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Summary

Mutans streptococci Streptococcus mutans and S. sobrinus play central role in
the etiology of human dental caries due to their acidogenic potential and ability
to form extracellular water-insoluble and water-soluble glucans in the presence
of dietary sucrose. Streptococcal glucans are synthesized by a constitutive group
of extracellular and/or cell-associated enzymes showing glucosyltransferase
(GTF) activity. Each enzyme has distinctive properties, varying in its require-
ment for a glucan primer molecule, the proportion of a(I-6)- and a(l-3)-link-
ages, the degree of branching it introduces into the glucan, and the total length
of glucan chain produced. Moreover, the overall properties ofglucan depend on
the relative activity of different GTF enzymes, as well as on their interactions,
since one GTF may modify the product of another. This review article presents
recent trends in the investigations on streptococcal GTFs and glucans. Particu-
lar emphasis has been laid on catalytic properties and molecular structure of
different GTFs and on the mechanism of synthesis of specific glucans. Further-
more, the role ofthese enzymes and their products in the pathogenesis of den-
tal caries is also discussed.
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1. Wstep

Préchnice zebéw mozna zdefiniowac jako destrukcyjny proces chorobowy pole-
gajacy na powolnej demineralizacji twardych substancji zeba. Przyczyng deminerali-
zacji jest kwas mlekowy, gtdéwny produkt beztlenowego rozpadu weglowodanéw
pokarmowych pod wptywem bakterii kwasotworczych, nagromadzonych w plytce
nazebnej (1).

Najpowszechniej izolowanymi i odgrywajacymi najwazniejszg role w etiologii
préchnicy zeb6éw gatunkami sg paciorkowce zmienne Streptococcus mutans i S. sobri-
nus (2-6). S. mutans obecny jest u 98% populacji ludzkiej, a S. sobrinus wystepuje
u 7-35% ludzi (5). Ich szczegdélne znaczenie w patogenezie prochnicy wynika z faktu,
ze wykorzystujgc sacharoze wytwarzajg na zewnatrz komérki rozpuszczalne i nie-
rozpuszczalne wielocukry, co wigze sie z tworzeniem pitytki nazebnej i powstawa-
niem préchnicy (rys. 1). Moga one rowniez syntetyzowaé polisacharydy wewnatrz-
komorkowe, ktére dziatajgc jako rezerwy weglowodanowe sg przeksztatcane
w kwas mlekowy w okresach kiedy weglowodany z diety sg nieosiggalne. Kwas mle-
kowy jest produkowany dos¢ intensywnie przez paciorkowce prochnicotwdércze na-
wet z najmniejszych dostepnych dawek weglowodandéw, nadajgcych sie do fermen-
tacji. Swiadczy to bez watpienia o udziale tych bakterii w patogenezie prochnicy.

sacharoza - glukany zmodyfikowane glukany
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Rys. 1. Metabolizm sacharozy przez enzymy zewnatrzkomoérkowe u Streptococcus mutans (5). Ozna-
czenia genow: gtf - glukozylotransferazy - synteza glukanéw (dekstran i mutan), ftf - fruktozylo-
transferazy - synteza fruktanoéw,/ruA - fruktanaza - egzofruktozydaza - uwalnianie pojedynczych
Jednostek fruktozowych z fruktanu, dexA - dekstranaza - rozklad glukanu do izomaltosacharydéw,
dexB - dekstranaza - rozktad izomaltosacharydéw do glukozy, msm {multiple sugar metabolism) -
transport réznych cukréw do komorki.
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2. Glukozylotransferazy - charakterystyka ogdlna

