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a-(1"3)-Glucan-degrading enzymes.
Part Il - Application in biotechnology

Summary

This paper is focused on actual and potential applications of mutanases as
enzymatic dental plague control agents in vitro and in vivo. All studies reported
so far have demonstrated that mutanase was effective in preventing dental car-
ies, suppressing the glucan-dependent adherence and the accumulation of mi-
croorganisms in dental plaque, and removing biofilms from dentures. In addi-
tion to their potential usefulness in dentistry as oral therapeutic agents,
a-(I->3)-glucanases might be applicable to investigations of a-(I->3)-glucosidic
linkages occurring in microbial cell-wall structures and glucans of certain higher
plants. a-(I—>3)-Glucanases obtained in a pure form are invaluable tools for
studying the chemical structures of carbohydrates. Most promising prospects
for the practical applications of a-(I—>3)-glucanases in biocontrol of phyto-
patogenic fungi, as well as in efficient production of fungal protoplasts, are also
discussed.
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1. Wprowadzenie
a-(173)-Glukanazy sg unikatowymi enzymami zdolnymi do

hydrolizy wigzan a-(I->3) w mutanach i a-glukanach innego po-
chodzenia.
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Moga one stanowi¢ uzyteczne narzedzie do usuwania a-(1"3)-glukanéw z in-
nych polisacharydéw oraz do badania struktury chemicznej tego typu biopolime-
row. W ochronie roélin przed grzybowymi patogenami szczegdlnego znaczenia na-
biera wytwarzanie biopreparatéw rozktadajacych sciany komoérkowe grzybéw, kto-
rych istotnym skfadnikiem sg a-(I->3)-glukanazy. Dodatkowo w potgczeniu z inny-
mi enzymami a-(I—>3)-glukanazy moga utatwiac tworzenie sie protoplastow u grzy-
bow, ktore zawierajg ten glukan w $cianie komdérkowe;j.

Najwieksze jednak mozliwosci kryje w sobie produkcja mutanaz drobnoustrojo-
wych, ktére mozna wykorzysta¢ w stomatologii do zapobiegania prdochnicy zebow
i oczyszczania z biofilmoéw protez zebowych. Wykazano bowiem, ze efektywnym
uzupetnieniem mechanicznych i chemicznych $rodkéw higieny jamy ustnej moze
by¢ stosowanie enzymdw, ktdre specyficznie rozkladajg makroczasteczki budujace
szkielet ptytki nazebnej lub ptytki osadzajgcej sie na ruchomych aparatach prote-
tycznych. Proteazy rozkladajg biatka $liny, ktére adsorbujg sie na powierzchni ze-
bow i tworzg btonke inicjujgca powstawanie biofilmu. Zastosowane z lipazami nisz-
czg bakterie poprzez lize biatek i thuszczéw tworzacych strukturalne elementy ich
komorek, a podane z dodatkiem amylaz zapobiegajg rozwojowi kamienia nazebne-
go przez rozklad kompleksu weglowodanowo-biatkowego, ktory wigze wapn (1,2).
Z kolei dekstranazy i mutanazy mozna wykorzystaé do hydrolizy zrebu ptytki nazeb-
nej taczacego poszczegdine jej elementy, a zbudowanego gtéwnie z dekstranu i mu-
tanu.

2. Wykorzystanie mutanaz w dentystyce

Udziat mutanaz w profilaktyce préchnicy zebdw zwiazany jest z budowg phytki
nazebnej (ang. dental plaque) oraz procesami jakie w niej zachodza. Plytka stanowi
biofilm ztozony z mikroorganizmdéw osadzonych w matrycy zbudowanej z polime-
row pochodzenia bakteryjnego i $linowego (rys. 1) (3). Budowa i wasciwosci poli-
sacharydéw wchodzacych w skiad substancji organicznej ptytki majg bardzo duzy
wplyw na szybko$¢ powstawania zmian préchnicowych. Sposréd licznych polime-
row budujacych ptytke (a-(I-76)-, a-(1-*4)- i a-(1"3)-glukany, (3-(2"6)-fruktany),
decydujaca role w etiopatologii prochnicy zebéw odgrywa a-(1°3)-glukan, zwany
mutanem. Polimer ten stanowi 1,3-1,4% suchej masy ptytki i posiada kilka unikato-
wych cech, dzieki ktérym tworzy jej zrab, tzn. tatwo adsorbuje sie do szktiwa po-
krytego $ling lub btonka nabyta, sprzyja wzajemnemu sklejaniu sie bakterii (agre-
gacja) oraz znacznie zwieksza spdjnosc¢ plytki nazebnej (4). Mutany sg catkowicie
nierozpuszczalne w wodzie i majg strukture wiokien, co sprawia, ze nie sg roz-
puszczane i wymywane przez ptyny jamy ustnej. Ponadto, a-(I->3)-glukany nie
poddaja sie dziataniu enzymow, ani tych obecnych w jamie ustnej ani wytwarza-
nych przez bytujace tam mikroorganizmy, co zapewnia ptytce stabilnos¢ i trwatosé
(5-7).
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Rys. 1. Schemat ptytki nazebnej. A - powierzchnia zeba, B - warstwa glikoprotein $linowych oraz
bakteryjnych, C - mikroorganizmy - pierwsi kolonizatorzy, D - bakterie z grupy Sterptococcus
mutans (4).

