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Micellak és vegyes micellak — ahol a szteranvaz a foszereplo
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1. Bevezetés

Az Ujvidéki Egyetem Orvostudomanyi Kar
Gyogyszertudomanyi Tanszéke (GyT) 2000 6ta miikddik.
A GyT-en a fizikai kémia és szerves kémia egy altanszé-
ket képez, ahol magyar anyanyelvii oktatok is dolgoznak. A
kutatas a kezdetekben az epesavszarmazékok szintéziseire
és azok soinak vizes oldatban torténd dnszervezddésére ter-
jedt ki, majd késdbb a vegyes micellak iranyaba tolddott.

2. A vizsgalt asszociaciés kolloid rendszerek

Az epesav sok szteranvazas biotenzidek, amelyek a gerin-
cesek majaban koleszterinbdl kiindulva szintetizalodnak.
Jelent6s szerepiik van az emésztésben és bizonyos metabo-
likus utak szabalyozasaban." Sejtmag receptorok modula-
toraiként, illetve enzimek, ioncsatorndk szabalyozoiként is
ismertek.*®* Az epesav sok vizes oldatban a kritikus micella
koncentraciéo (CMC) kdzelében elsédleges (primer) micel-
lakat képeznek hidrofob kolesonhatasok révén (aggregacios
szam ~ 2-20).% Ha bizonyos epesav-anionok koncentracidja
a CMC érték tobbszorose, akkor masodlagos (szekunder)
micellakat képeznek gy, hogy a primer micelldk hidrogén
hidakkal kapcsolédnak dssze.” Az epesavakkal és sdikkal
folytatott kutatasok f6 irdanyvonalai a kdvetkezdok voltak:

1. Azoknak a molekulaszerkezeti elemeknek a meghataro-
zéasa, amelyek felelések a masodlagos micellak képzddé-
séért, és annak értelmezése, hogy a primer és szekunder
micellak képzdédési folyamatai miért valnak el egymastdl,
vagyis miért nem parhuzamosan alakulnak ki.

2. Olyan epesav szarmazékok szintézise, melyek ionjai na-
gyobb micellakat képeznek, és ezaltal nagyobb micellaris
szolubilizaciés kapacitdssal rendelkeznek, mint a termé-
szetes epesav sok, ugyanakkor a sejtmembran-toxicitasuk
minél alacsonyabb legyen.

3. Az epesav sOk és mas tenzidek biner elegyeinek vizes
oldataban torténd micellaképz6dés termodinamikajanak
tanulmanyozasa.

Az epesav-anionok masodlagos micellainak a lehetséges
képzddése (illetve az esetleges H-kotések jelenléte a primer
micellakban) eldonthetd indirekt médon a forditott fazist

*  Tel.: 4381 63 114 0015; e-mail: mihaljp@uns.ac.rs

kromatografia (RP-HPLC) altal meghatarozott retencios
faktor (k), a CMC, illetve a micella aggregacios szamanak
(n) az ismeretében. Az Ink — n sikban (ahol n a CMC ér-
vizes oldatara vonatkozik) azok az epesav sok, amelyek
micellai hidroféb kdlcsdonhatasok révén képzddnek, linea-
ris kongenerikus csoportot alkotnak (LKCs).® Ha a micel-
lak kozott H-kotések is 1étrejonnek (masodlagos micellak),
akkor a hidroféb kdlcsonhatas altal a micella képzodése
soran fellépd szabadentalpia valtozas mellett, a H-kotések
kialakulasanak szabadentalpia valtozasa is jelentkezik mint
tobblet szabadentalpia (g"). Azok az epesav sok, amelyek-
nél a micella képzddésnél gF jelentkezik, a LKCs-hoz ké-
pest kiviilallonak (outlier) tekinthetok.'”'* Ilyen esetben a
"H-NMR spin-racs relaxacios id6 és a feliiletaktiv anyag
talalhato, azaz kétféle CMC definialhaté (az egyik a primer
micellak keletkezésénél a masik pedig a szekunder micellak
keletkezésénél).”®

