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WYKAZ STOSOWANY SKROTOW:

PAL — amoniakoliza fenyloalaninowa

C4H — cynamonian 4-hydroksylazy

CoA - koenzym A

CHI - izomeraza chalkonowa

BCR (Breakpoint Cluster Region) - region skupienia punktu przerwania
MLL (Myeloid Lymphoid Leukemia) — mieloidalna biataczka limfatyczna
AML (Acute Myeloid Leukaemia) — ostra biataczka szpikowa

ALL (Acute Lymphoid Leukaemia) — ostra biataczka limfatyczna

RTF — reaktywne formy tlenu

PKC - kinaza biatkowa

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) — receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu

FAK (Focal Adhesion Kinase) — kinaza ogniskowej adhezji

HL-60 — ludzka linia komoérkowa nowotworu biataczki promielocytowe;j
NALM-6 — ludzka linia komoérkowa nowotworu biataczki limfoblastyczne;j
WM-115 — ludzka linia komérkowa nowotworu czerniaka

COLO-205 — ludzka linia komorkowa raka okreznicy

A431 — ludzka linia komorkowa nowotworu skory

NOS - inhibitor syntazy tlenku azotu

CB1 - receptor kannabinoidowy

SAR (Structure-Activity Relationship Study) — zalezno$¢ migdzy strukturg
chemiczng zwigzku, a jego aktywnoscia biologiczna

XRD ( X-ray powder diffraction) — proszkowa dyfrakcja rentgenowska
RP-TLC (Reverse — Phase Thin — Layer Chromatography) - chromatografia
cienkowarstwowa w odwroconym uktadzie faz

RP-HPLC (Reverse — Phase High Pressure Liquid Chromatography) —
wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconym uktadzie faz
BamHI — endonukleaza restrykcyjna

HSA (Human Serum Albumin) - albumina ludzka
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QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship ) — zalezno$¢ struktura -
aktywnos$¢

HRMS — wysokorozdzielcza analiza masowa

'H NMR - protonowy magnetyczny rezonans jadrowy

13C NMR - weglowy magnetyczny rezonans jagdrowy

IR — spektroskopia w podczerwieni

MS — analiza masowa

logP — deskryptor lipofilowosci

MTT - dehydrogenaza bursztynianowa

HS — analiza powierzchni Hirshfelda
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. Wstep

Choroby nowotworowe od wielu lat stanowig przyczyne wysokiej liczby
zgondw. W krajach wysoko rozwinigtych nowotwory zaraz po chorobach sercowo-
naczyniowych stanowig najwazniejszg przyczyn¢ Smiertelnosci. W ciggu ostatnich
trzydziestu lat wspotczynnik zachorowalno$ci i $miertelnosci stale wzrastat. Polska
nalezy do krajow wyrdzniajacych si¢ wysokg zachorowalnoscig i $miertelnoscia
pacjentow w wieku mtodym i $rednim (20 — 64 lata). W naszym kraju nowotwory
stanowig druga przyczyng zgondw, mimo dostgpnosci do programow i badan
profilaktycznych oraz stale pojawiajacych si¢ kampanii spotecznych. Obecnie
nowotwory s3 przyczyna zgonow ponad 40% kobiet oraz 30% mezczyzn w wieku 45
— 60 lat, jednak rozw6j medycyny i stale poglebiajace si¢ badania nad cytostatykami
zaczynaja wplywaé za zahamowanie tej tendencji. W minionym roku Organizacja
Wspolpracy Gospodarczej 1 Rozwoju przygotowala raport, z ktorego wynika, ze w
Polsce wskaznik zachorowalnos$ci na nowotwory jest relatywnie niski, poniewaz na
100 tysiecy mieszkancow choruja 254 osoby. Niestety na tle innych krajow
europejskich dynamika rozwoju zto§liwych chorob nowotworowych w Polsce jest
znacznie wyzsza. W naszym kraju umiera 237 osob / 100 tysigcy populacji, co jest
jednym z najwyzszych wskaznikow umieralno$ci wsrod pozostalych czterdziestu
czterech panstw bioragcych udziat w badaniu. Leczenie chorych niezaleznie od typu
nowotworu ma na celu wyleczenie lub przedtuzenie jego zycia. Wspotczesna
medycyna wykorzystuje dwie drogi leczenia: miejscowg oraz systemowsg. Pierwsza
dotyczy bezposredniego oddziatywania na guz czyli chirurga, radioterapia. Druga
obejmuje leczenie chemioterapeutyczne oparte na podawaniu lekow oddziatujgcych
na cykl komorkowych i1 wspomagane leczeniem hormonoterapeutycznym oraz
biologicznym. Leki cytostatyczne stosowane byty od wielu dziesigcioleci, a nawet w
starozytno$ci. Dzielg si¢ na rozne grupy ze wzgledu na budowg, mechanizm
dziatania oraz oddzialywanie na faz¢ cyklu komorkowego. Niestety mimo
pozytywnych efektow leczenia niektorymi lekami nalezy zwr6ci¢ uwage na inny
aspekt. Toksyczno$¢ cytostatykow, zwlaszcza dla prawidtowych i szybko
proliferujacych tkanek gospodarza, jest tak duza, Zze moze prowadzi¢ do

niebezpiecznych objawow niepozadanych np. neurotoksycznos$é. Sposrod lekow
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cytostatycznych najczesSciej 1 najsilniej neurotoksycznie dziatajg: alkaloidy,
cisplatyna, ifosfamid, metotreksat, cytarabina. Z tego wzgledu wcigz trwajg badania
nad nowymi substancjami o dziataniu przeciwnowotworowym. Naukowcy na catym
swiecie pracuja nad syntezg zwigzkéw cytotoksycznych wobec linii komérkowych
wybranych nowotwordw, ktore bedg bezpieczniejsze dla zdrowych tkanek.

W ponizsze] pracy przedstawiono synteze serii zwigzkoéw, pochodnych
pirazolin skondensowanych z pierscieniem benzo-y-pironu oraz analiz¢ struktury w
oparciu o badania fizykochemiczne. Dla otrzymanych zwigzkéw przeprowadzono
seri¢ badan biologicznych potwierdzajacych wiasciwosci cytotoksyczne wobec
nowotworowych linii komorkowych, dziatanie na faze¢ cyklu komoérkowego oraz
interakcje z blonami erytrocytow. Wyniki przeprowadzonych badan stanowig
podstawe do dalszych, poszerzonych analiz potencjalnych lekow o dzialaniu

przeciwnowotworowych.
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Il.  Czesé literaturowa

1. Zwiazki flawonoidowe

Zwigzki flawonoidowe, czgsto nazywane fitozwigzkami ze wzgledu na
wystepowanie w ro$linach, od wielu lat s3 wykorzystywane w leczeniu r6znych
chorob [1]. Dotad poznano i sklasyfikowano ponad 10 000 zwigzkow wystepujacych
w gatunkach roslinach: leczniczych, straczkowych, owocach, warzywach oraz
napojach (zielonej herbacie oraz czerwonym winie) [2]. Pierwsze odkrycie tej klasy
zwigzkow miato miejsce prawie sto lat temu. Flawonoidy nalezg do polifenoli, ktore
rowniez sg wykorzystywane w medycynie. Do tej grupy zwigzkOéw nalezg takze
kwasy fenolowe, stilbeny 1 lignany, jednak to flawonoidy sa gltownymi
przedstawicielami tej klasy zwigzkéw. Podstawowa struktura flawonoidow sktada si¢
z uktadu Ce-C3-Ce (diarylopropanowego) (Ryc.1A), gdzie dwa pierScienie
aromatyczne potaczone sa trojweglowym lancuchem. Tréjweglowy fragment taczacy
dwa pierscienie moze zawiera¢ heteroatom (zwykle tlen) 1 w ten sposob tworzy
trzeci, heterocykliczny pierscien (Ryc.1B) [3]. W wielu pozycjach literaturowych
znalez¢ mozna oznaczenia literowe pierscieni benzenowych (A i B, natomiast

heterocykliczny pierscien oznacza sig literg C (Ryc.1) [4].

C—C—C

Ryc. 1. Struktura flawonoidu.
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Wigkszo$¢ flawonoidéw posiada w pozycji C4 (w pierscieniu C) grupe
karbonylows, co pozwala zaliczy¢ je do pochodnych benzo-y-pironu (Ryc.2A)
i dlatego nazywane sg rowniez 2-fenylo- benzo-y-pironami (2-fenylo-4H-chromen-4-
on) (Ryc.2B).

Ryc. 2. Struktura A - benzo- y -pironu; B - 2-fenylo-benzo- y -pironu.

Ze wzgledu na obecno$¢ grupy karbonylowej w pozycji C4, wigzania
podwdjnego miedzy atomami wegla C2, a C3 (w pierScieniu B) oraz obecno$¢ grupy
hydroksylowej flawonoidy zostaty podzielone na podgrupy: flawanony, flawonole,
flawanonole, flawony, izoflawony, antocyjany (Ryc.3) [5]. Do zwigzkéw
flawonoidowych  zaliczane sa  rowniez  biflawonoidy, flawonolignany,

fenyloflawonoidy, glikozydoestry flawonoidowe, chalkony oraz proantocyjany [6].
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U

| POLIFENOLE /“)

l

Ryc. 3. Klasyfikacja zwiazkow flawonoidowych.

Zwiazki flawonoidowe zbudowane sa z czgsci cukrowej (glikonowej) oraz
aglikonowej 1 potaczone wigzaniem glikozydowym. Wigkszo$¢ naturalnie
wystepujacych flawonoidow ma posta¢ O-glikozydow. W czesci cukrowej wystepuje
zwykle glukoza, galaktoza, ksyloza czy arabinoza, ktdra przyltacza si¢ w pozycji C7
flawonow i izoflawondéw, natomiast w przypadku flawonoli w pozycji C3 i C7,
aw antocyjanidynach w C3 i C5 [4]. Flawonoidy wystepujace naturalnie
charakteryzuja si¢ obecnoscig trzech grup hydroksylowych: w pierscieniu A
w pozycji C5 i C7 oraz w pierScieniu B w pozycji C3 [7]. Wystepujace w roslinach
zwigzki flawonoidowe, spozywane przez czlowieka maja posta¢ aglikonow lub
B-glikozydow. Jako zwigzki powszechnie wystepujace w roslinach stanowig istotny
element diety kazdego czlowicka. Szacuje si¢, ze dorosly czlowieka przyjmuje
ok 1 g zwigzkow flawonoidowych na dobe, gtéwnie w postaci glikozydéw. W Polsce
do najczesciej spozywanych surowcow zawierajacych flawonoidy zalicza si¢ cebule,
jabtka oraz herbate jednak wystepuja w wielu grupach pokarméw: warzywach,
owocach, roslinach strgczkowych, ciemnej czekoladzie, czerwonym winie [4].

Flawonoidy w postaci aglikonowej maja charakter hydrofobowy, dlatego mogg by¢
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transportowane przez blony lipidowe na zasadzie dyfuzji biernej. Po potaczeniu
w cukrem w posta¢ glikozydowa charakter zwigzku jest hydrofilowy, przez co
zmniejsza si¢ stopien dyfuzji i moga by¢ przenoszone na zasadzie transportu
aktywnego przy udziale transportera Na‘/glukoza. Dlatego tez aglikony sg
wchianiane w jelicie cienkim, dzigki B-glukozydazie obecnej w nablonku jelita, ktora
powoduje rozszczepieni wigzan -glikozydowych [8]. Flawonoidy metabolizowane
sa w watrobie, dzigki enzymom I fazy detoksykacji (cytochrom P-450) ulegaja
demetylacji i hydroksylacji [9]. W wyniku dziatania enzymow 11 fazy detoksykacji
zwigzki flawonoidowe ulegaja O-metylacji i sg sprz¢gane z kwasem glukuronowym
lub siarkowym. Metabolity flawonoidow z watroby wedruja z krwig do tkanek.
Czg$¢ produktéw metabolizmu jest wydalana z moczem oraz zo6tcig, a niewchlonigte

sg przetwarzane w jelicie grubym przez florg jelitowa [10].

Powyzej opisane oznaczenia pierscieni szkieletu flawonoidéw stosowano ze
wzgledu na ich Dbiosynteze, w  ktorej prekursorem jest chalkon
(benzylidenoacetofenon) otrzymywany z fenyloalaniny (Ryc. 4). Synteza pier$cieni
zachodzi rownolegle w dwoch szlakach: octanowym (pier§cien A) oraz szikimowym
(pierscien B) [11] [12]. Reakcj¢ syntezy pierscienia B rozpoczyna kwas szikimowy,
z ktorego otrzymywana jest fenyloalanina. W wyniku deaminacji ulega
przeksztalceniu do kwasy cynamonowego za posrednictwem amoniakolozy
fenyloalaninowej (PAL). Przy uzyciu cynamonianu 4-hydroksylazy (C4H) do
pierscienia benzenowego zostaje przytaczona grupa hydroksylowa, w wyniku czego
powstaje  kwas  4-hydroksycynamonowy (kwas p-kumarowy). Nastepnie
p-kumarynian zostaje przeksztalcony za posrednictwem koenzymu A (CoA) do
4-kumaroilo-CoA, ktéry wchodzi w reakcje z malonylo-CoA. Pierscien
A flawonoidu powstaje z trzech czgsteczek malonylo-CoA. Malonylo-CoA jest
prekursorem w syntezie wielu roznych zwigzkéw biochemicznych. Otrzymywany
jest z glukozy w wyniku przemian biochemicznych do pirogronianu, ktory w wyniku
konwersji przechodzi w acetylo-CoA. Za posrednictwem karboksylazy acetylo-CoA
powstaje malonylo-CoA. Kondensacja jednej czgsteczki 4-kumaroilo-CoA (pierscien
B) z trzema czgsteczkami malonylo-CoA (pierscien A) zachodzi z uzyciem syntazy

chalkonu (CHS) w wyniku czego powstaje chalkon. W nastepnym etapie za
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posrednictwem izomerazy chalkon - flawanon (izomeraza chalkonowa CHI)
zachodzi cyklizacja do flawanonu, ktéry stanowi prekursor do syntezy innych

zwigzkoéw flawonoidowych.

COOH
COOH A COOH NN
PAL C4H
N, ﬁ— Kwas p-kumarowy
- HO
NH;  Kwas cynamonowy L}A-SH
(0]

NS

Fenyloalanina

SCoA

HO p-kumaroilo-CoA
3 cz. malonylo-CoA
HO OH O
OH
0 Chalkon
CHI
OH
H ()\,;‘j/‘/
OH (0]
Flawanon

1zoflawon

Dihydroflawanol

Ryc. 4. Schemat otrzymywania flawonoidow.
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Flawanony (2-fenylo-2,3-dihydro-4H-chromen-4-on) naleza do jednej z
glownych grup zwigzkow flawonoidowych, stanowig niezbedny sktadnik codziennej
diety oraz leczniczych surowcow roslinnych. Trzydziesci lat temu znane byty jako
niewielka grupa zwiazkéw: chalkonéw, dihydrochalkonéw, aurondéw, a ich
aktywnos$¢ farmakologiczna nie byla jeszcze znana [13]. Najczes$ciej wymienianymi
przyktadami nalezgcymi do tej klasy zwigzkow byta naryngenina i hesperedyna [14].
Pozniejsze badania wykazaly, ze zwigzki flawanonowe Wystepujg w 42 rodzinach
ro$lin, zwlaszcza w Compositae (astrowate), Leguminosae (bobowate) oraz Rutaceae
(rutowate) [15]. W zaleznosci od rosliny mozna je pozyskac z czgsci wegetatywnej
oraz organow generatywnych: gatezi, kory, lisci, kwiatéw owocow, todyg, korzeni,
nasion, ktgczy. Liczba zidentyfikowanych flawanonéw wzrosta do tego stopnia, ze
zaliczane sg do gtéwnej klasy zwigzkéw flawonoiodowych [16]. Potwierdzono juz
ponad 350 aglikonéw flawanonu oraz ponad 100 glikozydow flawanonu w naturze

[15].

0

Ryc. 5. Szkielet flawanonu.

Flawanony nazywane rowniez dihydroflawonami réznig si¢ od innych
zwigzkoéw brakiem wigzania podwdjnego migdzy drugim, a trzecim atomem wegla w
pierscieniu C szkieletu flawonoidu (Ryc. 5). Przy drugim atomie wegla C-2
potozony jest pierscien fenolowy (B) oraz atom wodoru. Ze wzgledu na strukture
flawanonu mozliwe sg formy stereoizomeryczne (atom C-2 stanowi centrum
asymetrii) [17]. Naturalnie wystepujace flawanony wykazuja konfiguracje (S) przy
atomie wegla C2 w wyniku enancjoselektywno$ci izomerazy chalkonowej,
katalizujagcej reakcje Michaela, w wyniku ktorej z chalkonu powstaje flawanon [18]
[19].
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Analogami chromanonow sa flawanony (2-fenylo-2,3-dihydro-4H-chromen-
4-on). Chromanon (2,3-dihydro-1-benzopiran-4-on lub 2,3-dihydro-4H-chromen-4-
on) nalezy do szesSciocztonowych zwigzkéw heterocyklicznych i1 sklada si¢ z
pierScienia benzenu skondensowanego z pier$cieniem 2,3-dihydro-y-pironu. (Ryc.
6A) (20) (21). Struktura 4H-1-benzopiran-4-onu (chroman-4-onu) jest podobna do 1-
benzopiran-4-onu (chromonu) i czesto bywa z nig mylona. Chromon (kromon)
posiada wigzanie podwojne miedzy C2 — C3 (Ryc. 6B). Ta niewiclka rdéznica w
budowie chroman-4-oné6w 1 chromonéw jest powodem istotnych rézni¢ w

aktywnosci biologicznej obu grup zwigzkow.

T

(@ —

A © B

Ryc. 6. Struktura A - 4H-1-benzopiran-4-onu; B - 1-benzopiran-4-onu.

Szkielet chromanonu jest strukturg pozadang w chemii zwigzkoéw
heterocyklicznych dlatego, ze stanowi jeden etapow posrednich w projektowaniu i
syntezie nowych zwigzkow o potencjale farmakologicznym. Ro&znorodnosé
strukturalna znaleziona w rodzinie chromanonéw doprowadzita do podzialu na
kategorie pochodnych i aktywnych biologicznie zwigzkow benzylidenochromano-4-
ony, benzylidenoflawanony, flawanony, izoflawanony, spirochromanony,

spiroflawanony, hydrazony (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Podzial chromanon6éw ze wzgledu na budowe.

1.1. 3-arylidenochroman-4-ony

Nalezace do klasy zwigzkow flawonoidowych, homoizoflawonoidy naleza do
grupy zwigzkow heterocyklicznych wyizolowanych z roslin cebulowych: Eucomis
(warkocznica), Muscari (szafirek) i Bellevalia Romana (szafirek rzymski). Do tej
pory scharakteryzowano 240 naturalnie wystgpujacych homoizoflawoidow
otrzymanych z roznych cze$ci roslin [22]. Pierwsze homoizoflawonoidy:
3-benzylideno-3-hydroksychroman-4-on oraz 3-benzylo-3-hydroksychroman-4-on
wyizolowali z surowcow naturalnych Eucomis bicolor (hiacyntowate) w 1967 roku
Bohler i Tamm [23]. Nazwa nowej klasy zwiazkéw (homoizoflawonoidy) zostata
poddana watpliwosci w 1970 roku przez Parkasa, ktory wraz z zespolem
przeprowadzil synteze eucominu i eucomolu, otrzymanych wcze$niej naturalnie
zwigzkoéw [24]. Na podstawie struktury otrzymanych substancji okazato sie, ze w
przeciwienstwie do izoflawonow posiadajg pierscien dihydropironu. Mimo to nazwa
homoizoflawonoidy jest szeroko stosowana od kilkudziesigciu lat. Zwigzki nalezace

do homoizoflawonoidéow otrzymywane sg z chalkonu. Od flawanonu lub
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chromanonu réznig si¢ obecno$cig wigzania podwojnego migdzy atomem wegla C3
w pierScieniu y-pironu, a atomem wegla pochodzacym od arylaldehydu. W wyniku
kondensacji chroman-4-onu lub 2-fenylochroman-4-onu z aldehydem arylowym
powstaje odpowiednio 3-benzylidenochroman-4-on (Ryc. 8A) oraz 3-benzylideno-2-
fenylochroman-4-on (Ryc. 8B) [25].

sl

Ryc. 8. Struktura A - 3-benzylideno-4-chromanonu oraz B - 3-benzylideno-2-
fenylo-4-chromanonu.

Syntetyczne 3-arylidenochroman-4-ony znane sg od poczatku XX wieku.
Tradycyjna synteza polegata na kondensacji chroman-4-onéw z aromatycznym
aldehydem w obecnosci kwasowego lub zasadowego katalizatora (23). W niektorych
przypadkach stosowano katalizowang kwasem kondensacj¢ np.: 4-chromanonu
i aromatycznego aldehydu poniewaz pierscien chroman-4-onowy jest zwykle stabilny
w srodowisku kwasowym. Wykorzystywano jako katalizatory kwas siarkowy VI, kwas
ortofosforowy i kwas solny. Reakcje katalizowane kwasem jednak nie zawsze byty
odpowiednie dla pochodnych benzylidenochromanonow, dlatego zaproponowano
zastosowanie zasadowego katalizatora, takiego jak wodorotlenek potasu, wodorotlenek
sodu czy metanolan sodu [26]. Pierwszej proby syntezy benzylidenochromanonow
dokonali Perkin i Robinson w 1926 roku w reakcji kondensacji chroman-4-onu
z benzaldehydem przy uzyciu katalizatora alkoholowego roztworu wodorotlenku potasu
(Ryc. 9) [27]. W tym samym czasie Pfeiffer otrzymat E-3-arylideno-4-chromanony
wykorzystujac w reakcji wodorotlenek sodu i metanolan sodu [28]. Przez kolejne lata
opracowywano nowe metody otrzymywania pochodnych arylidenochromanonéw przy

uzyciu innych katalizatoréw.
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CHO

(0] O
alk. KOH
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Ryc. 9. Schematreakcji syntezy benzylidenochromanonu wg Perkina i Robinsona.

Farkas w 1968 roku przeprowadzil reakcj¢ dtugiego ogrzewania w temperaturze
wrzenia 5,7-dihydroksychroman-4-onu z 4-metoksybenzaldehydem w obecnosci
bezwodnika octowego i otrzymat pochodng benzylidenochromanonu dioctan eucominy.
W kolejnym etapie produkt posredni poddano zmydlaniu w $srodowisku zasadowym
otrzymujac eucomin (Ryc. 10). Metoda okazata si¢ prosta ale wymagata dlugiego czasu

ogrzewania (ponad 80 godzin) w temperaturze wrzenia, dlatego nie zostata powszechnie

przyjeta [29].

CHO o
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HO o | I AcO o OCH
A O O :
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OH
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X
OH (@] H
Ryc. 10. Synteza pochodnych 3-benzylidenochromanonu wg Farkasa.

W 1978 roku Levai i Hetey opublikowali metode syntezy
3-benzylidenoflawanononéw z flawanonu i aldehydu aromatycznego podstawionego
réznymi grupami funkcyjnymi z zastosowanie piperydyny [30]. Rok podzniej Levai
i Schag doktadnie opisali metod¢ syntezy E-3-arylidenochroman-4-onoéw przy uzyciu
piperydyny (Ryc. 11) [31].
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CHO
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Ryc. 11. Synteza E-3-arylidenochroman-4-onéw wg Levai'a i Schag'a.

Okazato si¢, ze zastosowanie $rodowiska zasadowego i odpowiedniej
temperatury w zaleznosci od aldehydu pozwala na otrzymanie produktow o wysokiej
wydajnosci w reakcji jednoetapowej [21]. Zastosowanie Kkatalitycznej ilosci
piperydyny prowadzi do utworzenia wigzania podwojnego migdzy trzecim atomem
wegla w pier§cieniu chromanonu / flawanonu, a atomem wegla pochodzacym od
aldehydu aromatycznego [32]. Jesli piperydyna zostanie dodana w nadmiarze zajdzie
migracja wigzania egzo — endo i utworzenia wigzania podwojnego miedzy drugim, a
trzecim atomem  wegla w efekcie = produktem  reakcji  bedzie
3-arylchromon/3-arylflawon [33]. Inne metody otrzymywania 3-benzylideno-4-
chromanononéw lub 3-benzylideno-2-fenylochroman-4-onéw polegaja na reakcji
kondensacji odpowiednio chromanonow lub flawanonéw i aldehydow w obecnosci
kwasowego lub zasadowego katalizatora. Mozliwe jest utworzenie zarowno (E)- jak i
(2)- stereoizomerow jednak wszystkie egzocykliczne «,ff - nienasycone ketony
syntezowane przez katalizowana kwasem lub zasada kondensacje odpowiedniego
cyklicznego ketonu i aromatycznego aldehydu sa (E) - diastereomerami. Izomer (Z)-
powstajg w wyniku fotoizomeryzacji (E)- izomeréw (Ryc. 11) [34]. W ciagu
ostatnich stu lat opracowano wiele réznych metody syntezy analogéw chromanonu,
z uzyciem reagentdw kwasowych, zasadowych, temperatury czy promieniowania
mikrofalowego [35] [36]. Jednak na uwage zastuguje reakcja z wykorzystaniem
piperydyny jako zasadowego katalizatora poniewaz nie wymaga rozpuszczalnika.
Piperydyna stosowana jest roéwniez w reakcji kondensacji Konoevenagela,

wykorzystywanej do syntezy kumaryn [35]. W zaleznoS$ci od substratu wyjsciowego
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podczas syntezy katalizowanej piperydyna mozliwe jest utworzenie pochodnych
odpowiednio: 3-arylideno-4-chromanonow, 3-arylideno-4-tiochromanonow,
3-benzylo-2-chromen-4-onow, 3-benzylo-2-tiochromen-4-onéw, 2-benzylideno-1-

tetralonoéw [37].

1.2. Pirazoliny

Pirazolina  (dihydropirazol) jest pigciocztonowym heterocyklicznym
zwigzkiem z dwoma atomami azotu i trzema atomami weggla w pierScieniu.
Pomiedzy atomem azotu, a atomem wegla wystepuje jedno endocykliczne wigzanie
podwojne. W zaleznos$ci od potozenia wigzania podwodjnego w pierscieniu mozna
wyrdzni¢ pochodne dihydropirazolu nazywane pirazolinami. Je§li wigzanie
podwojne tgczy pierwszy i drugi atom azotu to méwimy o Al-pirazolinie (A), kiedy
wystepuje pomiedzy drugim atomem azotu, a trzecim atomem wegla, wtedy
wyrozniamy A2-pirazoling (B) natomiast potozenie wigzanie podwdjnego pomiedzy

trzecim, a czwartym atomem wegla wskazuje na A3-pirazoline (C) (Ryc. 12) [38].

4 3 4 3
5 2N 5

N_——

1
1T/
H

A B

Ryc. 12. Struktury A - Al-pirazoliny, B - A%-pirazoliny, C - A3-pirazoliny.

Opracowanie procedury wytwarzania czystych zwigzkéw heterocyklicznych
jest gtéwnym wyzwaniem we wspolczesnej chemii heterocyklicznej ze wzgledu na
kwestie Srodowiskowe, praktyczne i ekonomiczne. Podobnie jak w przypadku
benzylidenochromanondéw, metody syntezy pirazolin od trzech dekad stanowig
przedmiot zainteresowania chemikéw syntetykéw. Do tej pory poznano szereg

metod syntezy dihydropirazoli, jednak tylko nieliczne majg charakter uniwersalny.
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Do najbardziej popularnych mozna zaliczy¢ reakcje cyklokondensacji
a,f-nienasyconych zwiazkow karbonylowych z hydrazynami, bialkilowanie
hydrazyn za pomocg 1,3-dihalogenopropanéw, wewnatrzczasteczkowg cyklizacje
a,B-nienasyconych hydrazondw, czgsciowa dekompozycje pirazolidyn oraz reakcje
1,3-dipolarnej cykloaddycji alkenéw z diazozwigzkami, nitryliminami, badz
azometynoiminami [39]. Ostatnia z wymienionych metod ma najbardziej
uniwersalny charakter poniewaz w zaleznosci od zastosowanego 1,3-dipola pozwala
na otrzymanie zaréwno Al-, A?-, a takze A®-pirazolin. Ponadto, nalezy podkresli¢, ze
reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji zachodza w relatywnie tagodnych warunkach
oraz sg bezpieczne dla srodowiska. Najbardziej znang metoda syntezy jest reakcji a,
B-nienasyconych ketonéw z hydrazynami, co w efekcie prowadzi do powstania
hydrazonu, ktory ulega cyklizacji z wytworzeniem 2-pirazoliny [40]. Wiele uwagi
poswigcono syntezie 3-arylidenechromanonéw / flawanondw, ktore sg prekursorami
w reakcji otrzymywania 3-spiropirazolin. Zsyntetyzowano je w reakcji
3-benzylidenechroman-4-onéw lub  3-benzylidenoflawanonéw z nadmiarem
eterowego roztworu diazometanu w bezwodnym acetonie (Ryc. 13A) [41]. Metoda
ta zostala opracowana i oméwiona przez Toth’a i Szollosy’ego w 1986 roku i stata
si¢ najczesciej wybierang do syntezy spiropirazolin z nienasyconych ketonow
poniewaz pozwala na otrzymanie tylko jednego stereoizomeru spiro-1-pirazolin [41].
Wykazano, ze reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji zamknigcia pierscienia jest
regioselektywna, dajac stereohomogeniczne spiropyrazoliny w jednym etapie. Jesli
w reakcji zostanie uzyty diazometan 1 bezwodny metanol to produktem bedzie

4-spiropirazolina (Ryc. 13B) [40].
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Ryc. 13. Reakcja syntezy 3-spiropirazolin (A) i 4-spiropirazolin (B).

Okazalo sie, ze reakcje syntezy spiropirazolin stanowity temat badan Mustafy
juz w latach pigédziesigtych oraz Fateen’a i Kaddah’a w latach siedemdziesigtych
ubiegtego wieku [42] [43] [44] jednak nie byly wczesniej analizowane pod katem
stereochemii, dlatego Toth postanowit wyjasni¢ mechanizm powstawania tych
zwigzkéw w reakcji z diazometanem. Substratami byly E-benzylidenochromanony
i ich pochodne otrzymane w reakcji katalizowanej piperydyna poprzez kondensacje
odpowiednich chromanonéw 1 arylaldehydow. Powstawanie zwigzkow spiro
w wyniku ataku odczynnika nukleofilowego na atom B-wegla w pierScieniu
benzylidenochromanonu zalezy od stopnia jego elektropozytywnosci, umozliwiajac
W ten sposob reakcje roznych struktur rezonansowych diazometanu. W przypadku
powstawania 3-spiropirazolin mozna rozwazy¢ atak struktury rezonansowej
diazometanu o czg¢sciowym tadunku ujemnym na atomie wegla, podczas gdy
w przypadku 4-spiropirazolin czg¢$ciowy tadunek ujemny znajduje si¢ na atomie
azotu. Biorac pod uwage rozktad elektronéw a,B-nienasyconych ketonow i dodatnio
natadowany atom B-wegla, mozna oczekiwaé, ze atom wegla diazometanu potaczy

si¢ z miejscu potozenia B-wegla i powstanie 3-spiro-1-pirazolina (Ryc.14) [45].
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Ryc. 14. Mechanizm ataku odczynnika nukleofilowego na wegiel p 3-benzylideno
pochodnych.

W poézniejszych latach nowej metody syntezy z wydajnoscig bliska 90%
dokonat Sangwan stosujac hydrat hydrazyny w goracym kwasie octowym w reakcji
z 3-benzylidenochromanonem W efekcie otrzymujac mieszaning
diastereomerycznych izomerow tricyklicznych skondensowanych pirazolin  N-

acetylowanych 3,3a-cis- i 3,3a-trans- [46].

2. Whasciwosci biologiczne flawonoidow i ich pochodnych

Flawonoidy wykazuja szerokie spektrum dziatania biologicznego ze wzgledu
na strukture chemiczng 1 obecno$¢ roznych grup funkcyjnych. Wielokierunkowos$¢
dziatania dotyczy funkc;ji: antyoksydacyjnych, przeciwzapalnych,
antyagregacyjnych, przeciwmiazdzycowych, hipotensyjnych oraz

przeciwnowotworowych (Ryc.15).
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4 A

‘ Antyoksydacyjne ’
‘ Antyagregacyjne ’ ‘ Przeciwzapalne ’
‘ Przeciwmiazdzycowe ’ ‘Przeciwdrobnoustrojowe’
‘ Immunomodulujace ’ ‘ Hipotensyjne ’
Przeciwnowotworowe ’

o /

Ryc. 15. Wlasciwosci biologiczne zwiazkow flawonoidowych.

Zwiazki flawonoidowe pelnig réwniez funkcje insektycydow, fungicydow
oraz barwnikow. Odpowiadaja za granatowe i1 czerwone zabarwienie OwocOW
jagodowych oraz pomaranczowe i zoétte zabarwienie owocow cytrusowych.
Odgrywaja znaczaca role w procesach fizjologicznych roslin. Wykazuja dziatanie
hormonéw ro$linnych, reguluja wzrost roslin, petnig role przeno$nikéw energii w
systemach fotosyntezy, inhibitorow oraz prekursorow enzymatycznych. Ponadto
chronig komorki chronig komorki roslinne przed szkodliwym dziataniem promieni
stonecznych oraz grzyboéw i owadow. Aktualne doniesienia naukowe potwierdzaja
jednoznacznie pozytywny wpltyw zwigzkow flawonowych na organizm wynikajacy
glownie z wlasciwosci antyoksydacyjnych, ktore wynikaja z obecnosci grup
hydroksylowych, wigzania podwdjnego w pozycji C2-C3 oraz grupy karbonylowej
w miejscu C4. Przez lata badano rowniez inne wiasciwosci tej grupy zwigzkow.
Niektore z badan sg sprzeczne z zalozeniami, jednak dostgpne sa zrodia, ktore
potwierdzajg dziatanie przeciwnowotworowe zwigzkow o strukturze benzo-y-pironu.

