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Summary

This paper is the first review article concerning the investigations on
a-(I->3)-glucans and their enzymatic hydrolysis by specific a-(I—>3)-glucanases.
Special attention is paid to microbial sources of these enzymes as well as inten-
sification of their production in cultures, their purification and catalytic proper-
ties, and molecular structure of the genes encoding different fungal and bacte-
rial a-(1"3)-glucanases.
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1. Wprowadzenie

a-(173)-Glukany sg sktadnikami strukturalnymi $ciany komoér-
kowej wiekszosci grzybéw. Moga one spetnia¢ funkcje podpo-
rowg, stanowi¢ materiat zapasowy lub by¢ czynnikiem wirulencji
u niektérych patogenow. Ich biosynteza zachodzi z udziatem
glukozy i syntazy a-(I—>3)-glukanu. Grzybowe homoglukany wy-
stepuja najczesciej w formie nierozgatezionego tancucha, ktéry
posiada dos$¢ zréznicowang strukture chemiczng. Mozna tutaj
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Rys. Uproszczone wzory strukturalne wybranych glukanéw.

wyrézni¢ polisacharydy sktadajgce sie wytgcznie z glukoz potgczonych wigzaniami
a-(173)-glukozydowymi, polimery zawierajgce dodatkowo r6zng liczbe reszt glu-
kozowych zwigzanych wigzaniami a-(I-~4) oraz zwigzki typu nigeranu, w ktérych
wigzania a-(173) i a-(1°4)-glukozydowe wystepujg naprzemiennie (rys.) (1,2).
Inng budowe posiadajg a-(1"3)-glukany tworzace zrab ptytki nazebnej. Ich syn-
teza zachodzi przy udziale sacharozy i specyficznych glukozylotransferaz wytwarza-
nych w Jamie ustnej przez prochnicotwércze paciorkowce. Tego rodzaju biopolime-
ry wykazujg najczesciej strukture silnie rozgateziong. Glukozy budujgce ich fancuch
gldwny sg potgczone wigzaniami a-(I—>3), zas w fancuchach bocznych wystepuja
miedzy czgsteczkami cukru wigzania typu a-(176) (rys.). Proporcja obu rodzajow
wigzan moze by¢ r6zna, przy czym niemal zawsze w glukanach pochodzenia pacior-
kowcowego przewazajg wigzania a-(1"3)-glukozydowe. Sadzi sie, ze przewaga
tych wiasnie wigzan decyduje o nierozpuszczalnosci w wodzie préchnicotworczych
biopolimerdéw, co w potgczeniu z duzg zmiennoscia budowy, wynikajgcg z r6znego
stosunku wigzan a-(I->3) do a-(176) w czasteczkach, daje znaczna odpornos¢ tych
polimeréw na rozktad enzymatyczny. Na podstawie wynikéw licznych badan udo-
wodniono, ze a-(1"3)-glukany paciorkowcédw zmiennych stanowig Jeden z gtow-
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nych czynnikéw wirulencji w etiopatologii préchnicy zebéw u ludzi. Stad tez nazy-
wane sg one czesto mutanami dla podkreslenia gtéwnej roli jaka w prochnicy odgry-
wa grupa Streptococcus mutans, ktorej przedstawiciele naleza do wydajnych produ-
centéw tych prdéchnicotwérczych biopolimeréw (3-6).

Enzymy rozktadajace a-(I->3)-glukany to nalezace do hydrolaz a-(173)-gluka-
nazy, przy czym te dziatajgce na paciorkowcowe mutany przyjeto nazywaé¢ mutana-
zami. W zaleznosci od mechanizmu dziatania glukanaz na substrat wyréznia sie
egzo-a-(173)-glukanazy (E.C. 3.2.1.84, a-(I->3)-D-glukan 3-glukanohydrolaza) oraz
endo-a-(1"3)-glukanazy (E.C. 3.2.1.59, 173(l->3;I-*4)-a-D-glukan 3-glukanohy-
drolaza) (7,8). Nalezy podkresli¢, ze hydrolazy degradujace a-(I-*3)-glukany stano-
wig wazng, ale nadal stosunkowo malo poznang grupe enzymow.

W pracy dokonano przegladu badan wykonanych nad tga grupg enzymow, a w li-
teraturze przedmiotowe] stanowi ona pierwsze opracowanie tego typu. W czesci tej
szczegblng uwage zwrécono na mikrobiologiczne zrddia pozyskiwania a-(l->3)-glu-
kanaz, intensyfikacje ich syntezy w hodowlach, metody oczyszczania i charaktery-
styke biochemiczng mutanaz oraz strukture genéw odpowiedzialnych za ich synteze.

2. Wytwarzanie a-(1"3)-glukanaz (mutanaz) - producenci, indukcja
i wydajno$¢ syntezy, oznaczanie aktywnosci

Mikroorganizmy zdolne do rozkfadu a-(1"3)-glukanéw nie sg zbyt szeroko roz-
powszechnione w przyrodzie. Wynika to prawdopodobnie z ograniczeh w dostepie
do substratu - mutany wytwarzane przez paciorkowce zmienne wystepuja jedynie
w plytce nazebnej. Z kolei polimery o podobnej budowie wchodzg w sktad Sciany
komérkowej grzybéw i dlatego organizmy wytwarzajace a-(1"3)-glukanazy (w tym
réwniez mutanazy) izolowano gtéwnie z gleby.

