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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg pochodne azobenzenu z aminokwasami znajdujgce zastosowanie
gtéwnie jako przetgczniki molekularne w biologii. Zwigzki bedace przedmiotem wynalazku umozliwiajg
kontrole aktywnosci biomolekut, w zaleznosci od tego, w jakiej formie wystepuje pochodna azobenzenu,
jak i takze od typu uzytego enancjomeru danego aminokwasu. Przedmiotem wynalazku jest rowniez
sposob ich wytwarzania.

Dotychczas w literaturze naukowej oraz patentowej nie zostata opisana zadna z pochodnych
azobenzenu z aminokwasami bedgca przedmiotem wynalazku oraz sposobu ich wytwarzania.

Istotg wynalazku sg pochodne azobenzenu z aminokwasami: 4,4'-di(2S,3S-treonyloamino)azo-
benzen i 4,4'-di(2R,3R-treonyloamino)azobenzen o wzorze ogélnym 1, w ktérym R oznacza pochodng
treoniny, 4,4'-di(S-a-lizyloamino)azobenzen i 4,4'-di(R-a-lizyloamino)azobenzen o wzorze ogélnym 1,
w ktérym R oznacza pochodng lizyny oraz 4,4'-di(S-aspartyloamino)azobenzen i 4,4'-di(R-aspartylo-
amino)azobenzen o wzorze ogélnym 1, w ktérym R oznacza pochodng asparaginy.

Sposéb wytwarzania pochodnych azobenzenu z aminokwasami 4,4'-di(2S,3S-treonylo-
amino)azobenzen i 4,4'-di(2R,3R-treonyloamino)azobenzen o wzorze ogélnym 1, w kiérym R oznacza
pochodng treoniny, 4,4'-di(S-a-lizyloamino)azobenzen i 4,4'-di(R-a-lizyloamino)azobenzen o wzorze
ogoélnym 1, w ktérym R oznacza pochodng lizyny oraz 4,4'-di(S-aspartyloamino)azobenzen i 4,4'-di(R-
-aspartyloamino)azobenzen o wzorze ogolnym 1, w ktérym R oznacza pochodng asparaginy polega na
tym, ze do roztworu odpowiedniego aminokwasu w dimetyloformamidzie dodaje sie DIPEA (ang. N,N-
-diisopropylethylamine), HATU (ang. 2-(7-Aza-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexa-
fluorophosphate) oraz 4,4'-diaminoazobenzen. Kolejno otrzymane pochodne azobenzenu zawiesza sie
w acetonitrylu i dodaje sie dietyloamine. Nastepnie rozpuszczalnik usuwa sie pod zmniejszonym cisnie-
niem, a osad rozpuszcza sie w dichlorometanie i dodaje sie kwas trifluorooctowy. Rozpuszczalnik usuwa
sie pod zmniejszonym ci$nieniem, w efekcie czego, otrzymuje sie pochodne azobenzenu z aminokwa-
sami S lub R o wzorze ogolnym 1, w formie soli kwasu trifluorooctowego, w postaci pomarahczowego
lub czerwonego proszku.

Wytworzone wedtug wynalazku pochodne azobenzenu z aminokwasami charakteryzujg sie wy-
sokg rozpuszczalno$cig w wodzie oraz niskg stabilno$cig termiczng formy cis, czas potowicznego za-
niku formy cis w temperaturze 25°C wynosi ok. 25 minut. Naswietlanie formy trans $wiattem o dtugosci
fali 380 nm powoduje przejscie trans-cis, natomiast uzycie swiatta A > 500 nm powoduje izomeryzacje
cis-trans. Pochodne azobenzenu z aminokwasami: lizyng (L, D) treoning (L, D) oraz asparaging (L, D)
selektywnie oddziatujg z biomolekutami np. albuming ludzkg. Biatko z definicji jest chiralne, przez co
wykorzystanie chiralnych pochodnych azobenzenu umozliwia sterowanie wiasciwo$ciami HSA w zalez-
nosci od rodzaju uzytego enancjomeru. Ponadto, mozliwe jest sterowanie wtasciwosciami biatka w za-
leznosci od formy, w ktérej wystepuje pochodna azobenzenu.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach wykonania oraz na schematach
reakciji.

