Vplyv heterocyklickych N-alkylaminoxidov na rast a metabolizmus.
mikrobalnyeh buniek

J. SUBIK — G. TAKACSOVA

Aminoxidy predstavuji velkd skupinu chemickych zliéenin odvodenych
od tercidlnych aminov obsahujtcich silne polarizovand N— O véazbu [1—3].
Mnohé aminoxidy vyskytujice sa v prirode alebo chemicky syntetizovang,
si zname ako antimetabolity, chemoterapeutikd, psychotropné a kancero-
statické latky. Niektoré aminoxidy st mutagénne a kancerogénne [1—6].

N-alkylderivaty nasytenych heterocyklickych aminoxidov predstavuja
blodegladlbllne nelonogenne amfifily, ktoré sa dobre rozpustaju vo Vodnych
i nevodnych rozpustadlach [7]. Na rozdiel od struktirne podobnych aminov
a kvartérnych amdniovych soli st odpovedajiice aminoxidy menej toxické
[8, 9]. Malo pozornosti sa vsak dosial venovalo ich antimikrébnej aktivite
a mechanizmu ucinku.

V tejto prici sme sa venovali stidiu antimikrébnej aktivity, spdsobu
biochemického uc¢inku, ako aj vzajomnym vztahom struktiry a aktivity nasy-
tenych heterocyklickych N-alkylaminoxidov (obr. 1).
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Obr. 1. Struktura aminoxidov. A — N, N-dimetyldodecylamin-N-oxid, B — 1-dodecyl-
pyrolidin-N-oxid, C -— 1-dodecylpiperidin-N-oxid, D — 1-dodecylperhydroazepin-N-
-oxid, E — dodecylmorfolin-N-oxid.
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Material a metdédy
1. Pouzité mikroorganizmy

V préaci sa pouzili tieto kmene baktérii:

Bacillus cereus NCIB 8122, Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Leuco-
nostoc mesenteroides, Bscherichia coli, Proteus vulgaris a Salmonella typhimurium
TA 100.

7 vlaknitych hdb sa pouzili tieto kmene: Aspergillus niger, A. oryzae,
Penicillium italicum, P. cyclopium, P. brevicompacium, Mucor mucedo, M.
racemosus, Botrytis cinerea, Neurospora crossa, Rhizopus oryzae, R. nigricans
a Paecilomyces variott.

7 kvasiniek sme pouzili diploidny laboratérny kmen Saccharomyces cerevisiae
HANSEN DT XII.

2. Kultiva¢né podmienky

Bunky baktérii B. cereus rastli v tekutom baktopepténovom médiu pri
30°C z tepelne aktivovaného (65 °C/15 min) spérového inokula (zadiatocna
koncentracia 108 spér/ml). Jeden liter média obsahoval: 1 g baktopepténu,
1 g glukédzy, 0,1 g Tween 80, 0,5 ¢ KH,PO,, 17,4 mg K,S0,, 12,3 mg MgSO, .
.TH,0, 0,22mg MnSO,.7H,0, 3mg FeSO, 1.44mg ZnSO,.7H,O,
konec¢né pH 7,2.

Klienie spér a rast baktérii sme sledovali Langeho kolorimetrom pri 700 nm,
ako aj priamym pocitanim spér pod mikroskopom po strate svetlolomnosti.

Kvasinky rastli pri 30 °C v semisyntetickom médiu, obsahujicom v 1 litri:
20 g glukézy, 5 g pepténu, 5 ¢ kvasnicového extraktu, 100 g adeninu a zmes
minerdlnych soli: 1g KH,PO,, 0,5¢ MgSO,.7H,0, 0,5¢g KCl, 1,2¢g
(NH,),S0,, 2 g NaNO; a 10 mg FeSO, . 7 H,0.

Rast sa sledoval potitanim buniek v Biirkerovej komérke pod mikrosko-
pom.

3. Tvorba spdér vldknitych hub

Pre tvorbu spér sme Petriho misky obsahujice Sabouraudov agar inokulovali
malym kidskom mycélia alebo spérami zo zasob kultary. Po 7 dioch rastu
pri 30 °C sme do Petriho misky pridali dostatoéné mmnozstvo sterilnej vody,
potrebnej na ponorenie mycélia, povrch mycélia sme premiesali sklenenou
tyc¢inkou a suspenziu precistili cez vatu. Za sterilnych podmienok sme spéry
premyli destilovanou vodou, stanovila sa ich koncentracia pocitanim v Biirke-
rovej komorke pod mikroskopom a pouzili sa na inokulaciu.

4. Urcenie priemeru inhibié¢nych zén

Stekutent agarovi semisyntetickt alebo minimélnu pédu sme inokulovali
vegetativnymi bunkami baktérii na koneént koncentraciu 108 buniek/Petriho
misku. Po stuhnuti pédy sme na jej povrch pridali inhibitor a priemer zdény
inhibicie sme merali po 24, resp. 72 hodinéch rastu pri 37 °C.
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Minimélne médium obsahovalo v 1 litri 20 g glukézy, 50 mg histidinu, zmes
anorganickych soli ako v semisyntetickom médiu a zmes vitaminov vytvorent
z 10 mg inozitolu, 1 mg tiamin-HCI, 600 pg pyridoxinu-HCI, 600 pg kyseliny
nikotinovej, 600 pg kyseliny p-aminobenzoovej, 600 ug pantotendnu vépena-
tého, 10 pg biotinu a 200 pg riboflavinu.

