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R E C E N Z J A 

rozprawy doktorskiej mgr inz. Marcina Skorenskiego 

TytuI rozprawy: 

Synteza estrow kwasow 1-aminoaikiiofosfonowych jako inhibitorow wirusowych 

proteaz serynowym 

Wprowadzenie i stan wiedzy 

Infekcje wirusowe zaraz po chorobach serca oraz chorobach nowotworowych stanowi^ 

istotny odsetek przyczyn smierci. Szacuje si?, ze obecnie na swiecie zakazonych jedynie 

wirusem HCV (ang. Hepatitis C virus) ponad 170 milionow osob, a co roku przybywa ok. 

4 miliony zakazen. Poniewaz terapia wirusowego zapalenia w^troby typu C z zastosowaniem 

kombinacji leku o szerokim spektrum dzialania np. rybowiryny oraz pegylowanych 

interferonow alfa jest skuteczna jedynie u polowy pacjentow celowym jest poszukiwanie 

efektywnych i bardziej specyficznie dzialaj^cych lekow takich jak na przyklad inhibitory 

NTPazy/helikazy, kinazy kazeinowej CK2 czy proteazy serynowej AS3/4A - enzymow 

zaangazowanych w replikacj? wirusa. Przedstawiona do recenzji rozprawa Pana mgr inz. 

Marcina Skorenskiego zatytulowana: „Synteza estrow kwasow 1-aminoalkilofosfonowych 

jako inhibitorow wirusowych proteaz serynowym" wpisuje si? wi?c dobrze w 

zapotrzebowanie. Przeprowadzone badania ŝ  podbudowane wczesniej opublikowanym juz 

dorobkiem doktoranta a w szczegolnosci opracowany wydajny metody syntezy estrow 

kwasow 1-aminoalkilofosfonowych [Tetrahedron Letters (54,2013,1566)] oraz 

zainteresowaniami i dotychczasowym dorobkiem promotora prof, dr hab. Jozefa 

Oleksyszyna. Estry diarylowe kwasow 1 - alkilofosfonowych i ich peptydowe pochodne sy 

znanymi od wielu lat pseudonieodwracalnymi, specyficznymi i selektywnymi inhibitorami 
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serynowych proteaz {Oleksyszyn i Powers, B.B.Res. Comm. 161(1989)142-149, Biochemistry 

30(1991)485-93) a ich nieodwracalny charakter doskonale wpisuje si? w projektowanie 

potencjalnie skutecznych lekow takze o mozliwym zastosowaniu w terapii infekcji 

wirusowych. Dodatkowym atutem podj?cia tego typu badan jest fakt, ze zaden z wczesniej 

opracowanych inhibitorow proteazy serynowej NS3/4A wirusa zapalenia wytroby typu C: 

boceprevir, telaprevir, simeprevir, viniprevir, gazoprevir nie dziala w sposob nieodwracalny a 

ich zastosowanie kliniczne sprzyjalo wyst?powaniu zmutowanych szczepow o wysokiej 

lekoopomosci. 

Ogolna charakterystyka pracy 

Oceniany doktorat to 196 stronicowe opracowanie napisane po polsku i posiadajyce 

tradycyjny uklad tekstu, zilustrowane 46 rysunkami, 21 tabelami oraz charakterystyky i 

wzorami 213 zsyntetyzowanych zwiyzkow i udokumentowane 148 pozycjami cytowanej 

literatury, z ktorych ponad potow? opublikowano po roku 2005. 

Krotki, 35 stronicowy wst?p rozpoczyna si? od schematycznego przedstawienia statystyki 

wyst?powania zakazenia wirusem wytroby typu C (HCV) a nast?pnie przybliza czytelnikowi 

charakterystyk? wirusowych proteaz serynowych HCV, wirusa Zachodniego Nilu (WNV) 

oraz wirusow rodziny Herpesviridae i ich dotychczas poznanych inhibitorow. 

Pomimo, ze ty cz?sc pracy czyta si? bardzo dobrze poniewaz jest nie tylko szczegolowo 

przemyslana ale i przyst?pnie napisana poprawnym j?zykiem to mam jednak kilka 

nast?pujycych drobnych uwag: 

- szkoda, ze autor nie rozwinyt nieco tematu poprzez chocby ogolne omowienie strategii 

dotychczas stosowanych terapii antywirusowych, poszukiwan efektywnych inhibitorow 

innych enzymow wirusowych takich jak chocby inhibitorow replikacji wirusa HCV (np. 

