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ABSTRACT

Metal-organic frameworks (MOFs) are a relatively new class of advanced inor-
ganic-organic materials. Due to their modular structures and possible incorpora-
tion of various properties, that materials find more and more applications in many
fields of science and industry. MOFs are coordination polymers, i.e. compounds
with coordination bonds propagating infinitely in at least one dimension. Their cha-
racteristic feature is the presence of potential free spaces, i.e. pores. The free spaces
often appear after proper activation, e.g. thermal activation. Other common pro-
perties of MOFs include for instance large specific surface areas and pore volumes,
modifiable size and chemical environment of the pores, and network flexibility. All
these properties result in the use of MOFs in e.g. selective sorption, separation or
storage of gases, heterogeneous catalysis, design and fabrication of sensors, etc.

During more than twenty years of the history of MOFs, many methods of their
synthesis have been developed, including the most popular in solution at elevated
temperatures (e.g. solvothermal method). Nevertheless, the activity of pro-ecologi-
cal environments and the requirements set by international organizations encourage
scientists to create new methods of synthesis, which, according to the guidelines
presented by the 12 principles of green chemistry, will be safer, less aggressive, less
toxic and less energy-consuming. One of the answers to meet these requirements
is the use of mechanosynthesis. Mechanochemical synthesis relies on the supply of
energy to a system by mechanical force, by grinding or milling. By combining or
transforming solids in this way, the presence of a solvent, which is most often the
main source of contamination and waste, can be minimised or completely excluded.

Mechanical force is typically used for purposes other than MOF synthesis, e. g.
catalyst grinding. Nevertheless, the use of mechanical force in synthesis is becoming
more and more popular. The most important advantages of this approach, apart
from its environmental impact, are very high efficiency (usually close to 100%)
and drastically reduced reaction time. Of course, there are examples where these
advantages are not observed. In such cases, mechanosynthetic modifications are
introduced, such as e.g. addition of small amount of liquid (Liquid-Assisted Grin-
ding) and/or a small addition of simple inorganic salt (Ion- and Liquid-Assisted
Grinding). Furthermore, new instrument setups are being developed to monitor
reaction mixtures in situ during mechanosynthesis, e.g. by use of such techniques as
powder X-ray diffraction and Raman spectroscopy. This enables valuable insights
into mechanisms and allows for mechanosynthesis optimization.

Keywords:
Stowa kluczowe:
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WPROWADZENIE

Obserwujac rozwdj wspodlczesnej nauki mozna $mialo wysnu¢ teze, iz zasad-
niczo kazda jej dziedzina usiluje znalez¢ jak najwigksza liczbe zastosowan dla zycia
codziennego kazdego czlowieka. Nie inaczej jest w przypadku chemii. Mimo ze
galezie takie jak chemia fizyczna, teoretyczna czy nieorganiczna w odczuciu osob
nie zajmujacych sie chemig moga by¢ catkowicie nieprzydatne dla rozwoju wspét-
czesnego $wiata, to doniesienia naukowe zdaja sie twierdzi¢ co$ zupelnie odmien-
nego [1-3]. Chemia nieorganiczna posiada obecnie wiele zupelnie nowych ,,pod-
dziedzin”, ktdre naturalnie usituja znalez¢ jak najwigcej aplikacji w obszarach, jakie
wyznacza dynamiczny rozwoj wspolczesnego $wiata [1].

Jedna z galezi chemii, ktérg mozna zaliczy¢ do wspomnianych ,,poddziedzin®
jest chemia koordynacyjna. W pojeciu tym zawierajg si¢ wszystkie substancje, nazy-
wane zwigzkami koordynacyjnymi, ktérych kluczowym elementem budowy jest
wiazanie koordynacyjne. Podklase tej grupy stanowia z kolei polimery koordyna-
cyjne, ktére podobnie jak polimery organiczne tworzone sg zazwyczaj z indywi-
duéw mogacych istnie¢ samodzielnie i tworzg w ten sposob nieskonczony tancuch,
warstwe lub szkielet trojwymiarowy. Kolejng klasg zwigzkéw koordynacyjnych sa
sieci koordynacyjne, ktére obejmujg dwu- oraz tréjwymiarowe polimery koordyna-
cyjne, oraz jednowymiarowe polimery, ktére zbudowane s3 z przynajmniej dwdch
nici polaczonych tacznikami. Jedli sie¢ koordynacyjna posiada natomiast w swojej
strukturze wolne przestrzenie badz przestrzenie zajmowane przez czasteczki, ktore
na drodze aktywacji moga zosta¢ usunigte, nazywamy ja siecig metalo-organiczng
(ang. Metal-Organic Framework, MOF) lub porowatym polimerem koordyna-
cyjnym (ang. Porous Coordination Polymer, PCP) [4]. Przedstawiong geneze sieci
metalo-organicznych przedstawia schematycznie Rysunek 1. Czesto poréwnuje sie
wlasciwosci sieci metalo-organicznych do polimeréw organicznych oraz do poro-
watych materialéw nieorganicznych, w szczegdlnosci zeolitow. W przeciwienstwie
do typowych polimerdéw organicznych, sieci typu MOF sg (w wigkszo$ci przypad-
kow) krystaliczne, majg dobrze zdefiniowang budowe; natomiast w przeciwienstwie
do zeolitdw, ktore czesto sg porowatymi glinokrzemianami, sieci metalo-organiczne
posiadaja pewng elastycznos¢, zwigzang z obecnoscig wigzan koordynacyjnych;
ponadto znacznie prostsza jest w ich przypadku modyfikacja wielkosci oraz otocze-
nia chemicznego pordw.
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Rysunek 1. Hierarchia zwigzkéw koordynacyjnych
Figure 1. Hierarchy of coordination compounds

Zainteresowanie sieciami metalo-organicznymi spowodowane jest ich rdzno-
rakimi wlasciwo$ciami, ktore moduluja powstajace zastosowania [5]. Poczatkowo,
jednym z gléwnych celéw w badaniach tych materialéw bylo zwiekszanie poréw aby
zwiekszy¢ ilos¢ zaadsorbowanych gazéw i umozliwi¢ ich magazynowanie. Z kolei
mozliwo$¢ zmiany otoczenia chemicznego poru dodatkowo wplywa na selektyw-
no$¢ chemisorpcji gazéw [6, 7]. W kolejnych latach intensyfikowaly si¢ poszukiwa-
nia nowych wtasciwosci, aby méc zastosowac uktady typu MOF np. w katalizie hete-
rogenicznej [8], transporcie lekdw [9], konstruowaniu sensoréw [10] oraz membran
protonoprzewodzacych [11]. Mozliwo$¢ sprzegania ze sobg kilku wlasciwosci, np.
fluorescencji z sorpcja wybranego gazu powoduje, ze szczegélnie takie materiaty
uwaza sie za wartosciowe i mogace zrewolucjonizowac $wiat.

1. SIECI METALO-ORGANICZNE

1.1. DEFINICJA SIECI METALO-ORGANICZNE]

Ogolnie przyjeta definicja [4] sieci metalo-organicznej podaje, ze jest nig kazdy
polimer koordynacyjny, zbudowany z ligandéw organicznych jako tacznikéw (ang.
linkers) oraz z jonéw metali badz klastréow (np. Zn406*) jako wezlow (ang. nodes).
Dodatkowo, konieczne jest, by sie¢ zawierala potencjalne wolne przestrzenie, czesto
nazywane porami. Pory moga by¢ wolne, lub zawiera¢ mate czasteczki/jony; nazywa
sie je gos¢mi, w nawigzaniu do ukltadéw typu ,,gos¢-gospodarz”. Goscie moga by¢
usunieci (poprzez aktywacje, np. termiczng) albo wymienieni na innych gosci [12].
W zaleznosci od potencjalu czasteczek/jonéw do oddziatywania z siecia metalo-
-organiczng, moga one zajmowac konkretne miejsca (np. poprzez wiazania wodo-
rowe lub oddzialywania van der Waalsa) lub wystepowacé w miejscach losowych.

W powyzszej definicji pojawia si¢ pojecie potencjalnych wolnych przestrzeni,
ktérych naturalng konsekwencjg jest porowatos$¢ sieci. Z tego powodu, czasami
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spotka¢ si¢ mozna ze wspomnianym juz akronimem, PCP. Porowato$¢ jest zjawi-
skiem ktore jest bardzo rozpowszechnione w przyrodzie (Rys. 2). Na poczatku warto
zwrdci¢ uwage na podzial poréw. Ze wzgledu na wielkos$¢, wyrdznia sie¢ mikropory
(< 2 nm), mezopory (pomiedzy 2 a 50 nm) oraz makropory (> 50 nm). Mozna
takze si¢ zetkna¢ z grupa ultramikroporéw, ktorych rozmiar jest mniejszy od 0,5 nm
[13]. Oprocz oczywistych przykladow jak gabki morskie czy pumeks, posiadajacych
ogromne (w stosunku do dolnej granicy wielkosci makroporéw) pory, wymieni¢
mozna rowniez ziemi¢ gruntowg, ktéra w swoim upakowaniu posiada wolne prze-
strzenie, pluca organizmoéw zywych, posiadajace pecherzyki, skaly, jak np. piasko-
wiec czy takze zeolity — materialy mikro- i mezoporowate, naturalnie wystepujace
w przyrodzie, ktore jednoczesnie wprost lub po pewnych modyfikacjach znajduja
zastosowanie w przemysle. W stosunku do poréw glinokrzemianowych zeolitow
pory sieci metalo-organicznych maja wiele zalet. Obecnos$¢ ugrupowan organicz-
nych na krawedziach czy tez $cianach poréw umozliwia wielorakie modyfikacje
charakteru chemicznego przestrzeni poru. Te same laczniki, poprzez mozliwos¢ ich
prostego zastepowania innymi umozliwiajg kontrole wielkosci poru; w zaleznosci
od tego czy korzystna jest niewielka, specyficzna dla konkretnego goscia wielkos¢,
czy tez pozadana jest jak najwigksza objetos¢ poru - by dla przykladu zwigkszy¢
fizysorpcje. Dla chemisorpcji z kolei duze znaczenie ma zwigkszanie powierzchni
wewnetrznej powierzchni wlasciwej materiatu. Sieci MOF wykazuja niezwykle
rozwinieta powierzchnie wlasciwg, ktoéra moze osiggaé wartosci przewyzszajace
7000 m*/g [14]. Tak szerokie mozliwosci modyfikacji powoduja, ze sieci metalo-
-organiczne postrzegane sg jako bardzo atrakcyjne w srodowiskach naukowych,
zwlaszcza jako wielofunkcyjne materialy przyszlodci.

Rysunek 2.  Zdjecie SEM liécia orzecha wloskiego przedstawiajace jego makropory. Zaczerpnieto z: http://
www.trr141.de/index.php/research-areas-2/research-areas/ za pozwoleniem State Museum of
Natural History, Stuttgart, Germany

Figure 2. SEM picture of a walnut leaf showing its macropores. Reprinted from: http://www.trr141.de/in-
dex.php/research-areas-2/research-areas/ with permission from State Museum of Natural History,
Stuttgart, Germany



SIECI METALO-ORGANICZNE JAKO MULTIFUNKCJONALNE MATERIALY PRZYSZEOSCI 651

1.2. HISTORIA SIECI METALO-ORGANICZNYCH

Sieci metalo-organiczne pojawily sie w nauce nieco ponad dwie dekady temu.
Pierwsze sieci stworzone z nieorganicznego rdzenia i organicznego facznika powsta-
waly juz wczesniej, i tak pierwszg opublikowang strukture podaja Saito i wspdtpra-
cownicy [15]. Niemniej jednak poczatek historii sieci MOF datuje si¢ czesto na
1995 rok, kiedy to pierwszy raz uzyty zostal w literaturze termin sie¢ metalo-orga-
niczna, w kontekscie materialu opartego na jonach miedzi(II) i 4,4’-bipirydylu [16].
W kolejnych latach rozwdj uktadéw typu MOF byl niezwykle dynamiczny, stad bar-
dzo czesto prezentuje si¢ niemal wyktadniczy wzrost liczby publikowanych struktur
czy artykuléw naukowych o sieciach typu MOF (Rys. 3).

2000 A

1800 [ publikacje naukowe zawierajace

1600 4 metal-organic framework" w tytule

1400 A

1200 A

1000 A

800

liczba publikacji
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Rysunek 3 Liczba publikacji naukowych, ktére w tytule zawieraja zwrot "metal-organic framework", stan na
dzien 06.05.2018

Figure 3 Number of scientific publications containing ,,metal-organic framework” phrase in title, data
from 06.05.2018

Istotnymi momentami w historii sieci typu MOF byty publikacje kluczowych
struktur (Rys. 4). Jednym z bardziej znanych jest MOF-5. Bazuje on na klastrach
oksotetracynkowych jako rdzeniach oraz jonach kwasu tereftalowego jako ligan-
dach [17]. W przypadku, gdy wezel sieci stanowi klaster zawierajacy kilka kationow
metali zwyklo sie je nazywaé drugorzedowymi jednostkami budulcowymi (ang.
Secondary Building Unit, SBU). Kolejng z sieci, istotng dla chemii sieci metalo-
-organicznych jest HKUST-1, zbudowany z jonéw miedzi(II) oraz anionéw kwasu
1,3,5-benzenotrikarboksylowego. Szczegolng jego cecha jest stabilnos¢ w wodzie,
wowczas rzadko spotykana [18]. Kolejny przyklad sieci, ktéra znaczaco wyréznia
sie stabilnoscig termiczng jest UiO-66, skonstruowana z jondéw cyrkonu(IV) oraz
jonow tereftalanowych [19]. Warto wspomnie¢ tez calg rodzine sieci, ktorych gtow-
nym ligandem jest imidazol i jego pochodne, ktorg zwyklo sie opisywaé akronimem
ZIF (ang. Zeolitic Imidazolate Framework).
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Rysunek 4. Struktury opisywanych sieci: a - MOF-5, b - HKUST-1, ¢ - UiO-66, d — ZIF-70. Rysunki zaczerp-
nieto z Chem. Rev., 2012, 112, 2, 724, za zgoda American Chemical Society

Figure 4. Structures of described frameworks: a - MOF-5, b - HKUST-1, ¢ - UiO-66, d — ZIF-70. Reprinted
with permission from Chem. Rev., 2012, 112, 2, 724. Copyright 2012 American Chemical Society

W swojej historii uktady typu MOF doczekaly sie takze zupelnie bezpreceden-
sowej klasy, jaka jest szereg izoretikularnych sieci (ang. Isoreticular Metal-Organic
Framework, IRMOF). Szereg IRMOF bazuje na topologicznie identycznych sie-
ciach, ktérych jedyng zmiang w kolejnych sieciach szeregu jest zwiekszanie diugosci
facznika. Dla przyktadu, wspomniana juz sie¢ MOF-5 jest jednocze$nie nazywana
jako IRMOF-1, gdyz jest pierwsza siecia podstawowego szeregu izoretikularnych
sieci cynkowych (Rys. 5). Modyfikacje wielkosci poréw, o ktérych wspomniano
w poprzednim paragrafie sa dobrze widoczne na szeregu IRMOE

Rysunek 5. Szereg izoretikularnych sieci MOF, 1-16. Rysunek zaczerpnieto z CrystEngComm, 2002, 4, 401,
za zgoda The Royal Society of Chemistry

Figure 5. Isoreticular MOF series. Reprinted from CrystEngComm, 2002, 4, 401 by permission of The
Royal Society of Chemistry

1.3. PODZIALY ISTNIEJACYCH SIECI

Ze wzgledu na wykladniczo rosnaca liczbe opisanych struktur sieci metalo-
-organicznych, wielu naukowcéw podejmowato dyskusje na temat utworzenia kla-
syfikacji sieci metalo-organicznych. Obecnie wyrézni¢ mozna kilka podziatow, jak
na przyklad ze wzgledu na:
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o  Wymiarowo$¢: w zaleznosci od tego, czy podstawowa jednostka sieci jest
tanicuchem lub innym jednowymiarowym polimerem, czy jest warstwa lub
biwarstwa, czy tworzy sie¢ tréjwymiarowq. Jedno- i dwuwymiarowe jed-
nostki polimeryczne tworza calos¢ dzieki stabym oddzialywaniom, takim
jak wigzania wodorowe czy oddzialywania van der Waalsa.

o  Wilasciwosci: w zaleznosci czy gléwnym zadaniem sieci jest sorpcja gazéw,
czy ich separacja, czy tez dostarczanie lekow, rozroznia si¢ rézne typy sieci
MOE

» Rodzaje ligandow: w zaleznosci czy sg to ligandy O-donorowe, czy N-dono-
rowe. Pojawiajg sie takze inne, cho¢ rzadziej spotykane, jak P-donory czy
S-donory. Bardzo czestymi sg natomiast sieci posiadajace wigcej niz jeden
rodzaj tacznika, tzw. mixed-linker MOF.

o Zachowanie po usunieciu czasteczek gosci - klasyfikacja Kitagawy; zacho-
wanie to mowi o stabilno$ci oraz elastycznosci sieci. Pierwsza generacja
to sieci ulegajace destrukeji po ewakuacji go$ci. Druga generacja to sieci
zachowujgce pierwotng strukture szkieletu. Trzecia generacja to natomiast
sieci, ktorych szkielet ulega deformacjom (tzw. sieci eleastyczne lub dyna-
miczne) [20].

Poza wymienionymi, typowymi podziatami mozna spotkac w literaturze takze
rozréznienie na sieci interpenetrowane oraz nie ulegajace interpenetracji (np.
MOF-5 oraz MOF-5-i); ze wzgledu na niedawne odkrycie amorficznych sieci typu
MOF o charakterze szkiet [21] mozna takze dzieli¢ sieci na krystaliczne i amor-
ficzne; bardzo czgsto sieci dzieli si¢ ze wzgledu na fadunek - znaczna czgs¢ istnie-
jacych struktur to sieci obojetne ale czesto zdarzajg sie takze naladowane szkielety,
ktérych fadunek kompensowany jest obecnoscia jondw w wolnych przestrzeniach.
Innym podzialem jest rozrdznienie ze wzgledu na wymiarowo$¢ poréw — nawet dla
analogicznych sieci zbudowanych np. z dwuwymiarowych warstw mozliwe jest ist-
nienie poréw zerowymiarowych i jednowymiarowych [22]. Wraz z rozwojem tej
nauki i zwigkszajacym sie¢ zainteresowaniem naukowcéw polimerami koordynacyj-
nymi spodziewa¢ si¢ mozna, iz w najblizszym czasie powstang kolejne generacje
i konieczne stanie si¢ proponowanie nowych podzialéw i wskazywanie nowych klas.

1.4. WYKORZYSTYWANE METODY SYNTEZ I WYZWANIA STOJACE PRZED
NAUKOWCAMI

Przy rozréznieniu metod syntezy sieci MOF podaje si¢ zazwyczaj dwie glowne
galezie — synteze de novo, z prostych niepolimerycznych prekursoréw oraz post-
syntetyczne modyfikacje (ang. Post-Synthetic Modifications, PSMs), ktére wyko-
rzystuja juz istniejagce polimery koordynacyjne. Przy konstrukcji de novo sieci
metalo-organicznych wykorzystuje si¢ metode blokéw budulcowych. Podobnie jak
w przypadku polimeréw organicznych gdzie prekursorem jest monomer, ktdry jako
zwielokrotniona jednostka (mer) tworzy calg sie¢ (polimer), tak i przy konstruk-
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cji polimeréw koordynacyjnych stosuje si¢ bloki budulcowe - jak juz wspomniano
w definicji - faczniki i wezly, ktére buduja calg sie¢. Podobnie tez, jak monomer jest
prekursorem polimeru, tak tez prekursorami weztéw sg albo proste sole nieorga-
niczne albo preorientowane dyskretne kompleksy [23], natomiast dla ligandéw kar-
boksylanowych albo kwasy karboksylowe albo ich sole. Efektem wykorzystywanym
przy konstrukeji sieci metalo-organicznych de novo jest zjawisko samoorganizacji
(ang. self-assembly). W syntezie takiej wykorzystuje si¢ spontaniczne uporzadko-
wanie ukladu zwigzane z obnizeniem energii w wyniku utworzenia oddziatywan,
zwlaszcza koordynacyjnych. Oczywiscie, sg efekty ktore majg kluczowy wpltyw na
samoorganizacje i sg to parametry wezla, takie jak dolaczalno$¢, czy tez parametry
jonéw metali w wezle, takie jak liczba koordynacyjna, stopien utlenienia, promien
jonowy, twardo$¢ (w ujeciu teorii HSAB, twardych i migkkich kwasow i zasad), etc.
Analogicznie, réwniez mozna wyrdznié szereg wlasciwosci liganda, posrod ktérych
warto wymieni¢ dentno$¢ (liczba atomoéw zdolnych do zwigzania si¢ koordynacyjnie
z wezlem) czy tez kat, ktory generuje badz strukture dyskretng, badz polimeryczna.
Wzystkie te efekty majg wplyw na samoorganizacje sieci i bywaja wykorzystywane
w projektowaniu nowej struktury.

W odroéznieniu od syntezy de novo, PSM jest metoda modyfikujacg juz weze-
$niej zsyntezowany polimer koordynacyjny. Przykltadéw PSM jest bardzo wiele; ist-
niejg sieci ktorych jedyng metoda syntezy jest modyfikacja postsyntetyczna innych
sieci [24, 25]. Wyrdznia si¢ tu m.in. wymiane liganda karboksylanowego, wymiana
liganda obojetnego, wymiane wezla, wymiane czasteczek goéci. Dosadnym przy-
ktadem syntezy poprzez modyfikacje postsyntetyczne jest praca Huppa, Farhy
i wspotpracownikow [26], w ktorej przedstawiona zostata konstrukeja sieci poprzez
catkowita wymiane wszystkich jednostek budulcowych, jeden po drugim (Rys. 6).
Modyfikacje postsyntetyczne nie dotycza wylacznie reakeji zwiazanych z rozry-
waniem wigzania koordynacyjnego. Istnieje takze cala gama przykladow, ktore
angazujg np. potencjalne miejsca koordynacyjne na juz istniejacych tacznikach do
stworzenia nowego wigzania koordynacyjnego z nowym jonem metalu. Jest to przy-
kiad postsyntetycznej metalacji. Szerzej ten temat opisuje praca Evansa, Sumby'ego
i Doonana [27]. Nastepnym przykladem jest reakcja organiczna, np. kondensacji na
tacznikach organicznych obecnych w sieci.
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Rysunek 6. Pierwszy przyklad calkowitej przebudowy sieci MOF za pomocg postsyntetycznych modyfikacji.
Rysunek zaczerpnigto z Eur. J. Inorg. Chem., 2016, 27, 4345, za zgoda Wiley Online Library

Figure 6. First example of total reconstruction of a MOF by post-synthetic modifications. Reprinted from
Eur. J. Inorg. Chem., 2016, 27, 4345 with permission from the Wiley Online Library

Wymieniwszy teoretyczne podejscia do syntezy, nalezy skupi¢ si¢ na wymia-
rze praktycznym. Kluczowym zagadnieniem jest odpowiednie dostarczenie ener-
gii do ukladu chemicznego (Rys. 7). Energia konieczna jest do powstania wigza-
nia koordynacyjnego oraz innych reakeji towarzyszacych (deprotonacja, reakcje
redoks, itd.). Duza czg¢§¢ publikacji opisuje solwotermalng metode syntezy (czyli
ogrzewanie powyzej temperatury wrzenia rozpuszczalnika). Takze wykorzystujac
wyzszg temperature, nizszg jednak od temperatury wrzenia, mozna otrzymac sieci
metalo-organiczne. Czesto spotykanym jest ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej
w autoklawach lub piecach czy blokach termicznych. Na szczegdlng uwage zastu-
guje popularna metoda ogrzewania w N,N-dimetyloformamidzie (DME, lub jego
analogach, N,N-dietyloformamidzie czy N,N-dimetyloacetamidzie, itp.), ktéra ma
zasadnicza zalete przy wykorzystaniu ligandéw anionowych. Ich prekursory sg
obojetne, jak np. kwasy karboksylowe czy imidazol. Mechanizm dzialania tego roz-
puszczalnika opiera si¢ na rozkladzie w temperaturze ponizej temperatury wrzenia
(< 153°C) do m. in. zasadowej dimetyloaminy. Powstajac, stopniowo deprotonuje
ona prekursor liganda, umozliwiajac powolng krystalizacje. Takie podejscie czesto
umozliwia otrzymanie monokrysztatow, ktore przydatne sa pod katem rentgenow-
skich badan strukturalnych. Pomimo to, szczegélnie ze wzgledu na teratogenne
wlasciwos$ci DMF poszukuje sie alternatyw dla tej metody. Jedng z mniej znanych
metod dostarczania energii, ktéra eliminuje konieczno$¢ ogrzewania jest metoda
elektrochemiczna [28]. Inna metoda wykorzystuje promieniowanie mikrofalowe.
Nierzadko powoduje to skrocenie czasu reakeji z kilkudziesigciu godzin do mniej
niz jednej godziny, jednoczesnie umozliwiajac ograniczenie strat energii [29]. Dwie
inne metody wykorzystuja dostarczenie energii na sposéb mechaniczny. Pierwsza
to sonochemia, ktéra wykorzystuje ultradzwieki i energie powstajacg gtéwnie w zja-
wisku kawitacji (gwaltowne zapadanie sie pecherzykéw w roztworze i powstajace
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w ten sposob lokalnie bardzo duze ci$nienia) [30]. Druga metoda, ktérej dotycza
kolejne dwa rozdzialy tej pracy to mechanochemia w ciele stalym. Opiera si¢ ona na
dostarczeniu energii do uktadu chemicznego poprzez ucieranie badz mielenie cial
statych [31].

Rysunek 7. Sposoby dostarczania energii w celu syntezy sieci MOF i mozliwe do otrzymania postaci produktu.
Rysunek zaczerpnigto z Chem. Rev,, 2012, 112, 2, 933, za zgoda American Chemical Society

Figure 7. Ways of supplying energy to synthesize MOFs and possible forms of a product. Reprinted with
permission from Chem. Rev., 2012, 112, 2, 933. Copyright 2012 American Chemical Society

W zaleznosci od poszukiwanych wlasciwosci, naukowcy musza zmierzy¢ sie
z wieloma wyzwaniami stojacymi na ich drodze. W przypadku gdy gtéwnym zasto-
sowaniem sieci ma by¢ interakcja (sorpcja lub rozdzial) z gazem, kluczowe znacze-
nie ma wielko$¢ oraz powierzchnia wlasciwa pordw. Jak wspomniano, w niektérych
przypadkach korzystniejszym moze okaza¢ si¢ ograniczenie wielkosci pordw, celem
zwiekszenia selektywno$ci sorpcji danej molekuly. Zjawiskiem, jakie w tym moze
pomagac ale tez przeszkadzac jest interpenetracja sieci. Polega ona na wzajemnym
przenikaniu si¢ szkieletow i prowadzi do znacznego zmniejszenia wielkos$ci poréw.
Zjawisko to mozna jednak kontrolowa¢, na przyklad poprzez dobér rozpuszczal-
nika, ktorego czasteczki beda jednoczesnie gos¢émi w porach. Przykladem jest syn-
teza MOF-5 oraz jego interpenetrowanej wersji, MOF-5-i, zaprezentowana przez
Kima i wspotpracownikow [32].
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Rysunek 8. Struktura interpenetrowanej wersji MOF-5 (poréwnaj Rys. 4a). Rysunek zaczerpnigto z Inorg.
Chem., 2011, 50, 8, 3691, za zgodg American Chemical Society

Figure 8. Structure of interpenetrated version of MOF-5 (Compare to Fig. 4a). Reprinted with permission
from Inorg. Chem., 2011, 50, 8, 3691. Copyright 2012 American Chemical Society

Na zakonczenie warto wspomnie¢ takze o zastosowaniach, dla jakich projek-
tuje sie sieci metalo-organiczne. Przytoczono przyklady selektywnej sorpcji gazéow
i wynikajgcej z nich mozliwosci separacji gazéw. Nierzadko wykorzystuje sie takze
sprzgzenie dwoch lub wiecej wlasciwosci, budujac czujniki i sensory. I tak, jesli np.
pod wplywem wysokiego ci$nienia zmienia si¢ struktura szkieletu i jednoczesnie
otoczenie chemiczne metalu bedacego wezltem, moze nastepowaé zmiana koloru
sieci. Jesli wezel posiada wolne miejsca koordynacji, obecno$¢ nowego liganda (kto-
rym moze by¢ sorbowany gaz lub jon z roztworu) réwniez moze zmienia¢ wlasci-
wosci spektralne lub magnetyczne danej sieci. Jesli sie¢ posiada tendencje do sorpcji
metali cigzkich (w przypadku wolnych centréw zasadowych) oraz toksycznych anio-
néw (jak np. fluorki czy cyjanki), to poszukuje sie dla niej zastosowan w uzdatnianiu
wody [33]. Jesli natomiast sie¢ ulega w srodowisku wodnym powolnej degradacji do
substancji obojetnych lub korzystnych dla organizmu zZywego, rozwaza si¢ transport
lekéw, uwiezionych w porach sieci typu MOF, co umozliwia ich stopniowe dozo-
wanie wprost do zadanego miejsca [9]. Istnieje tez wiele innych przyktadéw, ktore
wzmacniajg przekonanie, Ze sieci metalo-organiczne znajduja coraz wigcej zastoso-
wan w przemysle, medycynie etc.

2. MECHANOSYNTEZA - PRZEKAZYWANIE ENERGII MECHANICZNE]
DO UKLADU CHEMICZNEGO

W dzisiejszych czasach jednym z istotniejszych wyzwan przed jakimi stoi
nauka s3 zagadnienia koncentrujace si¢ wokot stowa energia. Zwigkszajaca si¢ jej
konsumpcja, wyczerpywanie sie z16z naturalnych, upowszechnienie energochton-
nych urzadzen, wszelkie przejawy globalizacji skutkujg tym, ze naukowcy musza
poradzi¢ sobie z wyzwaniami magazynowania energii, efektywnego przekazywania
energii, odzysku energii z proceséw gdzie jest ona tracona oraz pozyskiwania ener-
gii, w szczegdlnosci ze zrodet odnawialnych. Kazdy chemik, znajac 12 zasad zielonej
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chemii wie, ze takze i w jego mikro$rodowisku konieczne jest dbanie o oszczednos¢
energii [34]. Naprzeciw takim wymaganiom staja nowe techniki syntezy, bedace tak
naprawde $wiadomym wykorzystaniem tego, co wymyslone bylo juz wieki, jesli nie
tysigclecia temu.

2.1. ISTOTA MECHANOCHEMII

Konwencjonalnym podejsciem do syntezy chemicznej jest synteza w roztwo-
rze. Poniewaz ogromna wiekszos$¢ przeprowadzanych w laboratoriach reakcji che-
micznych to reakcje syntez wymagajace nakladu energetycznego, bardzo czgsto do
pokonania bariery aktywacji, mieszanina reakcyjna jest ogrzewana. Takie podejscie
czesto powoduje straty, w zwigzku ze sposobami rozchodzenia sie ciepta. Nawet
tak wydajne uklady, jak chocby autoklawy generuja wiele strat. Nie dziwi zatem,
ze srodowisko naukowe podejmuje coraz wigksze starania o zastosowanie nowych,
bardziej wydajnych metod przekazywania energii do uktadu reakcyjnego.

Jedna z technik, jaka eliminuje proces ogrzewania ze $ciezki transportu energii
do ukladu, jest mechanosynteza [35, 36]. Okazuje si¢, ze energia dostarczana do
uktadu zlozonego z kilku sproszkowanych cial stalych w postaci sity mechanicznej
moze by¢ wystarczajaca do stworzenia nowych wiazan, badz rozerwania istnieja-
cych. Najczesciej sa to wigzania wodorowe lub inne stabe oddziatywania czy wia-
zania koordynacyjne, jednak zdarzajg si¢ takze przypadki wigzan kowalencyjnych
[37]. W zwiagzku z tym, mechanochemia znajduje zastosowanie zardwno w syntezie
komplekséw, syntezie prostych zwigzkéw nieorganicznych, reorganizacji struktur
krystalicznych (przej$cia pomiedzy fazami polimorficznymi), reorganizacji struktur
warstwowych, ale takze w syntezie zwigzkow organicznych.

Warto zaznaczy¢, ze pos$rdd metod syntezy mechanochemia znalazta swoje
miejsce dopiero kilkadziesigt lat temu. Jednoczes$nie jednak, pierwsze udokumento-
wane przykiady stosowania sity mechanicznej do wywotania reakcji pochodza z ok.
4 tysiecy lat p.n.e., kiedy to otrzymywano rte¢ poprzez ucieranie cynobru (minerat
- siarczek rteci(Il)) w miedzianym mozdzierzu.

2.2. ZALETY I OGRANICZENIA PODEJSCIA MECHANOSYNTETYCZNEGO

Jedng z bardziej istotnych cech, jakie wyrdzniaja mechanosynteze od innych
metod syntezy, jest oszczedno$¢ energii. Jak wspomniano w poprzednim paragrafie,
mozliwo$¢ ograniczenia zuzycia energii, a zwlaszcza wyeliminowania jej strat jest
jednym z kluczowych przedsiewzie¢ szczegdlnie w przypadku syntez na duzg skale.
Z tego powodu, m.in. firma MOF Technologies™ oferuje na sprzedaz popularne sieci
metalo-organiczne otrzymane metoda mechanochemiczng. Inng zaleta, posrednio
zwiazang z poprzednia jest skrocenie, czgsto w sposob drastyczny czasu trwania
reakcji. Sterowanie reakcja jest mozliwe dzigki doborowi parametréw, takich jak
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material wykonania urzadzenia do mechanosyntezy, wielkos¢ kul, czestotliwo$é
obrotéw (w przypadku mlyna planetarnego) czy czestotliwo$¢ drgan (w przypadku
mlyna wibracyjnego). Dodatkowo, mozliwe staje si¢ monitorowanie standéw posred-
nich zachodzacej reakcji. Nierzadko metodami mechanochemicznymi otrzymuje
sie produkty niedostepne dla innych metod syntezy. Kolejna wyjatkowa zaletg jest
wydajno$¢ syntez mechanochemicznych (ktére zazwyczaj sa bliskie 100%) i mozli-
wos¢ stechiometrycznego kontrolowania produktu.

Nalezy wspomnie¢ takze o pewnych ograniczeniach mechanosyntezy; proby
ich przezwycigzenia sg wcigz podejmowane i w niektorych przypadkach udaje si¢ je
wyeliminowac. Jednym z ograniczen jest niecatkowity kontakt cial stalych wewnatrz
fazy statej i niemozliwos¢ zajscia reakcji — problem ten znalazt bardzo szybko roz-
wigzanie, ktdre zostanie opisane w nastepnym rozdziale. Bardzo istotnym ograni-
czeniem metod mechanochemicznych jest niemozliwos$¢ prostego okreslenia struk-
tury metodami dyfrakeji rentgenowskiej na monokrysztatach (ang. Single-Crystal
X-Ray Diffraction, SCXRD). Dla prostych lub znanych juz substancji wystarczajg-
cym jest rozwigzanie struktury z dyfraktogramu proszkowego (ang. Powder X-Ray
Diffraction, PXRD) lub poréwnanie takiego dyfraktogramu z danymi z baz krysta-
lograficznych, jedli jest to znana substancja. Jednak w przypadku skomplikowanych
substancji organicznych, zwiazkdw koordynacyjnych a w szczegélnosci polimerow
koordynacyjnych bardzo czgsto rozwigzanie struktury z danych PXRD jest niezwy-
kle trudne. Problem ten dla niektérych substancji mozna oming¢ stosujac rekrysta-
lizacje, jednak w przypadku sieci metalo-organicznych bardzo rzadko metoda ta
jest skuteczna. Z tego powodu czesto mechanosynteze dla sieci typu MOF stosuje
sie jako przeglad mozliwosci i reaktywnosci danych prekursoréw, a w przypadku
koniecznosci poznania struktury podejmuje si¢ proby syntezy monokrysztalow
W roztworze.

Biorac pod uwage wszystkie wymienione zalety oraz ograniczenia podejmuje
sie proby zastosowania mechanosyntezy w wielu dziedzinach chemii. Szczegol-
nym zastosowaniem, ktorego bardziej szczegélowy opis znalez¢é mozna w trzecim
rozdziale tej pracy, jest mechanosynteza sieci metalo-organicznych. Proby podej-
mowane w tej dziedzinie umozliwity odkrycie rozwigzan wielu problemoéw synte-
tycznych oraz poznanie szczegdtowych mechanizméw rzadzacych mechanochemia
w ciele stalym.

3. MECHANOSYNTEZA SIECI MOF

W tym rozdziale znajduje si¢ czes¢ wspdlna poprzednich dwoch rozdziatow -
prezentacja osiagnie¢ mechanochemii w syntezie sieci metalo-organicznych; dodat-
kowo przedstawione zostang takze wazniejsze dokonania, podsumowane zostang
zalety i ograniczenia, wprowadzone zostang podstawowe pojecia oraz wyjasnione
zostang metody badan i monitorowania reakcji mechanochemicznych.
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3.1. IDEA SYNTEZY SIECI MOF Z WYKORZYSTANIEM SILY MECHANICZNE]

Biorac pod uwagg, ze chemia sieci MOF jest bardzo mloda nauka, takze i wyko-
rzystanie w niej silty mechanicznej jako zrodta energii do wytworzenia wigzan koor-
dynacyjnych jest wzglednie nowa idea. Pierwszy przypadek, w ktérym pokazano
mozliwos¢ takiej syntezy podaje James i wspotpracownicy [38]. Od tego czasu
naukowcy zdazyli jednak zetknac¢ si¢ z wieloma problemami, ale takze znalez¢ dla
nich pewne rozwigzania.

U podstawy syntezy kazdego zwigzku koordynacyjnego lezy reakcja kwasu
i zasady (w ujeciu Lewisa). Rozpoczynajac zatem od tych blokéw budulcowych,
przedstawiony zostanie ich udzial w mechanosyntezie. Pierwszym elementem jest
centrum kwasowe, czyli wspominany juz wielokrotnie wezet sieci. W przypadku
gdy jest nim prosty kation metalu, w metodach syntezy wykorzystujacych reakcje
w roztworze stosuje si¢ rozpuszczalng w danym rozpuszczalniku sél tego metalu. Ze
wzgledu na to obostrzenie, zastosowanie znajdujg zazwyczaj azotany(V) i chlorki,
rzadziej chlorany(VII), octany i siarczany(VI). W przypadku podejscia mechano-
chemicznego sytuacja jest zgota odmienna. Syntetykowi bardziej zalezy na wyeli-
minowaniu substancji korozyjnych, szkodliwych dla srodowiska, takich ktdre pozo-
stawia produkt uboczny. Nie przeszkadza natomiast nierozpuszczalno$¢ soli, gdyz
reakcja jest prowadzona w ciele stalym. Dodatkowo korzystne jest, gdy nie powstaja
zadne produkty uboczne lub sg one albo czasteczkami gosémi w danej sieci albo
podczas mechanosyntezy odparowuja z uktadu reakcyjnego. Wymagania te spelniaja
weglany oraz tlenki, rzadziej octany i wodorotlenki. Jesli natomiast wezel stanowi
wiekszy klaster, istnieje mozliwos$¢ syntezy z preorientowanego zwigzku koordyna-
cyjnego, poprzez prosta mechanochemiczng wymianeg ligandéw. Bardzo klarowny
przyklad takiej syntezy dla MOF-5 zaprezentowal Lewinski i wspotpracownicy
(Rys. 9) [23]. W przypadku ligandéw zazwyczaj podejscie mechanochemiczne nie
wymaga ani nie preferuje innych form ligandéw, niz te ktdre sg uzywane w innych
metodach. Jesli chodzi o czasteczki gosci, to w przypadku gdy sa nimi czasteczki
wody, moze ona powstawa¢ w wyniku reakcji kwasowo - zasadowej (np. nMO +
nH,A — {MA-H,O} , lub by¢ sorbowana z otoczenia, jeli nie jest ono pozbawione
wilgoci). W przypadku gdy inna czgsteczka musi by¢ obecna w porach syntezowanej
sieci, zazwyczaj stosuje si¢ ja w postaci niewielkiego dodatku cieczy jako wariant
LAG, o ktérym traktuje kolejny paragraf.
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Rysunek 9.  Schemat mechanosyntezy MOF-5 z preorientowanego klastra. Rysunek zaczerpnigto z Chem.
Commun., 2015, 51, 4032, za zgoda The Royal Society of Chemistry

Figure 9. Scheme illustrating mechanosynthesis of MOF-5 from a pre-oriented cluster. Reprinted from
Chem. Commun,, 2015, 51, 4032 by permission of The Royal Society of Chemistry

Pierwszym i czesto kojarzonym z mechanosyntezg narzedziem jest mozdzierz
(Rys. 10a). Umozliwia on proste przeprowadzenie reakcji chemicznej czy tez prze-
miany fizycznej tylko za pomocg sily dostarczanej przez rece osoby wykonujacej
doswiadczenie. Niewatpliwa zalete tego narzedzia odkryto przede wszystkim
w zyciu codziennym - stad szerokie zastosowanie mozdzierzy porcelanowych na
przykltad w kuchni. W laboratoriach, oprocz porcelanowych, stosowane sg tez moz-
dzierze metalowe oraz agatowe. Naukowcy jednak czesciej niz do przeprowadzenia
reakcji chemicznej uzywaja mozdzierza do rozdrobnienia jakiej$ substancji, np.
celem zwigkszenia jego zewnetrznej powierzchni, otrzymania mikro- i nanocza-
stek czy przygotowania probki ciata statego do pomiaru PXRD. Kiedy juz uzywa si¢
mozdzierza w ujeciu mechanosyntetycznym, czgsto spotkaé sie mozna z wieloma
ograniczeniami tej metody. Pierwszym z nich sg trudnosci z dlugim czasem uciera-
nia, ktory jest wymagany dla niektorych reakeji. Udato sie to jednak obejs¢, poprzez
stosowanie mozdzierzy automatycznych. Innymi problemami sg brak statosci i row-
nomierno$ci przykladanej sity, niemozliwos¢ przeskalowania syntezy, a takze czesty
brak kontroli nad wptywem otoczenia (zwlaszcza powietrza, ktére w laboratoriach
zawiera¢ moze rozne substancje). Z tego powodu, proces mielenia/ucierania zostal
usprawniony przez wprowadzenie réznego rodzaju miynéw. Jednym z nich jest
mlyn rotacyjny, innym planetarny lub wibracyjny (Rys. 10b). Kazdy z nich rézni si¢
sposobem wprawiania w ruch kulek, ktdre znajduja si¢ wewnatrz naczynia reakcyj-
nego. Wielko$¢ i ilo$¢ tych kulek, material wykonania, gesto$¢, procent zapelnie-
nia przestrzeni naczynia przez cialo stale oraz przez kulki, czas ucierania/mielenia,
czestotliwos¢ oscylacji czy obrotéw, moga wplywac na stopien przereagowania czy
nawet rodzaj produktu. Innym typem urzadzenia dotychczas nieczesto stosowanym
w mechanosyntezie jest wyttaczarka dwuslimakowa (Rys. 10d). Szczegolnie dobrze
nadaje si¢ ona do syntez o wigkszej skali niz laboratoryjna.
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Rysunek 10. Urzadzenia stosowane w mechanosyntezie: a — mozdzierz agatowy, b — mtyn wibracyjny, c - mlyn
sprzgzony z rentgenowskim dyfraktometrem proszkowym, d - ekstruder dwuslimakowy. Rysunek
zaczerpnieto z Molecules, 2017, 22, 144, na podstawie licencji Creative Commons

Figure 10.  Devices used in mechanosynthesis: a — agate mortar, b — shaker mill, ¢ - mill combined with
powder X-ray diffractometer, d - twin screw extruder. Reprinted from Molecules, 2017, 22, 144,
under the Creative Commons Attribution License

Bardzo dobitnym przykladem zalet mechanosyntezy sa udane proby syntez
zwigzkow, ktorych nie otrzymano na innej drodze. O takich przyktadach, row-
niez w kontekscie calej klasy polimeréw koordynacyjnych traktuje praca Fri§c¢i¢a
i wspotpracownikow [31, 39]. W kolejnym paragrafie przedstawione zostana
trzy zasadnicze warianty syntezy mechanochemicznej w ciele stalym oraz wplyw
dodatku niewielkiej ilo$ci rozpuszczalnika i/lub niewielkiego dodatku prostej soli
nieorganicznej na przebieg syntezy.