Po raz pierwszy enzym hydrolizujacy wigzania a-(1"3)-glukozydowe opisali w roku
1966 Hasegawa i wsp. (9). Zostat on wyizolowany z ptynu po hodowli Trichoderma
viride QM6a i Penicillium funiculosum na podiozu z dodatkiem pseudonigeranu otrzy-
manego ze Sciany komorkowej Aspergillus niger (rys.). a-(1—>3)-Glukanaza z T. viride
rozkladata zaréwno nierozgatezione glukany typu pseudonigeranu, zawierajagce gtow-
nie wigzania a-(173)-glukozydowe, jak réwniez polisacharydy posiadajagce naprze-
miennie utozone wigzania a-(I—>3)- i a-(1"4)-glukozydowe (mykodekstran, nige-
ran). Jednakze glukanaza otrzymana z tego samego grzyba, ale indukowanego mu-
tanem, nie wykazywata zdolnosci do rozkladu tego biopolimeru (10) i pod tym
wzgledem réznita sie zasadniczo od enzymu otrzymanego po hodowli szczepu
T. harzianum OMZ 779 na mutanie jako zrédle wegla, ktéry hydrolizowat ten glukan
w catosci (11).

W 1972 r. Reese i wsp. (12) przeprowadzili skrining ponad 250 mikroorgani-
zmow w kierunku wytwarzania a-(I—>3)-glukanaz. W jego wyniku wyselekcjonowa-
no siedem szczepow o blisko 10-krotnie wyzszej aktywnosci enzymatycznej w po-
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rOwnaniu z innymi znanymi wczesniej producentami mutanazy, tj. T. viride czy
T. harzianum. W$rod izolantéw najbardziej wydajnym i zarazem unikatowym Zzréd-
tem enzymu byt szczep Cladosporium resinae QM 7998. Wytwarzat on bowiem muta-
naze w takich samych ilosciach zaréwno w hodowli na a-(I-*3)-glukanie jak i na
skrobi czy glukozie.

Obecnie najwazniejszym Zrodiem mutanaz sg grzyby strzepkowe, w szczegdélno-
Sci za$ gatunki nalezgce do rodzaju Trichoderma (tab. 1). a-(I—>3)-Glukanazy stano-
wig u tych mikroorganizméw jeden ze skladnikow przeciwgrzybowego kompleksu
enzymatycznego, ztozonego gtéwnie z enzymow glukanolitycznych i chitynolitycz-
nych. Wspélne dziatanie enzymoéw tego kompleksu prowadzi do rozktadu $cian ko-
morkowych grzybow, m.in. patogenéw roslin, dzieki czemu Trichoderma od dawna
jest badana pod katem zastosowania jako srodek ochrony biologicznej w rolnictwie,
a od kilku lat wchodzi w sklad preparatéw dostepnych na rynku.

Tabela 1
Organizmy wytwarzajace a-(1—>3)-glukanazy
Organizm Gatunek Literatura
| 2 3

grzyby nitkowate Trichoderma harzianum (11,13-17)
Trichoderma reesei (18)
Trichoderma viride (9,10,19,20)
Trichoderma asperellum 8)
Aspergillus nidulans (21)
Cladosporium resinae (2,12,22)
Schizophyllum commune (23)
Penicillium purpurogenum (15)
Penicillium funiculosum (9,12)
Penicillium vermiculatum (12)
Penicillium liliacinum (10)
Penicillium wortmanni (12)
Chloridium viride (12)
Dactylium dendroides (12)
Sepedonium ampullosporum (12)
Sepedonium chlorinum (12)
Spicaria violacea (12)
Verticillium malthousei (12)

drozdze Cryptococcus albidus (24)
Rhodotorula glutinis (24)
Endomyces tetrasperma (24)

bakterie Microbispora rosea (25,26)
Flavobacterium Sp. 27)
Bacteroides oralis (28,29)
Paenibacillus curdlanolyticus (30)
Bacillus circulans (31,32)
Bacillus Sp. (33-35)
Pseudomonas SP. (36,37)
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promieniowce Streptomyces Sp. (38,39)
Streptomyces warraensis (40)
Streptomyces chartreusis (4]_)

Obecno$¢ mutanazy stwierdzono tez u Aspergillus nidulans (21). U tego organi-
zmu a-(I—>3)-glukan stuzy jako materiat zapasowy i Jest gromadzony w $cianie ko-
morkowej podczas wegetatywnej fazy wzrostu grzyba. W sytuacji niedoboru skfad-
nikdw pokarmowych dochodzi do ekspresji genu odpowiedzialnego za synteze mu-
tanazy w specjalnych strukturach zwanych komoérkami Hiille'a i wéwczas enzym
uruchamia wtasne zapasy energetyczne grzyba.

Niewielka aktywno$¢ mutanolityczng stwierdzono tez u kilku gatunkéw drozdzy
(tab. 1), gtéwnie z rodzajéw Cryptococcus, Rhodotorula i Endomyces. U niektorych
drozdzy a-(1-"3)-glukanazy biorg réwniez udziat w morfogenezie, a Scislej w proce-
sie rozdzielania komorek, ktory jest koricowym etapem ich cyklu komdrkowego.
U Schizosaccharomyces pombe stwierdzono obecnos¢ dwoch mutanaz, Agnip i Agn2p.
Pierwsza z nich jest endoglukanazg i rozpuszcza, zbudowany gtownie z a-(I—>3)-glu-
kanu, materiat otaczajacy przegrode pomiedzy komodrka macierzystg a potomng
drozdzy, umozliwiajac wspélnie z endo-p-(1"3)-glukanaza (Englp) catkowite roz-
dzielenie sie komoérek (42).

