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Badania nad enolaza - waznym alergenem grzyhow plesniowych.
Preparacja i charakterystyka enolazy z Alternaria alternata

Studies on enolase - a principal allergen of moulds. Preparation and characteristics of enolase
from Alternaria alternata

Irena Kustrzeba-Wojcicka, Wioletta Kmiecik
Katedra i Zaktad Biochemii Lekarskiej AM we Wroctawiu

Streszczenie

Wprowadzenie: Enzym szlaku glikolitycznego enolaza, uznawany jest za gtéwny alergen grzybow i plesni. Uzyskanie wysokooczyszczonych preparatow
enolazy z réznych gatunkéw grzybéw pozwoli w przyszto$ci na zwigkszenie specyficzno$ci i czuto$ci w diagnostyce alergologicznej.

Cel pracy: Celem niniejszej pracy byto opracowanie metody preparaciji enolazy z Alternaria alternata oraz zbadanie podstawowych wtasciwosci bioche-
micznych oczyszczonego enzymu.

Materiat i metody: Szczep Alternaria alternata izolowany ze $rodowiska hodowano na pozywce Sabourauda z 4% glukoza. Komoérki grzybdw rozbijano
mechanicznie w mtynku Brauna. Ekstrakt uzyskany ze zdezintegrowanych komérek frakcjonowano (NH,),S0,, a nastepnie rozdzielano chromatogra-
ficznie na kolumnach, wypetnionych ztozami DEAE-Sephadex A-50 i CM-Sephadex C-50.

Wyniki: Przeprowadzono badania nad wptywem czasu trwania hodowli Alternaria alternata na poziom aktywnosci enolazowej w ekstrakcie komorkowym. Wy-
kazano, ze dla celéw preparatywnych najefektywniejsza jest hodowla 28-dniowa. Opracowano metode oczyszczania enolazy z Alternaria alternata, pozwalaja-
ca na uzyskiwanie wysokooczyszczonego biatka. Okreslono wiasciwosci molekularne i kinetyczne oczyszczonego enzymu. Wyznaczono mase czasteczkowa
podjednostki enolazy M,,=47 kDa i optimum pH=6,8. Wykazano wysoka termostabilno$¢ enzymu, pozwalajaca na zachowanie 50% aktywnosci po jednogo-
dzinnej inkubacji w 50°C. Zbadano state kinetyczne K iV, . dla reakcji 2-PGA—PEP (K =0,36 mM; V. =4 mmol min’" pmol').

Whioski: Opracowana metoda izolacji i oczyszczania enolazy z Alternaria alternata pozwala na uzyskiwanie wysokooczyszczonego biatka. Wtasciwosci
biochemiczne oczyszczonego enzymu wskazuja na jego znaczne molekularne podobienstwo do enolazy z Saccharomyces cerevisiae i Candida albi-
cans, co moze stanowic¢ przyczyne wystepowania krzyzowych reakcji miedzy tymi gatunkami grzybow.

Stowa kluczowe: Alternaria alternata, enolaza, alergia

Abstract

Introduction: Enolase, an enzyme of the glycolitic pathway, is known as a main allergen of fungi and moulds. Obtaining the highly purified preparations
of enolase from various fungi species would help to increase the specificity and sensitivity of diagnostic tests in allergology.

Objective: The aim of this paper was to work out the strategy for purification of enolase from A. alternata and to investigate basic biochemical proper-
ties of the purified enzyme.

Material and methods: A. alfernata strain, isolated from environment, was cultured in Sabourauds medium with 4% glucose. Fungi cells were fragmen-
ted mechanically with Braun’s mill. The resulting extract, obtained from disintegrated cells, was subjected to ammonium sulphate fractionation and se-
parated on DEAE-Sephadex A-50 and CM-Sephadex C-50 ion-exchange chromatographic columns.