5. Germinac¢ny test

Germinacny test sme robili pri 30 °C v 100 ml Erlenmayerovych bankach
obsahujicich 10 ml semisyntetického média s 2 9, glukézou, spéry plesni
(108/ml) a inhibitor v udanej koncentracii. Kli¢ivost spér sme sledovali mikro-
skopicky.

6. Urc¢enie zivotaschopnosti buniek

Bunky baktérif, kvasiniek a spér plesni po interakeii s inhibitorom v Gase
uvedenom vo vysledkoch sme premyli a vysiali na pevné semisyntetické mé-
dium s 2 9, glukézou. Po inkubdcii pri 30 °C sme v porovnani s kontrolou
stanovili podet vyrastenych baktérii, kvasiniek a vykli¢enych konidif. Rast
a klic¢ivost sme sledovali 3 az 12 dni.

7. Urcenie respirac¢nej rychlosti celych buniek

Spotreba kyslika premytych buniek sa stanovila polarograficky vibracnou
zlatou elektrédou v reakénej zmesi obsahujtcej v 2 ml: 50 mM glutarat dra-
selny, 10 mM KH,PO,, 100 mM KCl, 0,25 9, glukézu, 0,48 9, etanol, bunky
kvasiniek (1—4 mg susiny) a inhibitor, koneéné pH 4,3.

8. Priprava protoplastov a izoldcia mitochondrii kvasiniek

Bunky (1 g susiny) sme suspendovali v 20 ml 0,5 M merkaptoetanolu. do
ktorého sme pridali 0,1 M Tris-HCI pH 9,3 a inkubovali 5 min pri 30 “C.
Suspenziu sme centrifugovali 5 min pri 1500 g, bunky premyli 10 ml 1.5 M
sorbitolu a 1 mM EDTA v 10 mM citratovo-fosfatovom tlmivom roztoku pH
5,8 a napokon suspendovali v tom istom médiu na konetny objem 10 ml.
Dalej sme pridali 300 mg lyofilizovaného enzymového vytazku zo zalidkov
slimakov, suspendovaného v minimalnom objeme inkubacéného média a suspen-
ziu sme inkubovali pri 30 °C za obcasného miesania. Tvorbu protoplastov sme
sledovali diferencialnym pocitanim vzoriek riedenych vodou, resp. 1,5 M sorbi-
tolom. Po vytvoreni protoplastov sme suspenziu centrifugovali (10 min pri
1000 g) a protoplasty trikrat premyli 1,2 M sorbitolom v 2 mM EDTA pH 7,0
obsahujticom este 0,1 9, sérumalbuminu a centrifugovali vzdy pri 1600 g 10 min.

Pre izoliciu mitochondrii sme protoplasty (z 1 ¢ susiny) buniek kvasiniek
suspendovali v minimalnom objeme 1,2 M sorbitolu v 2 mM EDTA a zmieSali
s 10 ml 0,6 M sorbitolu v 1 mM EDTA pH 7.0. Suspenziu sme homogenizovali
8 s v ocelovom homogenizitore a potom centrifugovali pri 1500 g 10 min
Mitochondrie zo supernatantu sme izolovali centrifugéciou pri 8000 g 10 minut
a suspendovali v 4 ml homogeniza¢ného média. Suspenziu sme centrifugovali
5 min pri 1200 g, aby sa odstranili kontaminujice nerozbité protoplasty alebo
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zvysky bunkovych stien. Mitochondrie sme sedimentovali zo supernatantu
centrifugdciou pri 18 000 g 12 min. Povrch sedimentu sme jemne premyli
malym mnozstvom 0,8 M manitolu pH 7.0, do ktorého sa mitochondrie na-
koniec resuspendovali.

9. Detekcia lyzy protoplastov

Lyzu protoplastov kvasiniek, indukovant aminoxidmi sme merali sledova-
nim poklesu optickej hustoty suspenzie protoplastov v médiu obsahujicom
1,35 M sorbitolu, 1 mM EDTA a 10—40 . 10° protoplastov/ml. Konec¢né pH
7,0, teplota 25 °C.

10. Stanovenie rychlosti kvasenia

Anaerébnu glykolyzu kvasinkovych buniek v dusikovej atmosfére sme sta-
novili konvenénou manometrickou technikou pri 30 °C v 80 mM citratovo-
-fosfatovom tlmivom roztoku pH 4,3, obsahujicom 50 mM glukézu, bunky
kvasiniek (0,7 mg susiny) a inhibitor, ako je udané. :

11. Stanovenie respirac¢nej rychlosti izolovanych mitochondrii

Spotrebu kyslika sme merali polarograficky pri 30 °C v reakénom médiu,
ktorého 2 ml obsahovali 0,6 M manitolu, 20 mM KCI, 1,5 mM EDTA, 10 mM
Tris-maledtu, 10 mM fosforeénanu draselného, 0,25 mM ADP, mitochondrie
(1-—3 mg bielkovin), substrat a inhibitor, ako je udané. Koneéné pH 6,4.

