
Biochemick6 aspekty cytolytickej aktivity
amlnoxiilov

antimikr6hne aktivnych

c. rexAcsovA - .r. Sueix

.lfl-alkyl derivri,ty nasj.tenyich heterocyklickl;?ch aminoxidov sri biodegradabiln6
nei6nog6nne amfifily p, 21, ktor6 majrt.v!,raznri antimikrdbnu aktivitu [3-5].
V Stfdii, vonovanej sp6sobu ridinku tfchto relativne netoxickych zhidenin
f6l sa zistilo , i,e za ich antimikrdbnu aktivitu je primr{rne zodpovednd dezorga-
nizitcia membrrinovych Struktrir, ku ktorej -dochidza po interakcii s amin-
oxidmi. T6to aktivita znaine zr{visela od dlZky postrann6ho retazca hydro-
f6bneho alkylu a iba mierne ju ovplyvnili in6 substituonty polarizovanej
-l[-oxid. skupiny [3 5]. V tejto pr6ci sa opisuje vplyv homol6gnej s6ne 4-
-alkylmorfolin--0[-oxidov a niektor;fch infch aminoxidov s rovnakou diZkou
postra,nn6ho ref,azca, ale rozlibnou zd,kladnou Struktrirou, na stabilitu cy.to-
plazmatick;fch membr6,n ludsk;ich er;rtroc;rtov.

Materid,l a metddy

Premyt6 derven6 krvinky sa pripravili riedenim derstvJ?ch er;trocr-tov
s 3 objemami schladen6ho 0,154 M-NaCl a centrifugovanim suspenzie pri
1000 g l0 min pri 0'C. Ziskanf,sediment sa dvakr6,t premyl a vyslednj- sedi-
ment derven;ich krviniek sa zriedil na p6vodn;f objem s 0,154 II-NaCl.

Hemolytick6 aktivita sa merala v Standardnoj inkubadnej zmesi pri 37 "C,
ktorri, obsahovala 0,154 M-NaCl, I0 mM Tris-IICl, erytroo-ty (20-40 X 106
buniek/ml) a aminoxid (v uvedenej koncontrdcii), konedn6 pH 7,45. \i udanom
6ase alikvotnri, dast zmesi sa centrifugovala pri f 000 g 2 min a stupei. bemol,izy
sa.urdil stanovenim mnoZstva uvolhen6ho hemoglobinrl lr srlpernatante spektro-
fotometricky pri 573 nm [7]. Koncentrd,cia hemoglobinu v supernatante po
llfze ery4rocytov v l0 mM Tris-HCl, pH 7,45 bola 100 o,.i hemolfza. Ilkondenie
hemolS?zy odpovedajricej riplnej lj,ze (bez turbidit-;) v Standardnej inkubadnej
zmesi pri danej teplote sa zistilo volnyim okom v skfmavkS,ch rovnakej velkosti
pouZitrm definovan6ho dierno-bieleho pozadia pre pozoror-anie [8].
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Vlisledky a diskusia

Obr6zok I znA,zoriujo vplyv 4-dodecylmorfolin--lfi-oxidu na stabilitu mern-
br6n Iudskfch erytrocytov. Zistilo sa, Ze pri niZBich koncentrS,cidch amlnoxidu
rychla hemo\fza nasloduje aZ po urditom dase inkubr{,cio. Vlfraznej$ia hemoliza
sa zadina projavovat v prltomnosti 0,6 mM aminoxidu (obr. 2), 6o pribliZne
zodpoved6 minimr4lnej koncontrricii 4-dodecylmorfolin-.1fl-oxidu inhibujricej
rast rozlidnlich mikrobirf,,lnych buniek.
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Obr. l. Vplyv inkubadn6ho dasu a kon-
centnicie 4-dodocylrnorfolin-N-oxidu na
hemolyizu ludskly'ch er;rtrocytov. I(on-
centrdeia arnfnoxidu: A 

- 
0-0,4 rrM;

B 
- 0,5 rnlVl; C - 0,6 mM; D 

- 
0,7

mM; E-0,8mM; F-0,9mM;
G- 1,0 mM.
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Obr. 2. Rozsa,h hemollizy ludsklich
erytrocytov a,ko funkcia koncentni,cie
4-dodecylrnorfolfn--Al-oxidu. Percento
uvolnon6ho hemoglobinu sa stanovilo po
l-hod. inkubri,cii v pritomnosti amfn-

oxidu.

