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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Czwartorzgdowe sole amoniowe (CSA), zwlaszcza te o charakterze kationowych surfaktantéw sa
stosowane jako antybakteryjne i antygrzybowe dezynfektanty. CSA dziataja rowniez na wirusy
z otoczka lipidowa, wtaczajac HIV (human immunodeficiency virus) i HBV (hepatitis B virus),
ale nie dzialaja na wirusy bez otoczki lipidowej. Zwiazki te maja szerokie zastosowanie w go-
spodarstwie domowym (szampony, odzywki do wtoséw), w rolnictwie (fungicydy, pestycydy,
insektycydy), w ochronie zdrowia (leki) oraz w przemysle (biocydy, sSrodki antykorozyjne).

Stosowanie czwartorzgdowych soli amoniowych na szeroka skalg, jako dezynfektantéw dopro-
wadzito do rozwoju opornosci mikroorganizméw na te zwiazki. Staphylococcus aureus zawie-
ra plazmid niosacy geny (gacA i gacB) kodujace opornos¢ na czwartorzedowe zwiazki amonio-
we i akryflawing. Biatka blonowe QacA i QacB (tzw. pompy efflux) nadaja wieloraka opornosé
przez usuwanie zwiazkow z komorki.
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Summary

Quaternary ammonium salts (QASs), especially those of cationic surfactant character, are applied
as antibacterial and antifungal disinfectants. QASs affect lipid-enveloped viruses, including hu-
man immunodeficiency virus (HIV) and hepatitis B virus (HBV), but not non-enveloped viru-
ses. These compounds are extensively used in domestic (as ingredients of shampoos, hair con-
ditioners), agricultural (as fungicides, pesticides, insecticides), healthcare (as medications), and
industrial applications (as biocides, fabric softeners, corrosion inhibitors). The extensive use of
quaternary ammonium disinfectants in recent years has led to the development of resistance in
microorganisms to these drugs. Thus Staphylococcus aureus strains contain the plasmid-carrying
genes gacA and gacB encoding resistance to quaternary ammonium compounds and acriflavine.
The membrane proteins QacA and QacB confer multidrug resistance by exporting the compo-
und by the proton motive force which is generated by the transmembrane electrochemical proton
gradient.

quaternary ammonium salt ¢ resistant ¢ surfactant « Saccharomyces cerevisiae

* Praca czgsciowo finansowana z grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr N N303 068 534.

201



Postepy Hig Med Dosw (online), 2010; tom 64: 201-211

Full-text PDF: http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=908991
Word count: 3715
Tables: -
Figures: 5

References: 92

Adres autorki:

dr Ewa Obtak, Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytet Wroctawski, ul. Przybyszewskiego 63/77,

51-148 Wroctaw, e-mail: ewa.oblak@micro.uni.wroc.pl

1. CzwaRTORZEDOWE SOLE AMONIOWE (CSA)

Czwartorzgdowe sole amoniowe (CSA) wykazuja dziata-
nie bakteriobdjcze i grzybobdjcze, sa stosowane, na sze-
roka skalg, jako srodki dezynfekcyjne. Diugotrwate ich
stosowanie spowodowato powstanie opornosci na te zwiaz-
ki wsréd szczepoéw bakteryjnych, jak rowniez grzybow.
Bezposrednia przyczyna opornosci mikroorganizméw na
réznego rodzaju zwiazki jest obecnos¢ i ekspresja odpo-
wiednich genéw w komoérce o lokalizacji chromosomal-
nej badZ plazmidowej [23,50].

Aby zwalczy¢ problem opornosci wsrdéd mikroorganizméw
prowadzone sg intensywne badania nad synteza nowych
skutecznie dziatajacych dezynfektantéw. Racjonalne szu-
kanie srodkéw biologicznie czynnych polega na takim pro-
jektowaniu struktury zwiazku, aby oddziatywat on z wy-
branym receptorem biologicznym. Struktury komdrkowe
najbardziej eksponowane na dziatanie zwiazkéw chemicz-
nych to btony komérkowe, a zwlaszcza plazmalemma.

Szczegdlnie silnie oddziatywaja z btong substancje o cha-
rakterze amfifilowym. Do tej grupy zwiazkéw mozna zali-
czy¢ czwartorzgdowe sole amoniowe. CSA sa to pochod-
ne jonu amoniowego. Biologicznie czynne CSA stanowia
grupe zwiazkow amfifilowych o ogélnym wzorze (ryc. 1),
gdzie podstawnik R4 stanowi dugi taricuch alkilowy o r6z-
nej liczbie atoméw wegla, a R, R,, R, to m.in. grupy alki-
lowe: nasycone, nienasycone, rozgal¢zione lub nierozgate-
zione, cykliczne lub acykliczne [64]. Dodatnio natadowany
atom azotu wraz z grupami alkilowymi stanowi hydrofi-
lowa czes$¢ zwiazku, natomiast taricuch alkilowy o réz-
nej liczbie atoméw wegla jest jego czgscia hydrofobowa.

Amfifilowos$¢ umozliwia tym zwiazkom wchodzenie w reak-
cje z lipidowa czgscia blony komoérkowej i przez zaktdcanie
jej funkcji, CSA moga posrednio wptywac na aktywnos¢ en-
zymow, ktore biora udzial w transporcie przez dwuwarstwe
lipidowa [5,10]. Czwartorzedowe sole amoniowe, jako katio-
nowe surfaktanty, sa szeroko wykorzystywane w wielu dzie-
dzinach przemystu (chemicznym, kosmetycznym, drzewnym
— jako srodki do ptukania, szampony, odzywki do wtoséw, bio-
cydy), rolnictwie, lesnictwie (pestycydy, fungicydy, insekty-
cydy), medycynie (Srodki dezynfekcyjne, leki) [32,44,73,89].

