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2.1. Liposom sebagai Pembawa Obat

Liposom adalah struktur berbentuk vesikular darsitedr koloidal yang
tersusun dari lipid dwilapi€ Liposom merupakan suatu vesikel yang dibentuk
dengan cara mendispersikan berbagai macam lipitaten fosfolipid, baik alami
atau sintetik ke dalam media cair, sehingga tetlkemesikel sferis yang terdiri
dari molekul hidrofilik yang dikelilingi oleh molek hidrofobik?*° Liposom
dapat berupa membran unilamelar (terdapat satt dipilapis yang mengelilingi
inti hidrofilik) atau multilamelar (terdapat bebpealipid dwilapis yang tersusun
konsentris terhadap inti hidrofilikj=>®

Liposom terbentuk secara spontan apabila molekldékaobd lipid
terdispersi di dalam media cair, membentuk popwasig diameternya dapat
bervariasi dari puluhan nanometer hingga puluharoni Liposom dapat dibuat
sehingga sejumlah materi dapat dikemas baik datzmplrtemen cair maupun di
dalam membrannyaGambar skematik liposom dapat dilihat pada Gambar 1

Gambar 1. Gambar skematik struktur lipo$dm

Nilai liposom sebagai model sistem membran didasarpada fakta
bahwa membran liposom membentuk struktur dwilapisgyidentik dengan lipid
pada membran sel natural yang terdiri dari fosidligmodel Singer dan

Nicholson)? Kesamaan antara liposom dan membran sel naturphtda
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ditingkatkan dengan modifikasi kimiawi dari membrdposom dan dapat
dimanfaatkan sebagai pembawa obat menuju sasargmtte dan modulator
sistem imun. Sifat liposom yang sama dengan memhbedaral dengan jalur
degradasi yang sama membuat liposom aman danfefetdk aplikasi mediK.
Liposom sebagai pembawa obat tidak hanya dapat maetaykan obat
dengan konsentrasi tinggi tetapi juga memungkingbat tertuju pada sel atau
organ spesifik. Oleh karena itu penggunaan liposebagai pembawa obat dapat
mengurangi efek samping obat karena distribusi kbatel atau organ lain dapat
dikurangi. Liposom memiliki sifat-sifat yang unilaienakarakter ampifilik dari
lipid penyusunnya. Karakter ampifilik pada liposogaitu dwilapis hidrofobik
dengan inti hidrofilik memungkinkan pelarutan atpengasosiasian obat-obat
hidrofobik dan hidrofilik. Susunan lipid ampifilipada liposom membuatnya
semakin mirip dengan membran biologi dan memilifatssifat yang memenuhi
persyaratan sebagai pembawa obadtud carrien yang baik® Selain itu,
mudahnya preparasi liposom dan banyaknya varidandaifat fisik dan kimia

liposom membuat liposom sebagai sistem pembawayalat atraktif-°

2.1.1. Unsur Pokok Kimiawi Penyusun Liposom

Variasi pada muatan dan susunan lipid dalam liposoapat
mempengaruhi fungsi liposom tersebut secara skgmifi Modifikasi fosfolipid
dengan berbagai variasi dalam konfigurasi rantamakemak pada saat sintesis
liposom dapat mempengaruhi afinitas liposom terpadeerbagai jaringan.
Mengubah muatan pada liposom dapat mempengaruhbdsnya dalam tubuh
secara signifikan. Liposom dengan muatan negadih akemasuki sel melalui fusi
dengan sel; hal ini memungkinkan obat dapat dilggrage sitoplasma. Liposom
yang bermuatan netral masuk ke dalam sel melalgositosis; hal ini
menyebabkan obat akan berinteraksi dengan enzimolitikd lisosom sel.
Liposom dengan muatan netral dan positif akan dibkan lebih lambat
dibandingkan dengan liposom dengan muatan negatif.

Liposom dapat dibuat dari bahan sintetik terten&ungy dipilih untuk
meningkatkan efektivitas dan kestabilannya. Memlghaitapis yang stabil dapat
dibuat dari berbagai macam lipid, seperti asam kewitau derivat kolesterol.

Unsur pokok zat kimia (lipid) yang digunakan untaknyusun liposom nantinya
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akan mempengaruhi  kelarutan membran, muatan membraan
permeabilitasnyd Karena komponen membran biologis yang paling utadsdat
fosfolipid, maka fosfolipid merupakan bahan yangngpsering digunake dalam
pembuatan liposorh.

