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Az epesavak onszervezodése és hidrogén hidas
aggregatumai

1. Bevezetes

Az epesavak az ember lipid anyagcseréjének fontos elemei. Ko-
leszterinbol keletkeznek és szamos jelentds funkcidval rendelkeznek.
Mivel polaros és apolaros csoportokat egyarant tartalmaznak, detergens
tulajdonsaggal rendelkeznek; a vékonybélben a taplalékkal elfogyasztott
zsirokat emulgealjak, feliiletiiket megndvelik és ezzel pancreaslipaz
szamara a lipideket hozzaférhetobbé teszik. Ezenkiviil a lipidek emészté-
sét azért is gyorsitjak mert kozvetlentil aktivaljak a lipaz enzimet. To-
vabba, gén expresszid €s enzim inhibici6 altal szabalyozzak a koleszterin
szintézisét és annak oldatban tartasat, megakadalyozva ezaltal a kolesz-
terin kivalasat €s a koleszterinalapu kovek kialakulasat. Végezetiil a ko-
leszterinkiiiriilés lehetoségét az epesavak fizioldgias koriilmények kozott
a széklettel biztositjak.'

Az elmult 30 évben az epesavak gyodgyszerészeti alkalmazasai ki-
terjedtek az epekdvek feloldodasatol a kiilonbozé gydgyszer molekula
hordozokig.'?

2. Az epesavak mint amfifil molekulak

Az ember és az emlds allatok majaban enzimatikusan termelt
epesavak a primer epesavak, a 5p-kolansav hidroxi szarmazékai (kolsav
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és a kenodeoxikolsav)."” Tehat az epesavak tulajdonsagat nagymérték-
ben meghatdrozza a 5B-kolansav molekula geometriaja. A 5B-kolansav
molekula szteroid vazan megkiilonboztetheté egy domboru (B) és egy
homor (o) feliilet (1. bra). >

(A) (B)

H HooC

dombordu feliilet B

homord feliilet a

N

1. dbra
A 5p-kolansav molekula (A) és konformdcios (B) képlete

A kolsav ¢s a kenodeoxikélsav hidroxi csoportjai a szteroid gyii-
ri rendszer o oldalan taldlhatok. Tovabba Bertolossi rontgen difrakcids
vizsgalatai® bebizonyitottak, hogy a C17-es szén atomon 1év$ oldallanc
karboxil csoportja szintén az o oldalon talalhatd, aminek kdszonhetden
az epesav molekuldk amfifil tulajdonsaguak. Szteroid vazuk homort
feltilete (o) polaris — hidrofil, mig a szteroid vaz dombort feliilete (B)
apolaris — hidroféb. Az epesavak az amfifil vegyiiletek kiilon csoportja-
ba, a planaris polaritast molekuldk csoportjaba tartoznak. Ezt legjobban
a kolsav szemlélteti (2. dbra.), mivel ennél a molekulandl az a OH cso-
portok oxigén atomjai egy sikban, a polaris sikban talalhatok.>”
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2. abra
Planaris polaritas: kolsav oldalnézetbol (A) és az A gyiirii iranyabol (B)

3. Az epesavak onasszocidcioja — micellaképzodés

Az amfifil molekulékra jellemzé a feliiletaktiv tulajdonsag. igy
példaul az epesavak natriumsoi a vizes fazisbol a hatarfeliiletbe beépiil-
nek gy, hogy az apolaros résziik a levegdben, vagy a hidrofob szerves
olddszerben van, mig a polaros résziik az oldatban. Az epesavak natri-
umsoinak az oldatbeli koncentracioja ndvelésével egyre tobb epesav ion
¢épiil be a hatarfeliiletbe. Ez a folyamat addig tart amig az oldat felszine
nem telitddik epesav ionokkal, ugyanis ekkor az oldat felszinét
monomolekularis réteg boritja. Nagyobb koncentracid esetében az epe-
sav ionok (monomer) Onasszociacidja, micella képzddés all be. Small
szerint az epesav micellaban a monomerek a szteroid vazuk [ feliiletei-
vel ,,érintkeznek” és képezik a micella hidrofob magjat, mig a monome-
rek o oldala a vizes fazis felé mutat (primaris micella).® Kritikus
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micellaris koncentracionak (KMK) nevezik azt a monomer (epesav ion)
koncentraciot amelynél az oldathoz Ujonnan hozzaadott monomerek
azonnal micellakat képeznek (3. dbra).>”

