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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb obnizania stezenia mefedronu w $rodowisku wodnym z za-
stosowaniem sieci metaloorganicznej NU-1000.

Mefedron ([1-(4-metylofenylo)-2-metyloaminopropan-1-on; 4-metylometkatynon; 4-MMC) to syn-
tetyczna pochodna katynonu, na miedzynarodowym rynku znana takze jako: Meph, MMCat, Meow,
Friskrens, Crab czy Diablo XXX. W Polsce najbardziej rozpowszechniony jest pod nazwami: Mefka,
Mef, Melcia, Miau Miau (J.B. Zawilska, J. Wojcieszak, Artykut poglgdowy Mefedron — ,dopalacz” o dzia-
taniu psychostymulujgcym i sympatomimetycznym, Neuropsychiatr. i Neuropsychol. Neuropsychol. 5.
2010). Nalezy do grupy B ketonow, zawiera grupe karbonylowg w pozycji § fancucha fenyloetyloaminy.
Wystepuje jako s6l w postaci chlorowodorku, tworzgc biatawy proszek rozpuszczalny w wodzie. Posiada
dwa enancjomery: S-mefedron i R-mefedron, przy czym, ze wzgledu na wieksze podobienstwo S-me-
fedronu do naturalnego katynonu, uwaza sie, ze wtasnie ta forma wywotuje silniejsze dziatanie [WHO,
2014, https://lwww.who.int/medicines/areas/quality_safety/4 12 review.pdf]. Obecnie na nielegalnym
rynku mefedron wykorzystywany jest jako narkotyk klubowy, coraz czesciej zastepujgc 3,4-Metyleno-
dioksymetamfetamine (MDMA, ecstasy). Wykorzystujg go takze osoby uzaleznione od amfetaminy i jej
pochodnych, poniewaz ze wzgledu na podobienstwo dziatania stat sie dla nich tanszg alternatywa dla
naduzywanych zwigzkow, czyli tzw. Amphetamine Type Stimulants, ATS (R. Skowronek, Kokaina — 0 czym
jeszcze powinien wiedzie¢ kardiolog?, Kardiol. Pol. 70 (2012) 987).

Jego dziatanie jest podobne do kokainy, amfetaminy czy MDMA. Mefedron stymuluje osrodkowy
uktad nerwowy, dziata empatogennie, halucynogennie i psychostymulujgco, jednak nieco stabiej od am-
fetaminy. Na poczatku wystepuje silne pobudzenie, che¢ interakcji spotecznych, pobudzenie seksualne,
poprawa nastoju i zwiekszenie czujnosci. Zwigzek wykazuje tez dziatanie uzalezniajgce.

Ze wzgledu na podobienstwo w mechanizmie dziatania, objawy przedawkowania mefedronu
przypominajg objawy wywotane przez psychostymulanty pobudzajgce uktad wspétczulny — sympatyko-
mimetyki.

Pojawiajg sie psychozy paranoidalne, zespoty depresyjne, urojenia i manie przesladowcze. Od-
notowano réwniez przypadki $miertelnego przedawkowania mefedronu.

Sposrod wielu substancji psychoaktywnych, dopalacze oraz ,club drugs” zdobywajg coraz wiek-
szg popularnosé wsréd mitodziezy. Ich dostepnosc, cena oraz luki prawne powoduja, ze sg one coraz
tatwiej dostepne, a co za tym idzie, sg przyczyna ciezkich zatruc.

Stowo ,dopalacze” jest szeroko pojetym terminem, potocznie okreslajgcym substancje psycho-
aktywne (NPS, new psychoactive substances) bedgce nowymi narkotykami lub zwigzkami psychotro-
powymi w formie czystej lub w postaci produktu, ktére nie sg kontrolowane przez Konwencje Narodow
Zjednoczonych dotyczacg lekdw/zwigzkdéw psychoaktywnych, a ktére moga wywota¢ szkody zdrowotne
poréownywalne do tych, ktore sg skutkiem stosowania substancji wymienionych w przywotanych kon-
wencjach (Oficjalna strona internetowa Europejskiego Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkoma-
nii — EMCDDA. http://www.emcdda.europa.eu 22.01.2017).

Obecne osiggniecia medycyny i nanotechnologii pozwalajg na efektywne odtrucie organizmu
w przypadku ciezkich zatru¢ réznego rodzaju toksynami, jednakze usuwanie srodkéw psychoaktywnych
bazuje na metodach farmakologicznych i niefarmakologicznych, do ktérych mozna zaliczy¢ zastosowa-
nie powtarzanych dawek wegla aktywnego lub alkalizacje i zakwaszanie krwi i moczu z jednoczesng
forsowng diurezg (K. Jurowski, W. Piekoszewski, Toksykologia, PZWL Wydawnictwo Lekarskie, War-
szawa, 2020).

Oprocz wielu zalet wegla aktywnego, takich jak fatwa dostepnos$¢, biozgodnosé czy cena, po-
siada on jednak szereg ograniczen, takich jak nieuporzgdkowana struktura, brak okreslonej wielkosci
porow oraz gwattowna kinetyka adsorpcji ksenobiotykéw. Ponadto, zbyt gwaltowna adsorpcja srod-
kéw psychoaktywnych na weglu aktywnym moze spowodowac wystepowanie nasilonych objawéw
odstawiennych.

