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Chiralnos$¢ jest wtasciwos$cia asymetrii wazna w kilku gateziach nauki. Stowo chiralnosé pochodzi od
greckiego xeip (kheir), ,,reka”, znanego przedmiotu chiralnego.

Obiekt lub uktad jest chiralny, jesli mozna go odr6zni¢ od jego lustrzanego odbicia; to znaczy, ze nie mozna
go na to odbicie natozyé. Lustrzanego odbicia obiektu achiralnego, takiego jak kula, nie mozna odréznié od
obiektu. Obiekt chiralny i jego lustrzane odbicie hazywane sg enancjomorfikami (po grecku ,,formy
przeciwne”) lub, w odniesieniu do czasteczek, enancjomerami. Obiekt niechiralny nazywany jest
achiralnym (czasami takze amfichiralnym) i mozna go natozy¢é na swoje lustrzane odbicie.

Termin ten zostat po raz pierwszy uzyty przez Lorda Kelvina* w1893'r. w drugim wyitadzie Roberta Boyle'a
wygtoszonym w Junior Scientific Club Uniwersytetu Oksfordzkiego, opublikowanym w 1894 .
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Ludzkie dionie sg prawdopodobnie najbardziej powszechnie znanym przyktadem chiralnosci. Lewa reka
jest nienaktadalnym lustrzanym odbiciem prawej reki; bez wzgledu na to, jak zorientowane sa obie rece,
niemozliwe jest, aby wszystkie gtéwne cechy obu rak pokrywaty sie we wszystkich osiach.

*William Thomson, 1-szy baron Kelvin (1824-1907), zostat nobilitowany w 1892 r. w uznaniu jego osiggnie¢ w termodynamice

i sprzeciwu wobec irlandzkiej zasady wewnetrznej, stajac sie baronem Kelvinem. L
Wikipedia



Zrédta chiralnosci
(w sensie istnienia chiralnych molekut

Jesli chodzi o chiralnos¢, aminokwasy i
cukry mozna pestrzegac€ jako pochodne
metanu, CHa.

Chiralnaosc¢ wystepuie we wszystkich skalach
materii, od czgstek elementarnych po wasy
ogorka, od srub po galaktyki spiralne, w
uktadach zywych i nieozywionych.

[Chem. Scc. Rev. 2022, 51:3436-3476]

OH

L-Amino acid

p-Amino acid

Phys. Rev. E, 2017, 95, 032407

Aminokwasy proteinogenne i cukiy naturalhe sa

zwykle wymieniane jako L-aminokwasy i D-cukry, D ard L Configuration of Carbohydrates
zgodnie z deskryptorami wprowadzonymi rzez

Emila Fischera [Chem. Soc. Rev. 2022, 51:3436- H. _O H\ _0
3476]. Wszystkiec aminokwasy sa chiralne, z ~Cc~* cC~

wyjatkiem glicyny, ktérej taiicuch boczny io H.
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Alternatywnie, deskryptory stereochemiczne (R) (od tac. OH on the right OH on the left
rectus = prawy) i (S) (od tac. sinister = lewy) sg uzywane do
opisu absolutnej konfiguracji stereocentrum (zwykle D-sugar L-sugar
chiralnego atomu wegla). Nie bedziemy sie tym zajmowac.
Wikipedia

https://www.chemistrysteps.com/d-and-I-sugars/
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DR. NICOLA TAZZINI: W 1906 roku rosyisko-amerykanski chemik Martin André Rosanoff, pracujacy wowczas na
Uniwersytecie Nowojorskim, wybrat aidehiyd glicerynowy, monosacharyd, jako standard do oznaczania
stereochemii weglowodandw i innych c¢zasteczek chiralnych, stosujac system nazewnictwa znany obecnie pod
nazwg konwencja Fischera-Rosanoffa lub konwencja Rosanoffa lub system D-L.

Poniewaz Rosanoff nie znat konfiguracji absolutnej aldehydu glicerynowego, przypisat w sposéb catkowicie
arbitralny:

* przedrostek D od tacinskiego dexter, oznaczajacego ,,prawy”, do (+)-gliceryny, enancjomeru prawoskretnego,
zaktadajgc w ten sposoéb, ze konfiguracja w projekcjach Fischera byta taka, jak z grupa hydroksylowa (—OH)
przytaczong do ¢entrum chiralnego po prawej stronie czasteczki;

 przedrostek L., od tacinskiego laevus, oznaczajacego ,,lewy”, do (-)-aldehydu glicerynowego, enancjomeru
lewoskretinego, zaktadajac w ten sposdéb, ze konfiguracja w projekcjach Fischera byta taka, jak z grupa
hydroksylowa przyiaczona do centrum chiralnego po lewej stronie czasteczki.

