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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kulit manusia jika terpapar secara terus-menerus radiasi Ultraviolet B
(UVB) yang dapat menyebabkan kerusakan pada struktur kulit dan inflamasi.
Radiasi UVB diketahui sebagai salah satu faktor utama dalam pemicu perubahan
biologis yang signifikan pada kulit.! Dampak dari paparan UVB tidak hanya
terbatas pada proses penuaan kulit, namun juga dapat memicu respon inflamasi
yang kompleks melalui peningkatan reactive oxygen species (ROS) yang diikuti
pelepasan berbagal mediator inflamasi seperti Interleukin 1 (IL-1) dan
matrixmetaloproteinase-3 . (MMP3) yang merupakan enzim degradatif.2
Peningkatan IL-1 dan MMP-3 akibat sinar UVB berdampak pada penurunan
elastisitas kulit yang dapat berdampak terhadap estetika kulit.® Selama ini,
pengobatan menggunakan krim yang mengandung vitamin E diketahui dapat
menangkal radikal bebas dan meredakan inflamasi melalui penekanan IL-1 dan
MMP-3. Penelitian terdahulu menyatakan bahwa kacang kedelai (Glycine max)
memiliki kandungan vitamin E dan beberapa bahan aktif seperti genestein,
daidzein, dan glycitein yang memiliki kemampuan antioksidan dan antiinlamasi
sehingga mampu menekan inflamasi kulit akibat paparan UVB.* Namun demikian,
peran ekstrak kacang kedelai (EKK) dalam menekan inflamasi melalui
penghambatan produksi MMP-3 dan IL-1 masih belum diketahui. Oleh karena itu,
penelitian terhadap EKK pada penekanan inflamasi yang dikaitkan dengan MMP-

3 dan IL-1 perlu dilakukan.



Setiap tahun, terjadi peningkatan insidensi gangguan kulit akibat paparan
sinar UV seiring dengan melemahnya lapisan ozon. Pada tahun 2020, insidensi
hiperpigmentasi menunjukkan peningkatan signifikan dengan jumlah kasus baru
sekitar ~100.350.° Studi yang dilakukan di Australia mengungkapkan bahwa
gangguan kulit yang terkait dengan sinar UV terjadi pada 72% laki-laki dan 47%
perempuan yang berusia di bawah 30 tahun. Persentase ini cenderung meningkat
sejalan dengan bertambahnya usia dan berhubungan dengan kondisi seperti solar
keratosis dan kanker kulit. Penelitian epidemiologi pada populasi Amerika Utara
dengan jenis kulit Fitzpatrick 1-H1 menunjukkan bahwa insidensi kerusakan kulit
lebih tinggi, yakni sekitar 80-90%.’ Pengobatan standar untuk kondisi kulit yang
terpapar UVB sering melibatkan krim atau salep steroid, kalsineurin inhibitor, atau
imunosupresan sesuai dengan diagnosis medis yang tepat dan kebutuhan pasien.®
Namun demikian, pengobatan tersebut dalam jangka panjang memiliki dampak
negatif karena dapat menyebabkan penipisan kulit, kemerahan, hiperpigmentasi,
menurunkan elastisitas kulit dan penurunan sistem kekebalan tubuh yang berujung

infeksi.

Paparan radiasi ultraviolet B merupakan faktor utama dalam menyebabkan
produksi MMP-3 dan IL-1.° Ketika kulit terpapar sinar UVB, terjadi aktivasi jalur
sinyal mitogen-activated protein kinase (MAPK) dan jalur phosphoinositide 3-
kinase (PI13K). Aktivasi ini memicu sekresi faktor transkripsi seperti AP-1 dan NF-
kB. Aktivasi AP-1 dan NF-kB merupakan mekanisme penting dalam regulasi
ekspresi gen untuk MMP-3 dan IL-1.1° AP-1 mengatur ekspresi gen MMP-3, sejenis

enzim yang bertanggung jawab dalam degradasi komponen matriks ekstraseluler.!



Peningkatan aktivitas MMP-3 berkontribusi pada penurunan kepadatan kolagen dan
elastin, yang mengarah pada penuaan kulit. Sementara itu, NF-xB berperan dalam
pengaturan ekspresi IL-1, sitokin pro-inflamasi yang memicu respons imun dan
inflamasi.*? Selain itu, paparan UVB juga memicu kerusakan DNA langsung pada
sel kulit, yang dapat menyebabkan pelepasan radikal bebas dan perubahan
struktural yang mempengaruhi sinyal seluler. Hal ini memicu respons imun yang
melibatkan interleukin-1 beta (IL-1f8) dan meningkatkan respons inflamasi melalui

jalur IL-1.13

Ekstrak kacang kedelai (EKK) telah. menunjukkan potensi sebagai agen
yang dapat mengurangi dampak paparan sinar UVB pada kulit. Studi menunjukkan
bahwa EKK mengandung senyawa-senyawa aktif seperti isoflavon, genistein, dan
daidzein yang memiliki_sifat anti-inflamasi dan antioksidan yang mampu
mengurangi aktivitas MMP-3 dan IL-1 pada kulit yang terpapar UVB.'* Kandungan
isoflavon dalam EKK dapat menghambat jalur sinyal yang memicu produksi
MMP3, yang berperan dalam degradasi matriks kulit, serta menekan respons
inflamasi dengan mengurangi produksi IL-1.2> Selain itu, penelitian sebelumnya
menyatakan bahwa sediaan krim memiliki viskositas yang tinggi dan struktur
molekuler yang mendukung penyerapan yang lebih efisien oleh kulit, menyediakan
platform ideal untuk formulasi dengan bahan aktif seperti ekstrak kacang kedelai
yang mengandung isoflavonoid, seperti genistein. Namun demikian, pengaruh
pemberian krim EKK terhadap kadar MMP-3 dan IL-1 pada kulit yang terpapar

UVB belum dilakukan.



1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah penelitian ini adalah apakah pemberian krim EKK dapat
menurunkan kadar MMP-3 dan menekan kadar IL-1 pada mencit BALB/c yang

terkena paparan sinar UVB?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengevaluasi efek
pemberian krim EKK pada kadar MMP-3 dan IL-1 pada mencit BALB/c

yang terpapar sinar UVB.

1.3.2 Tujuan khusus
a. Menguji perbedaan tingkat MMP-3 pada mencit BALB/c yang terpapar
sinar UVB dan diberikan krim EKK 10% dan 20% dibandingkan
dengan kelompok kontrol.
b. Meneliti perbedaan tingkat IL-1 pada mencit BALB/c yang terpapar
sinar UVB dan diberi krim EKK 10% dan 20% dibandingkan dengan

kelompok kontrol.

1.4 Manfaat penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan memberikan bukti saintifik tentang
dampak pemberian krim EKK terhadap tingkat MMP-3 dan IL-1 pada

mencit BALB/c yang terpapar sinar UVB.

1.4.2 Manfaat Praktis



Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar bagi dunia
industri dalam mengembangkan EKK sebagai obat untuk kulit yang terpapar

UVB yang dapat digunakan oleh tenaga medis.

1.5 Originalitas Penelitian

Berdasarkan kajian yang telah dilakukan, berikut merupakan penelitian
terkait penggunaan pengaruh penggunaan ekstrak kacang kedelai secara in

vitro atau pun in-vivo:

Tabel 1. 1. Originalitas Penelitian

Hasil
Penelitian
The soybean cultivar  Ekspreriment kacang kedelai

No Peneliti Judul
1 LeelJet

Metode

al.*® SCEL-1 shows al in-vivo  kultivar SCEL-1
potent anti- hitam = mencegah
photoaging effects in penuaan kulit
a UV-induced three- dengan
dimensional human menghambat
skin and hairless MMP-1 dan
mouse model meningkatkan
kolagen.
2  Hastuti, Efektivitas Krim Ekspreriment Formulasi  krim
2019 Ekstrak Kulit Batang  al in-vivo  ekstrak kulit
Nangka batang nangka
(Arthocarpus kadar 2% dan 4%
Heterophilus) mampu
terhadap Sunburn menurunkan
Cell, Serat Elastin, jumlah  sunburn
dan MMP-1 ( Studi cell, meningkatkan
Eksperimental serat elastin dan
mencit wistar jantan menurunkan
( Rattu Norvegicus ) MMP-1 secara
yang dipapar sinar signifikan pada
UVB mencit wistar
jantan yang
dipapar sinar
UVB.
3 Putri, 2019 Pengaruh Pemberian Ekspreriment Isoflavon oral

Fraksi Etil Asetat

yang terkandung



Ekstrak Kedelai dalam ekstrak
terhadap Ekspresi kacang kedelai
Mmp-1, Ratio mampi
Kolagen Tipe | dan menurunkan
I11 serta Jumlah eskpresi  MMP-I,
Melanin pada ratio kolagen tipe |
Mencit yang dan tipe Il serta
Dipapar UVB (Studi jumlah  melanin
Eksperimental Pada secara signifikan
Mencit Betina) pada mencit
BALB/c yang
dipapar sinar
UVB.
4 Tanakaet Anti-inflammatory Ekspreriment Penelitian efek
al.,t’ effects of green al in-vivo  paparan  cahaya
soybean extract terhadap  ekstrak
irradiated with kedelai
visible light menunjukkan
penekanan  IL-2
dan penghambatan
JNK.
5 Devi, 2017 Pengaruh Krim Ekspreriment - Formulasi  Krim

Ekstrak Kacang
Kedelai(Glycine

al in-vivo

ekstrak kacang
kedelai dosis 16%

Max) Terhadap mampu

Ekspresi Matriks menurunkan
Metalloproteinase-1 ekspresi  MMP-1
dan Rasio Kolagen dan rasio kolagen
Dermis Tipe-1, tipe LIl secara

Tipe-I11 (Penelitian

signifikan pada

Eksperimental pada mencit wistar
Mencit BALB/c jantan yang
yang dipapar sinar dipapar sinar
UVB) UVB.

