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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe pochodne genisteiny i zawierajgce je srodki farmaceutyczne.
Nowe pochodne genisteiny wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe.

Naturalne izoflawony, a szczegdlnie genisteina (5,7,4"-trihydroksy-3-fenylochromen-4-on), charakte-
ryzujg sie wielokierunkowym dziataniem biologicznym, w szczegélnosci zdolnoscig hamowania aktyw-
nosci biatkowych kinaz tyrozynowych - grupy enzyméw majacych istotne znaczenie dla ekspresiji pro-
toonkogendw i onkogendw. Aktywnos¢ ta rzutuje na potencjalng przydatnosé genisteiny w terapii
i prewencji choréb nowotworowych, choréb uktadu krgzenia, osteoporozy i innych. Niestety catkowita
ilos¢ izoflawonéw w surowcach roslinnych jest niewielka. W surowcach sojowych wynosi na przyktad
od 0,1 do 0,3%, przy czym gtéwne sktadniki flawonowe nasion Glycine max Merill (fasola sojowa)
stanowig B-D-glukozydy: genistyna, daidzyna i glicytyna, za$ odpowiadajgce im aglikony (genisteina,
daidzeina i glicyteina) sg praktycznie nieobecne w surowcu i pojawiajg sie w znaczgcych ilosciach
dopiero pod wptywem obrébki termicznej lub fermentacji w procesie przetwérczym.

W zwigzku z wysuwang przez badaczy sugestig, ze za korzystne dziatanie soi odpowiedzialne
sg glikozydy izoflawonéw, a nie ich aglikony, rosnie zainteresowanie wytwarzaniem glikozydow i innych
pochodnych genisteiny w sposob syntetyczny.

Prowadzone uprzednio prace nad otrzymywaniem genistyny (7-O-B-D-glukopiranozydu genisteiny)
(J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1998, 2481) wskazuja, ze grupy fenolowe genisteiny sg nieréwnocen-
ne pod wzgledem reaktywnosci chemicznej i grupa 7-hydroksylowa wykazuje 100-krotnie wiekszg
kwasowos¢ niz grupa 4'-hydroksylowa. Oczekiwana na podstawie obliczen kwasowosci kolejnosc
podstawienia atoméw wodoru w grupach fenolowych (7-OH>>4'-OH>5-OH) nie znajduje jednak od-
zwierciedlenia w znanych strukturach prostych pochodnych genisteiny, ktére stanowig na ogot wynik
wyczerpujacego alkilowania lub acylowania (na przyktad znane sg pochodne trimetylosililowa, trimety-
lowa, trietylowa, triacetylowa i tribenzoilowa).

Ostatnio, w publikacji w Tetrahedron 56 (2000), 7805 ujawniono mono- i diestry genisteiny
z kwasem oleinowym i stearynowym oraz regioselektywny sposéb ich otrzymywania.

Obecny wynalazek dostarcza szeregu pochodnych genisteiny zawierajacych selektywnie wpro-
wadzone okreslone grupy funkcyjne, ktére moga odgrywac¢ wazne funkcje biologiczne, w szczegélno-
$ci mogq ulegac¢ eliminacji badz przeksztatcaniu w wyniku proceséw metabolicznych zachodzacych
w organizmie.

Istote wynalazku stanowig pochodne genisteiny o wzorze 1, w ktorym R; i R, sg takie same lub
rézne i niezaleznie oznaczaja;

- atom wodoru,

- allil,

- benzyl,

- grupe -COCHj5 (acetyl),

- Cys-alkilokarbonyl,

- grupe Rs (Rg) R;-Si-, gdzie Rs, Rg i R7 sg takie same lub r6zne i oznaczajg C,z-alKil,

- grupe monosacharydowsg, w ktérej co najmniej jedna grupa hydroksylowa moze by¢ podsta-
wiona grupami acylowymi lub benzylowymi;

R3 0znacza atom wodoru lub grupe -COCHzs;

R4 oznacza atom wodoru;

oraz ich farmaceutycznie dopuszczalne sole.

Przez okreslenie grupa sacharydowa nalezy rozumie¢ pochodng cukréw prostych: pentozy,
heksozy lub heptozy w postaci tancuchowej lub cyklicznej.

W pierwszej odmianie wynalazku korzystne pochodne genisteiny przedstawione sg wzorem 1,
w ktérym R; oznacza atom wodoru, benzyl lub grupe Rs (Rs) R7-Si-, R, oznacza atom wodoru, grupe
-COCHj3 lub grupe Rs (Rg) R7-Si-, a R i R4 0znaczajg atom wodoru lub grupe -COCHa.

W drugiej odmianie wynalazku korzystne pochodne genisteiny wedtug wynalazku przedstawio-
ne sg wzorem 1, w ktérym jeden podstawnik sposréd R; i R, oznacza atom wodoru, podczas gdy dru-
gi oznacza allil lub Cys-alkilokarbonyl, R; stanowi atom wodoru lub grupe -COCHjs, a R4 stanowi atom
wodoru.

Do korzystnej grupy zwigzkéw wedtug wynalazku nalezg glikozydy genisteiny przedstawione
wzorem 1, w ktérym jeden sposréd podstawnikéw R; i R, oznacza grupe monosacharydowg, podczas
gdy drugi oznacza atom wodoru, a Rs i R4 0znaczajg atom wodoru.
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Szczegolnie korzystne glikozydy stanowig furanozydy.

Pochodne genisteiny wedtug wynalazku wykazujg silne i selektywne dziatanie antyproliferacyjne
i cytotoksyczne, a dodatkowo niektére z nich, na przyktad pochodne sililowe, mogg stanowi¢ cenne
zwigzki posrednie w otrzymywaniu innych pochodnych.

Pochodne genisteiny przedstawione wzorem 1 mozna otrzymac, zaleznie od rodzaju i miejsca
podstawienia podstawnika, wykorzystujac jako zwigzek wyjsciowy genisteine, jej syntetyczny prekur-
sor 2,4,6,4'-tetradeoksybenzoine lub genistyne (7-O-B-D-glukopiranozylogenisteing).

Genisteine z grupami hydroksylowymi w pozycjach 7 i 4" zabezpieczonymi w postaci pochod-
nych sililowych, przedstawione wzorem 1, w ktérym R; i R, jednoczesnie oznaczajg grupe Rs(Rg)R7-Si-,
a Rz i R4 stanowig atom wodoru, otrzymuje sie poddajgc genisteine dziataniu nadmiaru chlorku alkilo-
sillowego w obecnosci imidazolu, w rozpuszczalniku organicznym takim jak dimetyloformamid.
Otrzymane w ten sposéb pochodne disililowe mozna nastepnie poddawac¢ reakcji selektywnego acy-
lowania w pozycji 7, dziatajac na nie odpowiednim chlorkiem lub bezwodnikiem kwasowym w obecno-
$ci zasady organicznej, takiej jak na przyktad pirydyna. Uzyskuje sie w ten sposéb mono-O-acylowe
pochodne genisteiny o wzorze 1, w ktérym R; oznacza alkilokarbonyl lub arylokarbonyl, R, oznacza
grupe Rs(Rg)R7-Si-, a Rz i R4 stanowig atom wodoru.

Mono-O-acylowe pochodne genisteiny posiadajg silnie zréznicowane grupy funkcyjne: zasado-
labilng grupe 7-O-acylowa, kwasolabilng grupe 4-O-alkilosililowg i niereaktywng grupe hydroksylowg
w pozycji 5, ,zabezpieczong’ wewnatrzczasteczkowym wigzaniem wodorowym. Pochodne te moga
stanowi¢ substrat do otrzymywania niesymetrycznych pochodnych genisteiny zawierajacych dwa roz-
ne podstawniki w pozycjach 4'i 7.