Fakt, ze zdolno$¢ do syntezy mutanu przez paciorkowce zmienne - oprécz za-
kwaszania i umiejetnosci przezycia w kwasnym $rodowisku - zostata uznana za
gtéwny czynnik decydujacy o ich préchnicotwérczosci spowodowat, ze préby elimi-
nacji tego wiasnie skfadnika ptytki nazebnej na drodze enzymatycznej hydrolizy
staty sie jak najbardziej uzasadnione. Rozkiad i usuwanie a-(I-4"3)-gtukanéw prowa-
dzi do zniszczenia tub chocby naruszenia struktury plytki nazebnej, a tym samym
moze by¢ sposobem zapobiegania prdchnicy zebdéw, jedyna grupg enzyméw ma-
jacych zdolnos$¢ hydrolizy wigzan a-(I->3)-glukozydowych sg mutanazy. Z uwagi
jednak na fakt, ze natywne mutany zawierajg w swojej strukturze obok wigzan
a-(173) réwniez wiazania a-(I->6)-glukozydowe, do rozktadu tych ostatnich stosu-
je sie niekiedy dekstranaze lub enzym ten podaje sie facznie z mutanazg (8). Natezy
jednak wyraznie podkresli¢, ze w takim ukfadzie dekstranaza spetnia jedynie funk-
cje pomocniczg, a jedynym enzymem efektywnie rozktadajgcym natywne i nieroz-
puszczalne w wodzie mutany pochodzenia paciorkowcowego jest mutanaza. Pomi-
mo ze badania nad wykorzystaniem obu tych enzyméw w dentystyce prowadzone
sg od poczatku lat siedemdziesigtych XX w., to ich wyniki zostaty przedstawione za-
ledwie w kilkunastu doniesieniach i patentach (9-12).

W doswiadczeniach prowadzonych na zwierzetach wykazano, ze preparat muta-
nazy podawany z kariogennym pozywieniem szczurom z rodzimg mikroflorg powo-
dowat u nich wyrazne zahamowanie prochnicy szczelinowej oraz prochnicy po-
wierzchni gladkich zebow, nie miat natomiast wptywu na redukcje ptytki nazebne;.
Mutanaza generowata jednak pewne zmiany w sktadzie populacji bakterii wyste-
pujacych w ptytce, powodujac selektywne zahamowanie wzrostu paciorkowcow
Streptococcus mutans (13-15). Potwierdzono to w badaniach, w ktérych preparat mu-
tanazy z Trichodernm harzianum OMZ 779 zastosowano u wzglednie gnotobiotycz-
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nych szczuréw zakazonych szczepem S. mutans OMZ 176E. W tych warunkach zaob-
serwowano ograniczenie zaréwno liczby zmian préchnicowych jak i wielkosci ptytki
nazebnej (16). Guggenheim i wsp. (15) zauwazyli, ze dziatanie kariostatyczne muta-
nazy moze zosta¢ wydatnie zwiekszone poprzez miejscowe podanie preparatu en-
zymatycznego bezposrednio do ptytki nazebnej zwierzat. Mozna bylo w ten sposob
osiggna¢ efekt zahamowania prochnicy poréwnywalny z tym, jaki dawaty najlepsze
znane $rodki przeciwprochnicowe, tj. chlorheksydyna i fluorki. Ograniczenie rozwo-
ju tej choroby osiggneto 70% w przypadku zmian préchnicowych gtadkich powierzch-
ni zebow, 85% w przypadku zaawansowanych zmian w bruzdach i szczelinach, nato-
miast w poczatkowych stadiach tego rodzaju préchnicy enzym byt znacznie bardziej
skuteczny niz chlorheksydyna. Profilaktyczne dziatanie mutanazy zwigzane byto praw-
dopodobnie z wystepowaniem w jamie gebowej szczuréw specyficznych recepto-
row pozwalajagcych na diugotrwalg obecno$¢ enzymu i jego powolne uwalnianie.