(A)

—

ﬁ vizes fazis

(B).

e
szerves fazis szerves fazis

KMK alatt KMK felett

3. dbra

.....

molekulakkal (A), hatarfeliilet KMK alatt és felett (B), Small tipusu primaris
micella (C)

4. Mi készteti az epesavakat az onszervezodésre?

Posa és tarsai oldékonysagi vizsgalatokkal megallapitottdk, hogy
ha a kolsav OH csoportjait helyettesitik oxo (=O) csoportokkal akkor az
Uj epesav molekulakndl az oxo csoportok szamanak a novelésével egy-
arant n a molekulak KMK értéke.” Ez azt jelenti, hogy az oxo (keto)
epesavaknal csokken a micella képzddésének hajlama. E szerint az epe-
savaknal a molekulak onszervezddésének hajlama fiigg az epesav ion
hidratacios rétegében levé hidrogén kotéssel stabilizalt viz molekuldk
(SVM) és a nem stabilizalt viz molekulak (NSVM) aranyatél.® A kolsav
C7 és C12 axialis a-OH csoportjai hidrogén hidakkal kizarolag a sztero-
1d vaz a oldalan 1év6 viz molekulédkat stabilizalhatjak (4. dbra).
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4. abra

A kélsav C7 OH csoportjanak kornyéke Newman projekcioban, SVM- stabili-
zalt viz molekulak, NSVM-nem stabilizalt viz molekulak

Ha viszont valamelyik a axialis OH csoport helyettesitddik oxo
csoporttal akkor az oxo csoport oxigén atomjanak az orientacidja atme-
netet képez az a axidlis OH és a B ekvatorialis OH orientacidja kozott,
tehat az oxo csoport O atomja a szteroid gytriirendszer kozép sikjaval
30°-0s szdget zar be. Ez azt jelenti, hogy az oxo csoport képes hidrogén
kotéseket létesiteni az epesav molekula B oldalan is, azaz ndvekszik az
SVM-dk szdma a hidratacios rétegben (5. abra).

90

H,0

SVM
5. dbra
Az oxo csoport oxigén atomjanak orientdcioja

Szobahémérsékleten (35 °C-ig) az epesavak micella képzddése-
nek hajtoereje entropia eredetii.® Miként a 6-0s dbra mutatja, a monome-
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rek I (epesav ionok) onszervezodésekor felszabadulo NSVM-aknak IIT a
hidratacios réteghez képest az oldat belsejében megnd a szabadsagi fo-
kuk, tehat entropia novekedést idéznek eld (ami nagyobb mint a dehidra-
talt monomerek csoportosulasakor eldidézett entropia csokkenés). Az
NSVM-ék jelentOségét az entropia novekedésben igazoltak Posa és tar-
sai termodinamikai mérései®. Ugyanis, mint a kolsav oxo szarmazékai-
nak kongenerikus csoportjaban, gy a deoxikolsav és a kenodeoxikolsav
oxo szarmazékainak kongenerikus csoportjaban a micella képzddés ent-
répiadja (ASyic) csokken az oxo csoportok szamanak a novelésével. To-
vabba mindkét csoportban a AS,,;. €s olyan molekula deszkriptorok ko-
z6tt vannak szignifikans linearis modellek amelyek kapcsolatban allnak
a molekuldk hidrofil — hidroféb egyenstlyaval (HLE). Valamely mole-
kula HLE értékét a SVM és NSVM ardnya hatarozza meg. Ezek szerint
az oxo csoport okozta AS,;. csokkenés kapcsolatban van a NSVM-ak
szamanak a csokkenésével az epesav ion hidratacios burkéban, igy az
oxo epesavaknal csokken a NSVM-ak mennyisége amelyek tdvozasa az
oldat belsejébe entropia ndvekedést eredményez (6. abra).

