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Abstrak

Telah dilakukan penelitian untuk menguji stabilitas fisik dan kimia secara in vitro dan stabilitas biologik secara in vivo
terhadap formula terbaru liposom EPC-TEL2,5. Liposom sebagai pembawa berbagai obat (drug carrier) yang
berukuran 50 — 200 nanometer, merupakan salah satu produk teknologi nano (nanotechnology). Liposom ini merupakan
formulasi terbaru yang mengandung lesitin / fosfatidilkolin kuning telur (egg yolk phosphatidyl choline=EPC dan Tetra
eter lipid (TEL) 2,5 mol % dari Sulfolobus acidocaldarius atau Thermoplasma acidophilum.yang kemudian dinamakan
sebagai liposom EPC-TEL2,5, belum pernah diuji stabilitasnya. Pada penelitian ini digunakan TEL dari Thermoplasma
acidophilum. Kestabilan liposom dalam membawa obat hingga mencapai organ sasaran akan sangat menentukan dosis
terapi obat. Uji kestabilan liposom EPC-TEL2,5 dilakukan pada liposom tanpa perlakuan (tanpa ekstrusi atau sonikasi),
liposom hasil ekstrusi membran 200 nm, dan liposom hasil sonikasi. Secara fisik, uji dilakukan dengan cara mengukur
jumlah dan diameter partikel liposom setelah penyimpanan pada suhu 4° C, suhu kamar, dan 37° C. Secara kimia
dengan mengukur jumlah dan diameter partikel liposom setelah pemaparan garam NaCl; CaCl,; MgCl, pada pH 5; 7; 9.
Pengukuran jumlah dan diameter partikel liposom ke dua jenis uji stabilitas dilakukan pada hari I; hari VII; akhir bulan
I; bulan II, dan bulan III. Secara biologik dilakukan pengukuran hasil degradasi TEL pada menit ke 0; 30; 60; jam ke 2;
4; dan 8 setelah penyuntikan liposom EPC-TELZ2,5 secara IP, pada mencit. Hasil uji menunjukkan bahwa liposom
tampak stabil hingga akhir bulan I pada suhu 4° C dan 37° C pada uji stabilitas fisik; tetap stabil hingga akhir bulan II
pada uji stabilitas kimia pada larutan garam NaCl; CaCl2 pada pH 5 dan 7. Liposom EPC-TEL2,5 terdegradasi di hepar
mencit pada uji stabilitas biologik.

Abstract

The Physical, Chemical, and the Biological stability test on Liposome EPC-TEL 2.5 as the newest drug delivery
systems (drug carrier), in vitro and in vivo. This experiment is carried out in order to improve the stability of the
Liposome EPC-TEL 2.5 physically, chemically, and biologically. As a new formula, this liposome that has contained
phosphatidylcholine from egg yolk=EPC and Tetra-ether Lipid (TEL) from membrane of Sulfolobus acidocaldarius or
Thermoplasma acidophilum had never been tested on their stability. The stability of liposome to carry the drug into the
targeted cells or organs is required for determining the therapeutic dose of the drugs. Physically, the test was done by
measuring the amount and diameter of liposome after incubating at 4° C, at room temperature, and 37° C. Chemically,
the test was also done using the same parameters after introduction of chemical solution of NaCl, CaCl,; MgCl, at the
pH of 5; 7; 9. The measurements was carried out on day 1; 7; and month 1; 2; and 3. Biologically, liposome EPC-TEL
2.5 was injected Intra-Peritoneally to mice to detect the degradation of TEL in their liver, at the minute of 0; 30 ; 60 ;
the hour of 2; 4; and 8. The results of these tests were shown that liposome EPC-TEL 2.5 was stable until the last month
of 1 at 4° C and 37° C on physical stability test; more stable at the chemical solution of NaCl and CaCl, at the pH of 5
and 7 until two months; and TEL was degradable in liver of mice.
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1. Pendahuluan untuk terus diteliti dengan upaya mendapatkan obat

yang aman dan lebih efektif dengan efek samping yang
Dewasa ini, beberapa penyakit serius misalnya kanker seminimal mungkiq. Hal ini disebabkan kargna Ob?t
dan gangguan imunologik menjadi perhatian para ahli antikanker ataupun imunosupresan yang tersedia masih
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banyak menimbulkan efek samping dibandingkan
manfaat obat karena dibutuhkan dosis tinggi untuk
jangka pemberian yang cukup lama '. Salah satu cara
menurunkan efek samping tersebut adalah dengan
menginkorporasikan ~ obat  antikanker  ataupun
imunosupresan ke dalam pembawa obat (drug carrier)
yang telah banyak diteliti yaitu liposom 2*.

