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BEVEZETÉS

Van élet a földön kivül, vagy egyedül

vagyunk a világegyetemben? Nagyon valószínű, hogy 

néhány fényéven belül mi vagyunk az egyetlen fejlett 

technológiai civilizáció /PAPAGIANNIS, 1978/, de a 

kérdés alapvetően megválaszolatlan.

Joshua Lederberg, a Stanford egyetem munka­

társa adta az exobiológia nevet a földön kivüli élet­

tel kapcsolatos kutatások összefoglaló elnevezéseként, 

amely a földi élővilág kifejlődését megelőző evolú­

ciós folyamatokra is általánositható.

A.I. Oparin által vázolt evolúciós lépések a

következők:

1. a periódusos rendszer elemeinek evolúciója,

2. egyszerű vegyületek létrejötte a kozmikus térben

/a későbbi élet szempontjából fontos szénhidrogének, 

cianidok és származékaik stb./, amit a Föld kiala­

kulása alatt a szilárd felszin, az atmoszféra és

a hidroszféra kialakulása követ,

3. a Föld felületén a kezdeti széntartalmu vegyületek 

egyre összetettebb szerves struktúrákat formálnak 

- monomereket és egyszerűbb polimereket -, létrejön

az un. ősleves,

4. ezen ősleves alkotóinak "önformálódása" hoz létre

polimolekuláris nyilt rendszereket, amelyek alkal­

masak a környezethez való alkalmazkodásra, b,£bnak>^.
• I ifi
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növekedés és szaporodás képességével.

Oparin szerint polipeptidek, zsirszerü vegyületek, 

polinukleotidok egyaránt létrehoztak a környeze­

tükből fázishatárral elkülönülő struktúrákat

/un. koacervátumokat/, akár külön-külön, akár pár­

ban, de a fejlődés során azok a rendszerek voltak 

kedvezményezettek, amelyek fehérjéket /végrehajtás/, 

nukleinsavakat /információtárolás/, és lipideket 

/membránképzés/ egyaránt tartalmaztak.

5. a létrejött probionták további fejlődése egyre tö­

kéletesebb anyagcseréjü, egyre tökéletesebb mole­

kuláris és szuper-molekuláris struktúrájú rendszerek 

prebiológiai kiválogatódása eredményeként jelentek 

meg az első ősi organizmusok.

Az itt vázolt logikai menet sok szempontból igazolt­

nak látszik /PONNANPERUMA, 1972а/, a részleteket és 

főként az "utolsó lépést" illetően azonban nagyon

sok kérdés megválaszolatlan.

A Föld kb. 4.6 milliárd éves, mig a legöregebb

datált kőzetek kb. 3.6 milliárd évesek. A legöregebb mik-

Dél-Afrikában találták /3.2 milliárdrofossziliákat

évesek/ és kb. ilyen korú kőzetekből mutattak ki élőre 

jellemzőnek tartott izoprenoidokat, szteránokat, porfi­

rineket, aminosavakat és cukrokat. Ennek megfelelően 

a rádiócsillagászati módszerekkel a csillagközi térben
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is kimutatott egyszerű vegyületekből /BUHL, 1974/

kb. 500 millió éven belül alakult ki a mai élet

őse és ezt követte a napjainkban is tartó, hosszú

biológiai evolúció.

Filozófiai szempontból vizsgálva: az anyag 

önfejlődésének utján az élőszervezetek kialakulása 

alkalmas körülmények között szükségszerű. Ennek a 

ténynek bizonyítása azonban nagyon sok feltételezést 

tesz szükségessé, mivel a prebiotikus jellemzők 

/redukáló légkör, ősleves stb./, napjainkra megfordit- 

hatatlanul megváltoztak, igy ezeknek a paraméterek­

nek becslése csak indirekt módon lehetséges, több­

kevesebb hibával.

Nagyon fontosak az un. Miller-kisérletek, 

amelyek közül az első néhányat 1954-ben publikálták. 

Ezekben az őslégkörnek megfelelő atmoszférában /СН

H20, H2/ elektromos kisülésre aminosavakat kaptak. 

Ugyanebben a rendszerben később szerves savakat is 

kimutattak. Az energia fajtákat változtatva /pl. hő, 

fény, radioaktiv sugárzás/ hasonló termékeket kaptak. 

Sokan az őslégkörből levezethető, de az adott kísérlet­

ben elkülönített anyagokon végeztek vizsgálatokat /pl. 

adenin, SCN - metionin, paraformaldehid + 

szerin, stb./.

4 r

NH 3 '

HON

hidroxiiamin
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A nagyszámú ilyen témájú dolgozatból 

/CALVIN, 1969; PONNANPERUMA, 1972b; MILLER, 1976/

azt a következtetést vonhatjuk le, hogy az élőben 

előforduló anyagok összes tipusa előállítható pre- 

biotikus körülményeket modellezve. Fontos tény, 

hogy az adott körülmények között többnyire a mai 

élőkre jellemző vegyületek jönnek létre, annak el­

lenére, hogy a kiindulási anyagokból sokkal több 

fajtájú termék létrejöhetne formálisan. Ez az irá­

nyított jelleg és ennek jellemzői jelentik az exobio- 

lógia egyik alapkérdését.

A kémiai evolúció a modellkísérletek tanúsága

szerint szimmetrikus termékeket produkált, azaz a

lehetséges optikai izomerek ekvimolekuláris keverékét. 

Ha azonban a mai élőket vizsgáljuk, teljes aszimmetri­

át találunk: nukleinsavakban csak D-cukrokat, fehér­

jékben L-aminosavakat. Vajon miért nincsenek tükör­

képi élőlények, amelyek tehát L-cukrokat és D-amino- 

savakat tartalmaznak? Az optikai izomer párok tagjai­

nak azonos tulajdonságai alapján azonos eséllyel kel­

lene előfordulniuk.

Bizonyos, hogy optikailag tiszta rendszerek 

fontos paraméterekben /polimerizáció sebesség, oldé- 

konyság, stb./ előnyösebbek a racem rendszereknél. A 

mai élők makromolekuláinak jobbos helicitása a mono­

merek szimmetria sajátságaiból következik, tehát a D-cuk- 

rok és L-aminosavak ily módon megfeleltethetők egymás-
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nak. Az is bizonyos, hogy egy magára hagyott opti­

kailag tiszta anyag racemizálódik, tehát bármely 

rendszerben az optikai tisztaság fenntartása energia-

igényes folyamat.

Az élok különböző enzimeket működtetnek a

nem-természetes izomerek eltávolitására. D-aminosav

megjelenése az élőszervezetben általában kóros folya­

matokat jelez. D-aminosavakat mutattak ki daganatok­

ban, öregedéssel kapcsolatosan állatokban, emberi vo­

natkozásban az anyagcsere erőteljes zavara miatt szem­

fehérjékben, a katarakta nevű kórképban. Ritka kivé­

telként normális körülmények között is előfordulhat­

nak D-aminosavak élőben /pl. antibiotikumokban, vagy 

baktérium sejtfalban/, azonban ezeknek nincs közvetlen 

kapcsolata a riboszómális fehérjeszintézissel.

Gyakorlatban is kihasználható az optikai tisz­

taság: pl. bizonyos peptidek /enkefalinok/ stabilitá­

sa és biológiai aktivitása nagyságrendekkel megnövel­

hető, ha alkalmas pozicióba D-aminosavakat épitenek, mert 

a kötést bontó peptidáz az L-L aminosav kapcsolatra 

specifikus, a D-L párt nem ismeri fel.

Az élővilágra azonban mindenképpen az L-amino- 

savak és D-cukrok jellemzők. Valamilyen aszimmetriát 

okozó faktort kell találnunk, ami a prebiológiai evolú­

ció idején a mai élőkre jellemző optikai izomereket
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tette kedvezményezetté és a ma "nem-természetes"-nek 

mondott izomereket kiszelektálta. Legnagyobb eséllyel

az alább felsorolt okok játszhattak szerepet ebben:

1/ Az optikai izomerek nem azonos energiatartalmuak.