Nasza wiedza na temat funkcji mutanaz bakteryjnych jest mniej obszerna. Praw-
dopodobnie sg one zaangazowane w procesach odzywiania bakterii, a u niektorych
przedstawicieli moga by¢ odpowiedzialne za ich pasozytnictwo. Wiekszos$¢ bakte-
ryjnych zrédet tych enzyméw to organizmy glebowe, nalezace do rodzaju Streptomyces,
Bacillus, Flavobacterium oraz Pseudomonas (tab. 1). Wyjatkiem sg bakterie izolowane
z jamy ustnej. W pojedynczych pracach donosi sie o wytwarzaniu wewngtrzkomaor-
kowej mutanazy przez beztlenowe bakterie Bacteroides oralis, u ktérych enzym ten
towarzyszy dwém innym glukanazom hydrolizujagcym a-(176)-glukan.

U zdecydowanej wiekszosci mikroorganizmdéw mutanaza jest enzymem induko-
wanym obecnoscig glukandéw zawierajacych w swojej strukturze wigzanie glukozy-
dowe typu a-(I—>3). W charakterze stymulatoréw syntezy enzymu wykorzystuje sie
najczesciej bakteryjne a-(I->3)-glukany wytwarzane przez paciorkowce jamy ustnej
(Streptococcus mutans, S. salivarius, S. sanguis, S. sobrinus - mutant Mfe28). Mozna je
zastosowaé zaréwno w postaci natywnej jak i po obrébce enzymatycznej lub che-
micznej (10,11,25,32,36,37,41). Hodowle drobnoustrojow prowadzi sie takze na
podiozach z dodatkiem glukanéw grzybowych, m.in. pseudonigeranu - nierozga-
tezionego polimeru, w ktérym okoto 98% wigzan stanowig potaczenia a-(1—>3)-glu-
kozydowe. Pozostate 2% glukoz, potgczonych wigzaniami a-(I—>4), to prawdopo-
dobnie $lady nigeranu (mykodekstranu), ktory towarzyszy pseudonigeranowi w Scia-
nie komoérkowej grzybéw (43). Ponadto do indukcji syntezy a-(1°3)-glukanaz moz-
na wykorzystywac¢ rozpuszczalne w alkaliach a-(173)-glukany izolowane ze $ciany
komodrkowej Polyporus tumulosus, Phytophora infestans, oraz z hymenoforu Piptoporus
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betulinus (2,12). Do stymulacji syntezy a-(1"3)-glukanaz stosowano tez cate auto-
klawowane komorki S. pombe, ktérych duza skutecznosc¢ Jako induktora sugeruje, ze
a-(173)-glukan zlokalizowany jest w nich blisko powierzchni sciany komaérkowej
(31,44). Rowniez Reese i wsp. (12), badajac ponad 250 grzybow rozktadajacych
a-(173)-glukany stwierdzili, ze wigkszos¢ z nich byta zdolna do produkcji a-(I—>3)-glu-
kanaz jesli jako induktor tych enzymoéw zastosowano grzybnie pochodzaca z takich
rodzajéw jak Trichoderma, Dactylium, Sepedonium i Verticillium.

Nalezy réwniez wspomnie¢ o drobnoustrojach, ktére nie wymagajg do wytwa-
rzania a-(I->3)-glukanaz obecnosci w podiozu specyficznych stymulatoréw, ponie-
waz synteza tych enzyméw odbywa sie u nich na drodze konstytutywnej. Nalezg tu
Flavobacterium EK-14 (27) oraz C. resinae (2,12,22). Ten ostatni wytwarza dos¢ znacz-
ne ilosci enzymu w podtozach zawierajgcych glukoze, sacharoze, maltoze, mannitol
i kwas glukuronowy jako gtéwne Zrddia wegla i energii (12). Takze synteza mutana-
zy przez A. nidulans nie wymagata dodatku induktora, co jednak wigze sie z tym, ze
a-(173)-glukan wchodzi w sktad sciany komorkowej tego grzyba (21). Opisano row-
niez wydzielanie grzybowej mutanazy przez T. harzianum OMZ 779 na podiozu z do-
datkiem rafinozy, ktéra jest, w przeciwienstwie do mutanu, rozpuszczalnym i tatwo
dostepnym zrédtem wegla (16). Warto zaznaczy¢, ze organizmy produkujace
a-(I—>3)-glukanazy w sposob konstytutywny wykazuja znacznie wyzsza aktywnos$¢
specyficzng tych enzyméw - np. 7,1 U/mg biatka u C. resinae - w poréwnaniu do
organizmdw, ktére produkuja je na drodze induktywnej, np. 0,73 U/mg biatka
u T. viride, 0,6 U/mg biatka u Streptomyces sp. i 2,6 U/mg biatka u B. circulans WL-12.

