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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Matkowskiej
zatytulowanej ,,4-N-podstawione pochodne 5-azacytozyny — synteza, struktura i

wlasciwosci chemiczne”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Aleksandry Matkowskiej zostata
wykonana pod kierunkiem Prof. dr. hab. Wojciecha T. Markiewicza (promotor) i dr. Bartosza
Marciniaka (promotor pomocniczy) W Zakladzie Biologii Chemicznej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Praca dotyczy opracowania metod syntezy 4-N-
podstawionych pochodnych 5-azacytozyny jako potencjalnych inhibitorow metylotransferazy
DNA typu pierwszego (ang. DNA methyltransferase 1, DNMT1) mogacych znalezé
zastosowanie ~w  terapii przeciwnowotworowej — oraz technologii ~ indukowanych
pluripotencjalnych komérek macierzystych (ang. induced pluripotent stem cells, i-PSC).
Nalezy zauwazy¢, ze fragment 5-azacytozyny zawierajg dwa leki przeciwnowotworowe
zatwierdzone przez United States Food and Drug Administration (US FDA) 5-azacytydyna i
5-aza-2’-deoksycytydyna (decytabina). Cechuje je jednak wysoka toksyczno$é w stosunku do
zdrowych komorek i brak trwaloéci zwiazany z latwym rozpadem ich pierscienia

triazynowego pod wplywem ataku reagentow nukleofilowych, w tym wody, na pozycj¢ C-6.

Rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Matkowskiej liczy 187 stron i sktada si¢ z
trzech gtéwnych segmentow: ,Czedci literaturowej” (str. 6-49) poprzedzonej wykazem
skrotow i oznaczen (str. 1-3) oraz wstgpem i celem pracy (str. 4-5), czgsci: ., Wyniki 1
dyskusja” (str. 50-102), po ktorej nastepuje podsumowanie i wnioski (str. 103-105) oraz
,Czesci eksperymentalnej” (str. 106-165). Prace zamyka streszczenie W jezyku angielskim
(str. 166-167) i bibliografia (str. 168-187) obejmujgca 212 pozycje literaturowe. Rozprawa
jest zatem zbudowana w sposob tzw. klasyczny z dosy¢ dobrym zachowaniem proporcji

pomiedzy poszczegllnymi czeSciami.



W czescei literaturowej Doktorantka omowila proces metylacji DNA skupiajac glownie
swoja uwage na metylacji reszt cytozynowych w pozycji C-5. Przedstawiony zostat
mechanizm reakcji metylacji reszt cytozynowych katalizowany przez metylotransferazy DNA
(DNMT) przy udziale S-adenozylometioniny (SAM) jako donora grupy metylowe;.
Dokonujgc przegladu inhibitorow metylotransferaz DNA (Tabela 1, str. 15-17) Doktorantka
pomingla wazny analog nukleozydowy 5,6-dihydro-5-aza-2’-deoksycytydne, ktory
charakteryzuje si¢ mniejszg toksycznoscia w stosunku do zdrowych komorek i wigksza
stabilnoscig niz 5-aza-2’-deoksycytydyna [H. Mertlikova-Kaiserova et al., Epigentetics, 6,
769-776 (2011)]. W dalszym ciagu przegladu literaturowego, zostaty zaprezentowane metody
syntezy 4-N-podstawionych pochodnych cytozyny, zaréwno te opierajace sie na generowaniu
dobrych grup odchodzacych w pozycji 4 pierscienia pirymidynowego, np. 2’-deoksyurydyny
z grupami ochronnymi na funkcjach 3’ oraz 5’-hydroksylowych, a nastepnie reakcji tak
aktywowanych zwigzkéw posrednich z aminami, jak i te polegajace na reakcji cytozyny lub
jej pochodnych z aldehydami z utworzeniem zasad Schiffa, ktére dalej byly poddawane
redukcji. Przestawione tez zostaly metody otrzymywania pochodnych cytozyny z wybranymi
podstawnikami w pozycji 5, takimi jak hydroksymetylowy (wprowadzany na drodze reakcji
formaldehydu z cytozyng w warunkach zasadowych), formylowy, karboksylowy,
metyloaminowy (wprowadzany na drodze reakcji Mannicha), podstawniki alkilowe
(transformacja 5-alkilouracyli do 5-alkilocytozyn), hydroksylowy i aminowy. Nastepnie
zostaly oméwione metody syntezy S-azacytozyny i jej pochodnych oparte na budowie
pierscienia 1,3,5-triazynowego z wykorzystaniem dwoch komponentow tancuchowych,
jednym z nich byl guanylomocznik, a drugim dimetyloacetal dimetyloformamidu,
ortomrdczan etylu (zastosowanie ortooctanu lub ortopropionianu etylu prowadzilo do
uzyskania 6-podstawionych pochodnych 5-azacytozyny), czy tez octan formamidyny.
Przedstawiono takze przykladowa metode syntezy S-azacytozyny, w ktorej zwigzkiem
wyjsciowym byt chlorek cyjanurowy (2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyna). Ostatnie poruszone
zagadnienia w czedci literaturowej pracy to tautomeria iminowo-enaminowa W
aminopirymidynach i amino-1,3,5-triazynach oraz rotameria aminopodstawionych 1,3,5-