Przyktad 1

W kolbie okraggtodennej umieszcza sie 2.4 eq. 2S,3S-9-fluorenylometoksykarbonylo(O-tert-bu-
tylo)treoniny, 50 eq. dimetyloformamidu, 4.8 eq. DIPEA oraz 2.4 eq. HATU, a nastepnie dodaje sie 1 eq.
4,4'-diaminoazobenzenu. Roztwér pozostawia sie na mieszanie na 12 h, po czym odparowuje sie roz-
puszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie wykonuje sie ekstrakcje w uktadzie woda/eter
dietylowy (3 x 50 mL), faze organiczng suszy sie za pomocg bezwodnego siarczanu magnezu oraz
odparowuje rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany zwigzek: 4,4'-di[2S,3S-9-fluore-
nylometoksykarbonylo(O-tert-butylo)treonyloamino]azobenzen, umieszcza sie w acetronitrylu, a na-
stepnie dodaje sie takg samg ilos¢ dimetyloaminy. Roztwér miesza sie przez 1 h, po czym odparowuje
sie rozpuszczalnik. Osad zawiesza sie dichlorometanem oraz dodaje sie kwas trifluorooctowy. Roztwor
miesza sie przez 2 godziny, po czym odparowuje sie rozpuszczalnik wraz z kwasem trifluorooctowym
pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszcza sie za pomocg HPLC, stosujgc gradient:
woda/acetonitryl 95/5 do 30/70 w czasie 30 min. W efekcie otrzymuje sie czerwony lub pomaranczowy
proszek 4,4'-di(2S,3S-treonyloamino)azobenzenu z wydajnoscig odpowiednio: 56%.

Otrzymany produkt w formie trans charakteryzuje sie nastepujgcymi wtasciwosciami spektrosko-
powymi:

o 4,4'-di(2S,3S-treonyloamino)azobenzen

IH NMR (601 MHz, Deuterium Oxide) &:
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7.47 - 7.36 (m, 8H), 4.22 (p, J = 6.4 Hz, 2H), 3.98 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 1.29 (d, J = 6.5 Hz, 6H).

13C NMR (151 MHz, Deuterium Oxide) &:

166.25, 148.67, 138.99, 123.44, 121.04, 66.31, 59.21, 18.83.

Przyktad 2

W kolbie okragtodennej umieszcza sie 2.4 eq. 2R,3R-9-fluorenylometoksykarbonylo(O-tert-bu-
tylo)treoniny, 50 eq. dimetyloformamidu, 4.8 eq. DIPEA oraz 2.4 eq. HATU, a nastepnie dodaje sie 1 eq.
4,4'-diaminoazobenzenu. Roztwdr pozostawia sie na mieszanie na 12 h, po czym odparowuje sie roz-
puszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie wykonuje sie ekstrakcje w uktadzie woda/eter
dietylowy (3 x 50 mL), faze organiczng suszy sie za pomocg bezwodnego siarczanu magnezu oraz
odparowuje rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany zwigzek: 4,4'-di[2R,3R-9-fluore-
nylometoksykarbonylo(O-tert-butylo)treonyloamino]azobenzen, umieszcza sie w acetonitrylu, a nastep-
nie dodaje sie takg samg ilos¢ dimetyloaminy. Roztwér miesza sie przez 1 h, po czym odparowuije sie
rozpuszczalnik. Osad zawiesza sie dichlorometanem oraz dodaje sie kwas trifluorooctowy. Roztwér
miesza sie przez 2 godziny, po czym odparowuje sie rozpuszczalnik wraz z kwasem trifluorooctowym
pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczyszcza sie za pomocg HPLC, stosujac gradient:
woda/acetonitryl 95/5 do 30/70 w czasie 30 min. W efekcie otrzymuje sie czerwony lub pomaranczowy
proszek 4,4'-di(2R,3R-treonyloamino)azobenzenu z wydajnoscig 58%.

