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In primary open angle glaucoma, decrease of hyaluronic acid level is related to extracellular matrix 
deposition of trabecular meshwork. Extracellular matrix deposition will increase humor aqueous outflow 
resistance which in turn increase the intraocular pressure. MMP-9 as one of matrix metalloproteinase 
(MMP) family, has a high potency to degrade the extracellular matrix. The expression of MMP-9 can be 
activated by hyaluronic acid through its binding with CD44 as hyaluronic main receptor. The aim of this 
research is  to determine the effect of hyaluronic acid on MMP-9 expression in trabecular meshwork cell 
culture of patient with primary open angle glaucoma by immunocytochemical method. Trabecular 
meshwork cell culture were exposed to hyaluronic acid at four different concentration (0mg/ml, 1 mg/mL, 3 
mg/mL, 6 mg/mL). After 24 hours incubated, we find a significant difference of MMP-9 expression between 
control group and group with hyaluronic acid. There was significant correlation between hyaluronic acid 
and MMP-9 expression. Hyaluronic acid exposure will increase MMP-9 expression in trabecular meshwork 
cell culture. This finding suggest that hyaluronic acid can influence the resistance of humor aqueous outflow 
in trabecular meshwork by up-regulating MMP-9 expression, and therefore will increase extracellular matrix 
degradation. 
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Penurunan kadar asam hialuronat pada trabekular meshwork pasien glaukoma sudut terbuka primer 
diduga mempunyai korelasi dengan peningkatan deposit matriks ekstraselular sehingga menyebabkan 
peningkatan resistensi outflow humor akuos yang pada akhirnya akan meningkatkan tekanan intra okuli. 
Salah satu famili matriks metaloproteinase (MMP) yang mempunyai kemampuan degradasi tinggi terhadap 
matriks ekstra selular adalah MMP-9. Ekspresi MMP-9 diduga dapat diaktivasi oleh asam hialuronat melalui 
ikatannya dengan reseptor utamanya yaitu CD44. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah 
paparan asam hialuronat  dapat meningkatkan ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular meshwork pasien 
glaukoma sudut terbuka primer dengan metode imunohistokimia.  Setelah dilakukan pemaparan asam 
hialuronat selama 24 jam pada 4 konsentrasi yang berbeda terhadap kultur sel trabekular meshwork yaitu 0 
mg/ml sebagai kelompok kontrol dan 1mg/ml, 3mg/ml serta 6 mg/ml sebagai kelompok perlakuan, 
didapatkan hasil bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara ekspresi MMP-9 kelompok kontrol 
dibandingkan dengan kelompok perlakuan. Didapatkan korelasi yang signifikan antara paparan asam 
hialuronat dengan ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular meshwork, dan paparan asam hialuronat dapat 
mempengaruhi ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular meshwork. Peningkatan ekspresi MMP-9 seiring 
dengan peningkatan konsentrasi asam hialuronat yang diberikan. Hal ini menunjukkan bahwa asam 
hialuronat dapat menurunkan resistensi humor akuos outflow di trabekular meshwork dengan 
mengaktivasi ekspresi MMP-9 sehingga terjadi peningkatan degradasi matriks ekstra seluler. 
 

Kata kunci : asam hialuronat, glaukoma sudut terbuka primer, MMP-9 
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Pendahuluan 

Glaukoma adalah suatu neuropati optik kronik yang 
ditandai dengan pencekungan (cupping) diskus 
optikus, penyempitan lapang pandang dan biasanya 
disebabkan oleh peningkatan tekanan intraokuler 
(Asbury, 2014). Diperkirakan 74% dari semua jenis 
glaukoma adalah glaukoma sudut terbuka primer 
(Tham et al., 2014). Prevalensi ini meningkat 
dengan bertambahnya usia. Umumnya glaukoma 
sudut terbuka primer terjadi pada usia antara 40 
sampai 70 tahun (Tham et al., 2014). 

