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KATA PENGANTAR

Keanekaragaman hayati (biodiversitas) merupakan sumberdaya penting yang memberikan
manfaat baik langsung maupun tak langsung bagi manusia dan lingkungan. Penelitian
bidang biologi seyogyanya mampu memberikan kontribusi untuk mengatasi dan/atau
meminimalisasi keadaan tersebut. Sejalan dengan visi dan misi utama jurusan Biologi
Universitas Andalas yakni pengkajian dan penyelamatan sumber daya alam tropika dan
sebagai institusi pengemban tridarma perguruan tinggi, maka jurusan Biologi FMIPA Unand
telah tiga kali menyelenggarakan seminar Nasional Biodiversitas dan Ekologi Tropika
Indonesia (BIOETI), dan untuk tahun 2017 ini bersama dengan Kongres Penggalang
Taksonomi Tumbuhan Indonesia (PTTI) yang ke-12. Seminar BIOETI ke-4 dan Kongres
PTTI XII mengangkat tema “Implementasi Kajian Biodiversitas Dalam Upaya
Pengelolaan Lingkungan dan Ekowisata”. Seminar nasional ini bertujuan untuk
mengkomunikasikan dan menghimpun pemikiran dari para pengambil kebijakan, peneliti
dan praktisi tentang keanekaragaman hayati sehingga diharapkan dapat diaplikasikan
dalam kehidupan nyata dan dapat menunjang kejayaan bangsa.

Supaya komunikasi ilmiah yang baik ini dapat juga tersampaikan ke komunitas
ilmiah lain yang tidak dapat hadir pada kegiatan seminar, panitia memfasilitasi untuk
menerbitkan makalah dalam bentuk Prosiding. Dalam proses penerbitan prosiding ini,
panitia telah banyak dibantu oleh Tim Reviewer dan Tim Editor. Untuk itu, panitia
menyampaikan terima kasih dan penghargaan. Panitia juga menyampaikan terimakasih dan
penghargaan kepada seluruh penulis makalah, dan kami juga menyampaikan terima kasih
kepada para pihak sponsor yang telah berpatisipasi pada acara ini yaitu kepada Yayasan
Belantara, Lembaga limu Pengetahuan Indonesia (LIPI), Penggalang Taksonomi
Tumbuhan Indonesi (PTTI) dan Bank Nagari. Semoga penerbitan prosiding ini bermanfaat
bagi perkembangan ilmu pengetahuan khususnya bidang Biologi.

Padang, Desember 2017
Seminar Nasional Biodiversitas dan Ekologi Tropika Indonesia Ke-4 dan Kongres
Penggalang Taksonomi Tumbuhan Indonesia Ke-12

Dr. Mairawita Zuhri Syam, MP
Ketua Jurusan Biologi FMIPA UNAND Ketua Panitia Pelaksana
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NESFATIN-1 MENGAKTIVASI NEURON ARGININ VASOPRESSIN DI PUSAT PENGENDALI
MAKAN NUKLEUS PARVENTRIKULAR HIPOTALAMUS

Putra Santoso*

Laboratorium Fisiologi Hewan Jurusan Biologi FMIPA Universitas Andalas
Kampus UNAND Limau Manis Kec. Pauh Kota Padang Sumatra Barat 25163
E-mail: putrasantoso@fmipa.unand.ac.id

