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ABSTRACT

1t is known that exercise training can increase bone density both for male and female on human and animals. The
fact shows that increase bone density mechanism by exercise training up to know is not yet clear. Exercise training in
the young is very important because one of the main cause factors of osteoporosis is peak reach of bone density that is
not optimal in the young. It can cause bone strength decreasing. This research was aimed to know the effect of exercise
training on moderate intensity on FRa, FRK1/2, and IGF-IR expression and it§ role in influencing bone density. This
research was The Randomized Posttest only Control Group Design. The experimental unit in this research was white rat
strain wistar, female in the age of 4 moths, and fotal number were fourteen. Independent variables of this research was
exercise training on moderate intensity, and dependent variables were ERa, ERK1/2, and IGF-IR expression and bone
density. ERa, ERK1/2, and IGF-IR expression was measured by using immunobloting methode, while bone density was
measured by using ultra-sound DBM 1200. The data analysis used was MANOVA and Pearson correlations. Base on
MANOVA analysis showed that there were increasing of ERa, ERK1/2, and IGF-IR expression and bone density together
on exercise training (p = 0.00 < a = 0.05). Based on Pearson correlation analysis showed that increasing ERa, FRK1/2,
and IGF-IR give contribution in increasing bone density r = 0.692 for ERa, r = 0.711 for ERK1/2, and r = 0.608 for
IGF-IR (a = 0.05). Futhermore a strong correlation was found between ERa and IGF-IR v = 0.965 and EKRI1/2r = 0.985
also between IGF-IR and ERK1/2 v = 0.914 (a = 0,05). There fore this study eoncluded that exercise training be able to
increase bone density through FRK1/2-ERa-IGF-IR pathway.
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PENDAHULUAN peningkatan kepadatan tulang akibat latihan fisik belum
jelas.

Latihan fisik diusia muda sangat penting, mengingat
Latihan fisik diketahui dapat meningkatkankepadatan  salah satu faktor utama penyebab osteoporosis

tulang baik pada laki-laki maupun padawanita (Kemmler  adalah pencapaian puncak kepadatan tulang yang tidak
et al., 2002; Yamasaki et al., 2004), akan tetapi mekanisme maksimal (Kenny & Prestwooe, 2000; Riggs, 2002;
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Downey & Siegel, 2006). Pencapaian puncak kepadatan
tulang yang tidak maksimal akan menyebabkan penurunan
kekuatan tulang yang lebih cepat (Baylink et al, 1999;
Riggs, 2002), sedang puncak kepadatan tulang akan dicapai
secara maksimal apabila ada stimulasi mekanik terhadap
tulang (Robling ef al., 2006). Berdasarkan hal tersebut
di atas, mengetahui kejelasan mekanisme peran latihan
fisik terhadap peningkatan kepadatan tulang diusia muda
menjadi hal yang penting.

Osteoporosis merupakan penyakit utama di negara
Amerika, di mana saat ini 10 juta orang menderita
osteoporosis dan 34 juta orang menderita osteoponia
(National Institutes of Health, 2005). Berdasarkan data
dari Departemen Kesehatan tahun 2006 diketahui bahwa
Indonesia pada saat ini, satu dari tiga wanita dan satu dari
lima pria punya kecenderungan menderita osteoporosis
pada usia 45 tahun. Angka tersebut menunjukkan bahwa
prevalensi osteoporosis di Indonesia sudah lebih tinggi
dari Belanda dan angka ini juga lebih tinggi dari prevalensi
dunia, sehingga osteoporosis di Indonesia sudah pada taraf
perlu diwaspadai (Supari, 2007).

