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RECENZIA
Pracy doktorskiej Pami mgr inz. Dominiki Kozickiej

pt.: . Zwiazki fosforoorganiczne jako terapeutyki i znaczniki w diagnostyce medycznej”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pami mgr iz Dominiki Kozickie] zostala
wykonana w Katedrze Chemu Organiczne), Bioorganiczne) 1 Bmtec}molngn na Wydzale
Chemicznym Politechniki SIq,skIEJ pod kierunkiem Pana prof. Pol. SI. dr. hab. inz. Jakuba Adamka
oraz dr inz. Anny KuZnik jako Promotora Pomocniczego.

Praca doktorska dotyczy syntezy pochodnych kwasow l-amino-1.1-bisfosforowych
z uzyciem sol trifenylofosfomowych czyh tematyki, w ktore] uznanym autorytetem jest Promotor
pracy. Otrzymane w ten sposob pochodne zostaly nastgpnie zastosowane w syntezie koniugatow ze
zwigzkami o znanych wilasciwoscr biologicznych celem otrzymania potencjalnych srodkow
leczniczych lub znaczmkow do aplikacp w diagnostyce medyczne). Dzigki bogatej 1 zronicowane
aktywnosci biologiczne), ktora wykazuja zwiazki fosforoorganiczne obszar badawczy zwiazany
z ich syntezg oraz zastosowaniem fascynuje wielu chemikow organikow oraz biochemikow na
calym swiecie.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy syntezy modyhikowanych
symetrycznych pochodnych kwasow  a-amino-gem-bisfosfonowych, 1ch mesymetrycznych
fosfonowo-fosfinoilowych oraz fosfonowoe-fosfinowych odpowiednikow odpowiadajacych takim
aminokwasom jak glicynie, alanimie, leucynie, fenyloalanime czy fenyloghcynie. Nastgpnie,
wybrana pochodna l-amino-1,1-bisfosfonianowa =zostala sprzegnmigta 2z wytypowanymi,
wykazujacymi aktywnos¢ biologiczng molekutami lub modyfikowana poprzez wprowadzenie
hpofilowego ugrupowama tnfenylofosfomowego. Finalnie, otrzymane zwigzk: przebadano pod
katem aktywnosci cytotoksyczne) oraz przeciwbakteryjne). Dodatkowo, oceniono takZe pod katem
zastosowanma jako #nacznika diagnostycznego zdolnos¢ chelatacp oraz stabilno$é chelatu
modyfikowane] aminobisfosfonianowe) pochodne) deferoksaminy z radioaktywnym izotopem
cyrkonu Zr.

Czesc badan opisanych w recenzowanej d}fserldc]l naukowej zostala wykonana dzigki
wspolpracy z Katedra Chemin Nieorganiczne), Analityczne) 1 Elektrochemu Politechniki Slqskiej w
Gliwicach, przy wspolpracy z Zakladem Radiofarmacp 1 Obrazowania Laboratorynego PET
Narodowego Instytutu Onkologn w Ghiwicach, w Centrum Biotechnologn Politechniki S]qskiej
oraz w trakcie rocznego stazu badawczego w Pracownmi Molekularnych Mechanizmow Terapi
Nowotworow Narodowego Instytutu Onkelogn w Gliwicach. Efektem pracy byly wymk
opublikowane w formie czterech oryginalnych publikaci o zasiggu miedzynarodowym z histy
Journal Citation Reports (dwa artykulty w RSC Advances IF 4,6; Molecules IF 4,6; MolBank IF 0.4),
trzy publikacje w wydawnictwach polskich (w tym w Wiadomosciach Chemicznych) oraz dwa
zgloszema patentowe. W czterech z powyZe) wymienionych publikacji Doktorantka byla takie
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plerwszg Autorks. Do calosel dorobku naukowego nalely tez dodac¢ trzy publikacje anglojezyczne
(Molecules IF 4,6; Catalysts IF 4,0; Phosphorus Sulfur Silicon Relat. Elem. IF 1.6)

