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Tovabbi sugarzaskémiai vizsgalatok ATP-vel
vizes oldatban

GARAY KAROLY és G. FEHER IBOLYA

Agrokémiai Kutaté Intézet Biokémiai Osstdlya, Budapest

El§z6 dolgozatunkbdl (23) kitiinik, hogy a kiilonb6z8 sugarzésok az adenozin-
trifoszfitra (ATP-re) vizes oldatban tgy hatottak, hogy a feltételek bizonyos meg-
viltoztatasival egyszer az ATP molekula magasenergiaji foszfateszter kétéseinek
enzimes hasithatésaga fokozédott (S-ATP), méskor pedig kifejezetten csskkent
(R-ATP) a kontrol ATP-hez képest. Tudjuk, hogy az ATP déntéen fontos szerepet
visz az ¢letfolyamatokban. Az ATP-bél valé energiafelszabaditias sebességének
nagysiga alapvetden befolydsolja a biolgiai folyamatok alakuldsat. Ezért nagyon
fontos megéallapitani azt a sugarzéskémiai hatismechanizmust, amely az ATP
fokozott, illetve csikkent hasithatésagat kisérleti feltételeink kozdtt eldidézi.
Ennek kideritésével valdszintileg betekintést nyerhetiink abba a mechanizmusba,
amelyben az ATP fiziolégiai kériilmények kizott fokozottan, illetve csokkentebben
valik hasithatéva. Elézd vizsgalataink folytatasinak célja, hogy tovabbi betekin-
tést kapjunk az ATP sugirzaskémiai atalakulasinak mechanizmusiba, valamint
az enzim -+ szubsztritum viszonyba. Ezen cél érdekében végzett vizsgalataink
a kiilonh6z6 kisérleti tényezfk hatasit igyekeztek kideriteni, nevezetesen, hogy
hogyan alakul az AT hasithatésiga az id§ és az ATP koncentracisja fiiggvényében.

Kisérleti moédszerek

Jelen kisérleteinknél az el6zd dolgozatban kézélt médszereket alkalmagz-
tuk (23).

(A?_kﬁlﬁnbﬁzfiképen kezelt ATP strukturilis viszonyainak vizsgélatdhoz — a
késébb részletesen kifejtett okbol — szitkség volt arra, hogy az ATP hasitési
reakeciéjat kiillonbozd stidiumban megallitsuk. Ezt dgy végeztiik, hogy 1,5 ml
B-miozinhoz 1 ml ATP oldatot (50 y/ml) adtunk, melyet — ha nagyobb koncentra-
ci6ji ATP volt a vizsgalat targya — kozvetlen a hasitasi vizsgilat, illetve az UV
abszorpcidés spektrogramok felvétele elétt egy-két perccel készitettimk. Ha az
enzimhasitast le akartuk allftani, ilyen #sszetételli enzim -4 szubsztritum oldat
3 ml-hez kétszer iiveghGl desztilllt vizben atkristalyositott és foszforpentoxid
felett szaritott pro anal. ammonszulfit egy grammjat adtuk. A hasftas leallitasaig
elGbbi dsszetételit enzim 4- szubsztratum oldatkeverék 0 C°-on jeges vizben iiveg-
poharban fényen allt. A s6 hozzdadéasa utan iivegbottal rogton erélyesen kevertiik,
mialatt a B-miozin nagy pelyhekben kicsapédott. Az ATP hozziadésa és a csapadék
sziirése kozott soha sem telt el 90 masodpercnél hosszabb id§., A csapadékot
S & S 575 szdmii szirdpapirral szlirtiik. A K, Sy, R, jelzések az UV abszorpciés
spektrogramokban azt jelentik, hogy itt az enzim az ATP-vel méasodpercekig allt
egyiitt, de 90 mésodpercnél hosszabb ideig sohasem. A sziiredékr8l régton Beck-
mann spektrofotométer DU modelljén kozepes fényérhékenység, 0,5 mm rés-
tavolsig és 1 cm kvarckiivetta hasznédlatival UV spektrogramot vettiink fel.
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A spektrogramok felvétele alatt a StrauTb-féle viszkoziméteres médszerrel vizsgaltuk
az enzimhasitast. A tobbi jelzés, pl. Ko Ky Kgp» 5 ugyanigy az S és R-ATP-k
jelzésénél is azt jelentik, hogy itt az A'TP ay enzimmel jeges vizben fényen 15, 40,
60 percig 4llt egyiitt és ezutan a fent lefrt médon szobahdmérsékleten ugyancsak
spektrogramot vettiink fel. A sziiredékben sgzervetlen foszfort, illetve amméniat
is meghataroztunk az elébb lefrt médon (23).

Kisérleti eredmények &s azok megheszélése

Az 1. abrin bemutatott enzimhasitési gorbék és az ennek megfeleld, de itt
nem kézilt UV abszorpciés spektrogramok azt mutatjik, hogy mind a sugarzas
alatt, mind a sugarzas abbahagyasa utan az; ATP molekula hasithatésiga, illetve
abszorpcids spektrogramja lényegesen v Altozik. Ezek az eredmények US sugirzésra
vonatkoznak, azonban ugyanez érvényes az UV é¢ réntgen besugirzdsra is. Ennek

" megfelelen az enzimhasitéssal egyidében

o felvett UV  abszorpcids spektrogramok
' egyértelmiien az el5z8 kézleményben (23)

mar megallapitott szabalyszerd osszefiig-
gést mutatjak: a fokozott enzimhasitassal
csokkent, a gatolt hasitassal pedig meg-
nivekedett extinkeié jar egyiitt. Latjuk,
hogy a hasithatésag nagymértékben
emelkedik egészen kis sugirzasi energia
hatdséra, majd tovabb folytatva a besu-

as

ar

o= ; B o L girzast, ugyanilyen intenzitassal, a hasit-
1. dbra. hatésdg egy id8 utan ismét csskken, majd

ATP hasithatésag valtozisa az US su- megint emelkedik és igy tovabb fluktual
girzis ideje alatt 50 4/ml ATP-US hosszti ideig. Ez a fluktualis csokkend
(levegin). 1 I_(o;utrnl ATE-SZ :A'II‘OPPT? amplitudéji és a hasithatésdg meértéke
E{]S;:;I‘%Siﬁi‘%pcsrc 80 ;rc Us— egy egyensﬁly.i érték felé latszik kézeledni.
ATP. 6: 100 perc US—ATP. (Hangsilyozni szeretnénk, hogy amint a

hasithatésag valtozik, ugyanigy valtozik
az UV abszorpcids gorbe extinkcidja is.) Ugyanezt tapasztaljuk akkor is, ha a besu-
garzast abbahagyjuk és utdna bizonyos idékézokben a hasithatésagot figyeljiik.
Tudjuk, hogy a legtobb rendszer egyensily felé torekvését statisztikus fluktuacis
jellemzi, melyben az egyes molekulak, illetve ezek kis csoportja a potencialis energia-
minimumbél dtmennek gerjesztett allapotba, majd ezt elhagyva, ismét a minimum
felé tartanak. Az enzimhasithatésagnak fentjelzett idébeli valtakozésa szabad
radikalis mechanizmusra, illetve ezek meghatarozta lancfolyamatra utal. A lane-
folyamatokban a kezdeti lépés igen nagy aktivalasi energiaval jar. A mi rendsze-
riinkben a viz fotolizises hasitasahoz sziikséges aktivalasi energiat az alkalmazott
sugarzasok kvantumai bdven fedezik. Idevonatkozé reakciékinetikai vizsgilataink
folyamatban vannak. A sugérzasok abbahagyésa utani, . n. »sugarzasutani hatdst«
— kiilsngsen a réntgensugérzas nukleinsavakra val6 hatas-vizsgalatanal legutébb —
mésok is kimutattik (24, 41, 65, 66).

A 2. dbra a sugarhatis eredményét mutatja a besugarzott ATP koncentra-
cigjdnak fiiggvényében. Azt taldltuk, hogy a hdromfajta sugarzasnak kitett kiilon-
bdz6 koncentracisji ATP oldat enzimes. hasithatésag valtozdsa és az ennek meg-
felel6 UV abszorpciss tulajdonsigvaltozasa kizotti eldbbi osszefiiggés itt is fennall.
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Kisérleteinkb6l megallapithaté, hogy a nivekvd koncentricis irdnyaban
ugyanolyan enzimes hasithatésig eléréséhez hosszabb besugarzasi id6 kell. Az
dbrédn az ultraszonikus sugirzas hatdsat latjuk 500 v/ml ATP oldatra. Az egy-
id&ben sugérzott 50 y/ml ATP oldat mar majdnem maximalis hasithatésag fokozo-
dast mutat, amikor az 500 y/ml oldaton sem az enzimes hasithatésigban, sem ennek
megfelelen az abszorpciés spektrogramban semmi sugirhatist nem észleliink.
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ATP hasithatosaganak viltozasa US sugarzas US sugdrzis hatdsa az ATP abszorpeios
hatdsara (I 6rdig tartd sugirzas). spektrumaira,

1: 50 y/ml: kontrol ATP 24 6rai dllis. 2: 50 y/ml US—SATY 0 percben. 3: 500 /ml US—
S-ATP 0 percben. 4 : 50-y/ ml kontrol ATP 0 percben. 5: 500 ~/ml kontrol ATP 24 drai llas,
6: 5000 y/ml kontrol ATP 24 &rai allas.

UV-vel sugarozva 50 /ml ATP oldat hasithatésdgfokozédisa a 30—40 percnél
kezdédstt ; ugyanilyen kériillmények kizott vele egyidében sugarzott, ugyanabbsl
az ATP torzsoldathsl készitett 500 ~/ml ATP oldat a besugérzds utén
3,5—4 éra mulva, 10 mg/ml ATP oldat hasithatésagfokozédasa pedig 5—7 6ra
mulva kezdédstt. Ezek 10—10, ugyanabbdl az ATP térzsoldathél készitett olda-
tokon nyert sugarzisos vizsgilatok atlagos értékei. Az ilyen nagyobb koncentri-
ciéji ATP oldatokban is észlelhetd az 1. n. »sugédrzas utani hatds«. A koncentracié
fliggvényére vonatkozé vizsgalataink folyamatban vannak és érdekes lesz dssze-
‘hasonlitani ezeket a vizsgilati eredményeinket Alder és Eyring (1, 21)
eredményeivel, illetve erre vonatkozé elméletiikkel.

Tovabbi kisérleteinkkel azt akartuk eldonteni, hogy 1.az S-, R-, illetve a
kontrol ATP UV, abszorpceiés spektrogramjai hogyan alakulnak az enzim kiilon-
bozd ideig tart6 rdhatdsa utdn. Ezzel arra akartunk valaszt kapni, hogy ezen spek-
trogramoknak az enzimrdhatds utani véltozdsa azonos tendenciijuak-e és hogy a
valtozis mértéke egyenld-e, vagy kiilonboz6, Tovabba 2. arra nézve is kiterjesz-
tettilk vizsgalatainkat, hogy az enzimes hasithatdsig véltozasanak killonbozd
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médon valé elfidézése ugyanolyan Osszefliggésre vezet-e a hasithatésagvaltozas és
a spektrumvaltozds kozott, mint amilyent eddig tapasztaltunk. Ezekkel a kisér-
letekkel mégr jobb betekintést kivantunk nyerni a
. hasithatésdgvaltozassal kapesolatos szerkezeti valto-
wl” zasok mibenlétébe. 3. Tajékozédast szerettiink volna
. nyemni arra, hogy az ATP molekula UV, abszorpciés
spekt}"ogramj anak kialakitisdban a fészercpet vajjon
a purinvaz, Vagy pedig a purinvaz oldallanec-, és itt
o Y kiilonésen a pirofoszfatline — jatsza-c ? A probléma
4 megkozelitésének ezt a médjat tovabbvive, itt is be-
vezeltilk, hogy az enzimkezelt ATP-reziduumok

i % a2 weee  hogyan viselkednek fényen, sitéten és kilonbozé
3 2 &b, hémérsékleteken. Idevonatkozd nagyszami kisérle-
Kiilonbéz6 koneentraciohban & teink credményét a csatolt 3—6. abrakon szeretnék
hifokon allt ATP enzimhasitasi bhemutatni, amelyek jellegzetesen képviselik e nagy-

gorbei. 1: 1 mg/m]l 36 C%on  gpamy kisérd R, font
sitétben. 2: 5 mg/ml 0 C°-on etek kizds vonasait.
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fenyen. 3: 100 mg/mi 0 C”-on 700
fényen, 7 ™~
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3 b. dbra.