12. Detekeia uvoelneného draslika

Bunky kvasiniek (8,5 mg susiny) vyrastenych do staciondrnej fazy sme
premyli trikrat deionizovanou vodou a predinkubovali 15 min v 10 ml 20 mM
glukézy. Po 10, resp. 20 min od pridania 4-dodecylmorfolin- N-oxidu sme vzorky
centrifugovali a supernatant analyzovali na obsah K+. Bunky sme premyli
demineralizovanou vodou, suspendovali v demineralizovanej vode a varili
vo vode 20 min. Po centrifugacii sme zmerali K+ v bunkovom extrakte. K*
sme urcili plamenovym fotometrom pouzijic KCI ako standard.

13. Detekcia uvolneného materialu absorbujiceho ultrafialové
lace

Premyté bunky kvasiniek (2.10% buniek/ml) sme inkubovali pri 30 °C
v pritomnosti rozliénych koncentracii aminoxidov. V uréenom ¢ase sme 2 ml
suspenzie odcentrifugovali 10 min pri 1600 g & mnozstvo materialu absorbu-
juceho v ultrafialovej oblasti v supernatante sme stanovili spektrofotometricky
pri 280 nm.

14. Stanovenie enzymovych aktivit

Aktivity glykolytickych enzymov sme urcili spektrofotometricky pri 366 nm

[11].
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Aktivitu ATPazy sme merali 6 min pri 30 °C v 1 ml reakénej zmesi obsahu-
jucej 10 mM KCI, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, 2 mM MgCl,, 4 mM ATP,
0,1 mg mitochondridlnych bielkovin a inhibitor, ako je udané. Konetné pH
9,5.

15. Stanovenie bielkovin

Mitochondridlne bielkoviny sme stanovili biuretom [12] po predchadzajicom
vyzrazani bielkovin 0,5 N HCIO,, ¢im sme odstranili sacharidy interferujice
s analyzou.

16. Stanovenie anorganického fosfatu
Anorganicky fosfat sme stanovili metédou podla Sumnera [13].
17. Chemikalie

Aminoxidy (¢istota 98,0—99,8 9,) pripravili z odpovedajucich tercidlnych
aminov oxidéciou s vodnym roztokom peroxidu vodika F. Devinsky a I. Lacko
(Farmaceutické fakulta Univerzity Komenského, Bratislava).

Oligomycin a N, N, N’, N’-tetrametyl-p-fenyléndiamin (TMPD) boli vyrobky
firmy Serva (Heidelberg, NSR), glykolytické enzymy firmy Boehringer
(Mannheim, NSR) a ostatné chemikéalie firmy Lachema (Brno).

Vysledky
1. Antibakteridlna a antifungalna aktivita 4-dodecylmorfolin-N-oxidu

Na stidium spdsobu Géinku nasytenych heterocyklickych alkylaminoxidov
za reprezentativnu zldéeninu sme vybrali 4-dodecylmorfolin-N-oxid. Vplyv
tohto aminoxidu na rast a metabolizmus mikroorganizmov kontaminujtcich
potravinarske suroviny a vyrobky [14] sme $tudovali pomocou prokaryotic-
kych, ako aj eukaryotickych typov buniek.

Tabulka 1 demonstruje schopnost 4-dodecylmorfolin-N-oxidu inhibovat
rast buniek rozliénych druhov baktérii (grampozitivnych, gramnegativnych,
sporulujucich, nesporulujtcich) na povrchu agarovych médii. Ukazalo sa,
ze antibakterialna G¢innost aminoxidu na minimalnom médiu je relativne vyssia
ako na semisyntetickom médiu. To pravdepodobne stvisi s adsorbciou inhi-
bitora na komponenty kvasnicového extraktu alebo pepténu v semisyntetic-
kom médiu. Z testovanych baktérii boli na inhibitny tcinok 4-dodecylmorfo-
lin-N-oxidu najcitlivejsie grampozitivne bunky Streptococcus faecalis.

Vplyv 4-dodecylmorfolin-N-oxidu na kli¢enie, postgerminacény vyvoj a pre-
zitie sme sledovali iba v pripade spér Bacillus cereus. Zistili sme, ze pri vzrasta-
jucich koncentracidch aminoxidu (0,5, 1,0 a 2,0 mM) sa rychlost klicenia spér
v tekutom glukézovom médiu znizovala, pricom sa celkové percento nevykli-
¢enych spér zvysovalo. Vegetativne bunky dvojhodinovi interakciu 4-dode-
cylmorfolin-N-oxidom (2 mM) neprezili. Na druhej strane zivotaschopnost
nevyklicenych spér B. cereus sa po 5-hodinovom té¢inku aminoxidu nezmenila.
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Tabulka 1. Inhibicia rastu baktérii 4-dodecylmorfolin-N-oxidom (300 ug) po 72-hod. rastu

pri 37 °C
Minimélne médium Semisyntetické médium

Mikroorganizmus

(Priemer z6ny inhibicie /mm)/)
Bacillus cereus 16 17
Bacillus subtilis 18 9
Streptococcus faecalis 37 29
Leuconostoc mesenteroides 18 10
Hscherichia coli N. T. 15
Proteus vulgaris 18 10
Salmonella typhimurium 12 N. T,

N. T. — netestované

Podobne tak rast bakteridlnych buniek, ako aj rast vlaknitych hab bol
inhibovany d¢inkom 4-dodecylmorfolin-N-oxidu. Aminoxid (300 pg) pridany
na povrch pevného Sabouraudovho média v Petriho miskach obsahujtcich
spéry inhiboval rast viacerych testovanych plesni. Vo vSetkych pripadoch sa
inhibicia rastu prejavila hladkou a priesvitnou agarovou zénou priemeru 7—17
mm. NajcitlivejS§ie na inhibiény 1¢inok 4-dodecylmorfolin-N-oxidu boli
Botrytis cinerea a Paecilomyces varioti (tab. 2).

