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Abstract

Pulp irritation will form reparative dentin as a defense mechanism. Currently, the materials used to help the defense pulp
still have many shortcomings. Therefore, the effect of dental pulp stem cells (DPSC) and rhBMP-2 combination on
alkaline phosphatase (ALP) expresion in rat’s dental pulp was analyzed in this research. Lipopolysaccharide was used to
irritate the pulp of 12 Sprague-Dawley rats. Materials were then applied to each group and ALP expression was
performed on the first and second week. The result showed that in the first week, giving a combination of pulp stem cells
with recombinant BMP-2 had not been visible to increase expression of alkaline phosphatase (ALP), a biomarker
regeneration of pulp, but the increase in ALP expression occurred in the second week. In conclusion, a combination of
pulp stem cells and rhBMP-2 can increase the expression of ALP on inflamed rat’s pulp.
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PENDAHULUAN

Pulpa gigi merupakan jaringan ikat yang terdiri
atas sel, substansi dasar, dan serat.! Sel yang ter-
dapat pada pulpa antara lain: fibroblas, preodonto-
blas, odontoblas, sel-sel imun dan sel mesenkim tak
terdiferensiasi. Fibroblas sering ditemui pada jaring-
an ikat dan berperan terutama dalam penyembuhan
luka. Preodontoblas terdapat pada zona kaya sel dan
ketika terjadi cedera pulpa mereka akan bermigrasi
ke area di mana mereka dibutuhkan dan berdiferen-
siasi secara penuh menjadi odontoblas. Odontoblas
dapat mensekresi matriks yang akan termineralisasi
menjadi dentin. Sel mesenkim tak terdiferensiasi
dapat berubah menjadi beberapa macam sel saat
dibutuhkan.? Dengan adanya sel-sel tersebut, pulpa
dapat berfungsi sebagai penyokong dan pembentuk
dentin.

Pulpa juga memiliki fungsi memberikan nutrisi
untuk dentin, karena dentin tidak memiliki pasokan

darah. Nutrisi diperoleh melalui tubuli dentin dan
koneksinya dengan odontoblas.® Pulpa gigi memiliki
kemampuan untuk mengidentifikasi keberadaan
substansi asing atau iritan. Apabila terjadi iritasi,
pulpa akan mengeluarkan respons imun sebagai
perlawanan dan terjadilah apa yang disebut dengan
pulpitis atau peradangan pulpa. Iritan tersebut dapat
berupa iritan biologik, mekanik, serta kimia. Iritan
ini dapat menyebabkan cedera pada pulpa meskipun
tidak mengalami kontak langsung dengan pulpa.*
Lipopolisakarida (LPS) merupakan komponen
dinding sel bakteri gram negatif.> LPS bakteri per-
tama yang telah dikenali secara kimiawi adalah LPS
yang berasal dari kelompok bakteri Enterobacteria-
ceae, seperti Salmonella dan Escherichia. LPS
terdiri atas kompleks lipid A yang berikatan dengan
rantai polisakarida. Komponen lipid A pada LPS
merupakan komponen yang menyebabkan toksisitas
dari LPS. Komponen lipid A ini akan mengaktivasi
makrofag dan sistem komplemen sehingga akan
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menyebabkan terjadinya inflamasi.® Penelitian oleh
Kawashima, et al. menyatakan bahwa level tertinggi
mediator inflamasi pulpa tikus dicapai 6 jam setelah
pemberian 10 mg/ml LPS.”

