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Perawatan ortodonti bertujuan untuk memperbaiki susunan gigi geligi dan
hubungan rahang yang tidak normal sehingga tercapai oklusi, fungsi yang normal, dan
estetik wajah yang baik. Perawatan ini berdasarkan prinsi jika suatu kekuatan mekanik
diberikan pada gigi dengan jangka waktu tertentu, akan terjadi pergerakan gigi karena
ligament periodontal dan tulang di sekeliling gigi mengalami perubahan struktur tulang
(remodeling).

Pasca pasien melewati perawatan ortodonti dan fase retensi, ditemukan adanya
potensi relaps. Relaps sendiri adalah keadaan gigi kembali ke posisi awal maloklusi
setelah dilakukan perawatan ortodonti. Kondisi ini tidak selalu terjadi namun perlu
menjadi perhatian dokter gigi sebagai ukuran keberhasilan perawatan ortodonti jangka
panjang. Oleh karena itu, dibutuhkan suatu upaya untuk menurunkan angka kejadian
relaps yaitu dengan menggunakan Natrium Fluorida (NaF). Natrium Fluorida (NaF)
adalah ion anorganik yang memiliki efek merangsang pembentukan tulang secara in
vivo dan in vitro. Pada sel osteoblas NaF menyebabkan terjadinya proses proliferasi,
diferensiasi, dan memodulasi aktivitas growth factor. Pada osteoklas, NaF menurunkan
pembentukan osteoklas melalui reduksi receptor activator of nuclear factor kB ligand
(RANKL). Salah satu sitokin yang terlibat dalam menghambat pembentukan osteoklas
dan sebagai sitokin anti inflamasi adalah Interleukin 10 (IL-10). IL-10 menghambat
pembentukan osteoklas secara langsung maupun tidak langsung. Secara langsung IL-
10 menghambat pembentukan osteoklas dengan menurunkan ekspresi nuclear factor
of activated T cells (NFATc1). Secara tidak langsung IL-10 menghambat pembentukan
osteoklas dengan cara meningkatkan ekspresi Osteoprogeterin (OPG) dan menurunkan

RANKL serta menurunkan ekspresi sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-1, dan IL-
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6 serta Macrophage-colony stimulating hormone (M-CSF). Tujuan dari penelitian in
adalah mengetahui efek pemberian NaF terhadap ekspresi IL-10 pada kekuatan
mekanik ortodonti.

Jenis penelitian yang dilakukan adalah eksperimental laboratoris dengan
rancangan Randomized Post Test only Control Group. Penelitian ini dilakukan pada 16
tikus Wistar jantan yang terbagi atas empat kelompok (dua kelompok kontrol dan dua
kelompok perlakuan). Kelompok kontrol terdiri dari kelompok kontrol negatif 7 hari
dan kelompok kontrol negatif 14 hari tanpa diberi Natrium Fluorida. Kelompok
perlakuan terdiri dari kelompok 7 hari dan kelompok 14 hari yang diberi perlakuan
Natrium Fluorida (NaF). Pada kelompok perlakuan diberikan gel NaF dengan dosis
11,34 ppm. Diaplikasikan secara topikal ke dalam sulkus gingiva tikus Wistar jantan.

Hasil penelitina menunjukkan bahwa jumlah rata-rata ekspresi IL-10 setelah
pemberian NaF (Kelompok perlakuan 7 dan 14 hari) lebih tinggi daripada kelompok
kontrol negatif 7 hari dan 14 hari. Ekpresi IL-10 kemudian dianalisis pada uji
normalitas dan uji homogenitas didapatkan hasil bahwa data terdistribusi normal dan
homogeny. Selanjutnya dilakukan analisis statistik menggunakan uji statistik
parametric One Way Anova dimana hasilnya tidak terdapat perbedaan signifikan
ekspresi IL-10 dari tiap kelompok penelitian.

Kesimpulan penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian gel Natrium
Fluorida (NaF) dengan dosis 11,34 ppm yang diaplikasikan pada sulkus gingiva tikus
Wistar jantan secara topikal mampu meningkatkan ekspresi IL-10 pada sel osteoklas

setelah pemberian kekuatan mekanik ortodonti.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Makin berkembangnya jaman, penampilan menjadi salah satu hal yang
penting bagi masyarakat tak terkecuali tampilan gigi seseorang. kondisi gigi
yang kurang rapi bisa menimbulkan kurangya rasa percaya diri pada
seseorang. Kondisi ini dalam kedokteran gigi disebut sebagai maloklusi.
Maloklusi adalah keadaan oklusi yang menyimpang dari keadaan normal atau
keadaan gigi yang menyimpang dari relasi normal terhadap gigi-gigi lainnya.
(Riyanti, 2018). Untuk menanganinya, penderita maloklusi akan mendatangi
dokter gigi untuk melakukan perawatan ortodonti.

Perawatan ortodonti adalah perawatan yang dilakukan dokter gigi
dalam menangani kasus gigi yang tidak beraturan atau berjejal. Tujuan dari
perawatan ini utuk memperbaiki susunan gigi geligi dan hubungan rahang
yang tidak normal sehingga dapat tercapai oklusi, fungsi yang normal, dan
estetik wajah yang baik. (Rahardjo, 2009), serta stabilitas hasil akhir
diharapkan tercapai setelah melakukan perawatan. (Proffit et al., 2018).

Perawatan ortodonti dilakukan berdasarkan sebuah prinsip jika suatu
kekuatan mekanik diberikan pada gigi dengan jangka waktu tertentu, akan
terjadi pergerakan gigi karena ligamen periodontal dan tulang di sekeliling gigi
mengalami perubahan struktur tulang (remodeling). Ketika kekuatan mekanik
diterima oleh mahkota gigi, akan diteruskan melalui akar ke ligament
periodontal dan tulang alveolar. Dari gaya yang diberikan ini, akan timbul
daerah tekanan dan tarikan di sekitar gigi. Pada daerah tekanan terjadi resorpsi
tulang sebagai respon terhadap adanya gaya, sedangkan pada daerah tarikan
akan terjadi aposisi tulang untuk mempertahankan keutuhan dan mekanisme

perlekatan gigi ke tulang. (Iskandar et al., 2010).
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Kekuatan mekanis yang diterima oleh daerah tekanan akan merangsang
sel osteoklas untuk meresorpsi tulang. Gaya yang kecil menyebabkan resorpsi
dan pembentukan tulang alveolar baru sangat kecil ataupun tidak terjadi,
sedangkan gaya yang terlalu besar dapat mengaktivasi lebih dominan kerja
osteoklas untuk meresorpsi dibanding kerja osteoblas dalam pembentukan
tulang alveolar, sehingga resorpsi yang terjadi berlebihan (underminning
resorption) (Amin et al., 2017).

Proses remodeling tulang yang terjadi pada pergerakan gigi ortodonti
melibatkan banyak sitokin dan growth factor. Sitokin-sitokin proinflamasi
yang terlibat seperti TNF-a, IL-1, dan IL-6 membantu mempertahankan respon
inflamasi dan aktivitas resorpsi tulang (Nikolic et al., 2019). TGF-p dan IL-10
berperan sebagai anti inflamasi. TGF-B menginduksi pembentukan osteoblas
dan matriks ekstraseluler sedangkan IL-10 berperan mengatur deposisi serta
degradasi jaringan (Younis et al., 2019).

Interleukin-10 (IL-10) adalah sebuah sitokin anti-inflamasi, dimana IL-
10 menekan imunoproliferatif dan respon inflamasi. Penelitian yang dilakukan
Xu et al, menunjukkan bahwa IL-10 memiliki efek yang poten dalam
menghambat osteoklastogenesis baik secara langsung maupun tidak langsung.
Secara tidak langsung, IL-10 menghambat pembentukan osteoklas dengan cara
meningkatkan osteoprogeterin (OPG) dan menurunkan produksi receptor
activator of nuclear factor xB ligand (RANKL) (Zhang et al., 2014). Dengan
meningkatnya produksi IL-10 diharapkan mampu mengimbangi proses
resorpsi tulang yang terjadi selama fase perawatan ortodonti.

Pasca pasien melewati fase perawatan ortodonti, dilanjutkan dengan
fase retensi. Fase ini bertujuan untuk mempertahankan gigi pada keadaan
posisi hasil koreksi sesudah peranti aktif dilepas. Peranti retensi ini dianjurkan
penggunaannya selama 1-2 tahun (Andriekute et al., 2017). Hal ini kembali

lagi tergantung dari bagaimana kondisi individu tiap pasien. Hasil penelitian
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Renkema et al., menunjukkan fakta lain, meski menggunakan peranti retensi
selama dua tahun masih bisa terjadi relaps (Renkema et al., 2009).

Relaps adalah keadaan gigi kembali ke posisi awal maloklusi setelah
dilakukan perawatan ortodonti. Kondisi ini tidak selalu terjadi namun perlu
menjadi perhatian dokter gigi dalam hal tingkat keberhasilan perawatan dalam
jangka waktu panjang. Hasil penelitian yang dilakukan Lapatki et al., (2004)
relaps terjadi sebanyak 20% setelah dua tahun perawatan ortodonti selesai
dilakukan (Danz et al., 2014). Penelitian lain yang dilakukan Sheibani et al.,
(2010) ditemukan prevalensi terjadinya relaps sebanyak 61,5% dari 500 kasus
yang ada. (Sutjiati et al., 2017).

Relaps terjadi saat proses resorpsi dan aposisi tulang pada daerah sekitar
gigi yang digerakkan oleh alat ortodonti tidak seimbang. Beberapa penelitian
menunjukkan berbagai bahan alternatif yang dapat digunakan untuk
meningkatkan aposisi tulang contohnya saja ekstrak propolis yang dilakukan
oleh Handayani et al. (2016), gel Stichopus hermanii dan Hyperbaric Oxygen
yang dilakukan oleh Sandana et al. (2017), dan juga pemberian Natrium
Fluroida secara topikal (Sutjiati, 2016).

