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Recenzja 

pracy doktorskiej Pani mgr Kingi Kuczyńskiej 
pt. Triterpenoidy lupanowe w syntezie związków biologicznie czynnych 

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Kingi Kuczyńskiej pt. Triterpenoidy lupanowe 

w syntezie związków biologicznie czynnych została wykonana w Zespole IV Instytutu Chemii Organicznej 

PAN pod kierunkiem dr hab. inż. Zbigniewa Pakulskiego. Badania biologiczne opisane w dysertacji 

Doktorantka przeprowadziła podczas stażu w Zakładzie Biologii Chemicznej i Genetyki Uniwersytetu 

Palackiego w Ołomuńcu (Czechy).  

Celem pracy była synteza pochodnych betuliny posiadających miedzy innymi zmodyfikowany łańcuch 

boczny lub pierścień E w formie wolnej albo w połączeniu z mono- i disacharydami oraz zbadanie ich 

właściwości przeciwnowotworowych.  

W literaturze naukowej niezmiennie obserwuje się zainteresowanie naturalnymi związkami biologicznie 

czynnymi, w tym rozpowszechnionymi w świecie roślin triterpenoidami. Betulina, należąca do 

triterpenoidów z grupy lupanu, wykazuje szerokie spektrum aktywności biologicznej. Przeprowadzone 

badania udowodniły jej właściwości przeciwnowotworowe, przeciwpierwotniakowe, przeciwzapalne, 

hepatoprotekcyjne, chemoprewencyjne i przeciwwirusowe. Dodatkowym atutem jest jej wysoka 

dostępność ze źródeł naturalnych. Betulina jest pozyskiwana na skalę przemysłową z kory z dwóch 

gatunków brzozy, brzozy brodawkowatej (Betula verrucosa) i brzozy omszonej (Betula pubescens),  

w których jej zawartość waha się od 10% do 30%. Jednak wykorzystanie w medycynie betuliny i jej 

pochodnych, takich jak kwas betulinowy czy lupeol, jest ograniczone ze względu na ich niską 

rozpuszczalność  w  wodzie.  W  związku  z  tym  poszukiwanie  analogów betuliny o lepszej biodostępności, 

a także silniejszym lub bardziej selektywnym działaniu biologicznym na drodze modyfikacji łatwo 

dostępnego, naturalnego produktu jest aktualne i potrzebne. Na tym tle tematyka rozprawy wydaje się jak 

najbardziej uzasadniona i ciekawa, a wyniki przeprowadzonych badań mogą prowadzić do pogłębienia 

dotychczasowej wiedzy o reaktywności betuliny i uzupełniania danych dotyczących zależności aktywności 

od struktury (SAR) dla tego związku. 

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

i ma typowy układ dla tego typu opracowań. Zasadnicze rozdziały pracy to: Część Literaturowa (38 stron), 
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Badania Własne połączone ze wstępem wyjaśniającym cel i założenia podjętych badań (46 stron) oraz Część 

Eksperymentalna (47 stron). Rozprawę uzupełniają streszczenie w języku polskim i angielskim, lista 

najważniejszych skrótów, podsumowanie, suplement zawierający opis dorobku naukowego Doktorantki 

oraz spis literatury cytowanej (132 pozycje).  

Na początku Części Literaturowej Autorka przedstawia krótkie uzasadnienie wyboru tematyki 

badawczej, a następnie zapoznaje czytelnika z podstawowymi informacjami dotyczącymi budowy i bio-

syntezy triterpenów oraz triterpenoidów ze szczególnym uwzględnieniem betuliny i jej pochodnych. 

Doktorantka poświęca obszerną część przeglądu literaturowego przedstawieniu znanych modyfikacji 

betuliny w łańcuchu izopropenylowym i pierścieniu E oraz syntezie saponin lupanowych, co jest, jak 

najbardziej, uzasadniane i wskazane w świetle opisanych następnie badań własnych. W osobnym rozdziale 

mgr Kuczyńska prezentuje aktywność biologiczną betuliny, jej półsyntetycznych pochodnych oraz saponin 

lupanowych. Część literaturowa została udokumentowana 102 cytowaniami i w mojej ocenie dobrze 

wprowadza w tematykę badań własnych mgr Kuczyńskiej. Mam jednak kilka niewielkich uwag dotyczących 

materiału zawartego w tej części pracy. 

 Str. 19, ostatni akapit: moje wątpliwości wzbudziło sformułowanie „prefałdowanie substratu”. 

 Str. 35 i 36, Schemat 36, 37, 39: w wzorach związków 16, 55 i 60 wiązanie C19-C20 nie powinno być 

narysowane klinem. 

 Str. 39, ostatni akapit: we fragmencie „…podczas gdy reakcja aglikonu z donorem glikozydowym 

zawierającym podstawnik typu estrowego w pozycji C-2 często prowadzi do mieszaniny /-

anomerów” wydaje mi się, że Autorka miała na myśli podstawnik typu eterowego. 

 Str. 42: niewłaściwa nazwa związku 86. 