Rein /REIN, 1974/ szerint 10~13 eV különbség lehet

D és L izomerek között. Megbizható kisérlettel nem 

igazolták.

2/ Statisztikus ok. Decker /DECKER, 1975/ dolgozott

ki használható modellt magyarázatként. D és L enan­

tiomer prekurzorok reakciótermékei a D' és L' anti- 

pódok, amelyek saját képződésüket katalizálják.

További feltétel, hogy az enantiomer produktumok

sztereospecifikusan fogyasszák egymást. Egy ilyen

nyilt rendszer lehet instabil és az egyik konfigu­

rációt teljesen elnyomhatja, ha kibillen egyensúlyi

helyzetéből. Pusztán statisztikai alapon azonban a 

D és L szelekció azonos valósziníiségü, tehát az op­

tikai tisztaság kialakulására a modell önmagában nem 

magyarázat. Viszont valamely aszimmetrikus hatás 

felerősítésében lehetett reális szerepe.

3/ Cirkulárisán poláros fény hatását szintézis és deg- 

radativ folyamatokban is igazolták. Problémát jelent 

azonban, hogy nem sikerült kisérletileg kimérni a 

Földre érkező fény cirkuláris polarizációját /kisebb

mint 0.5 %/.
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4/ 1956-ban Lee, Wu és Yang kapott Nobel-dijat a

gyengekölcsönhatásokban megnyilvánuló aszimmetria 

igazolásáért. Már ebben az évben felmerült a kérdés,

hogy lehet-e kapcsolat a fizikai és biológiai 

aszimmetria között. Az első ilyen irányú vizsgálat 

negativ eredményt hozott /ULBRICHT, 1975/. 1964-

ben D- és L-tirozin alkalikus oldatában Sr90-ből

kilépő spinpolarizált elektronok aszimmetrikus deg­

radáló hatását irta le Garay András. Több mint egy 

évig tartó kísérletben több mint 10 %-os különbsé­

get talált a két izomer bomlásában. A nem-természetes

D-izomer mennyisége csökkent nagyobb mértékben. Ezt

a kísérletet nem ismételték meg eredeti formájában, 

de leucinon is igazolták /BONNER, 1975а/, hogy a

bomlás nagyobb hatáskeresztmetszetü D-izomeren balos

spinű elektronokat használva. Nem természetes elektron­

forrásból kilépő jobbos spinű elektronokkal fordított 

előjelű eredményt kaptak. Általánosságban az ebben 

a témában végzett kísérletek bizonytalanok, az ered­

mények szórása nagy. D L-nátrium-ammónium-tartarát 

telitett vizes oldatát részlegesen kristályositva 

béta-bomló P32 izotóp jelenlétében a levált anyag 

optikai aktivitása a bevitt dózis logaritmusával ará­

nyosan jelent meg /KOVÁCS, 1979/. Ez a legmegbízha­

tóbb kisérletsorozat, amelynek eredményei sejteni
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I. fejezet: Aininosavak_nem-véletlen_eloszlása termális 

P2Etid§lSk§n_§§_í}éhánY_fehé.r;iében /13 - 30 

oldal/

* Megvizsgáltuk, hogy a Fox-féle termális pep- 
tidek esetében hogyan válik tanulmányozhatóvá 
a monomerek sajátságaiból következő nem-vélet­
len eloszlás a kialakuló polimerek szekvenci­
ájában.
Optikailag aktiv kvarc jelenlétében állítottunk 
elő termális peptideket DL-aminosavakból, a ter­
mékben aszimmetriát remélve.
10 különböző fehérje aminosav sorrendjében ke­
restünk nem-véletlen jellemezőket.

л

*

Az anyagi rendszerek aszimmetriája a gyenge

kölcsönhatások aszimmetriája miatt a balos kitüntetett- 

ség általános. Antianyagot a töltés-paritás kapcsolat 

miatt jobbos aszimmetria jellemez. Ez azt jelenti, hogy 

egy izotópból kilépő elektron az energiájától függő 

mértékben balos perdületü, mig pozitronok esetében a 

jobbos spinű részecskék aránya nagyobb.

Az előbbi jellemző a következő összefüggést

követi:

11 + (1 - ( ))E.к
1 + Eо̂ = N+50

ahol E^ - kinetikus energia, Eq - az elektron nyugalmi 

energiája /Eq = n\Qc2 = 0.5117 MeV/, N+ - a balos spinű 

elektronok aránya.
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A molekuláris aszimmetria eredetének magyarázatára

sok esetben vizsgálták polarizált elemi részek /fo­

ként elektronok és pozitronok/ kölcsönhatását optikai­

lag aktiv anyagokkal, vagy racem rendszerekkel. Po- 

zitronannihilációs vizsgálatokban eltérő triplet 

pozitrónium képzést találtak aminosavak optikai izo- 

merjeire vonatkozóan /a triplet intenzitás D-izome- 

rekben nagyobb, mint L párjaikban/, ami többek között 

spinpolarizációt jelezhet optikai izomerekben. Ennek 

elméleti magyarázatára dolgozta ki Hraskó Péter az un. 

helikális elektrongáz modellt. Bizonyítására optikailag 

aktiv molekulákba építettünk béta-bomló Br82 izotópot,

remélve, hogyha az elmélet helyes, az aszimmetrikus kör­

nyezet befolyásolja az izotóp bomlási paramétereit.

II. fejezet: Sginpolarizáció_optikaila2_aktiv_molekulák-

/31 - 35 oldal/ban

Й Vizsgáltuk, hogy optikailag aktiv környezet 
befolyásolja-e a radioaktiv béta-bomlást.

Optikai izomerek között az aszimmetriát kiala­

kító hatások közül a cirkulárisán poláros fényé a leg­

tisztább. Ezzel "csak" az a probléma, hogy természet­

ben nem mérhető. Az előbbi "nem mérhető" jelző azt je­

lenti, hogy a polarizáció kisebb, mint 0.5 %, tehát 

egyelőre nem kizárható az evolúcióban játszott szerepe.
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A cirkulárisán poláros fény aszimmetriát okozó ha­

tásának vizsgálatára nagyon jó modellanyag a kámfor 

/bár közvetlen evolúciós jelentősége nincs/.

III. fejezet: Kámfor_fotolizisének_vizsgálata /36 - 41

oldal/

л ESR-rel detektáltuk, hogy optikailag 
aktiv kámfort cirkulárisán poláros fénnyel 
megvilágítva hogyan alakul az a-kámfoleinal- 
dehidhez vezető gyök koncentrációja.

Az optikai aktivitás meghatározására kidolgo­

zott legérzékenyebb módszerek közül a cirkuláris dik- 

roizmus spektroszkópiát használtuk. Külön fejezetben 

foglalkozunk egy másik igen érzékeny technika alkalma­

zásával, amellyel optikai izomerek gázkromatográfiás 

elválasztása válik lehetővé. Ennek külön előnye, hogy 

nanogram nagyságrendű anyagmennyiség elegendő az izomer­

arány meghatározáshoz.

IV. fejezet: Aminosav_optikai_izomerek_elválasztása 

3|zkromatográfiáyal /42 - 48 oldal/

* N-TFA-aminosav optikai izomereket szeparál­
tunk két utón: 1. L-mentil-észter formában 
szimmetrikus, ill. 2. alkil-észter formában 
aszimmetrikus /diamid/ megosztófázison.
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A csak biológiai rendszereket jellemző op­

tikai tisztaság egy felhasználásával foglalkozunk

az utolsó önálló fejezetben, az előzőekben ismerte­

tett gázkromatográfiás technikára alapozva.

V. fejezet: Korme2határozás_aminosav_racemizációs 

§^ä£2k_§lapjian /4 9 - 57 oldal/

* Termodinamikailag a racem rendszerek stabi­
lak. Az élők optikailag aktiv alkotói a halál 
után magukra hagyva szintén racemizálódnak. 
Ennek ismerete kor- vagy paleotemperature 
meghatározást tesz lehetővé, vagy 
mertetjük - esetleg mindkettőét.

mint is-

Mivel minden fejezetben megtalálható következ­

tetés, ezért az ÖSSZEFOGLALÁS / 58- 62 oldal/ csak ezek

felsorolását tartalmazza, esetleg némi megjegyzéssel

együtt.