Chociaz Fischer odrzucit ten system nazewnictwa, zostat on powszechnie zaakceptowany i zastosowany do
uzyskania wzglednych konfiguracji czasteczek chiralnych. Konwencja Fischera pozwala na podzielenie
czasteczek chiralnych, takich jak aminokwasy i monosacharydy, na dwie klasy, znane jako serie D i serie L, w
zaleznosci od tego, czy konfiguracja grup wokét centrum chiralnego jest powiazana z konfiguracja D-aldehydu
glicerynowy czy L-aldehydu glicerynowy. System D-L nie okresla znaku rotacji Swiatta spolaryzowanego liniowo
spowodowanego przez chiralng czasteczke, ale po prostu koreluje konfiguracje czasteczki z konfiguracja

aldehydu glicerynowego.
https://www.tuscany-diet.net/2020/08/18/fischer-rosanoff



Projekcja Fischera

W 1891 roku Hermann Emil Fischer, niemiecki chemik, laureat Nagrody Nobla w dziedzinie chemii w 1902 roku,
opracowat systematyczna metode dwuwymiarowego przedstawiania czgsteczek chiralnych, tzw. projekcje

Fischera lub wzory na projekcje Fischera.

Pomimo tego, ze sa to struktury dwuwymiarowe, projekcje Fischera zachowuja informacje o stereochemii
czasteczek i chociaz nie odzwierciedlaja tego, jak czasteczki moga wyglgdac¢ w roztworze, sg nadal szeroko
stosowane przez biochemikéw do definiowania stereochemii aminokwasow, weglowodanow, kwasow
nukleinowych, terpendéw, sterydéw i innych czasteczek o znaczeniu biologicznym.
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Rozwazajac czagsteczke z pojedynczym
centrum chiralnym, np. atom wegla, do
rysowania projekcji Fischera, struktura
tetraedryczna jest obracana tak, ze dwie
grupy sa skierowane w dot, podczas gdy
dwie grupy sa skierowane w gore.

W projekcji Fischera wigzania poziome sa
wigzaniami wychodzacymi przed
ptaszczyzna, a wigzania pionowe sa
wiazaniami za ptaszczyzna.

https://www.tuscany-diet.net/2020/08/18/fischer-rosanoff






Z pojeciem chiralnosci zetkneliSmy sie juz w Wyktadzie 7, cho¢ z uzyciem nazwy “optycznie ¢zynny” a
nie “chiralny”.

OPTICAL ROTATORY DISPERSION AND CIRCULAR DICHROISM

H. Eyring, H.-C. Liu, and 2. Caldwell
Chemical Reviews, 68, 525-540 (1968)

Istniejg pewne substancje, dla ktorych ptaszczyzna polaryzacii przepuszczanego
Swiatta spolaryzowanego liniowo bedzie sie cbracac. Substancje te okresla sie
jako optycznie czynne. Zjawisko to zostaio odkryte przez Arago dla kwarcu (ciata
statego) w 1811 r. i Biota dia cieczy w 1815 r. i jest powszechnie nazywane
skrecalnoscig optyczna. W pomiarach skrecainosci optycznej przez ptaszczyzne
polaryzacji rozumie sie piaszczyzne wyznaczong przez wektor elektryczny i
kierunek propagacii.
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Possible chemical and physical scenarios towards biological homochirality

Quentin Sallembien, Laurent Bouteiller, Jeanne Crassous, Matthieu Raynal
Chem. Soc. Rev. 2022, 51:3436-3476

Homochiralnos¢ zycia odnosi sie do faktu, ze Natura wybrata okreslong recznosc*.
Homochiralnos¢ to fascynujacy aspekt biologii ziemskiej: wszystkie organizmy zywe skiadaja
sie z L-aminokwasoéw i D-cukréow w tak duzym stopniu, ze wystepowanie czasteczek zycia o
odmiennych konfiguracjach (np. B-aminokwasow) jest postrzegane jako osobliwosé.

Homochiralnos¢€ i zycie sg ze soba tak Scisle powigzane, Ze wystepowanie homochiralnosci w
Naturze uwaza sie za imperatyw stereochemiczny.

Pojedyncza chiralno$¢ czasteczek biologicznych w biologii ziemskiej rodzi wiele pytan co do jej
pochodzenia.

Biologiczna Homochiralnos¢ {BH)

*ang. Handedness. uzywane np. w odniesieniu do pojec leworecznosc, praworecznos¢
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Pomimo obszernej literatury pojawienie sie homochiralnosci biologicznej (BH) pozostaje zagadka. Kluczowe
punkty tego zawitego tematu mozna podsumowac¢ ‘w hastepujacy sposob: jak, kiedy i gdzie pojawita sie
pojedyncza chiraino$¢ i ostatecznie doprowadzita ¢io pojawienia sie zycia (patrz rysunek powyzej). Idagc tym
tropem, kwestia powstania pierwotnego cdchylenia chiralnego wydaje sie krytyczna (ramka ,,jak?” na rysunku).

Dodatkowe podstasvowe wyzwania, takie jak pozaziemskie lub ziemskie pochodzenie czasteczek prekursoréw
zycia (ramka ,,9dzie?”), mechanizm(y) propagacji i wzmacnhniania pierwotnego odchylenia chiralnego (ramka ,jak
2?" ) oraz szlaki chemiczne/biologiczne prowadzace do funkcjonalnych czasteczek o znaczeniu biologicznym
to kluczowe aspekty umozliwiajace zaproponowanie wiarygodnego scenariusza.