7-Mono-O-acylowe pochodne genisteiny przedstawione wzorem 1, w ktérym R; oznacza alkilo-
karbonyl lub arylokarbonyl, a R,, Rs i R4 stanowig atom wodoru, otrzymuje sie ze zwigzkoéw disililo-
wych, usuwajac sililowg grupe zabezpieczajaca z pozycji 4' przez dziatanie rozcienczonych kwaséw
lub jonéw fluorkowych.

Diacylowe pochodne genisteiny przedstawione wzorem 1, w ktérym R; i R, sg takie same
i oznaczajg alkilokarbonyl lub arylokarbonyl, a Rs i R4 stanowig atom wodoru, otrzymuje sie dziatajac
na genisteine co najmniej 4-krotnym nadmiarem molowym czynnika acylujgcego, takiego jak chlorek
lub bezwodnik kwasowy, wobec zasady. Odpowiednie zasady stanowig aminy trzeciorzedowe, np.
pirydyna, trialkiloaminy (w tym cykliczne) oraz zasady nieorganiczne, takie jak wodorotlenki lub wegla-
ny metali alkalicznych.

Dziatajgc na genisteine niewielkim nadmiarem molowym czynnika acylujgacego (1,2-1,8 moli na
mol genisteiny), otrzymuje sie mieszanine 7-O-acetylo- i 4'-O-acetylo-pochodnych genisteiny, ktére
nastepnie mozna ewentualnie rozdzieli¢ metodg chromatograficzna.

Pochodne genisteiny przedstawione wzorem 1, w ktérym R;, Rz i R4 stanowig atom wodoru, R,
oznacza alkil, allil lub aryl, otrzymuje sie znanym ze stanu techniki sposobem, polegajacym na dziata-
niu na genisteine niewielkim nadmiarem molowym czynnika alkilujgcego, takiego jak halogenek alkilu,
w obecnosci zasady, albo tez najpierw generujgc anion fenolanowy genisteiny przez dziatanie silng
zasada lub wodorkiem metalu i nastepnie poddajgc go reakcji z czynnikiem alkilujgcym.

Z kolei pochodne genisteiny zawierajace podstawnik alkilowy w pozycji 5 otrzymuje sie na dro-
dze monoalkilowania tetradeoksybenzoiny, ktérg nastepnie poddaje sie reakcji formylowania i cykliza-
cji, analogicznie jak to opisano w zgtoszeniu patentowym P-343505 dla genisteiny.

Wreszcie pochodne genisteiny podstawione w pozycji 3' przedstawione wzorem ogélnym 1,
w ktérym R4 oznacza grupe -SOsH, SOs3’, -NH, lub -NO,, otrzymuje sie w wyniku typowych reakcji sulfo-
nowania, nitrowania czy wprowadzania grupy aminowej, stosujac jako zwigzek wyjsciowy genisteine.

Pochodne genisteiny przedstawione wzorem 1, w ktérym R; oznacza atom wodoru, R, oznacza
grupe sacharydowag, a Rz i R4 stanowig atom wodoru, mozna otrzymac¢ jednym ze znanych w chemii
cukrow sposobow utworzenia wigzania glikozydowego w reakcji donora glikozylowego z akceptorem
glikozylowym, wobec promotora, korzystnie w rozpuszczalniku organicznym, przy zastosowaniu akty-
wacji termicznej lub mikrofalowej. W powszechnie znanych z literatury sposobach jako donory glikozy-
lowe stosuje sie 1-pochodne glikozylowe, takie jak halogenki, estry, etery oraz glikale, ktérych pod-
stawnik anomeryczny mozna przeksztaicic w dobrg grupe opuszczajacg. Zaleznie od rodzaju pod-
stawnika anomerycznego, reakcje glikozydowania prowadzi¢ mozna w warunkach kwasnych wobec
kwasOw Lewisa lub Bronsteda lub tez, w przypadku reakcji wymiany anomerycznej, w warunkach
zasadowych. Odpowiednie kwasy Bronsteda stanowig na przyktad kwas toluenosulfonowy lub triflowy,
zas odpowiednie kwasy Lewisa stanowig tetrachlorek cyny, trichlorek glinu lub tetrachlorek tytanu.
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Glikozydy genisteiny wedtug wynalazku korzystnie otrzymuje sie w reakcji wymiany anomerycznej,
znanej na przykfad z publikacji w Nucleosides, Nucleotides, 15, 771 (1996).

Jako akceptor glikozylowy stosuje sie genisteine lub jej pochodne acylowe, alkilowe badz sililowe.
Korzystne jest stosowanie selektywnie funkcjonalizowanych pochodnych ze wzgledu na ich lepszg
rozpuszczalnos$¢ w srodkowisku reakcji. Reakcja ta zapewnia nieoczekiwang regioselektywnos¢ reak-
cji glikozydowania, pozwalajgca uzyskiwac glikozydy genisteiny podstawione w pozycji 4' jako gtéwne
produkty reakcji.

Reakcje glikozydowania prowadzi sie w warunkach bezwodnych, korzystnie w atmosferze gazu
obojetnego, w rozpuszczalniku aprotonowym lub ich mieszaninie, w podwyzszonej temperaturze.

W wyniku glikozydowania otrzymuje sie mieszanine anomerow glikozydéw genisteiny, ktérg
w razie potrzeby mozna rozdzieli¢ metoda chromatografii zelowej lub krystalizaciji.

Otrzymane glikozydowe pochodne genisteiny mozna dalej poddaé selektywnemu funkcjonali-
zowaniu pozycji 5" grupy sacharydowej za pomocg odczynnikéw acylujacych, alkilujacych, sililujgcych
lub glikozydujacych. W szczegblnosci, grupe hydroksylowg w pozycji 5" mozna selektywnie zabezpie-
czy¢ w sposob znany w chemii cukréw w postaci estrow kwaséw mono- lub dikarboksylowych, orto-
estrow, karbaminianéw, sulfonianéw, fosforanéw oraz eter6éw, na przyktad trytylowych, sililowych,
alkoksyalkilowych lub tetrahydropiranylowych.

Pochodne genisteiny wedtug wynalazku charakteryzujg sie réznorodnymi wiasnosciami fizyko-
chemicznymi, przy zachowaniu pozadanej aktywnosci biologicznej zwigzku macierzystego.

Selektywne funkcjonalizowanie genisteiny pozwala uzyskiwaé¢ zwigzki o pozadanych wtasno-
Sciach, takich jak rozpuszczalno$¢ w ptynach ustrojowych, powinowactwo do biopolimeréw, podatnosé
na biodegradacje, lipofilowos¢ (powinowactwo do bton komérkowych), ktére z kolei decydujg o wia-
snosciach farmakokinetycznych i farmakodynamicznych zwigzku. W szczegélnosci 4'-furanozydy
genisteiny oraz ich pochodne estrowe i eterowe wykazujg wielokierunkowg aktywnos¢ biologiczna,
zarowno jako bezposrednie prekursory genisteiny o duzej biodostepnosci, jak réwniez jako integralne
ligandy waznych pod wzgledem funkcjonalnym endogennych biopolimeréw, w zwigzku z czym zakres
mozliwych dziatan biologicznych i zastosowan medycznych nowych pochodnych obejmuje wszystkie
dziatania genisteiny, ale sie do nich nie ogranicza.

Pochodne genisteiny wediug wynalazku badano pod katem aktywnosci biologicznej na wybra-
nych liniach komérek nowotworowych, w réznych testach cytotoksycznosci i cytostatycznosci, postu-
gujac sie technikami cytomerii statystycznej (SC) i cytometrii przeptywowej (FC).

Metodyka badan.