Natrium Fluorida (NaF) adalah salah satu senyawa dari fluor yang
memiliki perlakuan dan efek yang beragam pada diferensiasi osteoblas.
Natrium Fluorida (NaF) adalah ion yang unik diantara ion anorganik lainnya,
dimana NaF mampu merangsang pembentukan tulang secara in vivo maupun
in vitro. Pada osteoblas, NaF menyebabkan terjadinya proses proliferasi,
diferensiasi, dan memodulasi aktivitas growth factor (Lee et al., 2017). Pada
osteoklas NaF menurunkan pembentukan osteoklas melalui reduksi RANKL
(Bhawal et al., 2015).

Berdasarkan uraian di atas, tingkat keberhasilan perawatan ortodonti
dalam jangka waktu lama dapat dicapai jika angka kejadian relaps dapat
dicegah, salah satunya dengan menggunakan Natrium Fluorida (NaF). NaF

berperan dalam proses pembentukan tulang dimana hal ini diharapkan mampu
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terjadi keadaan homeostasis antara proses resorpsi dan pembentukan tulang
sehingga tidak terjadi relaps.
1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian yang telah di sampaikan pada latar belakang,
didapatkan rumusan masalah, bagaimanakah efek pemberian Natrium Fluorida
(NaF) terhadap ekspresi Interleukin 10 (IL-10) pada kekuatan mekanik
ortodonti
1.3. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui efek pemberian Natrium
Fluorida (NaF) terhadap ekspresi Interleukin 10 (IL-10) pada kekuatan
mekanik ortodonti
1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Dapat memberikan informasi mengenai manfaat pemberian Natrium
Fluorida (NaF) terhadap ekspresi Interleukin 10 (IL-10) pada kekuatan
mekanik ortodonti
1.4.2. Dapat menjadi dasar penelitian lebih lanjut mengenai manfaat
pemberian Natrium Fluorida (NaF) terhadap ekspresi Interleukin 10 (IL-

10) pada kekuatan mekanik ortodonti
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Pergerakan Gigi Ortodonti

Pergerakan gigi ortodonti didefinisikan sebagai hasil dari respon biologis
terhadap gangguan dalam keseimbangan fisiologis kompleks dentofasial oleh
adanya gaya atau tekanan dari luar. Sedikit saja tekanan yang diberikan mampu
menimbulkan pergerakan gigi, diikuti dengan proses remodeling pada
ligament periodontal dan tulang alveolar (Dudic et al., 2013).

Remodeling tulang adalah proses resorpsi tulang di daerah tekanan dan
pembentukan tulang di daerah tarikan (Herniyati, 2016). Ketika kekuatan
mekanik diaplikasikan, ligamen periodontal akan menyempit pada sisi yang
mengalami tekanan, diikuti dengan resorpsi tulang alveolar akibat aktivitas
osteoklas. Sebaliknya, pada sisi tarikan terjadi aposisi tulang oleh osteoblas
(Iskandar et al., 2010). Pergerakan gigi ortodonti dapat dikontrol dengan
memperhatikan besarnya gaya yang diberikan dan respon biologis dari
ligamen periodontal (Herniyati, 2016).

2.1.1. Teori Pergerakan Gigi
Ada dua teori yang menjelaskan mengenai mekanisme pergerakan gigi.
Teori yang pertama adalah teori piezoelektrik. Ketika alat ortodontik di
aktifkan, gaya yang diberikan ada gigi akan ditransmsikan ke seluruh
jaringan disekitarnya. Gaya ini menyebabkan pelengkungan pada tulang
alveolar. Melengkungnya tulang alveolar berperan penting dalam
pergeraka gigi ortodontik. Teori Piezoelektrik menyebutkan bahwa
pergerakan gigi pada perubaan metabolisme tulang yang dikontrol oleh
sinyal listrik yang dihasilkan ileh pelengkungan tulang alveolar. Sebagai
respon terhadap gaya mekanis, dihasilkan potensial listrik dalam jaringan
yang mendapat tekanan, potensial listrik ini mungkin mengisi

makromolekul yang berinteraksi dengan daerah spesifik pada membrane


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

sel atau menggerakkan ion-ion melewati membrane sel. Tulang alveolar
pada sisi tarikan memiliki konfigurasi konkaf, bermuatan elektronegatif
dan menstimulasi peningkatan aktivitas osteoblast sehingga terjai deposit
tulang, sedangkan pada sisi tekanan tulang memiliki permukaan konceks
bermuatan elektropositif atau netral dan menunjukkan peningkatan
aktivitas osteoklas sehingga terjadi resorpsi tulang.

Piezoelektrik adalah fenomena yang dapat diamati pada bahan
berkristal, yaitu deformasi yang terjadi pada struktur kristal akan
menghasilkan aliran listrik karena adanya perpindahan elektron pada
kristal-kristal tersebut. Mineral tulang, kristal hidroksiapatit dan matriks
kolagen merupakan struktur kristal organik yang memiliki sifat
piezoeletrik. Sinyal piezoelektrik memiliki dua karakteristik istimewa,
yaitu (1) sinyal yang cepat hilang, bila gaya diaplikasikan akan timbul
sinyal piezoelektrik yang kemudian akan cepat hilang walaupun gaya
tetap dipertahankan, dan (2) bila gaya dihentikan akan timbul sinyal yang
sama tetapi berlawanan arah.

Teori selanjutnya adalah teori klasik dari pergerakan gigi yaitu Teori
Tarikan dan Tekanan. Teori ini menghubungkan pergerakan gigi dengan
perubahan seluler yang dihasilkan oleh messenger kimiawi akibat
perubahan aliran darah dalam ligament periodontal. Perubahan aliran
darah menimbulkan berkurangnya level oksigen di daerah tekanan dan
menurunnya aktivitas Adenosine triphosphate (ATP). Perubahan ini dapat
terjadi secara langsung atau tidak langsung pada aktivitas seluler dan
diferensiasi (Asyri, 2018).
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Tabel 2.1. Faktor-faktor yang mempengaruhi pergerakan gigi (Asyri,

2018)

Faktor yang mempengaruhi Daerah Daerah

pergerakan gigi Tekanan Tarikan
Aliran darah Menurun Meningkat
Level oksigen Menurun Meningkat

Level Karbon dioksida Meningkat Menurun
Replikasi sel Menurun Meningkat
Produksi serabut menurun Meningkat

2.1.2. Tahapan Pergerakan Gigi

Pergerakan gigi menurut Burstone terbagi ke dalam 3 tahap, fase initial,
fase lag, dan fase post lag. Fase initial atau fase awal terjadi segera setelah
gigi diberi kekuatan mekanik. Pergerakan cepat karena gigi berpindah ke
periodontal space. Fase ini biasanya terjadi antara 24 jam hingga dua hari
setelah gigi diberikan kekuatan mekanik. Pergerakan gigi terjadi di dalam
soket tulang alveolar. Oleh karena itu, timbul daerah tarikan dan tekanan
di sekitar gigi.pada ligament periodontal terjadi ekstravasasi pembuluh
darah, kemoatraksi sel-sel inflamasi, dan pengerahan progenitor
osteoblast dan osteoklas (Asyri, 2018).

Setelah fase initial, ada fase lag dimana gerakan yang terjadi minimal
atau terkadang tidak ada gerakan sama sekali karena pada daerah ligament
periodontal yang tertekan terjadi proses hyalinisasi (Asyri, 2018). . Pada
fase ini, terjadi proses inflamasi kronis setelah sebelumnya pada fase
initial terjadi proses inflamasi akut (Dudic, 2018). Pergerakan tidak akan
terjadi sampai jaringan yang nekrosis dihilangkan. Pada fase lag,
pergerakan gigi berhenti sekitar 20-30 hari dan selama waktu itu, seluruh
jaringan yang nekrosis dihilangkan bersamaan dengan resorpsi sumsum
tulang yang berdekatan. Jaringan nekrotik yang berasal dari tulang dan
ligament periodontal yang terkena tekanan akan dihilangkan oleh

makrofag, foreign body giant cells (FBGc), dan sel-sel osteoklas selain itu
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sel-sel yang berperan dalam fase ini adalah fibroblas, sel-sel endotel,
osteoblast, dan sel-sel sumsum tulang (Asyri, 2018; Dudic 2018).
Fase ketiga atau post-lag phase merupakan tahapan dimana pergerakan
gigi secara bertahap atau tiba-tiba meningkat dan biasanya terjadi setelah
40 hari kekuatan mekanik diberikan. Selama pergerakan gigi, diduga
perkembangan terus menerus dan pengangkatan jaringan nekrotik terjadi
(Asyri, 2018; Dudic 2018). Mengikuti pengangkatan jaringan nekrotik
yang terhyalinisasi, pada fase ini pergerakan gigi nantinya akan berubah
menjadi lebih stabil dari waktu ke waktu (Cifter et al., 2019).
2.2. Tulang
2.2.1. Definisi Tulang
Tulang dilihat dari strukturnya dapat didefinisikan sebagai sebuah
jaringan penghubung seperti kartilagoyang terdiri atas sel-sel yang
bertempat di lacuna dan serat-serat kolagen. Definisi lain menurut Ward,
1977 tulang adalah jaringan keras dalam tubuh yang terdiri dari dua tipe
jaringan yaitu jaringan kompak dan bunga karang mengandung kolagen
dalam jumlah yang hampir sama (Perwitasari, 2008). Tulang adalah organ
tubuh yang selalu mengalami proses pergantian (turnover), tulang lama
diganti dengan tulang baru yaitu terjadi proses resorpsi dan proses formasi
(Priyana, 2016).
2.2.2. Komposisi Tulang
Tulang terdiri dari 2 bahan yaitu matriks tulang yang kaya akan mineral
(70%) alias tulang yang sudah matang dan bahan-bahan organik (30%)
terdiri dari sel-sel sebagai berikut:
a. Osteoblas
Secara histologi ditemukan pada permukaan tulang. Osteoblas
mensintesis, mensekresi, dan menyimpan osteoid, komponen organik

dari matriks tulang yang baru. Osteoid tidak terkalsifikasi dan tidak
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mengandung mineral apapun, namun ketika disimpan, dengan cepat ia

termineralisasi dan menjadi tulang (Eroschenko et al., 2013).
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Gambar 2.1 Gambaran histologi sel Osteablas (Ob) (Gasser et al, 2017)

Osteosit

Osteosit adalah wujud dewasa dari osteoblast dan merupakan
sel-sel utama pada tulang, osteosit juga lebih kecil daripada osteoblas.
Osteosit terjebak oleh matriks tulang disekitarnya yang dihasilkan
oleh osteoblast. Osteosit terletak didalam kanalikuli lakunadan sangat
dekan dengan pembuluh darah. Pada tiap lacuna hanya itemukan 1
osteosit. Tidak seperti kartilago, matriks tulang yang termineralisasi
lebih keras, sehingga nutrisi dan produk metabolism tidak mudah
berdifusi ke osteosit. Hal ini menyebabkan pada tulang banyak
vaskularisasi dan memiliki system saluran atau kanalkecil yang diseut
kanalikuli, yang terbuka ke dalam osteon (Eroschenko et al., 2013).

