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Celem przeprowadzonych badan w ramach realizowanej pracy doktorskiej byto
poszerzenie wiedzy na temat wybranej grupy izotiocyjanianow (ITC), ztozonej z sulforafanu
(SFN) i jego naturalnych analogéw, poprzez okreslenie ich przeciwrodnikowych oraz
antyoksydacyjnych wlasciwosci w ujegciu jakosciowym i iloSciowym.

Naturalne ITC, w tym SFN i jego analogi, ktére dostarczane sa do organizmu
w wyniku spozywania typowych warzyw z rodziny kapustowatych (Brassicaceae), wykazuja
wlasciwosci  chemioprewencyjne, przeciwnowotworowe oraz przeciwzapalne. Ich
prozdrowotne wilasciwosci kojarzone sg najczeséciej ze zdolnoscig do aktywacji enzymow
produkujacych endogenne antyoksydanty, dzigki czemu zwigzki te postrzegane sg jako
substancje wspomagajace (czyli za antyoksydanty ,niebezposrednie”, ang. indirect
antioxidants). Z drugiej strony, jak wskazuja nieliczne doniesienia literaturowe, SFN 1 jego
analogi reaguja z rodnikami np. stabilnym rodnikiem 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowym
(dpphe) oraz anionorodnikiem ponadtlenkowym czy rodnikiem alkilonadtlenkowym. Sugeruje
to, ze ITC, ktore nie zawierajg typowych dla antyoksydantow grup funkcyjnych (fenolowej,
aminowe] czy sprzezonego ukladu wigzan podwojnych), potencjalnie moga wykazywac
bezposrednie wilasciwosci przeciwutleniajace, redukujac reaktywne formy tlenu 1 azotu.
Mechanizm tych reakcji oraz zwigzek struktury ITC z ich reaktywnoS$cig nie zostat jak dotad
rozpoznany, a zdecydowana wigkszos¢ dostepnych w literaturze parametréw okreslajagcych
ich aktywnos¢ jest silnie skorelowana z warunkami prowadzenia eksperymentu (stgzenia
reagentow, czasu prowadzenia reakcji).

Przypuszczalnie, mechanizm antyoksydacyjnego dziatania ITC jest zalezny od szeregu
czynnikow, np. polarnosci rozpuszczalnika, obecnos$ci kwasow, zasad 1 kationdéw/anionow,
rodzaju uktadu (homogeniczny/heterogeniczny) czy temperatury, dlatego w pracy doktorskiej
postawiona zostata hipoteza, ze czynniki te moga wplywa¢ na mechanizm reakcji ITC
Z rodnikami ujawniajac lub wyciszajac ich antyrodnikowe wlasciwosci. W celu weryfikacji
tej hipotezy, zaplanowane zostaly badania eksperymentalne. Obejmowaly oOne synteze
wybranych ITC (SFN i jego dwoch naturalnych analogdéw, erucyny (ERN) i erysoliny (ERS)),
oraz kompleksowe badania aktywnosci przeciwrodnikowej i przeciwutleniajgcej wybranej



grupy ITC (SFN, ERN, ERS, izotiocyjanianu 2-oksoheksylu oraz homologu SFN, alisyny,
Rys. 1) w modelowych uktadach chemicznych. Badania te zostaty podzielone na trzy etapy.
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Rysunek 1. Wzory strukturalne SFN, ERN, ERS, izotiocyjanianu 2- oksoheksylu i alisyny.

W pierwszym etapie badano kinetyke reakcji z rodnikiem dpph® (technika Stopped
flow) w rozpuszczalnikach o r6znej polarnosci. Badane ITC byty zdolne do redukcji rodnika

dpph®, jednak reakcje te przebiegaja wolniej niz dla modelowych antyoksydantow
fenolowych,  2,2,5,7,8-pentametylo-6-chromanolu  (PMHC) i  2,6-di-tert-butylo-4-
metylofenolu (BHT). Wyznaczone wartosci absolutnych stalych szybkosci reakcji (K°)
badanych ITC dla reakcji z dpph® pozwolily na powigzanie ich struktury z reaktywnos$cig
(Structure-Activity-Relationship):

a) obecnos¢ obydwu grup funkcyjnych (S=0 / O=S=0 i N=C=S) w SFN i ERS
odpowiada za zwiekszong szybko$¢ reakcji tych zwigzkow z dpph®,

b) posréd badanych ITC, zwigkszenie liczby grup metylenowych z 4 do 5 w tancuchu
weglowym oraz zamiana grupy sulfinylowej (S=0) na grupe karbonylowa (C=0) zmniejszaja
ich aktywnos¢ przeciwrodnikows.

