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Wykaz skrotéow i akroniméw

3-MTPITC Izotiocyjanian 3-metylotiopropylu
4-MTBITC Izotiocyjanian 4-metylotiobutylu
AITC Izotiocyjanian allilu
BITC Izotiocyjanian benzylu
DAD Detektor z matryca fotodiodowg
DMBA 7,12-Dimetylobenz(a)antracen
DIM 3,3-Diindolilometan
DNA Kwas deoksyrybonukleinowy
EITC Izotiocyjanian etylu
FLD Detektor fluorescencyjny
GC Chromatografia gazowa
GLS Glukozynolany
GSH Glutation zredukowany
GST S-Transferazy glutationowe
HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa
HDAC Deacetylaza histonowa
I3AA Kwas indolilo-3-octowy
ISACN Indolo-3-acetonitryl
13C Indolo-3-karbinol
ITC Izotiocyjaniany
MITC Izotiocyjanian metylu
MS Spektrometria mas
NFkB Jadrowy czynnik transkrypcyjny kB
NAC N-Acetylo-L-cysteina
NCN Narodowe Centrum Nauki
NMR Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego
PEITC Izotiocyjanian fenyloetylu
5
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1. Streszczenie

Izotiocyjaniany (ITC) iindole powstajgce w wyniku hydrolizy glukozynolanéw obecnych
w roslinach z rodziny Brassicaceae wykazujg wysokg aktywnos$¢ biobdjczg w stosunku do fitofagéw
stanowigc alternatywe dla syntetycznych pestycydow. Zaliczane sg takze do najwazniejszych
zywieniowych substancji przeciwzapalnych i przeciwrakotworczych. Pomimo wielu zastosowan
dotychczas brakowato metod analitycznych umozliwiajacych ich rutynowe oznaczanie.

Zaproponowana w pracy doktorskiej metodyka oznaczania indoli wykorzystuje technike SPE na
etapie wzbogacania probki oraz technike HPLC-DAD-FLD na etapie wykonywania oznaczen ilosciowych
i jakosciowych. Przedstawione rozwigzanie daje mozliwos¢é oznaczania indoli wystepujgcych w roslinie
w szerokim zakresie stezen bez koniecznosci stosowania skomplikowanych metod wzbogacania probki.

Znany z doniesien literaturowych fakt powstawania koniugatow ITC
z N-acetylo-L-cysteing (NAC) w wyniku metabolizmu w organizmie ludzkim stanowit podstawe
do zaproponowania postepowania analitycznego polegajgcego na  derywatyzacji lotnych
i niestabilnych ITC do stabilnych ditiokarbaminianéw ITC-NAC na drodze reakcji ITC z NAC. Opracowanie
metody analitycznej wymagato przeprowadzenia syntezy wzorcow niezbednych do ustalenia
odpowiednich warunkéw analizy chromatograficznej oraz do wykonania oznaczen ilosciowych
i jakosciowych. Ustalono takze warunki reakcji derywatyzacji ITC i wzbogacania probki za pomocag
techniki SPE. Opracowane metodyki oznaczania ITC oraz indoli po etapie walidacji zostaty wykorzystane

do oznaczania zawarto$ci tych czgsteczek w materiale roslinnym.
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2. Abstract

Isothiocyanates (ITC) and indoles released during hydrolysis of glucosinolates present in the
plants of the Brassicaceae family exhibit high antibiological activity against phytophages constituting the
alternative to synthetic pesticides. They are also regarded as the most important nutritional, anti-
inflammatory and anticarcinogenic substances. Despite broad applicability, till now no analytical methods

have been available to enable their routine determination.

The methodology for determining indoles proposed in this dissertation uses SPE technique for
purification of plant extract and HPLC-DAD-FLD technique at the stage of quantitative and qualitative
analysis. This solution enables the determination of indoles present in plant material over a wide

concentration range without the need for complicated enrichment of the sample.

The proposed analytical procedure employed for the derivatization of volatile and unstable ITC to
stable conjugates of these compounds (dithiocarbamates) with N-acetyl-L-cysteine (NAC) mimics the ITC
metabolism occurring in human organism. The development of proposed analytical method required the
synthesis of ITC-NAC standards necessary to establish the appropriate chromatographic parameters and
to ensure both quantitative and qualitative analysis. The conditions for the ITC derivatization reaction
following the enrichment of plant samples using SPE have been also optimised. The developed methods
for determination of ITC and indoles after the validation stage have been used for the determination of

these phytochemicals in plant material.
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3. Wstep

Rosliny kapustowate sg uwazane za jedne z najstarszych roslin uprawianych przez cziowieka.
Odkrycia archeologiczne wskazujg na ich duze znaczenie w zywieniu juz w 5000 roku p.n.e. [1], natomiast
pierwsze wzmianki w zapisach pisemnych sg datowane na rok 1500 p.n.e. [2]. Rodzina kapustowatych
(Brassicaceae) nalezgca do rzedu kapustowcow (Brassicales) liczy okoto 375 rodzajow z 3200 gatunkami
roslin wystepujgcych gtownie w umiarkowanej i zimnej strefie klimatycznej. W Polsce rosnie ponad 100
gatunkéw tych roslin [3]. Niektére z nich sg uprawiane w celu pozyskania olejéw, jako warzywa [4] i pasze
[5]. Stanowig znaczng wartos¢ ekonomiczng ze wzgledu na szczegodlne wiasciwosci odzywcze, lecznicze

[6] oraz mozliwos¢ wykorzystania podczas stosowania ptodozmianu [7].
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Miejsce na Swiecie Panstwo Wielko$¢ upraw [tys. ton/rok]
1 Chiny 32266

2 Indie 8534

3 Rosja 3329

4 Korea Potudniowa 2434

5 Japonia 2357

6 Ukraina 2082

11 Polska 1022

Rysunek 1. Swiatowa produkcja warzyw uprawnych z rodziny kapustowatych w roku 2013
(FAOSTAT, 2016).

W Polsce do powszechnie uznawanych za jadalne roslin z rodziny kapustowatych nalezg

warzywa, takie jak kapusta, brokul, kalafior, brukselka, rzodkiew, rzepa oraz chrzan. Na rysunku 1
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przedstawiono $wiatowg produkcje roslin z rodziny kapustowatych w roku 2013 (FAOSTAT, 2016).
Niektére gatunki nalezgce do tej rodziny sg uprawiane jako rosliny ozdobne. Do znanych przedstawicieli
tej grupy nalezg lewkonia [8] oraz smagliczka [9]. Na $wiecie spotykane sg takze gatunki kapustowatych
niepozgdane z punktu widzenia gospodarki rolnej zarébwno w uprawach polowych, ogrodowych, jak
réwniez szklarniowych i takowych. Zaliczajg sie do nich chwasty, z ktérych najczesciej spotykane sg
tobotek polny oraz tasznik pospolity. Duze znaczenie dla swiata nauki ma rzodkiewnik pospolity
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) wykorzystywany w genetyce jako gatunek modelowy, podobnie jak

myszy czy muszka owocowa (Drosophilia melanogaster) w badaniach biologicznych.
4. Mechanizmy obronne roslin kapustowatych

Wszystkie rosliny wyksztatcity zespot mechanizméw wykorzystywanych do ochrony przed atakami
szkodnikéw. Te systemy obronne majg na celu przeciwdziatanie bgdz zniwelowanie skutkoéw ataku
fitofagdbw. Ujawniajg sie w postaci przystosowan morfologicznych badz fizjologicznych i mogg mieé
charakter bezposredni polegajgcy na oddziatywaniu miedzy rosling a zywigcym sie nig organizmem, bgdz
posredni polegajgcy na wspotpracy roslin z naturalnie wystepujgcymi organizmami drapieznymi lub

pasozytniczymi petnigcymi role naturalnych wrogéw roslinozercéw.