Na przetomie lat 70 i 80 ubiegtego wicku wielu z badaczy przedstawito
dowody o aktywnosci przeciwnowotworowej zwigzkéw chromanonu i ich
pochodnych. Istotny wplyw na obnizenie ryzyka wystepowania niektorych

nowotworow ma dieta bogata w zwigzki flawonowe, zwlaszcza izoflawnoidy.
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Zwiazki te wystepuja w zywnosci w formie wolnej oraz w postaci glikozydow [47].
Glownym zrodlem flawonoidow w diecie sg warzywa, owoce, czekolada, herbata i
czerwone wino [48]. Wyniki badan przeprowadzone in vivo wykazaly obiecujace
wlasciwosci flawonoidow w profilaktyce 1 leczeniu nowotworéw. Zaobserwowano,
ze u kobiet dieta bogata w izoflawony zwlaszcza genisteing obniza ryzyko
zachorowania na nowotwor piersi, a u mezczyzn raka prostaty natomiast katechiny
obecne w zielonej herbacie zapobiegajg rozwojowi nowotworéow phuc [49] [50].
Przeprowadzone in vitro badania potwierdzity, ze niektore flawonoidy obnizaja
aktywno$¢ mutagenng wybranych promutagendéw/prokancerogendw i zmniejszaja
czestos¢ wystepowania nowotworéw u badanych zwierzat [51] [52] [53]. Dziatanie
przeciwnowotworowe flawonoidow i ich pochodnych zwigzane jest z aktywnoscia
antyoksydacyjng oraz mechanizmami indukcji apoptozy, obnizajacymi aktywno$¢
kinazy tyrozynowej, hamowania proliferacji komorek oraz metastaze. Podczas badan
na liniach komorkowych zaobserwowano hamowanie proliferacji komorek
nowotworowych w fazach cyklu komoérkowego Gi1/S oraz G2/M, a nawet indukcje
apoptozy przy wyzszym stezeniu badanych zwigzkow flawonoidowych. W 2002
roku Lopez-Lazaro opisal wiasciwosci przeciwnowotworowe oraz mechanizm
dziatania roéznych zwigzkow flawonoidowych w zaleznosci od struktury [54].
Okazalo si¢, ze niektore flawonoidy wykazaly zdolno$¢ do zatrzymania cyklu
komorkowego w fazie G1/S lub G2/M albo w obu fazach G1/S i Go/M oraz indukujg
apoptoze [55]. Ponadto udowodniono, ze odpowiednia dieta bogata w flawonoidy
wplywa naprawczo na uszkodzenia oksydacyjne rodnikow w DNA [56] [57].
Badania wykazaly rowniez wplyw zwiazkéw na aktywno$¢ proapoptotycznych
bialek: p21 1 p53, antyapoptotycznych bialek Bcl-2, biatek regulujacych przebieg
cyklu komorkowego oraz enzymow zwigzanych z metabolizmem mutagenow [58].
Ponadto  flawonoidy  obnizajg  aktywno$¢  wybranych  metaloproteinaz
odpowiedzialnych za powstawanie przerzutow [59], hamuja topoizomerazg II
odpowiedzialng na powstawanie uszkodzen w rejonie BCR (Breakpoint Cluster
Region) genu MLL (Myeloid Lymphoid Leukemia), co prowadzi do rozwoju
nowotworow krwi u dzieci 1 niemowlat zwlaszcza: ostrej biataczki szpikowej AML
(Acute Myeloid Leukaemia) oraz ostrej biataczki limfatycznej ALL (Acute
Lymphoid Leukaemia) [60]. Lopez-Lazaro potwierdzit zwigzek miedzy
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wlasciwosciami  redoks zwigzkéw flawonoidowych, a ich wplywem na
topoizomeraze. Z przeprowadzonych przez zespot badan wynika, ze 3-gallusan
epigalokatechiny 1 myrycetyna powodowaly powstawanie kompleksow
topoizomerazy | i Il z DNA w komorkach. Przypuszczalnie mechanizm dziatania
opiera si¢ na wytwarzaniu czasteczki H2O2 przez flawonoidy posiadajace w budowie
grup¢ pirogalolowa i indukcji apoptozy przez RTF (reaktywne formy tlenu).
W wyniku tego dochodzi do formowania apoptotycznych kompleksow
topoizomeraza — DNA [60]. Pochodne chromanonéw wykazuja roéwniez wpltyw na
kinazy biatkowe odgrywajace istotng role w biologii nowotwordéw: kinaze biatkowa
C (PKC - protein kinase C), naskorkowy czynnik wzrostu (EGFR - epidermal growth
factor receptor) oraz kinaze ognistkowo-adhezyjng (FAK - focal adhesion kinase).
Kwercetyna jest najskuteczniejszym inhibitorem kinazy PKC, genisteina hamuje
wzrost 1 réznicowanie ludzkich nowotworowych komorek biataczki HL-60 oraz
obniza aktywno$¢ kinazy tyrozynowej EGFR w komorkach raka naskorka A431
[61]. Pirazoliny i ich pochodne jako bogate w elektrony heterocykle azotowe
odgrywajg wazng rolg¢ w réznorodnych dziataniach biologicznych. Ze wzgledu na ich
wlasciwosci  przeciwnowotworowe,  przeciwbakteryjne,  przeciwgrzybicze,
przeciwzapalne i przeciwdepresyjne znalazly zastosowanie jako leki przeciwbolowe
przeciwzapalne i przeciwgoraczkowe [62] [63] [64]. Niektore pochodne, takie jak
inhibitor syntazy tlenku azotu (NOS) (4,5-dihydro-1H-pirazol) i antagonista
receptora kannabinoidowego CB1, rowniez wykazuja silng selektywng aktywno$¢
biologiczng wobec niektorych receptorow [65] [66]. Ze wzgledu na swojg aktywnos¢
biologiczna byly stosowane w leczeniu rdéznych chorob. Pirazoliny wykazuja
szerokie spektrum potencjalnych dziatan farmakologicznych i sa obecne w wielu
preparatach farmakologicznych, takich jak: fenazon / amidopiren / metampyron
(przeciwbolowy i  przeciwgoraczkowy), azolid/tandearil  (przeciwzapalny),
indoksakarb (insektycyd) i anturan (uricosuric). Zmiany w ich strukturze zapewnity
wysoki stopien roznorodnosci, ktory okazat si¢ przydatny do opracowania nowych
srodkow terapeutycznych o ulepszonej sile dziatania i mniejszej toksycznos$ci.
Podobnie jak pirazoliny, flawonoidy stanowig obiekt badan w terapii
przeciwnowotworowej. Synergiczne dziatanie dotychczasowych

chemioterapeutykéw wraz z analogami flawonoidow zmniejszaja toksyczne
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dziatanie stosowanych lekow [67]. Zauwazono synergistyczne dzialanie migdzy
inhibitorami topoizomerazy I i II, a badanymi zwigzkami zawierajagcymi pierscien
flawonoidowy [68]. Z badan przeprowadzonych przez Kancherla wynika, ze
inhibitory topoizomerazy | (topotekan, irynotekan) oraz topoizomerazy Il (etopozyd)
mozna laczy¢é w pochodnymi flawonoidow [69]. Wykazano rowniez synergiczny
wpltyw dobrze znanej cisplatyny z flawonoidem (genisteing) na ludzkie komorki
rdzeniaka [70]. Zwiazki heterocykliczne oparte na pirazolu wykazuja obiecujaca
aktywnos¢ wobec nowotworowych linii komoérkowych. Wielu badaczy analizowato
wplyw pochodnych 2H-pirazoli na komorki nowotworowe w zalezno$ci od
potozenia  grup  funkcyjnych  obecnych  w skondensowanym  pierscieniu
chromanonu/flawanonu. Badania wykazaly interesujaca aktywno$§¢ hamujaca
zwigzkow badanych w stosunku do proliferacji komoérek nowotworowych biataczki,
czerniaka skory, raka okr¢znicy, gruczolaka ptuc [33] [54]. Badania zalezno$ci
struktura-aktywnos$¢ (SAR — Structure-Activity Relationship Study) wykazaty, ze
aktywno$¢ pirazoliny i jej pochodnych zalezy od obecnos$ci reszty heterocyklicznej
azotu, ktora jest szeroko rozpowszechniong w medycynie podjednostka strukturalna,
a jej wlasciwosci biologiczne sa wykorzystywane w farmakologii [71] [72].
Czasteczki pirazolin dzigki chiralnosci wykazuja wigkszy stopien zmiennosSci
konformacji i podstawienia, co prowadzi do lepszej aktywnosci biologicznej. Analiza
SAR wykazata, ze szkielet dihydropirazolin jest kluczowym farmakoforem dla
osiggnigcia dobrej aktywnosci hamujacej, a obecno$¢ grup funkcyjnych w
pierscieniu fenylowym polaczonym
z pirazolem moze znacznie zwigkszy¢ aktywnos$¢ przeciwnowotworowa zwigzku
[73]. Przy ocenie aktywnosci biologicznej zwigzkow jako potencjalnych lekow

niezwykle wazny jest parametr lipofilowosci logP.
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3. Deskryptor lipofilowos$ci w ocenie aktywno$ci biologicznej zwiazkow

Lipofilowos$¢ jest jednym z podstawowych deskryptorow fizykochemicznych
ksenobiotykow, ktory wpltywa na ich wilasciwosci biologiczne. Jest to gltowny
czynnik wplywajacy na biodostgpnos$¢, stopien biodegradacji 1 toksyczno$¢
substancji oraz pozwalajacy przewidzie¢ zachowanie si¢ zwigzku w organizmie
pacjenta i mozliwo$¢ wigzania z odpowiednim receptorem [74] [75]. Lipofilowos¢
wyraza powinowactwo czasteczki do Srodowiska lipofilnego oraz zdolno$¢
czasteczek do rozpuszczania si¢ W tluszczach i1 rozpuszczalnikach niepolarnych.
Miara lipofilowosci jest logP, ktory wyraza wiasciwosci hydrofobowo —
hydrofilowych zwigzku. IloSciowo lipofilowo§¢ wyrazana jest jako wspolczynnik
podziatu migdzy dwie niemieszajace si¢ fazy ciecz — ciecz (oktanol/woda) lub ciato
state — ciecz (metody chromatograficzne) czyli stosunek st¢zenia substancji w fazie
niepolarnej do jej stezenia w fazie wodnej w warunkach rownowagi. Lipofilowos¢
wyznacza si¢ metodami eksperymentalnymi oraz teoretycznymi z wykorzystaniem
odpowiednich programéw komputerowych. Doswiadczalnie lipofilowo$¢ wyznacza
si¢ za pomocg nastepujacych metod:

a) Shake — flask , czyli klasyczna metoda ekstrakcyjna w uktadzie n-oktanol — woda
[76] [77]

b) RP-TLC, czyli metoda chromatografii cienkowarstwowej w odwrdéconym
uktadzie faz [78] [79] [80]

¢) RP-HPLC, czyli wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconym
uktadzie faz [81] [82]

d) metody elektrochemiczne

Najczgséciej stosowang metodg doswiadczalng stosowang w  przewidywaniu

lipofilowosci jest metoda RP-TLC oraz RP-HPLC ze wzgledu na prostote 1 szybko$¢

wykonania w stosunku do metody shake-flask. Ponadto metody chromatograficzne

pozwalaja wyznaczy¢ warto$¢ logP w szerokim zakresie wartosci wspotczynnika
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podziatu, co jest istotne przy badaniu nowych zwigzkéw. Klasyczna metoda
ekstrakcji shake-flask przedstawia najprostszy i najbardziej adekwatny model biernej
dyfuzji substancji przez btony biologiczne. Jednak jest to metoda czasochtonna i nie
nadaje si¢ do substancji powierzchniowo czynnych, metaloorganicznych, zwigzkow
lotnych czy substancji jonowych. Dodatkowym problemem sa zanieczyszczenia,
rozdzielanie si¢ faz i tworzenie si¢ emulsji [83]. Lipofilowos¢ jest jednym z
parametrow koniecznym do wyznaczenia kiedy otrzymuje si¢ nowe zwiazki o
potencjalnych wtasciwosciach biologicznych oraz przy ocenie aktywno$ci substancji
leczniczych juz istniejacych na rynku farmaceutycznym [84]. Metody teoretyczne
pozwalajace okresli¢ logP zwigzkow sg rownie wazne jak eksperymentalne. Jednak
nalezy zwréci¢ uwage na fakt, ze wyniki otrzymywane metodami
eksperymentalnymi 1 teoretycznymi mogg si¢ znacznie r6zni¢. Programy
komputerowe stosowane do oceny logP  nie uwzgledniaja oddziatywan w
srodowisku reakcji. Korzystajac z obliczeniowych programéw komputerowych
mozna wyznaczy¢ ,,in silico” logP badanych zwigzkéw za pomoca: milogP
(Molinspiration Cheminformatics), clogP (Organic Chemistry Portal), 10gPHyperchem
(HyperChem 8,0), AlogPs, AclogP, AlogP, KOWWIN (ALOGPS 2.1 vcclab.org),
logPchs (ACD/ChemSketch Freware) [84] [85] [86] [87]. Lipofilowos¢ ma
najwiekszy wplyw na reakcje farmakokinetyczne i dystrybucj¢ czasteczki leku w
organizmie. Ze wzrostem lipofilowosci ro$nie aktywno$¢ biologiczna zwiazkow, co
wynika z powinowactwa do bton biologicznych i lepszej przenikalnosci, jednak zbyt
wysoka wartos¢ logP moze powodowaé¢ nadmierne powinowactwo do lipidow i
utrudnia¢ dystrybucje leku w organizmie. Optymalna warto$¢ lipofilowosci wynosi
maksymalnie 5 1 zostala okreslona przez Lipinskiego [88]. Jesli wartos¢
lipofilowosci jest wieksza od zera to badany zwigzek wykazuje powinowactwo do
fazy lipofilowej, przy wartosci logP mniejszej od zera ma charakter hydrofilowy, jest
bardziej polarna i stabo przenika przez dwuwarstwe lipidowa [75]. Uwaza sig, ze
optymalne wchlanianie substancji na drodze dyfuzji zachodzi kiedy lipofilowos¢
leku miesci si¢ w zakresie 0 — 3. Wtedy moéwimy o substancjach $rednio
lipofilowych, ktérych szybkos¢ przenikania ros$nie liniowo ze wzrostem

lipofilowosci [89]. Zwiazki o wysokich warto$ciach logP>5 nie wchianiajg si¢ lepiej,
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a nawet pojawia si¢ spadek przenikania poniewaz silnie wigza si¢ z blonami

lipidowymi i nie mogg pokona¢ $§rodowiska hydrofilowego [90].

Aktywnos¢ biologiczna zwigzkoéw flawonoidowych i ich pochodnych od lat
stanowi interesujacy temat do badan przez wielu naukowcdéw. Jako sktadniki
aktywne ziol stosowano je juz wiele lat temu w medycynie naturalnej w leczeniu
przeciwzapalnym, przeciwwirusowym, przeciwbolowym, hipoglikemicznym.
Odpowiednia dieta bogata w polifenole stanowi wazny element w prewencji wielu
chorob, m.in.: serca, neurologicznych, nowotworowych, spowodowanych przez stres
oksydacyjny. Na podstawie prowadzonych przez kilka dekad badan uwaza sig, ze
syntetyczne analogi flawonoidow stanowig bardzo obiecujace zrodio potencjalnych
lekow, co pokazuje jak powszechne jest wsrdd nich wystgpowanie aktywnosci
biologicznej. Potwierdzono w warunkach in vitro oraz in vivo wielokierunkowe
dziatanie terapeutyczne tej grupy zwigzkow: przeciwutleniajace, antyproliferacyjne
przeciwzapalne przeciwzakrzepowe, hipotensyjne, rozkurczowe, przeciwcukrzycowe
oraz przeciwnowotworowe. Ze wzgledu na tendencje wzrostowag zachorowan na
nowotwory wiele uwagi poswigca Si¢ zwigzkom ktore moglyby dziata¢ synergicznie
z dotychczas stosowanymi chemioterapeutykami, a nawet potegowac ich dzialanie
przeciwnowotworowe zarazem zmniejszajac efekty niepozadane. Dlatego tez
W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono szereg zwiazkéw flawonoidowych
skondensowanych z pierScieniem pirazolu, ktére moga by¢ wykorzystane jako

potencjalne leki w leczeniu nowotwordw.
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I11. Cel pracy

Celem niniejszej dysertacji byla synteza pochodnych pirazolin
skondensowanych z pierScieniem chromanonu (2,3-dihydro-4H-chromen-4-on)
i flawanonu (2-fenylo-2,3-dihydro-4H-chromen-4-on) oraz ocena aktywnosci
cytotoksycznej wobec wybranych nowotworowych linii komérkowych. Temat pracy
zostal zainicjowany na podstawie analizy dost¢pnej literatury oraz tematyki naukowo
— badawczej realizowanej przez Kierownika Zakladu Chemii Surowcoéw
Kosmetycznych Panig Profesor Elzbiete Budzisz. Cato$¢ wykonanych badan zostata

podzielona na trzy etapy: chemiczny, biologiczny oraz teoretyczny.

/@ynteza E-3-bezylidenochroman-4-onéw i E-3-benylideno-2- 5
fenylochroman-4-onéw  podstawionych rézmymi grupami

funkcyjnymi. Synteza spiropirazolin z otrzymanych wczesniej

krystalicznych zwiazkéw metoda dyfrakcji rentgenowskiej

{ Etap chemiczny }— pochodnych chromanonu/flawanonu. Badanie struktury faz

(XRD). Wyznaczanie lipofilowosci metoda eksperymentalng RP-

TLC. Analiza fizykochemiczna otrzymanych zwigzkéw metodami

\\spektroskopowymi

-

) Ocena aktywnosci cytotoksycznej wszystkich zwigzkéw metoda
Etap biologiczny MTT wobec wybranych nowotworowych linii komérkowych.
Badanie erytrotoksycznosci  oraz integralnosci

| trawienie plazmidowego DNA nukleazg restrykcyjna BamHI.
A

komérkowych erytrocytow. Analiza cyklu komérkowego oraz

7 \

Etap teoretyczny H komputerowych. Ocena aktywnosci biologicznej badanych

J
wigzania wybranych zwiazkéw do albuminy ludzkiej
\

Wyznaczenie lipofilowosci zwigzkow za pomocy programow

zwigzkow w zaleznosci od struktury (QSAR). Ocena zdolnosci

1. Szczegélowe zalozenia i etapy pracy doktorskiej
a) Synteza pochodnych E-3-benzylidenochroman-4-onéw i E-3-benzylideno-2-
fenylochroman-4-onéw zawierajagcych w pierScieniu benzenowym w pozycji orto-,
meta- lub para- nast¢pujace podstawniki: -OCHzs, -N(C2Hs)2, -OH, -H. Opracowanie
metody syntezy w oparciu o kondensacje 4-chromanonu lub flawanonu
z odpowiednim aldehydem arylowym w obecnosci katalitycznej ilosci piperydyny.

Optymalizacja warunkéw reakcji opisanej w literaturze.
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b) Opracowanie i optymalizacja metody syntezy 3-spiropirazolin w wyniku ataku
odczynnika nukleofilowego na trzeci atom wegla 3-benzylidenochromanonu/3-
benzylidenoflawanonu. W tej reakcji najpierw przeprowadzitam synteze
diazometanu przy uzyciu N-nitrozometylomocznika i wodorotlenku potasu w eterze
dietylowym.

c) Strukture i czysto$¢ otrzymanych zwigzkoéw potwierdzono w oparciu 0 metody
fizykochemiczne: 'H oraz *C NMR, IR, MS, analiza elementarna, analiza
krystalograficzna, a dla wybranych zwigzkéw dodatkowo wykonano analiz¢ HRMS.

d) Dla otrzymanych zwigzkow wyznaczono parametr lipofilowosci za pomoca
metody eksperymentalnej RP-TLC oraz teoretycznej w oparciu 0 program
Molinspiration Cheminformatics.

e) Zsyntezowane zwigzki poddano badaniom oceny aktywnosci cytotoksycznej
metodg MTT wobec linii komdorkowych ludzkich: ostrej biataczki promielocytowej
(HL-60), ostrej biataczki limfoblastycznej (NALM-6), czerniaka (pierwotne ognisko
nowotworu o wzroscie pionowym) (WM-115) oraz raka okr¢znicy (COLO-205).

f)  Ocena wplywu otrzymanych zwiagzkdéw na morfologi¢ erytrocytow.

g) Ocena wptywu zsyntezowanych zwigzkéw na integralno$¢ blony komoérkowe;j
krwinek czerwonych, czyli ocena erytrotoksycznosci zwigzkow. Celem
eksperymentu byto sprawdzenie czy zachodzi hemoliza erytrocytow potraktowanych
badanymi zwigzkami w r6znych stezeniach.

h) Ocena wptywu badanych zwigzkéw na cykl komorkowych komorek ostrej
biataczki promielocytowej HL-60. Badanie przeprowadzono w celu sprawdzenia na
ktorg fazg cyklu komorkowego oddziatujg badane zwigzki.

1) Analiza zdolno$ci wybranych zwiazkow do modyfikacji DNA - test
enzymatyczny (trawienie plazmidowego DNA).

j)  Okreslenie zdolnosci wigzania si¢ badanych zwigzkow do albuminy ludzkie;j.

k) Analiza zaleznosci migdzy  strukturg  3-benzylidenochromanonéw/3-
benzyldenoflwanondéw oraz 3-spiro-1-pirazolin i ich pochodnych, a aktywnoS$cia

biologiczna, zwlaszcza aktywnoscia cytotoksyczng.
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IV. Cze¢s¢ eksperymentalna

1. Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej
W cze$ci eksperymentalnej pracy doktorskiej zsyntezowane zwigzki byly
poddane analizie fizykochemicznej oraz badaniom biologicznym. Wykorzystane
metody badawcze obejmowaly: wyznaczenie lipofilowosci metodg eksperymentalng
oraz teoretyczna, badanie aktywnosci cytotoksycznej, badanie erytrotoksycznosci,
analize mikroskopowa morfologii erytrocytow, analize dystrybucji komoérek w cyklu

komorkowym, trawienie plazmidowego DNA.

1.1. Lipofilowos¢ jako parametr aktywnosci biologicznej zwigzkow

W cze$ci eksperymentalnej pracy doktorskiej w celu wyznaczenia warto$ci
logP otrzymanych zwigzkow wykorzystano metode chromatograficzng RT-TLC.
Doktadny opis metody zostat przedstawiony w pierwszej publikacji (Interaction of
Arylidenechromanone/Flavanone Derivatives with Biological Macromolecules
Studied as Human Serum Albumin Binding, Cytotoxic Effect, Biocompatibility
Towards Red Blood Cells) sktadajacej si¢ na cykl artykulow stanowiacych podstawe
otrzymania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.

1.2. Aktywnos¢ cytotoksyczna

Oznaczanie aktywnos$ci cytotoksycznej zwigzkow chemioterapeutycznych
wobec komoérek w hodowlach in vitro stanowi wazny etap badan toksykologicznych,
niezbednych do okreslenia prawidlowego dziatania i bezpieczenstwa leku.
Zastosowanie modeli komoérkowych w badaniach toksykologicznych posiada wiele
zalet, takich jak: szybkos¢ 1 tatwos¢ badania proceséw komorkowych i
molekularnych, powtarzalno$¢, mozliwos¢ stosowania niewielkich ilosci badanych
substancji, czy mozliwo$¢ pracy na komoérkach ludzkich. Miarg aktywnosci
cytotoksycznej badanego zwigzku jest warto$¢ stezenia ICso (ang. inhibitory
concentration), czyli stezenie zwiazku, przy ktorym proliferacja komorek zostaje
zahamowana w 50% w odniesieniu do kontroli. Do ilosciowego okreslenia
aktywnosci cytotoksycznej zwigzkéw chemioterapeutycznych wykorzystuje si¢

rozne testy komorkowe w zaleznosci od charakteru i interakcji z organizmem
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badanego zwigzku. W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano jedng z najczesciej
stosowanych metod, polegajacg na pomiarze zahamowania wzrostu liczby komorek z
wykorzystaniem aktywnos$ci oksydoredukcyjnej mitochondriow, czyli test MTT.
Metoda ta opiera si¢ na zdolno$ci metabolizowania przez komorki rozpuszczalnej w
wodzie soli tetrazolowej do nierozpuszczalnego w wodzie, fioletowego formazanu.
Krysztalty formazanu zostaja rozpuszczone w DMSO, a nast¢pnie za pomoca
spektrofotometru przy dlugosci fali 492-570 nm mierzy si¢ intensywno$¢
zabarwienie otrzymanego roztworu. Ilos¢ zredukowanego MTT (intensywno$é¢
zabarwienia) jest wprost proporcjonalna do aktywnos$ci oksydacyjnej mitochondriow
komorki, a w $cisle okreslonych warunkach doswiadczalnych do liczby zywych
komorek w populacji [91]. Do badania cytotoksyczno$ci zsyntezowanych zwigzkoéw
wybrano nowotworowe linie komdrkowe: HL-60 (ostra biataczka promielocytowa),
NALM-6 (ostra biataczka limfoblastyczna), WM-115 (czerniak - pierwotne ognisko
nowotworu o wzroScie pionowym) oraz COLO-205 (rak okreznicy). W
zamieszczonych w dalszej czeSci pracy artykutach znajduje si¢ doktadny opis

przeprowadzonego eksperymentu.

1.3. Badanie erytrotoksycznosci, ocena morfologii erytrocytow

Wszystkie zsyntetyzowane zwigzki o potencjalnej aktywnosci biologicznej
nalezy zbada¢ pod katem zgodnosci z krwia, poniewaz ksenobiotyki moga reagowac
z krwig po podaniu. Nalezy sprawdzi¢ czy potencjalne leki w kontakcie z krwig nie
beda wywotywaly dziatania hemolitycznego, nie beda zmienialy obrazu
morfologicznego erytrocytow oraz czy nie beda wptywatly na warto$ci parametrow
uktadu czerwonokrwinkowego [92]. W tym przypadku biokompatybilnos¢ odnosi sig¢
do kwantyfikacji sktadnikéw komorkowych 1 osocza krwi. Pomiar integralnosci
btony erytrocytow jest uwazany za prosta 1 niezawodng metode oceny
hemokompatybilnosci, ktora pozwala oceni¢ wpltyw badanych zwiazkéw na
erytrocyty [93]. Badania nalezy przeprowadzi¢ w réznych stezeniach zwigzkow
poniewaz czesto obserwuje si¢ rozpad btony lub hemolizg erytrocytow wraz ze
wzrostem stezenia. Nastepnie nalezy wykona¢ analize statystyczng aby oceni¢ czy
otrzymane wyniki sg istotne. Nawet jesli badane zwiazki powoduja hemoliz¢ blony

erytrocytOw to nalezy sprawdzi¢ w jakim stopniu i z jaka szybko$cig zachodzi
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proces. Jezeli hemoliza nie przekracza 10% (prog erytrotoksycznosci) w stosunku do
proby kontrolnej, to oznacza, ze nie wystepuje ryzyko patologicznej hemolizy w
warunkach in vivo [94]. Réwnie waznym badaniem jest ocena morfologiczna
erytrocytow poddanych dziataniu badanych zwiazkow. Erytrocyty zdrowe, czynne
biologicznie majg ksztatt dyskocytu, czyli dwuwklestego dysku [93]. W zaleznos¢ od
warunkow fizykochemicznych s$rodowiska, ksztalt dyskocytarny moze ulegac
zmianie na echinocytarny lub stomatocytarny. Obie transformacje zachodzg w
sposob odwracalny. Stomatocyty maja ksztalt jednostronnie wklgsniety i powstaja W
warunkach kwasowego pH oraz wysokiego ci$nienia hydrostatycznego. Kiedy
panuje zasadowe pH, obnizony poziom ATP czy nadmiar cholesterolu to erytrocyt
przyjmuje forme echinocytu, czyli kulistej krwinki z wypustkami [95]. Wptyw
zwigzkow na morfologi¢ erytrocytbw mozna zaobserwowaé w badaniach
mikroskopowych. W pracy doktorskiej morfologi¢ czerwonych krwinek zbadano za
pomoca odwroconego mikroskopu kontrastowego fazowego Opta-Tech, przy
powiekszeniu czterysta krotnym, wyposazonego w oprogramowanie (OptaView 7)

do analizy obrazu.

14. Wplyw badanych zwiazkow na cykl komorkowy

Nowotwory nazywane sg roéwniez chorobami cyklu komérkowego poniewaz
komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ niekontrolowang proliferacja [96]. CykKI
komorkowy jest kontrolowany przez punkty kontrolne, ktére warunkujg rozpoczecie
kolejnej fazy 1 jej prawidlowy przebieg. W prawidlowo dzielagcych si¢ komorkach
punkty kontrolne hamuja progresj¢ cyklu komorkowego, dzigki czemu komorka
usuwa blad [97]. W przypadku komoérek nowotworowych wystepuja zaburzone
mechanizmy regulujagce cykl komorkowy, zwlaszcza nieaktywne lub zmienione
punkty kontrolne, ktore nie zatrzymuja proliferacji komoérek nowotworowych.
Wplyw zsyntezowanych zwiazkéw na cykl komorkowy komoérek nowotworowych
ostrej biataczki promielocytowej (HL-60) analizowano metoda cytometrii
przeplywowej 1 barwienia jodkiem propidyny. Jodek propidyny wigze si¢ w stosunku
stechiometrycznym z DNA, dlatego intensywno$¢ fluorescencji jest wprost
proporcjonalna do ilosci DNA w komorce. W trakcie poszczegélnych faz cyklu

komorkowego ilo§¢ DNA ulega zmianom: w fazie G1 komoérki posiadaja dwie kopie
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chromosomow, w fazie G2/M ilo$¢ kwasdéw nukleinowych ulega podwojeniu, w fazie
S fluorescencja osigga poziom posredni pomiedzy Gi | G2/M co pozwala na

zroznicowanie poszczegolnych faz cyklu komorkowego [98].
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V. Najwazniejsze osiggnie¢cia pracy doktorskiej

Najwazniejsze osiagnigcia rozprawy doktorskiej zostaly przedstawione

I omowione w cyklu trzech eksperymentalnych artykutléw naukowych opublikowanych

w recenzowanych czasopismach.

Publikacje bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej:

1.

3.

Angelika A. Adamus-Grabicka, Magdalena Markowicz-Piasecka, Michat

B. Ponczek, Joachim Kusz, Magdalena Matecka, Urszula Krajewska,
Elzbieta Budzisz. Interaction of Arylidenechromanone/Flavanone
Derivatives with Biological Macromolecules Studied as Human Serum
Albumin Binding, Cytotoxic Effect, Biocompatibility Towards Red Blood
Cells. Molecules. 2018, 23, 3172-3187. D0i:10.3390/molecules23123172.
Wskaznik Impact Factor: 3.060 punktacja MNiSW: 30

Kamil Suchojad, Anna Dotega, Angelika A. Adamus-Grabicka, Elzbieta

Budzisz, Magdalena Maltecka. Crystal structures of (E)-3-(4-
hydroxybenzylidene)chroman-4-one and (E)-3-(3-hydroxybenzylidene)-2-
phenylchroman-4-one. Acta Crystallographica Section E. 2019, E75, 1907—
1913.

punktacja MNiSW: 20

Angelika A. Adamus-Grabicka, Magdalena Markowicz-Piasecka, Marcin

Cieslak, Karolina Krolewska-Golinska, Pawel Hikisz, Joachim Kusz,
Magdalena Matecka, Elzbieta Budzisz. Biological Evaluation of 3-
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Molecules. 2020, 25(7), 1613-1638. Doi: 10.3390/molecules25071613.
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1.1. Synteza I badania biologiczne pochodnych

3-benzylidenochromanonéw

CykKl publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej sktada si¢ z trzech
prac eksperymentalnych. Zanim sprecyzowatam zatozenia i temat pracy dokonatam
przegladu literatury, ktora jest bardzo obszerna. Na podstawie literatury napisatam
artykut przegladowy na temat aktywnos$ci biologicznej zwigzkow flawonowych,
podzielony na dwie czeSci. Pierwsza z nich opisuje  wlasciwosci
przeciwnowotworowe flawonoidéw [99], natomiast druga dotyczy wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych [100]. Zainteresowanie powyzszym tematem stalo si¢
motorem napgdowym w planowaniu prac doswiadczalnych. Budowa flawonoidow
opiera si¢ na heterocyklicznym uktadzie benzo-y-pironu z grupa ketonowa w pozycji
4 (zwiazki te nazywane sa chroman-4-ony lub benzopirony). Ze wzglgdu na rdznice
w budowie strukturalnej charakteryzuja si¢ wielokierunkowg aktywnoscia
biologiczng. Zwiazki flawonoidowe sa powszechnie znane poniewaz juz wiele lat
wstecz stosowano je jako naturalne substancje lecznicze, a dieta bogata w tego typu
zwigzku  dzialata  antyoksydacyjnie, przeciwzapalnie,  przeciwalergicznie,
przeciwwrzodowo, przeciwdrobnoustrojowo oraz przeciwnowotworowo. Wlasnie
dzialanie antykancerogenne stalo si¢ gldwnym tematem niniejszej dysertacji. Juz pot
wieku temu rozpoczgto badania nad aktywnoscig biologiczng flawonoidow jednak
najwigksza uwage poswiecono roli flawonoidow w terapii nowotworow. Na
przyktadzie kwercetyny stwierdzono, ze in vivo wywiera dzialanie
chemoprewencyjne na komorki nowotworowe raka prostaty poprzez obnizenie
aktywnosci bialek proliferacyjnych 1 antyapoptotycznych. Ze wzgledu na
wielokierunkowe mechanizmy dziatania flawonoidy oraz ich pochodne s3
obiecujagcymi kandydatami na leki przeciwnowotworowe.

Celem pierwszej eksperymentalnej pracy byla synteza pochodnych
flawonoidow: 3-arylidenochromanondéw z podstawiong w pozycji 4 pier§cienia
benzenowego grupa p-aminodietylowa. Otrzymane zwiazki zostaty poddane analizie
fizykochemicznej oraz badaniom biologicznym. Przeprowadzono analizg struktury
krystalograficznej, wyznaczono lipofilowos¢ metoda eksperymentalng oraz

teoretyczng, oceniono wpltyw zwigzkéw na blony erytrocytéw, przeprowadzonO
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badanie cytotoksyczno$ci wobec wybranych linii komoérkowych oraz okreslono
zdolnos¢ 1 sposdb wigzania si¢ badanych zwigzkoéw z albuming surowicy ludzkie;j.
Przeprowadzono jednocze$nie dwie reakcje syntezy. W pierwszej
kondensacji poddano chroman-4-on z 4-N,N-dietyloaminobenzaldehydem, natomiast
w drugiej 2-fenylochroman-4-on z 4-N,N-dietyloaminobenzaldehydem. W obu
reakcjach katalizatorem byta piperydyna. Po czterech godzinach ogrzewania w
temperaturze 140°C mieszaning reakcyjng pozostawiono do ochlodzenia na 24
godziny. Po tym czasie dodano niewielka ilo§¢ metanolu i otrzymano pomaranczowy
(E)-3-(4-N,N-dietyloaminobenzylideno)-chroman-4-on (1) oraz zoétty (E)-3-(4-N,N-
dietyloaminobenzylideno)-2-fenylochroman-4-on. Oba zwigzki scharakteryzowano
za pomoca IR, 'H i ¥C NMR, MS oraz analizy elementarnej. Nastepnie
przeprowadzono powolng krystalizacj¢ z niewielkiej ilo$ci metanolu, a wyhodowane
krysztaly zwigzkow zbadano za pomoca techniki dyfrakcji rentgenowskiej (XRD)
aby ustali¢ strukture krystalograficzng. W kolejnym etapie poddano pochodne 3-
benzylidenochromanonu i 3-benzylidenoflawanonu badaniom biologicznym.
Przeprowadzono test MTT w celu okreslenia dziatania toksycznego na komorki
nowotworowe trzech wybranych linii komodrkowych: ludzkiej promielocytowej
biataczki (HL-60), ludzkiej biataczki limfoblastycznej (NALM-6) oraz czerniaka
skory (WM-115). Jako zwigzki referencyjne wybrano 4-chromanon oraz
3-benzylidenoflawanon.  Oba  zsyntezowane zwigzki  wykazaly  wysoka
cytotoksycznos¢ wobec linii komorkowych, jednak
(E)-3-(4-N,N-dietyloamino)benzylidenoflawanon (2) dziatat bardziej cytotoksycznie
w stosunku do zwigzku 1. Najlepszy wynik 1C50=6.45 + 0,69 uM zwiazek 2 wykazat
wobec komorek nowotworowych czerniaka WM-115 1 dziatat trzykrotnie bardziej
cytotoksycznie niz zwigzek 1. W poréwnaniu do 3-benzylidenoflwanonu jako
zwigzku referencyjnego, zwigzek 2 wykazal prawie dziesigciokrotnie wyzsze
dziatanie cytotoksyczne wobec WM-115, ponad trzykrotnie bardziej cytotoksycznie
dziatal na komorki biataczki NALM-6 1 o$miokrotnie bardziej cytotoksycznie na
HL-60. 3-benzylidenochroman-4-on réwniez wykazat wysoka aktywnos$¢ w stosunku
do komorek nowotworowych w poréwnaniu do 4-chromanonu. Biorgc pod uwage
struktur¢ obu z otrzymanych zwigzkow mozna zauwazy¢, ze obecno$¢ pierscienia

fenylowego w pozycji C2 chromanonu jest silnie zwigzana z aktywnoscig
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biologiczng. Zwigzek 2, posiadajacy podstawnik fenylowy jest potencjalnie lepszym
zwigzkiem przeciwnowotworowym w stosunku do zwigzku 1, jednak oba
zsyntezowane zwiazki wykazuja zadowalajace wlasciwosci antyproliferacyjne.
Wyniki badan cytotoksycznoséci zachgcity mnie do przeprowadzenia kolejnego
badania majacego na celu ocene wpltywu zwigzkow na integralno$¢ btony
erytrocytéow i ich morfologi¢. Okazato si¢, ze badane zwigzki nie wptynety na lize
erytrocytow, jednak zauwazono, ze przy wysokich stezeniach zar6wno zwigzek 1 jak
I 2 oddziatuje na btony erytrocytow. Mimo to hemoliza nie przekroczyta 10%, co
oznacza, ze nic wptywa na integralno$¢ btony erytrocytow. Kiedy lek zostaje podany
dozylnie jego czasteczki moga zainicjowaé szereg reakcji z komoérkami krwi.
Dlatego nalezy sprawdzi¢ czy badany zwiazek bedzie wplywat na morfologie
erytrocytow. W  przypadku obu badanych zwigzkow wykonano zdjecia
wykorzystujac mikroskop z odwréconym ukladem faz aby oceni¢ czy powstaja
nieprawidlowe formy erytrocytow. Oba zwigzki przyczynily si¢ do powstania form
echinocytarnych ale w niewielkiej ilo$ci. Zauwazono jednak, ze w przypadku
zwigzku 1 o najwyzszym st¢zeniu 24 pmol/l echinocyty stanowity gtowng czes¢
erytrocytow. Zwiazek 2 niezaleznie od stezenia doprowadzit do transformacji form
dyskocytarnych w echinocytarne. Nalezy jednak zwréci¢ szczegdlng uwage na fakt,
ze transformacja dwuwklestych erytrocytow w echinocyty jest procesem naturalnym,
zachodzacym w naczyniach krwiono$nych, co potwierdzaja wyniki w probkach
kontrolnych. Innych form patologicznych nie stwierdzono, zatem oba zwigzki mozna
uzna¢ za biokompatybilne w stosunku do erytrocytow. Wyznaczanie wspotczynnika
lipofilowo$ci metodg RP-TLC (Reverse Phase — Thin Layer Chromatography) w
odwroconym uktadzie faz jest istotnym cynnikiem decydujacym o przenikaniu
substancji leczniczej przez btony biologiczne. Dla zwigzku 1 stwierdzono warto$é
srednig lipofilowosci natomiast zwigzek 2 charakteryzuje si¢ warto$cig wigksza niz
>5, dlatego przenikanie moze by¢ utrudnione. Za pomocg programu Molinspiration
Cheminformatics wyznaczono teoretyczne wartosci logP ale okazaty si¢ wyzsze w
obu przypadkach. Obecno$¢ podstawnika fenylowego w pozycji C2 w zwigzku 2
zwicksza warto$¢ logP zaro6wno eksperymentalnej jak i teoretycznej. Badania
obliczeniowe sugeruja niezwykle r6zna zdolno$¢ zsyntezowanych zwigzkow do

wigzania si¢ z HSA. Stwierdzono, ze zwiazki wiazg si¢ poprzez oddzialywania
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hydrofobowe, zwiazek 1 w czterech r6znych miejscach podczas gdy zwiazek 2 tylko
w miejscu IB i FAl. To pojedyncze wigzanie najprawdopodobniej wynika z
obecnosci dodatkowego pierscienia fenylowego w pozycji C2.

