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1. Wykaz stosowanych skrótów 
 

ACh – acetylocholina (ang. acetylcholine) 

AChE – acetylocholinoesteraza (ang. acetylcholinesterase) 

BChE – butyrylocholinoesteraza (ang. butyrylcholinesterase) 

BŚT – bojowe środki trujące 

CBRN – incydent chemiczny, biologiczny, radiologiczny oraz jądrowy (ang. chemical, 

biological, radiological and nuclear incident) 

CWC - Konwencji o zakazie broni chemicznej (ang. Chemical Weapons Convention) 

ECHA - Europejska Agencja ds. Chemikaliów (ang. European Chemicals Agency) 

GD - Soman 

GOSNIIOKhT - Instytut Chemii i Technologii Organicznej w Moskwie (ang. Institute 

for Organic Chemistry and Technology in Moscow) 

HAZMAT - incydent z materiałami niebezpiecznymi (ang. hazardous materials incident) 

LD50 - medialna dawka śmiertelna (ang. median lethal dose) 

mc. - masa ciała (ang. body weight) 

NA - środek paraliżujący (ang. nerve agent) 

OECD - Organizacja Współpracy Gospodarczej i Rozwoju (ang. Organisation for 

Economic Cooperation and Development) 

OP – związek fosforoorganiczny (ang. organophosphorus compound) 

(Q)SAR - ilościowa zależność struktura-aktywność (ang. quantitative structure–activity 

relationship) 

US EPA - Agencja Ochrony Środowiska Stanów Zjednoczonych (ang. United States 

Environmental Protection Agency)  
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2. Wykaz publikacji stanowiących rozprawę doktorską 
 

Prace przeglądowe: 

1. M. Noga, K. Jurowski. What do we currently know about Novichoks? The state of 

the art. Archives of Toxicology, 97, 651–661 (2023). https://doi.org/10.1007/s00204-

022-03437-5; (140 pkt MEiN, IF 6.168). 

2. M. Noga, A. Michalska, K. Jurowski. Review of Possible Therapies in Treatment of 

Novichoks Poisoning and HAZMAT/CBRNE Approaches: State of the Art. Journal of 

Clinical Medicine, 12(6):2221 (2023). https://doi.org/10.3390/jcm12062221; (140 

pkt MEiN, IF = 4.964). 

 

Prace oryginalne: 

1. M. Noga, A. Michalska, K. Jurowski, The prediction of hydrolysis and 

biodegradation of Novichoks using in silico toxicology methods, Science of the Total 

Environment (2023). https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.164241; (200 pkt 

MEiN, IF 10.754). 

2. M. Noga, A. Michalska, K. Jurowski, Application of toxicology in silico methods for 

prediction of acute toxicity (LD50) for Novichoks, Archives of Toxicology, 97, 1691–

1700 (2023). https://doi.org/10.1007/s00204-023-03507-2; (140 pkt MEiN, IF 

6.168). 
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3. Zestawienie publikacji doktoranta 
 

Rodzaj publikacji Liczba Impact Factor Punktacja MEiN 

Prace pełnotekstowe  

włączone do rozprawy 

doktorskiej 

4 28.054 620 

Rozdziały w monografii 

włączone do rozprawy 

doktorskiej 

- - - 

Prace pełnotekstowe,  

które nie zostały włączone 

do rozprawy doktorskiej 

5 33.298 760 

Rozdziały w monografii,  

które nie zostały włączone 

do rozprawy doktorskiej 

- - - 

Razem 9 61.352 1380 

 

Liczba cytowań: 24 (według Scopus). 
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4. Wstęp 

Novichok (ros. Hoвичóк, ‘nowicjusz’), grupa związków stanowiąca czwartą 

generację chemicznych bojowych środków trujących (BŚT) o działaniu paralityczno-

drgawkowym1. Określane również mianem związków serii A, zostały potajemnie 

wyprodukowane podczas zimnej wojny przez Związek Radziecki2. Novichok to unikalne 

związki fosforoorganiczne (OP), których mechanizm toksycznego działania polega  

na nieodwracalnym wiązaniu się z acetylocholinoesterazą (AChE) oraz hamowaniu 

hydrolizy neuroprzekaźnika, tj. acetylocholiny (ACh) do octanu i choliny3. Związki typu 

Novichok działają na układ nerwowy poprzez miejsce aktywne AChE (triada Ser–His–

Glu)4. Na poziomie molekularnym tworzenie wiązania kowalencyjnego między AChE  

i Novichok nie tylko spowalnia, ale całkowicie zatrzymuje hydrolizę ACh5. Nadmierna 

stymulacja receptorów cholinergicznych spowodowana nagromadzeniem ACh  

w szczelinie synaptycznej w wyniku hamowania AChE prowadzi, w zależności od drogi, 

dawki i czasu ekspozycji, do manifestacji objawów toksycznych5 - tzw. toksydrom/zespół 

cholinergiczny. Odbywa się to poprzez trzy rodzaje reakcji: 

• Reakcja muskarynowa zachodzi w przywspółczulnym układzie nerwowym 

powodując: zapalenie spojówek, zwężenie źrenic, utratę akomodacji oka, skurcz oskrzeli, 

szybkie wydzielanie śluzu oskrzelowego, utratę apetytu, wymioty, skurcze jelit, 

pocenie się, biegunkę, ślinotok, bradykardie i spadek ciśnienia krwi6. 

• Reakcja nikotynowa zachodzi w współczulnym oraz somatycznym układzie 

nerwowym powodując drżenie i porażenie mięśni6. 

• Odpowiedź ośrodkowego układu nerwowego charakteryzuje się stanem splątania, 

utratą odruchów, zaburzeniami mowy, drażliwością, zmęczeniem, bezsennością oraz 

zatrzymaniem oddechu3. 

Pierwotnym zamiarem przy projektowaniu tych środków paraliżujących (NA; ‘nerve 

agent’) było obejście listy Konwencji o zakazie broni chemicznej (CWC; ‘Chemical 

Weapons Convention’) oraz niewykrywalność przy użyciu standardowego sprzętu do 

detekcji chemikaliów w ramach Organizacji Traktatu Północnoatlantyckiego (NATO)7. 

Niezwykle cenna przy identyfikacji związku typu Novichok (A-232) okazała się metoda 

ultraczułej spektroskopii wibracyjnej8. W 2023 roku opracowano specjalnie 
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zaprojektowane do wykrywania Novichok urządzenie kolorymetryczne, oparte na 

pochodnych hydrazonu z 2,4-dinitrofenylohydrazyny (2,4-DNPH) impregnowanych  

na podłożu z włókna szklanego9. Test ten umożliwia wykrycie związków 

fosforoorganicznych z grupy Novichok, natomiast wykazuje problemy przy identyfikacji 

ich prekursorów. Jest to o tyle istotna wada, ponieważ niektóre związki serii A można 

zaklasyfikować jako tzw. binarną broń chemiczną (dwa prekursory przed połączeniem  

są nietoksyczne lub małotoksyczne, dopiero po zmieszaniu oraz przereagowaniu tworzą 

aktywny środek paraliżujący. 

Nadrzędnym problemem związków fosforoorganicznych z grupy Novichok 

jest znikoma ilość danych zawartych w literaturze naukowej. Obecnie istnieje wiele 

niewiadomych i luk w danych, które wymagają wyjaśnienia oraz uzupełnienia. 

Dodatkowo dochodzi kwestia niepewności dotychczas opublikowanych informacji, 

których wiarygodność należy niezwłocznie zweryfikować. 

Pierwszą, a zarazem najważniejszą wątpliwą informację stanowią zgłoszone różne 

wersje struktur związków typu Novichok. Dotychczas trwa publiczny spór, co do 

słuszności chemicznej budowy związków serii A. Po jednej stronie polemiki stoi  

Vil S. Mirzayanov, dyrektor Departamentu Przeciwdziałania Zagranicznemu Wywiadowi 

Technicznemu w Instytucie Badań Naukowych Chemii i Technologii Organicznej 

Rosyjskiego Państwowego Związku (GosNIIOKhT), który jako pierwszy ujawnił 

informacje o zainicjowaniu tajnej radzieckiej inicjatywy broni chemicznej w celu 

opracowania struktur Novichok. Pierwsze związki serii A, zostały prawdopodobnie 

wyprodukowane przy użyciu szkieletu strukturalnego fosforoorganicznego,  

tj.: [R1–P(=O)(R2)–OR3; R1 = amid/oksym; R2 = fluor; R3 = alkil, alkoksyl, 

alkiloamino]10. Z chemicznego punktu widzenia postuluje się, że struktury Novichok  

są związkami fosforoorganicznymi zawierającymi ugrupowanie dihaloformaldoksymu11. 

Mirzayanov12 zaproponował budowę chemiczną Novichok jako fosforamidy (Ryc. 1A). 

Jednak w tym samym czasie S. Hoenig13 i D. H. Ellison14 zaproponowali kilkadziesiąt 

możliwych alternatywnych struktur Novichok oraz ich prekursorów jako fosforylowane 

oksymy (Ryc. 1B). Dodatkowo istnieje wzmianka o strukturze opisanej przez  

Jiri Bajgar’a, w której do centralnego atomu fosforu przyłączona jest podstawiona grupa 

imidoamidowa15. 
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Rycina 1. Proponowane struktury chemiczne związków typu Novichok: (A) struktura 

Mirzayanova jako fosforoamid, (B) struktura Hoeniga jako ufosforylowany oksym1. 

