Biochemické aspekty eytolytickej aktivity antimikrobne aktivnych
aminoxidov

G. TAKACSOVA — J. SUBIK

N-alkyl derivaty nasytenych heterocyklickych aminoxidov st biodegradabilné
neiénogénne amfifily [1, 2], ktoré maju vyraznu antimikrébnu aktivitu [3—5].
V §tadii, venovanej sposobu tcinku tychto relativne netoxickych zlic¢enin
[6] sa zistilo, Ze za ich antimikrébnu aktivitu je primarne zodpovedné dezorga-
nizécia membranovych strukttr, ku ktorej dochddza po interakcii s amin-
oxidmi. Téato aktivita znacne zdvisela od dlzky postranného retazca hydro-
fébneho alkylu a iba mierne ju ovplyvnili iné substituenty polarizovanej
N-oxid skupiny [3—5]. V tejto praci sa opisuje vplyv homolégnej série 4-
-alkylmorfolin-N-oxidov a niektorych inych aminoxidov s rovnakou dizkou
postranného retazca, ale rozlicnou zakladnou Struktdrou, na stabilitu cyto-
plazmatickych membrin Iudskych erytrocytov.

Material a metddy

Premyté Cervené krvinky sa pripravili riedenim Cerstvych erytrocytov
s 3 objemami schladeného 0,154 M-NaCl a centrifugovanim suspenzie pri
1000 g 10 min pri 0 °C. Ziskany sediment sa dvakrat premyl a vysledny sedi-
ment Gervenych krviniek sa zriedil na pévodny objem s 0,154 M-NaCl.

Hemolytickd aktivita sa merala v Standardnej inkubacénej zmesi pri 37 °C,
ktora obsahovala 0,154 M-NaCl, 10 mM Tris-HCI, erytrocyty (20—40 x 108
bunlek/ml a aminoxid (v uvedenej koncentricii), konetné pH 7,45. V udanom
tase alikvotna ¢ast zmesi sa centrifugovala pri 1000 g 2 min a stupeni hemolyzy
sa urcil stanovenim mnozstva uvolneného hemoglobinu v supernatante spektro-
fotometricky pri 573 nm [7]. Koncentracia hemoglobinu v supernatante po
lyze erytrocytov v 10 mM Tris-HCI, pH 7,45 bola 100 °) hemolyza. Ukonéenie
hemolyzy odpovedajicej tplnej lyze (bez turbidity) v standardnej inkubaénej
zmesi pri danej teplote sa zistilo volnym okom v skimavkéch rovnakej velkosti
pouzitim definovaného ¢ierno-bieleho pozadia pre pozorovanie [8].
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Vysledky a diskusia

Obrazok 1 zndzortiuje vplyv 4-dodecylmorfolin-N-oxidu na stabilitu mem-
bran Tudskych erytrocytov. Zistilo sa, ze pri nizsich koncentracidch aminoxidu
rychla hemolyza nasleduje az po ur¢itom case inkubéacie. Vyraznejsia hemolyza
sa zalina prejavovat v pritomnosti 0,6 mM aminoxidu (obr. 2), ¢o priblizne
zodpovedd minimalnej koncentricii 4-dodecylmorfolin-N-oxidu inhibujtcej
rast rozliénych mikrobidlnych buniek.
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Obr. 1. Vplyv inkubaéného ¢asu a kon- Obr. 2. Rozsah hemolyzy Iudskych
centricie 4-dodecylmorfolin-N-oxidu na erytrocytov ako funkeia koncentracie
hemolyzu Tudskych erytrocytov. Kon- 4-dodecylmorfolin-N-oxidu. Percento
centrdcia aminoxidu: A — 0—0,4 mM; uvolneného hemoglobinu sa stanovilo po
B—05mM; C— 0,6 mM; D — 0,7 1-hod. inkubdcii v pritomnosti amin-
mM; E — 0,8 mM; F — 0,9 mM; oxidu.

G — 1,0 mM.