Results: Studies on the influence of the incubation time of A. alternata culture on the enolase activity in the cell extract were conducted. It was shown
that for preparatory purposes, 28-days culturing is the most effective one. The purification procedure of enolase from A. alternata, resulting in a highly
purified protein, was devised. The molecular and kinetic properties of purified enzyme were established. The molecular weight of 47 kDa and optimal
pH of 6.8 were determined. The enzyme was shown to possess high thermostability allowing to remain 50% of activity after one hour incubation at
50°C. Kinetic constants for 2-PGA—PEP reaction were estimated (K =0,36 mM; V__ =4 mmol min ymol ™).

Conclusions: The method of isolation and purification of enolase from A. alternata described in this paper leads to a highly purified protein. Biochemical
properties of the purified enzyme indicate high molecular similarity of this enzyme to the enolases from Saccharomyces cerevisiae and Candida albi-
cans, which can possibly be the reason why cross-reactions between this fungi species occur.

Key words: Alfernaria alternata, enolase, allergy
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Wstep

Grzyby z rodzaju Alternaria zaliczane sg do klasy Deu-
teromyces - sztucznej jednostki taksonomicznej, obejmu-
jacej grzyby o niekompletnym cyklu rozwojowym, u ktorych
nie zaobserwowano proceséw ptciowych. Rozmnazajg sie
gtownie bezptciowo za pomocg zarodnikéw konidialnych.
Alternaria jest rodzajem kosmopolitycznym, skupiajacym
zarowno gatunki saprofityczne, spotykane w glebie, powie-
trzu, na obumartych szczatkach roslin, czy na produktach
zywnosciowych, jak i pasozyty atakujace rosliny, zwierzeta
i ludzi. Sa to grzyby mezohigrofilne, o optimum termicznym
okoto 20°C (1). Alternaria wystepuje gtownie w klimacie
cieplejszym, przy czym ilos¢ zarodnikow w powietrzu wzra-
sta przy suchej i wietrznej pogodzie, a najwyzsze ich steze-
nia notuje sie latem i wczesna jesienig. W przypadku grzy-
bow domowych o catorocznym zarodnikowaniu sama kon-
strukcja budynkow moze sprzyja¢ rozwojowi grzybow, np.
Alternaria wystepuje czesciej w domach ocieplanych wet-
na mineralng (2). Pasozytnicze grzyby z rodzaju Alternaria
sg czesto izolowane ze zmian skérnych o klinicznym obra-
zie grzybicy, jednak tylko w nielicznych przypadkach sg je-
dynymi grzybami stwierdzanymi w takich ogniskach. Zwy-
kle towarzysza one innym grzybom o uznanej patogenno-
Sci. U os6b z zaburzong odpornoscig ogolng, czy przy
sprzyjajacych warunkach miejscowych moze dojs¢ do roz-
woju alternariozy (3). Z reguty grzyby patogenne, tzn. wy-
wotujgce grzybice, nie sg alergenami, chociaz istniejg wy-
jatki, ktore moga w zaleznosci od stanu immunologicznego
cztowieka by¢ czynnikami inwazyjnymi lub alergizujacymi.
Jesli wywotujg infekcje grzybicza o matej aktywnosci,
szczegolnie w organizmie z cechami atopii, to moga stymu-
lowac¢ wtornie reakcje nadwrazliwosci. Czesto w takich
przypadkach kliniczne objawy alergii dominujg nad objawa-
mi grzybicy. Alternaria nalezg do grzybow najczesciej od-
powiedzialnych za alergie wziewng. Moga by¢ réwniez
przyczyna alergicznego zapalenia pecherzykow ptucnych
- ,ptuco farmera”, , ptuco pracownika przemystu drzewne-
go” (2). Waznym alergenem grzybow plesniowych jest en-
zym szlaku glikolitycznego enolaza (4, 5). Jest to biatko wy-
soce konserwatywne i badania porownawcze DNA wykaza-
ty 80% homologicznych sekwenciji gendw enolaz z Alternaria
alternata, Saccharomyces cerevisiae, Cladosporium
herbarum i Candida albicans (6). Do tej pory wyizolowano
i przebadano enolaze tylko z 2 gatunkéw grzyboéw - Sac-
charomyces cerevisiae (7, 8) i Candida albicans (9). Me-
tode preparacji enolazy z Candida albicans opracowano
i opatentowano w naszym zespole badawczym (9, 10). Ce-
lem niniejszej pracy byto oczyszczenie enolazy z Alternaria
alternata, okreslenie jej wiasciwosci biochemicznych oraz
poréwnanie ich z cechami enzymdw uzyskanych z innych
zrodet. Sadzimy, ze szczegotowe badania molekularne nad
strukturg alergenow, a takze zastosowanie w testach wyso-
kooczyszczonych preparatow, zamiast bedacych obecnie
w uzyciu mieszanek, pozwoli na zwiekszenie czutosci
i specyficznosci diagnostycznej.