3.2. WARIANTY MECHANOSYNTEZY: NG, LAG, ILAG

Jedng z istotnych zalet, jaka wynika z zastgpienia syntezy w roztworze podej-
$ciem mechanochemicznym jest eliminacja udzialu rozpuszczalnika [40]. Wspot-
czesna ekologia naciska na wprowadzanie metod bedacych bardziej przyjazne dla
srodowiska naturalnego; z tego powodu m.in. dla DMF, podejrzewanego o tera-
togennos¢, poszukuje sie zamiennikéw. Jedna z odpowiedzi na takie wymagania
jest mechanosynteza bez udzialu dodatku cieczy, tzw. Neat Grinding (NG). NG jest
pierwszym stosowanym podej$ciem mechanosyntetycznym; w wielu przypadkach
powoduje ono catkowitg konwersje substratow do produktéw, eliminujgc jedno-
czesnie catkowicie zastosowanie rozpuszczalnikéw. Pierwsza synteza polimeru
koordynacyjnego opartego na takim podejsciu zostala opisana w 2001 roku przez
Bourne'a i wspdtpracownikéw [41]. Ucieranie bromku cynku z pirazyna (pyz) skut-
kuje otrzymaniem jednowymiarowego polimeru {ZnBr, (pyz),} . Inna interesujaca
synteza opisana w 2002 roku przez Steeda i wspdlpracownikéw [42] opiera si¢ na
modyfikacji istniejagcego zwigzku koordynacyjnego. Uwodniony octan miedzi(II)
tworzy jednostke koordynacyjng zbudowang z dwéch jonédw Cu’* i czterech reszt
octanowych, tworzac uklad typu paddlewheel. Aksjalnie dokoordynowane sg dwie
czasteczki wody, ktdre poprzez ucieranie z liniowym, N,N-donorowym ligandem
(w tym przypadku byt to 1,3-(4-pirydylo)propan, dpp) tworzy jednowymiarowy
polimer (Rys. 11). Jest to jedna z pionierskich prac, ktora obrazuje jak otrzymac
interesujacy polimer z preorientowanego motywu, jakim jest wyrdzniona jednostka
typu paddlewheel. Juz na tym przykladzie zauwazy¢ mozna, ze nie zawsze ucieranie
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bez udzialu rozpuszczalnika faktycznie zachodzi bez udzialu cieczy. W przykla-
dzie powyzej, w wyniku reakcji uwalniane sg czasteczki wody. Innymi sposobami,
w jakie woda moze znalez¢ si¢ w Srodowisku reakcji jest synteza z wykorzystaniem
uwodnionych prekursoréw, synteza z udzialem kwasu i zasady w ujeciu Brond-
steda w czasie ktdrej rowniez powstaja czasteczki wody, a takze po prostu ucieranie
w atmosferze powietrza zawierajacego wilgo¢. Wszystkie te obserwacje prowadza
do wniosku, Ze bardzo niewielki dodatek cieczy moze znaczaco wplyna¢ na mecha-
nosynteze.

Rysunek 11.  Fragment struktury polimeru koordynacyjnego zawierajacego jednostke typu paddlewheel (wska-
zany strzalkg) tetraoctanu dimiedzi(II). Rysunek zaczerpnigto z Chem. Commun., 2002, 0, 1602,
za zgoda The Royal Society of Chemistry

Figure 11.  Part of the structure of a coordination polymer containing paddlewheel dicopper(II) tetraacetate
unit (indicated by an arrow). Reprinted from Chem. Commun., 2002, 0, 1602 by permission of
The Royal Society of Chemistry

Mechanosynteze prowadzong z bardzo niewielkim dodatkiem cieczy zwyklo
nazywac si¢ jako ucieranie wspomagane cieczg — LAG (ang. Liquid-Assisted Grin-
ding). Czasteczki dodanej niewielkiej ilosci cieczy, oprocz przyspieszenia mechano-
syntezy, dodatkowo mogg petni¢ role gosci w porach sieci. Nierzadko takze, petnig
one kluczowy role przy samoorganizacji sieci. Niestety, dotychczas nie zdefinio-
wano w calosci mechanizmu dzialania wariantu LAG, jedynie mozna si¢ domysla¢
na jakie czynniki wptywa¢ moze dodatek cieczy. Po pierwsze, moze zwigksza¢ on
powierzchniowa mobilno$¢ reagentéw; poza tym przy wiekszej ilosci cieczy spo-
wodowaé moze czg$ciowe rozpuszczenie lub utworzenie eutektykow [43, 44]. Dla
wariantu LAG utworzono parametr 1, ktéry opisuje ilos¢ dodatku cieczy. Jest on
zdefiniowany jako stosunek objetosci cieczy w puL do sumy mas cial statych (w mili-
gramach) bioracych udzial w reakcji. Fri§c¢i¢ i wspotpracownicy [45] zaproponowali
podzial gtéwnych czynnikéw majacych wplyw na reakcje mechanochemiczng, ze
wzgledu na parametr #. 0 pL/mg odpowiada wariantowi NG. Dla przedzialu 0-2 uL/
mg stwierdzono, ze niska rozpuszczalnos¢ reagentéw nie ma wptywu na mechanizm
i najbardziej odpowiada taki dodatek cieczy wariantowi LAG. W przedziale od 2
do 12 pL/mg najwiekszy wplyw na wydajnos¢ mechanosyntezy ma rozpuszczalnosé
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w danej cieczy. Dla wigkszych wartosci reaktywno$¢ ukladu kontrolowana jest przez
termodynamiczng rozpuszczalno$¢ substratow i produktow. W wielu istniejacych
pracach mozna spotka¢ sie z przykladami, gdy dodatek cieczy przyspiesza drastycz-
nie czas potrzebny do pelnej konwersji [46] a nawet powoduje powstanie sieci, ktore
bez udzialu cieczy nie powstaja [47]. W innych przypadkach wykazano, ze istnieja
sieci tworzace si¢ tylko przy dodatku konkretnej cieczy [48].

Trzecig odmiang mechanosyntezy opisywang w literaturze jest wariant ILAG
(ang. Ion- and Liquid-Assisted Grinding), ktory polega na dodatku niewielkiej ilo$ci
prostej soli nieorganicznej wraz z niewielka iloscig cieczy. Idea ta wynika z obserwa-
cji, iz do syntezy niektdrych sieci metalo-organicznych konieczne sg niektdre aniony
lub kationy, mogace pelni¢ role np. tzw. templatéw. Metoda ta jest szczegdlnie uzy-
teczna dla prekursoréw metali takich jak tlenki i weglany — potrafi drastycznie
zwiekszy¢ szybko$¢ zachodzenia reakcji. Typowymi dodatkami sg siarczan(VI) lub
azotan(V) amonu ale spotyka si¢ takze inne sole. Oprocz wsparcia w syntezie, przy-
spieszenia reakcji i wielu innych zalet metody ILAG, dodatek soli nieorganiczne;j
moze wywolywa¢ tez zmiany w juz istniejacych sieciach. Przyklad takiego zachowa-
nia zaprezentowal Matoga i wspolpracownicy; poprzez ucieranie z tiocyjanianem
amonu obojetnej sieci opartej na jonach manganu(II) i facznikach izonikotyniano-
wych powstaje natadowana sie¢, zdolna do przewodnictwa protonowego [25].

Jak wiec mozna zauwazy¢, podane powyzej modyfikacje pozwalajg wyelimi-
nowa¢ niektére wady mechanosyntezy. W rzeczywistosci, barierg jakiej nie bedzie
sie dalo bezposrednio obejs¢, jest brak mozliwoéci otrzymania monokrysztatow,
jednak jak juz wspomniano wczeéniej, coraz popularniejsze stajg sie inne techniki
badawcze, umozliwiajace badZ monitorowanie mechanosyntezy, badz analizowanie
jej produktow.

3.3. METODY BADAN EX SITU ORAZ IN SITU

W czasach wspdlczesnych rozwinelo sie wiele technik umozliwiajacych badanie
struktury i wlasciwo$ci sproszkowanych ciat stalych. Z punktu widzenia mechani-
zmu mechanosyntezy, istotnym jest mozliwo$¢ monitorowania produktéw syntezy
w czasie jej trwania. Pozwala to ograniczyc¢ jej czas, w przypadku gdy pelna konwer-
sja zachodzi wczesniej, poznaé produkty przejsciowe w celu lepszego zrozumienia
mechanizmu, a takze pozna¢ nowe substancje, powstajace w czasie ucierania, zani-
kajace po pewnym czasie [49].

Najprostszym sposobem jest dokonywanie pomiaru ex situ, poprzez przerywa-
nie syntezy, pobieranie probki do pomiaru i kontynuowanie syntezy. W ten sposéb
mozna badac obecne fazy krystaliczne za pomocg PXRD, zanikanie lub powstawanie
pewnych ugrupowan poprzez spektroskopie w podczerwieni lub ramanowskg, ana-
lizowa¢ powierzchnie wlasciwg probki poprzez pomiar izotermy adsorpcji probki,
analizowa¢ otoczenie konkretnego pierwiastka poprzez pomiar magnetycznego
rezonansu jagdrowego w ciele stalym (ssNMR). Podejscie to jest oczywiScie mniej
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dokladne, ze wzgledu na przerywanie procesu mechanosyntezy, mozliwo$¢ zanie-
czyszczenia ukladu, zmiany jego warunkéw, mozliwosci zmian w czasie przenosze-
nia probek do aparatow pomiarowych. Z tego powodu, coraz czesciej konstruuje
sie uklady sprzegajace aparature do syntezy z wybrang aparaturg pomiarowa, doko-
nujac analizy in situ. Takie rozwigzania wciaz sg niezwykle kosztowne, pomimo to
mozna spotka¢ juz mltyny lub ekstrudery sprzezone z dyfraktometrem PXRD lub
spektrometrem ramanowskim [31, 49].

UWAGI KONCOWE

W niniejszej pracy przedstawione zostaly podstawowe zagadnienia dotyczace
sieci metalo-organicznych, ich geneza, historia, metody i optymalizacje syntez oraz
poszukiwanie zastosowan na bazie istniejacych wlasciwosci. Przedstawiono istote
mechanochemii, zobrazowano przemiany zachodzace pod wplywem sily mecha-
nicznej, zaprezentowano ide¢ zastosowania mechanosyntezy do projektowania
i tworzenia sieci MOF. Wymieniono takze kluczowe zalety mechanosyntezy w sto-
sunku do konwencjonalnych metod syntezy oraz ukazano podstawowe sposoby
pokonywania ograniczenn mechanochemii.
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ABSTRACT

Food dyes are chemical substances that were developed to enhance the appearance
of food by giving it artificial color. People have added colorings to food for centuries,
but the first artificial food colorings were created in 1856 from coal tar. Over the years,
hundreds of artificial food dyes have been developed, but a majority of them have since
been found to be toxic. There is only a handful of artificial dyes that are still used in food.
Food manufacturers often prefer artificial food dyes over natural food colorings, such as
beta carotene and beet extract, because they produce a more vibrant color [1]. However,
there is quite a bit of controversy regarding the safety of artificial food dyes. All of the arti-
ficial dyes that are currently used in food have gone through testing for toxicity in animal
studies. Regulatory agencies, like the US Food and Drug Administration (FDA) and the
European Food Safety Authority (EFSA), have concluded that the dyes do not pose signi-
ficant health risks. Not everyone agrees with that conclusion. Interestingly, some food
dyes are deemed safe in one country, but banned from human consumption in another,
making it extremely confusing to assess their safety [2]. Undesirable effects of azo dyes
used for coloring food products led to the development of very sensitive and selective
analytical methods successfully used for their determination in various food matrices.
Many different methods have been employed for the determination of synthetic dyes in
food and beverages including thin layer chromatography and capillary electrophoresis [3].
However, these methods can be time consuming and may not be applicable for the simul-
taneous analysis of many dyes. Conventional HPLC methods have been employed for the
analysis of synthetic colorants and while useful, these methods require long analysis times
and large amounts of expensive solvents [4, 5].

Preparation of the test sample involves the use of various techniques such as mem-
brane filtration due to the complexity of food products. Therefore, the development of
simple, selective extraction methods together with the combination of chromatographic
and spectrophotometric techniques are of great importance [6].

One of the most difficult stages of the analysis is the appropriate selection of the
method for the determination of food colors. In the case of spectrophotometric methods,
the main advantage is the low cost of the determination, however, the lack of specificity
of the absorption spectrum usually makes it difficult to apply this method in the case of
a mixture of different absorbing dyes due to the overlap of the spectra. The CE (Capillary
Electrophoresis) analysis is faster and more economical compared to conventional elec-
trophoresis and chromatography. The production of cheap capillaries and the develop-
ment of on-line detection systems contributed to the development of modern capillary
electrophoresis. Capillary electrophoresis has a number of types of separation. Ultimately,
it is impossible to determine the one particular appropriate specific method for the deter-
mination of food dyes due to their diverse structure and chemical composition [4, 7].

Keywords: food dyes, HPLC, spectrophotometry, TLC, capillary electrophoresis
Stowa Kkluczowe: barwniki spozywcze, HPLC, spektrofotometria, TLC, elektroforeza kapi-
larna
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WPROWADZENIE

Barwa jest jedna z najwazniejszych wlasciwosci, na podstawie, ktdrej oceniana
jest Zywno$¢. Stosowany jest szeroki zakres barwnikow, zaréwno naturalnych jak
i syntetycznych, do produktéw spozywczych w celu poprawy ich wygladu. Wpro-
wadza si¢ je rowniez do zywnosci w celu przywrocenia produktom pierwotnego
wygladu, ktory zostal zmieniony podczas procesu produkcyjnego. Barwniki doda-
wane s3 takze w celu zamaskowania niekorzystnych przebarwien lub ograniczenia
strat zwiagzkow zapachowych i witamin wrazliwych na dzialanie $wiatla. Wiekszos¢
barwnikow, otrzymanych ze zrédel naturalnych, jest nietrwala i moze fatwo ulega¢
degradacji podczas przetwarzania. W zwigzku z tym barwniki pochodzenia synte-
tycznego sg powszechnie stosowane, nie tylko ze wzgledu na ich trwaloé¢, ale takze
koszt produkcji, ktory jest bardzo niski w poréwnaniu do barwnikéw pochodze-
nia naturalnego [7]. Dodatek substancji barwigcych do zywnos$ci praktykowany
byt juz w Sredniowieczu i czesto wynikat z checi jej zafatszowania. W XIX wieku,
wraz z rozwojem syntezy organicznej, na rynku pojawilo si¢ wiele syntetycznych
barwnikéw do tkanin, ktére dodawano réwniez do zywnosci [8]. Takze obecnie si¢
zdarza, iz barwniki s3 dodawane do produktéw spozywczych w celu zafalszowania
lub zmiany ich wlasciwosci, co wprowadza konsumenta w btad, a nawet moze mie¢
negatywny wplyw na jego zdrowie [9]. Jedna z podstawowych grup sposréd sub-
stancji dodawanych do Zywnosci sg barwniki spozywcze a w latach 2010-2015 ich
produkcja wzrosta o ponad 40% [8].

Wisrod syntetycznych barwnikéow stosowanych w przemysle spozywcezym,
barwniki azowe stanowig okolo 65% zwigzkéw obecnych na rynku [10]. Sg to
barwniki charakteryzujace si¢ wystepowaniem grupy azowej (-N=N-) w strukturze
czasteczek. Barwniki te majg silne, Zywe kolory i sag wykorzystywane do barwienia
roznych produktéw spozywczych [11]. Zostaly otrzymane po raz pierwszy przez
Greissa w 1858 roku z odkrytych przez niego zwigzkéw diazoniowych. Synteza
barwnikéw azowych jest bardzo prosta i niedroga. S3 wysoko lub $rednio oporne
na dzialanie ciepta, tlenu, $wiatfa i wilgoci oraz sg stabilne w pelnym zakresie pH
zywnosci [12]. Barwniki azowe sg zazwyczaj odporne na warunki tlenowe, ale moga
by¢ latwo zredukowane przez mikroflore jelitowa do amin aromatycznych [13].
W 2007 roku naukowcy z Uniwersytetu w Southampton odkryli zwigzek pomie-
dzy konsumpcja produktéw zawierajacych syntetyczne barwniki a wystepowa-
niem objawéw nadpobudliwos$ci u dzieci. Badanie zostalo przeprowadzone na 153
dzieciach w wieku 3 lat oraz 144 dzieciach w wieku 8 i 9 lat. Dzieciom podawano
napoje zawierajgce benzoesan sodu oraz mieszanine czterech z szesciu barwnikow
(z6lcien pomaranczowq FCEF, zolcien chinolinows, azorubing, czerwien Allura, tar-
trazyne i czerwien koszenilowa A) lub placebo [12]. Obie mieszaniny zawieraly zo6t-
cien pomaranczowa w ilosci 5 mg lub 7,5 mg. Wyniki badan wykazaly, ze spozycie
napoju zawierajacego konserwant oraz mieszanine barwnikéw, powodowato nadak-
tywne zachowanie u dzieci z obu grup wiekowych. U badanej grupy zaobserwo-
wano takie objawy jak wiercenie sie, impulsywno$¢, przerywanie cudzych rozméw,
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gadatliwo$¢, nadpobudliwos¢ ruchows, niepokdj oraz problemy z koncentracja.
Badania byly analizowane przez niezalezne organizacje naukowe: Europejski Urzad
ds. Bezpieczetistwa Zywno$ci oraz Komitet Toksykologiczny Wielkiej Brytanii. Obie
organizacje stwierdzily, ze badanie zostalo przeprowadzone prawidlowo [12, 14].
W wyniku badan w Southampton, w krajach Unii Europejskiej zostal wprowadzony
obowigzek umieszczania na etykiecie produktéow spozywczych, adnotacji o tresci:
»moze mie¢ szkodliwy wplyw na aktywnos$¢ i skupienie uwagi u dzieci”. Wszystkie
produkty przywiezione do Polski z panstw trzecich oraz zywno$¢ wprowadzona do
obrotu i oznakowana po 20 lipca 2010 roku musi zawiera¢ tg informacje po nazwie
lub numerze E barwnika z tej grupy [10, 14]. Ze wzgledu na coraz czestsze stosowa-
nie barwnikow syntetycznych do zywnosci oraz niekiedy ich niekorzystny wplyw
na zdrowie czlowieka na szczegolng uwage zastuguja metody, ktdre pozwolg nam
poprawnie oznaczy¢ ich zawarto$¢ w produktach spozywczych.

1. METODY OZNACZANIA BARWNIKOW

1.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY

Nie ma ogodlnie przyjetej, standardowej metody stosowanej do ekstrakcji barw-
nika. Niemniej jednak wigkszo$¢ procedur przygotowania probki do analizy polega
na zastosowaniu odpowiedniej metody ekstrakcji w celu uwolnienia pozadanych
analitow z matrycy, a nastepnie usunieciu substancji obcych [15, 16].

W celu oznaczenia zawartosci barwnikéw spozywczych w napojach, stosuje
sie procedure przygotowania probki obejmujaca jednoetapows ekstrakcje membra-
nowy przy uzyciu wody, jako rozpuszczalnika [17, 18].

Ekstrakcja do fazy stalej (ang. solid-phase extraction, SPE) jest najczesciej sto-
sowang technika w oznaczaniu barwnika spozywczego, ze wzgledu na jej zalety,
takie jak prostota i szybko$¢. Technika ta umozliwia oznaczenie duzej ilosci probek
z wymagang dokladnoscig [19]. Do analizy barwnikéw wykorzystywane sa rézne
rozpuszczalniki organiczne, wigc wybdr odpowiedniego rozpuszczalnika nie zawsze
jest prosty. Struktura matrycy analitycznej i jej elementy odgrywaja kluczowa role
przy wyborze rozpuszczalnika do ekstrakcji. Rozpuszczalniki, takie jak meta-
nol, kwas octowy, etanol, aceton, octan etylowy, fosforan tetrabutyloamoniowy sg
odpowiednie do ekstrakeji barwnikow [9].

Do oznaczenia naturalnych i syntetycznych barwnikéw w liofilizowanych
produktach spozywczych zastosowano automatyczng ekstrakcje do fazy stalej,
uzywajac amoniaku i metanolu, jako eluentéw i oktadecylosilanowej (C ,) fazy sta-
cjonarnej [20]. Przeprowadzono ekstrakcje siedemnastu barwnikéw spozywczych
w czterdziestu siedmiu produktach spozywczych, stosujac prosty proces SPE. Do
skutecznej ekstrakeji wykorzystano wode, aby wyekstrahowa¢ barwnik z galaretek,
cukierkdw, napojow i mieszanek w proszku oraz kwas octowy do ekstrakeji barw-
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nika z ciastek, wafli i makaronu [21]. W innym badaniu zastosowano ekstrakcje
do fazy stalej do oznaczenia szesnastu barwnikéw syntetycznych w daniach typu
instant z duzg zawarto$cia oleju. Na podstawie badania stwierdzono, ze polacze-
nie metanolu z acetonem w stosunku 1:1 (v/v) i 2 molowym roztworem mocznika
zawierajacego 5% amoniaku w metanolu wykazato doskonalg wydajno$¢ podczas
oczyszczania za pomoca kolumny do chromatografii Zelowej [22]. Badano uzycie
NH2-LDC-MP (sieciowany polimer magnetyczny), jako sorbentu w SPE z zastoso-
waniem pola magnetycznego w celu zwigkszenia odzysku ekstrakeji siedmiu synte-
tycznych barwnikow spozywczych przy uzyciu wody o pH 9,0 jako rozpuszczalnika.
Wyniki badania wykazaly, ze NH2-LDC-MP moze mie¢ zastosowanie do szybkiego
i skutecznego usuniecia zanieczyszczen [19].

Z kolei w innych badaniach zajmowano si¢ spektrofotometrycznym oznacze-
niem czerwieni Allura w prébkach wody poprzez efektywna procedure ekstrakeji
do fazy statej na szklanej kolumnie zawierajacej wysoce porowaty polimer styrenu
i diwinylobenzenu MCL GEL CHP20P. Opracowano prostg i dokladng metode
o niskich kosztach analizy [23]. SPE jest technika preferowang przez wielu naukow-
cow ze wzgledu na swoje zalety. Charakteryzuje si¢ wysokim wspoélczynnikiem kon-
centracji oraz moze by¢ stosowana do obrobki probek o duzej objetosci. Technika
ekstrakeji do fazy stalej jest powszechnie stosowana do zat¢zenia lub oddzielenia
sladowych ilosci pierwiastkow i ultra sladowych ilosci zwigzkow organicznych i nie-
organicznych, w celu oddzielenia skltadnikéw matrycy oraz obnizenia dolnej gra-
nicy oznaczalnosci [24, 25].

Ekstrakcja typu ciecz—-ciecz (ang. Liquid-Liquid Extraction, LLE, znana réw-
niez, jako ekstrakcja rozpuszczalnikowa) polega na oddzieleniu zwigzkéw w opar-
ciu o ich wzgledng rozpuszczalno$¢ w dwdch ptynach niemieszajacych sie. Zazwy-
czaj jest to faza organiczna i woda. Najbardziej powszechnymi rozpuszczalnikami
(zaréwno same, jak i w polgczeniu) uzywanymi do ekstrakcji barwnika z produktow
spozywczych sa woda, etanol, metanol, alkohol izopropylowy, roztwdér amoniaku
w etanolu, octan etylu, amoniak, cykloheksan i fosforan tetrabutyloamoniowy
(26, 12].

Przeprowadzono badania z uzyciem rdéznych rozpuszczalnikéw do jedno-
czesnej ekstrakcji czterdziestu barwnikéw spozywcezych w napojach i cukierkach.
Stwierdzono, ze roztwor amoniaku i etanolu w proporcji 1:1 (v/v) wykazal dobrg
skutecznos$¢ ekstrakcji po ultrasonikacji i odparowaniu probki [26]. Zaobserwo-
wano, ze trojsktadnikowa mieszaning etanolu, amoniaku i wody w proporcji 80:1:19
mozna osiggna¢ wysoka wydajnos¢ ekstrakeji siedmiu barwnikéw z probek paszy
dla zwierzat oraz w miesie [27]. W literaturze analizowano zawarto$¢ czternastu
syntetycznych barwnikéw spozywczych w kawiorze stosujgc polaczenie wodnego
roztworu amoniaku (25%) i metanolu w stosunku 1:9 [28]. W innym badaniu ozna-
czono siedem certyfikowanych barwnikéw spozywczych w czterdziestu czterech
produktach spozywczych metoda chromatografii cieczowej, za pomoca wodoro-
tlenku amonu i metanolu zastosowanych jako rozpuszczalnikéw do ekstrakeji [21].
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Pomimo, ze metody ekstrakeji ciato stale—ciecz i ciecz—ciecz sg najczesciej sto-
sowanymi technikami do probek zywnosciowych, do analizy barwnikéw stosowne
sg réwniez inne metody ekstrakcji, np. ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE)
oraz ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (UAE). Majg one zastosowanie, jako
ekologiczne, alternatywne metody ekstrakcji. Opcje te sg korzystne w laboratorium,
poniewaz konwencjonalne metody ekstrakcji z rozpuszczalnikami organicznymi
charakteryzuja si¢ uzyciem duzej ilosci rozpuszczalnika oraz sg czasochlonne.
Dodatkowo czesto charakteryzuja si¢ niskim odzyskiem barwnika, niskg selek-
tywnoscig i precyzjg [9]. Badano ekstrakcje dwudziestu jeden syntetycznych barw-
nikéw w miesie stosujgc metode MAE, uzywajac metanolowego roztworu kwasu
octowego (95:5), jako rozpuszczalnika [29]. Opracowano réwniez metode ekstrakeji
za pomocg dwuskladnikowego rozpuszczalnika (metanol i aceton) uzywajac UAE,
co pozwolilo na osiggnigcie poprawy odzysku ekstrakeji pigmentéw hydrofilowych
i hydrofobowych [30].

Do oznaczania barwnikow stosowana jest rowniez technika ekstrakcji w punk-
cie zmetnienia. Jest alternatywa dla innych technik rozdzialu i moze by¢ stosowana
na roznych matrycach do wstepnego oznaczania sladowych zwigzkéw organicznych
i zwiazkéw nieorganicznych. Ekstrakcja w punkcie zmetnienia charakteryzuje sie
wieloma zaletami, w poréwnaniu z tradycyjng ekstrakcja typu ciecz—ciecz. Do tej
ekstrakeji uzywana jest woda i nietoksyczne $rodki powierzchniowo-czynne, co
pozwala na unikniecie stosowania toksycznych, rakotworczych i tatwopalnych roz-
puszczalnikéw organicznych. Jest zgodna z zasadami zielonej chemii. Moze dopro-
wadzi¢ do wzrostu wydajnosci odzysku i duzego wspdlczynnika wstepnego zate-
zania, poniewaz obecnos$¢ $rodkéw powierzchniowo czynnych moze zmniejszy¢
straty analitu z powodu ich adsorpcji na pojemniku. Ekstrakcja w punkcie zmetnie-
nia daje bardzo niski limit detekeji i dobrg powtarzalnos¢ otrzymanych wynikéow.
Jest metodg ekologiczng, a do tego czula, prosta, selektywna i o wzglednie krétkim
czasie analizy [31, 32]. Dla kontrastu, istnieje réwniez kilka dostepnych metod,
w ktorych nie jest wymagana ekstrakcja przed analiza [33].

1.2. METODY SPEKTROFOTOMETRYCZNE

Barwniki spozywcze sa substancjami absorbujacymi fale elektromagnetyczna
w obszarze widzialnym, wiec spektrofotometria jest najbardziej odpowiednia do ich
oznaczania ilosciowego. Jest to jedna z najczesciej stosowanych technik analitycz-
nych ze wzgledu na niskie koszty oprzyrzagdowania. Ta metoda nie wymaga réwniez
wysoce wykwalifikowanych operatoréw. Jednakze brak swoistosci widma absorp-
cyjnego zwykle utrudnia stosowanie tej metody w przypadku mieszaniny roznych
barwnikow absorbujacych, z powodu nakltadania si¢ widm [9].

W literaturze dokonano przegladu metod spektrofotometrycznych do oznacza-
nia syntetycznych barwnikéw spozywczych metoda spektrofotometrii pochodnej
widma oraz metody dodatku wzorca w punkcie H (HPSAM). Spektrofotometria
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ta znalazla szerokie zastosowanie w analizie probek wieloskltadnikowych. Tech-
nika ta opiera si¢ na wykorzystaniu pochodnych widma, wynikajacych z tworze-
nia pochodnych rzedu zerowego, rzedu pierwszego, rzedu drugiego itd. z widma
absorpcji. W przypadku tej metody probki musza by¢ starannie oczyszczone, aby
jednoczesne oznaczanie bylo mozliwe i dawalo satysfakcjonujace efekty [34].

Druga opisang metoda w spektrofotometrii jest metoda dodatku wzorca
w punkcie H. W tej metodzie kalibracyjnej rozwigzany jest problem naktadania
sie widm dwoch analitéw co pozwala otrzyma¢é prawidtowe stezenie analitu, gdy
zaréwno analit, jak i zwiazki zaklocajace sg obecne w probee. Metoda wykorzystuje
analityczne sygnaly otrzymane przy dwoch wybranych dlugosciach fali, dajac dwie
linie proste, ktére majg wspdlny punkt o wspotrzednych H (-C,;, A,), gdzie -C, jest
poszukiwanym stezeniem analitu, a A, jest sygnalem analitycznym spowodowanym
obecnoscig substancji interferujacej. Metoda ta jest bardzo uniwersalna i moze by¢
stosowana w wielu systemach. Najwigkszg zaleta HPSAM jest to, ze przeksztalca
nieusuwalny blad, wynikajacy z bezposredniego zakldcenia, w blad systematyczny
[34]. Dzigki temu moze by¢ jednoczes$nie okreslone stezenie analitu oraz wielko$¢
zaktdcenia. Metoda HPSAM jest nowa, prostg i czula metoda do jednoczesnego
oznaczania azorubiny i czerwieni koszenilowej A, ktérych widma bardzo si¢ pokry-
waly [34]. W innych badaniach, oznaczono jednoczesnie azorubine i czerwien
koszenilowg w napojach za pomocg czwartej pochodnej widma absorpcji i porow-
nano wyniki z metoda HPLC. Zaobserwowano, ze metoda spektrofotometryczna
okazala si¢ prosta, bezposrednia, szybka i uniwersalna [33].

W literaturze opisano ekonomiczng metod¢ do jednoczesnego oznaczania
pieciu barwnikéw spozywczych w handlowych produktach poprzez zastosowanie
dwuwigzkowego fotokolorymetru. Pomiar oparty jest na réznicy stosunkow absor-
bancji przy analitycznej dlugosci fali dla dwdch lub trzech analizowanych substan-
cji. Multi-kolorowe diody LED (czerwony-zielony-niebieski, RGB) zostaly uzyte,
jako zrédla $wiatlta w celu uzyskania danych przy dwoch lub trzech dlugosciach
fali. Metoda ta opiera si¢ na podzieleniu absorbancji mieszaniny przez absorban-
cj¢ roztworu wzorcowego zwigzkow zakldcajacych i odjeciu otrzymanych danych.
Opracowana procedura zostala z powodzeniem zastosowana do réwnoczesnego
oznaczania barwnikéw spozywczych w produktach handlowych. Uzyskane wyniki
wskazujg na bardzo dobrg doktadno$¢ i precyzje metody. Urzagdzenie do analizy
ma prosta budowe i jest fatwe do obstugi. Charakteryzuje si¢ roéwniez niskim kosz-
tem [34]. Ponadto, w literaturze dostepne sg badania opierajace si¢ na dyspersyjnej
mikroekstrakeji ciecz-ciecz wspomaganej ultradzwickami polaczonej ze spektrofo-
tometrig pochodnej (UAS-DLLME-UV-vis) jako uzytecznej techniki selektywnego
oznaczania fioletu krystalicznego (CV) i lazuru b (Az-B). Opracowana metoda cha-
rakteryzuje si¢ minimalng interferencja spowodowang innymi substancjami obec-
nymi w matrycy probki, a odzysk analizowanych barwnikéw zawiera sie w zakresie
86-100% [36].
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1.3. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA (TLC)

Chromatografia cienkowarstwowa jest to najprostsza, ekonomiczna i najbar-
dziej odpowiednia technika chromatograficzna do jakosciowej analizy mieszaniny
analitow. Jej cechg jest mozliwo$¢ uzyskania bardzo dobrych wynikéw w stosunkowo
krotkim czasie. Dokonano przegladu roznych technik i warunkéw przygotowania
probki do analizy chromatograficznej barwnikéw spozywczych w réznych matry-
cach zywnosciowych poprzez technike chromatografii cienkowarstwowej. W odpo-
wiednich warunkach mozliwe jest rozdzielenie mieszaniny kilku barwnikéw oraz ich
identyfikacja za pomocg poréwnania: wspdlczynnika migracji Rf, ksztaltu i koloru
plamki z wzorcami [37, 38]. Najczgsciej w chromatografii cienkowarstwowej, jako
faze¢ ruchomag stosuje si¢ rozpuszczalniki organiczne. Niestety zazwyczaj maja inten-
sywny, nieprzyjemny zapach i wykazuja dzialanie kancerogenne. Alternatywnym
rozwigzaniem jest zastosowanie jako fazy ruchomej roztworu cyklodekstryny polia-
midowego sorbentu jako fazy stacjonarnej, Ten uktad chromatograficzny umozliwit
rozdzial nastepujacych barwnikéw: eozyny, erytrozyny i rodaminy 6G [38].

Pochodng chromatografii cienkowarstwowej jest wysokosprawna chromato-
grafia cienkowarstwowa (HPTLC). Metoda ta opiera si¢ na wykorzystaniu odpo-
wiednich plytek, co zapewnia lepsza separacje zwigzkow i daje zadowalajacy wynik
na krotkiej drodze rozdzialu. Technika ta zostala wykorzystana do oznaczania syn-
tetycznych barwnikéw w napojach alkoholowych. Separacja byta przeprowadzona
na Whatman LHP-K, Analtech HETLC i Analtech HERPS za pomocg nastepuja-
cych faz ruchomych: butanol/2-butanol/acetonitryl/tetrahydrofuran/keton aceto-
-metylowy/0,5% wodny roztwoér NaCl/amoniak w stosunku 10:10:25:15:20:18:2 lub
propanol/acetonitryl/ tetrahydofuran/keton etylowo-metylowy/octan etylu/ 0,5%
wodny roztwér NaCl/ amoniak w proporcji 20:15:25:20:10:8:2 [39]. W innym przy-
padku, jako faze stacjonarng uzyto porowaty zel krzemionkowy potaczony z 3-ami-
nopropylowg grupg funkcyjng. Jako eluent zastosowano mieszaning izopropanolu/
eteru dietylowego/amoniaku w stosunku 2:2:1 [6]. Technika HPTLC zapewnia lep-
szy rozdzial substancji, plamki s3 mniej rozmazane i bardziej wyrazne.

Analiza ilosciowa powoduje wigcej trudnosci, ktore zwiazane s3 z wydzieleniem
analitow z fazy stacjonarnej. Mozna to osiagnaé poprzez zdrapanie plamy i eks-
trakcje barwnika za pomocg odpowiedniego rozpuszczalnika a nastepnie pomiar
absorbancji roztworu z wykorzystaniem spektofotometru. Niemniej jednak jest to
bardzo pracochlonne. Intensywno$¢ barwy wydobytego barwnika moze by¢ staba
i nie gwarantuje wysokiej precyzji. Znacznie lepsze wyniki mozna uzyskac¢ przy
zastosowaniu cyfrowego przetwarzania obrazéw. Plytki chromatograficzne s3 ska-
nowane na densytometrze skanerowym i przetwarzane za pomocg odpowiedniego
oprogramowania. [7]. Intensywno$¢ plam jest mierzona w trybie RGB (wigzka czer-
wona, zielona i niebieska). Dlugo$¢ i szeroko$¢ s okreslane za pomocg elektronicz-
nej linijki i ostatecznie obliczane w umownych jednostkach poprzez odpowiednie
réwnanie. Jest to prosta, szybka i precyzyjna metoda ilosciowego oznaczania barw-
nikéw spozywcezych. Technika TLC gwarantuje prawidlowg interpretacj¢ wynikow
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analizy, poniewaz trzeba wzig¢ pod uwage kilka elementow: ksztalt i kolor plamki,
wspotczynnik RF i odpornos¢ na $wiatlo (naturalne barwniki narazone na $wiatlo
zanikajg w miare uplywu czasu). Chromatografie cienkowarstwowg zastosowano do
okreslenia wystepowania oraz sprawdzenia zgodnosci z etykietg, barwnikéw spo-
zywczych w gazowanym napoju bezalkoholowym. Metoda wykazata granice wykry-
walnosci dla zéIcieni pomaraniczowej na poziomie 0,024 mg/L [40].

1.4. ELEKTROFOREZA KAPILARNA

Elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis, CE) jest to elektrofore-
tyczna metoda wykorzystujgca kapilare do skutecznego rozdzialu zaréwno matych,
jak i duzych czgsteczek. Analiza CE jest szybsza i bardziej ekonomiczna w poréw-
naniu z konwencjonalng elektroforeza i chromatografia. Do rozwoju nowoczesnej
elektroforezy kapilarnej przyczynita si¢ produkcja tanich kapilar oraz rozwoj syste-
moéw detekcji on-line. Elektroforeza kapilarna jest stosowana w wielu wariantach,
nalezg do niej kapilarna elektroforeza strefowa, micelarna chromatografia elektroki-
netyczna (ang. micellar electrokinetic chromatography, MEKC) oraz izotachoforeza
kapilarna, wykorzystujaca wysokie napiecie w celu osiggniecia efektywnej separacji
[41].

Zostaly opublikowane liczne metody analizy barwnikéw spozywczych metoda
CE. Oznaczono jedenascie syntetycznych barwnikéw w napojach alkoholowych, bez
przygotowania probki, za pomocg CE-UV/Vis. Ta metoda elektroforezy kapilarnej,
zastosowana do syntetycznych barwnikéw, wykazala zadowalajace wyniki rozdziatu
tych dodatkéw. Granica wykrywalnoéci dla zotcieni pomaranczowej FCF wynio-
sta 2,5 mg/L a jej granica oznaczalnosci wyniosla 8,3 mg/L. Wydajnos¢ odzysku
dla zélcieni pomaraficzowej wyniosla w badaniu metoda CE-UV/Vis 104%. Zale-
cono stosowanie tej metody w celu okreslenia obecnosci barwnikow syntetycznych
w napojach [42].

Zaproponowano metode elektroforezy kapilarnej z zastosowaniem detektora
z matrycg diodowa (CE-DAD) do ilo$ciowej oceny zblcieni pomaranczowej FCE,
azorubiny, czerwieni koszenilowej A w lodach. W badaniu tym opisano analize
tych barwnikéw oddzielnie lub réwnoczesnie poprzez strefowa elektroforeze kapi-
larng (CZE). Jest to metoda, ktéra moze by¢ rutynowo stosowana, a jednoczesnie
daje korzysci w postaci wiekszej czulosci, lepszej separacji i zwigkszonej doklad-
no$ci. Wykrycie trzech syntetycznych barwnikéw dozwolonych tylko w niskich
stezeniach (max. 0,05 mg/kg) w domowych i przemystowych lodach poprzez CZE
stanowi bardzo prostg alternatywe dla innych technik analitycznych stosowanych
dotychczas. Jako technika rozdzielenia CZE daje w tym przypadku bardzo dobre
wyniki jest optymalnym, wstepnym narzedziem sprawdzania. Analiza jakosciowa
metoda elektroforezy kapilarnej z zastosowaniem detektora z matrycg diodowag
jest poréwnywalna pod wzgledem powtarzalnosci, czutosci i liniowosci do metod
chromatograficznych. W oznaczeniu zélcieni pomaranczowej FCE, przeprowadzo-
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nym za pomoca strefowej elektroforezy kapilarnej granica wykrywalnosci wyniosta
0,005 mg/kg. Rzeczywiste koszty analizy sa jedna z gléwnych zalet metody CZE,
w poréwnaniu z innymi technikami. Kapilarna elektroforeza strefowa ze wzgledu
na swojg elastyczno$¢, niski koszt i catkowitg automatyzacje jest lepsza technikg niz
HPLC do oznaczania barwnikéw w lodach [43].

Zaproponowano szybka i ekonomiczna metode oznaczania dziesigciu
powszechnie stosowanych syntetycznych barwnikéw spozywczych dozwolonych
w stodyczach i srodkach nasercowych metodg micelarnej chromatografii elektroki-
netycznej. MEKC wykazuje lepsza zdolnos¢ rozdzielczg niz wysokosprawna chro-
matografia cieczowa, podobng powtarzalno$¢ oraz jest szybsza i mniej kosztowna
niz metody HPLC [16, 42]. W technice tej, bufor elektroforetyczny jest modyfiko-
wany jonowym $rodkiem powierzchniowo czynnym. Anionowe i kationowe $rodki
powierzchniowo czynne stosowane sa, jako modyfikatory miceli do rozdzialu mie-
szanin, ktdre nie moga by¢ latwo rozdzielane z zastosowaniem tradycyjnej kapilar-
nej elektroforezy strefowej [45]. W literaturze opisano rozdziat barwnikéw metoda
MEKC przy uzyciu buforu fosforan/boran modyfikowanego dezoksycholanem sodu
i acetonitrylem. Azorubine, ktdra jest rzadko stosowana, jako sztuczny barwnik,
uzyto, jako wewnetrzny standard w oznaczeniach ilosciowych [14].

Opisano metode analizy o$miu barwnikéw spozywczych za pomocg mikro-
emulsyjnej chromatografii elektrokinetycznej (MEEKC) stosujgc roztwdr mikro-
emulsji. Stosujac MEEKC badano wplyw stezenia srodka powierzchniowo czyn-
nego SDS, rodzaju modyfikatora organicznego, kosurfaktanta i oleju pod katem
optymalizacji rozdzielenia barwnikéw. Finalnie, wyniki rozdzielenia analizy probek
barwnikow spozywczych wedlug MEEKC zostaly poréwnane do tych metod CE,
ktdre byly juz znane. Stezenie modyfikatora organicznego silnie determinuje wydaj-
nos$¢ rozdzielenia. Stwierdzono, ze faza olejowa i kosurfaktant réwniez moga mie¢
niewielki wplyw na separacje barwnika. Wreszcie, optymalne warunki dla MEEKC
zostaly wykorzystane do rozdziatu barwnikéw w kilku prébkach rzeczywistych bez
przygotowania probki za pomocg SPE. W poréwnaniu z innymi metodami CE sto-
sowanymi do analizy barwnikéw, w ktérych zastosowanie SPE jest niezbedne do
zmniejszenia interferencji matrycy przed rozdziatem analitéw, MEEKC wykazuje
wieksza zdolnos¢ rozdzielcza, w czasie analizy niektorych probek zywnoéci. Granica
wykrywalno$ci w przypadku mikroemulsyjnej chromatografii elektrokinetycznej
do oznaczenia zélcieni pomaranczowej FCF wynosi 0,78 mg/L, a w przy zastosowa-
niu klasycznej elektroforezy kapilarnej ta granica wynosi 0,45 mg/L [46].