Kiilsnb628 koneentriciéban és hifokon sllt ATP UV abszorpeiés gorbéi. 1: 1 mg/ml
36 C°-on sgtéten. 5: 5 mgfml 0 C° fényen, 100: 100 mg/ml 0 C° fényen, A nulla felsé indexszamok
maximilisan 90 miasodpercig ; 35—50 fels§ indexszamok 35—50 percig enzimkezelt ATP-k.
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A 3a. dbran latjuk, hogy az 1 mg/ml 36 C°-on tartott ATP oldatbél késziilt

50 y/ml ATP hasithatésiga és ennek megfelels
0 C° fényen &ll6 5 mg/ml és 100 mg/ml-bél k

4 a. dbra.
ATP (50 -y/m) hasithatésiganak valtozdsa UV
sugirzds hatdsira a besugdrzias utani kiilon-
béz6 idépontokban 0 C°-on. K : Kontrol ATP 0
perchen. K1: Kontrol ATP 24 drai allas fényen.
S: UV ATP 0 perchen. S1: UV ATP 24 Grai
illas fényben. R: RATP 0 perchen, Rl :
R—ATP 24 6rai allas fényben. K2 : 96 érai
dllis fényen. K3 : 96 drai 4llds sotéten.

illetve extinkciéjatsl. Tehat itt is lat-
juk a hasithatésag és az extinkcié ko-
761t a szabdlyszerli §sszefiiggést. Eat
litjuk a 4., 5., 6. abrikon. Ezekben a
kisérletekben UV-vel sugiroztunk, de
az itt nem kozolt kisérleteink szerint
ugyanez vonatkozik, a réntgen és ultra-
szonikus sugérzésra is. A 4. dbra azt
mutatja (ami a legtéobb esetben az
S-ATP preparilasanal adédott), hogy az
oldat sugarzasakor fokozott hasithaté-
sig (S-ATP), az oldészer sugarzasakor
(R-ATP) lassitott hasithatésag lépett
fel. Az 5. dbran egy kivételes esetet mu-
tatunk (mely kisérleteinkben igen ritkan
fordult el8), nevezetesen, hogy itt az
R-ATP hasithat6saga fokozott. A 6.
abran az R-ATP hasithatésdga — mint
latjuk — alig tér el a kontrol ATP ha-
sithatésagatol. A 3—6. dbrakon tovabba
latjuk a 90 masodpercig és hosszabb
ideig tarté enzimes rahatas utan kapott
ATP-reziduumok spektrogramjait. Ezek-
ben az ATP reziduumokban az enzim-
hatas kivetkeztében az ATP két termi-
nalis foszfatja, valamint az adenin vaz-
ban 1évé amidé gyok biztosan hidnyzik.

A 3—6. abriakhoz csatolt minden e
vehetjitk észre.

1. Irtis megvan a hasithatdsag és az extinkeit kozott észlelt
szerli dsszefiiggés : fokozott hasithatésagi ATP

alabbi kozés jellegzetességeket

en extinkeiéja lényegesen eltér a
észitett 50 ~y/ml hasithatésagatol,
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4 b. dbra.
ATP-nek Uv abszorpeiss gorbéi az UV sugirzés
hatédsira a besugdrzds utan 24 6ra mulva.
A fels§ indexszam 35 perces enzimhatds utén.

280

gyes UV abszorpeiés spektrogramban az

altalanos szabaly-
-nek a kontrolhoz képest csokken-
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tebb extinkcié felel meg, mig a lassitott hasithatésagi ATP-nek a kontrolhoz
képest nagyobb extinkcio. Ezzel kapesolatban szeretnénk hangsilyozni, hogy az
eddig végzett nagyszdmi kisérleteinkben fontos azt megallapitani, hogy bir-
milyen médon is allitottuk el§ a fokozott hasithatésagd, illetve lassitott hasitha-
tésagi ATP-molekulat : a hasithatésag fo kkozédashoz minden esetben kisebb extink-
cid, alassitott hasithatésighoz pedig fokozott extinkeié jarul, Eppen ezért kzoltiik
az 5. abrat, ahol az R-ATP mutatott ha-

sithatésag-novekedést. Szabilyszeriien £

az abszorpciés spektrogramban emnek 24 -

megfelelden csikkent itt is az extinkeid 792 0ra
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4.¢ és d dbra.

ATP UV spektruma az enzimbehatis utdn kiilonbézé idépontokban. T: 0 C° fény,
IT: 0 C°sérét. ITL: 40 C° fény. 4 40 C° s6tét. Az enzimhatés utén 96, illet6leg 192 6rai allds utan.

a kontrol ATP-hez képest. Ugyanezeket a viszonyokat talaltuk a rontgen, illetve
az ultraszonikus sugirzésos kisérleteinkben is. Eddig végzett nagyszimi ide-
vonatkozo kisérleteink alapjan hatarozottan allithatjuk, hogy a hasithatésag és
az extinkcié valtozdsa kozott ez az éltalanos szabélyszerl osszefiiggés mindig
ilyen volt. Nem taldltunk olyan esetet, ahol a lassitott hasithatésaghoz a kontrol-
hoz képest csokkentebb extinkeié jarult volna. Ha barmilyen oknal fogva ez a
hasithatdsag valtozott, akkor az elébbi szabalyszert osszefiiggés értelmében ugyan-
gy valtozott az extinkeié is. .
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2. Az UV abszorpciés spektrogramokban tovébbi jellegzetes valtozast akkor
észleltitk, amikor a kiilsnbszé ATP-k (S-, R-, kontrol) az ATP-4z enzimmel kiilon-
bizd ideig alltak egyiitt. A legfeltinsbb valtozas akkor keletkezett, amikor az
enzim a szubsztritummal masodpercekig (de 90 mésodpercnél tovabb soha nem)
allt. Az S-, R- és kontrol ATP-nél a masodpercekig tarté enzimhatésra az extinkeio
maximuma eltolédas nélkiil el8szor minden esetben csokkent. Néhany esetben,

£ KE0

] 70 20 30 0 50 perc

5 a. dbra.
ATP hasithatésiginak valtozisa UV besu-
garzdsra 0 C°-on 150 p/ml ATP oldatban.
KI : Kontrol ATP 0 percben, KII: Kontrol
ATP 48 érai allis fényben. SI: S—ATP
0 perchen. SIT: S—ATP 48 6rai allas fény-
ben. RI: R—ATP 0 percben. RII: R—
ATP 48 6rai allas fényen.
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ATP hasithatésaganak vialtozasa UV K—S—R—ATPk spek § TR S
=it N ATP-k spektrogramjai kiilonbozo
E:]i‘f%d:%ﬂ;og{?(hvim; 4033(3"2‘;’2?]"‘;,1‘5{1?;;? idei_g tartd enzimrihatds utin. K, S, R,
gl el : enzimhatds nélkiil ; Ko, So, Ro, max, 90
misodperc utdn K 40, 540, R40, 40 perc utan.

K60, S60, R60, 60 perc enzimrihatds utdn.

de csak az S-ATP-nél, tapasztaltuk, hogy 90 mésodpercig tarté preparalds utén
rogtén felvett abszorpeiés spektrogram a kiindulasi értékhez képest nem csokkent,
hanem kissé emelkedett. Ha ilyen esetekben a 90 mésodperces preparildsit meg-
roviditettilk, akkor azt tapasztaltuk, hogy a kapott spektrogram extinkcidja
valoban csokkentett volt a kiindulasi értékhez képest. Ezt latjuk a 3. abrin az
1 mg/ml-b6l készitett 50 y/ml preparilasanal.
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Valészinlien arrél van szé, hogy a fokozottan hasithatéva tett ATP-nél az
enzim az ATP molekulaban ugyanann<wi id§ alatt nemesak egyfajta valtozast
hozott létre, vagyis azt a konfiguriciGbel; véltozast, amelyet mi a Beckman
spektrofotométerben mint extinkeiéess kkendst latunk, hanem ezt a valtozast
rovidebb id§ alatt tudvan elvégezni, eztatsn mar mésfajta struktdrabeli valtozast
kezd létrehozni : azt, amely az extinkcié névekedést okozza. Valoban ezt tobbszdr
tapasztaltuk. Természetesen azt is tapasztaltuk, hogy a 90 masodpercig vals rahatas
nem elégséges annak a konfiguriciébeli valtozisnak a létrehozdsara, amely az
extinkeigesokkenésben nyilvanul, hanem ennél hosszabb idd szitkséges. Azt még

220 ppe

6b. abra.

UV abszorpeits spektrogramok kiilénhézo ideig tartd enzimrahatas utin K-, R-, S-,
enzimrihatds nélkil. 15 és 60 percig tartd enzimrahatds utan,

pontosan nem tudjuk megéllapitani, hogy milyen az Gsszefiiggés a killonbozd ideig
tarté enzimridhatds és az okozott optikai tulajdonsagvaltozas kozott. Ugyancsak
nem ismeretes, hogy itt milyen a hatismechanizmus, tovabba, hogy milyen ténye-
z6k hatdrozzdk meg azt, hogy egy bizonyos extinkeigs egyiitthatéval rendelkezé
ATP-nél milyen enzimrihatds, hogy valtoztatja extinkciéjat, mig elkezdédik a
foszforlehasitds. Mi abban a jelenségben, hogy a szubsztratummal vals érintkezés
pillanatatél kezdve egy bizonyos ideig az ATP molekula extinkei6-csskkenéssel
jaré konfigurdciévaltozdson megy at, alkalmas médszert latunk arra, hogy meg-
kozelitsilk azt a mechanizmust, amely létrehozza az enzim-szubsztrat komplex
képzbdésénél a tranziciés allapotot. Tovabbiakban azt talaltuk, hogy ez az extink-
cidesokkenés a maximum helyének valtozasa nélkiil elér egy also, legkisebb értéket
és innen kezd a maximum a kisebb hullamhosszak felé tolédni. Mas esetekben a
lecsskkent legkisebb extinkcids érték djbél az abszorpciés maximum helyének
véltozdsa nélkiil emelkedik egy bizonyos ideig, til is haladvéan az eredeti kiindulasi
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extinkcids értéket és ezutdn kezd a rovidebb hullimok felé toldni. Itt éppen az a
jelentGs, hogy az alatt az id§ alatt, amig az abszorpciés maximum helye ezen
extinkcidvéaltozas (csokkenés, majd emelkedés) ideje alatt nem valtozik : a sziire-
dékben lehasitott szervetlen foszfort nem tudtunk kimutatni. Ez esak akkor volt
kimutathatd, amikor az UV abszorpciés spektrogramban az abszorpciés maximum
helye a révidebb hullaimok felé kezdett tolédni (hipszokrom hatas).