Materiat i metody

Warunki hodowli: Srodowiskowe szczepy Alternaria
alternata hodowano w wytrzasanej ptynnej pozywce Sa-
bourauda (4% glukoza, 1% pepton, 0,5% NaCl) w 37°C.
Hodowle przerywano po uptywie 7, 14, 21 i 28 dni. Ko-
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morki odwirowywano przy 5000 obrotow/min. przez 20
min., w 4°C, po czym dwukrotnie przeptukiwano woda,
w celu usuniecia sktadnikow pozywki.

Dezintegracja komoérek: Komorki rozbijano w mtynku
Brauna przy uzyciu kulek szklanych o srednicy 0,5 mm
(Merck). Zawiesina sktadata sie z 8 g kulek szklanych, 12 ml
wody i 5 g komorek A. alternata. Wnetrze mtynka chtodzono
cieklym CO,,. Catkowity czas dezintegracii roznit sie dla ho-
dowli w roznym wieku i wynosit 24-48 min, w 6-12 seriach
po 4 min. Stopien destrukcji komoérek kontrolowano za
pomocg mikroskopu swietlnego. Surowy ekstrakt oddzie-
lano od pozostatosci scian komorkowych i kulek szkla-
nych przez wirowanie przy 40 000 obrotow/min, w cza-
sie 20 min, w 4°C.

Wyznaczanie profilu wysalania (NH,),SO,,: Surowy
ekstrakt wysalano nasyconym roztworem (NH,),SO,
o pH 7,0, doprowadzajac kolejno do 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90% wysycenia. Osady odwirowywano przy
40 000 obrotéw/min przez 20 min, w 4°C. Do superna-
tantéw dodawano nasyconego roztworu (NH,),SO,, do
uzyskania kolejnego stopnia wysycenia. Osady biatek
rozpuszczano w 5 mM buforze Tris/HCI o pH 7,0 i diali-
zowano przez noc do tego samego buforu, w 4°C. W od-
solonych probach badano stezenie biatka i aktywnosc¢
enolazowa.

Frakcjonowanie (NH,,),SO,, i chromatografia: Surowy eks-
trakt doprowadzano do 40% wysolenia nasyconym roztwo-
rem (NH,),SO, o pH 7,0. Po odwirowaniu przy 40 000 g,
przez 20 min, w 4°C, supernatant doprowadzano do 60%
wysycenia (NH,),SO,, po czym ponownie odwirowywano
przy 40 000 g, przez 20 min, w 4°C i powstaty supernatant
odrzucano. Osad biatek rozpuszczano w 10 mM buforze
Tris/HCl o pH 9,0, zawierajgcym 5 mM MgSO,,, 1 mM EDTA
(wersenian dwusodowy), 1 mM 2-mercaptoetanolu i dializo-
wano przez noc do tego samego buforu, w 4°C. Dializat na-
noszono na kolumne o srednicy 1 cm, dtugosci 15 cm (Phar-
macia), wypetniong zelem DEAE-Sephadex A-50, zrownowa-
zonym 10 mM buforem Tris/HCI o pH 9,0, zawierajagcym 5
mM MgSO,, 1 mM EDTA, 1 mM 2-mercaptoetanol. Biatka
eluowano liniowym gradientem stezenia NaCl (0-0,5 M).
Predkos¢ przeptywu wynosita 8 ml/godz. Frakcje o aktywno-
sci enolazowej zbierano, zageszczano przez odparowanie
wody w warunkach obnizonego cisnienia, po czym dializowa-
no przez noc do 15 mM buforu NaH,PO,/Na,HPO, o pH
6,2, zawierajacego 3 mM MgSO,,. Dializat nanoszono na ko-
lumne o srednicy 1 cm, dtugosci 15 cm (Pharmacia), wypet-
niong zelem CM-Sephadex C-50, zrownowazonym 15 mM
buforem NaH,PO ,/Na,HPO,, o pH 6,2, zawierajgcym 3 mM
MgSO,,. Biatka eluowano z kolumny tym samym buforem.
Predkos¢ przeptywu wynosita 8 ml/godz. Frakcje o aktywno-
sci enolazowej zbierano, zageszczano przez odparowanie
wody w warunkach obnizonego cisnienia, po czym dializowa-
no przez noc do 0,05% wodnego roztworu MgSO,. Do za-
geszczonego roztworu enolazy dodawano NaN, w ilosci nie-
przekraczajacej 0,002% stezenia koncowego. Preparat byt
przechowywany w 4°C przez wiele tygodni bez zauwazalnej
utraty aktywnosci.

