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Az ATP reverzibilis megvaltozasa
vizes oldathan napfény hatasara

GARAY KAROLY é G. FEHER IBOLYA

Agrokémiai Kutaté Intézet Biokémiai Oszta’Iyr:, Budapest

Az el§z6 dolgozatban (4) kozsltik, hogy a réntgen, az ultraszonikus és ultra-
viola sugarzis ATP-re vizes oldatban milyen hatast gyakorol. E sugérzasok haté-
sara az ATP magasenergiaji foszfateszter kitéseinek enzimatikus hasitisi sebes-
sége nagymértékben megnivekedett (ezt nevezzilkk S-ATP-nek). Ha csak a vizet
sugdroztuk és a sugdrzds kikapesoldsa pillanatiban vagy késébb bizonyos idé-
pontokban adtuk hozza a megfelelé mennyiségi ATP-t 50 p/ml végkoncentracidig
és ezutan azonnal vizsgaltuk az enzimatikus hasithatésagot, azt tapasztaltuk, hogy
a legtdbb esetben a hasithatésag kifejezetten gatolédott (ezt neveztiik R-ATP-nek).
Az ultraviola abszorpeids spektrogramok azt mutattik, hogy az ATP molekula
szerkezetében lényeges valtozas tértént a sugarzisok alatt az ATP-be felvett
energia hatasdra. Szabdlyszerden a hasithatésig fokozédasakor mindig extinkcié-
estkkenés, a hasithatisdg lassibbodasakor mindig extinkeié-emelkedés jelent-
kezett. Hogy itt valéban az eszterktések lazitasardl van sz, azt részben a savas
hidrolizissel, részben pedig enzimesen lehasitott és a Fiske-Subarow médszerrel
kimutatott szervetlen foszformennyiségei is bizonyitottak. Ugyanis, ahol a viszkozi-
méteres gorbe hirtelen emelkedett, ennck az emelkedésnek egy bizonyos pontjan
a lehasitott foszformennyiség lényegesen t6bb volt, mint ott, ahol a viszkoziméteres
gorbe még alig emelkedett. Toviabbi kisérletek annak bizonyitasara iranyulnzk,
hogy az ATP szerkezetében torténik-e valtozas. Az alabbi kisérletek ennek a mecha-
nizmusnak kideritéeére iranyultak.

Mar a vizsgalatok kezdetén (1949) megfigyeltitk, hogy az ATP oldat elké-
szitése utin régton felvett hasitasi gérbe bizonyos id6 mulva napfényen, illetve
sotéten ugyanazon hifokon allva lényegesen megvaltozott (4). Azonban a kontrol
ATP-hez viszonyitott sugirzasos enzimhasitasi értékeknél mindig tekintetbe vettiik
ezt a kériilményt. Vagyis a sugirzott ATP enzimes hasitasi és egyéb vizsgilatainal
vele egyid6ben az ugyanolyan koriilmények kézott tartort — kivéve magit a
sugarzist — ATP oldat hasithatésigat is minden esetben vizsgaltuk és az ekkor
felvett kontrolértékhez mértitk a sugirzott ATP hasithatésagi viszonyait. Ennck
a jelenségnek nagy fontossigot tulajdonitva még 1951-ben behaté vizsgilat ala
vettilk ezt a kérdést : nevezetesen mi lesz az eredmény, ha kiillénbz6 koncentra-
ciéji ATP oldatokat ugyvanazon a héfokon napfénven, illetve siotéten tartunk.

Kisérleti mdédszerek

1. A kisérletekben hasznalt adenozintrifoszfat (ATP) minden esetben a
Kébanyai Gyodgyszergyar altal készitett 71,3—74,50/ -0s ATP natriumsé volt.
Ebbél steril kirilmények kozott készitettiik a kilonbézé koncentracisja ATP
oldatokat. A kiilonboz6 koncentrici6ji oldatok egyik fele napfényre, a masik fele
sotétbe keriilt, Az ATP oldatokat tartalmazé edény vastagfald kémesd, illetve
legtobb esetben becsiszolt iivegdugés lombik volt. A dugékat parafinnal zartuk
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cl. Mind a napfényen, mind a sitéten all G o]

élltak, illetve a sotéten allok teljesen fén'}rzéré dohozban jeges vizben allva kerﬁ]_tek
jégszekrénybe. Az enzimhasitési és az ul T raviola abszorpciés vizsgilatokhoz minden
egyes ATP higitasbol egyidében készitet tijk a megfelels 50-—50 y/ml ATP oldatot.
Ennek egyik felét az enzimhasitdsi vizsgrdlatokra, masik felét pedig ugyanakkor az
abszorpcids spektrogramok felvételére hasznaltuk. Az ATP oldatokat minden
esethen kétszer itvegbél desztillalt vizb en készitettiik. Az enzimhasitasi viszkozi-
metrids vizsgilatokat és a spektrogramok felvételét az esetek tébbségében egy-
idében végeztiik. Ejjelre a fényen 4ll6 oldatokat 500 wattos izzéval 1 méter tiavol-
sdghol vilagitottuk. A napfény megvila gitissal pirhuzamesan tibh esetben sgtét
szobdban ugyancsak 500 wattos izzéval 1 méterrél megvilagitva végeztiink kisér-
leteket.

2. Az enzimhasitési vizsgilatokat Straub B-miozinos mdédszerével végeztiik
Ostwald-viszkoziméterrel. Minden esetben a kiilsnbizd koncentraciéji ATP olda-
tokbdl kozvetleniil a vizsgilat elétt készitettiik az 50 y/ml higitast és rogion a
viszkoziméterbe az 1,5 ml B-miozinhoz adtuk a vizsgilandé ATP-oldat 1 ml-jét.
A kiilonb6zé koncentracioji ATP oldatok enzimhasitasi vizsgalata egyszerre tobb
viszkoziméter felhasznalasaval tortént.

3. A spektrogramok felvétele szob ahmeérsékleten 50 y/ml oldatban tértént.*

A Beckman-féle spekirofotométer DU modelljét hasznaltuk (1 em-es kvare-
kiivetta 0,5 mm-es réstavolsag és kozepes érzékenység). A spektrogramok felvétele
és az enzimes hasitdsi vizsgalatok legtobbszir egyidében folytak el. Tobbszor
volt, hogy ezt nem tudtuk betartani. Ilyenker valsban észleltiik, hogy az enzimes
hasitds-vizsgilatok eredménye és az UV spektrogramok lefutasa egymastol lénye-
gesen eltért, jeléil annak, hogy az eltelt idében az ATP molekula megviltozott,
4. A szervetlen foszformeghatérozast Fiske és Subarow médszerével végez-
tiik (4).

5. Az ammoéniit kolorimetridsan hatiroztuk meg (4).

datok mindig jeges vizben, iivegkadban

Kisérleti eredmények és azok megheszélése

Az enzim hasitasi 4brikbol latjuk, hogy a kiilsnbszé koncentracigja ATP
oldatokban 0 C fokon fényen és sotéten kiilonbozé ideig tarté allas utan az enzimes
hasithatésag és az ennek megfelels extinkeics értékek kiilsnbséget mutatnak.

vizsgilatokat 1952 Gszéig folyvtattulke és kb. 120 kisérletsorozatot végeztiink.
Legtobb esetben azt tapasztaltuk, hogy a fényen 4llé6 nem pufferolt vizes ATP
oldat a sotéten allé ugyanazon koncentricisji ATP oldathoz képest kifejezetten
hasithatébbé vilik. Ez a hasithatésag-fokozédas a hémérséklet emelkedésével egy
bizonyos hatarig megfordithatéan fokozédik. Ha a magasabb hémérsékletrdl
visszavisszitk 0 C fokra, enzimes hasithatésaga djbél leesik. Latjuk, hogy a fényen
tartott kiilonb6zé koncentriciéji ATP oldatokbdl készitett 50 y/ml ATP oldatok
hasithatésdga annél lassibb, minél nagyobb az ATP oldat koncentracigja. Ennél
még lassabb a sététen tartott ATP oldatok hasithatosaga. E nagyszami kisérletben
volt néhany, amikor ez az altalanos fotokémiai hatis forditott volt : részben a
sotéten tartottak mutattak fokozottabb hasitast, illetve a nagyobb koncentracis-
juak mutattak ugyanezt. Azonban ezekben az esetekben is fennallott a hasitha-
tosig és az extinkeid kozotti szabalyszerd osszefiiggés : a fokozott hasithatésaghoz
csbkkent extinkeid, a lassitott hasithatésaghoz pedig fokozott extinkeié tartozott.
Az enzimes hasithatésdg és az abszorpeiés ultraviola spektrogsam viselkedése