Tabulka 2. Inhibicia rastu vlaknitych hub 4-dodecylmorfolin-N-oxidom (300 ug) po dvoch
tyzdnoch rastu pri 30 °C

Mikroorganizmus Priemer zény inhibicie (mm)
Aspergillus niger 7
Aspergillus oryzae 12
Penicillium dtalicum 8
Penicillium roqueforti 11
Penicillium cyclopium 8
Penicillium brevi-compactum 12
Mucor mucedo 13
Mucor racemosus 11
Botrytis cinerea 17
Neurospora crossa 8
Paecilomyces varioti 16
Rhizopus oryzae 10
Rhizopus nigricans 7

Vplyv 4-dodecylmorfolin-N-oxidu na kli¢enie a prezitie spér plesni sme testo-
vali s Aspergillus niger a Penicillium italicum. V tekutom semisyntetickom
médiu, do ktorého sme pridali 1 mM 4-dodecylmorfolin-N-oxidu, konidie
tychto plesni neboli schopné vyklicit a ich zivotnost klesala s ¢asom interakcie
(obr. 2). Za podmienok zabranujtcich. rastu (spéry suspendované vo vode)
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Obr. 2. Strata zivotaschopnosti konidii plesni po interakcii s 1 mM 4-dodecylmorfolin-
-N-oxidom. A — Aspergillus niger, B — Penicillium italicum.

bolo prezitie zasiahnutych spér trochu vyssie, ale po 24-hodinovej interakcii
vplyv aminoxidu bol opat fungicidny (1 9, prezitia).

2. Biologické membrany ako miesto té¢inku aminoxidov

Rast kvasiniek Saccharomyces cerevisiae v tekutom glukézovom médiu bol
aplne inhibovany 0,5 mM 4-dodecylmorfolin-N-oxidom. Aminoxid v niz&ich
koncentracidch (0,6—0,3 mM) sposoboval lag v rastovej krivke a mierne zni-
zoval rastové vytazky v stacionarnej fize (obr. 3). Za tychto podmienok sme
nepozorovali zvysenie tvorby respiracne-deficitnych mutantov testovanych
zalievacou technikou s trifenyltetrazéliumchloridom [15].

Stadiom vplyvu aminoxidu na energetické mechanizmy celych buniek
kvasiniek sme zistili, Ze 4-dodecylmorfolin-N-oxid je schopny tdplne inhibovat
anaerdbnu glykolyzu (obr. 4). Avsak na druhej strane reak¢né rychlosti niekto-
rych glykolytickych enzymov testovanych in vitro (aldolaza, glyceraldehyd-
-3-fosfatdehydrogenéza, fosfoglyceratkiniza, triézofosfat izomeraza, glycerol-
dehydrogenéza a laktatdehydrogendza) neboli vyznamne ovplyvnené 1 mM
4-dodecylmorfolin-N-oxidom.

Aj oxidacia glukézy kvasinkovymi bunkami (obr. 5) bola inhibovans 4-
-dodecylmorfolin-N-oxidom. Za pritomnosti 1 mM aminoxidu sme nepozoro-
vali spotrebu kyslika bunkami bez ohladu na to, ¢ substrdtom bola glukéza
alebo etanol. V silade s tymito zisteniami izolované kvasinkové mitochondrie
za pritomnosti aminoxidu neboli schopné oxidovat citrat, jantaran, TMPD -
+ askorbdt a ich ATPazové aktivita (tab. 3) bola inhibovand v podobnom
rozsahu ako s oligomycinom, ktory je znimym inhibitorom membranne viaza-
nej mitochondridlnej ATPazy [16].

Interakeia kvasinkovych buniek pocas 5 mintt s 0,5 mM 4-dodecylmorfolin-
-N-oxidom spésobila stratu ich zivotaschopnosti (prezitie 0 9,). Za podobnych
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Obr. 3. Vplyv 4-dodecylmorfolin-N-oxidu na rast kvasiniek S. cerevisiae v tekutom
semisyntetickom médiu s 0,5 9, glukézou. A — bez inhibitora, B — 0,05 mM aminoxid,
¢ — 0,2 mM aminoxid, D — 0,3 mM aminoxid, E — 0,5 mM aminoxid.
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Obr. 4. Vplyv dodecylmorfolin-N-oxidu na fermentdciu buniek kvasiniek. V ¢ase ozna-
Zenom Sipkou bol pridany aminoxid z bo¢ného ramena. Cisla pri krivkdch uddvaja
hodnoty ng A — bez inhibitora, B — 0,5 mM aminoxid, ¢ — 1,0 mM aminoxid.
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Obr. 5. Vplyv 4-dodecylmorfolin-N-oxidu na respira¢nt aktivitu buniek kvasiniek.