Badanie aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych genisteiny wykonano oceniajac wptyw
tych zwigzkéw na przezywalnosé oraz namnazanie komoérek w hodowli in vitro. W doswiadczeniach
wykorzystano komérki nowotworowe linii biataczkowych: Tib-152, Molt-4, HI-60, L-1210, ktére inkubo-
wano w obecnosci genisteiny (substancja referencyjna) lub badanych substancji w stezeniach z za-
kresu od 1 do 150 uM/l. Czas inkubacji wynosit od 12 do 72 godzin. Nastepnie komorki poddawano
procesowi barwienia zestawem barwnikoéw fluorescencyjnych FDA (fluorescein diacetate) i Pl (propi-
dium iodide). FDA znakuje komorki zywe, natomiast Pl komérki martwe. (Metoda FDA/PI jest rutyno-
wo uzywana do pomiaréw cytotoksycznosci: Kenneth H., Senft JA., Senft J.: J. Histochem. and Cyto-
metry 33, 77, 1985). Wybarwione prébki analizowano technikg cytometrii przeptywowej. Wyniki pomia-
réw przedstawiano na dwuwymiarowych cytogramach i przeprowadzano analize z uwzglednieniem
nastepujacych kryteriéw: stopien wybarwienia FDA, stopien wybarwienia Pl, wielkos$¢ i ziarnistos¢
komorek. Kazdy punkt doswiadczalny wykonano w dwéch powtérzeniach, a w trakcie pomiaru cyto-
metrycznego analizowano od 5000-10000 komoérek. Przezywalnosé¢ komérek w hodowli kontrolnej
byta wyzsza niz 90%.

Wyniki

Site dziatania toksycznego (cytotoksycznosé wzgledna) badanych zwigzkéw wyrazono w odnie-
sieniu do genisteiny, jako stosunek ilosci procentowej zywych komérek w hodowli z genisteina do
ilosci procentowej komoérek zywych w hodowli z badanym zwigzkiem.

Wptyw badanych zwigzkéw na tempo proliferacji (cytostatycznos¢ wzgledna) wyrazono w od-
niesieniu do genisteiny, jako stosunek gestosci hodowli komérkowej w obecnosci genisteiny do gesto-
$ci komérkowej w obecnosci badanego zwigzku.

Wyniki oznaczen zebrano w Tabeli 1.
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Tabela 1l
Sita dziatania cytotoksycznego Sita dziatania cytostatycznego
Lp. Substancja wzgledem genisteiny wzgledem genisteiny
(zakres wartosci uzyskany w badaniach) | (zakres warto$ci uzyskany w badaniach)

1 11 1,0-32 1,0-4,3

2 12ai12b 1,0-19 1,0-3,5

3 19 1,0-17 1,1-3,9

4 18 n.akt.* 0,1

5 16 n.akt.* 0,3

6 4 0,9-23 0,9-4,6

7 5 0,9-11 0,9-5,0

8 6 0,8-1,0 0,4-1,3

9 7 1,0-12 0,9-10
10 20 1,0-85 1,0-1,8

n.akt.* - zwigzek nieaktywny

Wykazana w testach in vitro aktywnos¢ antyproliferacyjna (cytostatyczna) oraz przeciwnowo-
tworowa (cytotoksyczna) nowych pochodnych genisteiny jednoznacznie wskazuje na mozliwosé ich
potencjalnego zastosowania w onkologii klinicznej (chemioterapia nowotworéw) i/lub chemoprewencji
nowotworow.

Wynalazek obejmuje ponadto srodek farmaceutyczny zawierajgcy pochodng genisteiny o wzo-
rze 1, w ktérym R; i R, sg takie same lub rézne i niezaleznie oznaczaja;

- atom wodoru,

- allil, benzyl,

- grupe -COCHj5 (acetyl),

- Cys-alkilokarbonyl,

- grupe Rs(Rg)R7-Si-, gdzie Rs, Rg i R7 sg takie same lub r6zne i oznaczajg C,_z-alKil,

- grupe monosacharydowsg, w ktérej co najmniej jedna grupa hydroksylowa moze by¢ podsta-
wiona grupami acylowymi lub benzylowymi;

R3; 0znacza atom wodoru lub grupe -COCHzs;

R4 oznacza atom wodoru;

lub jej s6l, w potaczeniu z farmaceutycznie dopuszczalnymi nosnikami i substancjami pomocni-
czymi.

Srodek farmaceutyczny wedtug wynalazku moze mieé postaé odpowiednig do podawania drogq
doustng, pozajelitowa, donosowa, podjezykowa lub doodbytniczg albo do podawania przez wdychanie
lub wdmuchiwanie. W szczegélnosci srodek moze miec¢ postac¢ tabletki, pigutki, kapsutki, proszku,
granulek, jatowego roztworu lub zawiesiny, aerozolu, ampuiki lub czopka.

Odpowiednie postaci farmaceutyczne srodka wedtug wynalazku sporzadza sie w znany w far-
macji sposob.

Postaci state, takie jak tabletki, pigutki, proszki, granulki lub kapsutki, sporzgdza sie mieszajac
sktadnik aktywny z farmaceutycznym nosnikiem, takim jak skrobia kukurydziana, laktoza, sacharoza,
sorbitol, talk, kwas stearynowy, stearynian magnezu, fosforan diwapniowy lub gumy, oraz innymi roz-
cienczalnikami farmaceutycznymi, na przyktad wodg, do utworzenia statej mieszanki wstepnej, zawie-
rajacej jednorodng mieszanine zwigzku wedtug wynalazku lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej
soli. Tak uzyskang mieszanke mozna nastepnie poddawac tabletkowaniu lub drazowaniu badz napet-
nia¢ nig kapsutki. Tabletki lub granulki nowej kompozycji mozna powleka¢ lub przetwarza¢ w inny
sposéb dla uzyskania postaci jednostkowej zapewniajgcej korzystne wydtuzone dziatanie. Do wytwa-
rzania takich warstw zabezpieczajgcych lub powlekajgcych mozna stosowac szereg réznych substan-
cji, obejmujacych réznorodne kwasy polimeryczne i mieszaniny kwasow polimerycznych z takimi sub-
stancjami jak szelak, alkohol cetylowy lub octan celulozy.

Postaci ciekle odpowiednie do podawania srodkéw wediug wynalazku doustnie lub przez iniek-
cje, obejmujg roztwory wodne, syropy, zawiesiny wodne lub olejowe, emulsje z olejami jadalnymi,
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takimi jak olej z nasion bawetny, olej sezamowy, olej kokosowy lub z orzechéw ziemnych, jak rowniez
eliksiry z podobnymi nosnikami farmaceutycznymi. Odpowiednie srodki dyspergujace lub zawieszaja-
ce dla zawiesin wodnych obejmujg syntetyczne i naturalne gumy takie jak tragakanta, akacja, alginian,
dekstran, karboksymetyloceluloza sodu, metyloceluloza, poliwinylopirolidon lub zelatyna.

Srodki farmaceutyczne wedtug wynalazku moga znalezé zastosowanie w chemioterapii i/lub
chemioprewencji nowotworéw.

Wynalazek ilustrujg nastepujgce przyktady wykonania.