NTPazy/helikazy czy kinazy kazeinowej CK2), 

- na str. 12 cytowana za podr?cznikiem biochemii maksymalna wartosc przyspieszenia reakcji 

enzymatycznej 2 x l 0 " wydaje si? wyraznie zanizona bo na przyklad dla ureazy wynosi ona 

wg. Garreta i Grishama Ix lO'" ,̂ 

- na str. 15 wypadalo zacytowac historyczne juz ale bardzo znaczyce prace prof. Mariusza 

Jaskolskiego z Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza oraz Instytutu Chemii Bioorganicznej 

PAN w Poznaniu i dr Alexandera Wlodawera z Narodowego Instytutu Raka w USA, ktorzy 

blisko 30 lat temu ustalili pierwszy struktur? przestrzenny biatka retrowirusa HIV (Nature 
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337,1989,576; Science 243,1989,928 i Science 245,1989,616) i dzi?ki temu kilka lat pozniej 

wprowadzono pierwszy racjonalnie zaprojektowany lek antywirusowy, 

- na str. 17 w miejsce „wejscie czystki wirusa" bardziej poprawne wydaje si? uzycie 

okreslenia „wnikniecie na drodze endocytozy", 

- niefortunne jest zastosowanie na str. 23 okreslenia „aparat katalityczny enzymu" w miejsce 

centrum aktywnego enzymu, 

- zastosowane w tekscie na str. 25 oznaczenia liczbowe inhibitorow proteazy NS3/4A 

dopuszczonych do uzytku w terapii HCV (grazoprevir(9) i paritaprevir (10) pokrywajy si? z 

numeracjy inhibitorow b?dycych w drugiej fazie klinicznej (asunaprevir (9) i aovaprevir (10). 

Cel pracy oraz uzyskane wyniki 

Zasadniczym celem pracy bylo zaprojektowanie, synteza i uzyskanie specyficznych, 

selektywnych i pseudonieodwracalnych fosfonowych inhibitorow wirusowych proteaz 

serynowych. Autor skupil si? na badaniu estrow kwasow 1-aminoalkilofosfonowych jako 

inhibitorow proteazy NS3/4A wirusa zapalenia wytroby typu C oraz jego mutantow. 

Dodatkowo przebadano hamowanie aktywnosci proteazy NS2B/NS3 wirusa Zachodniego 

Nilu oraz proteazy istotnej w cyklu zyciowym wirusow rodziny Herpesviridae. 

Cel badan jest dobrze dobrany z uwagi na zapotrzebowanie i na dotychczasowe nieliczne 

proby podj?te w tym kierunku. Dodatkowym atutem mozliwosci praktycznego wykorzystania 

tego typu zwiyzkow w rozwoju leku jest fakt, ze chodzi o inhibitory pseudonieodwracalne i 

wysoce selektywne i specyficzne na ktore jest zapotrzebowanie kliniczne. 

Innowacyjnosc i aplikacyjnosc jest w ostatnich dziesi?cioleciach priorytetem polityki badan 

naukowych. Cele badawcze oraz przeprowadzone badania wpisujy si? wi?c bardzo dobrze w 

ten trend. 

Obowiyzkiem recenzenta jest zwrocenie uwagi na nieprecyzyjne stwierdzenia uzyte na str. 39 

sugerujyce cytuj?, ze proteaza NS2/4A jest „ekspresjonowana przez ludzki wirus zapalenia 

wqtroby typu C" oraz podobne okreslenie uzyte dla proteazy wirusow rodziny Herperviridae. 

Oczywiscie nie mozna mowic w tym wypadku o ekspresji enzymu przez wirusy a jedynie o 

przekazywanie informacji genetycznej kodujycej sekwencje proteinaz, a wirus choc 

specyficzny gatunkowo nie jest ludzki a jedynie wywohije zapalenie wytroby typu C u 

naczelnych. 