Tabulka 3. Vplyv 4-dodecylmorfolin-N-oxidu na respirdciu a aktivitu ATPazy izolovanych
mitochondrii kvaseniek

O
o

1,0 15 2.0
mM

Inhibitor

Vlastnosti

Aminoxid

0,1 mM
0,5 mM
1,0 mM
1,0 mM
1,0 mM

Aminoxid

0,2 mM

0,5 mM
Oligomycin

40 pg/mg bielkovin

Respirac¢na aktivita

substrat 9 inhibicie
10 mM citrat 0

10 mM citrat 88,1
10 mM citrat 100,0
10 mM jantaran 100,0

0,2 mM TMPD* + 3 askorbat 98,0
Aktivita ATPazy
(9 inhibicie)
39,0
69,0

71.5

* TMPD — N, N, N’, N’, tetrametyl-p-fenyléndiamin.

podmienok aminoxid sposobil vyrazné zmeny v permeabilite cytoplazmatickej
membrany kvasiniek, ¢o malo za nasledok rychlu stratu intracelularneho K+
(tab. 4). Rozsah vyplavenia K+ bol porovnatelny s rozsahom spdésobenym
candicidinom [17]. Bunky kvasiniek inkubované s aminoxidom (0,5—2,0 mM)
dlhsi ¢as (2—8 hodin) uvolnili aj latky absorbujice pri 280 nm, ¢o naznacuje

vézne poskodenie zasiahnutych buniek (obr. 6).
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Tabulka 4. Uvoltiovanie intraceluldrneho draslika z buniek kvasiniek v pritomnosti
4-dodecylmorfolin-N-oxidu

. Obsah K+ v bunkach (ug K/mg susiny)
Inhibitor
0 min 10 min l 20 min
_ 25,2 25,0 24,5
1 mM aminoxid 25,2 1,8 1,1
2 mM aminoxid 25,2 1,1 1,1
T T T T |
20 7
5
2T
> B
T
<10 -
")
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CAS (hod)
Obr. 6. Uvolnenie UV-absorbujticeho materidlu z buniek kvasiniek vplyvom 4-dodecyl-
morfolin-N-oxidu. A — 0,5 mM aminoxid, B — 2,0 mM aminoxid.

Rozrufenie S$truktiry membran aminoxidmi sa vyraznejsie prejavilo
s protoplastmi kvasiniek. Vplyv rozliénych koncentracii 4-dodecylmorfolin-N-
-oxidu na stabilitu protoplastov kvasiniek uvadza obr. 7. Zistili sme, ze rych-
lost a rozsah lyzy protoplastov st funkciou relativnej koncentricie aminoxidu.
Vadsie zmeny v rozsahu lyzy protoplastov sme pozorovali nad 0,5 mM kon-
centraciou aminoxidu, ¢o je dobrd zhoda s letalnymi koncentriciami 4-dode-
cylmorfolin-N-oxidu, zistenymi pre vegetativne bunky baktérii a kvasiniek.
Rychlost lyzy protoplastov spoésobenej aminoxidmi zavisela od teploty.
Cvtolytlcka aktivita 4-dodecylmortolin-N-oxidu (0,5 mM) pri 5 °C bola 55-krat
niziia ako pri 30 °C. Udaje cytolytickej aktivity 4-dodecylmorfolin-N-oxidu,
podlobene kinetickej analyze ‘(Arrheniusove krivky) ukazuja zlom v hnearne]
zévislosti cytolytickej aktivity od teploty pri 16—20 °C (obr. 8), ¢o moze byt
vo vztahu k tepelne indukovanym fazovym zmendm membrinovych lipidov
[18].

Indukované zmeny v $truktare biologickych membran vyvolané 4-dodecyl-
morfolin-N-oxidom sa zdaji byt takto primérne zodpovedné za antimikrébnu
aktivitu tohto aminoxidu. Ako sa ukazalo, tieto zmeny doprevadza zmena

BULLETIN XVIII/2—1979
18




permeability cytoplazmatickej membrany, inhibicia energetického metaboliz-
mu, lyza a usmrtenie buniek.

OPTICKA HUSTOTA

0 2 4 6 8 10
CAS  (min)

Obr. 7. Lyza osmoticky stabilizovanych protoplastov indukovanda rozli¢nymi koncentra-

iami 4-dodecylmorfolin-N-oxidu. Aminoxid bol pridany v ¢ase oznadenom sipkou.

A — kontrola, B — 0,1 mM aminoxid, C — 0,3 mM aminoxid, D — 0,5 mM aminoxid,
E — 0,7 mM aminoxid, F 1,0 mM aminoxid.
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1hr. 8. Arrheniova krivka cytolytickej aktivity 0,6 mM 4-dodecylmorfolin-N-oxidu.
Rychlost lyzy protoplastov sa vyjadrila ako A OD/min x 103,
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3. Vzajomny vztah medzi chemickou struktirou aminoxidov a ich antimikréb-
nou a cytolytickou aktivitou

Na doplnenie studii o spésobe tucinku, ako aj na zistenie nevyhnutnych
a rozhodujucich funkénych skupin, ovplyviiujicich aktivitu aminoxidov,
Studovali sme vzajomny vztah medzi Struktdrou a biologickou aktivitou
aminoxidov, a to v sérii 4-alkylmorfolin-N-oxidov, v ktorych alkylova skupina
obsahovala rozlitny pocet atémov uhlika, ako aj so skupinou struktirne odlis-
nych aminoxidov, obsahujuacich ten isty alkylovy retazec (obr. 1).
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Obr. 9. Zavislost antimikrobidlnej aktivity 4-alkylmorfin-N-oxidu od dizky retazca
hydrofébnej alkylovej skupiny. MIC — minimédlna koncentrdcia aminoxidu inhibujtca
rast buniek kvasiniek v semisyntetickom médiu.