o A spektrogramokat az Analitikai Kémiai Intézetben legbr adjunktus vette fel.
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kozott fennallé szabalyszerdiséget minden esetben igy tapasztaltuk. Tsbb esetben,
bizonyos koncentriciés tartomanyokban (1—10 mg/ml-ig) nem tgy valtozott az
enzimes hasithatésig, hogy az a koncentricié sornak megfeleljen. Azonban itt is
mindig fennall a hasithatésdg és az extinkeié kézotti szabélyszerii osszefiiggés.
Ez lényeges, mert ez is arra mutat, hogy a szubsztratum enzimes hasithatésagat
egy adott pillanathan a molekula fizikokémiai (konfiguréciﬁbeli, energetikai)
allapota hatarozza meg. Hogy ezekben a kiillsnboz6 koncentréciéjﬁ ATP oldatokban
fényen és sitéten tartva az észlelt nagy kiilonbségeket mutaté esetekben valéban
a hasitasi sebesség fokozédasardl, illetve lassitasarsl van szé — a napfény (sotét),
a konecentrici, a hd és egyéb esetleg nem kontrolalhats tényez8k hatdsira —
azt a lehasitott szervetlen foszfor mennyiségének meghatirozasaval is bebizo-
nyitottuk. Azt talaltuk, hogy a kiilonbsz§ koncentriciéjia oldatokbsl készitett
50 y/ml oldatokban egy megadott ideig tarté hasitas utan ott volt a legtibb foszfor,
ahol a hasitds sebessége a legnagyobb (4). A kiilonbozs koncentraciéji ATP olda-
tokban nem volt a fény, illetve a tobbi tényezék hatisara lehasadt szervetlen fosz-
for ; pirofoszfit lehasadasa ellen a hasitasi gorbék felvétele sz6l, Az ATP amido-
csoportja sem hasadt le ammoéniaképzédés kozben. A csatolt abrakbsl lathatjuk,
hogy a kiilosnbszé feltételek hatasara névekedett, illetve csikkent az ATP molekula
enzimes hasithatésaga, mely tulajdonsagot az ATP molekula egy megadott fiziko-
kémiai &llapota hatarozza meg. Ezekben a kisérletekben a feltételek olyanok, hogy
az enzimes hasithatésag-fokozédas, illetve lassitas reverzibilisen egymasba atala-
kulhat. Ez arra mutat, hogy az alkalmazott feltételek mellettnagyon finommolekula-
valtozasokrél lehet sz6, amelyek kis energiabefektetéssel idézhetdk el§. Fz biolégiai
és sejtokonémiai szempontbdl is jelentds, mert arra mutat, hogy az ATP moleku-
labél az energiakinyerés sebessége kis energia befektetést igényls mechanizmusokkal
reverzibilisen szabalyozhatd

Az elsd abrin és 1. tablizatban lathatjuk, hogy milyen nagy a kiilsnbség
az 50 p/ml, illetve az 50 mg/ml koncentraciéban 4ll6 ATP kozstt. A fény-sitét
hatds a nagyobb koncentraciénal kifejezett. A nagyobb koncentriciéhan allg ATP
hasithatésdga az id§ fiiggvényében csikkenden hullaimzik. Viszont a kis koncentra-
cidban allé ATP a mar 24 érai allassal elért maximalis hasithatdosagat gyakorlatilag
nem viltoztatja. Ebbél a viselkedésmédbél arra kivetkestethetiink, hogy egy
bizonyos egyensilyi allapot felé¢ vals torekvés figyelhets meg az alkalmazott fel-
tételek kozott. Az 1. b 4bran és 2. tablazatban ugyancsak jellegzetesen kitiinik a
kitlonboz6 koncentraciéban valé allds és a fény-sdtét hataskiilonbség.

Altaldban azt tapasztaltuk, hogy az egészen kis koncentricigban (2—300
/ml) valé allasnal a fény-sstét hatds kevésbbé kifejezett és egy maximalisan elért
hasithatésag utdn a hasithatésag id6ben mar alig valtozik. A 2. dbrabél kitdnik,
hogy a fentemlitett 1—10 mg/ml koncentraciés tartomanyban a hasithatésig és
ennek megfelel6 UV abszorpeids optikai viselkedésméd eliit a koncentricié sortél.
Ezt igazolja a 3. dbra. Lathatjuk, hogy éppen a legnagyobb koncentracigkban 4ll6
ATP valik leginkabb hasithatéva. Azonban a hasithatésag és az extinkeié kozotti
szabélyszerd bsszefiiggés itt is fenndll. A 4. dbran, mutatjuk a koncentricié, a
fény-sotét effektus és a hémérséklet hatasat. Igy altalaban kitdnik, hogy a hémér-
sékletnek lényeges hatdsa van a fény-sotét hatas kifejtésében a kiilénbozé koncentra-
¢i6s tartomanyban. A hémérsékletnek ez a hatdsa lényeges és jellemz6. Ezen enzim-
hasitasi gtirbékhez csatolt megfeleld UV abszorpeids spektrogramok az alabb i
harom jellegzetességet mutatjak :

a) Minél lasstibb a hasitas, annél nagyobb az extinkcié. Emellett azonban
azt is észrevehetjitk, hogy nemcsak az extinkcié magassiga valtozik, hanem a

4
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1. tdbldzat

Fényhen és sotétben 0 C°-on kiilonbtzd ideizs tartott kiilonhiézé koncentraciéjii ATP oldatok
UV ahszorpeiés  spekirogram értékei

A preparilds alsin rggton felvéve (1)

b
e 280 270 265 260 255 250 240 230 220
Lxt. ’0,276| 1,000| 1,3s| 1,63‘ 1,40‘ 1,21 0,612[ 0,278| 0,700 -
24 orai dllas utan Ext (2) B
T 0,258 1,01 1,35 1,50} L.40| 1,20| 0,582 0,255[ 0,670] 50 /ml fénven
2. 0,262 1,000 1,34 1,50/ 1,40/ 1,20 0,592 0,268 0,678 50 «/ml sitéten
4, 0,339 1,26 1,69/ 1,95 1,79 1,50/ 0,748 0,338 0,882| 50 mg/ml fényen
6. 2 > 0 0 los] '] @0 o0 0o o0 | 50 mg/ml sitéten
i 48 6rai allas utan Ext. (2)
e S : ‘ _ _
pp 280 270 265 260 255 250 | 240 f 230 220
1. 0,168 0,910/ 1,34 150] 1.42) 1,22) 0.584] 0.254] 0,675 50 y/ml fényben
2. 0,175 0.990| 1,34 1,50 1.42| 1.23| 0,596 0,268 0.536| 50 3/ml sotélen
4. 0.223| 0.892) 1,23 1.33| 1.28 1.00 0,599| 0,243| 0.603 50 mg/mlfényen
6. 0.468] 1,67 | 2> o 1,90/ 1,02 0,498 1,19 | 50 mgml sotéten
Ao MR 0.2300 093 | 127 | 1,38 | 1,34 | 1,11 | 0,542 | 0,231 | 0,602 | 50 mg/ml fényen
B. | wan | 0476] 1,19 ] 22 | 2= | 2> | 23 [1,06 |0,511]1.25 |50 mg/ml sgtiten
72 érai dllas utdn Ext. (2) B
By \ 260 270 265 260 | 255 250 1 240 230 220
' a = _
1. 0,258| 0,990| 1,25 1,50 1.45| 1,20/ 0,607 0,362 0,688)50 y/ml fényben
2, 0,252 0,970| 1,34 1,49 1.43| 1,19 0,595 0,258 0,667 50 p/ml si:éthen
4. 0.426] 1.55 | 2| 93| 2 >| 1,88 0,945/ 0,438 1,15 |50 mg/ml fényen
6. 0.370| 1,31 1,75 2 1.88) 1,57 0.804| 0,397 0,980{ 50 mg/ml siéiélen
A |P0mePes 0.227) 0,940) 1,28) 140/ 1.35] 1,13 0,549| 0.223| 0,592|50 mg/ml { nyen
B. | uwan | 0.304] 1,04 [ 1.52] 1.62( 1,01] 1,36/ 0,704] 0,328 0.790 50 mg/m] siititen
“sp 72 000 )
sp 240ra “Lsp 480rg ;
701 74
PYE VA 104
cg
a8 . o8 é
a7 s o7
96 & a6
a5 05 + T a5
O 5 10 75 20perc o 5 70 75 20 perc a 5 el 15 perc
1 a. dbra.

1

50 mg/mi sotéthen 11 érdig, 6 ; 50 mg/ml sététen.

