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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wykorzystania zeolitu Na-X o typie struktury faujazytu (FAU)
otrzymanego z wodnego roztworu odpadowego po syntezie zeolitdw syntetycznych z popiotéw lotnych
do produkcji matrycy zeolitowo-polimerowej reagujacej na zmiany pH jako nosnika substancji leczniczej
z grupy bisfosfonianow.

Definicja zeolitow wedlug Smitha i Brecka zostata opisana w Breck D.W., Zeolite Molecular
Sieves, Structure Chemistry and Use, John Wiley & Sons, 1974. To glinokrzemiany o trojwymiarowym
krystalicznym szkielecie tetraedrycznym zawierajgcym puste kanaty i komory, w ktérych znajdujg sie
kationy i czgsteczki wody. W miejscu centralnym kazdego tetraedru znajduje sie atom krzemu lub glinu
(zwany T-atomem). Tetraedry tgczg sie ze sobg za posrednictwem atomdw tlenu ulokowanych w naro-
zach kazdego z nich. Ogdlny wzér chemiczny zeolitu ma postac:

M;[(SiOZ)T—x(AlOZ)x] - yH,0

gdzie: M — kation metalu o wartosciowosci z; x — iloS¢ tetraedréw AlO4; T — ilos¢ wszystkich
tetraedréw (suma liczby tetraedrow AlO4 i SiOa); y —ilo$¢ czgsteczek wody.

Zeolit o strukturze faujazytu (FAU) charakteryzuje sie szkieletem typu DR i zbudowany jest z jed-
nostek sodalitowych potgczonych miedzy sobg podwdéjnymi pierscieniami szesciocztonowymi D6R. Uto-
zenie to tworzy superkomory o $rednicy okoto 1,3 nm, ktére tgczg sie ze sobg czterema 12-cztonowymi
pierscieniami o $rednicy okoto 0,74 nm, bedgcymi porami wewnetrznymi struktury krystalicznej jak po-
daje Miedzynarodowa Organizacja Zeolitowa — International Zeolite Association (http://www.iza-struc-
ture.org/databases/). Dla zachowania elektroobojetnosci tadunek glinu i krzemu zobojetniany jest poza-
sieciowymi kationami, najczesciej Na*, Ca?*, Mg?*. Kationy te ze wzgledu na swojg mobilno$¢ bardzo
tatwo ulegajg wymianie.

Wykorzystywany zeolit Na-X powstaje w wyniku zagospodarowania wodnego roztworu odpado-
wego po produkcji zeolitow syntetycznych z popiotéw lotnych na podstawie zgtoszenia patentowego
PL436212A1.

Chitozan (CH) jest naturalnym biopolimerem kationowym otrzymywanym w wyniku deacetylacji
chityny w wyniku chemicznej lub enzymatycznej obrébki. Jest on rozpuszczalny w kwasnym pH,
a w wiekszosci przypadkéw jako rozpuszczalnik stosuje sie wodne roztwory kwasu octowego. Wartosc
pKa chitozanu zawiera sie pomiedzy pKa=6,3 a 7. Oznacza to, ze powyzej pH = 7 grupy aminowe
chitozanu nie sg juz protonowane, a on sam staje sie nierozpuszczalny w roztworach wodnych. Ze
wzgledu na swoje wlasciwosci chitozan jest powszechnie wykorzystywany w wielu gateziach przemystu
oraz nauki, m.in. w farmaciji, inzynierii materiatowej czy budownictwie.

Leczenie osteoporozy jest waznym zadaniem w swiatowym systemie opieki zdrowotnej. Poniewaz
choroba wptywa bezposrednio na kosci cztowieka, nieleczona moze spowodowac¢ znaczne pogorszenie na-
rzadu ruchu, obnizajgc jako$é zycia pacjenta. Przeprowadzone przez Kraljevi¢ Paveli¢ S., Krpan D., Zuvié
M., Eisenwagen S., Paveli¢ K., Front. Med. 9 (2022), https://doi.org/10.3389/fmed.2022.870962, testy Kili-
niczne pozwolity dowie$¢ pozytywnego wptywu zeolitdw w procesie leczenia kosci u pacjentéw chorych
na osteoporoze. Na ich podstawie mozliwe jest wyciagniecie wnioskow, ze zastosowanie zeolitow jako
rozpuszczalnej formy krzemionki korzystnie wptywa na regeneracje kosci i proces ich przebudowy. Fa-
biano i wsp. w pracy Fabiano A., Piras A.M., Calderone V., Testai L., Flori L., Puppi D., Chiellini F.,
Zambito Y., Nutrients 11 (2019) 2467, https://doi.org/10.3390/nu11102467, potwierdzili, ze naturalny
zeolit (klinoptylolit) moze by¢ skutecznie stosowany jako system dostarczania wapnia charakteryzujacy
sie jego przedtuzonym uwalnianiem i zmniejszonymi skutkami ubocznymi. Badania na zwierzetach wy-
kazaly, ze bogate w waph granulki zeolitu mozna stosowac¢ w profilaktyce osteoporozy ze wzgledu na
zwiekszenie poziomu osteokalcyny, ktora jest zwigzana z procesami przebudowy kosci.