Mutanazy pochodzenia drobnoustrojowego to w przewazajacej wiekszosci en-
zymy zewnatrzkomoérkowe. Wyjatek stanowi szczep bakteryjny B. oralis Ig4a, u kt6-
rego wiekszos$¢ aktywnosci a-(I->3)-glukanolitycznej (72-82%) zlokalizowna jest w cy-
toplazmie (29). Z kolei Meyer i Phaff (24) wykazali obecnosé¢ a-(173)-glukanaz
w ekstraktach Sciany komérkowej drozdzy C. albidus, R. glutinis i R. minuta var. texensis.
Lokalizacje enzymu w $cianie komorkowej drozdzy z rodzaju Cryptococcus autorzy
ttumaczg zawartoscig w niej a-(I—>3)-glukanéw indukujgcych synteze tego biokata-
lizatora. Wyjasnienia tego nie mozna jednakze przyja¢ dla pozostatych badanych
drozdzy, bowiem ich Sciany nie zawierajg tego typu polisacharydow.

Aktywnos¢ mutanolityczna uzyskiwana w kulturach grzybowych jest znacznie
wyzsza W poréwnaniu z tg jaka osiagaja bakterie. Ponadto wydajnos¢é mutanazy
otrzymywana w warunkach kultur wytrzasanych jest zazwyczaj wieksza niz w do-
Swiadczeniach, w ktérych hodowle grzybéw prowadzono w fermentorze. Niemniej
jednak Wiater i wsp. (14,18), po zoptymalizowaniu warunkéw hodowli wytrzgsa-
nych i fermentorowych réznych szczepéw 7. harzianum, osiggneli po 2-5 dniach in-
kubacji aktywno$¢ mutanazy na poziomie 0,3-0,7 Ulcm” (2-2,5 U/mg biatka). Z kolei
otrzymanie odpowiednich mutantéw ilosciowych tego grzyba pozwolilo na prawie
dwukrotne zwiekszenie wydajnosci produkowanej przez niego aktywnosci mutano-
litycznej (45). Dla poréwnania, Guggenheim i Haller (11), realizujac produkcje enzy-
mu w fermentorze na bazie kultury 7. harzianum OMZ 779, otrzymali po okoto
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7 dniach inkubacji aktywno$¢ mutanolityczng rzedu 0,08 U/cm”, podczas gdy w kul-
turach wytrzasanych po 5 dniach hodowli wynosita ona 0,16 U/cm”. Réwniez Quivey
i Kriger (16) uzywajgc tego samego szczepu grzyba osiagneli po 4-dniowej hodowli
wytrzasanej aktywnos¢ specyficzng mutanazy na poziomie 0,37 U/mg biatka.

W kulturach bakteryjnych wysoka aktywnos¢ mutanazy - 0,2 U/cm® - odnoto-
wano podczas 36-godzinnej hodowli wytrzasanej szczepu P. curdlanolyticus MP-1
(30). W podobnych warunkach hodowli aktywno$¢ mutanolityczna dla szczepu
B. circulans HU-MI wynosita 0,17 U/cm” (32), za$ po dwéch dniach inkubaciji Streptomyces
sp. KI-8 uzyskano wydajno$¢ enzymu wynoszaca 0,16 U/cm” (38,39). Poziom aktyw-
nosci mutanazy otrzymany w hodowlach innych bakterii byt od 5 do 50 razy nizszy
w stosunku do podanych wartosci (27,40,41).

Nalezy jednak podkresli¢, ze porownywanie aktywnosci mutanazy pochodzacej
nawet z tego samego zrodta jest niekiedy trudne i moze byé obarczone duzym ryzy-
kiem btedu. Giéwnym tego powodem jest wykorzystywanie do oznaczania aktywno-
éci enzymu, podobnie jak do indukcji, réznych substratow. Najczesciej jest to nie-
rozgateziony a-(I-*3)-glukan z A. niger (98" wigzan a-(I->3), pseudonigeran),
a-(I-"3)-glukan z Pleurotus ostreatus (1) oraz z A. nidulans (21), natywny mutan synte-
tyzowany przez S. sofanni/ls OMZ 176 (wigzania a-(1°3) - 59,17 a-(I->6) - 24,4%)
(18) oraz mutan otrzymany z mutanta S. sobrinus Mfe28 (wigzania a-(I-"3) - 94,4%;
a-(I->6) - 2,4%) (32). Uzywano takze substratow modyfikowanych chemicznie i en-
zymatycznie, np. mutanu traktowanego dekstranazg (wigzania a-(1°3) - 79,8%;
a-(I—>6) - 20,2%) (14,30), a takze przygotowanego w ten sam sposoéb, lecz dodat-
kowo barwionego barwnikiem Cibacron blue (92-94% wigzan a-(I->3)) (36,37,46).
Czasami, z uwagi na nierozpuszczalnos¢ natywnego mutanu, stosowano karboksy-
metylo-a-(1"3)-glukan (rozpuszczalna w wodzie forma a-(1"3)-glukanu z A. niger)
lub a-(I—>3)-glukan w postaci koloidu (24). Réznorodnos¢ substratow uzywanych
do pomiaru aktywnosci mutanolitycznej wynika z dgzenia do zapewnienia wysokiej
specyficznosci analiz oraz z braku na rynku standaryzowanych preparatéow a-(I-"3)-glu-
kanéw. Skutkiem ubocznym ich stosowania jest jednak utrudniona interpretacja wy-
nikéw uzyskiwanych w réznych laboratoriach, dlatego tez, na przyktad aktywnosc
mutanazy z T. viride QM6a, oznaczona przez Reese’a i wsp. (12), byta 3 do 4 razy
wyzsza od tej jaka uzyskano w warunkach okreslonych przez Hasegawe (19). Z kolei
Meyer i Phaff (24) wykazali, ze czas inkubacji niezbedny do osiagniecia poréwnywal-
nych poziomoéw aktywnosci mutanazy zalezy gtéwnie od rodzaju substratu uzytego
w reakcji enzymatycznej. W przypadku péitsyntetycznego karboksymetylo-a-(I-*3)-glu-
kanu czas ten jest od 1,5 do 2 razy dluzszy w stosunku do tego jaki jest potrzebny
do uzyskania poréwnywalnej aktywnosci enzymu oznaczonej na nierozpuszczalnym
w wodzie natywnym a-(173)-glukanie.
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3. Oczyszczanie, wlasciwosci biochemiczne i mechanizm dziatania
mutanaz