50 y/ml] fényen, ?: 50 p/ml sététben. 3: 50 ¥/ml fényben 0 éraig. 4: 50 mgml fénvben. 5 :
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2. tdblizat

168 ordig fényben és sotéthen tartott kiilinbézé koncentrdciéjiic. APT oldatok UV  ahszorpeids
spekirogram értékei (0 C°-on)

- ]
e 280 i‘ 270 265 260 255 250 f 240 230 229
1. 50 ~y/ml fenyen 0,308 | 113 | 150 | L6t | 1,59 | 1.33| 0,671 0.295 | 0.80
3. 3 mg/ml fényen 0,242 | 0,970 1,32 1.45 1,38 1,15 | 0,558 | 0,220 | 0,558
—
5. 5 mg/ml fényen 0.403 | 1,40 1.88 2> 2> 1,75 | 0,855 | 0,396 | 0,977
2. 50 ~y/m] sététen 0,270 1,13 1.47 1,60 1,56 1,35 0,61¢ 0,237 | 0,680
4. 3 mg/ml s6téten 0,282 1,06 1,42 1,57 1,49 1,25 | 0,633 | 0.282 | 0.661
6. 5 mg/ml s6téten 0.385 1.47 1,95 2= | 2 > 1,70 | 0,848 [ 0,368 | 0.961
maximum szélessége is. Ez arra mutat, ;
hogy ezekben az ATP molekulikban ”fl 768 ora
. el 3 s g sp
az elektronikus nivék és a vibraciés ni- 1
v6k szorosabban vannak csatolva, mint 09 i .

ott, ahol az abszorpciés maximum éles.

b) Az abszorpciés maximum ki-
szélesedése annal kifejezettebb, minél
lassabb wvolt a hasitas, illetve minél
koncentraltabb oldatbél szirmazott a G

.81

0.7 1
0.6 1

vizsgalatra keriil§ ATP. as

¢) A minimum annal jobban fel- o2 - . . ; v
emelkedik, minél koncentraltabb oldat- 4 6 7 2 opere
bél szarmazott a vizsgalatra keriil§ 50 1b. dbra.
y/ml ATP oldat. Masrészt pedig észre- Kiilonbizs koncentriciéji ATP oldatok hasit-

vehetjitk, hogy a révidebb hullimok

hatésagi gorbéi 168 érai allas utan 0 C-on. 1: 50

¥fml fényen. 2: 50 p/ml sététen. 3: 3 mg/ml
fényen, 4 : 3 mgyml sététen. 5: 5 mg;ml fénven.
6 : 5 mg/ml sététen.

felé az abszorpcid intenzitasa kifejezetten
névekszik. Ez a hatés is jellemz6, mert
arra mutat, hogy az ATP molekula dgy
valtozolt meg, hogy az UV abszorbea-
16dds helyén nemesak a molekula sikjaban egy meghatarozott iranyban térténik
a fény elektromos vektorinak elnyelddése, hanem erre a sikra merdleges irdny-
ban is valésziniibbé valik a tranzicig.

Fejtegetésiink nem teljes értékii, mert az itt bemutatott hatas értelmezdsére
még nagyon sok kisérleti vizsgilat hidnyzik. Azok a mddszerek és eszkozik,
amelyekkel ezeket az eredményeket elérhettiik volna, eddig nem alltak rendelke.
zésiinkre. A tovabbiakban réviden néhany elvi szempontra mutatunk ra, melyek
részben megvilagitjak az itt szerepl§ mechanizmusokat, részben pedig dtmutatéul
szolgdlnak az észlelt hatdsok mechanizmusanak kideritésére.

A sokatomos molekuldkban jelenlévdé osszes tiltés nem egyforman van
eloszolva a molekuldkban, hanem bizonyos atomesoportokon, sét atomokon gytlik
bssze a toltés. Ennek kivetkeztében a molekulaban negativ és pozitiv toltéssel
ellatott, nagy strtiségd helyek keletkesnek. Ezek a nukleofil, illetve elektrofil
centrumok igen fontos szerepet jatszanak a kémiai rekacigkban, kiilondsen a szerves
kémiai reakciokban. Ezek nemcsak molekuldk kézti, hanem molekulin beliili
atomeltolédasokat is hozhatnak létre.

4%
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Arrc:ﬂ fm’é’g’keveset tudu_l_l-k, hogy az ATP-ben milyen a téltéseloszlas. De
nagy valqsz1nu5;gge1 felvehetjiik, hogy az adeninvdzban mar alapéllapotban is
van tdltéseltolédas. Ma mar sokat wudunk a szubsztituensek &ltal okozott

“lep
0,91 Z
/ﬁ ﬁlSP

L Z a4

G484 4

a7 7 az

Q6+ a6+

2 5
as : r y - T ,
S 70 75 pere 5 10 75 perc
2 a. dbra 2 a, gbra

Kiilonbézt koncentricidjd ATP-k hasithat6sagi  Kiilonbsz6 koncentraciéjia ATP 48 srai llss utin

gorbéi, 0 C°-on fényben, 1: 50 p/ml 2: 500 0 C%-on fényben. 1: 50 ¢/ml. 2: 250 Yml, 3:

Y/ml 3: 2,500 y/ml. 4: 5,000 y/ml 5: 10,000 5,000 p/ml 4: 1,000 p/ml. 5: 10,000 y/ml.
siml. 6 : 100,000 p/ml. 7: 1,000 /ml.

£
az.
7
201 \
78
E £
78 4]
14 % 2
12 729
%4
70 701 g
28 ; 48
a6 2 054 /
- /
a2+ 24
g2 a2+
260 280 270 260 250 240 230 230usu 290 280 270 260 260 240 280usu
2b. dbra 3 b. dbra
Kiilénboz6 koncentricioja ATP-k spektrogramja  Kiilonbozd koneentracigjii ATP spektrogramja
0 C°-on fényben. Jelzéseket lisd 2 a. abra. 48 orai allas utdan 0 C°-on fényben. Jelzéseket

lasd 3 a. 4bra.

toltéseltolédasokrsl. gy az ATP-ben az aminogysk, mint elektrontaszité csoport
miikdik, melynek kovetkeztében a pirimidin molekuldban C; atomhoz képest
o —p helyzetbe tolédik a negativ toltés és itt kiilonssen a két magnitrogénben
halmozddik fel az elektronfelhd, melyet még fokoz a nitrogénmagok elektronszivé
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hatésa is. Tehét ezaltal egy Y tengely (trans) irany polarizalédas Iép fel. Broom-
head legutébbi, adeninhidrokloridon végzett krisztallografiai vizsgalataibsl
tudjuk, hogy a kézponti C,;—C; kétéstavolsag 1.44 Angstrom. Ez az érték szigni-
fikdnsan nagyobb, mint a t6bbi C—C, illetve C — N kités a molekuldban,
Taylor kimutatta, hogy itt a pK' =4, 15, pK’ = 9.8. Az el4bbi ionizacids
konstans az aminocsoportnak, az utébhi pedig az imidazol gyliriiben az NH cso-
port ioniziciés konstansidnak felel meg. Azonban ez az érték Iényegesen kisebb,
mint més purin-szirmazékokban észlelt disszocidciés allandé. Az adeninben ozen
csoport ilyen szokatlan aciditésat esak gy tudjuk megmagyarazni, ha a neutralis
adenin molekulédk mellett még bizonyos tsltéselhelyezkedéssel biré struktdrikat
is felvesziink. Igy az imidazol gytiriben az NH-nal pozitiv és a pirimidin gy{iriben
az egyik vagy a masik magnitrogénen mnegativ téltés halmozédhat fel. Tehit
ezdltal egy X (long) irdnyi toltésszeparélédas 1ép fel. Ezek. alapjan valészintileg
felvehetjiik, és kiilondsen pedig az energetizalt ATP molekulaban, hogy legalibb
is az adeninvéizban dipol vagy kvadrupol keletkezik.
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aé "lsp /‘_’_
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: 1
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a3 O = T T
2 5 70 75 pere 5 70 15 perc
4 a. dbra 4 b, dbra
Kiilonbizé koncentriciajii ATP ‘oldatok Kiilénbiz6 koncentracisja ATP oldatok
enzimatikus hasithatésaga 0 C°-on . enzimatikus hasithat6siga 40 C°-on

72 orai allis utin fényben-sdtétben (egyidében mérve,) f = fényben. s = sitétben. 1: 50 p/ml., 2 ;
I mg/ml. 3: 10 mg/ml. 4: 100 mg/ml

Véleményiink szerint az ATP molekuldk az alkalmazott feltételek kivetkez-
tében az aldbbi mechanizmusok alapjin csokkenthetik, illetve névelhetik energia-

tartalmukat, minek kévetkeztében enzimes hasithatésaguk is csokkenhet, illetve
fokozédhat.