 Str. 43, przedostatni akapit: we fragmencie „…pochodne lupeolu (97) i kwasu betulinowego (98) 

poddano reakcji…” – pochodna kwasu betulinowego powinna mieć numer 96. 

 Str. 44, schemat 49: niewłaściwy numer związku dla warunków: Pd(PPh3)4, PPh3, THF. 

 Str. 45: wydajność otrzymywania związku 127 jest inna w opisie i inna na schemacie 50. Na schemacie 

51 brakuje wyjaśnienia warunków „i” oraz wydaje się, że struktura produktów 125, 127 na schemacie 

50 i 131 i 134 na schemacie 51 jest niewłaściwa. Czy w warunkach hydrolizy nie następuje usuniecie 

grup benzoilowych także z cukru przyłączonego w pozycji 28? 

 Str. 48, rysunek 12: błąd w zapisie R2 (powinno być OMe lub OH). 

 Str. 49: kwas betulonowy ma błędnie przypisany numer. 

 Str. 51, schemat 18: błąd we wzorze związku 61. 

 Str. 52 - 53: szkoda, że w tabelach 3, 4 i 5 nie została zestawiona aktywność cytotoksyczna saponin 

typu lupanu z aktywnością wolnych aglikonów, co pozwoliłoby to na określenie wpływu dołączonego 

cukru na aktywność biologiczną. 

W następnej części rozprawy Autorka omawia wyniki badań własnych. We wstępie do tego 

rozdziału Doktorantka jasno i zwięźle przedstawia cel badań. Głównym założeniem niniejszej pracy była 
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synteza pochodnych betuliny cechujących się lepszą rozpuszczalnością w wodzie, a także posiadających 

silniejsze lub bardziej selektywne działanie biologiczne. Kolejny cel pracy to zbadanie ich aktywności 

przeciwnowotworowej. Postawione zadanie syntetyczne mgr Kuczyńska zaplanowała zrealizować trzema 

różnymi drogami, poprzez funkcjonalizację łańcucha izopropenylowego, modyfikację pierścienia E betuliny 

oraz w wyniku glikozydowania pochodnych betuliny, lupeolu oraz teracyklicznych pochodnych otrzymanych  

w wyniku degradacji pierścienia E. Zadanie badawcze przedstawione w celu pracy było niełatwe do 

wykonania, gdyż grupy funkcyjne obecne w cząsteczce betuliny często wykazują inną reaktywność niż 

można byłoby się spodziewać. Powodem tej nietypowej aktywności jest ich specyficzne otoczenie 

chemiczne i steryczne. W wyniku modyfikacji łańcucha bocznego Doktorantka otrzymała związki 7, 9, 10 

i 12 posiadające wydłużony łańcuch boczny oraz mieszaninę epimerów alkoholu 27 z ze skróconym 

łańcuchem bocznym i dodatkową grupą hydroksylową. Następna seria pochodnych (17 związków) została 

przygotowana poprzez odpowiednie przekształcenie pierścienia E – jego degradację i utlenienie powstałych 

produktów, wprowadzenie dodatkowej funkcji tlenowej (grupy karbonylowej, hydroksylowej) oraz jego 

powiększenie. Ostatnie zadanie polegało na syntezie glikozydów pochodnych betuliny, lupeolu i nowo 

otrzymanych tetracyklicznych terpenoidów. W ramach tej części badań Autorka otrzymała saponiny 

zawierające w pozycji C-3 lub C-28 resztę różnych cukrów prostych oraz disacharydu OSW-1 jak i jego 

konfiguracyjnych izomerów. Należy tu podkreślić ogrom pracy, jaki Doktorantka musiała włożyć 

w przeprowadzenie tych syntez, które wymagały przemyślanej i dobrze zaplanowanej manipulacji grupami 

ochronnymi. Realizacja tych badań syntetycznych wymagała nie tylko opanowania warsztatu pracy 

w zakresie syntezy chemicznej, oczyszczania, rozdziału i analizy otrzymanych produktów, ale także 

wytrwałości, cierpliwości i skrupulatność w przeprowadzeniu badań i interpretacji wyników. 

Odrębnym zadaniem było określenie aktywności przeciwnowotworowej otrzymanych związków. Ich 

działanie cytotoksyczne zostało zbadane na czterech liniach komórek rakowych (białaczki limfoblastycznej 

CEM, czerniaka G-361, raka szyjki macicy HeLa i rak sutka MCF-7) oraz w stosunku do zdrowych 

fibroblastów ludzkich. Pomimo, że aktywność biologiczna w stosunku do komórek nowotworowych tylko 

niektórych związków okazała się obiecująca wszystkie otrzymane rezultaty są wartościowym uzupełnieniem 

danych SAR dla pochodnych betuliny. Na uznanie zasługuje fakt, że część badań biologicznych została 

wykonana przez Doktorantkę samodzielnie podczas stażu w grupie prof. M. Strnada. 

W części eksperymentalnej Autorka skrupulatnie opisała wszystkie przeprowadzone syntezy oraz 

podała charakterystykę otrzymanych związków. Zamieszczone procedury i analiza produktów w pełni 

dokumentują otrzymane rezultaty.  