o viz

= a B (0000000000
o

viz réteg

7-oxokélsav

O O
AS, © 50
NSVM SVM E,':',:' NSVM SVM |:> SVM SVM ':E:' (l)\lSVM
O
00
| 1 Il m

6. dbra
Micella képzidés, I — monomér epesav ionok, Il — epesav micella, 11l — a fel-
szabadult NSVM-dk

Tehat, az oxo csoport szamanak a novelésével csokken az epesa-
vak plandris polaritasa (csokken az amfifilitasuk — névekszik a hidrofil
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feliiletiik) azaz csokken az Onszervezddésiik a hajlama ami a megndve-
kedett KMK értékben ¢és a csokkent AS,;. értékben mutatkozik meg (7.
abra).

mmmm=  CSOKKEN A PLANARIS POLARITAS —]

kélsav 7-oxokdlsav 7,12-dioxokdlsav 3,7,12-trioxokdlsav

7. dbra
Az oxo csoport hatdsa a plandaris polaritasra

Small szerint a dihidroxi epesavak primaris micellai a KMK fe-
letti koncentraci6 tartomanyban szekundaris micelldka csoportosulnak.
A szekundaris micellakban a priméris micelldk hidrogén hidakkal kap-
csolodnak egyméshoz (8. abra).’

@) ®)

primaris micella

primaris micella

HIDROGEN HIDAK
8. abra

Szekundaris micellak (hidrogén hidas aggregatumok), oldal nézet (A),
feliil nézet (B)
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A szekundaris micellak értékelése nem konnyu feladat, ugyanis a
hagyomanyos oldékonysagi eljarasok vagy a minta molekula spektru-
manak az eltolddasa nem alkalmazhatd, mivel ezeknél a modszereknél a
hidrofob minta molekula a primaris micellak hidrofob ketrecébe épiil be,
ami viszont nem ad valtozast a szekundaris micelldk keletkezésekor. A
szekundaris micellak vizsgélatahoz leginkabb ijabb modszerek sziiksé-
gesek. E modszerekhez tartoznak a derivativ pasztazo kalorimetrids (izo-
termikus) mikrotitralas (DSIT), a 1ézer fény diffrakcidja és az NMR re-
laxacios mérések. Az irodalom szerint a legérzékenyebb moddszer a
DSIT mig az NMR-es modszerek kevésbé érzékenyek az aggregacios
folyamatok koncentracié fiiggésének a kovetésére.” Viszont az NMR-es
modszerek elonye, hogy meglehet hatarozni a molekuldk kapcsolodasi
helyét.

5. Az epesav aggregadtumok vizsgdlata NMR relaxacios modszerrel

Ha a vizsgédland6 minta hipotetikusan csak egyfajta kémiai elto-
l6dasu protont tartalmaz, akkor a By indukcidju méagneses mezOben a
protonok (spinek) magneses momentumai a mez0 irdnyahoz viszonyitva
két féle orientaciot vehetnek fel, amelyekben eltéré az energidjuk. A
protonok szama a Boltzman eloszlasnak megfelelden az alacsonyabb
mentumanak vetiilete a z tengelyre azonos irdnyu a kiils6 magneses me-
z6 iranyaval (a By iranyaval). {gy tehat az a protonok mégneses momen-
tumainak eredéje a minta makroszkopikus magnesezettsége M (9. dbra
(A)). Ha a By magneses mezdben 1évé minta az x tengely irdnyabol ra-
didhullamokat érzékel amelynek a magneses komponensének B, vekto-
ra a protonoknak megfeleld precesszios frekvencidval @ forog (rezonan-
cia feltétele) az xy sikban (By > B;) akkor a radidhulldmok (impulzusok)
alkalmazasanak idejét6l Ar fiiggéen az M vektor bizonyos szdogben ¢
kitér a z tengely irdnyabol. Ha a At elég nagy, akkor az M iranya ellenté-
tes a By irdnyahoz képest, azaz a protonok tobbsége a magasabb energia-
ju allapotban van (p protonok), tehat 180°-os impulzus alkalmazasa ese-
tén a Boltzman eloszlasnak megfeleld a allapoti protonok B allapotiva
alakulnak (inverzio) (9. abra (B)).
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9. dbra

