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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Anety Kosinskiej
Synteza i zastosowanie nowych czgsteczek zawierajqgcych fragmenty metalokarbonylowe
oraz grupy fosforoorganiczne lub nanoczgstki magnetyczne
wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Bogny Rudolf, prof. UL
w Katedrze Chemii Organicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego

Zwiazki o malej masie czasteczkowej stanowig przewazajacg wigkszos¢ lekow
stosowanych obecnie w terapii, w tym np. w chemioterapii chorob nowotworowych. Zwigzki
takie latwo przemieszczaja si¢ w organizmie, s zwykle rozpuszczalne w wodzie a jednoczesnie
przenikaja przez podwojng warstwe lipidowa do wnetrza komorek. To, co jest zaletg
w przypadku transportu i dystrybucji leku, odwraca si¢ na niekorzy$¢ w kwestii szybkiego ich
usuwania — detoksykacji i zbyt szerokiej biodystrybucji — malej selektywnos¢ dzialania.
Zwigzki wplywaja zarowno na komorki nowotworowe, jak i zdrowe, powodujgc silnie
niekorzystne skutki uboczne terapii. Wyzwaniem pozostaje nadal docelowe dostarczenie leku
w duzym stezeniu przy jednoczesnej redukcji toksycznosci ogoélnoustrojowej. Metoda
uniknigcia opisanych ograniczen jest tworzenie konigatow o ulepszonych wlasciwosciach
farmakokinetycznych i farmakodynamicznych, takich jak uklady hybrydowe lek-lek czy
bardzo popularne ostatnio inteligentne systemy dostarczania nosnik-lek. Nosnikiem w tych
ostatnich ukladach sa zwiazki makroczasteczkowe, tj. polimery naturalne lub syntetyczne,
np. biatka, w tym szczegélnie selektywne przeciwciala, a takze nanoczastki. Nosniki takie jak
emulsje i liposomy moga takze oferowa¢ wiazanie fizyczne, a nie kowalencyjne.

Przedmiot przedlozonej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr A. Kosinskiej obejmuje
wilasnie tematyke syntezy nowych koniugatow i zbadanie ich aktywnosci biologicznej. Zgodnie
ze sformulowaniem zawartym w tytule, do syntezy wybrane zostaly kombinacje zwigzkow
metaloorganicznych z aminofosfonianami oraz nanostrukturami magnetycznymi. Podstawowg
metoda ligacji chemicznej dwoch fragmentow byla reakcja nukleofilowej addycji aza-Michaela
grupy aminowej skladnika nukleofilowego do czasteczki maleimidu skoordynowanego
z jonem metalu.



Rozprawa doktorska mgr A. Kosinskiej liczy 217 stron i zostala przygotowana w formie
jednolitego manuskryptu. Glowna tres¢ pracy poprzedza streszczenie w j¢zyku polskim
i angielskim. Zawarto$¢ zostala podzielona w sposob klasyczny dla prac eksperymentalnych
i obejmuje trzy podstawowe rozdzialy: przeglad literaturowy, badania wlasne (poprzedzone
sformulowaniem celu pracy, a zakonczone podsumowaniem i wnioskami) oraz czgsé
eksperymentalng. Na koricu rozprawy umieszczone zostaly: wykaz uzywanych skrotow, wykaz
referencji literaturowych (212 cytowan, z ktorych cz¢$¢ odnosi si¢ do wigcej niz jednej pozycji
zrodlowej) oraz formalny dorobek naukowy Autorki. Strona edytorska i graficzna
przygotowanego dokumentu charakteryzuje si¢ duzg starannoscia.