Stwierdzono, ze aktywno$¢ antyrodnikowa SFN (oraz innych badanych ITC) zalezy
W duzej mierze od polarno$ci rozpuszczalnika, co §wiadczy o mozliwej zmianie mechanizmu
reakcji. Podjeto probe wyjasnienia tego efektu badajac czy dodatek kwasu Lewisa do
mikro$rodowiska reakcji wptynie na potencjal antyrodnikowy ITC. Na podstawie obserwacji,
ze w obecnosci kationow Mg?* szybko$é reakcji dla SFN wzrasta i po przeprowadzeniu serii
obliczen teoretycznych metodami DFT 1 CBS zaproponowano, ze SFN reaguje z rodnikiem
dpph® wedlug mechanizmu PCET (Proton Coupled Electron Transfer). Mechanizm ten
polega na jednoczesnym transferze elektronu z atomu azotu grupy izotiocyjanianowej SFN
oraz przeniesieniu protonu z ugrupowania metylenowego znajdujacego si¢ w pozycji a do
grupy —NCS.

Drugi etap badan obejmowatl pomiary szybkos$ci inicjowanej autooksydacji kumenu
w uktadzie homogenicznym (chlorobenzen) w temperaturze 30 °C w obecnosci ITC. Na
podstawie uzyskiwanych krzywych pochtaniania tlenu oraz analizy numerycznej wyznaczano
parametry kinetyczne procesu: szybko$¢ reakcji autooksydacji nieinhibowanej (Rox),
inhibowanej (Rinn), dtugo$¢ tancucha kinetycznego (v) oraz statg szybkoSci reakcji inhibicji
(kinn). Pomiary te wskazaly, ze warto$¢ stalej szybkosci reakcji ITC z rodnikami
alkilonadtlenkowymi (ROO®), kinn < 10° M™s™, jest zbyt niska by zwiazki te mogly by¢
postrzegane jako antyoksydanty interwentywne (przerywajace tancuch kinetyczny
autooksydacji).



W ostatnim etapie badano wptyw SFN i ERN na stabilno$¢ oksydatywng analogdéw
lipidowych, réznigcych si¢ podatnos$cig na utlenianie oraz termostabilno$cig oksydatywna:

kwasu linolenowego (LNA), oleju stonecznikowego (SUN) oraz lecytyny sojowej (LEC).
Pomiary wykonano przy uzyciu skaningowej kalorymetrii roznicowej (Differential Scanning
Calorimetry, DSC). Na podstawie krzywych DSC wyznaczano temperatury poczatku
utleniania (Te) i nast¢pnie, za pomocg metody Ozawy-Flynna-Walla, obliczano parametry
Kinetyczne z rownania Arrheniusa dla oksydacji czystych i domieszkowanych SFN i ERN
matryc lipidowych — energie aktywacji (E;), czynnik przedwyktadniczy (Z) oraz globalne
state szybkos$ci reakcji k w danej temperaturze. Rezultaty pokazaty, ze ERN i SFN dzialaja
jak inhibitory utleniania SUN i LEC w zakresie temperatur 100 — 150 °C (w podanych
warunkach ERN byta efektywniejszym inhibitorem), natomiast nie wykazywaty wlasciwosci
antyoksydacyjnych podczas termoutleniania LNA (w temperaturze ponizej 100°C). Uzyskane
wyniki uzupetione zostalty o rezultaty badan produktow termicznego rozktadu SFN i ERN,
ktére wykonano przy uzyciu techniki chromatografii gazowej potaczonej ze spektrometrig
mas (GC-MS). Pozwolito to na zaproponowanie mechanizmu antyoksydacyjnego dziatania
SFN i ERN podczas utleniania SUN i LEC. W podwyzszonej temperaturze nastepuje rozktad
termiczny tych dwoéch ITC do kwasu metanosulfenowego oraz rodnikéw
metylosulfinylowych. Obydwa te indywidua szybko reaguja z rodnikami LOO?®, przerywajac
fancuch kinetyczny autooksydacji.

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej potwierdzily, ze aktywnos¢ ITC
jest silnie zalezna od $rodowiska reakcji (polarno$¢ rozpuszczalnika, obecnos$¢ jonow, rodzaj
uktadu, temperatura). Ustalono rowniez zwigzek struktury z reaktywno$cia oraz
zaproponowano mechanizmy przeciwrodnikowego oraz antyoksydacyjnego dziatania
w badanych uktadach modelowych. Takie podejscie nie zostato jak do tej pory
zaprezentowane w literaturze, a uzyskane wyniki znaczaco poszerzajag wiedz¢ na temat
wlasciwosci naturalnych ITC w kontek$cie zaré6wno chemii wolnych rodnikow
I antyoksydantow niefenolowych, jak rowniez chemii zywnosci.
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