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Periplasmic (-glucans of Gram-negative bacteria

Abstract: Osmoregulated Periplasmic Glucans (OPGs) are intrinsic components of the bacterial envelope of many Proteobacteria.
These oligosaccharides share several common structural characteristics: D-glucose is the sole component sugar, B-glycosidic
bonds are the main type of linkages, glucans synthesis and accumulation are inversely proportional to the osmotic strength of
the environment.

Four families of periplasmic B-glucans have been described so far: 1) linear oligosaccharides, which are branched and contain
B-(1,2) and B-(1,6) linkages; 2) cyclic B-(1,2) glucans; 3) cyclic B-(1,2) glucans with one «-(1,6) linkage; 4) cyclic p-(1,3); B-(1,6)
glucans. OPGs may be substituted by one or several residues such as: sn-1-phosphoglycerol, phosphoethanolamine or
phosphocholine, which originate from the membrane phospholipids. Also some intermediary metabolites can serve as glucan
substituents (i.e.: acetic, methylmalonic and succinic acid O-ester). Periplasmic B-glucans may be neutral or anionic in character.
Except for the role in osmoprotection, OPGs are important in virulence, symbiosis, biofilm formation and resistance to antibiotics.
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1. Wprowadzenie

Wroku 1942 MclIntire i wspotpracownicy opi-
sali cykliczne oligomery glukozy wyizolowane z po-
zywki, w ktorej hodowano bakterie z gatunku Agrobac-
terium tumefaciens (obecnie: Rhizobium radiobacter)
[32]. Sadzono, ze stanowia one nowa podklas¢ egzo-
polisacharydéw. Nieco p6zniej podczas badan nad me-
tabolizmem fosfolipidéw u E. coli wykazano obecno$¢
podobnych zwiazkéw w peryplazmie tych bakterii.
Wykazano wtedy, ze przemiany fosfatydyloglicerolu
sa zwiazane z transferem reszty sn-1-fosfoglicerolu
na czasteczkg peryplazmatycznego glukanu. W lite-
raturze przyjat si¢ skrot MDO (membrane derived
oligosaccharides) dla okreslenia tych oligosachary-
dow. Okazato sig, ze zarowno glukany wyizolowane
z komorek A. tumefaciens, jak i MDO z peryplazmy
E. coli podlegaja regulacji osmotycznej. Stad wywo-
dzi si¢ ich wspolna nazwa: osmoregulowalne pery-
plazmatyczne glukany (esmoregulated periplasmic
glucans — OPG) [27, 34].

Obecnie przyjmuje sig, ze OPG sa powszechne
u bakterii Gram-ujemnych i mieszcza si¢ w przestrzeni

peryplazmatycznej. Przestrzen ta jest wypetniona ma-
cierza majaca posta¢ zelu, w ktorej oprocz glukandw
i woreczka mureinowego obecne sa liczne biatka: mig-
dzy innymi enzymy, biatka opiekuncze, przeno$niki
substancji drobnoczasteczkowych, takich jak: amino-
kwasy, peptydy, cukry, witaminy, koenzymy, nukleo-
tydy i jony zwiazkow nieorganicznych. W poszcze-
gblnych grupach bakterii glukany maja r6zna budowg,
jednak mozna dopatrzy¢ si¢ pewnych cech wspdlnych.
Sa to polimery D-glukozy, ktéra moze by¢ dodatkowo
podstawiona sktadnikami niecukrowymi. Z reguly resz-
ty glukozy sa ze soba potaczone wigzaniami B-gliko-
zydowymi, a wiazania «-glikozydowe spotyka sig spo-
radycznie. Glukany moga stanowi¢ od 5 do 20%
catkowitej suchej masy komorki. Ich ilos¢ zalezy od
gatunku bakterii, warunkow hodowli, a takze od fazy
wzrostu komorek. Najwigcej tych oligocukrow pow-
staje w logarytmicznej fazie wzrostu hodowli. W prze-
strzeni peryplazmatycznej moga osiagac stezenie od 10
do 100 mM. Cze$¢ glukandw jest wydzielana do pod-
loza. Tutaj ich ilo$¢ rozni si¢ znacznie i zalezy od ga-
tunku bakterii, a takze jest silnie uwarunkowana przez
faz¢ wzrostu oraz czynniki otoczenia. Wydzielanie
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peryplazmatycznych glukanéw na zewnatrz komorki
wzmaga wysoka temperatura oraz osmotycznie czyn-
ne skladniki pozywek. Duze ich stgzenie w podtozu
stwierdza si¢ w stacjonarnej fazie hodowli.

2. Struktura peryplazmatycznych glukanéw

Na podstawie budowy czasteczek mozna oligocukry
te zaklasyfikowac do czterech grup:
1. liniowe B-(1,2)-glukany;
2. cykliczne B-(1,2)-glukany;
3. cykliczne B-(1,2)-glukany z jednym wiazaniem
typu a-(1,6);
4. cykliczne B-(1,3);(1,6)-glukany.