A dolgozatot az IRODALOMJEGYZÉK zárja /63 - 65

oldal/.
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I. AMINOSAVAK NEM-VÉLETLEN ELOSZLÁSA TERMÁLIS PEP-

TIDEKBEN ÉS NÉHÁNY FEHÉRJÉBEN

A modellkísérletekben egyszerű molekulákból

H20, H2S, HCHO, HCN stb./ gyakorlati­

lag azok a molekulák keletkeznek, amelyek jórészt 

élőben is előfordulnak és amelyeknek száma jóval 

kisebb, mint a kiindulási anyagokból levezethető ve-

/pl. CH NH 3 '4 t

gyületek száma. Mindez gyakorlatilag független az

alkalmazott energiafajtától.

A kémiai evolúció a kismolekulák egymáshoz

való kapcsolódási hajlama, a keletkező termékek termo­

dinamikai stabilitása, a környezeti tényezők ismereté­

ben elméletileg leirható volna. Természetesen bonyo­

lultabb, összetett rendszerekre vonatkozóan még várat 

magára a kvantumkémiai értelmezés, de történtek már 

ilyen vizsgálatok /LOEW, 1975/.

Amennyiben feltételezzük, hogy a kapcsolódás 

irányított jellege makromolekulákra is általánosítható, 

nem érdektelen ezzel kapcsolatban is kísérleteket

végezni.

Fox és munkatársai találtak nem-véletlen hatá­

sokra utaló adatokat termális peptidekben /FOX, 1960/. 

Általánosan ezen peptidek preparálása úgy történt, hogy

2:2:1 vagy 1:1:1 arányban kevertek aszparaginsavat,
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glutaminsavat és 16 egyéb aminosav ekvimolekuláris 

keverékét, majd ezt néhány órán keresztül magas hő­

mérsékleten tartották /160-190 °C/. A kihűlt olvadék

vizes oldatát néhány napig dializálták, tisztitás

céljából. Ilyen tipusu termális peptidekre kapott 

adatokat ábrázolva /1. ábra/ - a görbeillesztéseket 

a legkisebb négyzetek módszerével végezve -, a kö­

vetkezőket állapíthatjuk meg:

80M •/.
7.

70p8500 60

: 60;
7500- 50

50

6500 40 40

55004 30

4500 20

к
3500

КО 170 180 190 C* '° K0 170 180 190 ’° KO 170 180 190 *C*

c. /b. /a. /

1. ábra

a. / Molekulasúly átlagok a hőmérséklet függvényében
b. / Aminosav összetétel az ossz peptid mennyiségre

vonatkoztatva
c. / Az N-terminális aminosavak megoszlása

--------- 2:2:1
--------  1:1:1
Д aszparaginsav о glutaminsav

glutaminsav:aszparaginsav:16 egyéb
x egyéb aminosav
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a. / A polimerek átlagos molekulasúlyának 

hőmérsékleti függvénye 170 °C körüli hőmérsékleten 

minimumon megy át.

b. / Emelkedő hőmérséklettel nő a peptidbe 

épülő glutaminsav mennyisége az aszparaginsav rová­

sára. Egyéb aminosavak növekvő beépülési aránya 

csak 190 °C körül számottevő mértékű és ez a növeke­

dés is az aszparaginsav ellenében mutatkozik.

c./ Az aszparaginsav aránya N-terminális 

helyzetben nem változik számottevően a hőmérséklettel. 

Növekvő hőmérséklet a glutaminsav arányát növeli ebben 

a pozicióban, az egyéb aminosavakkal szemben.

Szekvenciavizsgálat alapvető feltétele a peptid 

vagy fehérje homogenitása, vagyis, hogy a vizsgált a-

nyagban minden molekula azonos sorrendben tartalmazza 

az aminosavakat. Természetesen ez nem teljesül a ter- 

mális peptidekre, melyek mint izomerek bonyolult keverékei

jönnek létre. Azonban speciális esetekben a belső struk­

túráról is szerezhető információ.

A tripszin a lizin vagy arginin menti peptid- 

kötéseket hasitja. Modellrendszerünkben erre épitve 

polimerizáltattunk két aminosavat, glutaminsavat és 

lizint, 1:1 arányban, 170 °C-on 3 órán keresztül, N2 

atmoszférában. 2g polimert 5 ml vizben oldottunk, majd 

a tisztítást Sephadex G-10-es oszlopon végeztük, ami
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után az anyagot liofilizáltuk. A molekulasuly-

meghatározás Sephadex G-50 oszlopon történt inzulin 

és lizozim standardra vonatkozóan /pH = 8.33/. Három 

független kísérletből 9640 + 120 molekulasúly átla­

got határoztunk meg. Az eloszlási görbe a 2. ábrán

látható.

100
90-
80
70-
60-
50
40-
30+
20-
10
o *—.—.—1—I—I—I—I-W4------*■

40 50 6 0 70 80 90 100 110 120 130 N

2. ábra

Az aminosav tagszám eloszlása lizin:glutaminsav = 1:1 
arányú termális peptidben, Sephadex G-50-en történő 
molekulasúly meghatározás alapján. /Polimerizáció:
170 C, 3 óra, N2 atmoszféra; N - aminosavtagszám,
Y-tengelyen a maximumra normált előfordulás/.

A polimerbe épült aminosav arányt sósavas

hidrolízissel, majd ezt követően ioncserélő réteg- 

kromatográfiával, Fixion 50 x 8 rétegen a hibahatáron

belül 1:1-nek határoztuk meg.

A tripszines hidrolízis során 10 mg peptidet

oldottunk 1 ml 0.1 M ammóniumhidrokarbonát oldatban,

majd ehhez 0.5 mg tripszint adva 3 órán keresztül 

inkubáltuk az elegyet 37 °C-on. Ezután újabb 0.5 mg
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tripszint adtunk a rendszerhez és további 1 órán át 

tartottuk az oldatot 37 °C-on. Ezt követően triklór-

ecetsavval csaptuk ki a tripszint, majd szűrtük az ol­

datot. A hasitási termékek elválasztása Fixion 50 x 8

ioncserélő rétegen történt.

Eluáló oldat:Ekvilibráló oldat:

14.1 g citromsav /Н 0/14.1 g citromsav /Н 0/ 

8.0 g NaOH

12.3 ml HC1 Iá = 1.19/

8.0 g NaOH

8.4 ml HC1 /d = 1.19/

vizzel feltöltendő 35.0 g NaCl

vizzel feltöltendő1000 ml-re

1000 ml-re

= 0.8 NpH = 4.25 cNa+

A futtatás 15-18 cm magasságig történt, szoba- 

hőmérsékleten. Az előhivást ninhidrinnel végeztük 

/105 °C, 10 perc/.

A kapott foltok azonosítása a következő meg­

fontolások alapján történt:

1. / Szabad glutaminsavra és lizinre ioncserés hatások 

érvényesülnek /Rf

2. / A glu-lys dipeptidre az Rf érték 0.49 körül várható 

+ Rf

= 0.32/.= 0.66, Rf lysglu

( (Rf ) /2 ).glu lys
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3./ A tripszin specifitásának megfelelően a hasitási 

peptidek olyan homológok, amelyek glu.. lys /i = 0, 1, 

. . . / formulával irhatok le. Ennek megfelelően2, 3,

a molekulasúly - Rf összefüggésnek exponenciálisnak

kell lenni. A 3. ábra szerint a mért Rf értékekre

és valószinü molekulasulyokra teljesül ez a feltétel

/100 Rf = 93.528 exp -0.6722Í ; r = 0.998/.