Osteosit adalah sel-sel yang bercabang-cabang. Sitoplasmanya
meluas hingga masuk ke kanalikuli, memancar ke segala arah dari tiap
lacuna, dan membuar hubungan dengan sel-sel tetangga melalui gap

jucntions. Adanya koneksi ini, memungkinkan lewatnya ion dan
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molekul kecil dari sel ke sel. Kanalikuli mengandung cairan
ekstraseluler, dan gap junction pada perluasan sitoplasma
memungkinkan masing-masing osteosit untuk berhubungan dengan
osteosit yang berdekatan dan dengan bahan-bahan yang berada
didalam pembuluh darah terdekat. Dengan cara ini kanalikuli
membentuk koneksi kompleks di sekitar pembuluh darah dalam
osteon dan membentuk mekanisme pertukaran yang efisien, nutrisi
dibawa ke osteosit, pertukaran gas terjadi diantara dah dan sel, dan
sampah metabolic dikeluarkan dari osteosit.kanalikuli menjaga
osteosit tetap hidup, dan osteosit pada gilirannya mempertahankan
homeostasis dari matriks tulang di sekitarnya dan konsentrasi kalsium
dan fosfat dalam darah. Ketika osteosit mati, matriks tulang di
sekitarnya diserap kembali oleh osteoklas (Eroschenko et al., 2013).
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Gambar 2.2 Gambaran Histologi Sel Osteosit (Ot) (Florencio et al., 2015).
Osteoklas

Osteoklas dalah sel besar berinti banyak yang ditemukan di
sepanjang permukaan tulang tempat resorpsi (removal of bone),
remodeling, dan perbaiikan tulang terjadi. Oseoklas tidak termasuk
dalam sel osteoprogenitor, sebaliknya osteoklas berasal dari fusi darah

atau sel-sel progenitor hemopoietik yang termasuk dalam turunan sel
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makrofag-monosit mononuclear dari sumsum tulang. Fungsi utama
sel ini adalah resorpsi tulang selama remodeling (pembaruan atau
pembentukan ulang). Osteoklas biasanya terletak pada permukaan

yang diresorbsi atau lacuna Howship (Eroschenko et al., 2013).
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Gambar 2.3 Gambaran Histologi Sel Osteoklas (Oc) (Florencio et et al.,
2015).

Osteoprogenitor

Sel-sel osteoprogenitor adalah sel-sel induk pluripotential yang
tidak berdiferensiasi yang berasal dari mesenkim jaringan ikat. Sel-sel
ini terletak di lapisan dalam periosteum jaringan ikat dan di lapisan
tunggal dalam endosteum yang melapisi marrow cavities, osteon
(sistem Haversian), dan kanal perforans di tulang. Fungsi utama
periosteum dan endosteum adalah nutrisi tulang dan untuk
menyediakan pasokan osteoblas baru untuk pertumbuhan, remodeling,
dan perbaikan tulang. Selama perkembangan tulang, sel-sel
osteoprogenitor berproliferasi dengan mitosis dan berdiferensiasi
menjadi osteoblas, yang kemudian mengeluarkan serat kolagen dan

matriks tulang (Eroschenko et al., 2013).
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2.3. Remodeling Tulang
Remodeling pada tulang akan terjadi terus menerus sebagai respon
kebutuhan mineral, stress mekanis, penipisan tulang, atau penyakit
(Eroschenko et al., 2013). Remodeling tulang alveolar pada pergerakan gigi
ortodonti terjadi ketika tekanan yang diaplikasikan pada gigi menimbulkan
respon pada sel-sel dalam ligamen periodontal, hal ini menyebabkan gigi dapat
bergerak selama perawatan ortodonti (Handayani et al., 2016). Berbagai
macam sel seperti sel imun, pembuluh darah, dan sistem saraf serta sel-sel
tulang ikut berpartisipasi pada remodeling jaringan selama pergerakan gigi
ortodonti (Tripuwabhrut et al., 2013).
2.3.1. Proses Remodeling Tulang
Pada pergerakkan gigi ortodonti dan proses remodeling terjadi proses
inflamasi. Perubahan vaskular dan seluler merupakan peristiwa awal yang
ditemukan dan sejumlah mediator inflamasi, termasuk sitokin dan
neuropeptida.

Mekanisme remodeling tulang:

1. Tulang dan kemungkinan kerusakan kecil pada dentin terjadi pada
pelepasan sitokin inflamasi (prostaglandin, IL-1p dan lainnya) dan
paparan kolagen yang termineralisasi dengan cairan ekstraseluler.

2. Hal ini menghasilkan osteoblas yang memproduksi RANKL.

3. Pra-osteoklas dari sirkulasi darah memiliki reseptor RANK, yang
mana akan diaktifkan oleh RANKL untuk osteoklas.

4. Saat tulang diresobsi, faktor pertumbuhan dilepaskan yang akan
menstimulus osteoblas untuk memproduksi OPG (reseptor yang
mengikat RANKL dan mengurangi diferensiasi osteoklas) yang
kemudian ditarik kembali ke permukaan tulang.

5. Sel-sel mononuklear bergerak masuk dan melapisi permukaan gigi

yang teresorbsi dengan cementing substance.
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6. Sel osteogenic perivascular berpindah melalui zona kepadatan sel
yang rendah dan berdiferensiasi menjadi preosteoblas yang
kemudian membelah menjadi dua osteoblas.

7. Osteoblas membentuk tulang baru, mengisi ruang yang teresorpsi
menyelesaikan proses turnover.

2.4. Fluor

Fluoride yang dulunya biasa disebut fluorine, merupakan elemen kimia
yang bersifat sangat elektronegatif di antara semua elemen-elemen kimia. Oleh
karena itu tidak pernah ditemukan dalam bentuk elemen bebas. Pada umumnya
bersama-sama dengan elemen lain dalam bentuk garam-garam fluoride seperti
antara lain contohnya kalsium fluorida dan natrium fluorida. Dosis optimal
fluor yang diberikan secara topikal pada manusia sebanyak 400-550 ppm (O
Mullane et al., 2016; Sutjiati 2016).
2.4.1. Mekanisme Kerja Fluor terhadap Tulang

Fluor dianggap sebagai multifungsional growth factor yang memiliki
berbagai aksi pada diferensiasi osteoblas. Fluor adalah ion anorganik yang
unik karena mampu merangsang pembentukan tulang secara in vivo
maupun in vitro. Selain itu, fluor juga mampu menghambat
osteoklastogenesis pada tulang (Lee et al., 2017).

Kerja fluor pada osteoblas menyebabkan terjadinya proliferasi dan
diferensiasi, menghambat phospotyrosil acid phosphatase, dan mengatur
aktivitas hormon-hormon pertumbuhan. Sebagai contoh, Natrium fluoride
(NaF) mempercepat proliferasi osteoblast pada dosis yang telah
ditentukan, hal ini ditunjukkan dengan pemberian NaF meningkatkan
ekspresi Runx2. Ekspresi Runx2 ditemukan di preosteoblas, immature
osteoblast, early mature osteoblast, dan preodontoblas serta bertindak
sebagai pengatur utama pada diferensiasi osteoblas dan pembentukkan
tulang (Lee et al., 2017).
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Penelitian yang dilakukan Bhawal dkk. 2015, membuktikan bahwa pada
kelompok yang diberi NaF tingkat resorpsi tulangnya berkurang jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hal ini dibuktikan dengan
ekspresi nuclear factor of activated T cells (NFAT)cl berkurang pada
kelompok perlakuan yang diberi NaF. NFATc1 sendiri berperan penting
dalam pembentukkan osteoklas (Bhawal et al., 2015).

2.5. Interleukin 10 (IL-10)

Interleukin (IL-10) atau cytokines synthesis inhibitory factor (CSIF)
adalah sitokin yang penting dengan sifat anti-inflamasi selain TGF-p dan IL-
35. IL-10 merupakan protein yang larut dan terdiri dari 160 asam amino serta
memiliki berat molekul sekitar 18 kD. IL-10 diproduksi oleh sel T , sel B,
monosit, makrofag, sel mast, sel eosinophil, keratinosit, hepatosit, sel epitel,
sel astrosit, dll. (Soeroso, 2007). IL-10 bertindak melalui kompleks reseptor
transmembran, yang terdiri dari IL-10R1 dan IL-10R2, dan meregulasi fungsi
banyak sel imun yang berbeda. Dalam monosit/makrofag, 1L-10 mengurangi
produksi mediator inflamasi dan menghambat presentasi antigen, meskipun
IL-10 meningkatkan penyerapan antigen. Selain itu, IL-10 memainkan peran
penting dalam biologi sel B dan sel T. Relevansi fisiologis khusus dari sitokin
ini terletak pada pencegahan dan pembatasan reaksi imun spesifik dan tidak
spesifik yang berlebihan dan, sebagai akibatnya, kerusakan jaringan (Sabat et
al., 2010).

