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ABSTRACT

Tissue engineering technology, or commonly referred to as Tissue
Engineering, is one of the most advanced procedures in tissue healing methods which
are able to initiate and maintain the regeneration process by involving cell
regeneration, growth factors, and scaffold. The purpose of this study is to determine
the effectiveness incorporation of platelet-rich plasma in scaffolds with gelatin-
CaCO035: 5, 4: 6 and 10: 0 membrane concentrations.

The research Is a kind of experimental laboratories, with total samples of 9 scaffolds
with 3 scaffold samples from each membrane concentration ratio. Each scaffold is
30pl of platelet-rich plasma. Calculation of the number of platelet-rich plasma using
a binocular microscope.

The results of platelet-rich plasma calculations were statistically by one way ANOVA
test with the results of the difference in membrane concentration of 5: 5 (p = 0.001),
concentration of 4: 6 (p = 0.000) and concentration of 10: 0 (p = 0.001). The results
showed an average value of platelet-rich plasma in each scaffold with a
concentration of 5: 5 as many as 970.33, a concentration of 4:6 as many as 1,173.66
and a concentration of 10: 0 as much as 740.33 so that there was a significant
difference (p <0.05). The conclusion of this study is that there are differences in the
number of platelet-rich plasma that has been incorcated in the scaffold with a
comparison of the concentration of gelatin-CaCO3 5: 5, 4: 6 and 10: 0 membranes.

Keywords : Tissue engineering, Platelet-rich plasma, Scaffold, Porosity.
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INTISARI

Teknologi rekayasa jaringan atau yang biasanya disebut sebagai Tissue
Engineering merupakan salah satu prosedur dalam metode penyembuhan jaringan
yang cukup mutakhir dimana mampu menginisiasi serta mempertahankan proses
regenerasi dengan melibatkan regenerasi sel, growth faktor, dan scaffold
(perancah).Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efektivitas inkorporasi
platelet-rich plasma pada perancah dengan konsentrasi membran gelatin-CaCOj3 5:5,
4:6 dan 10:0.

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris, dengan jumlah seluruh
sampel 9 buah perancah dengan 3 sampel perancah dari masing-masing perbandingan
konsentrasi membran.  Setiap perancah diinkorporasikan platelet rich plasma
sebanyak 30pul. Perhitungan jumlah platelet rich plasma menggunakan mikroskop
binokuler.

Hasil perhitungan platelet rich plasma dianalisa secara statistik dengan uji one
way ANOVA dengan hasil uji perbedaan konsentrasi membran 5:5 (p=0.001),
konsentrasi 4:6 (p=0.000) dan konsentrasi 10:0 (p=0.001). Hasil menunjukkan nilai
rerata jumlah platelet rich plasma pada masing-masing perancah dengan konsentrasi
5:5 sebanyak 970.33, konsentrasi 4:6 sebanyak 1,173.66 dan konsentrasi 10:0
sebanyak 740.33 sehingga menunjukkan terdapat perbedaan secara signifikan
(p<0,05). Kesimpulan penelitian ini adalah terdapat perbedaan jumlah platelet rich
plasma yang telah diinkorporasikan pada perancah dengan perbandingan konsentrasi
membran gelatin-CaCO3 5:5, 4:6 dan 10:0.

Kata kunci : Tissue engineering, Platelet rich plasma, perancah, porositas.
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BAB I
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Tulang merupakan organ yang memiliki peranan yang sangat penting
dalam fisiologi manusia dimana fungsinya sebagai perlindungan,
penyimpanan mineral, tempat memproduksi darah, dan menyediakan
kerangka Kkerja sebagai dukungan bagi organ lain seperti tempat
melekatnya otot dalam sistem pergerakan, serta dukungan pada
perlindungan organ vital. Beberapa penyakit seperti osteogenesis
imperfecta, osteoporosis, osteoarthritis serta kerusakan yang disebabkan
oleh cidera maupun trauma yang berefek pada organ di sekitarnya sering
kali dijumpai oleh orang-orang bahkan sampai pada penyebab kematian
oleh sebagian orang ( Porter, et al. 2009).

Trauma yang terjadi pada tulang biasanya ditangani dengan tindakan
operasi, namun tindakan tersebut dapat menimbulkan defect terhadap
tulang pasca operasi, contohnya tulang alveolar pasca operasi pada kasus
impaksi gigi molar ketiga mengalami luka pasca operasi serta resorbsi
pada tulang alveolar, sehingga membutuhkan tindakan penyembuhan
yang tepat. Ada berbagai prosedur yang sering digunakan dalam proses
penyembuhan salah satunya adalah dengan pemanfaatan teknologi
rekayasa jaringan (Albanese, et al. 2013).

Teknologi rekayasa jaringan atau yang biasanya disebut sebagai

Tissue Engineering menjadi pilihan ketika penyembuhan pada jaringan



yang mengalami luka hanya memperbaiki jaringan non spesifik
dibandingkan jaringan spesifik fungsional yang terlibat (William, 2004).
Teknologi rekayasa jaringan mampu menginisiasi serta mempertahankan
proses regenerasi dengan melibatkan regenerasi sel, growth faktor , dan
perancah (Motamedian, et al. 2016).

Perancah itu sendiri merupakan kerangka dimana fungsinya sebagai
struktur tiga dimensi dalam memandu migrasi sel, proliferasi dan
diferensiasi. Perancah yang ideal mempunyai sifat diantaranya adalah ;
biokompatibel, merangsang terjadinya osteogenesis, sementogenesis dan
pembentukan ligamen periodontal, tidak toksik, serta tidak pula bersifat
antigen. Perancah juga harus mengalami degradasi untuk memungkinkan
penggantian bahan utama perancah dengan rekayasa jaringan tulang yang
baru terbentuk, dan bertanggung jawab dalam dukungan mekanik maupun
temporal pada lokasi dari rekayasa jaringan sampai tulang baru selesai
terbentuk serta fungsinya yang mampu menahan beban mekanis (Henkel,
et al. 2013).