Elektroforeza: Elekiroforeze prowadzono w uktadzie La-
emmli'ego (11), stosujac 4% zel zageszczajacy oraz 10% zel
rozdzielajacy w 0,2 M buforze Tris/glicyna o pH 8,3z 0,1 %
SDS (siarczan dodecylu sodu). Dysocjacje i redukcije biatek
przeprowadzano w buforze do denaturacji (50 mM Tris/HCI
o pH 6,8, zawierajagcym 12,5% SDS, 25% 2-merkaptoeta-
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nol, 20% glicerol) przez 10 min w temp. 100°C. Na zel na-
noszono probki, zawierajgce 10-40 ug biatka.

Wybarwianie zeli: Zele utrwalano w roztworze 10%
CH,COOH/30% C,H;OH, przez 30 min, po czym umieszcza-
no je na 30 min w 0,1 M buforze octanowym o pH 6,0, zawie-
rajagcym 0,1% Na,S,0, i 30% metanol. Nastepnie zele przeptu-
kiwano kilkakrotnie wodg dejonizowang i inkubowano przez 25
min w roztworze 0,1% AgNO, z 0,4% formaldehydem. Barwe
wywotywano w roztworze 2,5% Na,CO, z 0,2% formaldehy-
dem. Reakcje przerywano stezonym kwasem octowym.

Wyznaczanie masy czgsteczkowej: Mase czastecz-
kowa wyznaczano elektroforetycznie w uktadzie Laemm-
l'ego. Uzywano nastepujacych markeréw wagowych (Se-
rva). cytochrom C (12,3 kDa), mioglobina (17,8 kDa),
chymotrypsynogen A (25,0 kDa), albumina z jaja kurzego
(45,5 kDa), albumina wotowa (67,0 kDa), aldolaza z mie-
$ni krolika (160,0 kDa). Na zele nanoszono probki, za-
wierajace po 10 ug biatka.

Oznaczanie stezenia biatka: Stezenie biatka ozna-
czano spektrofotometrycznie mierzac absorpcje przy dtu-
gosci fali 280 nm. Stezenie enzymu obliczano korzysta-
jac ze wspotczynnika 0,9 - wyznaczonego dla roztworu
enolazy z miesni krolika o stezeniu 1 mg/ml.

Pomiar aktywnosci enzymatycznej enolazy: Aktywnosc
enzymatyczng wyznaczano spektrofotometrycznie mierzac
absorpcje powstatego produkiu reakgcji, ktorym jest fosfoe-
nolopirogronian (PEP). Mieszanina reakcyjna zawierata sub-
strat - 1 mM kwas 2-fosfoglicerynowy (2-PGA) w 0,05 M bu-
forze imidazolowym o pH 6,8 z 0,4 M KCl i 3 mM MgSO,,.
Przebieg reakcji obserwowano mierzac zmiany ekstynkcji
przy dtugosci fali 240 nm w czasie 1 min od dodania en-
zymu, w temp. 30°C. Wzrost ekstynkcji w tych warun-
kach o 0,2 jednostki odpowiada przemianie 0,226 pmol
substratu. Za jednostke aktywnosci enzymatycznej enola-
zy przyjeto takg aktywnosc, ktora pozwalata na przerea-
gowanie 1 umol substratu w czasie 1 minuty.