Czwartorzgdowe sole amoniowe ze wzgledu na budowe
strukturalng, mozemy podzieli¢ na kilka klas [64]: pochod-
ne alifatyczne (np. glicynobetaina, charanina, antopleury-
na); pochodne pirydyny (np. homaryna, trigonellina); po-
chodne pyrrolidynowe (np. faskoplazyna, stachydryna);
pochodne indolu (np. bromgramina); pochodne imidazo-
lu (np. zooanemonina); pochodne puryny (np. herbipoli-
na); pochodne benzenu (np. kandycyna).

[Ri R R3] N"Ry X

Ryc. 1. Struktura chemiczna czwartorzedowych soli amoniowych (CSA);
R, — dtugi hydrofobowy taricuch alkilowy o réznej liczbie atoméw
wegla, R, R, R, — grupy alkilowe, X~ — anion chlorkowy lub
bromkowy
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Ryc. 2. Struktura chemiczna karnityny
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1.1. Czwartorzedowe sole amoniowe naturalnie
wystepujace w przyrodzie

Wystepujace w przyrodzie czwartorzgdowe sole amonio-
we (CSA) tworza klasg ponad 100 poznanych metabolitéw
[64]. Charakteryzuja si¢ one szerokim zakresem wystgpo-
wania: od bakterii, poprzez glony, grzyby, rosliny, bezkre-
gowce az do krggowcdw, a takze réznorodnoscia rol, ja-
kie spetniaja. Przypuszcza sig, ze organizmy syntetyzuja
te substancje w celu lepszego przystosowania si¢ do wa-
runkéw Srodowiska np. zasolenia, nagtych zmian tempe-
ratury. I tak np. u bakterii Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium i Klebsiella pneumoniae wykryto obecnos¢
glicynobetainy, ktéra pozwala im przetrwac¢ w Srodowisku,
kiedy wzrasta jego zasolenie [9,87,90]. Natomiast u sym-
bionta brodawek korzeniowych, Rhizobium meliloti, glicy-
nobetaina ma dwie funkcje: przy matej osmolarnosci sro-
dowiska zuzywana jest jako pozywienie, natomiast gdy
wzrasta stres osmotyczny, petni funkcje ochronne [48,82].
Obecnos¢ glicynobetainy stwierdzono u wigkszosci bez-
kregowcow, gdzie oprdcz tolerancji osmotycznej, chroni
przed niska temperatura. Czwartorzgdowe sole ammonio-
we biora takze udziat w transporcie i metabolizmie lipidéw
— 1 tak karnityna (ryc. 2) ma zdolnos$¢ przenoszenia kwa-
séw ttuszczowych przez wewngtrzng btong mitochondrial-
ng oraz wptywa na cytoplazmatyczna koncentracje acety-
lo-CoA [3,77].

Niektore z CSA sa Zrédlem wegla, azotu np. butyrobetaina
u Agrobacterium sp. [52]. Ponadto stanowia one rezerwu-
ar grup metylowych, takich jak homaryna u skorupiakéw
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[51]. Homaryna réwniez bierze udziat w adaptacji osmo-
tycznej morskich glonéw, hamuje metamorfoze¢ niektérych
bezkregowcow ze stanu larwalnego do postaci dorostej [13].
Czwartorz¢dowe sole amoniowe (np. trigonellina) reduku-
ja st¢zenie cholesterolu we krwi szczuréw [1] i hamuja roz-
wdj leukemii [2]. Jeszcze inne CSA (bromogramina) moga
hamowa¢ mitotyczne podzialy komérkowe [76] lub spet-
nia¢ funkcje antybiotyku (charamina) [4]. Niektore z nich
sq inhibitorami Na* i K*-ATP-azy [3]. Wreszcie sa wsréd
nich tez substancje (faskaplazyna) wykazujace wlasciwosci
bakteriobdjcze i cytotoksyczne [70]. Powyzsze przykiady sa
dowodem, ze czwartorzgdowe sole amoniowe o réznej SwWo-
istej budowie strukturalnej petnia bardzo réznorodne funk-
cje fizjologiczne w wielu procesach zywych organizméw.

1.2. Wlasnosci syntetycznych czwartorzedowych soli
amoniowych

Duza réznorodnos¢ budowy czwartorzedowych soli amonio-
wych (CSA) i petnionych przez nie funkcji w zywych orga-
nizmach, przyczynita si¢ do intensywnych badar nad syn-
tetyzowaniem nowych tego typu zwiazkéw o specyficznej,
Scisle okreslonej budowie chemicznej, w nadziei ich wyko-
rzystania w roznych dziedzinach. Juz Jacobs, Heidelberger
i Amoss [64] uzyskali wiele r6znych CSA o wiasciwosciach
bakteriobdjczych. Jednak silne bakteriobdjcze dziatanie
czwartorzedowych soli amoniowych o dtugim hydrofobo-
wym laficuchu alkilowym ujawnit Domagk [14].

Amfifilowy charakter CSA przyczynit si¢ do badani nad
dziataniem tych zwigzkéw na modelowe btony lipidowe
[6,38,39] i btony biologiczne [36]. Badania te wykonywa-
ne na sztucznych btonach lipidowych wykazaty, ze aktyw-
nos¢ CSA zalezy od dtugosci hydrofobowego taiicucha al-
kilowego, ktéry penetruje wnetrze hydrofobowe blony oraz
od rozmiaréw czg¢sci polarnej czasteczki [38]. Wykazano,
ze czwartorzedowe sole amoniowe o budowie amfifilowe;j
zwigkszaja ptynnos¢ hydrofobowego wnetrza btony [84].
Wyniki tych badan zostaly potwierdzone na btonach biolo-
gicznych. Wykazano, ze dtugos¢ tanicucha alkilowego ma
Scisty zwiazek z poziomem aktywnosci czwartorzgdowych
soli amoniowych. Te CSA, ktére maja 10—12 atoméw wegla
w tadcuchu alkilowym, wykazuja najwyzsza aktywnosc¢.
Aktywnos¢ ich spada wraz ze wzrostem dtugosci taricu-
cha alkilowego powyzej 12 atoméw wegla (14-16), a tak-
ze ponizej 10 atoméw wegla [57]. Bakteriobdjczy wptyw
tych zwiazkéw zalezy réwniez od ich liofilowosci — sole
o obnizonej sktonnosci do rozpuszczania si¢ w tluszczach
charakteryzuja si¢ obnizong aktywnoscia, gtdwnie wobec
bakterii Gram-dodatnich [80].