3. ábra
TOORf

50Triptikus hasitási termékek 

elválasztása Fixion 50 x 8 

ioncserélő rétegen szolgál­
tatta az Rf értékeket. A 

vízszintes tengelyen a fel­
tételezett komponensek 

molekulasúlyai szerepelnek. 
G: glutaminsav 

L: lizin

45

40

35 +

30

25 +

20 ••
15

10
5

2753 404,4 533,5 662,6 Ms

Mivel a Fixion 50 x 8 rétegekben nagymérték­

ben térhálósitott kationcserélőt használnak, nem al­

kalmas 5-6-nál nagyobb tagszámú peptidek elválasztá­

sára. Fixion 50 x 2 rétegen igazoltuk, hogy termális 

peptidek tripszines hidrolizátuma nem tartalmaz ki­

mutatható mennyiségben 5-ösnél nagyobb tagszámú hasi­

tási terméket.
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Ha teljesen véletlenszerűen állnak össze 

a monomerek a polimer képzéskor, akkor a követke­

ző eloszlást kellene kapni tripszines hidrolízis

után:

P {L}

P {G1} =

0.5
1 rNr . 1 oo

E = Ci+1 ) hosszúsá­
gú polimerek 

részaránya

+ N+l ’ ri21-1(i+l) 2 i N=i+1

OO

p {G L} - ■ '+j
2

iE r (1- 
N=i+1

), i = 1, 2, .N+l

Talált
arány*

Elméleti
arány*

Peptid

0. 257 О. 255L

0.4820.255GL

0.1840.189G2L

0.124 0.060G3L

0.076 0.020G4L

0.004G

tömeg arány

Mivel a kiindulási anyagokat ellentétes 

jelleműnek választottuk /glutaminsav: monoamino-di- 

karbonsav, lizin: diamino-monokarbonsav/, egymáshoz 

való nagymértékű affinitásuk értelmezhető. Ennek 

megfelelően kapható a tripszines hasitási termékek 

között csaknem 50 %-os arányban glu-lys dipeptid.
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Ez a módszer bonyolultabb, 3 esetleg 4 kompo­

nensei rendszerek analízisére is alkalmas, illetve más

enzimek felhasználásával még szélesebb körben is

használható. Hasonló kísérletek alapján evolúciós

szempontból információkat kaphatunk az aminosav-ami- 

nosav kapcsolódások irányított jellegére vonatkozóan.

Racem aminosavak antipódjainak aszimmetrikus

adszorpcióját figyelték meg vízmentes szerves oldó­

szerből /piridin/ optikailag aktiv kvarcot, mint ab- 

szorbenst alkalmazva /BONNER, 1975b/. Ugyanezek a 

kísérletek vizes oldatból negativ eredményt hoztak, 

tehát a D- és L-izomerek azonos arányban adszorbeálód-

tak.

Bizonyos agyagásványok /Na-montmorillonit/ op­

tikailag aktivak lévén elvileg szintén számításba jö­

hettek a szerves rendszerek evolúciójában, amikor az 

optikai tisztaság kialakult. Azonban az ezeken vég­

zett szintézisek nem mutattak sztereoszelektivitást

aminosavakat illetően /SHIMOYAMA, 1978/. Sőt a Na-

-montmorillonit racemizációt gyorsitó hatását is le­

írták /cf. AKIYAMA, 1978/. Meg kell emliteni, hogy 

Akiyama kísérletei szerint vízmentes körülmények kö­

zött az L-izoleucin stabilizálódik Na-montmorillonitra

adszorbeáltatva. A csökkent racemizációs sebességi
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állandó miatt /I0_13h_1/ 20 °C/ lehetőséget lát 

arra, hogy prekambriumi kőzetekben/bői/ kimutat­

ható, optikai aktivitást jelző racemizációs arányok 

prekambriumi eredetűek, tehát nem szennyeződések 

okozták. Egyébként 2 milliárd éven túl már csak

egyensúlyba jutott rendszereket találhatnánk.

10 független cikk alapján /FRONDEL, 1962/, 

több mint 16800 /amerikai, európai, ázsiai eredetű/

kvarc egykristályt véletlenszerűen véve 1 %-kal

gyakoribbnak találták a balos kvarc kristályokat.

Tény, hogy ez az eredmény nem áll ki szigorú sta­

tisztikai próbát, - eszerint a differencia nem szig­

nifikáns-, de feltétlenül megemlítendő: minden cikk­

ben /külön-külön/ balos kristályokat Írtak le több­

ségben. Eszerint alacsonyabb értékű ellenőrzés /pl. 

előjel teszt/ alapján a különbség nem véletlen eredetű.

Az eddig végzett kísérletek tanúsága szerint

az optikailag aktiv ásványi templátok /legalábbis

aminosavakat illetően/, mint evolúciós aszimmetria

források nem jöhettek számításba, mivel ezek a folya­

matok vizes közegben folytak.

Ha azonban elfogadjuk a Fox-féle termális pep-

tidek evolúciós létjogosultságát, akkor ebben a rend­

szerben /magas hőmérséklet, vízmentes környezet/ nem 

kizárt az optikailag aktiv ásványok aszimmetria okozó

szerepe.
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Glicint és DL-lizint polimerizáltattunk balos

és jobbos kvarc felületén, illetve kontroliképpen 

kvarc nélkül. Körülmények: D- és L-lizin HC1 /Fluka,

CHR/ 3-3 g-ját oldottuk 8 ml vizben, majd kb. 50 %-át 

kikristályositottuk. Továbbiakban a levált DL-lizin 

75 mg-ját kevertük 25 mg glicinnel és 100 mg optikailag 

aktiv kvarcporral, illetve a kontroll kísérletben ez 

utóbbi nélkül. A mintákat N2 atmoszférában ampulláz- 

tuk és 5 órán keresztül hőkezeltük 190 °C-on. A gyan- 

taszerü anyagok vizben való oldása után szűrés, majd 

Sephadex G-10-en gélszürés következett, ahol a fronttal 

érkező nagy molekulájú polimereket gyűjtöttük. A min­

tákat UV-abszorpció és cirkuláris dikroizmus alapján 

kivántuk jellemezni. Az abszorpció ellenőrzés UNICAM 

SP 1800 spektrofotométeren, a CD mérés JASCO gyártmányú 

J-40c tipusu cirkuláris dikroizmus spektrométeren tör­

tént /érz. 0.5 m°/cm, rés szél. 2 nm, időáll. 16 sec/.

A CD mérésben a jel/zaj viszony optimalizálása céljá­

ból úgy higitottuk a mintákat, hogy az abszorpciós 

spektrum alapján kiválasztott 222 nm-es hullámhosszon,

1 mm-es küvettában 0.8 körüli legyen az abszorpció. 

Azért, hogy a koncentráció abszolút ismeretére ne legyen 

szükség a generálódott optikai aktivitást a Kuhn-féle 

anizotrópia faktorral /g/ szerettük volna megadni 

/g = Де/е, ahol Ле a cirkulárisán poláros fényre vonat-
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koztatott abszorpció differencia Де = Gjobb'
e a polarizálatlan abszorpciót jelzi/. Az adott kí­

sérleti körülmények között g > 7.5 x 10-7 lett volna 

jól mérhető. A kontroll minták 2(1) x 10~7, az opti­

kailag tiszta kvarcon kristályositott minták 

7(17) x 10“8 illetve 3(14) x 10-8 értéket adtak az

anizotrópia faktorra. Tehát ebben az irodalmilag el­

fogadott evolúciós modellrendszerben sem lehet ki­

mutatni optikailag aktiv kvarcok aszimmetria okozó

szerepét.

A másik megközelitési mód, a cimben jelzettek

vizsgálatára, hogy a már ismert aminosavsorrendü en­

zimek, fehérjék szer kezeiében keresünk általános

összefüggéseket.

