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ABSTRAK

Studi tentang bioaktivitas endotoksin dan lipid A serta penentuan struktur lipid A
telah dilakukan oleh para peneliti di berbagai negara, terutama di Jepang, Jerman, dan
Amerika Serikat. Pendekatan sintesis dan pengujian bioaktivitas menunjukkan bahwa
struktur lipid A sintetik yang diusulkan mempunyai aktivitas yang sama dengan lipid A
dan Escherichia coli natural. Diketahui pula bahwa lipid A merupakan active centre dan
bertanggung jawab terhadap endotoxin activities bakteri gram negatif. Selanjutnya,
pengujian bioaktivitas terhadap berbagai analog lipid A sintetik, menunjukkan bahwa
asam lemak yang terikat pada lipid A mempunyai peranan yang penting terhadap aktivitas
endotoksin dan bakteri gram negatif. Studi tentang imunogenisitas dan antigenisitas lipid
A atau LPS dapat dilakukan dengan menggunakan lipid A atau LPS sintetik bertanda *C.

PENDAHULUAN

Endotoksin

Lipopolisakanida (LPS) atau lebih dikenal dengan nama
endotoksin, adalah suatu senyawa kompleks yang terdapat pada
dinding sel bakteri gram negatif. Senyawa tersebut dapat me-
nyebabkan berbagai penyakit, misalnya demam, kolera, tetanus,
lethal shock, tekanan darah rendah, menurunnya sel darah putih,
dan lain sebagainya. Di samping mempunyai efek yang merugi-
kan bagi manusia, endotoksin juga mempunyai efek yang ber-
guna, yaitu untuk meningkatkan daya tahan tubuh terhadap
infeksi (menghasilkan antibodi) yang disebabkan oleh bakteri
atau virus dan membunuh sel kanker'".

Gambar 1 menunjukkan dinding sel bakteri gram negatif
yang terdiri dari lapisan luandan lapisan dalam. Pada lapisan luar
terdapat LPS, protein, lipoprotein, dan molekul lain yang banyak
mengandung gula, sedangkan lapisan dalam terdiri dari protein
dan Iipoprotein Untuk mengetahui bagaimana endotoksin
mempunyai dua fungsi yang berlawanan, beberapa peneliti ter-
utama di Institut Penelitian Borstel dan Institut Max Planck
untuk Imunologi (German), Fak. MIPA Univ. Osaka (Jepang),

dan Universitas Rockeffeler (USA) telah melakukan penelitian
khususnya dalam hubungannya dengan identifikasi struktur dan
komponen yang bertanggung jawab terhadap endotoxin activi-
ties dan bakteri gram negatif di dalam tubuh. Penelitian dititik
beratkan pada isolasi endotoksin dan komponennya dan bakteri
Salmonella (typhimurium, minnesota) dan Eschericia (coli),
sintesis endotoksin secara sebagian maupun total, serta uji bio-
aktivitasnya.

Pada dasarnya LPS terdiri dari dua bagian utama, yaitu
bagian polisakarida dan bagian lipid (Gambar 2). Bagian poli-
sakarida merupakan rangkaian dan berbagai macam gula, yang
dibagi lagi menjadi 3 segmen, yaitu segmen rantai O-spesifik
(dibentuk oleh sedikitnya 3 rangkaian gula yang berulang).
Segmen ini merupakan segmen yang sangat bervariasi dan mem-
berikan efek kekebalan yang spesifik. Berikutnya adalah segmen
outer core dan inner core yang merupakan oligosakarida yang
relatif tidak bervariasi. Segmen inner core ini mempunyai su-
sunan gula dengan 7 atom karbon (heptose) dan 8 atom karbon
yang unik yang disebut dengan Kdo (asam 3-deoksi-D-manno-2-
oktulosonat). Bagian lipid terdiri dari glukosamin backbone,
fosfat, dan asam lemak. Bagian lipid ini selanjutnya dikenal
dengan nama lipid A.