IL-10 sebagai sitokin anti-inflamasi, pada tulang sitokin ini
menghambat pembentukan osteoklas. Menurut Xu et al, IL-10 memiliki efek
menghambat yang poten pada pembentukkan osteoklas bisa secara langsung
dengan cara menghambat prekursor osteoklas. Secara tidak langsung atau
molekular, 1L-10 dalam mekanismenya melakukan penghambatan
osteoklastogenesis diindikasikan meningkatkan ekspresi osteoprogeterin
(OPG) dan menurunkan ekspresi receptor activator of NF-«xB ligand (RANKL)

dan colony-stimulating factor-1 (CSF-1) atau disebut Macrophage-colony
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stimulating factor (M-CSF) (Zhang et al., 2014). Selain itu juga menurunkan
produksi sitokin-sitokin yang berperan dalam pembentukan osteoklas seperti
Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Interleukin 1 (IL-1), dan Interleukin 6 (IL-
6) serta M- (Amarasekara et al., 2018).

Pada pewarnaan dengan teknik Imunohistokimia, eskpresi Interleukin-
10 yang positif akan terlihat berwarna coklat. Berikut ditunjukkan pada

gambar.

Gambar 2.4 Ekspresi Interleukin-10 pada pewarnaan IHC (Luo et al., 2014).

Imunohistokimia

Tenik immunohistokimia adalah suatu metode yang bertujuan untuk
mengidentifikasi sel-sel spesifik berdasarkan komponen antigenik atau produk
selulernya dengan reaksi kompleks antigen-antibodi. Dengan kata lain,
imunohistokimia digunakan sebagai dasar penegakan diagnosis dan
identifikasi sel berdasarkan detail sitomorfologi (Rahayu et al., 2008).

Terdapat dua metode dasar identifikasi antigen dalam jaringan dengan
imunohistokimia, yaitu metode langsung (direct method) dan tidak langsung
(indirect method).
a. Metode langsung (direct method)

Metode langsung merupakan metode pengecatan satu langkah karena
hanya melibatkan satu jenis antibodi, yaitu antibodi yang terlabel,
contohnya antiserum terkonjugasi fluorescein isothiocyanate (FITC) atau
rodhamin (Lubiset al., 2018).


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

16

b. Metode tidak langsung (indirect method)

Metode ini menggunakan dua macam antibodi, yaitu antibodi primer
(tidak berlabel) dan antibodi sekunder (berlabel). Antibodi primer bertugas
mengenali antigen yang diidentifikasi pada jaringan (first layer),
sedangkan antibodi sekunder akan berikatan dengan antibodi primer
(second layer). Antibodi kedua merupakan anti-antibodi primer. Pelabelan
antibodi sekunder diikuti dengan penambahan substrat berupa kromogen.
Kromogen merupakan suatu gugus fungsi senyawa kimiawi yang dapat
membentuk senyawa berwarna bila bereaksi dengan senyawa tertentu.
Penggunaan kromogen fluorescent dye seperti FITC, rodhamin, dan Texas-
red disebut metode immunofluorescence, sedangkan penggunaan
kromogen enzim seperti peroksidase, alkali fosfatase, atau glukosa
oksidase disebut metode immunoenzyme (Lubis et al., 2018).

2.7. Immunoratio Score ( IRS)

Metode perhitungan imunohistokimia dilakukan secara kualitatif dan
semi kuantitatif. Salah satu metode semi kuantitatif adalah penggunaan
software Immunoratio Score (IRS). ImmunoRatio adalah aplikasi tidak
berbayar dan analisa gambar berbasis website untuk preparat yang dilakukan
pewarnaan imunohistokimia (Yeo et al., 2017). Dalam perkembangannya,
aplikasi ini dapat diakses dengan mengunduh sotware ImageJ yang nantinya
akan diarahkan ketika kita membuka website http://jvsmicroscope.uta.fi/
(Fulawka et al., 2016; Gonzélez et al., 2016).

Immunoratio pertama kali dikembangkan pada tahun 2010 (Yeo et al.,

2017). Hasil perhitungan ekspresi akan disajikan berupa dua gambar, gambar
pertama adalah gambar asli sebagai pembanding gambar kedua berupa gambar
pseudocolor yang merupakan hasil perhitungan dari aplikasi (Castaneda et al.,
2017). Kualitas pewarnaan sangat penting untuk analisis gambar

menggunakan software ini. Variasi pada pewarnaan jaringan bisa
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mempengaruhi hasil interpretasi yang dilakukan dengan software ini (Yeo et
al., 2017).

{Fiji I Just) Imagel — O >
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

5 0 clo )4

+Fy
-+

INA|a ]| xjsjw o] sla] |»

Command canceled: There are updates available

Gambar 2.5 Aplikasi ImageJ
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2.8. Kerangka Konsep

Kekuatan mekanik ortodonti di aplikasikan
pada gigi tikus

< NaF
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Keterangan:

Kotak warna merah : Pemberian perlakuan
Kotak warna hijau : Parameter yang diperiksa
Kotak garis biru : Hasil pemberian NaF

2.9. Penjelasan Kerangka Konsep

Kekuatan mekanik dari alat ortodonti yang diaplikasikan pada gigi tikus
akan menyebabkan timbulnya proses inflamasi. Adanya proses inflamasi
menimbulkan respon sel-sel makrofag untuk memproduksi berbagai macam
sitokin dan growth factor yang berperan dan memiliki efek pro inflamasi dan
anti inflamasi.

Pada gigi tikus yang diberi kekuatan mekanik ortodonti kemudian diberi
perlakuan berupa pemberian gel Natrium Fluorida (NaF). Pemberian NaF
berpengaruh pada proses remodeling tulang dimana NaF dapat meningkatkan
proses aposisi tulang dengan meningkatan pembentukan osteoblas dan
menurunkan pembentukan osteoklas.

Peningkatan pembentukan osteblas terjadi karena meningkatnya
Transforming growth factor-beta 1 (TGF-p1). TGF-B1 meningkatkan produksi
Runt-related transcription factor 2 (Runx2), dimana Runx2 menginduksi sel-
sel mesenkimal menjadi preosteoblas yang nantinya akan menjadi sel-sel
osteoblast yang aktif. Selanjutnya mekanisme penurunan pembentukan sel
osteoklas terjadi karena pemberian NaF meningkatkan ekspresi Interleukin 10
(IL-10). Peningkatan IL-10 mempengaruhi penurunan pembentukan sel
osteoklas secara tidak langsung dan secara alngsung. Secara tidak langsung,
IL-10 meningkatkan ekspresi Osteoprogeterin (OPG) dan menurunkan
ekspresi Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL).
Osteoklas akan terbentuk jika RANKL berikatan dengan Receptor activator of
NF-kB (RANK) yang diproduksi oleh sel osteoklas. Adanya peningkatan OPG
menghalangi RANKL berikatan dengan RANK sebaliknya RANKL akan
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berikatan dengan OPG. Selain itu secara tidak langsung IL-10 menurunkan
ekspresi Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-a) dan Macrophage Colony-
Stimulating Factor (M-CSF) pada prekursor osteoklas sehingga pembentukan
preosteoklas berkurang begitu pula ekspresi RANK pada preosteoklas. Secara
langsung IL-10 mengurangi pembentukan sel osteoklas dengan mengurangi
ekspresi Nuclear Factor of Activated T-cells (NFATc1).
2.10.Hipotesis

Natrium Florida (NaF) secara topikal dapat meningkatkan ekspresi

Interleukin 10 (IL-10) pada sel osteoklas di daerah tulang alveolar gigi tikus

Wistar jantan yang diinduksi kekuatan mekanik ortodonti.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah eksperimental laboratoris.
Sampel maupun perlakuan diharapkan terkendali, terukur dan pengaruh
perlakuan dapat terpercaya. Penelitian jenis ini merupakan suatu penelitian
yang bertujuan untuk mencari hubungan sebab akibat dengan memanipulasi
atau mengintervansi variable dalam satu atau lebih kelompok dan
mengendalikan faktor yang dapat mempengaruhi hubungan sebab akibat,
kemudian membandingkannya dengan kelompok kontrol yang tidak dilakukan
perlakuan atau dimanipulasi (Notoatmodjo, 2012).

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Randomized Post Test
only Control Group, yaitu rancangan penelitian yang memungkinkan peneliti
untuk mengetahui efek perlakuan dan tanpa perlakuan pada unit eksperimen
(Notoatmodjo, 2012). Pengukuran variable dilakukan setelah hari ke — 7 dan
hari ke — 14. Dalam penelitian eksperimental ini terdapat perlakuan dan
pengulangan (replikasi) serta terdapat kontrol pembanding (Hienz dkk, 2015).

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1. Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di:

a. Pembuatan gel Natrium Fluorida (NaF) di Laboratorium Farmasetika,
Fakultas Farmasi, Universitas Jember.

b. Perlakuan hewan coba di Laboratorium Farmakologi ruang hewan,
Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember.

c. Pembuatan preparat jaringan tulang alveolar di Laboratorium
Histologi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember.

d. Pewarnaan immunohistochemistry (IHC) di Laboratorium Histologi,

Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember,
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e. Perhitungan jumlah ekspresi IL-10 dilakukan di Laboratorium Biologi
Molekul dan Bioteknologi Gedung Center for Development of
Advance Science and Technology (CDAST), Universitas Jember.

