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MOTTO 

 

Allaah tidak membebani seseorang melainkan sesuai dengan kesanggupannya. 
(terjemahan Surat Al-Baqarah ayat 286)* 

 
 

Maka sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan, sesungguhnya bersama 
kesulitan ada kemudahan 

(terjemahan Surat Asy-Syarh ayat 5-6)* 
 

Narrated Abu Huraira: I heard Allah's Messenger (صلى الله عليه وسلم) saying,  
"There is healing in black cumin (jintan hitam) for all diseases except death."** 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
*)Departemen Agama Republik Indonesia. 2010. Al Qur’an Terjemahan dan Tafsir 

Per Kata. Bandung: Penerbit JABAL 

**) Sahih al-Bukhari 5687 
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RINGKASAN 

 

EFEK EKSTRAK THYMOQUINONE JINTAN HITAM TERHADAP PROSES 

PEMBENTUKAN TULANG SOKET GIGI PASCA EKSTRAKSI PADA 

TIKUS YANG DIINDUKSI DIABETES; Sabrina Maharani Pratama, 

121610101061;2016:63 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember 

 

Diabetes Mellitus (DM) ditandai dengan peningkatan kadar glukosa darah 

(KGD) atau hiperglikemia,dapat meningkatkan interaksi antara glukosa dengan 

molekul penyusun sel (protein, lemak). Interaksi ini menghasilkan produk modifikasi 

advanced glycation end products (AGEs) yang menyebabkan komplikasi pasca 

ekstraksi pada penderita DM. Terapi pencegahan dengan bahan sintetis memiliki 

efek samping sehingga terjadi peningkatan minat masyarakat terhadap terapi bahan 

alam. Jintan hitam (Nigella sativa L.) mengandung thymoquinone (Tq) yang bersifat 

antidiabetik serta dapat menginduksi aktivitas anabolik sel osteoblas secara in-vitro. 

Pemberian ekstrak Tq pada kondisi diabetes diduga efektif dalam proses 

pembentukan tulang soket gigi pasca ekstraksi. 

Penelitian eksperimental laboratoris pada tikus Wistar jantan ini menggunakan 

rancangan the post-test only control group. Sampel berjumlah 27 ekor, berat 150-260 

gram, nilai KGD acak normal (<135 mg/dL) dan sehat. Induksi diabetes 

menggunakan streptozotocin (STZ) dosis 50 mg/kg BB tikus yang diinjeksi secara 

intravena di ekor. Tikus dengan KGD acak ≥ 250 mg/dL dikategorikan positif DM, 

dan dibagi menjadi kelompok P1 (ekstrak Tq; 80 mg/kg BB tikus), P2 (metformin; 

100 mg/kg BB tikus) dan K (akuades). Tiap kelompok dibagi menjadi 3 

subkelompok berdasarkan hari pengamatan yaitu hari ke-3, ke-7 dan ke-10 pasca 
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ekstraksi (H-3, H-7 dan H-10); tiap subkelompok terdiri dari 3 sampel. Perlakuan 

diberikan secara intragastrik sejak hari ke-1 positif DM. Hari ke-7 pasca perlakuan, 

gigi molar kiri rahang bawah diekstraksi dan soket diperluas dengan contra angle 

lowspeed round bur no.1 (5000 rpm/2 s). Perlakuan dilanjutkan sampai tikus 

dieuthanasia dengan metode overinhalasi eter sesuai dengan pembagian harinya. 

Pengukuran KGD tikus dilakukan sebelum dan sesudah induksi DM, sebelum 

ekstraksi, dan sebelum dieuthanasia. 

Pemrosesan jaringan dilakukan dengan metode paraffin embedding. Jaringan 

dipotong secara vertikal dengan ketebalan 5 µm dan diwarnai dengan metode 

Hematoxylin & Eosin dan Mallory’s Trichrome. Pengamatan dilakukan dengan 

pembesaran 40x dan 1000x pada 1/3 apikal soket untuk mengamati gambaran blood 

clot (BC), provisional matrix (PM), woven bone (WB), dan lamellar bone (LB). Data 

ditabulasi dalam bentuk persentase, kemudian dianalisis secara deskriptif kualitatif. 

Hasil penelitian menunjukkan nilai rerata KGD subkelompok P1 H-10 

mencapai nilai terendah meskipun masih di atas normal. Hasil pengamatan gambaran 

HPA menunjukkan proses pembentukan tulang yang baik dan berkelanjutan pada 

kelompok P1 yang dilihat dari bentukan PM (100%) di H-3, WB (33,3%) di H-7 dan 

LB (100%) di H-10. Pada kelompok P2 terjadi keterlambatan proses pembentukan 

tulang yang dilihat dari bentukan BC (33,3%) di H-3 dan H-7, dan LB (33,3%). Pada 

kelompok K juga terjadi keterlambatan proses pembentukan tulang yang dilihat dari 

bentukan BC (33,3%) di H-3, WB (66,7%) di H-7 dan WB (33,3%) di H-10. Hasil 

ini menunjukkan proses pembentukan tulang yang lebih baik pada kelompok P1. 

Kesimpulan penelitian ini yaitu pemberian ekstrak thymoquinone jintan hitam 

efektif terhadap proses pembentukan tulang soket pasca ekstraksi gigi pada tikus 

yang diinduksi diabetes melalui mekanisme penurunan KGD yang diduga 

menurunkan produksi AGEs sehingga mengurangi interaksi AGEs-RAGEs, 

mencegah apoptosis sel osteoblas, serta menginduksi aktivitas anabolik sel osteoblas. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Diabetes Mellitus (DM) adalah penyakit akibat gangguan sekresi atau fungsi 

insulin sehingga proses metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak terganggu. Pada 

DM tipe 1 (insulin-dependent), terjadi kerusakan sel β pankreas sehingga sekresi 

insulin terganggu, sedangkan pada DM tipe II (non-insulin dependent) sekresi insulin 

tetap berlangsung normal, tetapi terjadi resistensi insulin pada sel-sel targetnya 

(Guyton et al., 2006; ADA, 2015). Gangguan ini meningkatkan kadar glukosa darah 

(KGD) melebihi normal atau hiperglikemia yang menjadi ciri khas penyakit DM 

(Guyton et al., 2006). 

Prevalensi tinggi penyakit DM diperkirakan akan meningkat setiap tahunnya. 

Secara global, prevalensi DM usia 20-79 tahun sebesar 6,4% atau 285 juta jiwa 

(2010) dan diperkirakan meningkat menjadi 7,7% atau 439 juta jiwa (2030) (Shaw et 

al., 2010). Di Indonesia, prevalensi DM meningkat dari 1,1% menjadi 2,4% (2007-

2013) dan diperkirakan meningkat lagi menjadi 6,0% (2030) (Shaw et al., 2010; 

Balitbangkes, 2013).  

Hiperglikemia akan meningkatkan interaksi antara glukosa dalam darah dengan 

molekul penyusun sel (protein, lemak). Interaksi ini menghasilkan produk modifikasi 

yang disebut advanced glycation end products (AGEs), yang dapat terakumulasi 

dalam jaringan terutama di mikrovaskular dan makrovaskular. Adanya peningkatan 

akumulasi AGEs menjadi salah satu penyebab terjadinya komplikasi lokal maupun 

sistemik pada penderita DM (Goldin et al., 2006; Negre-Salvayre et al., 2009). 

Salah satu komplikasi yang sering terjadi pada penderita DM adalah gangguan 

proses penyembuhan luka. Gangguan ini salah satunya disebabkan oleh disfungsi 

neutrofil sehingga penderita DM rentan terhadap infeksi (Collison et al., 2002; 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


2 
 

Wilgus et al., 2013). Kondisi ini merupakan faktor resiko tindakan yang 

menyebabkan perlukaan jaringan seperti ekstraksi gigi, karena dapat memicu infeksi 

pada soket sehingga merusak bekuan darah (blood clot) (Blum, 2002). Akibatnya 

terjadi komplikasi pasca ekstraksi gigi seperti dry socket atau alveolar ostitis (Torres-

Lagares et al., 2005). Kondisi ini dapat mengganggu tahapan fase penyembuhan luka 

dan mengganggu proses pembentukan jaringan baru (Orsted et al., 2011). 

Selain itu, produk AGEs dominan yang ditemukan pada penderita DM yaitu 

carboxymethyl-lysine modified-collagen (CML-collagen), dapat menyebabkan 

disfungsi serta meningkatkan regulasi kematian sel-sel yang terprogram (apoptosis) 

pada sel fibroblas dan osteoblas (Alikhani et al., 2007). Kondisi ini dapat 

mengganggu aktivitas sekresi kolagen oleh osteoblas sehingga proses pembentukan 

matriks tulang dalam soket pasca ekstraksi terhambat dan memicu terjadinya 

gangguan penyembuhan tulang (Shapiro, 2008).  

Salah satu terapi pencegahan komplikasi pasca ekstraksi gigi adalah kontrol 

glukosa darah, yang bertujuan menjaga nilai KGD penderita DM sebelum, selama 

dan sesudah tindakan ekstraksi gigi dalam batas aman (Vernillo, 2003). Pemberian 

obat antidiabetik oral (ADO) seperti metformin, yang relatif aman serta rendah biaya 

sering diberikan pada penderita DM untuk mengontrol KGD (Inzucchi et al., 2015). 

Sayangnya, metformin menyebabkan efek samping berupa gangguan saluran 

pencernaan seperti mual, muntah, diare pada hampir 20% pasien yang 

mengonsumsinya (BP FKUI, 2011). Adanya efek samping dari obat sintetis ini 

meningkatkan minat masyarakat terhadap terapi bahan alam yang lebih efektif 

dengan efek samping yang rendah (WHO, 2004).  

Banyak penelitian telah dilakukan untuk menemukan bahan alam dengan 

potensi antidiabetik, salah satunya yaitu jintan hitam (Nigella sativa L.) 

(Abdelmeguid et al., 2010; Mathur et al., 2011). Aktivitas antidiabetik jintan hitam 

disebabkan oleh thymoquinone (Tq), bahan aktif terbanyak yang terkandung dalam 

minyak esensialnya (± 30-48%) (Ahmad et al., 2013).  Potensi antidiabetik ini 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


3 
 

dibuktikan dengan adanya penurunan kadar glukosa darah, regenerasi struktur sel-sel 

β pankreas, serta penekanan produksi enzim glukoneogenesis pada tikus diabetes 

yang diberi ekstrak Tq (Pari et al., 2009; Abdelmeguid et al., 2010).  

Selain aktivitas antidiabetik, pemberian Tq juga dapat menginduksi aktivitas 

anabolik sel osteoblas, sel utama osteogenesis. Dalam suatu studi in-vitro, pemberian 

Tq meningkatkan ekspresi biomarker pembentukan tulang seperti alkalin 

phosphatase, osteocalcin, osteopontin serta bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) 

(Wirries et al., 2013). Hingga saat ini, belum ada penelitian tentang efek Tq jintan 

hitam terhadap proses pembentukan tulang soket pasca ekstraksi gigi, terutama 

dalam kondisi diabetes sehingga peneliti tertarik untuk menelitinya. 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan didapatkan permasalahan 

bagaimana efek ekstrak thymoquinone jintan hitam terhadap proses pembentukan 

tulang soket gigi pasca ekstraksi pada tikus yang diinduksi diabetes? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan mengkaji efek ekstrak thymoquinone jintan hitam 

terhadap proses pembentukan tulang soket gigi pasca ekstraksi pada tikus yang 

diinduksi diabetes. 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Bagi peneliti 

Mengkaji efek ekstrak thymoquinone jintan hitam terhadap proses 

pembentukan tulang soket gigi pasca ekstraksi pada tikus yang diinduksi 

diabetes. 