1. Tudjuk, hogy a kiilsnbsz6 rendszerekben (5, 21) az atomokra, molekulikra
kiilonb6z8 erk hatnak, Az atomok kozti exék a Coulomb-erskhél &s a kicserél§dés:
er6kbél tevidnek 8ssze. A molekuldk kszott az . n. van der Waals-ersk mikédnek,
A semleges atomokat, illetve molekulikat egyszertien tigy lehet sematizalni, hog
egy pozitiv toltott centrumbél allanak, amelyet a negativ toltés felh8szertien
korillvesz. Ha a pozitiv toltésti centrum elmozdul egyensiilyi helyzetébdl, akkor
egy bizonyos frekvencidval rezegni fog. A kvantumelmélet szerint egy ilyen osz-
cillitor a lehetséges legalacsonyabb energiasllapotiban is 1 hy, energiaval bir.
Tgy az atom, illetve a molekula ezen egyediili okbél kifolyélag is mindig mutatja
a dipolmomentum fluktuacidjat. Ennek dtlagos értéke 0, de a legtsbb pillanatban
véges értékkel rendelkezik. Ezzel kapcsolathan a legjelent§sebb tény az, hogy a
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dipolusnak ez a fluktuédldsa mas molelsuliban hasonlé dipolusokat indukal. Az
idnukalé, illetve indukalt dipolusok kiz tti ezen egymaésrahatasok kivetkeztében a
molekula energidja csokkenni fog. A vam der Waals vonzéersknek ez az eredete.
fgy ezek a molekuldk kizti, illetve molelulan beliili erék a dipolhatéasbél, az induk-
ciés hatasbél és a London-féle diszperziés ergk hatasabél tevodik sssze. (Diszperziés
elnevezése onnan szarmazik, hogy ezekben a szamitasokban alkalmazott oszcilla-
torikus frekvencidk azok, mint amelyeket a fény diszperziés elméletében is szimi-
tasba vesznek.) Szinte azt lehet mondani, hogy a van der Waals vonzasi erékben
ezek a London-féle diszperzids erék szerepelnck legnagyobbrészt, a legtsbb fajta
molekulanal is,

2. A momentummal rendelkezé molekulak két jelentés hatast gyvakorolnak -
Az cgyik, hogy egy masik molekulaban dipolust indukalnak dgy, hogy az indukalt
momentum iranya olyan, hogy vonzést eredményez; masrészrél pedig a dipolus
molekulakon meghatarozott iranyitast okoz. Mindkét hatas eredménye a potenciilis
energia csokkentése. Ezen haromféle kélcsonhatds mennyiségileg jelentésen valtozik
a kiilsnbozd fajta meolekulaknal. Pl. szénmonoxidnal a London-féle diszperzids
erék hatdsara all elé a kélesdnhatas mas molekulaval, mig viznél, amely nagy
permanens momentummal rendelkezik, a teljes hatas kb. 4/5-6t az orientéciés erdk
adjak. Ez a kés6bbiekben, mint latni fogjuk, nagy jelent§ségii. Marmost a van der
Waals erékbél eredé vonzds végeredményben dipol természetd, akar a zéro-pont
oszcillacifkbol, akar a permanens momentum orientacidjiabol, akir az indukeiés
hatasbél ered is. A kélcsénhatas potencialis energidja az egymast vonzé részecskék
kozotti tavolsag hatodik hatvanyival forditva aranyos: 1j1”, A kélcsénhatéashal
szdrmazd potencidlis energia-csokkenés :

hv, e _ hy a?
226 26

Iit az alfa a polarozhatésigot, az r a dipolusok kozstti tavolsagot, k a vissza-
hiizé erdt jelenti.

3. Emlitettiik, hogy a dipolmolekulik egymis kizstt nemesak extra momen-
tumokat indukélnak, hanem olyan orienticiét is okoznak, amelyek a potencialis
energidt csokkentik. Az orientécid alacsony h§mérsékleten csaknem teljes. Azonban
ez a h8mérséklet emelkedésével nagyon gyorsan viltozik, mert a hémozgis ax
igy beillott rendezettséget mindinkabb szétroncsolja. Ilyen allapotban a két dipolus
kilestnhatdsanak energidja nemesak az er§térrel valtozik, hanem az orientacié miatt
is. Es ekkor 1/kT hatarozza meg a hémozgis ellenében az orientécié ellenallasat.
Az orientdci6s energia pedig kifejezetten a hémérsékletts] fiigg. Valoszind ez az
oka, hogy kisérleteinkben a hémérséklet emelkedésével a kis koncentraciéban allg
ATP hasithatéséga gyorsan emelkedik és hogy itt a fény-sstét hatds nem kife-
jezett. Kzzel cllentétben a nagy koncentraciéban alls ATP oldatoknal a fény-sstét
hatas igen kifejezett.

4. Amikor a molekuldkat nagyon nagy kozelségbe hozzuk egyméshoz (nagy
koncentricié) a vonzds taszitasba csap at, mert az elektronfelhék kezdik atfedni
egymést. Itt a taszitisi erd nagysigit rendkiviili mértékben befolyasolja az egy-
méshoz kozeled dipolusok molekulaszerkezete. Megfelels szerkezet lehet§vé teszi
alegnagyobb mértéki megkizelitést a taszitasi energia kisebb értékil maximumaval.
Ez ugy jon létre, hogy az egymishoz kdzeledd molekularészekben bizonyos Atren-
dezédés kovetkezik be. A megkozelitésnek egy ilyen médja vezet leggyorsabban a
tovabhiakban reakcidhoz. A dipolmomentummal rendelkezd molekulak kozitt
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(lletve kvadrupolmolekulak kézott) kiilonbsz8 fokd asszociacick léphetnek fel-
Igy az elébb leirt van der Waals-féle erdk kiilonbz8 mértékd hatasira killsnbozé
molekulakkozti kolesénhatdsok keletkeznek, aminek kovetkezménye a kiilonbozé
potencialis energiak kialakulasa, a dipolmomentum csékkenése. Tovabba a dipol-
molekuldkban a magtavolsigok novekszenek és eziltal megvaltozik a dipolu-ban
szerepld atomok frekvencidja és maganak a dipolmomentumnak a rezgés alatti
valtozédsa is. Ennek kévetkezménye a kotés gyengiilése, kiilonssen ha a h§mérséklet
emelkedik, mert ezaltal a csatolds kisebb lesz. Kiilonésen kifejezett ez a kettfs
kotést tartalmazé dipolusoknal, mert a kettds kotés m clektronstirisége is erds
vonzast gyakorol a kérnyezet protonjara. Ezaltal kiilonb6z§ mértéki asszocidcidk
allanak el8. A molekulak kzti kolesénhatas kialakulasaban rendkiviil fontos sze-
repe van annak, hogy az édllandé momentummal rendelkezd molekulik milyen
olddszerben vannak. Ugyanis az oldészer molekuldk orientacija az oldott mole-
kulak sikjahoz képest nagymértékben befolyisolja az interakeiés energia nagy-
sagat,

Beckmann, Auwer, Paterno éstobben mar régebben kimutattik,
hogy bizonyos atomcsoportokat tartalmazé vegyiiletek kézétt molekularis asszo-
ciacick 1épnek fel. Ezt az asszocidcidt kiiléndsen az alabbi atomesoportok teszik
lehet&vé : hidroxil, karboxil, oximino és amido. Az ezen csoportokon keresztiil
létrejott asszocidciét a hidrogénatom hozza létre. Két fontos tényezd sziikséges
ahhoz, hogy két kiilonb6z6 molekula a hidrogén kotésen keresztiil asszocidlédhas-
son : 1. Hogy egy elektron donor atom legyen jelen (O, N, illetve néhanyszor S)
és 2. hogy egy elekiron acceptor legyen jelen, mely legtbbszor hidrogénatom.
Az asszocidcié fokat nagymértékben befolydsolja az oldoszer természete. Ez lehet
szintén maga is asszociativ, illetve deasszociativ. Az az oldészer, amelyben van
olyan csoport, mint az asszocidciés csoportokban, az az asszocidcid ellen hat,
A hidrogénkstés leginkabb azokban a vegyiiletekben fordul eld, amelyekben az
alihbi atomesoportosulas lehetséges.
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Az ilyen vegyiiletek tautomer viselkedést mutatnak. Ebbél azt kévetkeztetik
(7, 6, 12, 14, 13, 1,3), hogy a molekula asszocidcidja és a tautomer viselkedésmod
kozdsen arra vezethet8 vissza, hogy a hidrogén tulajdonképen hol az egyik, hol
a masik molekulahoz tartozik. Ezaltal a hidrogénnek mintegy vibracids allapota
fejlodik ki. Ez az oka annak, hogy mindmaig sem sikeriilt egyik vagy masik realis
tautomer format kémiailag identifikélni. A tautomer vegyiiletek altalanos szerke-
zete szerint a kiilonbozd molekuldk kozott egy tautomer lanc alakul ki, mely az
alabbi képlet szerint egymaéssal egyensilyban all: HA. . . B2 A. .. .BH.
Ebben a tautomer egyensiilyban a hidrogénnek (illetve a protonnak) A—B-ig valé
eltolodasat az A. . . B lanchan 16v3 vegyértékek djrarendezddése kiséri. Ilyen
tautomer formik nemesak molekuldk kozott, hanem molekuldn belill is képzad-
hetnek. Belathatjuk, hogy ennek kialakulasat sztérikus gatlist okozé nagy volu-
ment szubsztituensek gatolhatjak. A molekulan beliili tautomeria azonban esak
akkor alakulhat ki, ha a hidrogénkétést létesité csoportok koplanarisak.