Jednym z najwazniejszych czynnikéw wirulencji paciorkowcow zmiennych sg
glukozylotransferazy (GTF; E.C. 2.4.1.5; sacharoza: 1,6-a-D-glukan 6-a-D-glukozylo-
transferaza; dextransucrase), syntetyzujace z sacharozy rozpuszczalne i nierozpusz-
czalne w wodzie glukany (7). Posiadajg one aktywno$¢ inwertazy hydrolizujgcej sa-
charoze do glukozy i fruktozy oraz transferazy przenoszgcej uwolniong glukoze na
rosngcy tancuch glukanu (8). Glukozylotransferazy sg wysoce specyficzne dla sacha-
rozy i nie polimeryzujg wolnej glukozy ani glukozy pochodzacej z innych weglowo-
danoéw (9-11). Streptococcus inutans produkuje trzy rézne glukozylotransferazy S, |
i Sl (Soluble, Insoluble oraz Soluble-Insoluble). Enzymy te sg kodowane przez trzy
osobne geny: gtJD, gtfB i gtfC, ktére sklonowano, zsekwencjonowano i osiggnieto
ich ekspresje (7). GTF-1 i GTF-SI sg odpowiedzialne za synteze nierozpuszczalnych
glukanéw, podczas gdy enzym GTF-S produkuje glukany rozpuszczalne w wodzie
(12-14). U S. sobrinus obecne sa cztery GTF-azy I, S, T i U i cztery geny gf/, ktére je
kodujg (15). Tylko jedna GTF-lI produkuje nierozpuszczalny w wodzie glukan, pod-
czas gdy trzy pozostate GTF-S, GTF-T, GTF-U wytwarzajg rozpuszczalng forme gluka-
nu (16).

GTF-1 wystepuje przewaznie na powierzchni komorki bakteryjnej, przez co nazy-
wana jest cell-associated (CA), zas GTF-S uwalniana jest z regulty do Srodowiska, cze-
mu zawdziecza nazwe cell-free (CF) (17). Lokalizacja i wtasciwosci natywnej formy
GTF-SI pozostajg ciggle niejasne (7).

Glukozylotransferazy sg enzymami konstytutywnymi. Mozna zaobserwowac wy-
soki poziom ich produkcji réwniez w Srodowisku pozbawionym sacharozy (18). Ak-
tywnos¢ i wtasciwosci glukozylotransferaz réznig sie w zaleznosci od tego czy enzy-
my te wystepujg w formie wolnej czy zwigzanej z podiozem (12). Ma to duze zna-
czenie w srodowisku naturalnym, jakim jest jama ustna, poniewaz GTF-azy wyste-
puja w postaci wolnej w ludzkiej $linie lub sg wtaczane w bakteryjng bione, two-
rzaca sie na powierzchni zebéw (19,20). Vacca-Smith i wsp. wykazali, ze zwigzanie
GTF-1 i GTF-SI z optaszczonym $ling hydroksyapatytem (HA) powoduje wyrazny wzrost
aktywnosci obu enzyméw (21).

Stale poszukiwania skutecznych metod profilaktyki préchnicy doprowadzity
w ostatnich latach do coraz szerszego stosowania w stomatologii inhibitoréw trans-
feraz glukozylowych w postaci preparatéw zawierajgcych naturalne wyciggi roslin-
ne. Wiasciwosci takie majg m. in. ekstrakty z lisci herbaty Ulung (Oolong), ktére
oprécz silnego hamowania aktywnosci GTF-az (22), sa rowniez zdolne do redukcji
ptytki nazebnej u ludzi (23) oraz ograniczania produkcji kwasu mlekowego przez
paciorkowce zmienne (24). Wykazano rowniez, ze frakcje polifenolowe z jabtek
i ekstraktu chmielowego hamuja aktywnos$¢ GTF-az i synteze nierozpuszczalnych
w wodzie glukanow (25,26).
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3. Struktura molekularna GTF-az

Prowadzone od ponad pietnastu lat prace, majace na celu poznanie genéw gtf
réznych paciorkowcéw, daty efekt w postaci izolacji, zsekwencjonowania i okresle-
nia produktéw kilkunastu genéw. Wszystkie wyizolowane i oczyszczone glukozylo-
transferazy sa duzymi czasteczkami o $redniej masie czasteczkowej 160 kDa (27-29).
Enzymy te zaangazowane sg w synteze nierozpuszczalnych w wodzie polimeréw
glukozy bogatych w wigzania a(lI-3) zwanych mutanami oraz bogatych w wigzania
a(l-6) i rozpuszczalnych w wodzie glukanéw zwanych dekstranami (tab.).