Belakangan ini, sel punca dan protein pertumbuh-
an sedang dikembangkan dalam kedokteran gigi
agar kelak dapat menggantikan struktur oral yang
rusak atau hilang. Pemanfaatan sel punca pulpa gigi
atau dental pulp stem cells (DPSC) merupakan salah
satu penerapan teknologi rekayasa jaringan yang di-
harapkan akan mendukung terjadinya proses re-
generasi jaringan pulpa baru. Proses regenerasi
pulpa tidak terjadi atau sangat kecil kemungkinan
terjadi dengan metode perawatan pulpa konvensio-
nal. Dengan perawatan pulpa konvensional proses
penyembuhan akan membentuk jaringan reparatif.
DPSC adalah sel punca pluripoten, yang memiliki
kemampuan untuk berdiferensiasi menjadi beberapa
tipe variasi sel, antara lain osteosit, tulang, dan
jaringan lain di dalam kavitas oral.® Dalam peneliti-
an Murray, et al. dan lohara, et al. disimpulkan
bahwa DPSC memiliki kemampuan untuk ber-
diferensiasi menjadi odontoblas dan berperan dalam
proses regenerasi dentin.®!® Oleh karena itu, pem-
berian DPSC pada pulpa gigi yang terkena pulpitis
diharapkan dapat meningkatkan jumlah odontoblas
baru sehingga dapat ikut membentuk dentin re-
generatif dan mempercepat penyembuhan serta ber-
fungsi secara normal.

Bone morphogenetic protein (BMP) adalah faktor
pertumbuhan, protein yang memiliki kemampuan
untuk menghasilkan reproduksi tulang.** BMP me-
miliki beberapa tipe, di antaranya BMP-2. Secara
spesifik, BMP-2 memiliki peranan penting dalam
perkembangan tulang dan kartilago. BMP-2 dapat
mengarahkan proses perbaikan dan regenerasi tu-
lang pada berbagai bagian dari skeleton. Sandhu
HS, dalam artikelnya menyatakan bahwa BMP-2
bersifat osteoinduktif.?? lohara, et al. juga me-
nyimpulkan bahwa BMP-2 dapat merangsang di-
ferensiasi odontoblas.’® Issa, et al. menyatakan
bahwa secara in vivo, BMP-2 menstimulasi sel
mesenkim untuk berdiferensiasi menjadi kartilago
dan sel pembentuk tulang (odontoblas).’* Re-
combinant (r) hBMP-2 adalah produk sintesis dari
BMP-2. Dengan memberikan rhBMP-2 pada pulpa
gigi yang terkena pulpitis, diharapkan sel-sel pulpa
dapat terangsang untuk membentuk odontoblas
sehingga mempercepat regenerasi dentin.

Salah satu cara untuk mengamati pengaruh DPSC
dan rhBMP-2 terhadap pembentukan odontoblas
adalah dengan mengamati aktivitas odontoblas yang
melalui ekpresi biomarker yaitu fosfatase alkali.
Fosfatase alkali adalah suatu enzim yang disekresi-
kan oleh sel odontoblas yang telah terdiferensiasi.*
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Karena itu, pengukuran kadar fosfatase alkali dapat
menunjukkan apakah sel odontoblas sudah mulai
memasuki tahap diferensiasi sel. Tujuan penelitian
adalah menganalisis pengaruh dari DPSC, BMP-2,
dan kombinasi keduanya terhadap kadar fosfatase
alkali pada pulpa yang terkena pulpitis dalam
kaitannya dengan pembentukan dentin reparatif.
Selanjutnya diharapkan pemberian sel punca pulpa
dengan kombinasi rhBMP-2 pada pulpa gigi tikus
terinflamasi dapat mempengaruhi ekspresi enzim
fosfatase alkali (ALP).

BAHAN DAN METODE

Dua belas ekor tikus Sprague-Dawley jantan ber-
umur 3 bulan dengan berat badan 400-450 gram
yang dipelihara di Animal House FKUI dengan
standar prosedur operasional Animal House FKUI.
Penelitian telah lolos kaji etik. Tikus dibagi menjadi
3 kelompok perlakuan, masing-masing terdiri atas 4
tikus: 1) kelompok kontrol, 2) kelompok yang diberi
Sel Punca Pulpa, dan 3) kelompok yang diberi
kombinasi dan sel punca pulpa dengan rekombinan
BMP-2.