1.5. WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA (HPLC)

Techniki analityczne w oparciu o chromatografi¢ cieczowg majg szeroki zakres
zastosowan do analizy syntetycznych barwnikdw spozywczych. Wigkszo$¢ z tych
metod stosowana jest w polaczeniu z detektorami absorpcji w nadfiolecie i $wietle
widzialnym (UV-Vis), fotodiodowym (DAD) oraz spektrometrem mas (MS). Naj-
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powszechniej stosuje si¢ metode chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwro-
conych, kiedy faza stacjonarna jest niepolarna (oktadecyl C ,, monomer oktylowy
C,), a faza ruchoma jest polarna [9]. Poniewaz barwniki spozywcze sg polarne, byly
one bardzo szybko wymywane w poblizu objetosci martwej. W takich przypad-
kach zastosowanie kolumn C , z polarnie modyfikowanym ligandem zwigksza czas
retencji zwiazku barwnika azowego. Wysokosprawna chromatografia par jonowych
(HPLC-IP) jest rowniez stosowana, aby poprawic retencje barwnikéw. [9]. Do ozna-
czenia analitow zastosowano bromek heksadecylotrimetyloamoniowy, jako katio-
nowy $rodek powierzchniowo czynny w postaci pary jonowej w fazie ruchome;.
Zaproponowana metoda, obejmuje prosty sposob ekstrakcji barwnika z zywnosci
i zapewnia polaczenie czulosci i selektywnosci, prostoty i krotkiego czasu analizy.
Metoda ta pozwala na wykrywanie barwnikéw w bardzo maltym stezeniu [47].

W innych badaniach oznaczano czerwone barwniki w slodyczach stosujac
chromatografi¢ par jonowych z uzyciem fosforanu oktyloamoniowego, jako mody-
fikatora fazy ruchomej [40]. W innym badaniu wykorzystano automatyczna metode
ekstrakcji w oparciu o tugowanie i ekstrakcje do fazy stalej w celu oznaczenia
zaréwno barwnikow naturalnych i syntetycznych w produktach mlecznych i tlu-
stych potrawach metoda HPLC. Rozdzielenie barwnikéw uzyskano w trybie elucji
gradientowej na kolumnie C ,, stosujac jako faze ruchomg roztwdr bromku cetylo-
trimetyloamoniowego w wodzie i etanolu [20]. Opracowano réwniez prosta metode
do jednoczesnego oznaczenia czerwieni Allura i czerwieni koszenilowej w napojach
poprzez zastosowanie wody i acetonitrylu, jako fazy ruchomej. Metoda ta pozwolila
uzyska¢ wiarygodne wyniki, jest precyzyjna i dokladna, daje zadowalajaca granice
oznaczalnosci (0,3 mg/L) w stosunkowo krétkim czasie (14 minut) oraz charaktery-
zuje si¢ krotkim procesem przygotowania probki do analizy [48].

W innym badaniu zaproponowano jednoczesne oznaczanie czerwonych i z61-
tych barwnikéw w statych matrycach zywno$ciowych oraz czerwonych, zéttych
i niebieskich barwnikéw w napojach podczas jednego cyklu ekstrakcji i chroma-
tografii. Zastosowano faze stacjonarng C, a fazg ruchomg byta mieszanina acetoni-
trylu i buforu octanowego. Analize przeprowadzono w trybie elucji gradientowe;j.
Metoda wykazala si¢ dobrymi parametrami liniowosci, powtarzalnosci i odtwarzal-
noéci, biorgc pod uwage réznorodno$¢ analizowanych matryc i duzg liczbe analitow
[49]. W innym badaniu opracowano metode¢ gradientowg RP-LC do jednoczesnej
oceny dodatkéw do zywnosci, w tym barwnikéw, sztucznych stodzikéw i konser-
wantéw przy minimalnym przygotowaniu probki. Zastosowano kolumne C ,, eluent
sktadajacy si¢ z 0,1 M buforu fosforanowego (pH 4,0) z dodatkiem metanolu oraz
detektor spektrofotometryczny. Opracowana procedura réwnoczesnego oznaczania
réznych typéw dodatkéw w napojach okazuje sie zapewnia¢ wiarygodne i powta-
rzalne wyniki, stosujac prostg ekstrakcje i krotki czas analizy. Te atrakcyjne cechy,
wraz z granicami wykrywalnosci (od 0,1 do 3 mg/L dla wszystkich dodatkéw), ktdre
s3 znacznie ponizej maksymalnych poziomoéw, sprawiaja, ze metoda ta szczegélnie
nadaje si¢ do rutynowych pomiaréow [48].
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W artykule opublikowanym przez Yildirim i Yagar [50] pierwszy raz opisano
zastosowanie kolumn z wypelnieniem CI18 typu ,core-shell” do analizy o$miu
sztucznych barwnikow w zywnosci. Faze ruchomg stanowila mieszanina 100 mM
buforu octanu amonu (pH 7) i acetonitrylu w trybie elucji gradientowej. Zastoso-
wana kolumna umozliwita skrocenie czasu analizy do 5,5 minut w poréwnaniu do
czasu uzyskiwanego na klasycznej kolumnie C18 rzedu 30-40 minut. Opracowana
metoda charakteryzowala si¢ granica wykrywalnosci w zakresie 58-69,1 ng/mL,
odzyskiem analizowanych barwnikéw na poziomie 97,95-102,89% a wzgledne
odchylenie standardowe otrzymanych wynikéw analiz probek zywnosci byto mniej-
sze od 3%. Otrzymane warto$ci parametréw walidacyjnych oraz szczegélnie bardzo
krotki czas analizy pozwalajg na rekomendowanie tej metody do rutynowych analiz.

W literaturze opisano analiz¢ o$miu rozpuszczalnych w wodzie oraz o$miu
rozpuszczalnych w tluszczach barwnikéw syntetycznych czulg metodg LC-DAD
z wykorzystaniem kolumny C, jako fazy stacjonarnej oraz mieszaniny metanolu
i buforu fosforanowego, jako fazy ruchome;j w trybie elucji gradientowej. Syntetyczne
barwniki w daniach typu instant, z duzg zawartoscig oleju, kolejno wyekstrahowano
2-molowym roztworem mocznika, zawierajagcym 5% amoniaku (rozpuszczonego
w metanolu) oraz mieszaning metanolu z acetonem, oddzielono za pomoca eks-
trakcji ciecz-ciecz, oczyszczono i jednoczes$nie oznaczono metoda HPLC z uzyciem
detektora diodowego. Metoda ta skutecznie zmniejsza zakldcenia matrycy oraz cha-
rakteryzuje si¢ wysoka precyzja i niskimi granicami wykrywalnosci [22].

W wigkszo$ci metod LC uzywa sie, jako fazy ruchomej, rozpuszczalnikow
organicznych, ktére negatywnie wplywaja na zdrowie czlowieka i srodowisko. Pro-
blem ten mozna rozwiaza¢ poprzez rozwdj ekologicznych metod analitycznych. Jed-
nym ze sposobdw jest uzycie tritonu X-100 (srodek powierzchniowo czynny), jako
fazy ruchomej [31]. W badaniu dowiedziono, ze nastgpujaca po sobie ekstrakcja
probki metanolem i acetonem wspomagana ultradzwigkami, zwigksza odzysk pig-
mentéw hydrofilowych i hydrofobowych w réznych produktach. Zoptymalizowana
metoda HPLC moze zidentyfikowac i oznaczy¢ ilosciowo zétte i czerwone pigmenty
sztuczne i naturalne karotenoidy z wysoka czulo$cia i powtarzalnoscia [31]. Opra-
cowano i zoptymalizowano efektywne i dokladne, ekologiczne metody analizy do
jednoczesnego oznaczania barwnikéw spozywczych. Sposéb ten zapewnia znaczne
korzysci ekologiczne, bez stosowania rozpuszczalnikow organicznych w procedurze
ekstrakeji oraz metodach chromatograficznych. Zaproponowana metoda obejmuje
prostg procedure obrobki wstepnej, aby wyodrebni¢ barwniki z zywnosci i lekow.
Oferuje polaczenie czulosci, selektywnosci i prostoty. Pozwala na wykrywanie
barwnikéw w niskich stezeniach (0,18 mg/L dla zélcieni pomaranczowej). Nalezy
jednak podkresli¢, czas analizy probki jest wydtuzony z powodu koniecznosci prze-
mywania kolumny. Ponadto, jesli wszystkie barwniki zostang rozdzielone w jednym
cyklu, metoda ta staje sie bardziej przyjazna dla uzytkownika [48, 49].

Chromatografia cieczowa polaczona z detekcja spektrofotometryczna jest naj-
czestszg metoda analityczng do oznaczania jako$ciowego i ilosciowego barwnikéow
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spozywczych. W przypadku systemoéw chromatograficznych z detektorem UV-Vis
lub DAD trudne jest zapewnienie prawidlowej identyfikacji barwnika, zwlaszcza
w zlozonych matrycach zywno$ciowych Wiele widm barwnikdw spozywczych jest
bardzo do siebie podobnych, dlatego wielu naukowcéw uzupelnito identyfikacje
barwnikéw w oparciu o spektrometr mas. Wsrdd technik jonizacji zgodnych z chro-
matografia cieczows, najbardziej optymalng do analizy barwnikéw jest jonizacja
metoda elektrorozpylania (ESI). Wydajno$¢ jonizacji zwigzkéw zalezy od matrycy
obecnej w probee oraz zastosowanej fazy ruchomej. Wiekszos¢ barwnikdéw moze
by¢ skutecznie jonizowana w trybie jonéw ujemnych, stosujac jako bufory octan
amonu i mréwczan amonu [11].

Za pomocg LC-DAD-MS oznaczono jednoczesnie barwniki syntetyczne roz-
puszczalne w wodzie i w ttuszczach. Materialem do badan byty napoje bezalkoho-
lowe, imbir i chilli. Zastosowano jonizacje¢ w trybie jonéw dodatnich i ujemnych do
jednoczesnej analizy barwnikéw syntetycznych. Jako rozpuszczalnika, do ekstrak-
cji barwnikéw, uzyto dimetylosulfotlenku. Ta metoda okazala si¢ zapewnia¢ jed-
noznaczng identyfikacje i dokladne okre$lenie badanych barwnikéw w prébkach,
bez koniecznosci pracochfonnego przygotowania probki. Uzyskano réwniez dobra
powtarzalnos¢ i wysoka dokladnos¢ przy niskich granicach wykrywalnosci oraz
niskich granicach oznaczalnosci. Wykazano, ze opisana metoda moze by¢ efektyw-
nym narzedziem w wykrywaniu zafalszowan [29].

Opracowano metode UFLC-MS/MS (ultraszybka chromatografia cieczowa
polaczona z tandemowgq spektrometrig mas) do analizy siedmiu barwnikéw spo-
zywczych w winie i napojach bezalkoholowych z wykorzystaniem kolumny C g
i mieszaniny octanu amonu w acetonitrylu i wodzie, jako fazy ruchomej. Barwniki
jonizowano technika elektrorozpylania (ESI) w trybie jonéw ujemnych a spek-
trometr mas pracowal w trybie monitorowania wybranych reakcji fragmentacji.
Doktadno$¢ metody wyrazona jako odzysk siedmiu barwnikéw zawierala sie mie-
dzy 84,0 a 116,2%. Granice oznaczalno$ci (LOQ) dla oznaczanych barwnikéw mie-
$city sie w zakresie od 1,51 do 5,0 pg/L [19].

W kolejnych badaniach poréwnano granice wykrywalnos$ci 7 barwnikéw spo-
zywczych oznaczonych metoda HPLC-DAD i HPLC-MS/MS. Metoda HPLC-DAD
charakteryzowala si¢ granicg wykrywalnoéci w zakresie 6,43-74,81 ug/L a HPLC-
-MS/MS w zakresie 0,02-21,83 ug/L. Wykazano, ze metoda HPLC-DAD jest wystar-
czajgco selektywna i czula do oznaczania siedmiu powszechnie stosowanych barw-
nikéw sulfonowych w probkach paszy oraz miesa. Tymczasem, metoda HPLC-MS/
MS stuzyta jako kolejny krok potwierdzajacy poprawnos¢ identytikacji oznaczanych
barwnikéw [27].

PODSUMOWANIE

Substancje dodatkowe nie majg wartosci odzywczej, ale nadajg zywnosci okre-
$lone cechy np. smakowe, czy zapachowe. Sa to oczywiscie substancje chemiczne
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i jako takie wywoluja okreslony wplyw na zdrowie cztowieka. Barwniki spozyw-
cze s3 jedng z podstawowych grup dodatkéw do zywnosci. Ich obecno$¢ znaczaco
wplywa na wyglad produktu, co w oczywisty sposdb zwieksza popyt na ten produkt.
Rynek barwnikéw spozywczych, zatem stale sie rozwija i z roku na rok wzrasta ilo§¢
spozywanych produktéw z ich dodatkiem.

Waznym zadaniem analizy Zywnosci jest analiza jako$ciowa i ilosciowa pod-
stawowych sktadnikéw odzywezych, przede wszystkim biatek, sacharydéw, lipidow,
witamin, sktadnikéw mineralnych, oznaczanie dodatkdéw funkcjonalnych, wykry-
wanie zafalszowan i zanieczyszczen zywnosci oraz rodzaju i ilo$ci substancji szko-
dliwych dla zdrowia. Ostatecznie nie mozna wyznaczy¢ odpowiedniej konkretnej
metody oznaczania barwnikéw spozywczych ze wzgledu na ich réznorodng struk-
ture i skfad chemiczny. Jednak mozna wywnioskowac, ze dobra metoda jest metoda
wysokosprawnej chromatogratii cieczowej z odpowiednio dobranymi parametrami
w zalezno$ci od oznaczanego barwnika. Metoda ta charakteryzuje si¢ dobrg czulo-
$cig i selektywnoscia. Kolejng odpowiednig metodg moze by¢ TLC ze wzgledu na
szybko$¢ oznaczenia badanej probki. Podstawowe zalety chromatografii cienkowar-
stwowej to mozliwo$¢ przechowywania plytek z rozdzielonymi substancjami a takze
mozliwos¢ obserwacji stopnia rozdzielania na kazdym jego etapie i przerwanie
procesu w dowolnym czasie jak rowniez detekcja w kazdym etapie rozwijania chro-
matogramu. W przypadku kolumny chromatograficznej, mozna dokona¢ detekeji
i ocenic¢ stopien rozdzielenia dopiero po opuszczeniu kolumny przez sktadniki roz-
dzielanej mieszaniny.

UWAGI KONCOWE

Przeglad badan nad iloscig barwnikéw spozywczych w zywnosci wskazuje, ze
w wiekszo$ci przypadkéw zwigzki te stosowane sg na znacznie nizszych stezeniach
niz obowiazujace limity. Bezpieczenstwo zdrowotne tych zwigzkéw podlega oce-
nie przez m.in. Europejski Urzad d/s Bezpieczeristwa Zywnosci (EFSA). Powstata
w wyniku tego opiniowania lista zawiera kilkadziesigt substancji, z ktérych okoto
30% stanowia barwniki naturalne. Uznane s one za bezpieczne dla naszego zdrowia
pod warunkiem przyjmowania ich z zywnoscig w ilosci nieprzekraczajacej poda-
nych dla czeéci substancji wartosci ADI, czyli dopuszczalnego dziennego spozycia.
Wspomniana lista nie jest zamknieta. Moze by¢ weryfikowana w miare¢ pojawiania
sie nowych faktéw naukowych dotyczacych wplywu danych substancji na zdrowie
czlowieka. Niepozadane dzialanie barwnikéow azowych stosowanych do barwienia
produktow spozywczych doprowadzily do opracowania bardzo czutych i selektyw-
nych metod analitycznych z powodzeniem stosowanych do ich oznaczania w roz-
nych matrycach spozywczych. Przygotowanie probki do badan obejmuje stosowa-
nie roéznych technik takich jak filtracja membranowa, ekstrakcja ciecz—ciecz (LLE),
ekstrakcja do fazy stalej (SPE), mikroekstrakcja do fazy stalej (SPME), ekstrakcja
ciecz—ciecz w otwartej kolumience ekstrakcyjnej (OCLLE). Konieczno$¢ takiego
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postepowania wynika ze zlozonosci produktéw spozywczych. Stad tez rozwdj pro-
stych, selektywnych metod ekstrakeji wraz z polaczeniem technik chromatograficz-
nych i spektrofotometrycznych ma ogromne znaczenie.
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ABSTRACT

In recent years high performance liquid chromatography (HPLC) has gained
a dominant position in the life sciences. The widespread use of this technique allows
to perform an analysis of compounds which are used in various areas of human life.
Currently, there are wide and fully untapped opportunities for synthesis of chroma-
tographic packings with chemically bonded stationary phases.

Some of the liquid chromatographic analyses needs the application of water-
rich mobile phases (more than 85% water or a buffer). In such condition the per-
formance of hydrophobic stationary phases indicate that the bonded ligands might
be collapsing. This problem could be solved by increasing of organic content in the
mobile phase which should improve solvation and bring bonded ligands back to the
original conformation. To avoid this procedure, which reduces the retention and
selectivity of the separation, it is possible to apply stationary phases with incorpo-
rated polar groups mixed with the original alkyl ligands (polar embedded stationary
phases). Another possibility is to add some polar groups during endcapping proce-
dure (polar end-capped stationary phases). This produces variation in the bonding.

Chemically bonded stationary phases which include both hydrophobic and
hydrophilic ligands are so-called mixed mode stationary pahses. These materials
can be used in reversed phase liquid chromatography (RPLC) and there is also
a possibility to use them in hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC).
They allow to separate polar and non-polar analytes.

Following the idea of green chemistry, especially green analytical chemistry,
a series of stationary phases was synthesized. The obtained materials connect polar
and hydrophobic groups in the structure of bonded ligands. These specific surface
properties provide the stability of the stationary phase in pure water as a mobile
phase. Surface properties of novel material were analyzed using various instrumen-
tal and chromatographic methods. Finaly, the mixtures of various compounds were
applied to test the separation selectivity of stationary phases in various chromato-
graphic system, including purely aqueous conditions.

Keywords: liquid chromatography, stationary phases, polar embedded stationary
phases, description of surface properties, solvation processes

Stowa kluczowe: chromatografia cieczowa, fazy stacjonarne, fazy stacjonarne
z wbudowanymi grupami polarnymi, opis wlasciwoéci powierzchniowych, procesy
solwatacyjne
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WPROWADZENIE

Specyficzne i niespecyficzne oddzialywania pomiedzy faza stacjonarng, anali-
tem i sktadnikami fazy ruchomej determinuja retencje i selektywnos¢ w chromato-
grafii cieczowej i technikach pokrewnych. Historycznie, w zaleznosci od wlasciwosci
powierzchniowych fazy stacjonarnej, chromatografia cieczowa zostata podzielona
na normalny (NP) i odwrécony uklad faz (RP) [1, 2]. W normalnym ukladzie faz,
faza stacjonarna jest polarna (stanowi ja np. niemodyfikowany zel krzemionkowy),
z kolei faza ruchoma to najczesciej mieszanina rozpuszczalnikéw o niskiej polar-
noséci. W odwréconym ukladzie faz chromatografii cieczowej faza stacjonarna ma
charakter hydrofobowy(najczesciej zawiera tanicuchy C18 zwigzane do powierzchni
krzemionki), a faz¢ ruchoma stanowi mieszanina wody i rozpuszczalnika organicz-
nego o znacznej polarnoséci, jak np. metanol i acetonitryl [3, 4]. W ostatnich latach
opracowano nowy uklad chromatografii cieczowej — chromatografie oddzialywan
hydrofilowych (HILIC) [5]. HILIC stanowi polaczenie ukladéw NP i RP, ktore
opiera si¢ na zastosowaniu polarnej fazy stacjonarnej i fazy ruchomej, ktéra zawiera
wiecej niz 60% (v/v) rozpuszczalnika organicznego, najczesciej acetonitrylu w pola-
czeniu z wodg. Uklad ten umozliwia rozdzielanie substancji polarnych. Typowymi
fazami stacjonarnymi dla HILIC sg wiec materialy stosowane dotychczas w nor-
malnym ukladzie faz, takie jak niemodyfikowana krzemionka, fazy diolowe, ami-
nowe, ect. [6]. Niemniej jednak istnieje zapotrzebowanie na nowe fazy stacjonarne
do HILIC, charakteryzujace si¢ wigksza selektywnoscig niz dotychczas stosowane.
Efekt ten mozna osiggna¢ poprzez opracowywanie materiatéw zawierajacych w swej
strukturze roznego rodzaju grupy funkcyjne, ktérych specyficzne oddzialywania
z rozdzielanymi substancjami zaowocujg zwigkszong selektywnoscig rozdzielenia.

Dodatkowym powodem dla syntezy nowych faz stacjonarnych do chromato-
grafii cieczowej s3 oczekiwania tzw. zielonej chemii [7]. Prowadzone s3 badania
nad zmniejszaniem zuzycia rozpuszczalnikéw organicznych poprzez miniaturyza-
cje ukladéw chromatograficznych czy tez wymiaréw kolumn. Ponadto rozpatruje
sie zastgpienie toksycznych rozpuszczalnikéw innymi, ktére moga ulega¢ biode-
gradacji, np. etanol [8] lub zmiane warunkéw chromatograficznych w celu zasto-
sowania wody bez dodatku modyfikatora organicznego jako fazy ruchomej [9, 10].
Z tego wiasnie powodu istotnym wydaje si¢ mozliwo$¢ syntezy materialow, ktore
bedzie mozna wykorzysta¢ do prowadzenia oznaczen chromatograficznych z zasto-
sowaniem czystej wody jako fazy ruchome;.

Kolejnym ,,problemem” wspolczesnych metod chromatograficznych jest
powszechne zastosowanie oktadecylowej fazy stacjonarnej (C18) w odwréconym
ukladzie faz do analiz substancji polarnych. O ile odwrécony ukiad faz miat stuzy¢
do rozdzielania substancji hydrofobowych, zastosowanie fazy C18 do analizy zwigz-
kéw polarnych narzuca konieczno$¢ znacznych modyfikacji fazy ruchomej, takich
jak dodatek soli buforujgcych, kwaséw, odczynnikdw tworzacych pary jonowe, jono-
wych $§rodkéw powierzchniowo czynnych itd. Zastosowanie powyzszych dodatkow
komplikuje sktad fazy ruchomej powodujac problemy z jej odtwarzalnoscig, a przez
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to z powtarzalnos$cig wynikow, jak rowniez skraca czas pracy kolumn chromatogra-
ficznych. W zwigzku z czym wydaje si¢ by¢ uzasadnione wprowadzenie alternatyw-
nych materialéw o zwiekszonej polarnosci, ktorych zastosowanie w odwréconym
ukladzie faz umozliwitoby rozdzielanie substancji o znacznej polarnosci.

Obecnie znane sg materiaty chromatograficzne dla odwréconego ukladu faz,
ktére w swojej strukturze zawieraja polarne grupy funkcyjne wbudowane w lan-
cuch hydrofobowy (ang. polar embedded) lub dolaczone sg one do fazy stacjonar-
nej na etapie wtornej silanizacji (ang. polar endcapped) [11]. Modyfikacje te mialy
zazwyczaj na celu zwiekszenie stabilno$ci materialu w fazie ruchomej o zwiekszone;j
zawartosci wody. Przykladem takiego wypelnienia mogg by¢ fazy N-alkiloamidowe
[12, 13], jak réwniez komercyjnie dostepne materialy, dla ktérych producenci nie
podaja rodzaju zastosowanych grup funkcyjnych. Wprowadzenie nowych faz sta-
cjonarnych o specyficznych wlasciwos$ciach jest jednoczes$nie powiazane z koniecz-
noscia pelnego/dokiadniejszego opisu zjawisk powierzchniowych zachodzacych na
granicy faz: faza stacjonarna/faza ruchoma w ukladzie chromatograficznym.

Z wyzej wymienionych powodéw niniejsze badania mialy na celu synteze
nowych faz materialéw oraz opis proceséw w chromatografii cieczowej zachodza-
cych na powierzchni fazy stacjonarnej. Fazy stacjonarne z wbudowanymi grupami
polarnymi wykazuja odmienne wlasciwosci w stosunku do klasycznych faz alkilo-
wych. Réznice te dotycza gléwnie zdolnosci do pracy w szerokim zakresie stezen
rozpuszczalnika organicznego w fazach ruchomych, w tym réwniez w warunkach
czystej wody oraz w ukladzie HILIC. Stad tez podjeto proby syntezy nowego typu
faz stacjonarnych zawierajacych rézne, chemicznie zwigzane grupy funkcyjne oraz
dokonano opisu zjawisk powierzchniowych zachodzacych w uktadzie chromatogra-
ficznym.

1. CHEMICZNIE ZWIAZANE FAZY STACJONARNE O WEASCIWOSCIACH
HYDROFOBOWO-HYDROFILOWYCH, ZAWIERAJACYCH WIAZANIA
ESTROWE, FOSFOESTROWE ORAZ WIAZANIE FOSFOROAMIDOWE

Ideg przewodnig badan byta synteza nowych faz stacjonarnych do chroma-
tografii cieczowej o wiasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych. Wtasciwo-
$ci powierzchniowe takich materialéw umozliwiajg ich zastosowanie zaréwno
w odwréconym ukladzie faz i w chromatografii oddziatywan hydrofilowych. Specy-
tika dedykowana tym wypelnieniom przejawia si¢ w ich unikalnych wtasciwosciach
powierzchniowych powodujacych lepsza selektywno$¢ rozdzielenia i stabilno$é
w warunkach wysokiej zawartosci wody w skladzie fazy ruchomej. Nadrzednym
celem prowadzonych badan byto opracowanie chemicznie zwigzanych faz stacjo-
narnych, ktére w obrebie jednej struktury zawierajg zaréwno grupy hydrofobowe
(alkilowe, arylowe, itp.), jak i grupy polarne. Gléwne przeznaczenie tych adsorben-
tow to analiza zwigzkéw chemicznych o znacznej polarnosci.
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Pierwszy otrzymany nowatorskim materiatem chromatograficznym stanowia
fazy N,O-dialakilofosforoamidowe [14, 15]. Jako no$nik do syntezy wykorzystano
zel krzemionkowy ze wzgledu na jego bardzo dobrze poznane i opisane wlasciwosci
chromatograficzne [16, 17]. Otrzymanie tego materialu mialo przebieg stopniowy.
W pierwszym etapie zel krzemionkowy zostal zmodyfikowany grupami amino-
propylowymi [18, 19]. Nastepnie do grup aminowych poprzez grupe fosforanowa
(wprowadzang jako tlenochlorek fosforu) przytaczono tancuch organiczny (pocho-
dzacy z alkoholu). Tak otrzymany material chromatograficzny zawieral w swej
strukturze hydrofobowy tancuch weglowodorowy (dekanowy C10 lub oktadecy-
lowy C18 w zaleznosci od zastosowanego alkoholu), oraz polarng grupe fosfora-
nowa wbudowang w tancuch a takze grupy aminowe, zwiazane z grupa fosforanowa,
jak i w formie wolnej. Struktury opracowanych faz N,O-dialkilofosforoamidowych
przedstawia Rysunek 1.

OQP/O—OH 0= o
NH \ NH \P\ H
2 NH 2 NH

) HO—si—O~\_ -OH H

g , g O/ _Si O/
NN é NN \s
Si s i Si si i

Rysunek 1. Struktury faz N,O-dialkilofosforoamidowych
Figure 1. Structures of N,O-dialkylphosphoramidate stationary phases

Kluczowymi parametrami charakteryzujgcymi faze stacjonarng sa hydrofo-
bowos¢ i polarnos¢ (mierzona jako np. aktywnos¢ silanolowa). W tym celu zasto-
sowano test opracowany przez Galushko [20]. Nastepnie sprawdzono mozliwosci
zastosowania otrzymanych materialéw w odwréconym ukfadzie faz chromatografii
cieczowej. Niezaleznie od obecnosci w strukturze N,O-dialkilofosforoamidowych
faz stacjonarnych polarnych grup funkcyjnych (aminowych i fosforanowych),
wypelnienia te spetniajg warunki stawiane chemicznie zwigzanym fazom stacjonar-
nym do chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz [14]. Zastosowanie



FAZY STACJONARNE DO CHROMATOGRAFII CIECZOWE] Z WBUDOWANYMI GRUPAMI POLARNYMI 691

otrzymanych materialéw umozliwito rozdzielenie alkilowych pochodnych benzenu,
co $wiadczy o dobrej selektywnoséci metylenowej. Ponadto uzywanie tych materia-
téw umozliwia réwniez rozdzielanie wybranych wielopierscieniowych weglowodo-
réw aromatycznych. Warto wspomnie¢, iz istnieje mozliwos¢ prowadzenia analiz
stosujac zdecydowanie mniejszg ilo$¢ rozpuszczalnika organicznego w skladzie fazy
ruchome;j (50% lub 60% objetosciowych) niz stosujac tradycyjne fazy oktadecylowe.
Selektywno$¢ fenylowa wyznaczona dla tych materiatéw w stosunku do konwencjo-
nalnych faz C18 odznacza si¢ nizszg warto$cig. Wynika to z faktu, iz gestos¢ pokry-
cia powierzchni fazy stacjonarnej chemicznie zwigzanymi ligandami jest nizsza.
Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, iz poprawe parametréw chromatograficznych,
np. wyzsza sprawnos¢, fazy N,O-dialkilofosforoamidowe wykazujg kiedy skltadni-
kiem binarnej wodno-organicznej fazy ruchomej jest metanol a nie acetonitryl jak
w przypadku faz oktadecylowych. Wynika to z preferencyjnej solwatacji polarnych
grup funkcyjnych - gléwnie aminowych, przez metanol [15]. Fazy N,O-dialkilofos-
foroamidowe w warunkach czystej wody jako fazy ruchomej (bez dodatku rozpusz-
czalnika organicznego) réwniez sa bardzo dobrze solwatowane. W takim ukfadzie
mozliwe bylo ich zastosowanie do rozdzielania mieszaniny nukleozydéw. Otrzy-
manie materialu umozliwiajacego wykonywanie rozdzielenn chromatograficznych
w warunkach czystej wody jest niewatpliwie pozadane z kilku powodéw. Przede
wszystkim wplywa to na warto$ci ekonomiczne jak i ekologiczne, poprzez ograni-
czenie zuzycia toksycznych rozpuszczalnikéw organicznych.

Interesujgcg wlasnoscig faz N,O-dialkilofosforoamidowych sg wlasciwosci
pseudomembranowe [21], ktore umozliwiaja zastosowanie chromatografii cieczo-
wej do badania oddzialywan substancji z btong biologiczng [22-25]. Dotychczas,
jako material referencyjny w tego typu obserwacjach byla stosowana faza IAM
(ang. Immobilized Artificial Membrane) [26, 27]. Eksperyment przeprowadzony
dla czterech grup zwigzkéw o réznym charakterze chemicznym (nukleozydow
i zasad azotowych, alkilowych pochodnych benzenu, wielopierscieniowych weglo-
wodoréw aromatycznych oraz flawonoidéw) wykazal bardzo wysoka korelacje
pomiedzy parametrem log k otrzymanym z wykorzystaniem kolumny IAM oraz
fazg stacjonarng N,O-dialkilofosforoamidows z fancuchem C18. Zaobserwowano
réwniez bardzo wysoka korelacje pomiedzy parametrem log k  a parametrem log P,
stanowigcym o hydrofobowosci substancji. Otrzymane wyniki $wiadczg o zblizo-
nych wiasciwosciach powierzchniowych tych materialéw, jak réwniez potwierdzaja
zalozenie, ze otrzymana faza stacjonarna, dzieki kombinacji odpowiednio dobra-
nych grup funkcyjnych, symuluje w réwnie dobry sposéb wlasciwosci blony bio-
logicznej. Badania potwierdzaja rowniez mozliwo$¢ zastosowania otrzymanej fazy
stacjonarnej do przewidywania oddzialywan substancji z blong biologiczng ze zbli-
zong skuteczno$cia, jak obecnie stosowana faza IAM. Nalezy doda¢, ze niewatpliwg
zaletg fazy N,O-dialkilofosforoamidowej w stosunku do IAM jest fakt, iz posiada
ona mniej skomplikowang strukture przez co jej synteza jest tatwiejsza. [21].

Kolejnym zastosowaniem fazy N,O-dialkilofosforoamidowej jest rozdzielanie
fosfolipidéw wzgledem ich polarnosci w ukladzie RP HPLC. Pomiary wykonano
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w ukiadzie off-line dwuwymiarowej chromatografii cieczowej [28]. Ze wzgledu na
ortogonalne wlasciwosci w poréwnaniu do fazy oktadecylowej, otrzymany uktad
dwuwymiarowy wykazal bardzo dobra rozdzielczos¢ wzgledem fosfolipidow. Faza
N,O-dialkilofosforoamidowa zastosowana zostala réwniez z powodzeniem w ukla-
dzie HILIC [29].

Kolejna grupe materialéw z wbudowanymi grupami polarnymi stanowig fazy
estrowe i fosofoestrowe. W przypadku syntezy faz z wigzaniem estrowym [30] oraz
z wigzaniem fosfoestrowym [31], materialem wyjsciowym do syntezy byta krze-
mionka zmodyfikowana silanem zawierajgcym grupy hydroksylowe (diolowe).
W przypadku faz estrowych modyfikacje powierzchni wykonano poprzez reakcje
z chlorkiem kwasu dodecylowego lub chloromréwczanem cholesterylu. Otrzymane
w ten sposdb chemicznie zwigzane fazy stacjonarne zawierajace fancuch dodeka-
nowy (Diol-Ester C12) lub czasteczke cholesterolu (Diol-Chol) zwigzane z no$ni-
kiem poprzez wiazanie estrowe. Struktury estrowych faz stacjonarnych przedstawia
Rysunek 2.
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Rysunek 2. Struktury estrowych faz stacjonarnych
Figure 2. Structures of ester bonded stationary phases

Otrzymane fazy estrowe wpisujg si¢ doskonale w ide¢ materiatéw, zawieraja-
cych wbudowane grupy polarne w strukture zwigzanych ligandéw. Jednoczesénie,
nieprzereagowane ligandy diolowe stanowia dodatkowe polarne centra aktywne.

Modelowanie molekularne otrzymanych materialéw, potwierdza zréznicowa-
nie wlasciwosci powierzchniowych z punktu widzenia polarnosci i hydrofobowosci.
W otrzymanych fazach stacjonarnych mozna wyrézni¢ regiony oddzialywan polar-
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nych przy powierzchni nosnika i w obrebie grup diolowych a takze region oddzia-
tywan hydrofobowych. W konsekwencji w zaleznie od zastosowanego sktadu fazy
ruchomej mozliwe jest rozdzielanie zaréwno czgsteczek hydrofobowych, jak i polar-
nych [30]. Wlasciwosci te powoduja, iz fazy te mozna zastosowa¢ do rozdzielania
m.in. alkilowych pochodnych benzenu i wielopierscieniowych weglowodoréw aro-
matycznych. Swiadczy to o dostatecznej hydrofobowosci materiatu, aby mégt on by¢
zastosowany w odwroconym ukfadzie faz chromatografii cieczowej [30]. Ponadto
materialy te umozliwiaja rdwniez rozdzielanie substancji polarnych w ukladzie RP
oraz w warunkach czystej wody jako fazy ruchome;j.

Zel krzemionkowy modyfikowany ligandami diolowymi wykorzystano row-
niez jako no$nik do syntezy faz fosfoestrowych [31]. Materiaty te otrzymano poprzez
modyfikacje no$nika diolowego tlenochlorkiem fosforu i dlugotaricuchowym
alkoholem. Lancuch alkilowy (C10 lub C18) zwigzany byl z nosnikiem diolowym
poprzez grupe fosforanowg tworzaca dwa wigzania estrowe. Struktury otrzymanych
faz przedstawia Rysunek 3.

Rysunek 3. Struktury fosfo-estrowych faz stacjonarnych z réznymi dlugosciami lancuchow alkilowych:
A-C10iB-C18

Figure 3. Structures of phospho-ester stationary phases with various length of alkyl ligands: A-C10 and
B-C18

W poréwnaniu do faz estrowych, obecno$¢ grupy fosforanowej w struktu-
rze zwigzanego ligandu w znacznym stopniu wplywa na zwiekszenie polarnosci
powierzchni chemicznie zwigzanej fazy stacjonarnej. Spotegowanie polarnosci
skutkuje zmiang proceséw solwatacyjnych zachodzacych na powierzchni adsor-
bentu podczas analiz chromatograficznych. W rezultacie obecno$¢ grupy fosfora-
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nowej powoduje silng adsorpcje wody, czego efektem jest tworzenie poliwarstwy
czasteczek wody, najprawdopodobniej od powierzchni nosnika do wysokosci grup
fosforanowych. W wyniku preferencyjnej adsorpcji wody mozliwe jest zastosowa-
nie fosfoestrowych faz stacjonarnych w chromatografii oddzialywan hydrofilowych
[31]. Zastosowanie fazy z Diol-P-C18 w ukladzie HILIC umozliwia rozdzielenie
m.in. nukleozydoéw i zasad azotowych.

Pomimo znacznej polarnosci faz fosfoestrowych, ich hydrofobowosci sa wystar-
czajace do zastosowania ich w odwréconym ukladzie faz chromatografii cieczowej.
Materialy te w ukladzie RP wykazujg dobrg selektywno$¢ metylenowas, jak réwniez
umozliwiajg rozdzielenie wybranych WWA. Warto zwréci¢ uwage na fakt, iz mecha-
nizm rozdzielenia w ukladzie RP dla faz estrowych, fosfoestrowych i N,O-dialkilo-
fosforanowych jest odmienny w stosunku do typowych faz alkilowych. Obecno$é
polarnych grup funkcyjnych powoduje silng adsorpcje wody i wytworzenie warstwy
wodnej, nazywanej poduszka hydroilowa [12, 32]. Konsekwencja jej obecnosci jest
fakt, iz polarne grupy funkcyjne staja si¢ niedostepne dla hydrofobowych analitow,
ktore oddzialujg jedynie z hydrofobowymi grupami fazy stacjonarnej.

Podsumowujac, odpowiedni dobér hydrofobowych i polarnych grup funkcyj-
nych w znaczacy sposdb wplywa na proces solwatacji powierzchni fazy stacjonarnej
w ukladzie chromatograficznym. Poprzez odpowiednie modyfikacje powierzchni,
mozliwe jest otrzymanie materialéw umozliwiajacych ich szerokie zastosowanie
chromatograficzne zaréwno w ukladzie RP, jak i HILIC oraz w warunkach czystej
wody jako fazy ruchome;j.

2. FENYLOWE FAZY STACJONARNE Z WBUDOWANYMI POLARNYMI
GRUPAMI FUNKCYJNYMI

Wykonano réwniez synteze serii faz stacjonarnych zmieniajgc polarng grupe
funkcyjng wbudowana w krotki tancuch alkilowy (propylowy), zachowujac nie-
zmienng grupe hydrofobowa, ktérg byl pierscien fenylowy [33]. Fazy fenylowe sa
znane i dostepne komercyjnie [34-38], ale celem podjetych badan bylo okreslenie
wplywu polarnych grup funkcyjnych na retencje i selektywnos¢ przy zachowaniu
stalego fragmentu hydrofobowego zwigzanych ligandéw. Seria materialéw fenylo-
wych obejmowata nastepujace fazy stacjonarne: fenylo-propylows, fenoksy-pro-
pylowa, fenylo-aminowg i fenylo-amidowa. Dla wszystkich materiatéw otrzymano
bardzo zblizone wartoéci gesto$ci pokrycia powierzchni ligandami. Umozliwilo
to wnioskowanie, Ze za zmiany retencji i selektywnosci otrzymanych materialow
odpowiada rodzaj wbudowanych polarnych grup funkcyjnych, a nie sg one efektem
réznej gestosci pokrycia powierzchni nosnika. Struktury otrzymanych materialow
fenylowych przedstawia Rysunek 4.
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Rysunek 4.  Fenylowe fazy stacjonarne: fenylo-propylowa (A), fenoksy-propylowa (B), fenylo-amidowa (C)
i fenylo-aminowa (D)

Figure 4. Phenyl-bonded stationary phases: phenyl-propyl (A), phenoxy-propyl (B), phenyl-amide (C) and
phenyl-amine (D)

Obecno$¢ grup funkcyjnych o charakterze polarnym - aminowej i amido-
wej, zmniejsza w sposob istotny hydrofobowo$¢ fazy stacjonarnej, a w rezultacie
obserwowana jest mniejsza retencja dla hydrofobowych analitéw na tych fazach.
Szczegdlnie uwidacznia si¢ to wtedy, gdy modyfikatorem organicznym fazy rucho-
mej jest metanol. Nieco odmienna sytuacja miata miejsce w przypadku zastgpienia
metanolu acetonitrylem. Mniejsze powinowactwo acetonitrylu do polarnych grup
funkcyjnych (aminowej i amidowej), powoduje wzglednie stabszg site elucyjng ace-
tonitrylu, co skutkuje zblizong retencja i mniejszym zréznicowaniem chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych. Zmiana modyfikatora organicznego wplywala zna-
czgco réwniez na selektywnosé metylenowa i selektywnosé¢ fenylowg otrzymanych
materialéw, co potwierdza teze, ze dobér odpowiednich grup funkcyjnych w struk-
turze fazy stacjonarnej umozliwia sterowanie procesem solwatacji. W wyniku tych
zmian obserwuje si¢ zmiany sily elucyjnej rozpuszczalnikow wzgledem szeregu
eluotropowego [33].

W przypadku zastosowania serii fenylowych faz stacjonarnych do rozdzielania
wybranych WWA, znacznie wieksza retencje zaobserwowano na fazach: fenylo-pro-
pylowej i fenoksy-propylowej. Obecno$¢ aminowej i amidowej grupy funkcyjnej
znacznie zmniejszala retencje, jednak obnizenie zawarto$ci procentowej modyfi-
katora organicznego w fazie ruchomej umozliwialo uzyskanie satysfakcjonujacej
selektywnosci rozdzielenia. Dodatkowo nalezy wskaza¢ fakt, iz fazy z polarnymi
grupami umozliwialy uzyskanie podobnych parametréw rozdzielenia przy mniej-
szym zuzyciu rozpuszczalnikdw organicznych w pordéwnaniu z fazg stacjonarng
fenylo-propylowa [33].
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3. DENDRYMEROWE FAZY STACJONARNE DO CHROMATOGRAFII
JONOWE]

Chromatografia jonowa jest bardzo szybko rozwijajaca si¢ technika anali-
tyczng. Rozwdj ten powigzany jest z otrzymywaniem nowych faz stacjonarnych
zawierajacych centra aniono- i kationowymienne. Z tego tez powodu podjeto prace
nad otrzymaniem dendrymerowej anionowymiennej fazy stacjonarnej syntetyzo-
wanej na bazie zelu krzemionkowego do chromatografii jonowej [39, 40]. Pierwotna
metoda syntezy dendrymerowej fazy anionowymiennej wewnatrz kapilar kwarco-
wych zostala opracowana przez Pohla i in. [41-43]. W dalszych pracach zostala
rozwini¢to metodologie syntezy fazy dendrymerowej na powierzchni sferycznego
porowatego polimeru [44-46].