Tabela
Ogodlna charakterystyka paciorkowcowych glukozylotransferaz (30)
Szczep Gen Glukan* Wielko$¢" (aa) Mc/ Primer<*
S. mutans GS5 87% a(1-3) 1475 150
13% a(l-6)
gtfc 85% a(l-3) 1375 140
15% a(l-6)
gtP 30% a(l-3) 1430 155 -1
70% a(1-6)
S. mutans LM7 gtfc no 1375 150
S. downei Mfe28 gtfl 88% a(l-3) 1556 160 +
12% a(l-6)
gtfi 10% a(l-3) 1328 147
90% a(l-6)
S. sobrinus 6715 no 1592 160 +
S. sobrinus OMZ 176 gtfl 27% a(l-3) 1542 163
73% a(l-6)
gtfls no 1590 175 -
S. salivarius ATCC 25975 gtdd 90% a(1-3) 1522 168 -1
10% a(1-6)
atjin 100%a(l-6) 1599 176 -P/-
atfi 50% a(l-3) 1490 157 *
50% a(l-6)
atp 5% a(l-3) 1576 171
95% a(l-6)
S. gordona gtfG 40% a(l-3) 1578 170 1
60% a(l-6)

“ Procentowa zawarto$¢ wigzan; no — nie oznaczono zawarto$ci wigzan w glukanie.
Liczba aminokwaséw wchodzacych w sktad enzymu.
Masa czasteczkowa (kDa) okreslona na podstawie sekwencji aminokwasowej.
Efekt aktywacji egzogennym glukanem (-I-) lub jego brak (-).

W przeprowadzonej analizie poréwnawczej réznych zsekwencjonowanych
biatek GTF-az wykazano, ze enzymy te sg blisko spokrewnione i majg podobng bu-
dowe molekularng (30-33). W ich skiad wchodzg cztery odrebne domeny struktural-
ne (rys. 2). Ferretti i wsp. stwierdzili jako pierwsi obecnos¢ dwoch domen funkcjo-
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Rys. 2. Schemat struktury glukozylotransferaz (30). A - peptyd sygnatowy, B - region zmienny, C
- domena katalityczna, D - domena wigzaca glukan.

nalnych w obrebie glukozylotransferaz (34). Sugerowali oni istnienie domeny katali-
tycznej odpowiedzialnej za wigzanie i rozktad sacharozy oraz domeny C-koricowej
zaangazowanej w wigzanie glukanu.

Na koricu N tancucha polipeptydowego enzymu znajduje sie peptyd sygnatowy
(32-34 aminokwasy), za nim rozcigga sie region zmienny o dtugosci 123-129 amino-
kwasow. Potozony dalej konserwatywny rdzen obejmuje okoto 1000 aminokwasow
i nazywany jest domeng katalityczng. Odpowiada ona za wigzanie i rozklad sacharo-
zy. Domena katalityczna GTF-az jest wysoce konserwatywna (43% homologii miedzy
réznymi GTF). Koniec C fancucha polipeptydowego enzymu obejmuje okoto 500
aminokwasow i sklada sie z serii tandemowych powtérzen, ktére stanowig domene
wigzgca glukan.

Peptyd sygnatowy glukozylotransferaz jest typowym peptydem sygnatowym bak-
terii gramdodatnich. Sklada sie on z czesSci N-koncowej, hydrofobowego rdzenia
i bardziej polarnego regionu C-koricowego (35). Nie konserwatywny region, zlokali-
zowany zaraz za peptydem sygnatowym, jak sie wydaje, nie ma znaczacej roli w me-
chanizmie dziatania enzymu, jego delecja nie wptywa na aktywnos¢ GTF-az (36).
Znaczenie tego zmiennego regionu pozostaje ciagle nie znane.