3.2.2. Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanaan pada bulan November 2019 sampai selesai.
3.3. Populasi dan Sampel
3.3.1. Populasi Penelitian
Populasi penelitian ini adalah 16 tikus Rattus Novergocus strain wistar
berjenis kelamin jantan
3.3.2. Sampel Penelitian
a. Cara Pengambilan Sampel
Pengambilan sampel dilakukan dengan teknik total sampling. Teknik
total sampling adalah teknik yang menjadikan seluruh populasi sebagai
sampel (Notoadmodjo, 2012).
b. Besar Sampel Penelitian
Besar sampel ditentukan berdasarkan jumlah ulangan yang dianggap

telah cukup baik dengan menggunakan rumus (Daniel, 2012):

Z2%x02
n =

=z

Keterangan:

n = Besar sampel tiap kelompok

Z = Nilai Z pada tingkat kesalahan tertentu, jika o= 0,05 maka Z= 1,96
o = Standar deviasi sampel

d = Kesalahan yang masih dapat ditoleransi
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Dengan asumsi bahwa kesalahan yang masih dapat diterima
(o) sama besar dengan (d) maka :

7?% % g?
nz= 72

n > (1,96)2
n = 3,84
n=4

Berdasarkan hasil perhitungan jumlah sampel masing-masing
kelompok adalah sebanyak 4 ekor tikus. Pada penelitan ini terbagi
secara acak 1 kelompok perlakun dan 1 kelompo kontrol dengan waktu
pemeriksaan hari ke-7 dan hari ke-14, sehingga besar sampel yang
diperlukan sebanyak 16 ekor yang terbagi dalam 4 kelompok.

Syarat Sampel
a) Jenis Kelamin Jantan

Pemilihan jenis kelamin ini ditujukan untuk menghindari
pengaruh dari hormon — hormon seks wanita (estrogen) terhadap
aktivitas osteoklas.
b) Umur Dewasa dan Berat Badan Ideal

Umur dewasa dengan berat badan 200 — 250 gram diharapkan
mempunyai proses remodeling yang adekuat dan juga untuk
menghindari pengaruh hormon — hormon pertumbuhan.
c) Pakan yang Sesuai dan Seragam

Tikus yang dipakai sebagai hewan coba diberi makanan. Agar
mempunyai berat badan yang cukup ideal dan status kesehatan yang

cukup baik. Hewan dilakukan aklimatisasi selama seminggu sebelum
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diberi perlakuan untuk adaptasi dengan tempat dan makanan. (Sutjiati,
2016).
3.4. Identifikasi VVariabel Penelitian
3.4.1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah Natrium Fluorida (NaF)
secara topikal.
3.4.2. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah Interleukin 10 (IL-10)
3.4.3. Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini antara lain:

a. Jenis hewan coba

o

Umur hewan coba

Berat badan hewan coba

a o

Tatalaksana pemeliharaan hewan coba
Jenis dan bahan anastesi hewan coba
Lokasi gigi dan pergerakan gigi

Cara pemberian dan dosis bahan perlakuan

> @ oo

Waktu evaluasi
i. Metode pemeriksaan
3.5. Definisi Operasional
3.5.1. Natrium Fluorida (NaF)

Bahan Fluorida yang digunakan dalam penelitian ini adalah
bubuk Natrium Fluorida dengan merk dagang emsure berwarna putih
yang dibentuk menjadi gel dengan dosis 11,34 ppm. Diaplikasikan
secara topikal ke dalam sulkus gingiva tikus Wistar jantan (Sutjiati,
2016).

3.5.2. Ekspresi Interleukin 10 (IL-10)
Pengamatan ekspresi Interleukin 10 (IL-10) pada sel osteoklas

dengan metode imunohistokimia memperlihatkan warna coklat pada sel
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yang positif mengekspresikan IL-10 menggunakan perbesaran 400x.
Perhitungan eksprei IL-10 dilakukan menggunakan software
Immunoratio Score (IRS).
Kekuatan Mekanik Ortodonti

Kekuatan mekanik ortodonti merupakan besarnya kekuatan
yang diberikan dengan jangka waktu tertentu, akan terjadi pergerakan
gigi karena ligamen periodontal dan tulang di sekeliling gigi mengalami
perubahan (remodeling). Besar kekuatan mekanik ortodonti yang
diberikan dalam penelitian ini diaplikasikan pada gigi insisif sentral
rahang atas tikus Wistar jantan untuk menggerakkan gigi insisif ke arah
palatal dengan menggunakan Ni-Ti closed coil spring sebesar 10

gram/cm2 yang diukur menggunakan tension gauge (Sutjiati, 2016).

3.6. Alat dan Bahan Penelitian

3.6.1.

Alat penelitian

Berikut alat-alat yang digunakan dalam penelitian:

Kandang peliharaan hewan coba

1
2. Tempat makan dan tempat minum hewan coba

3. Timbangan berat badan hewan coba (merk Exhaust)
4. Timbangan analitik

5.
6
7
8
9

Mortar dan alu
Kotak kaca

. Gunting

. Tabung reaksi

Ni-ti closed coil spring

10. Stainless steel ligature wire

11. Tension gauge (Ormco, Europa)

12. Disposible syringe 1 ml (Onemed, Indonesia)

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

14. Pot jaringan (Makmur Jaya, Indonesia)
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15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23"
24.
2b.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

Mikromotor contra angle low speed
Minidrill

Diamond round bur no.1 (Edents, Switzerland)
Kuas, kertas saring, label identitas
Mesin processing jaringan

Tissue cassette

Block mould

Pisau mikrotom (Microtome Holder)
Slide warmer

Deck glass

Obiject glass

Wadah baskom

Staining jar

Mikroskop

Kamera mikroskop optilab

Knable tang

Sarung tangan dan masker

3.6.2. Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian sebagai berikut:

© 0o N o 0o b~ w Db PE

Pakan standar hewan coba (Turbo, Indonesia) dan air minum
Bubuk Natrium Fluorida

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

Semen Glass lonomer Tipe IX (Fuji 1X)

Larutan bufferneutral formalin 10% (Makmur Jaya, Indonesia)
Asam Formiat 10%

Bahan Anastetikum Ketamin dan Xylazine

Bahan embedding

Paraffin

26
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10.

11.
12.
13.
14.
1Lof
16.
179
18.
19.
20.
21.
22.
25
24.
25.
26.

Alkohol 100%, 95%, 80%, 75%, 70%, dan Alkohol

(Novapharin, Indonesia)

Xylol

Akuades steril (Aditama Raya Farmindo, Indonesia)
Blocking serum (Kkit)

Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
Mayer’s Hematoxylin

Buffer fosfat

Etanol absolut

Entelan

Bluing reagent

Phosphate buffer saline (PBS) (pH 7,6)
Peroxidase blocking solution

Prediluted blocking serum

Horseradish peroxidase (HRP)

Antibodi IL-10 (Shenandoah Biotechnology, Warwick, USA)

Antibodi sekunder biotin
Cotton pellet.

3.7. Konversi Dosis
3.7.1. Dosis Fluorida
Bahan fluorida yang digunakan adalah Natrium Fluorida (NaF) bentuk

27

absolut

gel dengan dosis 11,34 ppm dengan dosis 2,16mg/hari (Aguilar et al,

2008) yang merupakan sediaan fluorida yang aman untuk tikus Wistar

jantan yang digunakan dalam penelitian ini dengan berat sebesar 200-250

gram. Pengaplikasian NaF pada tikus Wistar jantan dilakukan 2 kali

sehari, yakni, pada pagi dan sore hari.
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Perhitungan penggunaan dosis pada tikus wistar diuraikan sebagai
berikut:
Dosis optimal fluor 2,16 mg/kgBB/hari
Berat badan hewan coba 200-250 gram = 0,2 — 0,25 kg
Rumus = (Dosis optimal x Berat badan x Hari)
= (2,16 mg/kg/hari x 0,25 kg x 7 hari) + (2,16 mg/kg/hari x 0,25
kg x 14 hari)
=3,78 mg + 7,56 mg = 11,34 mg
Jadi, dosis fluor dalam mg adalah 11,34 mg dan jika dilarutkan dalam 1
liter aquadest menjadi 11,34 ppm (mg/L).
Volume yang diberikan:
Konsentrasi optimal 0,2 % = 0,2 gr / 100 ml = 200 mg / 100 ml =2 mg/ml
Rumus = (Dosis optimal x Berat badan): Konsentrasi optimal
=(2,16 mg x 0,2 kg) : 2 mg/ml = 0,216 ml
= (2,16 mg x 0,25 kg) : 2 mg/ml = 0,27 mi
Jadi Volume gel yang diberikan sebesar 0,2 — 0,3 ml.
3.7.2. Dosis Bahan Anastetikum
Bahan anastesi yang digunakan berupa campuran ketamin dan xylazine.
Ketamin 10 % (dosis 50 mg/kg, Pantex Holland) dan Xylazine 2 % (dosis
5 mg/kg, Pantex Holland) secara intramuskuler (Hartiningsih et al, 2015).
a. Dosis Ketamin yang digunakan:
Konsentrasi 10% Ketamin =10 gr/ 100 ml

=10.000 mg / 100 ml
=100 mg/ml
Berat badan hewan coba 200 — 250 gr = 0,2 — 0,25 kg
Rumus = (Dosis x Berat): Konsentrasi
= (50 mg x 0,2 kg) : 100 mg/ml ; (50 mg x 0,25 kg) : 100

mg/ml
=0,1ml; 0,125 ml
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Jadi dosis ketamin yang digunakan adalah 0,1 — 0,125 ml.
Dosis Xylazine yang digunakan:
Konsentrasi 2 % Xylazine =2 gr/ 100 ml
= 2000 mg /100 ml

=20 mg/ml
Berat badan hewan coba 200 — 250 gr = 0,2 — 0,25 kg
Rumus = (Dosis x Berat) : Konsentrasi
=(Bmgx0,2kg):20 mg/ml;(5mgx0,25kg): 20

mg/ml
= 0,05 ml; 0,0625 ml

Jadi dosis Xylazine yang digunakan adalah 0,05 — 0,0625 ml.