Sposrod szeregu mozliwych materiatdw posiadajgcych wiasciwosci sorpcyjne ksenobiotykow,
sieci metaloorganiczne poprzez swoje wtasciwosci, takie jak wysoka biozgodnos¢, wysokie parametry
sorpcyjne, duza powierzchnia wtasciwa czy Scisle zdefiniowane rozmiary poréw, mogg stanowi¢ alter-
natywe dla wegla aktywnego.

Sieci metaloorganiczne (MOF, ang. metal organic frameworks), znane réwniez pod nazwg poli-
mery koordynacyjne, stanowig grupe hybrydowych materiatéw krystalicznych zbudowanych z jonow
metali przejSciowych potgczonych ze sobg tgcznikami organicznymi. W trakcie syntezy tych materiatéw
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powstaje porowata struktura, w ktérej wielko$¢ kanatéw jest scisle zdefiniowana poprzez dobér linkerow
organicznych. Materiaty te ze wzgledu na budowe oraz specyficzne wtasciwosci znalazly zastosowanie
w wielu dziedzinach, takich jak medycyna, ochrona $rodowiska czy kataliza.

Ze zgtoszenia patentowego CN107913673A znana jest metoda syntezy sieci metaloorganicznej
i sposob eliminacji z roztworu substancji aktywnych z grupy lekéw przeciwdrgawkowych, fenobarbitalu,
fenytoiny sodowej, karbamazepiny i walproinianu sodu. Sie¢ metaloorganiczng MIL-53 (M) zbudowang
z jondéw metali przejsciowych (M=Cr, Al, Fe) oraz linkera organicznego — kwasu tereftalowego i jego
analogéw, w ilosci 8 mg, uprzednio aktywowang na wyparce obrotowej w 80°C, a nastepnie wygrze-
wang w piecu prézniowym w 150°C przez 24 h, zastosowano do adsorpcji lekow przeciwdrgawkowych
Z zanieczyszczonej wody o objetosci 80 ml i stezeniu substancji aktywnej od ng/L do ug/L, do ktorej
nastepnie dodawano 1 ml nadtlenku wodoru. Tak otrzymang zawiesine poddawano dziataniu lampy
ksenonowej 0 mocy 3500 W, jednoczes$nie utrzymujgc pH na poziomie 3 lub 5. Adsorpcja zanieczysz-
czen z jednoczesng fotodegradacjg przy zastosowaniu promieniowania prowadzona byta przez okres
4—-6 godzin w zamknietym reaktorze.

W zgtoszeniu patentowym CN108421531A ujawniono sposéb syntezy sieci metaloorganicznej
opartej o jony miedzi. W przedstawionym rozwigzaniu zmieszano 2,7 g azotanu miedzi z 0,9 g kwasu
2,5-bis(3',5'-dikarboklofenylo)-benzoesowego, a nastepnie przeniesiono do 180 ml roztworu N-N-dime-
tyloformamidu z wodg (1 :1). Tak otrzymang mieszanine ogrzewano w zamknietej butelce w tempera-
turze 90°C przez 10 h. Uzyskane w ten sposob krysztaty przemywano trzykrotnie etanolem i nastepnie
umieszczono w etanolu na 1-3 dni, zmieniajgc roztwor etanolu co 12 h. Tak przemyte krysztaty suszono
w 100°C przez 10 godzin. Otrzymang wg wynalazku sie¢ metaloorganiczng zastosowano do adsorpc;ji
diklofenaku z roztworu wodnego o stezeniach 500-1300 mg/L oraz chlorowodorku chlorpromazyny
z wodnego roztworu o stezeniach 200—1000 mg/L. Adsorpcje prowadzono, przygotowujac uprzednio
zawiesine 10 mg sieci metaloorganicznej w 50 ml wodnego roztworu substancji aktywnej o okreslonym
stezeniu. Maksymalna zdolno$¢ sorpcyjna substanciji aktywnej w przypadku adsorpcji diklofenaku
z wodnego roztworu wynosita 0,3 g diklofenaku/g sieci metaloorganicznej, podczas gdy w przypadku
adsorpcji chlorpromazyny maksymalna zdolnos¢ adsorpcyjna wynosita 0,5 g chlorpromazyny na 1 g
sieci metaloorganicznej.

Sposodb usuwania toksyn mocznicowych ze srodowiska wodnego za pomocg sieci metaloorganicz-
nej NU-1000 zostat opisany w miedzynarodowym zgtoszeniu W02020086496A1. Sie¢ metaloorganiczna,
otrzymang wedtug procedury znanej z literatury, zastosowano do usuwania toksyn mocznicowych
z wodnych roztworéw siarczanu p-krezylu, kwasu hipurowego oraz siarczanu indoksylu. Wedtug opisu
zgtoszeniowego, efektywnosé sorpcyjng sieci metaloorganicznych okreslano poprzez ekspozycje 1,5 mg
NU-1000 na 2,5 mL wodnego roztworu toksyny mocznicowej lub 0,2 M wodnego roztworu NaCl przez
24 h w temperaturach 297, 303 oraz 310 K. Opisany sposéb usuwania toksyn mocznicowych charaktery-
zuje sie wysoka efektywnos¢ adsorpcji toksyn siegajacg 100%.

