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Csapo, J.: New method for the age determination of fossilized bones based on amino acid racemization

Abstract: After developing protein hydrolysis method with low racemization, a method has been developed to
determine the age of fossil bone samples based on amino acid racemization (AAR). Approximately one hundred fossil
bone samples of known age from Hungary were collected and analysed for D- and L- amino acids. As the racemization
of amino acids is affected by temperature, pH, metal content of the soil, and time passed since death, these factors
were eliminated by comparing the estimated age to age determined by the radiocarbon method. Determining the
D- and L- amino acid contents in samples of known age, determining the half life of racemization, and plotting the
D/L ratio as a function of time, calibration curves were obtained. These curves can be used for the age estimation of
samples after determining their D- and L- amino acid content. The D/L ratio for 2 to 3 amino acids was determined
for each sample and the mean value of estimated ages based on calibration curves was considered to estimate age
of the fossil samples.
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El6sz6

Dr. Kolté Laszléval 1985-ben ismerkedtem meg, amikor egy tuddsklubi 6sszejovetelen elmondtam neki,
hogy az akkori munkahelyemen tobbek kdz6tt a fehérje aminosav 6sszetételének meghatarozasaval is foglalko-
zom. O megkérdezte t6lem, hogy esetleg fosszilis csontokbdl nem tudnék-e aminosavakat meghatéarozni, mert
az eredményeket jol tudnank hasznalni a csontok kordnak meghatérozasara. Kézben kiderilt, hogy valéjaban
a D- és L-aminosavakat kellene egymastol szétvélasztani és egymas mellett meghatéarozni, ami egy sokkal bo-
nyolultabb probléma volt, mint egy ,egyszer(” aminosav analizis. A korabeli technikaval ez nem volt kdnnyd,
de megoldottuk. Volt sok feladat, de végiil is kb. 6t év alatt eljutottunk oda, hogy képesek voltunk rutinszer(ien
analizalni a csontokat. Kozben médszert dolgoztunk ki gyapjuszényegek kordnak meghatarozasara azaminosa-
vak bomlasa és oxidacidja alapjan, a halal idejének becslésére a fogak, D-aminosav tartalmanak analizisével, és
korrigéltuk az el6ttiink alkalmazott mddszerek kisebb-nagyobb hibéit. Summa summarum, ha nem taldlkozom
Kolt6 Laszloval, ezek a modszerek nem sziilettek volna meg, nem tudtunk volna eléadésokat tartani archeoldgia
vildgkonferencidkon, és az impakt faktorom is jéval kevesebb lenne. Kszonet érte Lacinak.

Bevezetés

A pontos kormeghatarozas rendkiviil fontos a régész szamara, mert egyrészt lehetévé teszi a vizsgalt id6-
szak objektiv meghatérozasat, mely egy adott kdrnyezetben bizonyos kulturalis vagy technolégiai szint eléré-
séhez sziikséges, masrészt a pontos kormeghatérozas nélkilozhetetlen ahhoz, hogy megértsiik miként ter-
jedtek szét az ismeretek a Foldon, vagy kijelenthessiik, hogy az ismeretek a kiilénb6zé teriileteken egymasra
épulve, egymas kolcsdnhatasaban vagy egymastdl fliggetlenil alakultak ki.

A legkorabbi idépont, melyet torténeti kormeghatdrozassal pontosan be tudunk azonositani, Kr. e. 3100, az
egyiptomi elsé dinasztia uralma, melyre egy keltezhet6 csillagaszati esemény alapjan tudtak kovetkeztetni, amit
tobb mint egy évezreddel késébb jegyeztek fel. Az idészamitasunk elétti harmadik évezredet megeléz6 korokra
vonatkozdan a régészet csaknem kizarélag a radiokarbon kormeghatarozasra van utalva; ezzel az eljarassal a
keltezhet6ség hatarat mintegy 50-80 ezer évre sikerdilt kitolni. A médszer csak széntartalmu anyagok esetében
alkalmazhaté, és nem alkalmazhato a 80 ezer évnél idésebb mintak esetében sem, illetve kis széntartalmu anya-
gokbdl (agancs, csont, kagyléhéj) nagyobb tomegl minta sziikséges a mddszerhez, amit a régész a legtobb
esetben nem engedhet meg magdanak. Az aminosav racemizacion alapulé kormeghatarozads 1-2 gramm jél
konzervalédott vagy fiatalabb mintdk esetében 100-500 milligramm fehérjetartalmu anyagbdl is elvégezheté.
Ez utébbi modszer igen nagy elénye még az is, hogy a kormeghatarozas idejét fél millio évig is ki lehet tolni,
tehat ez a modszer még ott is hasznalhato, ahol a radiokarbon kormeghatérozas mar széba sem johet.
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Fentiek miatt régész kollégdink 6sztonzésére az izoleucin epimerizacidjat és a tobbi fehérjealkoté amino-
sav racemizaciojat felhasznalva Uj modszert dolgoztunk ki fossziliak koranak meghatarozasara. Az altalunk ki-
dolgozott, munkahelylink adottsdgaihoz alkalmazott, aminosav racemizacién, illetve epimerizacion alapulé
kormeghatarozasi modszer egy olyan vizsgalat, melyet hazdnkban - tudomasunk szerint — még senki sem
alkalmazott, a fehérjealkoté aminosavak tobbségét pedig mi hasznaltuk fel elséként a vildgon — csoportosan
- kormeghatéarozasra. Segitségével adatokat kaphatunk régen élt emberek és allatok csontjai korarél, segitve
ezzel a régész munkajat. A D-allo-izoleucin és a“lassu” racemizacios idejl aminosavakkal a 100.000-500.000 év
kozti fehérjetartalmu régészeti leletek, a “gyors” és “kozepes” racemizacids idejli aminosavak segitségével pe-
dig az 5.000-100.000 év kozotti csontleletek kordt tudtuk az analitikai médszer hibahataranak (D-allo-izoleucin
esetében 3%, a tobbi aminosav esetében 5-10%) meghatarozni. A D- és az L-aminosavak szétvalasztasara és
meghatdrozasara a nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfiat, a kirdlis szilikagélen torténé elvélasztas és
denzitometrids meghatdrozast és egy altalunk kidolgozott, a diasztereomer dipeptidek szétvalasztasan alapu-
16 ioncserés oszlopkromatografias moédszert hasznaltuk fel.

Az aminosav racemizacio alkalmazasa kormeghatarozasra

1860-ban Pasteur optikai aktivitast mutaté aszparagint vizsgalt blikkdnybdl.! Tovabbi munkdassaga alapjan
megallapitotta, hogy a névényi és dllati életben legfontosabb szerepet jatszo vegytletek legtobbje aszimmet-
rikus, és csak az aszimmetrikus vegytiletek rendelkeznek optikai aktivitassal. Terentev és Klabunovszkii leszo-
gezték,> hogy az élet nem lehet és soha nem is lehetett molekuldris diszimmetria nélkil. Bizonyosan létezik
kapcsolat az optikai aktivitas és az élet kdzott, hisz minden fehérje kizarélag L-enantiomer aminosavakbol
épul fel, mig a természetes cukrok konfiguracioja D. Az élet keletkezését szimulald kiilonbozd kisérletekben
a primitiv redukalé atmoszférat utanozva tébb aminosavat sikerdilt szintetizalni, ezek az aminosavak azonban
racémek voltak, ezekben a kisérletekben egyik enantiomer sem keriilt elénybe a masikkal szemben.? 1908-
ban Van't Hoff,* majd 1934-ben Karagunis és Drikos képesek voltak® optikailag aktiv vegyileteket szintetizal-
ni korkordsen polarizalt fény segitségével. E kisérleteknek szépséghibaja azonban az, hogy a polarizalt fény
csak igen szélséséges esetekben fordul el a természetben, igy példaul B-bomlas soran kibocsajtott y-sugarzas
hatasara.® Tobben beszdmoltak a D- illetve L-aminosavak kedvezményezett szintézisérél vagy bomlasarol
B-részecskékkel, illetve polarizalt elektronokkal torténé bombazas soran.

1968-ban Ponnamperuma és Gabel kiilonb6z6 geoldgiai Gledékeket vizsgalva leszogezték,” hogy az lle-
dékben eléfordulé optikailag aktiv szerves molekuldk egyértelm( bizonyitékai az élet [étezésének az tledék
kialakulasakor. Ez természetesen csak akkor igaz, ha az optikailag aktiv szerves vegytletek nem racemizalédtak
az elmdlt id6 alatt. Az elmult 35-40 év alatt tobben vizsgdltak a meteoritok és a holdkdzet mintdk aminosav
tartalmat. Tobb — minden bizonnyal abiotikus Uton keletkezett — aminosavat is kimutattak ezekben az anya-
gokban, az optikai aktivitas vizsgalat azonban minden esetben negativ eredményt hozott.?

Az 6skori kagyldkban, csontokban és fogakban 1évé aminosavakrol az elsé beszamolét Abelson irta 1954-
ben.? A legidésebb altala vizsgalt koviilet, a Devon korbél szarmazé halcsont 360 millié éves kora ellenére
tartalmazott glicint, alanint, glutaminsavat, leucint, valint és aszparaginsavat. Laboratériumi kisérletekben
megdllapitotta, hogy ezek az aminosavak a legéllanddbbak, és megfelel6 hdmérsékleti koriilmények kdzott
akar tobb millio éves tulélésre is képesek. 1955-ben 6 tesz elsének javaslatot a koviiletekben 1évé fehérjék
lebomlasanak kormeghatarozasra torténd felhasznaldsara. Ugyancsak 6 javasolja els6ként a fehérjebomlas és
hémérsékletbecslés 6sszekapcsolasat, tehat 6 tekintheté a geotermometria egyik eléfutaranak is. Vizsgalatai-
nak eredményeit az 1. tdbldzat tartalmazza.

