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Stufenweises Priifschema fiir Zuckeraustauschstoffe —
Vorpriifung mittels Enzymen
4. Glucosyltransferasen aus Streptococcus mutans AHT

F. Forsthuber und G. Siebert

Abteilung fir Experimentelle Zahnheilkunde, Universitat Wiirzburg

Zusammenfassung: Ein Kontinuierliches Mef3verfahren, das die Freisetzung von
Fructose und Glucose gleichzeitig enzymatisch erfallt, wird an die kinetischen
Bedingungen der Polysaccharidsynthese aus Saccharose durch Glucosyltransfera-
sen aus Streptococcus mutans AHT so angepaBl, daf3 die Anfangsgeschwindigkeit,
die Michaelis-Konstante fir Saccharose und die Effizienz der Glucanbildung
bestimmt werden kénnen. Durch Ermittlung von léslichem und unléslichem Glu-
can in Langzeitversuchen wird die neue Methode mit einem etablierten MeBverfah-
ren verglichen. Als Beispiele fur den EinfluBl von Zuckeraustauschstoffen auf
Glucosyltransferasen werden die Effekte von Leucrose, Nystose, Palatinit, Xylit,
Leucrit und Polyglucose PL-3 beschrieben. Die Ergebnisse tragen zur Vorbeurtei-
lung der Eignung von Zuckeraustauschstoffen als nichtkariogenen Sufungsmit-
teln bei.

Summary: A continuous procedure for the simultaneous enzymatic measurement
of the release of free fructose and glucose was adapted to the kinetic conditions of
the synthesis of polysaccharides from sucrose by glucosyltransferases from Strep-
tococcus mutans AHT. Initial velocities, K,, of sucrose, and the efficiency of the
formation of glucans from sucrose can be determined. Longtime incubations with
the isolation of soluble and insoluble glucans as an established method were
compared with the new procedure. As examples of the effect of sugar substitutes on
glucosyltransferases, data on leucrose, nystose, Palatinit, xylitol, leucritol and
polyglucose PL-3 are presented. The results provide a preliminary assessment of
sugar substitutes such as non-cariogenic sweeteners.

Schliisselwérter: Glucan, Glucosyltransferasen, Leucrose, Palatinit, Polyglucose
PL.-3, Saccharose, Xylit, Zuckeraustauschstoffe
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Einleitung

In friheren Mitteilungen (1-3) ist die Verwendung ausgewahlter Enzym-
tests fiir eine Vorpriufung von Zuckeraustauschstoffen beschrieben wor-
den; fiir die ernahrungswissenschaftliche (1, 3) und fir die zahnmedizini-
sche (2) Vorbeurteilung haben sich diese Tests als sehr niitzlich erwiesen,
wie inzwischen u. a. fiir Nystose (4) und fur Leucrose (5, 6) gezeigt worden
ist.
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Saccharose hat ein hohes kariogenes Potential nicht nur wegen der
Séurebildung durch Mundbakterien, sondern auch als Substrat bei der
Bildung von Plaque-Polysacchariden, welche die klebrige Matrix der
Zahnplaque darstellen (7). Extrazellulire Glucosyltransferasen, vor allem
aus Streptokokkenarten, sind fir die Polysaccharid-(Glucan-)Synthese
verantwortlich (Ubersicht siehe bei (8)), doch stellt die Messung der Akti-
Vitat der Glucosyltransferasen noch ein Problem dar. Erfat man Glucane
als Reaktionsprodukt, so sind zwar Fallungsverfahren — mit (9) oder ohne
(10) radioaktiv markierte Saccharose als Substrat — fiir synthetisierte
Glucane mit niederen Alkoholen beschrieben, aber eine Trennung in
18sliche und unlésliche Glucane bleibt unvollstindig, solange man nicht
mit hochgereinigten, a(1-—3)- bzw. a(l->6)-spezifischen Glucosyltransfe-
rase-Fraktionen arbeitet; diese Verfahren sind zudem zeit- und arbeitsauf-
Wendig. Erfaf3t man dagegen die Zunahme an Fructose und Glucose als
Folge der Glucanbildung, so sind diskontinuierliche Analysen (11) entei-
weiBter Proben der Reaktionsansitze umstindlich.

