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A hatéanyag szervezetbe, sejtekbe valé bejuttatasihoz gyakran hasz-
nalnak feliiletaktiv anyagokat. Szamos irodalmi adat (LEVY és mtsai 1966,
Svuzuk1 és mtsai 1967, GiBALDI, FELDMAN 1970) utal arra, hogy gydgyszerek
pl. barbituratok, szulfonamidok, antibiotikumok felszivédasa, vérszintje szig-
nifikdnsan megné nem-ionos feliiletaktiv anyagok jelenlétében. A peszticid
szerformakban alkalmazott feliiletaktiv anyagok ugyancsak sok esetben jelen-
tés moédon megvaltoztatjak a hatéanyag biolégiai aktivitasat (VALKENBURG
1973). Tekintve, hogy a bioszféraba évrél évre nagyobb mennyiségbe keriild
felilletaktiv anyagok maguk is rendelkeznek biolégiai aktivitassal, sziikség
van pontos hatasmechanizmusuk megismerésére, molekularis paramétereik
és hatasossaguk kozotti osszefiiggés vizsgalatara.

Munkank célja a nem-ionos felilletaktiv anyagok csoportjaba tartozé
nonil-fenil-etilénoxid polimerek membranalkoté lipid molekuldkkal valé kol-
csonhatasanak tanulményozasa, molekula szerkezetiik és hatasossaguk kozotti
kapcsolat vizsgalata.

Vizsgalati anyagok és médszerek

Kisérleteinkhez a nonil-fenil-etilénoxid polimer sor n = 4— 30 etilénoxid

csoportot tartalmazé tagjait hasznaltuk (CgH19—@0(CH2‘ CH,0), H).

A molekula lipofil része allandé, a hidrofil rész az etilénoxid csoportok
szamaval valtoztathat6. Tekintve, hogy a feliiletaktiv anyagok jelentds
membranmiikodést befolyasolé hatéssal rendelkeznek, igy a homolég sor
tagjai idealis vegyiiletek a molekula struktira és membrankarosité hatas
kozotti kapesolat vizsgalatara. ‘
Meghataroztuk a molekulak biolégiai hatasanak értelmezése szempont-
jabol fontos diffiziés sajatsagaikat, valamint lipofilitasukat. A diffiziés egyiitt-

* X. Membrén Transzport Konferenciin 1980. méajus 13 —16. kozott Siimegen elhang-
zott eldadas.
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haté6 meghatéarozasat az altalunk korabban kidolgozott eljarassal végeztik
(TamAs, Sz6eyr 1973). Az agargélbe vitt feliletaktiv anyag diffdziéjat desz-
tillalt viz felé vizsgaltuk. A kidiffundalt feliletaktiv anyag koncentraciéjat
extinkeié mérés alapjan hataroztuk meg. A diffiziés egytitthaté kiszamitasa-
nal a hivatkozasban ko6zolt médon jartunk el

A molekulak lipofilitasara jellemzd R, értéket reverz fazisi vékonyréteg
kromatografias médszerrel hataroztuk meg (CsermATI, JANOs 1980).

A feliiletaktiv molekuldk és a membran kozotti kolesonhatéas pontos fel-
deritése érdekében a membranalkoté lipid komponensek kozil dipalmitoyl
foszfatidilkolinbél (DPPC) készitettiink liposzomat (a Koch—Light gyart-
manyu lipid tisztasagat vékonyréteg kromatografias moédszerrel ellenériztiik).
A lipidet 0,16 M-os *>KCl-ot tartalmazé oldatban duzzasztottuk, majd vizhi-
tés és nitrogén-ataramoltatas mellett 20 percig ultrahanggal besugaroztuk.
(A besugarzast MSE 150 wattos, 20 kHz-es dezintegratorral végeztiik.) 16—
18 oraval az ultrahang besugarzas utan a liposzomat Sephadex G-50-bél ké-
sziillt kromatografias oszlopra vittiik, hogy a kiilsé aktiv oldattél elvalasszuk.
A moséfolyadék 0,16 M-os KCI oldat volt, atfolyasi sebessége 0,5 cm?/perc.
Az oszloprol lejove frakeiok kozil aktivitas mérés [szcintillaciés tireges Nal(TI)
kristaly] alapjan valasztottuk ki a tovabbiakban felhasznalt, legnagyobb akti-
vitast tartalmazé liposzéoma frakeickat. A szétvalasztast minden esetben a
frakciok aktivitasanak meghatarozasa révén ellendriztiik. A liposzémabol 3—3
em?-t dializalé zsikokba mértiink. Ezek kozil egyet kontrollnak tekintettiink, a
tobbihez feluletaktiv anyagot adtunk (100 pg/em?®). A dializalé zsakokban levg
liposzomat 0,16 M-os inaktiv KCI-t tartalmazé (10 c¢m?) poharba tettiik. A
kiilsé oldatot harom oéran keresztiill negyedéranként cseréltik és mértik a
kiaramlé *?KCI percenkénti impulzusszamat. A kisérletet szobahémérsékleten.
ill. 42 °C-on a DPPC fazisatalakulasi hdmérsékletén végeztik.