3.1. Domena N-koncowa GTF-az

W badaniach prowadzonych przez McGregor i wsp. (37) i Devulapalle i wsp. (38)
wykazano, ze drugorzedowa struktura N-koncowej domeny GTF-az posiada budowe
typu (P/a)g beczki {barrel), spotykang réwniez u glukozydaz, glukanotransferazy cy-
klodekstrynowej, izoamylazy oraz glukozydazy glukanu z S. mutans (39). Ten typ bu-
dowy charakteryzuje sie obecnoscig 8 p-pasm (E1-E8) w rdzeniu biatka oraz 8 a-he-
lis (FHl-F18) wystepujgcych na powierzchni czgsteczki. Charakterystyczng cechg bu-
dowy GTE-az jest ustawienie pierwszej helisy odpowiadajgcej helisie F13 w innych
biatkach. Segmenty p i a spotykane zwykle na poczatku nici (np. w amylazie) umiej-
scowione sg w dalszej czesci biatka GTF-az. W glukozylotransferazach wystepuje
zatem nie spotykana dotychczas konstrukcja, w ktérej normalne ustawienie wyste-
pujacych na przemian p-pasm i a-helis przeszto cyklicznag permutacje (37). Mimo to.
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W budowie GTF-az spotykamy wszystkie elementy wymagane do utworzenia kla-
sycznego ukladu (p/a)8 beczki, a przyjecie tego modelu moze poméc w poznaniu
zaleznosci miedzy budowsg i funkcjg enzymu.

Aktywnos¢ katalityczna GTF-az zwigzana jest z obecnoscig kwasu asparaginowe-
go (Asp) w ich centrum aktywnym. Grupa Moosera wykazala, ze miejsce tworzgce
wigzanie kowalencyjne z resztg glukozowg pochodzgcag z rozpadu sacharozy znaj-
duje sie wewnatrz domeny katalitycznej, prawdopodobnie w poblizu korhca C helisy
E-4. Autorzy wyizolowali peptydy z GTF-1 i GTF-S S. sobrinus posiadajace miejsce ak-
tywne (40). Sekwencje aminokwasowe badanych peptydéw byly bardzo podobne
i zawieraly trzy reszty asparaginianowe (sekwencja dla GTF-1: Asp-Ser-lle-Arg-Val-
-Asp-Ala-Val-Asp: dla GTF-S: Asp-Gly-Val-Arg-Val-Asp-Ala-Val-Asp). Przy uzyciu spek-
trometrii masowej wykazano, ze Asp wewnatrz peptydu z GTF-1 tworzy wigzanie es-
trowe z reszta glukozowa. Potwierdzeniem tej teorii sa takze mutacje punktowe,
w ktérych reszta asparaginianowa zastepowana byta przez inne aminokwasy, co
prowadzito do catkowitego zahamowania aktywnosci enzymu (38,41).

3.2. Dbomena C-koncowa GTF-az

W przeprowadzonej analizie sekwencyjnej réznych glukozylotransferaz wykaza-
no, ze wszystkie enzymy posiadaty C-koricowg domene zlozong z serii powtarza-
jacych sie jednostek. Jednostki te zostaty przypisane do czterech klas A, B, C i D
(27,36,42). Liczba oraz rozmieszczenie poszczegoélnych jednostek jest specyficzne
dla kazdego enzymu, jednostki A obecne sg zawsze, czesto we wzorze A - C (31).
Podobny wzor powtdrzen (A-C) obserwowany jest takze w innych biatkach, np.
w C-koricowej domenie toksyny A i B Clostridium dijficile i niektérych enzymach li-
tycznych S. pneumoniae.