Teplota v;lznamno ovplyvnila hemolytickri aktivitu 4-dodecylmorfolin-
-ff-oxidu. Na to, aby I mM aminoxid vyvolal riplnri {fzu dervenfch krviniek
pri 0 oC, bol potrebnf 60-kr6t dlh$i das ako na riplnfr lfzu pri 37 'C. Ziskan6
ridaje z hemolytickej aktivity 4-dodecylmorfolin-.0y'-oxidu analyzovan6 A:rhe-
nioyou kinetikou drivajrf, krivku s fr{,zov1im prechodom pri lS'C (obr. 3).
PretoZe lipidy membrdn ludskfch erytroc;,4ov podliehajri fitzov|ma prechodu
pri t8-20 "C l9], m.oZno usfdit, io zmeny vo fyzikrilnom stave lipidickej fri,zy
membr6n erytroc5rtov po intorakcii s aminoxidmi mdZu bylB velmi rizko spiit6
s mechanizmom aminoxidmi indukovanej homolfzy.

Stridiom vzrijomn6ho vztahu hemolyti-ckej aklivity a chemickej Struktury
aminoxidov sa zistilo, ie cytoly-tick6, aktivita hemol6gnej s6rie 4-alkylmorfolin-
-.l[-oxidov z6,visi od dlZky hydrof6bneho alkylu (obr.  ). V skrimanej s6rii
aminoxidov bol najaktivnej5i 4-hexadocylmorfolin--lfl-oxid. Aminoxidy s post-
rannymi alky"lmi obsahujricimi 2-8 at6mov uhlika boli iba velmi slabo hemo-
lytick6. Mierne sa zvfdila hemoly4ickd, koncentrhcia 4-oktadecylmorfolin-.lI-
-oxidu, 6o m6Ze byt vlisledkom nii5ej rozpustnosti vo vodo v porovnani
s aminoxidmi s kratBimi alkylov;;?rni retazcami. V s6rii aminoxidov, ktor6 majri
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Obr. 4. Zrivislost hemolytickej koncen-
trricie 4-alkvlmorfolin-N-oxidov w5rvol6-
vajriclch rlilnri hemol;izu erybrdcytov
na dlZke rel,a,zca hydrof6bneho alkylu.
Ilemolyiza sa stanovila pri teplote 37 oC

podas 3O-minrltovej interakcie.
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Obr. 3. Arrheniova krivka hemolybickej
aktivitv I mM 4-dodecvlmorfolin-N-
-oxid.u." Ilemolytickri aktiviia pri udanej
teplote je wyjadrend, ako reciprodnd, h9d-
nota 6asu (min) potrebn6ho na iplnrl he-

mol;fzu nrisobenri, faktorom 100.

rovnak6 postrann6 alkylov6 retazce (Crr), ale sa liBia Struktrirou hetorocyklov
(obr.5), bolo tak6to poradie v smere zniiujricej sa hemol;rtickej aktivity:
l-dodecylperhydroazepin-Iv--oxid, 1-dodec;'lpiperidin-1[-oxid, 1-dodecylpyro-
lidin--lf-oxid, 4-dodecylmorfolin--l/-oxid a N,-Nr-dimetyldodecylamin-.1f-oxid.
V tomto pripade v5ak relativne rozdiely v hemoly'tick;fch koncontr6,cir4,ch
aminoxidov neprekrodili faktor 3. Takto vleobecn6 vz6,jomn6 vzlahy medzi
hemolytickou aktivitou a chemickou $truktrirou aminoxidov sri velmi podobn6
vzr4jomn)im vzdahom, ktor6 sa pozorovali v pripade antimikr6bnej aktivity
[4, 5] alebo akritnoj toxicity u cicavcov [6].- Tieto vfsledky demon$trujri hemol;,4ickri aktivitu niektorlfch heterocyklic-
k;ich.l/-alkylaminoxidov. Hemoly4ickS, aktivita, ako aj ned6,vno popisan6, anti-
mikr6bna aktivita [4-1 z6,visia od teploty, rolativnej koncentrricie a chemickej
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Biochemical aspects of c;'tolytic activity of antimicrobially active amine oxides

Surnmary

Antimicrobially active derivatives of heterocyclic N-alkyl amine oxides were found
to be hemol;rbic.-The rate and the extent of hemolysis, studied by 4-alkylmorpholine-
-N-oxides cdntaining alkyl chain of different length, was increas-ing with amine oxide
concontration, temperature and with the length of homologous a,lkyl. The maximum of
hemolytic activity was observed with alkyl chain containing 16 carbon atoms. At the samo
akyl 1brn1 the heirolytic activity was decieasing in order ofaeterocycles: perhydroasepine
pip-eridiirb, pwrolidine and morpholine. The results are in agreement with the conception
i,cbording to-which the antimicrobial and cytolybic activity of a nine oxides is ba'sed on
a change in the organization and function of cell membranes.
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