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Skrot/Akronim

Termin w j ezyku angielskim

Termin w jezyku polskim

A Adenine Adenina

AoC 2-Amino9H-pyrido[2,3-b]indole | 2-Amino-9H-pirydo[2,3-b]indol

ABI 2-Aminobenzimidazole 2-Aminobenzimidazol

ACF Aberrant crypt foci Ogniska nieprawidtowych krypt

AITC Allyl isothiocyanate Izotiocyjanian allilu

AITC-ABI N-(1-benzimidazolyl)-N'- N-(1-benzimidazolilo)N'-allilotiomocznik
allylthiourea

AITC-MABI N-(1-methylbenzimidazolyl)-N’- | N-(1-metylobenzimidazoliloN'-
allylthiourea allilotiomocznik

AITC-MelQx N-(3,8-dimethylimidazo[4,5- N-(3,8-dimetyloimidaz{,5-
flquinoksaline-N’-allylothiourea | f] chinoksalinoN’-allilotiomocznik

AITC-NAC N-Acetyl-S-(N-2- N-acetylo-S-N'-allilotiokarbamoilo)-L-
propenylthiocarbamoyl)-L-cysteinecysteina

APCI Atmospheric pressure chemigallonizacja chemiczna pod $wieniem
ionisation atmosferycznym

Ar Aromatic Aromatyczny

ATR Attenuated total reflectance Ostabione catkowite wewetrzne odbicie

Benz Benzene Benzen

BITC Benzyl isothiocyanate Izotiocyjanian benzylu

BITC-NAC N-acetyl-S-(N- N-acetylo-S-N’'-benzylotiokarbamoilo)-L-
benzylthiocarbamoyl)-Lcysteine | cysteina

BITC-MABI N-(1-methylbenzimidazolyl)-N’- | N-(1-metylobenzimidazoliloN'-
benzylthiourea benzylotiomocznik

C Cytosine Cytozyna

ci18 Octadecyle Oktadecyl

CE Colision energy Energia zderze

CG Cytosine-guanine Pohczenie cytozyna-guanina

CHL Chlorophyli Chlorofil

4-CH,OH-8-MelQx

2-Amino-4-hydroxymethyl-3,8-
dimethylimidazo[4,5-f]-

2-Amino-4-hydroksymetylo-3,8-

dimetyloimidazo[4,5chinoksalina

quinoxaline

C NMR Carbon nuclear magnetic Spektroskopia magnetycznego rezonahsu
resonance spectroscopy jadrowego wgla*C

Cre-P-1 4-Amino-1,6-dimethyl-2- 4-Amino-1,6-dimetylo-2-metyloamino-

methylamino-1H,6H-pyrrolo-

[3,4-flbenzimidazole-5,7-dione

1H,6H-pirolo[3,4f]benzimidazo-5,7-dion
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Skrét/Akronim

Termin w j ezyku angielskim

Termin w j ezyku polskim

CUR Curtain gas Gaz ostonowy

D Doublet Dublet

DAD Diode array detector Detektor z matryg diodowy

dA Deoxyadenosine Deoksyadenozyna

dG Deoxyguanosine Deoksyguanozyna

4,8-DiMelQx 2-Amino-3,4,8-trimethyl- 2-Amino-3,4,8-trimetyloimidazo[4, 5}
imidazo[4,5-flquinoxaline chinoksalina

7,8-DiMelQx 2-Amino-3,7,8-trimethyl- 2-Amino-3,7,8-trimetyloimidazo[4, 5}
imidazo[4,5-flquinoxaline chinoksalina

7,9-DiMelgQx 2-Amino-1,7,9-trimethyl- 2-Amino-1,7,9-trimetyloimidazo[4,%]-
imidazo[4,5-g]quinoxaline chinoksalina

DMIP 2-Amino-1,6-dimethylimidazo- 2-Amino-1,6-dimetyloimidazo[4,B]-
[4,5-b]pyridine pirydyna

DP Declustering potential Potencjat fragmentacyjny

ECD Electrochemical detector Detektor elektrochemiczny

EGFR Epidermal growth factor receptor| Receptor nablonkowego

czynnika wzrostu

EP Entrance potential Potencjat wejciowy

ER Estrogen receptor Receptor estrogenowy

ERK Extracellular signal-regulated Kinazy  regulowane przez  sygnaly
kinases zewrgtrzkomorkowe

ESI Electrospray ionization Jonizacja przez elektrorozpraszanie

FIA Flow injection analysis Wstrzykowa analiza przeptywowa

GC Gas chromatograhy Chromatografia gazowa

Gb Globin Globina

Glu-P-1 2-Amino-6-methyldipyrido- 2-Amino-6-metylopirydo[1,24.3',2'-d]-
[1,2-a.3',2’-d]imidazole imidazol

Glu-P-2 2-Aminodipyrido-[1,263’,2'-d]- 2-Aminopirydo[1,24.3’,2'-d]imidazol
imidazole

GS1 lon source gas 1 Gazzrodia jonéw 1

GS2 lon source gas 2 Gazzrodta jonéw 2

GSH Glutathione Glutation

GST Glutathione S-transferase S-transferaza glutationowa

HAA Heterocyclic aromatic amines Heterocykliczne aminy aromatyczne

Hb Hemoglobine Hemoglobina
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Skrét/Akronim

Termin w j ezyku angielskim
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IH NMR

chinoksalina

[4,5-g]quinoxaline

Proton nuclear magneti¢ Spektroskopia magnetycznego rezonapsu
resonance spectroscopy jadrowego protonu
HPLC High performance liquid Wysokosprawna chromatografia cieczowa
chromatography
13C Indole-3-carbinole Indolo-3-karbinol
IFP 2-Amino-1,6-dimethylfuro[3,2-€]- | 2-Amino-1,6-metylofuro[3,28]imidazo-
imidazo[4,5-b]pyridine [4,5-b]pirydyna
IGF-IR Insulin-like growth factor-I| Receptor insulinopodobnego czynnika
receptor wzrostu 1
IL lonic liquid Ciecz jonowa
Imid Imidazole Imidazol
1Q 2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]- | 2-Amino-3-metyloimidazo[4,5}chinolina
quinoline
1Q-[4,5-0] 2-Amino-1-methylimidazo[4,5-b]-| 2-Amino-1-metyloimidazo[4,%]chinolina
quinoline
1Qx 2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]- | 2-Amino-3-metyloimidazo[4,5}
quinoxaline chinoksalina
IS lon source voltage Napicie rozpylania
1-1so-1Q 2-Amino-1-methylimidazo[4,5-f]- | 2-Amino-1-metyloimidazo[4,5}chinolina
quinoline
ITC Isothiocyanates Izotiocyjaniany
IUPAC International Union of Pure and Miedzynarodowa Unia Chemii Czystgj
Applied Chemistry i Stosowanej
J Coupling constant Stata sprzzenia
m Multiplet Multiplet
MABI 2-Amino-1-methylbenzimidazole | 2-Amino-1-metylobenzimidazol
MAE Microwave assisted extraction Ekstrakcja za pomac rozpuszczalnika
wspomagana promieniowaniem
mikrofalowym
MAPK Mitogen-activated protein kinase | Mitogennie aktywowane kinazy
biatkowe
MeAaC 2-Amino-3-methyBH-pyrido- 2-Amino-3-metylo-9H-pirydo[2,3]indol
[2,3-b]indole
MeCN Dichloromethane Dichlorometan
6-MelgQx 2-Amino-1,6-dimethyl-imidazo- | 2-Amino-1,6-dimetyloimidazo[4,%]-
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Skrét/Akronim

Termin w j ezyku angielskim

Termin w j ezyku polskim

7-MelgQx 2-Amino-1,7-dimethyl- 2-Amino-1,7-dimetyloimidazo[4,%5j]-
imidazo[4,5-g]quinoxaline chinoksalina

MelQ 2-Amino-3,4-dimethyl- 2-Amino-3,4-dimetyloimidazo[4,5-
imidazo[4,5-flquinoline flchinolina

4-MelQx 2-Amino-3,4-dimethyl- 2-Amino-3,4-dimetyloimidazo[4,5}
imidazo[4,5-flquinoxaline chinoksalina

7-MelQx 2-amino-3,7-dimethyl-imidazo[4,5- 2-amino-3,7-dimetyloimidazo[4,§-
flquinoxaline chinoksalina

8-MelQx 2-Amino-3,8-dimethyl- 2-Amino-3,8-dimetyloimidazo[4,5}
imidazo[4,5-flquinoxaline chinoksalina

MITC Methyl isothiocyanate Izotiocyjanian metylu

MS Mass spectrometry Spektrometria mas

MS/MS Tandem mass spectrometry Tandemowa spektrometra mas

NAC N-acetyl-L-cysteine N-acetylo-L-cysteina

NAT N-acetyltransferase N-acetylotransferaza

NICI Negative ion chemical ionization | Jonizacja w trybie jonéw ujemnych

NMR Nuclear magnetic  resonangeSpektroskopia magnetycznego rezonapsu
spectroscopy jadrowego

BN-NMR Nitrogen nuclear magnetic Spektroskopia magnetycznego rezonahsu
resonance spectroscopy jadrowego azotu

NOE Nuclear overhauser effect Jadrowy efekt Overhausera

LLE Liquid-liquid extraction Ekstrakcja ciecz-ciecz

Lys-P-1 3,4-Cyclopentenopyrido[3,2- 3,4-Cyklopentenopirydo[3,alimidazol
a]carbazole

OAT O-acetyltransferase O-acetylotransferaza

ODggo Optical density Gestas¢ optyczna mierzona przy diugm

fali A=600 nm

4’-OH-PhIP 2-Amino-1-methyl-6-(4'- 2-Amino-1-metylo-6-(4'-
hydroxyphenyl) midazo[4,5-b]- hydroksyfenylo) midazo[4,5b]pirydyna
pyridine

Orn-P-1 4-Amino-6-methyl-1H- 4-Amino-6-metylo-1H-2,5,10,1%
[2,5,10,10b]tetraazafluoranthene | tetraazafluoranten

PEITC Phenethyl isothiocyanate Izotiocyjanian fenyloetylu

PEITC-MABI N-(1-methylbenzimidazolyl)-N’- | N-(1-metylobenzimidazolilo]N'-

phenethylthiourea

fenyloetylotiomocznik

10
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Skrét/Akronim

Termin w j ezyku angielskim

Termin w j ezyku polskim

PEITC-MelQx N-(3,8-dimethylimidazo[4,5- N-(3,8-dimetyloimidaz{,5-
flquinoksaline-N'- f] chinoksalinoN’-fenyloetylotiomocznik
phenethylthiourea

PEITC-NAC N-Acetyl-S-(N- N-acetylo-S-N'-fenyloetylotiokarbamoilo)-|
phenylethylthiocarbamoyl)-L- L-cysteina
cysteine

Ph Phenyl group Grupa fenylowa

Phe-P-1 2-Amino-5-phenylpyridine 2-Amino-5-fenylopirydyna

PhiP 2-Amino-1-methyl-6- 2-Amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5}-
phenylimidazo[4,5-b]pyridine pirydyna

PITC Phenyl isothiocyanate Izotiocyjanian fenylu

PITC-NAC N-acetyl-S-(N- N-acetylo-S-N'-fenylotiokarbamoilo)-L-
phenylthiocarbamoyl)-cysteine cysteina

1,5,6-TMIP 2-Amino-1,5,6- 2-Amino-1,5,6-trimetyloimidazo[4,%]-
trimethylimidazo[4,5-b]pyridine | pirydyna

3,5,6-TMIP 2-Amino-3,5,6- 2-Amino-3,5,6-trimetyloimidazo[4,%]-
trimethylimidazo[4,5-b]pyridine | pirydyna

ROESY Rotation frame nuclear Spektroskopia NOE w rotagym uktadzie
Overhauser effect spectroscopY | wspotrzdnych

SA Albumin Albumina

SD Standard deviation Odchylenie standardowe

SFN Sulforaphane Sulforafan

SFN-MelQx N-(3,8-dimethylimidazo[4,5- N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5-
flquinoksaline-N'- flchinoksalino)-N'-
methylsulpinylbuthylthiourea metylosulfinylobutylotiomocznik

SIM Selective ion monitoring Monitoring wybranych jonéw

SPE Solid phase exstraction Ekstrakcja do fazy stalej

SPME Solid phase microexstraction Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej

SULT Sulfotransferase Sulfotransferaza

SRM Selective reaction monitoring Monitoring wybranych reakcji

Szs Broad singlet Szeroki singlet

t Triplet Tryplet

T Tyrosine Tyrozyna

TLC Thin layer chromatography Chromatografia cienkowarstwowa
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Skrot/Akronim

Termin w j ezyku angielskim

Termin w jezyku polskim

Trp-P-1 3-Amino-1,4-dimethyl-5H- 3-Amino-1,4-dimetylo-5H-pirydo[4,3]-
pyrido[4,3-b]indole indol

Trp-P-2 3-Amino-1-methyl-5H-pyrido- 3-Amino-1-metylo-5H-pirydo[4,3]indol
[4,3-b]indole

Q Quartet Kwartet

uv Ultra violet Promieniowanie ultrafioletowe

) Chemical shift Przesunjcie chemiczne

12




WSTEP

WSTEP

Jest rzecz powszechnie znange wraz ze spgywang zywnosciag do organizmu
ludzkiego dostaj sic substancje wptywage niekorzystnie na zdrowie cztowieka.
Stopien naraenia organizmu na te zywki zalezy od rodzaju diety, przyzwyczdje
zywieniowych i sposobu przygdzania potraw, ktory €sto zwhzany jest z tradycjami
regionalnymi [1]. Wrdod tych niepozdanych substancji najekisze zagroenie
stanowg zwigzki mutagenne i rakotwdrcze. Mutagenem éleney jest czynnik fizyczny
lub chemiczny, awto zdolny do wywotywania uszkodz®NA, zwickszapcy istotnie
czestos¢ mutacji. Natomiast kancerogen stanowi czynnik, kt@rzyczynia sj
do rozwoju choroby nowotworowej. Szczegdlnie obfitymddiem rakotworczych
zwigzkow jest zywnos¢ o0 wysokiej zawartasi biatka poddana obrdbce termicznej,
przede wszystkim mgso. W podwyszonej temperaturze twa@rzsie mutagenne
substancje, takie jak heterocykliczne aminy aromatyczne (HAA) [2]. Jednak
przetworstwo i obrobka termicznazywnosci map tez nieocenione zalety.
Jako najwaniejsze nalgy wymieni:

- zwigkszenie trwataosi produktow ¥wnosciowych,

- obnizenie ceny,

- poprawienie waloréw smakowych i ogiczych.

Sprawiap one, 2 nie naley oczekiwa obnizenia spoywania przetworzonej i poddanej
obrébce termicznejywnosci pochodzenia zwietzego.

Wyniki bada epidemiologicznych sugerpjednak,ze wysoka zawartostiesa
w diecie zweksza ryzyko wysipienia nowotworowzotadka, jelita grubego, ptuc,
trzustki, piersi i prostaty [3]. Jednym z czynnikow odpowiedzialnych Zgwaeniowe
zagroznie jest wignie obecnos¢zwigzkow z grupy HAA w wyrobach msnych.
W zwigzku z tym w wielu laboratoriach padp w ostatnich latach badania, ktorych
wynikiem ma by okrellenie warunkow przygotowaniaywnosci pozwalajcych
na obnkenie zawartéci albo wyeliminowanie sktadnikéw szkodliwych [4].
Rozwigzaniem mae by takz jednoczesne dostarczanie do organizmu substancji
przeciwdziatagcych aktywnogi niepozglanych sktadnikéw produktow
zywnosciowych. Uwaza sk, ze niektore fitozwazki zawarte w owocach i warzywach
dostarczane wraz z gdem poddanym obrobce termicznej mogtyby niwelowa
mutagenny i rakotworczy wptyw zwizkéw z grupy HAA [5].

13
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|. CZESC TEORETYCZNA

1. Rodzaje heterocyklicznych amin aromatycznych (HAA) i ich wysipowanie
W Zywnosci

Heterocykliczne aminy aromatyczneg substancjami twogrymi sie w trakcie
procesu obrobki termicznej gsa [6]. Pierwsze zwrki z grupy HAA obecne
w przetworzonegywnosci opisano w roku 1977 [7]. Natomiast do tej poryzymwnosci
o duzj zawartogi biatka, takiej jak mgso, dréb i ryby, zidentyfikowano ponad 25
réznych heterocyklicznych amin aromatycznych (tabelf8]L)

Wszystkie zwazki z grupy HAA posiadaj w swej strukturze dwa do gaiu
pierscieni aromatycznych, pigrien heterocykliczny z jednym lub wkszy liczbg
atoméw azotu i zazwyczaj jedregzocyklicznaggrupe aminows [2]. W opracowaniach
Miedzynarodowej Agencji Badanad Rakiem (IARC) [9] dziewE heterocyklicznych
amin aromatycznych (MelQ, MelQx, PhiIPa&, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2 i Glu-P-1
oraz 1Q) zostato zaliczonych do grupy zmkow wykazugcych odpowiednio madiwe
(klasa 2B) Ilub prawdopodobne (klasa 2A) dziatanie rakotworcze w stosunku
do organizmu cziowieka. W zwaku z tym zalecono ograniczenie ich konsumpciji.
Heterocykliczne aminy aromatyczne mazpodziek na dwie nagpujace klasy:

1) aminoimidazoazareny (pochodne imidazochinoliny §zWi 1Q), pochodne
imidazochinoksaliny (zvaizki 1Qx), pochodne imidazopirydyny (zgaki 1P),
2) pochodne aminokarboliny (pirydoindole oraz pirydoimidazole) [10].

Zwiazki z grupy HAA powstaj w niewielkich ilociach (ppb) w trakcie
domowych sposobow przygotowywaniagse. Jednalez przypieczone mso czerwone
czy tez drob, jak réwnie sos z pozostatof na patelni moe zawierd heterocykliczne
aminy aromatyczn@awet na poziomie 500 ppb [11]. Przy tym ila&igzkow z grupy
HAA tworzacych sé podczas obrobki termicznej ¢sa wotowego jest 20-krotnie
mniejsza w mgsie niz w sosie wikasnym [12, 13Na szczegolnawagezastugug dwie
pochodne, a mianowicie PhIP i 8-MelQx, bowiem wpsija w najwickszych ilociach
w zywnosi takiej jak dobrze upieczony drob, bekon, griloaawotowina, wywar
z wotowiny, stek i ryby [14, 15]. Przy czym PhIP tworzy ktwiej podczas obrébki
termicznej mgsa z kurcgt niz w przypadku wotowiny, wieprzowiny albo ryb. Z kolei
zawartos¢ MelQx jest ogoélnie rbisza w przetworzonym rsie z drobiu

niz w wotowinie i wieprzowinie [4, 11]. Zwazane jest to z réicami w zawartogi
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tluszczu, glukozy i kreatyny oraz rodzaju wymijacych aminokwasow w msie
biatym (dréb) i mésie czerwonym (wotowina i wieprzowina) [16, 17]. dnfnacje
na temat wyspowania zwizkdbw z grupy HAA w produktachzywnosciowych
zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Informacje literaturowe avystepowaniu niektérych heterocyklicznych amin aromatycznych
w produktachzywnasciowych

Heterocykliczna , _ Pismiennictwo
. Zrédto pochodzenia
amina aromatyczna [przyktad]
PhiP Dobrze upieczony dréb, bekon, grilowana wotowina, wywar [14, 15]
z wotowiny, stek, ryby
8-MelQx Dobrze upieczony dréb, bekon, grilowana wotowina, wywar [14, 15, 18]
z wotowiny, stek, ryby, tale mocz os6b sggwajacych takie
potrawy
IQ Pieczony tos®i wywar z wotowiny [11]
MelQ Pieczony tos®i wywar z wotowiny [11]
1Q-[4,5-0] Migso przygotowane do spgcia w warunkach domowych [11, 19
7-MelgQx Migso przygotowane do spygcia w warunkach domowych [19, 20]
7,9-DiMelgQx Migso przygotowane do spygcia w warunkach domowych [19, 20]
AaC Przypieczone raso [10]

W 2007 roku odkryto w ngsie wotowym 6 nowych zwekdw zawierajcych
w swej strukturze szkielet 1Qx. Dwa z nich, 6-Mgéix i 7-MelgQx charakteryzuj sic
taka sany mag czasteczkowy jak 4-MelQx oraz 8-MelQx [19]. Cztery pozostate s
izomerami DiMelQx [20].

Heterocykliczne aminy aromatyczne wyizolowano i zidentyfikowano nie tylko
w poddanym obrobce termicznej gsie [21, 22], drobiu [6] i rybach [23], wywarze
migsnym [24], kostkach rosotowych [25], ale réwhie dymie kuchennym [26, 27],
produktach sojowych [28]otrcbach pszenicy [29], kawie [30], napojach alkohololwyc
[31] i nawet mieszaninach pochodzenkodowiskowego, w tym w dymie
papierosowym [32, 33powietrzu [34], wodzie rzecznej [35]. i wodzie dezawe]j [36]
oraz glebie [37]. Poza tym kilka HAA zidentyfikowano w ludzkich tkankach [38],
wiosach [39, 40] w ptynach biologicznych, takich jak osocze, mocazxot¢ [41, 42,
43, 44], jak rownie w mleku zdrowych kobiet [8, 45]. Natomiast obecnastigzku
1Q-[4,5b] stwierdzono m.in. w moczu zaréwno konsumentoéwsanijak i wegetarian
co sugerujeze jegozrédtem nie jest mgiso poddane obrdbce termicznej, ale tworzenie

si¢ tej pochodnej nagbuje w sposéb endogenny w organizmie cztowieka48jiazki
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norharman i harman poza powstawaniem w trakcie obrébki termiczgeanizsto
wystepuja w rodinach, np. w mczennicy i § znanymi inhibitorami
monoaminooksydaz, & ich dziatanie halucynogenne.

Struktury wszystkich opisanych dotychczas g#idéw z grupy HAA, ktorych

obecnoséstwierdzono w produktachywnosciowych przedstawino w tabeli 2.

Tabela 2. Heterocykliczne aminy aromatyczne powstaj podczas procesu obrébki termicznej
produktéwzywnosciowych

HAA tworz ace s podczas obrébki termicznej: aminoimidazoazareny

Pochodne imidazopirydyny

CH,

|
H.C N
=
T
N N

2-amino-1,6-dimetyloimidazo[4,5-fpirydyna
(DMIP)

H3C = N
T
NN

H,C
CH,
2-amino-3,5,6-trimetyloimidazo[4,5-Bpirydyna
(3,5,6-TMIP)
HO.
CH,

=

|
N
~ | N/>_NH2

NI

2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,%]pirydyna
(PhIP)

T

H,C N
=
T

H.C N
2-amino-1,5,6-trimetyloimidazo[4,5-Bpirydyna
(1,5,6-TMIP)

CH,
=

|
N
~ | N/>_NH2

N

2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-lpirydyna
(PhIP)

H3
O—~
N N

2-amino-1-metylo-6-(4'-hydroksyfenylo)-
imidazo[4,5-fpirydyna (IFP)

Z—0

Pochodne imidazochinoliny

HC_~ NH

N
_ N

o
N
2-amino-1-metyloimidazo[4,5-f]chinolina

(1-1so-1Q)

=

2-amino-1-metyloimidazo[4,5-kchinolina

(1Q-[4.5%p

NH,,
N:<
N
= | CH,
N
2-amino-3-metyloimidazo[4,5-f]lchinolina
(IQ)
NH,,
N:<
N
= X~ TCH
N
N CH

2-amino-3,4-dimetyloimidazo[4,5f|chinolina

(MelQ)
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Tabela 2. c.d.

Pochodne imidazochinoksaliny

NH,
N:<
N
N X CH,
NS
N

2-amino-3-metyloimidazo[4,5-flchinoksalina

(1IQx)

2-amino-3,4-dimetyloimidazo[4,5-flchinoksalina
(4-MelQx)

H2
N=
N
NS
HC™ N

2-amino-3,7-dimetyloimidazo[4,5-flchinoksalina
(7-MelQx)

NH,
N:<

N

H3C:[/N:©( \CH3
X
H,C N
2-amino-3,7,8-trimetyloimidazo[4,5-flchinoksalina
(7,8-DiMelQx)

H,C N N
’
T
N N

2-amino-1,7-dimetyloimidazo[4,5-¢chinoksalina

(7-MeQx)

H.C N

3 =
x

N

H3C\ NH,
N :<
N
/N X
NS
N

2-amino-1-metyloimidazo[4,5-flchinoksalina
(2-1s0-1Qx)

NH,
N:<
N
H.C /N X \CH3
NS
N

2-amino-3,8-dimetyloimidazo[4,5-flchinoksalina
(8-MelQx)

H,C, NH,
N:<
N
H,C /N N
NS
N

2-amino-1,8-dimetyloimidazo[4,5-flchinoksalina
(1-1so-8-MelQx)

NH,
N:<
N
RO N X CH,
X
N CH,
2-amino-3,4,8-trimetyloimidazo[4,5-f]chinoksalina
(4,8-DiMelQx)

CH,
H,C N N
’
T L
N N

2-amino-1,7,9-trimetyloimidazo[4,5-gchinoksalina

(7,9-DiM@gRXx)
H2
N:{\J

N
/" CH,

CH,OH

2-amino-4-hydroksymetylo-3,8-dimetyloimidazo[4,5-flchinoksalina
(4-GBIH-8-MelQx)
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Tabela 2. c.d.

HAA tworz ace sg¢ podczas pirolizy: aminokarboliny

Pochodne fenylopirydyny

o NH,
O~ {

2-amino-5-fenylopirydyna
(Phe-P-1)

Pochodne pirydoindoli: a-karboliny

= | = | CH,
N X
NT ONT N, NN NH,
H H
2-amino-9H-pirydo([[2,3-b]indol 2-amino-3-metylo-9H-pirydo[2,3-]indol
(AC) (Me&C)
p-karboliny
— —
\ /N \ /N
) )
CH
H 3 H

1-metylo-9H-pirydo[3,4-bjindol

9H-pirydo[3,4-bjindol

(harman) (norharman)
y-karboliny
H,C H,C
\ //"NH, \ // NH,
) )
H H CH3

3-amino-1-metylo-5H-pirydo[4,3b]indol

(Trp-P-2)

3-amino-1,4-dimetylo-5H-pirydo[4,3b]indol
(Trp-P-1)
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Tabela 2. c.d.

Pochodne pirydoimidazoli: é-karboliny

NH, NH,
N N
A\ = A =
/ "N \ /N \
— V — V4
N N
H,C
2-aminopirydo[1,2-a:3',2'-d]imidazol 2-amino-6-metylopirydo[1,2-a:3',2'-d]imidazol
(Glu-P-2) (Glu-P-1)

Pochodne tetraazafluorantenu

4-amino-6-metylo-1H-2,5,10,16-tetraazafluoranten

(Orn-P-1)
Pochodne benzimidazoli
0 CH;
N
H.C—N >
N
0 NH-CH,

4-amino-1,6-dimetylo-2-metyloamino-1H,6H-pirolo[3,4f]benzimidazolo-5,7-dion
(Cre-P-1)

Pochodne karbazoli

3,4-cyklopentenopirydo[3,2alkarbozol
(Lys-P-1)
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2. Wplyw przebiegu procesu obrébkizywnosci na powstawanie heterocyklicznych
amin aromatycznych (HAA)

W zalenosi od temperatury obrébkiywnosci powstaj dwie gtéwne grupy
heterocyklicznych amin aromatycznych. Piergvggupe, okreslang jako ,pirolityczne
HAA” czy tez typu ,nie-IQ”, stanowd produkty pirolizy aminokwasow(przede
wszystkim aminokwasow aromatycznych, gtéwnie tryptofanu) i bialek, poestaj
w temperaturze powgj 300°C Nalezg do niej gtdwnie pochodne pirydynoindolowe
I pirydynoimidazolowe (tabela 2) [25]. Piroliza prowadzi do powstania wielu
reaktywnych czsteczek w wyniku reakcji o mechanizmie rodnikowynzasteczki te
ulegap tatwo kondensacji twogr nowe heterocykliczne struktury w wyniku dalszych
reakcji wolnorodnikowych [4].

Natomiast w niszych temperaturach (150-2@)° powstaj tzw. ,termiczne
HAA”, typu ,IQ” czy tez aminoimidazoazareny, zawieseg W swej strukturze
fragment 2-amindN-metyloimidazolu [25]. Te ostatnie twarsiec z obecnych w ngsie
aminokwasow, kreatyny lub kreatyniny oraz cukrow redagygh (np. glukozy) [46].
Substancje prekursorowe ulegajreakcji dehydratacji i cyklizacji prowagz
do powstania pochodnych pirolu i pirydyny. W wyniku reakcji Maillarda zaciejz
micdzy heksoz | aminokwasem tworzy i kationorodnik pirydynowy
I dialkiloopirazynowy. Naspnie ulegag one dalszym przemianom Streckera
z udzialem aldehydow i kreatyny oraz kreatyniny provsagim do powstania
pochodnych odpowiednio imidazochinoliny i imidazochinoksaliny (rysunek 1) [47, 48].

Produkty te tworz sic prawdopodobnie w wyniku ziohych reakcji
przebiegajcych wedtug mechanizmu rodnikowego. Jedeakstemperaturze wgzej
niz 225°C powstate produkty ulegajlegradacji lub reagajz innymi zwgzkami [49].
Mechanizm tworzenia @izwigzkéw Trp-P-1, Trp-P-2, AC i MeAoC jest nadal
nieznany{50].

Rodzaj tworacych s¢ heterocyklicznych amin aromatycznych i ich zawartos¢
w poddanym obrobce termicznejgsie zaley od wielu czynnikow, takich jak:

- rodzaj mgsa (wieprzowina, wotowina, dréb, ryby) i jego jakpsé

ksztalt i wielkos¢przetwarzanego produktu,

spos6b przetwarzania (spemie, grilowanie, pieczenie, opiekanie, pieczenie

w glebokim ttuszczu czy przygotowywanie w kuchence miéloivej),

temperatura i czas trwania obrobki termicznej,
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- pH produktéw misnych,
- stzenie prekursoréw zwikdw z grupy HAA,
- zawartoséwody oraz tluszczu i stopieutlenienia ttuszczow [1, 39, 51, 52, 53, 54,

55].

Aldoheksoza + Aminokwas

VRN
~ N
- R T+
e N N
- -e
N +e N N +e N
R
Kationorodnik pirydynowy Kationorodnik pirazynowy
+
Kreatynina
Pochodne imidazochinoliny Pochodne imidazochinoksaliny

Rysunek 1. Uproszczony schemat syntezy wybranych aminoazaarenéw z ¢g@nginiem etapu
tworzenia przéiciowych produktéw wolnorodnikowych [25]

Zawartos¢zwigzkow z grupy HAA w zalenosci od warunkow moeg zmiené sig nawet
100-krotnie [46]. Naley podkréli¢ jednak,ze temperatura i w mniejszym stopniu czas
ogrzewania maj gtbwne znaczenie w ich tworzeniu [47, 56,.57]

Przygotowywanie potraw w temperaturzezsziej niz 100°C nie powoduje
powstawania albo jedynie powstawaniadowych ilos¢ heterocyklicznych amin
aromatycznych [13]. Wyniki bada wskazuj, ze przetwarzanie produktow
wysokobiatkowych w niskiej isredniej temperaturze (pomj 250°C) prowadzi
do utworzenia gtdwnie zwizkoéw z grupy imidazochinoksalin, natomiast w potrefwa
bardzo spieczonych, przewea zawartos¢ pochodnej imidazopirydyny — PhIP [58].
Najwicksze iloci zwigzkow z grupy HAA powstaj podczas zastosowania wysokiej

temperatury i dlugiego czasu obrébki termicznej [57, 59].
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Gotowanie w wodzie i ogrzewanie z wykorzystaniem kuchenki mikrofalogvej s
sposobami przyrgdzania potraw, ktérym towarzyszy tworzenie siewielkiej ilosci
wspomnianych substancji [53]. Istnieje jedno doniesienie o ¢pgstaniu Trp-P-2,
Trp-P-22, AIC, MeAaC, harmanu oraz norharmanu w udkach z Iggiez
przyrzadzonych w kuchence mikrofalowej [60] i tylko dwdcstatnich z wymienionych
zwigzkow w gotowanym mgisie [61]. W przypadku stosowania kuchenki mikrofadpw
ciepto jest generowane we wrgu produktu i temperatura powierzchni nie wzrasta
powyzej temperatury innych jego €xi [21].

Szybkos¢ tworzenia si heterocyklicznych amin aromatycznych wzrasta wraz
ze wzrostem temperatury [62]. Moa zaobserwowawyrazny wpltyw temperatury
obrobki termicznej na stenie MelQx i PhIP, podczas gdy zawartd€d, MelQx
oraz DiMelQx utrzymuje s na pewnym stalym poziomie [63]. Temperatury
powszechnie stosowane podczas grilowania, zema i czsto podczas pieczenia
(z zakresu 100-200°C) przyczyniagic do zwkekszenia intensywri@i procesu
tworzenia s} zwigzkéw z grupy HAA [20], natomiast w temperaturach zaeeszy
od 225°C do 250°C wspomniane substancje uegapadowi lub te reaguj z innymi
zwigzkami tworzc nowe pochodne [64]. Przy czym w temperaturach 86°C
ma miejsce nieznaczny wzrost szybkiogworzenia s zwigzkow z grupy HAA,
natomiast duy wzrost szybkasi zaobserwowano w temperaturach bliskich 200°C.

Niepolarne zwizki z grupy HAA: TrpP1, TrpP2, &C i MeAaC powstaj
w duzych ilosciach tylko wtedy, gdy proces obrébkiywnosci jest prowadzony
w temperaturze powygj 300°C [12]. Przeprowadzenie procesu & wieprzowiny
w kontrolowanych warunkach pozwolito stwierélzi ze catkowite zawartad
heterocyklicznych amin aromatycznych w stoaej wieprzowinie w temperaturach
100°C, 125°C i 150°C wynogzodpowiednio 48, 58 i 91 ng/g. Z kolei i@$1Qx,
MelQx, PhIP i 4,8-DiMelQx powstagych podczas obrobki termicznej ¢va
wotowego przez 5 min wzrasgapdpowiednio 2,5-krotnie, 6-krotnie i 8-krotnie wraz
ze wzrostem temperatury od 170 do 200°C [13].aZek PhIP nie tworzy sipodczas
smazenia w temperaturze 100°C [65]. Mniejsze dlopolarnych amin 1Q i MelQ
w poréwnaniu do 1Qx i MelQx uzyskano w przypadku przetwarzaniganivotowego
W najwyzszej z podanych temperatur i w trakcie najdiego czasu trwania procesu
[12, 48].

Kinetyka tworzenia si zwigzkbw z grupy HAA, jako funkcja czasu byta

przedmiotem bada opisanych w wielu pracach. Zostala ona zmierzonan.m.
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dla procesu snignia wotowiny mielonej w temperaturach 150-180°Cez&tie
tworzacych sé zwigzkdw z grupy HAA byto stosunkowo niewielkie po upiga8 min,
jednak wzrastato wraz z czasem trwania procesu obrébki termicznej [264sabéc
heterocyklicznych amin aromatycznych tworzy & smaonej wotowinie w szybkim
tempie po 5-minutowym okresie ogrzewania we wszystkich temperaturach, jedynie
w przypadku 1Q, MelQ, 4,8-DiMelQx, harmanu io& zaobserwowano powolny
wzrost ich ilgci po okresie 5 albo 10 minut przetwarzania wotowmyemperaturze
180°C. Z kolei zawartos¢zwigzkéw z grupy HAA tworzcych s¢ podczas sni@nia
migsa wotowego w temperaturze 225°C przez 6 minutgeszy weksza nk stosujc
temperatug 175°C [63]. Inne doniesienie literaturowe wskazuje, ogrzewanie
wotowiny w temperaturze 160 °C przez mnieg M5 minut nie przyczynia si

do powstawania heterocyklicznych amin aromatycznych. Znacznei imiarnych
amin - 1Q, MelQ, MelQx, 4,8-DiMelQx i PhIP i niepolarnych amin — norharmanu,
harmanu i AC tworz si¢ dla temperatury obrobki w zakresie 180-220°C prdezs

20 minut. Weksze iloci MelQ tworz si¢ jedynie podczas obrobki termicznej¢sa

w najwyzszej temperaturze (200 °C) przez okres 20 minug(@)r12]. Przy diugzym
czasie obrobki termicznej gdu 1 godziny) w temperaturze 150°C, w wieprzowinie
wykryto siedem zwgzkow z grupy HAA: Glu-P-2, norharman, harman, Trg;ARhIP,
AaC, MeAaC. Ich zawartoséwzrasta wraz ze wzrostem temperatury przetwarzania
[65].

Analizujagc proces przekazywania ciepta | migrztemperatury powierzchni
miesa poddawanego procesowi obrobki termicznej wskaz@noznaczenie inercji
termicznej w opodieniu tworzenia si zwigzkbw z grupy HAA, szczegOllnie
W zZywnosci wyskpujacej] w postaci stalej. Wkszos¢ doniesi@ okresla ilosci
tworzacych s¢ heterocyklicznych amin aromatycznych w ¢gie jako sumy
tych zwihzkow podzielonej przez maproduktu, a tymczasem weszych warstwach
migsa znajdyj Sie miejsca, gdzie temperaturada¢ge dub nizSza nk na zewnyz,
azatem cgsto bez maliwosci tworzenia si zwigzkow z grupy HAA [13]. Zalenosc te
potwierdzaj wyniki pomiarow zawartad heterocyklicznych amin aromatycznych
znalezionych w misie i sosie wlasnym; te ostatnig@ ponad 20 razy wksze
niz w mielonej wotowinie. Aminy 1Qx i 4,8-DiMelQx wyspuja srednio w 3-4-krotnie
wickszej iloci w sosie wkasnym niw plasterkach wotowiny, podczas gdy zawartosé¢

MelQx i PhIP jest porownywalna w obu tych produktachsmych [50].
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Mylacy przy wizualnej ocenie poziomu zmkdéw rakotworczych,
w tym zwigzkdw z grupy HAA, moe by takze kolor powierzchni przetwarzanego
produktu, ktory zmienia gi wraz z temperatgr obrobki termicznej [65]. Jednak
wiasciwosé ta stuzga czsto do charakteryzowania procesu obrobki termicemiega
[66] jest tylko ogllnym wskanikiem i niewystarczagym do okrélenia warunkéw
przetwarzania [13], poniewana barw moga wpltywat inne zmienne, np. rédce pH
migsa.

Dostpnych jest wiele prac szczegotowo analiezyph wpltyw  sposobu
przyrzadzania mgsa tj. smaenia na patelni, sraania w gébokim ttuszczu, pieczenia
na ruszcie i procesu duszenia, na rodzaj i zawatiwéézacych s¢ heterocyklicznych
amin aromatycznych [67, 68]. Wspomniane gxki tworza si¢ gwaltownie, kiedy
mi¢so jest w bezpaogédnim kontakcie z ggca ptaskagpowierzchm tak jak w przypadku
smazenia na patelni lub przy stosowaniu bardzo wysoktemperatur obrobki
(225-300°C) wykorzystywanych w pieczeniu na ruszcie [4, 57, 61, 69,] czy ,barbecue”,
natomiast wolniej podczas duszenia [65]. Mplezigé po uwagg ze najweksze iloci
zZwigzkdw z grupy HAA tworz sie w zewretrznej czsci, czyli na powierzchni
przetwarzanegpywnosci [13]. Przy czym pieczenie na grilu ¢ga z drobiu bez skory
powoduje powstawanie wkszych iloci heterocyklicznych amin aromatycznych [70].
Takze pieczone na ruszcie zeglem drzewnym miso charakteryzuje siwyzsz
zawarto€ig zwigzkéw z grupy HAA [71]. Podobne wyniki uzyskano w ypadku
obrébki termicznej ryb [51]. Dweilosci PhIP tworz sie w trakcie proceséw obrobki
zywnosci prowadacych do wysuszania positkdw [16]. Natomiast powstaedMelQx
jest przyspieszone w przypadku stosowania tzw. mokrych technik pidzamzia m¢sa
[13].