Wprowadzeniem do badan wiasnych jest okolo 45-ciostronicowy przeglad literaturowy
obejmujacy wigkszo$¢ odniesien bibliograficznych ilustrujagcych dysertacje (186 z 212
cytowar). Material podzielony jest na trzy watki tematyczne zgodnie z klasami zwigzkow,
ktorymi zajmowata si¢ Doktorantka. W kolejnosci jest to: charakterystyka zwigzkow
metalokarbonylowych, wybrane informacje dotyczace polaczen fosforoorganicznych, w
szczegOlnosci fosfonianow, a takze krotki opis dotyczacy nanoczastek magnetycznych. Dwa
pierwsze podrozdzialy, oprocz aspektow chemicznych, zawieraja wybrane dane literaturowe
na temat aktywnosci biologicznej zwiazkow. Kazdy fragment skonstruowany jest w podobny
sposob: rozpoczyna si¢ od informacji ogélnych, wrecz podrgcznikowych, przechodzac
nastepnie do specjalistycznych informacji z aktualnych publikacji zrodlowych. Pozwala to
czytelnikowi nawet niebedacemu specjalista w danej dziedzinie na dobre zapoznanie si¢
z tematem. W ten sposob Doktorantka przekazala tez informacje niezb¢dne do prawidlowego
poruszania si¢ tematyce w badan wlasnych i interpretacji zwartych tam wynikéw. Jednoczesnie
jest to bardzo obszerny zakres materiatu i z powodu oczywistych ograniczer Autorka dokonala
arbitralnego wyboru informacji do zaprezentowania. Recenzent osobiscie bardziej sklania si¢
ku wezszym, bardziej wyspecjalizowanym, a przez to wyczerpujacym analizom. Biorac jednak
pod uwage kryterium komplementarnosci tresci studiéw literaturowych i badan wiasnych,
wyb6r Doktorantki nie budzi zastrzezen. Ta czgs¢ rozprawy zredagowana jest poprawnym
i plynnym jezykiem, liczba potknig¢ gramatycznych, przeklaman typograficznych (przyklady:
burylocholinoesteraza”, str. 13, kwasu fosforanowego(V)", str. 37, . pirofosorowego™, str. 51)
czy skrotow myslowych  (,,Chlorochina jako jeden ze stosowanych  lekéw
przeciwmalarycznych, podlega zjawisku opornosci”, str. 22) jest niewielka i nie zaburza
odbioru tresci. Niefortunnym uproszczeniem jest natomiast stwierdzenie, ze ,.Fosfonianami
nazywamy pieciowigzalne zwigzki fosforu, gdzie wyrdzniamy trzy zasadnicze typy polgczen:
kwasy fosfonowe ... , kwasy fosfinowe ... , oraz tlenki fosfin”, str. 36. Na rysunku 1.17
przedstawiono natomiast dipeptyd fosfinowy, a nie fosfonowy. Podsumowujgc ten rozdziat
stwierdzam, ze doktorantka dokonala wlasciwego wyboru materialu Zrodlowego i dobrze
zarysowala podstawy tematyki badawczej, a liczba referencji oraz ich aktualno$¢ wskazuja na
oczytanie w biezacej literaturze.

Tematyka badan wlasnych podjetych przez Doktorantke wpisuje si¢ w wieloletnie
zainteresowania zespolu badawczego kierowanego przez Panig dr hab. Bogn¢ Rudolf.
W poprzednich latach w wyniku addycji fosfa-Michaela zwigzkéw P-H (fosforynow
dialkilowych oraz diarylowych) do liganda maleimidato otrzymano m.in. kompleksy
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metalokarbonylowe zawierajace fragmenty fosforoorganiczne, a produkty wykazaly
interesujaca aktywnos$¢ wzgledem cholinoesteraz. Zwiazki zaplanowane w ramach niniejszej
rozprawy znacznie rozszerzaja mozliwosci modyfikacji strukturalnych tej klasy produktow.
Reakcja aza-Michaela daje szans¢ wprowadzenia do struktury docelowych konigatéw bardziej
zlozonych czasteczek aminofosfonianéw, ktére same czgsto wykazuja interesujgca
bioaktywnos¢. Z tego wzgledu cel pracy nalezy uzna¢ za ambitne i prawidlowo sformulowane
zamierzenie naukowe. Przystepujac do jego realizacji Autorka otrzymata odpowiednie
substraty metalokarbonylowe oraz wybrane pochodne estréw aminokwaséw fosfonowych jako
substraty (a nie ,.substraty wyjsciowe™, str. 70, 74, 77 itd.). Niestety, addycja aza-Michaela tylko
w jednym przypadku przyniosta oczekiwany wynik: z niewielkg wydajnoscig otrzymano
oczekiwany kompleks w przypadku estru etylowego fosfonowego analogu glicyny. Wedhug
Autorki na niepowodzeniu zawazyly glownie przeszkody steryczne. Poniewaz reakcja
odbywata sic w warunkach lekko zasadowych rozwazylbym réwniez inne mozliwosci
przemian ubocznych a-aminofosfonianéw, takie jak reakcja retro-Kabacznika czy
monohydroliza estrow. Prosze Doktorantk¢ o wskazanie, na ile zlozona byla mieszanina
poreakcyjna i jakie sygnaly (o jakich przesunigciach chemicznych) obserwowano dla
mieszaniny niepoddanej przerdbce, a takze proszg o ewentualng dyskusje.