Sekwencja czasowa pomiedzy homochiralnoscig chemiczng, BH i pojawieniem sie zycia to kolejny
skomplikowany punkt (ramka ,,kiedy?”).

Stowniczek: PVED=parity-violating energy difference; SMSB=spontaneous mirror symmetry breaking; Viedma ripening=a reliable
crystallisation method to reach single chirality; Soai reaction= the alkylation of pyrimidine-5-carbaldehyde with diisopropylzinc; part #

refers to sections in this review

Chem. Soc. Rev. 2022, 51:3436-3476




Richard A Rosenberg, Electrochirogenesis: The Possible Role of Low-Energy Spin-
Polarized Electrons in Creating Homochirality, Symmetry, 11:528/1-13 (2019)

niskoenergetyczne elektrony spolaryzowane spinowo,
ktére moga promowac chemie enancjoselektywna

Podstawy:

Elektrochirogeneza zajmuje sie indukcja chiralnosci przez

spolaryzowane elektrony, z ktérych te o niskiej energii (<15

eV) sg uwazane za najbardziej skuteczne. ‘

linear polarized laser radiation 4w

Science 2011, 11, 528

Oddziatywanie elektronow spolaryzowanych wzdtuznie
(longitudinally spin-polarized electrons, SPE od ang. spin-

polarized electrons) od dawna uwazane jest za mozliwy iz slecirons ranamiiisd
okreslony mechanizm tworzenia nieréwnowagi chirainej by gy oo
(nadmiaru enancjomerycznego, e od ang. an enantiomeric i f ¥ 4
excess) poprzez ich interakcje z racemiczna mieszaning / / /
chiralnych czasteczek. Chociaz elektrony spolaryzowane /» /
spinowo nie sa czgsitkami chiralnymi, eiektrony
spolaryzowane podtuznie 3 chiralne, poniewaz podczas e / X /
propagacji kresla spiralna Sciezke. Kierunek wirowania / / /
okresla Srubowosé. &
W artykule oméwiono najhowsze postepy w zrozumieniu roli “N" ”N“ N"“ it e
niskoenergetycznych SPE w tworzeniu ee w zespole gold substrate
czasteczek chiralnych zaadsorbowanych na powierzchni. g

Schemat opisujacy monowarstwe dsDNA jako filtr spinowy. Niespolaryzowane elektrony sa wyrzucane
ze ztotego podtoza przez liniowo spolaryzowane swiatto. Wiekszo$¢ elektronéw przesytanych przez
DNA jest spolaryzowana z ich spinem ustawionym antyréwnolegle do ich predkosci. Elektrony, ktére
nie sa przesytane, sag wychwytywane przezDNA i tunelowane z powrotem do uziemionego podtoza w
okresie czasu miedzy dwoma impulsami laserowymi.



Kazda forma promieniowania jonizujacego (fotony, elektrony lub jony) oddziatujiaca z ciatem
statym spowoduje wytworzenie elektronow. Elektrony pierwotne sg emitowane bez utraty
energii, ale wiekszos¢ elektronow traci energie w wyniku licznych zderzen. Powstale elektrony
wtorne (SE) maja bardzo niska energie, w zakresie 0-10 eV, jak wida¢ na typowej krzywej
rozkiadu energii pokazanej na rysunku. Ogolnie rzecz biorac, elektrony sg niespolaryzowane, ale
wysoki stopien polaryzacji mozna osiagnac, jesli materiat jest ferromagnretyczny. Dyskusja na
temat sposobu osiggniecia tego celu jest zbyt skomplikowana, aby ja tutaj przedstawi¢. Pomiary
z uzyciem czystego zelaza i promieniowania synchrotronowego o energii 110 eV wykazaty
polaryzacje siegajaca 45%.

Intensity (arb.units)

.
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Kinetic energy (V)

Krzywa wydajnosci elektronéw wtérnych permalloju po wzbudzeniu promieniami rentgenowskimi o energii
1190 eV. Permalloj to magnetyczny stop niklu i zelaza zawierajacy okoto 80% niklu i 20% zelaza.

PRZYPOMNIENIE: 1 electron volt = 1.60217662 x 10'° dzuli; Ferromagnetyzm to podstawowy mechanizm,
dzieki ktéremu pewne materiaty (takie jak zelazo) tworza magnesy trwate lub sa przez nie przyciggane.

wikipedia Symmetry 2019, 11, 528



Rentgenowska Spektroskopia Fotoelektronow (XPS, X-ray Photoelectron Spectroscopy)

Poniewaz znana jest energia XPS
promieniowania rentgenowskiego o
okreslonej dtugosci fali i poniewaz
mierzone sa energie kinetyczne
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emitowanych elektronéw, energie wigzania 2s P Outer Hemisphere
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instrumentalny wspétczynnik korekcji,
ktéry uwzglednia kilka eV cddanej energii
kinetycznej przez fotoelektron, gdy jest Electron
on emitowany z prébki i absorbowany Retardin
przez detektor. g
Lenses

