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Abstrak:

Penyakit pertodontal disebabkan oleh adanyy ritasi lokal berupa mikroorganisme
viang berkolomsasi di permukaan gigi vang terdin dan plak bakten, Keterbatasan
akses instrumen ke poket periodontal membuat perawatan non-bedah kurang efekuf,
Sel berint runggal yang dusolass dan darah tepr mengandung berbagar tipe sel yang
Mmasing-masing mempunyal peran untuk meregencrasi jaringan periodontal. Tujuan
dart penehtian i1 adalah untuk mengevaluas: efek transplantasi sel bennti tunggal
yang disolass dar darah tepr dapat untuk meregenerasi jaringan penodontal yvang
rusak. Sampel penelitian int adalah kedalaman probing dan pertumbuban tulang
pasien periodontitis kronis. Hasil penclitian menunjukkan ada penurunan Kedalaman
probing yang signifikan (p < 0.05) antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan
setelah satu bulan, Sedangkan untuk penambahan tulang, ada perbedaan antara Kedua
kelompok namun tidak signifikan. Kessmpulan, Transplantasi sel berinti tunggal ke
jaringan periodontal yvang rusak dapat mempercepat penurunan kedalaman probing

Kata kunci: Regenerasi, periodontal, sel bennti tunggal
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Effect of Peripheral Blood Mononuclear Cells on

Periodontal Regeneration

Moehamad Orliando Roeslan

ABSTRACT

Background: Periodontal discase compnses a group of inflammatory conditions of
the teeth’” supporting tissues that 15 caused by bactenia. Due to leeth anatomy’s
complexity. its difficult for instruments to reach periodontal pocket. Therefore, non-
surgery treatment for periodontitis can’t be performed maximally. Penpheral blood
mononuclear cells (PBNMNCs) consist of stem cell, progemitor cell, lymphoceyte, and
manocvte. Stem cell and progenitar cell can support regeneration in periodontal
tissue. Objectives: The mims of this study were to evaluate effects of PBMNCs on
regeneration of periodontal tissuc m chronic periodontitis patients within | month.
Method: Fifteen patients were selected based on mclusion and exclusion criteria.
Autologous PBMNCs were 1solated, prepared and apphied on damaged-periodontal
nissue with 3-6 mm pocket depth. Prior to PBMNCs application, periodontibs was
rreated with curretage. Curretage without application of PBMNCs was also performed
as control i each PBMNCs-applied patient. After | month, applicabon’s evaluation
was performed with parameter of pre-post intra-oral exammation, depth probing and
dental radiography.

Results: After | month, there was not any intra-oral inflammatory response of conirol
and treatment groups, In probing depth, 7 patients gained clear benehit of the
PBMNCs applicaton and sigmficant difference (p<0.05) between control and
treatment groups was obtamed. Meanwhile, i rachographically-evaluated bone
growth, || patients gained clear benefit of the PBMNCs applicanion, however,
significant  difference between control and treatment groups was not obtained
Conclusion: Curcttage with PBMNCs application regenerated periodontal tissue m
chronmic penodontins patients within 1 month. Therefore, this treatment should be
considered as potental treatiment for chrome penodontitis patients

Kevwords: Perniodontits, PBMNCs, regencration. probing depth, alveolar bone

growth




BAB I

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penyakit periodontal diderita hampir 90% populasi dumia dan merupakan
penyebab terbesar kehilangan gigi pada orang dewasa di usia 30 tahun ke atas [
Indonessa, laporan Surver Keschatan Rumah Tangga (SKRT) Depkes Rl tabun
2001 menunjukkan bahwa di antara penyakit yang dikelubkan dan yang tidak
dikeluhkan, prevalens: kanes gigi dan penyakit penodontal adalah yang tertinggi,
yvantu sekitar 60%%,

Penyakit periodontal terdin atas sekelompok keadaan peradangan janngan
pendukung gigr yang disebabkan bakten (Camanza dan Newman, 1996). Penyakit
ini dapat diklasifikasikan menjadi dua bagian, yaitu peradangan terbatas hanya pada
gingiva disebut gingivitis, dan selanjutnya peradangan yang meluas ke janngan
pendukung di bawah gingival disebut periodontitis. Penyebab utama penyakit
peniodontal adalah mikroorgamsme yang berkolomsasi di permukaan gigt, terdin
atas plak bakter) dan produk-produknya. Pada gingivitis, baken yang berperan
adalah Gram positif dan Gram negatif bertransist dar aerob ke anaerob, Sedangkan
pada periodontitis, baktert yvang berperan adalah Gram negatif anacrob (Chappel
dan Gilbert, 2002).

Periodontitis merupakan proses peradangan yang dimulai dan gingiva yang
kemudian menyebar ke jaringan pendukung vang lebih dalam. Oleh karena itu
periodontitis  ditandar  dengen  adanya peradangan pada gingiva, selanjutnya
menimbulkan poket periodontal, kerusakan ligamen penodontal, sementum, dan
kerusakan tulang alveolar serta menyebabkan kehilangan gigi secama perlahan
(Hoag dan Pawlak, 1990}

Selama i perawatan penyakit periodontal dimulai dengan membersihkan

bakter: dary janngan melalul pembersiban mekams, yaitu scafing dan penghalusan




akar (SPA). Namun tndakan SPA terkadang tidak dapat mencapai hasil yang
maksimal. Hal mi disebabkon oleh kKompleksitas anatonn gigi yang menyulitkan
akses mstrumen ke dalam poket penodontal sehingga membatasi efektivitas
penghalusan akar (Rudhart dkk., 1998). Pendekatan selanjutnya untuk perawatan
poket periodontil adalah dengan pembenan antibiotika, aplikasi antimikroba secara
lokal, dan penggunaan faktor-faktor pertumbuhan. Ternyata teknik-tekmk
perawatan yang telah disebutkan nidak secara utuh mengakibatkan regeneras:
janngan periodontal (Berendsen, 2008 ).

Untuk mencapa regenerasi jaringan periodontal dengan baik, diperlukan adanya
pembentukan epithelial seal, serat janngan penyambung ke akar gigi, pembentukan
kembali sementum non-selular pada permukaan akar gigi, dan regeneras: tnggi
tulang alveolar (Bartold dkk., 2000). Namun hambatan untuk mencapai regeneras
periodontal setelah perawatan sccara Konvensional adalah proliferasi jaringan epitel
ke dalam bagian vang rusak lebih cepat dibandingkan regeneras jaringan mesenkim
(Benam dkk., 2007)

Regenerasi jaringan periodontal adalah proses pembentukan kembah jaringan
periodontal baru agar jariogan lama yvang telah rusak dapat diganti. Proses
regeneras) 1 berdasarkan pertumbuhan sel secara biologes. Untuk it dapat
digunakan sel punca yang masih belum berdiferensiasi, ditambah sinyal molekular
untuk menstimulast respon sel punca tersebut (Berendsen, 2008), Sel ligamen
periodontal berasal dart mesenkim, karéna itu sel punca yang dapat mendukung
terjadinya regenerasy di janngan pertodontal adalah sel punca mesenkim (Benatti
dkk., 2007)

Sel punca dapat ditemukan di dalam populas: sel berinti tunggal yang dusolass
dant darah teprperipheral blood mononuclear cells (PBMNCs) (Sardjono dkk.,
2009). Selain 1tu juga ditemukan sel progenitor, limfosit, dan monosit (Frisca dkk.,
2008). Sel punca berfungst untuk regencrasi bila terjadi kerusakan selama
kehidupan, Sel progenitor menghasilkan sel prekursor (sel blas) yang secara
morfolom tidak dapat dibedakan dengan sel punca (Jungueira dkk., 1997). Limfosiut
dan monosit adalah sel yang berperan untuk mengeliminasi zat asing dan hancuran
dorah, limfe, serta janngan { Rocslan, 2002).

Periodontitis merupakan proses peradangan, maka himfosit dan monosit berperan




penting dalam mekamisme pertabanan pada janingan periodontal, Pada periodontitis
wkan terjadi kerusakan jaringan yang disebabkan oleh plak bakten yang bertindak
sehagai antigen. Penyembuhan peniodontiis  setelah  dilakukan  perawatan
memerlukan regencrasi jaringan periodontal. Aplikast PBMNCs yvang mengandung
sel punca ke janngen penodontal yang rusak, dibarapkan dengan cepat dapat
meregeneras jaringan tersebut mengingat berbagan jenis sel yang ada & dalam

populast tersebut mampu mendukung terjadinya regenerasi

B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belokang yang sudah dikemukakan, dapat dirumuskan
masalah: apakah aplikasi PBMNCs dapat meregenerasi jarmgan periodontal yang
rusak dalam | bulan dengan parameter (1) penurunan kedalaman poket penodontal

dan (2) peningkatan pertumbuhan tulang alveolar secara radhograh?

C. Tujuan Penelitian

Fujuan penchitian it adalah untuk mengetahum kemampuan aplikasi PBMNCs

untuk regenerasi jaringan peniodontal yang rusak dalam | bulan

D. Manftaat

|. Menambah khasanah ilmu pengetahuan dengan memben masukan tentang
kemampuan PBMNCs untuk regenerast jaringan penodontal

2. Memben masukan data bagi penelitian lanjutan tentang regeneras: janngan
periodontal

Mendapatkan alternatif penatalaksanaan untuk regeneras: janngan periodontal

ad

vang risak

,




BAB 11

FINJAUAN PUSTAKA

A. Penyakit Periodontal

Penyakit periodontal merupakan penyakit yang menyerang janngan penyangga
pigr. Secara kliis, terjadh perubahan wama pada gingrva, pembentukan poket
periodontal, perdarahan, kehilangan perlekatan, dan kegoyangan gigi. Kehtlangan
tulang alveolar dapat dilibat melalul pemenksaan radiografi. Penycbab utama
penyakit ini adalah mikroorganisme yang berkolonisasi di permukaan gigs dekat
gingiva vang terdin atas plak bakteri dan produk yang dihasilkannya. Jems
pertodontis kroms adalah benmk peniodontitis yvang paling sering ditemun
Kebanyakan terjadi pada orang dewasa, tetapi pada anak-anak Xkadang juga bisa
terjadt (Nogy dan Novak, 2006)

Periodonntis kromis didefimsikan sebagai penyakit yang disebabkan infeks:
sehingga terjadi inflamasi pada janngan penyangga ggl, kchilangan perlekatan
sccara progresif, dan kehilangan wlang. Karakter klimsnya adalah akumulas: plak
di supragingiva dan subgingiva. Gingiva biasanya agak bengkak dan menunjukkan
perubahan warna darn merah pucat sampar magenta. Pada beberapa pasien,
perubahan warna, kontur, dan konsistensi vang dibubungkan dengan inflamasi
gingival mungkin tidak terlihat, inflamasi akan terdetcksi sebagar perdarahan
wingiva pada saat didakukan probing. Kedalaman poket bervanasi, dan dapat
ditemukan kehtlangan tulang secara honzontal dan vertikal. Kegoyangan gigi sering
terlihat pada kasus berat yang banyak kehslangan wilang (Nagy dan Novak, 2006)

Periodontitis kromis biasanva progresif, dan lambat ke sedang, walaupun
progrest vang cepat juea kadang tenadi. Penmgkatan progres: penyakit dapat
(isebabkan  oleh penyakit sistenk, atau  faktor hingkungan  yvang  mungkin
mempengarubi interaks: antara pejamu dan bakten. Pada penderita diabetes mellitus

dan HIV, akan mempengaruh pertahanan peyamu. Faktor hngkungan seperti rokok
Peng | . g L




dan stres mungkin akan mempengaruhi respon pejamu terhadsp akumulasi plak
(Nagy dan Novak, 2006), Kerusakan periodontal juga dapat diperparah dengan
adanya kelaman darah, mengingat semua sel darah berperan penting dalam
memelthara janngan penodontal schat (Klokkevold dkk., 2006)

lerapr penyakit periodontal dapart dilakukan secara lokal dan sistemik. Terap
lokal yaiu dengan menghilangkan plak dan semua faktor yang menyebabkan
tkumulasi. Sedangkan terapy sistemik adalah schagan perawatan tambahan bersama
dengan terap lokal. Pada pernodontiis lokal dan  generalized aggressive
perjodontal, antibiotika digunakan untuk membunuh bakteri yang masuk ke dalam
poket setelah dilakukan SPA (Nagy dan Novak, 2006).

Perawatan periodontal biasanya diawali dengan menghilangkan bakteri pada
jaringan, Cara konvensional adalah SPA atau bedsh periodontal.  Namun akhir-
akhir im dilakukan pendekatan lain, yaitu penggunaan antibiotika, roof conditioning
agent, wuided tissue regeneration (GTR), dan  penggunaan faktor-faktor
pertumbuhan. Roor conditioning adalah aplikasi permukaan akar yang sebelumnya
sudah dibersihkan secara mekanis, dengan bahan dekalsifikasi Kimia untuk
meningkatkan perlekatan sel dan sintesis matriks. Namun perawatan int senng
memmbulkan ankilosis dan resorpsi tulang. GTR adalab prosedur vang
menggunakan membran barrier vang diletakkan di antara jaringan penyambung
pada flep periodontal dan permuksan akar. Membran ini diharapkan mencegah sel
epitel migrasi ke apikal (Berendsen, 2008)

Faktor-faktor pertumbubhan vang banyak digunakan untuk induks: regenerasi
adalah platelet devived growth foctor (PDGF), insulin-like growth factor-1 (1GF-1),
tremsforming growth jactor-ffl {TGF-B1), basic fibrablast growth factor (DFGF)
(Takavama dkk.. 2001) dan hone morphogenetic proteins (BMPs). Namun masalah
yang timbul dalam aplkasinya adalah mudah hilangnya faktor pertumbuhan
tersebut selama proses pembersiban secara mekanms. Walaupun penggunaan GTR
dan fukior-faktor pertumbuhan menunjukkan hasil yang memuaskan pada penclinan
secara ¢ viteo, pada penelitian i vivo belum berhas:! menghasilkan sementum dan
ligamen penodontal yang baru ( Beertsen dkk.. 2000).