Przetestowano réwnie sposoby ograniczenia intensywobstworzenia si
zwigzkbw z grupy HAA podczas obrébki termicznej kotletéwwotowych
przy temperaturze wewtrznej mesa wynoszcej 70°C, bowiem temperatura patelni
moze by zmienna (rysunek 2). W przypadku, gdy kotlety obractylko raz w ggu
pieciu minut smaenia i prowadzono proces do gigiiccia wskazanej wcZaiej
temperatury 70°C, zauwano duy wptyw temperatury patelni na tworzenieg Si
heterocyklicznych amin aromatycznych. Natomiast obracangsarco minug podczas
smazenia powodowato powstawanie mniejszej diogych amin. W zwjzku z tym
obrobka termiczna msa mielonego wotowego w #szej temperaturze (160-180°C)

z jednoczesnym obracaniemgsa co minuf prowadzi do znacznego zmniejszenia
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Mi eso zawierapce casteczki prekursoréw
heterocyklicznych amin aromatycznych

Ogrzewanie misa w kuchence

mikrofalowej przez 1,-2 minut

Gotowanie

(100°C

Mi e¢so pozbawione odcieku

Odciek z m¢sa
zawierajicy czsteczki
prekursorow
heterocyklicznych amin
aromatycznych

Smaenie
(200-250°C)

Smaenie
(20C-250°C

Marynata

Usmazone mieso nie zawierace lub zawierapce
niewielkie ilosci heterocyklicznych amin
aromatycznych

Usunkcie

Usmazone miso
zawierajace heterocykliczne
aminy aromatyczne

Obnizenie zawartogi
heterocyklicznych
amin aromatycznych

Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie drog tworzenia ha&terocyklicznych amin aromatycznych podczaszema mesa oraz sposobow zmniejszania
intensywndci procesu ich powstawania poprzez wiriejsze ogrzewanie gsa w kuchence mikrofalowej lub zastosowanie innej techniki obrébki termicznej

(na podstawie[72])
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intensywnogi procesu tworzeniagizwigzkdw z grupy HAA [73]. Jednocgeie wyniki
przeprowadzonych badawskazug, ze wzrost temperatury patelni ze 160 do 250°C
wptywa tylko w nieznacznym stopniu na skrocenie czasu potrzebnego
do przygotowania kotletbw wotowych, natomiast w sposéb istotny (odpowiednio
5 1 15-krotnie) wzrost ilogi powstagcych heterocyklicznych amin aromatycznych
obserwuje si, gdy smaenie odbywa si odpowiednio bez obracania i z obracaniem
migsa. Jak wida zastosowanie wigze] temperatury patelni tylko nieznacznie
przyspiesza proces obrobki termicznej, a skutkuje tworzeniemwsikszej iloLi
zwigzkéw z grupy HAA, podczas gdy ¢ste obracanie rgsa przyspiesza smenie
| prowadzi do ograniczenia ich tworzenia.

Innym  sposobem zmniejszania intensywsios procesu  powstawania
heterocyklicznych amin aromatycznych jest usam substancji prekursorowych
z miesa przed obrobkatermiczng [74]. Mozliwe jest to poprzez wcZgiejsze
ogrzewanie mgsa w kuchence mikrofalowej przez 1,5-2 min [72]. W tmiejscu warto
wspomni€ o jeszcze jednym sposobie ograniczania intensyevnocesu tworzenia
Sie zwigzkéw z grupy HAA, a mianowicie wcgeiejsze zastosowanie odpowiedniej
marynaty m.in. z herbaty, czerwonego wina czy pi&wa. Marynowanie powoduje
zmniejszenie iloéi heterocyklicznych amin aromatycznych, twgoych se
z prekursoréw, podczas dalszej obrobki termicznegsmi a przy tym wpltywa
na popraw smaku, mgkkosci i wilgotnosci produktu.

Podsumowujc powysze rozwaania moha stwierdzi, ze jest nadzieja
na spoywanie zdrowszych produktéw gsinych przy zastosowaniu odpowiednigj
technologii obrobki termicznej (rysunek 2). Pomimo braku jednoznacznych wnioskow
dotyczicych wptywu temperatury na proces tworzenia Bivigzkdw z grupy HAA
w produktachzywnosciowych, rozgdne jest stosowanie niskich temperatur, unikanie

nagtych wzrostow temperatury i przedamego traktowania wysakemperatuy [11].

3. Interakcje heterocyklicznych amin aromatycznych ze skiadnikami ukfadow

biologicznych

3.1. Metabolizm heterocyklicznych amin aromatycznych (HAA)

Wyniki doswiadczeé przeprowadzonych z udziatem zwigrz ludzi wskazu
na ztozony proces metabolizmu heterocyklicznych amin argoztych [75]. Z uwagi

na fakt,ze MelQx i PhIP tworz sic w najwickszych ilociach wzywnosci poddanej
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obrébce termicznej, metabolizm tych wige zwhzkow zbadano szczegétown vitro

przy wykorzystaniu tkanek [76, 77], oczyszczonych i rekombinantowych enzyméw
[78, 79, 80] oraz hepatocytow [81], a zakin vivo z wykorzystaniem organizmoéw
zwierzcych [82, 83] i ludzkich [5, 84]. Gtéwne szlaki mietdizmu MelQx i PhIP

w organizmie ludzkimgprzedstawione na rysunkach 3 i 4.

Jak w przypadku wikszogLi zwigzkdbw genotoksycznych, wdeiwosci
mutagenne i rakotworcze zywkow z grupy HAA ujawnigj sic po aktywacji
metabolicznej w organizmie, prowage] do powstania elektrofilowych pochodnych
zdolnych do kowalencyjnego wdania s¢ z centrami nukleofilowymi w DNA. Gtéwne
produkty detoksykacji heterocyklicznych amin aromatycznych powvstajwyniku
reakcji utlenienia pigcienia heterocyklicznego i grupy metylowej. Heteldmzne
aminy aromatycznegsaktywowane w wyniku N-hydroksylacji egzocykliczngjupy
aminowej katalizowanej gtdwnie przez cytochrom P450 1A2 (CYPMA2yatrobie
[85] i przez P450 1Al (CYP1Alpraz P450 1B1 (CYP1Blw tkankach
pozawatrobowych [2, 75, 86] z utworzeniem pochodnych Ndiokdy-HAA [46].
lzoenzym CYP1A2 Kkatalizuje réwnie reakcje detoksykacji PhIP i MelQx
z utworzeniem odpowiednio 2-amino-4’-hydroksy-1-metylo-6-fenyloimidazopf5-
pirydyny (4’-HO-PhIP) [87] i kwasu 2-amino-3-metyloimidazo[4]6hinoksalino-
8-karboksylowego (IQx-8-COOH) [81]. Ten ostatni metabolit jest gtbwnym produktem
detoksykacji MelQx w hepatocytach [81] i w organizmie ludzkim [88]. Godne uwagi
jest to,ze 1Qx-8-COOH wydaje ginie powstawaw organizmach gryzoni oraz innych
przedstwicieli zwierat naczelnych [81].

Powstapce pochodne N-hydroksy-HAA medezpofednio reagowaz DNA,
jednak zwykle ulegajdalszej reakcji sulfatacji lub acetylacji z udzratenzymoéw Il
fazy odpowiednio sulfotransferazy 1A1 (SULT1A1) [89] i N-acetylotransferaz (NAT)
[90]. Enzymy z grupy NAT kodowaneg su cziowieka przez geniNAT1 i NAT2,
przy czym produkt ostatniego z nich uczestniczgécej jako katalizator w aktywacji
biologicznej zwazkow z grupy HAA. N-hydroksylowane metabolity PhIFAGC g
aktywowane przez obie izoformy [75]. 1zoenzym NAT2 zaawgay jest zarOwno
w N-acetylac zwigzkdéw z grupy HAA, jak i O-acetylagjich N-hydroksylowanych
pochodnych. Ogdlnie proces N-acetylacji stanowi mechanizm detoksykacji, natomiast
O-acetylacja prowadzi do aktywacji heterocyklicznych amin aromatycznych [90].
W przypadku enzymu SULT, rowriekilka izoform bierze udziat w aktywacji

biologicznej zwiyzkow z grupy HAA u cztowieka. Izoenzym SULT1A1L jgstinak
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Rysunek 3.Schematyczne przedstawienie gtéwnych szlakdéw aktywacji metabolicznej MelQx w organizmie ludzkim [88]

28



CZESC TEORETYCZNA

koniugacja z glutationem

GSTAl
CH,
O-acetylacja N
— | _ />_N\ 9
CH N-hydroksylacja (NAT) N~ N MCH ]
8 (CYP1A2, CYP1B1, CYP1A2) CH 3
~rN 3
| 2—NH, - ~-N H N-acetoksy-PhIP
NN | N —
Pz N AN
Ph | P NADPH reduktaza N OH H,0 CH,
N
HO-NH-PhIP = | ] >—NH,
HO” "N~ N
C-hydroksylacja
(CYPlAl/CYPlAZ) 5-OH-PhIP
CH
brak — O-sulfatacja N s
metabolizmu 9" L(jboga-&c\])a glukuronidacja > RN
CH, (UGT1A) (SULT) NN
N
|l 2—NH,
NZ TN N-sulfonyloksy-PhIP
4'-OH-PhIP o
N
NH
S s CH, A
X A H N OH = NH
[ L >nm, DR (Lo L~ "9 o 2
N” N N~ N O  OH NN O OH NN
O  OH HO g HO e O OH
HO "'<\o ) OHo \ o HO ...\/\O
5 HO OH g
HO OH HO HO ©OH dG
PhIPN-GI PhIPN2-GI HO-N-PhIPN?-GI HO-N-PhIPN3-GI
CH, H o
i XN
IN/ PN NH
Z NH,
HO o
OH
wydalanie
dG-C8-PhIP
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najaktywniejsz izoformg w katalizie wspomnianych substancji, w tym
N-hydroksylowanej pochodnej PhIP i Ma& [91].

Estry powstate w wyniku reakcji sulfatacji i acetylacy,v8ysoce niestabilnymi
elektrofilami zdolnymi do reakcji z DNA [75, 92] oraz biatkami [2, 93], natomiast
w przypadku PhIP mag one samorzutnie ulec redukcji do 2-amino-1-metylo-
6-(5-hydroksy)fenyloimidazo[4,B®]pirydyny (5-HO-PhIP) [94]. W wyniku vgzania
sie estrow z DNA powstagjaddukty DNA, ktére wskutek tej reakcji mogawodowé
mutacje [46, 95]. Drog detoksykacji reaktywnych estréw utworzonych w wynik
N-acetylacji heterocyklicznych amin aromatycznych jest ich redukcja z udziatem
transferazy S-glutationowej (GST) doddiowej aminy. Przy czym izoenzym GSTA1
jest najaktywniejszym katalizatorem prm#ania zredukowanej formy gsteczki
glutationu do tych potencjalnie genotoksycznychazkdw (rysunek 3 i 4) [96].

Hydroksylowane metabolity mogtakze uleg& biokoniugacji przez sulfatagj
i glukuronidac} z udziatem enzyméw Il fazy, odpowiednio sulfotramaky
I UDP-glukuronozylotransferazy (UGT) [97], prowadych do utworzenia polarnych
zwigzkow, ktore g tatwo wydalane zofcig czy tez moczem [82]. Mog one réwnie
zosta przetransportowane do drogotciowych, gdzie zachodz dalsze etapy
metabolizmu [2]. M¢dzy innymi motiwa jest detoksykacja w wyniku redukciji
N-hydroksylowanych  pochodnych  heterocyklicznych ~ amin  aromatycznych
do aédtowych amin przebiegagej z udziatem reduktazy NADPH [75].

Reakcja N-glukuronidacji ma& by reakcp konkurencyjng w stosunku
do reakcji acetylacji i sulfatacji odpowiedzialnych za aktywaznjvigzkOw z grupy
HAA [98]. Wiadomo take, ze aktywnos¢enzymu UGT wobec PhIP i HO-NH-PhIP
wystepuje w ludzkiej vatrobie i mikrosomach okegnicy [83, 81]. Wyniki bada
parametréw kinetycznych glukuronidacji N-hydroksylowanych pochodnych PhIP
dla rénych izoform enzymu UGT wskazyjze najaktywniejsza biologicznie jest
izoforma UGT1A1 [98]. Glukuronidacja, szczegOlnie w pozycji N2 i N3, stanowi
istotng drog; detoksykacji heterocyklicznych amin aromatycznybwiem utworzone
w jej wyniku polarne, nieaktywne zw#ki s3 usuwane wraz z moczem [99, 100, 101].
Natomiast tylko kilka procent z catej puli dostarczanych do organizmu yveziem
zwigzkow z grupy HAA jest wydalanych w niezmienionejrfae wraz z moczem
po 12 h od konsumpcji g8a poddanego obrébce termicznej [102, 103].

Rowniez glukuronidacja i sulfatacja egzocyklicznej grupy iaowej kilku

heterocyklicznych amin aromatycznych katalizowana przez enzymy odpowiednio UGT
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i SULT prowadzi do utworzenia produktéw detoksykacji. Natomiast N-acetylacja jest
waznym mechanizmem detoksykacji pierwszmlawych aryloamin [104], nie jest
jednak znacgg drogs detoksykacji zwjzkébw z grupy HAA zawieragych
ugrupowanie N-metyloaminoimidazolowe, chacenzym NAT katalizuje detoksykacj
AaC i kilku innych pirolitycznych heterocyklicznych amin aromatycznych [75].
Podczas gdy uktad enzymatyczny uczestniczy w aktywaciz bgetoksykacji
biologicznej zwazkéw z grupy HAA prowadc do utworzenia wielu pochodnych,
jelitowe mikroorganizmy w organizmie cztowieka uczestpiazpowstawaniu jednego
gtbwnego metabolitu - chlorku 7-hydroksy-5-metylo-3-fenylo-6,7,8,9-
tetrahydropirydo[3’,2",4,5]-imidazo[1,24pirimidyn-5-owego (PhIP-M1) (rysunek 5)

[105,106]. Metabolit ten oznaczono w ludzkim moczu [107].

CH, mikrobiota e cl
N ~~N
[ L 27NH, - | L O—NH
NN . N~ N OH
warunki beztlenowe 39C
PhIP PhIP-M1

Rysunek 5. Schemat powstawania metabolitu PhIP - chlorku 7-hydroksy-5-metylo-3-fenylo-6,7,8,9-
tetrahydropirydo[32':4,5]imidazo[1,2a]pyrymidyn-5-owego (PhIP-M1) twoszego s§ w organizmie
cztowieka z udziatem mikroorganizméw jelitowych u cztowieka [105]

Charakter zachodezych reakcji metabolicznych w dyh stopniu zaley
od specyficznogi enzymdéw uczestnigeych w metabolizmie ksenobiotykoéw (XME)
i aktywnogci enzymow | i 1l fazy [46]. W organizmie cztowiekppnad 15 enzymow
jest zaangsowanych w proces metabolizmu heterocyklicznych aaromatycznych.
Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) w genach kanygh enzymy
cytochromu P450 (CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1l, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19
i CYP2D6), S-transferaza glutationowa (GSTM1, GSTAL, GSTM3, GSTP1, GSTT1),
UDP-glukuronozylotransferazy (UGT1A), sulfotransferazy (SULT1A1l i SULT1A2)
i N-acetylotransferazy (NAT1, NAT2) mezskutkowa zroznicowanym metabolizmem
heterocyklicznych amin aromatycznych z utworzeniermyéh produktow pa&dnich
[108]. Polimorfizm w genach CYP1A2 i NAT2 (zidentyfikowano ok. 40 alleli)
w populacji ludzkiej waze st z romicami w aktywnoéi kodowanych enzymow
u poszczegolnych osob i specyfigzmdolnocia metaboliczng W populacji ludzkiej

mozna wyrdmi¢ dwie odmienne fenotypowo grupy wykagzeg zdolnosédo szybkiego
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I wolnego przebiegu procesu N-utleniania i O-acetylacji (aslgw and rapid
N-oxidizers and O-acetylator§l09]. Poniewa zaréwno enzymy | i Il fazy uczestnicz
w aktywacji biologicznej zwgzkow z grupy HAA, teoretycznie wksze ryzyko
wysftgpienia szkodliwych skutkdw zdrowotnych neoivystpi¢ u oséb ze zdolnafy
organizmu do szybkiego przebiegu procesu zaréwno utleniania, jak i acetylacji.
Podwy:szone ryzyko rozwoju nowotworow dostezoeo tylko u osob, ktérych
organizmy wykazyj zdolno$¢ do szybkiego procesu utleniania, jak i acetylacji
heterocyklicznych amin aromatycznych ieéziej konsumuj produkty zawierajce
duze ilosci tych zwhzkow [110].
W obrbie romych gatunkow wyspuja takze romice w aktywnosi
katalitycznej 1 regioselektywnos enzymow wgtrobowych biogcych udziat
w metabolizmie PhIP i MelQx [81]. Wydajso katalityczna ludzkiego izoenzymu
CYP1A2 jest weksza nk izoenzymu szczurzego w przypadku reakcji N-utleiaien
MelQx i PhIP. Medzygatunkowe raizice w aktywnoéi CYP1A2 g wysoce zalgne
od struktury substratu [46]. Szczurzy izoenzym CYP1A2 nie Kkatalizuje reakcji
tworzenia 1Qx-8-COOH, jednak katalizuje proces detoksykacji 8-MelQx przez C-5
hydroksylac¢ [87]. Poziom ekspresji tego biatka w ludzkieptmobie jest ogdlnie
10-krotnie wekszy niz w watrobie gryzoni [46]. Z tych wzgbdw poréwnanie
aktywnosci  katalitycznej, regioselektywnog i poziomow ekspresji CYP1A2
oraz innych izoenzymow pordzy roznymi gatunkami jest niezdge w ocenie ryzyka
zdrowotnego cztowieka wynikggego z narzenia na zwjzki z grupy HAA [111, 112].
Warianty genetyczne enzymoéw wplywayv rézny sposob na metabolizm
zwigzkdw z grupy HAA i w ten sposob rowmiena konsekwencje zdrowotne
dostarczania tych zwikOw wraz z mgsem np. na rozwoj nowotworu. W zmku
z tym predyspozycje genetyczne w g#eniu z obecnadg heterocyklicznych amin
aromatycznych w diecie wspoélnie stangwd zagrozniu nowotworowym u danej

osoby.

3.2. Wigzanie s¢ heterocyklicznych amin aromatycznych (HAA) z DNA

Rakotwdrcze wigciwosci zwigzkow z grupy HAA wiza sic ze zdolnogia ich
metabolitow do tworzenia kowalencyjnych adduktow z DNA, élamych
jako uszkodzenia promutagenne, bowiem bez skutecznego zadziatania mechanizmow
naprawczych mag prowadz¢ do powstania mutacji podczas replikacji DNA [113].

Utrzymujgce sé uszkodzenia DNA w komoérkach mpgowodowa réznego rodzaju
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mutacje genowe czy aberracje chromosomalne, przycageige do uziodiwienia
komoérek i rozwoju choréb nowotworowych [114]. Addukty HAA-DNA powstaj
gtownie w wyniku reakcji estrow N-hydroksy-HAA i atomu C-8 deoksyguanozyny
(dG) z utworzeniem adduktow dG-C8-HAA. Wspomniana reakcja przebiega z udziatem
reaktywnego jonu nitroniowego jako produktu pemniego [92]. W przypadku 1Q

i 8-MelQx addukty DNA tworgz sie réwniez z udzialem grupy aminowej
deoksyguanozyny i atomu C-5 pieienia heterocyklicznego z jednoczesng
delokalizacy tadunku jonu nitroniowego na hetegdjowych casteczkach

heterocyklicznych amin aromatycznych [115] (rysunek 6).
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Rysunek 6.Mechanizm tworzenia siadduktéw 1Q z purynami wygbujacymi w DNA [46, 110]
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llos¢ adduktow dG-N2 obserwowana w wyniku zastosowanitodnbiomimetycznych
in vitro w systemach bezkomadrkowych jest niewielka w stosunku do izomerow dG-C8.
Uwaza st jednak,ze trwatein vivoaddukty dG-N2 § powodem znacznych uszkodze
w tkankach szczuréw i naczelnych podczas przewleklego zedea na 1Q
lub w nasgpstwie rdhego poziomu jednorazowego nagaia na 8-MelQx [115].

Ostatnio, w trakcie badania reaktywgoswspomnianych dwoch zaakdéw
z grupy HAA — PhIP i MelQx w stosunku do deoksynukleozyddéw, oprocz znanych
adduktéw dG-C8-PhIP, dG-C8-1Q i d8*IQ, zidentyfikowano nieznane dpot
addukty - dG-N7-1Q i dAN®-IQ (rysunek 6). Wykrycie obecncisadduktéw dAN®-1Q
wskazuje na mdiwos¢ tworzenia s adduktbw DNA z zasadaginng
niz deoksyguanozyna. Powsiane w wyniku utworzenia wzania m¢dzy atomem N6
grupy aminowej deoksyadenozyny (dA) i atomem C5 aromatycznego ategia iQ
[116]. Wspomniana informacja mezprzyczyné sie do lepszego zrozumienia mutacji
w obrbie pary zasad ATin vivo [117], ktOre nie g zwigzane z tworzeniem i
adduktéw z dG. Natomiast drugi nowy addukt dG-N7-1Q [118] powstaje z udzialem
atomu azotu grupy aminowej IQ i atomu N7 deoksyguanozyny.cplastw wyniku
przegrupowania powstaje addukt dG-C8-IQ (rysunek 6). Przedstawiony mechanizm
stanowi jedyn drog tworzenia s adduktu dG-N7 bez destabilizacji amania
glikozydowego prowadicej do reakcji depurynacji [119Wigzanie s¢ PhIP z atomem
N7 deoksyguanozyny zaproponowano take przypadku adduktow wykrytydin vivo
u szczurdéw [118].

Wiele adduktéw DNA tworzonych przez metabolity PHIR0, 121] i MelQx
[122] wykryto w takich ludzkich tkankach jak nerki [123htadek [2], prostata [124,
125] czy odbyt [126]. Addukt dG-C8-MelQx wygtowat u kilku oséb w DNA
komorek okeznicy na poziomie kilku adduktéw na $8asad DNA [127]. Doniesienia
literaturowe wskazuajtakz na powstawanie adduktéw dG-C8-PhIP w tkance ghuczo
piersiowego na poziomie mniejzni addukt na 10zasad [123]. T sama modyfikacg
guaniny, w ilo&i érednio 4,7 adduktow/TOnukleotydéw, dostrzeno w komérkach
nabtonka ztuszczagego s¢ z mlekiem karmjcych matek w 30 na 64 prébek badanych
z wykorzystaniem metody analizy hydrolizatbw DNA znakowanytR-y-ATP
na koncu 5' (tzw. metod¥P—postlabeling) [121]. Niepokage jestze zwizki z grupy
HAA obecne wzywnosci s3 natychmiast wydzielane do mleka kagoych matek
I mogy przez to powodowapowstawanie adduktéw DNA w girobie noworodkow
[46].
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W wyniku tworzenia s adduktow DNA-HAA zachodzi zmiany
konformacyjne w DNA, ktére mogamie¢ konsekwencje biologiczne, wplywa
na zmianewitasciwosci polimeraz DNA i efektywnoshaprawy DNA [113]. Addukty,
ktore wystpuja gtéwnie w konformacji syn mog wywotat wicksze odksztatcenie
helisy DNA w miejscu przyczenia kancerogenuzmnaddukty istniggce w normalnie
wystepujacej konformacji DNA - anty, fatwiej rozpoznawanej oraz usuwanej
enzymatycznie. W celu wyjaienia wptywu uszkodze DNA przez zwizki z grupy
HAA na struktug kwasOw nukleinowych wykorzystano oligonukleotyd wostaci
11-merowego dupleksu zawiegeg addukt C8-dG utworzony w wyniku reakcji
z N-acetoksy-PhIP. Zaobserwowano istnienie konformagm i powolng zmiang
konformacyjng podczas ktorej ligand PhIP albo interkaluje dasyeDNA w trakcie
procesu denaturacji (gtéwna forma) albo jest potyzna zewntfz helisy minimalnie
zaktécapc dupleks B-DNA (podrgdna forma) [128]. Réwnowaga konformacyjna jest
uzalezniona od topologii pigcienia [113]. Addukt dG-C8 wygbuje w konformaciji
syn, natomiast addukt dG-N2 jest obserwowany w konformaafy [87]. Istniep
doniesienia,ze w przypadku adduktu IQ, ustala¢ sibwnowaga midzy dwiema
konformacjami [129, 130, 131].

llos¢ adduktéw DNA jest nieznacznie wsza u o0séb patych papierosy
oraz spoywajacych due ilosci miesa ni u 0soOb, ktore spgavaty migso mniej

niz 5 razy tygodniowo [46].

3.3. Dziatanie mutagenne heterocyklicznych amin aromatycznych (HAA) in vitro

Dziatanie mutagenne heterocyklicznych amin aromatycznych slakie
przy uzyciu bakteryjnego testu mutagenobs- testu Amesa [6], pozwalmego
na ocengzdolno&i tych zwizkow do indukowania mutacji powrotnych z histydynpwe
autotrofii do prototrofii w wielu specjalnie skonstruowanych zmutowanych szczepach
Salmonella thypimurium W przypadku promutagenow, bakterig @poddawane
dziataniu testowanych substancji w obeao frakcji mikrosomalnej (na ogot
izolowanej z wtroby szczura), umaiviaj agcej ich metabolicznaktywacg [132].

Wsréd zwigzkdéw z grupy HAA, najsilniejszymi mutagenami wsde Amesa
okazaly s¢ by¢ MelQ, 1Q i 8-MelQx [6]. Potencjat mutagenny PhIR bioto 100 razy
stabszy nt MelQx, kiedy uiyto do aktywacji frakcji mikrosomalnej S9 wyizolowgn
z watroby szczura [133]. Zwrzek PhIP w znacznie gwkszym stopniu ulega utlenieniu

pod wptywem mikrosomow lub szczurzych cytochroméw P450 gtownie izoenzymow
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CYP1Al i CYP1A2 [134]. Harman i norharmangsito § okreslane jako zwqzki
ko-mutagenne. Nie wykazujone widciwosci mutagennych w teie Amesa. Jednak
maja wptyw na wzrost aktywnad mutagennej innych zwzkow, m.in. norharman
podwyzsza cezstos¢ mutacji wywotanych dziataniem Trp-P-1 i Trp-P-2 §13
W zwigzku z tym, nie powinno eiignorow& obecnog&i harmanu i norharmanu
w zywnosci poddanej obrdbce termicznej [4].

Heterocykliczne aminy aromatyczne u bakt8ailmonelli typhimuriunmdukup
gtdbwnie mutacje ramki odczytu i niekiedy rownienutacje punktowe [136]. Silna
tendencja wspomnianych zygkow z grupy HAA do indukowania rewersji mutaciji
his u szczepévsalmonella typhimuriurfA98 i TA1538 jest przypisywana preferencji
tych zwhgzkow do wizania s¢ w obrbie 9 par zasad konca 5’ oryginalnej delecji CG
w genie hisD". [137]. Wspomniana sekwencja nie stanowi miejscazaviia
w przypadku PhIP i innych tricyklicznych heterocyklicznych amin aromatycznych [19].
Mutacja jest bowiem konsekwegncjobecnogi adduktow dG-HAA, ktére mag
doprowadzé do delecji CG podczas naprawczej syntezy DNA. Stkswo wysoki
potencjat mutagenny zwikdéw 2z grupy HAA okrélany w trakcie bada
z wykorzystaniem testu Amesa nezxOwnie by¢ zwigzany z ekspresj enzymu
O-acetylotransferazy (OAT) wzczepactsalmonella typhimuriuntakich jakYG1012,
YG1021 i YG1024 [138] Enzym OAT skutecznie aktywuje promutagenne
N-hydroksy-HAA tworzc wysoce reaktywne N-acetoksy produkty neokhie, wizace
Si¢ tatwo z DNA.

Zdolnos¢ wywotywania mutacji kilku heterocyklicznych aminoanatycznych,
w tym 1Q i MelQx, ktére ulegajaktywacji z udziatem OAT, jest znaczniesda przy
niskiej aktywnogi tego enzymu w szczepa&lmonella typhimuriunTA98/1,8DNP6
[139]. Natomiast szczep SalmonelgohimuriumYG1024, ktory charakteryzuje ¢si
podwyzszonym poziomem OAT [140] jest znacznie bardziej Aiungy na skutki
genotoksyczne kilku aktywowanych przez ten enzymazkéw z grupy HAA, takich
jak 6-MelQx, 7-MelQx, 7,9-MelQx, 8-MelQx i PhIPngzczep TA98 [19] (tabela 3).
W przypadku szczepdalmonellatyphimurium TA1538/1,8-DNP nie wykazggym
aktywnosci acetylotransferazy, za aktywacjest odpowiedzialna sulfotransferaza
fenolowa 1Al Kkatalizaga przemiane N-OH-PhIP do mutagennych produktow
posrednich. Enzymy tego typu ulegagkspresji take w ludzkiej watrobie i okeznicy
[141, 142].
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Tabela 3. Potencjal mutagenny heterocyklicznych amin aromatycznych w szczepalohonella
thypimuriumTA98 i YG1024 [19]

Zwigzek z grupy HAA Liczba rewertantow / g

TA98 YG1024
6-MelQx 6 46
7-MelQx 22 348
7,9-MelQx 638 2420
PhIP 931 3110
8-MelQx 117 000 1 400 000

Ocena uszkodze DNA indukowanych przez heterocykliczne aminy
aromatyczne jest mdizva przy uxciu testu opieracego s¢ na indukcji procesu
naprawy DNA systemem SOS w szcze@almonella typhimuriunNM2009, ktéry
charakteryzuje siwysoka aktywnogcia OAT i zawiera sekwencje regulatorgpwmuC
dla genu reporteroweglacZ. Dostpne g takze tzw. humanizowane szczepy. Stgsuj
metody inynierii genetycznej uzyskano w nich ekspgesyidzkich izoenzymow
cytochromu P450, reduktazy cytochromu P450 zege od NADPH i OAT [143].
Szczepy te $ wysoce wraliwe w stosunku do kilku zwizkdéw z grupy HAA i dzgki
ich wykorzystaniu w prosty sposob i w krétkim czasie naoisizyska wyniki lepiej
obrazupce rzeczywiste zagrenie cztowieka. Stosowano rowniezczepySalmonella
typhimuriumTA1538 z koekspresjludzkiego cytochromu P450 izoformy CYP1Al
oraz CYP1A2 i reduktazy cytochromu P450 zalgi od NADPH [144].

Potencjat mutagenny heterocyklicznych amin aromatycznyciéle zaley
od struktury chemicznej i zdolno do tworzenia reaktywnego jonu nitroniowego
w wyniku N-utleniania [145]. Pomimoze mutagennos@poszczegoblnych zwikow
z grupy HAA rOomi sie ponad 1000-krotnie w przypadku stosowania testéw
bakteryjnych, taka rgzca nie wystpuje w przypadku komorek linii jajnika chomika
CHO, gdzie aktywnos¢genotoksyczna jest na podobnym poziomie [87, 146].
Rozbienosci miedzy zdolnogig zwigzkow z grupy HAA do uszkadzania DNA
w réznych testachin vitro s3 zwigzane z odmiennymi egzogennymi i endogennymi
systemami metabolicznej aktywacji, mgmi zdolnociami naprawy adduktow DNA,
réznicami w sekwencji docelowych zasad azotowychasiexinich. Wszystkie te
czynniki wptywap na czstos¢ mutacji. Przyktadem magby¢ wyniki bada, w ktorych
komorki HepaRG traktowano przez 24 h aminami MelQx i PhIP. Okazglo si

ze jedynie w przypadku tej ostatniej zaao powstawanie uszkodz®NA pomimo,
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ze obie aminy wykazgj silny potencjat mutagenny okfeny na podstawie wynikdw
bada z wykorzystaniem testu Amesa. Stwierdzono réwnie obecnosdelQx moz
czasami znosi genotoksycznos®hlP. Hamujcy efekt zwjzany jest ze znacznym
spadkiem aktywnasi izoenzymu CYP1A2, ktéry jest odpowiedzialny zayskacic
PhIP do genotoksycznych pochodnych [112].

Potencjat mutagenny heterocyklicznych amin aromatycznycle togzznacznie
podwyzszony w przypadku genetycznie modyfikowanych komorskakow o
podwyzszonej ekspresji enzymow 1l fazy, takich jak NAT2bal SULT1AL,
zaangaowanych w biologicznaktywacg zwigzkdéw z grupy HAA [91, 146]. Jak to
wczesniej podkrdlano, take u ludzi podwyszona ekspresja tych enzyméw reoz
skutkowa  zwickszonym  zagragniem ze strony heterocyklicznych  amin

aromatycznych.

3.4. Wigzanie s¢ heterocyklicznych amin aromatycznych (HAA) z biatka
2-amino-3,8-dimetyloimidazo[4,3¢hinoksalina  (MelQx) tworzy addukty

z albuming (SA), ktore stanowi biomarker narzenia i aktywacji biologicznej

zwigzkow z grupy HAA. W grupie ochotnikbw badano procesigzania

kowalencyjnego pomidzy zwihzkiem MelQx dostarczanym wraz z pwdeniem

z albumingi hemoglobing(Hb). Poziom adduktow HAA-biatka twageych s¢ u ludzi

po 4 godzinach od konsumpcji porownano z danymi uzyskanymi dla szczuréw F344.

Addukt MelQx-SA tworzyt st w najwickszej iloci w organizmach ludzkich [147].

Jednake, w badaniach PhIP prowadzonyah vitro z albumingsurowicy szczura

I in vivo z wykorzystaniem szczurow Fischer 34Zastosowaniem wysokiej dawki 0,1;

0,5; 1i 10 mg/kg masy ciata, wykazarie, addukty PhIP-biatko we krwisiestabilne

i w zwigzku z tym stanowdi niezbyt przydatny biomarker. W badaniach, w ktérych

wykorzystano szczury testowano réwni@ddukty PhIP i globiny (Gb). Poziom

adduktéw PhIP-SA i PhIP-Gb wzrastat liniowo wraz ze wzrostem dawki. Wynikifbada

przeprowadzonych z udzialem 35 ochotnikow pokazaty wptywmydh zywieniowych

zwyczajoéw na tworzenie siobu adduktéw. Poziom adduktéw PhIP-SA jest znacznie

wyzszy u konsumentow rga ni u wegetarian (6,7 £ 1,6 i 0,7 = 0,3 fmole/mg SA),

natomiast ilos¢tworzacych s¢ adduktéw PhIP-Gb jest z8za w porownaniu z SA

(3,0 £ 0,8 u konsumentéw gsa i 0,3 £0,1 fmole/mg u wegetarian). Nie zagove

zadnej rohicy w zawartogi PhIP - SA u palaczy i 0s6b niepaych papierosow [148].
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W trakcie innych bada przeprowadzonych rowniez udziatem ochotnikow
stwierdzono, ze addukty PhIP-SA i PhIP-Hb twarzsie w ilosci odpowiednio
11,52 £+ 9,29 fmole PhIP/g biatka i 0,22 + 0,13 fmole PhIP /g biatka oraz 11,52 + 9,29
i 0,22 + 0,13 pmole PhIP/kg masy ciata, przy czymageenia PhIP-SA gsznacznie
silniejsze ni PhIP-Hb. Porownanie profili tworzeniagsadduktow SA i Hb w czasie
wskazato na rdaiice midzy poszczegélnymi osobami. Poziom zawanit@dduktow
SA i Hb u wiekszoLi os6b zwekszat s¢ stopniowo wraz z czasem ze stabilizac)

po okresie 12 godzin [149].

3.5. Heterocykliczne aminy aromatyczne (HAA) jako a&ki zaburzajce gospodarke
hormonalng

Zwiazki wptywajace na stan réwnowagi hormonalnej w organizmaglvych
wptywaja na funkcg uktadu endokrynnego przez stedowanie albo blokowanie
dziatania hormonow, zmienig sygnalizagj zalezng od hormonow lub zakiocag ich
biosyntez [150]. Sugeruje toze heterocykliczne aminy aromatyczjeko zwizki
zaburzagce gospodarkeéhormonalngmogy prowadzé do powstawania nowotworow
okreznicy, zotadka i piersi [151].

Estrogeny graj decydugca rolg w regulowaniu wzrostu, rdicowania
i funkcjonowaniu tkanek rozrodczych. Gioéwny estrogen stymcyuj podziaty
komoérkowe — 17festradiol — w pewnych warunkach neogtanowd czynnik ryzyka
rozwoju nowotworéw [152]. W przypadku PhIP i estradiolu meoznale¢ pewne

podobieistwa strukturalne, co sugeruje PhIP moe mie efekt estrogenny [133, 153]

(rysunek 7).
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Rysunek 7.Struktura molekuklarna PhiIP i g-&stradiolu
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Wyniki przeprowadzonych baflarzeczywicie wskazuy, ze PhIP wykazuje
aktywnos¢ estrogennagw niskich sgzeniach [154, 155]. Jednakzdane literaturowe
dotyczce takiego dziatania PhIP i przypuszczalnego meehanis czesto sprzeczne.
Istniep doniesienia na temat znacznego wplywu PhIP na wzmtensywnosi
rozmnaania komorek poprzez aktywacjreceptora estrogena (ER-0) w ER-
pozytywnych komoérkach nowotworu piersi MCF-7 [154]. Natomiast wyniki
przedstawione w innych pracach [153] wskazuja tylko nieznaczngstymulacg
proliferacji tych komorek przez PhIP. Podobmmevivo z jednej strony stwierdzono,
ze PhIP wplywa na szybkostozmnaania s¢ komorek prostaty u szczurow [156],
natomiast wyniki innych bada[157] nie potwierdzaj endokrynnej aktywnad tego
zwigzku w macicy szczura.

Inne wyniki wskazuj, ze estrogenny efekt PhIP nmeoby zwigzany z innym
mechanizmem ui tagczenie st z ER [158]. Okazato sibowiem, ze PhIP wplywa
na wzrost proliferacji komoérek gruczotu sutka ER-negatywnych MCF10A oraz
migracg komérek nowotworu prostaty PC-3 wskutek mechaninimeaalenego od ER
poprzez aktywag szlaku sygnalizacyjnego 2z udzialem kinaz biatkowych
aktywowanych mitogenami (MAPK) oraz zewirekomorkowj sygnalizacji zwjzanej
ze szlakiem kinaz ERK.Zwigzek PhIP wywotuje szybki, przégiowy wzrost
fosforylacji zaréwno kinaz MAPK / ERK 1/2 jak i ERK [159].

Wobec silnego zwizku midzy estrogenem, progesteronem, prolaktyna
i nowotworem piersi, potencjalna aktywnoformonalna PhIP stanowi dodatkowy

mechanizm odpowiedzialny za rakotworcze sgtavosci tego zwizku [154].

4. Zagrozenie chorobami nowotworowymi wynikagce ze spogwania
heterocyklicznych amin aromatycznych (HAA)

Wyniki licznych badéa wskazuj na mutagenny i rakotworczy charakter
heterocyklicznych amin aromatycznych [160]. Jednégze wyniki bada
epidemiologicznych wskazgjna zwegkszone ryzyko rozwoju pewnych nowotworéw
wsrod osob prefergpych diet boga w produkty mgsne, belace zrédtem zwizkow
z grupy HAA. W zwhzku z tym poza sprecyzowaniem zalesci pomkdzy
narazeniem na te zwiki a rozwojem nowotworéw, wiele mwdkéw badawczych
podjeto proby oceny ochronnego wptywu innych spwanych réwnoczaie substancji

w celu niwelowania niekorzystnego dziatania heterocyklicznych amin aromatycznych.
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4.1. Badania in vivo

Heterocykliczne aminy aromatyczne wykaguptasciwosci rakotworcze
w stosunku do gryzoni i indukaljpowstawanie nowotworéw w wielu organach, takich
jak jama ustna, gtroba, jelito cienkie, oktnica, zotadek, ptuco, gruczot Zembala,
skora, naczynia krwiorime, peherz moczowy i prostata oraz gruczot sutkowy posicza
przediuionego okresu karmienia gryzoni poddanym obrébce itgzmej; mesem
[6, 161, 162, 163, 164]. Rakotwdrczy potencjatazkdw z grupy HAA u gryzoni waha
sie¢ ~ 10-krotnie w zakenosci od gatunku i atakowanego organu. Informacje maate
wielkosci dawki toksycznej oraz miejsca docelowego gakow z grupy HAA
u gryzoni zestawiono w tabeli 4.