Pan dr hab. inż. Leszek Konopski wskazywał również inną możliwą strukturę,  

w której atom fluoru związany z atomem fosforu zastąpiony jest ugrupowaniem 

dialkiloamidowym (analogicznym do obecnego w tabunie)16. Grupa irańskich 

naukowców opublikowała pracę opisującą widma mas i ścieżki fragmentacji analogu 

związku określanego przez Mirzayanov’a jako Novichok A-242 oraz kilku jego 

pochodnych17. Dlatego, pomimo posiadanych informacji dotyczących struktur związków 

serii A nadal pozostają one niewyjaśnione i okryte tajemnicą a jedyne dostępne dane 

(badania pionierskie) pochodzą z wywiadów i publikacji Mirzayanov’a12 oraz Karev’a18. 

W opinii większości naukowców nie jest to do końca rzetelne źródło informacji, wersja 

Hoenig’a oraz Ellison’a wydaję się najbardziej wiarygodną19,20. Jednak Chai3 oraz 

Harvey21 zauważyli, że istnieje pewien konsensus odnośnie fosforoamidanowej natury 

środków paraliżujących serii A. Ustalenie rzeczywistych struktur związków typu 

Novichok jest kluczowe, stworzy fundament do przyszłych badań teoretycznych oraz 

eksperymentalnych, które są niezbędne, aby zrozumieć prawdziwą naturę,  

a zarazem zagrożenia, jakie mogą powodować związki fosforoorganiczne z serii A.  

Obecnie jakiekolwiek badania dotyczące BŚT z grupy Novichok są nad wyraz rzadkie 

oraz dopiero niedawno zaczęło pojawiać się zwiększone zainteresowanie społeczeństwa 

tematem tych bezsprzecznie niebezpiecznych związków22.  

Informacje dotyczące właściwości fizycznych i chemicznych związków typu 

Novichok są znikome i skupiają się w głównie na trzech strukturach upublicznionych 

przez Mirzayanov’a12: A-230, A-232 oraz A-234. Dla powyższych związków  
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w literaturze naukowej można uzyskać dane o ich gęstości (1,414–1,612 g·mL-1), stanie 

skupienia (brak danych dla A-232), ogólnej lotności bez wskazania dokładnych 

wartości18,23,24. Związki A-230, A-232 i A-234 w niskich temperaturach nie zestalają 

się20. Niskie prężności par (1.48-2.13 Pa) podane dla A-230, A-232, A-234 sugerują, że 

utrzymują się one niezmienne w środowisku14,25. Według Mirzayanov’a, A-242 posiada 

stały stan skupienia w temperaturze pokojowej12. Oprócz czterech wyżej wymienionych 

związków Novichok opisanych przez Mirzayanov’a istnieje jeszcze piąta struktura:  

A-262 oraz Novichok zsyntetyzowany przez grupę irańskich naukowców17. Dodatkowo 

Ellison14 wskazał kilkanaście prawdopodobnych struktur (n = 11) C01-A035- C01-A045. 

W literaturze naukowej można zauważyć, że skupiono się jedynie na trzech strukturach 

(A-230, A-232 i A-234) przy ustalaniu ich właściwości fizycznych i chemicznych, 

natomiast dla reszty opisanych Novichok informacji w literaturze naukowej brak. 

Równie niesłychanie istotną kwestią (o ile nie najważniejszą, na jakiej należy się 

skupić), jest toksyczność związków typu Novichok. Te środki paraliżujące stanowią 

potencjalne i ogromne zagrożenie ze względu na ich ekstremalną toksyczność. Jako 

społeczeństwo, trzykrotnie już doświadczyliśmy działania środków Novichok. 

Pierwszym przykładem ilustrującym zagrożenie ze strony związków tego typu był atak 

chemiczny z 4 marca 2018 r. w Salisbury (Wielka Brytania). Przypadek ostrego zatrucia 

Siergieja Skripala i jego córki Julii był wynikiem działania środka paralityczno-

drgawkowego A-23426. Podobny przypadek miał miejsce 30 czerwca 2018 roku  

w Amesbury (Wielka Brytania), gdzie dwóch obywateli Wielkiej Brytanii zostało 

zatrutych tym samym związkiem, co w Salisbury27. Najprawdopodobniej 

pozostałościami znalezionymi po poprzednim ataku. Trzeci przypadek zatrucia,  

w wyniku którego stwierdzono zastosowanie związku typu Novichok, do którego doszło 

20 sierpnia 2020 r. podczas lotu krajowego w Rosji. Wcześniej zdrowy 44-letni 

mężczyzna, około 10 minut po wyjściu, nagle poczuł się zdezorientowany i zaczął się 

obficie pocić, ślinić, łzawić, wymiotował, zasłabł, a następnie stracił przytomność.  

Na podstawie wyników badań klinicznych oraz laboratoryjnych, stwierdzono całkowite 

zahamowanie acetylocholinoesterazy w krwinkach czerwonych, co potwierdziło 

ekspozycję na inhibitor cholinoesterazy28. Przypadek Alexeia Navalnego jest jedynym 

opublikowanym badaniem klinicznym dotyczącym leczenia zatrucia środkiem 

paralitycznym typu Novichok, w którym udowodniono skuteczność terapii 

butyrylocholinoesterazy (BChE) oraz wykazano brak skuteczności reaktywacji  
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po podaniu obidoksymu28. W związku z tym należy rozważyć różne podejścia do leczenia 

zatruć związkami tego typu. Niewiele wiadomo w tej kwestii, lecz rozsądnym podejściem 

wydaję się ekstrapolacja sposobów leczenia klinicznego w przypadku ekspozycji  

na związki z serii -G oraz -V wprost na związki Novichok29. Powyższe przykłady ataków 

chemicznych potwierdziły skutki ostrego zatrucia związkami fosforoorganicznymi typu 

Novichok, wskazując na ich obecność w przestrzeni publicznej. Dlatego też, z punktu 

widzenia bezpieczeństwa społecznego istotne jest zbadanie aspektów toksykologicznych 

związków serii A, takich jak toksyczność ostra (wyznaczenie medialnej dawki śmiertelnej 

- LD50), przewlekła oraz dermalna. Mirzayanov jako pierwszy upublicznił dane,  

w których określił toksyczność środków paraliżujących typu Novichok jako kilkukrotnie 

wyższą niż konwencjonalne środki paraliżujące12. Novichok A-230 był szacunkowo 5-8 

razy bardziej toksyczny niż związek VX. Ponadto twierdził, że A-232 jest 10 razy bardziej 

niebezpieczny niż Soman (GD). Środki paraliżujące A-242 i A-262, toksyczne pochodne 

A-230 i A-232, zostały sklasyfikowane jako ultratoksyczne12. Zgodnie z danymi 

opublikowanymi w referacie seminaryjnym Karev’a, powyższe doniesienia 

Mirzayanov’a o toksyczności związków Novichok były nieprawdziwe18. A-232 wykazał 

toksyczność ostrą o rząd wielkości niższą od VX, natomiast A-234 dwukrotnie niższą  

od VX. Niższą ostrą toksyczność związków serii A w porównaniu z konwencjonalnymi 

środkami paraliżującymi w pewnym stopniu potwierdził Franca na podstawie danych  

z badań toksykologicznych typy in silico, tj. estymowanych19. Wartość LD50 (doustnie, 

szczury) dla A-230 była o rząd wielkości niższa, podczas gdy związki A-232 oraz A-234 

były około trzykrotnie mniej toksyczne niż VX. Próbę weryfikacji danych dla Novichok 

(n = 6) podjął również Carlsen30, który za pomocą ilościowych modeli zależności 

struktura-aktywność ((Q)SAR) estymował medianę dawki śmiertelną (szczury, podanie 

doustne), które zostały przeliczone na medialną dawkę śmiertelną dla ludzi. Carlsen 

przedstawił zupełnie odmienne dane dotyczące względnej toksyczności środków 

paraliżujących serii A, wbrew twierdzeniom Mirzayanov’a. Szacunkowe dane wykazały, 

że związki Novichok (A-230, A-232, A-234, A-242 i A-262) są 5-75 razy mniej 

niebezpieczne niż VX, a w przypadku irańskiego "Novichok"17 prawie 1000 razy mniej 

toksyczny. Źródła literaturowe podają wartości LD50 dla maksymalnie sześciu związków 

fosforoorganicznych z grupy Novichok (szczury, podanie doustne). Natomiast dla 

pozostałych związków serii A (opisanych przez Mirzayanov’a, Ellison’a, Hoeing’a oraz 

Hosseini) występują luki w danych dotyczących toksyczności tych niebezpiecznych 

związków. 
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Los środowiskowy związków typu Novichok (w kontekście toksykologii 