Fosfolipid merupakan kononen struktural membran biolo yang
terutama terdiri atas fosfatidilkolin, fosfatidédetolamin, fosfatidilserin, dg
fosfatidilinositol. Bergantung pada jenis sel, diplain misalnya sfingomielir
kardiolipin, dan kolesterol dapat pula dijumpai padenmbran se’ Lipid yang
bersifat netral adalah sfingomielin dan fosfati@iteolamin, sedangkan lipid yal
bermuatan negatif fosfolipid asam misalnya dipadit-fosfatidilgliserol (DPPG
dan dipalmitoilfefatidilkolin (DPPC). Dengan tekr-teknik tertentu, masir-
masing komponen tersebut saat ini sudah tersetiisndzentuk sintetisny’

Phophatdylethanolamine (PE)
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Gambar 2. Struktur beberapa fosfol-fosfatidil nature™®
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Gambar 3. Struktur fosfatidilkolih

Fosfolipid yan( lazim digunakan pada pembuatan liposom konvens
adalah lesitin (fosfatidilkolir'® dari kuning telur Eggyolk Phosphatidylcholine :
EPC) kacang kedelaSoy-bean Phosphatidylcholine = SP{@&yjingan otak, ata
yang dibuat secara sintetFosfatidilkolin akan bersifat sebagai ion zwittetaim
semua pH yang relevan sehingga dapat membentuktwstriamelar yan
independen terhadap pH suatu lar*® Lipid bermuatan seperti fosfatidilsel

atau fosfatidilgliserol seringkali ditambahkan <gai stabilisator. Karena
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fosfatidilkolin merupakan komponen fosfolipid utammembran sel dengan harga
yang relatif rendah dibandingkan fosfolipid lainrtaebermuatan netral, maka
fosfatidil kolin dijadikan komponen utama liposonmang digunakan dalam
aplikasi yang lua$° Kolesterol dapat ditambahkan untuk memperbailbititas
mekanis dan untuk menurunkan kebocoran senyawé miialui membrar.
Lipid lain yang dapat digunakan sebagai stabilisatembran liposom, yang saat
ini masih belum banyak digunakan adalah tetragiet (TEL) dari membran sel
Archaea, vyaitu antara lainThermoplasma acidophilumdan Sulfolobus

acidocalcarius’

2.1.2. Struktur Fisik Liposom

Liposom dapat dikarakteristikan melalui ukuran demtuknya. Liposom
dapat berukuran mulai dari ukuran yang paling keedara teoritis (diameter + 25
nm) hingga ukuran yang dapat dilihat melalui mikays cahaya, yaitu dengan
diameter>1000 nm. Dari segi bentuk, liposom dapat berupa lbnamtunggal,
membran dwilapis, atau dapat berupa lapisan memimatipel yang tersusun
konsentris.

Karena liposom dengan ukuran yang berbeda menzerluketode yang
berbeda untuk membuatnya, dan aplikasi atau pemgguiiposom yang berbeda
membutuhkan ukuran liposom yang khusus pula, madksifikasi liposom
berdasarkan ukuran merupakan cara yang paling utipeikai saat ini.  Berikut
ini merupakan klasifikasi liposom yang paling umdipakai:*

[.  Small unilamellar vesicles (SUVSs).

Liposom yang digolongkan pada kelompok ini adalpbdom dengan batas
ukuran paling rendah yang masih mungkin pada vesdsfolipid. Batas
ukuran yang terendah bervariasi dan bergantung keldzatan ionik media
cair dengan komposisi lipid pada membran, ukuramey&isar 15 nm untuk
EPC dan 25 nm untuk DPPC.

II. Intermediate-sized unilamelar vesicles (IUVs).
Liposom kelompok ini memiliki diameter diatas 10@ n

lll. Large unilamellar vesicles (LUVS).

Liposom pada kelompok ini memiliki diameter dial®90 nm
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IV. Multilamellar vesicles (MLVS).
Liposom pada kelompok ini biasanya terdiri dari ylagi liposom dengan
berbagai ukuran mulai dari 100 nm hingga 1000 niap, vesikel biasanya
terdiri dari lima atau lebih lamella yang tersusonsentris. Vesikel yang
tersusun dengan lamella yang sedikit disebut pigg-lamellar liposome
ataupaucilamellar vesicles.

Diameter atau ukuran liposom sangat ditentukah b&berapa hal, antara
lain (1) jenis lipid dan kombinasinya, sebagai obntiposom yang terbut dari
campuran EPC dan kolesterol berdiameter lebih b&gar100-200 nm)
dibandingkan dengan liposom dari EPC saja (< 10)) () keseimbangan antara
energi untuk membuka membran liposom, elastisidsnigkungan liposom, dan
jumlah energi yang tersebar; dan (3) cara pembufatan

Jumlah lapisan membran dan besar ukuran lipostemtdkan oleh cara
pembuatannya. Liposom atau vesikel yang dibuat alercgrahand-shakerakan
berbentuk multilamelar dan berukuran besar (LMVLarge Multilamellar
Vesicle). Ukuran liposom tersebut dapat diperkecil menjadivSilengan cara
mengekstrusikannya melalui membran polikarbinat H@® atau dengan cara
sonikasi menggunakan probe arau sonikasi di dal@mmPambuatan liposom
dengan cara dialisis terhadapxed-micellesddengan detergen atau dengan cara
reverse phase evaporation, Freeze-thawing sonicatjgerubahan pH dan
penambahan kalsium akan dihasilkan LUV. Sonikasha@ap LUV akan
dihasilkan SUV. Hasil yang sama dapat diperolelgdarcara lain yaitu dengan
Freeze-thawing, French pressure cgding bertekanan tinggi dan metode injeksi
secara cepat menggunakan etanol dan eter.