Procedury oczyszczania a-(I->3)-glukanaz opisane w literaturze skiladajg sie
z wielu etapdéw prowadzonych najczesciej przy wykorzystaniu réznych technik
chromatografii kolumnowej, jeden z najefektywniejszych i najszybszych sposo-
béw pozyskiwania wysokooczyszczonego preparatu mutanazy z T. harzianum za-
proponowali Wiater i wsp. (47). W wyniku 3-stopniowego rozdzialu chromatogra-
ficznego enzym ten zostat oczyszczony 94-krotnie z odzyskiem aktywnosci na po-
ziomie 74%, a w przeprowadzonej analizie chromatograficznej potwierdzono jego
homogennos$¢ (tab. 2). Dla przyktadu Guggenheim (10), stosujac trzy kolejne pro-
cedury chromatograficzne, otrzymat zaledwie 2,2-krotnie oczyszczong mutanaze
z P. liliacinum z wydajnoscia rzedu 8,5%. Z kolei enzym izolowany z T. harzianum
przez Guggenheima i Hallera (11) zostat oczyszczony 38 razy podczas czterostop-
niowego procesu oczyszczania, a jego odzysk wynosit 47%. Natomiast bakteryjng
mutanaze z Flavobacterium oczyszczono 162 razy stosujac cztery rozdziaty chro-
matograficzne, a odzysk jej aktywnosci wyniost 38% (27). Piecioetapowa procedu-
ra oczyszczania mutanazy z B. circulans pozwolita na uzyskanie wysokooczyszczo-
nego enzymu (260 razy), ale jego wydajnos¢ wyniosta zaledwie 10% (32). Nalezy
podkresli¢, ze oczyszczona do stanu homogennosci w laboratorium Zaktadu Mi-
krobiologii Przemystowej UMCS mutanaza ze szczepu T. harzianum F-470 (47) wy-
kazywata réwniez bardzo wysoki poziom aktywnosci specyficznej (108 U/mg
biatka). Byt on okoto 30 razy wyzszy w porOdwnaniu z tym jaki osiggnagt wysoko-
oczyszczony enzym z T. harzianum OMZ 779 (11), ponad dwa razy wiekszy w sto-
sunku do tego jaki doniesiono dla mutanazy T. viride (19), 133 razy wyzszy od ak-
tywnosci specyficznej enzymu z Flavobacterium i 11 razy wiekszy od mutanazy
z B. circulans (32).

W ostatnich latach, obok klasycznych metod oczyszczania a-(I-*3)-glukanaz, za-
czeto wprowadzac¢ réwniez techniki wykorzystujace chromatografie powinowactwa.
Odkrycie w strukturze mutanazy obecnosci C-koncowej domeny wigzacej a-(1°3)-glu-
kan wykorzystano do zastgpienia klasycznych no$nikéw ztozami wigzacymi selek-
tywnie a-(I-*3)-glukanazy. W charakterze nosnikéw zastosowano rézne a-(I—>3)-glu-
kany, np. bakteryjne mutany ze S. mutans DSM 20381 i S. mutans CBS 350.71 lub
grzybowy pseudonigeran (8,15,17).

W celu wyznaczenia masy czasteczkowej mutanazy, oczyszczone i homogenne
biatko enzymatyczne jest poddawane etektroforezie w warunkach denaturujacych
(SDSIPAGE). Okrestona tym sposobem masa enzymu jest dla wiekszosci grzybéw po-
dobna i miesci sie w przedziale 67-90 kDa (tab. 2). Natomiast okreslone podobna
metodg masy czasteczkowe mutanaz bakteryjnych sg skrajnie r6zne i wahajg sie od
48 kDa dla enzymu oczyszczonego z M. rosea (25) poprzez 134 kDa w przypadku
biokatalizatora z B. circulans WL-12 az do 160 kDa dla mutanazy izolowanej ze
szczepu B. circulans HU-MI.
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Zastosowanie przez wielu autorow metody saczenia molekularnego (filtracji
zelowej) pozwolito zdefiniowaé mase czasteczkowg natywnych mutanaz oraz okres-
li¢ strukture czwartorzedows tych biatek. Analiza uzyskanych wynikéw wskazuje, ze
mutanazy z T. harzianum F-470 i S. chartreusis F2, posiadajgce masy czasteczkowe
rzedu 274 i 300 kDa, wykazujg budowe tetrameryczng, natomiast enzym o masie
132 kDa z T. asperellum CECT 20539 Jest strukturalnym dimerem.