A dializal6 zsdkokban lev§ liposzéma lipid tartalmat foszforméréssel ha-
taroztuk meg.

Kisérleti eredményeink kvantitativ értékelését, a permeabilitasi allan-
dok kiszamitasat Jounson és Bancumam (1969) altal kidolgozott médon vé-
geztiik.

DSC-mdédszerrel mértik a DPPC feliiletaktiv anyagok hatasara bekovet-
kez6 fazisatalakulasi hdmérséklet és fazisatalakulasi entalpia valtozasat. A
méréseket Perkin— Elmer DSC-2 tipusu késziilékkel végeztiik, flitési sebesség
1,25 °C/perc. Az entalpia valtozas meghatarozasa indium standarddal valo
kalibralassal tortént.

A Dbiolégiai aktivitas adatokat Bac. subtilis torzson hataroztuk meg.
Bouillon taptalajban névesztett 10° bakt/em® kiindulasi csiraszamu bakté-
riumkultira szaporodasat mértiik, razatott tenyészetben turbidimetrias maéd-
szerrel, 600 nm hullamhosszon. A feliiletaktiv anyag koncentraciéja 30, 50 és
100 ug/em? volt.
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Eredmények és értékelésiik

Az 1. abran a molekulak vizes k6zegben mért diffiiziés egyensilyi allan-
dgjat (D) tiintettiik fel a lipofilitast jellemz§ R, érték fiiggvényében.

Mint az abrabél lathaté, a nonil-fenil-etilénoxid polimerek vizben mért
diffiiziés egyensilyi allandéja a molekulak lipofilitasanak logaritmuséaval csok-
ken. Kisérleti eredményeinket a kovetkezd fiiggvénykapesolat irja le:

D= a+ blog Ry
D= —0,429 — 6,91log Ry, n = 68
r = 0,6992; Toop = 0,4078.

A fenti 6sszefiiggés arra az eddig nem kell§ mértékben tanulmanyozott jelen-
ségre hivja fel a figyelmet, hogy a diffiziés egyensilyi allandé a molekulasily
és a molekulaalak mellett a molekula hidrataciés képességének, a molekulan
beliil a hidrofil és lipofil részek aranyanak fiiggvénye is lehet.

A 2. abran azoknak a kisérleteknek az eredményét tuntettiik fel, amelye-
ket a feliiletaktiv molekulak liposzéma 4>K-leadasara gyakorolt hatasanak vizs-
galatakor kaptunk.

A liposzéma *?K-aktivitasaval aranyos mennyiséget abrazoltuk az id§
figgvényében féllogaritmusos koordinata rendszerben. A 42 °C-on végzett mé-
rések alapjan megallapithaté, hogy az n = 6, ill. n = 9 etilénoxid csoportot
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1. dbra. Nonil-fenil-etilénoxid polimerek vizben mért diffiziés egyensilyi allandéja (D) a
molekulék lipofilitasanak (Ry;) fiiggvényében
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2. dbra. ¥K-kidramlds a kontroll (K), valamint az n = 6, ill. n = 9 etoxi-csoportot tartalmazé
felilletaktiv molekulakkal kezelt liposz6mahél

tartalmazé molekuldk jelenlétében a *2K-kiaramlas jelentds mértékben né a
kontrollhoz képest. Méréseinket a homol6g sor tobbi tagjaval is elvégeztiik,
eredményeinket az 1. tablazatban osszefoglalt permeabilitasi allandék mutat-
jak. (Az adatok 42°C-ra vonatkoznak.)