Penelitian yang dilakukan oleh Lee mengkaji pengaruh kacang kedelai galur
SCEL-1 terhadap MMP-1 dan kolagen. Penelitian ini berbeda dengan penelitian
yang akan dilakukan yang mengkaji parameter MMP-3 dan IL-1.

Penelitian yang dilakukan Kusumawati mengkaji profil fikokimia yang diuji

dengan aktivitas tyrosinase dari kacang kedelai namun tidak melakukan evaluasi



secara in-vivo. Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian yang akan dilakukan
karena menggunakan kajian secara in-vivo dengan parameter MMP-3 dan IL-1.
Penelitian yang dilakukan Juliana membandingkan efek antioksidan antara
EKK dan Daidzein dengan parameter 1C50 dan aktivitas elastase yang dilakukan
secara in vitro. Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian yang akan dilakukan
karena akan dilakukan secara in-vivo dengan parameter MMP-3 dan IL-1.
Penelitian yang dilakukan oleh Tanaka yang dilakukan secara in-vivo mengkaji
pengaruh kacang kedelai yang dipapar visible light pada mencit inflamasi dengan
parameter kajian berupa IL-2 dan JNK. Penelitian tersebut berbeda dengan
penelitian yang akan dilakukan karena akan mengkaji parameter MMP-3 dan IL-1.
Penelitian yang dilakukan Waqgas mengkaji pemberian EKK kadar formulasi
4% ekstrak kedelai terhadap elastisitas dan kelembapan kulit. Penelitian ini berbeda
dengan penelitian yang akan dilakukan karena menggunakan dosis 10% dan 20%

krim dan mengkaji parameter IL-1 dan MMP-3.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Matriks Metalloproteinase-3 (MMP-3)

Matrix Metalloproteinase merupakan keluarga enzim yang berperan
penting dalam pengaturan matriks ekstraseluler, sebuah jaringan yang
mendukung struktur dan fungsi sel. Enzim ini berperan dalam penguraian dan
modifikasi komponen matriks ekstraseluler, seperti kolagen, elastin, dan
protein lainnya. Fungsi utama MMP adalah memengaruhi proses biologis,
termasuk perbaikan jaringan, pembentukan organ, respons imun, dan proses
inflamasi.®

Terdapat beberapa jenis MMP, dengan masing-masing memiliki peran
dan distribusi yang berbeda di dalam tubuh. Beberapa di antaranya adalah
MMP-1, MMP-2, MMP-9, dan lainnya.’* MMP-3, atau dikenal juga sebagai
stromelysin-1, merupakan salah satu enzim yang terlibat dalam penguraian
matriks ekstraseluler. MMP-3 memiliki kemampuan untuk menghancurkan
komponen penting dari matriks ekstraseluler, seperti kolagen tipe |II,
proteoglikan, fibronectin, dan laminin.?

Enzim MMP-3 juga memiliki peran dalam proses peradangan, perbaikan
jaringan, serta dalam proses patologis tertentu, seperti osteoarthritis,
aterosklerosis, dan penyakit lain yang melibatkan modifikasi matriks
ekstraseluler. Selain itu, MMP-3 juga dapat memengaruhi regulasi aktivitas
enzim lain, sehingga memiliki dampak signifikan dalam berbagai proses

fisiologis dan patologis dalam tubuh manusia.?



Pathway aktivasi MMP-3 melibatkan serangkaian proses kompleks yang
terjadi dalam respons terhadap perubahan lingkungan, cedera, atau rangsangan
tertentu. Beberapa faktor dapat memicu aktivasi MMP-3, termasuk paparan
radiasi UVB (sinar ultraviolet B). Aktivasi MMP-3 dapat dipengaruhi oleh
berbagai jalur sinyal, salah satunya adalah jalur MAPK (mitogen-activated
protein kinase).??

Paparan sinar UVB pada kulit dapat memicu perubahan dalam sel-sel
kulit dan mengaktifkan jalur sinyal tertentu. Ini dapat mengakibatkan
peningkatan produksi faktor-faktor seperti interleukin (IL-1) dan epidermal
growth factor (EGF), yang pada gilirannya merangsang aktivasi MMP-3.23
Pada kondisi normal, MMP-3 memiliki peran dalam regulasi homeostasis
jaringan dan perbaikanluka. Namun, pada paparan sinar UVB yang berlebihan,
aktivasi berlebihan dari MMP-3 dapat menyebabkan degradasi kolagen,
elastin, dan komponen struktural kulit lainnya.?*

Dampak paparan sinar UVB terhadap kulit terkait aktivasi MMP-3 dapat
menyebabkan penurunan kekencangan kulit dan peningkatan kerutan.
Kolagen, yang memberikan kekuatan dan elastisitas pada kulit, menjadi target
utama MMP-3. Aktivasi berlebihan dari enzim ini dapat mengakibatkan
penurunan jumlah dan kualitas kolagen, yang pada akhirnya dapat
menyebabkan penuaan dini pada kulit.?® Selain itu, penghancuran komponen
struktural kulit oleh MMP-3 dapat mempengaruhi kemampuan kulit untuk
mempertahankan kelembapan dan perlindungan terhadap lingkungan

eksternal.?®
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Perlindungan kulit dari paparan sinar UVB dan pengendalian aktivasi
berlebihan MMP-3 menjadi kunci dalam menjaga kesehatan kulit. Penggunaan
tabir surya, perawatan kulit yang tepat, dan penelitian terus-menerus untuk
mengidentifikasi cara-cara mengontrol jalur aktivasi MMP-3 dapat membantu

dalam melindungi kulit dari efek buruk paparan sinar UVB dan penuaan dini.?’

2.2 Interleukin-1

Interleukin-1 adalah sitokin proinflamasi yang berperan dalam mengatur
respons imun dan peradangan dalam tubuh. Terdapat dua bentuk utama: I1L-1a
dan IL-1p. IL-1 berperan dalam memicu respon imun terhadap infeksi, cedera,
atau iritasi. IL-1 terlibat dalam berbagai proses biologis, termasuk diferensiasi
sel, proliferasi, dan aktivasi sel imun.?® Ketika terjadi cedera atau infeksi pada
kulit akibat paparan sinar UVB, IL-1 dilepaskan oleh sel-sel kulit dan
bertanggung jawab dalam memicu respon inflamasi. Namun, produksi
berlebihan 1L-1 dapat terkait dengan kondisi peradangan kronis, seperti pada
arthritis reumatoid atau penyakit autoimun, dan juga dapat berperan dalam
berbagai kondisi kulit seperti sunburn, reaksi alergi kulit, dan dermatitis.?®

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) pada kulit menciptakan sejumlah
respon kompleks yang melibatkan interleukin-1 (IL-1), Reactive Oxygen
Species (ROS), dan jalur NF-kB, menghasilkan dampak yang signifikan pada
kesehatan kulit. Sinarnya merangsang produksi ROS dalam sel kulit sebagai
respon terhadap stres oksidatif, yang berperan dalam mengaktivasi jalur NF-
kB. Ketika kulit terpapar sinar UVB, terjadi peningkatan ROS, yang kemudian

memicu aktivasi jalur NF-kB. Aktivasi NF-kB ini memainkan peran kunci
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dalam mengatur gen-gen yang terkait dengan produksi IL-1. IL-1, sebagai
sitokin proinflamasi, kemudian dilepaskan dalam jumlah yang lebih besar
sebagai respon terhadap paparan sinar UVB. IL-1 dapat memicu respon
inflamasi pada kulit, yang bisa mengarah pada sunburn, kerusakan sel kulit,
dan merusak integritas kulit. Ketika terjadi aktivasi berlebihan dari IL-1, yang
diperparah oleh tingginya kadar ROS, ini bisa menjadi faktor kontributor pada
kondisi peradangan kronis dan masalah kulit, termasuk kondisi dermatitis,
penuaan dini, serta risiko peningkatan kanker kulit.!