3.8. Prosedur Penelitian

3.8.1. Perijinan Ethical Cleareance

Pengurusan keterangan kelaikan Etik Penelitian kepada Unit Etika dan

Advokasi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.8.2. Persiapan Hewan Coba

Hewan coba dilakukan adaptasi selama 7 hari sebelum diberikan

perlakuan untuk proses adaptasi dengan tempat tinggal, makanan dan

minuman.

3.8.3. Pembagian Kelompok Perlakuan

Hewan coba yang sudah diadaptasikan akan dikelompokkan menjadi 4

kelompok sebagai berikut:

a.

Kelompok A merupakan kelompok kontrol yang diberi kekuatan
mekanik ortodonti selama 7 hari sebanyak 4 ekor.

Kelompok B merupakan kelompok kontrol yang diberi kekuatan
mekanik ortodonti selama 14 hari sebanyak 4 ekor.

Kelompok C merupakan kelompok perlakuan yang diberi kekuatan
mekanik ortodonti berupa pemasangan ni-ti closed coil spring dengan

pemberian NaF selama 7 hari sebanyak 4 ekor.
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d. Kelompok D merupakan kelompok perlakuan yang diberi kekuatan
mekanik ortodonti berupa pemasangan ni-ti closed coil spring dengan
pemberian NaF selama 14 hari sebanyak 4 ekor.

3.8.4. Persiap Gel NaF
Natrium Fluorida (NaF) diperoleh dalam bentuk bubuk berwarna putih
yang diproses menjadi bentuk gel. Pembuatan gel tersebut dilaksanakan

di Laboratorium Farmasetika Fakultas Farmasi Universitas Jember. Dosis

Natrium Fluorida yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebesar

11,34 ppm. Pembuatan gel dilakukan dengan cara dicampurkan NaF

sebanyak 11,34 mg, carbopol sebanyak 1%, TEA sebanyak 3%, dan

propilen glikol sebanyak 3% dalam 1 liter aquades steril menggunakan
mortar dan alu.
3.8.5. Perlakuan Hewan Coba

1. Pemasangan coil spring

a. Selama prosedur pemasangan dan aktivasi ni-ti closed coil spring,
dilakukan injeksi intramuskuler. Bahan anastesi yang digunakan
berupa campuran ketamin dan xylazine.

b. Sebelum dipasang kekuatan ni-ti closed coil spring diukur dengan
menggunakan tension gauge untuk menghasilkan kekuatan
sebesar 10 gr/cm2 .

c. Sebuah ni-ti closed coil spring diletakkan di antara gigi insisif
sentral rahang atas dan molar pertama kanan rahang atas untuk
menggerakkan insisif ke arah palatal. Piranti ini difiksasi dengan
0,1 mm stainless steel ligature wire yang dipasang mengelilingi
gigi insisif sentral rahang atas melalui sebuah cekungan yang
dibuat dengan round bur pada sisi disto vertical dan dengan 0,1
mm stainless steel ligature wire yang dipasang mengelilingi gigi
molar pertama kanan rahang atas. Untuk meningkatkan retensi,

diaplikasikan glass ionomer cement (Sella, 2012).
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Gambar 3.1 Pemasangan coil spring pada hewan coba (Aghili et a.,
2017)

2. Hewan coba pada kelompok C dan D merupakan hewan coba yang
diberi perlakuan gel NaF 11,34 ppm secara topikal ke dalam sulkus
gingiva dengan syringe modifikasi sebanyak dua kali sehari.
Pemberian NaF pada hewan coba dilakukan setelah hewan coba diberi
makan dua kali sehari (Sutjiati, 2016).

3.8.6. Euthanasia Hewan Coba
Dilakukan dekaputasi hewan coba kelompok A dan B pada hari ke-8
dan kelompok C dan D pada hari ke-15. Euthanasia hewan coba dilakukan
dengan injeksi ketamin overdosis secara intramuscular (Vieira et al,

2018). Pengambilan jaringan dilakukan dengan menggunakan knable tang

dan scalpel pada bagian anterior rahang atas. Pemotongan jaringan ini

dilakukan di atas papan gabus. Jaringan yang diambil untuk penelitian
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harus segar artinya, jaringan diambil secepat mungkin setelah hewan coba

dilakukan euthanasia.

3.8.7. Tahapan Pembuatan Sediaan dan Pemeriksaan Imunohistokimia

a.

C.

Perendaman Jaringan dengan Larutan Buffer Neutral Formalin 10%.
Jaringan yang sudah terambil, dilakukan fiksasi dengan
menggunakan larutan Buffer Neutral Formalin 10%. Larutan ini
berfungsi untuk mengawetkan jaringan agar terhindar dari pencernaan
jaringan oleh enzim-enzim (otolisis) atau bakteri dan untuk
melindungi struktur fisik sel dan mempertahankan morfologi sel
seperti semula (Roelofs et al, 2019). Fiksasi jaringan dilakukan selama
minimal 24 jam (Santoso, 2006).
Perendaman larutan dekalsifikasi
Dilakukan dekalsifikasi pada jaringan dengan menggunakan

Asam Formiat 10% selama 7 hari. Proses dekalsifikasi bertujuan untuk
menghilangkan garam garam kalsium dari jaringan tulang sehingga
tulang menjadi lunak, dan memudahkan dalam proses pemotongan.
Jaringan dicuci dengan PBS 3 - 5x untuk membersihkan dari
kontaminan (Santoso, 2006). Proses dekalsifikasi selesai ditandai
dengan jaringan yang sudah lunak (Muntiha, 2001).
Pemrosesan Jaringan
1. Dehidrasi yaitu penarikan air dari dalam jaringan dengan

menggunakan konsentrasi rendah ke tinggi. Tahapan dehidrasi

sebagai berikut:

a) Alkohol 70 % = + 15 menit

b) Alkohol 80 % =1 jam

c) Alkohol 95 % =2 jam

d) Alkohol 95 % =1 jam

e) Alkohol 100 % =1 jam

f) Alkohol 100 % =1 jam
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g) Alkohol 100 % =1 jam

. Clearing yaitu proses penjernihan menggunakan bahan clearing

seperti xylol, toluel, dan benzene. Pada penelitian ini

menggunakan xylol. Tahapan clearing sebagai berikut:

a) Xylol=1 jam

b) Xylol =2 jam

c) Xylol=2 jam

Impregnasi yaitu proses infiltrasi bahan embedding dalam jaringan

pada suhu 56°-60°C, caranya jaringan dibungkus dengan kertas

saring yang sudah diberi label untuk menghindari kekeliruan

identitas sampel, kemudian dimasukkan ke dalam bahan

embedding yaitu paraffin TD 56°- 60°C. Tahapan impregnasi

sebagai berikut:

a) Paraffin (56°-68°C) = 2 jam

b) Paraffin (56°-68°C) = 2 jam

c) Paraffin (56°-68°C) = 2 jam

. Pembuatan Blok Jaringan (embedding) Embedding merupakan

proses penanaman jaringan ke dalam suatu bahan embedding,

yaitu paraffin, cellulose, dan tissue text. Pada penelitian ini

menggunakan paraffin TD 56°-60°C. Tahapan embedding sebagai

berikut:

a) Mempersiapkan alat cetak blok parafin dan meletakkan alat
cetak tersebut di tempat dengan permukaan rata.

b) Tuangkan paraffin cair (TD 56°-60°C) ke dalam alat cetak
blok, kemudian masukkan jaringan yang telah diimpregnasi
dengan surgical yang kita inginkan dan jangan lupa diberi label

sampel, tunggu beberapa menit sampai paraffin beku.
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5. Tahapan Penyayatan Jaringan

a)

b)

Olesi obyek glass dengan meyer egg albumin dan tempelkan
blok paraffin pada blok holder mikrotom dengan bantuan
pemanasan.

Penyayatan menggunakan mikrotom, sebelumnya bersihkan
pisau mikrotom dengan kasa/kertas saring yang telah dibasahi
dengan xylol dengan arah tegak lurus.

Atur ketebalan sayatan mikrotom antara 4-6 um, atau sesuai
kebutuhan.

Ambil sayatan yang telah diperoleh dengan kuas lalu letakkan
diatas permukaan air waterbath dengan temperatur tetap 56°-
58°C hingga sayatan mekar.

Ambil sayatan yang telah mekar dengan obyek glass yang telah
diolesi dengan meyer egg albumin, dan keringkan dengan
hotplate dengan suhu sekitar 30-35°C, minimal selama 12 jam.
(Syafriadi et al., 2007).
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B

Gambar 3.2 (A) llustrasi arah pemotongan gigi insisiv tikus wistar (Trejo-
Iriarte et al., 2019) (B) llustrasi arah pemotongan gigi secara
anatomis (Martelli et al., 2019).

d. Pengecatan Jaringan dengan Imunohistokimia
Prosedur pewarnaan dengan immunohistochemistry yang
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi, Fakultas Kedokteran,

Universitas Airlangga adalah sebagai berikut:

a. Sediaan dilakukan deparafinisasi preparat menggunakan larutan
xylol sebanyak tiga kali, masing-masing selama 10 menit.

b. Rehidrasi menggunakan etanol absolut sebanyak 3 kali, masing-
masing selama 10 menit kemudian inkubasi preparat selama 24
jam dengan suhu 3°C.

c. Keluarkan preparat hingga uap menghilang.

d. Cuci preparat menggunakan aquadest sebanyak tiga kali, masing-

masing selama 5 menit.
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Bersihkan object glass kemudian tetesi preparat dengan peroxidase
blocking solution sebanyak 2 tetes kemudian inkubasi pada suhu
ruang selama 40 menit.

Cuci preparat menggunakan phosphate buffer saline (PBS)
sebanyak tiga kali, masing-masing selama 5 menit.

. Bersihkan object glass kemudian tetesi preparat dengan prediluted
blocking serum sebanyak 100 pl menggunakan mikropipet
kemudian inkubasi dengan suhu 30C selama 24 jam.

. Cuci preparat menggunakan phosphate buffer saline (PBS)
sebanyak tiga kali, masing-masing selama 5 menit.

