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IDEN‘TIFIKASI LOKASI DAN STEM CELL ORIGIN SERTA FAKTOR YANG MEMPENGARUHI

LEMAHNYA KEMAMPUAN METASTASIS KARSINOMA SEL BASAL
(Studi analitik menggunakan imunohistokimia BerEP4, LGR6 dan LRIG1 )

SUKMAWATI TANSIL TAN
(Pembimbing : Syarifuddin Wahid, Bambang Sutrisna dan Mahmud Ghaznawie)

_ Lokasi asal Karsinoma Sel Basal (KSB) masih diperdebatkan, apakah berasal dari folikel
atau interfolikuler. Stem cellasal KSB yang penting untuk memahami karsinogenesis KSB
belum jelas karena di kulit terdapat berbagai stem cells. Pertanyaan lain, kenapa KSB termasuk
low grade carcinoma dan jarang metastasis.

Penelitian dilakukan pada 23 kasus KSB dari Healthscope Cutaneous Pathology
Lab‘?’am’}’ Western Australia. Arsip blok paraffin dipotong serial untuk diwarnai Hematoxilin-
Eosin (HE) dan imunohistokimia (IHK) untuk BerEP4, LGR6 dan LRIG1. BerEP4 digunakan
sebagai biomarker diagnosis lesi dini KSB dan identifikasi lokasi asal KSB dimana tumor mulai
bertumbuh. Investigasi dilakukan juga untuk identifikasi stem cell asal KSB dengan pewamaan
IHK LGR6 dan LRIG1. LGRS telah dilaporkan sebagai marker untuk isthmus stem cells dan
LRIG1 untuk junctional stem cell. Untuk mengungkapkan kemungkinan peran karcinogenesis
kedua marker tersebut, perbedaan ekspresi pada lesi KSB dengan ekpresi pada sel basal
normal epidermis telah diteliti juga dengan melihat perbedaan scoring dari intensitas wama dan
pesentase sel terwamna pada pewarnaan IHK .

Pewarnaan IHK BerEP4 tidak positif untuk sel-sel basal normal tetapi positif kuat pada
lesi KSB termasuk lesi KSB yang masih sangat dini (5-15 sel).Jelas terlihat dengan IHK BeEP4,
lesi dini KSB muncul pada lapisan basal. Dari 32 kasus KSB ternyata lesi dini KSB bertebaran
multifokus sebanyak 394 lesi pada lapisan basal interfolikuler (96,4 % lesi) dan pada folikel
infundibulum (3,6 %). LGR6 positif pada semua lesi KSB dengan positifitas yang bervariasi
yaitu 73.35% positif kuat, 25.63% positif sedang dan hanya 1.02% negatif. LRIG1 positif juga
pada semua lesi KSB dengan positifitas yang bervariasi juga yaitu 47.97% positif kuat, 44.92%
positif sedang, 0.51%positif lemah dan hanya 6.6% negatif. LGR6 dan LRIG1 ditemukan juga
positif tidak merata pada sel-sel basal dan suprabasal normal epidermis. Lesi KSB dini
memperlihatkan over ekspresi LGR6 dan LRIG1 yang sangat signifikan dibandingkan dengan
ekspresi kedua marker ini pada sel basal normal epidermis (p=0,000)

Kesimpulan pertama studi ini adalah pewarnaan IHK BerEP4 berguna untuk deteksi lesi
dini KSB. Kedua, lokasi asal pertumbuhan KSB dari seluruh kasus teridentifikasi berada
tersebar multifokus pada daerah interfolikuler dari basal epidermis, hanya beberapa kasus yang
memiliki juga lesi pada daerah folikel infundibulum. Ketiga, KSB yang muncul pada interfolikuler
kemungkinan sebenarnya berasal dari junctional stem cells atau isthmus stem cell yang
mengalami mutasi oleh paparan karsinogen di folikel kemudian bermigasi ke interfolikuler.
Kemungkinan ini diperkuat oleh adanya sebagian dari stem cell yang sudah mutasi ini tidak
migrasi ke interfolikuler dan berkembang menjadi KSB di folikuler infundibulum. Keempat,
karakteristik dari KSB sebagai /low grade carcinoma dan kemampuan metastasis lemah
mungkin disebabkan oleh overekspresi LRIG1 yang berperan sebagai tumor suppressor

menghambat proliferasi sel-sel KSB.

Key words : KarsinomaSel Basal, isthmus stem cells, junctionalstem cell, BerEP4, LGRS6, LRIG1, and
tumor suppressor
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IDENTIFICATION THE SITE AND STEM-CELL ORIGIN OF BASAL CELL CARCINOMA AND THE
POSSIBILITY FACTORS CAUSING ITS LOW CAPACITY TO METASTASIZE

(Analytic study using Immunohystochemistry BerEP4, LGR6 and LRIG1)
SUKMAWATI TANSIL TAN
(supervised by Syarifuddin Wahid, Bambang Sutrisna and Mahmud Ghaznawie)

The site origin of Basal Cell Carcinoma (BCC) is still disputable, whether follicular or
interfollicular. Futhermore, the stem cell origin of BCC is not clear yet. The presence of various stem cells
in the skin and skin appendages make the study of stem cell origin of BCC is very important to elucidate
carcinogenesis of BCCAnother intriguing question about the factors that may influence the biologic
behavior of BCC is why they are low grade carcinoma and have low capacity to metastasize
23 cases of early BCC from HealthscopeCutaneous Pathology Laboratory, Western Australia, were
studied. The paraffin blocks were re-cut serial and stained with Hematoxilin-Eosin (HE) and
immunohistochemistry (IHC) for BerEP4, LGR6 and LRIG1. BerEP4 was used as a biomarker to
diagnose early lesions of BCC and to identify the site origin of BCC where the malignant transformed
celisstarted to grow. We further investigated the stem cell origin of BCC by IHC staining for LGR6 and
LRIG1. Both markers have recently been reported as markers for isthmus stem cells andjunctionalstem
cell respectively To elucidate the role of LGR6 and LRIG1 in the carcinogenesis of BCC we analyzed the
different expression of both biomarkers between BCC's cells and normal basal cell of the epidermis, by
scoring the IHC staining intensities and percentage of positive cells.

The BerEP4 staining did not stain normal basal cells.However, BerEP4 were strongly positive in every
BCC lesions. Even the very early lesions (5-15 cells).budding off from the basal layer can be detected
clearly by IHC staining for BerEP4. Using BerEP4 staining the early BCC lesion of the 32 cases we
identified multifoci of 394early lesions in the interfollicular basal layer (96.4%) and infundibulum of the hair
follicles (3.6%). LGR6 staining were positive in almost all early BCC lesions at varying grades, consisted
of 73.35%strongly positive, 25.63%moderately positiveand only 1.02% negative. The LRIG1 were also
positive in almost all early BCC lesions at varying intensities, consisted of 47.97% strongly positive,
44.92% moderately positive, and 0.51% weakly positive and 6.6% negative. LGR6 and LRIG1 were also
found positive randomly at the basal and suprabasal epidermis. The early BCC lesions showed a
significant overexpression of LGR6 and LRIG1 which were detected by immunostainingas compared with
their expression in normal basal cell of theepidermis.(p=0,000)

The conclusions of the study are as follows. Fist,IHC staining for BerEP4 is useful for the detection of
very small earlylesions of BCC.Second,the site originof early BCC lesions in all cases were
identifiedmultifoci in the interfollicular basal cells of the epidermis, and in a small number ofcases also
have early BCC lesions in the follicular infundibulum. Third,BCC arising in the interfollicularbasal cells
may actually originate from mutated junctional stem cells or mutated isthmus stem cell that migrated to
the interfollicular area. Some of these mutated stem cells may stay in its site of origin and grow as BCC
in the follicular infundibulum.Fourth, the characteristic of BCC as low grade carcinoma and low potency to
metastasize may be due to the itsoverexpression of LRIG1 which act as tumor supressor to prevent
proliferation of BCC.

Key words :Basal Cell Carcinoma, isthimus stem cells junctionalstem cell, BerEP4, LGRS, LRIG1, and
tumor suppressor
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Kanker kulit secara umum dibagi menjadi kanker kulit melanoma dan
non melanoma, yang termasuk kanker kulit non melanoma adalah Karsinoma Sel
Basal dan Karsinoma Sel Skuamos. Karsinoma sel Basal (KSB) disebut juga
Basalioma, epitelioma sel basal, ulkus Rodent dan ulkus Jacob (Jacob 1824;
Rubin 2005). KSB merupakan penyakit kanker kulit yang terbanyak dijumpai,
berkisar 75- 80% dari kanker non melanoma. Di Amerika Serikat KSB semakin
meningkat, dari 65% pada tahun 1980 menjadi 80% dari Karsinoma kulit non

melanoma pada tahun 2010. (Panda 2010).

Yang menarik dari penyakit KSB ini adalah walaupun sudah banyak
dilakukan penelitian, namun sampai saat ini asal dari sel origin KSB masih
kontraversi, dan penyebab dari sifat jarang metastasis KSB belum diketahui. KSB
pada awalnya dianggap berasal dari lapisan sel basal epidermis (Sellheyer 2011).
Pada hasil penelitian lebih lanjut, KSB diduga berasal dari folikel rambut karena
berdasarkan gambaran morfologi dan sitokeratin sel-sel KSB yang mirip dengan
folikel rambut (Lever 1948). Pemeriksaan dengan marker stem cell, ternyata
ditemukan KSB bukan hanya dari folikuler tapi juga dari interfolikuler epidermis,

sehingga perlu dilakukan eksplorasi lebih lanjut (Krahl and Sellheyer 2010).
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

Il A. KARSINOMA SEL BASAL

Di Indonesia menurut data Badan Registrasi Kanker Ikatan Ahli Patologi
Indonesia tahun 1989, dari 1530 kasus kanker kulit, yang terbanyak adalah kasus
karsinoma sel basal yaitu 39,93% (Tjarta 1995). Diperkirakan setiap tahun
sebanyak 900.000 - 1 juta orang (550.000 laki-laki dan 350.000 wanita),
didiagnosis menderita KSB di Amerika Serikat. Resiko terkena KSB semasa hidup
pada populasi kulit kaukasia adalah 33-39% untuk laki-laki dan 23-28% untuk
wanita (Bader, L et al. 2009). Perbandingan laki-laki dan perempuan adalah 2,1 -
1, laporan terakhir menunjukkan peningkatan jumlah penderita perempuan
sehingga rasio laki-laki banding perempuan menjadi 3:2 (Ramsey 2010). Kasus
" yang terbanyak di dunia adalah di Australia yang mencapai 2% dari populasi
penduduknya atau sekitar 650-1560 kasus per 100.000 populasi (Levi,
Randimbison et al. 1997) dan kasus-kasus KSB terus meningkat yang diperkirakan

sebanyak 2 kali lipat setiap 25 tahun (Ramsey 2010).

Usia penderita KSB berkisar antara 50 — 80 tahun, rata-rata sekitar 55
tahun. Pada beberapa penelitian epidemiologi ditemukan hanya 1-3% dari jumlah
KSB yang menderita pada usia dibawah 35 tahun (Bergman, Contard et al. 2005)
terutama pada pasien dengan sindrom nevoid KSB berpotensi menderita KSB

pada usia muda (Barankin, G et al. 2009),
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Fabio menemukan KSB pada usia muda ada hubungannya dengan limfoma non-

Hodgkins's (Levi, Randimbison et al. 1997).

Lokasi anatomis lesi KSB paling sering di 1/3 tubuh bagian atas dimana 75-
80% pada daerah muka, lesi di muka paling sering berada di hidung daerah nasal
tip dan alae (Levi, Randimbison et al. 1997: Santacroce, Diomede et al. 2008),
Sekitar 25% KSB berada pada daerah badan, Sisanya 5% berada di daerah penis,
vulva, dan perianal (Bader, L et al. 2009), yang diduga berhubungan dengan fusi
embrionic planes (Barankin, G et al. 2009). KSB bersifat sangat dekstruktif, dapat
merusak jaringan kulit, tulang rawan bahkan sampai tulang di sekitarnya dan

menimbulkan cacat pada wajah (Puri, Gunabushanam et al. 2006; Ramsey 2010).

KSB jarang menimbulkan metastasis (hanya 0,028-0,55%), pernah
dilaporkan KSB bermetastasis ke kelenjar getah bening, paru-péru dan tulang
(Levi, Randimbison et al. 1997; Bader, L et al. 2009; Sajjiadian, Barakat et al.
2010). Bagaimana mekanisme KSB menginvasi kedalam jaringan stroma dan
jJarang metastasis masih belum diketahui (Markey, Lane et al. 1992), pernah

diduga berhubungan dengan ekspresi kadar aktin (Uzquiano, Prieto et al. 2008).