Az adatokbél kitiinik, hogy az n = 4 etilénoxidot tartalmazé molekula
nem okoz valtozast, 6, ill. 9 etilénoxid csoport esetén a permeabilitast noveld
hatéas nagyobb, mint a 13, ill. 30 etilénoxid tartalmid molekulaknal.

Ha a szobahdmérsékleten mért kontrollértéket: 0,5 - 10—12 m/sec ossze-
hasonlitjuk a DPPC fazisatalakulasi h6mérsékletén (42 °C) mért értékkel, szem-

1. tablazat

A kontroll és a feliiletaktiv anyaggal (n =4, 6, 9, 13, 30 etoxi-csoportot tartalmazé molekuldk )
kezelt liposzéma permeabilitdsat jellemz6 adatok (42 °C-on)

permeabilitasi allandé

x 1072 m/s

P, = 52
BT

Poze = 9i0

. Sp—
Py - 82

Prse = 60
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bet{ing, hogy a permeabilitas mintegy tizszeresére né. Ez a jelenség azzal ma-
gyarazhaté, hogy a foszfolipid gélbdl folyadékkristalyos fazisba valé atalaku-
lasakor nagymértékben csokken a membranban az intermolekularis rend és
ez elektrolitok, nem-elektrolitok megnovekedett atjutasat eredményezi a
membranon (SINGER 1979, PApAHADJOPOULOS és mtsai 1973, BLoK és mtsai
1975).

A vizsgalt felilletaktiv anyagok szobah&mérsékleten is megvaltoztatjak
a liposzéma permeabilitasat. A hatas azonos médon fiigg a molekulaban levé
etilénoxid csoportok szamatél, mint azt a 42 °C-on mért értékeknél tapasztal-
tuk.

A feliiletaktiv molekulak és lipid kozotti kolesonhatas molekularis szintd
értelmezése a DSC mérések eredményei alapjan valt lehetségessé. Példaként
az n = 6 etilénoxid csoportot tartalmazé molekulaval kapott eredményeket
mutatjuk be a 3. abran.

A tiszta DPPC gorbéjén (,,a” gorbe) a pretransition 35 °C-nal, a main-
transition kezdete (gél—folyadékkristaly atalakulas) 41,7 °C-on van, az utébbi
atalakulasi entalpidja 40,54 kJ/mol. Feliiletaktiv anyag jelenlétében (,,b”
gorbe, 97 : 3 lipid—feliilletaktiv anyag molarany) a DPPC féatalakulasi hé-

MAIN TRANSITION

A HM- 4054 kjoule /mol
Ty =41,7C

PRETRANSITION

34 36 38 40 42 4b

A HM = 38,74 kjoule /mol
TM = 100,3°C

3 36 38 40 42 44

A I-h = 36/49kjoule /mol
Ty =392°C
34 36 38 40 42 4b

T9C
3. dbra. DSC gorbék. Az ,.a/’ gorbe a tiszta DPPC, a .,.b” girbe 97 : 3 DPPC-feliiletaktiv

anyag (molariny), a ,.c” giorbe 90 : 10 DPPC-feliiletaktiv anyag jelenlétében kapott fazis-
atalakuldsat jellemzi
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mérséklete 40,3 °C-ra tolédott el, az endoterm fazisatalakulasi entalpia 38,74
kJ/mol-ra csokkent.

A feliilletaktiv anyag koncentraciéjanak novelésével (,,¢” gorbe, 90 : 10
lipid—feliiletaktiv anyag molarany) az atalakulasi hmérséklet még alacso-
nyabb értékre tolédott el, és az entalpia tovabbi csikkenése volt tapasztal-
haté. Jol lathaté a DSC gorbéken, hogy a feliiletaktiv anyag koncentracisja-
nak novelésével a pretransition fokozatosan eltinik.

A kiilonb6z6 szamu etilénoxid csoportot tartalmazé molekulak 42 °C-on
mért permeabilitasvaltozast elGidézé hatasat, valamint a DSC méréseknél
tapasztalt atalakulasi h&mérsékleteltolédast el6idéz6 hatasat 6sszehasonli-
tottuk biolégiai aktivitasukkal (Bac. subtilis térzson mért szaporodasgatlas).
Mint az a 2. tablazatban lathato, a biolégiai aktivitas és a mért paraméterek
kozott linearis korrelaciét talaltunk.

