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ABSTRAK
Histori Artikel: Nanosecond Pulsed Electric Fields (NsPEFs) merupakan teknologi
bioelektrik yang berkembang dari teknologi elektroporasi. NsPEFs
Submitted: diberikan dengan intensitas tinggi namun dalam waktu yang sangat
18/08/2017 singkat yaitu 1 - 300 nanosekon. NsPEFs terbukti memiliki sejumlah efek
biologis dan telah banyak dikembangkan dalam berbagai terapi salah
Revised: satunya pada terapi kanker. Pada kanker serviks, protein HPV dapat
08/09/2017 menekan sejumlah ekspresi supresor tumor salah satunya yaitu gen Socs3.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbedaan jumlah
Accepted: tembakan NsPEFs pada ekspresi gen Socs3. Sel HeLa S3 dikultur pada
22/09/2017 medium a-MEM dengan serum FBS 10%. Sebesar 20 kV/cm dalam durasi

80 ns NsPEFs dipapar pada suspensi sel dalam 4 mm cuvette. Gelombang
NsPEFs dideteksi oleh probe bervoltase tinggi pada Oscilloscope. NsPEFs
diberikan pada 0, 5, 10, 20, 30, 40, 0, dan 60 kali tembakan. Analisis
ekspresi gen dilakukan dengan dua metode yaitu kuantitatif menggunakan
Real time PCR dan kualitatif dengan RT-PCR. Data kuantitatif dianalisis
secara statistik menggunakan Kolmogorf-Smirnov, Anova dan HSD Tukey
(p<0.05). Hasil studi ini membuktikan bahwa paparan NsPEFs
berpengaruh secara signifikan pada ekspresi gen Socs3 (p=0.000). Jumlah
tembakan optimal 20 dan 30 kali dapat meningkatkan ekspresi gen Socs3

berturut-turut sebanyak X = 2779 dan X = 3.105 kali. Ekspresi gen
Socs3 akan menurun pada tembakan di atas 30 tembakan.

Kata Kunci: NsPEFs, tembakan, ekspresi, Socs3

ABSTRACT
Nanosecond Pulsed Electric Fields (NsPEFs) is bioelectric that was developed by electroporation
technology. NsPEFs use high intensity in short time exposure (1 - 300 nanosecond). NsPEFs have
biological effect and was developed in cancer therapy. In cervical cancer, viral protein of HPV depresses
some tumor suppressors like Socs3 gene. This research aims to investigate the effect of short variation
in Socs3 gene expression. HeLa S3 cells were cultured in a-MEM with FBS 10%. NsPEFs as much as 20
kV/cm and 80 nano seconds was exposure over HeLa S3 cell in 4 mm cuvette. Wave of NsPEFs was
detected by high voltage probe in oscilloscope. NsPEFs was exposure at 0 (control), 5, 10, 20, 30, 40, 50,
and 60 shots. Socs3 gene expression was analyzed using real time PCR and RT-PCR. Quantitative data
was analyzed by Kolmogorov-Smirnov, Anova, and HSD Tuker (p<0.05). This research show that NsPEFs
is significantly increase Socs3 gene expression (p=0.000). The optimal shot 20 and 30 shots increase

Socs3 gene expression subsequently X =2.779and X =3.105 times. This expression decrease in higher
than 30 shots of NsPEFs exposure.

Keywords: NsPEFs, shot, expression, Socs3
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PENDAHULUAN

Nanosecond Pulsed Electric Fields (NsPEFs)
merupakan salah satu aplikasi teknologi
bioelektris yang dikembangkan dari teknik
elektroporasi. Elektroporasi banyak digunakan
secara luas di bidang biologi dan kedokteran
misalnya untuk menyampaikan plasmid, gen,
antibodi ataupun molekul lain ke dalam sel
dengan berbagai tujuan salah satunya adalah
untuk terapi (Chen et al, 2006). Teknologi baru
ini memperbaiki kelemahan dan efek samping
dari elektroporasi dalam hal terapi pada sel.
NsPEFs dipaparkan dalam waktu yang sangat
singkat yaitu 1 - 300 nanosekon dengan
intensitas listrik yang besar yaitu 10 - 100
kV/cm (Beebe dan Schoenbach, 2005). Dengan
karakter ini, NsSPEFs memiliki densitas energi
kecil sehingga tidak menimbulkan efek termal
yang menyebabkan kerusakan pada sel target.
Namun demikian, NsPEFs akan membentuk
porus yang kecil pada membran sel sehingga
akan mudah dilewati oleh molekul kecil seperti
plasmid, gen, antibodi dan senyawa kimia tanpa
mengganggu integritas dari sel tersebut (Beebe
etal, 2012).

