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A kromatografia — az elvalasztasi feladatok minden eddiginél tokélete-
sebb megoldasa mellett — bioaktiv molekuldk asszociciés, disszocidcids és
komplexképzé tulajdonsiganak vizsgalatara, valamint biokémiai, ill. fiziko-
kémiai jellegli paramétereik meghatarozéasara is alkalmas. Két anyag kolcson-
hatasanak erdssége (a szolvataciés, ill. az adszorpciés h§) meghatarozhaté gaz-
kromatografias médszerrel abban az esetben, ha egyik anyag sem bomlé-
kony a vizsgilat hmérsékletén és az egyik anyag illékony, a masik pedig nem.

Egy és tobbértéki ionok sejtmembrant alkoté foszfolipidek lipofilita-
sara gyakorolt hatéasa forditott fazisi vékonyréteg-kromatografias médszerrel
tanulmanyozhaté.

A foszfolipidek és ionok kozotti kilesonhatas vizsgalatanal alkalmazott
médszer moédositva alkalmas foszfolipidek és antibiotikumok kolesonhatéasa-
nak tanulméanyozasara.

Egyértékii ionok foszfolipidekhez valé kotddésének sorrendje adszorp-
ciés (deszorpcids) sajatsagaik alapjan az un. ,,leszoritiasos” modszerrel vizs-
galhaté.

: Vizsgalati anyagok és médszerek

Kozismert az a tény, hogy feliiletaktiv anyagok jelent6s mértékben be-
folyasoljak a hatéanyag biolégiai aktivitasat, el§segitik a hatéanyag atjutasat
a membranon, médositjak a sejten beliili eloszlasat (VALKENBURG 1973). A
hatas oka sok mas egyéb tényez8 mellett a két molekula kozotti kélesonhatas
is lehet. Mivel a fenti vegyiiletek megfelelnek a bevezetésben emlitett gaz-
kromatografias adszorpciés hé meghatarozasi médszerrel szemben tamasz-
tott kovetelményeknek, mértikk a gyomirté szerként széles korben alkalmazott
triszubsztitualt szimmetrikus triazinok (altalanos képletiikket 1. 1. dbra) és
nem-ionos felilletaktiv anyagok (molekulanként 6 és 23 etilénoxid csoportot
tartalmazé nonil-fenil-etilénoxid polimer: A; és A,,, valamint molekulanként

* X. Membran Transzport Konferencidn 1980. méjus 13—16. kozott Siimegen elhang-
zott eldadas.
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R,~NH N NH-R,

SIMAZIN Cl Et Et
ATRAZIN Cl Et iPr
PROPAZIN ol PP iPr
TERBUTILAZIN Cl Et terc.Bu
ATRATON OCHy  Et iPr
PROMETON OCHy iPr iPr
TERBUMETON OCH3 Et tercBu
ETAZIN OCHy Et iBu
AMETRIN SCH3 Et ilPr
PROMETRIN SCH3 iPr iPr
TERBUTRIN SCH3 Et terc.Bu

1. abra. Triszubsztitudlt szimmetrikus triazinok

4 és 50 etilénoxidesoportot tartalmazé tributil-fenil-etilénoxid polimer: S, és
Sse) kozotti kolesonhatas esetén fellépd energiavaltozasokat.

A gazkromatografias meghatarozas soran mért retenciés idébsl (t), a
vivégaz aramlasi sebességébil (F) és a kromatografias oszlop hémérsékletébél
(T) az alabbi egyenlet szerint hatarozhaté meg az adszorpciés hé (Ross és
munkatarsai 1962):

i — g Aln(Fe]
d(1/T)

Vizsgalatainkat az alabbi korilmények kozott végeztik: oszlop: 60 cm
x4 mm belsé atméréji iiveg, hordozé: Chromosorb W 60/80 m, nedvesitg:
2,59, feliiletaktiv anyag, detektor tipus: langionizaciés, detektorh§mérséklet:
220 °C, oszlophémérséklet: 185—200 °C, injektor hdmérséklet: 220 °C, N,
sebesség: 50 cm?/pere, H, sebesség: 30 cm?/perce, levegd sebesség: 400 em3/perc,
oldészer: kloroform. A retenciés idGt integratorral hataroztuk meg.