Obrazok 9 ukazuje, ze antimikrébna aktivita vyjadrend ako minimélna
koncentracia aminoxidu, zabraliujica rastu kvasiniek v tekutom semisynte-
tickom médiu, zvySuje sa s rasticim alkylom, dosahujic maximum pre
4-hexadecylmorfolin-N-oxid. Vplyv 4-oktadecylmorfolin-N-oxidu bol o nieco
nizsi pravdepodobne v désledku jeho znizenej rozpustnosti vo vode. 4-alkyl-
morfolin-N-oxidy obsahujice alkylovy retazec kratsi nez C;, boli menej aé¢in-
né, s minimélnymi inhibi¢nymi koncentraciami vac¢simi nez 10 mM pre heptyl
a viac ako 40 mM pre hexyl a butyl. Kvalitativne podobné vysledky sme ziskali
aj pre homolégnu sériu 1-alkylpiperidin-N-oxidov.

Vplyv 4-alkylmorfolin-N-oxidov pri inhibicii rastu buniek odpovedal ich
cytolytickym aktivitdm, ktoré sa merali s protoplastmi kvasiniek. Opat
vyznacne nizsie cytolytické aktivity sme zistili pre aminoxidy obsahujtce
skupinu alkylu kratsiu ako C,,. Maximum aktivity sme stanovili pre 4-
-hexadecylmorfolin-N-oxid (tab. 5).

Obmena Struktiary heterocyklického kruhu testovanych aminoxidov uz
nemala taky prenikavy vplyv na zmenu ich aktivity. Na zaklade stadia vplyvu
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Tabulka 5. Zavislost cytolytickej aktivity 4-alkylmorfolin-N-oxidu od dizky retazca
hydrofébnej alkylovej skupiny

Amfnoxid Minimalna koncentricia indukujuca
; totalnu lyzu protoplastov kvasiniek (mM)
4-decylmorfolin-N-oxid 10,0
4-dodecylmorfolin-N-oxid 0,5
4-tetradecylmorfolin-N-oxid 0,15
4-hexadecylmorfolin-N-oxid 0,07

rozliénych koncentricii aminoxidov na rast buniek kvasiniek a lyzu ich proto-
plastov bolo mozné zostavit toto poradie aminoxidov podla ich rasttcich
aktivit: N, N-dimetyldodecylamin-N-oxid, 4-dodecylmorfolin-N-oxid, 1-dode-
cylpyrolidin-N-oxid, 1-dodecylpiperidin-N-oxid a 1-dodecylperhydroazepin-
-N-oxid (tab. 6).

Tieto vyslodky naznacuji, Ze biologickéd aktivita tebtov&nych aminoxidov
vyrazne zavisi od dlzky retazca hydrofébneho alkylu, pricom ju iba mierne
ovplyviiuju ostatné substituenty polarizovanej N—O skupiny

Tabulka 6. Biologickd aktivita rozliénych dodecylaminoxidov

Minimalne koncentrécie
Aminoxid inhibujtice rast buniek 111’(1ukuju?e
kvasiniek (mM) tatalau. Igue
R protoplastov (mM)
1-dodecylperhydroazepin-N-oxid 0,2 0,1
1-dodecylpiperidin-N-oxid 0,4 0,2
1-dodecylpyrolidin-N-oxid 0,4 0,3
4-dodecylmorfolin-N-oxid 0,4 0,5
N,N-dimetyldodecylamin-N-oxic 0,6 0,4

Diskusia

Vysledky prace demonstruji mnohé efekty niektorych nasytenych hetero-
cyklickych alkylamfinoxidov na rast a metabolizmus baktéri, v]“kmtycn hib
a kvasiniek. Vyplyva z nich, %e antimikrébna aktivita tychto aminoxidov
stvisi s ich interakeiou s biologickymi membrénami. Ako vysledok tejto inter-
akcie, ktord moéze byt limitovand bunkovou stenou mikrobidlnych spér, ako aj
niektorych vegetativnych buniek, menf sa $truktira a permeabilita bunkovych
membran a inhibuji sa procesy zavislé od membriny, ¢o nakoniee vedie k uhy-
nu buniek.

Tieto zavery silne podporuji i vysledky, demonstrujice aminoxidmi indu-
kované uvoltiovanie K+ z buniek kvasiniek, ako aj lyza osmoticky stabilizo-
vanych protoplastov kvasiniek. Strata intracelulirneho K+ moze viest k inhi-
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bicii glykolyzy a pravdepodobne aj inych procesov v bunke, ktoré zavisia
od energie, ¢o pozorovali Gale a spol. [19] s niektorymi latkami, ovplyviiuja-
cimi Struktiru membran. Poskodenie membranovych funkeii aminoxidmi sa
jasne demonstrovalo aj s izolovanymi mitochondriami kvasiniek. Je dobre
zndme, ze Struktira a funkcia mitochondrii velmi tesne navzajom stvisia.
Nezardza preto, ze po interakecii 4-dodecylmorfolin-N-oxidu s izolovanymi
mitochondriami kvasiniek, boli tieto organely neschopné oxidovat viaceré
substraty poskytujuce elektréony rozlicnym segmentom respira¢ného retazca
a aktivita ich ATPéazy bola silne inhibovana.