ABSTRAK

Nesfatin-1 (Nesf-1) adalah neuropeptida anoreksigenik yang berperan dalam pengendalian nafsu
makan. Salah satu mekanisme kerja Nesf-1 adalah dengan mengaktivasi neuron oksitosin di pusat
pengendali makan nukleus paraventrikular (PVN) di hipotalamus. Akan tetapi, belum diketahui
apakah Nesf-1 dapat mengaktivasi neuron arginin vasopressin (AVP) di hipotalamus yang juga
berperan penting dalam regulasi makan dan sistem kardiovaskular. Pada penelitian ini, Nesf-1
diinjeksikan secara langsung ke ventrikel lateral otak mencit jantan dewasa melalui kanula.
Selanjutnya, ekspresi protein c-Fos sebagai penanda aktivitas neuron di hipotalamus diamati melalui
teknik imunohistokimia. Hasil penelitian menunjukkan bahwa injeksi Nesf-1 dapat meningkatkan
ekspresi c-Fos secara signifikan khususnya di PVN. Pewarnaan imunohistokimia ganda terhadap c-
Fos dan AVP mengindikasikan bahwa ekspresi c-Fos meningkat tiga kali lipat pada neuron AVP di
PVN. Dengan demikian, Nesf-1 dapat mengaktivasi neuron AVP khususnya di PVN. Aktivasi ini
berkemungkinan menjadi salah satu mekanisme kerja Nesf-1 dalam meregulasi perilaku makan.

Kata kunci: anoreksigenik, c-Fos, imunohistokimia, oksitosin, perilaku makan.

ABSTRACT

Nesfatin-1 (Nesf-1) is an anorexigenic neuropeptide potently implicated in feeding regulation. One of
the underlying mechanisms is by activating of the oxytocin neurons in the hypothalamic feeding center
paraventricular nucleus (PVN). However, it remains to be elucidated whether Nesf-1 also could
activate the hypothalamic arginine vasopressin (AVP) neurons that play a pivotal role in regulating of
cardiovascular system as well as feeding behavior. In this current study, Nesf-1 was injected into the
lateral ventricle of the adult male mice through stereotaxically implanted cannula. Furthermore, the
expression of c-Fos as a reliable marker of the activated neurons in the hypothalamus was examined
by immunohistochemistry. The results demonstrated that central injection of Nesf-1 significantly
increased c-Fos expression, particularly in the PVN. The double immunostaining for the c-Fos and
AVP revealed that c-Fos expression in the PVN AVP neurons was elevated three times by the Nesf-
1 injection. Hence, Nesf-1 could activate the PVN AVP neurons. This activation may underly the
mechanism of Nesf-1 to regulate feeding behavior.

Key words: anorexigenic neuropeptide, c-Fos, immunohistochemistry, oxytocin, feeding behavior.

PENDAHULUAN terutama pada pusat-pusat pengendali makan
di hipotalamus (Schwartz et al., 2000). Di

Regulasi tingkah laku makan pada hipotalamus terdapat dua pusat pengendali
mamalia melibatkan mekanisme neuronal makan utama yaitu nukelus arkuat (arcuate
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nucleus-ARC) dan nukleus paraventrikular
(paraventricular nucleus-PVN). PVN disusun
oleh beberapa macam neuron anoreksigenik
(pemicu rasa kenyang) diantaranya neuron
oksitosin (Oxt), arginin vasopressin (AVP),
corticotropin-releasing hormone (CRH), dan
nesfatin-1 (Nesf-1) (Sohn, Elmquist and
Williams, 2013). Penginjeksian peptida Nesf-1
ke rongga ventrikel lateral otak pada mencit
dapat menurunkan konsumsi makan secara
signifikan, menurunkan berat badan dan
menstabilkan glukosa darah (Yosten and
Samson, 2010). Pemberian Nesf-1 pada
mencit obesitas juga mampu menormalkan
kondisi fisiologis terkait homeostasis energi
(Sedbazar et al., 2013; Gantulga et al., 2012;
Oh-I et al., 2006). Dengan demikian, Nesf-1
merupakan salah satu kandidat potensial
untuk terapi penyakit metabolisme dan
turunannya (Stengel and Tache, 2011;
Stengel, Goebel and Tache, 2011; Oh-l et al.,
2006).