A relaxadcios id6 mérése inverzios technikaval
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Mivel a protonok (molekuldk) mozgéasuk kozben iitkoznek egy-
massal (oldoszer molekulakkal) ezért a B allapotu protonok folyamato-
san energidjukat atadjak kornyezetliknek (racs), tehat ezek szerint az M(-
z) vektor intenzitasa is csokken, majd pedig a M(+z) vektor intenzitasa
novekszik (9. abra (B)) mindaddig még el nem éri 180°-0s impulzus
elOtti intenzitdsat ami szintén a protonok Boltzman eloszlasnak felel
meg. A fenti folyamatot spin — racs relaxacidnak nevezik. Mivel az
NMR spektrométer detektora az x — y sikban van, ezért ahhoz, hogy ko-
vetni lehessen a 180°-os impulzus alkalmazéasa utan az M(£z) idébeli
valtozasat a M(zxz) vektort a 180°-0s impulzus alkalmazasa utan bizo-
nyos id0 elteltével egy 90°-os impulzussal az x — y sikba hozzak (9. abra
(C)). A kapott spektrum jeleinek teriilete aranyos a M(+z) intenzitasaval,
mig a jel orientacidja az M(#z) vektor iranyaval kapcsolatos (9. abra

(D).

lo

v

/ r

10. abra
A spin — racs relaxacios idé T; meghatdrozasa

A 180°-o0s impulzus alkalmazasa (inverzio) utan a makroszkopi-
kus magnesezettség M vektora a kovetkezd fiiggvény szerint relaxal (10.
abra):

M(7) = Mo (1- 2exp[-Z/T1]) (1),
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ahol M, a magnesezettség nagysaga az inverzio eldtt, M(z) pedig
az M vektor nagysaga 7 id6 elteltével. Mivel M aranyos az NMR jelek /
terliletének nagysagaval, az (1) egyenlet felirhaté mint:

D) =1, (1- 2exp[-Z/T1])  (2),

ahol [, megfelel annak a jelnek a nagysagaval amelyre igaz 7 >
5T,. A T, értéke forditottan aranyos a relaxacié sebességével. Ha a vizs-
gélt molekula kiilonb6z6 kémiai eltolodast spin aktiv magokat (pl. pro-
tonokat) tartalmaz, akkor a molekula szerkezetétdl fiiggden lehetséges,
hogy a magnesesen nem ekvivalens magoknak mas — més lesz a relaxa-
cios idejiik. Hasonldan, ha a molekuldk csoportosulnak az oldatban ak-
kor azoknak a protonoknak amelyek kornyezete megvaltozik szintén
valtozik a relaxacios idejiik. Példaul a 7-oxokoélsav és a 12-oxokolsav
rozni a T = f'(c) fiiggvényt, ahol ¢ az epesav Na' sdjanak koncentracio-
ja. Tehat mindegyik koncentracidéra meg kell hatdrozni az epesavak bi-

. . ; R TIIEY PO
zonyos protonjainak a spin — racs relaxacios idejét.
| |
TR 1| )
<+—
r=0.4s M| |
r=0.25 g
t=0,055s
v=002s o e
=000 L
"™ Y s ; N
|
PRERREmas s
PR
11. abra
A 30 mM-os Na-12-oxokolat D,0 oldatanak relaxacios idejének a
meghatarozdsa
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A 11-es abra szemlélteti a Na-12-oxokolat (30 mM, D,0) C18 és
C19-es (angularis) metil csoport protonjai relaxacios idejének a megha-
tarozasat (az abran 1évo nyil jeloli az anguléris protonok jelét), a 12-es
abra pedig a 11-es abra angularis metil csoport jeleinek idobeli valtoza-
sat mutatja a (2) egyenlet szerint, amelynek paramétere a 7; spin — racs
relaxéciods 1do.