2. Bagi Masyarakat 

Memberi informasi ilmiah tentang terapi alternatif jintan hitam untuk penyakit 

DM dalam  usaha pencegahan komplikasi pasca ekstraksi gigi. 
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3. Bagi Institusi 

a. Memberi informasi ilmiah mengenai efek ekstrak thymoquinone jintan 

hitam terhadap proses pembentukan tulang soket pasca ekstraksi pada 

kondisi diabetes. 

b. Menjadi bahan referensi ilmiah untuk pengembangan riset tentang 

proses pembentukan tulang pasca ekstraksi pada kondisi diabetes. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1  Diabetes Mellitus 

Diabetes Mellitus (DM) adalah penyakit akibat gangguan sekresi atau fungsi 

insulin sehingga proses metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak terganggu. DM 

tipe I (insulin-dependent) disebabkan oleh kerusakan sel β pankreas akibat kelainan 

autoimun, infeksi virus atau akibat faktor herediter. Kondisi  ini menyebabkan 

penurunan atau tidak disekresikannya insulin sama sekali (Guyton et al., 2006). 

Sebaliknya, pada DM tipe II (non-insulin dependent) sekresi insulin tetap 

berlangsung normal tetapi sensitivitas sel targetnya menurun. Kondisi ini disebut 

resistensi insulin dan sering diawali oleh kondisi obesitas (Sherwood, 2001; Guyton 

et al., 2006). 

Gangguan pada insulin meningkatkan kadar glukosa darah (KGD) atau 

hiperglikemia, yang merupakan ciri khas penyakit DM. Disfungsi insulin 

menyebabkan gangguan regulasi pengambilan dan penyimpanan glukosa oleh sel 

sehingga terjadi defisiensi glukosa darah intraselular. Kondisi ini akan segera 

direspon oleh sel α pankreas dengan menyekresikan hormon glukagon yang 

meningkatkan glikogenolisis dan glukoneogenesis, untuk menyediakan glukosa 

untuk sel. Sayangnya, disfungsi insulin menyebabkan glukosa tidak dapat 

dimetabolisme oleh sel sehingga KGD ekstraselular semakin meningkat (Guyton et 

al., 2006). 

Hiperglikemia menyebabkan jumlah glukosa yang direabsorpsi oleh tubulus 

ginjal melebihi kadar maksimum sehingga menyebabkan glukosuria, yaitu 

ditemukannya kandungan glukosa dalam urin. Glukosuria memicu efek osmosis 

diuretik dengan menarik H2O dalam darah, sehingga terjadi urinasi yang berlebihan 

(poliuri). Poliuri menyebabkan tubuh kehilangan banyak cairan (dehidrasi) sehingga 
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rasa haus serta konsumsi cairan juga akan meningkat (polidipsi) (Sherwood, 2001; 

Guyton et al., 2006). 

Penegakan diagnosa DM tidak dapat dilakukan hanya melalui satu jenis tes 

laboratorium. Ada tiga tes laboratorium yang sering digunakan untuk menentukan 

diagnose DM, yaitu dengan melihat 1) konsentrasi glukosa darah acak, 2) konsentrasi 

glukosa darah puasa, dan 3) konsentrasi glukosa darah 2 jam post-prandial setelah 

tes toleransi glukosa oral (OGTT) (lihat Tabel 2.1) (ADA, 2015). Beberapa gejala 

DM yang khas selain glukosuria, poliuri, dan polidipsi adalah polifagi, kehilangan 

berat badan yang progresif serta ketoasidosis (bau nafas aseton) (Guyton et al., 2006; 

ADA, 2015). 

Tabel 2.1 Kriteria diagnosis diabetes mellitus (DM) 

Sumber : ADA, 2015 

Hiperglikemia dapat meningkatkan interaksi antara glukosa dengan molekul 

penyusun sel, seperti protein dan lemak. Interaksi ini menghasilkan produk 

modifikasi yang disebut advanced glycation end products (AGEs). AGEs dapat 

berinteraksi dengan reseptornya atau bereaksi langsung dengan protein-protein 

penyusun sel tubuh. Interaksi ini dapat mengubah struktur dan sifat suatu molekul 

penyusun sel sehingga fungsi sel dan jaringan juga ikut mengalami perubahan. 

Interaksi ini sangat berperan dalam menyebabkan berbagai komplikasi pada 

penderita DM seperti neuropati, nefropati, dan gangguan penyembuhan luka (Negre-

Salvayre et al., 2009). 

Hasil tes 
laboratorium 

Normal DM 

Glukosa darah acak 
(mg/dl) - 

≥200 disertai gejala DM 

(≥11.1mmol/l) 

Glukosa darah 
puasa(mg/dl) 

<100 ≥126 (≥7.0 mmol/l) 

Glukosa darah 2 
jam PP setelah 
OGTT (mg/dl) 

<140 ≥200 (≥11.1mmol/l) 
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2.1.1  Advanced glycation end products (AGEs) 

Interaksi antara molekul protein, asam amino, aminolipid, asam nukleat dengan 

gula pereduksi yaitu glukosa, fruktosa, galaktosa, dan ribosa akan menyebabkan 

reaksi glikasi. Glikasi adalah reaksi non-enzimatik spontan tergantung konsentrasi 

(concentration-dependent) yang diawali oleh adisi nukleofil antara gugus amino 

bebas pada protein dengan gugus karbonil pada gula pereduksi. Reaksi ini 

menghasilkan produk Schiff base yang masih bersifat sementara karena dapat 

mengalami perubahan susunan struktur. Produk ini akan menjadi produk tetap yang 

disebut produk Amadori (1-amino-1- deoxyketose). Proses ini secara keseluruhan 

disebut reaksi Maillard (Negre-Salvayre et al., 2009) (lihat Gambar 2.1). 

 
Gambar 2.1 Reaksi Maillard (Sumber: Negre-Salvayre et al., 2009) 

Produk Amadori akan mengalami reorganisasi dan menghasilkan gugus 

karbonil reaktif yang disebut α-dicarbonyls. Senyawa yang termasuk gugus α-

dicarbonyls adalah 3-deoxyglucosone dan methylglyoxal (MGO) yang jika 

terakumulasi dalam jaringan dapat terjadi kondisi carbonyl stress (Goldin et al., 

2006). Kondisi ini meningkatkan reaksi antara gugus α-dicarbonyls dengan gugus 

fungsional protein (lysine, arginine¸ histidine, atau cysteine) sehingga menghasilkan 

senyawa AGEs seperti Nε-(carboxymethyl) lysine (CML), S-carboxymethyl-cysteine 

(CMC), dan S-carboxyethyl-cysteine (CEC) (lihat Gambar 2.2). Reaksi kimia yang 
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terjadi ini dapat menyebabkan denaturasi dan pembentukan ikatan silang pada 

protein sehingga merubah sifat maupun fungsinya (Goldin et al., 2006; Negre-

Salvayre et al., 2009).  

AGEs memiliki reseptor spesifik yang salah satunya disebut receptor for AGEs 

(RAGEs). Reseptor ini adalah anggota immunoglobulin superfamily, yaitu 

sekelompok protein yang terdapat pada permukaan membran plasma sel atau larut 

dalam plasma. Protein yang termasuk RAGEs contohnya sRAGEs (soluble RAGEs), 

RAGEs (classic RAGES), AGE-R3 (galectin-3), SR (scavenger receptor) class A 

(SRA) tipe I dan II, SR class B (CD-36) dan lectin-like oxidized low-density 

lipoprotein receptor-1 (LOX-1) (Negre-Salvayre et al., 2009) (lihat Gambar 2.3). 

 
Gambar 2.2 Struktur molekul AGEs (Sumber: Negre-Salvayre et al., 2009) 

Interaksi antara AGEs dengan RAGEs dapat menyebabkan perubahan fungsi 

seluler maupun biomolekuler. Beberapa efek yang dipicu interaksi ini yaitu 

peningkatan oxidative stress, penurunan kemotaksis sel radang, penurunan 

fagositosis, peningkatan produk sitokin pro-inflamasi (IL-1, IL-6, TNF-α), serta 

peningkatan sekresi matrix metalloproteinase (MMPs) (Basta et al., 2004; Shetty et 

al., 2008; Negre- Salvayre et al., 2009). Kondisi ini berpengaruh pada banyak 

komplikasi pada penderita DM, seperti gangguan penyembuhan luka serta 

kerentanan terhadap infeksi (Negre-Salvayre et al., 2009). 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


9 
 

 

Gambar 2.3  Struktur beberapa reseptor AGEs pada membran plasma sel (Sumber: Negre- 
Salvayre et al., 2009) 

2.1.2 Mekanisme pertahanan tubuh terhadap AGEs 

Oxidative stress merupakan salah satu efek patologis akibat interaksi AGEs-

RAGEs yang dapat memicu peningkatan sintesis molekul pro-inflamasi, dan 

apoptosis sel. Kondisi ini berperan dalam banyak komplikasi pada penderita DM. 

Walaupun demikian, tubuh memiliki mekanisme adaptasi dan pertahanan sehingga 

efek patologis yang ditimbulkan interaksi ini dapat dihambat atau ditekan  (Negre-

Salvayre et al., 2009). 

Mitokondria sangat berperan terhadap respon adaptif terhadap oxidative stress. 

Respon adaptif ini salah satunya diperantarai oleh ekspresi gen heat shock proteins 

(HSPs) yang dapat meminimalisir kerusakan akibat oxidative stress dengan 

mencegah permeabilisasi membran luar mitokondria, mencegah berlanjutnya 

pelepasan sitokrom c dan aktivasi caspase, serta berkumpulnya apoptosome 

(Landriscina et al., 2009). 

Glutathione merupakan salah satu antioksidan endogen berfungsi sebagai 

scavenger yang dapat menetralisir radikal bebas dan gugus karbonil reaktif. 

Glutathione disintesis dalam sitoplasma sel dan sangat berperan dalam menjaga 

status redoks sel dan melindunginya dari oxidative stress. Enzim superoxide 

dismutase (SOD) adalah enzim antioksidan yang bekerja dengan menginaktivasi 

(scavenge) radikal bebas [superoxide (O2-), hidrogen peroksida (H2O2)] dengan cara 
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mengubahnya menjadi air (H2O) dan molekul oksigen (O2) (Alscher et al., 2002). 

Selain itu, enzim Amadoriase juga dapat memicu metabolisme produk Amadori, 

sehingga tidak sempat mengalami reorganisasi menjadi AGEs (Landriscina et al., 

2009; Negre-Salvayre et al., 2009).   

 

2.2 Penyembuhan Luka Soket Gigi Pasca Ekstraksi Gigi 

Ekstraksi gigi merupakan tindakan mengeluarkan gigi dari soket tulang 

alveolar (Pedlar et al., 2007). Tindakan ini diindikasikan salah satunya pada gigi 

yang tidak dapat direstorasi serta pada gigi dengan penyakit periodontal yang sudah 

tidak dapat dipertahankan (Koerner, 2006). Gigi dengan penyakit periodontal adalah 

indikasi paling sering untuk tindakan ekstraksi. Dalam survei epidemiologi oleh 

Chrysanthakopoulos (2011), 34,4% dari 1231 gigi yang telah diekstraksi disebabkan 

oleh penyakit periodontal, 32,2% karena karies, dan 33,4% karena alasan lain.  

Tindakan ekstraksi gigi menyebabkan trauma jaringan lunak dan keras pada 

alveolus atau soket gigi. Trauma ini segera direspon oleh tubuh dengan respon 

hemostasis dan inflamasi (Kumar et al., 2004; Vieira et al., 2015). Respon ini adalah 

fase awal proses penyembuhan luka yang akan dilanjutkan oleh fase proliferasi dan 

fase remodeling untuk mengganti jaringan rusak dengan jaringan baru. Secara garis 

besar, proses penyembuhan luka merupakan serangkaian tahapan yang teratur dan 

dapat terjadi pada waktu yang bersamaan (Orsted et al., 2011; Vieira et al., 2015) 

(lihat Gambar 2.4). 