Biorac pod uwage powyzsze wyniki, zwlaszcza aktywno$¢ cytotoksyczng i
biokompatybilno$¢ z blonami erytrocytow mozna wyciagna¢ wniosek, ze badane
zwiazki mozna podda¢ dalszym badaniom jako obiecujacy kandydaci na leki

przeciwnowotworowe.
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Abstract: The aim of this study was to determine the cytotoxic effect of 3-arylidenechromanone (1)
and 3-arylideneflavanone (2) on HL-60 and NALM-6 cell lines (two human leukemia cell lines) and a
WM-115 melanoma cell line. Both compounds exhibited high cytotoxic activity with higher cytotoxicity
exerted by compound 2, for which ICs values below 10 uM were found for each cell line. For compound
1, the IC5) values were higher than 10 uM for HL-60 and WM-115 cell lines, but IC5 < 10 pM was found
for the NALM-6 cell line. Both compounds, at the concentrations close to ICsy (concentration range:
5-24 uM/L for compound 1 and 6-10 uM/L for compound 2), are not toxic towards red blood cells.
The synthesized compounds were characterized using spectroscopic methods 'H- and *C-NMR, IR,
MS, elemental analysis, and X-ray diffraction. The lipophilicity of both synthesized compounds was
determined using an RP-TLC method and the logP values found were compared with the theoretical
ones taken from the Molinspiration Cheminformatics (miLogP) software package. The mode of binding
of both compounds to human serum albumin was assessed using molecular docking methods.

Keywords:  synthesis; crystal structure; cytotoxic effect; benzoflavanone/chromanone
derivatives; erythrotoxicity

1. Introduction

Flavonoids constitute a large group of natural and synthetic polyphenolic compounds with a wide
range of antioxidant, anti-allergic, anti-inflammatory, anti-microbial, anti-coagulant, anti-cholesterol,
or anti-cancer activities. These properties often depend on unknown structure-related interactions
with nucleic acids and proteins [1,2]. Due to their antioxidant properties, flavonoids interfere with the
initiation, promotion, and progression of cancer. Flavonoids modulate the activities of various enzymes
and receptors involved in several signal transduction pathways, thus affecting cell proliferation,
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apoptosis, as well as the processes of inflammation, angiogenesis, and metastasis [3]. Due to their
multidirectional mechanisms of action, flavonoids are promising candidates for novel anti-cancer
agents and are being extensively investigated for the treatment of neoplastic diseases [3-5]. For instance,
it was found that, in vivo, quercetin exerts a chemo-preventive effect on prostate cancer (reduces
the cell viability) by downregulating the activity of pro-proliferative and anti-apoptotic proteins [6].
Additionally, synthetic derivatives of naturally occurring flavonoids (e.g., derivatives of chroman-4-one
and tiochromane-4-one [7]) are studied for their anti-cancer properties.

3-arylidenechroman-4-ones, a group of naturally occurring homoisoflavones, can be obtained
by the condensation of aryl aldehydes with chroman-4-ones (chromanones). It was first synthesized
by Robinson and co-workers in the early twenties by condensation of chromanon with the
corresponding aryl aldehyde using alcoholic potassium hydroxide as a catalyst [8]. Other catalysts
have also been proposed. In 1979, Levai and Schag synthesized E-3-arylidenechroman-4-ones
using piperidine as a catalyst, while piperidine has also been successfully used as a catalyst for
the synthesis of 3-benzylidenechroman-4-ones and 3-benzylideneflavanones [9,10]. In recent years,
Kupcewicz and co-authors [11], as well as our group [12], have investigated the cytotoxicity of E
and Z isomers of 3-arylideneflavanone derivatives. Those compounds exhibit high cytotoxicity
with IC5p < 10 uM. However, no significant difference in cytotoxicity of E and Z isomers was
observed. In this study the structure of (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)chroman-4-one (1) and
(E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)-2-phenylchroman-4-one (2) was elucidated using single crystal
X-ray diffraction (XRD), MS, and NMR spectroscopy. Despite being first synthesized in the 1970s [9,10],
compound 1 was presented as an American patent in 2008 [13] and compound 2 was synthesized
in 1993 by Pijewska [14], but their cytotoxic activity has never been studied. The cytotoxicity of
3-arylidenechromanone and flavanone substituted with p-aminodiethyl on C3 atom in benzene ring
has also been investigated. In addition, the lipophilicity (miLogP) of 1 and 2 and their activity against
red blood cells were determined. The mode of binding to human serum albumin (HSA, a protein
important in binding and transport of various drugs [15]) has also been elucidated by molecular
docking methods. Computational docking of ligand binding to target proteins is often performed as
part of Structure-Based Virtual Screening used in drug discovery and this approach enables molecular
interactions with macromolecules to be predicted [16]. We also assess the lipophilicity and their
influence on the various biological properties.

2. Results and Discussion

2.1. Chemistry

The cytotoxic effects of E and Z-isomers of benzylideneflavanone are compared
in a previous paper [11]. The current paper compares the cytotoxicity of chromanone
and flavanone derivatives. (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)chroman-4-one (1) and
(E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)-2-phenylchroman-4-one (2) synthesized, as described
previously [14] (Scheme 1).
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/Cﬁs CH;
CH
0 R N\/CH3 0 R N~ °
+ piperidine
H 140°C
O H
1,2
1R=H
2R=Ph

Scheme 1. Synthesis of compounds 1 and 2 (when R = H or Ph).

Both compounds were fully characterized using IR, 'H-NMR, '3C-NMR, and MS spectroscopy
and elemental analysis.

The v (C=0) band for compound 1 was observed at 1663 cm ™!, and bands typical for aromatic
rings were noted at 1600, 1584, and 1524 cm~!. An IR spectrum of 2 showed a band at 1654 cm ™!
and typical bands for the aromatic rings at 1603, 1559, and 1524 cm~!. The 'H-NMR spectrum for
compound 1 revealed the presence of a triplet from -CHj protons at 1.12 ppm and a quartet around
3.42 ppm corresponding to the CHj; protons (see Figure S1). A singlet for =C-H was observed at §
5.45 ppm. At 6 6.75 ppm, a doublet for the C2-H protons was observed. The characteristic signals 6
7.02-7.85 ppm correspond to the aromatic protons. The 'H-NMR spectrum for compound 2 revealed
the presence of a triplet from -CHj3 protons at 1.12 ppm (see Figure S2). A quartet corresponding to
the CH; protons was observed at 4 3.36 ppm. At § 6.70 ppm a singlet for C2-H protons was noted.
The signals at 6 6.81-7.79 ppm correspond to the aromatic protons. A singlet for =C-H was observed
at § 7.94 ppm. In the '>*C-NMR spectrum for compound 1, the characteristic CH; group signal was
found at § 12.9 ppm, while the -CH; group was observed at 44.3 ppm (see Figure Sla). The C2-H
carbon signal was observed at 4 78.1 ppm. At  181.0 ppm, a signal for C=0 was observed. In addition
the 3C-NMR spectrum showed the presence of CHarom and Carom signals, which were expected for
the postulated structure of (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)chroman-4-one. For compound
2, the 3C-NMR spectrum showed the presence of signals located at & 12.9 ppm, attributed to a CHj
group and at -CH, group at 5 44.3 ppm (see Figure S2a). In the 13C-NMR spectrum, a -C=0 related
resonance was found at 6 181.2 ppm, those for CHarom and Carom were also found. The mass spectrum
revealed a band in 1 at m/z = 308.2, indicating ([M + H]*), and in 2, at m/z = 384, indicating the
presence of an [M + H] ion.

2.2. Molecular Structures

The molecular structure of compound 1 and 2 is presented in (Figure 1). A molecule of
1 consists of two condensed rings (benzene and pyran) with 4-N,N-diethyloaminobenzylidene
substituent in position 3 of the benzopyran ring. It crystalizes in a triclinic system in a P1 space
group with two molecules in the asymmetric unit. The two independent molecules demonstrate
different geometries in the arrangement of the 4-N,N-diethylaminobenzylideno moiety with respect
to the main benzopyran skeleton. In molecule A, it is nearly planar with dihedral angles
C3-C11-C12-C13 —8.32(1) and C3-C11-C12-C17 172.80 (1)°, while in molecule B, it is rotated by
about 35° with the dihedral angles C53-C61-C62-C63 of —35.41(1)° and C53-C61-C62-C67 of 148.31
(1). Moreover, the pyran rings slightly vary in conformation. In molecule A, the pyran ring adopts an
envelope conformation with puckering ring parameters [11] Q = 0.300(2)A, ¢ = 57.0(3), 0 = 62.5(2)°,
and the asymmetry parameter [12] ACs(C2) = 2.75(1)°. The corresponding parameters for the pyran
ring in the molecule B are: Q = 0.451(2)1&, @ =44.9(3)°, 0 = 64.6(2)°, and the asymmetry parameter
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AC,(051-C52) = 14.0(1)°, which indicates a screw-boat conformation. Valkonen [17] notes that, in the
structure of (E)-3-(4-(dimethylamino)benzylidene)-2,3-dihydro-4H-chromen-4-one, there are also two
independent molecules crystalizing in an asymmetric unit of the Pc group. The benzopyran skeleton
and the 4-dimethylaminobenzylideno moiety are not planar with dihedral angles of 24.96(2)° and
49.53(2)° for molecules A and B, respectively. For the C6-C10-C2-C12/C9 and C22-C2)-C19-C21/C31,
the corresponding torsion angles of 32.65(2)° /149.33(2)°, —29.42(2)°, and 156.30(2)° were reported.
However, the pyran rings adopt a similar conformation: An envelope conformation with the puckering
ring parameters [18] Q = 0.3492)A, ¢ = 309.1(2), 6 = 58.6(2)°, the asymmetry parameter [19]
AC4(C4) =7.30(1)° for O1/C5/C6/C3/C4/C1 ring, a screw boat conformation with Q = 0.405(2)A,
@ = 143.0(2), 6 = 113.5(2)°, and the asymmetry parameter [20] AC,(C24-C29) = 4.91(1)° for the
04/C28/C22/C29/C24/C26 ring
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Figure 1. Molecular structures of 1 and 2, with atom-numbering schemes. The anisotropic displacement
parameters are shown at the 30% probability level. Hydrogen atoms are drawn as spheres of
arbitrary radius.

The crystal packing of 1 is dominated by C-H ... O and C-H ... m interactions (Figure 2).
The molecules A and B are linked by C8-H8 ... O2 (-1 + x, y, z) and C67-H67 ... O51 (-1 +x, y, z)
hydrogen bonds, respectively, forming two ribbons, which are further coupled by C56-H56 ... O2 (x,
1y, z) hydrogen bond that produces a layer. Other C52-H52 ... O51 (1 — x, 1 — y, 1 — z) interactions are
responsible for creating the 3-D network of hydrogen bonds connecting two layers. In both molecules,
the intramolecular hydrogen bonds C11-H11 ... O2 and C61-H61 ... O52 are observed (Table 1).

Table 1. Hydrogen-bonding geometries (in A, °) for structure 1.

DH H--A D--A D-H-A

C11-H11... 02 0.93 2.35 2.768 (2) 107

C61-H61 ... 052 0.93 2.45 2.811(2) 103

C8-H8... 021 0.93 2.63 3.198 (2) 120

C67-H67 ... O511 0.93 2.59 3.409 (2) 147

C52-H52A ... O511 097 2.60 3.274 (2) 126

C56-H56 ... O2 i 0.93 2.70 3.498 (2) 144

C2-H2B... Cg3 1V 0.97 2.87 3.717 (2) 147

C16-H16 ... Cg7" 0.93 2.90 3.726 (2) 148

C21-H21C ... Cg2V  0.96 2.95 3.712 (2) 137

C59-H59 ... Cg7 i 0.93 2.71 3.545 (2) 150

C69-H69B ... Cg6¥i  0.96 2.93 3.645 (2) 132
Symmetry codes: (i): —1+xyz; ({i): 1 —x,1 —y, 1 — z (iii): x, 14y, z (iv): 1 = x, 1 —y, =z, (V) 1 + X, y, 2,
(vi): -x,1—y,1—2zCg2, Cg3, Cg6, Cg7— centroids of C5/C6/C7/C8/C9/C10, C12/C13/C14/C15/C16/C17,

C55/C56/C57,/C58/C59/C60, and C62/C63/C64/C65/C66/C67 rings.
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(B)

Figure 2. Chains and layer of (1) supported by C-H ... O hydrogen bonds (A) that build a 3-D network
of hydrogen bonds (B) and view of equivalent molecules linked by hydrogen bonds (top right).

Compound 2 crystalizes in a monoclinic system in the P21 /n space group. The main skeleton of
the molecule consists of fused benzene and pyran rings, the latter bears a phenyl ring at position 2 and
a 4-N,N-diethyloaminobenzylideno substituent at position 3. The C-2 phenyl ring is perpendicular,
while the aminobenzylidene substituent is nearly co-planar to the pyran ring. The corresponding
dihedral angles are: C3-C2-C22-C27 —13.0(2)° and C3-C11-C12-C13 19.2(3)°, while the dihedral angle
between the best planes of those phenyl rings is 83.7(2)°. In molecule 2, the pyran ring adopts a
distorted half-boat conformation with the puckering ring parameters [21] Q = 0.411(2)A, @ =220.6(3)°,
0 =119.2(2)°, and the asymmetry parameter [22] AC,(01-C2) = 7.80(2)°.

In comparison to previously investigated similar molecules [11], the appropriate torsion angles
are: —16.4(2)° and 32.5(2)° with a dihedral angle observed between the best planes of phenyl rings
52.8(1)°. The pyran ring also adopts a nearly half boat conformation with puckering parameters [20]
Q=0.341(2)A, @ =226.1(3)°, and 6 = 120.3(2)°.

In the crystal packing of 2, hydrogen bonded dimers are observed, and these are stabilized by
C16-H16 ... O2 interactions (1 — x, 1 — y, —z) (Figure 3). The intramolecular C11-H11 ... O2 hydrogen
bond is also observed similar to compound 1. The crystal packing is also enhanced by C-H ... =
interactions (Table 2).
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Figure 3. Partial molecular packing of 2 showing hydrogen-bonded dimers generated by C-H ... O interaction.

Table 2. Hydrogen-bonding geometries (in A, °) for structure 2.

9 D-H H—A D—A D-H—A

C11-H11—O02 0.97 2.39 2.811(2) 105
C16-H16—02! 0.93 2.64 3.271 (2) 126
C7-H7 ... Cgall 0.93 2.55 3.475 (2) 172
Cl14-H14 ... Cg2ii 093 2.84 3.619 (2) 142

Symmetry codes: (i) 1 — x,1 —y, —z; (ii): 1/2+x,1/2 —y, "1/2 + z, (iii): “1/2+x,1/2 — y, 1/2 + z,Cg2, and Cg4 are
centroids of C5/C6/C7/C8/C9/C10 C22/C23/C24/C25/C26/C27 rings.

2.3. Biological Assays

2.3.1. Cytotoxic Activity

The cytotoxicity of the synthesized compounds was evaluated in vitro by the MTT assay using
three human cancer cell lines HL-60, NALM-6, and WM-115. The results, expressed as inhibitory
concentration (ICsg), are shown in Table 3. Compound 2 exhibited high cytotoxic activity with
ICs5p = 6.45 £ 0.69 uM, which is nine times lower than for 3-benzylideneflavanone and 154 times
lower than for 4-chromanone, the reference compounds used in the WM-115 cell line. For the
other cell lines, ICsy values were also satisfactory. In the NALM-6 cell culture, compound 1
showed an ICs; value almost 78 times lower than for 4-chromanone and more than three-fold lower
than for 3-benzylideneflavanone. Perjesi and coworkers [23] also reported cytotoxicity of a series
of 3-benzylidene-4-chromanones towards several cell lines. The authors found that most of the
compounds inhibited the growth of 50% of HL-60 cells at the concentrations between 3-28 uM with
3-(3-bromobenzylidene)-2,3-dihydro-1-benzopyran-4-one as the most active. In the current study we
reveal that both synthesized compounds (1 and 2) exhibit good anti-proliferative properties at low
micromolar range which make them promising candidates for further in vitro and in vivo studies.

Table 3. The cytotoxic activity of (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)chroman-4-one (1) and
(E)-3-(4-N,N-diethylamino)benzylidene)-2-phenylchroman-4-one (2) against cancer HL-60, NALM-6,
and WM-115. The results are presented as ICsg values in pM range.

ICs¢ (uM)
Compounds
HL-60 NALM-6 WM-115
1 11.76 £ 1.97 8.69 + 0.40 18.09 + 3.14
2 8.36 £ 0.63 9.08 £ 0.30 6.45 + 0.69
4-chromanone 676.7 + 32.6 673.7 £ 22.5 >1000

3-benzylideneflavanone [11] 33.3 £ 3.0 295 +4.7 59.4 + 0.9
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2.3.2. Rbcs Lysis Assay

In studies on the integrity of the erythrocyte membrane, statistically significant results in
comparison with saline control were obtained for compound 2 at the highest concentrations tested
(9 and 10 pmol/L) (Figure 4), which implies that compounds at these concentrations contributed to
red blood cell breakdown. However, the values of hemolysis did not exceed 10%, which is considered
to be a clinically important threshold of cytotoxicity [24].

In contrast, compound 1 did not lead to any significant increase in the hemolysis rate, therefore,
it might be concluded that both examined compounds do not show adverse effects on the integrity of
the red blood cells (RBCs) membrane over the entire concentration range.

4
3
R
=
e 1
=
2
=
0
Control 5 pmol/L. 9 pmol/L. 12 pmol/L. 18 pmol/L. 24 pmol/L
Compound 1
4
3
2 |
w
=z I i
=]
g 1
)
=
0

Control 6 pmoVL 7 pmol/L 8 pmol/L. 9 pmol/L. 10 pmol/L

Compound 2

Figure 4. The effects of compound 1 and 2 on the integrity of the erythrocyte membrane. The results
are presented as the percentage of hemolysis obtained from the interaction of studied compounds with
2% red blood cells (RBCs) suspension, compared to the positive control Triton X-100 at 0.2% (100%
hemolysis) (mean + SD; n = 4), * p < 0.05 vs. control.
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2.3.3. RBCs Morphology

When a drug molecule is administered intravenously a series of interactions with blood cells
might be initiated. The effects of 1 and 2 on the morphology of erythrocytes were visualized by
microscope studies (Figure 5).

Both tested compounds 1 and 2, contributed to the formation of echinocytes. Echinocytes accounted
for the major part of erythrocytes when 24 pmol/L compound 1 was applied. As presented in
Figure 5, compound 2 led to the formation of echinocytes over the entire concentration range, however,
the percentage of this erythrocyte form differed according to the concentration of 2. The transformation
of biconcave erythrocytes to echinocytes occurs naturally in blood vessels, and could be also seen in
control samples. It has been proved that echinocytosis is a reversible transformation caused by various
chemical and physical factors including increased ion strength, alkaline pH, and decreased in adenosine
triphosphate (ATP) level [25].
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Figure 5. The microscope images of erythrocytes treated with compounds 1 and 2. 2% erythrocyte
suspension was treated at 37 °C for 60 min with indicated concentrations of compound 1 and 2.
Representative phase-contrast images are shown (magnification of 400 times). Black arrows
indicate echinocytes.

2.4. Computational Studies

When drugs circulate in blood, they interact with biological macromolecules such as plasma
proteins; these albumins constitute the majority and are important in the pharmacokinetics of
medicines. For derivatives 1 and 2, tenfold blind experiments of docking to HSA were performed
to establish locations of their binding sites and the strength of the hypothetical interactions.
The compounds were found to bind through hydrophobic interactions, 1 in four different places
(near the cleft site, at the IB and FA1 sites, above the IA—drug site and some additional atypical place)
with average AG® —7.5 kcal/mol, whereas 2, only in the IB FA1 site with average AG°® —9.5 kcal/mol
(Figure 6A,B). This single binding most likely resulted from the presence of an additional phenyl
ring at the C2 position. The 7t ... 7 stacking was an important interaction between phenyl rings
of the docked compounds and the aromatic side chains of tyrosine and phenylalanine. In the IB
FA1 site, the aromatic rings of Tyr138 and 4-diethyloaminobenzylidene substituent were parallel
and were only slightly offset from each other with a distance between 4.4 and 4.5 A. The phenyl
ring in position 2 was located between the phenyl rings of Tyr138 and Phel25. The pyran ring was
located between the phenyl ring of Phel25 and the aliphatic chain of Lys137 (Figure 6C,D). In contrast,
compound 1 was located in the IB FA1 site inversely and showed less potent hydrophobic interactions.
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The rings of the 4-N,N-diethyloaminobenzylidene substituent and Tyr138 were arranged in a parallel
orientation, but were much more offset. The pyran ring was perpendicular to the phenyl ring of
Tyr140 with a distance greater than 5 A. His247 and Tyr30 were isolated with the distance greater than
20 A. For compound 1, mainly hydrophobic interactions with the aliphatic amino acid residues were
observed in the other binding sites, and in the case of the cleft site, an oblique interaction between the
pyran ring with the Tyr452 phenyl ring could be possible within a distance of 3.6 A. In one atypical
place, a similar interaction with the imidazole ring of His146 could take place within a distance of
3.3 A. No specific hydrogen bonds were detected for either compounds.

To predict other properties of compounds 1 and 2, the Molinspiration web tool was used and
the drug descriptors were counted. For the Molinspiration GPCR ligand, Ion channel modulator,
Kinase inhibitor, Nuclear receptor ligand, enzyme inhibitor and protease inhibitor bioactivity the
scores were < zero or near zero, indicating that the compounds were not typical inhibitors or agonists
of the listed types of proteins. Ligand efficiencies (LE) for derivatives calculated from computationally
estimated AG® and known number of heavy atoms, theoretical logP and logP/LE (LELP), divided by
the predicted number of binding sites were different for two compounds, but were still within the
range of drug-likeliness (Table 4).

The experimental lipophilicity of the synthesized compounds was determined using RP-TLC: logP
values 3.43 was obtained for compound 1 and 5.69 for compound 2. Theoretical values of lipophilicity
were calculated using Molinspiration Cheminformatics (miLogP):milogP 4.47 was obtained for
1 and 6.05 for 2, i.e., similar to those obtained experimentally. Greater values of experimental
and theoretical lipophilicity were noted for 2 because of the presence of the phenyl ring in the
C2 position. Thus, molecular docking and Molinspiration predictions suggest that 1 and 2 have greater
hydrophobicity than 1, but also indicate potential specificity influence of an additional phenyl ring.

Table 4. Molinspiration bioactivity score and drug likeliness. H.A., the number of heavy atoms, n,
number of binding sites, and LE, Ligand Efficiency (—AG°/H.A.), LELP (logP/LE).

AG° Bind LogP

Compound Bioactivity Score H.A. (kcal/mol) (exp)

miLogP LE LELP

GPCR ligand —0.15
Ton channel modulator —0.30
Kinase inhibitor —0.30
1 Nuclear receptor ligand 004~ 2 4 -75 3.43 447 033 1355
Protease inhibitor —0.38
Enzyme inhibitor —0.11
GPCR ligand —0.04
Ion channel modulator —0.32
Kinase inhibitor —0.26
2 Nuclear receptor ligand 0.03 29 1 —-9.1 5.69 6.05 0.31 19.52
Protease inhibitor —0.31

Enzyme inhibitor —0.08
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FA2

INA: Drug site 2
FA 3.4

Figure 6. Tenfold blind docking of derivative 1 and 2 to HSA. Ribbon-stick models present the docking
of derivatives (sticks) I-A, C and II-B, D to 1E7I human albumin structure (ribbon) with binding affinity
energy (AG°) —=7.5 = 0.2 and —9.1 & 0.1 (kcal/mol + SD), respectively. C, D are the zoom of IB
FA1 binding site area, distances marked by yellow dashed lines.

3. Materials and Methods

The second compound 2 was synthesized according to Pijewska [14]. Compounds 1 and 2 were
purified by crystallization from methanol. All solvents (methanol, ethanol, and toluene) used in this
work were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and POCH (Gliwice, Poland) chemical
companies and were used without further purification.

Melting points were determined on a Biichi Melting Point B-540 apparatus in the capillary
mode and they were uncorrected. The infrared transmission spectra of the crystalline products were
recorded using a Nexus Thermo Nicolet FI-IR spectrophotometer (Wien, Austria; Faculty of Chemistry,
University of Lodz). The MS-ESI were measured on Varian 500, MS LC Ion Trap mass spectrometer
(Santa Clara, CA, United States; Faculty of Chemistry, University of Lodz). Elemental analyses were
performed in the Faculty of Chemistry (University of Lodz) using a Vario Micro Cube (Langenselbold,
Germany) by Elemental analyzer. 'H- and '3C-NMR spectra were recorded on a Bruker Avance III
600 MHz (Karlsruhe, Germany). Both samples were dissolved in DMSO deuterated. Chemical shifts
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are given in ppm, coupling constants in Hz. Computational studies were used to predict the properties
and future use of potential drugs. Molinspiration Cheminformatics (http://www.molinspiration.com/
products.html) was used for the calculation of important molecular properties, molecular processing,
bioactivity, and the high-quality depiction of new molecules. Molecular docking of the compounds to
the HSA crystal structure 1E7I [21] was performed in AutodockVina 1.1.2 (http:/ /vina.scripps.edu) [22],
as previously described [12].

Lipophilicity was determined using an RP-TLC method with small amounts of organic solvents.

Assessment of erythrotoxicity of compounds 1 and 2 was made in Laboratory of Bioanalysis in
the Department of Pharmaceutical Chemistry, Drug Analysis, and Radiopharmacy in the Medical
University of Lodz. The erythrocyte morphology was evaluated using a phase-contrast microscope
Opta-Tech (Warsaw, Poland) using the OptaView 7 programme. Biological material (blood) for research
came from the Regional Blood Donation Center in Lodz.

3.1. Synthesis of (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)chroman-4-one (1)

A mechanically stirred mixture of 10 mmol of chroman-4-one, 10 mmol
4-N,N-diethylaminobenzaldehyde and five drops of piperidine was heated at 140 °C in an oil
bath for 4 h. After cooling the reaction mixture was left for 24 h at room temperature. Next, methanol
was added and the resulting was filtered and crystallized from methanol. Compound 1 was thus
obtained as a light orange powder.

Yield: 33.5%. M.p. 124.9-125.4 °C. MS (ESI*): m/z 308. CyoH1NO, [M + HJ*. IR (KBr) v (em™1):
3037 (C-Haromat), 2968, 2923, 2895, 2870 (C-Hayiph), 1663 (C=0), 1600, 1584, 1524 (C=C), 1154 (C-O-C).
'H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 1.12 (3H, ¢, Jy.u—6 Hz, CH3), 3.42 (2H, g, Ju.n—6 Hz,
CH,), 5.45 (1H, s, CH), 6.75 (2H, d, Jy.u—6 Hz, C2-H), 7.02 (1H, d, Jy.u—12 Hz, C4-Harom), 7.09 (1H,
t, Ju-a—6 Hz, C6-Harom), 7.32 (1H, d, Ju.p—6 Hz, C8-Harom), 7.54 (1H, t, Ju.u—6 Hz, C7-Harom),
7.84 (1H, d, Ju.u—6 Hz, C6'-Harom), 7.85 (1H, d, Ju.u—6 Hz, C5-Harom). *C-NMR (600 MHz,
DMSO-d6) b (ppm): 12.9 (CH,CH3), 44.3 (CH,CH3), 68.4 (C-2), 111.6, 118.1, 120.8, 122.2,122.4, 125.2
(CHarom, =CH), 135.9, 133.7, 137.9, 149.2, 160.7 (Carom), and 181.0 (C=0). Anal. Calc. for CooHy;NO,
(M =307.386 g/mol) % C:78.14; and % H: 6.89. Found % C: 78.16; and % H: 7.06.

3.2. Synthesis of (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)-2-phenylchroman-4-one (2)

The compound 2 was synthesized according to Pijewska in 1993 [14]. A racemic mixture
was obtained.

Yield: 34%. M.p. 170-171 °C (MeOH). MS (ESI*): m/z 384. CysHysNO, [M + H]*. IR (KBr)
v (em™1): 3056 (C-Haromat), 2965, 2920, 2895, 2863 (C-Haipn), 1654 (C=0), 1603, 1559, 1524 (C=C),
1150 (C-O-C). 'H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 1.12 (3H, t, Jy.u—6 Hz, CH3), 3.36 (2H, g,
Jr.u—6 Hz, CH,), 6.70 (1H, s, C2-H), 6.81-7.79 (13H, m, C-Harom), 7.94 (1H, s, =CH). 3C-NMR
(600 MHz, DMSO-d6) b (ppm): 12.9 (CH,CH3), 44.3 (CH,CH3), 78.1 (C2-H), 119.0, 120.2, 125.9, 127.2,
127.9,129.1,129.3,136.2, 138.6, 140.3 (CHarom, =CH), 122.3, 122.7, 122.7,133.7, 149.6, 158.5 (Carom), 181.2
(C=0). Anal. Calc. for CysHpsNO; (M = 389.529 g/mol) % C: 81.43; % H: 6.57; % N: 3.65. Found % C:
81.57; % H.: 6.78; and % N: 3.58.

3.3. Determination of Lipophilicity of Flavone Derivatives Using RP-TLC Method

The RP-TLC experiments were performed on TLC plates (5 x 10 cm) RP-18 F254S (Merck,
Darmstadt, Germany). The synthesized compounds were dissolved in N,N-dimethylformamide
DMF (2 mg/mL). High purity DMF 99.8% was obtained from Chempur (Piekary Slaskie, Poland).
The solutions of each compound in DMF were spotted on plates. The spots were observed under
UV light at A = 254 nm. DMF-water solvent system was used as mobile phase. The composition
of the solvent system changed from 50%:50% to 95%:5%. All experiments were performed at room
temperature. The LogP parameter was calculated using the equation from the calibration curve.
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3.4. X-ray Diffraction Experiment

The X-ray single crystal diffraction experiments for 1 and 2 were performed using an Agilent
SuperNova diffractometer equipped with an Atlas detector at T = 100(2)K with monochromatic MoKax
radiation (A = 0.71073 A). Multi-scan absorption correction was applied to all data [26]. All structures
were solved by direct methods using SHELX and further refined on F? using SHELX-2014/7 [27].
The position of the hydrogen atoms were calculated from the known geometry (C-H bond lengths
at 0.93, 0.96, and 0.97 A for aromatic CH, methylene CH,, and CHs methyl atoms, respectively)
and treated as riding, where isotropic thermal parameters of these hydrogen atoms were fixed as
Ujso(H) = 1.2 Ueq(C) (for aromatic and methylene H atoms) or Ujso(H) = 1.5 Ueq(C) for (methyl
H-atoms). Key experimental crystallographic data and refinement details of the studied compounds
1 and 2 are summarized in Table 5. To identify molecular geometries and hydrogen-bond patterns,
PLATON and Mercury [28] were utilized. CCDC 1877734 (compound 2) and 1877735 (compound 1)
contains the supplementary crystallographic data for this paper. These data can be obtained free of
charge via www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif, or by emailing data_request@ccdc.cam.ac.uk, or by
contacting The Cambridge Crystallographic Data Centre, 12, Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK;
fax: +44-1223-336-033.

Table 5. Crystal data, data collection, and refinement parameters of 1 and 2.

1 2
Crystal data
Chemical formula C20H21N02 C26H25N02
Mr 307.38 383.47
Cell setting, space group Triclinic, P-1 Monoclinic, P21 /n
a,b,c(A) 7.732(2),13.998(2), 16.312(2)  11.764(2), 13.455(2), 12.832(2)
«, B,y (°) 64.74(2), 87.07(2), 87.58(2) 90.0, 93.75(2), 90.0
V (A3) 1594.1(2) 2026.8(2)
Z 4 4
Dx (Mg m~3) 1.376 1.257
Temperature (K) 100 100
Radiation type (A) 0.71073 0.71073
i (mm~1) 0.082 0.079
Crystal form, colour prism, colourless block, orange
Crystal size (mm) 0.3 x0.2x0.18 0.3 x0.2x0.18

Data collection
Diffractometer

SuperNova, Atlas detector

SuperNova, Atlas detector

No. of measured and unique reflections 13098, 6603 25887, 4193
Observed data with F2 46(F?) 5664 3316
Rint 0.0265 0.0305
Omax (°) 26.49 26.49
Overall completeness to Omax [%] 99.8 99.8
Refinement (SHELX)
Refinement on F? 2
All data 6603 4193
R, wR [I2 ()] 0.0362, 0.0941 0.0513, 0.1347
R, wR (all data) 0.0434, 0.0989 0.0686, 0.1453
Goodness of fit 1.067 1.066
No. of parameters 419 268
Pmax, Pmin (€A ™) 0.249, —0.212 0.241, —0.265

3.5. Cells Cultures and Cytotoxicity Assay by MTT

Cytotoxicity was tested against human skin melanoma cells (WM-115 ECACC, Salisbury, UK),
and two human leukemia cell lines—promyelocytic leukemia (HL-60) and lymphoblastic leukemia
(NALM-6). The leukemia cells were cultured in RPMI 1640 medium (Invitrogen, Grand Island, NY,
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen, Grand Island, NY, USA) and
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gentamicin (25 pg/mL; KRKA, Slovenia). For melanoma WM-115 cells, Dulbecco’s minimal essential
medium (DMEM,; Invitrogen, Grand Island, NY, USA) 1640 was used. Cells were grown at 37 °Cin a
humidified atmosphere of 5% CO in air.