150 +

0 S B— P

50
o

® 02 o4 06 08 1 12 14 16 18
501§ 7 sl

-100

[
.
-150 r

Signal intenzitis [%)] (6H, C18+C19)

12. dbra
A 6H (CI18 és C19 angularis metilcsoportok) T relaxacios idejének a
meghatarozasa (30 mM-os Na-12-oxokolat D,0)

0,225 - (A)

0,205 -

T [s]

0,185 -

0,165 —
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220 -

(B)

210 4

200 -
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150 T T T T T T T - A T T T T T \ T T T T T T .
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13. abra
A T, = f(c) fiiggvények, Na-12-oxokolat (A) és Na-7-oxokolat (B)

A 13-es abran lathatok a 7 = f (¢) figgvények a Na-12-
oxokolatra (A) és a Na-7-oxokolatra vonatkozoan. Az Na-12-oxokolat
T1 = f (c) fiiggvényén egy inflexios pont talalhaté 47 mM-nal, mig a Na-
7-oxokolatnal két inflexidos pont van a 43 mM-nal és a 75 mM-nal.
Mindkét epesavnal az 1.IP-hez tartoz6 koncentracié megfelel a primaris
micella képzédés KMK-nak mig a 7-oxokélsav Na' sojanal a 2.IP-hez
tartozo 7 valtozas jelzi a sekundaris micellak képzddését. Tovabba mi-
vel a T értékek az angularis metil csoportokra vonatkoznak, az inflexios
pontok a T = f(c) fiiggvényeken bizonyitjak a Small-féle aggregaciot. '°
Végezetiil a relaxacios vizsgalatok igazoltdk a verapamil és a 7-
oxolitokélsav interakcidjat.' -

6. Zaradék

Az epesavak keletkezésérol, jelentdségérdl, hidrogén hidas agg-
regatumaikrol, valamint az epesav aggregatumok vizsgalati méodszereirdl
értekeztiink. Az epesav sok micellaris oldatainak fontos tulajdonsaga,
hogy bizonyos gydgyszer molekulakkal komplexeket alkotnak €és ennek
koszonhetden megvaltozik a gyogyszer molekula oldhatosaga, permea-
bilitasa, eloszlasa. Beszdmolonk feloleli ezen a teriileten a legtijabb
NMR - relaxdcios méréseink eredményeit is.

505



Felhasznalt irodalom:

1. M. Mikov, J.P. Fawcett (Szerk.), Bile Acids, Medishet Publisher,
Geneva, 2007, 178-200.

2. W. Camile (Szerk.), The Practice of Medicinal Chemistry, Academic
Press, Oxford, 2003, 636-641.

3. A. Roda, A. F. Hofmann, K. J. Mysels, J. Biol. Chem. 1983, 258,
6362-6370.

4. V. Bertolasi, V. Ferretti, L. Pretto, G. Fantin, M. Fogagnolo, O.
Bortolini, Acta Crystallogr. Section B: Struct. Sci. 2005, 61, 346-356.

5. M. Calabresi, P. Andreozzi, C. La Mesa, Molecules 2007, 12, 1731-
1754.

6. D. M. Small, Adv. Chem. Ser. 1968, 84, 31- 52.

7. M. Posa, S. Kevresan, M. Mikov, V. Cirin-Novta, C. Sarbu, K.
Kuhajda, Colloids Surf. B 2007, 59, 179-183.

8. M. Pésa, S. Kevresan, M. Mikov, V. Cirin-Novta, K. Kuhajda,
Colloids Surf. B 2008, 64, 151-161.

9. M. Pésa, V. Guzsvany, J. Csanadi, J. Borbas, F. Gaal, Acta Chim.
Slov. 2009, 56(4) 807-814.

10. M. Pésa, V. Guzsvany, J. Csanadi, Colloids Surf. B 2009, 74, 84-
90.

11. M. Pésa, S. Kevresan, M. Mikov, V. Cirin-Novta, K. Kuhajda,
Eur. J. of Drug. Metabolism and Pharmacokin. 2007, 32,109 — 117.

12. M. Pésa, V. Guzsvany, J. Csanadi, S. KevresSan, K. Kuhajda, Eur.
J. of Pharm. Sciences 2008, 34, 281-292.

506