W przypadku gryzoni dogpne g wyniki licznych bada, natomiast dla zwiest
naczelnych moda znale¢ dane tylko dla 1Q. Amina IQ okazatagsby¢ silnym
kancerogenem prowagizym do rozwoju raka wiroby u matp. Indukcja guza
wystepowata w cagu kilku lat traktowania tych zwiegz wspomnianym kancerogenem
[6].

Dostpnych jest wiele danych literaturowych dotycych mechanizmu
mutagennosi heterocyklicznych amin aromatycznych w badaniactivo, wynikajcej
z tego aktywacji onkogenow Hfras, Ki-ras) i wyciszenia gendw supresorow
nowotworéw @pc p53 [165]. Mutacje wywotane przez MelQ, IQ i PhIP w kilku
znanych genach, odpowiedzialnych za rozwoéj nowotworow zostaly scharakteryzowane
u gryzoni [166]. Tytutem przyktadu moa podd, ze ustalone genetyczne zmiany
wsrod gendw z rodzinyas s3 rzadkie w przypadku nowotworu gruczotu akmicy
u szczura. Wzotadku myszy i gruczole Zymbala szczura zaobserwowesaswersj
G—T w kodonie 13 na drugiej pozycji gemitras wywotana przez MelQ. Natomiast
IQ ma zdolnoséindukcji wielu typdw mutacji w genactodziny ras - H-ras Ki-ras
oraz p53 w gruczole Zymbala szczura [167].

Wyniki bada epidemiologicznych sugeryj ze zwihzki z grupy HAA
spozywane z mgsem u ludzi maj wptyw na zwekszenie ryzyka wysgpienia
nowotworowzotadka, jelita grubego, ptuc, trzustki, piersi [168{ibytu [169] i prostaty
[154]. Konsumpcja heterocyklicznych amin aromatycznych przez czlowiekairsie
w zakresie od Lig do wkcej niz 50 ug dziennie [170]. Naley przy tym podkrélié, ze
ludzie naraeni g zwykle na dziatanie nie pojedynczych substancg, mlieszaniny

zwigzkow z grupy HAA. Jednale; efekty toksycznas i zwigzane z tym mechanizmy
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naraenia

ze

strony  mieszaniny

heterocyklicznych

amin matycznych

Tabela 4.Informacje literaturowe na temat kancerogeimnbeterocyklicznych amin aromatycznych

[6, 165]
Model Stezenie w
Zwigzek (rasa Organ docelowy diecie D (mg/ kg_ ”,"asy
. ciala/dzien)
gryzoni) (ppm)
Trp-P-1 | Szczury Watroba 150 0,1
(F344)
Myszy Watroba 200 8,8
(CDFy)
Trp-P-2 | Szczury Watroba, gcherz moczowy 100 -
(F344)
Myszy Watroba 200 2,7
(CDFy)
Glu-P-1 | Szczury Watroba, jelito cienkie i grube, gruczot 500 0,8
(F344) Zymbala,zotadz techtaczki
Myszy Watroba, naczynia krwiorime 500 2,7
(CDFy)
Glu-P-2 | Szczury Watroba, jelito cienkie i grube, gruczot 500 5,7
(F344) Zymbala,zotadz techtaczki
Myszy Watroba, naczynia krwiorime 500 4,9
(CDFy)
AaC Szczury Brak guza 800 -
(F344)
Myszy Watroba, naczynia krwiorime 800 -
(CDFy)
MeaC Szczury Watroba 200; 100 6,4
(F344)
Myszy Watroba, naczynia krwiorime 800 5,8
(CDF)
1Q Szczury Watroba, jelito cienkie i grube, gruczot 300 0,7
(F344) Zymbala,zotadz techtaczki, skora, jama
Myszy Watroba,zotadek, ptuca, jelito grube 300 14,7
(CDFy)
MelQ Szczury Gruczot Zymbala, jelito grube, gruczot 300 0,1
(F344) sutkowy, skora, jama ustna
Myszy Watroba,zotadek 400; 100 8,4
(CDFy)
MelQx Szczury Watroba, gruczot Zymbala, gruczot 400 0,7
(F344) sutkowy, skoéra
Myszy Watroba, ptuco, uktad krwiotwérczy 600 11,0
(CDFy)
PhiP Szczury Jelito grube, gruczot sutkowy, prostata, 400 2,2
(F344) tkanka limfatyczna
Myszy Jelito cienkie, tkanka limfatyczna 400 64,4
(CDF)
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oraz pojedynczych substancji u ludzi pozastajeznane [112]. Rdice we wzorze
mutacji homologu MelQx zwzane § z obecnogia w strukturze dodatkowej grupy

metylowej [171].

4.2. Czynniki ochronne

Dieta bogata w poddane obrobce termicznegsmii ryby stanowizrodio
heterocyklicznych amin aromatycznych wptyw@jch niekorzystnie na zdrowie
cztowieka, mogcych prowadzi do powstawania nowotworéw. Spavane § rowniez
substancje mogre dziaté ochronnie na rd¥ch etapach procesu kancerogenezy.
Ogodlnie rzecz bigge, wsrod zwhzkow przeciwmutagennych ma wyromi¢ dwie
grupy — biomutageny i desmutageny. Biomutagenami stdkme g substancje
wystepujace naturalnie w rdhach, ktére maj wptyw na zmniejszenie il@$ mutaciji
przez wptyw na proces replikacji i stymulowanie procesow naprawczych DNA.
Komponenty te zapobiegapszkodzeniom DNA w zwiku z utworzeniem adduktow
DNA. Natomiast desmutageny stangwi wszystkie czynniki oddzialgge
przeciwmutagennie przez mechanizmy, innemaprawa DNA lub replikacja, takie jak,
chemiczna i enzymatyczna inaktywacja mutagenow, zahamowanie metabolicznej
aktywacji promutagenéw oraz blokowanie aktywacji mutagendw [172]. Specyficznym
mechanizmem jest mechanizm oparty na dziataniu substancji ,przechoyytuij,
ktore ograniczaj biodostpnos¢ mutagendw poprzez bezpeénie tworzenie
kompleksow ze zvgzkami z grupy HAA [173].

Substancje przeciwrakotworcze mypgdziata, jako czynniki blokujce,
zapobiegajce powstawaniu uszkodzdNA, lub supresorowe, wptywgge na proces
przemiany komorki przedrakowej w rakgwOgolny schemat metabolizmu z&kow
heterocyklicznych amin aromatycznych z uwalylieniem gtdwnych miejsc dziatania
inhibitorow kancerogenezy przedstawiono na rysunku 8.

» Ograniczenie spoywania miesa i ryb oraz wybor odpowiedniej techniki
obrobki termicznej

Ograniczenie spgavania poddanych obrébce termicznej potrawgsmych
i rybnych moz prowadzt do zmniejszenia natania ze strony zwrkOw z grupy
HAA, bowiem obserwuje siwzrost liczby zachorowana réine nowotwory w tych
krajach, gdzie spgava st duze ilosci produktow m¢snych (kraje europejskie i Stany
Zjednoczone) [174]. Natomiast w przypadkuestej] konsumpcji ngisa i ryb

zmniejszenie nara&nia na wspomniane substancje kancerogenne @agpewni wybor
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odpowiedniej techniki przetwarzania. Gotowanie i podgrzewangsanw kuchence
mikrofalowej okazato si by¢ najbardziej przyjaznzdrowiu metodgpbrobki termicznej,

w ktérej zauwaono niewielka ilos¢ tworzagcych sé heterocyklicznych amin

aromatycznych.
ETAP PROTEKCJI MECHANIZMY OCHRONNE E
. o 1) Ograniczenie spaywania miesa E a8
Strategie unikania i ryb
2) Technika obrobki termicznej E E
_ o 2
Nieaktywne prekursory 3) Zahamowanie tworzenia g g
(kreatyna, kreatynina, mutagenow g
aminok\lasy, cukty) E
Prokancerogeny 4) Czasteczki wychwytujace
(10, PhIP i inne) ) Cz yenwytii
CYP1A2, NAT 5) Zahamowanie aktywacji
syntetaza-PGH
CYP1A2 )
6) Indukcja CYP1Al
Q
Hydroksy-HAA N-hydroksy-HAA,
N-acetoksy-HAA 7)  Modulacja enzyméw Il fazy
=
UDPGT SULT DESMUTAGENY S
z
Koniugacie Il fazy '5
(sulfoniany, siarczany, 8) Czasteczki wychwytujace
wydalane glukoroniany)
v
Arylowy jon
/ nitroniowy
Mniej adduktow l
Addukty DNA o
Mniej trwalych l 9) Zwigkszona naprawa BJOANTYMUTAGENY
mutacji DNA
Mutacje @
(zainicjowane Q
komorki)
Mniej | 10) Zmiana szlakéw sygnalizacyjnych 8
nowotworow | %
v Q
Powstawanie g
nowotworu

Rysunek 8. Schematyczne przedstawienie klasyfikacji inhibitorbw heterocyklicznych amin
aromatycznych hamagych mutagenezi kancerogenez[175]
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» Hamowanie procesu tworzenia gimutagenow

Zapobieganie tworzeniuegsmutagenow i kancerogenow z prekursoréw stanowi
inne rozwjzanie niwelujce wptyw zwipzkow z grupy HAA. Majc na uwadze
mechanizm wolnorodnikowy powstawania heterocyklicznych amin aromatycznych
przeprowadzono badania w celu sprawdzenia wptywu przeciwutleniaczy na ichesyntez
[176, 177, 178, 179]. Okazato ¢si ze dodatek produktéw zawiegaych
przeciwutleniacze, tak naturalne jak syntetyczne (flawonoidy, witamina C i E [180])
do mksa moz prowadz do usuwania wolnych rodnikow i w efekcie wptyiva
na zmniejszenie ilad zwigzkow z grupy HAA w poddanym obrdbce termicznegsig
i uktadach modelowych [85]. Waa rolg w hamowaniu tworzenia i
heterocyklicznych amin aromatycznych wykazano dla produkiguwnosciowych
bogatych w przeciwutleniacze, takie jak herbata [181, 18&jieii soki owocowe [183],
przyprawy [184, 185]swieza oliwa z oliwek [186], karotenoidy pochoge
z pomidoréw [187, 188, 189, 190]. Wyniki przeprowadzonych hadaskazuj,
ze swiezo ttoczony olej z oliwek, charakteryagy si wysolky zawarto€iag pochodnych
fenolowych, w badaniach modelowydh vitro skuteczniej hamuje powstawanie
zwigzkow z grupy HAA nk jednoroczny [191]. Olegavica rozmarynu (0,5% i 1%
roztwor - Herbalokl) dodana do wotowiny powoduje zmniejszenie tworzeniadsiC
[192]. Ponadto, mso marynowane w napojach alkoholowych, takich jakvopi
czy czerwone wino powoduje znaczne denie ilogi tworzgcych sg
heterocyklicznych amin aromatycznych [193]. Marynowanie w czerwonym wini€ moz
znaczco zmniejszy tworzenie sj zwigzkéw z grupy HAA w mgsie z kurcecia [194].
llos¢ PhIP i MelQx zostata obimna w odpowiednio 88 i 40% po okresie 6-cio
godzinnego marynowania wotowiny w piwie lub w winie przed sam&em, przy czym
stwierdzono wysipowanie duych rémic w zawartoéi AaC w zakresie 7-77%
w zaleznosci od czasu marynowania. Hamgey efekt (85% po 6 godzinach) marynaty
z zielonej herbaty na tworzenieesAaC w smaonym mesie byt wyraniejszy
od obserwowanego podczas marynowanigsaiw piwie (32% po 6 godzinach)
abo winie (47% po 6 godzinach). Natomiast tylko marynata z piwa spowodowata
znaczne zmniejszeniecgdoziomu 4,8-DiMelQx po okresie marynowania wyrgaym
odpowiednio 1, 2 i 4 godziny. Catkowita zawartodéeterocyklicznych amin

aromatycznych po 6 godzinach marynowania¢sai w zielonej herbacie, piwie
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i czerwonym winie i dalszej obrébce termicznejesai ulegta redukcji w okoto 70%
[182, 193].

Czosnek i cebulagspowszechnie dodawane, jako przyprawy dé daesnych
oraz jako skiadniki marynat do psa [183]. Wplyw czosnku i wybranych
siarkoorganicznych zwizkOw na hamowanie intensywrmsprocesu tworzenia @i
heterocyklicznych amin aromatycznych obserwowano w prowadzonych badaniach
modelowych [178, 195] i w przypadku spa@ej wotowiny [190], jak réwniz w sosie
z wieprzowiny poddanym obrébce termicznej [196]. Rowmiedatek cebuli prowadzi
do zmniejszenia mutagenr@spoddanych obrdbce termicznej hamburgerow [180].
Zmniejszenie stenia MelQx i1 4,8-DiMelQx nasgpito, kiedy paszteciki wotowe
poddano procesowi marynowania w marynatach zawieyah czosnek i/albo celaul
[183]. Mata zawartos@wigzkow z grupy HAA w smzonych hamburgerach i kietbasie
wotowe] moz by zwigzana z obecnefg innych skiadnikow podczas obrébki
termicznej, takich jak ditlenek siarki, ktéry ywany czsto jako konserwant
w kietbasach jest inhibitorem reakcji Maillarda [22].

» Czasteczki wychwytujace heterocykliczne aminy aromatyczne

Zwiazki, ktore oddzialy bezposednio z kancerogenem i mutagenem,
zmniejszagc jego biodosipnos¢ mog stanowé pierwsz linie obrony organizmu
przed heterocyklicznymi aminami aromatycznymi. Chlorofil (CHL) jest jedna
Zz najlepiej zbadanych ggteczek wychwytacych [197]. Wyniki bada wskazuj
na tworzenie si kompleksu mgdzy chlorofilem i aktywowai formg zwigzkdéw z grupy
HAA [198]. Pomimo,ze oddziatywanie byto odwracalne, sita tworzenia kiekgu
byta dobrze skorelowana z potencjatem przeciwmutagennym CHL w stosunku do kilku
heterocyklicznych amin aromatycznych w trakcie lada wykorzystaniem testu
bakteryjnego Amesa [199]. W badaniach prowadzonych z wykorzystaniem szczurow,
podawanie doustne CHL i IQ prowadzito do ograniczenia absorpcji kancerogenéw
z jelita i wzrostu wydalaniarodtowych zwyzkdéw wraz z moczem i katem [200, 201],
przy czym zahamowanie procesu tworzenig adduktow IQ-DNA w wtrobie
i okreznicy wymagalo rownoczesnego podania kancerogenu @#Hi. Stopié
hamowania tworzenia siadduktéw 1Q-DNA ulega zwkszeniu wraz ze wzrostem
dawki CHL [202]. Wyniki bada dotyczcych innych casteczek wychwytucych g
ograniczone, jednalkezmoza znalé¢ informacje na temat wrania zwizkdéw z grupy
HAA przez dietetyczny btonnik. Btonnik zawarty w topianie, k&pe, rzodkiewce,

marchwi i zielonym pieprzu tworzy silne ya@anie z Trp-P-2, Trp-P-1 i Glu-P-2.
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Btonnik wystepujcy zaréwno w produktach fermentowanych i niefermesmtwych
wykazuje silne powinowactwo do heterocyklicznych amin aromatyczmgchitro
i prowadzi do zmniejszenia absorpcji kancerogendw u szczurow karmionych
rownoczénie btonnikiem z sorgo albo z obr pszenicy i MelQx [203, 204, 205].
Wyniki bada potwierdzag réwniez ochronny efekt lignanu wyizolowanego z nasion
topianu o nazwiarctiin, zapobiegajc indukowanemu przez PhIP nowotworowi piersi,
natomiast moe mie staby przeciwrakotworczy wptyw w indukowanym pradelQx
rozwoju nowotworu wtroby [206].
» Hamowanie aktywacji heterocyklicznych amin aromatycznych

Wydaje s¢, ze wiele substancji wykorzystywanych w chemoprewedgjata
hamupco na jednym lub wcej etapach aktywacji zeakow z grupy HAA. Dosipne
s liczne informacje literaturowe wskazop na przeciwrakotworcze vglawosci
fitozwigzkow zawartych w warzywach krzgwych [207]. Fitozwazki te dostarczane
wraz z mgsem poddanym obrobce termicznej moglyby niwelowautagenny
i rakotworczy wptyw heterocyklicznych amin aromatycznych [5]. Potwierdzeniem tych
przypuszczé 3 wyniki bada@ prowadzonych na Wydziale Chemicznym Politechniki
Gdanskiej. Ich analiza prowadzi do wnioskig ok z kapusty bardzo efektywnie alani
mutagennos$ézwiazkow z grupy HAA wystpujacych w mesie poddanym obrdbce
termicznej [208] Wszystkie badane soki wykazywaly silne $eiavosci
przeciwmutagenne w stosunku do modelowych mutagenéw — MelQx i PhIP.
Zmniejszenie liczby rewertantow szczefalmonella typhimuriuntfA98 miescito sig
w zakresie od ok. 40% ochrony - sok z kapusty kiszonej gotowanej, do ponad 80%
ochrony - sok zéwiezej surowej kapusty. Co wtej, zmniejszenie gstoLi mutacji
indukowanych przez oba mutageny byto liniowo skorelowane z daokda.

Indolo-3-karbinol  (I3C), zwizek wystpujacy w kapugie, kalafiorze
i brokutach, tworzy produkty kondensacji w niskim pidtadka i niektére z tych
pochodnych oligomeréw I3C powodujzahamowanie cytochromu P450 [209].
Szczegodlne zahamowanie aktywnobs$izoform CYP1Al i CYP1A2 wyspuje
na poziomie spotykanym wywnosci < 100 ppm I3C. Zahamowanie aktywacji
enzymow mogtoby by gtbwnym mechanizmem ochronnym I3C przeciw tworzonym
adduktom DNA-IQ i DNA-PhIP i przednowotworowym zmianom ckaaym
jako aberracje krypt (ACF — aberrant crypt foci) indukowanym przezzkwk grupy
HAA u szczura [210, 211, 212]. Poasze wyniki sugeruj ze obecnos¢warzyw
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krzyzowych w diecie mog zmniejsz& stopién naraenia ludzkiego organizmu
na substancje genotoksyczne obecnegwnosci.

W innych pracach zawarte g sinformacje, ze polifenole pochodge
z herbaty i CHL ostabigj aktywnos¢ mutagens heterocyklicznych amin
aromatycznych w trakcie baflaz wykorzystaniem testu Amesa przez konkurencyjne
zahamowanie reduktazy cytochromu P450 za¢ od NADPH, a wjc ingerugc
posrednio w aktywnos¢ cytochromu P450 [213, 214]. Natomiast Galusa
epigalokatechiny (EGCG) powoduje zahamowanie aktywacji PhIP przez ludzki
CYP1A2 w genetycznie modyfikowanym szcze@almonellatyphimurium TA1538
[215]. Jednake, hamujacy efekt wobec mikrosomalnych enzymow nésst |
odpowiedzialny za caty mechanizm ochroiry vitro, bowiem polifenole zawarte
w herbacie i CHL réwniz hamupj mutagenngaktywnos¢ N-hydroksylowanych
heterocyklicznych amin aromatycznych w przypadku braku frakcji S9 [216, 217].
W trakcie bada =z wykorzystaniem odpowiedniego testu stwierdzono,
ze przeciwmutagenna aktywnospolifenoli z herbaty jest eg#ciowo zalena
od O-acetylotransferazy bakteryjnej i sugerowato to zahamowanie przezchrexdiadji
acetylacji w ochronie przeciw ACF wywotanymi przez 1Q u szczuréw [216]. Natomiast
CHL oddziatywat bezpagdnio na N-hydroksylowane metabolity z@kow z grupy
HAA i zwi¢kszyt ich przemiango nieaktywnych tddtowych produktow218].

Sulforafan, jako silny stymulator szlaku Il fazy detoksykaaji,vivo chroni
przed indukowanymi przez I1Q kwicciami taaicucha DNA w komorkach THLE
przez bezpaednie zahamowanie aktywrLYP1A2 [219].

» Zahamowanie indukcji CYP1Al

Niektére zwgzki, w tym I3C, w zywieniowych s¢zeniach (> 100 ppm)
preferencyjnie indukaj CYP1Al1 zamiast CYP1A2 [210]. W wyniku stosowania
u szczurow dawki 1I3C w zakresie 100-1000 ppm, odpowsadgnaturalnemu spgeiu
warzyw kapustowatych, aktywacja metaboliczna zostata przgauniegzocyklicznej
grupy aminowej do pozycji w pigcieniu IQ oraz PhIP i w konsekwencji zostata
zwiekszona glukuronidacja i sulfatacja prowack do wydalania wraz z moczem,
a takze znacznie zostal zmniejszony poziom siarczandw ][220 zwigzku z tym,
indukcja CYP1Al zamiast CYP1A2 takzmoz stanowd ochronny mechanizm
przeciw zwgzkom z grupy HAA.

» Modulacja enzymow Il fazy

Indukowane formy S-transferazy glutationowej, mianowicie GST 1a, GST 1b
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(szczur) i GST Al (cziowiek), as wiagczane w wanym szlaku detoksykaciji
obejmupcym zaleng od glutationu transformagjN-acetoksy-HAA do wyjciowej
aminy [221]. W zwizku z tym, zwazki indukugce GST mog stuzy¢ jako efektywne
chemoprewencyjne zwkki przeciw heterocyklicznym aminom aromatycznym.

Mieszanina kafestolu i kahweolu powoduje indgkeyatrobowych a-GST
i stanowi ochrone¢przed tworzeniem adduktow IQ—-DNA u szczurdw [222pdczas
gdy dodatek biatej herbaty indukujea-GST u szczuréw, przyczynigj Sk
do zahamowania ACF wywotanych przez PhIP weekicy [223]. W dtugookresowych
badaniach, oltipraz, silny induktor niektérych izoform GST powodowat hamowanie
tworzenia chtoniaka wywotanego przez PhIP u szczurow F344 [224].

Indukcja UDPGT moe by takze waznym mechanizmem ochrony przeciwko
niekorzystnemu oddziatywaniu zg@koéw z grupy HAA. Zdolnos¢ indukcji
wspomnianego enzymu posiagigolifenole [225]. W zwjzku z tym biata, zielona
i czarna herbata zawiegap te zwazki wykazup hamujca aktywnosé przeciw ACF
indukwanym przez 1Q i PhIP, a takzadduktom DNA u szczuréw. Szczury
spozywajace ekstrakty z biatej albo zielonej herbaty @lpo 2 %) zamiast wody pitnej
i dalej traktowane PhIP albo 1Q wydalaty wraz moczemkede iloci wyjsciowych
amin i glukuronianow [223]. Przebieg metabolizmu PhIP i MelQx enbi¢ takze
modulowany przez sp@wanie warzyw kapustowatych aktyvgaych glukuronidagj,
ktorej efektem jest zwkszona iloséwydalanych z moczem koniugatéw PhIP i MelQx
z kwasem glukuronowym [46].

SULT odgrywa rof w |l fazie koniugacji heterocyklicznych amin
aromatycznych, prowadez do wydalania siarczanow #rodiowych zwizkdéw.
W zwigzku z tym indukcja SULT ma@ stanowé efektywny mechanizm
w chemoprewencji przeciw zgakom z grupy HAA. Wiele substancji wygiujacych
w owocach i warzywach wptywa hamuap na aktywnos&ulfotransferazy [46].

» Czasteczki przechwytujgce (pohczenie z aktywowanymi kancerogenami)

Czasteczki przeychwytdce mogtyby tworzy kompleksy z metabolitami
heterocyklicznych amin aromatycznyclv tkankach i zapobiedgatworzeniu st
wiasciwych kancerogendw. Tworzenie kompleksOW-hydroksylowanymi zwjzkami
z grupy HAA, prowadzi do szybkiej degradacji tych mutagendow i jestyzamie
z aktywnogia przeciwmutagenngHL oznaczoa w trakcie badé z wykorzystaniem
testu Amesa [217].
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» Zwigkszona naprawa

Wanilina, kumaryna i kofeina wgteniach do Jug/mL prowadzi do znacznego
obnizenia (75-90 %) eztoLi pojawiania s mikrojagder w komaédrkach wtrobowych.
Chociaz mechanizmy te nie zostaly zbadane, wydajez& wanilina promuje procesy
taczenia nowo syntetyzowanych nici DNA, w ktérych podiraza odgrywa gtowneple.
Z kolei kofeina przedwczaie wprowadza komorki z uszkodzonym genomem w stan
mitozy przyspieszaf procesy naprawy DNA [226].

» Czynniki supresorowe

Mechanizmy dziatania supresorowego mgeh polifenoli, retinoidow,
karotenoidéw oraz niektérych witamin obejmpugahamowanie transdukcji sygnatu,
zwiekszenie apoptozy, wzmochienie sygnalizacji wetnakpmaorkowej czy te funkcje
odpornociowe. Nie wszystkie modulatory wplywgajzaréwno na fazy inicjacji,
jak i postinicjacji kancerogenezy wywotanej przez heterocykliczne aminy aromatyczne.
Izotiocyjanian fenyloetylu (PEITC) i izotiocyjanian benzylu (BITG) efektywnymi
czynnikami blokujcymi zwiazki z grupy HAA [227]. Natomiast dieta bogata
w wielonienasycone kwasy tluszczowe omega-3, ypygice m. in. w tluszczu ryb,
znaczco redukuje pojawienie gabberacji chromosomalnych u szczurow [228].

Najlepsza drogs ochrony przed szkodliwym dziataniem heterocykliazmyamin
aromatycznych jest zastosowanie takich metod przetwarzam@nosi
(np. gotowanie), ktore nie prowagddub ograniczaj powstawanie wspomnianych
zwigzkow. Jednak trudno jest zmiénipreferencje zywieniowe konsumentéw
spozywajacych duz ilosci poddanych obrébce termicznej produktéw esniych
stanowhcych zrodto zwigzkéw z grupy HAA. W tym przypadku ochrorarganizmu
stanowi spoywanie réwnoczéie produktow zawieragych substancije, ktére dziadaj

ochronnie na raiych etapach procesu kancerogenezy.

5. Metodyki oznaczania heterocyklicznych amin aromatycznych w probkach
ZYyWnosci
Z uwagi na to,ze heterocykliczne aminy aromatyczne wykazwtasciwosci
kancerogenne i mutagenne bardzoznea jest znalezienie jak najlepszego sposobu
identyfikacji i ilosciowego oznaczania tych zygkoéw w wysokobiatkowepgzywnosci

poddanej rénym technikom obrébki termicznej.
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Do oznaczania zawartcis zwigzkow z grupy HAA w probkachzywnosci
wykorzystywane s gtdbwnie techniki chromatograficzne i elektrochemiezz roiym
sposobem detekcji [229, 230, 231, 232, 233, 234, 2Bblabeli 5 zestawiono dane
literaturowe na temat najgxiej stosowanych technik analitycznych do oznaczania
zawarto€i heterocyklicznych amin aromatycznych w probkagivnosci. Identyfikacja
i ilosciowe oznaczanie zwzkow z grupy HAA w probkackywnosci, ktorych matryca
charakteryzuje si ztozonym skladem, a oznaczane zmki wystpuja na niskich
poziomach stzen (rzedu ng/g) jest mdiwve w przypadku odpowiedniego
przygotowania prébki do etapu oznaszé&oncowych. Powszechnie stosowanymi
technikami izolacji i wzbogacania analitow z prébglvnosci 5 takie techniki jak:

» ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE) [236],
» ekstrakcja do fazy statej (SPE) [237],
* mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPME) [234, 235, 238].

Wickszos¢heterocyklicznych amin aromatycznych z powodu artowej natury
nie moz by oznaczanych bezpednio z wykorzystaniem techniki chromatografii
gazowej (GC) i konieczne jest wprowadzenie etapu przedkolumnowej derywatyzaciji
w celu oznaczenia #mzych s¢zen szkodliwych substancji. Natomiast derywatyzacja
zwigzkow z grupy HAA prowadzi nie tylko do obmnia ich polarnasi, ale réwnie
prowadzi do zwgkszenia ich lotnasi, selektywnogi, czutoci i rozdzielenia tych
substancji [239]. Z kolei technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
jest obecnie powszechnie stosowana do oznaczania heterocyklicznych amin
aromatycznych charakteryagych s¢ duza polarno€ia. Procedury analityczne oparte
na wykorzystaniu tej techniki gs stosowane do analizy prébek odpowiednio
przygotowanych ekstraktow z psia i ryb bez koniecznok przeprowadzenia ich
w lotne pochodne. Wszystkie zygki z grupy HAA mag charakterystyczne widma UV
i duz warto€i liczbowe wspoiczynnika ekstynkcji. Zgaki te ulegag rowniez
utlenieniu elektrochemicznemu. Kilka z tych substancji, zwlaszcza niepolarne
heterocykliczne aminy aromatyczne oraz PhIP, wykazdolnos¢ do fluorescencii
w polarnych rozpuszczalnikach. W z@ku z tym, identyfikacja tych zwtkdéw jest
mozliwa z wykorzystaniem detektora fluorescencyjnego skutkuje 100-400-krotnym
wzrostem czuta$i w poréwnaniu do powszechnie stosowanego detekidka
[240, 241].
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Tabela 5.Informacje literaturowe na temat metodyk analitycznych stosowanych do oznaczania&awertoocyklicznych amin aromatycznych w prébkach
produktowzywnosciowych

TECHNIKA GRANICA ,
ANALITYCZNA DETEKTOR WYKRYWALNO SCI ZALETY PROBLEMY
(ng/g)
Wysokosprawna | UV-DAD 0,02-50 Duza sprawné¢ rozdzielania Mata czukd, wpltyw interferenciji
chromatografia
cieczowa z Flurescencyjny 0,03-2,0 Duza selektywnéc i czutas¢ Brak  maliwosci  potwierdzenia  piku
uktadem faz zastosowanie tylko w przypadku mnigj
odwréconych polarnych zwazkéw z grupy HAA
(HPLC)
ECD 0,05-2,0 Dobra selektywn& i czutas¢, dobre| Brak mazliwosci potwierdzenia piku, warunki
rozdzielenie analitéw przy izokratyczne
zastosowaniu kolumn z mniejsz
sredni@ i przy malym nagzeniu
przeptywu strumienia fazy ruchomej
MS 0,01-2 Duza czula¢ i specyficznéé Duze zwycie rozpuszczalnikbéw (w przeliczen|u
na analig)
Chromatografia | MS 0,01 Dua sprawnéc rozdzielania z Skomplikowane i czasochtonne operacje
gazowa (GC) zastosowaniem kolumny kapilarnej| przygotowania prébek do analizy, koniec&ho
przeprowadzenia zgzkow z grupy HAA w
lotne pochodne
Elektroforeza uv, ED, MS 35-50 Duza sprawné¢ rozdzielania, maty Brak wzorcow, przeciwciata monoklonalne

kapilarna (CE)

koszt oznaczania analitow

dla
zwigzkow z grupy HAA

dostpne tylko ograniczonej  Hoi
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Rozdzielanie zasadowych zwkéw z wykorzystaniem techniki HPLC jest
nadal problematyczne w zg@ku z maliwoscia silnych oddziatywa z grupami
silanolowymi obecnymi na powierzchni krzemionki [242]. Jedmaken niekorzystny
wplyw mozna ograniczy poprzez zastosowanie cieczy jonowej (IL), ktorayma na
zmniejszenie wspotczynnika retencji, czyli zmniejszenie stosunkwi ilcgasu jaki
substancja rozpuszczona sga w fazie stacjonarnej i ruchomej, oraz szerokpikow
odpowiadagcym heterocyklicznym aminom aromatycznym oznhaczanym
z wykorzystaniem HPLC—ECD. Najlepszy efekt jest widoczny w przypadku dodania
octanu amonu do strumienia fazy ruchomej [243] i zastosowania fazy stacjonarnej C18.
Stosujpc proceduwg analityczng polegagca na wykorzystaniu najpierw ekstrakcji
za pomog rozpuszczalnika wspomaganej promieniowaniem mikoofgm (MAE),

a nasgpnie techniki SPE i HPLC-ECD mpa z powodzeniem oznaczy
heterocykliczne aminy w prébkach produktéwesriych z granig¢ wykrywalno<i rzedu
ng/g [237].

Niedoskonatogi wspomnianych wczaiej technik detekcji wraz z niepewrcos
oszacowania zawartos zwigzkoéw z grupy HAA w przypadku stosowania metodyki
z dodatkiem wzorca wewirgnego wskazywaty na koniecznozéalezienia lepszego
narzdzia analitycznego [244]. Spektrometria mas okazata by¢ nieocenionym
narzdziem w identyfikacji i wyjanieniu struktury zwgzkéw z grupy HAA. Niezwykle
cenng grupe technik stanowi: HPLC-MS oraz GC-MSPozwalag one na uzyskanie
informacji o masie ewteczkowej nieznanej substancji, rodzaju grup fupigoh jakie
posiada oraz strukturze chemicznej. W przypadketerocyklicznych amin
aromatycznych najczsciej] stosowang technily jonizacji jest jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie (ESI) ze wzdl na wiksz czutos¢ oznaczania zwekow z tej
grupy.

Wykorzystanie techniki GC-MS z jonizacga pomog jonow ujemnych (NICI)
pozwolito na uzyskanie optymalne] czubdd dzicki temu mohwe bylo oznaczenie
niektorych heterocyklicznych amin aromatycznych w probkach wotowiny poddanej
obrébce termicznej na poziomie < 1 ppm [245]. Kilka niepolarnyclazkéiw z grupy
HAA oznaczono w prObkach pieczonego esa z uyciem techniki GC-MS
po zastosowaniu jonizacji elektronowej z monitorowaniem wybranych jonéw (SIM)
[246]. We wczéniejszych badaniach wykorzystywano techn#feLC/MS z jonizagj
za pomog termorozpraszania (praca w trybie SIM) [247, 248pecnie cgsciej

stosowana jest jonizacja chemiczna podsnigniem atmosferycznym (APCI)
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z monitoringiem wybranych reakcji (SRM) [249] albo jonizacja za pamoc
elektrorozpraszania w trybie SRM [22]. Poprawa czc#opoprzez zastosowanie
techniki LC-ESI/MS umotiwito ilos ciowe oznaczenie i identyfikacfgadowych iloci
poszczegolnych zwekow z grupy HAA w mgsie poddanym obrdbce termicznej [20].
Istniep rowniez doniesienia literaturowe na temat zastosowania nchrografii
cieczcowej z tandemowym detektorem mas (LC-MS/MS) do oznaczania
heterocyklicznych amin aromatycznych [250].

Informacje zebrane w tabeli 5 na temat stosowanych technik nbada
analitycznych wskazyj ze wchz brakuje idealnej techniki do oznaczania gkidw
z grupy HAA. Kazda z wymienionych technik, jak zwykle, ma swoje wadzalety.
Wiekszos¢ wymienionych metodyk wymaga dego nakiadu czasu krodkow
finansowych, bowiem wymaggjego czynnasi poprzedzajce analiz.

Uzyskanie wynikéw, ktére loly zZrédtem wiarygodnych i rzetelnych informaciji
0 obecnoéi i ilosci heterocyklicznych amin aromatycznych wykazych wiaciwosci
mutagenne i kancerogenne w probkagkiwnosci stanowi powane wyzwanie
analityczne ze wzgdu na:
- bardzo niskie poziomy gten zwigzkdw begacych przedmiotem zainteresowania
w prébkach (rzdu ng/g), ktore charakteryzujsic ztozonym zmiennym skiadem
matrycy;
- niebezpieczestwo interferencji pochodezych od zwizkow o podobnych
wiasciwosciach fizykochemicznych (a we trudnych do rozdzielenia) i mogych
wystepowa w badanych probkach nawet na znacznigksdych poziomach zawaris
niz anality;
- praco- i czasochlonne operacje przygotowania probek do analizy;
co w zdecydowanym stopniu przyczyniee sio kiopotdbw na etapie stosowanych
procedur analitycznych oraz kalibracji przygpw pomiarowych;
- ograniczony dogp do odpowiednich wzorcow i materiatdbw odniesienigzhednych
do:

- kalibracji przyradow pomiarowych,
- walidacji procedur analitycznych,

- sprawdzenia kompetenciji personelu laboratoriéw analitycznych.
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Wyniki bada epidemiologicznych wskazyjze warzywa kapustowate zodto
przeciwrakotworczych izotiocyjanianow (ITC) moggprzeciwdziatd rozwojowi
nowotworow, zagroenie ktorymi skorelowane jest z ilm§ spoywanego nmgsa [251].
Termiczne przetwarzanie gsia prowadzi do powstawania mutagendw i kancerogenow
m. in. z grupy heterocyklicznych amin aromatycznych (HAA) [4]. To snia
te rakotworcze zwgizki uznawane g za jeden z czynnikbw odpowiedzialnych
za stymulagi kancerogenezy u osob prefeych diet bogay w migsne produkty.

Z Kkolei przeciwdziatanie rakotworczemu wptywowi heterocyklicznych amin
aromatycznych przypisywane izotiocyjanianom polega na zdalntych ostatnich
do stymulacji ekspresji genéw, ktérych produkty raadpront przed kancerogenami
[252]. Przygty sposéb postrzegania relacji zekow z grupy HAA i ITC ma zatem
podioze biologiczne. Natomiast brakuje donigsie moziwosci chemicznych reakcji
pomiedzy tymi grupami zwjzkbw w zywnosci.  Wihasno€i  chemiczne
izotiocyjanianéw, tzn. ich zdolnosélo wchodzenia w reakcje z ugrupowaniami
nukleofilowymi [253] sugerujeze tworzenie koniugatow ITC-HAA mogtoby ndie
istotne znaczenie dla obenia zagroenia wspomnianymi kancerogenami. Oczywistym
warunkiem jest mniejsza toksycznosakich pohczer. W zwigzku z powyszymi
zatozeniami, podjte badania byly ukierunkowane na ustalenie zdainasvigzkéw

z grupy ITC do wchodzenia w reakcje z heterocyklicznymi aminami aromatycznymi
powstagcymi w trakcie termicznej obrObkinigsa i ocenemutagennasi powstatych
produktow.

Wyniki prac badawczych, ktére byty realizowane w ramach pracy doktorskiej
majg stanowé podstaw do préby wyjdnienia roli izotiocyjanianéw wyspujacych
w kapugie i innych warzywach kapustowatych w procesie tyke biologicznej
co chemicznej detoksykacji kancerogenow z grupy HAA obecnychwmasci.

