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Prikazan je niz fizikalno-kemijskih metoda i tehnika koristenih u ispitivanju modelnih Zu¢nih sustava. Ispitano je
medudjelovanje anionske, bioloske povrSinski aktivne tvari, natrijevoga kolata i sintetskih jednolancanih i dvolan-
¢anih povrSinski aktivnih tvari, te natrijeva kolata i metalnih iona rastu¢ega naboja.

Sustavi omogucuju novi pogled na kompleksne postupke talozenja, vezikulacije i geliranja, te bolje razumijevanje
procesa koji se odvijaju u zivom organizmu. Utvrdena je zavisnost svojstava molekula zu¢nih soli i njihovih derivata
o molekulskim medudjelovanjima, molekulskom pakiranju i svojstvima kristalnoga taloga, tako da se mogu koristiti
kao supramolekulski receptori za razlicite vrste gostuju¢ih molekula i iona, te u dizajnu buduéih materijala. Takva
istrazivanja nalaze svoj znacaj u fiziologiji (u dijagnozi ili razvoju novih farmakoloskih pripravaka) ili patofiziolo-
giji (u sprjecavanju Stetnih reakcija, kao npr. talozenja), ukazujuéi na usku povezanost medicine s biotehnologijom,
organskom, makromolekulskom, anorganskom i fizikalnom kemijom.

Kljucne rijec¢i: PovrSinski aktivne tvari — analiza, kemija, dijagnosticka uporaba, metabolizam, farmakologija, fi-
ziologija, terapeutska uporaba; Zucne kiseline i soli — analozi i derivati, analiza, kemija, dijagnosticka uporaba,

metabolizam, farmakologija, fiziologija, terapeutska uporaba

UvOoD

Proces spontane samoorganizacije molekula u vece
strukture odredene uredenosti vazan je fenomen, kako
u svakodnevnom Zzivotu, tako i u prirodnim znanostima.
Medicina je usko povezana s biotehnologijom, organ-
skom i makromolekulskom, anorganskom 1i fizikalnom
kemijom (Slika 1.). Uredeni molekulski agregati Cine
strukturnu bazu zivota; pocevsi od nanometarske skale,
kao gradevni elementi biomembrana, do mikrometarske
skale koja odgovara polimerima za izgradnju citoske-
leta. Ugljik, kao jedan od vaznijih biogenih elemenata,
isti¢e se zbog raznolikosti molekula koje gradi; od struk-
turne raznolikosti do posljedi¢no tomu, raznih kemijskih
i fizikalnih svojstava molekula, §to omogucéuje prilagod-

ljivost sustava okolini, a presudno je za Zivotne procese.
Proteini, nukleinske kiseline, lipidi i ugljikohidrati jesu
biomolekule koje sudjeluju u izgradnji zivoga svijeta i
vazne su za mnoge procese u organizmu. Razlicite kla-
sifikacije lipida bazirane su uglavnom prema strukturi
osnovnoga kostura. Kompleksni ili saponificirajuéi li-
pidi sadrze kao komponente masne kiseline, a ukljucu-
ju acilglicerole, fosfogliceride, sfingolipide 1 voskove.
Drugu grupu ¢ine jednostavni ili nesaponificirajuci lipi-
di, a oni ukljucuju terpene, steroide i prostaglandine. Svi
su steroidi derivati zasi¢enih tetraciklickih ugljikovodi-
ka, a razlikuju se po broju i polozaju dvostruke veze,
tipu, lokaciji i broju funkcionalnih grupa, konfiguraciji
veze izmedu jezgre i supstituiranih grupa, te medusob-
noj konfiguraciji prstenova. Steroli su steroidni alkoholi,
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SLIKA 1.
Povezanost medicine s biotehnologijom, organskom, makromolekulskom, anorganskom i fizikalnom kemijom
FIGURE 1.
Relationship between biotechnology, organic, macromolecular, inorganic and physical chemistry

od kojih je najzastupljeniji nezasi¢eni alkohol koleste-
rol. On omogucuje normalno funkcioniranje esencijal-
nih membranskih enzima i prekursor je mnogih drugih
steroida u tkivu, ukljucujuéi zuéne soli.