Liposom yang mempunyai gambaran mirip dengan sel
yang bermembran dua lapis fosfolipid, .merupakan
suatu pembawa obat. Liposom umumnya dibuat dari
lesitin atau fosfatidilkolin dari kedelai (Soya bean
Phosphatidylcholine/SPC) atau dari kuning telur (Egg-
yolk Phosphatidylcholine/EPC) °. Selain fosfatidilkolin
sebagai lipid utama, liposom dapat juga dibuat
kombinasi dengan lipid lain untuk meningkatkan
stabilitas liposom, misalnya kolesterol atau tetra eter
lipid (TEL) *®,

Tetra eter lipid merupakan lipid membran bakteri
Archaea yang akhir-akhir ini banyak diteliti sebagai
lipid utama pada formulasi liposom per oral, karena
stabil pada pH 2. Bakteri Archaea yang sudah banyak
diekstrak  untuk  mendapatkan = TEL  adalah
Thermoplasma acidophilum’ dan Sulfolobus
acidocaldarius® . . Pada penelitian ini digunakan TEL
dari Thermoplasma acidophilum.

Liposom kombinasi EPC-TEL 2,5 terbukti dapat
mengikat obat lebih baik dibandingkan liposom EPC
atau liposom jenis lain®'°, namun belum pernah
dilakukan uji stabilitas liposom EPC-TEL 2,5 terhadap
pengaruh fisik (perbedaan suhu), pengaruh bahan kimia
yaitu NaCl, MgCI2 dan CaCI2 pada berbagai pH dan
pengaruh metabolisme di hepar pada uji stabilitas
biologik.

Apabila liposom EPC-TEL 2,5 cukup stabil pada uji
stabilitas fisik dan kimia, tidak stabil pada uji stabilitas
biologik, maka formulasi terbaru liposom tersebut dapat
dimanfaatkan untuk menginkorporasikan obat-obat,
terutama obat yang hanya efektif pada dosis tinggi
ataupun obat-obat untuk jangka panjang, sehingga efek
toksik obat dapat ditekan serendah mungkin.

2. Metode Penelitian

Tempat Penelitian: Departemen Ilmu  Farmasi
Kedokteran, Departemen Farmakologi, Departemen
Biokimia, Departemen Fisika Kedokteran, Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia. Lama Penelitian: 10
bulan, Oktober 2006 — Juli 2007

Tahap 1

Preparasi liposom EPC-TEL2,5 (Ernie HP) '°

* Liposom diekstrusi dengan ekstruder Avestin®,
membran berpori 100 dan 200 nm-> liposom
unilamelar berukuran 100-200 nanometer).

« Liposom sonikasi (bath sonicator )= unilamelar
berukuran <100 nm.

Tahap |1
Uji stabilitas in vitro :
A. Fisik: pengukuran besar partikel dan jumlah
liposom EPC-TEL2,5 :
- 4 kelompok : 1) sebelum ekstrusi; 2) ekstrusi 200
nm; 3) ekstrusi 100 nm; 4) sonikasi
- Setiap kelompok dibagi ke dalam 3 subkelompok
observasi suhu inkubasi (4 sampel/subkel.) +
penanda liposom Quinacrin 0.05 %: suhu kamar
(>20° C), suhu 37° C dan 4° C.
- Observasi hari pertama, akhir minggu pertama,
akhir bulan I, akhir bulan ke II dan akhir bulan ke
I (3 bulan).

- Pengukuran :
a. Metode van Renswoude, dkk ' : modifikasi
elektroforesis  untuk  mengukur  besar

liposom.

b. Modifikasi mikroskop fluoresens untuk
mengukur besar (diameter dengan skala
Olympus) dan jumlah liposom.

B. Kimiawi (Metode Freisleben HJ,dkk 12 dan New

RC, dkk ).