Induksi pulpitis dilakukan dengan cara membuat
kavitas mencapai pulpa pada gigi insisif tikus, di-
lanjutkan dengan pemaparan lipopolisakarida 10
ug/ul sebanyak 5 plpada tiap pulpa gigi tikus.
Kavitas ditumpat sementara dengan ZnOE dan
ditinggalkan selama 6 jam agar terjadi inflamasi
pulpa minimal. Mulai dari tahap induksi pulpitis
hingga pengambilan sampel, tikus dianestesi dengan
menggunakan eter.

Sel punca pulpa (DPSC) beku diambil dari
penyimpanan nitrogen cair di Laboratorium Biologi
Oral FKGULI.* DPSC dipindahkan ke dalam tabung
sentrifuge 15 ml untuk pencucian sel dengan
phosphat buffer saline (PBS) (SIGMA) sebanyak
tiga kali. Selanjutnya suspensi sel dipindahkan ke
dalam cawan petri sebanyak 10° sel (NUNC, dia-
meter 100 mm; tinggi 15 mm) yang telah diisi 7 ml
DMEM (SIGMA) komplit.*® Sediaan ini dimasuk-
kan ke dalam inkubator pada suhu 37°C dengan 5%
CO,. Setelah pertumbuhan tampak konfluen (£5-7
hari), dilakukan pemanenan sel punca dengan bantu-
an trypsin-EDTA. Panen dilakukan dengan scraping
dasar cawan petri yang merupakan tempat melekat-
nya sel-sel yang hidup, sedangkan sel yang mati
dibuang. Pengamatan dan perhitungan sel yang hi-
dup menggunakan pewarnaan trypan blue (SIG-
MA).

Setelah tumpatan sementara dibuka, material di-
injeksikan pada pulpa masing-masing tikus sesuali
dengan kelompok perlakuan masing-masing meng-
gunakan micropipette. Pada kelompok kontrol tidak
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diberikan material apapun dan tumpatan sementara
tidak dibuka. Pada kelompok yang diberi sel punca
pulpa, setiap tikus mendapatkan DPSC sebanyak
2x10° sel, masing-masing 10 pl. Sementara ke-
lompok yang diberikan sel punca pulpa rekombinan
BMP-2 (R&D) mendapatkan campuran antara
DPSC (konsentrasi 2x10°¢ sel) dan rhBMP-2 (kon-
sentrasi 5 pg/ml), dengan volume total 10 pl untuk
setiap tikusnya. Kavitas ditumpat kembali dengan
ZnOE.

Pengambilan sampel pulpa dilakukan pada hari
ke-7 dan ke-14 dengan cara ekstraksi gigi tikus.
Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan tang eks-
traksi pedodontik, sampel jaringan pulpa diaspirasi
kemudian dimasukkan ke dalam berisi larutan PBS
steril untuk pengukuran ALP. Uji ini dilakukan
dengan cara mereaksikan sampel dengan p-Nitro-
phenylphosphate (SIGMA) dan Diethanolamine
(SIGMA). Tingkat ekspresi ALP diukur dengan
bantuan microplate reader dengan panjang ge-
lombang 405 nm (Biorad).

Analisis data secara statistik dilakukan dengan
menggunakan SPSS 17.0. Pertama, data dianalisis
distribusinya dengan menggunakan uji normalitas
Shapiro-Wilk, karena jumlah sampel yang kurang
dari 40. Uji ini menunjukkan sebaran data normal
kecuali pada kelompok sel punca pulpa rekombinan
BMP-2 pada minggu kedua (p=0.029). Karena itu,
analisis data selanjutnya dilakukan dengan metode
non-parametrik. Uji non-parametrik yang digunakan
adalah Kruskal-Wallis. Uji ini dilakukan untuk
membuktikan hipotesis tentang signifikansi dari tiga
hal, yakni: perbedaan antar kelompok pada minggu
pertama, perbedaan antar kelompok pada minggu
kedua, dan kenaikan atau penurunan kadar fosfatase
alkali dalam suatu kelompok perlakuan.

