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~Zwigzki fosforoorganiczne joko terapeutyki i znaczniki w diagnostyce medycznej”
wykonanej pod kierunkiem Pana dr. hab. inz. Jakuba Adamka, prof. PS
(promotor pomocniczy — Pani dr inz. Anna Kuznik)
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Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej

Uwagi wstepne
Podstawga sporzadzenia recenzji byto pismo nr RDNCh.512.6.2025 skierowane przez
Przewodniczaca Rady Dyscypling Nauki Chemiczne Politechniki  Slaskiej, Pania

prof. dr hab. inz. Dorote Neugebauer, z dnia 17 wrzesnia 2025 r., dotyczace powotania mojej
osoby na recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Dominiki Kozickiej.

W przygotowaniu recenzji kierowatem sie art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie
wyiszym i nouce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U.2024.1571). W szczegdlnosci oceniatem,
czy rozprawa doktorska prezentuje ogolng wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie oraz
umiejetnosc samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a takze czy przedmiotem rozprawy
doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Struktura i uktad pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Dominiki Kozickiej zostata
wydana w formie wydruku cyfrowego liczacego 185 stronic. Tresc dysertacji zostata
podzielona w sposdb charakterystyczny dla prac eksperymentalnych z dziedziny nauk scistych
na trzy podstawowe rozdzialy: Studio literaturowe, Omowienie wynikow oraz Czesc
eksperymentalng. Rozdzialy te s3 wiasciwie zrownowaione objetosciowo zajmujac
odpowiednio: okoto 50-ciu, 50-ciu oraz 40-tu stronic. Catost poprzedza kilkustronicowe
omowienie zatozen i celu pracy, a opis wynikéw zamyka podobnej objetosci Podsumowanie
oraz wnioski. Rozprawa zawiera odniesienia do ponad 200-tu pozycji zebranych w rozdziale
Literatura, bedacych w wiekszosci cytowaniami oryginalnych i w mniejszym stopniu
przegladowych artykutow naukowych (polecam uwadze Autorki, ze standardem jest obecnie
podawanie referencji wraz z tytutami). Zgodnie z wymogami, rozprawa zostata opatrzona
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streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim. Kandydatka do stopnia doktora przedstawita
rowniez dorobek publikacyjny i konferencyjny. Dysertacja zawiera wykaz uzywanych skrotow
(wyjasnienia znajduja sie takie w tekscie przy pierwszym uzyciu), natomiast w zatgezniku
dodatkowo zamieszczono widma NMR 1l-aminometylenobisfosfonianu tetraetylu i jego
pochodnych.

Strone formalng przygotowania manuskryptu oceniam bardzo wysoko. Na szczegolne
uznanie zastuguje schludne opracowanie graficzne, z ponad 60-cioma schematami i 45-cioma
rysunkami (nie liczac struktur w Czesci Eksperymentalnej), czesto bardzo rozbudowanymi,
a takze tabelami dobrze porzadkujacymi bogactwo danych, szczegdlnie w czesci literaturowej.
Struktury zwiazkow chemicznych sg numerowane, a do numerow grafik oraz zwigzkow
Autorka konsekwentnie odnosi sie w tekscie. Styl narracji jest logiczny i klarowny, a jezyk
rozprawy profesjonalny, unikajacy potkniec stylistycznych i okreslen zargonowych. Korekta
zostata wykonana bardzo starannie a liczba btedow typograficznych czy merytorycznych (np.
btednie narysowany wzér XC, Schemat 27, str. 56 czy brak ,,7-aza” we nazwie HATU, str. 86)
ograniczona do minimum. Nazewnictwo zwigzkow chemicznych jest zasadniczo poprawne,
niemniej w ramach dyskusji w czasie publicznej obrony i dla wyjasnienia watpliwosci samego
recenzenta prosze o rozstrzygniecie, ktora wersja nomenklatury niepodstawionego 1-amino-
1,1-bisfosfonianu (metylideno czy metyleno), takze kwasow fosfonowych (alkano czy alkilo)
jest bardziej formalna. Dodatkowo przypominam, ze separatorem dziesietnym w jezyku
polskim jest przecinek, a nie kropka.