Perancah yang ideal juga harus memiliki tingkat porositas yang
tinggi pada jaringan pori-porinya sehingga dapat saling berhubungan
untuk pertumbuhan sel dan transportasi aliran nutrisi serta sisa metabolik.
Permukaan perancah berpori juga meningkatkan interlocking mekanis
antara jaringan tulang alami di sekitarnya dengan Tissue Engineering
Construct (TEC) karena sesungguhnya tulang akan mengalami kesulitan

dalam proses pembentukannya apabila tempat di sekitarnya tidak memiliki



celah layaknya partikel padat untuk tumbuh dan terbentuk (Henkel, et al.
2013).

Perancah yang digunakan adalah perancah berbahan dasar gelatin
yang dikombinasikan dengan CaCOg3 karena telah terbukti efektif dalam
meregenerasi jaringan baru. Namun masih dalam proses pengembangan
dan sifatnya dalam mendukung perlekatan sel, osteoconductive, bioactive,
resorbable, dan biocompatible memungkinkan kombinasi perancah
gelatin-CaCO3 termasuk dalam kriteria standar. Selain itu strukturnya yang
menyerupai tulang inilah sehingga perancah tersebut memiliki peranan
sebagai microenvironment (Reno, et al. 2013).

Growth faktor merupakan pengatur penting dalam proses regenerasi
jaringan. Growth faktor berperan sebagai autokrin, parakrin, atau endokrin
dan terdapat dalam matriks ekstraseluler serta merupakan salah satu
kandungan yang terdapat pada Platelet Rich Plasma (PRP) berupa
platelet-derived growth faktor (PDGF) dan transforming growth faktor
beta (TGF-b). Platelet-rich plasma itu sendiri memiliki konsentrasi
autologous yang cukup tinggi dari trombosit manusia di atas batas normal
pada volume kecil dalam plasma (Kubota, et al. 2018). Platelet rich
plasma mengandung protein seperti fibrin, fibronektin, vitronektin, dan
trombospondin, yang di ketahui berperan sebagai molekul adhesi sel untuk
migrasi sel osteoblas, fibroblas, dan epitel (Albanese, et al. 2013).

Growth factor berupa platelet rich plasma diinkorporasikan pada

perancah berbahan dasar gelatin beserta CaCO3; dengan maksud sebagai



pembuktian bahwa perancah dari berbagai variasi konsentrasi gelatin akan
berefek kepada struktur porositas hidrogel sehingga semakin Kkecil
konsentrasi gelatin maka akan meningkatkan sifat porositas dan berujung
kepada peningkatan terhadap perlekatan sel-sel di sekitarnya juga
meningkatkan jumlah platelet rich plasma yang terinkorporasi pada
perancah berbahan dasar gelatin tersebut (Nindiyasari, et al. 2014).

Faktor-faktor yang mempengaruhi keberhasilan suatu rekayasa
jaringan ialah struktur yang ada pada perancah. Dimana area permukaan
dan ukuran porus perancah dipengeruhi oleh bahan pembuatannya. Dalam
penelitian ini menggunakan gelatin melalui proses freeze-drying untuk
menghasilkan porositas yang diinginkan. Ukuran porus yang terlalu kecil
dapat membatasi migrasi sel, namun porus yang terlalu besar dapat
mengurangi luas permukaan dan membatasi perlekatan sel (Murphy et al.,
2010).

Selain itu perlekatan sel pada perancah dipengaruhi oleh protein
terabsorbsi yang berada pada permukaan perancah. lkatan tersebut akan
menstimulasi proses interseluler spesifik sehingga terjadinya perlekatan
sel, bentuk, pertumbuhan dan diferensiasi (Kumar et al., 2014)

Penelitian yang dilakukan merupakan lanjutan dari penelitian
sebelumnya oleh Tirawati (2015) yang menjelaskan tentang efektivitas
inkorporasi platelet rich plasma pada perancah hidrogel CaCO3; dengan
perbandingan konsentrasi 5:5, 4:6 dan 10:0 menggunakan metode tetes

maupun celup tersebut didapatkan hasil bahwa perancah dengan



perbandingan 10:0 lebih tinggi dibandingkan perancah dengan
perbandingan 5:5 dan 4:6. Sehingga di lakukan penelitian lanjutan untuk
melihat perbedaan efektivitas inkorporasi PRP dengan perancah yang

manakah sesungguhnya yang lebih banyak dalam menyerap PRP.

B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang masalah diatas, maka dirumuskan
sebuah masalah berupa seberapa besar perbedaan efektivitas inkorporasi
platelet rich plasma pada perancah hidrogel CaCO3; dengan konsentrasi

membran gelatin—-CaCO3 5:5, 4:6 dan 10:0 ?

C. Tujuan Penelitian

1. Tujuan umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui efektivitas
inkorporasi platelet rich plasma pada perancah berbahan dasar gelatin-
CaCOg3dengan konsentrasi 5:5, 4:6 dan 10:0.
2. Tujuan khusus
a. Mengetahui seberapa banyak jumlah platelet rich plasma yang
diinkorporasi dan telah menempel pada membran yang telah di
siapkan.
b. Mengetahui perancah manakah yang lebih efektif untuk
inkorporasi platelet rich plasma, apakah perancah berbahan dasar
gelatin-CaCO3 dengan konsentrasi 5:5, 4:6 atau 10:0 yang memiliki

kemampuan menyerap platelet paling tinggi.



D. Manfaat Penelitian

Penelitian diharapkan menghasilkan manfaat yaitu :
Memberikan referensi kepada orang-orang yang akan melakukan
penelitian lanjutan atau yang berhubungan dengan penelitian platelet rich

plasma.

E. Keaslian Penelitian

Penelitian sudah pernah dilakukan, namun memiliki sedikit perbedaan
dengan penelitian-penelitian terdahulu yang berhubungan dengan platelet
rich plasma dan perancah. Penelitian ini di antaranya :

1. Penelitian Septi Quintari (2014) vyang berjudul perbedaan profil
pelepasan platelet rich plasma dari pemuatan metode celup dan tetes
perancah koral buatan. Persamaan dengan penelitian yang dilakukan
adalah yaitu menggunakan perancah membran hydrogel CaCO3-gelatin
dan PRP sebagai variabel, namun perbedaannya terletak pada
perbandingan antara volume gelatin dan CaCO; serta metode yang
digunakan menggunakan metode celup maupun tetes.