Ocena pracy

Tres¢ pracy odpowiada tematow: okreslonemu w tytule. Praca w postaci jednotomowego
opracowania zawiera |85 ponumerowanych stron. Zbudowana jest nastgpujaco: zawiera
sprecyzowane zaloZenmia 1 cel pracy (str. 8-12), starannie przygotowana czesc teoretyczna
(Rozdzialy 1-4 , str. 13-63) oraz czes¢ omawiajgca wyniki (str. 64-116). Opis badan wlasnych
zawlera cztery rozdzialy odnoszace sig¢ do syntezy zwigzkow o-amino-1,1-bisfosforowych, ich
dalszych zastosowan w syntezie koniugatow oraz znacznika diagnostycznego, a tak’e ocena
wlasciwosct  biologicznych otrzymanych zwigzkow. W dalsze) czesc1 pracy zawarte sa
podsumowanie 1 wnioski (str. 117-121), a nastepnie czes¢ eksperymentalna, w ktore) znajduja sie
procedury eksperymentalne oraz metodyka badan biologicznych (str. 122-163). Calos¢ zamykaja
spis cytowane) literatury (str. 168-175), wyszczegolniony dorobek naukowy wraz z innym
osiagnigciami (str. 176-180) oraz zalaczniki zawierajace widma '"H NMR, BC NMR i *'P NMR
wybranych zwiazkow (str. 181-185). Ponadto, w pracy moZna znalez¢ wykaz stosowanych skrotow
(str. 4-7), a takZe streszczenie pracy w jezyku polskim oraz angielskim (str. 164-167). Taki uklad
pracy pozwala wiasciwie, w sposob przejrzysty 1 logiczny zaprezentowac przeprowadzone badania
1 uzyskane wyniki.

Czes¢ lteraturowa wprowadza czytelnika w tematyke pochodnych bisfosfonianow, ich
struktury, klasyfikaci oraz wilasciwoscl biologicznych, wraz ze szezegdlme wnikliwym opisem ich
aktywnosci antyresorpcyjne) 1 przeciwnowotworowe]. W osobnym podrozdziale zawarte sa
mformacje na temat roZznego rodzaju zastosowan kombinacji zestawow bisfosfonianow
z roznorodnymi cytostatykami w terapiach skojarzonych. Dalej nastepuje podrozdzial omawiajacy
aktywne biologicznie o-ammowe pochodne bisfosfonianow. W kolejnym rozdziale Autorka
w sposob kompetentny opisala wybrane strategie stosowane w syntezie ukladow l-amino-1,1-
bisfosforowych, w tym pochodnych hisfosfonowych, fosfonowo-fosfinowych oraz fosfonowo-
fosfinoilowych. Zwiazki te moga zosta¢ wykorzystane w ukierunkowanym dostarczaniu lekow, stad
nastgpny rozdzial poswiecony jest aktywnosci biologiczne) konmugatow gem-bisfosfonowych ze
zwigzkami bioaktywnymi wraz ze szczegolnym uwzglegdnmieniem metod ich otrzymywania.
Doktorantka dokonata takze oceny wiasciwosci funkcjonalizowanych ukiadem bisfosfonowym
hgandow oraz znaczmkow stosowanych w diagnozowaniu roimego rodzaju schorzen ukladu
kostnego. Opisane w ten sposob domesiemia hteraturowe, uzasadmaja naukowo podjgcie dzialan
ukierunkowanych na ich synteze oraz okreslenie aktywnosci biologiczne) otrzymanych zwiazkow.

W te] czeser pracy Autorka nie uniknela kilku bledow lub sformulowan, ktore sa
niepoprawne lub zredagowane w sposob za malo precyzyjny. Z obowiazku Recenzentki ponize)
wymieniam niektore z nich:

Strona 53: struktury pochodnych gemcytabiny czy cytarabiny sa nie do konca poprawne:

Strona 56: struktury 5-fluorouracylu 1 jego pochodnych LXXVI oraz LX s bledne:

Strona 62:struktura HBED jest meprawidlowa;

Strona 58: czy zastosowany skrot Bz dla pochodnej benzylowe) jest poprawny?

Nie mozna bylo takZe znalez¢ zwigzkow LIVIII oraz XLVII, XL, XLII w tabeli 5 (jak to jest
przedstawione na str. 45 dysertacji1). Mam teZ wraZzenie, Ze powy#sze zwiazki nie s komugatami-
czy Doktorantka moglaby si¢ do tej sprawy odmesc?