Otrzymanie dendrymeru zawierajacego czwartorzedowe grupy amoniowe
jako centra anionowymienne polega na kondesacji epoksydu z aming. W przy-
padku syntezy materiatu na powierzchni no$nikéw polimerowych warstwa wiazaca
do powierzchni tworzona byta przez pokrywanie powierzchni polimerem. Wadg tej
metody byl brak wigzan kowalencyjnych miedzy warstwa polimeru a powierzchnig
no$nika. Powodowalo to odrywanie sie fazy stacjonarnej przy duzych wartosciach
przeptywu fazy ruchomej. Stad tez podjeto prace nad kowalencyjnym zwigzaniem
dendrymerowych ligandéw do powierzchni zelu krzemionkowego. Cel ten osia-
gnieto poprzez silanizacje powierzchni krzemionki ligandem zawierajagcym dwie
grupy aminowe, ktéry wczesniej zostal zastosowany do syntezy fazy cholesterolo-
wej. Przylaczone do powierzchni grupy aminowe staly si¢ punktem wyjsciowym
do polikondensacji z epoksydem [40]. Dalszy etap syntezy dendrymeru byt analo-
giczny jak w przypadku na nosniku polimerowym. Struktury dendrymerowych faz
stacjonarnych przedstawia Rysunek 5.

Tworzenie dendrymeru o zwickszonej liczbie warstw powoduje zmiany
w mechanizmie retencji. W przypadku krétkich ligandéw retencja jest wynikiem
oddzialywan jonéw z fazy ruchomej z centrami jonowymiennymi na powierzchni
fazy. W przypadku wydluzania ligandu i zapelniania poréw, centra jonowymienne
znajdujg sie na calej dlugosci ligandéw powodujac migracje jonéw pomiedzy
ligandami w stron¢ powierzchni no$nika. Proces ten w znaczny sposob zwigksza
parametry retencyjne. Tak wigc do celéw analitycznych wystarczajace sg materiaty
o 3 warstwach dendrymeru. Zapewniaja one dobrg selektywno$¢ przy krétkim cza-
sie analizy [40].
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Rysunek 5. Struktury dendrymerowych faz stacjonarnych: A - na no$niku krzemionkowym, B - na no$niku
polimerowym
Figure 5. Structures of dendrimer stationary phases: A — using silica gel support, B - using polymer support

Poréwnujac fazy otrzymane na nosniku krzemionkowym z analogicznymi
materialami syntetyzowanymi na bazie polimeru, znacznie lepsze parametry ana-
lityczne (sprawno$¢, symetria pikéw) uzyskano dla faz krzemionkowych. Wynika
to z lepszych parametréow geometrycznych no$nika krzemionkowego, zapewniaja-
cego znacznie poprawienie sprawnosci. Umozliwiaja one rozdzielenie 9 anionéw
nieorganicznych w czasie 20 minut [40].

Dendrymerowe fazy anionowymienne zastosowano w analizie monofosfo-
ran6ow nukleotydéw [40]. Retencja i rozdzielczo$¢ monofosforanéw nukleotydow
zwiekszala sie wraz ze wzrostem liczby warstw dendrymeru (od 1 do 4 warstw).
W przypadku anionéw nieorganicznych, do rozdzielenia fluorkéw, chlorkéw, brom-
kow, azotanow(II) i azotandw(V) potrzebna byla faza stacjonarna z dwoma war-
stwami dendrymeru. W celu rozdzielenia 4 monofosforanéw nukleotydéow wystar-
czajaca okazala sie faza ze zwigzana tylko warstwa. Podane przyktady nie wykluczaja
aplikacji, dla ktorych wymagana bedzie wigksza liczba warstw dendrymeru, ktdrg
mozna w prosty sposob uzyska¢ opracowana metoda.

W celu pelnej charakterystyki otrzymanych faz stacjonarnych do chromatogra-
fii jonowej zaréwno na no$niku polimerowym, jak i krzemionkowym zastosowano
nowatorska metode pomiaru potencjatu zeta z wykorzystaniem urzadzenia Zetasizer
[39]. Potencjat zeta jest warto$cig charakterystyczng dla powierzchni pozostajacej
w kontakcie z roztworem. W ponizszych rozwazaniach dla uproszczenia podawany
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jest termin ,,potencjal zeta fazy stacjonarnej”. Zgodnie z oczekiwaniami, chemicz-
nie zwigzane fazy stacjonarne obdarzone trwatym fadunkiem dodatnim wykazaly
dodatnie wartosci potencjatu zeta, podczas gdy noéniki (polimerowy i krzemion-
kowy) wykazywaly ujemne wartosci potencjalu zeta. Zaobserwowano réwniez
wzrost wartosci potencjatu zeta wraz ze wzrostem liczby warstw dendrymeru, co
jest efektem wigkszej ilosci trwalych tadunkéw dodatnich w strukturze zwiazanych
ligandow. Wzrost ten nie jest jednak liniowy. Potencjaly zeta dendrymerowych faz
anionowymiennych zmienialy si¢ rowniez wraz ze zmiang eluentu (rosty w kolejno-
$ci: NaOH, Na,CO,, NaHCO,). Doda¢ nalezy, ze w przypadku faz otrzymanych na
nosniku krzemionkowym nie mozna stosowa¢ faz ruchomych o alkalicznym pH,
stad pewne ograniczenia zaréwno dla pomiaréw potencjalow zeta, jak i dla zastoso-
wania analitycznego otrzymanych materiatéw. Nie zmienia to jednak faktu, ze dla
materialéw otrzymanych na nosniku krzemionkowym mozna zastosowac szereg faz
ruchomych umozliwiajacych rozdzielenie anionéw nieorganicznych [40].

Pomiar potencjalu zeta faz jonowymiennych wydaje si¢ by¢ kluczowym para-
metrem ich charakterystyki. Mierzona warto$¢ potencjatu na granicy faza stacjo-
narna - roztwor wydaje si¢ by¢ sila przyciagajaca jony z roztworu. Ponadto, rozktad
potencjalu zeta daje dodatkowa wiedz¢ na temat homogenicznosci ziaren chemicz-
nie modyfikowanej fazy stacjonarnej [39]. Dla faz stacjonarnych nie posiadajacych
trwalych tadunkow w strukturze zwigzanych ligandéw réwniez mozna zastosowaé
pomiar potencjatu zeta.

4. WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE FAZ STACJONARNYCH
Z WBUDOWANYMI GRUPAMI POLARNYMI - POTENCJAL ZETA
NA GRANICY FAZA STACJONARNA / FAZA RUCHOMA

Pomiar potencjatu zeta zastosowany do charakterystyki powierzchniowej che-
micznie zwigzanych faz stacjonarnych pozwala na uzyskanie informacji, ktdre nie sa
dostepne dla innych technik [47-50]. Poza zastosowaniem pomiaru potencjalu zeta
do charakterystyki faz do chromatogratii jonowej, mozliwe jest réwniez zastosowa-
nie tej techniki do charakteryzowania typowych faz stacjonarnych dla normalnego
i odwroconego ukladu faz [51]. Szczegdlnie interesujace wydaja si¢ by¢ badania
potencjalow zeta chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych zawierajacych w swej
strukturze polarne grupy funkcyjne [52]. Po$rod testowanej grupy chemicznie zwig-
zanych faz stacjonarnych znajdowaly si¢ fazy alkilowe, fenylowe, fazy z wigzaniem
amidowym, fosforoamidowym oraz fazy aminowe. Pomiar potencjatu zeta z wyko-
rzystaniem urzadzenia Zetasizer podzielil testowane materiaty na fazy z dodatnig
i ujemng wartoscig potencjatu zeta. Dla wiekszosci faz stacjonarnych potencjat
zeta ma warto$¢ ujemna. Jest to zwigzane z obecno$cig na powierzchni krzemionki
ujemnych fadunkéw pochodzacych z jonizacji grup silanolowych oraz ligandow
nieobdarzonych ladunkiem. Dodatnie wartosci potencjaléw zeta wykazaly fazy
aminowe i fazy posiadajace resztkowe grupy aminowe nie zmodyfikowane na etapie
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syntezy. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze pomiary wykonywane byty w rozpuszczalnikach
organicznych i ich mieszaninach z wodg. Zatem przeprowadzone badania wykazaly,
ze grupy aminowe obecne w strukturze chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych
w warunkach RP HPLC maja przylaczony proton i mogg oddzialywac jak stabe
wymieniacze jonowe, modyfikujagc mechanizm retencji wielu analitow. Poréwnu-
jac wpltyw modyfikatoréw organicznych faz ruchomych na potencjal zeta mozna
zauwazy¢, ze w sSrodowisku metanolu obserwuje si¢ wyzsze (bardziej dodatnie) war-
tosci potencjaltu zeta, a w przypadku zastosowania acetonitrylu wartosci te s nizsze
(bardziej ujemne) [52].

5. PROCESY SOLWATACYJNE NA POWIERZCHNI FAZ STACJONARNYCH
Z WBUDOWANYMI GRUPAMI POLARNYMI

W przypadku faz o wlasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych istotne sg
badania powigzane z tematyka proceséw solwatacyjnych, szczegdlnie w uktadzie
chromatografii oddzialtywan hydrofilowych (HILIC). Przeprowadzono pomiary
adsorpcji wody z roztworu acetonitrylu, poniewaz wiadomym bylo, ze proces ten
pelni istotng role w mechanizmie retencji. Przeprowadzone badania potwierdzaja,
ze na fazach stacjonarnych stosowanych w ukladzie HILIC tworzy si¢ warstwa zaad-
sorbowanej wody, a retencja analitow odbywa si¢ na zasadzie podzialu substancji
miedzy faze ruchoma, a warstwe zaadsorbowanej wody. Dzieki tym badaniom udato
sie uzyska¢ korelacje pomiedzy iloscia zaadsorbowanej wody na powierzchni fazy
stacjonarnej, a retencjg analitu [53]. Opracowana metoda pomiaru adsorpcji wody
z roztworu acetonitrylu postuzyta réwniez do opracowania testu przydatnosci fazy
stacjonarnej dla ukladu HILIC.

Opracowang metode zastosowano réwniez do charakterystyki chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych, w ktérych grupy silanolowe zostaly zastagpione wig-
zaniem krzem-wodor (Si-H). Materialy syntezowane w ten sposob takze znajduja
zastosowanie w ukladzie HILIC [54]. Do pelnej charakterystyki nowych materia-
té6w chromatograficznych wykorzystano réwniez mikrokalorymetryczne pomiary
ciepta adsorpcji rozpuszczalnikdw, na podstawie ktorych mozliwe jest obliczenie
ilo$ci centréw na powierzchni fazy stacjonarnej, ktore sa zdolne do tworzenia wig-
zan wodorowych [55]. Przeprowadzone badania dowiodly, Ze pomiar procesow
solwatacyjnych, zaréwno poprzez wyznaczanie izoterm adsorpcji jak i mikrokalo-
rymetryczne pomiary ciepta zwilzania s3 bardzo dobrymi metodami do charakte-
ryzowania powierzchni chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych w uktadzie HILIC
(53, 54].
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UWAGI KONCOWE

Fazy stacjonarne z wbudowanymi polarnymi grupami funkcyjnymi stanowia
interesujacy alternatywe dla tradycyjnych wypelnien chromatograficznych. Ofe-
rujg one specyficzne wlasciwosci powierzchniowe, ktére moga umozliwi¢ selek-
tywne rozdzielanie zwigzkow organicznych, rowniez takich o znaczacej polarnosci.
Dodatkowo, obecno$¢ polarnych grup funkcyjnych powoduje, ze materiaty te mogg
by¢ stosowane w znacznie szerszym skladzie faz ruchomych, np. zaréwno w ukla-
dzie odwréconych faz chromatografii cieczowej jak i w chromatografii oddziaty-
wan hydrofilowych. Prowadzone badania pokazaly, ze ich zastosowanie umozliwia
réwniez rozdzielanie polarnych substancji z zastosowaniem czystej wody jako fazy
ruchome;j.
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ABSTRACT

This work is about bioorthogonal chemistry as a chemistry of reactions taking
place in the living, in particular human, organism environment. In the search for
reactions that can occur under conditions, the focus is mainly on the reactions of
molecules that do not occur naturally in the body. Then, to have any application,
generally for the purpose of using this reactions to locate the accumulation spotes of
the selected substance, one molekule is covalently bonded to the biomarker mole-
cule, the second binds to the indicator molecule, which is frequently fluorescein.

Among a numerous examples of reactions that were designed during the short
history of bioorthogonal chemistry, there are mainly reactions involving organic
azides, which are not naturalny present in the human body. An example of such
a reaction is the Staudinger ligation. Subsequent modifications include mainly the
1,3-dipolar addition of azides to alkynes, catalyzed by copper(I) ions. The insta-
bility and toxicity of this catalyst has forced further innovations in bioorthogonal
reactions. One of them is the use of alkynes with high angular stress, which causes
a significant reduction in the activation energy of the process, that it is unnecessary
to use a catalyst. Another example of the bioorthogonal reactions are Diels-Alder
reactions. The interest in these reactions is not diminishing for several reasons.
One of them is the fact that as a result of a simple reaction two new carbon-car-
bon bonds (or others, for the HDA reaction) occur. Furthermore, many of these
reactions occur at standard temperature, without additional heating. Moreover, the
possibility of numerous modifications of the skeleton and functional groups and the
substituents of dienes and dienophils facilitates carrying out these reactions in the
aquatic environment. At the end, the article presents examples of the application of
cyclooaddition reactions in bioorthogonal chemistry.

Keywords: bioorthogonal chemistry, bioorthogonal ligation, Staudinger ligation,
1,3-dipolar cycloaddition, Diels-Alder reactions

Stowa Kkluczowe: chemia bioortogonalna, bioortogonalna ligacja, ligacja Staudin-
gera, 1,3-dipolarna cykloaddycja, reakcja Dielsa-Aldera
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WPROWADZENIE

Wraz z postepem cywilizacji dazenie do coraz to lepszych rozwigzan techno-
logicznych jest wyzwaniem dla roznych dziedzin nauki, ktére muszg i$¢ zgodnie
z duchem czasu. Jest to rowniez wyzwanie dla chemikéw organikéw zajmujacych
sie synteza organiczng. Wiekszos$¢ reakcji organicznych przeprowadza si¢ w roz-
puszczalnikach organicznych takich jak chlorek metylenu, chloroform, toluen,
pirydyna czy tez proste alkohole. Kazda reakcja jest przeprowadzana w specyficz-
nych warunkach, takich jak odpowiednia temperatura, cisnienie, obecnos¢ lub brak
wody, odpowiednie cisnienie. Nie mozna takze zapomnie¢ o atmosferze, w jakiej
przebiega reakcja — nalezy uwzgledni¢ dostep tlenu czy pary wodnej do $srodowiska
reakcji.

Trendem, jaki obserwuje sie¢ w XXI wieku w chemii organicznej sg poszukiwa-
nia reakcji chemicznych, ktére moga zachodzi¢ w Zywym organizmie niezaleznie od
procesow biochemicznych tam przebiegajacych. To one zapoczatkowaly ukierunko-
wanie si¢ cze¢séci laboratoriow na $wiecie w stron¢ badan nad reakcjami zachodza-
cymi w wodzie jako rozpuszczalniku. Gléwnym zastosowaniem dla tych reakcji jest
ich wykorzystywanie do badania metabolizmu lekéw lub réznych bioczgsteczek oraz
zastosowania do okreslania dystrybucji lekéw w komorce. Bioortogonalna ligacja
ma na celu znakowanie obrazowanych czasteczek chemicznym reporterem. Reakcje
te oprocz wykorzystania wody jako rozpuszczalnika muszg zachodzi¢ przy odpo-
wiedniej warto$ci pH zblizonej do warunkéw fizjologicznych, czyli w zakresie pH
4,5-7,5. Ponadto na przebieg reakcji bioortogonalnych nie powinna mie¢ wpltywu
obecnos¢ utleniaczy i aktywnych aminokwasow [1]. W tej wlasnie dziedzinie poja-
wiaja sie duze perspektywy dla chemikéw, ktérzy musza szukaé odpowiednich
nietoksycznych reagentéw oraz tak dobiera¢ warunki reakeji, aby byty najblizsze
warunkom w organizmie ludzkim czyli tak zwanym warunkom fizjologicznym.

Naukowcy coraz cze$ciej opracowuja nowe metody pozwalajace na obserwacje
proceséw zachodzacych w komorkach organizméw zywych. Znanych jest szereg
znacznikow, ktdre ulatwiajg §ledzenie zachodzacych proceséw. Sg to miedzy innymi
kodowane czgsteczki reporterowe stuzace do monitorowania biatkowych produk-
tow w organizmie [2]. Przykladem takiego biatka jest biatko GFP, z jezyka angiel-
skiego Green fluorescent protein. Jest to naturalnie wystepujace bialko wykazujace
jasnozielong fluorescencje przy ekspozycji na $wiatto z zakresu od niebieskiego
do ultrafioletowego. W 2008 roku Martin Chalfi, Osam Shimomura i Roger Tsien
otrzymali nagrode Nobla za okrycie i badania przeprowadzone na nim. To odkrycie
jeszcze bardziej wplyneto na rozwéj chemii bioortogonalnej. Rozpoczeto badania
nad przylaczaniem zwigzkéw organicznych do bialek i badania mechanizméw pro-
cesow bialkowych. Dzieki temu powstal nowy dzial w chemii organicznej i biologii
opisywany jako chemia bioortogonalna, ktéra ma taczy¢ synteze organiczng z bada-
niami komdrkowymi danych szlakéw metabolicznych.
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1. CHEMIA BIOORTOGONALNA

Termin chemia bioortogonalna pojawil si¢ po raz pierwszy w pracy Carolyn
R. Bertozzi w 2003. Chemia bioortogonalna obejmuje reakcje, ktére nie zakldcajg
reakcji biologicznych zachodzacych w organizmie [3]. Przede wszystkim reak-
cje te muszg zachodzi¢ w srodowisku wodnym, poniewaz kazdy organizm sklada
sie w wiekszosci z wody. Substraty muszg reagowaé ze sobg szybko i selektywnie
w warunkach fizjologicznych i nie oddzialtywac z réznymi substancjami znajduja-
cymi si¢ w organizmie.

Celem chemii bioortogonalnej jest znakowanie czasteczek chemicznym repor-
terem, ktory jest bioortogonalny i specyficzny dla reakeji bioortogonalnej a tym
samym specyficzny dla organizmu zywego. W chemii bioortogonalnej klasyczna
kolba reakcyjna zostala zastgpiona komorka biologiczng, a reakcje bioortogonalne
s3 cennymi narzedziami stluzacymi do badania proceséw metabolizmu lekéw lub
bioczasteczek.

1.1. OGOLNY MECHANIZM LIGACJI

Mechanizm reakcji bioortogonalnej mozna sprowadzi¢ do kilku etapow. Po
pierwsze musi istnie¢ zwigzek, ktory jest specyficzny i nie reaguje z innymi zwigz-
kami znajdujacymi si¢ w komoérce biologicznej. Ponadto, taki zwigzek powinien
mie¢ odpowiednie grupy funkcyjne, poprzez ktére moze by¢ utworzone wigzanie
z barwnikiem - najczesciej jest to fluoresceina (Schemat 1). Badany obiekt taczy sie
z drugim reagentem. W wyniku przeprowadzonej reakcji bioortogonalnej badany
obiekt zostaje polaczony ze znacznikiem. Dzigki takiemu nowemu zwigzkowi
mozemy $ledzi¢ metabolizm czasteczki oraz miejsce jej akumulacji.

-+

X =Y - +
+ - znacznik- najczesciej fluoresceina

Schemat 1. Ogodlny schemat ligacji w chemii bioortogonalnej
Scheme 1. General scheme of ligation in bioorthogonal chemistry
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pochodne fluoresceiny
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Rysunek 1. Fluoresceina i rézne reaktywne pochodne fluoresceiny
Figure 1. Fluorescein and various reactive derivatives of fluorescein

Aby przytaczy¢ znacznik do jednego z reagentéw, w chemii bioortogonalnej
wykorzystuje sie aktywne pochodne fluoresceiny (Rys. 1). Pochodne 2, 3 i 4 reaguja
ze zwigzkami posiadajacymi grupe aminowa. Pochodna 5 ulega z tatwoscig reak-
cjom, w ktorych drugim reagentem jest reaktywna pochodna kwasu karboksylo-
wego. Ostatnie dwie struktury 6 i 7 reagujg ze zwigzkami posiadajacymi grupy tio-
lowe [4].

1.2. REAKCJA STAUDINGERA

Pierwszym przykladem reakcji, ktéra po modyfikacjach zostala zastosowana
w chemii bioortogonalnej jest reakcja przeprowadzona w 1919 roku przez Her-
manna Staudingera. Jest to reakcja azydku 8 z trifenylofosfing 9 z utworzeniem
pierwszorzedowej aminy 12 (Schemat 2) [5].

Ph Ph Ph Ph
-N
R—Nj3 + Ph—> P: — 2 Ph—> P—NR <—> Ph—\ F’+—N_R —H£> R\NH + Ph—> P=0
/ >
Ph Ph
Ph Ph R, R, = alkil, aryl
8 9 10 11 12 13

Schemat 2. Reakcja Staudingera, jako przyklad pierwszej reakcji bioortogonalnej
Scheme 2.  Reaction Staudinger, as an example of the first bioorthogonal reaction

Jak wida¢ na Schemacie 2 nastepuje atak nukleofilowy atomu fosforu trifeny-
lofosfiny 9 na atom azotu w azydku 8 z utworzeniem iminofosforanu 10 i wydzie-
leniem czasteczki azotu. Utworzona imina 10 istnieje réwniez w innej formie
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rezonansowej — aza-ylidu 11. Pod wptywem wody ulega on hydrolizie do pierwszo-
rzedowej aminy 12 oraz tlenku trifenylofosfiny 13 (Schemat 2). Pomimo szerokiego
zakresu stosowalnosci klasycznej reakeji Staudingera niska stabilnos$¢ aza-ylidu 11
mogacego ulega¢ hydrolizie, jak rowniez wrazliwo$ci zwigzkdéw fosforu(III) na wil-
go¢ w powietrzu ograniczyly zastosowanie tej wersji reakcji w wodnych uktadach
biologicznych.

Reakcje bioortogonalne powinny zachodzi¢ pomiedzy zwigzkami, ktére nie
wystepuja w organizmie czlowieka, dlatego bardzo dobrym przykladem tego typu
reakcji jest reakcja przedstawiona na powyzszym schemacie. Zastosowany azydek
nie wystepuje w komdrkach, ponadto grupa -N, jest stabilna w warunkach fizjolo-
gicznych oraz jest malg grupa, ktéra mozna fatwo polaczy¢ z wigksza bioczasteczka.
Trifenylofosfina takze nie wystepuje w komoérkach organizmu oraz jest niereak-
tywna z innymi zwigzkami biologicznymi, dlatego réwniez jest dobrym przykladem
czasteczki do zastosowania w chemii bioortogonalne;j.

1.2.1. Ligacja Staudingera

Zastosowanie reakcji chemicznych w komérkach biologicznych wymaga, aby
powstajace polaczenia byly stabilne w warunkach fizjologicznych. Dlatego zapropo-
nowano modyfikacje reakeji Staudingera, a dokonata tego Carolyn Bertozzi. Zasta-
pifa trifenylofosfine zwigzkiem podobnym do pierwotnego ale posiadajacym tzw.
elektrofilowa pulapke. Schemat 3 obrazuje ligacje Staudnigera [6].

o)
o-CHs Hs -OMe NHR
R—Ng+ NR AR ph
PPh, P*Ph,
14 15

Schemat 3. Ligacja Staudingera zmodyfikowana przez C.R. Bertozzi
Scheme 3. Ligation Staudinger modificated by C.R. Bertozzi

Elektrofilowa putapke stanowi grupa estrowa znajdujaca si¢ w pozycji orto
w podstawniku arylowym. Atom azotu aza-ylidu 16 atakuje grupe karbonylowa
estru, zapobiegajac hydrolizie ylidu poprzez utworzenie zwigzku zawierajacego
piecioczionowy pierscien. Hydroliza wigzania P-N prowadzi do utworzenia amidu
18 zawierajgcego tlenek fosfiny. Aby zademonstrowaé zastosowanie tej reakeji jako
bioortogonalnego narzedzia, Bertozzi uzyla fluorescencyjny azydek pochodng gli-
kanow i fosfiny z przytaczong do niej biotyna [6].

Schemat 3 ukazuje jak niewielka zmiana wprowadzona do jednego substratu
powoduje powstawanie zupelnie innej klasy zwigzkéw. W klasycznej reakeji Stau-
dingera powstawalta amina pierwszorzedowa, natomiast w ligacji Staudingera otrzy-
muje si¢ amid.
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1.2.2. Inne przyklady reakcji bioortogonalnych

Kolejnymi przyktadami bioortogonalnej ligacji sg reakcje przedstawione w Tabeli 1. Komentarze
zawierajg uwagi odnosnie zastosowania danej metody jako reakcji bioortogonalnej. Kazda z tych reakcji
posiada jakie$ ograniczenia ale pomimo to stosowana jest do bioortogonalnej ligacji, poniewaz nie zna-
leziono dotychczas dla danego przypadku obrazowania lepszego ,narzedzia”. Oprocz ligacji Staudingera
do reakeji bioortogonalnych zaliczamy kondensacje zwigzkéw organicznych takich jak alifatyczne ketony
czy aldehydy, a takze cyjanobenzotriazole.

Tabela 1. Wybrane reakcje, ktore znalazly zastosowanie w chemii bioortogonalnej
Table 1. Selected reactions that are used in bioorthogonal chemistry
Typ reakcji Reagent 1 Reagent 2 Komentarz
H,N—O—R
addukty sa
Q podatne na hydrolize; jako katalizator
stosuje si¢ aniling
HN-NH R !

[0}

kondensacja /CHa
aldehydow/ketonow O—NH
R H(CH 3) N
3 N reakcja prowadzi do bardziej stabilnych

wigzan C-C

Ty
o
o

Ligacja Staudingera R—Nj3 r—1 o OCH, fosfiny s3 podatne na utlenianie
|
& >PPh,
HS
N

kondensacja R \> N mozliwe uboczne reakcje z wolnymi
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Oprocz przedstawionych powyzej przyktadow reakeji bioortogonalnych w obecnym czasie zwro-
cono szczegolng uwage na reakcje cykloaddycji.

2. REAKCJE CYKLOADDYCJI STOSOWANE W CHEMII
BIOORTOGONALNE]

2.1. 1,3-DIPOLARNA CYKLOADDYCJA AZYDKOW DO ALKINOW

Badania nad 1,3-dipolarng cykloaddycjg prowadzil w latach 60. XX wieku Ralf
Huisgen [7]. Jest to reakcja stosowana do regioselektywnej i stereoselektywnej syn-
tezy pigcioczlonowych pierscieni heterocyklicznych [8].

1,3-dipolem mogg by¢ zwigzki zawierajace jako atom centralny azot np.: ylidy,
nitryle, iminy nitrylu, tlenki nitrylu, azydki, ylidy azometinowe, nitrony. Dipolaro-
filami sg najcze$ciej alkeny i alkiny lub ich heteroanalogi [9].
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HCx cu(l) 7N\ R
R1_N3 + \\R —_— N N
2 -
19 20 R 21

2 R,, R, = alkil, aryl

Schemat 4.  Reakcja 1,3-dipolarnej addycji azydkéw do alkindw z uzyciem katalitycznych ilosci soli miedzi(T)
Scheme 4. 1,3-Dipolar cycloaddition of azides and alkynes with catalytic amounts of Cu(I) salts

Schemat 4 przedstawia reakcje azydku 19 jako 1,3-dipola z alkinem 20 jako
dipolarofilem, w wyniku ktdrej otrzymuje si¢ pieciocztonowy pierscien triazolu 21.
Ten typ reakcji zostal opisany przez Huisgena w 1976 roku [10].

Omawiana reakcja zazwyczaj jest prowadzona w podwyzszonej temperaturze.
Dlatego Meldal i Sharpless niezaleznie opracowali metode¢ katalizowania reakcji
wykorzystujac jony miedzi(I). Odkryli oni, Ze jony miedzi(I) znaczaco wplywaja
na szybko$¢ powyzszej reakeji i nazwano tg reakcje ,,copper-catalyzed alkyne-azide
cycloaddition” a dla uproszczenia przyjeto skrot CuAAC (Schemat 4). Reakcja ta jest
przykladem tak zwanych reakeji ,,click”, [10, 11]. Niestety reakcje CuAAC nie moga
by¢ uzywane w chemii bioortogonalnej, poniewaz jony miedzi(I) sa szkodliwe dla
organizmoéw zywych.

Pracujgc nad zastosowaniem reakcji azydkow i alkinéw w chemii bioortogonal-
nej chemicy zaproponowali modyfikacje pozwalajaca na przeprowadzenie reakeji
bez uzycia toksycznych jonéw miedzi(I). Zaproponowano zastosowanie do reakcji
z azydkami cyklicznych alkinéw posiadajacych w pierscieniu siedem lub osiem ato-
mow wegla (Schemat 5).

Ri~n—N

Q \\N
Ri—Na+ S
v TR, o R,. R, = alkil, aryl
22 23 TR, 24

Schemat 5. Reakcje cykloaddycji azydkow i pochodnych cyklooktynu promowanych napieciem katowym
pierscienia cyklooktynu

Scheme 5. Cycloaddition reaction of azides and cyclooctyne derivatives promoted by strain of cyclooctyn
ring

Schemat 5 to reakcja azydku 22 z cyklooktynem 23 w wyniku, ktdrej powstaja
1,2,3-triazole 24. W pierscieniu cyklooktynu wystepuje duze naprezenie katowe,
ktore stanowi sile napedowa reakcji bez potrzeby uzycia szkodliwej dla komorek
biologicznych jonéw miedzi(I). Te reakcje nazwano ,strain promoted azide-alkyne
cycloaddition” — skrét SPAAC [12]. W ukladzie cyklooktynu na atomach wegla
polaczonych wigzaniem potréjnym wystepuje hybrydyzacja sp co wymusza geome-
trie liniowa i katy 180° w tym fragmencie czasteczki. Czgsteczka cyklooktynu jest
cykliczna, nastepuje odksztalcenie od liniowo$ci i pojawia sie naprezenie kgtowe. Po
zajsciu reakeji nastepuje zmniejszenie naprezenia katowego dzigki zmianie hybry-
dyzacji atoméw wegla z sp na sp’. Stosujac takie substraty obnizamy energie aktywa-
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cji reakeji, ktéra wymagala uzycia jonéw miedzi(I) jako katalizatora. Azydek 22 jak
i cyklooktyn 23 nie reaguja z zadnymi bioczasteczkami wystepujacymi w komorce
a zatem sg chemoselektywne. Ponadto w komorce sg wyjatkowymi molekutami,
poniewaz w zywym organizmie nie znajdziemy podobnych do nich zwigzkéw. To
pozwolito na wprowadzenie tej reakcji do grona kilkunastu ligacji nalezacych do
»harzedzi w skrzynce z narzedziami” jaka dysponuje chemia bioortogonalna. Jedna-
kowoz naukowcy natrafili na pewien problem; okazato si¢ ze cyklooktyny stabo roz-
puszczaja si¢ w wodzie. W nawigzaniu do tego problemu, wprowadzane sg réznego
rodzaju modyfikacje cyklooktynu aby zwiekszy¢ rozpuszczalnosé (Rys. 2).

COOH
O/o\/©/
25

— :il.‘ “Ii:
O/O\/COOH N
e}

26 g 27

Rysunek 2. Wybrane trzy zwigzki stosowane w cykloaddycji, uszeregowane wraz ze wzrostem rozpuszczal-
nosci w $rodowisku wodnym

Figure 2. Three selected compounds used in cycloaddition, ranked by increasing solubility in the aquatic
environment

Na Rysunku 2 pokazano trzy zwigzki wykorzystywane w reakcji SPAAC wedlug
rosngcej rozpuszczalnosci w warunkach fizjologicznych. Wigcej przyktadow takich
zwigzkdéw mozna znalez¢ w artykule zamieszczonym w czasopi$mie Topics in Cur-
rent Chemistry [12].

Aby umozliwi¢ wizualizacje biomolekul w organizmie Zywym w reakcji
1,3-dipolarnej cykloaddycji azydkow i alkinéw wykorzystuje sie gotowe matocza-
steczkowe fluorogeniczne substraty. Na Rysunku 3 ukazane sg odpowiednie azydki
28-33, jak kilka przykltadéw alkinéw 34-37. Przedstawione reagenty wykazuja
fluorescencje, dzieki czemu mozemy §ledzi¢ przebieg danej reakcji zachodzacej
w komorce biologicznej [12].
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Fluorogeniczne azydki do reakcji cykloaddycji z alkinami

H HO. l (0] (0] Et,N
/
o]

Fluorogeniczne alkiny do reakcji cykloaddycji z azydkami

|
MeO I I OMe
35
R HC.
N
N N—| N >—\ A (o} o}
@—( \>—<:\>—NH NH-TAMRA
= N= — =
36 37
R
R = alkil, aryl

TAMRA = 5-karboksytetrametylorodamina

Rysunek 3. Fluorogeniczne substraty do 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydkéw do alkindéw
Figure 3. Fluorogenic substrats for 1,3-dipolar cycloaddition azides with alkynes

2.2. REAKCJE DIELSA-ALDERA

Reakcje Dielsa-Aldera (DA) zostaly opisane w 1928 roku przez dwoch chemi-
kow: Otto Dielsa i Kurta Aldera, ktérzy otrzymali nagrode Nobla w 1950 roku za
to odkrycie. Reakcja ta jest jednym z bardziej ekonomicznych przeksztalcen sto-
sowanych w chemii organicznej. W wyniku jednej przemiany powstaja dwa nowe
wigzania wegiel-wegiel. Jest jedna z gtéwnych reakcji prowadzaca do otrzymania
polaczen karbocyklicznych jak i heterocyklicznych. Nazywa si¢ ja takze reakcja one
step, poniewaz zachodzi jednoetapowo [14].
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Schemat 6. Ogolny schemat reakcji Dielsa-Aldera
Scheme 6. General scheme of Diels-Alder reaction

Polega na cykloaddycji podstawionego dienu 38 do alkenu 39 z utworzeniem
pochodnych cykloheksenu 40. Reakcja DA jest cennym narzedziem syntetycznym
poniewaz charakteryzuje si¢ wysoka regio-, diastereo- jak i w niektérych przypad-
kach enancjoselektywnoscia. Reakcja cykloaddycji DA jest takze stereospecyficzna.
Dzigki temu stereochemia dienofila zostaje niezmieniona. Zatem z dienofila o kon-
figuracji cis lub trans otrzymuje si¢ odpowiednio cis lub trans diastereoizomery jako
produkty tej reakcji [14].

Molekularny opis reakcji DA - cykloaddycji [47+27], opiera si¢ na nakladaniu
orbitali granicznych HOMO i LUMO substratéw. Znane s3 dwa typy reakcji DA.
Pierwszy to reakcja klasyczna, czyli z normalnym zapotrzebowaniem elektronowym.
Druga z kolei nazywa si¢ reakcja z odwrdconym zapotrzebowaniem elektronowym.

W Kklasycznej reakcji DA dien powinien posiadaé podstawniki elek-
tronodonorowe - EDG z ang. elektron donating group oraz konformacje
s-cis. Z kolei dienofil powinien by¢ wyposazony w grupe elektronoakceptorowa-
EWG z ang. elektron withdrawing group [15] (Rys. 4).

DIEN DIENOFIL
CH,
/ o,
EDG— - EWG—%—
K\ CH,
CH,
41 42

EDG = OR, NHR, NR,, alkil
EWG = COOH, COOR, NO,, CHO, CN, SO,R;

Rysunek 4. Dieny i dienofile wykorzystywane w klasycznej reakcji Dielsa-Aldera
Figure 4. Diens and dienofiles used in the classic Diels-Alder reaction

Reakcja z odwrdconym zapotrzebowaniem elektronowym jest charaktery-
styczna dla dienéw posiadajgcych deficyt tadunku ujemnego, co zapewniajg pod-
stawniki elektronoakceptorowe, natomiast dienofil musi posiada¢ grupy elektrono-
donorowe (Rys. 5).
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DIEN DIENOFIL
CH,

~ o

EDG—T
K\ CH,

CH,

43 44 EWG =COOH, COOR, NO,, CHO, CN, SO,R
EDG = OR, NHR, NR,, alkil;

Rysunek 5. Dieny i dienofile wykorzystywane w reakcji Dielsa-Aldera z odwroconym zapotrzebowaniem
elektronowym
Figure 5. Diens and a dienofiles used in the inverse-electron-demand Diels-Alder reaction.

W reakeji DA czesto stosuje sie substraty zawierajace heteroatomy takie jak
azot, tlen czy siarke. Jest to tak zwana reakcja hetero-Dielsa-Aldera w skrocie HDA
(Rys. 6).

DIENY
CH, CH, HAC (0] CH, CH,
( N/ 3 N/ K
+
K K N
o 0 HC™ o S XcH,
a,B-nienasycone 1-okso-3-azabutadieny  1,4-dioksobutadieny  1-tio-3-azabutadieny 2-tiobutadieny
zwiazki karbonylowe
CH, ~
= CH, N _CH, CH
( r - e o
S : N §
XN N
e “ScH, Y N e
wha hn L
1-azabutadieny 2-azabutadieny 1,4-diazabutadieny 1,3-diazabutadieny 1-fosfo-3-azabutadieny
DIENOFILE
o ‘c‘> NR N s
: | |
R
aldehydy, zwigzki iminy nitryle tioaldehydy,
ketony nitrozowe )L' tioketony
‘P‘ Se N s o
| I I
I 1} . s=o
siarka
fosfoalkiny  selenoaldehydy zwiagzki azowe dwuatomowa tlenek siarki

Rysunek 6. Przykladowe dieny i dienofile wykorzystywane w reakcji hetero-Dielsa-Aldera
Figure 6. Example of diens and a dienofiles used in the hetero-Diels—-Alder reaction

W 1980 roku Ronald Breslow odkryl, Ze reakcja DA zachodzi znacznie szybciej
i z wigkszg endo/egzo selektywnosciag w wodzie w poréwnaniu z rozpuszczalnikami
organicznymi [16]. Reakcje DA zaliczamy do najwazniejszych reakcji stosowanych
w chemii bioortogonalnej, poniewaz zachodza one z wysokimi wydajno$ciami
w §rodowisku wodnym. Substraty stosowane w reakcji DA, sg specyficzne, zwigzki
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tego typu nie wystepuja w komorkach biologicznych. W zwiagzku z tym, dien i die-
nofil mogg sie selektywnie odnalez¢ i polaczy¢.

2.2.1. Reakcje Dielsa-Aldera z normalnym zapotrzebowaniem elektronowym
stosowane do bioortogonalnej ligacji

Czesto uzywanym dienofilem w tego typu reakcjach jest imid kwasu bursztyno-
wego 46, ktory z tatwoscia reaguje ze sprzezonymi dienami 45 w tagodnych warun-
kach z utworzeniem pochodnej 47 (Schemat 7) [1]. Jedynym ograniczeniem tej
reakcji jesli chodzi o jej wykorzystanie w ukladach biologicznych jest fakt, ze imid
kwasu bursztynowego moze reagowac ze znajdujacymi si¢ tam zwigzkami takimi
jak aminokwasy posiadajace nukleofilowe wolne grupy aminowe lub grupy tiohy-
droksylowe. Nie zmienia to faktu, ze reakcja ta znalazla zastosowanie w znakowaniu
kwasow nukleinowych i biatek [1].

6}
— / Rz /
= H,0 q 1
W 4 Dem === L
\O \ R, R, = alkil, aryl
45 46 47

Schemat 7. Reakcja Dielsa-Aldera z normalnym zapotrzebowaniem elektronowym
Scheme 7. Diels-Alder reaction with normal-electron-demand

Obecnie stosuje si¢ niewiele reakcji DA z normalnym zapotrzebowaniem elek-
tronowym jako bioortogonalnych cykloaddycji z uwagi na substraty, ktére fatwo
moga reagowac ze zwigzkami wystepujacymi w $rodowisku komorki [1].

2.2.2. Reakcje Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym
stosowane do bioortogonalnej ligacji

W reakcjach DA z odwrdconym zapotrzebowaniem elektronowym bardzo cze-
sto jako dien stosuje sie pochodne 1,2,4,5-tetrazyny z powodu, iz ten uklad hetero-
dienu jest ubogi elektronowo. 1,2,4,5-Tetrazyna reaguje z reaktywnymi alkenami,
takimi jak trans-cyklookten, norbornen czy cyklopropen [17]. Reaktywnos¢ tych
dienofili wynika z naprezenia katowego w odpowiednich pierscieniach.
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N—N
R <</ \>>R2 + H,0 Hl‘\l X L
— N R
N=N \ N : R,, Ry,R, = alkil, aryl
9 R, 50

48 4

Schemat 8.  Reakcja Hetero-Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym - tetrazyny
z norbornenem [17]
Scheme 8. Inverse-Electron-Demand Hetero-Diels-Alder reaction of tetrazine with norbornene [17]

W 2008 roku Devaraj i Blackman niezaleznie od siebie, opisali bioortogonalne
reakcje z udzialem tetrazyny 48 i norbornenu 49 (Schemat 8) [17, 18].
Ponadto opisali takze druga reakcje przedstawiong na Schemacie 9.

R,
N—N
H,0 NZ
Rk, + 3 2
1 N=N ’ X HI!J _ % R, R,R, = alkil, aryl
Ry Rq
51 52 53

R4

Schemat9. Reakcja Hetero-Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym tetrazyny
z trans-cyklooktenem [18]
Scheme 9.  Inverse-electron-demand Hetero-Diels—Alder reaction of tetrazine with trans-cyclooctene [18]

Tetrazyna 51 ulega reakcji DA z trans-cyklooktenem 52 w srodowisku wodnym
(Schemat 9) [18].

Poréwnujac powyzsze substraty, nalezy podkresli¢, iz reakcja tetrazyny 48
z norbornenem 49 zachodzi znacznie wolniej niz z trans-cyklooktenem 52, jednak
norbornen 49 charakteryzuje sie wiekszg stabilnoscig [19].

Reakcje opisane powyzej zachodzg szybko, jednak duze rozmiary substratow:
trans-cyklooktenu i norbornenu limitujg ich uzyteczno$¢ w praktycznym zastoso-
waniu przy znakowaniu badanych obiektow.

Innymi reakcjami HDA, ktére znalazly zastosowanie w chemii bioortogonal-
nej sg cykloaddycje, w ktdrych role heterodienu pelnig 1-oksa-1,3-butadieny a role
dienofila etery winylowe. Uklad 1-oksa-1,3-butadienu znajduje si¢ w strukturze
o-metylidenonaftochninonu, ktory to zwiazek szybko i selektywnie reaguje w reak-
cji HDA z bogatym w elektrony dienofilem (Schemat 10A). Ta reakcja jest wysoce
selektywna i przebiega bez zakldcen w warunkach wodnych. Tioetery winylowe sg
malymi czasteczkami stabilnymi chemicznie in vivo, dzigki czemu nadajg si¢ do
zastosowania jako bioortogonalne reportery chemiczne, ktére mozna skutecznie
sprzega¢ z réznymi biomolekutami [20].
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Schemat 10. Reakcja pochodnych 1-oksa-1,3-butadienéw z eterami winylowymi
Scheme 10.  Reaction of derivatives 1-oxa-1,3-butadienes reaction with vinyl ether

Do utworzenia ukladu o-metylidenonaftochinonu 55 niezbedne jest pro-
mieniowanie UV co uniemozliwia zastosowanie tej reakcji w chemii bioortogo-
nalnej. W 2013 zostaly zmodyfikowane struktury heterodienu 55 i dienofila 56
tak aby spelnialy one odpowiednie warunki dla bioortogonalnej cykloaddycji.
Zastosowano pochodng o-metylidenochinolinochinonu 59 zawierajaca atom
azotu. Dzigki obecnosci atomu elektroujemnego pierwiastka w strukturze dienu
znacznie zwiekszyla sie jego reaktywno$¢ oraz hydrofilowo$¢. Natomiast drugim
substratem byl tioeter winylowy 60, ktory charakteryzuje sie malymi rozmiarami
jak i stabilnoscig chemiczng oraz tym, iz jest dienofilem bogatszym w elektrony
(Schemat 10B) niz wcze$niej zastosowany eter winylowy. Reakeja przedstawiona na
Schemacie 10B przebiegala w wodzie oraz w temperaturze 37°C. Warto zauwazy¢
iz o-metylidenochinolilnochinon 59 zostal wytworzony bez uzycia katalizatora
czy tez promieniowania UV. Autorzy pracy zbadali stabilno$¢ tioeteru winylowego
w warunkach fizjologicznych, miedzy innymi w obecnosci utleniaczy jak takze
reaktywnych aminokwaséw takich jak cysteina, lizyna [20].
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W obecnym czasie w wielu laboratoriach poszukuje si¢ nowych ,,narzedzi bio-
ortogonalnych” spelniajacych wszystkie warunki bioortogonalnosci.