1. Abra. A natrium-kolat konformaciéja és molekularis grafja (MG):
a szubsztituensek és a szteranvaz részeinek egymashoz viszonyitott
relativ helyzetét (cisz, transz) az SzG algraf C2-szimmetriatengelye
(referencia rendszer) hatarozza meg

Masodlagos micellakat tobbek kozott azok az epesav sok
nem képeznek, amelyeknél a szteranvaz C3-as atomjan
a-ckvatorialis OH csoport, a szteranvaz C7-es atomjan
a-axialis vagy B-ekvatoridlis OH- vagy oxocsoport (amely
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O atomja a-ekvatorialis) van, és nem tartalmaznak egyéb
OH- vagy oxocsoportot. A C7-es OH-csoport ugyanis
cisz-helyzetben van a szteranvaz D-gyfiriijével (1. Abra),
ezért az a-axialis és a B-ekvatorialis OH-csoportok, a C7-
C8 menti Newman-projekcios képletek alapjan szinklinalis
helyzetben vannak a szteranvaz Cl4-es metincsoportjaval
(2. Abra).

B ekvatoridlis OH csoport

2. Abra. A szteranvaz D-gyiiriije learnyékolja a C7-es OH
csoportokat(sk = szinklinalis)

Ebbdl kovetkezden a D-gytirti learnyékolja a C7-es OH- cso-
port kornyékét a szteranvaz a-oldalan,®'®!7 ami a szteranvaz
konkav feliilete feldl akadalyozza a primer micellak dnszer-
vez6dését, azaz a masodlagos micellak keletkezését.®1® A
C12-es OH-csoport a C17-es oldallanccal szintén cisz-hely-
zetben van (1. Abra), de az oldallanc merev D-gyiirtihoz
viszonyitott konformacidos mozgékonysaga lehetévé teszi
azt, hogy amennyiben a C12-es OH-csoportot egy masik
primer micella vagy monomer kozeliti meg, akkor a C17-
es oldallanc elmozdulasaval megsziinik az arnyékolas és
kialakulhat a H-ko6tés. Bizonyos epesav sok, mint példaul
a masodlagos micellakat nem képezd izourzodezoxikolsav
Na-so6ja (IUD), H-kotést képeznek a primer micellak hidro-
fob doménjében, ami azt jelenti, hogy ezek az epesav sok a
Ink — InCMC sikban a LKCs-hoz viszonyitva kiviilallok
(3. Abra).23

24

H-kotés

3. Abra. H-kétés a primer micellaban

A masodlagos micella képzddése két egymast kovetd fo-
lyamattal adhat6 meg. Az 1. folyamatban az n aggregacios
szamu primer micelldhoz (PM) H-kotéseken keresztiil mo-
PMn + xm [] A(m: ntx), A = intermedier aggregatum. Ez
termodinamikailag kedvezétlen folyamat, mivel az Gjon-
nan asszocialt monomereknél a szteranvaz konvex hidro-
fob feliilete nincs sztérikusan ledrnyékolva, ezért hidratalt
allapotban van (4. Abra). A II. folyamat, mely soran az I.
folyamatbol szarmazo6 intermedier aggregatum hidrofob
kolcsonhatas révén egy uj monomert (y) kot meg, és ezaltal
egy szekunder micella képzodik: A(m: n+x) + ym [ SM(m:
ntx+ty), termodinamikailag kedvezd. Viszonylag alacsony
monomerkoncentracional (CMC1 koriil) a A(m: ntx) ag-
gregatum egyensulyi koncentracidja alacsony, ami szét-
valasztja az elsddleges ¢s masodlagos micellak képzddési
novekedésével (c, >> CMC1) a monomerek koncentracidja
is novekszik, ami a Le Chatelier-elv szerint a A(m: n+x)
aggregatum asszociacios egyensulyat a jobb oldal iranyaba
tolja el, kedvezve a II. folyamatnak, ahol a szekunder micel-
lak keletkeznek.®?