Rozdzial I I I zatytutowany Badania wlasne podzielony zostal na trzy podrozdzialy opisujyce 

odpowiednio projektowanie, syntez? i wlasnosci: 
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- fluoroalkilowych estrow kwasow 1-aminoalkilofosfonowych i ich peptydowych pochodnych 

oraz okreslanie ich biologicznej aktywnosci jako inhibitorow typowych serynowych 

enzymow proteolitycznych oraz proteinazy NS3/4A wirusa zapalenia wytroby typu C, 

- fosfonowych analogow argininy i lizyny jako inhibitorow proteazy NS2B/NS3 wirusa 

Zachodniego Nilu 

oraz 

- peptydowych pochodnych estrow kwasow 1-aminoalkilofosfonowych jako inhibitorow 

proteazy rodziny Herpesviridae. 

Kazdy podrozdziai zakohczony jest krotkim podsumowaniem i wnioskami koncowymi. Ta 

cz?sc pracy jest wyczerpujyco opisana poprawnym zrozumialym JQzykiem. Calosc rozdziahi 3 

zakonczona jest dodatkowym krotky dyskusjyuzyskanych wynikow. 

Opracowano syntez? oraz przeprowadzono charakterystyk? ponad 213 zwiyzkow w tym: 

- fluoroaklilowych estrow kwasow 1-aminoalkanofosfonowych, 

- dipeptydu Boc-Val-Pro-OH, fosfonowych dipeptydow oraz fosfonowanego analogu lizyny 

oraz argininy, 

- tripeptydowych pochodnych fluoroalkilowych estrow kwasow 1-aminoalkilofosfonowych, 

- estrow diarylowych kwasow 1-aminoalikofosfonowych. 

Przebadano pod kytem aktywnosci inhibitorowej wzgl?dem proteazy NS3/4A wirusa HCV co 

najmniej 61 zwiyzkow, oraz wzgl?dem proteazy NS2B/NS3 wirusa Zachodniego Nilu co 

najmniej 20 zwiyzkow. 

Ta czesc pracy jest tez bardzo klarowna, dobrze udokumentowana i wzorowo opracowana. 

Cala robiyca dobre wrazenie rozprawa doktorska jest zakonczona krotkim, jednostronicowym 

podsumowaniem. 

W twej cz?sci rozprawy zauwazylem kilkanascie drobnych bl?d6w natury redakcyjnej z 

ktorych chcialbym jedynie wypunktowac trzy istotniejsze w celu unikni?cia ich powielania: 

- w tabeli 7 omylkowo oznaczono inhibitory klasy I jako I I , 

- na str. 58 podano omylkowo tabel? 7 zamiast 8, 

- na str. 93 zamiast zwiyzku o numerze 188 powinien bye 189. 

Gtowny cz?sc rozprawy stanowi 84 stronicowy rozdzial V - „Cz?sc eksperymentalna" 

charakteryzujycy szczegolowo etapy syntezy produktow posrednich i kohcowych oraz 

zawierajycy krotki opis zastosowanej procedury. Podano wyczerpujycy charakterystyk? 

otrzymanych zwiyzkow poprzez zamieszczenie informacji o wydajnosci procesow syntezy. 
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temperatury topnienia uzyskanych zwiyzkow i ich parametry pomiarow MS i NMR. 

Dodatkowo opisano przeprowadzone na substratach syntetycznych testy enzymatyczne oraz 

pomiary stabilnosci kompleksu proteaza NS3/4A z inhibitorem 132R oraz rozpuszczalnosci w 

plynach fizjologicznych. 

Dane zebrane w tabelach 5-11 oraz 13-16 charakteryzujy poprzez podane wartosci stalych 

inhibicji oraz stosunku stalej szybkosci asocjacji do statej inhibicji wydajnosc przebadanych 

inhibitorow. Najaktywniejszym inhibitorem genotypu la proteazy NS3/4A HSV otrzymanym 

poprzez zaawansowane badanie zaleznosci struktura-aktywnosc, wykazujycy si? tez wysoky 

selektywnosciy wzgl?dem przebadanych serynowych proteaz ludzkich neutrofili, okazal si? 

inhibitor 132R zawierajycy w swej strukturze dimetylocyklopropyloprolin? o Ki = 44 nM i 

k2/Ki = 79 000 M"'s"'. Z fosfonowych analogow lizyny oraz argininy najaktywniejsza 

wzgl?dem enzymu NS2B/NS3 wirusa Zachodniego Nilu byla pochodna 189 o Ki = 500 nM i 

k2/K, = 21 000 M ' S " ' . 