triazyn.

Chociaz generalnie uwazam, ze czg$¢ literaturowa pracy opracowana jest dobrze, to
jednak pojawia si¢ w niej szereg drobnych bledoéw i niescistosci jak na przyktad:
e na str. 8 (Schemat 2) w skrétowym oznaczeniu S-adenozylometioniny zamiast Ade

powinno by¢ A lub Ado dla oznaczenia reszty adenozyny (Ade oznacza adening),



e nastr. 17 (Tabela 1) w wzorze zwigzku 12 brakuje wigzania podwoéjnego w grupie
ftalimidowe;j,

e na str. 17, jest ,trifosforanéw deoksynukleotydow”, natomiast powinno by¢ ,,5°-
trifosforanow 2’-deoksynukleozydow”,

e na str. 20, jest ,,co pozwala na zastosowanie jej jako potencjalny inhibitor tego
enzymu”, natomiast powinno by¢ ,,co pozwala na zastosowanie jej jako inhibitora tego
enzymu’,

e na str. 21 (Schemat 4) brak wyjasnienia jakie grupy ochronne zastosowano, podobnie
na innych schematach (np. nr 6 1 7),

e na str. 24 (Schemat 8) jest ,2’-deoksyryboza”, natomiast powinno by¢ ,,2-
deoksyryboza”, podobny blad wystgpuje na innych schematach,

e na str. 27 (Schemat 13) grupa benzylowa ma skrétowe oznaczenie Bnz, natomiast
ogoblnie przyjete jest Bn,

e na str. 28 (Schemat 14) jest CH3COH, natomiast powinno by¢ CH;CHO, podobnie w
przypadku dwoch kolejnych aldehydow,

e na str. 31 (Tabela 2) w przypadku zwiazkéw 35-37 podstawnik R' powinien mieé
,.przerwane” wigzanie podwojne, np. CH;CH= dla zwigzku 35,

e nastr. 33 (Schemat 17) w wzorze zwigzku 52 brakuje wigzania podwojnego,

e na str. 40 Schematy 26 i 27, z uwagi na duze podobienstwo, moglyby zostaé

zastgpione jednym wspolnym.

W czesci dysertacji zatytulowanej ,,Wyniki i dyskusja” Doktorantka przedstawila wiasne
opracowania syntez ~ 4-N-podstawionych pochodnych  5-azacytozyny oparte na
czteroetapowym schemacie. Zwigzkiem wyjsciowym w tych syntezach byl chlorek
cyjanurowy (2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyna), ktéry w pierwszym etapie byl przeksztalcany w
2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne, w specyficznych warunkach, pod dzialaniem metanolu
w obecnosci wodoroweglanu sodu we wrzacej mieszaninie reakcyjnej zawierajacej
chloroform w takiej samej objetosci jak metanol. Warunki prowadzenia tej reakcji zostaty
zaczerpnigte z pracy Prof. Z. Kaminskiego w Peptide Science, 55, 140-164 (2000) i w
poréwnaniu do innych podobnych metod zapewniaja wysokg wydajno$¢ (81-91%) tworzenia
pozadanego produktu. W drugim etapie syntezy, 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyna
zostata poddana reakcji hydrodehalogenacji z uzyciem wodoru generowanego z borowodorku
sodu i kwasu siarkowego(VI) w obecnosci katalizatora palladowego osadzonego na weglu