Das Prinzip einer kontinuierlichen Verfolgung der Glucosyltransferase-
Aktivitat ist zuerst von Newbrun und Carlsson (12) fiir ein hochgereinigtes
Enzym aus S. sanguis angegeben worden, wobei der Zuwachs an freier
Fructose gemessen wurde; dies reicht bei den S.-mutans-Enzymen nicht
aus, weil neben Fructose auch eine kleinere Menge freier Glucose auftritt.
Die gleichzeitige Messung von freier Glucose und freier Fructose haben
Felgenhauer und Trautner (13) angegeben, aber bei pH 7,0 gearbeitet, wo
die Michaelis-Konstante fiir Saccharose fast eine Gréenordnung héher
als bei pH 6,0, dem pH-Optimum der Glucosyliransferasen, ist. Nach
bestméglicher Kenntnis der Autoren sind beide Verfahren (12, 13) nicht in
anderen Laboratorien angewendet worden.

Es ist das Ziel der hier berichteten Versuche, die kontinuierliche enzy-
matische Verfolgung der Glucosyltransferase-Aktivitat auf eine solide
kinetische Basis zu stellen, indem nahe der Michaelis-Konstante am pH-
Optimum gemessen wird, und zur Prafung von Zuckeraustauschstoffen
einzusetzen, seien diese nun Substrate, Effektoren oder ohne Wirkung auf

die Glucansynthese.

Material und Methoden

Die Herkunft der Substrate und Zuckeraustauschstoffe wurde l.c. (1) beschrie-
ben; Nystose wurde von Dr. Hidaka, Kamagawa (Japan) zur Verfligung gestellt.
Leucrit (hydrogenierte Leucrose) und Polyglucose PL-3 (lineares a(1—6)-Glucan
mit 18,5 Glucoseresten als mittlerer Kettenldnge, Mol-Gewicht ca. 3000) wurden von
Dr. Schwengers, Dormagen, erhalten. Alle tibrigen Chemikalien waren von bester
kommerziell erhaltlicher Qualitat.

S. mutans AHT wurde auf Tryptose-Hefeextrakt mit 0,5% Glucose (14) angezo-
gen; aus dem Kulturiiberstand wurde die zwischen 0 und 55 % Ammoniumsulfat-
Sattigung anfallenden Proteinfraktion gewonnen. Nach Dialyse gegen 50 mmol/l
PhOSphatpuffer pH 5,0 und Klarung auf der Zentrifuge wurde die teilgereinigte

lucosyltransferasen—Préparation (10) bel —-30°C aufbewahrt; die Haltbarkeit
betrigt etwa ein Jahr ohne wesentlichen Aktivititsverlust. Protein wurde nach
g‘OWl‘y (15) bestimmt; die Aktivitdt betrug viy.. =017 umolmin x mg Protein bei

5°C.
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Die Aktivititsmessung der Glucosyliransferasen erfolgte in zwei Kiivetten im
Beckman-DU-8 Spektralphotometer, wobei das Reaktionsgemisch zur Bestim-
mung von Glucose (16) und Glucose plus Fructose (17) dem Inkubations-pH von pH
6,5 angepalit wurde; jeder Teilschritt der enzymatischen Bestimmung ~ Hexoki-
nase (Glucose und Fructose zu ihren 6-Phosphaten), Phosphoglucoseisomerase
(F6P zu G6P) und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P zur NADP-Reduktion)
— wurde separat auf seine pH-Abhéngigkeit gepruft und durch Variation von
Enzymmenge und Reaktionszeit so weit optimiert, dafl die Bestimmung von Glu-
cose und Fructose mit derselben Ausbeute und Wiederholbarkeit ablief wie unter
Standard-Analysebedingungen (16, 17) bei pH 7,5. Aus diesen Vorversuchen ergab
sich folgende Arbeitsvorschrift: Es werden in eine Kavette pipettiert (alle Angaben
als Endkonzentration) Saccharose 20 mmol/l bzw. Saccharose-Prifstoff-Gemisch,
gelost in 0,3 mmol/l Triethanolamin, pH 6,6, 3 mmol/l MgSQ,; 2 mg ATP und 2 mg
NADP werden in 0,3 mmol/l Triethanolamin pH 6,6 gelést; 2,8 U Hexokinase; 8,4 U
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase; mit Triethanolamin-Puffer wird auf 3 ml auf-
gefiillt. In einer zweiten Kuvette werden aulBer den eben genannten Enzymen noch
21U Phosphoglucoseisomerase zugesetzt. Die Reaktion wird durch Zugabe von je
20 mU Glucosyltransferase zu beiden Kuivetten gestartet. Die Reaktionstemperatur
liegt bei 25 °C.