(o] R4
H,C
)\ 2 R2
0 N P
| °© ORj3
CH
trans 3 65

R, - Ph, 4-CH,0-C,H,, 4-NO,-C;H,

R,-H, CH,

R,- C,H,, iBu

Schemat 11. Reakcja hetero-Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym jako potencjalna
reakcja bioortogonalna
Scheme 11.  Inverse-Electron-Demand Hetero-Diels—Alder reaction as potential bioorthogonal reaction

Na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego prowadzone sa badania
majgce prowadzi¢ do znalezienia kolejnych bioortogonalnych cykloaddycji 1-oksa-
-1,3-butadiendw i eteréw winylowych. Sposréd réznych badanych dotychczas reak-
cji wybrano cykloaddycje 5-arylidenopochodnych kwaséw barbiturowych 62 i ete-
réw winylowych 63 (Schemat 11). Najpierw reakcje te przeprowadzono w chlorku
metylenu jako rozpuszczalniku [21]. Reakcje te zachodzily w krétkim czasie (1-5
godz.) w temperaturze pokojowej i z wysokimi wydajno$ciami. Prowadzily do
otrzymania dwoch diastereoizomerdéw cis 64 i trans 65 pirano[2,3-d]pirymidyny.
W kolejnych badaniach sprawdzono, ze reakcje te mogg by¢ prowadzone w wodzie
w temperaturze pokojowej [22]. Po wykazaniu, ze reakcje spelniajg podstawowe
warunki bioortogonalnosci, sprawdzono stabilno$¢ heterodienéw w warunkach
fizjologicznych. W obecnym momencie trwaja prace nad przytaczeniem pochodnej
fluoresceiny do heterodienu oraz wytworzeniem wigzania pomiedzy eterem tiowi-
nylowym i badanym obiektem.

3. ZASTOSOWANIE BIOORTOGONALNYCH CYKLOADDYC]JI
DO OBRAZOWANIA BIOCZASTECZEK I LEKOW

Ciekawym przykladem zastosowania reakcji cykloaddycji 1-oksa-1,3-butadie-
néw i alkenéw do bioortogonalnej ligacji jest obrazowanie taxolu znanego w Polsce
jako paklitaksel. Taxol jest substancjg aktywna znajdujgcg sie w korze cisu krotkolist-
nego, wykazujacy dziatanie cytotoksyczne w komorkach HeLa. Lii wspotpracownicy
zastosowali reakcje 1-oksabutadienow jako bioortogonalng reakeje, do znakowania
bialek jak i obrazowania taxolu w zywych komérkach [20]. Na Rysunku 7 przedsta-
wiono obraz jaki otrzymano w mikroskopie konfokalnym $wiadczacy o utworzonej
bioortogonalnej ligacji pomiedzy taxolem i fluoresceing [19].
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Rysunek 7. Reakcja 1-oksa-1,3-butadienu w obrazowaniu taxolu w komoérkach HeLa. Rysunek zaczerpnigto
z]. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 4996 za zgoda American Chemical Society

Figure 7. Cycloadditon of 1-oxa-1,3-butadienes imaging taxol in HeLa cells. Reprinted with permission
from J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 4996. Copyright American Chemical Society

Kwasy nukleinowe s biologicznymi makroczgsteczkami, ktére odpowiedzialne
sg za material genetyczny, i odgrywajg istotna role w kodowaniu, przesytaniu, wyra-
zaniu i regulowaniu informacji genetycznej. Kilka przyktadéw modyfikacji kwasu
nukleinowego za pomoca reakeji Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem
elektronowym zostalo wykazanych przez grupe Jaschke [23-25]. Na Rysunku 8(a)
przedstawiono przyklad podwdjnej ligacji. Wida¢ jak tetrazyna reaguje z norborne-
nem, a w tym samym czasie alkin bierze udzial w ligacji z fluorogenicznym azyd-
kiem.

Rysunek 8. a — Modyfikacja DNA poprzez ligacje tetrazyny i azydkiem. b — Obrazowanie zywej komorki
z syntetycznym RNA za pomoca tetrazyny w fluorogenicznej probie. Rysunek zaczerpnieto z Top.
Curr. Chem,, 2016, 3, 374 za zgoda Springer Nature

Figure 8. a — DNA post-modification by tetrazine and azide ligation. b — Live cell synthetic RNA target
image using tetrazine fluorogenic probe. Reprinted with permission from Top. Curr. Chem., 2016,
3, 374. Copyright Springer Nature

Ostatnio grupa Schorra wytworzyta syntetyczne oligonukleotydy RNA ze
znacznikiem norbornenowym, ktére mogg by¢ znakowane sonda fluorogeniczng
tetrazyny (Rys. 8b) w komodrkach ssakéw przy uzyciu tej samej strategii co wcze-
$niej opisana reakcja [24]. Wykorzystanie reakeji z fluorogenicznymi sondami jest
potezna technikg obrazowania kwaséw nukleinowych.

Waznym takze aspektem zastosowan jest obrazowanie biatek za pomoca
narzedzi chemii bioortogonalnej. Niedawno opisano jak obrazowaé w wysokiej
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rozdzielczo$ci tkanki odpowiadajace za ekspansje genéw [27]. Bialka w réznych
lokalizacjach komdrkowych moga by¢ znakowane przez ligacje tetrazyny z flu-
orogenicznymi znacznikami. Metoda ta stuzy do obrazowania mikroskopowego
z rekonstrukejg optyczng. Badania dostarczajg informacji o strukturze bialek na
powierzchni i wewnatrz badanego uktadu.

Rysunek 9.  Reakcja nie fluoryzujacego GFP z pochodng tetrazyny, powodujaca fluorescencje GFP Rysunek
zaczerpnieto z Top. Curr. Chem., 2016, 3, 374za zgoda Springer Nature

Figure 9. Reaction of inactive GFP with tetrazine derivative causing turn-on GFP. Reprinted with permis-
sion from Top. Curr. Chem., 2016, 3, 374. Copyright Springer Nature

UWAGI KONCOWE

Chemia bioortogonalna to preznie rozwijajaca si¢ w XXI wieku dziedzina
aczaca chemie organiczng z biologia. W niniejszej publikacji starano sie ukazaé
krotky jednak zarazem ciezka droge chemikow organikow jaka przeszli w poszu-
kiwaniu bioortogonalnych ligacji. Pokazano rézne rodzaje reakeji jakie moga by¢
zastosowane w chemii bioortogonalnej. Zwrécono uwage na dominujaca role reakeji
cykloaddycji w chemii bioortogonalnej. Szczegélnie reakcje 1,3-dipolarnej cykload-
dycji i reakcje D-A s3 uzywane do bioortogonalnej ligacji. Niektdre z omawianych
ligacji znalazly zastosowanie do znakowania kwaséw nukleinowych, bialek, lipidéw,
glikanow i bioaktywnych matych molekut lekow.
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ABSTRACT

When we hear the slogan ‘chemical weapons, we are usually reminded of
a photograph of marching geese, like the blind Ententa soldiers who were darkened
after the Ypres chemical attack in Breugel’s painting. After the end of World War I,
the unconventional arms race began and it was not certain that it had ended with
the collapse of the Union of Soviet Socialist Republics (USSR) and the subsequent
signing of the Chemical Weapons Convention (CWC) in 1993. Today, we know that
Russias introduction of the CWC into its legal system has in no way disrupted the
development of a new, fourth generation of chemical warfare agents (FGA or NTA
- Non-Traditional Agents), culminating in the development of Group A substances,
the popular media substances known as Novichok. The range of confirmed and
openly available data is not large and the rest of the information is a compilation of
various, sometimes contradictory, information. The article is an attempt to organize
an open resource of knowledge and bring Novichok closer to a wider audience.

Keywords: Novichok, A-class chemical warfare agents, chemical warfare, organo-
phosphorus chemical warfare agents

Stowa kluczowe: Nowiczok, substancje grupy A, bron chemiczna, fosforoorganiczne
bojowe srodki trujace
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WSTEP

Kiedy slyszymy haslo ,,bron chemiczna’, zazwyczaj przypomina si¢ nam zdje-
cie maszerujacych gesiego, niczym $lepcy z obrazu Breugla ociemnialych Zolnierzy
Ententy po ataku chemicznym pod Ypres. Po zakonczeniu I wojny §wiatowej wyscig
zbrojen niekonwencjonalnych rozpoczal si¢ i nie bylo pewnosci, ze zakonczyl si¢
wraz z rozpadem Zwiazku Socjalistycznych Republik Sowieckich (ZSRS) i pézniej-
szym podpisaniem Konwencji o Zakazie Broni Chemicznej w 1993 roku. Dzisiaj
wiemy, ze wprowadzenie przez Rosje Konwencji o Zakazie Broni Chemicznej do jej
systemu prawnego, w zaden sposéb nie zaklocilo prac nad nowa, czwartg generacja
bojowych srodkéw chemicznych (ang. Fourth Generation Agents - FGA; badz NTA -
ang. Non-Traditional Agents), a jej zwienczeniem bylo opracowanie substancji grupy
A, czyli popularnych w mediach substancji okreslanych nazwa Nowiczok. Zakres
potwierdzonych i dostepnych w sposdb jawny i otwarty danych nie jest wielki, a cala
reszta informacji to kompilacja réznych niekiedy wzajemnie wykluczajacych sie
informacji. Artykul stanowi probe uporzadkowania jawnego zasobu wiedzy i przy-
blizenia Nowiczoka szerszemu kregowi odbiorcéw, po tym jak na naszych oczach,
zamach na Siergieja Skripala rzucit nowe $wiatlo, na bron masowego razenia w XXI
wieku, miedzynarodowe porozumienia rozbrojeniowe i na skutecznos¢ ich mecha-
nizméw kontroli, w tym wypadku Konwencji o Zakazie Broni Chemicznej [1]. Nie
ulega watpliwosci, ze prawdziwym bohaterem zostal Nowiczok, ktéry jest tajem-
niczg substancjg chemiczng. Tylko niewielki krag zainteresowanych pasjonatow
chemii i wojskowych specjalistow z korpusu osobowego obrony przed bronig maso-
wego razenia potrafitlo dokona¢ selekcji i odrozni¢ informacje od zwyklego szumu
medialnego. Na wstepie nalezy doda¢, ze Nowiczok to nie jedna substancja che-
miczna, ale cala rodzina zwiazkéw chemicznych [2]. Niestety zakres dostepnej wie-
dzy jest ograniczony odpowiednimi przepisami o ochronie informacji niejawnych,
ktore skutecznie chronig powyzsze kwestie zaréowno w Rosji, USA jak i w innych
panstwach. Niemniej jednak wytrwale poszukiwanie wiedzy zawsze da rezultat,
nawet bez zagladania za drzwi niezliczonych kancelarii tajnych.

Nowiczoki to substancje chemiczne przeznaczone do zastosowania, jako bojowe
srodki trujace [3-6], ktore wraz ze Srodkami przenoszenia na obiekt ataku stanowig
bron chemiczng [7]. Ta bron wraz ze bronia jadrows, radiologiczna i biologiczng jest
nazywana bronig masowego razenia (BMR). Ta definicja postuzy za poczatek roz-
wazan na temat zagrozenia dla ludzkosci ze strony broni masowego razenia w ogole,
a w szczegolnosci bojowymi $rodkami trujacymi (BST) — konkretnie catej rodziny
substancji nazywanych Nowiczokami, a ktére w nomenklaturze wojskowej okresla
sie nazwa kodowg - substancje A [5, 6].



NOWICZOK(I) I SUBSTANCJE A 727

1. BRON MASOWEGO RAZENIA

Terminem bron masowego razenia (ang. Weapons of Mass Destruction,
WMD) okresla sie niekonwencjonalne $rodki bojowe o potencjalnej sile razenia
umozliwiajgcej spowodowanie masowych zgondw i zniszczen w zaatakowanej popu-
lacji i / lub na atakowanym obszarze. Broi masowego razenia wykazuje réwniez
destrukcyjne oddzialywanie na srodowisko naturalne, w ktorym jest umiejscowiony
przeciwnik i jego $rodki do prowadzenia walki zbrojnej. Bron masowego razenia,
ze szczegdlnym uwzglednieniem broni jadrowej, ktdra nie jest tematem niniejszego
artykutu, to wspdlczesnie najgrozniejszy ze srodkéw do prowadzenia walki zbroj-
nej. Bron ta moze by¢ uzyta przez sily zbrojne panstw nig dysponujacych, a takze,
co budzi szczegdlny niepokdj spolecznosci miedzynarodowej, przez podmioty
pozapanstwowe, w tym ponadpanstwowe organizacje terrorystyczne. Proliferacja
(rozprzestrzenianie) broni masowego razenia jest obecnie jednym z najwiekszych
zagrozen dla bezpieczenstwa miedzynarodowego.

Nazwa bron masowego razenia wskazuje, ze moze ona by¢ przyczyng znisz-
czen na wielka skale, znacznie wieksza niz w przypadku atakéw konwencjonalnych.
W szczegdlnosci uwaga ta dotyczy broni atomowej (w waskim rozumieniu, tzn.
wykorzystujgcej energie reakcji rozpadu lub syntezy jadrowej), prowadzacej, oprocz
diugotrwatych nastepstw w postaci skazenia radioaktywnego, do natychmiasto-
wych i masowych zniszczen. Rowniez wykorzystanie pozostalych rodzajow BMR,
a przynajmniej niektorych ze srodkéw do nich zaliczanych, przy odpowiednim
przeprowadzeniu ataku i optymalnych warunkach zewnetrznych (np. pogodowych)
mogloby oznacza¢ tysiace ofiar $miertelnych oraz, podobnie jak w przypadku broni
jadrowej, skazenie zaatakowanego terytorium. Jeden z rodzajéw broni masowego
razenia, a konkretnie bron chemiczna bedzie przedmiotem dalszych rozwazan.

2. BRON CHEMICZNA

Bron chemiczna nie jest nowym rodzajem broni, gdyz uzywana jest od poczat-
kéw istnienia ludzkosci. Pierwsze historyczne dane dotyczace uzycia substancji
chemicznych na polu walki pochodza sprzed ponad 4000 lat. Wéwczas na wojnach
toczacych sie w starozytnych Indiach uzywano toksycznych dyméw powodujacych
sennos$¢, ktdre mozemy zakwalifikowaé do pierwszych na swiecie srodkéw oddzia-
tywujacych na psychike 6wczesnych uczestnikow walki [6].

Rozwdj i uzycie broni chemicznej, na najwigksza skale, mialo miejsce podczas
I Wojny Swiatowej. Te wojne uwaza si¢ za czas, w ktérym w arsenatach szeregu
panstw pojawila si¢ brot masowego razenia, w jej wspoélczesnym, zgodnym z przy-
toczong uprzednio definicjg, rozumieniu. Zgodnie, z tym, w ujeciu szczegdétowym,
termin bron chemiczna oznacza nizej wymienione, wystepujace razem lub oddziel-
nie [1, 4, 5]:
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1. toksyczne zwigzki chemiczne okreslane jako bojowe srodki trujgce i ich pre-

kursory;

2. amunicje i urzadzenia specjalnie zaprojektowane dla spowodowania §mierci

lub innej szkody poprzez toksyczne wlasciwosci zwiazkéw chemicznych -
BST uwalnianych w rezultacie zastosowania takiej amunicji i urzadzen;

3. wszelki sprzet specjalnie zaprojektowany do uzycia w bezpo$rednim

zwigzku z zastosowaniem amunicji i urzadzen okreslonych powyze;.

Dla uproszczenia mozna zalozy¢, ze bron chemiczna to substancja chemiczna
i srodek stuzacy do jej dostarczenia do celu. Z tym wiaze si¢ kryterium ogdlne stu-
zgce klasyfikacji amunicji chemicznej. Jezeli amunicja przenosi do celu bojowy sro-
dek trujacy to méwimy o amunicji unitarnej. W przypadku wypelnienia amunicji
prekursorami bojowego srodka trujacego, z ktorych jest on syntezowany w wyniku
reakcji chemicznej, podczas pokonywania drogi do celu, méwimy o amunicji binar-
nej. Amunicja binarna w duzym uproszczeniu skfada si¢ z pojemnika podzielonego
na dwie cze$ci, w ktdrych umieszczone sg malo toksyczne substancje chemiczne
bedace substratami (prekursorami) bojowych $rodkéw trujacych. Proces syntezy
BST w binarnej amunicji chemicznej trwa w trakcie dostarczania jej do celu. W celu
wymieszania substratéw w pojemniku moga by¢ zainstalowane np. mieszadta poru-
szane silnikiem elektrycznym, ktére ulatwiaja przereagowanie prekursoréw. Tego
typu amunicja ma posta¢ pociskdw artyleryjskich, gtowic rakietowych, bomb lot-
niczych, itp. Od 1969 do poczatku lat dziewigédziesigtych tego typu amunicja ela-
borowana FOST (sarinem, VX) znajdowala sie takze w wyposazeniu armii Stanéw
Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej i innych adwersarzy po stronie wolnych naro-
dow. Prekursory BST sa z reguly znacznie mniej niebezpieczne niz same bojowe
srodki trujace i zwykle trwalsze. Dlatego zastosowanie tego typu technologii znacz-
nie ulatwia postugiwanie si¢ amunicjg chemiczng i umozliwia wydluzenie okresu
ich przydatnosci do bojowego zastosowania. Istnieje jednak istotna niedogodnos¢
podczas stosowania amunicji binarnej, polegajaca na tym, ze niewlasciwe dobranie
technologii moze powodowa¢ otrzymanie BST o nie do konca pozadanych wlasci-
wosciach fizykochemicznych [6].

Amunicj¢ chemiczng i przyrzady do wytwarzania w $rodowisku pola walki
postaci uzytkowej bojowych srodkéw trujacych, z wojskowego punktu widzenia,
klasyfikuje si¢ wedlug réznych kryteriéw. Najczesciej do kryteriow tych naleza:
krotnos¢ uzycia, sposob dyspersji bojowego $rodka trujgcego, rodzaj $rodka
przenoszenia BST do celu, czy zasada dzialania. I tak, ze wzgledu na krotnos¢
uzycia wyrozniamy amunicje chemiczng jednokrotnego uzycia (bomby, glowice
rakiet, pociski artyleryjskie i fugasy) i wielokrotnego uzycia (generatory aerozoli
i przyrzady wylewcze). Ze wzgledu na sposob dyspersji BST wyrdznia sie amunicje
i przyrzady wywarzajace pare, aerozol lub krople $rodka trujacego, a ze wzgledu na
zasade dzialania - na $rodki przenoszenia broni chemicznej do celu odpowiednio:
wybuchowe i nie wybuchowe.
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Wedtug pogladéw wojskowych bron chemiczna jest przeznaczona do razenia
wojsk, utrudnienia wykorzystania terenu, uzbrojenia i sprz¢tu bojowego oraz tech-
nicznych $rodkéw materialowych stuzacych do prowadzenia walki zbrojne;.

3. BOJOWE ZASTOSOWANIE BRONI CHEMICZNE]

W Wojsku Polskim przygotowanie do przetrwania ataku BMR, okresla sie jako
realizacje przedsiewziec¢ obrony przed bronig masowego razenia. I opiera si¢ ono na
wiedzy na temat zasad jej uzycia. Bron chemiczna wedlug pogladéw specjalistow
zajmujacych si¢ obrong przed bronig masowego razenia moze zosta¢ uzyta kilkoma
sposobami. Tak wiec bron chemiczna, a w szczegolnosci bojowe srodki trujace stu-
zace do eliminacji sity zywej przeciwnika sg projektowane w taki sposob zeby [8]:

a) ulegaly technologicznie latwemu do realizacji rozproszeniu w dawkach tok-
sycznych na terenie zajetym przez przeciwnika;

b) utrzymywaly sie przez czas wystarczajaco dlugi dla skutecznego porazenia
celow;

c) powodowaly $mier¢ lub obezwladnienie celow;

d) byly podatne na znajdujace si¢ w wyposazeniu sit zbrojnych dysponenta
broni chemicznej (czyli strony stosujgcej t¢ bron) srodki do likwidacji ska-
zen w celu usuwania zagrozenia dla wojsk (i ludnosci cywilnej) po opano-
waniu obszaru stosowania.

Uzycie broni chemicznej jest mozliwe wedltug kilku metod (schematéw) poste-
powania, ktére wymagaja odmiennego przygotowania bojowych srodkéw trujacych
przez dysponenta broni chemicznej, a s3 one nastgpujace:

1. Strategiczne albo obszarowe zastosowanie broni chemicznej podczas kto-

rego:

a)

b)

Strona atakujaca przygotowuje uzbrojenie zdolne do przenoszenia jej
na znaczne odleglosci od wiasnych sit zywych, bezposrednio w glab
terenu zajetego przez przeciwnika (na glebokie zaplecze obszaru pro-
wadzenia walki zbrojnej przez wojska znajdujace si¢ w stycznosci).
W tym celu bojowe $rodki trujace sa przenoszone przez: glowice
rakiet, pociski artyleryjskie lub bomby lotnicze. Zwykle celem ataku
jest spowodowanie chaosu na terytorium przeciwnika, wiec gestosé
rozproszenia trucizn jest minimalna. Zadaniem jest sprowadzenie na
nieprzygotowang ludnos¢ przeciwnika zagrozenia, ktore przyczyni sie
do powstania paniki i dezorganizacji rytmu Zycia panistwa oraz zaanga-
zowanie znaczacych sil i rodkéw do usuwania skutkow jej zastosowa-
nia.

Strona bronigca sie¢ w sposéb klasyczny umacnia swoje linie obrony
zaporami zlozonymi ze $rodkéw minersko-zaporowych, z ktérych
czg$¢ jest przygotowana do rozpylenia znacznej ilosci bojowych $rod-
koéw trujacych. Celem zastosowania tego rodzaju tzw. zapdr inzynie-
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ryjno-chemicznych jest obezwladnienie calych zwigzkow taktycznych
przeciwnika. Strona pozostajaca w defensywie oczekuje, Ze napastnik
jest przygotowany do realizacji zadan w warunkach zagrozenia i po
wystapieniu skazen. Dlatego uprzednio zgromadzona i przygotowana
do bojowego uzycia ilos¢ i rodzaj BST musi zapewni¢ przelamanie
$rodkéw ochronnych zastosowanych przez prowadzacego natarcie.
Z tego powodu przygotowuje sie wytacznie substancje silnie toksyczne,
o duzej trwatosci w srodowisku i odporne na $rodki stuzace do ich neu-
tralizacji.

2. Taktyczne zastosowanie broni chemicznej, podobnie jak w przypadku stra-

tegicznego, wymaga przeniesienia tadunkéw wypetnionych bojowymi $rod-
kami trujacymi na znaczng odleglos¢ od wlasnych wojsk. Mniejsze obszary
moga by¢ skutecznie atakowane przez zwykle (proste i nieskomplikowane)
samoloty wyposazone w instalacje do rozpylania pestycydéw. Jednak w tym
przypadku aplikowane bojowe $rodki trujgce powinny spowodowaé mak-
symalng liczbe zgonéw w szeregach przygotowanego przeciwnika (tzw.
strat bezpowrotnych) oraz ulega¢ szybkiej neutralizacji w srodowisku pola
walki. Jest to wymaganie zwigzane z koniecznos$cia szybkiego opanowania
(zajecia) terenu przeciwnika — przez wojska dysponenta broni chemicznej,
niemalze natychmiast po wyeliminowaniu sily zywej przeciwnika, wobec
ktdrej jg zastosowano.

. Uzycie broni chemicznej w pomieszczeniach to niezwykle haniebny, nie-

godny moralnie i pozbawiony wszelkiego humanitaryzmu sposéb jej zasto-
sowania. W przeszlosci postuzono si¢ nim w celu eksterminacji znacznych
grup ludnosci, przede wszystkim na terenie Europy w czasie I Wojny Swia-
towej. Zastosowano wowczas trucizny o duzej skutecznosci, fatwo rozpylane
i szybko neutralizowane m.in. wskutek reakeji z wodg. Zapewnialo to moz-
liwos¢ ograniczenia narazenia obstugi komdr gazowych na dziatanie stezen
resztkowych bojowych $rodkéw trujacych. Uzycie bojowych $rodkéw tru-
jacych w pomieszczeniach, do celéw terrorystycznych, jest stosowane przy
oczekiwaniu skutkéw w postaci maksymalnie duzej liczby ofiar ataku, przy
jednoczesnym uzyciu minimalnych ilosci BST. W tym przypadku dokonuje
sie wyboru $rodka trujacego, ktéry powinien uniemozliwia¢ lub powaznie
dezorganizowa¢ prowadzenie akcji ratunkowej wobec porazonych i ran-
nych np. w rezultacie jednoczesnego zastosowania klasycznych materiatéw
wybuchowych. Z powyzszego wynika, ze zastosowane beda wowczas sub-
stancje chemiczne o najwigkszej trwalosci.

4. BOJOWE SRODKI TRUJACE

Podstawowym sktadnikiem broni chemicznej s3 bojowe $rodki trujace, czyli

toksyczne zwigzki chemiczne, ktore ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizyczne i che-
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miczne nadaja sie do militarnego wykorzystania. Dysponent broni chemicznej ocze-
kuje, ze umozliwig one eliminacje¢ sily Zywej przeciwnika poprzez spowodowanie
zgonu lub trwalego okaleczenia wytaczajgcego z walki.

Przy rozwazaniach dotyczacych mozliwosci zastosowania konkretnej substan-
cji chemicznej, jako sktadnika broni chemicznej nalezy rozwazy¢ szereg whasciwosci
fizykochemicznych, ktére pozwolg na spelnienie wymagan stawianych tego typu
substancjom chemicznym. Wtasciwosci te powinny tez spelnia¢ szereg wymagan
taktyczno-technicznych. Nalezy do nich wysoka toksycznos¢, szybkie albo utajone
dziafanie, brak cech organoleptycznych, tatwa przenikalno$¢ przez materialy sto-
sowane w $rodkach ochrony, odpornos¢ na wpltyw czynnikéw atmosferycznych
i chemicznych $rodkéw odkazajacych. Takie substancje chemiczne powinny by¢
odporne na detonacje¢, podwyzszong temperature, dlugotrwale magazynowanie
i powinny by¢ trudno wykrywalne [4-7].

Bojowe $rodki trujgce — opisane zaréwno w miedzynarodowych porozumie-
niach rozbrojeniowych jak i w specjalistycznej literaturze przedmiotu, z zastrzeze-
niem dotyczacym poznanych dotychczas - charakteryzuja si¢ $miertelnym lub co
najmniej wysoce szkodliwym dzialaniem na ludzi, zwierzeta i / lub uprawy roslin.
Stanowia one jak wspomniano uprzednio podstawowy skladnik broni chemicz-
nej. Celem wojskowym zastosowania BST jest skazenie: atmosfery i / lub terenu,
techniki bojowej, obiektéw przemystowych, szlakéw komunikacyjnych, budynkéw,
upraw itp. Daje to mozliwos¢ ograniczenia swobody ruchéw przeciwnika w tere-
nie i wymuszonego wykorzystania okreslonych obszaréw (rejonéw) do realizacji
zadan w czasie walki zbrojnej. BST sa najcze$ciej cieczami i cialami stalymi, rzadziej
gazami, a w stanie bojowym wystepuja w postaci par i aerozoli. Pary ciektych $rod-
kow trujacych sg na ogot ciezsze od powietrza. Prezno$¢ par, lotno$¢, temperatury
wrzenia i krzepniecia BST sg bardzo zréznicowane. Wiekszos¢ srodkow trujacych
dobrze rozpuszcza si¢ w ttuszczach (olejach, smarach) oraz w rozpuszczalnikach
organicznych (alkoholach, dichloroetanie, benzenie). W wodzie rozpuszczaja sie
stabo z kilkoma wyjatkami (m.in.: sarin, cyjanowodor, fluorooctany). Pod wzgle-
dem chemicznym prawie wszystkie BST sa zwigzkami organicznymi, z nielicznymi
wyjatkami [6].

BST nalezg do réznych klas zwigzkéw chemicznych, z czego wynika ich zréz-
nicowana reaktywnos¢ chemiczna. Przewaznie sg to substancje malo reaktywne,
odporne na hydrolize i powoli reagujace z substancjami do likwidacji skazen -
potocznie, lecz niezgodnie z wspolczesna nomenklaturg wojskowa, nazywanymi
odkazalnikami. Wtasciwoséci chemiczne srodkéw trujacych decyduja o sposobach
ich bojowego zastosowania na polu walki, wykrywania, odkazania, a takze wplywaja
na mechanizm ich toksycznego dziafania.

Z powyzszych rozwazan wynika, ze nie wszystkie trucizny moga by¢
wykorzystane jako BST. Zatrucie zywego organizmu nastepuje po wniknieciu
srodka trujacego do jego wnetrza. Drogami wnikania (tzw. wrotami skazenia) moga
by¢: uktad oddechowy, skora, blony $luzowe, przewod pokarmowy i otwarte rany.
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Whasciwosci toksyczne zwiazkéow chemicznych sa zwiazane z budowa ich czaste-
czek, a w szczegdlnosci z wystepowaniem okreslonych, aktywnych grup funkeyj-
nych, tzw. ugrupowan toksoforowych. W wyniku reakeji chemicznej zachodzacej
pomiedzy zwigzkami budujacymi zywy organizm, a $rodkami trujacymi, dochodzi
do powstawania zaburzen niektérych proceséw biochemicznych, na zewnatrz obja-
wiajacych sie, jako obraz zatrucia.

O skutecznosci dziatania $rodka trujacego decyduje dawka. Znane sg rozne
dawki. LD, (ang. Lethal Dose, LD; ac. Dosis Letalis, DL), jest $rednig dawka $mier-
telng, powodujacg zgon 50% zatrutych. ID, (ang. Incapacitating Dose) - to $rednia
dawka powodujaca niezdolno$¢ do walki (zdolnos¢ bojows traci 50% porazonych).
PD,, (ang. Primary Dose) - to $rednia dawka progowa (objawy zatrucia pojawiajq sie
u 50% osob znajdujacych sie w strefie dzialania $rodka trujacego) [9].

Mechanizm toksycznego dzialania zalezy od rodzaju BST i w wielu przypad-
kach nie jest dokladnie znany. Objawy zatrucia, jako zewnetrzna reakcja porazo-
nego organizmu, s3 uzaleznione od rodzaju BST i stanowig kryterium ich toksyko-
logicznej klasyfikacji. Wedlug tej klasyfikacji BST dzieli si¢ na [4-8]:

a) $rodki dziatajace na uklad nerwowy, tzw. paralityczno-drgawkowe, naleza

do nich zwigzki fosforoorganiczne: sarin, soman, V gazy, substancje A;

b) $rodki parzace: iperyt siarkowy, iperyt azotowy, luizyty;

¢) $rodki ogolnotrujace: cyjanowoddr, chlorocyjan;

d) $rodki duszace: fosgen, dwufosgen;

e) $rodki tzawigce i draznigce: chloroacetofenon, adamsyt;

f) srodki psychotoksyczne;

g) toksyny.

Podziat BST umozliwia okreslenie $srodkéw i sposobéw stuzacych do leczenia
porazonych, a takze utatwia prace nad sposobami ochrony i obrony przed nimi.

Powyzsza klasyfikacja nie jest w wielu przypadkach jednoznaczna, poniewaz
niektére BST charakteryzuja si¢ kompleksowym oddzialtywaniem toksycznym na
organizm czlowieka np.: iperyty i luizyty oprocz dzialania parzacego wykazuja
dziatanie ogdlnotrujace. Z kolei srodki 1zawigce i draznigce sg nieco mniej trujace
i stuza do utrudnienia prowadzenia walki zbrojnej lub jedynie chwilowego obez-
wladnienia przeciwnika. Tak wiec $rodki lzawigce i draznigce powoduja szybkie
podraznienie o$rodkéw czuciowych i powoduja ucigzliwe efekty fizjologiczne,
ktore zanikajg szybko po ustaniu narazenia. W niskich stezeniach powoduja silne
pieczenie oczu i silne Izawienie. W wigkszych stezeniach powoduja podraznienie
skory i ukladu oddechowego. Moga wywolywa¢ nudnosci i wymioty. Istniejg duze
podobienstwa ich dziatania do srodkéw stosowanych w czasie pokoju, w celu egze-
kwowania prawa. Srodki te draznig uktad oddechowy, powoduja tzawienie, piecze-
nie oczu, gwaltowny kaszel, kichanie, nudnosci i uczucie ogélnego dyskomfortu.
I w tym przypadku, w odniesieniu do zdrowych ludzi objawy narazenia ustepuja po
kilkudziesieciu minutach, nie pozostawiajac trwatych obrazen.
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Z wojskowego punktu widzenia BST klasyfikuje si¢ przyjmujac za podstawe
ich wlasciwosci bojowe. Ze wzgledu na charakter porazenia sily zywej przeciwnika
wyszczegdlnia sie: usmiercajace (letalne) BST, ktdre powodujg zatrucie $miertelne
lub wymagajace dtugotrwalego, specjalistycznego leczenia porazonych (sarin, VX,
substancje A, fosgen, cyjanowodoér); obezwladniajace BST, powodujace przejsciowa
niezdolno$¢ do walki w okresie kilku godzin do kilku dni (psychotoksyczne BST);
nekajgce BST, ktore utrudniajg przeciwnikowi prowadzenie dziatan bojowych zmu-
szajac go do uzycia srodkéw ochrony przed skazeniami, nie stwarzajac praktycznie
niebezpieczenstwa zatru¢ $miertelnych.

Powyzszy podzial nie jest precyzyjny, poniewaz charakter porazenia pozostaje
w Scistym zwigzku z wchlonigty dawka. I tak np. iperyty przy wyzszym stezeniu lub
wyzszej gestosci skazenia mogg powodowac porazenie $miertelne, natomiast niskie
stezenia sarinu lub cyjanowodoru moga powodowac¢ jedynie okresowe obezwlad-
nienie sity zywej. Ze wzgledu na czas wystapienia objawdw porazenia BST dzieli si¢
na: szybko dziatajace, ktorych skutek dzialania wystepuje natychmiast lub najwyzej
po kilku minutach od wchloniecia BST (sarin, VX, cyjanowodér, draznigce BST);
wolnodziatajace, ktorych objawy dziatania wystepuja po tzw. okresie utajonego
dziafania (fosgen, iperyty, niektore psychotoksyczne BST) [9].

Niezwykle wazna wlasciwoscig BST jest czas ich toksycznego dzialania w tere-
nie. Z tego punktu widzenia wyrdznia si¢: nietrwale BST, utrzymujace si¢ w terenie
kilka do kilkudziesieciu minut (fosgen, cyjanowoddr, sarin w warunkach letnich);
trwale BST, ktore zachowuja dziatanie razace przez okres od kilku godzin do kilku
tygodni (VX, prawdopodobnie substancje A, soman, iperyty). Czas razacego dziala-
nia zalezy od warunkéw meteorologicznych.

W armiach panstw NATO bojowe $rodKki trujace dzieli si¢ na nastepujace grupy:

I. etatowe - $rodki trujace produkowane wylacznie do celéw militarnych
i wowczas bedace w wyposazeniu wojsk (VX, sarin, iperyt siarkowy, adam-
syt, chloroacetofenon, CS, BZ i inne);

II. rezerwowe, czyli $rodki trujace, ktére produkuje si¢ na skale przemystowa
do celéw niewojskowych np. jako poétprodukty w przemysle chemicznym
(fosgen, cyjanowodor, chlorocyjan, niektdre zwigzki arsenu);

II1. warunkowo etatowe, czyli substancje, ktdre produkuje si¢ w niewielkich
ilosciach ze wzgledu na wysoki koszt produkeji, badz ktorych produkeja
przemyslowa nie jest jeszcze mozliwa (niektdre toksyny i srodki psychotok-
syczne, dywersyjne BST).

Rezerwowe i warunkowo-etatowe BST okresla si¢ w terminologii wojskowe;

jako potencjalne BST.
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5. FOSFOROORGANICZNE BOJOWE SRODKI TRUJACE (FOST)
KLASYCZNE

To bez watpienia najbardziej $miercionosne bojowe srodki trujgce sposrdd sub-
stancji chemicznych wytwarzanych na skale przemystowa. Ich produkcja rozpoczeta
sie jeszcze podczas II wojny $wiatowej, a sumaryczna masa zapasow w arsenatach
przypuszczalnie osiggneta podczas zimnej wojny okolo 50 000 ton i byla to ilo§é
wystarczajaca do wielokrotnego usmiercenia calej populacji ludzkiej. Fosforoor-
ganiczny ST o nazwie tabun byl podczas I1 Wojny Swiatowej produkowany przez
Anorgana GmbH w Dyhrenfurth, obecnie Rokita w Brzegu Dolnym. Przy jego pro-
dukcji, jako wiezien, zatrudniony byl dr Andrzej Waksmundzki, p6zniej profesor,
wybitny chemik analityk. Substancje fosforoorganiczne ulegaja w srodowisku szyb-
kiemu rozkladowi, jednak produkty ich hydrolizy réwniez sg toksyczne, co wynika
z ich przynaleznosci do grupy neurotoksyn, czyli substancji umozliwiajacych
zablokowanie czynno$ci ukladu nerwowego organizmu zywego. Z powodu obja-
wow zatrucia okreéla si¢ je mianem substancji (gazéw) paralizujacych. Do grupy
fosforoorganicznych bojowych §rodkéw trujacych nalezy zaliczy¢ takze Nowiczoki,
czyli wszystkie substancje o kodowej nazwie A. Pojawily si¢ one w arsenale Zwigzku
Socjalistycznych Republik Sowieckich (ZSRS) okoto roku 1988 [4-5].

Wiréd fosforoorganicznych bojowych srodkéw trujacych (tzw. klasycznych
gazow paralizujgcych) wyrdznia si¢ dwie gtéwne grupy: zwiazki G (G-gazy) i zwigzki
V (V-gazy).

Zwigzki V charakteryzuja, w stosunku do zwigzkéw grupy G, wyzsze tempe-
ratury wrzenia i mniejsza lotno$¢, co powoduje ich wigkszg trwatos¢ w srodowisku
pola walki. Uznawane sg za szczegdlnie niebezpieczne z powodu toksycznosci kon-
taktowej, jednak gdy wystepuja w postaci gazowej sa co najmniej dwa razy silniej
trujgce niz np. sarin. Z tego wynika, ze nawet najmniejsza ilos¢ zwiazku chemicz-
nego z grupy V-gazéw w powietrzu jest ekstremalnie niebezpieczna. Nie s3 one
pomimo nazwy gazami - majg posta¢ cieczy w temperaturze otoczenia. Moga
by¢ wchlaniane przez kazda cze$¢ ciala oraz penetrujg zwykle tkaniny odziezowe.
Ponadto efekt toksyczny podlega kumulacji, wiec powtarzajaca sie ekspozycja na
niskie dawki moze doprowadzi¢ do zatrucia. Podanie cztowiekowi kilku miligra-
moéw trucizny z tej grupy moze spowodowac zgon w czasie kilku minut, a mniejsze
dawki sg zdolne do cze$ciowego porazenia zywego organizmu, co stanowi zagroze-
nie dla zdrowia, a w dtuzszym czasie nawet dla Zycia.

Najbardziej znane przypadki ciezkiego rozstroju zdrowia po przyjeciu zni-
komych dawek trucizn fosforoorganicznych dotyczg, wedlug niektérych niepo-
twierdzonych (lub budzacych watpliwosci) zrodel, tzw. syndromu wojny w Zatoce
Perskiej. Syndrom ten obejmuje szereg nieuleczalnych schorzen neurologicznych
oraz nowotworowych, ktdre przypisuje si¢ dtugotrwalemu narazeniu na mate dawki
FOST. Dziesiatki tysiecy weteranow ucierpialo po narazeniu na FOST spowodowa-
nym przypadkowymi emisjami podczas ich unieszkodliwiania i niszczenia podczas
wyburzania sktadéw broni chemicznej. Fosforoorganiczne bojowe srodki trujace sa
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znacznie bardziej trujace niz inne bojowe $rodki trujace, nawet w niskich dawkach,
w tym podprogowych, o czym w dalszej cz¢sci niniejszego artykutu.

6. TOKSYCZNOSC FOST

Wszystkie fosforoorganiczne bojowe $rodki trujgce, zaréwno typu V jak i G,
wywoluja taki sam efekt toksyczny. W organizmie zywym enzym acetylocholino-
esteraza (AChE) przylacza sie do neuroprzekaznika - acetylocholiny (ACh) i powo-
duje jego hydrolize, co pozwala na odblokowanie punktu receptorowego neuronu:

Po intoksykacji czasteczka gazu paralizujacego przytacza sie do AChE i blo-
kuje jego centrum aktywne, a wiec mozliwos¢ katalizowania reakcji rozkladu ACh.
W efekcie ACh nie ulega hydrolizie, a jej nadmierne nagromadzenie si¢ powoduje
nadpobudliwo$¢ organéw (narzadéw i tkanek) organizmu, ktére sa stymulowane
przez neurony kontrolowane przez acetylocholing. Ludzie zatruci FOST wykazuja
nastepujace objawy: zwezenie zrenic (mioze), katar, ucisk w klatce piersiowej, zabu-
rzenie widzenia, nudnosci, wymioty, skurcze, $linotok, potliwos¢, sennos¢, rozko-
jarzenie, trudnoséci z oddychaniem, duszno$¢, drzenie, oszotomienie, konwulsje
i $pigczka [10].

Czasteczki FOST po kontakcie z oczami powodujg zwezenie Zrenic, jako bez-
posredni miejscowy objaw narazenia na substancj¢ zdolng do zablokowania AChE
we krwi, czyli miozg. Taka reakcja czesto wystepuje razem z uciskiem w klatce pier-
siowej i katarem. W przypadku braku kontaktu FOST z oczami mioza jest ostatnim
przed zgonem objawem narazenia na niego. Narazenie na toksyczne dawki gazow
paralizujacych moze spowodowaé gwaltowne wydzielanie §luzu w oskrzelach, iza-
wienie, wyprdznianie jelit, obfite pocenie si¢, zwezenie Zrenic, skurcz oskrzeli i jelit,
czestoskurcz serca, drzenie i skurcze miesni, ostabienie, paraliz, utrate Swiadomosci,
konwulsje, zanik akcji oddechowej i $mier¢. Narazenie na FOST wywoluje, w bez-
posredniej zaleznos$ci od wchtonietej do organizmu dawki, trzy typy reakeji toksycz-
nych w zwigzku z zaburzeniem aktywnosci acetylocholinoesterazy: muskarynowa,
nikotynowa i centralnego ukladu nerwowego; ktore mozna opisa¢ nastepujaco [9]:

1. Reakcja muskarynowa (muskarynowy efekt toksyczny) ma miejsce w ukla-

dzie nerwowym przywspoétczulnym, co powoduje w zaleznosci od wchto-
nietej dawki odpowiednio: zapalenie spojowek, zwezZenie Zrenic, utrate ako-
modacji oczu, wysiek z nosa, gwaltowne wydzielanie §luzu w oskrzelach,
skurcz oskrzeli, utrate apetytu, wymioty, skurcze jelit, pocenie sie, biegunke,
slinotok, bradykardie, spadek ci$nienia krwi.