2.2.1 Penyembuhan luka jaringan lunak soket gigi tikus pasca ekstraksi gigi 

Proses penyembuhan luka pasca ekstraksi yang diamati pada tikus sehat 

menunjukkan proses yang sama secara umum pada manusia. Pada 24 jam pertama 

pasca ekstraksi gigi, respon tubuh yang segera terjadi adalah hemostasis, yang 

diawali oleh sekresi substansi vasokonstriktif dan glikoprotein adhesif oleh platelet. 

Hasilnya adalah agregasi platelet serta vasokonstriksi ujung pembuluh darah yang 
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rusak. Hal ini bertujuan untuk meminimalisir kehilangan darah dan membentuk 

bekuan darah (blood clot) (Orsted et al., 2011). Blood clot (BC) adalah gabungan 

platelet, eritrosit, leukosit dalam jaringan fibrin (Larjava, 2012). Platelet menginisiasi 

produksi trombin yang akan mengubah fibrinogen menjadi fibrin, yang berfungsi 

memperkuat agregasi platelet sehingga terbentuk bekuan darah yang stabil atau yang 

disebut koagulum (Kumar et al., 2004; Orsted et al., 2011). Koagulum mengisi soket 

gigi sampai batas tepi jaringan lunak (mukosa oral) (Larjava, 2012). 

Setelah koagulum terbentuk, platelet akan menyekresikan platelet-derived 

growth factor (PDGF) yang berperan sebagai zat kemotaktik pemicu kemotaksis sel 

radang akut seperti neutrofil dan monosit dari sirkulasi darah menuju daerah luka. 

Sel ini akan melakukan marginasi, rolling, dan ekstravasasi dan menginfiltrasi 

daerah luka. Selanjutnya sel tersebut akan memfagositosis bakteri dan debris jaringan 

sehingga area luka menjadi steril. Fungsi fagositosis ini sangat penting karena fase 

proliferasi tidak akan terjadi sampai daerah luka menjadi steril dari debris, bakteri, 

maupun sel radang (Orsted et al., 2011).  

 

Gambar 2.4 Fase-fase penyembuhan luka soket gigi yang terjadi dalam waktu bersamaan, 
diawali pembentukan blood clot dan diakhiri pembentukan tulang yang diikuti 
proses remodeling (Sumber: Vieira et al., 2015) 
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Saat proses fagositosis berlangsung, sel radang juga akan menyekresikan 

sitokin-sitokin yang mengatur aktivitas selular yang penting dalam fase inflamasi 

(lihat Tabel 2.2) (Kumar et al., 2004; Irinakis, 2007). Sel-sel tersebut juga 

menyekresikan faktor pertumbuhan (growth factor atau GF) seperti fibroblast growth 

factor (FGF), epidermal growth factor (EPGF), transforming growth factor-beta 

(TGF-β) yang akan mengarahkan fase inflamasi menuju fase proliferasi (Orsted et 

al., 2011).  

Tabel 2.2 Efek sitokin pro-inflamasi pada proses penyembuhan luka  

Sitokin 
pro-inflamasi Efek leukosit Efek endotel Efek fibroblas 

IL-1 dan TNF-α 

Agregasi dan 
aktivasi neutrofil 

Induksi aktivasi 
endotel 

Aktivasi fibroblas 
jaringan 

(peningkatan 
proliferasi dan 

sintesis kolagen) 

Peningkatan sekresi 
sitokin pro-

inflamasi lain (IL-
8, IL-6, PDGF) 

Peningkatan 
proliferasi dan 

produksi matriks 
ekstraselular 

Enzim kolagenase 
dan protease 
meningkat 

Peningkatan 
sintesis PGE2 

Perlekatan leukosit 
meningkat  

Neutrofilia 
Aktivitas 

prokoagulan 
meningkat 

 

Sumber : Kumar et al., 2004 

Pada hari ke-2 sampai ke-4 pasca ekstraksi, eritrosit dan fibrin dalam koagulum 

mulai mengalami lisis dimulai dari daerah pusat (center) dan dilanjutkan di daerah 

tepi (marginal) soket (Larjava, 2012). Kondisi ini disertai proliferasi aktif sel-sel 

mesenkim yang memicu pembentukan jaringan granulasi (Irinakis, 2007). Jaringan 

granulasi kaya akan pembuluh darah baru, eritrosit, serta sel radang. Jaringan ini 
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akan digantikan oleh provisional matrix (PM), yang kaya sel mesenkim, serabut 

kolagen, serta pembuluh darah yang berfungsi sebagai scaffold (rangka awal) pada 

proses re-epitelisasi, angiogenesis, dan osteogenesis (Larjava, 2012; Vieira et al., 

2015). 

2.2.2 Penyembuhan luka jaringan keras soket gigi tikus pasca ekstraksi gigi 

Penyembuhan jaringan keras soket dimulai bersamaan dengan pergantian 

koagulum menjadi jaringan granulasi (Vieira et al., 2015). Proses pembentukan 

tulang baru atau osteogenesis sangat dipengaruhi oleh peran sel osteoblas. Sel ini 

dapat berasal dari tiga sumber, yaitu periosteum, endosteum, dan sel mesenkim yang 

bersirkulasi (Hupp et al., 2014). Faktor pertumbuhan yang dihasilkan pada fase 

inflamasi yaitu TGF-β dan bone morphogenetic protein (BMP), akan memicu 

proliferasi dan diferensiasi sel-sel tersebut menjadi osteoblas (Sykaras et al., 2003). 

Proses pembentukan tulang pada soket gigi diawali oleh pembentukan PM 

yang kaya akan sel mesenkim. Sel mesenkim akan berdiferensiasi menjadi sel 

osteoblas mesenkimal (mesenchymal osteoblast atau MOBL) yaitu sel yang 

mononuklear, sitoplasmanya basofil dan berbentuk kuboid atau oval (Gorustovich et 

al., 2008). Proses pembentukan jaringan tulang yang diperantarai oleh sel mesenkim 

yang berdiferensiasi ini disebut proses intramembranous ossification (Shapiro et al., 

2008; Vieira et al., 2015) (lihat Tabel 2.3). 

Proses intramembranous ossification diawali oleh berdiferensiasinya sel 

mesenkim dalam PM menjadi sel MOBL pada hari ke-3 pasca ekstraksi (Dong-Ju et 

al., 2012). Sel MOBL menyekresikan kolagen tipe 1 secara sirkumferensial (360o) 

pada matriks ekstraselular di sekelilingnya. Selanjutnya kolagen akan beragregasi 

secara acak dan membentuk jaringan tulang muda atau immature bone yang disebut 

woven bone (WB). Jaringan ini hiperselular dengan sel MOBL dan terbentuk dari 

anyaman serabut kolagen yang tersusun secara acak. Anyaman tulang ini berfungsi 
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sebagai scaffold (kerangka awal) untuk deposisi kolagen lanjutan untuk membentuk 

jaringan tulang yang lebih matur (Shapiro, 2008; Vieira et al., 2015).  

Tabel 2.3 Tahapan pembentukan jaringan tulang baru dalam proses intramembranous 
ossification  

Hari ke- 
(pasca ekstraksi) 

Tahapan proses intramembranous ossification 

1-2 Fase inflamasi, pembentukan blood clot (BC)/koagulum 
2-4  Perubahan koagulum menjadi jaringan granulasi 

 Pembentukan provisional matrix (PM) 
 Proliferasi sel mesenkim menjadi sel MOBL 

7  Bentukan woven bone (anyaman tulang) (WB) terlihat di dinding 
perifer dan dasar soket 

 Sel MOBL menuju permukaan woven bone dan menjadi sel 
SOBL 

8-9 Sel SOBL mendeposisikan kolagen pada woven bone yang 
menghasilkan bentukan lamellar bone (LB) yang seperti pulau-pulau 
(spicules) 

10 Bentukan lamellar bone di perifer dan dasar soket bertemu di pusat 
(center) soket 

Sumber : Shapiro, 2008; Dong-Ju et al., 2012; Vieira et al., 2015 

Pada hari ke-7 pasca ekstraksi, WB mulai terlihat di tepi dan dasar soket 

(Dong-Ju et al., 2012) (lihat Gambar 2.5). Bentukan WB akan meluas dengan pola 

sentripetal, yang bermula dari tulang lama di tepi soket menuju pusat soket yang 

memicu pertemuan antar WB yang baru terbentuk dan membentuk pola trabekula 

(Larjava, 2012). 

Ketika pembentukan WB sebagai scaffold telah mencukupi, sel MOBL mulai 

bergerak ke permukaan WB yang selanjutnya disebut osteoblas permukaan (surface 

osteoblast atau SOBL) (lihat Gambar 2.5 dan 2.6). Sel ini juga menyekresikan 

kolagen tipe 1 dan melanjutkan deposisi kolagen secara paralel hanya pada 

permukaan WB (Shapiro, 2008). Sel SOBL yang aktif menyekresikan kolagen 

berbentuk kuboid, sedangkan yang tidak aktif berbentuk pipih atau sering disebut 

lining cells (Gorustuvich et al., 2008) (lihat Gambar 2.7). 

Deposisi kolagen secara paralel oleh SOBL ini akan menghasilkan jaringan 

tulang yang lebih matur yang disebut lamellar bone (LB) (lihat Gambar 2.5) 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


15 
 

(Shapiro, 2008). LB adalah bentukan jaringan tulang sekunder (mature bone) yang 

sel MOBL-nya lebih sedikit, ada sel osteoblas permukaan (surface osteoblast atau 

SOBL) di sepanjang permukaannya, serta osteosit (osteoblas berbentuk pipih) di 

dalam matriksnya (Shapiro, 2008). Remodeling dari WB menjadi LB merupakan 

tahapan yang esensial untuk membentuk jaringan tulang baru yang kuat (Shapiro, 

2008). 

 

 
Gambar 2.5 Gambaran soket gigi pasca ekstraksi dengan pewarnaan Hematoxylin & Eosin 

(H&E).Terlihat (1) adanya osteoblas mesenkimal (MOBL)(panah merah). (2) 
Adanya sel MOBL (panah merah) dalam provisional matrix (PM). (3) Adanya 
sel osteoblas permukaan (SOBL) (panah merah) dan woven bone (WB) dan (4) 
adanya SOBL (panah merah), osteoklas (panah kuning) dan lamellar bone (LB) 
(Sumber: Vieira et al., 2015) 

 
Pada hari ke-10 pasca ekstraksi, bentukan LB seperti pulau-pulau atau spicule 

sudah terlihat, dan menunjukkan jaringan tulang baru semakin matur (Dong-Ju et al., 

2012). Pembentukan jaringan tulang dikatakan selesai ketika soket gigi terisi penuh 

2 1 

M 

4 

LB 

LB 

3 

WB 

WB 
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oleh bentukan LB yang membentuk jaringan tulang trabekula yang padat. Ketika 

jaringan tulang baru telah selesai dibentuk, tahapan selanjutnya adalah remodeling 

oleh osteoblas dan osteoklas (Vieira et al., 2015). 

 
Gambar 2.6 Gambaran jaringan tulang dengan pewarnaan Mallory’s Trichrome. Terlihat 

(1) sel MOBL (Ob1). (2) Bentukan WB (panah merah) (Sumber: Ross et al., 
2006; Sverzut et al., 2008). 

 

Gambar 2.7  Gambaran sel osteoblas permukaan (SOBL) yang aktif dengan bentuk kuboid 
(kiri) sedangkan yang tidak aktif berbentuk pipih (kanan) (panah 
hitam)(Sumber: Gorustuvich et al., 2008) 

2.3 Komplikasi Pasca Ekstraksi Gigi pada Kondisi DM 

2.3.1 Hubungan antara AGEs dan komplikasi DM 

Tindakan ekstraksi gigi menyebabkan terbukanya soket gigi sehingga menjadi 

tempat yang ideal untuk kolonisasi bakteri. Adanya gangguan pada sistem 

pertahanan tubuh, contohnya pada penderita DM dapat meningkatkan resiko infeksi 

pada soket pasca ekstraksi (Vernillo, 2003; Negre-Salvayre et al., 2009). 