Die Aktivitit der Glucosyltransferasen wurde aus der Differenz von freigesetzter
Fructose und freigesetzter Glucose berechnet: Die Differenz ist die Menge an
Glucose (umol/min) aus Saccharose, die zu Glucan polymerisiert worden ist. Der
Saccharoseverbrauch ist um den Betrag an freier Glucose grofier und entspricht
der Fructose-Freisetzung. Zur kinetischen Auswertung, insbesondere k,-Wert,
Maximalgeschwindigkeit und ggf. Hemmtyp und k; dienten die in l.c. (1) genannten
Verfahren.

Zur Gewinnung von Glucanen wurden 2 mmol Saccharose in 10,3 ml Triethanola-
min-Puffer (0,3 mol/l) von pH 6,6 mit 3,4 mg Enzymprotein 20 Std. bei 25 °C inku-
biert. Nach Abstoppen der Reaktion durch 20 min Erhitzen im kochenden Wasser-
bad wurden unldsliche Glucane auf der Zentrifuge abgetrennt und dreimal mit
Puffer gewaschen. Losliche Glucane wurden bei 83 % Ethanol (v/v) gefillt, nach
16 Std. Stehen in der Kilte mit 83%igem Ethanol (v/v) dreimal gewaschen und
ebenso wie die unléslichen Glucane in einem hohen Uberschuf von 0,3 mmoll
H,S0, tuber 17-20Std. bei 100°C hydrolysiert. Nach Neutralisation mit Ba(OH),
wurden Glucose (und Fructose) enzymatisch bestimmt (siehe oben).

Ergebnisse
Kinetische Konstanten

Der Reaktionsverlauf der Glucansynthese bei pH 6,5 ist in Abbildung 1
far eine Versuchsdauer von 20 min dargestellt; bis zu 60 min verlief die
Reaktion linear proportional zur Zeit. Michaelis-Konstanten fir Saccha-
rose sind in Tabelle 1 fur verschiedene pH-Werte der Inkubationsgemi-
sche angegeben; bei Auftragung von pk,, gegen pH ergab sich eine Gerade
mit der Steigung -1,0. Wie Tabelle 1 zeigt, bestand zwischen den k-
Werten bei pH 6,0, dem pH-Optimum des Enzyms (8), und pH 6,5 kein ins
Gewicht fallender Unterschied.

Polysaccharidsynthese

Die Freisetzung von Monosacchariden, wie sie mit der hier beschriebe-
nen Methode gemessen wird, bedarf des Beweises, daf} sie als Folge der
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Abb. 1. Reaktionsverlauf der Glucosyltransferase-Aktivitatsbestimmung bei pH 6,5.
le Freisetzung von Glucose (4 4) und Fructose (B B) aus 10 mmol/l

Saccharose wird enzymatisch simultan und fortlaufend in zwei Photometerkiivet-

t§n gemessen. Die Differenz zwischen Fructose und Glucose entspricht syntheti-

Slertem Glucan. pH 6,5 in 0,3 mmol/l Triethanolamin-Puffer; Temp. 25°C; 336 pg
nzymprotein pro Kivette.

POIYsaccharidsynthese auftritt und somit ein Mafl der Glucanbildung ist.
Nach 20Std. Reaktionsdauer des Standard-Inkubationsansatzes (ohne

nzyme fir die Monosaccharidanalysen) wurden unldsliche Glucane (ca.
90% der Glucanbildung) und lésliche Glucane (ca. 10 % der Glucanbil-
dung) bestimmt und in Relation zur Menge an freier Fructose, vermindert

Tab. 1. Michaelis-Konstante der Glucosyltransferase aus S. mutans AHT fir Sac-
Charose in Abhingigkeit vom pH.