2. Nikotynowa reakcja zachodzi w uktadzie nerwowym wspotczulnym i soma-

tycznym, co powoduje drzenie i paraliz mie$ni.



736 M. KLOSKE

3. Reakcja centralnego ukladu nerwowego objawia si¢ charakterystycznym
stanem splgtania (amencji), utratg refleksu, stanami lekowymi, zaburze-
niami mowy, drazliwoscig, zapominalstwem, depresjg, brakiem rozsadku,
zmeczeniem, bezsennoscig, ustaniem akcji oddechowej i $miercig.

Narazenie zolnierzy i ogoétu populacji, w czasie dziatan zbrojnych na niskie
stezenia substancji fosforoorganicznych moze prowadzi¢ do chronicznych choréb
neurologicznych, a w szczegélnosci do wystepowania odfozonych w czasie (op6z-
nionych) neuropatii. Mozna je zaobserwowac¢ tez, w czasie pokoju, jako np.: skutki
narazenia na duze dawki lipidofilowych pestycydéw stosowanych w agrotechnice.

Nie tylko FOST, ale takze pozostale substancje fosforoorganiczne zostaly ziden-
tytikowane, jako powodujace opdznione zatrucia neurologiczne, objawiajace sie
w postaci ataksji (odruchéw mimowolnych), neuropatii (ostabienie motoryki ciala)
i paralizu. Opisano je, jako zesp6! chorobowy znany pod nazwa podzna neuropatia
indukowana organofosforanami (ang. organophosphate-induced delayed neuropathy,
OPIDN). Symptomatologia OPIDN obejmuje zaburzenia ruchowe (niedowtady)
i czuciowe (parestezje), zwlaszcza w obrebie konczyn dolnych. Sg one zwigzane
z postepujacymi zmianami zwyrodnieniowymi w nerwach czuciowych i ruchowych
wskutek uposledzenia transportu aksonalnego a ich objawy wystepuja po uplywie
kilku tygodni od zatrucia. Powrét do zdrowia moze trwac lata i jest czesto niepelny.

Dodatkowo odnotowano réznorodne dysfunkcje osrodkowego ukladu nerwo-
wego, dla ktérych brak jednolitego wspolnego terminu. Czasem okresla si¢ je mia-
nem chronicznej neurotoksycznosci po zatruciu pestycydami fosforoorganicznymi
(organophosphorus ester — induced chronic neurotoxicity, OPICN), ktora charaktery-
zuje sie wystepowaniem roznorodnych zaburzen, zwlaszcza w sferze emocjonalne;j
(labilno$¢ emocjonalna, stany depresyjne, drazliwos¢) i poznawczej (uposledzenie
pamieci, kfopoty z koncentracja uwagi) [11]. Istnieje podobienstwo symptomato-
logii OPICN do symptomatologii zespotu stresu pourazowego (postraumatic stress
disorder, PTSD). Zaburzenia te utrzymuja si¢ przez lata, a ich mechanizm pozostaje
nieznany, jednakze wydaje sie, ze OPICN jest nastepstwem interakeji trucizn fosfo-
roorganicznych z AChE [11].

Do reaktywacji AChE stosowane s3: atropina i zwiazki nalezace do grupy
oksymow: chlorek pralidoksymu, chlorek obidoksymu, chlorek azoksymu. Oksymy
przywracaja funkcjonowanie AChE przez usuniecie grupy fosforylujacej seryne
w centrum aktywnym enzymu.

7. ZBROJENIA NIEKONWENCJONALNE W ZSRS I ROSJI A ROZBROJENIE
CHEMICZNE

Poczatki sowieckich prac nad zastosowaniem trucizn do zwalczania przeciwni-
kow politycznych sa powigzane z tajnymi stuzbami. Stuzby te realizowaty projekty
okreslane, jako: Laboratorium 1, Laboratorium 12 i Komdrka. Laboratoria te byly
jednostkami badawczymi w strukturze organdw bezpieczenstwa panstwowego ZSRS
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i stanowity cze$¢ dzialu operacyjnego, zajmujacego si¢ badaniami nad truciznami,
a ich wplyw na ludzi i sposoby ich zastosowania przetestowano na wi¢zniach.

Kompleksowe badania nad bronig chemiczng w ZSRS zapoczatkowata wspol-
praca z Republika Weimarska w latach 20. ubieglego stulecia. Owczesne Niemcy
famigc ograniczenia traktatu wersalskiego w zakresie zbrojen zawarly porozumie-
nia, na mocy ktérych wybudowano tajne o$rodki naukowo - badawcze i komple-
mentarne do nich poligonowe osrodki szkolenia, a wiec odpowiednio: chemiczne,
pancerne i lotnicze [6].

W 1924 r. rozpoczeto budowe niemiecko-sowieckiego centrum broni che-
micznej Tomka. Zostal on uruchomiony w 1926 r., w 1928 r. powstata miejscowos¢
Tomka. Po wycofaniu si¢ Niemcow ze wspolpracy w 1933 roku nadal kontynuowano
prace nad rozwojem broni chemicznej. W czasach zimnej wojny liczba mieszkan-
cow miasta osiggata 12 000+15 000, a personelu wojskowego nawet do 60 000.

Po II wojnie $wiatowej dzialaly dwa o$rodki broni chemicznej: Szychany-1
pracujgce oficjalnie dla Panstwowego Instytutu Technologii Syntezy Organicznej
podlegajacego Ministerstwu Przemystu i Szychany-2, gdzie dzialalo laboratorium
badawcze i poligon do$wiadczalny broni chemicznej. Te zamknigte miasta, nazy-
wane réwniez Wolsk-17 i Wolsk-18, znajdowaly si¢ w odleglosci okolo 4 km od
siebie. W 1992 roku w obu tych lokalizacjach dokonywano oficjalnie zniszczenia
broni chemicznej, jednak w 1997 roku prezydent Borys Jelcyn oglosil je miastami
zamknietymi, utajniajac charakter prowadzonej tam dzialalnoséci - co wzbudzito
oczywiste, w takim wypadku podejrzenia i zainteresowanie Zachodu.

Szychany-1, obok Nowoczeboksarska i Wolgogradu, byly gléwnymi osrod-
kami badawczymi broni chemicznej w ZSRR, podczas gdy Szychany-2 i Turkus
w Kazachstanie byly najwazniejszymi poligonami do$wiadczalnymi. W osrodku
Szychany-2 wedlug oficjalnych doniesien strony rosyjskiej aktualnie prowadzone sg
jedynie badania nad sposobami wykrywania i sposobami ochrony przed bojowymi
srodkami trujacymi. Nad zagadnieniami tymi pracuje bardzo intensywnie takze
rosyjska Akademia Wojsk Chemicznych (ros. Boennas axademus paouayuonHotl,
Xumuueckoti u buonoeuveckoii saugumot umenu Mapuwana Cosemckozo Corosa C. K.
Tumouwenxo).

W miescie Szychany-1 i -2 znajduja si¢ m.in.: Naukowo-Badawczy Instytut
Radiacji i Obrony Chemicznej i Biologicznej NII RChBZ (ros. H/J PXb3, HayuHo-
uccnedosamenvckuti uncmumym Paduayuonnoii Xumuueckoii u buonozuueckot
3awsumot), 1 Mobilna Brygada RChBZ (RChBZ to specjalny rodzaj wojsk w Sitach
Zbrojnych Federacji Rosyjskiej, przeznaczony do ich ochrony przed bronig maso-
wego razenia), baza serwisowa RChBZ, szychanski poligon testéw chemicznych,
szpital wojskowy i poliklinika. Wiele poszlak wskazuje na te lokalizacje, jako miejsce
badan poligonowych Nowiczokdw.

Zakonczenie zimnej wojny i rozpad ZSRS dawal nadzieje na utrwalenie $wia-
towego pokoju, ktdra powoli, ale systematycznie zanika. Pod koniec XX wieku roz-
poczal sie proces rozbrojenia i zmniejszania zasobdw broni masowego razenia. Z
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panstw posiadajacych bron chemiczna najwigkszy arsenal posiadat Zwigzek Socjali-
stycznych Republik Sowieckich. Kraj ten zadeklarowal posiadanie 40 000 ton broni
chemicznej, ktora byla w przesztosci rozmieszczona w 8 obiektach: Gorny (obwdd
Saratowo, okolo 2,9% deklarowanych zapaséw masowych), Kambarka i Kiznerze
(Republika Udmurdzka, z odpowiednio: 15,9% i 14,2%), Leonidowka (obwdd Penza
z 17,2%), Maradikowski (obwod Kirow z 17,4%), Poczeb (obwodd Briansk z 18,8%)
i Szczaczije (obwdd Kurgan - 13,6%). Okoto 7500 ton deklarowanych zapaséw,
ktére byly zmagazynowane w Gornym i w Kambarce, stanowily gazy parzace (ipe-
ryt siarkowy, mieszanina iperytu siarkowego i luizytu). Pozostalte zapasy zawieraly
trzy fosforoorganiczne bojowe $rodki trujace: gléwnie sarin, a takze soman i V-gaz,
ktorymi napeiniono w przyblizeniu okolo 4 do 4,5 milionéw sztuk amunicji che-
micznej réznego rodzaju.

Rozbrojenie Rosji przez zniszczenie broni chemicznej i neutralizacje posia-
danych zasobéw broni chemicznej wymagalo nie tylko zaangazowania zasobow
panstwa rosyjskiego, ale i pomocy miedzynarodowej. Rosja niszczyla zasoby BST
stosujac technologie opartg na procesie neutralizacji opracowanym m.in. przez Pan-
stwowy Instytut Badawczy Chemii Organiczneji Technologii (ros. Iocydapcmesentuiii
HAY4HO-UCCTIE008aMENbCKUTL UHCIMUMYM  0peAHUYECKOTi XUMUU U 1MexXHOI02UU
-- QI'VII TocHUMOXT / GosNIIOKiT), co jest istotne z punktu widzenia dalszych
rozwazan dotyczacych Nowiczokow [2].

Rosja wywigzala sie ze swoich zobowigzan traktatowych, niszczac 1% swoich
srodkéw chemicznych w terminie okreslonym w konwencji o zakazie broni che-
micznej na rok 2002, ale zwrdcila si¢ 0 pomoc techniczng i finansowa oraz prze-
diuzenie termindw w kolejnych latach, w tym w 2004 i 2007 r., oficjalnie ze wzgledu
na srodowiskowe wyzwania zwiazane z procesem niszczenia srodkéw chemicznych.
Ta procedura przedtuzenia, okreslona w traktacie, zostala zastosowana takze przez
inne kraje, w tym Stany Zjednoczone. Przedtuzony termin catkowitego zniszcze-
nia (kwiecien 2012 r.) nie zostal takze dotrzymany. Do pazdziernika 2011 r. Rosja
zniszczyta 57% swoich zapaséw. W dniu 27 wrze$nia 2017 r. Organizacja ds. Zakazu
Broni Chemicznej (ang. Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons,
OPCW) oglosila, ze Rosja zniszczyla cale swoje zapasy broni chemiczne;j.

7.1. BOJOWE SRODKI TRUJACE IV GENERAC]I

Do I generacji BST zalicza sie: fosgen, difosgen, chloropikryna, cyjanowodor,
chlorek cyjanu, iperyt siarkowy, iperyt azotowy i luizyty. Do II generacji BST naleza:
tabun, sarin, soman. III generacj¢ BST tworza: VX, VR i estry Tammelina.

Bioragc pod uwage struktury czasteczek zwigzkow chemicznych okreslanych
jako Nowiczoki, mozna przypuszczaé, Ze s3 one owocem tworczego rozwiniecia prac
zapoczatkowanych wlatach 50. ubieglego stulecia. Pomyst opracowania tych nowych,
bardzo toksycznych fosforoorganicznych $rodkéw o dzialaniu paralityczno-drgaw-
kowym miat sie pojawi¢ w Zwigzku Sowieckim po IT Wojnie Swiatowej. W tym czasie
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odkryto zwigzki serii V i tzw. estry Tammelina, czyli (O-(N,N-dialkiloaminoalkilo)-
metylofluorofosfoniany), tj. zwigzki chemiczne o ogolnej strukturze przedstawionej
ponizej, gdzie odpowiednio: R- to: CH,-, C,H.-, (CH,),CH-, CH,CH,CH,-; z kolei n
zawiera si¢ w przedziale od 1 do 5 (najczgsciej n = 2).

Ich odkrywcg w latach 50. XX wieku byl Lars-Erik Tammelin w ramach pro-
gramu badan nad potencjalnymi fosforoorganicznymi bojowymi srodkami tru-
jacymi. Powtorzenie rezultatéw uzyskanych na Zachodzie, pozwolito na podjecie
niezakldconych prac nad IV generacja BST.

Wedlug doniesien Zwigzek Sowiecki i Rosja, ktéra kontynuowala program
zbrojen niekonwencjonalnych, podjety dzialania dotyczace opracowania bojowych
srodkow trujacych IV generacji. Zadania postawione przez najwyzsze wladze przed
naukowcami byly ambitne, ale co nalezy przyzna¢, mozliwe do osiggnigcia. Substan-
cje nalezace do IV generacji BST powinny [5, 6]:

1. by¢ niewykrywalne przy uzyciu standardowych urzadzen do wykrywania
substancji chemicznych armii panstw NATO, znajdujacych sie w ich wypo-
sazeniu w lat 70. i 80. ubieglego stulecia;

2. umozliwia¢ przenikniecie do wnetrza organizmu zolnierza strony przeciw-
nej pomimo zastosowania indywidualnych $rodkéw ochrony przed ska-
zeniami, w postaci filtracyjnej maski przeciwgazowej i specjalnej odziezy
ochronnej;

3. by¢ bezpieczniejsze niz poprzednie generacje BST podczas: sktadowania
i przygotowania do bojowego zastosowania;

4. nie wystepowaé w odpowiednich wykazach (takze prekursoréw) Konwencji
0 Zakazie Broni Chemicznej.

Te wymagania sg prawdopodobnie spetniane przez grupe fosforoorganicz-
nych zwigzkéw chemicznych nazywanych ogdlnie Nowiczok, moga by¢ stosowane
w amunicji chemiiczne;j.

Nowe rodzaje fosforoorganicznych bojowych srodkow trujacych IV generacji
zostaly prawdopodobnie opracowane jako fluorofosfoniany i fluorofosforany zawie-
rajgce fragmenty amidyny i guanidyny przedstawione we wzorach:
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amidyna - po lewej stronie i guanidyna - po prawej stronie. We wzorach zastoso-
wano nastepujgce oznaczenia: X = F lub S-alkil, R1 = O-alkil (pochodna fosforanu)
lub alkil (pochodna fosfinianu); R, R,, R,, R, = H, alkil, fenyl, -CN. Inng struktura
Nowiczoka moze zawiera¢ fragment formaldoksymu (oksymu formaldehydu):

gdzie:

X toF;

X, - dowolny fluorowiec, -CF,NO,, -CN;

X, — dowolny fluorowiec, -CN;

R - O-alkil (pochodna fosforanu) lub alkil (pochodna fosfinianu).

Ze wzgledu na zastosowanie pochodnych formaldoksymu nalezy wspomnie,
ze pod koniec XX wieku, niemiecka firma Bayer, opracowala fosforoorganiczny
pestycyd o nazwie handlowej Phoxim:, ktdrego uzycie w rolnictwie zostalo zakazane
w 2007 r., ze wzgledu na silne wlasciwosci toksyczne.

AN

Zwigzki chemiczne majgce powyzsze wzory zostaly opracowane w ramach pro-
gramu Foliant.

7.2. PROGRAM FOLIANT

Tajny program badawczy dotyczacy broni chemicznej o kryptonimie FOLIANT
rozpoczal si¢ okolo roku 1967 i byl kontynuowany w pdzniejszych latach. Jego celem
byt rozwoj sowieckiej broni chemiczne;j.

Istnieja pewne poszlaki $wiadczace, ze na opracowanie Nowiczokéw w ramach
programu FOLIANT, istotny wptyw mogta mie¢ dezinformacja operacyjna tajnych
stuzb USA wobec ZSRS, dotyczgca tajnego amerykanskiego programu zbrojen nie-
konwencjonalnych, w wyniku ktérego rzekomo otrzymano nowy BST z rodziny
FOST o nazwie kodowej GJ. Wtedy w ZSRS podjeto prace majgce na celu powto-
rzenie wynikéw naukowcéw zachodnich. Dopiero w latach 70. XX wieku po uwol-
nieniu odpowiednich zasobéw naukowo-technicznych kompleksu przemystowego
(chemicznego) przystapiono do prac nad IV generacja BST. Tak zostal rozpoczety
na przetomie lat 1973-1974 (wedtug innych Zrédet dopiero w latach 80.) [6] pro-
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gram FOLIANT, ktérego celem bylo opracowanie na potrzeby armii wysokotok-
sycznych srodkdw w postaci broni unitarnej i binarnej, o wspomnianych uprzednio
wlasciwos$ciach, ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwosci ich otrzymywania z
substancji nieobjetych nadzorem miedzynarodowym [6]. Wedlug doniesien litera-
turowych [2, 6] niektore z substancji okreslanych nazwa Nowiczok moga by¢ stoso-
wane w amunicji binarne;j.

Pierwszy jawnie dostepny artykul na ten temat ukazal si¢ w tygodniku
Moskowskije Nowosti (ros. Mockosckue Hosocmu) w 1992 roku, autorstwa dwoch
chemikéw Lwa Fiodorowa i Vila (Wilhelma) Mirzajanowa [6]. Publikacja ukazata
sie w przededniu podpisania przez Rosj¢ konwencji o zakazie broni chemicznej, a jej
tre$¢ byta intrygujaca, bowiem wedlug autoréw rosyjski Kompleks Militarno-Che-
miczny wykorzystywat $rodki otrzymane z Zachodu, w celu realizacji porozumien
rozbrojeniowych; na budowe nowego, znaczaco zmodernizowanego potencjatu do
prowadzenia wojny chemicznej. Autorzy ujawnili swoje informacje rzekomo z tro-
ski o §rodowisko, bowiem ze wzgledu na charakter wykonywanej pracy dokony-
wali pomiaréw poziomow stezen substancji szkodliwych, zaréwno w obiektach, jak
i poza obiektami zwigzanymi z programem zbrojen chemicznych, aby potwierdzi¢,
ze obce agencje wywiadowcze nie wykryja §ladéw produkgji i innej zabronionej
dziatalnosci. Fiodorow i Mirzajanow stwierdzili, Ze poziomy stezen srodowiskowych
$miertelnych substancji byly osiemdziesiat razy wyzsze niz maksymalne bezpieczne
stezenie. Rosyjskie wladze potwierdzily istnienie Nowiczokéw, posrednio, poprzez
aresztowanie i wniesienie oskarzen o zdrade stanu przeciwko autorom.

Wedlug zeznan bieglych, ktérymi byli trzej naukowcy odpowiednio przygo-
towani, przez istniejacy nadal Komitet Bezpieczenstwa Panstwowego (KGB ros.
Komumem eocyoapcmeennoii 6ezonachocmu, KI'B); Nowiczok i inne substancje che-
miczne rzeczywiscie zostaly wyprodukowane, a to prowadzilo wprost do konkluzji,
ze enuncjacje autoréw byly zdradg stanu. Leonid Rink, ktory twierdzit, ze prowadzit
badania doktoranckie na temat Nowiczokéw; posrednio potwierdzil, ze struktury
opisane przez Fiodorowa i Mirzajanowa byly prawidlowe [6]. Co istotne sam Leonid
Rink zostal skazany w Rosji w 1994 roku za nielegalng sprzedaz powyzszej substan-
cji, a to by¢ moze wlasnie ta probka data mozliwos$¢ operacyjnego potwierdzenia
zrodta pochodzenia substancji uzytej do ataku na Skripalow [4-6].

Z blizej nieznanych do dzisiaj przyczyn, tylko Mirzajanow zostal aresztowany
22.X.1992 r. i wystany do wigzienia lefortowskiego, prawdopodobnie za potwier-
dzenie, ze rosyjska generalicja ktamala - i nadal ktamie w kwestii rozbrojenia che-
micznego. Co istotne dla sprawy i badan nad sposobami ochrony przed bronig
chemiczng, Mirzajanow mieszka obecnie w USA, gdzie w 2008 roku wydat autobio-
graficzng ksigzke [2].

W latach 90. niemiecka Federalna Stuzba Wywiadowcza (niem. Bundesna-
chrichtendienst, BND) otrzymala probke Nowiczoka od rosyjskiego naukowca
nieujawnionego z nazwiska, ktora nastepnie zostala przeanalizowana w Szwecji,
wedlug doniesien agencji Reutera z 18.V.2018 roku [12]. Wzdr chemiczny i wlasci-



742 M. KLOSKE

wosci substancji zostaly niejawnie przekazane wybranym zachodnim krajom NATO,
ktére uzywaly jej niewielkich ilosci do badan sprzetu: ochrony przed skazeniami,
wykrywania, likwidacji skazen i testow medycznych $rodkéw ochrony przed ska-
zeniami. O Nowiczoku wspomniano w zgloszonym w 2008 r. patencie na leczenie
zatru¢ zwigzkami fosforoorganicznymi. Badania prowadzone w tym zakresie przez
Uniwersytet Maryland w Baltimore byly wspétfinansowane przez armi¢ amerykan-
ska [5].

W dostepnej literaturze nie ma zgodno$ci w kwestii nazewnictwa srodkéw tru-
jacych znanych jako Nowiczok. Biorgc pod uwage, ze zwiazki te mialy by¢ uzywane
w amunicji binarnej, w publikacjach stosuje si¢ nazwe Nowiczok dla poszczegol-
nych skladnikéw (prekursoréw), jak réowniez dla samych srodkéw paralityczno-
-drgawkowych. Przewaznie terminu Nowiczoki uzywa si¢ zaréwno w nazewnictwie
(nomenklaturze): srodkéw paralityczno-drgawkowych tej grupy, jak i binarnej broni
chemicznej (calego ukladu, w ktdrym $rodek paralityczno-drgawkowy ma dopiero
powstac). Ma to odzwierciedlenie w nazewnictwie prekursoréw majacych w nazwie
pojedyncze cyfry (np. Nowiczok-5 i Nowiczok-7), a takze symbole (m.in. Nowi-
czok# i Nowiczok??). Produkty ich reakcji okreslane sa symbolem ,,A” z trzycyfrowa
liczba (stad nazwa ,,zwigzki serii A”). Poszczegolni autorzy rdznig si¢ w stosowaniu
nazw kodowych poszczegélnych BST z grupy Nowiczokéw [2, 4-6]. W 2018 roku
pojawilo si¢ rowniez okreslenie ,,zwigzki serii N” (ang. N-series agents). Nowiczoki
okresla sie jako bojowe $rodki trujgce czwartej generacji [4-6].

7.3. OTRZYMYWANIE NOWICZOKOW (SUBSTANC]JI A)

Mozliwy schemat przebiegu reakcji syntezy Nowiczokéw o symbolach kodo-
wych: A-230, A-232 i A-234 opisuje Hoenig [4]. W pierwszym etapie reakeji syntezy
powstaje cykliczny ester oksymu, w ktérym atom fosforu jest pigciowigzalny.
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W temperaturze ponizej zera zwigzek ten jest stabilny, jednak podczas ogrze-
wania nastepuje otwarcie pierScienia z przeniesieniem atomu chloru i powstaje
odpowiedni Nowiczok:
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Wydajnos¢ tej reakeji wynosi okoto 30-60%.

Inny mozliwy mechanizm procesu syntezy Nowiczokéw opisano w artykule
[13], w ktorym grupa iranskich naukowcéw wykonala analize spektrometryczng
kilku zwigzkéw. Podstawowym zwiazkiem opisanym w pracy byl analog zwigzku
opisanego przez Mirzajanowa jako Nowiczok A-242 (w poréwnaniu do A-242 mial
on podstawniki metylowe zamiast etylowych przy atomach azotu). Otrzymany
zostal poprzez zmieszanie roztworu difluorku metylofosfonowego w dichloro-
metanie z roztworem tetrametyloguanidyny w trietyloaminie i dichlorometanie.
Calos¢ byla mieszana przez 30 minut w temperaturze 0-5°C, a powstaty osad odfil-
trowano. Scharakteryzowano réwniez kilka pochodnych tego zwigzku, w ktérych
zamiast atomu fluoru podstawione byly grupy O-alkilowe (metylowa, etylowa,
izopropylowa) i O-arylowe (fenylowa i 2,5-dimetylofenylowa). Zostaly one otrzy-
mane poprzez wkraplanie roztworu wczesniej opisanego zwigzku w dichlorome-
tanie do uprzednio przygotowanego roztworu odpowiedniego alkoholu i wodorku
sodu w tym samym rozpuszczalniku, z jednoczesnym mieszaniem przez 2 godziny
w temperaturze 0-5°C. Powstaly osad byl nastepnie odfiltrowany.

| I I
\/ = N N \// )\ P/
— +/ \_» P. P \ /
// /\N N/ /
0 \LH( ] | \ |

Ogdlny schemat reakcji syntezy Nowiczokéw mozna opisac jako reakeje z sub-
stratami, w ktorych fosfor wystepuje na stopniu utlenienia IITi V:
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X NH

. N R2_< x\ /N N\
—_—
1 N—R, T Y Ry
Ry R,

/

X R3

NH R,
R
_{ Con
Ry P X + o F,/ N R
| ST AN 3
X Rs x Ry

W tym schemacie zastosowano nastepujace symbole: dla fosforu na III stopniu
utlenienia X = Cl, F; R = alkil, fenyl, dialkiloamina; R, R, = alkil, -CN; dla fosforu
na V stopniu utlenienia jezeli R, = metyl; X = F; to prekursorem jest difluorek mety-
lofosfonowy (DF):

||:
——P=—0
HaC l

natomiast jezeli R, = metyl; X = CI; to prekursorem jest dichlorek metylofosfonowy
(DC).

c|:|

P—=0
/]
H3C Cl

Inne mozliwosci przeprowadzenia reakcji syntezy przedstawiono na ogdlnym
schemacie (R = H, alkil):
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R R Cl R R Cl
10~ g =

x / F

C|_P —> o —_—
pochodna 2-fluoro-1,3,2-dioksafosfolanu

CH
/CH3 F cl 8
¢ NH <\T m)(
| HO™ " Ch, _ M=o o
P —_ > o~ \O \N Il' o
H3C/\O/ ¢ k /_/ I \
CHs

7.4. STRUKTURA I WEASCIWOSCI NOWICZOKOW

W literaturze nie ma wielu informacji dotyczacych stabilnoséci badz trwalosci
chemicznej zwiazkow z tej grupy. Wiedza na temat sposobdw syntezy Nowiczokow
nigdy nie zostala bezposrednio potwierdzona [4-6]. Podobnie jak w przypadku
wzoréw strukturalnych, z ktérych jedynie znane sg tylko niektdre. I nawet te znane
nie sg potwierdzone. Zwigzki te roznig si¢ od typowych srodkéw paralityczno-
-drgawkowych m.in. brakiem wigzania P-C [1]. Tym samym nie uwzgledniono tego
typu zwigzkéw chemicznych w Konwencji o Zakazie Broni Chemicznej i nie pod-
lega on weryfikacji przez OPCW. Nowiczoki majg ugrupowanie ~-O-N=C(-X)-Y
(gdzie X i Y mogg by¢ atomami chloru, bromu, fluoru, ale takze pseudohalogenem,
np. grupa —CN) [5]. Hoenig podaje kilka takich struktur zaréwno dla nowiczokéw,
jak i dla ich prekursoréw (bedacych przypuszczeniami na podstawie struktur nowi-
czokow i dostepnych w literaturze mozliwych drég syntezy) [4]. W publikacji Elli-
sona znajduje sie kilkadziesigt mozliwych struktur nowiczokéw i ich prekursorow
[5]. Leszek Konopski wskazuje na mozliwg strukture, w ktorej atom fluoru zwia-
zany z atomem fosforu zastgpiony jest ugrupowaniem dialkiloamidowym (analo-
gicznym do obecnego w tabunie) [6]. Podaje réwniez, ze prowadzone byty badania
nad zwigzkami posiadajacymi podstawniki Cl-C=C- czy N=C-C=C- (zamiast
CI-CR H-CR,H~), jak réwniez rézne atomy halogenéw badz pseudohalogeny. Inni
autorzy opisuja strukture, w ktérej do centralnego atomu fosforu przytaczona jest
podstawiona grupa imidoamidowa [3].

Dostepne zrdédla literaturowe dostarczajg opisu grupy substancji chemicz-
nych, co do ktérych przypuszcza sie, ze wchodzg one w sklad rodziny Nowiczokéw.
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Ponadto wystepuja réznice pomiedzy Mirzajanowem [2] i innymi autorami [4-6].
W nastepujacym zestawieniu opisano przyklady najbardziej znanych przedstawi-
cieli Nowiczokdw.

F

O,

\\P WO N)\CI
W

0 \F

H

H

1. a - CH,CLFNO,P; chlorek fluorek {[(2-chloro-
etoksy)fluorofosfinylo]oksy}karbonoimidowy (Nr CAS 26102-97-6; Mmol
= 241,9). Wedlug Hoeniga — w sprzecznosci z danymi podanymi przez
Mirzajanowa [2] - jest to Nowiczok o symbolu kodowym A-230 [4] i sta-
nowi produkt reakcji dwdch substratow oznaczonych symbolami: Nowi-
czok-# i Nowiczok-?? [4].

)

O——N
O——=P:mllIF

H [o}

"
2. ! - C,H,CLF,NO,P; chlorek fluorek {[(2-chloro-1-mety-

cl
loetoksy)fluorofosfinylo]oksy}karbonoimidowy (Nr CAS 26102-98-7;
Mmol = 256,0). Wedtug Hoeniga [4] jest to Nowiczok A-232 i stanowi pro-
dukt reakcji pomiedzy Nowiczokiem-# i Nowiczokiem-5. Ma on niska tem-
perature krzepniecia, czyli wystepuje w stanie cieklym w niskich temperatu-
rach. Ma on by¢ 5 do 8 razy bardziej toksyczny od VX, a zatrucie nim ma
by¢ trudne w leczeniu. Jego produkcja moze by¢ prowadzona w cywilnych
fabrykach chemicznych (np. nawozéw sztucznych) ze sktadnikow, ktore
w wiekszo$éci nie sg umieszczone w wykazach Konwencji o Zakazie Broni
Chemicznej.

O H H

o

o\\‘\\\‘P\

| o

~

H

3. a - C,H,CLFNO,P; chlorek fluorek {[(2-chloro-
-1-metylopropoksy)fluorofosfinylo]oksy}karbonoimidowy (Nr CAS 26102-
99-8; Mmol = 270,0). Jest to Nowiczok A-234 i stanowi produkt reakcji
pomiedzy Nowiczokiem-5 i Nowiczokiem-7, a jego lotno$¢ ma by¢ zblizona
do lotnosci somanu, przy dziesi¢ciokrotnie wyzszej toksycznosci.
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4.

o Cl

[ /
FYN\O/T\O Z

a " - C,CLF,NO,P; chlorek fluorek {[(2-chloroety-

noksy)fluorofosfinylo]oksytkarbonoimidowy (M_ = 237,9). Mozliwe s3

analogiczne struktury tego zwigzku z innymi halogenami i/lub pseudohalo-
genami.

F

A

Cl N
L

P —
~,/

A
F C,H,CIFNO,P; chlorek fluorek
{[(cyjanoetynoksy)fluorofosfinylo]oksy}karbonoimidowy (M _, = 228,5);
mozliwe sg analogiczne struktury z innymi halogenami i/lub pseudohaloge-

nami.

o

YN\O/\\P\

cl
< - CH_,LFNO,P; chlorek fluorek
N-{[2-chloroetylo(metylo)amino]-etoksyfosforylo}oksymetanoimidoilu
(M, = 281,0); struktura z grupg chlorodialkiloamidows, podobng do

wystepujacej w tabunie.

. R
7N
|

F - CH FN,OP; (M, , =194,2); a jego toksycznos¢
ma by¢ 5 do nawet 8 razy wieksza niz VR (rosyjski odpowiednik VX).
W przeciwienstwie do Hoeniga [4], wedlug Mirzajanowa [2] jest to Nowi-

czok A-230.

F.

F - CH_ FN,O,P; N'-metoksyfluorofosforylo-

N,N-dietyloetanoimidoamid; (M_ , = 210,2). Jego toksyczno$¢ jest poréw-
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nywalna z VR, jednak ma on by¢ bardziej lotny od VR i A-230 oraz mniej
odporny zaréwno na wilgo¢ jak i na niskie temperatury. Wedlug Mirzaja-
nowa jest to Nowiczok A-232 [2].

. } /
/ N
O—L—N \—
9. —/ F - CH_ FN,O,P; N'-etoksyfluorofosforylo-N,N-

dietyloetanoimidoamid; (M_
Nowiczok A-234 [2].

(s
VRN

, = 224,2). Mirzajanow twierdzi, Ze jest to

O\P/
~

10. / F - C, H,,FN,OP; (M, = 251,3). Wedlug Mirzajanowa
jest to Nowiczok A-242 [2].

N
O\P /
/ F .

11. —o - C H,,FN,O,P; (M, , = 267,3). Wedlug Mirzajanowa
jest to Nowiczok A-262 [2].

Cl
>:N E
N\
Cl O——ﬁ—o\

12. 0o - C,H,CLFNO,P; dichlorek [(fluorometoksyfosfinylo)
oksy]karbonoimidowy; (Nr CAS 17642-31-8; M _, = 209,9); gestosc:
1,488 g/cm’ (20°C), temp. wrz. 57°C (2 mmHg).

F
——N E
N\
Cl O—i:i—o\
13. 0o - C,H,CIF,NO,P; chlorek fluorek [(fluorometoksyfos-

finylo)oksy]karbonoimidowy; (Nr CAS 17642-26-1; M_
1,51 g/cm? i temp. wrz. 70°C (2 mmHg).

=193,5); gesto$¢:

1
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——N E
N\
0—P—0O
I\ , ,
14. 0o - C,H,F,NO,P; difluorek [(fluorometoksyfosfinylo)

oksy]karbonoimidowy; (Nr CAS 18016-10-9; M _ , = 177,0); gestos¢:
1,424 g/cm”® i temp. wrz. 58°C (20 mmHg).

15.° F - CHFNO.DP; (Nr CAS 17642-29-4;

37737477275

M, = 254,0); gestos¢: 1,639 g/cm?® (20°C) i temp. wrz. 76°C (3 mmHg).

>:N\ |
Cl o—

P—O

[N

16. 0 - C,H,CLENO,P; dichlorek [(etoksyfluorofosfi-
nylo)oksy]karbonoimidowy; (Nr CAS 17642-32-9; M = 224,0); gestos¢:
1,366 g/cm® (20°C) i temp. wrz. 87°C (4 mmHg).

Cl
F>:N\O_I

P—O0

[N

17. 0 - C,H,CIF NO,P; chlorek fluorek [(etoksyfluoro-
fosfinylo)oksy]karbonoimidowy; (Nr CAS 17642-27-2; M_, = 207,5);
gestos¢é: 1,45 g/cm? (20°C) i temp. wrz. 75°C (4 mmHg).

>: A

P—O

[N

18. 0 - C,H,FNO,P; difluorek [(etoksyfluorofostinylo)
oksy]karbonoimidowy; (Nr CAS 17642-28-3; M_ = 191,0); temp. wrz.

54°C (5 mmHg).

1
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E

o
. F [l
O\"*\']><KN\O/T\O/\
o F " - fluorek N-[(etoksyfluorofosfinylo)

oksy]-2,2-difluoro-2-nitroetanoimidoilu; C,H.F N.O.P; (Nr CAS 17642-
30-7; M, , = 268,1); gesto$¢: 1,506 g/cm® i temp. wrz. 81°C (5 mmHg).

19.

1

Chociaz pierwsze informacje o Nowiczokach pojawily si¢ stosunkowo dos¢
dawno za sprawa wspomnianych uprzednio Fiodorowa i Mirzajanowa [6], to nadal
skala niejednoznacznosci informacji i margines ich btedu polaczony z mozliwoscia
celowej dezinformacji jest bardzo wysoki. Ich doniesienia, jak réwniez informacje
dwéch innych dysydentéw, tj.: Wiadimira Uglewa i Andrieja Zelazniakowa [6] oraz
dane dostepne w literaturze i w Internecie na ten temat sg niedoktadne i o niepew-
nej wiarygodnosci, a czasami sprzeczne badz nieprawdziwe. Wiekszos¢ dostepnych
informacji o Nowiczokach pochodzi gtéwnie od Mirzajanowa. Sg one niepotwier-
dzone przez niezalezne i wiarygodne zrodla, a czes¢ jego wypowiedzi byta podwa-
zana przez innych autoréw. Podobnie jest z informacjami na temat prekursoréw.
Jak wspomniano Rosjanie nigdy nie ujawnili stanu posiadania ani zakresu prac nad
Nowiczokami i to zardwno podczas rozméw dwustronnych ze Stanami Zjednoczo-
nymi, jak tez przystepujac do Konwencji o Zakazie Broni Chemicznej. Dementowali
réwniez wszelkie informacje dotyczace Nowiczokoéw, ktére byly podawane przez
Mirzajanowa badz inne osoby. Takze kwestia ewentualnych prekursoréw nigdy nie
zostala potwierdzona i/ lub zanegowana przez zrddla rosyjskie.

Przyjmuje sie, ze dla Nowiczokdw 1+19 prekursorami sg nastepujace zwiazki
chemiczne [4, 5]:

F\P/O

)
1. © ; 2-fluoro-1,3,2-dioksafosfolan; C,H,FO,P (Nr CAS 765-40-2;
M_ = 110,0;); moze to by¢ nowiczok-?? i by¢ prekursorem A-230.

Cl

F
N

2. N cl; dichlorofluoronitrozometan; CCLENO (Nr CAS 1495-28-9;
M, =131,9;); wedlug Hoeniga moze to by¢ nowiczok-# i by¢ prekursorem
dla: A-230, A-232 i A-234; blekitny gaz o temperaturze wrzenia 12°C.

F\P/O
|\>;
3. °© ; 2-fluoro-4-metylo-1,3,2-dioksafosfolan; C,H.FO,P (Nr

CAS 16415-09-1; M_ | = 124,1); wedtug Hoeniga moze to by¢ nowiczok-5
i stanowi¢ prekursor A-232.
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O.
F\P/

\

(¢]

. ; 2-fluoro-4,5-metylo-1,3,2-dioksafosfolan; C,H,FO,P (Nr
CAS 19952-57-9; M, = 138,1); wedtug Hoeniga moze to by¢ nowiczok-7

i stanowi¢ prekursor A-234.

Cl
Br
o
\N PN P/

//\Br

. 0 ; chlorek fluorek [(dibromofosfinylo)oksy]karbonoimi-
dowy; CBr,CIFNO,P (Nr CAS 18262-26-5; M, = 303,3); gestosé: 2,203 g/

cm? i temp. wrz. 60°C (0,1 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

E
oy
o
F \N/ \P/

J

. 0 ; difluorek [(dichlorofosfinylo)oksy]karbonoimidowy;
CCLFNO,P (Nr CAS 18262-24-3; M_ = 197,9); gestos¢: 1,636 g/cm’®

i temp. wrz. 65°C (20 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

Cl

P—Cl

R o—
-

.« ; chlorek fluorek [(dichlorofosfinylo)oksy]karbonoimi-
dowy; CCLENO,P (Nr CAS 18425-23-5; M = 214,4); gesto$¢: 1,708 g/cm’®

i temp. wrz. 61°C (6 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

Cl

O—PpP—Cl

Cl
1
. ¢ ; dichlorek [(dichlorofostinylo)oksy]karbonoimidowy;
CCI,NO,P (Nr CAS 17642-35-2; M, = 230,8); gestos¢: 1,736 g/cm’ i temp.
wrz. 75°C (5 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

F F o)

. \\ _c
(o] N P
\H></ ~o~ |
C
. 0 ; fluorek N-[(dichlorofosfinylo)oksy]-2,2-diflu-
oro-2-nitroetanoimidoilu;  C,CLE,N,O,P  (Nr CAS  18262-25-4;

M, = 274,9); gestosé: 1,747 g/em’ i temp. wrz. 65°C (3 mmHg); stabo roz-
puszczalny w wodzie.
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Cl

Cl
Cl o Cl
Q\N/ \|,:3/
10. 0 ; chlorek 2-chloro-N-[(dichlorofosfinylo)oksy]eta-
noimidoilu; C,H,CL,NO,P (Nr CAS 111203-62-4; M_ | = 244,8); temp. wrz.
99°C (2 mmHg) i stabo rozpuszczalny w wodzie.

1

Cl
Cl

o Cl
Ny \|%/
11. 0o ; chlorek fluorek [(chlorometoksyfosfinylo)oksy]karbo-
noimidowy; C,H,CLENO,P (Nr CAS 17650-48-5; M, _=209,9); gestosé:
1,579 g/cm® i temp. wrz. 95 °C (6 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

Cl

Cl
o
)\N/ \P/

/e . o
12. o ; chlorek N-[(dichlorofosfinylo)oksy]etanoimidoilu;

CH,CILNO,P (Nr CAS 120932-13-0; M _ =210,4); temp. wrz. 71°C
(2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

Cl

Cl
o
)\N/ \P/

// \CI ) .

o ; dichlorek [(chlorometoksyfostinylo)oksy]karbono-
imidowy; C,H,CINO,P (Nr CAS 17642-33-0; M, = 226,4); gestoéc: 1,583
g/cm? i temp. wrz. 82°C (1 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

Cl

13.

F
)\ ° /C|
F \N/ g

// \CI . .

o ; difluorek [(chlorometoksyfostinylo)oksy]karbono-
imidowy; C,H,CIF,NO,P (Nr CAS 18262-30-1; M_  =193,5); gestos¢: 1,549
g/cm? i temp. wrz. 59°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

14.

Cl

Cl
cl \N /o\P /
J
15. cl ° ; chlorek 2,2-dichloro-N-[(dichlorofosfinylo)oksy]
etanoimidoilu; C;HCLNO,P (Nr CAS 114700-94-6; M = 279,3); temp.
wrz. 94°C (1,5 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

1
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16. F ; fluorek N-[(chlorometoksyfosfinylo)oksy]-
-2,2-difluoro-2-nitroetanoimidoilu; C;H,CIF,N,O.P (Nr CAS 18262-33-4;
M _ = 270,5); gestosc: 1,627 g/cm? i temp. wrz. 87°C (3 mmHg); stabo roz-

puszczalny w wodzie.

Cl

cl N \P/ o\/\
N
17. F ; chlorek fluorek [(chloro-2-chloroetoksy-
fosfinylo)oksy]karbonoimidowy; C,H,CLENO,P (Nr CAS 23233-25-2;
M, , = 258,4); gestos¢: 1,598 g/cm’ i temp. wrz. 73°C (0,01 mmHg); stabo
rozpuszczalny w wodzie.

Br,

T e
N
18. F ; chlorek fluorek [(bromoetoksyfosfinylo)oksy]
karbonoimidowy; C,H.BrCIENO,P (Nr CAS 17642-25-0; M, = 268,4);
gestos$¢: 1,697 g/em? i temp. wrz. 101°C (1 mmHg); stabo rozpuszczalny w
wodzie.

