

dilapisi dengan TES (3-aminopropyltriethoxysilane).  

4.  Deparafinisasi, dengan mencelupkan slide yang berisi irisan jaringan dalam xilol 

1, xilol 2, xilol 3, alkohol absolut 3, alkohol absolut 2, alkohol absolut 1, alkohol 

90%, alkohol 80%, alkohol 70%, masing-masing 2 menit.  

5.  Slide dimasukkan dalam 0,3% H2O2 dalam metanol 100ml, 10 menit 

6.  Cuci dalam air mengalir 10-15 menit, air distilasi, dikocok-kocok, PBS 3x 

masing-masing 5 menit 

7.  Teteskan non imune serum 1: 50 pada slide, inkubasi selama 30 menit. 

8.  Cuci dengan PBS 3x, masing-masing 5 menit 
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9.  Teteskan antibodi primer (Mouse monoclonal antibody against rat  integrin αvβ3) 

yang telah diencerkan dengan diluent buffer dengan pengenceran 1:500, pada 

masing-masing slide, (untuk kontrol negatif diteteskan hanya dengan diluent 

buffer). Letakkan pada tempat yang lembab dan inkubasi semalam pada suhu 4ºC 

10. Cuci dengan PBS 3x,masing-masing 5 menit 

11. Teteskan antibodi skunder (biotinylated anti mouse IgG) yang telah diencerkan 

dengan diluent buffer 1:200,  inkubasi selama 30 menit 

12. Cuci dengan PBS 3x,masing-masing 5 menit 

13. Teteskan avidin-biotin, yang telah diencerkan dengan diluent buffer 1:100, 

inkubasi selama 30 menit 

14. Cuci dengan PBS 3x,masing-masing 5 menit 

15. Teteskan 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) atau 3-amino-9-

ethylcarbazole (AEC), inkubasi 10-20 menit, observasi di bawah mikroskop 

sampai muncul warna coklat untuk kromogen DAB dan merah untuk kromogen 

AEC.  Untuk kontrol negatif tidak menunjukkan perubahan warna.  

16. Cuci dengan PBS 3x,masing-masing 10 menit, kemudian cuci dalam air mengalir 

10-15 menit 

17. Counterstain dengan Mayer’s Hematoxylin 5 detik 

18. Cuci dalam air mengalir 10 – 15 menit 

19. Rehidrasi dengan alkohol 70%, 80%, 90%, absolut 1, absolut 2, absolut 3, xilol 1, 

xilol 2 dan xilol 3. 

20. Bersihkan dengan tisu, dan tutup cover slip.  

21. Slide diamati di bawah mikroskop cahaya 

(Syigeyama, dkk., 1996). 
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LUARAN PENELITIAN 

 

 

1. Data untuk penulisan buku pengaruh minyak ikan lemuru terhadap ekspresi 

integrin αvβ3  dan siap ISBN 

2. Publikasi 1 jurnal nasional terakreditasi dan 1 jurnal internasional (di Journal 

of  Nutrition atau Journal of Dental Research 

3. Menghasilkan 2 skripsi mahasiswa  
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 

Integrin merupakan molekul interface di antara bahan-bahan intraselular dan 

ekstraselular, yang mempunyai peranan penting dalam signal transduksi dan regulasi 

gen yang mempengaruhi beberapa fungsi sel (Lim, dkk., tth). Ada beberapa integrin 

heterodimer misalnya α2β1, α3β1, α4β1, α5β1, αvβ1 dan αvβ3. Integrin tersebut berikatan 

dengan beberapa protein matriks ekstra selular (EMC) tulang termasuk kolagen tipe I, 

osteopontin, vitronektin, fibronektin dan bone sialoprotein.  Ikatan tersebut 

tergantung pada interaksi spesifik antara reseptor integrin dan sequen pengenalan 

integrin Arg-Gly-Asp (RGD) dalam ECM untuk mengadakan adesi, pertumbuhan, 

diferensiasi dan mekanotransduksi sel tulang (Cheng, dkk., 2001; Grzesik dan Robey, 