Az egyértékii ionok lecitin lipofilitasara gyakorolt hatasat a kovetkezd
médon tanulminyoztuk. Vizsgalatainkhoz Silufol lemezeket hasznaltunk
(csehszlovak gyartmany, nagy pérusd, 0,1 mm szilikagél réteg aluminium
hordozén). A 15x10,5 cm-es lemezeket n-hexanban oldott 5%,-0s paraffin-
olajjal impregnaltuk felszallé rendszerben a hosszanti iranyban. A lemezeket
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szobah§mérsékleten szaritottuk és a lemez kozepérdl 5 mm-es szilikagél réte-
get lekapartunk, a lekapart részbél 2 cm-t kivagtunk (. 2. 4abra).

A futtatokad oldészergézikkel valé telitését a kad aljara ontott 100 cm?
oldészerkeverékkel biztositottuk. Az oldészer f61é négy petricsészét helyeztiink
el, amelyekbe a telitésre hasznalt oldészerrel azonos, de kiillonboz6 egyértéki
kationokat (Li*, Na*, K*, Cs*) tartalmazé futtatészert tettiink. A futtaté-
kadban harom kromatografias lemezt helyeztiink el, az I. lemez az 1, 2, a II.
lemez a 2, 3 és a II1. lemez a 3, 4 petricsészébe meriilt, igy egyszerre négy
kiilonb6z8 rendszerben torténd futtatas valt lehetségessé (1. 3. abra). A fenti
elrendezés segitségével sikerilt kikiiszobolnink az Rj értékeket legnagyobb
mértékben befolyasolé hibakat, mint pl. a killonb6z6 lemezen, ill. kiilonb6z6
kadban torténé futtatas bizonytalansagat.

Mivel kisérleteink elsédleges célja az egyértékii ionok kozotti kiilonb-
ségek kimutatasa volt, egy futtatékadon belil csak az ionmindség valtozott.
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2. dbra. Vékonyréteg lemez az egyértékii ionok lecitin lipofilitdsira gyakorolt hatédsinak
tanulmanyozaséara
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3. dbra. Egyértékii ionok lecitin lipofilitisdra gyakorolt hatdsdnak vizsgélatira osszedllitott
futtatérendszer
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A kiilonboz6 futtatasokat mas, mas viz-etanol aranynal és mas ionkoncentra-
ci6knal végeztiik; az ionkoncentracié 0,03—0,29 N, a viz—etanol arany 3 : 20
és 8 : 20 kozott valtozott. A lemezekre 20 ug lecitint vittiink fel, a futtatas
utan az el§hivast jodgdzben végeztiik. Itt kivinjuk megjegyezni, hogy a leci-
tin szennyezései a meghatéarozast nem zavarjak, mivel eltérg lipofilitasuk miatt
a kromatografias lemezen mashol jelennek meg. Adataink alapjan feltételez-
tiik, hogy a lecitin lipofilitasat az ionatmérgvel jellemzett ionmindség, az ion-
koncentracié és a kozeg dielektromos allandéja egyarant befolyasolja, ezért
a fenti tényez6k hatasanak mennyiségi értékeléséhez megkerestiik azt a leg-
jobban illeszked8 haromviltozés fiiggvényt, amely még fizikokémiai és biols-
giai megfontolasok alapjan is elfogadhaté.

Az antibiotikum—Ilecitin koélesonhatas tanulmanyozasanal az alabbi ki-
sérleti nehézségekkel kellett szembenézniink: a lecitin-antibiotikum kéleson-
hatas olyan ers, hogy az egyéb koriilmények kozott jol bevialt elhivé reagen-
sekkel lecitinfelesleg jelenlétében az antibiotikumok nem mutathaték ki (pl. a
polimixin ninhidrinnel nem reagal), a sziikségszeriien igen kis mennyiségben
jelenlevé antibiotikum viszont nem zavarja a lecitin kimutatasat, tehat a
detektalas a lecitin reakeié arnyékolasa révén sem oldhaté meg. Ezért kény-
telenek voltunk olyan méasodlagos kromatografias elvalasztast végezni, amely
a vizsgalt polimixint és sztreptomicint megbizhatéan elkiiloniti a lecitintgl.
A kisérletet az alabbiak szerint végeztiik. A Silufol lemezeket etanolban oldott
0,39,-0s lecitinnel impregnéltuk leszall6 rendszerben tdlaramoltatassal 16—
24 6ran at, majd nitrogén dramban megszaritottuk. A hosszi impregnalasi
idére a lecitin szilikagél feliilleten mutatott csekély mozgékonysiga miatt
volt sziikség. A lemezre 50 ug sztreptomicint és 50 ug polimixint vittiink fel,
a futtatast telitett vizes LiCl-metanol 1 :1 aranyi keverékével végeztik. A
futtatéas befejezése és az olddszer elparologtatasa utan a lemezrégl a sztrepto-
micint és polimixint tartalmazé kb. 5 mm széles csikot kivagtuk és szilika-
géles felével frissen készitett (még nedves, képlékeny) hagyomanyos Kieselgel G
lemezre (20X 20 cm iiveg hordozé, 0,25 mm rétegvastagsag) fektettik a lemez
aljatél kb. 2 cm-re, majd 6vatosan belenyomtuk a rétegbe. A lemezt megsza-
radas utan n-butanol-piridin-ecetsav-viz 9 : 6 : 1,8 : 1,2 térfogat aranyu keve-
rékében futtattuk, majd klor-tolidines reagenssel hivtuk elg (StamL 1962). A
tolidin koncentraciéjat az érzékenység fokozasa érdekében 6tszorosére noveltiik.