Teplota vyznammne ovplyvnila hemolytickt aktivitu 4-dodecylmorfolin-
-N-oxidu. Na to, aby 1 mM aminoxid vyvolal Gplnt lyzu ¢ervenych krviniek
pri 0 °C, bol potrebny 60-krat dlhsi ¢as ako na uplnd lyzu pri 37 °C. Ziskané
tdaje z hemolytickej aktivity 4-dodecylmorfolin-N-oxidu analyzované Arrhe-
niovou kinetikou davaji krivku s fazovym prechodom pri 18°C (obr. 3).
Pretoze lipidy membran Iudskych erytrocytov podliehaji fazovému prechodu
pri 18—20 °C [9], mozno usudit, Ze zmeny vo fyzikalnom stave lipidickej fazy
membran erytrocytov po interakecii s aminoxidmi mézu byt velmi tizko spité
s mechanizmom aminoxidmi indukovanej hemolyzy.

Stidiom vzajomného vzfahu hemolytickej aktivity a chemickej struktary
aminoxidov sa zistilo, ze cytolyticka aktivita hemoldgnej série 4-alkylmorfolin-
-N-oxidov zavisi od dlzky hydrofébneho alkylu (cbr. 4). V skiimanej sérii
aminoxidov bol najaktivnejsi 4-hexadecylmorfolin-N-oxid. Aminoxidy s post-
rannymi alkylmi obsahujticimi 2—8 atémov uhlika boli iba velmi slabo hemo-
lytické. Mierne sa zvysila hemolyticka koncentracia 4-oktadecylmorfolin-N-
-oxidu, ¢o moze byt vysledkom nizsej rozpustnosti vo vode v porovnani
s aminoxidmi s kratsimi alkylovymi retazcami. V sérii aminoxidov, ktoré maji
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‘Obr. 3. Arrheniova krivka hemolytickej Obr. 4. Zivislost hemolytickej koncen-
aktivity 1 mM 4-dodecylmorfolin-N- tracie 4-alkylmorfolin-N-oxidov vyvold-
-oxidu. Hemolytickd aktivita pri udanej vajucich uplnti hemolyzu erytrocytov
teplote je vyjadrend ako recipro¢nd hod- na dizke retazca hydrofébneho alkylu.
nota éasu (min) potrebného na uplni he- Hemolyza sa stanovila pri teplote 37 °C
molyzu ndsobend faktorom 100. pocas 30-minutove] interakeie.

rovnaké postranné alkylové retazce (C,,), ale sa lisia strukttrou heterocyklov
(obr. 5), bolo takéto poradie v smere znizujlcej sa hemolytickej aktivity:
1-dodecylperhydroazepin-N-oxid, 1-dodecylpiperidin-N-oxid, 1-dodecylpyro-
lidin-N-oxid, 4-dodecylmorfolin-N-oxid a N,N-dimetyldodecylamin-N-oxid.
V tomto pripade vsak rolativne rozdiely v hemolytickych koncentracidch
aminoxidov neprekroéili faktor 3. Takto vseobecné vzéjomné vztahy medzi
hemolytlckou altivitou a chemickou struktirou aminoxidov si velmi podobné
vzidjomnym vztahom, ktoré sa pozorovali v pripade antimikrébnej aktivity
[4, 5] alebo akitnej toxicity u cicaveov [6].

Tieto vysledky demonstruji hemolytickd aktivitu niektorych heterocyklic—
kych N- edkvlannnomdov Hemolytické aktivita, ako aj neddvno popisand anti-
mikrébna aktivita [4] zavisia od teploty, IGI&tIVHGJ koncentricie a chemickej
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Obr. 5. Struktira aminoxidov: A — N,N-dimetyldodecylamin-N-oxid; B — 1-dodecyl-
pyrolidin-N-oxid; C — 1- dodecylp1per1d1n—l\7-ox1d D — 1-dodecylperhydroazepin-N-
-oxid; E — 4-dodecylmorfolin-N-oxid
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struktury aminoxidov. Je zrejmé, Ze v obidvoch pripadoch miestom téinku
tychto zlidenin si biologické membmny, ktoré po interakeii s aminoxidmi
podliehaji zmenam v mols kuldrnej organizacii, osmotickych a permeabilitnych
vlastnostiach.