Niektore wyraZenia sa tez troche niefortunne jak na przyklad: sformutowania ..deprotekcja™ oraz
Wreflux™ (str 10, lub str. 37) sa meco zbyt fargonowe. Czy moZna je zastgpié innymi wyrazami lub
wyrazeniami?

Sugeruje tak?e zamiemc okreslenie “grupa nukleofugowa”™ (str. 43) pojgciem “grupa
o wiasciwosciach nukleofilowych™ Korekty wymagaja rowniez sformulowanma . wilasciwosci
biologiczne otrzymanych struktur” (strona 12); ,geminalny atom wegla” (na strome 14); czy



~wWywierajg rowniez wypfyw” (strona 19). W tym miejscu nalery tez stwierdzic, e znalezionych
bledow jest naprawde miewiele 1 ze w Zaden sposob nie wplywaja na pozytywng oceng rozprawy.

Na badawcza czesc rozprawy doktorskie) skladaja sie cztery rozdzialy. W pierwsze) czesci
Pani mgr inZz. Dominika Kozicka opisuje wyniki wlasne zwiazane z syntezg pochodnych 1-amino-
l.1-bisfosfonianowych  (ABPs) na drodze przeksztalcema  semn  1-(N-acyloamino)-1-
etoksyalkanofosfomanow dietylu 3a-3j w l-amino-1,1-alkilidenobisfosfomany 5a-5j zawierajgce
grupe ochronng Cbz lub acetylowa na atomie azotu. We wszystkich tych przypadkach kluczowa
transformacja obeymowala zastosowanie odpowiednich soli tnfenylofosfoniowych oraz fosforynu
trietylu, w reakcjach typu ,ome-por” lub sekwencyjnych. W kolejnych etapach, Autorka biegle
przeprowadzifa usunigcie grupy ochronnej oraz ,hydrolize” ugrupowania fosfodiestrowego, co
pozwolito jej na otrzymanie grupy dziewigeiu pochodnych amino- kwasow bisfosfonowych 9a-9h
zawierajacych w pozycy alfa grupy odpowiadajace podstawnikom charakterystycznym dla znanych
caminokwasow oraz ich analogow tzw. mebialkowych. Czgs¢ tych wymkow zostala zawarta
w pracy pt. .One-pot and catalyst-free transformation of N-protected I-amino-1-
ethoxyalkylphosphonates into bisphosphonic analogs of protein and non-protein o-amino acids”
(Molecules, 2022, 27, 3571).

Autorka opisala tak¥e metode otrzymywania niesymetrycznych analogow fosfonowo-
fosfinowych 7a-g w postaci mieszanin diastereoizomerow (2 wydajnosciami od 62-91% oraz dr od
1:1 do 1:4) oraz fosfonowo-fosfinoillowych 6a-g (wydajnos¢ 52-77%) w analogicznym podejsciu,
w reakcyi Michaehsa-Arbuzowa, z zastosowaniem tetrafluoroboranu trifenylofosfonowego oraz
fenylofosfoninem dietylu lub difenylofosfininem metylu. Reakcja usumigeia grup ochronnych
znajdujgcych si¢ na atomie azotu prowadzona z zastosowanmem katalizowane) palladem redukcp
(H2/Pd(OH)2//C) mie  doprowadzila  jednak do  otrzymania  poZadanej seril
a-aminodifenylofosforylo)metanofosfomanow, ale zakonczyla si¢ sukcesem w przypadku zwiazku
10 (wydanos¢ 87%). Finalme, zwigzek ten Doktorantka przeprowadzila w kwas l-amino-1-
difenylofosforylo)metanofosfonowy 11 1 potwierdzifa jego strukture metodami spektroskopowymu.