Koncentracija zu¢nih soli u ljudskom organizmu iznosi
10-50 mmoldm™ u Zuénim kamencima, 4-20 mmoldm
u crijevima, oko 5 mmoldm™ u jetri, 0,1 mmoldm=u
venskoj krvi, te 5-20 mmoldm™ u perifernoj krvi. Sta-
nice jetre stvaraju oko 1,3 mmola soli zu¢nih kiselina
(Tablica 1.) na dan, tijekom metabolizma masti, ili pak
iz kolesterola Sto ga dobivamo hranom, preko kolne i
deoksikolne kiseline, a zatim gliko- i taurokonjugirane
kiseline (1). Soli zu¢ne kiseline (Na*, K*) pohranjene su
u zucnoj vrecici te imaju vazne funkcije u probavnom
traktu, a po prirodi su bioloski aktivne, anionske povr-
Sinski aktivne tvari (PAT). PAT su molekule koje karak-
terizira specificna amfifilna grada, odnosno hidrofobni/
lipofilni, te hidrofilni/lipofobni dio molekule. Promatra-
juci samu gradu molekule zu¢nih soli, primjerice natri-
jeva kolata (sistematskoga imena natrijeva sol 3a-, 7a-,
120-trihidroksi kolne kiseline), hidroksilne grupe leze
ispod ravnine steroidnog kostura, geometrija prstenova
ukljucuje cis konfiguraciju A i B prstena, s obzirom na
B prsten, te trans konfiguraciju ostalih prstenova. Nasu-
prot lipofilne steroidne strukture, molekula sadrzi kraci
razgranati alifatski lanac, koji zavrSava izrazito hidro-
filnom karboksilnom grupom (Slika 2. a.). Pokretljivost
postranoga lanca omogucuje polarnoj grupi da lezi u
istoj ravnini s hidroksilnim grupama, pa molekula popri-
ma polarni karakter i djelomicno je topljiva u vodi (2).
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Priroda i koncentracija PAT-a, vrsta otapala, temperatu-
ra, tlak, te prisutnost razlicitih vrsta aditiva, smatraju se
bitnim faktorima koji utje¢u na samoorganiziranje PAT-a
u supramolekulske vrste (3); od monomera do micela,
dvosloja ili lamelnih struktura i njihovih zatvorenih,
fleksibilnih struktura, odnosno vezikula, zatim mikroe-
mulzija, inverznih struktura, pa sve do tekucih kristala
koji su zapravo anizotropne tekucine dalekometnoga
orijentacijskog uredenja. Zuéne soli u vodi agregira-
ju kontinuirano u Sirokom koncentracijskom podrucju,
stvarajuci micele (Slika 2. b) niskoga agregacijskog bro-
ja (do 10 monomera u prisutnosti elektrolita (4), zavisno
o temperaturi). Energijski najpovoljnije uredenje najma-
njih agregata, tzv. primarnih micela (Slika 3.), ukljucuje
molekule aniona s hidrofobnim dijelovima okrenutima
jedan prema drugom, dok su hidrofilne grupe okrenute
prema van. Sekundarne micele jesu agregati primarnih,
medusobno povezanih vodikovim vezama intermolekul-
ski, odnosno kod jos visih agregata intermicelarno (5).

Svojstvo samoasociranja u micele omogucéava okruziva-
nje lipofilnih tvari hidrofilnim molekulama Zu¢nih soli, a
time i povecanu topljivost te apsorpciju masnih kiselina,
monoglicerida, kolesterola i drugih lipida te vitamina to-
pljivih u mastima (1). Sljede¢a njihova funkcija sastoji
se u emulgatorskom djelovanju na ¢estice masti u hrani,
¢ime smanjuju povrsinsku napetost ¢estica i tako omogu-
¢uju da se kapljice masti, mijeSanjem u probavnom trak-
tu, razbiju u sasvim sitne kapljice (1). Osim toga, zu¢ne
soli diktiraju sadrzaj kolesterola u organizmu, pridonose
intestinaloj mobilnosti, poticu holerezu odnosno poticu
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Steroidni kostur/

Steroid skeleton
Ime / name R: R: Ra Re
Kolanska kiselina/ Cholanic acid il 3 g OH
Kolna kiselina/ Cholic acid OH OH OH OH
Kenodeoksikolna kiselina’ Chenodeoxycholic acid OH (o) OH (a) H OH
Deoksikolna kiselina/ Deoxycholic acid OH OH OH OH
Ursodeoksikolna kiselina/ Ursodeoxycholic acid OH (a) OH (B) H OH
Litokolna kiseina/ Litocholic acid OH H H OH
Glikokolna kiselina/ Glicocholic acid OH OH OH NHCHz2CO0
Taurokoina kiselina/ Taurocholic acid OH OH OH NHCH:CH2S0+
TABLICA 1.
Strukture najzastupljenijih Zuénih kiselina kod ljudi (4)
TABLE 1.

Structures of the most abundant bile acids in humans (4)

jetrene stanice (hepatocite) u stvaranju zuéi te aktiviraju
rad pankreaticke lipaze (6). Opcenito, bez zu¢nih soli,
vecina lipida iz hrane bi nerazgradena iza$la iz organiz-
ma. Pored svega, djeluju i kao baktericidi, unistavajuci
mnoge mikroorganizme prisutne u hrani, te sprjecavaju
prekomjerni rast bakterija u tankom crijevu (7).

Danas su kolna kiselina i zu¢ne soli zbog svojih inte-
resantnih fizikalno-kemijskih svojstava postale predmet
istrazivanja mnogih znanstvenika. Zuéne kiseline i nji-
hove soli karakterizira svojstvo stvaranja multimolekul-
skih agregata, tzv. facijalna amfifilnost, odnosno hidro-
filno (hidroksilana i terminalna karboksilna grupa) — hi-
drofobni (naborana povrs$ina steroidnoga prstena) karak-
ter molekule (Slika 2.), kiralnost (molekula posjeduje 11
kiralnih centara, s mogu¢noscu stvaranja 2! stereoizo-
mera i 2046 dijastereoizomera, te inkluzijska svojstva
u kristalnom stanju) (8). Njihove kristalne forme pred-
stavljaju jednostavno varirane hijerarhijski strukturira-
ne sklopove, zahvaljuju¢i asimetri¢cnim molekulskim
strukturama i slabim kooperativnim medudjelovanjima
(8), prije svega zahvaljuju¢i mrezi vodikovih veza. Hi-
drofilne i hidrofobne strane takvih molekula mogu se
slagati na razliite nacine, tipa glava-rep ili glava-glava,
u dvoslojevima paralelnih ili antiparalelnih kombinacija
(8). Ovisno o obliku molekule (Slika 4.), nastaju najce-