1994). Integrin  αvβ3 dinyatakan sebagai reseptor membrane untuk osteoadherin yaitu 

leucin kecil yang kaya proteoglikan dan disintesis oleh bovine osteoblas (Wendel et 

al., 1998). Osteoaderin diekspresikan oleh osteoblas, odontoblas dan ameloblas  

(Buchaille et al., 2000). Osteoaderin terletak di ekstraselular tulang alveolaris, 

predentin dan matriks enamel (Couble et al., 2004). Selain itu osteoklas juga 

menunjukkan ekspresi yang sangat tinggi pada integrin αvβ3, yang kemudian 

berikatan dengan beberapa protein yang mengandung RGD termasuk vitronectin, 

osteopontin and bone sialoprotein (Biosci, 1998) Over ekspresi integrin αvβ3 

menunjukan terjadinya peningkatan proliferasi osteoblas, tetapi menghambat 

diferensiasi osteoblas, meningkatkan ekspresi osteopontin, tetapi menurunkan bone 

sialoprotein. Integrin αvβ3 ternyata juga menunjukan penurunan pembentukan 

kolagen tipe I (Cheng, 2001).  

Minyak ikan lemuru, diketahui banyak mengandung EPAdan DHA yang 

tinggi, apabila pengolahan  dilakukan dengan benar. EPA dan DHA juga telah 

diketahui dapat menghambat pembentukan osteoklas, meningkatkan apoptosis 

osteoklas. Oleh karena itu minyak ikan yang banyak mengandung EPA dan DHA 

menyebabkan penurunan jumlah dan aktivitas osteoklas. Pembentukan osteoklas dan 
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aktivitas osteoklas dipengaruhi berbagai factor yang sangat kompleks. Salah satunya 

adalah integrin αvβ3. Beberapa penelitian menyatakan bahwa integrin αvβ3 menjadi 

target terapi pada penyakit yang melibatkan resorpsi tulang.  Oleh karena itu pada 

penelitian lanjutan ini, dilakukan analisis tentang pengaruh minyak ikan lemuru 

terhadap ekspresi integrin αvβ3. Adapun hasil penelitian adalah sebagai berikut; 

Tabel 1. Ekspresi integrin αvβ3 pada tikus yang di beri minyak ikan lemuru 

No. Pengelompokan Sampel UI UII UIII UIV Rerata 

  

1 Kontrol 13 Hari 2 2 2 1 1.75 

21 Hari 2 2 2 - 2 

2 Diinduksi LPS 13 Hari 3 2 3 3 2.75 

21 Hari 3 3 2 2 2.5 

3 Diinduksi LPS 

dan Minyak Ikan 

13 Hari 2 2 2 - 2 

21 Hari 3 1 2 2 2 

 

Pada tikus yang di induksi LPS menunjukan tingginya ekspresi integrin αvβ3 bila 

dibandingkan dengan kelompok yang lain. Tingginya ekspresi tersebut dikaitkan 

dengan peningkatan osteoklas pada kelompok tersebut. Integrin αvβ3  diekpresikan 

cukup tinggi oleh osteoklas, walaupun sel-sel yang lain juga mengekspresikannya, 

misalnya osteoblas, odontoblas,dll. Dengan adanya integrin αvβ3 osteoklas akan 

mampu melakukan proliferasi, diferensiasi dan juga motilitas kearah daerah erupsi. 

Pada osteoblas, integrin αvβ3 mampu menyebakan proliferasi tanpa bias mnegalami 

diferensiasi. Oleh karena itu, mengapa pada kelompok LPS, tingginya integrin αvβ3 

disertai dengan tingginya osteoklas dari pada osteoblast (data penelitian tahun I).  

untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada gambar 3.  
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Gambar 3. Ekspresi integrin αvβ3 

Tikus yang di beri minyak ikan mempunyai integrin yang lebih rendah dari 

minyak ikan yang hanya di induksi LPS. Akan tetapi masih lebih tinggi dari pada 

kelompok kontrol. Minyak ikan yang mengandung EPA dan DHA, di kaitkan dengan 

penyebab perbedaan ini. Minyak ikan telah diketahui mampu menurunkan ekspresi 

sitokin proinflamatori yaitu IL-1 dan TNF-alpha, merupakan stimulator pembentukan 

osteoklas (osteogenesis) dan menghambat pertumbuhan osteoblas. Rendahnya 

ekspresi integrin αvβ3 oleh karena osteoklas yang mensekresinya dalam jumlah tinggi 

jumlahnya menurun. Hal ini sesuai dengan pernyataan Tandon, dkk., (2005), yaitu 

integrin αvβ3 di sekresi oleh osteoblas dan makrofag yang aktif.  Menurunnya integrin 