aktywnym (Pd/C, 10%) w roztworze tetrahydrofuranu lub eteru dietylowego z dodatkiem
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trietyloaminy. Warunki prowadzenia reakcji hydrodehalogenacji zostaty starannie dobrane,
albowiem 2.4-dimetoksy-1,3,5-triazyna zostala otrzymana z wydajnoscia 98%. W tym
miejscu mam pytanie do Doktorantki, czy probowata uzywaé jako wygodnego zrodia wodoru
mréwezanu amonu w reakcji katalitycznej hydrodehalogenacii 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-
triazyny? W trzecim etapie syntezy, 2.4-dimetoksy-1,3,5-triazyna zostata poddana reakcji
aminolizy z uzyciem nastgpujgcych amin: metyloaminy, dimetyloaminy, furfuryloaminy i
benzyloaminy w etanolu w temperaturze pokojowej. 2-Metoksy-4-metyloamino-1,3,5-
triazyne otrzymano z 98% wydajnoscia juz po 2 godzinach prowadzenia reakcji, natomiast
pozostate produkty aminolizy wyodrgbniono z ponad 90% wydajnoscig dopiero po 24
godzinach. W czwartym etapie syntezy, przeprowadzono ,,odmetylowanie” zwigzkow
otrzymanych ~w etapie trzecim (uzylbym raczej sformutowania O-demetylowanie, aby
wykluczyé druga mozliwo$¢ N-demetylowania). Pragng podkresli¢, ze ten etap syntezy zostal
bardzo dobrze rozpracowany przez Doktorantkg. W pierwszym podejsciu do rozszczepienia
grupy 2-metoksy zostal uzyty kwas chlorowodorowy, jednak w przypadku 4-furfuryloamino-
2-metoksy-1,3,5-triazyny reakcja nie zakoficzyta sig¢ sukcesem, z uwagi na brak trwalosci
pierscienia furanowego w warunkach kwasowych. Lepsze rezultaty uzyskano stosujac
generowany in situ, z chlorku trimetylosililu i jodku sodu w acetonitrylu, jodek
trimetylosililu. Jednak, w tym przypadku, powstajacy w reakcji rozszczepienia grupy
2-metoksy jodek metylu powodowal powstawanie dodatkowego produktu pochodnej N-1
metylowej 4-N-podstawionej 5-azacytozyny. Doktorantka zdecydowala si¢ na uzycie samego
chlorku trimetylosililu w acetonitrylu do przeprowadzenia O-demetylowania pochodnych
2-metoksy-1,3,5-triazyny uzyskujac czysty przebieg reakeji i wysokie wydajnosci (88-93%)
4-N-podstawionych pochodnych 5-azacytozyny. Zachecona skutecznoscia dziatania chlorku
trimetylosililu w reakcji O-demetylowania 4-N-podstawionych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-
triazyny Doktorantka przeprowadzita systematyczne badania reakcji O-demetylowania na
jeszcze dwoch dodatkowych pochodnych 1,3,5-triazyny: 2-metoksy-4-amino-1,3,5-triazynie i
2 4-dimetoksy-1,3,5-triazynie, a takze 2,4-dimetoksypirymidynie, 2-metoksypirydynie i
anizolu. O-Demetylowanie wymienionych powyzej pochodnych 1,3,5-triazyny zachodzito w
znaczacym stopniu juz w ciggu 8 godzin (z wydajnoscia odpowiednio 79 i 98%), 2,4-
dimetoksypirymidyna ulegata przeksztalceniu w uracyl z 80% wydajnodcig w ciggu 24
godzin, w tym samym czasie 2-metoksypirydyna ulegata przemianie w 2-pirydon zaledwie z
40% wydajnoscia, natomiast anizol nie ulegat reakcji.