PH K., (mmol/}) ~1g knm (2 pk,) v (U/min X mg)
7,5 a1 ~1,62 0,32
7,0 14 -1,15 0,30
6,5 3,7 +0,18* -0,57 0,17
6,0+ 2,0 —-0,30 0,86

Als Glucosyltransferase diente die unter Methoden beschriebene teilgereinigte
nzympriaparation mit v, = 0,17 £ 0,01 pmol/min x mg Protein nach Lineweaver-
Burk bzw. 0,17 + 0,003 pmol/mion x mg Protein nach Hanes-Woolf.
* Auswertung nach Lineweaver-Burk; nach Hanes-Woolf ergibt sich k, zu
oy 10£0,57 mmolll.
Dieser Wert wurde ermittelt, indem nach der Inkubation bei 37 °C mit dquimora-
len ZnCl,-NaOH-Lésungen enteiweifit wurde und Glucose sowie Fructose dis-
kontinuierlich analysiert wurden (s.a. Le. (8)).
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um den Betrag an freier Glucose, gesetzt. Von der zugesetzten Saccharose
waren ca. 25 % in freie Fructose umgesetzt worden; freie Glucose machte
3,3% aus. Die nach Hydrolyse zu Glucose bestimmten Glucanmengen
entsprachen (n =6) 77 = 4 % der aus der Monosaccharidfreisetzung errech-
neten, theoretisch méglichen Glucanmenge und standen damit, ange-
sichts der fallungs- und hydrolysebedingten Verluste, in plausibler Rela-
tion zum Saccharoseumsatz.

Effizienz

Aus der Relation von polymerisierter zu freigesetzter Glucose lief3 sich
die Effizienz der Glucansynthese aus Saccharose abschéatzen. Mit der
Formel

mol Glucose polymerisiert

Effizienz = mol Glucose freigesetzt (1)
N . _ 1
7o Effizienz = 1 — m) x 100 2)

erhielt man im eben beschriebenen Versuch der 20stundigen Inkubation
einen Wert von ca. 6,5 fur die Effizienz gleich 87 %, wihrend im kurzfristi-
gen Standardtest in Abhidngigkeit von der vorgelegten Substratkonzentra-
tion Werte zwischen 2,25 und 3,0 gleich 69-75% Effizienz beobachtet
wurden. Anderungen der Effizienz spielen bei Effektoren der Glucansyn-
thesen eine Rolle (siehe unten).

Einfluf3 ausgewdahlter Zuckeraustauschstoffe

Zunichst war zu priifen, ob Zuckeraustauschstoffe, soweit sie Glucosyl-
Disaccharide oder -Oligosaccharide sind, Substratcharakter fiir Glucosyl-
transferasen haben und zur Glucanbildung fihren. Dies war fir jeweils 50
mmol/l Leucrose [D-Glucosyl-a(1—5)-D-fructopyranose], Leucrit, Nystose
[D-Glucosyl-p-(1—-2)-D-fructosyl-f(1—2)-D-fructosyl-p(1—2)-D-fructose],
Palatinit® und Polyglucose PL-3 nicht der Fall.

Damit erdffnete sich die Moglichkeit, die genannten Zuckeraustausch-
stoffe auf Effektorwirkung gegeniiber Glucosyltransferasen zu prifen.
Hierbei zeigte sich kein Einfluf3 von Leucrose (400 mmol/l) oder Nystose
(50 mmol/) auf die Initialgeschwindigkeit der Glucansynthese; dagegen
war Polyglucose PL-3 ein Inhibitor der Glucosyltransferasen, Xylit-Palati-
nit und Leucrit waren Aktivatoren der Glucosyltransferasen.

Polyglucose PL-3 (Abb. 2) bewirkte eine Hemmung vom linear gemisch-
ten Typ mit k; = 15 mmol/l und k'; = 19 mmol/l. Halbmaximale Hemmung
wurde durch etwa 24 mmol/l Polyglucose PL-3 erreicht, was einer
7,2%igen Losung (w/v) dieses Oligosaccharids entsprach. Die Effizienz der
Glucansynthese wurde durch 27 mmol/l Polyglucose PL-3 bei 3 mmoll
Saccharose etwa verdreifacht.