Az a két id6tartam, amely az enzimréhatés kezdetétsl a hipszokrom hatés
fellépéséig terjed, tovabba az az id§tartam, amely az enzimhasitasban a viszkozi-
méteres gorbében megillapitott alsé, vizszintes szar emelkedésének kezdetéig tart,
eddigi kisérleteink alatt és kisérleti feltételeink kozstt nagyjabol megegyezett.
Azt gondoljuk, hogy a nagyobb feloldéképességii és a finom struktiira megfigye-
lését lehet5vé tevd fotografikus spektrograffal, valamint mas idevonatkozé fiziko-
kémiai mdédszerekkel : paragmégneses szuszceptibilitds, infravérés és Raman
spektrogram, molpolarizacié, optikai forgatiképesség, dipolmomentum stb. meg-
hatirozasaival exakt adatokat tudunk szerezni a probléma megkozelitésére. Azt
gondoljuk, hogy itt az ATP aktivélasiidétartama az az id§, mely eltelik az enzim-
rahatds kezdetétdl extinkcié értékének lecsokkenéséig a legkisebb értékig, majd
innen ugyancsak az abszorpeié maximum hullimhosszan egy bizonyos maximalis
értékig valé felemelkedéséig, amely utdn elkezd8dik a hipsochrom eltolédas :
ez az idftartam sziilkséges az enzimnek az ATP molekula aktivalisira. Mint
emlitettiik, eddigi kisérleteinkben ez alatt az id§ alatt szervetlen foszfort a sziire-
dékben nem talaltunk. A sugédrzas, valamint az ATP-az hatdsira a hipszokrom
eltolodds pillanatdig bekovetkez§ extinkcidvéltozdst azért tartjuk jelentésnek,
mert az extinkciévéltozds lefolydsa mindkét esetben hasonls tendenciaji és igy
a sugdrzds hatdsmechanizmusinak konnyebb kideritése révén timpontokat nyer-
hetiink az enzim - szubsztrit reakciéra nézve. Ebb6] arra szabad kivetkeztet-
niink, hogy ezen jelenség létrehozdsaban az enzimrédhatis és az ATP oldat sugér-
zdsa (a sugédrzé energia beépitése az ATP molekuliba) azonos konfiguracisbeli,
energetikai viltozast hoznak létre az ATP molekulaban, melynek kiévetkezménye
az azonos optikai viselkedésméd. Ha ez a felfogdsunk helyes, akkor megokolt az
a kovetkeztetésiink, hogy ha megismerjiik a sugarzas okozta ATP konfiguraciébeli
valtozésokat, illetve pontosabban, ha megismerjiik a sugérzé energia beépiilésének
mechanizmusat az ATP molekulaba, akkor ezzel valgszintien azt is megismerjiik,
hogy mi térténik az aktivilds alatt az ATP-vel az enzimrihatas ideje alatt.

3. A 3-—-6. 4brakon lithaté UV abszorpciés spektrogramok harmadik
jellegzetessége az, hogy az enzim par masodperces rdhatasa alatt létrejott extinkcié-
csbkkenés annal kisebb, minél kisebb volt az eredeti extinkciés érték. Ez véle-
ményiink szerint fontos, mert élesen ravilagit a szubsztratumra valé enzimhatas
egyik mozzanatira. Nevezetesen arra, hogy kifejezett konfiguraciébeli (geometriai)
véltozasokat hoz létre az enzim az ATP molekulan, hogy hozzaférhessen az aktiv
reakeids centrumhoz, hogy létrehozza az enzimfelillet és szubsztratum megfelels
részeinek helyes orientdcigjat, hogy kifejlessze az egymassal kapcesolédé atomok
belsé mozgésa koordinalt fazisait, vagyis, hogy beépithesse az ATP molekulaba
a magasenergidju foszfiteszterkotés széthasitasahoz feltétleniil sziikséges aktivalasi
energiat. Tehat tulajdonképen ezek az UV abszorpciés spektrogramok jelleg-
zetesen mutatjik az aktivélas szabad energidja és az aktivélas entropiija konpen-
zatorikus osszefiiggését : nagy aktivildsi energidhoz nagy entropia faktor (PZ)
jarul, kis aktivalasi energia pedig alacsony entropia faktort igényel. (Legdjabban
Taft és masok a reaktivitis és a molekulaszerkezet bizonyos szubsztituensek
révén valé megvaltoztatisa kizotti dsszefiiggést vizsgilva, az aktivalds szabad
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energidja, a szubsztituensek sztérikus faktora, valamint poléris hatasa kozt meny-
nyiségi dsszefiiggést taldltak (59).)

4. Ezeken az abrikon lathaté negvedik jellegzetesség az “extinkcié maxi-
muminak révidebb hullimok felé valé el tolgdasa (hipszokromia), valamint hiper-
kromidja. Ez utébbi annil nagyobb, minél nagyobb volt az eredeti kiindulsi
ATP extinkcidja.

A 4. abrat kissé részletesebben térgyaljuk_ Itt az UV kezelt S-, R-ATP-
enzimes gorbéit litjuk a kontrol ATP-he= viszonyitva a 0 perchen és 24 6rai allas
utdn felvéve. A megfelelé’ spektrogramok felvétele esak 24 6ra mulva volt lehet-
séges (4. b dbra). A 4. b dbrén a 35 perces enzimrahatés utdn az abszorpeiés spek-
trogramok véltozasat latjuk, A 4. ¢ és 4. d &brikon mutatjuk a 35 perces enzim-
réhatds utdni ATP reziduum (AP, illetve inozin) spektrogramjainak az alakulasat
0 és 40 C®-on fényen és sotétben, 96, illet~-e 192 6rai allas utdn. Ilyen tipust kisér-
letekbél eddig 11-et végeztiink (4 UV-vel, 4 rig-el és 3 ultraszonikusan sugérozva)
kiilonb6z8 kisérleti kériilmények kozott. Mint lathatjuk a kiilsnbozé ideig valé
enzimrihatés és kiilonboz§ ideig vals homérsékleteken, illetve fényen-sététen valé
allas utan hasonlé tendencidji viselkedést mutat. Bar a kisérletek még folya-
matban vannak, ezek alapjan a kiovetkezgket allapithatjuk meg :

a) A viszkoziméteres enzimhasitisi teszthen a gorbe fels6 vizszintes szdra
elérésének enzimrahatas utan kapott ATP reziduum spektrogramja a kontrol, az
-, illetve R-ATP-knél gy alakul, hogy az extinkeids értékek csokkendse annél
nagyobb, minél nagyobb az eredeti kiindulasi ATP (kontrol-, S-, illetve R-ATP)
extinkecidja (K, S;, Rj-esre vonatkoztatva). Az S-ATP-nél ez a valtozas a leg-
kisebb, szinte elhanyagolhaté. Ez lényeges hatas.
b) Kitiinik, hogy az S-, R-ATP reziduumok fényre, sstétre ellentétesen reagél-
nak. Ez is mutatja a szerkezetek kiilonb6zségét.
¢) Ezeknél az ATP reziduumoknal a fény-sétét hatas lényegesen kisebb,
mint az érintetlen kontrol, S- és R-ATP molekuliknal és a magasabb hémérsék-
leten ez a fény-sétét hatés egy kozos érték felé vals torekvést mutat.

Fejtegetések

Kisérleti eredményeink az alabbi kérdéseket vetik fel.

1. Az enzimhasitas flukiuilasa, illetve reverzibilitisa.

2. Az enzimhasitds mechanizmusinak sugirzisokozta megvaltozasa.

3. A fokozott, illetve csokkent hasithatésagi ATP (S-, R-ATP) keletkezé-
sének mechanizmusa.

Az eszterhidrolizis altalanos egyenlete RCOOR’ - HOH = RCOOH + R’OH.
Az alkalikus és savas eszterhidrolizises reakciék sematikusan az alibbi médon
folynak le :

R:-C=0—O0R R-C=0—0R
OH HOH H -OH H*
R-C=0—0H-LR'-0H R-C-=0+ ROH

0OH OH H-

Ebben a reakciéban a lényeg a hidroxil ion, illetve a vizmolekula felvitele.
A hidroxil ion kisebb energiit igényel és a fenti reakeist két lépésben igy képzel-
hetjiik el :
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a) R-C=0—0R"+ OH = HCOOH -+ OR’
b) OR’ + HOH = R'OH + OH

ahol a b) az a)-hoz képest gyorsabban folyik le. Ha ez igy van, akkor a viz orien-
tacidja és tavolsaga lényegtelenné valik és az R radikalisban létrejott valtozas
egyediill az energiatermtdl ered. A savanyd hidrolizisben az aktivalasi energia
nagyobb, a vizmolekula még kevésbbé aktiv Agens és hidrogénion sziikséges a
kooperdcidra. Ha a taszitds nagy a reaktansok kézott, akkor a tranzicids allapot
dgy érhetd el konnyen, ha a viz nagyobb tavolsigon van, mint amikor a repulzié
gyengébb, Az alkalikus eszterhidroliziseknél a hidroxil ion nem a vizhgl jon a
reakciocentrum pozitiv tagjidhoz, hanem a katalizdtorbél. A vizmolekula hidrogén-
ionja ezt a mdr majdnem teljes reakciot csak befejezi és a hatramaradt hidroxil
ionja pedig az el6bb az enzimfelileten felhasznalt hidroxil ion helyébe telepszik.
Ez az egész mechanizmus teljesen azonos a lancreakecional észleltekkel, esak itt
a lancreakcié readikilisainak helyébe ionok Iépnek. Ezekben a hidrolitikus reak-
cidkban a fentebbi korfolyamatok meginditéja egy protonnak vagy hidroxilionnak
beépitése, illetve elvondsa : egy proton elvonisa viz jelenlétében ekvivalens egy
hidroxil ion heépitésével. Ez lényegében azonos a sav-bazis katalizissel. Legajabban
kimutattak, az eszterkstések hidrolizises reakeidinil, hogy itt nukleofilias toltés
eltolédasos reakeidkrél van sz6 (58). Legutébb pedig Koshland (37, 38) és
miasok (11, 36, 42,55) mutattik ki, hogy az ATP enzimatikus hasitasanal szintén
nukleofilids reakeié térténik: a viz nukleofil hidroxilja raépiil a lehasitott foszfat
pozitiv foszfor atomjira.

Elsbb jeleztiik, hogy a sziiredékben szervetlen foszfort csak akkor tudtunk
kimutatni, amikor az extinkeciés maximum kezdett a révidebb hullamok felé tolédni.
Ez a foszformennyiség lényegesen tobb egy adott pillanatban a legnagyobb mér-
tékben hasithatéva valt ATP esetében, mint a csékkentebb hasithaté ATP-nél.
Ez megfelel a viszkoziméteres vizsgalatban kapott gorbék lefutasanak is. Kisérle-
teinkben vizsgiltuk az enzim rahatésit az S-, R- és kontrol ATP-re 1—2—4—8
16—18—20 draig. Azt taldltuk, hogy a szervetlen foszfor azon idé eltelte utan
mar alig emelkedett, mely id§ a viszkoziméteres vizsgalatnal a felsg vizszintes szar
eléréséig telt el. Ezalatt az id§ alatt hasitja le az enzim az ATP-r8l a két foszfat-
csoportot. Ugyanigy a sziiredékbdl készitett spektrogramoknal az extinkeié két
oraig még valamit emelkedett és ezentil teljesen valtozatlan maradt a 20. éraig.

Az ATP-t bonté enzim, pl. az izom aktomiozinjaban (B-miozinban) 1év§
ATP-4z egy igen éles szubsztrat-specificitassal rendellezd hidrolizises enzim.
Ez azt jelenti, hogy csakis az ATP-ben 16v3 magasenergiaji foszfateszter kotést
hasitja, és hogy ehhez a hasitisi termékek akceptordul csakis egyediil a vizet tudja
felhasznalni. Nem igy a ldgos és savas csoportspecifikus foszfatazok, amelyek a
vizen kiviil més hidroxiltartalmi vegyiiletet is tudnak akceptorul hasznalni.
Ilyenek a glitkoz, glicerin sth.( 13, 25, 45, 46). Itt az enzimnek két féfeladatot kell
végrehajtani, hogy az ATP foszfatesaterkitését széthasithassa : a) a foszfateszter-
kétés hasitds és a vizmolekula hasitasa (hidrolizis), b) az ATP hasitasi termékek
ADP. AP, illetve inozin radikalisoknak és a PO, gyoknek a viz hasitasi produktu-
mainak egyikével valé dsszeadisa, vagyis transzferdz reakciék létrehozasa.