Domena C-koncowa GTF-az jest odpowiedzialna za wigzanie glukanu. Zaanga-
zowane sg w to konserwatywne reszty aminokwasowe. Zgrupowanie reszt aroma-
tycznych (tyrozyny, tryptofanu i fenyloalaniny) moze stabilizowa¢ wigzanie pomie-
dzy cukrem a biatkiem poprzez interakcje z jednostkg cukrowg. Reszty polarne (li-
zyna, glicyna) lub reszty kwasowe (kwas asparaginowy) mogg tworzy¢ wigzanie wo-
dorowe z resztg hydroksylowag cukru (43). Obecnos¢ takich reszt aminokwasowych
jak lizyna, glicyna, kwas asparaginowy lub seryna, zdolnych do zmiany ,gietkosci”
struktury biatka, moze pozwala¢ na kierowanie reszt glukozowych we wiasciwe
miejsce zwigzania (44). W strukturze drugorzedowej domeny C-koncowej propono-
wanej przez von Eichel-Streiber i wsp. zaktada sie, ze jednostki powtarzajgce sie,
budujace domene, posiadajg strukture ,funkcjonalnej kieszeni wigzacej” (45). Obec-
no$¢ C-koricowej domeny wigzacej glukan, jak sie wydaje, jest konieczna do utrzy-
mania aktywnosci enzymu, jednak jej znaczenie w mechanizmie katalitycznym glu-
kozylotransferaz nie jest jasne (34,36). Fakt, ze delecja niektérych czesci enzymu,
pozostawia aktywnos$¢ hydrolityczng, a usuwa zdolnosé wigzania i syntezy glukanu.
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sugeruje, ze domena C-koricowa moze takze odgrywac istotng role w syntezie tan-
cucha polimeru (46).

4. Budowa glukanow

Réznorodnos¢é glukandw, ich wielkos¢ i struktura zalezg od rodzaju GTF-az
i szczepu bakterii przez ktéry sg syntetyzowane (47,48). Pomimo ze kazdy szczep
produkuje swoisty dla siebie a-D-glukan, zasadnicza cechg wszystkich dekstranéw
jest gtowny tancuch zbudowany z jednostek D-glukozy, potaczonych gtéwnie wiaza-
niami a(l-6) z licznymi odgatezieniami w pozycjach 2, 3 i 4 (rys. 3). Mutany nato-
miast, charakteryzuje forma liniowa polimeru, w ktérej glukozy potaczone sg wigza-
niami a(1-3) (49,50). Poza tym, glukany réznig sie: stopniem rozgatezienia, dlugos-
Cig i przestrzennym rozmieszczeniem faricuchéw bocznych oraz typem tanhcuchow
bocznych, w ktérych jednostki glukozowe moga byé potgczone wigzaniami a(l-2),
a(1-3), a(lI-4) lub a(l-6) glikozydowymi (30). Wszystkie wymienione cechy w zasad-
niczy sposéb wplywajg na rozpuszczalno$¢ i charakter fizyczny a-D-glukanéw
(2,48,51).

Rys. 3. Przykiad struktury silnie rozgatezionego dekstranu oraz nierozgatezionego mutanu syntety-
zowanych przez glukozylotransferazy S. mutans 6715 (49).
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5. Synteza glukanéw

Synteza glukandéw, jak proponuje Tsuchiya i wsp. (52), przebiega w trzech eta-
pach: 1) inicjacja, 2) elongacja, 3) terminacja. Ostatni etap to oddysocjowanie enzy-
mu od glukanu.

Koniecznos$¢ obecnosci primera do zapoczatkowania procesu polimeryzacji byta
czesto dyskutowana. Mutan syntetyzowany przez GTF-1 S. mutans wymaga obecnos-
ci rozpuszczalnego glukanu jako primera, przy czym czesto wymagania te spetnia
produkt GTF-S (50). Germaine i wsp. stwierdzili, ze przylgczenie egzogennego pri-
mera stymuluje synteze glukanu (53,54). jakkolwiek, glukozylotransferazy sa row-
niez aktywnymi enzymami w przypadku braku jakiegokolwiek primera (8). Wykaza-
no, ze obecnos¢ primera moze mie¢ rowniez wplyw na strukture syntetyzowanego
polimeru. Z dwéch réznych przebadanych GTF-S, jedna wymagata primera dekstra-
nowego i tworzyta wysoko rozgateziony produkt rozpuszczalny, natomiast druga
nie wymagata go i syntetyzowata produkt rozpuszczalny, ktory byt tylko nieznacz-
nie rozgateziony (55,56). Mechanizm autopolimeryzaciji i bezposrednie wydtuzanie
tancucha, pozostaje sprawg wcigz nie do konca zrozumiata.