W przypadku roslin z rodziny kapustowatych szczegdlnie duze znaczenie odgrywajg
bezposrednie, fizjologiczne (chemiczne) mechanizmy unieszkodliwiania szkodnikow polegajgce gtownie
na syntezie niskoczagsteczkowych zwigzkéw organicznych okreslonych mianem metabolitéw wtérnych
[10]. Pierwotnie uwazano, ze metabolity wtérne sg to produkty uboczne przemiany materii i nie petnig
zadnej funkcji biologicznej, nie sg tez niezbedne do wzrostu i rozwoju organizmu [10]. Obecnie odchodzi
sie od tego twierdzenia, cho¢by z uwagi na fakt, ze w synteze tych zwigzkéw zaangazowanych jest wiele
tysiecy enzymow, ktore sg kodowane przez okoto 15-25% genomu roslinnego [11]. Rola niektorych
metabolitow wtoérnych wcigz nie jest znana, jednak wiekszo$¢ z nich petni funkcje repelentéw

zywieniowych, allelopatindw bgdz chemoatraktantow [12].

Do charakterystycznych dla roslin z rodziny kapustowatych metabolitbw wtérnych nalezg
glukozynolany (GLS). Do tej pory zidentyfikowano ponad 200 zwigzkéw nalezgcych do tej grupy.
W zalezno$ci od struktury fancucha bocznego, GLS dzieli sie na alifatyczne, aromatyczne lub indolowe.
Zwigzki te w formie pierwotnej nie wykazujg aktywnosci biologicznej w stosunku do szkodnikéw upraw,
jednak rosliny kapustowate wytworzyty specyficzny system glukozynolany-mirozynaza, ktéry umozliwia
przeksztatcenie GLS do szeregu czgsteczek wykazujgcych dziatanie antybiologiczne w stosunku do
szerokiego spektrum fitofagébw. Wytworzony mechanizm obronny wykorzystuje dziatanie enzymu
mirozynazy (B-tioglukozydaza, EC 3.2.3.1), ktéry ma zdolnos¢ katalizowania reakcji hydrolizy GLS. Proces
ten jest inicjowany dopiero w momencie uszkodzenia tkanki roslinnej, kiedy dochodzi do kontaktu enzymu

obecnego w komdrkach mirozynowych z GLS obecnymi w wakuolach komdrek roslinnych. Dzieki temu
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rozwigzaniu ro$lina posiada zdolnos$¢ punktowego uaktywnienia mechanizméw obronnych w miejscu
ataku szkodnika. Doktadny opis systemu glukozynolany-mirozynaza zostat zamieszczony w pracy
.Biofumigacja jako przyjazna $rodowisku technologia ochrony roslin” (zatacznik 1). Zostat on takze
rozszerzony i uzupetniony o nowe doniesienia literaturowe w pracy “The innovative exploitation of

Brassica vegetables in the health quality food production chain” (zatgcznik V).
5. Rosliny kapustowate w ochronie upraw

Fumigacja to sposdb zwalczania szkodnikéw i patogendw za pomoca trujgcych substancji
chemicznych stosowanych w formie dymu, pary lub gazu (fumigantéw). Powszechnie stosowane
w ochronie upraw syntetyczne fumiganty mogg mie¢ negatywny wptyw na srodowisko. Ponadto, liczne
doniesienia literaturowe wskazujg na pojawienie si¢ u niektorych szkodnikéw opornosci w stosunku do
wykorzystywanych srodkéw ochrony roslin. W zwigzku z tym coraz czesciej stosowane sg nowe,
przyjazne $rodowisku rozwigzania pozwalajace na skuteczne pozbycie sie fitofagéw przynoszgcych
ogromne straty w uprawach. Majgc na uwadze rosngcg swiadomos¢ spoteczenstwa co do szkodliwosci
stosowania syntetycznych srodkoéw ochrony roslin oraz skutecznos¢ dziatania zwigzkéw pochodzenia
naturalnego odchodzi sie od wuzywania syntetycznych fumigantdw na rzecz ich naturalnych

odpowiednikéw — biofumigantow.

Zdolnos¢ roslin kapustowatych do syntezy substancji, ktérych produkty hydrolizy wykazujg
dziatania biobdjcze w stosunku do fitofagow jest wykorzystywana w rolnictwie ekologicznym w procesie
biofumigacji. Najprostszg metodg dostarczania do ziemi sktadnikow aktywnych jest bezposrednie
rozprowadzenie i zaoranie roslin kapustowatych. Do tego celu wykorzystuje sie rozdrobnione rosliny, bgdz
czesci roslin stanowigce odpady poprodukcyjne. Przyktady zastosowania roslin kapustowatych na
potrzeby biofumigacji zostaty przedstawione w zataczniku I. MozZliwe jest takze stosowanie biopreparatéw
uzyskanych z roslin kapustowatych i stanowigcych zatezone roztwory naturalnych substancji aktywnych.
Badania nad opracowaniem takiego produktu byly prowadzone na Politechnice Gdanskiej w ramach
projektu ,Agrobiokap — wykorzystanie kapusty biatej na potrzeby fitoremediacji i biofumigacji gleby (UDA-
POIG.01.03.01-00-138/09-00)”. W wyniku przeprowadzonych prac uzyskano biopreparat wzbogacony
w indolowe produkty degradacji GLS, ktoéry wykazywat dziatanie przeciwgrzybowe poréwnywalne

z syntetycznymi fungicydami.

