PL 247013 B1

URZAD
(29) W F<erowy w PL 247013 B1
' RZECZYPOSPOLITEJ
POLSKIEJ
(12) Opis patentowy
(21) Numer zgtoszenia: 438866 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2021.09.02 C12P 1/04 (2006.01)
(43) Data publikacji o zgtoszeniu: 2023.03.06 BUP 10/2023 C12P 17/10 (2006.01)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2025.04.28 WUP 17/2025 AB1K 31/395 (2006.01)
A61P 31/04 (2006.01)
(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET LODZKI, Lodz, PL
(72) Tworca(-y) wynalazku:
MATEUSZ URBANIAK, Poddebice, PL
MAGDALENA MIKOLAJCZYK-CHMIELA,
todz, PL
KAROLINA RUDNICKA, £é6dz, PL
PRZEMYStAW PLOCINSKI, £6dz, PL
WERONIKA GONCIARZ, t6dz, PL
(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Barttomiej Fijatkowski, £6dz, PL
(54) Tytut:

Sposéb otrzymywania piomelaniny izolowanej z bakterii Pseudomonas aeruginosa metoda
chloroformowg oraz zastosowanie piomelaniny izolowanej z bakterii Pseudomonas
aeruginosa metoda chloroformowg jako srodka bakteriobéjczego, proregeneracyjnego



2 PL 247013 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania piomelaniny izolowanej z bakterii Pseudomo-
nas aeruginosa metodg chloroformowg oraz zastosowanie piomelaniny jako srodka, bakteriobéjczego,
proregeneracyjnego.

Piomelanina to amorficzny brgzowo-czarny barwnik cechujgcy sie wysokg masg czgsteczkows,
ktéry powstaje w wyniku oksydatywnej polimeryzacji zwigzkéw fenolowych lub indolowych w komérkach
bakterii Pseudomonas aeruginosa (Zerrad i wsp., 2014). Zdecydowana wigkszo$¢ melanin syntetyzo-
wanych przez bakterie, w tym piomelanina wykazuje ujemny fadunek czgsteczkowy, wtasciwosci hydro-
fobowe, opornosé na dziatanie stezonych kwaséw nieorganicznych oraz brak lub niskg rozpuszczalnosé
w wodzie lub rozpuszczalnikach organicznych (Nosanchuk i Casadevall, 2006). Piomelanina Pseudo-
monas aeruginosa produkowana jest w warunkach tlenowych z kwasu homogentyzynowego (HGA) przy
udziale tyrozynazy, ktérego prekursor stanowi L-tyrozyna i/lub L-fenyloalanina. Wtasciwosci fizykoche-
miczne bakteryjnych melanin sg stabo poznane, poniewaz melanina jest agregatem mniejszych czgste-
czek sktadowych. W Srodowisku wzrostu bakterii znajduje sie wiec szereg strukturalnie odmiennych
form tego barwnika, ktére réznig sie wielkoscig, wystepowaniem wolnych grup funkcyjnych oraz stop-
niem polimeryzacji (Deshmukh i Pethe, 2016). Czgsteczka melaniny bakteryjnej moze zawiera¢ od 3
do 9 monomerdéw HGA (Costa i wsp., 2015). Wiekszos¢ naturalnych bakteryjnych melanin oraz ich pof-
syntetycznych odpowiednikdw nie rozpuszcza sie w wodzie, co znacznie utrudnia przygotowanie pre-
paratow farmakologicznych i kosmetycznych opartych naich bazie (Petrosyan i Hovsepyan, 2014). Brak
jest dostepnych danych dotyczgcych stosowania piomelaniny izolowanej z bakterii Pseudomonas aeru-
ginosa metodg precypitacji kwasowej dla formy nierozpuszczalnej w wodzie oraz metodg chlorofor-
mowg dla formy rozpuszczalnej w wodzie jako suplementu diety i zywnosci specjalnego przeznaczenia
medycznego w celu ograniczenia zakazenia bakteriami Helicobacter pylori, immunomodulacji uktadu
odpornosciowego i wspierania regeneracji tkanki nabtonkowej oraz kostne;.