Otrzymany produkt w formie trans charakteryzuje sie nastepujacymi wtasciwosciami spektrosko-
powymi:

o 4.4'-di(2R,3R-treonyloamino)azobenzen

IH NMR (601 MHz, Deuterium Oxide) &:

7.57 (d, J =8.9 Hz, 4H), 7.51 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 4.2-4.18 (m, 2H), 1.34 (d, J = 6.4 Hz, 6H).

13C NMR (151 MHz, Deuterium Oxide) &:

166.35, 148.81, 139.06, 123.48, 121.22, 66.30, 59.22, 18.82

Przyktad 3

W kolbie okragtodennej umieszcza sie 2.4 eq. S-a-9-fluorenylometoksykarbonylo( o-tert-butoksy-
karbonylo)lizyny, 50 eq. dimetyloformamidu, 4.8 eq. DIPEA oraz 2.4 eq. HATU, a nastepnie dodaje sie
1 eq. 4,4'-diaminoazobenzenu. Roztwdr pozostawia sie ha mieszanie na 12 h, po czym odparowuje sie
rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie wykonuje sie ekstrakcje w uktadzie woda/eter
dietylowy (3 x 50 mL), faze organiczng suszy sie za pomocg bezwodnego siarczanu magnezu oraz
odparowuje rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany zwigzek: 4,4'di[S-a-9-fluorenylo-
metoksykarbonylo( w)-tert-butoksykarbonylo)lizyloamino)azobenzen umieszcza sie w acetonitrylu, a na-
stepnie dodaje sie takg samg ilo$¢ dimetyloaminy. Roztwdr miesza sie przez 1 h, po czym odparowuje
sie rozpuszczalnik. Osad zawiesza sie dichlorometanem oraz dodaje sie kwas trifluorooctowy. Roztwor
miesza sie przez 2 godziny, po czym odparowuje sie rozpuszczalnik wraz z kwasem ftrifluorooctowym
pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszcza sie za pomocg HPLC, stosujgc gradient:
woda/acetonitryl 95/5 do 30/70 w czasie 30 min. W efekcie otrzymuje sie czerwony lub pomaranczowy
proszek 4,4'-di[S-a-lizyloamino)azobenzenu z wydajnoscig 45%.

o 4,4'-di(S-a-lizyloamino)azobenzen

IH NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) 8:

7.75(d, J = 8.8 Hz, 4H), 7.63 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 4.17 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.98 (t, J = 7.8 Hz, 4H),
2.11-1.90 (m, 4H), 1.76-1.63 (m, 4H), 1.59-1.40 (m, 4H).

13C NMR (101 MHz, Deuterium Oxide) &:

168.22, 149.12, 139.23, 123.57, 121.48, 53.71, 39.00, 30.51, 26.44, 21.33.

Przyktad 4

W kolbie okrggtodennej umieszcza sie 2.4 eq. R-a-9-fluorenylometoksykarbonylo( w-tert-butoksy-
karbonylo)lizyny, 50 eq. dimetyloformamidu, 4.8 eq. DIPEA oraz 2.4 eq. HATU, a nastepnie dodaje sie
1 eq. 4,4'-diaminoazobenzenu. Roztwdr pozostawia sie ha mieszanie na 12 h, po czym odparowuje sie
rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie wykonuje sie ekstrakcje w ukfadzie woda/eter
dietylowy (3 x 50 mL), faze organiczng suszy sie za pomocg bezwodnego siarczanu magnezu oraz
odparowuje rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany zwigzek: 4,4'di[R- a-9-fluorenylo-
metoksykarbonylo( w-tert-butoksykarbonylo)lizyloaminolazobenzen umieszcza sie w acetronitrylu, a na-
stepnie dodaje sie takg samg ilos¢ dimetyloaminy. Roztwdr miesza sie przez 1 h, po czym odparowuje
sie rozpuszczalnik. Osad zawiesza sie dichlorometanem oraz dodaje sie kwas trifluorooctowy. Roztwor
miesza sie przez 2 godziny, po czym odparowuje sie rozpuszczalnik wraz z kwasem trifluorooctowym
pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszcza sie za pomocg HPLC, stosujgc gradient:
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woda/acetonitryl 95/5 do 30/70 w czasie 30 min. W efekcie otrzymuje sie czerwony lub pomaranczowy
proszek 4.4'-di(R- a-lizyloamino)azobenzenu z wydajnoscig odpowiednio 46%.