Cl

Cl N \P/O\/
B
19. F ; chlorek fluorek [(chloroetoksyfostinylo)oksy]
karbonoimdowy; C,H.CLFNO,P (Nr CAS 18262-27-6; M_, = 224,0);
gesto$¢: 1,449 g/em® i temp. wrz. 77°C (3 mmHg); stabo rozpuszczalny w
wodzie.

Cl
Cl

/\KN\O/P\\
¢}
20. cl ; chlorek N-[(dichlorofosfinylo)oksy]propanoimi-
doilu; C;H,CLLNO,P (Nr CAS 121951-54-0; M =224,4); temp. wrz. 67°C

(2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.
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Cl

/\(N\ \p\/"\
al A

21. al ; chlorek 2-chloro-N-[(chlorometoksyfosfinylo)

oksy]etanoimidoilu; C,H.CLNO,P (Nr CAS 114700-91-3; M_ = 240,4);
temp. wrz. 118°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.
C|\
(0]
N p”” N
F/\/ o\
[¢]
22. F ; difluorek [(chloroetoksyfosfinylo)oksy]karbo-

noimidowy; C,H.CIE,NO,P (Nr CAS 18262-31-2; M, , = 207,5); gestosé:
1,405 g/cm’ i temp. wrz. 65°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

(e}
_F F |
O\+ N\ /P\ /\
N =z o ] o

cl
23. 0o F ; fluorek  N-[(chloroetoksyfosfinylo)
oksy]-2,2-difluoro-2-nitroetanoimidoilu; C H,CIF,N,O.,P (Nr CAS 18262-
34-5; M, = 284,5); gestosé: 1,514 g/em’ i temp. wrz. 73°C (0,1 mmHg);

stabo rozpuszczalny w wodzie.

Cl

Cl

24, cl ; chlorek 2,2-dichloro-N-[(chloroetoksyfosfi-
nylo)oksyJetanoimidoiluy; CHCILNO,P (Nr CAS  114700-93-5;
M, =288,9); temp. wrz. 112°C (1,5 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

(o]
I

Cl O—P o
> /| >
N cl
25. F ; chlorek fluorek [(chloroizopropylofosfinylo)oksy]

karbonoimidowy; C,H.CLENO,P (Nr CAS 18262-28-7; M_, = 238,0);
gesto$é: 1,369 g/cm?®; temp. wrz. 64°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny
w wodzie.
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Cl oO—P
>_ /]
N cl
26. F ; chlorek fluorek [(chloropropylofosfinylo)oksy]
karbonoimidowy; C,H CLENO,P (Nr CAS 18262-29-8; M _ =238,0);
gesto$¢: 1,348 g/cm?; temp. wrz. 100°C (10 mmHg); stabo rozpuszczalny
w wodzie.

Cl

(0]
N O
N P
/ e
27. cl ; chlorek N-[(dichlorofosfinylo)oksy]-2-metylopro-
panoimidoilu; C,H, CLNO,P (Nr CAS 121951-56-2; M| = 238,4); temp.
wrz. 68°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.
cl
(0]
SN
N /P\ |
Cl
28. cl ; chlorek N-[(dichlorofosfinylo)oksy]butanoimi-

doilu; C,H,CL,NO,P (Nr CAS 121951-55-1; M__
(3 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

| = 238,4); temp. wrz. 82°C

)\N O P//O

/ o , .

cl ; dichlorek [(chloroizopropylofosfinylo)oksy]
karbonoimidowy; C,H CLNO,P (Nr CAS 17642-34-1; M_ = 254,4);
gesto$¢: 1,40 g/cm’; temp. wrz. 90°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny
w wodzie.

Cl

29.

Cl
(0]
) W4
N P
/ o
cl
30. c ; chlorek 2-chloro-N-[(chloroetoksyfosfinylo)
oksy]etanoimidoilu; CH,CLNO,P (Nr CAS 114700-92-4; M, = 254,4);
temp. wrz. 123°C (1,5 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

1
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N )\N /O\P//O
/ o

31. cl ; dichlorek [(chloropropoksyfosfinylo)oksy]
karbonoimidowy; C,H .CLNO,P (Nr CAS 37990-97-9; M = 254,4); stabo
rozpuszczalny w wodzie.

F)\N/O\P//O
/ o

32. cl ; difluorek [(chloropropoksyfostinylo)oksy]
karbonoimidowy; C,H CIF,NO,P (Nr CAS 37990-84-4; M = 221,5); stabo
rozpuszczalny w wodzie.

F

* J
(o]

] \N/ \P/\

33. cl ; difluorek [(chloroizopropoksyfosfinylo)oksy]
karbonoimidowy; C,H CIF,NO,P (Nr CAS 18262-32-3; M, = 221,5);
gesto$¢é: 1,3720 g/cm?; temp. wrz. 61°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny
w wodzie.

Cl

(0]
)\N/ O\P//
/ NN
34, cl ; chlorek N-[(chloroetoksyfosfinylo)oksy]etano-
imidoilu; C,H,CLNO,P (Nr CAS 114700-90-2; M, =220,0); temp. wrz.
96°C (3 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

Cl

)\N/O\P//O

Y e
cl ; chlorek N-[(chloropropoksyfosfinylo)oksy]
etanoimidoilu; C.H, [CLNO,P (Nr CAS 129003-90-3; M_ =234,0); temp.
wrz. 105°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

Cl
O
NSt
N P,
/ o
cl ; chlorek N-{[chloro-(1-metyloetoksy)fosfinylo]

oksy}etanoimidoilu; C.H, /CLNO,P (Nr CAS 128981-16-8; M_ = 234,0);

57710
temp. wrz. 99°C (2 mmHg); slabo rozpuszczalny w wodzie.

35.

36.
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Cl

(0]
\)\N/O\P//
/ \O/\
37. cl ; chlorek N-[(chloroetoksyfosfinylo)oksy]pro-
panoimidoilu; C.H, /CLNO,P (Nr CAS 128981-18-0; M_ | = 234,0); temp.
wrz. 104°C (2,5 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

ﬁ F
cl /N\O /Fl’\o />2\F
Cl F F
cl ; chlorek 2-chloro-N-{[chloro-

-(2,2,3,3-tetrafluoropropoksy)fosfinylo]oksy}etanoimidoilu; C.H,CLF,NO,P
(Nr CAS 114967-39-4; M _ | = 340,4); temp. wrz. 118°C (3 mmHg); stabo roz-
puszczalny w wodzie.

I
YN\O/T\O c
Cl
39. « ; chlorek fluorek [(2-chloro-1-metylopropy-
lofosfinylo)oksy]karbonoimidowy; C.H,CLFNO,P (Nr CAS 24946-19-8;
M_ = 286,5); gestosé: 1,4811 g/cm?; temp. wrz. 84°C (0,3 mmHg); stabo

mol

rozpuszczalny w wodzie.

38.

1

F.

I
/YN\O/T\O/K
Cl
40. al ; chlorek N-{[chloro-(1-metyloetoksy)fosti-
nylo]oksy}propanoimidoilu; C. H,,CLNO,P (Nr CAS 128981-20-4; M_ =

248,0); temp. wrz. 97°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

o

I
YN\O/T\O
Cl
41. < ; chlorek N-{[chloro-(2-metylopropoksy)fos-
finylo]oksy}etanoimidoilu; CH, ,CLNO,P (Nr CAS 128981-17-9;

6" 712

M _  =248,0); temp. wrz. 108°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.
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(o]
I
/\KN\O/T\O/\/
Cl
42. cl ; chlorek N-[(chloropropoksyfostinylo)
oksy]propanoimidoilu; C. H,,CL NO,P (Nr CAS 128981-19-1; M_ = 248,0;);

67712
temp. wrz. 102°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

1

(o]

|
/N\O/T\O/\
Cl
43. cl ; chlorek N-[(chloroetoksyfosfinylo)oksy]-
-2-metylopropanoimidoiluy; CH ,CLNO,P (Nr CAS 128981-25-9;

67712

M _  =248,0); temp. wrz. 97°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

o

|
WN\O/T\O/\/
Cl
44. cl ; chlorek N-[(chloropropoksyfosti-
nylo)oksy]butanoimidoilu; C.H,,CLNO,P (Nr CAS 128981-22-6; M_ | =

77714 1

262,1); temp. wrz. 108°C (2 mmHg); slabo rozpuszczalny w wodzie.

(0]

|
/ﬁ/N\O/T\O
Cl
45, cl ; chlorek N-{[chloro-(2-metylopropoksy)
fosfinylo]oksy}propanoimidoilu; C H ,CLNO,P (Nr CAS 128981-21-5;

77714

M_  =262,1); temp. wrz. 109°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

I
WN o~ T\ o)\
Cl
al ; chlorek N-{[chloro-(1-metyloetoksy)fos-

finylo]oksy}butanoimidoilu; CH ,CLNO,P (Nr CAS 128981-23-7;

77714

M _ = 262,1); temp. wrz. 105°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

I
e T\ O/k
Cl
cl ; chlorek N-{[chloro-(1-metyloetoksy)fosfi-

nylo]oksy}-2-metylopropanoimidoilu; C H ,CLNO,P (Nr CAS 128981-27-

77714
LM _ =262,1); temp. wrz. 101°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

46.

47.

1
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0]

I
/N\O/T\O/\/
cl
48. cl ; chlorek N-[(chloropropoksyfosfinylo)
oksy]-2-metylopropanoimidoilu; C H ,CLNO,P (Nr CAS 128981-26-0;

77714

M _ =262,1); temp. wrz. 107°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny w wodzie.

o

I
WN\O/T\O
Cl
49. cl ; chlorek N-{[chloro-(2-metylopro-
poksy)fosfinylo]oksy}butanoimidoilu; C.H . CLNO,P (Nr CAS 128981-24-
8 M _, = 276,1); temp. wrz. 108°C (1,5 mmHg); stabo rozpuszczalny w
wodzie.

I
/N\O/ T\O/w/
Cl
50. cl ; chlorek N-{[chloro-(2-metylopropoksy)

fosfinylo]oksy}-2-metylopropanoimidoilu; C.H, CLNO,P (Nr CAS 128981-
28-2; M, , = 276,1); temp. wrz. 109°°C (2 mmHg); stabo rozpuszczalny
w wodzie.

1

Pierwszym nowiczokiem przyjetym jako etatowy BST, w armii sowieckiej
w 1988 roku mial by¢ A-230, produkowany w zakladach w Wolsk 12. W Wolsku
produkowane mialy by¢ réwniez A-232 i jego prekursor nowiczok-5. Prawdopo-
dobnie nie spelnialy one wymagan formulowanych przez sowieckie sily zbrojne.
Dlatego, pomimo wyjatkowej toksycznosci A-232, nie zostal uwzgledniony jako
etatowy, warunkowo etatowy lub rezerwowy BST. Trzecim nowiczokiem mial by¢
A-234 [3]. Mirzajanow podawal réwniez informacje o innych Nowiczokach: sub-
stancji 33 i substancji 84. O drugim z nich nie ma Zadnych informacji, natomiast
pierwszy — wedlug Mirzajanowa — mial by¢ produkowany w Nowoczeboksarsku
w iloéci ok. 15 tysiecy ton. Mdgl on stanowi¢ przyczyne syndromu wojny w Zatoce
Perskiej, w wyniku uzycia go przez Irak w czasie I wojny w Zatoce Perskiej. Ta hipo-
teza nie znajduje jednak potwierdzenia. Mirzajanov wskazal réwniez, ze substancja
84 i A-232 mialy by¢ testowane w osrodku badawczym w Nukus w Karakalpacji,
dokad mialy by¢ dostarczane z fabryki w Wolgogradzie [2].

Nowiczoki mialy by¢ produkowane az do wezesnych lat 90. i zosta¢ zniszczone
w latach 1994-1995 na poligonie w Szychanach, cho¢ Mirzajanow nie byt pewien,
czy zniszczono caly zapas tych srodkéw [2]. Wedlug Wladimira Petrenki, rosyj-
skiego zolnierza, w tym samym miejscu, w 1982 roku, mialy odbywac sie testy broni
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chemicznej (uwaza on, ze byl to nowiczok A-232), ktére byly przeprowadzane na
kilkudziesieciu zolnierzach, w tym na nim samym [6].

7.5. DZIALANIE TOKSYCZNE NOWICZOKA

Bez wgladu do dokumentacji medycznej konkretnego przypadku zatrucia jak
w przypadku Siergieja i Julii Skripal oraz kolejnych ofiar, ktérymi kazdorazowo byli
jednocze$nie mezczyzna i kobieta; trudno jest dokona¢ dokladnego opisu toksycz-
nego dziatania Nowiczoka. Nie istniejg Zadne oficjalne i jawnie dostgpne informa-
cje o dzialaniu toksycznym Nowiczokéw, natomiast wedlug niepotwierdzonych
informacji z réznych zrédel, niektore nowiczoki moga by¢ kilkukrotnie bardziej
toksyczne od znanych $rodkéw paralityczno-drgawkowych (np. od Vx, VX i VR).
Ogodlne objawy zatrucia Nowiczokami mogg by¢ podobne do opisanych uprzednio
objawow przy zatruciach innymi FOST [5-8].

Najbardziej prawdopodobny mechanizm dzialania Nowiczokdéw ma polegaé nie
tylko na inhibicji acetylocholinoesterazy (AChE), ale réwniez na wywolywaniu nie-
odwracalnej neuropatii, przez co leczenie tradycyjnymi odtrutkami na $rodki para-
lityczno-drgawkowe moze by¢ mato lub w ogéle nieskuteczne. Nie istnieja rowniez
dane dotyczace mozliwych §rodkéw ochrony indywidualnej badz metod likwidacji
skazen. Z uwagi na podobienstwo Nowiczokéw do innych $rodkéw paralityczno-
drgawkowych przypuszcza si¢, ze moga one rozktada¢ si¢ pod wpltywem wysokiego
pH. Daje to podstawe do zastosowania jako substancji do likwidacji skazen (odka-
zalnikéw) roztworéw zasadowych. Powinny one zawiera¢ 10% wodnych roztwo-
réw wodorotlenku sodu lub weglanu sodu, podchlorynéw, zasadowych roztwo-
réw nadtlenkéw, np. roztworu wodoroweglanu sodu, etanolu i 30-50% nadtlenku
wodoru. Badania nad Nowiczokami w kontekscie obrony przed bronig masowego
razenia prowadzone sg prawdopodobnie w Stanach Zjednoczonych i innych krajach
(zwlaszcza anglosaskich), cho¢ brak jednoznaczne go potwierdzenia tego.

7.6. ASPEKTY PRAWNE DOTYCZACE NOWICZOKOW

Nowiczoki nie sg uwzglednione w zadnym z wykazéw Konwencji o Zakazie
Broni Chemicznej. Pomimo tego, ze wykazy Konwencji moga by¢ uaktualniane, do
tej pory nie zdecydowano si¢ na wpisanie do nich Nowiczokéw. Wymienia si¢ przy
tym co najmniej dwa powody tego stanu. Pierwszym jest fakt, ze Rosja nigdy nie
przyznala sie do ich opracowania i produkeji, a z drugiej strony istnieje obawa, ze
uwzglednienie Nowiczokéw w Konwencji spowodowatoby ujawnienie ich doktad-
nej struktury chemicznej, przez co moglyby zosta¢ wyprodukowane przez inne
panistwa czy organizacje terrorystyczne. Drugi to punkt widzenia legalistow, kto-
rzy wskazujg, Ze pomimo braku wyraznego wymienienia Nowiczokéw w wykazach
konwencji, moga by¢ one uznane za bron chemiczng w rozumieniu tej Konwencji



NOWICZOK(I) I SUBSTANCJE A 761

na podstawie tzw. kryterium celu ogélnego (ang. general-purpose criterion). Pojecie
to nie jest wymienione w samej konwencji, jednak jest powszechnie akceptowane
i wynika z samych jej zapisow, wedlug ktérych bronig chemiczng jest kazda tok-
syczna substancja stosowana do celéw innych niz dozwolone przez konwencje.

7.7. WYKRYWANIE FOSFOROORGANICZNYCH BOJOWYCH SRODKOW TRUJACYCH

Wykrywanie za pomoca rurek wskaznikowych jest jedna z najstarszych polo-
wych metod wykrywania bojowych $rodkéw trujacych. Jest to metoda specyficzna
oraz na tyle prosta i skuteczna, ze zadna powazna armia na §wiecie nie zrezygnowatla
z niej w caloéci, na rzecz nowoczesnych metod analizy instrumentalnej. W Sitach
Zbrojnych RP stosowano i stosuje si¢ nadal przyrzad do rozpoznania skazen che-
micznych PChR-54M, ktérego dzialanie jest oparte na specyficznych reakcjach
srodkéw trujacych z niektérymi zwiazkami chemicznymi. Rurki wskaznikowe stuza
do wykrywania $rodkéw trujacych w powietrzu oraz w produktach sypkich. Sg to
rurki szklane, wewnatrz ktorych znajduje sie substancja wypelniajgca lub / i szklana
ampulka z odczynnikiem. Po obfamaniu koncéw rurek, a w niektérych rurkach po
zgnieceniu ampulki w zalezno$ci od wykrywanego srodka trujacego, umieszcza sie
je w kolektorze i przepompowuje przez nieskazone powietrze za pomoca recznej
pompki kolektorowej. W kolektorze mozna umiesci¢ od jednej do pigciu rurek.
W komplecie przyrzadu znajduja sie 4 kasety, w ktorych miesci sie po 10 rurek
wskaznikowych o jednakowym oznakowaniu. Oznakowaniem rurki jest kolorowy
pierscien umieszczony na jej gornej czesci. Do wykrywania iperytu stosuje sie rurki
oznaczone jednym zottym pierscieniem, do fosgenu, difosgenu, kwasu pruskiego
i chlorocyjanu - rurki oznaczone trzema zielonymi pierscieniami, a do wykrywa-
nia bardzo malych skazen srodkéw trujacych typu FOST - rurki oznaczone jed-
nym czerwonym pier$cieniem i czerwong kropka. W celu wykrycia BST w warun-
kach duzego zadymienia uzywa sie filtra przeciwdymnego, w razie wystepowania
w powietrzu substancji o odczynie kwasnym kolpaczka ochronnego, przy niskich
temperaturach ocieplacza, a przy bezposrednim zblizeniu pompki do badanego
obiektu bez obawy o jej skazenie - kapturka ochronnego.

Najwazniejszy element analityczny, czyli rurka wskaznikowa wykonana jest ze
szkla, a jej wnetrze wypelnia material porowaty — adsorbent stuzacy do adsorpcji
par bojowych $rodkdéw trujacych. Jest nim najcze$ciej zel krzemionkowy, na ktérym
nastepuje zatezenie wykrywanej substancji do takich ilo$ci, przy ktérych moze juz
zachodzi¢ reakcja chemiczna dajaca pozadany sygnal (efekt) analityczny, ktérym
w przypadku rurki wskaznikowej jest zmiana barwy sorbentu. Procedura stosowa-
nia rurek wskaznikowych polega na przepuszczeniu zaréwno czystego powietrza,
jak i powietrza zawierajacego bojowy srodek trujacy. Na tym etapie ma miejsce
zatrzymanie BST w rurce, poniewaz czgsteczki par latwiej kondensujacych si¢ sub-
stancji chemicznych znacznie silniej adsorbujg si¢ na powierzchni sorbentu niz
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czasteczki gazow wchodzacych w skiad czystego (niezanieczyszczonego bojowym
srodkiem trujacym) powietrza.

Ilos¢ powietrza, ktore nalezy przepusci¢ przez rurke wskaznikows zalezy bez-
posrednio od rodzaju wykrywanego BST. Przepuszczanie wigkszych ilosci powietrza
jest konieczne szczegdlnie w przypadku substancji wysokotoksycznych, gdy czu-
tos¢ reakcji analitycznej jest stosunkowo mata. Zewnetrzna budowa rurek wskaz-
nikowych zalezy od rodzaju zastosowanej pompki. Odczynniki chemiczne dajace
reakcje barwne z bojowymi $rodkami trujacymi, moga by¢ w zaleznosci od rodzaju
substancji wykrywajgcej osadzone bezposrednio na sorbencie, albo znajdowac sie w
zatopionych ampulkach szklanych. Ampulki te rozbija sie specjalnym przebijakiem
przed i / lub po przepuszczeniu skazonego powietrza przez rurke wskaznikowa
dedykowang dla konkretnych bojowych srodkéw trujacych. Wykorzystujac prosta
zaleznos$¢ pomiedzy intensywnoscig powstalego zabarwienia od stezenia bojowego
srodka trujgcego, mozna ocenic jego stezenie przez poréwnanie z barwnym wzor-
cem.
Do wykrywania fosforoorganicznych bojowych $rodkéw trujacych w Wojsku
Polskim nadal stosuje si¢ opracowane jeszcze na potrzeby armii panstw Ukladu
Warszawskiego rurki wskaznikowe, ktére umozliwiaja wykrywanie wszystkich
srodkéw paralityczno-drgawkowych, a wigc takze (prawdopodobnie) substancji A,
w wyniku specyficznej reakcji chemicznej, ktorej czuto§¢ umozliwiata wykrywanie
FOST w stezeniach bardzo niskich, rzedu od okoto 5:107 do okoto 5-10° mg/dm’.
W rurce wskaznikowej do wykrywania FOST umieszczono dwie ampulki szklane.
Gorna amputka rurki wskaznikowej zawierala roztwér esterazy cholinowej E
w roztworze buforowym Na,B,0.-10H,0O, a dolna amputka zawierata roztwér jodku
butyrylotiocholinowego i czerwieni metylowe;j.

W czasie pracy bojowej stosowane sa dwie rurki wskaznikowe. Pierwsza to
robocza rurka wskaznikowa, przez ktéra przepompowuje sie powietrze i druga,
wskaznikowa rurka odniesienia, przez ktéra w czasie pomiaru nie przepompowuje
sie powietrza. Podczas przepompowywania powietrza przez roboczg rurke wskaz-
nikowg, pary FOST adsorbuja si¢ na wypelnieniu - zelu krzemionkowym. W ten
sposdb w ukladzie reakcyjnym znajduja sie zaadsorbowane FOST i jodek butyry-
lotiocholinowy, pomiedzy ktérymi przebiega dwuetapowa biochemiczna reakcja
enzymatyczna i czerwien metylowa, ktérej zmiana barwy dostarcza informacji ana-
lityczne;j.

Mechanizm pierwszego etapu biochemicznej reakcji enzymatycznej podczas
wykrywania FOST, polega na inhibicji acetylocholinoesterazy. Powstaje przej-
sciowo odwracalny kompleksowy zwigzek chemiczny enzymu, ktéry nastepnie
ulega wewnetrznej reakcji z wydzieleniem fragmentu fluorowcowodorowego, np.:
HE HCN i wytworzeniem enzymu sfosforylowanego w jego centrum aktywnym.
W wyniku dalszej reakcji chemicznej — wewnetrznej transfosforylacji biatkowa
cze$¢ enzymu zostaje nieodwracalnie zmieniona, tworzac czasteczke pozbawiona
centrum aktywnego. Dodatkowo niewielka ilo§¢ sfosforylowanego enzymu moze



NOWICZOK(I) I SUBSTANCJE A

763

ulec reakcji hydrolizy, uwalniajac aktywny enzym E i czasteczke zhydrolizowanego
inhibitora - odpowiedniego FOST.
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Jednak taki kierunek reakeji stanowi znikomo malg cze$¢ reakcji opisanej
uprzednio. W drugim etapie reakcji pozostata aktywna czes¢ z ogdlnej poczatkowej
ilosci enzymu powoduje hydrolize jodku butyrylotiocholinowego.
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Po pewnym czasie ilo$¢ zhydrolizowanego substratu (jodku butyrylotiocholi-
nowego) bedzie mniejsza, niz w przypadku, gdy cala ilos¢ enzymu hydrolizuje sub-
strat, co ma przeciez miejsce we wskaZnikowej rurce odniesienia, gdzie FOST nie
unieczynnit pewnej ilosci E,;; i odpowiednio wewnatrz roboczej rurki wskaznikowej,
tylko w przypadku gdy w powietrzu nie wystepowat FOST.

Szybkos¢ pojawienia si¢ produktéw reakcji hydrolizy w tym procesie jest miara
aktywnosci enzymu. Ilo§¢ wprowadzonego inhibitora, czyli FOST wplywa bezpo-
$rednio na aktywnos$¢ enzymu i jest do niej odwrotnie proporcjonalna, czyli im
wyzsze jest stezenie FOST w powietrzu, tym odpowiednio mniejsza jest szybkos¢
pojawienia si¢ produktow hydrolizy jodku butyrylotiocholinowego.

® ©
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W wyniku powstawania kwasu mastowego czerwien fenolowa zmienia zabar-
wienie z koloru malinowo-rézowego na zo6ity. Podsumowujac jezeli we wskazniko-
wej rurce odniesienia barwna reakcja biochemiczna spowoduje zmiane zabarwienia
wypelniacza, z czerwonego na zolte, szybciej niz w roboczej rurce wskaznikowej,
wskazuje to na obecnos¢ w powietrzu FOST.

Inne wspdlczesnie stosowane metody wykrywania i identyfikacji bojowych
srodkéw trujacych, to metody analizy instrumentalnej, wérdd ktorych dominujgca
role odgrywa chromatografia gazowa, spektrometria ruchliwoéci jonéw i fotometria
plomieniowa [14-16].

7.8. LIKWIDACJA SKAZEN FOST

Charakterystyczng cechg dotychczas poznanych fosforoorganicznych zwigz-
kéw trujacych jest obecnos¢ czastkowego tadunku dodatniego na atomie fosforu.
Jego wielko$¢ jest $cisle zwigzana z rodzajem przytaczonych podstawnikéw. Pola-
ryzacja wigzan predestynuje te zwigzki do reagowania zaréwno z odczynnikami
nukleofilowymi jak i elektrofilowymi. Wymiana fluoru podczas likwidacji skazen
umozliwia otrzymanie produktéw o mniejszej toksycznosci, dlatego reakcje nukle-
ofilowego podstawienia odgrywaja istotng role w niszczeniu FOST [17-19].

PODSUMOWANIE

Sprawa rozbrojenia chemicznego i nierozprzestrzeniania broni chemicznej jest
jednym z podstawowych warunkéw zwiekszenia poziomu bezpieczenstwa spote-
czenstw na calym $wiecie.

Nowiczok i mozliwo$¢ jego zastosowania bojowego, z pewnoscig zaburza wza-
jemne zaufanie panstw i narodéw. Nie jest przeciez przypadkiem, ze w zasadzie cala
populacja jednomyslnie popiera catkowity zakaz broni chemicznej i jej eliminacje
na calym $wiecie. Wynika to z przekonania, Ze stosowanie broni chemicznej, w tym
uzywanie wszelkich toksycznych substancji chemicznych jako broni, przez kogo-
kolwiek — podmiot panstwowy lub niepanstwowy — gdziekolwiek i w jakichkolwiek
okolicznosciach jest odrazajace i musi by¢ kategorycznie potepione.

Z tego wynika kolejny wniosek, ze stosowanie broni chemicznej jest nieakcep-
towalne, stanowi naruszenie prawa miedzynarodowego i moze zosta¢ uznane za
zbrodni¢ wojenng lub zbrodnie przeciwko ludzkosci oraz ze nie mozna dopuscié
do bezkarnosci, a osoby odpowiedzialne za takie czyny muszg zosta¢ pociagniete do
odpowiedzialnosci.

Nowiczoki stanowia wyzwanie dla calej ludzkos$ci. Bardzo niepokojace jest to,
ze te substancje toksyczne nie sg ujete w wykazach Konwencji o Zakazie Broni Che-
micznej.
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Dr inz. Maurycy K. Szlenkier w roku 2009 ukonczyt jednolite studia magisterskie
na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej na kierunku biotechnologia.
W 2008 r. uczestniczyl w stazu w Departamencie Biogeochemii Izotopowej Centrum
Badan Srodowiskowych im. Helmholtza w Lipsku. Od 2010 r. do 2016 r. byt uczest-
nikiem Srodowiskowego Studium Doktoranckiego przy Instytucie Chemii Bioorga-
nicznej PAN w Poznaniu, nastgpnie zostal zatrudniony w Zakladzie Chemii Nukle-
ozydéw i Nukleotydéw IChB PAN. Prace doktorska z zakresu chemii nukleozydow
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mia medyczna, modelowanie molekularne, CADD - computer asisted drug design.
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ABSTRACT

Part III of the review devoted to biological activities of nucleoside derivatives
presents a further description of analogues modified in the sugar residue with parti-
cular focus on those with altered configuration in the 2’ or 3’ position, e.g. cytarabine
- an old anticancer chemotherapy agent used to treat acute myeloid leukemia, acute
lymphoblastic leukemia, and non-Hodgkin’s lymphomas; fludarabine - derivative
of vidarabine used as a drug in the treatment of chronic lymphocytic leukemia,
and non-Hodgkin lymphomas; clofarabine — approved by the FDA in 2004, a new-
-generation second-line drug for recurrent acute myeloid leukemia; and fialuridine
- examined as a potential therapeutic for the treatment of HBV infection, however,
clinical trials ended tragically. In the last section of the review derivatives with other
modifications in the sugar moiety are described - carbocyclic and acyclic analogues,
L-nucleosides and 5’-modified nucleosides. Among others, very important modified
nucleosides are listed e.g. acyclovir, ganciclovir, DHPA, tenofovir, cyclopentenyl-
cytosine, entecavir, carbovir, abacavir, lamivudine, telbivudine and sinefungin VA.
All parts together make a possibly complete and concise review, including the latest
reports, the most important groups of modified nucleosides, and should be consi-
dered as awhole. In the context of the activities description, there are references to the
important molecular targets, mechanisms of action, pharmacodynamics, pharmaco-
kinetics, toxicity, resistance, in vitroand in vivo tests or prodrugstrategies, which canbe
a starting point for further study for chemists interested in medicinal chemistry.

Keywords: modified nucleosides, biological activity, molecular targets, mechanism
of action

Stowa Kkluczowe: nukleozydy modyfikowane, aktywnos$¢ biologiczna, cele moleku-
larne, mechanizm dzialania
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WPROWADZENIE

W czesci III przegladu aktywnosci biologicznych pochodnych nukleozydowych
przedstawiono ciag dalszy opisu analogéw modyfikowanych w czgsci cukrowej ze
szczegdlnym uwzglednieniem tych posiadajacych zmieniong konfiguracje w pozyciji
2’ lub 3’ np. cytarabina, fludarabina, klofarabina i fialurydyna. Przedstawiono takze
calg liste pochodnych posiadajacych inne modyfikacje w cze$ci cukrowej naleza-
cych do grup nukleozydéw karbocyklicznych, acyklicznych, 5’-modyfikowanych,
spiro- oraz L-nukleozydow. Wszystkie cze$ci majg stanowi¢ razem mozliwie kom-
pletny, zwiezly, obejmujacy najnowsze doniesienia przeglad najwazniejszych mody-
fikowanych nukleozydéw aktywnych biologicznie i nalezy traktowac je jako calos¢.
W kontekscie opisu aktywnosci pojawiaja sie odniesienia do najwazniejszych celow
molekularnych analogéw nukleozydowych, mechanizméw dzialania, farmakody-
namiki, farmakokinetyki, toksycznosci, opornosci, badan in vitro oraz in vivo czy
strategii prolekowych, ktére moga stanowi¢ punkt wyjscia do dalszej lektury dla
chemikoéw interesujacych sie chemia medyczna.

1. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA NUKLEOZYDOW O ZMIENIONE]J
KONFIGURACJI W POZYCJACH 2’1 3’

Rysunek 1.1. Struktury wybranych nukleozydéw arabinofuranozylowych
Figure 1.1.  Structures of selected arabinofuranosyl nucleosides

Wsrdéd aktywnych pochodnych nukleozydowych o zmienionej konfiguracji
w pozycjach 2’ i 3’ mozna wymieni¢ 1-f-p-arabinofuranozylocytozyne (cytara-
bina, araC, 59, Rys. 1.1.) [1], 1-f-p-arabinofuranozylotyming (araT, 60) [2], 9-f-D-
arabinofuranozyloadening (widarabina, araA, 61) [3] i 9-(3-p-arabinofuranozylo)-
2-fluoroadenine (fludarabina, FA, 62) [4]. Cytarabina (np. Cytosar-U®) zostata
otrzymana po raz pierwszy w roku 1959 przez Walwicka i in. Juz w 1969 roku
zostata dopuszczona do leczenia przez FDA. Od tamtej pory jest stosowana gléwnie
w leczeniu biataczki szpikowej, ostrej bialaczki limfoblastycznej i chloniakow
w kombinacji z innymi lekami. Z powodu niskiej ustnej biodostepnosci, podaje
sie ja w formie wlewow dozylnych. Jest typowym cytostatykiem, ktéry powoduje
powazne efekty uboczne. Mechanizm dzialania polega na wewnatrzkomoérkowej
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aktywacji poprzez fosforylacje do trifosforanu, ktory zaburza synteze DNA w fazie
S cyklu komdrkowego. Cytarabina posiada réwniez wlasciwosci przeciwwirusowe,
zwlaszcza wobec herpeswirusow. Jednak ze wzgledu na swojg toksycznos¢ nie jest
wykorzystywana w leczeniu infekcji. Rowniez araT (60), otrzymana po raz pierwszy
w latach pigcdziesigtych XX wieku, wykazuje aktywnos¢ przeciw herpeswirusom
takim jak EBV, HSV-11SVV (simian varicella virus) [5-7]. Jest to o tyle ciekawe, ze
araT nie wykazuje takiej toksycznosci jak araC (59), cho¢ nie jest jej pozbawiona.
Cytarabina jak wigkszo$¢ pochodnych nukleozydowych dostaje sie do wewnatrz
komorki dzieki transporterom nukleozydowym (NT). Istnieje ciekawa praca opi-
sujgca wpltyw dluzszego traktowania linii komorkowej ludzkich limfatycznych
komoérek H9 roztworem araC (0,5 uM) na powstawanie opornosci zaleznej od NT
oraz dCK (kinaza 2’-deoksycytydynowa odpowiedzialna za fosforylacje araC do
araCMP) [8]. Otrzymana w ten sposéb linia H9-araC wykazala ponad 600-krotnie
zwiekszong opornos$¢ wzgledem araC oraz zwigkszong oporno$¢ na inne analogi
jak ddC (32), 3TC (lamiwudyna, 63, Rys. 2.6.) i fludarabina (62). W poréwnaniu do
linii H9 stwierdzono, ze w linii H9-araC ilo$¢ skumulowanej araC-TP byla mniejsza
niz 1%, aktywnos¢ dCK spadfa do 31,4%, zmalala wyraznie ilo§¢ membranowego
transportera ENT1 oraz biatka Spl - czynnika regulujacego transkrypcje genu
kodujacego dCK. AraC nie jest jedynym analogiem nukleozydowym, wobec kto-
rego obserwuje sie wywotywanie opornosci NT-zaleznej.

Widarabina (araA, 61) z kolei jest aktywna wobec wiruséw HSV i VZV. Zsynte-
Zowano jg po raz pierwszy w 1960 r. w zespole Bakera [9], cho¢ byta pomyslana jako
zwigzek przeciwnowotworowy, to znalazla jednak zastosowanie w terapii antywiruso-
wej. Po raz pierwszy jej aktywno$¢ wobec herpeswirusow zostata zgtoszona w 1964 r.
przez Privat de Garilhe i de Rudder [10]. Znalazta ona zastosowanie w leczeniu do
czasu wprowadzenia mniej toksycznych lekow. Jedna publikacja sugeruje réwniez, ze
aktywno$¢ widarabiny nie ogranicza si¢ tylko do wiruséw DNA, poniewaz zaobser-
wowano jej aktywnosé wobec wirusa Gross MLV (wirus mysiej biataczki) nalezgcego
do retrowiruséw [11]. Mechanizm dziatania jest analogiczny — aktywna forma jest
powstajacy w komorce w wyniku dzialan odpowiednich kinaz trifosforan (araA-TP),
ktéry jest inhibitorem kompetycyjnym wirusowej polimerazy DNA i zaburza synteze¢
wirusowego DNA. Niestety zaburza rowniez synteze ludzkiego DNA. Selektywnosé¢
przeciwwirusowa opiera si¢ na szybszej fosforylacji araA przez wirusowe kinazy
tymidynowe (HSV i VZV) niz przez ludzkg dTK. Odnotowano synergistyczny efekt
araA w terapii HSV w polaczeniu z acyklowirem (64, ACV, Rys. 2.1.) [12]. Znane
sa rowniez wlasciwosci inhibitorowe araA-TP wobec reduktazy rybonukleotydowe;j
(RNR), co moze powodowa¢ samowzmocnienie efektu cytostatycznego i przeciw-
wirusowego. AraA jest podatna na dzialanie deaminazy adenozynowej, ktdra prze-
ksztalca jg w raczej nieaktywny arabinozyd hipoksantyny. Aby wydluzy¢ czas pét-
trwania widarabiny, mozliwe jest zastosowanie ktéregos z inhibitoréw tego enzymu.
W 1969 r. Montgomery i Hewson z Southern Research Institute (USA) otrzymali
pochodng 2-fluorows - fludarabine (62), ktéra nie ulega deaminacji.
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Fludarabina (62) znalazla zastosowanie jako lek w terapii przewleklej bialaczki
limfocytowej i chtoniakéw nie-Hodgkina. Tak samo jak widarabina oddzialuje
z RNR i polimerazg a w fazie S cyklu komdrkowego. Zaburza pule komérkowych
deoksynukleotydéw (inhibicja RNR), synteze¢ i naprawe DNA (inhibicja polimeraz),
indukuje apoptoze i zaburza proces metylacji DNA poprzez inhibicj¢ hydrolazy
SAH oraz w pewnym stopniu C-5 DNA metylotransferazy (EC,, = 47 uM) [13, 14].
Co wiecej, FA jest inhibitorem primazy DNA [15]. Mozna ja wigc zakwalifikowa¢
do grupy lekow wielocelowych [16]. Jest typowym cytostatykiem, ktdry powoduje
powazne efekty uboczne: limfopenie, a co za tym idzie rowniez wzmozong podat-
nos$¢ na infekcje i zakazenia oportunistyczne, wywoluje goraczke, niewydolnos¢
nerek, zaburzenia widzenia, krwiomocz, wymioty, biegunke i inne. Stwierdzono
réwniez dzialanie teratogenne.

Podawanie dozylne monofosforanu fludarabiny (FAMP, Fludara®) pozwala
ograniczy¢ przenikanie jej do tkanek, co daje pewng selektywnos¢ wzgledem komo-
rek krwi. W osoczu FAMP jest hydrolizowany do FA przez ekto-5-nukleotydaze
usytuowang na zewnetrznej powierzchni blon komérkowych, ktéra nastepnie
jest transportowana przez NT takie jak ENT1, CNT2 do wnetrza komoérek [17],
gdzie ponownie ulega fosforylacji do form aktywnych. W badaniach in vitro
w hodowli ludzkich biataczkowych limfoblastow (CCRF-CEM) okre$lono poziom
inhibicji syntezy DNA oraz przezywalnosci komoérek na poziomie IC,, = 1,5 uM
[18]. W badaniach na zywych mysich modelach zaszczepionych komérkami
mysiej biataczki L1210 wykazano, ze podanie fludarabiny zwigkszylo mediane
diugosci zycia o 125% wzgledem nieleczonych jednostek i zanotowano 4 na 15
przypadkow wyleczenia [19]. Sposrdod wielu badan na pacjentach z przewlekia
biataczka limfocytowa mozna poda¢ dane z M. D. Anderson Cancer Center (USA) -
w przypadku uzycia FAMP jako leku I rzutu uzyskano 79% odsetek odpowiedzi na
leczenie [20]. Znane s3 tez doniesienia o synergistycznym efekcie tgczenia FAMP
z innymi terapeutykami. Fludarabina okazala si¢ by¢ podatna na enzymatyczne
rozerwanie wigzania glikozydowego przez PNPaze (fosforylaza nukleozydéw pury-
nowych szlaku ratunkowego) dajac 2-fluoroadenine, ktéra przy wykorzystaniu
komorkowych enzymow jest przeprowadzana do wysoce toksycznego trifosforanu
2-fluoroadenozyny. Zesp6l naukowcdéw z Southern Research Institute (USA) po
wieloletnich poszukiwaniach metodg préb i btedéw znalazt pochodng, ktéra przy
zachowaniu aktywnos$ci FA wykazala zdecydowanie wieksza odpornos¢ na hydro-
lityczne i fosforolityczne rozerwanie wigzania glikozydowego, a w przypadku jego
rozerwania powstaje 2-chloroadenina, ktdra jest duzo mniej toksyczna - pochodna
ta jest klofarabina (65) [21].

Klofarabina (65, m.in. Clolar®, 9-(2’-deoxy-2’-fluoro-p-p-arabinofuranozylo)-
2-chloroadenina, Rys. 1.2.) jest zaaprobowanym przez FDA w 2004 r. w trybie
warunkowym lekiem II rzutu w przypadku nawracajacej ostrej biataczki szpikowej
(ACC) u pacjentéw w wieku 1-21 lat. Mozna ja traktowac jako wypadkowa dwoch
struktur - fludarabiny (62) oraz kladrybiny (53). Podobnie jak fludarabina, klofa-
rabina po fosforylacji (etapem limitujacym jest fosforylacja do difosforanu) przez
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kinazy komorkowe zaburza proces syntezy DNA na drodze inhibicji reduktazy
rybonukleotydowej (RNR), polimerazy a oraz terminacje elongacji biosyntezowane;j
nici DNA po inkorporacji monofosforanu klofarabiny [22]. Selektywnos¢ dziatania
opiera si¢ na wzmozonej aktywnosci dCK w komoérkach nowotworowych. Efekt bio-
logiczny ulega samowzmocnieniu, poniewaz ubytek wlasciwych dANTP ze wzgledu
na inhibicj¢ RNR powoduje czestsze wbudowanie monofosforanu klofarabiny do
DNA. Klofarabina (65) nie wykazuje silnej aktywnosci wobec mitochondrialnej Pol
y, za to powoduje uwalnianie z mitochondrium cytochromu c oraz innych czynni-
kow indukujacych apoptoze (AIF, APAFI, kaspaza 9). Za transport klofarabiny do
komorki odpowiada podobna grupa NT jak w przypadku FA (62) i na drodze ich
modyfikacji moze pojawia¢ si¢ opornosé¢, cho¢ w przypadku 65 mozliwy jest w pew-
nym stopniu bierny transport transblonowy. W kontekscie klofarabiny pojawia si¢
réwniez problem aktywnosci transporteréw typu ABC (ang. ATP-binding cassette),
ktére sg znane z usuwania pochodnych nukleotydowych z komoérki, cho¢ akurat
w tym przypadku uwaza sie, ze transporter ABCG2 eksportuje klofarabine, a nie
jej monofosforan. Réwnolegte zastosowanie inhibitora tego transportera w terapii
nowotwordéw posiadajacych ABCG2 moze zwigkszy¢ aktywnos¢ 65 [23, 24].

Rysunek 1.2. Struktury klofarabiny, 1-(3’-bromo-f-p-arabinofuranozylo)tyminy oraz fialurydyny
Figure 1.2.  Structures of clofarabine, 1-(3’-bromo-f-p-arabinofuranosyl)thymine and fialuridine

Inng pochodng arabinofuranozylowg o istotnej aktywnosci jest 1-(3’-deoksy-
3’-bromo-p-p-arabinofuranozylo)tymina (66). W testach przeciwko Mycobacte-
rium tuberculosis wykazala IC_, = 1 pg/mL przeciw szeczepowi H37Ra oraz IC,, =
1-2 pg/mL przeciw szczepowi opornemu na ryfampicyne i izoniazyd (H37Rv) przy
cytotoksycznosci CC,; > 100-200 pg/mL [25]. M. tuberculosis wywoluje gruzlice,
ktora jest ciggle powszechng i niebezpieczng chorobg zwlaszcza w krajach trze-
ciego $wiata oraz w przypadku osob o obnizonej odpornosci. Co roku z jej powodu
umiera ponad milion ludzi na $§wiecie. W 2015 roku znajdowala si¢ na dziewiatej
pozycji najczestszych przyczyn zgondw w rankingu WHO (ang. World Health Orga-
nization).