2.1. Liniowe [(-(1,2)-glukany

Do tej grupy naleza peryplazmatyczne oligocukry
pochodzace z komorek E. coli oraz innych enterobak-
terii. Szkielet czasteczki najczg$ciej jest utworzony
z 8-9 reszt glukozy, cho¢ spotyka si¢ rowniez czas-
teczki zbudowane z 5 a nawet 12 reszt (rys. 1A). Czas-
teczki glukozy w gtéwnym tancuchu sa ze soba pota-
czone wigzaniami typu B-(1,2). Stwierdzono obecno$é
licznych odgatezien przytaczonych wiazaniami $-(1,6)
glikozydowymi. Charakterystyczna cecha tej klasy
peryplazmatycznych glukanéw jest obecno$¢ pod-
stawnikow niecukrowych. Najczesciej sa to reszty fos-
foglicerolu, fosfoetanolaminy, kwasu bursztynowego
1 octowego. W zwiazku z tym wigkszo$¢ czasteczek
glukandéw znajdujacych sig¢ w przestrzeni peryplazma-
tycznej komorek E. coli ma charakter anionowy [27].
Podobna budowe posiadaja liniowe oligocukry izo-
lowane z innych bakterii nalezacych do y-Proteobac-
teria, jak np. Erwinia chrysanthemi (u ktérej wystepu-
ja glukany zbudowane z 5—12 reszt glukozy) [13] oraz
Pseudomonas syringae (6—13 reszt glukozy w czas-
teczce glukanu) [43].

2.2. Cykliczne (-(1,2)-glukany (cyklosoforany)

Sa to oligosacharydy syntetyzowane przez bakte-
rie nalezace do Rhizobiales, z rodzajow: Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Agrobacterium oraz
Brucella [10, 12, 22, 23]. Czasteczki tych oligosacha-
rydow sa cykliczne, a monomery glukozy tacza sie
wylacznie wigzaniami B-(1,2). Stopien polimeryzacji
reszt glukozy (DP) jest do§¢ zréznicowany [9]. U Rhi-
zobium leguminosarum wynosi od 17 do 25, u Me-
sorhizobium huakuii DP = 17-28, natomiast u Sino-
rhizobium meliloti moze sigga¢ nawet 40 reszt glukozy
w pierscieniu. Nie udato si¢ stwierdzi¢ B-(1,2)-gluka-
néw o liczbie podjednostek mniejszej niz 17. Prawdo-
podobnie mniejsze pierScienie przy tym typie wiazan
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Rys. 1. Struktury wybranych peryplazmatycznych glukanow:

A) E. coli [26];

B) Mesorhizobium huakuii [12];

C) Ralstonia solanacearum [29];

D) Azorhizobium caulinodans [27].

n — liczba reszt glukozy w pier§cieniu
X, y — liczba reszt glukozy potaczonej odpowiednio

wiazaniem B-(1,3) i B-(1,6)

n

nie sa energetycznie uprzywilejowane [46]. Strukturg
cyklicznego B-(1,2)-glukanu przedstawiono na rys. 1B.

Poczatkowo sugerowano, ze cykliczne B-(1,2)-glu-
kany to oligocukry niemodyfikowane, a wigc o cha-
rakterze obojetnym [33]. Okazato si¢ jednak, ze moga
one ulega¢ przemianom polegajacym na dotaczeniu
anionowych podstawnikow takich, jak sn-1-fosfogli-
cerol, bursztynian, czy metylomalonian [9, 23, 35].
Dominujacym podstawnikiem cyklicznych glukanow
u Sinorhizobium 1 Agrobacterium tumefaciens jest
sn-1-fosfoglicerol, pochodzacy z czgéci polarnej fosfa-
tydyloglicerolu, bgdacego budulcem blon lipidowych.
Podstawnik ten jest zwiazany z czasteczka glukozy
w pozycji C-6 poprzez wiazanie fosfodiestrowe. Stwier-
dzono, ze podczas logarytmicznej fazy wzrostu bakterii,
liczne czasteczki cyklicznych oligomerow sa podsta-
wiane jedna do czterech reszt sn-1-fosfoglicerolu, na-
tomiast w fazie stacjonarnej obserwuje si¢ gtownie
syntez¢ glukanoéw obojetnych [35].
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2.3. Cykliczne (-(1,2)-glukany
z jednym wigzaniem typu o-(1,6) w pierScieniu

Do tej grupy zaliczane sa cykliczne oligosacharydy
wyizolowane z komorek Ralstonia solanacearum, Xan-
thomonas campestris 1 Rhodobacter sphaeroides [42,
45]. Czasteczki glukanu Ralstonia zawieraja 13 reszt
glukozy w pierScieniu, Xanthomonas wytwarza glu-
kany zbudowane z 16 reszt, za§ Rhodobacter z 18.
W pierscieniu oligocukrowym jedno wiazanie jest typu
a-(1,6), a pozostate reszty glukozy potaczone sa wigza-
niami typu -(1,2) (rys. 1C). Prawdopodobnie obecnosé
wiazania «-(1,6) powoduje wigksze usztywnienie czas-
teczki polimeru w porownaniu z bardziej elastyczny-
mi strukturami cyklicznych glukanéw posiadajacych
w szkielecie wylacznie wiazania typu B-(1,2) [30].