Cermin Dunia Kedokteran No. 103, 1995 59



Endotoxin (lipopolysaccharide)

o

Outer membrane

Intervening '
compartment
(periplasnr)

Inner (cytoplasmic) membrane 4

Other sugar-rich molecules

/Y
OA //

g’ ..7-‘. Lipoprotein

Peptidoglycan Layer

- _ . . -
Rantai O-spesifik Outer core Inner core
ot
Polisakarida
Gambar 2. Struktur kimia Lipopolisakarida dan bakteri Salmonella typhimurium
Keterangan :
O = gula
P = fosfat
Kdo = asam 3-deoksi-D-manno-2-oktulosonat

Lipid A Escherichia coli

Pada tahun 1954, Westphal dan Luderitz telah mengisolasi
bagian lipofilik dan LPS yang dikenal dengan nama lipid A
dengan cara menghidrolisis bakteri pada kondisi asam. Sejak saat
itl(lz,)penelitian mengenai bioaktivitas LPS difokuskan pada lipid
A",

Struktur kimia lipid A dan berbagai spesies bakteri pada
dasarnya adalah identik, berisi D-glukosamin disakarida back-
bone yang dihubungkan dengan ikatan -( 1—=6), yang mengan-

dung residu fosfat pada posisi 1 dan 4’ dan residu asam lemak
pada gugus B-amino dan gugus hidroksil-3. Struktur lipid A
dan Eschericia coli Re-mutan adalah seperti struktur I, yaitu 2-
deoksi- 6—0O- {2-deoksi-2-[(R)-3-dodekanoiloksitetradekanoil-
amino] - 3 - O - [(R)-3-tetradekanoiloksitetradekanoil]-p-D-
glukopiranosil} - 3 — O - [(R)-3-hidroksitetradekanoil]-2-[(R)-
3-hidroksitetradekanoilamino] - o — D - glukopiranosa 1,4’-
bis(fosfat)*”. Struktur tersebut telah dibuktikan melalui isolasi
dan pendekatan sintesis total LPS. Selanjutnya, berbagai uji bio-
aktivitas terhadap analog lipid A sintetik telah dilakukan.
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Gambar 3. Struktur lipid A LPS dari Escherichia coli

PEMBAHASAN

Untuk membuktikan kebenaran struktur lipid A LPS dari
Escherichia coli yang diusulkan maka dilakukan uji bioaktivi-
tas terhadap lipid A sintetik dan lipid A natural dari Escherichia
coli®” (Tabel 1). Selain itu, kedua sampel tersebut juga dianali-
sis menggunakan NMR dua dimensi.

Hasil pengujian tersebut menunjukkan bahwa kedua sampel
tersebut mempunyai aktivitas endotoksin yang sama. Dengan
demikian, struktur lipid A Escherichia coli yang diusulkan oleh
Imoto et al.) menuju pada arah yang benar.

Tabel 1. Aktivitas endotoksin dan lipid A sintetik dan lipid A natural E.

Coli®"
Lipid A yang diperlukan
Jenis untuk aktivitas endotoksin
Jenis tes endotoksisitas h (ng)
yang dilakukan ewan
percobaan |y i5iq A E. coli| Lipid A E. coli
sintetik natural
Toksisitas letal (LDs) Tikus 0,01 0,01
Respon terhadap demam Kelinci 0,04 0,04
Reaksi Shwartzman lokal Kelinci 12,5 12,5
Kemampuan mendorong
toleransi endotoksin terhadap| Tikus 30 30
LPS dari Salmonella abortus
equi
Mitogenisitas B-limfosit Tikus 2 2
Aktivasi Machropage
(10 ng/ml prostaglandin E, Tikus 1 1
terlepas)

* Tes toksisitas letal dalam tikus yang disensitifkan dengan galaktosamin

Sejalan dengan penentuan struktur lipid A, uji bioaktivitas
lipid A dan LPS juga dilakukan. Dari pengujian tersebut diketahui
bahwa lipid A merupakan active centre dan endotoxin activities
dari bakteri gram negatif Kemudian berbagai analog lipid A
dengan berbagai variasi asam lemak dan fosfat-pun telah disin-
tesis®**). Di antara hasil sintesis lipid A tersebut disajikan pada

Gambar 1 dan Tabel 2.
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Gambar 4. Struktur kimia analog lipid A (lihat Tabel 2)

Tabel 2. Lipid A sintetik

No. | Senyawa R* R’ R? R! P! P?