Acott et al. (2008), pada penelitiannya berhasil 
menunjukkan bahwa terjadi akumulasi Extracellular 
Matrix (ECM) secara terus menerus pada trabekular 
meshwork penderita glaukoma sudut terbuka 
primer. Akumulasi ECM pada trabekular meshwork  
yang berlebihan akan meningkatkan resistensi 
humor akuos (Acott et al., 2014), akan tetapi 
sampai saat ini belum didapatkan penelitian yang 
menunjukkan komponen ECM mana yang paling 
mempengaruhi peningkatan resistensi aliran humor 
akuos (Esther et al.,  2015). 

Penelitian oleh Kate et al. (2013), telah 
menunjukkan bahwa meskipun pada trabekular 
meshwork pasien glaukoma sudut terbuka primer 
terjadi peningkatan ECM, namun kadar asam 
hialuronat (AH) justru menurun, dan diiduga 
terdapat korelasi antara peningkatan ECM dengan 
penurunan kadar AH pada trabekular meshwork 
pasien glaukoma sudut terbuka primer. Salah satu 
enzim proteolitik yang mampu mendegradasi ECM 
adalah Matrix Metalloproteinase (MMP) (Sihota et 
al ., 2012). 

MMP merupakan key player pada regulasi outflow 
humor akuos pada trabekular meshwork, yang 
secara langsung mempengaruhi tekanan intra 
okuler (TIO) (Oh et al., 2013). Dari semua jenis 
MMP, jenis gelatinase (MMP-2 dan MMP-9) 
merupakan jenis yang paling sering diteliti dan 
mempunyai kemampuan mendegradasi yang sangat 
tinggi dibandingkan jenis MMP yang lain (Guo et al., 
2012). Salah satu MMP yang berperan aktif dalam 
proses fisiologis trabekular meshwork adalah MMP-
9 yang memiliki aktivitas degradasi kolagen  tinggi 
(Robertson et al., 2013). Diduga ekspresi MMP-9 
pada trabekular meshwork dapat dipengaruhi oleh 
aktivasi ikatan AH dengan reseptor pada permukaan 
sel yaitu CD44 (Guo et al., 2012). 

Suatu penelitian oleh Zhang et al. pada tahun 2002, 
telah menunjukkan bahwa pada sel kanker yang 

mengekspresikan CD44, terjadi peningkatan MMP-2 
dan MMP-9 setelah dipapar dengan AH dan 
didapatkan hasil bahwa sekresi MMP-2 dan MMP-9 
pada sel-sel kanker dapat dipicu oleh pemberian 
AH. Penelitian lain oleh Isnard et al. (2003), juga 
menunjukkan peningkatan ekspresi MMP-2 dan 
MMP-9 pada kultur sel kornea setelah dipapar oleh 
AH. Selain itu, penelitian oleh Guo et al. (2012), juga 
menunjukkan adanya korelasi antara peningkatan 
ekspresi MMP-9 dengan pemaparan AH pada kultur 
sel trabekular meshwork dari pasien glaukoma 
sudut terbuka primer. Diduga mekanisme ekspresi 
MMP-9 pada penelitian-penelitian tersebut 
berkorelasi dengan persinyalan melalui jalur 
Hyaluronic Acid-CD44-Ras-MEK1-MAPK. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah 
paparan AH  dapat meningkatkan ekspresi MMP-9 
kultur sel trabekular meshwork pasien glaukoma 
sudut terbuka primer. 

 

Metode Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental 
laboratoris secara in vitro pada kultur sel trabekular 
meshwork penderita glaukoma sudut terbuka primer 
yang menjalani operasi trabekulektomi yang dipapar 
dengan AH  pada 4 konsentrasi berbeda yaitu 0,1,3 
dan 6 mg/ml. Penelitian dilakukan di  dua tempat 
yaitu di Klinik Ar-Rohmah, Jl. Alun-alun Timur no 409 
Bangil-Pasuruan, untuk pengambilan sampel dan di 
Laboratorium Faal divisi Fisiologi Molekuler Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang untuk 
pengkulturan dan perlakuan pada sampel. 