Véleményiink szerint kisérleteinkben hasznilt rendszerekben az ATP mole-
kuldk a killonbdz6 koncentricids tartoméanyokban az alabbi médon asszociilad-

hatnak.

|
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Az 5. dbréan lathatjuk, hogy N— H — N tautomer asszocidcié keletkezett.

A nitrogénatomokat dsszeksts tengely kiriil az egész ATP molekula még elég
szabadon foroghat és ezaltal egymishogz viszonyitva kilénbézs iranyitottsagot
vehet fel. Ez, mint az el6bb littuk, koroly mértékben befolyisolja az interakeciés
energia nagysagat és eziltal a molekula energiaillapotat. Ez az energiaallapot igy
az orientdciétdl fiiggden kiilsnosen a h&mérséklet valtozdsra érzékeny. A 6, és 7.
abrin N — H — O tautomer asszocidcié megvalosulasat latjuk. Az 4brabél kitiinik,
hogy itt mir az egyes ATP molekuldk egymashoz képest kevéssé mozdulhatnak el
a tobbszoros asszocideié miatt, Ez mar magyfoki sztérikus gatlast jelent. Tulajdon-
képen igy egy valésagos térhalozat alakul ki.

H—N—H Ebben az asszocidciés formaban az ATP
(|] AT reakecids centrumaindl : a pirofoszfat lancnal
AN mar nagyfokii sztérikus gitlds van. Ennek
N az enzines hasithatésighban az a kivetkez-

S 4 ménye, hogy a pirofoszfat lanc helyes orien-

ticiéjinak kialakulasa az enzim felilleten
nagymértékben akadilyozott. Hunter (7)

s é¢s Barker nagyon szépen mutattik be
: ezl az asszocidcidt, illetve az imino-csoport-
H—N ban a hidrogénnek szubsztituenssel val szté-
Cl ATP rikus gitlasaval az asszocidcié megsziinését.
IUNL A 8. abrankon O — H— O asszociaciét mu-
N tatjuk be. A pirofoszfat lanc kettds kotésii
g oxigénje asszocidl a hidrogén kotésen keresztiil
_ a pirofoszfit lanc szembenlévd OH csoport-
f javal. Természetesen mind a harom hidrogén-
I;I kdtés kialakulisa nem valészini. Ennél az
i asszociaciés formanal is belathatjuk, hogy a
H_T pirofoszfat lane roticiéja az enzimfeliileten
C ATP nagymeértékben akadalyozott a helyes orien-

J/ — tdcié kialakuldsa érdekében.
|\ Ez a négyfajta asszocidcié egymés mel-

N

letti, egy sikban vals asszocidcior valosit meg.
5. abra (A fenti asszociacié négy formajan kivil még
elgondolhatunk ezek mellett t6bb format is.
Mésrészt pedig az is lehetséges, hogy az asszocidcié a hidrogénhid kétésen keresztiil
nemesak egy sikban képzddhet, hanem az egyik ATP molekula a masik sikjahoz
képest kiilonboz8 szig alatt 4l be, mely nagymértékben befolyasolja az orienticiés
energia nagysdgat.) Azonban az is elképzelhetd, hogy az ATP molekuldk nem
egymds mellé, hanem egymas folé elhelyezkedve képeznek asszocidciét. Ezekbél
belathatjuk, hogy miért vélik az ATP molekula mindinkibb nehezebben hasfi-
hatéva akkor, ha a mi rendszeriinkben az itteni feltételek kozitt tartva keriil
hasitdsra. Kittinik, hogy ez az enzimes hasithatésag azért véalt mindinkibb
gatolttd, mert a mindinkabb nagyobb koncentricighan az egymasra asszocialédé
ATP molekuldkban az aktivilas entropiija mindinkabb novekedett. Az ilyen mind-
inkdbb lassan hasithatéva valt ATP oldatok UV abszorpeids spektrogramjaban az
extinkeid 4llandéan emelkedett. Ez megfelel a hasithatésignak és az abszorpeié
extinkcigjanak valtozasa kozotti eddig észlelt szabalyszerli sszefiiggésnek.
Milyen fizikokémiai alapja van annak a ténynek, hogy a mind koncentraltabb
ATP oldathél szdrmazé ugyanolyan mennyiségli ATP molekula UV abszorpciés
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spektrogramjaban az extinkeié nagymértékben emelkedik, a hasithatésdg ennek
megfelelden csékken ? Véleményiink szerint abban, hogy a kiilénbozé koncentraciés

tartoményokban 1évé ATP molekula extinkciéja dllandéan emelkedik, az alabbi
tényezdk szerepelnek.

@) Kimutattuk, hogy a pirofoszfat lanc az ATP molekula UV abszorpcids
spektrogramjanak kialakitasiban jelent8s szerepet visz : a pirofoszfat lanc eltavo-
litasaval az extinkcié nagymértékben csskken (4). Tehat, ha az ATP molekula
egész kromoforjanak ezen réssét azdltal nagyobbitjuk, hogy egymésba kapcesoljuk
e kromoforokat, akkor az extinkciénak niévekednie kell. Ez a felfogasunk 6ssz-
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hangban van Pauling peptidek kézotti hidrogénhid kétésre kialakitott elméleté-
vel. O itt a) N-H—N és b) O—H—N hidrogén hid-kitéssel megvaldsitott asszociacist
vesz fel. Szerinte a) ritkdbban fordul el8 és a b) asszocidcié valésziniibb, A b) forma
egy rezonanciaszisztémat képez, amelyben nem a proton, hanem csak a kettds
kotés helye valtozik meg. Ez az allapotviltozds rezonancianal 21 kgkal energia-
véltozéssal van dsszekiotve. A hidképzddés a mezomer rezonanciastruktirak kézott
jon létre. lIgy b) formuldban a nitrogénre kotstt hidrogénatomok koplanaris
konfiguraciét adnak, mivel Pauling (12) szerint a nitrogén kitésszige tetra-
edrikusan irdnyul. A hirdogén atomoknak ez a koplanaris konfiguracidja pedig
egy trans-cis izoméria lehetdségére enged kovetkesztetni. Pauling felhivta
a figyelmet, hogy a fehérjék denaturalasanal éppen ezek a hidrogénhid kétések
szakadnak fel, illetve tolédnak el, midltal a cis-trans izoméria egy meghatarozott
irAnyban tolddik el. Szerinte a hidrogénhid kétés a molekula UV fényabszorpeié-
jaban lényeges szerepet visz. A hidrogénhid kétés éppen egy széles savban jelent-
kezik az abszorpcids gérbében. Az extinkeiés savok magassaga az illet§ kromofor
csoportnak az egyik médosulatabél (cis-trans), a masik médosulatba valé Atmeneti
valoszintségétél fiigg, illetve a kromofor koncentricijanak a fiiggvénye. Ez telje-
sen gsszhangban van a mi felfogdsunkkal.

b) Longuet—Higgins, Coulson(8) és Pullmann (16) kvan-
tumkémiai szdmitdssal kimutattak, hogy bizonyos gytirdis szerves vegyiiletekben,
valamint nitrogéntartalmii heterogytiriis vegyiiletekben a molekula t5ltésének egy
bizonyos irdnyba valé eltolédasa, polarizaléddsa, mér alapallapotban is noveli
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az cxtinkcié értékét. Valéban Mulli ken (10), Nakamoto(1l), Powel
(12, 13, 14, 15), Michaelis (9) és Kiss kisérleteikkel ezt bizonyitottak is.
Azt is kimutattdk, hogy a molekula gerjesztett allapotdban a polarizacio iranya-
ban még inkabb kifejezettebbé valik a tsltések szétvilasa és ennek megfelelen
az extinkeié nagymértékd megnévekedése észlelhetd. Az ATP-nél valészintien
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7. dbra

az torténik killongsen az 5., 0. és 7. abraban kifejezett asszocidciés formdkndl,
hogy a purinvaz Y (transz) iranyd toltéseltolédasa fokozddik. Ez a toltéseltolédas
mar monomér allapotban valészinlen megvolt a (/1 atomon 1é6v6 NH, szubsati-
tuens o-p irdnyid elektrontaszité hatdsanal fogva. Ezt az asszocidciét lehetGvé
tev hidrogén még csak fokozza. Ez méginkabb fokozdédik a mésodik és harmadik
Abran lathaté asszocidciés formaknadl az oxigén igen nagyfokd elekironszivé
hatdsa miatt,

