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I1.  Ogoélna charakterystyka dzialalnosci naukowej

Moja dzialalno$¢ naukowa zwigzana jest z szeroko rozumiang rolg zywienia
i zywnos$ci w profilaktyce i leczeniu schorzen niezakaznych, z bardzo istotnym naciskiem
na badanie i poszerzanie wiedzy o interakcjach zywnosci z lekami. Celem nadrz¢dnym,
przy$swiecajagcym moim badaniom, jest wprowadzenie na rynek produktow, ktore mozna
bedzie uzna¢ za zywno$¢ funkcjonalng o potwierdzonym korzystnym dziataniu na
organizm i udowodnionym profilu bezpieczenstwa. Z racji interdyscyplinarnego
charakteru moich badan, wykorzystywane sa w nich metody badawcze stosowane
réwniez w farmakognozji, farmakologii, czy biologii molekularnej i biochemii.

Fascynacja produktami naturalnymi i ro$linami towarzyszy mi od wczesnej
mtodosci, a bodzcem do szerszego zainteresowania si¢ tymi zagadnieniami byty zajgcia
z farmakognozji, botaniki farmaceutycznej i bromatologii, ktore realizowalem studiujac
na kierunku farmacja w Collegium Medicum UJ w latach 1998-2003. Juz w trakcie
studiow poszerzatem swoje zainteresowania naukowe w sposob praktyczny, poprzez
udziat w pracach kot naukowych przy Katedrze Farmakodynamiki UJ CM oraz przy
Zaktadzie Bromatologii UJ CM, w ktorym zostalem zatrudniony na etacie technicznym
jeszcze podczas studidow. Po obronie pracy magisterskiej, dalsza prace naukowa
kontynuowatem pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Zachwiejowej, mojej Mentorki oraz
pozniejszego promotora przewodu doktorskiego. Moje zainteresowania naukowe
skupiaty si¢ wtedy gléwnie na badaniu pseudozboéz, ze szczegdlnym uwzglednieniem
szarlatu wyniostego (Amaranthus cruentus) i komosy ryzowej (Chenopodium quinoa),
czego efektem byt interdyscyplinarny projekt doktorski, wykorzystujgcy metody in vitro
I in vivo. Zainteresowania moje poszerzalem, angazujagc si¢ w migdzynarodowa
wspotprace  naukowa pod kierunkiem prof. Sheli Gorinstein z Uniwersytetu
w Jerozolimie (Department of Medicinal Chemistry and Natural Products, School of
Pharmacy, The Hebrew University of Jerusalem, Israel). Miato to bardzo istotny wptyw
na moj rozwdj naukowy i zaowocowato, do dnia dzisiejszego, wieloma ciekawymi
projektami naukowymi z pogranicza bromatologii i biochemii, oraz publikacja wynikow
w renomowanych czasopismach naukowych. W ramach tej wspoipracy odbytem réwniez
staz naukowy (w roku 2015) we wspomnianej jednostce.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych kontynuuje¢, rowniez we
wspotpracy z innymi jednostkami Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM, Wydziatu
Lekarskiego UJ CM oraz partnerami zagranicznymi (Izrael, Portugalia, Irlandia), czy tez
przemystem spozywczym (Uniflora sp. z o 0), badania $cisle zwigzane z: (1) réznymi
aspektami analizy zywosci, ze szczegOlnym uwzglednieniem skladnikéw $rodkow
spozywczych wykazujacych dziatanie tyreotoksyczne, cytotoksyczne, antyoksydacyjne,
antydrobnoustrojowe, (2) wptywem lekéw na gospodarke pierwiastkami (selen, miedz,
cynk), (3) fortyfikacja kietkow jako jednym z procesow prowadzacych do wytworzenia
zywnosci funkcjonalne;.

Od dawna w kregu moich $cistych zainteresowan naukowych byla tez
farmakologia kliniczna. Szczegdlnie pasjonuje mnie farmakoterapia w medycynie
ratunkowej, dlatego w 2016 roku rozpoczalem trzyletnie szkolenie specjalizacyjne
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z farmakologii w Studium Szkolenia Podyplomowego Wydziatu Farmaceutycznego UJ
CM.

Aktualnie moj caly dorobek naukowy obejmuje 74 artykuty oryginalne
1 przegladowe, z ktérych 37 to prace anglojezyczne w czasopismach o zasiegu
mi¢dzynarodowym z impact factorem (IF), 8 to recenzowane prace anglojezyczne
w czasopismach bez IF oraz 29 to artykuly w recenzowanych czasopismach
polskojezycznych. Dodatkowo jestem autorem 71 doniesien i komunikatow zjazdowych,
z czego 23 migdzynarodowych, a 48 krajowych. Sumaryczny wspotczynnik
oddziatywania IF publikacji recenzowanych wynosi 79,435 co odpowiada 1088 punktom
w klasyfikacji MNiSW. Catkowita liczba cytowan wynosi 485, a indeks Hirscha jest
rowny 11. Do chwili obecnej bratem udziat jako gtowny wykonawca lub wykonawca
tacznie w 18 projektach naukowych, przy czym byly to granty zamawiane (3), granty
statutowe (6) badania wtasne (8) oraz badania we wspoélpracy z przemystem (1).

I11.  Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U.z 2016 r. poz. 1311.):

1. Tytul osiagniecia naukowego

Na przedstawione do oceny w ramach postgpowania habilitacyjnego osiggniecie
naukowe, zatytulowane ,,Zwiazki biologicznie aktywne warzyw kapustnych -
krytyczna ocena wplywu na wybrane parametry biochemiczne funkcjonowania
tkanek i narzadéw” sktada si¢ monotematyczny cykl 6 publikacji, o tacznym IF =14,93
i sumie punktow MNiSW=175. We wszystkich publikacjach jestem pierwszym autorem
oraz autorem korespondencyjnym.

Wykaz publikacji stanowiacych podstawe habilitacji:

H-1.Pasko, P., Galanty, A., Zmudzki, P., Gdula-Argasinska, J., Zagrodzki P.
(2018). Influence of Different Light Conditions and Time of Sprouting on Harmful and
Beneficial Aspects of Rutabaga Sprouts in Comparison to Their Roots and Seeds. Journal
of the Science of Food and Agriculture 2018 accepted for publication 31 May 2018 doi:
10.1002/jsfa.9188

IF = 2,463 MNiSW=35

H-2. Pasko, P., Sulkowska—Ziaja, K., Muszynska, B., & Zagrodzki, P. (2014).
Serotonin, melatonin, and certain indole derivatives profiles in rutabaga and kohlrabi
seeds, sprouts, bulbs, and roots. LWT-Food Science and Technology, 59(2), 740-745.

IF = 2,416 MNiSW=35



H-3. Pasko, P., Bukowska-Strakova, K., Gdula-Argasinska, J., & Tyszka-
Czochara, M. (2013). Rutabaga (Brassica napus L. var. napobrassica) seeds, roots, and
sprouts: a novel kind of food with antioxidant properties and proapoptotic potential in
Hep G2 hepatoma cell line. Journal of Medicinal Food, 16(8), 749-7509.

IF =1,699 MNiSW=25

H-4. Pasko, P., Tyszka-Czochara, M., Galanty, A., Gdula-Argasinska, J.,
Zmudzki, P., Barton, H., Zagrodzki P., & Gorinstein, S. (2018). Comparative study of
predominant phytochemical compounds and proapoptotic potential of broccoli sprouts
and florets. Plant Foods for Human Nutrition, 73:95-100.

IF = 2,368 MNiSW= 35

H-5. Pasko, P., Okon, K., Kro$niak, M., Prochownik, E., Zmudzki, P., Kryczyk-
Koziot, J., & Zagrodzki, P. (2018). Interaction between iodine and glucosinolates in
rutabaga sprouts and selected biomarkers of thyroid function in male rats. Journal of
Trace Elements in Medicine and Biology, 46, 110-116.

IF = 3,225 MNiSW=20

H-6. Pasko, P., Kro$niak, M., Prochownik, E., Tyszka-Czochara, M., Folta, M.,
Francik, R., Sikora, J., Malinowski, M., & Zagrodzki, P. (2018). Effect of broccoli sprouts
on thyroid function, haematological, biochemical, and immunological parameters in rats
with thyroid imbalance. Biomedicine & Pharmacotherapy, 97, 82-90.

IF =2,759 MNiSW=25

2. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych
wynikow wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Celem badan, w efekcie ktorych powstatl cykl publikacji sktadajacy si¢ na moja rozprawe
habilitacyjna, byta analiza sktadu chemicznego wybranych kietkéw warzyw kapustnych
(brukiew 1 brokul), ocena ich aktywno$ci biologicznej oraz zbadanie wpltywu
przewlektego spozycia tych kietkow na funkcje tarczycy szczurdéw, zardwno
w warunkach prawidlowych, jak i w modelach niedoczynnosci tarczycy. Dodatkowo
przeanalizowano wplyw modyfikacji diety zwierzat na wybrane parametry
antyoksydacyjne, hematologiczne, biochemiczne oraz immunologiczne.

Realizujac gltéwny cel badan skoncentrowalem si¢ na nastgpujacych aspektach
szczegdlowych:

1. Analiza sktadu chemicznego
a. Opracowanie warunkéw hodowli (wptyw czasu uprawy oraz dostepu
swiatta) kietkow brukwi



b. Analiza jakosciowa i ilo§ciowa zwigzkoéw siarkowych, flawonoidow,
kwasow fenolowych oraz kwaséw tluszczowych w kietkach brukwi
1 brokutéw

c. Dodatkowa analiza sktadu korzeni brukwi oraz r6zyczek brokutow

2. Badania biologiczne

a. Ocena aktywnosci antyoksydacyjnej badanego materiatu ro§linnego

b. Ocena aktywnosci cytotoksycznej oraz proapoptotycznej badanego
materialu

c. Ocena selektywnosci dziatania badanego materiatu

Dzieki wynikom badan skladu chemicznego, a szczegoOlnie zawarto$ci progoitryny,
wytypowano rodzaj kietkoéw brukwi najbardziej odpowiedni do dalszych badan
z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych. Natomiast kietki brokutéw, rowniez
wykorzystane w eksperymencie z udzialem zwierzat laboratoryjnych, to kietki
komercyjnie dostepne, stanowigce uktad poréwnawczy wobec badan nad kietkami
brukwi, ktore dotychczas nie byty zbadane, i sg proponowane jako nowy rodzaj zywnosci
funkcjonalnej.

3. Badaniain vivo

a. 8 — tygodniowy eksperyment, w ktorym zastosowano trzy modele
badawcze:

e model prawidlowy (pasza z jodem w ilosci zgodnej z
zaleceniami dla zwierzat);

e model uszkodzenia tarczycy wywotany dieta z niedoborem
jodu;

e model uszkodzenia tarczycy indukowany podaniem
sulfadimetoksyny.

b. Kazdy model zostal zbadany w dwoch schematach z dodatkiem i bez
dodatku kietkéw brukwi oraz kietkow brokutéw do paszy zwierzat.

c. badania dodatkowe: analiza hormonow tarczycy i TSH, analiza
histopatologiczna tarczycy (dla kietkow brukwi), ocena parametrow
morfologicznych, biochemicznych, immunologicznych
I antyoksydacyjnych osocza szczuréw po zakonczeniu eksperymentu.

2.1.Wprowadzenie w tematyke badawczg

Tematem mojej rozprawy habilitacyjnej sg kietki roslin krzyzowych, ktore
stanowig przyktad zywnosci funkcjonalnej. Warzywa kapustne zajmuja szczegodlne
miejsce w zywieniu cztowieka, gtownie dzigki potwierdzonemu w wielu metaanalizach
dziataniu chemoprewencyjnemu. Wykazano, ze warzywa te zmniejszaja ryzyko
zachorowania, szczego6lnie na nowotwory phluc, gruczotu piersiowego, prostaty czy tez

trzustki, jak rowniez przewodu pokarmowego, w tym przetyku, zotadka i jelita grubego
(1-3).