Dla wyjasnienia mechanizmu wydtuzania tancucha mutanu, Robyt zaproponowat
model jego elongacji poprzez insercje, w ktérym wydtuzanie nastepuje od konhca re-
dukujgcego glukanu (49). Autor sugeruje obecnos¢ dwoch identycznych miejsc nu-
kleofllowych w centrum aktywnym glukozylotransferazy, ktére tworzg na zmiane
miejsce donorowe i akceptorowe dla reszty glukozy (rys. 4). Mechanizm ten sklada
sie z dwdch odrebnych etapéw:

1. Miejsca nukleofilowe (Y, Y) atakujg dwie czgsteczki sacharozy, prowadzgc do
uwolnienia fruktozy, a pozostawiajgc dwie reszty glukozowe zwigzane kowalencyj-
nie z enzymem.

2. Grupa OFI-C3 jednej z dwoch reszt glukozylowych wykonuje atak nukleofilowy
na C] drugiej. Prowadzi to do utworzenia wigzania a(l-3) i uwolnienia jednego
z dwoch miejsc nukleofilowych, ktére moze atakowac inng czgsteczke sacharozy
w celu utworzenia nowego kompleksu glukoza-enzym. Wydtuzanie tarcucha muta-
nu nastepuje w wyniku wielokrotnego powtarzania cyklu.
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Rys. 4. Mechanizm wydtuzania tafncucha nierozpuszczalnego mutanu syntetyzowanego przez GTF-i
S. inutans 6715 (49). Y, Y - miejsca nukleofilowe, ~— - sacharoza.

Nieco bardziej skomplikowany jest mechanizm wydtuzania regularnie rozgatezio-
nego a(l-6) glukanu (dekstranu), syntetyzowanego przez GTF-S (rys. 5). Robyt suge-
ruje, ze do syntezy dekstranu o wysokim stopniu regularnych, pojedynczych od-
gatezien glukozowych wymagane sg trzy miejsca nukleofilowe X, X i Y (49). Dwa
miejsca X, X uczestniczg w mechanizmie wydtuzania fancucha a(1-6) glukanu, ktéry
jest identyczny do mechanizmu wydtuzania taricucha mutanu. jedyna réznica polega
na tym, ze atak nukleofilowy na Ci glukozy na koricu redukujgcym wykonuje grupa
OH-Ce glukozy. Natomiast miejsce Y przeprowadza przeniesienie jednostki gluko-
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Rys. 5. Mechanizm wydtuzania tancucha rozpuszczalnego dekstranu syntetyzowanego przez GTF-S
S. mutans 6715 (49). X, X, Y - miejsca nukleofilowe, #— - sacharoza.

zowej do OH-C3 kazdej co drugiej reszty glukozowej w rosngcym tancuchu a(l-6)
glukanu, dajac w efekcie regularnie rozgatezionag strukture dekstranu.

W momencie zakonczenia wydtuzania tancucha, jest on uwalniany przez reakcje
akceptorowe, w ktérych akceptor reaguje z resztg glukozowa tub tancuchem gluka-
nu potaczonym czasowo z enzymem w jego centrum aktywnym. Tworzy sie wow-
czas kowalencyjne wigzanie pomiedzy glukoza tub glukanem a akceptorem. Kiedy
akceptor odtgcza glukan od miejsca aktywnego, polimeryzacja tancucha glukanu zo-
staje zakonczona.