Fyuan utama  perawatan  periodontal  adalah  untuk  mencegah  kehilangan

perlekatan lebih fanjur dan meregenerast jarmgan pertodontal. Untuk mencapa
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regenerast jarmgan  penodontal yang baik, diperlukan adanya pembentukan

epithelial seal, serat janngan penyambung ke akar gigi, pembentukan Kembali
sementum pon-selular pada permuksan akar gigi, dan regeneras: tinggr tulang
alveolar (Bartold dkk., 2000), Namun hambatan untuk mencapal regencras
periodontal setelah perawatan secara konvensional adalab proliferasi jaringan epitel
ke dalam bagian yang rusak lebih cepat dibandingkan jaringan mesenkun. Hal i
mengarah ke pembentukan epstehum jumction, yang akan mencegah migrasi,

prohferas: dan diferensiasy sel derivat ligamen penodontal ( Benatty dkk., 2007)

B. Regenerasi Jaringan Periodontal

Setelah bedah periodontal, akan terjadi proses penyembuhan dengan perbatkan
dan regenerast. Perbmkan janngan melibatkan penyembuhan luka oleh janngan
yang hasil akhirnya tidak secara utuh mengembalikan bentuk dan fungs: daerah
vang rusak. Sedangkan pada regenerasi terjadi reproduks) pada bagian jaringan
vang rusak, Tantangan vyang dihadapr pada perawaton  periodontal  adalah
mengembalikan  perlekatan  janngan ligamen periodontal agar membentuk
sementum yang baru yang melekat pada permukaan akar dan mengembahikan
tulang yang hilang. Beberaps metode untuk meregeneras: jarmgan periodontal
sudah dilakukan, tetapi kebanyakan hanya menghasilkan perbaikan jaringan, bukan
regeneras) ( Berendsen, 2008)

Regenerasi adalah tumbuh dan berdiferensiasinya sel-sel baru serta substansi
mtersclular untuk membentuk janngan yang baru. Regenerasi janngan periodontal
merupakan proses vang berjalan secara kontinu. Pada kondist normal, sel-sel dan
jaringan baru secara konstan dibentuk untuk menggantikan sel-sel yang mat. Hal
ini merupakan manifestas) akovitas mitesis sel di epitel gigiva dan janngan
penyambung i bawahnya yaitu hgamen penodontal. Proses regeneras: akan
terhambat bila bakter: dan produknya penyebab penyakit periodontal tetap berada
pada janngan. Karena iu, plak bakiert harus dibersihkan untuk menymgkirkan
penghambart proses regencrast (Carranza, 2006)

Regenerasi janngan periodontal adalah proses yang umk, kuarena diperlukan
adanya serat jarmgan penyambung bary untuk masuk ke dalam sementum dan

wlang. Masuknya serat mo membutubkan penyembuban semua Komponen lunak
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dan Keras jaringan periodontal secara utuh. Aknvitas molekular dan selular yang
berhubungan dengan regeperasi sangat kompleks. Terjadinya  penyembuhan
jarimgan melalui regeneras), tergantung oleh 2 faktor. Pertama, adanya tipe sel yang
dibutuhkan dan kedua adalah adanya sinyal yang dibutuhkan untuk menstimulasi
sel-sel tersebut. Tipe sel yvang dibutubkan tad) adalah sel progenitor atau sel punca
(Carranza, 2006). Sedangkan yang termasuk siyal untuk menstimulasinya adalah
hormon dan faktor-faktor pertumbuhan. Sinyal-sinyal ini berperan penting dalam
promost regenerast jarmgan penodontal. Peranannya dianggap penting dalam
mengatur aktivitas sclular, scperti proliferasi, migrasi, den diferensiast sel di
periodontal { Berendsen, 2008)

Pada proses regenerasi janngan periodontal harus terjadi restorasi tulang
alveolar sampal pada Ketinggian cemenio-enamel junction. regenerast gingiva yang
rusak karena inflamast, sintesis serar Sharpey yang masuk ke permukaan akar, dan
membentuk kembal epithelial seal di bagian koronal (Grzesik dan Narayanan,
2002). Sementum adalah tempat perlekatan janngan lunak, dan matnks sementum
merupakan sumber banyak faktor pertumbuhan yang mempengaruhy aktivitas
berbagai sel penodontal. Sementum mengandung molekul yang mempromosikan
migras1 kemotaksis, adhesi, proliferasi dan differensiasi beberapa sel periodontal.
Molekul-molekul tersebut tidak terdeteksi di jaringan periodontal yang lan
(BarKana dkk., 2000). Faktor-faktor pertumbuban dan molekul yang ada
sementum juga berpengaruh terhadap sel di gingiva, ligamen periodontal, dan
tulang alveolar (Bartold dkk., 20¢0K). Karena 1tu, komponen sementum mempunyas
potenst untuk berperan  dalam  regulasi homeostasis dan  regencras) jaringan
peniodontal (Grzesitk dan Narayanan, 2002), Molekul yang tendentifikasi di
sementum dan aknvitasnya disajikan pada Tabel |

Progenitor sementoblas  akan  menempel ¢ permukaan  akar, dan
ckspansinya akan difasihtasi oleh faktor pertumbuban yang ada di matriks
sementumy (MacNeil dan Somerman, 1999). Oleh karena 1w penting untuk
mempersiapkan  hingkungan  sementum untuk  imsias)  dan - mempromostkan
pembentukan sementum baru. Integritas sementum secara brokumiaw akan berubah

karena adanva penyakit vang disebabkan deposisi endotoksim baktert. Karena itu




Fabel | Beberapa molekul yvang tendennfikasi di sementum dan aktivitasnya

Molekul Aktivitas Bielogis

Faktor pertumbuhan

* |GEF-] Prohferast, diferensiast, sintesis matriks

* FGF Prohterasi, diferensiast, Sintesis matrks, angiogencesis
* PDGE Prolilerast, difezensiast, Sinlesis matnks

* TGF-p Sintesis matriks, angiogenesis, kemotaksis

* BMPs Sintesis matnks, diferensiasi, pembentukan tulang

* EGF Proliferasi, diferensiasi

* CGF Proliferasi, diferensiasi

Komponen matriks

* Kolagen Adhesi sel. diferensiasi, regulasi proliferasi

* BSP Adhesi sel, diferensiast, minerulisasi

= OPN Adhesi sel, pengaturan proliferasi

* Fibronektin \dhest sel, diferensiasi, regulasi proliferas

= Osteoncktin Regulast angiogenesis, diferensiast dan proliferasi
* Protein perlekatan Adhesi sel, diferensiast

sementum

1K Tnesadin Groweh Facror, FGE Fibroblast Grawth Factor . PDGE Plareiler Dvrived Growih
actor, TGF-B: Tronsformimg Growth Factor 8. BMP: Bone Morphogenetic Protein, EGI

Epidermal Growth Focier, CGF. Cemonmum Growh Factor, BSP: Bone Sialopratein. QPN
(teopontin, Sumber: Grzesik dan Naravanan, 2002

dilakukan SPA  untuk membersibkannya dari penmukaan akar (Grzesik dan
Narayanan, 2002).

Parameter vang digunakan untuk evaluasi regenerasy janngan periodontal adalah
adanya penurunan kedalaman poket, yaitu jarak antara pertautan semento-cname)
dan dasar sulkus atau poket (Mombelli, 2005). Sclamn itu paramcter lain yang
digunakan untuk evaluas) pertumbuhan tulang adalah melalu radiografi. Radiograf
digunakan untuk memenksa keparahan kerusakan tulang, panjang akar, dan

mendeteksi lesi patologss (Fukuda dkk.. 2008)

. PBMNCs

PBMNCs mengandung populas) sel punca (Sardjono dkk., 2009). Isolasi sel
progenitor endote!l dengan memisahkan fraksi sel berinti tunggal dan sel-sel lain di
dalam darah, sudah pernab dilakukan. Metode 1solas) sel berinu tunggal dilakukan
dengan sentnifugast dalam svatu gradien dengan massa  lertenm agar  dapat

dipisahkan berdasarkan densitasnya. Metode 1 akan memisahkan sel yang




densitasnya lebib tnggi seperti sel darah merah dan granulosit dengan sel yang
densitasnya lebih rendab seperti seperti sel bennt tunggal. D1 dalam sel beninti
runggal terdapat sel punca, progemtor, hmfosit, dan monosit, Salah satu reagen
pemisah vang sering digunakan dalam metode iny adalah Ficoll (Frisca dkk.. 200%).

Sel punca dewasa yang terdapat di dalam populasi sel berint tunggal adalah sel
yang berfungs) melakukan regenerasi untuk mengatasi berbagar kerusakan yang
selalu terjadi dalam kehidupan. Tubuh kita mengalami kerusakan oleh berbagas
faktor dan semua Kkerusakan yang mengakibatkan nckrosis (Kematian sel dan
jaringun) akan dibersihkan oleh makrofag yang beredar dalam darah. Kemudian scl
punca dewasa berfungs: untuk memperbaiki jaringan yang mengalami kerusakan
Sel punca dewasa dapat diambil dan fetus, sumsum tulang, darah tepi, atau tah
pusat {Setiawan. 2006)

Sel progenitor endotel merupakan sel yvang memiliki karakteristk sepert: sel
punca, namun memiliki kemampuan proliferasi dan diferensiasi yang lebih terbatas
Sel i1 bersifat umpoten, vaitu dapat berdiferensiasi menjadi sel endotel matang. Sel
progentor endotel memiliki peran penting dalam pembentukan pembulub darah dan
remodelisast sel endotel pada pembuluh darah vang mengalamy kerusakan (Smad)a
dkk., 2007)

Sel berinti tunggal adalah sel darab yang mempunyai Karakteristik inti sel bulat.
Limfosit dan monosit dibedakan berdasarkan ukuran, struktur kromatin, dan adanya
anak inti pada sediaan apus. Studh mengenai sel prekursor limfosit dan monosit sulit
dilakukan karcna sel-sel in1 bdak menulhiki granula sitoplasma vang spesifik atay
lobulasy inti seperti yang terdapat di granulosit, Sel darah imi sangat berperan dalam
sistem imun untuk melawan infeks: (Junquerra dkk., 1997).

Sewaktu himfosit menjadi matang, kromatinnya makin padat, anak inti makin
sulit dilihat, dan selnya makin keal. Limfosit vang bersirkulas: terutama berasal
dan tmus dan organ limtoid pertfer (hmpa. limfonodus, tonsil, dan schagamnya)
Akan tetapi, mungkin semus sel progenitor limfosit berasal dari sumsum tulang
Progenitor sel hmfod pertama yang dapat dikenahi adalah hmifoblas, sebuah sel
besar vang sanggup mengikat 3H-timidin dan membelah dua atau tiga Kah

menghasilkan prolimfosit. Sel i lebih kecil dan memihiki relatif lebith banyak
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kromatm padat namun tdak dibekaly antigen permukaan sel yang menandai
prolimfosit sebagas imfosie-T atau limfosit-B (Junqueira dkk., 1997)

Monoblas adalah sel progenitor yang morfologinya identik dengan mseloblas
Diferensiasi selanjutnya menghasilkan promonosit, sebuah sel besar dengan gans
tengah sampar I8 um, sitoplasma basofil dengan scbuah mti besar yang sedikit
berlekuk. Kromatinnya jarang, dan anuk tinya jelas. Promonosit membelah dua
kalt dalam penalanan perkembangannya menjadi monosit. Terdapat sejumlah besar
renkulum endoplasma kasar, begitu pula scbuah kompleks Golg: yang
memperlihatkan Kondensasi granula, Granula im adalah hisosom primer, yang
tampak sebaga granula azurofibk halus dalam monosit darah. Monosit matang
masuk peredaran darah, bersirkulasi selama lebih kurang % jam, dan kemudian
masuk ke jarngan tkat, tempat monoesit mengalami pematangan menjadi makrofag

dan berfungs: beberupa bulan lamanya (Junqueira dkk., 1997),

D. PBMNCs untuk Regenerasi Jaringan Periodontal

Regencrasi pasca bedah periodontal dibutuhkan stimulasi respen inflamasi
imisial yvang diskuti dengan merekrut populas) sel yang spesifik, kemudian diinduks:
supaya terpah prohferas), diferensiasi selular seperti fibroblas yang membentuk
jaringan  penyvambung, sementoblas untuk  sementogenesis.  osteoblas  untuk
pembentukan tulang, dan sel endotel untuk angiogenesis. Aktivitas selular terschut
hiregulasi oleh sejumlah mediator (Ten Cate dkk.. 2003)

Sel punca yang ada dalam populasi sel bernu unggal, dibarapkan dapat
meregenerast jaringan periodontal. PBMNCs juga melepaskan faktor-faktor yang
mempengaruhi proliferast dan diferensiast sel higamen periodontal secara in vitro
( Tjoa dkk., 2008)

Regenerasi juringan pasca bedah periodontal memerlukan sel punca dan faktor
pertumbuhan. Sel punca diperlukan untuk pembentukan sel hgamen penodontal
vang baru, dan faktor pertumbuhan untuk  stimulasi sel punca agar terjad
proliferasy, diferensiast, angiogenesis. dan sintesis matriks. Sementum mempunyat
faktor-faktor pertumbuban yang dibutuhkan untuk stimulas: sel punca, sehingga

proses diferensiasi sel punca dapat terjads




Sel bermt tunggal mengandung sel punca, sel progenitor, limfosit, dan monosit
(Frisca dkk., 2008), Masing-masing scl terscbut mempunyal peran  untuk
meregeneras) jarngan periodontal. Sel punca dan sel progenitor untuk diferensias
menjadi  sel ligamen pertodontal yang baru, limfosit dan monosit untuk
mempercepat proses elimimas: zat asing di dalam janngan periodontal. Oleh karena
itu, sel bermti wnggal mungkin dapat digunakan untuk meregencms) janngan

periodontal vang rusak




BAB I

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

A. Kerangka Teori

Penyakit periodontal dischabkan oleh iritasi lokal berupa mikroorgamsme yang
berkolonisasi di permukaan gigr dekat gingiva yang dalam bentuk plak bakten
Namun penyakit periodontal juga dapat terjadi sebagar akibat manifestas: penyakit
sistemik (Gambar 1) seperty pada diabetes melitus, yang mempengaruhi respon
pertahanan penjamu. Keluinan darah juga akan memperparah penyakit penodontal,
karena semua sel darah berperan penting dalam memebhara jaringan periodontal
sehat.