Ze zgtoszenia patentowego EP3474011A1 znany jest sposéb usuwania zwigzkéw psychoaktyw-
nych z prébek biologicznych poprzez zastosowanie urzgadzenia przeptywowego sktadajgcego sie z co
najmniej jednej kolumny zawierajgcej czgstki sorbentu takiego jak Al20s i/lub krzemionki oraz jednej lub
kilku soli higroskopijnych. Urzgdzenie przedstawione w patencie pozwala na usuniecie z ptynéw biolo-
gicznych, takich jak mocz, zwigzkéw psychoaktywnych jak morfina, amfetamina, kodeina, MDMA, me-
fedron, ketamina, kokaina, 7-amino flunitrazepam, PCP czy oxazepam.

Mefedron jest dobrze rozpuszczalny w wodzie, moze by¢ toksyczny dla organizmoéw wodnych,
a takze przedostawac sie do wody pitnej. Wczesniejsze badania wykazaly, ze podczas analizy probek
Sciekdw wykryto substancje psychoaktywne takie jak mefedron, o-pirolidynopentiofenonu czy pochodne
piperazyny (T. Gao i wsp., Occurrence of New Psychoactive Substances in Wastewater of Major Chi-
nese Cities. Sci. Total Environ. 2017, 575, 963-969.) W pracy (D. Aberg i wsp., The Environmental
Release and Ecosystem Risks of lllicit Drugs during Glastonbury Festival, Environ. Res. 2022, 204 (PB),
112061) przedstawiono wyniki badan potwierdzajgce zwiekszone stezenie takich zwigzkow jak kokaina,
benzoiloekgonina czy ecstasy w wodzie z rzeki Redlake River USA), ktére znaczgco wzrosto w zwigzku
z odbywajgcym sie w tym miejscu corocznych festiwalem muzycznym.

Celem niniejszego wynalazku jest opracowanie sposobu obnizania stezenia mefedronu w srodo-
wisku wodnym do poziomu bezpiecznego dla organizmoéw zywych, charakteryzujgcy sie wysoka efek-
tywnoscig i dajgcym sie przewidzie¢ przebiegiem sorpciji.

Zgodnie z wynalazkiem, sposob obnizania stezenia mefedronu w srodowisku wodnym, w ktérym
to sposobie stosuje sie sie¢ metaloorganiczng NU-1000, aktywowang uprzednio przez wygrzewanie
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w prézni w 120°C przez 12 h, ktérg wprowadza sie do srodowiska wodnego o temperaturze 25°C
na 24 godziny, a nastepnie oddziela, charakteryzuje sie tym, ze na 1 mL wodnego roztworu mefedronu,
stosuje sie 5-25 mg NU-1000, ktéry po wprowadzeniu do roztworu pozostawia sie w nim ciggle miesza-
jac, a nastepnie oddziela przez wirowanie z szybkoscig 4000 rpm przez 10 minut, przy czym proces ten
powtarza sie az do uzyskania w srodowisku wodnym dopuszczalnego biologicznie stezenia mefedronu,
korzystnie mniejszego niz wartos¢ LC50 wyznaczona w modelu Danio pregowanego wynoszgca
0,108 mg/mL (609,9 uM).

Dzieki zastosowaniu sposobu obnizania stezenia mefedronu w $rodowisku wodnym wedtug wy-
nalazku, uzyskano przewidywalng predkos¢ sorpcji mefedronu i wysokg efektywnos$c¢ procesu.

Sposoéb wedtug wynalazku zostat przedstawiony w korzystnych przyktadach realizaciji.

Czes¢ wspodlna dla wszystkich przykladow.

Do oznaczenia stezenia mefedronu w roztworach wyjsciowych i w roztworach, co do ktérych za-
stosowano sposéb wedtug wynalazku, postuzono sie metodg analizy spektrofotometrycznej.

Wyznaczono krzywg wzorcowg absorbancji dla wodnych roztworéw mefedronu o znanym steze-
niu. Przygotowano wodny roztwor mefedronu o stezeniu 0,45 mg/mL, na wadze analitycznej odwazono
4,5 mg mefedronu, a nastepnie przeniesiono ilosciowo do kolby i uzupetniono wodg do objetosci 10 mL.
Nastepny roztwér przygotowano pobierajgc 5 mL roztworu wyjsciowego, ktére przeniesiono ilosciowo
do kolby i uzupetniono wodg do objetosci 10 mL. Kolejne roztwory przygotowano powtarzajgc procedure
rozcienczen pobierajgc 5 ml roztworu poprzedzajgcego, przenoszono ilosciowo do kolby i uzupetniano
wodg do objetosci 10 mL. Metodg kolejnych rozcienczen przygotowano roztwory o stezeniach 0,225,
0,113, 0,0563, 0,0281, 0,0141, 0,00703, 0,00352, 0,00176, 0,000879 mg/mL. Zmierzono trzykrotnie
absorbancje otrzymanych roztworéw za pomocg spektrometru UV-Vis AvaSpec-2048, Avalight-DHc,
Swiattowody 600 ym w 260 nm. Z otrzymanych wynikéw przygotowano krzywg wzorcowg, stuzacg
do okreslania stezenia mefedronu w roztworze. (Fig. 1.)

W przyktadach stosowania wynalazku uzyto sie¢ metaloorganiczng NU-1000, otrzymang zgodnie
procedurg opisang w literaturze.