Pierwsze préby uzycia mutanazy z Aspergillus nidulans w postaci ptukanki do ust
dla ludzi nie daty oczekiwanych rezultatéw (9). Dziatanie ptukanki kontrolnej
{20% roztwor sacharozy) jak i ptukanki z mutanazg {20% roztwér sacharozy + muta-
naza) byto prawie jednakowe, tzn. w obu przypadkach ptytka nazebna powstawata
z podobng czestotliwoscig, jednak u oséb stosujacych ptukanke z mutanazg na-
stapity istotne zmiany w ekologii ptytki - dziatanie enzymu spowodowato ograni-
czenie liczebnosci populacji S. mutans o blisko 75%, przy niezmienionej liczbie in-
nych drobnoustrojow. Fakt, ze podawanie mutanazy nie redukowato wielkosci ptyt-
ki wynika prawdopodobnie stad, ze mutan nie jest jedynym polimerem uczest-
niczacym w agregacji bakterii i obok homopolimeréw, takich jak mutan czy dek-
stran, w ptytce nazebnej znajduje sie wiele heteropolimeréw (9,16). jednak, jak juz
wspomniano, to mutan spetnia nadrzedng role w plytce, decydujac o udziale w niej
bakterii S. mutans oraz o zaistnieniu szeregu zjawisk fizykochemicznych, ktére wa-
runkujg kariogennos¢ takiego ukiadu (17,18).

Zadowalajagce wyniki w postaci redukcji ptytki nazebnej u ludzi osiggnieto dopie-
ro, wowczas gdy zastosowano preparat grzybowej mutanazy pochodzacy ze szczepu
7. harzianum OMZ 779 (19). Réwnocze$nie zaobserwowano jednak wystepowanie
efektéw ubocznych w postaci podraznien jezyka i miejscowych uczulen, zwigzanych
z obecnoscig, w nieoczyszczonych preparatach mutanazy, aktywnosci proteolitycz-
nej. Niedogodnosci tych mozna jednakze unikna¢ stosujac wysokooczyszczone pre-
paraty rekombinowanej mutanazy, wolne od jakichkolwiek aktywnosci towarzy-
szacych lub poszukujac nowych szczepOw nie wytwarzajgcych proteaz (20,21).

Biopreparaty mutanolityczne moga by¢é uzywane jako dodatki do ptukanek do
ust, past do zeb6éw, gum do zucia, a nawet zywnosci. Okazato sie przy tym, ze nie
bez znaczenia jest wybor nosnika. Zastosowanie do tego celu gumy do zucia ma
szczegoblne zalety ze wzgledu na przedtuzone dziatanie mutanazy, zwiekszone wy-
dzielanie $liny oraz mechaniczne usuwanie ,,naruszonej” przez enzym ptytki (20).

Mutanaza grzybowa nie stanowi jedynej formy biopreparatu, ktéry moze by¢ wy-
korzystany w profilaktyce prdchnicy. Wyrazne zahamowanie przyrostu ptytki na
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wargowych i jezykowych powierzchniach zebéw przednich, ktére nastgpito w wyni-
ku dziatania bakteryjnej mutanazy z Pseudomonas sp. zaobserwowali Inoue i wsp.
(22) . Korzystne moze by¢ rowniez uzycie kompozycji, zawierajacych enzymy hydro-
lizujgce mutan i hamujace jego powstawanie, np. mutanaze, dekstranaze i proteaze
(23) . Intensywnie badana jest takze mozliwo$¢ dodawania do srodkdw higieny jamy
ustnej mutanazy pochodzacej z Bacillus (21), lub naturalnych inhibiotoréw aktywno-
$ci glukozylotransferaz paciorkowcow zmiennych (24).