Paparan sinar UVB pada kulit memicu respons kompleks yang
melibatkan berbagai jenis sel dalam mensekresikan IL-1. Sel-sel yang terlibat
dalam merespons UVB dengan melepaskan IL-1 meliputi Kkeratinosit, sel
Langerhans, fibroblas, dan sel-sel imun seperti makrofag. Keratinosit, sel-sel
utama di lapisan terluar kulit, merespons paparan UVB dengan meningkatkan
produksi IL-1 sebagai tanggapan terhadap kerusakan yang disebabkan oleh
sinar UVB. Sel Langerhans, sel dendritik khas di epidermis, juga terlibat dalam
merespons cahaya UVB dengan melepaskan 1L-1 sebagai respon terhadap stres
oksidatif pada kulit. Fibroblas, yang berperan penting dalam pembentukan
jaringan ikat, merespons paparan UVB dengan meningkatkan produksi IL-1
untuk membantu dalam proses perbaikan dan mempertahankan struktur kulit.
Makrofag, sel kekebalan yang berperan dalam pertahanan tubuh, juga dipicu
oleh UVB untuk melepaskan IL-1 sebagai respons terhadap stres lingkungan
dan perubahan pada kulit. Respon dari sel-sel ini mengaktifkan mekanisme

pertahanan dan perbaikan pada kulit, namun produksi berlebihan IL-1 bisa
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menyebabkan peradangan berlebihan, merusak integritas kulit, dan dapat
berkontribusi pada masalah kulit seperti sunburn, reaksi alergi, dan penuaan
dini. Pemahaman yang lebih mendalam mengenai berbagai sel yang
mensekresikan IL-1 pada respons terhadap paparan UVB merupakan langkah
penting dalam pengembangan terapi yang dapat mengontrol respons
peradangan yang berlebihan dan mencegah kerusakan kulit yang disebabkan

oleh paparan sinar UVB.*

Metode Analisis MMP3 dan IL-1 Menggunakan ELISA

Metode analisis protein ELISA dari jaringan kulit dapat berkontribusi
signifikan dalam riset berbagai kondisi kulit. Tahap persiapan sampel sangat
penting dalam memastikan keberhasilan analisis. Setelah sampel jaringan kulit
diambil, kemudian dihomogenkan menggunakan RIPA buffer yang berfungsi
untuk melisiskan jaringan 3!

Penggunaan antibodi spesifik suatu protein menyebabkan metode ini
memiliki tingkat keakuratan yang tinggi dan minim bias. Langkah-langkah
pelapisan dan inkubasi pada piring ELISA membentuk dasar analisis spesifik
ini.®3 Pada tahap pelapisan, piring mikrotiter diisi dengan antigen yang
merupakan protein dari jaringan kulit yang ingin diukur. Antibodi primer yang
spesifik terhadap protein tersebut kemudian diinkubasi dengan sampel,
membentuk ikatan yang dapat terdeteksi. Tahap ini memberikan dasar bagi
keberhasilan analisis, dengan keberhasilan ikatan antara antigen dan antibodi

menentukan akurasi hasil ELISA.
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Penggunaan enzim pada antibodi primer memfasilitasi deteksi dengan
menghasilkan sinyal warna atau fluoresens yang dapat diukur. Setelah
pencucian untuk menghilangkan unsur nonspecific, piring diinkubasi dengan
substrat enzimatik yang berubah menjadi sinyal terukur.>*=°> Pembacaan hasil
dengan menggunakan spektrofotometer atau pembaca ELISA memberikan

data kuantitatif mengenai kadar protein dalam sampel jaringan kulit. 33

2.4. Kacang kedelai

2.3.1. Definisi Kacang Kedelai

Kacang Kkedelai (Glycine max) adalah spesies tanaman kacang-
kacangan yang berasal dari Asia Timur dan Kini tersebar luas di seluruh
dunia. Tanaman ini dikenal karena biji-bijinya yang kaya akan protein
dan memiliki berbagai kegunaan dalam pangan, pakan ternak, dan
industri.*®

Morfologi kacang kedelai meliputi tanaman tahunan dengan
batang tegak yang bercabang, mencapai ketinggian sekitar 0,5 hingga 2
meter. Daunnya berbentuk majemuk, tersusun dari tiga daun kecil
lonjong hingga ovat dengan ukuran sekitar 8-15 cm panjangnya. Kacang
kedelai menghasilkan bunga yang tumbuh dalam kelompok, dengan
bunga berwarna ungu atau putih. Biji kacang kedelai sendiri tumbuh
dalam polong yang berjumlah dua hingga empat polong per tangkai,
biasanya berisi dua hingga empat butir biji berbentuk bulat.*

Biji kacang kedelai memiliki warna yang bervariasi, mulai dari

kuning hingga kecokelatan, tergantung pada varietasnya. Biji-bijinya



14

kaya akan protein, lemak, serat, mineral, dan fitokimia yang bermanfaat
untuk kesehatan. Kacang kedelai digunakan dalam berbagai produk
pangan seperti tahu, tempe, susu kedelai, minyak kedelai, dan sebagai
bahan dasar dalam produksi makanan olahan.*®

Taksonomi tanaman kedelai dalam sistematik tumbuhan

diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom . Plantae

Divisi . Spermatophyta

Sub Divisi - : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo . Rosales

Famili . Leguminoceae

Sub Famili : Papilionoideae

Genus i Glycine

Species . Glycine max (L.) Merrill.*

2.3.2. Profil Fitokimia Kacang Kedelai
Kedelai mengandung berbagai fitokimia yang berperan sebagai
antioksidan, dengan kandungan utama yang signifikan adalah
isoflavonoid. Isoflavonoid seperti genistein, daidzein, dan glycitein adalah
senyawa-senyawa penting yang terdapat dalam kacang kedelai yang
memiliki sifat antioksidan. Isoflavonoid ini merupakan senyawa
fitoestrogen yang memiliki struktur serupa dengan hormon estrogen

manusia.*°
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Genistein dan daidzein, khususnya, merupakan dua isoflavonoid
utama yang dapat menghambat radikal bebas dan memainkan peran
penting dalam perlindungan sel dari kerusakan oksidatif. Mereka bekerja
dengan cara mengurangi stres oksidatif dan mengatur reaksi inflamasi di
dalam tubuh.*

Selain isoflavonoid, kacang kedelai juga mengandung senyawa-
senyawa antioksidan lainnya seperti asam fenolat, fitosterol, saponin, dan
vitamin E. Asam fenolat bertindak sebagai antioksidan kuat yang dapat
membantu melawan radikal bebas yang dapat merusak sel-sel tubuh.
Fitosterol juga berperan dalam menyeimbangkan kadar kolesterol dan
mendukung kesehatan jantung.*?

Saponin, senyawa yang ditemukan dalam kulit kedelai, juga
memiliki sifat antioksidan yang dapat melindungi tubuh dari radikal bebas
dan memperkuat sistem kekebalan tubuh.*?

Vitamin E, yang merupakan antioksidan yang terkenal, juga
ditemukan dalam kedelai. Vitamin E membantu melindungi sel-sel tubuh
dari kerusakan oksidatif dan berperan dalam mempertahankan kesehatan
kulit serta sistem kekebalan tubuh.**

Profil fitokimia yang kaya dalam kacang kedelai membuatnya
menjadi komponen penting dalam makanan dan nutrisi yang berfokus pada
perlindungan tubuh dari kerusakan oksidatif, serta dalam mempromosikan
kesehatan jantung, menopang kesehatan tulang, dan dalam menjaga

keseimbangan hormonal dalam tubuh. Konsumsi kacang kedelai secara
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teratur dapat memberikan manfaat antioksidan yang signifikan,
mendukung kesehatan secara keseluruhan, dan mengurangi risiko

beberapa penyakit kronis.*

2.4, Dampak UVB Terhadap Kulit

2.4.1. Definisi sinar UV
Radiasi ultraviolet (UV) terdiri dari tiga jenis berdasarkan
panjang gelombang: UVA, UVB, dan UVC. UVA memiliki rentang
panjang gelombang sekitar 320-400 nanometer (nm), UVB memiliki
panjang gelombang sekitar 280-320 nm, dan UVC memiliki panjang
gelombang sekitar 100-280 nm. Sinar UVA dan UVB tembus hingga
permukaan bumi, sedangkan UVC, diserap oleh atmosfer dan tidak
mencapai permukaan Bumi.*
2.4.2. Dampak Paparan UVB pada Kulit
Paparan sinar UVB dapat memiliki dampak negatif yang
signifikan pada kesehatan kulit dan tubuh. Meskipun UVB memiliki
panjang gelombang yang lebih pendek dan sebagian besar diserap oleh
lapisan terluar kulit, dampaknya bisa menjadi masalah yang serius.*®
Dampak utama dari UVB adalah terbakar matahari atau sunburn.
Paparan berlebihan dapat menyebabkan peradangan, kemerahan, dan
iritasi pada kulit. Paparan berulang tanpa perlindungan yang memadai
dapat meningkatkan risiko kanker kulit, termasuk kanker sel basal dan
kanker sel skuamosa. UVB juga berperan dalam pengembangan

melanoma, jenis kanker kulit yang lebih serius.*’
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Selain risiko kanker kulit, paparan UVB juga mempercepat
proses penuaan kulit. Ini menyebabkan kerutan, kehilangan elastisitas,
dan pigmentasi tidak merata. Ini dikarenakan UVB merusak kolagen,
serat protein yang memberikan kekuatan dan kekenyalan pada kulit.
Proses penuaan kulit ini dapat membuat kulit terlihat lebih tua dari usia
sebenarnya.*®