¢) Mulliken (10) elmélete szerint,ha barmely ok miatt a benzolgyiri,
illetve chhez hasonlé gytr{ik (mit pl. piridin, pirimidin) 7 elektron felhije annyira
megkozelitik egymast, hogy a 7 elektronok kézott vonzédas léphet fel és ennek
kivetkeztében a @ elektron felhd egymasba ér : akkor a molekula a bees§ fénynek
a gyiird sikjara meréleges vektorat is elnyeli. Ez azt jelenti, hogy a fényelnyel5dést
megvalésité elektronmozgds nemcsak a gyiirti sikjaban, hanem a gytirtire meré-
leges irdnyban is keresztiilvihetd lesz. Az elnyel§dés mértékét eszerint az szabja
meg, hogy milyen foki ennek a « elektron felhonek a gytiri sikjara merdleges irany-
ban valé eltolddasa. A purinvaznil, mint amilyen az adenin, illetve ennek szar-
mazékai, altalaban a fényelnyel6dés magyardzatiul azt veszik fel, hogy a vz sikja-
ban egy tengely van, amelyben a fény vele parhuzamosan rezgé clektromos vektora
elnyelddik. A viz sikjara merSleges irAnyban valé elnyel8dés valésziniisége csak
a rovidebb hullimoknal kezd megvaldsulni. Tehdat, haa Mulliken - elmélet
értelmében az ilyen adeninvaz més adeninvizakkal parhuzamosan helyezkedik el
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és dipol-kvadrupol erék hatésa alattnagy kézelségbe jutnak egymashoz, igy hogyan
elektron felh6k egymaésba érjenek, akkor nemesak a gydird sikjaban, hanem arra
meréleges irdnyban is nyelddik el fény. Ezt valéban latjuk a nagy koncentricidji
ATP molekulaknal is. Az ilyen ATP oldatok UV abszorpeiés spektrogramjénak

a rivvidebb hullimok felé esé részének viselkedésmddjat ez alapon magyardzzuk.
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Kisérleti eredményeinket alatdmasztja Sinsheimer(19) és munkatarsai
uracil, adenin, guanin, citozin, sth. vegyiileteken végzett vizsgalatai. Azt vizs-
galtak, hogy ezen vegyiiletek vizes oldatabol készitett hartyaknak, igen alacsony
héfokon allva levegén, fényen, illetve vakuumban, hogyan valtozik a molekula
UV abszorpeids spektrogramja. Levegdn, fényen valé allas ut4n mar napokon beliil
az abszorpeids maximum helyének véltostatdsa nélkil kifejezett extinkcidesskkenést
tapasztaltak. Vikuumban ezt a hatast nem észlelték. Infravéros spektrogramban
ez az UV abszorpceids valtozds szintén jelentkezett. Szerzék ezt a hatast az uracil,
adenin, stb. molekuldk bizonyos tipusi aggregiciéjaval magyardzzak, melyet
a vizmolekuldk irdnyité hatasa hoz létre. Tovabb4 azt gondoljik, hogy ugyancsak
a viz kozbejottével bizonyos tautomer formak, illetve ezek egyensilyi allapota
fejlédik ki. Szerz6k thiminnél, citozinnal, izocitozinnal, és fenilalaninnal nem tud-
tdk ezt a hatést kimutatni.

Commoner(2), Scheibe(18), Sheppard(20), Larionov &
Brunberg, valamint Ris é Mirsky (17) kimutattik, hogy a kilonboz
nukleinsavak abszorpciés spektrogramjainak intenzitidsa lényegesen valtozik
azokkal a fizikokémiai feltételekkel, amelyek a nukleinsavak kilénbozs aggregicid-
jat, illetve bizonyos polimerizacigjat eldidézik.

Az itt réviden vézolt kisérleti eredményeinkkel kapcsolatban véleményiink
az alabbi.
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Az ATP hasithatésiga a koncentricié nivekedésével altaldban azért valt
mindinkébb nehezebbé, mert az aktivalis entropidja novekedett. Az aktivalas
entropidnak ezt a novekedését a van der Waals-ersk hatésa és kiillsnbizd mérték-
ben létrejott ATP tautomer asszocidciés formak hoztik létre. Ezaltal az ATP
aktiv centrumai, a magasenergiaji foszfateszter kotések az enzim szidmara nehezen
hozzaférhet8ekké valtak.

Az észlelt szabalyszerd extinkeit ngvekedés kialakulasat azzal magyarazzuk,
hogy az adeninben a transzirdnyd toltésszeparalédas novekedése folytan nivek-
szik a maximum extinkcigja. A révidebb hullaimok felé valé extinkeid névekedést,
valamint a 230 milimikronnal révidebb hullamok felé az igen erfssé valé abszorp-
ciét a Mulliken elmélettel magyaridzzuk.

Eddigi nagyszdmu vizsgalatainkb &l altalaban észrevehetjiik, hogy az ATP
vizes oldatban a kiilsnb6zd kérnyezeti behatisokra érzékenyen, mar igen kis
energiahatasokra valtoztatja szerkezetét, konfiguracigjat. Ezt lathatjuk pl. azoknal
a molekulaknal, ahol rotaciés izomerel mar csekély energiabefektetéssel (2—3
kgkal) el§illhatnak. Lattuk, hogy az ATP szintén mar igen kis energiabefektetés-
sel kifejezetten megvéltoztatta enzimes hasithatésagat. Szinte ast mondhatjuk,
hogy alig lehet az ATP vizes oldatat olyan kériilmények kiézott tartani, hogy
rivid idén belill ne valtozna az enzimes hasithatésdg és ezzel osszefiiggd
egyéb tulajdonsigok. Eddigi kisérletek alapjan hatérozottan dllithatjuk, hogy az
ATP kvantitativ meghatirozdsira sem a Straub-féle B-miozinos viszkoziméteres,
sem a spektrofotométeres eljardsi méd és az ez alapon miksds Casperson-féle
UV spektrofotométeres mikroszképos kvantitativ médszer nem alkalmas. Fzek
csak akkor lennének alkalmasak erre a célra, ha olyan standardizilt mddszert
lehetne alkalmazni, amelyek az ATP molekulat éppen az alkalmazott feltételek
zavaré behatasatél megévnik.

Készonetet mondunk a Magyar Tudomanyos Akadémianak azért a hathatds anyagi tdmoga-
tasért, mellyel kutatasainkat lehet@ivé tet.e. K Gszinetet mondunk tovabba Schulek akadémikus-

nak a Beckmann-féle spektrofotométer, valamint Straub akadémikusnak a B-miozin rendelkezésre
bocsatdsaért.

Osszefoglalas

1. Azt talaltuk, hogy a killsnbz8 koncentraciban fényen-sstéten és kiilon-
boz6 hémérsékleten, kiilinbozd ideig all6 ATP ugyanazon mennyiségei lényeges
kiilonbséget mutatnak mind az enzimes hasithatésagban, mint az UV abszorpeios
spektrogramjuk tekintetében.

2. Az enzimes hasithatésag valtozasa és az UV abszorpeiés spektrogramban
az extinkeié valtozasa kozott itt is fennall a mar elébb felallitott szabalyszerdség :
fokozott enzimes hasithatosighoz cs6kkent extinkeio, gatolt hasithatésaghoz
megnovekedett extinkeié jarul.

3. A fentemlitett feltételek hatdsara, a koncentracié fokozasival allandéan
gatolttd valé enzimes hasithatésag kialakulasat az aktivalas entropidjanak nagy-
mértékben valé megnivekedésével magyarazzuk.

Erkezett : 1953. janudr 12.
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OBPATHMMOE [MPEBPALIEHHME AT®-A B BOOHOM PACTBOPE TOMd OEWMCTBHUEM
COJTHEYHOTO CBETA

K. lapan u K. derep,

Otpesn  Buoxumuu  Arpoxumuueckoro  Haygdo —  Hceeaegosarenscxoro Hucturyra,
Bynaneuwr.

BB B OB

Pacreopsl ATd-a pasnoil KOHICHTPALNH BBIACPIKUBANI B JEAAHOI BOJAE Ha COJHEYHOM
M HMCKYCCTBEHHOM CBETC W B TEMHOTE H ONPEIEIMIH CTENeHb (epMEHTATHBHOIO PACH(EILIEHHSA
npH oMo BuCKoZHMEeTpa OcTbanja, KOJIUeCTBO HEOTPAHMUECKOro Gocdopa 1 ammuaxa, i
KpOME TOTO CHAIH Y@ CHEKTOrpaMmbl.