Do rodziny Brassicaceae zalicza si¢ 0koto 3700 gatunkow, wsrod ktorych znalez¢
mozna wiele warzyw, goszczacych na co dzien na naszych stotach. Warzywa kapustne to
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zarowno warzywa lisciaste (kapusta, jarmuz, rukola), kwiatostany (brokuty, kalafior),
korzenie i bulwy (rzepa, brukiew, rzodkiew, kalarepa, chrzan), nasiona (gorczyca), ale
réwniez kietki, z ktorych najpopularniejsze sa kietki brokutow, kapusty czerwonej,
rzezuchy, czy tez jarmuzu. NajczegSciej spozywanymi warzywami krzyzowymi sa:
kapusta, brokuty, kalafior 1 brukselka. Na §wiecie najwiece] warzyw z tej rodziny
spozywaja mieszkancy Azji, a wsrdd nich Chinczycy ($rednio ponad 100 g na dobeg).
Mieszkancy Ameryki Potnocnej wiaczaja do swojej diety okoto 25-30 g warzyw
kapustnych na dobg, natomiast w Europie ich srednia konsumpcja rdzni si¢ w zalezno$ci
od regionu (w krajach Europy potudniowej wynosi mniej niz 15 g na dzien). Réwnie
niskie spozycie roslin kapustnych obserwuje si¢ wsrod mieszkancéw obszaréw
subsaharyjskich, krajow Ameryki Potudniowej oraz Indii (4-7). W Polsce spozycie
warzyw kapustnych jest wysokie i dotyczy gléwnie kapusty ($rednio okoto 25
kg/osobg/rok) co jest spowodowane tradycja naszej kuchni oraz aspektami
ekonomicznymi.

W ramach projektu habilitacyjnego do badan wybrano dwie ro$liny jadalne
z rodziny Brassicacae: brukiew oraz brokuty.

Brukiew (Brassica napus L. var. napobrassica) jest warzywem interesujagcym pod
wzgledem smakowym 1 odzywczym, a zarazem przykladem ,,zywnos$ci zapomniane;j”.
Brukiew (zwana karpielem m.in. na Podhalu) jest odmiang kapusty rzepak, ktora
powstala przez skrzyzowanie rzepy z kapusta warzywng. Od XIX wieku do okresu
II wojny $wiatowej byta roling powszechng w polskiej kuchni, dzis jednak nie cieszy si¢
zbytnig popularnoscig. Nowe trendy w zywieniu, czyli wprowadzanie do codziennego
menu zywnosci typu ,,slow food”, a takze przywracanie starych, zapomnianych gatunkow
ro$lin i gotowych produktéw spozywczych, zgodnie z zatozeniami programu odbudowy
bioréznorodnos$ci, pozwolity na docenienie tego warzywa i jego rejestracje w 2011 roku
na Liscie Produktow Tradycyjnych Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Zupa z z6ttej
brukwi oraz zupa kaszubska figurowaty juz na tej licie odpowiednio od 2006 i 2007
roku, za§ w 2015 roku dopisano do niej zupe karpielanke (8).

Korzen brukwi jest warzywem niskokalorycznym (36 kcal/100 g produktu
jadalnego), przy stosunkowo wysokiej zawartosci weglowodanow (8,1 g/100 g produktu
jadalnego) i umiarkowanej zawartosci biatka (1,2 g/100 g produktu jadalnego)
w poroéwnaniu z innymi warzywami kapustnymi. Warzywo to zawiera foliany
(0,3 ng/100 g produktu jadalnego), witaming C (25 mg/100 g produktu jadalnego), jak
réwniez witaming K1 (21 pg/100 g produktu jadalnego). Dodatkowo, na tle innych
warzyw kapustnych, jest dobrym zrédtem potasu (337 mg/100 g produktu jadalnego) oraz
magnezu (23 mg/100 g produktu jadalnego) (9).

Kietki brukwi nie sa znane w przemysle spozywczym i do tej pory nie stanowity
elementu diety, nie prowadzono takze zadnych badan nad sposobami ich uprawy,
sktadem chemicznym czy tez aktywnoscia biologiczna.

Drugim warzywem, bedacym przedmiotem mojego projektu habilitacyjnego, byt
brokut (Brassica oleracea var. italica), odmiana kapusty warzywnej, pochodzacy



prawdopodobnie z Cypru. W zywieniu cztowieka wykorzystywane sa kwiatostany (roze,
zwane popularnie rézyczkami) oraz kietki brokutow.

Rozyczki brokutow sa zrodiem duzej liczby zwigzkow odzywczych. Poza tym, na
szczegoOlng uwage zastuguje niska zawartos¢ thuszczow 1 weglowodandw przyswajalnych
oraz stosunkowo duza ilo$¢ btonnika (2,8 g/100 g cze¢sci jadalnych), co czyni brokuty
produktem niskokalorycznym (27 kcal/100 g czesci jadalnych). Dodatkowo zawieraja
385 mg potasu oraz 23 mg magnezu w 100 g cze¢sci jadalnych, a takze mogg stanowid
zroédto witaminy C, beta karotenu, witaminy E, ktorych zawartos¢ w 100 g czesci
jadalnych jest rowna, odpowiednio, 83 mg, 920 ug, 1,3 mg (10).

Sktad substancji odzywczych w kietkach brokutow jest znany, gdyz produkt ten
jest obecny w zywieniu cztowieka od wielu lat. W 100 g kielkéw znajduje si¢ 0,3 g
thuszczu, 3,38 g biatka i 2,20 g weglowodanow przyswajalnych oraz 3,8 g blonnika.
Kietki te sg dobrym zrodiem sktadnikow mineralnych, szczegolnie potasu (389 mg/100
g produktu), wapnia (42 mg/100 g produktu) oraz magnezu (23 mg/100 g produktu),
a takze witamin takich jak witamina C (85 mg/100 g produktu), foliany (61 nug/100 g
produktu), czy witamina K1 (177 pg/100 g produktu) (11).

Dodatkowo za efekt biologiczny tych warzyw odpowiadajg m.in. flawonoidy,
kwasy fenolowe, kwasy tluszczowe, witaminy i karotenoidy. Dla warzyw kapustnych
charakterystyczne s3 pochodne kemferolu, mirycetyny, izoramnetyny, apigeniny oraz
luteoliny. Wystepuja w nich takze antocyjany, pochodne cyjanidyny, ktére odpowiadaja
za purpurowe zabarwienie czerwonej kapusty, czy tez kalarepy oraz rzodkiewki.
Z kwasow fenolowych obecne sa pochodne kwasu hydroksycynamonowego, kwas
p-kumarowy, synapinowy i ferulowy (12-14).

Brokutly sg dobrze zbadane pod katem jakosciowej 1 ilosciowe] oceny zwigzkoéw
fenolowych. Stwierdzono w nich obecno$¢ kwasu galusowego, kawowego,
p-hydroksybenzoesowego, chlorogenowego, wanilinowego, syryngowego, ferulowego,
synapinowego, benzoesowego, trans-cynamonowego, kemferolu, kwercetyny,
naryngeniny, (+)-katechiny (15), zas w przypadku badan nad brukwig wyniki ograniczaty
si¢ jedynie do okreslenia catkowitej zawartosci zwigzkoéw polifenolowych (16).

Glukozynolany to podstawowe substancje aktywne biologicznie w rodzinie
Brassicaceae. Sktadajg si¢ one z czeSci cukrowej oraz tancucha bocznego, ktory jest
specyficzny dla konkretnego glukozynolanu. Zwiazki te powstaja podczas metabolizmu
aminokwasow tj. metioniny, alaniny, waliny, leucyny i izoleucyny (glukozynolany
alifatyczne), tryptofanu (glukozynolany indolowe), a takze fenyloalaniny i tyrozyny
(glukozynolany arylowe). W najwickszym stopniu za dziatanie biologiczne warzyw
kapustnych odpowiadajg produkty rozpadu zwigzkéw takich jak glukorafanina,
glukoerucyna, synigrina, progoitryna, glukonapina, glukoiberyna, oraz glukonasturcyna.
Glikozydy siarkowe to zwigzki o stosunkowo niewielkiej aktywnos$ci biologicznej,
dopiero odpowiednio przeksztalcone, w procesie hydrolizy enzymatycznej lub
nieenzymatycznej, nabywajg swa aktywno$¢ biologiczng. Dzigeki obecnosci enzymu
mirozynazy (uwalnianej podczas uszkodzenia tkanki roslinnej ze specjalnych komorek)



glikozydy zostaja zhydrolizowane do glukozy oraz czg$ci aglikonowej, jonu
tiohydroksymo-O-sulfonowego, ktory jest strukturg niestabilng i ulega (w zalezno$ci od
pH) przeksztalceniu do izotiocyjanianéw, nitryli lub tiocyjanianow (Ryc. 1). W
warunkach pH zasadowego (powyzej 8) wytwarzane sg gldwnie tiocyjaniany, za§ w
warunkach niskiego pH (2-5) nitryle. Izotiocyjaniany, ktore powstajg przy pH = 5-8 sg
niestabilne i podlegajg dalszym przemianom z wytworzeniem np. indolo-3-karbinolu.
Mirozynaza aktywowana jest mi¢dzy innymi podczas obrobki warzyw kapustnych
(cigcie, miazdzenie, gryzienie, zucie), a jej aktywnos¢ moze by¢ ograniczana np. przez
blanszowanie, gotowanie na parze, smazenie, czy pieczenie (17-18). Zahamowanie
aktywno$ci mirozynazy, do ktorego dochodzi m.in. podczas procedur kulinarnych, nie
eliminuje mozliwosci hydrolizy glikozydow siarkowych, gdyz proces ten moze by¢
wynikiem dziatania enzymoéw obecnych w przewodzie pokarmowym m.in.
tioglikozydazy wytwarzanej przez flore bakteryjna jelita grubego.
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Rycina 1. Schemat przemiany glukozynolanéw (opracowano na podstawie (17) (19) zmodyfikowano przez M.

Migsik).

Przemyst spozywczy nie poprzestat jedynie na produkcji §wiezych produktow z rodziny
Brassicaceae, na rynku obecne s3 rowniez platki, chipsy czy maka. Mozna znalez¢ takze
suplementy diety, zawierajace blonnik z warzyw kapustnych, jak réwniez liofilizaty oraz

wyizolowane frakcje zwigzkow aktywnych, glownie zwigzkow siarki.

Wsrdod najwazniejszych i zarazem dominujgcych zwigzkoéw siarkowych w nasionach
brukwi stwierdzono progoitryng, glukonaping, 4-hydroksyglukobrassycyne oraz progoitryne,
glukobrassycyne i neoglukobrassycyne w jej liciach (20). Korzen brukwi nie zostat doktadnie
zbadany pod katem analizy jakoSciowej zwiazkow siarki, za$ dla kietkéw tego warzywa analiza

taka zostala wykonana po raz pierwszy przeze mnie.
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W przypadku  brokutow dominuje glukorafanina, glukobrassycyna,
neoglukobrassycyna, glukoiberyna, a z produktow ich rozpadu najwazniejsze sa sulforafan,
diindolilometan (DIM) oraz indolo 3-karbinol (I3C) (21).

Konsekwencjg obecnosci zarowno zwigzkéw polifenolowych, jak i siarkowych, jest
aktywno$é antyoksydacyjna i cytotoksyczna warzyw kapustnych. Swieca i wsp. (15)
potwierdzili bardzo wysoka zdolno$¢ antyoksydacyjng kietkow brokutow, ktora takze byta
obserwowana przez nas w  odniesieniu do  rézyczek  brokutow  (22).
W przypadku brukwi badania aktywnosci antyoksydacyjnej zostaly przeprowadzone tylko dla
korzenia spichrzowego, ktory wykazuje wyzsza aktywnos$¢ od niektorych warzyw kapustnych
(rzepa, kalafior, kapusta, rzodkiew), jednak jarmuz, kapusta czerwona oraz brukselka wykazuja
znaczaco wyzszg zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw (23).

Warzywa kapustne wykazuja wysoki potencjal chemoprewencyjny, a za dzialanie
przeciwnowotworowe odpowiedzialne sg gléwnie izotiocyjaniany (24). Efekt taki moze by¢
wynikiem ztozonych mechanizmow, na ktore sklada si¢ m.in. inhibicja enzymoéw
| fazy, indukcja enzymow fazy 11 (m.in. reduktazy chinonowej, glutationo-S-transferazy), gdzie
najsilniejszymi induktorami sg sulforafan, iberyna i erucyna, a takze indukcja apoptozy
komorek nowotworowych oraz modulacja metabolizmu estrogenéw (21,25,26).