Doktorantka otrzymata takze serie pochodnych 5-azacytozyny podstawionych w pozycji

N-1 prowadzac reakcje 4-N-furfurylo-5-azacytozyny i 5-azacytozyny z réznymi halogenkami
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organicznymi w obecnosci wodorku sodu w dimetyloformamidzie w temperaturze 100 °C. W
pozycje N-1 pierscienia 5-azacytozyny zostaly wprowadzone nastgpujace podstawniki: metyl,
benzyl, metoksymetyl, metoksyetyl, a takze na innej drodze tetrahydropiranyl (w wyniku
reakcji  S-azacytozyny z octanem tetrahydro-2H-piran-2-ylu =~ w obecnosci  N,0-
bis(trimetylosililo)acetamidu (BSA) i triflanu trimetylosililu). W nawigzaniu do znanej z
literatury podatnosci 5-azacytydyny i 5-aza-2’-deoksycytydyny (decytabiny) do ulegania
reakcji otwarcia pierscienia 5-azacytozynowego w wyniku ataku reagentOw nukleofilowych
na pozycj¢ C-6 z utworzeniem pochodnych guanylomocznika przeprowadzone zostaly przez
Doktorantke rozlegle badania trwalosci otrzymanych N-1 podstawionych pochodnych
5-azacytozyny. Pochodne te zostaly poddane dziataniu mieszaniny 25% wody amoniakalnej,
dioksanu i metanolu w stosunku objeto$ciowym 1:1:1, a przebieg reakeji byl kontrolowany
metodg TLC i za pomocg spektrometrii mas (na podstawie stosunku sygnatéw pochodzacych
od substratéw i produktow). Jak przyznaje sama Doktorantka metoda spektrometrii mas nie za
bardzo nadaje si¢ do ilosciowej kontroli przebiegu reakcji, zapewne lepsze rezultaty mozna
byloby uzyska¢ kontrolujac kinetyke reakcji otwarcia pierscienia triazynowego pochodnych
5-azacytozyny z wykorzystaniem metody HPLC (czy tez bardziej nowoczesnej UPLC). Tym
nie mniej Doktorantka poczynila cenne ustalenia dotyczace trwalosci otrzymanych N-1
podstawionych pochodnych 5-azacytozyny wykazujge, ze podstawniki zawierajgce silnie
elektroujemny ujemny atom tlenu (E = 3,5), tj. metoksymetyl, metoksyetyl i tetrahydropiranyl
wplywaja na obnizenie trwatosci tych pochodnych.

Posiadajac juz doswiadczenie w zakresie syntezy pochodnych 1,3,5-triazyny Doktorantka
poszerzyla bibliotek¢ otrzymanych zwiazk6w o 6-aminopodstawione pochodne 2,4-
dimetoksy-1,3,5-triazyny. Zwigzki te zostaly otrzymane w wyniku reakcji 2-chloro-4,6-
dimetoksy-1,3,5-triazyny z aminami, uzyto podstawowego sktadu 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 zachodzita. Wobec tego, do syntezy
pochodnych diaminowych 1,3,5-triazyny postanowiono wykorzysta¢ inny substrat, 2,4-
dichloro-6-metoksy-1,3,5-triazyng, co zakonczylo siec sukcesem. Jednak nie zdofano
przeprowadzi¢ reakcji O-demetylowania uzyskanych 4 6-diaminopodstawionych pochodnych
2-metoksy-1,3,5-triazyny zardwno przy uzyciu chlorku trimetylosililu jak i generowanego in
situ jodku trimetylosililu. W koncu do syntezy pochodnych diaminowych 1,3,5-triazyny uzyto
jako zwigzku wyjsciowego 2.4 6-trichloro-1,3,5-triazyng (chlorek cyjanurowy), co pozwolito
otrzymaé seri¢ 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-chloro-1,3,5-triazyny, ktore
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poddane reakcji hydrolizy przy uzyciu wodorotlenku potasu w mieszaninie dioksanu i wody
w temperaturze wrzenia ulegly przemianie w 6-aminopodstawione pochodne S-azacytozyny.