Az aminosavak h6bomlasanak tanulmanyozasa utan Vallentyne egy Uj geotermikus médszer kidolgozasara
tesz javaslatot,’® mely mddszer az aminosavak szelektiv bomlasén alapszik. Szabad aminosavak 0.01 mdlos
vizes oldatat 210-280 °C kozott tanulmanyozva az aminosavakat elbomlasi sorrendjiiknek megfeleléen 5 cso-
portba osztotta. Az els6é csoportba tartoznak a kdnnyen bomlo, mig a 4-5. csoportba a nehezebben bomlé
aminosavak. A kiilénb6z6 csoportokba tartozd aminosavakat az alabbi 6sszeallitas tartalmazza:

PasTeUR 1860; TERENTEV — KLABUNOVSZKII 1957.
TerenTEV — KLABUNOVSZKII 1957.
STEPHEN-SHERWOOD — ORO, 1973.
VAN'T Horr 1908.
KARAGUNIS — DRrikos 1934.
GOLDHABER — BRODZINS — SUNYAR 1957.
PONNAMPERUMA — GABEL 1968.
CRONIN — PizzAReLLO 1983.
ABELSON 1954,

0 VALLENTYNE 1964,
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1. Aszparaginsav, cisztin, treonin, szerin, arginin
2. Lizin, hisztidin, metionin

3. Tirozin, glicin, valin, leucin, izoleucin

4. Alanin, prolin, hidroxiprolin

5. Glutaminsav

Aminosav
Megnevezés Becsiilt kor (év) tartalom Legfontosabb alkotérészek
(nM/g)
Késd Pliocén
Plesippus (torténelem el6tti 16) 0,6 Ala, Gly
500.000
Plesi (foq) K&s6 Pliocen 0,31 Gly, Ala, Leu, Val, Gl
esippus (fo , , Ala, Leu, Val, Glu
PP J 500.000 Y
Mesohi (fog) Oligocén 0,3 Ala, Gl
esohippus (fo , a,
PP J 40.000.000 Y
Kréta
Nasasaurus (dinoszaurusz) 1,8 Ala, Gly, Gluy, Leu, Val
100.000.000
Jura
Stegosaurus (dinoszaurusz) 0,26 Ala, Gly, Glu
150.000.000
Devon
Dinichtys (hal) 3 Gly, Ala, Glu, Leu, Val, Asp
360.000.000

1. tabldzat. A kiilonbézé fosszilidk aminosav tartalma

Hare és Abelson 1967-ben kozolték," hogy a koviletekben taldlhaté D-aminosavak feltételezhet6en a fe-
hérje L-aminosavainak bomlasabol szarmaznak. Novekvé kori megkovesedett kagylok aminosav 6sszetételét
vizsgalva megallapitottak, hogy névekvd korral né a D-aminosavak ardnya az L-aminosavakhoz viszonyitva.
A legoregebb altaluk vizsgalt miocén koru koviletben az aminosavak mar csak racém formaban fordultak el6.
Az L-izoleucin racemizacidéjat tanulmanyozta magas homérsékleten Hare és Mitterer 1968-ban.' Kisérleteik
eredményeit alkalmazva egy megkdvesedett kagyléhéj D-allo-izoleucin és L-izoleucin ardnyat 0,32-nek talalva
a kovilet korat 70.000 évre becsilték. Ez volt az aminosav racemizécié (itt helyesebben epimerizacid) elsé
konkrét alkalmazésa a geokronoldgidban.

Ezt kdvetben az aminosav racemizaciét szinte minden fehérjetartalmu anyag kordnak meghatérozéasara
kezdték alkalmazni. Tobbek kozott alkalmaztak tledékek,'® kagylok,™ csontok,' fogak' és korallok'” kordnak
megdllapitasara, és a kovilet keletkezése 6ta eltelt id6szak hdmérsékletének becslésére.™

Az el6z6leg emlitett szerzék felfedezései driasi lendiletet adtak az aminosav racemizacion alapul6 kormeg-
hatdrozasnak. Az alaposabb kutatdmunka kideritette azonban azt is, hogy a médszernek - hasonléan a tébbi
kormeghatarozasi modszerhez — szamos hibaja van, és az eredmények helytelen értelmezése téves kdvetkez-
tetésekre vezethet. A mddszer fejlesztésére és alkalmazasara végzett legjelentésebb munkakat az aldbbiakban
foglaljuk 6ssze.

A fossziliakbol mért D- és L-aminosavak aranyanak értéke fiigg attél, hogy milyen médszert alkalmaznak
az aminosavak kivonasara és meghatarozasara. Kiilonb6z6é eredményeket kaphatunk a szabad, a fehérjében
kotott vagy az 6sszes aminosav vizsgalatakor, de az eltérés oka lehet az enzimes-, a gazkromatografias- vagy a
nagyhatékonysagu folyadékkromatografids médszerek kozotti, a modszer sajatsagabdl eredd hiba is.

11 HaRe — ABELSON 1967.

12 HaRe — MiTTERER 1968.

13 BADA — LUYENDYK — MAYNARD 1970; WEHMILLER — HARE 1971.
14 HaRe — MITTERER 1968.

15 BADA 1972a; DUNGWORTH — VINCKEN — SCHWARTZ 1974.

16 HEeLFMAN — BADA 1975; HELFMAN — BADA 1976.

17  WEHMILLER — HARE — KUJALA 1976.

18 BADA — KVENVOLDEN — PETERSON 1973; SCHROEDER — BADA 1973.
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Az aminosavak izolalasara a fosszilidkbol az elmult években kiilénb6zé eljarasokat dolgoztak ki, melyek elég
sok azonos elemet tartalmaznak. Altaldnos a minta mechanikai tisztitdsa, mosasa, és az ultrahang hasznalata
a hozzatapadt szennyez6 anyagok eltdvolitasara.” A mintat ezt kdvetben széritjak és megérlik, majd az igy
kapott homogén 6rlemény mar kész az aminosavak extrakciojara. A mintat mossak hig s6savval a szabad ami-
nosavak kiolddsara, majd a szabad aminosav tartalmu oldatot sz(iréssel eltavolitjdk az aminosavakat kotott
allapotban tartalmazé oldhatatlan maradéktél.® A szabad aminosavak - esetleg sémentesités utan — ekkor
mar készek a D- és L-aminosavak meghatarozasara.

Az oldhatatlan maradékot az aminosav analitikdban altaldanosan hasznalatos 6 moélos sésavval 22-24 éran
at 100-110 °C-on hidrolizaljak, a hidrolizis befejeztekor a sésavat beparlassal eltavolitjak, a maradékot desztillalt
vizben feloldjak, majd sémentesitik. A somentesitésre egyesek a hidrogénfluoridos lecsapast (a kalcium eltavoli-
tasa),*’ masok pedig a hidrolizatum kation-, illetve anioncserélé gyantan torténé atvezetését alkalmazzak.?? Nem
szerencsés a minta el6készitése és az aminosavak kinyerése kdzben lugos kezelést alkalmazni, mert az aminosa-
vak lugos hatasra igen hajlamosak a racemizaciora, és azt az el6készités folyaman mindenképpen keriilni kell.

Az aminosav enantiomerek szétvalasztasara és meghatarozasara tobb modszert is kidolgoztak. Kezdetben
hasznaltdk a polarimetriat, amit elsésorban tiszta aminosavak racemizaciéjanak tanulmanyozasara alkalmaz-
tak.2 Enzimes technikat hasznaltak a D- és L-aminosavak meghatdrozasara talajbdl Aldag és munkatarsai,*
és néhany fosszilidkbol Hare és Abelson,” Hare? és Petit.?” Ennek az eljarasnak a lényege a D- vagy az L-ami-
nosavak oxidacidja, majd az ezt kdvetd aminosav meghatarozéas. A modszer hibdja, hogy nem hasznélhaté a
D-aminosavak nyomnyi mennyiségeinek kimutatasara, és igen jelentds hibaforras lehet az enzimekbdl szarma-
z6 L-aminosavakkal torténd szennyezés.

Az optikailag aktiv (kiralis) aminosavak reakcidja kiralis reagensekkel diasztereomer vegyiletet eredmé-
nyez, melyek elvben nem kirdlis oszlopon is szétvalaszthatok. Amennyiben a kiralis reagens egy masik ami-
nosav, akkor a diasztereomer dipeptidek elvélasztdsa és meghatérozasa ioncserés oszlopkromatografiaval is
megoldhaté. Manning és Moore,?® valamint Csap6 és munkatdrsai® ioncserés oszlopkromatografias eljarast
irtak le a D- és L-aminosavak szétvélasztasara. Az eljaras [ényege egy L-aminosav N-karboxi anhidridnek illetve
aktiv észternek a vizsgalando D- és L-aminosavakkal lejatsz6dé reakcidja, melynek soran diasztereomer dipep-
tidek keletkeznek, melyek alkalmasak az ioncserés szétvalasztasra. Manning és Moore mdédszerével Bada és
Protsch rutinszerten analizalt*® csontbdl aszparaginsavat L-Leu-D-Asp és L-Leu-L-Asp diasztereomer dipeptid
formajaban.

AD-ésL-aminosavakszétvalasztasaraazegyiklegjobbmoédszer-anagyhatékonysagufolyadékkromatografia
mellett — a gdzkromatografia. Az enantiomereket szét lehet valasztani egy megfelel§ aszimmetrikus reagenssel
Iétrehozott diasztereomer-par formdaban, vagy az illékonnya tett szarmazékokat egy optikailag aktiv all6 fazi-
son kell szeparélni. Charles és munkatarsai az N-trifluoracetil-(+)-2-n-alkoholokat hasznaltak a diasztereomerek
képzésére®' Ezt a modszert tokéletesitették (+)-2-n-butanol alkalmazasaval Pollack és munkatarsai, és tették
alkalmassa a szerves geokémia szdmdra Kvenwolden és munkatdrsai 1971-ben.® Az elsének alkalmazott op-
tikailag aktiv staciondris fazis a gazkromatografidban az N-trifluor-acetil-L-izoleucin-lauril észter volt, melyet
Gil-Av és munkatarsai szintetizaltak 1966-ban.?* Charles és munkatarsai az N-lauril-L-valil-tercier-butilamidot
alkalmaztak és talaltdk nagyon jonak az optikai izomerek szétvalasztasara.®> A gazkromatografias technikat
ma mar olyan tokéletesre fejlesztették, hogy az enantiomerek meghatarozasanak hibaja kisebb, mint 5%, és a
reprodukalhatoésag is rendkivdil jo.