Realizacja powyszych =zaloen wymagata przede wszystkim poznania
chemicznej reaktywnosci izotiocyjanianéw w stosunku hdeterocyklicznych amin
aromatycznych wyspujacych w zywnosci, bowiem brak jest na ten temat danych.
Potwierdzeniem postawionej hipotezy bytoby udokumentowaniszego potencjatu
mutagennego, a @t potencjalnie rakotwdrczego, produktow reakcjigzkdw z grupy
ITC ze zwjzkami z grupy HAA.
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Postawiony cel pracy doktorskiej realizowano poprzez wykonaniepuggtych
zada:

» studia literaturowe ukierunkowane na zakres informacji dajgpzh:

- reaktywno€i izotiocyjanianéw w stosunku do amin, w tym hetgtdicznych amin

aromatycznych;

- roli zwigzkéw z grupy ITC w przeciwdziataniu mutagennym iotakorczym efektom

kancerogenéw pochodzeniaywnosciowego zawieracym ugrupowania aminowe

(N-nitrozaminy i heterocykliczne aminy aromatyczne);

- metodyk oznaczania zgakow zaliczanych do ITC i HAA w prébkaclywnosci;

e opracowanie warunkow reakcji naturalnie wymsijacych izotiocyjanianéw —
izotiocyjanianu allilu (AITC), benzylu (BITC), fenyloetylu (PEITC) i sulforafanu
(SFN) z analogami zwzkow z grupy HAA poprzez:

- przeprowadzenie reakcji AITC z 2-aminobenzimidazolem (ABI) w celu
sprawdzenia madiwvosci uzyskania koniugatéw ITC-HAA,

- okre&slenie zdolnoéi AITC do reakcji z 2-amino-1-metylobenzimidazoMABI)
przy doborze optymalnych warunkow reakcji;

e opracowanie warunkéw prowadzenia reakcji naturalnie ¢pygicych
izotiocyjanianéw — AITC, PEITC i SFN z najgziej wystpujacymi w produktach
zywnosciowych zwgzkami z grupy HAA:

— MelQx (2-amino-3,8-dimetyloimidazo[4,3ehinoksalina)

— PhIP (2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazpb-b]pirydyna);

» identyfikacg i okreslenie czystogi produktow belacych koniugatami zvazkow
z grupy ITC i analogow oraz wdaiwych zwigzkow z grupy HAA przy uyciu
technik NMR i MS;

e oceng¢ mutagennasi koniugatow MelQx-ITC oraz wygiowych MelQx i PhIP
z wykorzystaniem testu Amesa,

» podgcie préby opracowania metodyki rownoczesnegocitmgego i jakogiowego
oznaczania izotiocyjaniandw z wykorzystaniem derywatyzacji za pomoca
N-acetylocysteiny, szczegOllnie uzasadnionego w przypadku prac z probkami
zywnosci, bowiem dotychczasowe techniki albo uniiaja wyznaczenie jedynie
catkowitej zawartogi tych zwhpzkow (technika HPLC) lub prowadzdo ich
rozktadu (technika GC);
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e syntez chemiczng koniugatow izotiocyjanianow - AITC, BITC i PEITC
z N-acetylo-L-cysteing (NAC), ktére byly wykorzystywane w badaniach
jako substancje wzorcowe;

e opracowanie metodyki oznaczania zwkow z grupy ITC z wykorzystaniem
derywatyzacji za pomacNAC w prébkach ywnosci;

» przeprowadzenie badgrobek materiatu rdisinego na zawartosizotiocyjanianéw
(po ich kondensacji z 1,2-benzenoditiolem) z wykorzystaniem techniki HPLC
w celu poréwnania wynikOw oznaazezwiazkéw z grupy ITC w probkach
zZywnosci po etapie ich derywatyzacji (przed analchromatograficzngza pomog
NAC.

Zrozumienie  chemicznych  podstaw oddziatywania izotiocyjanianéw
z wykazugcymi szkodliwe dziatanie biologiczne heterocyklicemy aminami
aromatycznymi ma nie tylko walor czysto poznawczy. Ta wiedza moze
w przysztoci pozwoli na wykorzystanie zwikow z grupy ITC jako dodatkow
do zywnosci zagroonej zanieczyszczeniem zakami z grupy HAA oraz jednoczeaie
dostarczy naukowych podstaw dla widadczéd zdrowotnych umieszczanych
na etykietach tyche: produktéw. Wysokobiatkoyvzywnoscia 53 takze produkty sojowe
przeznaczone dla wegetarian. Ich obrébka termiczna réwriize st z powstawaniem
heterocyklicznych amin aromatycznych i w tym przypadku ochronny wptyw
izotiocyjanianow, naturalnie wygiujagcych w zywnosci, mogtby by przemystowo
wykorzystany. Zrozumienie przebiegu tworzenia koniugatow ITC-HAAzie mogto
mie¢ duz znaczenie takz dla rekomendacji zywieniowych skierowanych
do konsumentow odnofe spoywania da& miesnych wraz z warzywami
kapustowatymi.

Natomiast dla przemystu gEnego, wspomniana wiedza otwiera measé
opracowania technologii ograniczaych powstawanie rakotworczych zwkow
z grupy HAA w trakcie przetwarzanigywnosci pochodzenia zwiegzego. Natomiast
wzorce koniugatow HAA-ITC otrzymywane @ki opracowanym metodom syntezy
pozwolg na sledzenie powstawania takich poten w rzeczywistych produktach
zywnosciowych poddawanych obrébce termicznej przy wykaotays technik
chromatograficznych.
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lIl. CZESC DOSWIADCZALNA
1. Aparatura i odczynniki

1.1. Odczynniki chemiczne i biochemiczne

e aceton (cz.d.a), Sigma Aldrich;

e chloroform (cz.d.a.), Sigma Aldrich;

» dichlorometan (cz.d.a.;hempur

* izopropanol (cz.d.a.), P.P.H. STANLAB

» dimetyloformamid (cz.d.a.), Sigma Aldrich;

* dichlorometan (do chromatografii HPLC 99,9%), Sigma Aldrich;
* izopropanol (do chromatografii HPLC 99,9%), Sigma Aldrich;
» tetrahydrofuran (cz.d.a.), Sigma Aldrich;

e 2,2,2-trifluoroetanol (99,9%), Fluka;

« acetonitryl (do chromatografii HPLC 99,9%), Merck

* metanol (do chromatografii HPLC 99,9%), Merck

e chloroform (do chromatografii HPLC 99,9%), Merck

e etanol (96%), P.P.H. STANLAB

» sulfotlenek dimetlu (DMSO, 99,5%), Sigma;

* woda demineralizowana z wdzenia @, ysl85, Millipore;

* heksan (cz.d.aROCH S.A,;

* metanol (cz.d.a.), POCH S.A.;;

e octan etylu (cz.d.a.), POCH S.A,;

e eter dietylowy (cz.d.a.), Chempur

* cykloheksan (cz.d.a.), Chempur

* toluen (cz.d.a.), Chempur

» jzotiocyjanian fenylu (98%), Sigma-Aldrich;

e 1,2-benzenoditiol (99%Aldrich;

e 2-aminobenzimidalzol (97%), Aldrich;

e 2-amino-1-metylobenzimidazol (95%), Aldrich;

* izotiocyjanian fenylu — zwzek otrzymany z Katedry Chemii Organicznej,

Wydziatlu Chemicznego, Politechniki Gdskiej;

58



CZESC DOSWIADCZALNA

izotiocyjanian allilu (98%), Fluka;

izotiocyjanian fenyloetylu (99%), Aldrich;

izotiocyjanian metylu (97%), Aldrich;

izotiocyjanian benzylu (98%), Aldrich;

izotiocyjananem 4rietylosulfinylo)butanu- produkt syntetyzowany w Katedrze
Chemii Organicznej, Wydziatlu Chemicznego, Politechniki t3ézej;
N-acetylo-L-cysteina (99%), Aldrich;

boran sodu (99%), Sigma-Aldrich;

bezwodny siarczan magnezu (97%), POCH S.A.;

bezwodny chlorek wapnia (cz.d.a), POCH S.A,;

chlorek sodu (cz.d.a.), P.P.H. STANLAB

wodorek sodu - odczynnik otrzymany z Katedry Chemii Organicznej, Wydziatu
Chemicznego, Politechniki Giskiej;

zel krzemionkowy 60, 0,040-0,063 (230-400 meslifp Aesar

jod, Merck

arkusze aluminiowe do chromatografii cienkowarstwowej TL#&l-krzemionkowy
60 Fy54 gruboséwarstwy 0,25 mm. 20 x 20 cm,dvtk

kwas mrowkowy (98%)Merck

kwas solny (98%), Merck

kwas octowy (98%), POCH S.A,;

bufor fosforanowy (0,01 M, pH=7,4), Sigma;
2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazd[5-b]pirydyna (PhIP),
2-amino-3,8-dimetyloimidazo[4,3ehinoksalina (MelQx),

Toronto Research Chemicdigh Apollo Scientific Ltd;
glukozo-6-fosforan (98%), Sigma;

podioze wzrostowe do testumesa, Xenometrjx

podtoze do ekspozycji do testuresa , Xenometrix

podtoze wskanikowe do testu mesa, Xenometrix

szczep Salmonella ThypimuridPA98, Xenometrix

chlorek potasu (99%), POCH S.A;

chlorek magnezu (98%pOCH S.A;

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP, 95%), Sigma;
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frakcja S9 (z wtroby szczura indukowanegadtlorem1254), Xenometrix

ampicylina, Xenometrjx

1.2. Aparatura

Analizator C,H,N,S model CHNS EA-1108, Carlo Erba;

Chromatograf cieczowy model 1200 firmpgilent wyposaony w detektor
UV-VIS-DAD oraz MS;

- kolumna chromatograficznéaorbax Bonus-RPAnalytical (4,6 mm ID x 150 mm,
5 um);

- kolumna chromatograficzna Nucleos-3 ym (4 mm ID x 240);

Chromatotron model 7924T, Harrison;

Dyfraktometr rentgenowski model KM4CCD, Oxford Diffraction;

filtry strzykawkowe, Millex GP, wielkos¢ poréw 0,22 pm,srednica 33 mm,
Millipore

Lampa UV, Cobrabid;

taznia ultradivickowa model Bndelin, Sonore

pH-metr laboratoryjny model Basic 20+, CRISON

Tandemowy spektrometr mas MS/MS model 4000 Q T,RgHent

Spektrometr mas MS model 1100, Agilent

Spektrometr FTIR model Nicol&700, Thermo Electron;

Spektrofotometr z ptynnegegulacy dtugogi fali model hfinite M200, Tecan;
Spektrofotometr UV/VIS model NanoDrop 2000c, Thermo Scientific
Spektrometr NMR model Unity00 plus, Varian;

Urzadzenie do odparowywania nadmiaru rozpuszczalnikinvesferze azotu model
Turbovap LV, Caliper Life Sciencgs

Waga analityczna model WAX0, RADWAG

Wiréwka model Contrifug®&702, Eppendoyf

Wyparka obrotowa model Laborota 4000, Heidolph;

Wytrzasarka typu vortex modelERX Contro) Heidolph

Zestaw do chromatografii kolumnowej wypasay w kolumny szklane
o wymiarach: dlugos80 cm, fednica 1,5cm i 1,0 cm;

Zestaw do SPE model SAR G, J. T. Baker

- kolumny do SPE Bakerbond SPE C18 (100 mg/1 mL);
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» Zestaw do testu Amesawersji mikroptytkowej MPF;
* Inkubator z wytragsaniem, model &otron, Infors HT
e Cieplarka laboratoryjna, model 182, Pozamet

* Dygestorium laboratoryjne, model KS12, HeraSafe Thermo Scientific

2. Opis syntez i procedur analitycznych

2.1. Procedury wykorzystywane na etapie syntezy substratu o strukturze analogicznej
do heterocyklicznych amin aromatycznych (HAA) wykagujch wia€iwosci

rakotworcze

2.1.1. Reakcja addycji 2-aminobenzimidazolu (ABI) z izotiocyjanianem allilu (AITC)

W kolbie kulistej podczonej z chtodnig zwrotng zaopatrzongw rurke
zabezpieczapra przed wilgocy, umieszczano 1 g (5,51 mmoli) ABI i 11,50 mL
przedestylowanego dimetylotetrafuranu, po czym dodawano 0,54 mL AITC
(5,51 mmoli). Mieszaningeakcyjngintensywnie mieszano wykorzysiaj mieszadto
magnetyczne i chroniono przed dgstm sSwiatta (poprzez owiricie kolbki folig
aluminiowg). Reakcg prowadzono przez 0,5 godziny w temperaturze ok.C50°
Po ochtodzeniu, do mieszaniny reakcyjnej dodawano octan etylu wi & mL
i produkt kondensacji ekstrahowano 3 porcjami wody (3 x 10 mL). Ekstrakty
po pohczeniu przemywano nasyconym roztworem NaCl (1 x 6) mlsuszono
za pomog bezwodnego MgS{€ Rozpuszczalnik odparowywano z wykorzystanirm
wyparki obrotowej. Do oceny przebiegu reakcji wykorzystywano technike
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Na ptythgokryts zelem krzemionkowym
ze znacznikami fluorescencyjnymi nanoszono probkeszaniny reakcyjnej, a tadkz
wzorce poszczegOlnych substratbw. Chromatogram rozwijano stosiljad
chloroform: metanol (10:1). Do obserwacji chromatogramu wykorzystano barwienie
za pomog stzonego kwasu siarkowego. Plytki po spryskaniu umiesze na 10 min
w suszarce o temperaturze 100°C. Dodatkowo do wywotania AITC zastosowano inng
metodg polegajca na przeprowadzeniu izotiocyjanianu w barwny prodpkprzez
spryskanie ptytki roztworem 1,2-benzenoditiolu i ogrzewanie w temperaturze 65°C
przez 10 min. W wyniku reakcji ABI z AITC otrzymarg-(1-benzimidazolilo)N'-
allilotiomocznik (AITC-ABI) w postaci jasnadttych krysztatdbw z wydajnaia rzedu
37%.
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2.1.2. Synteza 2-amino-1-metylobenzimidazolu (MABI) z 2-aminobenzimidazolu (ABI)

Zwigzek MABI otrzymano poprzez metylowanie ABI. W tym lce
wykorzystano procedgropisangw pracy [254]

Sproszkowany KOH w ilogi 910 mg (16,25 mmoli) dodawano do mieszanej
zawiesiny ABI (3,25 mmoli) w 13 mL acetonu. Po kilku minutach dodawano jodek
metylu (507,7 mg, 3,58 mmoli) silnie miesga] Po okresie 10 min mieszaning
reakcyjry przenoszono do rozdzielacza i wysano z toluenem (120 mL) w celu
ekstrakcji produktu. Warstgv organiczng zawieragca produkt przemywano woda
(1 x 20 mL) i w dalszej kolejn@s nasyconym roztworem NaCl (1 x 6 mL), po czym
suszono za pomacbezwodnego MgS£ Rozpuszczalnik odparowywano przyyaiu
wyparki obrotowej. Pogp reakcji sledzono za pomac techniki chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) na piytkach pokrytychzelem krzemionkowym.
Chromatogram rozwijano stogigj uktad heksan : octan etylu (7:3) i wizualizowano
korzystagc z lampy UV oraz wywotywano za pomppar jodu. W pierwszym etapie
przeprowadzano wizualizacichromatogramu, aby sprawdzbecnoséw mieszaninie
reakcyjnej zwazkéw posiadajcych ugrupowania aromatyczne i allilowe. Natomiast
wywotanie chromatogramu za pomogar jodu pozwalato dostrzec obecnosé
wszystkich zwazkoéw w analizowanej prébce bez informacji 0 obechakreslonych
ugrupowa w czsteczkach analitbw. W wyniku reakcji metylowania A@tzymano
2-amino-1-metylobenzimidazol (MABI) w postaci jasobdych krysztatow

z wydajnogia rzedu 47%.

2.2. Opis procedur wykorzystywanych na etapie sprawdzenia roli izotiocyjanianéw
(ITC) w procesach inaktywacji kancerogenéw z grupy heterocyklicznych amin
aromatycznych (HAA) obecnych wwnogi

2.2.1. Reakcja 2-amino-1-metylobenzimidazolu (MABI) z izotiocyjanianami — allilu
(AITC), benzylu (BITC) i fenyloetylu (PEITC)

W literaturze znaleziono trzy doniesienia o reakcji MABI z izotiocyjanianami
[255, 256, 257]. Jednakzpodstawy do opracowania procedury syntezy produktow
zwigzkdéw z grupy ITC i MABI byly informacje znalezione pvacy [257].

Poszczegolne izotiocyjaniany (6,79 mmoli) dodawano w jednej porcji
do roztworu MABI (1 g, 6,79 mmoli) w MeCN (5 mL). Po 2 godzinach (dla AITC)
lub 6 godzinach (dla BITC i PEITC) intensywnego mieszania substratéw
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w temperaturze 50°C usuwano rozpuszczalnik pragiuzawvyparki obrotowe]. Pogb
reakcji sledzono za pomac techniki TLC na pilytkach pokrytychzelem
krzemionkowym. Chromatogramy rozwijano stesupktad heksan : octan etylu (7:3)
i wizualizowano korzystar z lampy UV oraz wywolywano za pomp@ar jodu.
Produkty reakcji poszczegoéinych zwgkow z grupy ITC z MABI oczyszczano
z wykorzystaniem chromatografii radialnej. Etapy procedury oczyszczania
porzedstawiono schematycznie na rysunku 9.

W wyniku reakcji MelQx z AITC, BITC i PEITC oraz zastosowania
oczyszczania chromatograficznego otrzymano produkty:
- N(1-metylobenzimidazoliloN'-allilotiomocznik (AITC-MABI),
- N(1-metylobenzimidazoliloN’-fenyloetylotiomocznik (BITC-MABI),
- N-(1-metylobenzimidazoliloN’-benzylotiomocznik (PEITC-MelQx) w postaci
bezbarwnych (pierwszy produkt) alliottych krysztatébw z wydajnada odpowiednio
42,59 i 63%

Przygotowanie plyty pokrytej zelem krzemionkowym z gipsem o grub&i warstwy 1 mm
- umycie piyty ptynem z dodatkiem detergentu (np. Ajaks),

- obklejenie brzegéw plyty fma klejaca,

- intensywne mieszanie przez 3 minuglu krzemionkowego z gipsem (45 g) ze schiodawady
(90 mL, 0-5°C),

- rownomierne rozprowadzanie zawies#®ju na plycie przy jednoczesnym jej obracaniu,

- suszenieelu przez 12 godzin na powietrzu,

- suszeniegelu w suszarce (70°C, 3 godziny),

- wyréwnanie warstwy sorbentu do 1 mm

Przeprowadzenie izolacji koniugatéw ITC-MABI z mieszanin reakcyjnych
- przemycie piyty uktadem heksan:octan etylu (7 : 3) przy strumieniu azotu ( przeptyw 250 mL{min),
- dozowanie mieszaniny reakcyjnej rozpuszczonej w chloroformie (1 mL),

- ztosowanie ukfadu heksan:octan etylu do elucji produktu (przeptyw 2-4 mL/min),
- zbieranie roztworéw substratow i produktu przy wizualizacji latdp

l Identyfikacja substratéw i produktu przy u zyciu TLC

Odparowanie rozpuszczalnika z zebranych frakcji z wykorzystaniem wyparki obrotowej

Rysunek 9. Schemat pogpowania wykorzystywanego podczas izolacji tiomocznikéw ITC-MABI
przy wyciu chromatografii radialnej
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2.2.2. Reakcja 2-amino-3,8-dimetyloimidazo[4,5-flchinoksaliny (MelQx)
z izotiocyjanami — allilu (AITC), fenyloetylu (PEITC) i sulforafanem (SFN)

Poszczegolne izotiocyjaniany (0,234 mmoli) dodawano w jednej porcji
do roztworu MelQx (0,234 mmoli) w izopropanolu (10 mL). Reakgjowadzono
w temperaturze 37°C przez 6 godzin (dla PEITC), 5 godzin (dla AITC) lub 3 godziny
(dla SFN). Rozpuszczalnik odparowywano z wykorzystaniem wyparki obrotowej.
Postp reakcji sledzono poddag badaniu probki mieszaniny reakcyjnej za posoc
techniki TLC na ptytkach pokrytychzelem krzemionkowym. Chromatogramy
rozwijano stosujc dichlorometan : metanol (12 : 1 dla reakcji AlIT€o PEITC
z MelQx; 9 : 1 dla reakcji SFN z MelQx) i wizualizowano korzygtag lampy UV
oraz wywotywano za pomacpar jodu. Produkty reakcji AITC oraz PEITC z MelQx
oczyszczano wykorzystyg chromatograli kolumnowy. W kazdym przypadku
wypetnienie kolumny stanowita warstwalu krzemionkowego, natomiast jako uktady
stuzace do elucji reagentow zastosowano mieszaroapuszczalnikow dichlorometan :
metanol (12 : 1). Natomiast produkt reakcji SFN z MelQx oczyszczano
z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD. W trakcie analizy chromatograficznej probki
roztworu SFN-MelQx w mieszaninie chloroform-metanol (10:1) do odzielnych
probéwek zbierano frakcje zawiegeg@ nieprzereagowane substraty reakcji
oraz produkt. W tabeli 6 zestawiono parametry pracy uktadu HPLC-DAD w trakcie
prowadzenia izolacfiomocznika SFN-MelQx z prébki mieszaniny reakcyjne;j.

Tabela 6 Podstawowe parametry toku pgsbwania analitycznego na etapie chromatograficznej izolaciji
tiomocznika SFN-MelQx z prébki mieszaniny reakcyjnej

Parametr Wartosé
Objetos¢ dozowanych prébek 50L
Skiad fazy ruchomej A- chloroform : metanol (10:1)
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,75 mL/min
Program elucji izokratycznie
Kolumna chromatograficzna Nucleosil50-3um (4 mm ID x 240)
Temperatura kolumny 30°C
Dlugosc fali 273 nm
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W celu zebrania jak najekszej ilogi frakcji z substang) SFN-MelQx proces
frakcjonowania powtorzono kilkadzigsirazy zbierajc tylko frakcje zawierajcs
produkt podczas analizy probki mieszaniny reakcyjnej. Zebrane frakcpezpolo
I odparowano w strumieniu gazu offopego nadmiar rozpuszczalnika, po czym
poddano analizie z wykorzystaniem techniki NMR.

W wyniku reakcji MelQx z AITC, PEITC oraz SFN otrzymano Produkty:

- N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5-fthinoksalinoN’-allilotiomocznik (AITC-MelQx),
-N-(3,8-dimetyloimidaz{,5-f] chinoksalinoN’-fenyloetylotiomocznik(PEITC-MelQx),
-N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5-f]chinoksalindyF-metylosulfinylobutylotiomocznik
(SFN-MelQx)

w postacizottych krysztatdbw orazzéttej cieczy o duej lepkog<i (ostatni produkt)

z wydajnogiami odpowiednio 12, 17 i 20%.

2.2.3. Reakcja 2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo([4,5-b]pirydyna (PhIP)
z izotiocyjanami — allilu (AITC), fenyloetylu (PEITC) i sulforafanem (SFN)

Poszczegolne izotiocyjaniany (0,895 mmoli) dodanowano w jednej porcji
do roztworu PhIP (0,895 mmoli) w trifluoroetanolu (10 mL). Po 3 godzinach (dla SFN),
8 godzinach (dla AITC i PEITC) intensywnego mieszania substratow w temperaturze
37°C usuwano rozpuszczalnik przyyoiu wyparki obrotowej. Pogp reakcjisledzono
za pomog techniki TLC na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym.
Chromatogramy rozwijano stosgj uktad chloroform : metanol (12:1 dla reakcji AITC
oraz PEITC z PhIP; 9:1 dla reakcji SFN-PhIP) i wizualizowano korzystajampy UV
oraz wywotywano za poma@cpar jodu. Produkty reakcji PhIP z AITC i PEITC
oczyszczano wykorzystg chromatografi kolumnowy oraz technikgHPLC-DAD.
W kazdym przypadku wypetnienie kolumny stanowita warsteu krzemionkowego,
natomiast jako ukfady stugg do elucji reagentébw zastosowano mieszaniny
rozpuszczalnikdéw chloroform : metanol (12 : 1). W tabeli 7 zestawiono parametry pracy
uktadu HPLC-DAD w trakcie prowadzenia izolacfiomocznikow AITC-PhIP
i PEITC-PhIP z probek mieszanin reakcyjnych.

W wyniku reakcji PhIP z AITC i PEITC powstawatjadowe iloci produktu
I w zwigzku z tym trudno byto wyizolowaprodukt z mieszaniny reakcyjnej. Natomiast

w przypadku reakcji SFN z PhIP nie uzyskano produktu reakcji.
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Tabela 7.Podstawowe parametry toku pgsdwania analitycznego na etapie chromatograficznej izolacji
tiomocznikéw AITC-PhIP oraz PEITC-PhIP z prébki mieszaniny reakcyjnej

Par ametr Wartosé
Objetos¢ dozowanych prébek 7ol
Skiad fazy ruchomej A- chloroform : metanol (12:1)
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,75 mL/min
Program elucji izokratyczna
Kolumna chromatograficzna Nucleosil50-3um (4 mm ID x 240)
Temperatura kolumny 30°C
Dlugosc fali 316 nm

2.3. Procedury wykorzystywane na etapie identyfikacji tiomocznikéw ITC-MABI,
ITC-MelQx oraz ITC-PhIP

Dane uzyskane dla poszczegoélnych tiomocznikéw ITC-MABI oraz ITC-MelQx
przy uzciu romych technik (NMR, rentgenowska analiza strukturalaaaliza

elementarna) przedstawiono pagji

N-(1-metylobenzimidazolilo)N’-allilotiomocznik (AITC-MABI):

wydajnosé42%; temperatura topnienia 81282

'H NMR (DMSO-dg) 8 3,52; 3,55; 3,78 (3 x s, GHodpowiednioT1B, T1A i T2A),

4,00; 4,12; 4,35 (2 x ti sz §,= 6 Hz, CHNH, odpowiednioT1A, T1B i T2A), 5,08
(2 x d,J = 10 Hz, CH=CH cis, odpowiednioT1A i T1B), 5,16 (2 x dJ = 17 Hz,
CH=CH; trans, odpowiednioT1A i T1B), 5,20 (dJ = 10 Hz, CH=CHcis, T2A), 5,32
(d, J = 17 Hz, CH=CH trans T2A), 5,85-5,95 (2 x m, C¥CH,, T1A i T1B),

5,95-6,06 (m, CHCH,, T2A), 7,15-7,25 (m, 2H, H-3 i H-4), 7,37 (s 7,7 Hz, H-5,
T1B), 7,43 (dJ = 7,7 Hz, H-5, T1A), 7,46; 7, 50 (2 x 8= 7,7 Hz, H-2 i H-5, T2A),
7,55 (dJ=7,7Hz, H-2, T1B), 7,61 (d,= 7,7 Hz, H-2, T1A), 8,15 (1 = 6 Hz, N4—H,
T1A), 8,48 (t,J = 6 Hz, N4—-H, T1B), 10,80 (s, N3—-H, T2A), 11,60t 6 Hz, N4-H,
T2A), 13,10 (s, N2—-H, T1B), 13,25 (s, N2—-H, T1A),

'H NMR (CDCk) 8 3,57; 3,55; 3,70 (2 x s i sz s, GHddpowiedniolT1B, T1A i T2A),

4,20; 4,32; 4,48 (2 x ti sz 3,= 6 Hz, CHNH, odpowiednioT1A, T1B i T2A), 5,18;
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5,21 (2 x d,J = 10 Hz, CH=CH cis, odpowiednioT1A i T1B), 5,28; 5,32 (2 x d,

J =17 Hz, CH=CH trans, odpowiedniol 1A i T1B), 5,90-6,00 (2 x m, CECH,, T1A

i T1B), 6,35 (sz s, N4-H, T1A), 6,60 (sz s, N4H, T1B), 7,18-7,36 (m, Ar-H, T1A i
T1B), 13,60 (sz s, N2-H, T1A i T1B),

Dodatkowe szerokie piki widoczne na widmie NMR przy 3,70; 4,48; 5,40 i 6,05 ppm
odpowiadaj, wyskepujacemu w $adowych ilociach, tautomerowi T2A (okoto 3—4 %);

¥C NMR (125,7 MHz, CDG): 28,1 (CH), 46,5; 47,0 (NChl odpowiednio T1A

i T1B), 108,8; 109,0 (C5, odpowiednidB i T1A), 111,3; 111,7 (C2, odpowiednio

T1B i T1A), 116,8; 117,0 (C12, dla odpowiedrldA i T1B), 123,1; 123,2; 123,4
(C3/4, T1A i T1B), 128,0 (C6), 130,5 (C1), 134,0; 134,5 (C1l1, odpowiedtid

i T1A), 153,8 (C=N), 184,7 (C=S);

IR vmax 3230, 3174, 2989, 2925, 1624, 1612, 1581, 1514, 1479, 1446, 1429, 1402, 1377,
1332, 1315, 1294, 1254, 1242, 1192, 1163, 1144, 1126, 1095, 1064, 999, 980, 941, 918,
874, 837, 812, 739, 661, 644, 611, 573%tm

Analiza elementarna, obliczono dla;B14N4S: C, 58,51; H, 5,73; N, 22,74; S, 13,02%,
znaleziono: C, 58,56; H, 5,73; N, 22,74; S, 13,01%.

N-(1-metylobenzimidazolilo)N’-benzylotiomocznik (BITC-MABI) :

wydajnosé59%; temperatura topnienia 161-163

'H NMR (DMSO-dg) 8 3,50; 3,53; 3,78 (3 x s, GHodpowiednio T1A, T1B i T2A),
4,59; 4,75; 4,97 (3 x d] = 6 Hz, CHNH, odpowienioT1A, T1B i T2A), 7,13-7,60

(m, ArH), 8,55 (t,J = 6 Hz, N2-H, T1A), 8,85 (tJ = 6 Hz, N2-H, T1B), 10,80

(s, N3-H, T2A), 11,85 (tJ = 6 Hz, N4-H, T2A), 13,10 (s, N2-H, T1B), 13,27
(s, N2—H, T1A):

>N NMR (DMSO- ds, CHsNO,) & —261,0 (N3, T2A), —257,5 (N2, T1B), —256,0
(N2, T1A), -250,5 (N4, T2A), -247,5 (N4, T1A), —-245,5 (N4, T1B);

'H NMR (CDCk) & 3,58 (s, CH, T1A), 3,70 (sz s, CH T1B), 4,78; 4,90 (2 x d,

J =6 Hz, CHNH, odpowiednioT1A i T1B), 6,25 (sz s, N4-H, T1B), 6,60 (t, N4-H,
T1A), 7,20-7,50 (m, Ar-H), 13,65 (sz s, N2-H, T1A, T1B);

3C NMR (125,7 MHz, CDG) & 28,2 (CH), 48,0; 48,5 (NCKH odpowiednioT1A

i T1B), 109,0 (C5), 111,7 (C2), 123,4; 123,4 (C3 i C4), 127,5 (C14), 127,7 i 127,8
(C12/16, odpowienio T1B i T1A), 128,0 (C6), 128,81 128,9 (C13/15, odpowiednio T1A
i T1B), 130,5 (C1), 138,7 (C11), 153,8 (C=N), 184,7 (C=S);
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IR vmax 3236, 3185, 3072, 3026, 2935, 1622, 1610, 1581, 1529, 1491, 1442, 1400,
1383, 1346, 1308, 1254, 1190, 1153, 1095, 1080, 931, 912, 739, 702, 656, 642, 621,
658, 571 cn;

Analiza elementarna, obliczono dlasB16N4S: C, 64,84; H, 5,44; N, 18,90; S, 10,82%,
znaleziono: C, 64,86; H, 5,45; N, 19,01; S, 10,81%.

N-(1-metylobenzimidazolilo)N’-fenyloetylotiomocznik (PEITC-MABI):

Wydajnosé63%; temperatura topnienia 141-1@2

'H NMR (DMSO-<dg) 5 2,88; 2,90; 2,98 (3 x t] = 7 Hz, PhCH, odpowiednio T1A,

T1B i T1B), 3,52; 3,59; 3,74 (3 x s, GHI'1B, T1A and T2A), 3,59; 3,70; 3,90 (3 x q,

J = 7 Hz, NHCH, odpowienioT1A, T1B i T2A), 7,14-7,62 (m, 9H, Ar-H), 8,10

(t, J=6 Hz, N4-H, T1A), 8,42 (] = 6 Hz, N4-H, T1B), 10,70 (s, N4-H, T2A), 11,55

(t, J=6 Hz, N3—-H, T2A), 13,10 (s, N2-H, T1B), 13,27 (s, N2-H, T1A),

Sygnatéw pochodgych od alifatycznych protonéw dla tautomerow gzku
PEITC-MABI nie moma jednoznacznie przypisae wzgédu na ich prawie rowne
populacje (tabela 13).

'H NMR (CDCLk) & 2,95; 3,02 (2 x t) = 7 Hz, PhCH, odpowiednicl 1A i T1B), 3,52;

3,65 (2 x s, Chl odpowiednioT1B i T1A), 3,80; 3,95 (2 x qJ = 7 Hz, NHCH,
odpowiednioT1A, T1B), 6,38 (sz s, N4-H, T1A), 6,60 (sz s, N4-H, T1B), 7,18-7,40
(m, 9H, Ar—H), 13,65 (sz s, N2—-H, T1A i T1B),

Dodatkowe szerokie piki widoczne na widmie NMR przy 3,10 i 4,08 ppm odpowjadaj
wystepujacemu w $adowych ilociach, tautomerowi T2A (okoto 7%);

13C NMR (125,7 MHz, CDG)) & 28,2 (CH), 35,3; 35,9 (CkPh, odpowiedniol1B

i T1A), 45,3; 45,5 (NCH, odpowiednioT1A i T1B), 108,7; 109,0 (C5, odpowiednio
T1B i T1A), 111,3; 111,7 (C2, odpowiednidB i T1A), 123,0; 123,2; 123,4 (C3/4,
odpowiednio T1B i T1A), 126,7 (C15), 128,0 (C6), 128,8, 128,9, 129,0; 129,1 (C13/17
i C14/16, T1A i T1B), 130,5 (C1), 139,3 (C11), 153,8 (C=N), 184,7 (C=S);

IR vmax 3296, 3186, 3062, 3026, 2935, 1622, 1614, 1595, 1479, 1446, 1402, 1373, 1350,
1322, 1286, 1246, 1149, 1128, 1093, 1064, 999, 933, 742, 698, 661, 634, 617,573 cm
Analiza elementarna, obliczono dla;-B:sN4S: C, 65,78; H, 5,84; N, 18,05; S, 10,33%,
znaleziono: C, 65,93; H, 5,90; N, 17,81; S, 10,23%.
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N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5f]chinoksalino-N’-allilotiomocznik (AITC-MelQXx):
wydajnos¢12%; T2/T1=0,2

'H NMR (DMSO-dg) 8 2,76 (s, 2,4H, 8-CH T1); 2,78 (s, 0,6H, 8-CH T2), 3,72

(s, 0,6H, N-CH, T2); 3,82 (s, 2,4H, N-C§ T1); 4,12 (t, 1,6H, CHNH, T1), 4,16
(sz't, 0,4H, CBNH, T2), 5,09-5,20 (d2,4H, CH=CH,, T1i T2), 5,53 (d, ¥ 16,75 Hz,
1,6H, CH=CH trans T1), 5,90-6,10 (m, CHCH,, T1i T2), 7,86 (d, ¥ 8,8 Hz, 0,8H,

H-4, T1), 7,95 (d, ¥ 8,75 Hz, 0,8H, H5, T18,82 (s, 0,2H, H7, T2), 8,87 (s, 08H, H7,
T1), 10,95 (s, 0,2H, N-H, T2), 11,69 (sz t, 0,2H, N-H, T2), 14,37(sz s, 0,8H, N-H, T1),
14,61 (s, 0,8H, N-H, T1);

MS/MS (m/z) 313,1 [M+1H].

N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5f]chinoksalino-N’-fenyloetylotiomocznik

(PEITC-MelQXx):

wydajnos¢17%,; T2/T1=0,2

'H NMR (DMSO-dg) & 2,78 (s, 0,6H, 8-Ckl T2); 2,81 (s, 2,4H, 8-CH T1); 2,97
(t, 0,4H, PhCH, T2); (3,03 (t, 1,6H, PhCH T1); 3,76 (s, 0,6H, N-C§ T2); 3,86
(s, 2,4H, N-CH, T1); 7,1-7,40 (m, 5H, Ar); 7,88 (dl = 8,8 Hz, 0,8H, H-4, T1); 8,00
(d,J= 8,8 Hz, 0,8H, H-5, T1); 8,85 (6,8H, H-7, T1); 8,87 (s, 0,2H, H-7, T2); 10,85
(szs, 0,2H, N-H, T2), 11,45 (sz s, N-H, T1), 14,61 (s, 0,8H, N-H, T1);

MS/MS (m/z) 377,0 [M+1H].

N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5f]chinoksalino-N’-metylosulfinylobutylotiomocznik
(SFN-MelQXx):

wydajnos¢20%; T2/T1=0,3

'H NMR (DMSO-dg) & 1,69-1,74 (m, CHCH,, T1i T2), 1,81-1,96 (m, CHCH,, T1

i T2), 2,78 (s, 2,1H, 8-CK T1), 2,72 (t,J = 5,8 Hz, 0,6H, CkK5(0), T2), 2,90

(sz s, 1,4H, CbB(0), T1),3,75 (sz s, 0,6H, NHCH T1), 3,92 (s, 2,1H, N-Ck T1),

7,96 (d,J =8,8 Hz, 0,6H, H5)8,00 (d,J = 8,8 Hz, 1,4H, H-4, T1), 8,05 (d,<)8,8 Hz,
0,6H, H5, T1), 8,82 (s, 0,7H, H7,), 8,88 (s, 0,3H, H7), 10,85 (sz s, 0,7H, N-H, T1),
11,56 (sz s, 0,7H, N-H, T1), 14,41 (sz s, N-H, 0,3H, T2), 14,62 (sz s, 0,3H, N-H, T2)
MS/MS (m/z) 391,5 [M+1H].

69



CZESC DOSWIADCZALNA

2.3.1. Wykorzystanie spektroskopii

magnetycznego

rezonapdtowego (NMR)

i spektrometrii mas (MS) do identyfikacji zwkOw powstajcych podczas

reakcji chemicznych izotiocyjanianow(ITC)

Ustalenie struktury chemicznej otrzymanych produktow byto liwezdzigki

wykorzystaniu techniki

NMR.

Badanie strukturalne otrzymanych

wzorcowych przeprowadzono w Btizyuczelnianym Laboratorium NMR dziadaym

przy Wydziale Chemicznym Politechniki

Gikkiej. Wszystkie zsyntetyzowane

produkty zostaly scharakteryzowane gkti analizie widm protonowych NMR)

otrzymanych w temperaturze 298 K przyyociu spektrometriv/arian Unity 500 Plus
w CDClk i DMSO-ds oraz CD3CN (BITC-MABI). W przypadku koniugatéw
ITC-MABI wykonano dodatkowe widma gglowe (*C NMR) i azotowe N NMR)
oraz eksperymenty 1D NOE i ROESY dla petnej identyfikacji tychazkédw. W celu

uproszczenia  widma

protonowego

tiomocznika

PEITC-MelQx

wykonano

wysokotemperaturowe widmo protonowe (zakres temperatur od 22 °C do 100 °C).

Natomiast do potwierdzenia obecobsproduktow w badanych probkach

zastosowano spektrometr md600 Q TRAPz potrojnym kwadrupolem. W tabeli 8

zestawiono parametry pracy gdzenia MS/MS.

Tabela 8.Zestawienie parametréw pracy giizenia MS/MS na etapie okfenia struktury molekularnej
oraz czystéci produktow reakcji ITC z MelQx

Parametr

Wartos¢

PEITC-MelQx

AITC-MelQx

SFN-M el Qx

Sposob jonizacji
Warunki jonizacji
Potencjat wejciowy (EP)
Potencjat fragmentacyjny (DP)
Napicie rozpylania (IS)
Energia zderze(CE)
Gaz ostonowy (CUR)
Gazzrodia jonéw 1 (GS1)
Gazzrodia jonbéw 2 (GS2)

elektrozpraszanie

dodatnia jonizacja

20V
5000 V
30V
10 psi
20 psi
0 psi

elektrozpraszanie

dodatnia jonizacja

20V
5000 V
30V
10 psi
20 psi
0 psi

elektrozpraszanie

dodatnia jonizacja
10V
100 V
5000 V

10 psi
20 psi
0 psi
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Analizie z wykorzystaniem techniki MS/MS poddano préobki roztworéw metanolowych
produktéw AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx oe¢stniu 100 ng/ml
i 50 ng/mL (w przypadku AITC-MelQx z uwagi na statlmgpuszczalnos&wiagzku w

metanolu).

2.3.2. Wykorzystanie analizy elementarnej do ustalania sktadu pierwiastkowego
produktow uzyskanych w wyniku reakcji 2-amino-1-metylobenzimidazolu
(MABI) z izotiocyjanianami - allilu (AITC), benzylu (BITC) oraz fenyloetylu
PEITC

Ustalenie sktadu pierwiastkowego C, H, N oraz S produktow reakcji MABI
z AITC, BITC oraz PEITC umdiwito wykorzystanie analizatoraldNS EA-1108 firmy
Carlo Erba.