Gambaran klinis KSB dibagi menjadi beberapa tipe, yaitu tipe nodul,
infiltratiffmorfea, ulkus Rodens, superfisial, basosquamous carinoma, dan recurrent
basal cell carcinoma (BCC) (gambar 1,2,3,4) (Goldberg LH 1996). Secara
histopatologis KSB (BCC) dibagi menjadi dua pembagian besar vyaitu:

undifferentiated BCC dan differentiated BCC. Undifferentiated BCC terdiri atas
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GAMBARAN KLINIS : JENIS-JENIS TIPE KARSINOMA SEL BASAL

Gambar 1. KSB tipe nodul ulseratif-
berpigmen

Nodul dengan ukuran 5x5cm, terletak
di bawah palpebra dextra, dengan
pinggir lesi meninggi, berbatas
tegastepi lesi indurasi, mengkilap,
sebagian berpigmen. Ulserasi pada
bagian tengah dengan krusta tebal.

Sumber: Foto pasien pribadi Sukma

Gambar 3. KSB tipe ulkus Rodens

Lesi pada dahi ulkus destruktif,
pinggir lesi mengulung berwarna
hitam, mudah berdarah

Sumber: Foto pasien pribadi Sukma

Gambar 2. KSB tipe infiltratif / morfea

Kelainan kulit pada cuping hidung sebelah kiri
yang meluas ke daerah ujung hidung dan
batang hidung. Kulit berwarna eritem indurasi

licin, sklerosis, batas tidak jelas,

dekstruksi di cuping hidung. Tanpa tanda-

tanda radang

Sumber: Foto pasien pribadi Sukma

Gambar 4. KSB tipe nodul

Nodul pada tengah batang hidung, 4x4
mm, mengkilap, telangiektasi pada tepi
lesi. Pada perabaan keras seperti mutiara.

Sumber: Foto pasien pribadi Sukma

CamScanner



IIl.B. SEJARAH PENELITIAN SEL ORIGIN KSB

Sejarah penelitian KSB yang bertujuan untuk menemukan sel origin
KSB diawali dengan pemeriksaan jaringan secara histopatologis dan didukung
oleh alat mikroskop elektron. Sekarang banyak dilakukan pemeriksaan dengan
pemeriksaan imunohistokimia, namun yang menarik adalah bahwa hasil-hasil yang
didapat sampai sekarang masih kontroversi. Sejarah penemuan dan penelitian
mengenai sel origin KSB dapat digolongkan menjadi 3 kelompok, yaitu kelompok
pertama: yang mendukung sel origin KSB berada pada interfolikuler, Krompecher
E pada tahun 1903 menyimpulkan bahwa sel origin KSB berada pada lapisan sel
basal interfolikuler epidermis, Geschicker pada 1935 menduga KSB berasal dari
sel basal yang berpotensi berkembang menjadi sel glanduler (Kriiger, Blume-
- Peytavi et al. 1999), pendapat ini didukung oleh penelitian Zackheim pada tahun
1963 (Sellheyer 2011). Kelompok kedua: yang mendukung sel origin KSB berada
padai folikel rambut, oleh Lever pada tahun 1948 berpendapat bahwa sel origin
KSB berasal dari epitel primer germ rambut (primary epithelial hair germ) yang
berdiferensiasi tidak lengkap (Sellheyer 2011), dan di dukung oleh penelitian
Ackerman yang menyatakan bahwa sel origin KSB berasal dari sel-sel
germinativum follikuler (follicular germinative cells) di daerah sel folikel rambut
terminal ORS (Asada, Schaart et al. 1992; Ackerman, P.A et al. 1993; Sellheyer
2011), naﬁun Kruger K pada tahun 1999, justru menyimpulkan bahwa sel KSB
berasal dari ORS sel rambut Velus (Kriiger, Blume-Peytavi et al. 1999). Penemuan

terbaru oleh Sellheyer (2010) dengan marker folikuler ORS, mendukung

CamScanner



10

pembuktian kemiripan antara germinativum embrionik rambut (embryonic hair
germ) dengan KSB (Sellheyer 2011). Kelompok ketiga : yang berbeda dengan
pendapat 1 dan 2. Foot NC (1974) menyatakan bahwa KSB berasal dari matriks
rambut atau primordial adneksa dermal dan Wallce Halper (1950) berpendapat
bahwa KSB berasal dari germinativum embrionik sel epitel (embrionik primary
epithelial germ cell) atau dari folikel rambut (Kriiger, Blume-Peytavi et al. 1999),
sedangkan Pincus menganggap sel origin KSB berasal dari sel pluripoten (Pinkus

and Kurtin 1985). ( lampiran 1)

Il.C. ETIOPATOGENESIS

Etiopatogenesis KSB berhubungan dengan faktor genetik, lingkungan
dan paling sering dipicu oleh paparan sinar matahari (Tilli, Steensel et al. 2005;
Coﬁen. Schulze ét al. 2006; Arbiser 2009), te@ama sinar Ultraviolet B (UVB) yang
bergelombang 290 — 320 nm (Sajjiadian, Barakat et al. 2010).

Faktor genetik yang berperan pada KSB terdapat pada kromosom 1 dan
satu varian dari setiap kromosom 5, 7, 9, dan 12. Varian tersebut tidak diketahui
berhubungan dengan warna rambut, mata, dan warna kulit, tetapi diketahui
berhubungan dengan ketidakmampuan memproteksi terhadap paparan sinar
matahari, yang mungkin berhubungan dengan faktor resiko tambahan terhadap
paparan sinar matahari yang bersifat heterozigot, sedangkan pada kelainan

genetik yang bersifat homozigot terutama berhubungan dengan pengaturan
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sonic hedgehog pathway signaling (SHH) dan paling sering terjadi pada sindroma

nevoid KSB atau sindroma Gorlin (Bader, L et al. 2009; Muzio 2002).

Faktor lingkungan yang sudah diketahui dapat memicu terjadinya KSB
adalah hidrokarbon, arsenik, coal Tar, obat topikal methoxipsoralen, dan yang
paling penting adalah sinar ultraviolet (Tilli, Steensel et al. 2005; Cohen, Schulze et
al. 2006; Arbiser 2009). Didapatkan juga bahwa rangsangan onkogen, luka kronis
dan trauma akut, terbukti dapat juga sebagai faktor pemicu timbulnya tumor di
kulit, memicu pertumbuhan keratinosit menjadi lesi seperti KSB dari bulge folikel
rambut tumbuh kearah epidermis, sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat
hubungan antara luka di epidermis dengan resiko timbul kanker kulit, walaupun

mekanisme belum diketahui dengan pasti (Kasper, Jaks et al. 2010).
Faktor sinar matahari / Ultraviolet :

Efek radiasi sinar ultraviolet terhadap kulit dapat bersifat akut dan kronik
(Soter 1990; Matsumura and Ananthaswamy 2002). Youn JI dkk membuktikan
kerusakan oksidatif akibat sinar ultraviolet terjadi pada saat hipoksia jaringan

menginduksi pembentukan sunburn cell dan edema kulit (Youn, Gange et al.

1988).

Secara klinis efek akut dari radiasi ultraviolet adalah sunbumn inflammation, eritem,
nyeri, panas, fanning sintesis melanin, immunosupresif lokal dan sistemik (Soter
1990; Rass and Reichrath 2008). Sedangkan kerusakan DNA terjadi oleh

pembentukan 4-6 photoproducts seperti cyclobutane pyrimidine dimmers, dan
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kerusakan DNA akan diperbaiki dengan nucleotide excision repair (NER) (Youn,
Gange et al. 1988; Rass and Reichrath 2008). Jika DNA repair berlangsung baik
maka tidak akan terjadi mutasi, tapi jika DNA repair gagal dan sel bersangkutan
tetap hidup oleh karena gagalnya pula mekanisme apoptosis Jika. DNA damage
gagal diperbaiki maka akan terjadi kerusakan DNA yang menetap yang berarti
telah terjadi mutasi dari gen bersangkutan. Sebenarnya, radiasi UV-B
meningkatkan juga apoptosis keratinosit untuk membunuh sel yang kerusakan
DNAnya gagal diperbaiki terutama pada daerah yang aktif mengalami proliferasi
pada lapisan basal epidermis, sehinggga kejadian mutasi oleh radiasi UV-B
tidaklah mudah terjadi (Qin, Chaturvedi et al. 2002; Dallaglio, Marconi et al. 2012).
Jika mutasi ini mengenai gen yang menyandi sintesis faktor pertumbuhan
(protoonkogen) atau yang meyandi sintesis faktor penghambat pertumbuhan

(tumor supressor gene) maka carcinogenesis sudah berlangsung.

Efek kronik dari sinar ultraviolet yang secara kronik yahg mengenai stem cell pada
kulit menyebabkan photoaging, imunosupresi, dan yang penting adalah
fotokarsinogen. Fotokarsinogen melibatkan pembentukan fotoproduk yang
menimbulkan kerusakan DNA, jika DNA repair gagal maka akan terjadi mutasi
protoonkogen menjadi onkogen atau inaktifasi fumor supressor gene. Akumulasi
mutasi akibat fotokarsinogen termasuk genetic deletion yang menyebabkan tidak
adanya atau tidak aktifnya fumor supressor gene yang menyandi pebentukan
protein penghambat proliferasi sel (Gruijl, Kranen et al. 2001). Akumulasi mutasi

gen demi gen ini yang berperan dalam memicu atau menghambat proliferasi sel

CamScanner



13

dan menekan apoptosis akan mengantar untuk terjadinya KSB. Akumulasi mutasi
terjadi pada stem cell / progenitor sehingga mengalami transformasi menjadi sel-
sel ganas (Murphy and Elder 1991; Mimeault and Batra.2010; Couvé, Bouadjar et
al. 2002). Mutasi selanjutnya berkaitan dengan terganggunya modulasi sistem
imun sehingga sel-sel KSB berhasil lolos dari eliminasi oleh sistem imun
(Matsumura and Ananthaswamy 2002) Pada paparan sinar ultraviolet kronik juga
terjadi inflamasi akibat stres oksidatif dan telomere attrition yang dapat
menyebabkan kerusakan DNA yang parah dan ketidakstabilan genomik pada skin-
resident adult stem/progenitor cell. Inflamasi kronis dapat menyebabkan gangguan
pada pengaturan penggantian sel-sel baru dengan menginaktifkan faktor supresi
tumor, yang memicu timbulnya pertumbuhan tidak terkendali dan menghambat
proses apoptosis. Inaktifasi tumor supressor gene yang utama adalah mutasi
ekspresi gen p53 .yang dikenal dengan nama signatufe mutation yang sangat
menentukan dalam terjadinya (Soehnge, Ouhtit et al. 1997, Matsumura and

Ananthaswamy 2002)

Penelitian Zhang dkk pada tahun 2005, pada tikus menemukan bahwa
ekspresi survivin suatu molekul antiapoptosis yang berlebihan yang terdapat dalam
sel basal epidermis untuk proteksi sel terhadap UVB akan memicu antiapoptosis,
menyebabkan pembentukan klon-klon baru dari sel yang mengalami mutasi dan
memicu terjadinya keganasan termasuk KSB (Zhang, Remenyik et al. 2001; Chao,
Eck et al. 2008), Sebagai awal proses karsinogenesis, sel yang mengalami mutasi

akan menjadi klon yang selanjutnya berkembang menjadi sel kanker.
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Keterangan gambar 5. p53 signaling. Kerusakan DNA menginduksi stabilisasi p53. Jika bisa diperbaiki (A),
p53 memicu p21. Ini kemudian menghambat ensim kinase yang cyclin-dependent. Akibatnya, Rb tetap tidak
terfosforilasi dan menghambat sel pada fase G1. Jika kerusakan DNA tidak bisa diperbaiki (B), pS3 juga
menginduksi Bax yang kemudian berkompetisi dengan Bcl2 dalam membrane mitokondria. Akibatnya,
mitokhondria melepas sitokrom C yang memicu kaskade caspase dan berakhir dengan apoptosis. (dikutip
sesuai aslinya dari: Br J Dermatol, 152(6), 2005)

Kelainan pada Hedgehog Pathway (HP):

HP aktif pada perkembangan fetus dan akan berhenti bila jaringan sudah
dewasa. Rudin mengatakan pada kasus-kasus karsinoma terjadi pengaktifan HP
kembali, hal ini juga terjadi pada kasus-kasus KSB (Tang, Xiao et al. 2010).
Gangguan regulasi pada patch signal transduction pathway mungkin berperan
pada etiopatogenesis KSB, di mana pathway ini esensial dalam perkembangan
folikel rambut embrionik dan selama siklus pertumbuhan rambut (Donovan 2009;
Youssef, Keymeulen et al. 2010). Mutasi pada sonic Hagehog (SHH) (Teh, Wong
et al. 2002) dan aktifasi PTCHI dan protein Forkhead box (FOX) memegang
peranan penting dalam mengekspresi gen yang melibatkan pertumbuhan sel,

proliferasi, diferensiasi, longevity, dan transformasi. Aktivasi SHH memicu
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timbulnya KSB, di mana Fox downstream shh signaling target glioma transcription
faktor 1, yang memicu mRNA untuk berproliferasi (Teh, Wong et al. 2002),
memberi aktivasi signal pada Gli, dan selanjutnya mengaktifasi platelet-derived
growth faktor receptor @ (PDGFRa) pada sel C3H10T1/2 yang memicu terjadi
proliferasi sel (Panda 2010) (gambar 6, 7a, 7b)

Penelitian oleh Youssef pada folikel rambut tikus dengan mengaktifasi
Hedgehog signaling pathway, SmoM2 bulge stem cell folikel rambut, tidak
menginduksi terjadinya KSB (Panda 2010) dan ditemukan bahwa KSB timbul dari
long-term resident progenitor dari interfollikel epidermis dan bagian atas

infundibulum, yang mempunyai stem sel resident yang berbeda. (Requena, Farina

et al. 1999; Panda 2010; Youssef, Keymeulen et al. 2010).