UVB juga dapat mempengaruhi sistem kekebalan kulit,
melemahkan pertahanan alami terhadap infeksi dan kondisi kulit lainnya.
Hal ini dapat menyebabkan reaksi alergi kulit dan dermatitis serta
mengganggu keseimbangan alami kulit.*

Perlindungan terhadap paparan sinar UVB sangat penting.
Menggunakan tabir surya dengan SPF yang sesuai, mengenakan pakaian
pelindung, dan menghindari paparan matahari berlebihan antara pukul 10
pagi hingga 4 sore dapat membantu melindungi kulit dari dampak negatif
sinar UVB. Ini penting untuk menjaga kesehatan kulit dan mengurangi
risiko yang terkait dengan paparan UVB yang berlebihan.>°

2.4.3. Dampak Sinar UVB terhadap Penuaan Kulit

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) berperan penting dalam proses
penuaan kulit dengan mempengaruhi sejumlah proses biokimia pada
tingkat seluler. Salah satu dampak utamanya adalah pengaruh terhadap
enzim Matrix Metalloproteinase (MMP) yang berperan dalam
pemecahan kolagen dan elastin.®* Paparan UVB merangsang produksi

berlebih MMP yang memicu degradasi kolagen dan elastin. Akibatnya,
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struktur kulit menjadi melemah, kehilangan kekencangan, dan
menyebabkan munculnya garis-garis halus serta kerutan.® Selain itu,
UVB juga dapat merangsang produksi interleukin, yang merupakan
sitokin proinflamasi yang memicu respon peradangan pada kulit. Proses
inflamasi ini dapat mengganggu produksi kolagen normal, mempercepat
kerusakan kulit, dan memperparah tanda-tanda penuaan.>?

Kolagen, protein struktural penting dalam kulit, juga terpengaruh
oleh paparan UVB. Kolagen mengalami degradasi dan penurunan
produksi akibat pengaruh sinar UVB, mengakibatkan kehilangan
kekuatan struktural dan elastisitas pada kulit. Ini menyebabkan kulit
kehilangan kekencangan dan kelembapan, mempercepat proses penuaan
kulit serta munculnya kerutan, garis-garis halus, serta kehilangan
kekenyalan kulit secara umum. Melindungi kulit dari paparan berlebihan
sinar UVB dengan penggunaan tabir surya dan penghindaran paparan
sinar matahari berlebihan sangat penting untuk mencegah kerusakan
pada kolagen dan elastin, serta memperlambat tanda-tanda penuaan pada

kulit.>

2.5. Efek Sinar UV terhadap MMP-3 dan IL-1

Paparan sinar UVB memicu serangkaian jalur molekuler kompleks
dalam kulit yang melibatkan aktivasi radikal bebas, pengaturan MMP, dan
produksi IL-1, yang pada akhirnya berkontribusi pada proses penuaan dan

kerusakan kulit.>> UVB memicu produksi radikal bebas, khususnya ROS, yang
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memainkan peran sentral dalam mengubah jalur molekuler terkait peradangan.
ROS memicu aktivasi jalur sinyal NF-kB, faktor transkripsi yang mengatur
ekspresi gen, termasuk yang terlibat dalam produksi IL-1. IL-1, sebagai sitokin
proinflamasi, memperkuat respons peradangan di kulit. Produksi IL-1 yang
berlebihan merangsang produksi enzim MMP, terutama MMP-1, MMP-3, dan
MMP-9, yang berperan dalam degradasi kolagen dan elastin.>® Aktivitas MMP
yang meningkat akibat paparan UVB menyebabkan perusakan struktural pada
kulit, merusak jaringan ikat dan mempercepat tanda-tanda penuaan seperti
kerutan, kehilangan elastisitas, dan kekencangan kulit.>” Jalur molekuler yang
teraktivasi oleh paparan UVB, melalui produksi ROS, aktivasi NF-kB,
produksi IL-1, dan aktivasi MMP, berkontribusi pada perubahan signifikan
dalam keseimbangan normal kulit, mengakibatkan kerusakan struktural yang

pada akhirnya mempengaruhi kesehatan kulit secara keseluruhan.®

2.6 Efek Ekstrak Kecang Kedelai Terhadap MMP-3 dan IL-1

Kandungan fitokimia kacang kedelai, seperti genistein dan daidzein,
memiliki efek potensial terhadap MMP dan IL-1 melalui jalur molekuler yang
kompleks.* Genistein, salah satu isoflavon utama dalam kacang kedelai, telah
terbukti memiliki kemampuan menghambat aktivitas MMP yang merupakan
enzim yang terlibat dalam degradasi kolagen dan elastin dalam kulit. Genistein
ditemukan mampu menghambat ekspresi gen MMP dan mempengaruhi jalur
sinyal yang mengatur aktivitas enzim ini sehingga memberikan efek
perlindungan terhadap kerusakan struktural kulit yang disebabkan oleh paparan

sinar UVB.%® Di sisi lain, fitokimia kacang kedelai telah menunjukkan potensi
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dalam menekan ekspresi IL-1. Daidzein, salah satu komponen kunci kacang
kedelai, telah menunjukkan kapasitasnya dalam menghambat produksi IL-1,
mengurangi respons inflamasi yang berlebihan dan potensial meredakan

peradangan kulit.®

Pengaruh fitokimia dalam kacang kedelai terhadap jalur molekuler
MMP dan IL-1 menunjukkan potensi besar dalam melindungi dan
mempertahankan kesehatan kulit. Kemampuan genistein dalam menghambat
aktivitas MMP memberikan perlindungan struktural terhadap kolagen dan
elastin, sementara daidzein menunjukkan kemampuan dalam menekan respons

inflamasi dengan mengurangi ekspresi I1L.-1.>°

Kacang kedelai memiliki peran yang menarik dalam mengatur
polarisasi makrofag dari M1 yang bersifat pro-inflamasi ke M2 yang bersifat
anti-inflamasi, berujung pada penurunan tingkat MMP dan IL-1. Kandungan
fitokimia kacang kedelai, terutama isoflavonoid seperti genistein dan daidzein,
telah terbukti memiliki kemampuan dalam mempengaruhi diferensiasi dan
aktivitas makrofag.®%2 M1 makrofag dikaitkan dengan produksi IL-1 dan
aktivasi MMP, yang mengarah pada peradangan dan degradasi kolagen pada
kulit.%® Genistein dalam kacang kedelai dikenal karena kemampuannya dalam
memicu pergeseran makrofag dari M1 ke M2, yang memiliki sifat anti-
inflamasi dan mendukung perbaikan jaringan, sementara daidzein juga
berkontribusi dalam menurunkan produksi IL-1.2> Dengan demikian, kacang
kedelai dapat memainkan peran penting dalam meredakan peradangan dan

menekan produksi MMP serta IL-1 dengan mengatur polarisasi makrofag,
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mempromosikan respons yang lebih seimbang dan mendukung kesehatan

jaringan.
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BAB Il

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Penuaan kulit disebabkan oleh ketidakseimbangan antara akumulasi
dan degradasi komponen matriks ekstraseluler yang mendukung
fungsionalitas dan struktur jaringan kulit. Ekstrak kedelai dikenal
mengandung zat aktif sebagai antiinflamatori dan antioksidan yang mampu
menghambat produksi ROS akibat paparan UVB dan jalur inflamasi yang
diatur oleh tirosin kinase. Studi sebelumnya menegaskan bahwa kacang
kedelai dapat mengurangi dampak negatif penuaan dan kerusakan yang
diakibatkan oleh sinar UVB, bertindak sebagai agen antiinflamasi dan

antioksidan

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) memicu serangkaian reaksi
kompleks dalam kulit, dimulai dengan peningkatan produksi ROS. ROS,
sebagai mediator penting, mengaktifkan jalur sinyal yang mempengaruhi
faktor transkripsi seperti AP-1 dan NF-kB. ROS mengaktifkan AP-1 melalui
aktivasi mitogen-activated protein kinase (MAPK), khususnya extracellular
signal-regulated kinase (ERK), p38, dan c-Jun NH2-terminal kinase (JNK).
Aktivasi AP-1 melalui ROS memicu transkripsi gen matrix MMP-3 yang
berkontribusi pada degradasi jaringan kolagen pada kulit. Selain itu, paparan
UVB juga memicu aktivasi NF-xB melalui peningkatan produksi ROS. NF-

kB merangsang produksi sitokin proinflamasi, seperti IL-1, yang terlibat
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dalam respons inflamasi di kulit. Aktivasi IL-1 oleh NF-xB mempengaruhi
proses peradangan, menyebabkan efek negatif pada kesehatan kulit dan
berkontribusi pada proses penuaan, sementara aktivasi AP-1 yang
disebabkan oleh ROS dan UVB membantu regulasi MMP-3, yang pada

gilirannya memengaruhi kesehatan jaringan kolagen dalam kulit.