Podczas realizacji planowanych celow opracowano tez dwie nowe metody syntezy 

fluoroalkilowych estrow kwasow 1 -aminoalkilofosfonowych o zwi?kszonej w porownaniu do 

estrow aromatycznych rozpuszczalnosci oraz metod? syntezy peptydowych pochodnych tych 

estrow. 

Lektura rozprawy doktorskiej nasuwa oczywiscie pytania. Bye moze uda si? przedyskutowac 

podczas obrony chociaz jedno z nich podane ponizej. 

Czy rozpuszczalnosc i stabilnosc uzyskanych w pracy wydajnych i selektywnych inhibitorow 

serynowych proteinaz wirusowych pozwana sugerowac ich ewentualne uzycie terapeutyczne i 

czy prowadzono wst?pne proby toksycznosci na liniach komorkowych? 

Ogolne odczucie 

Praca jest napisana przejrzyscie i wlasciwie nie mam zasadniczych uwag krytycznych co do 

strony merytorycznej jak i redakcyjnej. Z szesciu dotychczas opublikowanych prac 

doktoranta o sumarycznym wspolczynniku przebicia ok. 13, cztery z Jego pierwszym 

autorstwem wiyzy si? z tematyky b?dycy zagadnieniem przedstawionej rozprawy doktorskiej. 

Opracowany wydajny sposob syntezy, wytwarzania i zastosowania peptydowych pochodnych 

difenylowych estrow kwasow 1-amino-alkanofasfonowych zostat zabezpieczony patentem 

podobnie jak przeciwwirusowe preparat farmaceutyczny w zastosowaniu do wirusowego 



zapalenia wytroby typu C. Dodatkowo trzy inne zgloszenia patentowe dotyczy 

fluoroalkilowych estrow kwasow 1-aminoalkanofosfonowych, difenylowych fosfonowych 

analogow kwasu glutaminowego i ich peptydowych pochodnych oraz fosfonowych analogow 

lizyny i argininy w zastosowaniu do hamowania aktywnosci proteolitycznej proteazy 

NF2B/NS3 wirusa Zachodniego Nilu a cztery inne testom diagnostycznym detekcji bialek 

Map i Efb. To wszystko daje swiadectwo, ze praca poddana skrupulatnemu oglydowi 

recenzentow obronila si? juz sama. Niewytpliwym osiygni?ciem jest uzyskanie: 

- inhibitora 132R o okresie poltrwania niezwykle stabilnego kompleksu z proteazy wirusowy 

NS3/4A pomi?dzy 60-80 godzin podczas gdy dla komercyjnych lekow bocepreviru i 

telapreviru wynoszy one odpowiednio 4 i 23, 

- fosfonowego analogu lizyny oraz argininy z grupa guanidynofenyloalaniny w pozycji para 

(zwiyzek 189) o niezwykle trwalym kompleksie z proteazy NS2B/NS3 wirusa Zachodniego 

Nilu, 

Nalezy zaznaczyc, ze podczas realizacji pracy opracowano tez dwie nowe, wydajne metody 

syntezy fluoroalkilowych estrow kwasow 1-aminoalkiloforfonowych oraz ich peptydowych 

pochodnych. 

Podsumowanie oceny 

Rozpraw? doktorsky Pana mgr inz. Marcina Skorenskiego oceniam wysoko tak pod 

wzgl?dem merytorycznym jak i redakcyjnym. Praca opisuje caly szereg rzetelnych i solidnie 

wykonanych eksperymentow i swiadczy o dojrzalosci doktoranta a prezentowane wyniki 

maja charakter nowatorski i poznawczy. 

Stwierdzam. ze przedlozona rozprawa spelnia wszystkie warunki przewidziane art. 13 ustawy 

z dnia 14 marca 2003 roku (o zmianie ustawy - Prawo o szkolnictwie wyzszym ) oraz 

tradyciy dla prac doktorskich i wnioskuie do Wysokiej Rady Wydziahi Chemicznego 

PoUtechniki Wroclawskiei o dopuszczenie Pana mgr inz. Marcina Skorenskiego do dalszych 

etapow przewodu doktorskiego. 

W moim odczuciu przedstawiona rozprawa doktorska jest zdecydowanie ponad przecietna i 

jako taka zastuguie na wyroznienie. Dlatego z pelnym przekonaniem zwracam sie z takim 

wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziahi. 

Prof, dr hab. Adam Dubin 
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