Kisérleteink egyaltalan nem igazoljdk egyes szerzék (3, 5, 8, 16, 17, 28, 57,
63, 69) azon feltevését, hogy az enzim és szubsztratum bsszehozdsa utan az enzim
foszforillalasa régton megtoriénik. Ugyanis kisérleteinkben az enzimrahatis utin
részben 90 mdésodpercig, részben pedig a hosszabb ideig tarté enzimbehatasokkal az
ammonszulfitos kicsapis utdn nyert foszformeghatarozasi és az ATP spektrofoto-
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méteres vizsgalati eredmények ezen feltevés ellen szélnak. Viszont igazolni
latszanak kisérleti eredményeink azt a feltevést, hogy a transzferilas szazalékat
nagymértékben befolyasolja az akceptor minemisége és koncentracigja. Valé-
szintinek tartjuk, hogy ezen hatés kis&rleteinkben az ATP-hasitds nagymértéki
megnévelésében lényeges és fontos szerepet jatszik. Ugyanis szisztémankban sugér-
zas hatdsara a viz hidrogén, illetve hidxoxil radikalisokra hasad szét. Ez biztosan
homolizises reakcié. Az eddigi vizsgdlatokbsl nem tudjuk, hogy az enzim-szub-
sztratum komplex képzbdéshen a hidrolizises reakcidknal az enzim altal aktivalt
vizmolekula hasitisa homolizises vagy heterolizises reakcié eredménye-e ? Fel-
vehetjiik, hogy nalunk a reakciésebesséz nagymértékii megnoveléséhez az is hozzé-
jérul, hogy az enzimnek a komplexusban mér nem szitkséges vagy legalabb is
nagyon kismértékben sziikséges a vizet aktivalnia és hidrolizalnia, mert a viz
hasitasi termékeket az enzim készen kapja. Jelentésnek tartjuk ezeket az ered-
ményeket, mert éppen a hidrolizises reakcick egyik eddig még alig ismert hati-
sdhoz szolgiltatnak adatokat. Masrészt feltiing, hogy az ammonszulfitos kicsa-
passal milyen koénnyen szétvalaszthaté a BM + ATP komplexbél a B-miozin
fehérje.

Ahhoz azonban, hogy az ATP hasitas és a hidrolizis végrehajthat6 legven,
szitkséges, hogy az ATP molekula aktivalt allapotba jusson. Ez torténik az enzim -
szubsztrat komplex létrehozdsiban, az . n. tranzicigs allapotban. Tudjuk, hogy
a reakcié sebességét az Arrhenius-féle egyenlet fejezi ki: k — PZ - ¢E/RT
Ebben az egyenletben a PZ faktor az aktivalas entropidja, az E pedig az aktivalas
energidjat jelenti. Az e®XT faktor azt a valdszindséget jelenti, amelynél legalabb
E mennyiségii energia gytlik ssze a kistéshben egy fluktuacis, illetve egy iitkizés
alatt, mely képes az E nagysigid potencialis energia gatjat legyézni. E jelenti az
aktivalasi energidt, mely sziikséges ahhoz a munkahoz, amely létrehozza a tranzi-
ciés 4llapotot, vagyis azt az allapotot, amelyben a molekula konfiguricié a vég-
allapotba valé fordulas hatarin van. Az aktivalasi energia felvétele a molekulaba
feltétleniil és minden koriilmények kizott szitkséges ahhoz, hogy a reakeié létre
jojjon és az E aktivalasi energia mindig az abszorbealédott energiat fejezi ki
tekintet nélkiil arra, hogy a reakciéban az energiavaltozas pozitiv, negativ vagy
zéro. Szab 6 szerint (56) kvantumkémiai és magnetokémiai meggondolasok
alapjan az aktivilasi energia az az energiamennyiség, amely sziikséges ahhoz,
hogy a diamégneses allapotban 1é6v§ szubsztrat-molekulat paramégneses allapotba
hozza. Ez, mint tudjuk, azt jelenti, hogy a molekula singlet dllapotaban 16v6 anti-
parallel kapesolt elektronjait a triplet allapot parallel kapesolast elektron allapotba
gerjesztjiilk. Ez nem mds, mint mono-, illetve biradikalis allapot lérehozasihoz
szitkséges energiamennyiség. Azonban ez az elektron-gerjesztés még nem jelenti
a teljes aktivalasi dllapot létrehozdsat, mert a triplet allapot létrehozasahoz sziik-
séges energia még ugyanannél a vegyiiletnél is aszerint véltozik, hogy milyen reak-
ciéban vesz részt az illet6 vegyiilet. Az energia és entropia faktorok mindig ellen-
tétes értelemben hatnak és kettdjitkk kompromisszuma dénti el egy reakeid aktualis
atjat. Legijabb szerveskémiai kutatisok alapjan tudjuk, hogy a molekula kiilon-
b6z8 részein vals szubsztitualds hogyan befolyasolja az energia és entropia faktorok
ezen egymisra hatasat.

Réviden az alabbiakban szeretnénk ramutatni arra, hogy hogyan gondoljuk
a fokozott, illetve csdkkent hasithatésagi ATP létrejottének hatdsmechanizmusat.

Ismeretes, hogy a viz fotolizise mar a lathaté fénykvantumokkal megtir-
ténik. A hasitas eredménye végiil is eddig még nem egészen ismert 1épcsdkon keresz-
tiil hidrogén és hidroxil radikélisok lesznek. Annyit tudunk, hogy a vizmolekula
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a kvantum abszorbealéddsa utdn létrejott gerjesztett allapothél is hasadhat,
vagypedig az alabbi ionizéicids 1épesékén keresztiil -

H,O + hy — H,0% - e

H,0 + e — H,0—

H,0+ —-H* + OH-

H,0- - H- + OH-

H* —OH- + hr— H- - OH:

Ha oxigén van jelen :

H + 0,— HO,, HO, + H— H,0,
H + 02'—> H02

HO+H—-H,0"; H,0 + 0 — H,0,

OH- + OH' - H,0, 4 hvy — OH: + OH:

H + HO, > H,0,, OH + H, > H,0 + H

H,0+ + H,0>H,0* + 0H-; 0+ H,= OH + H
H, + OH' — H,0 4+ H-; HO, + H, = H,0 4 OH:
H+ H=H,

H,0, + H = H,0 + OH

Ha ATP van jelen :
I. RH (ATP) 4 hy — RH* (gerjesztés)
RH + OH' — R- 4+ H,0
R- 4+ OH- — ROH (oxidalt forma)
RH + H' — RH, (redukalt forma)
II. R + H,0,— ROH + OH:
OH: 4 OH: - H,0,
RH 4+ OH:— R- + H,0
R- 4- OH- — ROH vagy
R- + H,0, > ROH + OH- és ismét tovabb folytatédhat a lanc.
III. R- 4+ R*— R — R (dimér, trimér, polimér)
IVVR + 0,—-R—0—0—
R-0-0 — 4+ RH— ROOH + R* vagy
R + 0,— ROO-
ROO- -+ R:— ROOR

Az ATP az UV-ben 260 millimikronnal erdsen abszorbeal. Ez az abszorbeald-
dott energia kétféleképen okozhat elviltozast az ATP-ben. Az abszorbealédott
energia hatdsira a Kasha altal megallapitott n —> @  tranziciéval (intercrossing
system, internal conversion) a pirimidin gytiri 1 C atomjan és 4 nitrogén atomjan
a kettds kotésben 1év§ antiparallel kapcsolt @ elektronok homolitikusan szét-
szakadnak : parositatlan elektronok keletkeznek, biradikalis keletkezik, melyek
a gytrin atkapesolédnak. Vagyis itt az elnyelt fényenergia hatsara a singlet Alla-
potbél a molekula triplet allapotba keriilt. Ebben ay allapothan, mint ahogy
Miiller (47, 48) és masok (18, 33) vizsgalataibsl tudjuk, a molekula igen gyorsan
egyesiilhet egy masik ilyen triplet allapotban 1évé molekulival és kiilonbozs poli-
merizitumok keletkezhetnek. Vagy pedig, ha oxigén is jelen van, peroxidokka
alakulhatnak : vagyis a molekula igy stabilizalodik. Ennek a stabilizalédasnak a
mértéke akkora, mint az ATP molekulaba valé méasik radikalis beépiilés foka. Ezt
a stabilizilédast elbidézhetik a viz fotolizisébsl keletkez§ &s ezek kombinals-
désabol el6alls radikalisok. Eyring (1, 21), W eis s (67) és masok (9, 15, 52, 53)
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vizsgalataibél tudjuk, hogy nemcsak egy, hanem egymis utan tobb radikalis is
beépiilhet a molekuléba. Két radikélis kcombinalédasakor alig sziikséges aktivalasi
energia. Ez azt jelenti, hogy az igy képzsdstt molekula ujbol kénnyen széteshet.
A beépiilés helye a fenti 1. C atom vagy a 4. nitrogén atom lehet. Hogy a C radi-
kélishoz vald beépiilés nagyon valdszinwitlen, azt az mutatja, hogy ammdnia leha-
sadast nem észleltiink, mely akkor lett volna észlelhetd, ha a szénatomhoz pl.
egy hidroxil radikalis épiil be és az ittlévg amidégydk igen kénnyen leszakadhat,
Hogy ilyen ATP biradikalis az UV sugarzs energia kizvetlen abszorbealddasaval
keletkezhet, bizonyitani latszik a felvett spektrogramok viselkedése. Latjuk, hogy
ezcknél az extinkcié (az S-ATP-nél) esskkent (18, 33, 47, 48). Természetesen a
biradikalis ATP kimutatasinak biztes bizonyitéka a paramagneses szuszceptibi-
litis mérése lesz. Miller vizsgilataibgl ismerjiik, hogy a monomér biradika-
lisok spektrogramjai ilyen véaltozédst mutatnak, Tudjuk tovabba Cavalieri és
Bendich (10) parin és pirimidin s=armazékok spektroszképos vizsgilataibél,
hogy ugyanazon abszorpciés maximunnil a pirimidin vaz szimetridjit meg-
valtoztaté szubsztituciéval névekedett az extinkcié. Azt talaltik, hogyv az abszor-
bealédas az alibbi kromoforban térténik :