HASIL

Pada minggu pertama, kadar fosfatase alkali
kelompok kontrol lebih tinggi dibandingkan dua
kelompok lainnya. Di antara dua kelompok itu, sel
punca pulpa rekombinan BMP-2 menghasilkan
kadar fosfatase alkali yang lebih tinggi. (Gambar 1)
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Gambar 1. Tingkat eskpresi fosfatase alkali pada minggu
pertama
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Gambar 2. Tingkat ekspresi alkali fosfatase pada minggu
kedua

Hasil analisis statistik Kruskal-Wallis meng-
gambarkan bahwa kenaikan atau penurunan yang
dialami oleh kelompok kontrol, sel punca pulpa, dan
sel punca pulpa rekombinan BMP-2 dari minggu
pertama ke minggu kedua adalah tidak bermakna
secara statistik (Gambar 1,2). Selanjutnya dilakukan
lagi uji Kruskal-Wallis untuk melihat perbedaan
antar kelompok perlakuan pada minggu pertama
dan minggu kedua. Hasilnya, perbedaan antara ke-
tiga kelompok perlakuan pada minggu pertama
adalah tidak signifikan (p=0.944). Namun, perbeda-
an antar kelompok perlakuan pada minggu kedua
adalah bermakna (p=0.044). Untuk itu, selanjutnya
dilakukan uji post hoc Mann-Whitney. Uji Mann-
Whitney menunjukkan bahwa perbedaan bermakna
berlaku pada kelompok kontrol dengan kelompok
yang diberi sel punca pulpa saja, serta pada ke-
lompok kontrol dengan kelompok sel punca pulpa
rekombinan BMP-2 (p=0.043). Namun, seperti yang
dapat dilihat pada Gambar 2, perbedaan bermakna
ini tidak berlaku pada kelompok sel punca pulpa
dengan kelompok sel punca pulpa rekombinan
BMP-2 (p=0.248).

PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan pada minggu per-
tama kadar fosfatase alkali pada kelompok yang di-
beri sel punca saja maupun kelompok sel punca
rekombinan BMP-2, lebih rendah daripada ke-
lompok kontrol. Hal ini kemungkinan kedua ke-
lompok tersebut masih berada dalam tahap prolix-
ferasi, sementara kelompok kontrol telah memasuki
tahap diferensiasi. Kemungkinan ini diperkuat oleh
penelitian Riccio, et al. yang mengemukakan bahwa
sel punca pulpa masih berada dalam tahap prolix-
ferasi pada hari ke-8.1¢

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Yang,
et al. yang menyatakan bahwa penggunaan rhBMP-
2 dalam penelitian mereka sedikit menghambat
proliferasi tahap awal.’’ Namun, penelitan oleh
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lohara, et al. menyatakan bahwa rhBMP-2 tidak
mempengaruhi proliferasil® Perbedaan hasil ini
dimungkinkan karena Yang, et al. juga mengguna-
kan tikus sebagai hewan percobaan, sementara
lohara, et al. menggunakan anjing.

Pada minggu kedua, kadar fosfatase alkali ter-
tinggi dicapai oleh kelompok perlakuan sel punca
pulpa rekombinan BMP-2, diikuti oleh kelompok
yang diberi sel punca pulpa saja, kemudian kontrol.
Perbedaan antara kontrol dengan kelompok sel
punca pulpa adalah bermakna secara statistik, begitu
pula perbedaan antara kontrol dengan kelompok sel
punca pulpa rekombinan BMP-2. Perbedaan yang
bermakna ini membuktikan bahwa pemberian sel
punca pulpa dan rhBMP-2 pada pulpa gigi tikus
terinflamasi dapat meningkatkan kadar fosfatase
alkali. Hal ini sejalan dengan banyak penelitian yang
telah dilakukan sebelumnya, antara lain Gronthos, et
al. Oh, et al. dan lain-lain. ®° Hasil ini juga meng-
indikasikan bahwa minggu kedua adalah waktu
yang lebih optimal untuk pemberian sel punca pulpa
dan rhBMP-2 dibandingkan dengan minggu per-
tama. Di lain pihak, perbedaan antara kelompok
yang diberi sel punca pulpa saja dengan yang diberi
rhBMP-2 adalah tidak bermakna secara statistik.
Meskipun demikian, baik pada minggu pertama
maupun kedua kelompok sel punca pulpa rekom-
binan BMP-2 memiliki kadar fosfatase alkali yang
lebih tinggi daripada kelompok yang diberi sel
punca saja. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
kombinasi sel punca pulpa dengan rhBMP-2 cen-
derung lebih baik daripada pemberian sel punca
pulpa saja.