—
e — —

s e

Gambar 6. Gambar skema Hedgehog pathway. Sonic hedgehog (SHH) dibutuhkan oleh folikel rambut selama
embriogenesisnya. Pembentukan folikel rambut dimulai jika ada signal dari dermis (signal demis pertama) yang memicu sel
epidermis berkumpul membentuk placode. Kemudian placode mengirim signal balik ke dermis yang mengstimulasi
kondensasi sel mesekhimal berkondensasi membentuk papilla dermis. Sebagai response terhadap signal dermis kedua oleh
SHH, sel placode mulai masuk ke dermis yang akhimya membentuk selubung yang mengitari papilla dermis. Pada mencit
SHH knockout, placode epidermis dan kondensasi dermis tetap terbentuk, namun pertumbuhan folikel rambut terhambat.
(mmmmommnmmmoummswzoos)
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Gambar 7a,b. Alur signal Sonic hedgehog (SHH).

(A) Jika ligan SHH tidak ada, patched the transmembrane receptor (PTCH) menghambat protein smoothened (SMO).

SMO yang inaktif kemungkinan berada di dalam vesikel intraseluler. (B) lkatan SHH dengan PTCH akan
mengaktifkan berbagai kinase intraseluler, a..G-protein coupled receptor kinase 2 (GRK2), casein kinase 1, dan
protein kinase A. Kumpulan ensim kinase akan mengfosforilisasi SMO, sehingga terjadi akumulasi SMO yang
terfosforilisasi pada permukaan sel dan melepaskan hambatan SMO. Keadaan ini akan diiringi dengan translokasi
faktor transkripsi GLI dari sitoplasma ke inti, yang pada gilirannya mengaktifan transkripsi gen target seperti
ditunjukkan di atas. Protein sitoplasma yang disebut (hFu) dan suppressornya (SuFu) kemudian adan berikatan
dengan faktor transkripsi GLI, dan berefek positif atau negatif terhadap GLI. Aktifasi SMO akan membebaskan
protein GLI dari regulasi negatifSuFu.Hedgehoginteracting protein (HIP) merupakan glikoprotein transmembran
yang dapat berikatan dan menghambat SHH, sehingga alur signal SHH terhenti. 35: (dikutip sesuai aslinya dari
Donovan review article Dermatol Surg 2009)
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Gambar 8. SKEMA ETIOPATOGEN
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11.D. MORFOGENESIS KULIT DAN STEM CELLS

Kulit adalah organ terbesar dalam tubuh, yang berasal dari lapisan
ektoderm (Henry and Ackerman 1992; Holbrook and Wolff 1993), berfungsi untuk
melindungi, mempertahankan diri dari lingkungan luar seperti mikroba yang
berbahaya, kehilangan air, kerusakan akibat fisik, kimia dan termal. Untuk
melaksanakan tugasnya, kulit harus secara terus menerus memperbaharui
jaringan epidermis dan apendiksnya dengan pembentukan sel-sel yang baru
sepanjang hidup melalui keseimbangan antara proliferasi/diferensiasi dan
apoptosis yang terkontrol yang disebut dengan homeostasis (Pincelli and Marconi
2010).

Kulit terdiri dari lapisan epidermis, dermis dan subkutis dengan ketebalan
15-4 mh. Di dalam lapisan epi&ermis &an dermis terdapat juga apendiks kulit
seperti folikel rambut, kelenjar sebasea dan kelenjar ekrin. Lapisan epidermis
dengan ketebalan hanya 0,4-1,5 mm terdiri dari lapisan germinativum atau basal
(20%) disusul oleh lapisan sel-sel keratinosit (80%), yang terdiri dari lapisan
spinosum, lapisan granulosum dan terakhir lapisan korneum. Didalam lapisan
epidermis juga terdapat sel-sel imigran melanosit, sel Langerhans, sel Merkel dan
limfosit (Henry and Ackerman 1992; Holbrook and Wolff 1993).

Pembentukan sel-sel keratinosit ini melalui suatu proses yang sangat rumit
dan kompleks, yang diawali dari lapisan basal germinativum yang mengalami
proses mifosis, proliferasi, perubahan metabolisme protein dan lipid dalam sel,

terjadi perubahan morfologi pada plasma membran, antigen permukaan sel,
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reseptor permukaan sel, dan terakhir mengalami diferensiasi sampai terbentuknya
stratum korneum (Holbrook and Wolff 1993). Dalam keadaan normal proses
pembentukan lapisan stratum komeum dari lapisan germinativum memerlukan
waktu 14 hari, kemudian stratum korneum akan lepas/deskuamasi dari lapisan kulit
dibawahnya. Proses homeostasis pergantian kulit ini sangat dipengaruhi oleh
faktor intrinsik dan ekstrinsik (Henry and Ackerman 1992; Holbrook and Wolff

1993; Ghazizadeh and Taichman 2001; Charruyer, Barland et al. 2009).

(gambar 9-10)
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Gambar 9 | Perubahan arkitektur dari sel basal sampai spinosum. Proliferasi dari sel basal dari epidermis
yang menempel pada membranabasal yang memisahkan lapisan dermis dari epidermis, lalu diferensiasi
menjadi sel-sel spinosum pada lapisan suprabasal. Terjadi perubahan epigenetik dalam kromatin dan signa/
Notch yang aktif dalam sel-sel spinosum. Diduga Notch muncul timbul dalam sel basal melalui beberapa
mekanisme, termasuk tidak adanya inhibitor Notch, yang diturunkan secara asimetri sesudah pembelahan sel
basal. sebaliknya signal Nofch menurunkan integrin dan ekspresi gen p63. model yang memperiihatkan
perubahan pembelahan asimetris dari sel basal menjadi sel spinosum. Cell Stem Cell. ( dikutip sesuai aslinya
dari MinireviewCell Stem Cell 4, June 5, Elsevier Inc. 488-502,2009)
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Faktor intrinsik yang mempengaruhi proses proliferasi, diferensiasi dan
apoptosis ini dipengaruhi oleh interaksi antara lapisan basal germinativum, zona
membran basal, lapisan dermis, molekul matriks mesenkim kulit ( seperti: kolagen,
fibronektin, laminin 5 dan trombospondin), dan reseptor-reseptor plasma membran
sitoskeleton dari keratinosit seperti reseptor Epidermal Growth factor, Transforming
Growth Factor (TGF) dan reseptor integrin (Holbrook and Wolff 1993; Marconi,
Dallaglio et al. 2007, Senoo, Pinto et al. 2007).

Lapisan basal germinativum epidermis adalah lapisan paling bawah yang
menempel erat pada dasar epidermis yaitu zona membran basal (Basal Membran
Zone, BMZ) sebagai batas dengan dermis. Sel basal germinativum ini berbentuk
sel kolumner dengan inti yang besar, dan sitoplasma mempunyai organel-organel
yang Iengkap seperti mitokondria, éndoblasmic reticulum, lisosom, ribosom untuk
mensintesis mikrofilamin aktin, miosin, alfa aktini, keratin terkecil mikro keratin 19,
keratin 4 dan keratin 15. Mikrofilamen ini mempunyai reseptor integrin, dan
menopang sel-sel untuk berdiferensiasi naik ke lapisan yang lebih atas menjadi
lapisan spinosum, lapisan granulosum dan lapisan stratum korneum (Holbrook and

Wolff 1993; Jones and Watt 1993; Pincelli and Marconi 2010).

Lapisan basal germinativum selalu mengalami siklus perubahan (proliferasi
dan diferensiasi) untuk menjadi lapisan spinosum, granulosum dan korneum, Sel-
sel pada lapisan basal germinativum terdiri atas dua komponen sel-sel yang

heterogen dalam hal kemampuan proliferasi dan self renewal, Mereka terdiri atas
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10% stem cells dengan kemampuan tinggi untuk membelah/mitosis namun
kemampuan self renewal yang rendah dan 40% Transit Amplifying cells (TA) yang
ekuivalen dengan committed progenitors jaringan hemopoetik karena memiliki
kemampuan self renewal yang tinggi tetapi kemampuan proliferasi yang rendah
(Holbrook and Wolff 1993, Li, Simmons et al. 1998; Braun, Niemann et al.2003).
Kelompok sel-sel di atas menyebar secara acak pada lapisan basal germinativum
dan membentuk kelompok-kelompok Epidermal Proliferative unit (EPU). Satu
kelompok berjumlah 10-14 sel yaitu gabungan dari 1 sel stem cell dan sejumiah
Comitted Progenitor (CP) cells yang terdiri 9 Transit Amplifying cell (TA) dan 4-5
sel suprabasal post mitotik berbentuk heksagonal (Chao, Eck et al. 2008). Untuk
menemukan stem cell pada lapisan basal epidermis adalah sulit dikenal tapi
diduga terletak pada ujung dari rete ridge (Lavker and Tung-Tien Sun 1983). Satu
stem cell yang-melekat pada BMZ terletak diahtara sel-sel basal dan dikeliliﬁgi
oleh post mitotic sel dan TA membentuk EPU (Potten 1974,1981) dengan
lingkungan optimal niche yang menyokong kelangsungan hidup stem cell dan
progenitornya untuk self renewal dan untuk proses diferensiasi (Jones and Watt

1993; Moore and Lemischka 2006; Muffler, Stark et al. 2008).

Sepuluh persen sel-sel basal germinativum yang mempunyai kemampuan
untuk mitosis yang tinggi yang disebut sebagai epidermal stem cell, merupakan sel
klonigenik, bersifat unipoten, bersifat long life, dengan fase S yang pendek pada

siklus sel yang sangat lambat (Horsley, Aliprantis et al. 2008).
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Kemampuan stem cell pada sel basal epidermis untuk self renewal,
proliferasi dan diferensiasi menghasilkan sel-sel yang diklasifikasi dalam 3 jenis
clones, Holoclones dengan kapasitas produksi yang tinggi, meroclones bersifat
intermediat, dan paraclones yang semua selnya akan berdiferensiasi secara acak
menjadi sel-sel epidermis (Kaur and Potten 2011; Barrandon and Green, 1987).
Sel-sel holoklon dibentuk langsung dari stem cell, mempunyai kemampuan tumbuh
yang tinggi seperti stem cell (Lajtha 1979), selanjutnya menjadi meroklon atau
paraklon. Untuk membedakan ketiga jenis klon ini secara spesifik masih belum ada
marker yang spesifik, saat ini dapat dibedakan dengan cara mengidentifikasi
kelompok integrin yang menjadi reseptor permukaan sel seperti a581 (reseptor
fibronektin), a2B1 (reseptor kolagen), a3p1 (reseptor laminin dan epiligrin).
Berdasarkan ekspresi integrin, Philip dkk membagi sel proliferatif menjadi 4
golongan yaitu stem cell dengan ekspresi 1 intergrin yang sangat tinggi sehingga
kemampuan melekat pada membran basal yang tinggi, TA dengan ekspresi B1
integrin yang lebih rendah sehingga kemampuan melekat pada membran basal yg
lebih rendah, committed basal cell dengan sedikit ekspresi integrin B1 dan sel
suprabasal yang sudah tidak terdapat mengekspresikan integrin B1 sehingga
bebas bergerak ke arah superfisial meninggalkan membran basal (Jones and Watt

1993; Marconi, Dallaglio et al. 2007).