Dotychczas piomelanina izolowana byta z wykorzystaniem metody precypitacji kwasowej, gdzie
podtoze zakwaszano 1 M kwasem solnym i inkubowano przez tydzieh. Nastepnie mieszanine gotowano
przez 1 godz. w celu unikniecia tworzenia melanoidyn i odwirowywano przy 8000 g przez 10 min. Osad
piomelaniny kwasowej przemywano trzykrotnie 0,1 M kwasem solnym, a nastepnie wodg destylowang
i etanolem do wysuszenia (Mahmood, 2015). Powyzsza procedura izolacji piomelaniny powoduje uzy-
skanie substancji nierozpuszczalnej w wodzie. Piomelanina taka rozpuszcza sie tylko w srodowisku
zasadowym (> 0,1M NaOH) co moze by¢ ktopotliwe w zastosowaniu barwnika w testach in vitro i wyko-
rzystaniu leczniczym. Brak jest w literaturze naukowej informacji o biomedycznym wykorzystaniu pio-
melaniny Pseudomonas aeruginosa.

Istotg niniejszego wynalazku jest sposob otrzymywania piomelaniny izolowanej z bakterii Pseu-
domonas aeruginosa metodg chloroformowa. Charakteryzuje sie on tym, ze wysterylizowang termicznie
hodowle bakteryjng odwirowuje sie przy 4500-8000 obr./min. przez 10 min. w celu pozbycia sie komé-
rek bakteryjnych. Nastepnie hodowle inkubuje sie z chloroformem w stosunku 1:1 na macie wytrzgsa-
jacej przez co najmniej 30 min. Tak uzyskany supernatant scigga sie znad fazy chloroformowej i osadu
biatkowego i zateza sie zuzyciem jednej z nastepujgcych metod, a mianowicie w cieplarce/piecu w tem-
peraturze do 95°C, systemu zatezania prézniowego, liofilizatora lub metody z uzyciem koncentratorow
do objetosci 10 ml. Zatezong piomelanine oczyszcza sie z lipopolisacharydu z uzyciem kolumn wigzg-
cych LPS lub poprzez inkubacje z polimyksyng B.

Istote wynalazku stanowi takze zastosowanie piomelaniny jako srodka immunomodulujgcego,
bakteriobdjczego, proregeneracyjnego oraz jako suplementu diety i zywnosci specjalnego przeznacze-
nia medycznego w celu ograniczenia zakazenia bakteriami Helicobacter pylori.

Za pomocg sposobu wedtug wynalazku uzyskuje sie produkt w postaci piomelaniny rozpuszczal-
nej w wodzie, dzieki czemu mozliwe jest unikniecie negatywnego wptywu rozpuszczalnikow alkalicznych
stosowanych dotychczasowo do rozpuszczenia piomelaniny uzyskanej metodg precypitacji kwasowe;.
Roztwory alkaliczne wykazujg toksyczne dziatanie na modelach komoérkowych i badaniach in vivo, na-
tomiast woda lub sol fizjologiczna zapewnia optymalne srodowisko dziatania piomelaniny uzyskanej
metodg chloroformowa.

Preparat piomelaniny i jej kompozycje mozna wytwarzac¢ jako produkty o dowolnej postaci. Takie
formy produktu obejmujg, ale nie ograniczajg sie tylko i wytgcznie do kapsutek, tabletek, kremu, ptynu,
masci, zelu, aerozolu rozpylanego lub plastrow.
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Piomelanina moze by¢ dodatkowo doczyszczana z uzyciem enzymaow lipo- i proteolitycznych, jak
réwniez zastosowany moze by¢ proces dializy w celu usuniecia substancji niepozgdanych. Preparaty
zawierajgce piomelanine mogg dodatkowo zostaé wzbogacone o jeden lub wiecej sktadnikéw, takich
jak srodki przeciwuczuleniowe, srodki przeciwdrobnoustrojowe, srodki przeciwbolowe srodki przeciw-
zapalne, $rodki antyseptyczne, srodki chelatujgce, $rodki btonotworcze i kosciotwoércze, $rodki zapa-
chowe, srodki zluszczajgce, srodki wspomagajgce penetracje tkanek, srodki pochtaniajgce wilgog,
srodki farmaceutyczne, srodki konserwujgce, srodki zwiekszajgce rozpuszczalnosé, stabilizatory, srodki
zageszczajgce lub witaminy.

Wynalazek zostat przedstawiony w przyktadach wykonania i na rysunku, na ktérym fig. 1 przed-
stawia indeks fagocytarny monocytéw ludzkich stymulowanych piomelaning po czasie 24, 48 i 72 go-
dzinach, a fig. 2 przedstawia aktywnos¢ sekrecyjng monocytéw wydzielajagcych TNF-a stymulowanych
piomelaning lub kostymulowang piomelaning i czynnikami pochodzenia bakteryjnego.