Przyktad 1

7-t-Butylodimetylosililoksy-5-hydroksy-3-(4'-hydroksyfenylo)chromen-4-on (2a) i

5,7-dihydroksy-3-(4'-t-butylodimetylosililoksyfenylo)chromen-4-on (2b)

Do roztworu genisteiny 1 (2,7 g, 10 mmol) w bezwodnym N,N-dimetyloformamidzie (DMF), do-
dano imidazol (1,36 g, 20 mmol) oraz chlorek t-butylodimetylosililowy (1,65 g, 11 mmol) i prowadzono
reakcje w temperaturze pokojowej przez 24 h. Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono tolu-
enem (300 ml) i przemyto wodg (2 x 50 ml). Roztwor toluenu osuszono bezwodnym MgSQ,, zatezono
na wyparce rotacyjnej i pozostatos¢ 0,3 g zoéttego oleju krzepnacego w temperaturze pokojowej
oczyszczano metodg chromatografii kolumnowej ,flash”, eluujgc mieszaning heksan:octan etylu (10:1
obj/obj). Otrzymano 0,279 (wyd. 7%) mieszaniny produktéw 2a i 2b w postaci biatych krysztatow.

Dla zwiazkéw 2a i 2b: *H NMR (CDCly), & (ppm); 0,21 (s, 6H, CHs), 0,99 (s, 9H, t-Bu), 6,33-6,38
(m, 2H, H-6, H-8), 6,86-6,92 (m, 2H, H-3', H-5"), 7,38 (d, 2H, H-2', H-6', J=8,6 Hz), 7,85 (s, 1H, H-2),
12,92 (s, 1H, 5-OH).

HR MS dla C,1H»405Si: obliczono 384,1393, znaleziono 384, 1382; m/z 384 (M+), 327 (100%).

Przyktad 2

7-t-Butylodimetylosililoksy-5-hydroksy-3-(4'-t-butylodimetylosililoksyfenylo)chromen-4-on (3)

Postepujac wedtug procedury opisanej w Przyktadzie 1 do roztworu genisteiny 1 (2,7 g, 10 mmol)
w DMF (30 ml), dodano imidazol (2,72 g, 40 mmol) oraz chlorek t-butylodimetylosililowy (3,3 g, 22 mmol),
reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 1,5 godz. Otrzymano 5,34 g z6itego osadu,
ktéry oczyszczano chromatograficznie stosujgc mieszanine eluujacg heksan:octan etylu (20:1 obj/obj).
Uzyskano 4,19 g (wyd. 84%) produktu 3 oraz 0,26 g (wyd. 6%) mieszaniny produktéw 2a i 2b w po-
staci biatych krysztatéw. Dla zwiazku 3: *H NMR (CDCls), & (ppm); 0,23 (s, 6H, CHs), 0,28 (s, 6H,
CHs), 0,99 (s,18H, t-Bu), 6,31 (d, 1H, H-6, J= 2,2 Hz), 6,35 (d, 1H, H-8, J=2,2 Hz), 6,91 (d, 2H, H-3',
H-5', J=8,6 Hz), 7,39 (d, 2H, H-2', H-6', J= 8,6 Hz), 7,86 (s, 1H, H-2), 12,82 (s, 1H, 5-OH).

HR MS dla C,;H3305Si,: obliczono 498, 2257, znaleziono 498, 2248; m/z 498 (M+), 441 (100%).

Przyktad 3

7-t-Butylodimetylosililoksy-5-acetoksy-3-(4'-acetoksyfenylo)chromen-4-on (4)

7-t-Butylodimetylosililoksy-5-hydroksy-3-(4'-acetoksyfenylo)chromen-4-on (5)

Do roztworu zwigzku 3 (4 g, 8 mmol), (otrzymanego wedtug Przykfadu 2) w bezwodnej pirydynie
(15 ml) dodano bezwodnik octowy (1,5 ml, 16 mmol) i prowadzono reakcje w temperaturze pokojowej
przez 3 godziny. Po tym czasie mieszanine rozcienczono toluenem (100 ml) i przemyto zimng wodg
(3 x 30 ml). Roztwor toluenu osuszono bezwodnym MgSO,, zatezono pod préznig na wyparce i do-
datkowo odparowano z toluenem (2 x 10 ml). Uzyskany zo6tty osad (4,03 g) oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej stosujgc mieszanine eluujacg heksan: octan etylu (15:1 obj). Otrzymano 2,32 ¢
(wyd. 62%) produktu 4 w postaci biatych krysztatow oraz 1,02 g (wyd. 30%) produktu 5 w postaci
stomkowych krysztatow.

Dla zwigzku 4: 'H NMR (CDCly), & (ppm); 0,21 (s, 6H, CHs), 0,99 (s, 9H, t-Bu), 2,34 (s, 3H,
CH3CO), 2,42 (s, 3H, CH3CO), 6,84 (d, 1H, J=2,4 Hz), 6,87 (d, 2H, H-3', H-5', J=8,6 Hz), 7,23 (d, 1H,
H-6, J=2,4 Hz), 7,34 (d, 2H, H-2', H-6', J=8,6 Hz), 7,85 (s, 1H, H-2).

HR MS dla C,sH,50Si: obliczono 468, 1604, znaleziono 468, 1620; m/z 468 (M+), 426 (54%),
369 (100%), 327 (99%). Dla zwiazku 5: *H NMR (CDCls), & (ppm); 0,23 (s, 6H, CHs), 1,00 (s, 9H, tBu),
2,33 (s, 3H, CH3CO), 6,58 (d, 1H, H-6, J=2,2 Hz), 6,75 (d, 1H, H-8, J=2,2), 6,92 (d, 2H, H-3', H-5',
J=8,6 Hz), 7,40 (d, 2H, H-2', H-6', J=8,6 Hz), 7,94 (s, 1H, 5-OH).

HR MS dla Cy3H,504Si: obliczono 426, 1498, znaleziono 426, 1506; m/z 426 (M+), 369 (62%),
327 (100%).

Przyktad 4

7-Hydroksy-5-acetoksy-3-(4'-acetoksyfenylo)chromen-4-on (6)

Do roztworu zwigzku 4 (0,8 g, 1,6 mmol), (otrzymanego wedtug Przykiadu 3) w THF (20 ml)
dodano 1 M roztwér wodny BuysNF (0,8 ml, 0,8 mmol). Cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej
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kontrolujac przebieg reakcji metodg TLC. Po kilku minutach zakonczono reakcje, mieszanine reakcyj-
ng rozcienczono chlorkiem metylenu (50 ml) i przemyto wodg (20 ml). Roztwdr chlorku metylenu osu-
szono bezwodnym MgSQ,, zatezono i pozostatos¢ w postaci osadu oczyszczano metodg chromatografii
kolumnowej, stosujac mieszanine eluujgca benzen:octan etylu (4:1 obj/obj). Uzyskano 0,3 g (wyd. 53%)
produktu 6 w postaci biatych krysztatéw.

Dla zwiazku 6: "H NMR (CDCls), & (ppm); 2,28 (s, 3H, CH5CO), 2,29 (s, 3H, CH5CO), 6,60
(d, 1H, H-6, J=2,38 Hz), 6,80 (d, 1H, H-8, J=2,38 Hz), 7,21 (d, 2H, H-3', H-5', J=8,6 Hz), 7,50 (d, 2H,
H-2', H-6', J=8,6 Hz), 8,36 (s, 1H, H-2), 11,19 (s, 1H, 7-OH).

HR MS dla C.9H1405: obliczono 354, 0739, znaleziono 354, 0722; m/z 354 (M+), 312 (37%),
270 (100%).

Przyktad 5

7-O-benzoilo-4'-O-tert-butylodimetylosililogenisteina (7)

Postepujac wedtug procedury opisanej w Przyktadzie 3, do roztworu 7,4'-di(O-tert-butylodimety-
losililo)genisteiny (3) (500 mg, 1 mmol) w bezwodnej pirydynie (2 ml) dodano bezwodnik kwasu ben-
zoesowego (452 mg, 2 mmol). Catos¢ mieszano w temp. pok. przez 24 godziny. Surowy produkt 7
oczyszczano chromatograficznie stosujgc mieszanine eluujacg heksan:octan etylu. Otrzymano 312 mg
(wyd. 64%) monobenzoesanu genisteiny (7).

