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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Kingi Kuczynskiej

pt. ,, Triterpenoidy lupanowe w syntezie zwigzkéw biologicznie czynnych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Kingi Kuczynskiej wykonana
zostata w Zespole 1V Instytutu Chemii Organicznej PAN pod kierunkiem Pana dr hab.
Zbigniewa Pakulskiego, prof. IChO PAN. Mgr Kuczynska wykonywata swojg prace
doktorska w bardzo dobrym laboratorium, dysponujagcym ugruntowang wiedza
1 mozliwosciami technicznymi do przeprowadzenia zwigzanych z tematem pracy badan.

Rozprawa liczy 151 ponumerowanych stron i ma przyjemng szate graficzng, co

niewatpliwie ufatwia jej czytanie. Rowniez pod wzglgdem edytorskim praca prezentuje si¢
bardzo dobrze, a zauwazone drobne bledy nie zastuguja na wzmianke.
Praca ma uktad typowy dla prac z zakresu chemii organicznej — sktada si¢ z trzech gtownych
czgSci o zblizonej dlugosci, to jest przegladu literaturowego zwigzanego
z tematyka badan, prezentacji otrzymanych wynikéw badan wraz z dyskusja i czeSci
eksperymentalnej. W pracy znajduja si¢ 132 odnosniki do literatury.

Prace rozpoczyna jednostronicowe streszczenie, w ktérym Doktorantka zwiezle
formutuje cel pracy, ktorym bylo zbadanie reaktywnosci tancucha bocznego 1 pierscienia E
betuliny oraz mozliwosci wykorzystania otrzymanych pochodnych do syntezy zwigzkow
o wysokiej cytotoksycznosci.

Bioragc pod uwage opisane juz w literaturze wilasciwosci farmakologiczne betuliny, jak
rowniez jej  poisyntetycznych  pochodnych, potwierdzajace ich  wlasciwosci
przeciwnowotworowe, czy obnizajace poziom cholesterolu jak i dziatanie przeciwzapalne
czy przeciwmalaryczne, uznaj¢ wybrany temat recenzowanej pracy doktorskiej za wazny,

zarowno ze wzgledow poznawczych jak 1 aplikacyjnych.
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Temu tez zagadnieniu poswigcona jest cze¢$¢ literaturowa pracy, ktora stanowi
doskonate wprowadzenie do badan wiasnych DoktorantKi.
Whiasciwy uktad catej ,,Czesci literaturowej” 1 inteligentny dobor tresci jednoznacznie
$wiadczy o dobrym rozeznaniu Doktorantki w literaturze przedmiotu i1 stanowi duze
utatwienie dla czytelnika pracy.
Doktorantka rozpoczyna przeglad literaturowy od doktadnego omoéwienia budowy
i biosyntezy triterpendw oraz triterpenoidow. W dalszej cze¢sci mgr Kuczynska przedstawia
ogblng charakterystyke czasteczki betuliny jak 1 jej polsyntetycznych pochodnych,
otrzymanych na skutek modyfikacji w obrebie pierscienia E oraz grupy izopropenylowej.
Nastepnie opisuje wiasciwosci chemiczne oraz metody syntezy saponin typu lupanu. Cato$¢
zamyka podrozdzial po$wigcony aktywnosci biologicznej pochodnych lupanu. Autorka
omowita wlasciwosci przeciwnowotworowe betuliny, jej polsyntetycznych pochodnych oraz
saponin typu lupanowego.
Lektura tego rozdzialu daje mi podstawe do stwierdzenia, ze przeprowadzone studia
literaturowe byly solidnym fundamentem do projektowania i realizacji badan witasnych,
opisanych w nastepnym rozdziale. Z obowigzku recenzenta zamieszczam ponizej uwagi
dotyczace tej czgsci pracy:

v zauwazylam drobne bledy w nazewnictwie terpendw zamieszczonych na Rys. 4 (str.
18);

v' blednie zapisano reszte mrowczanowa we wzorze zwigzku 40 na Schemacie 26 (str.
31);

v we wzorze zwigzku 64 na Schemacie 41 (str. 36) brakuje grupy metylowej (C27);

v wielokrotnie  powtarzane  sformutowanie  ,tancuch  cukrowy  potaczony
z triterpenowym lub steroidowym aglikonem” (str. 38-40) nalezaloby zastapic
,pierscien cukrowy/jednostka cukrowa ...”;

v’z opisu dotyczacego wplywu grup zabezpieczajacych czesci sacharydowej saponin na
stereo-, chemo-, regioselektywnos¢ i wydajnos¢ reakcji glikozydowania (ostatni akapit
na str. 39) wynika, ze grupy estrowe, wprowadzone w pozycje¢ C-2 donora
glikozydowego, moga zapewni¢ zaroOwno utworzenie wigzania 1,2-trans-
glikozydowego jak i prowadzi¢ do mieszaniny a/f-anomerdw; proszg o wyjasnienie
tego zagadnienia;