Sampel pada penelitian ini menggunakan sel 
trabekular meshwork dari seorang pasien glaukoma 
sudut terbuka primer yang berusia 62 tahun yang 
menjalani operasi trabekulektomi di Klinik Ar-
Rohmah Bangil-Pasuruan dengan diagnosis 
glaukoma sudut terbuka primer. Diagnosis 
ditegakkan setelah dilakukan anamnesis, 
pemeriksaan segmen anterior, pengukuran tekanan 
intraokuli, segmen posterior, pemeriksaan 
gonioskopi dan pemeriksaan perimetri. Ethical 
approval diperoleh dari Komite Etik Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang dan pasien 
yang dijadikan sampel telah menandatangani 
informed consent. Operasi trebekulektomi dilakukan 
oleh satu orang, seorang dokter spesialis mata. 

Selanjutnya kultur sel  ditempatkan dalam well plate 
dan dibagi menjadi 4 section, tiap section akan 
dipapar dengan AH  dalam 4 konsentrasi yaitu 0, 1, 3 
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dan 6 mg/ml. Pada penelitian terdapat 4 kelompok 
penelitian, sehingga dibutuhkan jumlah replikasi 
pada masing-masing kelompok sebanyak 6. Dengan 
demikian jumlah sampel penelitian yang dibutuhkan 
pada penelitian sebanyak 24 well. 

Asam hialuronat yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah OligoHATM (SIGMA) dengan berat molekul  
776,65 Da. Ekspresi MMP-9 diukur secara 
imunohistokimia dan diamati dengan menggunakan 
mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 kali. Sel 
akan positif mengekspresikan MMP-9 jika terlihat 
warna coklat pada sitoplasma, pengamatan 
dilakukan pada 5 daerah lapang pandang oleh 1 
orang observer. 

 

Hasil Penelitian 

Pada kultur sel trabekular meshwork sebelum 
dilakukan perlakuan didapatkan gambaran sel 
fibroblas yang berbentuk  spindel shaped,  dengan 
inti sel yang oval dengan nukleoli dan sitoplasma 
bagian tepinya menunjukkan suatu “cell process” 
seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Kultur sel trabekular meshwork sebelum 
dilakukan perlakuan. Dengan pembesaran 
200x, tampak nukleus yang oval dengan 
nukleoli, tanda panah menunjukkan cell 
process. 

 

Pada gambaran mikroskopis dari kultur sel 
trabekular meshwork, ekspresi MMP-9 ditunjukkan 
dengan warna coklat pada sitoplasma, seperti yang 
ditunjukkan pada Gambar 2. 

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa paparan AH 
dapat meningkatkan ekspresi MMP-9. Pada paparan 
AH konsentrasi 6 mg/ml, diperoleh ekspresi MMP-9 
kultur sel trabekular meshwork paling tinggi 
(74,88%). Hasil tersebut ditunjukkan pada Tabel 1. 

 

  

                  A         B 

    

        C        D 

Gambar 2. Kultur sel trabekular meshwork pada (A) 
kelompok kontrol tanpa pemberian AH, (B) 
kelompok perlakuan dengan paparan AH 
1mg/ml, (C) kelompok dengan paparan AH 3 
mg/ml, (D) kelompok dengan paparan AH 6 
mg/ml. Diamati dengan mikroskop 
pembesaran 400x. Warna kecoklatan (tanda 
panah) pada sitoplasma menunjukkan 
ekspresi MMP-9. 

 

Berdasarkan pengujian normalitas data dengan 
menggunakan Uji Kolmogorov-Smirnov, data 
ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular meshwork 
mempunyai nilai p = 0,240, sehingga dapat 
disimpulkan bahwa data variabel tersebut menyebar 
mengikuti sebaran normal. Kemudian dari uji 
homogenitas dengan menggunakan uji Levene 
diperoleh hasil bahwa ekspresi MMP-9 kultur sel 
trabekular meshwork mempunyai nilai p = 0,234, 
maka dapat disimpulkan bahwa ragam data ekspresi 
MMP-9 kultur sel trabekular meshwork adalah 
homogen.  