środowiska) jako hipotetycznej grupy środków paraliżujących powinien stanowić 

kluczową kwestię do wyjaśnienia, niestety taka sytuacja nie ma obecnie miejsca  

(brak danych literaturowych). Po drugim ataku chemicznym w Amesbury wszczęto 

dyskusję na temat losów środowiskowych środków paraliżujących Novichok31. Po tym 

zdarzeniu narodziło się wiele wątpliwości o bezpieczeństwo otoczenia zewnętrznego  

po kontakcie z niebezpiecznymi związkami serii A (zagadnienia istotne z punktu 

widzenia medycyny katastrof – incydenty CBRN). W celu wyjaśnienia losów związków 

typu Novichok w środowisku, a co za tym idzie - oceny bezpieczeństwa w odniesieniu 

do ludzi przypadkowo narażonych, jest ocena ich trwałości w środowisku. W tym celu 

należy rozpatrzyć dwa parametry - hydrolizę oraz biodegradację, które są wymagane  

w celu określenia stabilności związków w środowisku oraz metod dekontaminacji w celu 

zmniejszenia szkód wtórnych. Kwestie te są jednak traktowane marginalnie oraz nigdy 

nie zostały odpowiednio rozwiązane. Wiąże się to również z tym, że temat hydrolizy oraz 

biodegradacji kojarzy się wyłącznie z domeną ekotoksykologii, a tymczasem ma 

to krytyczne znaczenie w odniesieniu do incydentów typu CBRN/HAZMAT. Badania 

pilotażowe przeprowadzone przez Carlsen’a dotyczyły estymacji okresu półtrwania 

hydrolizy struktur Novichok (n = 6)30. Umiarkowaną przemianę w wyniku hydrolizy,  

od 10 do 30 dni, wykazały: A-232, A-234 i A-262. Krótkie okresy półtrwania hydrolizy, 

poniżej jednego dnia, wykazały: A-230 i A-242. Szybkość hydrolizy związków typu 

Novichok została zmierzona eksperymentalnie przy pH = 7,2 (25°C) przez Harvey’a21. 

Dane ukazały, że hydroliza związków serii A była znacznie wolniejsza o kilka rzędów 

wielkości niż środków z serii G i V. Szybkość hydrolizy: GB = 6,68 μM/min, VX = 0,246 

μM/min, A-230 = 0,17 μM/min, A-232 = 0,061 μM/min, A-234 = 0,0032 μM/min.  

Nie ma wątpliwości, że los tych niebezpiecznych substancji w środowisku jest znaczący, 

ale także trudny do określenia ze względu na ich toksyczność, a ma to niezaprzeczalne 

znaczenie dla bezpieczeństwa człowieka. Powyżej wskazane badania wstępne zostały 

wykonywane różnymi metodami in silico oraz eksperymentalnymi w różnych 

kontekstach, ale nigdy odnosząc się do wpływu na środowisko lub toksykologiczną ocenę 

ryzyka zdrowotnego. Uzasadnieniem estymacji parametru biodegradacji jest kompletny 

brak podstawowych danych na temat BŚT z grupy Novichok w literaturze naukowej. 

Natomiast w przypadku hydrolizy literatura zawiera jedynie dane o okresie półtrwania 

hydrolizy dla sześciu Novichok oraz szybkości hydrolizy dla trzech z nich.  
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Brak zatem danych dla kilkunastu związków Novichok oraz parametru stałej szybkości 

(Kn) hydrolizy. 

Uznając wrażliwość na zagrożenie działalnością terrorystyczną, najbardziej 

pożądanym i uzasadnionym podejściem w tej sytuacji wydaje się zastosowanie metod 

toksykologicznych in silico. Aby uzupełnić luki w brakujących danych, fundamentalną 

kwestią jest określenie podstawowych parametrów fizycznych i chemicznych związków 

typu Novichok, określenie trwałości środowiskowej oraz wyznaczenie toksyczności. 
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5. Cele pracy 
 

Ogólny plan badawczy pracy doktorskiej zakłada określenie wybranych parametrów 

toksykologicznych dla związków fosforoorganicznych z grupy Novichok (n = 17)  

przy wykorzystaniu metod toksykologii in silico. Pierwszy etap badań to przegląd 

literatury naukowej z wykorzystaniem wyszukiwarek naukowych (PubMed, Google 

Scholar, Scopus) oraz baz toksykologicznych (PubChem, CompTox Chemicals 

Dashboard oraz ECHA) w celu pozyskania danych z przeprowadzonych estymacji oraz 

znalezienia odpowiednich luk danych. Wyznaczenie parametrów toksykologicznych 

stanowi kolejny etap badań, tj. toksyczność ostra (medialna dawka śmiertelna, LD50). 

Ostatni etap zakłada wyznaczenie parametrów istotnych z punktu widzenia toksykologii 

środowiska, tj. hydroliza (czasu półtrwania hydrolizy, stałej szybkości hydrolizy)  

oraz biodegradacji, co pozwoli określić, przez jaki czas związki te będą stanowiły 

zagrożenie dla ludzi po bezpośrednim kontakcie ze środowiska. 

 

Pytania badawcze: 

• Czy z powodzeniem można estymować wybrane parametry toksykologiczne  

dla środków paraliżujących typu Novichok przy użyciu metod in silico? 

• Jakie zagrożenie stwarzają związki typu Novichok w kontakcie z człowiekiem? 

• Jakie wartości przyjmuje medialna dawka śmiertelna (szczur, podanie doustne) 

dla każdego z hipotetycznych związków typu Novichok (n = 17)? 

• Czy bojowe środki trujące z grupy Novichok przewyższają toksycznością ostrą 

(LD50) poprzednie generacje środków paraliżujących (-V i -G)? 

• Jak długo po zastosowaniu związki typu Novichok będą zagrażać człowiekowi  

w kontekście toksykologii środowiska (hydroliza oraz biodegradacja)? 

• Jakiego rzędu wielkości można się spodziewać dla szybkości hydrolizy związków 

fosforoorganicznych z grupy Novichok? 

• Czy związki serii A ulegają skutecznej biodegradacji tlenowej oraz beztlenowej? 

• Które metody toksykologii in silico będą charakteryzowały się najwyższą 

wiarygodnością uzyskiwanych wyników w porównaniu do innych użytych? 
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6. Materiały i metody 
 

Wyszukiwanie publikacji zawierających dane dotyczące związków typu Novichok.  

Do krytycznego przeglądu danych wykorzystano wyszukiwarki naukowe: PubMed, 

Google Scholar oraz Scopus (jako podstawowe repozytoria do wyszukiwania 

opublikowanych odniesień). Proces zbierania danych polegał na przeszukiwaniu 

wspomnianych źródeł naukowych, ale uwzględniał także tzw. „szarą” literaturę  

(V. S. Mirzayanov, State Secrets: An Insider's Chronicle of the Russian Chemical 

Program12), korzystając z danych teoretycznych i empirycznych. Zastosowano różne 

kombinacje następujących terminów w języku angielskim: Novichok; środki 

paraliżujące; związki serii A; Mirzayanov; Siergei Skripal; Alexei Navalny; związki 

fosforoorganiczne; A-230; A-232; A-234; N-[etoksy(-fluoro)fosforylo]-N,N-

dietyloetanoimidamid; HAZMAT; CBRN. Tylko artykuły/prace związane ze strukturami 

typu Novichok brano pod uwagę przy filtrowaniu wyszukanych źródeł. 

Badania toksykologiczne in silico  

Wszelkie badania zrealizowano w oparciu o metody in silico. Etymologicznie wyrażenie 

to znaczy „w krzemie”, natomiast technicznie oznacza badanie wykonywane za pomocą 

komputera. Teoretyczna metoda badawcza obejmująca modelowanie oraz symulacje 

komputerowe, służy do przewidywania prawdopodobnych działań toksycznych danej 

substancji. W dziedzinie toksykologii, jeśli uznamy jakąkolwiek działalność 

komputerową za „metodykę in silico”, wówczas prawie wszystkie badania mieszczą  

się w tej kategorii, ponieważ obejmują komputerowe planowanie oraz analizę32. 

Podstawowym podejściem in silico wykorzystanym w tych badaniach jest (Q)SAR  

(ang. Quantitative Structure-Activity Relationship), którego celem jest opisanie struktur 

chemicznych za pomocą deskryptorów w celu skorelowania efektów lub właściwości.  

Badania eksperymentalne nad związkami Novichok są znikome, a dopiero niedawno 

zaczęły pojawiać się jakiekolwiek badania teoretyczne (in silico). Biorąc pod uwagę  

trzy przypadki ataków chemicznych z udziałem nowych środków paraliżujących,  

nie ma wątpliwości, że określenie aspektów toksykologicznych związków Novichok  

jest wymagające ze względu na ich wysoką reaktywność i toksyczność. Dodatkowo, 

ponieważ środki paraliżujące typu Novichok są niedostępne a wyłącznym sposobem  

ich otrzymania jest synteza, do której wymagane są nadzwyczajne środki ostrożności. 
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Jedynym nie stwarzającym zagrożenia dla zdrowia sposobem określenia parametrów 

związków Novichok jest wykorzystanie narzędzi in silico. Co więcej, aby sprostać 

współczesnym wymaganiom badań toksykologicznych oraz rozważyć ocenę ryzyka 

następnej generacji (NGRA, ang. next generation risk assessment)33 z nowym podejściem 

do badań toksykologicznych (uwzględniając w pierwszej kolejności przewidywanie 

parametrów toksykologicznych), konieczne jest zastosowanie w pierwszej kolejności 

metod toksykologicznych in silico w celu wyeliminowania niepotrzebnych badań  

z wykorzystaniem zwierząt. Metody in silico oparte na ustalaniu ilościowej zależności 

struktura-aktywność (QSAR) zaliczamy do metod alternatywnych, których idea 

powstania całkowicie opiera się na zasadzie „3R”34. Zaproponowana przez Williama 

Russella oraz Rexa Brucha strategia odnosi się do trzech pojęć: 

• Reduction (ograniczenie) – maksymalna redukcja liczby wykorzystywanych 

żywych zwierząt przy jednoczesnym zachowaniu dokładności wyników; 

• Refinement (doskonalenie) – udoskonalanie metod w celu ciągłego zmniejszania 

bólu i cierpienia wykorzystywanych do badań zwierząt; 

• Replacement (zastąpienie) – całkowite wykluczenie z badań modeli zwierzęcych 

lub zastąpienie ich modelami in vitro lub in silico. 