Az él6 sejtmembran bonyolult Gsszetételénél fogva, a feliiletaktiv anya-
gok hatasanak pontos értelmezéséhez minden bizonnyal még szamos paramé-
tert kell figyelembe vermi. Tekintve, hogy a foszfolipid—viz rendszer sok
tekintetben a biolégiai membran modelljeként hasznalhaté (GABER, PETI-
coras 1977, YELLIN, LEVIN 1977), méréseink alapjan levonhatjuk azt a kovet-
keztetést, hogy a vizsgalt feliiletaktiv anyagok biol6giai aktivitasaban jelentés
szerepet jatszik membran permeabilitast r6velé hatasuk. Erre utal szamos
irodalmi adat is (BANeuAM, LEA 1978, ScHLIEPER, DE RoBERTIS 1977, INOUE,
Kiracawa 1974, 1976, VAN ZUTPHEN és mtsai 1972), amelyek szerint mas,
de az altalunk vizsgalt nem-ionos feliletaktiv molekulakhoz hasonlé vegyiile-
tek megnovelik a bimolekularis lipid membranok vezetSképességét, ionok
és nem-elektrolitok kiaramlasat liposzomakbdl.

A DSC-gorbéken tapasztalt eltolédas alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a feliilletaktiv molekula és lipid kozotti kolesonhatas részben a polaros
etilénoxid lanc és a lipid fejesoportja, részben a molekula hidroféb része és a
lipid szénhidrogén lancai kozott jon létre. Kisérleti adatainkkal jé egyezésben
van az a feliiletaktiv anyag— lipid molekulak kozotti kolesonhatasra vonatkozé
sztérikus elképzelésiink, hogy a kisebb etilénoxid tagszamu molekulik, a lipid
szénhidrogén lancai kozé t61tén beépilésiikkel méretiik folytan nem zavarjak

2. tablazat

Neme-ionos feliiletaktiv anyagok biolégiai aktivitasanak ('Y ) fiiggése DP PC liposzéma permeabilitdsd
novels (pY,) és atalakulasi hémérsékletér (t) csokkentdé hatdsdtél

Y =a+ bx
x a b : r T90%
o | » .
Ap% | 4,69 0,87 | 0,8180 0,8054

At | —24,66 32,00 0,7631 0,7545
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meg szamottevien a struktirat. Az etilénoxid tagszam novekedésével (n =
= 6, ill. 9) a molekula membran struktdrat médosité hatdasa né. Nagy etilén-
oxid tagszamnal a nagyméretd hidrofil rész sztérikusan gatolhatja a hidroféb
rész szénhidrogén lancok kozé torténd beépiilését, igy csokken az el§zekben
emlitett dezorganizalé hatas.

A feliiletaktiv molekulak és lipidek kozotti kolesonhatas tehat a lipid
rétegek strukturalis médosulasat eredményezi, amelynek kovetkeztében meg-
valtozik a permeabilitas.

Osszefoglalas

A nem-ionos feliletaktiv anyagok csoportjaba tartozé nonil-fenil-etilén-
oxid polimerek vizes kozegben mért diffiziés egyensilyi allandéja a molekula
lipofilitasanak logaritmusaval cs6kken. A vizsgalt anyagok a dipalmitoyl fosz-
fatidilkolinbél (DPPC) késziilt liposzoma 2K -leadasat az etilénoxid csoportok
szamatol fiiggben novelik. Feliletaktiv molekulak jelenlétében a DPPC fazis-
atalakulasi hdmérséklete és entalpiaja csokken. A kiilonb6z8 szamu etilénoxid
csoportot tartalmazé molekuldk biolégiai aktivitasa és a liposzéman mért
permeabilitas valtozast el6idézd hatasa, valamint a DSC méréseknél tapasztalt
fazisatalakulasi hdmérséklet eltolodast el6idéz6 hatasa kozott linearis korrela-
ciot talaltunk. Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt
feliletaktiv molekuldk az etilénoxid csoportok szamatol fiiggden hidrofob ré-
sziikkel a lipid szénhidrogén lancai kozé penetralnak, strukturalis médosulast
okoznak és ennek kovetkeztében megné a membran permeabilitasa.
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