 

Tabel 1. Data Eskpresi MMP9 (%) 

Asam hialuronat 
(konsentrasi) 

Rata-rata ± Standar 
Deviasi 

Kontrol 31,87±12,65 
Konsentrasi 1mg/ml 57,92±14,96 
Konsentrasi 3mg/ml 66,74±11,23 
Konsentrasi 6 mg/ml 74,88±6,81 

 

Untuk mengetahui adanya perbedaan ekspresi 
MMP-9 pada kelompok perlakuan yang diamati 
dilakukan pengujian dengan one way ANOVA, dan 
diperoleh hasil p = 0,000 yang berarti bahwa 
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terdapat perbedaan ekspresi MMP-9 kultur sel 
trabekular meshwork pada setiap kelompok 
perlakuan. Untuk mengetahui kelompok dengan 
paparan AH pada konsentrasi berapa yang berbeda 
signifikan terhadap kelompok kontrol, dilakukan uji 
Tukey  terhadap ekspresi MMP-9 kultur sel 
trabekular meshwork antara setiap kelompok. Dari 
uji tersebut diperoleh hasil bahwa antara data 
ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular meshwork 
pada kelompok kontrol tanpa AH berbeda signifikan 
dengan ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular 
meshwork pada semua kelompok dengan paparan 
AH baik pada konsentrasi AH 1 mg/mL, 3 mg/mL, 
maupun 6 mg/mL. Perbandingan ekspresi MMP-9 
pada kelompok kontrol berbeda signifikan dengan 
ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular meshwork 
pada semua kelompok paparan AH dengan nilai p = 
0,000. 

Untuk mengetahui adanya hubungan paparan AH 
terhadap ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular 
meshwork digunakan uji korelasi.  Berdasarkan hasil 
uji korelasi dapat diketahui bahwa pemaparan AH 
dengan ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular 
meshwork (r = 0,716, p = 0,000) mempunyai 
hubungan yang signifikan (p < 0,05) dengan arah 
korelasi yang positif. Artinya semakin tinggi 
konsentrasi pemaparan AH cenderung akan semakin 
meningkatkan ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular 
meshwork bila dibandingkan dengan ekspresi MMP-
9 kultur sel trabekular meshwork dengan paparan 
AH pada konsentrasi yang lebih rendah, demikian 
juga sebaliknya. 

Berdasarkan hasil pengujian dengan analisis regresi 
linier,  didapatkan hasil untuk setiap peningkatan 
konsentrasi AH sebesar 1 mg/mL, ekspresi MMP-9 
kultur sel trabekular meshwork akan mengalami 
peningkatan hingga 6,138%. Selanjutnya, 
berdasarkan hasil uji regresi ditunjukkan bahwa 
paparan AH dapat mempengaruhi ekspresi MMP-9 
kultur sel trabekular meshwork hingga 51,2%. 
Sehingga semakin tinggi konsentrasi AH yang 
diberikan, maka  pengaruhnya terhadap ekspresi 
MMP-9 akan semakin meningkat.  

Gambar 3 merupakan grafik linieritas yang 
memperlihatkan pengaruh dari paparan AH dalam 
meningkatkan ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular 
meshwork. Grafik tersebut menunjukkan bahwa 
semakin tinggi paparan konsentrasi AH cenderung 
akan semakin meningkatkan ekspresi MMP-9 kultur 

sel trabekular meshwork. 
 