2.4. Cykliczne (-(1,3);(1,6)-glukany

Ta grupa obejmuje polimery, w ktérych reszty glu-
kozy sa ze soba potaczone wiazaniami -(1,3) i B-
(1,6)-glikozydowymi. Obecnos¢ takich oligosachary-
dow stwierdzono u bakterii z rodzaju Bradyrhizobium,
u gatunkdw: Azospirillum brasilense oraz Azorhizobium
caulinodans [1, 28, 41].

Bradyrizobia syntetyzuja cykliczne B-glukany za-
wierajace od 10 do 13 reszt glukozy w pierScieniu.
W czasteczce zbudowanej z 13 reszt, dwanascie tworzy
szkielet gtowny, natomiast trzynasta reszta jest rozgate-
zieniem taczacym sig¢ z pier§cieniem poprzez grupg OH
przy weglu C-6 glukozy tworzacej wiazanie [-(1,3)-
glikozydowe. W takim oligomerze reszty glukozy po-
taczone wiazaniami B-(1,3) moga by¢ zgrupowane
w uktady tripletowe, ktére sa oddzielone resztami glu-
kozy potaczonej wiazaniami B-(1,6). Sekwencje zawie-
rajace wiazania typu B-(1,6), moga wystepowaé w gru-
pach: po dwie, cztery lub pig¢ reszt glukozy. Czasteczki
glukozy tworzace wiazanie P-(1,3) sa podstawione
fosfocholina, przytaczona do C-6 reszty glukozy. Fosfo-
cholina bgdac podwojnym jonem (zwitter ion) powo-
duje, ze tadunek elektryczny glukanu zalezy od wtas-
nosci roztworu, w ktorym sa one rozpuszczone [9, 41].

Opisane niedawno peryplazmatyczne glukany 4zo-
rhizobium caulinodans maja budowe podobna do oligo-
cukrow bradyrizobiowych (rys. 1D). Stopien polime-
ryzacji tych cyklicznych molekut wynosi od 10 do 13.
Zdecydowana wigkszos¢ (97%) stanowia czasteczki
jedenastomerowe. Stwierdzono, ze w tych oligocukrach
wiazania typu B-(1,3) moga wystgpowaé w grupach
zawierajacych od dwoch do siedmiu reszt glukozy,
z widoczng przewaga fragmentéw ztozonych z trzech
i czterech monomerow. W przeciwienstwie do gluka-
now Bradyrhizobium, u Azorhizobium brak jest odgatg-
zien, a czasteczki maja charakter obojetny, nie stwierdzo-
no bowiem u nich jakichkolwiek podstawnikow [27].

Peryplazmatyczne glukany wyizolowane z komorek
Azospirillum brasilense sa mieszaning trzech typow
oligomerdw. Podstawowy typ zbudowany jest z 12 reszt
glukozy, potaczonych trzema wiazaniami typu -(1,3),
o$mioma [3-(1,6) i jednym wiazaniem typu [3-(1,4).
Drugi typ glukanu powstaje przez przylaczenie wia-
zaniem «-(1,3) jednej reszty glukozy do wspomnia-
nej struktury podstawowej. Trzeci typ to modyfikacja
glukanu typu drugiego. Polega ona na metylowaniu
a-(1,3)-zwiazanej reszty glukozy w pozycji C-2 [1].

3. Synteza peryplazmatycznych glukanéw
3.1. Biosynteza szkieletu cukrowego

Na podstawie analizy fenotypéw mutantdw nie-
zdolnych do syntezy glukandw wyodrgbniono i scha-
rakteryzowano szereg genow niezb¢dnych w biosyn-
tezie OPG.

U E. coli wykryto dwa geny tworzace operon
opgGH (lub mdoGH). Znajduje si¢ on w bezposrednim
sasiedztwie genu pyrC, ktorego produkt bierze udziat
w syntezie uracylu [8, 27]. Produktem genu opgH jest
biatko blonowe o masie czast. 97 kDa. Osiem segmen-
tow transmembranowych potaczonych trzema dhugimi
regionami cytoplazmatycznymi tworzy kanat, stuzacy
do translokacji OPG do przestrzeni peryplazmatyczne;.
Proces translokacji odbywa si¢ rownolegle z biosynte-
za tancucha cukrowego [14]. Biatko OpgH (MdoH) jest
niezb¢dne do wyrazenia aktywnosci glukozylotrans-
ferazy, katalizujacej in vitro powstawanie liniowego
tancucha [3-(1,2)-oligosacharydowego z UDP-glukozy
jako prekursora [27]. Gléwna domena OpgH wykazuje
pewne podobienstwa strukturalne z rodzina 2-gliko-
zylotransferaz [7].