Inflamass pada jaringan periodontal menyebabkan degradasi serat kolagen dan
resorpst tulang alveolar, yang aklimya mengakibatkan hilangnya gigi. Setelah
terjadi kerusakan tulang alveolar, biasanya tidak selalu terjadi regenerasi. Padahal
untuk mengembahkan fungsinya, dibutuhkan regeneras) dan rekonstruks) janngan
penodontal

Ligamen periodontal mengandung berbagai populasi sel. yaitu fibroblas gingiva
dan periodontal, endotel, sel Malassez, sel yang berhubungan dengan sistem saral,
sel yang berhubungan dengan tulang (osteoblas, osteosit, osteoklas). dan sel yang
berhubungan dengan sementum (sementoblas, sementesit). Namun scl yang paling
banyak di hgamen penodontal adalah fibroblas. Seluruh jaringan periodontal juga
mengandung matnks ekstraselular yang kayva kolagen.

Matriks sementum merupakan sumber berbagal macam  faktor pertumbuhan
yvang mempengaruht aktivitas sel di dalam jaringan penodontal.  Sementum
mengandung molekul vang ndak terdeteks: di jaringan penodontal Jan yang
mempromosikan migrasi kemotaksis, adhest, prohferast, dan diferensiasi beberapa
scljaringan  periodontal. Komponen  sementum meanpunyan  polens:  untuk

regenerast janngan penodontal




Kuretase adalah piliban utama untuk merawat penyakit periodontal (Gambar 1),
namun keterbatasan akses instrumen ke poket periodontal membuat perawatan 1m
kurang efektif. Hal im discbabkan cleh ntan lokal di jarmgan periodontal yang
kurang dapat dibersthkan, schingga menimbulkan potensi untuk rekuren. Akibatnya
regencras) jaringan tidak akan tercapai

erjadinya regenerasi janngan tergantung oleh 2 faktor. Pertama, adanya tipe sel
yang dibutubkan dan kedua, ada atae tdsknya sinyal untuk menstimulas: sel
tersebut. Dalam hal ini. tipe sel vang dibutubkan adalah sel progenitor atau sel
punca, dan sinyal yang menstimulasinya adalah beberapa faktor pertumbuhan,

PBMNCs mengandung berbagai tipe sel yang masing-masing mempunyai peran
untuk meregenerasi jaringan periedontal (Gambar 1). Sel punca dan sel progenitor
yang ada di populasi sel berinti tunggal mempunyai kemampuan memperbaharui
dirt dan dapat berkembang menjadi satu atau bahkan lebih dan satu tipe sel. Selan
itn, dengan adanya limfosit dan monosit di dalam populast sel berint tunggal. akan

mempercepat proses elimnasi zat asing di dalam janngan periodontal

\ Penodontal
frasl lokal o — \

Poket peradontal

/ ———

Mempercepat
egenecasi jJarngan

Paryvakit

CUrataee -

+

VEMNCA ="

Cambar | Skema kerangka reonr. Periodonntis disebabkan oleh insas) lokal. Penyaku
sistemik juga ada yvang bermunifestasy di jaringan  periodontal  atau memperparah
periodonting, Untuk  mempercepat regenerast janngan periodontal dilakukan kuretase
ditambah aplikasi PBMNCS




Fakior-faktor pertumbuhan yang dibutubkan untuk menstimulasi sel punca
ditemukan di dalam sementum, Dengan denukian, diharapkan aphkass PBMNCs,
dapat digunakan untuk mempercepat regenerast jaringan  peniodontal  yang
mengalami periodontitis kronis. Keberhasilan regenerasi jaringan periodontal dapat
dilihat melalui  penurunan  kedalaman poket yang berarti terjadi  perbaikan
perlekatan epitel dan peningkatan pertumbuhan tulang alveolar yang mendukung

jarmgan gmgival,

B. Kerangka Konsep

PEBMNCs

Regenerast jarngan
periodontal

Gambar 2. Kerangka Lkonsep penclitian ini. PBMNCs yang daphkasikan dapat

merezenerast Jaringan peridontal

C. Hipotesis

Berdasarkan kerangka reori vang sudah diurmkan, dapat dibangun hipotesis:
aplikast PBMNCs dapat meregenerasi jaringan periodontal yvang rusak dalam |
bulan dengan parameter (1) penurunan kedalaman poket periodontal dan (2)

pemmgkatan pertumbuhan rulang alveolar secara radiograf




BAB IV

METODE PENELITIAN

A. Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian i merupakan up klinik untuk mengevaluasi efek aphkast PBMNCs
untuk meregenerasi jaringan periodontal yang rusak. PBMNCs, diaphkasikan
sccara autologus ke pasien dengan penyakit periodontal untuk mercgencrasi
janngan  periodontalnya  vang  rusak, Parameter untuk regenerasi  janngan
periodontal yang rusak adalah (1) penurunan kedalaman poket periodontal dan (2)

pemngkatan pertunmbuhan rulang alveolar secara radiografi

B. Subjek, Sampel, dan Jumlah Ulangan

1. Subjck penclittan adalah pasien yang didiagnosss peniodonutis kroms di
Bagian Penodonti Rumah Sakit Gigi dan Mulut Pendidikan Fakultas
Kedokteran Gigh Umiversitas Tnsakn (RSGMP FKG Usakti) yang bersedia
mengikut: penelitian dengan menandatangani surat kesediaan setelah diben
penjelasan (informed consent) {Lampiran 1)

). Sampel pada penchtian mm adalah janngan penodontal vang mengalamm

penodonnns Kroms

-

Jumlah ulangan perlokuan dibitung dengan rumuos (Lemeshow dkk., 1990)

seperts berikur

n besar sample per kelompaok
sd ¢ rata-rata standar deviasi kedua kelompok
Z tingkat kemaknsan
sd (7, , v 7 ) Zyo ) ¢ kekuatan ujl
\  perbedaan rata-rata kelompok

Berdasarkan hasil penghitungan ( Lamparan 2), diperlukan ulangan sebanyak

S (hhma belas kah)




C. Kriteria Inklusi dan Eksklusi
I. Kntena inklus:
a.  Penodonutis kronis mengenar lebih dari 3 gigi
b. Poket periodontal 3-6 mm
¢. Dergat kegoyangan gigi derajat 1-2
d. Bersedia dihubungi kembal

¢.  Bersedia menjadi subjek penchnan

2. Kriteria eksklusi

1. Ada kelaman rongga mulut selain gingivatis dan peniodontitis

b. Pasien dengan penyakit sistemik (cdiabetes mehitus, leukemia, anema,
trombositopenia. Kelainan imunodefisiensi, kelainan jantung)

¢. Sedang minum antibotika dan anti inflamast s¢jak 3 bulan terakhir

d. Pasien hamil

g. Pasien dengan kelaman pertumbuban fisik

I. Pasien dengan nwayat kanker

g, Pasien dengan ketergantungan narkoba

h. Pasien dengan penyakit menular
Pasien yang permah menerima terapi transplantasi sel atau janngan

). Pasien dalam terap: faktor pertumbuhan, sitokin, chemical agent tertentu

k. Pasien dengan kelamnan kepwaan atau retardasi mental
D. Variabel Penelitian
I. Vanabel bebas adalah aplikasi PBMNCs setelah kuretase
2. Vanabel tergantung adalah regencrasi pada jaringan periodontal
.. Definisi Operasional Variabel

I. Peniodontitis kromis merupakan peradangan janngan penocdontal yang
ditentukan berdasarkan adanya kedalaman poket perodontal 3-6 mm i
dacrah mesial atau distal (skala rasio)

Kuretase tertutup yang dilakukan oleh satu orang operator (skala nomnal)

>

Aplikast PBMNCs (skala nominal)
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4. Regencras: jarmgan persodontal ditentukan berdasarkan hal bertkut

1. Penurunan kedalaman poket periodontal yang ditentukan secara khimis
menggunakan probe periedontal dan dibandingkan antara sebelum dan |
bulan setelah transplantasi sel (skala rasio)

h. Pemngkatan pertumbuhan tulang alveolar di daerah proksimal melalu
pemenksaan radiologes, ditentukan sebelum dan sawn bulan sctelah
aphkasi sel (skala rasio). Peningkatan pertumbuban tulang alveolar
ditentukan dengan membandingkan jarak dan pertautan scmento-cnamel
ke crest tulang alveolar dengan jarak pertautan semento-enamel ke

apeks gigy, yang kemudian dunasukkan ke dalam rumus:

[ D . n pemingkatan pertumbuban
(CEJ-ABC) - 2mm ulang alveolar
0 x 100%, CELARC ¢ jarak dart pertautan semento
-cnamel ke crest alveolar
(CEJ-AP) -~ 2mm | CEJ-AP :jarsk pertautan semento
e T} -enamel Ke apeks gigl

Hasil perhitungan  tersebut, menunjukkan bahwa  semakin  rendah

milainya, pemngkatan pertumbuhan milang alveolamya semakin banyak

F. Alat dan Bahan
1. Alal

8. Biosafety cabinet (Gambar 3A)

b. Sentrifugast (Gambar 38)

¢, Tabung Komkal 10 dan 50 ml

d. Rak tabung konikal

¢ Hemasstometer

[. Tabung eppendorf 1.5 mL

¢, Micropipet

h. Mikroskop imverted (Gambar 3C)
1. Probe penodontal

I, Scaler ultrasomk

k. Kuret Gracey




A

Gambar 3. Schagian alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian, A, Blosafery
Cabines; B. Alat sentrifugasi; C. Mikroskop inverted : D. Ficoll-Paque Premium

2. Bahan

a. Foto Rontgen penapikal (Kodak Insight Periapical, ukuran 30,5 x 40,5
mm)

b. Povidon lodine

¢. Xylocaine adrenalin 2%

d. Larutan H;O

e. Akuades

f. Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) (Gambar 3D)

Vacutainer dengan antikoagulan 3 mi (BD Franklin Lakes, NJ, USA)

U

h. Jarum dan sinng [0 ml
Phosphate Buffer Saline (PBS) KCl 1xpH 7,2
Pipet Pasteur

K. Trypan Biro (Sigmay)

. Tipsteril 1 mL, 100 pL, dan 10 pl

G. Cara Kerja

Pesien vyang memenuhi kriternie inklusi dan ekslusi serta bersedia
menandatangani  informed consent, ditentukan kedalaman poketnya dan
dibustkan folo Rontgen periapikal pada dua gigi yvang didiagnosis penodontitis

kroms, Satu les: diaplikasi PBMNCs dan lesi lainnya sebaga kontrol hanya




jarah pasien diambil sebarwyak 10m

UnE———a

solasi sel berint tunggal i

—m—

<

Kuretass lesi periodontitis

AN E

Aplikasi PBMNCs

\
N

Evaluasi 1 bulan
.

A4

Analisis data |

Gambar 4. Alur penelition. Darah tepi pasien diambil sebanyak 10 mL dan PBMNCs
dusolasi, Subjck dikoret, langsung ditransplantasi dengan sel pada lesi penodontitis
pasien, Satu bulan Kemudian ditentukan kedalaman poket dan pertumbuhan tulang

alveolomyva, dibandingkan dengan sehelum perlakuan,

dikuretase tanpa aphkass PBMNCs. PBMNCs diisolas: dan darah tepr masing-

masing pasien. Skema lengkap penchitian 1 dapat dilihat pada Gambar 4

. Isolasi PBMNCs

Pengambilan darah tepi pasien dilakukan pada pukul 9 pagi di RSGMP
FKG Usaknt oleh petugas Palang Merah Indonesia (PMI). Darah diambil
sehanyak 10 mL dengan menggunakan siring, kemudian dipindahkan ke
dalam vacuwtainer yang sudah mengandung antikoagulan. Vacwainer yvang
sudah berist darah pasien dimasukkan ke dalam kotak ¢s dan siap dibawa ke
laboratorium Srem Cell and Cancer Institute

Isolasi PBMNCs diawah dengan mengukur darah subjek, dimasukkan ke
falam tabung konikal I (50 mL), lalu ditambahkan larutan PBS sebanyak 2
kahi jumlah darah. Ficol-Paque Premium schanyak 15 ml atau setengah
fant jumlah darah dan PBS dimasukkan ke dalam tabung konikal [1 (50 mlL)
Is1 tabung konikal | diambil dengan pipet serologs dan dimasukan ke dalam

abung konikal [l secara perlahan melalm dinding rabung. Campuran




disentrifugas: selama 30 memt, 500 x g (Gambar 35), lalu dissmpan
sementara di dalam biosafery cabiner sambil mempersiapkan tabung konikal
|5 mL. Lapisan cairan yang berada di paling atas dalam larutan yang sudah
disentrifugas) diambil scbanvak | mL. Lapisan kedua darn atas (berupa
lapisan tipis berwarna putih), dipindahkan ke dalam tabung konikal 15 mL
kemudian  dicampurkan  dengan PBS scbanyak jumlah sampel dan
disentrifugasi selama 10 menit, 300 x g PBS dibuang dan pelet
disuspensikan dengan pipet. Setelah itu pada pelet ditambahkan PBS
sebanyak S0 mL, disentrifugasi selama 10 menit, 200 x g. Akhimya jumlah
sel yang diperoleh dihutung dengan Trypan biru dan hemasitometer, dan

dilihat melalui mikroskop inverted

Kuretase dan aplikas: PBMNCs ke pasien

Rena
Jlianc

Daerah lesi stest dengan 2% Xylocaine adrenalin, kemudian
aringan patologis diambil dan daerah lesi dan permukaan akar dikuret
dengan kuret Gracey. Setelah itu daerah lest dungas) dengan larutan H;O»,
dilanjutkan dengan larutan aguades (Gambar 6 A, B, dan C)

Dacrah yang skan ditransplantasikan disolass dengan cotton roll agar
tidak terkena saliva. PBMNCs yang sudah disiapkan di dalam siring
diaplikasikan ke dalam poket periodontal yang rusak (Gambar 6D dan E)
Subjek dunstruksikan mengggit cotton roll d regio lain yang tidak
diaplikasi sel selama |5 memt. Selain 1tu. subjek dimnstruksikan untuk tidak
makan dan minum satu jam setelahnya. Satu bulan Kemudian, subjek datang

kembali untuk pengukuran kedalaman poket dan dibuatkan foto Rontgen

penapkal pada daerah lesy

Pengumpulan dan pengolahan data

Data yang dikumpulkan adalah data kedalaman poket dstentukan dengan
probe peniodontal dan peningkatan pertumbuhan tulang alveolar. Untuk

menentukan peningkatan wlang alveolar, digunaskan foto Romgen sebelum

)