2. Penelitian David Tirawati (2015) dengan judul perbandingan
efektivitas inkorporasi platelet rich plasma (PRP) pada perancah
sintetik CaCOs-gelatin konsentrasi 4/6 wt% dan 5/5 wt% dengan
metode celup dan tetes. Persamaannya terdapat pada penelitian yang
dilakukan adalah dengan membandingkan efektivitas inkorporasi

platelet rich plasma pada perancah sintetik CaCOj3-gelatin,



perbedaannya adalah metode yang gunakan pada penelitian hanya

menggunakan metode tetes.



BAB |1

TINJAUAN PUSTAKA

A. Telaah Pustaka

1. Tissue engineering

Tissue engineering atau rekayasa jaringan merupakan
teknologi dalam bidang biomedis dan berfungsi dalam membantu
meregenerasikan jaringan tubuh yang mengalami kerusakan cukup
parah dimana tubuh sudah tidak mampu lagi memperbaiki dirinya
sendiri, dengan adanya rekayasa jaringan ini di harapkan adanya
pengurangan tindakan operasi tulang menggunakan bahan biologis,
dimana bahan biologis berupa organ manusia dari individu yang
berbeda dicangkok kedalam tubuh manusia. Dalam hal ini seringkali
ditemui masalah berupa penolakan dari organ tubuh lainnya, serta
adanya transmisi penyakit sehingga tehnik rekayasa jaringan
menawarkan pengobatan untuk kondisi penyakit yang tidak dapat di
obati (Wang, 2006).

Menurut Tabata (2003) Proses regenerasi jaringan memerlukan
sebuah faktor pertumbuhan untuk meningkatkan proses regenerasi,
selain itu dibutuhkan sel yang akan diregenerasikan yaitu berupa sel
punca dan bahan perancah sebagai tempat sel mengalami proliferasi

serta diferensiasi.



2. Perancah

Perancah merupakan sel induk yang ditransplantasikan
kedalam sebuah struktur jaringan untuk mendukung pembentukan
jaringan dalam segi mekanis secara tiga dimensi, serta bertindak
dalam migrasi sel, proliferasi serta bertugas dalam pengiriman berupa
protein tulang morfogenik, insulin growth factor’s (IGFs) , dan
merangsang sel-sel untuk berdiferensiasi menjadi matriks tulang
dengan mengubah faktor pertumbuhan (Mangano, 2011). Perancah
yang baik harus memiliki sifat diantaranya sebagai berikut :

a. Biokompatibel

Rekayasa jaringan memiliki aturan yang berhubungan
dengan karakteristik terhadap bahan rekayasa jaringan itu sendiri
untuk tidak menimbulkan reaksi imunologis serta tidak
memunculkan respon pada benda asing yang merugikan
lingkungan sekitar jaringan. Biokompatibel dapat diartikan sebagai
suatu kemapuan dari material yang dapat merespon suatu hal secara
tepat pada penerapan tugasnya secara spesifik, sehingga perlu
memperhitungkan spesifikasi lokal seperti vaskularisasi, tekanan
osmotik, pH, aktivitas metabolik, dsb. Apabila tidak di
perhitungkan akan berakibat timbulnya gangguan yang bersifat

sementara di daerah lokal (Henkel, et al., 2013)
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b. Mechanical properties
Perancah memiliki tanggung jawab dalam hal dukungan
secara mekanis serta di perlukannya stabilitas pada daerah rekayasa
jaringan hingga tulang yang baru terbentuk dan sudah cukup
matang serta mampu menahan beban mekanis (Henkel, et al.,
2013).
c. Degradasi
Perancah yang bersifat degradasi artinya dapat di hilangkan
melalui jalur alami dari tubuh manusia baik setelah di metabolisme
tubuh maupun melalui penyaringan sederhana dari produk saringan
(Henkel, et al., 2013).
d. Porositas
Porositas pada perancah serta ukuran pori saling
berhubungan dengan luas permukaan yang tersedia untuk proses
adhesi dan pertumbuhan sel, juga sebagai potensi dari
pertumbuhan jaringan inang termasuk pembuluh darah. Ukuran
pori yang lebih besar dan porositas yang lebih tinggi mengarah
kepada  peningkatan  proses  neovaskularisasi  sehingga
kemungkinan proses osteogenesis lebih cepat (Henkel, et al.,

2013).

3. Perancah gelatin-CaCO3;

Perancah gelatin—-CaCO3z; memiliki kriteria diantaranya bersifat

biocompatible dan bidragradable, porositas yang baik, mechanical
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properties yang sesuai dengan jaringan yang akan digantikan serta
pembentukan area permukaan perancah yang dapat mewakili interaksi
antara biomaterial dan jaringan inang disekitarnya (Reno, et al.,
2013).

Gelatin merupakan hidrogel yang sangat menarik karena
porositasnya dapat dengan mudah dimodifikasi dengan mengubah
konten padat dari gel, selanjutnya gelatin inilah yang digunakan untuk
melakukan penkristalan dari CaCO;3; (Nindiyasari, et al., 2014).
Gelatin merupakan hasil dari hidrolisis parsial kolagen oleh produk
alami dan merupakan protein yang mampu larut serta terbuat dari kulit
maupun tulang hewan. Terdapat dua jenis gelatin yaitu tipe A yang
terbuat dari kulit hewan muda misalnya kulit babi dengan melalui
proses pelunakan menggunakan larutan asam, sebaliknya gelatin tipe
B berasal dari kulit dan tulang hewan yang sudah tua serta
peremdamannya menggunakan larutan basa serta butuh waktu yang
cukup lama dalam proses perendaman, sehingga dari keseluruhan
bahan gelatin dimana kandungannya berkaitan dengan adanya protein
sangat tinggi sehingga memiliki fungsi sebagai pengikat, pemerkaya
gizi, dapat membentuk lapisan tipis yang elastis, dan membentuk film
yang transparan serta kuat (Hastuti & Sumpe, 2007).