Leucrit (19 mmol/l) bewirkte etwa eine Verdoppelung der Reaktionsge-
schwindigkeit (20 mmol/l Saccharose). Die Effizienz der Glucansynthese
wurde hierbei etwa verdreifacht (sieche Tab. 2).

Einen geringen, aber signifikanten bzw. hochsignifikanten Effekt zeigte
Xylit (Tab. 2). Durch Xylit (200 mmol/l) wurde die Reaktionsgeschwindig-
keit um 17 % und die Effizienz um 60 % erhoht.
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Tab. 2. Aktivierung der Glucosetransferasen aus S. mutans AHT.

Reaktionsgeschwindigkeit (U/ml) Effizienz
Konirolle* Prufstofl Kontrolie*® Prifstoff
Leucrit
19 mmol/l 3,02 5,41 2,02 6,10
Xylit
50 mmol/l 3,02 3,17 2,06 2,61
100 mmoln 3,02 3,30 2,06 2,64
200 mmolit 3,02 + 0,05 3,55+0,13  2,06+0,1 3,23+0,15
p =0,0013 p = 0,0001
n=3 n=3

* 20 mmol/l Saccharose

StBstoffe wie Saccharin (5 mmol/l) und Cyclamat (40 mmol/) sind bei
10mmol/l Saccharose als Substrat ohne Effekt auf die Glucosyltransfe-
rasen.

Diskussion

Das hier dargestelite Verfahren zur Messung der Aktivitat von Glucosyl-
transferasen ist durch zwei Merkmale gekennzeichnet: Wissenschaftliche
Genauigkeit in Me3bedingungen und MeBergebnissen verbindet sich mit
dem Charakter eines Schnelltests zur Reihenprifung. Damit werden
molare Dimensionen der Enzymaktivitiat angebbar, die die weitere Bear-
beitung wissenschaftlicher Fragen ermoglichen (Siebert & Forsthuber,
Unvergffentlicht); zugleich tritt fur Fragen der Kariesentstehung und

ariesverhiitung die Messung der Glucansynthese und ihrer Hemmbar-

eit gleichwertig neben die Messung der Sdurebildung (18) aus Saccha-
Tose ynd erlaubt es, die beiden fur die Kariesentstehung wichtigsten
igenschaften der Saccharose messend zu verfolgen.

Die in Tabelle 2 verzeichneten k,-Werte zeigen, dafl bei Abweichung
Vom pH-Optimum zum Neutralpunkt hin die Konzentrationen an Saccha-
Fose fur Halbsattigung stark ansteigen; Zweifel an der Identitit der ober-
halb 15 mmol/l Saccharose gemessenen Aktivititen (13) mit den bei
2~4 mmol/l erhaltenen Daten sind daher berechtigt; zu hohe Saccharose-
konzentrationen kénnen zudem AnlaB zu Begleitreaktionen geben, die
nhichts mit der Glucansynthese zu tun haben.

Eine Beeintrichtigung des hier beschriebenen MeBverfahrens durch
Fremdaktivitaten der Glucosyltransferase-Priparation kann bei pH 6,5
dusgeschlossen werden: Hydrolytischer Abbau von Glucanen kann bei
Reaktionsbeginn nicht erfolgen, da kein Glucan vorliegt und ein saccharo-
S.efreier Kontrollversuch keinen Glucosezuwachs anzeigt. Der tiber 60 min
lineare Reaktionsverlauf (1t. Abb. 1) beweist, dafl in dieser Zeitspanne kein
Glucanabbau stattgefunden haben kann, da sonst eine mit der Zeit schnel-
lere Glucose- als Fructosefreisetzung auftreten miif3te. Da nach Glucanhy-
drolyse Fructose nicht auftritt, kann eine Fructosyltransferase (Livansu-
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crase) nicht vorgelegen haben. Ein hydrolytischer Abbau von Saccharose
durch ein Enzym, das der Hefe-Invertase dhnelt (zur Literaturiibersicht
siehe l.c. (2)), kann nicht vorliegen, da sonst Leucrose (6) Effekte zeigen
muflte, was nicht der Fall ist.

