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RecenzjarozprawydoktorskiejmgrinZ.AleksandryMatkowskiej

zatytulowanej ,r4-N-podstawione pochodne S-azacyto4yty -synteza, struktura i

wlaSciwoSci chemiczne"

Przedstawionadorecetujipracadoktorskamgrin2.AleksandryMatkowskiejzostala

wykonana pod kierunkiem Prof. dr. hab. wojciecha T. Markiewicza (promotor) i dr' Bartosza

Marciniaka (>romotor pomocniczy) w zakradzie Biologii chemicznej Instytutu chemii

Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Praca dotyczy opracowania metod syntezy 4-N-

podstawionych pochodn ych 5-azacytozynyjako potencjalnych inhibitor6w metylotransferazy

DNA typu pierwszego (ang. DNA methyltransferase 1, DNMTI) mog4cych znale2('

zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej oraz technologii indukowanych

pluripotencjalnych kom6rek macierzystych (ang' induced pluripotent stem cells' i-PSC)'

NaleZy zatwuZyc, 2e ftagment S-azacylozyfiy zawierajq dwa leki przeciwnowotworowe

zatwierdzone przez (lnited states Food and Drug Administration (JS FDA) S-azacTlydyna i

5-aza-2',-deoksycytydyna (decytabina). cechuje je jednak wysoka toksycznos6 w stosunku do

zdrowych kom6rek i brak trwalosci zwiqzany z latwym rozpadem ich pierscienia

triazynowego pod wplywem ataku reagent6w nukleofilowych, w tym wody' na pozycjq C-6'

Rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Matkowskiej liczy 187 stron i sklada sig z

trzech gl6wnych segment6w: ,,CzgSci literaturowej" (str' 6-49) poprzedzonej wykazem

skr6t6w i oznaczeh (str. l-3) oraz wstgpem i celem pracy (str. 4-5), czqsci: ,,Wyniki i

dyskusja" (str. 50-102), po kt6rej nastqpuje podsumowanie i wnioski (str' 103-105) oraz

,,CzESci eksperymentalnej" (str. 106-165). Praca zamyka streszczenie w jqzyku angielskim

(str. 166-167) i bibliografia (str. 168-137) obejmuj4ca 212 pozycje literaturowe' Rozprawa

jest zatem zbudowana w spos6b tzw. klasy czrry z dosy6 dobrym zachowaniem proporcji

pomigdzy poszczeg6lnymi czqSciami'



W czgSci literaturowej Doktorantka om6wila proces metylacji DNA skupiaj4c gl6wnie

swoj4 uwagg na metylacji reszt cytozynowych w pozycji C-5. Przedstawiony zostal

mechanizm reakcji metylacji reszt cytozynowych katalizowany przez metyloffansferazy DNA

(DNMT) przy udziale S-adenozylometioniny (SAM) jako donora grupy metylowej.

Dokonuj4c przegl4du inhibitor6w metylotransferaz DNA (Tabeia 1, str. 15-17) Doktorantka

pomingla wa2ny analog nukleozydowy 5,6-dihydro-5-aza-2'-deoksycytydng, kt6ry

charakteryzuje sig mniejsz4 toksycznoSci4 w stosunku do zdrowych kom6rek i wigkszq

stabilnoSci4 ni? 5-aza-2'-deoksycytydyna [H. Mertlikova-Kaiserova et al., Epigentetics,6,

769-776 (2011)1. W dalszym ci4gu przegl4du literaturowego, zostaly zaptezentowane metody

syntezy 4-N-podstawionych pochodnych ctftozyny, zar6wno te opieraj4ce sig na generowaniu

dobrych grup odchodzEcych w pozycji 4 pierScienia pirymidynowego, np. 2'-deoksyurydyny

z grupami ochronnymi na funkcjach 3' oraz 5'-hydroksylowych, a nastQpnie reakcji tak

aktywowanych zwipk6w poSrednich z aminami, jak i te polegajqce na reakcji cytozyny lub

jej pochodnych z aldehydami z utworzeniem zasad Schiffa, kt6re dalej byly poddawane

redukcj i. Przestawione teZ zostaly metody otrzymywania pochodnych cytozyny z wybranymi

podstawnikami w pozycji 5, takimi jak hydroksymetylowy (wprowadzany na drodze reakcji

formaldehydu z cytozyn4 w warunkach zasadowych), formylowy, karboksylowy,

metyloaminowy (wprowadzany na drodze reakcj i Mannicha), podstawniki alkilowe

(transformacja 5-alkilouracyli do 5-alkilocytozyn), hydroksylowy i aminowy. Nastgpnie

zostaly om6wione metody syntezy s-azactiozyry i jej pochodnych oparte na budowie

pierScienia 1,3,5-triazynowego z wykorzystaniem dw6ch komponent6w laricuchowych,

jednym z nich byl guanylomocznik, a drugim dimetyloacetal dimetyloformamidu,

ortomr6czan etylu (zastosowanie ortooctanu lub ortopropionianu etylu prowadzilo do

uzyskania 6-podstawionych pochodnych 5-azaqtozyny), czy tez octan formamidyny.