Perancah berbahan dasar CaCO; (kalsium karbonat)
digunakan karena strukturnya yang menyerupai matriks tulang dengan

ukuran porus mencapai 150 pum dari ukuran normal porus antara 100-
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800 um sehingga dapat memfasilitas sel dalam proses proliferasi
maupun perlekatan (Reno, et al., 2013).

Kalsium karbonat mengandung 3 komponen utama yaitu
diantaranya karbon, oksigen dan kalsium. Kandungan kalsium yang
terdapat pada bahan dasar kalsium karbonat mampu membentuk suatu
ikatan antara porus pada perancah dengan growth factor yang telah
diinkorporasikan. Selain itu pada permukaan perancah saat
bersentuhan dengan darah ataupun serum akan segera membentuk
sebuah lapisan berupa protein pada bagian permukaan yang mampu
berinteraksi dengan reseptor membran sel disekitar dan membentuk
ikatan antar reseptor protein, sehingga terjadi proses transduksi.
Proses ini kemudian menstimulasi terjadinya adhesi sel, bentuk,

pertumbuhan serta diferensiasi (Kumar et al., 2013).

Kemampuan degradasi dari perancah berbahan dasar gelatin-
CaCOg dipengaruhi oleh kadar kalsium karbonat yang terkandung di
dalamnya. Menurut Fadhlallah, et al., (2018) kalsium karbonat
memiliki kemampuan biodegradasi secara natural yang lebih baik
dibandingkan dari kalsium fosfat dan Hydroxyapatite (HA). Semakin
tinggi kandungan kalsium karbonat maka kemampuan dalam

biodegradasi suatu perancah juga akan semakin tinggi.
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4. Platelet rich plasma

Platelet rich plasma merupakan terobosan terbaru dalam
teknologi rekayasa jaringan dimana di hasilkan dari hasil sentrifugasi
outologous dari seluruh darah yang telah di siapkan dan di gabungkan
dengan thrombin maupun kalsium sehingga memiliki konsentrasi akan
platelet yang cukup tinggi. Platelet merupakan sel yang pertama kali
merespon akan adanya luka pada jaringan serta memberi efek
prokoagulan. Platelet kaya akan faktor penting dalam pertumbuhan
contohnya adalah mengandung platelet-derived growth factor
(PDGF), transforming growth factor-b (TGF-b) 1 dan 2 serta vascular
endothelial growth factor (VEGF) dimana berperan penting dalam
penyembuhan jaringan lunak maupun jaringan keras. platelet-derived
growth factor menstimulasi kemotaksis, mitogenesis dan mereplikasi
sel induk di area jaringan yang mengalami kerusakan, selain itu PDGF
juga menstimulasi dalam produksi fibronectin yang merupakan sel
molekul adhesi untuk proses proliferasi sel dan migrasi dalam proses
penyembuhan. transforming growth factor-b (TGF-b) 1 dan 2
berfungsi dalam menstimulasi kemotaksis fibroblast dalam produksi
kolagen serta fibronektin dengan menurunkan protease dan

meningkatkan inhibitor protease (Albanese, et al., 2013).

Proses pembuatan platelet rich plasma melibatkan beberapa
faktor yang dapat mempengaruhi efektivitas dari platelet rich plasma

diantaranya ialah proses sentrifugasi dalam langkah untuk
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memisahkan platelet-poor plasma dari platelet yang kaya akan plasma
dimana platelet sendiri memiliki beberapa faktor pertumbuhan yang
berperan penting dalam proses regenerasi jaringan. Suhu yang
digunakan sebesar 4 derajat celcius agar terhambatnya aktivitas
enzimatik serta menjaga Kkestabilan dari komponen tersebut.
Selanjutnya ialah pemberian antikoagulan berupa Acid Citrate
Dextrose (ACD) yang mampu meningkatkan kalsium dan
menghambat proses koagulasi serta mempertahankan pH antara 7.4 —
7.6, juga sebagai penyedia sumber energi untuk sel darah merah agar
tidak timbul kerusakan, serta meningkatkan produksi adenosine
triphosphate (ATP) agar viabilitas eritrosit meningkat (Wardhani &

Mahanani, 2012).
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B. Landasan Teori

Tissue engineering atau yang disebut dengan teknologi
rekayasa jaringan mampu mengembalikan fungsi organ serta
meregenerasikan jaringan yang telah rusak. Tehnologi tekayasa
jaringan bergerak dalam bidang kesehatan yang memanfaatkan sel
pertumbuhan , perancah serta growth factor untuk meregenerasikan
jaringan yang telah rusak dan sulit untuk memperbaiki diri.

Perancah merupakan kerangka yang berfungsi sebagai struktur
tiga dimensi untuk memandu migrasi sel, proliferasi dan diferensiasi.
Perancah yang ideal harus bersifat biokompatibel, merangsang
terjadinya osteogenesis, sementogenesis, pembentukan ligament
periodontal, non toksik, dan tidak bersifat antigen. seiring dengan
pembentukan jaringan, perancah juga harus harus mengalami
degradasi untuk memungkinkan penggantian bahan utama perancah
dengan rekayasa jaringan tulang yang baru terbentuk, dan harus
memiliki tingkat porositas yang tinggi. Perancah yang digunakan
adalah perancah berbahan dasar gelatin yang di kombinasikan dengan
CaCOs;. Gelatin merupakan hidrogel yang sangat menarik karena
porositasnya dapat dengan mudah dimodifikasi dengan mengubah
konten padat dari gel, dimana porositas mempengaruhi migrasi sel
serta perlekatan antar sel dengan perancah, selanjutnya gelatin inilah
yang digunakan untuk melakukan penkristalan dari kalsium karbonat.
Kalsium karbonat memiliki kemampuan dalam berikatan dengan sel

sekitar sangat baik dikarenakan kalsium yang terkandung di dalamnya
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dimana membentuk suatu ikatan elektrostatik yang selanjutnya dapat
menstimulasi proses adhesi sel maupun diferensiasi, selain itu kalsium
karbonat memiliki kemampuan biodegradasi secara natural yang lebih
baik dibandingkan dari kalsium fosfat dan Hydroxyapatite (HA).
Platelet rich plasma adalah plasma yang kaya akan platelet
yang terdapat pada manusia dimana memiliki konsentrasi autologous
yang cukup tinggi dari trombosit di atas batas normal pada volume
kecil dalam plasma. mengandung protein seperti fibrin, fibronektin,
vitronektin, dan trombospondin, yang di ketahui berperan sebagai
molekul adhesi sel untuk migrasi sel osteoblas, fibroblas, dan epitel.
Inkorporasi PRP pada perancah yang tepat penting dilakukan
untuk pengoptimalan aplikasi PRP dalam mempercepat proses

penyembuhan luka.
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Terjadi regenerasi tulang
secara efektif