Cel pracy zostat jasno sprecyzowany | uwzgledniat kilka kluczowych punktow. Po pierwsze
zaktadat optymalizacje opracowane] w macierzystym zespole metody syntetycznej dla
uzyskania symetrycznie oraz niesymetrycznie podstawionych pochodnych kwasow 1-amino-
1,1-bisfosforowych (fosfono, fosfonylo, fosfonoilo), zawierajgcych wybrane podstawniki
aminokwasow proteinogennych. Po drugie, zaplanowano skoniugowanie grupy aminowej
bisfosfonianow z wybranymi zwiazkami o znanej aktywnosci przeciwnowotworowej lub
kompleksujacej jony metali dla uzyskania, odpowiednio, nowych uktadow bicaktywnych lub
znacznikow diagnostycznych. Zwierniczeniem badan miata by ocena aktywnosci biologicznej
nowych zwigzkéow, w szczegélnosci ich cytotoksycznosci. Postawiony problem badawczy tego
wielowatkowego multidyscyplinarnego projektu  uznaje 2a zdecydowanie ambitny
i stanowigcy oryginalne wyzwanie naukowe,

Ocena merytoryczna

Studia literaturowe rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. D. Kozickiej to rozdziat
wielowatkowy, ktory obejmuje omowienie aktualnego stanu wiedzy na temat syntezy oraz
zastosowania bisfosfonianow i ich pochodnych. Przedstawione zostaty m.in. terapeutyczne
i mechanistyczne aspekty aktywnosci zwigzkow, ktore majg udziat w rynku farmaceutycznym
o wartosci kilku miliardow dolarow i weszty do szerokiego uzycia klinicznego, glownie w
leczeniu chorob kosci oraz chorob nowotworowych. Szczegotowo zostaty opisane wybrane
metody otrzymywania bisfosfoniandw, ze zwréceniem szczegolnej uwagi na zasieg
i ograniczenia metod syntetycznych. Na koniec przedstawiono potencjal zwigzkow
w konstrukcji nowych systemow dostarczania lekow oraz w diagnostyce medycznej.



Materiat merytoryczny zawarty w tej czesci jest bardzo bogaty, co pokazuje oczytanie
i wiedze nabyta przez Kandydatke w tematyce doktoratu. Ta czesc dysertacji odnosi sie az do
174 pozycji literaturowych, co naleiy uznac za wyczerpujgce. Dla porownania, najnowszy,
kompletny, okoto 60-stronicowy, opublikowany praktycznie jednoczesnie z oceniang
rozprawa przeglad literaturowy prof. Ordofieza, dotyczacy syntezy | aktywnosci biologicznej
bisfosfoniandw w ostatnich 15-tu latach, uwzglednia niecate 150 referencji (Pharmaceuticals
2025, 18, 1063). Catosé jest przemyslana — zachowana jest zwiezfos¢ i ptynnosc narracji,
a uniknieta maniera nuizcego wymieniania luino powigzanych ze sobg informacji.
Znamionuje to dojrzaty i pogtebiong wiedze Autorki w reprezentowanej dyscyplinie, potaczong
ze zdolnoscig do krytycznej analizy danych literaturowych.

Badania wtasne Doktorantki zostaty rozpoczete od syntezy 10-ciu pochodnych kwasu
aminobisfosfonowego zgodnie z metodg opracowang wczeéniej. Metoda polegata na
sekwencji dwoch reakcji Michaelisa-Arbuzowa, pierwszej z fosforynem dietylu, a drugiej
z fosforynem trietylu w obecnosci PhsPBFs, wychodzac z N-acyloimidoilanu (glownie
N-benzyloksykarbonylo) etylu. Doktorantka optymalizowata przebieg drugiej substytucji do
wersji jednoetapowej i niewymagajacej uzycia diizopropyloetyloaminy. Produkty poddawane
zostaty hydrogenolizie katalitycznej oraz hydrolizie w warunkach kwasowych, co umoiliwito
otrzymanie odpowiednich aminoesterow oraz catkowicie odblokowanych zwigzkow
docelowych. Przeniesienie zasiegu metody na mieszane pochodne fosfonowo-fosfinowe
(z uzyciem fenylofosfoninu dietylu) oraz fosfonowo-fosfonotlenkowe (z uzyciem
difenylofosfininu metylu) przyniosto dobre wyniki, natomiast w przypadku trudnosci
skuteczna byta wersja dwuetapowej substytucji z wydzieleniem soli tetrafluoroboranowej.
Problematyczne okazato sie natomiast usuniecie grup ochronnych w mieszanych pochodnych
— tylko dla jednego zwigzku udato przeprowadzi¢ sie efektywng hydrogenoclize potgczong
¢z dealkilowaniem grupy fosfonoestrowej.