Ostateczny produkt biosyntezy zalezy jednak od wzglednej aktywnosci r6znych
GTF-az i wzajemnych zalezno$ci miedzy nimi, poniewaz kazda GTF-aza moze mody-
fikowac produkt innej (5). Wazng role odgrywa takze zewnatrzkomoérkowa dekstra-
naza (Dex A), ktéra moze zmienia¢ proporcje wigzah a(l-6) i a(lI-3), oddziatujgc
w ten sposob na rozpuszczalno$¢ glukanu i jego zdolnosci do posredniczenia
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w przyleganiu bakterii. Dekstranaza wptywa na adherencje poprzez zmniejszenie
liczby wigzan a(l-6) w glukanie, co udowodniono na przyktadzie mutanta Dex', gro-
madzacego sie na gtadkich powierzchniach w znacznie wiekszym stopniu niz szczep
dziki (57). Innym skutkiem aktywnosci dekstranazy jest tworzenie miejsc dla synte-
zy odgatezien, co w zasadniczy sposOb zwieksza ztozonos¢ struktury glukanu (54).

W badaniach przeprowadzonych przez Kopec i wsp. nad enzymatyczng synteza
gtukanu wykazano, ze ta sama GTF-aza moze tworzy¢ strukturalnie odmienne gtuka-
ny, w zalezno$ci od tego czy enzym wystepuje w roztworze czy na statej powierzch-
ni (12). Glukan syntetyzowany przez GTF+ w roztworze wykazywat przewage wigzan
1,3 z miejscami rozgatezien na resztach glukozowych, podstawionych w pozycjach
3.6 i 2,3. W poréwnaniu do niego polimer formowany na powierzchni hydroksyapa-
tytu (FIA) zawieral wiekszg liczbe wigzan 1,3 (0 ok. 44%) i posiadat wiecej roz-
gatezien, zas$ polisacharyd tworzony na powierzchni FIA w obecnosci skrobi charak-
teryzowat sie przewaga wigzan 1,4, a miejsca rozgatezien stanowily reszty glukozo-
we podstawione w pozycjach 3 i 4. W obecnosci hydrolizatéw skrobi bardzo wyraz-
nie zaznaczyta sie w glukanie syntetyzowanym na powierzchni HA przewaga wigzan
1,3 nad 1,6.

Glukany syntetyzowane przez GTF-SI w roztworze posiadaty gtéwnie wigzania
1.6 z matg liczba odgatezien, powstajacych poprzez podstawienie w pozycjach 3,6
i 4,6. W tego typu glukanach wykazano 23 razy wiecej glukozy potaczonej wigzania-
mi 1,6 niz glukozy potaczonej wiazaniami 1,3. Po zwigzaniu na powierzchni HA,
GTF-SI produkowata glukany gtéwnie z wigzaniami 1,3 (ponad trzykrotnie wiecej
niz 1,6) i z licznymi odgatezieniami na resztach glukozowych podstawionych w po-
zycjach 3,4; 2,3; 3,6; 4,6.

Glukan produkowany przez GTF-S charakteryzowat sie przewaga wigzan 1,6, za-
rowno w przypadku syntezy w roztworze, jak i na powierzchni HA, z odgatezieniami
gtdbwnie w pozycjach 3,6 i malg liczbg odgatezien na glukozach podstawionych
w pozycjach 4,6. Glukan formowany na powierzchni HA zawieral wiecej wigzan 1,6
niz tworzony w roztworze i byt bardziej rozgateziony.

Glukany syntetyzowane w roztworze z udziatem mieszaniny trzech réznych GTF-az
(GTF-I, GTF-S, GTF-SI) charakteryzowaly sie nieznaczng przewaga wigzan 1,6 i roz-
gatezieniami na glukozach podstawionych w pozycjach 3 i 6. Polimery tworzone na
powierzchni HA mialy wyrazng przewage wigzan 1,6 (okoto trzykrotnie wiecej niz
1,3). Giéwne punkty odgatezien wystepowaty na glukozie przy weglach 3 i 6.

