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Az epesavak sejtmembran karositéo hatasai
1. Bevezetés

Az elmult harom évtizedben keriilt az epesavak farmakologiai al-
kalmazhatosaga a kutatasok kozéppontjaba.'” Hidrofob epesavak jelen-
létekkor egyes hidrofil gydgyszerek sejtmembran flukszusa megndvek-
szik.! Az epesavak hatdsmechanizmusa abban nyilvanul meg, hogy a
sejtmembranban a vizsgalt gyogyszerekkel az epesavak reverz micella-
kat vagy hidrogénhidas komplexeket alkotnak.'*’® Az irodalomban
felmeriilt egy masik alternativ mechanizmus megval6sithatosaganak
kérdése is, mely szerint az epesavak, mint feliiletaktiv vegyiiletek, a
sejtmembran lipid alkotoelemivel vegyes micelldkat képeznek, mikoz-
ben megnovelik a membran fluiditasat, azaz a permeabilitasat.’ E me-
chanizmus az epesavak sejtmembran karosité hatdsainak az alapja, mert
tigymond ,,lyukakat” hoznak létre a sejtmembranon.” Az epesavak
membrankarositd hatasait in vitro kisérleti feltételek mellet a hemoliti-
kus potencidl fejezi ki, mig in vivo kisérleti korilmények kozott az
ozmotikus ellenalas.'® Munkank célja feltarni az epesav molekulék szer-
kezete €s membrankarosito hatdsaik kozotti 6sszefiiggést.

2. Az epesavak mint amfifil molekuldk

A vizsgalt epesavak az 5B-kolansav hidroxi és keto (oxo) szar-
mazékai (1. dbra). Ismeretes, hogy az O (OH, O) atomok lehetséges tér-
beli helyzetei hatdrozzédk meg a szteroidvaz hidrofob — hidrofil tulajdon-
sagat,'"'? igy a vizsgalt epesavak membrankarosito hatasait is.

Ha az epesav hidroxid csoportja a axialis (a) helyzetii, akkor a
hidroxid csoport a molekula hidratacios rétegébdl csak a szteroidvaz
konkav feliilet feldli vizmolekuladkat stabilizalhatja hidrogén kotésekkel.
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Ellenben, az o ekvatorialis orientacidju hidroxid csoport képes hidrogén
kotést 1étesiteni a szteroid gylriirendszer konvex feliiletén 1€vé vizmole-

kulékkal is (2. abra). Tehat, az ekvatoridlis hidroxid csoporttal rendelke-

26 epesav hidrofilebb, mint az axialis OH csoporttal rendelkezd.'' ™"

OH

S

RN
R;=R;=0H; R,=R;=H 3a,120-dihidroxi-5B-kolansav (deoxikolsav); DC; 1
R;=R;=0H; R,=R;=H 3a,7a-dihidroxi -5B-kolansav (kenodeoxikolsav); CD; 2
Ri=R;=R4=OH; R,=H 3a,7a,120-trihidroxi-5p-kolansav (kolsav); C; 3
R;=R4=O0H; R;==0; R,=H 3a,12a-dihidroxi -7-0x0-5B-kolansav; 7-ODj; 4
R;=R3;=O0H; R;==0; R,=H 3a,7a-dihidroxi-12-ox0-5B-kolansav; 12-OCD; 5
Ry=OH; R;=R;==0; R,=H 120-hidroxi-3,7-dioxo-5B-kolansav; 120H-3,7-DOC; 6
R;=OH; R;=R;==0; R,=H 3a-hidroxi-7,12-dioxo-5B-kolansav; 7,12-DOL; 7
Ri=R;=R;==0;R,=H 3,7,12-trioxo-5B-kolansav; 3,7,12-TOC; 8
R;=O0OH; R;==0; R,=R;=H 3a-hidroxi-12-o0x0-5f- kolansav; 12-OL; 9
Ri=R4;==0; R,=R;=H 3,12-dioxo-5B-kolansav; 3,12-DOC; 10
R;=O0OH; R;==0; R,=R;,=H 3a-hidroxi-7-0x0-5B- kolansav; 7-OL; 11
Ri=R;==0; R,=R;,=H 3,7-dioxo-5B-kolansav; 3,7-DOC; 12
Ri=R,=R;,=O0OH; R;=H 3a,60- trihidroxi-5p- kolansav; HD; 13