Ten fragment badan wiasnych jest bardzo cenny dla czytelnika zainteresowanego chemia
fosforoorganiczng. Pokazuje systematyczne opracowanie zoptymalizowanej metody syntezy
zwigzkow interesujacych pod katem aktywnosci biologicznej. Doktorantka wykorzystuje
roznorodne metody oraz techniki obserwujac i komentujac zaleznos¢ wynikéw transformacji
od struktury zwigzku. Zwraca uwage na aspekty stereochemiczne. Dla mieszanych
pochodnych fosfonowo-fosfinowych, dla ktorych stwierdzono powstawanie mieszanin
diastereomerycznych, udato sie rozdzielic pary enancjomerow jednego ze zwiazkow.
Nie wszystkie trudnoéci zwigzane z deprotekcjg mieszanych zwigzkéw bisfosforowych udato
sie jednak przezwycieiyc. W tym miejscu prositbym o nieco szersze ustosunkowanie do
napotkanych problemow. Czy ich przyczyna moglo byc zatrucie katalizatora? Czy w gre moie
tez wchodzic nietrwatosé aminoestrow (w przypadku aminofosfoniandw jest to znany fakt)?
Czy rozwazana byla deprotekcja jednoetapowa — uzycie bromotrimetylosilanu powinno
doprowadzi¢ do usuniecia zarowno grup etylowych, jaki i benzyloksykarbonylowej?
Rozstrzygniecie tego problemu otworzytoby droge do pochodnych mieszanych, ktdre uwazam
za najbardziej nowatorskie struktury, i uzycia ich w syntezie odpowiednich koniugatow (dalszy
komentarz ponizej).



Otrzymywanie koniugatow bisfosfonian-zwigzek bioaktywny stanowi zawartosc drugiego
podrozdziatu badan witasnych Kandydatki. Uiyto w nich jedynie modelowego zwigzku -
aminometylenobisfosfonianu tetraetylu. Metodologie sprzegania jego funkcji aminowej
z grupa karboksylowa drugiego komponenta opracowano z uizyciem pochodnych betuliny.
Szczegotowo optymalizowano warunki karbodiimidowej metody aktywacji osiggajac dobra
konwersje | wydajnos¢. Co ciekawe, parametry te zostaly znacznie polepszone w wersji
upraszczajacej sktad mieszaniny reakcyjnej, tj. uwzgledniajacej wyeliminowanie m.in. dodatku
benzotriazolu oraz metanolu jako skladnika rozpuszczalnika (czy w wersji poczatkowej
obserwowano powstawanie  estru  metylowego  substratu karboksylowego?),
a wprowadzajacej indukcje ultradiwiekowa i temperaturows. Pozwolito to na uzyskanie
wszystkich zatozonych koniugatow z wybranymi zwigzkami bioaktywnymi, gldwnie o dziataniu
przeciwnowotworowym, a takie modyfikowanych fragmentem trifenylofosfoniowym.

Ta czeic pracy wykazuje rownie wysoki poziom merytoryczny jak poprzednia,
znamionujacy prace doswiadczonego chemika organika. Lokuje sie na pograniczu syntezy
celowanej, zmierzajacej do otrzymania konkretnych ztozonych zwigzkow, ale nie zaniedbuje
czesci metodologicznej, ktorej wyznacznikiem jest uzyskanie nowej skutecznej metody
preparatywnej. Zawiera wiele cennych szczegotow eksperymentalnych dotyczacych
otrzymywania wigzania amidowego z nieoczywistych substratow. Zatuje jedyne, ze nie uiyto
szerszego wyboru zwigzkow bisfosforowych. Pochodne mieszane nie przewyzszajg co prawda
bisfosfonianu w kwestii powinowactwa do hydroksyapatytu tkanki kostnej, ale by¢ moze one
same oraz ich koniugaty ujawnityby ciekawg aktywnosc przeciwbakteryjna czy cytotoksyczna.

Dodatkowo, w ramach sugestii w kwestii otrzymywania koniugatow proponuje rozwazyc
metode acylowania persililowanych  zwigzkow  bisfosforowych  (otrzymywanych
z odblokowanych pochodnych w fagodnych warunkach (np. chlorotrimetylosilan/zasada
organiczna) lub z Z-blokowanych estréw (pod wplywem bromotrimetylosilanu)
aktywowanymi substratami karboksylowymi. Podejscie to dobrze sprawdza sie do
modyfikowania grupy aminowe] aminofosfoniandw. Jlego gléwng zalety jest uzyskiwanie
wolnej grupy fosfonowej w produkcie po standardowej przerdbce, a bez koniecznosci
dodatkowego etapu deprotekcji, co przysparzato Doktorantce najwiekszych trudnosci.