Indole oraz izotiocyjaniany (ITC) uwalniane w trakcie enzymatycznej hydrolizy GLS sg
odpowiedzialne za wysokg skutecznos¢ stosowania roslin kapustowatych w ochronie upraw przed
bakteriami, wirusami, grzybami, nicieniami i owadami. Doktadne informacje na ten temat zostaty
przedstawione w sekcji zatytutowanej ,Protection of field and crops” w zalgczniku V. Wyniki uzyskane
w ramach finansowanego przez NCN projektu badawczego ,Ocena jakoSci zdrowotnej poszczegdinych
czesci warzyw kapustowatych oraz poszczegdélnych faz ich rozwoju jako zZrodfa bioaktywnych

11
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fitozwigzkéw przy projektowaniu zywnoSci funkcjonalnej w tym suplementow diety (DEC-
2013/09/N/NZ9/0127)” wskazaty na duze zréznicowanie w skiadzie i zawartosci GLS oraz produktéw
rozpadu tych zwigzkéw w réznych czesciach roslin kapustowatych w réznych stadiach rozwoju (czes¢
z uzyskanych wynikéw zostata zamieszczona w zatgaczniku V). Ma to szczegodlne znaczenie w Swietle
badan przeprowadzonych w trakcie ostatnich lat, ktére wykazaty, ze wielkg wage w zwalczaniu
szkodnikéw upraw ma nie tylko ilos¢ uwolnionych produktéw hydrolizy GLS, ale takze odpowiedni sktad
jakosciowy tych zwigzkdéw, od ktdrego zalezy zdolno$¢ do zwalczania okreslonych szkodnikéw, gtebokosc

penetracji gleby i czas utrzymywania sie wysokiego stezenia substancji aktywnych w obrebie rosliny.

Z tego powodu nie bez znaczenia podczas projektowania technologii biofumigacyjnych jest
dobranie takiego gatunku badz czesci rosliny, ktére pozwalajg uzyska¢ duze ilosci ITC i indoli z matej
masy rosliny przy jednoczesnym zachowaniu skifadu tych zwigzkdéw cechujgcego sie wysokg

skutecznoscig biobodjczg w stosunku do fitofagow.

Dla pozyskania takich danych wazne jest zatem dysponowanie metodami instrumentalnymi
umozliwiajgcymi wykonywanie oznaczen zwartosci zwigzkéw bioaktywnych w roslinach w celu selekgciji
gatunkow i czesci charakteryzujgcych sie zdolnoscig uwalniania duzych ilosci najwazniejszych z punktu

widzenia ochrony roélin zwigzkdéw, takich jak ITC i indole.
6. Rosliny kapustowate w ochronie zdrowia

Do roku 1970 wigkszo$¢ badan nad roslinami kapustowatymi skupiata sie nad uzyskaniem
nowych odmian tych rodlin uzytecznych dla przemystu rolno-spozywczego oraz sposobami ich ochrony
przed atakami szkodnikéw. Pierwsze kliniczne i przedkliniczne badania wptywu diety zawierajacej rosliny
kapustowate sugerujgce hamowanie rozwoju nowotworéw przeprowadzono we wczesnych latach 70-tych
ubiegtego wieku [13, 14]. Kolejne badania przeprowadzane w latach 80-tych i 90-tych potwierdzity
odwrotng zaleznos$¢ pomiedzy spozyciem roslin kapustowatych a przypadkami rozwoju nowotworow jelita
grubego i odbytu, trzustki, piersi, ptuc i jajnika [15-20]. W latach 1990-2000 zintensyfikowano badania nad
mozliwoscig wykorzystania roslin kapustowatych w chemoprewencji. Sposréd wielu powstatych w tym
okresie prac bez watpienia przetomowe byty wyniki badan uzyskane przez grupe badaczy z John Hopkins
University pracujgcych pod kierownictwem prof. Talalay’a [21], ktére wykazaty, ze spozycie kietkéw
brokuta lub kalafiora powoduje silng indukcje enzyméw chronigcych przed rozwojem nowotwordw.
Zaobserwowano, ze kietki zawierajg od 10 do 100 razy wieksze ilosci glukozynolanu glukorafaniny
(z ktorej powstaje izotiocyjanian sulforafan) niz ma to miejsce w przypadku dojrzatych roslin i wykazujg
wysokg skutecznosé w zmniejszaniu liczby przypadkéw rozwoju nowotworu sutka u szczuréw poddanych
ekspozycji na 7,12-dimetylobenz(a)antracen (DMBA). W podsumowaniu autorzy stwierdzili, ze spozycie
matych ilosci kietkéw roslin kapustowatych moze skutkowaé silniejszg ochrong przed rozwojem
nowotwordw niz spozywanie duzych ilosci dojrzatych roslin. Badania przeprowadzone przez grupe prof.
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Talalay’a miaty ogromny wptyw na wykorzystanie roslin kapustowatych, a w szczegélnosci kietkow, na
Swiecie.

Od roku 2000 prace badawcze ukierunkowane sg na poznanie mechanizméw przeciwzapalnych
i przeciwnowotworowych stymulowanych przez czasteczki bioaktywne uwalniane z ro$lin kapustowatych.
Liczne doniesienia literaturowe wskazujg, ze to nie GLS, a jedynie wybrane produkty rozpadu tych
zwigzkéw posiadajg duzy potencjat prozdrowotny. Sposrod szerokiej gamy czgsteczek powstajgcych
w wyniku reakcji katalizowanej przez enzym mirozynaze, wysokg aktywnos$¢ biologiczng wykazujg ITC
oraz indole. Szczegdlng uwage zwrocono na zdolnos$¢ tych zwigzkéw do hamowania rozwoju stanu
zapalnego kontrolowanego przez czynnik transkrypcyjny NFkB [22, 23], indukowania enzymow
detoksykacyjnych regulowanych przez czynnik transkrypcyjny Nrf-2 [24], indukowania apoptozy komérek
nowotworowych [25, 26], na ich udziat w metabolizmie estrogendw [27] oraz inhibicji deacetylaz histonow
[28]. Aktywnos$ci biologiczne wybranych zwigzkéw indolowych oraz ITC przedstawiono w kolejnych

rozdziatach niniejszego opracowania.
6.1. Zwiazki bioaktywne roslin kapustowatych
6.1.1. Zwigzki indolowe

Warzywa kapustowate sg bogatym ZzZrdédtem zwigzkéw indolowych, takich jak fitoaleksyny oraz
GLS zawierajgce w tancuchu bocznym grupe indolowg. Zwigzki te sg wtérnymi metabolitami i petnig
funkcje odpowiednio fitohormondéw warunkujgcych wzrost rosliny lub endogennych prekursoréw
pestycydow o aktywnosci antybiologicznej. W przypadku GLS indolowych, np. glukobrassycyny, wskutek
uszkodzenia komorki roslinnej enzym mirozynaza powoduje rozpad indolilo-3-ylmetylo glukozynolanu
gtébwnie do indolo-3-karbinolu (I3C), ktéry ulega dalszym samorzutnym reakcjom do m.in.
3,3’-diindolilometanu (DIM). Wszystkie te produkty rozpadu sg elementem systemu autoochrony rosliny
przed fitofagami. Badania ostatnich kilkunastu lat pokazaty jednak, ze wspomniane pochodne indolowe
majg takze wazne znaczenie zdrowotne, przez co zaliczone zostaty do tzw. nutraceutykéw. Zwigzki te
ograniczajg wzrost i namnazanie sie komérek nowotworowych, stymulujg ich apoptoze, przyspieszajg

detoksykacje substancji kancerogennych oraz wspomagajg naprawe DNA [27, 29-31].