 

Gambar 3. Grafik linieritas antara pemaparan asam 
hialuronat dengan ekspresi MMP-9 kultur 
sel trabekular meshwork 

 

 

Pembahasan 

Pada penelitian ini AH yang digunakan adalah jenis 
AH dengan berat molekul rendah yaitu 776,65 
Dalton.  AH dengan berat molekul yang rendah 
mempunyai kemampuan penetrasi ke jaringan yang 
lebih besar sehingga memilki aktivitas biologis yang 
lebih tinggi dalam jaringan tubuh yang dapat 
memicu berbagai respons seluler (Aaron et al., 
2014), dan dikatakan bahwa pada berat molekul 
antara 800-5000 Dalton, AH dapat menginduksi 
ekspresi MMP-9 pada sel fibroblas tikus (Bucci et al., 
2004). Gugus asetil AH akan mengalami oksidasi 
lengkap setelah 24 jam dan selanjutnya AH akan 
mulai bekerja dalam jaringan, oleh karena itu 
paparan AH pada penelitian ini dilakukan selama 24 
jam (Frasher et al., 1997). Pemilihan konsentrasi AH 
pada penelitian ini didasarkan pada penelitian oleh 
Guo et al. (2012), yang menggunakan AH untuk 
melihat ekspresi MMP-2 dan MMP-9 kultur sel 
trabekular meshwork pada pasien glaukoma sudut 
terbuka primer usia ≤ 45 tahun. 

Sebagai bagian dari MMP, MMP-2 dan MMP-9, yang 
merupakan tipe gelatinase, mempunyai kemampuan 
degradasi terhadap ECM yang tinggi. Pada penelitian 
ini peneliti hanya meneliti ekspresi MMP-9. Hal ini 
disebabkan oleh keterbatasan fasilitas dan 
sumberdaya, disamping itu juga pada penelitian oleh 
Guo et al. (2012), berdasarkan analisis gelatin 
zimografi pada ekspresi MMP-2 dan MMP-9 kultur 
sel tarbekular meshwork yang dipapar dengan AH, 
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didapatkan bahwa ekspresi MMP-9 yang terjadi 
lebih besar bila dibandingkan dengan ekspresi MMP-
2. 

Banyak penelitian telah menunjukkan bahwa MMP-
9 merupakan key player pada regulasi outflow 
humor akuos pada trabekular meshwork, yang 
secara langsung mempengaruhi TIO. Pada sel 
trabekular meshwork manusia yang dikultur, 
pengaturan ECM endogen oleh MMP-9 dibutuhkan 
dalam menjaga keseimbangan resistensi outflow 
humor akuos di trabekular meshwork (Robertson et 
al., 2013). 

Berkaitan dengan ekspresi MMP-9 yang pada 
penelitian ini dilihat setelah 24 jam, suatu penelitian 
yang melihat ekspresi MMP-2, MMP-9, enzim 
heparanase dan fibroblast activation protein pada 
kultur kornea model inflamasi, mendapatkan bahwa 
ekspresi MMP-9 dapat dilihat setelah 24 jam setelah 
perlakuan (Shi et al., 2010). Penelitian lain yang 
melihat efek latanopros terhadap ekspresi MMP dan 
Tissue Inhibitor of Metalloproteinase (TIMP), suatu 
inhibitor alami dari bentuk aktif MMP, pada sel 
kultur trabekular meshwork, menunjukkan bahwa 
ekspresi MMP dan TIMP dapat dilihat setelah 
paparan latanopros selama 24 jam (Bukhard et al., 
2006). 

Pada kultur sel trabekular meshwork yang telah 
dipapar dengan AH dilakukan pemeriksaan 
imunohistokimia untuk melihat ekspresi MMP-9. 
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian 
AH dapat meningkatkan ekspresi MMP-9. Hasil ini 
sesuai dengan beberapa penelitian lain yang juga 
menunjukkan bahwa AH dapat menginduksi MMP-9, 
diantaranya adalah penelitian yang dilakukan oleh 
Zhang et al. (2002), yang telah menunjukkan bahwa 
ekspresi MMP-2 dan MMP-9 sel kanker dapat 
meningkat setelah dipapar dengan AH, diduga hal ini 
disebabkan oleh induksi ikatan AH dengan reseptor 
permukaannya yaitu CD44 terhadap ekspresi MMP-
9. Kemudian penelitian oleh Fiber et al., 2004, yang 
menunjukkan bahwa terjadi ekspresi MMP-9 sel 
Langerhans setelah dipapar dengan AH, meskipun 
mekanisme yang tepat pada penelitian tersebut 
belum dipastikan. Selain itu Isnard et al. (2003), 
melakukan penelitian yang menunjukkan bahwa 
pemberian AH dapat meningkatkan ekspresi MMP-9 
kultur sel kornea. Penelitian yang dilakukan oleh 
Guo et al. (2012), juga menunjukkan adanya korelasi 
antara peningkatan ekspresi MMP-9 dengan 
paparan AH pada kultur sel trabekular meshwork 
pasien glaukoma sudut terbuka primer. Induksi 