Przyktad 1

W toku prowadzonych badan opracowano sposob otrzymania rozpuszczalnej w wodzie piomela-
niny z zastosowaniem chloroformu. Wysterylizowang termicznie hodowle bakteryjng odwirowuje sie
przy 4500-8000 obr./min. przez 10 min. celu pozbycia sie komérek bakteryjnych, a nastepnie hodowle
inkubuje sie z chloroformem w stosunku 1:1 na macie wytrzgsajgcej przez co najmniej 30 min. Super-
natant scigga sie znad fazy chloroformowej i osadu biatkowego, a nastepnie zateza sie z uzyciem jedne;j
z nastepujacych metod, a mianowicie w cieplarce/piecu w temperaturze do 95°C, systemu zatezania
prézniowego, liofilizatora lub w innej wersji metody z uzyciem koncentratorow do objetosci 10 ml. Zate-
zong piomelanine oczyszcza sie z lipopolisacharydu z uzyciem kolumn wigzgcych LPS lub poprzez
inkubacje z polimyksyng B.

Przykfad 2

Wiasciwosci immunomodulujgce piomelaniny oceniano wzgledem monocytéw, w zakresie wspo-
magania procesu fagocytozy, pobudzania wydzielania TNF-a oraz inicjowania chemotaksji monocytow.
Wiasciwosci wspomagajgce fagocytoze oceniono z wykorzystaniem komercyjnego testu pHrodo™
Green E. coli BioParticles® Conjugate. System oparty na pHrodo mierzy aktywno$¢ fagocytarng na
podstawie fluorescencji uzyskanej po zakwaszenia sfagocytowanych czgstek w komérkach. Czasteczki
pHrodo sg sprzezone z barwnikiem fluorogennym, ktéry gwattownie zwieksza fluorescencje w wyniku
procesoéw tleno-zaleznych w monocytach. Wykazano, ze monocyty stymulowane przez 24 godziny pio-
melaning charakteryzujg sie 3,7 razy wyzszg aktywnoscig fagocytarng w poréwnaniu do komarek nie-
stymulowanych. Po 48 godzinach stymulacji piomelaning indeks fagocytarny wzrasta 5,3-krotnie w po-
réwnaniu do komorek nietraktowanych. Natomiast, po 72 godzinnej stymulacji piomelaning zaobserwo-
wano spadek efektywnosci fagocytarnej w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych w 24 i 48 godzin.

Przyktad 3

W toku prowadzonych badan oceniono wtasciwosci bakteriobdjcze w tescie seryjnych mikroroz-
cienczen w podfozu hodowlanym Brucella z dodatkiem 10% surowicy ptodéw cielecych i suplementu
Skirrow z wyznaczeniem minimalnego stezenia hamujgcego wzrost (MIC) i minimalnego stezenia bak-
teriobdjczego (MBC). Zahamowanie aktywnosci metabolicznej pieciu szczepdw klinicznych Helicobac-
ter pylori w srodowisku piomelaniny oceniono w tescie redukcji resazuryny, w ktérym zywe i aktywne
metabolicznie komaorki mikroorganizméw sg zdolne do przeksztatcenia niebieskiej resazuryny w rozowg
resorufine o wlasciwosciach fluorescencyjnych. llos¢ wytworzonej resorufiny, ktérg mozna oznaczyc¢
poprzez pomiar fluorescencji przy dtugosci fali wzbudzenia X = 560 nm i emisji X = 590 nm, jest propor-
cjonalna do liczby aktywnych metabolicznie komérek. Wartosci MIC i MBC piomelaniny dla szczepow
klinicznych oscylowaty wynosity 195-780 pg/ml. Piomelanina hamuje aktywno$¢ metaboliczng wszyst-
kich przebadanych szczepdw klinicznych Helicobacter pylori w zakresie stezen 390-24960 pg/ml. Wy-
kazano, ze piomelanina istotnie ogranicza wzrost referencyjnych szczepdéw Helicobacter pylori
ATTC®700392 i Helicobacter pylori CCUG17874 w stezeniach 64—-16384 pg/ml. Aktywnos$¢ bakterio-
bojcza piomelaniny wzgledem szczepow klinicznych jest stabsza w poréwnaniu do szczepdw referen-
cyjnych Helicobacter pylori. Minimalna dawka bioaktywna zostaje okreslona dla stezenia 16 pg/ml. Ak-
tywnos¢ bakteriobdjcza piomelaniny wspomagana moze by¢ przez dodatek innych antybiotykéw oraz
substancji wspomagajgcych przeciwbakteryjny efekt synergistyczny.