1 2 
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Dalam suatu studi oleh Shetty et al. (2008) ditemukan penurunan aktivitas 

kemotaksis dan fagositosis neutrofil, penurunan kapasitas eliminasi bakteri secara 

intraselular, dan peningkatan produksi reactive oxygen species (ROS) pada penderita 

DM. Kondisi tersebut diduga disebabkan akumulasi AGEs dalam mikrovaskular dan 

makrovaskular, yang akan meningkatkan interaksinya dengan RAGEs yang salah 

satunya ada di permukaan membran plasma neutrofil. Ikatan ini dapat mengubah 

signaling-process neutrofil sehingga aktivitas kemotaksisnya dalam fase inflamasi 

terganggu (Collison et al., 2002; Negre-Salvayre et al., 2009). 

Ikatan antara AGEs dengan RAGEs di permukaan sel endotel juga dapat 

meningkatkan pembentukan ROS. Ikatan ini akan mengaktivasi enzim NADPH 

oxidase yang memicu pembentukan ROS intraselular dan menyebabkan oxidative 

stress. Oxidative stress akan mengaktivasi kaskade sinyal yang menyebabkan 

fosforilasi dan degradasi inhibitor sitosol NF-κB, yaitu I-κB. Degradasi I-κB 

menyebabkan NF-κB menjadi bebas dan bertranslokasi ke nukleus dan selanjutnya 

mengaktivasi proses transkripsi gen molekul pro-inflamasi seperti sitokin, kemokin, 

dan molekul adhesif (Basta et al., 2004; Negre-Salvayre et al., 2009) (lihat Gambar 

2.8). 

 

Gambar 2.8 Aktivasi NF-κB yang dipicu oxidative stress akibat ikatan AGEs dan RAGEs 
yang memicu transkripsi gen molekul pro-inflamasi (Sumber: Negre-Salvayre 
et al., 2009) 
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Aktivasi NF-κB akan meningkatkan ekspresi sitokin pro-inflamasi yaitu IL-1β 

dan TNF-α, faktor pertumbuhan (growth factor atau GF) seperti TGF-β1, IGF-1, 

serta metaloprotease (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-13). Selain itu terjadi 

peningkatan ekspresi molekul adhesi seperti selectin, vascular adhesion molecule-1 

(VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) pada sel endotel. Molekul 

ini normalnya diperlukan dalam proses marginasi, yaitu penarikan leukosit dari 

sirkulasi darah menuju permukaan endotel pembuluh darah (Sherwood, 2001). 

Ekpresi molekul yang berlebihan ini dapat mengganggu diapedesis serta kemotaksis 

sel radang seperti neutrofil (Basta et al., 2004; Negre-Salvayre et al., 2009). 

AGEs juga dapat menginduksi ekspresi mRNA dan protein siklooksigenase-2 

(COX-2) dan produksi prostaglandin E2 (PGE2) oleh makrofag, monosit dan 

kondrosit. Produk-produk tersebut dapat memperpanjang fase inflamasi sehingga 

menghambat fase penyembuhan luka selanjutnya. Interaksi antara AGEs dengan 

RAGEs yang larut atau yang ada di permukaan plasma, maupun interaksi langsung 

antara AGEs dengan protein dan lemak, dapat menyebabkan efek-efek biologis lain 

(Negre-Salvayre et al., 2009) (lihat Gambar 2.9). 

 

Gambar 2.9 Efek biologis akibat ikatan AGEs dan RAGEs (Sumber: Negre-Salvayre et al., 
2009) 
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Selain menyebabkan gangguan pada aktivitas biomolekuler proses 

penyembuhan luka, AGEs juga dapat memicu apoptosis sel. Salah satu AGEs yang 

dominan ditemukan dalam serum penderita DM yaitu CML-collagen dapat 

meningkatkan kematian sel terprogram atau apoptosis, pada sel fibroblas dan 

osteoblas. CML-collagen memicu stimulasi ekspresi gen p38 dan JNK yang terlibat 

dalam jalur apoptosis melalui aktivasi caspase-3 di sitoplasma dan mitokondria sel. 

Kondisi ini menyebabkan banyak sel fibroblas dan osteoblas yang mengalami 

apoptosis. Peningkatan apoptosis sel-sel ini akan menghambat aktivitas sintesis 

matriks dan mengganggu proses pembentukan tulang (Alikhani et al., 2007). 

Gangguan aktivitas selular dan biomolekular proses penyembuhan luka pada 

penderita DM yang telah disebutkan meningkatkan resiko terjadinya komplikasi 

pasca ekstraksi gigi. Salah satu komplikasi yang dapat terjadi pada penderita DM 

pasca ekstraksi gigi adalah dry socket atau alveolar ostitis. Dry socket disebabkan 

oleh kegagalan penyembuhan tulang sehingga terjadi peradangan pada soket gigi 

(Torres-Lagares et al., 2005).  

2.4 Terapi Pencegahan Komplikasi Pasca Ekstraksi Gigi 

2.4.1 Obat Antidiabetik Oral (ADO) 

Hiperglikemia merupakan faktor utama penyebab berbagai gangguan dan 

komplikasi pada penderita DM, sehingga fokus utama terapi pengobatan DM adalah 

melalui kontrol glukosa darah. Pada penderita DM tipe II yang mengalami resistensi 

insulin, pilihan terapi yang diberikan adalah kontrol diet, latihan fisik, pemberian 

obat antidiabetik oral (ADO), atau kombinasi dari ketiga terapi tersebut. Di 

Indonesia, salah satu ADO golongan biguanid yaitu metformin, adalah obat yang 

sering digunakan dalam monoterapi DM tipe II (BP FKUI, 2011; Inzucchi et al., 

2015).  

Metformin sering menjadi pilihan terapi DM tipe II karena relatif aman, rendah 

biaya, tidak menimbulkan efek hipoglikemia dan penyakit kardiovaskular serta tetap 
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mempertahankan berat badan netral penderita DM (Inzucchi et al., 2015). Metformin 

bekerja dengan menekan aktivitas enzim glukoneogenik, salah satunya posphoenol 

pyruvatecarboxykinase (PEPCK) yang sangat berperan dalam glukoneogenesis. 

Cheng et al. (2006) menyatakan pemberian 100 mg/kg metformin setiap 8 jam 

selama tiga hari pada tikus diabetes terbukti menurunkan kadar protein PEPCK 

sehingga menyebabkan penurunan nilai KGD. 

Efek samping yang disebabkan metformin contohnya adalah gangguan saluran 

pencernaan seperti mual, muntah, diare, dan kecap logam (metallic taste) pada 

hampir 20% pasien yang mengonsumsinya. Pada penderita DM dengan gangguan 

fungsi ginjal atau sistem kardiovaskular, pemberian metformin dapat meningkatkan 

kadar asam laktat dalam darah sehingga mengganggu keseimbangan elektrolit cairan 

tubuh. Kondisi tersebut dapat memperparah kondisi ginjal dan sistem kardiovaskular 

penderita DM sehingga dikhawatirkan dapat menyebabkan komplikasi yang lebih 

berat (BP FKUI, 2011). 

 

2.4.2 Terapi Bahan Alternatif 

Adanya efek samping dari obatan-obatan sintetis menyebabkan peningkatan 

minat masyarakat di seluruh dunia terhadap terapi yang lebih alami, efektif dengan 

efek samping rendah dalam menjaga kesehatan atau mengobati penyakitnya (WHO, 

2004). Hal ini memicu banyaknya penelitian yang dilakukan untuk menemukan 

bahan alam berpotensi antidiabetik, salah satunya jintan hitam (Nigella sativa L.) 

(Abdelmeguid et al., 2010; Mathur et al., 2011).  

 Aktivitas antidiabetik jintan hitam disebabkan oleh kandungan thymoquinone 

(Tq) yang terdapat dalam minyak esensialnya. Pari et al. (2009) menyatakan 

pemberian Tq dengan dosis 80 mg/kg BB tikus diabetes menyebabkan penurunan 

nilai KGD yang signifikan melalui mekanisme penekanan aktivitas enzim pengatur 

glukoneogenesis. Pemberian Tq menurunkan kadar enzim glucose 6-phosphatase 
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dan PEPCK yang merupakan enzim utama glukoneogenesis sehingga menurunkan 

produksi glukosa hepar dan memicu penurunan nilai KGD.   

Pada penelitian lain, Abdelmeguid et al. (2010) menyatakan pemberian 3 

mg/mL larutan Tq secara intraperitoneal pada tikus diabetes juga menurunkan nilai  

KGD dan meningkatkan kadar enzim SOD secara signifikan pada hari ke-10 pasca 

pemberian. Peningkatan enzim SOD ini diduga menekan oxidative stress yang 

menjadi salah satu penyebab kerusakan sel β pankreas, sehingga terjadi perbaikan 

ultrastruktural sel. Perbaikan dan regenerasi sel β pankreas akibat pemberian Tq 

ditunjukkan oleh gambaran struktur mitokondria dan retikulum endoplasma yang 

mendekati gambaran sel β pankreas tikus yang normal/tidak diabetes. 

Pada kondisi DM, terjadi penurunan aktivitas enzim yang mengatur glikolisis 

(hexokinase) dan lipogenesis (glucose-6-phospate dehydrogenase) akibat gangguan 

sekresi insulin. Adanya perbaikan struktur sel β pankreas dapat memperbaiki fungsi 

sekresi tersebut, sehingga kedua enzim ini dapat kembali berfungsi normal lagi. 

Kondisi ini dapat meningkatkan metabolisme glukosa oleh sel sehingga nilai KGD 

menurun (Pari et al., 2009). 

 Pemberian Tq juga berpotensi menginduksi aktivitas anabolik sel osteoblas 

yang berperan penting dalam proses penyembuhan soket gigi. Wirries et al. (2013) 

menyatakan pemberian Tq pada kultur sel pre-osteoblas MC3T3-E1 meningkatkan 

proliferasi sel yang signifikan, yaitu 20% lebih tinggi dari kelompok lain. Selain itu, 

pemberian Tq juga memicu pembentukan nodul tulang pada media kultur sel yang 

diamati melalui deposisi kalsium menggunakan pewarnaan Alizarin Red. Pada hari 

ke-14 pasca pemberian Tq, pembentukan nodul tulang meningkat secara signifikan.  

Selain itu, terjadi peningkatan ekspresi mRNA biomarker yang esensial dalam 

diferensiasi osteoblas yaitu alkalin phosphatase (ALP), osteopontin (OPN), dan 

osteocalcin (OCN). Selain biomarker, ekspresi faktor pertumbuhan osteogenik yaitu 

bone morphogenetic proteins-2 (BMP-2) juga meningkat pasca pemberian Tq 

(Wirries et al., 2013). Faktor pertumbuhan BMP adalah sekelompok protein dalam 
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keluarga besar TGF- β yang berperan sebagai pendukung dalam pengaturan induksi 

tulang, mempertahankan dan memperbaiki jaringan tulang, serta berperan dalam 

perkembangan embriologi pada mamalia. Salah satu jenis BMP, yaitu BMP-2, 

merupakan protein yang mengatur ekspresi gen sel osteoblas dan meningkatan 

ekspresi fenotip spesifiknya (Sykaras et al., 2003).  

2.5 Jintan Hitam (Nigella sativa L.)  

Jintan hitam (Nigella sativa L.) merupakan tanaman herbal yang banyak 

tumbuh di negara-negara Asia Tenggara, India, Pakistan, Afganistan dan telah 

banyak dikembangbiakkan di Eropa dan Afrika Selatan (Paarakh, 2010; Mathur et 

al., 2011). Tanaman utuh dan biji jintan hitam yang memiliki rasa pahit dan bau yang 

khas dapat dilihat di Gambar 2.10. 

 

Gambar 2.10 Tanaman utuh, bunga, dan biji jintan hitam (Sumber: Ahmad et al., 2013) 

Kandungan minyak atsiri dari biji jintan hitam merupakan bagian yang paling 

sering dimanfaatkan sebagai bahan obat. Sejak berabad-abad lalu, biji jintan hitam 

telah dimanfaatkan sebagai obat tradisional dalam agama Islam (Tibb-e Nabawi) 

serta dalam sistem pengobatan tradisional India (Ayurveda) (Ibn Qayyim Al 

Jauziyah, 1999; Sharma et al., 2005). 