ekspresi MMP-9 oleh AH diduga terjadi melalui jalur 
Hyaluronic acid-CD44-Ras-MEK1-MAPK. 

Dari hasil analisis data didapatkan bahwa terdapat 
perbedaan ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular 
meshwork pada setiap konsentrasi AH yang 
diberikan, dan terdapat peningkatan ekspresi yang 
signifikan antara kelompok kontrol tanpa paparan 
AH bila dibandingkan dengan kelompok dengan 
paparan AH. Dari hasil ekspresi MMP-9 yang 
didapatkan dapat dilihat bahwa pada penelitian ini 
peningkatan ekspresi MMP-9 yang terjadi seiring 
dengan peningkatan konsentrasi paparan AH yang 
diberikan. Semakin tinggi paparan AH, pengaruhnya 
terhadap peningkatan ekspresi MMP-9 juga semakin 
meningkat. Hasil penelitian ini sesuai dengan hasil 
dari penelitian Guo et al. (2012), yang juga 
memperlihatkan bahwa peningkatan ekspresi MMP-
9 pada kultur sel trabekular meshwork karena 
pemaparan AH bersifat dose dependent. 

Keterbatasan pada penelitian ini adalah tidak 
adanya pembanding dari kultur sel trabekular 
meshwork pasien normal yang tidak mengalami  
glaukoma sudut terbuka primer sebagai pembanding 
nilai ekspresi MMP-9 yang normal melalui metode 
imunohistokimia. Keterbatasan berikutnya adalah 
bahwa usia pasien yang digunakan sebagai sampel 
pada penelitian ini adalah 62 tahun sedangkan 
konsentrasi AH yang digunakan mengacu pada dosis 
yang digunakan pada penelitian oleh Guo et al. 
(2012), yang menggunakan sampel dengan usia yang 
lebih muda (≤45 tahun), dan seperti yang telah 
diketahui bahwa terdapat penurunan kadar AH dan 
akumulasi ECM  yang meningkat pada usia yang 
lebih tua, maka diperlukan kadar MMP, termasuk 
MMP-9, yang lebih  tinggi untuk mendegradasi ECM 
pada pasien yang lebih tua sehingga logikanya 
penelitian ini memerlukan pemaparan AH dengan 
konsentrasi yang lebih tinggi. Menurut teori dan 
beberapa penelitian menunjukkan bahwa kadar AH 
pada trabekular meshwork pada usia tua lebih 
rendah, selain itu pada usia tua juga terjadi 
peningkatan akumulasi ECM (Acott et al., 2008). 
Namun karena keterbatasan sumberdaya maka 
pemberian AH pada konsentrasi yang lebih tinggi 
tidak dilakukan dalam penelitian ini. 

Selama ini penelitian tentang target terapi pada 
glaukoma sudut terbuka primer yang berfokus pada 
intervensi terhadap trabekular meshwork belum 
terlalu banyak dilakukan, sehingga penelitian ini 
diharapkan dapat menjadi salah satu dasar 
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penelitian bagi pengembangan terapi pada 
glaukoma sudut terbuka primer. 

 

Kesimpulan 

Pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa 
paparan asam hialuronat dapat meningkatkan 
ekspresi MMP-9 kultur sel trabekular meshwork 
pasien glaukoma sudut terbuka primer dan 
peningkatan ekspresi MMP-9 yang terjadi seiring 
dengan peningkatan konsentrasi pemaparan asam 
hialuronat.  
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