—C=C -C=N

Azonban azt is megjegyzik, hogy a molelkula mas részei is hozzajarulnak az abszorp-
cié intenzitasinak kialakitdsahoz. Ebben a par példaban a lényeges valtozds mindig
a heterogytirds vazban el6idézett toltés eltolédas volt. Ugyancsak Longuet —
Higgins é Coulson (43) kvantummechanikai szimitasokkal igazoltak,
hogy a kinolin, izokinolin és a kinoxalin téltés eloszldsa kinolinnal mar az alap-
allapotban Y (trans) irAnyd toltésszeparalédast mutat, mely gerjesztett allapotban
még novekszik és eziltal az abszorpcié intenzitisa né. A masik ketténél pedig az
X iranyt szeparalodés kifejezettebb mar alapallapotban is. Kiss és munkatarsai
kisérleteikkel igazoltak is ezeket a szdmitasokat (39). Azonban hogyan lehetséges,
hogy az ATP heterogylirlis vaziban valé energiaabszorbealodas s ennek kovetkez-
tében okozott toltés-eltolddas a molelkkula masik részén Iéve specidlis kitéshen
(pl. a magas energidji eszterkdtésben) gyengiilést vagy erSsodést okoz ? Mert
ahhoz, hogy az ATP molekula reaktivabbi valjék, a reakcids centrumban 1évé
kotésben valahogy energiafelhalmozédasnak kell bekovetkezni. Ennek kévetkez-
ménye a kétéserfsség meggyengiilése lesz. Tudjuk, hogy a sok atomi molekulakban
az elektronikus nivokban 16rténd energiaabszorbealédas lényeges valtozésokat
idéz eld a vibraciés nivékban is. Sajnos ezeket a viltozésokat az UV abszorpeiés
spektrogramban egyaltalan nem ismerhetjik fel. (Ezeket csak az infravérss, illetve
Raman spektrogramok felvételével tudjuk eldénteni. Idevonatkozé kisérleteink
most indulnak meg). A molekuldban barmely irregularis line4ris vibricié masik
két vibricié szuszpozici6jabél all, amelyek iitkozés hidnysban nem valtoztatjak
amplitudéjukat. Amikor a molekula bizonyos folyamatok altal, pl. titkdzés altal
vibriciés nivékban gerjesztddik, akkor a mar meglévé normalis vibracisk sltalaban
statisztikus mddon gerjesztGdnek. Nem egyfajta vibracié 1ép fel, hanem nagyon
soknak a szuperpoziciéja. Ezek interferenciajelenségeket mutatnak és az egyes
kitések amplitudéjanak tdguldsa ismétlGdden valtakozik aszerint, hogy a kiilon-
bz frekvencidknal a killsnbbz6 fazisok egymast gyengitik, illetve erdsitik. Ilyen
értelemben beszélhetiink a molekula egyes kitéseiben az energia apadésardl, illetve
felduzzadésarél. Nem latszik lehetetlennek, hogy a molekulaban a normalis vib-
racick kiillonbéz6 kombiniciéja meghatirozza a molekula kiilsnbozé aktivalasi
energidit és kiillonboz8 transzformaécids lehetdségeit (30). Ez a hatas magitol
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értetddden jelentéséggel bir a reakciésebesség elméletében. Pl. legutobbi vizsgéla-
tokbdl tudjuk, hogy a molekulaban a hidroxil frekvenciajanak valtozasa magaval
hozza az amplitudé valtozast. Ez megvaltoztatja az oxigén elektronsiiriiségét, mely
viszont hatéssal van az aktivaldsi energia nagysagira és igy befolyisolja a reakti-
vitast (12, 27, 30, 32).

Hogy nyerhet még energiat az ATP molekula a foszfatkistéseiben ? Tjgy, hogv
ide épitddnek be a nagy energiajii, a viz fotoliziséh6l keletkezs radikalisok a realk-
ci6és centrum valamely atomjinak kozelébe, illetve magira a centrum atomjara,
Eznyilvanvalian komoly energiavaltozast idéz el a centrum kitésében. Ez altala-
nosan ismert modszere a szerveskémianak és alapvetd kérdése a kvantumkémiinak
is. Alapvet§ kérdés, milyen tényezék befolyasoljak egy specidlis kiotés energiajat,
illetve kotés erdsségét. Pauling(49,50), Poldan yi (51), Ewans (19, 20),
Hammet (27) és legtijabban Walsh (62, 63, 64) és masok (4, 26) vizsgélatai
alapjan az alabbi négy tényezd befolyasolja egy kotés erfisségét : 1. A kotésben
szerepld atomok elektronegativitasa (50, 62, 64). Minél nagyobb ez, annal nagyobb
a kotéserdsség, de csak bizonyos hatarig. 2. A kétés polaritasanak nagysiga : ha
a polaritds novekszik, a koétésersség csokken. 3. A kitéshen szerepld atomok
atompélyéinak atfedése. Ez minél nagyobb egy bizonyos hatarig, annal erésebb
a kotés. Azonban tovabbi Atfedésnél a kotés gyengiil, az atommagok taszitdsa
folytan. 4. A feltoltott elektronpalyak taszitasa csokkenti a kités erdsségét. Hzek
alapjan a fotolizisben termel§détt radikalisoknak az alabbi lehetdségei vannak
arra, hogy az ATP kiilonb6z§ helyein szubsztituensként valé beépiiléssel befolya-
soljak a pirofoszfat line eszterkétéseit :

1. A pirofoszfat lanc terminalis hidroxiljan a hidrogén atomot egy-egy iitkézd
hidroxil radikalis elviszi vizképzédés kozben és az igy képzédstt ATP radikalis
peroxidszerien dimérré egyesiil. Ez pedig a fenti W als h-féle tételek alapjan
véltoztathatja elektronegativitasat, melynek kovetkeztében valtozik a foszfor-
atom elektronegativitisa és polaritasa, melynek eredményea P — O — P-kotés
erbsségvaltozdsa. Egyesiilhet az ilyen ATP radikalis egy érintetlen ATP-vel is
és ekkor a ketts kozott tautoméridval egy hidrogénhid kotés létesiil. Bz szintén
a P— 0O - P kotésben tautomér vibracidval, az oxigén negativ toltésstiriségét
befolydsolvan, okozdja lesz az eszter kitéserfsség valtozasanak. Ha ugyanez nem
a termindlis, hanem a pirofoszfatlanc oldalsé hidroxiljaiban térténik, akkor mar
egy masik lényeges és dontd faktor is fellép : a sztérikus gatlas. Az igy rakap-
csolédé ATP molekula esetleg mind a harom hidroxilnal igen erés sztérikus gatlast
okoz ugy, hogy a pirofoszfiat lanc az enzimmel nem tudja a megfelel§ tranzicids
allapotot létrehozni. Ugyanis emiatt nem tud az enzim megfeleld médon orienta-
lédni az ATP reaktiv centrumdahoz. Ezaltal névekszik az aktivalas energidja,
mert nagy az aktivilas entropidja. Ha a hidrogén radikalisnak, mint erésen elek-
trofil Agensnek, beépiilésével a pirofoszfatlancha a foszforatomrél valé elektron
elszivis miatt — ennek polaritisa né (az eszterkétés erdssége csokken) ez a hatas
nem tud érvényre juini az elébb emlitett nagyfokd sztérikus gatlas miatt. Két
ATP radikélis peroxidszertd kapcsolasa létrehozasaban ismét szerepelheta K asha
(35, 40) féle n— n* tranzicio. Ezaltal a P = O kotéshen kvantum elnyelédéssel
biradikalis képzédik, mely azutan masik ilyen, igy képzsdott biradikalissal peroxid-
szertien kapcsolodhat. A P atomba pedig nukleofil részecske : egy hidroxil radi-
kilis épiil be, novelvén a foszforatomok elektronegativitasat és igy csokkentvén
a P— 0 —P kotés egyikét.

2. Meg van a valésziniiség arra, hogy nem ilyen dimér formak kizben tirténik
a kotésgyongités vagy erdsités. Ez torténhet dimérképzédés nélkiili hidrogén, vagy
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hidroxil radikélis beépiiléssel a pirofoszfar lancha, vagy a foszforatomra, vagy a
kettdskotési oxigénre, esetleg a hidroxil dehidrogenaldsival. Ha a P = O kétdshe
az oxigénhez 6piil be, akkor P — OH képzddik. Ennek eredménye a foszfor pozi-
tivitasanak cstkkenése. Ugyanis a kett &s kotésben az elektronok a O kézelében
helyezkedtek el, de most az antiparallel kapesolddas megsziintével az egyik atment
a foszforhoz és igy csokkentette ennek pozitivitasat, minek eredménye az lett,
hogy névekedett az eszterkités erdssége. De most ide a centralis P+ radikalishoz
beépiilhet egy nukleofil radikalis : OH., mely magahoz szivja 2 P ezen parositatlan
elektronjat és igy noveli annak polaritis At & ezaltal csokkena P— O— P egyikében
a kotés erdsség. Azonban ide beépiillvén a hidroxil radikalis még sterikus gatlast
is kifejt és a pirofoszfat lanc sikjabol bizonyos szoggel kiforditja a lanc ezen részét.
Ugyancsak néveli a centralis P atom polaritdsat, ha a P — O-ba 2 OH- radikalis
épiil be. Ennek kivetkezménye ismét I — O — P erdsségének csokkentése lesz.
Ezt mutatjék kisérleteink is : a hidroxil radikélisoknak méas molekulaval vals leks-
tése és ebbe val6 beépiilése altal nem tudtak az ATP molekulaba beépiilni, minek
az lett a kivetkezménye, hogy pl. benzoesav, illetve legtijabban thiourea jelen-
létében sugdrzas alatt egyaltalaban nem valt fokozottan hasithatéva az ATP
molekula, Azonban az eddigiek alapjan nem tudjuk azt allitani, hogy a fokozott
hasithatésagi ATP létrejsttében a fszerep egyedil az OH- beépiilése. Eddigiek
alapjan csak annyit mondhatunk, hogy a hidroxil radikélisnak a fokozott hasit-
hatésagi ATP létrehozdsaban dént8 szerepe lehet. Ezt litszanak bizonyitani a
pH fuggvényében végzett sugdrzdsos kisérleteink. Az eddigi, kiilsnésen a Higos
pH skaldn végzett kisérleteinknél azt kaptuk, hogy annal kifejezettebb volt az
ATP fokozottan hasithatéva valisa a sugarzas alatt, mindharom sugarzasféle-
ségnél, minél ligosabb volt az ATP oldat. Itt kiilondsen az az érdekes, hogy minél
ldgosabb volt az ATP oldat pH-ja, annal hasithatébbi valt az ATP mdr sugdrzds
nélkiil is. Ennek megfelelGen itt is fennall a hasithatésig és az UV abszorpcios
spektrogram extinkcié véltozdsa kozott az 4ltaldnos szabélyszeri Gsszefiiggés.
Valéban, mint ahogy ezt a 7. dbran lathatjuk is, mar sugarzas nélkiil, pH 83
foszfatpufferben bizonyos ideig fényen wvalé allas utan az ATP-nek extinkecidja a
csak vizben (pH 4—5) 4ll6, egyébként ugyanolyan kériilmények kozstt tartott
ATP extinkeidjanil lényegesen kisebbé valt. Ezt a csokkenést a sugérzas még csak
fokozta a kontrol ATP extinkcidjdhoz képest. Ezek a kisérleti eredmények azt
a gondolatot vetik fel, hogy vajjon nemesak az enzim pH optimumanak eltolédasa
okozza-e az enzimes reakciésebesség megvaltozasit, hanem a pH eltolédas magan
a szubsztrdtumon, mint ahogy jelen esetben latjuk, az ATP-n is okoz lényeges
molekularis valtozisokat, melynek kovetkezménye a molekula biolégiai aktivi-
tasdnak megvaltozdsa. Valésziniileg a molekula taltéselosztasanak megvaltoztatasa
torténik (6, 60, 61). Ttt a legf6bb faktor a pK megvaltoztatasa a kiilonbozo pH-kon,
Sok példat tudunk arra, hogy az ionizécis konstans megvéltozasival a molekula
biolégiai aktivitdsa is nagymértékben megvéltozik. Herington (29) kimutatta,
hogy kiilonb6zd piridinek, illetve piridinszidrmazékok molaris extinkciéja savas
oldatban kétszerese a liigos oldatbaninak. Masok kimutattik, hogy a timo-nuklein-
savak extinkcidja is nagymértékben valtozik a pH-ra (23). Brown és Bar-
baras (7), valamint Flexner, Hamett & Dingwall (22) vizsgéla-
taikkal meghatédrozték ezen piridin, illetve ezck szdrmazékai disszociaciés konstan-
sat, valamint ennek valtozasat a pH-val. A disszocidciés konstans és az abszorp-igs
spektrogram extinkcidjanak valtozisa kozott quantitativ ssszefiiggést is talaltak.