A B C

Cambar 5. A, Memindahkan sampel damh ke tsbung koaikal 50 mL yang sudah
berisi Ficoll, dengan menempelkan ujung pipet ke dinding tabung dengan perlahan;
B. Tabung yang sudnh bensi sampel darah dan Ficoll, siap untuk sentrifugasi; C.
Tabung konikal 50 mL sctelah sentrifugasi 30 menit

=} |

A L“ A

Gambar 6. A Kuretase lesi dengan kuret Grecey; B. Irigasi lesi dengan larutan HyO.;
C. Ingasi dengan Jarutan aguades; D. PBMNCs di dalam sinng sap untuk
diaplikasikan ke pasien; E. Aplikasi PBMNCs ke pasien

.("H

D

o
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dan

satu bulan sesudab aplikasi PBMNCs, Data vang terkumpul diolah

i STansnx sedagal denkut

Analisis deskriptif untuk mendiskripsikan rata-rata dan simpang baku
data setinp kelompok serta subjek penelinan

Ut Kolmogorov-Smimov  satu  kelompok untuk  menentukan  uj
normalitas distribus) data normal atau tidak, dan untuk menentukan jemis
uyi statistik parametrik atau non parametnk

Un homogenitas dengan uji-t untuk melihat apakah data awal kedua
kelompok data berasal dan populasi yang sama, Bila bukan berasal dan
populast vang sama maka yang diuji adalah selisth antara data sebelum
dan sesudah diben perlakuan

Uji-t untuk menguji hipotesis apakah ada perbedaan antara data sebelum

ah diber: periakuan

™M




BABV

HASIL PENELITIAN

A. Gambaran Umum

Subjck pada penelittan i sebanvak 15 orang, terdin atas 13 laki-laky, dan 2

perempuan, Kelompok perlakuan dan kelompok kontrol, dilakukan pada subjek
vang sama, namun berbeda lokasi lesinya, batk pada rahang atas maupun rahang
bawah, regio kanan maupun regio kin. Rata-rata dan simpang baku usia subjek
penelitian ni 39,47 = 12,92 whun. Data lengkap hasil penclitian i dapat dilibat

pada Lampiran C

B. Penurunan Kedalaman poket periodontal
. Desknps: Data

Raw-rata dan simpang baku hasil pengukuran kedalaman poket
periodontal sebelum perlakuan pada kelompok kontrol 3,600 £ 0,623 mm,
sedangkan kelompok perlakuan 3,800 = 0862 mm. Rata-rata dan simpang
baku kedalaman poket sctelah perlakuan kelompok kontrol 2,400 & 0,507
mm dan kelompok perlakvan 2,066 + 0,258 mm. Schingga penurunan
kedalsman poket pada kelompok kontrol 1.2 = 0.775 mm dan kelompok
perlakuan |, 733 + 0,799 mm (Gambar 7). menunjukkan bahwa kedalaman
poket periodontal kelompok perlakuan lebih banyak berkurang danpada
kelompok kontrol. Berdasarkan hasil i, terhihat kedalaman poket gig vang
diaplikasy dengan PBMNCs berkurang yang berarti terjadi  regeneras

jaringan periodontalnya lebih baik

2. Distribust data

Hasil up normalitns data dengan up Kolmogorov-Smimov untuk |

kelompok data. menunyukkan bahwa hasil pengukuran kedalaman poket




"~
wn

(mm)
N

Perbalkan
Kedalaman Poket

Sebelum Scsudal

Gambar 7, Gmafik perubahan kedalaman poket periodontitis kronis sebelum, dan
satu bulan setelah dikurctase dan dinplikas: dengan PBMNCs. Tampak perbatkan
kedalaman poket gigi yang diaplikasi dengan PBMNCs, yang berarti terjadi

regenerast janingan periodontal

periodontz] dengan probe periodontal kelompok kontrol sebelum perlakuan
ferdistribus: secara normal (p > 0.15), sedangkun data kelompok kontrol
setelah perlakusn jugs terdistribusi normal. Demikian juga data hasil
pengukuran kedalaman poket periodontal kelompok perlakuan sebelum (p >
0,15) dan sctelah (p = 0,15) diben perlakuan, terdistribusi secara normal
(Tabel 3; Lampiran C). Dengan demikian, uji statistik berikutnya dapat

menggunakan unalisis statistik pacametrik.

i Homogenitas dats

Hasil uji homogenitas hasil pengukuran kedalaman poket periodontal
menggunakin probe periodontal dengan uji-t antara kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan sebelum diberi perlakuan, menunjukkan tidak ada
perbedaan yang bermakna (t = 072, p > 0,05). Hasil in1 menunjukkan
bahwa kKedus kelompok berasal dari populasi vang sama (Tabel 4; Lampiran

C)

4. Uji hipotesis tentang penurunan kedalaman poket periodontal

Berdasarkan hasil uji homogenitas data pengukuran kKedalaman poket
periodontal dengan probe periodontal sebelum perlakuan antara Kedua

kelompok yang menunjukkan bahwa kedua kelompok berasal dari populasi
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vang sama. maka untek up hipotesisnya cukup dilakukan dengan uji-1
setelah perlakuan antara kedua Kelompok. Hasilnya menunjukkan bahwa
terdapat perbedasn yang bermakna (t = 2.27; p < 0,05) penurunan
kedalsman poket perodontal antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan (Tabel 5: Lampiran C). Kelompok yang diaplikasi PBMNCs lebih
menurun  kedalaman poket penodontalnya bila  dibandingkan  dengan
kelompok yang hanya dikuret. Hasil im menunjukkan bahwa hipotesis yang
menyebutkan bahwa PBMNCs dapat digunakan untuk meregencrasi
janngan  periodontal yang rusak yang ditunjukkan dengan penuranan

kedalaman poket penodontal, dapat dibuktikan.

C. Analisa perbaikan Kedalaman poket pada subyek

Kedua kelompok, yvaitu kelompok kontrol dan kelompok perbaskan, dihitung
perbatkan kedalaman poketnva. Dari tabel ini terlihat bahwa dan 15 subyek, ada 7
subyek yang mendapat keuntungan dan aphkasi PBMNCs. Rata-rata penurunan
kedalaman poket pada pasien yang mendapakan keuntungan dan aplikast PBMNCs
pada kelompok kontrol mencapar 0,714 mm, sedangkan pada kelompok perlakuan

Y

mencapal 2 mm. Persentase rata-rata penurunan kedalaman poket pada pasien yang

mendapakan keuntungan dan aplikasi PBMNCs mencapai 280% (Tabel 2).

D. Peningkatan pertumbuhan tulang alveolar
. Desknpsi Data

Rata-rata dan simpang baku hasil pengukuran pertumbuhan tulang
alveolar sebelum perlakuan pada kelompok kontrol schesar 9.87 + 3,91%,
sedangkan pada kelompok perlakuan sedalam 12,78 = 9.87%. Rata-rata dan
sumpang  baku  pertumbuban  tulang  alveolar setelah  perlakuan  pada
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan, masmng-masing sedalam 1527 ¢

12.27% dan 9.37 + 6, 83%

N




[abel 2. Analisa perbaikan kedalaman poket pada subyek

Penurunan

[ Kedalaman Kedalaman Kedalaman ¥adalaman Penurunan | Penurunan Poket
Poket Poket Poket Poket Poket Poket La2lompok
No Kelampok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Perakuan
| Kentrol Periakuan Kontrol Pertakuan Kontrol Perlakuan terhadap
Awal Awal Axnr Akhir (A-C) B-D) K2lompok
’ A B8) () (D) Kontrol*
1 | 1 4 3 2 | 1 2 1
|
—— .
2 4 4 3 2 1 2 |

L
o
wJ
[
(o
—_—
s
o

} 3 3 3 2 0 i 1
T ' \ [ 2 ‘ 2 i 2 0
[ 6 3 3 2 2 1 1 0
=7 | 3 | 3 2 ’ 2 [ | S 0

| g~
w
[
e

o
<
e

W
.
-

r

1.2 | ‘1,733

Jumlah pesien yang mendapatkan keuntungan dari aplikasi PBMNCs 7

Rerata penurunan kedalaman poket pada pasien vang
gt YInE 0.714 2

mendapakan Xeuntungan (imm)

Persentuse revata penurunan kedaluman poket pada pusicn
yung mendapakan keunnngan (kelompok perlakuan 280%

terhadap kelompok konuwol)

*Penurunan poket kelompok perlakuan lebih besar daripada penarunan poket kelompok
kontrol i Penuniman poket kelompoek perlakuan sama atau lebih keetl danipada penurunan

poket kelompok kontrol = 0




Berdasarkan hasil tersebut, terlihat bahwa persentase rasio jarak dan
pertautan semento-enamel Ke crest tulang alveolar dengan jarak pertautan
semento-enamel ke apeks gigi pada Kkelompok perlakuan  berkurang,
sedangkan pada kelompok kontrol justru menmmgkat (Gambar 8). Hal 1m
menunjukkan bahwa penambahan tulang alveolar pada kelompok perlakuan

meningkat dan pada kelompok kontrol turun

Distribus: data

Hasil up nermalitas data dengan upr Kolmogorov-Smimov untuk |
kelompok data, menunjukkan bahwa hasil pengukuran  pengukuran
pertumbuhan  wlang  alveolar kelompok kentrol  sebelum  perlakuan
terdisiribusi secara normal (p = 0,15), scdangkan data kelompok kontrol
setelah perlakuan juga terdistnbusi normal (p = 0,15). Demikian juga data
hasil pengukuran pertumbuban tulang alveolar kelompok perlakuan sebelum
(p = 0,13) dan setelah (p > 0,15) diben perlakuan, terdistnbusi secara
nonnal (Tabel 6, Lampiran C). Dengan demskian, upr statistik berikutnya

dapat menggunakan analisis statistik parametnik

.
.
.
“
~ i
|
Sebelum parfakuan ! Bulan s=sudsh pedakuaen

Cambar 8, Grabhk pertumbohan tolang alveolar yang menmgkat pada kelompok
perlakuan (persentase turun) dap berkurang pada kelompok kontrol {(persentase
nmk ) menumukian penambahan tulang alveoiar pada kelompok perlakuan lebih
haik




N

Homogenitas data

Hasil up homogemitas hasil pengukuran pertumbuban tulang alveola
dengan uji-t antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuvan sebelum
dibent perlakuan, menumukkan ndak ada perbedaan yang bermakna (t =
1,06; p = 0,03). Hasil ini menunjukkan bahwa kedua kelompok berasal dan

populas: yang sama ( Tabel 7; Lampiran C).

Ujt hipotesis tentang peningkatan pertumbuhan tulang alveolar

Berdasarkan hasil uji homogenitas data pengukuran pertumbuhan tulang
alveolar sebelum perlakuan antara kedua kelompok yang menunjukkan
bahwa kedua kelompok berasal dan populas) vang sama, maka untuk uji
hipotesisnyva cukup dilakukan dengan up-t setelah perlakuan antara kedua
kelompok. Hasilnya menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang
bermakna (1 .63, p > 0,03) peningkatan pertumbuhan tulang alveolar
antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan (Tabel 8; Lampiran C),
Hast] m menunjukkan bahwa hipotesis yang menycebutkan bahwa PBMNCs
dapat digunakan untuk meregenerasi jaringan peniodontal yang rusak yang
ditunjukkan dengan peningkatan pertumbuban tulang alveolar, udak

terbukti




BAB VI

PEMBAHASAN

Rekayasa janngan adalah bhdang kedokteran yang berkembang saat ini. Sudah
banyak penelitan vang melakukan rekayasa jaringan dengan cara aphkas) sel,
namun untuk penyakit penodontal belum banyak penchitian yang dilakukan
Apalagi penelitan regencrasi janngan periodontal dengan aplikass PBMNCs,
himgga kini belum ada yang melakukan di Indonesia.

Aplikasi sel berinti tunggal yvang disolas) dan sumsum tulang, sudah difakukan
pada subjek dilated cardiomyvoperhy secara autologus (Kaparthh dkk., 2008)
Aplikas) sel untuk regencrast jaringan periodontal secara autologus juga sudah
dilakukan oleh Yamada dkk. (2005). menggunakan sel punca mesenkim isolal
sumsum tulang. Alasan mengapa memihh aplikasi sel secarn autologus adalah
untuk memperkeci! kemungkinan terjadinya reaks: tolakan dar pasien

Penchitian 1 bertwuan melakukan aphkas) secara atologons PBMNCs ke
subjek periodontitis kroms untuk meregenerast jaringan periodontal. Sel yang
digunakan sebagm terapr pada penelinan i, disolast dant darah tepr bukan dar
sumsum tulang. Penggantian sumsum tulang sebagar sumber sel progemtor dengan
darah tepi karema di dalam darah tepi juga mengandung sel berinti tunggal,
termasuk sel punca (Sardjono dkk., 2009). Selain itu, dart populasi PEMNCs juga
terdapat limfosit dan monosit, yvang perannya juga sangat penting dalam respon
imun (Frisca dkk., 2008) untuk mengeliminas: zat asing dan hancuran darah, hmfe.
serta jaringan (Roeslan, 2002)

Hastl penclitan vang membandingkan isolasi PBMNCs antara metode alat
pemisah sel darah dengan metode Ficoll, menunjukkan tdak ada perbedaan yang
bermakna antara keduanva, pamun metode Ficoll dianggap lebih sederhana dan
cfektif sccara ckonomis untuk dilakukan di rumah sakit yang tdak memliks
peralatan yang canggih sepertn alat pemisah sel darah.  Pada aphkasi kilins,

dilaporkan bahwa PBMNCs vang dusolasi dengan metode Ficoll, dan diaphkasikan
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pada penvakit lmb ischaemio, hasilnya menunjukkan tenjadinya penyembuhan
(Hermandez dkk., 2007)

