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Recenzja

pracy doktorskiej Pani mgr Kingi Kuczyriskiej
pt. Triterpenoidy lupanowe w syntezie zwigzkdw biologicznie czynnych

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Kingi Kuczynskiej pt. Triterpenoidy lupanowe
w syntezie zwigzkdéw biologicznie czynnych zostata wykonana w Zespole IV Instytutu Chemii Organicznej
PAN pod kierunkiem dr hab. inz. Zbigniewa Pakulskiego. Badania biologiczne opisane w dysertacji
Doktorantka przeprowadzita podczas stazu w Zaktadzie Biologii Chemicznej i Genetyki Uniwersytetu
Palackiego w Otomuncu (Czechy).
Celem pracy byta synteza pochodnych betuliny posiadajgcych miedzy innymi zmodyfikowany tarcuch
boczny lub pierscien E w formie wolnej albo w potgczeniu z mono- i disacharydami oraz zbadanie ich
wiasciwosci przeciwnowotworowych.
W literaturze naukowej niezmiennie obserwuje sie zainteresowanie naturalnymi zwigzkami biologicznie
czynnymi, w tym rozpowszechnionymi w S$wiecie roslin triterpenoidami. Betulina, nalezgca do
triterpenoidéw z grupy lupanu, wykazuje szerokie spektrum aktywnosci biologicznej. Przeprowadzone
badania udowodnity jej wfasciwosci przeciwnowotworowe, przeciwpierwotniakowe, przeciwzapalne,
hepatoprotekcyjne, chemoprewencyjne i przeciwwirusowe. Dodatkowym atutem jest jej wysoka
dostepnos¢ ze Zrodet naturalnych. Betulina jest pozyskiwana na skale przemystowg z kory z dwéch
gatunkéw brzozy, brzozy brodawkowatej (Betula verrucosa) i brzozy omszonej (Betula pubescens),
w ktdrych jej zawarto$¢ waha sie od 10% do 30%. Jednak wykorzystanie w medycynie betuliny i jej
pochodnych, takich jak kwas betulinowy czy lupeol, jest ograniczone ze wzgledu na ich niska
rozpuszczalnos¢ w wodzie. W zwigzku z tym poszukiwanie analogéw betuliny o lepszej biodostepnosci,
a takze silniejszym lub bardziej selektywnym dziataniu biologicznym na drodze modyfikacji tatwo
dostepnego, naturalnego produktu jest aktualne i potrzebne. Na tym tle tematyka rozprawy wydaje sie jak
najbardziej uzasadniona i ciekawa, a wyniki przeprowadzonych badan mogg prowadzi¢ do pogtebienia
dotychczasowej wiedzy o reaktywnosci betuliny i uzupetniania danych dotyczacych zaleznosci aktywnosci
od struktury (SAR) dla tego zwigzku.

Oceniana dysertacja zostata przygotowana w formie tradycyjnej. Zawiera 151 stron maszynopisu

i ma typowy uktad dla tego typu opracowan. Zasadnicze rozdziaty pracy to: Czes¢ Literaturowa (38 stron),
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Badania Wtasne potgczone ze wstepem wyjasniajagcym cel i zatozenia podjetych badan (46 stron) oraz Czesc

Eksperymentalna (47 stron). Rozprawe uzupetniajg streszczenie w jezyku polskim i angielskim, lista

najwazniejszych skrétéw, podsumowanie, suplement zawierajgcy opis dorobku naukowego Doktorantki

oraz spis literatury cytowanej (132 pozycje).