Klasifikasi ilmiah dari jintan hitam ini adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Magnoliophyta 

Class  : Magnoliopsida 
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Ordo  : Ranunculales 

Famili  : Tanunculaceae 

Genus  : Nigella 

Spesies  : Nigella sativa L. (Rajsekhar et al., 2011) 

Menurut bahasa latin, jintan hitam disebut ‘Panacea’ yang berarti penyembuh 

segala penyakit. Ibnu Sina atau Avicenna yang terkenal dengan karya The Canon of 

Medicine menyatakan jintan hitam sebagai biji yang dapat merangsang produksi 

energi tubuh sehingga membantu pemulihan tenaga tubuh (Paarakh, 2010). Selain 

itu, dalam Ayurveda, jintan hitam sering digunakan pada bermacam penyakit 

termasuk diabetes, asma, hipertensi, inflamasi, batuk, bronkitis, demam, dan flu 

(Sharma et al., 2005). Potensi terapeutik jintan hitam tersebut disebabkan oleh bahan 

aktif yang terkandung dalam minyak esensialnya, yaitu Tq (lihat Gambar 2.11). 

 

Gambar 2.11 Struktur kimia thymoquinone (Tq) (Sumber: Pari et al., 2009) 

Thymoquinone (2-isopropyl-5-methyl-1,4-benzoquinone) adalah senyawa 

dengan struktur kimia C10H12O2 yang merupakan bahan aktif kimiawi terbanyak 

yang terkandung dalam minyak esensial jintan hitam, yaitu sebesar ± 30-48%  (Al-

Ali et al., 2008; Ahmad et al., 2013).  Kandungan ini yang menyebabkan jintan 

hitam memiliki aktivitas biologis dan potensi terapeutik yang luas. Hingga saat ini, 

jintan hitam diketahui memiliki aktivitas terapeutik dengan spektrum luas yaitu 

sebagai agen antidiabetik, antihipertensi, antikanker dan imunomodulator, analgesik 
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dan antiinflamasi, antibakteri, hepatoprotektif, dan renal protektif serta antioksidan 

(Paarakh, 2010; Abdelmeguid et al., 2010; Ahmad et al., 2013). 

Dosis Tq yang digunakan untuk memicu efek terapeutik pada hewan coba 

merupakan dosis yang aman. Hal ini dibuktikan oleh penelitian Al-Ali et al. (2008), 

yang menunjukkan nilai LD50 Tq adalah 57.5 mg/kg jika diberikan secara 

intraperitoneal dan 794.3 mg/kg jika diberikan secara intragastrik. Nilai ini lebih 

besar dibandingkan dosis Tq yang sering digunakan untuk memicu efek terapeutik 

antidiabetik (Fararh et al., 2005; Pari et al., 2009; Abdelmeguid et al., 2010). Hal ini 

menunjukkan Tq aman diberikan secara oral pada hewan coba. 

 

2.6  Hipotesis 

 Berdasarkan tinjauan pustaka, hipotesis penelitian ini adalah pemberian ekstrak 

thymoquinone jintan hitam efektif terhadap proses pembentukan tulang soket gigi 

pasca ekstraksi pada tikus yang diinduksi diabetes. 
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2.7 Kerangka Konseptual Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 2. 12 Kerangka Konsep Penelitian 

 

 Keterangan : 

: Menyebabkan efek   : Fase yang berkelanjutan  

: Menghambat proses   : Proses yang diamati 

Proses pembentukan 
tulang terganggu 

 

Aktivitas sel osteoblas 
terganggu 

Inflamasi 
Kronis 

Fase 
 Inflamasi 

Fase 
 Proliferasi 

(3-14 hari 

Fase  
Remodeling 

Area luka tidak 
steril,  sitokin pro-

inflamasi 

Penyembuhan luka 
terganggu 

 

 

Gangguan penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi 

 

Disfungsi neutrofil Oxidative stress Apoptosis sel osteoblas 

Ekstraksi Gigi 

Hiperglikemia 

Diabetes Mellitus 

Kerusakan sel  β pankreas dan 
peningkatan enzim glukoneogenesis 

Thymoquinone dalam 
Jintan Hitam  
(N. sativa L.) 

 

Produk Advanced Glycation End (AGE) 

Interaksi dengan reseptor spesifiknya (RAGE) 
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BAB 3. METODE PENELITIAN  

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan the 

post-test only with control group (Notoatmojo, 2002). Penelitian ini adalah bagian 

dari penelitian utama/fundamental tentang efek ekstrak thymoquinone jintan hitam 

terhadap proses penyembuhan luka soket gigi pasca ekstraksi pada tikus diabetes. 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

3.2.1 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran 

Gigi Universitas Jember bagian Farmakologi dan Hewan untuk proses perlakuan 

hewan coba dan di bagian Patologi Anatomi untuk tahapan pemrosesan jaringan dan 

pengecatan jaringan. 

3.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2015-Juli 2016. 

3.3 Populasi dan Subyek Penelitian 

3.3.1 Populasi Penelitian 

Populasi penelitian adalah tikus putih galur wistar (Rattus norvegicus) jantan. 

3.3.2 Subyek Penelitian 

 a. Kriteria Inklusi :  Tikus jenis Wistar (Rattus norvegicus strain) jantan, 

umur 2-3 bulan, berat badan 150-260 gram, KGD 

acak normal  (135±5 mg/dl)(Akbarzadeh et al., 

2007). 
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 b. Kriteria Inklusi DM :  Tikus dengan KGD acak  ≥ 250 mg/dL (Pari et al., 

2009). 

c. Kriteria Eksklusi :  Tikus dengan KGD acak < 250 mg/dL dan tikus 

mati. 

3.3.3 Besar Subyek Penelitian 

Kelompok penelitian terdiri dari tiga kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif 

(K), kelompok perlakuan (P1) dan kelompok kontrol positif (P2). Ketiga kelompok 

dibagi lagi menjadi 9 subkelompok berdasarkan hari pengamatan yaitu hari ke-3, hari 

ke-7, dan hari ke-10 pasca ekstraksi (subkelompok H-3, H-7 dan H-10). Jumlah 

subyek minimum dihitung dengan menggunakan rumus Federer = [(t-1)(n-1)] ≥ 15 

(Ridwan, 2013). 

Keterangan:  

n  = besar subyek dalam kelompok 

t  = jumlah kelompok (9 sub kelompok) 

Penghitungan: :  

[(9-1)(n-1)] ≥ 15 

8(n-1) ≥ 15 

   8n-8 ≥ 15 

       8n ≥ 23 

n ≥ 2,875 dibulatkan menjadi 3 

Berdasarkan penghitungan rumus, masing-masing subkelompok terdiri dari 3 

ekor tikus sehingga total subyek yang digunakan sebanyak 27 ekor tikus. 

Pengelompokan subyek penelitian pada masing-masing subkelompok dapat dilihat 

pada Tabel 3.1 
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Tabel 3.1 Pengelompokan subyek 

Kelompok 
Sub-

kelompok 
Keterangan 

Jumlah subyek 
(ekor) 

P1 

H-3 
Tikus DM diberi larutan thymoquinone, 
dieutanasia pada hari-3 pasca ekstraksi 

3 

H-7 
Tikus DM diberi larutan thymoquinone, 
dieutanasia pada hari-7 pasca ekstraksi 

3 

H-10 
Tikus DM diberi larutan thymoquinone, 
dieutanasia pada hari-10 pasca ekstraksi 

3 

P2 

H-3 
Tikus DM diberi larutan metformin, 
dieutanasia pada hari-3 pasca ekstraksi 

3 

H-7 
Tikus DM diberi larutan metformin, 
dieutanasia pada hari-7 pasca ekstraksi 

3 

H-10 
Tikus DM diberi larutan metformin, 
dieutanasia pada hari-10 pasca ekstraksi 

3 

K 

H-3 
Tikus DM diberi akuades, dieutanasia pada 
hari-3 pasca ekstraksi 

3 

H-7 
Tikus DM diberi akuades, dieutanasia pada 
hari-7 pasca ekstraksi 

3 

H-10 
Tikus DM diberi akuades, dieutanasia pada 
hari-10 pasca ekstraksi 

3 

DM : Diabetes Mellitus 

 

3.4 Identifikasi Variabel Penelitian 

3.4.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak thymoquinone (Tq) jintan 

hitam. 

3.4.2 Variabel Terikat 

 Variabel terikat dalam penelitian ini adalah pembentukan jaringan tulang 

soket gigi pasca ekstraksi. 

 

3.4.3 Variabel Terkendali 

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah: 

a. Kriteria hewan coba. 
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b. Pemeliharaan dan perawatan tikus selama masa adaptasi dan perlakuan. 

Pakan yang diberikan adalah produk Turbo 521, pakan standar untuk tikus 

yang kandungan utamanya adalah protein dan bukan jenis pakan untuk 

penggemukan. 

c. Hari ekstraksi dan pengorbanan (eutanasia) hewan coba. 

d. Teknik induksi diabetes, pengukuran nilai KGD. 

e. Tahap perlakuan hewan coba 

3.5 Definisi Operasional Variabel Penelitian 

3.5.1  Ekstrak thymoquinone (Tq) 

Ekstrak thymoquinone (Tq) yang digunakan adalah ekstrak murni (>98%) 

produk Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) dalam sediaan bentuk kristal. Dosis  

yang diberikan adalah dosis terapeutik yang dapat menurunkan nilai KGD pada tikus 

diabetes yaitu 80 mg/kg BB tikus. Ekstrak Tq akan diberikan ke tikus dalam bentuk 

larutan dengan cara mencampurkan bubuk Tq dalam minyak zaitun. 

3.5.2 Induksi diabetes pada hewan coba 

Induksi diabetes pada tikus dilakukan menggunakan metode injeksi 

streptozotocin (STZ) dengan dosis 50 mg/kg BB tikus secara intravena pada ekor 

tikus. Injeksi STZ menyebabkan oxidative stress pada sel β pankreas yang memicu 

kerusakan sel tersebut dan meningkatkan nilai KGD. Tikus dikategorikan positif DM 

jika nilai KGD acak yang diukur menggunakan glukometer  ≥ 250 mg/dL pada hari 

ke-1 pasca induksi.  

3.5.3 Ekstraksi gigi 

Ekstraksi gigi dilakukan pada molar satu kiri rahang bawah tikus menggunakan 

excavator, arteri clamp, dan sonde setengah lingkaran. Setelah gigi terambil, dasar 

soket dibur menggunakan contra angle low speed dan diamond round bur no. 1 

dengan kecepatan 5000 rpm selama 2 detik. Tindakan ini dilakukan agar kondisi 
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soket gigi tikus pasca ekstraksi menyerupai kondisi soket gigi manusia pasca 

ekstraksi. 

3.5.4 Proses pembentukan tulang 

Proses ini diamati dari bentukan bekuan darah (blood clot), matriks tulang 

sementara (provisional matrix), jaringan tulang muda (woven bone) dan jaringan 

tulang matur (lamellar bone). Pengamatan gambaran tersebut dilakukan pada 1/3 

apikal soket karena proses osteogenesis sangat aktif terjadi di daerah tersebut.  