v pochodna kwasu betulinowego, o ktorej mowa w tekscie pod Schematem 48 (str. 43)

nosi numer 96, a nie jak podano 98.
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Kolejny rozdziat zajmujacy strony od 55 do 100 zatytutowany ,,Badania wlasne”
Autorka rozpoczyna przypomnieniem i dokladniejszym sprecyzowaniem gtownego celu
zaplanowanych badan, po czym nastepuje szczegdlowy opis i dyskusja przeprowadzonych
syntez i analiz otrzymanych zwiazkéw. Z uwagi na to, ze czg¢$¢ uzyskanych wynikow przeszia
juz proces recenzji W czasopismach, rola recenzenta jest uproszczona.

Mgr Kuczynska rozpoczg¢ta badania od przeprowadzenia modyfikacji  grupy
izopropenylowej betuliny. Z powodzeniem otrzymata pochodne posiadajace w swojej
strukturze funkcje karbonylowa lub reszte o,[-nienasyconego ketonu. Przeprowadzita takze
skuteczng redukcje grupy karbonylowej w norketonach 13 i 20. Zwigzek 13 posiadajacy
zabezpieczenia acetylowe w pozycjach C-3 i C-28 ulegat redukcji do diastereoizomerycznych
alkoholi w stosunku 1:1, ktorych nie udalo si¢ rozdzieli¢ z powodu matej roznicy
w polarnosci. Z kolei keton 20 posiadajacy zabezpieczenia benzylowe w pozycjach C-3
i C-28 ulegat redukcji do dajacych si¢ rozdzieli¢ chromatograficznie diastereoizomerow (1:1).
Doktorantka z powodzeniem otrzymata takze keton 26 zawierajacy dodatkowa funkcje
tlenowa (grupg acetylowa) w pozycji C-30 betuliny.

W kolejnej czesci badan Autorka skupita si¢ na modyfikacji pierscienia E betuliny,
liczac ze zaproponowane modyfikacje zwieksza rozpuszczalno$¢ otrzymanych zwigzkow
w wodzie oraz wplyng na ich wtasciwosci biologiczne. Powodzeniem zakonczyla si¢ jego
ekspansja do pierScienia szescioczlonowego, z wigzaniem podwdjnym w pozycji C17(28)
(zwiagzki 51, 53, 54), a takze cis-diolu 73, ktory posiadat dwie grupy hydroksylowe
w pozycjach C17 i C28. Z kolei degradacja tego szeScioczlonowego pierscienia E
doprowadzita do nowych czteropierScieniowych pochodnych betuliny, posiadajacych
w pozycji C-28 ugrupowanie acetalowe (zwigzek 55), kwasowe (76) oraz estrowe (77).
Czteropierscieniowg pochodng acetalowa 55 udato si¢ takze przeprowadzi¢ w nieznane
dotychczas diastereoizomeryczne pochodne 71 i 72 posiadajace siedmiocztonowy pierscien E,
a mechanizm tej przemiany Autorka zaproponowata w pracy.

Trzecia cz¢$¢ badan dotyczyla syntezy saponin zawierajacych tzw. disacharyd
OSW-1, zbudowany z D-ksylopiranozy potaczonej wigzaniem 1—3 glikozydowym
Z L-arabinoza. Pochodna czteropier$cieniowa zawierajaca disacharyd OSW-1 jest juz znana
i charakteryzuje si¢ wyjatkowo wysoka cytotoksycznoscia wobec linii komorek
nowotworowych (ICsp = 0.1-0.7 nM). Autorka wzorujac si¢ na tych doniesieniach,
z powodzeniem przeprowadzita reakcje glikozydowania saponin zawierajacych w swojej
strukturze czteropier$cieniowe szkielety triterpenoidowe (70 i 35) z perbenzoilowymi
donorami Schmidta (101, 149-151). Niestety estrowych pochodnych 160-162 nie udato si¢
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przeprowadzi¢ w wolne saponiny. Ponadto Doktorantka otrzymata saponiny zawierajace
reszte disacharydu OSW-1 w pozycji C-3 i C-28 czgsteczki betuliny. Przeprowadzita takze
syntezy jego analogow zbudowanych z L-arabinozy-L-ksylozy, D-arabinozy-D-ksylozy oraz
D-arabinozy-L-ksylozy. Pochodne te =zostaly otrzymane w reakcji glikozydowania
odpowiednio zabezpieczonych arabinopiranozydow, podczas ktorej mgr Kuczynska
zaobserwowata nieoczekiwang preferencj¢ do tworzenia w przewadze regioizomerow
potaczonych wigzaniem glikozydowym 1—4 nad 1—3 glikozydami. Przeprowadzajac
odpowiednie badania NMR, w sposéb przekonywujacy wykazata fleksyjnos¢ i zmiane
konformacji pierscieni cukrowych niektorych L-arabinopiranozydéw, wywotang przez
tworzenie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, ktore z kolei wplywaty na
wzgledng reaktywno$¢ grup hydroksylowych, a co za tym idzie na regioselektywno$¢ reakcji
glikozydowania.

