STRESZCZENIE

Glikozydazy naleza do duzej grupy enzymoéw, ktére katalizujg hydrolize wigzania
glikozydowego, powodujac rozpad oligosacharydéw, glikokoniugatéw i innych gliko-
zylowanych molekut. Wtasciwe dziatanie glikozydaz jest niezbedne dla funkcjonowania
zywych organizmoéw 1 dla licznych zastosowan glikozydaz w réznych dziedzinach nauki i
przemystu.

Celem moich badan byto zaprojektowanie, przygotowanie oraz zbadanie wskaznikoéw
aktywnosci B-glikozydaz, ocena mechanizmu ich dziatania i w efekcie znalezienie czulej,
selektywnej, powtarzalnej i aplikacyjnej metody monitorowania aktywno$ci réznych
glikozydaz. Cel ten zostal osiggnigty poprzez badania oddziatywan [-glikozydaz z
nowoczesnymi sondami, sktadajacymi si¢ z chiralnej czesci glikozydowej, ktora ze wzgledu na
swoja unikalng struktur¢ i dopasowanie do miejsca aktywnego enzymu zapewnita wysoka
selektywno$¢ metody. Zaprojektowane sondy wykorzystuja zjawisko wewnatrz-
czagsteczkowego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym (ESIPT). Taka fluorescencja jest
niewrazliwa na reabsorpcje ze wzgledu na znaczne przesunigcie Stokesa. Dzigki temu
zaprojektowana metoda jest odtwarzalna na poziomie pomiaréw fluorescencji i mniej podatna
na rozpraszanie §wiatta w metnych probkach biologicznych.

Jako ESIPT fluorescencyjne sondy wybratam 2-podstawione pochodne 3-hydroksy-
chromen-4-onu, w tym 4’-podstawione pochodne flawonolu. Ich glikozylowanie prowadzitam
za pomoca odpowiedniego bromku (rzadziej chlorku) glikozylu w uktadzie dwufazowym
(CH2CI2/H20) w obecnosci KoCOs i TBAB jako katalizatora przeniesienia fazowego.
Otrzymane w ten sposob glikozydy poddawatam reakcji O-deacetylowania.

Na wstepie dobratam warunki pomiarowe, wykonujac widma absorpcji 1 fluorescencji
niezwigzanych glikozydowo fluoroforow. Na tym etapie oraz na etapie prowadzenia
enzymatycznej hydrolizy stosowatam rézne podej$cia majace na celu wzmocnienie fluo-
rescencji: ekstrakcje do DCM, dodatek BSA, fluorescencj¢ wzmocniong metalem (MEF).
Kluczowym etapem realizacji projektu doktorskiego byto poddanie zystezowanych glikozydow
dzialaniu glikozydazy 1 przeprowadzenie enzymatycznej hydrolizy, w trakcie ktorej uwalniany
byt odpowiedni fluorofor. Szerokie spektrum aglikonéw umozliwito mi przeprowadzenie
badan poréwnawczych kinetyki hydrolizy enzymatycznej sond w réznych pH, w tym
fizjologicznym. Zbadatam tez wplyw 4’-podstawnika flawonolu na szybkos¢ i mechanizm
hydrolizy. Dziatanie zaproponowanych wskaznikow zostato zweryfikowane dla réznych

glikozydaz: B-D-glukozydazy, B-D-glukuronidazy i N-acetylo-p-D-glukozaminidazy.