Na poczatku Czesci Literaturowej Autorka przedstawia krétkie uzasadnienie wyboru tematyki
badawczej, a nastepnie zapoznaje czytelnika z podstawowymi informacjami dotyczgcymi budowy i bio-
syntezy triterpendw oraz triterpenoidéw ze szczegdlnym uwzglednieniem betuliny i jej pochodnych.
Doktorantka poswieca obszerng czes¢ przegladu literaturowego przedstawieniu znanych modyfikacji
betuliny w tancuchu izopropenylowym i pierscieniu E oraz syntezie saponin lupanowych, co jest, jak
najbardziej, uzasadniane i wskazane w Swietle opisanych nastepnie badan wtasnych. W osobnym rozdziale
mgr Kuczynska prezentuje aktywnos$¢ biologiczng betuliny, jej pdtsyntetycznych pochodnych oraz saponin
lupanowych. Czes¢ literaturowa zostata udokumentowana 102 cytowaniami i w mojej ocenie dobrze
wprowadza w tematyke badan wtasnych mgr Kuczynskiej. Mam jednak kilka niewielkich uwag dotyczacych
materiatu zawartego w tej czesci pracy.

e Str. 19, ostatni akapit: moje watpliwosci wzbudzito sformutowanie , prefatdowanie substratu”.

e Str. 35 36, Schemat 36, 37, 39: w wzorach zwigzkéw 16, 55 i 60 wigzanie C19-C20 nie powinno by¢
narysowane klinem.

e Str. 39, ostatni akapit: we fragmencie ,...podczas gdy reakcja aglikonu z donorem glikozydowym
zawierajagcym podstawnik typu estrowego w pozycji C-2 czesto prowadzi do mieszaniny o/fp-
anomerdéw” wydaje mi sie, ze Autorka miata na mysli podstawnik typu eterowego.

e Str. 42: niewfasciwa nazwa zwigzku 86.

e Str. 43, przedostatni akapit: we fragmencie ,...pochodne lupeolu (97) i kwasu betulinowego (98)
poddano reakcji...” — pochodna kwasu betulinowego powinna mie¢ numer 96.

e Str. 44, schemat 49: niewtasciwy numer zwigzku dla warunkéw: Pd(PPhs),, PPh; THF.

e  Str. 45: wydajnos¢ otrzymywania zwigzku 127 jest inna w opisie i inna na schemacie 50. Na schemacie
51 brakuje wyjasnienia warunkdw ,,i” oraz wydaje sie, ze struktura produktéw 125, 127 na schemacie
50 i 131 i 134 na schemacie 51 jest niewtasciwa. Czy w warunkach hydrolizy nie nastepuje usuniecie
grup benzoilowych takze z cukru przytgczonego w pozycji 28?

e Str. 48, rysunek 12: btad w zapisie R* (powinno by¢ OMe lub OH).

e Str. 49: kwas betulonowy ma btednie przypisany numer.

e Str. 51, schemat 18: btagd we wzorze zwigzku 61.

e Str. 52 - 53: szkoda, ze w tabelach 3, 4 i 5 nie zostata zestawiona aktywnos¢ cytotoksyczna saponin
typu lupanu z aktywnoscig wolnych aglikondw, co pozwolitoby to na okreslenie wptywu dotgczonego
cukru na aktywnos¢ biologiczna.

W nastepnej czedci rozprawy Autorka omawia wyniki badan wtasnych. We wstepie do tego