Dla zwigzku 7: UV nm (log ¢) 257 (4,62), 328 (3,67); IR (KBr) 3073, 2955, 2929, 2858, 1742
i 1670 cm™; MS (LSIMS(+) NBA): m/z 489 [M.+H]+;

Wiasnosci zwigzkéw otrzymanych w Przyktadach 1-5 zebrano w Tabeli 2. Dla wszystkich
zwigzkéw R, stanowi atom wodoru.

Tabela 2
Zwigzek nr R1 R> R3 Temp. topn. (°C)

2a tBU(CH3)2Si- OH OH

2b OH tBU(CH3)2Si- OH

3 tBU(CHa)2Si- tBU(CHa)2Si- OH 72-74

4 tBu(CHz)Si- CH3CO- CH3CO- 120-121

5 tBu(CHz)2Si- CH3CO- OH 134-135

6 OH CH3CO- CH3CO- 183-190

7 Bz tBu(CHs),Si- OH 152-154

Przyktad 6

7-O-Palmitynian genisteiny (8) i

7,4'-O-dipalimitynian genisteiny (9)

Postepujac wedtug procedury opisanej w Przyktadzie 3, do roztworu genisteiny (1) (270 mg, 1 mmol)
w bezwodnej pirydynie (5 ml) dodano chlorek palmityloilowy (328 mg, 1,2 mmol). Catos¢ mieszano
w temp. pok. przez 24 godziny. Surowg mieszanine 565 mg mono- i diacylowej pochodnej genisteiny
(8 i 9) rozdzielano chromatograficznie stosujac mieszanine eluujaca chloroform:etanol (98:2 obj/obj).
Otrzymano 125 mg (wyd. 24,6%) zwigzku 8 i 190 mg (wyd. 25,5%) zwigzku 9 w postaci biatych osadoéw.

Dla zwigzku 8: *H NMR (CDCls), & (ppm); 0,9 (t, 3H, J=6,2 Hz), 1,16-1,36 (m, 24H), 1,7 (m, 2H),
2,58 (t, 2H, J=7,4 Hz), 6,56 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,7 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,85 (dd, 2H, J1=8,8 Hz, J2=2,2
Hz), 7,4 (dd, 2H, J1=8,8 Hz, J2=2,2 Hz), 7,9 (s, 1H), 12,8 (s, 1H);
HR MS dla C3;H4006: obliczono 508, 2825, znaleziono 508, 2837; m/z 508 (M+), 270 (100%).

Dla zwigzku 9: *H NMR (CDCls), & (ppm); 0,9 (t, 6H, J=6,2 Hz), 1,16-1,36 (m, 48H), 1,7 (m, 4H),
2,58 (t, 4H, J=7,4 Hz), 6,56 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,7 (d, 1H, J=2,2 Hz), 7,17 (dd, 2H, J,=8,8 Hz, J,=2,2
Hz), 7,54 (dd, 2H, J,=8,8 Hz, J,=2,2 Hz), 7,96 (s, 1H), 12,8 (s, 1H);

HR MS (LSIMS(+), [M.+H]+): dla C47H;,05: obliczono 747, 5199, znaleziono 747, 5249; m/z 747
[M.+H]+.

Przyktad 7

7-O-palmitynian genisteiny (8)

Postepujac wedtug procedury opisanej w Przykfadzie 6, do roztworu genisteiny (1) (108 mg,
0,4 mmol) w N,N-dimetyloformamidzie (DMF) (15 ml) dodano t-butanolan potasu (45 mg, 0,4 mmol)
i catos¢ mieszano w temp. Pokojowej przez 1 godzine. Nastepnie do mieszaniny dodano chlorek



8 PL 205635 B1

palmityloilowy (121 mg, 0,44 mmol) i mieszanie kontynuowano w temp. pokojowej przez 24 godziny.
Po tym czasie mieszanine wylano na wode z lodem (75 g) i ekstrahowano 2 x 30 ml mieszaning eter
dietylowy:octan etylu (1:1 obj/obj). Zebrane ekstrakty przemyto nasyconym roztworem NaHCOj3;, woda,
osuszono bezwodnym siarczanem sodu, zatezono na wyparce i pozostato$s¢ oczyszczono chromato-
graficznie. Otrzymano 90 mg (wyd. 44,3%) 7-O-palmitynianowej pochodnej genisteiny (8) w postaci
biatego osadu dla ktérej dane spektroskopowe 'H NMR sa zgodne z opisanymi dla zwigzku 8 otrzy-
manego wediug Przyktadu 6.

Przyktad 8

4'-O-Palmitynian genisteiny (10)

Postepujac wedtug procedury opisanej w Przyktadzie 7 w reakcji genisteiny (1) (108 mg, 0,4 mmol)
z chlorkiem palmityloilowym (121 mg, 0,44 mmol) wobec t-butanolanu potasu (148 mg, 1,32 mmol)
otrzymano 95 mg (wyd. 46,8%) 4'-O-palmitynianowej pochodnej genisteiny (10) w postaci biatego
osadu.

Dla zwiazku 10: *H NMR (CDCly), & (ppm); 0,9 (t, 3H, J=6,2 Hz), 1,26-1,35 (m, 24H), 1,7 (m, 2H),
2,58 (t, 2H, J= 7,4 Hz), 6,24 (d, 1H, J=2,0 Hz), 6,30 (d, 1H, J=2,0 Hz), 7,15 (d, 2H, J=8,4 Hz), 7,5
(d, 2H, J=8,4 Hz), 7,8 (s, 1H), 12,8 (s, 1H);

HR MS dla C3;H4006: obliczono 508, 2825, znaleziono 508, 2800; m/z 508 (M+), 270 (100%).

Przyktad 9

4'-O-Antranilan genisteiny (11)

Postepujac wedtug procedury opisanej w Przykiadzie 7 ,do roztworu genisteiny (1) (1,35 g, 5 mmol)
w DMF (10 ml) dodano bezwodnik izatynowy (0,897g, 5,5 mmol) i katalityczng ilos¢ 4-dimetylo-
aminopirydyny (DMAP) (61 mg, 0,5 mmol). Cato$¢ mieszano w temp. 95-100°C przez 6 godzin.
Po ochtodzeniu do temp. pokojowej mieszanine wylano na wode z lodem (90 g), wytragcony surowy
osad produktu 11 odsgczono, przemyto woda, wysuszono i oczyszczano chromatograficznie stosujac
mieszanine eluujacg chloroform:etanol (100:2 obj/obj). Otrzymano 1,33 g (wyd. 68%) zwigzku 11
w postaci jasno-z6ttego osadu.

Dla zwiazku 11: 'H NMR (DMSO-dg), & (ppm); 6,25 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,42 (d, 1H, J=2,2), 6,6
(m., 1H), 6,7 (bs, 2H), 6,84 (dd, 1H, J=8,6 Hz), 7,3 (m., 3H), 7,6 (dd, 2H, J,=6,8 Hz, J,=2,0 Hz), 7,9
(dd, 1H, J,=8,2 Hz, J,=1,6 Hz), 8,49 (s, 1H), 10,95 (bs, 1H), 12,88 (s, 1H);

UV nm (log ¢) 259 (4,57); IR (KBr) 3458, 3352, 1689 1652 i 1620 cm™;

HR MS dla C,,H1506N: obliczono 389, 0899, znaleziono 389, 0882; m/z 389 (M+).

Wiasnosci zwigzkéw otrzymanych w Przyktadach 6-9 zebrano w Tabeli 3. We wszystkich
zwigzkach R, stanowi atom wodoru.