Stusznie uznajac swoje pierwsze wybory za niefortunne, Doktorantka zdecydowala si¢
na homologiczne w-aminoalkilofosfoniany jako substraty alternatywne. Takze w tym
przypadku nie udalo si¢ omingé¢ trudnosci a wyniki addycji ponownie byly dalekie od
oczekiwan, co wythimaczono mozliwoscig tworzenia cyklicznych fosfonamidéw. Trudno
przedstawi¢ alternatywng przyczyne dla tej propozycji, cho¢ zgodnie z danymi literaturowymi
potrzeba  znacznie  mocniejszej zasady w celu  przeprowadzenia  podobnej
wewnatrzczasteczkowej substytucji na atomie fosforu, poza tym powstawanie pierscieni
np. o$mioczlonowych, nie jest raczej uprzywilejowane.

Skutecznym wyjsciem okazalo si¢ natomiast uzycie o-, m- i p-(aminometylo)-
benzylofosfonianéw. Zwigzki te otrzymano z odpowiednich dibromopochodnych poddajac je
kolejnym substytucjom: z ftalimidkiem potasu oraz reakcji Arbuzowa. Sekwencje¢ syntetyczna
konczyla hydrazynoliza. W analogiczny sposob otrzymano pochodne bisfosfonowe uzywajac
anionu metylenobisfosfonianu tetraetylu, zamiast fosforynu trialkilowego, jako nukleofila
w drugim etapie substytucji. Takie podstawione benzyloaminy ulegaly oczekiwanej addycji do
liganda maleimidato i pozwolily na otrzymanie oraz scharakteryzowanie docelowych
komplekséw metalokarbonylowych. Zsyntetyzowane koniugaty fosfonowe nie hamowaty
niestety aktywnosci lub okazaly si¢ bardzo slabymi inhibitorami acetylo- oraz
butyrylocholinoesterazy, mimo ze jeden z substratow (o-aminometylobenzylofosfonian
dietylu) wykazat catkiem dobre powinowactwo do tego pierwszego enzymu. Zar6wno zwigzki
fosfonowe, jak i bisfosfonowe, nie wykazywaly cytotoksycznosci charakterystycznej dla
wyjsciowych komplekséw zelaza i rutenu.