Ujabban az enantiomerek szétvélasztasara és meghatarozasara egyre inkabb teret nyer - az el6zéekben
emlitett moédszerek rovédsara — a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia. Weinstein és Weiner az aminosa-

19 BaADA — ProTscH 1973; WEHMILLER — HARE 1971.

20 DUNGWORTH — VRENKEN — SCHWARTZ 1977.

21 WEHMILLER — HARE 1971.

22 KVENVOLDEN — LAWLESS — PONNANPERUMA 1971.

23 Bapa 1971; Baba 1972b; Sato — Tatsumo — Matsuo 1970.
24 ALDAG — YOUNG — YAMAMOTO 1971.

25 Hare — ABELSON 1967.

26 Hare 1969.

27 Pemt 1974.

28 MANNING — MoORE 1968.

29 CsaApO ET AL. 1990; CsarO — TOTH-PosFAl = Csapo-Kiss 1991.
30 BADA - ProTscH 1973.

31 CHARLES — FisHER — GIL-Av 1963.

32 PotLock — OYAMA — JOHNSON 1965.

33 KVENWOLDEN ET AL. 1971.

34 GiL-Av — FeiBusH — CHARLES 1966.

35 CHARLES ET AL. 1975.
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vakbol az 5-dimetil-aminonaftalin-1-szulfonil fluoreszkalé szarmazékot képezték és forditott fazisu folyadék-
kromatografidval az N,N’-di-n-propil-L-alanin (L-DPA) és réz acetat kiralis toltet alkalmazasaval az 6sszes fehér-
jealkoto aminosav D- és L-enantiomerjét szét tudtak valasztani egy mintabdl.2¢ Véleményiik szerint a mdédszer
mennyiségi meghatarozasra kivald, érzékeny, gyors, a mddszer tovabbfejlesztése soran az aminosav analizis-
hez hasonlé médszerré alakulhat.

Marfey ugyancsak nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfiass modszert fejlesztett ki az enantiomerek
szétvélasztasara.’” Az 1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-alanin-amid segitségével - mely egy igen reakcidképes flu-
or atomot tartalmaz - diasztereomer szdrmazékokat hozott létre D- és L-aminosavak keverékébdl. Ezeket a
szarmazékokat nagynyomasu folyadékkromatografiaval trietil-aminfoszfat és acetonitril eluensek megfelel$
gradiensét alkalmazva igen j6 eredménnyel szét tudta valasztani és mennyiségileg meghatarozni. Kézlemé-
nyében a D- és L-aszparaginsav, glutaminsav, metionin, alanin és fenilalanin elegyének szétvalasztasat kozli, de
a feltételek megfeleld valtoztatasaval lehetéség van a tobbi aminosav enantiomer szétvalasztasara is.

Bioldgiailag aktiv anyagok optikai tisztasdganak ellen6rzésére Knabe,*® Gulbitz és Mihellyes,* Gubitz és
munkatdrsai*’ egy direkt mddszert dolgoztak ki nagyhatékonysagu folyadékkromatografidval. A mddszer 1é-
nyege a kirdlis oszlop, mely kémiailag kétott L-hidroxiprolin-Cu?* komplexbél all. A mozg6 fazis Cu?* tartalmu
vizes oldat. A fenti stacionaris fazis alkalmazasaval méd nyilik mindazon vegyiiletek optikai tisztasdaganak el-
lendrzésére, melyek kelat komplexeket képeznek a Cu**ionokkal, amilyenek példdul azaminosavak. A médszer
hibdja az el6z6ekben emlitettekhez képest az, hogy egyszerre csak egy aminosav D- és L-alakjat lehet vele
meghatarozni.

Az aminosav enantiomerek mennyiségi meghatarozasdhoz nem elég csak az enantiomereket egymastdl
elvélasztani, de tGgyelni kell arra is, hogy az enantiomerek a tébbi aminosavtél vagy azok szarmazékaitdl is jol
elkiloniljenek. Ezen tul, a megfelel6 érzékenység elérésére kis mennyiségben is jol detektalhaté aminosav
szarmazékot kell képezni. Az utdbbi idében erre a célra széles korlien alkalmazték a fluoreszcens reagensek-
kel torténé oszlop el6tti szarmazékképzést és a szarmazékok forditott fazisu kromatografidjat (RPC). E méd-
szereknél a kimutathatésag hatdra a meghatarozni kivant aminosavaknal igen kicsi, és az analitikai rendszer
flexibilitasa is rendkiviili elénydket rejt magaban.*' igy tdbbek kézott automatikus modszereket fejlesztettek ki
az optikailag inaktiv o-ftalaldehid/merkaptoetanollal (OPA) az a-aminosavak,* a 9-flurenilmetil kloroforméattal
(FMOC-CI) pedig az a-aminosavak és az iminosavak egytttes meghatarozasara.”* A kirdlis reagenssel torténé
szarmazékképzés utan lehetdség van a fehérjeépité aminosavak enantiomerjeinek szétvélasztasara és megha-
tarozasara egyetlen analizis soran RCP-vel.

Mivel a kromatografids elvélasztas dltalaban 50-70 percet is igénybe vesz, nagyon fontos, hogy a kidolgo-
zott analitikai mddszer teljesen automatikus legyen. El6feltétel még az egyszer(i szarmazékképzési reakcio,
mely szobahémérsékleten rovid id6 alatt végbemegy. Az optikailag aktiv tiolok és az OPA valamint a megha-
tarozni kivant aminosavak kozti reakciot felhasznaltdk aminosav enantiomerek szétvélasztasara és meghata-
rozasara.** A kiralis 1-(9-fluorenil)etil kloroformat (FLEC) hasznalata az enantiomerek szétvalasztasara azzal az
elénnyel is jar, hogy az nemcsak az a-aminosavakkal, de az iminosavakkal is stabil szarmazékot képez.*

Kilon emlitést érdemel a geokronolégidban vald igen gyakori alkalmazéasa miatt a D-allo-izoleucin ana-
litikdja. A hidroxiprolin és a treonin mellett az izoleucin az, amely két aszimmetria centrummal rendelke-
zik. Az izoleucinbdl az idék folyaman keletkezé D-allo-izoleucin — mely az izoleucin diasztereomerje - a ru-
tinszerGien alkalmazott ioncserés aminosav elvalasztas sordn az izoleucin és a metionin kozott jelenik meg
a kromatogrammon, azoktdl jél elvald, jol értékelheté csucsot ad. Az a-helyzetl szénatom racemizaciojat, a
D-allo-izoleucin képz6dését a peptidszintézis folyaman igen behatéan tanulmanyozta Bodanszky és Conklin.*
Vizsgaltak tobbek kdzott a sésavas hidrolizis és a kiilonb6zé harmadrendl aminok hatasat a racemizaciora.

Nagyon fontos annak ismerete is, hogy a fehérje hidrolizise soran torténik-e racemizacio, hisz - amennyi-
ben igen - az a mérési eredményeket meghamisithatja. Kilonb6z6 tanulmanyok beszamoltak arrdl, hogy a
racemizacio foka a hidrolizis folyaman fligg a peptid, illetve a fehérje tipusétol, az aminosav kdrnyezetében
levd tobbi aminosavtdl, és megdllapitottdk, hogy a peptidkotésben 1évé aminosavak altaldban gyorsabban
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racemizalédnak a szabad aminosavaknal.*” Wiltshire az L-glutaminsavat 6 molos sésavval 24 6ran refluxéltatva
azt tapasztalta,”® hogy annak mintegy 3-5%-a atalakul D-glutaminsavva. L6 mioglobint és marha inzulint
hidrolizalva 6,6-4,6 %-ban kapott D-glutaminsavat. Manning és Moore a szabad és a peptidkotésben 1évé
aminosavak racemizéciéjat vizsgalva megallapitottak,* hogy néhany aminosavnal kilonbozik a savas hidro-
lizisnél mért racemizacié attol fliggéen, hogy szabad vagy peptidkdtésben [évé aminosavrdl van szé, és attol
fuggden is, hogy a peptidlancban milyen aminosavak kozott helyezkedik el a kérdéses aminosav. Manning
egyértelmien leszogezi,*® hogy szabad L-aminosavat hasznalva kontrollként nem lehet egyértelmden jeleznia
racemizacio fokat, mely a fehérjehidrolizis soran fellép. Fentiek ellenére a szabad aminosavak sdsavas kezelését
a fehérje hidrolizise soran fellépé racemizacié becslésére tobben alkalmaztdk a geokronoldgidban. A szerzék
tobbsége 0,1 és 3,7% kozotti racemizaciot allapitott meg ezekben a kisérletekben a kilénb6z6 aminosavakra.
Bada és Protsch egy mai csont D- és L-aszparaginsav aranyara 0,07-et kapott savas hidrolizist kovetve.®' Felhiv-
jak a figyelmet arra, hogy a hidrolizis folyaman bekdvetkez6 racemizaciot a kor kiszamitasanal feltétlendl fi-
gyelembe kell venni, ezzel az értékkel korrigalni kell a kapott D- és L-aminosav aranyokat. A kiilonb6zé szerzék
altal szabad aminosavakra, illetve fehérjében kotott aminosavakra kapott racemizacio értékeket a 2. tdbldzat >
és a 3. tdbldzat*® tartalmazza.

Hidrolizis 1dé
Sorszam  [koriilmé-| Aminosavak
(ora)
nyek
1 Reflux Ser Ala [Arg| Val |Leu| lle | Glu [Phe|Pro | Asp | Lys | Met
2 105 °C 6 - 22 - 19 5 - - - | - - - -
3 120 °C 24 - 1,1 - 03 (13 05 - - | - - - -
4 110 °C 24 - 37 | - 0,6 | 21 1,4 - - | - - - -
5 110°C 24 - 0,5 - 02108 03 |19|01]1,7]1,7| - -
6 110°C 22 0,4 - 1,6 - - - - 14122 - - -
7 110°C 18 0,5 - - - - - 33(-1-137| - -
8 110°C 22 04 1 161 07 (13 1 2,2 3 2,2

2. tdbldzat. A szabad aminosavak racemizdcidja a 6M sésavas hidrolizis folyamdn (%)

A fehérie Hidrolizis| Hidro-
me neveiése homér- |lizis ido Aminosavak
9 séklet°C| (6ra)
Ala (Glu |Val |lle [Leu [Pro [Arg [Phe [Asp [Ser
1 Bradikinin 110 22 - - - - - 2,4 1,7 39 - -
2 Ribonuklezaz 110 18 - |42 - - - - - - 44 | 0,2
3 Mamutkolla-| ;45 24 |12027]107| - |16 - | - |26%| 3 | -
gén
4 L6 mioglobin | Reflux 24 - 166 - - - - - - - -
5 Marhainzulin | Reflux 24 - 46| - - - - - - - -
*48 ora.