Pada sejumlah sel kanker, NsPEFs terbukti
memiliki  aktivitas penghambatan pada
penurunan viabilitas sel kanker (Stacey et al,
2003), penurunan proliferasi (Beebe et al,
2002; Ren et al, 2013), menurunkan masa
tumor (Nagahama et al, 2013), serta dapat
menginduksi apoptosis (Nuccitelli et al, 2009;
Beebe et al,, 2013; Ren dan Beebe, 2011; Zou et
al, 2013). Pada tingkat keganasan yang lebih
tinggi, NsPEFs mampu menurunkan
kemampuan invasi dan metastasis sel kanker
melalui penurunan ekspresi VEGF dan MMP
(Renetal, 2013; Wu etal, 2014).

Kanker serviks merupakan salah satu
kanker ginekologis yang disebabkan oleh
infeksi virus HPV. Dua protein virus utama HPV
yaitu E6 dan E7 merupakan protein yang
bertanggungjawab pada proses karsinogenesis
dan instabilitas genetik sel serviks (Burd et al,
2003). Kehadiran genom HPV diasosiasikan
dengan overekspresi STAT3 dan STAT yang
berimplikasi pada prognosivitas kanker (Sobti
et al, 2009; Sobti et al, 2010). Peningkatan
ekspresi STAT3 dan 5 berkaitan juga dengan
hilangnya kontrol epigenetik yang
menyebabkan metilasi pada sejumlah supresor
tumor salah satunya gen Socs3 (Webces et al,
2014). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh variasi jumlah tembakan
NsPEFs pada ekspresi gen socs3 pada sel kanker
HeLa S3.

METODE PENELITAN
A. Kultur Sel dan Preparasi Sampel

Sel HeLa S3 (ATCC) sebanyak 2 x 106 sel/ml
dikultur pada medium o-minimum essential
medium (a-MEM) (WAKO) dengan serum FBS
10% dan penicillin/streptomycin (WAKO) pada
suspense 400 pl. Sel dikultur pada inkubator
COz2 5% pada suhu 379C. Sel dihitung
menggunakan cell counter coulter Z.1. Primer
yang digunakan untuk mengamplifikasi gen
didapatkan dengan optimasi primer antara lain
socs3 (107 bp), F: 5’-
TCCCCCCAGAAGAGCCTATTAC-3’; R: 5-
TCCGACAGAGATGCTGAAGAGTG-3’; GAPDH
(452 bp), F: 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’,
R: 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3".

Optimasi dilakukan berdasarkan pada ada
tidaknya primer dimer yang ditunjukkan oleh
puncak tertinggi pada kurva denaturasi.

B. Aplikasi NsPEFs

Suspensi sel HeLa S3 dimasukkan ke dalam
kuvet pada suatu eletroda aluminium paralel
dengan jarak 4 mm (#5540, MBP, Thermo
Fisher Scientific). NsPEFs terbentuk oleh
adanya pulsed power modulator. Voltase
gelombang NsPEFs yang dihasilkan dideteksi
oleh probe bervoltase tinggi (P6015A4,
Textronix) pada Oscilloscope. Aplikasi NsPEFs
dilakukan dengan 7 variasi tembakan yaitu 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60 shot. NsPEFs diberikan
pada frekuensi 1 Hx dengan kondisi maksimum
20 kV/cm atau 8 kV dalam durasi 80 nsec setiap
tembakan (Morotomi-Yano et al, 2011).