OpgG (MdoQ) jest biatkiem peryplazmatycznym
0 masie czast. 56 kDa, zawiera ono dwie domeny
o strukturze . Miejsce aktywne tego biatka enzyma-
tycznego zbudowane jest z aminokwaséw kwasnych
1 aromatycznych, wykazujac podobienstwo struktural-
ne do takich enzymow jak mutarotaza galaktozowa
i glukodekstranaza. OpgG wspodtpracuje z OpgH, ka-
talizujac proces tworzenia odgatgzien od gtownego
szkieletu glukanu. Poniewaz prekursor do tej reakcji
(UDP-glukoza) znajduje si¢ wylacznie w cytoplazmie,
to najbardziej prawdopodobne jest, ze rozgatgzienia
moga powstawacé poprzez rearanzacj¢ podjednostek
glukozowych pierwotnie przytaczonych do liniowego
szkieletu wiazaniem B-(1,2)-glikozydowym. Przypusz-
cza sig, ze po peryplazmatycznej stronie btony cyto-
plazmatycznej OpgG wycina i przenosi reszty glukozy
na t¢ sama lub inna czasteczke glukanu, tworzac roz-
gatezienia przylaczone wigzaniem B-(1,6)-glikozydo-
wym. Podobny proces zachodzi podczas powstawania
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rozgatezien w czasteczkach glikogenu [21]. Udowod-
niono, ze operon opgGH (mdoGH) podlega kontroli
osmotycznej [7, 27].

Geny homologiczne do opgGH wyizolowano z ko-
morek Pseudomonas syringae 1 Erwinia chrysan-
themi [7, 27]. Obecno$¢ konserwatywnych sekwencji
wykazujacych podobienstwo do sekwencji opgGH
stwierdzono réwniez u innych bakterii nalezacych do
y-Proteobacteria. U B-Proteobacteria takie sekwencje
stwierdzono w genomie Nitrosomonas europeae [27].

Bakterie Sinorhizobium meliloti posiadaja dwa
sprzezone geny: ndvB 1 ndvA (nodule development)
[9]. Gen ndvB koduje duze biatko btonowe o masie
czast. okoto 319 kDa. Aktywnos¢ enzymatyczna NdvB
badano in vitro. Wykazano, ze jedynie 60 % czasteczki
tego biatka, liczac od konca aminowego, jest niezbgdne
do syntezy glukanu. Produktem genu ndvA jest biatko
cytoplazmatyczne o masie czast. 67 kDa. Sekwencja
aminokwasowa tego biatka wykazuje podobienstwo do
sktadnikéw systemu sekrecyjnego typu I (ABC-trans-
porter), a zwlaszcza do biatka HlyB. Prawdopodobnie
biatko NdvA bierze udziat w translokacji glukanu do
przestrzeni peryplazmatycznej oraz do §rodowiska ze-
wnetrznego [44].

U Agrobacterium tumefaciens (R. radiobacter) zi-
dentyfikowano podobne geny. Nazwano je chvB i chvA
(chromosomal virulence). U Sinorhizobium fredii
stwierdzono obecnos$¢ genu ndvB za$ u Brucella abor-
tus genu cgs [26]. Wykazano, ze geny te moga kom-
plementowaé wadliwe szlaki biosyntezy OPG u mu-
tantow ndvB~ S. meliloti [44]. Prawdopodobnie biatka
NdvB i ChvB uczestnicza we wszystkich etapach bio-
syntezy szkieletu rozpoczynajac od UDP-glukozy jako
substratu. Do ich aktywacji wymagana jest obecnos¢
jonow Mg?* i Mn?",

Dwa sprzgzone geny ndvB i ndvC zidentyfikowano
u Bradyrhizobium japonicum. Produktem genu ndvB
jest bialko o masie czast. 102 kDa, za$ genu ndvC
— biatko o masie czast. 62 kDa. Prawdopodobnie oba
sa biatkami blonowymi. Inaktywacja genu ndvB pro-
wadzi do zahamowania syntezy OPG, natomiast gdy
inaktywacji ulega gen ndvC, produkowana jest nor-
malna ilo$¢ OPG lecz w szkielecie reszty glukozy po-
taczone sa wytacznie wiazaniami typu [-(1,3). Nalezy
wnosi¢, ze biatko NdvB jest niezbgdne do zainicjowa-
nia polimeryzacji B-(1,3) zwiazanych reszt glukozy.
Z kolei NdvC jest odpowiedzialne za powstawanie
wigzan typu B-(1,6). Ostateczna forma glukanu moze
powstawac¢ na drodze przytaczenia kolejnej podjed-
nostki glukozowej wiazaniem B-(1,6), albo tez po-
przez rearanzacje wiazan -(1,3) pierwotnej molekuty
[6]. Biatko NdvB B. japonicum nie wykazuje znacza-
cych podobienstw z sekwencja aminokwasowa analo-
gicznego biatka S. meliloti. Nalezy ono do tej samej kla-
sy glikozylotransferaz co OpgH. Natomiast gen ndvC

ma podobna sekwencje do niektorych genéw drozdzo-
wych, bioracych udzial w metabolizmie glukanow
u tych mikroorganizmow [6].