Temperatury najbardziej sprzyjajgce katalitycznemu dziataniu grzybowych i bak-
teryjnych mutanaz mieszczg sie w przedziale od 40 do 55°C (tab. 2). Zdecydowana
wiekszo$¢ enzyméw pochodzenia grzybowego wykazuje maksymalng aktywnosé
w temperaturze okoto 50°C (11,19,21). Do wyjatkéw nalezy mutanaza z T. harzianum
F-470, ktéra najefektywniej dziata w nieco nizszej temperaturze, wynoszacej 40°C.
Ws$r6d mutanaz bakteryjnych znane sg enzymy, ktérych optimum aktywnosci wypa-
da w temperaturze 40°C (25) oraz katalizatory zdolne do dziatania w temperaturach
pomiedzy 50 a 60°C (32,41).

Prawie wszystkie dotychczas poznane grzybowe mutanazy zachowujg najwyzszag
aktywnos¢ w kwasnym odczynie srodowiska, w zakresie pH od 4,5 do 5,5 (10,18).
W nizszym przedziale pH, wynoszacym od 3,5 do 4,5, dziatajg Jedynie niektére re-
kombinowane enzymy pochodzenia grzybowego (15). Nalezy przy tym zaznaczyc,
ze wiekszo$¢ opisanych mutanaz Jest zupetnie nieefektywna w pH ponizej 2,0 oraz
w pFl 8,0 i powyzej tej wartosci (18,19,22). Natomiast cechg charakterystyczng wiek-
szosci mutanaz bakteryjnych Jest prowadzenie efektywnej hydrolizy mutanu w zbli-
zonym do obojetnego odczynie srodowiska, obejmujacym zakres wartosci pH od
6,0 do 6,9 (27,32,40), a mutanaza z Flavobacterium zachowuje w pFl 8,0 Jeszcze
znaczng czes$¢ swojej maksymalnej aktywnosci (27). Odkryto rowniez i takie gluka-
nazy bakteryjne, ktére najefektywniej hydrolizowaty mutan w zakresie pFl charakte-
rystycznym dla mutanaz grzybowych. Przykladem sg bakteryjne a-(1°3)-glukanazy
pochodzace z Bacillus sp. (33-35) i M. rosea (25), ktérych optimum aktywnosci hydro-
litycznej przypadato w pH od 4,0 do 5,0.

Wykazano tez znaczne roznice odnosnie do zakresu pH, w ktérym grzybowe
i bakteryjne mutanazy wykazujg najwyzszg stabilnos¢. Pierwsze z nich sg najbar-
dziej stabilne w pFl od 5,0 do 7,0 (19,22). Z kolei bakteryjne a-(I->3)-glukanazy
zachowuja w czasie 24-godzinneJ inkubacji swojg aktywnos$¢ nawet w dos¢ silnie
alkalicznym Srodowisku. Jako przyktad mozna podac¢ enzym pochodzacy z B. circulans,
ktory wykazuje wysoka stabilnos¢ w zakresie pH od 6,0 do 11,0 (32) oraz stabilne
w pFl od 4 do 10 mutanazy syntetyzowane przez szczepy Bacillus sp. RMI, RM4
i M7 (33-35).

Mutanazy bakteryjne i grzybowe mogag hydrolizowac tancuch a-glukanu w réz-
nych miejscach (tab. 2). Mozna wyrézni¢ dwa gtéwne mechanizmy ataku tych enzy-
mow na polisacharydy: uwalnianie mono- lub disacharydéw z nieredukujacego kon-
ca czasteczki (enzymy egzolityczne) lub przypadkowy atak na wigzania glukozydo-
we wystepujgce wewnatrz taricucha polimeru (enzymy endolityczne). W pierwszym
przypadku (typ dziatania egzo) tylko wigzania terminalne sg podatne na rozkiad hy-
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drolityczny, natomiast w drugim (sposo6b dziatania endo) na atak enzymu sg nara-
zone w mniejszym lub wiekszym stopniu wszystkie wigzania (19).

Wiekszos$¢ grzybowych enzyméw mutanolitycznych dziata na substrat w sposéb
egzolityczny (tab. 2), jak np. a-(173)-glukanazy z T. harzianum CCM F-470, T. harzianum
CECT 2413, T. asperelluin CECT 20539 i A nidulans. Nieliczne, jak mutanazy z T. harzianum
OMZ 779 (11), r. harzianum (1) oraz T. viride (19), wykorzystujg do degradacji substratu
mechanizm endolityczny. Z kolei opisany przez Guggenheima (10) szczep Penicillium
produkuje zaréwno egzo- jak i endo-a-(173)-glukanaze. Endolityczny mechanizm
dziatania na substrat wykazujg natomiast mutanazy bakteryjne pochodzace z Flavobacterium
(27) i ze Streptomyces KI-8 (38,39) oraz prawdopodobnie, co mozna wywnioskowaé po-
Srednio z danych opublikowanych przez autordw, z B. circulans (32).