Mozliwosci wykorzystania mutanazy w praktyce stomatologicznej nie ograni-
czajg sie tylko do usuwania ptytki nazebnej, ale tez innych biofilméw powstajgcych
w jamie ustnej, np. ptytki protez (ang. denture plagque) gromadzacej sie na ruchomych
aparatach protetycznych. W wyniku obserwacji mikroskopowych dowodzi sie, ze
struktura tej plytki jest bardzo podobna do plytki nazebnej (25). Ptytka protez wy-
stepuje u wiekszosci oséb korzystajacych z uzupetnien protetycznych i jest przy-
czyna licznych stanéw zapalnych jamy ustnej, ktorych gtéwnym sprawca sq zasie-
dlajace biofilm drozdze z rodzaju Candida, a w szczeg6lnosci patogenny gatunek
C. albicans, izolowany u 50 do 100" pacjentéw ze zmianami podioza protetycznego.
Kluczem do utrzymania btony $luzowej jamy ustnej we wihasciwej kondycji jest, jak
sie wydaje, skuteczna metoda czyszczenia uzupetnieri protetycznych (26). Do tej
pory, zdolno$¢ mutanazy do usuwania ptytki protez testowano w niewielu osrod-
kach na Swiecie. W latach siedemdziesigtych XX w. dunski zespét Budtz-jorgensena
prowadzit szeroko zakrojone prace nad enzymatycznym oczyszczaniem protez ze-
bowych przy uzyciu dekstranazy, mutanazy i proteazy, stosowanych oddzielnie lub
w mieszaninie. W charakterze kontroli uzywano placebo lub handlowego preparatu
do czyszczenia ruchomych uzupetnien protetycznych o nazwie Steradent®. Badaniu
poddano okoto 200. ochotnikéw korzystajacych z kompletnych uzupetnieri prote-
tycznych. Jedynym sposobem czyszczenia aparatébw w czasie trwania eksperymen-
tow byto zanurzanie ich - raz dziennie na 15 minut - w roztworze sporzadzonym
przez rozpuszczenie jednej tabletki preparatu enzymatycznego w 150 ml wody.
Skuteczno$¢ dziatania enzymdw oceniano na podstawie obserwacji zmian w wielko-
Sci (rozlegtosci) plytki, stanu btony Sluzowej podniebienia oraz ilosci komdrek droz-
dzy w wymazach pobranych z btony sluzowej podniebienia i ptytki osadzonej na po-
wierzchni stycznej protezy z btong Sluzowa.

W pierwszej fazie badan ochotnicy stosowali przez 2 tygodnie tabletki zawie-
rajgce bardzo duze dawki glukanaz (okoto 1500 jednostek enzymatycznych) i porcje
proteazy w ilosci 1,5 jednostki. Stwierdzono, ze mieszanina sktadajaca sie z muta-
nazy i proteazy skuteczniej oczyszcza protezy niz te same enzymy uzyte oddzielnie,
czego wyrazem byta poprawa stanu btony Sluzowej podniebienia, obnizenie liczby
komorek drozdzy w wymazach oraz spadek liczby leukocytow (23).

Nastepnie sprawdzono, czy mieszanka enzymatyczna uzyta w bardziej racjonal-
nym stezeniu (5-krotnie mniejsza ilos¢ mutanazy) zapobiega powstawaniu biofilmu
na nowych, specjalnie przygotowanych dla ochotnikéw protezach. Po miesiacu sto-
sowania proponowanej metody czyszczenia okazato sie, ze ptytka odktadata sie za-
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réwno na aparatach traktowanych enzymami, placebo, jak i handlowymi preparata-
mi czyszczacymi, jednak w grupie ochotnikdw stosujgcych enzymy do czyszczenia
protez mozna bylo zaobserwowac, ze utworzona na uzupetnieniach protetycznych
ptytka miata o wiele mniejszg powierzchnie (27).

Celem ostatniego etapu badan byta ocena dtugoterminowego (trzymiesiecznego)
stosowania $rodka enzymatycznego do codziennego oczyszczania protez uzywanych
od dtuzszego czasu przez osoby starsze, z widocznymi zmianami zapalnymi na btonie
$luzowej podniebienia, wynikajacymi z korzystania z zainfekowanych uzupetnien pro-
tetycznych i ztej higieny. W grupie pacjentow stosujgcych enzymy stwierdzono ograni-
czenie wielkosci plytki po 6 tygodniach trwania eksperymentu, a stan btony $luzowej
jamy ustnej ulegat poprawie w miare uptywu czasu (28). Dodatkowg zaletg stosowania
enzymatycznej metody czyszczenia uzupetnien protetycznych jest jej prostota oraz
mata czasochtonno$¢, co zmniejsza mozliwos$¢ ich zniszczenia (upuszczenie, ztamanie)
w trakcie uzytkowania przez starsze osoby. Poza tym, w obserwacji dziatania handlo-
wych preparatow czyszczacych wykazano, ze tak krdtki czas ekspozycji aparatéw pro-
tetycznych na dzialanie tych $rodkdw jest niewystarczajacy, co powoduje, ze sa one
niewiele bardziej skuteczne od placebo czy wody wodociggowej (23,26).