3.2. Modyfikacja oligosacharydow

Szkielet OPG jest modyfikowany poprzez przyla-
czenie r6znych podstawnikéw. Podstawniki te moga
pochodzi¢ od fosfolipidow btonowych, jak np.: fosfa-
tydyloglicerol, fosfatydyloetanolamina czy fosfatydy-
locholina. Moga to by¢ rowniez metabolity posrednie,
np.: acetyl, bursztynian, metylomalonian, ktérych do-
norem jest odpowiedni acylo-CoA.

Stwierdzono, ze zarowno u E. coli jak iu S. meliloti,
przenoszenie reszt fosfoglicerolu nastepuje w prze-
strzeni peryplazmatycznej [27, 33, 44]. I tak, u E. coli,
wykryto gen opgB (mdoB), ktory koduje biatko bto-
nowe. Wykazano, ze przenosi ono resztg¢ fosfoglice-
rolu z zewnegtrznej powierzchni blony komoérkowej na
sztuczny akceptor, jakim byla arbutyna, ale nie katali-
zuje tego procesu w obecnosci rozpuszczalnych czaste-
czek peryplazmatycznych glukanéw. W zwiazku z tym
wydaje sig, ze reszty fosfoglicerolu moga by¢ przyla-
czane jedynie do czasteczek glukandéw pozostajacych
jeszcze w blonie cytoplazmatycznej. U S. meliloti zi-
dentyfikowano gen cgmB, ktérego produkt wykazuje
pewne podobienstwo do OpgB [44]. Przypisuje si¢ mu
funkcj¢ przenosnika reszt fosfoglicerolu.

Stwierdzono, ze w komorkach S. meliloti proces
przylaczania reszt bursztynianowych do OPG zachodzi
w przestrzeni peryplazmatycznej. W przypadku E. coli
nie zlokalizowano jak dotad miejsca, w ktorym zacho-
dzi bursztynylacja OPG. Wykazano jedynie, ze niezbed-
ny do tego procesu gen opgC (mdoC) koduje biatko
zawierajace 10 transblonowych segmentow. Wydaje
si¢, ze biatko to katalizuje transfer reszt bursztynianu
z warstwy cytoplazmatycznej btony komoérkowej do
szkieletu glukanowego znajdujacego si¢ po stronie pe-
ryplazmatycznej btony [29].

3.3. Regulacja biosyntezy OPG

Biosynteza peryplazmatycznych B-glukanow jest
regulowana przez bakterie dwiema drogami. Pierwsza
z nich to regulacja osmotyczna. OPG sa syntetyzo-
wane obficie gdy osmolarnos$¢ srodowiska jest bardzo
niska (mniejsza niz 100 mOsm). Gdy wzrasta powyzej
600 mOsm, to ilo$¢ OPG zmniejsza si¢ nawet 10-krot-
nie [29]. Taki mechanizm regulacji zaobserwowano
u wigkszos$ci przebadanych dotad gatunkéw bakterii,
np. u R. sphaeroides, R. solanacearum, E. chrysan-
themi, E. coli. Zarowno w komorkach FE. coli jaki
1 8. meliloti obserwowano opdznienie pomig¢dzy zmia-
na warunkéw osmotycznych srodowiska, a odpowie-
dzia komorki na stres osmotyczny, ktora objawia si¢
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zmiana st¢zenia OPG w przestrzeni peryplazmatycz-
nej [15]. Przy gwaltownym obnizeniu osmolarnosci
srodowiska obserwuje si¢ stopniowy wzrost syntezy
OPG, przy czym musi uptyna¢ czas potrzebny do po-
wstania kolejnej generacji, aby to st¢zenie osiagneto
wielko$¢ charakterystyczna dla gatunku. Przy gwal-
townym wzro$cie osmolarno$ci podltoza synteza OPG
nagle ustaje, lecz nie obserwuje si¢ degradacji ist-
niejacych oligosacharydow. Rozcienczenie nastgpuje
wylacznie poprzez rozdzielenie wyj$ciowej puli glu-
kanéw do komorek potomnych [29]. Wydaje sig, ze
regulacja biosyntezy OPG, w zalezno$ci od gatunku
bakterii, moze mie¢ miejsce na poziomie transkryp-
cyjnym i/lub posttranskrypcyjnym — czyli albo poprzez
regulacje ekspresji genow albo aktywnos$ci biatek.
Stwierdzono, ze w odpowiedzi na zmiang¢ osmolar-
nosci srodowiska w komorkach bakteryjnych zmienia
si¢ stezenie niektorych substancji. I tak w komoérkach
E. coli nast¢puje akumulacja jonow K i glutaminianu.
Pozwala to na adaptacj¢ do srodowiska o umiarkowa-
nie wysokiej osmolarno$ci. Natomiast przy wysokiej
osmolarnosci, bakterie te zastgpuja jony potasu pod-
wyzszonym stgzeniem innych zwiazkow. Moga to by¢
poliole, np. trehaloza, aminokwasy, np. prolina, lub tez
metyloaminy, np. betaina glicynowa [31]. Zjawisko
nagromadzenia w cytoplazmie takich substancji jak
jony potasu czy jony glutaminianowe obserwowano
rowniez u rizobiow oraz u Agrobacterium [36]. Rola
tych zwiazkow jest utrzymanie turgoru komorki. Do-
wiedziono, ze u tych bakterii syntetaza (-(1,2)-glu-
kanow jest wrazliwa na obecno$¢ jondéw potasu i glu-
taminianu [24].