Aminosav-párok eloszlásáról fehérjékben már 

jelentek meg dolgozatok /HOPFINGER, 1972; PTITSYN, 

1969; FINKELSTEIN, 1971/. Hopfinger definiált egy un. 

szerkezeti faktort /S/, amely mértéke aminosav-párok- 

ra vonatkozóan a véletlen alapon várható eloszlástól 

való eltérésnek. Adott X aminosavra az X-Y pár meg­

találásának valószinüsége:

N(X-Y)
P(X-Y/X) =

E N(X-A±) 
i

A kifejezésben N(X-Y) a talált X-Y párok száma,

T, N(X-Ai) az összes aminosav-párok száma, amiben X 

baloldali.
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Y aminosav megtalálásának valószinüsége véletlen

alapon:

N(Y)
P (Y) =

£ N(A±) 
i

N(Y) az összes Y aminosav száma a mintában, £ЖА^) 

az összes aminosav száma. A hányados mértéke a vélet­

len eloszlástól való eltérésnek:

PÍX-Y/X)
S(X-Y/X) =

P ( Y)

Hopfinger számos fehérjét és peptidet vizsgált 

meg az előbbi formula alapján a közvetlen szomszédok­

ra. A közölt eloszlás a 4.•ábrán látható.

AN

80 -j

70"

60 1

50-

40-

30-

20-

10

4—1=4-
02 06 10 1.4 18 22 26 30

0 4~ >
S36

4 . ábra

Aminosav-párok eloszlása nagyszámú fehérjére /7^ 
és peptidre vonatkozóan /HOPFINGER, 1972/

V\
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Problémát jelenthet, hogy a vizsgálat szekvenciák 

válogatás nélkül kerültek feldolgozásra, igy enzimek 

/azonosak is különböző fajokból, pl. 18 citokróm/, 

peptidhormonok, egyéb fehérjék.

Érdekesnek tartottuk megvizsgálni, hogy enzim­

működésre specializálódott fehérjékben milyen eloszlás 

adódik, ha nemcsak a közvetlen szomszédokat nézzük, 

hanem távolabbi párok között is keresünk összefüggést.

10 enzimet vizsgáltunk meg, melyek szekvenciáját 

a CRC /The Chemical Rubber Co./ "Handbook of Biochemistry,

Selected Data for Molecular Biology" c. könyvének má­

sodik kiadásából vettük át /1970/. Ezek a következők

voltak:

citokróm c /ember, csimpánz/, 
kimotripszinogén /szarvasmarha/ A 
gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz /sertés/ 
lizozim /T4 fág/
nukleáz /Staphylococcus aureus V8/ 
penillináz /Staphylococcus aureus PCI/ 
ribunukleáz /szarvasmarha pancreas/ 
ribunukleáz T1 
tripszinogén /szarvasmarha/ 
triptofán-szintetáz, A protein /Е. coli/

Az összes aminosav száma 1974-nek adódott,

az egyes aminosavak előfordulási arányát az alábbi 

hisztogram mutatja /5. ábra/.
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5. ábra•/.

КЗ- 10 enzim 1974 amino- 

savának eloszlása az 

aminosavak minősége 

szerint
5-

3 5 Hi£ § é í PP II i á. sr-
£

Az alábbiakban azok az ábrák láthatók, ame­

lyeken az S(X-Y/X) eloszlását tüntettük fel, úgy,hogy 

változtattuk a párok közötti távolságot. Ezt jelöltük 

az ábrák mellett /6. ábra/.

N

60

6/a. ábra
40

1-2
20

— ~Т~П~1-Г~1 r-T ,
16 ® U U 16Q4 0.8 U <j> M a s

N

60

40

6/b. ábra
го

1-3

12 16 ifi V- V su 1,6 го гг.O'. 08
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H

6/с. ábra
Ю

1-4
ю

20

Т~П-ГТ>п
та*

N

60

б/d. ábra

40 1-5

20

0,2 0,6 1,0 1,4 V> 2,2 2,6 ЗР ЗЛ 3,8 S

N

60-

б/е. ábra
40

l-б

30

Cbtu t~l
0,4 Q8 1,2 16 20 24 28 32 36 6.2 S
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Finkelstein és munkatársai csoportositását 

elfogadva megvizsgáltuk többek között azt, hogy mi­

lyen arányban fordulnak elő potenciálisan helikális 

részek a szerkezetben. Ez a csoportositás a követ­

kező :

helikális aminosavak: ala, glu, his, leu 
anti-helikális aminosavak: asn,cys, gly, pro, ser, tyr 
neutrális aminosavak: arg, asp, gin, ile, lys, met,

phe, thr, trp, val

Azzal a feltétellel, hogy helikális egy szakasz 

fehérjén belül, ha minimum három kifejezetten helikális-

nak mondott aminosav és maximum két neutrális amino-

sav képzi a kérdéses peptidrészletet, a helikális sza­

kaszok aránya 7.35 %. A helikális aminosavak ossz elő­

fordulásának mintegy negyedében állapítható meg, hogy

helikális szakaszban találhatók.

Következtetések:

* í*f fíní£ísu"
párokj.

his-phe, trp-trp, trp-gly, arg-trp, his-met, ser-trp,

met-phe, gln-cys, arg-gln, his-glu, his-cys, phe-arg,

trp-tyr, leu-met
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S < 0.8 S > 1.2

N-Dh N-a

P-D P-N

P-a P-Dh

D-A P-A

A-a D-Dh

Nem szabad megfeledkezni az aminosavakra

vonatkozó genetikai háttérről sem, mivel még koránt­

sem eldöntött kérdés, hogy a nukleinsavak elsődlegesek, 

vagy a fehérjék, esetleg valamilyen módon kapcsolva 

alakultak ki az első elemi rendszerek. Tervezzük meg­

vizsgálni, hogy az adott fehérjékre visszaírható ge­

netikai kódban meg vannak-e a fentiekkel összefüggés­

be hozható nem-véletlen tendenciák /a kód degenerált- 

ságból eredően ez nem következik egyértelműen/.
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II. SPINPOLARIZÁCIÓ OPTIKAILAG AKTIV MOLEKULÁKBAN

Pozitron annihilációs vizsgálatokban araino-

sav optikai izomerekre azt találták, hogy a triplet 

pozitrónium képzés valószinüsége a D-izomerekben

nagyobb, mint párjaikban /GARAY, 1974/. Szinglet

pozitróniumban a pozitron - elektron spinek anti- 

parallel, triplet pózitróniumban pedig parallel állnak.

Mivel a pozitronok /a paritás-sértés miatt/ mozgás­

iránnyal párhuzamosan spinpolarizáltak, a fentiek a-

lapján eltérő spinmegoszlás várható a D-, illetve

L-izomerekben.

Az előzőek elméleti magyarázatára Hraskó Péter

dolgozta ki az un. helikális elektrongáz modellt 

/HRASKÓ, 1973/, mely szerint

mwc 2 / 3
(3 u2n) , aholn+ - n

uh

[n+]=[n_]=[n] l/cm3 n = totális elektron­
sűrűség

n++n_=

[m] g /elektron tömeg/ 

c = 3•1010 cm/sec

n+ = a pozitiv helicitásu elek­
tronok sűrűsége /mozgás­
iránnyal párhuzamos spin 
állás/

[w] dimenzió nélkül, az 
optikai antipódok kö­
zötti különbséget jel­
lemzi

[ti] gcm2/sec

n_ = a negativ helicitásu elek­
tronok sűrűsége /mozgás­
irányhoz képest antiparalle 
spin állás/
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шс 1 о
(— = 1.294952 *10 ),

пТ\

к - к
w F/x/ = ------ , ahol

о

к-^ és к2 optikai antipódokba ágyazott béta-bomló 

izotóp bomlási állandói

kQ bomlási állandó ugyanerre az izotópra, szimmet­

rikus környezetben

F/x/: függvény, amely az izotópból kilépő elektronok

energiájából eredő eltérést hivatott kompenzálni. 

Számitott értéke néhány izotópra:

/MeV /Izotóp F/x/Emax

3H 0.018 63671.340
1 4C 0.156 871.931
3 2 p 1.710 15.425
35S 0.167 763.618

8 2Br 0. 450 119.472

1 3 1 J 0. 608 71.165

Abban az izomerben, amelyben a bomlási állandó 

nagyobb értéknek adódik /k^/, mint a másik izomerben 

/к2/, a pozitiv helicitásu elektronok sűrűsége nagyobb, 

mint a negativ helicitásu elektronoké /w>0/.
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Kísérleteket végeztünk w értékének becs­

lésére /SOÓS, 1976 a/.Béta-bomló 82Br izotópot épí­

tettünk optikailag aktiv molekulákba, majd meg­

határoztuk a bomlási valószinüséget ezekben a vegyü-

letekben és kristályos KBr-ban.

