Recenzja Rozprawy Doktorskiej p. mgr Dawida
Maliszewskiego pt.“Synthesis and investigation of
biological activities of the new 1,3,5-triazine
derivatives”

Informacje wstepne

Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska pana
mgr Dawida Maliszewskiego zostata wykonana w Zaktadzie Chemii
Organicznej, Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku oraz w Zaktadzie Biologii Eskisehir Technical University
w Turcji pod kierunkiem Promotoréw - p. dr hab. Danuty Drozdowskiej
oraz p. prof. dr. Rasime Demirel.

Dysertacja zostata przygotowana w sposob tradycyjny, zas
uzupetnieniem podstaw teoretycznych przedstawionych w jej wstepie,
jest praca poglgdowa pierwszego autorstwa Doktoranta, wydana w
prestizowym czasopismie JCR - Pharmaceuticals. Ponadto p. mgr
Maliszewski jest pierwszym Autorem pracy oryginalnej wydanej w
czasopiSmie JCR- Molecules i wspotautorem trzech innych,
co przeklada sie na 1gczny wspotczynnik oddziatywania [F>21
(MNiSW=550). Na swoim koncie ma réwniez 12 zgtoszen zjazdowych,
w tym 4 na konferencjach zagranicznych. Brat udziat w 3 polskich
projektach badawczych, gdzie pemit role kierownika w dwéch: projekcie
uczelnianym - ,Synteza i badanie wiasciwosci biologicznych nowych
pochodnych s-triazynowych, jako pochodnych wielocelowych srodkow
przeciwnowotworowych” oraz projekcie pt. ,Badanie wiasciwosci
przeciwmikrobiologicznych nowych pochodnych s-triazyny” w ramach
Miedzynarodowych Studiéw Doktoranckich.

Juz na wstepie chcialabym, zatem, pochwali¢ wszechstronng
aktywnos$¢ naukowg Doktoranta, ktéra z punktu formalnego w petni

upowaznia Go do ubiegania sie o stopien doktora.

Charakterystyka strony naukowej i redakcyjnej Dysertacji

Gtébwnym przedmiotem rozwazan podjetych w Dysertacji jest
synteza i ocena aktywnosci biologicznej zwigzkéw zawierajgcych rdzen
1,3,5-triazyny (czyli s-triazyny) w poszukiwaniu nowego leku, z
uwzglednieniem  trzech  waznych  kierunkdw  terapeutycznych

skierowanych odpowiednio na: infekcje o podfozu mikrobiologicznym,
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nowotwory i choroby neurodegeneracyjne - w szczegolnosci chorobe
Alzheimera. Zasadnos¢ wyboru takiego kierunku badan w dyscyplinie
nauk farmaceutycznych jest niepodwazalna zaréwno w Swietle
najwiekszych wyzwan wspoétczesnego lecznictwa, jak i aktualnego
stanu rynku farmaceutycznego, zas dodatkowym argumentem jest tu
szeroki wachlarz aktywnosci biologicznej i wcigz niewyczerpane
mozliwosci dalszych farmakomodulacji w grupie pochodnych 1,3,5-
triazyny. Doktorant przedstawia esencje takiej argumentacji w swoim
16-stronicowym wstepie, analizujgc osiggniecia $wiatowych badan
chemii medycznej nad pochodnymi 1,3,5-triazyny reprezentujgcymi
nadmienione trzy kierunki dziatan farmakologicznych, z uwzglednieniem
lekéw dostepnych na rynku farmaceutycznym, a takze tych w fazie
poszukiwan. Obok charakterystyki farmakologicznej rozwazanej grupy
chemicznej, przemycit metody ich syntezy odwotujgc sie réwniez do
szerszych danych na ten temat, zawartych w pracy przeglagdowej jego
pierwszego autorstwa, ktérg zatgczyt na koncu dysertacji. W swoim
stowie wstepnym zaakcentowat réwniez znaczenie wprowadzania do
uktadu triazyny podstawienia oligopeptydowego, tym samym
uzasadniajgc podjety w swojej dysertacji kierunek modyfikaciji

chemicznych.

Gtéwnym obszarem prac badawczych opisanych w dysertacji
jest synteza chemiczna pochodnych s-triazyny, podstawionych zaréwno
zréznicowanym fragmentem dipeptydowym, jak i piperazyng z
terminalnym ugrupowaniem chloroetylowym, warunkujgcym dziatania
alkilujgce przydatne dla pozagdanej aktywnosci cytotoksycznej przeciw
komérkom nowotworowym, bakteryjnym czy grzybiczym. Otrzymane
zwigzki zostaty nastepnie przebadane w rozbudowanym skryningu
biologicznym in vitro, w celu oceny dziatan przeciwbakteryjnych,
przeciwgrzybiczych, przeciwnowotworowych oraz hamujgcych enzymy
zaangazowane w patofizjologie choroby Alzheimera. Testy objety
réwniez ocene potencjalnych mechanizmow na poziomie molekularnym
— W szczegolnosci badania eksperymentalne i wspomagang
komputerowo teoretyczng ocene wptywu tej grupy zwigzkéw na gyrazy
AiB.