Mimo braku spektakularnych wynikow badan biologicznych tg czes¢ pracy oceniam
wysoko. Autorka w sposob rzetelny przedstawita problemy syntetyka organika poruszajgcego
si¢ na niepewnym gruncie, ktory chemia fosforoorganiczna czgsto przygotowuje kolejnym
eksploratorom. Grupa pochodnych, a nawet pojedyncze zwiazki potrafig zachowywac sig
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w sposob indywidualny i nietypowy. A nieche¢ do tworzenia monokrysztaléw, ktore mozna
podda¢ analizie rentgenowskiej, to tylko jeden z mniej ucigzliwych przejawéw. Autorka
poradzila sobie z tym calkiem dobrze otrzymujac nowe zaawansowane strukturalnie
polaczenia. To, ze nie wykazaly one aktywnosci, trudno bylo przewidzie¢, chociaz miatbym
w tej kwestii pewne propozycje dotyczace kontynuacji badan. Przede wszystkim, fosfonowe
estry alkilowe sa akurat mniej uzyteczne w tego typu zastosowaniach niz wolne kwasy
(szczegolnie bisfosfonowe), czy estry arylowe (znane inhibitory proteaz serynowych, w tym
stanowigcych cele terapii przeciwnowotworowej, takich jak np. urokinazowy aktywator
plazminogenu). W zwigzku z tym prosz¢ o odpowiedz na pytanie, czy byly podejmowane proby
hydrolizy/dealkilowania estrow alkilowych koncowych zwigzkéw do wolnych kwasow.
Czy byly podejmowane proby otrzymania estrow difenylowych aminofosfonianéw w addycji
aza-Michaela.

Bardzo cenne sa fragmenty pracy bedace dygresjami do glownego watku. Mam na mysli
akapit dotyczacy cykloaddycji Dielsa-Aldera badanych kompleksow z cyklopentadienem
(produktem rozpadu substratu metalokarbonylowego) oraz rozdzial na temat addycji
oksa-Michaela. Autorka podeszlta do tych nieoczekiwanych obserwacji z duzg uwags,
wydzielila i scharakteryzowata produkty, w tym na podstawie struktur krystalicznych, a takze
odpowiednio rozwingla lub wyjasnila oba watki. W przypadku reakcji Dielsa-Aldera
dodatkowo uzyla aminofosfonian zawierajacy fragment furanu i w ten sposob wskazala nowa
droge do osiggniecia komplekséw zawierajacych fragmenty fosforowe. Natomiast dla reakcji
addycji alkoholi zaproponowala szczegélowy mechanizm reakcji w powigzaniu z podatnoscig
kompleksow na fotodegradacjg.

Komplementarnym watkiem badawczym rozprawy doktorskiej mgr A. Kosinskiej byla
immobilizacja komplekséw  metalokarbonylowych na  powierzchni  nanoczastek
magnetycznych. Powierzchnia nanoczastek zostala sfunkcjonalizowana tak, aby uzyskac
obsadzenie reaktywnymi grupami aminowymi badz tiolowymi. Reagowaly one jako skladnik
nukleofilowy w addycji Michaela do sukcynimidu kompleksow dajac docelowe koniugaty. Ich
uzyskanie zostalo potwierdzone odpowiednimi metodami analitycznymi i spektroskopowymi,
a immobilizowane kompleksy okazaly sie¢ bardziej odporne na fotodegradacje¢ w poréwnaniu
do pochodnych niemodyfikowanych. Produkty wykazaly réwniez dobre wilasciwosci
przeciwbakteryjne (Pseudomonas aeruginosa) oraz przeciwgrzybicze (Candida albicans), przy
czym odpowiednie kompleksy nieskoniugowane z nanoczastkami byty stabo aktywne. Szkoda,
7e nie zostalo wyraznie stwierdzone, jak bardzo rosnie aktywnos¢ koniugatéw w poréwnaniu
do nanoczastek MNP@NH; czy MNP@SH, ktére powinny stanowi¢ material referencyjny.
Recenzent czuje si¢ zwolniony z koniecznosci bardziej wnikliwej oceny tego fragmentu pracy,
poniewaz zostal on opublikowany w bardzo dobrym czasopismie Applied Surface Science,
a zatem zostal poddany surowym warunkom recenzji niezaleznych ekspertow.

Ostatni fragment pracy dotyczy bezposredniej koniugacji nanoczastek typu core-shell
modyfikowanych terminalnymi grupami tiolowymi z kompleksem CpFe(CO).l (bez uzycia
tacznika sukcynimidowego). Udalo si¢ zoptymalizowa¢ syntezg¢ zgodnie z oczekiwaniami, ale
w mojej opinii rozprawa moglaby si¢ oby¢ bez tych kilku ostatnich stron. Biorgec pod uwage
podobienistwo strukturalne, fragment ten jest najmniej spojny z caloscig pracy; badania majg
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charakter raczej pilotazowy i brakuje jeszcze serii zwigzkéw, ktére moglyby zosta¢ poddane
testom aktywnosci biologiczne;.

