Krystaliczna forma kompleksu azotan(V) [(2-amino-S-guanidynopentano) (-
0,0’-azotano(V)) (2,2’-dipirydylo)miedzi(Il)] i sposo6b jej wytwarzania

Przedmiotem wynalazku jest krystaliczna forma kompleksu azotan(V) [
(2-amino-5-guanidynopentano)(1~0,0’-azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(Il)]
wykazujaca aktywnos$¢ anty-mikrobiologiczng 1 znajdujgca zastosowanie jako
sktadnik preparatow anty-mikrobiologicznych.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposob wytwarzania krystaliczne;j
formy kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)(u-O,0’-
azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(Il)].

Nie jest znana z literatury przedmiotu struktura oraz sposéb wytwarzania
krystalicznej formy kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)(g-
0,0’-azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(ID)].

Zwiagzki kompleksowe jonow miedzi(Il) z kwasem 2-amino-5-
guanidynopentanowym zwyczajowo nazywanym L-argining oraz aminami
heterocyklicznymi o wzorze ogolnym [Cu(L-arg)(A)CIICl (gdzie A = 2,2°-
dipirydyl, 1,10’-fenantrolina), sa strukturalnymi nasladowcami naturalnego
antybiotyku — netropsyny. Wlasciwosci koordynacyjne L-argininy pozwolity
otrzyma¢ w formie krystalicznej] zwigazek o wzorze [Cu(L-arg)(1,10-
phen)Cl]-C1-2.5H,0, a strukturalne podobienstwo L-argininy do netropsyny,
powoduje, iz zwiazek ten skutecznie wigze si¢ do DNA (A. Patra, T. Bhowmick,
S. Roy, S. Ramakumar, A. Chakravarty, Inorg. Chem. 48 (2009) 2932).

Istota rozwigzania wedlug wynalazku jest krystaliczna forma kompleksu
azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)(u-0,0’-azotano(V))(2,2’-dipirydylo)-
miedzi(Il)] o wzorze 1.

Istota sposobu wytwarzania krystalicznej formy kompleksu azotan(V) [(2-
amino-5-guanidynopentano)(1-0,0’-azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(II)] o
wzorze 1, polega na tym, ze uwodniong s6l azotanu(V) miedzi(Il) o wzorze 2
rozpuszcza si¢ w wodzie, a nastgpnie kwas 2-amino-5-guanidynopentanowy o
wzorze 3 rozpuszcza si¢ w wodzie, przy czym jedna cze$s¢ molowa uwodnionej

soli azotanu(V) miedzi(Il) o wzorze 2 poddaje si¢ reakcji z jedna czescig molowa



kwasu 2-amino-5-guanidynopentanowego o wzorze 3, po czym do tak utworzonej
mieszaniny dodaje si¢ rozpuszczony w alkoholu metylowym 2,2°-dipirydyl o
wzorze 4, a reakcje prowadzi si¢ na mieszadle magnetycznym przy cigglym
mieszaniu, 1 nastgpnie po minimum 14 dniach otrzymuje si¢ krystaliczng forme
kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)(u-O,0’-azotano(V))(2,2’-
dipirydylo)miedzi(Il)] o wzorze 1.

Korzystnie stosunek molowy reagentow Cu(NOs), : L-arg : 2,2’-dipirydyl
wynosi 1:1:1

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przyktadzie jego wykonania
oraz okreslony wzorem 1.
Przyktad 1

Sposob otrzymywania krystalicznej formy kompleksu azotan(V) [(2-
amino-5-guanidynopentano)(~0,0’-azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(I)] o
wzorze 1, {[Cu(w-0,0-NOs)(L-arg)(2,2’-bpy)] NOs }, .
Stosunek molowy reagentow Cu(NOs), : L-arg : 2,2°-bpy 1:1:1

W temperaturze pokojowej 0,1876 g (1,0 mmol) trihydratu azotanu(V)
miedzi(I) o wzorze 2 rozpuszcza sie w 10 cm® wody a nastepnie 0,1742 g (1,0
mmol) kwasu 2-amino-5-guanidynopentanowego o wzorze 3 rozpuszcza si¢ w 10
cm’ wody. Wodny roztwor kwasu 2-amino-5-guanidynopentanowego dodaje sie
kroplami przy ciaglym mieszaniu do wodnego roztworu azotanu(V) miedzi(II).
Powstala mieszaning koloru niebieskiego miesza si¢ na mieszadle magnetycznym
przez 15 minut. Nastepnie do powstalej mieszaniny dodaje sie kroplami przy
cigglym mieszaniu roztwor powstaly przez rozpuszczenie 0,1562 g (1,0 mmol)
2,2’-dipirydylu o wzorze 4 w 10 cm’ alkoholu metylowego. Mieszanine
pozostawia si¢ w temperaturze pokojowe] do powolnego odparowania. Po 14
dniach otrzymuje si¢ niebieskie krysztaly kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-
guanidynopentano)(x~0,0’-azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(I)] o wzorze 1,
ktore odsgcza sie 1 przemywa woda a nastepnie suszy na powietrzu w
temperaturze pokojowej. Strukture krysztalu potwierdza rentgenowska analiza

strukturalna.