Terdapat berbagai jenis integrin yaitu 18 jenis tipe a dan 8 jenis tipe B yang
berperan sangat penting dalam melekatkan sel basal pada membran basal,

Integrin a1B1, a3B1, a10B1, a11B1, berikatan dengan kolagen membran basal,
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pada membran basal lapisan basal epidermis (Jones and Watt 1993; Tiberio,
Marconi et al. 2002). Jadi 1 integrin pada permukaan sel berbanding lurus
dengan kemampuan proliferasi, colony-forming efficiency (CFE), kemampuan
untuk melekat pada kolagen tipe IV, fibronektin dan Extracelluler matrix protein
(ECM). Pada kultur sel-sel pembentuk epidermis kulit tersebut, Philip juga
menemukan sel-sel dengan bervariasi ukuran dan bentuk dari sel-sel holoklon dan
sel yang semakin dewasa akan semakin berkurang ekspresi integrinnya,
menyebabkan ikatan dengan ECM dari basal membran semakin berkurang, maka
sel-sel suprabasal dari kelompok EPU akan terlepas dari membran basal dan juga
akan kehilangan kemampuan mitosis dan segera berdiferensiasi keatas lapisan
epidermis (Holbrook and Wolff 1993; Ito, Liu et al. 2005; Senoo, Pinto et al.2007;
Aberdam 2008). Kemudian sel-sel tersebut akan memulai proses keratinisasi
sejalan dengan meningkatnyé kadar involukrin yang hanya Aterdapat pada sel-sel
suprabasal untuk proses keratinisasi yang akhirmya menjadi stratum korneum

(Green, Easley et al.2003; Barrandon and Green 1987).

Proses ini terus menerus berulang untuk menjaga homeostasis kulit yang
diperankan oleh epidermal stem cell dan skin-resident adult stem/progenitor cell
yang merupakan sel imatur dengan kemampuan regenerative dan berusia
panjang yang sangat menentukan dalam menjaga homeostasis pada kulit.
Homestatis kulit terjadi terus menerus secara natural pada setiap individu semasa
hidupnya yan'g diatur oleh faktor intrinsik seperti telah dikemukakan di atas.

Homeostatis kulit terjadi juga jika ada kerusakan (luka) pada kulit (epidermis dan
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folikel rambut) berarti homeostasis kulit dipengaruhi juga oleh signal ekstrinsik
(Soehnge, Ouhtit et al. 1997; Matsumura and Ananthaswamy 2002; Donovan

2009; Mimeault and Batra 2010).

Menurut Laure dkk 2003 untuk mempertahankan homeostasis stem cell,
pembelahan dari sel-sel tersebut bersifat asymetrik dan symetrik. (gambar 9).
(Gambardella and Barrandon 2003; Fuchs 2009; Piwko-Czuchra, Koegel et al.
2009). Pembelahan asimetris bertujuan untuk mempertahankan strand DNA tetap
sama sepanjang hidup dan mencegah penumpukan DNA yang sudah mengalami
mutasi atau disebut juga dengan immortal strand hypothesis (Blanpain, Lowry et
al. 2004; Luchi, Dabeisteen et al. 2006; Aberdam 2008; Sotiropoulou, Candi et al.

2008).

Siklus sel ini dapat dipercepat atau meningkat pada saat terjadinya luka
atau proses karsinogenesis,namun akan semakin menurun dengan bertambahnya
usia terutama pada apendiks kulit (qubrook and Wolff 1993) Sedangkan lapisan
epidermis akan lebih tahan terhadap pengaruh usia, karena stratum germinativum
mempunyai stem cell yang dapat mempertahankan dan mempunyai kemampuan
self renewal (Espada, Varela et al. 2007; Muffler, Stark et al. 2008), dan tidak
terjadi apoptosis dan menetap di epidermis kulit, karena terdapat suatu molekul
antiapoptosis survivin yang menghambat apoptosis sel (Pincelli and Marconi
2010). Ak;n tetapi bila terjadi mutasi onkogen atau tumor supressor gene yang

menyebabkan proliferasi yang terus menerus dari stem cell dan tidak terjadi

apoptosis (Watt, Celso et al. 2006),

CamScanner



28

maka keadaan tersebut dapat membuat stem cell menjadi sumber sel asal/origin

dari kanker kulit (Muffler, Stark et al. 2008; Pincelli and Marconi 2010).
ILE. HUBUNGAN EPIDERMAL STEM CELL DENGAN MESENKIM

Sel basal epidermis mempunyai kemampuan berpolarisasi dan berinteraksi
dengan lapisan dermis sebagai penentu lokal yang diatur oleh protein-protein
khusus  di lapisan dermis (Fuchs and Raghavan, 2002). Lapisan dermis
memproduksi  beberapa jenis sitokin seperti IL-1, IL6, dan IL8, serta
neuropeptida (neurokrin) yang dapat berperan sebagai, parakrin dan autokrin yang
turut mempengaruhi proses homeostasis kulit (gambar 10) (Holbrook and Wolff

1993; Senoo, Pinto et al. 2007: Pincelli and Marconi 2010).

Hormon pertumbuhan (GF) yang terdapat di lapisan dermis bekerja
autokrin‘dan parakrin akan memicu tel]'adinya proliferasi stem cell. EGI;‘ dan TGFa
berikatan pada reseptor tirosin kinase pada sel basal memicu proliferasi sel
dibantu oleh Kefatinocyteé Growth Factors (KGF) yang juga hanya ditemukan
dalam dermis sebagai mitogen memicu mitosis sel basal yang mengawali
proliferasi, sedangkan TGF-B1 dan B2 akan menekan sintesa DNA dan
menyebabkan penurunan ekspresi B1 integrin lalu memulai suatu proses
diferensiasi sel ke arah stratum korneum (Holbrook and Wolff 1993; Atit, Conlon et
al. 2003). , Sellheyer pada tahun 2010 membuktikan adanya hubungan yang erat

antara KSB dengan mesenkim dermis disekitarnya, yang menunjukkan marker
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Gambar 12. ILUSTRASI FUNGSI STEM CELL
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Gambar 12: ilustrasi fungsi dari stem cell dalam keadaan normal berperan sendiri-sendiri dalam

| Unipoten stem cells |

mempertahankan sel klonnya, pada keadaan luka, stem cell tersebut bekerja sama dalam

memperbaiki jaringan epidermis yang rusak

Untuk membedakan stem cell yang berasal dari folikuler ataupun non
folikuler, Castilho melakukan penelitian pada kulit tikus, pada kerusakan gen Rac1
yang mempunyai potensial folikuler dan bagian komponen stem cell,
menyebabkan ketidakmampuan untuk membentuk folikel rambut dan kelenjar

sebasea, tetapi tetap mempunyai kemampuan untuk membentuk epidermis.
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Penemuan ini membuktikan bahwa epidermis dan folikel rambut dipertahankan

oleh stem cell yang berbeda (Moore and Lemischka 2006 Castilho, Squarize et al.

2007) (gambar 13).
Epidermi & Potential Markers of Interfollicular
tC Epidermal Stem Cells
Gr 1 integrin
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Gambar 13: Bagian-bagian stem cell epithelial pada kulit . epidermis mempunyai populasi epidermal SCs
(hijau) yang berada di lapisan basal (BL). Dalam gambar terdapat sebuah SCs yang kecil dan sejumlah sel TA
( merah) dalam lapisan basal epidermis. Scs mengekspresikan integrin 1 dan 6 dan berdiferensiasi melalui
delaminasi dan berpindah ke atas membentuk lapisan spinosum (sp), lapisan granulosum (Gr) dan stratum
comeum (StC). Penemuan terbaru memperlihatkan kemampuan pembelahan secara asimetris pada sel basal
yang mempunyai kemampuan self renewal, diferensiasi dan stratifikasi. Sebaseous Glands (SG) mempunyai
sejumiah sel progenitor yang mengekspresikan reseptor transkripsional Blimp 1 dan berada didekat atau pada
dasar SG. Progenitor SG berproliferasi dan diferensiasi menghasilkan lipid dalam sebosit. Hair Folicullar stem
cells (HFSCs) bersirkulasi lebih lambat dan mengekpresikan molekul permukaan CD34 dan VAR, juga factor-
faktor transkripsi seperti TCF3, Sox9, Lhx2 dan NFATc1. sel Bulge mengatur sel-sel pada ORS yang diduga
untuk memicu proliferasi sel-sel matriks yang mempengaruhi mesenkim DP. Sesudah proliferasi sel-sel
matriks berdiferensiasi membentuk hair channel, IRS dan batang rambut. (Dikutip sesuai aslinya dariGENES &

Skin stem cells. 22:976-985. Elaine fuch. Review)
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sel pada central isthmus yang bersifat germinatif positif dengan LGRS, tidak positif
dengan MTS24 dan berperan untuk perkembangan semua linage epidermis
termasuk kelenjar sebasea dan lapisan basal epidermis sepanjang hidup, terletak
sangat dekat dengan daerah positif LRIG1 dan MTS24 (Gambar 15-17) (Snippert,

Haegebarth et al. 2010).
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Gambar 15. Junctional Zone folikel rambut.(A) Ekspresi Cre tanpa 4OHT(B and C) skematis
gambaran migrasi sel pada junctional zone ke arah epidermis dan kelenjar sebasea(D) frekwensi
distribusi klone dalam IFE,Junctional zone, infundibulum, SG, dan HF (E). LRIG1 pada junctional
zone ( melg:) by Jensen et al. Page 20 . (Dikutip sesuai aslinya dari : Published as: Cell Stem Cell.

2009 May 08; 4(5): 427-439).
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II.G. LGR6

LGR6 adalah Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled 7 receptor
precursor terdiri dari 967 asam amino dengan berat molekul 104298 Da, Gen
LGR6 mengkode sintese suatu glikoprotein transmembran yang berperan sebagai
reseptor hormon dengan bagian eksraselluler berupa large N-termina. Fungsinya

sampai saat ini belum diketahui (Hsu, Kudo et al. 2000).

Snippert menemukan sel-sel baru isthmus dan sel-sel kelenjar sebasea
yang tumbuh dari suatu stem cell yang berbeda pada daerah isthmus folikel
rambut dengan marker protein LGR6 yang dapat dideteksi menggunakan suatu
polikional antibodi terhadap LGR6 (Anti LGR6), yang menunjukkan kemampuan
sebagai progenitor yang dapat berdiferensiasi menjadi sel linage yang berbeda
pada epidermis kulit. Sel-sel ini dapat migrasi dan menggantikan sel-sel
interfolikuler lapisan epidermis terutama saat terjadinya luka, bulge stem cell dan
stem cell yang mengekspresikan LGR6 secara aktif terus menerus dipakai oleh
interfolikuler epidermis untuk memperbaiki epidermis. Sel yang mengekspresi
LGR6 siklusnya juga terus berlangsung dan tidak pernah berhenti sepanjang

masa dan tidak diketahui kemana tujuannya.

Snippert dkk berusaha untuk menemukan sel induk dari stem cell
epidermis "the mother of the epidermal stem cells", ditemukan bahwa reseptor

transmembran LGR6 terekspresi pada folikel rambut dan interfolikuler epidermis
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mempertahankan kehidupan sel (Nilsson, Starefeldt et al. 2003, Segatto, Anastasi
etal. 2011).