Untuk aplikasi kedokteran, digunakaan liposom keran 80-200 nm dan
harus memenuhi ketepatan persyaratan yang mellmrisentrasi lipid dan obat,
distribusi ukuran liposom, persentase molekul obabas yang tidak
terinkorporasi pada membran liposom, pH, osmokgriteonduktivitas, adanya

kemungkinan metabolit, endotoksin dan parametaniai.”

2.2. Perilaku Liposom di Dalam Tubuh

Liposom dapat dimasukkan dalam tubuh melalui bexbeagra, antara lain

secara subkutan, intramuskular, oral, intravena,idkaperitoneal. Liposom yang

Penilaian hasil..., Taufik Agung Wibowo, FK UlI, Bos



diberikan secara subkutan dan intramuskular akdahin di tempat injeksinya
dan secara perlahan akan masuk menuju nodus liigdunsistem limfe, dimana
liposom tersebut diambil oleh makrofag dan sebatpamya akan berinteraksi
secara langsung dengan limfosit. Sementara itwisdipoyang diberikan secara
oral hampir semuanya akan terdegradasi sebelumpasian sebagian besar
isinya ke dalam sistem limfe di usus. Liposom yadgnjeksi secara
intraperitoneal sebagian besar akan difagosit wlakrofag yang berada di rongga
tersebut,dan yang berasal dari sirkulasi sistérhik.

Laju dan derajat pengambilan liposom oleh orgdalf( life) yang
diberikan secarain vivo dipengaruhi oleh faktor-faktor seperti komposisi
membran dan ukuran liposomUkuran liposom berperan dalam menentukan
tempat terjadinya interaksi dengan sel, sedangkampksisi membran
menentukan interaksi antara liposom dengan tipéestntu, proses-proses lain
seperti fusi, fagositosis, transpor sel kesgélain itu ukuran dan komposisi dari
liposom menentukan jangka waktu liposom dapat bartadi dalam sirkulasi
darah® sebagai contoh, penambahan polietilen glikol (PE@jia membran
dwilapis liposom dapat meningkatkan waktu sirkulggsom dalam darah secara
signifikan®

Pada penyuntikan intravena, liposom ukuran ke@bktianelewati sinusoid
hepar dan dengan cepat berinteraksi dengan hepdtggsom ukuran sedang
tertahan di dalam darah dan dapat bersirkulasindalaktu yang cukup lama.
Liposom ukuran besar keluar lebih lambat dari ssrdisepar dan secara cepat
difagosit oleh sel Kuppfer di hepar. Liposom yaegilh besar lagi dikeluarkan
dari sirkulasi ketika melewati paru-paru untuk peré kalinya. Pada intinya
variasi ini muncul karena interaksi liposom danyselg dimediasi oleh reseptor,
pengambilan protein pada membran liposom dan kedgeeitasan ukuran dari
populasi liposom yang tersedia.

Keberhasilan liposom sebagai pembawa obat sangantakan oleh
berbagai faktor, salah satunya yaitu faktor yangpdmegaruh terhadap bersihan
darah. Liposom konvensional sangat dipengaruhi alalran liposom, muatan,
fase transisi, dan ada atau tidak adanya kolegpadd membran serta dosis lipid.

Bersihan darah akan meningkat berbanding langsengah kecilnya liposom.
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Bersihan darah akan menurun atau lebih lambat lgaaom yang tak bermuatan
atau netral, yang mempunyai fase transisi tinggiilépis lipid yang terikat erat
satu sama lain), serta adanya kolesterol dalam mamjmang lebih mempererat
dwilapis lipid tersebut. Penurunan bersihan darajajterjadi apabila lipid
diberikan dalam dosis tinggi, yang menyebabkan rasitu(kejenuhan) dalam
mekanisme ambilanuptake)oleh sistem fagositik moninukleaMononuclear
Phagocytic SystemsMPS)’

Dalam keadaan normal, ketika liposom yang terbuai tbsitin (PC)
diinjeksi ke dalam sirkulasi darah, liposom terdetkan diambil dalam jumlah
besar oleh organ-organ yang kaya akan RES. SHatiah liposom yang secara
pasif menuju sel fagositik pada RES membuat lipogeriokalisasi di organ-
organ yang banyak mengandung RES, contohnya lirppaj-paru, sumsum
tulang, darah, ginjal, dan dalam jumlah besar gihé

Pada hepar pengambilan liposom tergantung pada des saturasinya
ataublokadedari liposom itu sendiri. Liposom berukuran besean menginhibisi
pengambilan liposom yang berukuran besar. Liposangyberukuran kecil akan
menginhibisi pengambilan liposom yang berkuran lkéainnya, selain itu
liposom yang berukuran besar dapat mereduksi pdnifamiposom berukuran
kecil, tetapi tidak sebaliknya.