Od lat 40-tych ubiegtego stulecia warzywom kapustnym (kapusta, rzepa, rzepak)
przypisuje si¢ negatywne dziatanie na gruczot tarczowy (27). Znalazto to swoje
odzwierciedlenie rowniez we wspotczesnych rekomendacjach zywieniowych, ktore wskazujg
na wysokie spozycie warzyw kapustnych jako czynnik zwigkszajacy ryzyko rozwoju
niedoczynnosci tarczycy. Z racji, ze przeprowadzone w przesztosci badania dotyczyty
wylacznie zwierzat hodowlanych ($winie, drob, bydlo, owce) oraz laboratoryjnych (szczury,
myszy) i zwigzane byly z zastosowaniem nasion roslin krzyzowych, gtéwnie rzepaku, zalecenia
takie powinny zosta¢ poddane weryfikacji. Badan, w ktorych u zwierzat stosowano inne czg¢sci
roslin, niz nasiona czy Kiszonki, jest bardzo mato i dotyczyty one jedynie rzodkwi (28).
Dodatkowo, za negatywne dzialanie nasion roslin krzyzowych odpowiada, oprocz zwiazkow
siarki, rowniez kwas erukowy, ktory wykazuje m.in. dziatanie kardiotoksyczne i
hepatotoksyczne (29). Nalezy zauwazy¢, ze wsrod nasion roslin kapustnych do spozycia przez
ludzi przeznaczone sg glownie nasiona gorczycy, zas wspotczesnie uprawiane nasiona rzepaku,
wykorzystywane do produkcji pasz dla zwierzat, s3 odmianami o niskiej zawartosci
potencjalnych zwigzkow toksycznych, czy antyodzywczych (jak kwas erukowy, czy
glukozynolany, a szczegdlnie progoitryna).

Dziatanie goitrogenne zwigzkoéw siarkowych w duzej mierze zalezy od zawartosci jodu
w diecie i jest tym silniejsze, im bardziej dieta pozbawiona jest tego pierwiastka. Wg Dzugan
(30) stosunek SCN/I" > 500 moze zwigkszaé ryzyko przerostu gruczotu tarczowego. Aby
uzyska¢ takg proporcje¢ tiocyjanianow do jodkow nalezy spozy¢é ponad 0,5 kg warzyw
kapustnych dziennie o zawarto$ci powyzej 50 mg tiocyjanianéw, przy rownoczesnej podazy
jodu mieszczacej si¢ w granicach obowigzujacych norm (okoto 100 pg/dobe). Jako ze w
codziennej, przecigtnej diecie trudno jest przekroczy¢ wspomniang powyzej ilo$¢ warzyw
kapustnych, oraz biorgc pod uwage powszechne stosowanie soli jodowanej, rzeczywiste ryzyko
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dziatania negatywnego jest niewiclkie. Czynnikiem zwigkszajgcym mozliwos¢ goitrogennego
dziatania tej grupy warzyw moze by¢ dieta wegetarianska, weganska oraz kapusciana. Podczas
stosowania tego rodzaju diet eliminacyjnych zawarto$¢ tych warzyw w codziennym jadlospisie
Znaczaco wzrasta.

Przestanka do podjecia przeze mnie badan dotyczacych wptywu warzyw kapustnych na
funkcje tarczycy, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich kietkow, byly nieliczne prace (powstale
glownie w latach 70-, 80- i 90-dziesiatych zesztego stulecia), ktore pokazaty, ze nasiona roslin
kapustnych, w przeciwienstwie do ich pozostatych jadalnych czgsci, maja dziatanie
tyreotoksyczne. Wykazano to w badaniach Lo i wsp., (31) gdzie odnotowano ponad
czterokrotny spadek stezania T4 pod wptywem paszy zawierajacej 42% nasion rzepaku. Takze
Vermorel i wsp. (32), karmigc Szczury pasza zawierajacg rzepak o réznej catkowitej zawartosci
glukozynolanow, stwierdzili obnizenie 0 50% st¢zenia T4 i T3 przy zastosowaniu diet o niskiej
zawarto$ci glukozynolanow, za$ dla diet bardzo bogatych w te zwigzki poziom T4 obnizyl si¢
0 80%, a T3 0 70%. Podwyzszenie poziomu TSH oraz obnizenie T3 i T4, typowe dla
niedoczynnosci tarczycy, wykazano takze pod wptywem spozywania innych roslin kapustnych,
przy czym, co chciatbym podkresli¢, byt to efekt gldéwnie podazy nasion, a nie czgsci zielonych,
kwiatostanow czy tez korzeni. Nalezy tu wspomnie¢ badania Haery i wsp. (33), z
wykorzystaniem paszy zawierajacej nasiona kapusty biatej, czy tez Barry i wsp. (34), gdzie
owcom podawano kiszonki z jarmuzem, a nastgpnie 0ceniano poziom hormonéw i zmiany w
strukturze tarczycy. Pattanaika i wsp. (35) udowodnili, ze suplementacja jodem u koz
karmionych ciastkami z gorczyca sarepska korzystnie wplywa na normalizacje poziomu
hormonow tarczycy. Jest to dowod na to, ze rosliny bogate w glukozynolany nie hamuja
calkowicie syntezy hormondéw tarczycy, lecz oslabiaja ja, przez wspotzawodnictwo
z wychwytem jodku przez tarczycg. Wynika stad, ze zwigkszenie ilosci jodu w diecie moze
skutecznie zapobiega¢ rozwojowi niedoczynno$ci gruczotu tarczowego.

2.2.Zwierzgce modele uszkodzenia tarczycy

W moich badaniach wykorzystatem dwa modele uszkodzenia tarczycy (deficyt jodu lub
podanie sulfadimetoksyny) oraz zastosowalem dodatek do diety w postaci kietkow brukwi i
brokulow, zawierajacych zwigzki o potencjalnym dziataniu uszkadzajacym tarczyce.
Wszystkie eksperymenty trwaty 8 tygodni, a poniewaz, standardowo w wigkszosci badan
stosowano modele 5 tygodniowe (36), mozna uzna¢ ten model za dlugoterminowy.

Model z deficytem jodu

Synteza hormonow tarczycy zaczyna sie od nicorganicznego jodku, ktory, do tego celu,
musi przejs¢ przez kilka etapow roznych przemian. Dlatego jednym z najbardziej popularnych
modeli uszkodzenia tarczycy jest drastyczne ograniczenie zawarto$ci tego pierwiastka w diecie
zwierzat laboratoryjnych. W tym celu w badaniach zastosowano specjalng pasze catkowicie
pozbawiong jodu (36, 37).

Model z sulfadimetoksyng

Podczas syntezy hormondéw tarczycy jodek zostaje utleniony do I". W reakcji tej
uczestniczy peroksydaza tarczycowa. Inhibitorami tego enzymu sa m.in. produkty rozpadu
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glukozynolanow czy sulfonamidy. Sulfadimetoksyna, substancja z grupy sulfonamidow,
hamuje synteze¢ hormonoéw tarczycy poprzez blokowanie peroksydazy tarczycowej, ktora
przeksztatca jodki w utleniony jod, oraz monojodotyrozyne (MIT) i dijodotyrozyn¢ (DIT) do
T3 1 T4. Szczury w tym modelu otrzymywaty pasze bez jodu, za$ sulfadimetoksyna dodawana
byta do wody do picia (0,025%).

Produkty rozpadu glukozynolanow

Goitryna, ktéra powstaje z progoitryny pod wptywem m.in. aktywnosci mirozynazy,
wplywa negatywnie na syntez¢ hormondw tarczycy w ztozonym mechanizmie. Jednym z jego
elementow jest hamowanie organifikacji jodu. Wigzanie jodkow do tyrozyny wymaga
utlenienia nieorganicznych jodkow do reaktywnego jodu (I*) przez peroksydaze tarczycowa,
obecng w btonie komoérki pecherzykowej i w przylegtym koloidzie. Enzym ten ulega
zahamowaniu m.in. przez goitryne (38). lzotiocyjaniany konkurujg réowniez z jodem o
wychwyt przez tarczyce, w zwigzku z tym ich dzialanie negatywne zalezy od ilo$ci jodu w
diecie (39). Wymienione substancje dziatajg na zasadzie wspotzawodnictwa z jodem o wigzanie
do symportera sodowo-jodowego (NIS), co skutkuje hamowaniem wychwytu jodu przez
tarczycg. Izotiocyjaniany sg silnymi inhibitorami transportu jodkoéw oraz substratem
kompetycyjnym dla peroksydazy tarczycowej, ale nie kumuluja si¢ w tarczycy. Blokada
mechanizmu wychwytu jodu ma, podobny do niedoboru jodu, rozregulowujacy wptyw na o$
tarczyca — przysadka. W efekcie poziom T4 i T3 we krwi obniza si¢, wptywajac na
kompensacyjny wzrost uwalniania TSH przez przysadke. Hipertrofia i hiperplazja komorek
pecherzykowych, na skutek diugotrwatego narazenia na te sktadniki w diecie, skutkuje
zwigkszong masg tarczycy i rozwojem wola (40).

Biorac pod uwage wzrastajace zainteresowanie 1 spozycie kietkow warzyw kapustnych
oraz fakt, ze w pismiennictwie $wiatowym nie ma badan dotyczacych ich oddzialywania na
tarczyce, postanowilem ustali¢, jaki jest wptyw kietkow warzyw kapustnych na funkcje
tarczycy oraz wybrane parametry morfologiczne, biochemiczne
i immunologiczne. Aby oceni¢ ewentualny efekt tyreotoksyczny wybratem ro$ling jadalna,
ktorej nasiona cechuja si¢ najwyzsza zawartosci progoitryny - brukiew, natomiast dodatkowo
wytypowatem kietki brokutow, jako najbardziej znane i spozywane kietki z rodziny
Brassicaceae.

3. Szczegolowe omowienie osiagnietych wynikow.

Na niniejsza rozprawe habilitacyjng sktada si¢ monotematyczny cykl publikacji, w ktorym
zgodnie ze sformutowanym w p. 2 celem, mozna wyrdzni¢ trzy obszary badan:

1. Jako$ciowa i ilo$ciowa analiza sktadu chemicznego: publikacje H1, H2, H3
2. Badania biologiczne: publikacje H3, H4
3. Badania na zwierzgtach: publikacje HS, H6
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H-1. Influence of Different Light Conditions and Time of Sprouting on Harmful
and Beneficial Aspects of Rutabaga Sprouts in Comparison to Their Roots and Seeds
Journal of the Science of Food and Agriculture 2018 doi: 10.1002/jsfa.9188

Publikacja ta zawiera wyniki analizy sktadu chemicznego kietkéw, korzeni i nasion
brukwi. Opisano w niej rowniez doktadny sposob hodowli kietkow brukwi.

Kietki uprawiano w trzech réznych wariantach czasowych, przez 8, 10 i 12 dni, W
warunkach naturalnego dostgpu $wiatta oraz w catkowitej ciemnosci. Wérod ocenianych grup
substancji bioaktywnych byly glukozynolany, kwasy tluszczowe, flawonoidy i kwasy
fenolowe.

Wykorzystujac metode UPLC-MS/MS (we wspolpracy z dr Zmudzkim z Katedry
Chemii Farmaceutycznej UJ CM) okreslono zawartos¢ czterech glukozynolanow (progoitryny,
sinigryny, glukoiberyny, glukoerucyny). Metoda zostata zwalidowana a doktadne parametry
walidacji sag zamieszczone w aneksie do publikacji H-1. W toku przygotowan do eksperymentu,
poprzedzonym gruntowng analizg pi$miennictwa dotyczacg roznych ro$lin jadalnych z rodziny
kapustowatych, stwierdzono, ze brukiew zawiera najwickszg ilos¢ progoitryny (41). Dlatego
szczegblng uwage zwrdcono na zmiany zawartosci tego zwigzku w kietkach, poniewaz to on w
najwigkszym stopniu powoduje wystapienie uszkodzen gruczotu tarczowego. W badanych
nasionach brukwi stwierdzono bardzo wysoka zawarto$¢ progoitryny (804,07+60,89 mg/100 g
sm), co w znaczacy sposob rzutowato rowniez na jej stezenie w kietkach, w ktorych zwigzek
ten wystepowatl w szerokich granicach st¢zen od 73,67+9,59 do 3730,3+286,6 mg/100 g sm.
Najwyzszg zawartos¢ progoitryny stwierdzono w kietkach 8-dniowych (3730,3+286,6 mg/100
g sm), jednak wraz
z czasem uprawy ilos¢ progoitryny malata istotnie statystycznie, odpowiednio do 317,6+15,96
mg/100 g sm dla 10-dniowych, i 90,12+13,23 mg/100 g sm dla 12- dniowych kietkéw brukwi.
Dodatkowo zauwazono, ze hodowla w catkowitej ciemnosci (8 - i 10-dniowa) powodowata
istotne ograniczenie syntezy progoitryny.