Dotychczas, klasyczne procedury wyznaczania toksyczności ostrej, wyrażonej 

ilościowo poprzez parametr LD50 (medialna dawka śmiertelna), wiązały się z użyciem 

dużej liczby zwierząt oraz wysoką śmiertelnością. Testy alternatywne opracowano w celu 

istotnej poprawy dobrostanu zwierząt, a także dostarczenia wyników umożliwiających 

określenie klasy toksyczności oraz oszacowanie ryzyka dla zdrowia ludzi i środowiska. 

Zgodnie z zasadą 3R badania z zastosowaniem testów alternatywnych są wykonywane 

na mniejszej liczbie zwierząt i tylko jednej płci (w przeciwieństwie do testu 401, 

usuniętego z wytycznych OECD35). Przykładowo, procedura większej-mniejszej dawki36 

(test 425), umożliwiająca wyznaczenie krzywej zależności dawka-efekt, czyli 

oszacowanie LD50 wraz z przedziałem ufności. Procedura ta polega na podawaniu 

jednemu zwierzęciu (gryzonie, najlepiej szczury) jednej dawki, niższej od oczekiwanej 

wartości LD50. Zależnie od uzyskanych efektów następnemu zwierzęciu podaje się dawkę 

większą (jeśli pierwsze zwierzę przeżyje) lub mniejszą (jeśli pierwsze zwierzę umrze). 

Jeśli dane nie są dostępne, badanie rozpoczyna się od dawki 1,75 mg/kg mc. zwiększanej 

o stały współczynnik równy 3,2 (wartość 0,5 na skali logarytmicznej). Badanie prowadzi 
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się do chwili ustalenia dawki, której zwiększenie powoduje zgon, a obniżenie – przeżycie 

zwierzęcia. Niemniej jednak, pomimo redukcji liczby wykorzystywanych żywych 

zwierząt oraz zmniejszenia ich cierpień podczas procedur alternatywnych, współczesne 

badania toksykologiczne dążą do zminimalizowania badań na modelach zwierzęcych 

metodami wykorzystującymi modele in vitro lub in silico. Nowa koncepcja badań 

toksyczności sugeruje radykalną zmianę paradygmatu (Ryc. 2). Rozpoczęcie oceny 

bezpieczeństwa od screeningu właściwości chemicznych związku metodami in silico,  

a następnie przejście do charakterystyki biologicznej poprzez systemy in vitro.  

Procedury bioinformatyczne przekształciłyby te informacje definiując drogi 

toksyczności. Nadałoby to priorytet tylko kilku związkom do dalszych badań  

na zwierzętach, a procedura sama w sobie byłaby wystarczająca do wyeliminowania 

wielu związków oraz mieszanin. 

 

Rycina 2. Porównanie dotychczasowej a nowej koncepcji badań toksykologicznych37. 

W badaniach in silico dotyczących estymacji wybranych parametrów związków typu 

Novichok zastosowano serię komercyjnie dostępnych oprogramowań specjalistycznych 

zalecanych przez organy regulacyjne. Poniżej przedstawiono zwięzły zarys stosowanych 

metod badawczych. 
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QSAR Toolbox. Badania in silico przeprowadzono przy użyciu pakietu programów 

QSAR Toolbox w wersji 4.5, które organizacja OECD zaleca do uzupełniania luk  

w danych dotyczących (eko)toksyczności chemikaliów38. Zestaw narzędzi QSAR służący 

do oceny potencjalnych zagrożeń chemikaliów za pomocą modeli in silico w celu 

ułatwienia praktycznego stosowania podejść (Q)SAR w kontekście regulacyjnym38,39. 

Luki w danych są wypełniane za pomocą następującego elastycznego przepływu pracy, 

w ramach którego tworzone są złożone kategorie, a niekompletne dane są szacowane 

poprzez podejście przekrojowe lub zastosowanie lokalnych QSAR. Oprócz podejścia 

przekrojowego i analizy trendów zestaw narzędzi zawiera liczne bazy danych wyników 

eksperymentów. 

Estimation Program Interface (EPI) Suite. Pakiet oprogramowania (wersja 4.11)  

do prognozy właściwości fizycznych, chemicznych i losów środowiskowych opracowany 

przez amerykańską Agencję Ochrony Środowiska (US EPA). Estymatory EPI Suite 

opierają się przede wszystkim na metodzie stałych fragmentów (wkładów grupowych), 

zweryfikowanej przy użyciu niezależnego zestawu substancji chemicznych40. 

Poszczególne modele zastosowane w pakiecie EPI Suite: 

• KOWWIN: Szacuje logarytm współczynnika podziału oktanol-woda. 

• HENRYWIN: Oblicza współczynnik podziału powietrze/woda. 

• MPBPWIN: Szacuje temperaturę topnienia, temperaturę wrzenia i prężność par. 

• BIOWIN: Oblicza podatność na biodegradację tlenową i beztlenową. 

• WATERNT: Oszacowuje rozpuszczalność w wodzie. 

• HYDROWIN: Estymuje stałe szybkości hydrolizy wodnej i okresy półtrwania. 

TEST (Toxicity Estimation Software Tool). Specjalistyczne oprogramowanie naukowe 

opracowane przez US EPA41. Narzędzie do predykcji toksyczności (wersja 4.2.1  

oraz 5.1.2) obejmuje kilka modeli, które oceniają progi toksyczności ostrej poprzez 

podejście przekrojowe między analogami strukturalnymi lub regresję wielowymiarową.  

Modele są zbudowane na setkach deskryptorów właściwości strukturalnych, 

konstytucyjnych, połączeń, kształtu, topologii, odległości molekularnych oraz 

fragmentów. Każdy model podejścia przekrojowego (tzw. read across) lub model regresji 

ma określoną dziedzinę zastosowania. Oprogramowanie oferuje szacunkowy próg LD50 

na podstawie przewidywań każdego modelu i średniej konsensusu modeli składowych. 

TEST ocenia toksyczność ostrą przy użyciu czterech metodologii QSAR42: 
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• Metoda hierarchiczna – toksyczność dla konkretnego badanego związku  

jest szacowana przy użyciu średniej ważonej prognoz z różnych modeli. 

• Metoda FDA (tylko wersja 4.2.1) – prognoza dla każdej badanej substancji 

chemicznej jest dokonywana przy użyciu nowego modelu, który pasuje  

do substancji chemicznych najbardziej podobnych do badanego związku. 

• Metoda najbliższego sąsiada – toksyczność szacuje się przez uśrednienie trzech 

substancji chemicznych w zbiorze treningowym o największym podobieństwie  

do badanego związku. 

• Metoda konsensusu – przewidywaną toksyczność szacuje się, biorąc średnią 

przewidywanych toksyczności z każdej z powyższych metodologii (Q)SAR. 
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7. Wyniki 
 

Toksyczność związków typu Novichok 

Ostra toksyczność, wyrażona jako medialna dawka śmiertelna (LD50) badanych BŚT 

z grupy Novichok (n = 17), została oszacowana przy użyciu oprogramowania: QSAR 

Toolbox oraz TEST. Estymowano wartości LD50 dla doustnego podania szczurom. 

Ekstrapolacje toksyczności ostrej ze zwierzęcia na człowieka oparto na wartościach 

toksyczności zgodnie z wytycznymi dotyczącymi przeliczania dawek między 

zwierzętami i ludźmi43. Podejście allometryczne uwzględnia różnice w powierzchni ciała, 

które są związane z masą zwierząt, jednocześnie ekstrapolując dawki środków między 

gatunkami. Wartości LD50 dla szczurów ekstrapolowano w odniesieniu do ludzi 

(przeliczono na równoważne dawki dla ludzi), dzieląc dawkę dla szczura przez 6,243. 

Obliczone wartości LD50 dla doustnego podania związków typu Novichok przedstawiono 

w Tabeli 1. 

Tabela 1. Wartości LD50 po podaniu doustnym dla szczura i człowieka. 

Związek Nazwa 

LD50 dla szczura (mg/kg mc.) LD50 dla człowieka (mg/kg mc.) 