Tabela 3
Zwigzek nr R1 R> Rs Temp. topn. (°C)
8 C15H31CO OH OH 120-121
9 C15H31CO C15H31CO OH 97-98
10 OH C15H3:1CO OH 115-116
11 OH 2-(H2N)-Ar-CO OH 241

Przyktad 10

7-O-Piwaloiloksymetylogenisteina (12a) i

4'-O-piwaloiloksymetylogenisteina (12b)

Roztwor genisteiny (1) (270 mg, 1 mmol) w DMF (3 ml) z dodatkiem diizopropyloetyloaminy
(DIPEA) (155 mg, 1,2 mmol) mieszano w temp. pokojowej przez 20 min. Po tym czasie do homoge-
nicznej mieszaniny dodano chlorek piwaloiloksymetylu (180, 1,2 mola) i katalityczne ilosci 4-dimety-
loaminopirydyny (DMAP). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej przez 5 dni. Nastepnie mieszanine
wylano na wode z lodem (50 g) i wytrzasnieto z chlorkiem metylenu (2 x 25 ml). Potaczone ekstrakty
przemyto wodg do odczynu obojetnego, wysuszono bezwodnym Na,SO, i zatezono na wyparce. Ole-
istg pozostato$¢ rozpuszczono w chlorku metylenu i naniesiono na kolumne wypetniong zelem krze-
mionkowym. Produkty alkilowania genisteiny 12a i 12b wymywano mieszaning chloroform: etanol
(100:2 obj/obj). Otrzymano po zatezeniu frakcji 120 mg (wyd. 31%) biato-kremowego osadu mieszaniny
zwigzkow 12a i 12b. Dla zwigzkéw 12a i 12b: UV nm (log €) 260 (4, 59); IR (KBr) 3438 2973 1733
16531614 cm™;
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HR MS (LSIMS (+), [M.+H]+): dla C,;H»;07: obliczono 385, 1287, znaleziono 385, 1299; m/z
385 [M.+H]+.

Przyktad 11

7-O-Allilogenisteina (13)

Postepujac wedtug procedury opisanej w Przykfadzie 10 mieszanine genisteiny (1) (270 mg,
1 mmol) z bromkiem allilu (145 mg, 1,2 mmol) wobec diizopropyloetyloaminy (155 mg, 1,2 mmol)
w DMF (5 ml) ogrzewano w temp. 60°C przez 24 godziny. Surowy produkt 13 oczyszczano chromato-
graficznie stosujgc mieszanine eluujaca heksan:octan etylu (7:3 obj/obj). Otrzymano 150 mg (wyd. 48%)
zwigzku 13 w postaci biato-kremowego osadu.

Dla zwigzku 13: *H NMR (DMSO-d), & (ppm); 4,7 (d, 2H, J=5,2 Hz), 5,27-5,47 (m, 2H), 5,95-
-6,14 (m., 1H), 6,43 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,68 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,81 (d, 2H, J=8,6 Hz), 7,38 (d, 2H,
J=8,6 Hz), 8,41 (s, 1H), 9,62 (bs, 1H), 12,95 (s, 1H);

UV nm (log ¢) 262 (4, 57); IR (KBr) 3126, 1666, 1612 1573 i 1517 cm™.

Przyktad 12

7-O-Allilo-5-acetoksy-3-(4'-acetoksyfenylo)chromen-4-on (14)

Do roztworu zwigzku (13) (310 mg, 1 mmol) w bezwodnej pirydynie (5 ml) dodano bezwodnik
octowy (5 ml). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej przez 24 godziny. Nastepnie mieszanine rozcien-
czono octanem etylu (50 ml), przemyto wodg (50 ml), 1 M roztworem kwasu solnego, nasyconym
roztworem NaHCOs; i solanka. Ekstrakt octanu etylu osuszono bezwodnym Na,SO,, zatezono na wy-
parce i pozostato$¢ oczyszczano chromatograficznie stosujgc mieszanine eluujgcg heksan:octan etylu
(7:3 obj/obj). Otrzymano 315 mg (wyd. 80%) zwigzku 14 w postaci biatego sadu.

Dla zwigzku 14: 'H NMR (CDCl3), & (ppm); 2,31 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 4,63 (d, 2H, J=5,3 Hz)
5,33-5,49 (m, 2H), 5,95-6,15 (m., 1H), 6,64 (d, 1H, J=2,4 Hz), 6,79 (d, 1H, J=2,4 Hz), 7,14 (d, 2H,
J=8,6 Hz), 7,83 (s, 1H);

UV nm (log €) 251 (4,45); IR (KBr) 3123, 3081 1773, 1644 1564 i 1507 cm™.

MS (LSIMS(+), NBA): m/z 395 [M.+H]+.

Przyktad 13

4'-0-[2-(3-cyjano-5-nitropirydylo)]genisteina (15)

Postepujac wedtug procedury opisanej w Przyktadzie 10 mieszanine genisteiny (1) (540 mg,
2 mmol), 2-chloro-3-cyjano-5-nitropirydyny (403 mg, 2,2 mmol) wobec diizopropyloetyloaminy (400 mg,
3,1 mmol) w DMF (6 ml) ogrzewano w temp. 80°C przez 3,5 godziny. Nastepnie mieszanine ochto-
dzono do temp. pok. i wylano na wode z lodem (60 g). Wytragcony osad produktu 15 odsaczono,
przemyto wodg i wysuszono. Otrzymano 718 mg (wyd. 86%) zwigzku 15 w postaci jasno-bezowego
osadu. Prébke analityczng (100 mg) oczyszczano chromatograficznie stosujac mieszanine eluujaca
heksan:octan (2:1 obj/obj).

Dla zwiazku 15: *H NMR (DMSO-dg), & (ppm); 6,25 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,43 (d, 1H, J=2,2 Hz),
7,41 (d, 2H, J=8,7 Hz), 7,70 (d, 2H, J=8,7 Hz), 8,51 (s, 1H), 9,25 (d, 1H, J=2,7), 9,35 (d, 1H, J=2,7),
9,95 (bs, 1H), 12,85 (s, 1H);

UV nm (log ¢) 262 (4,57); IR (KBr), 3382, 3082, 2248 (CN), 1654, 1605 1578 i 1516 cm™;

MS (LSIMS(+), NBA): m/z 418 [M.+H]+.

Przyktad 14

S4l cezowa 4'-O-propylosulfonianu genisteiny (16)

Mieszanine genisteinianu cezu (100 mg, 0,25 mmol) (otrzymanego w postaci kremowego osadu
w reakcji genisteiny (270 mg, 1 mmol) z weglanem cezu (162 mg, 0,5 mmol) w metanolu (10 ml) pro-
wadzonej w temp. pok. w czasie 0,5 godziny i odparowaniu metanolu do sucha), siarczanu propano-
-1,3-diylu (42 mg, 0,3 mmol) w DMF (3 ml) ogrzewano w temp. 60°C przez 1,5 godziny. Nastepnie
mieszanine odparowano pod prdznig i pozostatos¢ krystalizowano z etanolu. Otrzymano 85 mg (wyd.
65%) zwigzku 16 w postaci krystalicznego osadu.