§¢i obrasci reprezentativnih kristalnih struktura, prikaza-
ni na Slici 5. (9). Steroidi, vrlo sli¢no proteinima, skloni
su stvaranju hijerahijskih struktura, asocirajuci po dvije
molekule u bimolekulski, pa spiralni sklop, sve do sno-
pova takvih spiralnih lanaca (8), koji izmedu spirala u
valjkastim Supljinama mogu udomiti molekulu gosta,
kako je prikazano na Slici 6. Osim molekulske kiralnosti
jedne molekule, takvi razliciti sklopovi posjeduju visok
stupanj supramolekulskih trodimenzionalnih kiralnosti:
ukosenu, spiralnu, kiralnost snopa i kiralnost krutine
odredene prostorne grupe (8), uz puno kombinacija li-
jevo ili desno orijentiranih zavojnica Sto dodatno moze
mijenjati prisutnost molekule gosta, otvarajuci bezbrojne
puteve kristalnoga inZenjeringa. Supramolekulske struk-
ture nastaju raznim vrstama nekovalentnih medudjelo-
vanja (Slika 7.), ili raznim koordinacijama s metalnim
ionima. Od takvih funkcionalnih molekulskih struktura
s krutim steroidnim kosturom kreée se u modeliranje,
dizajniranje i sinteze razli¢itih, medicinski potencijalno
korisnih molekula prikladnih za lijeCenje metabolickih
poremecaja, promjenom pojedinih funkcionalnih grupa,
cikliziranjem molekula, ili ciljanom ugradnjom mole-
kule gosta. Ujedno, smatra se da za nastanak zivota na
Zemlji zahvaljujemo prvobitnim povoljnim uvjetima
molekulske organizacije u dvomolekulske strukture, pa
preko supramolekulskih struktura u samo-organizirane i
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SLIKA 2.

a) Strukturna formula natrijeva 3a-, 70-, 12a-trihidroksi kolan-24-oata (natrijeva kolata, lijevo) te prikaz facijalne
amfifilnosti aniona Zu¢ne soli (desno). Nasuprot lipofilne/hidrofobne steroidne strukture, molekula sadrzi kraci
razgranati alifatski lanac, koji zavrSava izrazito hidrofilnom karboksilnom grupom te hidroksilne grupe koje leze
ispod ravnine steroidnoga kostura.

b) Mijesana micela sastavljena od zuc¢nih soli, triacilglicerola i pankreaticke lipaze. Prilikom formiranja micela
hidrofobni dio molekule zZuéne soli okrece se prema unutrasnjosti micele, a hidrofilni dio prema otapalu (u ovom
slu¢aju vodi).

FIGURE 2.

a) Structural formula of sodium 3a-, 70-, 12a- trihydroxycholan-24-oate (sodium cholate, left) and view of facial
amphiphilic property of bile salt anion (right). Besides lypophilic/ hydrophobic steroid structure, molecule
contains short branched alkyl chain that ends with extremely hydrophilic carboxylic group, and hydroxylic groups
that are under the steroid skeleton plane.

b) Mixed micelle formed by bile salts, triacylglycerols and pancreatic lipase. During the micelle formation,
hydrophobic part of the bile salt molecule is in the micelle interior, whilst hydrophilic part is in the contact with
surrounding solvent (in this case water).
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SLIKA 3.
Shematski prikaz razli¢itih micelarnih struktura: a) i b) strukture primarnih micela; c) diskolike micele; d) poprecni
presjek helikoidne micele (5).
FIGURE 3.
Schematic representation of different micellar structures: a) and b) primary structures of micelles; ¢) disclike
micelle; d) cross cut of the helical micelle (5).
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SLIKA 4.
Povezanost molekulske i kristalne strukture: a) kuglasta, b) valjkasta, c) plo$na, d) zasvodena i ¢) lan¢ana
molekula.
FIGURE 4.
Relationship between molecular structures and crystal structures: a) spherical, b) axial, c) flat, d) arched, and e)
chain molecule.
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SLIKA 5.

Reprezentativne kristalne strukture Zu¢nih soli i derivata: a) ukrsStena struktura s kavezastim Supljinama. b) do g)
dvoslojna struktura s kanali¢astim Supljinama, te h) sacasta struktura s heksagonalim kanali¢ima.
FIGURE 5.

Representative crystal structures of bile salts and their derivates: a) crossing structure with cage-like cavities, b) to
g) bilayered structures with channel-like cavities, and a honeycomb structure with hexagonal channels.
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a)

SLIKA 6.

Hijerarhijska asocijacija molekula zu¢nih kiselina i njihovih soli (a) u bimolekulske sklopove (b), spiralne
sklopove (c), te u snopove spiralnih sklopova (d), koji u spiralnim valjkastim Supljinama mogu udomiti molekule

gosta (e).

FIGURE 6.
Hierarchical association of bile acids and their salts (a) in bimolecular assembly (b), helical assembly (c), and into

bundle of the helical assembly (d), which can accomodate guest molecules in cylinder- like cavities (e).
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SLIKA 7.
Razli¢ita nekovalentna medudjelovanja ukljuc¢ena u supramolekulsko samoasociranje: a) medudjelovanja
vodikovim vezama, b) inducirani dipoli izmedu dvije neplanarne molekule, ¢) n-m medudjelovanja, predavanje
naboja, d) hidrofobna privlacenja i e) hidrofilno-hidrofobne orijentacije.