TEST  

Consensus  

TEST  

FDA 

QSAR 

Toolbox 

TEST  

Consensus  

TEST  

FDA 

QSAR 

Toolbox 

1 A-230 2,14 9,59 3,09 0,35 1,55 0,50 

2 A-232 1,31 3,52 2,53 0,21 0,57 0,41 

3 A-234 3,57 4,43 3,91 0,58 0,71 0,63 

4 A-242 (Novichok-5) 92,81 3,04 55,9 14,97 0,49 9,02 

5 A-262 (Novichok-7) 276,26 45,56 141,7 44,56 7,35 22,85 

6 Irański "Novichok" 1109,56 596,17 810,3 178,96 96,16 130,69 

7 C01-A035  206,51 1082,59 263,8 33,31 174,61 42,55 

8 C01-A036 124,61 427,72 193,1 20,10 68,99 31,15 

9 C01-A037 266,37 813,51 324 42,96 131,21 52,26 

10 C01-A038 1922,26 2099,13 1030 310,04 338,57 166,13 

11 C01-A039 35,39 34,44 48,6 5,71 5,55 7,84 

12 C01-A040 26,05 4,19 15,4 4,20 0,68 2,48 

13 C01-A041 49,11 95,16 58,5 7,92 15,35 9,44 

14 C01-A042 206,76 27,17 129,9 33,35 4,38 20,95 

15 C01-A043 16,47 6,21 12,5 2,66 1,00 2,02 

16 C01-A044 39,72 31,23 45,7 6,41 5,04 7,37 

17 C01-A045 243,78 96,01 191,8 39,32 15,49 30,94 
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Ponieważ zastosowane modele Consensus oraz FDA wykazały liczne nieścisłości 

w wartościach LD50 dla badanych związków Novichok, zdecydowano dodatkowo użyć 

oprogramowania QSAR Toolbox w celu oszacowania parametru ostrej toksyczności. 

Wyniki uzyskane przez kolejne oprogramowanie umożliwiły weryfikację wiarygodności 

obliczeń uzyskanych z modeli Consensus i FDA zaimplementowanych w TEST poprzez 

porównanie danych. Wartości LD50 estymowane przy użyciu zestawu narzędzi QSAR  

dla większości związków korelowały z metodą Consensus oprogramowania TEST.  

Tylko dwie struktury Novichok (2 i 6) były bardziej zgodne z metodą FDA.  

Jednak w przypadku związków (10–11), dla których wartości obu metod TEST  

są porównywalne, nie można jednoznacznie stwierdzić większego stopnia korelacji. 

Oszacowana wartość dla struktury (12) w QSAR Toolbox różniła się zarówno od metody 

Consensus i FDA. Wspólną cechą wszystkich estymacji jest najwyższa wartość uzyskana 

przez Novichok C01-A038 (10). Najwyższe wartości ostrej toksyczności, czyli najmniej 

toksyczne, osiągnęły związki serii A: irański "Novichok" (6) oraz C01-A038 (10). 

Analogicznie do metody Consensus, pierwszych pięć związków o najniższych 

wartościach LD50, zatem stwarzających największe zagrożenie to odpowiednio:  

A-232 (2), A-234 (3), A-230 (1), C01- A043 (15) i C01-A040 (12). 

Stosując analogiczną metodę FDA zawartą w programie TEST (wersja 4.2.1) 

uzyskano identyczne wartości ostrej toksyczności dla struktur typu Novichok jak w pracy 

Carlsen’a30. Ponadto do oszacowania parametru LD50 wykorzystano również metodę 

Consensus zawartą w TEST (wersja 5.1.2) oraz pakiet programów QSAR Toolbox. 

Ponieważ wyniki metod Consensus i FDA różniły się, postawiono pytanie, które 

podejście jest najbardziej wiarygodne? Za pierwszym przemawiał fakt, iż wykorzystuje 

tu wszystkie metody QSAR zawarte w TEST do oceny toksyczności, dodatkowo jest 

rekomendowany przez US EPA41. Ponadto zgłoszono, że metoda Consensus stanowi 

najbardziej rzetelną estymację dostarczonym przez oprogramowanie TEST44. 

Interesującym faktem jest to, że najnowsza wersja oprogramowania TEST nie zawiera 

zaimplementowanej metody FDA. Prócz tego, wartości LD50 uzyskane przy użyciu 

zestawu narzędzi QSAR w przeważającej mierze korelują z metodą Consensus; jedynie 

dwa związki typu Novichok wykazały wartości w lepszej korelacji z metodą FDA. Biorąc 

pod uwagę powyższe argumenty, uznano za bardziej wiarygodne wyniki uzyskane 

metodą Consensus, wsparte ewaluacją przy wykorzystaniu QSAR Toolbox.  
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Na podstawie literatury naukowej18,19,30, zebrano oraz zestawiono w Tabeli 2 

dostępne, przeliczone wartości LD50 dla związków typu Novichok (A-230, A-232, A-234, 

A-242, A-262, irański "Novichok" oraz związku VX). 

Tabela 2. Dostępne dane literaturowe – toksyczność związków typu Novichok18,19,30. 

Związek 
LD50 (mg/kg mc.) 

(Karev, 2009) (Franca, 2019) (Carlsen, 2019) 

VX 0,143 0,086-0,143 0,10 

A-230 n/d 0,011-0,029 1,55 

A-232 0,014 0,5 0,57 

A-234 0,071 0,5 0,71 

A-242 n/d n/d 0,49 

A-262 n/d n/d 7,35 

Irański "Novichok" n/d n/d 96,16 

* n/d = nie dotyczy   

 

Wartości LD50 dla środków paraliżujących Novichok oszacowane za pomocą 

oprogramowania TEST (metoda Consensus) oraz QSAR Toolbox różnią się znacznie  

od danych literaturowych zawartych w Tabeli 2. Jedynymi związkami, których wartości 

LD50 jakkolwiek wykazały podobieństwo, są A-230, A-232 i irański "Novichok".  

Według wykonanych estymacji najniebezpieczniejszym badanym związkiem typu 

Novichok jest A-232, w przeciwieństwie do wartości obliczonych przez Carlsen’a30, 

gdzie środek paraliżujący A-242 miałby być najbardziej toksyczny. Natomiast, Franca19 

zasugerował A-230 jako Novichok o najniższej wartość LD50. Żadna z estymowanych 

wartości ostrej toksyczności BŚT grupy Novichok nie przewyższa konwencjonalnych 

bojowych środków trujących – związku VX oraz GD. Niestety źródła literaturowe podają 

LD50 jedynie dla maksymalnie sześciu związków fosforoorganicznych z grupy Novichok. 

Uzupełniono lukę w danych poprzez estymację siedemnastu struktur Novichok  

z zastosowaniem różnych podejść in silico. 
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Biodegradacja związków typu Novichok 

Modele Biowin1-2 w oparciu o bazę danych BIODEG szacują prawdopodobieństwo 

szybkiej biodegradacji. Każdemu z tych modeli przypisano oznaczenie zgodnie  

z zastosowanym w tym celu kryterium klasyfikacyjnym, a oszacowane 

prawdopodobieństwo to: „biodegraduje szybko” (⩾0,5) lub „nie ulega szybkiej 

biodegradacji” (< 0,5). Każda struktura zaproponowana przez Mirzayanov’a12 (1-5) 

osiągnęła wartości powyżej 0,62, co według kryterium klasyfikuje je jako szybko 

degradowalne. Irański "Novichok" (6) Hosseiniego17 osiąga wysoką wartość (0,747) 

modelu Biowin1. Spośród struktur wskazanych przez Ellisona14 cztery wykazywały łatwą 

biodegradowalność (8-9, 12-13). Model Biowin1 oszacował biodegradacje jako szybką 

dla 10 z 17 badanych związków Novichok (58,82%). Model Biowin2 obliczył szybką 

biodegradację środków paraliżujących Novichok dla 6/17 (35,29%). Zastosowany model 

ujawnił mniejszą ilość szybko ulegających biodegradacji środków paraliżujących (1-2, 4, 

6, 9 oraz 13) w porównaniu z Biowin1, co wynika z zastosowania modelu nieliniowego 

zamiast liniowego do ilościowego przewidywania prawdopodobieństwa. 

Modele eksperckie (Biowin3 i Biowin4) szacują czas niezbędny do pierwotnej 

i ostatecznej biodegradacji tlenowej w wodzie. Pierwotna biodegradacja modyfikuje 

tożsamość związku macierzystego w pierwszym etapie, podczas gdy ostateczna 

biodegradacja całkowicie rozkłada substancję chemiczną w wodzie46,47. Ostateczne ramy 

czasowe biodegradacji dla Biowin3 wykazały, że wszystkie badane związki Novichok 

potrzebowały okresu tygodni do miesięcy, aby całkowicie zdegradować.  