Ekstrak Kacang Kedelai mengandung flavonoid seperti daidzein dan
genestein serta Vitamin E yang sangat tinggi dan menurut penelitian
terdahulu mampu mengaktivasi factor transkripsi Nrf-2. Faktor transkripsi
ini kemudian memici produksi enzim antioksidan seperti SOD, GPx, dan
GSH yang dapat mengurangi kadar ROS. Hal ini berujung pada kembalinya

keseimbangan ROS dalam jaringan dan terhentinya kaskade produksi 1L-1

dan MMP-3.
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Gambar 3. 1. Kerangka Teori
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3.2 Kerangka konsep

Kadar IL-1

Krim ekstrak
Kacang Kedalai

Kadar MMP-3

Bagan 1. Kerangka Konsep
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BAB IV

METODE PENELITIAN

1.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian penelitian ini adalah penelitian eksperimental in-vivo
yangmenggunakan rancangan penelitian berupa Post Test only Control Group
Design dengan metode rancang acak menggunakan hewan coba mencit

sebagai objek penelitian yang dipaparan sinar UVB.

Penelitian ini menggunakan 5 kelompok dengan rincian sebagai berikut:

v

KL —» O

Bagan 2. Rancangan Penelitian
Keterangan :

P = Populasi

S = Sampel

R = Random

K1 = mencit sehat tidak diberi perlakuan

K2 = mencit dipapar UVB tanpa diberi perlakuan
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K3 = Mencit dipapar UVB diberi krim Vitamin E

K4 = Mencit dipapar UVB diberi krim ekstrak kedelai dosis 10%
K5 = Mencit dipapar UVB diberi krim ekstrak kedelai dosis 20%

O = Observasi IL-1 dan kadar MMP-3

1.2. Variabel penelitian dan definisi operasional

4.2.1 Variabel penelitian

a. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak kacang kedelai dosis

10% dan 20%
b. Variabel Perantara

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar 1L-1
c. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah MMP-3
d. Variabel Prakondisi

Variabel prakondisi dalam penelitian ini adalah Sinar UVB
e. Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah strain mencit
BALB/c, umur, jenis kelamin, berat badan, nutrisi/pakan mencit, dan

kondisi lingkungan tempat pemeliharaan hewan coba.



4.2.2 Definisi Operasional Variabel

a. Ekstrak kacang kedelai

Ekstrak kedelai produk konsentrat yang dihasilkan melalui
maserasi tepung kedelai menggunakan alkohol 96% selama 48 jam,
dan diikuti dengan evaporasi untuk menghilangkan sebagian besar
pelarut, menghasilkan substansi yang kaya akan senyawa kedelai.
Ektrak kacang kedelai dicampur dengan shea butter sebagai base
cream dengan formula 20 gr EKK dan 180 Shea butter dan 40 gr
EKK dan 160 Shea butter untuk dosis masing 10% dan 20%. Krim
EKK dibuat di SCCR Indonesia yang diberikan secara topikal pada
punggung mencit balb/c yang sudah dicukur dengan skala mg

(miligram) dengan skala rasio

b. Kadar Interleukin-1

IL-1, atau Interleukin-1, adalah sitokin pro-inflamasi yang
diproduksi oleh sel-sel sistem kekebalan tubuh. Ini berperan dalam
merangsang peradangan dan respons imun, serta berperan penting
dalam berbagai penyakit inflamasi. Pembacaan kadar IL-1
dilakukan dari sampel jaringan kulit yang diambil pada hari ke-15
dengan metode ELISA yang dibaca  menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 450 nm. Satuan dari

kadar IL-1 adalah pg/mL dengan skala ratio.
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¢. Kadar MMP-3

MMP-3 adalah enzim yang terlibat dalam perombakan
matriks ektraseluler. Analisis MMP-3 dilakukan dari sampel
plasma karingan kulit menggunakan ELISA yang dibaca
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 450 nm.
Satuan dari kadar MMP-3 adalah pg/mL dengan skala ratio.

d. Sinar UV B

Dalam penelitian ini, sinar UVB merujuk kepada radiasi
UVB yang dihasilkan oleh perangkat UVB narrowband tipe TL-
F72-100W/12. Paparan sinar UVB dilakukan sebanyak lima kali
per minggu selama dua minggu. Dosis paparan sinar UVB setara
dengan 1 MED dan durasi setiap paparan adalah 8 menit dengan

jarak 20 cm.

1.3. Subyek penelitian dan sample penelitian

4.3.1 Subyek penelitian
Hewan percobaan yang dipakai dalam studi ini adalah mencit
betina BALB/c, berusia 6-8 minggu, dengan berat 18-35 gram, diakui
layak oleh staf dokter hewan dari animal house integrated biomedical
laboratory, Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang.
Mencit ditampung dalam ruangan yang mempunyai ventilasi memadai,

dengan suhu antara 28-32°C di fasilitas laboratorium. Mencit diberi
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makanan pellet dan air putih secara mencukupi. Sebelum perlakuan,

mencit diaklimatisasi dalam kandang selama 1 minggu.

4.3.2 Sampel Penelitian

4.3.2.1 Kriteria inklusi

a) Mencit galur BALB/c

b) Jenis kelamin betina

c) Usia 6-8 minggu

d) Berat badan 18-35 ¢

e) Tidak ada kelainan anatomis

4.3.2.2 Kriteria Eksklusi

a) Memiliki kelainan anatomis.

b) Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.

c) Mencit yang sakit selama masa penelitian.

4.3.2.3 Kriteria Drop Out

a) Mencit mengalami infeksi atau

b) Mencit mati selama penelitian.
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1.4.Besar Sampel

Penentuan besaran sampel (t) dihitung dengan menggunan rumus dari

Federer sebagai berikut :

(n-1)(t-1)>15
t = jJumlah perlakuan
n = jumlah replikasi

Penelitian ini-menggunakan 5 kelompok maka sesuai dengan rumus

Federer:
(n-1)(t-1)=15
(h=1)(5-1)=>15
4(n-1)=15
dn-4>15
4n>19
n>4,75 = 5 (pembulatan)

Berdasarkan hitungan tersebut, jumlah sampel yang digunakan dalam
penelitian adalah 5 ekor per perlakuan. Untuk mengantisipasi mortalitas yang

pada mencit, setiap kelompok ditambahkan 10% hewan coba tiap perlakuan,
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atau setara dengan 1 ekor penambahan per kelompok. Sehingga total mencit

betina BALB/C yang digunakan adalah 30 ekor.

1.5. Alat dan Bahan

1.5.1. Alat penelitian

Alat yang digungakan untuk proses ekstraksi dalam penelitian ini
antara lain penggiling Biji Untuk menggiling biji kedelai menjadi
bentuk yang lebih halus, Pengaduk/Pencampur: Digunakan untuk
mencampur biji kedelai dengan pelarut yang sesuai untuk ekstraksi,
rotary evaporator untuk mengekstrak - senyawa-senyawa yang
diinginkan dari biji kedelai dengan menggunakan pelarut tertentu.
Sentrifuge untuk memisahkan antara ekstrak dan residu yang tidak
larut. Alat Pemanas digunakan untuk pemanasan atau evaporasi pelarut

dari ekstrak, meninggalkan senyawa yang diinginkan.