FIGURE 7.
Various non- covalent interactions involved in supramolecular self- assembly: a) hydrogen bonding interactions,
b) induced dipoles between two non- planar molecules, ¢) n-m charge-transfer interactions, d) hydrophobic
attractions, and e) hydrophilic- hydrophobic orientations.
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SLIKA 8.
Model ugljikove nanocijevi prekrivene slojem natrijeva kolata
FIGURE 8.
Model of a sodium cholate suspended carbon nanotube

sve kompleksnije tvari, do funkcionalne Zive tvari (10).
U zadnje vrijeme se intenzivirala sinteza i transformaci-
je u organiziranim medijima poput micela, tekucih kri-
stala, krunskih etera, kriptanida, ciklodekstrina, otopina
dendrimera, zeolita i sl. Posebno treba izdvojiti reakcije
izvodene u gelovima pripremljenim iz tvari niskih mole-
kulskih masa (11) ili iz protein- povrsinski aktivne tvari
gelova. Od ostalih reakcija vazne su sve one koje uklju-
¢uju zucne soli i njihove derivate, uz promjene kon-
centracije, temperature, elektrolita, dodatak povrsinski
aktivnih tvari, polisaharida, polimera, lipida ili proteina
(3), pri ¢emu se stvaraju amorfne ili uredene faze, kom-
binacijom djelovanja elektrostatskih faktora, vodikovih
veza i hidrofobno- hidrofilnih ravnoteza (12—14).

Kao potencijalni gradevni elementi, kolna kiselina i zu¢-
ne soli jako su vazne u sintetskoj makrociklickoj kemiji i
preparaciji molekula koje mogu prepoznati druge mole-
kule i vezati se s njima u svojim definiranim Supljinama
ili na njihovim povrSinama, pa se ¢esto nazivaju “sin-
tetski enzimi”, sluze u konstrukciji sustava za pohranu
informacija na molekulskoj razini, ili u dizajnu i sintezi
molekulskih aktivatora, ¢ije molekule podlijezu promje-
nama oblika kao odgovor na vanjske uvjete, odnosno sti-
mulanse. Navedena svojstva novih sintetskih struktura

povezana su sa zahtjevima dobro kontrolirane i defini-
rane geometrije molekula temeljenih na krutoj okosnici,
za §to je velika i komercijalno lako dostupna steroidna
jezgra odlican izbor pocetnoga materijala. Farmakolos-
ka primjena zu¢nih soli tako dobiva veliki znacaj pri
konstrukciji molekulskih i supramolekulskih sklopova,
s naglaskom na dizajnu novih antibiotika (15,16), ka-
tionskih (17) i anionskih (18,19) receptora, dvodimen-
zionalnih (20) i trodimenzionalnih (21,22) kalupa tzv.
template-a i scaffold-a, novih materijala (23) (Slika 8.,
prema ref. (24)), umjetnih ionskih kanala (25), vezikula
za ciljanu isporuku lijeka, tzv. ,,pametni lijekovi (26), te
novih PAT-ova (27). Slika 9. prikazuje neke od supramo-
lekulskih vrsta kojima zucne kiseline sluze kao gradevni
element. Makrociklicki spojevi sastavljeni od dvije do
cetiri jedinice Zucnih kiselina, medusobno povezanih
razli¢itim grupama, tzv. kolafani (Slika 9.a, prema ref.
(28)) jednostavniji su primjeri i potencijalni transmem-
branski nosioci aniona (29). Uz kolafane, ciklokolati od-
nosno makrociklicki poliesteri (dvije do Sest steroidnih
jedinica povezane ciklizacijom tipa glava-rep), ¢esto se
koriste u izgradnji gost-domacin kompleksa i u biomime-
tickom/molekulskom prepoznavanju (Slika 9.b, prema
ref. (30)). Zbog svojeg oblika i nanometarskih dimen-
zija, znanstveni interes bude i tzv. kiralni dendroni (Sli-

109



Tea Mihelj i suradnici: Znacaj ispitivanja zucnih soli i njihovih derivata kao gradevnih elemenata supramolekulskih domacina u svrhu lijecenja
Med Vjesn 2011; 43(1-4): 103-120

DAc

¢)

SLIKA 9.
Zuéne kiseline kao gradevni elementi supramolekulskih vrsta: a) kolafan; b) porfirin kapsuliran unutar ciklokolata
- primjer gost - domacin kompleksa; c¢) kiralni dendron na bazi kolne kiseline.

FIGURE 9.

Bile acids as building blocks of supramolecular forms: a) cholaphane; b) cyclocholate-capped porphyrin - sample
of host - guest complex; ¢) bile acid - based chiral dendron.
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b)

SLIKA 10.
a) Kristalna struktura kolne kiseline bez gosta, prikaz prema ref. 32. b) Struktura kolne kiseline s malim gostom,
tipa a (lijevo) ili B (desno), prema ref. 33.

FIGURE 10.
a) The crystal packing of cholic acid guest free, according to ref. 32.b) Structure of cholic acid with small guest,
type a (left) and B (right), according to ref. 33.

ka 9.c) na bazi zu¢nih kiselina (31). Kolna kiselina kao
bioloska PAT posjeduje antibakterijska, antifungalna, te
antialergijska svojstva. Jedna je od vaznijih molekula za
pripremu organometalnih kompleksa, budu¢i da produkt
interakcije posjeduje jace antifungalne i antibakterijske
aktivnosti zbog sinergisti¢koga ucinka i kolne kiseline
i metalnih iona. Tijekom sinteze i luenja zu¢nih soli
u zu¢ se izlucuje 1 kolesterol, ali u otprilike deset puta
manjoj koli¢ini. Nije poznata specificna funkcija kole-
sterola u zuci i zato se pretpostavlja da je on naprosto
popratni proizvod pri stvaranju i lucenju zucnih soli (1).
Medutim, u abnormalnim fizioloskim uvjetima dolazi do
poremecaja odnosa zucnih kiselina i kolesterola, a kao
posljedica taloze se i stvaraju zuc¢ni kamenci. Nastanak
zucnih kamenaca moze se objasniti prekomjernim luce-
njem kolesterola u zu¢, odnosno smanjenim metaboliz-
mom kolesterola u zucne kiseline i steroidne hormone.
Jos neki od razloga mogu biti i prekomjerna apsorpcija
vode iz zuci ili pak Zzuc¢nih soli i lecitina iz zuci, zatim
upalni procesi i infekcije zu¢noga mjehura (1).