Stezenie OPG w przestrzeni peryplazmatycznej
moze by¢ monitorowane przez jedno lub kilka biatek
sensorowych [17, 18]. Sugeruje si¢, ze wchodza one
w sktad systemu bgdacego wewngtrznym licznikiem
liczby podziatdéw komorkowych i posrednio kontrole-
rem ggstosci populacji (,,quorum sensing”).

U bakterii nalezacych do rodzaju Brucella i mutan-
ta S. meliloti GR4 nie stwierdzono zaleznosci ilosci
B-glukanow w peryplazmie od warunkdéw $rodowiska
zewngetrznego [10, 36, 47]. U tych mikroorganizméw
syntetaza (-(1,2)-glukanow nie jest wrazliwa na obec-
no$¢ jondw K* i glutaminianu [24]. W warunkach pod-
wyzszonej osmolarnosci $rodowiska obserwowano
u S. meliloti zahamowanie procesu podstawiania czas-
teczek glukanu resztami anionowymi. Nalezy wigc sa-
dzi¢, ze synteza OPG i modyfikowanie gotowych czas-
teczek to procesy niezalezne [24]. Prawdopodobnie
odpowiedz komorek na stres osmotyczny przebiega
tutaj poprzez nagromadzenie innych zwiazkow osmo-
tycznie czynnych takich jak betaina glicynowa [10].

Drugim mechanizmem regulacji syntezy OPG, jak
dotad stabo zbadanym, jest kontrola metaboliczna,
oparta na zjawisku sprzgzenia zwrotnego (tzw. ,,feed-

back control”). Ten mechanizm zostat odkryty podczas
badan nad szczepami E. coli niezdolnymi do syntezy
OPG przy braku glukozy w pozywce. Po dodaniu glu-
kozy do podtoza nastgpowata szybka akumulacja glu-
kanoéw w komorkach [27, 28]. Prawdopodobnie ten
mechanizm regulacji wystepuje rowniez w komodrkach
Azorhizobium caulinodans. U tych bakterii produkcja
glukanu nie podlega regulacji osmotycznej. Zaobser-
wowano jednoczes$nie znaczny przyrost ilosci peryplaz-
matycznych glukanow w komorkach podczas wzrostu
w warunkach stresu osmotycznego spowodowanego
dodatkiem glukozy do podtoza [28].

4. Rola peryplazmatycznych glukanow

Badania fenotypow mutantéw bakteryjnych defek-
tywnych w procesie syntezy glukanéw dostarczyly in-
formacji pozwalajacych na okre$lenie ich znaczenia
biologicznego. Mutanty hrpM Pseudomonas syringae
oraz mutanty chv Agrobacterium tumefaciens (R. radio-
bacter) sa niezdolne do wywotania reakcji nadwrazli-
wosci (HR) u roslin [11], za§ mutanty ndv S. meliloti
tworza defektywne brodawki na korzeniach lucerny
[19]. Mutacje w genie ndvB u B. japonicum powoduja
catkowity brak OPG, natomiast zmiany w genie ndvC
objawiaja si¢ powstawaniem strukturalnie odmien-
nych glukanéw zawierajacych jedynie wiazania typu
B-(1,3), o czym wspomniano w rozdziale 3.1. Mutanty
ndvB maja uposledzona zdolno$¢ do ruchu i do wzrostu
na podtozu hipoosmotycznym, a takze tworza nieefek-
tywne, ale wyraznie zré6znicowane brodawki na ko-
rzeniach soi, ro§linnym gospodarzu B. japonicum [5].
Z kolei zaobserwowano, ze mutanty w genie ndvC
produkujace cykliczne glukany zawierajace wylacznie
wigzania typu B-(1,3) (tzw. cyklodekakis-(1,3)-p-glu-
kany), wykazuja zdolnos¢ do ruchu i wzrostu w wa-
runkach obnizonego ci$nienia osmotycznego na po-
ziomie szczepu rodzicielskiego, ale nie sg zdolne do
nawiazania efektywnej symbiozy [4]. Proces bro-
dawkowania jest wydatnie opozniony, a pozbawione
bakterii pseudobrodawki, zawieraja komorki o pogru-
bionej $cianie, zaggszczonej cytoplazmie i licznych
wakuolach [6]. Na podstawie tych obserwacji wysu-
nigto wniosek, ze odpowiednia struktura cyklicznego
B-glukanu jest wazna dla prawidlowego przebiegu
interakcji symbiotycznych oraz, ze glukany bakterii
symbiotycznych, oprocz swej roli osmoregulacyjne;j,
prawdopodobnie petnia rowniez inne, jeszcze blizej
nieokreslone funkcje.