1. abra
A 5p-kolansav hidroxid és oxo szarmazékai

Az epesav hidroxid csoportjanak oxidacidja soran (ekvatorialis-
nal es axidlisnal egyarant), a Newman projekcids abrazolds szerint, a
kapott oxo csoport oxigén atomja a kiinduld hidroxid csoport oxigén
atomjdhoz képest 60°-al elmozdul, azaz kozeledik a szteroidvaz 3 olda-
lan 1év6 angularis metil csoportok felé (3. dbra). A 3. abra mutatja, hogy
az o axialis hidroxid csoport oxidacidjakor a keletkezett oxo csoport a
ekvatorialis helyzeti.
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2. abra
Az epesav hidroxi és oxo csoportja térbeli helyzetének hatdasa a hidratdcios
réteg vizmolekuldinak stabilizacidjara,
SVM — hidrogén kétéssel stabilizalt vizmolekula

[O1|(D)
3
a(e)0
;L(a)O
3. abra
Az epesavmolekula ekvatorialis (1) és axialis (2) hidroxid csoportjanak oxida-
cidja
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Az epesavak hidroxid csoportjanak oxo csoporttal torténd szub-
sztiticidja megnoveli a molekulak hidrofil tulajdonsagat, amibdl az ko-
vetkezik, hogy kritikus micellaris koncentraciojuk szintén novekszik,
azaz csgkken az onszervezddésre (aggregatumok képzodésére) valo haj-
lamuk.

3. A hemolitikus potencial

A hemolitikus potencial megallapitasakor az oldatban, meghata-
rozott mennyiségl eritrocita jelenlétében, fokozatosan noveljiikk a vizs-
vérsejtekbdl felszabadulé hemoglobin mennyiségét. A kisérleti eredmé-
nyeket grafikusan abrazoljuk: az eritrocitdk felbomlott hanyada (ami
aranyos az oldat hemoglobin koncentracidjaval) az epesav natriumsoja-
nak a koncentracié fiiggvényében (4. abra).'
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4. abra

Néhany epesav hemolitikus gorbéje, %lysis — a szétbomlott eritrocitak szazalé-
ka, cgq — az epesavak natrium soinak koncentracioja

Pdsa a tanulményozott epesavak 0sszehasonlithatosaga céljabol a
kovetkezd paramétereket alkalmazta: Lys50 (az epesav Na sojanak kon-
centracioja, amelynél az eritrocitak 50%-a szétesett) és Lys100 (az epe-
sav Na soOjanak koncentracidja, amelynél az eritrocitdk 100%-a szét-
esett).'” A Lys50 és a Lys100 alapjan (mint egydimenzios vektorterek)
meghatdrozhat6 a vizsgalt epesavak dendrogramja (a mintabeli hasonlo-
sag felismerése hierarchikus csoportositassal). A kapott dendrogram

516



alapjan vizsgéalhat6 az epesavak szerkezetének (valdjaban a szteroidva-
zak szerkezete) a jelentdsége a vorosvérsejtmembran roncsoldsaban (5.
abra).

13
L]

5. dbra
A vizsgalt epesav molekulak Lys100-as alapjdn kapott dendrogramja

Az 5-0s abra alapjan a tanulméanyozott epesavak két csoportot al-
kotnak. Az I. csoportba tartoz6 epesavakra jellemzd a szigmoid alakt
,hemolitikus gorbe” tovabba, hogy a Lys100-as értékeik meghaladjdk a
kritikus micellaris koncentracidjuk értékeit.'’ Ez azt jelenti, hogy az 1.
csoportba tartoz6 epesavak szubmicelldris tartomanyban kisebb toxikus
hatast (sejtmembrannal szemben) mutatnak, mint a II. csoport epesav
molekulak, ugyanis ezek Lys100-as értékei a kritikus micellaris koncent-
raciojuk alatt van. A II. csoport epesav molekulai, szteroidvazuk szerint,
a kovetkezo kifejezéssel jellemezhetok:

max2a(e)O A Oa(a)Ovmax2a(a)O nmaxla(e)O (El),

II. csoport

ahol az O jel6li az oxigén atomot (OH vagy oxo csoportbdl), a(e)
ekvatorialis orientaciot jelol, mig az a(a) axialist. A fenti kifejezés ér-
telmében a II. csoportba olyan epesav molekuldk tartoznak, amelyek
szteroid gytriirendszere legfeljebb két a ekvatoridlis oxigén atomot tar-
talmaznak (6. abra, hiodeoxikolsav (13): C3-a(e), C6-a(e); 7-oxolito-
kolsav (4): C3-a(e), C7-a(e); 12-oxolitokdlsav (5): C3-a(e), Cl12-a(e)),
valamint azok az epesav molekuldk, melyek szteroidvazan maximalisan
két a axialis és egy a ekvatoridlis O atom taldlhato (kolsav (3): C3-a(e),
C7-a(a), C12-0(a)). Természetesen, a II. csoportba azok az epesav mo-

517



lekulak is tartoznak, amelyek kevesebb O atomot tartalmaznak, a megfe-
leld orientacidban, mint az E1 kifejezés szerint, a csoport hatarnak meg-
feleld szerkezetek (deoxikolsav: C3-a(e), C12-a(a) és kenodeoxikolsav:
C3-a(e), C7-a(a)).