Przedstawiono talde przykladow4 metodg syrrtezy s-azacytozyny, w kt6rej zwiTkiem

wyj Sciowym byl chlorek cyjanurowy (2,4,6-trichloro-1,3,5-tiazyna). Ostatnie poruszone

zagadnienia w czgdci literaturowej pracy to tautomeria iminowo-enaminowa w

aminopirymidynach i amino- 1,3,5-triazynach oraz rotameria aminopodstawionych 1,3,5-

triazyr,.

Chocia2 generalnie uwazafi, 2e czE(td literaturowa pracy opracowana jest dobrze, to

jednak pojawia sig w niej szereg drobnych bl9d6w i niedcislo6ci jak na przyklad:

. na str. 8 (Schemat 2) w skr6towym omaczeniu S-adenozylometioniny zamiast Ade

powiruro by6 A lub Ado dla oztaczenia reszty adenozyny (Ade oznacza adening),
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. na str. 17 (Tabela l) w wzorze zwi}zku 12 brakuje wi4zania podw6jnego w grupie

ftalimidowej,

. na str. 17, jest ,,trifosforan6w deoksynukleotyd6f ', natomiast powinno byi ,,5'-

trifosforan6w 2' -deoksynukleozyd6w",

. na str. 20, jest ,,co pozwala na zastosowanie jej jako potencjalny inhibitor tego

enzymu", natomiast powinno by6 ,,co pozwala na zastosowanie j ej j ako inhibitora tego

enzymu",

. na str. 21 (Schemat 4) brak wyjaSnienia jakie grupy ochronne zastosowano, podobnie

na innych schematach (nP. nr 6 i 7),

. na str. 24 (Schemat 8) iest ,,2'-deoksyryboza", natomiast powinno byl ,,2-

deoksyryboza", podobny bl4d wystqpuje na innych schematach,

o na str. 27 (Schemat 13) grupa benzylowa ma skr6towe oznaczenie Bnz, natomiast

og6lnie przyjgte jest Bn,

. na str. 28 (Schemat 14) jest CH:COH, natomiast powinno by6 CH3CHO, podobnie w

przypadku dw6ch kolejnych aldehyd6w,

. na str. 31 (Tabela 2) w przypadku zwi4zk6w 35-37 podstawnik Rr powinien miei

,,przerwane" wi4zanie podw6jne, np. CH3CH: dla zwi4zku 35,

. na str. 33 (Schemat 17) w wzorue zwi4zku 52 brakuje wi4zania podw6jnego,

o na str. 40 Schematy 26 i 27, z uwagi na duze podobieristwo, moglyby zostai

zast4pione j ednym wsP6lnYm'

w czgsci dysertacji za$tutowanej ,,wyniki i dyskusja' Doktorantka przedstawila wlasne

opracowania syntez 4-N-podstawionych pochodnych S-azacytozyny oparte na

czteroetapowym schemacie. zwiqzkiem wyjsciowym w tych syntezach byl chlorek

cyjanurowy (2,4,6-trichloro- 1,3,5-triazyna), kt6ry w pierwszym etapie byl przeksztalcany w

2-chloro-4,6-dimetoksy-l,3,5triazyng, w specyficznych warunkach, pod dzialaniem metanolu

w obecnosci wodorowgglanu sodu we wrz4cej mieszaninie reakcyjnej zawieraj4cej

chloroform w takiej samej objgtosci jak metanol. warunki prowadzenia tej reakcji zostaly

zaczerpnigte z pracy Prof. Z. Kamiirskiego w Peptide Science,55, 140-164 (2000) i w

por6wnaniudoinnychpodobnychmetodzapewniajqwysok4wydajnoS6(81-91%)tworzenia

poZ4danego produktu. W drugim etapie syntezy,2-chloro-4,6-dimetoksy-1'3'5triazyna