W badaniach nad grzybowymi i bakteryjnymi mutanazami i mozliwoscig ich prak-
tycznego wykorzystania w dentystyce uczestniczy od wielu lat grupa badawcza prof.
Szczodraka z Zaktadu Mikrobiologii Przemystowej UMCS w Lublinie. Ostatnio, w celu
rozwigzania niektérych kwestii aplikacyjnych, zespot podijat scista wspotprace z Ka-
tedrg i Zaktadem Stomatologii Zachowawczej AM w Lublinie. Badania z zakresu wy-
korzystania mutanaz w praktyce stomatologicznej naleza do pionierskich w Polsce,
a jednym z ich watkdéw jest uzycie tych enzyméw do usuwania ptytki protez (26,29).

W dos$wiadczeniach prowadzonych in vitro przetestowano dziatanie trzech enzy-
moéw glukanolitycznych: grzybowej egzomutanazy ze szczepu T. harzianum CCM
F-340 (30), bakteryjnej endomutanazy z Paenibacillus curdlanolyticus MP-1 (31) oraz
handlowego preparatu dekstranazy z firmy Sigma-Aldrich. Specjalnie przygotowane
ptytki akrylowe, imitujace aparaty protetyczne, optaszczano wstepnie jatowa $lina,
a nastepnie osadzano na nich biofilm utworzony przez 9 gatunkéw bakterii izolowa-
nych z jamy ustnej oraz jeden gatunek drozdzy C. albicans. Ptytki akrylowe pokryte
biofilmem umieszczano na 12 godzin w roztworach buforowych o temperaturze
40°C, ktdre zawieraty poszczeg6lne enzymy lub ich mieszaniny. Kontrole stanowity
plytki zanurzone w samym buforze lub w wodzie z dodatkiem handlowego $rodka
do czyszczenia ruchomych uzupetnien protetycznych. W badaniach po raz pierwszy
zastosowano mieszaning dwoch réznych mutanaz i dekstranazy, a ich synergiczne
dziatanie powodowato catkowite usuwanie biofilmu osadzonego na modelu protezy
(rys. 2). Nalezy przy tym pokresli¢, ze stezenia poszczeg6lnych glukanaz w miesza-
ninach reagujacych byly kilkanascie razy nizsze od tych jakie stosowano w do$wiad-
czeniach Budtz-jorgensena (23), przy czym podobnie jak w doswiadczeniach szkoty
dunskiej, preparat handlowy uzyty do usuwania warstwy biofilmu z ptytek akrylo-
wych byt nieskuteczny, tzn. nie naruszat struktury piytki protez.
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Rys. 2. Enzymatyczne usuwanie biofilmu zwigzanego z ptytka akrylowg (26). Widok przed (1), po
12-godzinneJ hydrolizie (11) i kilkakrotnym ptukaniu wodg (111). (A - kontrola bez dodania enzymu, B -
preparat handlowy, C - egzomutanaza + dekstranaza, D - endomutanaza + dekstranaza, E - egzo-

mutanaza + endomutanaza + dekstranaza).
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3.Enzymatyczny rozktad a-(17°3)-glukandéw sciany komorkowej

a-(1"3)-Glukanazy znalazty réwniez zastosowanie jako skuteczne narzedzie
w analizie strukturalnej oraz hydrolizie a-(1"3)-glukanéw pochodzacych z innego
zrédha niz paciorkowcowe. Polimery tego typu wystepujg jako sktadniki struktural-
ne $cian komorkowych zdecydowanej wiekszosci grzybdw, gtdwnie z rodzaju
Ascomycetes i Basidiomycetes (32,33) oraz niektorych roslin wyzszych, np. mango (34).
Sciany komaérkowe grzyb6w sktadaja sie z pieciu glownych polimeréw, (3-(13)-glu-
kanu, P-(I->6)-glukanu, a-(I-*3)-glukanu, chityny i glikoprotein (35), przy czym
ilos¢ a-(I->3)-glukanéw ksztaltuje sie na poziomie 9-46% suchej masy Sciany,
a w owocnikach niektoérych podstawczakdéw siega nawet 88% (36).