W zwiazku z tym fragmentem pracy (oraz zwiazang z nim czescia eksperymentalng) nasuwa
mi si¢ kilka pytan do Autorki pracy:
Co moze by¢ przyczyna otrzymania zwiazku Je z le z misza wydajnoscia (32%)?
Czy dla zwiazkow 9a (str. 142) oraz 9h (str. 144) mie powinno byc¢ jakos odnotowane, Zze widmo
bylo otrzymane dla ich soli sodowych (tym bardzie), e wartosci & sa odmienne od pozostatych
w seril)?
Reakcja otrzymywania 7a-g byla monitorowana z zastosowaniem *'P NMR. Czy umieszczony
w pracy stosunek diastereoizomerow to otrzymany z surowe] mieszaniny reakcyjnej, czy po
izolacji? Przydaloby sie takZe okreslenie, ktory sygnal np. w °'P NMR odpowiadal ktéremu
diastereoizomerow1 (np. major, minor). Szczegolnie 1los¢ wyszczegolnionych protonow w opisie
zwiazkow z te] grupy sugeruje rozny stosunek diastereoizomerow. Przykladowo, czy w opisie
zwigzku Te (dr 1:1.6) suma protonow jest prawidlowa? Proszg Doktorantke o ustosunkowanie si¢
do tego pytania. Prosze teZ o przypisanie sygnatéw zawartych w opisie widma '*C NMR (str. 139)
do odpowiednich atomow wegla w zwiazku 8f.
Zastanawiam si¢ takze, dlaczego w zalacznikach umieszczone byly tylko widma zwiazkow 8a,9a,
chocia? sa znane z doniesien hteraturowych? Czym si¢ Pami sugerowala przy ich doborze?

W kolejnym rozdziale dyskusji wynikow Autorka pracy przedstawila interesujacy matenal
dotyczacy syntezy koniugatow modelowego 1-amino-1.1-bisfosfonianu z pochodnymi betuliny BN
cechujace) sig wlasciwosciami przeciwwirusowymi, na drodze reakeji sprzegamia. Doktorantka
porownala dwie metody syntezy pochodnych betuliny 15-17, z zastosowaniem DCC 1 HOBt
w ukladzie DCM : MeOH przez 48h (metoda 4, wydajnosci reakcji miescily sig¢ w zakresie 34% -
77%) oraz w metodzie B, gdzie dzigki wspomaganiu ultradZwiekami 1 zastosowanmu DCC,
w temperaturze 45-50°C (2-4 h) otrzymane zostaly te same pochodne 15-17 z lepszymm



wydajnosciam od 69% do 92%. Chociaz wymki tych badan zostaly zawarte w publikacj pt.
"Ultrasound-assisted synthesis of new bisphosphonate—betulin conjugates and preliminary
evaluation of their cytotoxic activity” RSC Advances, 2025, 15, 4086 oraz sa przedmiotem dwoch
zgloszen patentowych, mam nastepujgce pytanie. Czy w trakcie i1zolacp zwiazkow 15-17
2z mieszaniny reakcyjne] zawierajgce] DCU probowano w pierwsze)] kolemnosc: odparowac
rozpuszczalmk, a nastgpnie przemy¢ mieszaning schlodzonym do temperatury 0°C octanem etylu?
W mektorych przypadkach metoda ta prowadzi w szybki sposob do oczyszczonych produktow
reakejl.

Druga z powyZszych metod (Metodg B) zastosowano takie do otrzymania komugatow ABPs-
zwiazku 8a z przeciwnowotworowym chlorambucylem, kwasem mykofenolowym (antybiotykiem),
przeciwzapalng indometacyna czyh zwiazkow 18-20 z wydajnosciami > 90% oraz z bromkami
karboksyalkilotrifenylofosfoniowymi, w wyniku czego otrzymano zwigzkr 22-23, wydajnosciami
02%-94%. W przypadku zastosowania 5-karboksyuracylu metoda B otrzymano bisfosfomanowa
pochodna 21 (wydajnos¢ 33%), podczas gdy alternatywna metoda sprzegania z uzyciem HATU
oraz zasady Hiimga (w DMF) pozwolila na uzyskanie docelowego 21 z wydajnoscig 61%.
Przeprowadzona w dalszym etapie transformacja z TMSBr prowadzita do otrzymamia pochodnych
kwasow bisfosfonowych 24-28, ktorych charakterystyka spektroskopowa zawarta jest w czgscl
eksperymentalne) dysertacy1.