Penelitian sebelumnya telah
membuktikan bahwa Nesf-1 menurunkan
konsumsi makan melalui mekanisme aktivasi
neuron Oxt di PVN secara parakrin (Maejima
et al., 2009). Studi lainnya juga melaporkan
bahwa Nesf-1 dapat meningkatkan ekspresi
mRNA AVP di PVN (Nakata et al., 2016) yang
mengindikasikan bahwa Nesf-1 mungkin
meregulasi AVP. Kendati juga telah dibuktikan
bahwa aktivasi neuron AVP di PVN
bermanifestasi nyata terhadap penurunan
selera makan (Santoso et al., 2015; Pei et al.,
2014), tapi apakah Nesf-1 dapat mengaktivasi
neuron AVP di hipotalamus belum diketahui
secara jelas.

Dalam penelitian ini, interaksi antara
Nesf-1 dengan neuron AVP di pusat
pengendali makan PVN hipotalamus diamati
melalui teknik imunohistokimia. Penginjeksian
Nesf-1 ke rongga ventrikel lateral otak mencit
terbukti dapat meningkatkan aktivitas neuron
di PVN khususnya neuron AVP. Hal ini
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mengindikasikan bahwa Nesf-1 yang juga
terekspresi di PVN dapat menginduksi
aktivitas neuron AVP secara parakrin. Aktivasi
ini mungkin merupakan salah satu mekanisme
Nesf-1 dalam meregulasi perilaku makan.

BAHAN DAN METODE

Hewan Percobaan

Mencit C57BL/6J jantan (usia 6
minggu) dipelihara pada siklus pencahayaan
normal (12 jam terang dan 12 jam gelap;
lampu dimatikan 19:30) dan diberi pakan
standar dan air minum ad libitum. Semua
perlakuan terhadap hewan percobaan
mengacu kepada Panduan Nasional Etika
Penelitian Bidang Kesehatan tahun 2011 dan
regulasi pemerintah No. 95 tahun 2012.

Opreasi Stereotaksik dan Kanulasi
Ventrikel Lateral

Operasi stereotaksik dilakukan untuk
memasang kanula (26-G; ICM-23 G09;
Intermedical Osaka, Japan) tepat pada
ventrikel lateral mencit dalam kondisi anastesi
berat dengan avertin (tribromoethanol 200
mg/kg bb, intraperitonial). Koordinat kanulasi
sesuai peta otak mencit yang dimodifikasi
yaitu 0.5 mm kaudal terhadap bregma, 1.0 mm
lateral dari garis tengah tengkorak kepala dan
kedalaman 2.2 mm di bawah permukaan
kranial (Santoso et al., 2015). Mencit dibiarkan
sembuh dari luka operasi selama 7 hari
sebelum digunakan untuk perlakuan. Pada
hari perlakuan, mencit dipuasakan selama 3
jam sebelum injeksi. Selanjutnya, 10 menit
sebelum periode gelap (19:20), Nesf-1 (100
pmol; Kokuriku University, Ishikawa, Jepang)
atau garam fisiologis diinjeksikan sebanyak
3ul dengan menggunakan pompa penginjeksi
melalui pipa kanula yang terpasang di kepala.
Mencit dikembalikan ke dalam kandangnya
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dalam kondisi puasa selama 90 menit sebelum
dimatikan untuk pengambilan sampel otak.

Immunohistokimia

Mencit dimatikan dengan urethan dan
selanjutnya diperfusi secara transkardial
dengan larutan 4% paraformaldehid (PFA)
yang mengandung heparin 0.2%. Sampel otak
diisolasi dan diproses untuk pembuatan
sediaan histologis sesuai protokol yang telah
dideskripsikan pada laporan sebelumnya
(Kohno et al, 2008). Pewarnaan
imunohistokimia untuk protein c-Fos dan AVP
dilakukan dengan metode pewarnaan DAB
(diaminobenzidine). Antibodi primer yang
digunakan untuk c-Fos dan AVP masing-
masingnya adalah rabbit anti-c-Fos antiserum
(sc-52; Biotechnology Inc., Santa Cruz,
California; kosentrasi 1: 2000) dan rabbit anti-
AVP (Millipore Temecula, California; 1:5000).
Penghitungan jumlah neuron yang positif
mengekspresikan c-Fos dan AVP serta
kolokalisasi keduanya dilakukan di bawah
mikroskop. Jumlah sampel sayatan otak yang
digunakan untuk penghitungan adalah 12
sayatan representatif per individu.
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Analisis Statistik