a-(173)-Glukanazy naleza do enzymoéw mykolitycznych i sa wykorzystywane
m. in. w analizie chemicznej i w badaniach ultrastruktury $ciany komorkowej grzy-
bow oraz do produkcji biopreparatéw chronigcych rosliny przed grzybowymi pato-
genami. Selektywny rozktad poszczegélnych skiadnikéw Sciany przy uzyciu réznych
glukanaz (P-(173)-, p-(176)-, a-(1-"3)-glukanazy, chitynazy) zaowocowat powsta-
niem techniki zwanej enzyme dissection (ang.), pozwalajacej na skuteczng i efektywng
izolacje protoplastow z komorek grzybowych. Poczatkowo enzymow litycznych uzy-
wano w procedurach otrzymywania wolnych od komorek ekstraktow (37) oraz uwal-
niania organelli komérkowych do badan biochemicznych (38). W dalszym etapie,
poprzez wieloletnie doskonalenie metod enzymatycznego otrzymywania grzybo-
wych protoplastow, przyspieszono badania zwigzane z poznaniem struktury, wzro-
stu i odzywiania komorki (39,40), izolacjg bton cytoplazmatycznych (41), lokalizacjg
enzymow (42), badaniem systemOw osmotycznych (43), analiza wptywu réznych
czynnikow fizycznych na komérke (44,45), biosyntezg i mechanizmem dziatania an-
tybiotykow (46,47) oraz regeneracjg Sciany komdrkowej (48,49). Poza tym, uwalnia-
nie protoplastow za pomocag enzymatycznego ,.koktajlu” stato sie skutecznym na-
rzedziem wykorzystywanym w inzynierii genetycznej do badan zwigzanych z izola-
cja DNA (50,51) oraz fuzjg protoplastéw pomiedzy réznymi gatunkami: Aspergillus
nidulans i A. rugrosus (52), A. nidulans i A. fumigatus (53), Mucor pussilus i M. miechei
(54), Penicillium roquefortii i P. chrysogeum (55), P. chrysogeum i P. cyaneofulvum (56),
Gandoderma lucidum i G. applanatum (57), Lentinus edodes i G. lucidum (58).

Na rynku pojawito sie wiele preparatow zawierajgcych enzymy lityczne, w kto-
rych aktywnos$¢ a-(l->3)-glukanazy stanowita istotng czes¢ sktadowg (tab. 1). jed-
nym z najczesciej stosowanych preparatéw byt Novozym 234 (zwany réwniez Muta-
nase-Novozym 234), otrzymywany z hodowli T. harzianum. Poczatkowo stuzyt on
jako Zrodto mutanazy uzywanej do rozktadu a-(13)-glukandw syntetyzowanych przez
S. mutans (60). jego whasciwosci lityczne zostaty wykorzystane stosunkowo p6zno.
W 1981 r. Stephen i Nasim (61) oraz Hamlyn i wsp. (59) uzyli Novozymu 234 do izo-
lacji protoplastow z komdrek réznych grzybéw. Wysoka skutecznos$¢ dziatania tego
preparatu zaowocowata licznymi pracami i wykorzystaniem go do efektywnej izolacji
protoplastéw z licznych gatunkow drozdzy: Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
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pombe, Kluyveromyces lactis, Trichosporon pullulanas, Schwanniomyces alluvius (61),
Trichosporon cutaneum (62), Paracoccidioides brasiliensis (63) i grzybow strzepkowych:
Neurospora crassa (64), Gremmeniella abietina, Ascocalyx abietis (49), Lentinus lepideus
(48), Acremonium chrysogenum, Aspergillus nidulans,A. niger,A. ochraceous, A. rugulosus,
Penicillium chrysogeum, Volvariella volvacea (59), Microsporum canis, M. gypseum,
Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. violaceum, Epidermophyton floccosum (65),
Trichderma harzianum (66), Trichothecium roseum (67), Termitomyces clypeatus (68),
Sporotrichum thermophile (69), Pseudozyma flocculosa (70), Eremothecium ashbyii,
Trichoderma reesei, Penicillium chrysogenum (71). Poréwnanie aktywnosci litycznej
Novozymu 234 z innymi preparatami handlowymi przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 1

Aktywnos¢ a-(I->3)-glukanolityczna w niektérych handlowych preparatach enzymoéw litycznych (59,60)

Preparat enzymatyczny Specyficzna aktywnos¢
(Firma) a-(1—>3)-glukanolityczna (x10'2)
Novozym 234 (Novo) 6,57
Cellulase (Merck) 9,75
Cellulase CP (Sturge) 4,57
Cellulase CT (Struge) 2,87
P-D-Glucanase (BDH) 333
Helicase (P Industrie Biologique) 3,16
Lytic enzyme L] (BDH) 9,68
Cereflo 200L (Novo) 10,59
P-D-Glucuronidase (Sigma) 1,30

Tabela 2
Poréwnanie dziatania litycznego handlowych preparatéw enzymatycznych (o sttierdzonej aktywnosci

a-(1—>3)-glukanolitycznej) w kierunku uwalniania protoplastéw z komoérek wybranych grzybéw (59)