W niskich stezeniach CSA wystepuja w postaci mono-
meréw natomiast, gdy ich stezenie wzrasta tworza mice-
le [38]. Zar6wno monomery, jak i formy micelarne maja
zdolnos¢ oddziatywania z btona [71,72], jednak w lipido-
wa dwuwarstwe wbudowuja si¢ wytacznie monomery [45].
Duzy wptyw na ich aktywnos$¢ moze mie¢ tez pH, tempe-
ratura oraz st¢zenie innych jonéw [46,53].

Stwierdzono réwniez, ze wraz ze wzrostem stezenia zwiaz-
kéw wystgpowato zwigkszenie efektu ich dzialania nie
tylko na btony modelowe, ale réwniez na obiekty biolo-
giczne. Male stgzenia CSA dziatajg bardziej swoiscie na
okreslone domeny biatka. Helenius i Simons [28] sugeruja,

ze przytaczenie si¢ substancji o budowie amfifilowej do
swoistych miejsc wywotuje w biatku zmiany konforma-
cyjne i moze odstoni¢ nowe miejsca o powinowactwie
do tych zwiazkéw. Natomiast duze stgzenia tych substan-
cji moga powodowaé denaturacje biatka [40] lub tez cza-
steczki biatka moga by¢ oddzielane i wtaczone do miceli
detergentéw, co zaburza pierwotne utozenie biatek w blo-
nie. CSA wykazuja wigc duza reaktywnos¢ wzgledem na-
turalnych biologicznych struktur btonowych; moga wpty-
waé na ptynnos¢ dwuwarstwy fosfolipidowej, zaburzad
swoiste oddzialywania hydrofobowe i elektrostatyczne
migdzy biatkami btonowymi i lipidami oraz moga zmie-
nia¢ symetri¢ utozenia lipidéw [8]. Dziatajac na enzymy
btonowe zwiazki te moga powodowac ich inhibicj¢ przez
wyptukiwanie lipidu, ktérego obecnos¢ jest niezbedna
do prawidtowego funkcjonowania enzymu lub go inakty-
wowac rozrywajac stabe wigzania migdzy podjednostka-
mi enzyméw oligomerycznych, takimi jak ATP-aza mito-
chondrialna czy ATP-aza wakuolarna. Udowodniono, ze
catkowita delipidacja H*-ATP-azy btony plazmatycznej
u Saccharomyces cerevisiae, doprowadza do inaktywa-
cji tego enzymu [17,78]. Do prawidlowego funkcjonowa-
nia ATP-aza typu P wymaga obecnosci lipidéw zawiera-
jacych tadunek ujemny w cze¢sci hydrofilowej czasteczki
oraz nieuszkodzonych taricuchéw kwaséw tluszczowych
w jej czeSci hydrofobowej (warunki te spetniajq fosfatydy-
loinozytol (PI) i fosfatydyloglicerol (PG)), a takze obec-
nosci ergosterolu [86]. Obecnos¢ w blonie biologicznej
zwigzku amfifilowego o dodatnio natadowanej czesci hy-
drofilowej czasteczki, wydaje si¢ wplywaé inhibicyjnie
na aktywnos$¢ biatek btony komérkowej: H*-ATP-aze bto-
ny komérkowej i ogélna permeaze aminokwasowa GAP
[41,42,55,88]. Tak wigc mate stezenia czwartorzedowych
soli amoniowych moga powodowaé zmiang wlasciwosci
biatek, natomiast duze st¢zenia CSA prowadza do roz-
puszczenia biatek i lipidéw, co powoduje destrukcje¢ bton.

Wyniki badan nad dziataniem czwartorzgdowych soli
amoniowych na btony biologiczne, oprécz wartosci po-
znawczych, moga mie¢ réwniez znaczenie aplikacyjne.
Wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania biologicznie czyn-
nych czwartorzgdowych soli amoniowych do zwalczania
szkodliwych drobnoustrojéw. Poznanie natomiast mecha-
nizmu ich dziatania moze prowadzi¢ do racjonalnej syn-
tezy nowych zwigzkéw tego typu z mozliwoscia wyko-
rzystania ich w medycynie, rolnictwie, lesnictwie i wielu
innych dziedzinach gospodarki.