2.3.3. Wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni (IR) do badania struktur
tautomerycznych produktow rekacji 2-amino-1-metylobenzimidazolu
(MABI) i izotiocyjanianéw (ITC)

Do badania struktur tautomerycznych produktéw zastosowano technike
ostabionego catkowitego wewinznego odbicia (ATR). Widma oscylacyjne
tiomocznikow ITC-MABI (wykres zalenosci wielkosci absorpcji od energii
promieniowania wyraonej za pomag liczby falowej (7 (cm™)), otrzymano z zyciem
spektrometruNicolet 8700 z oprogramowanie®MNIC bedicego na wyposzniu
Katedry Chemii Fizycznej Wydziatu Chemicznego PolitechnikifS@eej. Temperatura
podczas pomiarow wynosita 25 + 0,1°C i byta kontrolowana przez zastosowanie
elektronicznego regulatora temperatury. z6&@ widmo zostalo zarejestrowane
za pomog zebranych 64 skanéw z rozdzieléeg 4 cm'. Analizz widm
przeprowadzono w oparciu 0 przypisanie pasm drganiom konkretnych grup
funkcyjnych wys¢pujacych w cazsteczce badanego zwku chemicznego stosig
tabele korelacyjne drga

2.3.4. Zastosowanie rentgenowskiej analizy strukturalnej do badania struktury
krystalograficznej produktow  reakcji 2-amino-1-metylobenzimidazolu
(MABI) i izotiocyjanianéw (ITC)

Zbadanie struktury krystalicznej tiomocznikow ITC-MABI ustiwito

wykorzystanie techniki rentgenowskiej analizy strukturalnej. Pojedyncze krysztaly
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produktow niezbene do przeprowadzenia badania uzyskano poprzeystakzacg
ITC-MABI z mieszaniny octan etylu — cykloheksan (1:1) z wykorzystaniem techniki
powolnego schtadzania nasyconego roztworu. Badania rentgenograficzne prowadzono
przy uzciu dyfraktometru KM4CCD z monochromatorem grafiyow bedacego

na wyposaeniu Katedry Chemii Nieorganiczne] Wydzialu Chemego Politechniki
Gdaiskiej.

2.4. Analiza prébek roztworéw tiomocznikow ITC-MelQx z wykorzystaniem techniki
HPLC-DAD pod kgtem ich identyfikacji i sprawdzenia czystos
W tabeli 9 zestawiono parametry pracy ukiadu HPLC-DAD w trakcie
prowadzenia badaprobek roztworéw metanolowych zawiey@ych produkty reakcji
MelQx z AITC, PEITC oraz SFN.

Tabela 9. Podstawowe parametry toku pgsbwania analitycznego na etapie chromatograficznego
oznaczania tiomocznikow ITC-MelQx w prébkach produktéw reakcji MelQx z AITC, PEITC oraz SFN

Parametr Wartosé/M etoda
Objetos¢ dozowanych prébek bl
Skitad fazy ruchomej MeOH
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 1 mL/min
Program elucji izokratyczna
Temperatura kolumny 30°C
Dlugosc¢ fali 273 nm

2.5. Ocena mutagennasi tiomocznikow ITC-MelQx i MelQx z wykorzystanieragtu
Amesa w wersji mikroptytkowej MPF
Ocen¢ mutagennasi tiomocznikow ITC-MelQx oraz MelQx przeprowadzono
przy zastosowaniu testu Amesa w wersji mikroptytkowej MPF z wykorzystaniem
gotowych zestawow wprowadzonych na polski rynek w 2009 roku przez firm
Xenometrix Potencjal mutagenny zyzkow byt oceniany w stosunku do szczepu
Salmonella typhimurium TA98, ktéry charakteryzuje ¢i szerokim spektrum

wrazliwosci na mutageny.
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2.5.1. Przygotowanie szczepu Salmonella typhimurium TA98 do o0znhacze

mutagennogi

W pierwszym etapie przygotowano ptynmpdowk bakteryjry. Do dwoch
sterylnych kolbek o pojemne 50 mL oznaczonych jako ,kontrola negatywna”
i ,TA98” dodawano po 10 mL podtezwzrostowego. Nagbtnie do kolbki oznaczonej
jako ,TA98” dodawano 10uL ampicyliny (50 mg/mL) i jeden kgek hodowli
bakteryjnej, ktdg uprzednio namnano i przechowywano w banku w celu
zapewnienia bezpiecznego i powtarzalnego stosowania szczepow testowych. gontrol
negatywnj stanowito samo podie wzrostowe. Obie kolbki inkubowano
w wytrzagsarce (obroty 140 rpm) w temperaturze 37 °C przek6lgodzin.

Po inkubacji mierzonoggtos¢ optyczna(ODggg) hodowli bakteryjnej i ,kontroli
negatywnej” przy uyciu spektrofotometru (dtugostali A=600 nm). Spektrofotometr
kalibrowano wykorzystac kuwet zawierajca 900 uL podioza wzrostowego.
Natomiast pomiaru absorbancji dokonywano po dodaniu do dwodch kuwet
zawierajcych 900uL podtoza wzrostowego po 100L komorek z kolbki z hodovl
bakteryjna lub z kontro4 negatywna Uzyskanie wartad (po pomnogniu razy 10)
wynoszcych:

- ODspo> 2,0 dla hodowli bakteryjnej,

- ODgno< 0,05 dla kontroli negatywnej
stanowito kryterium przégcia do kolejnego etapu prac. W przypadku stosowesstu
Amesawykorzystujesi¢c bakterie z drugiego pasa a wec po zbadaniu wartes ODgoo
przenoszono 1 mL zawiesiny bakteryjnej z kolbki z pierwszegozpada nowej
sterylnej kolbki zawierajcej 3 mL podtoa wzrostowego i inkubowano w wytisarce
przez 1,5 godziny (140 rpm, 37 °C). Po tym czasie, otrzymywano ok&teohddrek
bakteryjnych w 1 mL, co potwierdzano migezrzy pomocy spektrofotometru wartosé
absorbancji. Powinna ona wynésico najmniej 70% wart@é ODgoo Odczytanej
dla hodowli bakteryjnej z pierwszego pasa Tak przygotowang hodowk

wykorzystywano do celdow badawczych.

2.5.2. Inkubacja szczepu Salmonella typhimurium TA98 z tiomocznikami ITC-MelQx
i heterocykliczng aming aromatyczng MelQx
W kolejnym etapie przygotowano roztwory badanego mutagenu MelQx
(stezenia wypciowe w zakresie 0,0030 - 3gM) i tiomocznikow AITC-MelQX,
PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx (skenia wypciowe — 0,31uM oraz 1,5 uM)
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w DMSO. Do dotkéw 24-dotkowej ptytki do ekspozycji wprowadzano badane probki
tiomocznikow ITC-MelQx (o olgitosci 20 uL). Badaniu poddano rownieprobki
rozpuszczalnia (DMSO) i 2-aminoantracenu @zek mutagenny dulacy w zestawie
do prowadzenia badaz wykorzystaniem testu Amesa firm¥enometrix o stzeniu
125 ug/mL, ktére traktowano jako kontrola negatywna i ytgwna. Dla kadej probki
badanych zwjzkéw przeprowadzono po 3 rownolegte préby. Koncowezestia
badanych zwjzkéw wynosity:

- MelQx — 0,2 nM oraz 2 nM,

- tiomoczniki ITC-MelQx — 2 nM oraz 10 nM,

- 2-aminoantracen — 1@{mL.
Nastpnie do sterylnej kolbki o pojemnds 50 mL dodawano 6 mL podiaz
do ekspozycji zawieragego histydyng0,8 mL hodowli bakteryjnej TA98 oraz 1,2 mL
mieszaniny 30% v/v frakcji S9 z gtroby szczura datzonej do zestawu. Sposoéb
przygotowania mieszaniny 30% v/v frakcji S9 przedstawiono w tabeli 10. W innej
sterylnej kolbce spogzizono mieszaningztozong z 3 mL podioa do ekspozycji
i 0,35 mL hodowli bakteryjnej. Natychmiast po dodaniu mieszaniny zawtejaj
frakcje S9 do kolbki z hodowl bakteryjng cato$¢ mieszaniny rozdzielono do dotkéw
24-dotkowej ptytki do ekspozycji (probki o aftpsci 240 ul). W przypadku badania
mutagennosi zwigzkow bez aktywacji enzymatycznej, do studzienekkpigfodawano

240 W mieszaniny hodowla/podiezdo ekspozycji bez frakcji S9.

Tabela 10. Sposéb przygotowania mieszaniny 30% v/v frakcjigtreby szczura S9

Stezenie roztworu

o Odczynnik Catkowita objetos¢ [mL]
wyjs$ciowego [M]

1,00 KCI 0,050

0,25 MgCl x 6 H,O 0,048

0,20 Glukozo-6-fosforan 0,038

0,04 NADP 0,150

0,20 Bufor NaHPO, 0,765
Frakcja S9 (z wtroby szczura

indukowana Aroclorem 1254) 0,450

Obijetos¢ koncowa 1,501
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Ptytke inkubowano doktadnie przez 90 minut w temperatuZe®C przy obrotach
120 rpm.

2.5.3. Oznaczenie liczby rewertantow

Po uptywie 90 minut hodowle po ekspozycji roiaceano przez dodawanie
do kazdego dotka 24-dotkowej ptytki 2,8 mL podavskanikowego zawieracego
wskaznik pH i nie zawierajcego histydyny. W zwizku z tym tylko bakterie, u ktorych
zaszta rewersja do fenotypu histydyno-niezaégo mogty si namnaaé. Przy pomocy
8-kanatowej pipety automatycznej wymieszano roztwory w dotkach kolumny phytki
24-dotkowej. Nasfpnie przenoszono prébki o ebpsci 50 uL do kolumn 1-24 trzech
384-dotkowych pilytek wedlug schematu przedstawionego na rysunku 10. Trzy
384-dotkowe piytki z przeniesionymi hodowlami umieszczano w zamykanych
woreczkach strunowych (aby zapobiec odparowaniu medium). Tak zabezpieczone
ptytki inkubowano w temperaturze 37 °C przez 2 dni, bowiem w tym czasie komorki,
w ktérych naspito przywrdcenie funkcjonalnego genu dla histydymgqgty wzrasta
I utworzy¢ kolonie.

Po uptywie czasu inkubacji, ptytki wyjmowano z inkubatora i zliczano dotki

w kazdej 48-dotkowej sekcji (rysunek 10), w ktorych baldenamnaaty sk.
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Rysunek 10. Schematyczne przedstawienie sposobu przenoszenia hodowli po ekspozycji z ptytki
24-dotkowej do ptytek 384-dotkowych
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Za prébki pozytywne uwaa st te, w ktorych podiog zmienito zabrwienie
z fioletowego nazétte lub w ktérych na dnie dotka zaobserwowano kigldrakterii.
Przyczyng zmiany koloru podica w dotku byto obrienie pH podioa w wyniku
metabolizmu kolonii bakteryjnych. Zliczardla kazdej dawki zwjzku liczbe dotkow
zawierapcych kolonie z rewergj mutacji poréwnywano z prébkami kontroli
negatywnej. W celu przeprowadzenia analizy statystyczne] danyeta kdawke

Zwigzku testowano w trzech powtorzeniach.

2.5.4. Analiza statystyczna

Warto&i srednie (z trzech pomiarow) oraz wartdsliczbowe odchylenia
standardowego obliczono dla wynikdéw uzyskanych z trzech nigzgtld dosviadcze
(trzy lub dwa powtérzenia). Analiz danych przeprowadzono przy yaiu
statystycznego programu GraphPad PRISM 5. W tym celu zastosowano jednostronny

test Dunnetta.

2.6. Badania nad opracowaniem metodyki oznaczania izotiocyjanianow (ITC)
w probkach sokéw z kapusty z wykorzystaniem derywatyzacji za mgomoc
N-acetylo-L-cysteiny (NAC)

2.6.1. Przygotowanie probek sokow z kapusty do badar

Soki ze swiezej kapusty pochodze z wczéniejszych zbiorow przygotowano

wedtug schematu przedstawionego na rysunku 11.

. Szatkowanie kapus

Wyciskanie sok zéwiezej kapust

Saczenie probek sokéw z kapusty podmig

Przeniesienie przgszu do fiolek (4 mL

Wirowanie (10 min, 4000 obr/mi

Przeniesienie odwirowanych sokéw do fic

Rysunek 11. Schemat przygotowania prébek sokow z kapustytyeh do prowadzenia procesu
derywatyzaciji izotiocyjanianéw przyzyciu N-acetylo-L-cysteiny
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W celu unikngcia niebezpieczrestwa utraty izotiocyjanianow, soki wyciskano
do schtadzanych naczy a nasfpnie przechowywano w szczelnie zangtych
naczyniach w temperaturze - 20°C. Dozhych dosviadczé z sokOw usurto resztki
osadu oraz biatka poprzez proces ultrafiltracji przyouz filtrow wirowkowych
zatrzymupcych zwizki chemiczne o masie gzteczkowe] powsej 10 kDa mogge
przeszkadzana etapie oznaca&oncowych.

2.6.2. Synteza substancji wzorcowych ditiokarbaminianédw na drodze kondensaciji
izotiocyjanianow allilu (AITC), benzylu (BITC) oraz fenyloetylu (PEITC)

z N-acetylok-cysteing (NAC)

Syntez  ditiokarbaminianow  bdacych  koniugatami  najwaiejszych
izotiocyjaniandw wysipujacych w warzywach kapustowatych, ktéryéhddiem jest
np. kapusta:

- izotiocyjanianu fenyloetylu,

- izotiocyjanianu benzylu

- izotiocyjanianu allilu

z N-acetylo-L-cysteing zaplanowano na podstawie informacji literaturowych
dotyczcych syntezy tego typu produktéw [258].

W kolbie okggtodennej (50 mL) rozpuszczono NAC (5,12; 3,12; ol
odpowiednio dla reakcji z AITC, BITC, PEITC) i wodoreglan sodu
(5,63; 3,27; 3,27 mmoli odpowiednio dla reakcji z AITC, BITC, PEITC) w wodzie
(5 mL dla AITC) lub roztworze etanolowym (8,5 mL, 82% dla BITC i 6,5 mL, 70%
dla PEITC) z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego. W celgkgzégnia
szybkogi reakcji z izotiocyjanianami przeprowadzono przt&kenie NAC do soli
sodowej przy uyciu wodoroweglanu sodu. Po rozpuszczeniu substratow, porcjami
dodawano poszczegéblne izotiocyjaniany AITC (5,72 mmoli w 5 mL etanolu), BITC
(3,72 mmole) i PEITC (3,45 mmoli). Reak@rowadzono przez okres 5 godzin. Bpst
reakcji zwhzkéw z grupy ITC z NACéledzono prowadgc badania mieszaniny
reakcyjnej za pomactechniki TLC na ptytkach pokrytyctielem krzemionkowym.
Chromatogram rozwijano stoggj ukfad rozpuszczalnikdw octan etylu-woda-kwas
octowy (80:10:8) i wizualizowano korzysgaj z lampy UV oraz wywotywano
za pomog par jodu. Etanol odparowywano przy yoeiu wyparki obrotowej,

a pozostatosdzotiocyjanianu usuwano przeprowadgagkstrakej za pomog heksanu.
W celu przeksztalcenia soli merkapturowej do kwasu merkapturowego (stabo
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rozpuszczalnego w wodzie), mieszanimeakcyjra zakwaszano z pomgcHCI
0 skzeniu 36% (do pH=3,0). Produkty reakcji ekstrahowarnzykrotnie
z wykorzystaniem octanu etylu (10 mL). Ngsiie hczono poszczegodlne frakcje
organiczne i usuwano rozpuszczalnik przyyaia wyparki obrotowej. Otrzymano
produkty:

- N-acetylo-S-(N’-allilotiokarbamoilo)-L-cysteinAITC-NAC),

- N-acetylo-S-(N’-benzylotiokarbamoilo)-L-cysteifBITC-NAC),

- N-acetylo-S-(N’-fenyloetylotiokarbamoilo)-L-cysteifPEITC-NAC),

w postaci cieczy o de} lepkogi (pierwszy produkt) lub krysztatdw z wydajraodmi
odpowiednio 82, 50 i 73%.

2.6.3. Synteza ditiokarbaminianu PITC-NAC ywanego jako wzorzec wegtrzny
na drodze kondensacji izotiocyjanianu fenylu (PITC) i N-acetylo-L-cysteiny
(NAC)

W kolbie okggtodennej (50 mL) rozpuszczandAC (1,0 g, 6,12 mmoli)
w tetrahydrofuranie (35 mL). Naginie matymi porcjami dodawano PITC (0,794 mL,
6,65 mmoli) rozpuszczony w mieszaninie etanol : woda (8:2; 7,5 mL). W kolejnym
etapie do mieszaniny reakcyjnej dodawano wodegban sodu (0,588 g, 6,70 mmoli)
rozpuszczony w wodzie (15 mL). Reakgrowadzono przez okres 24 godzin. Bpst
reakcji PITC z NACsledzono prowadgc badania mieszaniny reakcyjnej za pomoc
techniki TLC na ptytkach pokrytyckelem krzemionkowym. Chromatogram rozwijano
stosupc uktad rozpuszczalnikbw octan etylu-woda-kwas 0gtow(80:10:8)
I wizualizowano korzystag z lampy UV oraz wywolywano za pomp@ar jodu.
Nastpnie tetrahydrofuran odparowywano przgyciu wyparki obrotowej. Otrzymana
mieszaning zakwaszano za pomocHCl o stzeniu 36% (do pH=3,0). Produkt
krystalizowano z gacej mieszaniny octan etylu : metanol. Otrzymano pkod
N-acetylo-S-N’-fenylotiokarbamoilo)-L-cysteing (PITC-NAC) w postaci biatych
krysztatdw z wydajnasia rzedu 75%.

2.6.4. Okreslenie dlugogi fali absorpcji odpowiadajcej maksimum absorpcji
ditiokarbaminianéw ITC-NAC

Kolejnym  krokiem bada bylo okrglenie dla  wspomnianych
ditiokarbaminianéw ITC-NAC dlugad fali odpowiadajcej maksimum absorpciji

przy wyciu spektrofotometru z ptynngegulacy diugogi fali model Infinite M200
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firmy Tecan. Substancje wzorcowe ITC-NAC (0,5 mg) otrzymane w wyniku
przeprowadzonych syntez rozpuszczano w metanolu (1 mL) i przenoszono
do studzienek ptytki 48-dotkowej. Ng@phie dokonano analizy zarejestrowanych widm
absorpcyjnych. Na podstawie uzyskanych widm UV-VIS dokonano wyboru
charakterystycznych dtugois fal 251, 272 nm, przy ktérych mezby prowadzona
identyfikacja pochodnych z tej grupy z@kow.

2.6.5. Wykorzystanie spektroskopii magnetycznego rezonagpdowego (NMR)

i spektrometrii mas (MS) do identyfikacji zukOw powstajcych podczas

reakcji chemicznych izotiocyjanianéw (ITC) z N-acetylo-L-cysteing (NAC)

Badanie struktury chemicznej otrzymanych ditiokarbaminianéw ITC-NAC
przeprowadzono w Mdzyuczelnianym  Laboratorium NMR  dziaiaym
przy Wydziale Chemicznym Politechniki Gikkie]. Wszystkie zsyntetyzowane
produkty zostaly scharakteryzowane gkti analizie widm protonowych'H NMR
otrzymanych w temperaturze 298 K przyociu spektrometriv/arian Unity 500 Plus
zarejestrowanych w GiOD.

Natomiast potwierdzenia obecrmds w badanych probkach produktow
otrzymanych na drodze syntezy chemicznej produkidykorzystano tandemowy
spektrometr magl000 Q TRAPz jonizacy poprzez elektrozpraszanie. W tabeli 11
zestawiono parametry pracy gdzenia MS/MS.

Tabela 11. Zestawienie parametrow pracy agzenia MS/MS na etapie okienia struktury
molekularnej oraz czystoi produktow reakcjizotiocyjanianéw z N-acetylo-L-cystejn

Parametr Wartose
AITC-NAC BITC-NAC PEITC-NAC
Sposob jonizacji elektrozpraszanie elektrozpraszanie elektrozpraszanie
Warunki jonizacji ujemna jonizacja ujemna jonizacja ujemna jonizacja
Potencjal wejciowy (EP) 0oV 10V 10V
Potencjat fragmentacyjny (DP) 80V 80V 80V
Napicie rozpylania (IS) 4200V 4200 V 4200 V
Energia zderze(CE) 40V 40V 40V
Gaz ostonowy (CUR) 25 psi 25 psi 25 psi
Gazzrodia jonéw 1 (GS1) 40 psi 40 psi 40 psi
Gazzrodia jonéw 2 (GS2) 30 psi 30 psi 30 psi
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Analizie z wykorzystaniem techniki MS/MS poddano probki roztworéw
metanolowych AITC-MelQx, BITC-MelQx oraz PEITC-MelQx @atniu 100 ng/ml.

Dane uzyskane dla poszczegolnych ditiokarbaminianow ITC-NAC prygiwz
techniki NMR, i ESI-MS/MS przedstawiono paaj.

N-acetylo-S-(N’-allilotiokarbamoilo)-L-cysteina (AITC-NAC)

wydajnosé¢82%;

'H NMR (CD;OD) 51,98 (s, 3H, C(O)CH, 3,59 (q,J = 8 Hz, 2H, N-CH), 3,95 (dd,
J=4,5 Hz, 2H, CHS), 4,31-4,33 (m, 1H, N-CK5,17 (d,J = 10,0 Hz, 1H , CH=CH
cis), 5,24 (d,J = 17,5 Hz, 1H , CH=C}ltrang), 5,88-5,96 (m, 1H, CHCH,); 8,3-8,4
(1H, OCNH wymiana z BRO), 9,9-10,2 (1H, SCNHwymiana z [0), 12,5-12,7
(1H, OH_wymiana z RO);

MS/MS (m/z) 261,2 [M-H]

N-acetylo-S-(N’-benzylotiokarbamoilo)-L-cysteina (BITC-NAC)

wydajnos¢50%;

'H NMR (CD:0D) 1,96 (s, 3H, C(O)CH), 3,58 (dd, 1HJag = 14Hz, Jsx = 8,5Hz,
CHg), 4,02 (dd,Jax = 4,75Hz, 1H, CH), 4,10-4,15 (m, 2H, CHS), 4,61-4,67
(m, 1H, N-CH), 7,26-7,30 (m, 5H, Ar-H), 8,2-8,4 (1H, OCNHKvymiana z RO),

10,3-10,50 (1H, SCNHwvymiana z 0), 12,6-12,8 (1H, OHvymiana z RO);

MS/MS (m/z) 311,1 [M-H]

N-acetylo-S-(N’-feynyloetylotiokarbamoilo)-L-cysteina (PEITC-NAC)
wydajnos¢73%;

1,97 (s, 3H, C(O)Ch), 2,92 (t,J = 7,5 Hz, 2H, PhC}J, 3,60 (g,J = 8 Hz, 2H, N-CH)),
3,82-3,94 (m2H, CH-S), 4,51-4,53 (m, 1H, N-CH 7,20-7,32 (m, 5H, Ar-H)7,46
(t, 1H, SCNH, 8,0-8,2 (1H, OCNHwymiana z RO), 10,0-10,2 (1H, SCNH~vymiana
z D,0), 12,7-12,9 (1H, OHvymiana z RO);

MS/MS (m/z) 325,3 [M-H]
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2.6.6. Synteza zwizkow z grupy NAC-ITC po derywatyzacji izotiocyjadian(ITC)

za pomog N-acetylo-L-cysteiny (NAC) w prébkach materiatulirasego

Dalszym krokiem do opracowania procedury oznaczania izotiocyjaniandw byto
przeprowadzenie syntezy koniugatow ITC-NAC w probkach materialiinnego
(po dodaniu NAC).

We fiolce 12 mL rozpuszczono NAC (0,10 mmoli) i wodoegéan sodu
(0,22 mmoli) w wodzie (0,5 mL) z wykorzystaniem mieszadla magnetycznego.
Po rozpuszczeniu substratow porcjami dodawano sok z kapusty (0,5 mL). Reakcj
prowadzono przez okres 5 godzin. W kolejnym etapie, do mieszanin reakcyjnych
dodawano wzorzec wewinzny — PITC-NAC (20uL; 1 mg/mL). Nastpnie produkty
reakcji zwihzkoéw z grupy ITC z NAC ekstrahowano z mieszaninykegmej
za pomog techniki ekstrakcji do fazy statej (SPEjchemat procedurgkstrakcji
koniugatow ITC-NAC przy ugciu techniki SPEprzedstawiono na rysunku 12.
Optymalne warunki ekstrakcji ITC-NAC z probek sokow z kapusty za porS&E
dobrano wykorzystuc procedug opisang w pracy [259]. Uzyskane ekstrakty
poddawano nagpnie analizie przy ugciu techniki HPLC-DAD. Identyfikacji
ditiokarbaminianéw AITC-NAC, BITC-NAC oraz PEITC-NAC dokonywano
na podstawie czaséw retencji oraz poprzez porownanie widm UV i MS substanciji

wzorcowych.

. Kondycjonowanie ztaza (1 mL MeOH, 2 mL buforu HCI (pH=2))

. Naniesienie prébki na ztae (1,02 mL)
. Przemycie zt@a za pomoca wody dejonizowan (1,5 mL)

. Przesuszere ztaza (5 min) przy uzyciu prozni

Elucja gradientowa analitéw ( 1 mL 10% MeOH, 1 mL 20%
MeOH, 1 mL 30% MeOH, 2 mL 100% MeQOH)

Wzbogacenie analitu (kaicowa objtosé 0,5 mL) przy uzyciu
urzadzenia do odparowywania nadmiaru rozpuszczalnika w
atmosferze azoti

Okreslenie skzenia koniugatéw ITC-NAC w analizowanych
prébkach z wykorzystanien techniki HPLC

Rysunek 12.Schemat pogpowania podczas ekstrakcji koniugatéw ITC-NAC z probek soku z kapusty
przy wyciu techniki SPE (po badaniach optymalizacyjnych)
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2.6.7. Oznaczanie (ITC) sokow z kapusty

z wykorzystaniem substancji wzorcowych otrzymanych na drodze syntezy

izotiocyjanianow w  probkach

AITC-NAC, BITC-NAC
I PEITC-NAC postuyty, jako substancje wzorcowe niedmge do walidacji procedury

Syntetycznie  uzyskane  ditiokarbaminiany
oznaczania izotiocyjanianOw w probkach Imedych przy wykorzystaniu zestawu
HPLC-DAD-MS na etapie oznaazekoncowych i identyfikacji poszczegdlnych
analitow.

W tabeli 12 zestawiono parametry pracy zestawu HPLC-DAD-MS w trakcie
analizy probek metanolowych wzorcowych koniugatow

ITC-NAC (bez dodatku wzorca wewimznego).

roztworéw substancji

Tabela 12. Podstawowe parametry toku pgstwania analitycznego na etapie chromatograficznego
oznaczania ditiokarbaminiandéw ITC-NAC w prébkach sokow z kapusty

Parametr

Wartos¢

Objetos¢ dozowanych prébek

Skiad fazy ruchomej

Natezenie przeptywu strumienia fazy
ruchomej

Program elucji
Temperatura kolumny
Dlugosc¢ fali
Sposob jonizacji
Tryb pracy detektora MS
Fragmentacja

Natezenie przeptywu strumienia gazu
suszacego (azot)

Cisnienie gazu w rozpylaczu
Temperatura gazu Sugego

Temperatura pracy kwadrupola

160

A - woda z 0,1% HCOOH,
B - acetonitryl z 0,1% HCOOH

1 mL/min

0 min - 20% sktadnika B; 10 min — 40% sktadnika B, 20
min — 65% sktadnika B, 25 min — 100% sktadnika B

30°C

272 nm

Elektrorozpraszanie (ESI)
negatywny (SIM)
m/z = 261-325

12 L/min
50 psi
350°C

90°C
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2.7. Procedury wykorzystywane na etapie wyznaczania catkowitej zawartos
izotiocyjanianow (ITC) w probkach sokdéw z kapusty przyyeiu metodyki

Zhanga

2.7.1. Synteza substancji wzorcowej 1,3-benzenodiolo-2-tionu na drodze kondensaciji

izotiocyjanianow (ITC) zi 1,2-benzenoditiolem

W kolbie okggtodennej o pojemneé 50 mL odwaano 71 mg

1,2-benzenoditiolu (0,5 mmoli) i rozpuszczano w 10 mL metanolu. cNiaist
przez 10 minut dodawano kroplami mieszajpod azotem 74 mg izotiocyjanianu
metylu (MITC, 1 mmol) rozpuszczonego w 5 mL metanolu. Otrzymany roztwor
mieszano przez 5 godzin w temperaturze pokojowej.¢cpastkcji zwiyzkOw z grupy
ITC z 1,2-benzenoditioleméledzono za pomac techniki TLC. Chromatogram
rozwijano stosujc uktad rozpuszczalnikbw heksan: dichlorometan (3 1)
I wizualizowano korzystag z lampy UV oraz wywotywano za pomp@ar jodu.
Po zakonczeniu reakcji odparowywano rozpuszczalnik podnp@irzymupc produkt
— 1,3-benzenoditiolo-2-tion w postaci jasiéych krysztaldbw z wydajnada rzedu
92 %.

2.7.2. Wykorzystanie spektroskopii magnetycznego rezonagdowego (NMR)

do identyfikacji zwjzkdw powstajcych podczas reakcji izotiocyjanianow (ITC)

z1,2-benzenoditiolem

Badanie  struktury  chemicznej otrzymanej substancji  wzorcowej
— 1,3-benzenoditiolo-2-tionu przeprowadzono przyci spektrometrw/arian Unity
500 Plus (500 MHz). Widm&H NMR zarejestrowano w DMS@.

2.7.3. Oznaczanie izotiocyjanianow (ITC) w probkach sokéw z Kkapusty

z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD

Schemat prowadzenia oznafizecatkowitej zawartosi izotiocyjaniandw

w probkach sokow kapusty przedstawiono na rysunku 13.
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- sporzdzenie mieszaniny reakcyjnej (1,2 mL) zawigeaj 500 pL
buforu fosforanowego (0,1 M, pH 8,5), 100 pL soku z kapusty i 00
pL roztworu 10 mM 1,2-benzenoditiolu w izopropanolu;
- ogrzewnie mieszaniny w temp. 65°C przez 120 min. it3
wodnej;

- ochtodzenie probek do temperatury pokojowej;

- odwirowanie osadu przez 20 min. przy 3000 rpm

- synteza wzorca 1,3-benzenoditiolo-2-tionu;
- oczyszczenie otrzymanego produktu z wykorzystanfem
chromatografii kolumnowej;

- sporadzenie serii roztworéw produktu w zakresiezsef
0-1 umol/mL

Przygotowanie sokow z kapusty do oznaczenia
izotiocyjanianéw z zastosowaniem techniki HPLC

Przygotowanie roztworow 1,3-benzenoditiolo-2-tionu
do sporzdzenia krzywej wzorcowej

Oznaczenie izotiocyjanianéw za pomegtechniki HPLC

-wyznaczenie sgkenia izotiocyjanianéw
powierzchnia piku = f(gtenie) w analizowanych prébkach na podstawie
krzywej wzorcowej

- kolumna Zorbax Bonus-RP Analytical 4,6 x 150 mm, 5 pm;
- sklad fazy ruchomej: woda + 1% kwas mréwkowy (A) : metaho
(B);
- gradientowy program elucji: 0 min — 60% skladnika B, 15 mifp
100% sktadnika B, 17* min — 100% sktadnika B (usuwaft
pozostatych substancji z kolumny)

- objetos¢ dozowanej probki do kolumny - 30 pL;
- detekcja przy=365 nn

- sporzdzenie krzywej wzorcowej:

Rysunek 13.Schemat pogpowania analitycznego wykorzystywanego do oznaczania zaweiaitotiocyjanianéw w badanych prébkach sokéw z kapusty pezgiu
techniki chromatograficznej
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3. Wyniki i wnioski

3.1. 2-aminobenzimidazol (ABI) jako strukturalny analog heterocyklicznych amin
aromatycznych (HAA) i jego koniugaty z izotiocyjanianami (ITC)

Pierwszym etapem na drodze do sprawdzenia roli izotiocyjanianéw
w inaktywacji rakotworczych heterocyklicznych amin aromatycznych byto otrzymanie
koniugatow tych zwizkoéw, ktérych mutagennos¢émogta by doswiadczalnie
zweryfikowana. Jednalez z uwagi na wysoki koszt zarowno PhIP (2-amino€lyto-
6-fenyloimidazof,5-b]pirydyna), jak i MelQx (2-amino-3,8-dimetyloimidadgp-f-
chinoksalina) w reakcji wykorzystano substgnopodelows ABI, ktorej struktura
stanowi wspolnaczesé struktury obu wymienionych rakotwérczych agkdéw z grupy
HAA (rysunek 14). 2-Aminobenzimidazol yio w celu opracowania warunkow
wydajnej syntezy koniugatow HAA i ITC przyzyciu taiszego modelu i co niemniej

wazne mniej toksycznego.

x5 G

ABI MelQx PhiP

Rysunek 14.Poréwnanie struktury 2-aminobenzimidazolu ze strukturami heterocyklicznych amin
aromatycznych (MelQx oraz PhIP)

Rozwaania teoretyczne pozwalaty przypusztzae ABI moz reagowé
z AITC poprzez grupe  aminowg tworzgc stabilny produkt

- N-benzimidazoliloN’-allilotiomocznik (rysunek 15).

S
[l
N N C —
©[ \>—NH2 + S:C:N/\/ —— @[ \>—NH/ \NH/\/
N N
H H

2-aminobenzimidazol izotiocyjanian allilu N-benzimidazolilo-N'-allilotiomocznik

Rysunek 15.0czekiwanyprzebieg reakcji kondensacji 2-aminobenzimidazolu z izotiocyjanianem allilu
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Reakcja ABI z AITC moe mi€ jednak inny przebieg, o czyrfwiadczy

przyktad 2-aminotiazoli (zwizkdw izooelektronowych z 2-aminoimidazolami), ktore
w reakcji ze zwjzkami z grupy ITC uczestnigzw wymianie reszty alkilowej
izotiocyjanianu [260]. Dominggym produktem ubocznym reakcji z udziatem
2-aminoimidazoli jako nukleofili jest produkt ataku pary elektronowej iminowego
atomu azotu N1 [261, 262]. Na rysunku 16 przedstawiono najbardziej prawdopodobne
sciezki reakcji ABI z AITC.

Zastosowanie techniki TLC pozwolitéledzic postp reakcji AITC z ABI
i powstawanie produktu, o czyéwiadczyt odmienny od substratéw profil zmkdw
obecnych na chromatogramie. Widmo NMR uzyskane dla probki mieszaniny reakcyjnej
wskazywato niestety na obecno&& niej wiecej niz jednej substanciji. Trudnos
w interpretacji uzyskanego widma NMR unierhaity wi ¢c jednoznaczne ustalenie
struktury zwigzku powstajcego podczas reakcji ABI z AITC.

S
N
/
N
H

N-benzimidazolilo-N'-allilotiomocznik

N N
T+ e (=
YNH\/\

N
H

2-aminobenzimidazol izotiocyjanian allilu

N-2-aminobenzimidazoliloN'-allilotiomocznik

N

@E N
N
H

N-allilo-N'-benzimidazol

Rysunek 16.Najbardziej prawdopodobrieiezki reakcji 2-aminobenzimidazolu z izotiocyjanianem allilu
(rekacja prowadzona w toluenie przez 16 godzin w temperaturze 105°)

Jak wspomniano wczeiej, prowadzenie reakcji AITC z ABI miato na celu
wykorzystanie bezpieczniejszego, a przy tymsrego modelowego substratu
do opracowania wydajnej syntezy koniugatow HAA i ITC, jedmakz uwagi
na moziwos¢ powstawania dodatkowych produktow wynda@j z nieobecnasi grupy
metylowe] w pozycji N1, wysipujgcej rownie w przypadku wymienionych

rakotworczych heterocyklicznych amin aromatycznpciwstagcych w przetworzonej
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zywnosci  (rysunek  14), do dalszych bada wykorzystano pochodng

2-amino-1-metylobenzimidazol (MABI) o bardziej ztnej strukturze.

3.2. 2-amino-1-metylobenzimidazol (MABI) jako strukturalny analog
heterocyklicznych amin  aromatycznych (HAA) i jego koniugaty

z izotiocyjanianami (ITC)

Zwiazkiem, ktérego struktura jak wspomniano jest jeszbaedziej zbliona
do heterocyklicznych amin aromatycznyohwiasciwosciach rakotwérczych i obecnych
w zywnosci w najwickszych ilociach, jest zwjzek MABI (rysunek 17), dlatego ze

przeprowadzono jego synkemko kolejny etap prac.

NH,
N:< @\(I /CH3

N H,C.__N N—cH, N

A\ N X

»—NH >—NH
@EN ’ \[ /jé( “~ N/ ?

\ N N

CH,

MABI MelQx PhIP

Rysunek 17.2-Amino-1-metylobenzimidazol jako integralny fragment struktury heterocyklicznych amin

aromatycznych

Przeprowadzenie metylacji ABI wedtug procedury [254] doprowadzito
do otrzymania pozanego produktu MABI z wydajnoig 47%, zamiast oczekiwanej
75%. Przyczynatakich strat mogto by zastosowanie podczas rozdzielania zamiennie
toluenu zamiast benzenu sugerowanego w doniesieniach literaturowych. Benzen
zasgpiono innym rozpuszczalnikiem ze wgdl na zalecenia zawarte w Dyrektywie
Rady Nr 89/677/EWG odnode ograniczenia stosowania tego gxkiu chemicznego
(Nr CAS 71-34-2).

3.3. Otrzymanie tiomocznikéw AITC-MABI, BITC-MABI oraz PEITC-MABI

3.3.1. Reakcja 2-amino-1-metylobenzimidazolu (MABI) z izotiocyjanianem allilu
(AITC), izotiocyjanianem benzylu (BITC) i izotiocyjanianem fenyloetylu
(PEITC)

Z uwagi na faktze MABI jest ponad 100-krotniefiazym analogiem zwzkow

z grupy HAA maliwe bylo staranniejsze dobranie warunkéw reakcjjotewizku
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Z izotiocyjanianami. Dodatkowym argumentem przemawian za uyciem MABI

do wspomnianych reakcji stanowi jego brak toksycznosNa rysunku 18
przedstawiono prawdopodobny przebieg reakcji.

Pomimo prostego mechanizmu reakcji MABI ze gkiami z grupy ITC
(AITC, BITC i PEITC) moha byto oczekiwa niskiej reaktywnosi uktadu MABI —
alifatyczny izotiocyjanian. Wynikato to z faktug mechanizm reakcji aminolizy zostat
szczegOtowo zbadany tylko dla aromatycznych izotiocyjanianow [2683hiki bada
Kinetyki reakcji aminolizy aromatycznyctewigzkéw z grupy ITC wskazuj,
ze szybkosctej reakcji jest wgksza w przypadku yeia niewodnych, zawierggych
W swej casteczce atom tlenu i protycznych rozpuszczalniko®4[2265]. Dodatek
kwasu karboksylowego hamuje reakaminolizy z udzialem silnych zasad przez
utworzenie nieaktywnych komplekséw amina-kwas (stosunek stechiometryczny 1:2).
Najlepsze rezultaty uzyskano staguptechiometryczne ila$ substratéw, natomiast
zastosowanie nadmiaru aminy nie ma znaczenia dla przebiegu reakcji [263].

2-amino-1-metylobenzimidaz@st zasadgpkoto 1000 razy stabgaiz typowe
dlifatyczne aminy, natomiast alifatyczne izotiocyjaniany s$nniej reaktywne
niz arylowe izotiocyjaniany (z powodu braku silnegomijeego efektu rezonansowego
pierscienia fenylowego). Deprotonacja znacznie ¢isza nukleofilowos¢ MABI,
jednake wtedy preferowane jest tworzenieg goroduktéw ubocznych w wyniku
nastpczej addycji, jak w przypadku reakcji zwku o zblkone] strukturze
— 2-amino-1-metylo-5-nitroimidazolu ze zygkami z grupy ITC [255]Na rysunku 19
przedstawiono najbardziej prawdopodobbaoiezi reakcji MABI z izotiocyjanianami.