Specyficzno$¢ substratowa mutanaz ogranicza sie do hydrolizowania przez te
enzymy wigzan a-(1"3)-glukozydowych, przy czym jako substrat mozna wykorzys-
ta¢ rézne polisacharydy. Moga to by¢ strukturalnie nierozgatezione a-(173)-gluka-
ny z Aspergillus niger, A. nidulans, Pleurotus ostreatus, Polyporus tumulosus, Phytophora
infestans oraz glukan z hymenoforu Piptoporus betulinus (1,2,12). Nalezy réwniez
wspomnie¢ o a-glukanach posiadajgcych wigzania mieszane, w ktérych wiazanie
a-(1"3) jest jednym z wigzan (np. w izolichenianie) lub jest utozone naprzemiennie
z innymi wigzaniami, np. z a-(1"4), jak w nigeranie. Innymi a-glukanami podatny-
mi na rozklad enzymatyczny sg biopolimery zbudowane z utozonych naprzemiennie
9-jednostkowych odcinkéw glukozy zawierajacych wigzania a-(173) i a-(1"4).
Przykltadem tego typu polisacharydéw jest glukan wyizolowany z owocOw mango
(48). Mutanazy hydrolizujg rowniez skutecznie silnie rozgatezione a-glukany typu
mutanéw, w ktérych tancuchy gtéwne posiadajg wigzania (1°3), a boczne (176)-glu-
kozydowe (49,50).

Istnieja réwniez doniesienia z ktérych wynika, ze podczas wstepnych etapow
oczyszczania mutanazy, aktywnosci a-(I-"3)-glukanazowej towarzyszy czesto ak-
tywnos¢ w stosunku do wigzan typu p-(1°3) (21,27,41). jednak po zakoriczeniu
procedury oczyszczania zdecydowana wiekszos¢ mutanaz odznaczata sie aktywnos-
cig jedynie w stosunku do a-(I->3)-glukanéw i nie rozkladata sacharydéw, w kto-
rych reszty glukozowe potaczone byly wigzaniami typu a-(174), a-(I-"6) Ilub
P-(1"3) (17,22). Wyjatek stanowity mutanazy | i 1l z 7. harzianum OMZ 779 oraz en-
zym z T. harzianum CCM F-470, ktére nawet w korcowym stadium oczyszczenia
zdolne byly do hydrolizy wigzan typu p-(173) (11,47).

Na podstawie badan nad specyficznoscig substratowa mutanazy stwierdzono, ze
sama obecnos$¢ wigzan a-(I—>3) w glukanie nie jest warunkiem wystarczajgcym do
jej dziatania. Brak aktywnosci w stosunku do disacharydu nigerozy dowodzi, ze do
utworzenia aktywnego kompleksu enzym-substrat potrzebne jest wystepowanie po
sobie, wiecej jak czterech jednostek glukozy potaczonych wigzaniem a-(173) (19,
11,27). Warunku tego nie spetnia mutanaza z C. resinae, ktéra wydajnie degraduje
réwniez oligosacharydy z serii nigerooligosacharydéw (22). Enzym nie wykazywat
natomiast aktywnosci w stosunku do pojedynczych wigzan a-(1°3)-glukozydowych
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w higeranie, izolichenianie, oraz wigzan wystepujacych na koricu redukujgcym
w 3"-a-D-glukozyloizomaltotriozie i w fancuchu bocznym S”-a-D-giukozyloizomal-
toheksozy z Leuconostoc mesentewides NRRL B-512(F) (2).

4. Badania genetyczne nad mutanazami

Od czasu pojawienia sie pierwszej wzmianki o mutanazie (9) opisano kilkanascie
biatek o takiej aktywnosci, jednak do niedawna niewiele bylo wiadomo o budowie
gendéw kodujacych te enzymy. Dopiero w 2000 r. Fugisang i wsp. (15) opublikowali
podstawowa prace, w ktorej opisali klonowanie grzybowych mutanaz, ich nadeks-
presje u Aspergillus oryzae oraz scharakteryzowali produkty tych genéw pochodzg-
cych z dwdch grzybow, T. harzianum CBS 243.71 i P. purpurogenum CBS 238.95.

cDNA mutanazy z T. harzianum zawiera otwartg ramke odczytu (orf) zlozong
z 1905 par zasad, rozpoczynajacg sie kodonem startowym ATC przy nukleotydzie
29 i konczaca sie kodonem terminalnym TAG przy nukleotydzie 1931. Kodon inicja-
cyjny poprzedzony jest niekodujacg sekwencjg o dtugosci 28 par zasad, region taki
(119 par zasad) oraz tancuch poli(A) znajduje sie tez za kodonem TAG. Orf koduje
polipeptyd o dtugosci 634 aminokwaséw, zawierajacy peptyd sygnatowy i propep-
tyd.

Drugi badany enzym ma homologiczng do mutanazy z T. harzianum strukture
pierwszorzedowa. ldentycznos¢ sekwencji dojrzatych polipeptydéw wynosi 53%.
Obie glukanazy zbudowane sa z dwoch domen, N-koricowej domeny katalitycznej
i C-koncowej domeny wigzacej glukan, oddzielonych peptydem tgczacym, bogatym
w proline, seryne i treonine. Podobng budowe ma wiele hydrolaz glikozydowych,
jednak poszukiwanie homologii wydedukowanej sekwencji aminokwasowej obu
mutanaz z innymi a-glukanazami nie dalo pozytywnych rezultatéw. Wykazano jedy-
nie pewne podobienstwo sekwencji pomiedzy domeng katalityczng a dwoma poli-
peptydami o nie znanej wéwczas funkcji, pochodzacymi z S. pombe. Nie znaleziono
natomiast zadnej sekwencji homologicznej w stosunku do domeny wigzgcej glukan.