Kwas indolilo-3-octowy

Kwas indolilo-3-octowy (I3AA) jest jednym z najwazniejszych fitohormondw roslinnych nalezacych
do grupy auksyn. Za charakterystyczng ceche tych zwigzkédw mozna uznacé ich wielokierunkowy wptyw na
biologiczny rozwdéj rosliny. Pod wptywem auksyn nastepuje wzrost wakuoli oraz wydtuzenie komérek
spowodowane gtéwnie zwiekszong absorpcjg wody z otoczenia. Ponadto zwigzki te powodujg pobudzanie
podziatbw komorkowych, szczegdlnie w miejscach uszkodzenia tkanki roslinnej przyczyniajgc sie do
powstawania petnigcego funkcje ochronng kalusa. Od szybkosci syntezy auksyn zalezy takze szybkosé

wzrostu rosliny i owocow oraz zdolnosé rosliny do przystosowywania sie do zmian srodowiskowych,
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a takze odpowiedz na biotyczne [32] i abiotyczne czynniki sSrodowiskowe [33]. I3AA stuzy jako czgsteczka
sygnatowa niezbedna do rozwoju narzadéw roslin oraz koordynujgca wzrost [34]. Natomiast z punktu
widzenia ludzkiego zdrowia szczegodlnie cenna jest zdolno$é tego zwigzku do neutralizacji reaktywnych

form tlenu odpowiedzialnych za degradacje DNA oraz starzenie sie organizmu [35].

Indolo-3-acetonitryl

Indolo-3-acetonitryl (I3ACN) jest prekursorem do syntezy I3AA, przez co takze odgrywa wazng
role w rozwoju rosliny. Zwigzek ten powstaje w wyniku hydrolizy glukozynolanu glukobrassycyny albo
z tryptaminy, ktora jest syntetyzowana z tryptofanu [36]. Z punktu widzenia chemoprewenc;ji, szczegodinie
istotng role odgrywa zdolnos$¢ I3ACN do indukowania aktywnosci S-transferaz glutationowych [37], ktére
katalizujg reakcje potgczenia glutationu (GSH) ze zwigzkami elektrofilowymi, w tym ksenobiotykami
i umozliwiajg ich wydalenie z komérki. S-Transferazy glutationowe inaktywujg endogenne nienasycone
aldehydy, epoksydy lub nadtlenki, czyli reaktywne produkty stresu oksydacyjnego moggce spowodowaé

w komorce rozlegte uszkodzenia.

Indolo-3-karbinol i 3,3’-diindolilometan

W wyniku hydrolizy glukozynolanu glukobrassycyny katalizowanej przez enzym mirozynaze
oprécz indolo-3-acetonitrylu powstaje indolo-3-karbinol (I3C). Zwigzek ten czesciowo dimeryzuje do
3,3’-diindolilometanu (DIM) [38]. Oba zwigzki wykazujg szeroki zakres aktywnosci biologicznej
udokumentowanej in vitro na liniach komérkowych i w modelach zwierzecych, w duzej mierze podobny do
dziatania ITC. 13C i DIM wptywajg na aktywnos¢ enzymoéw | fazy metabolizmu ksenobiotykéw, powodujg
zatrzymanie cyklu komoérkowego, apoptoze komoérek nowotworowych, hamowanie angiogenezy
i przerzutowania [39, 40]. Szczegdlnie interesujgca jest zdolno$¢ I3C i DIM do zakfdcania szlakéw
sygnalizacyjnych receptoréw estrogenowych, ktére majg istothe znaczenie w pobudzaniu proliferacji

hormonozaleznych komérek nowotwordw piersi i szyjki macicy [41].

Aktywnos¢ 3,3’-diindolilometanu badano w modelach zwierzecych i zwigzek ten wykazywat
skuteczno$¢ przeciw nowotworom piersi, macicy, prostaty i okreznicy [42]. Przeciwrakotworcza aktywnosé
I3C wynika ze zdolnosci tego zwigzku do obnizania poziomu stresu oksydacyjnego [35], stymulaciji
procesow naprawy DNA i zmniejszania produkcji czynnikéw uszkadzajgcych genom [43]. W komodrkach
poddanych dziataniu kolejno I13C, a nastepnie czynnikéw rakotworczych, obserwowano zmniejszenie ilosci
adduktéw DNA [31].

6.1.2. Izotiocyjaniany

Izotiocyjaniany (ITC) to zwigzki siarkoorganiczne posiadajgce w swojej strukturze grupe
izotiocyjanianowg o wzorze -N=C=S. Zwigzki te, powstajgce podczas enzymatycznej reakcji hydrolizy

alifatycznych i aromatycznych GLS, wykazujg wysoka aktywnos¢ biobdjczg w stosunku do patogendéw
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i szkodnikéw upraw roslinnych, dlatego uwaza sie, ze mogg stanowi¢ alternatywe dla syntetycznych
Srodkow ochrony roslin. Nalezg one takze do uznawanych za najwazniejsze substancji przeciwzapalnych,
przeciwgrzybicznych, przeciwbakteryjnych i przeciwrakotwdrczych pochodzenia zywieniowego.
Chemoprewencyjne dziatanie ITC zostalo opisane w wielu pracach badawczych i artykutach
przegladowych, ktére powstaty na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat [44, 45]. Aktywnos$¢ biologiczng ITC
mozna tatwo wyttumaczy¢, poniewaz wynika ona z dwdch gtéwnych wiasciwosci tych zwigzkow: tatwosci
przenikania przez btony biologiczne oraz ich elektrofilowego charakteru. Pierwsza wtasciwo$é zapewnia
wysokg biodostepnos¢ ITC [46], natomiast elektrofilowy charakter grupy izotiocyjanianowej lezy u podtoza
biologicznego dziatania tych zwigzkéw, bowiem dzieki niemu wykazujg one reaktywnos$¢ w stosunku do
takich grup nukleofilowych jak sulfidowa, aminowa lub hydroksylowa. Aktywnos$¢ przeciwrakotwércza ITC
wynika ze zdolnosci tych zwigzkéw do aktywacji bgdz dezaktywacji wielu szlakéw sygnatowych, co
w konsekwencji prowadzi do stymulowania aktywnosci enzymow detoksykacyjnych, indukcji apoptozy,
nekrozy i autofagii, inhibicji proliferacji komoérek nowotworowych oraz angiogenezy [47, 48]. Funkcje

ochronne indukowanych przez ITC biatek zostaty przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Ochronne funkcje indukowanych przez izotiocyjaniany biatek Il fazy detoksykacji [49].