Sthrn

Zistilo sa, ze antimikrébne aktivne alkylderivaty heterocyklickych amin-
oxidov maji vyraznt hemolyticki aktivitu. Rychlost a rozsah hemolyzy $tu-
dovanej 4-alkylmorfolin-N-oxidmi obsahujtcimi rozli¢ne dlhy uhlikovy retazec
sa zvysili s koncentrdciou aminoxidu, teplotou a dizkou homolégneho alkylu.

Maximum hemolytickej aktivity sa pozorovalo pri aminoxidoch s postran-
nym alkylovym retazcom obsahujicim 16 atémov uhlika. Pri rovnakom alkyle
(Cps) hemolytickd aktivita klesala v poradi heterocyklov: perhydroazepin,
piperidin a morfolin. Vysledky podporuji nézor, podla ktorého aminoxidmi
indukovani dezorganizacia membranovej Struktdry je pri¢inou ich antimik-
rébnej a cytolytickej aktivity.
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BroxmMuuecxme acmeRThl MHTOJNTHYCCKON AKTUBHOCTH AHTIMITK pO6HO
AKTUBHBIX aMMUHOOKCHIOB

BriBo b

BLLto ompejesieHo, uTo aHTUMHKPOOHLIC aKTHBILIC aJIRIJIITPON3BOHLIC TeTepOINKINIec-
KUX aMHIHOOKCIHJIOB IIPOSIBJIAIOT BLIPA3UTEILHYIO I'eMOTHTHUCCKYIO aKTHBHOCTH. CROpPOCTH
U MHTEPBAIT TeMOJIN3BL MCCAe0BaHbl ¢ 4-aaKuaMop(osna-H-0KnceaaMin, 3aRII0YalonmMI
YLJIEPO;HbIIL Helh PAasHoll JUIMHEL NOBLIIIIINCE ¢ KOHIEHTpaILeil aMImooKenj1a, TeMiepary-
POIl M JUINHOIT TOMOJIOTHYECKOTO aJIKUIIA. Ma}\onMyM TeMOJIUTIYCCKOH AKTUBHOCTH HaOII0-
JAI0CHh B Cllydae aMIHOOKCIIOB ¢ MOOOYHON aXKUIHOI Tenbio 3awriioualoneii 16 aromon
yraepopa. B cayuae opumaroBoro amrmna (Cpy) reMosmmtydeckasd aKTHBHOCTEL IIOHIMATIACH
B HOCJIE0BATE/ILHOCTIL TeTePOIMKIOB: NepTUIpOaseriiy, MIIe PN, PO {IH, MOP(OIIH.
Ha ocmose Pe3y IbTaToB Mbl HPHILTH K 3aKIOUCHIIO, YTO aMIHOOKCHIMII HHHIMHPOBAHHA
7e30praHusalyiss MeMOPaHHOI CTPYRTYPb ABJIACTCA HPUUYMHOI aHTHMHKPOOHOI I IMTOJIH-
THYECRKROII aKTHUBHOCTH.
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Biochemical aspects of eytolytic activity of antimicrobially active amine oxides
Summary

Antimicrobially active derivatives of heterocyclic N-alkyl amine oxides were found
to be hemolytic. The rate and the extent of hemolysis, studied by 4-alkylmorpholine-
-N-oxides containing alkyl chain of different length, was increasing with amine oxide
concentration, temperature and with the length of homologous alkyl. The maximum of
hemolytic activity was observed with alkyl chain containing 16 carbon atoms. At the same
alkyl (C,,) the hemolytic activity was decreasing in order of heterocycles: perhydroasepine
piperidine, pyrrolidine and morpholine. The results are in agreement with the conception
according to which the antimicrobial and cytolytic activity of amine oxides is based on
a change in the organization and function of cell membranes.
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