rozdziatu Doktorantka jasno i zwiezle przedstawia cel badan. Gtéwnym zatozeniem niniejszej pracy byfa
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synteza pochodnych betuliny cechujacych sie lepsza rozpuszczalnoscia w wodzie, a takze posiadajgcych
silniejsze lub bardziej selektywne dziatanie biologiczne. Kolejny cel pracy to zbadanie ich aktywnosci
przeciwnowotworowej. Postawione zadanie syntetyczne mgr Kuczynska zaplanowata zrealizowa¢ trzema
réznymi drogami, poprzez funkcjonalizacje taricucha izopropenylowego, modyfikacje pierscienia E betuliny
oraz w wyniku glikozydowania pochodnych betuliny, lupeolu oraz teracyklicznych pochodnych otrzymanych
w wyniku degradacji pierscienia E. Zadanie badawcze przedstawione w celu pracy byto niefatwe do
wykonania, gdyz grupy funkcyjne obecne w czasteczce betuliny czesto wykazujg inng reaktywnosé niz
mozna bytoby sie spodziewaé. Powodem tej nietypowej aktywnosci jest ich specyficzne otoczenie
chemiczne i steryczne. W wyniku modyfikacji faricucha bocznego Doktorantka otrzymata zwigzki 7, 9, 10
i 12 posiadajace wydtuzony tancuch boczny oraz mieszanine epimeréw alkoholu 27 z ze skréconym
tancuchem bocznym i dodatkowa grupg hydroksylowa. Nastepna seria pochodnych (17 zwigzkéw) zostata
przygotowana poprzez odpowiednie przeksztatcenie pierscienia E — jego degradacje i utlenienie powstatych
produktéw, wprowadzenie dodatkowej funkcji tlenowej (grupy karbonylowej, hydroksylowej) oraz jego
powiekszenie. Ostatnie zadanie polegato na syntezie glikozydéw pochodnych betuliny, lupeolu i nowo
otrzymanych tetracyklicznych terpenoidéw. W ramach tej czesci badan Autorka otrzymata saponiny
zawierajgce w pozycji C-3 lub C-28 reszte réznych cukréw prostych oraz disacharydu OSW-1 jak i jego
konfiguracyjnych izomeréw. Nalezy tu podkresli¢ ogrom pracy, jaki Doktorantka musiata wtozyc
w przeprowadzenie tych syntez, ktére wymagaty przemyslanej i dobrze zaplanowanej manipulacji grupami
ochronnymi. Realizacja tych badan syntetycznych wymagata nie tylko opanowania warsztatu pracy
w zakresie syntezy chemicznej, oczyszczania, rozdziatu i analizy otrzymanych produktéw, ale takze
wytrwatosci, cierpliwosci i skrupulatnos$é w przeprowadzeniu badan i interpretacji wynikéw.

Odrebnym zadaniem byto okreslenie aktywnosci przeciwnowotworowej otrzymanych zwigzkéw. Ich
dziatanie cytotoksyczne zostato zbadane na czterech liniach komérek rakowych (biataczki limfoblastycznej
CEM, czerniaka G-361, raka szyjki macicy Hela i rak sutka MCF-7) oraz w stosunku do zdrowych
fibroblastéw ludzkich. Pomimo, ze aktywnos¢ biologiczna w stosunku do komdrek nowotworowych tylko
niektérych zwigzkéw okazata sie obiecujgca wszystkie otrzymane rezultaty sg wartosciowym uzupetnieniem
danych SAR dla pochodnych betuliny. Na uznanie zastuguje fakt, ze cze$¢ badan biologicznych zostafa
wykonana przez Doktorantke samodzielnie podczas stazu w grupie prof. M. Strnada.

W czesci eksperymentalnej Autorka skrupulatnie opisata wszystkie przeprowadzone syntezy oraz
podata charakterystyke otrzymanych zwigzkéw. Zamieszczone procedury i analiza produktow w petni
dokumentujg otrzymane rezultaty.

Mam kilka watpliwosci i uwag do omoéwionych powyzej rozdziatéw pracy.

e Str. 57 i 59: na schematach 4 i 7 przedstawiona jest reakcja z bromkiem izopentylomagnezowym,

podczas gdy w opisie i w czesci eksperymentalnej Autorka konsekwentnie méwi o reakgcji

z bromkiem izobutylomagnezowym.



Str. 59: brakuje dyskusji, w jaki sposéb metody spektroskopii NMR pomogty w ustaleniu
konfiguracje na nowo powstatym centrum stereogenicznym w zwigzku 10.

Str. 60, Tabela 2: moje watpliwosci budzi zastosowanie czterotlenku osmu do syntezy 20-ketonu 13
w reakcji utleniania wigzania podwdjnego w czgsteczce dioctanu betuliny. Czy w tej reakcji nie jest
potrzebny dodatkowy utleniacz taki jak NalO,4 czy oxone?

Str. 62: zastanawiam sie, czy Autorka rozwazata jednoetapowa synteze dibenzylowej pochodnej 19
przy uzyciu trichloroacetoimidanu benzylu zamiast dwuetapowej metody polegajacej na
benzylowaniu grupy 3-OH w warunkach klasycznej syntezy Williamsona i nastepnie reakcji 28-
alkoholu z trichloroacetoimidanem benzylu w obecnosci triflanu trimetylosililu?