C. Isolasi RNA

RNA total diisolasi dari semua sampel
menggunakan reagen RNAiso Plus (Takara Bio).
Konsentrasi dan kemurnian RNA akan
dikonfirmasi menggunakan Biophotometer
plus (Eppendorf). Berdasarkan hasil optimasi
kualitas sampel RNA, maka panjang gelombang
yang digunakan untuk mengukur konsentrasi
isolat RNA yaitu 260/280 dengan nilai OD
(optical density) sebesar 1.8 - 2.0. Isolasi RNA
dilakukan berdasarkan protocol TAKARA BIO
INC. Cat #9108/9109 V0803Da). Konsetrasi
RNA total ditentukan dengan rumus:

Konsentrasi RNA = OD2sor280 X pengenceran (100)
x 0.04

D. Analisis Real Time PCR

Real Time PCR digunakan untuk mengetahui
ekspresi gen Socs3 melalui metode kuantitatif.
Kuantitatif real time PCR yang digunakan yaitu
iSripct One-Step RT PCR kit dengan SYBR green
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(Biorad) pada M] Mini Thermal Cycler dengan
Mini Opticon Real Time PCR system (Biorad)
dalam 45 siklus. Data real time PCR dikalkulasi
dengan mengukur rata-rata nilai Cycle
Threshold (CT) pada gen target dengan
menggunakan Glyceraldehydes -3- Phosphate
Dehydrogenase (GAPDH) sebagai kontrol.

E. Analisis Reverse Transcriptase PCR (RT-
PCR)

Reverse Transciptase PCR merupakan
pengukurun mRNA secara semikuantitatif. Kit
RT-PCR yang digunakan yaitu OneStep RT-PCR
(Qiagen) pad RT-PCR system. Kondisi RT-PCR
yang digunakan yaitu: 1) transkripsi balik (30
menit 459C), 2) aktivasi PCR (15 menit 95°C), 3)
denaturation (10 detik 94°C), 4) annealing (1
menit 50 - 68°C), 5) extension (1 menit 68°C), 6)
reaksi perpanjangan akhir (10 menit 68°C) (45
siklus). Produk PCR dipisahkan pada jel agarose
dan divisualisasikan = menggunakan UV

transluminator.  Intensitas  band  akan
dikuantitatifkan =~ menggunakan  software
image].

F. Analisis Statistik

Data dipresentasikan dengan jumlah rerata
dan nilai standar deviasi, Distribusi data
dievaluasi menggunakan analisis Kolmogorov-
Smirnov. Data dianalisis menggunakan ANOVA
dengan HSD Tukey sebagai studi lanjut
menggunkan taraf signifikansi 0 < 0.05.
Penggolahan data statistik menggunakan SPSS
23.

HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Hasil Analisis Ekspresi Gen Menggunakan
Real Time PCR

Ekspresi gen Socs3 hasil amplifikasi
menggunakan real time PCR direpresentasikan
dengan nilai Cycle Threshold (CT). Berdasarkan
hasil uji normalitas menggunakan Kolmogorov-
Smirnov diketahuai bahwa data nilai ekspresi
gen SOCS3 terdistribusi normal (p=0.200).
Berdasarkan uji Anova diketahui bahwa jumlah
tembakan NsPEFs signifikan terhadap ekspresi
gen (p=0.000). Adapun hasil uji lanjut HSD
Tukey diketahui bahwa semua jumlah
tembakan NsPEFs berbeda signifikan dengan
kontrol (0 tembakan) yang ditunjukkan dengan
perbedaan notasi. Tabel 1 merupakan data
mean dan standar deviasi serta hasil uji Anova
dengan HSD Turkey.

Tabel 1 Tabel Analisis Pengaruh
Tembakan NsPEFs pada Ekspresi Gen Socs3

Hasil Uji Real Time PCR
No. Perlakuan Mean £ SD

1 0 tembakan (Kontrol) 1+02

2 60 tembakan 1.238 £ 0.012b
3 50 tembakan 1.898 + 0.022¢
4 5 tembakan 1.998 £ 0.075

cd

5 40 tembakan 2.109 £ 0.08 de
6 10 tembakan 2.223 +0.144¢
7 20 tembakan 2.779 £ 0.051¢f
8 30 tembakan 3.105 £ 0.068¢

Catatan: Notasi yang berbeda menunjukkan
perbedaan pengaruh yang signifikan

Adapun grafik analisis pengaruh tembakan
NsPEFs terhadap ekspresi gen Socs3
ditunjukkan pada Gambar 1.