Enzymy i bialka Il fazy detoksyfikacji Mechanizmy ochronne

S-transferazy glutationowe (a, y, 1) Koniugacja ksenobiotykéw z glutationem
UDP-Glukuronylotransferaza Koniugacja ksenobiotykéw z kwasem glukuronowym
NAD(P)H: Oksydoreduktaza chinonowa (QR, Redukcja chinonéw do hydrochinonow

NQO1) Regeneracja koenzymu Q oraz witaminy E
Hydroksylazy epoksydowe Hydroliza epoksydéw

Dehydrogenaza dihydrodiolowa Przeksztatcanie dihydrodioli do katecholi

Syntetaza glutamylocysteinowa Synteza glutationu

Wyptyw z komorek koniugatow ksenobiotykow
z glutationem

Oksygenaza hemowa Synteza przeciwutleniacza bilirubiny

Wigzac wolne jony zelaza nie dopuszcza do reakgciji
wolnorodnikowych

Katalaza Redukuje poziom nadtlenku wodoru

Przeksztatca genotoksyczne metabolity aflatoksyn w
nieszkodliwe pochodne

Mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa Redukuje poziom anionorodnika ponadtlenkowego

Biatka btonowe typu MRP

Ferrytyna

Reduktaza aldehydowa aflatoksyny B1

Dehydrogenaza leukotrienowa B4 Obniza poziom leukotrienéw i fagodzi stany zapalne

Najnowsze badania wskazujg, ze ITC odgrywaja takze kluczowa role w epigenetycznej regulacji ekspresiji

genow poprzez stymulacje deacetylazy histonowej (HDAC) [50].
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6.1.3. Badania epidemiologiczne

Przeprowadzone badania epidemiologiczne wskazuja, ze spozycie roslin bogatych w ITC
skutecznie chroni przed rozwojem szeregu najczesciej diagnozowanych nowotworéw ptuc. W 2001 roku
w badaniach przeprowadzonych na grupie 420 kobiet wykazano, ze tygodniowa dawka co najmniej 53 yM
ITC przyczynia sie do znacznego obnizenia ryzyka rozwoju nowotworu ptuc [51]. Praca opublikowana
przez Lam i in. [52] bedagca metaanalizg trzydziestu prac badawczych powstatych na przestrzeni 2 lat
umochita teze o odwrotnej zaleznosci pomiedzy spozyciem warzyw kapustowatych stanowigcych zrédto
zwigzkow bioaktywnych a ryzykiem rozwoju nowotworow ptuc. Uzyskane wyniki wskazaty na co najmniej
17% nizsze ryzyko rozwoju nowotworéw tego organu u os6b spozywajacych duze ilosci warzyw
kapustowatych. W badaniach przeprowadzonych na grupie 63257 oséb w $rednim wieku i narazonych na
rozwdj nowotworu jelita grubego zaobserwowano, ze spozycie duzych ilosci roslin bedacych zrodtem ITC
obniza o 57 % ryzyko rozwoju tego nowotworu [53]. Kolejne potwierdzenie pozytywnego wptywu ITC na
zdrowie cztowieka stanowity wyniki uzyskane na grupie 29361 osob, wsrdd ktorych 1338 oséb miato
nowotwor prostaty. Pod uwage wzieto szerokg grupe warzyw i owocow, jednak tylko rosliny kapustowate,
w szczegodlnosci brokuty i kalafior w znacznym stopniu przyczyniaty sie do znacznego obnizenia ryzyka

rozwoju tego nowotworu [54].

Zwigzki bioaktywne wystepujgce w roslinach kapustowatych a w szczegdlnosci sulforafan
pozytywnie wptywajg na funkcjonowanie uktadu krwionosnego, gtdéwnie poprzez zdolno$¢ do obnizania
poziomu cholesterolu zawartego we frakcji LDL, neutralizowanie wolnych rodnikéw oraz wptyw na
aktywnosé GST, co zostato udowodnione w badaniach in vitro [55, 56] oraz in vivo [57, 58]. W badaniach
klinicznych przeprowadzonych na 12 osobach dowiedziono, ze spozycie kietkéw brokutdow przez 1 tydzien
zmniejsza ilo§¢ markeréw stresu oksydacyjnego i rownolegte zwieksza metabolizm cholesterolu [59].
Wyniki badan przeprowadzonych na ponad 39 tysigcach kobiet wskazujg na duzy udziat roslin
kapustowatych bedgcych zrédiem ITC w zapobieganiu rozwojowi choréb ukfadu krwionosnego [60].
Z uwagi na potwierdzone witasciwosci prozdrowotne, sok z kalafiora jest wykorzystywany jako element
diety stosowanej w celu ochrony uktadu krwionosnego [61]. Badania przeprowadzone na poczatku roku
2009 wskazujg, ze spozywanie kietkdw brokutdéw bogatych w sulforafan przez 2 miesigce w ilosci 70
g/dzieh ogranicza stres oksydacyjny wywotywany przez bakterie Helicobacter pylori i pomaga w ochronie

przed rozwojem niezytu zotgdka u zwierzat i ludzi [62].

Liczne badania przeprowadzone na przestrzeni ostatnich lat wskazujg, ze ITC i indole, ktérych
zrédtem w diecie cztowieka sg rosliny kapustowate przyczyniajg sie do zmniejszenia zachorowalnosci na
takie choroby nowotworowe jak rak okreznicy, piersi, jelita grubego, pecherza, prostaty, ptuc oraz przetyku
[63-66]. Zmniejszenie zagrozenia chorobami nowotworowymi przez warzywa kapustowate wykazane
w badaniach epidemiologicznych moze by¢ takze zwigzane ze zdolnoscig zwigzkéw aktywnych do

chemicznej modyfikacji grup nukleofilowych sktadnikéw zywnosci. Na przyktad ITC mogg reagowaé
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z heterocyklicznymi aminami aromatycznymi (obecnymi np. w smazonym miesie) do stabilnych

tiomocznikéw, co obniza potencjat mutagenny tych kancerogendw [67].

Reaktywnos¢ ITC jak réwniez roznorodnos$é aktywnosci biologicznych tych zwigzkéw zostaty
opisane w publikacji “The innovative exploration of Brassica vegetables in the health quality food

production chain” zamieszczonej w zataczniku V.

Mimo szerokiego wachlarza zastosowan ITC i indoli, ich wykorzystania w rolnictwie i duzego
potencjatu prozdrowotnego, dostepno$¢ metod analitycznych pozwalajgcych na wykonywanie oznaczenia
zawartosci tych zwigzkéw z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej jest nader ograniczona.
Gtéwne problemy polegajg na (I) koniecznosci posiadania duzych ilosci materiatu do badan wynoszacych
nawet 500 g [68, 69], (II) skomplikowanych procedurach oczyszczania i wzbogacania prébki [70, 71], (1)
ograniczeniu mozliwosci wykorzystania metody tylko do jednego badz kilku wybranych analitow [72-74],
(IV) koniecznosci otrzymywania niedostepnych w sprzedazy, znakowanych izotopowo wzorcow lub

przeciwciat [71, 75] albo (V) mozliwosci uzyskania jedynie informac;ji ilosciowej [76].
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7. Cel i zakres pracy

W dobie rosngcego zainteresowania konsumentéw zywnoscig funkcjonalng, a w szczegdlnosci
sktadnikami o dziataniu prozdrowotnym poszukiwane sg takie produkty spozywcze, ktére mogg spetnic
oczekiwania klientéw co do ceny i wlasciwosci sensorycznych, a przy tym przyczyni¢ sie do osiggniecia
okreslonego efektu zdrowotnego. Aby sprosta¢ rosngcym potrzebom konieczne jest opracowanie
odpowiednich narzedzi analitycznych, ktére pozwolg na opracowanie sktadu produktow
charakteryzujgcego sie wysokg zawartoscig substancji bioaktywnych. Obecnie dostepne metodyki
oznaczania fitozwigzkéw bioaktywnych, takich jak ITC i indole albo nie dajg mozliwosci oznaczenia
jakosciowego albo sg skomplikowane i czasochtonne. Dlatego moim zasadniczym celem w trakcie
realizacji projektu doktorskiego prowadzonego w ramach Studium Doktoranckiego byto zaproponowanie
nowych rozwigzan analitycznych, ktdre w prosty i szybki sposéb pozwalatyby wykona¢ oznaczenia sktadu
i zawartosci ITC i indoli. Metody te powinny pozwala¢ na oznaczenie zawarto$ci czgsteczek o znanym
i potwierdzonym dziataniu prozdrowotnym, jak réwniez nowych, mniej poznanych, jednak bedacych

obecnie przedmiotem badan naukowych lub czekajgcych na odkrycie ich aktywnos$ci biologicznej.