Iit felteheté az UV abszorpeids spektrogramok alapjén, hogy az S-ATP

kialakulasaban, mnevezetesen az abszorpciés maximum esékkenésében lényeges
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szerepe lehet az ATP molekula koplanaritisa megsziinésének a sugarzas hatdsara
bekovetkez§ valamely okbdl. Pl. a beépiilt szubsztituens sztérikus gatlasa folytén
a molekula kizos sikjabol kiforditott egyik molekularész nem tud visszatérni a
molekula credeti sikjaba. Valészintileg a ribéz-pirofoszfat lancnak vagy a pirofoszfat
lane (vagy ennek egyes részei) sikjanak és tovabbi a purinvaz 1 szénatomjan 16vé
amidogysk kifordulasa a gytrt sikjibél torténhet a sugarzas hatdsira. Ez jol
egyezik spektroszképos eredményeinkkel, amelyekben az S-ATP-nél mindig az
extinkeié csokkenését észleltiik a molekula reaktivitas fokozasaval egyiitt. Bizo-

0‘ _:—'—J// 3 Y T T T — 1
g 290 280 270 260 250 240 230 220 aexe

7. abra.

UV sugérzis hatdsa az ATP abszorpeiés spektrumiara 8,3 pH-s foszfat pufferben 50 p/ml
ATP + UV. la: Kontrol pH 8,3 ATP vizben. 2a: UV—ATP vizben, 3a: R—ATP vizhen. 1b:
Kontrol pH 8.3 ATP. 2b: pH 8,3 UV—ATP. 3h: R—ATP pH 8,3.

nyitékul Miiller cikkében kozsht dbrava hivatkozunk, ahol azt latjuk, hogy
p-dibenzoildifenil még klér szubsztituélassal : p, p’ dibenzoil 1—2, 6—2’, 6'-tetra-
kloridfenil szirmazék extinkciéja kifejezetten csékken a szubsztituiliasra. Ez az
észleletiink jol egyezik mas szerzGk hasonlé észleletével a bioldgiai aktivitas és struk-
tiravaltozas dsszefiiggésében, illetve a reakciGsebesség novelésében. Az ATP
aminocsoportjanak sikja kiforditdsdval a purinvizbél, azt hissziik, nivelheti az
ATP hasithatésagat, mert az eddigi vizsgalatok megallapitasa szerint az ADP-bél
valé masodik foszfat lehasitisa egyidében térténik az aminocsoportnak a lehasi-
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tasaval, dezamidéalasaval. Haddow, Harrj s, Cohn é Roe, valamint
masok a 4-aminosztilbencknél, illetve ezek szdrmazékainal, valamint mas aroma-
tikus molekulikndl azt talaltdk, hogy a sztérikus gatlast okozé szubsztituensek
bevezetésével a molekula UV abszorpeic s extinkcidja kifejezetten csokken és ugyan-
ekkor a biologiai reaktivitas valtozott. Coulson és Jakobs (14) szamitdsai
alapjan Bacle és Roe (2) és mésok ezeknél a molekulaknal azt talaltak, hogy
az aminocsoportot hordozé gytriiben, illetve az alfa szénatom kérnyezetében hal-
mozdidik fel a molekula elektromos télt Esének legnagyobb része és okozza a biolg-
giai reaktivitas megvaltozdsat. Holle v (31), Neurath, Schwer t, Smith
(54), Swain (58) sth. (44, 68) kimutattak, hogy bizonyos amidok és eszterek Idgos,
illetve enzimes hidrolizisénél e csoportok bizonyos széggel valé kiforduldsa a mole-
kula sikjabil a reaktivitis tibb nagysagrenddel valé novekedését eredményezi.
Ezt a reaktivitasnévekedést a rezonamncia energidban térténd energiavaltozds
okozza, Beldthatjuk, hogy ha mar ilyen el6készitett amid, vagy eszter keriil
hidrolizisre az enzimfelilletre, akkor n&vekedik a reakciésebesség.

Mindezek alapjan véleményiink a kavetkezd :

I. A sugdrzasok hatisira megfeleld intenzitasok alkalmazasival az ATP
vizes oldataban a vizb§l hidrogén hidroxil, illetve oxigén jelenlétében HO, radika-
lisok képzédnek, illetve HyO0,. ATP radikalis is képzédhet kiilsnisen az ultraviola
sugirzdsnil. Tehat a sugirzo energia részben a viz fotolizisével keletkezd radika-
lisokba épitddik be. Ezen radikélisok keletkezésével bizonyos lincreakeisk indulnak
meg a rendszerben. Ilyen lancreakcisk meginditésa, mint tudjuk, nagy aktivilasi
energidval jar, azonban az itteni radikalisok el§allitasira szilkséges energia az
alkalmazott sugdrzasos intenzitisbsl béwven pétolhats, dgy a viznél, mint az ATP
molekulanél. Mivel a lancreakeié sorin képzédstt radikélisok egymaskozti reak-
ciéja igen kis aktivaldsi energidval jar, az igy képz6dott molekulak ismét szét-
eshetnek. Vagyis ezeknél a radikalisok stabilizalodasa kismértékii. Természetesen a
radikélisok beépiilése ebbe a rendszerbe végleges is lehet, gy hogy stabil molekulak
képzédnek. Igy kiillénésen stabilis lehet a hidroxil radikalis beépiilése a pirofoszfat
lincba a P = O-ba, ahol perfoszforil keletkezik, melyek Butler vizsgalatai szerint
igen stabilis képzédmények. Ennek a radikalis mechanizmusnak lefolyasa, mint
ahogy csatolt abrainkbdl latjuk, egy egyensily felé tart, mely egyensily beallasat
az alabbi tényez8k befolyasoljak : az oxidalt és redukalt formak redoxpotencidlja,
az alkalmazott sugdrzdsok minemisége, a képzddstt radikalisok koncentracidja,
a képzddstt H,0, koncentricidja és még altalunk eddig nem ismert tényezdk.
Itt alapvetd, hogy a sugirzés alatt, illetve abbahagyasa utan az ATP molekula
ezen radikdlismechanizmus hatésa alatt toérténd reaktivitasvaltozasa és az ugvan-
akkor felvett ultraviola abszorpciés spektrogramja kozott mindig szigori dssze-
fiiggés van. Ugyanis, ha novekedett az ATP eszterkotéseinek hasithatésaga, vagyis
amikor névekedett a reakciésebesség, akkor mindig csékken az UV abszorpeids
extinkcié. Az ATP radikalisok reaktivitisat az befolyasolja, hogy elekiron vonzé
vagy taszité radikélis épiil be. Az elektron vonzé szubsztituens csékkenti a reaktivi-
tasat az ATP radikalisban, kiilongsen, ha ehhez még nezomer effektus is tarsul.
Ha elektron taszité csoport 1ép be, akkor ez niveli az ATP radikalis reaktivitasat.

2. Az S-ATP, illetve R-ATP kialakitasaban, alkalmazott feltételeink kozott,
eddigi kisérleteink alapjan az alibbi tényezfk szerepelnek.

a) A sugarzasok hatdsira kézvetleniil, illetve a viz radikalisai kézvelitésével
energia épiil be az ATP molekuldba, ezzel niveli annak energiatartalmét, melynek
eredménye a reaktivitas fokozdédasa az aktivalasi energia csokkentése altal.
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b) A pirofoszfit lancba radikalis szubsztituens beépiilése a pirofoszfat lanec,
illetve annak egves részei szabad rotaciéjat akaddlyozza, vagyis a szubsztituens
sztérikus gatlasa 1ép fel. Ennek kovetkezménye az, hogy az aktivalas entropiaja
csokken és igy az enzimszubsztrat kialakuldsa a helyes orientacié kialakitisaval
nagymértékben megkénnyil.

¢) Tudjuk, hogy a szabad t6ltéssel rendelkezd kémiai dgensek, ionok, illetve
radikalisok més molekuldval valé iitkézése, illetve abba valg beépiilése nemesak
energianyereséget jelent a molekula részére, hanem abban tsltéseltolodast is okoz.
Valészinlinek tartjuk, hogy az ATP molekulidban részben a sugarzé energia koz-
vetlen elnyelddése altal, részben pedig a viz radikalisainak beépiilésével olyan
toltéseltolodds 1ép fel, amely az enzim-szubsztrat komplexban a tranziciés allapot
kialakulasanak kedvez.

d) Az ATP hasitasa hidrolizises reakcid, vagyis a hasitds utan a molekula-
fragmentumokba a viz egy-egy konstituense lép be. Lattuk, hogy a hasitashoz
feltétleniil szitkséges a viz aktivildsa, majd széthasitdsa az enzimfeliileten. Rend-
szeriinkben a viz homolizises széthasitdsa mar elég komoly mértékben megvaldsult,
s igy az enzimek mar szinte készen allnak az ATP hasitasa utan keletkezd frag-
mentumokba a hidrogén, illetve hidroxil radikalisok beépitddésére. Véleménviink
szerint valgszintien ez is nagymértékben emeli az ATP hasithatésiganak sebességét.

Scholes és Weiss a Nature 1953, 171, 920. oldalon megjelent cikkiikben kizolt kisérleti ered.
ményeikkel kisérleteinket celjes mértékben alatamasztjak. Ok a nuklein-savak vizes oldatban
vald réntgen sugirzasaval a foszfat eszter kotések nagymeérteki gyengiilését észlelték. Magyardzatul
szintén a szabad radikilis mechanizmust adjik.

Készénetet mondunk a Magyar Tudominyos Akadém’anak azért a hathatds anvagi
timogatédsert, mellyel kutatiisainkat lehetiéive tette. .

ﬁsszefoglalés

1. Az S- és R-ATP a sugirzas utén is mutatja az enzimes hasithatésag rever-
zibilis valtozisat és ennek megfelelfen a hasithatésig és az ultraviola abszorpcio
extinkcidja kozétt dltalunk megallapitott szabilyszeri Osszefiiggést is : a hasit-
hatésig esbkkendsével n§ az extinkeid, a hasithatésig fokozodasaval pedig csokken
az extinkcié. Ezek a reverzibilis valtozasok idgben egvensiily felé tartanak, melynek.
kialakuldsat radikalis lanemechanizmus szabélyozza. i

2. Az optikai tulajdonsig-valtozasnak, mely az ATP molekulaban a sugirzo
energia beépiilésével all el§, nemesak az adeninvazban bekivetkezett valtozas az
egyediili hordozdja, hanem valészinfien a pirofoszfat lancban, illetve az amino-
csoportban bekévetkezett valtozas is hozzajarul ehhez. Ezeket a valtozisokat
valdszintien a szubsztituens sztérikus gatlisa idézi elé.

3. Az 5-, R- és kontrol ATP spektrogramjait vizsgaltuk kiilonbozd ideig
tarté enzimrdhatds utdn. Az észlelt valtozas a spektrogramban jellegzetes. Annal
kisebb mértékben csokken az enzimréhatds utén az extinkcid, minél alacsonyabb
volt a kiindulasi ATP-molekula extinkciés értéke. A nagymértékben fokozottan
hasithatéva tett S-ATP 1gyis alacsony extinkeiés értéke alig valtozott.

4. A hosszabb ideig tarté enzimrihatés utan kapott hasitdsi termékek hip-
szokromiat és hiperkromiat mutattak. A hiperkromia extinkecidja annal nagyobb,
minél nagyobb volt a kiindulasi ATP extinkcids értéke. '

5. Szerintiink az S—, R—ATP kialakul4sdban az aktivalasi energia  sok-
kenése, illetve novekedése, az aktivilas entropidjanak valtozésa, az okozott
toltéseltolodds az APT molekuldban és végiil a sugarzas altal okozott viz
hidrolizis szerepel.