Ekspresi Gen SOCS3

pen0:
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35 .
z p<0.00
[ E—

Ekspresi Gen (kali lipat)
ra
u

1] 5 10 20 30 40 50 &0
Jumlah Tembakan (Shots)

m Ekspresi Gen SOCS3

Gambar 1 Grafik Analisis Pengaruh
Tembakan NsPEFs terhadap Ekspresi Gen
Socs3

Selain menggunakan analisis kuantitatif
dengan real time PCR, analisis ekspresi gen
Socs3 juga dilihat dari hasil analisis kualitatif
menggunakan RT-PCR. Adapun hasil analisis
RT-PCR ditunjukkan pada Gambar 2.

]
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Gambar 2 Ekspresi pita DNA dari gen
Socs3 dari Hasil Analisis RT-PCR yang
divisualisasikan Hasil Elektroforesis
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Melalui Pembacaan dengan UV
Transluminator.

Berdasarkan hasil analisis data diketahui
bahwa pemberian tembakan NsPEFs memiliki
pengaruh yang signifikan dalam meningkatkan
ekspresi gen Socs3 terbukti dari nilai Ct yang
lebih tinggi dibandingkan kontrol. Pada Gambar
1 tampak bahwa ekspresi gen Socs3 tertinggi
dihasilkan dari pemberian tembakan NsPEFs
sebesar 30 tembakan yang berbeda signifikan
dengan tembakan NsPEFs lainnya (p=0.000).
Pemberian NsPEFs sebesar 30 tembakan dapat

meningkatkan ekspresi gen Socs3 sebesar X =
3.105 kali lipat dibanding kontrol. Ekspresi gen
Socs3 tertinggi kedua dihasilkan dari perlakuan
tembakan NsPEFs sebesar 20 tembakan dan
berbeda signifikan dengan tembakan yang lain.
Pemberian NsPEFs sebesar 20 tembakan dapat

meningkatkan ekspresi gen Socs3 sebesar X =
2.779 kali. Pemberian NsPEFs selanjutnya yang
dapat meningkatkan ekspresi gen Socs3 setelah
30 dan 20 tembakan berturut-turut yaitu 10,
40, 5, 50, dan 60 namun tidak berbeda
signifikan. Jika dianalisa maka jumlah
tembakan NsPEFs yang optimal untuk
meningkatkan ekspresi gen Socs3 yaitu pada 30
tembakan. Hasil analisis menggunakan real
time PCR (kuantitatif) ini tidak berbeda dengan
hasil RT-PCR (kualitatif) yang ditunjukkan pada
Gambar 2. Pada Gambar 2 menunjukkan bahwa
tembakan NsPEFs sebesar 30 tembakan
memberikan hasil ekspresi gen Socs3 tertinggi
dibandingkan pada jumlah tembakan lainnya.
Meninjau kembali grafik ekspresi gen Socs3
pada Gambar 1 dan pita DNA gen Socs3 pada
Gambar 2, maka tren jumlah tembakan
pemberian NsPEFs dari 5 sampai 60 tembakan
yaitu meningkat dari 5, 10, 20 lalu mencapai
puncak ekspresinya pada 30 tembakan. Setelah
30 tembakan, ekspresi gen Socs3 akan menurun
pada 40, 50 dan 60 tembakan, namun masih di
atas ekspresi pada perlakuan kontrol. Hal ini
menunjukkan bahwa tembakan NsPEFs
memiliki nilai yang optimal untuk dapat
meningkatkan ekspresi gen Socs3.

B. PEMBAHASAN

Pada sejumlah kanker, terjadi silencing
sejumlah supresor tumor dapat mengakibatkan
prognosivitas kanker. Protein virus E6 dan E7
dari Human Pappiloma Virus (HPV) terbukti
dapat mendegradasi supresor tumor p53 yang
menurunkan kemampuan apoptosis,
sedangkan E7 dapat mengikat pRb, p107, dan
p103 sehingga merusak ikatan kompleks pRb