Wykazano, ze OPG wytwarzane przez bakterie B. ja-
ponicum zawierajace w swej strukturze wigzania typu
B-(1,3);(1,6) sa podobne strukturalnie do frakcji nie-
cyklicznych B-(1,3);(1,6)-heptaglukozowych oligocuk-
réw, pochodzacych ze $ciany komorkowej grzybowych
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patogendéw soi. Oligocukry te sa poteznymi aktywa-
torami fitoaleksyn (glownie gliceoliny sojowej) [2].
W przeciwienstwie do glukanow grzybowych, cyklicz-
ne P-glukany bradyrizobiéw sa stabymi aktywatorami
produkcji gliceoliny. Jednocze$nie stwierdzono, ze
B-(1,3);(1,6)-glukany B. japonicum USDA 110 wstrzy-
muja odpowiedz obronng indukowana obecno$cia
oligocukréw grzybowych [37]. Nalezy wigc mniemac,
ze czasteczki te funkcjonuja réwniez jako supresory
odpowiedzi obronnej gospodarza podczas inwazji ko-
morek korzenia soi przez bradyrizobia [6].

Podczas, gdy cykliczne B-(1,3);(1,6)-glukany B. ja-
ponicum wydaja si¢ by¢ niezbedne do prawidlowego
przebiegu procesu brodawkowania, takiej zaleznos$ci
nie obserwuje si¢ w przypadku glukanow S. fredii [25].
Bakterie te produkuja cykliczne B-(1,2)-glukany, ktore
posiadaja tadunek ujemny uwarunkowany obecnoscia
reszt fosfoglicerolu. Mutanty w genie ndvB mimo,
ze nie byly zdolne do wytwarzania glukanu, to jednak
indukowaty aktywne, wiazace azot brodawki na ko-
rzeniach dwoéch réznych odmian soi.

Z kolei badania przeprowadzone przez Dylan’a
i wsp. [16] na mutantach S. meliloti, defektywnych
w syntezie B-(1,2)-glukanu, pozwolity stwierdzi¢, ze
mutanty te nie sa zdolne do tworzenia efektywnych
brodawek. Powstajace pseudobrodawki sa mate, biate
i niezasiedlone. Mutanty ndvA i1 ndvB S. meliloti cha-
rakteryzuja si¢ utrata ruchliwosci, podwyzszona od-
porno$cia na bakteriofagi i wzrostem wrazliwosci na
niektore antybiotyki. Mutanty ndv sa defektywne
zarowno w zdolnosci do przylegania do powierzchni
komorek roslinnych jak réwniez maja ograniczona
zdolno$¢ do inicjacji nici infekcyjnych na korzeniach
lucerny. Pseudorewertanty tych mutantéw, mimo braku
zdolnosci do syntezy peryplazmatycznego glukanu,
zdolne byly do wzrostu w warunkach obnizonej osmo-
larno$ci $rodowiska. Zaobserwowano rowniez istotna
poprawg zdolnosci do przylegania lecz jednoczes$nie
niewielki wzrost zdolnosci do tworzenia nici infekcyj-
nych. Wysunigto tezg, ze cykliczne B-(1,2)-glukany
wytwarzane przez sinorizobia moga funkcjonowac
jako czastki sygnalne i osmoprotektanty wspierajace
nodulacje, lecz nie sa one kluczowe dla samego pro-
cesu brodawkowania [16].

Mutacje w genach opgGH E. chrysanthemi powo-
duja plejotropowe zmiany w fenotypie bakterii, obej-
mujace: nadprodukcje egzopolisacharydow (co spra-
wia, ze kolonie sa Sluzowe), osltabiona ruchliwos¢,
wzmozong wrazliwo$¢ na sole zolciowe, obnizong
produkcje enzyméw celulolitycznych, proteolitycz-
nych oraz pektynolitycznych, co w konsekwencji pro-
wadzi do utraty wirulencji [13, 38]. Posrod réznych
efektow obserwowanych u mutantéw opg™ E. chrysan-
themi najwazniejsza wydaje si¢ by¢ redukcja wytwa-
rzania i sekrecji liazy pektynowej, petniacej kluczowa

role w wirulencji. Wydaje si¢, ze OPG obecne w prze-
strzeni peryplazmatycznej tych bakterii sa niezbedne
dla wzrostu na gospodarzu ro§linnym, nie tylko pod-
czas samej kolonizacji ro$liny, lecz rowniez podczas
namnazania si¢ bakterii w zmacerowanej tkance [38].