Perancah dengan konsentrasi kalsium karbonat lebih tinggi memiliki

kemampuan mengikat platelet rich plasma lebih baik di bandingkan

perancah dengan konsentrasi kalsium karbonat lebih rendah.
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BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

. Desain Penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian yang di lakukan di

laboratorium yang bersifat eksperimental dengan post test design.

. Populasi dan Sampel Penelitian

1. Perancah hidrogel kalsium karbonat
Perancah hidrogel kalsium karbonat yang digunakan adalah perancah
yang telah di kembangkan oleh tim riset rekayasa jaringan FKG-UGM
(Mahanani, et al., 2016). Perancah yang dibutuhkan adalah 9 buah.

2. Platelet rich plasma
Platelet rich plasma ini di peroleh dari 3 pendonor oleh mahasiswa
Prodi Kedokteran Gigi FKIK UMY yang telah mengisi informed
consent sebelumnya dan mempunyai kriteria sebagai berikut :
a. Pendonor harus dalam keadaan sehat dan tidak memiliki penyakit

sistemik

b. Tidak sedang mengalami menstruasi serta tidak sedang hamil.

c. Pendonor tidak sedang terinfeksi virus maupun bakteri.
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C. Lokasi dan Waktu Penelitian
1. Penelitian dilakukan di:

a. Penelitian pada proses pembuatan platelet rich plasma dan uji dari
inkorporasi platelet rich plasma di lakukan di Laboratorium
Biokimia FKIK Universitas Muhammadiyah Yogyakarta.

b. pada pengambilan sampel darah di lakukan di Laboratorium
Rumah Sakit Gigi dan Mulut AMC.

c. pewarnaan menggunkan giemsa dan uji dari inkorporasi platelet
rich plasma di lakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Rumah
Sakit Asri Medical Center.

d. Perhitungan jumlah platelet rich plasma dilakukan di
Laboratorium MMT (Molecular Medicine and Therapy Research)
Rumah Sakit Asri Medical Center.

2. Waktu penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan 29 Januari — 26 Februari 2019.

D. Variabel Penelitian
1. Variabel
a. Variabel bebas
variasi konsentrasi antara perancah hidrogel gelatin dan CaCOg3
b. Variabel terikat
Platele rich plasma yang di muat dalam perancah hidrogel gelatin-

CaCO3
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c. Variabel terkendali
- Metode dalam pembuatan platelet rich plasma.
- Antikoagulan yang di gunakan.
- Ukuran dari perancah hidrogel gelatin.
- Volume platelet rich plasma yang di inkorporasikan.
- Perancah hidrogel CaCOj3; yang digunakan.
- pH pada perancah.
d. Variabel tak terkendali

- Jumlah trombosit yang rusak

E. Definisi Operasional

1. Perancah hidrogel gelatin adalah perancah yang berbentuk membran
yang di desain menyerupai tulang yang berpori dengan bahan dasar
berupa gelatin dan CaCOjs; dengan konsentrasi gelatin-CaCOj3
perbandingan 5:5, 4:6 dan 10:0.

2. Platelet rich plasma (PRP) merupakan platelet yang di dapatkan dari
manusia melalui hasil sentrifugasi darah pasien untuk memisahkan
plasma dari sel darah merah, selanjutnya PRP di pisahkan dari platelet
poor plasma sehingga menghasilkan konsentrasi platelet yang tinggi.

3. Inkorporasi adalah proses dari pemuatan PRP pada perancah hidrogel
dengan menggunakan metode tetes.

4. Metode tetes merupakan metode dalam pemuatan PRP pada perancah
hidrogel gelatin-CaCOj3 dengan cara meneteskan PRP sebanyak 30 pl

pada perancah selama 15 menit.
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F. Instrumen Penelitian
Alat yang digunakan sebagai berikut :
- Masker, Microtube, Handscoon, Micropipet, Vancountainer
ACD, Centrifuge refrigerated, Centrifuge, Deck glass, Yellow

tip, Blue tip.

Bahan yang digunakan sebagai berikut :

- Perancah hirogel gelatin-CaCO3; dengan konsentrasi gelatin
gelatin-CaCQOj3 5:5, 4:6 serta 10:0, pewarna giemsa, darah dari

pendonor, antikoagulan sitrat, akuades, formalin.

G. Cara Pengumpulan Data
1. Pengambilan sampel darah dari 3 pendonor yang di lakukan di

Laboratorium Diagnostik Rumah Sakit Gigi dan Mulut AMC.

Darah yang di ambil melalui vena di bagian cubiti sebanyak 10 ml

dan kemudian di masukkan ke dalam vacountainer yang sudah di

isi antikoagulan sitrat.

2. Menyiapkan alat dan bahan yang di butuhkan.
3. Perancah hidrogel CaCO3 (Mahanani, et al., 2016)

- CaCOj (kalsium karbonat) yang di gunakan awal mulanya
berasal dari calcite CaCO3 berupa bubuk dengan 10% wi/v, 1.5
gram, dari konsentrasi padat yang di campurkan dengan air
suling deionisasi. Pengadukan dilakukan pada suhu kamar

selama 30 menit sampai bubuk kalsium karbonat larut dalam
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air. Setelah pengadukan selesai, campuran dipindahkan ke
water bath pada suhu 40°C dan ditambahkan gelatin. Gelatin
yang digunakan berasal dari gelatin tipe B.

Pendispersan yang di gunakan adalah sodium sitrat.
Selanjutnya, kalsium karbonat di gabungkan dengan gelatin
yang telah di siapkan hingga suspensi tesebut menjadi
homogen.