Program badawczy bedacy przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zwigzany byt z realizacjg

nastepujgcych zadan:

e opracowanie procedur izolacji i oczyszczania sktadnikow bioaktywnych obecnych
w ekstraktach uzyskanych z liofilizatéw roslinnych za pomocg techniki ekstrakcji do fazy
statej (SPE);

e opracowanie zmodyfikowanych metodyk oznaczania zawartosci zwigzkéw indolowych
i izotiocyjaniandw obecnych w probkach wzbogaconych za pomocg techniki SPE;

e opracowanie i walidacja nowej metody oznaczania jakosciowego i ilosciowego
izotiocyjaniandw po ich derywatyzacji do stabilnych ditiokarbaminianéw obejmujgce:

o przeprowadzenie syntezy wzorcow ditiokarbaminianéw, oczyszczenie uzyskanych
produktéw syntezy oraz potwierdzenie struktury z wykorzystaniem techniki NMR
oraz MS;

o ustalenie warunkéw analizy chromatograficznej (HPLC-DAD-MS) dla
wzorcowych, zsyntetyzowanych koniugatow ITC-NAC;

o ustalenie warunkéw reakcji derywatyzacji izotiocyjanianéw do koniugatéw ITC-
NAC;

walidacja opracowanych metod oznaczania skfadu i zawartosci izotiocyjaniandw i indoli;

weryfikacja stosowalnosci opracowanych procedur analitycznych dla prob rzeczywistych.
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8. Wyniki badan

Bogata matryca probek roslin kapustowatych utrudnia bezposrednig analize zwigzkéw indolowych
oraz ITC. Z tego powodu dostepne metodyki wykorzystywane do oznaczania tych cennych zwigzkéw
uwzgledniajg etap oczyszczania ekstraktow, selektywnej izolacji analitéw i wzbogacania. W poczatkowe;j
fazie mojej pracy doktorskiej na etapie przygotowania prébki do analizy korzystatem z procedur
zaproponowanych przez inne grupy badawcze i wykorzystujgcych technike ekstrakcji rozpuszczalnikiem
typu ciecz-ciecz. Pierwszym problemem, ktéry napotkatem byla koniecznosé posiadania duzej ilosci
materiatu do badan (ok. 100 g materiatu roslinnego). W przypadku wykonywania analizy dla kilku prébek
nie stanowito to problemu, jednak projekty, w ktére bytem zaangazowany zaktadaty wykonanie oznaczen
zawartosci zwigzkow bioaktywnych w wielu probach réznych odmian badz gatunkéw roslin (1)
pozyskanych na przestrzeni kilku lat, (Il) pochodzacych z réznych rejondéw Polski charakteryzujgcych sie
odmiennym poziomem zanieczyszczenia lub skazenia srodowiska, (lll) hodowanych w fitotronie, (IV)
podzielonych na czesci (korzen, todyga, liscie, gigb itp.). Zapotrzebowanie na duze ilosci materiatu do
analizy oraz koniecznos¢ jego magazynowania stanowito ogromne wyzwanie logistyczne. Ponadto
problemem mogto by¢ hodowanie duzych ilosci roslin w kontrolowanych warunkach klimatycznych
i fizycznych w fitotronie z uwagi na ograniczony dostep miejsca. Zaproponowanym rozwigzaniem byto
wykorzystanie zyskujgcej na popularnosci techniki ekstrakcji do fazy statej (SPE) charakteryzujgcej sie
selektywnoscig wzbogacenia oraz tatwoscig automatyzacji. W technice tej w przeciwienstwie do
stosowanej wczesniej ekstrakcji typu ciecz-ciecz unika sie problemu tworzenia emulsji oraz znacznie
obniza sie ilos¢ zuzywanych rozpuszczalnikéw, a tym samym ogranicza sie problem toksycznych
odpaddw. Zastosowanie SPE pozwolito mi uprosci¢ i skroci¢ proces przygotowania probki do analizy
i w konsekwencji umozliwito wykonywanie wigkszej liczby analiz chromatograficznych w ciggu dnia.
Uzyskane wyniki badan dotyczace warunkéw wzbogacania probki w zwigzki indolowe opisano w pracy
»Simultaneous determination of indolic compounds in plant extracts by solid-phase extraction and high-
performance liquid chromatography with UV and fluorescence detection” zamieszczonej w zataczniku I,
natomiast warunki wzbogacania probki zawierajgcej ITC opisano w pracy “Simultaneous determination of
individual isothiocyanates in plant samples by HPLC-DAD-MS following SPE and derivatization with
N-acetyl-L-cysteine” zamieszczonej w zatgczniku VI.

Wprawdzie w literaturze opisane byly metody oznaczania zwigzkéw indolowych, jednakze nie
dawaty one mozliwosci oznaczenia najwazniejszych z punktu widzenia roslin kapustowatych zwigzkow
indolowych, jakimi s3g indolo-3-karbinol, 3,3’-diindolilometan, kwas indolilo-3-octowy oraz indolo-3-
acetonitryl w trakcie jednej analizy chromatograficznej. Zwigzki te wystepuja w probce na réznych
poziomach stezen, np. zawartos¢ DIM w liofilizatach z roslin kapustowatych miesci sie w zakresie od 0,05
nmol g™ do 0,41 nmol g s.m. podczas gdy zawartosé¢ IBACN miesci sie w zakresie od 0,32 nmol g™ do
155,93 nmol g'1 s.m. (zalgcznik Il). Tak duze zréznicowanie w poziomie stezeh analitow niesie za sobg
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wiele utrudnien i moze przyczyniaé sie do koniecznosci wykonywania ponownych analiz
chromatograficznych po rozcienczeniu prébki (w sytuacji zbyt duzej ilosci analitu w prébce) lub zupetnie
uniemozliwia okre$lenie zawartosci analitéw (z uwagi na zbyt wysokg granice oznaczalnosci metody).
Zaproponowanym przeze mnie rozwigzaniem tego problemu bylo zastosowanie dwodch detektoréw
potgczonych szeregowo, detektora z matrycg diodowg oraz detektora fluorescencyjnego. Pierwszy system
detekcji charakteryzuje sie szerokim zakresem liniowej odpowiedzi jednak niskg czutoscig, co
w przypadku analitdw wystepujacych na niskim poziomie stezen go dyskwalifikuje lub wymusza
stosowanie duzych ilosci probki w potaczeniu ze skomplikowanymi i kosztownymi metodami izolacji
i wzbogacania probki. Zwigzki indolowe s3g substancjami majgcymi zdolnos¢ fluorescenciji, z tego powodu
postanowitem zastosowac detektor fluorescencyjny charakteryzujgcy sie wysokag selektywnoscig oraz
duzg czutoscig w stosunku do tej grupy zwigzkow. Takie podejscie pozwolito 40-krotnie obnizyé granice
oznaczalnosci. Z uwagi na waski zakres liniowej odpowiedzi detektora fluorescencyjnego, szeregowo
potaczone detektory DAD i FLD wzajemnie sie uzupetniatly i pozwalaty na oznaczenie analitow
wystepujacych w szerokim zakresie stezen. Zastosowanie czutego detektora fluorescencyjnego
w potagczeniu z wydajng technikg wzbogacania i oczyszczania probki pozwolito takze zmniejszy¢ ilos¢