Az egyértékii alkaliionok lecitinhez valé kotddését az altalunk elézéek-
ben alkalmazott sik feliileti modellrendszer mellett (CseEruATI, SzG6y1 1978),
a biolégiai membranok térbeli struktirajat jobban kozelitd liposzéman is
tanulmanyoztuk. Vékonyréteg kromatografiasan ellenérzott lecitinbél (Koch—
Light gyartmanyud tojaslecitin) készitettiink liposzomat ultrahang besugar-
zassal (300 mg lecitint diszpergaltunk 6 cm® desztillalt vizben hiités és nitrogén
ataramoltatas mellett MSE 150 wattos ultrahang dezintegratorral). A liposzé-
mahoz 15 MBq 8RbCl-t adtunk és egy 6ra hosszat inkubaltuk az izotéppal.

MTA Biol. Osst. Kozl. 24, (1981)



KROMATOGRAFIAS MODSZEREK ALKALMAZASA A MEMBRAN-BIOKEMIABAN 213

El§z6 kisérleteink szerint az egy 6ras inkubdciés idg alatt a Rb™* csak a lipo-
szoma felszinén adszorbealédik és nem hatol be a liposzéméba. Az inkubalas
utan a liposzémat négy részre osztottuk és négy Sephadex G-50-bdl késziilt
kromatografias oszlopra vittiik fel (60 cm hosszi, 2 em atmérdjii), amelyeket
el6z8leg a futtatoszerrel egyensilyba hoztunk. Azels§ oszlopot 0,001 N NaCl-dal,
a masodikat 0,001 N KCl-dal, a harmadikat 0,001 N RbCl-dal, a negyediket
pedig 0,001 N CsCl-dal mostuk (atfolyasi sebesség: 0,5 cm?/perc). Osszegyfij-
tottiik kiilon-kiilon mind a négy esetben a liposzéma frakciékat, majd a lipo-
sz6mahoz nem kotddott 8Rb*-t tartalmazé frakciékat. Szcintillaciés detek-
torral mértik a liposzémahoz kotédott Rb*-, valamint a nem kotddott
86Rb *-aktivitasat. Az egyértékii kationoknak a liposzéma feliiletén adszorbe-
alt ®Rb-ionok kotédésére gyakorolt hatasat a liposzéma feliilletén adszorbealva
maradt és a szabad 8Rb-ionok aktivitasanak aranyaval fejeztiik ki.

Eredmények és értékelésiik

A triazinok és nem-ionos tenzidek adszorpciés héjét az 1. tablazatban
kozoljik.

Az adszorpciés hé meghatarozasanak variaciés koefficiense 59, alatt
volt. A legillékonyabb és leghGérzékenyebb S, esetében a variaciés koefficiens
értéke mintegy 189,. Az adatokbdl igen érdekes kovetkeztetések vonhaték le:
azonos szerves-amin csoportok mellett minden esetben az —OCH, csoportot
tartalmazé vegyiilet kotddik a leggyengébben, az — SCH, csoport a legeréseb-
ben. A —Cl kozbiilsé helyet foglal el az adszorpciés sorban. Ebbél arra kovet-
keztethetiink, hogy az adszorpcié ersségét donté médon a fenti harom csoport
hatérozza meg. Ezt a megallapitasunkat tadmasztja ala az is, hogy a kiilonbéz6
szerves-amin szubsztituensii triazinok adszorpciés hje kozott jelent8s kiilonb-
ségek nem voltak kimutathaték. A nem-ionos tenzidek esetében azonos triazin
molekula adszorpciés héje az etilénoxid tagszam névekedésével né. Ez azzal a
feltételezéssel magyarazhaté, hogy a vizsgalt molekulak az adszorpciés hét
donté médon befolyasolé —SCH,;, —Cl és —OCH, csoportjukkal két&dnek a
nem-ionos tenzid etoxi csoportjahoz.