Larutan tersebut kemudian dicetak dalam sebuah cover dari 24
lempengan dan membentuk ketebalan hingga 0,3 mm yang
nantinya di gunakan sebagai perancah menyerupai piringan
yang cukup tebal. Perancah tersebut dibekukan pada -20°C
selama 24 jam dan di lanjutkan dengan freeze-drying selama 24
jam. Setelah perancah yang di keringkan terbentuk selanjutnya
di lakukan cross-linked dengan metode dehydrothermal

menggunakan vaccuum oven selama 72 jam.

4. Pembuatan Platelet rich plasma (Matsui dan Tabata, 2012)

tahap pertama dalam persiapan PRP yaitu darah dari probandus
di masukkan kedalam tabung yang mengandung asam-sitrat-
dekstrosa. Selanjutnya di beri antikoagulan dan di sentrifugasi
selama tujuh menit pada 450 g pada suhu 4 °C.

selanjutnya plasma kuning bersamaan dengan buffy coat
dengan hati-hati di pindahkan ke tabung BD Vacutainer

setelah itu di sentrifugasi kembali selama 5 menit sebanyak
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1600 gram pada suhu 4 °C untuk memisahkan platelet poor
plasma dari platelet yang kaya akan plasma.

- Setelah di sentrifugasi akan terlihat tiga lapisan dimana PRP
terletak di lapisan bagian tengah dan selanjutnya di pisahkan ke
dalam microtube yang steril dan kering.

5. Selanjutnya lebih dahulu menghitung jumlah platelet pada whole
blood dengan cara mengambil 30 pl whole blood dengan
micropipette dan meletakkannya pada ujung kanan deck glass lalu
buat apusan dengan deck glass lainnya dan membentuk sudut 45
derajat dorong hingga membentuk bagian tipis, tunggu hingga
kering lalu di fiksasi menggunakan formalin dan di beri
pewarnaan giemsa selama 5 menit selanjutnya di cuci
menggunakan akuades dan di keringkan.

6. Perhitungan platelet di lakukan menggunakan mikroskop cahaya
dalam 5 lapang pandang dengan perbesaran objektif 100 Kali.
jumlah platelet yang di hitung adalah jumlah platelet yang terlihat
pada mikroskop cahaya di kali 1000/mm?®

7. Menyiapkan perancah hidrogel CaCO3 dengan variasi konsentrasi
gelatin-CaCO3 5:5, 4:6 dan 10:0 yang telah di stabilkan beratnya
untuk ketiga kelompok yaitu kelompok A untuk gelatin-CaCOs
5:5, kelompok B untuk 4:6 dan kelompok C untuk 10:0. Setiap

kelompok dengan jumlah 3 sampel yang sama. Sampel tersebut
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digunakan untuk perhitungan jumlah PRP menggunakan
mikroskop cahaya. Perancah di letakkan di atas deck glass.

Sampel tersebut diinkorporasi PRP terlebih dahulu dengan metode
tetes yaitu meneteskan 30 pl PRP ke atas perancah menggunakan
micropipette selama 15 menit, selanjutnya dilakukan fiksasi
dengan metanol.

Fiksasi menggunakan metanol yang diteteskan pada masing-
masing perancah kemudian ditunggu selama 3 menit dan
dikeringkan, setelah fiksasi dilakukan pewarnaan pada preparat
dengan pewarnaan giemsa 3% dan di cuci menggunakan akuades
serta dikeringkan kembali.

menghitung platelet dengan mikroskop cahaya pada perbesaran 4x,
10x, 40x, dan 100x.

Setiap perancah akan di hitung jumlah PRP dengan pengamatan 5

lapang pandang seperti gambar berikut :

O
ole
O O

Gambar 1.

Pembagian lapang pandang pada setiap perancah.
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12.Pada setiap lapang pandang akan di hitung jumlah PRP dengan 3
kali perhitungan pada masing-masing lapang pandang dan di rata-
rata secara keseluruhan di tiap lapang pandang tersebut. Setelah itu
dilakukan penjumlahan pada 5 lapang pandang tersebut di masing-

masing perancah.
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Darah dari pendonor 10 ml dan

bahan antikoagulan sitrat
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30 pl dihitung jumlah
platelet dengan

pewarnaan giemsa

Sisa darah di buat PRP
dengan metode Matsui
dan Tabata (2012)

\

Inkorporasi PRP
pada perancah
hidrogel gelatin-
CaCO; (Mahanani,
et al. 2016)
kelompok A1, A2,
dan A3

Inkorporasi PRP
pada perancah
hidrogel gelatin-
CaCO;3; (Mahanani, et
al. 2016) kelompok
B1, B2, dan B3

Inkorporasi PRP pada
perancah hidrogel
gelatin-CaCO;
(Mahanani, et al.
2016) kelompok C1,
C2,dan C3

Jumlah platelet awal

Fiksasi dengan formalin
dan diberi pewarnaan

giemsa

Hitung PRP dengan mikroskop cahaya dalam
5 lapang pandang dan masing-masing lapang

pandang di hitung ulang sebanyak 3 kali

Dijumlahkan dari keseluruhan lapang

pandang pada masing-masing sampel.

Analisis data
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Analisis Data

Analisis data yang di gunakan adalah dengan one way annova
terhadap perbedaan rata-rata jumlah dari pemuatan platelet yang di
inkorporasikan pada perancah hidrogel dengan konsentrasi gelatin-CaCO3
5:5, 4:6 dan 10:0. Perbedaan akan di katakan bermakna jika memenuhi
(p<0,05) dan jika bermakna maka akan di lanjutkan dengan uji post-hoc
least significant difference (LSD) dimana akan di ketahui kemaknaan dari

perbedaan antar variasi konsentrasi masing-masing perancah.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian
Berdasarkan hasil penelitian, didapatkan rerata jumlah platelet-rich
plasma yang terikat dalam setiap perancah setelah dilakukan inkorporasi

yaitu sebagai berikut :

Tabel 1. Jumlah platelet rich plasma pada masing - masing perancah

sampel Perancah Gelatin - CaCO;
5:5 (A) 4:6(B) 10:0 (C)
1 1.000 1.143 756
2 988 1.186 787
3 923 1.192 678
Rerata 970,66 1.137,33 740,33

Berdasarkan tabel 1, dapat diketahui bahwa jumlah pengikatan
platelet rich plasma yang tertinggi ada pada perancah dengan perbandingan
konsentrasi membran gelatin-CaCO3 4:6 dan yang terendah ialah perancah
dengan perbandingan konsentrasi membran gelatin-CaCOj3 10:0.