Kolejny, najkrotszy podrozdziat badan  wlasnych  opisuje proby uiycia
aminometylobisfosfonianu tetraetylu w celu otrzymywania koniugatu z komponentem
sideroforowym. Taki konstrukt, po skompleksowaniu odpowiednich jonow metalu, miatby
mozliwos¢ wykorzystania jako znacznik diagnostyczny w medycznych technikach
obrazowania. Zaréwno sprzeganie jak i oczyszczenie produktu nastreczyto sporych trudnosci
zwigzanych gtéwnie z kwestiami stabej rozpuszczalnosci oraz problematyczng analizag
produktu. Pomimo tego, osiggnieto docelowy ester o zadawalajgcej czystosci, ktdrego
kompleks cyrkonowy wykazat w roznych warunkach stabilnos¢ zblizong do tej
charakterystycznej dla wzorcowego liganda komercyjnego.

Wyniki te maja zdecydowanie wstepny charakter. Konieczne s3 dalsze prace, ktore
doprowadzg do efektywnego dealkilowania estru fosfonowego koniugatu. Dopiero w takim
przypadku odstonieta funkcjonalnoi¢ kwasow fosforowych doprowadzitaby do udziatu
w kompleksowaniu. Jest to niewatpliwie atrakcyjna naukowo perspektywa dalszych prac



w tym kierunku. W tym miejscu warto jednak wyrazic¢ uznanie dla gotowosci Doktorantki do
poznawania nowych technik i podjecia eksperymentow wykraczajgcych poza domeng chemii
organicznej.

Multidyscyplinarnos¢ zainteresowan i nabytych umiejetnosci Kandydatki najdobitniej
manifestuje sie w obszernym rozdziale zamykajacym dokonania wtasne, a dotyczacym badan
biologicznych otrzymanych zwigzkow. Badania te uwzglednity ocene aktywnosci
cytotoksyczne] kwasow bisfosfonowych oraz koniugatow aminometylenobisfosfonianu
tetraetylu z pochodnymi betuliny, a takie wiasciwosci antybakteryjnych tych pierwszych
zwigzkow. Najprostszy strukturalnie kwas aminometylenobisfosfonowy wykazat najwyisza
aktywnos¢ wzgledem wybranej linii komérek nowotworowych (ICso w niskim zakresie
mikromolarnym), poréwnywalng do Zoledronianu. W odréznieniu jednak od Zoledronianu,
dziatat kooperatywnie w kombinacji z lekami cytotoksycznymi. Wykazat selektywnosc
wzgledem komdrek nienowotworowej linii fibroblastow.

Wyniki aktywnosci kwasu aminometylobisfosfonowego majg zdecydowanie najciekawsza
wymowe. Mozna zaryzykowad stwierdzenie, ze posrednio potwierdzity one mozliwosci tej
struktury w perspektywicznej konstrukcji nowych systemow dostarczania lekow w terapiach
nowotwordow kosci. W takich uktadach fragment bisfosfonianu petnitby podwajna role: bytby
odpowiedzialny za docelowe wigzanie i wykazywatby kooperatywng aktywnosc
przeciwnowotworowa. W ramach pracy nie udato sie niestety otrzymac koniugatow
zawierajacych wolne grupy fosfonowe, co mogloby potwierdzic takie rozumowanie.
Odpowiedni ester bisfosfonianu nie okazat sie byc aktywny, a sprzezony wigzaniem
amidowym z pochodnymi betuliny pozwalat co najwyzej zachowac charakterystyczng
cytotoksycznosc wzorcowej betuliny. Rozwijanie tego watku badawczego wydaje sie byc
oczywista kontynuacja osiggniec doktoratu.

Umiarkowana aktywnosc przeciwdrobnoustrojowg otrzymanych kwasow bisfosfonowych
wzgledem Staphylococcus aureus uznatbym za dodatkows, choé mniej obiecujgcy wartosc
pracy.

Podsumowujac wysoka jakosc pracy doktorskiej Pani mgr inz. D. Kozickiej, stwierdzam,
ze zostato osiggnietych kilka kluczowych celow badawczych, ktore sktadajg sie na oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Po pierwsze, zoptymalizowana zostala uniwersalna
metoda syntezy zwiazkow aminometylenobisfosforowych z uwzglednieniem roinych
nukleofili fosforowych. Po drugie, rozszerzony zasieg powyzszej reakcji pozwolit na otrzymanie
kilkudziesieciu nieopisanych dotychczas zwiazkow docelowych, symetrycznych oraz
mieszanych. Po trzecie, potwierdzono moiliwosc koniugowania tych zwigzkow z innymi
strukturami  bioaktywnymi. Po czwarte, osiggnieto interesujacy profil aktywnosci
cytotoksycznej wybranych produktéw. Powyisze stwierdzenia sktaniaja do konkluzji,
72e realizujac zamierzone cele Doktorantka okazata sie doswiadczonym badaczem
posiadajacym umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej o charakterze
multidyscyplinarnym.