Z po$rod pochodnych arabinofuranozylowych nalezy wymieni¢ jeszcze jeden
stynny analog - fialurydyne (67, 1-(2’-deoxy-2’-fluoro-f-p-arabinofuranozylo)-
5-jodouracyl, FIAU, Rys. 1.2.). Cho¢ w tym przypadku jest to zla stawa. Fialury-
dyna byla badana jako potencjalny terapeutyk w leczeniu infekcji HBV. Pomimo
korzystnych wynikéw badan in vitro oraz in vivo w ukladach zwierzecych na eta-
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pie przedklinicznym [26], podczas badan klinicznych przeprowadzonych w 1993
r. w NIH (National Institute of Health, USA) doszlo do tragedii i 5 pacjentdéw z 15
zmarto z powodu silnej hepatotoksycznosci [27]. Pozostalych dwdéch wymagato
przeszczepu watroby. Po fakcie stwierdzono, ze FIAU jest rozpoznawane i inkor-
porowane przez ssacze polimerazy DNA (a, y, §), dodatkowo stwierdzono silng
aktywno$¢ inhibitorowg FIAU-TP (trifosforan FIAU) wobec mitochondrialnej Pol
y na poziomie K, = 0,04 uM, co kaze si¢ zastanowi¢ nad jakoscig przeprowadzo-
nych badan przedklinicznych [28]. Mozna tez ubolewa¢, ze prowadzacy badania
kliniczne nie potraktowali z dostateczng uwaga wczesniejszych doniesien o cytotok-
sycznosci FIAU w badaniach poswieconych aktywnosci wobec HCMV i wyjatkowo
szybkiej fosforylacji tej pochodnej przez mitochondrialng kinaze tymidynowsa, co
moglo prowadzi¢ to silnej kumulacji FIAU-TP wiasnie w mitochondriach [29, 30].

Rysunek 1.3. Struktury wybranych pochodnych B-p-ksylofuranozylowych (68-73) i 23’-anhydro-S-p-likso-
furanozylocytozyny (74)

Figure 1.3.  Structures of selected f3-p-xylofuranosyl derivatives (68-73) and 2',3'-anhydro-$-p-lyxofurano-
sylcytosine (74)

Niektére analogi arabinofuranozylowe nukleozydow, jak opisano powy-
zej, posiadajag bardzo ciekawe aktywnos$ci. Czy podobnie jest z pochodnymi
ksylofuranozylowymi? Wiele takich analogow zostato zsyntezowanych i cze$¢
z nich rzeczywiscie posiada pewne aktywnos$ci, cho¢ ta grupa nie doczekata si¢
przedstawiciela stosowanego w leczeniu. W 1965 r. Ellis i in. [31] po raz pierwszy
zgtosili aktywnos¢ przeciwnowotworowa 9-3-p-ksylofuranozyloadeniny (ksylo-A,
68, Rys. 1.3.), co dato asumpt do uznania ksylo-A za strukture warta dalszej pracy.
Zostalo to potwierdzone w kolejnych badaniach np. wobec linii komérkowej bia-
taczki L1210, czy wobec komorek B-mix K-44/6, czyli szczurzych komorek trans-
formowanych RSV (Rous sarcoma virus — wirus miesaka Rousa). Istotng aktyw-
nos$¢ przeciwwirusowa in vitro 68 wykazata réwniez wobec wirusow takich jak
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wirus afrykanskiego pomoru $win nalezacego do Asfiwirusow (ASFV) oraz HSV-1
(EC,, = 4,6 mg/mL) [32]. Problemem w stosowaniu ksylo-A okazata si¢ jej szybka
deaminacja w komorce przez deaminazg adenozynowa. Proba zniwelowania tego
zjawiska poprzez modyfikacje puryny w pozycji 8 nie przyniosta pozytywnych
wynikow.

Wirus HBV jest jeszcze bardziej rozpowszechniony niz HCV i szacuje sie, ze
zarazonych na $wiecie jest ok. 2 mld ludzi [33]. W 2010 roku pojawila sie publikacja
badajaca przydatnos¢ réznych pochodnych o zmienionej konfiguracji w pozycjach
2’ i 3" wobec infekcji DHBV i HBV [34]. Z przebadanych zwigzkéw zastugujaca na
odnotowanie aktywnos¢ przeciw DHBV wykazaly zwiazki 69, 70 i 71 w przedziale
EC,, = 3,84-4,13 uM (CC,, > 600 uM dla komoérek Huh-7 - linia komoérek ludz-
kiego raka watroby). Niestety wobec ludzkiego HBV okazaly si¢ by¢ umiarkowanie
aktywne z EC,  na poziomie 19,23-33,7 uM. W 1986 r. G. Gosselin i in. [35] prze-
prowadzili przesiewowe badania na aktywno$¢ przeciwwirusowa podstawowych
analogéw ksylofuranozylowych posiadajacych naturalne zasady azotowe wobec
wiruséw: HSV, VV, VSV, Polio, Coxsackie, Reowirusa 1 i Rinowirusa 9. W badaniu
tym zaobserwowano umiarkowane aktywnosci ksylo-A, ksylo-C (72) i ksylo-G (73)
wobec wiruséw DNA jak HSV czy VV na poziomie IC, = 20-40 mg/mL. Ksylo-A
wykazala takze aktywnos¢ przeciw Rinowirusowi 9 bedacemu wirusem RNA.

Rysunek 1.4. Struktura 2,3’-anhydro-2’-deoksyurydyny
Figure 1.4.  The structure of 2,3’-anhydro-2’-deoxyuridine

W 1988 roku Webb i in. zglosili aktywno$¢ 233’-anhydro-B-p-liksofurano-
zylocytozyny (74) przeciwko wirusowi HIV [36]. Zwiazek ten juz przy stezeniu
0,5-1 uM wykazal duza zdolnos¢ ochrony zakazonych komoérek zwiekszajac kilku-
krotnie liczbe zywych komorek. Jednak przy stezeniu 5 tM mozna bylo zauwazy¢
wyrazny efekt cytotoksyczny. W 2010 roku pojawila sie za to praca pokazujgca, ze
stanowigce czesto etap posredni w syntezie pochodnych nukleozydowych modyfi-
kowanych w czeséci cukrowej zwiazki 2,3’-anhydrocykliczne réwniez moga posiadac
ciekawe aktywnos$ci. Wsrod przebadanych pochodnych najlepsza aktywnos¢ wyka-
zala 2,3’-anhydro-2’-deoksyurydyna (75, Rys. 1.4.) z EC_, = 2,5-5 pg/mL przeciw
wirusowi DHBV i EC, = 5 pg/mL przeciw HBV przy CC,, > 200 ug/mL [37].
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2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA POZOSTALYCH NUKLEOZYDOW
POSIADAJACYCH MODYFIKACJE W CZESCI CUKROWE]

Aktywnosci nukleozydéw posiadajacych modyfikacje w pozycjach 2’1 3’ rybozy
zostaly szeroko omoéwione w II czgsci przegladu i w poprzednim rozdziale tej czesci.
W tym miejscu zostang przedstawione pokrotce inne modyfikacje czesci cukrowe;.
W tej kategorii zwigzkow na pierwszy plan wychodzg nukleozydy acykliczne, w kto-
rych pierScien cukrowy zostal zastgpiony przez podstawnik (2-hydroksyetoksy)
metylowy (np. acyklowir, ACV, Zovirax®, 64, Rys. 2.1.) lub 2,3-dihydroksypro-
pylowy (np. 9-(2,3-dihydroksypropylo)adenina, DHPA, 76). W pierwszej grupie
zostala zachowana cze¢$¢ odpowiadajgca atomom C1, C4, O4’ i C5, a w drugiej
grupie zostala zachowana czes¢ z ukladem 233’-cis-diolowym. ACV i DHPA s3
szczegblnymi przypadkami pochodnych z grupy seco, ktére posiadajg przerwany
pierscien cukrowy w jednej z pigciu pozycji np. 152’ lub 233> ACV mozna trakto-
wad, jako pochodna triseco z przerwanymi trzema wigzaniami w pozycjach 132’°; 233’
i34 [38].

Pochodne typu DHPA (76), nieposiadajace sgsiadujacego z wigzaniem glikozy-
dowym atomu tlenu s formalnie alkilowymi pochodnymi zasad azotowych i otrzy-
muje si¢ je w reakcjach alkilowania. Umieszczono je w tym rozdziale ze wzgledow
historycznych, bo tak do tej pory czesto byly klasytfikowane. W przypadku pochod-
nych typu ACV (64) obecno$¢ atomu tlenu imitujgcego atom tlenu rybozy powo-
duje podobienstwo tych zwigzkéw do nukleozydéw réwniez pod wzgledem che-
micznym. Mozliwe jest otrzymanie takich pochodnych na drodze transpurynacji
[39]. Mechanizm tej reakeji zaklada powstawanie acyklicznego kationu pseudocu-
krowego. Dlatego mozna takie zwigzki klasyfikowa¢ jako pochodne nukleozydowe
lub pseudonukleozydowe.

ACV po raz pierwszy opisany zostal przez Schaeffera i Elion w 1977 r. [40].
Précz syntezy przedstawiono réwniez pierwsze wyniki badan aktywnosci przeciw-
wirusowej. Za swa prac¢ nad ACV i jego pochodnymi Elion otrzymata w 1988
roku nagrode Nobla. ACV wykazuje wysoka i selektywng aktywnos$¢ zwtlaszcza
przeciw herpeswirusom (HSV-1, HSV-2). Wartosci IC, przeciw réznym szcze-
pom wynoszg 0,01-0,1 pg/mL. ACV po przedostaniu si¢ do wnetrza komorki
ulega fosforylacji przez wirusowa kinaze deoksytymidynowa HSV-dTK do postaci
monofosforanu [41]. Nastepnie ulega fosforylacji przez ludzka kinaz¢ GMP
(guanozynomonofosforanu) do difosforanu i komérkowe kinazy NDP (nukleozy-
dodifosforanowe) do trifosforanu. Trifosforan zostaje rozpoznany przez wirusowg
polimeraze DNA i wbudowany do wirusowego lancucha nukleinowego. ACV
nie jest substratem dla komoérkowych kinaz, dlatego fosforylacja zachodzi tylko
w zainfekowanych komodrkach. ACV wykazuje aktywnos¢ rowniez przeciw wiru-
sowi VZV oraz umiarkowang aktywnos¢ przeciw wirusowi CMV.

ACV wykorzystano jako strukture liderowa w dalszych poszukiwaniach,
w wyniku ktérych uzyskano m.in. gancyklowir (GCV, 9-(1,3-dihydroksy-2-propo-
ksymetylo)guanina, Cytovene®, 77) [42-45]. GCV okazat si¢ by¢ aktywny przeciw
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wirusom HSV-11i 2, CMV, VZV a takze EBV (wirus Epsteina-Barra). Co ciekawe,
GCV jest takze aktywny wobec zmutowanych, nieposiadajacych wiasnej kinazy
tymidynowej szczepéw HSV TK', wobec ktorych ACV nie jest aktywny. Zamiana
guaniny na adenine w strukturze ACV dala obnizenie aktywnosci, a wstawienie w to
miejsce zasad pirymidynowych dato zwigzki nieaktywne.

Rysunek 2.1. Nukleozydy acykliczne
Figure 2.1.  Acyclic nucleosides

Inne modyfikacje czgsci zasadowej maja na celu poprawe rozpuszczalnosci
i poprawe parametrow wchlaniania przy podaniu doustnym. Przykladem takiej
modyfikacji moze by¢ 6-deoksyacyklowir (78, Rys. 2.2.) [46], ktory w komorce
zostaje utleniony przez oksydaze ksantynowa do postaci ACV. Pozwala to na sze-
$ciokrotne zwiekszenie stezenia ACV w organizmie.

Rysunek 2.2. Struktura 6-deoksyacyklowiru
Figure 2.2.  Structure of 6-deoxyacyclovir

Waznym nukleozydem acyklicznym jest wspomniany wcze$niej DHPA
(76) [47], ktérego enancjomer o konfiguracji S jest tym aktywnym. Wyka-
zuje on szerokie spektrum aktywnosci przeciw wirusom (+)RNA, (-)RNA,
dsRNA (dwuniciowe RNA), a takze w mniejszym stopniu przeciw wirusom
DNA. Mechanizm dzialania jest mechanizmem typowym dla analogéw ade-
ninowych. Stanowi on inhibitor dla hydrolazy S-adenozylohomocysteino-
wej (SAH). Inhibicja tego enzymu powoduje kumulowanie si¢ w komorce
S-adenozylohomocysteiny, ktora z kolei utrudnia m.in. metylacj¢ terminalnej
guanozyny w strukturze cap mRNA i zakt6ca dojrzewanie wirusowego RNA.

Tenofowir (79 PMPA, [(R)-9-(2-fosfonylometoksypropylo)adenina, Rys. 2.3.)
réwniez zalicza si¢ do analogdw acyklicznych, cho¢ w tym przypadku uwaza si¢ go
za izosteryczny i izoelektryczny analog acyklonukleotydowy. Nalezy on do acyklicz-
nych fosfonianéw nukleozydowych, ktérych prekursorem w syntezie jest DHPA.
Jest to bardzo ciekawa grupa zwigzkéw przeciwwirusowych zsyntezowanych przez
zespol Holyego [48]. Sg stosowane w leczeniu wielu réznych zakazen wirusowych
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np. HCMV u pacjentéw chorych na AIDS. Zostal dopuszczony do terapii prze-
ciw wirusowi HIV w 2001 roku, a takze przeciw wirusowi HBV w roku 2008. Ze
wzgledu na lepsze wchlanianie stosowany jest w postaci proleku — dizoproksylu
tenofowiru, w ktéorym grupa fosforanowa jest dodatkowo zestryfikowana dwiema
resztami izopropyloksykarbonyloksymetylowymi. Po wniknigciu do komérki dies-
ter ten rozklada si¢ do aktywnego biologicznie tenofowiru. Forma doustna jest sola
fumaranowa dizoproksylu tenofowiru (TDF, 80, Viread®). Z karty charakterystyki
produktu leczniczego mozna wyczytaé, ze Viread jest stosowany w leczeniu dzieci
zakazonych wirusem HIV-1 w wieku od 6 do 12 lat z oporno$cig na NRTT lub przy
zbyt duzej toksycznosci lekéw pierwszego rzutu. Tenofowir moze by¢ stosowany
w profilaktyce zakazen w grupie wysokiego ryzyka.

Rysunek 2.3. Struktury tenofowiru i TDF
Figure 2.3.  Structures of tenofovir and TDF

Procz nukleozydéw acyklicznych, znane s3 réwniez nukleozydy karbocykliczne
oraz L-nukleozydy, ktore takze posiadaja ciekawe wlasciwoséci biologiczne [49].
Nalezgca do nukleozydéw karbocyklicznych neplanocyna A (81, Rys. 2.4.) [50] jest
réwniez inhibitorem hydrolazy SAH z IC,, = 0,2 uM. Neplanocyna A w komorce
jest tatwo metabolizowana do nieaktywnej formy inozynowej przez deaminaze ade-
nozynows, dlatego podjeto proby jej modyfikacji aby zwiekszy¢ czas poltrwania
w komorce, a takze zmniejszy¢ jej cytotoksycznos¢ poprzez utrudnienie fosforylacji
przez kinaze adenozynowy. IC_ neplanocyny wzgledem wiruséw V'V, VSV, Reowi-
rusa 1, Junin (wirus argentynskiej goraczki krwotocznej, JUNV), CMV miescilo si¢
w przedziale 0,3-7 ug/mL [51, 52]. Badania prowadzono w komérkach E .SM (linia
komorkowa ludzkich embrionalnych fibroblastéw), HeLa (linia komorek raka szyjki
macicy), Vero (linia komoérek nabtonka nerki koczkodana) i HEL (linia komorek
biataczki erytroblastycznej). Cytozynowy analog neplanocyny o nazwie zwyczajowej
cyklopentynylocytozyna 82 (CPE-C) [53, 54], procz aktywnosci przeciwwirusowe;j
wobec ponad 20 réznych wiruséw posiada rowniez aktywnos¢ przeciwnowotworowa
inhibujac w postaci trifosforanowej syntetaze trifosforanu cytydyny (CTP), ktéra
w komdrkach nowotworowych ma zwigkszona aktywnos¢. Jednak stwierdzona
w I fazie badan klinicznych kardiotoksyczno$¢ opdznia wprowadzenie go do lecze-
nia. Arysteromycyna (83) [55, 56] to kolejny purynowy nukleozyd karbocykliczny,
ktéry réwniez nalezy do grupy inhibitoréw hydrolazy SAH, wykazuje wlasciwosci
sercowo-naczyniowe prawdopodobnie jako agonista receptora adenozynowego A2
[57] i stanowi strukture liderowg dla wielu aktywnych zwigzkow.
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Rysunek 2.4. Nukleozydy karbocykliczne
Figure 2.4.  Carbocyclic nucleosides

Karbocykliczna 2’-deoksyguanozyna (CDG, 84) [58] nalezy do inhibitoréow
replikacji wirusowego DNA. Posiada szerokie spektrum aktywnosci przeciwwiru-
sowej np. wobec HSV, HCMV i HBV. W celu wyjasnienia mechanizmu dzialania
CDG przeciw HSV badano poziom inkorporacji jej monofosforanu do komoérko-
wego i wirusowego DNA. Okazalo sig, ze trifosforan CDG jest lepszym substra-
tem dla wirusowej polimerazy i dziala jako inhibitor kompetycyjny, ale nie dziala
jako terminator elongacji fancucha DNA [59]. CDG wykorzystano jako strukture
liderowa i tak zgloszono kolejne aktywne analogi. 6’-Fluoro-CDG (85) [60] okazata
sie by¢ kilkukrotnie skuteczniejsza od ACV in vitro przeciw HSV-1 i 2, a enteka-
wir (BMS-200475, 86) [61] wykazat bardzo wysoka aktywnos¢ przeciw HBV (EC,,
= 0,003 uM) przy cytotoksycznosci zaleznej od linii komérkowej 21-120 uM. Nie
sposdb wymieni¢ wszystkich analogéw karbocyklicznych, ktére zostaly zsyntezo-
wane i przebadane biologicznie, ale trzeba wspomnie¢ takze o C-BVDU (87) [62]
oraz C-oksetanocynie G (88) [63], ktdre sg karbocyklicznymi wariantami aktyw-
nych nukleozydéw i przedstawicielami dwdch grup zwigzkéw. C-BVDU wykazuje
poréwnywalng aktywnos$¢ do BVDU (3), a przy okazji jest odporny na hydrolityczne
dzialanie fosforylazy urydynowej i deoksytymidynowej, a C-oksetanocyna G wyka-
zuje réwnie ciekawe aktywnosci jak zwigzek liderowy, jednak jest bezpieczniejsza
w uzyciu i moze stanowi¢ obiecujgce rozwigzanie terapeutyczne w leczeniu infekcji
HSV i HCMV. Zwigzek 88 wykazuje réwniez aktywnos¢ anty-HIV, jednak stabsza
od znanych ddA (dideoksyadenozyna, 30) i ddG (dideoksyguanozyna, 31), ktére
zostaly oméwione w cze$ci I1.
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Rysunek 2.5. Karbowir i abakawir
Figure 2.5.  Carbovir and abacavir

Ostatnig grupe zwigzkéw karbocyklicznych, o ktorej trzeba wspomnie¢, sta-
nowig karbowir (89, Rys. 2.5.) i jego pochodne. Karbowir wytypowano jako struk-
ture aktywna w wyniku duzego programu badan przesiewowych zrealizowanych
w National Cancer Institute (USA) [64]]. Okazal si¢ by¢ odpornym na hydrolize
i zdolnym do hamowania infekcyjnosci i replikacji wirusa HIV w limfocytach T na
poziomie stezenia 200-400 krotnie nizszym od poziomu cytotoksycznego. W trzech
roznych liniach komérkowych wykazat aktywno$¢ w zakresie IC_, = 0,12-0,31 uM
(enancjomer (-)). AZT (1) i ddC (32) w tych samych testach osiggaly aktywnos¢
o dwa rzedy lepsze, procz linii komérkowej JM (Jurkat, linia komdrkowa nie§mier-
telnych T-limfocytéw). Badania enzymatyczne wykazaty wlasciwosci inhibitorowe
trifosforanu (-)-karbowiru wobec HIV1-RT na poziomie (K,) réwnym AZT-TP.
Znaleziono réwniez sposob na przedluzenie czasu pottrwania zwigzku w organi-
zmie, inhibujac pierwszy etap metabolizmu przez uzycie mieszaniny dwdch izome-
réw, a to drugi izomer (+) okazat sie by¢ tym chetniej utlenianym przez komoérkowe
dehydrogenazy przy niewiele mniejszej aktywnosci anty-HIV. Cho¢ zwiazek oka-
zal si¢ by¢ bardzo dobrym srodkiem przeciw wirusowi HIV, jednak pewne wady
w biodostepnosci, jak niska absorpcja przy podaniu ustnym, niska przenikalnos¢
przez bariere krew-mozg oraz cytotoksyczno$¢ zatrzymaly rozwdj do produktu
leczniczego. Wprowadzono liczne modyfikacje do struktury karbowiru w celu
poprawy tych cech, ale z r6znym skutkiem. Badania kliniczne pomyslnie przeszedt
abakawir (90). Cho¢ wstepne pomiary aktywnosci nie byly doskonale, jednak
zwiazek okazal si¢ by¢ dobrym kandydatem pod wzgledem farmakokinetycznym
i pod wzgledem toksycznosci [65]. W USA zostal dopuszczony do uzycia juz w 1998
roku.
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Rysunek 2.6. Struktury wybranych r-nukleozydow
Figure 2.6.  L-nucleoside analogs

Kolejna grupa zwiazkéw modyfikowanych w czesci cukrowej, ktdra trzeba
opisa¢ w tym rozdziale sa analogi L-nukleozydéw. Nie dziwi fakt, ze od poczatku
poszukiwan lekéw zajmowano si¢ analogami D-enancjomeréw nukleozyddw,
ktére wystepujag naturalnie i mozna si¢ bylo spodziewa¢, ze to one bedg wchodzi¢
w interakcje w organizmach zywych. Zmiana nastgpita na poczatku lat dziewiec¢-
dziesigtych ub.w. gdy pojawily si¢ pierwsze doniesienia o aktywnosciach anty-HBV
i anty-HIV nienaturalnych S-L-nukleozydéw. Prekursorem okazata sie by¢ -L-2’-
deoksy-3’-tiacytydyna (3TC, lamiwudyna, 63, Rys. 2.6.) [66]]. Pierwotnie uzyskano
mieszaning racemiczna, ktoéra poddana badaniom biologicznym wykazata bardzo
dobrg aktywnos¢ przeciw wirusowi HIV (1 i 2) na poziomie EC,, = 0,02-0,06 uM.
Pdzniej uzyskano oba enancjomery osobno i wykazano, ze bardziej aktywnym
oraz mniej toksycznym jest enancjomer L (EC,, = 0,018 uM). Podobng charakte-
rystyke aktywnosci uzyskano przeciw wirusowi HBV. W komdrce ulegaja fosfo-
rylacji do trifosforanu dzieki kinazom komodrkowym i blokuja aktywno$¢ wiruso-
wej HIV1-RT i HBV-Pol (polimeraza wirusa HBV) o aktywnosci RT, konkurujgc
z naturalnym substratem. Enancjomer L wykazuje wysoka selektywno$¢, podczas
gdy enancjomer D wykazywal pewne powinowactwo do polimeraz gospodarza.
Lamiwudyna doczekata si¢ wprowadzenia do terapii przeciw wirusowi HIV i stata
sie strukturg liderowa w dalszych poszukiwaniach. Tak uzyskano f3-L-FTC (emtry-
cytabina, 91) [67], 3-L-diokso-C (troksacytabina, 92) [68], f-L-ddC (93, L-dideok-
sycytydyna), S-L-FddC (94, 3-L-5-fluoro-2}3’-dideoksycytydyna) [69] i f-L-FMAU
(95, 1-(2’-deoksy-2’-fluoro-f-L-arabinofuranozylo)-5-metylouracyl) [70]. Trifos-
forany zwigzkow 93 i 94 wykazaly zdolnos¢ do selektywnej inhibicji HIV-RT z war-
todciami stalej inhibicji K, niewiele gorszymi od 3TC-TP, cho¢ duzo gorszymi od
AZT-TP. Stwierdzono, ze dzialaja jako terminatory elongacji wirusowego DNA.
Oba nukleozydy 93 i 94 okazaly si¢ by¢ réwniez bardzo aktywne przeciw HBV in
vitro na poziomie ED_ = 0,01 uM. Oba wykazaly zerowa aktywnos$¢ wobec mito-
chondrialnej polimerazy y, co jest bardzo dobrym wynikiem, poniewaz uwaza sie,
ze gtéwnym mechanizmem odpowiedzialnym za cytotoksyczno$¢ NRTI w leczeniu
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AIDS jest wlasnie inhibicja Pol y oraz inkorporacja NRTI do mitochondrialnego
DNA w komorce gospodarza [71]. Na przyklad ddC (32) wykazuje aktywnos¢
inhibitorowg wobec Pol y na poziomie K. = 0,022 uM in vitro oraz silng aktywno$¢
terminatorows. Aktywnos$¢ B-L-FTC (91) in vitro wzgledem wirusa HIV charak-
teryzowala sie wartoécig EC,, = 0,0013 uM przy cytotoksycznosci CC,, > 100 uM
w dwdch réznych liniach komoérkowych. Jest to doskonaly rezultat i nie dziwi, ze
dopuszczono jg do leczenia w 2006 roku. Analog S-L-FMAU (95) wykazal za to
dobrg aktywno$¢ przeciw wirusowi HBV na poziomie EC, = 0,1 uM przy zerowej
cytotoksycznosci [49].

Rysunek 2.7. Struktura telbiwudyny
Figure 2.7.  Structure of telbivudine

Innym waznym przedstawicielem r-nukleozyddw jest telbiwudyna (S-L-2’-
deoksytymidyna, 96, Rys. 2.7.). Juz w 1992 roku opisano, ze telbiwudyna ulega sku-
tecznej fosforylacji przez kinaze tymidynowa wirusa HSV-1 i hamuje jego wzrost
[72].Jednak dopiero prace zwigzane z aktywnoscia przeciw wirusowi HBV nadaly
znaczenie temu zwigzkowi (EC, = 0,19 £ 0,09 uM) [73]. Zwiazek jest produkowany
przez Novartis i dostepny w handlu w UE pod nazwg handlowg Sebivo®.

Rysunek 2.8. Przykltady nukleozydéw modyfikowanych w pozycji 5°
Figure 2.8.  Examples of nucleosides modified in the 5’-position

Nakoniecprzegladuwypadazasygnalizowadjeszczeistnienieinnych grup mody-
tikowanych nukleozydéw poprzez podanie kilku przyktadéw. Angustmycyna A (97,
Rys. 2.8.) aktywna wobec bakterii gram (+) [74] jest analogiem modyfikowanym
w pozycji 5" i 1. Zwiazki z tej grupy sa najczesciej aktywne wobec enzymoéw biora-
cych udzial w reakcjach transmetylowania np. hydrolazy SAH. Sinefungina VA (98),
45’-didehydrosinefungina V (99) wykazuja ciekawe aktywnosci przeciw pasozytom
z gatunku §widrowcéw Trypanosoma brucei na poziomie IC, = 0,0026-0,15 ug/mL
przy braku toksycznosci przeciwko linii komérkowej MRC-5 (linia komérek fibro-
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blastow tkanki plucnej). Podgatunki Trypanosoma br. gambiense i Trypanosoma br.
rhodesiense sa odpowiedzialne za $pigczke afrykansky przenoszong przez muchy
tse-tse [75]. Analogi posiadajace podstawnik 3’-spiro sg specyficznymi inhibitorami
HIV-1 RT. Nie sg aktywne wobec innych retrowiruséw. Wigzg sie z niesubstratowym
miejscem enzymu. Aby zwigzek byl aktywny musi posiada¢ w pozycjach 2’1 5’ grupe
t-butylodimetylosililowg oraz konfiguracje rybozy. Przyktadem takiego zwigzku jest
TSAO-T (100, Rys. 2.9.) [76]. Wprowadzenie podstawnika alkilowego w pozycji
N-3 tyminy znacznie obniza cytotoksycznos$¢ zwiazku bez szkody dla aktywnosci.

Rysunek 2.9. Struktura 3’-spironukleozydu TSAO-T
Figure 2.9.  Structure of 3’-spironucleoside - TSAO-T

UWAGI KONCOWE

Zainteresowanie chemia pochodnych nukleozydéw oraz ich aktywnosciami
biologicznymi nie ustaje. XXI wiek to cigg dalszy sukcesow tej grupy zwigzkow,
co wida¢ po wspomnianym odkryciu aktywnosci immucyliny-A wobec wirusa
Ebola, opracowaniu i dopuszczeniu do leczenia sofosbuwiru (pronukleotyd),
klofarabiny, azacytydyny, trifluorotymidyny, tenofowiru, telbiwudyny, lamiwu-
dyny czy wprowadzeniu terapii HAART. Przynajmniej 32 pochodne nukleozy-
dowe i pronukleotydowe sg obecnie w trakcie badan klinicznych, zaréwno te
znane od lat np. rybawiryna lub kordycepina, jak i zupelnie innowacyjne np.
RX-3117 - karbocykliczna pochodna cytydyny lub MB-07133 - nowa pronu-
kleotydowa pochodna cytarabiny [77]. Trudno przewidzie¢, czy pod wzgledem
chemicznym mozna oczekiwa¢ nowych typéw modyfikacji nukleozydéw, skoro
od czaséw sir Alexandra Todda otrzymano dziesigtki tysigcy réznych analogow
i pomystowos¢ chemikéw powoli sie wyczerpuje. Poszukiwania bedg raczej
przypominaé proces dochodzenia do struktury klofarabiny na drodze zmud-
nej pracy tworzenia dziesigtkéw wariantéw i taczenia znanych rozwigzan struk-
turalnych. Jednak z cala pewnoscia beda powstawaly lepsze metody syntezy
- szybsze, tansze, wydajniejsze, bardziej ekologiczne czy racjonalizujace aspekt
technologiczy. Kolejne doniesienia o nowych aktywnos$ciach beda stymulowaé
ten proces. Niewatpliwie w ostatnich dwdch dekadach znaczenia nabraly pro-
nukleotydowe strategie prolekowe np. wspomniane cycloSal, ProTide i SATE,
ktérych celem jest obejscie limitujgcych etapéw fosforylacji w komorce przy
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zapewnieniu wiasciwej biodostepnosci. Reasumujac, mozna oczekiwaé kolejnych
sukcesow chemii nukleozydéw w leczeniu wielu ci¢zkich choréb wirusowych
i nowotworowych.
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red. nauk. Anna Gozdzicka-Jozefiak
Wirusologia

Lubert Stryer
Biochemia. Wyd. 5



Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia
nastepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 zt

Podstawowa terminologia stereochemii oraz Stownik podstawowych terminow
w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 zt

Nomenklatura weglowodanow. Zalecenia 1996, ttum. i red. T. Sokotowska
1 A. Wisniewski, cena 18 zt

I.Z. Siemion, Bronistaw Radziszewski i Iwowska szkota chemii organicznej, cena
18 zt

K. Maruszewski, Fizykochemia molekut zamknietych w zeolitach i zol-zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzgdkowane materialy mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikéw, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokolowska i A. Wisniewski,

cena 15 zt

1.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwosé¢ jonow w podwaojnych uktadach stopionych soli,
cena § zt.

Praca zbiorowa, Nanomateriaty, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 zt.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe — nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Pasciak, W. Strek, cena 20 zt

Glosariusz nazw klas zwigzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. Kazmierczak
1 J. Gawronski, cena 16 zt.

Od substacji prostych do zycia. Swiat RNA — poczqtki Zycia na Ziemi, Zdzistaw
Chilmonczyk — NAKELAD WYCZERPANY.

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setng rocznicg uro-
dzin, cena 12,00 zi.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czegs¢ I. Naktad wyczerpany, dostgpna wersja
elektroniczna.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ II. Naklad wyczerpany, dostepna wersja
elektroniczna

Chemosensory optyczne oraz materialy rozpoznawcze dla jonéow metali w roztwo-
rach, Krzysztof Kledzik, cena 22,00 zt.

Obliczenia teoretyczne stalej ekranowania magnetycznego i statych strzezen spi-
nowo-spinowych. Teobald Kupka cena 20,00 zt.

Ksigzki wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy kiero-
wac pod adresem: Redakcja ,,Wiadomo$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroctaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN I INFORMACJE DLA AUTOROW PUBLIKUJACYCH
W CZASOPISMIE ,WIADOMOSCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” s3 recenzowanym czasopismem naukowym Polskiego Towarzystwa Chemicznego,
ktore publikuje przede wszystkim artykuty przegladowe. Ponadto publikowane s3 tutaj inne warto$ciowe mate-
rialy o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuty oparte na pracach doktorskich lub habilitacyj-
nych, ktére zostaly wyrdznione przez Rady Wydzialow, przed ktérymi toczyly sie odpowiednie procesy; mate-
rialy informacyjne na temat uczonych oraz jednostek naukowych/firm chemicznych lub pokrewnych chemii;
materialy o aktualnych osiggnieciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowi seria, ,, Biblioteka Wiadomosci Chemicznych’, gdzie publikowane sa
dluzsze artykuly przegladowe lub monografie po$wiecone waznym i aktualnym problemom wspoélczesnej che-
mii. Autorzy, ktorzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni weze$niej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie
przesta¢ wstepnie przygotowana publikacje (redagowang na wzor artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Che-
micznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul przygotowywanej publikacji, przyblizona
liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada srodkéw na finansowanie prac w serii
»Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” W zaleznosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega
sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” wydawane s3 zaréwno w wersji drukowanej jak i elektronicznej. Wersja elektro-
niczna udostepniana jest bezplatnie w Internecie.

Czasopismo jest indeksowane/abstraktowane w kilku bazach danych: Chemical Abstracts, Polska Bibliografia
Naukowa, BazTech, Polska Bibliografia Lekarska, Index Copernicus, Baza ARIANTA.

2. Informacje dla autoréw na temat wymagan i zasad publikowania prac

+ Prace nie byly wczeéniej publikowane, ani nie s3 zlozone w redakcji innego czasopisma.

« Autorzy prac stosujg si¢ do wymagan praw autorskich tzn. w przypadku zamieszczania rysunkow, tabel
itp., pochodzacych z opracowan opublikowanych w innych czasopismach lub publikacjach zwartych,
posiadaja pisemna zgode na ich przedruk.

o Opublikowana raz praca bez zgody Redakcji, nie moze by¢ wydawana gdzie indziej.

o Autorzy przysylajacy prace po raz pierwszy powinni poda¢ swoj numer telefonu oraz adresy poczty tra-
dycyjnej i elektronicznej. Jest to niezbedny warunek sprawnego przebiegu opracowania redakcyjnego
tekstu.

o Autorzy zobowigzani s3 do wykonania korekty tekstu. W pracach przyjetych do druku Redakcja ma
prawo dokonywania niezbednej korekty.

o Jezeli autorzy nie zastrzegg inaczej w momencie zgtoszenia pracy, wydawca nabywa ogélnych praw autor-
skich do wydrukowanych prac (w tym prawo wydawania na nosnikach elektronicznych oraz w Interne-
cie). Tytulem powyzszego wykorzystania utworéw autorom nie s3 wyplacane honoraria.

o Wszystkie nadsylane prace s3 poddawane wstepnej ocenie, ktora okresla czy odpowiadajg randze i pro-
filowi ,Wiadomosci Chemicznych” oraz czy zostaly przygotowane zgodnie z formalnymi wymogami
MNIiSW oraz Redakgji.

o Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace s3 recenzowane przez co najmniej dwoch nie-
zaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$§ wnidst znaczacy wkiad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udzial autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sg przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wlacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

« Autorzy maja prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezaleznych recenzentéw, jednak ostatecz-
nego wyboru anonimowych recenzentéw dokonuje Redakgja.



3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosic¢ czesciowe koszty wydania swoich artykulow. Tak jest w przypadku tzw. stron
nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda rozpoczeta nadliczbowsg strong jest naliczana oplata w wysokosci
okoto 50 zl. Najczeéciej kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autoréw lub przez Wydziaty
ktore wspomagaja wydawanie ,Wiadomosci Chemicznych”. Niezaleznie od rodzaju pracy oplata pobierana jest
réwniez za strony drukowane w kolorze (zgodnie z faktycznym kosztem druku).

Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ zmiany wysokosci oplat, w zaleznosci od wielkoéci dofinansowania
z MNiSW oraz wypracowanych srodkéw wlasnych. Faktura wystawiana jest po ukazaniu si¢ pracy.

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych”, Redakcja nie posiada srodkéw na finanso-
wanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

4. Informacje szczegétowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

Tekst nalezy napisa¢ zwigzle, prostym stylem, wedlug zasad pisowni polskiej, z zachowaniem poprawnego i
obowigzujgcego nazewnictwa fachowego. Nie nalezy zamieszcza¢ nadmiaru szczegélow odsylajac Czytelnika do
pi$miennictwa oryginalnego, ktére to powinno uwzglednia¢ najnowsze informacje, dotyczace napisanej pracy.
Literature nalezy cytowac ze zrédel oryginalnych.

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

o W przypadku prac wspotfinansowanych przez autoréw, liczba stron oraz forma kolorystyczna manu-
skryptu nie jest ograniczona (wymagane jest wczesniejsze uzgodnienie z Redakcja).

« Maszynopisy prac autoréow ktorzy nie chca ponosi¢ dodatkowych kosztéw, nie powinny przekraczac¢ 25
stron calej pracy (po wydruku w czasopi$mie) oraz drukowane bedg w wersji czarno biatej.

o Glowny tekst nadsylanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy sto-
sowaé numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity sposéb numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zar6éwno przy numerowaniu rozdzialéw, przy przytaczaniu pismiennictwa cytowanego oraz odwolywaniu
sie do tabel rysunkoéw itp., nie nalezy stosowa¢ odsylaczy hipertekstowych).

o Tekst powinien by¢ napisany poprawnym jezykiem, wszystkie skroty muszg by¢ wyjasnione, oznaczenia i
jednostki miar nalezy podawa¢ wedlug ukladu SI, pozycje cytowanej literatury nalezy oznacza¢ numerami
umieszczonymi w nawiasach kwadratowych, w kolejnosci cytowania wg wzoréw [1, 5, 7] (dla prac 1,51 7)
lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7).

o Jesli w artykulach znajduja sie przedruki rysunkow, czy innych elementéw prac cudzych, w opisach (pol-
skich i angielskich) nalezy zamiesci¢ stosowng informacje.

o Zaleca si¢ umieszcza¢ w tekscie pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jesli sa przygotowane w edytorze
Word), jednak w przypadku plikéw o bardzo duzych rozmiarach nalezy zaznaczy¢ miejsca na ich umiesz-
czenie (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji).

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

- tytul pracy w jezyku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony, WERSALIKI), i angielskim
(Times New Roman, 14 p, WERSALIKI),

- pelne imig i nazwisko autora (autoréw) pracy (Times New Roman, 15p, pogrubione),

- pelne nazwy o$rodkéw przypisane do autoréw pracy (wraz z adresem osrodka i adresem e-mail autora
korespondujacego (Times New Roman, 10,5, kursywa),

- spis treci pracy z zastosowaniem nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

- notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dofaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autor6éw (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji),



- obszerne streszczenie pracy w jezyku angielskim (od 1800 do 2700 znakéw ze spacjami) z uwzgled-
nieniem cytowanego pi$miennictwa oraz odsylaczami do tabel, rysunkéw zamieszczonych w tekscie
(Rys. 1, Tab. 1-2, Schemat 1) oraz stowa kluczowe - nie wiecej niz 6, uzyskane najlepiej z bazy haset
przedmiotowych podawane w jezyku angielskim i polskim,

- wykaz stosowanych skrétow - w przypadku niewielkiej liczby skrotéw lub akroniméw nie jest
konieczne zamieszczanie tej pozycji, wowczas, skroty wyjasniamy w tekscie przy pierwszym uzyciu.
Angielskie skroty nalezy podac¢ i wyjasni¢ wg ponizej podanego wzoru lub w oparciu o inne prace
zamieszczone w ,Wiadomo$ciach Chemicznych”. Przykiad: dla skrétu SSRI - selektywne inhibitory
zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor),

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

Tabele i rysunki powinny by¢ zamieszczone w przesylanym tekscie oraz dodatkowo (po zatwierdzeniu

pracy do druku, na etapie przygotowywania szczotki) dotaczone w postaci osobnych plikow zapisanych

w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

Tabele i rysunki powinny by¢ przejrzyste, zawiera¢ informacje niezbedne do zrozumienia treéci, bez

koniecznosci poszukiwania objasnien w tekscie pracy, nalezy je numerowac cyframi arabskimi oraz poda¢

tytul (polski/angielski, nad tabelg, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

Wszystkie fotografie — nalezy przesta¢ w postaci plikéw zapisanych w formacie tif, jpg lub podobnym,

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczosci co najmniej 300 dpi.

« Pi$miennictwo cytowane

Pi$miennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedlug kolejnosci cytowania w tekscie, nalezy cytowaé

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera¢ kolejno nastepujace ele-

menty: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw), skrét tytulu czasopisma zgodny z przyjetymi normami,

rok wydania, numer wolumenu zaznaczony pogrubiona czcionka, numer pierwszej strony cytowanej
pracy, np.

[1] J. Kowalski, Wiad.Chem., 2007, 61, 473.

[2] W. Kowalski, A. Nowak, Przem. Spoz. 2010, 51, 3.

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawieraé: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw),

tytul ksigzki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksigzki, Volumed, Wroclaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko

autora (autoréw), tytul (artykulu) dokumentu online, [dostep], wydawca, [data dostepu]. Warunki

dostepu, np.

[7] J. Kowalski, Tytut artykutu. [online], wydawca, [dostep: 2010-05-20]. Dostepny w Internecie:

http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji

Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji.

Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastepujacej postaci:

o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;

« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);

« pliki zawierajace zdjgcia portretowe autoréw, w nazwie powinny wskazywa¢ autora, ktorego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

o 1 plik zawierajacy: strong tytulowa, streszczenie (abstrakt), stowa kluczowe, podpisy pod rysunki,
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to rowniez oddzielne
pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrétow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakgji w ciggu kilku dni od otrzymania.

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesytania prac z kolorowymi stronami prosimy o zaznacze-
nie stron, ktoére w formie druku majg by¢ kolorowe Brak tej czynnos¢ bedzie skutkowat czarno-bialym wydru-
kiem wersji papierowej. W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na czarno-biate,
prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkéw.



Prace prosimy przesyla¢ poczta elektroniczng na adres: beata.swiatek-tran@chem.uni.wroc.pl lub wchem@
chem.uni.wroc.pl, za§ dokumenty wymagajace podpisow autoréw (np. list intencyjny, o$wiadczenia autordw,
kopie zgody na przedruk potwierdzone za zgodnos¢ z oryginatem) poczta tradycyjng na adres Redakgji.

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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