Erkezett : 1953. janudr 12.
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JAJIBHEWIIME PAOWOXMMMYECKHME WCCIEOOBRAHUS C AT® B BOOHOM
PACTBOPE

K. Tapait u M. derep

Oraea Broxumun Arpoxumuueckoro HayuHo-HMccaegobaTeasckoro Hucturyra,
Byaanemwr

BB BOJIL

Pacroop AT®-a jo0apienHbii K MHOSHHY NACP)KATH OPH PA3MHUHBIX YCIAOBHAX [ Bbl-
SICHEHHA OTHOLICHNST, fepmenta u cylcrpara. (B nesnoit none B Teuenue 0, 15, 40, 60 MunyT na
CBETC M TaKHM K€ 06pa3om ¢ yabTpaguoneToBbM 00ayueHHEM M T. 1.) DEPMEHTATHEHOE paclie-
TITICHHC [TPEKPAILATH 100ABNCHHEM MEPEKPHCTAIM3HPOBAHHOTO Cyab(aTa AMMOHHS B HY)KHOE
Bpems. C guibTpara cistin Y@ — cnexTporpasmy H ONPEIeIIIIH CONEpPyKAHNE HeOPraHHYCCKOTY
dochopa 1 ammiara, COrmacHo HX SKCMepHMCHTALHBIM AaHHbIM S-AT® u R-ATD o0HapyKH-
BAIOT 00pATHMUC H3MEHCHHC (EPMEHTATHBHOH DACIICIIAEMOCTH H TOCTE H3TYUeHHs. B coorper-
CTBHH C STHM ME/KIY PACHICINIAEMOCTBIO M V@D — NOMIOUIEHHEM HAXOQMWIH OMpPEeNeHHy
cagh, C yMEHbIUEHHEM PACILEIUIACMOCTH SKCTHHKIHA YBETHYHBACTCSH, a C YBEJIHYEHHEM paciic-
HIACMOCTH YMEHBIIACTCA. DT O0pATHMLIE HIMEHEHHA HAYT B HANpPARICHHH DABHORECHS, CO3-
JaHHe KOTOpPOIr'0 PEryjupyercst »LeHHBIM MEXAHH3MOM« PajHKANCB. :

Benexcrone ¢HKCANMM 3HEPIHH H3NYHeHMS B Monexkysne ATd-a BOIMHKACT HIMEHEHHE
onTHYecKUX cBolicTs. JIpMUMHOH 3TOTO SIBIACTCA HE TOMBKO NPEBPAILCHHE AJCHHHHOTO CKe-
J16Ta, HO TI0 BCeli BEPOATHOCTH M HEMEHEIHS HMPOQOCHATHOMN UelT M aMHHHOI TPYIIILL. DTH H3Me-
HEHUST BbIZLIBAIOTCS BCPOATHG CTEPHYECKHM TOPMOJMKEHNIEM CyOCTHIACHTA.

Tocsie GepMEHTATHBHOIO JEHCTBHA PA3NHYHOM AANTENLHOCTH [IPOHCXOAMT TeM MeHee 3Ha-
YHTEBHOE YMEHLUICHHE JKCTHHKIUNIL, YE€M MCHbIIC OLiNA IKCTHHKUMS HAYANBHBIX MONEKYT
AT®-a. Manasi 3KCTHHKUMSA NPEBPALICHHOrO B  0OJLINOH  cTencHu paciennsiemeli  S-Ad-a
TIOYTH HE M3MCHMIACK.

[Mpogyxrul pacuieliedns MONyYeHHbE 110cne §0JIee ANMUTENIbHOr0 QEePMEHTATHEHOTO BO3-
AefeTBus 00nagani TUNCOKPOMUER I MHITCPKPOMMEH. DKCTHHKUHS THHOEPKPOMHH TeM (0JbLue,
UeM BBIOIC IKCTHHXUHMA HAYaabLHOTO ATd-a.

Bosnuxkaopenne S, 1 R-AT®-a o0'bACHAKT TaK, 4TO N0 JEHCTBHEM 3THX JIYYHCTbIX 3HEp-
PHil TIPEAITONATAT YMCHBUICHUE SHEPTHH AKTMRHMIAUMH, H3MEHEHME ZHTDONMH AKTHBHIALMH,
CMELIEHHE 3apAL0B H THAPOIM3 BOIL

Puc. 1. Mamenenue pacuennsiemoct ATd-a B redenne Y& uanyuenus, 50 y/mn AT
+— Y& (ua pospyxe). 1: Kowrpoas AT®. 2: 10 mun. YO-ATd. 3: 20 mun. YVO-ATD, 4: 40
mul, YO-ATdD, 5: 80 mun. YP-ATD. 6: 100 mun. YO-ATD,

Puc. 2a. Mamencnne pacwennsemocts — v AT®-a nocne Y& uanyyenus (fnurenp-
HOCTb u3nyuennsa = 1 4, ). 1: 50 O,mn. wouTpone AT®, 24 u. wacr. 2: 50 y/mn Y-S AT B
0 muu. 35 300, ymn YP-8-ATD 5 0 mun, 4: 50 ¥/ma xourpons AT® B 0 mun. 5: 500 y/mn
Koutpons ATd, 24 u. uact. 6: 5000 y/mn wkoutpons AT®, 24 yaca macrampamue.

Puc. 2b. Bouauue Y& na cnextp nornowenus ATd-a. OGoznauenust cm. B Puc. 2a.

Puc. 3a. Kpubole (epMEHTATHBHOTO PACIUENIEHHs ATd-a HACTOSBLUIErOCS MPH pas-
HBIX KOHUEHTpaUHAX H Temnepatype. 1: 1 mr/mn/mpu 36° C. 2: 5 mr/mn npu Or C. 3: 100 mi/ma
upi Or C.

Puc. 3b. Hpuseie Y@ afc. ATd-a HACTOARWIErOCS NPHM PAIHLIX KOHLEHTPALMAX H
Temneparype. 1: 1 mr/mn, 36° C. 5: 5 mr/mn 0° C Ha cBete. 100: 100 mr/mn 0° C ua Bcere.
Lludpet Bepxuero nowazatenst 0 = mawcumansHo 90 cex. Iudpot sepx. mokasatens 35—50 :
35—50 muHyTHOC (QepMeNTaTHBHOE jeiicTBHe.
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Puc. 4a. Mamenenme pacuieruienus 5Q y/mn. AT®-a nop BnusiHHEM Y@ H3TYUCHHA
B PA3HLIX CPOKAX M0CNC H3TYYCHHUST PA3NHYHOE. K. - KOHTpOME AT® B 0 muu. K 1:  wourpons
AT® B 0 mun. 24 uac. nact. na coere S.: YO, AT g OmuH. S 1: YP-AT® 24 yaca HacTosanocs
Ha cpete. R.: R-AT® 5 0 mun. R1: R-AT® 24 <3¢, pyacr. Ha cBere. K2.: 96 yac. sacr. ua csere
K 3.: 96 ugac. wacT. B TemHOTE.

Puc. 4b. Kpupule Y& aic. ATd-a, MO pedcranem Y& mamyaenne mocne 24 yu. Lingp.
BEPXHEr0 MOKA3aTens 1mocne 35 MHHYTHOrO e pmenratuBHOro BO3/1EHCTBHS.

Puc. 4c. m d. YO cnekrap AT®-2 B pagmpix CPOKAX MOCIe (JEPMEHTATHRHOTO AeH-

creusi. [ = 00 C, cser. 11, = 0° C remuora. 111. — 400 C caer. V. = 40° C remnora. [Mocne dep-
MCHTATHBHOTO NelcTsus 96 uwacor u 19 wacos Hacr.

Puc. 5a. Mamewenne pacmennemne ATdb-a nocne Vb uan. (150 ymr ATd) K 1.
KoHTPOAE AT® B O si. K 11.: Kontpons AT<D 48 uac. macramsamie na cgere, S1.:S-AT® B
0 mum. S 11.: S-AT® 48 yacos HactanpaHue HA cpere, R 1.: R-AT® B 0 mun. RIL.: R-AT® 84
4yac. HACTAMBAHHE HA CBETC.

Puc. 5b. Cuerrporpammbl K-8-R-ATd>-a pocne dbepmenTaTHBHOro pelicteaa paznuy-
HOH uHTesHoCTH. OfosHauenna : K, S, R: criekrtporpamm ATd-a Ges (epmenTaTuBHOrO eii-
creusi. Ko, So, Ro: maxkcumannuo 90 cex. (& epmentaTuprOro  meifersus, K40, S840, R 40:
40 muH. 11 K60, 860, R60 : 60 MHHYT pepMeHTAT HBHOrO eHCTBHA.

Puc. 6a. Mamenenue pacuierienes — m 100 vimin. AT®-a npy Y nanyuenns. 06o-
sHauenust : [, = 0 mnm. 11, — 24 yaca Hacr.

Puc. 6b. Y aie. CHCKTPOTPAMMBL 110CJIE (hePMEHTATHBHOT'O ACHCTBMS PA3HON JIMTeNb-
nmocri. K-, R-, 8-,; 6e3 depmenratuBroro aeitcrtans, IHocne 15 u 60 muHYT depmenTaTHBHOTO
JICHCTBHS .

Puc 7. Hawenenne pacmennenns AT<D-a, pocdatmbii Oydep (pH = 83) u YO uan.
(30 mum.) 50 yymun. ATO. la.: wourpons AT g poge. 2a.: VH-ATD 5 Bojie. 3a.: R-AT® e
Bofe. 1b. : woutpone AT, pH 83. 2b.: VO.ATO pH 8,3. 3b.: R-AT® pH 8,3.

Further Radiochemical Investigations of Adenosine Triphosphate
in Aqueous Solution

K. GARAY and I. G. FEHER
Section for Biochemistry., Agrochemical Rescarch Institute, Budapest

Sumnzary

With the aim to clear up the correlation enzyme -+ substrate an squeous solution of ATP
which has been added to B myosin was kept under diverse conditions (in ice water for 0,15, 40 and 60
minutes in light or irradiated by ultraviolet rays, etc.). The enzymatic splitting was stopped at the
period needed by the addition of reerystallised ammonium sulphate. Then an ultraviolet spec-
trogram was taken ofthefiltrate and in separate samples the quantity of inorganic phosphorus and
ammonia was determined.

According to the data of investigations S-ATP and R-ATP showed the reversible change of
enzymatic splittability even subsequently to irradiation. Correspondingly, a definite correlation
was found between splittability and ultraviolet absorption : extinction inereased with decreasing
splittability and diminished with its increase. These reversible changes tend to an equilibrium the
formation of which is controlled by a chain mechanismus of radicals.

In the ATP molecule the optical properties alter, owing to accepting radiation energy. This
alteration is caused not only by changes in the adenine skeleton but probably also by changes in
the pyrophosphate chain and the amino group, respectively, produced by the sterie hindrance of
the substituent.

After enzymatic action for diverse periods the decrease of extinction was the greater the hig-
her was the extinetion value of the starting ATP molecule. The originally low extinction value of
S5—S8TP which has been made greatly splittable showed almost no changes,

Splitting values obtained after an enzymatic action for longer periods showed hypsochromy
and hyperchromy. The extinction of hyperchromy was the higher the higher extinction values
were observed in the starting ATP,

The formation of S-ATP and R-ATP, respectively, is explained by presuming that under
the effect of radiation energy the activation energy decreases, the entropy of activation changes,
the electric charge is shifted and hydrolysis of water oceurs,
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Fig. 1. Changes in the splittability of ATP during irradiation by ultrasonic rays, (US)
50 y/ml ATP+US (in air). 1: Control ATP, 2: 10 minutes US-ATP. 3: 20 minutes US-ATP.
4; 40 minutes US-ATP. 5: 80 minutes US-ATP. 6: 100 minutes US-ATP.

Fig. 2. a. Changes in the splittability of ATP under the effect of ultrasonic rays (irradia-
tion for 1 hour). 1: 50p/ml control ATP, standing for 24 hours. 2 : 50 ¥/ml US-S-ATP, at 0 minute.
3: 500 y/ml US-S5-ATP, at 0 minute. 4: 50 ¥/ml control ATP, at 0 minute. 5: 500 p/ml control
ATP, standing for 24 hours. 6 : 5000 %/ml control ATP, standing for 24 hours.