Mult:channel
Detector

Typowe widmo XPS to wykres liczby
elektronow wykrytych przy okreslone;j
energii wiazania. Kazdy pierwiastek
wytwarza zestaw charakterystycznych
pikéw XPS. Piki te odpowiadaja Electron
elekironowi konfiguracja elektronéw w Collection
atomach, np. 1s,2s, 2p, 3s itd. Liczba

Extraction Lenses

Wykrytych elektronéw w kazdym piku jest - | Lenses
bezposrednio powiazana z iloScia

pierwiastka w objetosci probkowania U
XPS. e



Mechanizm selektywnos$ci spinowej indukowanej chiralnie (CISS): jesli chiralne czgsteczki zostang
zaadsorbowane na powierzchni, mogg dziatac jako filtr spinowy dla poczatkowo niespolaryzowanych
elektronow wtérnych, wytwarzanych przez padajgce promieniowanie jonizujgce. Jesli na tej warstwie
zaadsorbowane zostang dodatkowe czgsteczki chiralne, wowczas SPE powinny indukowac chiralno-
specyficzne reakqe w tych dodanych czasteczkach. Rysunek przedstawia schematyczny diagram
eksperymentu majgcego na celu przetestowanie tego pomystu.

CISS=Chiral-Induced Spin Selectivity EpIChIO"ohydl In
(S)

%f?% AN
(\)>\/C' |

Dysocjacja epichlorehiydryny

indukowana przez elektrony o
niskiej energii wytwarza anion
chloru zwigzany z neutralnym
rodriikiem (ECH-CI)e

X-ray

Schematyczny diagram przedstawiajacy, w jaki sposob elektrony wtdrne Au wytwarzane przez napromienianie
promieniami rentgenowskimi stajg sie spolaryzowane spinowo, z ich spinami ustawionymi antyrownolegle do ich
predkosci i indukujg chiralng selektywng chemie w zaadsorbowanej (R) - lub (S) -epichlorohydrydrynie (CsHsCIO, Epi).
Wtorng reakcje indukowang elektronami monitorowano poprzez Sledzenie zmian w widmach rentgenowskiej

spektroskopii fotoelektronéw (XPS, X-ray photoelectron spectroscopy) Cl 2p.
Angew. Chem. Int. Ed.,54:7295-7298, 2015
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Widimo widmo XPS C 1s o wysokiej rozdzielczosci, pokazujgce intensywnos¢
wybijania elektronéw w orbitalu 1s atomu wegla w funkcji energii wigzania
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Angew. Chem. Int. Ed.,54:7295-7298, 2015

Badanie, czy niskoenergetyczne elektrony wtérne,
wytwarzane przez napromienianie promieniami
rentgenowskimi ztotego podtoza, oraz

przenoszone przez chiralna monowarstwe, indukuja
enancjomeryczna selektywnga chemie w
zaadsorbowanej warstwie “adlayer”. Aby to
przetestowaé, (R) - lub (S) -epichiorohydryrie (CsHsCIO,
Epi) zaadsorbowano ria samoorganizujace;j sie
monowairstwie dsDNA o dtugosci 70 par zasad

Widma XPS zaréwno prébek czystego Au, jak i
AuldsDNA zarejestrowane przed i po natozeniu Epi.
Charakterystyczne piki obserwuje sie przy 84 eV (Au
4f;:2), 200 eV (C! 2p), 285 eV {C 1s) i okoto 532 eV (O 1s).
Widma XFS bez naiozcrego Epi sa koloru czerwonego,
z natozonym Epi — Koloru czarnego. Widma dla prébek
bez DNA sa pckazane na rysunkach a - ¢, a z dsDNA na
rysunkachd - f.

0 natozeniu Epi na czyste ztoto nowe piki sie pojawiaja
w widmach: C 1s (286,4 eV) i O 1s (532,7 eV) (rys. a). Dla
Epi zaadsorbowanego na ztocie pokrytym dsDNA te
same piki pojawiajg sie przy energii wigzania wyzszej o
0,5 eV (rys. d). Dwa atomy wegla w Epi sa zwigzane z O,
podczas gdy drugi jest zwiazany z Cl, wiec mozna sie
spodziewaé, ze dwa chemicznie przesuniete piki C 1s
bytoby widaé. Jednakze przesuniecia chemiczne C-Cl i
C-0 sa w przyblizeniu takie same i wynosza 1,3-1,4 eV,
wiec obserwuje sie tylko jeden pik. Tlen jest zwigzany
tylko z weglem, wiec w rzeczywistosci istnieje tylko
jeden pik O 1s. Rysunki b, ci e, f, pokazuja szczego6ty z
rysunkoéw a i d, odpowiednio.

Dane byty uzyskane przy uzyciu promieni rentgeno-
wskich o energii 740 eV.
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Podczas naswietlania zaadsorbowanego Epi
zaobserwowano istotne zmiany w widmach C
1s, O 1si Cl 2p XPS. Poniewaz w podtozu
znajduja sie rowniez C i O, skoncentrowano
sie ha monitorowaniu zmian piku CI 2p.