Das MefBverfahren ist zugleich geeignet, Inhibitorwirkungen auf Gluco-
syltransferasen zu erkennen sowie qualitativ und quantitativ in molaren
Dimensionen zu beschreiben, wie fur Polyglucose PL-3 (Abb. 2) gezeigt
wird. Inhibitorwirkungen auf die Glucansynthese verleihen den Hemm-
stoffen eine potentiell antikariogene Eigenschaft, welche in anderer Ver-
suchsanordnung weiterzuverfolgen wiére, ob sie z. B. bei Standardverfah-
ren zur Ermittlung des kariogenen Potentials von Zuckeraustauschstoffen
auftritt (19). Erhéhungen der Geschwindigkeit der Monosaccharidfreiset-
zung, z. B. durch Xylit oder Leucrit (Tab. 2), bedeuten nicht notwendiger-
weise erhohte Glucanbildung, solange Kettenlinge und Loslichkeit der
Glucane nicht separat bestimmt worden sind.

Neuartig ist die Anwendung des Effizienzbegriffes auf die Glucansyn-
these aus Saccharose; theoretisch kann die Effizienz hierbei nicht hun-
dertprozentig sein, da hierfur das Energiegefille der Glykosidbindungen
von Saccharose zu Glucan thermodynamisch nicht ausreichen dirfte.
Welche Ursachen fiir Anderungen der Effizienz maBgeblich sind, ist noch
unklar; im Falle der Polyglucose PL-3 und anderer Substanzen wire
daran zu denken, daf3 zusitzliche Akzeptorfunktionen fur die Glucosyl-
ubertragung eingebracht werden, was mit den Vorstellungen von Robyt et
al. (20-22) uber den Reaktionsmechanismus der extrazelluldren Glucan-
synthese im Einklang stinde.

Zur zahnmedizinischen Bedeutung dieser Untersuchungen sind drei
Aspekte anzuftihren: Einmal bedingt Glucosyltransferasewirkung ein
Freiwerden von Monosacchariden, bei denen Fructose Giberwiegt (Abb. 1);
damit werden erhohte Raten der Saurebildung aus Saccharose plus Fruc-
tose moglich, was kiirzlich experimentell belegt wurde (18). Nicht nur die

1 % Hemmung
7

50

25

5 10 15 20 %5
[Polyglucose PL-B](mrm!/L)

Abb. 2. Hemmwirkung von Polyglucose PL-3 auf Glucosyltransferase aus S. mu-
tans AHT. Es wurden die relativen Hemmeffekte bei verschiedenen Konzentra-
tionen von Polyglucose PL-3 eingetragen. Die Saccharosekonzentration betrug
20 mmol/l.
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Synthese von Plaquepolysacchariden mit Freisetzung von Monosacchari-
den férdert die Kariesentstehung, sondern auch das nach Saccharosever-
fiitterung auftretende erhéhte Angebot an vergirbaren Zuckern (Ziesenitz
& Siebert, unveréffentlicht). Weiterhin umfaBt die hier vorgestellte Aktivi-
titsbestimmung der Glucosyltransferase einen Zeitraum, der fiir die orale
Zucker-Clearance von etwa 20 min (23) relevant ist; eine tiber Stunden
verlaufende Reaktionsdauer wére praxisfern.

SchlieBlich liegt der k,,-Wert fiir Saccharose bei der Glucansynthese mit
2~4 mmol/l (Tab. 1) unterhalb der Geschmacksschwelle fiir dieses Disac-
charid, Genausowenig wie bei der Saurebildung (18) kann daher der
Mensch »Schmecken®, ob Saccharose von Mundbakterien zur Synthese
von Plaquepolysacchariden herangezogen wird. StiBgeschmack kann also
Nicht als Warnindiz fiir mégliche Schmelzschiden dienen.

Danl_{sagung

Herrn Prof. Gehring verdanken die Verfasser die Uberlassung von S. mutans
AHT. Finanzielle Unterstiitzung kam vom Universitiatsbund Wirzburg.
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