dan E2F yang dapat meningkatkan kemampuan
proliferasi kanker serviks (Burd, 2003).
Kehadiran genom HPV diasosiasikan dengan
overekspresi STAT3 dan STAT yang
berimplikasi pada prognosivitas kanker (Sobti
et al, 2009; Sobti et al, 2010). Peningkatan
ekspresi STAT3 dan 5 berkaitan juga dengan
hilangnya kontrol epigenetik yang
menyebabkan metilasi pada sejumlah supresor
tumor salah satunya gen Socs3 (Webces et al,
2014). Protein virus HPV juga terbukti dapat
menyebabkan metilasi pada gen Socsl dan
Socs3 (Sobti et al, 2009; Sobti et al, 2010;
Wences et al, 2014). Metilasi ini berkaitan
dengan peningkatan ekspresi faktor transkripsi
STAT1, 3 dan 5. Metilasi menyebabkan gen
socs1 dan socs3 mengalami silencing sehingga
dapat menyebabkan peningkatan proliferasi
dan penurunan apoptosis pada jalur JAK/STAT
(Singh et al, 2011). Mekanisme socs1 dan socs3
sebagai tumor supresor yaitu dengan
menurunkan ekspresi c-myc dan ekspresi bcl-xl
sehingga dapat meningkatkan proliferasi dan
menurunkan apoptosis (Martin et al, 2007).
Sehingga peningkatan ekspresi socs3 sangat
penting untuk mengembalikan kondisi internal
sel kanker serviks dalam proses perbaikan
seluler.

Berdasarkan hasil penelitian terdahulu
diketahui bahwa NsPEFs terbukti dapat
menimbulkan efek biologis pada sel (Beebe dan
Schoenbach, 2005), mengaktifkan sejumlah
jalur sinyal melalui mobilisasi Ca2* (Morotomi-
Yano et al, 2012), mengaktifkan jalur sinyal
MAPK (Morotomi-Yano et al, 2011), dan
sejumlah penekanan ekspresi gen pada
sejumlah jalur sinyal yang berimplikasi pada
penurunan proliferasi sel, peningkatan
apoptosis, penurunan invasi dan metastasis
(Ren et al, 2013). Penelitian ini merupakan
studi untuk mengivestigasi adanya pengaruh
jumlah tembakan NsPEFs pada ekspresi gen
socs3 yang mengalami penurunan ekspresi dan
silencing pada kanker serviks.

Berdasarkan hasil penelitian ini diketahui
bahwa NsPEFs memberikan pengaruh yang
signifikan dalam meningkatkan ekspresi gen
Socs3. Dari hasil analisis data juga diketahui
bahwa jumlah tembakan yang optimal untuk
meningkatkan ekspresi gen socs3 yaitu pada
tembakan 20 dan yang tertinggi adalah 30
tembakan. Dengan mempelajari tren ekspresi
gen Socs3 dari seluruh tembakan terjadi
peningkatan ekspresi Socs3 mulai dari 5
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tembakan hingga 30 tembakan dan akan
mengalami penurunan pada 40 sampai 60
tembakan. Pada penelitian sebelumnya
diketahui bahwa NsPEFs mampu menginduksi
ekspresi gen socsl dan socs3 namun bukan
socs2 (Rohmah et al, 2015). Hal ini
mengindikasikan bahwa mekanisme
peningkatan ekspresi gen Socs3 tidak melalui
jalur sinyal JAK/STAT. Induksi dan peningkatan
ekspresi gen Socs3 kemungkinan melalui
proses demetilasi dikarenakan NsPEFs terbukti
dapat menimbulkan efek fisik yang pada
akhirnya dapat menimbulkan efek biologis
yaitu degradasi polimerasi dan gugus metil
pada gen socs3.

Adanya jumlah tembakan yang optimal
untuk meningkatkan ekspresi gen Socs3 yaitu
pada tembakan 20 dan 30 kali sesuai dengan
teori bahwa perbedaan jumlah tembakan
NsPEFs berkaitan dengan perbedaan kondisi
seluler berupa viabilitas sel (Morotomi-Yano et
al, 2011) dan sejumlah ekspresi gen
(Morotomi-Yano et al, 2011; Morotomi-Yano et
al, 2012). Perbedaan jumlah tembakan
mengindikasikan perbedaan yang ditimbulkan
oleh NsPEFS pada sel. NsPEFs akan membentuk
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