Liposom konvensional dengan konsentrasi di bawalakaaturasinya
dengan mudah akan ditangkap oleh sistem retikulmaotelial. Keberadaan
kolesterol di dalam komposisi liposom dapat menatk&n atau menurunkan
ambilan obat oleh hepar dan limpa. Di dalam sigulaarah, liposom
konvensional seringkali telah dirusak oleh lipopmotatau terikat dengan opsonin
sehingga mudah difagositosis oleh makrofag damadetjsis sebelum mencapai
sasaran. Lipoprotein, terutama HDHigh Density Lipoprotein)akan berikatan
secara elektrostatik di antara dwilapis membraosiymn sehingga kemudian akan

terjadi disintegrasi membran.

2.3. Interaksi Liposom dengan Sel

Liposom dapat berinteraksi dengan sel melalui lsgd#ercara yang

menyebabkan komponen-komponen liposom bersatuy; fait
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2.3.1. Transfer intermembran

Transfer intermembran komponen-komponen lipid dégrgdi ketika dua
lapisan fosfolipid bertemu tanpa harus ada ganggaala liposom dan integritas
membran. Pada transfer intermembran, materi ligofiang ada pada membran
liposom dapat masuk ke dalam membran yang berdeki#iagan membran lain
sehingga jarak antara kedua membran ini cukup umakcegah materi yang
akan ditansfer terpajan oleh fase cair (cairarnrstiteal). Transfer intermembran

memungkinkan retensi sempurna isi liposom pada leotemen cair

2.3.2.Contact Release

Cara ini dapat terjadi ketika membran sel dan mamliposom bertemu
sehingga menyebabkan peningkatan permeabilitas maemiiposom dan
mungkin juga membran sel terhadap molekul larutpaida kompartemen cair
liposom. Hal ini menyebabkan kebocordeakage larutan berkonsentrasi tinggi

dari kompartemen cair liposom langsung ke dalam sel

Kedua cara diatas disebctntact-mediated transfer mechanisdisiana
isi liposom dapat diinkorporasikan ke dalam septaterjadi internalisasi liposom
itu sendiri. Kedua cara ini dapat memberikan jayamg sangat efektif dalam
memberikan isi liposom pada sel spesifik yang tidl#f memfagositosis. Selain
itu metode ini dapat bekerja baik pada keadaan rmaliran dan turbulensi
media di sekitar sel rendah dan keadaan dimanaksiefisik antara liposom dan

sel diperkuat oleh ikatan receptor atau ligandraritadua membrah.

2.3.3. Adsorpsi

Adsorpsi liposom dalam permukaan sel dapat tegadigan sedikit atau
tanpa internalisasi, baik pada komponen lipid maukomponen cair. Adsorpsi
dapat terjadi karena gaya tarik dan reseptor speghg peka terhadap ligan di
membran vesikel (liposom). Dapat dikatakan, adsolippsom dapat terjadi
melalui ikatan protein permukaan spesifik pada Adsorpsi merupakan syarat
esensial untuk terjadinya ingesti liposom oleh saimun faktor yang menentukan
terjadi atau tidaknya ingesti yang diikuti pinositatau fagositosis masih belum

sepenuhnya dimengerti.
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2.3.4. Fusi

Interaksi antara liposom dan membran yang berjdedat satu sama lain
dapat mengakibatkan fusi, yaitu penyatuan semplipithpada liposom dengan
membran plasma sel, sehingga isi liposom terpaagsung dengan sitoplasma
sel. Pada liposom multilamelar, membran internasiggn yang masih intak akan
bertemu dengan sitoplasma sel pejamu sehingga ngkinian interaksi yang

sama antara liposom dengan organel subselular.

2.3.5. Fagositosis

Pengambilan lipsosom melalui fagositosis terjadihobeberapa tipe sel
tertentu contohnya makrofag. Fagositosis terjadiameadsorpsi liposom yang
diikuti invaginasi oleh membran sel dan diselubualgh membran plasma sel
untuk membentuk endosom dimana liposom akan dibamtak berinteraksi
dengan enzim-enzim lisosom yang dapat mendegradasbran liposom. Setelah
membran liposom terdegradasi, fosfolipid akan ddlidis menjadi asam lemak
yang akan dimetabolisme kembali dan diinkorporasd&lam fosfolipid dari sel
itu sendiri. Pada hepar mamalia, kolesterol akanethbolisme menjadi garam
empedu.

Pada saat prosebreakdown liposom di dalam lisosom, isi pada
kompartemen cair liposom akan terbebaskan mel&kostosis dari lisosom jika
isi liposom tersebut bermuatan tinggi pada pH yeamglah atau keluategkage)
secara perlahan. Selain fagositosis, liposom dapda di ambil melalui
endositosis yang bermediasikan reseptor. Jika diposliselubingi olehlow
density lipoprotein(LDL) atau transferin, liposom akan menempel padh s

melalui reseptor untuk LDL dan transferin lalu tiimalisasi.