/ + /-p-bróm- a-feniletilamin

/-/-p-bróm-a-feniletilamin

A Norse gyártmányú anyagokat vákum desztillálással 

tisztítottuk. A 82Br beépítése heterogén izotópcserével

történt.

3,5-dibróm-L-tirozin

3,5-dibróm-D-tirozin

Merck gyártmányú L- és D-tirozinból állítottuk elő a 

fenti anyagokat direkt brómozással. A 82Br beépülést 

Fixion 50 x 8 ioncserélő rétegen radiokromatográfiával

ellenőriztük. /Halogénezett tirozin származékok el­

választására ekvilibrálás nélkül alkalmas a következő

g, NaCl = 14.0 g, NaOH = 8.0 g,puffer: citromsav = 14.1 

cc.HCl = 4.0 ml, végtérfogat =11/.

K8 2 Br

A fenti formában szállította az Izotóp Intézet.

A minták tisztaságát UV-abszorpció és CD mé­

résekkel is ellenőriztük.

Ш VJGEű

£
.rt'v

estess?
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A bomlási valószinüség meghatározása Philips 

gyártmányú y-spektrométerrel történt, a 82Br elektron

kibocsátását követő у foton detektálása alapján. A 

spektrométer 40 mintahelyes automatikus mintaváltó­

val volt kapcsolva. Ezekben helyeztük el szimmetrikusan 

2 у-sugárzó standardot, 6 K82Br mintát, az antipódok- 

ból pedig 3-3 mintát, erre a célra kialakított légmen­

tesen záró teflon mintatartóban. A 82Br által kibocsá­

tott у fotont Berthold gyártmányú NaI/Tl/ szcintillációs

detektor érzékelte.

A mérési adatokra a háttér korrekció után

exponenciális görbét illesztettünk a legkisebb négyze­

tek módszerével. A bomlási állandókat és az ezekből

számítható w értékeket az alábbi táblázatban foglaljuk

össze:

I. Táblázat

Átlagos bomlási állandó és w értékek különböző optikai

izomerekben
Bomlási állandó 
к /I0~9sec_1/

5425 + 4

wMinta /10-®/ 
7 + 4/+/-p-82Br-a-feniletilamin 

/-/-p-82Br-a-feniletilamin 5416 + 4

3,5-di-82Br-L-tirozin 5424 + 4 6 + 4

3,5-di-82Br-D-tirozin 5416 + 4

K82Br 5408 + 4
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Kristályos K82Br-ban a 82Br felezési idejét

35.61 + 0.02 órának határoztuk meg.

A kisérleti eredmények értékelése alapján w

felső értékére tudunk becslést adni: w < 1.5 • 10-5.

A p-bróm-feniletilaminban a vegyérték elektro­

nok száma 45.

Molekula térfogat = 33 Й3n = 1.364 • 1024 e /cm3

= 2.229 • 1022 e /cm3 w < 1.5 • 10-5n+ - n

=7.047 • 1023 e /cm3 51.68 %n+ A< 3.36 %
= 6.590 • 1023 e /cm3 48.32 %n

Következésképpen, ha optikailag aktiv mole­

kulákban van spinpolarizáció, akkor ennek mértéke

< 3.36 %.
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III. KÁMFOR FOTOLIZISÉNEK VIZSGÁLATA

Valószinü, hogy a kémiai evolúció 1.5 milliárd 

éve alatt felhalmozódott nagy mennyiségű szerves anyag­

ban az optikai izomerek aránya 1:1 volt. Elsődleges

aszimmetria faktor lehetett többek között a radioaktiv

6-bomlásból származó elektronok gyengekölcsönhatásból 

eredő spinpolarizációja, vagy a cirkulárisán poláros 

fény. Ez utóbbi hatásának vizsgálatára optimális modell 

anyagnak tűnik a kámfor, elsősorban az optikailag tiszta 

forma nagy optikai aktivitása miatt.

Ha a /+/-kámfor spektroszkópiai sajátságait 

vizsgáljuk /7. ábra/, megállapítható, hogy az UV-ab- 

szorpciós és CD-spektrumból számítható anizotrópia fak­

tor (g = Ae/e) 317 nm-nél éri el maximumát 0.09 érték­

kel .
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A kámfort 317 nm körül megvilágítva a

fotolizis primer terméke az a-kámfoleinaldehid, 

amely egy ESR-rel kimutatható gyök terméken ke­

resztül jön létre, az alábbi sémának megfelelően:

.0
h v

1

1: kámfor 2: átmeneti gyök 3: a-kámfoleinaldehid

A 2 jelzetű gyök ESR spektruma a 8. ábrán látható /a 

2+Mn vonalakat standardként használtuk/.

MnJ*Mn2*

A
g=2,017

^0

8. ábra

A kámfor fotolizisekor mérhető ESR jel 
/с = 2 %, n - hexán/
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Az analóg ESR jelet ICA 70 sokcsatornás

analizátorba vezetve, a fotolizis során keletkező

gyökökre 990 msec felezési időt határoztunk meg

/9. ábra/.

5000 m*«cЮ00 2000 3000 4000

9. ábra

A gyök élettartam mérés során 
kapott adatokra illesztett exponenciális görbe

Osram gyártmányú 500 W-os xenon-lámpa fényét 

Glan-prizmán, majd 290 nm-re készült A/4 lemezen ve­

zettük át. A Glan-prizmát elfordítva állítottunk elő 

balra illetve jobbra cirkulárisán poláros fényt. A po­

larizációfokot egy második Glan-prizma körbeforgatá­

sakor mérhető fényintenzitás maximum és minimum alapján 

90 %-nak határoztuk. Abszolút intenzitást nem határoz­

tunk meg, de vigyáztunk arra, hogy a fotolitikus pro­

duktummal /gyök/ ne kerüljünk telítésbe. Ellenőriztük, 

hogy a balos illetve jobbos cirkulárisán poláros fény
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A racem kámfort cirkulárisán poláros fénnyel meg­

világítva a lebomlás hatáskeresztmetszete a két

izomerre eltérő értékű, és ennek megfelelően a ma­

radékban növekvő optikai aktivitás figyelhető meg. 

99 %-os lebomlásnál a maradék optikai aktivitása 

20 %-a az optikailag tiszta anyagénak /10. ábra/.

40

^30
CT*

'Я
£ 20
a
i
ö 10

10. ábra

Racem kámfor fotolizise cirkulárisán 
poláros fénnyel. Az optikai tisztaság alakulása 
a maradékban, a %-os lebomlás függvényében.

Bár a cirkulárisán poláros fény szelektiv

hatása degradativ folyamatokban a legnagyobb, meg­

említem, hogy szintézis során is igazolták optikai 

aktivitást indukáló hatását /BERNSTEIN, 1972/, újab­

ban pedig aminosavakra vonatkozóan mutatták ki a cir­

kulárisán poláros fény fotorezoluciós szerepét

/N0RDÉN, 1977/.
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IV. AMINOSAV OPTIKAI IZOMEREK ELVÁLASZTÁSA GÁZKRO­

MATOGRÁFIÁVAL

Két lehetőség van a cimben jelzett feladat 

megoldására /GIL-AV, 1975/:

/1/ Aszimmetrikus reagenssel teszünk különbséget a

D- és L-izomer között. Ekkor az elválasztás op­

tikailag inaktiv töltetű oszlopon történik.

/2/ Optikailag aktiv oszloptöltet alkalmazása leegysze- 

rüsiti az anyagelőkészitést és pontosabbá teszi

az elválasztást.

Általánosságban N-trifluoracetil-aminosav-észtér 

származékok kerülnek oszlopra. Az /1/ pontban ismerte­

tettek szerint az észter valamely optikailag aktiv al­

kohollal képzett terméket jelent /pl. 2-butil-, 2-oktil- 

-észtert/, mig a /2/ ponthoz történő származékképzés­

hez egyszerű alkoholok /pl. metil-, n-butil- vagy 

i-propilalkohol/ használhatók.