For all experiments, the studied compounds were dissolved in DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) and were further diluted in a culture medium to obtain <0.1 % DMSO concentration. In each
experiment control without and with 0.1% DMSO was performed.

The cytotoxicity of both compounds, and the reference compounds (4-chromanone and
3-benzylidene-flavanone) was determined by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT; Sigma, St. Louis, MO, USA) assay, which measures the activity of cellular
dehydrogenases [29]. Exponentially growing cells were seeded on 96-well plates (Nunc, Roskilde,
Denmark). Subsequently, various concentrations of the studied compounds (freshly prepared in
DMSO and diluted with complete culture medium) were added. All compounds were tested for
their cytotoxicity at a final concentration of 10771072 M. After 46 h of incubation with the studied
compounds, the cells were treated with the MTT reagent and incubation was continued for another
two hours. The MTT formazan crystals were dissolved in 20% SDS (Sodium dodecyl sulphate,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and 50% DMF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at pH 4.7, and the
absorbance was read at 570 nm on a multifunctional Victor ELISA-plate reader (Perkin Elmer, Turku,
Finland). The ICs values, the concentration of the test compound, was required to reduce the cell
survival fraction to 50% of the controls, and were calculated from concentration response curves and
was used as a measure of the sensitivity of the cells to a given treatment. As a control, cultured cells
were grown in the absence of drugs. The data points represent the means of at least five to ten repeats
4 S.D (standard deviation).

3.6. Red Blood Cells Lysis Assay

The studies on biological material were approved by the Bioethics Committee of the Medical
University of Lodz, Poland (RNN/27/18/KE). The blood from healthy donors (Blood Donation Centre
in Lodz) was collected in tubes containing a solution of potassium EDTA. RBCs were isolated by
centrifugation (3000 g, 10 min) at 20 °C and washed three times with 0.9% saline. The studies were
performed on four biological samples obtained from different blood donors.

The effects of (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)-2-phenylchroman-4-one 1 and
(E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)-2-phenylchroman-4-one 2 on RBCs was performed using
the method described earlier [30,31]. Briefly, 2% RBCs suspension prepared in 0.9% saline was incubated at
37 °C with tested compounds added in a 10 uL volume for one hour. The percentage of solvent (methanol)
did not exceed 1% of the final sample volume (1 mL). Afterwards, the samples were centrifuged at
1000% g for 10 min (20 °C), and the absorbance of the supernatant was measured at 550 nm wavelength
(spectrophotometer (Cecil CE2021, London, England)). Samples containing saline solution were used to
measure spontaneous hemolysis of RBCs, while samples with Triton X-100 ((2.0% v/v); Polish Chemical
Reagents) constituted 100% of hemoglobin release. The results are presented as a percentage of released
hemoglobin. The examined concentrations of tested compounds were chosen on the basis of obtained ICs
values determined for three human cancer cell lines: HL-60, NALM-6, and WM-115.

3.7. RBCs Morphology

A 2% erythrocyte suspension was incubated at 37 °C for 1 h with various concentrations of tested
compounds. The morphology of the RBCs was evaluated using a phase contrast Opta-Tech inverted
microscope, at 400 times magnification, equipped with image analysis software (OptaView 7).

3.8. Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted with a commercially available package (Statistica 12.0, StatSoft).
All results are presented as mean £ SD. The normality of the distribution of continuous variables was
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confirmed with the Shapiro-Wilk test. Paired t-tests were used for intergroup comparisons of normally
distributed variables. The results were considered significant at p-values lower than 0.05.

4. Conclusions

This study presents the synthesis, chemical characterization, and biological activity of
3-benzylidenederivatives of chromanone and flavanone. The structure of synthesized compounds
was confirmed using NMR, MS, IR, and single crystal X-ray diffraction (XRD) techniques.
The anti-cancer properties of synthesized compounds 1 and 2 were evaluated using HL-60, NALM-6,
and WM-115 cancer cell lines. Both compounds exerted a greater cytotoxic effect towards all cell
lines than the reference 4-chromanone and 3-benzylideneflavanone. Compound 2 exerted the most
profound cytotoxic effect towards WM-115 cell line with ICsy = 6.45 £ 0.69 umol/L. Lipophilicity of
both compounds was determined using an RP-TLC method. Due to the presence of a phenyl
substituent in the C2 position of chromanone, the value of logP for compound 2 was higher than
that for 1. Both compounds did not affect the integrity of erythrocyte membrane over the examined
concentration range and did not contribute to hemolysis. In addition, tested compounds did not
induce the pathological changes in the morphology of erythrocytes since only dyscocytes and
echinocytes were recognized. Thus, both compounds at the concentrations close to the determined
IC5p values might be regarded as biocompatible towards red blood cells. Computational studies
suggest remarkably different ability of the synthetized compounds to bind with HSA, and different
specificity as far as the future use as drugs is considered. Taking into consideration the promising
cytotoxicity properties, i.e., ICsg values in a few micromolar range and being harmless to the red
blood cells, the arylidenechromanone/flavanone derivatives can be further evaluated as promising
anticancer compounds.

Supplementary Materials: Supplementary materials are available online.
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2.1. Synteza oraz analiza struktury krystalograficznej pochodnych
arylidenochromanono6éw

Druga praca  eksperymentalna  dotyczyta  badan  strukturalnych
zsyntezowanych zwigzkow: (E)-3-(4-hydroksybenzylideno)chroman-4-onu (1) oraz
(E)-3-(3-hydroksybenzylideno)-2-fenylochroman-4-onu 2 oraz oceny
wspoétczynnika lipofilowosci. Ze wzgledu na interesujgce wiasciwos$ci biologiczne tej
grupy zwigzkoéw postanowitam przeprowadzi¢ reakcje kondensacji odpowiednio
chroman-4-onu z 4-hydroksybenzaldehydem oraz 2-fenylochroamn-4-onu z
3 hydroksybenzaldehydem i sprawdzi¢ czy istnieje zalezno$¢ miedzy struktura, a
oddziatywaniami miegdzyczasteczkowymi i wielkoscig logP, ktéra jest istotna w
projektowaniu lekéw. Projektowanie nowych lekow jest mozliwe dzigki poznaniu
oddziatywan migdzyczasteczkowych, ktore wplywaja na lipofilowos$¢ substancji, a
ktéra jest skorelowana z aktywnoscig biologiczng. Juz na przetomie XIX i XX
wieku zauwazono wptyw lipofilowos$ci na wtasciwosci znieczulajace lekéw i uznano
za pierwszy przyktad analizy QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships)
[75]. Analiza QSAR pozwala na poznanie korelacji miedzy roznicami w aktywnoS$ci
biologicznej] w zaleznosci od struktury zwigzkéw roznigcych sie strukturg. Aby
wyeksponowac¢ réznice w budowie czasteczki stosuje si¢ deskryptory wyznaczane
eksperymentalnie lub za pomocg programow komputerowych. Jednym z takich
deskryptorow jest lipofilowos¢ [101].

Obydwa zwiazki otrzymano w reakcji kondensacji chromanonu/flawanonu z
hydroksybenzaldehydem w obecnosci piperydyny, a nastgpnie scharakteryzowano
struktury za pomoca metod fizykochemicznych. Deskryptor lipofilowos$ci
wyznaczono metoda RP-TLC oraz z uzyciem programu Molinspiration
Cheminformatics. Warto$¢ lipofilowosci zwigzku 1 byla nizsza niz zwigzku 2,
podobny trend zaobserwowano w teoretycznych obliczeniach logP. Grupa
hydroksylowa zmniejsza wartos¢ logP jednak nie ma istotnej zalezno$ci migdzy
potozeniem grupy (meta czy para) w pierscieniu. Roznica wynika z obecnosci
podstawnika fenylowego (ktory znacznie zwigksza warto$¢ logP) przy atomie C2 w
pier§cieniu piranu. Krystalizacje zwigzku 1 przeprowadzono z acetonu, a zwigzku 2 z
etanolu poprzez powolne odparowywanie w temperaturze pokojowej. Analiza

krystalograficzna wykazata, ze czasteczki w krysztale zwigzku 1 i 2 sga polaczone
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réownolegle do plaszczyzny za pomocg wigzan wodorowych C-H O i O-H0O, a
interakcje m-m w pierScieniach benzenowych w piranie skondensowanych z
aromatycznymi grupami hydroksybenzenowymi dodatkowo zwicksza stabilnos¢
struktury. Jako, ze parametr lipofilowos$ci jest zwigzany z udzialem interakcji
migdzyczasteczkowych w powierzchni Hirshfelda (HS), dodatkowo wykonano
analize¢ powierzchni HS za pomocg programu Crystal Explorer dla pochodnych
chromanonu, dla ktérych wyznaczono logP. Analiza HS moze dostarczy¢ istotnych
informacji na temat deskryptorow do badania QSAR. Okazalo si¢, Ze dominujagcym
oddziatywanie wszystkich pochodnych jest oddzialywanie H ~'H (udzial powierzchni
HS 39.2% - 55.5%). Dla oddziatywan CC zaobserwowano najwigkszy udzial
procentowy dla zwigzku 1, natomiast w przypadku zwigzku 2 procentowo
najwiekszy rozktad odczytano dla oddziatywan C-~'H, co jest zwigzane z obecnos$cia
grupy fenylowej. Ponadto zauwazono zalezno$¢ miedzy wartoscig logP, a frakcja
powierzchni Hirshfelda. Wzrost logP odpowiada zwigkszeniu udzialu oddziatywan

CH w powierzchni HS.
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contribution of C. - -H interaction in the Hirshfeld surface.
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1. Chemical context

Chromanone (chroman-4-one) and flavanone (2-phenyl-
chroman-4-one) belong to the class of heterocyclic compounds
and are composed of a benzene ring fused to a 2,3-dihydro-y-
pyranone ring (Emami & Ghanbarimasir, 2015). 3-Aryl-
idenechromanones/flavanones and their derivatives are natu-
rally occurring homoisoflavones, and can be obtained by
condensing the corresponding aryl aldehydes with chroma-
none/flavanone. These compounds were synthesized for the
first time by Robinson in the early 1920s by the condensation
reaction of chromanone or flavanone with the appropriate aryl
aldehyde using a catalyst (alcohol potassium hydroxide)
(Perkin et al.,1926). In 1979, Levai and Schag synthesized E-3-
arylidenechroman-4-one using piperidine as a catalyst (Levai
& Schag, 1979). Several years later, in 1993, Pijewska and
coworkers (Pijewska et al., 1993) obtained the series of
3-arylideneflavanones derivatives substituted by various
groups using flavanones with aromatic aldehydes in the
presence of piperidine. Flavonoid compounds belong to one of
the largest and most interesting groups of chemical
compounds. They are of interest to many scientists because
they show biological properties (Nijveldt ef al., 2001; Williams
et al., 2004). Natural and synthetic flavonoids have a wide
range of antioxidant, anti-allergic, anti-inflammatory, anti-
microbial, anti-coagulant, anti-cholesterol or anti-cancer

CID OPEN & ACCESS activities (Czaplifiska ef al., 2012).
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2. Structural commentary

The molecular structures of I and II are shown in Fig. 1. The
main chroman skeleton of each molecule consists of a benzene
ring fused with a pyran ring. In position 3 of the chroman
moiety, a para-hydroxybenzylidene (I) or a meta-hydroxy-
benzylidene (II) substituent is connected to give the E-isomer,
similar to the previously mentioned structure (Kupcewicz, et
al., 2013). Moreover in compound II, the chroman moiety is
subsituted at position 2 by a phenyl ring. The pyran rings
adopt an envelope conformation with puckering parameters
Or=0371 (2) A, ¢, = 233.8 (4)°, 6, = 120.0 (3)° for I, and O
=0.423 (3) A, 0, =659 (5)°, 6, = 58.5 (4)° for II. The dihedral
angles between the hydroxybenzylidene rings and the main
chroman skeleton are 47.54 (8) and 69.46 (12)°, respectively,
for I and II (Fig. 2).

3. Supramolecular features

In the crystal packing of I, molecules are connected into layers
parallel to the bc plane vie C—H..--O and O—H---O
hydrogen bonds (Table 1, Fig. 3). The stability of the layers is
further enhanced by m—m stacking interactions occurring
between the benzene rings fused with the pyran rings and the

(a)

Figure 1
The molecular structures of compounds I and II with displacement
ellipsoids drawn at the 50% probability level.

Table 1 .

Hydrogen-bond geometry (A, °) for 1.

D—H.--A D—H H---A D---A D—H---A
Cl1—H11.--03" 0.95 2.55 3.264 (2) 132
Cl1—Hl11---03" 0.95 2.52 3.194 (2) 129
O3—H3-.-04" 0.84 1.85 2.6852 (19) 172
C2—H2A---01" 0.99 2.53 3.397 (3) 147
CIl1—H11.--04 0.95 245 2.818 (2) 103

Symmetry codes: (i) x — 1, —y +1,z =% (i) x, -y + 3,z =% (i) x+1, -y + 4,2+ %
(ivyx—1,y,z.

aromatic rings of adjacent hydroxybenzylidene groups
(Table 2). In the crystal packing of II, molecules are also
linked by O—H- - -O and C—H- - -O hydrogen bonds (Table 3,
Fig. 4) into layers parallel to the ab plane.

4. Database survey

A search of the Cambridge Structural Database (CSD version
5.40, last update November 2018; Groom et al., 2016) using the
scheme presented in Fig. 5 found 41 chromanone (Ishikawa et
al., 2013a,b; Zimmerman et al., 2015; Marx, Suresh et al., 2007,
Katrusiak et al., 1987; Brien et al., 2012; Suresh et al., 2007;
Boonsri et al., 2005; Biruntha et al., 2018; Talhi et al., 2016; Wu,
Liu et al., 2011; Marx et al., 2008; Cheng et al., 2011; Valkonen
et al.,2012; Lepitre et al., 2017; Gopaul, Shaikh, Koorbanally et
al., 2012; Gopaul, Koorbanally et al., 2012; Marx, Manivannan
et al.,2007; Suresh et al., 2007; Marx et al., 2008; Hassaine et al.,
2016; Chantrapromma et al., 2006; Zhang et al., 2012; Augus-
tine et al., 2008; Gopaul, Shaikh, Ramjugernath et al., 2012;
Gopaul & Koorbanally, 2012; Zhang et al., 2013) and four
flavanone structures (Zhong et al., 2013; Kupcewicz et al., 2013;
Wu, Zeng et al., 2011; Monserrat et al., 2013). In the flavanone
structures, the phenyl substituent at the C2 position is always
nearly perpendicular to the chroman moiety, with the

Figure 2
Overlay of compound I (green) and compound II (red).
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Table 2
Geometrical parameters (A, °) for the - stacking interactions for compound I.

Cg(1) and Cg(2) are the centroids of the C5-C10 and C12-C17 rings, respectively; « refers to the dihedral angle between planes (I) and (J); B refers to the angle
between the Cg(l))-Cg(J) vector and normal to plane (/); y refers to the angle between the Cg(7))-Cg(J) vector and normal to plane (J).

Cg()---Cg(J) Cg(I)_Perp Cg(J)_Perp o B 14
Cg(1)---Cg(1)! 3.8508 (13) 3.5260 (9) —3.5259 (9) 0.03 (10) 23.7 237
Cg(1)---Cg(1)" 3.8512 (13) 3.5260 (9) —3.5262 (9) 0.03 (10) 237 237
Cg(2)---Cg(2)! 3.8510 (13) 3.3739 (8) —3.3738 (8) 0.03 (10) 28.8 28.8
Cg(2)- - -Cg(2)" 3.8510 (13) 3.3740 (8) —3.3738 (8) 0.03 (10) 28.8 28.8

Symmetry codes: (i) —1 + x, y, z; (ii)) 1 + x, y, z.

Table 3 (0] H
Hydrogen-bond geometry (A, ©) for IL \Cz/.:__
H,C

D—H.--A D—H H-- A D---A D—H.--A I 1
03—H3.--04' 0.84 1.89 2728 (3) 172 /C%-\\
C17—H17- .04 0.95 2.49 3.184 (4) 130 (o34 c
C6—HG6- - -03" 0.95 2.45 3.265 (4) 143 ”
Cl1—Hl11.--04 0.95 243 2.807 (3) 103

. (o]

Figure 5

Symmetry codes: (i) —x+1, -y +1, —z+1; (i) x+1,y — 1,z

Reference moiety for database survey.

Figure 3
Partial packing of compound I showing the O—H- - -O (blue dotted lines) and C—H- - -O (cyan dotted lines) hydrogen-bonding network.

Figure 4
Partial packing of compound II showing the O—H- - -O (blue dotted lines) and C—H- - -O (cyan dotted lines) hydrogen-bonding network.
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Figure 6

View of the three-dimensional Hirshfeld surfaces of the title compounds plotted over d, o, (left) and shape-index (right); first row: compound I, second

row: compound IL

C(phen)—C2—C3—C4 torsion angle in the range 82.44-
107.90°. In both chromanone and flavanone structures, the
pyran ring adopts a slightly distorted envelope conformation.
In the 41 chromanone derivatives, the bond distances and
angles within the chroman moiety are in good agreement with
those found in compound L.

5. Experimental and theoretical lipophilicity of
compounds | and Il

Lipophilicity is one of the descriptors that is currently used in
the design of new drugs and in assessing the activity of
medicinal substances (J6zwiak et al., 2001). Most often, the
increase in lipophilicity increases the biological activity of
compounds as a result of the affinity of substances with
biological membranes and better permeability (Dotowy,
2009). However, a further increase in lipophilicity results in
greater affinity for lipids and hinders the transport of
compound molecules through the aqueous phase. That is why
it is important to choose substances with optimal hydrophobic
and hydrophilic properties and partition coefficient logP
(Dotowy, 2009).

The experimental lipophilicity (logP) of compounds I and II
was determined using the RP-TLC method. The values of
logP obtained are 2.95 and 3.98, respectively for I and II, the
difference being due to the different, bulky substituent at the
C2 position of the pyran ring. The theoretical values of lipo-
philicity (miLogP) also show the same trend, the value for
compound I is lower (miLogP = 3.14) than that for compound
II (miLogP = 4.70). This is in agreement with the values

previously reported for similar arylidenochromanone/flava-
none derivatives (Adamus-Grabicka et al., 2018). The theo-
retical values of lipophilicity were calculated using the online
Molinspiration Cheminformatics software (http://www.molin-
spiration.com). According to the ‘rule of five’ proposed by
Lipinski et al. (2001), compounds I and II may be potential
anti-cancer drugs, the most important parameters according to
Lipinski being the logP value (logP < 5) and molar mass
(< 500 Da).

6. Hirshfeld surface analysis and lipophilicity index
versus C---H contact

As the Hirshfeld surface (HS) analysis may provide useful
descriptors for QSAR study (Kupcewicz, et al., 2016) and the
lipophilicity parameter in biologically active compounds is
associated with the contribution of intermolecular interactions
to the Hirshfeld surface (Malecka & Budzisz, 2014), we
generated the Hirshfeld surfaces (Hirshfeld, 1977; Spackman
& Jayatilaka, 2009) using the CrystalExplorer program
(Turner et al., 2017) for chromone and flavanone derivatives
for which the lipophilicity parameters are available, i.e.
compound I, II, 3-(4-chlorobenzylidene)-2-phenyl-2,3-di-
hydro-4H-chromen-4-one (III; Kupcewicz et al., 2013), (E)-3-
(4-N,N-diethylaminobenzylidene)chroman-4-one (IV; Adam-
us-Grabicka et al., 2018) and (E)-3-(4-N,N-diethylamino-
benzylidene)-2-phenylchroman-4-one (V; Adamus-Grabicka
et al., 2018).

The Hirshfeld surfaces were mapped over d,om, (Fig. 6).
The red, white and blue regions visible on the d, ., surfaces
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Acta Cryst. (2019). E75, 1907—-1913



research communications

& d Jd

= i T 5 5
1.2%
e
b
TR 2 TR T 5
11.2% 0.3%

Figure 7

Fingerprint plots of the title compounds; full Hirshfeld surface (left) and delineated into H---O, H---C, C---C, and H---H contacts, showing the
percentage contributions of the contacts to the total Hirshfeld surface area of the molecules. First row: compound I; second row: compound II; third row:
3-(4-chlorobenzylidene)-2-phenyl-2,3-dihydro-4 H-chromen-4-one  (Kupcewicz et al., 2013); fourth row: (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzyl-
idene)chroman-4-one (Adamus-Grabicka et al., 2018); fifth row: (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)-2-phenylchroman-4-one (Adamus-Grabicka

et al., 2018).

indicate contacts with distances shorter, longer and equal to
the van der Waals radii. The decomposition of the HS into 2D
fingerprint plots for particular contacts is presented in Fig. 7,
together with the relative percentage of contributions of
different contacts. The dominant interaction in all derivatives
is the H---H interaction. The contribution to the Hirshfeld
surface is in the range 39.2- 55.5% for III and V. Comparing

the C- - -C contacts, we can observe a large spread of percen-
tage contribution ranging from 0.3% for V to 13.1% for
compound I. This is also reflected in the presence of m—m
stacking interactions observed in compound I (Table 2).

As in our previous studies (Matecka et al., 2014; Kupcewicz
et al., 2103), we found a relationship between the logP value
and the fraction of the Hirshfeld surface covered by different

Acta Cryst. (2019). E75, 1907-1913
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Table 4
Experimental details.

Crystal data
Chemical formula
M,

Crystal system, space group
Temperature (K)
a, b, c (A)

a By ()

V(AY)

Z

Radiation type

p (mm~)

Crystal size (mm)

Data collection

Diffractometer

Absorption correction

No. of measured, independent and
observed [I > 20(I)] reflections

Rinl o

(S0 0/A) e (AT")

Refinement

R[F? > 20(F?)], wR(F?), S
No. of reflections

No. of parameters

H-atom treatment

Apmax» Apmin (e Ai})

Ci6H1205

252.27
Monoclinic, P2,/c
120

3.8510 (2), 22.2541 (11), 13.7837 (9)
90, 96.766 (5), 90
1173.04 (11)

4

Mo Ko

0.10

0.4 x 0.2 x 0.1

STOE IPDS 2T
7027, 2413, 1618

0.050
0.628

0.048, 0.115, 1.03

2413

173

H-atom parameters constrained
0.19, —0.19

I

C2Hi605

328.37

Triclinic, PT

120

5.3969 (6), 11.6576 (16), 12.944 (2)
91.992 (12), 98.282 (10), 97.568 (10)
797.68 (19)

2

Mo Ko

0.09

0.8 x 0.2 x 0.05

STOE IPDS 2T
6849, 3281, 1804

0.077
0.628

0.068, 0.200, 0.94

3281

228

H-atom parameters constrained
0.23, —0.29

Computer programs: X-AREA and X-RED32 (Stoe & Cie, 2002), SHELXT (Sheldrick, 2015a), SHELXL2014/7 (Sheldrick, 2015b) and pubICIF (Westrip, 2010).

intermolecular interactions. The increase of logP corresponds
in fact to increasing the C.--H contribution in the Hirshfeld
surface. Furthermore, for compounds I-V, the contribution of
the O---H interaction in the Hirshfeld surface is inversely
proportional to the value of logP.

7. Synthesis and crystallization

The synthesis of compounds I and II is based on the
condensation of chromanone or flavanone with an aryl alde-
hyde in the presence of piperidine (Fig. 8). Compound I was
prepared according to a slightly modified procedure with
respect to that described in the literature (Levai & Schag,
1979). A mechanically stirred mixture of chroman-4-one
(0.01 mol), p-methoxybenzaldehyde (0.01 mol) and five drops
of piperidine was heated at 413 K in an oil bath for four h. The
progress of the synthesis was controlled by thin layer chro-
matography (TLC) using toluene/methanol (9:1 v/v) as eluent.
After cooling the reaction mixture was left for 24 h at room
temperature. The solidified product was filtered and crystal-

0y M i
. R

0. R ; .

x 0 R R
+ piperidina

ZF N gt 40T

0 3

R 0 H

Figure 8
Scheme of the synthesis of compounds I and IL. R' = H/Ph, R* = H/OH, R’
= OH/H, respectively for compound I and II.

lized from methanol. Compound I was obtained as a yellow
powder. The isolated solid was further recrystallized by slow
evaporation at room temperature of an acetone solution.
Yield: 64%, M.p.: 501-502.5K. MS (ESI'): m/z 2533
CisH,0; [M+H]". IR (KBr): 3126 (O—H), 2809 (C—
H.romar), 1652 (C=0), 1608, 1578 (C=C), 1164 (C-O—C),
751 (=C—H). 'H NMR (600 MHz, DMSO-d;) § (ppm): 5.42
(1H, s,=—CH), 6.86-7.86 (8H, m, C—H 4omat), 7.87 (2H, d, J a5
= 18 Hz C2—H), 10.12 (1H, s, OH). Analysis calculated for
Ci16H 1,03 (M = 25223 gmol ') % C: 76.18; % H: 4.81; % O:
19.01. Found % C: 75.3; % H: 5.01; % O: 19.69.

Compound II was synthesized according to the procedure
described by Pijewska et al., (1993). A mixture of 2-phenyl-
chroman-4-one (0.01 mol), 3-hydroxybenzaldehyde (0.01 mol)
and five drops of piperidine was heated under reflux in an oil
bath with mechanical stirring. The reaction proceeded at
413 K for 5 h. The progress of the reaction was controlled by
TLC (eluent: toluene/methanol, 9:1 v/v). After cooling at
room temperature, the mixture was dissolved in methanol.
After 24 h compound II precipitated as a light-cream fine
crystalline powder and was purified by crystallization from
methanol. Crystal suitable for X-ray analysis were obtained by
slow evaporation of an ethanol solution at room temperature.
Yield: 52.4%. M.p.. 482-483K. MS (ESI'): m/z 3292
Cp,His0; [M+H]". IR (KBr): 3297 (O—H), 3054 (C—
Haromat), 2351 (C—Hapn), 1663 (C=0), 1608, 1590, 1504
(C=C), 1141 (C—0—C), 757 (=C—H). '"H NMR (600 MHz,
DMSO-ds) § (ppm): 6.57 (1H, s, C2—H), 5.69 (1H, s, =—CH)),
6.89-7.91 (14H, m, CHguromar), 8.12 (1H, s, OH). Analysis
calculated For C,,H;s0; (M = 328.19 gmol_l) %C: 80.51;

1912 Ssuchojad etal. + Cy¢H;,05 and CooHi60;
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%H: 4.87; % O: 14.62. Found %C: 79.99; %H: 5.11; % O:
14.90.

8. Refinement

Crystal data, data collection and structure refinement details
are summarized in Table 4. All hydrogen atoms were fixed
geometrically at calculated positions (O—H =0.84 A,C—H =
0.95-0.99 A) and refined as riding model with Ug,(H) =
1.5U¢q(O) or 1.2U.4(C). A rotating model was used for the
hydroxy groups.
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Crystal structures of (F)-3-(4-hydroxybenzylidene)chroman-4-one and (F)-3-(3-
hydroxybenzylidene)-2-phenylchroman-4-one

Kamil Suchojad, Anna Dolega, Angelika Adamus-Grabicka, Elzbieta Budzisz and Magdalena
Matecka

Computing details

For both structures, data collection: X-AREA (Stoe & Cie, 2002); cell refinement: X-AREA (Stoe & Cie, 2002); data
reduction: X-4REA (Stoe & Cie, 2002), X-RED32 (Stoe & Cie, 2002); program(s) used to solve structure: SHELXT
(Sheldrick, 2015a); program(s) used to refine structure: SHELXL2014/7 (Sheldrick, 2015b); software used to prepare
material for publication: SHELXL2014/7 (Sheldrick, 2015b), publCIF (Westrip, 2010).

(E)-3-(4-Hydroxybenzylidene)chroman-4-one (1)

Crystal data
Ci6H1205 D,=1.428 Mgm™
M,=25227 Melting point: 220 K

Monoclinic, P2/c
a=3.8510(2) A
b=122.2541 (1) A
c=13.7837 (9 A
£=96.766 (5)°
V'=1173.04 (11) A3
Z=4

F(000) =528

Data collection

STOE IPDS 2T
diffractometer

Radiation source: GeniX Mo, 0.05 x 0.05 mm2
microfocus

Detector resolution: 6.67 pixels mm'!

rotation method, w scans

7027 measured reflections

Refinement

Refinement on F?
Least-squares matrix: full
R[F?>20(F*)] =0.048
wR(F?)=0.115

§=1.02

2413 reflections

173 parameters

0 restraints

Mo Ka radiation, 1 = 0.71073 A
Cell parameters from 219 reflections
0=4.1-28.9°

4 =0.10 mm™

T=120K

Needle, light-yellow

0.4 x0.2 x0.1 mm

2413 independent reflections
1618 reflections with > 20([)
R =0.050

Omax = 26.5°, Opin = 3.7°
h=-4—4

k=-27-27

I=-16—17

Primary atom site location: difference Fourier
map

Secondary atom site location: difference Fourier
map

Hydrogen site location: inferred from
neighbouring sites

H-atom parameters constrained
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w = 1/[*(F:2) + (0.0546P) + 0.2287P]
where P = (F 2 +2F2)/3
(A6 )max < 0.001

Apmx=0.19 ¢ A7
Apmin=—0.19 ¢ A

Special details

Geometry. All esds (except the esd in the dihedral angle between two 1.s. planes) are estimated using the full covariance
matrix. The cell esds are taken into account individually in the estimation of esds in distances, angles and torsion angles;
correlations between esds in cell parameters are only used when they are defined by crystal symmetry. An approximate
(isotropic) treatment of cell esds is used for estimating esds involving L.s. planes.

Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters (42)

X y z Usiso™ Ueq

03 0.5127 (4) 0.21588 (6) 0.68339 (10) 0.0282 (4)
H3 0.5952 0.1823 0.6701 0.042%*
04 —0.1988 (4) 0.39218 (6) 0.15977 (10) 0.0304 (4)
0O1 0.2599 (4) 0.50810 (6) 0.36926 (10) 0.0252 (4)
C9 0.1347 (5) 0.52849 (8) 0.27851 (14) 0.0217 (4)
C17 0.3626 (5) 0.25884 (8) 0.42639 (15) 0.0218 (4)
H17 0.4012 0.2441 0.3639 0.026*
C3 0.0393 (5) 0.40641 (8) 0.32620 (14) 0.0207 (4)
Cl4 0.2335 (5) 0.29994 (8) 0.60754 (15) 0.0216 (4)
H14 0.1846 0.3135 0.6698 0.026*
Cl1 0.0949 (5) 0.34735 (8) 0.34238 (15) 0.0219 (4)
H11 0.0614 0.3229 0.2856 0.026*
C10 —0.0381 (5) 0.49118 (8) 0.20685 (15) 0.0217 (4)
C12 0.1982 (5) 0.31486 (8) 0.43307 (14) 0.0200 (4)
Cl13 0.1298 (5) 0.33398 (8) 0.52539 (15) 0.0219 (4)
H13 0.0104 0.3709 0.5318 0.026*
C8 0.2011 (6) 0.58826 (9) 0.25768 (15) 0.0256 (5)
H8 0.3229 0.6133 0.3061 0.031%*
Cl15 0.4089 (5) 0.24590 (8) 0.59954 (15) 0.0208 (4)
C7 0.0889 (6) 0.61086 (9) 0.16621 (16) 0.0277 (5)
H7 0.1330 0.6518 0.1523 0.033*
C4 —0.0782 (5) 0.42671 (9) 0.22612 (14) 0.0216 (4)
C2 0.0920 (6) 0.45481 (8) 0.40230 (15) 0.0227 (4)
H2A —-0.1381 0.4662 0.4220 0.027*
H2B 0.2363 0.4387 0.4607 0.027*
C6 —0.0882 (6) 0.57486 (9) 0.09380 (16) 0.0283 (5)
Hé6 —0.1649 0.5909 0.0311 0.034*
C5 —0.1499 (6) 0.51545 (9) 0.11493 (15) 0.0249 (5)
H5 —0.2708 0.4906 0.0661 0.030*
Cl6 0.4693 (5) 0.22483 (8) 0.50797 (15) 0.0217 (4)
H16 0.5830 0.1874 0.5018 0.026*
Atomic displacement parameters (42)

Ull []22 U33 U12 U13 L]23
03 0.0407 (9) 0.0236 (7) 0.0200 (8) 0.0065 (7) 0.0022 (7) 0.0031 (6)
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04 0.0459 (10) 0.0235 (7) 0.0198 (8) ~0.0049 (7) ~0.0044 (7) ~0.0004 (6)
o1 0.0305 (8) 0.0209 (7) 0.0231 (8) ~0.0046 (6) ~0.0020 (6) 0.0006 (6)
C9 0.0221 (11) 0.0231 (10) 0.0200 (11) 0.0031 (8) 0.0023 (8) 0.0014 (8)
c17 0.0266 (11) 0.0229 (10) 0.0160 (10) ~0.0013 (8) 0.0025 (8) ~0.0018 (8)
C3 0.0204 (10) 0.0223 (9) 0.0190 (11) ~0.0003 (8) 0.0015 (8) 0.0008 (8)
Cl4 0.0257 (11) 0.0199 (9) 0.0192 (11) ~0.0036 (8) 0.0030 (8) ~0.0029 (7)
Cll 0.0229 (11) 0.0242 (10) 0.0179 (11) ~0.0002 (8) ~0.0003 (8) ~0.0023 (8)
C10 0.0240 (11) 0.0200 (9) 0.0212 (11) 0.0025 (8) 0.0036 (9) 0.0006 (8)
c12 0.0205 (10) 0.0215 (9) 0.0178 (10) ~0.0019 (8) 0.0009 (8) ~0.0008 (8)
C13 0.0218 (10) 0.0192 (10) 0.0245 (11) ~0.0005 (8) 0.0015 (8) ~0.0001 (8)
C8 0.0271 (12) 0.0228 (10) 0.0276 (12) ~0.0012 (8) 0.0052 (9) ~0.0029 (8)
C15 0.0228 (10) 0.0198 (9) 0.0190 (10) ~0.0023 (8) ~0.0010 (8) 0.0035 (8)
c7 0.0345 (13) 0.0200 (10) 0.0303 (13) 0.0021 (9) 0.0111 (10) 0.0028 (8)
c4 0.0235 (11) 0.0234 (10) 0.0169 (11) 0.0013 (8) ~0.0014 (8) ~0.0001 (8)
c2 0.0280 (11) 0.0203 (9) 0.0193 (11) ~0.0016 (8) 0.0000 (9) 0.0005 (8)
c6 0.0326 (12) 0.0275 (11) 0.0256 (12) 0.0066 (9) 0.0070 (9) 0.0055 (9)
cs 0.0285 (12) 0.0250 (10) 0.0211 (11) 0.0024 (8) 0.0024 (9) ~0.0008 (8)
C16 0.0249 (11) 0.0169 (9) 0.0231 (11) 0.0006 (8) 0.0024 (9) ~0.0005 (8)

Geometric parameters (A, ©)

03—CI5 1.354 (2) Cl1—HI1 0.9500
03—H3 0.8400 C10—C5 1.398 (3)
04—C4 1.242 (2) C10—C4 1.471 (3)
01—C9 1.364 (2) Cl2—Cl13 1.396 (3)
01—C2 1.450 (2) C13—HI3 0.9500
C9—C8 1.391 (3) Cc8—C7 1.379 (3)
C9—C10 1.397 (3) C8—H8 0.9500
C17—C16 1.378 (3) C15—Cl16 1.392 (3)
Cl17—C12 1.406 (3) C7—C6 1.394 (3)
C17—H17 0.9500 C7—H7 0.9500
c3—Cl1 1.346 (3) C2—H2A 0.9900
C3—C4 1.471 (3) C2—H2B 0.9900
c3—C2 1.501 (3) C6—C5 1.381 (3)
Cl4—C13 1.382 (3) C6—H6 0.9500
Cl4—Cl5 1.390 (3) C5—HS 0.9500
Cl4—Hl14 0.9500 Cl6—HI16 0.9500
Cl1—CI2 1.458 (3)

C15—03—H3 109.5 C7—C8—H8 120.3
C9—01—C2 115.95 (15) C9—C8—HS 120.3
01—C9—C8 116.97 (18) 03—C15—Cl4 117.16 (18)
01—C9—C10 122.55 (17) 03—C15—Cl16 122.95 (18)
C8—C9—C10 120.40 (18) Cl4—C15—C16 119.89 (18)
Cl16—C17—Cl12 121.80 (19) C8—C7—C6 121.30 (19)
Cl16—C17—HI17 119.1 C8—C7—H7 119.4
C12—C17—HI17 119.1 C6—C7—H7 119.4
Cl11—C3—C4 118.72 (18) 04—C4—C10 120.57 (18)
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C11—C3—C2 125.41 (18) 04—C4—C3 123.19 (18)
C4—C3—C2 115.86 (16) C10—C4—C3 116.22 (17)
C13—C14—C15 120.37 (19) 01—C2—C3 113.35 (16)
C13—C14—H14 119.8 0O1—C2—H2A 108.9
C15—Cl14—H14 119.8 C3—C2—H2A 108.9
C3—CI11—C12 130.40 (19) 0O1—C2—H2B 108.9
C3—CI11—H11 114.8 C3—C2—H2B 108.9
Cl12—Cl11—H11 114.8 H2A—C2—H2B 107.7
C5—C10—C9 118.78 (18) C5—C6—C7 118.8 (2)
C5—C10—C4 120.86 (18) C5—C6—H6 120.6
C9—C10—C4 120.22 (18) C7—C6—H6 120.6
C13—C12—C17 117.70 (18) C6—C5—C10 121.3 (2)
C13—C12—C11 124.65 (18) C6—C5—HS5 119.4
C17—C12—C11 117.57 (17) C10—C5—HS5 119.4
C14—C13—C12 120.83 (18) C17—C16—C15 119.31 (18)
C14—C13—H13 119.6 C17—Cl16—HI16 120.3
C12—C13—H13 119.6 C15—Cl16—HI16 120.3
C7T—C8—C9 119.48 (19)

Hydrogen-bond geometry (4, °)

D—H-4 D—H H--4 DA D—H-4
Cl1—HI11--03! 0.95 2.55 3.264 (2) 132
CI1—HI11--03t 0.95 2.52 3.194 (2) 129
O3—H3--O4ii 0.84 1.85 2.6852 (19) 172
C2—H24--01" 0.99 2.53 3.397 (3) 147
Cl11—H11--04 0.95 2.45 2.818 (2) 103
Symmetry codes: (i) x—1, —y+1/2, z—1/2; (ii) x, —y+1/2, z—1/2; (iii) x+1, —y+1/2, z+1/2; (iv) x—1, y, z.
(E)-3-(3-Hydroxybenzylidene)-2-phenylchroman-4-one (I1)

Crystal data

C»H 60; F(000) =344

M,=328.37 Dy=1.367 Mg m™

Triclinic, P1 Melting point: 210 K

a=5.3969 (6) A Mo Ka radiation, A =0.71073 A

b=11.6576 (16) A
c=12.944 (2) A
a=91.992 (12)°
B=98.282 (10)°
y=97.568 (10)°
V'=1797.68 (19) A3
7Z=2

Data collection

STOE IPDS 2T
diffractometer

Radiation source: GeniX Mo, 0.05 x 0.05 mm2
microfocus

Detector resolution: 6.67 pixels mm'!