1.3. Zastosowanie czwartorzedowych soli amoniowych

Kationowe detergenty, jakimi sa czwartorzegdowe sole amo-
niowe (CSA), odznaczaja si¢ duza aktywnoscia powierzch-
niowa. Zwiazki te maja zdolnos¢ tatwej dysocjacji w wo-
dzie, w wyniku ktérej powstaja dodatnio natadowane jony
kompleksowe i ujemnie natadowane jony chlorowca (do
dezynfekcji bowiem dobiera si¢ Srodki zawierajace chlo-
rowiec — chlor lub brom, poniewaz wzmaga on czynnos¢
bakteriobdjcza). Grupa kationowa nadaje tym zwiazkom
duza aktywno$¢ powierzchniowa (zdolnos¢ obnizania na-
piecia powierzchniowego). Mechanizm takiego oddziaty-
wania utatwia adsorpcj¢ kationu na powierzchni komérki
i wnikanie do btony drobnoustrojéow reszt hydrofobowych
o dziataniu bakteriobdjczym. Stad zwiazki te maja szerokie
zastosowanie, jako srodki bakteriobéjcze i grzybobdjcze.
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Celem dziatania czwartorzgdowych soli amoniowych sa

btony komérkowe. W komoérkach organizméw, ktére mia-

ty kontakt z kationowymi surfaktantami zachodzi naste-

pujaca sekwencja zdarzen:

e adsorpcja i penetracja czynnika przez §ciang komoérko-
wa,

* reakcja ze sktadnikami btony cytoplazmatycznej (biatka
lub lipidy), ktérej nastgpstwem jest dezintegracja btony,

* wyciek matoczasteczkowych wewnatrzkomoérkowych
sktadnikéw,

* degradacja biatek i kwaséw nukleinowych,

 liza Sciany komoérkowej spowodowana dziataniem au-
tolitycznych enzyméw [47,75].

W ten sposéb nastgpuje utrata organizacji strukturalnej
i integralnosci btony cytoplazmatycznej u bakterii w po-
faczeniu z innymi szkodliwymi efektami dla komérki bak-
teryjnej [12]. Prowadzone badania potwierdzity, ze CSA
wykazuja dobra skutecznos¢ w stosunku do bakterii Gram-
dodatnich, jak i Gram-ujemnych, chociaz te drugie maja
tendencj¢ do wykazywania opornosci na dziatanie tych
zwiazkow [12,47].

Takim znanym srodkiem do zwalczania drobnoustrojéw jest
chlorek benzalkoniowy. Chlorek ten dziata bakteriobdjczo
na bakterie Gram-dodatnie, a w duzych stezeniach hamuje
rozwoj bakterii Gram-ujemnych, grzyboéw, wiruséw, bak-
terii kwasoodpornych. Dziatanie tego zwiazku polega na
laczeniu si¢ z lipidami bton komdrkowych drobnoustro-
jow powodujac wytwarzanie na ich powierzchni nieprze-
puszczalnej warstwy, ktéra utrudnia wymiang substancji
migdzy wnetrzem komorki a otoczeniem, wynikiem cze-
2o jest zaburzenie proceséw metabolicznych, prowadzace
do $mierci komorki bakteryjnej [7,37].

U drozdzy Saccharomyces cerevisiae czwartorzgdowe sole
amoniowe powoduja wyciek jonéw K* i pentoz z komorki,
indukuja lize protoplastu [29]. Ich toksyczne dziatanie po-
lega na dezorganizacji btony plazmatycznej, spowodowane;j
rozerwaniem dwuwarstwy lipidowej [47]. Czwartorzgdowe
sole amoniowe sg sporostatyczne, hamuja rozwéj komor-
ki wegetatywnej ze spory [74]. CSA wykazuja réwniez
dziatanie przeciwko wirusom otoczkowym HIV (human
immunodeficiency virus) i HBV (hepatitis B virus) [47,83].
Produkty oparte na czwartorzedowych solach amoniowych
powoduja zmiany morfologiczne w strukturze ludzkiego
wirusa HBV, czego rezultatem jest utrata przez wirusa in-
fekcyjnosci [65]. Srodki dezynfekcyjne na bazie CSA 1a-
cza wiele zalet, m.in. przy matej toksycznosci, wykazuja
duza aktywnos$¢ antybakteryjna, sa dobrze rozpuszczalne
w wodzie, dziataja w szerokim zakresie pH (4-10), nie po-
woduja korozji czyszczonych powierzchni [47]. Najczesciej
stosowane sa chlorki alkilodimetylobenzyloamoniowe, po-
niewaz sa bezpieczne w uzyciu i stosunkowo tatwo ulegaja
biodegradacji. Sa skutecznymi dezynfektantami, gdyz po-
woduja denaturacj¢ biatka drobnoustrojéw. Niszcza bak-
terie, ich przetrwalniki, grzyby i (nieco stabiej) wirusy.

Czwartorzedowe sole amoniowe ze wzgledu na swoje cha-
rakterystyczne wtasciwosci Srodkéw powierzchniowo czyn-
nych stosowane sa réwniez, jako substancje antykorozyjne
oraz jako antyelektrostatyczne wobec takich materiatéw jak
welna, bawetna, widkna syntetyczne i celulozowe, wyko-
rzystuje si¢ je takze jako zmigkczacze w produkcji tkanin

i papieru [67]. W produktach uzytku domowego substan-
cje te stosowane sa gtéwnie do produkcji odzywek regene-
racyjnych, balsaméw do wioséw i Srodkéw pioracych [67].
Dzigki dziataniu antystatycznemu CSA moga mie¢ zasto-
sowanie jako §rodki do ptukania tkanin. Srodki te dodane
do ostatniej kapieli ptuczacej, powoduja nie tylko usunig-
cie szorstkosci i sztywnosci tkanin, ale nadaja im migkkos¢
i powoduja odptyw tadunkdéw elektrostatycznych. Ponadto
czwartorzgdowe sole amoniowe sg wykorzystywane w tech-
nologii wytwarzania i przetworstwa nienasyconych zywic
poliestrowych, ktére stuza przede wszystkim do wyrobu
laminatow poliestrowo-szklanych, typowymi przyktada-
mi sg kadluby todzi, jachtéw, przenosne kabiny, umywal-
ki, wanny itp. [33].

Oprécz tego, czwartorzgdowe sole amoniowe, jako ka-
tionowe surfaktanty znalazly zastosowanie jako biocydy
w ochronie drewna [12,16,73]. Zwiazki te stosowane sa
rowniez w przemysle do zwalczania mikroorganizméw
tworzacych biofilmy w uktadach chtodniczych [73], a tak-
ze w rolnictwie do ochrony roslin przed chorobami wywo-
tywanymi przez grzyby.