Sie¢ metaloorganiczna NU-1000 (Northwest University) jest siecig ztozong z rdzeni oksocyrko-
nowych [Zrs(us-OH)s(OH)s]®* oraz tgcznikéw tetrakarboksylanowych (TBAPy*, anion kwasu 4,4',4",4"-
-(pireno-1,3,6,8-tetraylo)tetrabenzoesowego). Synteze oraz aktywacje materialu wykonano wg opisu
z prac J.E. Mondloch i wsp. ,Vapor-phase metalation by atomic layer deposition in a metal-organic fra-
mework”, J. Am. Chem. Soc. 135 (2013). Doktadna procedura przygotowania sieci metaloorganicznej
NU-1000 przedstawiona zostata w pracy T. Wang i wsp. ,Scalable synthesis and post-modification of
a mesoporous metal-organic framework called NU-1000", Nat. Protoc. 11 (2016).

Na podstawie analizy dyfraktometrycznej potwierdzono strukture otrzymanych materiatéw, przy
uzyciu dyfraktometru PANalytical X'Pert Pro. Otrzymany dyfraktogram przedstawiony na Fig. 2 odpo-
wiada widmom charakterystycznym dla NU-1000 znanym z literatury.

Przyktad 1

Sposoéb obnizania stezenia mefedronu w srodowisku wodnym zgodnie z wynalazkiem zastoso-
wano dla obnizenia stezenia 1000 uM roztworu mefedronu w wodzie. Przygotowano roztwér 1000 uM
mefedronu, w tym celu odwazono na wadze analitycznej 1,8 mg mefedronu, przeniesiono ilosciowo
do kolby o pojemnosci 10 mL i uzupetniono wodg do kreski. Do termostatowanego naczynia, w tempe-
raturze 25°C, umieszczonego na mieszadle magnetycznym przeniesiono uprzednio aktywowana,
w prézni w 120°C przez 12 h, prébke 10 mg NU-1000, a nastepnie zalano 2 mL, uprzednio przygoto-
wanego, 1000 uM wodnego roztworu mefedronu.

Wyznaczono krzywg sorpcji mefedronu dla przyktadu 1 (fig. 3). W tym celu wykonano kolejno
pomiary absorbancji pasma charakterystycznego dla wodnego roztworu mefedronu w wartosci 260 nm
przed procesem adsorpcji (CO) oraz po czasie t (Ct). Pomiar wykonano w 5 minucie, 10 minucie, 30 mi-
nucie, 1 godzinie, 2 godzinach i 24 godzinach sorpcji. Kazdy pomiar powtarzano trzykrotnie. Nastepnie
dla zmierzonych warto$¢ absorbancji odczytano, z krzywej wzorcowej (fig. 1), aktualne stezenie mefe-
dronu w wodzie. llo$¢ zaadsorbowanego mefedronu okreslono stosujgc wzor:

(Cn - Ct)
Y%zaadsorbowanego mefedronu = - 100%
Q

Po 24 h roztwor odwirowano, zlano oczyszczony roztwér mefedronu znad osadu. Stezenie me-

fedronu po 24 h wynosito 0,10 mg/mL (564 uM)
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Przyktad 2

Sposoéb obnizania stezenia mefedronu w srodowisku wodnym zgodnie z wynalazkiem zastoso-
wano dla obnizenia stezenia 1500 uM roztworu mefedronu w wodzie. Przygotowano roztwér 1500 uM
mefedronu, w tym celu odwazono na wadze analitycznej 2,7 mg mefedronu, przeniesiono ilosciowo
do kolby o pojemnosci 10 ml i uzupetniono wodg do kreski. Do termostatowanego naczynia, w tempe-
raturze 25°C, umieszczonego na mieszadle magnetycznym przeniesiono uprzednio aktywowang,
w prézni w 120°C przez 12 h prébke, 10 mg NU-1000, a nastepnie zalano 2 mL, uprzednio przygoto-
wanego, 1500 yM wodnego roztworu mefedronu. Po 24 h roztwér odwirowano, zlano oczyszczony roz-
twor mefedronu znad osadu. Zmierzono absorbancje otrzymanego roztworu i z krzywej wzorcowej
(fig. 1), odczytano stezenie mefedronu w prébce. Stezenie mefedronu po 24 h wynosito 0,15 mg/mL
(846 pM), wartos¢ ta odpowiada wartosci odczytanej z krzywej sorpcji mefedronu (fig. 3).
Przyktad 3

Sposéb obnizania stezenia mefedronu w srodowisku wodnym zgodnie z wynalazkiem zastoso-
wano dla obnizenia stezenia 2000 uM roztworu mefedronu w wodzie. Przygotowano roztwér 2000 uM
mefedronu, w tym celu odwazono na wadze analitycznej 3,6 mg mefedronu, przeniesiono ilosciowo
do kolby o pojemnosci 10 mL i uzupetniono wodg do kreski. Do termostatowanego naczynia, w tempe-
raturze 25°C, umieszczonego na mieszadle magnetycznym przeniesiono uprzednio aktywowang,
w prézni w 120°C przez 12 h probke, 10 mg NU-1000, a nastepnie zalano 2 ml, uprzednio przygotowa-
nego, 2000 uM wodnego roztworu mefedronu. Po 24 h roztwoér odwirowano, zlano oczyszczony roztwoér
mefedronu znad osady. Zmierzono absorbancje otrzymanego roztworu i z krzywej wzorcowej (fig. 1),
odczytano stezenie mefedronu w prébce. Stezenie mefedronu po 24 h wynosito 0,20 mg/mL (1128 uM),
wartosc¢ ta odpowiada wartosci odczytanej z krzywej sorpcji mefedronu (fig. 3).
Przyktad 4