Mam kilka wątpliwości i uwag do omówionych powyżej rozdziałów pracy. 

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

podczas gdy w opisie i w części eksperymentalnej Autorka konsekwentnie mówi o reakcji  

z bromkiem izobutylomagnezowym. 
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 Str. 59: brakuje dyskusji, w jaki sposób metody spektroskopii NMR pomogły w ustaleniu 

konfigurację na nowo powstałym centrum stereogenicznym w związku 10. 

 Str. 60, Tabela 2: moje wątpliwości budzi zastosowanie czterotlenku osmu do syntezy 20-ketonu 13 

w reakcji utleniania wiązania podwójnego w cząsteczce dioctanu betuliny. Czy w tej reakcji nie jest 

potrzebny dodatkowy utleniacz taki jak NaIO4, czy oxone? 

 Str. 62: zastanawiam się, czy Autorka rozważała jednoetapową syntezę dibenzylowej pochodnej 19 

przy użyciu trichloroacetoimidanu benzylu zamiast dwuetapowej metody polegającej na 

benzylowaniu grupy 3-OH w warunkach klasycznej syntezy Williamsona i następnie reakcji 28-

alkoholu z trichloroacetoimidanem benzylu w obecności triflanu trimetylosililu? 

 Str. 68: przydałoby się krótkie wyjaśnienie, jak ustalono konfigurację na C-20 w związku 42 i 45. 

 Str. 73: w reakcji ozonolizy związku 68 zaobserwowano niską konwersję, której jako przyczynę 

Autorka wskazuję słabą rozpuszczalność substratu w mieszaninie DCM/MeOH. Czy w tej sytuacji nie 

próbowano reakcji w DCM? 

 Str. 74: Autorka wyjaśnia powstanie nieoczekiwanego produktu kondensacji w reakcji związku 55  

z p-TsOH. Zastanawiam się, dlaczego w tej reakcji powstaje octan a nie alkohol? 

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

 Str. 96 - 99: w zamieszczonych tabelach nie sprecyzowano jednostek stężenia. Poglądowe by było 

dodanie do tabel 10 i 11, przedstawiających aktywność cytotoksyczną otrzymanych saponin, danych 

dla betuliny (ewentualnie innego wzorca). 

W recenzowanej rozprawie znalazło się kilka nieścisłości, drobnych błędy i uwag, które nie wymagają 

odpowiedzi. Z obowiązku recenzenta przedstawiam poniżej niektóre z nich. 

 W części „Badania Własne” Autorka zastosowała nową numerację schematów, rysunków, tabel  

i związków. Wydaję się, żeby uniknąć niejasności lepszym rozwiązaniem było by zastosowanie 

ciągłej numeracji. 

 Str. 55, ostatni akapit: wiązanie podwójne w pozycji C20(29), nie C20(30). 

 Str. 85, schemat 62: podane warunki reakcji nie odpowiadają przekształceniom podanym na 

schemacie. 

 Str. 88, Schemat 69: błąd w strukturze związku 126. 

 Str. 89, 90: Schemat 72 i 73: we wzorach związków w pozycji 2 powinien być podstawnik OR2 nie 

OR3. 

 Str. 94, ostatni akapit: ester 165 powinien mieć numer 163. 

 Str. 116: błąd w nazwie związku 61 i 62. 

Przedstawione w recenzji uwagi nie wpływają na ogólną wysoką ocenę rozprawy. Przedstawione wyniki 

badań  merytorycznie  nie  budzą  wątpliwości.  Do  dokonań  Doktorantki  oprócz  zaprojektowania, syntezy 

i zbadania aktywności przeciwnowotworowej nowych pochodnych betuliny należy niewątpliwie zaliczyć: 
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 poszerzenie wiedzy o reaktywności układu betuliny (w szczególności w warunkach utlenienia za 

pomocą BSA/TMSOTf, opracowanie metod degradacji i ekspansji pierścienia E), 

 opracowanie warunków glikozydowania pochodnych betuliny za pomocą peracetylowanych 

donorów Schmidta i wyjaśnienie wpływu dodatku acetonitrylu na przebieg reakcji, 

 wyjaśnienie regioselektywności reakcji glikozydowania 2-acetyloarabinopiranozydów w oparciu  

o tworzenie się wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego. 

Uważam, że wszystkie założone cele badawcze zostały zrealizowane. Wyniki badań zostały opisane  

w dwóch artykułach opublikowanych w czasopismach z listy JCR, Tetrahedron i Carbohydr. Res., w których 

mgr Kuczyńska jest pierwszym autorem. Były one także zaprezentowane na dziesięciu konferencjach 

międzynarodowych i czterech krajowych. Na uznanie zasługuje też interdyscyplinarny charakter 

wykonywanych prac niezbędny do zrealizowania postawionych celów badawczych.  

Stwierdzam, że przedłożona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Kingi Kuczyńskiej spełnia 

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  wnoszę  do  Rady Naukowej Instytutu Chemii Organicznej PAN  

o dopuszczenie mgr Kingi Kuczyńskiej do dalszych etapów przewodu doktorskiego. 

 

 