Przyktad 4

Wiasciwosci proregeneracyjne piomelaniny, a wiec zdolno$¢ do zarastania uszkodzenia mono-
warstwy komorek fibroblastow mysich linii L-929 stymulowanych piomelaning Pseudomonas aeruginosa
badano na podstawie migracji tych komérek w tzw. tedcie gojenia rany. Do dotkow w ptytce 6- dotkowej
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nanoszono 1 ml zawiesiny komorek L-929 o gestosci 1x108 komédrek/ml, w podtozu RPMI 1640 z dodat-
kiem 2% surowicy ptodow cielecych (FBS) (minimalizacja proliferacji komérek), a nastepnie inkubowano
24 godz., w inkubatorze hodowlanym (temp. 37°C, 5% CO3), w celu uzyskania 100% konfluencji mono-
warstwy komorek (pokrycia powierzchni dotka przez komoérki). Nastepnie w monowarstwie komorek wy-
konano ryse imitujgca jej uszkodzenie.

Komérki przeptukiwano dwukrotnie swiezym podtozem hodowlanym i do studzienek nanoszono
1 ml podtoza RPMI 1640 z 2% dodatkiem FBS, w celu zminimalizowania proliferacji i odklejania sie
komorek. Komérki stymulowano piomelaning w stezeniach nie cytotoksycznych, przez 24 godz., w in-
kubatorze (temp. 37°C, 5% CO3), po czym komérki przemyto podtozem hodowlanym. Studzienki z ko-
morkami traktowanymi lub nietraktowanymi piomelaning obrazowano w mikroskopie kontrastowo-fazo-
wym z odwréconym polem widzenia. Oceniono szerokosé rysy w czasie 0, 24, 36 godz. hodowli,
z wykorzystaniem oprogramowania Motic AE200. Odnoszono szerokosci uszkodzenia po stymulacji
komorek piomelaning do szerokosci rysy w hodowli komérek prowadzonych w samym podtozu. W tedcie
gojenia rany na komérkach fibroblastow linii L-929 wykazano, ze w srodowisku piomelaniny fibroblasty
mysie uszkodzonej mechanicznie monowarstwy komorkowej migrujg i zarastajg symulowang rane istot-
nie szybciej w stezeniach 1-64 pg /ml po 24 godz. oraz w stezeniach 1-128 pg/ml po 36 godz. od
stymulacji w poréwnaniu do komérek nietraktowanych.

Przyktad 5

Wydzielanie TNF-a przez komérki linii monocytarno-makrofagowej THP-1 stymulowane piomela-
ning lub piomelaning w srodowisku antygenéw Helicobacter pylori oceniono z wykorzystaniem rekom-
binowanej linii HEK-TNF Blue. Monocyty linii TF1P-1 stymulowano przez 24 godz. LPS E. coli, LPS
H. pylori, ekstraktem glicynowym H. pylori (EG) osobno lub fgcznie z piomelaning. Nastepnie 20 pl kaz-
dego z supernatantéw pohodowlanych dodawano do komoérek HEK-TNF Blue. Po 24 godz. (temp. 37°C,
5% CO3) inkubacji przeniesiono 20 pl supernatantu pohodowlanego do 180 pl odczynnika Quanti Blue
i inkubowano przez kolejne 2 godz. w inkubatorze. Obecnos¢ TNF-a w hodowlach monocytéw stymu-
lowanych piomelaning i/lub antygenami H. pylori wykrywano poprzez poziom pobudzenia komorek
HEK-TNF Blue do wydzielania zarodkowej fosfatazy alkalicznej (SEAP). Poziom SEPA jest wprost pro-
porcjonalny do stezenia TNF-a byt odczytywany poprzez pomiar absorbancji barwnika Quanti Blue przy
dtugosci fali 650 nm, ktéry zmienia barwe z rézowej na granatowa. Kostymulacja komérek THP-1 pio-
melaning z LPS E. coli, LPS H. pylori i EG powoduje zwiekszone wydzielanie TNF-a w poréwnaniu do
stymulacji pojedynczymi komponentami bakteryjnymi. Piomelanina we wszystkich badanych stezeniach
pobudzata monocyty do wydzielania TNF-a. Najwyzszy poziom TNF-a byt obserwowany w hodowlach
poddawanych kostymulacji monocytéw piomelaning i LPS E. coli.