Mimo, ze eksperymentalne prace chemiczne dotyczyly syntezy

tylko 8 zwigzkdw finalnych, na duzy aplauz zastuguje ich wysoki poziom
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chemiczny. Zakres prac obejmowat ambitne kilkuetapowe syntezy,
poprzedzone otrzymywaniem stosownych potproduktéw dipeptydowych
-z wykorzystaniem rozmaitych metod protekcji i deprotekcji, czy
substytucji chloru przy pierscieniu triazyny - reakcji nietatwych do
monitorowania, a takze wymagajgcych duzych umiejetnosci
analitycznych dla interpretacji widm spektralnych w celu oceny
czystosci i tozsamosci otrzymywanych struktur.

Ponadto = doswiadczenie = Doktoranta ~w  prowadzeniu
wszechstronnego  skryningu  biologicznego, obejmujgcego:
eksperymentalne testy mikrobiologiczne i badania in  vitro
mechanizméw molekularnych na poziomie komodrkowym, a takze
modelowanie molekularne z uwzglednieniem optymalizacji struktur
krystalograficznych celéw biatkowych (gyraz) dostepnych w PDB,
trafnego okredlenia ich kieszeni wigzgcej oraz przeprowadzenia
symulacji dokowania z poprawng oceng korzystnych stanéw
energetycznych, z naddatkiem spelnia wymagania stawiane osobie
ubiegajacej sie o stopien doktora nauk farmaceutycznych.

Na moje duze uznanie zastuguje, zatem, wszechstronny
warsztat narzedzi badawczych, ktére opanowat p. mgr Maliszewski w
czasie studiow doktoranckich, doliczajac do tego jeszcze umiejetnosc
opracowywania i publikowania wynikow, o czym $wiadczy jego
pierwsze autorstwo w dwoch artykutach naukowych na famach

renomowanych czasopism MDPI.

Niewatpliwymi osiggnieciami naukowymi doktoratu, wpisujgcymi
sie w Swiatowe badania chemii organicznej i farmaceutycznej, jest
opracowanie i skuteczne przeprowadzenie syntezy 8 nowych
peptydowych pochodnych s-triazyny, ktére okazaly sie aktywnymi
inhibitorami gyrazy w walce z lekoopornymi drobnoustrojami, a takze
zwigzkami proapoptotycznymi w komérkach raka piersi - przydatnymi
dla potencjalnych terapii nowotworowych, wykazujgc roéwniez
umiarkowang aktywnos$¢ inhibitora AChE i BACEL1 — obiecujgcg dla
innowacyjnych podejs¢ w leczeniu chordob neurodegeneracyjnych.
Oparta o uzyskane wyniki jakosciowa analiza zaleznosci struktura-
aktywnos¢ umozliwia wytypowanie najaktywniejszych zwigzkéw -
adekwatnie do przeprowadzonych testow biologicznych, jako nowych

struktur wiodacych dla rozwoju poszukiwan leku o silniejszym
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i doprecyzowanym kierunku dziatania farmakologicznego, co wnosi
istotng  ,cegietke” w rozwdj polskich i $wiatowych nauk
farmaceutycznych.

Wysoko, zatem oceniam walory naukowe tej dysertaciji oraz jej

wktad w rozw¢j dyscypliny nauk farmaceutycznych.

Praca tacznie liczy 98 stron, na ktore skifada sie trzynascie
rozdziatow, w tym 8 gtéwnych oraz 5 dodatkowych stanowigcych listy
I zatgczniki. Rozdziaty gtowne rozpoczyna 16-stronicowy wstep
(Introduction), nastepnie rozdziat Aims and scope ukazuje cel i zakres
przeprowadzonych zadan badawczych. Rozdziat Materials and
Methods przedstawia szczegdty eksperymentalne przeprowadzonych
badan, ktérych wyniki zostaty zebrane w kolejnym rozdziale Results,
a dodatkowo przedyskutowane w nastepujgcym po nim rozdziale
Discussion, zas ptyngce z nich wnioski zebrano w postaci dziewieciu
punktéw w podsumowujgcym rozdziale Conclusions. Doktorant odwotat
sie do 108 pozycji literaturowych w wiekszosci z czasopism JCR
opublikowanych w ostatnim dwudziestoleciu. Dysertacje cechuje
przejrzystos¢  opisébw  wsparta eleganckg szatg  graficzna,
skomponowang z 5 rysunkéw, 18 schematow i 9 tabel, gdzie
szczegolne wrazenie estetyczne robig trafnie dobrane ryciny dotyczgce

wynikdow modelowania czgsteczkowego.