Data disajikan dalam bentuk mean £ SE. Uiji
Student’s t test digunakan untuk menganalisis
kesignifikanan perbedaan antar kelompok
perlakuan dengan P < 0.05 dianggap
signifikan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Injeksi Nesf-1 ke ventrikel lateral otak
mencit, jika dibandingkan dengan kontrol,
meningkatkan  ekspresi  c-Fos  secara
signifikan di pusat pengedali makan PVN (Gb.
1A- C; P < 0.01), tapi tidak di nukelus
suprachiasmatik ~ (SCN)  dan  nukelus
supraoptikus (SON) (Gb. 1C; P > 0.05). Hasil
pewarnaan imunohistokimia ganda (c-Fos dan
AVP) juga memperlihatkan bahwa injeksi
Nesf-1 meningkatkan ekspresi c-Fos di PVN
(Gb. 2A-D). Pemberian Nesf-1 tidak
meningkatkan jumlah neuron yang positif
mengekspresikan AVP di PVN, SCN, dan
SON (Gb. 3A; P > 0.05), tetapi meningkatkan
secara signifikan persentase kolokalisasi
antara c-Fos dan AVP di PVN (Gb. 3B; P <
0.01) dan proporsi neuron AVP diantara
seluruh neuron yang mengkespresikan c-Fos
di PVN (Gb. 3C; P <0.05).
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Gambar 1. Injeksi Nesf-1 ke ventrikel lateral otak meningkatkan ekspresi c-Fos (indikator

aktivasi neuron) di PVN.

(A) Ekspresi c-Fos di PVN 90 menit setelah injeksi NaCl 0.9% (kontrol) dan (B) Nesf-1
(100 pmol/3 pl). (C) Jumlah neuron yang mengekpsresikan c-Fos per sayatan di PVN,
SCN, dan SON. ** P < 0.01 berdasarkan Student's t test, n = 5. 3V (ventrikel ketiga otak),
PVN (nukleus paraventrikular), SCN (nukleus suprachiasmatik), SON (nukleus

supraoptikus).

Protein c-Fos adalah protein nuklear
yang akan terkekspresi pada neuron-neuron
yang baru saja teraktivasi (Yamashita et al.,
2013). Gen pengkode protein ini sangat
responsif terhadap aktivitas seluler sehingga
menjadi penanda yang relevan terhadap ada
atau tidaknya respon neuron terhadap suatu
perlakuan. Dalam penelitian ini, didapati
bahwa protein c-Fos di pusat pengendali
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makan PVN meningkat secara drastis pasca
penginjeksian ~ Nesf-1.  Hal  tersebut
mengindikasikan bahwa neuron-neuron di
PVN responsif terhadap Nesf-1. Selanjutnya,
neuron-neuron yang mengalami peningkatan
ekspresi c-Fos tersebut adalah neuron AVP,
yang berarti bahwa Nesf-1 meningkatkan
aktivitas neuron tersebut di PVN.
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Gambar 2. Hasil pewarnaan imunohistokimia ganda yang memperlihatkan peningkatan
ekspresi c-Fos di neuron AVP PVN setelah injeksi Nesf-1 di ventrikel lateral otak.
Foto representatif dari PVN yang memperlihatkan ekspresi c-Fos (di inti sel warna
hitam) dan AVP (di sitpolasma warna coklat) pada kelompok kontrol (A) dan eksperimen
(B). Foto PVN yang diperbesar pada kontrol (C) dan eksperimen (D). Panah-panah pada
D mengindikasikan neuron yang berkolokalisasi antara c-Fos dan AVP. Skala pada A-
B =50 pm. C-D =200 um. 3V = ventrikel ketiga otak.