Rendam preparat dalam antibodi monoklonal TNF- a sebanyak 80
pl menggunakan mikropipet kemudian inkubasi dengan suhu 30C
selama 24 jam.

Cuci preparat dengan phosphatase buffer saline (PBS) sebanyak
tiga kali, masing-masing selama 5 menit.

. Rendam preparat dengan antibodi sekunder sebanyak 2 tetes
kemudian inkubasi pada suhu ruang selama 60 menit.

Cuci preparat dengan phosphatase buffer saline (PBS) sebanyak
tiga kali, masing-masing selama 5 menit.

. Rendam preparat dengan horseradish peroxidase (HRP) sebanyak
2 tetes kemudian inkubasi pada suhu ruang selama 40 menit.

. Cuci preparat dengan phosphatase buffer saline (PBS) selama 5
menit.

. Aliri preparat dengan aquadest.

. Rendam preparat dengan diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) sebanyak 100 pl menggunakan mikropipet selama 15
menit kemudian bilas dengan aquadest.

. Tetesi preparat dengan mayer’s hematoxylin selama 2 menit

sebanyak 2 tetes.
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r.  Cuci preparat dengan air mengalir.

s. Tetesi preparat dengan bluing reagent sebanyak 2 tetes selama 30
detik.

t. Cuci preparat dengan air mengalir.

u. Inkubasi pada suhu 600C selama 24 jam

v. Bersihkan preparat lalu tetesi dengan mounting media kemudian
ditutup dengan cover glass (Sutjiati R, 2016).

3.9. Prosedur Pengamatan dan Perhitungan Ekspresi IL-10

Pengamatan dan perhitungan jumlah ekspresi IL-10 dilakukan di Laboratorium
Histologi Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember. Setiap sampel jaringan
dibuat sediaan irisan dengan ketebalan 4-6 pm, kemudian dideteksi
immunohistokimia terhadap ekspresi IL-10 untuk melihat jumlah ekspresi dari 36
protein IL-10 tersebut. Pengamatan sediaan dilakukan dengan menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 100x untuk menentukan daerah perhitungan,
kemudian untuk melakukan perhitungan jumlah ekspresi IL-10 dilakukan
perbesaran 400x.

Perhitungan jumlah ekspresi I1L-10 dilakukan menggunakan program
Immunoratio (IRS). IRS merupakan software yang menganalisis gambar preparat
hasil pewarnaan immunohistochemistry (IHC) untuk melihat jumlah ekpresi
antibodi tertentu dan dapat diunduh secara online. Ekspresi IL-10 dapat terhitung
melalui gambaran warna coklat yang terekspresi pada preparat. Hasil dari
penghitungan ekspresi IL-10 menggunakan IRS berupa persentase.

Perhitungan jumlah ekspresi IL-10 dilakukan pada aplikasi ImageJ dengan cara
memilih menu “Plugins” kemudian pilih “Immunoratio”. Hasil perhitungan akan
menunjukkan persentase daerah sel yang positif oleh aplikasi akan ditandai dengan

warna orange kecoklatan. Berikut ditunjukkan pada gambar 3.3.
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(Fiji Is Just) ImageJ — [l
File Edit Image Process Analyze
[E o) |ol|<]:/x] ala o]0

Developer Menu

Macros
Shortcuts
Utilities

r v v ¥

New

Compile and Run...

Install__. Ctrl+Shift+M
Install Plugin...

3D Viewer
Analyze
BigDataViewer
Bio-Formats

r v v ¥

Cluster

Color Inspector 3D
Examples

Feature Extraction
HDF5

IHC Profiler

y v v v ¥

ImagesD
ImmunoMembrane
[immunoraio
Integral Image Filters +
Janelia H265 Reader
LOCI
LSM Toolbox
Landmarks

Multiview Reconstruction

r v v v ¥

Optic Flow

-

Gambar 3.3 Aplikasi ImageJ dan menu Plugins yang di dalamnya terdapat menu

Immunoratio

Tahapan penggunaan aplikasi ImageJ untuk menentukan ekspresi IL-10 adalah

sebagai berikut:

1. Buka aplikasi ImagelJ, aplikasi dapat diunduh melalui website Imunoratio

dengan alamat website sebagai berikut http://jvsmicroscope.uta.fi/ begitu pula

dengan plugin Immunoratio dapat diungguh melalui arahan website tersebut.

2. Buka gambar yang akan dilakukan perhitungan, klik menu “File” seperti yang
tertera pada Gambar 3.3 kemudian pilih menu “Open” kemudian pilih gambar
sesuai yang ingin dilakukan perhitungan.

3. Pilih menu “Plugins” kemudian cari dan klik menu “Immunoratio”.
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4. Setelah klik “Immunoratio” akan muncul box dialog pada bagian bawah ujung
kiri terdapat kotak “Ask sample identifier” hilangkan tanda centang pada kotak
tersebut kemudian klik “OK”

5. Tunggu beberapa saat untuk aplikasi mengolah data hingga akhirnya akan
muncul hasil perhitungan. Hasil perhitungan akan disajikan dua gambar.
Gambar pertama memperlihatkan gambar asli dari foto preparat jaringan dan
gamabr kedua adalah hasil perhitungan aplikasi disajikan. Daerah positif
terekspresinya IL-10 akan berwarna orange kecoklatan. Besar ekspresi tertera
pada deskripsi gambar yang dapat dilihat diatas kedua gambar tersebut. Berikut
hasil perhitungan menggunakan aplikasi.

g Montage (20.6%) - [m] X
iels: RGB; 25MB

mmunoRatio

Sample ID: 400x 3

Date: 30.3.2020 11:45
DAB / nuclear area: 22.3%

Gambar 3.4 Hasil perhitungan ekspresi IL-10 pada aplikasi.

3.10. Analisis Data
Data hasil penelitian ini akan ditampilkan dalam bentuk tabel yang berisi
besarnya rata-rata dan standar deviasinya serta foto-foto. Data hasil penelitian ini

akan diuji normalitasnya menggunakan uji Shapiro Wilk dan diuji homogenitasnya
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dengan uji Levene untuk mengetahui keseragaman data penelitian. Kemudian
dianalisis menggunakan uji parametrik, One Way Anova yaitu uji parametrik lebih
dari 2 sampel bebas untuk menganalisa rata-rata jumlah ekspresi IL-10.
Selanjutnya, dilanjutkan dengan uji beda lanjut (post hoc test) yaitu Least
Significance Difference (LSD) untuk mengetahui lebih lanjut perbedaan dari antar

kelompok perlakuan.
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3.11. Alur Penelitian

16 Tikus Wistar Jantan

!

Diadaptasi dengan lingkungan selama 7 hari

)

41

Pembagian kelompok dan perlakuan hewan coba

Kelompok A:

Kelompok diberi
kekuatan mekanik
ortodonti selama 7

hari

Kelompok B: Kelompok C:
Kelompok diberi Kelompok diberi
kekuatan mekanik kekuatan mekanik
ortodonti selama ortodonti + NaF

14 hari selama 7 hari

Kelompok D:

Kelompok diberi
kekuatan mekanik
ortodonti + NaF
selama 14 hari

A

Fiksasi dengan larutan Buffer formalin

\4

Dekalsifikasi meggunakan larutan Asam Formiat selama 7 hari

A 4
Proses pembuatan preparat

Pewarnaan menggunakan Imunohistokimia

Dilakukan pemeriksaan terhadap ekspresi Interleukin-10

Analisis Data
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1.Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang dilakukan, dapat diambil kesimpulan bahwa efek
pemberian Natrium Fluorida (NaF) pada ekspresi Interleukin 10 (IL-10) yang
diberi kekuatan mekanik ortodonti terjadi peningkatan ekspresi IL-10 pada
kelompok tikus yang diberi perlaku NaF meskipun tidak berbeda secara signifikan
dibanding dengan kelompok yang tidak diberi NaF.
5.2.Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan jarak waktu
pengamatan yang lain.

2. Perlu dilakukan penelitian lain menggunakan variabel lain yang berperan pada
resorpsi dan pembentukan tulang pada gigi tikus yang diberikan kekuatan
mekanik ortodonti.

3. Pelu dilakukan penelitian lebih lanjut cara pengaplikasian Natrium Fluorida

(NaF) yang lebih efektif pada perawatan ortodonti.
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LAMPIRAN 2. Surat ljin Penelitian

2.1. Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

J1. Kalimantan No. 37, Kampus Tegal Boto Kotak Pos 159 Jember 68121
Telepon (0331) 333536, 331743 Fasimili, (0331) 331991

Laman: fkgunciscid
Nomor ‘@S /UN258.TLR019 18 DEC 2018
Perihal : Ijin Penelitian
Kepada Yth
Ketua Bagian Biomedik
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
Di Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi maka, dengan hormat
kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk memberikan ijin penelitian. Adapun bentuk
kegiatan penelitiannya adalah pembuatan preparat histologi bagi mahasiswa kami di bawah
ni:

1 Nama . Annisa Syifa Maharani

2 NIM : 161610101121

3 Semester/Tahun : VII/2019-2020

4  Fakultas . Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

S Alamat . JI. Mastrip 1 No. 61

6 Judul Penelitian . Ekspresi Interleukin 10 (IL-10) Setelah Pemberian
Natrium Fluorida (NaF) Pada Kekuatan Mekanik
Ortodontik

7  Lokasi Penelitian : Laboratorium Histologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

8  Data/alat yg di pinjam : Mikroskop, timbangan, dll

9  Waktu . Desember 2019 s/d Selesai

10 Tujuan Penelitian : Mengetahui pengaruh pemberian gel Natrium Fluorida
(NaF) terhadap ekspresi TL-10 sel osteoblas tulang
alveolar tikus wistar pada saat perawatan ortodonti.