hidrofob
feliilet

4. Abra. A(m: 2+1) intermedier aggregatum (I. folyamat a szekunder
micella képzodésénél)

Ketoepesavakbdl kiindulvaWittig vagy Grignard reakcio-
val a C3-as és a C7-es szénatomokon etil-, etilidén-, butil-,
butilidén-, oktil- és oktilidén-szubsztitualt szarmazékokat
szintetizaltuk (5. Abra). A C12-es oxocsoporton, feltehe-
tden az oldallanc kozelsége miatt, a Wittig és a Grignard
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reakciok nem mentek végbe. Az epesav C7-R szarmazékok
(ahol R = szénhidrogénlanc) koziil az exociklusos kettds
kotést tartalmazd vegyiilet nagyobb hidrofobitast mutat
(anionjanak kisebb a CMC értéke), mint a B-gytirtiben en-
dociklusos kettds kotést tartalmazo izomer.'s!

5. Abra. A C7 oktil- és oktilidén szarmazékok kolsavbol kiinduld
szintézise

6. Abra. A szteranvaz B-gyiiriijének a konformacidja: endociklusos (A)
¢és exociklusos (B) kettds kotés esetében (SVKS — szteranvaz kozépso
sikja)

A magyarazat feltehetéen a B-gyiri eltéré konformacioi-
nak a C7-es R lancok térbeli helyzetére gyakorolt hatasaban
keresendd (6. Abra). Az exociklusos izomernél megnovek-
szik a szteranvaz hidrofob feliilete, ami megndveli az 6n-
szervezddésre vald hajlamot (micella képzddés); ndvekszik
a micellaképzédésnek a termodinamikai hajtdereje (entro-
pia eredetil) (7. Abra).|"°

19

7. Abra. Vizes kozegben az oktilidénlanc felcsavarodasa a szteranvaz
B- oldalara kisebb valdsziniiséget mutat, mint ugyanez a folyamat az
oktillanc esetén, ezért az oktilidén szarmazék hidrofobitasa nagyobb,
CMC értéke kisebb (SVKS — szteranvaz k6zépso sikja)

8. Abra. Epesav s6 szdrmazékok alacsony sejtmembran-toxicitassal
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Megnovekedett hidrofobitasuk ellenére a dezoxikolsav
anionhoz viszonyitva alacsony membranolitikus hatast?
mutatnak azok az epesav Na-so szarmazékok, amelyek
szteranvazan a C3-as szénatomon karboxi-metil csoport, a
(24-es szénatomon pedig OH-csoport talalhat6 (8. Abra).?!
Ezeknek az epesav Na-s6 szarmazékoknak a szolubilizaci-
0s kapacitasa meghaladta a dezoxikoélsav és a kenodezoxi-
kolsav Na-séinak szolubilizacios kapacitdsat. Az epesav
sok lakton és laktam szarmazékai (a szteranvaz B- és
C-gytirtijére vonatkozédan) csokkent hidrofob tulajdonsa-
gokkal rendelkeznek a szteranvaz konvex feliiletén (B-ol-
dalon), de még mindig képesek micellakat épiteni. A CMC
kozelében valdsziniileg Small-féle primer micellakat képez-
nek (9. Abra).2

9. Abra. A szteranvaz B-gyiiriije lakton , melyben a karbonil-O
atom az a-axialis OH csoporthoz viszonyitva 90°-ban elmozdul
a szteranvaz konvex sikja iranyéaba, ezért a szteranvaz -oldala
csokkent hidrofobitassal bir