Cell parameters from 3650 reflections

6=3.5-29.5°

4 =0.09 mm™
T=120K
Plate, colourless

0.8 x 0.2 x 0.05 mm

rotation method, w scans
6849 measured reflections
3281 independent reflections
1804 reflections with 1> 20([)

Rine=0.077
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max = 20.5°, Opin = 3.5°

h=—-6—6

Refinement

Refinement on F?
Least-squares matrix: full
R[F?>20(F?)] = 0.068

WR(F?) = 0.200
5=10.94

3281 reflections

228 parameters
0 restraints

Primary atom site location: difference Fourier

map

Special details

k=-13—14
[=-16—16

Secondary atom site location: difference Fourier
map

Hydrogen site location: inferred from
neighbouring sites

H-atom parameters constrained

w = 1/[c*(F,?) + (0.1159P)]
where P = (F,2 +2F2)/3

(A/0)max < 0.001

Apmx =023 e A3

Apmin=—0.29 ¢ A3

Geometry. All esds (except the esd in the dihedral angle between two l.s. planes) are estimated using the full covariance
matrix. The cell esds are taken into account individually in the estimation of esds in distances, angles and torsion angles;
correlations between esds in cell parameters are only used when they are defined by crystal symmetry. An approximate
(isotropic) treatment of cell esds is used for estimating esds involving L.s. planes.

Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters (42)

X y z Uiso*/Ueq
o1 0.1107 (4) 0.13471 (17) 0.24184 (16) 0.0423 (6)
04 0.7889 (4) 0.30522 (17) 0.39197 (16) 0.0432 (6)
03 —0.1593 (4) 0.6939 (2) 0.44060 (17) 0.0503 (6)
H3 —0.0545 0.6964 0.4956 0.075%*
C10 0.5289 (5) 0.1266 (2) 0.3391 (2) 0.0365 (7)
C17 0.1145 (5) 0.5660 (2) 0.3820 (2) 0.0390 (7)
H17 0.1940 0.5611 0.4518 0.047*
9 0.2888 (5) 0.0736 (3) 0.2913 (2) 0.0386 (7)
C3 0.3849 (5) 0.3163 (3) 0.2945 (2) 0.0378 (7)
c7 0.3920 (6) —0.1113 (3) 0.3446 (2) 0.0453 (8)
H7 0.3455 —0.1925 0.3474 0.054*
cs 0.6977 (6) 0.0575 (3) 0.3885 (2) 0.0405 (7)
H5 0.8608 0.0925 0.4207 0.049%*
c4 0.5884 (5) 0.2528 (3) 0.3452 (2) 0.0370 (7)
Cls ~0.1803 (6) 0.6487 (3) 0.2598 (2) 0.0431 (8)
H15 —0.3077 0.6973 0.2454 0.052%*
C16 ~0.0743 (5) 0.6358 (3) 0.3619 (2) 0.0401 (7)
Cll 0.3763 (5) 0.4240 (3) 0.3311 (2) 0.0385 (7)
H11 0.5114 0.4544 0.3843 0.046*
Cl12 0.1891 (5) 0.5030 (2) 0.3014 (2) 0.0378 (7)
C8 0.2210 (6) —0.0459 (3) 0.2943 (2) 0.0431 (7)
H8 0.0587 —0.0818 0.2620 0.052%*
C13 0.0823 (6) 0.5165 (3) 0.1989 (3) 0.0442 (8)
H13 0.1332 0.4755 0.1427 0.053*
Cl4 ~0.0998 (6) 0.5905 (3) 0.1791 (2) 0.0440 (8)
H14 —0.1694 0.6010 0.1090 0.053*
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C2 0.2058 (5) 0.2476 (2) 0.2083 (2) 0.0376 (7)
H2 0.0587 0.2908 0.1899 0.045%*
C21 0.3266 (5) 0.2321 (3) 0.1100 (2) 0.0387 (7)
C22 0.2451 (7) 0.1373 (3) 0.0408 (2) 0.0517 (9)
H22 0.1084 0.0819 0.0531 0.062*
C6 0.6322 (6) —0.0602 (3) 0.3915 (2) 0.0440 (8)
H6 0.7491 —0.1062 0.4251 0.053*
C26 0.5228 (6) 0.3134 (3) 0.0894 (2) 0.0493 (8)
H26 0.5783 0.3797 0.1357 0.059%
C23 0.3612 (8) 0.1222 (3) —0.0467 (3) 0.0632 (11)
H23 0.3042 0.0566 —0.0938 0.076*
C24 0.5596 (7) 0.2024 (4) —0.0654 (3) 0.0593 (10)
H24 0.6417 0.1913 —0.1244 0.071%*
C25 0.6382 (6) 0.2991 (3) 0.0022 (3) 0.0558 (9)
H25 0.7716 0.3556 —-0.0114 0.067*
Atomic displacement parameters (4?)

Ull U22 U33 U12 U13 U23
Ol 0.0412 (11) 0.0325 (12) 0.0520 (13) 0.0005 (9) 0.0064 (10) 0.0075 (10)
04 0.0394 (11) 0.0355 (12) 0.0525 (13) 0.0035 (10) 0.0017 (10) —0.0001 (10)
03 0.0553 (13) 0.0463 (14) 0.0510 (13) 0.0193 (11) 0.0022 (10) 0.0025 (11)
C10 0.0432 (16) 0.0317 (17) 0.0372 (15) 0.0082 (13) 0.0115 (13) 0.0044 (12)
C17 0.0413 (16) 0.0267 (16) 0.0469 (17) 0.0024 (13) 0.0014 (13) 0.0043 (13)
C9 0.0412 (16) 0.0344 (17) 0.0416 (16) 0.0037 (13) 0.0122 (13) 0.0036 (13)
C3 0.0397 (15) 0.0375 (17) 0.0372 (16) 0.0058 (13) 0.0083 (13) 0.0043 (13)
C7 0.0550 (19) 0.0309 (17) 0.0522 (19) 0.0020 (15) 0.0195 (15) 0.0020 (14)
C5 0.0438 (16) 0.0377 (18) 0.0419 (16) 0.0075 (14) 0.0108 (13) 0.0049 (13)
C4 0.0406 (16) 0.0363 (17) 0.0343 (15) 0.0048 (14) 0.0077 (13) —0.0015 (12)
Cl15 0.0397 (16) 0.0345 (17) 0.0538 (18) 0.0054 (13) 0.0007 (14) 0.0081 (14)
Cl16 0.0428 (16) 0.0294 (16) 0.0478 (18) 0.0044 (13) 0.0063 (14) 0.0033 (13)
Cl1 0.0410 (16) 0.0328 (17) 0.0426 (16) 0.0055 (13) 0.0082 (13) 0.0057 (13)
Cl2 0.0383 (15) 0.0275 (16) 0.0469 (17) 0.0018 (13) 0.0053 (13) 0.0053 (13)
C8 0.0455 (16) 0.0343 (18) 0.0504 (18) 0.0023 (14) 0.0134 (14) 0.0009 (14)
C13 0.0481 (17) 0.0372 (18) 0.0479 (17) 0.0061 (14) 0.0079 (14) 0.0074 (14)
Cl4 0.0477 (17) 0.0373 (18) 0.0473 (18) 0.0074 (14) 0.0055 (14) 0.0087 (14)
C2 0.0374 (15) 0.0285 (16) 0.0463 (17) 0.0015 (12) 0.0063 (13) 0.0070 (13)
C21 0.0391 (15) 0.0376 (17) 0.0390 (16) 0.0077 (13) 0.0016 (13) 0.0051 (13)
C22 0.064 (2) 0.041 (2) 0.0476 (19) 0.0048 (17) 0.0052 (16) —0.0032 (15)
C6 0.0511 (18) 0.0351 (18) 0.0492 (18) 0.0124 (14) 0.0117 (15) 0.0086 (14)
C26 0.0465 (18) 0.058 (2) 0.0433 (18) 0.0043 (16) 0.0078 (15) 0.0034 (16)
C23 0.087 (3) 0.057 (2) 0.046 (2) 0.023 (2) 0.0006 (19) —0.0052 (17)
C24 0.059 (2) 0.079 (3) 0.0456 (19) 0.032 (2) 0.0082 (17) 0.0074 (19)
C25 0.0512 (19) 0.070 (3) 0.0469 (19) 0.0052 (18) 0.0094 (15) 0.0139 (18)
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Geometric parameters (A, ©)

01—C9
01—C2
04—C4
03—Cl16
03—H3
C10—Cs
C10—C9
C10—C4
C17—C12
C17—Cl16
C17—H17
C9—C8
C3—Cl11
C3—C4
C3—C2
C7—C8
C7—C6
C7—H7
C5—C6
C5—H5
C15—Cl14
C15—Cl16

C9—O01—C2
Cl16—03—H3
C5—C10—C9
C5—C10—C4
C9—C10—C4
C12—C17—Cl16
C12—C17—H17
Cl6—C17—H17
01—C9—C8
01—C9—C10
C8—C9—C10
Cl11—C3—C4
Cl11—C3—C2
C4—C3—C2
C8—C7—C6
C8—C7—H7
C6—C7—H7
C6—C5—C10
C6—C5—HS
C10—C5—HS5
04—C4—C10
04—C4—C3
C10—C4—C3

1.369 (3)
1.453 (3)
1.234 (3)
1.370 (4)
0.8400

1.397 (4)
1.405 (4)
1.460 (4)
1.392 (4)
1.388 (4)
0.9500

1.396 (4)
1.335 (4)
1.492 (4)
1.499 (4)
1.380 (4)
1.396 (4)
0.9500

1.374 (4)
0.9500

1.378 (4)
1.383 (4)

115.9 (2)
109.5
118.8 (3)
121.1 3)
119.8 (2)
120.9 (3)
119.5
119.5
117.0 (3)
122.8 (3)
120.2 (3)
118.3 (3)
127.3 3)
114.4 (2)
121.1 3)
119.5
119.5
1212 (3)
119.4
119.4
1232 (3)
1212 (3)
115.6 (3)

C15—HI5
Cl1—C12
Cl1—HI11
C12—C13
C8—HS8
C13—Cl14
CI3—HI13
Cl14—H14
Cc2—C21
C2—H2
C21—C22
C21—C26
C22—C23
C22—H22
C6—H6
C26—C25
C26—H26
C23—C24
C23—H23
C24—C25
C24—H24
C25—H25

C7—C8—HS
C9—C8—HS8
C12—C13—C14
C12—C13—H13
C14—C13—H]13
C15—C14—C13
C15—C14—H14
C13—C14—H14
01—C2—C3
01—C2—C21
C3—C2—C21
01—C2—H2
C3—C2—H2
C21—C2—H2
C22—C21—C26
C22—C21—C2
C26—C21—C2
C21—C22—C23
C21—C22—H22
C23—C22—H22
C5—C6—C7
C5—C6—H6
C7—C6—H6

0.9500
1.475 (4)
0.9500
1.391 (4)
0.9500
1.393 (4)
0.9500
0.9500
1.526 (4)
1.0000
1.381 (4)
1.388 (4)
1.387 (5)
0.9500
0.9500
1.381 (4)
0.9500
1.381 (5)
0.9500
1.383 (5)
0.9500
0.9500

120.3
120.3
119.7 (3)
120.1
120.1
121.0 3)
119.5
119.5
111.0 2)
109.4 (2)
112.3 (2)
108.0
108.0
108.0
118.9 (3)
121.1 3)
120.1 (3)
120.6 (3)
119.7
119.7
119.3 (3)
120.3
120.3
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Cl14—C15—Cl16 119.6 (3) C25—C26—C21 120.7 (3)
C14—C15—H15 120.2 C25—C26—H26 119.6
Cl16—C15—H15 120.2 C21—C26—H26 119.6
03—C16—C15 118.4 (2) C24—C23—C22 120.1 (3)
03—C16—C17 121.8 (3) C24—C23—H23 120.0
C15—C16—C17 119.8 (3) C22—C23—H23 120.0
C3—Cl11—C12 129.9 (3) C23—C24—C25 119.7 (3)
C3—CI11—H11 115.1 C23—C24—H24 120.2
C12—C11—HI11 115.1 C25—C24—H24 120.2
C17—C12—C13 118.9 (2) C26—C25—C24 120.0 (4)
Cl17—C12—Cl11 117.1 (3) C26—C25—H25 120.0
C13—C12—Cl1 124.1 (3) C24—C25—H25 120.0
C7—C8—C9 119.4 (3)

Hydrogen-bond geometry (4, °)

D—H-4 D—H H-4 DA D—H-4
0O3—H3--04 0.84 1.89 2.728 (3) 172
C17—H17--04! 0.95 2.49 3.184 (4) 130
C6—H6-+-03' 0.95 2.45 3.265 (4) 143
Cl11—H11--04 0.95 243 2.807 (3) 103

Symmetry codes: (i) —x+1, —p+1, —z+1; (ii) x+1, y—1, z.
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Publikacja 3

3. Biological evaluation of 3-benzylidenechromanones and their

spiropyrazolines-based analogues
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3.1. Badania biologiczne analogow 3-benzylidenochromanonow
i spiropirazolin

Ostatnia z cyklu praca dotyczyla badania aktywnos$ci biologicznej analogow
pirazolin skondensowanych z chromanonem lub flawanonem. W publikacji oméwiono
dwanascie zwigzkow w celu poréwnania ich aktywnosci biologicznej, z czego dziesigé
z nich zostalo zsyntezowanych jako pary: 3-benzylidenochromanony/flawanony
podstawione réznymi grupami funkcyjnymi i1 spiropirazoliny. Synteza zwigzkoéw
spiro-1-pirazolin  polegata na  reakcji  odpowiednich  pochodnych  3-
benzylidenochromanonéw z eterowym roztworem diazometanu w temperaturze 0°C.
Produkt wypadat zwykle po 24 — 48 godzinach przechowywania kolby w zamrazarce.
Kazdy z otrzymanych zwigzkéw scharakteryzowano metodami fizykochemicznymi i
przeprowadzono badanie cytotoksyczno$ci, sprawdzono oddzialywanie z blonami
erytrocytOow oraz wyznaczono parametr lipofilowosci. Dla wybranych zwigzkow
wykazujacych najbardziej obiecujace dziatanie cytotoksyczne przeprowadzono analize
cyklu komoérkowego oraz trawienie plazmidowego DNA. Aktywno$¢ cytotoksyczng
oznaczono testem MTT wobec czterech nowotworowych linii komorkowych: HL-60
(biataczka promielocytowa), NALM-6 (ostra bialaczka limfoblastyczna), WM-115
(czerniak) oraz COLO-205 (rak okreznicy). Wyniki wskazuja, ze pirazoliny
skondensowane z flawanonem (zwigzek 2, 6, 10) dziataja najbardziej cytotoksycznie
wobec komoérek nowotworowych sposrdd innych badanych zwiazkdéw. Porownujac
aktywnosc¢ biologiczng par 3-benzylidenoflawanon — spiroflawanon mozna zauwazyc¢,
ze to zwigzki spiro dziataja bardziej toksycznie na komoérki nowotworowe niz
arylidenoflawanony. W przypadku zwigzku numer 6 Sytuacja jest nieco inna,
poniewaz dziala on lepiej niz zwigzek 5 tylko na linig COLO-205 natomiast
w przypadku komoérek HL-60 nie wykazuje cytotoksycznosci. Niestety wsrod par
arylidenochromanonéw — spirochromanondéw nie mozna zaobserwowac podobnej
tendencji. Zwiazki 4 1 8 wykazuja wysoka wartos¢ ICso W poréwnaniu do ich
pochodnych 3 i 7. Jedynie wobec linii komérkowej COLO-205 zwigzek 4 wykazuje
o$miokrotnie wyzszg cytotoksyczno$¢ niz zwigzek 3. W porownani do zwigzkow
referencyjnych podobnych strukturalnie prawie wszystkie zsyntezowane zwigzki
wykazuja bardziej toksyczne dziatanie na komorki nowotworowe. Biorac pod uwage

cisplatyng znang od lat w leczeniu nowotwordéw to lepiej dzialaja na komorki

51



Porownanie aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych pirazolin skondensowanych

z chromanonem lub flawanonem: synteza i badanie wiasciwosci fizykochemicznych

czerniaka zwiazki 2, 7, 9, 11, 12, natomiast na raka okreznicy dzialanie bardziej
cytotoksyczne wykazuja 1, 2, 4, 7. Wszystkie badane zwigzki zostaly poddane ocenie
hemokompatybilnosci. W wyzszych stezeniach niektore zwigzki zwigkszaty tempo
hemolizy, jednak wartoSci te nie przekroczyly 5%, co oznacza, ze nie wystepuje
ryzyko patologicznej hemolizy w warunkach in vivo. W celu uzupetnienia
powyzszych badan przeprowadzono ocene morfologii erytrocytow. Ekspozycja
krwinek czerwonych in vitro na roézne stezenia badanych zwigzkow spowodowata
powstawanie echinocytow. Niemniej jednak proces transformacji erytrocytow
dwuwklestych w echinocyty zachodzi naturalnie w naczyniach krwiono$nych i wynika
z wprowadzenia ksenobiotykéw do zewngtrznej monowarstwy btony erytrocytow.
Poniewaz jest to proces odwracalny spowodowany szeregiem czynnikOw
fizykochemicznych, mozna zatozy¢, ze badane zwiazki nie wptywaja na erytrocyty w
sposob patologiczny. W kolejnym etapie zbadano wplyw wybranych zwiazkow na
postep cyklu komoérkowego w komorkach biataczki HL-60. Wybrano zwigzki
dziatajace najbardziej cytotoksycznie oraz kwercetyne jako zwigzek referencyjny.
Badane zwiazki indukowaty blok mitozy w fazie G2/M. Najlepszy wynik i zblizony
do kwercetyny zaobserwowano dla zwigzkéw 2, 10, 11 i 12. W obecnos$ci tych
zwigzkow okoto 50%—60% komodrek nowotworowych zostalo zatrzymanych w fazie
G2/M. Wyniki te potwierdzaja, ze badane zwiazki maja silny wplyw na cykl
komorkowy 1 zatrzymuja komoérki HL-60 w fazie G2/M. Struktury chemiczne
testowanych zwigzkoéw sugeruja, ze moga one interkalowac z dwuniciowymi kwasami
nukleinowymi. Aby potwierdzi¢ te¢ hipoteze, plazmidowy DNA inkubowano z
badanymi zwigzkami, a nast¢pnie trawiono endonukleazg BamH1. Plazmid pcDNA3.1
HisC zawiera unikalne miejsce restrykcyjne dla enzymu BamHI1. Pod wplywem
trawienia enzymem BamHI1 plazmid ten ulega przeksztalceniu do postaci liniowe;.
Jako kontrolg dla tego eksperymentu zastosowano daunorubicyng, ktora jest silnym
interkalatorem do dwuniciowych kwasow nukleinowych. W obecnosci daunorubicyny
praktycznie nie zaobserwowano trawienia plazmidowego DNA pod wptywem enzymu
BamH1. Zauwazono natomiast, ze w obecno$ci badanych zwigzkow plazmidowy
DNA ulega cze$ciowemu trawieniu przez enzym restrykcyjny Bam HI1. Pojawia si¢
forma liniowa plazmidu, jednakze obecna jest takze forma kolista. Wynik ten

Swiadczy, ze badane zwigzki mogg by¢ interkalatorami DNA.
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Aktywnos$¢ Dbiologiczna czasteczki zwigzku chemicznego zwigzana jest
bezposrednio z jego wiasciwosciami chemicznymi i fizycznymi. Dlatego do opisu
zalezno$ci struktura — aktywno$¢ biologiczna zwigzku zastosowano parametr
lipofilowosci opisujacy zdolnos¢ zwiazku do przenikania przez btony biologiczne.
Lipofilowo$¢ to najwazniejszy czynnik determinujacy zachowanie si¢ zwigzku
chemicznego in vivo. Wyniki logP wskazuja, ze badane zwigzki majg charakter
lipofilowy. Warto$ci wahajg si¢ od 4,08 do 5,88 dla wszystkich badanych zwigzkow z
wyjatkiem 8 (logP = 2,35), co wskazuje na mozliwy zwigzek migdzy lipofilnoscia a
strukturg chemiczng. Zwigzek 2 wykazat pewng zalezno$¢ pod wzgledem struktury i
aktywnos$ci cytotoksycznej w stosunku do zwigzku 8. Mozna to przypisaé jego
bardziej przestrzennej strukturze, w ktérej podstawnik fenylowy jest przytaczony w
pozycji  C2. Podobny trend mozna  zaobserwowa¢ dla  analogdéw
benzylideneflawanonu, wszystkie zwiazki z pierScieniem fenylowym w pozycji C2
maja wyzsze wartosci logP. Lipofilowosé zwigzku zalezy nie tylko od jego budowy
chemicznej ale réwniez obecnosci grupy funkcyjnej. Podstawnik fenylowego lub
metoksylowy zwigksza wartos¢ logP. Aktywnos$¢ biologiczna zwigzkow wzrasta wraz
z lipofilno$cig, ale nie moze przekracza¢ wartoSci maksymalnej. Zgodnie z regula
Lipinskiego i zasada drug-likeness zwiazki o wyzszej lipofilnosci moga by¢ dobrymi
kandydatami na leki. Oczywiscie nalezy przeprowadzi¢ jeszcze szereg dodatkowych
badan aby sprawdzi¢ i lepiej pozna¢ zaleznos¢ miedzy strukturg chemiczng, a
aktywnos$cig biologiczng 1 lipofilowoscia zwiazkow, ktére moga w przysztosci

zastgpi¢ dotychczas stosowane chemioterapeutyki.
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Abstract: A series of 3-benzylidenechrmanones 1, 3, 5, 7, 9 and their spiropyrazoline analogues 2, 4, 6, 8,
10 were synthesized. X-ray analysis confirms that compounds 2 and 8 crystallize in a monoclinic system
in P21/n space groups with one and three molecules in each asymmetric unit. The crystal lattice of the
analyzed compounds is enhanced by hydrogen bonds. The primary aim of the study was to evaluate
the anti-proliferative potential of 3-benzylidenechromanones and their spiropyrazoline analogues
towards four cancer cell lines. Our results indicate that parent compounds 1 and 9 with a phenyl ring
at C2 have lower cytotoxic activity against cancer cell lines than their spiropyrazolines analogues.
Analysis of IC5q values showed that the compounds 3 and 7 exhibited higher cytotoxic activity against
cancer cells, being more active than the reference compound (4-chromanone or quercetin). The results
of this study indicate that the incorporation of a pyrazoline ring into the 3-arylideneflavanone results
in an improvement of the compounds’ activity and therefore it may be of use in the search of new
anticancer agents. Further analysis allowed us to demonstrate the compounds to have a strong
inhibitory effect on the cell cycle. For instance, compounds 2, 10 induced 60% of HL-60 cells to be
arrested in G2/M phase. Using a DNA-cleavage protection assay we also demonstrated that tested
compounds interact with DNA. All compounds at the concentrations corresponding to cytotoxic
properties are not toxic towards red blood cells, and do not contribute to hemolysis of RBCs.

Keywords: 3-benzylideneflavanone/3-benzylidenechromanone; spiropyrazolines; cytotoxicity;
lipophilicity; DNA interaction

1. Introduction

The chromanones and their flavanone derivatives comprise an interesting group of compounds
because they easily react with nucleophilic reagents, the most investigated of these reactions being
those which take place with hydrazine or its analogues, resulting in the production of a five-membered
heterocyclic ring. Pyrazolines are heterocyclic compounds having two adjacent atoms within the
ring. They have only one endocyclic double bond and are basic in nature. The dihydro derivative
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of pyrazole is known as pyrazoline. Depending on the position of the double bond it can exist in
three separate forms: Al-pyrazoline (the double bond exists between the first and second nitrogen
atoms), A2-pyrazoline (the double bond occurs between the second nitrogen atom and the third carbon
atom) and A3—pyrazoline (the double bond occurs between the third and fourth carbon atom) [1].
As their chemical structure is based on the presence of electron-rich nitrogen heterocycles, they
display important biological activities [2]. Pyrazoline derivatives widely occur in nature in the form
of alkaloids, pigments and vitamins. Due to the anticancer (Figure 1A), antibacterial (Figure 1B),
antifungal (Figure 1C), anti-inflammatory (Figure 1D), and antidepressant (Figure 1E) properties of
spiropyrazole analogs, many studies have examined their biological activities [3-5]. Certain derivatives,
such as nitric oxide synthase (NOS) inhibitor (Figure 1F) and cannabinoid CB1 receptor antagonist
(Figure 1G), also demonstrate potent selective biological activity against certain receptors [6,7]. Due to
their biological activity, they have been used in the treatment of various diseases.
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Figure 1. Examples of pyrazoline analogs with biological activity: (A)-anticancer, (B)-antibacterial,
(C)-antifungal, (D)-anti-inflammatory, (E)-antidepressant, (F)—nitric oxide synthase (NOS) inhibitor
and (G)—cannabinoid CB1 receptor antagonist.
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Over the last thirty years, many methods have been developed for the synthesis of pyrazolines
and their analogues; however, while numerous such analogues have been described in the literature,
the 4,5-dihydro-1H-pyrazolines are the most often studied. Their best known method of synthesis
is based on the reaction of «,3-unsaturated ketones with hydrazines, which results in the formation
of a hydrazone, which is cyclized to form a 2-pyrazoline [8]. Much attention has been focused
on the synthesis of 3-arylidenechromanones/flavanones, which are precursors in the reaction for
obtaining 3-spiropyrazolines; these were synthesized by reacting 3-benzylidenechromanones or
3-benzylidene-flavanones with diazomethane in anhydrous acetone [9]. According to the Toth [9]
the classical synthesis of 3-arylideneflavanones/chromanones with diazomethane allows only one
stereoisomer of spiro-1-pyrazolines to be obtained.

Following on from a previous paper [10], the present study broadens our studies of the reactivity
of 3-arylideneflavanones and 3-arylidenechromanone with diazomethane on a larger number of
compounds containing various benzylidene substituents. The formation of spiro- compounds as a
result of attack by a nucleophilic reagent on the carbon of the 3-arylideneflavanone most probably
depends on the degree of electropositivity of the carbon; this would govern reactions with the various
resonance structures of diazomethane [9]. It is possible that the resonance structure of diazomethane,
with a partial negative charge on the carbon atom, may be attacked in the reaction of the formation of
3-spiropyrazolines (Scheme 1).

|
o R piperidine o R
+ —_—
OHC 1500C \ Rl
o o H
1,3,5,7,9,11,12
CHN

2,4,6,8,10

Scheme 1. The route of synthesis of the examined compounds. 1, 2: R = Ph, R; = p-OCHj3; 3, 4: R=H,
Ry =p-OCHj3; 5;6: R=Ph,R; =H;7;8: R=H, R; =H;9,10: R = Ph, R} =m-OCHj3; 11: R=Ph, R; =
p-N(C,Hs),; 12: R = H, Ry = p-N(CyHs),.

The aim of this study is to compare the cytotoxic activities of a series of chromanones/flavanones
and spiropyrazoline analogues as substrates and products of their modification reactions with
diazomethane. The compounds were tested for biological activity on four cell lines: HL-60 (human
leukemia cell line), NALM-6 (human peripheral blood leukemia cell line), WM-115 (melanoma cell
line) and COLO-205 (human colon adenocarcinoma cells). It also examines the influence of various
substituents on the lipophilicity and cytotoxic effect of the compounds, as well as their interaction with
DNA and cell cycle arrested studies. Moreover, we searched for the less toxic compounds compared
to references compounds. Both the 3-benzylidene and spiro- analogues were digested of plasmid
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DNA with BamHI restriction nuclease and the study of cell cycle phases using a flow cytometer has
been done.

Correct design and systematic examination of the structure-activity relationship of pyrazoline
compounds appears to be a good strategy for new drug design. The obtained compounds may be a
valuable basis for discovering safe potent drug candidates with lesser side effects.

2. Results and Discussion

Two structures, benzylideneflavanone and benzylidenechromanone substituted with diethylamine
group, have been examined previously in a study that compared the exacytotoxic activity of the two
compounds and checked whether they destroy erythrocyte membranes [10]. Encouraged by these
positive results, the present manuscript examines the relationship between the biological activity of the
tested compounds and their chemical structure: for this purpose ten 3-arylidenechromanone analogues
with a Al-pyrazoline ring were synthesized and their physicochemical characteristics, together with
their cytotoxicity, determined. All synthesized compounds were tested for their compatibility with
blood and whether they influenced the integrity of the erythrocyte membrane. Analogues 2, 7, 10,
11, and 12 exhibited the greatest cytotoxicity towards the tested cancer cell lines and thus were
taken for further study. The next step examined whether the compounds would inhibit digestion of
plasmid DNA in a similar way to a reference compound (daunorubicin); in addition, the compounds
were subjected to DNA interaction studies to identify the phase of the cell cycle they would block.
Finally, two analogues, 2 and 8, were chosen for further testing to describe their crystal structure and
characterize their intermolecular interactions in the crystal lattice.

2.1. Chemistry

The synthesis of the described compounds has been divided into two stages. In the first step the
compounds 1, 3, 5, 7 and 9 were prepared by a conventional reaction between 2-phenylchroman-4-one
or chroman-4-one and the appropriate aryl aldehyde. The exocyclic «,3-unsaturated ketones were
synthesized in the piperidine medium; in a second step, these unsaturated ketones were reacted
with an ethereal solution of diazomethane in anhydrous acetone to produce spiro-1-pyrazolines 2, 4,
6, 8, 10 in a regioselective and stereospecific manner (Scheme 1). The structures of all compounds
were characterized using IR, 'H- and '*C-NMR, MS spectroscopy and elemental analysis. A detailed
description of the spectra of the tested compounds is provided in the Supporting Information with the
1H- and 3C-NMR spectra (see Figures S4-513a). Part 3 (Materials and Methods) presents a detailed
description of the IR bands and signal shifts of the spectra.

2.2. X-ray Single-Crystal Structure of 2 and 8

The molecular structure of compounds 2 and 8 is shown in Figure 2. Molecules of 2 and 8 crystalize
in a monoclinic system in P2;/n; however, in 8, an asymmetric unit has three molecules. The main
chroman skeleton in 2 consists of a benzene and a pyran ring with a phenyl substituent at the C2 atom.
In addition, 4-(4-methoxyphenyl)-4,5-dihydro-3H-pyrazole is attached at the C3 position.

Molecule 8 contains a chroman skeleton with a 4-phenyl-4,5-dihydro-3H-pyrazole at position
C3. The pyran ring and 4,5-dihydro-3H-pyrazole adopt an envelope conformation in both structures,
with puckering parameters and asymmetry parameters given in Table 1 [11,12].
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OMe

(a) (b)

(c) (d)

(e)

Figure 2. The molecular structure of 2 (a) and 8 (c) with an atom numbering. The chemical structure of
2 (b) and 8 (d). Scheme. (e) represents the overlay of three molecules in the asymmetric unit in the
compound 8 crystal structure.

The crystal packing of 2 and 8 is enhanced by a network of hydrogen bonds (Figure 2). The molecules
of compound 2 are linked by four intermolecular hydrogen bonds: C12-H12A ... O1 (1/2-x,1/2 +y, 1/2 -
z),C2-H2 ... 04 (1)2 - x,—1/2 + y1/2 — z), C26-H26 ... N2 (1/2 -x,1/2 +y,1/2 — z), C11-H11... N1 (1/2 -
X, 1/2 +y, 1/2 — z), which are responsible for the formation of dimers (Figure 3).
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Table 1. Ring puckering parameters with asymmetry parameters and dihedral angle between chromanone
skeleton (A/B rings) and C ring.

Compound/Molecule

5-Membered Ring Q (A) 0(°) ® (°) PAsy;r:n;e:rg) Conformation
6-Membered Ring aramete
2 0.211(2) - 108.9(3) ACs(C11) = 0.2(2) E
0.411(2) 51.2(2) 73.2(2) ACs(C10) = 5.9(2) E
8/molecule 1 0.307(2) - 288.45(4) ACs(C11) = 0.4(2) E
0.469(2) 54.0(2) 83.8(3) AC2(C2-C3) =9.5(2) distorted H
molecule 2 0.236(2) - 108.8(5) ACs(C41) = 0.2(2) E
0.431(2) 53.9(2) 78.6(3) ACs(C32) =10.5(2) distorted E
molecule 3 0.240(2) - 108.8(5) ACs(C61) = 0.1(2) E
0.414(2) 53.9(3) 74.7(3) ACs(C62) = 7.4(2) distorted E

Q, 6, ® puckering parameters calculated according to Cremer & Pople [11], ACs, AC2—asymmetry parameters
calculated due to Duax & Norton [12] E, B, S/B, T/B define conformations: envelope, boat, between screw-boat
& boat and between twist boat & boat. Molecule 1,2,3 (see Table 1) corresponds to three different molecules in
compound 8.