2.4. Aplikasi Pemakaian Liposom

Sebagai pembawa obat yang mirip dengan membrdngksp liposom
merupakan zat yang biokompatibel yang sangat bmjkndkan dalam bidang
medis. Penggunaan liposom di bidang medis dapasdiian melalui sifat target
alamiah liposom itu sendiri maupun target spesdikh liposom yang sudah

dimodifikasi.
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2.4.1 Target Alamiah Liposom

Aplikasi in vivo saat ini dapat diterapkan dalam diagnosis, kerapier
kanker, terapi imun, dan terapi gen. Dalamvivo, walaupun terdapat variasi
dalam komposisi membran, liposom konvensional hamspialu berinteraksi
secara eksklusif dengan organ-organ dari sisteikute¢ndotelial (RES) seperti
hepar, limpa, paru-paru, kelenjar limfe, dan sumdutang. Liposom dengan
cepat diambil oleh sel fagosit dan didegradasiatim lisosom, kemudian materi-
materi yang tersimpan di dalam liposom dikeluarkan dalam lisosom yang
nantinya akan dilepaskan ke sitoplasma sel ataksaé#osis ke lingkungan
eksternal sel. Perubahan distribusi obat segargivo ini menyebabkan efek
toksik obat yang bersifat sistemik menjadi berkgraecara signifikan setelah
pemberian secara parenteral, sementara itu koaserdbat yang berinteraksi
dengan organ yang sakit dapat ditingkatkan bebekabalipat lebih tinggi
daripada penggunaan obat bebas tanpa lipdsom.

Dominansi pengambilan liposom oleh makrofag (RE&pat digunakan
dalam penghantaran dalam terapi penyakit intraseluhakrofad, seperti
leishmania, infeksi jamur, dan juga penyakit-pemysng berhubungan dengan
hepar dan jaringan paru-paru. Liposom mungkin dfeithadap tumor, baik dari
akumulasi dalam jumlah besar di organ yang terkmaor maupun dengan
menggunakan stimulator makrofag yang disimpan dalgposom untuk
meningkatkan aktivasi makrofag dan aktivitas aniitu agar dapat membunuh
tumor®*? Imunomodulator yang disimpan dalam liposom dapgajdigunakan
untuk stimulasi respon imun terhadap antigen yapgedgentasikan oleh makrofag

secardn vivo di dalam maupun di permukaan liposdrif.

2.4.2 Target Spesifik Liposom

Ketika liposom diberikan melalui intravena, lipos@kan menjadi target
utama sel-sel retikuloendotelial hepar. Hal ini rbeat liposom menjadi kurang
dapat mencapai sel tarddtiposom yang tetap bertahan di dalam sirkulasillara
tidak akan dapat keluar, kecuali dalam jumlah yaeglikit melalui lesi di

pembuluh darah atau pengambilan oleh monosit yaredar’
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Pemakaian determinan molekular yang diinkorporasiki sisi luar
liposom untuk meningkatkan jangkauan dan spesifédsadap target yang ditu
telah terbukti keberhasilann® Berbagai macam protein dapat disisipkan
dalam lapisan luar liposom untuk mengubah sifaidgm secarin vivo termasuk
kemampuan pengiriman obat yang selektif terhaddp Perlakuan ini dape
membuat liposom yang diberikan secara intravengadeterhindar dari sistel
retikuloendotelial. Protein ligan atau mole-molekul antibodi yang berada
permukaan seflapat diinkorporasi ke dalam permukaan liposomrggfa dapa
membuat liposom menjadi spesifik terhadap resegitgrermukaan sel popule
tertentu?

Kebanyakan penelitian mengenai liposom dengan targaesifik
berhubungan dengan pemakaian antibodi fragmen antibodi yang terikat pa
permukaan liposom. Liposom seperti ini disebut jugaunoliposom
Imunoliposom dapat memiliki target spesifik karematibodi pada permukas:
liposom hanya akan bereaksi pada sel yang merailiigen yang spesifik denc
antibodi pada permukaan liposom. Gambar 3 menugjukinsip target spesif
oleh imunoliposont*?

Selain antibodi, molekul lain juga dapat ditambahkzda permukae
liposom, contohnya, penambahan plasminogen padausean liposom dap.
meningkatkan hantaran ob-obat fibrinolitik karena plasminogen memil

afinitas yang kuat terhadap gumpalan fit %*2

x o immunospecific Binding

Gambai4. Prinsip dasar target spesifik imunolipo®
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2.5. Tetraeter Lipid

Tetraeter Lipid (TEL) merupakan salah satu prodakilhekstraksi dari
Archaea yang berasal darThermoplasma acidophilumatau Sulfolobus
acidocaldarius Tetraeter lipid darThermoplasma acidophilutelah teruji tidak
toksik dan tidak bersifat mutagenik atau antimut@ggpada uji toksisitas akut,
baik secarain vivo maupun in vitro, sedangkan TEL dariSulfolobus
acidocaldariusbelum teruiji toksisitasnya:>

Gambar 5. Tetraeter lipithermoplasma acidophiluth

Lipid hasil ekstraksi membran dari Archaea inisatnyaThermoplasma
acidophilum atau Sulfolobus acidocaldarius,berbeda secara nyata bila
dibandingkan dengan fosfolipid pada membran selyfang membentuk dwilapis
lipid (lipid bilayer). Fosfolipid tersebut berupa eter-gliserol (bukateegliserol);
tanpa ikatan rangkap; dan memiliki gugus metil Sagpyang sebagian
membentuk pentasiklik, tanpa atau dengan residtatfosang terikat melalui
ikatan ester. lkatan eter-gliserol sangat resighadap hidrolisis pada PH
rendah, sehingga memberi keuntungan dibandingkatank ester. Selain itu,
ketiadaan ikatan rangkap dalam struktur TEL akamingkatkan resistensi
terhadap oksidasi, sedangkan adanya gugus metgisgrakan menambah efek
fluiditas. Karena itu, liposom yang dibentuk darkELT dari Archaea tersebut
bersifat stabil dengan ikatan yang cukup érat.