Aktivitas neuron AVP di PVN berperan
penting dalam regulasi makan. Pei et al.
(2014) melaporkan bahwa aktivasi selektif
neuron AVP di PVN dengan teknik
kemogenetik dapat bermanifestasi terhadap
penurunan selera makan pada mencit.
Penelitian kami sebelumnya juga telah
membuktikan bahwa penginjeksian AVP ke
rongga otak tikus dapat menekan selera
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makan secara signifikan (Santoso et al.,
2017). Aktivasi neuron AVP di SCN juga
berimplikasi terhadap peningkatan aktivitas
neuron AVP di PVN yang menyebabkan
terjadinya  penurunan  konsumsi  makan
(Santoso et al., 2017). Selanjutnya, dalam
penelitian ini dibuktikan bahwa Nesf-1 juga
berperan sebagai salah satu faktor yang
mengaktivasi neuron AVP di PVN.
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Gambar 3. Injeksi Nesf-1 ke ventrikel lateral otak meningkatkan kolokalisasi ekspresi c-Fos

dan AVP di PVN secara signifikan.
(A) Jumlah neuron AVP per sayatan otak di PVN, SCN, dan SON setelah injeksi NaCl
(kontrol) atau Nesf-1. (B) Persentase ekspresi c-Fos di neuron AVP PVN, SCN dan SON.
(C) Proporsi neuron AVP yang berkolokalisasi dengan c-Fos dari total neuron yang
mengekspresikan c-Fos di PVN, SCN, dan SON. ** P < 0.01, * P<0.05 berdasarkan

Student’s t test, n = 5.

Nesf-1 hanya meningkatkan aktivitas
neuron AVP di pusat pengendali makan PVN,
tetapi tidak di pusat jam biologis SCN ataupun
di SON (Gb.3B-C). Temuan ini
mengindikasikan bahwa Nesf-1  bersifat
selektif dalam aksinya mengendalikan makan
dan tekanan darah. Sebagaimana diketahui
bahwa Nesf-1 dan AVP sama-sama
diekspresikan di PVN, SON, dan SCN (Foo,
Brismar and Broberger, 2008). Sehingga
kedua neuron tersebut dapat saling
berinteraksi secara parakrin di nukleus-
nukleus hipotalamus (Stengel et al., 2011;
Maejima et al., 2009). Akan tetapi, hasil
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penelitian ini menunjukkan bahwa hanya
interaksi Nesf-1 dengan AVP di PVN yang
berkemungkinan ~ besar  menyebabkan
penurunan nafsu makan.

Kendati dalam penelitian ini tidak
dilakukan pengukuran parameter fisiologis
sistem sirkulasi, tetapi diduga bahwa injeksi
Nef-1 eksogenus (dengan dosis 100 pmol)
tidak berpengaruh terhadap tekanan darah
dan osmolaritas cairan tubuh. Hal ini
diindikasikan dari ketidaksignifikanan
peningkatan aktivitas neuron AVP di SON
sebagai pusat regulasi kardiovaskular dan
osmolaritas tubuh pasca penginjeksian Nesf-

'



SEMNAS BIOETI KE-4 & KONGRES PTTI KE-12, Padang, 15-17 September 2017

1. Penelitian sebelumnya menemukan bahwa
aktivasi neuron AVP di SON berasosiasi erat
dengan peningkatan osmolaritas plasma dan
akan berimanifestasi terhadap peningkatan
tekanan darah (Nakata et al., 2016).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan
bahwa Nesf-1 dapat mengaktivasi neuron AVP
di pusat pengendali makan PVN hipotalamus.
Aktivasi ini berkemungkinan menjadi salah
satu mekanisme kerja Nesf-1 dalam
meregulasi perilaku makan.
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