Pada penehvan 1, sampel dikumpulkan dan hima belas subjek penehtian
dengan diagnosis penodontitis kronis. 13 pria dan 2 wanita, dengan usia rata-rata
19,47 tahun. Kontrol vang digunakan adalah sama subjek. artinya lesi kontrol dan
perlakuan ada dalam satu mulut namun berbeda lokast, baik pada rahang atas
maupun rahang bawah, regio kanan maupun regio kwi. Less kontrol hanya
dilakokan kuretase, tanpa aplikasi PBMNCs, sedangkan pada lesi perlakuan
dilakukan Kuretase dan aplikasi PBMNCs. Alasan menggunakan kontrol sama
subyek adalah karena proses penyembuhan satu individu dengan individu yang lain
berbeda-beda.  Maka  dengan  menggunakan kontrol sama subyek, proses
penvembuban antara lesi Kontrol dan lesi perlakuan dapat dibandingkan pada
mdividu yang sama

Darah tepi dinmbil dar: subjek pada pagi hari, yang kemudian langsung dibawa
ce laboratornium untuk dilakukan 1solasi PBMNCs. Proses 1solasi dilakukan di ruang

ell Therapy Unir (CTU) dan berlangsung Kira-Kira selama 2 jam. Setelah selesai,
langsung diaplikas) ke les) periodontal subjek. Jads sel hasil 1solasi ndak disimpan
terlebih dabuly, sehingga sel masib segar. Alasan memlih melakukan 1solas: dan
aplikasi di han yang sama adalah karena bila sel disimpan terlebih dahulu, maka sel
harus melalur proses knopreservast, vang membuat jumlah sel yang akan
daplikasikan berkurang. Hal i tentu smja akan mempengarubs proses regenerasi
vang diharapkan terjadi. Alasan lainnya adalah untuk cfisiensi waktu kunjungan
pasien selama perawatan

Jumlah PBMNCs yang didapat dan tap subjek pada pencliian i juga
bervanasy, sehngga jumlah PBMNCs yang diaplikasikan ke lesi periodontal subjek
juga berbeda-beda. Pada penelitian ini, jumlab darah tepi yang diambil dar subjek
adalah 10 mL. seielah isolasi didapat jumlah sel rata-rata 1935 x 10" sel/mL,
dengan viabihtas rata-rata 85.80%. Tiwdak ada korelasi antara jumlah sel vang
diapbikasikan dengan tingkat penurunan kedalaman probing. Pengambilan darah
sebanyak 10 mL sesuar dengan laporan kasus Yamada dkk. (2005). Dilaporkan
bahwa dan 10 mL dargh vang diambil dan sumsum tulang, jumlah sel punca

mesenkim yang dapbkasikan sebanyak 10 x 10" sel/mL. Karena itu, diketahu




bahwa dengan mengaplikasikan jumlah sel sebanyak 10 x 10" sel/mL, sudah dapat
memberikan efek penyembuhan, Untuk mendapatkan jumlah sel sebanyak 1tu,
diperfukan pengambilan darah sebanvak 10 mL,

Pada penelitian . sel hasil 1solasi diresuspensi dalam | mL plasma subjek itu
sendirt. Pemilihan plasma dengan pertimbangan bahwa dalam plasma darah banyak
mengandung faklor pertumbuhan yang berperan dalam proliferasi dan diferensiasi
sel (Yamada dkk, 2005). Selain its plasma juga mengandung faktor pertumbuhan
yang mempercepat regencrast tulang dun penyembuhan luka (Hokugo dkk., 2007).
Namun hal i justru membuat kerancuan, apakah penyembuhan yang terjadi karena
sel yang ditransplantasikan. atau malah karena plasma darab. Untuk mengetahui
kepastiannya, diperlukan penelinan lanjutan yang hanya melakukan transplantas
plasma tanpa szl

Populast PBMNCS yang diransplantasikan ke lesi periodontal pada penelitian
ini. diantaranya juga terdapat hmfosit-T dan limfosit-B. Kedua tipe sel m
mempunyal kemampuan untuk berinteraks: dan merespon stimulus vang datang
dan luar tubuh ( Hour-Haddad dkk., 2007}, Pada penyakit peniodontal, sel inflamas:
mencrobos masuk d antara bakten dan janngan. Infiltrasi i mengandung semua
komponen yang diperfukan untuk mengontrol infekss, termasuk himfosit-T, limfosit-
B. dan sel plasma,

Penehtian ot dilakukan pada pasien penodontitis kroms, karena penyakit

eriodontal dalam bngkat kromis adalah yang paling umum dijumpai. Prevalensi
perniodontitis kromis terutama ditemukan pada orang dewasa, namun juga dapat
terjadi pada anak-anak. Karaktensuk periodonting kroms adalah adanya akumulasi
plak dan kalkulus, mflamas gingival. adanya pembentukan poket periodontal, dan
kerusakan tulang alveolar. Biasanya progresy penyakitnya dan lambat ke sedang,
etapr ada juga vang progresinya cepat, dan bila terjady peningkatan progres:
penyakit biasanva disebabkan oleh penyakit sistemik atau faktor lingkungan di
dalam mulut yvang akon mempengaruhn mteraks: antara pegamu dan bakter: (Nagy
dan Novak, 2006). Karena iy, dalam penehtian im penyakit sistemik  seperti
dhabetes mellitus, leukemia, anemia, trombositopema, kelanan imunodefisienss,

iermasuk dalam Kriterms ekskiuss
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Pasien hamil juga termasuk dalam Kriteria ekslusi, karena pada kehamilan terjads
kerusakan sel mast di gusi yang discbabkan oleh meningkatnya hormon seks.
Pelepasan histamin dan enzim proteolink juga berkontribusi terhadap bertambah
parahnya respon inflamas: terhadap faktor lokal, sepertt plak dan  Kalkulus
(Klokkevold dkk. 2006). Alasan lammnya adalah pertimbangan etika, karena pada
penclitian 1 bukan bayi di dalam Kandungan yang akan diben perawatan, tetap
gusi sang ibu, jadi tidak ada hubungannya dengan bayi. Ibu hamil ndak boleh
dilakukan percobaan terapi karena termasuk yang harus dilindungs secara etika.

Sebelum aplikasi PBMNCSs ke subjek penchitian ini, dilakukan kurctase untuk
pembersibun kalkulus subgingiva dan jaringan granulasi pada less peniodontal.
Kuretase adalah indikasi ontuk poket periodontal vang Kurang dart 6 mm,
mengingat kriteria inklusi dalam penelitian ini adalah adanya poket periodontal 3-6
mm. Scgera setelah dilakukan kuretase, beku darah akan mengisi dacrah poket yang
sebagian atau selurub lapisan epitelnya sudah tidak ada (Carranza dkk., 2006)
Dalam keadaan milah PBMNCs diaplikasikan, vang diharapkan akan menyatu
dalam pembekuan darah yang twergadi di lesi. Kuorewse juga berguna untuk
mengembalikan integntas sementum. Hal mi sangat penting, karena faktor-taktor
pertumbtihan yang dibutuhkan untuk diferensiast sel yang meregeneras: jaringan
penodontal, dilepaskan oleh sementum yang sehat. Yamada dkk. (2005) dalam
laporan Kasusnya, menggunakan Plarelei-Rich Plasma (PRP), karena dianggap
banyak mengandung faktor pertumbuhan vang dapat membernkan sinyal molekuler
ke sel punca mesenkim agar berdiferensiasi memadi sel janngan perodontal. Pada
laporan kasus in1, sebelum transplantasi, jaringan periodontal yang rusak dilakukan
bedah periodonial. Alasan dhlakukan pembedahan karena kedalaman poket pada les:
lehih dar 6 mm. Sectelah satu tahun, kedalaman probing menjadi | mm, dan pada
gambaran radiografi terlihat adanya pertumbuhan tulang alveolar

Parameter yang digunakan pada penclitan i adalah kedalaman poket yang
diukur dengan probe periodontal dan pertumbuban tulang vang dichservasi melalu
sambaran radiografi. Adanya pembentukan poket penodontal adalah cin-cin
adanya penvakit periodontal. Penurunan kedalaman poket adalah tujuan klinis
teraps peniodontal, dan probing poket juga dilakukan schagai metode untuk

draenosis penvakar penodontal dan evaluass terapr (Mombell, 2005). Pencukuran
, f
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kedalaman poket adalah tes diagnostik kKlims untuk menentukan nilar perluasan
koronoapikal atau kedalaman poket pertodontal

Pada penelitian mi terjadi penurunan kedalaman poket pada seluruh subyek.
pamun  penurunan kedalaman poket pada kelompok perlakuan lebih banyak
(Gambar 7) secara bermakna (p < 0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol
Pada gigr dengan kedalaman poket 6 mm terjadi perbaikan menjadi 2 mm setelah
dilakukan aplikasi sel. Hal im mungkin terjadi karena dalamnya poket membuat scl
yang daphkasikan dapar tetap berada di dalam poket. sehingga sel dapat berfungsi
secara maksimal, mengingat penelitian ini tidak menggunakan scaffold. Sedangkan
posisi gigt tidak berpengaruh terhadap penurunan poket. Gigi regio atas tidak
berbeda dengan pigi regio bawah dalam hal penurunan poket. demikian juga pada
gigl anterior tdak berbeda dengan gigr postenor. Berdasarkan jenis kelamm juga
udak ada perbedaan dalam hal penurunan kedalaman probing sctelah transplantas:
sel (Tabel 8; Lampiran D). Bila dibandingkan dengan kelompok kontrol, kelompok
perlakuan yang mengalami penurunan kedalaman poket lebth dan 100% ada S
subjek. Sedangkan yang mengalami penurunan kedalaman poket hingga 100% ada
9 subjek, dan hanya 1 subjek yang penurunannya di bawah 100% (Tabel 9:
Lampiran D)

Parameter lmnnya vang digunakan dalam peneliian i adalah pertumbuhan
ulang yang diobservas: melalui gambaran radiografi. Akuvitas remodelling tulang
i sekitar les: pertodontitis kronis pada manusia tidak dapat ditelitt secara langsung.
Hal mr menvebabkan masih sedikitnya informas: yvang didapat mengenar apa yang
terjadi h daerah lesi akibat aphikas: sel. Karena itu digunakan gambaran radiograh
schagar alat yang membenkan informasi tinggi tulang alveolar. Informasi m
berguna untuk mengetshr apakah terjadi penambahan tulang alveolar setelah
rranplantast sel berintr tunggal. Evaluasi tulang alveolar pada penehtian dengan
subjek manusia hanya dapat difakukan dengan radiograls. Selain itn, radiografis
juga dapat membert informuasy foktor retensi plak, kanes, kerusakan furkas,
kalkulus subgingsval, dan kelainan patologis lamnnya (Tugnast dkk.. 2000). Ronrgen
foto pertapikal dianggap lebih akurat untuk mengobservasy tnggr tulang alveolar
dibandingkan panormk dan tekmk birewing. Teknik pengambilan ronigen foto

parale]l juga dianggap bark dibandingkan dengan teknik bisecting (Bragger, 2005)
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\da hubungan antara radiografi dengan kedalaman poket (Tugnan dkk., 2000),
yvang keduanya dipakai sebagai parameter pada penelitian ini.

lekmk untuk melibat penambahan tulang melalnn gambaran radiogratis ada
hermacam-macam. Pada penehtian mi menggunakan teknik perbandingan antara
jarak darn pertautan semento-enamel ke crest tulang alveolar dengan jarak pertautan
semento-enamel ke apeks gt (Fukuda dkk., 2008). Setelah satu bulan, ada
penambahan  tulang pada kelompok perlakuan, namun perbedaannya ndak
sigmfikan dibandingkan dengan kelompok kontrol. Akan tetapi pada penifaan tap
subjek  memperhhatkan bahwa adanya perbaikan penambahan tulang pada
kelompok  perlakuan  dibandingkan  kelompok  kontrol Bila  dilihat
kecenderungannya (Gambar 8), pertumbuhan tulang alveolar pada kelompok
perlakuan meningkat karena semakin turun persentase rasio jarak dan pertautan
semento-enamel ke crest tulang alveolar dengan jarak pertautan semento-enamel ke
apeks gigi, berarti terjadi penambahan pertumbuban tulang alveolar. Sedangkan
pada kelompoek kontrol yang ndak diaphikasi dengan PBMNCs justru cenderung
turun yang ditandar dengan persentase yang meningkat. Pada penelitan s ndak

ditemukan adanya reaksi tolakan, rasa sakit, ataupun nflamas) setclah aphikass
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
| Aplikast PBMNCs ke pasien periedontitis kronis dapat mengurang:
kedalaman probing dalam waktu satu bulan
2. Dalam waktu satu bulan belum terhhat penambahan tulang alveolar pada

pasien periodontitis kronis vang diaphikasi dengan PBMNCs.

Saran

Aphkasi PBMNCs dapat disarankan untuk terapr penyakit periodontins kronis.
Bils dibandingkan dengan terapr sel punca, penggunaan PBMNCs lebih hemat
waktu dan brayva dalam hal pengenaan isolast sel. Dibutuhkan penelitian lanjutan
dengan waktu penehitian yang lebih lama untuk mengevaluasi pertumbuhan tulang

alveolar, dan regenerasi jaringan pertodontal secara keseluruhan.




SUMMARY

EFFECT OF PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS ON
PERIODONTAL TISSUE REGENERATION

Randomized Clinical T'rial on Chronic Periodontitis Patients

Literature Review

Periodontal disease comprises o group of inflammatory conditions of the
supporting tissues of the teeth that cause by bactenia (Carranza and Newman, 1996).
Major ehiology of penodontal disease 1s colomzatnon of microorganism on teeth
surface, consist of plaque bactena and i1ts products

Usually periodontal treatment starts from removing bactena from penodontal
tssues by scaling and root planning Scaling and root planing may not result
maximally due to teeth anatomy's complexity, which makes it difficult for the
mstruments to reach periodontal pocket so 1t will limit the root planing effectivity
(Rudhart et al.. 1998).