Alat-alat yang digunakan dalam percobaan menggunakan mencit
termasuk kandang, tempat pakan dan minum, alat cukur, sarung tangan,
tempat fiksasi, dan timbangan analitik. Ini bertujuan untuk perawatan
dan penanganan hewan coba. Untuk pembuatan preparat, peralatan
seperti objek glass, kaca penutup, pisau scalpel, pinset, talenan,
saringan, tissue, freezer (-20°C), mesin microtome, waterbath 46°C,

mesin processor otomatis, mesin vacuum, dan mesin bloking digunakan
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untuk proses persiapan sampel. Dalam analisis ELISA, alat yang
diperlukan meliputi assay plate, mikropipet single, mikropipet multipel,
inkubator, tabung eppendorf, dan vorteks untuk analisis zat kimia dan
reaksi biokimia tertentu. Paparan sinar UVB, digunakan lampu khusus
tipe Narrowband TL-F72-100W/12, sedangkan pengukur dosis radiasi

(Dosimetri) digunakan untuk mengontrol dosis yang diberikan

1.5.2. Bahan penelitian

Penelitian ini melibatkan sejumlah bahan dan peralatan penting.
Kacang kedelai yang digunakan berasal dari Kabupaten Demak. Shea
butter pharmaceutical grade digunakan sebagai basis formulasi untuk
dicampur dengan kacang kedelai pada dosis 10% dan 20%. Larutan
standar, diluent assay A dan B, serta konsentrat larutan pencuci (Wash
Buffer Concentrate) dengan standar analis digunakan untuk proses
analisis. Adapun substrat solution A dan B, stop solution, plate sealer,
serta aquabides teknis juga menjadi bagian penting dari rangkaian

peralatan yang digunakan dalam eksperimen ini.

1.6. Cara Penelitian

1.6.1. Ethical clearance
Penelitian dimulai dengan penyerahan permohonan persetujuan

etik ke Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung
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Semarang. Hal ini dilakukan setelah persetujuan proposal penelitian

dari pembimbing dan penguji diperoleh.

1.6.2. Pembuatan Ekstrak
Biji kedelai yang telah dikeringkan dan memiliki adar air <5%
ditepungkan dengan mesin penepung menjadi simplisia biji kedelai.
Simplisia kemudian direndam dalam etanol 70% dan diaduk selama 48
jam untuk proses maserasi dan diendapkan selama 12 jam. Setelah itu
ekstrak yang telah terlarut dalam alcohol diambil dan disaring
menggunakan kertas saring. Setelah itu hasil penyaringan didimasukkan
dalam labu evaporator untuk kemudian dilakukan evaporasi untuk
memisahkan etanol dan ekstrak. Evaporasi dilakukan pada suhu 60°C
dengan bantuan vacuum pump dan chiller. Setelah terpisah, ekstrak
diambil dan disimpan dalam suhu 2-8°C untuk pencampuran dengan
base cream.

1.6.3. Pembuatan Krim

Pembuatan krim dilakukan dengan mencampur Shea Butter sebagai

base cream dengan ekstrak kedealai masing-masing sebesar 10% dan
20% untuk K4 dan K5. Krim dicampur secara merata dan setelah
berhasil dibuat pH krim diukur menggunakan pH meter dan harus
menunjukkan pH 7-7.5 dan kemudiandisimpan dalam suhu 2-8°C

hingga perlakuan diberikan.
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1.6.4. Penyinaran UVB pada subyek penelitian
Setelah mencit diadaptasi selama 7 hari, selanjutnya, mencit dibius
menggunakan campuran ketamine (60mg/kgbb) dan xylazine
(20mg/kgbb) secara intramuscular dengan dosis 0,5 ml. Setelah itu,

rambut di bagian punggung mencit dicukur dengan ukuran 2 x 3 cm.

Selanjutnya mencit diberi paparan sinar UVB pada area yang telah
bersih dari rambut dengan jarak 20 cm, dengan dosis minimal erythema
(1 MED 150mJ/cm2) selama 8 menit, dilakukan 5 kali dalam seminggu

selama 14 hari.

Setelah dilakukan penyinaran UVB, mencit kemudian diberikan
perlakuan, dengan ketentuan mencit perlakuan kontrol positif diberi
krim vitamin E, sedangkan mencit perlakuan 1 dan 2 diberi ekstrak
kacang kedelai dengan dosis 10% dan 20% secara topikal sekali sehari

selama 14 hari.

1.6.5. Validasi Hewan Coba

a. Makroskopis

Validasi makroskopis dilakukan untuk mengetahui seacara klinis
bahwa penyinaran UVB untuk mendapatkan model hewan coba
photodamage telah berhasil. Validasi dilakukan dengan pemeriksaan
langsung terhadap kulit secara visual untuk mengetahui ada tidaknya

photodamage pada hewan coba yang diberi UVB dibandingkan dengan
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mencit yang tidak diberi UVB. Secara visual hasil yang diharapkan

adalah sebagaimana yang ditampilkan pada gambar 4.1.

l

Gambar 4. 1. Validasi hewan coba : wrinkle dan erymatous palupe pada mencit
yang di papar sinar UV dan yang tidak di papar sinar UV pada hari ke-14.%°

b. Histopatology

Langkah-langkah pengecatan Masson's Trichrome merupakan teknik
pewarnaan histologi yang digunakan untuk menyoroti kolagen pada

jaringan. Langkah-langkahnya adalah sebagai berikut:

1. Fiksasi:  Langkah pertama adalah  memperbaiki  atau
mempertahankan struktur jaringan dengan menggunakan larutan

fiksatif seperti formalin.

2. Dehidrasi: Proses ini melibatkan penghilangan air dari jaringan

dengan melalui serangkaian tahap pengurangan kadar etanol
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bertingkat, yang bertujuan untuk mempersiapkan jaringan untuk

proses pewarnaan.

Pembedahan dan Pemblokiran: Jaringan diproses untuk
memungkinkan pemeriksaan mikroskopis. Proses ini melibatkan
memotong jaringan menjadi bagian tipis dan menempatkannya pada

slide mikroskopis.

Pembasahan (Hydration): Setelah dehidrasi, jaringan dikembalikan
ke keadaan aslinya dengan menambahkan air atau melalui proses

hidrasi bertingkat.
Pewarnaan Masson Trichrome:

a. Pewarnaan Keratohematoxylin (Nuklei): Jaringan direndam

dalam larutan hematoxylin yang menyoroti inti sel.

b. Pewarnaan Sutera/Trichrome: Jaringan kemudian direndam
dalam larutan yang mengandung pewarna anilin biru dan asam

sirih, menyoroti sitoplasma dan struktur lainnya.

c. Pewarnaan Orange G: Dilakukan untuk memisahkan struktur

kolagen dengan pewarnaan menggunakan Orange G.

d. Pewarnaan Asam Fuchsin: Pewarnaan ini membantu menyoroti

sel-sel otot dan serat jaringan.

e. Pembasahan Akhir dan Dehidrasi: Setelah pewarnaan, langkah
akhir melibatkan proses pembersihan dan penghilangan air dari

jaringan.



37

6. Penggunaan Sealer (Penutup): Langkah terakhir adalah menutup

slide dengan sealant untuk melindungi pewarnaan dan jaringan.

7. Setelah langkah-langkah ini selesali, jaringan siap untuk diperiksa di
bawah mikroskop untuk mempelajari komposisi dan struktur

jaringan, khususnya elastin yang berwarna merah pada pengecatan

masson trichome.

Gambar 4. 2. Pengecatan Masson Trichome pada mencit yang di papar sinar UV
dan yang tidak di papar sinar UV

1.7. Langkah Penelitian dilakukan sebagai berikut :

1. Persiapkan 30 ekor mencit betina strain BALB/C usia 6-8 minggu dengan

berat 18-35 gram yang telah diadaptasi selama 7 hari
2. Cukur punggung mencit seluas 2x3 cm

3. Lakukan penyinaran pada punggung mencitt dengan sinar UVB dengan

dosis minimal 1 MED dengan jarak 20 cm selama 8 menit.

4. Berikan perlakuan pada mencit sesuai kelompoknya (setiap kelompok 6

mencit), kontrol negatif: tidak diberikan perlakuan; kontrol positif: diolesi
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basis krim pada area yang dicukur, perlakuan 1: diolesi krim ekstrak
kacang kedelai 10%, perlakuan 2: di olesi krim ekstrak kacang kedelai

20%, dan

. Ulangi langkah sebanyak 5 kali seminggu

. Setelah hari ke-14. Istirahatkan mencit

. Hari ke-15, di lakukan biopsy untuk pemeriksaan selanjutnya

. Periksa kadar IL-1 dan MMP-3 menggunakan ELISA adalah sebagai

berikut®*

a. Pembuatan Standar: Persiapan standar yang mengandung kadar yang

diketahui dari MMP-3 untuk membuat kurva standar.

b. Blocking (Blokir): Tahap untuk mencegah ikatan nonspecific dengan

menutup sisa-sisa area kosong pada mikrotiter plate.

c. Pemberian Sampel dan Kontrol: Penambahan sampel (serum, plasma,

atau supernatan sel) yang akan diuji, serta kontrol positif dan negatif.

d. Inkubasi: Inkubasi plate sehingga MMP-3 dari sampel dan standar

tertangkap oleh antibodi yang terdapat pada plate.

e. Cucian (Washing): Membersihkan mikrotiter plate dari zat-zat yang

tidak terikat.

f. Pemberian Antibodi Deteksi (Detection Antibody): Menambahkan

antibodi deteksi spesifik terhadap MMP-3 yang terikat pada target.
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g. Penambahan Enzim Konjugat: Menambahkan enzim yang terikat pada

antibodi deteksi.

h. Pemberian Substrat: Penambahan substrat enzimatik yang akan

menghasilkan sinyal berwarna.

i. Pemberhentian Reaksi dan Pembacaan: Reaksi dihentikan dan

intensitas warna diukur dengan spektrofotometer.