Jak wspomniano wczesniej, dla przemian glukozynolandw niezbgdna jest aktywnos$¢
enzymu mirozynazy, ktoéry powoduje hydroliz¢ glukozydoéw do izotiocyjanianow. Poniewaz na
aktywno$¢ tego enzymu moze mie¢ wplyw obecnos¢ $wiatta podczas hodowli (42),
w Kkolejnym etapie eksperymentu postanowiono przeprowadzi¢ hydrolize glikozydow
siarkowych w kietkach brukwi i zbadac¢ efektywnosc¢ tego procesu. Stwierdzono, ze brak $wiatta
istotnie zwickszal aktywnos¢ enzymu tylko w kietkach 8-dniowych, za§ w przypadku 10- i 12-
dniowych upraw zmiana aktywnosci enzymu nie byta znamienna. Vale i wsp. (43) sugeruja, ze
kietki powinny by¢ badane zwtaszcza pod tym katem, dlatego, ze aktywnos$¢ mirozynazy jest
czynnikiem determinujagcym zaréwno korzystng aktywnos$¢ biologiczng tych zwigzkéw (np.
dziatanie chemoprewencyjne), jak 1 potencjalnie ograniczajacym ilo$¢ zwigzkow
antyodzywczych (goitryna), co wydaje si¢ by¢ istotne zarowno dla konsumentéw jak i
producentow kietkow, ktorzy traktuja kietki jako zywnos¢ funkcjonalna.

Ciekawg obserwacjg byto stwierdzenie bardzo niskiego stezenia progoitryny (0,28+0,06
mg/100 g sm) w korzeniu brukwi, ktéry dodatkowo zawierat jeszcze glukoerucyne
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(82,20+£16,53 mg/100 g sm). Zwigzek ten byt obecny réwniez w nasionach, wykazujgcych
najwiekszg roznorodnos¢ glukozynolanow sposrod badanych produktow.

Analize kwasow tluszczowych wykonano z uzyciem chromatografii gazowej (we
wspotpracy z dr hab. Joanng Gdulg Argasinska z Zaktadu Radioligandow UJ CM). Sposrod
substancji o dziataniu antyodzywczym, kwas erukowy wymaga szczegolnej oceny pod katem
bezpieczenstwa wprowadzanych na rynek spozywczy nowych produktow. Kwas ten moze
powodowa¢ stluszczenie narzadow migzszowych oraz uszkodzenie migsnia sercowego,
glownie przez zablokowania utleniania kwasow tluszczowych w mitochondriach (29). W
przypadku nasion brukwi 42,44+1,71% kwasow ttuszczowych stanowit kwas erukowy, zas w
kietkach nastgpito drastyczne ograniczenie jego ilosci do 1,79+0,12 —7,004+2,46%, przy
ponownym wzro$cie do wartosci 30,54+0,17% w korzeniu. W zaleznosci od dnia kietkowania,
w$rod nienasyconych kwasow tluszczowych (kwas linolowy, kwas linolenowy, kwas erukowy)
zaobserwowano istotny spadek ich stezen wraz z wydluzaniem okresu uprawy, za§ w
przypadku kwasu oleinowego zauwazono istotny wzrost zawartoéci. Swiatto miato istotny
wplyw na synteze kwasu oleinowego, linolowego i behenowego, szczegélnie w kietkach 8-
dniowych.

Analiza zwigzkoéw z grupy polifenoli tj. kwasow fenolowych i flawonoidow, zostata
wykonana metodg HPLC (we wspotpracy z dr Galanty z Katedry Farmakognozji UJ CM) .
Walidacja metody zostata opisana w jednej z wcze$niejszych prac (44). Wykazano, ze nasiona
brukwi sa potencjalnym zrodtem kwasow fenolowych, z dominujagcym kwasem kawowym
(374,614£88,75 mg/100 g sm), synapinowym (150,23+1,68 mg/100g sm), i chlorogenowym
(44,29+£2,59 mg/100g sm), zas w kietkach stwierdzono gltéwnie kwas gentyzynowy
(217,24+14,24-1016,86+157,75 mg/100 g sm), ktorego stezenie istotnie zmniejszyto si¢ pod
wplywem braku $wiatla, oraz kwas chlorogenowy w przypadku kietkow 8-dniowych. Sposrod
zwigzkow flawonoidowych w nasionach dominowata robinina 1 izokwercytryna,
zaobserwowano takze $ladowe ilosci moryny, mirycetyny, apigeniny, kemferolu i kwercetyny.

Dzigki otrzymanym wynikom, mozna byto sformutowaé nastepujace wnioski:

e czas trwania hodowli oraz dostgp Swiatta istotnie wptywaly na st¢zenie zwigzkow
aktywnych w kietkach brukwi,

e czas trwania kielkowania oraz uprawa kietkéw w ciemnosci powodowaty istotne
obnizenie stezenia progoitryny w badanym materiale,

e kietki brukwi charakteryzowaly si¢ istotnie nizsza zawarto$cia kwasu erukowego
w poréwnaniu do nasion i korzeni,

e sposob uprawy i czas hodowli kietkow moze istotnie zredukowaé ilos¢ substancji
antyodzywczych.

Aspekt nowoSci:

Przeprowadzenie optymalizacji uprawy kietkow brukwi; opisany po raz pierwszy sktad
jakosciowy i iloSciowy - najwazniejszych w ujeciu bromatologicznym - zwigzkow aktywnych
biologicznie oraz zwigzkow o dziataniu antyodzywczym.
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H-2. Pasko, P., Sulkowska—Ziaja, K., Muszynska, B., & Zagrodzki, P. (2014). Serotonin,
melatonin, and certain indole derivatives profiles in rutabaga and kohlrabi seeds, sprouts,
bulbs, and roots. LWT-Food Science and Technology, 59(2), 740-745.

W nastepnym etapie pracy, podjatem we wspotpracy z dr Sutkowska — Ziaja z Katedry Botaniki
Farmaceutycznej UJ CM) badania, majace na celu ustalenie zawarto$ci zwigzkow indolowych
(melatoniny i serotoniny) oraz ich pochodnych w kietkach brukwi, a takze w jej nasionach i
korzeniach spichrzowych, z wykorzystaniem metody HPLC. Dodatkowo w eksperymencie
przebadano kietki, nasiona i bulwy kalarepy.

Analiza korzenia brukwi wykazata obecnos¢ L-tryptofanu, tryptaminy, melatoniny,
serotoniny oraz metylotryptaminy w ilosciach odpowiednio 3,04+0,95; 1,80+0,20; 0,56+0,09;
0,16+0,06 i 0,98+0,04 pg/100 g $wiezej masy ($m). Nasiona brukwi zawieraty gléwnie
serotoning (0,36 0,05 nug/100 g $m) i L-tryptofan (21,97 +1,07ug/100 g $m). W kietkach
brukwi stwierdzono obecnos¢ tryptaminy (1,42-2,25 ng/100 g $m), melatoniny (0,44-0,59
ug/100 g $m) oraz serotoniny (0,10-0,38 ug/100 g $m), przy czym, co ciekawe, melatonina
i tryptamina pojawity si¢ w dopiero w momencie kietkowania nasion.

W pracy H-2 dodatkowo dokonano poréwnania zawarto$ci melatoniny i serotoniny z innymi
produktami spozywczymi, ze szczegdlnym uwzglednieniem kietkow. Otrzymane wyniki
przeliczano na 100 g $wiezej masy, odpowiadajacej Sredniej porcji kietkow. Analiza taka
ujawnita, ze badane kietki brukwi, jak réwniez kalarepy, charakteryzowaty si¢ znacznie wyzsza
zawartos$cig melatoniny w porownaniu z kietkami rzepaku, czerwonej kapusty, a takze z
kietkami z innych rodzin botanicznych jak alfa — alfa, cykoria, czy tez stonecznik. Korzen
brukwi zawieral $ladowe ilosci serotoniny, w poréwnaniu do innych warzyw, takich jak
cykoria, szpinak, salata, pomidory czy papryka. Zawartos¢ L-tryptofanu w korzeniach brukwi
byta zblizona do ilo$ci w pomidorach, za$ istotnie nizsza niz w przypadku groszku, ciecierzycy,
Czy soczewicy.

Z powodu wysokiej aktywnosci antyoksydacyjnej zwigzkow indolowych i korzystnych
efektow wywieranych przez te zwiazki, a szczegolnie przez melatoning, produkty bogate w nie
moga w przyszlosci stanowi¢ element diety w prewencji choréb nowotworowych, cukrzycy,
czy tez schorzen neurodegeneracyjnych.

Dzigki otrzymanym wynikom mozna sformutowac nastepujace wnioski:

e kietki brukwi, jak réwniez jej korzenie stanowi¢ moga wazne zrodlo zwigzkow
indolowych w codziennej diecie,

e badania zwigzkow indolowych w diecie stanowig wazny element nowej dziedziny nauk
zywieniowych jaka jest chronozywienie, zwtaszcza w kontekscie zalecen co do pory
spozywania produktow bogatych w melatoning i inne zwiazki z tej grupy.
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Aspekt nowosci:

Analiza jako$ciowa i iloSciowa zwigzkow indolowych w nasionach, korzeniu oraz
kietkach - w zaleznosci od czasu trwania i warunkow hodowli.

Drugim istotnym zamierzeniem badawczym, byto okreslenie aktywnosci biologicznej kietkow,
bedacych przedmiotem projektu habilitacyjnego. W tym celu okreslitem potencjat
antyoksydacyjny badanych kietkéw, jak rowniez ich aktywno$¢ cytotoksyczng. Wigkszosé
klasycznych badan nad cytotoksycznoscia ekstraktow roslinnych czesto nie uwzglgdnia aspektu
selektywnosci ich dziatania. Dlatego w moich badaniach poréwnatem ich wptyw na komorki
prawidtowe oraz nowotworowe. Dodatkowo, staralem si¢ znalez¢ odpowiedz na pytanie
0 mechanizm $mierci komorek.

H-3. Pasko, P., Bukowska-Strakova, K., Gdula-Argasinska, J., & Tyszka-Czochara, M.
(2013). Rutabaga (Brassica napus L. var. napobrassica) seeds, roots, and sprouts: a novel
kind of food with antioxidant properties and proapoptotic potential in Hep G2 hepatoma cell
line. Journal of Medicinal Food, 16(8), 749-759.

Uzupetnieniem oceny sktadu jakosciowego 1 ilosciowego kietkéw brukwi, nowego przyktadu
zywnosci funkcjonalnej, bylo przeprowadzenie badan aktywnos$ci biologicznej tego produktu
spozywczego. Analiz¢ takg wykonano rowniez dla nasion i korzenia spichrzowego brukwi.
W tym celu wyhodowano materiat w takich samych warunkach jak opisane w pracy H-1
i H-2.

Analiz¢ aktywnosci antyoksydacyjnej przeprowadzono metoda FRAP i DPPH, oceniono
rowniez catkowita zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych i1 flawonoidow. Wykazano, ze
aktywno$¢ antyoksydacyjna kietkdw ro$nie wraz z czasem kietkowania, przy rownoczesnym
wzroscie stezenia zwigzkow polifenolowych. Dodatkowo, kietki brukwi charakteryzowata
istotnie wyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjna i catkowita zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych
niz stwierdzona w nasionach, czy tez korzeniach. Poréwnujac aktywnos$¢ antyoksydacyjna
(metoda FRAP) korzeni z innymi warzywami nalezy stwierdzi¢, ze byla ona wyzsza niz
aktywno$¢ rzepy, kalafiora, kapusty, ogoérkow, czy ziemniakow. Wartosci zdolnoSci
przeciwutleniajacej zblizone do brukwi posiadaty: rzodkiew, brokuty i por, za§ znaczaco
wyzszg aktywnos$¢ miaty brukselki, jarmuz, czerwona kapusta, szpinak, czy tez buraki.

Otrzymane wyniki wskazaty, ze kietki hodowane przez 12 dni w warunkach naturalnych miaty
najlepsze parametry antyoksydacyjne, dlatego wtasnie te produkty powinno si¢ wybraé¢ jako
dodatek do paszy zwierzat w dalszych planowanych badaniach in vivo, gdyby ich celem bylo
ustalenie tylko efektow prozdrowotnych kietkow. Celem potwierdzenia takiego wniosku
przeprowadzono dodatkowo okreslenie aktywnosci cytotoksycznej oraz selektywnosci
dziatania badanych kietkow.
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Ekstrakty wspomnianych powyzej produktow z brukwi wykorzystano do okre$lenia
aktywnos$ci cytotoksycznej wobec komoérek nowotworu watroby (Hep G2) oraz komorek
prawidtowych jajnika (CHO-K1), z wykorzystaniem testu zywotnosci MTT. Dodatkowo
zbadano réwniez proliferacje komorek, za pomoca mikroskopowego obrazowania gestosci
kolonii, a takze mechanizm $mierci komorki i integralno$¢ btony komorkowej z uzyciem
cytometru przeptywowego, metody Western blot oraz metody pomiaru luminescencji
ToxiLightBioassay.