Regeneration 15 the growth and differentianon of new cells and intercellular
subtances form new fissucs or parts. In the periodontal tissue, gingival epithelium is
replaced by epithebum, and the underlying connective tssues and penodontal
lizament arc denved from connective tissue, Under normal conditions, new cells and
tissues are constantly being formed to replace those that mature and die. It 1s
manifested by mitotic activity i the epithebum of the gingival and connective
hssues of the hgament periodontal. By removing bactenal plague and creating the
conditions to prevent its new formation, periodontal rreatment removes the obstacle
to regeneration (Carranza, 2000)

[v achieve successiul perodontal regeneration, the formation of a functional
epithehal seal, the insertion of new connective tissue fibers 1o root, the reformation
of new accllular cementum reformed on the root surface and the restoration of
alveolar bone height are required (Bartold et al,, 2000). However, the obstacle to
achieving pertodontal regeneration after conventional treatment modahties 15 the
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probferanon of epithehial tissues into the defect at a faster rate than that
mesenchymal tissues (Benatty ¢t al,, 2007)

Regeneration process 1s based on cell growth biologically. Stem cell that
undifferentated and molecule signals have major role in regeneration (Berendsen,
2008). Ligament periodontal cells are mesenchymal denived, based on that, stem cell
that can support perzaodontal regencration 1s mesenchymal stem cell (Benatty et al,
2007)

Cementum contians molecules that promote chemotactic migration, adhesion,
proliferation, and differentiation of some penodontal cell types better than others,
and these molecules are not detectable in other penodontal structures (BarKana et
al., 2004)). The growth factors and adhesion molecules present in cementum are also
active toward cells of the gingiva, penodontal ligament, and alveolar bone (Bartold et
al., 2000). Therefore, it 1s possible that cementum components have the potential to
participate in the regulation of homeostasis and regeneration of these tssues
(Grzesik and Narayanan, 2002)

In population of peripheral blood mononuciear cell (PBMNCSs), beside stem cell,
(Sardjono et al., 2009) there are progemtor cell, lymphocyte. and monocyte (Fnsca
dkk., 2008). Stem cell and progemitor cell has thewr role for regeneration of tissue
damage. lympbocyte and monocyte are mvolved i immune system (Roeslan,
2002)

Peniodontitis 1s an mtlammatory process, therefore lymphocyte and monocyte
has important role i immune system in pertodontal tissues. In periodontitis there s
nssue damage cause by plaque-bacteria which act as antigen. Mononuclear cell
tranplantation can regenerate tissue damage considered there are many cell type that
can support regeneration in penodontal hssue

The amms of this study was 10 evaluate effects of PBMNCS transplantation on

penodontal tissue regencration

Material and Method
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| Biosatety cabinet
2 Cell Counter
5, Cenmifugation

i, Conical tube 10 and S0 mL

5.  Conical tube rack
6. Hemocytometer
)

Eppendort tubel 5 mi

-\. ‘.l l.'l Iy "l”."“L /

9. Iverfed mcroscope

10. Penodontal probe

[1. Ultrasome scaler

Gracey's Curretes

13. Penapical Rontgen (Kadak Insight Periapical size 30,5 X 40,5 mm)
4. Povidon lodine

5. 2% Xylocaine adrenalin

6. H.O.solution

|7, Aquadest solution

I8, Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)

19, Facwtainer with EDTA 3 mb (BD Franklin Lakes, NJ, USA)
20. Needle and syringe 50 mli

21. PBS (Phosphare Buffer Saline) KC1 1x pH 7.2

22, Trypan Blue (Sigma)

23. Stenl tips | mL, 100 ul, and 10 uL

B. Method

The |5 samples (mean age 39,47 vears) of this randommzed climcal mal study
were the patients undergomg treatment at Rumah Sakit Gign dan Mulut Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Tnsakti from February ull April 2000, Autologous
PBMNCs applicated mio periodontal tissues, Reduction of probing depth and

improvement of alveolar bone in dental radiograph are the parameter of periodontal
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regencralion

Inclusion criteria of this research were patients with chromc periodoniitis
more than 3 toth, periodontal pocket 3-6 mm, tooth mobility 1-2 degree, patients
willing to be recalled and willing to be research subject. Exclusion enterna were
paticnts with other oral lestons other than gingivitis and periodontitis, patients with
systemic  disease (diabetes melhitus, leukerma, anemma,  trombositopensa,
immunodeficiency disease, and heart disease). patient with antibiotic and ant-
mflammation treatment for the last 3 months, patient with cancer history, patient
with drugs dependent, patient with nfectious disease, patient had cell or tissue
transplantation therapy. patient in growth factor, cytokines, and other chemical
agents therapy, and patient with mental retardation.

Patients matched with inclusion ¢ritena and willing to be research subject, were
measwred the pocket depth and penapical Rontgen were taken on 2 tooth chronxe
pertodontitis dhagnosed. First chronie pertodontitis lesion was done with PBMNCS
application, and other lesion was curretage only, without PBMNC apphication.

. PBMNCs Isolation

Patient’s peripheral blood was taken at 9 am, in RSGMP FKG Usakt by

Palang Merah Indonesia (PMI) officer. The blood was collected for 10 mL with

synnge, then removed mto vacutamer with anticoagulants (EDTA). Then  the

vacutamer was put into ice box, and brought to Stem Cell and Cancer Institute

laboratory. Blood removed from vacutamer to conical tube [ (50 mL}. added 20

ml PBS. Prepare 15 mlL Fiwcol-Paque Premium in comcal tube 1l (530 ml.)

I'ransfered blood from conical tube 1 with pipette by lavering on Ficol-Paque

Premmum in conical tube L Centrifuge comcal tube [I at 500g for 30 mmnutes.

After that, drawed off the upper layer contamning plasma and platelets usmg a
sterile pipette. leaving the laver of mononuclear cells undisturbed at the

mterface. Translerred the layer of mononuclear cells o a new comceal be (15

mk) using a sterile pipette. Added PBS as much as the transferred mononuclear

sells. Suspend the cells by gently drawing them i and out of a pipette

Centrifuge at 300 g for 10 minutes, Removed the supernatant and resuspended
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cell pellet usig pipette. Add 50 mL PBS, centrifuge at 200 g for 10 minutes
Removed the supernatant and resuspended cell pellet using pipette. Finally,
counted cells and assessed wviability wsing Trypan blue through inverted

MICroscope

Curretage and PBMNCs application

Lesions anesthetized with Xylocaine adrenaline 2%. Granulation tissue and root
surface was curretage with Gracey's curretes. Then, lesions wrigated with H.O
and aquadest solution. PBMNCs was applied mto the periodontal pocket,

Patients mstructed not 1o eal and drink afterwards for 1 hour. After | month,

patients recall for pocket depth measurement and periapical Rontgen

3. Statistical analysis
Fhe pocket depth data obtamed by direct mcasurements with pertodontal
| )
probe, and the growth of alveolar bone data obtaned by measurement

\

pertapical Rontgen before and after PBMNCs application,

g, Analyze of deserniptive for determmmng mean and standard deviation each
‘_'l'.\:lp

b, One group Kolmogorov-Smirnov test for determinmg normality distnbution
and for determining parametric or non-parametric statistic test

¢. Homogeneny test usimg student’s T-test

d. Student’s T-test for hypothesis west

Results
A. General

[he subjects of this research consisted of 15 people, 13 men and 2 women. The
treatment group and the control group were conducted on the same subjects n
different lesion locations, either on upper ar lower jaw, left or nght regio. The

avarage and common age of the subjects 15 39.47 « 12.92 vyears old.
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B.

Fhe Decrease in The Periodontal Pocket

\'

Data Description

[he average and common result of perniodontal pocket depth measure
before treatment on the control result was 3,600 £ 0,623 mm, while in the
treatment group 1t was 3,800 0.862 mm. The average and standard
deviation of pockel depth after treatment in the control group was 2.400 +
0,507 mm and in the treatment group 2,066 = 0,258 mm, Therefore, the
decrease of pocket depth in the control group was 1,2 £ 0.775 mm and
treatment group 1,733 £ 0,799 mm. It showed that the depth of penodontal
pocket 1 treatment group was much less than the periodontal depth in the
contrel weatment. Based on this result, the depth of tooth pocket apphed
with PBMNCs decreased and this meant better penodontal  nissue

regenceration

Data Distribution

[he result of normahity test and Kolmogorov-Smirnov test for one data
group shows that the result of pocket periondotal depth by periodontal probe
i the control group before reatment was normally distributed (p = 0,15),
while the control group data after treatment was also distributed normally
It was the same for the result of pocket periodontal depth measurement in
the treatment group betore (p = 0,15) and after (p = 0,15) treatment, 1t was
distributed normally. Therefore, the next statistics test can use statistics

paramelne analyss

Data Homogenicty

[he homogenicty test result on the result of periodontal pocket depth
measurement using pertodontal probe with a student’s t-test between the
control group and the treatment group before treatment showed no
sigmfican difference (= -0,72; p > 0,05). This result showed both groups

cime from the same population
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Figure 1, Chart of pocket depth improvement before and one month after curretasge
and PEMNCs application, Shown improvement of pocket depth in lesion with
PEMNCs apphicanon, meaming there are penodontal tissue regeneration

Hypothesis Test on The Decrease of Penodontal Pocket Depth

Based on the homogeniety test result, the data of penodontal pocket
depth measurement with penodontal probe before (reatment between the
(WO groups
showed that both came from the same population. Therefore, the hypothesis
test could be conducted with just a student’s t-test between the two groups
atter
I'he result showed that there was a sigmificant difference (1= 2,27; p < 0,05),
a decrease in the penodontal pocket depth between the control group and the
treatment group. The group using PBMNCs application had a bigger
periodontal pocket decrease than the group usimg currette only. This result
shows that the hypothesis stating PBMNCs can be used to  regencrate
broken periondontal nssue shown by periodontal pocket decrease has been

proven




D. Improvement of Alveolar Bone Growth
3. Darta Description

he average and common result of alveolar bone growth measurement
before treatment in the control group was 9.87 = 3.91%, while n the
treatment group it was 12,78 = 9.87%. The average and common alveolar
bone growth after treatment in the control group and the treatment group
was 15,27 + 12.27% dan 9,37 £ 6,83% respectively

Based on that result, it showed that the ratio percentage of the distance
from semento-enamel juncuon to alveolar bone crest and the distance from
semento-enamel junction to tooth apex n the treatment group decreased,
while m the control group such distances ncreased. This showed that
alveolar bone addition m the treatment group incressed and n the control

group. decreased

6. Data Distribution

Data normahty test result with Kolmogorov-Smumov test tor | group
data showed that the result of alveolar bone growth measurement in the
control group before reatment was distributed normally (p = 0.13), while
data in the same group after treatment was also distributed normally (p
0,15). The same conditton applied to the treatment group before (p = 0,15)
and after treatment (p = 0,15). Thus, the next statshics test can use

parametnc statishics analysis

Data Homogeniety

Homogemety test result on the result of aloveolar bone growth
measurement with student’s t-test between control and treatment groups
betfore treatment showed there was no sigmficant difterence (1 = 1,06; p

0.05), This result showed that the two groups came from the same

population
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Hypothesis Test on Increase of Alveolar Bone Growth

Based on the data homogemety test of alveolar bone growth
measurement before treatment berween the two groups which showed both
groups were from the same population. it was concluded that the hypothesis
test could be conducted only with a student’s t-test after treatment between
the groups. The result showed that there was no signihicant difference (t
1,63; p = 0,05) in the increase of alveolar bone growth between the control
and treatment groups. Thas result shows that the hypothesis stating PBMNC's
can be used for penodontal tissue regeneration shown by the incresae of

alveolar bone growth 15 not true

Discussion

Tissue engincering is currently growing in denustry. There have been many
rescarchs on ussue engineermg by cell apphication, but for periodontal diseases not
many researches have been conducted. No research on periodontal tissue
engineering with PBMNCs application has been conducted m Indonesia

Ihe applicanon of PBMNCs has been done on dilated cardiomyopathy by
autologous (Karpathi, 2008) Cell application tor penodontal tissue regeneration by
autologous has also been done by Yamada er o/, (2005), using the bone marrow
mesenchymal stem cell. Autologous cell apphication was chosen o minimize the
probability patients allergy reaction.

This research purposed to conduct a PBMNCs autologous application on chronic
penodontitis subjects. The cell used for therapy in this research was 1solated from
peripheral blood, not from bone marrow. Bone marrow replacement was used as a
progemitor cell resource with penpheral blood because peripheral blood has
mononuclear cells inside, including stem cells (Sardjono e af, 2009). Other than
that, PBMNCs population also had lymphocytes and monocytes which had a very
mportant role m ammumity response (Frisca ¢f al, 2008) to ehmmate foreign
substance, blood rums, and lymph (Roeslan, 2002)

Research results wiuch compared PBMNCs solation between blood cell sorting

to Ficoll method showed that there was no significant difference between the tweo,
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but the Ficoll method was considered simpler and more effective economically to
be conducted in hospitals with no advanced equipments such as bloed cell sorting
On clintcal apphications, reports have shown that PBMNCs isolated by the Ficoll
pethed and apphied to limb 1schameia diseases results in recovery (Hernandez et al,
2007).

In this research, samples were collected from fifteen subjects diagnosed wath
chronie penodontitis, 13 men and 2 women with the average age of 39.47 years old
I'he control used was same subject, meanmg control and treatment were 1n the same
mouth but different locations, such as top and lower jaws, left and right regios. The
only means of control lesion was curettage with no PBMNC apphication, while for
treatment lesions, curettage and PBMNCs application were done. The reason for the
use of same subject control was because recovery process diftered from individual
to mdividual, With the use of same subject control, the recovery process between
control lesion and treatment lesion could be compared on the same individual

Peripheral blood was taken from the subject in the morming, which would be
directly brought to the laboratory for PBMNCs isolation. The isolation wis camed
out mn the Cell Therapy Unit (CTU) room and took about two hours. Therefore, cell
as the result of 1solation was pot stored to keep its freshness. Isolation and
application were done on the same day because if cell had been stored it had to go
through cryopreservanon process, which would have resulted in a smaller amount
of cells for applicanon. This surely would have had affected the expected
regeneration process. Another reason was to save the patient’s treatment time.