Pada kulit, LRIG1 merupakan suatu marker untuk stem cell interfolikuler
yang lebih sering terdeteksi pada bagian atas dari rete ridge dan mempertahankan
kelangsungan kehidupan stem cell yang terletak pada daerah junctional zone
dekat dengan kelenjar sebasea dan infundibulum.(Jensen and Watt 2006; Jensen,
Collins et al. 2009; Ohyama 2009), namun menurut Muffler dkk 2008, stem cell
epidermis menyebar secara merata pada lapisan basal epidermis (Muffler, Stark et
al. 2008). LRIG1 adalah protein transmembran yang berinteraksi dengan
menurunkan signaling oleh reseptor-reseptor hormon pertumbuhan ErbB (Gur,
Rubin et al. 2004; Laederich, Funes-Duran et al. 2004; Jensen and Watt 2006).
LRIG1 juga merupakan gen target Myc (Myc target gene), (Laederich, Funes-
Duran et al. 2004), diman-a aktivasi cMyc pada epidermis dapat meﬁyebabkan
depletion LRC pada epidermis (Braun, Niemann et al. 2003) dan penurunan Myc

ini bisa terjadi bila terjadi peningkatan LRIG1(Jensen, Collins et al. 2009)

Pada kultur keratinosit, LRIG1 menghambat signal pengaturan Epidermal
Growth Factor (EGF) oleh ERK MAPK dan menurunkan transkripsi cMyc, RNA,
dan kadar protein, karena ekspresi yang berlebihan dari Myc epidermis dapat
menrangsang proliferasi dan terminasi diferensiasi, diduga bahwa Myc
menginduk!si diferensiasi dan bertindak sebagai pengaman untuk mencegah
proliferasi sel yang tidak terkontrol (Laederich, Funes-Duran et al. 2004). Pada

penelitian terhadap kulit tikus dilaporkan bahwa sel yang mengekspresikan
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LRIG1memperlihatkan suatu multipoten stem cell yang tidak khas untuk satu jenis
stem cells, yang dalam keadaan normal berperan dalam menggantikan sel-sel
interfolikuler epidermis dan kelenjar sebasea (Gur, Rubin et al. 2004, Jensen and
Watt 2006). Ekspresi LRIG1 diperlukan untuk homeostasis epidermis, untuk
mengantikan semua jenis sel epidermis dewasa. Bila terjadi kerusakan epidermis,
LRIG1 secara genetik dapat meningkatkan kapasitas proliferasi epidermis dan

terjadi ekspansi stem cell (Gambar 20) (Jensen and Watt 2006)

Mig-6/RALT/Gene33
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Gambar 17.Schematic structure inhibitors of the epidermal growth factor receptor (EGFR) family
members. In Mig-6/RALT, the proline-rich sequence binds to the Src homology 3 (SH3) domain of
Grb2, the 14-3-3 binding domain (BD) binds to 14-3-3, and the ErbB2-binding domain (EBD) binds
to the ErbB2 tyrosine kinase (TK) domain. The AH domain (AHD) is homologous to the Ack TK. The
PTB domain of FRS2_ binds to a phosphorylatod tyrosine (Y) residue of the NGF receptor or the
unphosphorylated juxtamembrane region of the FGF receptor. SP, signal peptide; LRR, leucine-rich
repeats; Ig, immunoglobulin-like domain; TM, transmembrane domain. (Dikutip sesuai aslinya dari
The Intemnational Journal of Biochemistry & Cell Biology 41 (2009) 511-515 Noriko Gotoh)

CamScanner



43

2)
b did | BICS
L LA
T < e
< -
\ ) ulous -

LRIGT mRNA
UDMUItINYIMION ¢ deQr adation

Gambar 18. LRIG 1transcription is induced by stimulation with EGF. The translated LRIG1 binds fo
EGFR family members via its extracellular domain and recruits Cbl E3 ubiquitin ligase to its

cytoplasmic tail, inducing ubiquitinylation/degradation of the EGFR family members. (Dikutip sesuai
aslinya dari :The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 41 (2009) 511-515 Noriko
Gotoh)

LS

Gambar 19 :Pada penelitian terhadap ekspresi LRIG1 pada kultur sel epidermis dari kulit kelinci
ditemukanbahwa LRIG1 mulai ekspresi pada populasi sel-sel tertentu pada awal pertumbuhan
kelenjar sebasea dan epidermis, mulai terlihat didaerah junctional zone (E,B,G), diantara
infundibulum, bulge folikel rambut dan kelenjar sebasea. (gambar A,C,D,l) Pada fase pertumbuhan
rambut ekspresi LRIG1 terlihat pada fase pertumbuhan anagen rambut diatas bulb folikel rambut
(B,G,F), pada keadaan dimana terdapat rangsangan dari proliferasi interfolikuler, LRIG1 dapat
bersifat bipoten pada kulit normal (D). (Dikutip sesuai aslinya dari Cell Tissue Res(2003) 312:65-
71., Nillson J)
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I.l. MARKER STEM CELL DENGAN PEMERIKSAAN IMUNOHISTOKIMIA
UNTUK KARSINOMA SEL BASAL

Untuk mengidentifikasi sel khusus origin dari KSB, banyak penelitian
mengenai ekspresi sitokeratin dari KSB dan beberapa komponen bagian sel dari
folikel rambut yang selama ini diyakini sebagai sumber dari sel ofigin KSB.
Sitokeratin (Cytokeratin, CK) merupakan protein utama dari sel-sel folikel rambut
yang banyak diteliti markernya untuk mengetahui tahapan-tahapan dan jenis
diferensiasinya (Donovan 2009). Seperti CK 5 dan CK 14 menunjukkan
diferensiasi sel basal, sedangkan CK 8 menunjukkan sel epitelium (Kriger,
Blume-Peytavi et al. 1999). CK 1 dan CK 10 yang mengekspresikan kornifikasi sel
epitelium. Pemeriksaan untuk marker-marker ini dilakukan dengan pemeriksaan

imunohistokimia (IHK).

Pemeriksaan imunohistokimia dan pewarnaan khusus yang dilakukan untuk
penelitian KSB banyak dilakukan pada jaringan KSB kulit manusia, tikus, anjing,
dan kultur jaringan (Mikaelian and Wong 2003; Donovan 2009). Penelitian pada
jaringan KSB anjing dengan pewarnaan PAS menunjukkan 100% positif untuk
glikogen pada ORS (Mikaelian and Wong 2003), sedangkan untuk marker stem
Cell jaringan manusia, pertama kali dilakukan oleh Lyel dkk pada tahun 1999, yang
mengunakan suatu reaksi silang yang spesifik dengan anti-CD8 antibodi
monoclonal (DAKO clone C8/144B) dengan CK 15 yang ditetapkan sebagai

Pewarnaan untuk folikuler bulgemanusia (Inoue, Aoi et al. 2009).
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Moll menemukan CK 15 hanya positif 27% pada jaringan KSB pada parafin blok
(Sellheyer 2011). Lane dkk menggunakan marker stem cell CK 19 yang bukan
suatu marker stem cell yang spesifik seperti CK15. Terakhir diketahui bahwa CK19
lebih digunakan untuk pewarnaan transient amplifying cell dan positif antara 0-
100% untuk jaringan KSB (Sellheyer 2011), dan CK19 selalu negatif pada
interfolikuler keratinosit epidermis. Penemuan CK 19 ini membuat dugaan bahwa
KSB mirip dengan stem cell yang berasal dari region bulge folikel rambut vellus
(Kruger, Blume-Peytavi et al. 1999; Gho, Braun et al. 2004).

KSB sering mengekspresikan keratin K5, K14, K17, dan kadang-kadang
K15 dan K19. Pemeriksaan imunohistokimia untuk ORS dengan CK 5, CK8, CK14,
dan CK 19 ternyata positif untuk KSB. Kadang-kadang ORS juga
mengekspresikan K15, K6a/éb, K16, K17 (Kriger, Blume-Peytavi et al. 1999;
Donovan 2009; Sellheyer 2011). Pada sel-sel intérfolikuler epidermis khas
mengekspresikan hanya K5 dan K14, dan kadang-kadang K15 (Donovan 2009).
CK 1 dan CK 10 yang mengekspresikan kornifikasi sel epitelium menunjukkan
positif lemah pada KSB, jadi CK1,CK10,CK19 bervariasi pada KSB, dan ekspresi
menetap pada ORS, folikuler bulbar region dan selalu negatif pada keratinosit
interfolikuler epidermis (Kriiger, Blume-Peytavi et al. 1999).

Pada penelitian oleh Markey dkk ditemukan adanya sitokeratin 5,14 dan 17
pada jaringan tumor KSB, dimana sitokeratin 5 dan 14 terdapat pada lapisan basal
epidermis, sedangkan sitokeratin 17 yang terdapat pada ORS folikel rambut dan
spesifik urituk unit pilosebasea mendukung bahwa sel origin KSB berasal dari

daerah apendiks kulit, namun dilihat dari gambaran pulau-pulau KSB dan lesi KSB
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yang selalu berasal dari bagian bawah lapisan sel basal epidermis dan bukan
berasal dari struktur folikel rambut, maka diduga bahwa tumor mungkin berasal
dari sel transformed interfolikuler pluripotent stem cells yang berdiferensiasi
menjadi struktur folikuler (Markey, Lane et al. 1992)

Selain marker sitokeratin, marker lain seperti BerEP4 juga digunakan
sebagai marker untuk KSB untuk membedakan dengan karsinoma sel skuamosa
(KSS), walaupun tidak khas, tetapi BerEP4 ditemukan positif pada 82% (37/45)
(Winters, Naud et al. 2008), Fitzpatrick et al. 1998). Antibodi BerEP4, suatu anti-
human epithelial antigen, adalah suatu antibodi monoklonal berikatan langsung
dengan glikopolipeptida pada membran spesifik sel-sel epitel manusia dengan
berat molekul 34-39 kilodalton, membesri hasil dengan reaksi positif kuat pada sel-
sel epitel sehingga, dan dapat digunakan untuk membedakannya dengan sel-sel
mesotelial dan juga untuk diagnosis banding dengan undiﬁerentiated primary of

metastatic tumor (Latza, Niedobitek et al. 1990).

Pada penelitian Yu terhadap karsinoma sel basal dan karsinoma sel
skuamosa ditemukan bahwa BerEP4 positif pada semua kasus KSB pada
sitoplasma dan membran sel dari sel-sel KSB, jadi IHK BerEP4 dapat digunakan
untuk membedakan KSB dengan karsinoma sel squamosa, demikian juga untuk
membedakan KSB dengan keratosis seboroik (Yu, Galan et al. 2009), dan folikel
rambut (\Mnters. Naud et al. 2008), sebaceoma (Fan, Car et al. 2007), karsinoma
basoskuamos kulit (Tellechea, J.P. Reis et al. 1993; Beer, Shepherd et al. 2000).

Bcl-2 yang juga positif pada pemeriksaan untuk KSB digunakan untuk
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Gambar 21 : Ekspresi p63 pada stem cell epidermis dan sel TA manusia (A). kultul sel
keratinosit epidermis yang diwarnai dengan p63-mAB spesifik. P63 berada di lapisan basal
sel. terlihat p63+ sel berlokasi diantar sel sebagai sel yang tunggal ( tanda kepala panah)
dan patches( tanda panah) diantara sel-sel yang negatif p63. Dengan pembesaran ( inset)
dapat dilihat sel-sel dengan ekspresi kadar p63 yang tinggi berbeda jelas dengan yang
rendah, dan yang negatif. (B) analisa kional dari dua donor yang berbeda (K71 dan K100).
sel yang diekstrak diambil dari kultur jaringan. (Dikutip sesuai aslinya dari PNAS. 98:3156-
3161).
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gambar 22 : ekspresi p63 dan PCNA oleh stem sel keratinosit dan sel-sel TA (A-F)
Expression of p63 and PCNA by keratinocyte stem and TA cells. (A-F) Parallel sections of
limbal biopsies were stained with p63-specific mAb (A-C) and PCNA-specific mAb (D-F).
Arrows indicate basal cells that expressed p63, but not PCNA. Black asterisks indicate cells
that expressed both p63 and PCNA. B and E note a p63'/PCNA" cell (black asterisks)
flanked by cells expressing PCNA, but not p63 (red asterisks). (G and H) Clonal analysis of
subconfluent primary comeal (LC25) and epidermal (K71) cultures. Cell extracts were
prepared from cultures generated by holoclones (H), meroclones (M), and paraclones (P).
Equal amounts of protein were fractionated on 7.5% (G) or on 12.5% (H) SDS-
polyacrylamide gels, transferred to PVDF filters and immunostained with p63-specific mAb
(p63) and with PCNA-specific mAb (PCNA). (Dikutip sesuai aslinya dari PNAS. 98:3156-
3161).
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Menurut Grinnel pada sel basal epidermis terdapat juga embryonic
transcription factor Oct-4 sebagai suatu master regulator of undifferentiated state di
basal sel epidermis, karena ekspresi B1 pada lapisan epidermis dengan gradasi
yang berbeda-beda dan selnya yang heterogen (Grinnell, Yang et al. 2007).
Menurut Ghazizadeh dan Taichman bahwa B1 integrin tidak spesifik untuk marker
stem cell epidermis, karena ekspresi B1 integrin secara uniform positif pada
interfolikuler epidermis, kelenjar sebasea dan ORS terutama pada bagian
bulbanagen folikel rambut (Ghazizadeh and Taichman 2001; Braun, Niemann et al.
2003). Menurut penelitian Fuchs, hal ini dapat dibantu dengan pemeriksaan
dengan marker AcH4 ( Acethylated histone H4) yang menurun pada sel-sel
dengan kadar B1 integrin yang tinggi (Legg, Jensen et al. 2003; Pincelli and

Marconi 2010; Fuchs and Raghavan2002) (Gambar 23)

Untuk membedakan stem cell yang berasal dari folikuler ataupun non folikuler,
Castilho melakukan penelitian pada kulit tikus, dimana pada kerusakan gen Rac1
yang mempunyai potensial folikuler dan bagian komponen stem cell,
menyebabkan ketidakmampuan untuk membentuk folikel rambut dan kelenjar
sebasea, tetapi tetap mempunyai kemampuan untuk membentuk epidermis.
Penemuan ini membuktikan bahwa epidermis dan folikel rambut dipertahankan
oleh stem cell yang berbeda (Castilho, Squarize et al. 2007).