- 4 kelompok : 1) sebelum ekstrusi; 2) ekstrusi 200
nm; 3) ekstrusi 100 nm; 4) sonikasi

- Setiap  kelompok dibagi ke dalam 2
subkelompok: 150 dan 350 mMol + penanda
liposom Quinacrin 0,05 %.

- Masing-masing subkelompok dibagi 3 sub-
subkelompok elektrolit NaCl, MgCl, , CaCl,
dengan pH masing-masing 5; 7; dan 9 , 3
sampel/sub-sub kelompok.

- Uji pada hari I >akhir minggu I, akhir bulan I,
akhir bulan ke 2, dan akhir bulan ke 3
penyimpanan pada suhu 4°C
Pengukuran:

a. Metode van Renswoude, dkk'' : modifikasi
elektroforesis untuk mengukur besar liposom

b. Modifikasi mikroskop fluoresens untuk
mengukur besar (diameter, skala Olympus)
dan jumlah liposom

C. Uji stabilitas biologik in vivo:

Untuk menilai dekomposisi (degradasi) TEL murni dan

atau EPC-TEL2,5 dengan cara:

- 24 eckor mencit C3H jantan dan betina 12-15
minggu, 20-25 g, dibagi 6 kelompok ekstraksi
hepar pada menit ke 0; 30; 60; dan jam 2; 4; dan 8.

- Dosis liposom EPC-TEL 2,5 sebesar 10 mmol
/ekor, IP

- Ekstrak hepar disimpan pada suhu 4° C sebelum
semua ekstrak terkumpul.
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- Hasil dekomposisi TEL diukur dengan TLC- gel
silika60 F254 (Merck) dengan kontrol TEL murni
pada dosis 200; 300; 400 ug.

- Pewarna bercak campuran tembaga asetat 3% dan
asam fosfat 8% dengan pemanasan 180° C selama
10 menit.

- Bercak di”scan” dengan program Presto Page
Manager dan kadar TEL/degradasi diukur semi
kuantitatif pada program Adobe Photo Shop 7.01

3. Hasil dan Pembahasan

Telah dilakukan pembuatan liposom EPC-TEL 2,5 dan
uji stabilitas kimia (NaCl dan MgCl, 350 mmol) pada
gel sepharose untuk mengukur besar liposom

Dari hasil penelitian awal disimpulkan bahwa:

a. Faktor retensi ( Rf) sampel 2-9 : 1,7 -1,9 > tidak
ada perbedaan besar / ukuran partikel liposom tanpa
atau dengan ekstrusi dan sonikasi

b. Minggu 1 dan ke 4 > tidak ada perbedaan ukuran
partikel liposom (Rf: sama)

c. Dengan mikroskop fluoresens=> ukuran partikel
tidak berubah yaitu berkisar 100 nm (data tidak
dapat dipublikasikan)

d. Pada akhir minggu ke 8 - liposom tanpa bahan
kimia tampak cenderung bergerombol

Berdasarkan hasil penelitian awal tersebut yaitu bahwa:

a. Rf hasil ekstrusi 100 nm dan 200 nm sama, maka
ekstrusi dengan membran100 nm tidak dilanjutkan

b. Pengukuran besar (diameter) dan jumlah liposom
digunakan modifikasi mikroskop fluoresens (hasil
inovasi Dep. Fisika FKUI)

Hasil Uji Stabilitas Fisik menunjukkan bahwa jumlah
dan diameter liposom EPC-TEL 2,5 tampak tetap stabil
hingga akhir bulan I terutama pada suhu 4°C dan 37°C
(p<0,000; hasil uji statistik tidak ditampilkan). Dalam
naskah ini hanya ditampilkan gambaran liposom pada
suhu 37°C, hasil ekstrusi 200 nm dan sonikasi
dibandingkan dengan liposom tanpa perlakuan (tanpa
ekstrusi/sonikasi). Lihat Gambar 1.