Dla kazdego ukfadu uzyskano serie wigm
XPS. Rysuiek przedstawia serie 41 widm C
2 XPS dla S-EEpi/DNA, w funkcji czasu
naswietlania promieniami rentgencwskimi o
energii 740 eV. Giéwny pik widoczny przy
energii wigzania 200,65 eV pochodzi od
nieprzereagowanego Epi. Promieniowanie
rentgenowskie wytwarza zdysocjowany ClI
(fotoliza) zwigazany z podtozem, z energia
wiazania nizszg o 2 eV niz w EPI nieprzere-
agowanym.

Czas pomiedzy kolejnymi widmami wynosi 86
sekund. Wstawka pokazuje zanik
znormalizowanego obszaru piku Cl 2ps. w
funkcji czasu (czerwone kropki) z
dopasowaniem funkcji wyktadniczej (linia

ciagta).

Kinetyka fotolizy Cl obserwowana dla
S-Epi/DNA jest inna niz dla R-Epi/DNA, ale
autorzy nie pokazali szczego6tow.

Angew. Chem. Int. Ed.,54:7295-7298, 2015



TrwatoS¢ homohiralnosci biologicznej wskazuje, ze procesy syntezy biomolekut sa specyficzne pod
wzgledem chiralnosci substratow.

Chiral-Selective Aminoacylation of an RNA Minihelix

Koji Tamura and Paul Schimmel
SCIENCE, 305:1253-1253 (2004)

Chiral-selective aminoacylation of an RNA minihelix: Mechanistic features
and chiral suppression

Koji Tamura and Paul R. Schimmel
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:13750-1375

N2

(20086)

Wykazano, ze chiralnosé cukiow tworzacych minihelise RNA o strukturze spinki do wioséw (D-ryboza
lub L-ryboza) decyduje czy aminokwas zatadowany o RNA na etapie przed wiaczeniem do nowego
peptydu jest prawo- czy lewo-skretny.

Principles of chemical geometry underlying chiral selectivity in RNA
minihelix aminoacylation

Tadashi Ande, Shunichi Takahashi and Koji Tamura

Nucleic Acids Research, 46:11144-11152 (2018)

Aminoacyiowanie to proces dodawania grupy aminoacylowej do zwigzku.

Aminoacylacja RNA jest pierwszym etapem syntezy biatek i dlatego ma kluczowe znaczenie dla
przejScia od domniemanego Swiata RNA do zycia opartego na biatkach.

Aby zbada¢ selekcje chiralnga w aminoacylacji RNA, zaczeliSmy od minihelisy RNA, ktéra ma forme

domeny w tRNA, ktéra zawiera miejsce przytaczenia aminokwasu.
[Science, 305:1253-1253 (2004)]
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Schemat reakcji aminoacylowania zastosowany w tej pracy.

Minihelise* (oparta na sekwencji tRNA*2z E, coli), oligonukleotyd mostkujacy, i 5'-[**C] L-Ala-p-dTsdA. (5’-aminoacylo-p-(dT)e
(dA)2) zmieszano razem w celu przeniesienia reszty aminoacylowej z 5'-fosforanu dT oligonukleotydu do grupy 3'-hydroksylowe;j A,
gdzie dT i dA'oznaczaja odpowiadnic deoksytymine i deoksyadenozyne; ,,aa” oznacza aminokwas, czyli w celu uzyskania
nieenzyimatycznej aminoacylacji minihelisy?®.

Minihelise™® hybrydyzowano* poprzez iednoniciowy koniec 3' z oligonukleotydem 5'-aminoacylofosforanowym. [Oligonukleotyd
aminoacylofosforanovy przypomina wspotczesne systemy, ktére wykorzystuja mononukleotydy 5'-aminoacylofosforanowe
(adenylany).] Hybrydyzacje te uzyskano poprzez oligonukleotyd mostkujacy (szablon), ktéry uzaleznit reakcje od matrycy.

Aminoacylowanie byto $cisle specyficzne dla 3'-OH, najprawdopodobniej dlatego, ze w wydtuzonej helisie Watsona-Cricka
kompleksu hybrydyzacyjnego 3'-OH jest blizej (niz 2'-OH) reszty 5'-aminoacylowej oligonukleotyd aminoacylofosforanowy. Tutaj
cecha, ktéra moze by¢é wazna przy okreslaniu chiralnej selektywnos$ci aminoacylowania, jest wigzanie wodorowe pomiedzy grupa
aminowa Ala i tlenem fosforanowym koncowej adenozyny minihelisy*=,

*W biologii molekularnej hybrydyzacja to zjawisko, w ktérym jednoniciowe czgsteczki kwasu Koii T d Paul R. Schi |
dezoksyrybonukleinowego (DNA) lub kwasu rybonukleinowego (RNA) przytaczaja sie do Sg;EﬁrgErgO%n 12?;_12'530(2'&@;3 ’
komplementarnego DNA lub RNA (wikipedia). PNAS 103, 13750-13752 (2006)



L-Ala D-Ala Reaction
A

(Gora) Analiza PAGE aminoacylowania minihelisy zmieszanej z

r N/ & N\ Time oligonukleotydem mostkujagcym i 5’-[**C]-labeled-L- or D
0 10 20 30 0 10 20 30 (min) alanyl-p-dTsdA.. (PAGE=polyacrylamide gel electrophoresis =
elektroforeza w zelu poliakryloamidowym — technika szeroko
F * # <= Ala*-minihelix stosowana w biochemii, biologii molekularnej, biotechnologii itp.,
Sl o stuzgca do rozdzielania makroczasteczek biologicznych,
(D-ribose) najczesciej biatek lub kwaséw nukleinowych, ze wzgledu na ich

ruchliwos¢ elektroforetyczng).