Czwartorzgdowe sole amoniowe znalazty réwniez zasto-
sowanie w anestezjologii jako leki zwiotczajace migsnie
szkieletowe. Dzialajq jako inhibitory transmisji synaptycz-
nej neuronéw poprzez blokowanie nikotynowego recepto-
ra cholinergicznego, przy czym zwiazki zawierajace dwie
grupy amoniowe maja zdolnos¢ przytaczania si¢ do recepto-
réw nikotynowych blony postsynaptycznej neuronéw [44].
Do najbardziej znanych lekéw naleza D-tubokuraryna, tok-
syferyna [66].

Obecnie trwaja badania nad wykorzystaniem zwiazku,
DMAE-CB (methacryloxylethyl cetyl ammonium chlori-
de), jako dodatku do plomb i cementéw dentystycznych.
Stwierdzono jego skuteczne dziatanie bakteriobdjcze wzgle-
dem wysoko préchnicotwdrczych i wirulentnych szczepéw
bakteryjnych jamy ustnej: Actinomyces viscosus ATCC
15987 oraz Staphylococcus aureus ATCC 29213 [89].

Ponadto, zwiazki te ze wzgledu na wlasciwosci bakterio-
béjcze, znalazly zastosowanie w medycynie jako Srodki de-
zynfekcyjne (dezynfekcje przedoperacyjne nieuszkodzo-
nej skory czy btony sluzowej, narzgdzi chirurgicznych, sal
operacyjnych) [47].

Czwartorzgdowe sole amoniowe maja réwniez zastosowa-
nie w leczeniu takich choréb jak cukrzyca, arytmia serca,
nerwice, alergie [24], a takze wspomagaja dziatanie le-
kéw przeciwnowotworowych. Syntetyczna czwartorzedo-
wa s6l amoniowa, bromek ipratropium (pochodna atropi-
ny), stosowany przez zakazonych Retrowirusem typu 39
(ktéry wywotuje infekcje gérnych drég oddechowych)
powoduje zahamowanie symptoméw choroby u potowy
badanych [20]. Zwiazek ten ma zastosowanie w lecze-
niu astmy oskrzelowej, poprawiajac sprawnos¢ wentyla-
cyjna ptuc [68]. Czwartorzgdowe sole amoniowe znalazty
zastosowanie réwniez w innych dziedzinach medycyny.
Jodek trimetyloamoniowy stosowany jest w oftalmolo-
gii u pacjentdéw z jaskra, do zmniejszenia ci$nienia we-
wnatrzgatkowego [25]. Chlorek benzalkoniowy znalazt
zastosowanie jako substancja konserwujaca w praktyce
farmaceutycznej — przede wszystkim do jalowych postaci
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lekéw okulistycznych, gtéwnie kropli do oczu. Ma takze
zastosowanie w urologii — przeptlukiwanie pgcherza mo-
czowego, a takze w ginekologii — ptukanie pochwy oraz
jako dodatek do kapieli odkazajacych [11,37].

Udowodniono, ze chitozan powstajacy w wyniku
N-deacylowania chityny wykazuje réwniez aktywno$¢
antyoksydacyjna poprzez zdolno$¢ usuwania z komor-
ki anionu nadtlenkowego, wolnego rodnika powstajace-
go w wyniku metabolizmu tlenowego aerobéw. Uwaza
sig, ze to wilasnie zwigkszona liczba wolnych rodnikéw
jest jedna z gtéwnych przyczyn choréb neurodegradacyj-
nych, nowotworéw, zaémy, réznorodnych stanéw zapal-
nych. Antyoksydacyjne zdolnosci chitozanu zwigzane sa
z tym, ze anion ponadtlenkowy reaguje z aktywnymi ato-
mami wodoru czwartorzgdowych soli amoniowych tworzac
formy bardziej stabilne (przy czym sam chitozan nie wy-
kazuje aktywnosci antyoksydacyjnych) [92]. Dodatkowo
chitozan ulega szybkiej biodegradacji, wykazuje aktyw-
nos¢ bakteriobdjcza, ma takze whasciwosci przeciwno-
wotworowe [63].

Czwartorzedowe sole amoniowe wykorzystane sa w na-
notechnologii, jako dodatek do nanowtdkien stosowanych
w inzynierii tkankowej, poprawiajac ich biodegradalnos¢
i porowatos¢ — dzigki nim mozna uzyska¢ widkniny be-
dace odpowiednikiem kolagenu, ktére umozliwiajg wzrost
i adhezje komdrek, co moze mieé zastosowanie, jako an-
tybakteryjne opatrunki stosowane bezposrednio na zywe
tkanki [63].

2. BADANIA NAD DZIALANIEM CZWARTORZEDOWYCH SOLI
AMONIOWYCH NA MIKROORGANIZMY

Powinowactwo czwartorzedowych soli amoniowych (CSA)
do bton biologicznych sprawia, ze dziatanie tych substan-
cji nie ogranicza si¢ do bakterii, glonéw, ale obejmuje inne
mikroorganizmy, w tym grzyby.

Badania nad grzybobdjczym dziataniem CSA byty pro-
wadzone w licznych osrodkach. Wykazano, ze nadtlenek
N,N-dimetylo-1-metylo-dodecyloamoniowy hamuje wzrost
nie tylko bakterii, ale drozdzy i innych grzybéw, a takze
przy pewnych st¢zeniach powoduje lize ich protoplastow
[85]. Z kolei chlorki N-alkilo-metyloamoniowe dziataty
hemolitycznie na erytrocyty [31].