Jadi dapat disimpulkan bahwa sampai saat ini masih belum ada marker sel yang
khusus dan spesifik untuk stem cellepidermis tertentu (Sellheyer 2011). (Gambar
24-26)
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Heterogeneity in the
Interfollicular Epidermis: Planar view

Gambar 23. Heterogenitas dalam lapisan epidermis. Perbedaan ekspresi integrin 1 acetylated histone H4
(AcH4) dalam lapisan gpldem15 manusia. Pada kadar integrin 1 yang tinggi terfihat kadar acetylated histone
H4 yang menurun, diduga bahwa model kromatin mungkin berperan dalam pengaturan SCs epidermis
(Images courtesy of F. Watt) (Frye et al.2007. (Dikutip sesuai aslinya dari :GENES & DEVELOPMENT 12:976-98
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_Mekanisme molekul yang mengkontrol proliferasi dan diferensiasi epithelial di kulit. Epidermal SCs
Gamenghasambar 21?<an 3 jenis diferensia: :i sngl : sel-sel spinosum, sel-sel granulosum dan sel-sel stratum kormeum.
Proliferasi epidermal stem cells diatur oleh integrin 1 dan TGF dan TGF negatif melalui sngnal.TGF:
selanjutnya faktor transkripsi c-Myc dan p63 mengkontrol proliferasi epidermis. kontrol proliferasi
epidermis.Notch signaling dan the transcription factors PPAR_, AP2_/_dan C/EBP_/_ mengkomml
diferensiasi dari sel-sel epidermis. HF SCs pada regio bulge menghasilkan beberapa sel-sel progenitor di
ORS /HG dan matriksnya, yang memproduksi 2 linage yang berbeda : HS dan IRS. proiiferasi sel-sel Buige
dikontrol secara negatif oleh signal BMP dan factor transkripsi NFATc1 dan P-TEN, dan secara positif oleh
signal Wnt. (Dikutip sesuai aslinya dari :GENES & DEVELOPMENT 22:976-985 © 2008 by Cold Spring

Harbor LAboratory Press ISSN 0890-8369/08; www.genesdev.org)
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BAB lIl

KERANGKA TEORI DAN KERANGKA KONSEP

ll. A. KERANGKA TEORI MARKER STEM CELL UNTUK MENCARI SEL
ORIGIN KARSINOMA SEL BASAL

Untuk membedakan stem cell yang berasal dari folikuler ataupun non
folikuler, sampai saat ini masih sulit, karena belum ada marker yang betul-betul
spesifik untuk masing-masing stem cell. Snippert menemukan bahwa pada
keadaan normal, terdapat epidermal proliferating unit yang dibantu oleh nutrisi dari
dermis akan mempertahankan keadaan homeostasis epidermis dengan
membentuk interfolikuler epidermis. Sedangkan folikel rambut yang pada saat
embrionik maupun saat dewasa dipertahankan oleh bulge stem cell dan
progenitornya yang berdiferensiasi menjadi folikel rambut, lalu sel-sel kelenjar
sebasea dipertahankan oleh progenitor diatas bulge, yang mengekspresi protein

Blimp1 pada saat morfogenesis.

Snippert juga menemukan pada bagian atas folikel rambut yaitu infundibulum yang
berinteraksi dengan interfolikuler epidermis dipertahankan oleh progenitor yang
berada di‘ folikel rambut yang disebut dengan isthmus stem cell, sel ini akan
mengekpresikan marker protein MTS24 dan LRIG1 yang juga dapat

berdiferensiasi menjadi semua lineage sel-sel epidermis pada saat terjadi luka.
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LGR6 sebagai marker untuk progenitor yang dapat berdiferensiasi menjadi lineage
sel yang berbeda dari epidermis kulit. LGR6 mengekpresi earliest embryonic hair
placodes. Oleh Snippert, LGR6 ini disimpulkan sebagai the most primitive

epidermal stem cell’ (Blanpain 2010; Snippert, Haegebarth et al. 2010).

Pada pemeriksaan marker protein LGR6 untuk interfolikuler epidermis yang
berasal dari bulge stem cells, ternyata berbeda dengan folikel rambut dewasa yang
positif dengan shh dan Sox9. Pada saat prenatal LGR6 terdapat pada folikel
rambut, kelenjar sebasea, dan interfolikuler epidermis sedangkan pada binatang
yang dewasa, LGR6 hanya terekspresi oleh daerah istmus, dan 1/3 dari pada sel
yang mengekspresi LGR6 juga mengekspresi MTS24 dan sedikit Blimp1.

(Snippert, Haegebarth et al. 2010)

Pada penelitian menggunakan kultur jaringan kulit, yang dilakukan oleh
Youseff K dkk pada tahun 2010, menyimpulkan juga bahwa bulge stem cell
sebagai multipoten stem cell berperan pada penggantian sel epidermis pada saat
terjadi luka. Nnamun untuk homeostasis natural sel epidermis interfolikuler, bagian
infundibulum (daerah pertemuan antara epidermis dengan folikel rambut), bagian
isthmus, dan kelenjar sebasea diyakini tidak diperankan oleh bulge stem cell,
tetapi diduga adanya suatu resident stem cell yang berbeda, seperti yang
didikemukakan oleh Snippert yaitu isthmus stem cell. Pada penelitian Youssef
disimpulkan bahwa sel origin dari KSB berasal dari bagian epidermis interfolikuler

dan bagian atas infundibulum (Mehregan 1985; Snippert, Haegebarth et al. 2010;
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Gambar 28: : DESAIN PENELITIAN
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. Pewarnaan IHK Ber EP4 dari Ventana Roche pre-diluted antibody, HIER
Protease 1 for 4 mins, antibody at 37C for 16 mins. Diwarnai dengan Brown
counterstain ultraview DAB kit

. Pewarnaan IHK LGR6 ProteinTech 1:100 and 1:50 dilution,HIER CC1 mild
(buffer pH 8.0 for 30 mins), diwarnai dengan Brown counterstain ultraview
DAB kit.

. Pewarnaan IHK LRIG1 Abcam 1:50, HIER CC2 short(buffer pH 6.0 for 8
mins). Diwarnai dengan Red countestain ultraview Alkaline
Phosphatase kit.

. Kelompok sampel yang diwarnai dengan IHK LGR6 digunakan untuk
identifikasi sel-sel yang positif dengan LGR6. Demikian juga dengan
kelompok sampel yang diwarnai dengan IHK LRIG1 digunakan untuk
identifikasi sel-sel yang posﬁﬁ dengan >LRIG1. |

. Sebagai pembanding untuk ekspresi LGR6 dan LRIG1 pada lesi KSB dini
digunakan ekspresi kedua biomaker ini pada sel-sel basal epidermis
normal yang berada di pinggir sediaan dari kulit yang sama

. Pemeriksaan hasil pewarnaan IHK dilakukan 2(dua) orang secara terpisah.
dengan siste/rg scoring berdasar pada intensitas warna dan persentase sl
yang terwarna., Untuk melihat konsistensi dan realibiitas hasil penilaian 2
orang te maka hasil dari kedua pemeriksa diuji dengan metode

Kappa dengan hasil dapat diterima (konsisten dan reliable).
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10.Semua kelompok sampel Sesudah dilakukan observasi mikroskopis
dilanjutkan dengan pemotretan menggunakan mikroskop Olympus FS XP
10. Pemotretan dilakukan untuk satu sediaan sampel secara utuh, lalu
tiap-tiap lesi, dari sebelah kiri sampai lesi terakhir disebelah kanan

11.Foto-foto dari lesi yang identik antara pewarnaan HE dan |IHK BerEP4
disandingkan untuk melihat kehandalan kedua pewarnaan itu untuk
diagnosis KSB. Demikian juga dengan pewarnaan IHK LGRS dan IHK

LRIG1 untuk melihat sel-sel KSB yang terwarna dengan kedua biomarker

itu

Gambar 20 : Microscope Olympus FX XP 10

12.Hasil pewarnaan IHK BerEP4 dievaluasi warnanya dan dibandingkan
dengan HE, dinilai intensitas warna dan persentasi warna, batas lesi, lokasi

lesi pada daerah basal, infundibulum, interfolikuler, folikel rambut, jumiah

sel dalam tiap lesi 1-15 sel, 15-30 sel, lebih dari 30 sel.

1
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0.Gambar 30:PROSEDUR PEMERIKSAAN HE, IHK LGRS, BerEP4, DAN LRIG1
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. Penilaian terhadap sel basal normal dilakukan pada daerah paling pinggir
dari sediaan pada tiap preparat. Dilakukan dengan cara menghitung 10 sel
basal dari bagian paling luar dari sediaan, dinilai dari sebelah kiri maupun
sebelah kanan. Pada sel ke 11 dan sel ke 20, ditarik lurus garis imaginasi ke
atas sampai lapisan startum korneum epidermis. Daerah kotak tersebut
dianggap 100%, masing-masing sel basal ditarik garis imajinasi seperti pada
sel basal pertama dan ke 10, setiap satu kotak diantara 2 garis imajinasi sel
basal dianggap 10%, dengan total 100%. (gambar 31-32)

. Sesudah mendapatkan persepsi penilaian yang sama antara 2 observer,
selanjutnya kedua observer akan menilai hasil IHK tersebut secara terpisah.

. Preparat diberi nomor 1 sampai 23 pada kiri bagian atas, pewarnaan LGR6
dan LRIG1, dengan memperhatikan posisi lapisan epidermis dibagian atas

. Preparat diletakkan dalam posisi bagian nomor disébelah kiri menghadap
keatas

. Preparat LGR6 danLRIG1 dilihat secara keseluruhan untuk di evaluasi hasil
pewarnaan biomarker itu pada jaringan dengan lesi KSB dan pada jaringan
normal.

. Dilakukan pemotretan preparat dengan mikroskop virtual dengan memakai
program Olyvia, dengan pembesaran standar 10x40. Di foto untuk 1 preparat
utuh, kemudian dilanjutkan untuk foto tiap-tiap lesi KSB yang ada pada
preparat, diurut dari sebelah kiri berakhir di sebalah kanan
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BAB V

HASIL PENELITIAN

A. Deteksi KSB dini dengan HE dan IHK BerEP4.

Pada pewarnaan HE lesi KSB dini tampak sebagai proliferasi sel
basaloid di lapisan basal epidermis yang masuk ke dermis superfisial. Pada
umumnya lesi dini ini bisa dideteksi dengan pewarnaan HE. Namun ada
beberapa lesi KSB sangat dini, yang baru beberapa sel saja, terkadang
agak sulit dideteksi pada sediaan yang diwarnai HE. Dengan pewarnaan
IHK BerEP4 lesi yang baru beberapa sel ini terlihat jelas (foto mikro 1-3).
Dengan BerEP4 semua sel KSB terwarnai dengan intensitas yang sama,
sedang sel basal normal tidak terwarnai (foto mikro 1,2,4). Dengan
demikian, BerEP4 bersifat spesifik dan sangat sensitif untuk KSB dini yang
tumbuh sebagai tunas di lapisan basal epidermis dan folikel. Pada
penelitian ini kami dapatkan ada lapisan sel palisade yang terdapat di luar
lesi KSB yang tidak terwarnai BerEP4. Ini berarti pada lesi dini KSB lapisan
sel palisade belum tentu merupakan bagian dari tumor (foto mikro 5, 6).
Pertumbuhan tunas KSB mempunyai sifat khas, yakni masuk ke papila

dermis (dermis superfisial). Bagian dermis di bawah tunas KSB ini tampak
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pemadatan, sedang lapisan sel epidermis di atasnya tidak menunjukkan

perubahan struktural (foto mikro 7,8, 9,10).
. Identifikasi lokasi asal tunas KSB dini

Dari penelitian ini tampak bahwa sebagian besar tunas KSB tumbuh
dari lapisan basal epidermis interfolikuler (380 lesi) dan sebagian kecil saja
yang tumbuh di infundibulum folikel rambut (14 lesi) (tabel 1). Ukuran lesi
bervariasi dari yang paling kecil dengan jumlah sel <15 sel sampai >30 sel.
Tunas KSB ini tumbuh secara random dimana jarak satu tunas KSB dengan
tunas sebelahnya tidak menentu (foto mikro 4 dan 11). Selain tumbuh di
basal epidermis interfolikuler, KSB bisa juga tumbuh di infundibulum folikel
rambut (foto 3, 12, 11, 13). Lesi-lesi dini KSB yang pada sediaan HE tidak
mudah dipastikan, tapi dengan IHK BerEP4 tampak jelas terwarnai
sehingga bisa diyakini bahwa lesi itu adalah KSB, sebab pada infundibulum
folikel rambut normal dan lapisan basal epidermis normal tidak tampak ada

sel yang terwarnai dengan IHK BerEP4. (foto mikro 3, 11, 12).