 

3.6 Bahan dan Alat Penelitian 

3.6.1  Bahan Penelitian 

a. Pakan standar hewan (Turbo 521, Indonesia)  

b. Streptozotocin (Bioworld, USA) 

c. Thymoquinone 99% (Sigma Aldrich, USA) 

d. Minyak zaitun (Bertolli, Italia) 

e. Metformin 500 mg (Hexapharm, Indonesia) 

f. Larutan bufer asam sitrat 0,1 M dengan pH 4,5 (FMIPA Biologi UNEJ, 

Indonesia) 

g. Eter (Merck KgaA, Jerman) 

h. Ketamin 100 mg (KTM-100, Indonesia) 

i. Bahan sterilisasi (kapas, cotton bud) 

j. Povidine-Iodine (Indonesia) 

k. Larutan bufer formalin 10% (Makmur Jaya, Indonesia) 

l. Larutan asam formiat 10% (Merck KgaA, Jerman) 

m. Akuades steril (Onelab Waterone, Indonesia) 

n. Alkohol 70%, 80%, 90%, 96% (Novapharin, Indonesia) 

o. Ethanol Pro Analisa (Merck KgaA, Jerman) 

p. Xylol (Merck KgaA, Jerman) 
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q. Paraffin (Merck KgaA, Jerman) 

r. Gliserin 

s. Harry’s Hematoksilin (Gamma Scientific Biolab, Indonesia) 

t. Eosin (FK UGM, Indonesia) 

u. Larutan Mallory I (acid fuchsin) 

v. Larutan Mallory II (Phosphomol Ybdic Acid Solution) 

w. Larutan Mallory III (aniline blue, orange G dan oxalic acid) 

x. Entellan (Merck KgaA, Jerman) 

 

3.6.2 Alat Penelitian 

a. Kandang tikus (Citra Plastics, Indonesia) 

b. Tempat makan dan minum 

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

d. Timbangan digital (Pioneer, Ohaus Corp., USA) 

e. Glukometer Easy Touch (GCU, Indonesia)  

f. Test strip glukosa (GCU, Indonesia) 

g. Sonde lambung (Fakultas Farmasi UNEJ, Indonesia) 

h. Eppendorf (Makmur Jaya, Indonesia) 

i. Disposible syringe 27 G 1 ml (Onemed, Indonesia) 

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

k. Mikromotor contraangle low speed (Saeshin Strong 90, Korea) 

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

m. Toples plastik 

n. Pot jaringan (Makmur Jaya, Indonesia) 

o. Kuas, kertas saring, label identitas 

p. Mesin processing jaringan (Tissue Tek VIP 5 Jr., Jepang) 

q. Tissue cassette (Jepang) 

r. Block mould (Thermo Shandon, Inggris) 
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s. Pisau mikrotom MX35 (Thermo Scientific, Jepang)  

t. Microtome Holder (Feather, Jepang) 

u. Waterbath (Memmert, Schwabach) 

v. Slide warmer (Tissue Tek, Jepang) 

w. Deck glass/kaca penutup (Menzel Glaser, Jerman) 

x. Object glass/kaca obyek (Citoplus, China) 

y. Wadah baskom 

z. Staining jar 

aa. Mikroskop cahaya (Olympus CX21, Jepang) 

bb. Kamera mikroskop optilab (Olympus CX41RF, Olympus DP 20, Jepang) 

 

3.7 Prosedur Penelitian 
Pengajuan ethical clearance ke Komite Etik Fakultas Kedokteran Universitas 

Jember untuk mendapatkan perizinan pelaksanaan penelitian. 

 

3.7.1 Persiapan dan Perawatan hewan coba 

27 ekor tikus wistar jantan diadaptasikan dalam kandang selama 1 minggu, dan 

tiap 1 kandang diisi oleh 4-5 tikus. Selama proses adaptasi, tikus diberi pakan standar 

dan diberi minum secara ad libitum/bebas setiap hari. Hal ini dilakukan untuk 

mengurangi stres hewan coba dan memperoleh keseragaman (homogenitas) kondisi 

tikus sebelum dilakukan penelitian serta untuk memenuhi kriteria penelitian. Setelah 

tikus positif DM, sekam harus diganti satu kali setiap hari untuk mencegah kandang 

lembab dan basah akibat kondisi poliuri tikus DM. 

 

3.7.2 Pembuatan larutan perlakuan 

1. Larutan streptozotocin (STZ) 

Larutan STZ diberikan dengan dosis 50 mg/kg BB tikus dengan melarutkan 

bubuk STZ dalam 50 mg/ml larutan bufer asam sitrat 0,1 M pH 4,5 (Abdelmeguid et 
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al., 2010). Larutan STZ dipersiapkan dalam eppendorf dan dipersiapkan <2 menit 

sebelum diinjeksikan karena sifat STZ yang tidak stabil (Info produk). Larutan yang 

diberikan berbeda karena disesuaikan dengan berat badan masing-masing tikus  

(Turner et al., 2011) 

 

2. Larutan thymoquinone (Tq) 

Larutan Tq diberikan dengan dosis terapeutik yaitu 80 mg/kg BB tikus dengan 

melarutkan ekstrak Tq dalam 1,5 ml minyak zaitun (Al-Ali et al., 2008). Larutan 

yang diberikan berbeda karena disesuaikan dengan berat badan masing-masing tikus 

(Turner et al., 2011). Penghitungan dosis dari larutan yang diberikan dapat dilihat di 

Lampiran C. 

 

3. Larutan metformin 

Larutan metformin diberikan dengan dosis terapeutik yaitu 100 mg/kg BB tikus 

dengan melarutkan metformin yang sudah dihaluskan ke dalam 1,5 ml akuades 

(Cheng et al., 2006). Larutan yang diberikan berbeda karena disesuaikan dengan 

berat badan masing-masing tikus (Turner et al., 2011).  Penghitungan dosis dari 

larutan yang diberikan dapat dilihat di Lampiran C. 

 

3.7.3 Induksi Diabetes Mellitus (DM) 

1. Sebelum diinjeksi larutan STZ, tikus dipuasakan selama selama ±12 jam dan 

tetap diberi minum secara ad-libitum. 

2. Berat badan awal tikus ditimbang untuk menentukan berat bubuk STZ yang 

akan disiapkan. 

3. Sebelum diinduksi, KGD acak diukur menggunakan alat glukometer dengan 

cara melukai ujung ekor tikus dengan scalpel. Darah yang keluar disentuhkan 

pada glucose test strip yang telah dipasang pada glukometer (Carvalho et al., 

2003) (lihat Gambar 3.1a). 
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4. Ekor tikus dibersihkan dengan tisu basah agar pembuluh venanya terlihat. 

5. Sebelum larutan STZ diinjeksikan, dilakukan aspirasi untuk mencegah 

kesalahan lokasi injeksi (lihat Gambar 3.1b). Setelah 30 menit, tikus kembali 

diberi makan secara ad libitum dan larutan glukosa selama 24 jam pasca 

injeksi. Tujuan pemberian larutan glukosa selama 24 jam adalah untuk 

mencegah syok hipoglikemia pasca pemberian STZ (Luo, 2004). 

 
(a) (b) 

Gambar 3.1 Prosedur induksi DM. (a) Pengecekan KGD tikus sebelum dan sesudah injeksi 
STZ (b) Larutan STZ yang diinjeksi intravena pada ekor tikus setelah 
dilakukan aspirasi 

3.7.4 Pengelompokkan hewan dan perlakuan 

1. Setelah 24 jam pasca induksi, KGD acak diukur menggunakan glukometer 

(Kanter et al., 2003).  

2. Tikus dengan KGD acak ≥ 250 mg/dL dikategorikan positif DM (Pari et al., 

2009). Selanjutnya tikus positif DM dibagi menjadi kelompok K, P1, dan P2; 

dan tiap kelompok dibagi lagi menjadi tiga subkelompok berdasarkan hari 

pengamatan (subkelompok H-3, H-7, H-10).  

3. Perlakuan mulai diberikan di hari ke-1 tikus positif DM. Perlakuan yang 

diberikan yaitu: 

a. Kelompok K diberi 1,5 ml akuades steril secara intragastrik selama 

1x1/hari. 

b. Kelompok P1 diberi 1,5 ml larutan Tq secara intragastrik dengan selama 

1x1/hari.  
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c. Kelompok P2 diberi 1,5 larutan metformin secara intragastrik selama 

3x1/hari di waktu pagi, sore, dan malam.  

d. Larutan yang diberikan sudah menyesuaikan berat badan dan kapasitas 

volume lambung tikus (lihat Lampiran C). 

e. Alur waktu pemberian dan prosedur perlakuan dapat dilihat di Gambar 3.2. 

 

Gambar 3.2 Alur pemberian perlakuan pada kelompok K, P1dan P2 

 

4. Pada hari ke-7, gigi molar satu kiri rahang bawah pada semua kelompok tikus 

diekstraksi. Sebelum ekstraksi, KGD acak tikus diukur menggunakan 

glukometer. Prosedur ekstraksi gigi yang dilakukan yaitu (lihat Gambar 3.3): 

a. Tikus dianastesi menggunakan 0,1 ml ketamin yang diinjeksikan secara 

intramuskular pada kaki tikus (lihat Gambar 3.3a). 

b. Setelah lemas, tikus diletakkan pada rat dental chair.  

c. Gigi tikus dipisahkan dengan jaringan sekitarnya menggunakan sonde 

setengah lingkaran, kemudian setelah gigi terlepas dari perlekatan, gigi 

tikus diungkit dengan menggunakan excavator atau sonde setengah 

lingkaran (sebagai pengganti bein) dan diambil dari soket menggunakan 

arteri clamp (sebagai pengganti forcep) (lihat Gambar 3.3b). Gigi yang 

sudah terambil dapat dilihat di Gambar 3.3c. 

d. Setelah gigi terambil, dasar soket dibur menggunakan contraangle low 

speed dengan mata bur round end no. 1 kecepatan 5000 rpm/2 detik. 
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Pengeburan dilakukan pada setiap tikus dengan cara sama yaitu menekan 

mata bur ke dasar soket (Pawestri et al., 2014). 

         
 (a)  (b)    (c) 

Gambar 3.3 Prosedur ekstraksi gigi (a) Anastesi ketamin secara intramuskular (b) Ekstraksi 
gigi molar kiri rahang bawah (c) Gigi molar yang telah diekstraksi 

e. Setelah gigi diekstraksi, pemberian perlakuan tetap dilanjutkan sampai 

waktu tikus dieutanasia sesuai dengan hari pembagian subkelompok yaitu 

pada hari ke-3, ke-7 dan ke-10 pasca ekstraksi. 

3.7.5  Eutanasia hewan coba 

1. Tikus dieutanasia dengan metode overdosis inhalasi eter. Tikus dimasukkan 

ke dalam toples yang di dalamnya terdapat kapas yang dibasahi larutan eter 

dan ditutup rapat untuk beberapa saat hingga tikus mati (lihat Gambar 3.4a). 

2. Dilakukan pemotongan rahang bawah kiri dengan insisi mulai sudut mulut ke 

arah posterior sampai rahang bawah sebelah kiri terlepas dari tengkorak (lihat 

Gambar 3.4b). 

   
 (a) (b) 
Gambar 3. 4. (a)  Eutanasia dengan metode inhalasi eter (b) Sampel rahang kiri bawah tikus 
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3.7.6 Pembuatan preparat jaringan 

Menurut Muntiha (2001), tahapan pembuatan preparat jaringan adalah 

sebagai berikut:  

1. Jaringan dimasukkan ke dalam pot yang diberi label dan difiksasi selama 24 jam 

dalam larutan bufer formalin 10% supaya jaringan tidak membusuk dan untuk 

melindungi struktur morfologi sel.  

2. Jaringan diambil dan dicuci dengan akuades yang selanjutnya didekalsifikasi 

menggunakan larutan asam formiat 10% selama 10 hari dengan penggantian 

larutan jika larutan terlihat keruh. Dekalsifikasi berfungsi menghilangkan garam-

garam kalsium dari jaringan tulang sehingga tulang menjadi lunak dan 

memudahkan pemotongan jaringan. Dekalsifikasi hanya bisa dilakukan apabila 

jaringan difiksasi dengan sempurna.  

3. Mandibula kiri dipotong dari arah sagital dengan cutting surface bagian bukal. 

Jaringan diletakkan ke dalam tissue cassette sesuai dengan cutting surface-nya. 