Oznaczanie termostabilnosci enzymu: Probki eno-
lazy o stezeniu 1 mg/ml w 0,05% MgSO, inkubowano
w 50°C. Po uptywie okreslonego czasu pobierano po
0,5 nmol biatka do oznaczenia aktywnosci enzymatycz-
nej. Kontrole stanowita proba o takim samym stezeniu in-
kubowana w temperaturze pokojowej.

Wyniki

Opracowanie warunkow hodowli: Badano wptyw cza-
su trwania hodowli na aktywnosc¢ enolazy w wyciggu
z rozbitych komorek grzybow. Szczepy Alternaria alter-
nata hodowano w pozywce Sabourauda przez 7, 14, 21
lub 28 dni. Komorki oczyszczone od sktadnikow pozywki
rozbijano mechanicznie w mtynku Brauna, po czym izolo-
wano z nich ekstrakt przez odwirowanie. W surowych
ekstraktach badano stezenie biatka i aktywnos¢ enzyma-
tyczng enolazy. Porownanie uzyskanych wynikow wyka-
zato, ze najwyzszg aktywnosc¢ wtasciwg enolazy zachowu-
je wyciag z hodowli 28-dniowej (tabela |) i preparat ten
wykorzystywano do dalszych badan.

Wyznaczanie profilu wysalania (NH,),SO,,: Surowy
ekstrakt z A. alternata wysalano nasyconym roztworem
(NH,),SO, o pH 7,0, doprowadzajac kolejno do 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80 i 90% wysycenia. Osady biatek
odwirowywano, rozpuszczano w 5 mM buforze Tris/HCI
o pH 7,0 i odsalano przez dialize. W otrzymanych probach

Tabela I: AktywnoS¢ wtasciwa enolazy w ekstraktach z hodowli Alternaria alternata
Table I: Specific activity of enolase in the crude exiracts from Alternaria alternata cultures

Czas prowadzenia hodowli Aktywno$¢ wtasciwa enolazy
Alternaria alternata w surowym ekstrakcie
Culturing time Specific enolase

activity in a crude extract
7 dni / days 0ja. /mg
14 dni / days 0,026 j.a. / mg
21 dni / days 0,0342 j.a. / mg
28 dni / days 1,03ja./ mg
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Ryc. 1. Profil wysalania nasyconym roztworem siarczanu amonu enolazy z Alter-
naria alternata
Fig. 1. Ammonium sulphate fractionation profile of enolase from Alternaria alternata

badano stezenie biatka i aktywnos¢ enolazowa. Sporzadzo-
no profil wysalania przedstawiajacy aktywnosc wtasciwg eno-
lazy we frakcjach o réznym stopniu wysycenia siarczanem
amonu (ryc. 1). Najwyzsza aktywnos¢ enolazowg zachowy-
wat preparat o 40-60% wysycenia siarczanem amonu i byt
on uzyty do dalszych badan.

Preparacja enolazy z Alternaria alternata: Ekstrakt
komorkowy z Alternaria alternata poddawano procedurze
opisanej w rozdziale ,Materiat i metody”. Ztoze DEAE-
-Sephadex A-50 adsorbowato enolaze, kidrg nastepnie elu-
owano z kolumny liniowym gradientem NaCl. Frakcje o ak-
tywnosci enolazowej, tworzace wyrazny, ostry szczyt zbiera-
no poza gtownym szczytem biatkowym (ryc. 2). Frakcje
0 wysokiej aktywnosci faczono, zageszczano, dializowano
i nanoszono na ztoze CM-Sephadex C-50 o pH 6,2. Czes¢
biatek zostata zaadsorbowana przez wypetnienie kolum-
ny, jednak enolaza nie wigzata sie z wymieniaczem i wy-
mywano jg buforem rownowazacym (ryc. 3). Frakcje o ak-
tywnosci enolazowej zebrane poza gtownym szczytem
biatkowym byty czyste elektroforetycznie (ryc. 4) i zawar-
te w nich biatko byto przedmiotem dalszych badan.