3. tdbldzat. A peptidkdtésben lévé aminosavak racemizdciéja a 6M sésavas hidrolizis folyamadn (%)
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Az utdbbi idében tobben kisérleteztek a mikrohulldmu technoldgia alkalmazasaval a fehérje hidrolizise
soran,* és tobben beszamoltak a rovid ideig magas hémérsékleten végzett hidrolizissel kapott kivalé ered-
ményekrél is.>> Ugy tlnik, hogy a mikrohulldmmal végzett hidrolizis folyaman jelentds racemizacié 1ép fel, hisz
a mikrohulldmu kezelést aminosav racemizacié kivaltasara is hasznaltdk.*® Nem okoz gondot a racemizacio
akkor, ha nem kivanjuk az aminosav enantiomereket meghatarozni, hanem megelégsziink az 6sszes aminosav
tartalom meghatérozasaval. Amennyiben célunk az aminosav enantiomerek szétvalasztasa és meghataroza-
sa, olyan fehérjehidrolizis médszert kell valasztani, melynek sordn minimalis a racemizacid, hisz a hidrolizis
alatt fellépd szamottevé racemizacid esetén nem tudjuk eldonteni, hogy az aminosav enantiomerek egy része
eredetileg is benne volt a mintaban, vagy csak a hidrolizis folyaman keletkezett. Tobb modszert dolgoztak ki
a fehérjehidrolizis sordn bekovetkezd racemizacid visszaszoritasara,”” azonban ezek hosszadalmasak, illetve
nehézkesek voltak. Fentiek miatt egy magas hémérsékleten és rovid ideig végzett fehérje hidrolizis médszert
dolgoztunk ki a lehetd legkisebb racemizacio elérésére a hidrolizis folyaman. Hibaforrast jelenthet a savas hid-
rolizisnél még az, hogy az aszparagin és glutamin a hidrolizis folyaman aszparaginsavva és glutaminsavva ala-
kul 4t. Nem alakult ki egységes vélemény azt illetéen, hogy vajon a fosszilidk tartalmazzak-e a két savamidot,
mennyi ezek dezaminacids ideje és vajon milyen hibat okozhatnak ezek a vegyiiletek a kormeghatarozasban.

Bada meghatérozta® néhdny aminosav racemizacids, illetve az izoleucin epimerizacios felezési idejét 7.6
pH értéknél 0 és 25 °C-on. Az 4ltala vizsgalt aminosavak koziil a leggyorsabb racemizacids idejl fenilalanin
felezési ideje 25 °C-on 2000 év, 0 °C-on 160.000 év. Ugyanezek az értékek az aszparaginsavnal 3.500 és 430.000
évnek, az alaninndl 12.000 és 1.400.000 évnek, az izoleucinnal pedig 48.000 és 6.000.000 évnek adddtak. Ki-
sérleti eredményei bizonyitottdk azt a peptidkémikusok altal mar régéta ismert tényt, hogy legkdnnyebben
azok az aminosavak racemizalodnak, amelyek aromas oldallancot (tirozin, fenilalanin) vagy indol- és imidazol-
csoportot (triptofan, hisztidin) tartalmaznak, és legnehezebb racemizacidra birni az apolaros oldallancot tartal-
mazo valint, izoleucint és leucint.

Bada és Protsch az aszparaginsav hidrolizis alatti racemizaciojat vizsgalva 6sszefliggést allapitott meg*®
a hidrolizis kdézbeni racemizacié és a becsult kor kdzott. Vizsgélataik eredményeit a 4. tdbldzat tartalmazza.
A tablazat adataibol lathato, hogy egy szazalékos racemizacié a hidrolizis folyaman az aszparaginsav esetében
700 évvel hamisitja meg a kormeghatarozast.

A hidroliziskor keletke-

zett D-Asp mennyisége| 0 1 2 3 4 5 6,5
(%)
Szamitott id6 (1.000 év) 22,4 21,7 21 20,3 19,6 18,8 17,7

4. tdbldzat. A fehérjehidrolizis sordn lejdtszodd racemizdcié hatdsa a fosszilis csontok kordra
(Bapa — ProTscH 1973. nyomdn)

Neuberger az aminosavak bazis katalizalta racemizacidjara az aldabbi mechanizmust irta le.®° Els6 |épésként
az o helyzetl protont egy bazis elvonja és a tetraéderes konfiguraciobodl egy planaris szerkezet( anion jon
Iétre, mely a tovdbbiak sordn egy proton folvételével stabilizdlodik. Neuberger szerint barmilyen helyettesi-
tés a karboxil csoporton fokozza a racemizaciét, mivel ez megkdnnyiti az a—helyzetl proton leszakadasat és
hasonlé hatas érhet6 el akkor is, ha a p—helyzet(i szénatomhoz egy elektronegativ szubsztituenst kapcsolunk.
Manning bizonyitotta az a—helyzetl proton elvonast és rekombinalédést, mint a racemizacié elsé [épését az
o—helyzetbe beépult tricium mérésével.®’ Tovabbi vizsgalatok soran a fentiekben leirt neubergeri megallapi-
tasok megerésitést nyertek, és Smith és munkatarsai egyértelmien leszogezték,®? hogy a relativ racemizacios
aranyt egy fehérjében tobb tényez6 (sztérikus, szomszéd, olddszerhatas) egylittes hatdsat figyelembe véve
lehet csak becsiilni.
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Neuberger egy masik elképzelése, miszerint a peptidkdtésben 1évé aminosavak racemizécidja [ényegesen
gyorsabb mind a sav, mind a bazis katalizalta reakcidkban, mint a szabad aminosavakban ugyancsak bizonyi-
tast nyert a késébbiek folyaman. Fentiekbél az a kovetkeztetés adodik, hogy a dipeptidben 1évé aminosavak
gyorsabban racemizalédnak, mint a szabad aminosavak, és a névekvé racemizaciés sebesség a peptidlanc
hosszanak novekedésével még tovabb névekszik. Ebbél addddan feltétlendil kell ismerni a szabad és a kotott
allapotban 1évé aminosavak racemizécios folyamatait.

Fentieknek homlokegyenest ellentmond az a megfigyelés, hogy a kdviiletekben és tiledékekben a szabad ami-
nosavak jobban racemizalédnak mint a fehérjében kétott aminosavak.s Ezt Hare azzal magyarazta,® hogy a fehér-
jeldnc szétszakadasakor az aktivalt allapotban I1évé aminosavak nagyobb hajlandbsagot mutatnak a racemizaciéra
mint a kotottek. Bada és Schroeder szerint® viszont sokkal val6szin(ibb az a mechanizmus, hogy a fehérjébél szar-
mazo szabad aminosavak racemizaciojat a nyomnyi mennyiségben jelenlévé nehézfém—ionok katalizaljak, tehat
nyilvanvald, hogy az aminosavak fosszilidkban térténé racemizacidja egy igen bonyolult és dsszetett folyamat,
melyet befolyasol a hidrolizis és a katalitikus hatas is.® Fentiekbdl az is kdvetkezik, hogy a szabad aminosavak, a
peptidek és a fehérjék mas és mas ardnyu racemizacion mennek keresztiil, és a harom frakcioé kozlil a fehérjék a leg-
stabilabbak a racemizacié tekintetében, hiszen kevésbé hajlamosak a fémek altali katalizisre. A szabad aminosavak
racemizaciojat elsésorban a pH® és a fémionok (Ca?*, Mg**) befolyasoljak. Smith és munkatarsai bizonyitottak,®
hogy az ionerésség is jelentds tényezd, hiszen ndvekvé ionerésség hatdsara ndvekszik a racemizacio is.

Ertékelve az elmondottakat leszégezhets, hogy mas a racemizécié a szabad, a peptidben 1évé, avagy a fe-
hérjében kotott aminosavaknal, és e harom frakciondl a racemizaciét a kiillonbozé kérnyezeti hatdsok masként
befolyasoljak. Ugy tlinik, hogy a fehérjében kététt aminosavak racemizaciojara van a legkisebb hatassal a pH és
az ionerdsség, tehat a harom frakcié kozill ez a legmegbizhatébb a kormeghatarozas tekintetében. Az a tény
viszont, hogy lugos koriilmények kézott a racemizacios folyamatok felgyorsulnak, felhivja a figyelmet arra, hogy
a fehérje kinyerés folyamatabdl a ltigos extrakciot lehetéleg el kell hagyni. Az elmondottaknak nem mond ellent
az sem, hogy a szabad aminosav, illetéleg peptidfrakcio is értékes informaciét szolgaltathat a régész szdmara.

Anyag és modszer
Nagyhatékonysdgt folyadékkromatogrdfia a D- és L-aminosavak szétvdlasztdsdra és meghatdrozdsdra

Az aminosav enantiomerek szétvdlasztdsa és meghatdrozdsa az 1-(9-fluorenil) etil kloroformdttal térténé szarma-
zékképzés utdn forditott fdzisu folyadékkromatogrdfidval

A késziilék. Az alkalmazott Varian 5500 LC gradiens képzésre alkalmas rendszerrel, Varian 9090 mintaadagoléval
és gazmukodtetésd, 10 ul-es hurokkal ellatott Valco injektorral rendelkezett. Shimadzu RF-535 fluoreszcencias
detektort hasznaltunk a szarmazékok mennyiségének mérésére; a gerjesztési és az emisszids hulldmhossz 260
és 315 nm volt. Az elvalasztas folyamatdnak és az automatikus mintaadagolé munkdjanak ellenérzésére, a
mintafelvitelre és a kromatogramok taroldséra a Varian DS 651 vezényld rendszert hasznaltuk. Az automatikus
mintaadagoléhoz sziikséges ampulldkat a Varian cégtél (Solna, Sweden) szereztiik be.