The amount of PBMNCs gamed from each subject in this rescarch varied, so the
amount of PBMNCs applied to subjects’s periodontal lesion also vaned, In this
rescarch, the amount of peripheral blood taken from subjects was 10 mL, which
after 1solation we gamned an average cell amount of 19,35 x 10" sel/mL., with the
average viabihity of 8580%. There was no correlation between the amount of
apphed cells with the decrease in the level of probing depth. The taking of blood for
10 mL was in line with the case of Yamada et al. (2003) report. It was reported that
from 10 mL of blood taken from the bone marrow, the amount of mesenchymal

stem cells apphed was 10 x 107 celbmL, Therefore, we found out that applying 10 x




10" cell/mL could result in recovery effects. To get said amount of cells, blood was
taken until it reached 10 ml

In thas research, 1solation cells were resuspended in | mb subject’s plasma. The
plasma was chosen with the considerntion that there was a growth factor which had
a role in the proliferation and differentiation of cells (Yamada et al, 2005) in blood

Other than that, plasma also has a growth factor which accelerates bone
regeneration and injury recovery (Hokugo et al, 2007). However, this causes doubts
about whether recovery is helped by wransplanted cells or blood plasma. To find out,
an extended research 15 needed just on the plasma transplantation without cells.

Ihis research was conducted on chronie penodontitis patients because chronic
periodontal diseases are the most common, The prevalence of chromc penodentis 1§
found mestly m adults, but sometimes 1 children as well. Systemic diseases on
patients will affect the increase of disease progression (Nagy and Nowvak, 2006).
I'herefore. 1 this rescarch svstemic diseases such as dabetes melhitus, leukemia,
anemia, thrombocytopema and imunodeficiency are included in the exclusion
crterna

HBefore the application of PBMNCs on the research subject, curettage was
conducted to clean subgingiva calculus and granulation tissue in periodontal lesion.
Curettage 1s an indicanon of periodontal pocket less than 6 mm, considering that the
mclusion cntenion for penodontal pockets 1s the size of 3-6 mm, As soon as
curettage was carnied out, frozen blood would fill in some of the pocker areas or it
would lose its epatel layers (Carranza et al, 2006). It was in this condition that
PBMNCs was applicd, which was cxpected to biend with the frozen blood in the
leston. Curettage 18 also useful w recover the sementum intergrity. This 15 very
important because the pgrowth factors needed for cell differentiation which
regencrates penodontal tssue are dispatched by healthy sementum

The parameter used in this research 1s the depth of the pockets which s
measured by periodontal probe and bone growth observed through radiograph. The
decrease of pocket depth s the chmical purpose of penodontal therapy, and pocket
probing s also conducted as o menthod o0 diagnose penodontal diseases and

therapy evaluation (Mombell, 2005)
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In this research a decrease in pocket depth happened to all subjects, but said
decrease in the treatment group 1s significantly more (p < 0,05) compared to the
control group. The 6 mm pocket depth of teeth shrank to 2 mm afier cell apphication
was carried out. This was possible because pocket depth made applied cells stay put
so cells could function to a maxunum, considenng that this rescarch did not usc a
scaffold, The position of the teeth did not affect the pocket decrease. Upper regio
teeth did not differ from lower regio teeth when it came to pocket decrease, just as
there was no difference between anterior and posterior teeth, Gender difference did
not affect the probing depth decrease after cell transplant. If compared to control
group, treatment croup expenenced a decrease of more than 100% on five subjects
Nine subjects experienced a decrease of 100% and only one expenenced a decrease
of less than [00%%

Other paramater used in this rescarch was the bone growth observed through
peripapical radiograph image. Bone remodelling activities around chronic lesion
periodontts on human could not be directly observed,  Thus, there was Dhitle
information on what could happen around the lesion area after cell apphicaton, and
radiography image was used as a means 1o find out the hesghr of alveolar bone, This
was useful to find out if alveolar bone addition took place after PBMNCs
transplant

[here are many techniques to see bone addition through radiography image.
s research used the technique of distance comparison from semento-cnamel
junction to the crest of alveolar bone and semento-enamel junction o tooth apex
(Fakuda ct al, 2008). After one month, there was a bone addition 1o the treatment
group, but there was no sigmbicant difference compare to the control group.
However, n the grachng, each subject showed improvement in the bone addstion in
the trearment group instead of the control group. If we look at the tendency. the
growth of alveolar bone n the treatment group increased because if the distance
percentage from semento enamel junction to alveolar bone crest decreased more
compared to the distance of semento-enamel junction to tooth apex. 1t would mean
an addinonal growth 1o alveolar bone had taken place. The control treatment wath

no PBMNCs application expernienced a decrcase which was signalled by an




mcrcascd percentage There was no pain, allergy or inflammation found in this
| : &)

research after PEMNCs appheation

Conclusion

5, PBMNCs application to chronic periodontitis patients can decrease probing
depth 1in one month
4. In one month’s time the addition of bone alveolar applied by PBMNCs was

not apparent 1in chronic |1c;:-nf.n-z(|ti< patents

N
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Komisi Etik Riet biomedik yang menyangbut ManusicHewan fahultes Kedokteran Gigi
Univenitas Trisaktl setelah mempelajari dengan sehsama Rancangan Riet yang diusulahn,

menyatakan bahwa riset dengan judul :

Pengaruh Pemakaian Sel Berinti Tunggal bolot Darah Tepi terhadap Regenerasi Jaringan
Periodontal (Uji Kiinik Randomisasi pada Kasus Periodontitis Kronk)

Pimpinan Riset : Drg. Moehamad Orliando
Penanggung jawab medik : DR. Drg. Bambang 5.Trenggono, MBiomed

Lemboga/tempat penelitian : RSGM(P) FKG Univenitas Trisakti
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INSTITUTIONAL REVIEW BOARD
STEM CELL AND CANCER INSTITUTE

JI. Ahmad Yani No 2
Pulomas, Jakaria 13210
indonesia

Tal +5221-47860173, 47869756
Fax 4522147860180
IRE 00006254 IORGO005129 FWADDD12373 KNEPK No.Rec 037/KNEPK/2008
No 03/ EC/ IRB/ SCU KF/ 2010

Komist Euk Penelitian Stem, Cell and Cancer Institute/ Institutional Review Board-Stem
Cell and Cancer Instiute (IRB-SCI), dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejshteraan subyek penelitian kedokteran telah mengambil keputusan dengan waive

pada protokol yang berjudul:

Judul protokol

Pengarch Sel Berinti Tunggal Isolat Darah Tepi Terhadap
Regenerasi Jaringan Pericdontal (Uji Klinik Randomisas) pada
Kasus Periodontis Kronis)

‘Alasan -\dl\L
~rmol'.n|
| { beritanda V)

[J Studi yang tidak berhubungan langsung dengan manusia
£ Studi vang sudah mendapat Ethical Clearance dari komisi enk

lain

] Studi atau kolekst dan data yang sudah ada (misal : spesimen

athologi)
P/‘;tudi untuk keperluan pendidikan
[0 Studi untuk keperiuan kualitas, evaluasi, keberterimaan
masyarakat terhadap makanan dan sejenisnya
[0 Studi suatu evaluasi program pelayanan

(NIH ICH-GCP

Nama Penelity
l tama
Asal 1ml lusx

Drg Moehamad Orliando

FKG Universitas Trisakti

Telah menyetujui protokol diatas
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Informed Consent
Donatur darah tepi pada penelihan
Regenerasi Janingan Periodontal dengan Sel Berinu Tunggal

Peayakit penodontal atsu periodontitis adalah penyakit yang menyerang janngan
penyangga gig. Penyakit ini terdin atas sekelompok keadaan peradangan dan
jarmgan pendukung gigi yang disebabkan bakien. Penodontitis merupakan proses
peradangan yang dimulai dan gusi yang kemudian menyebar ke jaringan pendukung
yang lebih dalam Oleh karena itu peniodonutis ditanda dengan adanya peradangan
pada gus, selanjutnya memmbulkan poket penodontal, kerusakan ligamen
periodontal, dan kerusakan tulang alveolar yang aklimya akan menyebabkan
kehilangan gigi secara perlshan

Regenerasi jaringan peniodontal adalah tekmk perawatan untuk menghasilkan
jaringan baru agar jaringan lama yang telah rusak dapat diganti. Proses regenerasi ini
berdasarkan pentumbuhan sel secara biologis. Sel yang berperan adalah sel punca
vang masih belum berdiferensiasi yang berfungs: untuk regenerasi bila ilerjadi
kerusakan selama kehidupan Sel punca dapat ditemukan dalam populasi sel berinti
tunggal yang diisolas: dan darah tep, selan ditemukan sel punca, juga terdapat sel
progenitor, limfosit, dan monosit

Berdasarkan latar belakang tersebut, pencliti saat ini sedang melakukan penelitian
mengenal regeneras: janngan periodontal dengan sel berinti tunggal yang diambil dan
darah tepi. Penelitian i berguna untuk menganalisa kemampuan sel berinti tungal
untuk menggantikan janngan yang rusak di penyangga gigi dengan jaringan sehat
yang baru Oleh karena itu keteribatan Bapak/Thy, sebagai donatur darah dalam
penelitian in sangat bermanfaat untuk perkembangan ilmu kedokteran gig

Prosedur penelitian

Proses pengambilan darsh tepi merupakan prosedur yang aman dan tidak
menimbulkan resiko pada orang yang diambil. Prosedurnya sama dengan prosedur
pengambilan darah biasa yang akan dijelaskan lebih detail sebagai berikut.

I. Proses pengambilan darah
Kami akan mengambil sediiot darah (sekitar 10 cc) dan pembuluh darah vena
Anda. Pengambilan darah dilakukan oleh dokter di RSGM Universitas
Trnisakt dalam kondisi asepuk untuk memimamalkan resiko tenadinya infeksi
Darah selanjutnya akan diproses lebih lanjut di laboratorium SCJI Jakarta.

2 Pemrosesan
Pengisolasian sel bennti inggal dan sampel darah tepr akan dilakukan segera
setelah pengambilan darah dilakukan

3. Penggunaan
Sel berinti tunggal yang sudsh disolas: kemudian digunakan untuk
meregenerast  janngan  periodontal  Anda  yang  rusak, dengan cara
ditransplantasikan ke dalam janngan penodontal




4. Kerzhasiaan
Semua informasi dan hasil tes vang diperoleh akan tetap dijaga
kerzhasiaannya secara ketat, sehingga tidak memungkinkan orang lain
menghubungkannya dengan Anda

5. Kompensasi
Kami tidak membenkan kompensasi dalam bentuk apapun atas keikutsertaan
Anda dalam penelitian ini, Anda melakukannya secara sukarela dan tidak akan
melakukan tuntutan apapun dikemudian han.

Anda berhak menolak ikut atau mengundurkan din dalam penelitian ini tanpa
kekhawatiran apapun. Apabila anda telah memutuskan secara sukarela untuk ikut
ambil bagian, maka Anda diminta untuk menandatangani formulir persetujuan

ketkutsertaan dalam penehitian i




Formulir Persetujuan

Saya yang bertanda tangan di bawah i

Nama 5 bos 7 g IV /77 < 77

No. KTP/SIM 9&/

Alamat (3(:‘(, ,,,.,,/ﬂ“r; ﬁ’Njar- _/// /LfOV/A[//u
Ka, Pak R/

Dengan ini menyatakan kesediaan saya sebagai domatur darah dalam pencliian
Regenerasi Jaringan Periodontal dengan Sel Berinti Tunggal. Kesediaan saya untuk
ikut dalam penelitan ini adalah sepenuhnya tanpa paksaan dan saya berhak untuk
mengundurkan din dan penclitian tni. Semua penjelasan di atas telah disampaikan
kepada saya dan semua pertanyasan saya telah dijawab oleh pihak peneliti. Saya
mengerti bahwa apabila masih memerlukan penjclasan, saya akan mendapat jawaban
darn pihak peneliti. Saya telah menerima satu salinan formulir persetujuan ini.

Jaxmu;,.._*?:?_.".../f. g TG s

d : -~
\\—304’-”/'"?\7('.7""_ - )
Donatur

Jika diperlukan

Dalam situasi dimana penandatanganan surat persetujuan sukar diperoleh dan donatur
karena kondisi donatur atan donatur tidak dapat membaca atau menulis, persetujuan
secara lisan dapat ditenma asalkan disaksikan oleh saksi yang tidak berpihak selama

dibenkan penjelasan tentang peneliban ini.

Sava, (NamaSaks), ) (tandatangan saksi)

Menyatakan bahwa der e ree cee e -0 (INQMA Donatur) setuju untuk ikut

Dalam penelitian pada e .......{tanggal persetujuan)

/(.,"—0 e I
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RIALID - FKG22010/01
Uji Klinik : Sel Bermti Tunggal Nomer Pasien

RSGM FKG Usakti

FORMULIR LAPORAN KASUS

Regenerasi Jaringan Periodontal dengan Sel Berinti
Tunggal Isolat Darah Tepi

Principal Investigator :
Drg. Mochamad Orliando R.

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Trisakti

Address : J1. Kyai Tapa, Grogol, JAKARTA 11440

Phone No. :021-5655788 = e

Kota : Jakarta Negara : Indonesia




Trial ID : FKGR010/01
UJji Klinik  : Sel Berinti Tunggal o reed

Petunjuk Pengisian
1. Gunakan bolpen berwarna hitam untuk mengisi formulir ini

2. Semua pertanyaan di formulir ini harus diisi

a. Jika suatu tes tidak dilakukan atau tidak akan dilakukan, tulis dengan
“ND™ (Not Done)

b. Jika pertanyaan tidak relevan (contohnya: tidak dapat diaplikasi), tulis
dengan “NA™ (Not Applicable)

c. Jika pertanyaan tidak dapat dyjawab (contohnya: tanggal tidak
diketahui), tulis dengan “NK" (Not Known)

3. Jika ada kesalahan dalam penulisan, dicoret saja. DATA YANG SALAH
TULIS JANGAN DIHAPUS. Tulis data yang benar diatas atau disecbelah data
salah yang sudah dicoret. Tiap koreksi/perubahan harus ditandatangani dan
diberi tanggal oleh investigator.

4. Ada tempat khusus untuk catatan-catatan/komentar penting. JANGAN
MENULIS KOMENTAR DI LUAR TEMPAT YANG SUDAH
DISEDIAKAN.