Analiza  rentgenowska  monokrysztalu  azotan(V)  [(2-amino-5-
guanidynopentano)(1~0,0’-azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(I)] o wzorze 1
zostata wykonana w temperaturze 295K przy uzyciu promieniowania MoKa o

1=0.71073A. Wybrane dane krystalograficzne zawiera Tab. 1.

Wzor czasteczkowy [Cu(-0,0 -NO;)(L-arg)(2,2’-bpy)]- NOs
Wzor sumaryczny CuC6NgOsH
Masa molowa (g/mol) 495,77
Grupa przestrzenna P2:2124
Temperatura (K) 295
alA;b/A;c/A 6.8148(6); 13.8419(9); 23.3427(17)
a=B=y() 90
ViA® .z 220191 ;4
Tab. 1.

Wybrane dane krystalograficzne dla krysztalu kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-
guanidynopentano)(x-O,0’-azotano(V))(2,2 -dipirydylo)miedzi(IT)] o wzorze 1.

Fig. 1.

Budowa strukturalna krysztalu kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)(1-0,0’-
azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(IT)].



Dyfraktogram  proszkowy dla  kompleksu  azotan(V)  [(2-amino-5-
guanidynopentano)(1~0,0’-azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(I)] przedstawia
Fig. 2.
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Fig. 2.
Dyfraktogram proszkowy kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)(-O,0’-
azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(I)].

Widma oscylacyjne FT-IR dla krysztalu kompleksu azotan(V) [(2-amino-
5-guanidynopentano)(1~0,0’-azotano(V))(2,2°-dipirydylo)miedzi(Il)] oraz L-
argininy 1 2,2°-dipirydylu przedstawia Rys. 3, widmo Ramana kompleksu o
wzorze 1 przedstawi Rys. 4, najwazniejsze polozenia pasm dla kompleksu oraz L-

argininy i 2,2’-dipirydylu zawiera Tabela 2 (potozenia pasm w cm™).

2,2°-dipirydyl 1577 ; 1556, 1450; 1413; 1249
L-arginina 1678; 1618; 1552; 1473
Kompleks o wzorze 1 1681; 1664; 1647, 1629, 1608; 1602; 1587, 1569,
1475, 1394, 1309

Tab. 2.
PoloZenia pasm w widmie FT-IR oraz FIR (cm™) krystalicznej formy kompleksu azotan(V) [(2-
amino-5-guanidynopentano )(-0,0’-azotano(V)) (2,2’ -dipirydylo)miedzi(I[)] oraz L-argininy i
2,2’ -dipirydylu.
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Fig. 3.
Widma oscylacyjne FT-IR krystalicznej formy kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-
guanidynopentano)(.-O,0’-azotano(V)) (2,2 -dipirydylo)miedzi(Il)] oraz L-argininy i 2,2°-
dipirydylu.

6000

4000

2000

VN V. ¥

0 T T T T T T J
3200 2700 2200 1700 1200 700 200

Energia | enr'}

Fig. 4.
Widmo Ramana krystalicznej formy kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)( 4-
0,0’ -azotano(V))(2,2’-dipirydylo)miedzi(1l)].



Przeprowadzona zostala ocena wilasciwosci  antyproliferacyjnych
kompleksu azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)(u-O,0’-azotano(V))(2,2’-
dipirydylo)miedzi(Il)] o wzorze 1 w warunkach in vifro. Komorki nowotworowe;j
linii D17 (kostniako-migsak psa) poddano 72-godzinnej ekspozycji na zwigzek o
wzorze 1, {[Cu(x~0,0’-NOs)(L-arg)(2,2’-bpy)]'NOs}, oraz 2,2°-dipirydyl.
Nastepnie przeprowadzono test MTT oceniajacy aktywnos$¢ antyproliferacyjna
badanych zwigzkéw. Na podstawie wyznaczone] gestosci optycznej probek
obliczono stopien zahamowania wzrostu komoérek badanych linii. Wyniki
przedstawiono w postaci wspétczynnika ICsy (stezenia hamujacego dla 50%

populacji) (Tabela 4, Fig. 5).