W pracy Sandomierski M., Adamska K., Ratajczak M., Voelkel A., International Journal of Biolo-
gical Macromolecules 223 (2023) 812—-820 opisano synteze scaffoldu zawierajgcego nosnik w postaci
zeolitu X, do ktérego przytagczono bezposrednio substancje leczniczg(ryzedronian sodu), a uwalnianie
zachodzito na skutek wymiany jonowej w pH 7.4.

Opisany w artykule Sandomierski M., Jakubowski M., Ratajczak M., Pokora M., Zielinska M.,
Voelkel A., Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials 111 (2023) 1005-1014,
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mechanizm polegat na syntezie nosnika zeolitowego z wymienionymi w strukturze jonami dwuwarto-
Sciowymi przy czym uwalnianie substancji leczniczej nastepowato rowniez na skutek wymiany jonowej
w pH réwnym 7.4.

W artykule Sandomierski M., Zielihska M., Voelkel A., International Journal of Pharmaceutics 578
(2020) 119117, opisali synteze nosnikdéw zeolitowych w formie wapniowej (zeolit a i X) do uwalniania
ryzedronianu sodowego w pH=7.4. Uwalnianie zachodzito na zasadzie wymiany jonowej ze wzgledu,
ze substancja czynna byta bezposrednio przytgczona do zeolitu.

W pracach Sandomierski M., Zielinska M., Voelkel A., Materials Chemistry Frontiers 5 (2021)
5718-5725 i Sandomierski M., Stachowicz W., Patalas A., Grochalski K., Grabon W., Voelkel A., Mate-
rials 16 (2023) 1710, ukazano mozliwos¢ modyfikacji implantéw tytanowych przy pomocy powtok za-
wierajgcych wapniowe, magnezowe i cynkowe formy sodalitu jako materiat umozliwiajacy uwalnianie
ryzedronianu sodu w celach leczniczych.

Z opisu patentowego PL242079B1 znana jest metoda wytwarzania materiatu tytanowego z war-
stwg zeolitowg i przytgczonym lekiem (bisfosfonianem, w postaci ryzedronianu). Materiat tytanowy
umieszcza sie w mieszaninie glinianu sodu, krzemianu sodu i wodorotlenku sodu w podwyzszonej tem-
peraturze. Materiat poddaje sie wymianie jonowej z jonami dwuwartosciowymi (wapnia). Nastepnie
przytgcza sie bisfosfonian do powierzchni stopu umieszczajgc materiat tytanowy po wymianie jonowej
w roztworze ryzedronianu na tydzieh w temperaturze 35°C.

Z aktualnego stanu wiedzy nie jest znany sposob wytwarzania reagujgcej na zmiany pH matrycy
zeolitowo-polimerowej na bazie zeolitu sodowego Na-X jako nosnika substancji leczniczej z grupy bis-
fosfoniandw. Istniejgce dane literaturowe i patentowe nie ukazujg procesu wytwarzania matrycy zeoli-
towo-chitozanowej zawierajgcej lek z grupy bisfosfonianéw reagujacej na zmiany pH w celu kontrolo-
wanego uwalniania, w wyniku oddziatywan chemicznych pomiedzy zeolitem zmodyfikowanym chitoza-
nem a ryzedronianem dochodzi do utworzenia tréjsktadnikowego kompleksu wrazliwego na zmiany pH.
Tego typu rozwigzanie pozwala na uzyskanie materiatu jako inteligentnego nosnika uwalniajgcego lek
w zaleznosci od pH miejscowego mikrosrodowiska. Umozliwia to nacelowane dostarczanie leku w za-
leznosci od zapotrzebowania, w pH powyzej 7 chitozan wystepuje w formie nierozpuszczalnej, a w wy-
niku obnizenia pH w zakresie 4—7 obserwuje sie stopniowe rozpuszczanie tgcznika chitozanowego
i uwolnienie leku.

Celem wynalazku jest wytworzenie matrycy zeolitowo-polimerowej zawierajgcej ryzedronian sodu
jako substancje leczniczg z grupy bisfosfonianow.