zostalapoddanareakcjihydrodehalogenacjizuiryciemwodorugenerowanegozborowodorku

sodu i kwasu siarkowego(vl) w obecnosci katalizatora palladowego osadzonego na wgglu

aktywnym(Pd/C,10%)wroztworzetetrahydrofuranulubeterudietylowegozdodatkiem
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trietyloaminy. warunki prowadzenia reakcji hydrodehalogenacj i zostaly starannie dobrane,

albowiem 2,4-dimetoksy- 1 ,3,5 -triazyrla zostala otrzymana z wydajnoSci4 98%' W tym

miejscu mam pytanie do Doktorantki, czy pr6bowala uzywa6 jako wygodnego 2r6dla wodoru

mr6wczanu amonu w reakcj i katalitycznej hydrodehalogenacji 2-chloro-4,6-dimetoksy- 1,3,5-

Viazyny? W trzecim etapie syntezy, 2,4-dimetoksy-1 ,3,S-tiazyna zostala poddana reakcji

aminolizy z rtLyciem nastgpujQcych amin: metyloaminy, dimetyloaminy, frrfuryloaminy i

benzyloaminy w etanolu w temperaturze pokojowej ' 2-Metoksy-4-metyloamino- 1'3'5-

tiazyng olrzymano z 98o/o wydajnodci4 ittit po 2 godzinach prowadzenia reakcji' natomiast

pozostale produkty aminolizy wyodrgbniono z ponad 90% wydajnosciq dopiero po 24

godzinach. W czwartym etapie syntezy, przeprowadzono ,,odmetylowanie" zwiqzk6w

otrzymanych w etapie trzecim (u2ylby m ruczej sformulowania o-demetylowanie, aby

wykluczyi drug4 mozliwosi N-demetylowania). Pragng podkresli6, ze ten etap syntezy zostal

bardzo dobrze rozpracowany przez Doktorantkg. W pierwszym podejSciu do rozszczepienia

grupy 2-metoksy zostal u21ty kwas chlorowodorowy, jednak w przypadku 4-furfuryloamino-

2-metoksy-1,3,5 -triazyny reakcja nie zakohczyla sig sukcesem, z uwagi na brak trwalosci

pierscienia flranowego w wartrnkach kwasowych. Lepsze rezultaty uzyskano stosujqc

generowany in situ, z chlorku trimetylosililu i jodku sodu w acetonitrylu, jodek

trimetylosililu. Jednak, w tym przypadku, powstajqcy w reakcji rozszczepienia grupy

2-metoksy jodek metytu powodowai powstawanie dodatkowego produktu pochodnej N-l

metylowej 4-N-podstawion e1 S-azacytozyny. Doktorantka zdecydowala sig na u2ycie samego

chlorku trimetylosililu w acetonitrylu do przeprowadzenia O-demetylowania pochodnych

2-metoksy-1,3,5 -tiazyny uzyskuj4c czysty przebieg reakcji i wysokie wydajnosci (88-93%)

4-N-podstawionych pochodnych s-azacylozyny. Zachgcona skutecznoSci4 dzialania chlorku

trimetylosililu w reakcj i O-demetylowania 4-N-podstawionych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-

tiazyny Doktorantka przeprowadzila systematycme badania reakcji O-demetylowania na

jeszcze dw6ch dodatkowych pochodnych 1,3,5-triazyny 2-metoksy-4-amino- 1,3,5-triazynie i

2,4-dimetoksy- 1,3,5-triazynie, a takii.e 2,4-dimetoksypirymidynie, 2-metokslpirydynie i

anizolu. O-Demetylowanie wymienionych powyzej pochodnych 1,3,5'tiazyny zachodzilo w

znaczqcym stopniu ju2 w ci4gu 8 godzin (z wydajnodciq odpowiednio 79 i 98o/"), 2,4-

dimetoksypirymidyna ulegala przeksztalceniu w uracyl z 80% wydajnoSciq w ci4gu 24

godzin, w tym samym czasie 2-metoksypirydyna ulegala przemianie w 2-pirydon zaledwie z

40% wydajnoSci4, natomiast anizol nie ulegal reakcji.