J. Analisis Data: Hasil absorbansi diplot pada kurva standar untuk

menentukan kadar MMP-3 dalam sampel.

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan setelah mendapatkan persetujuan Ethical Clearance
FK Unissula Semarang dengan No. 76/11/2018/Komisi Bioetik. Pembuatan
ekstrak dank.krim ekstrak kedelai dilakukan di Laboratorium SCCR
Indonesia Semarang. Pemeliharaan, induksi hewan coba, dan perlakuan
hewan coba dilakukan di Animal Model Research Center SCCR Indonesia.

Penelitian di lakukan pada bulan November-Desember 2023.

Analisa Data

Data kadar MMP-3 dan IL-1 mencit penelitian ini dianalisis
menggunakan uji deskriptif. Setelah itu, dilakukan analisis normalitas dan
homogenitas data menggunakan uji Shapiro-Wilk dan Levene’s Test. Data
kemudian dilanjutkan analisis menggunakan uji One-Way ANOVA dengan

uji Post Hoc LSD dengan nilai signifikansi p<0,05.
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seminggu pada punggung mencit selama
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Histologi hari ke-15
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v
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v

Analisis Statistik, pembuatan Pembahasan-dan-Kesimpulan

Bagan 3. Alur Penelitian
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1. Validasi Mencit Model Kerusakan Kulit akibat Paparan UVB

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi dampak krim ekstrak
kacang kedelai terhadap tingkat IL-1 dan MMP-3 pada 30 mencit betina
Balb/c. Mencit sebelumnya dipapar dengan sinar UVB dengan dosis minimal
1 MED pada jarak 20 cm selama 8 menit, dilakukan 5 kali dalam seminggu.
Observasi secara visual dilakukan untuk mengamati kemunculan kerutan
sebagal hasil dari paparan UVB. Hasil observasi menunjukkan bahwa
terdapat kerutan yang lebih terlihat pada mencit yang terpapar UVB jika
dibandingkan dengan yang tidak terpapar, sebagaimana tergambar dalam
Gambar 5.1. Hasil analisis anatomi- menunjukkan penurunan ekspresi elastin

setelah paparan, sebagaimana yang terlihat pada Gambar 5.1.
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Gambar 5.1 Secara makroskopis terlihat tidak terdapat kerutan pada
mencit yang tidak terpapar UVB (A) dibandingkan dengan
yang terpapar UVB (B). Densitas elastin yang terlihat sebagai
warna merah (panah hitam) lebih tinggi pada kelompok tanpa
paparan UVB (C), dibanding dengan kelompok dengan

paparan UVB (D)

Kelompok mencit yang telah tervalidasi mengalami penurunan elastin
pasca paparan UVB dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan antara lain, mencit
sehat tanpa paparan UVB digunakan sebagai kelompok kontrol sehat (K1)
kelompok Kontrol Negatif (K2) diberikan sinar UVB dan diberi basis krim,
kelompok Kontrol Positif (K3) diberikan sinar UVB dan diberi krim Vitamin
E, kelompok perlakuan 1 dan 2 (K4 dan K5) diberi sinar UVB dan diberi EKK
dosis masing-masing 10% dan 20%. Pemberian perlakuan dilakukan setiap
hari selama 14 hari dan pengambilan sampel jaringan dilakukan pada hari ke
15. Jaringan kemudian dilakukan homogenisasi menggunakan RIPA buffer
dengan penambahan protease inhibitor. Setelah jaringan membentuk
suspensi, kemudian dilakukan sentrifugasi dan supernatant dikumpulkan

untuk analisis kadar Kadar I1L-1 dan MMP-3 menggunakan metode ELISA 34

Interleukin 1 (IL-1)
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Hasil analisis kadar IL-1 ditunjukkan pada tabel 5.1. Berdasarkan hasil
analisis ditemukan bahwa kelompok Sehat (K1) memiliki kadar IL-1
terendah (46,6 + 5,2 ng/mL) yang kemudian diikuti oleh K5 (59,8 + 11,0
ng/mL), K3 (61,2 + 10,3 ng/mL), dan K4 (124,2 + 7,6 ng/mL) sementara
kelompok K2 memiliki kadar IL-1 tertinggi (237,3 £ 16,9 ng/mL.). Kadar IL-
1 menurun pada kedua dosis krim ekstrak kacang kedelai jika dibandingkan
dengan kelompok K2. Uji Shapiro-Wilk digunakan untuk mengevaluasi
normalitas distribusi data kadar IL-1 di setiap kelompok. Hasil uji Shapiro-
Wilk menunjukkan bahwa distribusi data kadar IL-1 dalam kelima
kelompok tersebut memenuhi asumsi normalitas (P>0,05). Untuk kelima
kelompok, uji homogenitas varians data dilakukan dengan menggunakan uji

Levene, dan hasilnya menunjukkan bahwa nilai P lebih besar dari 0,05.

Tabel 5. 1. Data Hasil Analisis Kadar IL-1

Kelompok
VARIABEL K1 (ng/mL) K2 (ng/mL) K3 (ng/mL) K4 (ng/mL) K5 (ng/mL) P

ReratatxSD RerataxtSD  ReratatSD ReratazSD ReratazSD

IL-1 46,6%5,2 237,3x16,9 61,2+10,3 124,2+7,6 59,8+11,0

Shapiro wilk >0,05
Lavene test 0,227
One Way Anova 0,000

Terhadap kelima kelompok, dilakukan uji statistic parameterik dengan
syarat memenuhi data distribusi normal dan homogen (P>0,05), maka

dilakukan uji One Way ANOVA dan didapatkan dengan P<0,05 yang dapat
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dilihat pada table 5.1. Hal berarti bahwa terdapat perbedaan yang signifikan
dalam kadar IL-1 dan selanjutnya untuk melihat perbedaan antar kelompok

dilakukan uji Post Hoc LSD, lihat Tabel 5.2.

Tabel 5. 2. Perbedaan rerata kadar IL-1 antar dua kelompok dengan Uji
Post hoc LSD

K1 K2 K3 K4 K5
K1 - 0,000 0,030 0,000 0,048
K2 0,000 - 0,000 0,000 0,000
K3 0,030 0,000 - 0,000 0,825
K4 0,000 0,000 0,000 - 0,000
K5 0,048 0,000 0,825 0,000 -

Hasil uji post hoc LSD kadar IL-1 menunjukkan bahwa nilai p < 0,05
untuk semua kelompok jika dibandingkan dengan kelompok K1. Hasil
analisis juga menunjukkan bahwa kelompok K4 dan K5 yang menerima
ekstrak kedelai menunjukkan perbedaan yang signifikan dibandingkan
dengan K2 (P<0,05). Selain itu, K4 berbeda secara signifikan dibanging K3
(P<0,05), namun disisi lain K5 tidak berbeda secara signifikan dibandingkan
dengan kelompok K3 (P>0,05). Data juga mengindikasikan bahwa ada

perbedaan yang signifikan antara kelompok K4 dan K5 (P<0,05).
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Gambar 5.2. Grafik Kadar IL-1 pascapemberian krim ekstrak kedelai
pada mencit yang terpapar UVB

1.1.1. Matriks Metalloproteinase-3

Data analisis kadar MMP-3 yang ditampilkan dalam Tabel 5.2
menunjukkan bahwa Kelompok Kontrol Negatif (K2) memiliki kadar
MMP-3 tertinggi (3,45+1,01 pg/mL), sedangkan kelompok vitamin E
menunjukkan kadar MMP-3 terendah (0,84+0,08 pg/mL), diikuti oleh
kelompok K1 (0,96+0,07 pg/mL), sedangkan kelompok K4 dan K5 masing-
masing memiliki kadar MMP-3 sebesar 2,29+0,53 pg/mL dan
1,1+0,39 pg/mL. Hasil uji Shapiro-Wilk dan Levene test menunjukkan

bahwa nilai P untuk kelima kelompok tersebut lebih besar dari 0,05,
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menunjukkan bahwa sebaran data kadar MMP-3 dalam kelima kelompok

tersebut adalah normal dan kelompok homogen.