wymaganej minimalnej ilosci materiatu do badan do 0,2 g.

W poczagtkowym etapie badan do oznaczania catkowitej zawartosci ITC uwalnianych z roslin
kapustowatych w wyniku katalizowanej przez enzym mirozynaze hydrolizy GLS wykorzystywatem
metodyke zaproponowang przez Zhanga i in. [76]. Zasada tej metody opiera sie na zdolnosci ITC do
ilosciowego reagowania z 1,2-benzenoditiolem dajgc w rezultacie barwny i stabilny 1,3-benzenoditiolo-2-
tion oraz wolne aminy. Powstajacy cykliczny tiokarbonyl ze wzgledu na wysoki wspétczynnik ekstynkciji
w zakresie fal typowych dla ultrafioletu umozliwia iloSciowy pomiar za pomocg technik
spektrofotometrycznych. Wykorzystanie do oznaczeh zawartosci tego zwigzku techniki HPLC sprzezonej
z detektorem UV-Vis umozliwia wykonywanie oznaczen na poziomie kilku pikomoli [76]. Zaletg metody
jest dostepnos¢ 1,2-benzenoditiolu, duza stabilnos¢ i brak lotnosci powstatego produktu kondensacji oraz
krotki czas reakcji derywatyzacji prowadzacej do ilosciowego przereagowania prawie wszystkich ITC
obecnych w prébce. Zaproponowang metodyke rozbudowatem o etap izolacji analitéw z prébki za pomocg
techniki ekstrakcji do fazy statej (SPE). Dla uzyskanych wzbogaconych ekstraktéw rozpuszczalnikowych
ustalitem optymalne warunki reakcji derywatyzacji. Pod uwage wzigtem rézne rodzaje buforéw wchodzace
w sktad mieszaniny reakcyjnej i charakteryzujgce sie odmienng pojemnoscig buforowg. Ustalitem takze
optymalny czas reakcji derywatyzacji, stezenie 1,2-benzenoditiolu oraz temperature inkubacji mieszaniny
reakcyjnej. Ostatecznie przyjete warunki derywatyzacji byty nastepujgce: do 0,1 ml ekstraktu
rozpuszczalnikowego uzyskanego w wyniku wzbogacania probki za pomocg techniki SPE dodawatem
0,5 ml izopropanolu, 0,5 ml 0,1 M potasowego buforu fosforanowego o pH 8,5 oraz 0,1 ml 60 mM

1,2-benzenoditiolu. Mieszanine reakcyjng inkubowatem przez 1 h w temperaturze 65°C w celu
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przyspieszenia przebiegu reakcji kondensacji. Po skonczonej inkubacji uzyskany roztwér poddawatem

analizie chromatograficznej (HPLC-DAD).

Wykorzystywana w trakcie badan nad projektem doktorskim metodyka wykorzystujgca reakcje
derywatyzacji ITC do jednej wspodlnej pochodnej umozliwiata oznaczenie catkowitej zawartosci tych
zwigzkéw w probce. Uzyskanie takiej informacji w wielu przypadkach bylo wystarczajgce, jednak majgc na
uwadze liczne doniesienia literaturowe opisujgce zréznicowang aktywnos$¢ poszczegoélnych ITC wazne
wydawato sie dysponowanie metodykg pozwalajgcg na poznanie sktadu ilosciowego i jakosciowego tych
zwigzkéw w probkach. Duza lotnosé ITC sugerowatla, ze zastosowanie techniki chromatografii gazowej
(GC) powinno umozliwi¢c wykonywanie oznaczen zawartosci tych zwigzkéw w probkach réznego
pochodzenia. W dostepnej literaturze naukowej opisywane sg metodyki wykorzystujgce do tego celu
chromatograf gazowy sprzezony ze spektrometrem mas [77, 78] lub detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym [79]. Niestety, niektore ze zrédet literaturowych wskazujg na duzy problem zwigzany ze
stabilnoscig ITC w wysokich temperaturach osigganych w trakcie analiz z wykorzystaniem chromatografu
gazowego. W momencie nastrzyku prébki, jak réwniez w trakcie separacji analittw w kolumnie
chromatograficznej dochodzi do zmiany struktury tych zwigzkéw lub ich degradacji osiggajgcej nawet 80%
zawartosci poczatkowej [80, 81]. Zastosowanie techniki chromatografii cieczowej mogtoby rozwigzac¢ ten
problem, poniewaz postepowanie analityczne nie wymaga stosowania wysokich temperatur. Z tego
powodu niektoére grupy badawcze podejmowaty proby opracowania metodyk, w ktérych zastosowano te
technike. Zaproponowana przez Haudera i in. technika HPLC-MS/MS stosowana do oznaczania
zawartosci sulforafanu w probkach krwi lub moczu jako wzorzec wewnetrzny wykorzystuje znakowany
izotopowo, niedostepny handlowo wzorzec wewnetrzny [82]. W innym podejsciu znanym z doniesien
literaturowych, do oznaczania zawartosci PEITC w moczu wykorzystuje sie reakcje derywatyzacji ITC za
pomocg amoniaku do pochodnych tiomocznikowych [83]. Z uwagi na duzg pracochfonnos¢, trudnosci
w uzyskaniu znakowanych izotopowo wzorcéw, wysoki koszt sprzetu wykorzystywanego do analizy, badz

tez mozliwos¢ oznaczania zawartosci tylko jednego analitu powyzsze metodyki nie zdobyty popularnosci.