EKSPERIMENTALNI DIO
Priprava sustava

Kruti spojevi pripravljeni su mijeSanjem vodenih oto-
pina bioloske anionske povrSinski aktivne tvari, natri-
jeva kolata, u ekvivolumnom i ekvimolnom odnosu s
odgovarajué¢im kationskim, alkilamonijevim povrsinski
aktivnim tvarima s variranom duljinom alkilnoga lanca
od 10 do 16 C-atoma (decilamonijev-, dodecilamoni-
jev-, tetradecilamonijev, i heksadecilamonijev sulfat); te
s didodecildimetilamonijevim bromidom. Mijesanje je
provodeno odredeno vrijeme pri poviSenoj temperaturi
od oko 80°C. Nakon tri dana starenja suspenzije talozi
se odvajaju filtriranjem ili centrifugiranjem, suse u va-
kuum susioniku na sobnoj temperaturi tijekom 2-3 dana
1 cuvaju od vlage. Reakcije s metalnim ionima rastuch
naboja, tj. valencije (Ag", Ba?*, La*") provodene su ne-
utralizacijom kolne kiseline s odgovaraju¢im metalnim
hidroksidima na sobnoj temperaturi.
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SLIKA 11.
Struktura kolne kiseline s alkilamonijevim kationima 1:1 kao gostima: a) decilamonij, b) heksadecilamonij, c)
dodecilamonij 1:2 (prema ref. 13.).

FIGURE 11.
Structure of cholic acid alkylammonium cations 1:1 as guests: a) decylammonium, b) hexadecylammonium, c)
dodecylammonium 1:2 (according ref. 13).

Mjerne metode

U svrhu potvrde identifikacije, ispitivani se uzorci prvo
podvrgavaju elementnoj, IR i NMR analizi. Teksture vo-
denih otopina katanionskih uzoraka, kao i morfoloske
promjene njihovih krutina uzrokovane povisenjem i sni-
Zenjem temperature, promatrane su optickim polarizacij-
skim mikroskopom Leitz - Orthoplan opremljenim grija-
¢im stolicem (Linkam THMS 600) i snimani digitalnim
Olympus N547 fotoaparatom. Kristalna struktura odre-
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divana je Enraf Nonius CAD4 X- ray difraktometrom
s monokromnim Cu Ko zracenjem (A = 1,5412 A) pri
sobnoj temperaturi. Uzorci su otopljeni u vodi i ostavlje-
ni nekoliko mjeseci u hladnjaku na —4°C da otapalo pola-
gano hlapi. Kristalne strukture prikladnih uzoraka rjesa-
vane su i prikazivane racunalnim paketima SHELXS97,
PLATONO98 i MERCURY. Pretraznim elektronskim mi-
kroskopom (SEM) uz povecanje od 1000 puta snimani
su neki kruti uzorci precipitata na sobnoj temperaturi.
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SLIKA 12.
Izracunata raspodjela kolatnih vrsta, alkilamonij : kolat=1:1 (e), alkilamonij : kolat = 1:2 (m), te kolna kiselina
(A), utalogu alkilamonijeva kolata, u ovisnosti o pH vrijednosti vodene otopine smjese.

SLIKA 12.
Calculated distribution of cholic type, alkylammonium : cholate = 1:1 (®), alkylammonium : cholate = 1:2 (m),
and cholic acid (A), in precipitate of alkylammonium cholates, versus pH of aqueous solutions.

REZULTATI I RASPRAVA

Steroidni kostur izrazito je zastupljen u zivoj prirodi,
susreée se kod gljiva, biljaka, kolesterol je komponenta
stani¢ne membrane, a znacajnoga je i fizioloSkoga ucin-
ka (metabolit, prekursor i sudionik u gradi hormona).
Kemijska struktura Zzucnih kiselina svih kraljeznjaka
vrlo je sli¢na, a derivati se medusobno razlikuju po bro-
ju, tipu, orijentaciji i lokaciji supstituenata, te strukturi
postranog lanca. Osim u lijeenju, zu¢ne kiseline su vaz-
ne u biologiji, fiziologiji, medicini, supramolekulskoj,
biomimetickoj i prebiotickoj kemiji. Stabilna slojevita
kristalna struktura kolne kiseline ve¢ je dugo poznata,
karakterizira ju facijalna amfifilnost i definirana geome-
trija tipa glava-rep (32), kristalizira u ortorompskom su-
stavu, prostorne grupe P 2,2 2, (Slika 10.). UnutraSnjost
molekula moze ugostiti tvari razli€ite prirode, pri cemu
se struktura domacina dramati¢no mijenja, omogucuju-
¢i kreaciju nove generacije funkcionalnih i “pametnih”
materijala i potencijalnih novih lijekova. Tip slagaline
supramolekulskoga domacina mijenja se inkluzijom or-
ganskoga gosta, ovisno o sterickim dimenzijama i kon-
formacijama gosta, promjenama pH vrijednosti, tempe-
rature, vremena starenja sustava, te medudjelovanjem s
drugim vrstama kationa i metalnim ionima.