Str. 68: przydatoby sie krotkie wyjasnienie, jak ustalono konfiguracje na C-20 w zwigzku 42 i 45.

Str. 73: w reakcji ozonolizy zwigzku 68 zaobserwowano niskg konwersje, ktérej jako przyczyne
Autorka wskazuje stabg rozpuszczalnos$¢ substratu w mieszaninie DCM/MeOH. Czy w tej sytuacji nie
prébowano reakcji w DCM?

Str. 74: Autorka wyjasnia powstanie nieoczekiwanego produktu kondensacji w reakcji zwigzku 55
z p-TsOH. Zastanawiam sie, dlaczego w tej reakcji powstaje octan a nie alkohol?

Str. 80: w tabelach 5 i 6 brakuje informacji o ilosci aktywatora.

Str. 96 - 99: w zamieszczonych tabelach nie sprecyzowano jednostek stezenia. Poglagdowe by byto
dodanie do tabel 10i 11, przedstawiajgcych aktywnos$é cytotoksyczng otrzymanych saponin, danych

dla betuliny (ewentualnie innego wzorca).

W recenzowanej rozprawie znalazto sie kilka niescistosci, drobnych btedy i uwag, ktére nie wymagajg

odpowiedzi. Z obowigzku recenzenta przedstawiam ponizej niektére z nich.

W czesci ,,Badania Wtasne” Autorka zastosowata nowg numeracje schematdéw, rysunkdéw, tabel
i zwigzkdw. Wydaje sie, zeby unikna¢ niejasnosci lepszym rozwigzaniem byto by zastosowanie
ciggtej numeracji.

Str. 55, ostatni akapit: wigzanie podwdjne w pozycji C20(29), nie C20(30).

Str. 85, schemat 62: podane warunki reakcji nie odpowiadajg przeksztatceniom podanym na
schemacie.

Str. 88, Schemat 69: btgd w strukturze zwigzku 126.

Str. 89, 90: Schemat 72 i 73: we wzorach zwigzkéw w pozycji 2 powinien by¢ podstawnik OR? nie
OR’.

Str. 94, ostatni akapit: ester 165 powinien mie¢ numer 163.

Str. 116: btagd w nazwie zwigzku 61 i 62.

Przedstawione w recenzji uwagi nie wptywaja na ogdlng wysokg ocene rozprawy. Przedstawione wyniki

badan merytorycznie nie budzg watpliwosci. Do dokonan Doktorantki oprécz zaprojektowania, syntezy

i zbadania aktywnosci przeciwnowotworowej nowych pochodnych betuliny nalezy niewatpliwie zaliczy¢:



e poszerzenie wiedzy o reaktywnosci uktadu betuliny (w szczegdlnosci w warunkach utlenienia za
pomoca BSA/TMSOTf, opracowanie metod degradacji i ekspansji pierscienia E),
e opracowanie warunkow glikozydowania pochodnych betuliny za pomocg peracetylowanych
donoréw Schmidta i wyjasnienie wptywu dodatku acetonitrylu na przebieg reakcji,
e wyjasnienie regioselektywnosci reakcji glikozydowania 2-acetyloarabinopiranozydéw w oparciu
o tworzenie sie wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego.
Uwazam, ze wszystkie zatozone cele badawcze zostaty zrealizowane. Wyniki badan zostaty opisane
w dwdch artykutach opublikowanych w czasopismach z listy JCR, Tetrahedron i Carbohydr. Res., w ktérych
mgr Kuczynska jest pierwszym autorem. Byly one takie zaprezentowane na dziesieciu konferencjach
miedzynarodowych i czterech krajowych. Na uznanie zastuguje tez interdyscyplinarny charakter
wykonywanych prac niezbedny do zrealizowania postawionych celdw badawczych.
Stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Kingi Kuczyniskiej spetnia
wymogi art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
z dnia 14 marca 2003 roku i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii Organicznej PAN

o dopuszczenie mgr Kingi Kuczynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