Figure 3. Partial molecular packing of 2 showing hydrogen-bonded dimers and chains.

Additionally, each molecule is linked by a C24-H24 ... O4 (1 + x, y, z) hydrogen bond forming
chains propagating along a axis. The intermolecular hydrogen bonds in crystal structure 8 produce a
3-D net of hydrogen bonds (Figure 4). The geometric parameters for the hydrogen bonds are presented
in Table 2. Additionally, it is worth mentioning that compound 2 has higher values for all tested
cytotoxic activities compared to 8 (Table 3); this is associated with its more extended spatial structure,
in which a bulky phenyl substituent is attached in the C2 position. A similar trend is observed for
benzylideneflavanone and benzylidenechromanone analogues [13]. However, taking into account the
structure 2 and 10, which are similar and differ only the position of methoxy group in phenyl fragment
cytotoxic activity is different. Therefore it could be concluded that in case of COLO-205 the position of
OCHj3; group influences on the activity (higher when m-OCHj group is attached). This trend is also
visible if we compare 2, 4 and 10 structures, for p-OCHj3 substituent cytotoxic activity (COLO-205) is
lower that for m-OCHj substituent.
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\/y

!

Figure 4. Partial molecular packing of 8 showing the 3-D network of hydrogen bonds.

Table 2. Hydrogen bond geometry in (A).

D-H H...A D...A <D-H...A

2
C12-H12A ... O1f 0.99 2.56 3.392(2) 136
C2-H2 ... O4f 1.00 2.61 3.388(2) 135
C24-H24 ... O4f 0.95 2.53 3.239(2) 131
C26-H26 ... N2i 0.95 2.74 3.416(2) 129
C11-H11... N1! 0.85 2.67 3.653(2) 180
C11-H11... Odintra  0.93 2.68 3.497(2) 147
8

Molecule 1

C6-H6 ... 01V 0.95 2.59 3.304(2) 132
Cl14-H14 ... N31 0.95 2.60 3.316(3) 133
C11-H11... Odintra  1.00 245 2.863(2) 104
Molecule 2

C32-H32A ... 034¥  0.99 247 3.373(2) 152
C36-H36 ... 0311 0.99 245 3.361(2) 161
C48-H48A ... N2V 0.99 261 3.473(2) 146
C44-H44 ... O64 0.95 2.53 3.418(2) 157
C41-H41 ... O34intra  1.00 2.45 2.799(2) 100
Molecule 3

C66-H66 ... 0611 0.95 2,57 3.281(2) 132
C71-H71 ... O6dintra  1.00 243 2.783(2) 100

symmetry code: (i) 1/2 — x, 1/2 +y, 1/2 — z; (ii): 1/2 = x,~1/2 + y,1/2 — z; (ii]): 1 + X, ¥, z; (iv): 1 + xy,2; (v): =1+ X,y, Z;
(vi): 3/2-x,1/2+y,1/2 - z.

2.3. Experimental Lipophilicity of the Synthesized Flavone Analogues

Lipophilicity is one of the most important physicochemical properties in pharmaceutical research.
It can be considered a key determinant of the pharmacokinetic properties of a drug. It is commonly
measured by the partition coefficient between water and n-octanol, being expressed as logP [14].
The coefficient logP shows the affinity of a molecule for a lipophilic environment [15,16]. Knowledge
of the partition coefficient is valuable: it is frequently used in structure-activity relationship (SAR) and
quantitative structure—activity relationship (QSAR) studies [17,18]. The experimental lipophilicity of the
synthesized compounds, viz. benzylideneflavanones, benzylidenechromanones and spiropyrazolines,
was determined using RP-TLC. The logP results indicate that the tested compounds have lipophilic
character. The logP values ranged from 4.08 to 5.88 for all tested compounds except 8 (logP =
2.35), indicating a possible relationship between lipophilicity and chemical structure. Compound
2 demonstrated some dependence in terms of spatial arrangement, and greater cytotoxicity than 8
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towards four cell lines (Table 3). This can be attributed to its more spatial structure, where a bulky
phenyl substituent is attached in the C2 position. A similar trend can be seen for benzylideneflavanone
analogues: all compounds with a phenyl ring in the C2 position have higher logP values. It was
also found that lipophilicity of a compound depends on its chemical structure: the presence of a
phenyl or methoxy substituent increases the logP value, and unsubstituted compounds have lower
lipophilicity (8). Compound 12 has a lower logP value (3.43) than 11 (5.69) (Figure 5). It is important
to examine the relationship between structure of the compound and its lipophilicity and cytotoxicity.
Compound 11, with a phenyl ring at C2, exhibits greater biological activity than the unsubstituted
benzylidenechromanone. The biological activity of the compounds increases with lipophilicity, but it
cannot exceed the maximum value. According to Lipinski’s rule and drug likeliness parameters,
compounds with higher lipophilicity, up to a maximum logP value of 5, may be good candidates for
drugs [19,20]. The compounds with logP greater than 3 present high lipophilicity and high potential
for bioaccumulation in cells.

2.4. Cytotoxicity toward Human Cancer Cells

Modern medicine is still struggling with the problem of fully effective chemotherapy. Therefore,
there is a strong need to develop and synthesize new chemotherapeutics characterized by adequate
effectiveness, selectivity and specificity of action against cancer cells. The need to identify new
compounds with effective anticancer activity, and high selectivity against cancer cells and low toxicity
to normal cells, demands the testing of a wide variety of candidates. Undoubtedly, the turning point
for the development of research on organometallic complexes was the discovery of cisplatin in the 20th
century, which is used to treat lung, ovarian, neck or head cancer, among others. However, its effective
biological anticancer activity is unfortunately associated with high systemic cytotoxicity, particularly
myelosuppression and nephro- and hepatotoxicity, which is a serious factor limiting its wide use.

Our present study evaluated the anticancer activity of a large group of 3-arylidenechromanone,
3-arylideneflavanone, spirochromanone and spiroflavanone analogues against four tumor lines.
The experiments serve as targeted basic research and are aimed at gaining new knowledge related to
the anticancer activity of selected 3-benzylidenechromanone/3-benzylideneflavanone analogues and
their pyrazolines.

The first stage of the study used the MTT viability test to determine the cytotoxicity of ten
compounds, i.e., 3-arylidenechromanone, 3-arylideneflavanone, spirochromanone and spiro- flavanone
analogues, against four human cancer cell lines: HL-60, NALM-6, WM-115 and COLO-205. In addition,
and 4-chromanone, quercetin, cisplatin and carboplatin were included in the tests as reference
compounds. The ICs, values for the entire series of tested compounds are given in Table 3.

Our studies indicate that the antiproliferative activity of the test compounds was determined by
their chemical structure. Compounds 2, 7 and 10 demonstrated the greatest antiproliferative activity
against cancer cells. As expected, they demonstrated dose-dependent inhibition of human cancer cell
line growth with a significant decrease in cell viability being associated with increasing concentrations.
The most active compound was 2, with IC5y < 10 pM against three cancer cell lines: HL-60, NALM-6
and WM-115; however, COLO 205 proliferation was slightly less inhibited (IC5y 29.3 umol/L).

Table 3. The lipophilicity values and cytotoxic activity of compounds against HL-60, NALM-6, WM-115
and COLO-205 cancer cell lines. The results are presented as ICs; values in the uM range.

Number of . 1Cs0 (UM)
Compound Chemical Structure
HL-60 NALM-6 WM-115 COLO-205 logP
ol O LT3N
1 O ' O 5338 +£2.49 4981 +235 5813 +4.93 51.0 + 2.3 4.79
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Number of . 1Cs0 (uM)
Compound Chemical Structure
HL-60 NALM-6 WM-115 COLO-205 logP
4FHy
2 3.0+03 6.8 +04 55+04 29.3 +2.35 5.42
o A (SN
3 O O 45.36 +4.77 30.07 +£3.15 23.53 +1.71 193.1+29 4.08
(o] H
o M @t]('lll
H
4 %" 74.05 + 1.85 72.60 + 4.56 75.27 + 4.89 265+ 1.8 4.68
LA
5 33.74 + 3.87 27.02 +£3.10 4741 £ 4.62 77.1+£19 4.90
6 >1000 444 +6.3 574 +£5.8 53.6 £ 1.6 5.88
7 34.78 + 2.87 6.83 £0.18 12.75 +1.83 31+14 4.23
8 473.9 +£29.0 281.6 +49.4 415.0+75.4 >1000 2.35
9 35.89 +2.96 15.7 + 6.23 16.89 +£3.78  169.94 + 3.81 5.83
10 94+04 25.0+3.3 492 +2.7 487.1 £ 4.1 5.42
11 8.36 + 0.63 * 9.08 +£ 0.30 * 6.45 + 0.69 * - 5.69
CyHs
o M N—cn
12 @;k s 11.76 £197* 8.69+0.40* 18.09 +3.14* - 3.43
(o] H
8]
4-Chromanone
- 676.7 + 32.6 673.7 £ 22.5 >1000 7215+ 64 2.19
O
Quercetin ** 58.0 +4.0 771 +7.8 1775+ 215 - 2.16
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Table 3. Cont.
Number of ICso (UM
C;T :1:: d Chemical Structure 50 (kM)
4 HL-60 NALM-6 WM-115 COLO-205  logP
W, NHg
Cisplatin ** /\ 0.8+0.1 0.7 403 182+43  6145+£32 221
N
(0]
i NG/ {
Carboplatin s 43113 07+02 42224502 3546+737  —2.30
H,N 0

* See literature [10]; ** Reference compounds.

Compound 7 demonstrated promising antiproliferative properties, especially towards NALM-6
and WM-115 cell lines, with ICs is equal to 6.83 and 12.75 pmol/L respectively. It is worth mentioning
that 10 also demonstrated noticeable cytotoxic effects against HL-60 and NALM-6 cells (ICsq about 9.4
and 25 pmol/L respectively); however, WM-115 and COLO-205 were markedly more resistant. On the
basis of these results, further studies were performed on the molecular mechanisms of the anticancer
activity of the complexes against the corresponding cell lines.

It is also worth mentioning that in further studies we also used two additional compounds:
(E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)chroman-4-one (12) and (E)-3-(4-N,N-diethylaminobenzylidene)-
2-phenylchroman-4-one (11). Their synthesis, structure and promising antiproliferative properties
against cancer cells (HL-60, NALM-6 and WM-115) have been described previously [10]. Both
compounds showed high cytotoxic activity against the HL-60 cell line: 11.76 uM 12 and 8.36 uM 11.
The ICs; values for NALM-6 cell line were similar: 8.69 tM 12 and 9.08 uM 11. Only for WM-115 cell
line the cytotoxicity values were not similar. The compound 11 exhibited high cytotoxic activity with an

ICs5¢ value of 6.45 puM, i.e., three times lower than for 12. Hence, both compounds appear to exhibit
selectivity for human leukemia cell lines.

Chromanone Flavanone

Hemolysis [%]
H»
1
Hemolysis [%]
+

(A)

Figure 5. Cont.
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Figure 5. The effects of reference compounds, flavanone and chromanone (A) and synthesized
compounds (B) on the integrity of the erythrocyte membrane. The results are presented as the
percentage of hemolysis obtained from the interaction of studied compounds with 2% RBCs (red blood
cell) suspension, compared to the positive control Triton X-100 constituting 100% hemolysis. The results
are presented as mean + SD; n =4, * p < 0.05 vs. control; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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2.5. Red Blood Cell Lysis Assay

All synthesized compounds with potential biological activity have to be tested for blood
compatibility since xenobiotics will react with blood cells upon administration. In this case,
biocompatibility refers to the quantification of cellular and plasma components of the blood.
The measurement of the integrity of RBC membrane is considered a simple and reliable method
for estimating hemocompatibility [21,22]. The effects of the synthesized compounds, together with
those of the two reference compounds flavanone and chromanone, on RBC hemolysis are depicted
in Figure 6A,B. Neither flavanone nor chromanone was found to have any unfavourable effect on
the erythrocyte membrane over the whole concentration range. A statistically significant increase in
the rate of haemolysis was observed for most of the tested compounds at the higher concentrations.
For instance, compounds 3 and 4 contributed to a significant disintegration of the erythrocyte membrane
at concentrations above 25 uM, manifested by a higher percentage of hemolysis in comparison to
control. However, these values did not exceed 5%, which means that there is not a risk of pathological
hemolysis in in vivo conditions. Similar results were obtained for compounds 5, 6, 9, and 10.

In the case of compound 7, no significant effects on RBC hemolysis were observed up to 35 uM;
however, a significantly greater disintegration of RBC membrane was reported at concentrations of 250 uM
and 500 uM in the related compound 8. The differences in the tested concentrations of these compounds
stem from the fact that they affect the cellular growth (Table 3) at different concentration ranges.

2.6. Red Blood Cell Morphology

Studies on erythrocyte morphology complement the erythrotoxicity studies because they provide
information on potential immediate interactions of the tested compounds with the erythrocyte lipid
bilayer, and the possibility of creating pathological forms of erythrocytes, which are not able to carry
oxygen. The effects of the synthesized compounds, and the two reference compounds chromanone
and flavanone, on the morphology of erythrocytes is shown in Figure 6. Briefly, 2% RBC suspension
was incubated with 0.9% NaCl (control samples) or tested compounds at various concentrations
corresponding to their activity towards cancer cell lines. Dyscocytes were observed in control samples,
while echinocyte formation was observed in cultures treated with chromanone or flavanone over the
entire concentration range (Figure 6A).

CTR CHROMANONE [25 uM] CHROMANONE [50 uM] CHROMANONE [100 uM]

FLAVANONE [25uM]  FLAVANONE [SO0uM]  FLAVANONE [100 uM]

(A)

Figure 6. Cont.
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1[100 uM] 2 [20 uM] 2 [40 uMm]

4 [100 uM

5 [25 uM] 5[50 uM

8 [250 uM] 8 [500 uM

935 uM] 10 [30 uM] 10 [50 uM]

(B)

Figure 6. Microscope images of erythrocytes treated with (A)—reference compounds, chromanone
and flavanone; (B)—compounds 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. 2% erythrocyte suspension was treated at
37 °C for 60 min with indicated concentrations of compound. Representative phase-contrast images
are shown (magnification of 400 times).

Echinocytes are formed when the agents that preferentially accumulate in the outer layer of the
RBC membrane bilayer expand it, thus giving the cell an echinocytic shape [21]. In most samples, the
population of echinocytes exceeded 80% of the total erythrocytes observed in the microscopic field of
view. Incubation of erythrocytes with compound 1 led to the extensive formation of echinocytes and
anisocytes, while compound 2 resulted mainly in echinocytosis. In addition, echinocytes accounted
for the major part of erythrocytes following treatment with compounds 3 and 4 at a concentration of
100 pmol/L, and for compounds 5 and 6, as well as 9 and 10. Compound 7 primarily led to echinocytosis,
however single anisocytes could also be detected. In summary, in vitro exposure of RBCs to different
concentrations of examined compounds and reference molecules resulted mostly in the formation
of echinocytes. Nevertheless, the process of transformation of biconcave erythrocyte to echinocyte
occurs naturally in blood vessels, and results from the insertion of xenobiotics into the outer monolayer
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of the erythrocyte membrane. As this is a reversible process [22] caused by a series of chemical and
physical factors including increased ion strength, alkaline pH and decreased ATP level, it may be
assumed that most of the analyzed compounds do not affect RBCs in a pathological manner at the
relevant concentrations.

2.7. Digestion of Plasmid DNA with BamHI Restriction Nuclease

Some of the test compounds showed significant toxicity toward cancer cells. For example
compounds 2 or 7 demonstrated ICs( values in the single micromolar range (Table 3). This cytotoxicity
was tested with regard to its effect on the cell cycle and the ability to modify DNA. In addition to the
compounds shown in Table 4, two highly-cytotoxic compounds (11 and 12) were also tested. Their
structure and biological activity were described in a previous article [10]. The chemical structures of
the test compounds suggests that they may intercalate with double-stranded nucleic acids. To test this
hypothesis, plasmid DNA was incubated with the test compounds and subsequently digested with
BamH1 endonuclease. As expected, daunorubicin (positive control) which is a strong DNA intercalator,
prevented linearization of DNA (Figure 7, lane B). Interestingly, chromanone/flavanone test compounds
also inhibited digestion of plasmid DNA (Figure 7, lanes C -I). This conclusion is supported by the
presence of the circular form of plasmid DNA after digestion with BamH1. These results suggest that
chromanone/flavanone analogues intercalate to genomic DNA.

M I B C o E F & H

— — 4— Circular plasmid

Thbp o e T e o e B s e incar plasmid 5 3kbp
by -

Figure 7. Digestion of pcDNA3.1HisC (total length 5.5 kbp) with BamH1 endonuclease. M—marker
DNA; A—not digested plasmid DNA; B—plasmid DNA digested with BamH1 (DNA present in linear
form); C—plasmid DNA + daunorubicin + BamH1; D—plasmid DNA + quercetin + BamH1; E—plasmid
DNA + 2 + BamH1; F—plasmid DNA + 7 + BamH1, G—plasmid DNA +12 + BamH1, H—plasmid DNA
+ 11+ BamH1, I—plasmid DNA +10 + BamH]1.

2.8. Cell Cycle Analysis

The next stage examined the effects of the selected compounds on cell cycle progression in HL-60
leukemia cells. The five chromanone/flavanone compounds and quercetin (reference) were tested at
concentrations of ICsy and 0.5 X ICsg. The cell cycle distribution of HL 60 cells after treatment with test
compounds is shown in Figure 8 and Table 4. As expected, in the presence of quercetin, about 50-60%
of cells were blocked in the G2/M phase (see Figure S2). Interestingly, the test compounds also induced
mitosis block in G2/M. Only 7 moderately inhibited cell cycle progression, arresting 20-26% of cells.
The effect of 2, 10, 11 and 12 was very pronounced and similar to quercetin. In the presence of these
compounds, about 50-60% of cells were arrested in G2/M. These results confirm that test compounds
have a strong influence on the cell cycle and arrest the HL-60 cells in the G2/M phase.
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Figure 8. The effect of the test compounds and quercetin on the cell cycle in HL-60 cells. Cell
cycle distribution of HL-60 cells after treatment with the test compounds. The concentrations of the
compounds (in M) are given in the parenthesis and correspond to 1x IC5p and 0.5 X IC5p (uM). 1%
DMSO was used as the vehicle control. Bars represent mean values from two independent experiments.

3. Materials and Methods

3.1. General Information

The compound pairs 1 and 2, 5 and 6 and 9 and 10 were synthesized according to Pijewska [8].
Compounds 3 and 7 were synthesized according to Levai and Schag [23]. Compounds 4 and 8 were
synthesized according to Toth and Szollosy [9].

All compounds were purified by crystallization from methanol. All solvents (methanol, ethanol,
toluene) used in this work were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and Polish
Chemical Reagents (Gliwice, Poland), and used without further purification. Melting points were
determined on a B-540 Melting Point apparatus (Btichi, Flawil, Switzerland) in capillary mode and
they were uncorrected. The infrared transmission spectra of the crystalline products were recorded at
the University of Lodz Faculty of Chemistry using a Nexus FT-IR spectrophotometer (Thermo Nicolet,
Waltham, MA, USA). The MS-ESI were measured at the University of Lodz Faculty of Chemistry on a
500-MS LC Ion Trap mass spectrometer (Varian, Palo Alto, CA, USA). Accurate mass measurements of
product ions were confirmed using a Waters (Manchester, UK) q-TOF Synapt quadrupole time-of-flight
hybrid mass spectrometer. Elemental analyses were performed at the Faculty of Chemistry (University
of Lodz) using a Vario Micro Cube analyzer by Elemental (Langenselbold, Germany). 'H- (600 MHz)
and '*C-NMR spectra (150 MHz) were recorded at the University of Lodz Faculty of Chemistry on an
Avance III 600 MHz instrument (Bruker, Billerica, MA, USA). The samples were dissolved in deuterated
DMSO and CDCl3. Chemical shifts are given in ppm, coupling constants in Hz. Chemical shifts are
referenced to the residual solvent signals, 2.50 ppm for 'H in DMSO-d, 7.26 ppm for 'H in CDCl3 and
39.5 ppm for 13C in DMSO-dg, 77.0 ppm for *C in CDCl;. Computational studies were used to predict
the properties and future use of potential drugs. Molinspiration Cheminformatics was used for the
calculation of important molecular properties, molecular processing, bioactivity and the high-quality
depiction of new molecules. Lipophilicity was determined by RP-TLC with small amounts of organic
solvents. The erythrotoxicity of the compounds was evaluated in Laboratory of Bioanalysis in the
Department of Pharmaceutical Chemistry, Drug Analysis and Radiopharmacy (Medical University of
Lodz). The erythrocyte morphology was evaluated using an Opta-Tech phase-contrast microscope
(Opta-Tech, Warsaw, Poland) with OptaView 7 software.
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Diazomethane was prepared for the synthesis spiropyrazolines analogues as follows: Briefly,
50% aqueous potassium hydroxide solution (30 mL) and 100 mL diethyl ether was placed in a
500 mL flat-bottomed flask. The solution was cooled in an ice-salt mixture to 5 °C and 0.2 M of
N-nitrosomethylurea (10.3 g) was added in portions. The mixture was stirred. The solution turned
yellow and was placed in a previously-cooled separatory funnel. The solution was separated and the
ether layer of the diazomethane was placed in a flask covered with pellets of potassium hydroxide.
The aqueous layer was placed into a flask with an aqueous solution of benzoic acid.

3.2. Synthesis of (E)-3-(4-methoxybenzylidene)-2-phenylchroman-4-one (1)

A mixture of 0.01 mol (2.243 g) 2-phenylchroman-4-one, 0.01 mol (1.362 g) 4-methoxy-benzaldehyde
and five drops of piperidine were heated in oil bath with mechanical stirring at 130 °C for five hours.
The progress of the reaction was tested by TLC (toluene:methanol 9:1). The mixture was left to cool
at room temperature and dissolved in methanol. After 24 h, the compound was precipitated and
then purified by crystallization from methanol. The compound 1 was obtained as a white powder.
Yield: 41% m.p: 139.8-141.3 °C. MS (ESI+): m/z 343.3 Cp3H1305 [M + H]*. IR (KBr) v(cm™!): 3030
(C-H aromat), 2945, 2910 (C-H aliph.), 1675 (C=0), 1602, 1578, 1506 (C=C), 1304 (C-O), 1172 (C-O),
1148 (C-O-C). 'H-NMR (DMSO-dy) & (ppm): 2.28 (3H, s, OCH3), 6.74 (1H, s, C2-H), 7.99 (1H, s, =CH),
7.04-7.81 (13H, m, C-H arom.) (Figure S4). 1*C-NMR (CDCl3) § (ppm): 29.7 (OCH3), 77.9 (C2-H), 116.2,
118.6,121.7,126.0, 127.6, 127.7, 128.6, 132.5, 136.0, 138.1, 140.0 (CHarom, =CH), 122.3, 132.5, 158.6, 158.9
(Carom), 183.0 (C=0) (Figure S4a). Anal. Calc. For Cp3H1303 (M = 342.38 g/mol) % C: 80.68; %H: 5.26.
Found %C: 80.60; % H: 5.25.

3.3. Synthesis of 5'-(4-methoxyphenyl)-2-phenylo -4’ ,5'-dihydro-4H-spiro [chromano-3,3’-pirazol]-4-one (2)

Briefly, 2.5 mmol (0.856 g) of compound 1 was dissolved in anhydrous acetone (5 mL) to give
a light yellow solution. The flask containing the solution was placed in the ice bath and an ethereal
solution of diazomethane (10 mmol) was added in excess. The mixture in the flask was left in the
freezer for 48 h. The yellow precipitate was filtered off and purified by column chromatography and
crystallized from methanol. Yield: 34% m.p. 128-129 °C. IR (KBr) v(ecm™1): 3029 (C-H aromat.), 2958,
2837 (C-H aliph.), 1677 (C=0), 1605, 1580, 1547, 1512, 1472 (C=C, N=N), 1307 (C-N), 1240 (C-O), 1146
(C-O-C). 'TH-NMR (DMSO-dy) & (ppm): 3.74 (3H, s, OCH3), 4.01 (1H, dd, Jag = 7.6 Hz, Jpx = 6.9 Hz,
CH), 4.14 (1H, dd, Jap = 12.27 Hz, [px = 7.15 Hz CHy), 4.23 (1H, dd, Jap = 12.27 Hz, Jgx = 1.96 Hz
CHy), 5.86 (1H, s, C2-H), 6.87-7.68 (13H, m, C-H aromat) (Figure S5). I3C.NMR (CDCl3) 6 (ppm): 23.6
(OCHs), 55.2 (CH), 77.3 (CH), 79.5 (C2-H), 112.4, 113.9, 118.2, 119.2, 123.4, 127.3, 127 .4, 128.5, 129.8,
138.9 (CHarom), 121.3, 135.7, 142.6, 152.8, 158.7, 159.6 (Carom), 186.3 (C=0) (Figure S5a). Anal. Calc. For
Co4HppO3N, (M = 384.43 g/mol) %C: 74.98; %H: 5.20; %N: 7.34. Found %C: 74.07; %H: 5.21; %N: 7.43.
MS (ESI+) m/z 385.4 C24H2003N2 [M + H]+ HRMS (ESI+) m/z [M + H]+ calcd. for C24H2103N22
385.1552; found: 385.1548 (see Figure S5b).

3.4. Synthesis of (E)-3-(4-methoxybenzylidene)chroman-4-one (3)

A mechanically-stirred mixture of 0.01 mol (1.481 g) of chroman-4-one, 0.01 mol (1.362 g) of
p-methoxybenzaldehyde and five drops of piperidine were heated at 150 °C in an oil bath for four
hours. After cooling, the reaction mixture was left for 24 h at room temperature. The solidified product
was filtered and crystallized from methanol. Compound 3 was obtained as a cream-colored powder.
Yield: 55% m.p: 133.8-134.85 °C. MS (ESI+): m/z 267.5 C1;H1405 [M + H]+. IR (KBr) v(cm™1): 3038,
3000 (C-H aromat.), 2958, 2866 (C-H aliph.), 1665 (C=0), 1603, 1568, 1510, 1477,1463 (C=C), 1146
(C-O-C), 1112 (C-O). 'H-NMR (CDCl3) & (ppm): 1.58 (3H, s, OCH3), 3.87 (1H, s, =CH), 5.38 (2H, d,
Jap = 16.60 Hz C2-H), 6.96-8.03 (8H, m, C-H aromat.) (see Figure S6). I3C-NMR (CDCl3) & (ppm):
55.5 (OCH3), 67.8 (CHy), 114.3, 117.9, 127.0, 127.9, 128.9 (CHarom, =CH), 121.9, 132.1, 135.7, 137 .4,
160.1(Carom), 182.3 (C=0) (see Figure Sé6a). Anal. Calc. For C17H;403 (M = 366.30 g/mol) %C: 76.67;
%H: 5.25. Found %C: 76.68; %H: 5.20.
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3.5. Synthesis of 4'-[(4-methoxy)phenyl]-4',5'-dihydro-4H-spiro[chroman-3,3’-pirazol]-4-one (4)

Compound 3 (2.5 mmol) (0.666 g) was dissolved in anhydrous acetone (4.5 mL) to give a light
yellow solution. The flask with the solution was placed in the ice bath and an ethereal solution of
diazomethane (10 mmol) was added in excess. The mixture in the flask was left in the freezer. The
creamy precipitate was filtered off and purified by the column chromatography and crystallized from
methanol. Yield: 56% m.p: 109-111.3 °C. IR (KBr) v(cm™'): 3126, 3025 (C-H aromat.), 2968, 2934 (C-H
aliph.), 1684 (C=0), 1607, 1580, 1544, 1514, 1476, 1468 (C=C, N=N), 1311 (C-N), 1184 (C-O-C), 1115
(C-0). 'TH-NMR (CDCl3) & (ppm): 1.58 (3H, s, OCH3), 3.74 (1H, dd, Jap = 8.4 Hz, Jpx = 8.4 Hz CH,),
3.78 (3H, s, CH), 4.16 (1H, d, Jag = 12.6 Hz CH,), 4.55 (1H, d, Jag = 12 Hz CH,), 4.90 (1H, d, Jap =
24 Hz CHy), 5.13 (1H, d, J ap = 13.39 Hz CH}), 6.82-7.68 (8H, m, C-H aromat) (see Figure S7). 3C-NMR
(CDCl3) & (ppm): 41.9 (CH), 55.3 (OCH3), 69.5 (CH>), 85.8 (CHj), 98.0, 114.3,118.2, 121.9, 128.0, 137.0
(CHarom),119.5, 128.8, 159.2, 161.7 (Carom), 186.2 (C=0) (see Figure S7a). Anal. Calc. for C1gH;503N»
(M =308.34 g/mol) % C:70.11; % H: 5.19; % N: 9.08. Found % C: 70.10; % H: 5.20; % N: 9.10. MS (ESI+):
m/z 309.4 C18H1603N2 [M + H]+. HRMS (ESI+)Z m/z [M + H]+ calcd. for C18H1703N21 309.1239;
found: 309.1236 (see Figure S7b).

3.6. Synthesis of (E)-3-benzylidene-2-phenylchroman-4-one (5)

Compound 5 was synthesized by the same method as compound 1 [8]. Reagents: 0.01 mol (2.243 g)
2-phenylchroman-4-one, 0.01 mol (1.062 g) benzaldehyde and 5 drops of piperidine. Yield: 85% m.p:
103-105 °C. MS (ESI+): m/z 313.5 CoH140; [M + H]+. IR (KBr) v(cm™!): 3068 (C-H aromat.), 2932
(C-H aliph.), 1668 (C=0), 1604, 1577, 1506, 1492, 1472, 1461 (C=C), 1142 (C-O-C). 'H-NMR (DMSO-dy)
d (ppm): 6.30 (1H, s, C2-H), 7.69 (1H, s, =CH), 6.99-7.81 (14H, m, CH aromat.) (Figure S8). BC-NMR
(CDCl3) & (ppm): 77.3 (C2-H), 118.7, 121.8, 127.6, 128.7,128.9, 129.8, 129.9, 136.1, 139.5 (CHarom, =CH),
122.2,132.5, 134.1, 138.1, 158.9 (Carom), 182.7 (C=0O) (Figure S8a). Anal. Calc. For CyH140, (M =
312.36 g/mol) %C: 84.59; %H: 5.16. Found %C: 84.55; %H: 5.18.

3.7. Synthesis of 2’-phenylchromanone-3'-spiro-3,4-phenyl-1-pyrazoline (6)

Compound 6 was synthesized by the same method as compound 2 [8]. Compound 5 (2.5 mmol,
0.781 g) was dissolved in anhydrous acetone (6 mL) to give a clear solution. The next steps were
the same as for the synthesis of compound 2. Yield: 78% m.p: 126.5-127 °C. MS (ESI+): m/z 355.3
Cp3Hig0,N, [M + H]+. IR (KBr) v(em™1): 3061, 3032 (C-H aromat.), 1697 (C=0), 1602, 1579, 1493, 1473,
1460 (C=C, N=N), 1303 (C-N), 1146 (C-O-C). 'H-NMR (DMSO-dg) & (ppm): 4.07 (1H, dd, Jap=7.16 Hz,
Jex = 1.96 Hz CH), 4.20 (1H, dd, Jap = 11.96 Hz, Jpx = 7.16 Hz CH,), 4.21 (1H, dd, Jag = 11.95 Hz, Jpx
=1.96 Hz CH}), 5.86 (1H, s, C2-H), 7.10-7.69 (14, m, C-H aromat.) (Figure S9). '*C-NMR (CDCl3) &
(ppm): 55.2 (CH), 77.0 (CH), 79.5 (C2-H), 112.4, 113.9, 118.2, 121.3, 127.3, 128.0, 128.5, 129.8, 135.7, 138.9,
142.8 (CHarom), 100.1, 119.2, 138.9, 152.8, 159.6 (Carom), 185.3 (C=0) (see Figure S9a). Anal. Calc. For
Cp3H130,N, (M = 354.41 g/mol) %C: 77.95; %H: 5.11; %N: 7.90. Found %C: 78.80; %H: 5.20; %N: 7.70.

3.8. Synthesis of (E)-3-benzylidene-chroman-4-one (7)

Compound 7 was synthesized according to Levai and Schag [22]. Reagents used for the reaction
were: 0.01 mol (1.481 g) chroman-4-one, 0.01 mol (1.062 g) benzaldehyde and five drops of piperidine.
Next steps were the same as for the synthesis of compound 3. Yield: 85% m.p: 111-112 °C. MS (ESI+):
m/z 237.4 C1gH1603N [M + H]+. IR (KBr) v(cm™'): 3056, 3028 (C-H aromat.), 2904, 2854 (C-H aliph.),
1666 (C=0), 1600, 1572, 1461, 1454 (C=C), 1306 (C-O), 1144 (C-O-C). 'H-NMR (DMSO-dg) & (ppm): 5.43
(1H, s, =CH), 7.59 (2H, d, Jap = 14.22 Hz C2-H), 7.05-7.90 (9H, m, C-H aromat) (see Figure S10). 1B¢-
NMR (CDCl;3 6 (ppm): 67.6 (CH3), 108.2,119.3, 121.9, 125.2, 128.6, 129.5, 129.9, 131.1, 134.5 (CHarom,
=CH), 137.5, 154.5, 155.9 (Carom), 182.3 (C=0) (see Figure S10a). Anal. Calc. for C;4H120, (M =
236.26 g/mol) %C: 81.33; %H: 5.08. Found %C: 81.03; %H: 5.10.
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3.9. Synthesis of 4'-phenyl-4',5'-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3’ -pirazol]-4-one (8)

Compound 8 was synthesized by the same method as compound 4 [9]. Compound 7 (2.5 mmol,
0.590 g) was dissolved in anhydrous acetone (5 mL) to give a clear solution. Next step were the same
as for the synthesis of compound 4. Yield: 92.5% m.p: 141-142 °C. MS (ESI+): m/z 279.4 C1;H140,N>»
[M + HJ+. IR (KBr) v(cm™'): 3064, 3031 (C-H, aromat.), 1677 (C=0), 1606, 1576, 1543, 1473, 1464 (C=C,
N=N), 1309 (C-N), 1148 (C-O-C). 'H-NMR (DMSO-dy) & (ppm): 4.15 (1H, dd, Ja = 12.01 Hz, Jgx =
6.98 Hz CHy), 4.46 (1H, dd, Jag = 7.58 Hz, [px = 6.98 Hz CH), 4.94 (1H, d, Jap = 12.56 Hz CH), 5.12 (1H,
d, Jap = 12.56 CH), 7.09-7.68 (9, m, C-H aromat) (see Figure S11). 13C-NMR (CDCl3) & (ppm): 42.4
(CH), 69.6 (CHy), 85.7 (CHy), 98.0, 118.2, 122.0, 128.0, 137.1, (CHarom), 119.5, 129.0, 161.8 (Carom), 186.1
(C=O0) (see Figure Slla). Anal. Calc. for C1;H140,N,; (M = 278.31 g/mol) %C: 73.36; %H: 5.03; %N:
10.06. Found %C: 73.40; %H: 5.13; %N: 10.10.