Wyjątek stanowiły struktury 1, 4, 9 i 13, które do całkowitej biodegradacji wymagały 

tygodni. Model Biowin4 dla związków serii A oszacował ramy czasowe pierwotnej 

biodegradacji jako dni do tygodni. Ostateczna biodegradacja (model Biowin3) A-230 (1) 

oraz A-242 (4) obliczono w tygodniach, co może być związane z obecnością w strukturze 

pochodnej kwasu fosfonowego zamiast kwasu fosforowego. Ponadto określono 

całkowity czas degradacji w tygodniach dla związków C01-A037 (9) oraz C01-A041 

(13). Wspólną cechą obu jest niska masa molowa, która nie przekracza 191 g·mol-1 oraz 

obecność w strukturze dwóch zewnętrznych atomów fluoru. Jedyne znane badania 

literaturowe30 dotyczące biodegradacji struktur typu Novichok nawiązuje jedynie  

do związków 1-6. Wartości biodegradacji pierwotnej (model Biowin4) są zgodne  

z wynikami. Jednakże, ostateczna biodegradacja (model Biowin3) Carlsen’a30, miała 

miejsce w ciągu tygodni do miesięcy dla każdego związku badanego. Co jest niezgodnie 
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z wykonanymi estymacjami, które kwalifikują związki A-230 (1) i A-242 (4)  

jako ulegające degradacji w tydzień. Prognoza za pomocą modeli Biowin 3 i Biowin 4  

jest najbardziej odpowiednią40, ponieważ odzwierciedla środowisko wodne pożądane 

zarówno z punktu widzenia toksykologii środowiskowej, jak i klinicznej (fizjologiczna 

wartość pH dla krwi obwodowej mieści się w przedziale około: 7,35 – 7,45).  

Estymacje przy użyciu modeli Biowin5-6 oparte na liniowym/nieliniowym 

modelu prawdopodobieństwa wykorzystują bazę danych MITI. Oszacowane 

prawdopodobieństwo jest „łatwo biodegradowalne” (⩾ 0,5) lub „niełatwo 

biodegradowalne” (< 0,5). Spośród wszystkich zbadanych struktur Novichok (n = 17) 

tylko A-230 (1) oraz A-242 (4) przekroczyły wartości modelu Biowin5 ⩾ 0,5, podczas 

gdy dla modelu Biowin6 żaden związek nie został sklasyfikowany jako łatwo 

biodegradowalny.  

Model Biowin7, klasyfikując wszystkie prognozy degradacji w analogiczny 

sposób jak w modelach Biowin1-2 oraz 5-6, stosowany jest do przewidywania 

biodegradacji beztlenowej. Metoda ta wykazała pozytywny wynik testu szybkiej 

biodegradacji beztlenowej dla 76,47% (13/17) badanych związków Novichok.  

Struktury 6, 10, 14 i 17, których model Biowin7 nie kwalifikuje się jako szybko 

biodegradowalne, charakteryzują się wszechstronną strukturą rozgałęzień oraz dużą masą 

molową (254 – 270 g·mol-1). 

Kryteria przewidywania łatwej biodegradowalności mają miejsce, jeśli model 

Biowin3 wynosi „tygodnie” lub szybciej, a prawdopodobieństwo modelu Biowin5 

wynosi ⩾ 0,5; wtedy prognoza jest spełniona. Biorąc pod uwagę kryterium łatwej 

biodegradowalności, dwa analizowane związki typu Novichok spełniają przewidywanie: 

A-230 (1), A-242 (4). Podsumowane wyniki, w tym wartości dla każdego modelu Biowin 

uzyskane z oprogramowania EPI Suite, przedstawiono w Tabeli 4. 
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Tabela 4. Przewidywane wartości biodegradacji przy pomocą modeli Biowin1-7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Związek Biowin1 Biowin2 Biowin3 Biowin4 Biowin5 Biowin6 Biowin7 

1 BF (0,655) BF (0,562) Tygodnie (2,77) 
Dni-Tygodnie 

(3,57) 
BS (0,514) BW (0,0039) BF (0,57) 

2 BF (0,647) BF (0,506) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,73) 

Dni-Tygodnie 

(3,54) 
BW (0,488) BW (0,0029) BF (0,57) 

3 BF (0,641) BT (0,456) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,70) 

Dni-Tygodnie 

(3,52) 
BW (0,492) BW (0,0029) BF (0,596) 

4 BF (0,628) BF (0,524) Tygodnie (2,76) 
Dni-Tygodnie 

(3,49) 
BS (0,515) BW (0,0029) BF (0,542) 

5 BF (0,620) BT (0,313) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,61) 

Dni-Tygodnie 

(3,46) 
BW (0,489) BW (0,0022) BF (0,542) 

6 BF (0,747) BF (0,728) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,63) 

Dni-Tygodnie 

(3,46) 
BW (0,331) BW (0,161) BT (0,179) 

7 BT (0,425) BT (0,025) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,39) 

Dni-Tygodnie 

(3,34) 
BW (0,353) BW (0,0003) BF (0,727) 

8 BF (0,544) BT (0,169) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,60) 

Dni-Tygodnie 

(3,47) 
BW (0,416) BW (0,0002) BF (0,742) 

9 BF (0,663) BF (0,621) Tygodnie (2,81) 
Dni-Tygodnie 

(3,59) 
BW (0,479) BW (0,0002) BF (0,756) 

10 BT (0,443) BT (0,089) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,43) 

Dni-Tygodnie 

(3,33) 
BW (0,292) BW (0,0003) BT (0,422) 

11 BT (0,418) BT (0,020) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,36) 

Dni-Tygodnie 

(3,32) 
BW (0,356) BW (0,0003) BF (0,753) 

12 BF (0,537) BT (0,143) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,57) 

Dni-Tygodnie 

(3,45) 
BW (0,419) BW (0,0001) BF (0,768) 

13 BF (0,657) BF (0,573) Tygodnie (2,78) 
Dni-Tygodnie 

(3,57) 
BW (0,483) BW (0,0001) BF (0,782) 

14 BT (0,436) BT (0,074) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,39) 

Dni-Tygodnie 

(3,31) 
BW (0,296) BW (0,0001) BT (0,448) 

15 BT (0,410) BT (0,016) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,32) 

Dni-Tygodnie 

(3,30) 
BW (0,368) BW (0,0001) BF (0,859) 

16 BT (0,403) BT (0,013) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,29) 

Dni-Tygodnie 

(3,28) 
BW (0,295) BW (0,0001) BF (0,587) 

17 BT (0,396) BT (0,011) 
Tygodnie-Miesiące 

(2,26) 

Dni-Tygodnie 

(3,26) 
BW (0,223) BW (0,0002) BT (0,316) 

* BF = biodegradowalne łatwo; BT = biodegradowalne trudno; BS = biodegradujące szybko; BW = biodegradujące wolno. 
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Hydroliza związków typu Novichok 

Okres półtrwania hydrolizy dla badanych bojowych środków trujących Novichok 

(n = 17) przy pH w zakresie: 6,5 - 7,4 oszacowano za pomocą modułu profilowania 

oprogramowania QSAR Toolbox. Zgodnie z klasyfikacją wykazywały one zmienność,  

od bardzo szybkiej (< 1 dzień) do bardzo wolnej (⩾ 100 dni). Najszybciej 

hydrolizującymi związkami typu Novichok okazały się A-230 (1), A-242 (4) oraz irański 

(6). Okres półtrwania hydrolizy liczony w godzinach dla dwóch pierwszych związków 

(1, 4) wynosi około 5 h, natomiast dla (6) nieco ponad 9 h. Taka szybkość hydrolizy 

związana jest najprawdopodobniej z obecnością pochodnej kwasu fosfonowego  

w rdzeniu w porównaniu z resztą badanych związków Novichok zawierających pochodną 

kwasu fosforanowego. Okres półtrwania hydrolizy oszacowany przez Carlsen’a30 został 

określony dla związków 2, 3 i 5 jako umiarkowany (10-30 dni). Wyniki nie korelują;  

dla związków serii A: 2, 3, 5, 15-17, okres półtrwania zakwalifikowano jako wolny  

(30-100 dni). Szczegółowe wyniki dla środków paraliżujących 2, 3 i 5 to 38 dni (różnica  

8 dni), podczas gdy dla 15-16 to 32,1 dni, a dla 17 to 56,8 dni. Chociaż trend między 

wynikami jest porównywalny, istnieją różnice w oszacowanej liczbie dni okresu 

półtrwania hydrolizy. Najwolniej hydrolizujące, sklasyfikowane jako bardzo wolne  

(⩾ 100 dni) i trwające nawet do 2310 dni, są związki typu Novichok 7-14. Incydent 

zatrucia w Salisbury z 2018 roku sugerował, że A-234 (3) może być stosunkowo stabilny  

w środowisku31. Okres półtrwania hydrolizy tego związku z oszacowania wyniósł 38 dni, 

co potwierdza przypuszczenie o jego względnej stabilności w środowisku. Zdecydowano 

się na szacowanie przy pH 6,5-7,4; wynika to z ważności równania stałej szybkości 

hydrolizy w środowisku wodnym, w których aniony wodorotlenkowe nie są 

dominującymi czynnikami nukleofilowymi w środowisku45. 

Korzystając z metody profilowania w modelu HYDROWIN (oprogramowanie 

EPI Suite) oszacowano stałą szybkość hydrolizy tylko dla związków 7-17. Najwolniej 

hydrolizującymi strukturami zaproponowanymi przez Ellison’a14 okazały się związki  

7-10, dla których wartość stałej szybkości hydrolizy (Kn) wyniosła 0,7528/dni.  

Nieco szybciej hydrolizujące (osiągające wartość 0,7688/dni) wykazują związki 11-14. 

Jedyną różnicą w stosunku do wcześniej opisanych środków paraliżujących jest 

dodatkowa grupa metylowa w strukturze, która wydaje się wpływać na przyspieszenie 

hydrolizy. Z drugiej strony, Novichok C01-A043 (15) ma najniższą stałą szybkość 

hydrolizy wynoszącą 0,6074/dni. C01-A043 (15) różni się od C01-A040 (12) 
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dodatkowym atomem fluorowca (Cl-) przyłączonym do zewnętrznej grupy alkilowej. 