Pokusy korelovat chemickd struktdru aminoxidov s ich biologickymi
aktivitami ukazali, ze pritomnost vhodne dlhého retazca hydrofébneho alkylu
na polarizovanej N—O skupine je nevyhnutné pre antimikrébnu a cytolyticka
aktivitu tychto zliéenin. Aminoxidy obsahujtce tieto dve chemické skupiny,
st povrchovo aktivne a vykazuji v kyslych roztokoch kationoidni aktivitu
[2, 5]. Tieto vlastnosti ulah¢éuji absorbeiu a penetraciu amfifilnych molekil
aminoxidov do membréan, indukujic potom zmeny v ich molekularnej organi-
zacii, ¢o vedie k zmene permeability a osmotickej rovnovahy, zapri¢inujic
tak smrt buniek. Zmeny fyzikdlnych vlastnosti membran mézu zavisiet od
fazovych premien membranovych lipidov [20], ¢o by mohlo vyplyvat aj
z pozorovane]j zavislosti aminoxidmi indukovanej lyzy kvasinkovych proto-
plastov od teploty. Hoci sa vplyv 4-dodecylmorfolin-N-oxidu in vitro na akti-
vitu niektorych glykolytickych enzymov mnepozoroval, nemozno vylacit
moznost denaturujiceho a solubilizujiceho ucinku aminoxidov na niektoré
membranové bielkoviny.

Sthrn

Studovala sa antimikrébna "aktivita a spdsob w¢inku heterocyklickych
N- alk_') laminoxidov. Zistilo sa, Ze 4-dodecylmorfolin-N-oxid inhiboval dife-
rencidciu ako aj rast rozhcnych druhov baktérii, vlaknitych hib a kvasinky
S. cerevisiae. Utinok 4-dodecylmorfolin-N- oxidu na vegetativne bunky bak-
térif a hub bol letalny. Bunky kvasiniek S. cerevisiae po interakeii s 4-dodecyl-
morfolin-N-oxidom stratili intracelularny K+ a neboli schopné skvasovat ani
oxidovat glukézu. Izolované mitochondrie v pritomnosti 4-dodecylmorfolin-
-N-oxidu neoxidovali jantaran, citrat, TMPD + askorbat a ich ATPazova
aktivita bola silne inhibovana. Protoplasty kvasiniek v osmoticky stabilizo-
vanych médiach za pritomnosti rast inhibujtcich koncentracii 4-dodecyl-
morfolin-N-oxidu lyzovali. Rychlost lyzy protoplastov zavisela od teploty
a koncentracie pridaného 4-dodecylmorfolin-N-oxidu.

Vyraznd antimikrébnu aktivitu vykazovali aj derivaty aminoxidov struk-
tirou podobné 4-dodecylmorfolin-N-oxidu. V homoldgnej sérii 4-alkylmorfo-
lin-N-oxidov, obsahujicich alkylovy postranny retazec o rozlitnej dizke,
antimikrébna _a cytolytickd aktivita vzrastala s rastiicou dlzkou alkylu.
Kym zmena dlzky alkylu vyrazne vplyvala na biologickt aktivitu studovanych
aminoxidov, zmena struktiry heterocyklického kruhu sa uz tak vyrazne
neprejavovala. V sérii aminoxidov obsahujtcich rovnaky alkyl (C;,), anti-
mikrébna a cytolytické aktivita mierne vzrastali v poradi: 4-dodecylmorfolin-

BULLETIN XVIII/2—1979
22




-N-oxid, 1-dodecylpyrimidin-N-oxid, 1-dodecylpiperidin-N-oxid, 1-dodecyl-
perhydroazepin-N-oxid.

Ziskané vysledky indikujt, ze dezorganizdcia membranovych Struktur
mikroorganizmov po ich interakecii s aminoxidmi je primarne zodpovedna za
ich antimikrébnu aktivitu.
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Myoux, 0. — Tawrauena, I'.