Przyktad 6

Zdolnos¢ do ukierunkowanego ruchu monocytéw ludzkich THP-1 stymulowanych piomelaning
badano na podstawie migracji tych komaérek w specjalnie przygotowanych uktadach z agarozg. Na ste-
rylne, odttuszczone szkietko podstawowe naktadano kapilare hematokrytows, a nastepnie naniesiono
agaroze o stezeniu 2,5%. Po zestaleniu agarozy usunigto kapilare, wycisnieto studzienki po obu stro-
nach powstatej drogi migracji komérek. Agaroze wysycano podtozem, a nastepnie na szkietko z ukfa-
dem kontroli uiemnej naniesiono podtoze RPMI z dodatkiem 2% FBS. Do studzienek na szkietku z kon-
trolg dodatnig procesu chemotaksji najpierw naniesiono podtoze RPMI z dodatkiem 2% FBS, a nastep-
nie do studzienki z chemoatraktantem dodano FBS w koncowym stezeniu 10%. Do studzienek na
szkietku z préba badang najpierw naniesiono podioze RPMI z dodatkiem 2% FBS, a nastepnie do stu-
dzienki z chemoatraktantem dodano piomelanine. W celu utworzenia gradientu, w studzience przezna-
czonej do natozenia komorek odciggnieto podtoze, a nastepnie dodano zawiesine zawierajgcg komorki.
Ukfady z komaorkami traktowanymi lub nietraktowanymi piomelaning obrazowano w mikroskopie kontra-
stowo-fazowym z odwréconym polem widzenia. Tempo migracji komorek THP-1 oceniono w czasie 30
min, 1,3,6 godz., z wykorzystaniem oprogramowania Motic AE200. Obliczono wspotczynnik migracji
komorek z proby badanej i kontroli dodatniej w czasie, wzgledem kontroli ujemnej (komorek bez dodatku
chemoatraktantu). Wspotczynnik migracji komoérek stymulowanych piomelaning pozostawat na pozio-
mie kontroli dodatniej czyli monocytéw traktowanych referencyjnym chemoatraktantem (10% surowica
ptodéw cielecych). Piomelaning stymuluje komorki THP-1 do ukierunkowanego ruchu. Aktywnos¢ che-
motaktyczna piomelaniny zostata przedstawiona w tabeli.



PL 247013 B1 5

Piomelanina

Zastrzezenia patentowe

Sposob otrzymywania piomelaniny izolowanej z bakterii Pseudomonas aeruginosa metodg
chloroformowg oraz zastosowanie piomelaniny izolowanej z bakterii Pseudomonas aerugi-
nosa metodg chloroformowg jako srodka bakteriobdjczego, proregeneracyjnego, w jakim ho-
dowle inkubuje sie z chloroformem w stosunku 1:1 na macie wytrzgsajgcej przez co najmniej
30 minut, po tym czasie supernatant scigga sie znad fazy chloroformowej i osadu biatkowego,
a nastepnie zateza sie w cieplarce/piecu w temperaturze do 95°C do objetosci 10 ml, zna-
mienny tym, ze hodowla bakteryjna jest sterylizowana termicznie i odwirowuje sie jg przy
4500-8000 obr./min. przez 10 min. w celu pozbycia sie komoérek bakteryjnych, a zatezong
piomelanine oczyszcza sie z lipopolisacharydu z uzyciem kolumn wigzgcych LPS.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze uzyskany supernatant zateza sie za pomocag
systemu zatezenia prézniowego.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze uzyskany supernatant zateza sie za pomocag
koncentratorow.

Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze uzyskany supernatant zateza sie za pomocag
liofilizatora.

Sposob wedtug zastrz. od 1 albo 2 albo 3 albo 4, znamienny tym, ze zatezong piomelanine
oczyszcza sie z lipopolisacharydu poprzez inkubacje z polimyksyng B.

Zastosowanie piomelaniny izolowanej z bakterii Pseudomonas aeruginosa sposobem wedtug
zastrz. 1-5 jako srodka, bakteriobdjczego, proregeneracyjnego oraz jako suplementu diety
i zywnosci specjalnego przeznaczenia medycznego w celu ograniczenia zakazenia bakteriami
Helicobacter pylori.

Zastosowanie wedtug zastrz. 6, znamienne tym, ze suplementy zawierajgce piomelanine wy-
twarzane sg w postaci kapsutek, tabletek, kremu, ptynu, zawiesiny, masci, zelu, aerozolu roz-
pylanego lub plastrow.
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Rysunki
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