W badaniach cytotoksyczno$ci wykazano, ze wyciagi ze wszystkich badanych kietkow
hamowaty zywotno$¢ komorek nowotworowych, w sposob zalezny od dawki, przy wyraznie
mniejszym wpltywie na komorki prawidtowe. Sposrod badanych kietkow, 8-dniowe kietki,
hodowane w warunkach naturalnego dostgpu $wiatta, dzialaly najbardziej efektywnie,
zmniejszajac w stezeniu 10 pg/ul zywotnos¢ komoérek nowotworowych HepG2 o ponad 40%,
przy minimalnym toksycznym wplywie na komorki prawidtowe. Dla pozostatych rodzajow
kietkow oraz dla nasion i korzeni brukwi wyniki nie byly tak zadowalajace, ekstrakty z nasion
hamowaty Zywotno$¢ komorek nowotworowych o okoto 20%, za$ z korzeni ponizej 20%.

Wyciagi z kietkdéw, korzeni i nasion brukwi wptywaty nie tylko na przezywalnos¢, ale réwniez
na proliferacj¢ badanych komoérek nowotworowych HepG2. Wykazano, Ze najwigkszy efekt na
zmiang¢ morfologii komorek oraz ich zdolnosci do wzrostu i tworzenia kolonii wykazaty
wyciggi z kietkdw, natomiast wyciggi z nasion i korzeni brukwi miaty wptyw znacznie
mniejszy. Wyniki z tej czgéci eksperymentu rowniez wskazaty, ze kietki 8-dniowe, hodowane
w warunkach naturalnych, najsilniej hamowaty proliferacje komorek nowotworowych.

W celu wstepnego okreslenia mechanizmu dziatania badanych ekstraktow, w pierwszym etapie
okreslano ich wptyw na stopien dezintegracji blon komorek HepG2 i CHO-K1. Wykazano, ze
w stezeniach 5 i 50 pg/ul nie stwierdzono istotnych zmian w integralnosci btony komorkowe;j
dla komorek prawidlowych, zas w przypadku komoérek nowotworowych nastgpita znaczaca
dezintegracja bton komorkowych, szczegdlnie w przypadku 8- i 12-dniowych kietkow brukwi.

Nastepnym krokiem w ocenie mechanizmu dziatania badanych wyciggdéw bylo okreslenie, czy
badane wyciagi, w stezeniu 50 pg/ul, wplywaja na stymulacje apoptozy w badanych
komorkach. Stwierdzono, ze wyciagi z nasion brukwi powodowaty apoptoze w 90% komorek
CHO-K1, a tylko okoto w 48% komorek Hep G2, za$ 25% komodrek nowotworowych bylo w
stanie nekrozy. Podobny efekt zaobserwowano dla korzeni, powodujacych apoptoze ponad
50% komorek nowotworowych, niestety przy roéwnoczesnym silnym  wplywie
proapoptotycznym na komorki prawidlowe (60% wczesnej 1 25% pdznej apoptozy). W
przypadku wyciagow z kietkow, najkorzystniejsze wyniki zaobserwowano ponownie w
przypadku 8-dniowych kietkow brukwi, uprawianych przy naturalnym dostepie $wiatla.
Powodowaly one stymulacje procesu apoptozy w ponad 60% komorek Hep G2, bez wigkszego
wplywu na komorki prawidlowe.

Dla potwierdzenia proapoptotycznego wptywu badanych wyciagéw na komorki nowotworowe
HepG2 zostata wykorzystana analiza Western blot, ktéra wykazata uwolnienie cytochromu C
do cytoplazmy z mitochondriow pod wplywem badanych substancji. Swiadczy to o
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wprowadzeniu komoérek HepG2 w stan $Smierci apoptotycznej na drodze wewnatrzpochodne;j
pod wptywem badanych wyciggow.

Na podstawie otrzymanych wynikdéw nalezy uznac, ze:

e Kietki brukwi posiadaja znaczaco wyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjng w poréwnaniu
do nasion i korzeni,

e Najkorzystniejsze parametry antyoksydacyjne majg 12-dniowe kietki brukwi hodowane
w warunkach naturalnych,

e Najlepsze whasciwosci cytotoksyczne, antyproliferacyjne i proapoptotyczne wykazuja
8-dniowe kietki brukwi, hodowane w warunkach naturalnego dostepu $wiatta; dziatanie
takie nie zostato potwierdzone dla kietkow 12-dniowych.

Aspekt nowoSci:

Wykazanie selektywnego dziatania cytotoksycznego 8-dniowych kietkow brukwi wobec
komorek nowotworowych HepG2 oraz okreslenie mechanizmu dziatania cytotoksycznego
(dezintegracja btony komoérkowej, apoptoza na drodze wewnatrzpochodnej) .

Glownie na podstawie wynikow pracy H-1, oraz w mniejszym stopniu H-2 i H-3, do dalszych
badan z udziatem zwierzat laboratoryjnych wytypowatem 8-dniowe kietki brukwi hodowane w
naturalnych warunkach dostgpu $wiatta. Cechowaly sie¢ one najwyzszym stezeniem
progoitryny, co w planowanym eksperymencie, majacym na celu oceng potencjalnego dziatania
tyreotoksycznego, byto bardzo istotne. W celu pozyskania wigkszej ilo$ci materiatu do badan
podjeto wspodlprace z firmg Uniflora sp. zo.0., ktéra nieodptatnie wyhodowata 80 kg kietkow
brukwi (w opisanych powyzej warunkach), nastepnie zliofilizowanych i wykorzystanych do
produkcji pasz dla szczurow.

H-4. Pasko, P., Tyszka-Czochara, M., Galanty, A., Gdula-drgasinska, J., Zmudzki, P.,
Barton, H., Zagrodzki P., &Gorinstein, S. (2018). Comparative Study of Predominant
Phytochemical Compounds and Proapoptotic Potential of Broccoli Sprouts and Florets.
Plant Foods for Human Nutrition, 1-6.doi.org/10.1007/s11130-018-0665-2

Na materiat porownawczy W prezentowanych badaniach wybrano kietki brokutow, produkt
dostepny na rynku spozywczym od wielu lat i jeden z najpopularniejszych przyktadow
zywnosci funkcjonalnej. W celu doktadnego okreslenia sktadu jakosciowego i iloSciowego
zwigzkow biologicznie aktywnych w kietkach brokutow wykorzystano metode UPLC-MS/MS,
chromatografi¢ gazowa oraz HPLC, a ocenie poddano zawarto$¢: sulforafanu, gléwnego
zwigzku z grupy izotiocyjanianow; kwasow tluszczowych oraz flawonoidow i kwaséw
fenolowych. Poniewaz kietki brokulow stanowily jedynie material odniesienia, nie
przeprowadzono pordwnania wptywu warunkow hodowli na profil i stezenie zwigzkow
aktywnych. Przeprowadzono natomiast porownanie kietkow 1 rézyczek brokutow, podobnie
jak w pracach H-1, H-2, H-3, gdzie badano zaréwno kielki, jak i korzen brukwi. Zbadano kietki
4-dniowe, takie jakie sg dostepne w sprzedazy — materiat zostal dostarczony przez firme
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Uniflora sp. z 0.0., natomiast r6zyczki wyhodowano samodzielnie w Kroscienku nad Dunajcem
w Pieninach.

Analiza jakos$ciowa zwigzkow polifenolowych w kietkach ujawnita obecno$¢ kwasu
chlorogenowego, p-kumarowego, ferulowego, gentyzynowego, synapinowego, jak réwniez
robininy oraz $ladowe ilosci mirycetyny, luteoliny kwercetyny i apigeniny. W rézyczkach
stwierdzono tylko kwas kawowy, izochlorogenowy oraz synapinowy i S$ladowe ilo$ci
mirycetyny. W kietkach dominujacy ilo§ciowo byt kwas synapinowy (140,53+3,17 mg/100 g
sm), gentyzynowy (80,804+4,79 mg/100 g sm) oraz ferulowy (73,854+4,50 mg/100 g sm), za§ w
rozyczkach — izochlorogenowy (59,85+2,56 mg/100 g sm).

W celu oceny zawarto$ci sulforafanu, najbardziej aktywnego biologicznie zwigzku,
powstajacego na skutek rozpadu glukorafaniny, probki poddano wcze$niejszej hydrolizie
i wykazano znaczacg roznice pomiedzy kietkami (113,33+12,58 mg/100 g sm), a rozyczkami
(46,46+7,50 mg/100 g sm) brokutow.

Nasycone kwasy ttuszczowe w kietkach brokutow stanowity tylko okoto 10% catkowitej puli
kwasow, z dominujagcym kwasem palmitynowym oraz stearynowym, za§ w rozyczkach byto
ich ponad 70% i przewazal kwas kapronowy, a nastgpnie, w znacznie mniejszych ilosciach,
obserwowany byt kwas stearynowy i palmitynowy.

W przypadku nienasyconych kwasow tluszczowych, w kietkach 45,5% ich puli stanowit kwas
oleinowy, 20,8% kwas linolowy oraz 17% kwas alfa-linolenowy. W r6zyczkach brokutow
rowniez najwigcej byto kwasu oleinowego (12,4%), ale w znaczaco mniejszej ilosci. Bardzo
istotng obserwacja byto stwierdzenie, ze zarowno kietki, jak i rozyczki brokutéw cechowaty si¢
bardzo niska zawartoscig (odpowiednio 0,5 i 2%) szkodliwego dla organizmu kwasu
erukowego, ktory w nasionach brokutéw obecny byt az w 38%.

Dodatkowym istotnym elementem, przebadanym w pracy H-4, byto dziatanie cytotoksyczne
oraz proapoptotyczne ekstraktow z kietkdw oraz rozyczek brokutéw na prawidtowe fibroblasty
skory (linia BJ) oraz komorki nowotwordéw watroby (linia HepG2) i jelita grubego (SW480).

Zarowno ekstrakty kietkow, jak i rdzyczek, testowane w zakresie st¢zen 0,25 — 2,5 mg/ml,
wykazywaty istotng aktywno$¢ cytotoksyczng wobec nowotworowych linii komoérkowych
SW480 i HepG2, przy czym, co jest warte podkreslenia, rozyczki wykazywatly silniejsza
aktywnos$¢ niz kietki. W przypadku kietkow brokutéw obserwowana byta wigksza
selektywno$¢ wobec komorek patologicznych (nowotworowych) niz prawidtowych (BJ), za$
rozyczki dziataty nieselektywnie, powodujac rowniez spadek zywotnosci fibroblastow.

Nastepnym krokiem eksperymentu byto okreSlenie mechanizmu $mierci komoérek pod
wptywem badanych ekstraktow (2,5 mg/ml), za pomocg cytometrii przeptywowej. Opisany
powyzej silny hamujgcy wptyw ekstraktow z rozyczek brokuldw na zywotno$¢ komorek
nowotworowych jelita grubego zwigzany byt z wywotaniem zaréwno nekrozy (45% komorek)
jak 1 apoptozy (33% komorek). W przypadku linii nowotworu watroby i komorek
prawidtowych (BJ) relacja ta byta odwrocona i w ponad 50% komoérek obserwowano apoptoze.
Dla kietkow brokutéw obserwowane efekty wpltywu na komorki nowotworowe wydaja si¢ by¢
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korzystniejsze, gdyz ekstrakty te gldwnie stymulujg apoptoze, szczegdlnie w komodrkach
SW480, przy niewielkim dzialaniu proapoptotycznym (20%) na komorki prawidtowe.

Roznice w aktywno$ci biologicznej pomigdzy kietkami a rozyczkami wynikajg
z roznic w sktadzie jakosciowym 1 iloSciowym zwigzkow polifenolowych, kwasow
thuszczowych 1 sulforafanu, co zostalo rowniez potwierdzone dzigki wynikom statystyczne;j
analizy wielowymiarowej PCA, omowionej doktadnie w publikacji H-4.