W te] czeSar pracy cheialabym tak¥e zwrocié Doktorantce uwage na pewne, nieliczne
niedociggnigcia:

Strona 83: na rysunku nie mozna znalez¢ pochodne) 1perytu azotowego;
Strony 84, 86, 87 (oraz strona 11): co kierowalo Doktorantks, e przedstawila niedominujacy forme
tautomeryczng pierscienia w 5-karboksyuracylu?

Kolejny nurt badan przedstawionych w pracy doktorskiej skupiat si¢ na tematyce wykorzystama
mody fikowanych pochodnych aminobisfosfonianowych jako znacznikow diagnostyeznych. W tym
celu doktorantka zastosowala pochodng deferoksaminy DFO jako chelator oraz radioaktywny
1zotop cyrkonu ¥97r. Autorka zaobserwowala, 7e najlepsza reakcja prowadzaca do otrzymania
zwigzku N-SANHCH(PO(OEt):):DFO 30 jest reakcja sprzegamia zwigzku 8 2z N-(3-
karboksypropanoilo)-deferoksaming 29 z uzyciem HATU oraz DIPEA. Nastepnie, podjeto proby
przeprowadzenia zwiazek 30 w odpowiedni kwas bisfosfonowy 31. Wobec problemow, pochodna
30 o czystosci 85%, zostala zastosowana do kompleksowania oraz okreslenia stabilnosci chelatow
*Zr. Badanie przeprowadzone w trzech warunkach z zastosowaniem metody radio-TLC wykazalo
jednak, ze meodyhkacja DFO z zastosowaniem estrow kwasow o-amino-bisfosfonowych mie
poprawila stabilnosci kompleksu z *Zr.

W tym miejscu poprosze takZe o wyjasnienie: Ktora nazwa mesylan czy mezylan (str. 89) jest
bardziej prawidlowa?

Ostatni rozdzial omowienia wynikow zawieral ocene dzialania cytotoksycznego oraz
przeciwbakteryjnego pochodnych l-amino-1,1-bisfosfonowych oraz ich komugatow, ktorych
synteza zostala opisana w poprzednich rozdzialach. Doktorantka wykazala, Ze najwigksza
cytotoksycznos¢ wobec limi komorkowe) U-2 OS kostmiakomigsaka, okreslong z zastosowaniem
testu MTS, w odniesieniu do zoledronianu o znanej aktywnosci biologicznej. posiadal zwiazek 9a
z ICsp (6.16 uM). Dodatkowe badanie wykonane na nienowotworowe] hinn komorkowe) BJI-
hTERT dla zwiazku 9a oraz zoledromianu wykazaly ich mszy toksycznosc, co wskazuje na
potencjalna selektywnos¢ dzialama otrzymanego 2zwiazku. Dalsze badamia aktywnosc
metaboliczne] wobec komorek linn U-2 OS wykonano dla kombinacji pochodne) 9a z roZznym
cytostatykami, miedzy mnymi cis-platyna, doksorubicyna, metotreksatem, gemcytabing
kamptotecyna oraz aktynomycyna czy nutling -3a, a czasami ich mieszaninami. Autorka wykazala,
ze dla wigkszosci testowanych ukladow zwigzek 9a 2zwigksza dzialanie cytotoksyczne
w porownaniu z dzialaniem pojedynczych lekow przeciwnowotworowych. Dodatkowo,
porownane zostaly wlasciwoscr przeciwbakteryjnych (wobec Staphylococcus aureus) oraz



toksycznos¢ (wobec linn komorkowych MG-63 oraz L-929) sern analogow kwasow
bisfosfonowych 9a-j, przy czym najkorzystniejsza aktywnos¢ wykazywaly analogi norwaliny oraz
norleucyny 9¢ oraz 9d. Dalsza czgs¢ rozprawy zwigzana jest z badamiami aktywnosci
cytotoksyczne] otrzymanych koniugatow mono- lub dipodstawionych aminobisfosfonowych
betuliny, wzgledem betuliny BN, wobec lini1 komorkowych U-2 OS, A549 oraz AGS. Doktorantka
okreshla, Ze otrzymany zwiazekl7 posiada najwyZsza aktywnos¢ cytotoksyczng w zakresie stgzen
mikromolowych, chociai nmie wykazuje selektywnosci w stosunku do komorek zdrowych czy
nowotworowych. Analogiczne badanie za pomoca testu MTS wykonano takre dla seru estrow
kwasow bisfosfonowych 8a-i, przy czym stwierdzono brak istotne) aktywnosc: cytotoksyczne)
wobec komorek U-2 OS.