Sposoéb obnizania stezenia mefedronu w srodowisku wodnym zgodnie z wynalazkiem zastoso-
wano dla obnizenia stezenia 2000 uM roztworu mefedronu w wodzie. Przygotowano roztwér 2000 uM
mefedronu, w tym celu odwazono na wadze analitycznej 3,6 mg mefedronu, przeniesiono ilosciowo
do kolby o pojemnosci 10 mL i uzupetniono wodg do kreski. Do termostatowanego naczynia, w tempe-
raturze 25°C, umieszczonego na mieszadle magnetycznym przeniesiono uprzednio aktywowang,
w prézni w 120°C przez 12 h prébke, 50 mg NU-1000, a nastepnie zalano 2 mL, uprzednio przygoto-
wanego, 2000 uM wodnego roztworu mefedronu. Po 24 h roztwér odwirowano, zlano oczyszczony roz-
twor mefedronu znad osadu. Zmierzono absorbancje otrzymanego roztworu i z krzywej wzorcowej
(fig. 1), odczytano stezenie mefedronu w probce. Stezenie mefedronu po 24 h wynosito 0,05 mg/ml
(282 pM).
Przyktad 5

Sposoéb obnizania stezenia mefedronu w $srodowisku wodnym zgodnie z wynalazkiem zasto-
sowano, w trzech cyklach, dla obnizenia stezenia 1000 uM roztworu mefedronu w wodzie. Przygoto-
wano-roztwor 1000 uM mefedronu, w tym celu odwazono na wadze analitycznej 1,8 mg mefedronu,
przeniesiono ilosciowo do kolby o pojemnosci 10 ml i uzupetniono wodg do kreski. W pierwszym cyklu,
do termostatowanego naczynia, w temperaturze 25°C, umieszczonego na mieszadle magnetycznym
przeniesiono, uprzednio aktywowang w 120°C w prézni probke 10 mg NU-1000, a nastepnie zalano
2 ml, uprzednio przygotowanego, 1000 uM wodnego roztworu mefedronu. Po 24 h roztwor odwirowano,
zlano oczyszczony roztwér mefedronu znad osadu. Zmierzono absorbancje otrzymanego pierwszego
roztworu i z krzywej wzorcowej (fig. 1), odczytano stezenie mefedronu. W drugim cyklu, do termostato-
wanego naczynia, w temperaturze 25°C, umieszczonego na mieszadle magnetycznym przeniesiono
uprzednio aktywowang w 120°C w prézni nowg probke 10 mg NU-1000, a nastepnie zalano 2 ml roz-
tworu z pierwszej sorpcji. Po 24 h roztwér odwirowano, zlano oczyszczony roztwér mefedronu znad
osadu. Zmierzono absorbancje otrzymanego drugiego roztworu i z krzywej wzorcowej (fig. 1), odczytano
stezenie mefedronu. W trzecim cyklu, do termostatowanego naczynia, w temperaturze 25°C, umiesz-
czonego na mieszadle magnetycznym przeniesiono uprzednio, aktywowang w 120°C w prézni prébke
10 mg NU-1000, a nastepnie zalano 2 ml roztworu z drugiej sorpcji. Po 24 h roztwér odwirowano, zlano
oczyszczony roztwor mefedronu znad osadu. Zmierzono absorbancje otrzymanego trzeciego roztworu
i z krzywej wzorcowej (fig. 1), odczytano stezenie mefedronu.

Stezenie mefedronu, po pierwszym cyklu, po 24 h wynosito 0,1 mg/mL (564 uM), po drugim cyklu,
po 48 h 0,06 mg/mL (339 uM) oraz po trzecim cyklu, po 72 h wynosito 0,009 mg/mL (51 uM).

Adsorpcje mefedronu dla trzech cykli przedstawiono na (Fig. 4).
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Dla potwierdzenia adsorpcji mefedronu do sieci krystalicznej wykonano analize sktadu dla mefe-
dronu, sieci metaloorganicznej NU-1000 przed procesem sorpcji oraz dla sieci metaloorganicznej NU-1000
po procesie sorpcji z przyktadu 1, za pomoca spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego 1TH NMR.

W celu wykonania pomiaru 1H NMR, probki Mefedronu, NU-1000 przed procesem sorpcji, oraz
NU-1000 po procesie sorpcji z przyktadu 1, rozpuszczono w 700 yL 1M roztworu NaOD w D20 i pozo-
stawiono do inkubacji na 24 h. Po tym czasie roztwor przeniesiono do probéwki szklanej do pomiaru
1H NMR. Pomiar widm 1H NMR wykonano na spektrometrze Bruker Avance Ill HD 400 MHz, zbierajgc
widmo poprzez usrednienie 8 skandw i czas relaksacji 15 sekund. Wyniki pomiaréw 1H NMR zesta-
wiono na Fig. 5. Na widmie przedstawiono sygnaty pochodzace od mefedronu (w wartosciach ok. 7.2
oraz 7.4 ppm), NU-1000 oraz NU-1000 po procesie sorpcji z przyktadu 1. Na powiekszeniu wykazano,
ze w przypadku NU-1000 po procesie sorpcji, widoczne sg sygnaty pochodzgce od mefedronu.
Badania in vivo
Zwierzeta i warunki

Badania byly przeprowadzone na embrionach lub 5-dniowych (dpf, day post fertilization) larwach
Danio rerio otrzymanych z hodowli prowadzonej przez Osrodek Medycyny Doswiadczalnej Uniwersy-
tetu Medycznego w Lublinie. Hodowla byta prowadzona w odpowiednich warunkach: w temperaturze
28,5°C, przy zachowaniu cyklu dobowego. Pozyskana ikra dostarczana do badania byta w grupach
po 100 osobnikow, w szalce Petriego, w roztworze E3 inkubatorze w temperaturze 28,5°C. Szalki z ikrg
byly codziennie oczyszczane z wszelkich zanieczyszczen.