Istotg sposobu wytwarzania reagujgcej na zmiany pH matrycy zeolitowo-polimerowej na bazie
zeolitu sodowego Na-X jako nosnika substancji leczniczej z grupy bisfosfonianéw jest to, ze przygoto-
wuje sie matryce, w ktérej sktad wchodzi sproszkowany zeolit Na-X w proporcji 1 czes¢ proszku do 20
czesci (w/o) 1% roztworu chitozanu w kwasie octowym o stezeniu 0,1 M. Mieszajgc dodaje sie wodnego
roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M w ilosci 20 ml do uzyskania pH=9. Nastepnie zmodyfiko-
wany zeolit odsgcza sie z roztworu, suszy i mieli otrzymujgc NaXCH. W dalszej kolejnosci dodaje sie
wodny roztwor ryzedronianu sodu o stezeniu 7,5 mg/ml w proporcji 1 czes$¢ proszku do 20 czesci roz-
tworu (w/0) — mieszajgc w temperaturze pokojowej, po czym oddziela sie osad od roztworu i suszy sie
w temperaturze ponizej 70°C do otrzymania statej masy. Nastepnie matryce NaXCHRIS rozdrabnia sie.

Korzystnym skutkiem zastosowania wynalazku jest otrzymanie matrycy umozliwiajgcej kontrolo-
wane uwalnianie substancji leczniczej w zaleznosci od pH srodowiska. Zastosowany linker w postaci
chitozanu pozwala kontrolowa¢ uwalnianie ryzedronianu w odpowiedzi na zmiany pH. Znanym jest fakt,
ze rozpuszczalnos¢ chitozanu zalezy posrednio od stopnia deacetylacji chityny oraz bezposrednio od
pH otoczenia. Chitozan nie jest rozpuszczalny w wodzie, natomiast jest rozpuszczalny w kwasach nie-
organicznych i organicznych. Najczesciej wykorzystuje sie kwas octowy. W Srodowisku kwasnym grupy
aminowe obecne w tancuchu polimerowym ulegajg protonowaniu w wyniku czego wzrasta hydrofilo-
wos¢ makromolekut, a sam polimer staje sie rozpuszczalny. Wykorzystanie tej wtasciwosci pozwala na
zaprojektowanie nosnika, w ktérym chitozan petni role tacznika pomiedzy ciatem statym a lekiem. W pH
powyzej pKa chitozanu — powyzej 7, polimer znajdujacy sie na powierzchni jest nierozpuszczalny. Ob-
nizenie pH prowadzi do protonacji grup aminowych oraz stopniowego rozpuszczania chitozanu. Skut-
kuje to uwolnieniem leku. Schematyczny przebieg procesu ukazano na Fig. 1. Kolejng zaletg wynalazku
jest fakt, ze wykorzystywany zeolit powstat z materiatu odpadowego jakim byt roztwor po produkcji ze-
olitéw popiotowych na podstawie opisu zgtoszenia patentowego PL436212A1.

Wyniki pomiaréw sposobu wytwarzania reagujgcej na zmiany pH matrycy zeolitowo-polimerowej
zostaly przedstawione na rysunku, na ktérym poszczegodlne figury przedstawiaja:
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Fig. 1 — Schemat ukazujacy proces uwalniania leku w zaleznosci od pH mikrosrodowiska.

Fig. 2 — Poréwnanie widm FTIR-PAS zeolitu Na-X oraz modyfikowanego chitozanem NaxCH.

Fig. 3— Poréwnanie zawartosci skladnikéw materiatu wyjsciowego modyfikowanego chitozanem
(NaXCH) oraz materiatu modyfikowanego chitozanem oraz ryzedronianem (NaXCHRIS).

Fig. 4 — Profile uwalniania ryzedronianu z matrycy NaXCHRIS w pH 4; 5,5 oraz 7,4.

Przyktad

Etap 1: w zlewce szklanej o objetosci 0,5 | zawierajacej 0,2 | 1% roztworu chitozanu w kwasie
octowym o stezeniu 0,1 M umieszczono 10 g zeolitu Na-X sproszkowanego poprzez utarcie w mozdzie-
rzu agatowym przez 3 minuty. Tak przygotowang substancje mieszano przy uzyciu mieszadta magne-
tycznego IKA C-MAG HS 7 przy 500 rpm przez 5 godzin w temperaturze pokojowej w zakresie
20-25°C. Nastepnie dodawano wodny roztwdr wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M w ilosci 20 ml aby
uzyskac pH suspensji wynoszgce 9 zmierzone przy pomocy pH-metru Elmetron CP-501. Tak przygoto-
wang mieszaning przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem przy uzyciu kolby ssawkowej, lejka Blch-
nera oraz sgczka papierowego jakosciowego o srednicy 150 mm firmy Ahlstrom Munktell. Uzyskany
w ten sposéb materiat w postaci serowatego osadu przeptukano przy uzyciu 1 | wody destylowanej do
pH supernatantu zawierajgcego sie pomiedzy pH=6—7. Pomiaru pH dokonano przy uzyciu laboratoryj-
nego papierka wskaznikowego pH-Fix 0-14 firmy Macherey-Nagel. Osad umieszczono na szklanej
szalce i wstawiono do suszarki laboratoryjnej POL-EKO, model SLW rozgrzanej do temperatury 70°C.
Temperature utrzymywano przez 12 h. Po wyjeciu produkt NaXCH ucierano w mozdzierzu agatowym
przez 3 minuty.