Na podstawie otrzymanych wynikow nalezy uznac, ze:

o Kietki brokutéw sa bogatszym zrédlem réznorodnych substancji bioaktywnych niz
rozyczki, ze szczegdlnym uwzglednieniem zawartosci sulforafanu,

e Zaréwno kietki, jak i rézyczki brokuléw wykazuja minimalng zawarto$¢ kwasu
erukowego, potencjalnie toksycznego kwasu thuszczowego obecnego w zywnosci,

e Kietki, w odroznieniu do rozyczek brokuldw charakteryzujg si¢ istotng i selektywna
aktywnoscig cytotoksyczng wobec komorek nowotworowych jelita grubego (SW480),
bez znaczacego negatywnego wptywu na komorki prawidlowe (BJ),

e Dodatkowym argumentem przemawiajagcym za uznaniem kietkéw brokutow za
przyktad zywnosci funkcjonalnej jest ich potwierdzone dziatanie proapoptotyczne,
czego nie stwierdzono dla ro6zyczek brokutow.

Aspekt nowosci:

Wykazanie, ze: (1) zarowno kietki jak 1 rézyczki brokuléw cechowaly si¢ bardzo niska
zawarto$cig niekorzystnego dla zdrowia kwasu erukowego; (2) kietki brokutow posiadaty
wigksza selektywno$¢ niz rozyczki wobec komoérek nowotworowych jelita grubego, bez
znaczacego negatywnego wplywu na komorki prawidtowe.

H-5. Pasko, P., Okon, K., Krosniak, M., Prochownik, E., Zmudzki, P., Kryczyk-Koziol, J., &
Zagrodzki, P. (2018). Interaction between iodine and glucosinolates in rutabaga sprouts and
selected biomarkers of thyroid function in male rats. Journal of Trace Elements in Medicine
and Biology, 46, 110-116.

Analiza sktadu chemicznego kietkow, przedstawiona w publikacji H1, pozwolita na
wytypowanie 8-dniowych kietkow brukwi wyhodowanych w warunkach naturalnych jako
optymalnego materiatu do dalszych badan. Materiat ten zliofilizowano i zlecono wykonanie
nastepujacych 6 rodzajow odpowiednich pasz dla szczurow:

e Pasza kontrolna z prawidtowg iloscig jodu (C)

e Pasza kontrolna z dodatkiem 7% liofilizowanych kietkow brukwi (R)

e Pasza z deficytem jodu (DI)

e Pasza z deficytem jodu i z dodatkiem 7% liofilizowanych kietkow brukwi (RDI)

e Pasza kontrolna z prawidtows ilo$cig jodu i sulfadimetoksyng w stezeniu 0,025% w
postaci roztworu do picia (S)

e Pasza kontrolna z dodatkiem 7% liofilizowanych kietkow brukwi i sulfadimetoksyng
w stezeniu 0,025% w postaci roztworu do picia (RS)
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Na przeprowadzenie do§wiadczenia z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych uzyskatem
stosowng zgode Komisji Etycznej Nr. 105/2012. W badaniach wykorzystano 72
czterotygodniowe samce szczurow (Fischer, F344/DuCrl; Charles River, Niemcy)
przeznaczone m. in. do badan zywieniowych, o $redniej masie 123+9g. Badania
przeprowadzono w Zwierzetarni Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM. Kazda badana grupa
liczyta 12 osobnikow, eksperyment trwat 8 tygodni. Z racji badan wptywu kietkow na funkcje
tarczycy, wykonano dodatkowg analiz¢ zawartosci zwigzkéw siarki w wykorzystanych
kietkach oraz okre§lono w nich zawarto$¢ jodu (metoda spektrofotometryczng). W trakcie
eksperymentu monitorowano spozycie paszy oraz wody, jak rowniez mase¢ ciala zwierzat i ich
dobrostan.

Po zakonczeniu eksperymentu w pobranym materiale (osocze) zbadano nastepujace parametry:
stezenie wolnych frakcji hormonow tarczycy fT3, fT4 oraz TSH, aktywnos$¢ peroksydazy
glutationowej (GPX3), katalazy, aktywnos$¢ antyoksydacyjna osocza (FRAP). W gruczole
tarczowym oznaczono aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPX1), a takze reduktazy
tioredoksynowej (TR). Dodatkowo wykonano analiz¢ histopatologiczng pobranych tarczyc, za
ktorg odpowiedzialny byt prof. dr hab. Krzysztof Okon z Katedry Patomorfologii UJ CM.

Wyniki badan jednoznacznie wykazaty, ze kietki brukwi, spozywane przez szczury przez okres
o$miu tygodni, w grupie kontrolnej, w ktorej nie byto uszkodzenia tarczycy, nie spowodowaty
dziatania tyreotoksycznego, na co wskazywat brak zmian w wartosciach stezen hormonow
tarczycy oraz TSH i dodatkowo brak negatywnych zmian w obrazie histopatologicznym
tarczycy.

W przypadku zastosowanych modeli uszkodzenia tarczycy dowiedziono, ze w modelu z dieta
z deficytem jodu, dodatek kietkéw brukwi do paszy powodowat jedynie wystapienie tendencji
wzrostowej w poziomie TSH (bez istotnosci statystycznej), za$ istotnie obnizylo si¢ stezenie
wolnej frakcji hormonéw T3. Brak istotnych réznic w wartosciach fT4 oraz TSH ttumaczony
jest zdolnosciami adaptacyjnymi zwierzat, co potwierdzajg badania innych autoréw na
modelach 10-tygodniowych. Parametr TSH jest uznawany za wczesny marker niedoczynnosci
tarczycy, co pozwala obserwowac najbardziej widoczne zmiany juz w eksperymentach 5-
tygodniowych (36), jednak w pracy H-5 przeprowadzano eksperyment dtuzszy.

Drugi model, gdzie uszkodzenie tarczycy indukowano sulfadimetoksyng, powodowatl istotne
podwyzszenie wartosci TSH, przy zarysowaniu jedynie pewnej tendencji w obnizaniu wartosci
fT3ifT4.

Wyniki badan przedstawione w pracy H-5 dokumentuja pierwsze opublikowane danie,
prezentujace wplyw przewlekltego spozycia kietkow warzyw kapustnych na tarczyce.
W zaleznosci od modelu uszkodzenia tego narzadu, gdy szczury albo otrzymywaty diete
z deficytem jodu, albo niedoczynnos$¢ wywotana byta przez sulfadimetoksyne, dodatek kietkow
brukwi odmiennie wptywal na profil hormondéw tarczycy i TSH. W przypadku modelu
z deficytem jodu, dodatek kietkow brukwi nie nasilal negatywnych zmian, a wreez je
niwelowal, CO mozna ttumaczy¢ tym, ze kietki same moga by¢ Zrédtem jodu (6,5 pg/100 g $m),
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obnizajac poziom TSH. Jednak w obrazie histopatologicznym tarczycy widoczne byly
negatywne zmiany w postaci formujacych si¢ brodawek, czy tez agregacji limfocytow.

W przypadku modelu z sulfadimetoksyna, kietki dziataty synergistycznie, zwickszajac efekt
sulfonamidu przez podwyzszenie TSH, przy rownoczesnym istotnym obnizeniu poziomu fT3
I fT4. Statystyczna analiza korespondencji, wykorzystana w tej pracy, jednoznacznie wykazata
istotne zaleznos$ci pomiedzy zmianami w obrazie histopatologicznym (formowanie brodawek,
agregacje limfocytow), a modelem uszkodzenia tarczycy i wptywem dodatku kietkow brukwi
do paszy.

Dla utrzymania homeostazy tarczycy istotna jest rdéwniez aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, ktére posrednio uczestniczag m.in. w organifikacji jodu, a hormony
tarczycy zaangazowane s3 W procesach, w ktorych moga powstawaé wolne rodniki
w organizmie. Dlatego oceniono aktywno$¢ wybranych enzyméw antyoksydacyjnych
i wykazano, ze aktywnos$¢ GPX1 w tarczycy, a takze GPX3 i katalazy w osoczu malata istotnie
u zwierzat z deficytem jodu lub traktowanych sulfadimetoksyng i spozywajacych rownoczesnie
kietki brukwi. W przypadku aktywno$ci TR nie wykazano istotnych zmian.

Analizujac wyniki badan biochemicznych, przedstawione w pracy H-5, za pomoca analizy
sktadowych gléwnych wykazano, ze odsetki wynikow prawdziwie pozytywnych
w poszczegdlnych skupieniach zwierzat (na plaszczyznie wyznaczonej przez dwie pierwsze
sktadowe glowne) wynosza 79%, 100%, 100%, 88% i 100% odpowiednio dla grupy C, R, RDI,
S i RS. Jedynie wyniki badan zwierzat z grupy DI nie formowaty osobnego skupienia. Wynik
taki wskazuje na wyrazne roéznice pomigdzy badanymi grupami zwierzat w wielowymiarowej
przestrzeni parametrow, uzytych do ich biochemicznej charakterystyki.

Na podstawie otrzymanych wynikdéw nalezy uzna¢, ze:

e Kietki brukwi nie spowodowaty negatywnych zmian w obrazie tarczycy i poziomie
hormondw, co wskazuje na brak dzialania tyreotoksycznego.

e Uszkodzenie tarczycy, zaindukowane deficytem jodu w diecie, byto ograniczane przez
spozycie kietkow brukwi, prawdopodobnie na skutek obecnosci jodu w materiale
roslinnym, przy czym ten korzystny efekt nie zostal potwierdzony w badaniu
histopatologicznym.

e Uszkodzenie tarczycy, wywotane zastosowaniem sulfadimetoksyny, byto nasilane
przez dodatek kietkow brukwi, co potwierdzaty wyniki analizy histopatologicznej oraz
aktywnos$ci enzyméw antyoksydacyjnych.

Aspekt nowoSci:

Po raz pierwszy wykazano, ze kietki brukwi, wyhodowane z nasion o najwyzszym stgzeniu
tyreotoksycznej progoitryny sposréd jadalnych nasion roslin z rodziny Brassicaceae, nie
uszkadzaty tarczycy. Nowym jest takze spostrzezenie, ze kietki te moga wykazywac
synergistyczne dziatanie z innymi czynnikami mogacymi uszkadza¢ tarczyce. Po raz pierwszy
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zastosowano statystyczng analize korespondencji do wykazania zaleznos$ci pomiedzy zmianami
w obrazie histopatologicznym tarczycy a modelem uszkodzenia tego narzadu.

H-6. Pasko, P., Krosniak, M., Prochownik, E., Tyszka-Czochara, M., Folta, M., Francik, R.,
Sikora, J., Malinowski, M., & Zagrodzki, P. (2018). Effect of broccoli sprouts on thyroid
function, haematological, biochemical, and immunological parameters in rats with thyroid
imbalance. Biomedicine & Pharmacotherapy, 97, 82-90.

Przeprowadzono analiz¢ wptywu najbardziej popularnych kietkow, czyli kietkéw brokutow na
funkcje tarczycy. Model ten potraktowano jako model odniesienia dla wcze$niej opisanych,
I proponowanych do wprowadzenia na rynek spozywczy, kietkéw brukwi. Po badaniach in vitro
kietkéw brokutéw bedacych w ogdlnej sprzedazy, przedstawionych w publikacji H4, materiat
zliofilizowano i zlecono wykonanie 6 rodzajow odpowiednich pasz dla szczurow:

e Pasza kontrolna z prawidlowg ilo$cig jodu (C)

e Pasza kontrolna z dodatkiem 7% liofilizowanych kietkow brokutow (B)

e Pasza z deficytem jodu (DI)

e Pasza z deficytem jodu i z dodatkiem 7% liofilizowanych kietkéw brokutow (BDI)

e Pasza kontrolna z prawidtowa iloscig jodu i sulfadimetoksyng w stezeniu 0,025%
W postaci roztworu do picia (S)

e Paszakontrolna z dodatkiem 7% liofilizowanych kietkéw brokutoéw i sulfadimetoksyna
w stezeniu 0,025% w postaci roztworu do picia (BS)

Na przeprowadzenie do§wiadczenia z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych uzyskatem
stosowang zgode Komisji Etycznej Nr 76/2014. W badaniach wykorzystano 72
czterotygodniowe samce szczuréw Wistar, o S$redniej masie 249.5 £+ 9.1g. Badania
przeprowadzono

w Zwierzetarni Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM. Kazda grupa badana liczyta 12
osobnikéw, eksperyment trwal 8 tygodni. W trakcie eksperymentu monitorowano spozycie
paszy oraz wody, jak rOwniez mase ciata zwierzat i ich dobrostan.

Po zakonczeniu eksperymentu w pobranym materiale (osocze) zbadano nastepujace parametry:
stezenie wolnych frakcji hormonow tarczycy fT3, fT4 oraz TSH, aktywnos¢ GPX3, katalazy,
i FRAP. W gruczole tarczowym oznaczono aktywno$¢ GPXI1, a takze TR. Dodatkowo
wykonano analiz¢ parametrow morfologicznych krwi, parametréw biochemicznych oraz
wybranych markeréw immunologicznych (IL-6, IL-10).