Alifás aminosavak /alanin, leucin, valin/ op­

tikai izomerjeit jó hatásfokkal választottuk el /II.

Táblázat, 11. ábra/ szimmetrikus oszlopon, L-mentil- 

-észterek formájában /ТА1, 1976/.

Aminosavra számitva 50-szeres feleslegben 

melegítettünk 120 °C-on L-mentolt, 1.5 órán keresztül
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száraz sósav-gáz atmoszférában. A rendszert 110 

°C-ra hütve, 20 Hgmm-en távolitottuk el a vissza­

maradt mentolt, majd szobahőmérsékleten, a kiindu­

lási aminosav mennyiségre számitva, 20-szoros feles­

legben adtunk trifluorecetsavanhidridet az amino-

sav-L-mentilészter származékhoz. Az acetileződés

néhány perc alatt végbement.

1 nmol aminosav még izomerjeire választható

ezzel a technikával. /Oszlophossz: 160 cm, hordozó: 

Gas Chrom P 100-120 mesh, megosztó fázis: 15 % EGSSX, 

hőmérséklet: 180 °C, vivőgáz-nyomás: 1 atm., detek­

tor: H2 lángionizációs detektor/.

II. Táblázat

N-trifluoracetil-DL-aminosav-L-mentil-észterek

enantiomerjeinek elválasztása

Retenciós idő /perc/Aminosav rL/D

3.78D
0. 884Alanin

3.34L

3.74D
0.882Leucin

3.30L

2.78D
0. 885Val in

2.46L
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A
40

30

— 20
о

£ 10ti)о

0
idó

11. ábra

N-trifluoracetil-DL-alanin-L-mentilészter 

gázkromatogramja /elválasztási adatok: lásd 

43.oldalon/

Megjegyzendő, hogy különböző aminosavak 

izomerjei meglehetősen átfedik egymást, ezért vala­

mely aminosav elegyet analizálva, az optikai izomer 

arány meghatározása előtt 

választani egymástól.

Optikailag aktiv töltetek alkalmazása az elő­

zőekhez képest sok előnyt jelent. Ilyen megosztó 

fázisok pl. az N-trifluoracetil-L-dipeptid-észterek 

vagy az optikailag aktiv diamidok. Az utóbbiak

az aminosavakat el kell
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különösen jó hatásfokkal használhatók /CHARLES,

1975/. N-trifluoracetil-aminosav-me til- vagy

i-propil-észterek vizsgálhatók ezeken az oszlopokon. 

Az egyes aminosavak és izomerjeik is elválnak rövid 

/2-4 m/ töltelékes kolonnákon. Hasonló elválasztá­

sokat végeztünk N-lauroii-L-vaiil-t-butilamid

megosztó fázissal.

12. ábra

Az N-lauroil-L-valil-t-butilamid /LVBA/ és a kialakuló 
komplex szerkezete:LVBA - N-trifluoracetil-aminosav- 
-izopropilészter
Az L-aminosav - LVBA komplex energetikailag stabilabb 
lévén: rL/D>1 /GIL-AV, 1975/.
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A munkát JEOL 20K gázkromatográffal vé­

geztük /oszlop hőmérséklet = 110 °C, H2 lángioni­

zációs detektor, 10 % LVBA 100/120 Chromosorb WAW

hordozón, üvegkolonna ID = 3 mm, N2 vivőgáz/. Az 

aminosavakat metil-, vagy izopropil-észter formában 

vizsgáltuk. Mint a III. táblázatból látható, izo­

propil-észter használata javitja az izomer elválasz­

tás jóságát.

III. Táblázat

Alifás aminosav optikai izomerek gázkromatográfiája

N-lauroil-L-valil-t-butilamid megosztó fázison

t /perc/ + S.E.
rv rL/D - S-E' 

1.163/3/

Aminosav Izomer

13.8/1/
16.1/2/
21.4/1/
24.1/1/
29.2/2/
37.0
43.4
37.6 

40.0
52.7
64.1
61.2 

72.3

DAlá iP
L

1.126/2/D
Val iP L
Gly iP

1.172D
Leu Me L

1.064D
Ser Me L

1.217D
Leu iP L

1.181D
nor-Leu iP L

Röv.: iP - izopropil-észter, Me - metil-észter,
tenciós idő /korrigált/, r , = t (L)/t (D)*,
standard error 

A gázkromatográfiás paramétereket ld. a szövegben. Az 
"Aminosav" N-TFA-aminosav-metil/izopropil-észtert jelent.

re—
S.E.
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Az O-észter előállítása száraz HCl gázzal

telitett metanollal vagy izopropilalkohollal történt.

Az ebben felvett aminosav-mintát /1-5 mg/3 ml/ 100 °C-on 

tartottuk 2 órát N2 vagy Ar atmoszférában. Ezután az 

oldószert bepárlással eltávolitva a mintához feles­

legben /200 pl/ adtunk trifluorecetsav anhidridet. Az 

acetileződés szobahőmérsékleten néhány percen belül vég­

bement. N2 árammal távolitottuk el a TFA feleslegét.

A mintákat éterben vagy diklórmetánban oldva kromatog- 

rafáltuk /1 yg N-TFA-aminosav-észter/1 yl/ /13. ábra/.

л

>4

О CDit
о Ö-'S <

<

о
> ő
Q>

if

->
0 8 16 24 32 40 perc

13. ábra

N-TFA-aminosav-izopropil-észterek gáz­
kromatográfiája N-lauroil-L-valil-t-butilamid 
fázison /részletek a szövegben/
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Alkalmas /elektronbefogási/ detektorral ng 

alatti aminosav mennyiségek is vizsgálhatók. Itt 

emlitem meg, hogy hasonló /diamid/ tipusu gázkromatog­

ráfiás megosztó fázist használtak az amerikai Viking 

programban. Mivel az élet egyik jellemzője az optikai 

tisztaság, a marsi élet fontos bizonyitéka lett volna, 

ha aszimmetriát találnak az egyébként kimutatható meny- 

nyiségü aminosavak optikai aktivitását illetően. A kí­

sérleti rendszer jól működött ugyan, de az eredmények

negatívak.
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V. KORMEGHATÁROZÁS AMINOSAV RACEMIZÁCIÓS ADATOK

ALAPJÁN

Az élő biológiai rendszerek jellemzően opti­

kailag tiszták, L-aminosavakat és D-cukrokat tartal­

maznak. Mivel az optikailag tiszta anyagokkal szem­

ben a racémek termodinamikailag stabilabbak, az élők 

számára az optikai tisztaság fenntartása energiaigé­

nyes folyamat. Ha az élő elpusztul, megkezdődik az 

entrópia növekedés, az optikailag aktiv anyagok race- 

mizálódása, ami az egyensúlyi állandóval jellemezhető 

aránynál jut dinamikus egyensúlyba.

Aminosav racemizációs adatok alkalmasak le­

hetnek paleontológiái, paleoantropológiái leletek 

kormeghatározására az átlagos paleotemperature ismere­

tében, illetőleg ha más módszer szolgáltatja a kort, 

becsülhető az átlagos paleotemperatura.

Egyszerű metodikáról van szó, amelynek alapjai 

az alábbiakban foglalhatók össze /CRAM, 1965/.

Az optikailag aktiv karbonsavakból képződött 

karbanionok reakciói jól tanulmányozhatók proton-deuté­

rium csere alapján:

-*C - D/H + В - H/D, ahol-*C - H/D + В - D/H

az izotópcsere sebességi állandója kg 

mizáció sebességi állandója k^.

illetve a race-





51

eredetileg a karbonsavval asszociált hidrogén 

reasszociálódik a karbanionokkal és racem anyagot 

formál izotópcsere nélkül.

Aminosavak esetén a karbanionok racemizációs

reakcióban vesznek részt. Az alanin példáját lát­

hatjuk a 14. ábrán.