1 505 | C4-0-Cy4|C,,-0-C,,| “14-"H | €14°"! |PO(OH),| H

2 504 | C4-0-Cy4| €47°C,1 | C14-0H | C4-0H H | PO(OH),
3 503 | C-0-C14|C14-0-C1, |C,4OH|C\4-OH| H H

4 |LA-24-PP| Cpo C4-OH |C-OH| Cio |PO(OH), PO(OH),
5 |LA-23-PP| Cpo Co Cio CIO | PO(OH) | PO(OH)
6 403 C-OH | C,OH |[“14-OH|C,-OH| H H
7 404 Ci-OH | C4;-OH | C,p-0H |C\-OH| H |PO(OH),
8 405 Ci,-OH | C,-0H |“140H | C,, OH |[PO(OH),] H
9 406 Ci+-0H | C4,-OH | C14,OH | C,4-OH |PO(OH),| PO(OH)
10| 400 C.OH | Ci-0H |C;0-OH | C;,OH [PO(OH),| PO(OH),
Keterangan:

Lihat struktur pada Gambar 4

Cjy : dekanoil

C1g-OH : (R)-3-hidroksidekanoil
C1~OH : (R)-3-hidroksitetradekanoil
C1~0-Cyy: (R)-3-tetradekanoiloksitetradekanoil

Dari perkembangan terakhir mengenai uji bioaktivitas ber-
bagai analog lipid A sintetik yang mengandung asam lemak
dengan jenis dan jumlah atom karbon yang bervariasi, diketahui
bahwa residu asam lemak yang terkandung pada lipid A mem-
punyai peranan yang penting terhadap bioaktivitas LPS di dalam
tubuh®'"..

Kenyataan tersebut memberikan dorongan untuk mendesain
analog lipid A jenis lain. Diharapkan, pengujian bioaktivitas se-
nyawa analog baru tersebut dapat memberikan tambahan penge-
tahuan tentang peranan residu asam lemak yang terikat pada lipid
A terhadap endotoxic activities LPS dan bakteri gram negatif.

Meskipun berbagai analog lipid A telah disintesis dan diuji
bioaktivitasnya, namun para peneliti masih belum dapat meng-
ungkapkan peranan lipid A dan komponen penyusunnya ter-
hadap imunogenisitas dan antigenisitasnya yang berhubungan
dengan structure activity & structure function relationships dari
lipid A pada tingkat molekuler. Wright et al. yang dikutip oleh
Rietschel et al.") mengemukakan bahwa di dalam darah, LPS
akan berikatan dengan molekul bersirkulasi yang disebut dengan
LBP (lipopolysaccharide-binding protein) dan membentuk
kompleks LPS-LBP. Selanjutnya kompleks LPS-LBP tersebut
bergandengan dengan reseptor yang dikenal dengan nama CD 14
pada permukaan makrofag.

Untuk mempelajari lebih lanjut mengenai peranan kompo-
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nen lipid A dan strukturnya terhadap aktivitas endotoksin, telah
dicoba sintesis lipid A bertanda '*C""?. Diharapkan, dengan adanya
lipid A bertanda "*C tersebut, misteri tentang aktivitas lipid A
dapat diungkapkan. Oleh karena itu usaha-usaha untuk mem-
pelajari strategi sintesis, khususnya radiosintesis perlu dikem-
bangkan untuk mendapatkan metode yang praktis dan efisien.

KESIMPULAN

Melalui isolasi, pendekatan sintesis, dan perbandingan bio-
aktivitas lipid A sintetik dan lipid A natural dari Escherichia coli,
serta analisis menggunakan NMR 2 dimensi, maka struktur lipid
A Escherichia coli secara pasti dapat ditentukan.

Hasil pengujian bioaktivitas lipid A menunjukkan bahwa
lipid A merupakan active centre dan bertanggungjawab terhadap
endotoxin activities dan bakteri gram negatif.

Asam lemak yang terikat pada lipid A mempunyai peranan
yang penting terhadap aktivitas endotoksin dan bakteri gram
negatif.

Untuk mengetahui lebihjauh mengenai imunogenisitas dan
antigenisitas suatu lipid A atau LPS perlu disintesis lipid A atau
LPS bertanda 'C.
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