Znany z doniesien literaturowych fakt powstawania koniugatéw izotiocyjanianéw
z N-acetylo-L-cysteing (NAC) w wyniku metabolizmu w organizmie ludzkim stanowit podstawe
do zaproponowania przeze mnie postepowania analitycznego polegajgcego na przeprowadzeniu lotnych
i niestabilnych ITC obecnych w  ekstraktach uzyskanych z  probek  roslinnych
w stabilne pochodne ITC-NAC na drodze reakcji NAC z ITC do ditiokarbaminianéw. Opracowanie nowej
metody analitycznej wymagato przeprowadzenia syntezy wzorcow niezbednych do ustalenia
odpowiednich warunkéw analizy chromatograficznej oraz do wykonania oznaczeh ilosciowych
i jakosciowych. Konieczne bylo takze dobranie odpowiednich warunkéw izolacji analitéw z probki
z wykorzystaniem techniki SPE. Ponadto w trakcie badan ustalono sklad mieszaniny reakcyjnej,

optymalng temperature reakcji oraz minimalny czas niezbedny do zakonczenia procesu derywatyzacji. Dla
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kazdego z dostepnych wzorcéw ITC-NAC ustalono optymalne parametry pracy spektrometru mas, ktére

uwzgledniaty: tryb jonizacji, rodzaj monitorowanych jonéw oraz napigcie fragmentora.

Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan zostaty opisane w pracy ,Simultaneous determination
of individual isothiocyanates in plant samples by HPLC-DAD-MS following SPE and derivatization with

N-acetyl-L-cysteine” znajdujgcej sie w zatgczniku VI.

Opracowane metodyki oznaczania ITC oraz indoli po etapie walidacji zostaty wykorzystane do
okreslenia zawartosci tych zwigzkow w materiale roslinnym réznego pochodzenia. Uzyskane wyniki

oznaczen zostaty przedstawione w pracach znajdujgcych sie w zatgcznikach II-VI.
9. Podsumowanie

Glownymi osiggnieciami mojej pracy doktorskiej jest opracowanie dwéch metod analitycznych
umozliwiajgcych rutynowe oznaczanie dwoéch grup bardzo waznych bioaktywnych fitozwigzkéw — indoli
i izotiocyjanianéw, charakterystycznych dla przede wszystkim roslin kapustowatych. Opracowana
metodyka oznaczania zwigzkow indolowych moze zosta¢ wykorzystana podczas badah poswieconych
fizjologii roslin, jak réwniez stanowi¢ wazny element w badaniach nad oceng potencjatu prozdrowotnego
zywnosci. W zalaczniku Ill opisany zostat wptyw stadium rozwoju owocéw czarnego bzu (Sambucus
nigra L.) na sktad zwigzkéw bioaktywnych oraz mutagennos¢ otrzymanych ekstraktéw. Uzyskane wyniki
badan pozwolity okresli¢ zaleznos¢ pomiedzy zawartoscig indolowych hormondw roslinnych a wiekiem
rosliny, zawartoscig kwasow fenolowych i flawonoidow oraz aktywnoscig przeciwutleniajgcg ekstraktéw
zowocéw czarnego bzu. Opracowana metodyka zostata takze wykorzystana do iloSciowej oceny
zawartosci zwigzkéw indolowych w probkach kietkow i poszczegdlnych czedciach roslin kapustowatych
w badaniach przeprowadzanych w ramach projektéw grantowych finansowanych przez NCN (DEC-
2011/01/N/NZ9/07086 oraz N N312 244 366), ktérych wyniki zostaty opisane w pracach , The influence of
selenium addition during germination of Brassica seeds on health-promoting potential of sprouts”
(zatacznik 1V) oraz “The innovative exploitation of Brassica vegetables in the health quality food

production chain” (zalgcznik V).

Zmodyfikowang metodyke Zhanga [76] poprzez wprowadzenie m.in. techniki SPE na etapie
przygotowania prob wykorzystano do okreslenia wptywu dodatku zwigzku selenu do podtoza wzrostowego
na ilo$¢ ITC uwalnianych z roslin kapustowatych. Uzyskane wyniki badan zostaty zestawione z wynikami
oznaczenh zawartosci GLS oraz produktéw hydrolizy tych zwigzkéw do m.in. indoli, nitryli, epitionitryli.
Obliczony zostat takze stopien konwersji GLS do zwigzkdw o potencjale biologicznym. Uzyskane wyniki
oznaczen pozwolity stwierdzi¢, ze sposrod produktdw hydrolizy GLS w zastosowanym modelu
badawczym - ludzkich komérkach nowotworowych jelita grubego HT-29, tylko ITC majg wplyw na

cytotoksycznos¢ i indukcje enzymoéw detoksykacyjnych, . S-transferaz glutationowych oraz
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oksydoreduktazy NAD(P)H chinonowej-1. Doktadny opis przeprowadzonych badan zostat przedstawiony

w zataczniku IV.

Doswiadczenia prowadzone na zwierzetach oraz wyniki licznych badan epidemiologicznych
wskazujg, ze spozywanie roslin z rodziny Brassicaceae moze zmniejsza¢ ryzyko rozwoju nowotworéw
u ludzi. Jednak, aby uzyska¢ efekt chemoprewencyjny konieczna jest selekcja warzyw bedacych zrédtem
duzych ilosci ITC o wtasciwym sktadzie, poniewaz rézne pochodne moze cechowa¢ odmienna aktywnosé
biologiczna. Dotychczas sadzono, ze oznaczenie zawartosci GLS, zktérych powstajg ITC jest
wystarczajgce do oceny potencjatu prozdrowotnego rosliny. Wyniki badan uzyskane podczas okreslania
stopnia konwersji GLS do ITC w réznych czesciach kapusty biatej i przedstawione na rys. 8 w zatgczniku
V potwierdzajg, ze proces katalizowanej przez mirozynaze hydrolizy GLS moze prowadzi¢ do powstania
innych niz ITC zwigzkéw. Uzyskane dane pokazaty takze, ze ilos¢ uwolnionych ITC moze by¢ nawet
kilkkanascie razy mniejsza, niz wynikatoby to z zawartosci GLS. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze
zaadaptowana metodyka oznaczania zawartos$ci ITC zaproponowana przez Zhanga [76] daje tylko
informacje dotyczacg catkowitej zawartosci tych zwigzkéw w materiale roslinnym i nie pozwala okresli¢,
ktére ITC powstajg w najwiekszych ilodciach w roslinie, te o najwiekszym udokumentowanym potencjale
prozdrowotnym takie jak AITC, BITC, PEITC bgdZz SFN, czy moze mniej poznane EITC, MITC, PITC,
3-MTPITC badz 4-MTBITC. Mozliwos¢é oznaczenia sktadu iloSciowego i jakosciowego powstatych ITC
otwiera droge do kolejnych badan, m.in. powigzania skladu ITC z aktywnoscig biologiczng, np.
aktywnoscig cytotoksyczng probek roslinnych w stosunku do komaérek nowotworowych okreznicy (HT29)
jako modelu uktadu pokarmowego bgdz wyjasnieniu wptywu poszczegolnych ITC na aktywnosé enzymow
detoksykacyjnych. Takie powigzanie analizy chemicznej z dziataniem biologicznym w przysztosci moze
da¢ nowy wglad wchemoprewencyjne wiasciwoéci tej waznej grupy bioaktywnych zwigzkéw

fitochemicznych.
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