Roztwér bytowy préby kontrolnej (E3) stanowi mieszanine soli;

Chlorku sodu (NaCl)

Chlorku potasu (KCI)

Chlorku wapnia (CacCly)

Chlorku magnezu (MgCl>)

Sole rozpuszczone sg w wodzie demineralizowanej i otrzymany roztwoér doprowadzony jest do pH
réwnego 7,2 za pomocg wodorotlenku sodu (NaOH). Doswiadczenia przeprowadzone z wykorzysta-
niem 5 dpf larw Danio rerio nie wymagajg zgody Lokalnej Komisji Etyczne;j.

Ocena wptywu NU-1000 na toksycznos¢ mefedronu badang w tescie ostrej toksycznosci zarod-
kow rybich (Fish Embryo Acute Toxicity, FET)

Badania toksycznosci zostaty przeprowadzone w oparciu o wytyczne OECD test nr 236 ,Fish.Em-
bryo Acute Toxicity (FET) Test”. Test ten ma na celu okres$lenie ostrej toksycznosci chemikaliow na sta-
diach embrionalnych ryb Danio pregowanego (Danio rerio).

Swiezo zaptodnione jaja Danio pregowanego poddaje sie dziataniu badanej substancji chemicz-
nej przez okres 96 godzin. W badaniu zastosowano roztwor bytowy E3 oraz roztwory mefedronu o ste-
zeniach od 50 do 1200 puM. Swiezo zaptodnione zarodki Danio pregowanego umieszczano na plytce
24-dotkowej, po 5 sztuk na dotek, 2 dotki na grupe. Do kazdego dotka dodano 1 ml roztworu mefedronu
z MOF i bez MOF lub takg samg objetos¢ roztworu bytowego E3 (kazda grupa liczyta 10 osobnikow,
n=10. Zarodki nastepnie utrzymywano w inkubatorze (28,5°C). Obserwacje przy uzyciu mikroskopu pro-
wadzono do 96 godziny po zaptodnieniu (hpf, hour post fertilization) co 24 godziny i rejestrowano cztery
obserwacje szczytowe: (i) koagulacja zaptodnionych jaj, (ii) brak tworzenia somitéw, (iii) brak oderwania
sie pgczka ogonowego od woreczka zéttkowego oraz (iv) brak bicia serca. Pod koniec okresu narazenia
okreslono toksycznos$¢ ostrg na podstawie pozytywnego wyniku w dowolnej z czterech zarejestrowa-
nych obserwacji szczytowych i obliczono LC50 dla mefedronu, wynoszgce 609,9 pM (przy wartosci
dopasowania R? = 0,9903), co pokazano na Fig. 6. LC50 jest statystycznie obliczonym stezeniem, po-
wodujaca smier¢ 50% badanych osobnikow.

Nastepnie wykonano doswiadczenia sprawdzajgce efektywnos¢ i bezpieczenstwo obnizania ste-
zenia mefedronu. Poréwnywano probe kontrolng z roztworami, w ktérych obnizano stezenie mefedronu
wedtug przyktadéw 1, 2, 4 oraz 5. Swiezo zaptodnione larwy Danio pregowanego umieszczano na plytce
24-dotkowej, po 5 larw na dotek, po 2 dofki na grupe. Nastepnie larwy zalewano roztworami wzorcowymi
oraz przygotowanymi wedtug przyktadéw 1, 2, 4, 5. Przeprowadzone badania wykazaty, ze zastosowa-
nie sposobu obnizania stezenia mefedronu przy zastosowaniu NU-1000 wg wynalazku zwiekszyto istot-
nie przezywalnos¢ larw Danio pregowanego. Dodatkowo przeprowadzone badania wykazaty, ze zasto-
sowanie MOF istotnie zmniejsza wystepowanie malformacji rozwojowych (Fig. 7).
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Neurotoksycznosé

Wptyw mefedronu na neurotoksycznos¢ obserwowano jako zaburzenia aktywnosci lokomotorycz-
nej indukowanej mefedronem u larw-Danio rerio 5 dpf. W doswiadczeniu wykorzystano ptytki 96-dot-
kowe, do ktérych przeniesiono 5 dpf larwy Danio rerio, jedng larwe do jednego dotka. Nadmiar ptynu
przeniesionego wraz z rybg usunieto i do kazdego dotka dodano 200 uL badanego roztworu. Przygoto-
wang ptytke inkubowano przez 30 min, a potem przeniesiono do aparatu Noldus, systemu wyposazo-
nego w rejestrator monitorujgcy aktywnos¢ larw.