αvβ3 tersebut juga menyebabkan osteoklas kurang berfungsi dengan baik, karena 

motilitasnya terganggu. Integrin αvβ3 salah satu berfungsi untuk pergerakan, 

perlekatan sel resorpsi tulang ke daerah resorbsi melalui ikatanya pada sequen 

pengenalan integrin yaitu RGD dalam membrane ekstraselular. RGD merupakan 

rengkaian tripeptida yang terdapat pada protein non kolagen yang terdapat di dalam 

matriks tulang yaitu osteopontin dan bone sialoprotein. Integrin αvβ3 mempunyai 

afinitas yang terhadap teripeptida yang mempunyai daerah residu polyaspartic acid 

site. Orsteopontin merupakan protein non kolagen yang mempunyai residu   
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polyaspartic acid site. Oleh karena itu karena pada tikus yang diberi minyak ikan 

walaupun diinduksi LPS, osteoklasnya tetap rendah, karena OPN di daerah tersebut 

juga rendah. Gambaran integrin dan osteoklas dapat di lihat pada gambar 4. 

 

 

 

 

Gambar 4. Gambaran integrin αvβ3 dan osteoklas serta osteoblas (gambar A,B,C, 

dengan IHC, sedangkan D,E,F menggunkan pengecatan HE. Pembesaran 100x) 

Keterangan gambar. A,D: kelompok kontrol, terlihat integrin yang tipis dan sedikit, 

serta osteoblas (D) yang tamapak banyak), B,E: kelompok yang diinduksi LPS, 

terlihat bahwa Integrin lebih tebal dan menyebar disepanjang tulang, hal itu juga 

ditunjukan pada gambar D yang terlihat bahwa osteoklas nampak berjajar 

disepanjang tulang alveolaris. C,F: kelompok yang diinduksi LPS dan diberi inyak 

ikan, nampak integrin yang tipis sekali, dan osteoblas yang melimpah di gambar (F). 
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Data yang telah dikumpulkan dilakukan uji dengan Kruskal Wallis. Yang 

menunjukan adanya perbedaan yang signifikan  (p<0,05) antara kelompok 

perlakukan. Hasilnya dapat dilihat pada tabel 2.  

 

Tabel 2. Hasil analisis integrin αvβ3 yang diuji dengan Kruskal Wallis. 
  

  KELOMPOK 

Chi-Square 8.502 

df 2 

Asymp. Sig. .014 

a  Kruskal Wallis Test 
b  Grouping Variable: HARI 

 

Dari tes statistic diketahui bahwa terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05). Hal 

ini dapat dikatakan bahwa minyak ikan dapat menghambat ekspresi integrin αvβ3. 

Rendahnya osteoklas pada daerah resorpsi yang disertai dengan rendahnya rendahnya 

integrin αvβ3, maka menyebabkan osteoblas banyak proliferasi dan berdiferensiasi 

serta bermigrasi ke daerah tersebut. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Indahynai, 

dkk., 2009, yang menunjukan bahwa minyak ikan lemuru menunjukan terjadi 

peningkatan osteoblast.  

Osteoblas merupakan sel yang berfungsi pada pembentukan tulang. Osteoblas 

yang aktif/matur akan mensekresi matriks tulang yang berupa kolagen tipe I dan 

ptotein-protein non kolagen lainya.untuk itu pada penelitian ini juga di lakukan 

analisis terhadap pembentukan kolagen dengan menganalisis terhadap ekspresi 

terhadap matriks metaloprotenase  (MMP-1). Enzim ini memecah kolagen menjadi 

segmen yang kecil, yang difagosit oleh fibroklas, dimana mereka selajutnya 

dipecahkan oleh system phagosomal dari fibroklas (Davis, 1986). ).  Sitokin 

Interleukin 1-beta (IL-1β) dan Tumor Necrosis Factor-alfa (TNF-α) memiliki aksi 

proinflamatori seluler  yang meliputi produksi kolagenase (MMP-1) (James et al, 

2000). Sekresi mediator keradangan seperti sitokin dan prostaglandin akan 

memberikan respons terproduksinya beberapa matrix metalloproteinase (MMPs) 

(Carranza et al., 2003). Hasil penelitian dapat di lihat pada Tabel  3.  