Pada lesi yang tumbuh ke dalam dermis, tampak lesi-lesi di dalam dermis
mempunyai kecenderungan untuk menyatu menjadi lesi yang lebih besar
(foto 4,.8, 10), dan walaupun lesi tumbuh ke dalam dermis, lesi-lesi tersebut
tetap tidak terlepas dari lapisan basal epidermis (MBZ) (foto mikro 4, 7, 9,
10, 13). Pada daerah dermis yang terdapat lesi KSB tampak serbukan sel-

sel radang lebih padat dibanding tanpa lesi KSB (foto 9, 10)
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Penemuan adanya ekspresi LGR6 pada lesi KSB dapat dijadikan
bukti bahwa lesi KSB berasal dari mutasi isthmus stem cell yang terletak di
atas bulge stem cell, sel mutan kemudian berpindah ke daerah junctional
lalu ke infundibulum dan terakir berada di lapisan basal epidermis. Demikian
juga adanya ekspresi LRIG1 pada lesi KSB dapat dijadikan bukti bahwa lesi
KSB bias pula berasal dari junctional stem cells yang setelah mutasi
bermigrasi juga ke atas sampai ke lapisan basal interfolikuler epidermis.

Hipotese tentang migrasi sel-sel mutan ke epidermis dari folikel sesuai

dengan temuan pada pewarnaaan IHK BerEP4 dimana terlihat kebanyakan
lapisan basal intefolikuler epidermis.

lesi KSB bertebaran (multifokus) di
pula lesi-lesi KSB bukan hanya di daerah

Pada penelitian ini ditemukan
berada juga pada daerah folike

yaitu daerah jsthmus stem cell, junctional stem cell

| rambut bagian atas

interfolikuler, tetapi
(upper part hair follicle),
12, dan 13). Temuan ini memperkuat dugaan

(foto mikro 3, 11,
sel mutan

sebagaimana yangd menjadi hipotese penelitian ini, bahwa sel-
da isthmus stem cell dan junctional stem cell bukan hanya bermigrasi ke
idermis stem cells dan mulai bertu

g-masing dapat tumbuh menjadi KSB di

pa
mbuh menjadi KSB

epidermis menjadi ep.
di interfolikel epidermis tetapi masin

tempat asalnya yaitu di folikel.

LRIG1 dan LGR6 positif

basal epidermis (foto mik
yang bermigrasi menjadi epidermal cells

juga pada lapisan basal normal dan

ro 15.8, 16.A) menandakan

beberapa sel-sel supra

pahwa stem cell normal dari folikel

tetap mengekspresikan kedua marker ini.
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D. Faktor yang mempengaruhi pertumbuhan KSB sehingga digolongkan /ow

grade carcinoma dan jarang metastasis.

Pada penelitian ini ditemukan behwa memang terjadi overekspresi
LRIG1 dan LGR6 pada lesi KSB jika dibandingkan dengan ekspresi kedua
marker tersebut pada sel basal normal (Tabel: 2). Overekspresi ini yang
secara visual sudah kelihatan dari tingginya intensitas warna imunostaining
dari kedua marker tersebut pada lesi KSB makin diperkuat oleh hasil
Mann-Whitney U test dimana perbedaan ekspresi kedua maker tersebut
pada lesi KSB berdasarkan scoring intensitas warna dan prosentase sel
yang terwarna sangat signifikan (p=0.000) dibandingkan dengan

ekspresinya pada sel basal normal (Table: 3)

Oleh karena LRIG1 berfungsi sebagai antiproliferasi pada stem
cells maka kemungkinan besar fungsi ini tetap diperankannya terhadap sel-
sel KSB sehingga kuat kenungkinan bahwa overekspresi LRIG1 inilah yang
membuat kemampuan proliferasi sel KSB lemah sehingga digolongkan
dalam /low grade carcinoma dan selanjutnya menjadi kanker yang jarang
bermetastasis. Sedangkan overekspresi LGR6 pada lesi KSB belum dapat
diperkirakan kontribusinya terhadap pertumbuhan KSB masih diperlukan
penglitian tentang fungsi LGR6 yang bisa dikaitkan kepada kemampuan

proliferasi sel-sel KSB.
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Foto 4 Berbagal macam ukuran lesi KSB yang berasal dari basal epidermis bembam di sepanjang
lapisan basal epidermis, yang tumbuh ke arah dermis dan tetap tidak lepas dari lapisan basal epidermis,
terdapat lesi KSB di sebelah kanan yang menunjukkan beberapa lesi dari KSB menyatu membentuk lesi
yang lebih besar (4A). Lesi sangat dini KSB terlihat lebih jelas dengan pewarnaan IHK BerEP4




Foto 6: Pewarnaan HE pada lesi KSB dini (6.A, 6.C), dengan ciri khas sel-sel palisase yang mengelilingi
sekelompok sel monomorf hiperkromatik dan aktif bermitosis (tanda panah). Pada pewarnaan IHK
BerEP4 yang selaly positif dengan sel-sel KSB, menunjukkan sel-sel palisade yang tidak terwarnai oleh
IHK BerEP4, sel palisade seperti sel normal basal epidermis disekitarnya
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Foto 7: Sekelompok sel dengan inti hiperkromatik, mitosis aktif tersusun rapi, berasal dari
basal epidermis tumbuh “ budding down” ke dermis. Dengan Pewamnaan IHK BerEP4
ekspresi kuat menunjukkan sel-sel KSB (7. B)

" ' d' ™ 4
F . : dengan inti hiperkromatik, mitosis aktif tersusun rapi, berasal dari
:s(;lem;mm “ pudding down" ke dermis. Dengan Pewarnaan IHK BerEP4
ekspresi kuat menunjukkan sel-sel KSB (8.B)
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Foto 9: Pada pewarnaan HE tampak dua lesi KSB dengan ciri khas sel-sel monomorf
dikelilingi oleh sel-sel palisade, berasal dari lapisan basal epidermis tumbuh ke dalam
dermis (9.A), pada potongan jaringan berikutnya yang diwarnai dengan IHK BerEP4 (merah)
menunjukkan terjadigabungan dari kedua lesi, membentuk lesi yang lebih besar, walaupun
sudah tumbuh membesar ke dalam dermis, namun tetap berhubungan dan tidak lepas dari
lapisan basal epidermis (9.B). Pada bagian mesenkim sekitar lesi terlihat serbukan sel-sel
radang padat dan jaringan kolagen yang lebih padat.

Foto 10: Pada pewarnaan HE (10.A) terlihat lesi-lesi KSB yang membesar tur:::h ke dalam
dermis, terlihat pada bagian basal epidermis, terdapat beberapa asal pertumbu Vg :s.:
Uidak lepas dari lapisan basal epidermis, menunjukkan gabungan dari beberapa

yatu membentuk lesi yang lebih besar. Terlihat serbukan sel-sel radang dan jaringan
ada

men :
Kolagen yang lebih padat di sekitar lesi di banding dengan daerah tanpa :;' (tanda panah).
Pada pewarnaan dengan IHK BerEP4 lesi KSB menunjukkan ekspresi yang
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terlihat lebih jelas dengan pewamaan IHK BerEp4 (11.B)

1

Foto 11: lesi-lesi KSB berasal dari daerah infundibulum folikel rambut dan juga daerah
pasal epidermis (11.A)
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memberikan kepastian, tetapi hasil penelitian ini setidaknya BerEP4 memiliki

potensi untuk itu.

Didalam kelompok sel-sel KSB yang hampir selalu terlihat ada beberapa sel
dengan ukuran yang lebih besar dari pada sel-sel monomorf poligonal yang lain,
dengan sitoplasma lebih besar yang terlihat baik pada pewarnaan BerEP4 maupun
pada pewarnaan HE (foto mikro : 5.A, 6.A, 7.A, 8.A), apakah ini menunjukkan
aktifnya sebuah sel di dalam sarang sel-sel KSB, ataukah ada produksi dari sel
yang tertimbun dalam sel seperti glikogen (Mikaelian and Wong 2003) . Sel-sel
dengan ukuran lebih besar dan yang sedang aktif berproliferasi ini mungkin
merupakan stem cell epidermis yang sudah mengalami transformasi maligna pada
saat sudah menjadi epidermal stem cells atau pada stem cells yang lebih primitif

akan dibahas pada pembahasan mengenai stem cell asal KSB.
B. LOKASI ASAL KSB

Lokasi asal (site of origin) KSB sampai saat ini masih belum jelas, dianggap
berasal dari sel basal interfolikular (Krompecher E 1903, Geschicker 1935,
(Zackheim 1962), basal cell (Krliger, Blume-Peytavi et al. 1999: Sellheyer 2011),
~bagian germinativum folikel rambut, (Lever 1948; Ackerman, P.A et al. 1993:
Sellheyer 2011). (Foot NC (1974). Outer root sheat (ORS) of hair follicle(Asada,
Schaart et al. 1992; Kriiger, Blume-Peytavi et al. 1999; Sellheyer 201 1), Penelitian-
penelitian tentang lokasi asal dari KSB sebelumnya, pada umumnya dilakukan
pada kulit.tikus dan KSB stadium lanjut pada manusia. Kelemahan penelitian
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adanya lesi KSB dini pada interfolikuler. Teori lama lokasi asal KSB berawal pada
folikel rambut, penemuan pada penelitian ini adalah sebaliknya yaitu berawal pada
interfolikuler. Berarti sesuai hipotesis pertama bahwa lokasi asal origin dari KSB
berawal pada lapisan sel basal epidermis.(interfolikuler)

Hasil penelitian dengan BerEP4 dan HE, jelas terlihat bahwa pertumbuhan
KSB kebanyakan berasal dari lapisan basal epidermis (interfoliikuler) dan sedikit
pada infundibulum (folikuler). Marker ini diekspresikan terus mulai dari lesi yang
sangat kecil (2-15 sel) hingga tumbuh sampai menjadi lesi yang besar ( >30 sel).
Dari pengamatan histologis, terlihat bahwa lesi KSB yang sudah besar tidak
terlepas dari lapisan basal epidermis. Nampaknya sel-sel KSB memiliki sifat
seperti sifat sel-sel holoklon yang memiliki reseptor B1 integrin yang membuatnya
senantiasa adesllmenempel kearah kolagen tipe IV di Basal Membrane Zone

(Holbrook and Wolff 1993; Jones and Watt 1993; Pincelli and Marconi 2010)

. Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengungkapkan kehadiran molekul adesi

ini pada sel sel KSB.

Hasil observasi histologis selanjutnya adalah pada lesi KSB yang sedikit
lebih besar dengan jumlah 15-30 sel, KSB menunjukkan pertumbuhan dengan
gambaran “downward blooming flower” seperti pertumbuhan bunga kol dari lapisan
epidermis ke dalam dermis, yang selanjutnya pada lesi-lesi yang sudah lebih besar
lagi akan tumbuh membentuk nodul. Pertumbuhan demikian ini mungkin
 disebabkan oleh adanya reseptor B1 integrin pada sel-sel KSB dimana diketahui
m B1 integrin berperan dalam interaksi sel membentuk koloni (colony forming
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efficiency). Pada lesi KSB yang menjulur ke dermis terlihat sel-sel monomorf yang

terkumpul di tengah lesi dikelilingi oleh sel-sel basal yang tersusun palisade

(merupakan ciri khas dari KSB). Tetapi oleh karena sel-sel palisade ini tidak positif

dengan IHK BerEP4 maka timbul dugaan bahwa barangkali sel-sel palisade ini

bukan sel KSB ( foto mikro: 5.B, 6.B, 6.D). Tidak terwarnanya sel-sel palisade

KSB dini dengan IHK BerEP4 menimbulkan pertanyaan baru tentang sel-sel

palisade ini yang selama ini merupakan salah satu karakter gambaran

histopatologis dari KSB, Apakah sel-sel palisade ini sebenamnya bukan KSB tetapi

sel basal normal epidermis yang terdorong oleh pertumbuhan KSB sehingga

nampak mengitari KSB. Paling tidak, pada KSB dini nampak bahwa sel-sel

palisade bukan bagian dari KSB berdasar pewarnaan IHK BerEP4, apakah sel-sel

palisade yang terlihat pada KSB lanjut demikain juga, masih memerlukan

penelitian pada K§B lanjut. Kesan bahwa lesi KSB mendorong lapisan sel-sel
_basal normal ke dalam dermis diperkuat pula oleh gambaran bahwa jaringan
' Q‘mb terdesak oleh lesi KSB sehingga disekitar lesi KSB teriihat lebih padat
R bagai akibat adanya tekanan pertumbuhan tumor ke daerah dermis, Seperti

ahui bahwa dermis menghasilkan mitogen (growth factors) maupun faktor lain
(nestin) yang mempengaruhi pertumbuhan KSB. Dengan demikian
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sulit bertumbuh ke arah dermis. Berbeda dengan pertumbuhan karsinoma sel
skuamos yang tumbuh ke atas karena memang merupakan bagian dari epidermis

atau pertumbuhan sel kanker terjadi dalam epidermis.