Tabel 5. 3. Data Hasil Analisis Kadar MMP-3

Kelompok
VARIABEL K1 (ng/mL) K2 (ng/mL) K3 (ng/mL) K4 (ng/mL) K5 (ng/mL)
ReratatSD ReratatSD ReratatSD Rerata+tSD Rerata+SD i
MMP-3 0,96+0,07  3,45£1,01  0,84+0,08 2,29+0,53 1,1+0,39
Shapiro wilk >0,05
Lavene test >0,05
One Way Anova 0,000

Berdasarkan data yang bersifat normal dan homogen, uji parametrik
One Way Annova digunakan untuk mengetahui perbedaan rata-rata kadar
MMP-3 di antara empat kelompok. Berdasarkan hasil uji One Way Annova
yang menghasilkan P sebesar 0,000, menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan signifikan dalam kadar MIMP-3 pada setidaknya dua kelompok.
Uji Post hoc LSD dilakukan untuk menunjukkan perbedaan dalam kadar

MMP-3 antar dua kelompok dan hasil ditampilkan pada Table 5.4

Tabel 5. 4. Perbedaan rerata kadar MMP-3 antar dua kelompok dengan Uji
Post hoc LSD

K1 K2 K3 K4 K5

K1 - 0,000 0,695 0,000 0,666

K2 0,000 - 0,000 0,001 0,000
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K3 0,695 0,000 - 0,000 0,417
K4 0,000 0,001 0,000 - 0,001
K5 0,666 0,000 0,412 0,001 -

Dari hasil uji post hoc LSD pada kadar MMP-3, ditemukan bahwa nilai
p < 0,05 untuk K2 dan K4 dan p > 0,05 untuk K3 dan K5 apabila
dibandingkan dengan kelompok K1. Hal ini menunjukkan bahwa K3 dan
K5 mampu menurunkan MMP-1 hingga mendekati tikus sehat. Terlihat
bahwa pola penurunan tersebut berdasarkan dosis, di mana dosis yang lebih
tinggi menghasilkan penurunan kadar MMP-3 yang juga signifikan, seperti

yang tergambar pada Gambar 5.3.

w »
(55} w =1 w (%3]

K1 K2 K3 K4 K5

Konsentrasi (pg/mL)
(=] Ll 2
n = po=La

[}

Keterangan : * = Signifiikan dibandingkan dengan K2,
Garis putus = garis tren

Gambar 5.2. Pola penurunan yang ditunjukkan adalah dose dependent
manner dimana dosis tertinggi menghasilkan penurunan

kadar MMP-3 yang signifikan
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5.2 Pembahasan Hasil Penelitian

Hasil penelitian menunjukkan bahwa krim ekstrak kedelai pada 10%
dan 20%, efektif dalam menurunkan kadar IL-1, namun hasil ini belum
dapat menyamai hasil gold standar. Kemudian hasil kadar MMP3
menunjukkan bahwa kadar 10% dan 20% mampu menurunkan kadar
MMP3, namun hanya kadar 20% yang mampu menurunkan kadar MMP-3
hingga sama dengan hasil gold standar. Penelitian terdahulu menemukan
bahwa EKK mampu menurunkan kadar MMP pada kadar 16%, hal ini
menunjukkan bahwa kadar 10% masih belum cukup dalam menurunkan

kadar MMP.%°

Paparan sinar UV pada kulit dapat menyebabkan serangkaian
perubahan kompleks sebagai respons terhadap paparan tersebut yang dapat
menyebabkan kerusakan kulit, termasuk kerutan. Paparan ini dapat
mengakibatkan kerusakan pada DNA, yang menyebabkan aktivasi sitokorm
C oleh mitokondria yang berujung pada apoptosis. Apoptosis kemudian
akan menyebabkan terbentuknya DAMP yang memicu inflamasi dan juga
berdampak pada meningkatkan produksi sitokin pro-inflamasi seperti IL-1

di kulit.

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) pada kulit dapat memicu
serangkaian jalur molekuler yang mengarah pada produksi interleukin-1
(IL-1). UVB menyebabkan kerusakan pada DNA kulit, yang memicu
respons antioksidan dan inflamasi. Salah satu jalur yang terlibat adalah

aktivasi NF-kB, yang diinduksi oleh ROS yang dihasilkan akibat kerusakan
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DNA. Aktivasi NF-kB memicu transkripsi gen IL-1, sehingga
meningkatkan produksi dan sekresi IL-1 oleh sel-sel kulit dan sel-sel imun.
Selain itu, UVB juga dapat mengaktifkan jalur JNK (c-Jun N-terminal
Kinase) dan p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), yang juga
berperan dalam meningkatkan ekspresi IL-1. Aktivasi jalur molekuler ini
oleh paparan UVB menghasilkan peningkatan produksi IL-1, yang
kemudian dapat memicu respons inflamasi dan menyebabkan kerusakan
kulit yang lebih lanjut, termasuk terjadinya photoaging dan risiko terjadinya

kanker kulit.%*

Kacang kedelai mengandung vitamin E dan flavonoid yang memiliki
kemampuan untuk menekan produksi IL-1 dalam jalur molekuler yang
terlibat. Vitamin E, sebagai antioksidan, membantu melindungi sel-sel kulit
dari kerusakan yang disebabkan oleh sinar UVB dan mengurangi aktivasi
NF-kB, yang mengurangi produksi IL-1. Sementara flavonoid, seperti
genistein, dapat menghambat jalur NF-kB dan MAPK, sehingga
mengurangi kadar IL-1. Kombinasi kandungan ini dalam kacang kedelai
berpotensi mengurangi respons inflamasi pada kulit yang disebabkan oleh
paparan sinar UVB, dan dapat memiliki manfaat dalam mencegah kerusakan

kulit serta penuaan kulit yang dipercepat.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bersamaan dengan penurunan
kadar IL-1 terdapat penurunan kadar MMP-3 pasca pemberian EKK pada
kadar 20%. Penurunan IL-1 diketahui dapat menghambat produksi matrix

metalloproteinase-3 (MMP-3) melalui jalur protein NF-kB dan MAPK.
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Penelitian terdahulu melaporkan bahwa NF-kB adalah faktor transkripsi
yang mengatur ekspresi gen MMP-3. Aktivasi NF-kB dipicu oleh berbagai
rangsangan, termasuk IL-1, yang memicu translokasi NF-kB ke inti sel
untuk menginduksi transkripsi MMP-3. Di sisi lain, Nf-kB juga memicu
aktivasi MAPK yang berujung pada aktivasi factor transkirpsi ERK1/2,
JNK, dan p38, yang berperan merangsang transkripsi MMP-3. Oleh karena
itu, penurunan aktivitas IL-1 yang berdampak pada penekanan NF-kB dan

MAPK dapat mengurangi ekspresi MMP-3.

Enzim MMP-3 berperan dalam degradasi kolagen, sehingga
penurunan MMP-3 dapat menjadi penanda terdapat pengurangan degradasi
MES dan memperlambat proses kerutan kulit. Oleh karena itu, penekanan
produksi IL-1 pada pemberian EKK dapat menjadi strategi yang efektif
untuk  menghambat peningkatan ekspresi MMP-3 dan mengurangi
kerusakan MES yang terkait dengan penuaan kulit. Temuan ini memberikan
dasar untuk pengembangan terapi berbasis kacang kedalai untuk perawatan
kulit yang bertujuan untuk menekan aktivitas IL-1 dan MMP-3 guna
mengurangi kerutan kulit. Namun demikian, diperlukan penelitian lebih
lanjut untuk mengetahui mekanisme yang terlibat dalam regulasi IL-1 dan
MMP-3 serta potensi intervensi yang lebih spesifik dan efektif untuk

perlindungan kulit dan perawatan penuaan.
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BAB VI
SIMPULAN DAN SARAN
1.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh krim ekstrak kacang
kedelai terhadap penurunan kadar Kadar IL-1 dan MMP-3 pada mencit
betina BALB/c yang dipapar UVB, maka dapat disimpulkan sebagai

berikut:

1. Ada pengaruh krim ekstrak kacang kedelai (Glycine max) terhadap
penurunan kadar Kadar 1L-1 dan MMP-3 pada mencit betina BALB/c

yang dipapar UVB

2. Ada perbedaan kadar IL-1 pada kelompok P1 dan P2 yang diberikan krim
ekstrak kacang kedelai dengan dosis 10% dan 20% dibandingkan dengan

kelompok kontrol.

3. Ada perbedaan jumlah ekspresi MMP-3 pada kelompok P2 yang
diberikan krim ekstrak kacang kedelai dengan dosis 20% dibandingkan

dengan kelompok kontrol.
1.2.Saran

Penelitian ini menemukan bahwa dosis EKK 20% lebih efektif dalam
menurunkan IL-1 dan MMP-3 karena mendekati terapi standar, sehingga
penelitian ini disarankan pada dosis 20%, meskipun dosis 10% mampu
menurunkan IL-1 dan MMP-3 tapi tidak bias menyamai terapi standar.

Penelitian ini tidak menganalisis zat aktif seperti genestein dan daidzein yang
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terkandung dalam EKK, sehingga tidak diketahui zat yang berperan dalam
penghambatan inflamasi, oleh karena itu disarankan untuk menguji profil
isoflavone seperti genestein, daidzein, dan isoflavin dalam EKK untuk

mengetahui zat yang berperan dalam menekan inflamasi.
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