Dla zwiazku 16: *H NMR (DMSO-dg), & (ppm); 1,87 (t, 2H, J=6,0 Hz), 3,55 (t, 2H, J=6,0 Hz),
4,15 (t, 2H, J=6,0 Hz), 6,39 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,64 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,82 (d, 2H, J=8,6 Hz), 7,38
(d, 2H, J=8,6 Hz), 8,39 (s, 1H) 9,59 (bs, 1H), 12,95 (s, 1H);

UV nm (log ¢) 262 (4,38); IR (KBr), 1668, 1573 i 1520 cm™;

Wiasnosci zwigzkoéw otrzymanych w Przykladach 10-14 zebrano w Tabeli 3. Dla wszystkich
zwigzkéw R, stanowi atom wodoru.
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Tabela 3
Zwigzek nr R R> R3 Temp. Topn. (°C)

12a (CH3)3CO2CH> OH OH -

12b OH (CH3)3CO2CH; OH -

13 CH>=CHCH> OH OH 146

14 CH>=CHCH> CH3CO- CHsCO- 176-177

15 OH 2-(3-CN-5-NO,)pirydy! OH 266

16 OH CH,CH,CH,S0O3Cs" OH -

Przyktad 15

3'-Nitrogenisteina (17)

Do mieszaniny genisteiny (1) (270 mg, 1 mmol) w lodowatym kwasie octowym (3 ml) dodano
roztwor 65% kwasu azotowego (1 ml) i calos¢ mieszano w temp. 0-5°C przez 2 godziny, a nastepnie
w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Po tym czasie mieszanine wylano do wody z lodem (40 g).
Wytrgcony osad produktu 17 odsgczono, przemyto wodg i wysuszono. Otrzymano 242 mg (wyd. 77%)
zwigzku 17 w postaci z6ttego osadu. Probke analityczng (100 mg) oczyszczano chromatograficznie
stosujgc mieszanine eluujacg heksan:octan (2:1 obj/obyj).

Dla zwigzku 17: *H NMR (DMSO-dg), & (ppm); 6,07 (d, 1H, J=2,0 Hz), 6,25 (d, 1H, J=2,2 Hz),
7,02 (d, 1H, J=8,79Hz), 7,58 (dd, 1H, J1=8,6 Hz, J2=2,2 Hz), 7,97 (d, 1H, J=2,2 Hz), 8,33 (s, 1H) 10,8
(bs, 1H), 11,05 (bs, 1H), 12,6 (bs, 1H);

UV nm (log €) 262 (4,57); IR (KBr), 3515, 3449, 3279, 3087, 2656, 1663, 1633, 1612, 1581,
15371 1495 cm™;

Przyktad 15

3'-Sulfogenisteina (18)

Zawiesine genisteiny (1) (270 mg, 1 mmol) w kwasie siarkowym stez. (5 ml) mieszano w temp.
pok. przez 12 h. Po tym czasie mieszaning wylano do wody z lodem (50 g) i ekstrahowano mieszani-
ng n-butanol:octan etylu (8:2 obj/obj) 2 x 25 ml. Potaczone ekstrakty przemyto mieszaning solan-
ka:woda (6:4 obj/obj) 3 x 25 ml do pH 2,5 i osuszono bezwodnym siarczanem sodu. Po usunieciu
rozpuszczalnikéw do sucha otrzymano 213 mg (wyd. 60%) zwigzku 18 w postaci krystalicznego osadu.

Dla zwigzku 18: *H NMR (DMSO-dg), & (ppm); 6,22 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,34 (d, 1H, J=2,2 Hz),
6,81 (d, 1H, J=8,4Hz), 7,37 (dd, 1H, J1=8,4 Hz, J2=2,3 Hz), 7,67 (d, 1H, J=2,2 Hz), 8,4 (s, 1H) 10,6
(bs, 1H), 10,85 (s, 1H), 12,95 (s, 1H);

UV nm (log ) 262 (4,49); IR (KBr), 1665, 1633, 1612, 1512, 1437 i 1197 cm™.

Wiasnosci zwigzkéw otrzymanych w Przyktadach 15-16 zebrano w Tabeli 5.

Tabela 5
Zwiagzek nr R R2 R3 R4 Temp. topn. (°C)
17 OH OH OH NO2 262-263
18 OH OH OH SOsH -

Przyktad 17

7-0-(3",4"-di-O-acetylo-6-deoksy-glukopiranozylo)genisteina (19)

Do roztworu genisteniny (1) (270 mg, 1 mmol) w THF bezw. (5 ml) dodano 3,4-di-O-acetylo-6-
-deoksy-L-glukal (428, 2 mmol) i kat. ilos¢ bromowodorku trifenylofosfiny (PPhsxHBr) (34 mg, 0,1 mmol).
Catos¢ mieszano w temp. 50°C przez 24 godziny. Po ochtodzeniu do temp. pok. mieszanine wylano
na wode z lodem (50 g) z dodatkiem nasyconego roztworu NaHCO3, obojetng mieszanine przemyto
octanem etylu (50 ml) i woda. Ekstrakt octanu etylu osuszono bezwodnym Na,SQ,, zatezono i pozosta-
tos¢ oczyszczano chromatograficznie stosujac mieszanine eluujaca chloroform:etanol (100:2 obj/obj).
Otrzymano 90 mg (wyd. 18%) zwigzku 19 w postaci bezbarwnego osadu.

Dla zwiazku 19: *H NMR (CDCly), & (ppm); 1,16 (m, 3H), 2,07 (s, 6H), 2,46 (m, 1H) 3,94 (m, 1H),
4,84 (t, 1H), 5,47 (m, 1H), 5,62 (d, 1H), 6,36 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,39 (d, 1H, J=2,2 Hz), 7,12 (d, 2H,
J=8,6 Hz), 7,42 (d, 2H, J=8,6 Hz), 7,79 (s, 1H), 9,40 (bs, 1H), 12,78 (s, 1H);

UV nm (log ¢) 261 (4,53); IR (KBr) 1745, 1654, 1512 i 1369 cm™.
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Przyktad 18

7-0-(2",3",5"-tri-O-benzylo-arabinofuranozylo)genisteina (20)

Do mieszaniny genisteniny (1) (270 mg, 1 mmol), 2,3,5-tri-O-benzyloarabinofuranozy (428, 2 mmol)
w bezw. acetonitrylu (5 ml) ochtodzonej do temp. 0°C dodano kat. ilos¢ SnCl (333 mg, 1,28 mmol).
Nastepnie cato$¢ mieszano w temp. pok. przez 40 minut. Po tym czasie mieszanine wylano na wode
z lodem (30 g) z dodatkiem nasyconego roztworu NaHCO3; (20 ml), obojetna mieszanine przemyto
octanem etylu (50 ml) i woda. Ekstrakt octanu etylu osuszono bezwodnym Na,SQ,, zatezono i pozosta-
tos¢ oczyszczano chromatograficznie stosujgc mieszanine eluujgcg heksan:octan etylu (8:2 obj/obj).
Po odparowaniu odpowiednich frakcji otrzymano 150 mg (wyd. 22%) zwigzku 20 w postaci bezbarw-
nego osadu. Dla zwigzku 20: *H NMR (CDCls), & (ppm); 3,69 (d, 2H), 3,99 (d, 1H), 4,19-4,28 (m, 2H)
4,26 (g, 2H), 4,48 (g, 2H), 5,59 (s, 2H), 6,41 (s, 1H), 6,89 (d, 2H), 7,05 (m, 2H), 7,18-7,35 (m, 14H), 7,39
(d, 2H), 7,83 (s, 1H), 9,79 (s, 1H), 13,21 (s, 1H);

HR MS (LSIMS(+), [M.+H]+): dla C4;H3;0g: obliczono 673, 2437, znaleziono 673, 2452; m/z 673
[M+H]+.