TEL dalam liposom EPC-TEL 2,5 digunakan untuk ntalpidkan struktur
lesitin. Secara konvensional, asam fosfatidat 2difambahkan pada liposom
yang terbuat dari lesitin untuk meningkatkan ketaabiposom tersebut melalui
muatan negatifnya. TEL, dengan cara yang samatsg@am fosfatidat dapat
menambah muatan negatif pada liposom yang terlawalegitin; selain itu secara
kovalen dapat menghubungkan kedua permukaan patsaa membran dwilapis

Penilaian hasil..., Taufik Agung Wibowo, FK UI,%OS



liposom. Oleh karena itu dapat dikatakan bahwa TRérupakan penstabil
struktural dan elektrostatis membran dwilapis iesit

Hingga saat ini belum ada bukti mengenai mekanismeraksi TEL
dengan membran sel hidlh.Hasil penelitian sementara secaim vitro
menunjukkan interaksi TEL dengan membran sel adisihmembran, transfer
intermembran, dan endositosis. Namun hingga kigratéasi TEL di dalam sel
belum dapat dijelaskan dengan baik karena prodakdar hasil degradasi TEL

belum tersedid.

2.6. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah salah satu deb kromatografi
dengan bentuk padat-cair yang menggunakan fasa liidrofilik-polar berupa
antara lain, gel silika, selulosa yang dilekatkaadg matriks yang cocok dan
dilapiskan secara tipis pada permukaan piring iglagbu gelas (lempeng). Fase
gerak (eluen) dapat berupa pelarut tunggal ataubkwasi yang natinya dapat
bergerak secara horizontal atau vertikal berdasasisiem kapilaritas.

KLT merupakan teknik skala mikro yang dapat dipakauk menentukan
jumlah komponen pada suatu campuran (mikstura),gidentifikasi substans
tertentu, memonitor proses suatu reaksi, menentiékadisi yang sesuai untuk
kromatografi kolom, dan menganalisis fraksi yangagiat dari kromatografi

kolom.

2.6.1 Prinsip Kerja Kromatografi Lapis Tipis

Semua bentuk kromatografi termasuk KLT melibatkasetimbangan
dinamis suatu molekul di antara dua bentuk, yadéntik bebas dimana molekul
tersebut secara sempurna larut di dalam fase gerakentuk teradsorbsi dimana
molekul tersebut melekat (teradsorbsi) secara kaala fase diam. Kelarutan
molekul pada fase gerak dan perlekatan molekul plade diam tidaklah
permanen, terdapat pergerakan konstan molekulaam¢giarut pada fase gerak
dan kembali melekat pada fase di¥hT Kesetimbangan antara kedua bentuk
diatas dipengaruhi oleh tiga faktor, yaitu kepatardan ukuran molekul,
kepolaran fase diam, dan kepolaran fase gerak. |Kepo suatu molekul
dipengaruhi oleh strukturnya sehingga dengan mierfake gerak dan diam dan
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berbeda, kesetimbangan molekul diantara bentuksbelaa terdsorbsi dapat
dirubah*

Molekul yang berbeda akan memiliki kesetimbangantude bebas da
bentuk teradsorbsinya yang berbeda pula. Molekng ydiadsorbsi secara lem
oleh fase diam memiliki kesetimbagan kearah benbhdbasnya sehinge
konsentrasi padaa$e gerak lebih banyak dibanding pada fase diam
sebaliknya. Secara umum, molekul dapat bergerakngmpglempen( pada saat
molekul tersebut larut pada fase gerak. Ketika imdlsedang teradsorbsi pa
fase diam, molekul berhenti bergerak untuk seara waktu sehingga fase ge
bergerak tanpa bersama mole®® Molekul yang memiliki kesetimbangan keau
bentuk bebas akan memiliki waktu terlarut yang Helsima dalam fase ger.
sehingga bergerak bersama fase gerak lebih cepainding molekul yan
memiliki kesetimbangan kearah bentuk teradso' Gambar skematis menger
kesetimbangan dinamis antara bentuk bebas dengatukbé&eradsorbsi dap

dilihat pada gambar

'/a A ‘/"E
Fase gerak PE A \ B
(calr) yang \ Arah
mengandun [ .ﬁ I aliran
g molekul A fase