Vegyszerek. A FLEC reagenst az EKA-Nobel (Surte, Sweden), az aminosav standardot a Sigma (St. Louis, MO), a
borsavat és az OPA reagenst a Merck (Darmstadt, D), a jodecetsav natriumséjat és a jodazidot pedig a Fluca
(Buchs, D) cégtdl vasaroltuk. Az acetonitrilt, a tetrahidrofurant, az acetont, a pentant és az etilacetatot (mind
HPLC mindségu) a Rathburn cégtél (Walkerburn, UK) kaptuk.

Szdrmazékképzés. Az a-aminosavak és az iminosavak szdrmazékképzése. A reakciot és az extrakcids lépéseket
190 pl-es mikrofioldban végeztiik, melyet egy teflon membrannal ellatott csavaros teteju livegcsébe helyez-
tink. Az automatikus mintaadagolét ugy programoztuk, hogy keverjen 6ssze 25 pl pufferben (0.2M borat puf-
fer, pH=9.0) oldott mintat 25 ul FLEC reagenssel (5nM acetonban) a mikrofioldban. Ezt kovetéen a reakcidele-
gyet 80 pl nitrogén atbuborékoltatasaval jol 6sszekevertiik, majd 10 percig szobahé&mérsékleten allni hagytuk.
A reakcio lejatszdédasa utan 60 pl extrakcios elegyet adtunk hozza (pentan:etilacetat, 85:15), és nitrogén at-
buborékoltatdsaval hatszor 6sszekevertiik. Ezt kévetéen 10 percig allni hagytuk, majd az alsé fazisbol taplal-
tunk be az enantiomerek analizisére. Minden mintabetaplalast megel6z6en és kbvetéen a rendszert aceton:viz
85:15 aranyu elegyével hatszor &tmostuk.
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Az iminosavak szelektiv szarmazékképzése. A 80 pl 9.5-es pH-ju 0.1M borat pufferben feloldott mintdhoz az
alabbi oldatokat adtuk hozza: 8 ul OPA reagens (50 mg OPA és 25 pl merkaptoetanol/ml, acetonitrilben), 8 ul
jodacetat, (1M, 0.1M natrium hidroxidban) és 24 ul FLEC reagens (5mM acetonban). Minden reagens hozza-
addsa utan a reakcidelegyet 80 ul nitrogénnal 6sszekevertik, és az adagolotiit 6tszor dtmostuk. A reakciéidd
(beleértve az adagold tl dtmosasi idejét is) az OPA és a jodecetsav esetében 4,5 perc, a FLEC reagens esetében
pedig 7 perc volt. A reakcidelegyet ezt kdvetéen 50 pl dietiléter 6tszori dtbuborékoltatasaval extrahdltuk. 10
perc varakozas utan az alsé fazist injektaltuk az oszlopra.

Az enantiomerek szétvdlasztdsa és meghatdrozdsa. A kromatografias rendszer egy tisztité oszlopbol (C18,
36x4,5 mm belsé atmérd, 20 um részecskeméret(i Rsil) melyet a pumpa és a mintaadagolé kozé helyeztiink,
egy biztonsagi oszlopbdl (RP-8, 15x3,2 mm belsé atmérd, 7 um részecskeméret, Brownlee) melyet a minta-
adagolé és az analitikai oszlop kozé kotottik be, és az analitikai oszlopbdl (300x4,6 mm belsé atméré, 5 um
részecskeméret, Kromasil oktil toltet) allt. A bakteriélis tevékenység meggatlasara az eluensekhez 100 mg/li-
ter mennyiségben natrium azidot adtunk. Az a-aminosavak szétvalasztasara egy harom komponensbél allo
gradiens rendszert alkalmaztunk, melynek 6sszetétele az aldbbi volt: A: tetrahidrofuran; B: acetat puffer (1 ml
ecetsav/1 | viz, pH bedllitas 7.0-re natrium hidroxiddal); C: acetat puffer (1,8 ml ecetsav/1 | viz, pH bedllitas 4,24-
ra natrium hidroxiddal). Az dramldsi sebesség 1 ml/perc volt; a gradiens pedig az aldbbiak szerint valtozott az
id6 fliggvényében:

Id6 (perc) |  A(%) B(%) C(%)
0 15 85 0
17,0 16 84 0
17 28 0 72
28 28 0 72
51,0 38 0 62
51 38 31 31
61 40 30 30
75 44 28 28
82 44 28 28
90,0 46 27 27
90 55 45 0
95,0 55 45 0
95 15 85 0

Az iminosavak szétvélasztasara és meghatarozasara ugyanazt az analitikai oszlopot alkalmaztuk, mint az
a—aminosavak esetében. Az acetonitril és a 0.1M foszforsav elegyet hasznaltuk mind a FMOC szérmazékok
(acetonitril:foszforsav, 39:61), mind a FLEC szarmazékok (44:56) elvélasztasanal. Az dramldsi sebesség 1,5 ml/
perc volt.

Az aminosav enantiomerek szétvdlasztdsa és meghatdrozdsa o-ftdlaldehiddel és 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-f3-
gliikopiranoziddal térténé szdrmazékképzés utdn

Késziilék. Az el6z6 pontban leirtaknak megfelel.

Vegyszerek. Az acetonitrilt, a metanolt és a tetrahidrofurant a Rathburn (Walkerburn, U.K.) cégtél, az aminosav
standardokat, az o-ftalaldehidet (OPA) és a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-B-gliikopiranozidot (TATG) a Sigmatdl
(St. Louis, Mo) vasaroltuk. Az eltciés puffereket mono- és dinatrium-hidrogén-foszfatbol allitottuk el6. A pH-t
natrium-hidroxiddal allitottuk be.

Szdrmazékképzés. A reakciot 120 pl-es mikroampulldban végeztik, melyet 1,8 ml-es térfogaty, teflonbevonatu
belsd zarélappal és kupakkal elldtott ampulldba helyeztiink. Az automatikus mintaadagolt gy programoztuk,
hogy a 90 ul borat pufferben (0.4M; pH=9.5) oldott mintat (szabad aminosavak vagy nitrogén dramban bepa-
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rolt fehérje hidrolizdtum) keverjen 6ssze 15 pl reagenssel (8 mg OPA és 44 mg TATG feloldva 1T ml metanolban).
Ezt kdvetden az oldatot 100 pul nitrogén atbuborékoltatasaval jol 6sszekevertiik, majd 6 percig allni hagytuk.
E reakcidelegybdl — az injektald apparatus el6zetes atoblitése utan - 25 pl-t injektaltunk az analitikai oszlopra.
Az injektalast befejezve a rendszert 100 pl aceton:viz 70:30 ardnyu elegyével haromszor atoblitettik.

Azenantiomerek szétvdlasztdsa és meghatdrozdsa. Az enantiomerek szétvalasztasat forditott fazisu (250x4.6 mm
belsd d&tmérd, 5 um részecskeméret, Kromasil oktil (C8) toltet) kromatografidval végeztiik. Az oszlop élettarta-
manak megnovelésére a mintaadagold és az analitikai oszlop kézé egy biztonsagi oszlopot (RP8, Newguard,
25x3.2 mm belsé atmérd, 7 um részecskeméret, Brownlee), a pumpa és a mintaadagold kozé pedig egy tisz-
titdoszlopot (C18, 36x4.5 mm belsé atmérd, 20 um részecskeméret( Rsil) csatlakoztattunk. Az enantiomerek
szétvalasztasara egy két komponensbdl allé gradiens rendszert alkalmaztunk, melynek 6sszetétele az alabbi
volt: A=40% metanol foszfat pufferben (9.5mM, pH=7.05); B=acetonitril. Az aramlas sebessége 1 ml/perc volt;
a gradiens pedig az alabbiak szerint valtozott az idé fliggvényében:

Id6 (perc)| A(%) B(%)
0 95 5
10 95 5
35 83 17
55 72 28
56 67 33
74 67 33
75 62 38

A FLEC és az OPA/TATG médszer dsszehasonlitdsa

Osszehasonlitva az 1-(9-fluorenil)etil kloroformétos (FLEC) és az o-ftalaldehid/2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-B-
glikopiranozidos (OPA/TATG) mddszert aminosav enantiomerek szétvalasztasara és meghatérozasara — anél-
kil hogy a két modszer kozott rangsorolni akarndnk — az aldbbiakat lehet elmondani:

— Mindkét modszer kivaldan alkalmas az aminosav enantiomerek szétvalasztaséra és meghatarozasara,
mert a szarmazékképzés sordn egyiknél sem tapasztalhaté szamottevé racemizacié.

— A FLEC modszer talan elényosebb akkor, ha megfeleléen nagy mintamennyiség all rendelkezéslinkre,
és nem kiilondsebben érdekelnek benniinket az aszparaginsav enantiomerjei. Az OPA/TATG modszerrel az
aszparaginsav enantiomerjei tokéletesen szétvalaszthatok.

— Az OPA/TATG mddszer el6nydsebb akkor, ha igen kis anyagmennyiségek allnak rendelkezésiinkre (pl. ke-
vesebb, mint 1 mg kis fehérjetartalmu mikrofosszilia), vagy a minta sok dsvanyi anyagot tartalmaz.

— A FLEC médszer igen nagy elénye, hogy alkalmas az iminosavak szelektiv szarmazékképzésére, a (+)FLEC
és (-)FLEC alkalmazasaval pedig — a megvaltozott ellicids sorrendet kihasznalva - a csucsok azonositasanak
biztonsdga megng, illetve a mintaban elé sem forduld enantiomer retenciés idejét is meg lehet hatarozni.

- Végsd 6sszegzésként tehat elmondhato, hogy mindig az analizalni kivadnt anyaghoz kell a médszert igazi-
tani, és az analizéland6 mintardl kapott informacidk alapjan kell a modszer fel6l donteni.