Syntez  docelowych  1-benzimidazolilotiomocznikdw  izotiocgjanow
(AITC-MABI, BITC-MABI, PEITC-MABI) przeprowadzono po optymalizacji
warunkéw modelowej reakcji wmilzy MABI i PEITC. Uzyskane wyniki
przeprowadzonych wczriej bada dotyczcych wptywu:

- rozpuszczalnika (iPrOH, EtOH, MeOH, THF, DMF) ,

- dodatku zasady (NaH),

- temperatury (pokojowa i podvrgzona),

- czasu reakcji,

- roznych proporcji poszczegolnych substratow (niedomadmiar, stechiometryczna

ilos¢) pozwolity na wybor optymalnych warunkow reakcji.
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Rysunek 18.Schemat prawdopodobnego przebiegu reakcji addycji 2-amino-1-metylobenzimidazolu z izotiocyjanianami
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Rysunek 19. Najbardziej prawdopodobne sciezki reakcji  2-amino-1-metylobenzimidazolu
Z izotiocyjanianami

W wyniku tych préb stwierdzono,ze prowadzenie reakcji w acetonitrylu
w podwyzszonej temperaturze z yciem stechiometrycznych ilok reagentéw
gwarantuje uzyskanie tiomocznikbw MABI-AITC, MABI-BITC i MABI-PEITC
z maksymalnavydajnogia.

Reakcje AITC, BITC i PEITC z MABI prowadzono w tempturze 40°C
przez odpowiednio okres 2 i 6 godzin (PEITC i BITC). W przypadkusdiego czasu
ogrzewania mieszaniny reakcyjnej AITC i MABI zausao powstawanie produktow

rozktadu izotiocyjanianu, co stwierdzono na podstawie chromatogramu uzyskanego
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w trakcie analizy prébki mieszaniny reakcyjnej i AITC ogrzewanych w jednakowej
temperaturze i przez jednakowy okres czasu uzyskanego z wykorzystaniem techniki
TLC. Powstawanie produktéw rozkiadu AITC zwane bylo z niestabilnoig
termiczngtego zwizku. Rownie prowadzenie reakcji BITC i PEITC przez déay

niz 6 godzin okres czasu prowadzito do powstawaniatitodg/ch produktow.

Jednake, ani zmiana proporcji substratow yaie 2 molarnego nadmiaru MABI
lub izotiocyjanianow), ani dhszy czas reakcji nie doprowadzito do catkowitego
przereagowania substratow.

W wyniku zastosowania oczyszczania chromatografganevyizolowano
oczekiwane produkty — tiomoczniki AITC-MABI, BITC-MABi oraz PEITC-MABI
z wydajnogia 42-63% (wydajnasi wyznaczone zostaty jakérednie warto§i trzech
eksperymentow). Pomimoze wydajnog&i odpowiednich tiomocznikow byty tylko
umiarkowane, to uzyskane wyniky gblizone do danych literaturowych dotyczch
reakcji aminolizy alifatycznych ITC z ygiem 2-aminoazoli [266, 267]. Przyczyna
niepetnego przereagowania substratow nie jest zrozumiata.

Uzyskane tiomoczniki AITC-MABI, BITC-MABI i PEITC-MABI zostaty
poddane badaniom strukturalnym (techniki NMR, rentgenowska analiza strukturalna).
Natomiast czystos¢ i jednorodnos¢ produktéw potwierdzity wyniki analizy
elementarnej. Dane uzyskane dla poszczegélnych tiomocznikbw — AITC-MABI,
BITC-MABI oraz PEITC-MABI przedstawiono w punkcie 2.3. Przy numerowaniu
poszczegolnych atomow produktow ITC-MABI nie postugiwan@ siumeraci
zalecanaprzez IUPAC ze wzghHu na znacznie wygodniejszy dla stosowanych technik

badawczych spos6b numerowania atomow pokazany na rysunku 20.

Si /ClO.Cll
NN N
l, I, C°-N°
C\ /C\ 1

c N
\
C7

Rysunek 20. Numeracja atoméw w ggteczkach tiomocznikébw AITC-MABI, BITC-MABI
i PEITC-MABI
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3.3.2. Zastosowanie techniki spektroskopii magnetycznego rezonajisowggo
(NMR) na etapie identyfikacji tiomocznikéw AITC-MABI, BITC-MABI
oraz PEITC-MABI
Dotychczas istnieje tylko jedna praca opisaj reakei micdzy MABI

I izotiocyjanianem fenylu (PITC). Wedtug tego doniesienia [268], otrzymany produkt

N-(1-metylobenzimidazoliloN'-fenylotiomocznik (MABI-PITC) przyjmuje

w roztworach CDG i DMSO w temperaturze pokojowej tylko jedniprme

tautomeryczp. Analizugc widma NMR uzyskane dla tiomocznikéw AITC-MABI,

BITC-MABI, PEITC-MABI mozna stwierdz, ze zwigzki te w obu rozpuszczalnikach

wystepuja w postaci mieszaniny co najmniej trzech izomerow. podstawie wgpnej

analizy widm *H NMR chloroformowych roztworéw tiomocznikéw e

zaobserwowa tylko dwukrotngilos¢ sygnatéw rezonansowych dlaziego protonu

CH i trzech sygnatow wymiennych protonéw NH. Jedrgkdoktadniejsza analiza

widma NMR pozwolita ujawrdi obecnos¢ dodatkowych szerokich pikow (A-%)

bedacych rezultatem dynamicznego procesu pgciajmicdzy dwoma dodatkowymi

izomerami. W przypadku widma zarejestrowanego w DMSO, dastmperéwnie
sygnaty (potrdjne sygnaty CH i s&ewyraznych pikbw wymiennych protonéw NH)
wskazujce na obecnosdrzech izomeréw dla zwzkow AITC-MABI, BITC-MABI

i PEITC-MABI.

Jeli rozwazy sie tylko czsciowy podwojny charakter czterech gman C-N
(N2-C8, C8-N3, N3-C9 i C9-N4), wtedy minie jest wysépowanie ofiu izomerow
otrzymanych tiomocznikdéw. Przy tym obecnagZterech ssiednich zasadowych miejsc
- trzy na atomie azotu i jedno na atomie siarki z dwomaskywai protonami - sugeruje
mozliwe istnienie dodatkowych tautomerow. Istgiejane literaturowe wskazge,
ze izomery ZE dwupodstawionych niesymetryczntych toemikow g bardziej
stabilne ni izomery ZZ/EE i preferowanegsizomery zdolne do tworzenia silnych
wigzan wewngrzczsteczkowych [269].

Nalezy podkrsli¢, ze forma enaminotiolowa nigdy nie zostata wykrytatange
podstawowym tiomocznikéw z powodu jej niezmiermeskiej populacji w stanie
rownowagi. W pracy [270] maa znale¢ informacg na temat obecnok niestabilnej
enaminotiolowej formy tautomerycznej tiomocznikbw w matrycy argonu
w temperaturze kriogenicznej posaaetlaniu promieniowaniem UV. Bigc pod uwage
powyzsze dane wod modiwych struktur tautomerycznych wybrano najbardziej
prawdopodobne izomery, ktory spetmigiowyzsze warunki (rysunek 21).

92



CZESC DOSWIADCZALNA

/ / / / / H
N N\ N N\ N N S
»—N R >:N H —N > —N
N N N >:s N
\ \ | \
CHs CHg CH3 HN_ CHs
T1A T1B TiC T1D
R
/
H—N S H
/
N S N N
\>—NH @ B»—NH R
N N
\
CHz CHg
T2A T2B

Rysunek 21. Najbardziej prawdopodobne izomery tiomocznikéw AITC-MABI, BITC-MABI
oraz PEITC-MABI

Jak ju wspomniano wczZmiej, analizujc widmo NMR zarejestrowane
w rozpuszczalniku CDGl zaobserwowano trzy sygnaty protonéw grupy NH
(jeden okoto 14 ppm i dwa przyaszych czstotliwosciach (67 ppm)). Sygnat grupy
NH obserwowany przy wysze] czstototliwosci pochodzi od midzyczsteczkowego
wigzania wodorowego, a zatem odpowiada strukturom izdwmd 1A, T1B albo T2A.
Mata rdémnica w chemicznych przesgoiach niechelatowanych protonow NH
(A3 = 0,5 ppm) dwoch tautomerédw T1A i T1®igeruje strukturalne podolistwo
migdzy nimi.

Rozré:nienie poszczegélnych sygnatéw w zBgm widmie H NMR
zarejestrowanym w DMSO bylo mioke dzigki obserwowanej multipletowaos
sygnatow protonow N(4) (triplety) (rysunek 22).

Oba piki pochodgce od protondw grupy NH tautomeru T2A wystepnijicdzy
pikami pochodgcymi od protondw N(2)H i N(4)H izomerow T1A i T1Br&on N(4)H
w tautomerze T2A byt zawsze bardziej odstaniany (okoto 12 ppmpnaiton N(3)H
(okoto 11 ppm).

W przypadku tautomerow1B i T2A tendencja jest odwrotna. We wszystkich
otrzmanych tiomocznikach  protony N(2)H byly najbardziej odstaniane
(0 13,3 i 13,1 ppm kolejno dla tautomeru T1A i T1B). Natomiast sygnaty protonow
N(4)H wysepowaty przy wyszych o okoto 4 ppm wartokach przesurt
chemicznych §8,1 i 8,4 kolejno dla tautomerow T1A i T1B). Znaczne rdznice
w otoczeniu protonu N(4)H tautomeru T2A i jegocksze odstanianie w porownaniu
do odpowiednich sygnatow dla tautomerow T1A i TS (~ 4 ppm) jest efektem

wystepowania wewnizczsteczkowych wjzan wodorowych.
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Rysunek 22.Widma 'H NMR zwiazkow AITC-MABI, BITC-MABI, PEITC-MABI zarejestrowane
w DMSO-d;

Interesujca cecle zaobserwowano dla protonow CH. Chemiczne przesini
zmierzone w DMSQds zmniejszato s w nas¢épujacy sposéb: T1A < T1B < T2A
(dla protonbw NCH2) i T1A ~ T1B < T2A (dla protonéw g@HOstatnia przedstawiona
kolejnos¢ wskazuje, ze struktura tautomeréw T2A rdi sie znacaco zaréwno
od struktury tautomeru T1A, jak i T1B (gtdwnie we fragmencie benzimidazolilu).
Wazne informacje uzyskano w wyniku przeprowadzonychpekgmentow ROESY.
Znalezione znagre efekty NOE jednoznacznie wskazywaty na orientgépwnych
jednostek strukturalnych poszczegélnych tiomocznikéw. Zatem protony N-CH
tautomeru T1A s skorelowane z protonami N(4)GHpodczas gdy protony N-GH
tautomeru T2A s skorelowane z protonem N(3)H. Brak efektow NOE wypadku
N-CHs i N(4)H wskazuje na struktegtautomeru T1Gako gtéwnego tautomeru. Jednak
dopiero widmo korelacyjne'H->"N gHSQC zwizku BITC-MABI zarejestrowane
w DMSO pozwala rozrai¢ wszystkie obserwowane tautomery. Na ich podstawie
mozna stwierdzi, ze dla wszystkich trzech tautomerow, atomy azotu Bldadziej
odstaniane i atomy N2/N3. W przypadku tautomerow T1A i T1B, sghnN2 i N4
znajdup si¢ blisko siebie, natomiast dla tauromeru T2A oba sig® oddalone.

94



CZESC DOSWIADCZALNA

Zaobserwowane przesgnia chemiczne potwierdzgj ze atomy azotu N2
w tautomerach T1A i T1Bak rowniez atomu azotu N3 w tautomerze T2A wystepuj
w hybrydyzacji sp.

Analizujac widma *C NMR uzyskano dodatkowe informacje. Obserwowane
znaczne zastanianie (w odniesieniu do MABI) trzecdozvego wgla Cl1
(Ad1 = -11,4 ppm), rOéwnocZeie z zastanianiem aromatycznegoegia C2
(03,1 = -3,4 ppm) potwierdzaze azot N2 wysipuje w hybrydyzacji s Stanowi to
dodatkowy dowod na istnienie proponowanych struktur tautomerycznych T1A i T1B.
Interesujcy jest fakt,ze wszystkie sygnaly T1B w widmi€C NMR zarejestrowanym
w chloroformie § szerokie i nie zawsze mloge do wykrycia. Poszerzenie
poszczegéinych sygnatéw w przypadku tautomeréw T1B i T2A w widiHieNMR
moze wskazywda na relagg miedzy tymi tautomerami i ich mdswe wzajemne
odwracalne przeksztatcanie ¢si Mechanizm przeksztalcania pozostaje awci
niewyjasniony. Jednake zamiana T1A na T1B mezwynik& z ograniczonej rotacji
wokot wigzania C9-N4.

Nalezy wspomni€ réwniez, ze w przypadku widma'H NMR zwiazku
BITC-MABI zarejestrowanego bezp@dnio po rozpuszczeniu w DMSO
zaobserwowano tylko sygnaty tautomeréw T1A i T1B, natomiast sygi@
pojawiaty st powoli w czasie.

Przesunjcie chemiczne tiokarbonylu C=S wynase 184,7 ppm (jednakowe
dla wszystkich produktow) jest innezndla innych niesymetrycznych tiomocznikow
zawierapcych reszty alkilowe 1 pidcienie heteroarylowe o( = 1764181 ppm)
[266, 267]. Dodatkowe odstanianie jest wywotane przegoiawo jonowy charakter
wigzania C=S.

Na podstawie spektroskoptH NMR oszacowano populacje wytypowanych
tautomeréw dla poszczegdlnych tiomocznikOWAITC-MABI, BITC-MABI
i PEITC-MABI. W przypadku roztworu produktéw AITC-MABI, BITC-MABI
w DMSO, obserwowane reakcje wymiany zachpdpstatecznie wolno by zobaczy
wszystkie protony NH jako wyfme oddzielne sygnaty, co pozwala na tatwy pomiar
populacji wszystkich trzech tautomeréw. Jedrgkio podejcie nie moz zosta
wykorzytane w przypadku tiomocznika PEITC-MABI, gdzie populacje wszystkich
trzech tautomerowgsporéwnywalne (tabela 13) [271].
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Tabela 13.Wzgledna populacja (%) izomeréw w zatesci od rozpuszczalnika obliczona na podstawie
danych™H NMR dla tiomocznikéw AITC-MABI, BITC-MABI i PEITC-MABI §rednia z wynikéw
integracji sygnatow protonéw GHCH, i NH; no = nie obserwowany)

CDCl, DMSO-ds
Zwigzek
T1A T1B T2A T1A T1B T2A
AITC-MABI 60 37 3 39 34 27
BITC-MABI 55 45 no 43 36 21
PEITC-MABI 55 37 7 35 32 33

3.3.3. Zastosowanie techniki spektroskopii w podczerwieni (IR) na etapie badania
struktury tautomerow tiomocznikow AITC-MABI, BITC-MABI
oraz PEITC-MABI

Na podstawie wynikdbw uzyskanych ki zastosowaniu techniki NMR
stwierdzono wysipowanie produktow ITC-NAC w postaci form tautomenygzh.
Potwierdzenie tej informacji mogto umloii ¢ zastosowanie techniki IR, ktora pozwala
na rozromienie izomerdw strukturalnych. W zyzku z tym wykorzystanajdo badania
struktury wystpujacych w stanie statym produktéw uzyskanych w wynilkaakcji
MABI z AITC, BITC i PEITC. Dowiadczenia te przeprowadzono we wspétpracy
z Katedn Chemii Fizycznej Wydziatu Chemicznego Politechi@idaiskiej.

Do badania struktur tautomerycznych wymienionych tiomocznikéw
zastosowano technikestabionego catkowitego wewingznego odbicia (ATR), ktora
wykorzystuje zjawisko catkowitego wewinznego odbicia swiatta od probki.

W zjawisku tym wizkaswiatta jest wprowadzana do przezroczystego dla paeaeni
materiatu, o dugm wspéiczynniku zatamaniéwiatta (np. diamentu) i pada na jego
wewngdrzng powierzchng. Do zewngrznej strony tej powierzchni w miejscu odbicia
przycisniecta jest badana prébka. Promieniowanie ulega zjawislalkowitego
wewngrznego odbicia i nie wydostajegst ofodka, w ktorym si poruszato, ale jego
energia mog zostéa zaabsorbowana przez prébkeajdujca sic po drugiej stronie.
Nastpnie wizka swiatla wyprowadzana jest Zmdka, w ktdorym nagpito catkowite
wewngdrzne odbicie i madiwe jest zmierzenie jej intensywngsoraz pomiar widma

w podczerwieni.
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Na rysunku 23 przedstawiono widma oscylacyjne badanych tiomocznikéw
w charakterystycznym zakresie 2500-4000 ‘coeyskane z wykorzystaniem techniki
ATR. W regionie wgkszych liczb falowych (3100-3300 ch-wystpuje kilka pasm,
ktdre g charakterystyczne dla asymetrycznych i symetrydargrga rozciggajgcych
wigzania NH biogcego udziat w tworzeniu wewtrz- i migdzyczsteczkowych wjzan
wodorowych w krysztatach. Przesgcie v(N-H) w przypadku tiomocznika
PEITC-MABI w strone wigkszych liczb falowych (3300 cr)- moze sugerowd
ze wigzania wodorowe bior@e udziat w tworzeniu dimeréw w krysztatachsabsze
niz w przypadku tiomocznikéw AITC-MABI i BITC-MABI[272].
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Rysunek 23.Widma IR (w zakresie 4000-2500 ¢H uzyskane dla tiomocznikéw AITC-MABI,
BITC-MABI i PEITC-MABI w stanie krystalicznym

Brak drga rozcigajpcych S-H przy 2550 cm-oraz wysgpowanie pasm
w zakresie 739-742 crhcharakterystycznych dla(C = S) wskazujeze produkty
w stanie statym wyspuja wytacznie w tionowej formie tautomerycznej [273].

Pasma absorpcyjne obserwowane w zakresach 1479-1491 [274]
i 1093-1095 cm-odpowiadaj drganiom rozeigajpcym N-C-N tiomocznikéw. Wzrost
czestoki wspomnianych drga rozchgajgcych w  stosunku do opisanegj
dla tiomocznikdw w literaturze [275] mezby zwigzany z silniejszym podwdjnym

charakterem wigzania C-N otrzymanych produktow.
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3.3.4. Zastosowanie rentgenowskiej analizy strukturalnej na etapie badania struktury
krystalograficznej tiomocznikéw AITC-MABI, BITC-MABI oraz PEITC-MABI

Powszechnie wiadomo, ze tautomery wykazgj rozne wiaciwosci
krystalograficzne (diug@$ wigzan, parametry wewrtgzczsteczkowego wzania
wodorowego, ity w czsteczkach). W zwizku z tym, korzystag z wszechstronnej
pomocy dr hab. inz Jarostawa Chojnackiego z Katedry Chemii Nieorgare¢
Wydzialu Chemicznego Politechniki Gakiej, wykorzystano rentgenowslanaliz
strukturalng do zbadania struktury krystalograficznej badanydbmocznikdw.

Za poma techniki rentgenowskiej analizy strukturalnej podighjak techniki IR moaa
opis& stan staty tiomocznikéw, dlategoodiwe byto rowniez porownanie wynikow
bada spektralnych produktéw AITC-MABI, BITC-MABI i PEITGVMABI w roztworze
z wynikami bada krystalograficznych w stanie statym. Najeprzy tym podkréli¢,

ze wyniki uzyskane z wykorzystaniem rentgenowskigliag strukturalnegwiadczyty
jednoznacznie o strukturze tiomocznikow

W tabeli 14 umieszczono dane krystalograficzne stmyk zwigzkow
AITC-MABI, BITC-MABI oraz PEITC-MABI. Natomiast gtéwne cechy geometryczne
struktur tych produktéw przedstawiono w tabeli 15. Wszystkie dane zawarte w tabelach
15-17 byly poréwnywane z degnymi w literaturze parametrami dla tiomocznika
PITC-MABI [268]. W przypadku krysztaltbw otrzymanych na drodze syntezy
tiomocznikow wys¢puje tylko jeden izomer i jego struktura odpowiaddnej spo&d
tych ustalonych na podstawie analizy NMR, mianowicie T1A (rysunek 21). Forma T1A
dominuje we wszystkich produktach w trakcie ich Wada stanie statym
I W roztworze.

Struktury krystaliczne tiomocznikow AITC-MABI, BITC-MABI
oraz PEITC-MABI otrzymanych na drodze syntezy chemiczng] podobne
do opisanych w literaturze analogicznydipodstawionych pochodnych MABI i PITC.
Jednake, wigzanie CIN4 zwigzkow AITC-MABI, BITC-MABI i PEITC-MABI jest
krétsze nt w przypadku PITC-MABIz powodu bezpagdniego wazania atomu N4
z piecieniem aromatycznym (pigren fenylowy) zamiast wglem alkilowym.

Typowa dlugoséwiazania C=S wynosi 1,60 A [276], natomiast w przypadku
wszystkich badanych produktow aganie C9S1 ulega wydtueniu (1,72). Fakt,
ze piekcien benzimidazolowy jest prawie w jednej plaszamg z rdzeniem
timomocznika (tabela 15) wskazuje na istotny udziat poszczegdlnych form
rezonansowych tiomocznikow AITC-MABI i BITC-MABI.
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Tabela 14.Dane krystalograficzne struktury zwkow AITC-MABI, BITC-MABI i PEITC-MABI

Zawigzek AITC-MABI BITC-MABI PEITC-MABI

Kod CCDC 751508 CCDC 752764 CCDC 751509
Kolor krysztatow i budowa Z06kty pryzmat Z06Mty pryzmat Bezbarwny pryzmat
Wzér empiryczny CoH1aNgS CieH15N4S; Ci/H1N4S

M; 246,33 296,39 310,41

Temperatura (K) 120(2) 120(2) 120(2)

Dhugoas¢ fali (A) 0,71073 0,71073 0,71073

Uktad krystalograficzny, grupa triclinic, P-1 triclinic, P-1 triclinic, P-1
przestrzenna

Parametry komérki elementarnej

a(A) 9,672(3) 9,1003(5) 9,6509(9)
b (A) 7,541(3) 9,1926(5) 9,7089(13)
c(A) 9,267(3) 10,2034(4) 10,3757(17)
a (°) 90,39(3) 89,760(4) 65,086(14)
£ () 111,58(3) 82,410(4) 64,455(12)
) (°) 104,63(3) 60,603(5) 79,705(9)
Objetos¢ komorki (A 604,5(4) 735,33(6) 795,5(2)

Z 2 2 2

Gestasé (g cm®) 1,353 1,339 1,296
Wspéitczynnik absorpcji (mm) 0,251 0,219 0,205
F(000) 260 312 328

W przypadku zwjzku PEITC-MABI wystpuje godne uwagi odksztatceniegsteczki
na co wskazuje dyz kat dwusciennym medzy piekcieniem benzimidazolilu
i ptaszczyznatiomocznika P1 i P2) (13,3° i odchylenie od planarnok rdzenia
tiomocznika @1 i 0, -8.3 oraz 169,).

W przypadku PEITC-MABI, w ukfadzie dimeréw pokonych wjzaniem
wodorowym wysgpuje najmniejsza odlegtos¢migcdzyptaszczyznowa pogdzy
ptaszczyznami tiomocznikR2-P2' (0,16 A, prawie ptaski dimer) krotsza odlegtosi
H*S. Pomimo tego nie maoa utworz¢ miedzyczsteczkowej sieci wigzan
wodorowych, ktora bytaby silniejsza zni w tiomocznikach AITC-MABI
I PEITC-MABI.
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Tabela 15. Wybrane dilugéci wigzaa (A) w czsteczkach tiomocznikéw AITC-MABI, BITC-MABI,
PEITC-MABI oraz PITC-MABI(na podstawie [268])

Zwiazek C9-S1 C9-N3 C9-N4 C8-N3 C8-N2 C8-N1 N1-C7 N4-C10

AITC-MABI  1,724(2) 1,343(2) 1,340(2) 1,322(2) 1,361(2) 1,362(2) 1,457(2) 1,462(2)
BITC-MABI 1,726(2) 1,348(2) 1,344(2) 1,325(2) 1,360(2) 1,361(2) 1,457(2) 1,464(2)
PEITC-MABI 1,721(2) 1,349(2) 1,341(2) 1,327(2) 1,354(2) 1,364(2) 1,455(2) 1,456(2)

PITC-MABI  1,725(1) 1,341(2) 1,364(2) 1,335(2) 1,350(2) 1,367(2) 1,458@%172)

Tabela 16. Wybrane odlegtci miedzyatomowe (°), katy walencyjne, torsyjne i dwgienne
w czgsteczkactAITC-MABI, BITC-MABI, PEITC-MABI orazPITC-MABI (na podstawie [268])

Parametry wewmtrzczasteczkowego

wiazania wodorowego K aty dwuscienne Katy torsyjne
Zwigzek N(2)H...S(1) N(2)... S(1) < N(2HS < (P1,P2 <(P1,P3 01 0,
AITC-MABI 2,352 2,990 130 4,1 474 18 1774
BITC-MABI 2,356 2,984 131 5,6 139,2 -16 1774
PEITC-MABI 2,315 2,975 131 13,3 66,5 8,3 1692
PITC-MABI 2,287 2,946 133 53 7,0 -0,5 1799

6, = C8-N3-C9-S1¢, = S1-C9-N4-C10P1 = piekcien benzimidazoliluP2 =powierzchnia tiomocznika,
P3 = piescien fenylowy lub powierzchnia etenu

Tabela 17.Mi¢dzyczsteczkowe wjzania wodorowe i parametry oddziatywamiar (°, A) dla dimerow
AITC-MABI, BITC-MABI, PEITC-MABI oraz dla PITC-MABI (na podstawie [268]), Imid: pigcien
C1-N2-C8-N1-C6, Benz: piercien C1-C6, Ph:C11-C16

Odlegta¢ migdzy

laszczvznami Najkrétsza odlegi
Zwigzek <N(2)HS' N(2)H...S(1)' N(2)...S(1) P P2—P)2/‘w miedzy srodkami
: ciezkosci
dimerach
AITC-MABI 167,0 2,565 3,379 1,05 4,153(2) (Imid-Imid")
: 3,905(2) (Imid-»Benz)
BITC-MABI 161,4 2,596 3,407 0,33 4.023(2) (PhoPh)
PEITC-MABI 166,9 2,546 3,399 0,16 4,443(2) (ImiBenz)
PITC-MABI 163,5 2,627 3,466 0,60 -
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Wyjasnieniem tego maa by wigksza strata energii podczas zmiany konformacyjnej
zwigzanej z tworzeniem dimeru. Nale podkréli¢, ze wyniki uzyskane dzki
wykorzystaniu techniki ATR potwierdzgj ze pasmo drga rozchgajgcych N-H
zwiazku PEITC-MABI jest przesumte w lewo (okoto 100 cml), co wskazuje
na stabsze wrania m¢dzyczsteczkowe wyspujace w dimerach.

Z drugiej strony, w przypadku tiomocznika PEITC-MABI sita quaenia
miedzy dimerami jest mniejsza mioddziatywanie midzy dimerami AITC-MABI
i BITC-MABI (rysunek 2426). Brak oddziatywa 111 (tabela 17; dla poréwnania:
odlegtos¢ miedzyptaszczyznowa w graficie wynosi 3,35 A) oraz icimyistotnych
pofaczen jest powodem wkszych odlegtodi miedzy dimerami w tacuchach i mgdzy
réwnolegtymi taxcuchami.

Na podstawie ok&bonych wiaciwosci krystalograficznych badanych
2-benzimidazolilotiomocznikbw mava stwierdzi, ze w stanie statym zwkki te,
podobnie jak opisany w literaturze koniugat PITC i MABI [268], wystepujpostaci
jednej formy tautomerycznej T1A (jako symetryczny wdgin §odka dimer T1A-T1A
dimer). Dane spektroskopowe wskaguja wystpowanie wewntzczsteczkowych
wigzah wdorowych dla gtdwnego izomeru TI1A, obserwowanyclarowno
dla krysztatéw jak i roztworéw zwzkow w DMSO.

Zwiazki AITC-MABI, BITC-MABI oraz PEITC-MABI podobnie j& typowe
niesymetryczne tiomoczniki wygiuja w postaci dimerow twogzych s¢ z udziatem
podwojnego mgdzyczsteczkowego wizania NH'S. Natomiast produkty ITC-MABI
po rozpuszczeniu istnegjjako mieszanina trzech tautomeréw. W przypadku widm
NMR rejestrowanych w chloroformie, forma tautomeryczna T1A zdecydowanie
przewaa w stosunku do form T1B i T2A, natomiast w DMSO ygtkie trzy izomery
wystepuja w prawie réwnych proporcjach. Teoretycznie przevade struktury
wszystkich tautomeréw potwierdzono jednoznacznie za pgmespomnianych
technik. W przypadku roztworéw produktéw znaleziono rzadziej spotykane
oddziatywania NOE dla formy T1A. Fakt ten stanowi dodatkowe potwierdzenie
zwiekszonego charakteru podwojnegorania N4-C9 w tiomocznikach, przez co ich
budowa jest bardziej sztywna, jak rowhievzmocnione & miedzyczsteczkowe

oddziatywania w ich dimerach.
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Rysunek 24.Upakowanie krysztatu AITC-MABI (dimery tiomocznika gokone za pomacstabych
wiazan TTt migdzy piegcieniami Imid-Imid)

Rysunek 25.Upakowanie krysztatu BITC-MABI (dimery tiomocznika potone za pomacdwodch
Wigzan T-Tt miedzy piecieniami Imid - Benz Ph - Ph)
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Rysunek 26.Upakowanie krysztalu PEITC-MABI (dimery tiomocznika gmtone za pomacstabych
Wigzan T=Tt miedzy piekcieniami Imid-Benz)

W strukturze krystalicznej badanych tiomocznikéw stwierdzono obedoofty
T1A. Po rozpuszczaniu w DMSO, dimery tiomocznikow T1A-T1A zaczynepino
dysocjow&. W wyniku rotacji wokét wizania C9-N4, T1Ajest przeksztatcony
do izomeru T1B. Wowczas przestaje¢bsnodiwe utworzenie dimeréw z powodu
przeciwnych pozycji grupy akceptorowej C=S i donorowej N(4)H. Tautomery T2A
powstag w wyniku przeniesienia protonu z atomu azotu N(2)atom azotu N(3).
Izomer T2Apodobnie jak T1Bie jest zdolny do tworzenia dimerdow.

DMSO jako rozpuszczalnik wyrownuje nmiize energii midzy wszystkimi
izomerami ze specjalrgfabilizacy T2A (najbardziej polarny izomer w roztworze).

Wszystkie trzy izomery niesymetrycznych tiomocznikow znajdug w stanie
rownowagi przy szybkad wymiany jaka wysfpuje w temperaturze pokojowej. Mata
szybkos¢ wymiany pozwala na jednoznaczne dhkeaie struktur tautomerycznych.
Fakt, ze analogiczny zwizek PITC-MABI istnieje jako jeden izomer w temperaturze
pokojowej wskazuje,e zaobserwowane rde zachowanie tiomocznikéw AITC-MABI,
BITC-MABI oraz PEITC-MABI naley traktowa jako ich specyficzngeche[271].
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3.4. Reakcje 2-amino-3,8-dimetyloimidazol[4,5-flchinoksaliny (MelQx)
z izotiocyjanianem allilu (AITC), izotiocyjanianem fenyloetylu (PEITC)

i sulforafanem (SFN)

3.4.1. Synteza tiomocznikow AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx

Opracowana wczaiej procedura syntezy produktow poszczegoélnych
izotiocyjaniandw z MABI - analogiem zw#kow z grupy HAA zostata wykorzystana
do przeprowadzenia reakcji PEITC (nagksza wydajnosgrzypadku reakcji z MABI)
z jedng z HAA — MelQx. Jednak w przypadku tej reakcji nieyskano produktu.
Nieznaczna rozpuszczalnos@aminy w acetonitrylu utrudniata jej reagowanie
Z izotiocyjanianem i pogp reakcji w kierunku tworzenia produktu. W z@ku z tym
sprawdzono przebieg reakcji wykorzystajw tym celu inne rozpuszczalniki, takie jak
THF, MeOH, DMSO i DNA i izopropanol.

Dopiero zastosowanie izopropanolu jako rozpuszczalnika i prowadzenie reakcji
w temperaturze 37°C przez okres 3, 51 6 godzin pozwolito na uzyskanie produktéw
reakcji odpowiednio AITC, PEITC, SFN z MelQx. Chromatogramy przedstaoeaj
profil wzorcow ITC i MelQx oraz mieszanin reakcyjnych uzyskane z wykorzystaniem
techniki TLC przedstawiono na rysunku 27. Na rysunku 28 przedstawiono
prawdopodobny przebieg reakcji.

W przypadku probek roztworéw izopropanolowych PEITC i SFN,
na chromatogramie TLC stwierdzono obecndédatkowego zwizku. Nowy zwizek
powstawat prawdopodnie w wyniku rozktadu izotiocyjanianawtrakcie dtuszego

przechowywania prébek w temperaturze pokojowej.
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Rysunek 27. Chromatogramy (TLC) uzyskane w trakcie analizy prébek roztworéw zawigchy
substancje wzorcowe AITC, PEITC, SFN i MelQx, mieszaniny reakcyjnej (b8 mieszaniny

reakcyjnej wraz z wzorcami (MR+W2Z2)
(uktad rozwijajcy: A, B - dichlorometan : metanol (12 : 1), C — dichlorometan :metanol (9 : 1), wizualizacja zaapomoc
promieniowania UV, wywolywane za pormppar jodu )
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2-amino-3,8-dimetyloimidazo[4,5f]chinoksalina
MelQx

S=C=N/\/©

izotiocyjanian fenyloetylu
PEITC

S=C:N/\/

izotiocyjanian allilu
AITC

sulforafan

H/ﬁ\ SFN s
/\/ )J\
’<N NH HN NH
N———N N5<
H3C\[/N CH, H,C__N N—cH,
7’
_ T T
N ~

N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5f]chinoksalino)-N'-allilotiomocznik N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5f]chinoksalino)-N' -fenyloetylotiomocznik

AITC-MelQx S PEITC-MelQx

?
NA NSNS S

-
H,C N N—cH,
\[\
N

N-(3,8-dimetyloimidazo[4,5f]chinoksalino)-N'-metylosulfinylobutylotiomocznik
SFN-MelQx

Rysunek 28.Schemat prawdopodobnego przebiegu reakcji addyc;ji izotiocyjanianu allilu, fenyloetylu i sulforafanu z hetergaidingaromatycza MelQx
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Z uwagi na faktze SFN jest zwgzkiem niestabilnym, aby uniknggowstawania
produktéw rozktadu SFN produkt reakcji SFN z MelQx oczyszczano z wykorzystaniem
techniki HPLC zamiast chromatografii kolumnowej. W tym celu w trakcie analizy
chromatograficznej prébki roztworu SFN-MelQx do odzielnych probdéwek zbierano

frakcje zawierajce zwhzki o czasach retencji,[t 3,9; 5,2 1 9,8 (rysunek 29).
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Rysunek 29. Chromatogram uzyskany podczas procesu frakcjonowania mieszaniny reakcyjnej
SFN-MelQx uzyskany dzki zastosowaniu uktadu HPLC-DAD

Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy frakcji 2 i 3 wskang obecnos¢
w kazdej z nich jednej substancji (rysunek 30). Na pagistauzyskanych wynikow
ustalono, ze we frakcji 2 wyodgbnionej z mieszaniny reakcyjnej znajdujeg Si
prawdopodobny produkt SFN-MelQx.

W wyniku oczyszczania produktow z wykorzystaniemhteki chromatografii
kolumnowej i techniki HPLC (w przypadku SFN-MelQx) uzyskano koniugaty
AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx z niewielkgydajnogcia (odpowiednio
12, 17 i 21 %). Brak jest danych literaturowych dotyyzch syntezy tych zwezkow.
Mozna jedynie znalg& prace na temat reakcji izotiocyjanianow i zZmkow
heterocyklicznych wskazgge na wydajnasi rzedu 40-80 % [267]. Jednakzreakcje
z udziatem zwizkow z grupy ITC z egzocykliczng grupg aminowg zwigzkdw
heterocyklicznych mogmie¢ nieprzewidywalny przebieg jak wskazano w pracy [260

Natomiast niskie wydajna$ otrzymanych produktéw magvynikat migdzy innymi ze:
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Rysunek 30. Qromatogramy uzyskane w trakcie analizy prébek mieszaniny reakcyjnej
oraz poszczegolnych wyagtmionych z nich frakcji otrzymanych @ki zastosowaniu techniki HPLC
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- slabej rozpuszczalnos MelQx (utrudnione oddziatywanie ggteczek substratow
i tworzenie produktéw),
- ograniczonego czasu prowadzenia reakcji z uwagi na niestabibodigcyjanianow,
- strat podczas oczyszczania produktow.
Nalezy wspomnié, ze dzeki wykorzystaniu chromatografii kolumnowej odzyskina
nieprzereagowany cenny substrat — MelQx, ktéry wykorzystywano do przeprowadzania
kolejnych reakcji.

Produkty uzyskane w wyniku reakcji poszczegolnychaziwow z grupy ITC
z MelQx zostaty poddane badaniu z wykorzystaniem technik NIMRS/MS. Dane
uzyskane dla poszczegdélnych tiomocznikébw AITC-MelQx, PEITC-MelQx
oraz SFN-MelQx przedstawiono w punkcie 2.3. Wz6r ogolny badanychzkzow
wraz z oznaczeniami poszczegoélnych atomaglavi azotu przedstawiono na rysunku
31.

Rysunek 31. Wzor ogolny tiomocznikow AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx
wraz oznaczeniem poszczeg6lnych atoméw

3.4.2. Zastosowanie spektroskopii magnetycznego rezonagpdmwwego (NMR)
na etapie identyfikacji tiomocznikbw AITC-MelQx, PEITC-MelQx
oraz SFN-MelQx

Produkty uzyskane w wyniku reakcji MelQx z AITC, PEITC oraz SFN poddano
analizie strukturalnej z wykorzystaniem techniki NMR. Ze wdgl na niewielkailos¢
produktow mokwe byto wykonanie jedynie widm protonowych tychizakow.

Widma*HNMR produktéw reakcji ITC-MelQx zarejestrowane w chloroformie
byly trudne do interpretacji. Zgzane to bylo ze stabgozpuszczalnaia tych
produktow we wspomnianym rozpuszczalniku i gnahtensywnogia sygnatow

odpowiadagcych tiomocznikom ITC-MelQx, na poziomie intensywaio sygnatow
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pochodzacych od zanieczyszcaeDopiero widma zarejestrowane w DMSO stanowity
zrodto informacji o badanych zwikach. Jednak jedynie sygnaty protonéw C-4H,
C-5H, C-7H oraz sygnaly NH zostaly przypisane. Natomiast z powodu matej
intensywnogi i duzej bliskoci sygnatéw, nie bylo mdiwve doktadne okréenie
pozycji wszystkich sygnatébw w widmie protonowym. Roazri@nie poszczegdlnych
sygnatbw NH w kadym widmie H NMR zarejestrowanym w DMSO
dla PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx nie byto mwe z uwagi na brak rg¥rodnogi

sygnatéw protondéw, bowiem obserwowano woznie cztery singlety (rysunek 32).

T1
Ach-Meyz\
PEITC-MelOx
pronr oy Ar M o o
SFN-MelOx

— N

I I I I I I
ppm (f1)

Rysunek 32.Widma *H NMR zwiazkéw AITC-MelQx, PEITC-MelQx, SFN-MelQx zarejestrowane
w DMSO-dg

Sygnaty protonéw C-4H oraz C-5H tiomocznikow ITC-MelQx w widmie NMR
wystepuja przy wyzszych warto§iach przesugt chemicznych i ma to miejsce
dla odpowiadajcych im sygnatéw obecnych na widmie MelQx. jkbze odstanianie
protonbw aromatycznych obserwowano rowmniev przypadku tiomocznikéw
ITC-MABI. Fakt ten moe wskazywa na obecnoséstruktury produkt reakcji ITC

z MelQx zamiast aminy (substrat reakcji ITC z MelQx) w analizowanej probce. Jednak
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brak pewnodi odnosie struktury tautomerow tiomocznikow ITC-MelQx poage,
ze nie jest moiwe poréwnanie roaicy przesurg¢ sygnatdw protondw aromatycznych
w przypadku ITC-MABI/MABI z odpowiedni roznica dla ITC-MelQx/MelQXx.
W tabeli 18przedstawiono poréwnanie odczytanych z widm NMR eéaitprzesungc
chemicznych sygnatéw wspomnianych ey protondw uzyskane dla tiomocznikow
ITC-MelQx oraz odpowiednie dane literaturowe dla MelQx [277].