* A'a*"p'dTedAz . .

D-deoxyribose) W chwili “zero” mamy 5’-[**C]L-Ala-p-dTsdA:, ale nie ma L-Ala-

( y minihelix. Potem pojawia sie rosngca ilo§¢ L-Ala-minihelix. Dla
D-Ala reakcja praktycznie “nie idzie”.

L-Ala D-Ala

30 (min) 30 (min) _ (Do6f) To samo co na gorze, ale z L-ribose RNA.

o R 2 i

. < Ala*-minihelix
(L-ribose)

ZsyntetyzowaliSmy 5’-[**C]L-Ala-p-dTesdA; and 5’-[**C]D-Ala-p-dTsdA: i stwierdziliSmy, ze wydajnos¢
tworzenia [**C]L-Ala-minihelix przewyzszata wydajnosé tworzenia [**C]D-Ala-minihelix w stosunku
okoto 4 :1 (gérny rysunek i rys. A na nhastepnym slajdzie).

PrzygotowaliSmy takze sktadniki RNA o przeciwnej chiralnosci i przetestowaliSmy zaréwno L-, jak i D-
aminokwasy. Naturalne czasteczki RNA zawieraja wytacznie D-ryboze. ZsyntetyzowaliSmy
oligonukleotyd fosforanu aminoacylu, oligonukleotyd mostkujacy i minihelix??, z ktérych wszystkie
zawieraja L-ryboze.

Minihelix*?, olikonukleotyd mostkujacy i albo 5’-[**C]L-Ala-p-dTsdA. albo 5’-[**C]D-Ala-p-dTsdA. (oba
zawierajace L-deoksyryboze) potaczono i analizowano pod kagtem aminoacylowania minihelisy*?,
Tworzenie [**C]D-Ala-minihelix przewyzszato tworzenie [*C]L-Ala-minihelix (rysunek dolny). Stosunek
[“*C]L-Ala-minihelix do [**C]D-Ala-minihelix oszacowano na 1:3.6, co jest mniej wiecej odwrotnoscia
tego, co okreslono, gdy uzyliSmy RNA zawierajgcego D-ryboze.

Koji Tamura and Paul R. Schimmel,
SCIENCE 305, 1253-1253 (2004)
PNAS 103, 13750-13752 (2006)



A synthetic molecular system capable of mirror-image genetic
replication and transcription

Zimou Wang, Weiliang Xu, Lei Liu and Ting F. Zhu
Nature Chemistry 8, 698-704 (2016)

W przewazajacej mierze homochiralna natura zycia pozestawita zagadke, czy mogty
rowniez istnie¢ systemy biologiczne bedgce lustrzanym odbiciem, oparte na
chiralnie odwréconej wersji maszynerii molekularnej. Tutaj podajemy, ze dwa
kluczowe etapy centrainego dogmatu biologii molekularnej, kierowana na matryce
polimeryzacja DNA i transkrypcja do RNA, moga by¢ katalizowane przez chemicznie
syntetyzowanag polimeraze D-aminokwaséw na matrycy L-DNA. ZwrociliSmy sie do
najmniejszej znanej polimerazy DNA, polimerazy X wirusa afrykanskiego pomoru
sSwin sktadajacej sie ze 174 reszt (ASFV pol X).

Pokazalismy, ze dwie chiralnie lustrzane wersje ASFV pol X moga dziata¢ w
mieszaninie racemicznej bez znaczacego enancjomerycznego hamowania
krzyzowego swojej aktywnosci. Ponadto wykazaliSmy, ze funkcjonalnie aktywny L-

DNAzym mozna wytwarzaé enzymatycznie przy uzyciu polimerazy D-aminokwasu.
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ASFV pol X' = 174-resztowa polimeraza wirusa afrykanskiego pomoru swin X
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Dwa chiralnie lustrzane systemy polimerazy z syntetycznym L- i D-ASFV pol X.
a, Wydtuzanie startera kierowane na matryce przez L-polimeraze na matrycy D-DNA i jego system odbicia lustrzanego,
wydtuzanie startera kierowane na matryce przez D-polimeraze na matrycy L-DNA.
b, Chemicznie zsyntetyzowany i ztozony L- i D-ASFV pol X, jak rowniez oczyszczony rekombinowany L-ASFV pol X ze szczepu E.
coli BL21(DE3)pLySs, analizowano za pomoca 15% SDS-PAGE (barwionej srebrem) za pomoca frakcja niezwigzanych segmentéw
peptydowych obserwowana w syntetycznym markerze L- i D-ASFV pol X.M.
¢, widma CD syntetycznego L- i D-ASFV pol X. Krzywe CD usredniono z trzech niezaleznych pomiaréw i odjeto tto.