U slucaju male molekule kao gosta (monosupstituirani
derivati benzena) nastaje slojevita struktura a ili B tipa,
ovisno o trans ili gauche konformacijskom polozaju
lanca na petero¢lanom prstenu, tj. iznosu glavnih tor-
zijskih kutova. Vece nakupine molekula karakteriziraju
jednodimenzionalne Supljine, tj. kanali¢i, jer dolazi do
pomaka kumuliranih slojeva (33). Medudjelovanja s ve-
¢im molekulama, kao npr. s alkilamonijevim spojevima,
karakteriziraju sasvim nova svojstva nastalih spojeva,
jer su domacin - kolatni anion i gosti -alkilamonijevi ka-
tioni, podjednake veli¢ine. Dolazi do drasti¢ne promjene
u monoklinsku kristalnu reSetku, do rearanziranja mreze
intermolekulskih vodikovih veza, izomerizacije mole-
kula domacina i reorijentacije kolatnih iona u tip “glava-
glava”, slojevite tzv. “bilayer-like” ili “sandwich-like”
strukture, ako je odnos kation : anion = 1:1, te anizo-
tropne promjene dimenzija jedini¢ne ¢elije (Slika 11.a
i b). Naprotiv, ako je odnos kation : anion = 1:2, nasta-
ju ukrStene dvoslojne, tzv. “crossing-bilayer” strukture
(Slika 11.c). Sve te promjene slijede promjene dimenzija
jedinicne cCelije, ali samo osi a i ¢, dok dimenzija osi b
ostaje uvijek konstantna u iznosu b = 8 A. Od 227 litera-
turno pretrazenih ispitivanih kristalnih struktura derivata
kolne kiseline, 173 kristaliziraju u P 2, a ve¢ina ima os

b~8A.
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SLIKA 13.
FIGURE 13.
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SLIKA 13.

Morfoloske transformacije precipitata iz vodenih otopina alkilamonijevih kolata: 1 : 1, pH = 6.08 (a); 1:2 (b) pH
=4.20; kolna kiselina (c) pH = 2.05, te d) SEM mikrofotografija lisnate morfologije didodecildimetilamonijevoa
kolata (povecanje 1000 puta). Slika e) predstavlja shemu dvo-lan¢ane molekule fosfolipida, odgovarajucu
kuglastu vezikulu i plosnu lamelu, a f) smjesa vezikula i taloga didodecildimetilamonijeva kolata, snimljene
svjetlosnim mikroskopom pod polarizacijom. Oznaka predstavlja veli¢inu objekta od 100 pm.

FIGURE 13.

Morphological transformations of alkylammonium cholate precipitates in aqueous solutions: 1 : 1, pH = 6.08 (a);
1:2 (b); cholic acid (c), and d) SEM micrograph of laminated morphology of didodecyldimethylammonium cholate
(magnification 1000 X). The figure e) represents the scheme of double- tailed molecule of phospholipid, relevant
spherical vesicle and planar lamela, and f) mixtures of vesicles and precipitate of didodecyldimethylammonium
cholate, recorded by light microscope under crossed polarizers. The bar represents 100 pm.

Ispitivana je i pH osjetljivost sustava vodenih otopi-
na alkilamonijevih halogenida i natrijeva kolata (14).
Ustanovljeno je da stehiometrijski sastav taloga i molna
frakcija nastalih komponenti izrazito ovise o pH vrijed-
nostima sustava. U neutralnom i slabo kiselom mediju
preferirano nastaju spojevi tipa 1 : 1 s obzirom na odnos
kationske i anionske komponente, u kiselom (do pH =
3) preferirano taloZe spojevi tipa 1 : 2, a u jako kiselom
podrucju (pH = 2) talozi sama kolna kiselina (Slika 12. 1
13.) (14). Morfologije nastalih vrsta prikazane su na Sli-
ci 13.a—c. Najnovija ispitivanja s modelnom povrsinski
aktivnom tvari kao gostom, didodecildimetilamonijevim
bromidom s dva hidrofobna dodecilna lanca sli¢cno kao
kod prirodnih fosfolipida, ukazuju na nove mehanizme
1 morfologije stvaranja kolata, tako da se paralelno s ta-
lozenjem didodecildimetilamonijeva kolata pojavljuju
vezikulske disperzije (Slika 13.1), sli¢no kako je utvrde-
no prethodno s dioktadecildimetilamonijevim kloridom
(34). Vezikule, kao liotropne strukture tekucih kristala,
predstavljaju zaokruzene dvoslojeve slozenih molekula
u trodimenzionalnoj sferi¢noj strukturi. Slicno svojstvi-
ma fosfolipida i kolesterola u bioloskim membranama,
vezikule najceS¢e nastaju spontano, zahvaljujuci hidro-
filno-hidrofobnim ravnotezama, a u njihovom sredistu i
okolini prevladava otopina. Stvaranje i stabilnost vezi-
kula izrazito ovise, osim o geometrijskim faktorima pa-
kiranja, o temperaturi i entropiji sustava, tj. indirektno
o koncentraciji sustava. Postupno, tijekom vremena sta-
renja sustava, vezikule se transformiraju fuzijom u vece
nakupine, klastere i blastule, do kona¢noga formiranja
lamelnoga taloga. U navedenom slucaju za to je bilo
potrebno desetak dana, ali niti nakon godine dana nije
se uspjelo dobiti kristal prikladan za analizu. Mikrofo-
tografije snimljene na SEM-u (Slika 13.d.) ukazuju na
lisnatu morfologiju didodecildimetilamonijeva kolata.