Boxa ,LeIICTBI'I(—) TeTePONUKRIMICC KIMX ORMCEJIOB H-aJIRUJIaMITIOB Ha pOCT obmen
BeIecTB MHKPO()H&'U)IILIX RIIETOR

BoiBojin

Usyuasach  anTUMHKPOOHAA aKTHBHOCTH I BIUIAMIC T'eTCPOIUIKIIUCCKIX  OKHCEI0B
H-a/IRIVIAMUHOB. Y CTAHOBJIEHO, uT0  H-jojeruniMopgomimn-H-oruces nuruduposan jud-
epenmuamuio 1 pocr pa%uuuHux Bu10B Oawtepuil, GuoOposHEIX 1'pudOB I Jipos:Eell S. cere-
visiae. ,D;cmTBne 4-popermnmop@osn-H-orucesra Ha  BereTaTuBHLIE KIeTKH OarTepiii
u rpuboB Oburo sierasapHOe. Rierku jposskell S. cerevisiae 1ocje BzaumojeicTsus ¢ 4-
-pojierutMoponna-H-oRicesoM noTepsiin BHYTpURIeTounbll K 1 ge Obiin cnmoco0HBL HI
cOpasKuUBATL HI ORHCIATH IJIORO3Y. 1130/1HPOBaHHBIE MOTOXOHIpMH B HPUCYTCTBHH 4-
-nojermuamopQorna-H-oricesta He orucasa i cyenugar, murpar, TMPD - ackopbar u ux
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artusHocth ATP Opiia cuiapHO narudupoBasa. IIporommacTsr Jiposskell B 0CMOTHYECKM
cTa0M/IMB0BAHHBIX C¢pEJlaX B IPICYTCTBUM KOHIEHTPAIMIT 4-10/elnaMopoInH-0OKICeIa,
HErEOUPYIONIX POCT, JTH3HPOBail. CKOPOCTH /3B HPOTOILIACTOB 3aBICe/Ia OT TeMIepaTyphl
1 ROHMeHTparuu godariaensoro H-poxenniavopdomnn-H-okncerna.

SHAUMTE/ILHYIO aHTHMIKPOOHYIO aKTHBHOCTL O0HADYAUBAJII TAKKe HPOI3BOIHBIEC OKICE-
JIOB AMUHOB CTPYKTYPHO HOXO:KHX Ha 4-jojemumvoponun-H-okucesn. B romosorunyeckoi
cepi 4-aurRiMOpQo.tnH-H-0KICe/10B, cojepRaliix aTRII0BYI0 O0KOBYIO Lenb PasinyHoi
JUIMHBL, AHTHUMIKDPOOHAA I IMTOJUTHYECKAsI aKTUBHOCTL BO3pacTajga ¢ BO3pacTralomeil jm-
Hoii asikmira. ITora m3MeHeHIle JUTHHBL a/IKHJIA 3HAUNTEJBHO BJIMATO Ha OMOIOTMYECKYIO
AKTHBHOCTD 1I3YUaeMbIX OKICET0B AMIHOB, H3MEHEHUE CTPYRTYPhl FeTePOIIKINYeCKOT0 KOJIb-
Ia YiKe TaK BLIPA3NTE/IbHO HEe HPOABLIIOCL. B cepuum OKHCEI0B aMEHOB, COJepsKaIlux
ouHaROBLIT amKni(Cy,)aBETHMIKPOOHAA I ITO/INTHYeCKasd aKTUBHOCTD CJIeTKa BO3PacTaJIil
B 1OC/1€/[0BaTeILHOCTI: 4-j10te Mo pora-H-okucer, 1-gogemuimuppomanna-H-oxucer,
1-popermnminepuma-H-oruecs, 1-jgojzenuaneprujipoasenn-H-okmcer.

Homyuennsie pesyInTaThl NORA3LIBAIOT, YTO JIC30PLAMHBANMsg MeMOPAHHBIX CTPYRTYp
MILKPOOPIAIIZMOB [10C.1¢ B3AUMOICHCTBIS ¢ ORMCE/IAMI aMIHOB HCPBIYHO OTBETCTBCHHA 3a
HX AHTUMHKPOOHYIO aRTHBHOCTD.

Subik, J. — Takdcsova, G.

Effect of heterocyclic N-alkyl amine oxides on the growth and metabolism
of microbial cells

Summary

The antimicrobial activity and mode of action of heterocyclic N-alkyl amine oxides
has been studied. It was found that 4-dodecylmorpholine-N-oxide inhibited the dif-
forentiation and growth of different species of bacteria, filamentous fungi and of the
yeast S. cerevisiae.

For vegetative cells, the effect of 4-dodecylmorpholine-N-oxide was lethal. Cells of S.
cerevisiae, after interaction with 4-dodecylmorpholine-N-oxide, released intracellular K+
and were unable to oxidize or ferment glucose. The isolated mitochondria in the presence
of 4-dodecylmorpholine-N-oxide were not able to oxidize succinate, citrate, TMPD plus
ascorbate and their ATPase activity was strongly inhibited. 4-Dodecylmorpholine-N-
-oxide at growth inhibiting concentrations induced rapid lysis of osmotically stabilized
yveast protoplasts, with the rate of lysis a function of temperature and of amine oxide
concentration.

Derivatives of amine oxides structurally similar to 4-dodecylmorpholine-N-cxide also
exhibited significant antimicrobial activity. Antimicrobial and cytolytic activity in
homologous series of 4-alkylmorpholine-N-oxides was increasing with the chain length
of the side alkyl. While the biological activity of studied amine oxides was significantly
dependent on the length of the alkyl, the change in the structure of heterocycle only
moderately influenced it. In serie of amine oxides containing the same alkyl (Cy,) anti-
microbial and eytolytic activity was slightly increasing in the order: 4-dodecylmorpholine-
-N-oxide, 1-dodecylpyreolidine-N-oxide, 1-dodecylpiperidine-N-oxide, 1-dodecylperhyd-
roasepine-N-oxide.

The results indicate that dis nization of the membrane structure after interaction
of microorganisms with the tested amine oxides was primarily responsible for their
antimicropial activity.
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