Selanjutnya, jaringan dimasukkan ke dalam mesin processing jaringan yang di 

dalamnya terjadi tahapan: 

a. Dehidrasi untuk menghilangkan kandungan air dalam jaringan dengan 

menggunakan alkohol konsentrasi bertingkat.  

b. Clearing yaitu proses penjernihan jaringan dengan menggunakan xylol.  

c. Impregnasi yaitu proses infiltrasi bahan embedding (parafin cair) ke dalam 

jaringan pada suhu 56-60°C.  

4. Penanaman dalam parafin (Embedding) 

Mould base (cetakan dari bahan stainless steel) diolesi gliserin agar blok parafin 

yang mengeras mudah dilepas. Cetakan diisi dengan parafin cair ± setinggi ¼ 

cetakan, kemudian jaringan dari tissue cassette dimasukkan tanpa merubah letak 

cutting surface dengan sedikit ditekan. Parafin cair dengan suhu 60°C disiapkan 

dan dituangkan sampai seluruh jaringan terendam parafin. Parafin dibiarkan 

membeku, dilepas dari mould base dan disimpan dalam lemari pendingin.  
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5. Tahap penyayatan jaringan  

Penyayatan secara vertikal dilakukan menggunakan pisau mikrotom dengan 

ketebalan 5 mikron dan menghasilkan potongan apiko-koronal dan mesial-distal. 

Selanjutnya, jaringan diletakkan hati-hati di atas permukaan air dan dirapikan 

dengan kuas sampai tidak ada permukaan yang menggulung. Sayatan jaringan 

diambil dengan object glass dan dikembangkan dalam waterbath bersuhu 37°C. 

Object glass selanjutnya diletakkan diatas slide warmer selama 24 jam dengan 

suhu 37°C. Setelah 24 jam preparat siap untuk diwarnai. 

6. Pengecatan jaringan dengan teknik Haematoxylin& Eosin (H&E) 

Pengecatan dilakukan dengan memasukkan object glass secara berurutan ke 

dalam staining jar yang telah disusun sesuai dengan urutan larutan yang dapat 

dilihat di Tabel 3.1. 

Tabel 3.2 Tahap pengecatan jaringan 

Proses Larutan Keterangan 
Deparafinisasi Xylol 2-3 menit 
 Xylol 2-3 menit 
 Alkohol absolut 3 menit 
 Alkohol absolut 3 menit 
 Alkohol 95% 3 menit 
 Alkohol 95% 3 menit 
 Air Mengalir 10-15 menit 
Pengecatan I Haematoksilin 15 menit 
 Air Mengalir 20 menit 
Pengecatan II Eosin 2-3 menit 
 Alkohol 95% 2-3 menit 
 Alkohol 95% 2-3 menit 
 Alkohol absolut 2-3 menit 
 Alkohol absolut 2-3 menit 
Clearing Xylol 3 menit 
 Xylol 3 menit 
 Xylol 3 menit 
Mounting Entellan 5 menit 

Sumber: Tim Patologi Anatomi FKG UNEJ, 2007 
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7. Pengecatan jaringan dengan teknik Mallory’s Trichrome 

Pewarnaan Mallory’s Trichrome merupakan teknik yang digunakan untuk 

menggambarkan kolagen dalam jaringan. Pewarnaan ini menggunakan tiga jenis 

stain yaitu larutan Mallory I (acid fuchsine), larutan Mallory II (phospotungstic acid) 

dan larutan Mallory III (aniline/blue-orange G-solution). Hasil akhir dari pewarnaan 

yaitu: 

Jaringan tulang dan serabut kolagen  : biru atau hijau 

Eritrosit     : kuning atau merah  

Sitoplasma, fibrin, serabut otot  : merah (Kumar et al., 2010) 

 

Prosedur pewarnaan Mallory’s Trichrome adalah sebagai berikut: 

a. Slide yang akan diwarnai dideparafinisasi menggunakan xylol dan alkohol 

bertingkat (97%,80% dan 70%). 

b. Slide dimasukkan ke dalam staining jar berisi larutan Mallory I selama 3 menit 

(waktu inkubasi tergantung besar kecilnya jaringan). Slide dicuci dengan 

akuades 3x selama 30 detik kemudian aquadest dibuang. Slide hasil pewarnaan 

larutan Mallory I diamati di bawah mikroskop. 

c. Slide dimasukkan ke dalam staining jar yang berisi larutan Mallory II dan 

ditunggu minimal selama 5 menit. Slide hasil pewarnaan larutan Mallory II 

diamati di bawah mikroskop. 

d. Tanpa dicuci, slide tersebut segera dimasukkan ke staining jar berisi larutan 

Mallory III dan tunggu selama 2 menit. Slide dicuci dengan akuades 4x selama 

30 detik. Slide hasil pewarnaan Mallory III diamati di bawah mikroskop. 

e. Slide didehidrasi dengan alkohol bertingkat 70%, 80% dan 97% masing-

masing 3 menit. Proses clearing jaringan dilakukan dengan merendam slide 

dalam xylol (tiga kali dalam wadah yang berbeda-beda tiap 3 menit). Proses 

mounting menggunakan entellan dan ditutupi dengan gelas penutup. 
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3.8 Prosedur Pengamatan Proses Pembentukan Tulang Baru 

Preparat diamati dengan mikroskop optilab dengan perbesaran 40x (1 lapang 

pandang/keseluruhan soket) dan 1000x (daerah 1/3 apikal soket). Pengamatan 

dilakukan oleh dua orang pengamat secara blinding. Hasil pengamatan berupa BC, 

PM, WB dan LB selanjutnya ditabulasi dan disajikan dalam bentuk persentase dan 

disajikan dalam tabel.  

 

3.9   Analisis Data 

Penelitian ini menghasilkan data kualitatif dengan skala data nominal berupa 

persentase gambaran HPA proses pembentukan tulang. Data akan disajikan dalam 

bentuk tabel dan gambar. Analisis data yang digunakan adalah analisis deskriptif 

kualitatif pada gambaran HPA ketiga kelompok. 
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3.10 Alur Penelitian 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 
 

  

 

Gambar 3.5 Alur Penelitian 

Pemberian larutan 
ekstrak Tq secara 

intragastrik 1x1/hari 

 

Pemberian akuadest 
secara 

intragastrik1x1/hari 

Pemberian larutan 
Metformin secara 

intragastrik 3x1/hari 

27 tikus diadaptasikan dan dikontrol 
kesehatannya selama seminggu 

Pengukuran  KGD di hari ke-1 pasca 
injeksi 

KGD ≥ 250 mg/dl : Positif DM 

Subkelompok K H-3, K H-
7, K H-10 @ 3 ekor 

 

Subkelompok  P1 H-3, P1 
H-7, P1 H-10 @ 3 ekor 

 

Subkelompok P2 H-3, P2 
H-7, P2 H-10 @ 3 ekor 

 

Pengamatan bentukan blood clot (BC), provisional matrix 
(PM), woven bone (WB) dan lamellar bone (LB). 

Analisis Data 

Eutanasia dengan metode over-inhalasi eter 

Pemrosesan dan pewarnaan jaringan dengan Hematoxylin & 
Eosin dan Mallory’s Trichrome 

Ekstraksi gigi molar satu kiri rahang bawah 
pada hari ke-7 

 

Pembagian kelompok sesuai hari pengamatan : hari ke-3, ke-7 dan 
ke-10 pasca ekstraksi 

Kelompok K 
9 ekor 

 

Kelompok P1 
9 ekor 

Kelompok P2 
9 ekor 

Pengukuran KGD sebelum 
ekstraksi 

Pengukuran KGD sebelum 
eutanasia 

Pengukuran kadar 
glukosa darah (KGD) 

sebelum injeksi 

Induksi DM dengan metode STZ dosis 50 mg/kg 
intravena pada ekor tikus 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1  Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil kesimpulan 

pemberian ekstrak thymoquinone jintan hitam efektif terhadap proses pembentukan 

tulang soket pasca ekstraksi gigi pada tikus yang diinduksi diabetes melalui 

mekanisme penurunan KGD yang diduga menurunkan produksi AGEs sehingga 

mengurangi interaksi AGEs-RAGEs, mencegah apoptosis sel osteoblas, serta 

menginduksi aktivitas anabolik sel osteoblas. 

 

5.2  Saran 

 Berdasarkan hasil penelitian tersebut, penulis dapat memberikan saran sebagai 

berikut: 

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

proses pembentukan tulang selesai untuk menganalisis pengaruh pemberian 

Tq terhadap kecepatan pembentukan tulang pada kondisi diabetes. 

b. Perlu dilakukan pemberian metformin yang diberikan dalam kondisi puasa 

sehingga efek penurunan KGD-nya lebih optimal. 

c. Perlu dilakukan pengontrolan terhadap banyak pemberian pakan dan minum. 

d. Dapat dilakukan metode pewarnaan immunohistochemical sebagai alat untuk 

mengetahui tahapan proses pembentukan tulang yang lebih spesifik, seperti 

tahap proliferasi sel, maturasi matriks, mineralisasi matriks tulang, dan 

remodeling tulang. 
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Lampiran A. Surat Keterangan Layak Etik Penelitian 
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Lampiran C. Penghitungan Dosis Perlakuan 

 

Dalam memberikan perlakuan, volume maksimal larutan yang dapat diberikan pada hewan 

coba harus ditentukan. Hal ini untuk menghindari efek samping yang tidak diinginkan, seperti 

stres, gangguan pernapasan, syok, bahkan kematian hewan coba. Volume maksimal yang dapat 

diberikan pada hewan coba jenis tikus yaitu: 

1. Pemberian secara intragastrik : 5 mL/kg – 20 mL/kg BB tikus 

2. Pemberian secara intravena : 5 mL/kg BB tikus (Turner et al., 2011) 

Jika berat badan rata-rata tikus = 200 gr/ekor, maka volume maksimal yang dapat 

diberikan kepada tikus adalah: 

 Intragastrik 

5-20 mL 
= 

X ml 
 =    1 - 4 ml 

 1000 gr 200 gr 

 Intravena 

5 ml 
= 

X ml 
 =    1 ml 

1000 gr 200 gr 

 

1. Larutan streptozotocin (STZ) 

Dosis  : 50mg/kg BB tikus bubuk STZ (Akbarzadeh et al., 2008) 

Pelarut   : 50 mg/ml larutan buffer asam sitrat 0,1 M pH 4,5 (Info produk) 

Dosis yang diberikan : 

 Berat bubuk STZ 

50 mg 
= 

X mg 
= 10 mg 

1000 gr 200 gr 

 

 Volume larutan buffer asam sitrat 0,1 M pH 4,5 

50 mg 
= 

10 mg 
= 0,20 ml  

ml X ml 

Untuk tikus dengan BB 200 gr, larutan STZ dibuat dengan mencampur 10 mg STZ dalam 

0,20 ml larutan buffer asam sitrat 0,1 M pH 4,5 menggunakan eppendorf 1,5 ml. 
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2. Larutan thymoquinone (Tq) 

Dosis  : 80mg/kg BB tikus bubuk Tq (Pari et al., 2009) 

Pelarut   : Minyak zaitun  

Dosis yang diberikan : 

 Berat bubuk Tq 

80 mg 
= 

X mg 
= 16 mg 

1000 gr 200 gr 

 

Untuk tikus dengan BB 200 gr, larutan Tq dibuat dengan mencampur 16 mg Tq dan 1,5 ml 

minyak zaitun ke dalam eppendorf 1,5 ml. 