Az ionatmérgvel jellemzett ionmin&ség, az ionkoncentricié és a kozeg
dielektromos allandéjanak a lecitin lipofilitasara gyakorolt hatasat leiré osz-
szefiiggéseket a 2. tablazatban foglaljuk ossze.

Az adatokbdl megallapithaté, hogy az osszefiiggés legjobban egy egy-
szerii linearis, ill. négyzetes fiiggvénnyel kozelithetd. Mindkét fiiggvénykapcso-
lat 99,99, biztonsigi szinten szignifikdns. Annak ellenére, hogy a négyzetes
osszefiiggés F értéke magyobb, a két fiiggvény illeszthetdsége kozott szigni-
fikans kiilonbség nem volt kimutathaté, tehat adataink alapjan egyértelmien
nem donthetd el, hogy a kapcsolat linearis vagy négyzetes. Az el§z6 két fiigg-
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1. tablazat

Nem-ionos feliiletaktiv anyagok és helyettesitett szimmetrikus triazinok adszorpciés héi

(kjoule/mol)
Felilletaktfv anyag
Triazinok 1?. — ;“ | s, 3 Sue
Atraton 32,31 | 3410 | 2219 | 2850
Atrazin f 33,27 | 3473 | _23,7: 29,76
fptas | 34,90 | 3611 | 2545 | 30,64
Sowsey | 31,14 | 33,14 77273,78 28.34
;’ropazin 31,76 33,43~ 24,28 | 29.67
l:rometrin 34.86 : i’»g,l9 2%,;0 7— 30,05
Tefigmetors | 371,22 ' 33,10 | 2537 | 29,63
Terbutilazin | 3277 | 3436 | 265 | 280
Terbutrin ‘ 34,10”71 3519 | 2733 ; 3105
Etazin ' 3402 | 3557 | 23,74 | 29.38

2. tablazat

Lecitin lipofilitisinak (Ryy) fiiggése az egyértéki kationok ionsugaratél (r), az ionkoncentrdciotél
(C) és a kozeg dielektromos dllanddéjatol (D)

ILRy=a+b;-r+b,:C+b;:D
ILRy=a+b, -r*+b,-C24 by -D*

415 ’ 1.

|
a 0,824 0,773
by ‘ —0,133 —0,057
b, | 0,422 1,202
by 0,002 0,000
by —0,423 —0.438
b, 0,389 0,360
b 0.063 0,130
F 7,839 9,231
Szignifikancia szintek 9,
b, 99.8 99,9
b, 83,1 89,4
b, 17,9 44.4
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vénykapcsolaton kiviil prébalkoztunk exponencialisan valtozé figgvényekkel
is. Ez esetben nem tudtunk az elGzGeknél szignifikansan jobb illeszkedést el-
érni. Mérési adataink értelmezéséhez az egyszeriibb és konnyebben kezelhetd
nem exponencialis fiiggvényillesztést is elegend@nek tartjuk. A normalizalt
irAnytangens értékek arra utalnak, hogy a lecitin lipofilitasat dont§ médon az
ionmingség, kisebb mértékben az ionkoncentracio és elenyész6 médon a kozeg
dielektromos allandéja hatarozza meg. A fenti megallapitasok érvényességéhez
feltétleniil hozza kell tenniink, hogy a kisérlet célja kimondottan az ionmindség
hatasanak tanulmanyozasa volt, azaz az ionmingségre vonatkozé adatok
pontossagat csak az egy futtatékadon beliili kiilonbségek, a masik két tényezs
pontossagat a lényegesen nagyobb, kiillonb6zd futtatasok kozotti szérasok befo-
lyasoltak. Megjegyezziik tovabba, hogy a vizsgalt antibiotikumokkal 6ssze-
hasonlitva a lecitin ionérzékenysége lényegesen kisebb. Egyéb vizsgalataink-
bél ismert az a tény, hogy egy vegyiiletnek a vegyiiletcsoport alapmolekulaja-
hoz viszonyitott lipofilitasat az ionkoncentracié abban az esetben néveli, ha a
szubsztituensek Hansch allandéja nagy pozitiv érték (lipofil szubsztituensek).
Az elébbiek alapjan a lecitin egészében tigy viselkedik, mintha ionérzékenysé-
gét a polaros hidroxil és a quaterner amin hatarozni meg, az apolaros zsir-
sav-lancok jelent8sége lényegesen kisebb.

A lecitin, polimixin és sztreptomicin elvalasztasahoz alkalmazott futta-
tészerekben mért R; értékeket a 3. tablazatban kozoljiik.