Tabela 18.Wartaici przesuni¢ chemicznychtH NMR sygnatéw protonéw C-4H oraz C-5H uzyskane
dla tiomocznikéw ITC-MelQx oraz MelQx

MelQx AITC-MelQx PEITC-MelQx SFN-MelQx
C-4H 7,55 ppm 7,86 ppm 7,88 ppm 8,00 ppm
C-5H 7,72 ppm 7,95 ppm 8,00 ppm 8,05 ppm

W celu uproszczenia widma protonowego uzyskanego dla tiomocznika
PEITC-MelQx rejestrowano widma protonowe tego gaku w wyzszej temperaturze
do 100°C (rysunek 33), bowiem spodziewang, se wowczas zostanie pokonana
bariera rotacji. W przypadku zastosowania temperatury 60°C widoczne byty pojedyncze
sygnaty. Natomiast w temperaturze 100°C ¢msivat rozktad zwjzku.PEITC-MABI.
Wskazuje to madiwos¢ wysiepowania tych samych struktur tautomerycznych.

W przypadku tiomocznika PEITC-MABI w wyniku rotacji wokot ggiania
C9-N4, izomer T1Abyt przeksztatcony do izomeru T1B. Wyznaczona bariera rotaciji
wokoét wspomnianego wkania wynosita 18-20 kcal/mole. Aby sprawdmodiwosé
wystepowania tych struktur tautomerycznych rowniev przypadku tiomocznika
PEITC-MelQx obliczono barier rotacji dla badanego zw#ku. Do jej wyznaczenia

wykorzystano rownanie Eyringa:

AG* = 457{ 1032+ 'OgTCj 1/ réwnanie Eyringa
Kt

gdzie:

- AG’ to energia aktywacji przy koalescenciji:

- Tc to temperautra koalescencji (temperatura, w ktérej zanika minimugdzyni

sygnatami),
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- Kt to stata szybkai dwdch protonéw w temperaturze koalescencji iznao p
wyznaczy korzystagc z zalenosci:
:ﬂ

2
gdzie:

Kt 2 / rownanie Eyringa

- Av to rbémica przesugk chemicznych dwoch sygnatldw pochadych

od tautomerow.

8-CH3 0
N-CH3 22°C

N-CH,

C-7TH

W

%P
4— 3
«— I 4
{FQ —
.

60°C

—

HJ d iJ A:M " - l

100°C

p—
:

L )

Novtn, ‘lml e
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Rysunek 33. Widma NMR 'H NMR tiomocznika PEITC-MelQx zarejestrowane w zmgch
temperaturach (22-100°C) w DMSe-
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Dla temperatury 60°C jako temperatury koalescengy = 37,5 Hz czyli 0,075 ppm
bariera rotacji wynosi 16,6 kcal/mole i jest zZblna do wartosi uzyskanej w przypadku
Analizugc uzyskane widma H-NMR tiomocznikéw AITC-MelQx,
PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx moa stwierdz, ze produkty te wyspuja
prawdopodobnie w postaci dwdch izomeréw, zaobserwowano bowiem dwulasihg
sygnatdw rezonansowych dla protonu C-7H i cztery sygnaty protonéw grupy NH
(dwa w zakresie 14-15 ppm i dwa przysaych czstotliwosciach (11-12 ppm)). Mata
réznica w wartogiach liczbowych przeswgia chemicznego niechelatowanych
protondw NH A = 0,2 ppm) tautomerdéw sugeruje strukturalne podaieo medzy
nimi. Wartos¢ bariery rotacji i poszerzenie sygnatbw NH moby zwigzane
z obecnogiag dwoch izomerow kdgcych w relacji mgdzy sobgi ich wzajemnym
odwracalnym przeksztatlcaniemesirysunek 34). Jednak z uwagi na mate dlos
uzyskanych zwjzkow nie przeprowadzono dodatkowych hadanodiwiajacych petn

identyfikacg poszczegdlnych tautomeréw.

CH, CH,
Z N H s Z N H
| / R S H
NS N N Ne A N Mn”
=N \H =N \
N N R
CH; CH

Rysunek 34.Prawdopodobne izomery tiomocznikow AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx

3.4.3. Zastosowanie spektrometrii mas (MS) na etapie identyfikacji tiomocznikow
AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx

Zastosowanie techniki ESI-MS/MS z tagodmetoda jonizacji pozwolito
na potwierdzenie obecna$ tiomocznikdw ITC-MelQx w badanych probkach
na podstawie masy jonow pseudomolekularnych.

Na rysunku 35 przedstawiono widma mas zarejestrowane podczas analizy
produktow reakcji MelQx z izotiocyjanianamAnalizujgc otrzymane widma mas
mozna stwierdzi obecnos¢sygnatow odpowiadagych jonom pseudomolekularnym
[M+H]*, jonom dimeréw [2M+H], oraz jonom fragmentacyjnym [M-RNH]

W widmach zaobserwowano réwnisygnaty odpowiadage adduktom wspomnianych

wyzej jonéw z sodem.
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Rysunek 35. Widma mas zarejestrowane podczas analizy probek roztworow metanolowych
tiomocznikéw ITC-MelQx z wykorzystaniem techniki ESI-MS/MS

113



CZESC DOSWIADCZALNA

3.4.4. Zastosowanie techniki HPLC-DAD na etapie identyfikacji tiomocznikow
AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx

W celu identyfikacji produktow uzyskanych w wyniku reakcji MelQx z AITC,
PEITC oraz SFN oraz oceny ich czystio&ykorzystano technikbiPLC-DAD.

Na rysunku 36 przedstawiono chromatogramy uzyskane w trakcie analizy
probek roztworéw metanolowych tiomocznikow AITC-MelQx, PEITC-MelQx
oraz SFN-MelQx. Uzyskane wyniki wskagupa obecnoséwe wszystkich badanych
prébkach produktéw reakcji MelQx ze zygkami z grupy ITC.

Zgodnie z danymi literaturowymi widmo absorcyjne tiomocznika chrakteryzuje
sie maksimum absorpcji przy diugasfali 236 nm [278]. Widma UV badanych
zwigzkow zawieraty niewielkie maksimum przy diugosfali 236 nm wskazuage
na obecnoségrupy tiomocznikowej w ich strukturze, jednakgtébwne makimum
absorbcji obserowano przy dlugos fali 295 nm, ktéra jest charakterystyczna
dla pochodnych benzimidazolowych [279].

Uzyskane widma UV dla tiomocznikéw ITC-MelQx miz sic od widm MelQx,
co wskazujeze pochodz one od produktu reakcji MelQx ze zwkami z grupy ITC,
natomiast nie $ wynikiem obecnasi w probce nieprzereagowanego substratu.
Na podstawie widm UV tiomocznikow AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx

mozna stwierdzi, ze wszystkie badane produkty najelo jednej grupy zvazkow.

3.5. Reakcja PhIP z izotiocyjanianem allilu (AITC), izotiocyjanianem fenyloetylu
(PEITC) i sulforafanem (SFN)

W ramach niniejszej pracy doktorskiej petdj takze proby uzyskania
tiomocznikow w reakcji najegciej wystpujacego wzywnosci kancerogenu z grupy
HAA - 2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazd|5-b]pirydyna (PhIP).

Rozpuszczalno$¢ wspomnianego  zwkku byla  jeszcze  mniejsza
niz w przypadku pierwszej stosowanej heterocykliczmejng aromatycznej — MelQx.
Dopiero  zastosowanie trifluoroetanolu urie#o rozpuszczenie substratu
I przeprowadzenie reakcji PhIP z AITC, PEITC oraz SFN. Je@nakich wyniku
uzyskano mate ilasi produktow lub brak w przypadku ostatniej reak®)i. zwigzku
z tym trudno byto wyizolowaprodukty i ustalt ich struktury.

Na rysunku 37 przedstawiono prawdopodobny przebieg reakcji PhIP

Z izotiocyjanianami.
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Rysunek 36.Chromatogramy oraz widma UV tiomocznikéw ITC-MelQx uzyskane w trakcie analizy
odpowiednich probek przyzyciu techniki HPLC-DAD
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Rysunek 37.Schemat prawdopodobnego przebiegu reakcji addycji izotiocyjanianu allilu, fenyloetylu i sulforafanu z hetergaklingaromatycza PhiP
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3.6. Whnioski dotycace rzeczywistej struktury adduktow ITC-MelQx

Jak wspomniano wcZeiej, struktura chemiczna zyzku z grupy HAA
wystepujacego w zywnosci w najwikszych ilociach - MelQx zawiera fragment
2-amino-1-metylobenzimidazolu i dlatego nmaz bylo s¢ spodziewé zblizonej
do MABI reaktywno<i tego zwizku w stosunku do izotiocyjanianéw. Wykorzystanie
nietoksycznej substancji modelowej — MABI miatlo na celu dobranie warunkow
wydajnej syntezy tiomocznikow ITC-MABI i zastosowanie ich podczas
przeprowadzania reakcji heterocyklicznych amin aromatyczagawiagzkami z grupy
ITC. Wprawdzie jak si pdmiej okazalo nie otrzymano koniugatow ITC-MelQx
w wyniku reakcji prowadzonych w opracowanych wieej warunkach i nalato
od pocatku przeprowadZi dobdér optymalnych parametrow reakcji prowsmzh
do powstawania tiomocznikow ITC-MelQx. Jednak, informacje dagyentrzymanych
tiomocznikow ITC-MABI uzyskane w wyniku baflastrukturalnych z wykorzystaniem
techniki NMR, IR i rentgenowskiej analizy strukturalnej pozwolity przewiélzie
wystepowanie struktur tautomerycznych dla odpowiadggh im tiomocznikow
ITC-MelQx. W zwgzku z tym mona byto s¢ spodziewd bardziej skomplikowanych
widm *H NMR réwniez dla produktéw reakcji MelQx ze zwzkami z grupy ITC.

Podobnie jak w przypadku tiomocznikéw ITC-MABI w wichch protonowych
produktéw reakcji MelQx z izotiocyjanianami zaobserwowano wielokroingé
sygnatow rezonansowych dla protonéw grupy NH oraz niektérych protonéw CH
(sygnaly, ktorym jednoznacznie m bylo przypis&@ wartoLi przesungé
chemicznych). Poréwnanie widm protonowych ulatwito dlarie pozycji
poszczegllnych sygnatow.

Z uwagi na niewielkie wydajno$ reakcji MelQx ze zwjzkami z grupy ITC
nie modiwe bylo potwierdzenie struktury otrzymanych prothwk w oparciu
o wszystkie techniki stosowane na etapie identyfikacji struktury tiomocznikow
ITC-MABI. Natomiast wykorzystano technike HPLC, dzeki ktérej mona
przeprowadzi analiz niewielkiej ilosci prébki. Chromatogramy uzyskane w trakcie
analizy probek roztworow metanolowych produktéw reakcji MelQx z ITC zawieraty

pojedyncze, symetryczne piki odpowiagtag timocznikom ITC-MelQx.
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3.7. Ocena mutagennasi koniugatéw izotiocyjanianéw (ITC) i heterocyklioe;
aminy aromatycznej (HAA)

Gtéwnym celem tej pracy jest sprawdzenie @bnia dzialania mutagennego
MelQx w wyniku powstawania pochodnych tej aminy - tiomocznikow AITC-MelQX,
PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx w reakcji z izotiocyjanianami. Efekt ograniczenia
dziatania mutagennego zostat oceniony na podstawie poréwnania efektu mutagennego
zwigzku MelQx aktywowanego frakgjmikrosomalng izolowang z watroby szczura
i wspomnianych tiomocznikéw. Do przeprowadzenia haggkorzystano test Amesa
w wersji mikroptytkowej MPF zamiast standardowego testu Amesa ptytkowego
z uwagi na jego wiele zalet, takich jak:

- wymagana mata ilostestowanego zwzku,

- 0szczdnosé zuzywanych surowcow,

- mniejszy naktad czasu pracy.

Przede wszystkim jednak w kilkunastu publikacjach i doniesieniach konferencyjnych
mozna znale¢ informacg o duzj korelacji (89-100%) ngdzy wynikami uzyskanymi

przy uzyciu obu testéw tzn. klasycznego testu Amesa i jegaviele szybszej

i wygodniejszej wersji mikroptytkowej MPF zaproponowanej przez didkenometrix
[280].

3.7.1. Kontrola genotypu szczepu Salmonelli typhimurium TA 98

SzczepSalmonelli typhimuriunTA98 zawiera mutacje punktowe wprowadzone
do operonu biosyntezy histydyny (His) i wykrywa mutageny, ktore wywatajiane
ramki odczytu (GCGCGCGC). Oprocz mutacji w operonie biosyntezy histydyny
(hisD3052) testowy szczep posiada mutacje dodatkowe znaczniggszapce jego
zdolno$¢do wykrywania mutagendw, takie jak:

- mutacja rfa powodgga czsciowg utrat warstwy lipopolisacharydowej (LPS),
co powoduje zwikszenie przepuszczalrm&ciany komadrkowej bakterii i w ten sposob
umodiwia wnikanie do komorki dugch czsteczek aromatycznych;

- mutacjauvrB polegajca na utracie genu kodgpgo enzymy wycinage dimery
pirymidynowe, co zmniejsza zdolnosaprawy uszkodze DNA przez wycinanie,
powodupc wickszg wrazliwos¢ na wiele mutagenow;

- plazmid pKM101 (czynnik R), zawieragy genmucAB, warunkupcy mutagenez
zalezng od systemu linej naprawy DNA, jak rownieczynnik R nadajcy opornosé

bakterii na ampicylin.
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Testowy szczealmonelli typhimuriunTA98 jest mutantem i cechuje go @duz
niestabilnos¢ genetyczna, dlatego aby wstee Amesa otrzymawiarygodne wyniki
zawsze przed dediadczeniami sprawdzano testowy szczep na obecptaEZmidu
pKM101. Wzrost bakterii na podtazz dodatkiem ampicyliny, na co #dorazowo
wskazywat wynik pomiaru gptosci optycznej hodowli mieszgey sk w zakresie
2,0-2,2 po 16 godzinnej inkubacji hodowli bakteryjngjviadczyt o obecnad
wspomnianego plazmidu. Natomiast uzyskanie zady@a razem warta ODggo

z zakresu 0,02-0,03 oznaczate,riie wysgpuje zanieczyszczenie innymi bakteriami.

3.7.2. Wptyw stosowanych substancji na poziom mutacji w szczepie Salmonella
typhimurium TA98

Oprocz rutynowo wykonywanych kontroli oceny genotypu dla szczepu TA98
przeprowadzono dodatkowe da&dczenia sprawdzge wplyw  zwizkdéw
wykorzystywanych w dalszych etapach haaa liczbekolonii rewertantow. Zarowno
zmniejszenie ich liczby wskutek toksyczegs$ jak i wzrost liczby rewertantow
ze wzgkdu na wprowadzenie substancji sprzyggch wzrostowi bakterii mogtyby
prowadzt do uzyskania fatszywych informacji odme& oceny witaCiwoscCi
mutagennych tiomocznikow ITC-MelQx.

Badaniom poddano ngglujace roztwory:

- DMSO, rozpuszczalnik yty do sporzdzenia roztworéw badanych zakdw,
- mutageny MelQx i tiomoczniki AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx
bez frakcji S9 odpowiedzialnej za ich aktywadp form reagujcych z DNA.

3.7.2.1. Sprawdzenie mutagensw rozpuszczalnika DMSO

W przypadku korzystania z testu Amesa malprzeprowadz kontrok wptywu
rozpuszczalnika, jakim w przypadku opisywanych badgt DMSO, ktory stuyt
do przygotowania roztwrow mutagenow. Taki tok ppstvania miat na celu
wykluczenie mutagennego wptywu samego rozpuszczalnika na testowy szczep TA98.
Badania te wykonano stogajprobki o obgtosci 20 uL. W przypadku tej olgfosci
rozpuszczalnika liczba kolonii z reweggnutacji wynosita 0, w zwgzku z tym takie
objetosci  roztworow tiomocznikow ITC-MelQx oraz MelQx w DMS bytly

wykorzystywane do badania dziatania mutagennego.
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3.7.2.2. Sprawdzenie wkziwosci mutagennych tiomocznikéw AITC-MelQx,

PEITC-MelQx, SFN-MelQx oraz heterocyklicznej aminy aromatycznej

— MelQx bez aktywacji metabolicznej

Doswiadczenie to miato na celu wykluczenie mutagennegyp toksycznego
wplywu zbadanie wplywu mutagenu MelQx i tiomocznikdw AITC-MelQx,
PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx pod nieobecnosaktywacji metabolicznej.

W badaniach tych mutageny nie byty poddawane dziataniu frakcji mikrosomalnej, ktéra
odpowiedzialna jest za ich aktywaajo formy oddziatywujcej z DNA. Badanie to
potwierdzito, ze nawet w najwiszych uitych stzeniach (10nM) zarowno MelQx

jak i tiomoczniki ITC-MelQx nie indukgj mutacji w szczepie TA98 pod nieobecnosé¢

aktywacji metabolicznej (tabela 19).

Tabela 19.Liczba rewertantéw indukowanych przez MelQx i tiomoczniki AITC-MelQx, PEITC-MelQx
oraz SFN-MelQx przy steniu 10 nM, oznaczona w trakcie bada wykorzystaniem testu Amesa
w wersji mikroptytkowej MPF dla szczepu TA98

Kontrola z
Szczep TA 98 dawka zero MelQx AITC-MelQx PEITC-MelQx  SFN-MelQx
(rozpuszczalnik)
L|czba, 0 1 0 > 3
rewertantéw

3.7.3. Ocena wiagiwosci mutagennych heterocyklicznej aminy aromatycznejQv
i tiomocznikéw AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx w obexnos

frakcji mikrosomalnej

Celem tego dasiadczenia jak wspomniano wdcreej, byto sprawdzenie
obnizenia potencjalu mutagennego MelQx w wyniku przekeetaa jej
do tiomocznikow podczas reakcji ze zwkami z grupy ITC. Przeprowadzenie takich
badan bylo zwigzane =z koniecznofya uprzedniego sprawdzenia WEAVOSCI
mutagennych zar6wno modelowego mutagenu, jak i badanych tiomocznikow
ITC-MelQx.

Cate dowiadczenie rozpoeto poprzez okrdenia efektu mutagennego
wywotanego przez zwrek MelQx w szerokim zakresieggén (0,02 nM - 0,22uM)
z wykorzystaniem testu Amesa. W efekcienkowym dobrano skenie koncowe
(0,2 nM) stosowane w kolejnych dedczeniach. Probki o takimegeniu MelQx

stanowity probk kontrolng na etapie oceny mutagenob$iomocznikow ITC-MelQx
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i na jego podstawie ok§®no testowane atenia tiomocznikow ITC-MelQx — 2 nM

i 10 nM. Wkksze dawki tiomocznikow ITC-MelQx wynikaty z midego mniejszego
potencjalu mutagennegonMelQx. Po 48-godzinnej inkubacji w temperaturze@37°
liczono dotki zawierajce kolonie z rewergjmutacji dla kadej dawki tiomocznikéw
AITC-MelQx, PEITC-MelQx oraz SFN-MelQx i porownywano uzyskane wyniki
z wynikami bada probki kontrolnej (rozpuszczalnik) oraz z liczkalonii rewertantow
szczepu TA98 traktowanego modelowym mutagenem MelQx (0,2 nM na dotek).

Liczba rewertantéw indukowanych w obecaiofrakcji S9 wynosita 33,2 + 3,3
(stezenie 0,2 nM) i 47,37 £ 0,92 ¢stenie 2 nM). Za obuenie efektu mutagennego
tiomocznikow ITC-MelQx mana uzné efekt, ktory objawia si tym, ze liczba
rewertantow jest mniejsza od liczby rewertantow powstatych w wyniku dziatania
mutagenu MelQx. Taki spadek liczby rewertantGdwiadczytby o obnieniu
przez izotiocyjaniany obecne w warzywach kapustowatych dziatania tego silnego
mutagenu i potencjalnym olx@niu ryzyka procesu nowotworzenia. Odbywatokytsi
za sprawy reakcji zwhzkow z grupy ITC z MelQx prowadeej do utworzenia
odpowiednich tiomocznikow.

W badaniach ukierunkowanych na oznaczenie dziatania mutagennego
tiomocznikow AITC-MelQx, PEITC-MelQx i SFN-MelQx oznaczona liczba
rewertantow byla statystycznie istotnie mniejszalitzba rewertantow indukowanych
przez silny mutagen MelQx i spadata ze zmniejszeniem dawki tiomocznikéw
ITC-MelQx (rysunek 38).

60
50 : ° —o— MelQx
> —— AITC-MelQx
% 40 —— PEITC-MelQXx
=4
—— _
g 5 SFN-MelQx
2 —e—PhIP
% 20
|
10
0 ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20
Stezenie zwiazku [nM]

Rysunek 38. Wykres obrazujcy efekt mutagenny tiomocznikéw AITC-MelQx, PEITC-MelQx
oraz SFN-MelQx o steniu 2 i 10 nM w stosunku do mutagenu MelQx wysfacego w zakresie gten
0,02-20 nM(dla poréwnania mutageném zwiazkOw przedstawiono liczbrewertantow indukowanych
przez mutagen PhIP)
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Przy tym naley podkrsli¢, ze w prowadzonych badaniach z wykorzystaniem
testu Amesa sgtenie MelQx bylo 50 razy wksze ni skzenie timocznikéw
ITC-MelQx. Na rysunku 40 i 41 przedstawino wyniki uzyskane podczas oceny
mutagennasi tiomocznikow ITC-MelQx przy wciu testu Amesa.

Efekt obnionej] mutagenn@$ w stosunku do MelQx obserwowano
dla wszystkich tiomocznikow ITC-MelQx, jedna&kznajmniejsz liczbe rewertantow
uzyskano w przypadku zwzku AITC-MelQx. Liczba rewertantow dla wspomnianego
produktu byta okoto 2-krotnie mniejszaznilla pozostatych tiomocznikéw. Gtownym
zrodiem AITC jest kapusta, a efekt ochronny, powstatw wyniku reakcji z MelQXx,
tiomocznikbw AITC-MelQx wskazuje na korzystny wplyw spwania jej
wraz z poddanym obrébce termicznegsgm.

Wyniki uzyskane w trakcie badaz wykorzystaniem testu Amesa poddano
analizie statystycznej dla poréwnania zdolcioposzczegoélnych tiomocznikow do
indukcji rewertantéw w poréwnaniu do wgjowej aminy MelQx, o ktdrej wiadomoez
jest zwazkiem silnie mutagennym (rysunek 39). W tym celua@s®vano jednostronng
analiz¢ wariancji przy ayciu testu wielokrotnych poréwhaDunnetta, za odniesienie
uznapc liczbe rewertantéw indukowanych przez mutagen MelQx. Amsata wykazata
statystycznaistotnos$¢ (P < 0,05) ronic pomedzy liczba rewertantéw indukowanych
przez tiomoczniki ITC-MelQx (w steniach 2 nM i 10 nM) w poréwnaniu do bakterii

Salmonella typhimuriuntraktowanych wyjciowa amingw tych samych dawkach.

60+
El MelQx

E AITC-MelQx
E 40- BE3 PEITC-MelQx
) @D SFN-MelQx
:
S 204 -
N —
o —
= =

0- —

v ®
Stezenie zwiazku [nM]

Rysunek 39. Diagramy obrazuce efekt mutagenny tiomocznikéw AITC-MelQx, PEITC-MelQx

oraz SFN-MelQx o gteniu 2 i 10 nM w stosunku do mutagenu MelQxegaesiu 2 i 10 nM.

Wyniki stanowi $redni z trzech niezalaych déwiadczeé x; = SD. Statystyczna istotébréznic pomidzy wynikiem pomiaréw
prébek kontrolnych — MelQx i prébek tiomocznikéw ITC-MelQx zostata é&ra na podstawie jednostronnej analizy wariancji
przy wyciu testu wielokrotnych poréwihnaDunnetta
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MelQx + S9 MelQx - S9

(2 nM) (2 nM)
AITC-MelQx + S9 AITC-MelQx + S9

(10 nM) (2 nM)
PEITC-MelQx + S9 PEITC-MelQx + S9

(10 nM) (2 nM)
SFN-MelQx + S9 SFN-MelQx + S9

(10 nM) (2 nm)

Rysunek 40.Wyniki uzyskane w trakcie jednej z trzech serii pomiaréw mutag@nnmmocznikéw
ITC-MEIQx z wykorzystaniem testu Amesa ¢fgnie MelQx — 2nM)
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MelQx + S9 MelQx - S9
(0,2 nM) (0,2 nM)
AITC-MelQx + S9 AITC-MelQx + S9
(10 nM) (2 nM)
PEITC-MelQx + S9 PEITC-MelQx + S9
(10 nM) (2 nM)
SFN-MelQx + S9 SFN-MelQx + S9
(10 nM) (2 nM)

Rysunek 41.Wyniki uzyskane w trakcie jednej z trzech serii pomiaréw mutagenrimmocznikéw
ITC-MEIQx z wykorzystaniem testu Amesa ¢fgnie MelQx — 0,2nM)
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3.8. Opracowanie procedury analitycznej oznaczania izotiocyjanianéw (ITC)
z wykorzystaniem substancji wzorcowych ITC-NAC otrzymanych na drodze

syntezy

Wyniki bada epidemiologicznych oraz wyniki dedadczér prowadzonych
z wykorzystaniem zwiert wskazug, ze wysoki poziom spgycia warzyw z rodziny
kapustowatych, takich jak brokuty, brukselka, kalafior, kapustaencbzoné organizm
ludzki przed rozwojem nowotworow [281]. W zwku z tym, wspomniane warzywa
wzbudzaj zainteresowanie badaczy jako potencjalirédio substancji magych
znalez¢ zastosowanie w profilaktyce choréb nowotworowychzeRiwrakotworcze
wiasciwosci rodlin kapustowatych wgzane g gtdwnie z obecnasia glukozynolanow
(GLS), a doktadniej produktéw ich enzymatycznego rozpadu, w szczegblnos
izotiocyjaniandéw. Rdiny kapustowate $ tez uwazane za najbardziej yteczne
w biologicznej ochronie rdi&h uprawnych jako biocydy w procesie biofumigacii.
Syntetyczne zwgzki z grupy ITC g tez stosowane w chemicznej ochronielimg282].
Praktyczne znaczenie zyzkow z grupy ITC wskazuje na koniecznagracowania jak
najlepszej metody identyfikacji i il@dowego oznaczania tych zygkdéw w probkach
odpowiednio przygotowanych tkanek liagiych.

Pomimo znaczenia tych zwakéw nadal $ problemy z ich oznaczaniem
w prébkach materiatdbw charakteryzeych s¢ ztozonym skladem chemicznym.
Zwiazane jest to z ich lotnok i brakiem stabilnasi chemicznej. Powszechnie
wykorzystywana technika chromatografii gazowej (GC) pozwala wprawdzie
na wykrycie obecnai izotiocyjaniandw w badanych probkach, jednak komnosc
zastosowania wysokiej temperaturyesto powoduje rozkiad tych zgdakow [283].
Natomiast przeprowadzenie z@kow z grupy ITC w stabilne pochodne w wyniku ich
kondensacji z 1,2-benzenoditiolem [284]4yaie techniki HPLC - ktéra nie wymaga
stosowania wysokiej temperatury - unh@da wyznaczenie jedynie catkowite]
zawartogi izotiocyjaniandéw. W zwgzku z tym zauway¢ mozna potrzebgpracowania
metodyki oznaczania zwizkdéw z grupy ITC z wykorzystaniem techniki HPLC, k6
umodiwitaby wykrycie, identyfikacg oraz oznaczenie ilojowe poszczegolnych
izotiocyjaniandw w probkach materiatu liofiego.

W literaturze mona znaléc¢ informacje na temat oznaczania w probkach ptynow

ustrojowych metabolitow zwikdéw z grupy ITC, produktow transformacji - ich
koniugatow z glutationem powsiaych po spoyciu rodin kapustowatych. Metodyka

ta jest oparta na wykorzystaniu techniki HPLC na etapie rozdzielania i oanacze
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koncowych [285, 286, 287]. Powstawanibl-acetylocysteinowych pochodnych
izotiocyjanianbw w wyniku metabolizmu zyzkéw pochodzcych 2z rofin
kapustowatych stanowi podstawpowyzszych oznacze W poniej omoéwionych
badaniach ten naturalny metabolizm izotiocyjaniandw pgstuza podstaw
do zaproponowania podeja polegajcego na przeprowadzeniu tych niestabilnych
zwigzkbw w N-acetylocysteinowe pochodne poprzez derywatyzarq pomog
N-acetylo-L-cysteiny (NAC) i oznaczania ditiokarbaminianow ITC-NAC w probkach
materiatu roinnego przy uyciu techniki HPLC-DAD.

Byloby to inne praktyczne wykorzystanie reaktyweiogwigzkoéw z grupy ITC
w stosunku do nukleofilow (rysunek 42). Sprawdzenie czy takie fmdemoze
doprowadzé do opracowania skutecznej metodyki oznaczaniadeg@nianéw stato

sie dodatkowym zadaniem niniejszej pracy.
S

. o I
/U\ SH )k S NH—R
wewess o o

N
COOH H “coon

izotiocyjanian N-acetylocysteina N-acetylo-S-(\'-R-tiokarbamoilo)-L-cysteina

Rysunek 42. Schemat reakcji izotiocyjanianow -acetylo-L-cystein prowadacej do otrzymania
ditiokarbaminianéw ITC-NAC

3.8.1. Synteza ditiokarbaminianéw AITC-NAC, BITC-NAC, PEITC-NAC i PITC-NAC

W pozycjach literaturowych [288, 289] mma znalé¢ informacje o przebiegu
reakcji syntezy ditiokarbaminianédw AITC-NAC i BITC-NAC. W pierwszym
wymienionym doniesieniu opisano izolaayspomnianego koniugatu z moczu szczura
i syntez znakowanegd“’C zwiazku AITC-NAC. Podobne informacje moa znalé¢
rowniez w pracy [290]. W publikacji [291] znajdujecsbpis syntezy ditiokarbaminianu
PEITC-NAC, podczas ktérej dodawano izotiocyjanian do metanolowego roztworu NAC
I uzyskano produkt z matwydajnogig rzedu 39%. Natomiast syntezchemicznag
ditiokarbaminianow AITC-NAC, BITC-NAC, PEITC-NAC oraz PITC-NAC
przeprowadzono na podstawie procedur opisanych w pracy [258].

Uzyskane ditiokarbaminiany AITC-NAC, BITC-NAC oraz PEITC-NAC
postuxty jako substancje wzorcowe zarOwno na etapie apvaoia: doborze
optymalnych warunkéw i walidacji nowej procedury analitycznej, adaka etapie

analizy jakaciowej czyli wykrywania obecna$ zwigzkow z grupy ITC w probkach
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rzeczywistych. Ditiokarbaminian PITC-NAC wykorzystano jako wzorzec wéemny
do oznaczania koniugatéw izotiocyjanianow z NAC ze wdgl na fakt,
ze glukozynolan fenylu, z ktorego mogtby powstITC, nie wysipuje naturalnie
w rodlinach kapustowatych [259].

Produkty uzyskane w wyniku reakcji poszczegolnych izotiocyjanianéw z NAC
zostaly poddane badaniu z wykorzystaniem technik NMRESI-MS/MS. Dane
uzyskane dla poszczegodlnych ditiokarbaminianéw AITC-NAC, BITC-NAC
oraz PEITC-NAC przedstawiono w punkcie 2.6.5.

3.8.2. Zastosowanie techniki NMR na etapie identyfikacji produktéw uzyskanych
w wyniku reakcji AITC, BITC oraz PEITC z NAC

W celu identyfikacji produktéw rakcji AITC, BITC i PEITC z NAC wykonano

widma protonoweéH-NMR roztworéw metanolowych tych produktéw (rysunek 43).

5.9 5.6 5.3

44 42 40 38 36
f1 (ppm)

i L

S 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0

95 90 85 80 75 7.0 65 6.0 5.
f1 (ppm)

Rysunek 43.Widma *H-NMR produktéw reakcji kondensacji izotiocyjanianéw z N-acetylo-L-cystein
uzyskane z wykorzystaniem techniki NMR
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Rysunek 43. c.d. Widma 'H-NMR produktéw reakcji kondensacji izotiocyjanianéw
z N-acetylo-L-cysteigp uzyskane z wykorzystaniem techniki NMR
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W widmie protonowym kadego produktu zauwano obecnosésygnatdbw
protondw N-CH, CH,-S oraz N-CH charakteryzigych s¢ wartoLiami przesuricia
odpowiednio 3,6; 3,8-4,1 oraz 4,3-4,6. dkEze wartoéi przesung¢ dwoch ostatnich
sygnatéw zarejestrowanych dla ditiokarbaminianow BITC-NAC oraz PEITC-NAC
niz dla ditiokarbaminianu AITC-NAC zwrane g z obecnogia w ich strukturze
pierscienia aromatycznego.

Przedstawione w tej pracy warto$ci przesunie¢ sygnatéw protonéw S zgodne
z danymi literaturowymi. W pracy [289] wskazano na zanik sygnatéw poghgciz
od —NH- oraz —COOH- w trakcie wymiany z,D, co zaobserwowano réwiie
w przypadku widm NMR ditiokarbaminianéw uzyskanych w ramach tej pracy.

3.8.3. Zastosowanie techniki MS/MS na etapie identyfikacji produktéw uzyskanych
w wyniku reakcji AITC, BITC oraz PEITC z NAC

Potwierdzenie obecdoi ditiokarbaminianéw AITC-NAC, BITC-NAC
oraz PEITC-NAC w badanych prébkach urhaito wykorzystanie techniki
ESI-MS/MS. Widma mas powgzych zwjzkow przedstawiono na rysunku 44.

W widmach mas produktéw reakcji NAC z AITC, BITC oraz PEITC zatoma
obecnos¢ piku o dugj intensywnoséi (kolejno m/z 261,1; 311,1 i 325,3)
odpowiadagcego jonowi molekularnemu [M-H] W widmach mas stwierdzono
rowniez wystpowanie piku odpowiadgego jonowi fragmentacyjnemu [M-R]
charakteryzujcego s¢ wartogLia parametru m/z=162,1. Uzyskame dane dciyez

widm mas § zgodne z wczmiej opisywanymi dla tego typu zgakow [258, 286, 292].

3.8.4. Dob6r optymalnych  warunkéw procedury analitycznej oznaczania
izotiocyjanianéw (ITC) z wykorzystaniem substancji wzorcowych otrzymanych
na drodze syntezy

Syntetycznie uzyskane koniugaty NAC z AITC, BITC i PEITC poghjako
substancje wzorcowe do opracowania i optymalizacji procedury oznaczania koniugatow
przy wykorzystaniu techniki HPLC-DAD-MS.

Podstaw przy opracowaniu procedury oznaczania wspomnianygize)
produktéw w probkach rdié kapustowatych i produktovwywnosciowych z dodatkiem
tych rodin z wykorzystaniem techniki HPLC-MS jak wczee] wspomniano stanowity
doniesienia literaturowe dotygze oznaczania zwikOw powstatych w reakcji
zwigzkéw z grupy ITC z NAC w probkach ptynow ustrojovinj@59, 293, 294].
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Rysunek 44. Widma mas ditiokarbaminianéw ITC-NAC, BITC-NAC oraz PEITC-NAC uzyskane
z wykorzystaniem techniki ESI-MS/MS
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Pomocne byly one do opracowania warunkéw prowadzenia procesu rozdzielania,
a mianowicie doboru:

- sktadu fazy stacjonarnej i ruchomej,

- parametrow pracy uktadu chromatograficznego.

W pierwszym etapie prac, nad doborem optymalnych warunkdéw procedury
oznaczania  ditiokarbaminianéw  ITC-NAC przy  wykorzystaniu techniki
HPLC-DAD-MS, ustalono optymalne ngpie fragmentora (90 V) dla poszczegdinych
substancji wzorcowych w trakcie prowadzenia hbada wykorzystaniem techniki
wstrzykowej analizy przeptywowej (FIA). Na rysunku 45 przedstawiono
chromatogramy, na ktorych widoczne eiki odpowiadajce ditiokarbaminianom
ITC-NAC przy rénym napeciu fragmentora uzyskane w trakcie analizy préobek
roztworow ditiokarbaminianow ITC-NAC.

W celu opracowania warunkOw prowadzenia procesu rozdzielania sprawdzono
wplyw skladu fazy stacjonarnej i ruchomej. W tym celu do rozdzielania analitow
wykorzystano rone kolumny chromatograficzne - ZORBAX RX-C18 i EclgpXDB-

C18. Natomiast jako fazy ruchome zastosowano:
1) A — acetonitryl z 0,1 % HCOOH, B — metanol z 0,1 % HCOOH,;

2) A — 10 % acetonitryl w buforze octanowym (10 mM, pH 5,7), B - 80 % acetonitryl
w buforze octanowym. Ostatecznie dobrane warunki rodzielania przedstawiono

w czesci metodycznej (punkt 2.6.7).

PEITC-NAC
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Rysunek 45.Widma uzyskane w trakcie analizy probek substancji wzorcowych ditiokarbaminianéw
ITC-NAC (uzyskane w wyniku zastosowania wstrzykowej analizy przeptywowej z wykorzystaniem
detektora MS)
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Rysunek 45. c.dWidma uzyskane w trakcie analizy prébek substancji wzorcowych ditiokarbaminianéw
ITC-NAC (uzyskane w wyniku zastosowania wstrzykowej analizy przeptywowej z wykorzystaniem
detektora MS)

Opracowana procedura zostatla wykorzystana do oznaczenia za&wartos
ditiokarbaminianéw ITC-NAC (powstagych po derywatyzacji za pom®cNAC)
w probkach roén kapustowatych. W oparciu o czasy retencji i wadlV oraz widma
mas substancji wzorcowych: ditiokarbaminianu  AITC-NAC, BITC-NAC
oraz PEITC-NAC (rysunek 46) w badanych probkach zidentyfikowano wspomniane
koniugaty.
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Rysunek 46. Chromatogram uzyskany w trakcie analizy probek roztworéw wzorcowych
ditiokarbaminianéw ITC-NAC (AITC-NAC, PEITC-NAC, BITC-NAC) przy zyciu techniki
HPLC-DAD (A=272 nm)

Korzystapc z réwna krzywych kalibracyjnych (rysunek 47) wyznaczonych
na podstawie analizy probek metanolowych roztworéw substancji wzorcowych
(AITC-NAC, BITC-NAC, PEITC-NAC) obliczono zawartos¢poszczegolnych

ditiokarbaminiandéw ITC-NAC w prébkach sokéw z kapusty.
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Rysunek 47. Krzywe kalibracyjne uzyskane w wyniku analizy probek roztworéw wzorcowych
ditiokarbaminianéw ITC-NAC z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD
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Rysunek 47. c.d.Krzywe kalibracyjneuzyskane w wyniku analizy prébek roztworéw wzorcowych
ditiokarbaminianéw ITC-NAC z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD

Po warunkow oznaczania

ditiokarbaminianéw ITC-NAC przeprowadzono proces walidacji metodyki oznaczania

etapie doboru optymalnych procedury

(tabela 20) poprzez wyznaczenie wattosiczbowych podstawowych parametrow

walidacyjnych (granica wykrywalnok i

niepewnosg.

oznaczalnosi,

wspotczynnik

regresji,

Tabela 20. Parametry walidacyjne opracowanej metodyki oznaczania ditiokarbaminianéw ITC-NAC
w probkach ekstraktow z sokéw z kapusty z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD

Substancja Pole Stezenie Réwnanie Wspétczynnik Granica Granica
wzorcowa powierzchni substanc;ji krzywej regresji (R) wykrywalno§ci oznaczalndci
piku wzorcowej kalibracyjnej (LOD) (LOQ}
[mg/mL ] [mg/mL] [mg/mL]
<31-1701,5> <0,0019-0,096> y=17729x-1,2 1,000 0,00040 0,0011
AITC-NAC
<1699,6-8533> <0,096-0,50>  y=16853x+117 0,9999 0,0072 0,022
<2,3-155,4> <0,0019-0,096>  y=1587x-0,4 0,9995 0,0039 0,012
BITC-NAC
<148,8-769,9> <0,096-0,50>  y=1548+1,4 0.9998 0,010 0,031
<10,9-574,1> <0,0019-0,096> y=5975x-0,63 0,9999 0,0010 0,0030
PEITC-NAC
<571,9-2935,7> <0,096-0,50>  y=5810x+24 0,9997 0,012 0,033536
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3.8.5. Wykorzystanie zoptymalizowanej drogi syntezy wzorcéw ditiokarbaminianéw
ITC-NAC w procesie derywatyzacji izotiocyjanianow (ITC) za pemoc
N-acetylot-cysteiny (NAC) w prébkach ragnych
Drugim krokiem do opracowania procedury oznaczania izotiocyjanianéw byto

sprawdzenie czy zachodzi proces syntezy ditiokarbaminianéw ITC-NAC w probkach

materiatu roinnego po dodaniu NAC i dobranie optymalnych warmkego procesu.
Sprawdzono celowos&astosowania procesu derywatyzacji izotiocyjanianow

za pomog NAC do oznaczania zwikéw z grupy ITC w przypadku probek

charakteryzujcych s¢ ztozong matryg. W tym celusledzono przy ayciu techniki

HPLC-DAD przebieg reakcji w przypadku dodania NAC do probki soku jabtkowego.