A hagyomdnyos és a magas hoémérsékleten végzett fehérje hidrolizis hatdsa az aminosavak
racemizdciodjdra

Tanulmanyozva az aminosavak racemizaciojat tiszta fehérjék, a tejpor és a szabad aminosavak hagyoma-
nyos modon végzett hidrolizis kortilményei kdzott (6M HCI, 110 °C, 24 h) és magas hémérsékleten rovid ideig
tarté hidrolizis id6t alkalmazva a kdvetkez6ket lehet megallapitani:

- A szabad aminosavak racemizacidja [ényegesen lassibb a peptidlancban kotott aminosavakhoz viszonyit-
va. Ugyanolyan koriilmények kozott a szabad aminosavaknal eléfordulé racemizéacié csak mintegy 20-40%-a a
peptidkotésben lévékhoz képest.

- Hagyomanyos modszerrel végezve a fehérje hidrolizisét masfél, két és félszer nagyobb a racemizacio,
mint magas hémérsékleten (160-180 °C) a fehérje tokéletes hidrolizisét eredményezé koriilmények utan. Ez a
Iényegesen alacsonyabb racemizéacié magyarazhato azzal, hogy magas hémérsékleten a fehérje gyorsabban
hidrolizal szabad aminosavakra, és a szabad aminosavak racemizacidja [ényegesen lassubb, mint a fehérjeldnc-
ban kototteké. Alacsony hdmérsékleten hosszabb ideig végzett hidrolizisnél a peptidlancban kétott amino-
savakat hosszabb ideig érik a racemizéciot kivalté hatasok, tehat minden olyan hatas, amely meggyorsitja a
hidrolizist, csékkenti a racemizaciot.
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— 48 6ra alatt 110 °C-on 4M barium-hidroxid hatdsara az 6sszes aminosav (szabad vagy peptidlancban ko-
tott) teljes mértékben racemizalodott. Barium-hidroxidos fehérje hidrolizissel tehat a triptofan racemizaciojat
nem lehet meghatarozni.

- A magas hémérsékleten rovid ideig tartd hidrolizist (160 °C-on 60 és 90 perc, 170 °C-on 45-60 perc és
180 °C-on 30 perc) javasoljuk mindazoknak, akik nem akarnak enzimes hidrolizist alkalmazni, és szeretnék a
fehérjelancban bekovetkezett racemizacié mértékét meghatarozni.

Fehérjetartalmu régészeti leletek koranak meghatarozasa az aminosavak racemizacioja alapjan

Anyagok és médszerek

A laboratériumba beérkezé csontmintabdl tisztitassal és mosassal tavolithatdk el a fold, talaj és egyéb
szennyez&dések. Ezt koveti a szobahémérsékleten vald széritas, 6rlés majd homogenizalas. A mintat 0,1 mélos
sésavval szuszpendaljuk, és a fehérje bomlasabol keletkezett aminosavakat kioldjuk a mintabol. Sz(irés utan a
szabad aminosav tartalmu frakciét h(itészekrényben taroljuk, a fehérjét tartalmazo szlrési maradékot megsza-
ritjuk, majd ismételten homogenizéljuk. A nyersfehérje tartalmat Kjel-Foss 16.200 tipusu gyorsnitrogén elem-
z6vel hatdrozzuk meg, majd a fehérjét 6M sdsavval hidrolizaljuk. A hidrolizis befejeztével a sésavat liofilezéssel
eltdvolitjuk a mintabdl, majd a vizes feloldas soran kivalt szilikatokat centrifugaldssal valasztjuk el a szabad
aminosav tartalmu folyadéktél. Az oldat pH-jat tomény néatrium-hidroxiddal pH=9-re éllitjuk be, majd a kivalt
kalcium és magnézium valamint nehézfémso-hidroxidokat sz(iréssel vagy ismételt centrifugélassal kilonitjik
el a szabad aminosavaktdl. A hidroxidok eltdvolitasa utdn a pH-t azonnal 6 és 7 kozé allitjuk be, majd az igy
kapott oldatot szarazra paroljuk liofilezéssel. A kapott anyag mar készen all a D- és L-aminosavak, valamint az
izoleucin és a D-allo-izoleucin meghatarozasara. Az izoleucin és a D-allo-izoleucin meghatérozasa LKB-4101-es
tipusu automatikus aminosav analizatorral tortént.

Az aminosavak D- és L-véltozatainak meghatarozasa torténhet nagyhatékonysagu folyadékkromatografi-
aval és ioncserés oszlopkromatografiaval diasztereomer dipeptid formaban. Kisérleteink kezdetekor az alta-
lunk kidolgozott ioncserés oszlopkromatografias modszert alkalmaztuk a D- és L-aminosavak diasztereomer
dipeptid alakban torténé elvalasztasara. E mddszerrel a D- és L-aminosavak szétvélasztasa és meghatarozasa
az alabbi [épéseket tartalmazza:

—a minta el6készitése;

—a mintaban lévé fehérje sésavas hidrolizise;

—az aminosavak szétvalasztasa ioncserés oszlopkromatografiaval;

—a diasztereomer dipeptidek szintézise;

-a diasztereomer dipeptidek szétvalasztasa és meghatérozasa.

A modszer leglényegesebb pontja a diasztereomer dipeptidek szintézise és szétvélasztdsa. A védbcso-
port (tercier-butil-oxi-karbonil-csoport, BOC) és az aktiv észter, (N-hidroxi-szukcinimid, ONSU) kivalasztasa
utédn annak elddntése kovetkezett, hogy melyik legyen az acilezé aminosav a rendelkezésre all6 fehérjeépitd
aminosavak kozul. Mivel szlikségszerd, hogy az acilez6 aminosav aszimmetria centrummal rendelkezzen, va-
lamint a kapcsolds a lehetd legrévidebb id6t vegye igénybe, a valasztas az alaninra (Ala) esett. Szintetizaltuk a
tercier-butil-oxi-karbonil-L-alanin-N-hidroxi-szukcinimid aktiv észtert, mely segitségével alanil diasztereomer
dipeptideket hoztunk létre. A dipeptidek szétvalasztasara végzett kisérletekbdl kideriilt, hogy azok még az
aszparaginsav esetében is az Ala utan jelennek meg a kromatogrammon, tehét az elvalasztas legaldbb 1-1,5
orét vesz igénybe.

Fentiek miatt szintetizaltuk a bis-tercier-butil-oxi-karbonil-L-cisztin-bis-N-hidroxi-szukcinimid észtert re-
mélve azt, hogy az ezzel létrehozott 2-szulfonsav alanil diasztereomer dipeptideket a semleges, illetve bazikus
aminosavaknal gyorsabban lehet meghatarozni. Az aktiv észterek szintézise utdn kristalyos aminosavakbdl,
illetve az aminosav analizatoron elvélasztott egyes aminosavakbdl eléallitottuk a diasztereomer dipeptideket,
majd szétvalasztottuk 6ket az LKB-4101-es tipusu automatikus aminosav analizatorral. Mindkét diasztereomer
dipeptid formaban torténd elvélasztasi modszer alkalmas a legaldbb 1%-ban jelenlévé D- (vagy L) aminosav
kimutatdsara a 99%-ban jelen 1évé L- (vagy D) aminosav mellett.

1992-1993-ban a godteborgi Chalmers University Analytical and Marine Chemistry tanszékén folytattuk
vizsgalatainkat, és hatdroztuk meg kilonbozé fehérjetartalmu régészeti leletek D- és L-aminosav tartalmat
nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal. Ugyanez az intézet 1994-1995-re rendelkezésiinkre bocsajtott
egy folyadékkromatogréfot, mellyel elkezdett vizsgalatainkat be tudtuk fejezni. Természetesen dsszehasonlitd
vizsgdlatokat végeztiink az ioncserés oszlopkromatogréfids és a nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
modszer kozott. Harom kiilonb6zé koru csontminta esetében (a kort radiokarbon médszerrel hataroztak meg)
kapott vizsgalataink eredményeit az 5. tdbldzat tartalmazza.

A tablazat adataibdl lathatd, hogy a két modszer kdzott az azonossag megfeleld, tehat a két modszerrel
kapott eredményeket egyitt lehet értékelni a csont koranak meghatarozasara létrehozott hitelesité gorbék
szerkesztésekor. Mivel a HPLC médszer sokkal konnyebben kivitelezhetd, mint az IEC-s, ezért amennyiben egy
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HPLC rendelkezésre all, mindenképpen azt kell alkalmazni. Ezért mi is vizsgalataink nagyobb részét az el6-
26 fejezetben leirt HPLC-mddszerekkel végeztiik, azok kozil is elényben részesitettiik az OPA/TATG mddszert.
Amennyiben azonban nem all rendelkezésre folyadékkromatograf, vagy szabad kapacitas mutatkozik az ami-
nosav analizatoron, az IEC modszer (ilyen esetben) elényosen alkalmazhaté.

A mm’ta An?ht'ka' A D/L aranyok a kiilonb6z6 aminosavakra
kora (év) | modszer
Phe Asp Ala lle Val
IEC 0,6 04 0,2 - -
1.15.600
HPLC 0,6 04 0,2 - -
IEC - - 0,4 0,1 -
2.38.450
HPLC - - 0,4 01 -
3.46.900 IEC - - 0,5 0,1 -
HPLC - - 0,5 0,1 -

5. tdbldzat. Az ioncserés oszlopkromatogrdfids (IEC) és nagyhatékonysdgu folyadékkromatogrdfids (HPLC) méd-
szerrel eltéré koru csontmintdkbdl meghatdrozott D/L ardnyok kiilonbdzé aminosavakra

Eredmények

Hitelesit6 gorbe a kormeghatdrozdshoz

Az analitikai mddszerek kivalasztasa és kidolgozasa, valamint a felmeriilé hibak korrigaldsa utan lehetett
hozzafogni a kiilonb6zd régészeti leletek koranak meghatarozasahoz. Az aminosavak racemizacidjan alapuld
modszernél kilonos tekintettel kell lenni a hémérsékletre, azokra a hémérsékleti viszonyokra, melyen a minta
keresztiilment az él6 szervezet pusztuldsa utan napjainkig. Mivel az évezredek alatt végbemené hémérsékleti
véltozasokat, h6mérsékleti ingadozasokat csak kozelitéleg ismerjik, csak becsilni tudjuk a racemizacios (illet-
ve epimerizacios) folyamat sordn a reakcié hémérsékletét, annak pontos meghatarozasara (egyes szélséséges
viszonyoktdl eltekintve, pl. az 6cedn mélye) nincs lehetdség.