Sve se te promjene odrazavaju na arhitekturu i fizikalno-
kemijsku prirodu molekulskih Supljina, tj. kanalica, tako
da takva istrazivanja s razli¢itim spojevima molekula
gosta omogucuju zakljucke o finom podesavanju i kon-
troli svojstava molekulskih Supljina, kao potencijalnih

nositelja lijekova ili dijagnostika, jer se u Supljine mogu
ugraditi drugi (ljekoviti) spojevi ili ih se moze ispuni-
ti (ljekovitim) otapalom. Ujedno, ta svojstva ukljucuju
kolnu kiselinu u rijetku skupinu molekula vaznih u mo-
lekulskom preopoznavanju, odnosno biomimetici, kao
gost - 1 pH - senzitivne tvari, jer prepoznaju gosta po ve-
licini, obliku, polarnosti i kiralnosti. Ta svojstva moleku-
la kolne kiseline potvrduju ih kao nositelja molekulskih
informacija, izrazavajuc¢i molekulske informacije preko
svojstava sklopa, a ne preko pojedina¢nih molekula.

Drugu skupinu nasih istrazivanja predstavlja ispitivanje
medudjelovanja kolatnoga aniona i metalnih iona u vode-
nim otopinama. Za tu je skupinu spojeva karakteristi¢na
pojava potpunoga i trenutacnoga geliranja kompletnoga
sadrzaja ispitivanih smjesa vodenih otopina. Elemen-
tna analiza, IR i NMR ispitivanja pokazuju da nastaju
Ag-kolat, Ba-dikolat i La-trikolat, tj. ionski kompleks
bioloskoga amfifila i metala u stehiometrijskom omjeru,
a najvjerojatnije radi intenzivnih vodikovih veza, u for-
mu neprozirnoga i bijeloga gela uklopljen je kompletan
sadrzaj vode. Porastom valencije metalnoga iona u gelu
identificiraju se sve tanji 1 sitniji iglicasti kristaliti, kako
je vidljivo na Slici 14., jer porast naboja izaziva sve in-
tenzivniju i brzu reakciju, pa produkt ima sve manje vre-
mena za uredan rast. Nazalost, niti u ovom slucaju, nije
se uspjelo dobiti kristal odredene veli¢ine prikladan za
kristalografsku obradu i rjeSavanje pripadnih struktura,
ali je interesantno njihovo svojstvo imobilizacije cjelo-
kupnoga sadrzaja vode. U laboratorijskim uvjetima i pri
koncentracijama znatno vis§im od onih koje prevladavaju
u zivim organizmima ispitivana su tri, podjednako zna-
¢ajna svojstva zucnih soli, konkretno natrijeva kolata, a
to su talozenje, vezikuliranje i geliranje (Slika 15.). Po-
znavajuci uvjete pri kojima dolazi do navedenih procesa,
moguce je novim izborom i promijenjenim uvjetima te
nepozeljne procese izbjeci, npr. Stetno talozenje kame-
naca. Pod pojmom «precipitacija» podrazumijeva se
stvaranje krutine iz otopine ili smjese otopina, tijekom
neke kemijske reakcije, pri ¢emu se nastali talog odvaja
spontanim talozenjem djelovanjem prirodne gravitacije,
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SLIKA 14.
FIGURE 14.
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SLIKA 14.

Mikroskopske slike gelova Ag-kolata (a, b), Ba-dikolata (c, d) i La-trikolata (e, f) snimljene svjetlosnim
mikroskopom pod polarizacijom (lijevo) i slike pretraznoga elektronskog mikroskopa (desno) na sobnoj
temperaturi. Oznaka predstavlja veli¢inu objekta od 250 um, a SEM je snimljen uz povecanje od 1000 puta.
FIGURE 14.

Micrographs of gels of Ag-cholate (a, b), Ba-dicholate (c, d) and La-tricholate (e, f) taken by light microscope
under crossed polarizers (left) and SEM (right), at room temperature. The bar represents 250 pm, and SEM
micrographs are taken at magnification of 1000 X.