Metabolisme tulang melibatkan banyak faktor, namun
demikian estrogen merupakan salah satu faktor yang cukup
potensial terhadap pengaturan kepadatan tulang pada
perempuan dan laki-laki (Monologas ef af., 2002; Khosla
et al., 2002; Gennari et al., 2004). Aksi biologi estrogen
dalam mempengaruhi tulang melalui reseptor estrogen o
(ERa) (Riggs, 2002), terutama melalui ERa yang berada di
inti sel (Farhan et al., 2007). Aksi biologi estrogen yang
melibatkan aktivitas reseptor di inti sel dikenal sebagai
jalur klasik. Mekanisme secara klasik yang merupakan
jalur utama memerlukan ikatan antara hormon dan reseptor
dengan DNA spesifik pada dacrah promoter dari target gen
yang dikenal sebagai estrogen response element (ERE)
yang kemudian akan memodulasi proses transkripsi gen
dan sintesis protein. Aksi ini juga dikenal sebagai aksi
genomik (genomic action) (Nilsson ef al., 2001; Losel
et al., 2003). Akhir-akhir ini diketahui ada jalur lain
yang tidak memerlukan ikatan dengan ERE dan jalur ini
kemudian dikenal sebagai aksi non genomik (non genomic
action) (Kousteni ef al., 2003, Almeida et al., 2006). Aksi
non genomik tersebut melalui aktivasi protein kinase yaitu
extracellular signal regulated kinase (ERK) dalam hal ini
adalah ERK1/2 (Pedram et al., 2002; Razandi ef al., 2003;
Kousteni e al., 2003; Rai et al., 2005).

Faktor lain yang juga cukup penting dalam metabolisme
tulang adalah stimulasi mekanik (mechanical stimulation).

Berdasarkan beberapa hasil penelitian diketahui bahwa
bahwa pada kultur sel osteoblas, stimulasi mekanik dapat
meningkatkan proliferasi sel melalui aktivasi terhadap ERa
(Cheng et al., 2002). Pemberian stimulasi mekanik pada
berbagai tipe sel termasuk osteoblas dapat mengaktivasi
ERK1/2 (Ingram et al., 2000; Fanning ef al., 2003;
Aquirre etal., 2007). Lai et al., (2001) menyatakan bahwa
ERK1/2 memengaruhi proliferasi dan diferensiasi sel pada
berbagai tipe sel termasuk osteoblas.

Peningkatan ERK1/2 yang teraktivasi oleh karena
stimulasi mekanik akan meningkatkan aktivitas ERa
schingga terjadi peningkatan fosforilasi ERa (Jessop
etal.,2001). Peningkatan aktivitas ER o dapat menginduksi
proses transkripsi gen di nukleus yaitu gen c-fos, erg-1 dan
diikuti sintesis protein yang berperan pada peningkatan
proliferasi osteoblas. ERa selain berperan pada proliferasi
juga memengaruhi diferensiasi osteoblas yaitu dengan
menginduksi transkripsi gen cor binding factor-1 (c-bfal)
yang berperan pada diferensiasi oasteoblas (Okazaki
et al., 2002: McCharty, 2008). Peningkatan aktivitas ERa
dan ERK1/2 akibat stimulasi mekanik tersebut juga akan
menyebabkan peningkatan proses transkripsi gen ERa,
sehingga jumlah ERa meningkat. Peningkatan aktivitas
ERa dan ERK1/2 di nukleus juga akan meningkatkan
proses transkripsi gen insulin like growth factor-I (IGF-I)
dan selanjutnya akan mengaktivasi IGF-IR (Lanyon ef al.,
2004). Aktivasi pada ERadan ERK 1/2 dapat mengaktivasi
IGF-IR dan biasa disebut cross talk (Kahlert ef a/., 2000;
Lanyon et al., 2004).

Atas dasar kajian teori di atas, tujuan penelitian
ini adalah untuk mendapat informasi akibat pemberian
stimulasi mekanik melalui latihan fisik intensitas sedang
di usia muda terhadap ekspresi ERa, ERK1/2, dan IGF-IR
dalam mempengaruhi peningkatan kepadatan tulang.

MATERI DAN METODE

Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian
eksperimental murni yang dilakukan di laboratorium
sehingga perlakuan dapat terkendali dan terukur. Rancangan
penelitian yang digunakan adalah: The Randomized Posttest
only Control Group Design (Campbell (1966) dalam
Gibbon et al, 1997). Perlakuan yang diberikan adalah:
latihan fisik pembebanan dengan intensitas sedang pada
tikus putih betina usia muda. Rancangan percobaan
disajikan pada gambar.
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Gambar 1. Bagan Rancangan Penelitian.
Keterangan: U: Unit Eksperimen; X : Kelompok
kontrol, yaitu kelompok yang tidak diberi latihan
fisik; X,: Kelompok perlakuan, yaitu kelompok yang
diberi latihan fisik pembebanan dengan intensitas
sedang; O,: Observasi X ; O,: Observasi X,

Pada penelitian ini sebagai unit eksperimen adalah
tikus putih (Rattus norvegicus) galur Wistar, jenis kelamin
betina, dan umur sekitar 4 bulan, diberikan latihan selama
45 menit pada kelompok perlakuan.

