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Enzymy to biatka, bedace katalizatorami proceséw zachodzacych w organizmach zywych.
Hydrolazy stanowia grupe¢ enzymoéw, katalizujagcych rozcigcie wigzan chemicznych w procesie
hydrolizy. Ich dziatanie mozna przedstawi¢ ogélnie jako: AB + H,O — A-H + B-OH. Z kolei,
glikozydazy sa podgrupa hydrolaz i charakteryzuja si¢ tym, ze katalizuja hydroliz¢ wigzania
glikozydowego. Wigzanie glikozydowe jest wigzaniem, ktore tworzy cukier z inng czasteczka
organiczng, np. drugim cukrem (oligo- i polisacharydy), aminokwasem (glikoproteiny), lipidem
(glikolipidy), aming (kwasy nukleinowe), kwercetyng (rutyna), itp. Wtasciwe dziatanie glikozydaz
jest kluczowe dla funkcjonowania zywych organizmow. Uposledzona aktywnos$¢ ludzkich
glikozydaz powoduje powazne dysfunkcje, zwane lizosomalnymi chorobami spichrzeniowymi,
wynikajgce z nagromadzenia niezdegradowanych czastek o charakterze glikozydow w lizosomach.
Monitorowanie aktywnosci glikozydaz jest wigc kluczowe dla szybkiej i wiasciwej diagnozy tych
schorzen. Monitorowanie aktywno$ci glikozydaz ma tez priorytetowe znaczenie w rdéznych
gateziach przemystu i medycyny. Przykladowo, podstawa produkcji biopaliw z biomasy jest
kontrola aktywnos$ci B-glukozydazy, enzymu hydrolizujgcego wigzanie 1,4-B-glikozydowe w
celulozie.

Celem moich badan jest zaprojektowanie, przygotowanie oraz badanie aktywnoSci
fluorescencyjnych wskaznikow aktywnosci B-glikozydaz, ocena mechanizmu dzialania tych
znacznikow 1 w efekcie znalezienie czutej, selektywnej, powtarzalnej i aplikacyjnej metody
monitorowania  aktywnos$ci  B-D-glukozydazy,  B-D-glukouronidazy i  N-acetylo-B-D-
glukozaminidazy.

Fluorescencyjne wskazniki aktywnosci enzymow zwykle zawieraja w swojej strukturze
fluorofor, zwigzany z czasteczka o charakterze chiralnym, co zapewnia im dopasowanie do
enzymu. W wyniku dzialania enzymu uwalniany jest fluorofor i dlatego aktywno$¢ enzymu jest
Scisle skorelowana z rosngcg intensywnoscig sygnatu w widmie fluorescencji. Zaprojektowane
przez nas wskazniki sa odpowiednimi B-D-glikozydami, w ktorych aglikon stanowi barwnik
fluorescencyjny, wykazujacy zjawisko wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu w stanie
wzbudzonym (ang. Excited-state intramolecular proton transfer, ESIPT). Dziatanie takiego
wskaznika bedzie polegato na tym, ze w trakcie hydrolizy wigzania glikozydowego uwalniany
bedzie fluorofor, ktéry w stanie wzbudzonym N* przeksztalca si¢ do formy tautomerycznej T*.
Przesunigta ku czerwieni emisja formy T*, ze znacznym przesuni¢ciem Stokesa, postuzy nam jako
sygnat analityczny do monitorowania postepu hydrolizy enzymatycznej. Fluorofory ESIPT majg te
przewage nad aktualnie stosowanymi znacznikami, 4-metyloumbeliferonem i fluoresceing, ze ich
przesunigta jest ku czerwieni fluorescencja nie pokrywa si¢ z tlem, pochodzagcym od probki
biologicznej. Poza tym, takie fluorofory nie sa podatne na reabsorpcj¢ i mozliwe jest dla nich
wyznaczenie liniowej zaleznosci intensywnosci fluorescencji od st¢zenia w szerokim zakresie
stezen. Sposrod fluoroforow ESIPT wybratam 4’-podstawione pochodne flawonolu (2-fenylo-3-
hydroksychromen-4-onu), ktoére be¢da posiadaty grupy elektronoakceptorowe (fluoro, chloro,
cyjano) oraz grupy elektronodonorowe (metoksy, dimetyloamino). Dwa inne fluorofory bedg 2-
furan-2-ylo i 2-tiofuran-2-ylo pochodnymi 3-hydroksychromen-4-onu. Takie spektrum fluoroforow
umozliwi mi wybranie najefektywniejszego. Zsyntezuje te fluorofory i dobiore warunki pomiarowe
w celu uzyskania jak najlepszej] wydajnosci kwantowej fluorescencji. Nastepnie, zsyntezuje
glikozydy tych fluoroforow, okresle warunki monitorowania ich enzymatycznej hydrolizy, zbadam
kinetyke tych reakcji 1 zaproponuj¢ rozwigzania majace na celu uproszczenie metodyki i
wzmocnienie efektu dziatania badanych wskaznikow. W celu zwigkszenia skuteczno$ci |
odtwarzalnosci metody bede testowal rozne rozwigzania, z ktorych najwazniejszym bedzie
wzmocnienie fluorescencji w oparciu o zjawisko MEF (ang. Metal Enhanced Fluorescence).

Bioragc pod uwage powyzsze aspekty, rezultatem mojego projektu bedzie opracowanie
wysoce czulej, selektywnej i powtarzalnej metody monitorowania aktywnosci B-glukozydazy, B-
glukuronidazy i B-N-acetyloglukozaminidazy. Zaproponowany dobor fluoroforow umozliwi tez
wnioskowanie 0 mechanizmie dziatania testowanych fluoroforow jak réwniez o mechanizmie
dziatania badanych glikozydaz. Opracowana metodyka bedzie mogla by¢ stosowana do
monitorowania aktywnos$ci innych enzyméw hydrolitycznych.