Z. Wang, W. Xu, L. Liu and T. F. Zhu, Nature Chemistry 8, 698-704 (2016)
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Ukierunkowarie na szablon przedtuzenie startera syritetycznym L-ASFV pol X (system naturalny) i D-
ASFV po! X (system lustrzanego adbicia) w 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 20 mM MgCI2, 1 mM DTT, 50 mM
KCI, z odpowiednimi starterami, matrycami i dNTP D- i L-DNA, inkubowane przez maksymalnie 4
godziny w 37°C °C i analizowano za peinoca 20% PAGE w 8 M moczniku.

PokazaliSmy, ze zaréwno system naturalny, jak i system odbicia lustrzanego wydtuzyt odpowiednie
startery o dtugosci 12 nukleotydéw (12 nt) do petnej dtugosci 18 nt w okoto cztery godziny (ryc. 2a).
Jednakze ilosciowo okreslona wydajnos$¢ polimeryzacji uktadu odbicia lustrzanego, przy zmierzonej
wartosci kobs (obserwowana szybkos$¢ reakcji, okreSlona na podstawie szybkosci zanik starteréw)
wynoszacy 3,3 + 0,3 h™, okazat sie nizszy od naturalnego (ko»s = 6,0 + 0,8 h™), a czeSciowe zatrzymanie
w pozycji +1 nt zaobserwowano zarowno w przypadku startera naturalnego, jak i systemy lustrzanego
odbicia. DoszliSmy do wniosku, ze wiele r6znic w czystosci L- i D-aminokwaséw, matryc D i L-DNA,
starterow i dNTP moze przyczynia€ sie do réznic w obserwowanej szybkosSci reakcji. Rzeczywiscie, w
widmach HPLC i CD zaobserwowano réznice w czystosci dostarczanych na rynku D- i L-DNA.



racemizacja i jej zastosowanie w datowaniu

utrzymanie homochiralnosci aminokwasoéw i cukréw w komorkach wymaga
aktywnego metabolizmu komoérkowego

Racemization of Amino Acids in Nature

Jeffrey L. Bada
Interdisciplinary Science Reviews, 7, 30-46 (1982)

Aminokwasy w organizmach zywych sg optycznie czynne. Jednakze, gdy biclogicznie
syntetyzowane aminokwasy zostang wyizolowane z proceséw biochemicziiych, ktére zachowuja
ich aktywnos$é optyczna, reakcje racemizacii stopniowo przeksztatcaig aminokwasy w optycznie
nieaktywna mieszanine. Ik

L —aminoe acid <> D-—=amino acid
k.

Racemizacja aminokwasow na Ziemi ma wazne zastosowania i implikacje. Do oszacowania wieku
skamielin i metabolicznie stabilnych biatek* w zywych ssakach mozna wykorzystaé¢ powolna

racemizacje aminokwaséw w tych materiatach.

W.chemii, niieszanina racemicznz2 fub racemat to taka, ktéra ma réwne ilosci lewo- i
prawoskretnych enancjomeréw chiralnej czasteczki.

Metoda geochronrologii skalibrowanej racemizacji aminokwaséw (AAR, amino acid racemization) jako
narzedzie datowainia zostata opracowana dzieki wysitkom Bady i wspétautorow w 1972 r., zwtaszcza w
zastosowaniu do kosci czwartorzedowych. Obejmuje zakres czasowy od ~20 lat wstecz do co najmniej 3
miliondw iat temu, a zatem ma zastosowanie przez caty okres czwartorzedu az do poéznego pliocenu.
Ardith D. Bravenec, Karen D. Ward and Timothy J. Ward, Journal of Separation Science 41, 1849-1506 (2018)

*Nie ma haset encyklopedycznych ,biatka stabilne metabolicznie”. Jednak termin ten spotykamy w niektorych
publikacjach, m.in. w abstrakcie powyzszego artykutu Bady.



Jeffrey L. Bada and Roy A. Schroeder, Amino Acid Racemization Reactions and their Geochemical
Implications, Naturwissenschaften 62:71-79 (1975)

0Ogdlna reakcje racemizacji aminokwasow mozna zapisa¢ jako

k;
L - D
k;
gdzie L oznacza L-aminokwas, D oznacza D-aminokwas, a ki ozhacza stata szybkosSci
pierwszego rzedu dla wzajemnej konwersji enancjomerow L i D. Stata szybkosci pierwszego
rzedu dla racemizacji wynosi 2ki. Wyrazenie na szybkos¢ reakcji pokazanej powyzej to