Okreslenie sekwencji aminokwasowych dwéch réznych mutanaz oraz jednoczes-
ne wykazanie braku homologii tych sekwencji ze znanymi glikozydazami pozwolito
badaczom na zdefiniowanie nowej, siedemdziesigtej pierwszej, rodziny hydrolaz
glikozydowych. Do tej rodziny moga by¢ zaliczone kolejne sklonowane i zsekwen-
cjonowane mutanazy, nazwane Agnl3.1 i Agnl3.2, pochodzace z 7. harzianum CECT
2431 (17) i 7. asperellum CETC 20539 (8). Sekwencja nukleotydowa petnego cDNA
genu agnlJ.l okazata sie prawie identyczna z sekwencjg genu z 7. harzianum bada-
nego przez Fuglsanga. W przypadku Agnl3.2 podobienstwo sekwencji wynosito
réwniez az 11%.

W badaniach ekspresji gendw mutanazy na poziomie transkrypcji wykazano, ze
mutanazy pochodzgce z Trichoderma biorg udziat w antagonistycznym dziataniu tych
drobnoustrojow w stosunku do innych grzybéw.
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Wspomniane wczesniej dwa polipeptydy, Agnlp i Agn2p, wyizolowane z S. pombe
wykazywaly, odpowiednio, 41 i 34% identycznosci sekwencji aminokwasowej w sto-
sunku do domeny katalitycznej mutanazy T. harzianum, co mogto sugerowaé, ze
petnig podobng funkcje. Orf genu agnlp koduje polipeptyd o dtugosci 424 amino-
kwasow i masie kalkulowanej na 46,9 kDa. Zawiera on 22 aminokwasowy peptyd sy-
gnatowy, ktérego brak w drugim polipeptydzie Agn2p o dtugosci 433 aminokwasow
i masie 48 kDa. Oba biatka wykazujg 39% identycznosci sekwencji. Geny agnlp
i agn2p sg zatem genami paralogicznymi. W analizie specyficznosci substratowe;j
Agnlp i Agn2p wykazano, ze oba enzymy sg endo-a-(1°3)-glukanazami. jednak petnig
one w komdrce odmienne funkcje. Agnlp bierze udziat w podziale wegetatywnym
komorek. Natomiast Agn2p odgrywa role w endolizie Scian worka, podczas ktorej
uwalniane sg askospory drozdzy (42).

Charakterystyke molekularng jeszcze innej mutanazy przedstawili Wei i wsp.
(51). Sporzadzili oni biblioteke cDNA Aspergillus nidulans w celu identyfikacji genéw
ulegajagcych ekspresji podczas rozwoju pitciowego tego grzyba, jeden z badanych klo-
néw wykazywat homologie do grzybowych mutanaz. Gen mutA koduje biatko zbudo-
wane z 431 aminokwasow o masie 48 kDa. Ma ono charakter hydrofilowy, a jego pl
wynosi 4,6. Podobienstwo sekwencji aminokwasowej do mutanaz z P. purpurogenum,
T. harzianum, N. crassa i S. pombe siega od 24 do 42%. MutA nie zawiera domeny
wigzacej glukan. jego rola w komorce jest réwniez odmienna - polega na urucha-
mianiu na potrzeby rozwoju piciowego grzyba rezerwy energetycznej zgromadzonej
w postaci a-(I->3)-glukanu podczas wegetatywnej fazy wzrostu.

W poréwnaniu z mutanazami grzybowymi, nasza wiedza o genetyce molekular-
nej glukanaz bakteryjnych jest znikoma. Znana jest obecnie tylko jedna petna se-
kwencja nukleotydowa genu kodujgcego mutanaze u Bacillus sp. (52). Ostatnio okres-
lono N-koncowg sekwencje aminokwasowa enzymu izolowanego z innego przedsta-
wiciela tego rodzaju - B. circulans KA-304 (53). Stwierdzono przy tym, ze homolo-
gia obu sekwencji wynosi 88%.

5. Podsumowanie

W pierwszej czesci artykutu przedstawiono aktualny stan badan nad enzymami
hydrolizujgcymi a-(1"3)-glukany.

Zrodiem tych enzymoéw sa gtdwnie grzyby strzepkowe i bakterie. Mutanazy grzy-
bowe, pochodzace przede wszystkim z Trichoderma zostaly oczyszczone i dobrze
scharakteryzowane. Poznano takze budowe kodujacych je genéw. Enzymy bakteryj-
ne sg stabiej poznane, cho¢ moglyby mie¢ duze znaczenie aplikacyjne ze wzgledu
na zdolno$¢ do szybkiego uptynniania nierozpuszczalnego mutanu w warunkach pa-
nujgcych w jamie ustnej (temperatura 37°C i odczyn zblizony do obojetnego).

Badania nad mutanazami prowadzone sg rowniez w Zaktadzie Mikrobiologii
Przemystowej UMCS w Lublinie. Dotychczas w ich wyniku otrzymano i przebadano

218 PRACE PRZEGLADOWE



Enzymy rozkiadajgce a-(I—>3)-glukany. Czes¢ i

preparat grzybowej mutanazy, charakteryzujacy sie jedng z najwyzszych opisanych
w literaturze aktywnosci mutanolitycznych. Wyizolowano tez z gleby bakterie
P. curdlanolyticus, ktére stanowig nowe zrodio a-(1"3)-glukanazy (54). Obecnie
trwaja intensywne prace nad otrzymaniem preparatu mutanolitycznego, ktéry moz-
na bytoby zastosowa¢ w dentystyce w celu zapobiegania préchnicy zebéw. Wyniki
tych badan przedstawiono w drugiej czesci opracowania.
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