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi/Kimia
Universitas Muhammadiyah Malang dan Laboratorium
Fisologi Molekuler Universitas Brawijaya Malang pada
bulan Pebruari 2006—September 2007.

Bagan Kerangka Operasional Penelitian

Data hasil penelitian ditabulasi dan dianalis dengan
Multivariete Analysis of Variance (MANOVA) dan analisis
korelasi Pearson.

Tikus Putih Betina
(Rattus norvegicus)
Umur 3,5 bulan

l Random
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alat tyeadmill
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v
Pengukuran kepadatan tulang dengan
Ultrasound DBM 1200
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Membersihkan bagian tulang femur dari
jaringan otot atau jaringan lain yang melekat
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PAGE
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Gambar 2. Bagan kerangka operasional penelitian.
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HASIL DAN DISKUSI

Data ekspresi ER« pada tikus putih usia muda
setelah pemberian latihan fisik

Data ekpresi ERo. pada tikus putih usia muda setelah
pemberian latihan fisik disajikan pada tabel 1.

Tabel 1. Data ekspresi ERa pada tikus putih betina usia
muda setelah pemberian latihan fisik

Perlakuan Ulangan Mean + SD* (intensitas)
Kontrol 7 183,90 + 2,03
Perlakuan 7 212,23 +1,25
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Gambar 3. Hasil immunobloting ERa pada tikus putih betina
usia muda setelah pemberian latihan fisik.
Keterangan: M: Marker; 1: Kontrol; 2: Perlakuan

Ekspresi ERK1/2 pada tikus usia muda setelah
pemberian latihan fisik

Tabel 2. Data ekpresi ERK1/2 pada tikus putih betina usia
muda setelah pemberian latihan fisik

Perlakuan Ulangan Mean + SD* (intensitas)
Kontrol 7 183,89 + 2,03
Perlakuan 7 219,23 £5,11
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Gambar 4. Hasil immunobloting ERK 1/2 pada tikus putih
betina usia muda setelah pemberian latihan fisik.
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Ekspresi IGF-1R setelah pemberian latihan fisik pada
tikus putih usia muda

Data ekpresi IGF-IR pada tikus putih usia muda setelah
pemberian latihan fisik disajikan pada tabel 3.

Tabel 3. Data ekspresi IGF-IR pada tikus putih usia muda
setelah pemberian latihan fisik

Perlakuan Ulangan Mean + SD* (intensitas)
Kontrol 7 189,97 + 0,89
Perlakuan 7 21493 £+ 4,41
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Gambar 5. Hasil immunobloting IGF-IR pada tikus putih betina
usia muda setelah pemberian latihan fisik.

Data kepadatan tulang pada tikus putih usia muda

setelah pemberian latihan fisik.

Tabel 4. Data kepadatan tulang pada tikus putih usia muda
setelah pemberian latihan fisik

Perlakuan Ulangan Mean + SD*
Kontrol 7 1262,5 + 65,93
Perlakuan 7 1357,43 + 48,49

Hasil analisis MANOVA menunjukkan bahwa ada
peningkatan ekpresi ERo, ERK1/2, IGF-IR dan kepadatan
tulang secara nyata pada kelompok perlakuan dibandingkan
dengan kelompok kontrol secara bersama-sama dengan
dengan Uji Hotelling’s Trace p = 0,000 < a = 0,05.

Berdasarkan hasil analisis korelasi Pearson
menunjukkan bahwa peningkatan ekpresi ERa, ERK1/2,
IGF-IR berkorelasi cukup kuat dengan peningkatan

kepadatan tulang, artinya peningkatan e¢kpresi ERa,
ERK1/2, IGF-IR memengaruhi peningkatan kepadatan
tulang. Adapun korelasi masing-masing terhadap padat
tulang adalah sebagai berikut: r = 0,692 untuk ERa dengan
padat tulang r = 0,711 untuk ERK1/2 dengan padat tulang,
dan r = 0,608 IGFI-R (o = 0,05). Peningkatan ERa juga
berkorelasi cukup erat dengan peningkatan IGF-IR dengan
r= 0,965 dan EK1/2 danr = 0,914 (o= 0,053).