Fig. 2. b. Effect of USon the absorption spectrum of ATP. Legend as in Fig. 2. a,

Ilig. 3. a. Enzymatic splitting curves of ATP of varying concentration allowed to stand
at diverse temperatures in varying concentrations. 1 : 1 mg/ml at 36°C. 2: 5 mg/mlat 0° C. 3: 100
mg/ml at 0° C,

Fig. 3. b. Ultraviolet absorption curves of ATP of varying concentration allowed to stand
at diverse temperatures. 1 : I mg/ml at 36° C. 5: 5 mg/mlat 0° C in light. 100 : 100 mg/ml at 0° C in
light. Values denoted by upper °Cindexes indicate ATP samples treated not more than 90 seconds,
those with upper indexes 35—50 denote ATP samples treated 35 to 50 minutes with enzyme.

Fig. 4. a. Changes in the splittability of ATP (50 ¥/ml) under the effect of ultraviolet
irradiation at diverse periods at 0 Csubsequent to treatment. K : control ATP at 0 minute. K L :
control ATP after standing in light for 24 hours, S : UV-treated ATP at 0 minute. S 1 : UV-treated
ATP after standing in light for 24 hours. R : R-ATP at 0 minute. R 1: R-ATP, standing for 24
hours in light. K 2: standing for 96 hours in light. K 3 : standing for 96 hours in darkness.

Fig. 4. b. Ultraviolet absorption curves of ATP under the effect of UV irradiation, 24
hours after treatment. The upper indexes denote values obtained after 35 minutes of enzymic
treatment.

Fig. 4. c. and 4. d. Ultraviolet spectrum of ATP at diverse periods, subsequently to
treatment with enzyme. [: 0% C, in light. 1I:0°C. in darkness. III : 40° C, in light. IV : 40° C, in
darkness. Observed 96 and 192 hours, respectively, after enzymatie treatment,

I'ig. 5. a. Changes in the splittability of ATP under ultraviolet ivradiation at 0° C, 150 ¥/ml
ATP. K L: control ATP. at 0 minute. K IT': control ATP, standing 48 hours in light. ST: S-ATP
at 0 minute. S IT: S-ATP. standing 48 hours in light. R I: R-ATP at 0 minute. R II : R-ATP
standing 48 hours in light.

Fig. 5. b. Spectrograms of K-S-R-ATP after enzymatic treatments for varying periods.
K. 5. R denote spectrograms of ATP without enzymatic treatment. K0. S0. RO, spectrograms of
ATP after treatment with enzyme for not more than 90 scconds. K40, S40, R40, same after enzyme
treatment for 40 minutes. K60, S60, R60 same after enzyme treatment for 60 minutes.

Fig. 6. a. Changes in splittability of ATP under ultraviolet irradiation, 100 y/ml ATP.
I denotes samples at 0 minute, IT those after standing for 24 hours.

Fig. 6. b, Ultraviolet absorption spectrograms after enzymatic treatment for diverse
periods. K-, R-. 8-, withoul enzymatic treatment, and enzymatic treatment for 15 and 60 minutes.

Fig. 7. Effect of ultraviolet irradiation on the absorption spectrum of ATP in a 8,3 pH
phosphate buffer, 50 ¥/ml ATP - UV. la: Control ATP in water, pH 8.,3. 2a: UV—ATP in
water, 3a: R—ATP in water. 1b: Control ATP, pH 8.3, 2b: UV —ATP, pH 8,3. 3b: R—ATP,
pH 8.3.

Weitere radiochemische Untersuchungen von Adenosintriphosphat in wiisseriger
Lésung

K. GARAY und 1. G. FEHER

Biochemische :\bt.l-iiuug des Agrochemischen For*phungsix:StiLnls. Budapest
Zusammenfassang

Eine mit B Myosin vermischte ATP-Lésung wurde unter verschiedenen Bedingungen gehal-
ten (in eiskaltem Wasser im Licht 0,15, 40, 60 Minuten lang, sowie in ultravioletter Bestrahlung
usw.). um das Verhilinis Enzym-Substrat zu kliren. Die Enzymspaltung wurde im gewiinschten
Zeitpunkte durch Zugabe von umkristallisicrtem Ammonsulfat zum Stillstand gebracht. Ein ultra-
violettes Spektrogramm des Filtrates wurde aufgenommen und der Gehalt an anorganischem
Phosphor und Ammoniak ermittelt.

Wie aus den Untersuchungsergebnissen ersichtlich, zeigen S-ATP und R-ATP eine rever-
sible Veréinderung der Spaltbarkeit durch Enzyme eben nach der Bestrahlung. Demgemiss wurde
zwischen Spaltbarkeit und ultravioletter Absorption ein bestimmter Zusammenhang gefunden ;
indem die Extinktion mit abnehmender Spaltbarkeit zunimmt und mit der Versidirkung der Spalt-
barkeit sich vermindert. Alle diese reversiblen Veriinderungen gehen auf ein Gleichgewicht zu,
dessen Ausbildung durch einen Kettenmechanismus der Radikale reguliert wird,
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Im ATP-Molekiil entsteht eine Verindexung in den optischen Eigenschaften infolge des
Einbaucs von Bestrahlungsenergie. Diese Verfimdernng wird nicht nur durch einen Umbau des
Adeninskeletts, sondern wahrscheinlich auch durch Verinderungen in der Pyrophosphatkette, hzw
in der Aminogruppe verursacht, hervorgerufen durch die sterische Hinderung des Substituents',

Nach verschieden langer Enzymbehandlung verminderte sich die Extinktion in je kleinerem
Masse, desto kleiner der Extinktionswert des trspriinglichen ATP-Molekiils war. Die schon ohne-

hin kleine Extinktion des in grossem Masse spalt bar verwandelten S-ATP zeigte beinahe keine Ver-
dinderungen.

Die nach einer lingeren Enzymbehandlung erhaltenen Spaltungsprodukte zeigten eine Hypso-
chromie und Hyperchromie. Die Extinktion dex Hyperchromie war je grisser, desto grisser die
Extinktion des Ausgangs-ATP war.

Verfasser erkliren die Bildung von S-ATP, bzw. R-ATP durch die Annahme, dass unter
dem Einfluss dieser Bestrahlungsenergien die Aktivicrungsenergie sich vermindert, die Aktivierungs-
entropice sich éndert. die Ladung verschoben wird und eine Hydrolyse des Wassers entsteht.

Abb. 1. Veriinderung der Spaltbarkeit des ATP wihrend einer ultrasonischen Bestrahlung,
50 y/ml ATP + US (in Luft), 1: Kontroll—A'TP, 2: 10 Minuten US—ATP. 3: 20 Minuten
US—ATP. 4: 40 Minuten US—ATP. 5: 80 Minuten US—ATP. 6: 100 Minuten US—ATP.

Abb. 2/a. Verinderung der Spaltbarkeit des ATP unter dem Einfluss einer ultrasonischen
Bestrahlung (I Stunde lang). 1: 50 y/ml Kontroll—ATP, nach 24 Stunden Stehenlassen. 2 : 50 p/ml
US—ATS—ATP. inder 0. Minute. 3 : 500 ¥/ml US—SATP in der 0. Minute. 4 : 50 ¥/ml Kontroll—ATP,
in der (. Minute. 5 : 500 y/ml Kontroll—ATP, nach 24 Stunden Stehenlassen. 6 : 5000 v/ml Kontroll-
ATP, nach 24 Stunden Stehenlassen.

Abb. 2/b. Einfluss einer ultrasonischen Bestrahlung auf das Absorptionsspektrum von ATP.
Bezeichnungen s. Abb. 2/a,

Abb. 3fa. Enzymspaltungskurven einer ATP-Lésung, die bei verschiedener Konzentration
und Temperatur stehen gelassen warde. 1: 1 mz/ml, bei 36° C. 2: 1 mz/ml, bei 0°. 3: 100 mg/ml,
bei 0°C. ;

Abb. 3/b. Ultraviolette Absorptionskarver: einer ATP-Losuagz, die bei verschiedensr Kon-
zentration und Temperatur stehen gelassen warde, 1: 1 mg/ml, bei 36° C, 5: 5 mz/ml, bei 0 im
Sonnenlicht. 100 : 100 mz/ml, bei 0°, im Sonnenlicht. Die mit einem O-Index bezeichneten Zahlen-
werte zeigen ATP-Lisungen, welehe hichstens 90 Sckunden lang, die mit 35 —50 bezeichneten
35—50 Minuten lang mit Enzym behandelt wurden.

Abb. 4fa. Verinderung der Spaltbarkeit von ATP (50 y/ml) unter demn Einfluss einer ultra-
violetten Bestrahlung, bei verschiedenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung., K : Kontroll—ATP,
in der 0 Minute. K 1: Kontroll—ATP, nach 24 Stunden Stehenlassen im Sonnenlicht. S ; UV—ATP,
in der 0 Minute. 51: UV-—ATP, nach 24 Stunden Stehenlassen im Sonnenlicht. R : R—ATP,
in der 0 Minute, R 1 ;: R—ATP, nach 24 Stunden. Stehenlassen im Sonnenlicht, K 2: nach 96 Stun-
den Stehenlassen im Sennenlicht. K 3 : nach 96 Stunden Stehenlassen im Sonnenlicht,

Abb. 4/b. Ultraviolette Absorptionskurven von ATP unter dem Einfluss einer ultravioletten
Bestrahlung, 24 Stunden nach der Bestrahlung, Die mit oberen Indexzahlen bezeichneten Werte
zeigen dic nach einer 35 Minuten langen Enzymbehandlung erhaltenen Daten,

Abb, #/c und d. Ultraviolettes Spektrum von ATP bei verschiedenen Zeitpunkten nach
der Enzymbehandlung. I: bei 0° im Sonnenlicht. IT: 0° in Dunkelheit. LI : bei 40° C im Sonnen-
licht. IV : hei 40° C in Dunkelheit. Beobachtet 96 bzw. 192 Stunden nach Enzymbehandlung,

Abb. 5[u. Verinderung der Spaltbarkeit von ATP unter dem Einfluss einer ultravioletten
Bestrahlung, ATP-Lésung von 150 p/ml. K1: Kontroll—ATP, in der 0 Minute, K II : Kontroll—
ATP, nach 48 Stunden Stchenlassen im Sonnenlicht. SI1: S—ATP, in der 0 Minute. S I1 : S—ATP.
nach 48 Stunden Stchenlassen im Sonnenlicht. R L : R—ATP, in der 0 Minute. R11: R—ATP,
nach 48 Stunden Stehenlassen im Sonnenlicht.

Abb. 5fb. Spektrogramme von K—S—R-—ATP nach verschieden langer Enzymbehandlun;,
Bezeichnungen: K, S, R Spcktrogramme von ATP nach einer hichstens 90 Sekunden langen
Enzymbehandlung. K., S;, R,, Spektrogramme . mach 40 Minuten langer Enzymbehandlung,
Keo, Sgo, Rgo Spektrogramme nach 60 Minuten langer Enzymbehandlung.

Abb. 6fa. Verdinderung der Spaltbarkeit von ATP (eine Lisung von 100 p/ml) unter dem
Einfluss einer ultravioletten Bestrahlung. Bezeichnungen : I: in der 0 Minute. II : nach 24 Stunden
Stehenlassen,

Abb, 6/b. Ultraviolette Absorptionsspektrogramme nach Enzymbehandlungen verschiedener
Linge, K, R, 5: ohne Enzymbehandlung, bzw. nach einer 15 und 60 Minuten lange Behandlung

Abb. 7. Wirkung einer ultravioletten Bestrahlung auf das Absorptionsspektrum von ATP
in einem Phosphatpuffer von 8,3 pH, 50 y/ml ATP + UV. la: Kontroll—ATP im Wasser, pH
8,3. 2a: UV—ATP im Wasser. 3a: R—ATP im Wasser. 1b : Kontroll—ATP, PH 83 2b: UV—
ATP, pH 8,3. 3b: R—ATP, pH 8,3,