Opornos$¢ E. coli na detergenty typu SDS jest zwia-
zana z obecno$cia OPG. Brak lub zahamowanie syn-
tezy OPG w obecnosci SDS prowadzi do lizy komorek.
Stwierdzono, ze nadwrazliwo$¢ na SDS wystgpuje za-
rowno u mutantow w genie opgG jak i opgH. Odnoto-
wano réwniez wzrost wrazliwos$ci na szok wywotany
obecnoscia SDS w komorkach szczepow rodzicielskich
E. coli rosnacych w warunkach indukujacych obnize-
nie ilosci OPG w przestrzeni peryplazmatycznej [40].

Mutanty niezdolne do syntezy OPG wykazuja plejo-
tropowe zmiany w fenotypie, wynikajace z uposledze-
nia funkcji oston komérkowych. Mutanty A. tumefa-
ciens i S meliloti o fenotypie Opg~ wyraznie stabiej
rosng na podtozu hipoosmotycznym [9], podczas gdy
wzrost podobnych mutantéw E. coli czy E. chrysan-
themi jest tylko lekko uposledzony [27]. Obserwuje
si¢ rowniez zmiany w chemotaksji i ruchliwosci, co
moze by¢ konsekwencja zmniejszonego poziomu syn-
tezy flagelliny. Mutanty opg™ E. coli maja inny sktad
poryn, tzn. blona tych bakterii zawiera podwyzszona
ilos¢ OmpC. Ponadto te bakterie sa odporne na lizujace
biatko faga MS2 i wytwarzaja zwigkszona ilos¢ kap-
sularnego polisacharydu (CPS), zwanego kwasem ko-
lanowym [17, 27]. Wydaje si¢, ze aktywacja genow
odpowiedzialnych za proces biosyntezy CPS moze po-
lega¢ na wzajemnym oddziatywaniu pomig¢dzy OPG
1 biatkiem ResC (sensorem) oraz biatkiem ResB (po-
zytywnym regulatorem).

Peryplazmatyczne glukany sa zaangazowane w me-
chanizmy osmoprotekcji, wirulencji oraz oporno$ci na
antybiotyki. Odgrywaja one réwniez rolg w regulacji
syntezy EPS, ktory jest niezbedny w rozwoju archi-
tektury biofilmu [39]. Mikroorganizmy uorganizowa-
ne w postaci biofilmu sg oporne na dziatania obronne
gospodarza i terapi¢ antybiotykowa. Przyktadem niech
beda biofilmy uropatogennych szczepéw E. coli two-
rzace si¢ w drogach moczowych i na powierzchni cew-
nikow. W obregbie powstajacych ognisk infekcji obser-
wuje si¢ wzrost opornosci na rutynowo stosowane
antybiotyki. Nalezy nadmieni¢, ze zakazenia drog mo-
czowych stanowia najbardziej pospolite zakazenia bak-
teryjne wystepujace u ludzi [20].

Peryplazmatyczne glukany to wazny, integralny
sktadnik oston zewngtrznych bakterii Gram-ujemnych.
Odgrywaja one istotna role w przezywalnos$ci bakterii
w ekstremalnych warunkach $§rodowiska oraz podczas
interakcji bakterii z organizmami eukariotycznymi.
Peryplazmatyczne glukany niosace tadunek ujemny
biora udzial w utrzymaniu potencjatu Donnana w po-
przek blony zewnetrznej bakterii [27]. Ponadto, wcho-
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dzac w interakcj¢ z innymi sktadnikami, takimi jak np.
fosfolipidy, czy peptydoglikan, pelnia réwniez role
strukturalna w organizacji oston komérkowych [3,7].
OPG moga funkcjonowac jako czastki informacyjne,
wrazliwe na obecno$¢ specyficznych bialek w prze-
strzeni peryplazmatycznej [15]. Duze czasteczki cy-
klicznych B-(1,2)-glukanow moga tworzy¢ kompleksy
inkluzyjne z substancjami hydrofobowymi. Ich kon-
formacja przestrzenna umozliwia powstanie miejsc,
w ktorych mieszcza sig czasteczki hydrofobowe. Te
cykliczne oligocukry nie sa degradowane przez enzy-
my obecne w organizmach zwierzegcych [7, 9].

5. Podsumowanie

Osmoregulowane peryplazmatyczne glukany (OPG)
sa istotnym sktadnikiem oston zewngtrznych bakterii
Gram-ujemnych. Mimo swej réznorodnos$ci posiadaja
one pewne cechy wspoélne: jedynym sktadnikiem cu-
krowym jest D-glukoza, potaczona gtownie wiazania-
mi typu [-glikozydowego, a ich synteza i nagroma-
dzenie w peryplazmie jest odwrotnie proporcjonalne
do sily osmotycznej srodowiska. Dotychczas opisano
cztery rodziny peryplazmatycznych glukanow.

Oprocz roli w osmoprotekcji, peryplazmatyczne
glukany sa istotne w wirulencji, w symbiozie, w trak-
cie tworzenia biofilmu oraz w opornosci szczepoéw na
antybiotyki.

Wiasciwosci cyklicznych B-glukanow wskazuja
drogi do ich potencjalnego zastosowania w przemysle
farmaceutycznym i spozywczym.
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