Peran Latihan Fisik terhadap Aktivasi ERo, ERK1/2,
dan IGF-IR pada Metabolisme Tulang dalam
Meningkatkan Kepadatan Tulang

Berdasarkan hasil analisis multivariat (MANOVA)
diketahui bahwa pemberian stimulasi mekanik dengan
latihan fisik dapat meningkatkan ekspresi ERa, ERK1/2,
dan IGF-IR pada osteoblas dan meningkatkan kepadatan
tulang secara bersama-sama (p = 0,000 < o = 0,05).
Berdasarkan hasil analisis korelasi Pearson menunjukkan
bahwa peningkatan ekspresi ERa, ERK1/2, dan IGF-
IR memengaruhi peningkatan kepadatan tulang yang
ditunjukkan oleh adanya angka korelasi yang cukup kuat.
Pembahasan ini akan mencoba menguraikan beberapa
kemungkinan mekanisme peran stimulasi mekanik akibat
latihan fisik terhadap aktivasi ERa, ERK1/2, dan IGF-IR
dan perannya dalam peningkatan kepadatan tulang.

Mekanisme stimulasi mekanik dalam menimbulkan
signal terhadap aktivitas osteoblas belum semuanya
diungkap. Salah satu dugaan adalah melalui peristiwa yang
dikenal sebagai mekanotranduksi (Turner & Roubling,
2004). Mekanotranduksi adalah proses pengubahan signal
mekanik pada sel untuk diubah menjadi signal biokimiawi
(Burger & Nulend, 1999).

Latihan fisik merupakan salah satu cara untuk
menimbulkan stimulasi mekanik. Pemberian latihan fisik
dapat menyebabkan terjadi perubahan struktur jaringan/
sel dan dimungkinkan menyebabkan adanya tegangan,
aliran cairan (fluid flow) atau fluid shear stress melalui
intrakanalikuli dan akan diterima oleh sel mekanosensitif
yaitu osteosit melalui gap junction osteosit. Gap junction
merupakan saluran transmembran yang berhubungan
dengan sitoplasma dari sel yang berdekatan, dan hanya
bisa dilewati oleh molekul yang sangat kecil lebih kurang
1kDa seperti ion, molekul intraseluler signaling (kalsium,
cAMP, inositol trifosfat) dan saluran ini disusun atas
protein yang dinamakan connexinss (Cheng, 2001). Gap
junction akan memperantarai osteosit untuk bekerja sebagai
mekanosensor diperantarai oleh prostaglandin E, (PGE,)
(Cheng, 2001; Cherianty, 2008). Gap junctios juga
memengaruhi ERK1/2 (Stains, 2005).
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Signal mekanik diterima oleh osteoblas melalui ECM
akan menyebabkan aktivasi terhadap integrin signaling
(Fulferd, 2004). Integrin akan mentransmisikan signal
mekanik dari ECM melalui membran plasma (Katsumi,
2004) untuk kemudian terjadi aktivasi terhadap integrin
signaling. Ikatan antara integrin dan komponen ECM yang
teraktivasi sangat penting untuk aktivitas osteoblas termasuk
pembentukan matriks tulang (Garcia & Rayes, 2005) dan
untuk pertahanan osteoblas (Grigorious, 2004). Integrin
selanjutnya akan mentranduksi signal ke sitoskeleton
melalui aktivasi terhadap FAK (Ponik & Pavalko, 2004).
FAK yang sudah teraktivasi lebih lanjut akan mengaktifkan
jalur ERK1/2 (Katsumi, 2004; Katsumi et al., 2005).
Konsekuensi dari teraktivasinya ERK1/2 adalah regulasi
terhadap ekpresi gen yang bertanggung jawab terhadap
pertumbuhan dan diferensiasi (Owen et al., 2005).