YeTanOBUAH CYIECTHEHNYIC Pa3HHUY B (EPMEHTATHBHON DPACIIEITISIEMOCTH B B CIEKTPO-
rpammax. YEeaHueHHoit q;qpmemaﬂmﬂoﬁ PACLIENNSAEMOCTH  COOTBETCTBOBAI YMEHBIICHHAS
SKCTHMHKUMSA, 4 TOPMOKCHHOH PACIETUIACMOCTH — YBENHYEHHAS EKCTHHKIIHSL.

[Mo mHeHHIO acTOpoB pachuenasiemocTs AT®-a ¢ yBeIMYCHHMEM KOHIEHTPAUWH BOOGMC
CTAHOBHMIACkL Bee 0onee TPYAHOM, TIOTOMY YTO YBENHYHBANACH 3HTPONMS aKTHBALMH. DTO yBemH-
YCHHC SHTPOIHH aKTHEM3ALHKH CO3[AI0T acCOLMATEHBIE (opmbl ATd-a, 00pasoBaBIIHECS PA3IHY-
HuiM o0pazom H B pasnuuHoii mepe. Tawum oGpazom docdaTHo-zdupHbe cBsi3H, GoraTele IHEp-
THed, T. €. aKTHEHBIE UEeHTPH ATd-a cTaHoBATCS A5l ¢ ePMEHTATHBHOIO BOZACHCTEIIA O4EHb TPYIHO
JNOCTHTAEMBIMIL.

VBENHUCHHE SKCTHHKINH O0DLACHSIT TakuM 00pasoum, YTO B aJ[eHHHE C YBEJHYCHHEM KOH-
LCHTPAIHH YBEIMYHEACTCS H IKCTHHKUMSA a0COPOUMOHHOI0 MAKCHMyMa BCJE/JCTBHE YBEIHYEHHS
OTHENCHHA 3apAL0B B HAINPABACHHH TpadC. YBeIHYCHIE IKCTHHKIMN, Halnwoaaemoe mpu Gonee
KOPOTKHX BOJHAX H 04CHb MHTCHCHBHY0 alcopnmuio B 00JCe KOPOTKHX, deM 230 MM BOIH 06b-
sICHART Teopuedd  Mynnnkena.

Puc. la. Kpusele pacuciieHus pacrsopoB ATd-a pazxoif KoHUeHTpauuu nocne 24,
48 1 72 u. nacer. 1: 50 y/vn wa csere, 2: 50 y/mn B Temuore. 50 y/mn ua csere 0 4. 4: 30
it Ha ceeTe. 5@ 50 mr/ma & Temuote 11 v, 6 50 Mr/mn B TeMHOTC.

Puc. 1b. Kpussie paciueruieauss pacTpopoB ATd-a pazHoil KOHueHTpawin Iocie
168 4, nacrauBauusi. 1: 50 ¥/mu Ha ceete. 2 : 50 y/mn B TemHoTC, 3 @ MI7MI Ha cBeTe. 4: 3 mr/mn
B TemHOTE. 5+ 5 mr/mu Ha cere, 6 : 5 Mr/mn B TemHoTe.

Puc. 2a. Kpupsie pacmenaaemocti ATd-a paznoii kougenrpauun npu 0° C Ha ceere.
1: 50 y/mn. 2: 500 p/mn. 3: 2500 pfma. 4: 5000 p/ma. 5: 10.000 prar, 61 100,000 y/mn. 7
1000 mr/mm.

Puc. 2b. Cnekrporpammel pactsopos ATd-a pacHoii konnentpauui upi 0° C na cperte.
(fuzHauenyss cM. B pHe. 2a.

Puc. 3a. ATd-a passoii xoHuentpauMH riocie 48 4. macramsanns upu 0° C Ha csere
1: 50 ¢/ma 2: 250 y/mn 3: 5000 p/ma. 4: 1000 p/ma. 5: 10.000 p/mn.

Puc. 3b. Cnexrporpamma ATd-a pacHoil KoHNEHTpauHun mnociae 48 gacos HacTaHBaHHSA
nph 0% C Ha cseTe. OG03RAYCHNST CM. B pHC. 3a.
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Piuc. 4a. DepMeHTaTHBHAS paCIICIUIEMOCTL pacteopos ATd-a pasHoit KoHuenTpanuu
(O/IIOBPEMEHHOE H3MECPEHHE) npH 0° C nocne 72 wxacop HACTAWBAHMSI HA CBETE — TeMHOTE. T — Ha
cBeTe, s — B TeMHOTC. 1: 50 p/mn. 2: 1 mr/mn. 3: 10 mo/mr. 4: 100 MI/MT,

Puc. 4b. depmentaTuBHASsI DACUICIUIT €MOCTS pactBopos ATd-a pasHoif KoOHUeH-
Tpanuu (0gHOBpeMeHHoe HamepeHue) npu 40° C mocne 72 YacoB HACTAMBAHHS HA CBETE — TEMHOTE.
O6oaHauenne cm. B 0003HAYeHHSAX puC. 4a.

Tabnuma 1. YO CnexkTporpaMmmot PACTROPOE AT®-a PasHOil KOHLEHTPALMYE B cogep-
JKAHHBIX B TEUEHHE PA3NHYHOI'0 BPEMEHH HA CBETE i B TEMHOTE npu 0° C.

(1) Cusiro cpasy nocne 06paborke. (2) Dxetunkims mocne 24, 48 u 72 u. Hacr. L{ugpps
NEPRoii BepTHKANLHON rpadbl NOKA3BIBAIOT COOTRETCTBYIOIME KPHBbIE PHCYHKA 1a.

Tabauna 2. ¥YB — afc. cnekTporpamme pacteopoB ATd-a pasHoii KOHUeHTpauuu

B cofepskaHHbX 168 u. HA cBeTe W B TemMHOTE pu 0° C. Lnugpel mepBoil BepTHKANLHOR rpafs!
TIOKA3LIBAWT COOTBETCTBYIONME KpHBHIE puc. 1bh.

Reversible Changes of Adenosine Triphosphate in Aqueous Solution Under
the Effect of Sunlight

K. GARAY and 1. G, FEHER

Section for Biochemistry, Agroche mjcal Research Intitur, Budapest

Summary

ATP solutions of varying concentration were kept in sunlight and electric light and in dark-
Mess. The degree of enzymatic splitting has been determined by Ostwald-viscometer, further the spec-
trograms and the quantity of inorganic phosphorus and ammonia also established., Significant
differences were observed in enzymatic splittability ‘and in spectrograms. Increased enzymatic
spittability was also connected with a reduction in extinction values, whereas inbibited splitting
led to increased extinction walues, B

In the opinion of the authors the splitting of ATP is hindered with increasing concentrations
because the entropy of activation increases. This increase in the activation entropy is due to various
association forms of ATP produced in various manner and to varying degrees. Thus the active
centres of ATP the phosphate ester bonds become difficutly accessible for the enzyme,

The extinction increases are explained by the fact that in the adenine the extinction of the
absorption maximum increases with increasing concentrations, owing to the increase of the
separation of electric charges in a trans direction. The increase of extinction values observed in
the short wave range and the increased absorption in the wave range shorter than 230 milli-
micron is explained by the Mulliken theory.

Fig. 1. a. Splitting curves of ATP solutions of diverse concentration, after standing for
24, 48 and 72 hours at 0 °C. 1:50 ¢/ml in light. 2: 50 p/ml in darkness, 3: 50 P/ml in light

tor 0 hours. 4: 50 mg/ml in sight. 5: 50 mg/ml in darkness for 11 hours. 6: 50 mg/ml in
darkness.

Fig. 1, b. Splitting curves of ATP solutions of diverse concentration after standing for
168 hours at 0 °C. 1: 50 ¢/mlin light. 2: 50 y/ml in darkness. 3.: 3 mg/ml in light, 4: 3
mgfml in darkness. 5: 5 mg/ml in light. 6: 5 mg/ml in darkness.

Fig. 2. a. Splitting curves of ATP solutions of diverse concentration in light at 0 C°.
1: 50 ylml. 2: 500 pfml. 2: 2500 yjml 4: 5000 y/ml 5: 10000 p/ml. 6: 100000 y/mL.
7: 1000 y/ml

Fig. 2. b. Spectrograms of ATP solutions of aiverse concentration in light at 0 C°. Legend
as in Fig. 2. a, h

Fig. 3. a. ATP of diverse dilutions after standing for 48 hours in light at 0 C°. 1: 50 y/ml.
2: 250 ¥/ml. 3: 5000 y/ml. 4: 1000 p/ml. 5: 10000 ¥/ml.

Fig. 3. b. Spectrograms of ATP of diverse dilutions after standing for 48 hours in light
at 0°. Legend as in Fig. 3. a.