Dwa ostatnie związki, różniące się ze strukturą 15 odpowiednio, dla 16 jedną dodatkową 

grupą metylową i dla 17 dwiema dodatkowymi grupami metylowymi, okazały się 

najszybsze z profilowanych i osiągnęły wartość stałej szybkości hydrolizy 0,8538/dni.  

Ta różnica w szybkości hydrolizy może wynikać z efektów elektronowych związanych  

z dodatkowymi grupami metylowymi. Dane dotyczące okresu półtrwania oraz stałej 

szybkości hydrolizy (Kn) przedstawiono zbiorczo w Tabeli 3. 

Tabela 3. Przewidywane wartości okresu półtrwania i stałej szybkości hydrolizy (Kn) 

oszacowane dla badanych związków typu Novichok. 

Związek 

Okres półtrwania dla pH 6,5-7,4 (dni) Stała szybkość, Kn (/dni) 

QSAR Toolbox: Profilowanie EPI Suite: Profilowanie QSAR Toolbox: Estymacja 

1 Ekstremalnie szybki (0,0207) n/d 6,24 (-16,7÷28,5) 

2 Wolny (38) n/d 2,79 (-16,1÷21,6) 

3 Wolny (38) n/d 2,04 (-6,62÷10,7) 

4 Ekstremalnie szybki (0,0207) n/d 5,83 (-15,8÷27,5) 

5 Wolny (38) n/d 2,79 (-16,1÷21,6) 

6 Ekstremalnie szybki (0,387) n/d 4,22 (-18,3÷26,7) 

7 Bardzo wolny (2310) 0,7528 0,711 (-2,21÷3,64) 

8 Bardzo wolny (2310) 0,7528 0,711 (-2,21÷3,64) 

9 Bardzo wolny (2310) 0,7528 0,711 (-2,21÷3,64) 

10 Bardzo wolny (2310) 0,7528 0,711 (-2,21÷3,64) 

11 Bardzo wolny (2310) 0,7688 0,834 (-2,59÷4,26) 

12 Bardzo wolny (2310) 0,7688 0,834 (-2,59÷4,26) 

13 Bardzo wolny (2310) 0,7688 0,834 (-2,59÷4,26) 

14 Bardzo wolny (2310) 0,7688 0,834 (-2,59÷4,26) 

15 Wolny (32,1) 0,6074 0,654 (-2,06÷3,37) 

16 Wolny (32,1) 0,8538 0,961 (-1,96÷3,88) 

17 Wolny (56,8) 0,8538 0,961 (-1,96÷3,88) 

* n/d = nie dotyczy.   

 

Obecnie dostępne dane były niewystarczające do uzyskania odpowiednich 

estymacji dla struktur 1-6 typu fosforanowego (O=P(-C/-O-)(-F/-O-)); oprogramowanie 

wymagało więcej danych eksperymentalnych. Pomimo jedynej znanej pracy 

eksperymentalnej dotyczącej stałej szybkości hydrolizy związków Novichok  
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(A-230, A-232 oraz A-243)21, informacje nie zostały zaimplementowane do baz danych 

oprogramowania EPI Suite. Dlatego zdecydowano się na wykorzystanie QSAR Toolbox 

w celu autorskiej kategoryzacji i uzupełniania luk danych. W przypadku analizowanych 

wcześniej struktur 7-17 trend został utrzymany. Wartości nieznacznie odbiegają  

od profilowanych przez moduł HYDROWIN, potwierdzając poprawność obranej drogi 

estymacji stałej szybkości hydrolizy. Pomyślnie estymowano wartości dla związków 

Novichok 1-6. Najłatwiej ulegający hydrolizie związek fosforoorganiczny z grupy 

Novichok A-230 (1), którego stała szybkości wynosiła 6,24/dni. A-242 (4) oraz irański 

"Novichok" (6) również osiągnęły wysokie wartości odpowiednio 5,83/dni i 4,22/dni. 

Związki 1, 4 i 6 są związane z grupą metylową na atomie fosforu. Inne związki o ponad 

dwukrotnie większej stałej szybkości hydrolizy, 2,79/dni, to A-232 (2) oraz A-262 (5).  

Z kolei A-234 (3), różnił się od A-232 (2) dodatkiem grupy etylowej związanej z atomem 

tlenu bezpośrednio związanym z atomem fosforu, okazał się ulegać wolniejszej 

hydrolizie (2,04/dni). W przypadku związków 7-10 i 11-14, dodatkowa grupa metylowa 

ułatwiała hydrolizę, tak tutaj, pomiędzy strukturami Mirzayanov’a, grupa etylowa 

spowalniała hydrolizę związku. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono,  

że pochodne kwasu fosfonowego łatwiej hydrolizują niż pochodne kwasu fosforowego. 

Struktury zaproponowane przez Ellison’a14 charakteryzują się wartościami stałej 

szybkości hydrolizy < 1,0/dni. W przeważającej większości wyniki stałej szybkości 

hydrolizy dla badanych Novichok są zgodne z wynikami okresu półtrwania hydrolizy,  

z wyjątkiem struktury 15, której okres półtrwania określono jako wolno hydrolizująca. 

Estymowana szybkości reakcji hydrolizy, gdzie A-230 jest łatwiej hydrolizujący  

niż A-232 oraz A234, był zgodny z wynikami uzyskanymi eksperymentalnie  

w warunkach obojętnych (0,17 μM/min dla A-230, 0,061 μM/min dla A-232 oraz  

0,0032 μM/min dla A-234)21. 
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8. Wnioski 
 

Na podstawie przeprowadzonych badań można wyciągnąć następujące wnioski: 

• Z powodzeniem oszacowano toksyczność ostrą poprzez estymację medialnej 

dawki śmiertelnej (szczur, podanie doustne) różnymi metodami toksykologii  

in silico. 

• Wyestymowano z pełnym powodzeniem parametry hydrolizy (okres półtrwania, 

stała szybkość) oraz dokonano prognozy biodegradacji dla związków Novichok 

stosując różnorodne metody in silico bazujące na podejściu (Q)SAR (ilościowa 

zależność struktura-aktywność). 

• Najniższą medianę dawki śmiertelnej (LD50; podanie doustne, człowiek) 

wyestymowano dla związków Novichok: A-232 (0,50 mg/kg mc.),  

A-230 (0,41 mg/kg mc.) oraz A-234 (0,63 mg/kg mc.), przy założeniu,  

że statystycznie człowiek waży około 70 kg 48,49. 

• Środki paraliżujące Novichok nie przewyższają toksycznością ostrą znanych 

dotychczas konwencjonalnych bojowych środków trujących serii -V oraz -G.  

A-232 osiągnął najniższą wartość LD50 (0,41 mg/kg mc.) ze wszystkich badanych 

struktur Novichok; nie przewyższa jednak toksycznością związków takich jak, 

VX (0,1 mg/kg mc.) czy Soman (0,06 mg/kg mc.). 

• Stabilność związków Novichok jest różnorodna w zależności od zastosowanego 

związku fosforoorganicznego; mogą być obecne w środowisku zewnętrznym  

od kilku godzin (A-230, A-242 i irański "Novichok"), przez ponad miesiąc  

(A-232, A-234, A-262 i C01A043- C01A045), nawet kilka lat (C01A035- 

C01A042). 

• Związki serii A ulegają biodegradacji tlenowej oraz beztlenowej; dla wszystkich 

badanych struktur Novichok ramy czasowe ostatecznej biodegradacji wahały się 

od tygodni dla struktur A-230, A-242, C01-A037 i C01-A041, a także okresu 

tygodni do miesięcy dla reszty analizowanych związków fosforoorganicznych.  

• Nie można jednoznacznie stwierdzić, który z zastosowanych modeli in silico 

cechował się najwyższą dokładnością uzyskanych wartości; wszelkie użyte 

oprogramowania specjalistyczne były zalecane przez organy regulujące  

i uzupełniały się wzajemnie pod względem różnych funkcji estymacyjnych  

oraz weryfikowały wyniki obustronnie. 
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9. Kopie publikacji wchodzących w skład rozprawy doktorskiej 
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10.  Streszczenie w języku polskim 
 

Niniejsza rozprawa doktorska została przygotowana w oparciu o cykl czterech 

powiązanych tematycznie publikacji pełnotekstowych poświęconych predykcji 

wybranych parametrów toksykologicznych dla związków fosforoorganicznych z grupy 

Novichok przy użyciu metod toksykologii in silico. 

Novichok, związki serii A, to grupa środków paralityczno-drgawkowych 

stworzonych potajemnie podczas zimnej wojny przez Związek Radziecki.  

Stanowią czwartą generację chemicznych środków bojowych; podobnie jak inne środki 

paraliżujące, są związkami fosforoorganicznymi zaprojektowanymi tak, aby były 

nieuleczalne i niewykrywalne. Struktura chemiczna związków typu Novichok nadal 

pozostaje niepewna, postuluje się dwie wersje. Pierwszy wariant, według  

Vil S. Mirzayanov’a, jako fosforamidy. Druga alternatywna struktura zaproponowana 

przez Hoenig’a i Ellison’a opisuje związki Novichok jako fosforylowane oksymy. 