E ténybdl kiindulva kellett megoldast keresni arra, hogy az ismeretlen minta Osszetételét valamilyen
modon egy mas kormeghatarozasi modszerrel megismert kort minta 6sszetételéhez lehessen hasonlitani,
Ugyelve arra, hogy az ismert és az ismeretlen kord minta lehet6leg azonos vagy igen hasonlé el6élet( legyen.
A legfontosabb szempont itt az volt, hogy a minta milyen talajmélységbdl (hémérséklet) és milyen talajtipus-
bol (pH) kertilt elé, hiszen a racemizaciéds folyamatokat elsésorban a hémérséklet és a pH befolydsolja.

Fentiek miatt hazédnk kilonb6z6 muzeumaibdl 6sszegyujtéttiink mintegy 150 darab csontmintat, melyek-
nek korat elézetesen radiokarbon moédszerrel meghataroztdk. A mintegy 150 darab, radiokarbon modszer-
rel mar meghatarozott kord csontmintabol 24 analiziseinek eredményeit hat D- és L-aminosavra a 6. tdbld-
zat tartalmazza. Ez a hat aminosav fel6leli azt a tartomanyt, amelyben az aminosavak racemizacidjat, illetve
epimerizaciojat alkalmazni lehet a kormeghatarozasra, hisz tartalmazza a leggyorsabban (His, Phe) és a leglas-
sabban (lle, Val) racemizal6d6 aminosavakat. A tobbi vizsgalt aminosavat az attekinthet6ség kedvéért a tabla-
zat nem tartalmazza.
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A minta kora radiokar- Az aminosavak D/L aranya
bon maddszerrel (év)
His Phe Asp Glu Ala lle Val
2.200 0,1 - - - - - -
2.800 0,2 0,1 - - - - -
3.110 0,2 0,1 - - - - -
3.240 0,2 0,1 - - - -
4.630 0,3 0,2 0,1 - - - -
5.460 0,3 0,2 0,1 - - - -
6.850 0,4 0,3 0,2 0,1 - - -
11.200 0,6 04 0,3 0,1 0,1 - -
12.400 0,7 0,5 0,3 0,1 0,1 - -
15.600 - 0,6 0,4 0,2 0,2 - -
18.600 - 0,7 04 0,2 0,2 - -
20.200 - 0,7 0,5 0,2 0,2 - -
22.600 - - 0,5 0,3 0,2 - -
25.400 - - 0,6 03 0,2 - -
28.600 - - 0,6 0,3 0,3 - -
30.400 - - 0,6 0,3 0,3 - -
32.500 - - 0,7 04 03 0,1 -
36.900 - - - 0,4 0,4 0,1 -
44.600 - - - 0,5 0,5 0,1 -
46.800 - - - 0,5 0,5 0,1 -
54.300 - - - 0,5 0,5 0,2 0,1
62.200 - - - 0,6 0,6 0,2 0,1
65.000 - - - 0,6 0,6 0,2 0,1
72.400 - - - - 0,7 0,2 0,1

41

Roviditések: His = hisztidin, Phe = fenilalanin, Asp = aszparaginsav, Glu = glutaminsav, Ala = alanin, lle =

izoleucin, Val = valin.

6. tdbldzat. A radiokarbon korhoz tartozé D/L aminosav ardnyok
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Aminosavak Felezési id6 (év)
Hisztidin 5.500
Fenilalanin 8.500
Tirozin 8.600
Aszparaginsav 13.500
Szerin 16.500
Treonin 17.000
Glutaminsav 28.500
Alanin 32.000
Izoleucin 110.000
Leucin 140.000
Valin 180.000

7. tdbldzat. Az aminosavak racemizdcios és
epimerizdcios felezési ideje Magyarorszdgrol
szdrmazd csontmintdkban

A tablazat adatai alapjan szamoltuk ki a kiilénb6zé aminosavak racemizacidjanak felezési idejét. A kapott
eredményeket a 7. tdbldzatban foglaltuk dssze. A tablazat adataibdl lathato, hogy a His a 2-12 ezer év, a Phe
a 3-20 ezer év, az Asp az 5-35 ezer év, az Ala pedig a 10-80 ezer év kdzotti mintdk kordnak meghatarozasara
alkalmazhaté. I1zoleucinnal a 30 ezer év, valinnal pedig az 55 ezer év feletti mintak kora hatarozhaté meg. 0,1-
nél kisebb, ill. 0,7-nél nagyobb D/L ardnyok a tablazatban nincsenek, mert a meghatarozas pontossdga ezeken
a hatarokon tul bizonytalan.

A kalibracios gorbéket szemlélve megallapithaté, hogy mindegyik goérbe gyakorlatilag linearisnak tekint-
heté a 0,1-0,5 D/L arany kozott, és ez a szakasz adja a legpontosabb eredményt a kormeghatéarozasra, hisz itt a
D-aminosav megfeleld, j6l mérheté koncentracidéban van jelen. A hitelesité gorbe 0,5 utan kezd el gorbiilni, és
ez a gorbilet 0,6 D/L arény folott mar bizonytalanna teszi a meghatarozast.

A racemizécié foka szerint az aminosavakat harom csoportba lehet sorolni. Az elsé csoportot alkotjk a gyors
racemizacios ideji aminosavak: tirozin, fenilalanin és hisztidin, melyeket a fiatal (5.000-50.000 éves) csontmin-
tak koranak meghatarozasara tudunk felhaszndlni. A masodik csoportba tartoznak azok az aminosavak, me-
lyek a 10.000-100.000 év kozotti csontmintdkra hasznalhatok. Ebbe a csoportba tartoznak az aszparaginsav,
glutaminsav, treonin, szerin, alanin, metionin, lizin és arginin. A harmadik csopotot alkoté6 aminosavak - valin,
izoleucin, leucin —az 50.000-100.000 évnél idésebb csontmintak kordnak meghatarozasara alkalmasak. Mindha-
rom csoportndl 3-5 hitelesité gorbével rendelkeziink, igy a csoporton belili atfedéseket biztositani tudjuk, s6t
egy-egy csontmintara esetenként 2-3 hitelesité gorbe adatait is fel tudjuk hasznalni a kor meghatérozasara.

A hitelesité gorbe alkalmazdsa a kormeghatdrozdsra

Miutdn megismertik a kilonb6zé kord csontmintdk D/L-aminosav ardnydnak id6fliggését, a modszer
alkalmassa valt a hitelesité gorbét alkoté mintdkhoz hasonlé koriilmények kdziil szarmazé ismeretlen koru
csontminta kordnak meghatdrozéasara. A hitelesité gorbe D/L aminosav aranyat hasonlitva az ismeretlen
minta D/L aminosav ardnydhoz, a minta kora a hitelesité gorbérdl leolvashaté. Egy ismeretlen minta ese-
tében 2-3 esetleg 4 aminosavat hasznalunk fel a kormeghatdrozasra, majd végul a kiilénbdzé aminosavak
alapjan kapott korokat atlagolva kapjuk meg az ismeretlen minta korat. Mindegyik mintara meg lehet azon-
ban taldlni azt az optimalis D/L ardnyt, amely a legjobb eredményt adja a korra. A tdbbi aminosav segit-
ségével meghatarozott kor az optimdlis D/L ardnybdl szamolt eredményeket megerdsitheti, vagy esetleg
megkérdéjelezheti. Pl. a tdblazatban szerepld, radiokarbon moédszerrel 11.200 évesnek meghatérozott koru
csontmintara a His, a Phe, az Asp és az Ala D/L aradnyai a kovetkezdk: 0,682, 0,473, 0,271 és 0,112. Ebben az
esetben a Phe és az Asp D/L aranyai javasolhatok a kormeghatarozasra, mert azok vannak az idealis tarto-
manyban, a hitelesité gorbe linearisnak tekinthetd részén, de a His és az Ala D/L aranya is értékes informdci-
ot szolgdltathat a kort illetéen.
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Természetesen elvégeztiik a kapott adatok statisztikai analizisét is. A csontminta ismert korat (Y) a D/L
aranyra (X,) ill. az In[(1+D/L)/(1-D/L)] (X,)-re vonatkoztatva négy aminosav (Phe, Asp, Ala, lle) esetében olyan
becsld egyenleteket kaptunk (Y = a + bX), melyekkel a korbecslés elvégezheté. Mind a nyolc regresszids
egyenletnél a determinacios koefficiens (r?) értéke tébb volt 0,99-nél. Mindegyik aminosav esetében azr,
nagyobb volt, mint 0,99, ami annak a kévetkezménye, hogy az X -t az X -bél szamoltuk. A regressziobol
szamolt eltérések szérasat (a becslés standard hibaja: syx) fel lehet hasznalni a korbecslés standard hibajanak
szamolasara.

Egy példan bemutatva a kalibracios gorbék hasznalatat az alabbi eredményeket kaptuk:

L-His: 0,0697mg, D-His: 0,0298 D/L His: 0,428

Kor a hitelesit6é gorbérol: 7.100 év; S.E. =337.
L-Phe: 0,0543 mg, D-Phe: 0,0138 D/L Phe :0,254

Kor a hitelesité gorbérdl: 6.950 év; S.E.=191.
L-Asp: 0,1346 mg, D-Asp:0,0245 D/L Asp :0,182

Kor a hitelesit6é gorbérol: 6.900év; S.E. = 465.

Tényleges kor: a harom szamitott kor atlaga: 6980 év. A kor S.E. értéke 202 év, és teljesen biztosak lehetiink
afeldl, hogy a vizsgalt minta kora 6554 és 7406 év kozott van.

Az aszparaginsav értékes informaciot adhat a kormeghatdrozast illetéen, amennyiben azonban az
aszparaginsavval meghatarozott érték nagyon eltéré a masik két aminosav segitségével kapottdl, célszer(l ek-
kor a His és a Phe D/L aranyara hagyatkozni, a kort a két aminosavbél szamolni, mert az Asp D/L aranya nem éri
el a 0,2-t és igy nem ad pontos eredményt a kormeghatarozasra.