' Tral ID : FKG/22010/01 Baseline
- .. No. pasien : 2|

Kriteria inklusi dan Tanggal kunjungan : ?;} ! 7 1 W nisial ' S
Toent Man Tehn  uhe
| ekslusi : e ———
Kriteria Inklusi untuk pasien Periodontitis Kronis Ya Tidak
1. Menandatangani Informed Consent 29,2 -
Tanggal informed consent ditandatangani ; =~/ / t \O
anggal informed consent ditandatangan) S -}rﬁ? ﬁ/ A
2. Periodontitis lebih dari 3 gigi T
| vd 0
[ 3. Poket pcnnd(—;ua 3-6 mm di mandibula pada kedua regio 7 ll/ O
‘ 4. Dernjat kegoyangan gigi 1-2° -- [Q/ 0

Semua kriteria inklusi barus dijawab YA, jika ada jawaban TIDAK — Pasien
tidak disertakan dalam penclitian




Trial ID : FKG/2010/01 | Baseline

28, 1 No. pasien : k.
Kriteri Tanggal kunjungan : =~ / | {Q Inisial 'S
Kriteria inklusi dan Fangg jung ST R N 3
ckslusi - S —— ——
[Kriteria Eksklusi untuk pasien Periodontitis Kronis Ya  Tidak
I. Mempunyai kelainan lain di aa_!éﬁ_ron_iga mulut selain
gingivitis dan periodontitis 0 }l/
2. Pasicn dengan penyakit sistemik (diabetes mellitus, leukeraia,
.Jncmin, trombositopenia, kelainan imunodefisiensi, kelainan O \/{
jantung)
3. Pasien tidak sedang minum antibiotika dan anti inflamasi
sejak 3 bulan terakhir 0 Y
‘: 0 1 7(‘1..7 oan h‘ . M .‘ - a1
Pasien dengan kelainan pertumbuhan fisik O v
5. Untuk pasien wanita :
Dalam masa kehamilan/menyusui O 0
6. Pasien dengan riwayat kanker o W
7. Pasien dengan ketergantungan narkoba o 7
8. Pasien dengan penyakit menular 0 U/
0. Pasien yang pernah menerima terapi transplantasi sel atau A
jaringan 0 o
10. Pasien yang dalam terapi faktor pertumbuhan, sitokin, P
chemical agent tertentu 0 B}/
11, Pasien dengan kelainan kejiwazn atau retardasi mental 0 ﬂ /

Semua Kriteria eksklusi harus dijawab TIDAK, jika ada jawaban YA — Pasien
tidak disertakan dalam penelitian




(Trial ID : FKGR010/01 | Baseline
| : : 29 2 ; No. pasien : Ol
‘DcmngmﬁfRlwaynl langgal kunjungan @ _ / = aé% Inisial e
[ Demografi

at Ty B
o TangalLahir: ¢ / ~ | L{ }

T Pulaa Talen
2

le Berat: OV . kg Tinggi : \S _q cm
. L/laki-laki () Wanita
Pendaftaran di RSGM
e Tanggal : .t > 1 Jam : s 2

Han Bulin . Tabnm

Diagnosis : _Y('—ih;fl»o«‘r-\\.’:- Eoads




“Trial ID : FKG/2010/01 Bascline

No. pasien : ©l
9 C )‘ o
2 j_/ o “_j [nisial TS
Han Wi Ghn

Demografi/Riwayat Tanggal kunjungan :

Riwayat Keschatan

Apakah Anda sedang dalam perawatan dokter?
Pemahkah Anda menderita penyakit yang serivs/masuk Rumah Sakiv/
menjalani operasi besar
Pemahkah Anda Membutuhkan transfusi darah?
Apakah Anda menderita Diabetes Mellitus?
Apakah Anda pernah mendenita penyakit-penyakit tersebut dibawah ini?
Rheumatic Fever
Inflammatory Rheumatism
Jaundice (yellow skin & eyes)
Tuberculosis
Venerial Discase
Heart Attack
Gastric Ulcer
6  Pemabkah dokter mengatakan Anda menderita penyakit jantung?
7  Pemahkah Anda lekas lelah bila bekerja ringan/jalan dekat?
8 Pemahkah Anda batuk dalam jangka waktu lama?
9  Pemahksh Anda batuk darah?
10  Pemahkah Anda allergi terhadap salah satu obat dibawah ini?
Aspirin
Sulfa
Penicilline
Barbiturate (obat tidur)
Anastheticum
Il Apakah Anda allergi terbadap salah satu makanan dibawah ini?
Udang/Kepiting
ikan
telur
12 Apakah Anda menderita Asthma?
I3 Apakah Anda sedang dalam perawatan dokter untuk:
Penyakit paru-paru
Penyakit kelamin
14 Apakah Anda pendenta:
Hypertensi
Hypotensi
Apakah Anda mengalami pendarahan yang lama/luar biasa bila Anda
15 terluka
16  Apakah Anda pemnah mengalami cedera pada muka dan rahang?
17 Apakah Anda pemah dioperasi/mendapat perawatan penyinaran
untuk suatu tumor atau keadaan lain-lain dalam mulet dan bibir Anda?
Apakah Anda pernah mengalami sakit gigi?
19 Apakah gusi Anda sering berdarah?
20 Apakah Anda pemah mencabut gigi?
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Trial ID : FKG/2010/01 Baseline
™|

: . 78, 3 A I\o ‘pasicn -

DemogrefuRiwayat Tanggal kunjungan : m;__/ = /mﬁ Inisial P am
21 Apakah Anda mengalami kesukaran pada waktu Anda membuka mulut

lebar-Jebar? Y1/
22 Apakah rahang Anda berbunyi "khik"™ waktu Anda mengunyah Y1)
23  Khusus Wanita:

Apakah Anda sedang hamil? Y/T

Bila szdang hamil, sudah berapa bulan? Y/T

Apakah Anda sedang haid? YT

YT

Apikah Anda telah memasuki masa menopause?




Trial 1D : FKG/2010/01 Skeling & Penghalusan Akar &
Skeling & Penghalusan - d s No, pasien : @1
{ angge ) - / / IS T e
Akar Tanggal kunjungan : o Inisial s
\S, 80

Skeling & Penghalusan Akar mulai jam :

Kondisi Umum :

aj\_i\ 2‘1 \ 7‘ C 2—’ L{"}'

fockot : 4 (Sewi._,a.\

Skeling & Penghalusan Akar selesai jam: ‘L( . OO

Catatan :




Trial ID : FKG/2010/01 Transplantasi Sel
No. pasien : O{

X X 3 N PN Nz . PRSI ~ L{.\C' > % ;
Seclama transplantasi sel | Tanggal kunjungan : 2. / o B Inisial fem

Loy g : < o 4&
[ransplantasi Sel berinti tunggal mulai jam : L : c{_{_

Kondisi Umum : _ g oo L _
Toncplon ey 2L beada ' tvndaal  aiay
. e i
Au
Warcplealns,  Tasha  dqiyy 28 MesTay
o ndrol - %l.}; 4y Jdchl

" ZY tesin|

(O

Transplantasi Sel berinti tunggal selesai jam: |6

Catatan :

Foto Roatgen :




[rial 1D : FKG/2010/01 “Setelah4 minggu

Kunjungan setelah Tanggal kunjungan : ("1 | S
Wi Dokas

transplantasi sel |

/

(¢

Tahus

No. Pasien :

Inisial

. ,) o
Jam kunjungan : I'2- . _t\
Kondisi umum :
G+ disb) L M
i f./\{:“'"\\ 1 e

Catatan :

Foto Rontgen :




'Trial ID: FKGRO100T | Pernyataan

No. Pasien :

- “ 2 [
Ui Klinik Sel Benint langpal kunjungan : { / 5 [ 1O  Inisial
thJJ’ngg!':;l Babecoica. G RN o v T

1

(.')1

SH

Pernyataan investigator yang bertanggung jawab dalam uji klinik

Saya menyatakan bahwa data dalam formulir ini adalah benar dan akurat

/-'./')',-(()

landatangan Investigator : Fanggal: -l
Hari  Bulan Tahun

e
A
\




LAMPIRAN B

« Hasil Penghitungan Besar Sampel




Hasil Penghitungan Besar Sampel

2sd< (Z1. +7,. )" n besar sampel
sd rata-rata standar deviasi kedua
n = kelompok
Z tingxat kemaknaan
A2 Zy. ) : kekunatan uji
A perbedaan rata-rata kelompok

Hasil penelitian sebelumnya:

Rata-rata subjek sehat 0,550
Rata-rata standar deviasi (0,957 + 0577) : 2 = D767
20, 767) x (1.645 +0.550) 4425
n 1 4.6
(.55 0.3025

Dibulatkan menjadh 15




LAMPIRAN C

* Tabel Hasil Uji Normalitas

* Tabel Hasil Uji Homogenitas

* Tabel Hasil Uji Hipotesis

56




Tabel 3. Un normalitus data kedalaman poket penodontal dengan ujt Kolmogoroy-
Smamoy

Variabel D P __Keterangan
Kut\lf-\l- :1\\:1! ().095 =().150) [)I.\(rll‘ll;l—ll-\;l:lll\:ll
Kontrol akhr 0.075 (). 150 Distribus: normal
Perlakuan awal 0.118 (),1350 Distribus: normal
Perlakuan akhir 0.097 (), 1 50 Distribusi normal

[abel 4. Hasi! ujt homogenitas data kedalaman poket pertodontal antara dua
kelompok sebelum perlakuan memakar uji-t

Varrabel Rata-rata = SD 1 P
Kontrol awal 3,600+ 0,632 0.72 0.475
Perlakuan awal 3800+ 08062

Fabel 5. Hasil un hipotesis penurunan kedalaman poket penodontal

Vanabel Rata-rata = SD { P
Kontrol akhir 2400 = 0507 2.27 0.035
Perlakuan akhir 2067 = (0258

Fabel 6, Uy normalitas penambahan tulang dengan uji Kolmogorov-Smirnoy

Variabel D P Keterangan
Kontrol awal 0.218 0.052  Distribusi normal
Kontrol akhir (),195 0,009 [hstribust normal
Perlakuan awal (0,201 0,127 Dstrbust normal
Perlakuan akhir (L 196 0,124 hstribust normal




abel 7. Hasil uji homogenitas data penambahan tulang antara dua kelompok
sebelum perfakuan memakar uyi-1

Variabel Rata-rata = SD ! i
Kontrol awal 987 £ 3.91 -1.06 {).302
Perlakuan awal [2.78 £+ O.3R8

Fabel 8. Hasil up hipotesis peningkatan pertumbuhan tulang alveolar

Variabel Rata-rata £ SD t P
Kontrol akhir 1I53=12.3 .63 0119
Perfakuan akhir G937 = 6,83

b




LAMPIRAN D

Tabel 9, Tabel Induk




(1

A Jeaus Lokasi Len Jumlah sel Viabiluas Kedalaman probmg (num) Pertumbubas tulagg (*e)
Relamn sel (%s) Awal Akl Awal Alhu
P y 23 BT VN S S = K P K
61 Laks. laiy 24 mesal 47 dastal 1704 x 10 8] 4 4 2 3 150478 15413 4 4625 17 0685
: 16 Lak.laka 44 meual 47 dustal 1616 x 10" - 4 4 x- 3 10652 98" 10.9555 29 68!
i i Laky laks 31 dintal mesal 1392 x 10 3 3 2 ) 15 §91 13626 166635 12322
3 3 Laks-laks Sdital Ddstal  1760x 10" 71 3 3 3 20699 190255 161745 3235
33 Laks-laky 33 castal 3imesal 1024x10 83 4 4 2 36075 37598 2 78l 6935
6 3 Laks laky 44 mesn]l 45 mesl T4 x 10 89 5 3 > . $09 so1? AR R 3 £ 0163
2 Laks-lak: 33dustal 33 memal  3120x 10 o6 3 3 2 2 20.717 987 184215 237988
8 >3 Laks laky {1 mesial 43 mewual 2176 x10 s i i a 3 8w 10014 3322 8599
y i85 Laky laks +4 meual 35 menal JE16x 10 vs ‘ i 3 3 " 106 100072 T 3462 14 4042
10 32 Laks-lak: idmeual  13meual 1920x10 80 3 3 3 3 0275 0634 21193 1 0463
i1 i Lak:-lak: Mmeual 42meual 2720x10 1 d 4 ) 2 68125 135645 21198 6557
| 48 Laks-laks i1 mesal 42 meual 14 40 x 10" 6 3 3 2 L, 8 4599 08" 77223 44 5465
13 25 Laks-laks 1S messal 13 meual 2144x10 0s $ 4 i 2 54005 60235 1036 5847
14 31 Perempusn ) meual 33 mesal 3216x10' 93 4 § 2 2 143318 779585 16971 142865
i 21 Peternpuan 36 mesial 4l mesial 12320 x 10" O 6 3 2, 2 40 7475 $61 21 774 778




LAMPIRAN E

Tabel 10, Hasil kemajuan kedalaman poket dan

pertumbuhan tulang

fl




Kedalaman poket (mm)

Kemajuan

Pertumbuhan tulang

Kemajuan

9

_Sesudah (%)"° Sebelum Sesudah (+/-)°°
s K K S K S

] s B 3 . 200% 13.413 15.0475 17.0685 4.4625 Positif
2 4 4 3 2 200% 9.87 10.632 29.681 10.9555 Negatf
3 3 3 2 2 100% 13.626 19.891 12.422 16.6645 Positif
4 3 3 3 ) 100% 19.0255 20.699 32.33 16.1745 Positif
S -+ 4 2 2 100% 3.7595 5.6075 5.6935 2,781 Positif
6 3 3 2 2 100% 5912 8.09 5.0165 5.341 Positif
7 3 3 2 , 100% Q.87 20.717 23.7985 18.4215 Positif
8 3 9 3 2 200% 10.014 7.859 8.599 3.522 Positsf
9 1 3 2 200% 10.0075 7.106 14.4045 7.5465 Negatf
10 3 3 2 100% 9.634 0.275 1.0465 2.1195 Negatf
11 4 o 2 100% 13.5045 0.8125 6.557 2,1195 Positif
12 3 . 3 100% 9.87 8.499 44.5465 1. 7225 Positif
13 - S 2 3 100% 6.0235 5.4005 5.847 4.036 Positif
14 5 4 2 2 606% 7.7955 14.3315 14.2865 16.971 Negauf
15 3 2 2 400% 5.63 50.7475 7.78 21.774 Positif




*Perbandingan kemajuan konteol dan perlakuan: S sebelum - S sesudah
x 100
K sebelum - K sesudah

Kemajuan pertumbuhan tulang kelompok pedakuan (S), Positif = ada pertumbuhan
tulang, Neganfl = udak ada pertumbuhan twiling
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