 

 

 



 29 

Tabel 3 Skor penilaian Ekspresi MMP-1 

No. Pengelompokan Sampel UI UII UIII UIV X 

1 
Kontrol  13 Hari 2 2 2 3 2.25 

21 Hari  2 2 2 - 2 

2 Diinduksi LPS 13 Hari 2 1 3 3 2.25 

21 Hari 3 3 2 2 2.5 

3 Diinduksi LPS dan 

Minyak Ikan 

13 Hari 3 2 2 - 2.33 

21 Hari 3 1 2 2 2 

 

Keterangan:  1= Positif lemah 

          2= Positif sedang 

  3= Positif Kuat 

         (-) = Tikus mati sebelum dekapitasi 

 U= Ulangan 

 X= rata-rata 

 

Dari table dapat dijelaskan bahwa rerata skor MMP-1 pada kelompok tikus 

yang diinduksi LPS mempunyai ekspresi MMP-1 lebih tinggi diabndingkan yang 

lain. sedangkan pada kelompok yang diberi minyak ikan disertai di induksi dengan 

LPS,menunjukkan bahwa pada hari ke 21  mempunyai rerata yangsma dengan 

kelompok control, sedangkan pada hari ke 13 mempunyai skor MMP-1 mempunyai 

nilai yang lebih tinggi dari kelompok control walaupun tidak seringgi di kelompok 

yang diinduksi dengan minyak ikan. Apabila di gambarkan dengan histogram 

Nampak perbedaan yang jelas. Adapaun gambarnya dapat dilihat pada gambar 5. 
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Gambar 5. Histogram skor MMP-1 

 

Gambaran dari hasil analisis menggunakan penegcatan dengan imunohistokimia, 

dapat dilihat pada gambar 6. 

 

     
 

 

 

 

 

 

                 

 

 

 

 

Gambar 6. Ekspresi MMP-1 pada tulang alveolar  kelompok umur 13 hari, perbesaran 

400X dengan pewarnaan imunohistokimia (kromogen DAB), coklat berarti (+); 

Keterangan Gambar:  A. Ekspresi MMP-1 kelompok Kontrol negatif (tanpa 

perlakuan) nampak coklat sedang menyebar; B. ekspresi MMP-1 kelompok kontrol 

positif (diinduksi LPS) tampak coklat padat tebal; C. ekspresi MMP-1 kelompok 

perlakuan (diinduksi LPS dan Minyak ikan) tampak tipis. 
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Analisis statistik Kruskal Wallis Test menunjukan adanya perbedaan yang 

signifikan (p<0,05). Selain itu dilakukan uji statistic Mann-Whitney Test  untuk 

membedakan kelompok 13 hari dan 21 hari. Perbedaan dikatakan bermakna jika 

p<0.05  Hasil uji statistik dapat dilihat pada tabel 4. 

  

Tabel 4.  Ringkasan Hasil uji statistik pada ekspresi MMP-1 pada tikus wistar 

 

 

 

 

 

  

 

Minyak ikan lemuru menurunkan ekspresi MMP-1 pada tulang alveolar tikus wistar 

dengan periodontitis pada masa erupsi gigi. Periodontitis pada penelitian ini dibuat 

dengan cara menginduksi Lipopolisakarida (LPS) dari bakteri E.colli pada tulang 

alveolar bagian posterior dimana benih gigi molar tikus berada. Ekspresi MMP-1 

(kolagenase) dikaitkan dengan keberadaan osteoklas, osteoblas, fibroblas, dan 

kolagen. Hal ini sesuai dengan pernyataan Carranza (2003) yaitu Matriks 

metalloproteinase (MMPs) dikeluarkan sebagai proenzim tidak aktif terutama dari 

fibroblas (MMP-1) dan leukosit, termasuk monosit (MMP-1) dan neutrofil (MMP-8), 

yang menyebabkan destruksi jaringan ikat periodontal (fibroblas) dan resorbsi tulang 