Kovetkeztetések, a modszer hasznalhatésaga

Mivel az utdbbi idében az aminosav racemizéacion alapulé kormeghatérozast sok kritika érte, egy olyan
modszer kidolgozasara véllalkoztunk, melynek segitségével az aminosav racemizacion alapulé kor pontosab-
ba tehet6. A radiokarbon médszerrel meghatéarozott kord mintédk D- és L-aminosav tartalmat meghatarozva,
és a D/L aranyt dbrazolva a kor fliggvényében un. hitelesité gorbéket szerkesztettlink. Minden korra megta-
lalhaté az a hitelesité gorbe, melynek segitségével a legjobb kozelitést tudjuk adni a korra. 2-3 (esetleg 4)
aminosav egyuttes alkalmazasaval a kor pontosithatd, és egymastdl fiiggetlen mérések atlaga tekinthet6 a
minta tényleges koranak. A hitelesité gorbét alkalmazva kikiiszoboljiik a hdmérséklet és a pH okozta hibafor-
rasokat, viszont igy a médszert egy masik kormeghatarozasi médszer esetleges hibdjaval terheljik. Az ami-
nosav racemizacién alapulé kormeghatarozasi médszer természetesen abszolutta valik akkor, ha becsiiljik a
hémérsékleti viszonyokat, ebben az esetben ugyanis csak a mintaban [évé D/L aminosav arany az ismeretlen,
az 6sszes tobbi adat, igy a minta kora is a reakciésebességi egyenletbdl szamithato.

Mddszeriinket sikerrel alkalmaztuk Magyarorszagrol szarmazd csontmintdk esetén. A radiokarbon maéd-
szerrel és a kalibracios gorbéinkkel meghatérozott korok kozti kiilonbség elhanyagolhaté volt. Minden esetben
nagyon évatosan jartunk el mind a minta el6készitésnél, mind a hitelesité gorbe alkalmazasanal; tgyeltiink
arra, hogy az ismeretlen minta eredete hasonlé legyen ahhoz, mint amikbdél a hitelesité gorbét megszerkesz-
tettik, valamint vigyaztunk arra, hogy az el6készités |épései is teljesen hasonldak legyenek. Tisztaban vagyunk
a modszer gyenge pontjaival, és azzal, hogy a mddszer terhelt a radiokarbon mdédszer hibajaval. Eredménye-
ink mégis bizonyitjdk a mddszer hasznalhatdésagat, megbizhatdésagat. Médszerlinket csak nagyon évatosan
és fenntartassal javasoljuk alkalmazni mas kornyezeti korilmények kozott (hémérséklet, pH, talajosszetétel),
hisz ott masok a racemizacids viszonyok. Javasoljuk azonban, hogy eredményeinkre alapozva dolgozzon ki
mindenki a sajat kornyezetének megfelel6 kalibraciés gorbéket, ha azaminosav racemizacién alapulé kormeg-
hatarozast egyrészt alkalmazni akarja, masrészt pontosabbd akarja tenni.

Osszefoglalas

A fehérjék aminosav tartalma (D-aminosav is) meghatdrozasanak legfontosabb lépése a fehérjék hidrolizise.
A meghatdrozés sordn minden olyan Iépést keriilni kell, ahol jelentés mérték(i racemizacioé léphet fel, mert az a
D-aminosavak mennyiségét meghamisitand. Ezért a hagyomanyos médszerekhez képest egy uj, rovid ideig magas
hémeérsékleten végzett hidrolizis médszert dolgoztunk ki egyrészt a racemizacio lehetd legkisebb szintre szoritdsa,
masrészt az oxidaciora érzékeny aminosavak pontos meghatarozasa érdekében. A médszer lényege a 170 °C-on 30
percig 6M s6savval végzett hidrolizis, mely a fehérjét minimdlis racemizaciéval hidrolizalja aminosavakra.
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Ezt kovetéen két mddszert hasonlitottunk 6ssze az a-aminosav enantiomerek szétvalasztasara és megha-
tarozasara. Az els6 mddszer szerint o-ftalaldehiddel (OPA) és az optikailag aktiv 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-B-
glikopiranoziddal torténé szarmazékképzés utan forditott fazisu folyadékkromatografidval hataroztuk meg a
D-aminosavakat. A szarmazékképzés soran a reakcié szobahémérsékleten, néhany perc alatt lejatszédik, és a
kapott szarmazékok igen stabilak. A képzett diasztereoizomerek szelektivitasa — a lizin és az ornitin kivételével
- kllonosen jonak mondhaté. A szarmazékok fluoreszcencias gerjesztési és emissziés maximuma 342 és 410
nm volt. A kimutathatosag hatara fluoreszcens detektor esetén 2 pmol, elektrokémiai detektor esetén pedig 1
pmol volt az aminosavak tobbségére.

Ezutan kiprébaltuk az o-aminosav enantiomerek szétvédlasztdsara és meghatarozasara, valamint az
iminosavak szelektiv meghatarozasara az 1-(9-fluorenil)etil kloroforméttal torténd szarmazékképzés utan ka-
pott szarmazékokat forditott fazisu kromatografidval. Rendkivili elénye az alkalmazott eljarasnak az, hogy a
reagens mindkét enantiomerjének (+FLEC és -FLEC) hasznalataval megné a csucsok azonositasanak megbiz-
hatdsaga, mivel a reagens masik enantiomerjével végezve el a szarmazékképzést, megvaltozik a diasztereomer
szarmazékok elucids sorrendje. A D- és az L-hidroxiprolin cisz- és transz médosulatat a modszerrel tokéletesen
el lehet valasztani egymastol.

Mindkét médszer segitségével meghataroztuk a szabad aminosavak valamint a fehérjék racemizaciodjét a
folyadék- és gazfazisu hidrolizis soran, valamint elvégeztiik néhany ismert kord csontminta D- és L-aminosav
tartalmanak meghatarozasat.

Miutén kidolgoztuk az igen alacsony szint(i racemizaciot okozé fehérjehidrolizis médszeriinket, hazénk k-
16nb6z6 intézményeibdl 6sszegyUjtottiink mintegy 100 darab fosszilis csontmintat, melyek korat korabban a
Debreceni ATOMKI-ban radiokarbon médszerrel meghataroztak. Meghataroztuk ezen mintak D- és L-aminosav
tartalmat szdrmazékképzés utan forditott fazisu folyadékkromatografidval. Ezt kovetéen a D- és L-aminosav
mennyiségébdl meghatdroztuk a D/L ardnyokat, melyeket dbrazolva az idé fliggvényében un. kalibraciés gor-
béket szerkesztettlink. Ezutan a kalibraciés gorbéket hasznaltuk ismeretlen csontminta koranak meghataroza-
sara, miutan meghataroztuk annak D- és L-aminosav tartalmat. Mivel az aminosavak racemizaciojat nemcsak
az él6 szervezet halala utan eltelt id6, hanem a talaj hémérséklete, pH-ja, nyomelemtartalma és egyéb mas
kortilmények is befolyasoljak, a radiokarbon keltezésre, mint abszolit mddszerre torténd kalibralassal a kor-
nyezet okozta racemizacios hibédkat ki tudtuk kiiszobolni.

A D- és az L-aminosavak analizise utan kitlint, hogy a kormeghatarozasra leginkdbb az aldbbi aminosa-
vak alkalmasak, mert egyrészt nagyobb mennyiségben fordulnak elé még a 100.000 évnél idésebb csontok-
ban is, masrészt pedig viszonylag kdnnyUl éket HPLC-vel meghatarozni: hisztidin, fenilalanin, aszparaginsav,
glutaminsav, alanin, izoleucin és valin. Vizsgalataink sordn meghataroztuk ezen aminosavak racemizacios fe-
lezési idejét, és ettdl fliggéen a kormeghatarozas szempontjabol az aminosavakat kiilénb6zé csoportokba
tudtuk osztani. A hisztidin a fenilalanin és az aszparaginsav alkalmas az un. fiatalabb mintak koranak becslésére
(2-35.000 év), a glutaminsav és az alanin a 10-80.000 év kozotti mintakra, mig az izoleucinnal és a valinnal a
30.000-450.000 év kdzotti mintak kora becsilhetd.

Elemeztiik a kidolgozott médszer pontossagat is. Megallapitottuk, hogy 6-10.000 év kozotti mintaknal
egy aminosav hasznalata esetén a médszer pontossaga £500-600 év, tobb aminosav hasznalata esetén pedig
+200-300 év.
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New method for the age determination of fossilized bones based
on amino acid racemization

JANOS CSAPO

When using to traditional protein hydrolysis, racemization was 1,2-1,6 times as high as that obtained at
high temperatures (160-180 °C), under conditions ensuring total hydrolysis of the protein. This lower degree of
racemization may be explained by the fact that, at high temperatures, the protein hydrolyses more rapidly into
free amino acids and the racemization of free amino acids is considerably slower that of amino acids bound
in polypeptides. Therefore high temperature hydrolysis (at 160 °C for 45 to 60 minutes, at 170 °C for 30-45
minutes and 180 °C for 30 minutes) are recommended for those who would like to hydrolyse the protein for
short times and to determine the degree of racemization occurring in the polypeptide chain, but do not wish
to use enzyme hydrolysis.

After developing protein hydrolysis method with low racemization, a method has been developed to
determine the age of fossil bone samples based on amino acid racemization (AAR). Approximately one hundred
fossil bone samples of known age from Hungary were collected and analysed for D- and L- amino acids. As the
racemization of amino acids is affected by temperature, pH, metal content of the soil, and time passed since
death, these factors were eliminated by comparing the estimated age to age determined by the radiocarbon
method. Determining the D- and L- amino acid contents in samples of known age, determining the half life of
racemization, and plotting the D/L ratio as a function of time, calibration curves were obtained. These curves
can be used for the age estimation of samples after determining their D- and L- amino acid content. The D/L
ratio for 2 to 3 amino acids was determined for each sample and the mean value of estimated ages based on
calibration curves was considered to estimate age of the fossil samples.
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