 

3. Larutan metformin  

Dosis  : 100 mg/kg BB tikus bubuk metformin (Cheng et al., 2006) 

Pelarut   : Akuades 

 Berat bubuk metformin 

100 mg 
= 

X mg 
= 20 mg 

1000 gr 200 gr 

 

Untuk tikus dengan BB 200 gr, larutan metformin dibuat dengan mencampur 20 mg bubuk 

metformin yang sudah dihaluskan ke dalam 1,5 ml akuades. Pemberian larutan metformin 

dilakukan sebanyak 3 kali dengan besar dosis yang sama. 
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LAMPIRAN D. Alat dan Bahan Penelitian 

D.1 Alat Penelitian 

a. Alat Pemeliharaan Hewan Coba 

Gambar Keterangan 

 

1. Kandang 
2.Tempat Pakan  
3. Tempat Minum 

b. Alat Pengukuran Kadar Glukosa Darah 

Gambar Keterangan 

 

1. Glucometer 
2. Glucose test strip 
 3. Needle 

c. Alat Perlakuan Hewan Coba 

Gambar  

  
Timbangan berat badan tikus 

 
Eppendorf 

3 

2 

1 

1 
2 3 
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Timbangan Digital 

 
 
 

 
Sonde Lambung 

 
 

 
Syringe 27 G 1 ml 

 
d. Alat Ekstraksi Gigi dan Eutanasia  

Gambar Keterangan 

 
 

 

1. Contra angle 
low speed 
2. Mikromotor 

    

 
 
1. Arteri clamp 
2. Sonde setengah 
lingkaran 
3. Ekskavator 
4. Round bur no.1 

1 2 

1 

2 

3 
4 
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Rat dental chair 

  
Toples eter 

  
Scalpel, Pinset, Arteri clamp 

 
Pot jaringan  

e. Alat Pewarnaan HE dan Mallory’s Trichrome 

Gambar Keterangan 
 

  
Tissue cassette   

Mesin processing jaringan 

 
 Mould base 

  
Microtome Holder 
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 Pisau mikrotom 

 
Wadah baskom dan kuas 

 
 Waterbath 

  
Slide warmer 

  
Staining jar 

  
Object glass 

 
Deck Glass 

 

 
Mikroskop Cahaya Olympus 
CX21 dan Optilab Olympus 
CX41RF, Olympus DP 20 
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D.2 Bahan Penelitian 

a. Bahan Perlakuan Hewan Coba 

Gambar Keterangan 

 

1. Streptozotocin 
2. Larutan bufer asam sitrat 0,1M  
pH 4.5 

 

1. Ekstrak murni thymoquinone 
2. Minyak zaitun 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

1. Metformin 500 mg 
2.Metformin yang sudah 
dihaluskan 

  
Akuades 

1 
2 

1 2 

1 2 
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b. Bahan Ekstraksi Gigi dan Eutanasia  

Gambar Keterangan 

    

1. Ketamin 100 mg 
2. Povidine Iodine 

 
 Chloroform atau eter 

e. Bahan Pewarnaan HE dan Mallory’s Trichrome 

Gambar Keterangan 

  
Larutan bufer formalin 10%  

Larutan asam formiat 10% 

  
Parafin  

Gliserin 

1 

2 
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 Cat Hematoxylin (ungu) dan Eosin (merah) 

 
 Entelan 

 

1. Etanol absolut 
2. Alkohol 90% 
3. Xylol 

 

1. Cat Mallory 1 (acid fuchsin)  
2. Cat Mallory 2 (phospotungstic 
acid) 
3. Cat Mallory 3 (aniline blue, 
orange G) 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 

3 
2 1 
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LAMPIRAN E. Prosedur Penelitian 

E.1 Persiapan hewan coba 

 
Gambar E.1 Adaptasi hewan coba dengan lingkungan kandang 

 

E.2 Pengecekan kadar glukosa darah (KGD) sebelum diinduksi diabetes 

 
Gambar E.2 Pengecekan KGD menggunakan Glucometer dan glucose test strip 

 
E.3 Penimbangan bahan perlakuan 

 
Gambar E.3 Penimbangan dengan timbangan digital 
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E.4 Induksi diabetes pada tikus menggunakan streptozotocin  

 
Gambar E.4 Injeksi STZ secara intravena pada vena ekor tikus 

 

E.5 Pengecekan KGD hari ke-1 setelah diinduksi diabetes 

 
Gambar E.5 Pengecekan KGD menggunakan Glucometer dan glucose test strip 

 

E.6 Pemberian perlakuan  

 
Gambar E.6 Pemberian larutan thymoquinone, metformin yang disiapkan dalam eppendorf 

dan akuades secara intragastrik 
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E.7 Anastesi umum sebelum ekstraksi     E.8 Ekstraksi gigi molar kiri rahang  
bawah tikus 

    
Gambar E.7 Injeksi 0,1 ml ketamin secara Gambar E.8 Tikus diletakkan pada rat  
       intramuskular pada kaki tikus dental chair untuk memudah- 
    kan prosedur ekstraksi 

 

E.9 Euthanasia tikus E.10 Pengambilan rahang bawah kiri tikus 

 
Gambar E.9 Metode overinhalasi eter   Gambar E.10 Pengambilan rahang kiri tikus 
 

E.11 Pewarnaan HE dan Mallory’s Trichrome 

 
Gambar E.10 Pewarnaan menggunakan staining jar sesuai urutan tahapan. Preparat yang 

siap diamati.  
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LAMPIRAN F. Data Kadar Glukosa Darah dan Berat Badan  

F.1Kadar Glukosa Darah (KGD) 

1. KGD Kelompok P1 (Ekstrak Thymoquinone) 

No. Tikus/KGD H-1 H-7 H-10 H-14 H-17 
2 340 511 458   
6 290 490 552   
8 386 572 525   
1 395 413  543  
5 356 544  434  
7 600 492  587  
3 448 600 

 
 361 

4 402 594 
 

 296 
9 532 537 

 
 346 

2. KGD Kelompok K(Akuades) 

No. Tikus/KGD H-1 H-7 H-10 H-14 H-17 
1 471 468 424   
3 372 362 600   
4 457 600 374   
2 402 487 

 
437  

6 600 442 
 

452  
7 556 305 

 
386  

5 482 600 
 

 600 
8 561 536 

 
 495 

9 564 600 
 

 519 

3. KGD Kelompok P2 (Metformin) 

No. Tikus/KGD H-1 H-7 H-10 H-14 H-17 
6 265 469 519   
8  475 435 521   
9 504 531 600   
3 532 558 

 
394  

4 479 572 
 

402  
5 587 600 

 
600  

1 600 600 
 

 600 
2 495 377 

 
 525 

7 468 600 
 

 600 
 Keterangan  

H-1   : Hari ke-1 positif DM (perlakuan dimulai) 
H-7  : Ekstraksi gigi 
H-10  : H+3 pasca ekstraksi gigi (dekaputasi) 
H-14  : H+7 pasca ekstraksi gigi (dekaputasi) 
H-17  : H+10 pasca ekstraksi gigi (dekaputasi) 
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F.2 Berat Badan 

1. Pengukuran Berat Badan Tikus (Kelompok P1) 
Hari 

perlakuan/ 
No. 

Sampel 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

2 197 199 189 183 179 168 168 173 174 169 170        
6 198 187 187 185 182 177 179 183 190 180 184        
8 190 177 170 163 163 158 156 161 153 157 152        
1 199 197 194 186 191 179 177 182 179 179 180 175 165 179 179    
5 202 196 183 178 179 169 163 167 170 164 164 164 162 161 162    
7 182 184 179 181 187 194 187 176 181 187 180 184 180 174 173    
3 176 168 166 158 161 153 152 159 157 155 158 154 149 157 159 163 158 149 
4 212 203 201 189 193 185 180 188 189 187 189 186 184 193 204 205 200 191 
9 183 177 173 168 168 161 159 165 163 160 160 157 149 149 157 160 157 155 
 

2. Pengukuran Berat Badan Tikus (Kelompok P2) 
Hari 

perlakuan/ 
No. Tikus 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

6 171 150 161 146 153 144 150 139 152 152 155        
8 163 162 150 154 155 152 155 150 151 147 147        
9 203 200 194 188 191 185 189 174 178 180 180        
3 188 189 188 182 192 185 190 184 191 199 200 200 203 199 203    
4 228 227 197 201 199 189 186 197 189 200 180 186 185 178 172    
5 164 161 155 151 157 149 146 140 154 151 154 148 156 159 157    
1 257 242 236 236 219 221 205 230 214 232 225 207 203 212 192 205 219 199 
2 207 206 190 192 188 190 188 198 185 183 182 186 181 179 178 182 182 176 
7 217 208 197 197 184 183 174 184 176 180 184 173 169 178 167 170 180 177 
 

3. Pengukuran Berat Badan Tikus (Kelompok K) 
Hari 

perlakuan/ 
No. Tikus 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

1 194 186 185 184 183 183 186 174 171 175 182        
3 176 170 166 158 153 177 150 136 132 138 146        
4 169 164 162 164 172 165 176 165 171 176 166        
2 222 224 220 217 216 215 207 204 213 215 213 213 202 202 208    
6 156 154 153 151 149 149 141 133 132 137 143 142 131 129 131    
7 208 207 204 202 202 202 204 191 186 201 207 204 200 207 205    
5 152 151 143 138 133 134 135 134 142 131 132 128 136 130 137 132 135 126 
8 165 168 171 175 166 163 160 166 165 161 160 158 158 154 153 155 153 156 
9 162 156 155 145 141 133 138 141 144 135 135 127 141 138 137 134 135 124 
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LAMPIRAN G. Gambaran HPA pembentukan tulang soket dengan pewaranaan HE dan Mallory’s Trichrome 
   40 x        P1-2-3   1000 x   40 x  P1-6-3 1000x  

   

   
   40 x        P1-8-3    1000 x        40 x   P1-7-7 1000x  
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40 x          P1-5-7    1000 x                                                        40 x         P1-1-7    1000 x  

  

  
 

40 x         P1-3-10    1000 x                                                        40 x        P1-4-10    1000 x  
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40 x        P1-9-10   1000 x 40 x              P2-8-3    1000 x  

  

  
 

 40 x    P2-6-3   1000 x 40 x         P2-9-3    1000 x  
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 40 x   P2-3-7   1000 x 40 x         P2-5-7    1000 x  

  

  
 

 40 x    P2-4-7   1000 x  40 x         P2-7-10    1000 x  
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 40 x P2-2-10   1000 x 40 x P2-1-10    1000 x 

  

  
 

 40 x    K-1-3   1000 x  40 x K-3-3    1000 x 
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 40 x    K-4-3   1000 x   40 x                K-7-7    1000 x 

  

  

 40 x  K-6-7   1000 x   40 x                K-2-7    1000 x 
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 40 x  K-8-10  1000 x  40 x  K-5-10    1000 x 

  

  
 40 x K-9-10   1000 x    
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LAMPIRAN H. Hasil pengamatan gambaran HPA dan nilai KGD acak 

1. H-3 Pasca Ekstraksi 

Kelompok 
No. 

Sampel 
H-1 H-7 H-10 

Gambaran 
HPA 

P1-3 2 340 511 458 PM 
P1-3 6 290 490 552 PM 
P1-3 8 386 572 525 PM 
K-3 3 372 362 600 PM 
K-3 1 471 468 424 PM 
K-3 4 457 600 374 BC 
P2-3 8 475 435 521 PM 
P2-3 6 265 469 519 PM 
P2-3 9 504 531 600 BC 

 

2. H-7 Pasca Ekstraksi 

Kelompok 
No. 

Sampel 
H-1 H-7 H-14 

Gambaran 
HPA 

P1-7 7 600 492 587 PM 
P1-7 5 356 544 434 PM 
P1-7 1 395 413 543 WB 
K-7 7 556 305 386 WB 
K-7 2 402 487 437 WB 
K-7 6 600 442 452 BC 
P2-7 4 479 572 402 PM 
P2-7 5 587 600 600 BC 
P2-7 3 532 558 394 PM 

 

3. H-10 Pasca Ekstraksi 

Kelompok 
No. 

Sampel 
H-1 H-7 H-17 

Gambaran 
HPA 

P1-10 4 402 594 296 LB 
P1-10 3 448 600 361 LB 
P1-10 9 532 537 346 LB 
K-10 8 561 536 495 WB 
K-10 5 482 600 600 PM 
K-10 9 564 600 519 PM 
P2-10 2 495 377 525 LB 
P2-10 1 600 600 600 PM 
P2-10 7 468 600 600 PM 
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