Az R; értékek alapjan az elvalasztasra a celluléz-réteg a legmegfelelGbb.
A celluléz lemez készitése azonban magaban foglalja a lemez 110 °C hémérsék-
leten torténé szaritasat, ami esetleg jelentés mértékben befolyésolja a lecitin-
antibiotikum ko6zotti kolesonhatast. A fenti megfontolas alapjan a gyengébb
elvalasztasi, de hdkezelést nem igényld Kieselgel G lemezt valasztottuk.
Kisérleteink felhivtak figyelmiinket arra az igen érdekes és meglehetgsen ritka
jelenségre, hogy a két kiilonb6z§ tipusd rétegen a vizsgalt anyagok adszorpcios
ergssége megfordul. Ez részben a sztreptomicin celluléz vagy rokon vegyiiletek-
hez valé erds kotddésével magyarazhato.

A lecitin-antibiotikum kot8dés vizsgalatahoz alkalmazott igen nagy
ionkoncentraciéju futtatészer sem volt arra képes, hogy az antibiotikum-
lecitin kotést szamottevGen megbontsa (az antibiotikum molekulak alig moz-

3. tablazat

Lecitin, polimixin és sztreptomicin Ry értékei Kieselgel G és celluloz rétegeken n-butanol : piridin
ecetsav : viz 9: 6 : 1,8 : 1.2 térfogataranyd futtatészer rendszerben

Réteg anyaga Lecitin Polimixin Sztreptomicin
. \
Kieselgel G 0,09 0,18 0,33

Cellul6z 0,90 ‘ 0,41 0,16
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dultak el a felvitel helyérgl). Ez a jelenség egyértelmiien azt bizonyitja, hogy
a lecitin-antibiotikum kotés lényegesen ergsebb, mint a lecitin-egyértéki kati-
on kozott létrejové kolesonhatas. A kérdés tovabbi tanulméanyozasahoz a
futtatasi metodika mdédositasa (tilnyomasos rétegkromatografia alkalmazasa)
sziikséges.

A lecitinbdl késziilt liposzéma felszinéhez kotddott egyértékd alkali-
kationokkal végzett kisérleteink tanulsagai a kovetkezsk. A szabad 8Rb-cstcs
alakja alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a liposzéoma feliletén a 8°Rb-
ionok és a masik egyértékii kationok egyensilya igen rovid idé alatt beall. Az
egyensulyi allapot (a leszoritas mértéke) a moséfolyadékban levs ion mingségé-
t6l fiigg, azaz a liposzoma felilletén maradé adszorbealt ion mennyiségét be-
folyasolni tudjuk azzal, ha a mosast kiilonb6z§ egyértékii ionokkal végezziik.
Kisérleti eredményeinket az alabbi egyenlet szemlélteti:

maradék aktivitas 9, = 125,12 — 27,30 X ionsugar
r = 0,9167, g9 = 0,877

A liposzéma feliilletén mért ,,leszoritasi’”” sor megegyezik a sik feliileti modell
alkalmazasanal kapott kotddési sorral, azaz a lecitinhez legergsebben a Cs*,
ezt kovetden a Rb* és a K+, legkevéshbé a Na™ kotédik.

Osszefoglalas

Triazin herbicidek és nem-ionos feliiletaktiv unyagok kolesénhatasat gaz-
kromatografias mddszerrel vizsgalva meghataroztuk, hogy a kolesonhatés
nagysaga 22,19—36,19 kJ/mol kozott valtozik a molekulak szerkezetétdl fiig-
gben.

Forditott fazisi vékonyréteg-kromatografiads modszerrel megallapitot-
tuk, hogy a lecitin lipofilitasat az egyértékii kationok koziil legjobban a Cs*,
legkevésbé a Lit csokkenti, a hatas lényegesen kisebb, mint a membrankaro-
sité antibiotikumok (sztreptomicin, polimixin) esetében. A lecitin lipofilitasa
és az ionsugar kozotti osszefiiggés linearis és négyzetes fiiggvénnyel egyarant
leirhaté.

Lecitinnel impregnalt vékonyréteg-kromatografias lemezen a sztrepto-
micin és polimixin még telitett LiCl oldattal sem mozdithaté el, tehat a lecitin-
antibiotikum kolesonhatas nagysagrendekkel erdsebb, mint a lecitin-Li* ko-
zott létrejovs kotés.

Lecitin liposzéma feliletérgl az egyértéki kationok annal erdsebben
szoritjak le egymast, minél nagyobb az ionsugaruk.
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