AdanB = A gerak
\'-. B.-r“’;" . A‘\%ﬂ. o

Gambar 6 Kesetimbangan dinamis molekul A dan B pada fgsak dan fas
diam!* Molekul A teradsorbsi secara lemah pada fase diaghinggs
kesetimbangannya bergerak kearah bentuk bebaskiMdBeteradsorbsi seca
kuat pada fase diam sehingga kesetimbangannyakéantuk teradsorb:

Pada KLT fase diam biasanya berupa alum(Al,Os3.xH,O)n dan gel
silica (SiQ.xH,0O)n. Pada permukaan silika dan aluminium terdapgug—OH
yang terikat®> Adanya gugu—OH membuat permukaan alumina dan gel s
menjadi sangat polar karena gu—OH dapat membentuk ikatan hidrogen, ike

van de waals, dan interaksi dig-dipol dengan molekul yang sesi*® Selain itu
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karakteristik elektropositif alumunium atau silikdan keelektronegatifan oksigen
pada fase diam juga berperan dalam kepolaranngé. I@Irena itu, semakin polar
molekul yang ingin dipisahkan, semakin kuat molefarsebut terikat pada fase
diam sehingga kesetimbangan molekul akan berpind@arah bentuk
teradsorbsinya, hal dapat dijelaskan melalui istiléke-dissolves-like”.Molekul
nonpolar memiliki afinitas yang lebih lemah padsefaiam sehingga berada pada
bentuk terlarut lebih lam¥.

Kesetimbangan menentukan pemisahan suatu molpiladanya tarik
menarik molekul antara fase diam dan fase gerakentakan kesetimbangan
molekul tersebut. Oleh karena itu, dengan memitih themodifikasi fase gerak
dan fase diam, pemisahan suatu molekul dapat dssswai keperluan. Secara
umum semakin polar suatu molekul akan semakin taaikiat pada fase diamnya

dan semakin pelan molekul tersebut bergerak berfaseagerak?

2.6.2Retention Factor (Rf)

Rf adalah nilai faktor retensi dalam bentuk desinNilai Rf dapat
dihitung dengan rumus:

jarak yang ditempah bhercak

Re =
f jatak watiz ditemmpah fase
gerak

Nilai Rf dapat dihitung untuk setiap bercak yang muncul dadgpeng
KLT. Secara umum Rmenggambarkan jarak yang ditempuh oleh suatu mbleku
Jika dua buah molekul menempuh jarak yang samanagamiliki Rf yang sama
maka mungkin dapat disimpulkan bahwa kedua moldéktdebut merupakan
molekul yang sam&. Agar perbandingan fRmenjadi sahih, lempeng KLT harus
di running pada kondisi yang sama. Kondisi ini termasuk pade fdiam, fase
gerak, suhu, dan kejenuh@hamber.Seperti molekul organik lain yang dapat
memiliki titik didih dan warna yang sama, beberapalekul dapat memiliki nilai
Rf yang sama sehinggd Rang identik tidak dapat langsung memastikan maleku
tersebut identik? Gambar 5 memperlihatkan diagram lempeng KLT dam ca

bagaimana cara pengukuran niléi R
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XY Z

l Garis akhir fase gerak

Rf =% Untuk substansi X

D O Rf= % Tntuk substans ¥

Rf :% Tntuk suhstana 2

Gambar 7. Contoh perhitungan niléfiR

2.6.3 Aplikasi Kromatografi Lapis Tipis pada Lipid

Seperti semua metode kromatrografi, KLT pada ljpgh menggunakan 2
fase yang berbeda. Solut pada fasa gerak akan ikieafihitas yang berbeda
terhadap fasa diam (gel). Seiring dengan berjakafaya gerak melalui fasa solid,
lipid yang berbeda akan menyebar dan menetap daldgang berbeda pada gel.

Pada KLT untuk memisahkan fosfolipid, fasa diam gygraling umum
digunakan adalah gel silika. Fase gerak dapat bafkan kloroform atau air
untuk menambah atau mengurangi sifat hidrofiliknfada fosfolipid biasanya
ditambahkan kloroforf.

Lipid dapat divisualisasikan menggunakan pewarnaasesifik yang
disebarkan pada permukaan piring atau melalui neetooh-spesifik dengan
pemberian yodium. Jika lipid dapat menyerap UV, anaisualisasinya dilakukan
pada fasa diam yang mengandung materi fluoresguatgewarnaan. Dengan
demikian ketika diiluminasi dengan sinar UV beraan terlihat terang pada
latar yang gelap. Identifikasi lipid yang berbeddagarkan pada kecepatan gerak
masing-masing lipid (diekspresikan dengan nilf), Ran dibandingkan dengan
kontrol yang dijalankan pada piringan yang sdma.
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KLT juga dapat memberi informasi mengenai kemurrdan konsentrasi
lipid. Lipid murni akan meninggalkan titik tunggphda fasa diam. Fosfolipid
yang telah mengalami degradasi, akan terlihat Harigik dengan R yang
berbeda-beda dibandingkan dengan fosfolipid yamgnbenengalami degaradasi
yang akan terlihat sebagai satu tftik.