Fig. 4. a. Enzymatic splitting of ATP solutions of diverse concentrations (measured si-
maultancously) after standing for 72 hours at 0 C° in light and in darkness, f=inlight, s = in dark-
ness. 1: 50 p/ml. 2: 1 mg/m]l, 3: 10 mg/ml. 4: 100 mg/ml.

Fig. 4. b. Enzymatic splitting of ATP solutions of diverse concentration (measured simul-
tancously) after standing for 72 hours at 40 C° in light and in darkness. Legend as in Fig. 4. a,

Table 1. Ultraviolet absorption spectrogram values of ATP solutions of diverse concentra-
tion after standing in light and in darkness for diverse periods at 0 C°, (1) Taken immediately after
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preparation. (2) Extinction after standing for 24, 48 and 72 hours, respectively. The values in the
first vertical column indicate the corresponding curves of Fig. 1. a,

Table 2. Ultraviolet spectrogram values of ATP solutions of diverse concentration after
standing at 0 C° for 168 hours in light and in darkness. The values in the first vertical column indi-
eate the corresponding curves of Fig. 1. b, ¢

Die reversible Verinderung von Adenosintriphosphat in einer wiisseringen
Lisung unter dem Einfluss von Sonnenlicht

K. GARAY und 1. G. FEHER

Biochemische Abteilung des Agrochemischen Forschungsinstituts, Budapest
Zusammenfassang

ATP-Lésungen verschiedener Konzentration wurden in eiskaltem Wasser im Sommenlicht,
bzw. in kiinstlichem Licht und Dunkelheit aufbewahrt, dann wurde das Mass der Enzymspaltung
mittels eines Ostwald’schen Viscosimeters bestimmt, ferner die Spektrogramme aufgenommen
und auch dic Menge des anorganischen Phosphors und Ammoniaks ermittelt,

Ein wesentlicher Unterschied zeigte sich zwischen Spaltbarkeit durch Enzyme und Spektro-
gramme, Eine verstiickte Enzymspaltbarkeit war auch hier mit niedrigeren Extinktionswerten
verbunden, wiihrend eine verhinderte Spaltbarkeit zu vergrosserten Extinktionswerten fiihrte.

Nach der Memung der Verfasser wird die Spaltbarkeit von ATP mit vergrissernder Konzen-
tration darum immer mehr verhindert, weil die Aktivitdtsentropic sich vergrisserte, Diese Ver-
grisserung der Aktivitdtsentropic wird von Associationsformen von ATP hervorgerufen, die in
verschiedener Weise und in verschiedenem Masse gebildet werden. Die Aktiven Zentren von ATP
und zwar die Phosphat-Ester Bindungen werden dadurch fiir Enzyme sehr schwer zuginglich.

Die Vergrisserung der Extinktion wird von den Verfassern damit erklért, dass die Extinktion
des Absorptionsmaximums im Adenin mit vergréssernder Konzentration sich infolge einer verstiirk-
ten Absonderung der trans-gerichteten Ladung verstirkt. Die bei Kurzwellen beobachtete Extink-
tionsvergrisserung, sowie die sich bei den 230 Millimikron kiirzeren Wellen zeichnende Absorption
kann durch die Mulliken’sche Theorie gut erklirt werden.

Abb. I/a.Spaltbarkeitslkurven von ATP-Lésungen verschiedener Konzentration nach 24,
48 und 72 Stunden Stehenlassen. 1 : 50 ¢/ml, im Sonnenlicht. 2 : 50 2/ml in Dunkelheit. 3 : 50 y/ml
im Sonnenlicht, 0 Stunden lang. 4 : 50 /ml im Sonnenlicht. 5: 50 me/ml in Dunkelheit 11 Stunden
ang. 6: 50 mg/ml in Dunkelheit.

Abb. 1/b. Spaltharkeitskurven von ATP-Losungen verschiedener Konzentration nach 168
Stunden Stehenlassen. 1 50 y/mlim Sonnenlicht. 2 : 50 /mlin Dunkelheit. 3 : 3 mg/ml im Sonnen-
licht. 4: 3 mg/ml in Dunkelheit. 5: 5 mg/ml im Sonnenlicht, 6 : 5 mg/ml in Dunkelheit.

Abb. 2{a. Spaltbarkeitskurven von ATP-Loésungen verschiedener Konzentration bei 07 im
Sonnenlicht, 1 : 50 ¢/ml. 2: 500 p/ml 3: 2500 y/ml. 4: 3000 /ml. 5: 10 000 y/ml, 6 : 100 000
¥/ml, 7: 1000 9/ml.

Abb. 2/b. Spektrogramme von ATP-Lésungen verschiedener Konzentration bei 0° im Sonnen-
licht. Bezeichnungen s. Abb. 2/a.

Abb. 3/a. ATP verschiedener Konzentration nach 48 Stunden Stehenlassen bei 0° im Sonnen-
licht. 1: 50 %/ml, 2: 250 y/ml. 3 : 5000 y/ml. 4: 1000 /ml. 5: 10 000 9/ml.

Abb. 3/b. Spektrogramme von ATP-Loésungen verschiedener Konzentration nach 48 Stunden
Stehenlassen bei 0° im Sonnenlicht. Fiir Bezeichnungen s. Abb. 3/a.

Abb. 4/a. Enzymspaltbarkeit von ATP-Lésungen verschiedener Konzentration (beobachtet
in den gleichen Zeitpunkten), nach 72 Stunden Stehenlassen bei 0° im Sonnenlicht, bzw. in Dunkel-
heit. £ : im Sonnenlicht. s : in Dunkelheit. 1 : 50 /ml. 2: 1 mg/ml. 3: 10 mg/ml. 4: 100 mg/ml.

Abb. 4/b. Enzymspaltbarkeit von ATP-Lisungen verschiedener Konzentration (beobachtet
in den gleichen Zeitpunkten), nach 72 Stunden Stehenlassen bei 40° C im Sonnenlicht, bzw. in Dunkel-
heit. Fiir Bezeichnungen s. Abb. 4/a.
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Tabelle 1. Spektrogrammwerte ultravioletter Absorption in ATP-Lésungen verschiedener
Konzentration, bei 0” verschieden lang im Sonnexlicht, bzw. in Dunkelheit gehalten. 1. Extinktion,
gemessen Unmittelbar nach dem Priiparieren. 2. Fxtinktion, gemessen nach 24, 48, bzw. 72 Stunden
Stehenlasseﬁ. Die Zahlen der ersten vertikalen Kolonne bezeichnen die entsprechenden Kurven
der Abb. a,

Tabelle 2. Spektrogrammwerte ultraviole tter Absorption in ATP-Lésungen verschiedener
Konzentration, bei 0° 168 Stunden lang im Sonxaenlicht, bzw. in Dunkelheit gehalten. Die Zahlen
der ersten vertikalen Kolonne bezeichnen die entsprechenden Kurven der Abb. 1/b.

Transformation reversible de 'ATP dans solution aqueuse sous Pinfluerce
de lalumigre solaire

K. GARAY et I. 6. FEHER

Section hiochimique de 17 Institnt des Recherches Agronomiques, Budapest
Résumé

Les auteurs ont exposés, pendant un certain temps, a la lumiere du jour, ou & une illumination
artificielle ou a U'obscurité, respectivement, des solutions d’ATP de différentes concentrations.
Is ont déterminé a I'aide du viscosimetre Ostwrald le degré de la fissibilité enzymatique dans ces
solutions, ils en ont fait des spectrogrammes et ont aussi dosé leur teneur en acide phosphorique
¢l en ammoniaque.

Ils ont pu constater une différence substantielle entre la fissibilité enzymatique et les spect-
rogrammes. Une fissibilité enzymatique accrue avait pour corollaire 1a diminution de Pextinction,
Ia fissibilité restreinte était accompagnée de I’augmentation de ’extinetion.

A leur avis la fissibilité de PATP est devenue plus difficile avec 'augmentation de la con-
centration parce que lentropie de Pactivation est devenue plus grande. L’augmentation de I'entropie
de 'activation a &té causé par les formes associatives de PATP formées de plusieurs facons et a
plusieurs degrés. Ainsi les centres actifs de 'ATP, les liaisons d’ester phosphaté, sont devenus
difficilement attaquables par I’enzyme.

Quand al'augmentation de I'extinction, les auteurs sont d’avis que dans ’adénine I"extinction
du maximum d’adsorption augmente avec I’augmentation de la concentration par suite de Iaug-
mentation de la séparation de la charge de la direction trans, — L’augmentation de I’extinction
observée vers les ondes plus courtes. ainsi que 1”accroissement trés fort vers les ondes plus courtes
4 250 millimicrons, trouve son explication dans la théorie de Mulliken.

Explication des figures et des tableaux woir en langue allemande et anglaise,