o 4.4-di(R-alizyloamino)azobenzen

'H NMR (601 MHz, Deuterium Oxide) &:

7.77 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 7.65 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 4.19 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.06-2.96 (m, 4H),
2.11-1.95 (m, 4H), 1.80-1.67 (m, 4H), 1.59-1.49 (m, 4H).

13C NMR (151 MHz, Deuterium Oxide) &:

168.18, 149.09, 139.19, 123.53, 121.45, 53.68, 38.97, 30.47, 26.41, 21.30.

Przyktad 5

W kolbie okrggtodennej umieszcza sie 2.4 eq. S-9-fluorenylometoksykarbonyloasparaginianu
tert-butylowego. 50 eq. dimetyloformamidu, eq. DIPEA oraz 2.4 eq. HATU, a nastepnie dodaje sie 1 eq.
4.,4'-diaminoazobenzenu. Roztwdr pozostawia sie na mieszanie na 12 h, po czym odparowuje sie roz-
puszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie wykonuje sie ekstrakcje w uktadzie woda/eter
dietylowy (3 x 50 mL), faze organiczng suszy sie za pomocg bezwodnego siarczanu magnezu oraz
odparowuje rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany zwigzek di-tert-butylo 4,4'-[S(-9-
-fluorenylometoksykarbonylo-aspartyloaminolazobenzen umieszcza sie w acetonitrylu, a nastepnie do-
daje sie takg samg ilo$¢ dimetyloaminy. Roztwor miesza sie przez 1 h, po czym odparowuje sie roz-
puszczalnik. Osad zawiesza sie dichlorometanem oraz dodaje sie kwas trifluorooctowy. Roztwér miesza
sie przez 2 godziny, po czym odparowuje sie rozpuszczalnik wraz z kwasem trifluorooctowym pod
zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszcza sie za pomocg HPLC, stosujgc gradient:
woda/acetonitryl 95/5 do 30/70 w czasie 30 min. W efekcie otrzymuje sie czerwony lub pomaranczowy
proszek 4,4'-di(S-aspartyloamino)azobenzenu z wydajnoscig 50%.

* 4.,4-di(S-aspartyloamino)azobenzen

IH NMR (601 MHz, Deuterium Oxide) &:

7.51-7.37 (m, 8H), 4.47 (dd, J= 7.7, 4.9 Hz, 2H), 3.17 - 3.05 (m, 4H).

13C NMR (151 MHz, Deuterium Oxide) &:

172.58, 166.67, 148.58, 139.03, 123.47, 120.99, 50.21, 34.86.

Przyktad 6

W kolbie okragtodennej umieszcza sie 2.4 eq. R-9-fluorenylometoksykarbonyloasparaginianu
tert-butylowego, 50 eq. dimetyloformamidu, 4,8 eq. DIPEA oraz 2.4 eq. HATU, a nastepnie dodaje sie
1 eq. 4,4'-diaminoazobenzenu. Roztwdr pozostawia sie ha mieszanie na 12 h, po czym odparowuje sie
rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie wykonuje sie ekstrakcje w uktadzie woda/eter
dietylowy (3 x 50 mL), faze organiczng suszy sie za pomocg bezwodnego siarczanu magnezu oraz
odparowuje rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany zwigzek di-tert-butylo 4,4'-[R-9-
-fluorenylometoksykarbonyloaspartyloaminolazobenzen umieszcza sie w acetronitrylu, a nastepnie do-
daje sie takg samg ilos¢ dimetyloaminy. Roztwér miesza sie przez 1 h, po czym odparowuje sie roz-
puszczalnik. Osad zawiesza sie dichlorometanem oraz dodaje sie kwas trifluorooctowy. Roztwdr miesza
sie przez 2 godziny, po czym odparowuje sie rozpuszczalnik wraz z kwasem trifluorooctowym pod
zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszcza sie za pomocg HPLC, stosujgc gradient:
woda/acetonitryl 95/5 do 30/70 w czasie 30 min. W efekcie otrzymuje sie czerwony lub pomaranczowy
proszek 4,4'-di(R-aspartyloamino)azobenzenu z wydajnoscig 52%.