Ostatnia czg$¢ poswiecona byla omoéwieniu aktywno$ci biologicznej otrzymanych
zwigzkow. Zarowno pochodne betuliny (21 zwigzkéw), jak i saponiny (16 zwigzkoéw),
poddano badaniom in vitro wobec ludzkich fibroblastow oraz wybranych linii komorek
rakowych o réznym pochodzeniu histopatologicznym. Sposrdéd wszystkich przebadanych
zwigzkoéw, czteropierscieniowe pochodne betuliny wykazywaly najlepsze wlasciwosci
przeciwnowotworowe, a ich toksycznos¢ byla niska. W przypadku saponin nie
zaobserwowano istotnych réznic w aktywnosci miedzy zwigzkami zawierajagcymi wigzanie
13 i 14 glikozydowe, a wszystkie saponiny lupanowe zawierajace reszte disacharydowa
OSW-1 lub jej analogi byty mniej cytotoksyczne niz naturalna saponina OSW-1.

Ponizej kilka uwag dotyczacych tej czgéci pracy:

v" Moje watpliwo$ci budza reakcje polegajace na modyfikacji grupy izopropenylowe;j
betuliny. Na Schemacie 4 Autorka przedstawia reakcj¢ aldehydu 6 z bromkiem
izopentylomagnezowym, podczas gdy w tekscie ponizej pisze o reakcji z bromkiem
izobutylomagnezowym. Podobnie dla przemiany 4—10 na str. 59 (Schemat 7 i tekst
ponizej). Czy zwiazki 8-12 posiadaja struktury takie jak przedstawione w pracy, czy
tez zawieraja o jedna grupe metylenowa mniej? Moich watpliwosci nie rozwialy dane
analityczne zamieszczone w cze$ci eksperymentalnej. Dane zamieszczone dla
zwigzkow 9 1 12 (widmo 1H NMR, analiza HRMS) wskazuja, ze sg to produkty
reakcji z bromkiem izopentylomagnezowym, podczas gdy dla zwigzku 10, Ze jest to
produkt reakcji z bromkiem izobutylomagnezowym. Z kolei dla tak zapisanej

struktury zwigzku 11, podano bledny wzor sumaryczny, a zmierzona masa
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czasteczkowa wskazuje na produkt reakcji z bromkiem izopentylomagnezowym.

Prosze o wyjasnienie dotyczace tej czesci pracy.

v Zwiazek 13 poddany zostal reakcji z 2,2-dimetylopropano-1,3-diolem, a nie jak podaje

Autorka z 3,3-dimetylo-1,3-propanodiolem (Schemat 15, str. 63).

v’ Saponiny, o ktorych mowa w tek$cie pod Schematem 79 (str. 94) noszg numery 160-

162.

Nastepny rozdziat ,,Cze¢$¢ eksperymentalna” zajmujgcy strony od 101 do 147
doktadnie dokumentuje przeprowadzone badania. Wszystkie eksperymenty zostaty nalezycie
opisane, a budowe¢ wszystkich otrzymanych zwigzkéw Autorka potwierdzita metodami
spektroskopowymi; dla wszystkich nowych pochodnych zamieszczajac takze wyniki analizy
elementarnej badz spektometrii mas w wysokiej (HRMS) lub niskiej rozdzielczosci (LRMS).

Analizy struktury otrzymanych zwigzkow nie budzg moich watpliwosci.

Na zakonczenie chciatabym podkresli¢c bardzo dobre przygotowanie Doktorantki
z zakresu technik magnetycznego rezonansu jadrowego, co pozwolito w przekonywujacy

sposob udowodni¢ struktury uzyskanych zwigzkow.

Przedstawione uwagi nie wplywaja na koncowa ocen¢ rozprawy. Cel pracy
— synteza 1 ocena aktywnosci biologicznej nowych pochodnych betuliny oraz saponin
o zwigkszonej rozpuszczalnosci w wodzie, zostat zrealizowany pomyslnie. Autorka wykazata
si¢ niewatpliwie dobrym przygotowaniem merytorycznym, duzg staranno$cia w planowaniu

1 przeprowadzeniu eksperymentow.

W podsumowaniu chciatabym stwierdzi¢, ze wyniki przedstawione w rozprawie
doktorskiej sa bardzo wartosciowe, posiadaja elementy nowos$ci naukowej i zostaly juz

czgsciowo opublikowane.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa spetnia warunki okreslone w art. 13
ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
0 stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz. 882 i 1311). Z pelnym
przekonaniem wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Organicznej PAN
w Warszawie o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Kingi Kuczynskiej i dopuszczenie jej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.