Duzo informacji na ten temat dostarczyty badania pro-
wadzone w Instytucie Mikrobiologii Uniwersytetu
Wroctawskiego pod kierunkiem prof. T.M. Lachowicza.
Testowano seri¢ fungicydéw — benzylopochodnych czwarto-
rzegdowych soli amoniowych syntetyzowanych w Instytucie
Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych Politechniki
Wroctawskiej przez prof. S. Witka. Okreslano aktywnos¢
biologiczng testowanych zwigzkéw, ich wptyw na trans-
port metioniny, na integralnos¢ btony komoérkowej, pro-
cesy oddechowe, przezywalnos¢ komoérek Saccharomyces
cerevisiae i kilka innych gatunkéw grzybow [36]. Efektem
tych prac byto stwierdzenie destrukcyjnego dziatania bada-
nych zwiazkéw (w wyzszych st¢zeniach niz progowe) na
komorke grzyba w warunkach in vivo. Okazalo sig, ze ce-
lem dziatania tych zwiazkéw jest btona komérkowa, a weze-
snym obserwowanym efektem jest natychmiastowe zaha-
mowanie aktywnego transportu metioniny do komérki, po

ktérym nastgpuje wyciekanie z komérki niskoczasteczko-
wych sktadnikéw cytoplazmy do srodowiska. Swiadczyto
to o wzrastajacej dezintegracji btony komdrkowej powo-
dujacej $Smier¢ komorki. Zwiazki te byty uprzednio te-
stowane na liposomowym modelu bton [18,19,31], a ich
wyniki byly zgodne z rezultatami uzyskanymi na catych
komoérkach drozdzy.

Badania nad chlorkami alkoksymetyloamoniowymi, za-
wierajacymi ladcuchy alkilowe o réznej liczbie atomow
wegla, wykazaty ich inhibicyjny wplyw na procesy od-
dechowe, na regeneracj¢ protoplastow, na tempo wzrostu
komorek i transport aminokwaséw (metioniny) u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Sugerowano przy tym, ze naj-
wigksza aktywnos$¢ wykazuja zwiazki zawierajace fancuch
alkilowy zbudowany z 10-14 atoméw wegla [81]. Wyniki
te potwierdzily wczesniejsze rezultaty badan na mode-
lu liposomowym blon i btonach erytrocytéw [18,19,31].

Ponadto stwierdzono, ze czwartorzedowe sole amonio-
we 1 ich pochodne (chlorek benzalkoniowy, cetrimide,
3DOBP-4,10) dziataja bakteriobdjczo (zaréwno na bak-
terie Gram-dodatnie jaki i Gram-ujemne) i grzybobdjczo
na komérki Candida species i Saccharomyces cerevisiae,
a fungistatycznie na Aspergillus ochraceus [26,27,79].

Badania wykazaty, ze chlorek chlorek N-dodecyloksy-
karboksymetylo-N,N,N-trimetyloamoniowy inhibuje wzrost
komoérek drozdzy. Ta inhibicja zalezy od pH Srodowi-
ska. Optymalne pH dla wzrostu drozdzy jest w granicach
5,0-6,0. Toleruja one takze wzrost w pH 8,0. Jednak w tych
warunkach CSA dzialaja inhibicyjnie na wzrost drozdzy
przy zdecydowanie nizszym stgzeniu, niz gdy pH jest obo-
jetne lub lekko kwasne [57,58].

Ponadto okazato si¢, ze wrazliwos$¢ drozdzy na te substan-
cje jest uwarunkowana tlem genetycznym. Na to tto gene-
tyczne zaréwno u Saccharomyces cerevisiae, jak i u droz-
dzopodobnego organizmu Trichosporum cutaneum sktada
si¢ zdolnos¢ do biosyntezy zwiazkéw niskoczasteczko-
wych przede wszystkim aminokwaséw [43,61]; mutanty
auksotroficzne pozbawione tych zdolnosci biosyntetycz-
nych wykazywaly znacznie wigksza wrazliwos¢ mierzo-
na minimalnym inhibicyjnym st¢zeniem (MIC) niz izoge-
niczne formy wyjsciowe (prototrofy). Ponadto podwdjne
auksotrofy byly na ogét jeszcze bardziej wrazliwe niz po-
jedyncze [43].

Wysunigto hipoteze, ze czwartorzgdowe sole amoniowe in-
hibuja aktywny transport aminokwaséw do komorki droz-
dzy. Stad, auksotrofy na podtozu pelnym (YPG) w obec-
nosci CSA nie mogac pobiera¢ wymaganych do wzrostu
aminokwasow (ktorych synteze blokuje defekt genetycz-
ny), ging na skutek braku niezbgdnych im aminokwaséw
[43,61]. Stwierdzono réwniez, ze czwartorzgdowe sole
amoniowe inhibuja ogdlna permeaze¢ aminokwasowa GAP
w warunkach derepresji [41,55,59]. Réwniez arginina po-
woduje hamowanie transportu aminokwaséw do komoérki
drozdzy [41,42]. Wiadomo, ze enzym H*-ATP-aza blony
komoérkowej odgrywa gtéwna role w transporcie amino-
kwaséw do komorki. Jej aktywnos$¢ jest odpowiedzialna za
utrzymanie gradientu elektrochemicznego btony komoérko-
wej, od ktérego zalezy transport substancji odzywczych.
Ponadto wykazano, ze czwartorz¢gdowe sole amoniowe sa
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%1278b rho*

Ryc.3.Wrazliwos¢ mutantéw oddechowych Saccharomyces cerevisiae (rho™ i rho°) na czwartorzedowg sél amoniowa IM (chlorek
N-(dodecyloksykarboksymetylo)-N,N,N-trimetyloamoniowy) (w stezeniach koricowych 800, 1600, 3200, 6400 uM): A) szczep kompetentny

oddechowo rho*; B) mutant rho~; C) mutant rho°.