Wyznaczanie ciezaru podjednostkowego enolazy:
Mase podjednostkowa enolazy wyznaczono metodg elek-
troforetyczng zgodnie z procedurg opisang w rozdziale
Materiat i metody i wynosita ona 45 kDa (ryc. 5).

Termostabilnos¢ enzymu: Enolaza wykazuje wysoka
termostabilnos¢. Po 20 min. inkubacji w temperaturze
50°C enzym traci 30% aktywnosci poczatkowej. Jedno-
godzinna inkubacja w 50°C przyczynia sie do spadku ak-
tywnosci o 50%, natomiast po dwugodzinnej inkubaciji
enzym wykazuje 30% aktywnosci poczatkowej. Dalsza in-
kubacja nie wptywa w znaczacym stopniu na spadek ak-
tywnosci (ryc. 6).
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Ryc. 2. Chromatografia na DEAE-Sephadex A-SO. Profil elucji enolazy z kolumny
Fig. 2. DEAE-Sephadex A-50 chromatography. Enolase elution profile

1 2

Ryc. 4. Elektroforogram oczyszczonej enolazy z Alternaria alternata. [1] surowy
ekstrakt (40 ug), [2] oczyszczona enolaza (20 ug)

Fig. 4. SDS-PAGE pattern of purified enolase from Alternaria alternata. [1] crude
extract (40 ug), [2] purified enolase (20 ug)

Ryc. 3. Chromatografia na CM-Sephadex C-50. Profil eluciji enolazy z kolumny
Fig. 3. CM-Sephadex C-50 chromatography. Enolase elution profile
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Standardy mas czasteczkowych (Da): cytochrom C (12,300), mioglobina (17,800), chy-
motrypsynogen A (25,000), albumina z jaja kurzego (45,000), albumina wotowa
(67,000), aldolaza z mie$ni krélika (160,000)

Molecular weight standards (Da): cytochrome C (12.300), myoglobin (17.800),
chymotrypsinogen A (25.000), albumin-egg (45.000), bovine albumin (67.000),
rabbit muscle aldolase (160.000)
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Ryc. 5. Wyznaczanie masy czasteczkowej monomeru enolazy metoda elektrofo-
retyczng

Fig. 5. Molecular weight estimation of enolase monomer by electrophoretic me-
thod
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Ryc. 6. Termostabilnos¢ enolazy inkubowanej w temp. 50° C
Fig. 6. Thermostability of enolase incubated at 50° C

Wyznaczanie optimum pH enolazy z Alternaria al-
ternata: Zaleznos¢ aktywnosci enolazy od pH $srodowi-
ska reakcji enzymatycznej badano w zakresie pH od 6,0
do 8,4; w 0,05 mM buforze zawierajgcym 0,4 M KCI, 3

144

Ryc. 7. Profil aktywnosci enolazy w zalezno$ci od pH
Fig. 7. pH profile of enolase activity

mM MgSO, oraz 1 mM 2-PGA. Reakcje rozpoczynano
dodajac 0,05 nmol enzymu do 1,5 ml buforu. Optimum
pH enolazy z Alternaria alternata wynosi 6,8. Profil zalez-
nosci aktywnosci enzymu od pH nie jest symetryczny.
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W zakresie nizszych wartosci pH (ponizej 6,2) aktywnosc¢
katalityczna wynosi okoto 30% aktywnosci maksymalnej,
podczas gdy dla wyzszych wartosci pH (powyzej 7,2) aktyw-
nos¢ enzymu spada do 60% aktywnosci maksymalnej i w przy-
blizeniu pozostaje stata (ryc. 7).

State Michaelisa-Menten dla kwasu 2-fosfogliceryno-
wego: State K iV, dla kwasu 2-fosfoglicerynowego wyzna-
czono metodg Lineweavera-Burka na podstawie wynikow po-
miaru poczatkowej szybkosci reakcji katalizowanej przez enola-
ze. W mieszaninie reakcyjnej zawierajacej 0,05 mM bufor
imidazolowy o pH 6,8 z 0,4 M KCli 3 mM MgSO,,, zmieniano
stezenie kwasu 2-fosfoglicerynowego w zakresie 0,3 mM.
Kazdorazowo do roztworu dodawano po 0,05 nmol enzymu.
Parametry kinetyczne enolazy z Alternaria alternata dla substra-
tu - kwasu 2-fosfoglicerynowego - wynoszg: K =0,36 mM
iV_..=4 mmol substratu min™ x pmol enzymu™.