(13 @

6. abra
A hiodeoxikolsav (13) OH csoportjanak O atomja és a 7-oxolitokdlsav (4) oxo
csoportjanak O atomja azonos térbeli helyzetii (az abran az epesav molekuldk
szteroid vazanak a B gyiiriije lathato)

Az El kifejezés jelentésége az, hogy fliggetleniil az O atomok
helyzetétdl (az O atom a szteroidvaz, mely C atomhoz kotddik), ha szte-
reokémiai szempontbol a vizsgalt epesavak eleget tesznek az E1 kove-
telményeinek, akkor azok az epesavak a submicellaris térben is memb-
ranroncsolo tulajdonsagot mutatnak.

Felmeriil a kérdés vajon az epesavak mely fizikai-kémiai jellem-
z6jével (mint fiiggetlen valtozoval) lehetne matematikailag eldrevetiteni
a Lys100-as értékeket. Az epesavak fizikai-kémiai paraméterei koziil
Posa vizsgélta a reverz fazisu vékony-réteg kromatografia retencids ko-
efficiensét (Ryp), a lecitin oldhatosagi kapacitasat (1/y...) €s a kritikus
micel-laris koncentraciot (CMC). A vizsgalt epesavak hemolitikus gor-
béi és az Ry, 1/q1ec, CMC értékeik alapjan fokomponens-elemzéssel — a
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kapott sulyfaktorok elsé (PC1) és masodik (PC2) fékomponenseinek
sikjaban a Lys100-ashoz legkézelebb a CMC talalhat6 (7 abra).'

07 - e
0,65 - PV
0,6 - ; ®
0,55 ® e e
051 @ i Lys30 Lys50
& 045 | Lysa0 Cl\‘C
-7 0,4 (@) Lys100
0,35 - R mo @
0.3 1 (@) @
0,25 - *. Lys60 Lys80 7
02 : : | e :
0,6 0,65 07 0,75 080,85 0,9

7. abra
Fékomponens-elemzés — sulyfaktorok (loadings)

Tehat, az epesav molekuldk fizikai-kémiai jellemz6i koziil a kor-
relacié a CMC és a Lys100 kozott a legnagyobb. A Lys100 a kdvetkezd
linedris regresszids egyenlettel adhaté meg:

Lys100 = —6.02 + 1.21CMC (E2)
N=13; 1 =0.992; sd = 4.85; F = 1433.
3. Az ozmotikus ellenallas

Az ozmotikus rezisztencia (ellenallas) meghatdrozasa olyan ki-
sérleti koriilmények kozott tortént, ahol az eritrocitédkat hipotonikus oldat
veszi koril. Ilyen kornyezetben termodinamikailag lehetséges a vizmo-
lekuldk flukszusa J,;. (transzportja) a kiils6 oldatbol a vordsvérsejt belse-
jébe. Ahhoz, hogy szdmottevd vizmolekula keriiljon at a hipotonikus
oldatbol az eritrocita plazmajaba, a termodinamikai feltétel nem elegen-
dd, hanem tovabbi feltételkent sziikséges a vordsvérsejtmembran perme-
abilitasanak (ateresztd képességének) novekedése is. A membranon ke-
resztiil athaladd viz flukszust a kdvetkezd egyenlet irja le:
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Jvzz Pviz Am vazz RT ACNaCl (E3)

ahol Az az eritrocita sejtmembran feliileténél levé ozmotikus
nyomaskiilonbség (a vordsvérsejt belsejében az ozmotikus nyomads na-
gyobb mint a hipotonikus oldatban, igy a viz mozgasa az ozmotikus
nyomés névekedése irényéban térténik) Dviz A Viz permeabilitési élland(')-

pe

i ‘. .‘ _! : ] 3
;-. T l *..'*__ :;
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8. abra
Az ozmotikus ellenallas valtozasa: az abran lathato kémcsovekben jobbrol bal-
ra fokozatosan csokken az NaCl koncentracidja (0.75% - 0.00%)