Ryc. 4. Ultracienkie skrawki preparatow komdrek drozdzy Saccharomyces cerevisiae (szczepu wrazliwego na CSA — metylobromek N,N-dimetyloalaninianu

n-dodecylowego (DMALM-12)) z transmisyjnego mikroskopu elektronowego [54]: A) inkubowane w podtozu YPD bez CSA (kontrola); B) inkubowane
w podtozu YPD w obecnosci CSA; v — wakuola; | — krople lipidowe; N — jadro komdrkowe; m — mitochondria

inhibitorami zaréwno H*-ATP-azy btony komdrkowej, jak
i ATP-azy mitochondrialnej [55,57,58].

Innym czynnikiem, od ktérego uzalezniona jest wraz-
liwos¢ na CSA to efektywnos$¢ systemu oddechowego,
czyli syntezy ATP. Drozdze sa wzglednymi tlenowcami.
W warunkach tlenowych uzyskuja energi¢ tak jak inne
komorki eukariotyczne w wyniku fosforylacji oksydacyj-
nej. W warunkach beztlenowych, a takze przy wzgled-
nym nadmiarze glukozy drozdze uzyskuja ATP w procesie

fosforylacji substratowej. U drozdzy piekarniczych zna-
ne sa i bardzo dobrze scharakteryzowane réznego typu
mutanty z defektami w oddychaniu. Jednym z typow ta-
kich mutantéw sg rho~ i rho® [61,62]. Nie sg one zdolne
do oddychania, co wynika z braku cytochroméw a+a’
i b. Stad nie moga one korzysta¢ z niefermentowalnych
zrédet energii, takich jak etanol, glicerol, pirogronian
czy mleczan. Otéz te mutanty defektywne oddechowo
z mutacjami na poziomie mitochondrialnego DNA wy-
kazuja znacznie wigksza wrazliwos$¢ na czwartorzgdowa
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s6l amoniowa (chlorek N-dodecyloksykarboksymetylo-
N,N,N-trimetyloamoniowy) niz izogeniczny szczep kom-
petentny oddechowo (rho*) (ryc. 3) [61,62]. Natomiast
defekt oddechowy bedacy wynikiem mutacji w genach ja-
drowych (mutanty pet) oddzialywat r6znorodnie; jedne mu-
tanty monogeniczne wykazywaty zwigkszona wrazliwos¢,
taka jak rho~ czy rho® lub nie réznity si¢ zasadniczo pod tym
wzgledem od szczepu wyjsciowego, kompetentnego odde-
chowo (rho*). Byty tez formy superwrazliwe [60,61,62].

Aby zlokalizowa¢ bardziej precyzyjnie cel dzialania
czwartorz¢gdowej soli amoniowej na komorki drozdzy
zmiany morfologiczne w komoérkach byly obserwowa-
ne w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (ryc. 4).
Zaobserwowano, ze znaczna frakcja komoérek poddanych
dziataniu CSA wykazuje deformacje $ciany i btony cyto-
plazmatycznej. Wewnatrz komérke wypetniaty elektrono-
wo geste ziarnistosci. W cytoplazmie mozna byto zobaczy¢
pojedyncze krople lipidowe. W takich komérkach trudno
byto zidentyfikowac typowe wakuole czy inne organel-
le komérkowe. Takich zmian nie obserwowano w komor-
kach inkubowanych bez zwiazku [54]. Wykazano réwniez,
ze w komorkach drozdzy w obecnosci czwartorzgdowej
soli amoniowej (chlorku N-dodecyloksykarboksymetylo-
N,N,N-trimetyloamoniowego) byto zwigkszone wytwarza-
nie lipidéw. Zmiany te byly obserwowane na ultracienkich
skrawkach komoérek drozdzy w transmisyjnym mikrosko-
pie elektronowym (ryc. 5) [56].

Badania Shirai i wsp. [79] w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym ultracienkich skrawkéw komorek drozdzy
inkubowanych w obecnosci CSA (gemini) wykazatly, ze
struktura $ciany komoérkowej byta zachowana, a zniszcze-
niu uleglty wewngtrzne organelle komérkowe.

Dubnikowa i wsp. [15] stwierdzili, ze kompozycja kwa-
séw tluszczowych zewngtrznej blony E. coli byta modyfi-
kowana w obecnosci czwartorzgdowych soli amoniowych.
Réznice dotyczyty ilosci i jakoSci kwaséw ttuszczowych.
‘Wiadomo, ze czwartorzedowe sole amoniowe w Srodowi-
sku ptynnym dysocjuja i oddziatywaja z polarnymi kompo-
nentami btony, zmieniajac jej ptynnos¢ i przepuszczalnosé.

Znajomos¢ mechanizmu dziatania CSA jest wigc istotna
ze wzgleddw teoretycznych, tj. poznania struktury i funk-
cji blony komérkowej, jak réwniez z praktycznego punk-
tu widzenia, zastosowania ich w medycynie i rolnictwie.

3. MECHANIZMY OPORNOSCI NA CZWARTORZEDOWE SOLE
AMONIOWE I INNE INHIBITORY

W populacji grzybdw, ktéra jest poczatkowo wrazliwa na
fungicyd, moga si¢ pojawia¢ formy oporne. Moze by¢ to
spowodowane zmianami genetycznymi lub fenotypowymi
w komorce grzyba. Jezeli zmiany te nie sa zwiazane z mu-
tacjami w chromosomalnym DNA, to jest to rezultatem ada-
ptacji fenotypowej. Adaptacja moze wystapi¢ w hodowli po
dtugiej ekspozycji na fungicyd w warunkach korzystnych
dla organizmu. Opornos¢ fenotypowa jest zwykle traco-
na po przeniesieniu do srodowiska wolnego od fungicydu.