Hasil perhitungan dari jumlah platelet rich plasma pada masing-
masing perancah di analisis dengan uji normalitas berupa uji Saphiro-Wilk
untuk perancah gelatin-CaCO3; dengan perbandingan konsentrasi perancah
5:5, 4:6 dan 10:0 untuk melihat apakah distribusi datanya normal atau tidak

(p>0.05).
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Tabel 2. uji shaphiro-wilk untuk uji normalitas

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.  Statistic df Sig.
5:5 332 3 . .864 3 278*
4:6 344 3 . 840 3 215*
10:0 277 3 . 942 3 534*

Berdasarkan tabel di atas, nilai signifikasi dari perancah gelatin-
CaCOg3 konsentrasi membran 5:5 dengan nilai 0.278 (p>0.05), konsentrasi
membran 4:6 dengan nilai 0.215 (p>0.05) dan konsentrasi membran 10:0
0.534 (p>0.05) sehingga dapat disimpulkan bahwa perhitungan jumlah
platelet rich plasma pada perancah gelatin-CaCOj3 konsentrasi membran
5:5, 4:6 dan 10:0 memiliki distribusi yang normal dengan p>0.05. setelah
melakukan uji normalitas dengan hasil distribusi normal selanjutnya

dilakukan uji homogenitas untuk melihat variansi data.

Tabel 3. Uji homogenitas untuk variansi data

Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.148 2 6 .378*

Hasil dari uji homogenitas data didapatkan untuk perancah gelatin-
CaCOs konsentrasi membran 5:5, 4:6 dan 10:0 memiliki variansi data yang
sama dengan nilai signifikasi 0.378 (p>0.05) atau homogen sehingga dapat

dilakukan analisis dengan metode one-way ANOVA.
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Berikut ini hasil dari uji ANOVA vyaitu:

Tabel 4. Analisis one-way ANOVA untuk perbedaan efektivitas inkorporasi
PRP pada setiap perancah

Jumlah
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups  282022.22 2 141011.11 75.74  .000*
Within Groups 11170.00 6 1861.66
Total 293192.22 8

Hasil dari uji ANOVA, didapatkan nilai signifikasi 0.000 (p<0.05),
sehingga pada perancah gelatin-CaCO3; dengan konsentrasi membran 5:5,
4:6 dan 1:0 memiliki hasil yang bermakna artinya diantara masing-masing
perancah memiliki perbedaan bermakna yang signifikan. Setelah
dilakukan analisis dengan one-way ANOVA selanjutnya dilakukan uji
pos-hoc LSD untuk melihat efektivitas dari perancah gelatin-CaCOs
dengan konsentrasi membran 5:5, 4:6 dan 10:0, diantara perancah tersebut

perancah mana yang paling efektif dalam penyerapan terhadap inkorporasi

dari PRP.
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Tabel 5. Analisis pos-hoc LSD untuk perbedaan efektivitas inkorporasi
PRP pada perancah gelatin-CaCOs3

LSD
95% Confidence
(1) Q) Mean Interval
Gelatin- Gelatin- Difference  Std. Lower Upper
CaCO;3; CaCOs; (1-9) Error Sig. Bound Bound
5:5 4:6 -203.33 35.22 .001* -289.53  -117.13

1:0 230.00 3522 .001*  143.79 316.20
4:6 55 203.33 3522 .001* 117.13 289.53
1:0 433.33 35.22 .000* 347.13 519.53
10:0 55 -230.00 3522 .001* -316.20 -143.79
4:6 -433.33 3522 .000* -519.53  -347.13

Berdasarkan hasil uji pos hoc dapat disimpulkan bahwa perancah
gelatin-CaCOs3 dengan konsentrasi 4:6 lebih efektif dibandingkan dengan
perancah gelatin-CaCO3; dengan konsentrasi 5:5 maupun perancah gelatin-
CaCOg; dengan konsentrasi 10:0. Selain itu perancah gelatin-CaCO3 dengan
konsentrasi 5:5 lebih efektif jika dibandingkan dengan perancah gelatin-

CaCOg3 dengan konsentrasi 10:0.

Berikut ini gambar perancah sebelum dan setelah di lakukan
inkorporasi pada penampang histologi saat dilakukan pengamatan

menggunakan mikroskop binokuler.
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Gambar 2.

a). 5:5 setelah inkorporasi PRP, b). 4:6 setelah inkorporasi PRP, c). 10:0 setelah

inkorporasi PRP.
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B. Pembahasan

Penelitian ini  bertujuan untuk mengetahui perbedaan efektivitas
inkorporasi platelet rich plasma pada perancah berbahan dasar Gelatin-
CaCOg3 dengan perbandingan membran gelatin-CaCO3; 5:5, 4:6 dan 10:0.
Berdasarkan hasil pengamatan jumlah platelet rich plasma saat inkorporasi
pada perancah gelatin-CaCO3; dengan perbandingan 4:6 memiliki jumlah
paling tinggi dibandingkan dengan perancah gelatin-CaCOj3 perbandingan 5:5
dan 10:0. Terikatnya PRP pada perancah dipengaruhi oleh beberapa faktor
diantaranya adalah efektivitas dari platelet rich plasma, bahan dasar

perancah serta metode yang digunakan saat melakukan inkorporasi.