_____ \\g,) LT Niejednorodne rownanie rozniczkowe o
y =k i [ L] K:‘ [ ) ] statych wspétczynnikach

co, biorac pod uwage, ze [L.]+[D]=cecinst = Cy, jest rownowazne

d|L]
+2k.|L|=k.C
dt 1[ ] 1 0
co po scatkowaniu daje 1+D/L
In| X212 | — constant =2 k.t (1)
1-D/L

gdzie t oznacza czas, a D/IL ozhacza stosunek enancjomeréw aminokwaséw. Stata integracji
hie wynosi zero, poniewaz poczgtkowo moga wystepowacé mate ilosci enancjomeru D, a
takze niewielka iloS¢ racemizacji ma miejsce w procedurze izolowania podczas etapu
hydrolizy kwasowej. Powyzsze rOwnanie jest rownaniem kinetycznym odwracalnej reakcji

plerwszego rZQdU- J. L. Bada and Roy A. Schroeder, Naturwissenschaften 62, 71-79 (1975)



Racemization of aspartic acid T A ASPARTIC ACID B |

and phenylalanine in the /o

sweetener aspartame at 100°C / I 18

Marcus F. Boehm and Jeffrey L. / ~

Bada, PNAS 81, 5263-5266 (1984) / o v e
o !

Kinetyka racemizacji kwasu asparaginowego / -
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Aspartam - organiczny zwiazek chemiczny, e
ester metylowy dipeptydu Asp-Phe. Na o
produktach spozywczych oznaczany jest o'i AN AR 0-Q——=010— | L,__,___, o , : r

kodem E951. Equal to jedrnia z marek 0 40 80 40 80 120
aspartamu w USA. HOURS

Zmniejszenie spozycia cukru przez lucdzi zaleca sie z wielu powodéw, a prawdopodobnie najbardziej
przekonujgcym jest zapobieganie prochrnicy zebow i otytosci. Jednak wysitki majace na celu znalezienie
substytutu cukru nia ogot nie zakonczyty sie sukcesem. Niedawno nowa substancja stodzgca, aspartam, ester
metylowy dipeptydu L-aspartyio-L.-fenyloalaniny, zostata zatwierdzona przez Agencje ds. Zywnosci i Lek6w jako
substytut cukru w hiektérych produktach spozywczych i napojach.

W roztworze wodnym aspartam rozktada sie do diketopiperazyny. WykazaliSmy, ze reszty aminokwasowe w
diketopiperazynach sa bardzo podatne na racemizacje zarowno przy obojetnym, jak i zasadowym pH. Poniewaz
obecnos¢ aminokwasow D w diecie cztowieka moze mie€ roznorodne konsekwencje, wiele z nich

ktére sa stabo poznane, wazne bytoby ustalenie szybkosci racemizacji kwasu asparaginowego i fenyloalaniny w
aspartamie i jego produkcie rozktadu diketopiperazyny. W zwigzku z tym zbadaliSmy kinetyke racemizacji
kwasu asparaginowego i fenyloalaniny w roztworach aspartamu ogrzewano w temperaturze 100°CipH4i 7.

Szybkos¢ racemizaciji przy pH 4 jest powolna i podczas normalhego stosowania aspartamu nie powinna
wystgpié zadna zauwazalna racemizacja kwasu asparaginowego i fenyloalaniny.



Opracowano metody separacji, ktore wymagaja mniejszej probki i nie wymagaja derywatyzacji. Na przyktad
CE-MS (elektroforeza kapilarna — spektrometria mas, capillary electrophoresis-mass spectrometry) zostata
zastosowana do podstawowego rozdziatu i wykrywania mieszanin D/L aminokwasow z ludzkich kosci przy
uzyciu gotej kapilary ze stopionej krzemionki i 18-korona kwasu (+)-tetrakarboksylowego-6 jako chirainy CE
BGE. Elektroferogramy jonéw* wykonane ta metoda przedstawiono na rysunku ponizej, Poniewaz ta metoda
CE-MS jest prawie 1000 razy bardziej czuta niz datowanie radioweglowe, wymagana jest tylko niewielka ilosé
prébki kosci w poréwnaniu z iloScig zuzywana przez technike HPLC.
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*intensywnose¢ sygnatu
obserwowana przy wybrane;j
wartosci m/z rejestrowana jako
funkcja czasu elektroforezy.

(BGE=background electrolyte,
CE BGE background electrolyte
do CE)

Elektroferogram jonowy =
Elektroferogram utworzony
poprzez wykreslenie
intensywnos$ci sygnatu
obserwowanego przy
wybranej warto$ci m/z lub
zestawie wartosci w serii widm
mas zarejestrowanych jako
funkcja czasu elektroforezy.

Krzywa kalibracji D/IL uzyskana gtéwnie z koSci Homo sapiens datowanych weglem “C. Wstawka pokazuje
odpowiednie elektroferogramy jonow izomeréw D i L kwasu asparaginowego. The results show a strong linear
correlation (R? = 0.99) between the DIL ratio of aspartic acid and the age of the Homo sapiens bone. Jest to
spodziewane dla stosunku D/L opisanego przez odwracalna reakcje pierwszego rzedu (cytujg Anal. Chem. 2011,

83, 7577-7581, ale tam nie ma na to dowodu).

J. Separation Sci., 41, 1849-1506 (2018); Anal. Chem., 85:11211-11215, 2013
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