Doktorantka otrzymala takze serig pochodnych S-azacliozyny podstawionych w pozycji

N-l prowadz4c reakcje 4-N-furfurylo-5-azacylozyny i S-azacytozyny z r6imymi halogenkami
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organicznymi w obecnosci wodorku sodu w dimetyloformamidzie w temperaturze 100 "C' W

pozycjg N-1 pier6cienia S-azacytozyrty zostaly wprowadzone nastqpuj4ce podstawniki: metyl'

benzyl, metoksl'rnetyl, metoksyety l, a tak:Ze na innej drodze tetrahydropiranyl (w wyniku

reakcji 5'azacyTozyny z octanem tetrahydro-2H-piran-2-ylu w obecno5ci N'O'

bis(trimetylosililo)acetamidu (BSA) i triflanu trimetylosililu)' W nawi4zaniu do znatej z

literatury podatr:osci S-azacylydyny i 5-aza-2',-deoksycytydyny (decytabiny) do ulegania

reakcji ofivarcia pierScienia S-azacytozynowego w wyniku ataku reagent6w nukleofilowych

na pozycjg C-6 z utworzeniem pochodnych guanylomocznika przeprowadzone zostaly ptzez

Doktorantkg rozlegle badania trwalosci otrzymanych N-l podstawionych pochodnych

S-azacTtozyny. Pochodne te zostaly poddane dzialaniu mieszaniny 25"/o wody amoniakalnej'

dioksanu i metanolu w stosunku objgtoSciowym 1:1:1, a przebieg reakcji byl kontrolowany

metod4TLCizapomoc4spektrometriimas(napodstawiestosunkusygnal6wpochodz4cych

od substrat6w i produkt6w). Jak ptzyznaie sama Doktorantka metoda spektrometrii mas nie za

bardzonadajesigdoilo6ciowejkontroliprzebiegureakcji,zapewnelepszerezultatymo2na

bylobyuzyska6kontrolujqckinetykgreakcjiotwarciapierScieniatriazynowegopochodnych

S.azacltozynyzwykorzystaniemmetodyHPLC(czyte|bardziejnowoczesnejUPLC).Tym

niemniejDoktorantkapoczynilacenneustaleniadolycz4cetrwalo5ciotrzymanychN-l

podstawionych pochodnych S-azacTtozyny wykazuj4c, 2e podstawniki zawieraj4ce silnie

elektroujemny ujemny atom tlenu (E: 3,5), tj' metoksymetyl, metoksyetyl i tetrahydropiranyl

wplyvaj4 na obniZenie trwaloSci tych pochodnych'

Posiadaj4cju2do6wiadczeniewzakesiesyntezypochodnychl,3,5.triazynyDoktorantka

poszerzyla bibliotekg otrzymanych zwi4zk6w o 6-aminopodstawione pocho dne 2'4-

dimetoksy.1,3,5-tiazyny.Zwiqzkitezostalyotrzymanewwynikureakcji2-chloro-4'6.

dimetoksy-1,3,5 -triazyrry z aminami, uz1to podstawowego skladu amin: metyloaminy'

dimetyloaminy, furfuryloaminy i benzyloaminy, w dichlorometanie w temperaturze

pokojowej. Zsyntezowane 6-aminopodstawione pochodne 2,4-dimetoksy-1 ,3,5-triazyny

poddano ponownej reakcji aminolizy jednak reakcja nie zachodzila. wobec tego, do syntezy

pochodnych diaminowych 1,3,5-lriazyrry postanowiono wykorzystad inny substrat' 2'4-

dichloro-6-metoksy-1,3,5-triazyng, co zakoriczylo sig sukcesem' Jednak nie zdolano

przeprowadzid reakcji o-demetylowania uzyskanych 4,6-diaminopodstawionych pochodnych

2.metoksy-l,3,5.tiazylyzar6wnoprzyulyci,lchlorkutrimetylosililujakigenerowanegolr

sira jodku trimetylosililu. w koricu do syntezy pochodnych diaminowych 1,3,5-triazyny uz1'to

jakozwiqzkuwyjdciowego2,4,6-trichloro-1,3,5'triazyng(chlorekcyjanurowy)'copoz'wolilo

offzymaeserig4,6-diaminopodstawionychpochodnych2-chloro-1'3'5-triazyny'kt6re
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poddane reakcji hydrolizy przy :u?yciu wodorotlenku potasu w mieszaninie dioksanu i wody

w temperaturze wrzenia ulegly przemianie w 6-aminopodstawione pochodne S-azacylozyny.