11 Dosen Pembimbing : 1. Dr. drg. Rina Sutjiati, M.Kes

2. drg. Rudy Joelijanto, M. Biomed

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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2.2. Laboratorium Biologi Molekul dan Bioteknologi CDAST Universitas
Jember

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

J1. Kalimantan No. 37, Kampus Tegal Boto Kotak Pos 159 Jember 68121
Telepon (0331) 333536, 331743 Fasimili. (0331) 331991

Laman: fkgunciacid
Nomor  :35GC /UN258TL/2019 18 p i
Perihal : Jjin Penelitian EC 20]9
Kepada Yth

Ketua Divisi Biologi Molekul Dan Bioteknologi
CDAST Universitas Jember
Di Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi maka, dengan hormat
kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk memberikan ijin penelitian. Adapun bentuk
kegiatan penelitiannya adalah pembacaan preparat bagi mahasiswa kami dibawah ini:

1 Nama . Annisa Syifa Maharani

2 NIM : 161610101071

3 Semester/Tahun . VII/2019-2020

4  Fakultas . Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

5 Alamat : J1. Mastrip 1 No. 61

6  Judul Penelitian . Ekspresi Interleukin 10 (IL-10) Setelah Pemberian
Natrium Fluorida (NaF) Pada Kekuatan Mekanik
Ortodontik

7  Lokasi Penelitian . Laboratorium Biologi Molekul dan Bioteknologi

CDAST Universitas Jember
8  Data/alat yg di pinjam -
Waktu : Desember 2019 s/d Selesai
10 Tujuan Penelitian : Mengetahwi pengaruh pembenian gel Natrium Fluorida
(NaF) terhadap ekspresi TL-10 sel osteoblas tulang
alveolar tikus wistar pada saat perawatan ortodonti.

11  Dosen Pembimbing : 1. Dr. drg. Rina Sutjiati, M. Kes
2. drg. Rudy Joelijanto, M. Biomed

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih

NIP.196811251999032001
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2.3. Laboratorium Farmasetika Fakultas Farmasi Universitas Jember

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

JI. Kalimantan No, 37, Kampus Tegal Boto Kotak Pos 159 Jember 68121
Telepon (0331) 333536, 331743 Fasimili. (0331) 331991

Laman: fkg uncj.ac.id
Nomor “ACS  /UN25.8.TL/2019 1
Perihal : Ijin Penelitian 8 DEC 20]9
Kepada Yth

Ketua Bagian Farmasetika
Fakultas Farmasi Universitas Jember
Di Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi maka, dengan hormat
kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk memberikan ijin penelitian. Adapun bentuk

kegiatan penelitiannya adalah pembuatan gel Natrium Fluorida bagi mahasiswa kami di
bawah ini:

1 Nama : Annisa Syifa Maharani

2 NIM . 161610101121

3 Semester/Tahun : VII/2019-2020

4 Fakultas : Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

5 Alamat . JI. Mastnip 1 No. 61

6 Judul Penelitian . Ekspresi Interleukin 10 (IL-10) Setelah Pemberian
Natrium Fluorida (NaF) Pada Kekuatan Mekanik
Ortodontik

7 Lokasi Penelitian . Laboratorium Farmasetika
Fakultas Farmasi Universitas Jember

8 Data/alat yg di pinjam -

9 Waktu : Desember 2019 s/d Selesai

10 Tujuan Penelitian . Mengetahui pengaruh pembenan gel Natrium Fluorida
(NaF) terhadap ekspresi IL-10 osteoblas tulang
alveolar tikus wistar pada saat perawatan ortodontik

11  Dosen Pembimbing : 1. Dr. drg. Rina Sutjiati, M.Kes

2. drg. Rudy Joelijanto, M. Biomed

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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2.4. Laboratorium Hewan Coba Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

JI. Kalimantan No. 37, Kampus Tegal Boto Kotak Pos 159 Jember 68121
Telepon (0331) 333536, 331743 Fasimili. (0331) 331991

Lsman: (kg unci.ac.id
Nomor : 6s  /UN25.8.TL/2019
Perihal : Ijin Penelitian ] 8 DEC ng
Kepada Yth

Ketua Bagian Biomedik
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
Di Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi maka, dengan hormat
kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk memberikan ijin penelitian. Adapun bentuk
kegiatan penelitiannya adalah perlakuan hewan bagi mahasiswa kami di bawah ini:

1 Nama . Annisa Syifa Maharani

2 NIM 0 161610101121

3 Semester/Tahun : VII/2019-2020

4  Fakultas - Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

5 Alamat . JI. Mastrip 1 No. 61

6 Judul Penelitian . Ekspresi Interleukin 10 (IL-10) Setelah Pemberian
Natrium Fluorida (NaF) Pada Kekuatan Mekanik
Ortodontik

7 Lokasi Penelitian . Laboratorium Hewan Coba

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
8  Data/alat yg di pinjam Ve
Waktu : Desember 2019 s/d Selesai
10 Tujuan Penelitian : Mengetahui pengaruh pemberian gel Natrium Fluorida
(NaF) terhadap ekspresi IL-10 sel osteoblas tulang
alveolar tikus wistar pada saat perawatan ortodonti.

11  Dosen Pembimbing : 1. Dr. drg. Rina Sutjiati, M.Kes
2. drg. Rudy Joelijanto, M. Biomed

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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LAMPIRAN 3. Rerata Hasil Ekspresi Interleukin 10 (I1L-10) pada Kelompok
Kontrol Negatif dan Perlakuan (%0)

Kelompok Lapang Lapang Lapang Lapang Rerata
Kontrol Pandang 1 | Pandang 2 | Pandang 3 | Pandang 4
Negatif Hari
ke-7
1 12.6 17.8 22.3 26.3 19.75
2 8.6 7.8 5.7 16.2 9.575
3 19.8 1wl 1 17.4 9.825
4 6.6 7.6 7.5 8.8 7.625
Rerata Jumlah Ekspresi IL-10 | 11.69
Kelompok Lapang Lapang Lapang Lapang Rerata
Kontrol Pandang 1 | Pandang 2 | Pandang 3 | Pandang 4
Negatif Hari
ke-14
1 21.7 17.7 15.2 11 16.4
2 18.2 13.4 10 9.1 12.675
3 19.4 18 23.7 20.7 20.45
4 9.1 8.2 8.5 8.5 8.575
Rerata Jumlah Ekspresi IL-10 | 14.525
Kelompok Lapang Lapang Lapang Lapang Rerata
Perlakukan | Pandang 1l | Pandang 2 | Pandang 3 | Pandang 4
Hari ke-7
1 12.9 16.2 25.6 23.0 19.425
2 17.5 13.3 10.2 7.4 12.1
3 12.8 9.1 10.3 12.7 11.225
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4 16.2 14.8 19.4 25.9 19.075
Rerata Jumlah Ekspresi IL-10 | 15.46
Kelompok Lapang Lapang Lapang Lapang Rerata
Perlakuan Pandang 1 | Pandang 2 | Pandang 3 | Pandang 4
Hari ke-14
1 6.2 4.7 8.0 8.6 6.875
2 11.2 10.8 11.4 20.7 13.525
3 26.4 23.2 26.4 36.7 28.175
4 39.4 66.7 60.8 50.1 54.25
Rerata Jumlah Ekspresi IL-10 | 25.70
LAMPIRAN 4. Uji Analisis Data
3.1. Uji Normalitas Shapiro Wilk
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
KELOMPOK A 384 4 784 4 077
KELOMPOK B 144 4 .996 4 984
KELOMPOK C 295 4 796 4 .095
KELOMPOK D 219 4 925 4 566

a. Lilliefors Significance Correction

3.2. Uji Homogenitas Levene

Hari ke-7

Test of Homogeneity of Variances

EKSPRESI IL-10

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

.026

.876
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Hari ke-14

Test of Homogeneity of Variances

EKSPRESI IL-10

Levene Statistic dfl df2 Sig.
4.269 1 6 .084
3.3. Uji Parametri One Way Anova
Hari ke-7
ANOVA

EKSPRESI IL-10

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 28.313 1 28.313 1.152 324
Within Groups 147.453 6 24.576
Total 175.766 7

Hari ke-14
ANOVA

EKSPRESI IL-10

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 250.041 1 250.041 1.071 341
Within Groups 1401.285 6 233.548
Total 1651.326 7
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LAMPIRAN 5. Gambar Hasil Immunoratio Score (IRS)

4.1. Gambar Hasil IRS Kontrol Negatif Hari ke-7
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4.2. Gambar Hasil IRS Kontrol Negatif Hari ke-14
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4.3. Gambar Hasil IRS Perlakuan Hari ke-7
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4.4. Gambar Hasil IRS Perlakuan Hari ke-14
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LAMPIRAN 6. Gambar Alat dan Bahan Penelitian

5.1. Gambar Alat Penelitian

I &G mmoow>»

Glassplate
Spatula Agate
Gunting

Sonde Halfmoon
Ekskavator
Sonde Lurus
Pinset

Plastic Filling

Instrumen



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

Timbangan Berat Badan
Hewan Coba

71

Beaker Glass

Gelas Ukur

Homogenizing Mixer

Tissue Cassete

Water Bath

Slide Warmer

Inkubator
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Mikrotom

Mikroskop Cahaya

dan Kamera Optilab
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Mortal dan Alu

Pipet

Dispossible Syringe 1 ml

Kandang, Tempat
Minum, dan Tempat
Makan
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Pot Jaringan

Tension Gauge

Mikromotor Contra
Angle Low Speed

Staining Jar

Timbangan Analitik
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5.2. Gambar Bahan Penelitian

74

Carbopol

Aquades Steril

Antibodi Sekunder
Biotin

Bluing Reagant

TEA

Propilen Glikol
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Xylazine

0

Ay

<

Ethanol Absolut

Entelan

Mayer’s Hematoksilin

 antibody
tor2ml

9 mei

| )

-

Antibodi Primer IL-10

Stainless Steel Ligature
Wire
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Ni-Ti Closed Coil Spring

Preparat Jaringan
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Kotak Object Glass
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