3.10. Synthesis of (E)-3-(3-methoxybenzylidene)-2-phenylchroman-4-one (9)

Compound 9 was synthesized by the same method as compounds 1 and 5 [8]. Reagents: 0.01 mol
(2.243 g) 2-phenylchroman-4-one, 0.01 mol (1.362 g) 3-methoxybenzaldehyde and five drops of
piperidine. Yield: 80% m.p.: 96.2-98.4 °C. MS (ESI+): m/z 343.5 Co3H1305 [M + H]+. IR (KBr) v(cm™!):
3064 (C-H aromat.), 2958, 2829 (C-H aliph), 1663 (C=0), 1608, 1599, 1581 (C=C). 1176 (C-O), 1140
(C-O-C). 'H-NMR (DMSO-dg) & (ppm): 2.28 (3H, s, OCH3), 6.74 (1H, s, C2-H), 7.99 (1H, s, =CH),
7.04-7.81 (13H, m, C-H aromat) (see Figure S12). IBC_NMR (DMSO-dg) & (ppm): 54.9 (OCH3), 77.2
(C2-H), 115.1, 116.1, 118.8, 126.9, 127.4, 128.8, 129.0, 130.1, 134.6, 136.7, 138.9 (CHarom, =CH), 121.5,
122.1,122.2,131.8,137.7, 158.3 (Carom), 181.3 (C=0) (see Figure S12a). Anal. Calc. For Cp3H1303 (M =
342.39 g/mol) %C: 80.68; %H: 5.26. Found %C: 81.60; %H: 5.55.

3.11. Synthesis of 5’ -(3-methoxyphenyl)-2-phenyl-4',5'-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3’-pyrazol]-4-one (10)

Compound 10 was synthesized by the same method as compounds 2 and 6 [8]. Reagents used
for the reaction were: 2.5 mmol (0.856 g) of compound 9 dissolved in anhydrous acetone (6 mL) to
give a clear solution. Next steps were the same as for the synthesis of compound 2. Yield: 41.3% m.p.
126-128 °C. MS (ESI+): m/z 385.4 Cp4HoO3N; [M + HJ+. IR (KBr) v(ecm™!): 3027 (C-H aromat.), 2975,
2828 (C-H aliph.), 1677 (C=0), 1603, 1579, 1550, 1515, 1472 (C=C, N=N), 1307 (C-N), 1232 (C-O), 1146
(C-O-C). 'TH-NMR (DMSO-dg) § (ppm): 2.13 (3H, s, OCH3), 2.31 (1H, dd, Jap = 3.1Hz, Jpx = 6.9 Hz,
CH), 6.01 (1H, s, C2-H), 6.36 (1H, dd, Jap = 18Hz, Jgx = 3Hz CH,), 6.37 (1H, dd, Jap = 18Hz, Jpx =
7.15 Hz CHy), 6.73-7.82 (13H, m, C-H aromat.) (Figure 513). 13C-NMR (DMSO-dg) & (ppm): 20.6 (CH),
39.8 (OCH3), 81.1 (C2-H), 118.6, 121.8, 126.8, 127.8, 128.2, 128.6, 138.0 (CHarom) 102.2, 119.8, 134.7, 134.9,
136.1, 159.4 (Carom), 185.5 (C=0) (Figure S13a). Anal. Calc. For Cy4HpoO3N; (M = 384.43 g/mol) %C:
74.98; %H: 5.20; %N: 7.34. Found %C: 74.77; %H: 5.25; %N: 7.45.

3.12. Determination of Lipophilicity of Flavone Analogues Using a RP-TLC Method

The RP-TLC experiments were performed on TLC plates (5 X 10 cm) RP-18 F254S (Merck,
Darmstadt, Germany). The synthesized compounds were dissolved in N,N-dimethylformamide DMF
(2 mg/mL). DMF was obtained from Chempur (Piekary Slaskie, Poland) and used with high purity
(99.8%). The solutions of each compound in DMF were spotted on the plates, and observed under
UV light at A = 254 nm. A DMF-water solvent system was used as mobile phase. The composition of
the solvent system has changed from 50%:50% to 95%:5%. All experiments were performed at room
temperature. The logP parameter was calculated using the equation from the calibration curve.

3.13. Cells Cultures and Cytotoxicity Assay by MTT

Cytotoxicity was tested against human skin melanoma cells (WM-115, ECACC, Salisbury, UK),
two human leukemia cell lines, viz. promyelocytic leukemia (HL-60) and lymphoblastic leukemia
(NALM-6), and human colon adenocarcinoma cells (COLO-205). The cell lines COLO-205, WM-115 and
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HL-60 used in this work came from the ATCC American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA),
whereas the NALM-6 cell line was purchased from the German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (Braunschweig, Germany). The leukaemia cells and colon adenocarcinoma were cultured in
RPMI 1640 medium (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS; Invitrogen) and gentamicin (25 ng/mL; KRKA, Novo Mesto, Slovenia). For melanoma WM-115
cells, Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM,; Invitrogen) was used. All cell lines were cultured
at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO; in air.

For all experiments, the studied compounds were dissolved in DMSO (Sigma-Aldrich) and
were further diluted in culture medium to obtain <0.1% DMSO concentration. In each experiment,
controls with and without 0.1% DMSO were performed. The cytotoxicity of all compounds and of
the reference compounds 4-chromanone and 3-benzylideneflavanone was determined by the MTT
assay, i.e., 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma, St. Louis, MO, USA),
which measures cellular dehydrogenase activity [24]. Exponentially growing cells were seeded a day
before the experiment onto a 96-well microplates (Nunc, Roskilde, Denmark) at a density up to 6-8
X 10% cells/well (depending on the cell line). Subsequently, various concentrations of the studied
compounds freshly prepared in DMSO and diluted with complete culture medium were added. All
compounds were tested for their cytotoxicity at a final concentration of 1077-1073 M. After 46 h of
incubation with the studied compounds, the cells were treated with the MTT reagent and incubation
was continued for another two hours. MTT — formazan crystals were dissolved in 20% sodium dodecyl
sulphate (SDS, Sigma-Aldrich) and 50% DMF (Sigma-Aldrich) at pH 4.7; following this, absorbance
was read at 570 nm on a multifunctional Victor ELISA-plate reader (Perkin Elmer, Turku, Finland). The
ICsp values, i.e., the concentration of the test compound required to reduce the cell survival fraction to
50% of controls, were calculated from concentration-response curves and used as a measure of the
sensitivity of the cells to a given treatment. As a control, cultured cells were grown in the absence of
drugs. The data points represent the means of at least five to ten repeats + standard deviation (S.D.).

3.14. Red Blood Cells Lysis Assay

The studies on biological material were approved by the Bioethics Committee of the Medical
University of Lodz, Poland (RNN/109/16/KE). The blood samples were obtained from healthy donors at
the Blood Donation Centre in Lodz. The procedure for plasma preparation for erythrotoxicity studies
was described previously [10]. The influence of synthesized compounds as well as two reference
compounds flavanone and chromanone on RBC membrane integrity was performed by lysis assay
which was conducted according to our previous protocol [10]. Briefly, 2% RBC suspension in 0.9%
NaCl was incubated at 37 °C for one hour with the tested compounds at various concentrations
corresponding to their activity towards cancer cell lines or 0.9% NaCl (control). The samples were
centrifuged at 3000 rpm for 10 min and the absorbance of the supernatant was measured at 550 nm.
The results are presented as percentage of haemolysis where a sample containing 10 pL of 2.0%
v/v Triton X-100 was regarded as a positive control contributing to 100% of haemolysis. A sample
containing saline solution represented spontaneous haemolysis of RBCs (control). The studies were
performed on four biological samples obtained from different blood donors (n = 4). The results are
presented as mean + standard deviation (SD). The coefficient of variability for the method was counted:
W =9.51%,n=>5.

3.15. RBCs Morphology

A 2% erythrocyte suspension was incubated at 37 °C for one hour with various concentrations of
synthesized compounds. The morphology of the RBCs was examined by means of a phase contrast
Opta-Tech inverted microscope, at 400x magnification, equipped with software (OptaView 7) for
image analysis.
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3.16. Cell Cycle Analysis

One million HL-60 (subline CCL 240; cell type: promyeloblast) cells in 3 mL of RPMI 1640
supplemented with 20% FBS were seeded on 6-well plate. Following 20 h incubation with the test
compounds at the concentrations of 0.5 X IC5g and 1 X ICsp, or 1% DMSO as the vehicle control, the
cells were centrifuged (6 min, 700 rpm, room temperature (RT)), washed with PBS (without Ca®* and
Mg?") and suspended in 1 mL of cold 70% ethanol in PBS. Fixed cells were stored in —20 °C for 2-3
days. Before analysis, cells were centrifuged (10 min, 1500 rpm, 4 °C) and washed twice with cold PBS.
After the second wash, the cells were suspended in 1mL of PBS containing 100 ug of RNase A and
incubated in 37 °C for 10 min. Next, 5 pL of solution of propidium iodide (1 mg/mL) was added to
each sample and incubated in dark for 30 min at RT. Stained cells were analyzed by flow cytometry
(FACS Calibur, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Data from 10,000 gated cells were collected using
CellQuestPro software (Ver 6.0, Becton Dickinson) and cell cycle analysis was performed with ModFit
LT software (Ver 3.2, Verity Software House, Topsham, ME, USA).

3.17. Digestion of Plasmid DNA with BamHI Restriction Nuclease

First, 0.5 ng of plasmid DNA (pcDNAHisC, total length 5.5 kbp) containing a unique BamHI
restriction site was dissolved in a 1x BamHI reaction buffer and incubated overnight at 37 °C with
the test compounds or daunorubicin, which was used as a positive control. The concentration of the
test compounds and daunorubicin in the samples was 10 uM. The final concentration of DMSO in
all samples was 10%. In the next step, the reaction mixtures were digested with BamHI restriction
endonuclease (2 U/uL) for 3 h at 37 °C. Total reaction volume was 10 uL. Products of the reaction were
separated in the 1% agarose gel in TBE buffer. The gel was stained with ethidium bromide and DNA
fragments were visualized under a UV lamp (GBox, Syngene, Frederick, MD, USA).

3.18. X-ray Diffraction Experiment

X-ray data for compounds 2 and 8 were collected on a SuperNova diffractometer (Agilent, Santa
Clara, CA, USA) at T = 100(2)K. The intensities were recorded with an Atlas detector with MoK«
radiation (A = 0.71073 A). For all data, multi-scan absorption was applied [25]. Both structures were
solved using direct methods and the least-square refinement on F2. All non-hydrogen atoms were
refined anisotropically. SHELXT [26] and SHELXL-2014/7 programs were used to solve and refine the
structures [27]. All non-hydrogen atoms were refined anisotropically. The positions of all H-atoms
were calculated based on known geometry; the respective C-H bond lengths for aromatic CH, methine
CH and methyl CH3 atoms are 0.95, 1.00 and 0.98 A. The H atoms were included as riding contributions,
with isotropic thermal parameters set at 1.5 and 1.2 times the Ueq of the parent atom (both the methyl
and remaining atoms). To identify molecular geometries and hydrogen-bond patterns, PLATON [28]
and MERCURY [29] were used. The experimental, refinement and crystallographic details are shown in
Table 5. Further crystallographic details for the structures reported in this paper may be obtained free
of charge on application to CCDC, 12 Union Road, Cambridge CG21, EZ, UK [fax: (44) 1223-336-033;
e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk] on quoting the depository numbers: CCDC 1957835 for 2 and CCDC
1957892 for 8.
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Table 5. Crystallographic data for structures 2 and 8.

2 8
Chemical formula C24H20N203 C17H14N202
Formula weight 384.42 278.30
Crystal system Monoclinic ~ Monoclinic
Space group P2;/n P2y/n
Temperature (K) 100.0(1) 100.0(1)
a(A) 9.3885(2) 6.7189(1)
b (A) 10.6241(2) 23.6127(5)
c(A) 19.2202(5) 25.0637(7)
a (°) 90 90
B () 90.768(2) 95.700(2)
v (°) 90 90
V (A%) 1916.93(7) 3956.73(15)
Z 4 12
Radiationtype Mo K« Cu Ko
Measuredreflections 15,186 25,640
Uniquereflections 3965 7120
Observedreflections 3578 5196
R[F? > 20(F?)] 0.0334 0.0466
wR(F?) 0.0874 0.1228
S 1.02 1.00
No. of reflections 2 3965 7120
No. of parameters 263 568
No. of restraints 0 0
ApPmax (€ A73) 0.33 0.22
APmin (€ A73) -0.20 -0.25

3.19. Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted with a commercially-available package (GraphPad Prism 5,
GraphPad, San Diego, CA USA). All results are presented as means + standard deviation (SD). Normal
distribution of continuous variables was confirmed with Shapiro-Wilk test, and homogeneity of variances
was checked using Levene’s test. The results were analyzed using one way ANOVA, and Dunnett’s post
hoc test. The results were considered significant at p-values lower than 0.05.

4. Discussion and Conclusions

This paper explores the biological activity of a series of ten compounds comprising various
3-benzylideneflavanones and 3-benzylidenechromanones, as well as their spiro- analogues with various
substituents at the C3 position. The tested compounds exhibited relatively high cytotoxicity against four
cancer cell lines: HL-60, NALM-6, WM-115 and COLO-205. We indicate that parent compounds 1 and 9
with a phenyl ring at C2 show lower cytotoxicity for the studied cancer cell lines than their spiropyrazolines
analogues. Regarding the compounds with a methoxy substituent, compound 1 demonstrated lower
cytotoxic activity than 3. Similarly 5 was found to display lower cytotoxic activity than 7. The most
cytotoxic compound was 2, which demonstrated an IC5g = 3.0 + 0.3 uM against HL-60.

The presence of a fused pyrazoline ring may well play a key role in selective cytotoxicity.
The p-methoxy-substituted analogues of 3-arylideneflavanone exhibit high cytotoxicity against four
cancer cell lines [30,31]. The unsubstituted compound 6, with a phenyl ring bound to the pyrazoline
ring, exhibited more than 330-fold lower cytotoxicity against HL-60 than compound 2, bearing a
p-methoxy group on the phenyl ring.

Cytotoxicity was also strongly influenced by the position of any substituents in the phenyl ring of
the spiroflavanones or spirochromanones, especially against the HL-60 cell line. Both 6 and 10 have
a methoxy group in the phenyl ring, and m-methoxy- 10 and p-methoxy- 6 exhibited high activity
towards the HL-60, NALM-6 and WM-115 cell lines.
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One of the aims of this study is to evaluate the logP of the synthesized compounds. Unfortunately,
no significant relationship was observed between chemical structure and lipophilicity, nor between
cytotoxicity and the electron-attracting or electron-donating properties of the substituents. Some of
the analyzed complexes demonstrated promising anti-proliferative properties against specific human
cancer cell lines. It is worth noting that the ability to inhibit the proliferation of cancer cells was
determined by the structure of the studied compounds. Additional structure-activity relationship
(SAR) studies are needed to better understand the relationship between the structure of the compound
and its biological activity.

Our present findings indicate that the ability of the studied compounds to inhibit the growth of
cancer cells may result from cell cycle inhibition. The compounds were found to block the cell cycle of
several cancer cells in the G2/M phase. In addition, as indicated by their ability to prevent digestion of
plasmid DNA with BamHI restriction nuclease, the studied chromanone/flavanone analogues appear
to be capable of intercalating with genomic DNA of cancer cells, thus leading to cell damage and
ultimately apoptosis. It is noteworthy that commercially-used anticancer drugs, such as docetaxel,
doxorubicin, cisplatin or etoposide, are also known to arrest the cycle of cancer cells in the G2/M
phase [32-34]. Our findings correspond closely with those of previous reports on the cell cycle
distribution in HL-60 cells following treatment with cisplatin. Velma et al. [35] demonstrated that
cisplatin caused changes in the expression of genes involved in cell cycle regulation and programmed
cell death among HL-60 cells, with both cell cycle blockade and apoptotic pathway activation being
observed. It is worth noting that not only do our chromanone/flavanone analogues demonstrate similar
molecular anti-proliferative activity to cisplatin, but they also possess the ability to interact with DNA
and damage it [35]. Our results are in agreement with those of previous experiments carried out on
leukemia cells exposed to etoposide, another commonly-used chemotherapeutic drug. Etoposide has
also been shown to inhibit the cell cycle of HL-60 cells in the G2/M phase [35].

Our findings also indicate that the test compounds protected DNA against cleavage catalyzed by
BamHI endonuclease in a similar way to quercetin, which has also previously been shown to intercalate
with DNA [36]. This suggests that the test compounds interact with DNA, possibly by intercalation.
Furthermore, the test compounds arrested leukemia cells in the G2/M phase to an extent comparable
with quercetin, suggesting that they share a similar mechanism of action.

We intend to continue this line of research into chromanone/flavanone analogues towards better
understanding their influence on the mechanisms of cell cycle arrest of cancer cells. It is planned
to extend our research to include expression analysis of genes involved in cell cycle regulation
and apoptosis.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1420-3049/25/7/1613/s1,
IR spectrum of compounds; the effect of the test compounds and quercetin on the cell cycle in HL-60 cells; the
cell cycle of the tested compounds; ITH NMR and 3C NMR spectrum spectrum of compounds are available in
supplementary materials.
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Porownanie aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych pirazolin skondensowanych

z chromanonem lub flawanonem: synteza i badanie wiasciwosci fizykochemicznych

V1. Dyskusja

Wspotczesna medycyna boryka si¢ z problemem w pelni skutecznej
chemioterapii, dlatego nadal poszukuje sie¢ nowych chemioterapeutykow
charakteryzujacych si¢ odpowiednig skutecznoscia, selektywnos$cia i specyfikg dzialania
na komoérki nowotworowe. Konieczno$¢ zidentyfikowania nowych zwiazkéw o
skutecznej aktywnos$ci przeciwnowotworowej 1 wysokiej selektywnosci wobec komorek
rakowych oraz niskiej toksyczno$ci wobec prawidlowych komodrek wymaga
przeprowadzenia wielu badan biologicznych na zsyntezowanych zwigzkach bedacych
potencjalnymi kandydatami na leki przeciwnowotworowe. Niewatpliwie punktem
zwrotnym w rozwoju badan nad chemioterapeutykami bylo odkrycie kompleksow
metaloorganicznych w dwudziestym wieku poniewaz okazato si¢, Zze mogg by¢
stosowane w leczeniu raka ptuc, jajnikow, szyi oraz gtowy [102] [103]. Najbardziej
znanymi metalami wystepujacymi w formie zwigzkéw koordynacyjnych wykazujacych
dzialanie przeciwnowotworowe sa platyna i ruten. Kompleksy platyny: cisplatyna,
carboplatyna czy oxaliplatyna staty si¢ pierwszymi skutecznymi cytostatykami, ktore
znalazty zastosowanie w medycynie. Dalsze badania zwiagzkow koordynacyjnych metali
doprowadzity do odkrycia wtasciwosci kompleksow rutenu. Kompleks rutenu KP1019
wykazat wlasciwosci przeciwnowotworowe w stosunku do komoérek nowotworowych
jelita grubego [102]. Mimo wysokiej skutecznosci przeciwnowotworowej zwigzki te
wykazaly ogélnoustrojowa cytotoksycznos¢, szczegolnie zwigzang z mielosupresja oraz
nefro- i hepatotoksycznos$cia, co jest powaznym czynnikiem ograniczajacym jej szerokie
zastosowanie. Dlatego naukowcy wcigz pracujg nad nowymi zwigzkami, ktore w terapii
nowotworow beda niszczy¢ tkanki objete nowotworzeniem z minimalnym i odwracalnym
uszkodzeniem prawidtowych tkanek pacjenta [104]. W badaniach biologicznych nowych
zwigzkow o potencjalnych wlasciwos$ciach przeciwnowotworowych zwykle poréwnuje
si¢ je do dobrze znanych i stosowanych w chemioterapii cisplatyny, carboplatyny czy
innych kompleksow metali.

W wykonanej przeze mnie pracy celem byto zsyntezowanie zwigzkow opartych
na strukturze pirazolin i skondensowanych z pier§cieniem chromanonu (2,3-dihydro-4H-
chromen-4-on) oraz flawanonu (2-fenylo-2,3-dihydro-4H-chromen-4-on) podstawionych

wybranymi grupami funkcyjnymi, a nast¢gpnie okreslenie i porownanie ich aktywnosci
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cytotoksycznej. W pracy otrzymatam 14 zwiazkow, w tym 5 zwigzkow to (E)-3-
benzylideno-2-fenylo-chroman-4-ony oraz 4 zwiazki (E)-3-benzylidenochroamn-4-ony,
podstawione grupami funkcyjnymi: metoksylowa, metylowa, hydroksylowa,
dietyloaminowa oraz niepodstawione. Otrzymane produkty zostaly poddane reakcji
z diazometanem w celu otrzymania pochodnych pirazolin, dzigki czemu otrzymatam 5
zwigzkéw  spiro-1-pirazolin  skondensowanych z odpowiednio podstawionym
pierscieniem flawanonu lub chromanonu. Wykorzystujac metode protonowego i
weglowego rezonansu magnetycznego, spektroskopie¢ w podczerwieni, analize masowa
oraz pierwiastkowg potwierdzitam struktury otrzymanych zwigzkow. Za pomoca
krystalografii rentgenostrukturalnej udato si¢ wustali¢ strukture krystalograficzng
krysztatbw czterech zwigzkow: (E)-3-(4-N,N-dietyloaminobenzylideno)chroman-4-onu,
(E)-3-(4-N,N-dietyloaminobenzylideno)-2-fenylochroman-4-onu, (E)-3-(4-
hydroksybenzylideno)chroman-4-onu, (E)-3-(3-hydroksybenzylideno)-2-fenylochroman-
4-onu,  5'-(4-metoksy)-2-phenylo-4',5'-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3’-pirazol]-4-onu
oraz 4'-fenylo-4',5'-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3’-pirazol]-4-onu. Wyniki analizy
fizykochemicznej pozwolity na wykonanie kolejnego etapu, czyli badan biologicznych,
ktorych gtownym punktem byto okreslenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzkdéw. Czesé
dotyczaca badan biologicznych stanowita najistotniejszy element pracy doktorskie;j.
Dzigki nim na postawione na poczatku pracy pytania odnosnie dziatania
przeciwnowotworowego zwigzkow, toksycznego oddziatywania wobec erytrocytow oraz
akumulacji w btonach biologicznych uzyskalam odpowiedzi, co zachecito mnie do
rozwijania tematyki zwigzkow o dziataniu przeciwnowotworowym. Ze wzgledu na
struktur¢ badane zwigzki moga stanowi¢ potencjalne leki w leczeniu chordb
nowotworowych. W literaturze znajduje si¢ wiele potwierdzonych badaniami doniesien
na temat przeciwnowotworowego dziatania zwigzkow o strukturze benzo-y-pironu [105].
Modyfikacje rdzenia flawonu byty podstawg wielu syntetycznych i strukturalnych badan
nad poprawg ich aktywnosci biologicznej [106]. Na podstawie badan zaleznosci struktury
zwigzkow flawonu, a aktywnos$cig stwierdzono, ze podwojne wigzanie migdzy weglem
C2 a C3, obecnos$¢ grupy karbonylowej w pozycji 4, grupy fenylowej przy C2 oraz
podstawnikow: metoksylowego, hydroksylowego i aminowego przytaczonych do
benzylidenopochodnych poprawiajg aktywno$¢ biologiczng [107]. Takie zwiazki

wykazatly silne dzialanie przeciwnowotworowe, inhibitujace niektore enzymy z grupy
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kinaz np. kinazy cyklinozalezne, tyrozynowe czy topoizomerazy [106]. Ugrupowanie
flawonowe, dzigki swoim zréznicowanym wiasciwosciom farmakologicznym, stanowi
potencjalny farmakofor [108] okreslajacy grupy funkcyjne potrzebne do zwigzania leku z
obiektem docelowym oraz wykazujacy aktywno$¢ biologiczng, a takze sposob
przestrzennego rozmieszczenia grup wzgledem siebie [109]. Podobnie zachowuja si¢
luteolina i kwercetyna, ktoére hamujg aktywno$¢ topoizomerazy w komorkach
biataczkowych, dzigki czemu moga mie¢ implikacje terapeutyczne poniewaz enzymy te
sg celem dla stosowanych w leczeniu raka etopozydu, topotekanu czy irynotekanu [110].
Badania biologiczne analogdéw flawonow prowadzone na przestrzeni kilkudziesigciu lat
wykazaly, ze tego typu zwiazki wykazuja dziatanie cytotoksyczne w stosunku do
wybranych linii komodrkowych. Badanie cytotoksyczno$ci in vitro kompleksow
imidazolinowych aminoflawonu wykazalo zwigkszenie aktywno$ci antyproliferacyjne;j.
Podstawienie dodatkowo grupy metoksylowej wzmocnito dziatanie cytotoksyczne
zwigzku [108]. Podobng zaleznos$¢ zauwazytam analizujgc wyniki badan zsyntezowanych
zwigzkow. Badanie aktywnosci cytotoksycznej zostato przeprowadzone wobec czterech
nowotworowych linii komorkowych: ostrej biataczki promielocytowej (HL-60), ostrej
biataczki limfoblastycznej (NALM-6), czerniaka (WM-115) oraz raka okreznicy (COLO-
205). W badaniach wzietam pod uwage stosowane najczesciej chemioterapeutyki:
cisplatyne, karboplatyne oraz kwercetyne, ktore stanowity grupe odniesienia. Wyniki
badan wskazuja, ze zwigzek (E)-3-(4-N,N-dietyloaminobenzylideno)-2-fenylochroman-4-
onu, 5'-(4-metoksyfenylo)-2-fenylo-4',5'-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3’-pirazol]-4-onu
oraz 5’-(3-metoksyfenylo)-2-phenylo-4’,5’-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3’-pirazolo]-4-
on wykazaly najwigksza aktywno$¢ antyproliferacyjng przeciwko komorkom
nowotworowym ostrej biataczki promielocytowej. Wyniki ICso wynosity odpowiednio
3.0£0.3 uM, 8.36+£0.63 uM oraz 9.4+0.4 uM. Powyzsze zwigzki w swojej strukturze
miaty przylaczong grup¢ metoksylowa oraz dietyloaminows. Ponadto kazdy z tych

zwigzkow posiada grupe fenylowa przy atomie wegla C2 chromanonu (Ryc.16).
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Obecno$¢ grupy Ph przy C2 zwigksza lipofilowos¢ zwiazk dw
oraz aktywno$¢ cytotoksyczng

(0] ,rr'Rl R,
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a ] .
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Obecno$é grupy karbonylowej Obecnos¢ heterocykli azotowych
przy C4 podnosi aktywnosé cytotoksyczna zwigksza aktywno$¢ biologiczna

1 lipofilowos¢

R, - Ph; H
R, - OCHj,; N(C,H;),; OH

Ryc. 16. Wplyw grup funkcyjnych na aktywnos¢ biologiczna badanych zwiazkow.

Warto réwniez pochyli¢ si¢ nad roznicg aktywnosci cytotoksycznej w zalezno$ci od
wystepowania izomeru E,Z 3-benzylidenoflawanonu oraz 3-benzylidenochromanonu. E-
izomery pochodnych flawanonow i chromanonow ogodlnie wykazuja wyzsza lub zblizona
aktywno$¢ cytotoksyczng w stosunku do izomeréw Z. W badaniach przeprowadzonych
przez Kupcewicz roznice mozna zaobserwowal w zwigzkach zawierajacych atom
halogenu (chloru lub bromu) w pozycji para podstawnika arylowego (101). Izomery E
tych zwigzkow wykazujg w stosunku do linii komorkowej biataczki HL-60 wysoka
aktywno$¢ cytotoksyczng natomiast izomery Z nie wykazuja w ogodle cytotoksycznosci
wobec tej linii komodrkowej. Zastapienie halogenu grupa metylowg lub obecno$é
niepodstawionego pierScienia benzenowego w zwigzkach o izomerii E nie wykazuje
istotnych réznic w stosunku do izomeru Z [111]. Wartosci ICso sg zblizone w badaniu
linii komoérkowej HL-60. Dopiero w stosunku do komodrek nowotoworych linii NAML-6
wida¢ istotng roznice cytotksycznosci. Izomery E wykazaly wysoka aktywnos$é
antyproliferacyjng podczas gdy izomery Z nie wykazaly zadnej aktywnosci. Odwrotna

zalezno$¢ wystgpuje w aktywnosci cytotoksycznej izomeréw w stosunku do komorek
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nowotworowych czerniaka skéry (WM-115). Co prawda oba izomery E i Z wykazaly
umiarkowang aktywno$¢ cytotoksyczng jednak izomery Z byty kilkakrotnie bardziej
aktywne niz izomery E [111] (116). Zwiazki, w ktorych wystepujg bogate w elektrony
heterocykle azotowe rowniez wykazuja aktywno$¢ biologiczng jako zwigzki
przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne, przeciwzapalne i przeciwdepresyjne [71]. W
literaturze dobrze znany jest indazol, ktorego pochodne wykazuja szeroka aktywnos$¢
biologiczng podobnie jak pirazoliny [112] [113]. Szczegolnie interesujgce jest dziatanie
przeciwnowotworowe pochodnych indazolu, dlatego tez pierScienie indazolowe sa
obecne w wielu zwigzkach o aktywnosci cytotoksycznej, ktore zostaly poddane badaniom
klinicznym. Pochodne mocznika zawierajace pier§cien indazolowy okazaly si¢ skuteczne
w leczeniu réznych typéw nowotoworéw. Linifanib czyli 1-[4-(3-amino-1H-indazol-4-
ylo)-fenylo]-3-(2-fluoro-5-metylofenylo)mocznik ~ dziata przeciwnowotworowo w
stosunku do komorek niedrobnokomoérkowego raka ptuc, piersi oraz jelita grubego. Inne
pochodne przebadano na liniach komérkowych raka ptuc (NCI-H460 oraz A549), raka
okreznicy (HT-29), raka zotadka (SGC-7901) oraz raka piersi (MDA-MB-231) i okazato
si¢, ze wykazuja wysoka aktywno$¢ antyproliferacyjna na kazda z tych linii. Zwiazki
indazolu podstawione pierscienime pirolopirydynowym wykazaty silng aktywnos$¢ w
stosunku do komorek ludzkiej biataczki HL-60 [114]. Najbardziej obiecujace wyniki
wykazat 1-(2-(1H-indazol-3-ylo)-1H-pirolo[3,2-b]piridyn-5-yl)-1-metyl-3-fenylomocznik
IC50 = 8.3 nM w stosunki do HL-60 [115]. Zastapienie w strukturze linifanibu czgsteczki
mocznika, aczacego pierScienie aromatyczne, tacznikiem N,N'-dibenzoilopiperazyny
lub N,N'-dibenzoiloetylenodiaminy doprowadzitlo do otrzymania szeregu zwigzkow o
potencjalnych  wilasciwosciach antyproliferacyjnych oraz inhibitujacych kinaze
tyrozynowa. Dalsze badania wielu zwigzkéw pochodnych indazolu wykazaty, ze
obecno$¢ grupy metoksylowej wzmaga apoptoze zwlaszcza komorek raka ptuc [116].
Pochodne indazolu zawierajace grupe sulfonamidowg wykazatly dziatanie
antyproliferacyjne i apoptotyczne w stosunku do linii komoérkowych raka jajnika i raka
ptuc [117].

Biorgc pod uwage wyniki dla zwigzkoéw referencyjnych warto wskazaé, ze
zarowno kwercetyna jak i chromanon wykazaty niskg aktywno$¢ cytotoksyczng wobec
HL-60.  Zwigzek  5'-(4-metoksy)-2-phenylo-4',5'-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3'-

pirazol]-4-on réwniez wykazat silnie dziatanie cytotoksyczne w stosunku do linii
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komoérkowej NALM-6 (6.8+0.4 uM) oraz WM-115 (5.5+£0.4 uM). Podobng zalezno$¢
wida¢ w przypadku (E)-3-(4-N,N-dietyloaminobenzylideno)-2-fenylochroman-4-onu,
ktory w stosunku do linii komdorkowej] NALM wykazat warto$¢ 1C50=9.08+0.30 uM
natomiast wobec WM-115 1C50=6.45+0.69 uM. Wobec linii komoérkowej raka okrgznicy
najlepsze wyniki wykazal zwigzek posiadajacy pierscien chromanonu (4’-[(4-
metoksy)fenylo]-4°,5,-dihydro-4H-spiro[chroman-3,3,-pirazol]-4-on) 1C50=26.5+1.8 uM.
Juz pot wieku temu przeprowadzono badania pochodnych 4H-1-benzopiran-4-onu, w
wyniku ktorych okazato si¢, ze zwigzki flawonoidowe obnizaja ryzyko wystepowania
nowotworow, hamuja cykl komorkowy w fazie G1/S lub G2/M oraz indukuja apoptoze
komorek nowotworowych [54]. Analizujac wyniki aktywnosci cytotoksycznej wybratam
zwigzki o najwyzsze] zdolnosci antyproliferacyjnej aby przeprowadzi¢ kolejne badania:
oddziatywanie na cykl komoérkowy oraz trawienie plazmidowego DNA. Okazalo sig, ze
zwigzki hamuja proliferacje ok 60% komodrek nowotworowych HL-60 w fazie G2/M,
podobnie do kwercetyny. Plazmidowy DNA po inkubacji z badanymi zwigzkami
poddano trawieniu endonukleazg BamH1, w wyniku czego plazmid ulegl czesciowemu
trawieniu oraz przeksztatceniu do postaci liniowej. Oznacza to, ze zwigzki poddane temu
badaniu moge¢ interkalowa¢ DNA. Aby sprawdzi¢ czy zwigzki o wysokiej aktywnosci
cytotoksycznej nie beda dziataty toksycznie na erytrocyty krwi przeprowadzilam test
hemokompatybilnosci. Jest to badanie wstepne, ktore moze wyjasni¢ zachodzenie
hemolizy erytrocytow, dlatego pozytywny wynik jest informacja o koniecznosci
przeprowadzenia kolejnych zaawansowanych analiz dla potencjalnych lekéw. Wszystkie
poddane ocenie zwigzki nie wykazaty patologicznego wplywu na komorki krwi, ponadto
nie zaobserwowano tworzenia form echinocytarnych pod wplywem zwiazkow. Rownie
waznym badaniem, ktore wykonalam bylto obliczenie deskryptora lipofilowosci, ktory
zwigzany jest ze struktura zwigzkow. Zwigzki posiadajace podstawnik fenylowy w
pozycji C2 wykazuja wyzsze wartosci logP, podobnie jak obecno$¢ podstawnika
metylowego 1 metoksylowego. Zwiazki charakteryzujace si¢ najwicksza aktywnoScia
cytotoksyczng wykazywaty warto$¢ lipofilowosci w zakresie 3.43 — 5.69. Wedlug zasady
drug-likeness aktywno$¢ biologiczna zwigzkéw wzrasta wraz z wartoscig logP, co
przektada si¢ na fakt, ze takie zwigzki moga by¢ brane pod uwage w dalszych badaniach
nad nowymi lekami przeciwnowotworowymi. Badania zalezno$ci struktura-aktywnosc¢

(SAR) wykazaly, zeaktywno$¢ pirazoliny i jej pochodnych zalezy od obecnosci
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heterocyklicznej grupy azotowej, ktéra jest podjednostka strukturalng o roéznych
wilasciwos$ciach farmakologicznych [71] [72]. Doniesienia literaturowe na temat badan
biologicznych zwiazkow zawierajagcych w swojej strukturze pirazoliny potwierdzajg t¢
hipoteze [118]. Analiza SAR wykazata, Zze rusztowanie pirazolowe 1H jest kluczowym
farmakoforem dla uzyskania interesujacej aktywnosci hamujacej, a podstawienia w
pozycjach 3, 4 1 5 pierScienia fenylowego znacznie zwickszaja aktywnos$¢ hamujaca
[119].