Przyktad 19

4'-0-(2",3",5"-tri-O-acetylo-a,3-D-rybofuranozylo)genisteina i

4'-0-(2",3",5"-tri-O-acetylo-a,3-D-rybofuranozylo)genisteina (21a, 21b)

Do bezwodnego roztworu tetraacetylorybozy (954,8 mg; 3,0 mmol) w 40 ml chlorku metylenu
dodano w temperaturze pokojowej 4,36 ml 0,87 M roztworu SnCl, w CH,Cl, (990 mg; 3,8 mmol).
Po 20 minutach roztwér ten dodano do mieszanej zawiesiny genisteiny (540,5 mg; 2,0 mmol) w bez-
wodnym acetonitrylu, uzyskujac klarowny, zotty roztwér. Po 50 minutach mieszania w temperaturze
pokojowej reakcje zakohczono, dodajac 40 ml zimnego nasyconego roztworu NaHCO; oraz 80 mi
chloroformu. Warstwe organiczng oddzielono, warstwe wodng przemyto mieszaning chloroform-
-acetonitryl 4:1 (50 ml). Potaczone warstwy organiczne suszono had Na,SO,, a nastepnie odparowa-
no do sucha. Pozostatos¢ po odparowaniu potraktowano chloroformem, uzyskang zawiesine przesg-
czono. Przesgcz odparowano do oleju, ktéry rozpuszczono w 5 ml mieszaniny chloroform:etanol
4:1 (obj/obj) i rozdzielano na kolumnie chromatograficznej z zelem krzemionkowym 60 H (5 x 8 cm)
w gradiencie chloroform-etanol (od 98:2 do 9:1). Po odparowaniu rozpuszczalnika uzyskano 550 mg
(52%) produktu gtéwnego, stanowigcego mieszaninge anomerow o i B w stosunku 1:2 (NMR).

Przyktad 19

4'-O-a-D-rybofuranozylo) genisteina i 4'-O-B-D-rybofuranozylo)genisteina (22a i 22b).

Surowg mieszaninge anomerow a i f triacetylorybogenisteiny otrzymanych w poprzednim przyktadzie
(400 mg; 0,757 mmol) rozpuszczono w 12 ml metanolu i dodano 4 ml 25% NH,OH. Po 24 godzinach
w temperaturze pokojowej stwierdzono na podstawie TLC catkowite odblokowanie grup hydroksylo-
wych. Mieszanine odparowano do sucha, nastepnie wspétodparowano z woda (2 x 50 ml) i z etano-
lem (2 x 50 ml). Otrzymany olej rozpuszczono w etanolu (100 ml) i zaadsorbowano na zelu krzemion-
kowym (70-230 mesh) przez odparowanie. Produkt rozdzielano na kolumnie z zelem krzemionkowym
60 H (3,5 x 15 cm) w uktadzie toluen-etanol (4:1).

Otrzymano:

128,8 mg (42,3%) anomeru B (Rf=), w postaci biatego osadu, ktory krystalizowano z wody uzy-
skujac drobne igietki o lekko ré6zowym zabarwieniu, t.t. 199,5-201°C, czystos¢ wedtug HPLC 98,9%.

'H-NMR (DMSO-dg), & (ppm): 12,91 (s, 1H); 10,92 (s, 1H); 8,38 (s, 1H); 7,49 (d, 2H); 7,04
(d, 2H), 6,40 (d, 1H); 6,23 (d, 1H), 5,51 (s, 1H); 5,36 (d, 1H); 5,03 (d, 1H), 4,70 (t, 1H); 4,02 (m, 2H);
3,91 (m, 1H); 3,54 (m, 1H); 3,36 (m, 1H); 64,4 mg (21,1%) anomeru o (Rf=), ktéry krystalizowano
z 30% etanolu, otrzymujac bardzo drobne rézowe igietki o t.t. 158-160°C, czystos¢ wedtug HPLC 90,0%.

'H-NMR (DMSO-dg), § (ppm): 12,92 (s, 1H); 10,93 (bs, 1H); 8,39 (s, 1H); 7,49 (d, 2H); 7,11
(d, 2H); 6,40 (d, 1H); 6,24 (d, 1H); 5,63 (d, 1H); 4,72 (d, 1H); 4,92 (d, 1H); 4,82 (t, 1H); 4,07 (m, 1H);
3,96 (m, 2H); 3,49 (m, 2H).

Wiasnosci zwigzkéw otrzymanych w Przykladach 17-19 zebrano w Tabeli 6. We wszystkich
zwigzkach R, stanowi atom wodoru.
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Tabela 6
Zwiazek nr R1 R2 R3 Temp. Topn. (°C)
19 a OH OH -
20 b OH OH 133-134
21a OH c OH -
21b OH d OH -
22a OH e OH 158-160
22b OH f OH 199-201

Struktury podstawnikéw we wzorach zwigzkow 19-22 przedstawiono ponizej.

19:R;= a:
CH-
H;C -
ACO@/
AcO
20: R =b:
BnO
OBn
2la: R, =cC
OAcPAc
-HC
~ OAc
21b: R, =d:
AcO
?70&
AcO OAc
22b: Ry,=€:
OH OH
~ OH
22b: Ry =f:
HO
@CH-
H H

Zastrzezenia patentowe

1. Pochodne genisteiny o wzorze 1, w ktérym R; i R, sg takie same lub rézne i niezaleznie
o0znaczaja;

- atom wodoru,

- allil, benzyl,

- grupe -COCHg3; (acetyl),
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- Cys-alkilokarbonyl,

- grupe Rs(Rg)R7-Si-, gdzie Rs, Rg i R7 sg takie same lub r6zne i oznaczajg C,_z-alKil,

- grupe monosacharydowsg, w ktérej co najmniej jedna grupa hydroksylowa moze by¢ podsta-
wiona grupami acylowymi lub benzylowymi;

R3 0znacza atom wodoru lub grupe -COCHzs;

R4 oznacza atom wodoru;

oraz ich farmaceutycznie dopuszczalne sole.

2. Pochodne genisteiny wediug zastrz. 1, w ktérych we wzorze 1, R; oznacza atom wodoru,
benzyl lub grupe Rs(Re¢)R7-Si-, R, oznacza atom wodoru, grupe -COCHjs lub grupe Rs(Rg)R7-Si-, a Rs
i R4 0znaczajg atom wodoru lub grupe -COCHs.

3. Pochodne genisteiny wedtug zastrz. 1, w ktérych we wzorze 1, jeden podstawnik sposréd R;
i R, oznacza atom wodoru, podczas gdy drugi oznacza allil lub Cys-alkilokarbonyl, R; stanowi atom
wodoru lub grupe -COCHjs, a R4 stanowi atom wodoru.

4. Pochodne genisteiny wedtug zastrz. 1, w ktérych we wzorze 1, jeden sposréd podstawnikow
R;i R, oznacza grupe monosacharydowa, podczas gdy drugi oznacza atom wodoru, a Rz i R4 ozna-
czajg atom wodoru.

5. Pochodne genisteiny wedtug zastrz. 4, w ktérych we wzorze 1, R, stanowi grupe furanozowa,
zas$ Ry, Rz i R4 0znaczajg atom wodoru.

6. Srodek farmaceutyczny zawierajacy znane wypetniacze i/lub substancje pomocnicze,
znamienny tym, ze substancje czynng stanowi pochodna genisteiny o wzorze 1, w ktérym R; i R,
sg takie same lub r6zne i niezaleznie oznaczaja;:

- atom wodoru,

- allil, benzyl,

- grupe -COCHj5 (acetyl), Cys-alkilokarbonyl,

- grupe Rs (Rg) R;-Si-, gdzie Rs, Rg i R7 sg takie same lub r6zne i oznaczajg C,_z-alKil,

- grupe monosacharydowsg, w ktérej co najmniej jedna grupa hydroksylowa moze by¢ podsta-
wiona grupami acylowymi lub benzylowymi;

R3 0znacza atom wodoru lub grupe -COCHzs;

R4 oznacza atom wodoru;

albo jej farmaceutycznie dopuszczalna sél.

Rysunek

wzor 1
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