Egy adott feliiletaktiv anyag kivant tulajdonsagat, a szerves
kémiai szintézis mellett, a felilletaktiv anyagok tobbkom-
ponensii keverékeivel is elérhetjiik. Gyakorlati jelentdsé-
ge a feliiletaktiv anyagok biner vagy terner keverékeinek
van, melyek a CMC f6l6tt vizes oldatban kevert micella-
kat képeznek.??” A tobbkomponenst feliiletaktiv anyag
CMC-je filigg a keveréket alkotd feliiletaktiv anyagok
CMC-jétol, a keverék komponenseinek molaris aranyatol
(idedlis keverék), és a kiilonbozo tipustu tenzidrészecskék
kozotti kolesonhatastol (interakeios egyiitthato (B) - redlis
elegyek).?3? Egy adott epesav so és valamely klasszikus
tenzid biner elegye vizes oldatban szintén kevert micella-
kat képez. A kevert micellak termodinamikai stabilitasat az
idealis micellaris allapotra vonatkozoan a tobblet szabaden-
talpia adja meg (gF). Mivel az epesav anionok sztérikusan
nem arnyékolt (C24-es COOH, C3-as a-ekvatorialis/psze-
udoaxialis OH csoport, C6-o0s a-ekvatorialis OH csoport)
¢és arnyékolt (C7-es a-axialis OH csoprt, Cl12-es a-axidlis
OH csoport) funkcids csoportokat tartalmaznak,* alacsony
hémérsékleten az utdbbiak nem képeznek masodlagos ké-
miai kdtéseket a klasszikus tenzidekkel. Ilyenkor a tobb-
let szabadentalpianak a tenzidek micellaris moltortjétél, x;

valo fliggése elsérendii Margules fiiggvény (szimmetrikus
fliggvény az x, = 0,5 ponton atmend filiggdleges egyeneshez
viszonyitva, 10. Abra).**

gf =RTBx,(1-x,)) (1)

Magasabb homérsékleten a klasszikus tenzidek az arnyé-
kolt funkcids csoportokkal is méasodlagos kémiai kotéseket
alakitanak ki (rendelkeznek elegendd energiaval a taszitd
kolesonhatasok lekiizdéséhez), de mivel a szteranvaz arnyé-
kolt polaris csoportjait kisebb térszogben kozelithetik meg,
a B(T) paraméteriik eltérd lesz a nem arnyékolt polaris cso-
portokéhoz viszonyitva. A tobblet szabadentalpia fiiggvény
nem szimmetrikus az x; = 0,5 ponton atmend fliggéleges
egyeneshez képest (10. Abra/B.).3*

g==RT[B(T)(1-x)+Blx,(1-x) @)

O T T T T T T T T
01 02 03 04 05 06 07 08 09 /N

-0.05

oA
eB
oC

X;

10. Abra. A tobblet szabadentalpia (2) fiiggése a tenzidek micellaris
moltortjétdl x;: A: gf/RT = -[0,1(1-x,)+1]x,(1-x,); B: g¥/RT = -[0,8(1-
x,)H1]x,(1-x,); C: g¥/RT = - x,(1-x,); g* <0 — a realis kevert micella
termodinamikailag stabilabb a hipotetikus idealis kevert micellanal
(szinergikus kolcsonhatas)

Ha a kétfolyadék-elméletet (two-fluid theory) alkalmazzuk
abiner kevert micellaris pszeudofazisra, akkor a tobblet mo-
laris Gibbs-szabadenergidra mindig masodrendi Margules-
fliggvényt kapunk.®

gE:RT[Bij(l'Xi)+BjiXi]Xi(l'Xi) 3

A tovabbi kutatasok a micellaris szolubilizacio elméletére,
uléris elegyek elméletének az alkalmazhatosagara, a tobb
pszeudofazisu micellarendszerekre, valamint a micellaris
rendszerek katalitikus aktivitdsanak a tanulmanyozasara
terjednek ki.36-+

Koszonetnyilvanitas

A kutatasok elvégzésére a MTA Domus (91/10/2023;
92/40/2023;  87/1/2022;  1822/12/2020;  2528/37/2019;
4038/29/2018;  3271/26/2017; 5697/30/2015;  110/3864;
DM/68/2013) palyazatok tamogatasaval keriilt sor.
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Micelles and mixed micelles where the sterane skeleton is in the focus. A report from a chemist from the Southern