Bezposrednia przyczyna opornosci bakterii na réznego
rodzaju zwiazki jest obecnos¢ i ekspresja odpowiednich
genéw w komorce o lokalizacji chromosomalnej badz

plazmidowej [23,50]. Waznym i rozpowszechnionym me-
chanizmem opornosci drobnoustrojéw na rézne zwiazki
jest ich czynne usuwanie z wnetrza komoérki z uzyciem
transporteréw btonowych ABC (ATP — binding cassette)
i MFS (major facilitator superfamily) [34,35,69,91]. I tak
za zjawisko opornosci na czwartorzgdowe zwiazki amonio-
we, bromek etydyny, akryflawing u Staphylococcus aureus
odpowiedzialne sa geny gacA i gacB bakteryjnych pomp
efflux QacA i1 QacB [22,49]. Produkty tych gendw, biatka
QacA i QacB naleza do rodziny MFS transporteréw. Gen
gacA wystepuje na plazmidzie, ale moze takze by¢ umiej-
scowiony na chromosomie, zwtaszcza u izolatow klinicz-
nych [23]. Gen gacB wystegpuje na plazmidach opornosci
na sole metali cigzkich. Oporno$¢ na antyseptyki i Srodki
dezynfekcyjne, takie jak cetrymid, chlorheksydyna, chlorek
benzalkoniowy wynika z budowy 14-segmentowej proteiny
QacA, ktéra w pozycji 323 transmembranowego segmentu
10 ma natadowana ujemna reszt¢ aminokwasowa zdolna
do rozpoznania i przylaczenia kationu CSA. Efektem ta-
kiego wigzania jest wzrost zaleznego od pompy QacA eks-
portu srodkéw bakteriobéjczych z komoérki bakterii i brak
wrazliwosci na tego typu zwiazki [49].

Ponadto wykazano réwniez, ze fenotyp plejotropowej
opornosci u drozdzy Saccharomyces cerevisiae moze wy-
nika¢ ze zwigkszonej ekspresji genéw np. PDRS, SNQ2
i YORI, ktére sg pod kontrola czynnikéw transkrypcyj-
nych Pdrlp i Pdr3p. Tak np. zwigkszona ekspresja genu
PDRS5 nadaje opornos¢ na cykloheksymid, chloramfeni-
kol, antymycyng, fungicydy, herbicydy, leki antynowo-
tworowe [34,35]. Rowniez produkt genu SGEI powoduje
oporno$¢ drozdzy na bromek etydyny i fiolet krystalicz-
ny. U drozdzy gtéwnymi sktadnikami btony komérkowe;j
jest ergosterol i fosfolipidy. Ich wzajemne oddziatywania
wptywaja na ptynno$¢ i asymetrie btony, ktéra kontro-
luje transport do komérki [91]. Wykazano, ze opornosé
moze by¢ zwiazana ze zmiang lipidow btony komérko-
wej [15,30].

Do poznania mechanizméw opornosci, oprocz badan ge-
netycznych, niezbgdna jest réwniez znajomos¢ warunkuja-
cych ja proceséw biochemicznych. Wiadomo, ze gen musi
by¢ najpierw transkrybowany na mRNA, ktoéry z kolei prze-
niesiony na rybosomy ulega translacji, czego produktem
jest biatko. Nastepstwem mutacji w genie moze by¢ mo-
dyfikacja kodowanego przez ten gen biatka. Tak zmodyfi-
kowane biatko moze traci¢ powinowactwo do fungicydu,
w wyniku czego nie jest on przez komoérke pobierany lub
nie taczy si¢ z jej strukturami. Istnieje tez mozliwos$¢ po-
wstawania za posrednictwem mutacji enzymu rozktadaja-
cego fungicyd. Wreszcie, komérka oporna moze catkowicie
traci¢ zdolnos¢ syntezy biatka wykazujacego powinowac-
two z fungicydem. Gtéwne mechanizmy rozwoju oporno-
$ci moga polegac na:

* modyfikacji miejsca wrazliwego enzymu tak, ze fungi-
cyd traci powinowactwo do biatka;

e uruchomieniu alternatywnej drogi biosyntezy, pozwa-
lajacej na ominigcie szlaku zablokowanego przez fun-
gicyd;

e zmniejszeniu pobierania fungicydu przez komdrke (zmia-
na sktadu kompozycji btony) lub zwigkszeniu jego in-
tensywnosci wydalania (ABC 1 MFS transportery);

* wlaczenie czasteczki fungicydu w szlaki metaboliczne
komorki, prowadzace do jego inaktywacji;
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Ryc. 5. Ultracienkie skrawki preparatéw komdrek drozdzy Saccharomyces cerevisiae (mutanta opornego na CSA-IM (chlorek N-(dodecyloksykarboksymetylo)-
N,N,N-trimetyloamoniowy) z transmisyjnego mikroskopu elektronowego [56]: A) inkubowane w podtozu YPD bez CSA (kontrola); B,C,D)
inkubowane w podtozu YPD w obecnosci CSA; v — wakuola; | — krople lipidowe; N — jadro komérkowe; m — mitochondria

208



Obtak E. i Gamian A. - Biologiczna aktywnos¢ czwartorzedowych soli amoniowych...

* zmniejszenie intensywnosci konwersji zwiazku nietok-
sycznego w toksyczny;

» amplifikacji genu, co powoduje wzrost ilosci danego en-
zymu, na ktéry dziata inhibitor;

PismiENNICTWO

e zmianie wewnatrzkomérkowego pH, ktére moze byé
przyczyna zmiany struktury chemicznej fungicydu
[21,23,35,50,90]. W zaleznosci od rodzaju organizmu,
opornos¢ na konkretny zwigzek moze opierac si¢ o 16z-
ne, opisane wyzej mechanizmy.
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