W przeprowadzonym badaniu, zaobserwowano istotne zmiany w parametrach tarczycowych
w modelu indukcji niedoczynnosci tarczycy wywotanej przez sulfadimetoksyng.

Kietki brokutéw, dodane do paszy, nie spowodowaly zadnych istotnych zmian st¢zenia
hormonow tarczycy i TSH u badanych zwierzat. Podobnie jak w przypadku kietkéw brukwi,
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kietki brokutow w modelu z deficytem jodu nie spowodowaty zmian w homeostazie tarczycy.
W modelu z sulfadimetoksyng dodatek kietkow brokulow niwelowal negatywne efekty
zaré6wno w odniesieniu do TSH, jak i fT3, co jest wynikiem zaskakujacym i odmiennym od
efektu obserwowanego w eksperymencie z kietkami brukwi. Mozna to ttumaczy¢ réznicg w
sktadzie jako$ciowym i iloSciowym zwigzkéw o aktywnosSci biologicznej, gdyz w kietkach
brokutéw dominuje sulforafan, podczas gdy w kietkach brukwi goitryna.

W przypadku analizy statusu antyoksydacyjnego w badanym eksperymencie cieckawa
obserwacja byt wzrost aktywnosci TR na skutek dodania do diety kielkow brokutdéw, co
potwierdza, ze w modelach z uszkodzona tarczyca kietki brokutéw poprawiaty funkcjonowanie
tarczycy.

Kietki brokutow u szczurdéw z grupy kontrolnej, a wiec w modelu prawidtowym, spowodowaty
istotne obnizenie ilosci bialych krwinek oraz trombocytow. Dodatkowo u zwierzat tych
zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci ALAT, co prawdopodobnie jest wynikiem indukcji
cytochromow przez zwiazki siarki, glownie glukorafaning, bedaca prekursorem sulforafanu,
obecng w kietkach (45). W przypadku parametréw lipidowych, odnotowano gtownie istotne
zmiany st¢zenia triglicerydow, ktore byly skorelowane ze zmianami stgzenia fT3. Nadmiar
zwigzkow siarki, o udowodnionym dziataniu toksycznym, przyjmowanych przewlekle, moze
by¢ przyczyna niekorzystnych zmian metabolicznych oraz hematologicznych (46-49), ktore
zaobserwowano takze w tym eksperymencie.

Kietki brokutéw, same jak i w polaczeniu z deficytem jodu, czy tez sulfadimetoksyna, nie
spowodowaty negatywnych zmian warto$ci parametrow opisujacych krwinki czerwone, zmian
stezenia glukozy, czy tez zaburzen w funkcji nerek.

W przypadku parametrow immunologicznych nie zaobserwowano zamian st¢zenia IL-10, za$
w przypadku IL-6, kietki brokulow spowodowaly obnizenie stgzenia tej cytokiny
W poroéwnaniu z grupa, gdzie zastosowano diete z deficytem jodu.

Analizujac wyniki badan biochemicznych, przedstawione w pracy H-6, za pomocg analizy
sktadowych glownych wykazano, Ze odsetki wynikow prawdziwie pozytywnych
w poszczegoOlnych skupieniach zwierzat (na ptaszczyznie wyznaczonej przez dwie pierwsze
sktadowe glowne) wynosza 45%, 82%, 50% i 58% odpowiednio dla grupy C, DI, BDI, S.
Jedynie wyniki badan zwierzat z grupy B i BS nie formowaly osobnego skupienia.

Na podstawie otrzymanych wynikow nalezy uznac, ze:

e Kietki brokutow nie miaty szkodliwego wptywu na funkcje tarczycy

e W modelach uszkodzenia tarczycy, niezaleznie od mechanizmu, kietki brokutow nie
nasilaty dysfunkcji tego gruczotu, a wregez dziataty korzystnie na profil hormonow osi
— przysadka — tarczyca. Tg¢ tezg w pewnym stopniu wspomagaja wyniki analizy
aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych.

e Zaobserwowano negatywny wptyw przewlektego spozycia kietkow brokutéw na ilos¢
biatych krwinek oraz trombocytow, jak rowniez na aktywnos¢ ALAT.

26



Autoreferat Pawel Pasko

Aspekt nowosci:

Po raz pierwszy zbadano wptyw kietkow brokuléw na funkcj¢ tarczycy oraz ich potencjalnie
korzystny — hamujgcy wplyw na rozwoéj niedoczynno$ci tarczycy, nawet w sytuacji, gdy
W organizmie sa sprzyjajace czynniki do rozwoju tego schorzenia.

4. Podsumowanie

Dopetieniem projektu habilitacyjnego sa wyniki opisujace wptyw kietkow brukwi,
stosowanych w modelach uszkodzenia tarczycy, na parametry morfologiczne, biochemiczne
oraz immunologiczne szczurow. Jest to kontynuacja badania przedstawionego w pracy H-5,
a wyniki te byly prezentowane przeze mnie podczas migdzynarodowej konferencji ASEAN
Food Conference w Ho Chi Minh City w Wietnamie w 2017 roku i sa aktualnie w trakcie
recenzowania w czasopismie Biological Trace Element Researach.

Whyniki tych analiz potwierdzily, ze kielki brukwi nie powoduja zadnych istotnych zmian
wartosci parametréw morfologicznych, biochemicznych i immunologicznych, co jest kolejnym
argumentem  wskazujagcym  na  bezpieczenstwo  spozywania  kietkéw  brukwi
w warunkach prawidtowych. Jednak w modelach uszkodzenia tarczycy kietki te powoduja
nasilenie zmian negatywnych. W przypadku uszkodzenia tarczycy, wywotanego deficytem
jodu, doszto, na skutek dziatania kietkow, do wzrostu liczby krwinek biatych i stezenia
triglicerydow, za$§ w przypadku szczuréw, u ktéorych za niedoczynnos$¢ odpowiadata
sulfadimetoksyna, zaobserwowano wzrost st¢zania kreatyniny, triglicerydow oraz TNF-alfa,
przy rownoczesnym obnizeniu ilo$ci trombocytow.

Badania parametrow immunologicznych w eksperymencie opisanym w pracy H-5 wymagaja
dalszych analiz i stanowig wyzwanie na przyszto$¢. Poniewaz niedoczynnos¢ tarczycy moze
by¢ zwigzana z zaburzeniami odpowiedzi humoralnej, zbadanie zalezno$ci pomiedzy
markerami uszkodzenia gruczotu tarczowego, a stezeniem cytokin pro- i przeciwzapalnych
moze przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia mechanizmu progresji chordb tarczycy i zmian
metabolicznych obserwowanych w modelach jej uszkodzenia (50-52). Analiza skupien
wynikow badan dotyczacych zmian wartosci stezen IL-6, TNF-alfa i 1L-10 wykazata kilka
skupien (A, B, C) (Ryc. 2). Skupienia A i B traktowane tgcznie byty najbardziej jednorodne i
obejmowaly tylko zwierzeta z grupy RS i jednego osobnika z grupy kontrolnej. Poniewaz
skupienia A + B byly najbardziej odlegle od wszystkich pozostatych, mozna stwierdzi¢, ze
zastosowanie sulfadimetoksyny zmienito najsilniej parametry immunologiczne u szczurow. W
przeciwienstwie do tego, dieta z deficytem jodu, dodatek do paszy kietkow brukwi lub
polaczenie tych dwoéch czynnikow spowodowato bardzo podobne zmiany u niektorych
szczur6w, poniewaz uformowaty jedno skupienie C zawierajace zwierzeta z grup DI, RDI i R.
Pozostate zwierzeta z roznych grup eksperymentalnych byly rozmieszczone w roznych,
niehomogenicznych skupieniach. Wywnioskowano wigc, ze warunki eksperymentalne nie
zmieniajg znaczaco parametrow immunologicznych z wyjatkiem zwierzat, u ktorych
uszkodzenie tarczycy wywotano za pomocg sulfadimetoksyny.
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Rycina 2. Analiza skupien parametréw immunologicznych u szczurdéw z dieta prawidtowa, z uszkodzeniem
tarczycy wywotanym zastosowaniem diety z deficytem jodu lub sulfadimetoksyna, oraz spozywajacych w diecie
kietki brukwi.

Wyniki badan bedacych przedmiotem rozprawy habilitacyjnej byty przedstawiane przeze mnie
na  konferencjach  miedzynarodowych ~ w  Hiszpanii,  Singapurze, = Chinach
i w Wietnamie w latach 2011 — 2017, i spotykaty si¢ z znacznym zainteresowaniem, gdyz
spozycie warzyw kapustnych przez mieszkancow tych panstw jest duze, natomiast problem
potencjalnego dziatania tyreotoksycznego kietkow tych warzyw, szczegdlnie w Azji, nie jest
powszechnie znany.

Konkluzje

e Zardwno czas, jak 1 sposob uprawy kietkdw brukwi ma wplyw na zawarto$¢ zwigzkow
o potencjalnym dziataniu antyodzywczym.

e Kietki brukwi oraz kietki brokulow wykazuja istotng selektywnos§¢ dziatania wobec
badanych komoérek nowotworowych, i jest to dziatanie proapoptotyczne.

e Przedstawione wyniki rozprawy habilitacyjnej sa pierwszym opublikowanym
doniesieniem o0 wplywie kietkow warzyw kapustnych na funkcje tarczycy.

28



Autoreferat Pawel Pasko

e Kietki badanych warzyw kapustnych nie powoduja negatywnego dziatania na tarczyce
u zdrowych zwierzat.

e Zastosowane modele uszkodzenia tarczycy moga by¢ z powodzeniem stosowane
w innych badaniach bromatologicznych nad dziataniem tyreotoksycznym zywnosci,
szczegoblnie z wykorzystaniem szczurow rasy Fischer (F344/DuCrl).

e Kietki brukwi i brokulow maja odmienne dziatanie na funkcj¢ tarczycy w modelach
uszkodzenia tego narzadu.

e Zastosowanie zaawansowanych wielowymiarowych metod statystycznych w analizie
bromatologicznej, w badaniach na modelach in vitro oraz in vivo, daje mozliwos¢
pokazania struktury korelacji pomiedzy badanymi parametrami, a takze ujawnienia
mozliwych réznic pomiedzy badanymi zwierzetami.

e Wyniki badan dotyczace komorek krwi wskazuja na potrzebe oceny ewentualnego
toksycznego dziatania kietkow warzyw kapustnych stosowanych przez dtuzszy okres
w duzych dawkach.

Badania bedace przedmiotem rozprawy habilitacyjnej moga stanowi¢ istotny wklad
w poszerzenie i uzupehienie informacji dotyczacych zalecen zywieniowych roslin z rodziny
Brassicaceae. Wydaje si¢ to szczegolnie wazne zwlaszcza w kontekscie reorganizacji struktury
piramidy zywieniowej I umieszczenia warzyw i owocow u jej podstawy, jak roéwniez
w odniesieniu do wytycznych o spozyciu 5 porcji warzyw (szczegdlnie zielonych) i owocow
dziennie. Jednak nalezy mie¢ na uwadze, ze pomimo, iz wykazano bezpieczenstwo stosowania
badanych kietkow na funkcje tarczycy, nie ma dostatecznych podstaw do przenoszenia tych
informacji na organizm czlowieka. Badania te sg waznym przyczynkiem do podjecia dalszej
analizy problemu wptywu wysokiego spozycia warzyw kapustnych i w ogodle diety na
funkcjonowanie tarczycy, zwlaszcza w odniesieniu do zwigkszajacej si¢ liczby osob ze
schorzeniami tego narzadu.

Dodatkowo czynnikiem, ktory zacheca do dalszych badan w tym zakresie jest zainteresowanie
i che¢ produkcji oraz wprowadzania na rynek spozywczy nowych produktéw zywnosci
funkcjonalnej przez polskich producentow. Szczeg6lnie cenne w tej inicjatywie wydajg si¢ by¢
zatem badania nad bezpieczenstwem takich produktow, prowadzone we wspdlpracy pomiedzy
przemystem a jednostkami naukowymi.
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IV.  Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych

1.Dzialalno$é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora nauk
farmaceutycznych

W okresie do uzyskania tytutu doktora mdj dorobek naukowy obejmowat 21 artykulow
oryginalnych i przegladowych, z ktérych 4 to prace anglojezyczne w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym z impact factorem (IF), 1 recenzowang prac¢ anglojezyczng W
czasopismach bez IF oraz 16 artykuldéw w recenzowanych czasopismach polskojezycznych.
Dodatkowo jestem autorem 30 doniesien komunikatow zajazdowych, z czego 9 dotyczy
konferencji miedzynarodowych, a 21 konferencji krajowych. Suma IF za ten okres to 4,95, za$
warto$¢ punktéw MNiSW =126.