Wybo6r soku jabtkowego byt zwikany z faktem, ze nie zawiera naturalnie

izotiocyjaniandwi czesto wystpuje mieszanina jabtka z dofami kapustowatymi

w produktachzywnosciowych. W kolejnym etapie do ukladu reakcyjnego aedno

AITC i sprawdzano czy w prébce obecnge ditiokarbaminiany ITC-NAC. Obecnosé¢

tych zwhzkédw wskazywata na zasadnoszastosowania procesu derywatyzacji

izotiocyjanianéw zawartych w sokach z kapusty za pam&IAC. Natomiast

w przypadku prébek sokéw z kapusty dodawanmeoiosci NAC (zaréwno nadmiar

jak 1 niedomiar w stosunku do ilo$ stechiometrycznej) oraz prowadzono reakcj

przez okrélony okres czasu (1-6 godzin). Miato to na celu éler@e ilosci dodawane]

do probek sokéw z kapusty NAC prowadej do uzyskania jak najlepszej wydajoios

tworzenia ditiokarbaminianéw ITC-NAC oraz zdefiniowanie optymalnego czasu reakcji

zwigzkéw z grupy ITC z NAC

Wyprobowano take mazliwos¢ zastosowania opisanej w pracy [295] metodyki
syntezy ditiokarbaminianéw ITC-NAC w probkach ekstraktéw z liofilizatow warzyw
krzyzowych do syntezy tych produkéw w prébach sokow zukéyp Biogc pod uwag
informacje dotycgzce tej procedury, NAC rozpuszczano w trietyloaminie,
po czym dodawano sok z kapusty. Reakgrowadzono w temperaturze 30°C
przez okres 1 godziny. Niestety analiza chromatograficzna prébki po zakonczonej
reakcji pozwolita na stwierdzenie obecopbgedynie indolowych pochodnych zamiast
ditiokarbaminianéw ITC-NAC (rysunek 48). W tym przypadku zaobserwowano
wprawdze obecnos¢ pikbw o czasach retencji, ktore mogtyby odpowiada
ditiokarbaminianom ITC-NAC, jednakzwidma UV réaity sic od widm uzyskanych

dla substancji wzorcowych ditiokarbaminianbw  AITC-NAC, BITC-NAC

oraz PEITC-NAC.
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Rysunek 48.Chromatogram uzyskany podczas anaprgbki ekstraktow zéwiezej kapusty po reakcji
derywatyzacji izotiocyjaniandw za pomphll-acetylo-L-cysteiny przy ayciu techniki HPLC-DAD

3.8.6. Dobor optymalnych warunkéw ekstracji ditiokarbaminianéw ITC-NAC z prébek

sokow z kapusty

Sprawdzono raie procedury ekstrakcji powstatych koniugatow NAGIT
Z prébek sokow z warzyw kapustowatych. Na tym etapie zostaly przetestowane
najczsciej stosowane przy tego typu analitach media eksyiae [295]. Zastosowano
nastpujace techniki ekstrakcji ditiokarbaminianéw ITC-NAC probek sokow
z kapusty:

- ekstrakcja za pomamctanu etylu [296],

- ekstrakcja za pomaeteru dietylowego [286],

- ekstrakcja za pomaa@cetonitrylu [297],

- technika SPE [259Fysunki 49 i 50)

Uzyskane probki ekstraktow analizowano wykorzygiugpracowas wczeniej
metodyke analityczng oparty na zastosowaniu techniki HPLC-DAD na etapie
rozdzielania i oznachekoncowych. Chromatogramy substancji koniugatow ITC-NAC
uzyskane w wyniku analizy probek ekstraktéw koniugatéw ITC-NAC z probek sokow
Z kapusty przedstawiono na rysunku 51.

W przypadku zastosowania techniki SPE do ekstrakcji koniugatow — ITC-NAC
z probek sokow z kapusty uzyskano wszystkie koniugaty ITC-NAC, gdy prowadzono
reakcg, w ktérej NAC wys¢powat z najmniejszym steniu.
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Rozpuszczenie
NAC (0,1 g) i NaHCG;(0,06 g)
w wodzie (0,5 mL)

Rozpuszczenie
1) NAC (0,1 g) i NaHCG;(0,06 gw wodzie(0,5mL),
2) NAC (0,05 g) i NaHCG; (0,03 gw wodzie(0,5mL)

Rozpuszczenie
1) NAC (0,1 g) i NaHCG;(0,06 gw wodzie(0,5mL),
2) NAC (0,05 g) i NaHCG; (0,03 gw wodzie(0,5mL)

Sok z kapusty
(5 mL)

Sok z kapusty
(10 mL)

Sok z kapusty
(5 mL)

Mieszanie substratéw w emperaturze pokojowej przez 5 godzi

. Zakwaszenie mieszaniny reakcyjnej do pH=3 za pomaHCl Dodanie wzorca wewgtrznego
(40 puL, 1 mg/mL)

I Dodanie acetonitrylu (10 mL)
. Dodanie 4g MgSGi 0,5 g NaC
I Intensywne mieszani (1 min)
Przemycie fazy organicznej nasyconym roztworem NaCl
(1x0,25 mL)

Przemycie fazy organicznej wod dejonizowamn
(2x1 mL) *
Wirowanie (5 min 4,4 rpm)
l Odparowanie rozpuszczenika przy uzyciu wyparki obrotowej
“ Pobranie z fazy organicznej 1
Rozpuszczenie wzbogaconej prébki analitu w roztworzwodnym acetonitrylu (45C mL/L) mL. probki

Okreslenie skezenia koniuaatéw ITC-NAC w analizowanvch prébkach z wvkorzvstaniem techniki HPL(

Ekstrakcja koniugatow ITC-NAC za pomocy eteru
dietylowego (1x5 mL)

Ekstrakcja koniugatow ITC-NAC za pomocg octanu
etylu (2x1,45 mL)

Przemycie warstwy eterowej 1M NaOH
(1x1 mL)

Przemycie fazy octanowej wodl dejonizowamn
(1x0,72 mL, 1x0,31ImL)

Rysunek 49.Schemat pogpowania wykorzystywany podczas ekstrakcji w ukfadzie ciecz-ciecz koniugatéw ITC-NAC z prébek sokéw z kapusty
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Rozpuszczenie
NAC (0,1 g) i NaHCG; (0,06 g)
w wodzie(0,5mL)

Rozpuszczenie
NAC (0,05 g) i NaHCG; (0,03 g)
w wodzie(0,5mL)

Rozpuszczenie
NAC (0,01 g) i NaHCG; (0,006 g)
w wodzie(0,5mL)

Rozpuszczenie
NAC (0,001 g) i NaHCQ (0,006 g)
w wodzie (0,5 mL)

Dodanie soku z kapusty (0,5 mL

. Mieszanie substratéw w emperaturze pokojowej przez 5 godzi

. Kondycjonowanie ztaza (przemycie za pomog MeOH, przemycie za pomog buforu HCI (pH =2))
. Naniesienie prébki na ztde

. Przemycie zt@a za pomoca wody dejonizowan

. Przesuszenie zta

Elucja koniugatéw ITC-NAC ze ztaza przy uzyciu mieszaniny acetonitryl bufor fosforanowy (1:1,5 mL)

. Okreslenie sezenia koniugatéw ITC-NAC w analizowanych prébkach z wykorzystaniem techniki HPLC(

Rysunek 50.Schemapostpowania wykorzystywany podczas ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciato state koniugatéw ITC-NAC z prébek sokdéw z kapusty
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Natomiast pozostate probki po procesie ekstrakcji z wykorzystaniem techniki SPE

nie zawieraty tiokarbamylowych pochodnych.

Ekstrakcja octanem etylu (niedomiar NAC)
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Rysunek 51. Chromatogramy substancji

koniugatow

ITC-NAC uzyskane w wyniku analizy

odpowiednich prébek ekstraktow z sokdéw z kapusty p#zgiu opracowanej metodyki analitycznej

W wyniku zastosowania octanu etylu do ekstrakcji ditiokarbaminianéw
ITC-NAC otrzymano koniugat AITC-NAC jedynie w przypadku prowadzenia reakcji
z nadmiarem NAC. Przy tym ten sposob ekstrakcji pozwolit na uzyskaniszego
stezenia tiokarbaminianu aiw przypadku stosowania pozostatych technik (rysunek
51). Jednak na chromatogrmie uzyskanym w wyniku analizy prébek ekstraktow
octanowych z sokéw z kapusty dostraeo obecnoséwielu innych zwizkéw poza

oczekiwanymi produktami AITC-NAC, BITC-NAC oraz PEITC-NAC. Podobnie byto
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w przypadku ekstrakcji koniugatow ITC-NAC z wykorzystaniem eteru dietylowego
(rysunek 51).

Uzyskane wyniki nie pozwalajna jednoznaczne zdefiniowanie najbardziej
odpowiedniej techniki ekstrakcji ditiokarbaminianéw ITC-NAC z probek sokéw
z kapusty po zastosowaniu derywatyzacji gzkow z grupy ITC za pomacNAC.
Jednak do dalszych batlavybrano technikéSPE ze wzgldu na:

- najwyzszy stopi@ oczyszczenia produktow ITC-NAC z dodatkowych gzkiow
wystepujacych w prébkach ekstraktow z sokéw z kapusty,

- mniejsze iloéi zuzywanych rozpuszczalnikbw do ekstrakcji ditiokarbaiauidw
AITC-NAC, BITC-NAC oraz PEITC-NAC.

Zastosowanie techniki SPE i optymalnych warunkow treksji
ditiokarbaminianéw AITC-NAC, BITC-NAC oraz PEITC-NAC z probek roztworow
substancji wzorcowych pozwolito na izolacanalitow i uzyskanie odzysku analitow
rzedu 90 %. Natomiast w wyniku badania wptywu matry@przez dodanie soku z
kapusty do mieszaniny substancji wzorcowych o znanygiesiu i ekstrakcji

ditiokarbaminianéw ITC-NAC odzysk analitow ulegt zmniejszeniu do 78 %.

3.8.7. Zastosowanie techniki HPLC-DAD-MS na etapie damiych oznacze
zawartosci  ditiokarbaminianow ITC-NAC powstalych po derywatyzacji
izotiocyjanianéw (ITC) za pom@cN-acetylo-L-cysteiny (NAC) w prébkach
roslin kapustowatych
Sposdd  produktow rozpadu glukozynolanéw z grupy ITC le@ig)

przebadanymi g produkty rozpadu synigryny (izotiocyjanian alliluAITC)),

glukotrapeoliny (izotiocyjanian benzylu (BITC)) oraz glukonasturcyny (izotiocyjanian
fenyloetylu (PEITC)) [298]. Zwizki te, wystpujace w warzywach kapustowatych,
wykazup dziatanie przecirakotwércze. Wyniki badapisup wiele prawdopodobnych
mechanizmow zapobiegania powstawaniu nowotworOw przez wspomniane
izotiocyjaniany. ${d tez wynika potrzeba ilasiowego i jakogiowego oznaczenia tych
produktéw rozpadu glukozynolanéw. Jak wspomniano ¥me§ dane na temat
metodyk oznaczania poszczeg6lnych azkbw z grupy ITC s jednak nadal
ograniczone. Powszechnie opisywane w literturze procedury limegz jedynie
ilosciowe oznaczenie zgkow z grupy ITC, bez mdivosci ich identyfikacji. Stanowi

to duza wade tych metodyk, poniewa biologiczna aktywnos¢ poszczegdlnych
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izotiocyjanianow jest bardzo zmdicowana, a co iz tym wize wana jest nie tylko
ogoblna zawartoscale i skiad.

Celem tego etapu batlgprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byto
oznaczenie trzech zgakéw z grupy ITC- AITC, BITC oraz PEITC w probkacbk®w
z kapusty z wykorzystaniem opracowanej metodyki po¥egajna przeprowadzeniu
procesu derywatyzacji wspomnianych zskéw za pomog NAC prowadzcej
do utworzenia ditiokarbaminianow ITC-NAC. Do oznaczania zawarta§/ch
zwigzkdéw w prébkach rdin kapustowatych wykorzystano techniktPLC-DAD-MS.
Wykonano badania prébek ekstraktow uzyskanych z sokéw z kapusty w celu
oznaczenia poszczegoélnydhotiocyjaniandéw. Przeprowadzone wéagj oznaczenia
zawarto<i glukozynolanow w probkach tych sokow pokazaly charakteryzajsic one
roézng zawartogiag prekursoréw zwgzkow z grupy ITC w zaleosci od warunkow
uprawy. W zwhzku z tym mona bylo s¢ spodziewa rowniez zromicowanej
zawarto€i izotiocyjanianéw w badanych probkach. Jednak mpomopize metodyka
oznaczania zwizkow z grupy ITC po derywatyzacji za pomgo®NAC wyglada
obiecupco w przypadku prébek roztworéw wzorcowych to dlakmk rzeczywistych
wymaga jeszcze dopracowania, szczegolnie na etapie derywatyzacji tak by zapewniat
petne przejcie w ditiokarbaminiany.

3.9. Zastosowanie techniki spektrofotometrycznej na etapie doboru optymalnych
warunkow reakcji kondensaciji izotiocyjanianéw (ITC) z 1,2-benzenoditiolem
w probkach roztworéw substancji wzorcowej izotiocyjanianu fenyloetylu
(PEITC)
W celu poréwnania wynikbw oznaczenia zwkéw z grupy ITC
Zz zastosowaniem nowego nhaglizia analitycznego, réwnolegle wyznaczana bytla
catkowita zawartosdzotiocyjaniandw z wykorzystaniem znanej metodykiggapcej
na cyklokondensacji izotiocyjanianéw z 1,2-benzenoditiolem do stabilnego produktu
1,3-benzoditiolo-2-tionu i jego oznaczenia zycigm HPLC [284, 285]. Procedura
wyznaczania catkowitej zawartmsizotiocyjaniandéw byta traktowana jako procedura
odniesienia na etapie oznaczania gkdbw z grupy ITC z wykorzystaniem nowej,
opracowywanej metodyki. Wiedza na temat catkowite] zaweirtedvigzkOw z grupy
ITC byta pomocna do oceny wydajieos reakcji izotiocyjanianéw zawartych

w probkach sokow rdi§ kapustowatych z NAC.
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Przeprowadzenie reakcji kondensacji izotiocyjanianéw z 1,2-benzenoditiolem
eliminuje problem lotnasi i niestabilnogi zwigzkow z grupy ITC. Zwizek ten reaguje
ze zwizkami z grupy ITC poprzez grupy tiolowe tweaczstabilny produkt kondensacji
- 1,3-benzoditiol-2-tion o jasno#ym zabarwieniu. Przebieg reakcji cyklokondensaciji

przedstawiono schematycznie na rysunku 52.

SH S
— \

OC s — (L=« nom
SH s

1,2-benzenoditiol ITC 1,3-benzoditiolo-2-tion Amina

Rysunek 52.Schemat reakcji cyklokondensacji izotiocyjanianéw z 1,2-benzenoditiolem

W celu dobrania optymalnych warunkéw reakcji izotiocyjanianow
z 1,2-benzenoditiolem sprawdzono wptyw:
- skzenia 1,2-benzenoditiolu,
- czasu ogrzewania,
- temperatury na wydajnoséakcji kondensacji.
Na tym etapie bada do oznaczania produktow wspomnianej reakcji kosdejn
wykorzystano technikgpektrofotometryczng

W pierwszym etapie zastosowano mézstzenia 1,2-benzenoditiolu (0-12 mM)

w reakcji z PEITC (rysunek 53). Na podstawie pomiaru absorbancji probki, uzyskanej

0,70
0,60+ 3
0,50+
=
< 0,40
n
8 0,30 -
< 9
0,20 -
0,107
0,00 ‘ : : ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12
stezenie 1,2-benzenoditiolu [mM]

Rysunek 53. Wplyw stzenia 1,2-benzenoditiolu na przebieg reakcji kondensacji izotiocyjanianu
fenyloetyluza pomog 1,2-benzenoditiolu
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w wyniku reakcji zwazkow z grupy ITC z 1,2-benzenoditiolem, pgeszy od sizenia

6 mM do 8 mM inicjatora reakcji kondensacji nmaz zauway¢ stabilizacg wartogi
absorbancji, co wskazuje na nieznaczne dalsze powstawanie produktu w reakcji
izotiocyjanianow z 1,2- benzenoditiolem. Jednak dopiero zastosoweisaist 10 mM
prowadzi do ilo€iowego przereagowania 1,2-benzenoditiolu. W agzkii z tym

do dalszych bada wykorzystano to gtenie jako optymalne do przebiegu reakcji

kondesacji zwizkéw z grupy ITC z 1,2-benzenoditiolem.

Zbadano rownie wplyw temperatury na wydajnosdeakcji kondensaciji
izotiocyjanianéw za pomacl,2-benzenoditiolu. W tym celu mieszaningakcyjna

ogrzewano w roaych temperaturach (rysunek 54).

0,8
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0,4
0,3
0,2
0,1

A 365 nn

30 40 50 65 70 75

temperatura prowadze nia reakciji PC]

Rysunek 54.Wplyw temperatury na przebieg reakcji kondensacji izotiocyjanianu fenylozdyhomog
1,2-benzenoditiolu

Analizujgc dane przedstawione na rysunku 54 zn@o stwierdzi, ze wzrost
tempearatury powyej 65°C nie prowadzi do dalszego powstawania pradpkiczas
reakcji kondensacji PEITC za pomgat,2-benzenoditiolu

Wydajnoscé reakcji kondensacji PEITC za pomot,2-benzenoditiolu ma&z by
zalezna tak#e od czasu reakcji. Pomiar absorbancji pozwdedzic postp reakcji.
Wraz z uplywem czasu wzrastala ilopowstajcego produktu. Dopiero po czasie
diuzszym ng 120 min zaobserwowamoma spadek warta$ absorbancji co m&
sugerow#& rozpad powstatlego produktu kondensacji (rysunek 8b)zwigzku z tym
w dalszych badaniach reakdsondensacji zwizkdw z grupy ITC prowadzono przez
okres 120 min.

Kolejnym etapem badabyto okrelenie optymalnych warunkéw kondensacji

ITC za pomog 1,2-benzenoditiolu w prébkach sokow z kapusty.
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Rysunek 55. Wplyw czasu prowadzenia reakcji na przebieg reakcji kondensacji izotiocyjanianu
fenyloetyluza pomoe 1,2-benzenoditiolu

Zastosowanie roztworu metanolowego 1,2-benzenaditiol zoptymalizowanych
wczesniej warunkéw reakcji kondensacji (temperatura 65420 min, szenie
1,2-benzenoditiolu — 10 mM) prowadzito do powstawania osadu w mieszaninie
reakcyjnej. Zwjzane to bylo z wytteniem si biatek zawartych w probkach sokéw

z kapusty pod wptywem metanolu. Odwirowanie osadu eliminowato tylk&cicavo &
niedogodnos¢ bowiem w efekcie koncowym nie uzyskano idealnie klarownych
roztworow. W zwiyzku z tym zastosowano izopropanol, ktory utatwiagqypitacg
biatek w mieszaninie reakcyjnej i po odwirowaniu osadu uzyskano klarowne roztwory.
Sprawdzono rownie zastosowanie innego rozpuszczalnika, jakim byt cageyl.

Nie bylo to jednak trafne rozgzanie ze wzgdu na uzyskanie dwoéch warstw
po zmieszaniu poszczegodlnych sktadnikédw. Wynikato to ze zbyt wysokiegenst
buforu fosforanowego (100 mM) wtego do reakcji. Zmniejszenie¢sénia buforu
fosforanowego eliminowato problem braku mieszangapsiszczegoélnych skiadnikow.
Sprawdzono rowniz wptyw pH na wydajnos reakcji kondensacji poprzez zmiang
buforu fosforanowego (pH 8,5) na boranowego (pH 9,25). Jeénadjiepsze rezultaty
uzyskano stosgf izopropanol do przygotowania roztworu 1,2-benzérad i mniej
zasadowesrodowisko reakcji dlatego te warunki zostaly zastemwe do oznaczenia

zawarto€i zwigzkow z grupy ITC w pozostatych prébkach sokéw z lsipu

3.10. Zastosowanie techniki HPLC do oznaczania izotiocyjanianéw (ITC)
w ekstraktach z probek sokéw z kapusty

Wyznaczenie catkowitej zawaris$ izotiocyjaniandw w probkach sokow

uzyskanych z rdin kapustowatych czy fe ekstraktow roénnych umotiwia
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zastosowanie techniki spektrofotometrycznej, ktorej zagash zdolnos¢zwigzkow

z grupy ITC do ilogiowej reakcji z handlowo daginym 1,2-benzenoditiolem

z utworzeniem nielotnego, barwnego produktu - 1,3-benzenoditiolo-2-tionu. Jednak
czutos¢ pomiaru z wykorzystaniem vigj opisanej metodyki jest ¢du 1 nmola [284,
299]. Wykorzystanie techniki HPLC zamiast techniki spektrofotometrycznej zapewnia
moZiwos¢ uzyskania zdecydowanie bardziej korzystnych wartdiczbowych tak
waznego parametru metrologicznego jakim jest granicamaozalnogi metodyki
analitycznej [285]. W zwjzku z tym zostata ona wykorzystana do oznaczenia
zawartogi izotiocyjanianébw w ekstraktach z probek sokéw aplsty po reakcji
kondensacji tych zwikdéw z 1,2-benzenoditiolem.

3.10.1.Synteza substancji wzorcowej 1,3-benzenoditiolo-2-tionu

W przypadku oznaczania zygkéw z grupy ITC w probkach sokow z kapusty
z wykorzystaniem metodyki opierajacefg sna reakcji kondensacji izotiocyjanianéw
z 1,2-benzenoditiolem nieztine byto przeprowadzenie syntezy produktu wspompiane
reakcji z uyciem substancji wzorcowej izotiocyjanianu. 1,3-Bemaditiol-2-tion
wkorzystano jako substacj wzorcows do wyznaczania catkowite] zawartos
izotiocyjanianébw w prébkach sokow z kapusty stgsujmetodyke opart
na zastosowaniu techniki HPLC-DAD na etapie rozdzielania i oznaczania analitow.

W celu uzyskania wspomnianego produktu skorzystano z procedury opisanej
w pracy [296] polegapej na dodaniu PITC do roztworu metanolowego
1,2-benzenoditiolu oraz 100 mM buforu fosforanowego (pH 8,5) i prowadzeniu reakcji
przez noc w atmosferze azotu. Jedmaki przypadku tej reakcji nie uzyskano
oczekiwanego produktu. Dopiero wwyniku zastosowania procedury syntezy
1,3-benzenoditiolo-2-tionu opisane] w doniesieni296] otrzymano wspomniany
produkt z wysokavydajnogia rzedu 92 %.

3.10.2. Zastosowanie techniki NMR na etapie identyfikacji produktu uzyskanego
w  wyniku reakcji kondensacji izotiocyjanianu  metylu  (MITC)

z 1,2-benzenoditiolem

Wykorzystanie techniki NMR pozwolito na identyfikacjproduktu reakciji
MITC z 1,2-benzenoditiolem. Na rysunku 56 przedstawiono witthbIMR uzyskane

w wyniku analizy prébki produktu wspomnianej reakciji.
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W widmie protonowym otrzymanego na drodze syntezy produktunanoz
zauway¢ obecnos¢ dwéch multipletéw & 7,53-7,57, 2H oraz 6 7,87-7,91,
2H) odpowiadajcych protonom wyspujagcym w piekcieniu aromatycznym.
Zarejestrowane widmo jest zgodne z widmami przedstawionymi
dla 1,3-benzenoditiolo-2-tionu w literaturze [299] i ina jednoznacznie uzéa

ze odpowiado ono strukturze wspomnianegoziw.
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S

e N
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f1 (ppm)

DMSO

I |

4.5 13.5 12.5 11.5 10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5 -0.5
f1 (ppm)

Rysunek 56 Widmo *H NMR uzyskane w wyniku analizy prébki produktu uzyskanego w trakcie reakcji
izotiocyjanianu metylu z 1,2-benzenoditiolem

3.10.3. Wykorzystanie  substancji wzorcowe] -  1,3-benzenoditiolo-2-tionu
do wyznaczania catkowitej zawartosizotiocyjanianow (ITC) w probkach

materiatu rodinnego

Oznaczenia zwizkow z grupy ITC po kondensacji z 1,2-benzenoditiole
prowadzono w tych samych probkach sokow z kapusty jak w przypadku oznaczania
izotiocyjanian6w po derywatyzacji za pomdé¢AC.

Produkt kondensacji zwzkow z grupy ITC i 1,2-benzenoditiolu wykorzystano
do sporadzenia krzywejwzorcowej, na ktérej podstawie wyznaczono zawartosé

Zwigzkow z grupy ITC w prébkach sokéw z kapusty (rysubék
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Rysunek 57. Krzywe kalibracyjne uzyskane w wyniku analizy prébek roztworéw wzorcowych
1,3-benzenoditiolo-2-tionu z wykorzystaniem techniki HPLC-DAgdnkty pomiarowe stanowiwartasé

sredni z trzech rownoleglych oznaazX  + SD)

Proces walidacji metodyki oznaczania izotiocyjanianéw przeprowadzono poprzez
wyznaczenie wart@$ liczbowych podstawowych parametréw walidacyjnyclgranica
wykrywalno&i i oznaczalnasi, wspotczynnik regresji, niepewngs¢W tabeli 21
przedstawiono  parametry  walidacyjne  stosowanej metodyki  oznaczania

izotiocyjanianoww probkach sokéw z kapusty z wykorzystaniem techHRLC-DAD.

Tabela 21.Parametry walidacyjne stosowanej metodyki oznaczania izotiocyjanianéw w probkach sokow
z kapusty z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD

Pole Stezenie Réwnanie Wspétczynnik Granica Granica
powierzchni substanc;ji krzywej regresji (R) wykrywalno§ci oznaczalndci
piku WZOorcowej kalibracyjnej (LOD) (LOQ}

[ng/mL ] [ng/mL] [ng/mL]
<5,2-98,6> <0,025-0,50> y=188x+0,76 0,9974 0,028 0,084
<89,5-986,9> <0,50-5,0> y=16853x+117 0,9962 0,36 11

Chromatogramy otrzymane w wyniku analizy probek sokéw z kapusty
przedstawiono na rysunku 58.

Korzystapc z krzywych kalibracyjnych wyznaczonych na podseawiynikow
analizy prébek izopropanolowych roztworow substancji wzorcowej (zakgean 90-5
ug/mL) obliczano zawartoséwigzkow z grupy ITC w poszczegolnych prébkach sokow

Z kapusty (rysunek 59).
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C
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Rysunek 58Chromatogramy otrzymane w wyniku analizy prébek A — soku z kapusty po derywatyzacji
za pomog NAC 2b, B - tla kapusty 2b, C — wzorca 1,3-benzenoditolo—2—-tionu, D — wzorca
1,2-benzenoditiolu przyayciu techniki HPLC

Z uwagi na fakt,ze podczas oznaczania izotiocyjanianéw po derywajiyzac
za pomog NAC nie uzyskano jednoznacznych wynikéw nie byto hwee porownanie

ich z wynikami oznageuzyskanymi przy wciu stosowanej metodyki.
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Rysunek 59.Zawartag¢ zwigzkéw z grupy ITC w prébkach sokéw z kapusty oznaczona za ppmoc
techniki HPLC-DAD (punkty pomiarowe stanawivarti¢ srednig z trzech réwnolegtych oznaaze
X ¢ + SD)
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V. PODSUMOWANIE

Zwiekszona zachorowalnosha réne typy nowotworow, przy niewdaiwych
preferencjachzywieniowych konsumentéw stanowi posvgy problem. Szczegdlnie
dobrze udokumentowanymywieniowym czynnikiem ryzyka w przypadku chordob
nowotworowych jest wysokie spgeie wyrobéw z mgsa. Wynika to m.in.
z faktu, ze obrébka termiczna mgsa, powszechny zwyczaj spamia i grillowania,
prowadz do tworzenia si mutagennych substanciji, takich jak heterocyklicameny
aromatyczne (HAA) [4]. Z drugiej strony wyniki badapidemiologiczne wskazj
ze warzywa kapustowate zrédto przeciwrakotworczych izotiocyjanianow (ITC)
- moga przeciwdziatd rozwojowi nowotwordw, zagrenie ktorymi skorelowane jest
z iloscia spoywanego mygsa. Uwaa sk, ze przeciwdziatanie rakotwoérczemu
wptywowi  heterocyklicznych amin  aromatycznych polega na  zdolnos
izotiocyjaniandw do stymulacji ekspresji gendw, ktorych produkty gmolyront
przed tymi kancerogenami [252]. Pretyj sposéb postrzegania relacji zwkow
z grupy HAA i ITC ma zatem podiez biologiczne. Natomiast brakuje doniésie
0 modiwosci chemicznych reakcji porglzy tymi grupami zwgzkOw w 2ywnosci.

Wiasnog&i chemiczne izotiocyjanianow, tzn. ich zdolno@to wchodzenia
w reakcje z ugrupowaniami nukleofilowymi sugerujge tworzenie koniugatow
ITC-HAA moze mig istotne znaczenie dla oliBnia zagroenia wspomnianymi
kancerogenami. W wyniku blokowania grupy aminowej nidmaz staje s§ bowiem
aktywacja tych kancerogenow do elektrofilowych metabolitéw, ktoregpagvodowa
uszkadzenia DNA.

Poniewa obie grupy zwizkow - rakotworcze heterocykliczne aminy
aromatyczne i przeciwrakotworcze izotiocyjaniany — stagosktadniki zywnosci,
wyniki uzyskane w trakcie realizacji procesu badawczegalads: przedmiotem
rozprawy doktorskiej, pozwolity nadzy innymi na nowe spojrzenie na gohterakciji
pomiedzy produktami mgsnymi, a warzywami kapustowatymi, odmienne
od dotychczas postulowanego w literaturze. Zbadanie zduolnaétiocyjanianéw
do kowalencynego wrania s¢ z heterocyklicznymi aminami aromatycznymi
umoZiwito zrozumienie roli tych zwjzkbw w chemoprewencji nowotworow
z chemicznego punktu widzenia. Warto dédege omawiane badania, mimd dotycz
znanych i szeroko opisanych w literaturze naukowej substancji o istotnym znaczeniu

dla ludzkiego zdrowia, do tej pory nie byly prowadzone.
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Pokazana reaktywnogdézech naturalnie wygbujacych izotiocyjanianow, takich
jak AITC, PEITC i SFN w stosunku do jednego z najbardziej mutagennyalakim
z grupy HAA — MelQx pozwola przypuszazaze powstawanie tiomocznikow
ITC-MelQx moz stanowd ,chemicznadetoksykagj” wspomnianej silnie mutagenne;j
heterocyklicznej aminy aromatycznej. Zostato to zweryfikowane poprzez zbadanie
mutagennasi uzyskanych na drodze syntezy tiomocznikow AITCHYbe
PEITC-MelQx i SFN-MelQx w trakcie badaz wykorzystaniem testu Amesa
Z uzyciem szczep®almonella typhimuriunTA98. Wyniki bada pozwalag stwierdzg,
ze powstawanie koniugatow ITC-MelQx podczas rekaddyaji izotiocyjanianow
I MelQx wigze st z okoto 50-krotnym obaeniem mutagenncs heterocyklicznej
aminy aromatycznej. Przy tym sppianie wraz z poddanym obrobce temicznej
miesem niedocenianego przez konsumentow warzywa, jgkish kapusta, me
stanowic lepsz ochrore przed mutagennym dziataniem zwkéw z grupy HAA
niz spoxywanie popularnych brokutébw. Potwierdzeniem tego ssp&enia jest
2-krotnie mniejsza liczba rewertantéw indukowanych przez tiomocznik AITC-MelQx
w stosunku do zwizku SFN-MelQXx.

Pomimo ogromnego znaczenia z@kow z grupy ITC, zaréwno praktycznego
jak 1 zdrowotnego nadalgsproblemy z ich oznaczaniem w materiatach o @hyim
sktadzie chemicznym. Zwrane jest to z ich lotnoig i brakiem stabilnasi chemicznej.
Wykorzystanie w ramach tej pracy pod#a polegajcego na przeprowadzeniu
niestabilnych izotiocyjanianébw w N-acetylocysteinowe pochodne poprzez
derywatyzagj za pomog N-acetylo-L-cysteiny i oznaczania ditiokarbaminianéw
ITC-NAC w prébkach materiatu rbdnego przy uyciu techniki HPLC wydaje siby¢
obiecupcym podejciem i po dopracowaniu warunkow procesu derywatyzagwoli
nie tylko na oznaczenie iloiowe tych zwizkéw, ale umoliwi réwniez ich
identyfikacg.

Wyniki bada prowadzonych w ramach pracy doktorskiej mak okaza
uzyteczne dla raiych grup odbiorcéw. Na ich podstawie technolodyywnosci beda
mieli mozliwos¢ opracowania technologii ogranicgeych powstawanie rakotworczych
heterocyklicznych amin  aromatycznych w trakcie przetwarzania ¢sani
I wykorzystugcych izotiocyjaniany jako dodatki doywnosci zagroone] zwhzkami
z grupy HAA. Czysto biologiczne rozumienie roli izotiocyjaniandw nie daje
producentomzywnosci zadnych moliwosci kontrolowania procesu technologicznego.

MozZiwa bedzie tak#e weryfikacja zatoen dotyczcych wiaciwosci fitokompleksu
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warzyw kapustowatych odnoi€ wigzania mutagendéw powsgajych podczas obrobki
migsa w produktach msnych z dodatkiem tych rid. Wiedza ta jest niezloha
dla zamieszczenia wdadcze zdrowotnych na etykietach jyprodukowanych wyrobow
oraz tych, ktorych produkcja mezy podgta w przysztosi.

Przede wszystkim wyniki badapozwol konsumentowi na bardziej wigwy
dobdér dostarczanych do organizmu produktéywvnosciowych, bez koniecznos
ograniczenia spoavania poddanych obrébce termicznej produktowesmych.
Udowodnienie wysipowania zjawiska ,chemicznej detoksykacji” rakotwaych
heterocyklicznych amin aromatycznych przez izotiocyjanianyteuzdo syntezy
koniugatow HAA-ITC ma wane implikacje zywieniowe, wskazuje bowiem,
ze kojarzenie da miesnych z warzywami kapustowatymi neozchroné organizm
ludzki przed kancerogennymi zygkami powstajcymi w trakcie popularnego srenia
czy tez grilowania mgsa.

Z kolei pelne dopracowanie metodyki chromatograficznego oznaczania
zZwigzkdw z grupy ITC po derywatyzacji za pomadNAC powinno umoliwi¢
oznaczenie zawartog i identyfikacg izotiocyjanianéw zaréwno w prébkach warzyw
kapustowatych, jak i produktactywnosciowych zawieragjcych ich dodatek. Otworzy
to nowe moliwosci projektowaniazywnosci o podwyszonych walorach zdrowotnych.
Nowe narzdzie analityczne ma by rowniez pomocne przy projektowaniu produkcji
zywnosci  funkcjonalnej, ktérej wytwarzanie jest zgodne Deonym trendem
swiatowym. Byloby ono take niezb¢lne w przypadku podejmowania produkciji
preparatbw do biofumigacji w biologicznej ochronie lims$czy tez preparatow

do ochrony mikrobiologicznejyavnosci.
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V. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wyniki licznych badéa epidemiologicznych wskazyjna pozytywny wptyw
diety bogatej w warzywa na zdrowie cztowieka. Szczegblne znaczdiire zaodziny
kapustowatych, a &od nich najwaniejszej dietetycznie kapusty, aie skt
z obecnogig w tych warzywach biologicznie aktywnych skiadnikégiukozynolanow
i produktow ich rozpadu — zwakdw indolowych i izotiocyjaniandw.

Na zainteresowanie zastugujzotiocyjaniany ze wzgbu na ich zdolnos¢
do wigzania s¢ z grupami tiolowymi (-SH) i aminowymi (-Nj. Grupy -NH
wystepuja w wielu biologicznie aktywnych substancjach endaogeh i egzogennych
m.in. najwaniejszych kancerogenach obecnych w poddanej obrdbomicznej
zywnosci takich jak heterocykliczne aminy aromatyczne. s tprzypadku reakcja
Z izotiocyjanianami mogtaby obta¢ zagroznie nowotworowe wynikage z ich
spozywania.

Brakuje na ten temat doniesie literaturowych, ale wydaje i
ze izotiocyjaniany powinny wchodzi w reakcg z heterocyklicznymi aminami
aromatycznymi. W wyniku blokowania grupy aminowej nieriioa staje s¢ aktywacja
tych kancerogendéw do elektrofilowych metabolitow, ktore magzkadza DNA.
Z ta3 mysla podito prace majce na celu sprawdzenie roli izotiocyjanianéw w psaa
inaktywacji kancerogendw obecnych iywnosci takich jak heterocykliczne aminy
aromatyczne. Substancje wzorcowe koniugatéw izotycyjanianéw z heterocykliczng
aming aromatyczng - 2-amino-3,8-dimetyloimidazd[5-flchinoksalip (MelQXx)
uzyskane na drodze syntezy chemicznej wykanifszy aktywnos¢ mutageng wobec
szczepuSalmonella thypimuriunTA 98 niz odpowiadajce im heterocykliczne aminy
aromatyczne. Wzorce te mggostuy¢ do identyfikacji takich koniugatow w probkach
zywnosci. Wyniki uzyskane w trakcie bafiatanows podstaw do obiektywnej oceny
wiasciwosci chemoprewencyjnych rid kapustowatych i wptywu ich spgwania na
naraenie na niekorzystne dziatanie takich gakiow rakotworczych  jak

heterocykliczne aminy aromatyczne.
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VI. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Several epidemiological studies have shown that high intake of vegetables has
beneficial influence on human health. The special role of cruciferous vegetables and
cabbage in particular — due to its popularity in diets — is associated with the presence
of biologically active compounds, such as glucosinolates and the products of their
decomposition — indoles and isothiocyanates.

Isothiocyanates deserve special attention due to their ability to bind with thiol
(-SH) and amine (-Np) groups. Aminggroups are present in many biologically active
endogeneous and exogeneous substances, including the most important carcinogens
present in heat treated foods — heterocyclic aromatic amines. Consequently, a reaction
with isothiocyanates could reduce the cancer risk from the consumption of these
substances.

There are no available published reports but it would seem that the
isothiocyanates could react with the foodborne heterocyclic aromatic amines. After the
amine groups are bound by isothiocyanates their activation to electrophilic metabolites
— which can damage DNA - is no longer possible. This thesis was the basis of research
aimed at verifying the role of isothiocyanates in the inactivation processes
of carcinogens present in foods, such as heterocyclic aromatic amines. Standards
of herterocyclic aromatic amine and isothiocyanate conjugates obtained through
chemical synthesis are showing a lower mutagenic activity then respective heterocyclic
aromatic amines in the Ames test. These standards can be used for the identification
of such conjugates in food samples. The results obtained during the course of the
research are a basis for an objective evaluation of both the chemopreventive properties
of cruciferous vegetables and of the impact of the consumption of these plant foods
on the risk of adverse effects of carcinogenic compounds from heterocyclic aromatic

amines group.
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