A AcNaCl névekedés (csékkentve a Vérésvérsejteteket kérﬁlvevc’i
nyezi, ha a permeablhtas is megfelel6 mértékii. Tehat, ha a vizsgalt epe-
savak ,,roncsoljak” az eritrocita sejtmembranjat, akkor annak megvalto-
zik az integritdsa, ugyanis az epesav sok a membran foszfolipidjeivel
vegyes (kevert) micellakat képeznek, kivonvan azokat a membranbdl.
Ennek koszonhetéen novekszik a sejtmembran fluiditasa (belsd mozgé-
konysaga — tigymond ,,lyukak” képzOdnek a sejtmembranon), azaz no-
vekszik a viz permeabilitdsa. Az eritrocitaba bearamld viz roncsolja a
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sejtet, mikozben a felszabadult hemoglobin pirosra szinezi az oldatot, a
vorosvérsejt fragmentumok pedig zavarossa teszik azt. Az epesavak altal
eldidézett eritrocita ozmotikus ellenallas valtozasat ugy hatarozzak meg,
hogy megfeleld dozisi epesav natrium sot intravéndsan a kisérleti allatba
juttatnak, majd az eloszlasi fazis utan vért vesznek téle, amelybdl egy-
forma térfogatii mintakat szétosztanak hipotonikus NaCl oldatok kozott
(8 abra) — a felszabadult hemoglobint spektrofotometridsan hatarozzak
meg. Abban az esetben, ha a hemoglobin a 0.45%-o0s vagy ennél na-
vizsgalt epesav csokkenti a vordsvérsejt membranjanak ozmotikus ellen-
allasat.” Ha a kisérleti adatokra (9. dbra, a hemoglobin mennyiség relativ
fokomponens-elemzést alkalmazunk, akkor a 10-es abra szerinti, az els
harom fékomponens értek (score) alapjan kapott epesav molekula cso-
portokat tudjuk meghatarozni. A fékomponens-térben kitlinik, hogy a
harom leghidrofobb epesav (I csoport: kolsav, deoxikolsav és kenode-
oxikoélsav) kiilon csoportot képez. Valdjaban ezek az epesavak azok,
amelyek jelentdsen csokkentik a vorosvérsejtek ozmotikus ellenéllasat,
mivel natrium séiknak a legnagyobb az onszervezddésre vald hajlama.
fgy az eritrocita foszfolipidjeivel valo micellaképzédés is naluk a leg-
kedvezsbb.” "

Az epesavak szteroidvdzanak szerkezeti tulajdonsdgai a vOros-
vérsejtek ozmotikus ellenallasanak valtozasaban kevésbé érvényesiilnek,
mint az eritrocita sejtmembranjanak karosoddsanak a hemolitikus poten-
ciallal torténd kifejezésében. Ez valoszintileg azért van, mert az ozmoti-
kus ellenallas meghatarozasa in vivo koriilmények kozott torténik, ami-
nek kovetkeztében tobb az interferald tényezo, mint az in vivo hemoliti-
kus potencidl meghatarozasanal.
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Concentration of Natl, %

BA
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3 0064001 0054000 004000 0064001 006000 006000 00001 0074001 0002002 011000 0124002 01500 01800 0204003 0232000 025006
4 00000 008000 005000 0076001 00000 00000 00002 008001 012000 01%002 0146007 007000 O020e00F 0244003 02E004 029006
5 006001 0074001 004000 0064001 006002 005001 006001 0074002 0114001 012002 013002 015002 019002 0224002 04005 0.34s005
3 0064000 006001 004000 0054001 005001 007001 009001 008002 08002 011001 0114001 014002 017002 0214004 023005  0.264 04
7 0064000 0.0&001 004000 0064001 006001 008008 00&00E 0094002 010001 011002 0132002 015000 018002 0224003 0256006 0242004
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? ¢.g., control group; n =

9. dbra
Az ozmotikus ellendllas kisérleti adatai (Posa, M., Farkas, Z., 2010. Collection
of Czechoslovak Chemical Communications 75(8), 767-784)

csokken az éritrocitak
ozmétikus ellenalasa

(1): D; (2): CD; (3): HD; (4): 12-0x0L.C; (5): 7-0x0LC; (6): 3,7-dioxoC; (7):
3,12-dioxoC; (8): C; (9): 7-oxoD; (10): 12-0x0CD; (11): 12-OH-3,7-dioxoC;
(12): 7,12-dioxoL.C; (13): 3,7,12-trioxoC

10. abra
A vizsgalt epesavak csoportosuldsa a fokomponens-értékek (score) terében,
amelyek az ozmotikus ellendllas kisérleti adatai (9 abra) alapjdan keriiltek be-
mutatdsra
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4. Osszegzés

Az epesavak szteroidvazanak hidrofob, illetve hidrofil feliileté-
nek ardnya lényegesen befolyasolja sejtmembran karositd hatasaikat.
Mindkét kisérlet, mind a hemolitikus potencidl, mind az ozmotikus el-
lenallas is igazolta, hogy a vordsvérsejt sejtmembranjaban a legnagyobb
karosodast a kovetkezO epesavak okozzak: kenodeoxikolsav = deoxikol-
sav > kolsav. A kisérletek azt is feltartak, hogy a szteroid gytirtirendszer
hidroxid csoportjanak oxo csoporttal torténd felcserélése csokkenti az
epesavak sejtmembran roncsolo tulajdonsagat.
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