Przed uzyskaniem stopnia doktora, rownolegle do badan prowadzonych w ramach doktoratu,
glownymi kierunkami w sferze moich zainteresowan byty nastepujace tematy badawcze:

Analiza kwaséw owocowych

Analiza kwasow organicznych (kwas cytrynowy, kwas winowy, kwas jabtkowy itd.) w sokach
owocowych z wykorzystaniem nowej aparatury i nowej metody analitycznej (izotachoforezy),
ktére postuzyty do oceny jakosciowej sokéw 1 napojow oraz pozwolity na analize markerow
starzenia. (publikacje P24, P25)

Kietki i nasiona pseudozbo?

Nowatorskim osiagni¢gciem bylo opracowanie warunkow hodowli kietkéw pseudozbodz —
amarantusa i komosy. Dodatkowo, nasiona tych roslin wykorzystano w badaniach na
zwierzetach, u ktorych wyindukowano stres oksydacyjny. Nasiona pseudozb6z dodane do
paszy tych zwierzat zmniejszaly dziatania niepozadane na poziomie metabolicznym, wywotane
nadmierng generacjg Wolnych rodnikow. (publikacje A22, A23, A25, A26, A27, A28, A29, D8,
P18, P20, P22, P23)

Modele zwierzece stresu oksydacyjnego

Uczestniczytlem w kilku duzych eksperymentach majacych na celu: (1) opracowanie modeli
indukcji stresu oksydacyjnego oraz cukrzycy u zwierzat laboratoryjnych; stres ten byt
wywolywany za pomoca roznych dawek fruktozy, (2) obserwacj¢ zmian profilu lipidowego
W 0S0CZU SZCZUurOw poprzez zmiane zawartosci smalcu w paszach zwierzat oraz (3) zbadanie w
tych modelach wptywu dodatku do diety m.in. ziaren i kietkow gryki, soku aroniowego,
ekstrudatow zyta i fasoli czerwonej. Badania te byly w cze$ci przedmiotem grantu KBN,
o ktorym mowa w pkt zatacznika I (publikacje A31, D3, D4, P15, P16)

Ankiety Zywieniowe

Dodatkowym zadaniem realizowanym w okresie poprzedzajagcym otrzymanie tytulu doktora
nauk farmaceutycznych bylo wykonywanie oraz analiza ankiet zywieniowych,
przeprowadzanych gtownie wsrod studentoéw roznych uczelni. (publikacje P19, P26, P27, P28,
P29)
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ImmunoZywienie

Bardzo ciekawym elementem mojego rozwoju naukowego byt udzial w badaniach wptywu
spozycia sokéw owocowych na rézne parametry biochemiczne, w tym takze parametry
immunologiczne u ludzi. W ramach tego projektu analizowane byly parametry
immunologiczne, biochemiczne oraz morfologiczne we krwi, a takze aktywnos$¢
antyoksydacyjna osocza i aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych, takich jak peroksydaza
glutationowa, katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa.

2 Dzialalno§¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk
farmaceutycznych

W okresie po uzyskania tytulu doktora modj dorobek naukowy z wylaczeniem artykulow

wiaczonych w rozprawe habilitacyjng obejmowat 47 artykutéw oryginalnych i przegladowych,
z ktorych 27 to prace angloj¢zyczne w czasopismach o zasi¢gu miedzynarodowym z impact
factorem (IF), 7 recenzowanych prac anglojezycznych w czasopismach bez IF oraz 13
artykutow w recenzowanych czasopismach polskojezycznych. Dodatkowo jestem autorem 8
rozdzialow w ksigzkach, 43 doniesien komunikatow zajazdowych, z czego 13 dotyczy
konferencji migdzynarodowych, a 30 konferencji krajowych. Suma IF za ten okres to 59,555,
za$ warto$¢ punktow MNiSW = 806.

Po uzyskaniu stopnia doktora rownolegle do badan przedstawionych w ramach rozprawy
habilitacyjnej, gtownymi kierunkami, bedacymi w sferze moich zainteresowan byty
nastepujace tematy badawcze.

Interakcje lekow z poiywieniem

Podczas stypendium naukowego w Jerozolimie zainteresowalem si¢ tematem wplywu
sktadnikéw pozywienia na transportery lekowe: BCRP — Breast Cancer Resistance Protein,
OATP — Organic Anion Transporting Polypeptide, MRP — Multidrug Resistance Related
Proteins, NTCP — Na+ - Taurocholate Cotransporting Polypeptide, PEPT-1 — Peptide
Transporter 1. Uczestniczytem takze w badaniach, dotyczacych stopnia wigzania zwigzkow
aktywnych, obecnych w owocach, z biatkami osocza, przy wykorzystaniu zaawansowanych
metod fluorymetrycznych. Dzieki temu doswiadczeniu poszerzam nadal moja wiedze
w zakresie interakcji lekow z pozywieniem i produktami naturalnymi 0 mechanizmy, jakie
odpowiadaja za modyfikacje dziatania transporterow lekow przez aktywne biologicznie
sktadniki owocow 1 warzyw oraz ich ingerencj¢ w metabolizm lekéw. Dodatkowo zajmuje¢ si¢
rowniez (we wspotpracy z prof. dr hab. Malgorzata Zwolinska — Wcisto z Kliniki
Gastroenterologii, Hepatologii i Chorob Zakaznych UJ CM) okreslaniem wptywu dlugo-
1 krotkoterminowej terapii inhibitorami pompy protonowej oraz lekéw biologicznych
(przeciwciata monoklonalne—infliksymab, adalimumab) na zasoby selenu, cynku, miedzi
i zelaza u pacjentow ze schorzeniami przewodu pokarmowego. (publikacja A4, A6, All, Al2,
Al7, M1, M2, M3, P3, P4, P5, P7, P8, P9, P14, P17)

31



Autoreferat Pawel Pasko

Fortyfikacja oraz wplyw réinych rodzajow swiatla na aktywnosé biologiczng kietkow

Wykorzystujac moje dotychczasowe doswiadczenie w badaniach kietkow jako przyktadu
zywnos$ci funkcjonalnej, prowadz¢ badania nad fortyfikacjg ro$lin jadalnych réznymi
pierwiastkami, ze szczegoélnym uwzglednieniem jodu i selenu, oraz skutkami naswietlania
swiatlem o roznych dlugosciach fal. Wyhodowane kietki badane sg nastepnie w kierunku
aktywnosci: przeciwzapalnej (linie RAW, stezenia IL-6), cytotoksycznej (linie HepG2, SW480,
BJ, CHO-K, HTB-35), przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej i antyoksydacyjnej. Dodatkowo
okreslany jest mechanizm $mierci komodrki (apoptoza, nekroza). Badania te prowadzg we
wspotpracy m.in. z o$rodkiem badawczym w Irlandii (School of Biotechnology, Dublin City
University). (publikacja A3, A13, Al4)

Pseudozboia w ywieniu i w medycynie

Kontynuuje takze tematyke badawcza zwigzang z analiza pseudozbdz (amarantus, komosa
ryzowa), ktorg rozpoczatem podczas pracy doktorskiej., Badania te sg prowadzone we
wspotpracy z miedzynarodowym zespotem (Izrael, Polska, Meksyk, Chile) pod kierunkiem
prof. Sheli Gorinstein, swiatowej klasy eksperta w dziedzinie pseudozbéz, i dotycza gtownie
charakterystyki biatek oraz ich aktywnosci biologicznej i wptywu na ekspresje genow. Ponadto
prowadzona jest analiza bromatologiczna produktéw spozywczych, wytworzonych
z pseudozboz (rozne rodzaje chleba, maka, ptatki, popping, ciastka, chrupki).(publikacje Al,
A2, A21). Te¢ aktywnos¢ badawczg dodatkowo poszerzam, bedac aktywnym cztonkiem
Europejskiego Towarzystwa Badan nad Amarantusem.

Owoce tropikalne (duriany, kiwi) — potencjalne modulatory metabolizmu

We wspotpracy z jednostkami naukowymi z Izraela, Tajlandii i Korei Potudniowej uczestnicze
w zadaniu badawczym dotyczgcym dziatania owocow duriana (Durio zibethinus) oraz Kiwi
(Actinidia sp.) w modelach in vitro (linie komérkowe trzustki i watroby) oraz in vivo (Szczury
z wyindukowana cukrzycg). Projekt ten jest realizowany rowniez
z udziatem dr Malgorzaty Tyszki — Czochary z Zaktadu Bromatologii UJ CM. (publikacja A7,
A24, A30)

Opieka farmaceutyczna — aspekty bromatologiczne

W ramach zadan farmaceuty w obszarze opieki farmaceutycznej realizuj¢ wspolny projekt wraz
z Klinika Gastroenterologii, Hepatologii i Chorob Zakaznych UJ CM, dotyczacy opieki nad
pacjentem hepatologicznym w zakresie modyfikacji sposobu zywienia, stosowania lekéw oraz
suplementow diety, jak roéwniez potencjalnych interakcji lekéw przeciwwirusowych
z pozywieniem. Pacjent, u ktorego zdiagnozowano dysfunkcje watroby, jest pacjentem
wymagajacym specjalistycznej opieki medycznej 1 farmaceutycznej, poszerzonej znaczgco
o elementy wiedzy bromatologicznej, dlatego w procesie leczenia nalezy podkresla¢ role
farmaceuty. Dodatkowo, czgsto angazuje si¢ we wszelkie inicjatywy majace na celu
rozszerzenie roli bromatologii w opiece farmaceutycznej. Uczestnicz¢ migdzy innymi jako
wykladowca w cyklu konferencji "Opieka Farmaceutyczna od Zaraz", bytem takze
wspotorganizatorem  konkursu opieki farmaceutycznej, przeprowadzonego na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM w marcu 2017. (publikacja P10, P13)
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Etnomedycyna i etnoywienie

W 2009 roku uczestniczytem w ekspedycji naukowej nad Jezioro Bajkal, zorganizowanej przez
Katedre Farmakognozji UJ CM. W efekcie, poza poszerzaniem wiedzy o nawykach
zywieniowych w rejonie Syberii, zainteresowatlem si¢ zagadnieniami etnomedycyny
i etnofarmakologii oraz etnozywienia. Dzigki tej wyprawie nawigzatem takze Scistg wspotprace
z dr Agnieszka Galanty z tejze Katedry w zakresie badan profilu zwigzkow aktywnych
w roslinach jadalnych oraz ich cytotoksyczno$ci. Poszerzajac te zainteresowania, nawigzalem
dodatkowo wspotprace miedzynarodowsg z prof. Isabel Saraiva de Carvalho (Food Science
Laboratory, Universidade do Algarve, Portugalia), dotyczaca badan nad ros§linami leczniczymi
Portugali oraz z Katedra Botaniki Farmaceutycznej U] CM w zakresie badan jadalnych
gatunkoéw grzybow krajowych. (publikacje A5, A8, A16, A20, D5, D6)

Analiza warzyw kapustnych pod kqtem ich metabolitow w organizmie czlowieka

Moj najnowszy projekt badawczy stanowi kontynuacje prac nad warzywami kapustnymi
1 zwigzany jest z badaniem U zdrowych ludzi metabolitow zwigzkow siarkowych
(glukozynolanow). Metabolity te sa badane zarowno w formie wolnych izotiocyjanianoéw, jak
i ich sprz¢zonych form, koniugatow (w kale i w moczu) oraz lotnych zwigzkow siarki
(w wydychanym powietrzu oraz uwalnianych przez skorg). Na podstawie badan sktadu
zwigzkow siarki w produktach spozywanych przez uczestnikow badania okreslane sg struktury
chemiczne prawdopodobnych metabolitow, ktore nastepnie sg syntetyzowane, gdyz nie
wszystkie substancje wzorcowe sa dostepne komercyjnie. Dodatkowo badane sg szlaki
metabolizmu poszczegdlnych zwigzkéw przez uktad cytochromu P450 oraz wptyw diety na
stezenie krotkotancuchowych kwaséw tluszczowych. Badania majg charakter pilotazowy
irealizowane sg we wspotpracy z dr Monikg Marcinkowskg z Katedry Chemii Farmaceutyczne;j
UJ CM oraz z Instytutem Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie. (publikacja A10)

Osiggnigcia dydaktyczne oraz w zakresie popularyzacji nauki zostaly przedstawione w
zatgczniku numer 4.
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