alveolar pada kondisi periodontitis. Haras (2008) menyatakan bahwa osteoklas 

menghasilkan asam, kolagenase, dan enzim proteolitik lain yang menyerang matriks 

tulang dan membebaskan substansi dasar dan secara aktif terlibat dalam pembersihan 

debris yang terjadi selama resorpsi tulang. Adanya  peningkatan osteoklas juga 

menyebabkan peningkatan produksi dari kolagenase.  

 Hasil penelitian pada kelompok kontrol control tidak memiliki perbedaan 

yang bermakna jika dibandingkan dengan kelompok kontrol positif dan kelompok 

perlakuan. Kandungan minyak ikan (EPA dan DHA) menunjukkan adanya penurunan 

ekspresi MMP-1 dalam resorpsi tulang alveolar, namun perbedaannya tidak 

 Sig. 

Antar kelompok umur 13 hari 0.978 

Antar kelompok umur 21 hari 0.143 

Antara kelompok umur 13 hari dan Kelompok umur21 hari 0.438 
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signifikan. Pada keadaan ini osteoklas dan osteoblas bekerja seimbang pada 

kelompok perlakuan karena adanya pemberian minyak ikan lemuru yang 

mengandung EPA dan DHA sebagai penekan mediator inflamatori dimana osteoblas 

dan osteoklas berperan dalam pelepasan MMP-1. Ketidakseimbangan mineralisasi 

sering ditemukan karena adanya inflamasi, keganasan maupun proses degenerasi 

(Fohr, et al,2003). Respon tulang alveolar terhadap inflamasi terjadi pada saat 

pembentukan dan resorpsi tulang, sehingga kehilangan tulang pada penyakit 

periodontal bukan hanya proses destruksi yang simpel tetapi merupakan hasil dari 

resorpsi predominan diatas pembentukan tulang. Pembentukan tulang baru rata-rata 

memperlambat kehilangan tulang dan mengganti sebagian tulang dan mengganti 

sebagian tulang yang rusak karena inflamasi (Carranza, 2003) 

 Adanya penurunan ekspresi MMP-1 pada kelompok yang diinduksi LPS 

dan diberi minyak ikan, menunjukan adanya penurunan osteoklas yang signifikan.. 

Menurut Indahyani (2008) peningkatan EPA dan DHA pada membrane sel dan 

penurunan Asam Arakhidonat (AA) yang merupakan prekusor PGE2 (Prodtaglandin 

E-2). Penurunan PGE2, IL-1 maupun TNF α menyebabkan pembentukan osteoklas 

pada tulang alveolar terhambat, oleh karena itu ternjadinya erupsi prematur gigi dapat 

dicegah. Peningkatan EPA dan DHA tersebut menyebabkan peningkatan produksi 

eikosanoid yang bersifat non inflamasi yaitu Tromboksan A-5 (TBX5), Leukotrin B-4 

(LTB4), dan Prodtaglandin E-3 (PGE3) yang secara bermakna telah menurunkan 

Tromboksan A-2 (TBX2), PGE2, IL-1, dan TNF-α. PGE2 dan PGE3 mempunyai 

stabilitas dan struktur yang mirip, tetapi PGE3 kurang efisien dalam melakukan 

proliferasi sel fibroblas, menstimuli pembentukan sitokin dan menginduksi ekspresi 

gen sikloogsigenase (COX2) dibandingkan PGE2 (Indahyani,2008). 
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KESIMPULAN DAN SARAN 

 

1. Kesimpulan 

Minyak ikan lemuru terbukti menurunkan ekspresi integrin  alpha v betha 3 yang 

diikuti dengan penurunan matriks metalloproteinase, yang merupakan enzim 

untuk menghancurkan kolagen.  

 

2. Saran  

Untuk menghasilkan produk minyak ikan lemuru sebagai bahan terapi tulang, di 

sarankan untuk dilakukan penelitian menegani biokompatibilitasnya. 
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