Platelet rich plasma merupakan kumpulan dari beberapa faktor
pertumbuhan yang diantaranya adalah PDGFaa, 4 PDGFBp, PDGFap, TGF-
B, TGF-B2, VEGF, dan EGF. Sehingga faktor pertumbuhan tersebut mampu
membentuk sebuah interkonektivitas antar nano partikel dengan kalsium
yang terkandung di dalam perancah gelatin-CaCO3; dengan membentuk
interaksi berupa elektrostatik yang kemudian mampu menstabilkan proses
pengikatan antara porus pada perancah dengan platelet rich plasma yang
telah diinkorporasikan, sehingga semakin tinggi kandungan kalsium dalam
perancah gelatin—-CaCO3; maka akan semakin tinggi interkonektivitas antar
nano partikel dari perancah dengan faktor pertumbuhan yang terkandung

dalam platelet rich plasma (Matsui & Tabata, 2012).

Perancah yang digunakan adalah perancah gelatin—~CaCO3z; memiliki

kriteria diantaranya bersifat biocompatible dan biodegradable, porositas yang
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baik, mechanical properties yang sesuai dengan jaringan yang akan
digantikan serta pembentukan area permukaan perancah yang dapat mewakili
interaksi antara biomaterial dan jaringan inang disekitarnya (Fadhlallah, et

al., 2018)

Porositas yang dimiliki oleh perancah gelatin-CaCO; didapatkan dari
proses freeze-drying pada bahan Gelatin tipe B tersebut. Proses freeze-drying
untuk menciptakan struktur berpori pada gelatin melalui penggunaan suhu
yang cukup tinggi sehingga terbakarnya bahan-bahan organik dan
membentuk struktur berpori, tidak hanya membentuk pori namun metode
freeze-drying mampu menstabilkan jaringan serta mudah dalam
penangananya, namun pada gelatin dengan konsentrasi yang tinggi
mempengaruhi penurunan pada tingkat porositas sehingga tingkat konsentrasi
gelatin yang rendah lebih baik porositasnya dibandingkan tingkat konsentrasi

yang tinggi gelatin (Wattanutchariya & Changkowchai, 2014).

Porositas yang ideal pada suatu perancah sekitar 90.5% untuk
menghasilkan area permukaan perancah yang optimal dalam perlekatan sel
serta membantu dalam ketahanan secara struktural. Namun tingkat porositas
yang terlalu tinggi juga dapat mempengaruhi sifat mekanis dari perancah,
semakin tinggi porositas maka semakin tinggi laju degradasi oleh makrofag
melalui proses oksidasi maupun hidrolisis. Sehingga dapat disimpulkan
bahwa banyak faktor harus diperhitungkan ketika merangcang dan membuat

perancah untuk rekayasa jaringan (Henkel, et al., 2013).
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Mechanical properties adalah kemampuan perancah dalam
mempertahankan dimensi bentuk agar perancah tidak mudah berubah ketika
mendapatkan tekanan dari jaringan sekitarnya. Pada perancah gelatin-CaCOj3
dengan perbandingan 4:6 memiliki kekuatan tekan 3,2 MPa dimana kekuatan
tersebut masuk dalam kriteria kekuatan tekan yang ada pada cancellous bone
dan berkisar antara 2 — 12 MPa. Kekuatan tekan akan meningkat maksimal
jika prosentase kalsium karbonat ada pada angka 15% dan jika lebih dari 15%
maka kekuatan tekan pada suatu perancah akan menurun (Fadhlallah, et al.,

2018).

Perancah dengan permukaan yang kasar mendukung dalam proses
perlekatan, proliferasi dan diferensiasi dari sel-sel pembentuk tulang.
Permukaan perancah diharapkan membentuk topografi nanometer dengan
karakteristik yang mendekati ukuran protein disertai permukaan yang kasar
dan bersifat kimiawi sehingga memungkinkan adanya proses traskripsi oleh
lapisan protein menjadi informasi yang dapat dipahami oleh sel disekitarnya
sehingga ikatan antar jenis sel tertentu dapat langsung ditargetkan (Henkel, et

al., 2013).

Selanjutnya ialah metode tetes yang digunakan dalam proses
inkorporasi pada perancah berbahan dasar gelatin-CaCO3; dengan
perbandingan konsentrasi 5:5, 4:6 dan 10:0. Profil pelepasan platelet rich
plasma dengan metode tetes memiliki nilai pelepasan lebih tinggi
dibandingkan metode celup di karenakan ketika meneteskan PRP di atas

permukaan perancah maka proses inkorporasi menjadi optimal dan PRP yang
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di teteskan berada di area permukaan perancah, namun ketika menggunakan
metode celup maka ada kemungkinan saat mencelupkan perancah pada
wadah berisi PRP, justru PRP tersebut mengendap di bawah permukaan

wadah (Quintari, 2014).
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Dari hasil penelitian mengenai perbandingan efektivitas inkorporasi
platelet rich plasma (PRP) pada perancah hidrogel CaCO3 dengan konsentrasi

membran gelatin-CaCO3 5:5, 4:6 dan 10:0 disimpulkan bahwa:

1. Perancah gelatin-CaCO3 konsentrasi 4:6 lebih efektif dalam menyerap
PRP dibandingkan dengan perancah gelatin-CaCOj3; konsentrasi 5:5 dan
konsentrasi 10:0.

2. Perancah gelatin-CaCO3; konsentrasi 5:5 lebih efektif dalam menyerap
PRP dibandingkan perancah gelatin - CaCOj3 konsentrasi 10:0.

3. Terdapat perbedaan yang signifikan pada perancah gelatin-CaCOs

konsentrasi 5:5, 4:6 dan 10:0.

B. Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai mikrostruktur pada
perancah gelatin-CaCOj3 dengan konsentrasi 5:5, 4:6 dan 10:0 untuk mengamati
lebih dalam terkait gambaran dari pengikatan antara perancah dengan PRP.
Selain itu hal-hal yang perlu diperhatikan apabila dilakukan penelitian lanjutan
terhadap perbedaan efektivitas inkorporasi PRP pada perancah gelatin-CaCOs
seperti lamanya waktu inkorporasi proses pengamatan melalui mikroskop
binokuler yang kemungkinan menimbulkan bias dan cara perhitungan yang

perlu diperhatikan.
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Proses inkorporasi PRP dengan metode tetes pada perancah.
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Pengamatan perancah dengan mikroskop binokuler.
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Mikroskop binokuler.

Sampel yang siap untuk diamati di mikroskop binokuler.
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