Liczba uwolnionych protoplastéw
Preparat enzymatyczny

(firma) (xIovml) (%)
A. chrysogenum”* A. nidulans A. niger P. chrysogenum V. volvacea S. cerevisiae”
1 2 3 4 5 6 1
Novozym 234 (Novo) 148+12 190453 1574071 37,9450  153+0,05 98,9+0,3
Cellulase (Merck) 8,00+3,27 2,07+0,57 0,83+0,33 - <0,25 67,9+6,5
Cellulase CP (Sturge) 133+18 19,045,0 0,94+0,06 8,3 <0,25 36,4+21,9
Cellulase CT (Struge) 1,67+1,03 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 6,40+6,80
p-D-Glucanase (BDH) <0,25 - - <0,25 <0,25 <0,50

Helicase (ITndustrie Biologique)  93,3+10,3 - . - - -
Lytic enzyme Lj (BDH) 237+29 - - - - -
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1 2 3 4 5 6 7
Cereflo 200L (Novo) <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 0,60+0,43
P-D-Glucuronidase (Sigma) - - - - — 91,146,5

A - poddany wstepnej obrébce za pomocg ditiotreitolu (DTT)
- poddany wstepnej obrébce za pomocg merkaptoetanolu

Wyzsza skuteczno$¢ tego preparatu wyrazata sie aktywnoscig w stosunku do
wszystkich testowanych szczepdw. Réznorodnos¢ budowy Sciany komorkowej ba-
danych grzybdw byla natomiast ograniczeniem dla efektywnego dziatania innych
handlowych preparatow, szczegdlnie p-D-Glucanase (BDH), Helicase (’Industrie Bio-
logique) oraz Lytic enzyme L] (BDH), ktore byty aktywne wytacznie w stosunku do
A. chrysogenum.

Szerokie spektrum dziatania Novozymu 234 zwigzane byto z tym, ze posiadat on
w swoim skladzie catg game aktywnosci glukanolitycznych oraz proteazowych, kto-
re nie byly spotykane w innych preparatach litycznych (59).

U wielu gatunkéw grzybdéw chityna i p-glukany tworzg fibrylarny szkielet $ciany
komérkowej, za$ do gtéwnych komponentéw wchodzacych w sktad spoiwa tej kon-
strukcji nalezg biatka i a-glukany. Ait-Lahsen i wsp. (72) opisali a-(I-*3)-glukanaze
(AGN13.1) z T. harzianum, kt6ra wigzata sie ze Sciang komdrkowa réznych patoge-
nicznych grzybdw [A. niger, Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum, Penicillium
aurantogriseum) i powodowata znaczng jej degradacje. Wykazano, ze enzym ten
dziata destrukcyjnie zaréwno w stosunku do grzybni jak i zarodnikéw. Dodatek do
podtoza 270 pg/ml a-(1->3)-glukanazy hamowat w okoto 70% tworzenie zarodnikdw
u P. aurantogriseum, a uzupetnienie 90 pg/ml AGN13.1 podtoza wzrostowego za-
szczepionego wykietkowanymi sporami A. niger, B. cinerea oraz P. aurantogriseum ha-
mowato znaczaco ich rozwoj.

Gatunki Trichoderma od wielu lat badane sg pod katem mozliwo$ci zastosowania
jako czynnik biokontroli w rolnictwie (73). Kontrola biologiczna obejmuje uzycie
korzystnych mikroorganizmow, takich jak grzyby i bakterie, do zwalczania i kontro-
li patogendw roslin i choréb przez nie powodowanych. Trichoderma wykorzystuje
kilka mechanizméw antagonizmu, m.in. aktywnie pasozytuje na gospodarzu grzy-
bowym poprzez rozpoznawanie, wigzanie i niszczenie za pomoca enzymow jego
Sciany komorkowej, a nastepnie korzystanie z zawartosci komoérek patogenu. Szcze-
golnie uzyteczne sg w tym procesie enzymy chitynolityczne i glukanolityczne wy-
twarzane przez pasozyta. Rozktadajg one efektywnie Sciane komdrkowa gospoda-
rza przez hydrolize biopolimeréw nie wystepujacych w tkankach roslinnych (74).
Wspomniane enzymy wchodza w sktad catego zestawu enzymatycznego, okrestane-
go mianem enzymoéw degradujacych $ciane komérkowsa (ang. CWDESs). Takze oczysz-
czone CWDEs z r6znych gatunkéw Trichoderma skutecznie hamuja kietkowanie spor
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i wzrost grzybni wielu patogenéw, np. Rizoctonia, Fiisarium, Alternana, Phytophtora,
a szczegOlnie Botrytis (75).