Jumlah lesi KSB dini pada penelitian ini sangat multipel, dari 32 kasus
biopsi kulit terdapat 394 lesi KSB dini. Kenyataan klinik menunjukkan
ketidaksesuaian karena pada umumnya lesi KSB lanjut tidak multipel. Hal ini
mungkin disebabkan bahwa diagnosis KSB secara histopatologi dan klinis hanya
menemukan KSB yang sudah lanjut, lesi-lesi kecil KSB dini lolos dari perhatian.
Kemungkinan lain, lesi-lesi KSB dini yang kecil-kecil sebagian besar tidak
bertumbuh menjadi KSB lanjut karena dieliminasi oleh respon imun. Eliminasi oleh

; respon imun ini dimungkinkan oleh sifat KSB yang memiliki kemampuan proliferasi

yang rendah sehingga gampang dieliminasi oleh respon imun.

C. STEM CELL ASAL KSB

Analisis stem cells asal KSB yang dikemukakan disini didasari atas hasil

penelitian Snippert 2010 yang berusaha mencari “the mother of the epidermal

R

stem cell yang menemukan: bahwa sel-sel yang mengekspresi LGR6 terus

menerus diproduksi tetapi Snippert belum mengetahui kemana perginya stem cell
itu. Balanpain, 2010 yang kemudian menjelaskan bahwa isthmus stem cell yang
ada di sentral isthmus akan bermigrasi ke daerah perifer menjadi junctional stem
cells dan mengekspressikan marker baru yaitu LRIG1, walaupun tetap
mengekspress LGR6. Selanjutnya junctional stem cells akan naik ke arah
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epidermis menjadi epidermal stem cell dan tetap mengekspresikan marker LRIG1

dan LGR6.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa KSB dini mengekspressikan marker
isthmus stem cell yaitu LGR6 dan marker junctional stem cells yaitu LRIGT,
pahkan menunjukkan ekspressi yang lebih tinggi dibanding dengan sel-sel basal
epidermal normal yang juga mengekpressikan kedua marker ini. Dengan demikian,
dapat dikemukakan bahwa KSB dapat berasal dari isthmus stem cell atau

junctional stem cells yang mengalami mutasi atau transformasi maligna.

Penelitian ini menemukan lokasi asal lesi KSB dini pada seluruh kasus
berada pada lapisan basal epidermis dimana hanya ada 6 kasus yang selain
berada pada lapisan basal epidermis ditemukan juga pada folikel. Peneliti
berpandangan bahwa memang lokasi asal KSB dini muncul kebanyakan di
interfolikuler dibanding di folikel tetapi tidak berarti bahwa proses karsinogenesis
baru mulai pada saat sudah menjadi epidermal stem cell, mutasi yang
meyebabkan terjadinya transformasi maligna dapat terjadi pada saat masih
sebagai isthmus stem cell atau junctional stem cell yang bergerak ke lokasi
interfolikuler setelah mengalami mutasi. Dengan kata lain, bahwa memang KSB
bisa muncul dari epidermis stem cells karena kenyataannya lokasi asal KSB

kebanyakan pada daerah interfolikuler tetapi KSB ini bisa berasal dari isthmus

 stem cell dan junctional stem cells yang mengalami mutasi dan bergerak ke arah

kel untuk menjadi epidermal stem cells dan selanjutnya menjadi lokasi asal

KSB (foto mikro: 13.A-13.D). Pandangan dari temuan marker stem cells pada
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menjadi epidermal stem cells, Dengan kata lain, mutasi atau transformasi maligna
dapat terjadi pada isthmus stem cell dan junctional stem cells. Ini sesuai dengan
pendapat Walce Halper (1950) yang mengatakan bahwa KSB berasal dari
embryonic primary epithelial cells atau dari folikel (Kruger, Blume-Peytavi 1999)
dan pendapat dari Pincus yang menganggap KSB berasal dari stem cell pluripoten
dalam hal ini adalah isthmus stem cell yang bersifat pluripoten (Pinkus and Kurtin
1985). KSB berasal dari stem cell pluripoten didukung oleh hasil penelitian ini
dimana KSB mengekspressikan protein LGR6 sebagai marker stem cell primitif
(multipoten). Walaupun marker dari bulge stem cells tak diperiksa pada penelitian
ini, temuan pada penelitian ini nampaknya mendukung pula temuan peneliti lain
yang menyatakan bahwa KSB bukan berasal dari bulge stem cells (Youssef,

Keymeulen et al. 2010).

Pada kulit,-LRIG1 merupakan suatu marker untuk sel interfolikuler dan
Junctional stem cell dan epidermal stem cells (Snippert, Haegebarth et al. 2010).
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terhadap marker LRIG1 positif pada
sitoplasma dan inti sel KSB dengan perincian positif ringan 27,74, positif sedang
52,17% dan positif kuat 26,09% marker LRIG1 positif juga pada epidermis stem

‘ ~ cell yang pada penelitian ini kelihatan positif pada sel-sel basal epidermis normal.
Yang menjadi pertanyaan adalah KSB dini yang teryata mengekspressikan
mari er LRIG1 apakah berasal dari junctional stem cells atau epidermal stem cells.

a kemungkinan yaitu, pertama KSB berasal langsung dari Junctional stem
transformasi maligna dan tetap mengekpresikan marker
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epidermis mengikuti pergerakan fisiologis untuk homeostatis kyiit untuk menjadi
epidermal stem cells yang akan bertebaran ke berbagai lokasi dj epidermis dengan

kata lain akan menghasilkan KSB dini yang multipel atau muiticentric yang biasa

disebut superficial multicentric basal céll cah:inoma (SMBCC). Penemuan Lang
Pearon pada tahun 1987 yang membuktikan dengan rekonstruksi tiga dimensi
menggunakan komputer dari SMBCC menyimpulkan bahwa origin dari SMBCC ini
sebenarnyan adalah unicentric. Hasil penelitian ini lebih menjelaskan tentang
unicentric yaitu KSB dini yang bertebaran multicentric di epidermis (interfolikel)
itu berasal dari isthmus stem cells atau junctional stem cells pada folikel. Peran
Junctional stem cells yang aktif untuk homeostatis kulit pada keadaan normal,
untuk mempertahankan dan memelihara epidermal stem cell telah dilaporkan oleh
peneliti terdahulu (Ohyama 2009). Pada penelitian ini, pada semua kasus
ditemukan ‘multipel KSB dini yaitu sebanyak 394 lesi pada 32 kasus, sehingga

temuan pada penelitian ini, baik dilihat dari lokasi asal KSB dini maupun dari hasil
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pemeriksaan marker stem cells. sangat mendukung bahwa KSB berasal dari
jsthmus stem cells dan junctional stem Cells yang mengalami mutasi. Analisis
giatas mendukung pemyataan Pincus dan Yossef, bahwa KSB berasal dari sel
pluripoten dan merupakan bagian dari se| long term residens progenitor dari

interfolikuler epidermis bagian atas dekat infundibulum dan bukan dari Bulge stem
cells.

Demikian juga beradaan lesi KSB pada folikel rambut dapat dijelaskan
pahwa KSB berasal dari isthmus stem cell atau junctional stem cells yang
mengalami mutasi tapi tidak bergerak ke epidermis (interfolikuler) dan berkembang
menjadi KSB di folikel karena memang secara fisiologis stem cell isthmus dapat
berdiferensiasi menjadi folikel rambut yang berarti stem cells isthmus atau
junctional stem cells. tidak selalu harus bergerak ke interfolikuler. Bahkan
keberadaan KSB pada folikel mendukung pandangan yang telah dikemukakan di
atas bahwa KSB berasal dari mutasi pada isthmus stem cell atau Jjunctional stem

cells

KSB yang berlokasi di interfolikuler dan folikel dapat berasal dari isthmus stem celf
atau junctional stem cells yang mengalami transformasi maligna. Hal ini tidak
bertentangan dengan apa yang diduga oleh Markey yang melakukan penelitian
dengan mgmbandingkan sitokeratin 17 yang terdapat pada KSB dan outer root
sheath (OﬁS) folikel rambut. Dia menduga bahwa KSB berasal dari ORS folikel
fambut dimana berada isthmus stem cell dan junctional stem cells dan tidak

berasal dari bulge stem cell (Markey, Lane et al. 1992; Heenan and Bogle 1993).
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LAMPIRAN
Lampiran 1
sejarah Penelitian sel Origin KSB
NO | Year Author Title
Krompecher
1| 1903 E Basal cell layer of the interfolicular epidermis
2 | 1935 | Geschicker | Sel Basal yan g berdiferensiasi menjadi sel glanduler
Follicular Ol’lgln. derives from the incompletely differentiation
3| 1948 Lever cells of the primer epithelial hair germ germ
Wallce KSB berasal dari germinativum embrinik sel epitel ( embrionik
4| 1950 Halper primary epithelial germ cell ) atau dari folikel rambut
Sel origin KSB berasal dari sel Pluripoten
5| 1953 Pinkus
6 | 1963 | Zackheim | Interfolicular epidermis
7| 1974 Foot NC KSB berasal dari matriks rambut atau primordial adneksa dermal
CK l9(0-100%)|snotaspec|ﬁcstemcell marker as CK15 and
8 1991 | Laneetall | likely stains transient amplifying cells also : not a stem cell marker
Cytokeratin profile : identical ORS, and distinct that from the
9| 1993 Asada interfollicular epidermis
Bee stromal comparment. stomal tisuues with PDGF (Platelet
10 | 1994 Ponten derived growth factor
Folikuler stemm cell marker ( DAKO clone C8-anti CDS8
monoclonal antibody /144B) with cytokeratin 15;: LHK15 clone
111998 | Lyleetal | detected CK15 in 65=71% BCC. CD8/144B : 27%
Disrupt sonic hedgehog gen : arrest of hair follicle, striking
morphological resemblance BCC superficial. constitutive
activation of canonical Wnt/f-catenin signaling hairless mice

induced superficial BCC like downgrowths resembling embryonic
‘ hair germs. a. human embryonic hair germ show an expression
121999 |  Chiang | pattern for B catennin identical to that of BCC

1999 Sato | Sonic hedgehog cDNA induces an increase hair size.
' 1999 etal | Vellus hair origin (based) antigen : cytokertin and lectins.
Ackerman et . .
1 | 2001 al Follicular germinative cells. by electrone microscope studies
3 iy Basic science studies, sonic hedgehog pathway : central “dual * :
Athar M for devel BCC and follicular is

T e Smoothened mutans (SmoM2) a member of hedgehog pathway

— activation SmoM2 in bulge cells hair follicle didinot induced BCC.
BCCwasfouudtobefmnwdﬁ'omlonglivedmiduupmafnhor
cells of the interfollicular epidermis and the upper follicular

il

TBCC derives from stem cells in the basal cell layer of the
mmm&hﬂeﬂwpﬂﬂﬂdwmm

n uﬂﬂlwm ; m

(%] CamScanner












130

Hubungan antara perbedaan persentase positif LGR6 pada KSB dan Kontrol.

Tabel 10: Uji T-test persentase positif antibodi LGR6 pada Kasus dan KSB dengan
penilaian oleh observer pertama

Tabel 11: Two-sampelt test with equal variances

Group| Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]

Kontrol | 23 0 0 0 0 o0
Kasus | 394 9573604 .7207461 14.3064 9431904 97.15304

'y

combined| 417 90.45564 1.269592 25.92581 87.96002 92.95125

.

diff | -95.73604 2.986473 -101.6065 -89.86554

diff = mean(Control) - mean(Cases) t=-32.0566
Ho: diff=0 degrees of freedom = 415
Ha: diff<0 Ha: diff I=0 Ha: diff > 0

E Pr(T <t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Hasil penilaian Uji T-Test menunjukkan adanya hubungan perbedaan yang bermakna persentase
positif antibodi LGR6 pada KSB dan kontrol dengan P value 0.000. Pada kelompok KS8, rata-rata

persentase positif sebesar 95.73% dengan standar deviasi 14.3, sedangkan pada kelompok kontrol
persentase 0, tidak ditemukan sel KSB yang terwamai

Tabel11: Uji T-test persentase positif antibodi LGR6 pada KSB dan Kontrol dengan
penilaian oleh observer kedua

Two-sampelt test with equal variances
Group| Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]

 Control| 23 0 o o o0 o
Cases| 394 95.07868 .7089655 14.07256 93.68484 96.47252

ml 417 89.83453 1.257425 26.67734 067.36283 92.3062)

@ 9507868 2937659 1008532 49.30413

trol) - mean(Cases) { = -32.3655
D degrees of freedom = 415

Ha: diff > 0


























































