Postawione przeze mnie pytania oraz hipotezy dotyczace aktywnosci biologicznej
pirazolin skondensowanych z chromanonem lub flawanonem zostaly potwierdzone
wynikami przeprowadzonych badan. Zwiazki, ktore wykazaly najwyzsza aktywno$¢
cytotoksyczng wobec wybranych linii komérkowych, jak réwniez daty pozytywne wyniki
w pozostatych testach biologicznych moga by¢ poddane bardziej zaawansowanym

badaniom dedykowanym przysztym lekom o dzialaniu przeciwnowotworowym.
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VII. Whnioski

Wyniki uzyskane podczas przeprowadzonych badan eksperymentalnych
pozwalaja na sformutowanie nastepujacych wnioskow.

e Zsyntezowano 14 zwigzkow, pochodnych benzylidenochromanonow z
podstawnikami: H, OCHs, OH, N(CzHs). w pozycji meta lub para podstawnika
fenylowego grupy benzylidenowej optymalizujagc metody opisane wczesniej W
literaturze.

e W reakcji pochodnych (E)- 3-benzylidenochroman-4-onéw i (E)- 3-benzylideno-
2-fenylochroman-4-onéw z diazometanem otrzymano spiro-1-pirazoliny.

e Struktury zsyntezowanych zwigzkéw ustalono w oparciu 0 metody
spektroskopowe: *H i 13C NMR, IR, MS oraz analize pierwiastkowa.

e W oparciu o0 metody krystalograficzne ustalono struktury 6 zwigzkow:
(E)-3-(4-N,N-dietyloaminobenzylideno)chroman-4-onu,
(E)-3-(4-N,N-dietyloaminobenzylideno)-2-fenylochroman-4-onu,
(E)-3-(4-hydroksybenzylideno)chroman-4-onu,
(E)-3-(3-hydroksybenzylideno)-2-fenylochroman-4-onu,
5'-(4-metoksyfenylo)-2-fenylo-4',5'-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3’-pirazol]-4-
onu,
4'-fenylo-4',5'-dihydro-4H-spiro[chromano-3,3'-pirazol]-4-onu

e Zbadano aktywnos$¢ biologiczna Zwigzkow: cytotoksycznosé,
hemokompatybilno$¢, morfologi¢ erytrocytow, oddziatywanie na cykl
komorkowy, trawienie plazmidowego DNA.

e Zsyntezowane zwiazki wykazywaly zréznicowang aktywno$¢ cytotoksyczna
wobec nowotworowych linii  komorkowych. Pirazoliny skondensowane z
flawanonem dziataty bardziej cytotoksycznie na komodrki nowotworowe niz
pirazoliny skondensowane z chromanonem.

e Najbardziej aktywnym cytotoksycznie zwigzkiem wobec linii komorkowej ostrej
biataczki promiclocytowej (HL-60) jest 5'-(4-metoksyfenylo)-2-fenylo-4',5'-
dihydro-4H-spiro[chromano-3,3’-pirazol]-4-on ( 2). Warto$¢ ICso= 3.0 + 0.3 uM.

e Wsrdd analogow spirochromanondéw najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczna wobec
linii komoérkowej raka okrgznicy (COLO-205) wykazat 4'-(4-metoksyfenylo)-
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4' 5'-dihydro-4H-spiro[chroman-3,3'-pirazol]-4-on (4). Warto$¢ ICso= 26.5+ 1.8
uM.

e Wsrdd pochodnych 3-benzylidenochromanonéw, najwicksza aktywnos$¢ wobec
wybranych linii komérkowych wykazat (E)-3-(4-N,N-dietyloaminobenzylideno)-
2-fenylochroman-4-on (11). Wartos¢ ICso odpowiednio 8.36 = 0.63 uM wobec
komorek ostrej biataczki promielocytowej (HL-60), 9.08 £ 0.30 uM wobec
komorek ostrej biataczki limfoblastycznej (NALM-6), 6.45+ 0.69 uM wobec
komorek czerniaka (WM-115).

e Wszystkie badane zwigzki poddane ocenie hemokompatybilno$ci wykazaty, ze
nie wystepuje ryzyko patologicznej hemolizy w warunkach in vivo w badanym
zakresie stezen.

e Ocena morfologii erytrocytow wykazata, ze w wyzszych stezeniach badane
zwigzki moga wptywac na transformacje erytrocytow w echinocyty, jednak jest to
proces odwracalny, a formy echinocytarne wystepuja naturalnie w naczyniach
krwiono$nych.

e Zwiazki o najwyzszej cytotoksyczno$ci wybrane do analizy cyklu komorkowego
wykazaly, ze zatrzymuja proliferacj¢ komorek nowotworowych w fazie G2/M w
zakresie 50% - 60%.

e Trawienie plazmidowego DNA wykazalo, ze zwigzki o najwyzszej aktywnosci
cytotoksycznej moga by¢ interkalatorami DNA.

e Za pomoca metody RP-TLC wyznaczono wartosci lipofilowosci dla badanych
zwigzkow. Zaobserwowano, ze Wwszystkie wykazuja umiarkowany charakter
lipofilowy. Mozna jednak zaobserwowac, ze analogi flawanonu wykazuja wyzsza
warto$¢ logP niz pochodne chromanonu.

e Obecnos¢ skondensowanego pierScienia pirazolinowego moze odgrywaé
kluczowa role w selektywnej cytotoksycznosci. Para-metoksy-podstawione
analogi 3-arylideneflawanonu wykazuja wysoka cytotoksyczno$¢ wobec czterech
linii komodrek nowotworowych. Niepodstawiony zwigzek, z pierScieniem
fenylowym zwigzanym z pirazoling wykazywal wielokrotnie nizsza
cytotoksycznos¢.

e Silny wpltyw na cytotoksycznos¢ wykazuje rowniez pozycja podstawnikow w

pierScieniu fenylowym spiroflawanondéw szczegdlnie w stosunku do linii
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komorkowej HL-60. Zwiazki posiadajace grup¢ OCHz w pozycji meta i para w
pierscieniu fenylowym polaczonym z pirazolem, wykazaty wysoka aktywnos$¢ w
stosunku do linii komorkowych biataczki.

e Znaleziono zalezno$¢ miedzy wartoscig logP, a frakcja powierzchni Hirshfelda.
Wzrost logP  odpowiada zwickszeniu udzialu  oddziatywan C...H
w powierzchni HS.

e Wykonano badania teoretyczne dokowania p-diaminobenzylidenochromanonu
I p-diaminobenzylidenoflawanonu do albuminy ludzkiej. Zwiazki wiazg si¢ z
HSA poprzez oddziatywania hydrofobowe, jednak pierwszy z nich w réznych
miejscach: IB, FALi powyzej miejsca ITA (miejsce wigzania leku) natomiast drugi
tylko w miejscu IB i FA1l. Wykazano rowniez, ze energia wigzania drugiego

zwigzku jest wyzsza niz pierwszego.
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VIIl. Streszczenie

Choroby nowotworowe stanowig jedng z gldéwnych przyczyn zgonéw na
Swiecie. Stosowane wspotczesnie metody leczenia nie zawsze przynosza oczekiwany
efekt 1 niestety wpltywaja niekorzystnie na zdrowe komorki. W ostatnich latach
zaobserwowano wzrastajacag oporno$¢ komorek nowotworowych wobec stosowanych
chemioterapeutykow. Dlatego wcigz poszukuje si¢ nowych i skutecznych metod
leczenia nowotworéw. Poszukiwania nowych chemioterapeutykdw przebiegaja
dwutorowo: poprzez modyfikacje znanych lekéw oraz synteze nowych zwiazkoéw o
wysokiej aktywnosci biologicznej. Niniejsza dysertacja dotyczy syntezy pochodnych
pirazolin skondensowanych z pierScieniem chromanonu Iub flawanonu oraz
porownania aktywnosci cytotoksycznej otrzymanych zwigzkéw. Praca doktorska
obejmowata kilka etapow. Pierwszy dotyczyt syntezy pochodnych (E)-
benzylidenochroman-4-onéw i (E)-benzylideno-2-fenylochromanonéw oraz spiro-1-
pirazolin. Otrzymane zwiazki poddano analizie fizykochemicznej oraz badaniom
krystalograficznym. W drugim etapie pracy doktorskiej skupitam si¢ na ocenie
wlasciwosci  biologicznych  zwigzkow. Gléwna czgs¢ stanowily badania
cytotoksycznosci wobec wybranych nowotworowych linii komorkowych. Zachgcona
pozytywnymi wynikami postanowitam poszerzy¢ badania aby sprawdzi¢ czy zachodza
interakcje miedzy zwigzkami, a erytrocytami. Przeprowadzitam badanie polegajace na
ocenie integralnosci blony erytrocytow pod wplywem dziatania zsyntezowanych
zwigzkow oraz ocenitam morfologi¢ czerwonych krwinek przy uzyciu mikroskopu
optycznego w ukladzie odwroconym. Dla zwigzkéow wykazujacych najwyzsza
cytotoksyczno$¢ przeprowadzono badanie cyklu komorkowego aby sprawdzi¢, w
ktérej fazie cyklu badane zwigzki beda hamowaty proliferacje komorek
nowotworowych. Trzecia czg¢$§¢ badan obejmowata zarowno eksperymentalne jak i
teoretyczne obliczenia. Wyznaczytam parametr lipofilowosci metoda doswiadczalng
oraz z uzyciem programu komputerowego Molinspiration Cheminformatics.
Lipofilowos¢ jest jednym z najwazniejszych deskryptoréw wykorzystywanych przy
projektowaniu nowych lekoéw. Ponadto okreslono energie 1 miejsce wigzania

wybranych zwigzkéw do albuminy ludzkiej oraz przeprowadzono analiz¢ powierzchni
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Hirshfelda aby sprawdzi¢ rodzaj oddziatywan miedzyczasteczkowych. Ponadto
poszukiwatam zalezno$ci migdzy aktywnoscig biologiczng zwigzkow, lipofilowoscia a
ich strukturg, co jest stosowane w modelach iloSciowej zalezno$ci struktura —

aktywnos¢ (QSAR) stuzacych do przewidywania farmakokinetyki i farmakodynamiki

dzialania lekow.
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IX. Summary

Cancer diseases are one of the leading causes of death in the world.
Contemporary methods of treatment do not always bring the expected effect and
unfortunately adversely affect healthy cells. In recent years, increasing resistance of
cancer cells to the chemotherapeutics used has been observed. That is why new and
effective cancer treatments are still being sought. The search for new
chemotherapeutics is two-fold: by modifying known drugs and by synthesizing new
compounds with high biological activity. This dissertation concerns the synthesis of
fused pyrazolines derivatives with a chromanone or flavanone ring and comparison
of cytotoxic activity of obtained compounds. The doctoral dissertation included
several stages. The first step concerned the synthesis of (E)-benzylidene-chroman-4-
ones and (E)-benzylidene-2-phenylchroman-4-ones and spiro-1-pyrazoline
derivatives. The structures of all compounds were characterized using
physicochemical and crystallographic methods. In the second stage of my Ph.D.
thesis, | focused on assessing the biological properties of compounds. The main part
was cytotoxicity studies on selected cancer cell lines. Encouraged by positive results,
| decided to broaden my research to check if there are interactions between
compounds and erythrocytes. | conducted a study consisting of assessing the
integrity of the erythrocyte membrane under the influence of synthesized compounds
and evaluated the morphology of RBCs using a phase-contrast Opta-Tech inverted
microscope. For compounds with the highest cytotoxicity, a cell cycle analysis was
performed to see in which phase of the cycle the tested compounds would inhibit the
proliferation of the cancer cell. The third part of the research included both
experimental and theoretical calculations. | determined the lipophilicity parameter
using the experimental method and the Molinspiration Cheminformatics computer
program. Lipophilicity is one of the most important descriptors used in the design of
new drugs. Besides, the energy and binding site of selected compounds for human
albumin was determined and a Hirshfeld surface analysis was performed to check the
type of intermolecular interaction. Also, | was looking for relationships between the

biological activity of compounds, lipophilicity, and their structure, which is used in
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models of quantitative structure-activity relationship (QSAR) to predict the

pharmacokinetics and pharmacodynamics of drugs.
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Krajewskiej oraz Elzbiety Budzisz. Artykut opublikowano w Molecules, 2018, 23,
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Angeliki A. Adamus-Grabickiej; Magdaleny Markowicz-Piaseckiej, Marcina Cieslaka,
Karoliny Krolewskiej-Golinskiej, Pawla Hikisza, Joachima Kusza, Magdaleny
Maleckiej oraz Elzbiety Budzisz. Artykul opublikowano w Molecules, 2020, 25, 1613 —
1638.
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Angeliki A. Adamus-Grabickiej, Magdaleny Markowicz-Piaseckiej, Marcina Cieslaka,
Karoliny Krolewskiej-Golifiskiej, Pawla Hikisza, Joachima Kusza, Magdaleny
Mateckiej oraz Elzbiety Budzisz. Artykut opublikowano w Molecules, 2020, 25, 1613 —
1638.

Oswiadezam, ze m¢j wudzial w tej pracy obejmowal: pomiar danych

dyfrakcyjnych 1 ich redukeja dla krysztatdw badanych zwigzkow.
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Benzylidenechromanones and Their Spiropyrazolines-Based Analogues autorstwa
Angeliki A. Adamus-Grabickiej, Magdaleny Markowicz-Piaseckiej, Marcina Cieslaka,
Karoliny Krolewskiej-Golinskiej, Pawta Hikisza, Joachima Kusza, Magdaleny Mateckiej
oraz Elzbiety Budzisz. Artykut opublikowano w Molecules, 2020, 25, 1613 — 1638.

Oswiadczam, ze moj udziat w tej pracy obejmowal: nadzor merytoryczny,

przeglad manuskryptu, opracowanie schematu syntezy, edycja tekstu.

Prof. Elzbieta Budzisz



Dokument "Oswiadczenie Molecules 2020 E.B..pdf" zostat podpisany przez Elzbieta Zofia
Budzisz certyfikatem kwalifikowanym o numerze seryjnym
256414631570184485486267033986409507068099813416 wydanym przez 2.5.4.97=VATPL-
5260300517,CN=COPE SZAFIR - Kwalifikowany,O=Krajowa Izba Rozliczeniowa S.A.,C=PL, w
dniu 2020-06-23 15:22:23.




Kamil Suchojad

Wydzial Chemii

Katedra Chemii Fizycznej
Uniwersytet L.odzki

Ul. Pomorska 163/165
90-236 Lodz

L6dz, dn.15.06.2020

OSWIADCZENIE

Kamil Suchojad, student IT roku studiéw stacjonarnych I° na kierunku Chemia w
Nauce i Gospodarce na Wydziale Chemii wykonal prace badawcza w ramach
Studenckiego Grantu Badawczego. Wynikiem przeprowadzonych badan jest publikacja:
Crystal structures of (E)-3-(4-hydroxybenzylidene)- chroman-4-one and (E)-3-(3-
hydroxybenzylidene)- 2-phenyichroman-4-one  autorstwa Kamila Suchojada, Anny
Dotegi, Angeliki Adamus-Grabickiej, Elzbiety Budzisz oraz Magdaleny Maleckiej.
Artykul  opublikowano w czasopiSmie Acta Crystallographica Section E:
Crystallographic Communications 2019, E75, 1907 — 1913,

Oswiadezam, ze méj udzial w tej pracy obejmowat: proces krystalizacji oraz pomiar
dyfrakcyjny krysztatow, udoktadnienie ich struktur, a takze przygotowanie publikacji z
opickunem grantu dr hab. Magdalena Maltecka.

gl %EA’M}»”L



Prof. dr hab. n. farm. Elzbieta Budzisz
Wydziat Farmaceutyczny

m NM)\!?QJ” v Uniwersytet Medyczny w Lodzi
OF LODZ Zaktad Chemii SurowcoOw Kosmetycznych

ul. Muszynskiego 1, 91-151 Lodz

L6dz, dn.23.06.2020

OSWIADCZENIE

Niniejsze o$wiadczenie dotyczy artykutu: Interaction of
Arylidenechromanone/Flavanone Derivatives with Biological Macromolecules Studied
as Human Serum Albumin Binding, Cytotoxic Effect, Biocompatibility Towards Red
Blood Cells autorstwa Angeliki A. Adamus-Grabickiej, Magdaleny Markowicz-
Piaseckiej, Michata B. Ponczka, Joachima Kusza, Magdaleny Mateckiej, Urszuli
Krajewskiej oraz Elzbiety Budzisz. Artykut opublikowano w Molecules, 2018, 23, 3172-
3187.

Oswiadczam, ze moj udzial w tej pracy obejmowal: koncepcja i nadzor

merytoryczny oraz edycja manuskryptu.

Prof. Elzbieta Budzisz



Dokument "Oswiadczenie Molecules 2018 E.B..pdf" zostat podpisany przez Elzbieta Zofia
Budzisz certyfikatem kwalifikowanym o numerze seryjnym
256414631570184485486267033986409507068099813416 wydanym przez 2.5.4.97=VATPL-
5260300517,CN=COPE SZAFIR - Kwalifikowany,O=Krajowa lzba Rozliczeniowa S.A.,C=PL, w
dniu 2020-06-23 15:18:46.




dr hab. Michat Ponczek
Wydziat Biologii
Uniwersytet £.odzki

Ul. Pomorska 141/143
90-236 Lodz

Lodz, dn.15.06.2020

OSWIADCZENIE

Niniejsze oswiadczenie dotyczy artykuhu: Interaction
of Arylidenechromanone/Flavanone Derivatives with Biological Macromolecules
Studied as Human Serum Albumin Binding, Cytotoxic Effect, Biocompatibility Towards
Red Blood Cells autorstwa Angeliki A. Adamus-Grabickiej, Magdaleny Markowicz-
Piaseckiej, Michata B. Ponczka, Joachima Kusza, Magdaleny Mateckiej, Urszuli
Krajewskiej oraz Elzbiety Budzisz. Artykul opublikowano w Molecules, 2018, 23,
3172-3187.

Os$wiadczam, Ze mdj udzial w tej pracy obejmowal: opracowanie oraz opis
cze$ci dotyczacej obliczen teoretycznych dla badanych zwigzkéw, dokowanie,

modelowanie molekularne, wnioski.



Dr Karolina Krdlewska-Golinska

Dziat Chemii Bioorganicznej

Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
Polskiej Akademii Nauk

Ul. Sienkiewicza 112

90-363 Lodz

1.6dz, dn.15.06.2020

OSWIADCZENIE

Niniejsze o$wiadczenie dotyczy artykutu: Biological Evaluation of 3-
Benzylidenechromanones and Their Spiropyrazolines-Based Analogues autorstwa
Angeliki A. Adamus-Grabickiej, Magdaleny Markowicz-Piaseckiej, Marcina Cie$laka,
Karoliny Krolewskiej-Golinskiej, Pawla Hikisza, Joachima Kusza, Magdaleny
Maleckiej oraz Elzbiety Budzisz. Artykut opublikowano w Molecules, 2020, 25, 1613 —
1638.

Os$wiadczam, ze moj udzial w tej pracy obejmowal: analiz¢ cyklu
komorkowego, trawienie plazmidowego DNA, pisanie oraz edycje czeSci

eksperymentalnej manuskryptu.



Dr Marcin Cieslak

Dzial Chemii Bioorganicznej

Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
Polskiej Akademii Nauk

Ul. Sienkiewicza 112

90-363 Lodz

£.6dz, dn.15.06.2020
OSWIADCZENIE

Niniejsze o$wiadczenie dotyczy artykutu: Biological Evaluation of 3-
Benzylidenechromanones and Their Spiropyrazolines-Based Analogues autorstwa
Angeliki A. Adamus-Grabickiej, Magdaleny Markowicz-Piaseckiej, Marcina Cie$laka,
Karoliny Krolewskiej-Golinskiej, Pawta Hikisza, Joachima Kusza, Magdaleny Maleckiej
oraz Elzbiety Budzisz. Artykul opublikowano w Molecules, 2020, 25, 1613 — 1638.

Oswiadczam, ze mdj udzial w tej pracy obejmowal: analize¢ cyklu komorkowego,
trawienie plazmidowego DNA, pisanie oraz edycje czesSci eksperymentalnej

manuskryptu.

Mo road (e ledt



Dr Pawel Hikisz

Zaktad Badan Struktur Biopolimerow
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet Lodzki

ul. Pomorska 141/143

90-236 Lodz

£odz, dn.15.06.2020

OSWIADCZENIE

Ninigjsze oswiadezenie dotyezy artykutu: Biological Evaluation of 3-
Benzylidenechromanones and Their Spiropyrazolines-Based Analogues autorstwa
Angeliki A. Adamus-Grabickiej, Magdaleny Markowicz-Piaseckiej, Marcina Cieslaka,
Karoliny Krolewskiej-Golifiskiej, Pawta Hikisza, Joachima Kusza, Magdaleny
Mateckiej oraz Elzbiety Budzisz. Ariykul opublikowano w Molecules, 2020, 25, 1613 -
1638.

Odéwiadezam, 7e méj udzial w tej pracy obejmowat: analizg¢ 1 opis wynikow

cytotoksycznosci badanych zwigzkow oraz edycje manuskryptu.

B Hieso



Porownanie aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych pirazolin skondensowanych

z chromanonem lub flawanonem: synteza i badanie wiasciwosci fizykochemicznych

XIV. Oswiadczenie autora pracy

L.o6dz, 15.06.2020

mgr chemii Angelika Adamus-Grabicka
Zaktad Chemii Surowcow Kosmetycznych
Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Ja, nizej podpisana Angelika Adamus-Grabicka informuj¢ Przewodniczacego Rady
Naukowej ds. Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi, ze ani badania stanowigce podstawe mojej pracy doktorskiej, ani sama praca pt.

Porownwnanie aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych pirazolin
skondensowanych 7 chromanonem lub flawanonem: synteza i badanie wlasciwosci
fizykochemicznych

Nie byly przedmiotem postgpowania o wszczecie przewodu doktorskiego w innej
jednostce uprawnionej do nadawania takiego stopnia. Jestem wspotwykonawca badan
stanowigcych podstawe mojego doktoratu i posiadam protokoty badan dostepne do
wgladu na zyczenie wladz uczelni.

(podpis kandydata)
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UNIWERSYTET
MEDYCZNY

UNIWERSYTET MEDYCZNY W LODZI

WYDZIAL. FARMACEUTYCZNY
Angelika Anna Adamus-Grabicka
Numer albumu: 2/SSD/2013
SUPLEMENT DO ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Poréwnanie aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych pirazolin skondensowanych 7
chromanonem lub flawanonem: synteza i badanie wlasciwosci fizykochemicznych

Comparison of anticancer activity of condensed pyrazoline derivatives with chromanone or
flavanone: synthesis and study of physicochemical properties

Rozprawa na stopien doktora nauk farmaceutycznych

Promotor: prof. dr hab. Elzbieta Budzisz

L6dz 2020



CURRICULUM VITAE

Dane osobowe

Imi¢ i Nazwisko: Angelika Anna Adamus-Grabicka
Data urodzenia: 16.04.1986 r.

Adres zamieszkania: 1.6dz 94-004

Ul. Janusza Kusocinskiego 4 m.29

Telefon: 600 795 015

Adres e-mail: angelika.adamus@umed.lodz.pl

Wyksztalcenie

01.10.2013 - rozpoczecie studiow doktoranckich na Wydziale Farmaceutycznym

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (30.06.2015 — otwarcie przewodu doktorskiego)

2012 — 2013 - studia podyplomowe ,,.Biomaterialy — Materialy dla medycyny” Akademia
Gorniczo Hutnicza w Krakowie

2006 — 2011 - studia magisterskie na Uniwersytecie Lodzkim na Wydziale Chemii,
Indywidualny Tok Studiow realizowany na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska UL.

Praca magisterska przygotowywana w Katedrze Chemii Organicznej pod kierunkiem
prof. dr hab. Z. Kudzina oraz w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
PAN pod kierunkiem prof. dr hab. M. Potrzebowskiego: ,Synteza i badania
strukturalne nanolipopolimersomow”

2010 - 2011 — Studia podyplomowe ,,Mikro- i Nanotechnologie” Politechnika £.0dzka

2002 — 2005 — nauka w I Liceum Ogolnoksztatcagcym im. Mikotaja Kopernika w Bielsku-
Biatej, klasa o profilu biologiczno-chemicznym

Doswiadczenie zawodowe:
01.10.2018 do teraz — asystent z Zaktadzie Bromatologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

2016 - 2018 - szkoleniowiec w projekcie FARM@BIO dla studentow Wydziatu
Farmaceutycznego oraz Wydzialu Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi



29.10.2013 - 30.09.2018 — zatrudnienie w Zakltadzie Chemii Surowcow Kosmetycznych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi na stanowisku: samodzielny referent ds. naukowo-
dydaktycznych

01.01.2013 - 31.07.2013 - staz zawodowy w Katedrze Kosmetologii Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

01.10.2010 - 30.06.2011 - staz studencki w Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w Samodzielnej Pracowni Badan Strukturalnych

Sierpien 2009 — staz w firmie farmaceutycznej Medana Pharma S.A. Sieradz w Dziale
Kontroli Jakosci

Dzialalnos¢ studencka i doktorancka:

2019 - organizacja 11l Konferencji Naukowo - Szkoleniowej Studentow Wydzialu
Farmaceutycznego
2018 - organizacja Il Konferencji Naukowo - Szkoleniowej Studentow Wydziatu
Farmaceutycznego

2017 — organizacja | Konferencji Naukowo - Szkoleniowej Studentow Wydzialu
Farmaceutycznego

2016 — organizacja Konferencji Kosmetologia — nauka i przysztosé¢ Uniwersytet Medyczny
w Lodzi

2016 - Organizacja i uczestnictwo w Lédzkich Senioraliach

23-24.04.2016 — przygotowywanie oraz uczestnictwo w XVI Festiwalu Nauki Techniki i
Sztuki w Lodzi

20-27.04.2015 — przygotowywanie oraz uczestnictwo w XV Festiwalu Nauki Techniki i
Sztuki w Lodzi

2014 — 2018 - Organizacja Drzwi Otwartych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
(wyklady i pokazy dla licealistow)

2014 - 2018 — wspolopiekun Studenckiego Kola Naukowego przy Katedrze Kosmetologii

2014 - 2015 - sekretarz Rady Samorzadu Doktorantéw Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi

2013 - 2018 — czlonek Rady Samorzadu Doktorantow Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi

2010 - 2013 - dzialalno§¢ w Stowarzyszeniu Niepelnosprawnych Studentéw i
Absolwentow Uniwersytetu L.odzkiego



2007 — 2009 — dzialalnos¢ w Samorzadzie studenckim Wydzialu Chemii Uniwersytetu
L.odzkiego

2008 — 2010 — czlonek Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego

Konferencje, kongresy, sympozja naukowe:

12-13.04.2019 - Il Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Studentow Wydzialu
Farmaceutycznego, Lo6dz. Prezentacja plakatu: Otrzymywanie i badania biologiczne
ekstraktow zawierajgcych zwiqgzki o wlasciwosciach przeciwnowotworowych. Goérecka A.,
Adamus-Grabicka A., Karwowski B.

12.06.2018 - Konferencja Beauty Innovation, L.édz. Prezentacja ustna: Nowoczesne i
alternatywne Srodki konserwujgce w preparatach kosmetycznych. Adamus-Grabicka A.

22.05.2018 - II Ogélnopolska Konferencja Naukowa ,,Nanotechnologia wobec oczekiwan
XXI wieku” Lublin. Prezentacja plakatu: Nanoczgsteczki jako nosniki substancji
biologicznie aktywnych. Adamus-Grabicka A., Kasperkiewicz K., Budzisz E.

06-07.05.2018 - VII Ogolnokrajowa Konferencja Mlodzi Naukowcy w Polsce — Badania i
Rozwoj, Poznan. Prezentacja plakatu: Flawanony i kumaryny jako alternatywa dla lekow
przeciwnowotworowych oraz przeciwdrobnoustrojowych. Adamus-Grabicka A., Bartnicka
E., Kasperkiewicz K., Budzisz E.

12-13.05.2017 - IV Ogoélnokrajowa Konferencja Naukowa Mlodzi Naukowcy w Polsce —
Badania i Rozwdj Lublin. Prezentacja ustna wynikow: Nosniki substancji czynnych
stosowane w farmakologii i kosmetologii. Adamus-Grabicka A., Kasperkiewicz K., Budzisz
E.

22.04.2017 — | Konferencja Naukowa 150 Rocznica Urodzin Marii Sklodowskiej-Curie
Uniwersytet Medyczny w FLodzi. Prezentacja plakatu: Nosniki substancji czynnych
stosowane w farmakologii i kosmetologii. Adamus-Grabicka A., Kasperkiewicz K.,
Bartnicka E., Budzisz E.

09-10.12.2016 — III Konferencja Naukowa Mala Wielka Nauka W Labiryncie Nauki
Politechnika Y.édzka. Prezentacja ustna wynikow: Otrzymywanie nosnikow liposomowych

oraz enkapsulacja zwigzkow czynnych w preparatach kosmetycznych. Adamus-Grabicka A.,
Kadtubowski S., Budzisz E.

30.11.2016 — Konferencja ,,Nowoczesne metody badawcze dla branzy farmaceutycznej i
kosmetycznej jako odpowiedz na aktualne wyzwania przemyslu” Krakow Life Science
Park. Wyklad: Kompaktyfikacja sktadu kosmetykow sposobem na otrzymanie
wielofunkcyjnego produktu {gczqcego funkcje pielegnacyjne, ochronne oraz lecznicze.
Adamus-Grabicka A.



23-24.11.2016 — IV Ogolnokrajowa Konferencja Naukowa Mlodzi Naukowcy w Polsce —
Badania i Rozwé6j Olesnica. Prezentacja plakatu: Metody otrzymywania nosnikéw
liposomowych z enkapsulowanymi flawonoidami wykorzystywanymi w kosmetologii.
Adamus-Grabicka A., Kadtubowski S., Budzisz E.

18.04.2016 — III Ogédlnokrajowa Konferencja Naukowa Mlodzi Naukowcy w Polsce —
Badania i Rozwoj Gdansk. Prezentacja plakatu: Zastosowanie liposomow do modyfikacji
nanowlokien wykorzystywanych w farmakologii i kosmetologii. Adamus-Grabicka A.,
Batory M., Budzisz E.

12.03.2016 — | Konferencja Kosmetologia — nauka i przysztesé¢ Uniwersytet Medyczny w
Lodzi. Prezentacja plakatu: Otrzymywanie nosnikéw liposomowych oraz zamykanie
substancji czynnych stosowanych w preparatach kosmetycznych. Kuzniecow A., Adamus-
Grabicka A., Budzisz E.

10-11.12.2015 — II Konferencja Naukowa Mala Wielka Nauka Innowacje i Idee
Przyszlosci Politechnika L.oédzka. Prezentacja ustna wynikéw: Mozliwosci wykorzystania
liposomow do modyfikacji nanowtdkien wykorzystywanych w farmakologii i kosmetologii.

Adamus-Grabicka A.

15-16.04.2015 - II Ogolnopolska Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Nowoczesne
Technologie i Zabiegi w Kosmetologii w Lublinie. Prelekcja: Liposomy jako nowe formy
aplikacji substancji czynnych stosowanych w kosmetologii i farmakologii. Adamus-Grabicka
A.

04-05.12.2014 — | Konferencja Naukowa Mala Wielka Nauka Politechnika ¥.6dzka
05-06.04.2014 — Miedzynarodowy Kongres i Targi Kosmetologiczne LNE SPA Krakéw

21-22.11.2013 - I Ogolnopolska Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Nowoczesne
Technologie i Zabiegi w Kosmetologii Lublin. Prezentacja plakatu: Zastosowanie komérek
macierzystych i osocza bogatoplytkowego w dermatologii i kosmetologii. Adamus-Grabicka
A., Mucha P. Budzisz E.

09-12.07.2013 - VI Krajowa Konferencja Nanotechnologii w Szczecinie. Prezentacja
plakatu: Synteza i badania strukturalne nanolipopolimerosomow. Adamus-Grabicka A.,
Miksa B., Potrzebowski M., Kudzin Z., Budzisz E.

Projekty:

1. Przygotowanie i realizacja projektow: Synteza liposomow oraz enkapsulowanie
zwigzkow czynnych stosowanych w  kosmetologii. Opracowanie receptury
kosmetykow 7 wykorzystaniem wczesniej otrzymanych liposomow  oraz
Projektowanie nowego sktadnika aktywnego dla skory problemowej W ramach
,FARM@BIO - zintegrowany system rozwoju kompetencji studentow Wydziatu
Farmaceutycznego oraz  Wydzialu Nauk Biomedycznych 1 Ksztalcenia



Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w todzi w odpowiedzi na potrzeby
spoteczenstwa, rynku pracy oraz gospodarki opartej na wiedzy” wspotfinansowanego
ze $rodkoéw Unii Europejskiej — Europejski Fundusz Spoteczny w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza, Edukacja, Rozwo;.

Inkubator Innowacyjnosci +MNISW/2017/DIR/76/11+ kierownik projektu: BiZuteria
ze srodkiem przeciw owadom.

Projekt: Zywnos¢ jutra — zdrowie dzisiaj. Zywnos¢ funkcjonalna. Regionalny
Program Operacyjny Wojewodztwa Lédzkiego na lata 2014-2020.

Najwazniejsze szkolenia i kursy:

1.

&

Szkolenie ,,Mozliwosci doktorantow we wspolpracy uczelni z biznesem. Aspekty
prawne” realizowane przez Stowarzyszenie Rozwoju Karier Doktorantow i
Doktorantow PolDoc

Kurs ,,Tworzenie biznes planu i wybdr modelu biznesowego przedsigbiorstwa
akademickiego — w tym spin-off i spin-out” Centrum Innowacji Akcelerator
Technologii

Certyfikowany kurs pierwszej pomocy

Kurs ,,I Ty mozesz zosta¢ przedsi¢biorcg”

Kurs ,,Zasady sporzadzania biznes planéw” dla tédzkich przedsigbiorcow oraz oséb
planujacych rozpoczgcie dziatalno$ci gospodarczej

Dzialalno$¢ dydaktyczna

W czasie trwania studiow doktoranckich prowadzitam nastgpujace zajecia dydaktyczne:

ok wdE

Chemia Kosmetyczna

Chemia Ogo6lna

Receptura Preparatow Kosmetycznych

Perfumeria

Zajecia fakultatywne: Zastosowanie liposomow jako no$nikow substancji czynnych
Surowce Kosmetyczne

Prowadzitam zaj¢cia w ramach studiow podyplomowych Nowe kierunki we wspélczesnej

kosmetologii z tematyki: Promotory przejscia przezskornego.

Petnitam rol¢ opiekuna 4 prac licencjackich oraz 7 prac magisterskich.



Publikacje

1.

Magdalena Matecka, Joachim Kusz, Lars Eriksson, Angelika Adamus-Grabicka,
Elzbieta Budzisz. The relationship between the Hirshfeld potential and the cytotoxic
activity: a study along a series of flavonoids and chromanones derivatives. Acta
Crystallographica Section C. 2020 (przyjeta do druku)

Angelika A. Adamus-Grabicka, Magdalena Markowicz-Piasecka, Marcin Cieslak,
Karolina Kroélewska-Golinska, Pawel Hikisz, Joachim Kusz, Magdalena Matecka,
Elzbieta Budzisz. Biological Evaluation of 3-Benzylidenechromanones and Their
Spiropyrazolines-based Analogues. Molecules. 2020, 25(7), 1613-1638.

Julia Kazmierczak-Baranska, Karolina Boguszewska, Angelika Adamus-Grabicka,
Bolestaw T. Karwowski. Two Faces of Vitamin C—Antioxidative and Pro-Oxidative
Agent. Nutrients 2020, 12(5), 1501.

Angelika Adamus-Grabicka. Perfumeria. Kosmetologia Tom 2. PZWL Warszawa
Wyd. 1, 2020: 183 — 212.

Kamil Suchojad, Anna Dotega, Angelika A. Adamus-Grabicka, Elzbieta Budzisz,
Magdalena Matecka. Crystal structures of (E)-3-(4-hydroxybenzylidene)chroman-4-
one and (E)-3-(3-hydroxybenzylidene)-2-phenylchroman-4-one. Acta
Crystallographica Section E. 2019, E75, 1907-1913.

Angelika A. Adamus-Grabicka, Magdalena Markowicz-Piasecka, Michat B
Ponczek, Joachim Kusz, Magdalena Matecka, Urszula Krajewska, Elzbieta Budzisz.
Interaction of arylidenechromanone/flavanone  derivatives with  biological
macromolecules studied as human serum albumin binding, cytotoxic effect,
biocompatibility towards red blood cells. Molecules 2018, 23, 3172-3187.
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