Pada uji stabilitas kimia menunjukkan hasil bahwa
larutan NaCl dan CaCl, pada pH 5 dan 7, terutama
larutan kimia 350 mMol tampak tetap stabil dan berbeda
bermakna dibandingkan dengan larutan yang sama
pada pH 9 dan dengan larutan MgCl, pada berbagai pH
terutama pada liposom hasil sonikasi (p<0,000; hasil
analisis statistik tidak ditampilkan). Hasil uji hanya
ditampilkan pada pH 7, lihat Gambar 2 dan 3.

o))

Hari 1

Hari 7

Bulan 1

Bulan 2

Bulan 3

D Kontrol Quinacrine

Gambar 1. Gambaran liposom pada uji stabilitas fisika,
suhu 37°C, pembesaran 400 X (A. Hasil
sonikasi; B. Hasil ekstrusi 200 nm; C. Kontrol
tanpa perlakuan; D. Lar. Quinacrine 0,05%0).

Hasil uji stabilitas biologik menunjukkan bahwa TEL
dalam liposom EPC-TEL 2,5 tidak terdeteksi pada
seluruh waktu pengambilan sampel (Gambar 4). Hal ini
menunjukkan bahwa TEL didegradasi oleh hati. Hasil
ini didukung pula bahwa secara eks vivo, ekstrak hati
mencit yang ditambah dengan liposom EPC-TEL 2,5
tidak tampak adanya TEL pada TLC ( K+TEL).

Hasil uji stabilitas fisik menunjukkan bahwa liposom
EPC-TEL 2,5 tampak stabil hingga akhir bulan I pada
suhu 4° C dan 37° C, sedangkan uji stabilitas kimia
tampak stabil hingga akhir bulan II, terutama dalam
larutan NaCl dan CaCl2 pada pH 5 dan 7. Hasil ini agak
mirip dengan liposom TEL (tetra eter lipid) murni
(Freisleben'?) yang tterbukti stabil hingga 3 bulan
penyimpanan pada suhu 4° C.

Jumlah liposom EPC-TEL 2,5 tampak berkurang pada
akhir bulan ke 3 karena sebagian bergumpal, sedangkan
diameter relatif tetap (analisis statistik  tidak
ditampilkan).
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Gambar 2. Gambaran liposom hasil sonikasi pada uji
stabilitas kimia 150 mMol, pH 7, pembesaran
400 X.( K: kontrol tanpa perlakuan)

CaCl, MgCl, NaCl
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Gambar 3. Gambaran liposom hasil sonikasi pada uji
stabilitas kimia 350 mMol, pH 7, pembesaran
400 X ( K: kontrol tanpa perlakuan)

Hasil Uji Stabilitas Biologik
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Gambar 4. Hasil degradasi TEL di liver (hati) mencit
setelah penyuntikan liposom EPC-TEL 2,5: 10
mMol, IP

Perhitungan jumlah dan pengukuran diameter liposom
tetap dapat dilakukan walaupun secara manual-> lebih
murah karena peralatan untuk pengukuran tersebut
sangat mahal.

Gambaran liposom cukup jelas tanpa mikroskop
fluoresens—> mirip dengan hasil pemeriksaan oleh van
Renswoude,dkk''. Data terekam dengan inovasi
mikroskop oleh staf Dep. Fisika FKUI.
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Gambar 5. Kurva kalibrasi TEL murni sebagai kontrol
pada pengukuran degradasi TEL di hati
mencit

Deteksi  liposom menggunakan zat fluoresens
(Quinacrine) yang lazim digunakan di Dep. Biologi
FKUI-> lebih murah dan mudah didapat.TEL pada
penelitian ini merupakan lipid dari Thermoplasma
acidophilum sesuai penelitian Freisleben 3, tetapi hasil
stabilitas biologik mirip dengan hasil penelitian Ernie’
yang menggunakan TEL dari Sulfolobus acidophilus
pada uji distribusi liposom.

4. Kesimpulan dan Saran

(a) Liposom EPC-TEL 2,5 cukup stabil hingga 1 bulan
penyimpanan secara fisik, terutama pada suhu 4°
dan 37° C, sedangkan secara kimia terutama NaCl,
CaCl2 dalam larutan 350 mMol tetap stabil hingga
akhir bulan II, pada pH 5 dan 7.

(b) Liposom EPC-TEL 2,5 tidak stabil pada wuji
stabilitas biologik - terdegradasi di hati mencit,
namun tidak / belum diketahui hasil degradasi TEL

Saran:

(a) Diperlukan inovasi peralatan pengukuran diameter
dan perhitungan jumlah liposom yang lebih akurat,

(b) Diperlukan uji degradasi lebih lanjut untuk
mengetahui hasil degradasi / metabolisme TEL.
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