Omowienie

Porownanie wtasciwosci enolaz uzyskanych z roznych
gatunkow grzybéw potwierdza wysoki konserwatyzm ewolu-
cyjny tego biatka. Masa podjednostkowa enolazy z Alter-
naria alternata wynosi 45 kDa, podczas gdy dla enzymu
z Saccharomyces cerevisiae M ,=46,691 kDa, a z Can-
dida albicans MW=46 kDa (8, 9). Enolaza jest biatkiem
szoku termicznego, co ttumaczy jej znaczng termostabil-
nos¢, obserwowang w przypadku enzymow izolowanych
ze wszystkich zrédet. Dla enolazy z Alternaria alternata
optimum pH wynosi 6,8 i jest identyczne jak dla enzymu
z Candida albicans. Wszystkie enolazy wykazuja podob-
ny, asymetryczny przebieg wykresu zaleznosci aktywnosci
enzymatycznej od pH, aktywno$¢ rosnie szybciej w warto-
Sciach pH ponizej optimum, a maleje tagodniej powyzej opti-
mum (12). State kinetyczne K iV, sa dla grzybowych
enolaz réwniez zblizone. Dla enzymu z Alternaria alternata
K,=0,36 mM, aV.__ =4 mmol substratu min" ymol enzymu™.
Enolaza z Candida albicans posiada anO,SS mM, a Vman=
=4,2 mmol substratu min™' umol enzymu!. Enzym z Saccha-
romyces cerevisiae ma K_=0,12 mM (13). Podobienstwo
strukturalne i funkcjonalne enolaz lezy by¢ moze u podstawy
zjawiska wystepowania krzyzowych reakcji miedzy badanymi
gatunkami grzybow. Ostatnie doniesienia Wagnera i wsp.
rozszerzajg opisane prawidtowosci na enolaze z zywicy drze-
wa lateksowego Hevea latex, z czego autorzy wyciagaja
whniosek, ze enolazy sg kolejng poznang klasg wysoce kon-
serwatywnych enzymow o aktywnosci alergenowej (14, 15).

Whioski

1. Stwierdzono, ze najwyzszg aktywnosc¢ enzymatycz-
na enolazy wykazuje wycigg z 28-dniowej hodowli Alter-
naria alternata.

2. Sporzadzono profil wysalania (NH,),SO,, i wykaza-
no, ze najwyzsza aktywnos¢ enolazowg zachowywat pre-
parat o 40-60% wysycenia siarczanem amonu.

3. Opracowano metode preparacji enolazy z Alterna-
ria alternata, obejmujaca nastepujace etapy:

- hodowla Alternaria alternata w ptynnej pozywce Sa-
bourauda (4% glukoza, 1% pepton, 0,5% NaCl), w 37°C,
przez 28 dni,

- dezintegracja komoérek grzybow w mtynku Brauna
przy uzyciu kulek szklanych,

- frakcjonowanie surowego wyciagu z rozbitych ko-
morek w zakresie 40-60% (NH,),SO,,,

- chromatografia jonowymienna na kolumnie, wypet-
nionej DEAE-Sephadex A-50,

- rechromatografia jonowymienna na kolumnie, wy-
petnionej CM-Sephadex C-50.

4. Wyznaczono mase podjednostkowg oczyszczone-
go enzymu, Mw=45 kDa.

5. Wykazano wysoka termostabilnosc¢ enolazy, ktora
po jednogodzinnej inkubacji w temperaturze 50°C zacho-
wuje 50% aktywnosci poczatkowej.

6. Okreslono optimum pH enolazy = 6,8.

7. Zbadano dla reakcji 2-PGA—PEP state kinetyczne:
K, =0,36 mMiV__ =4 mmol substratu min™ umol enzymu*.
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