Region

Bile salts are steroid biosurfactants synthesized from cholesterol
in the liver of vertebrates. Bile acid anions build primary micelles
at a specific concentration called critical micellar concentration
(CMC) by associating over the steroid skeleton’s hydrophobic
(convex) surfaces. Certain anions of bile acids at their total con-
centration, which is several times higher than CMC form sec-
ondary micelles by connecting primary micelles with hydrogen
bonds. In the /nk — n plane (k is the retention parameter of re-
verse-phase HPLC and n corresponds to the aggregation number
measured at a concentration several times higher than CMC), bile
acid anions that form primary micelles due to hydrophobic inter-
action form linear congeneric groups (LCG); bile acid anions that
form secondary micelles are outliers compared to LCG. Usually,
these bile acid anions have two jumps on the concentration de-
pendence function of the spin-lattice relaxation time. If bile acid
anions have an o axial OH group attached to the C3 carbon, and a
axial or  equatorial OH group or an oxo group on the C7 carbon
of their sterane skeleton, they do not build secondary micelles.
Namely, these polar groups with the C7 carbon of the sterane
skeleton are sterically hindered by the D ring. Therefore, a steric
repulsive interaction is created during the formation of secondary
micelles if an OH group of another bile acid anion (monomer) or
primary micelle approaches the sterically hindered groups from
the concave surface of the sterane skeleton. Bile acid anions such
as isoursodeoxycholic acid in the Ink — InCMC plane are outliers
compared to LCG, which means that, in this case, there are hy-
drogen bonds between the micellar building units in the primary
micelle.

Since bile salts build relatively small micelles from a few building
units, the goal was to obtain derivatives that build larger micelles
(therefore, they have a greater capacity for micellar solubiliza-
tion). Thus, derivatives with C7-octylidene groups were obtained,
which have a specific increase in the capacity of micellar solubili-
zation of the hydrophobic molecular guest compared to the start-
ing derivatives. Bile acid derivatives that are more hydrophobic
than deoxycholic acid, however, have less membrane toxicity. In
these derivatives, there is a carboxymethyl group on the C3 car-

bon of the sterane skeleton. In contrast, the C24 carbon has an
OH group. Lactone and lactam derivatives of bile acid salts have
reduced hydrophobicity on the convex surface (f side) of the ster-
ane skeleton, but they are still able to build micelles. Near their
critical micellar concentration (CMC), they probably form Small’s
primary micelles.

In addition to synthesis, the desired properties can be obtained
using mixtures of monocomponent surfactants. Binary mixtures
of surfactants at a specific total concentration of the mixture form
mixed micelles in which the ratio of surfactants usually differs
from the initial ratio of surfactants in their binary mixture. The
thermodynamic stabilization of the binary mixed micellar pseu-
dophase about the hypothetical ideal state (intermolecular inter-
actions between the different particles and the conformational
states of the particles are identical to those of monocomponent
states) is described by the molar excess Gibbs free energy (gF).
The dependence of g® on the molar fraction of surfactant i (x,)
from the binary mixed micelle can be described by a symmetric
function (symmetry is described to the line parallel to the y-axis
(i.e., gF-axis) and passes through x; = 0.5) or by an asymmetric
function. Theoretical analysis (canonical partition function, con-
formational analysis) examines how the presence of different po-
lar functional groups, some of which are sterically hindered from
the steroid skeleton of the bile salt (surfactant), affect the symme-
try of the function g® of the binary mixed micelle of the cholic
acid anion (bile salt) and classical cationic surfactant (hydropho-
bic tail and polar head). If the steroid skeleton of the bile salt con-
tains non-sterically shielded polar groups (or the temperature is
relatively high), g® is a symmetric function (first-order Margules
function (1)). At the same time, if the steroid skeleton also contains
sterically hindered polar groups, then the g* function is asymmet-
ric (2). Applying the two-fluid theory to the binary mixed micellar
pseudophase for the molar excess Gibbs free energy always yields
the second-order Margules function (3). Therefore, the influence
of sterically hindered and non-hindered polar groups of surfactant
i on the formation of intermolecular interactions with classic sur-
factant j cannot be distinguished.
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