Nieobecnos$¢ w scianie komaérkowej roslin wyzszych a-(1°3)-glukandw i aktyw-
nosci a-(1°3)-glukanolitycznej daje szerokie pole do wykorzystania mikroorgani-
zmow (szczegdlnie grzybow wytwarzajacych a-(I->3)-glukanazy) jako skutecznego
narzedzia w walce z patogenami roslin. W tym kontekScie ekspresja genu kodu-
jacego a-(173)-glukanazy w transgenicznych roslinach mogtaby spowodowa¢ naby-
cie przez te organizmy dodatkowej odpornosci na patogeny grzybowe. Z kolei
a-(I-*3)-glukanazy degradujgce $ciany komorkowe grzybdéw sg juz stosowane
w biologicznej ochronie roslin jako komponenty biopreparatéw chronigcych rosliny
przed grzybowymi patogenami (72).

Preparat a-(1°3)-glukanazy w postaci Novozymu 234 byt réwniez wykorzysty-
wany do enzymatycznej obrébki wodnych roztworéw heteropolisacharydow wytwa-
rzanych przez Xantomonas, Arthobacter i Scierotium, m.in. ksantanéw (76). Ze wzgle-
du na ich zdolno$¢ do znacznego zwiekszania lepkosci Srodowiska, zwigzki te sg
szeroko stosowane jako $rodki zageszczajagce w przemysle spozywczym. Stuzg tez
do odzyskiwania ropy naftowej - wodne roztwory heteropolisacharydéw o steze-
niu od 300 do 3000 ppm sg uzywane do usuwania oleju z czesciowo wyczerpanych
z46z. Skutkiem ubocznym ich stosowania jest jednak zatykanie poréw w utworach
skalnych, do ktorych je wprowadzono. Powoduje to niepozadane wzrosty cisnienia
i niemozno$¢ odzyskania oleju. Zatykanie poréw spowodowane jest obechoscig
w roztworach polimeréw nierozpuszczalnych czastek (bakterie) oraz potprzezroczy-
stych agregatéw lub mikrozeli. Dodatek Novozymu 234 powodowat rozpuszczenie
tych inkluzji, a tym samym polepszenie zdolnosci filtracyjnych i utatwienie dozowa-
nia roztworéw heteropolisacharydéw.

4. Podsumowanie

z dokonanego przegladu piSmiennictwa wynika, ze enzymatyczna hydroliza bak-
teryjnych i grzybowych a-(l *3)-glukanéw stanowi aktualny i wazny problem bio-
technologiczny. jego rozwigzanie moze doprowadzi¢ do przetomu w dentystyce,
gdzie specyficzne a-(1"3)-glukanazy (mutanazy), usuwajace z powierzchni zebéw
paciorkowcowe mutany, mozna bedzie efektywnie wykorzysta¢ do zapobiegania
préchnicy i oczyszczania aparatow protetycznych z bakteryjnych filmdw. Préchnica
zebow jest nadal naszym problemem narodowym i dotyczy 85-90% Polakéw, przy
czym szczegblnie podatne na te chorobe sg dzieci i mtodziez ze wzgledu na specy-
ficzng budowe zeba. Zaawansowana prochnica oraz zty stan dzigset moga réwniez
prowadzi¢ do miazdzycy naczyn i chorob serca (zapalenie wsierdzia, !'..edomykal-
no$¢ zastawek). W zwigzku z tym poszukuje sie intensywnie nowych induktoréw
i producentéw mutanaz, a najnowsze badania zmierzajg do skonstruowania komen-
salnych mikroorganizméw bedacych antagonistami prochnicotworczych szczepow
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paciorkowcéw zmiennych. Z kolei a-(173)-glukanazy degradujace Sciany komérko-
we grzybow sg wykorzystywane do produkcji grzybowych protoplastow i wytwarza-
nia skutecznych biopreparatdw chronigcych rosliny przed grzybowymi patogenami.
W ostatnich latach dokonat sie tez duzy postep w oczyszczaniu a-(I->3)-glukanaz,
poznaniu ich struktury molekularnej oraz zbadaniu gendéw odpowiedzialnych za
synteze tych specyficznych biokatalizatoréw. Kontynuacja tych badan zmierza w kie-
runku lepszego zrozumienia mechanizmoéw indukcji i regulacji syntezy a-(1°3)-glu-
kanaz, poprawienia ich stabilnosci oraz otrzymania genetycznie zmodyfikowanych
mikroorganizméw ukierunkowanych na szybka i wydajna produkcije tych enzymoéw
w skali technicznej.
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