* 4,4 di(R-aspartyloamino)azobenzen

IH NMR (601 MHz, Deuterium Oxide) &:

7.46 (d, J=8.8 Hz, 4H), 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 4.39 (dd, J = 7.7, 4.9 Hz, 2H), 3.12-2.96 (m, 4H).

13C NMR (151 MHz, Deuterium Oxide) &:

172.61, 166.75, 148.67, 139.07, 123.48, 121.13, 50.20, 34.86.

Zastrzezenia patentowe

1. Pochodne azobenzenu z aminokwasami w postaci: 4,4'-di(2S,3S-treonyloamino)azobenzen
i 4,4’-di(2R,3R-treonyloamino)azobenzen o wzorze ogdélnym 1, w ktérym R oznacza pochodng
treoniny, 4,4'-di(S-o-lizyloamino)azobenzen i 4,4’-di(R-a-lizyloamino)azobenzen o wzorze
ogolnym 1, w ktérym R oznacza pochodng lizyny oraz 4,4'-di(S-aspartyloamino)azobenzen
i 4,4’-di(R-aspartyloamino)azobenzen o wzorze ogdlnym 1, w ktérym R oznacza pochodng
asparaginy.
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. Sposoéb wytwarzania pochodnych azobenzenu z aminokwasami w postaci: 4,4’-di(2S,3S-tre-
onyloamino)azobenzen i 4,4'-di(2R,3R-treonyloamino)azobenzen o wzorze ogélnym 1, w kto-
rym R oznacza pochodng treoniny, 4,4'-di(S-a-lizyloamino)azobenzen i 4,4'-di(R-a-lizyloa-
mino)azobenzen o wzorze ogélnym 1, w ktérym R oznacza pochodng lizyny oraz 4,4'-di(S-
-aspartyloamino)azobenzeni 4,4’-di(R-aspartyloamino)azobenzen o wzorze ogdéinym 1, w kto-
rym R oznacza pochodng asparaginy, znamienny tym, ze do roztworu odpowiedniego ami-
nokwasu: 2S,3S- (lub 3S,3R)-9-fluorenylometoksykarbonylo(O-tert-butylo)treoniny, S (lub R)-
a-9-fluorenylometoksykarbonylo( w-tert-butoksykarbonylo)lizyny oraz S (lub R)-9-fluorenylo-
metoksykarbonyloasparaginianu tert-butylowego w dimetyloformamidzie dodaje sie DIPEA,
HATU oraz 4,4'-diaminoazobenzen, kolejno odblokowuje sie grupy aminowe poprzez zawie-
szenie danego zwigzku w acetonitrylu oraz dodanie dietyloaminy, po czym rozpuszczalnik
usuwa sie pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie usuwa sie grupy ochronne: Boc lub tBu
poprzez zawieszenie osadu w dichlorometanie oraz dodanie kwasu trifluorooctowego, w efek-
cie czego, po odparowaniu rozpuszczalnika, otrzymuje sie: 4,4'di-(2S,3S-treonyloamino)azo-
benzen, 4,4-di(2R,3R-treonyloamino)azobenzen, 4,4'-di(S-a-lizyloamino)azobenzen, 4,4'-
-di(R-a-lizyloamino)azobenzen, 4,4'-di(S-aspartyloamino)azobenzen lub 4,4'-di(R-aspartylo-
amino)azobenzen w formie soli kwasu trifluorooctowego, w postaci pomaranczowego lub
czerwonego proszku.
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