Mechanizm działania toksycznego związków serii A polega na nieodwracalnym wiązaniu 

się z acetylocholinoesterazą (AChE) i hamowaniu hydrolizy neuroprzekaźnika,  

tj. acetylocholiny (ACh) do octanu oraz choliny. Nadmierna stymulacja receptorów 

cholinergicznych w wyniku gromadzenia się ACh w szczelinie synaptycznej prowadzi,  

w zależności od drogi, dawki oraz czasu ekspozycji, do manifestacji szeregu objawów 

toksycznych poprzez trzy rodzaje reakcji: muskarynową, nikotynową i ośrodkowego 

układu nerwowego. Dotychczas trzykrotnie byliśmy świadkami „pokazu” ogromnego 

potencjału toksycznego środków paraliżujących Novichok. Pierwsze dwa przypadki 

użycia tych środków paraliżujących miały miejsce w 2018 roku w Salisbury i Amesbury 

(Wielka Brytania). Trzecim przykładem zastosowania związku Novichok było zatrucie 

Alexeia Navalnego podczas lotu krajowego w Rosji. Przypadek ten stanowi jedyne 

opublikowane badanie kliniczne dotyczące leczenia zatrucia związkiem Novichok,  

w którym udowodniono skuteczność terapii butyrylocholinoesterazą oraz wykazano brak 

skuteczności reaktywacji po podaniu obidoksymu. 

Ze względu na swoją toksyczność, praca ze związkami serii A wymaga 

nadzwyczajnych środków ostrożności. Ponadto, badania eksperymentalne powinny 

zostać poprzedzone szacowaniem parametrów toksykologicznych. Co więcej,  

po zaktualizowaniu listy CWA (ang. Chemical Warfare Agent), ponad 10 000 struktur 

może kandydować na miano związku Novichok. Niemożliwe jest zatem zsyntetyzowanie  
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i oszacowanie docelowych parametrów dla każdej struktury z osobna. Biorąc pod uwagę 

globalne zagrożenie stwarzane przez związki serii A, wiele niewiadomych oraz  

luk w danych wymaga uzupełnienia. Stąd inspiracja do badań wykorzystujących metody 

toksykologiczne in silico w postaci predykcji wybranych parametrów Novichok.  

 Właściwości związków Novichok takie jak toksyczność oraz los środowiskowy 

określono stosując podejście in silico, ilościową zależność struktura-aktywność (QSAR). 

Do estymacji parametrów medialnej dawki śmiertelnej (LD50), biodegradacji, okresu 

półtrwania hydrolizy oraz stałej szybkości hydrolizy wykorzystano oprogramowania 

takie jak: pakiet aplikacji QSAR Toolbox, Estimation Program Interface Suite  

oraz Toxicity Estimation Software Tool. 

Dotychczas w literaturze twierdzono, że związki fosforoorganiczne z grupy Novichok 

przewyższają swoją toksycznością znane konwencjonalne związki serii -V czy -G. 

Związek A-230 miał być rzekomo 5-8 razy bardziej toksyczny niż VX, podczas gdy  

A-232 być 10 razy bardziej toksyczny niż Soman (GD). Wykonane predykcje zaprzeczyły 

tym doniesieniom, najgroźniejszą z badanych struktur Novichok A-232 (LD50 = 0,41 

mg/kg mc.) oszacowano jako czterokrotnie mniej toksyczną niż związek VX (LD50 = 0,1 

mg/kg mc.) oraz siedmiokrotnie słabszą od GD (LD50 = 0,06 mg/kg mc.). Estymowany 

okres półtrwania oraz stała szybkość hydrolizy wskazują, że użyte związki Novichok 

mogą utrzymywać się w środowisku zewnętrznym, w zależności od użytego związku 

fosforoorganicznego, od kilku godzin (A-230, A-242 i irańskiego "Novichok"), przez 

ponad miesiąc (A-232, A-234, A-262 i C01A043-A045), nawet do kilku lat  

(C01A035-A042). Dodatkowo, stosując modele in silico do predykcji szybkiej 

biodegradacji wykazano, że związki serii A są strukturami trudno ulegającymi degradacji 

tlenowej oraz beztlenowej. Nie uzyskano związków opornych, a ramy czasowe tego 

procesu oscylowały od tygodni (A-230, A-242, C01-A037 oraz C01-A041) do miesięcy. 

Podsumowując, predykcja parametrów związków fosforoorganicznych jest procesem 

złożonym oraz wymagającym zastosowania różnorodnych podejść in silico. Dzięki 

badaniom toksykologicznym in silico w bezpieczny dla zdrowia sposób uzyskano 

kompleksowy wgląd w naturę środków paraliżujących Novichok. Choć nadal sporo 

informacji odnośnie związków serii A owianych jest tajemnicą, to pomyślna predykcja 

właściwości toksycznych oraz środowiskowych struktur Novichok (n = 17) uzupełniła 

część istotnych, brakujących w literaturze naukowej danych. 
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11.  Streszczenie w języku angielskim 
 

This doctoral dissertation was prepared based on four thematically related  

full-text publications devoted to predicting selected toxicological parameters for 

organophosphorus compounds from the Novichok group using in silico toxicology 

methods. 

Novichoks, A-series compounds, are a group of nerve agents secretly created 

during the Cold War by the Soviet Union. They consist of the fourth generation  

of chemical warfare agents; like other nerve agents, they are organophosphate compounds 

designed to be incurable and undetectable. The chemical structure of organophosphorus 

compounds of the Novichok group still remains uncertain; two versions are postulated. 

The first variant, according to Vil S. Mirzayanov, is phosphoramides. A second alternative 

structure proposed by Hoenig and Ellison describes Novichoks as phosphorylated 

oximes. The mechanism of toxic action of A-series compounds consists of irreversible 

binding to acetylcholinesterase (AChE) and inhibition of the hydrolysis of the 

neurotransmitter acetylcholine (ACh) to acetate and choline. Excessive stimulation  

of cholinergic receptors as a result of the accumulation of ACh in the synaptic cleft leads, 

depending on the route, dose and time of exposure, to the manifestation of several toxic 

symptoms through three types of reactions: muscarinic, nicotinic and central nervous 

system. So far, we have witnessed the "show" of the Novichoks' enormous toxic potential 

three times. The first two use cases of these nerve agents occurred in 2018 in Salisbury 

and Amesbury (UK). The third example of using the Novichok compound was the 

poisoning of Alexei Navalny on a domestic flight in Russia. This case is the only 

published clinical study on the treatment of Novichok poisoning, which has proven the 

effectiveness of butyrylcholinesterase therapy and demonstrated the lack of reactivation 

effectiveness after the administration of obidoxime. 

Due to its toxicity, working with Novichoks requires extreme precautions. 

Moreover, experimental studies should be preceded by the estimation of toxicological 

parameters. Moreover, after updating the CWA (Chemical Warfare Agent) list, more than 

10,000 structures can be candidates for the Novichok agent. Therefore, synthesising and 

estimating target parameters for each structure is impossible. Given the global threat  

A-series compounds poses, many unknowns and data gaps must be addressed.  
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Hence the inspiration for research using in silico toxicological methods in the form  

of prediction of selected Novichok parameters. 

Novichok properties such as toxicity and environmental fate were determined 

using an in silico, quantitative structure-activity relationship (QSAR) approach.  

The QSAR Toolbox application package, Estimation Program Interface Suite  

and Toxicity Estimation Software Tool were used to estimate the median lethal dose 

(LD50) parameters, biodegradation, hydrolysis half-life and hydrolysis rate constant. 

So far, the literature has claimed that organophosphorus compounds from the 

Novichok group exceed their toxicity in the known conventional compounds of the  

-V or -G series. Compound A-230 was purported to be 5-8 times more toxic than VX, 

while A-232 was supposed to be 10 times more toxic than Soman (GD). The predictions 

contradicted these reports, the most dangerous of the tested Novichoks A-232  

(LD50 = 0.41 mg/kg bw) was estimated as four times less toxic than the compound VX 

(LD50 = 0.1 mg/kg bw) and seven times weaker than GD (LD50 = 0.06 mg/kg bw).  

The estimated half-life and the constant rate of hydrolysis indicate that the Novichoks 

used can persist in the external environment, depending on the organophosphorus 

compound used, from several hours (A-230, A-242 and Iranian "Novichok"), for more 

than a month (A- 232, A-234, A-262 and C01A043-A045), even up to several years 

(C01A035-A042). In addition, using in silico models to predict rapid biodegradation 

showed that Novichoks are difficult to degrade aerobically and anaerobically. No resistant 

compounds were obtained, and the time frames for this process ranged from weeks  

(A-230, A-242, C01-A037 and C01-A041) to months. 

To summarise, the prediction of parameters of organophosphorus compounds  

is a complex process and requires the use of various in silico approaches. With gratitude  

to in silico toxicological studies, a comprehensive insight into the nature of the Novichoks 

has been obtained in a health-safe manner. Although much information about the A-series 

compounds is still shrouded in mystery, the successful prediction of the toxic and 

environmental properties of Novichoks (n = 17) supplemented some of the essential data 

missing in the scientific literature. 
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