Dla wielu otrzymanych aminopodstawionych pochodnych 1,3,5-triazyny Doktorantka

zaobserwowala, 2e sygnaly * widmach lH NMR, pochodz4ce od danej grupy proton6w

pojawiaj4 siE dwukrotnie, co zostalo wyjaSnione zahamowan4 rotacj4 wok6l wiqzania

pomigdzy atomem wggla C-4 (lub C-6) pierScienia triazynowego, a aminowym atomem

azotu. Zaobserwowane zjawisko rotamerii zostalo potwierdzone poprzez wykonanie widm

temperaturowych lH NMR, w temperaturze 90 oC sygnaly pochodzqce od dw6ch form

rotamerowych ulegaly koalescencji. Barierg rotacji oszacowano na podstawie obliczeri

teoretycznych wykonany ch za pomoc4 programu ORCA.

W powyzej om6wionej czgSci pracy ,,Wyniki i dyskusja" zauwa?ylem szereg

drobnych bl9d6w i nie3cisloSci jak naprzyldad:

o na str. 50, w zdaniu zaczynajqcym sig od sl6w ,,WczeSniejsze badania I75l
wskazywaly na dwa zwiqzki ..." okreSlenie ,,(Rysunek l0)" pojawia sig dwa razy, a

wystarczy, Zeby bylo u?yte razna koricu zdania,

. na str. 51, ostatnie zdaniejest niekompletne; opracowano czteroetapowE syntezg, ale

jakich zwiqzkow?

o na str. 54 (Schemat 36), uZyto niepoprawnie symbolu T zarezerwowanego dla

temperatury bezwzglgdnej, a nie wyraZonej w skali Celsjusza,

. na str. 54 u2yto niepoprawnego okreSlenia,,powstaly osad zwirowalam",

. na str. 60 jest ,,otrzymalam pochodn4 N-metylowan4", powinno by6 ,,otrzymalam

pochodn4 N- 1 -metylow4",

o na str. 60 jest zdanie: ,,Innym wyjaSnieniem moze by6 konkurencyjna reakcja

przegrupowania substratu."; mole Doktorantka zechciaLaby wyjaSnid o jakie

przegrupowanie chodzi?

. na str. 73 (Schemat 73) otwarcie pierScienia triazynowego 5-azacytydyny, czy teZ 5-

aza-2'-deoksycytydyny powoduje przegrupowanie fragmentu rybofiranozylowego do

rybopiranozylowego (powstaje anomer o i B zwiqzku otwartolaricuchowego), patrz;

Sowers L. C. et al., Chem. Res. in Toxicol., 22, 1194-1204 (2009), odnoSnik

literaturowy 12011,

o na str. 75 (podpis pod Schematem 49) ,,Odmetylowanie zwiEzk6w przy u?ycirt

chlorotrimetylo silanu", j akich zwiqzk6w?

. na str. 76, dlaczego Rysunek 25, anie Schemat?
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.nastr.82,niechodzio'diaminowepochodne5-azacytozyrry"leczmonoaminowe

pochodne S-azacytozyny, a konkretnie o 6-aminowe pochodne 5-azacltozyny'

W czgsci eksperymentalnej pracy Doktorantka precyzyjnie przedstawila procedury

otrzymywania nowych zw4zk6w oraz podala ich charakterystykE spektroskopow4: 
lH' 13C i

oraz MS. Strukturq 4-N-furfurylo-5- Macytozyny ustalono na podstawie badair metod4

krystalografii rentgenowskiej ' Generalnie, rraleZy zauwaitye, 2e z eksperymentalnej czgSci

rozprawy przebija solidny warsztat pmcy'

Og6lnie chcialbym stwierdzii, ie ptaca wykonana jest na wysokim poziomie

badawczym, napisana jest starannie, dobrym jqzykiem i czyta sig jq z zainteresowantem'

Rozprawa jest dobrze opracowana pod wzglgdem graficznym' zawiera 49 rysunk6w' 58

schematy i 8 tabel.

Podsumowuj4c, rozprawg doktorsk4 mgr inZ' Aleksandry Matkowskiej ' 
z uwagi na licme

osi4gnigcia badawcze o charakterze istotnych nowoSci naukowych' oceniam jako bardzo

warto5ciow4. Przedstawione uwagi krytyczne w z\aczrtym stopniu tej oceny nie umniejszajq'

Wmoimprzekonaniuprzedstawionadorecenzjirozprawadoktorskaspelniawcalej

rozciqgloici wymogi ustawy ,,O stopniach naukowych i tyule naukowym oraz o stopniach w

zakresiesztuki,,.WzwiqzktlztymstawiamwniosekodopuszczenieDoktorantkidodalszych

etap6w przewodu doktorskiego'

Prof. UAM dr hab. Lech Celewicz

ZA 6-i-?2
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