Pytania i uwagi krytyczne

1. Z pewng doza krytyki musze, natomiast, sie odnies¢ do Schematu nr
13 (str. 24), do ktérego brak odwotania w oplatajgcych go opisach, a
i lakoniczny podpis wymaga duzej intuicji od czytelnika, zeby
zrozumiat jego przestfanie i role w niniejszej dysertacji. Prositabym,
zeby Doktorant przyblizyt mi to w czasie obrony.

2. Kolejng niejasno$¢ stanowig dla mnie badania aktywno$ci
biologicznej dla grupy s-triazyn opisanej przez p. Fraczyk i
wspotpracownikow w 2016 roku. Na str. 42 napisano:

“The antimicrobial activity of all the compounds was tested in vitro on
pathogenic bacteria, yeast, and filamentous fungi [...] and compared with 11 s-
triazine derivatives (Table 2) descripted by Fraczyk et al. [80]”.

Z dalszego kontekstu wynika jednak, ze grupa tych 11 zwigzkéw nie
stanowi poréwnania, a raczej rozszerzenie badanej serii (4a-4h) —
testowane i analizowane pod wzgledem wynikdbw w réwnocenny
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sposob. Co, zatem, zadecydowato, ze ta seria znalazta sie w
dysertacji? Czy przeprowadzenie skrinnigu biologicznego dla zwigzkow
5a-7c¢ byto przedmiotem badanh wtasnych Doktoranta?

W dysertacji brakuje wzmianki na ten temat i w ogdle brak informaciji,
ktore prace eksperymentalne i teoretyczne stanowity przedmiot badan
wiasnych Doktoranta, w ktérych brat udziat czesciowo, a ktére w catosci
przeprowadzili Wspotpracownicy (i kto to byt z nazwiska). Brak
jakichkolwiek podziekowan mogtby swiadczyé, ze wszystkie badania
byly wytgcznie przedmiotem wysitkéw Doktoranta. Czy tak byto w
istocie? Prosze, zeby Doktorant wyjasnit mi te kwestie w czasie obrony.

3. Do dysertacji wkradly sie tez nastepujagce niescistosci merytoryczne,
na ktére Doktorant powinien zwroci¢ uwage przy dalszych
opracowaniach wynikéw do publikacji i prezentaciji:

3.1. Brak wzmianki o szczepie M. luteus (NRRL B-4375) w rozdziale
,Materials and methods ”, a wyniki pojawiajg sie w ,Results”

3.2. Str. 43 i 44 — Niespojnos¢ opisu wynikow dziatania zwigzkéw na
gyraze E.coli, czyli:

“In turn, substances 4c, 4d and 7b (100 nM) and 4a, 4d, 4e, 6f and 6¢
(300 nM) inhibited E. coli gyrase action on supercoiled KDNA (Figure
2)” (w pierwszej czesci opisu),

a nastepnie (pod koniec strony):

“Triazine analogues: 4a, 4e and 6¢ not inhibited E. coli gyrase at
neither concentration”

Praca napisana jest poprawng angielszczyzng, znalaztam w niej
tylko drobne i nieliczne uchybienia interpunkcyjne i tzw. ,literéwki”, np.:

- str. 9 - jest ,ChemSpaider”, a powinno by¢ ,ChemSpider”

- str. 17 istr. 18 -btedy w pisaniu nazwy uzywanych szczepow:

S. Aureus (réwniez na str. 32)

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus

Candida albicans, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans and Aspergillus
niger

A. Baumannii

C. Neoformans

Zgodnie z zasadami systematyki (taksonomia Linneusza), nazwy szczepow
wymagajg pisania kursywa: z duzej litery nazwa rodzaju (genus), a z matej
nazwa gatunku (species), o czym Doktorant pamietat na innych stronach
dysertaciji.

- str. 21 - jest ,Lorak et al.”, a powinno by¢ ,Lolak et al.”

- str. 21 — “Magbool et al. designed and synthesized derivative 20” powinno by¢
“Magbool et al. designed and synthesized derivative 21”.

- str. 43 “Triazine analogues: 4a, 4e and 6c not inhibited E. coli gyrase” (brak
“did”)
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Podsumowanie

Wymienione drobne niedostatki nie umniejszajg jednak mojej ogdlnie
wysokiej oceny dla przedstawionej mi do recenzji dysertacji. Doktorat
reprezentuje wysoki poziom interdyscyplinarnych badan z obszarow:
chemii organicznej, mikrobiologii, farmakologii, biologii molekularnej i
modelowania czgsteczkowego - wpisujgcych sie w szeroko rozumiane

nauki farmaceutyczne.

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiego Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie
pana mgr Dawida Maliszewskiego do finalnych etapéw przewodu
doktorskiego.

Krakow, 16 listopada 2022

Katedra i Zaklad Technologii
i Biotechnologii Srodkow Leczniczych UJ CM
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