Zwigzek I1Cso (UM)
2,2 -dipirydyl 98,2
{[Cu(u-0,0-NOs)(L-arg)(2,2°-bpy)]-NOs }, 15,9
Tab. 4.

Stezenie hamujace 50% procent populacji komoérek linii D17 (ICso) wyznaczone do$wiadczalnie

dla kompleksu o wzorze 11 2,2 -dipirydylu.
Zwiazek {[Cu(@-O,0’-NOs)(L-arg)(2,2°-bpy)]'NOs}n o wzorze 1
wykazuje wigksza toksycznos¢ wzgledem nowotworowej linii D17 (kostniako-

migsak psa) w stosunku do czystego 2,2’-dipirydylu.

160

- 22 dipirvdyl

, \ e {{Cu(0,0 -NOYL-arg)(2,2"-bpy) NOs 1, (1)
i \\

™,

o
=4

2

s
@=

I
=

%% aktywnosci metaboliczuej kontrol

o

0 10 200 300 400 500
Stezenie (uM)

Fig. 5.

Porownanie cytotoksycznosci 2,2 -dipirydylu oraz zwiazku

{[Cu(0,0°-NO;s)(L-arg)(2,2"-bpy)]- NOs}, 0 wzorze 1.




Zwiazek {[Cu(u0,0’-NOs)(L-arg)(2,2’-bpy)]'NOs}, poddano badaniom
aktywnos$ci przeciwbakteryjne] oraz przeciwgrzybicznej. Ocene przyrostu masy
komorkowej mikroorganizméw po inkubacji ze zwigzkiem o wzorze 1
przeprowadzono z wykorzystaniem testu MIC  (Minimum  Inhibitory
Concentration Test). Przyrost masy komodrkowej mikroorganizméw po 24 h
hodowli bulionowej oraz w hodowli inkubowanej ze zwiazkiem o wzorze 1 w
roznych rozcienczeniach zmierzono z wykorzystaniem procedury testu MIC, na
podstawie pomiaru gestosci optyczne] zawiesiny pohodowlanej. Na podstawie
pomiaru absorbancji hodowli komoérkowe) w czasie O oraz po 24 h okreslono
wplyw badanego zwiazku na zahamowanie wzrostu mikroorganizmow.
Wykazano, ze zwiazek o wzorze ogdlnym 1 wykazuje dziatanie grzybobojcze i
dziatanie bakteriobojcze. Zwiazek {[Cu(u~0,0’-NOs)(L-arg)(2,2’-bpy)]'NOs}, 0
wzorze 1 dziatla na grzyby z gatunku Saccharomyces cerevisiae PCM2567 w
stezeniu 6,62 uM. Zwigzek wykazywal takze dziatanie bakteriobdjcze wzgledem
bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. Szczegdlnie hamuje wzrost
bakterii Streptococcus mutans PCM 2502, Staphylococcus aureus PCM2054
Shigella flexneri PCM 1793 oraz Escherichia coli PCM 1144.

Min. stgzenie zwigzku powodujace
Mikroorganizm zahamowanie wzrostu mikroorganizmu
MIO)[uM]
Staphylococcus aureus PCM2054 1,40
bakterie | pocilnys subtilis PCM 2021 443
Gram-
dodatnie | Streptococcus mutans PCM 2502 0,53
Enreococcus hirae PCM 2559 11,25
Pseudomonas aeruginosa 15
PCM 2058
bakterie | Escherichia coli PCM 1144 3,12
Gram- Salmonella enterica Typhimurium
Wemie | pem 2565 15
Shigella flexneri PCM 1793 2,34
Saccharomyces cerevisiae
gAY | peng 2567 5,62

Tab. 5.
Zakres stezeni zwigzku azotan(V) [(2-amino-5-guanidynopentano)( 10,0’ -azotano(V))(2,2-
dipirydylo)miedzi(II)] o wzorze 1 wykazujacych dzialanie anty-mikrobiologiczne.
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Fig. 5.

Aktywnos$¢ anty-mikrobiologiczna zwigzku {[Cu(u-O,0 -NO;)(L-arg)(2,2’-bpy)] NO;}, 0 wzorze
1 wzgledem réznych gatunkow bakterii oraz grzybow. Pokazano minimalne st¢zenie zwigzku o

wzorze ogolnym 1 wplywajace na zahamowanie wzrostu mikroorganizmu (MIC).