ERK1/2 sangat penting untuk proliferasi dan diferensiasi
(Laietal.,2001). Lebih lanjut Ge et al., (2007) menyatakan
MAPK-ERKZ1/2 merupakan faktor penting pada aktivitas
osteoblas melalui aktivasi terhadap faktor transkripsi yaitu
Runx2/c-bfal yang bertanggung jawab terhadap diferensiasi
dan pembentukan matrik tulang. Hal ini sesuai dengan
hasil penelitian sebelumnya dimana MAPK inhibitor pada
fase diferensiasi sel menyebabkan penghambatan terhadap
ekspresi gen spesifik pada osteoblas (Xiao ef al., 2002).
Penelitian senada dengan menggunakan dominan negatif
ERK menunjukkan adanya hambatan terhadap diferensiasi
pada osteoblas manusia (Jaiswa et al., 2000). ERK1/2
juga berperan pada apoptosis osteoklas (Kousteni e t al.,
2003).

Aktivasi ERK1/2 akan mengaktivasi ER o yang terdapat
di membran plasma di mana ERa yang teraktivasi kemudian
akan menuju ke nukleus untuk berikatan dengan DNA
yang spesifik yang dikenal sebagai ERE (aksi genomik)
atau juga pada daerah yang bukan ERE (non genomik)
untuk kemudian akan terjadi proses transkripsi gen untuk
proliferasi dan diferensiasi yaitu c-fos, egr-1, IGF-I dan
juga ERa. ERa juga akan berinteraksi dengan faktor
transkripsi Runx 2/cbfa-1 yang berperan pada diferensiasi
osteoblas dan pembentukan matriks tulang. Runx 2/cbfa-1
akan memengaruhi ekpresi gen alkalinine phosphatase,
type 1 collagen, dan osteoclacin yang berperan dalam
pembentukan matriks tulang (Karsenty, 2001; Okazaki
et al., 2002; McCarhty, 2008). Pemberian stimulasi
mekanik tidak hanya menyebabkan aktivasi terhadap ERa
tapi juga terjadi up regulated terhadap ERa dan berakibat
terjadi peningkatan ekspresi ERa (Lau et al., 2006).
ERa yang teraktivasi juga dapat mengaktivasi IGF-IR
yang berikatan dengan integrin atau bersifat crosstalk
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(Kahlert er al., 2000), di mana IGF-IR yang teraktivasi
kemudian dapat mengaktivasi ERK1/2 sehingga aktivitas
ERK1/2 meningkat (Lau ef al., 2006). Aktivasi IGF-IR
juga dipengaruhi oleh integrin yang teraktivasi atau terjadi
crosstalk antara integrin dan IGF-1 signaling akibat adanya
stimulasi mekanik (Kapur et al., 2005).

Peningkatan ekspresi ERo, IGF-IR, dan ERK1/2 akan
mempengaruhi proliferasi dan diferensiasi osteoblas dan
lebih lanjut akan meningkatkan pembentukan matriks
tulang, oleh karena itu kepadatan tulang meningkat.
Berdasarkan kajian tersebut peningkatan ekspresi ERa,
ERK1/2, dan IGF-IR memerlukan aktivasi terhadap integrin
untuk terjadinya tranduksi signal mekanik dari luar sel
menjadi signal biokimiawi di dalam sel untuk memengaruhi
aktivitas osteoblas. Jalali et al., (2001) menyatakan bahwa
formasi yang dinamik dan koneksi baru antara integrin
dengan ECM merupakan faktor penting untuk penghantaran
signal mekanik dari luar sel ke intrasel yang diakibatkan
oleh adanya stimulasi mekanik.

SIMPULAN

Simpulan pada penelitian ini adalah:
1. Latihan fisik intensitas sedang meningkatkan ekspresi
ERa pada osteoblas tikus putih betina usia muda.
2. Latihan fisik intensitas sedang meningkatkan ekspresi
ERK1/2 pada osteoblas tikus putih betina usia muda.
3. Latihan fisik intensitas sedang meningkatkan ekspresi
IGF-IR pada osteoblas tikus putih betina usia muda.
4. Latihanfisik intensitas sedang meningkatkan kepadatan
tulang melalui ERK 1/2-ERa-IGF-IR.

SARAN

Perlu penelitian lebih lanjut terhadap ekpresi gen c-
fos, c-bfal oleh karena adanya stimulasi mekanik akibat
pemberian latihan fisik di usia muda mengingat ERK1/2
dapat memengaruhi ekpresi gen c-fos maupun c-bfal
tersebut.
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