2.7. Spesifikasi Mencit C3H

Mencit telah dipakai secara luas pada berbagaingigeenelitian seperti
bidang medis, kimia, farmakologi, toksikologi, lmgl, dan genetika. Walaupun
sifatnya kurang kooperatif dan ramah, mencit mdwmitieberapa keuntungan,
yaitu laju reproduksi yang tinggi, ukurannya yarerik dan stamina yang kuat.
Selain itu mencit menunjukkan respon yang lebih afandibandingan dengan
tikus pada saat ditangani. Hal inilah yang menjadiknencit sebagai hewan coba
paling banyak digunakan pada penelifiarivo.*

Mencit C3H yang dibudidayakan sejak tahun 1960 dlabgian Patologi
Anatomik FKUI telah menghasilkalbreedingratusan kali, umumnya digunakan
pada penelitian tumor atau kanker. Mencit ini makgm hasil kawin silang
antara Bagg albino dengan galur DBA yang dilakutdeh L.C. Strond:**Mencit
C3H telah menjadi standard penelitian di bidanddjic® Selain itu, mencit C3H
dapat digunakan pada penelitan umum, penelitiamkda penelitian
sensorineural dft®

Respon imunologik pada mencit secara umum sangangaruhi oleh
sifat fisik dan kimia antigen termasuk bentuk sadiflarutan atau suspensi) yang
akan dipaparkan, cara pemberian, umur, intensdas, lama imunisasi serta
faktor genetik. Dalam keadaan normal, dengan pemberian makanadastdan
vitamin serta minum secukupnya, mencit berumur @23linggu mempunyai
berat badan sekitar 18-24 gram. Pada pemeriksaah dain, kadar hemoglobin
rata-rata adalah sebagai berukut: timus 27 mg,difp0 mg, sedangkan organ
lain semisal hepar seberat 900 mg dan ginjal gek#@ mg.

Cara mematikan mencit menurut persyaratan etikanddik adalah
dengan meletakkan mencit ke dalam wadah khususmuyau dialasi dengan
kapas atau tisu, agar dapat atau mudah dibasabadddoroform atau eter, di

luar kandang pemeliharaan. Apabila mencit harusatikan di dalam ruangan
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(kandang pemeliharaan), penggunaan kloroform atautelak boleh dilakukan
dan harus menggunakan karbon dioksida. Jumlah h@eanvadah dianjurkan

secukupnya agar tidak saling melukai sebelum mati.

2.8 Injeksi Intraperitoneal pada Mencit

Injeksi intraperitoneal merupakan cara pemberiamgy paling sering
dipakai karena secara teknis mudah dilakukan. snjalelalui jalur intraperitoneal
memungkinkan periode absorbsi zat dari tempat @mjekang cukup lama.
Permukaan yang luas pada rongga peritoneal danakaygy suplai darah
memfasilitasi laju absobsinya. Laju absorbsi pageksi secara intraperitoneal
biasanya setengah atau seperempat kali lebih laatdmatinjeksi intravend®
Namun laju absorbsi tersebut juga dipengaruhi cdéat kimia dan fisik,
kelarutan di dalam cairan jaringan dan lemak, @eranisasi, ukuran molekular,
dan konsentrasi substansi yang diberik&n.

Keterbatasan pada injeksi intraperitoneal yaitinsgiitas jaringan
terhadap substansi iritatif. Substansi yang dilagrikarus memiliki pH fisiologis
dan bersifat isotonik. Namun, volume maksimal ydapgat diberikan melalui rute
intraperitoneal cukup besar, yaitu 2 — 3 fiL.

Pada saat injeksi, rasa sakit dan stres harusaditeekecil mungkin. Cara
memegang dan menahan yang benar akan mempengatdiihksilan injeksi
liposom!® Pada injeksi secara intraperitoneal, mencit yauas ditahan dalam
posisi supinasi dengan bagian posterior diangkai aegian kepala diletakkan
lebih rendah dari posisi tubdh. Jarum suntik harus selalu dijaga hampir paralel
terhadap kolumna vertebra mencit untuk menghingarietrasi viscera secara
tidak sengaja. Jarum suntik dengan ukuran 23G lefsih besdr dimasukkan
dengan sudut 10 derajat antara jarum dan permuilbdomen pada kuadaran
bawah abdomen. Lakukan aspirasi untuk mengecekabpgium menembus
organ®’ Jika terdapat materi yang teraspirasi, jarum s©iaegera dicabut dan
dibuang. Untuk menghindari kebocoran dari situsksi, jarum harus menembus
jaringan subkutan sekitar 2-3 mm kearah kraniakekgb menembus dinding

abdomert’
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2.8. Kerangka Konsep

Injeksi liposom EPC-
TEL 2,5 intraperitoneal

I |
RES Organ lain

[ [ [ |
Limfonodus Hepar Paru-paru Limpa

[
Biodegradasi

0 menit (kontrol | |30 menit | | 1jam | | 2jam 4 jam 8 jam
& kontrol + TEL)

Analisis ukuran dan tipe bercak TEL pada KLT
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