6. Funkcje glukanoéw

Funkcje glukanéw w plytce nazebnej wyznacza ich budowa. Nierozpuszczalny
w wodzie mutan odgrywa istotng role w adsorbowaniu sie bakterii do powierzchni
szkliwa, doprowadzajgc do wytworzenia stabilnego potgczenia pomiedzy pacior-
kowcami a btong nazebnag, a takze umozliwia agregacje bakterii wystepujacych w nie-
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zaleznych tancuchach. W ten sposéb odpowiada on zarbwno za zwiekszanie masy
plytki i jej Sciste potgczenie ze szkliwem oraz za dalszg kolonizacje i agregacje bak-
terii (58,59).

Dekstran, ze wzgledu na swoj rozpuszczalny charakter, stanowi gtéwnie rezer-
we dla dalszych przemian metabolicznych w sytuacji niedoboru cukru w pozywieniu
oraz utatwia agregacje bakterii w plytce (60).

Przypuszcza sie, ze glukany petnig rowniez inne, istotne dla patogenéw funkcje:
stanowig zewnatrzkomorkowe zasoby materiatdw zapasowych, chronig przed syste-
mem obronnym gospodarza, bakteriofagami i bakteriocynami. Ustalaja one takze
warunki panujace w bakteryjnej macierzy miedzykomoérkowej, decydujacej o ges-
tosci bakterii w plytce. Zapewnienie odpowiedniej struktury ptytki poprawia dyfu-
zje sktadnikdbw odzywczych przez macierz, co prowadzi do zwiekszenia aktywnosci
metabolicznej i wzmaga produkcje kwasow (61,62).

Istotne znaczenie dla funkcji glukanéw ma obecno$¢ w glukozylotransferazach
domen wigzacych glukan. Prowadzi to do agregacji za ich posrednictwem bakterii
posiadajacych GTF-azy zwigzane z komdrka. Dzieki temu zjawisku uwalniana GTF-aza
zwigzana z powierzchnia zeba, syntetyzujac glukan, tworzy nowe miejsce koloniza-
cji dla bakterii (63). Glukan moze zatem posredniczy¢ we wzajemnym wigzaniu bak-
terii, glukozylotransferaz (wolnych lub zwigzanych z powierzchnig zeba) z bakteria-
mi i ré6znych GTF-az miedzy sobg. Ma to podstawowe znaczenie dla przylegania
i agregacji, szczegdlnie gdy wezmie sie pod uwage wyniki badarn Germaine i Schach-
tele, wedtug ktérych w kompleksie enzym-glukan na jedng czasteczke glukanu przy-
pada 150 czgsteczek enzymu (11).

7. Podsumowanie

z dokonanego przegladu piSmiennictwa wynika, ze glukozylotransferazy pacior-
kowcow zmiennych oraz nierozpuszczalne w wodzie glukany, jako produkty synte-
zy tych enzymoOw, odgrywajg istotng role w etiopatologii prochnicy zeboéw. Sg one
powszechnie uznane za jedne z najwazniejszych czynnikéw wirulencji, utatwiajacych
przyleganie bakterii préchnicotwdrczych do powierzchni szkliwa. W ostatnich la-
tach dokonat sie rowniez duzy postep w poznaniu struktury molekularnej GTF-az
i ich produktéw oraz gendw odpowiedzialnych za synteze tych enzymow. Poswieco-
no wiele uwagi okresleniu zaréwno liczby, jak i wkasciwosci transferaz glukozylo-
wych paciorkowcéw za pomoca technik rekombinacji DNA. Kontynuacja tych badan
zmierza w kierunku poznania mechanizmow regulacji tych enzyméw oraz znalezie-
nia specyficznych dla nich inhibitoréw, ktére hamujgc ich aktywnos¢ beda skutecz-
nie zapobiega¢ préchnicy zebow.
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