©

L-alanin Planáris karbanion D-alanin

14. ábra

Optikailag aktiv alanin racemizációjának 
mechanizmusa

6 neutrális aminosav /ala, a-aminovajsav, val, 

leu, phe, phe-gly/ N-benzoilezett anilid-származékának 

báziskatalizált racemizációját vizsgálva a sebességi

állandók összehasonlítása eredményeképpen a tesztelt 

aminosavak racemizációra való hajlama kifejezhető az
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а-szénatomon lévő alkii, aralkil vagy aril oldal­

lánc elektronegativitásának viszonyában az a-proton

savasságával:

val < avs<leu < ala <phe < phe-gly 

R = i-prop.< et<i-but.<me.<0CH2 < 0

ln D /D = 2.303/t lg DQ/Dt, akkor lg K/Kala 

ábrázolása aminosavanként a Taft-féle szubsztituens

Ha К =

polaritási állandóval szemben /с*/ lineáris össze­

függést ad /Chem. Pharm. Bull. 18^(9) (1970) 1794-1798 /,

(D = forgatás a t = О időpontban, D^_ = a minta forgatása 

t időpontban). A 2.2xa* = lg K/Ka^a összefüggésnek meg­

felelően az а-szubsztituens /R/ elektronegativitásával 

kapcsolt racemizációs hajlam kifejezhető, kivéve, ha 

az а-szubsztituens szterikus hatású. Ez utóbbit jelzi a 

valin /R = i-propil/ esetében a lg Kval/K

val által definiált pont eltérése a fenti egyenestől. 

Fontos kiemelni, hogy az R-szubsztituens az 

а-szénatomon, illetve bizonyos sztérikus gátlások be­

folyásolják a racemizációs paramétereket, mert ezzel 

szemben - egyes szerzők /pl. Bada/ minden aminosavra 

azonos aktiválási energiát feltételeznek racemizációs 

reakciókban /ld. később/.

és aala
Лcr*
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Tehát az aminosav racemizáció interkonverzióval.

történik, úgy, hogy az optikailag tiszta aminosavak 

а-protonjainak leadásával keletkező planáris karbanionok 

proton felvétele L- és D-aminosavakat is szolgáltathat,

kL
D-aminosav.L-aminosav

kD

Egy aszimmetria centrumot tartalmazó amino- 

savaknél kT = k^ = elsőrendű sebességi állandó. Peptid
i_j D

kötésben részt vevő aminosavak racemizációjának sebes­

ségi állandói nem térnek el számottevően a szabad ami­

nosavak azonos értékeitől /BADA, 1975/.

Recens és fosszilis csontok kollagénjeinek

aminosav összetételét vizsgálva /15. ábra/ azt talál­

juk, hogy minden aminosav - néhány százalékos ingado­

zással - azonosan degradálódik /НО, 1967/.

Nem térünk ki a kollagén preparálás, hidrolízis

és aminosav elválasztás lehetséges körülményeire. Az

optikai izomer arány meghatározására optimálisak a 

gázkromatográfiás módszerek, amelyeket már ismertettünk 

a dolgozatban /IV. fejezet/.
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15. ábra

Aminosav eloszlás recens és fosszilis 
csontok kollagénjében /azonos faj/

1 - Bison antiquus, 2 - Bison antiquus, 3 - Bison 
bison bison
Az adatok ÍOOO rész szárazmaradék arányában feltüntetve.
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A várható kornak megfelelően kell kiválasz­

tani az optikai aktivitás szempontjából analizálandó 

aminosavat, vagy aminosavakat /16. ábra/.

15 6030 45
Év(x104)

16. ábra

L-aminosavak optikai tisztaságának alakulása 

25 °C-on, az idő függvényében

Adott aminosavra vonatkozó optikai izomer 

arány a következőképpen függ a reakciósebességi ál­

landótól és az időtől /IV. táblázat/:
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1 + D/L konstans = (1 + K')k tIn {j }- K' D/L

K' = l/KD/L = enantiomer arány
к = sebességi állandó 
t = idő

, ahol а КD/L aZD/L
egyensúlyi állandó. /Egy aszim­
metria centrumos molekulákra
értéke 1. Az L-izoleucin race- 
mizációja D-alloizoleucint pro­
dukál , = 1.38/.KD/L

IV. Táblázat

Aminosav racemizációs adatok

E kcal/mól
cl

kff_l/év InAAminosav

43.44819.795 • 10-5aszparaginsav

~ 31.22.857 • 10"5 42.2159alanin

40.81757.056 • IO"6izoleucin

к = elsőrendű sebességi állandó 
A = akciókonstans 
Ea = aktiválási energia

25 °C-tól való eltérés esetén vagy éppen paleotempara- 

tura meghatározás esetén a számolást az Arrhenius-össze- 

függés alapján végezhetjük:
A = akciókonstans

Eq = aktiválási energia 

R = egyetemes gázállandó

E aIn к = In A aholRT'

T = absz. hőmérséklet

Megjegyzendő, hogy rézionok jelenléte к ér­

tékét nagymértékben befolyásolhatja /növelheti/.
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Bada szerint az aminosav racemizáció alap­

ján meghatározott korok + 15 %-on belül egyeznek 

a minták C14 tartalmának mérésével nyert értékekkel.
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nagyszámú ahhoz, hogy teljesen általános következ­

tetéseket vonhassunk le, de módszerünk alkalmas arra,

hogy vizsgálatainkat kiterjesszük.

Béta-bomló izotópokból kilépő elektronok a

kinetikus energiájukkal kifejezhetően balos spin- 

polarizációjuak. A K4° béta-bomlása jelentette aszim­

metria lehet oka a biológiai rendszerek optikai tisz­

taságának, ha sikerül igazolni, hogy a fizikai és bio­

lógiai aszimmetria között van kapcsolat. Spinpolari­

zált elektronok illetve pozitronok egy molekula-fajta

optikai izomorjeire való eltérő hatásának egyik lehet­

séges elméleti háttere, hogy az optikai izomerek elektron- 

rendszere spinpolarizált elektronokat tartalmaz /heli- 

kális elektrongáz modell/. Ennek bizonyítására béta- 

bomló Br82-t építettünk optikai izomer párokba, és meg­

határoztuk a bomlási állandót aszimmetrikus és kontrollként

szimmetrikus környezetben /КВг/. Bár a felezési időt 

nagy pontossággal sikerült meghatároznunk /35.61 + 0.02 

óra/, az optikai izomerek közötti különbség jellemzésére

csak felső becslést tudtunk tenni: w < 1.5 x 10-5. Esze­

rint, ha van spinpolarizáció optikailag aktiv molekulá­

ban, akkor ez a vegyérték elektronokra számitva nem

nagyobb, mint 3 %.
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A biológiai rendszerek optikai tisztasága 

csak az élőkre, mint nyilt rendszerekre jellemző.

A halál után meginduló aminosav racemizáció a kör­

nyezeti hőmérséklet ismeretében kormeghatározást, 

vagy ha más módszer /pl. izotóp/ szolgáltatja a 

kort, paleotemperature meghatározást tesz lehetővé. 

Irodalmi adatok szerint az aminosav racemizáció alap­

ján becsült korok + 15 %-on belül egyeznek a C14-es 

kormeghatározások adataival. Egyes szerzők szerint az 

aminosavak racemizációs aktiválási energiája minden 

aminosavra gyakorlatilag azonos, mig mások /DUNGWORTH, 

1976/ bizonyos aminosavak esetében 1-3 Kcal/mól kü­

lönbséget is leirtak. Amennyiben az utóbbit fogadjuk 

el igaznak, lehetőség van arra, hogy egy mintából az 

eltérő aktiválási energiájú aminosavak racemizációs 

arányait meghatározva kijelölhessünk egy intervallumot 

/kor és hőmérséklet koordináta rendszerben/ amelyen

belül kell lenni a mintát jellemző kornak, illetve 

átlagos hőmérsékletnek:

[L] - [D]-In a 1 

П + R'In t = In a =
[L] + [D]о

Ennek alkalmazása irodalmi adatokra /BADA,

Nature 245(1973)310/ nem hozott használható eredménye­

ket. Saját, tarpai és zsákai temetőkből származó
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