Etap 2: Nastepnie w zlewce szklanej o objetosci 0,1 | zawierajgcej 0,04 | wodnego roztworu ry-
zedronianu sodu o stezeniu 7,5 mg/ml umieszczono 2 g utartego w mozdzierzu agatowym na proszek
sfunkcjonalizowanego chitozanem zeolitu NaXCH. Substancje mieszano przy uzyciu mieszadta magne-
tycznego IKA C-MAG HS 7 przy 500 rpm przez 5 godzin w temperaturze pokojowej w zakresie
20-25°C. Nastepnie oddzielono osad od roztworu poprzez odwirowanie w wiréwce laboratoryjnej MPW-351
przez 5 minut przy 10 000 rpm. Roztwér znad osadu usunieto, a osad umieszczono na szklanej szalce
i wstawiono do suszarki laboratoryjnej POL-EKO, model SLW rozgrzanej do temperatury 70°C. Tempe-
rature utrzymywano przez 12 h. Po wyjeciu matryce NaXCHRIS ucierano w mozdzierzu agatowym
przez 3 minuty.

Uzyskany materiat poddano badaniom. Widma FTIR-PAS (Fig. 2) otrzymano przy pomocy spek-
trometru Nicolet 8700 firmy Thermo Scientific z przystawkg fotoakustyczng MTEC Model 300 stosujgc
procedure zawartg w instrukcji. Na widmach po modyfikacji zaobserwowano charakterystyczne drgania
rozciggajace C-H 2875 cm™ pochodzgce od grup alkilowych tancucha polimerowego chitozanu (Fig. 2).
Ponadto zaobserwowano charakterystyczne pasma odpowiadajgce drganiom: pasmo amidowe |l
1547 cm’, C-H 1420 cm™, C-O 1375 cm™, C-N 1315 cm* $wiadczgce o skutecznej modyfikaciji zeolitu
chitozanem. Modyfikacje materiatu przy uzyciu leku — ryzedronianu sodu — potwierdzono na podstawie
obecnosci fosforu w prébce wykorzystujac fluorescencyjng analize rentgenowskg przy pomocy spektro-
metru Epsilon 3x Panalytical stosujac procedure zawartg w instrukcji (Fig. 3). Zaobserwowano wzrost
zawartosci fosforu swiadczacy o efektywnej modyfikacji materiatu przez ryzedronian sodu. Uwalnianie
ryzedronianu sodu z wyprodukowanej matrycy przeprowadzono w trzech wartosciach pH: 7,4 w bufo-
rowanej fosforanem soli fizjologicznej do hodowli komdrkowych z solami wapnia i magnezu, DPBS, 5,5
w buforze cytrynianowym oraz 4 w buforze cytrynianowym. Na podstawie badan potwierdzono, ze otrzy-
mana matryca umozliwia uwalnianie leku w sposob kontrolowany w zaleznosci od pH otoczenia (Fig. 4).
w pH 7,4 mozliwe byto uwolnienie tylko ok. 10% leku zwigzanego bezposrednio z powierzchnig zeolitu,
badz tez wytrgconego podczas syntezy. W przypadku pH 5,5 po uptywie okoto 120 minut uwolnione
zostato ok 80% leku. Wynikato to z zaprojektowanej struktury matrycy polegajgcej na rozpuszczeniu
tacznika chitozanowego w kwasnym pH. Obnizenie pH do wartosci 4,0 umozliwito uwolnienie ok. 80—
90% leku juz po 10 minutach.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposéb wytwarzania reagujgcej na zmiany pH matrycy zeolitowo-polimerowej znamienny
tym, ze przygotowuje sie matryce, w ktérej sktad wchodzi sproszkowany zeolit Na-X w pro-
porcji 1 czes¢ proszku do 20 czesci (w/o) 1% roztworu chitozanu w kwasie octowym o stezeniu
0,1 M, po czym mieszajgc dodaje sie wodnego roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M
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w ilosci 20 ml do uzyskania pH=9 a nastepnie zmodyfikowany zeolit odsgcza sie z roztworu,
suszy i mieli otrzymujgc NaXCH, zas w dalszej kolejnosci dodaje sie wodny roztwor ryzed-
ronianu sodu o stezeniu 7,5 mg/ml w proporcji 1 czes$¢ proszku do 20 czesci roztworu (w/o) —
mieszajgc w temperaturze pokojowej, po czym oddziela sie osad od roztworu i suszy sie
w temperaturze ponizej 70°C do otrzymania statej masy, a nastepnie matryce NaXCHRIS
rozdrabnia sie.
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