Praca doktorska tworzy okreslong catosé, a jednoczesnie moie stanowic punkt wyjscia do
kontynuowania podjetych watkow badawczych. Pewne problemy pozostaty nierozwigzane,



a pytania otwarte. Inspirujg one do dalszej dyskusji, w tym do podjeta dyskusji na temat
otwartych kwestii w trakcie publicznej obrony.

1. Czy byly podejmowane (lub bed3 podjete) proby koniugacji niesymetrycznych
zwiazkdw bisfosforowych i oznaczenia bioaktywnosci ich samych oraz koniugatow?

2. Czy testowano cytotoksycznos¢ innych (niz pochodne betuliny) otrzymanych
koniugatow? Jakie sa plany wzgledem otrzymanej pochodnej trifenylofosfoniowej?

3. Dane na temat mechanizmu cytotoksycznosci bisfosfonianow sa obecne w literaturze
naukowej. Czy i w jaki sposéb planowane sg dalsze badania majace na celu
rozstrzygniecie  addytywnosci/synergizmu ich dziatania w eksperymentach
uwzgledniajacych kombinacje ze znanymi lekami.

Czesc eksperymentalna zamykajaca prace spefnia wysokie standardy wlasciwego opisu
procedur syntetycznych i metod badan biologicznych. Homogenicznos¢ zwiazkow
i poprawnosc ich struktury zostaly potwierdzone pefng charakterystyka spektroskopowa
(*H, *C oraz *'P NMR, a takze IR) oraz wynikami spektometrii mas (HRMS). Podana jest postac
zwigzku, wydajnosé, a takie temperatura topnienia dla pochodnych krystalicznych. Dane te
zostaty w wiekszosci ujete w opublikowanych artykutach naukowych, zatem podlegaty
zewnetrznej ocenie recenzenckiej.

Jak wspomniano, wyniki uzyskane w pracy doktorskiej Pani mgr inz. D. Kozickiej zostaty juz
w duiej czesci opublikowane. Wspdtautorstwo trzech prac powigzanych z doktoratem:
Molecules, 2022, RSC Advances, 2023 araz RSC Advances, 2025 jest najwazniejszym z punktow
w dorobku Doktorantki. W najswiezszym artykule Kandydatka jest pierwszg autorka, w dwoch
pozostatych — druga, natomiast role pierwszej autorki petni Pani promotor pomocnicza.
Pozostate osiggniecia publikacyjne to praca przegladowa w Wiadomasciach Chemicznych,
kilka zgloszenn patentowych oraz artykutdow w materiatach pokonferencyjnych. Biorac pod
uwage powyisze osiggniecia stwierdzam, ie z naddatkiem spetniony jest wymég ustawowy
posiadania przez Kandydatke dorobku naukowego w postaci co najmniej jednego artykutu
opublikowanego w czasopismie naukowym.

Konkluzja

Po zapoznaniu sie z pracg doktorska Pani mgr inz. Dominiki Kozickiej stwierdzam,
ze spetnia ona wszystkie wymagania ujete we wiasciwej ustawie | moze byé podstawa nadania
stopnia naukowego doktora nauk chemicznych w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych,
w dyscyplinie nauk chemicznych. Wobec powyiszego wnosze do wysokiej Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej o przyjecie pracy i dopuszczenie do publicznej obrony.

Jednoczesnie zgtaszam rekomendacje w kwestii wyréinienia ww. pracy. Zaréwno dziefo,
w postaci dysertacji doktorskiej, jak i sylwetke naukowa Kandydatki, charakteryzuje wysoki
poziom merytoryczny, ktory zostal dodatkowo udokumentowany opublikowaniem
oryginalnych wynikow w renomowanych czasopismach naukowych. W jednym z artykutow
(Ultrasound-assisted synthesis of new bisphosphonate—betulin conjugates and preliminary
evaluation of their cytotoxic activity. RSC Advances, 2025, 15, 4086-4094.) Kandydatka jest
pierwszym autorem. W ten sposob wypetnione sg warunki wyréznienia ujete w Regulaminie
w zakresie nadania stopnia doktora Politechniki Slaskiej.  Podpisano odrecznie przez autora
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