Konczac ocene badan wilasnych mgr A. Kosinskiej nalezy dodatkowo podkresli¢, ze
wiele wynikow zostalo osiagnietych na drodze wspolipracy krajowej i migdzynarodowe;.
Polaczenie mozliwosci kilku grup badawczych niewatpliwie podniosto range wynikéw i nadato
im charakter multidyscyplinarny. Jednoczesnie dobrze swiadczy to o mobilnosci Doktorantki,
umiejetnosci operowania réznorodnymi technikami i szerokich horyzontach naukowych.

Ostatnim fragmentem rozprawy jest czg$¢ eksperymentalna. W tym obszernym
rozdziale (prawie 65 stron) szczegélowo opisano procedury syntetyczne i analityczne. Sg one
dobrze ilustrowane wzorami chemicznymi, schematami reakcji i wykresami, co ulatwia szybkie
odnalezienie i zapoznanie si¢ przepisami eksperymentalnymi. Opisy sa klarowne, latwe do
zrozumieniu i powtorzenia. Otrzymanie nowych indywiduéw chemicznych poparto
wyczerpujacg charakterystyka. Analizujac opis spektroskopowy wybranych zwiazkow
napotkalem jednak pewne niejasnosci zwigzane z przyporzadkowaniem oraz charakterystyka
sygnalow. Zwracam na to uwage w kontekscie ewentualnego opublikowania wynikow
w przyszlosci. Dla zilustrowania i wyjasnienia watpliwosci proszg¢ o krotka dyskusje na ten
temat dla jednego wybranego przykladu — pierwszego zsyntetyzowanego kompleksu 2.12.
W szczegoblnosci prosze o wyjasnienie skad w widmie '"H NMR bierze si¢ ddd dla sygnatu
4,15 ppm przyporzadkowanemu grupom OCH,? Czy nie ma pomylki w przypisaniu sygnatu
3,69 ppm jednemu z protonéw N-CH»-P? Stale sprz¢zenia tego dubletu dubletow (/~ 8 Hz oraz
] ~ 5 Hz) sa komplementarne wzgledem sygnalow obserwowanych dla pierscienia sukcynimidu
(2,84 ppm, dd oraz 2,40 ppm, dd). Czy w widmie *C NMR rzeczywiscie nie sa widoczne
sprzezenia P-C dla sygnaléw jader atomoéw wegla grup metylenowych 62,36 (s, OCH>),
38,80 (s, NH-CH;-P). Unikalbym tez nazywania sygnalow rezonansowych *'P NMR
singletami. W rzeczywisto$ci sag one multipletami, jednak standardowo stosuje si¢ technike
odprzegania od protonéw *'P{'H}, co powinno zosta¢ zaznaczone w uwagach ogélnych.

Wszystkie poczynione uwagi majg charakter formalny i nie umniejszaja mojej wysoce
pozytywnej opinii o rozprawie doktorskiej mgr A. Kosinskiej. Doktorantka przedlozyla
obszerna, multidyscyplinarng i starannie zredagowang dysertacj¢. Okazala si¢ jednoczesnie
dociekliwym eksperymentatorem i dazyla do petnego opisu wynik6éw reakcji oraz otrzymanych
struktur. Wyniki badan udalo si¢ czesciowo opublikowaé, mysle, ze jest szansa na kolejne
artykuty. Poziom merytoryczny pracy doktorskiej Pani mgr Anety Kosinskiej upowaznia mnie
do jednoznacznego stwierdzenia, ze odpowiada ona wszystkim wymogom zawartym
w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 14 marca 2003 z p6Zniejszymi zmianami
i uzupelieniami) i moze by¢ podstawa nadania stopnia naukowego doktora nauk chemicznych.
Tym samym wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego o przyjecie
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pracy i dopuszczenie jej do publicznej obrony.