Svojstva molekule
Property of molecule

Molekulsko pakiranje Medumolekulske interakeije
Molecular packing Intermolecular interactions

~~~~~~~~ J Svojstva kristalinicnog materijala
Property of crystalline material

d)

SLIKA 15.

Medudjelovanje ispitivanih komponenata rezultira procesima taloZenja (a), vezikuliranja (b) i geliranja (c). Shema
(d) prikazuje ovisnost svojstava molekula o molekulskim medudjelovanjima, molekulskom pakiranju i svojstvima
kristalnoga taloga.

FIGURE 15.

Interactions of investigated components results in processes of precipitation (a), vesiculation (b) and gelation (c).
The scheme (d) represents the dependence of molecule properties on molecular interactions, molecular packing
and properties of crystalline material.
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filtriranjem ili upotrebom centrifuge. U nasem slucaju,
medudjelovanje kolatnoga aniona, Ch-, s kationom po-
vrsinski aktivnih tvari, L*, u neutralnom pH dolazi do
elektrostatske interakcije i nastajanja precipitata LCh, u
omjeru L : Ch=1: 1, prema kemijskoj jednadzbi (1):

Ch +L*—LCh (1),

dok je u kiselom mediju odnos L : Ch=1: 2, te se odvija
reakcija prema jednadzbi (2):

2Ch +H'+ L* — LChHCh (2).

Reakcija s metalnim ionima, M", odredene valencije v,
moze se opisati kemijskom jednadzbom (3):

vCh™+M"" — MCh  (3).

Naprotiv, u istrazivanjima svojstava i prirode biomem-
brana Ceste su reakcije vezikuliranja koje ovise o hi-
drofilno-hidrofobnim ravnotezama medu molekulama
prirodnih ili sintetskih dvolancanih povrSinski aktivnih
tvari. Nastajanje vezikula jest posljedica samoasociranja
amfifila, definirano je koncentracijom i temperaturom,
te valjkastim oblikom molekula. Spontano se odvija i
u smjesama jednolancanih povrSinski aktivnih tvari su-
protnih elektrostatskih naboja, a energetska stabilizacija
takvih mijeSanih vezikula ovisi i o elasti¢nosti zakrivlje-
noga dvosloja, prije njegove konacne transformacije u
plosnu lamelu i precipitat. Kolati pri tome imaju nega-
tivan utjecaj na tekucu fazu dvoslojeva, svojom ugrad-
njom smanjuju fleksibilnost lipidnih lanaca, te izazivaju
porast mehanicke ¢vrstoce dvoslojeva (35). Gelovi su
definirani kao uglavnom meke, nekristalne, ispremreze-
ne tvari koje ne teku, tj. kao disperzije molekula tekuc¢ina
u krutini, pri ¢emu je krutina kontinuirana faza, a teku-
¢ina diskontinuirana. Interna trodimenzionalna struktura
moze biti rezultat fizikalnih, kemijskih veza, ili rezultat
prisutnih kristalita, kao u slucaju istrazivanih metal- ko-
lata hidrogelova. Djelovanje kolatnih iona u gelovima su
jos kompliciranija, jer formiraju izolirane otociée lipid-
nih podrucja (36). Svoju primjenu takvi sustavi nalaze u
istrazivanjima umjetnoga tkiva, biosenzora, kontaktnih
le¢a, implantanata, te kao rezervoari za lijekove u orga-
nizmu i sli¢no.

Ovisno o pocetnim uvjetima u sustavu, svojstvima po-
jedina¢nih molekula u ispitivanim sustavima, o prirodi
njihovih molekulskih medudjelovanja, molekulskom
pakiranju individualnih komponenti i pakiranju produk-
ta reakcije, mijenjaju se i svojstva rezultantne supra-
molekulske nakupine (Slika 15.d). Kompeticija izmedu
entropijskih promjena agregacije, te aktivacijskih ener-
gija privlacnih hidrofobnih sila i vodikovih veza rezul-
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tira stvaranjem razlicitih vrsta produkata, ¢ije osnovne
gradevne jedinice mogu biti razli¢itoga oblika, veli¢ine
i arhitekture, a koje se dalje organiziraju u jednoj, dvije
ili tri dimenzije, Sto na makroskopskoj skali detektiramo
kao gel, vezikulu ili talog izvjesnoga stupnja kristalno-
sti.

ZAKLJUCCI

Ispitivane su razne vrste medudjelovanja modelnih kom-
ponenti, natrijeva kolata, kao bioloske povrsinski aktiv-
ne tvari i predstavnika zucnih soli, s razli¢itim sintet-
skim povrsinski aktivnim tvarima, te metalnim ionima
varirane valencije. S jednolan¢anim povrSinski aktivnim
tvarima ispitivana je kristalna resetka kolne kiseline, te
je ukazano na vaznost takvih ispitivanja u molekulskom
prepoznavanju, odnosno biomimetici, a sustavi su opi-
sani kao gost - i pH - senzitivni, budu¢i da prepozna-
ju gosta po velicini, obliku, polarnosti i kiralnosti. Ta
svojstva sustava molekula kolata kao domacina s raznim
molekulama gosta potvrduju ih kao nositelje molekul-
skih informacija i to preko svojstava sklopa, a ne preko
pojedina¢nh molekula. Medudjelovanja s dvolancanim
povrsinski aktivnim tvarima, kao modelima sli¢nima
fosfolipidima, rezultiraju stvaranjem taloga i liotropnih
tekucih kristala, vezikula. Reakcije natrijeva kolata s
metalnim ionima jesu stehiometrijske; sitni kristali me-
talnih kolata uklopljeni su u strukturu stabilnih gelova.
lako su primijenjene komponente modelnoga karaktera,
a koncentracije i temperature odvijanja reakcija nefizio-
loske, takva istrazivanja dovode do boljega poznavanja
prirode reakcija koje se odvijaju u Zivim organizmima,
od patofiziologije do otvaranja puta prema sintezi novih
lijekova i dijagnostickih metoda.
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Professional paper
ABSTRACT

This article reports a variety of physico-chemical methods and techniques that have been used in the research of na-
tive, model bile systems. Interactions of the anionic biological surfactant, sodium cholate and synthetic single- and
double- chained surfactants, as well as sodium cholate and metal ions with increasing charges, were examined.

These systems provide new insight into the complex processes of precipitation, vesiculation and gelation, and better
understanding of those that take place in the living organism. The dependence of molecules of bile salts and their
analogues on molecular interactions, molecular packing and properties of crystalline materials is established, so they
can be utilized as supramolecular receptors for various types of guest molecules and ions, and for the design of novel
materials. Such researches find their physiological (in diagnosis or developing new pharmacological applications)
or pathophysiological relevance (in preventing harmful reactions, such as precipitation), and show close relationship
between medicine and biotechnology, organic, macromolecular, inorganic and physical chemistry.

Key words: Surface-active agents — analysis, chemistry, diagnostic use, pharmacology, physiology, therapeutic

use; Bile acids and salts — analogs and derivatives, analysis, chemistry, diagnostic use, metabolism, pharmacology,
physiology, therapeutic use

120