W badaniu potwierdzono, ze mefedron zastosowany w stezeniu 200 uM nasila aktywnos$¢ lomo-
torycznag larw Danio rerio, zas sam NU-1000 nie wplywat na tg aktywnosé. Natomiast inkubacja larw
w roztworze mefedronu z NU-1000 zmniejszyta przeptyniety dystans w poréwnaniu do roztworu samego
mefedronu. Uzyskany wynik swiadczy o hamowaniu efektu hiperaktywnosci, indukowanej przez mede-
fron przez MOF, czyli potwierdza skutecznos¢ wynalazku.

Na Fig. 8 przedstawiono wptyw mefedronu 200 uM, MOF i mefedronu@MOF na odlegtos¢ prze-
byta przez 5 dpf larwy Danio pregowanego (w cm) przy ciggtym oswietleniu. Dane przedstawiono jako
$rednie + SEM, n = 20; ***p<0,001 vs préba kontrolna, ** p<0,001 vs grupa traktowana mefedronem,
test post-hoc Tukeya.

Kardiotoksycznos¢

Ocena dziatania kardiotoksycznego polegata na obserwacji rozwoju serca oraz jego pracy. Larwy
Danio pregowanego po 96-godzinnej inkubacji w roztworach z mefedronem oraz z mefedronem i MOF
obserwowano pod mikroskopem. Wykonano zdjecia serca oraz zmierzono ilos¢ uderzen serca na mi-
nute. Zmiany morfologii serca prezentuje Fig. 9, natomiast wykres ilosci czestosci uderzen serca pre-
zentuje Fig. 10. Kardioprotekcyjne dziatanie MOF prezentuje Fig. 11.

W doswiadczeniu wykorzystano ptytki 24-dotkowe, do ktérych przeniesiono 0 hpf larwy Danio
rerio, 5 larw do jednego dotka, 2 dotki na grupe. Larwy byly inkubowane w odpowiednich roztworach
mefedronu roztworu mefedronu@MOF przez okres 96 h. Po tym czasie kazdg larwe oglagdano pod mi-
kroskopem DiscoveryV8 (Zeiss Axio Vert, ZEISS, Germany) i wykonywano zdjecia. Mierzono ilo$¢ ude-
rzen serca na minute, czas odmierzano stoperem.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono toksyczny wptyw mefedronu na rozwdj serca — wy-
stepowanie malformacji rozwojowych (edema serca) oraz jego prace, wyrazong iloscig uderzen serca
na minute.

Przeprowadzone badania potwierdzity kardioprotekcyjne dziatanie MOF zaréwno w zakresie po-
wstawania wad rozwojowych serca, jak i normalizacji jego pracy.

Metodg DFT okreslono mechanizm sorpciji dla NU-1000

Proces sorpcji czgsteczek mefedronu w kanatach materiatu typu MOF NU-1000 zostat zbadany
za pomocg symulacji kwantowo-chemicznej na poziomie teorii funkcjonatu gestosci elektronowej (DFT)
w formalizmie periodycznych warunkéw brzegowych, uzyto funkcjonatu PBE z grupy funkcjonatéw gra-
dientowych (GGA) (Perdew, J.P., Burke, K., Ernzerhof, M., 1996. Phys. Rev. Lett. 77, 3865—-3868)
z uwzglednieniem empirycznej poprawki oddziatywan dyspersyjnych (typu Londona) w parametryzaciji
Grimmego (Grimme, S., 2004. J. Comput. Chem. 25, 1463—-1473) oraz z uwzglednieniem wptywu roz-
puszczalnika wodnego w postaci polaryzowanego kontinuum DFTsol (Mathew, K., Kolluru, V.S.C.,
Mula, S., Steinmann, S.N., Hennig, R.G., 2019. J. Chem. Phys. 151, 234101, 1-8.) Zastosowany zostat
pakiet VASP. Jako akcelerator zbieznosci obliczen struktury elektronowej zostato zastosowane rozmycie
rozkladu Fermiego-Diraca w postaci funkcji Gaussa o szerokosci potéwkowej energii 0,05 eV. Analiza
populacyjna tadunkéw oraz rzedéw wigzan zostata wykonana w formalizmie DDEC6, za$ dodatkowo,
przeprowadzona zostata tadunkoéw Badera (Bader, R.F.W., 1990. Atoms in Molecules — A Quantum
Theory. Oxford University Press, Oxford.).

Wykorzystana w obliczeniach komdrka elementarna NU-1000 charakteryzuje sie nastepujgcymi
parametrami:

Stechiometria: C2ssH180Zr18096; dtugosci wektoréw bazowych: 39,970 A; 40,000 A; 16,580 A; katy mie-
dzy wektorami: 90,0°; 90,0°; 120,0°.

Zoptymalizowana komorka elementarna MOF-u NU-1000 zostata nastepnie obsadzona czgsteczka
mefedronu w trzech potozeniach w wiekszym kanale oraz w jednej geometrii w kanale mniejszym.

Energetyke sorpcji podano w Tabeli 2. Przy obliczeniach energii sorpcji przyjeto konwencje, wedtug
kitdrej energia ujemna oznacza strukture stabilng. Analiza populacyjna i rzedéw wigzan (kolumny 3-5) Ta-
beli 1 wskazujg na niewielki przyczynek kowalencyjny oddziatywania pomiedzy czgsteczkg mefedronu
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a siecig MOF w przypadku NU-1000 (od ok. 0,6 do 1,0). Wartos¢ sktadowej kowalencyjnej jest skorelo-
wana z energetyka stabilnosci dla obu sieci.