Dla wielu otrzymanych aminopodstawionych pochodnych 1,3,5-triazyny Doktorantka
zaobserwowala, ze sygnaly w widmach 'H NMR, pochodzace od danej grupy protonéw
pojawiaja si¢ dwukrotnie, co zostalo wyjasnione zahamowang rotacjg wokét wigzania
pomigdzy atomem wegla C-4 (lub C-6) pierscienia triazynowego, a aminowym atomem
azotu. Zaobserwowane zjawisko rotamerii zostato potwierdzone poprzez wykonanie widm
temperaturowych 'H NMR, w temperaturze 90 °C sygnaly pochodzace od dwoch form
rotamerowych ulegaly koalescencji. Bariere rotacji oszacowano na podstawie obliczen
teoretycznych wykonanych za pomocg programu ORCA.

W powyze] omodwionej czesci pracy ,,Wyniki i dyskusja” zauwazylem szereg
drobnych btedow i niescistosci jak na przyktad:

e na str. 50, w zdaniu zaczynajagcym si¢ od stow ,,Wczesniejsze badania [75]
wskazywaly na dwa zwiagzki: ...” okreslenie ,,(Rysunek 10)” pojawia si¢ dwa razy, a
wystarczy, zeby bylo uzyte raz na koncu zdania,

e na str. 51, ostatnie zdanie jest niekompletne; opracowano czteroetapowa syntezg, ale
jakich zwigzkoéw?

e na str. 54 (Schemat 36), uzyto niepoprawnie symbolu T zarezerwowanego dla
temperatury bezwzglednej, a nie wyrazonej w skali Celsjusza,

e nastr. 54 uzyto niepoprawnego okreslenia ,,powstaty osad zwirowatam”,

e na str. 60 jest ,otrzymalam pochodng N-metylowang”, powinno by¢ ,,otrzymatam
pochodng N-1-metylowa”,

e na str. 60 jest zdanie: ,Innym wyjasnieniem moze by¢ konkurencyjna reakcja
przegrupowania substratu.”’; moze Doktorantka zechciataby wyjasni¢ o jakie
przegrupowanie chodzi?

e na str. 73 (Schemat 73) otwarcie pierscienia triazynowego 5-azacytydyny, czy tez 5-
aza-2’-deoksycytydyny powoduje przegrupowanie fragmentu rybofuranozylowego do
rybopiranozylowego (powstaje anomer o i B zwigzku otwartotaficuchowego), patrz:
Sowers L. C. et al., Chem. Res. in Toxicol., 22, 1194-1204 (2009), odnos$nik
literaturowy [201],

e na str. 75 (podpis pod Schematem 49) ,,Odmetylowanie zwiazkéw przy uzyciu
chlorotrimetylosilanu”, jakich zwigzkow?

e na str. 76, dlaczego Rysunek 25, a nie Schemat?



e na str. 82, nie chodzi o ,diaminowe pochodne 5-azacytozyny” lecz monoaminowe

pochodne 5-azacytozyny, a konkretnie o 6-aminowe pochodne 5-azacytozyny.

W czesci eksperymentalnej pracy Doktorantka precyzyjnie przedstawita procedury
otrzymywania nowych zwigzkow oraz podata ich charakterystyke spektroskopowa: H, Bci
oraz MS. Strukture 4-N-furfurylo-5-azacytozyny ustalono na podstawie badan metodg
krystalografii rentgenowskiej. Generalnie, nalezy zauwazyé, ze z eksperymentalnej czgsci
rozprawy przebija solidny warsztat pracy.

Ogolnie chciatbym stwierdzi¢, ze praca wykonana jest na wysokim poziomie
badawczym, napisana jest starannie, dobrym jezykiem i czyta si¢ ja z zainteresowaniem.
Rozprawa jest dobrze opracowana pod wzgledem graficznym, zawiera 49 rysunkow, 58
schematy i 8 tabel.

Podsumowujac, rozprawg doktorskg mgr inz. Aleksandry Matkowskiej, z uwagi na liczne
osiagnigcia badawcze o charakterze istotnych nowosci naukowych, oceniam jako bardzo
warto$ciows. Przedstawione uwagi krytyczne w znacznym stopniu tej oceny nie umniejszaja.
W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia w calej
rozciagloéci wymogi ustawy ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach w
sakresie sztuki”. W zwiazku z tym stawiam wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etapoéw przewodu doktorskiego.

Prof. UAM dr hab. Lech Celewicz
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