Apabila diamati secara individual, kelompok kon-
trol mengalami penurunan pada minggu kedua. Hal
ini dapat menunjukkan bahwa kontrol telah meng-
alami mineralisasi yang merupakan tahap lanjutan
dari diferensiasi yang telah terjadi pada minggu per-
tama. Ketika memasuki tahap mineralisasi, maka
kadar fosfatase alkali akan turun, sesuai dengan per-
nyataan oleh Stucki, et al.'® Min, et al. juga me-
nyimpulkan bahwa kadar fosfatase alkali pada ke-
adaan inflamasi pulpa akan menurun dari hari ke-7
ke hari ke-14.%

Sementara itu, kelompok yang hanya diberi sel
punca pulpa mengalami kenaikan kadar fosfatase
alkali pada minggu kedua. Kemungkinan sel punca
pulpa telah mulai memasuki tahap diferensiasi se-
hingga menaikkan kadar fosfatase alkali. Hasil ini
didukung penelitian oleh Di Silvio, et al. ' Pe-
nelitian ini juga menggunakan sel punca pulpa yang
diambil dari pulpa gigi molar tiga. Sel ini dikultur
dan diamati pada hari ke-7, 14, 21, dan 28. Kadar
fosfatase alkali juga meningkat hingga hari ke-28 di
mana kultur telah membentuk nodul termineralisasi.
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Ini berarti pemberian sel punca pulpa pada pulpa
gigi tikus terinflamasi dapat meningkatkan kadar
fosfatase alkali.

Kelompok sel punca pulpa rekombinan BMP-2
pun mengalami kenaikan kadar fosfatase alkali.
Sama seperti kelompok yang diberi sel punca saja,
ini berarti kelompok sel punca pulpa rekombinan
BMP-2 telah memasuki tahap diferensiasi. Hal ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
lohara, et al. yang juga menggunakan terapi sel
punca pulpa rekombinan BMP-2 pada anjing.
Pada penelitiannya, ekstraksi dilakukan pada pulpa
gigi insisif atas anjing. Pulpa ini kemudian dikultur
dan ditambahkan dengan rhBMP-2. Setelah itu,
kultur pulpa ditransplantasikan secara autogenus
pada gigi kanin anjing. Uji fosfatase alkali dilakukan
pada hari ke-7, 14, dan 21. Pada hari ke-14, kadar
fosfatase alkali meningkat dibandingkan dengan
hari ke-7.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberi-
an sel punca pulpa serta kombinasinya dengan
rhBMP-2 dapat meningkatkan kadar fosfatase alkali
pada pulpa gigi tikus Sprague-Dawley terinflamasi.
Peningkatan ini bermakna secara statistik jika di-
bandingkan dengan kontrol di minggu kedua. Hal
ini mengindikasikan bahwa baik pemberian sel
punca pulpa saja maupun kombinasinya dengan
rhBMP-2 memiliki potensi yang baik untuk di-
gunakan sebagai biomaterial dalam rekayasa ja-
ringan pulpa

Dapat disimpulkan, pemberian sel punca pulpa
saja maupun kombinasinya dengan rhBMP-2 pada
pulpa gigi tikus Sprague-Dawley terinflamasi dapat
meningkatkan kadar fosfatase alkali.
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