W czesc1 eksperymentalne) pracy doktorantka zwigZle opisala procedury syntetyczne
prowadzace do zaprojektowanych zwiazkow, w pelny sposob przedstawila charakterystyke
otrzymanych zwiazkow. Do te) czgselr mam drobng uwageg, by w przyszlosc: umkac sformutowan
zargonowych np. ,,rozpuszczalnik odparowano na wyparce” (str. 152).

Tak jak wspommialam powyze), efektem pracy doktorskiej byly wyniki opublikowane w formie
czterech oryginalnych publikacp o zasiggu migdzynarodowym oraz dwa zgloszema patentowe,
kazda z powyi#szych pozycji ma odmesienie w pracy ilustrujgce ogromny wkiad Doktorantki
w przygotowanie publikacji. Opis wielu podejs¢ do syntezy zwiazkow docelowych wskazuje na
bieglos¢ Doktorantki w zakresie syntezie organiczne). Prace ta czyta si¢ z duzym zamteresowaniem.
Co zasluguje na dodatkowe podkresleme Doktorantka nie tylko podjela sig  syntezy
1 charakterystyki docelowych zwiazkow, ale tez przeprowadzila badania aktywnosci biologiczne)
w Pracown Molekularnych Mechanizmow Terapu Nowotworow Narodowego Instytutu Onkologi
w Gliwicach oraz ocene biokompatybilnosci w Centrum Biotechnologn Politechnika glqskiej.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Dominiki Kozickie) wskazuja na duzg
majomos¢  tematyki. Znajdujace si¢ w  dysertac)i opisy techmk badawczych, procedur
syntetycznych, charakterystyki otrzymanych produktow oraz dane dotyczace badan biologicznych
sy opisane wyczerpujgco- tak aby spelmaly standardy konieczne do opublikowanmia wymkow
w rygorystycznych krytenach miedzynarodowych. Zwiazki znane 2z literatury zostaly
scharakteryzowane 1 porownane z referencyjnymi. Wszystkie schematy, rysunki oraz tabele sg
ponumerowane, w tekscie znajdujg si¢ odsylacze do rysunkow, schematow 1 tabel. Praca zawiera
cytowania z 204 Zrodel literaturowych. Zrodla dobrano i wykorzystano prawidlowo. Spis rzeczy
1 odsylacze wykorzystano prawidlowo. Na uwage zasluguje wyrdZznienie nazwisk Autorow
cytowanych publikacyi za pomocg kursywy, przy kazdorazowym do nich odniesieniu w tekscie.

Doktorantka doskonale opanowala techmke pisama opracowan naukowych, umiejgtnie
mterpretuje istnigjgce fakty, potrafi przeprowadzi¢ dyskusje uzyskanych wynikow 1 wyciagac
wlasciwe wnioski

Whniosek koncowy

W mojej opinn praca doktorska Pami mgr iz Dominiki Kozickiey spelma warunk
okreslone w art. 13 ustawy z dma 14 marca 2003 r. (z poZniejszymi zmianami) o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopmach 1 tytule w zakresie sztuki 1 moZe by¢ podstawg
nadania stopnia naukowego doktora, w dziedzimie nauk scistych 1 przyrodniczych, w dyscyplinie
nauki chemiczne. Wobec tego stawiam wniosek o dopuszczenie Pan1 mgr inZz. Dominiki Kozickiej
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage obszerny 1 wartosciowy naukowo poziom merytoryczny
badan zawartych zarowno w naukach scistych jak 1 przyrodniczych, logiczna 1 klarowna dyskusje
uzyskanych wynikow, a takie fakt opublikowania wynikow w postaci publikacjt w renomowanych
czasopismach oraz zawartych w zgloszeniach patentowych, zglaszam wniosek o wyroZznienie.

£ powazaniem,
Podpisano odrecznie przez autora