Energie adsorpcji, Eads, (obliczone na poziomie teorii DF Tsol) wskazujgce na zjawisko oddzia-
tywania orbitali ©-r pomiedzy pierscieniami aromatycznymi w czgsteczce mefedronu i w tgczniku struk-
tury MOF NU-1000 (Tabela 1). Catkowity rzad wigzania, BO(mef.-MOF), dotyczy oddziatywania miedzy
czasteczkg mefedronu i siecig MOF i zostal wyznaczony za pomocg analizy rzedéw wigzan DDECS.
Zakumulowany tadunek na czgsteczce mefedronu, gopec(mef.) i gsader(mef.), zostaty obliczone za po-
mocg analizy tadunkéw, odpowiednio, DDECG6 i Badera (Tabela 1).

Tabela 1
1 |2 3 a | 5

Kanat Euss [€V] | BO(mef.-MOF) | qopecimef.) | apagedmef.)
—
Struktural | 0,775 | 1,033 | 0084 | 0086
[(wigkszy kanat} } g
Struktura 2 0,345 | 0,677 | -0,007 -0,012
[(wiekszy kanat) | { ;
L — | i
Struktura 3 -0,431 ? 0643 | 0021 | -0005
{wiekszy kanat) |
Struktwrad | -0921 | 0885 | -0030 | -0,028

((mniejszy kanal) j | |

Na Fig. 12—14 przedstawiono lokalizacje czgsteczki mefedronu w kanatach sieci metaloorganicz-
nych. Dla sieci metaloorganicznej zaproponowano adsorpcje czgsteczki mefedronu, odpowiednio,
w matym i duzym kanale, stosujgc dwa rodzaje geometrii tj. wzdtuznie i w poprzek do linkera organicz-
nego wystepujgcego w sieci metaloorganiczne;.

W Tabeli 2 przedstawiono wyliczone warto$ci parametréw geometrycznych, stosowanych do cha-
rakterystyki procesu adsorpcji czgsteczek zawierajgcych pierscienie aromatyczne do elementéw struk-
tury adsorbentu, réwniez posiadajgcych pierscienie aromatyczne. Wielkosci te to, kolejno: odlegtosé
miedzy $srodkiem pierscienia aromatycznego czgsteczki mefedronu do $rodka uktadu aromatycznego
(pojedynczego pierscienia lub uktadu, pierscieni skondensowanych) linkera, odlegto$¢ miedzy srodkiem
pierscienia aromatycznego czasteczki mefedronu a usredniong ptaszczyzng uktadu aromatycznego lin-
kera, odlegtos¢é miedzy srodkiem uktadu aromatycznego linkera i pierscienia czgsteczki mefedronu, oraz
katy, zdefiniowane na Fig. 15. Wielkosci te, oprécz samej charakterystyki geometrii adsorpcji, pozwalaja
réwniez na ocene efektywnosci naktadania orbitali czgsteczkowych -

Tabela 2

Geometria wzajemnej orientac;ji orbitali czgsteczkowych n-n
w procesie oddziatywania czgsteczki mefedronu ze strukturg NU-1000.

i ~ NU-1000 o ]
CParametry | dicM)- | di(cM)- | duc(U- | a/° | B/* | v/°

| geometryczne | c{L) /A P(L) /A P(M)./ A 3

| Struktura 1(dury | 3437 | 4367 | 4119 | 1854 | 2312 | 2151
| kanat) ; ‘
| Struktura 2 (duzy | 4,250 | 3,575 3,533 | 4,30 | 33,77 | 3273
 kanal) 1
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Struktura3(duzy | 3,738 | 3579 | 3,463 | 591 | 20,77 14386 |
kanat) ‘ i ; ;
e: S S
Struktura 4 | 3,437 3,350 | 3,330 } 1,44 14,38% 12,93
{mniejszy kanat) ' ; \

c(x) - srodek pierscienia “x”

P(x) — ptaszczyzna dopasowana do pierscienia aromatycznego “x”
M - pierscien czgsteczki mefedronu

| L— pierécied facznika MOF-u

Odlegtosci oraz katy pomiedzy zaadsorbowang czgsteczkg mefedronu w strukturze sorbentu,
podano w Tabeli 2 oraz na Fig. 15.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb obnizania stezenia mefedronu w srodowisku wodnym, w ktérym to sposobie stosuje
sie sie¢ metaloorganiczng NU-1000, aktywowang uprzednio przez wygrzewanie w prozni
w 120°C przez 12 h, ktérg wprowadza sie do srodowiska wodnego o temperaturze 25°C
na 24 godziny, a nastepnie oddziela, znamienny tym, ze na 1 mL wodnego roztworu mefe-
dronu, stosuje, sie 5-25 mg NU-1000, ktéry po wprowadzeniu do roztworu pozostawia sie
W nim ciggle mieszajgc, a nastepnie oddziela przez wirowanie z szybkoscig 4000 rpm przez
10 minut, przy czym proces ten powtarza sie, az do uzyskania w srodowisku wodnym dopusz-
czalnego biologicznie stezenia mefedronu.

2. Sposob wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces powtarza sie, az do uzyskania stezenia
mefedronu mniejszego niz 0,108 mg/mL (609,9 uM).

Rysunki
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